
第46卷第8期         西
 

南
 

大
 

学
 

学
 

报
 

(自然科学版)           2024年8月

Vol.46 No.8 Journal
 

of
 

Southwest
 

University
 

(Natural
 

Science
 

Edition) Aug. 2024

DOI:
 

10.13718/j.cnki.xdzk.2024.08.005
陈义凤,

 

谭丽萍,
 

杨春雪,
 

等.
 

胎盘病因不明绒毛炎发病关键基因筛选
 

[J].
 

西南大学学报(自然科学版),
 

2024,
 

46(8):
 

45-53.

胎盘病因不明绒毛炎发病关键基因筛选

陈义凤1,2, 谭丽萍1,2, 杨春雪1,2,
陈雪梅1,2, 何俊琳1,2, 高茹菲1,2

1.
 

重庆医科大学
 

公共卫生学院,
 

重庆
 

400016;
 

2.
 

生殖与发育教育部国际合作联合实验室,
 

重庆
 

400016

摘要:目的
 

分析胎盘病因不明绒毛炎(Villitis
 

of
 

Unknown
 

Etiology,
 

VUE)可能的发病机制,
 

筛选出在疾病中起关

键作用的靶基因.
 

方法
 

从基因表达综合数据库(Gene
 

Expression
 

Omnibus,
 

GEO)中下载 VUE及正常对照组织的

基因表达谱数据.
 

通过加权基因共表达网络分析(Weighted
 

Correlation
 

Network
 

Analysis,
 

WGCNA)和基因差异表

达分析识别关键的 VUE基因.
 

使用基因本 体 论(Gene
 

Ontology,
 

GO)以 及 京 都 基 因 和 基 因 组 百 科 全 书(Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes,
 

KEGG)分析 VUE可能的发病机制.
 

通过蛋白质 蛋白质相互作用(Protein-

protein
 

Interaction,
 

PPI)对关键VUE基因进一步筛选发现 VUE核心靶基因;
 

最后通过受试者工作特征(Receiver
 

Operating
 

Characteristic,
 

ROC)曲线和单因素逻辑回归对核心靶基因进行分析.
 

结果
 

通过加权基因共表达网络

(WGCNA)分析和基因差异表达分析,
 

发现了206个VUE核心基因,
 

对其进行功能分析发现这些核心 VUE基因

主要在跨膜受体蛋白丝氨酸/苏氨酸的负调控、
 

细胞结构组织和细胞外基质结构成分等功能上富集,
 

而富集通路主

要包括 Hippo信号通路、
 

TGF信号通路和 Wnt信号通路等.
 

利用这206个关键基因构建PPI网络筛选出10个

VUE核心靶基因,
 

对其进行分析发现它们均可作为识别VUE的独立因素,
 

且其中9个基因与VUE发生风险呈显

著负相关关系.
 

结论
 

发现了几种VUE发生发展的可能作用机制,
 

且 MRPL13,FBN1,CTGF,SLC2A10,SLIRP,

CAV1,WNT5A,VAMP7,PPP1CB,VBP1 有望成为VUE诊断和治疗的生物标志物.
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Abstract:
 

Objective
 

of
 

this
 

study
 

is
 

to
 

analyze
 

the
 

possible
 

development
 

mechanisms
 

of
 

villitis
 

of
 

unknown
 

etiology
 

(VUE)
 

and
 

the
 

screening
 

of
 

target
 

genes
 

that
 

play
 

a
 

key
 

role
 

in
 

the
 

disease.
 

Gene
 

expression
 

pro-
file

 

data
 

of
 

VUE
 

patients
 

and
 

healthy
 

individuals
 

were
 

downloaded
 

from
 

the
 

Gene
 

Expression
 

Omnibus
 

(GEO).
 

Bioinformatics
 

methods
 

were
 

applied
 

to
 

perform
 

a
 

weighted
 

correlation
 

network
 

analysis
 

(WGC-
NA)

 

and
 

gene
 

differential
 

expression
 

analysis
 

to
 

identify
 

key
 

VUE
 

genes.
 

The
 

Gene
 

Ontology(GO)
 

and
 

Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes
 

(KEGG)
 

analysis
 

were
 

used
 

to
 

discover
 

the
 

possible
 

mecha-
nisms

 

of
 

action.
 

Key
 

VUE
 

genes
 

were
 

further
 

screened
 

by
 

protein-protein
 

interactions
 

(PPI)
 

to
 

identify
 

core
 

VUE
 

target
 

genes.
 

Finally,
 

the
 

core
 

target
 

genes
 

were
 

analyzed
 

by
 

ROC
 

curve
 

and
 

univariate
 

logistic
 

regression.
 

By
 

WGCNA
 

analysis
 

and
 

gene
 

differential
 

expression
 

analysis,
 

206
 

VUE
 

core
 

genes
 

were
 

iden-
tified.

 

Functional
 

analysis
 

found
 

that
 

these
 

core
 

VUE
 

genes
 

were
 

mainly
 

enriched
 

in
 

the
 

negative
 

regula-
tion

 

of
 

the
 

transmembrane
 

receptor
 

protein
 

serine/threonine,
 

cellular
 

structural
 

organization
 

and
 

extracel-
lular

 

matrix
 

structural
 

components,
 

while
 

the
 

enriched
 

pathways
 

mainly
 

included
 

Hippo
 

signaling
 

path-
way,

 

TGF
 

signaling
 

pathway
 

and
 

Wnt
 

signaling
 

pathway.
 

10
 

VUE
 

core
 

target
 

genes
 

were
 

selected
 

from
 

206
 

key
 

genes.
 

Finally,
 

the
 

analysis
 

of
 

the
 

10
 

core
 

target
 

genes
 

found
 

that
 

they
 

all
 

could
 

be
 

used
 

as
 

inde-
pendent

 

factors
 

to
 

identify
 

VUE,
 

and
 

9
 

genes
 

showed
 

a
 

significant
 

negative
 

correlation
 

with
 

the
 

risk
 

of
 

de-
veloping

 

VUE.
 

This
 

study
 

found
 

several
 

possible
 

mechanisms
 

of
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

VUE,
 

and
 

MRPL13,
 

FBN1,
 

CTGF,
 

SLC2A10,
 

SLIRP,
 

CAV1,
 

WNT5A,
 

VAMP7,
 

PPP1CB
 

and
 

VBP1
 

are
 

expected
 

to
 

become
 

biomarkers
 

for
 

the
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

of
 

VUE.
Key

 

words:
 

villitis
 

of
 

unknown
 

etiology;
 

WGCNA;
 

target
 

genes

胎盘是女性怀孕的关键器官,
 

其发育异常或功能障碍将增加流产、
 

早产和死产等不良妊娠结局的发生

风险[1].
 

在女性妊娠过程中胎盘常发生炎症性改变,
 

即胎盘绒毛炎[2].
 

研究发现,
 

胎盘绒毛炎的发生会导

致产妇在围产期感染风险增加,
 

也会对胎儿和新生儿健康产生严重影响[3].
 

关于导致胎盘绒毛炎发生的病

因,
 

已有研究表明部分绒毛炎的发生是由细菌感染引起[4].
 

然而,
 

大多数的绒毛炎病例到目前为止还没有

明确的病因,
 

这些病例被定义为病因不明绒毛炎(Villitis
 

of
 

Unknown
 

Etiology,
 

VUE)[5].
 

据调查,
 

在发达

国家中VUE占所有胎盘绒毛炎病例的95%左右[6].
 

而VUE的发生可能会导致母体与胎儿间产生排斥反

应,
 

增加流产风险[3].
 

因此,
 

VUE的早期发现和诊断对于女性妊娠安全和胎儿健康均具有重要意义.
 

但

VUE发生发展的具体作用机制尚未明确,
 

且缺乏在VUE发病过程中起关键作用的基因识别.
由于疾病的发生通常受一些异常表达基因的调控,

 

这些基因直接或间接地负责疾病的发生与发

展[7-8].
 

因此,
 

识别出VUE的特异性核心靶基因有助于发现VUE发病的作用机制,
 

进而为治疗VUE提

供理论基础和科学依据.
 

随着测序技术的发展,
 

生物信息学分析已被广泛应用于识别基因表达特征与疾

病之间的相互作用.
 

然而,
 

尚未有研究者使用生物信息学分析发现VUE发生发展相关的疾病特异性生

物标志物.
 

近年来,
 

大规模的基因组图谱提供了基因表达数据,
 

为识别 VUE的特异性核心靶基因提供

了极好的机会.
 

因此,
 

本研究旨在从生物信息学分析的角度找出VUE的特异性核心靶基因,
 

为VUE的

进一步研究提供参考.

1 材料与方法

1.1 材料搜集

本研究所用数据下载自美国国家生物技术信息中心(National
 

Center
 

for
 

Biotechnology
 

Information,
 

NCBI)的基因表达综合数据库(Gene
 

Expression
 

Omnibus,
 

GEO)
 

(https:
 

//www.ncbi.nlm.nih.gov/

geo/).
 

下载VUE基因表达数据集GSE130856[3],
 

其中病例组包括20个患有VUE的胎盘组织样本,
 

正常
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对照组包括与病例组胎龄完全匹配的9个正常胎盘组织样本.
 

GSE130856基因表达谱阵列基于GPL570
[HG-U133_Plus_2]

 

Affymetrix
 

Human
 

Genome
 

U133
 

Plus
 

2.0
 

Array软件进行分析.

1.2 方法

1.2.1 基因表达数据预处理及标准化

从GEO数据库中下载原始数据,
 

然后用R统计软件(版本4.2.3,
 

https:
 

//www.r-project.org/)和生

物导体分析工具(http:
 

//www.bioconductor.org/)进行预处理和归一化.
 

应用“affy”R语言包进行RMA
背景校正、

 

完全log2变换、
 

分位数归一化和中值优化,
 

并排除没有匹配基因符号的探针.
 

对映射到同一基

因的多个探针,
 

取平均值作为最终的表达值.

1.2.2 加权基因共表达网络(WGCNA)的构建

使用“WGCNA”
 

R语言包对标准化处理后的基因表达数据集进行基因共表达模块分析,
 

筛选出关键基

因.
 

①
 

通过对基因相关系数取n 次幂的方式计算任意两个基因之间的相关系数,
 

并以合适的软阈值构建无

标度邻接网络.
 

②
 

将邻接网络转化为拓扑重叠矩阵(Topological
 

Overlap
 

Matrix,
 

TOM)来计算基因之间

的关系.
 

③
 

再基于TOM值的相异度对基因构建层次聚类树,
 

筛选出连接度高的基因并定义为模块.
 

④
 

通

过模块与疾病状态的相关系数及p 值绘制模块与疾病的相关性热图,
 

并计算基因与模块之间的相关性

(Module
 

Membership,
 

MM)和基因的重要性(Gene
 

Signicance,
 

GS)[9].

1.2.3 差异表达基因分析

使用“limma”R语言包[10]对标准化后的数据集进行差异表达基因分析.
 

将p<0.05和|log2FC|≥1设

为识别VUE差异表达基因(Differentially
 

expressed
 

genes,
 

DEGs)的阈值,
 

然后通过“ggplot2”R语言包

(https:
 

//ggplot2.tidyverse.org)绘制热图和火山图进行可视化.

1.2.4 功能和途径富集分析

使用“org.Hs.eg.db”R语言包(https:
 

//www.bioconductor.org/packages/release/data/annotation/

html/org.Hs.eg.db.html)对数据集进行基因本体论(Gene
 

Ontology,
 

GO)以及京都基因和基因组百

科全书(Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes,
 

KEGG)分析,
 

p<0.05视为有统计学意义,
 

并使用

“enrichplot”R语言包(https:
 

//yulab-smu.top/biomedical-knowledge-mining-book/)进行 GO和 KEGG
的可视化.

1.2.5 蛋白质 蛋白质相互作用(Protein-Protein
 

Interaction,
 

PPI)网络构建

将筛选出的关键VUE基因导入基因/蛋白相互作用检索搜查工具(Search
 

Tool
 

for
 

the
 

Retrieval
 

of
 

In-

teracting
 

Genes/Proteins,
 

STRING)数据库(http:
 

//
 

www.string-db.org/),
 

获得PPI网络,
 

然后将PPI
网络导入Cytoscape软件(版本3.9.1)进行可视化.

 

使用CytoNCA插件计算平均中介中心度值.
 

中介中心

度是一个结点担任其他两个结点之间最短桥梁的次数,
 

其值越大,
 

说明基因所处位置越接近核心[7].
 

通过

此方法,
 

筛选出前10个最为核心的VUE基因.

1.2.6 核心VUE靶基因的分析

通过构建受试者工作特征(Receiver
 

Operating
 

Characteristic,
 

ROC)曲线探讨核心靶基因作为诊断

VUE可能性大小的依据.
 

利用IBM
 

SPSS
 

Statistics
 

27.0软件,
 

采用单因素逻辑回归分析方法计算10
个核心VUE靶基因表达与VUE风险之间的比值比(Odds

 

Ratio,
 

OR)和95%置信区间(Confidence
 

In-

terval,
 

CI).

1.3 统计学处理

研究中的所有统计分析均由R软件和IBM
 

SPSS
 

Statistics
 

27.0软件执行,
 

其中单因素逻辑回归分析

方法选择“输入”.
 

基因表达水平的组间比较采用t检验,
 

检验水准α=0.05,
 

p<0.05为具有统计学意

义的阈值.
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2 结果与分析

2.1 WGCNA筛选关键VUE基因

首先,
 

在构建无标度网络和基因连接的过程中,
 

既要保证网络接近无尺度分布,
 

又要保证网络平均连

通性不会太小,
 

本研究设置无标度区域值大于0.7,
 

最佳软阈值为9(图1a).
 

随后,
 

将相似基因进行合并,
 

共得到4种颜色模块(图1b).
 

然后,
 

分析模块与临床性状的相关性,
 

发现蓝色模块的相关性最强,
 

与VUE
呈负相关(r=-0.72,

 

p=2e-05)(图1c).
 

最后,
 

将蓝色模块按基因重要性(>0.5)和基因与模块相关性

(>0.8)筛选出关键模块内的关键基因共1
 

685个(图1d、
 

图1e).

a为各种软阈值下的网络拓扑结构分析,
 

左图显示无标度拟合指数(纵轴)作为软阈值(横轴)的函数;
 

右图显示平均连通数(纵轴)作
为软阈值(横轴)的函数.

 

b为通过平均连锁层次聚类得到的基因树状图色.
 

树状图下面的彩色行显示了由动态树剪切确定的模块分

配.
 

c为模块 性状关系图.
 

热图中的每一行对应一个模块特征值(ME),
 

每一列对应一个临床特征,
 

每个单元格都包含相应的相关

性和p 值.
 

d为蓝色模块中所含基因在正常组中的基因重要性 基因模块相关性(GS-MM)分布情况.
 

e为蓝色模块中所含基因在病

因不明绒毛炎组中的GS-MM分布情况.
图1 加权基因共表达网络分析(WGCNA)筛选关键病因不明绒毛炎基因分析

2.2 差异分析筛选关键VUE基因

通过R对VUE数据集进行基因差异表达分析,
 

以p<0.05和|log2FC|≥1为阈值获得了257个

DEGs,
 

在VUE数据集中的表达情况如热图和火山图所示(图2),
 

其中有53个基因表达上调,
 

204个基因

表达下调.
2.3 核心VUE基因筛选和分析

为了鉴定可能对VUE的发生发展产生关键作用的核心基因,
 

将 WGCNA分析筛选出的1
 

685个VUE
关键基因与差异表达分析筛选出的257个VUE关键基因绘制维恩图,

 

发现206个交集基因(图3a),
 

本研

究将其定义为核心VUE基因.
 

对其进行GO和KEGG分析,
 

发现这些核心VUE基因主要在跨膜受体蛋

白丝氨酸/苏氨酸的负调控、
 

细胞结构组织和细胞外基质结构成分等功能上富集(图3b),
 

而富集通路主要

包括Hippo信号通路、
 

TGF-信号通路和 Wnt信号通路等(图3c).
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图2 病因不明绒毛炎差异表达基因的火山图和热图

图3 核心VUE基因的筛选和分析
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2.4 核心VUE靶基因筛选

为了探讨206个核心VUE基因中发挥主要作用的靶基因,
 

利用PPI网络构建方法进行VUE核心靶

基因筛选.
 

首先根据STRING数据库构建206个核心VUE基因的PPI网络,
 

其中99个基因互相连接,
 

选

择其中有61个基因参与连接的网络进行分析(图4a).
 

根据Cytoscape软件中计算出的平均中介中心度值

大小将基因排序,
 

可以看出MRPL13 的平均中介中心度值最大,
 

说明其处于这些基因最核心的位置,
 

与其

他基因间的关系最为紧密,
 

其次是FBN1,CCN2(又名CTGF),SLC2A10,SLIRP,CAV1 等(图4b).
 

本研

究选择平均中介中心度值最大的前10个基因(MRPL13,FBN1,CTGF,SLC2A10,SLIRP,CAV1,

WNT5A,VAMP7,PPP1CB,VBP1),
 

将其定义为VUE核心靶基因.

图中基因代码由软件生成,
 

无法显示斜体.

图4 核心病因不明绒毛炎基因的蛋白质 蛋白质相互作用网络构建与分析

2.5 VUE核心靶基因分析

在对核心VUE靶基因的表达情况进行分析时,
 

发现在GSE130856数据集中VUE患者相较于正常者

这10个核心靶基因全部显著下调(图5a).
 

通过受试者工作特征曲线(ROC)检测这10个靶基因能否正确判

断VUE样本和正常样本,
 

计算结果显示10个核心靶基因的曲线下面积(Area
 

Under
 

Curve,
 

AUC)值均大

于0.5(图5b),
 

说明筛选出的这10个核心靶基因均可作为区分VUE组和正常组的独立因素.
 

为了探讨这

10个核心靶基因的表达情况与VUE风险之间的关系,
 

我们进行了单因素逻辑回归分析(图5c),
 

共有9个

基因(MRPL13,FBN1,CTGF,SLC2A10,CAV1,WNT5A,VAMP7,PPP1CB,VBP1)与 VUE发生风险

呈显著的负相关关系,
 

即均可能为VUE的保护因素.
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图5 病因不明绒毛炎核心靶基因的分析

3 结论与讨论

VUE是一种胎盘慢性炎症性病变,
 

其发病特征是母体T细胞浸润到绒毛膜组织中[11].
 

已有研究报道

确定了胎盘中VUE病变的存在与母胎耐受性下降、
 

胎儿宫内生长受限和流产等存在显著关联[3].
 

关于

VUE的发病原因,
 

有研究发现种族、
 

吸烟、
 

肥胖、
 

动脉高血压和糖尿病等已被评估为VUE的可能诱发因

素[12].
 

此外,
 

根据目前的研究,
 

VUE的发病机制可能主要通过影响T细胞趋化因子(CXCL9,CXCL10和

CXCL11)及其受体(CXCR3)在
 

Hofbauer
 

细胞(胎儿来源的胎盘巨噬细胞)、
 

基质细胞和内皮细胞中的表达

实现[13];
 

也有研究者发现患有VUE的胎盘富含参与抗原呈递的基因,
 

如II类主要组织相容性抗原(HLA-
DM,-DO,-DP,-DQ,-DR)以及I类分子(HLA-B,-C,-G)的过表达[11].

 

然而,
 

已有的研究证据对于确定

VUE具体的发病机制还严重不足,
 

在VUE发生发展过程中起关键作用的基因仍未得到充分明确.
 

基于

此,
 

本研究通过生物信息学方法,
 

对VUE发生发展可能的作用机制进行分析,
 

更重要的是对VUE特异性

核心靶基因进行识别和筛选.
本研究通过 WGCNA和基因差异表达分析,

 

识别出了257个关键的 VUE特异性基因.
 

通过GO和

KEGG分析,
 

发现这257个关键的VUE基因主要在跨膜受体蛋白丝氨酸/苏氨酸的负调控、
 

细胞结构组织
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和细胞外基质结构成分等功能上富集,
 

而富集通路主要包括 Hippo信号通路、
 

TGF信号通路和 Wnt信号

通路等.
 

根据其他研究报道,
 

发现跨膜受体蛋白丝氨酸/苏氨酸的负调控、
 

Hippo信号通路、
 

TGF信号通路

和 Wnt信号通路均在多种恶性肿瘤中具有重要作用[14-15].
 

本研究也支持了细胞因子 细胞因子受体相互作

用和细胞粘附分子的组成等功能在 VUE发病过程中发挥一定作用的结论[16].
 

由此可见,
 

我们筛选出的

VUE核心基因在疾病发生发展中发挥着重要作用的可能性很大.
 

然而,
 

大部分功能和通路尚未引起研究

者们的关注.
 

因此,
 

本研究提出上述功能和通路调节异常可能在VUE疾病中扮演着重要角色,
 

为今后关

于VUE的机制研究提供了参考方向.
本研究通过PPI网络进一步筛选得到10个更为核心的VUE特异性靶基因,

 

包括 MRPL13,FBN1,

CTGF,SLC2A10,SLIRP,CAV1,WNT5A,VAMP7,PPP1CB,VBP1.
 

其中,
 

MRPL13 在人类食管癌、
 

肺腺癌、
 

胃癌等多种恶性肿瘤中的重要作用已被证实[17-18].
 

FBN1 与马方综合征具有紧密关系[19].
 

CTGF
被发现 参 与 了 多 囊 卵 巢 综 合 征 的 发 生[20].

 

研 究 发 现 SLC2A10,SLIRP,CAV1,WNT5A,VAMP7,

PPP1CB,VBP1 分别与动脉迂曲综合征、
 

线粒体功能、
 

前列腺癌、
 

结肠癌、
 

细胞异常凋亡、
 

呼吸系统疾病

和重度抑郁等疾病相关[21-23].
 

根据以往的研究,
 

FBN1,CTGF,CAV1,WNT5A,VAMP7 在女性特异性疾

病(如乳腺癌、
 

子痫等)发生发展过程中起着一定的作用[24-25],
 

然而还未发现这些具有重要功能的基因在

VUE中起作用的报道.
 

本研究通过生物信息学分析发现SLC2A10,SLIRP,CAV1,WNT5A,VAMP7,

PPP1CB,VBP1 与VUE的发生发展密切相关,
 

提示这10个核心VUE基因可能通过影响 Hippo信号通

路、
 

TGF信号通路、
 

Wnt信号通路、
 

细胞因子 细胞因子受体相互作用和细胞粘附分子的组成等功能对

VUE疾病的发生风险产生影响,
 

为VUE的诊断及发病机制提供了新的研究方向.
本研究对10个VUE核心靶基因进行分析发现,

 

这10个核心靶基因在VUE组中表达水平均显著下

调.
 

通过ROC曲线分析发现筛选出的这10个核心靶基因均可作为区分VUE组和正常组的独立因素.
 

单

因素逻辑回归分析显示 MRPL13,FBN1,CTGF,SLC2A10,CAV1,WNT5A,VAMP7,PPP1CB,VBP1
可能为VUE的保护因素,

 

提示我们在往后关于VUE的研究中应重点关注这些基因,
 

因为它们极有可能在

VUE发生发展中有着不可忽视的作用.
本研究利用生物信息学分析方法发现了一些与VUE发生发展相关的机制及关键的靶基因,

 

为VUE
的诊断和治疗提供了一定的参考.

 

然而,
 

本研究也存在一定的局限性.
 

①
 

由于公开数据库中VUE基因表

达数据集较为稀缺,
 

本研究未在验证过程中利用其他数据来进行功能验证分析,
 

这可能会造成验证结果的

过拟合问题.
 

因此,
 

在以后的研究中应利用多个不同的VUE数据集对这些基因进行验证.
 

②
 

本研究缺乏

相关细胞、
 

动物和人群等实验来对发现的结果进行验证,
 

今后还需要更多的研究来深入探索这些关键基因

与VUE发生发展的关系,
 

以及VUE发生发展的具体作用机制.
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