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基于生物信息学分析的骨肉瘤 hub 基因的识别与免疫机

制的研究

冯磊 孙飞飞 钟伟通讯作者

山东第二医科大学附属医院，山东省潍坊市，261042；

摘要：骨肉瘤是一种具有高度侵袭性和复发率的恶性骨肿瘤，其转移性和耐药性显著降低了现有治疗手段的有效

性。尽管手术、化疗和放疗一定程度上改善了患者的生存率，但阐明骨肉瘤的发病机制、探索精准诊断和治疗策

略仍具有重要临床意义。本研究构建了受试者工作特征曲线（ROC），评估了这些基因的诊断效能。此外，通过

CIBERSORT 算法分析骨肉瘤免疫图谱，探讨了核心基因与免疫细胞浸润之间的关联，深入解析了骨肉瘤免疫微环

境的调控机制。研究结果表明，这些核心基因在骨肉瘤的发生、侵袭和转移过程中发挥重要作用，并与特定免疫

细胞类型显著相关。本研究不仅为骨肉瘤的精准诊断和治疗提供了潜在的分子标志物，还为靶向治疗策略的开发

和免疫治疗方案的优化提供了理论依据。这些发现有助于推动骨肉瘤研究从分子机制到临床应用的转化进程，为

改善患者预后和生存质量提供了新的研究方向。
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前言

近年来，生物信息学技术的快速发展为骨肉瘤研究

提供了新的视角。通过高通量测序技术和公共数据库资

源，研究人员能够系统性地分析骨肉瘤的基因表达特征，

并从中筛选出具有诊断和预后价值的关键基因。本研究

旨在通过系统性分析，明确骨肉瘤的关键分子标志物及

其免疫调节机制，为骨肉瘤的精准诊断、预后评估和治

疗策略优化提供理论依据。这些发现将有助于推动骨肉

瘤研究从分子机制到临床应用的转化进程，为改善患者

预后和生存质量提供新的研究方向。

1 骨肉瘤研究背景与研究目标

骨肉瘤（Osteosarcoma，OS）是最常见的原发性恶

性骨肿瘤，主要起源于骨髓中的间充质细胞，具有高度

侵袭性和转移倾向。该肿瘤多发于四肢长骨干骺端，其

特征是肿瘤细胞能够直接形成骨或类骨组织，快速破坏

周围组织，导致局部侵袭和远处转移。尽管近年来手术

切除结合全身化疗和放疗的治疗方案显著提高了患者

的远期生存率（65%~70%），但骨肉瘤的复发率仍然较

高，成为患者临床死亡的主要原因之一。骨肉瘤的复杂

性和不稳定性，以及对其发生机制的不完全了解，已经

成为治疗进展的主要障碍。因此，深入研究骨肉瘤的分

子机制，寻找新的治疗靶点显得尤为重要
[1]
。

本研究的目标是通过生物信息学方法，从 GEO 数据

库中获取骨肉瘤转录组数据（GSE16088和 GSE36001），

结合差异基因分析和加权基因共表达网络分析（WGCNA），

筛选出与骨肉瘤发生发展密切相关的 hub 基因。随后，

通过基因本体论（GO）和京都基因组百科全书（KEGG）

数据库进行功能富集分析，揭示这些基因在骨肉瘤中的

生物学作用。同时，利用受试者工作特征曲线（ROC）

评估这些基因的诊断效能，并结合 CIBERSORT算法分析

骨肉瘤免疫图谱，探讨核心基因与免疫细胞浸润之间的

关联，深入解析骨肉瘤免疫微环境的调控机制。

2 研究方法与数据处理

2.1 数据来源与预处理

本研究的数据来源于 GEO（Gene Expression Omni

bus）数据库，该数据库是 NCBI（美国国家生物技术信

息中心）维护的公共基因表达数据库，整合了来自多种

实验平台的基因表达数据，为研究者提供了丰富的资源。

为了确保数据的可靠性和代表性，我们从 GEO 数据库中

筛选并下载了两个骨肉瘤相关的转录组数据集：GSE160

88 和 GSE36001。

数据集GSE16088包含3个正常对照样本和14个骨

肉瘤患者样本，数据来源于 Affymetrix Human Genome

U133 Plus 2.0 microarray 平台。数据集 GSE36001 则

包括 6 个正常对照样本和 19 个骨肉瘤患者样本，数据

来源于 Agilent-019888 Human 1A array platform。这
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两个数据集均为公开发表的骨肉瘤研究数据，且样本量

适中，具备较高的数据质量，能够满足后续分析的需求
[2]
。

在数据预处理阶段，首先对原始数据进行质量控制

和标准化处理。通过使用 R语言中的 GEOquery 包从 GE

O 数据库下载数据，并利用 limma 包进行标准化处理，

以消除不同芯片间的系统性偏差
[3]
。随后，我们对数据

进行了批次效应校正。鉴于两个数据集分别来源于不同

的实验平台和批次，批次效应可能对后续分析结果产生

显著影响。因此，我们采用 CombatSeq算法对数据进行

批次效应校正，以确保不同批次数据的可比性。

为了进一步提高数据的可靠性和准确性，我们对预

处理后的数据进行了缺失值处理。对于缺失的表达值，

采用k-近邻（k-nearest neighbors，KNN）方法进行插

值填充。通过这些预处理步骤，确保了数据的完整性和

一致性，为后续的差异基因分析和加权基因共表达网络

分析（WGCNA）奠定了坚实的基础。

通过对两个数据集的整合分析，我们能够更全面地

揭示骨肉瘤的基因表达特征，从而为筛选关键基因和分

析其生物学功能提供可靠的数据支持。这些预处理步骤

不仅保证了数据的高质量，也为后续研究结果的准确性

和可信性提供了重要保障。

2.2 生物信息学分析方法

为了系统性地解析骨肉瘤的分子机制及其免疫调

节机制，本研究采用了多种生物信息学分析方法，包括

差异基因分析（DEGs）、加权基因共表达网络分析（WG

CNA）、基因本体论（GO）富集分析、京都基因组百科

全书（KEGG）通路分析、受试者工作特征曲线（ROC）

分析以及 CIBERSORT算法分析免疫图谱。这些方法的综

合应用为筛选关键基因、揭示其功能及其在骨肉瘤免疫

微环境中的作用提供了全面的分析框架。

差异基因分析是筛选骨肉瘤特异性基因表达模式

的重要方法。我们使用 R语言中的 limma 包对两个 GEO

数据集进行标准化处理和差异基因筛选。通过设定严格

的筛选标准（p值<0.05，倍数变化≥2），我们从两个

数据集中分别识别出显著差异表达的基因，并通过 Ven

n 图分析筛选出两个数据集中共有的差异基因，从而确

保了结果的可靠性和一致性。差异基因分析不仅能够揭

示骨肉瘤与正常对照样本之间的基因表达差异，还为后

续的网络分析提供了候选基因列表
[4]
。

加权基因共表达网络分析（WGCNA）被用于构建基

因共表达网络，并识别与骨肉瘤密切相关的基因模块。

通过计算基因表达的相关性矩阵，我们构建了基因共表

达网络，并通过动态剪切树算法将基因划分为不同的模

块。随后，通过模块-样本相关性分析，筛选出与骨肉

瘤显著相关的基因模块。进一步结合差异基因分析结果，

我们从这些模块中筛选出关键的hub 基因，这些基因在

骨肉瘤的发生发展中可能发挥重要作用。

基因本体论（GO）分析和京都基因组百科全书（KE

GG）通路分析用于揭示这些关键基因的生物学功能及其

参与的信号通路。通过 DAVID工具对筛选出的核心基因

进行 GO 功能富集分析，我们能够明确这些基因在细胞

增殖、侵袭、迁移以及骨代谢等生物学过程中的潜在作

用。同时，KEGG通路分析则揭示了这些基因在骨肉瘤相

关信号通路中的潜在调控机制，如 PI3K-AKT、MAPK 和 W

nt 信号通路。这些分析结果为理解核心基因的生物学功

能及其在骨肉瘤中的作用机制提供了重要的理论依据。

为了评估筛选出的核心基因的临床诊断价值，我们

构建了受试者工作特征曲线（ROC）分析模型。通过计

算每个基因的曲线下面积（AUC），评估其对骨肉瘤患

者的诊断效能。ROC 分析不仅能够验证基因的诊断价值，

还为后续的临床应用提供了重要的参考依据。

为了深入解析骨肉瘤的免疫微环境特征及其与核

心基因的关系，我们采用了 CIBERSORT算法对骨肉瘤样

本中的免疫细胞浸润情况进行分析。通过计算 22 种免

疫细胞类型的丰度，并结合核心基因的表达水平，我们

探讨了这些基因与特定免疫细胞类型之间的关联。这不

仅能够揭示核心基因在骨肉瘤免疫调节中的潜在作用，

还为理解骨肉瘤免疫逃逸机制提供了新的视角
[5]
。

3 研究结果与分析

3.1 差异表达基因筛选与功能富集分析

通过对GSE16088和GSE36001两个骨肉瘤转录组数

据集的整合分析，我们首先进行了差异表达基因（DEGs）

的筛选。基于 limma 算法，分别从 GSE16088 和 GSE360

01 数据集中筛选出显著差异表达的基因，并通过 Venn

图分析确定了两个数据集中共有的 11 个核心基因。这

些基因在骨肉瘤组织中表现出显著的上调或下调表达，

提示其可能在骨肉瘤的发生和发展中发挥重要作用。

随后，我们对这些核心基因进行了基因本体论（GO）

功能富集分析和京都基因组百科全书（KEGG）通路分析。

GO分析结果显示，这些基因主要富集在细胞增殖、迁移、

侵袭和骨代谢相关的生物学过程中。例如，部分基因在

细胞外基质重塑和胶原蛋白合成中具有重要作用，提示

其可能通过调控细胞外基质的组成影响骨肉瘤细胞的

侵袭和转移能力。此外，KEGG 通路分析表明，这些基因

显著富集于 PI3K-AKT、MAPK 和 Wnt 信号通路，这些通

路在骨肉瘤的细胞增殖、存活和侵袭中具有关键作用。

例如，PI3K-AKT通路的异常激活已被证实与骨肉瘤的转
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移和耐药性密切相关。

为了进一步验证这些核心基因的临床诊断价值，我

们构建了受试者工作特征曲线（ROC），评估了每个基

因在区分骨肉瘤患者与正常对照样本中的诊断效能。结

果显示，这些基因的曲线下面积（AUC）值均较高，表

明其具有较高的诊断准确性。此外，结合 CIBERSORT算

法分析骨肉瘤免疫图谱，我们发现这些核心基因与特定

免疫细胞类型（如 M2型巨噬细胞和 CD8+ T 细胞）的浸

润水平显著相关，提示其可能通过调控免疫微环境参与

骨肉瘤的免疫逃逸机制。

本研究筛选出的 11 个核心基因不仅在骨肉瘤的分

子机制中具有重要作用，还与其免疫微环境的调控密切

相关。这些发现为骨肉瘤的精准诊断和治疗提供了潜在

的分子标志物和靶点，同时也为后续实验验证和临床应

用奠定了基础。

3.2 免疫图谱分析与 hub基因验证

通过对骨肉瘤样本的免疫图谱分析，我们进一步探

讨了核心基因在骨肉瘤免疫微环境中的潜在作用及其

与免疫细胞浸润的关系。利用 CIBERSORT算法，我们对

GSE16088 和 GSE36001 数据集中的骨肉瘤样本进行了免

疫细胞类型丰度的计算，识别出 22 种免疫细胞在骨肉

瘤组织中的浸润情况。分析结果显示，骨肉瘤组织中M

0巨噬细胞和 M2巨噬细胞的浸润水平显著较高，而 CD8

+ T细胞和休眠期CD4+记忆性T细胞的浸润水平相对较

低。这一结果提示，骨肉瘤的免疫微环境中可能存在免

疫抑制性环境，从而促进肿瘤的逃逸和进展。

进一步分析发现，核心基因（如 P4HA1 和 ITGAV）

与特定免疫细胞类型的浸润水平显著相关。P4HA1 作为

胶原蛋白合成的关键酶，其上调表达不仅与骨肉瘤的侵

袭和转移密切相关，还与 M2 型巨噬细胞的浸润水平呈

正相关。M2型巨噬细胞在肿瘤微环境中通常表现出促肿

瘤特性，能够分泌多种促血管生成和免疫抑制因子，从

而促进肿瘤细胞的增殖和转移。P4HA1 的高表达可能通

过调控细胞外基质的重塑，间接促进 M2 型巨噬细胞的

募集和功能活化，从而形成一个促肿瘤的免疫微环境。

ITGAV 基因的表达水平与 CD8+ T 细胞的浸润水平

呈负相关。CD8+ T 细胞是抗肿瘤免疫反应的重要效应细

胞，其浸润不足可能与肿瘤免疫逃逸机制有关。ITGAV

基因编码的整合素αV蛋白在肿瘤血管生成和细胞迁移

中发挥重要作用，其高表达可能通过调节肿瘤内血管微

环境，抑制 CD8+ T 细胞的浸润和活性，从而削弱宿主

的抗肿瘤免疫应答。

为了进一步验证这些核心基因的临床价值，我们结

合 ROC 分析评估了它们的诊断效能。结果显示，P4HA1

和ITGAV基因在区分骨肉瘤患者与正常对照样本中的曲

线下面积（AUC）均较高，分别为 0.85 和 0.82，表明这

些基因具有较高的诊断准确性。同时，这些基因的表达

水平与患者的临床特征（如肿瘤分期和预后）也表现出

显著相关性，提示其可能作为潜在的诊断和预后标志物。

综合以上分析，本研究筛选出的核心基因不仅在骨

肉瘤的发生和发展中发挥关键作用，还通过调控免疫微

环境中的免疫细胞浸润，参与肿瘤免疫逃逸机制。这些

发现为骨肉瘤的免疫治疗提供了新的研究方向，例如针

对P4HA1和ITGAV的靶向治疗可能能够调节肿瘤免疫微

环境，增强抗肿瘤免疫应答，从而改善患者的治疗效果

和生存质量。

4 结束语

本研究通过生物信息学方法系统性地筛选和验证

了骨肉瘤的关键基因及其免疫调节机制，为骨肉瘤的分

子机制研究、精准诊断和治疗策略优化提供了重要的理

论依据。未来的研究需要结合实验验证和多组学技术，

进一步深化对骨肉瘤分子机制和免疫微环境的理解，为

改善患者的预后和生存质量提供新的研究方向。
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