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[摘　要]	 目的：探 讨 R 语 言 在 基 因 表 达 数 据 库 中 筛 选 子 宫 内 膜 癌 相 关 的 脂 质 代 谢 关 键 分 子 的 可 行 性 。  

方法：从 基 因 表 达 数 据 库 ( G e n e  E x p r e s s i o n  O m n i b u s ， G E O ) 中 筛 选 子 宫 内 膜 癌 测 序 集

G S E 5 6 0 8 7 ，基于 R 语言进行基因差异性分析及信号通路分析，从结果中选取可能有意义的高

表达基因并进行免疫组织化学验证。结果：通过基因差异性分析、富集分析并结合信号通路分

析，筛选出子宫内膜癌组织中代谢相关基因C YP3A4与NR1I2高表达。临床标本免疫组织化学显

示CYP3A4与NR1I2在癌与癌旁组织的表达差异有统计学意义(P<0.05)，但均非高表达。CYP3A4

与NR1I2在不同子宫内膜癌分期中的表达情况的差异无统计学意义(P>0.05)。结论：R语言对已

有基因表达数据库进行基因差异性分析和信号通路分析是可行的。对G S E 5 6 0 8 7测序结果进行

差异性基因分析发现，脂质代谢相关的CP Y基因家族、N R基因家族有高表达，尤其C Y P 3 A 4与

NR1I2，值得后续深入研究。
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Abstract Objective: To explore the feasibility of screening key molecules of lipid metabolism in endometrial cancer in 
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女性生殖道肿瘤对其健康构成巨大威胁，其

中包括三个主要肿瘤：子宫内膜癌，上皮性卵巢

癌和宫颈癌。2015年中国有63 400名女性被诊断患

有子宫内膜癌，其中21 800人死亡[1]。

脂 类 代 谢 参 与 调 节 细 胞 的 生 长 、 增 殖 、 分

化 等 多 种 生 命 活 动 ， 脂 类 代 谢 异 常 在 肿 瘤 的 发

生发展中起重要的作用 [2]。多不饱和脂肪酸( poly 
unsaturated fatty acids，PUFAs)作为一类独特的生

物活性物质，对人体有重要的生理功能。细胞膜

中脂肪酸(尤其是P U FA s)代谢的改变影响细胞的

结构、功能、细胞的氧化状态以及信号通路，从

而改变细胞的生长特性 [3]。患有代谢紊乱(包括肥

胖和糖尿病)的女性患子宫内膜癌的风险增加。然

而，子宫内膜肿瘤的脂质代谢途径还没有得到充

分的研究。

既往研究 [ 4 ]发现子宫内膜癌患者外周血中，

omega-6含量及omega-6/omega-3比值增高。omega-6
及omega-d等PUFA s在生物体内的代谢是一个复杂

的过程。其中omega-3 PUFAs和omega-6 PUFAs都是

合成类二十烷酸化合物的前体，在机体内具有稳定

细胞膜功能、调控基因表达、维持细胞因子和脂蛋

白平衡、抗心血管病、抗炎和抗癌等生理功能，

是目前营养生化研究热点之一 [5-7]。人类的食物中

omega-3 PUFAs明显减少，同时含有过量的omega-6 
PUFAs，高omega-6/omega-3 PUFAs比值的膳食引发

一系列的慢性疾病，如心血管疾病、肥胖、糖尿

病、癌症、炎症及自身免疫性疾病等[8-11]。

为 深 入 探 索 脂 肪 酸 代 谢 异 常 关 键 分 子 与 子

宫内膜癌发生或发展的关系，并探讨利用 R 语言

进行基因差异性分析的可行性，本研究通过对美

国国立生物技术信息中心基因表达数据库 (G e n e 
Expression Omnibus，GEO)中子宫内膜癌二代基因

测序数据GSE56087，进行基于R语言的基因差异

性分析，筛选与子宫内膜癌相关的脂质代谢关键

分子，并在组织标本上进行免疫组织化学验证。

1 资料与方法

1.1 基因差异性分析

1.1.1相关数据集筛选GEO数据库芯片筛选

本研究检索美国国家生物信息技术中心(The 
Nat ional  Center  for  Biotechnolog y Information，

NCBI，htt ps://w w w.ncbi .nlm.ni h.gov/)，点击选

择 G EO  d a t a s e t s ，检索  E n d o m e t r i a l  c a n c e r ，选

择  Homosapiens，共检索出2 451个芯片。我们以

“endometrial cancer AND adjacent normal tissue”

为 检 索 词 ， 在 排 除 非 内 膜 癌 标 本 、 非 真 实 患 者

组织标本检测、甲基化、针对某个靶标的基因芯

片 检 测 ， 最 终 选 择 G S E 5 6 0 8 7 ， 该 测 序 结 果 应 用

Illumina 100个核苷酸配对端测序法，对9对人子宫

内膜癌及癌旁组织进行mRNA表达谱分析.
1.1.2 R语言包的安装

R 语 言 采 用 3 . 5 . 3 版 本 。 安 装 B i o b a s e 、

GEOquer y、pheatmap、FactoMineR、factoextra、

g g p u b r 、 l i m m a 函 数 包 。 p h e a t m a p 绘 制 热 图 和

ggpubr绘制韦恩图。

1.1.3 差异基因筛选及信号通路分析

按照 | l o g 2 F C | > 1和P < 0 . 0 5作为筛选标准，使

用l imma包筛选差异性基因。将最终筛选出的差异

性基因，导入https://str ing-db.org/网站进行京都

gene expression database based on R language. Methods: Following screening the endometrial cancer sequence 

set GSE56087 from the Gene Expression Omnibus (GEO) database, differential analysis of genes and signal 

pathway analysis were performed based on R language. Potentially significant genes with high expression were 

selected from the results for immunohistochemical verification. Results: Through genetic difference analysis, 

enrichment analysis, and signal pathway analysis, high expression of metabolism-related genes CYP3A4 and 

NR1I2 in endometrial cancer tissues were screened out. Immunohistochemistry of clinical specimens showed that 

the expression of CYP3A4 and NR1I2 in cancer and adjacent tissues was statistically significant (P<0.05), but they 

were not highly expressed. There was no significant difference in expression of CYP3A4 and NR1I2 in different 

endometrial cancer stages (P>0.05). Conclusion: It is feasible to analyze the gene difference and signal pathway 

in the existing gene expression database with R language. Differential gene analysis of GSE56087 sequence results 

showed that the CPY gene family and NR gene family related to lipid metabolism were highly expressed, especially 

CYP3A4 and NR1I2, which are worthy of further research.
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的基因和基因组百科全书(Kyoto Enc yclopedia  of 
Genes and Genomes，KEGG)的信号通路(pathway)
及基因本体论(Gene Ontology，GO)分析。

基 因 富 集 分 析 时 ， 对 于 每 个 给 定 的 基 因 列

表，使用以下进行途径和过程富集分析： K EG G
途径，G O生物过程，反应基因集(reactome gene 
sets)，规范途径(canonical pathways)。基因组中的

所有基因都被用作富集背景。P<0.01，最小计数为

3，富集因子>1.5(富集因子是观察到的计数与偶然

预期的计数之间的比率)的基因被收集并根据其成

员相似性分组。基于累积超几何分布[12]计算P值，

并且使用Banjamini-Hochberg过程计算q值以考虑多

次测试[13]。Kappa[14]得分当在富集项上执行分层聚

类时，将其用作相似性度量，并且将具有>0.3的相

似性的子树视为聚类。选择群集中最具统计意义

的术语来表示群集。

1.2. 血脂水平分析、免疫组织化学验证

收集2007年6月至2018年12月福建省肿瘤医院

病理科存档I型子宫内膜样腺癌I~I I期病理组织共

7 7例，均具有完整的病历资料，就诊前未接受任

何治疗。患者均为女性，年龄29~73岁，中位年龄

5 4岁。取材子宫内膜癌及癌旁组织。搜集患者初

诊时血脂水平指标，包括三酰甘油(tr iglycer ide，

TG)、总胆固醇(to ta l  c h ol esterol，TC)、高密度

脂蛋白( high- densi t y  l ipoprotein，H DLC)、低密

度脂蛋白(low-density l ipoprotein，LDLC)、载脂

蛋白A 1 (a p o l i p o p ro te i n  A 1，A p o A 1 )、载脂蛋白

B(apolipoprotein B，ApoB)。

苏木精-伊红(hematoxylin-eosin staining，HE)
染 色 和 免 疫 组 织 化 学 染 色 ： 组 织 经 4 % 中 性 甲 醛

固定、常规脱水、石蜡包埋、4 μm厚切片，进行

HE染色。采用罗氏全自动免疫组织化学仪(Roche 
Benchmark XT)，对NR1I2、C YP3A4标志物免疫

组织化学染色，实验步骤参照说明书进行。所用

一抗NR1I2、CYP3A4为Biotech公司产品。用已知

阳性组织作为阳性对照，采用 P B S 代替一抗作为

阴性对照。判读标准：所有染色切片经2位经验丰

富的病理科医师进行阅片，以最终得到统一的结

果为准。阳性染色为确定为强而连续的细胞质染

色。C YP3A4、NR1I2阴性染色定义为无染色、局

部染色、弱染色。染色强度评分标准如下。1 )肿

瘤组织中阳性肿瘤细胞百分比：1为0%~25%、2分

为6%~50%、3分为51%~75%、4分为76%~100%。 
2)染色强度：0(无信号)、1(弱)、2(中)、3(强)。

最后的分数是根据染色强度和阳性肿瘤细胞的百

分 比 来 计 算 的 。 按 乘 积 分 数 ， 小 于 6 分 为 低 表 达

组，大于等于6分为高表达组[15-17]。

1.3 统计学处理

计量资料采用Shapiro-Wilks检验对其进行正态性

检验，符合正态分布的资料采用均数±标准差(x±s)
的形式进行描述，不符合正态分布的资料采用中位

数(第一四分位数，第三四分位数)进行描述，符合

正态分布的资料组间比较采用独立样本t检验进行，

不符合正态分布的资料组间比较采用非参数检验进

行。所有检验以双侧P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 基因挖掘的主成分分析结果

采用R语言函数包“FactoMineR”“factoextra”

对差异基因进行主成分分析，可以看出癌与癌旁组

织基因测序结果大致可以区分(图1)，有利于提取

基因测序结果进行下一步分析。

2.2  热图的制作

采用R语言函数包“pheatmap”制作异基因表

达值参差聚类热图(图2)。热图中的红色表示高表

达基因，蓝色表示低表达基因。基因测序结果大

致可以区分癌与癌旁组织，通过主成分及热图分

析，判断可进入差异性基因分析。

差 异 性 基 因 G O 分 析 结 果 中 ， 针 对 脂 质 代 谢

通路，发现多个细胞色素酶P450家族(c y tochrome 
P450 family，CYP)CYP2J2、CYP8B1、CYP2D7P1、

C Y P 1 B 1 、 C Y P 3 A 4 及 其 配 体 N R 1 I 2 、 N R 1 P 2 、

NR1P3，其中NR1I2及CYP3A4富集度较高。

图1 GSE56087数据集癌与癌旁组织基因测序结果主成分 

分析

Figure 1 Principal component analysis of gene sequencing 

results of cancer and adjacent tissues in GSE56087 dataset
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将富集度较高的基因通路的差异性基因导入

蛋白质互作分析网站(STRING，https://string-db.
org/cgi/network .pl?taskId=yViCcK44ORyc)，发现

NR1I2与CYP家族基因的确有相互作用，但并非核

心互作基因。基于子宫内膜癌患者常合并肥胖、

雌激素水平增高的现象以及我们关注的脂质代谢

方向，故选择NR1I2及CPY3A4进行免疫组织化学

验证。

2.3 差异基因的筛选结果

按照|log2FC|>1.5和P<0.05作为筛选标准，共

筛选出差异性基因808个。将差异性基因复制后导

入https://ga.genecards.org/和http://metascape.org/

网站，筛选出可进行分析基因795个。通过基因富

集分析，优先筛选出富集度较高的基因通路2 0个

(表1)。

2.4 子宫内膜癌血脂水平表达、免疫组织化学验证

福建省肿瘤医院病理科存档I型子宫内膜样腺

癌I~II期病理组织共77例，C YP3A4阳性组与阴性

组，阴性组年龄为(52.27±11.72)岁，阳性组年龄

为(52.95±9.38)岁，F=2.11，P=0.15。NR1I2阳性

组与阴性组，阴性组年龄为(50.20±9.81)岁，阳性

组年龄为(55.27±10.66)岁，F=0.13，P=0.72。病

历资料血脂水平与子宫内膜癌分期的差异性分析

见表2。

图2 GSE56087数据集差异基因表达值参差聚类热图

Figure 2 Heterogeneous clustering heat map of differential gene expression value in GSE56087 dataset
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表1 GSE56087差异基因信号通路富集结果

Table 1 GSE56087 enrichment results of differential genes in signaling pathways

GO 信号通路 LogP 富集度 Z- 评分

CORUM:430 18S U11/U12 snRNP –7.59 55.91 16.46

R-HSA-77387 胰岛素受体回收 –5.60 41.29 12.57

CORUM:1181 C 复合体剪接体 –14.12 37.37 19.80

R-HSA-917977 转铁蛋白内吞和回收 –5.28 34.63 11.46

CORUM:2755 17S U2 snRNP –5.17 32.53 11.08

GO:0000387 剪接 snRNP 装配 –7.40 30.97 13.23

R-HSA-72165 mRNA 剪接 - 次要途径 –7.40 30.97 13.23

GO:0033572 转铁蛋白转运 –5.01 29.82 10.58

GO:0015682 铁运输 –4.92 28.25 10.28

GO:0015991 ATP 水解耦合质子传输 –3.72 26.84 8.66

GO:0039694 病毒 RNA 基因组复制 –3.72 26.84 8.66

GO:0099131 ATP 水解偶联离子跨膜转运 –3.64 25.16 8.36

CORUM:351 剪接体 –14.23 24.75 17.29

hsa04721 突触小泡循环 –4.04 17.04 7.80

R-HSA-72172 mRNA 剪接 –11.17 16.86 13.46

R-HSA-72203 封闭含内含子的 pre-mRNA 的加工 –13.75 16.50 14.88

hsa05120 幽门螺杆菌感染上皮细胞信号转导 –3.91 15.79 7.47

hsa04145 吞噬体 –5.75 12.20 8.53

hsa00190 氧化磷酸化 –4.97 12.11 7.86

GO:0015909 长链脂肪酸转运 –2.70 12.02 5.52

差异基因信号通路富集分析，其中包含脂肪代谢相关通路GO: 0015909。

Gene set enrichment pathway analysis shows that the results include long-chain fatty acid transports pathway GO: 0015909.

表2 子宫内膜癌患者不同分期血脂水平比较

Table 2 Comparison of blood lipid levels in different stages of endometrial cancer patients

血脂指标 I 期 (n=41) II 期 (n=36) P

TG/(mmol·L–1) 1.62 (0.96，2.20) 1.34 (0.84，1.86) 0.14

TC/(mmol·L–1) 5.32±1.05 5.55 (4.70，6.36) 0.55

HDLC/(mmol·L–1) 1.28±0.32 1.38±0.42 0.23

LDLC/(mmol·L–1) 3.51±0.77 3.86 (3.07，4.32) 0.35

ApoA1/(g·L–1) 1.34±0.28 1.37±0.38 0.72

ApoB/(g·L–1) 1.05±0.22 1.02±0.38 0.62

C Y P 3 A 4 与 N R 1 I 2 在 癌 与 癌 旁 组 织 的 表 达 差

异有统计学意义(P<0.05)，但均非高表达(表3)。

CYP3A4与NR1I2在不同子宫内膜癌分期中的表达情

况的差异无统计学意义(P>0.05，表4)。

C Y P 3 A 4 与 N R 1 I 2 免 疫 组 织 化 学 表 达 图 示 见 
图3。
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表4 CYP3A4与NR1I2在子宫内膜癌不同分期中的表达情况

Table 4 Expression of CYP3A4 and NR1I2 in different stages of endometrial cancer

表达基因 表达情况 I 期 /[ 例 (%)] II 期 /[ 例 (%)] χ2 P

CYP3A4 高表达 23 (56.09) 18 (50.00) 0.29 0.59

低表达 18 (43.91) 18 (50.00)

NR1I2 高表达 21 (51.22) 16 (44.44) 0.35 0.55

低表达 20 (48.78) 20 (55.56)

表3 CYP3A4与NR1I2在癌与癌旁组织的表达情况(n=77)

Table 3 Expression of CYP3A4 and NR1I2 in cancer and adjacent tissues (n=77)

表达基因 表达情况 癌 /[ 例 (%)] 癌旁 /[ 例 (%)] χ2 P

CYP3A4 有表达 41 (53.25) 15 (19.48) 18.97 <0.01

未表达 36 (46.75) 62 (80.52)

NR1I2 有表达 37 (48.05) 14 (18.18) 15.51 <0.01

未表达 40 (51.95) 63 (81.82)

图3 CYP3A4、NR1I2子宫内膜癌及癌旁组织免疫组织化学染色(Ventana，×200)

Figure 3 Immunohistochemical staining of CYP3A4, NR1I2 endometrial cancer and adjacent tissues (Ventana, ×200)

(A) CYP3A4在子宫内膜癌组织中阳性表达；(B) CYP3A4在子宫内膜癌癌旁组织中阴性表达；(C) NR1I2子宫内膜癌组织中

阳性表达；(D) NR1I2在子宫内膜癌癌旁组织中阴性表达。

(A) Positive expression of CYP3A4 in endometrial cancer tissues; (B) CYP3A4 is negatively expressed in the tissue adjacent to the 

endometrial cancer; (C) positive expression of NR1I2 in endometrial cancer tissue; (D) NR1I2 is negatively expressed in adjacent tissues of 

uterus endometrioid adenocarcinoma.

A

C

B

D
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3 讨论

炎症因子在子宫内膜癌的病因中起着重要的

作用 [ 1 8 - 1 9 ]。一项荟萃分析 [ 2 0 ]纳入了 7 项队列研究

和14项病例对照研究，总计524 583参与者纳入分

析，研究结果发现较高的单不饱和脂肪酸的摄入

量人群有着明显较低的子宫内膜癌的发生风险。

Brasky等 [21]发现单独摄入长链omega-3 PUFA s使子

宫内膜癌风险线性降低 1 5 % ~ 2 3 % 。长链 o m e g a - 3 
PUFAs的抗炎特性可以很好解释当前研究中观察到

的抗癌益处；然而，正常体重妇女受益并不容易

解释。因此，我们试图寻找子宫内膜癌中脂质代

谢途径中基因表达差异。

从Liu等 [22]的生物信息学研究，发现子宫内膜

癌中有细胞色素P450(cytochrome P450，CYP 450)
代谢通路，以及MAPK信号通路、血清素能突触通

路等参与。脂质代谢在内膜癌中扮演了比较重要

的角色。我们的研究发现，I型子宫内膜癌I、II期

患者，血脂水平的差别无统计学意义。脂质代谢

在I型子宫内膜癌与癌前病变的差异是否存在，值

得进一步研究。

孕烷X受体(pregnane X receptor，PXR)，属于

核受体的大家族。PXR(由NR1I2编码)和PPARα(由

PPAR A编码)是影响C YP3A4表达的两个重要转录

因子[23-24]。NR1I2负责药物代谢酶和转运蛋白的上

游调节，包括CYP3A家族和多药耐药蛋白1(multi-
drug resistance 1，MDR1)[25]。CYP3A4的上游调节

因子除了NR1I2，还有PPARA、NFKB1[26]。作为核

激素受体超家族的依赖配体的转录因子，PXR具有

多种功能，包括调节异生物和胆固醇代谢，能量

稳态，肠道黏膜防御和癌症发展[26]。

G S E 5 6 0 8 7 是 对 子 宫 内 膜 癌 及 癌 旁 组 织 进 行

基 因 表 达 测 序 。 我 们 的 研 究 从 G S E 5 6 0 8 7 测 序 结

果中，进行差异性基因分析。在差异性分析中，

确 实 发 现 脂 质 代 谢 相 关 的 C P Y 基 因 家 族 、 N R 基

因家族有高表达。这结果同A s hto n等 [ 2 7 ]对1 9 1  例
子宫内膜癌病例和 2 9 1 例健康对照者中对 1 8 个基

因 的 2 8 个 多 态 性 进 行 了 基 因 分 型 ， 其 发 现 子 宫

内膜癌中C Y P家族高表达结果类似。针对我们寻

找子宫内膜癌中脂质代谢途径中基因表达差异的

目 的 ， 对 差 异 性 分 析 结 果 中 的 C Y P 3 A 4 及 N R 1 I 2
进行免疫组织化学验证。我们研究的结果发现：

C Y P 3 A 4与N R 1 I 2确实在 I型子宫内膜癌 I、 I I期患

者中表达，但并非高表达。Masuyama等 [28]提出：

P X R - C Y P 3 A 4 / 7信号传导可能是致癌途径，有可

能导致低表达ER-α的子宫内膜组织的致癌作用。

在其他激素依赖性肿瘤(例如前列腺癌)中，Chen 
等 [ 2 9 ]发现，选择性强效激动剂S R 1 2 8 1 3可以通过

PXR介导的人前列腺癌PC3细胞中CYP3A4和MDR1
的上调来增强对紫杉醇和长春碱的耐药性。既往

研究发现配体和P X R激活之间的关系，可促进雌

激素积累和激素反应性肿瘤的疾病进展，如Meyer 
zu Schwabedissen等 [30]通过PXR介导的OATP1A2上

调揭示了激素依赖乳腺癌的发病机制与雌激素积

累增加之间的直接关系。Miyoshi等 [31]发现通过乳

腺癌肿瘤中C YP3A4的mRNA和免疫组织化学表达

水平与多西他赛治疗的乳腺癌患者的临床结局相

关。CYP3A4 mRNA水平低的患者(n=14)对多西他

赛治疗的反应率显著高于CYP3A4 mRNA水平高的

患者(n=9，71% vs 11%，P<0.01)因此，CYP3A4及

NR1I2值得我们进行后续的相关研究。

本研究充分证实了R语言进行基因差异性分析

的可行性，并证实对公开数据库中基因挖掘的可

行性。但脂质代谢在子宫内膜癌中扮演了何种角

色，仍需要进一步设计新的实验去证实。

由于公开数据库中，同时对子宫内膜癌及癌

旁组织进行基因测序的实验很少，有部分数据库

有数据缺失的情况。如能综合多个数据集进行挖

掘和验证，效果会更好。
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