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  摘 要:目的 探讨多功能蛋白聚糖基因(VCAN基因)表达和甲基化在胃癌患者预后判断中的价值。
方法 通过生物信息学方法分析、研究了VCAN基因的表达及甲基化水平,以及其在预后和免疫方面的意义。

 

此

外,通过Meta分析验证VCAN基因在胃癌预后判断中的作用。结果 VCAN基因受到甲基化的负调控,导致其

在胃癌组织中高表达。
 

根据癌症基因组图谱(TCGA)数据库,VCAN基因表达和甲基化水平均与胃癌患者的总生

存率(OS)和无进展生存率(PFS)有关。Meta分析显示,VCAN基因低表达与较高的生存率密切相关。VCAN基

因的表 达 与 某 些 免 疫 细 胞 或 分 子 密 切 相 关,尤 其 是 CD4+T 细 胞、CD8+T 细 胞、CD2、CD3D 和 CD3E。
结论 VCAN基因在胃癌免疫细胞的浸润中起着重要作用,并可作为一个潜在的胃癌预后生物标志物。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

value
 

of
 

versican
 

(VCAN)
 

gene
 

expression
 

or
 

methylation
 

in
 

the
 

prognostic
 

judgment
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

gastric
 

cancer
 

(GC).Methods The
 

expression
 

and
 

methylation
 

of
 

VCAN
 

gene
 

and
 

their
 

significance
 

in
 

the
 

prognosis
 

and
 

immune
 

were
 

analyzed
 

and
 

studied
 

through
 

bioinfor-
matics

 

method.Moreover,the
 

role
 

of
 

VCAN
 

gene
 

in
 

the
 

prognostic
 

judgment
 

of
 

GC
 

was
 

verified
 

by
 

the
 

Meta-
analysis.Results The

 

VCAN
 

gene
 

was
 

negatively
 

regulated
 

by
 

the
 

methylation,which
 

led
 

to
 

its
 

high
 

expres-
sion

 

in
 

GC
 

tissues.Both
 

the
 

VCAN
 

gene
 

expression
 

and
 

methylation
 

level
 

were
 

related
 

to
 

the
 

overall
 

survival
 

rate
 

(OS)
 

and
 

progression-free
 

survival
 

rate
 

(PFS)
 

of
 

GC
 

patients
 

according
 

to
 

the
 

TCGA
 

database.The
 

Me-
ta-analysis

 

revealed
 

that
 

low
 

VCAN
 

gene
 

expression
 

was
 

closely
 

correlated
 

to
 

higher
 

survival
 

rate.The
 

VCAN
 

gene
 

expression
 

is
 

closely
 

correlated
 

with
 

some
 

immune
 

cells
 

or
 

molecular,especially
 

CD4+T
 

cells,CD8+T
 

cells,CD2,CD3D
 

and
 

CD3E.Conclusion The
 

VCAN
 

gene
 

plays
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

immune
 

cells
 

infil-
tration

 

of
 

GC,and
 

can
 

serve
 

as
 

a
 

potential
 

biomarker
 

for
 

GC
 

prognosis.
Key

 

words:versican
 

gene; gastric
 

cancer; methylation; survival; immune
 

cells

·883· 国际检验医学杂志2022年2月第43卷第4期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,February
 

2022,Vol.43,No.4

* 基金项目:国家自然科学基金项目(31960149);内蒙古自治区高校“青年科技英才”计划项目A类(NJYT-20-A12);内蒙古自治区医疗卫

生科技计划项目(202202127)。

  作者简介:张谦,男,助理研究员,主要从事中药药理及肿瘤免疫研究。 △ 通信作者,E-mail:acy_1999@163.com。

  本文引用格式:张谦,梁鱼,安彩艳.基于TCGA和GEO数据库探讨VCAN基因及其甲基化在胃癌预后判断中的价值[J].国际检验医学

杂志,2022,43(4):388-393.



  胃癌是全球最常见的恶性肿瘤之一,预后相对较

差,严重危害人类健康[1-5]。根治性胃切除术仍然是

治疗胃癌的主要方法,但早期胃癌的诊断率不到

10%,多数胃癌患者被发现时已处于晚期或转移性阶

段[6-10]。50%~70%的晚期胃癌患者会经历术后复

发,5年生存率低[11-13]。尽管许多致癌基因和抑癌基

因被证实对胃癌的发生和发展有重要作用,一些分子

靶向药物已被应用于胃癌治疗,但是目前仍较缺乏适

合胃癌靶向治疗的药物[14-15]。因此,迫切需要探讨胃

癌发病的分子机制并寻找可靠的生物标志物作为胃

癌早期诊断的基础。
多功能蛋白聚糖基因(VCAN基因)位于染色体

5q12-14,编码产生4种蛋白聚糖亚型,体内外研究表

明,VCAN基因可以调节细胞的多种生理过程,例如

细胞的黏附、增殖、迁移和肿瘤基质血管生成等[16-20]。
VCAN基因在很多肿瘤组织中异常表达都提示与肿

瘤的不良预后有关。VCAN基因在胃癌中的表达及

作用已有报道[16],然而,VCAN基因在胃癌中的临床

意义和预后价值仍不清楚。本研究通过生物信息学

方法 分 析 癌 症 基 因 组 图 谱 (TCGA)和 基 因 表 达

(GEO)数据库,研究 VCAN基因及其甲基化在胃癌

中的作用及对预后的影响,为下一步研究 VCAN基

因在胃癌发生发展、诊断、预后中的作用机制提供

依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料 405例下载于TCGA数据库的胃癌

及癌旁正常组织数据用于分析VCAN基因在胃癌组

织和正常胃组织中mRNA的表达差异,433例下载于

GEO(GSE84437)数据库的胃癌表达谱芯片数据集用

于验证VCAN基因在胃癌患者中的总体预后意义。
1.2 方法

1.2.1 TCGA数据下载和整理 使用UCSC-XENA
工具(https://xena.ucsc.edu/)下载TCGA数据,包
括基因表达数据(HTSeq-FPKM)、甲基化数据(Illu-
mina

 

Human
 

Methylation
 

450)、生存数据、临床指

标、肿瘤无进展生存率(PFS)数据。根据基因表达数

据(HTSeq-FPKM)提取单基因表达量;绘制 VCAN
基因高、低表达组生存曲线;绘制受试者工作特征

(ROC)曲线判读VCAN基因预测患者1、3、5年生存

率的准确性;绘制 VCAN基因高、低表达组PFS曲

线;对VCAN基因进行独立预后分析,以确定该基因

是否可以独立于其他临床项目作为预后因子。
1.2.2 基因表达和甲基化的相关性分析 根据下载

的甲基化数据(Illumina
 

Human
 

Methylation
 

450)获
得甲基化举证,绘制该基因启动子区域甲基化箱线

图;进行甲基化相关性分析、甲基化生存分析、甲基化

PFS分析,根据年龄、肿瘤分级、性别、肿瘤分期4个

因素进行分组,统计各因素与 VCAN 基因表达和

VCAN基因甲基化的相关性。

1.2.3 Meta分析 通过PubMed
 

GEO数据库(ht-
tps://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)和TCGA数据

库下载有关VCAN基因和胃癌相关性的数据。利用

Meta分析评估VCAN基因在胃癌患者中的总体预后

意义。计算合并的风险比(HR)和95%CI 以评估

VCAN基因表达与胃癌患者预后的相关性。通过Q
检验(I2 统计)评估两个数据集之间的异质性。如果

没有明显的异质性(I2<50%),则选择固定效果模型

进行组合。否则,将应用随机效应模型。
1.2.4 TIMER数据库分析 通过 TIMER数据库

(https://cistrome.shinyapps.io/timer/)评估VCAN
基因表达与5种免疫细胞或免疫分子(CD4+T细胞、
CD8+T细胞、CD2分子、CD3D分子、CD3E分子)的
相关性。
1.2.5 GO和KEGG富集分析 将胃癌患者数据集

分为高VCAN基因表达组和低VCAN基因表达组。
选择两组之间差异表达的基因。|

 

logFC
 

|≥1且P<
0.05为差异有统计学意义。选择GO和KEGG富集

分析探讨 VCAN 基因在胃癌中的功能和主要信号

通路。
1.3 统计学处理 采用GraphPad

 

Prism8.0软件进

行数据处理和分析。根据数据库中VCAN基因 mR-
NA的表达中位数建立VCAN基因低、高表达组。同

样,根据 TCGA 数据库胃癌数据集中 VCAN 基因

DNA甲基化的中位数,建立了VCAN基因的低甲基

化组和高甲基化组。通过χ2 检验或Fisher确切概率

法分析VCAN基因表达或其DNA甲基化与一系列

分类变量之间的关系。采用单因素和多因素Cox回

归模型来探讨VCAN基因表达是否为胃癌患者的独

立预后指标。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 根据TCGA数据库评估VCAN基因表达的临

床诊断和预后价值 通过TCGA数据库VCAN基因

RNA测序数据(正常胃组织32例、胃癌组织373
例),发现VCAN基因 mRNA在正常胃组织中的表

达较低,而在胃癌组织中高度表达,差异有统计学意

义(P<0.05),见图1A。绘制VCAN基因高、低表达

组总生存曲线,两组总生存率(OS)差异有统计学意义

(P<0.05),见图1B。ROC曲线说明,利用 VCAN
基因预测患者1、3、5年生存率准确性分别为0.595、
0.625、0.764(图1C)。绘制VCAN基因高、低表达组

PFS曲线,两组PFS差异有统计学意义(P<0.05),
见图1D。对年龄、肿瘤分级、性别、肿瘤分期、VCAN
基因进行单因素分析,根据P<0.05和 HR>1来筛

选预后相关因子,分别为年龄、肿瘤分期和VCAN基

因,然后再对年龄、肿瘤分期和VCAN基因进行多因

素分析,发现VCAN基因P<0.05,说明VCAN基因

可以独立于其他临床特征作为胃癌的预后因子(图
1E、F)。
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  注:A为VCAN基因
 

mRNA在胃癌组织、正常胃组织中的表达情况;B为VCAN基因不同表达情况患者的OS;C为以VCAN基因表达水平

预测1、3、5年生存率;D为VCAN基因不同表达情况患者的PFS;E为单因素分析结果;F为多因素分析结果。

图1  VCAN基因在胃癌组织和正常胃组织中的表达和生存预后分析

2.2 VCAN基因中11个DNA启动子CpG位点的分

布及相关甲基化分析 VCAN基因中11个DNA启动

子 CpG 位 点 的 分 布 如 图2所 示。除cg04525496、
cg15114672、cg16000227

 

CpG 位 点 以 外,cg00567749
(r=-0.13,P<0.05)、cg02371408(r=-0.15,P<
0.05)、cg02551029(r=-0.15,P<0.05)、cg05176349
(r=-0.13,P<0.05)、cg0889138(r=0.23,P<
0.05)、cg17771652(r=-0.18,P<0.05)、cg19540689
(r=-0.13,P<0.05)、cg21810188(r=-0.14,P<
0.05)CpG位点甲基化均与 VCAN基因表达具有相

关 性。 除 cg02551029、cg04525496、cg08891382、
cg15114672、cg16000227、cg17771652

 

CpG 位 点 外,
cg00567749、cg02371408、cg05176349、cg19540689、
cg21810188

 

CpG位点甲基化高、低表达组间 OS比

较,差异有统计学意义(P<0.05)。除cg00567749、
cg04525496、cg15114672、cg16000227、cg17771652

 

CpG位点外,cg02371408、cg02551029、cg05176349、
cg08891382、cg19540689、cg21810188

 

CpG位点甲基

化高、低表达组间PFS比较,差异有统计学意义(P<
0.05)。

图2  VCAN基因中11个DNA启动子CpG位点的分布箱式图

2.3 VCAN基因表达及其甲基化与临床指标的相关

性分析 根据年龄、肿瘤分级、性别、肿瘤分期4个因

素进 行 分 组,统 计 各 因 素 与 VCAN 基 因 表 达 和

VCAN基因甲基化的相关性。若P<0.05,说明该因

素与VCAN基因表达和VCAN基因甲基化具有相关

性,若P>0.05,说明该因素与 VCAN 基因表达及
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VCAN 基因甲基化不具有相关性。如 图3所 示,
G2/G3肿瘤分级和Ⅰ/Ⅱ、Ⅰ/Ⅲ肿瘤分期与 VCAN
基因表达具有相关性(P<0.05);年龄、肿瘤分级、性

别、肿瘤分期与 VCAN 基因甲基化不具有相关性

(P>0.05)。

  注:A为VCAN基因表达与年龄的关系;B为VCAN基因表达与性别的关系;C为VCAN基因表达与肿瘤分级的关系;D为VCAN基因表达

与肿瘤分期的关系;E为VCAN基因甲基化与年龄的关系;F为VCAN基因甲基化与性别的关系;G为VCAN基因甲基化与肿瘤分级的关系;H
为VCAN基因甲基化与肿瘤分期的关系。

图3  VCAN基因表达及其甲基化与临床指标的关系
 

2.4 VCAN基因表达的 Meta分析 利用 Meta分

析从TCGA和GEO数据库中选取806例胃癌组织,
评估VCAN基因在胃癌患者总体预后中的意义。计

算合并的 HR 和95%CI 以评估VCAN基因表达与

胃癌患者预后的关系。合并的 HR 为1.22(>1),说
明该基因为胃癌发生的高风险基因,并与胃癌预后具

有良好的相关性(图4)。

图4  VCAN基因与患者预后的 Meta分析

2.5 VCAN基因与免疫细胞的关系 在散点图上,

VCAN基因表达与CD4+T细胞的免疫浸润呈正相

关(r=0.152,P<0.05),与CD8+T细胞的免疫浸润

也呈正相关(r=0.453,P<0.05)。VCAN基因表达

与免疫分子CD2的免疫浸润呈正相关(r=0.257,
P<0.05),与免疫分子CD3D的免疫浸润呈正相关

(r=0.167,P<0.05),与免疫分子CD3E的免疫浸润

也呈正相关(r=0.193,P<0.05)。
2.6 GO富集结果分析 运用R软件将作用靶点进

行GO富集分析(图5),共得到GO条目653个,其中

生物学过程(BP)549个,分子功能(MF)62个,细胞成

分(CC)42个。以P<0.05为筛选标准进行筛选,将
P 值由小到大分别选取BP、MF和CC中前10条通

路进行部分展示。

图5  VCAN
 

基因GO富集分析

2.7 KEGG
 

富 集 结 果 分 析  运 用 R 语 言 进 行

KEGG富集分析,运行后得到160条通路,以P<
0.05为筛选标准进行筛选,将P 值由小到大选取前

30条通路进行部分展示(图6)。
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图6  VCAN基因KEGG富集分析

3 讨  论

  在本研究中,通过TCGA数据库,笔者根据胃癌

组织及正常胃组织中 VCAN基因 mRNA表达量及

VCAN基因甲基化探讨了VCAN基因在胃癌的临床

诊断和预后中的应用价值。通过一系列生物信息学

分析,发现了胃癌组织中的VCAN基因 mRNA高表

达,且VCAN基因mRNA表达和VCAN基因甲基化

均与胃癌 OS密切相关。VCAN基因表达和 VCAN
基因甲基化均与一系列重要特征有关,包括肿瘤的组

织学类型和分子类型[21-22]。Cox回归模型确定了

VCAN基因高表达对于胃癌患者预示着不良的预后。
此外,本研究还验证了GEO数据库中VCAN基因表

达的预测作用,结果都证实了 VCAN基因表达在胃

癌患者预后判断中的价值。通过 Meta分析选择来自

2个不同数据库的806例胃癌患者,进一步证明了

VCAN基因表达是胃癌患者生存的独立预后因素。
本研究利用 TCGA和 GEO数据集,确认了 VCAN
基因表达与胃癌肿瘤分级、分期等临床病理特征密切

相关,即 VCAN基因高表达的胃癌患者临床恶性程

度越高,预后较差,提示VCAN基因有望成为胃癌治

疗和预后评估的新靶点。
越来越多的研究[6,9]表明:异常的DNA甲基化与

胃癌的发生和发展密切相关。本研究首先鉴定了

VCAN基因DNA启动子区域中的特定CpG位点,该
位点发生甲基化会明显影响VCAN基因的表达。11
个CpG位点中有8个CpG位点的甲基化与 VCAN
基因表 达 紧 密 相 关。笔 者 还 研 究 了 VCAN 基 因

DNA甲基化和11个选定的CpG位点对预后的意义,
发现VCAN基因高甲基化与胃癌患者的OS和PFS
相关。以上结果提示,VCAN基因受 VCAN基因甲

基化的负调控,而 VCAN基因甲基化的状态可能是

体现OS和PFS良好的效应指标。有研究表明,肿瘤

浸润免疫细胞已经成为肿瘤生长的关键调节因子,并
与患者生存率相关[3]。分析表明,VCAN基因 mR-

NA表达和一系列免疫标记,如CD4+T细胞、CD8+T
细胞、CD2、CD3D、CD3E水平显著相关。VCAN基因

表达与一些免疫抑制膜蛋白,包括T细胞免疫球蛋白

和ITIM结构域蛋白(TIGIT)、细胞毒性T细胞相关

蛋白4(CTLA4)、吲哚胺2,3-双加氧酶-1(IDO1)、T
细胞共刺激器(ICOS)密切相关[4]。这些结果表明,
VCAN基因主要通过调节胃癌细胞中CD4+T细胞、
CD8+T细胞、CD2、CD3D、CD3E等免疫细胞和分子

来参与肿瘤免疫过程[23-25]。VCAN基因高表达对胃

癌患者预后的影响很可能与免疫浸润有关。
值得注意的是,本研究也有一定的局限性,例如:

只有TCGA数据库包含PFS信息,以及VCAN基因

表达和PFS的关系无法在GEO数据库中进行验证。
此外,本研究通过GO和KEGG富集分析,初步探讨

了VCAN基因在胃癌中的作用,但是将VCAN基因

表达和VCAN基因甲基化与胃癌进展联系起来的详

细机制还需要进一步生物医学实验来进行验证。
综上所述,本研究通过生物信息学方法对胃癌大

样本测序数据进行分析,揭示了 VCAN基因在胃癌

中可能发挥的在治疗和预测预后方面的价值,为接下

来进一步探讨VCAN基因的生物学功能及其作用机

制提供了线索和依据。
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(上接第387页)
明显低于 GeneXpert

 

MTB/RIF,两种方法阳性结果

也无明显一致性。因此,建议在怀疑TBP的胸腔积

液标本中,可以将两种方法联合应用以提高结核分枝

杆菌的检出率,这对于临床 TBP的早期诊断和治疗

有重要意义。
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