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  摘 要:目的 研究骨肉瘤中上皮间质转化(EMT)相关基因的来源及与患者生存预后的关系。方法 从

Gene
 

Expression
 

Omnibus数据库中获得3个独立的微阵列数据集(GSE36001、GSE39055和 GSE16091)。
GSE39055和GSE16091用于探讨骨肉瘤EMT、免疫活性、基质活性和肿瘤纯度间的相关性;GSE39055的总生

存率和无病生存率数据用于生存分析。通过GSE36001和该院5例骨肉瘤标本、5例基质标本验证骨肉瘤中

EMT相关基因表达的关键来源。结果 GSE39055和GSE16091中,EMT评分与免疫评分、基质评分均呈正

相关(P<0.05),与肿瘤纯度均呈负相关(P<0.05);肿瘤纯度与免疫评分、基质评分均呈负相关(P<0.05)。
GSE39055中,高EMT评分是骨肉瘤患者总生存率、无病生存率下降的危险因素(HR=4.977,P=0.003;
HR=4.308,P=0.010)。GSE36001中,骨肉瘤标本EMT相关基因表达水平高于基质细胞基因(P<0.05);
骨肉瘤标本和基质标本之间EMT相关基因的倍数变化(FC)高于基质细胞基因(P<0.05)。该院5例骨肉瘤

标本中EMT相关基因表达水平高于基质细胞基因(P<0.05);5例基质标本中基质细胞基因表达水平高于

EMT相关基因(P<0.05);骨肉瘤标本和基质标本之间EMT相关基因的FC高于基质细胞基因(P<0.05)。
结论 骨肉瘤中EMT、免疫活性、基质活性和肿瘤纯度之间存在相关性;EMT相关基因的表达与骨肉瘤患者

的生存预后密切相关;基质细胞是骨肉瘤中EMT相关基因表达的关键来源。
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Abstract:Objective To

 

study
 

the
 

source
 

of
 

epithelial-mesenchymal
 

transition
 

(EMT)-related
 

genes
 

in
 

os-
teosarcoma

 

and
 

its
 

relationship
 

with
 

survival
 

prognosis
 

of
 

patients.Methods Three
 

independent
 

microarray
 

data
 

sets
 

(GSE36001,GSE39055
 

and
 

GSE16091)
 

were
 

obtained
 

from
 

the
 

Gene
 

Expression
 

Omnibus
 

database.
GSE39055

 

and
 

GSE16091
 

were
 

used
 

to
 

explore
 

the
 

correlation
 

between
 

osteosarcoma
 

EMT,immune
 

activity,
matrix

 

activity
 

and
 

tumor
 

purity.The
 

overall
 

survival
 

rate
 

and
 

disease-free
 

survival
 

rate
 

data
 

of
 

GSE39055
 

were
 

used
 

for
 

survival
 

analysis.The
 

key
 

source
 

of
 

EMT-related
 

genes
 

expression
 

in
 

osteosarcoma
 

was
 

verified
 

by
 

GSE36001,5
 

osteosarcoma
 

specimens
 

and
 

5
 

stromal
 

specimens
 

from
 

the
 

hospital.Results In
 

GSE39055
 

and
 

GSE16091,EMT
 

score
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

immune
 

score
 

and
 

matrix
 

score
 

(P<0.05),and
 

neg-
atively

 

correlated
 

with
 

tumor
 

purity
 

(P<0.05);
 

tumor
 

purity
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

immune
 

score
 

and
 

matrix
 

score
 

(P<0.05).In
 

GSE39055,high
 

EMT
 

score
 

was
 

a
 

risk
 

factor
 

for
 

decreased
 

overall
 

survival
 

and
 

disease-free
 

survival
 

in
 

patients
 

with
 

osteosarcoma
 

(HR=4.977,P=0.003;HR=4.308,P=0.010).In
 

GSE36001,the
 

expression
 

level
 

of
 

EMT-related
 

genes
 

in
 

osteosarcoma
 

specimens
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

stro-
mal

 

cell
 

genes
 

(P<0.05);the
 

fold
 

change
 

(FC)
 

of
 

EMT-related
 

genes
 

between
 

osteosarcoma
 

specimens
 

and
 

stromal
 

specimens
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

stromal
 

cell
 

genes
 

(P<0.05).The
 

expression
 

level
 

of
 

EMT-related
 

genes
 

in
 

5
 

osteosarcoma
 

specimens
 

in
 

the
 

hospital
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

stromal
 

cell
 

genes
 

(P<0.05);the
 

expression
 

level
 

of
 

stromal
 

cells
 

gene
 

in
 

5
 

stromal
 

specimens
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

EMT-related
 

genes
 

(P<
0.05);the

 

FC
 

of
 

EMT-related
 

genes
 

between
 

osteosarcoma
 

specimens
 

and
 

stromal
 

specimens
 

was
 

higher
 

than
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that
 

of
 

stromal
 

cell
 

genes
 

(P<0.05).Conclusion There
 

is
 

a
 

correlation
 

between
 

EMT,immune
 

activity,ma-
trix

 

activity
 

and
 

tumor
 

purity
 

in
 

osteosarcoma.The
 

expression
 

of
 

EMT-related
 

genes
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

survival
 

prognosis
 

of
 

patients
 

with
 

osteosarcoma.Stromal
 

cells
 

are
 

the
 

key
 

source
 

of
 

EMT-related
 

genes
 

ex-
pression

 

in
 

osteosarcoma.
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  骨肉瘤是儿童和青少年最常见的骨肿瘤类型,可
导致约9%的患者死亡[1-2]。化疗和手术治疗可将骨

肉瘤5年生存率提高60%~70%,然而,复发时合并

肿瘤转移的患者5年生存率低于30%[3-4]。因此,探
索骨肉瘤的转移机制对于改善患者预后具有重要意

义。肿瘤转移始于上皮间质转化(EMT),EMT是上

皮细胞获得间充质表型并具有迁移和侵袭能力的过

程[5]。上皮标志物E-钙黏蛋白的缺失和间充质标志

物的表达增加是EMT的特征改变。EMT促进原代

上皮样肿瘤细胞在转移、进展期间获得侵袭性间充质

表型,从而引发肿瘤的扩散和血管浸润[6]。EMT相

关基因可作为骨肉瘤的潜在标志物和治疗靶标。然

而,EMT与骨肉瘤免疫微环境间的关系报道较少。
骨肉瘤表达数据中EMT相关基因特征的细胞起源,
EMT和免疫活动如何共同影响骨肉瘤患者的生存预

后等问题目前尚不明确。本研究基于来自3个独立

微阵列数据集的基因表达和临床数据,以及本院临床

标本的基因表达验证,探讨了骨肉瘤中EMT相关基

因的来源及与患者生存预后的关系。
1 资料与方法

1.1 一般资料

1.1.1 公共数据库数据 从Gene
 

Expression
 

Omni-
bus数据库(GEO,https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

geo)[7-9]中获得3个独立的微阵列数据集(GSE36001、
GSE39055和GSE16091)。GSE36001包含19例骨肉

瘤标本和6例基质标本,GSE39055和 GSE16091分

别包含37例和34例骨肉瘤标本。
1.1.2 病理组织标本 病理组织标本来源于2018-
2019年本院骨科确诊为骨肉瘤的患者,共5例。于术

中分别取骨肉瘤组织和基质组织作为骨肉瘤标本与

基质标本,标本收集后采用 RNA保护液储存,置于

-80
 

℃冰箱保存待测。纳入标准:(1)经CT或 MRI
等检查明确诊断为骨肉瘤;(2)术前未进行化疗或放

疗;(3)临床资料完整。
1.1.3 试剂 Trizol试剂购自Invitrogen公司;cD-
NA反转录试剂盒和实时荧光定量PCR试剂盒购自

宝日医生物技术(北京)有限公司;PCR仪为赛默飞世

尔科技有限公司生产的Applied
 

Biosystems
 

7300;实
时荧光定量PCR引物于Primer

 

Bank网站在线获取,
由北京擎科生物科技有限公司合成。
1.2 方法

1.2.1 EMT评分 EMT相关基因标记包含从分子

特征数据库标记基因集(MSigDB,software.broadin-
stitute.org/gsea/msigdb)中获得的200个基因[10]。
对于肿瘤基因组图谱中的每个标本,基于EMT相关

基因表达,通过单样本基因集富集分析(ssGSEA)在
R3.6.1软件中计算EMT评分[11]。
1.2.2 免疫评分、基质评分和肿瘤纯度 GSE39055
和GSE16091用于探讨骨肉瘤EMT、免疫活性、基质

活性和肿瘤纯度间的相关性。使用 R3.6.1软件的

ESTIMATE软件包来评估免疫评分和基质评分[12],
用于反映免疫活性与基质活性。采用ESTIMATE软

件包定义免疫细胞和基质细胞基因特征,从基因表达

数据推断免疫成分和基质成分的比例,并将这些单个

组分组合以评估肿瘤纯度。
1.2.3 生存分析 GSE39055的总生存率和无病生

存率数据用于生存分析。分别采用EMT评分、免疫

评分的中位数作为高/低EMT评分和高/低免疫评分

的界值[13]。
1.2.4 EMT相关基因和基质细胞基因的表达分析

 

GSE36001用于EMT相关基因和基质细胞基因的表

达分析。计算骨肉瘤标本和基质标本之间EMT相关

基因和基质细胞基因的倍数变化(FC)。
1.2.5 实时荧光定量PCR 使用实时荧光定量PCR
检测本院5例骨肉瘤标本和5例基质标本中25种基

因的表达水平。方法:Trizol法提取组织总RNA,反
转录为cDNA,使用实时荧光定量PCR进行cDNA
模板定量。
1.3 统计学处理 采用SPSS25.0软件对数据进行

处理分析。符合正态分布的计量资料以x±s表示,
组间比较采用t检验;相关性分析采用Pearson相关;
采用Kaplan-Meier法与Log-Rank检验进行生存分

析;采用COX回归进行危险因素分析。以P<0.05
为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 骨肉瘤中EMT评分、免疫评分、基质评分和肿

瘤纯度间的相关性 GSE39055和 GSE16091中,
EMT评分与免疫评分、基质评分均呈正相关(P<
0.05),与肿瘤纯度均呈负相关(P<0.05),见图1中

A~F;肿瘤纯度与免疫评分、基质评分均呈负相关

(P<0.05),见图1中G~J。
2.2 不同EMT评分、免疫评分骨肉瘤患者的生存分

析 GSE39055中,高EMT评分患者总生存率、无病

生存率均低于低EMT评分患者(P<0.05),高EMT
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评分是骨肉瘤患者总生存率、无病生存率下降的危险因

素(HR=4.977,P=0.003;HR=4.308,P=0.010),
Kaplan-Meier生存曲线见图2A、2B;高免疫评分与低

免疫评分患者总生存率、无病生存率差异无统计学意

义(P>0.05),免疫评分不是骨肉瘤患者总生存率、无
病生存率下降的危险因素(HR=0.405,P=0.173;
HR=0.482,P=0.134),Kaplan-Meier生存曲线见

图2C、2D。

  注:A、B分别为GSE39055和GSE16091中EMT评分与免疫评分的相关性;C、D分别为GSE39055和GSE16091中EMT评分与基质评分的

相关性;E、F分别为GSE39055和GSE16091中EMT评分与肿瘤纯度的相关性;G、H分别为GSE39055和GSE16091中免疫评分与肿瘤纯度的相

关性;I、J分别为GSE39055和GSE16091中基质评分与肿瘤纯度的相关性。

图1  相关性分析结果

  注:A、B分别为EMT评分与骨肉瘤患者总生存率、无病生存率的

Kaplan-Meier生存曲线;C、D分别为免疫评分与骨肉瘤患者总生存率、
无病生存率的Kaplan-Meier生存曲线。

图2  不同EMT评分、免疫评分骨肉瘤患者的生存曲线

2.3 EMT相关基因和基质细胞基因的表达和预后

意义 为了探讨骨肉瘤中EMT相关基因和基质细胞

基因表达间的关系,本研究分析了数据集中基因的表

达和临床结局。GSE36001中,骨肉瘤标本EMT相

关基因表达水平高于基质细胞基因(P<0.05),见图

3A。骨肉瘤标本和基质标本之间EMT相关基因的

FC高于基质细胞基因(P<0.05),见图3B。根据

EMT和基质特征评估了单个基因的预后意义,结果

显示,在GSE39055中,与骨肉瘤患者总生存率最相

关的前15个基因有10个来自EMT相关基因,与骨

肉瘤患者无病生存率最相关的前15个基因有11个

来自EMT相关基因,见图3C、3D。

  注:A为GSE36001中EMT相关基因和基质细胞基因的表达水平

比较;B为GSE36001中EMT相关基因和基质细胞基因的FC比较;C
为GSE39055中与骨肉瘤患者总生存率最相关的前15个基因;D为

GSE39055中与骨肉瘤患者无病生存率最相关的前15个基因。

图3  EMT相关基因和基质细胞基因的表达和预后意义

2.4 验证基质细胞是骨肉瘤EMT相关基因表达的

关键来源 为了验证骨肉瘤中EMT相关基因表达的

关键来源,采用实时荧光定量PCR检测本院5例骨

肉瘤标本与5例基质标本中上述25种基因的表达水

平,包 括 18 种 EMT 相 关 基 因(ABI3BP、AREG、
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CADM1、CDH6、COL1A1、COL4A2、FGF2、GPX7、
LAMA2、LEPRE1、MATN3、SERPINE2、SERPINH1、
SNAI2、SPARC、THY1、VCAN、VIM),3种基质细胞基

因(CD86、IL18R1、SPON1)及4种基质细胞基因和

EMT相关基因(COMP、GREM1、MMP3、SGCD)。
结果显示,骨肉瘤标本中EMT相关基因表达水平高

于基质细胞基因(P<0.05),见图4A;基质标本中基

质细 胞 基 因 表 达 水 平 高 于 EMT 相 关 基 因(P<
0.05),见图4B;骨肉瘤标本和基质标本之间EMT相

关基 因 的 FC 高 于 基 质 细 胞 基 因 (P<0.05),见
图4C。

  注:A为骨肉瘤标本中EMT相关基因与基质细胞基因表达水平比较;B为基质标本中EMT相关基因与基质细胞基因表达水平比较;C为

EMT相关基因与基质细胞基因的FC比较。

图4  EMT相关基因与基质细胞基因表达情况比较

3 讨  论

  EMT是骨肉瘤转移的关键因素[3-5,14],且越来越

多的 证 据 表 明,EMT 与 人 类 肿 瘤 的 免 疫 活 性 有

关[15-16],但 在 骨 肉 瘤 中 相 关 报 道 较 少。本 研 究 在

GSE39055和GSE16091数据集中基于基因表达定义

了EMT的基因特征、免疫活性和基质活性,并进一步

分析了EMT、免疫活性、基质活性和肿瘤纯度间的相

关性,结果显示,骨肉瘤中EMT评分和免疫评分、基
质评分均呈正相关,而肿瘤纯度与EMT评分、免疫评

分和基质评分均呈负相关,这些发现与尿路上皮癌和

结直肠癌的最新相关研究结果一致[5,17-18]。
本研究结果显示,高EMT评分是骨肉瘤患者总

生存率、无病生存率下降的危险因素;且在GSE39055
中,与骨肉瘤患者总生存率最相关的前15个基因有

10个来自EMT相关基因,与骨肉瘤患者无病生存率

最相关的前15个基因有11个来自EMT相关基因,
提示EMT相关基因的表达与骨肉瘤患者的生存预后

密切相关。此外,本研究发现,免疫评分不是骨肉瘤

患者总生存率、无病生存率下降的危险因素。WANG
等[5]在尿路上皮癌中的相关研究也发现,免疫评分不

是患者生存率下降的危险因素,与本研究结果相似,
提示在不同肿瘤类型中,免疫活性可能均不会影响患

者的生存率。
为了进一步探索骨肉瘤中EMT相关基因的表达

细胞来源,本研究分析了GSE36001数据集和本院5
例骨肉瘤标本与5例基质标本中EMT相关基因、基
质细胞基因的表达差异。骨肉瘤标本中EMT相关基

因表达水平高于基质细胞基因;基质标本中基质细胞

基因表达水平高于EMT相关基因;骨肉瘤标本和基

质标本之间EMT相关基因的FC高于基质细胞基

因。同时,EMT评分与基质评分呈正相关这一结果

提示骨肉瘤标本中基质细胞越多,EMT相关基因表

达越高,所以,基质细胞是骨肉瘤中EMT相关基因表

达的关键来源。通过使用尿路上皮癌数据集,WANG
等[5]研究发现,基于基因表达的浸润性 T 细胞和

EMT水平呈正相关,基质细胞是尿路上皮癌中EMT
相关基因的主要表达细胞。ISELLA等[17]研究发现,
EMT相关基因在基质细胞中高表达,表明EMT相关

基因可能来源于基质细胞而非上皮癌细胞。
4 结  论

  骨肉瘤中EMT、免疫活性、基质活性和肿瘤纯度

之间存在相关性;EMT相关基因的表达与骨肉瘤患

者的生存预后密切相关;基质细胞是骨肉瘤中EMT
相关基因表达的关键来源。
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