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[摘要] 目的 基于生物信息学方法分析和探讨肉瘤组织中COL6A1基因的表达水平及其意义。方法 首

先使用GEO数据库下载GSE16088、GSE21122和GSE49972数据集并分析COL6A1~3基因的表达水平。通过

Kaplan-Meier生存曲线分析COL6A1~3基因的表达水平对肉瘤患者预后的影响。采用GSVA包对肉瘤组织当

中COL6A1基因的表达水平与免疫细胞浸润的相关性进行Spearman分析。采用LinkedOmics数据库分析与

COL6A1共表达的基因,R软件的ggstatsplot包分析COL6A1和COL6A2基因的相关性。使用R软件的Clus-
terProfiler包对COL6A1共表达基因进行 GO功能富集分析和 KEGG通路分析。采用 GSEA分析肉瘤组织中

COL6A1共表达基因的激酶、miRNA及转录因子靶标。结果 与正常组织相比,COL6A1基因在骨肉瘤、软组织

肉瘤和肾透明细胞肉瘤等组织中的表达水平均显著升高。生存分析显示COL6A1基因的高表达与较差的总体生

存率和疾病特异生存率有关(χ2=6.37、4.57,P<0.05)。免疫细胞浸润分析显示COL6A1基因与中性粒细胞浸润

水平之间存在显著正相关(r=0.280,P<0.05)。共表达分析结果显示与COL6A1表达水平显著正相关的基因有

2444个,与COL6A1表达水平显著负相关的基因3711个(FDR<0.05)。相关性分析显示COL6A1和COL6A2
基因之间存在显著正相关(r=0.830,P<0.05)。GO功能富集分析结果显示肉瘤组织中COL6A1共表达基因主

要参与免疫细胞浸润等生物学过程。GSEA分析结果显示与COL6A1共表达基因相互作用的5个最重要的激酶

靶标是PRKCA、SRC、LYN、PRKAA1和PAK1;重要的 miRNA靶标是 miR-506、miR-200B、miR-200C、miR-429
和 miR-330;重要转录因子靶标是V$ETS2_B、V$AP1_C、V$PU1_Q6、V$RORA1_01和 V$AP1_Q2。结论

COL6A1基因在肉瘤组织中显著高表达,其高表达与肉瘤患者的不良预后密切相关。COL6A1基因有可能作为肉

瘤的一个有价值的预后指标和潜在的治疗靶点。
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EXPRESSIONOFCOL6A1INSARCOMATISSUEANDITSSIGNIFICANCE HUWeiquan,ZHAOQinfei,ZHULongyu,HU

Suping,CHENFangfang  (DepartmentofJointSurgery,GanzhouPeople’sHospital,Ganzhou341000,China)

[ABSTRACT] Objective ToinvestigatetheexpressionofCOL6A1insarcomatissueanditssignificancebasedonbioinfor-

maticsanalysis. Methods TheGEOdatabasewasusedtodownloadtheGSE16088,GSE21122,andGSE49972datasetstoana-

lyzetheexpressionlevelofCOL6A1-3.TheKaplan-Meiersurvivalcurveswereusedtoanalyzetheimpactoftheexpressionlevel

ofCOL6A1-3ontheprognosisofpatientswithsarcoma.ASpearmancorrelationanalysiswasperformedusingGSVApackageto

investigatethecorrelationbetweentheexpressionlevelofCOL6A1andimmunecellinfiltration.TheLinkedOmicsdatabasewas

usedtoanalyzethegenesco-expressedwithCOL6A1,andtheggstatsplotpackageofRsoftwarewasusedtoinvestigatethecorre-

lationbetweenCOL6A1andCOL6A2.TheClusterProfilerpackageofRsoftwarewasusedtoperformGOfunctionalenrichment

analysisandKEGGpathwayanalysisofthegenesco-expressedwithCOL6A1.TheGSEAanalysiswasusedtoinvestigatetheim-

portantkinase,miRNA,andtranscriptionfactortargetsofthegenesco-expressedwithCOL6A1. Results Comparedwithnor-

maltissue,therewasasignificantincreaseintheexpressionlevelofCOL6A1inosteosarcoma,softtissuesarcoma,andclearcell

sarcomaofthekidney.ThesurvivalanalysisshowedthatthehighexpressionofCOL6A1wasassociatedwithlowoverallsurvival

rateanddi-sease-specificsurvivalrate(χ2=6.37,4.57,P<0.05).Theimmunecellinfiltrationanalysisshowedasignificantlyposi-

tivecorrelationbetweenCOL6A1andthelevelofneutrophilinfiltration(r=0.280,P<0.05).Theco-expressionanalysisshowed

that2444genesweresignificantlypositivelycorrelatedwiththeexpressionlevelofCOL6A1,while3711geneswerenegatively
correlatedwiththeexpressionlevelofCOL6A1(FDR<0.05).Thecorrelationanalysisalsoshowedasignificantlypositivecorrela-

tionbetweenCOL6A1andCOL6A2(r=0.830,P<0.05).TheGOfunctionalenrichmentanalysisshowedthatthegenesco-ex-

pressedwithCOL6A1insarcomaweremainlyinvolvedinthebiologicalprocessesincludingimmunecellinfiltration.TheGSEA

analysisshowedthattherewerefivemostimportantkinasetargetsthatinteractwiththegenesco-expressedwithCOL6A1,i.e.,

PRKCA,SRC,LYN,PRKAA1,andPAK1;theimportantmiRNA
targetsweremiR-506,miR-200B,miR-200C,miR-429,andmiR-
330,andtheimportanttranscriptionfactortargetswereV$ETS2_

B,V$AP1_C,V$PU1_Q6,V$RORA1_01,andV$AP1_Q2.

Conclusion Inconclusion,theCOL6A1geneishighlyexpressedin
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sarcomatissue,whichiscloselyassociatedwiththepoorprognosisofpatientswithsarcoma.TheCOL6A1genemightserveasa

valuableprognosticindicatorandapotentialtherapeutictargetforsarcoma.
[KEYWORDS] Sarcoma;CollagentypeⅥ;Geneexpression;Biomarkers;Databases,genetics;Computationalbiology;

Prognosis;Neoplasminvasiveness

  肉瘤是一种间充质来源的异质性恶性肿瘤,比
较罕见,约占所有儿童恶性肿瘤的21%,所有成人

恶性肿瘤的1%[1]。目前已鉴定出100多种不同的

肉瘤实体,大致分为软组织肉瘤和骨肉瘤[2-3]。目前

肉瘤的标准治疗方案主要有手术切除、化学疗法和

放射疗法,但近几年来患者的疗效和预后并没有显

著提高[4]。Ⅵ型胶原 A(COL6A)是蛋白质超家族

中的一员,由3条主要的多肽链(α1、α2和α3)组成,
是主要的细胞外基质之一[5]。研究发现,在宫颈癌、
前列腺癌、肺癌以及胰腺癌等肿瘤组织中COL6A1
基因呈显著高表达,并且与肿瘤进展密切相关[6-9],
但COL6A1基因在肉瘤组织中的表达水平及其作

用机制尚未见相关研究报道。本研究旨在通过生物

信息学方法分析COL6A1基因在肉瘤发生发展及

预后中的作用及其机制,为肉瘤患者的治疗提供参

考依据。现将结果报告如下。

1 材料与方法

1.1 GEO数据库不同类型肉瘤组织中COL6A1~
3基因表达水平

在GEO 数据库(https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/geo/)选取并下载骨肉瘤数据集GSE16088[10]、
软组织肉瘤数据集GSE21122[11]和肾透明细胞肉瘤

数据集 GSE49972[12]的原始测序数据,用 R软件

Limma软件包对数据标准化后,分析骨肉瘤、软组

织肉瘤和肾透明细胞肉瘤组织中COL6A1~3基因

表达水平。肉瘤组织和正常组织中差异基因比较用

Wilcoxon检验,以P<0.05为差异有统计学意义。

1.2 肉瘤组织中COL6A1~3基因的表达水平与

患者的生存、免疫细胞浸润的相关性分析

从TCGA数据库(https://genome-cancer.uc-
sc.edu/)中下载肉瘤组织以及正常组织样本的转录

组RNAseq数据和患者的生存数据。采用R软件

的survival包分析肉瘤组织中COL6A1~3基因的

表达水平与患者生存的相关性,并通过survminer
包绘制患者的 Kaplan-Meier(KM)生存曲线[13],并
进行Log-rank检验,以P<0.05为差异具有统计学

意义。采用GSVA包[14]对肉瘤组织中COL6A1基

因的表达水平与24种免疫细胞[15]浸润之间的相关

性进行Spearman相关性分析,以P<0.05为差异

具有统计学意义。

1.3 肉瘤组织中与COL6A1共表达基因的分析以

及COL6A1和COL6A2基因表达的相关性分析

通过LinkedOmics数据库(http://www.linke-
domics.org/login.php)[16]分 析 肉 瘤 组 织 当 中 与

COL6A1存在相关性的其他差异表达的基因,即

COL6A1的共表达基因,分析结果以皮尔逊相关系

数表示。通过R软件的ggstatsplot包对肉瘤组织

中COL6A1和COL6A2基因表达的相关性进行

Spearman分析,以P<0.05为差异有统计学意义。

1.4 肉瘤组织中COL6A1共表达基因的GO功能

富集分析和KEGG通路分析

使用R软件的clusterProfiler包对与COL6A1
共表达基因进行GO功能富集分析和 KEGG通路

分析[17]。

1.5 肉瘤组织当中COL6A1共表达基因的激酶、

miRNA及转录因子靶标分析

在分子特征数据库当中[18]使用 GSEA 分析

COL6A1共表达基因的激酶、miRNA及转录因子

靶标,等级标准参数即错误检测率(FDR)<0.05,且
进行了500次模拟。

2 结  果

2.1 不同类型肉瘤组织中COL6A1~3基因的表

达水平

GEO数据库分析结果显示,与正常组织相比,
骨肉瘤和软组织肉瘤组织中COL6A1~3基因的表

达水平均显著升高(t=2.68~7.98,P<0.05),肾透

明细胞肉瘤组织当中COL6A1以及COL6A2基因

的表达水平亦显著升高(t=2.95、2.80,P<0.05),

COL6A3表达水平无显著差异(P>0.05)。

2.2 肉瘤组织中COL6A1~3基因的表达水平与

预后的相关性分析

KM生存曲线分析结果显示,肉瘤组织当中

COL6A1基因表达水平与患者的总体生存率(OS)
和疾病特异生存率(DSS)有关(χ2=6.37、4.57,P<
0.05),详见图1A、B;肉瘤组织当中COL6A2以及

COL6A3的高表达与患者的 OS和DSS无显著相

关性(P>0.05)。

2.3 肉瘤组织中COL6A1基因的表达水平与免疫
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细胞浸润的相关性

GSVA包分析结果显示,肉瘤组织中COL6A1
基因的表达水平与中性粒细胞、辅助性T细胞2和

成熟树突状细胞浸润存在显著正相关(r=0.240~
0.280,P<0.05)。

2.4 肉瘤组织中与COL6A1共表达基因分析以及

COL6A1和COL6A2基因表达的相关性分析

在LinkedOmics数据库中,分析肉瘤组织当中

与COL6A1共表达的基因情况,分析结果显示,与

COL6A1表达水平显著正相关的基因2444个,与

COL6A1表达水平显著负相关的基因有3711个

(FDR<0.05),图2A、B分别显示了与COL6A1呈

现显著正相关和负相关的前50个基因,其中红色表

示了高表达基因,蓝色表示低表达基因。R软件的

ggstatsplot包进一步分析结果显示,肉瘤组织当中

COL6A1和COL6A2的表达呈显著正相关性(r=
0.830,P<0.05)。

2.5 肉瘤组织中与COL6A1共表达基因的GO功

能富集分析和KEGG通路分析

GO功能富集分析结果显示,与COL6A1相关

的共表达基因主要位于突触前、神经元细胞体和细

胞-基质连接等成分中,主要参与多细胞生物体内平

衡、中性粒细胞介导的免疫反应、中性粒细胞参与的

活化免疫反应等生物学过程。KEGG通路分析结

果显示,这些基因主要在PI3K-Akt信号通路、人乳

头瘤病毒感染、神经元活性配体-受体相互作用和

MAPK信号通路中富集。

2.6 肉瘤组织当中COL6A1共表达基因的激酶、

miRNA及转录因子靶标分析

肉瘤组织中与COL6A1共表达基因的 GSEA
分析结果显示,与COL6A1共表达基因相互作用的

5个最重要的激酶靶标是PRKCA、SRC、LYN、PR-
KAA1和PAK1;重要的miRNA靶标是miR-506、

miR-200B、miR-200C、miR-429和 miR-330;重要转

录因子靶标是V$ETS2_B、V$AP1_C、V$PU1_

Q6、V$RORA1_01和V$AP1_Q2。

A、B分别为肉瘤组织中COL6A1基因表达水平与患者的 OS、

DSS的KM生存曲线

图1 肉瘤组织中COL6A1基因的表达水平与患者预后的相关性

A:与COL6A1正相关的前50个基因热图,B:与COL6A1负相关的前50个基因热图

图2 与COL6A1共表达基因热图分析

3 讨  论

肉瘤是相对罕见的异质性恶性肿瘤,患者死亡

率极高[19],目前的治疗方法主要还是手术切除、放

疗和化疗,患者的预后很差[20]。因此迫切需要深入

探讨肉瘤发病的分子机制,挖掘其有效的预后和治

疗靶点。

COL6A1是脊椎动物中的保守基因,几乎存在

于机体内的所有结缔组织当中,以维持组织的完整

性[21]。研究发现,肿瘤组织中COL6A1的高表达

与肿瘤进展密切相关[22]。COL6A1还被发现参与

多种肿瘤细胞的黏附、侵袭和转移过程[9,23]。此外,
前列腺癌细胞系中COL6A1基因敲减以后会通过

JK-STAT途径抑制前列腺癌细胞的增殖[7]。目前
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关于COL6A1在肉瘤组织中的表达情况及其作用

机制尚不清楚。
本研究首先通过在GEO数据库的GSE16088、

GSE21122和GSE49972数据集中对肉瘤组织和正

常组织中的COL6A1~3基因表达进行差异分析,
结果显示,与正常组织相比,COL6A1基因在骨肉

瘤、软组织肉瘤和肾透明细胞肉瘤等组织中的表达

水平均显著升高。进一步KM 生存曲线分析显示,
肉瘤组织中COL6A1基因高表达的患者,预后更

差。以上结果表明,COL6A1可能在肉瘤的发生发

展中具有重要作用。
为进一步了解COL6A1共表达基因在肉瘤中

的作用机制,本研究对肉瘤组织中COL6A1共表达

基因进行了GO功能富集分析和KEGG通路分析。

GO功能富集分析结果显示,肉瘤组织中COL6A1
共表达基因主要参与多细胞生物体内平衡、中性粒

细胞介导的免疫反应和中性粒细胞参与的活化免疫

反应等生物学过程。免疫细胞浸润相关性分析同样

表明,肉瘤组织中COL6A1基因的表达水平与中性

粒细胞的细胞浸润水平之间存在显著相关性。这表

明COL6A1表达可能主要通过影响肿瘤微环境中

的免疫浸润,尤其是中性粒细胞的细胞浸润,进而影

响患者的预后和生存。在过去的几年中,越来越多

的证据表明免疫系统在肿瘤的控制和进展中起着重

要作用[24]。免疫疗法在某些类型的肿瘤,例如非小

细胞肺癌以及黑素瘤的治疗当中获得了喜人的结

果[25],本研究结果可能对肉瘤的免疫治疗具有一定

的意义。此外,本研究 KEGG通路分析显示,肉瘤

组织中COL6A1共表达基因主要富集于PI3K-Akt
信号通路、人乳头瘤病毒感染、神经元活性配体-受
体相互作用以及MAPK信号通路中,因此这些基因

表达水平的变化可能与肉瘤的发生发展具有重要的

关系。
本研究通过GSEA分析肉瘤组织中COL6A1

共表达基因的重要激酶、miRNA及转录因子靶标,
以进一步揭示COL6A1在肉瘤中的作用机制。本

研究结果显示,与COL6A1共表达基因相互作用的

5个最重要的激酶靶标是PRKCA、SRC、LYN、PR-
KAA1、和PAK1;重要的miRNA靶标是 miR-506、

miR-200B、miR-200C、miR-429和 miR-330;重要转

录因子靶标是V$ETS2_B、V$AP1_C、V$PU1_

Q6、V$RORA1_01和 V$AP1_Q2。然而这些激

酶、miRNA及转录因子调控机制比较复杂,需要进

一步实验验证,以期为临床治疗提供重要指导。虽

然LinkedOmics数据库的共表达分析以及R软件

ggstatsplot包的相关性分析 均 表 明 COL6A1和

COL6A2之间呈显著正相关,COL6A 家族成员之

间的相互作用及其具体的分子机制也仍有待进一步

研究。
综上所述,本研究通过对多个数据库当中肉瘤

患者的RNA测序数据进行生物信息学分析提示,

COL6A1基因在肉瘤组织中显著高表达,COL6A1
基因的高表达也与肉瘤患者的不良预后密切相关,

COL6A1可能是肉瘤的一个有价值的预后指标和

潜在的治疗靶点。本研究可为肉瘤患者的预后及治

疗提供新的思路和理论依据。
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