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摘 要:目的 基于转录组RNA测序筛选转化生长因子β(transforminggrowthfactor-beta,TGF-β)刺激的成纤维细胞

与正常成纤维细胞的差异 mRNA。方法 对正常人成纤维 MRC-5细胞和经20ng/mLTGF-β刺激24h后的 MRC-5
细胞进行转录组RNA测序,筛选出两组之间的差异表达基因(DEGs),对DEGs进行生物信息学分析,包括基因功能

(GO)、京都基因百科全书(KEGG)富集分析、蛋白质相互作用网络分析(PPI)以及相关基因对肿瘤生存预后的影响。结

果 筛选出在33692个基因中差异表达的 mRNAs共161个,其中上调39个,下调122个;GO分析表明,DEGs主要富

集的生物学过程包括核苷酸生物合成、代谢和神经元凋亡、坏死等过程;KEGG通路富集发现这些信号主要涉及核苷酸

生物合成过程,核苷磷酸代谢过程,神经元凋亡等过程,其中核苷酸生物合成在6条信号通路中均被富集到;利用TCGA
数据库对膀胱癌(BLCA)进行生存分析发现TGFB1I1、HYOU1和CAT基因同时高表达时,与患者较差预后显著相关。

结论 mRNA在TGF-β刺激后的成纤维细胞和正常成纤维细胞中存在表达差异,筛选出在BLCA病人中表达的TG-
FB1I1、HYOU1和CAT,有望作为患者的预后标志物。

关键词:成纤维细胞;转化生长因子β;转录组测序;膀胱肿瘤

中图分类号:R737.14   文献标识码:A   文章编号:1001-5817(2023)02-0224-06
doi:10.3969/j.issn.1001-5817.2023.02.010

StudyonthemechanismofTGF-βactiononfibroblastsbasedontranscriptomesquencing
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  Abstract: Objective ToscreenthedifferentialmRNAbetweentransforminggrowthfactor-beta(TGF-
β)stimulatedfibroblastsandnormalfibroblastsbasedontranscriptomeRNAsequencing. Methods Tran-
scriptomeRNAsequencingwasperformedonnormalhumanfibroblastsMRC-5cellsandMRC-5cellsstimula-
tedwith20ng/mLTGF-βfor24hours,anddifferentiallyexpressedgenes(DEGs)werescreenedbetweenthe
twogroups.BioinformaticsanalysiswasperformedonDEGs,includinggeneontology(GO),kyotoencyclope-
diaofgenesandgenomes(KEGG)enrichmentanalysis,protein-proteininteractionnetworkanalysis(PPI)and
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theeffectsofrelatedgenesontumorsurvivalandprognosis. Results Atotalof161differentiallyexpressed
mRNAswerescreenedoutfrom33692genes,including39up-regulatedand122down-regulatedgenes;GOa-
nalysisshowedthatbiologicalprocessesmainlyenrichedbyDEGsincludednucleotidebiosynthesis,metabo-
lism,neuronalapoptosisandnecrosis;KEGGpathwayenrichmentfoundthatthesesignalsweremainlyin-
volvedinnucleotidebiosynthesis,nucleotidephosphatemetabolismandneuronalapoptosis,amongwhichnu-
cleotidebiosynthesiswasenrichedinsixsignalpathways;survivalanalysisofbladdercancer(BLCA)byTC-
GAdatabasefoundthatsimultaneoushighexpressionofTGFB1I1,HYOU1,andCATgenesweresignificant-
lyassociatedwithpoorprognosisinpatientswithBLCA. Conclusion mRNAshavedifferentialexpression
betweenTGF-βstimulatedfibroblastsandnormalfibroblasts,andthescreenedTGFB1I1,HYOU1andCAT
genesareexpectedtobeusedasprognosticmarkersinpatientswithBLCA.
  Keywords: fibroblasts;transforminggrowthfactorβ(TGF-β);transcriptomesequencing;bladdercanc-

er

  转化生长因子β(transforminggrowthfactor-be-
ta,TGF-β)家族是调节细胞生长和分化的蛋白质家

族。TGF-β信号紊乱不仅是炎症性疾病的基础,还可

以转化正常的成纤维细胞表型,促进肿瘤的发生[1]。
在肿瘤微环境(tumormicroenvironment,TME)中,大
量的基质细胞、肿瘤细胞、免疫细胞以及这些细胞分泌

的细胞因子和趋化因子嵌入其中[2]。有研究报道,在
胰腺癌、乳腺癌、结直肠癌中,TGF-β可以促进正常成

纤维细胞向肿瘤相关成纤维细胞(cancerassociation
fibroblast,CAF)的转化,与预后不良相关[3-5]。CAFs
作为TME中基质的主要成分,分泌多种生长因子、炎
性因子、基质金属蛋白酶和细胞外基质蛋白,促结缔组

织再生反应,导致不良预后[6-7]。由于CAFs主要来源

于成纤维细胞、肌成纤维细胞和内皮细胞,并且肺中有

丰富的成纤维细胞,癌细胞常倾向于扩散到肺[8]。因

此,本课题组评价了TGF-β因子刺激下的人成纤维细

胞 MRC-5的形态变化、差异基因的表达以及参与的

主要通路过程。
本次研究采用细胞培养、转录组 RNA 测序技术

和生物信息学分析方法,筛选出差异表达基因(differ-
entiallyexpressedgenes,DEGs),对DEGs的功能和

富集的相关通路进行分析,同时构建DEGs的蛋白相

互作用网络图谱,筛选出受TGF-β调控的关键基因在

膀胱癌和正常组织中的差异表达以及生存预后相关

性,有望作为膀胱癌患者的预后标志物。

1 材料与方法

1.1 材料 人成纤维细胞 MRC-5购自上海盈湾生

物科技有限公司;MEM 培养基和胎牛血清均购自美

国Gibco公司;人TGF-β1重组蛋白购自美国Pepro-
Tech公司;逆转录酶、建库试剂盒均购于瑞士罗氏生

物公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞刺激实验 常规细胞培养后,取对数生长

期细胞按照每孔5×104 个细胞种于48孔培养板中,
分别设置 Mock培养基组、20ng/mLTGF-β刺激组

进行24h药物反应,拍照记录,收取同批细胞沉淀,放
入-80℃冰箱冻存。实验重复3次后进行全转录组

检测。

1.2.2 转录组RNA测序 细胞经裂解后使用包含

细胞条形码片段(barcode)和唯一分子识别符(UMI)
序列的25个核苷酸核苷引物Oligo(dT)进行逆转录。
在第一链cDNA合成后,经过PCR扩增,得到互补链

DNA。将新合成的双链DNA退火到索引引物,致3′
末端的 DNA 生物素化。然后,用超声波将合成的

DNA片段切成300bp的片段,并用链霉亲和素C1磁

珠孵育连接3′端,随后将终产物进行Qubit浓度检测,
并利用Agilent2100进行进一步质量检测。所有测序

数据在IlluminaHiSeq4000平台上使用150个碱基

对的末端测序产生。

1.2.3 差异表达基因分析 利用R软件(v4.0.2)进
行生物信息学分析。利用limma(v3.44.3)分析两组

间差异基因表达情况,当差异倍数(flodchange)大于

2,即|log2FC|>1且矫正P <0.05时被认为是差异

显著的基因。

1.2.4 功能富集分析与蛋白质相互作用网络 利用

clusterProfiler(v3.16.1)软件进行生物学过程的注释

(geneontology,GO)和京都基因和基因组通路富集分

析 (kyoto encyclopedia of genes and genomes,

KEGG),并通过蛋白相互作用网络(protein-protein
interaction,PPI)筛选出关键基因(https://string-db.
org/,v11.5,2023-2-17)。将PPI导出图通过cysto-
scape(v3.9.0)软件对结果进行美化和分析,按节点的

互作分数设置色阶度进行排序,设置为不同的表现颜

色。

1.2.5 组织表达量差异和预后生存分析 在 GE-
PIA2在线数据库中分析其中5个差异基因在膀胱癌
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组织与正常组织间RNA表达量的差异,并对膀胱癌

中的3个基因和基因集的表达进行总体生存(overall
survival,OS)分析,P <0.05视为具有统计学差异

(http://gepia2.cancer-pku.cn/)。

1.3 统计学方法 采用R(v4.0.2)软件进行统计分

析和作图;采用非参数检验或t检验分析两组间差异,
以矫正P 或P <0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 正常成纤维细胞经TGF-β的刺激情况 光镜下

观察体外培养的人成纤维细胞 MRC-5为梭形,其形

态尚可依细胞的功能变化和物理性状不同而发生改

变。经过24h培养后,TGF-β处理组细胞较 Mock组

形态细长,生长速度快,但贴壁情况差异不明显(见图

1)。随后,我们收集3次重复实验的两组细胞沉淀进

行转录组测序。

2.2 转录组文库的成功构建 Qubit检测样本cD-
NA浓度为23.8ng/μL,Agilent2100检测样本文库,
主峰为354bp,同时在900~2000bp;1000~5000bp
占比大于15%;300bp以下片段占比小于40%。质量

合格,进行上机检测(见图2)。

2.3 DEGs分析 通过对两组细胞的转录组测序数

据分析,以差异倍数≥2且矫正P<0.05绘制火山图

和层次聚类图,共筛选出161个差异基因,包括39个

上调基因和122个下调基因(见图3)。

注:图中比例尺为100μm
图1 光镜下 MRC-5细胞刺激前形态及

条件培养24h后的细胞刺激形态

图2 构建细胞文库质检图谱

注:A.差异基因火山图(绿色表示下调,红色表示上调),图中基因均为矫正P 有意义的基因;B.差异表达

基因层次聚类热图(红色表示上调,绿色表示下调),颜色越深,表示该基因表达量越高或越低。

图3 差异基因火山图和层次聚类图

2.4 GO功能富集分析 通过GO富集分析结果发

现,在 GO 生 物 学 过 程 (biologicalprocess,BP)中

TGF-β主要影响的是神经元凋亡、坏死过程,核苷磷酸

生物合成过程,嘌呤核糖核苷磷酸代谢过程,核糖核苷

磷酸生物合成过程和核糖核苷磷酸代谢过程。富集基

因数量相对较多的细胞成分(cellularcomponent,CC)
主要包括内质网、线粒体、核糖体、甲基转移酶复合体、
过氧化体基质和酶体、微体管腔以及细胞器、线粒体大

核糖体亚基。生物学功能(molecularfunction,MF)主
要是结合信号序列(见图4A)。
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2.5 KEGG通路富集分析 对DEGs进行KEGG通

路富集,发现这些信号主要涉及核苷酸生物合成,核苷

磷酸代谢,神经元凋亡、坏死和肽基-赖氨酸修饰等过

程(见图4B)。

注:A.差异基因 GO生物学过程富集分析排名前10位的注释情况;B.差异基因KEGG通路富集分析

排名前10位的通路情况。GeneRatio表示这些基因在该通路或者GO注释条目中富集程度;颜色深

浅代表了P 值大小,颜色越深代表差异越显著;点大小代表了富集在该通路中的基因数目。

图4 GO、KEGG富集结果

2.6 蛋白质相互作用网络分析 通过在线数据库

STRING中的 MultipleProtein构建蛋白相互作用网

络,以P <0.05为筛选条件时,154个 DEGs编码的

蛋白能够形成复杂的PPI(见图5)。而根据相互作用

网络中蛋白与蛋白之间连接的节点数,筛选出受TGF-

β调控的6个潜在关键基因CAT、GFM1、MRPS18B、

RRP12、RRS1、CASP3。

注:互作分数越高,颜色标记越红。

图5 基于差异基因的PPI图

2.7 TCGA数据库中差异基因表达和BLCA患者预

后的关系 根据文献查询,DEGs中筛选出TGF-β调

控的潜在关键基因TGFB1I1、HYOU1与膀胱癌的恶

性程度和预后显著相关[9-10]。将差异表达分析和PPI
筛选的潜在关键基因放入TCGA数据库进行膀胱癌

组织和正常组织对比,发现 TGFB1I1、COL16A1在

BLCA 组织表达量较低;HYOU1、ZWLCH 基因在

BLCA组织相对表达上调(见图6A;P <0.01)。其

中,TGFB1I1和CAT高表达时,对BLCA患者生存有

统计学意义(见图6B;P <0.05),并且当3个基因同

时高表达时,BLCA患者的生存期较短(见图6C;P<
0.05),潜在说明TGF-β刺激的成纤维细胞群与膀胱

癌患者生存预后显著相关,可能是治疗的潜在靶点。

3 讨论

本研究通过对差异表达基因进行 GO和 KEGG
的富集分析,发现DEGs主要富集在核苷酸合成、代谢

的信号通路。由于核苷酸在人体内广泛分布,其主要

生物学功能应当不容忽视,主要包括:①核苷酸是核酸

的基本单位,可以储存能量,主要通过三磷酸核苷酸实

现,特别是ATP,是给予细胞能量的主要形式。另外,
一些活化的中间产物,如 UDP-葡萄糖,亦含有核苷酸

成分。②核苷酸可以参与生理和代谢调节:cAMP(或
cGMP)是多种细胞膜激素受体的调节作用的第二信

使,许多代谢过程也要受到体内 ATP、ADP或 AMP
水平的调节。③核苷酸可以组成辅酶。如腺苷酸可作

为NAD+、ANDP+、FMN、FAD及CoA 等的组成成

分[11]。此外,核苷酸还可在转录水平上受一系列主要

转录因子的调控,亦在酶水平上受到变构调节和反馈

抑制的调节,同时也参与细胞周期中的代谢和调节机

制[12]。近年来,药物对肿瘤微环境的影响还尚不清

楚,非肿瘤细胞在肿瘤免疫微环境中的代谢脆弱性被

尤为关注[13]。因此,针对癌症核苷酸的合成与代谢的

有关成纤维细胞的研究仍值得探索。
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注:A.TCGA数据中TGFB1I1、COL16A1、HYOU1、ZWLCH、CAT5个基因在膀胱癌与正常组织中的表达水平

差异(红色表示膀胱癌,灰色表示正常);B.GEPIA2分析TGFB1I1、HYOU1、AT单基因高低表达对膀胱癌

患者生存率的影响;C.TGFB1I1、HYOU1、CAT基因组合高低表达对膀胱癌患者生存率与生存分析关系。

图6 膀胱癌差异基因的临床意义

  本研究通过对PPI和生存预后的分析,还发现

TGFB1I1、HYOU1和CAT等基因出现在多条富集的

信号通路上,与多种生物学机制相关。TGFB1I1(也称

为Hic-5)编码一种局部黏附支架蛋白,先前已被证明

TGFB1I1与膀胱癌血管发育、细胞黏附及细胞外基质

的形成有关,并与细胞外基质受体途径相关的基因有

很强的相关性[10]。除此之外,TGFB1I1的表达还与巨

噬细胞和NK细胞呈正相关。巨噬细胞在上调Ⅵ型胶

原的合成和组装,诱导细胞外基质沉积等方面发挥着

重要作用,研究者推测TGFB1I1还参与了浸润性免疫

细胞和细胞外基质沉积之间的相互作用[14]。这可能

与TGFB1I1在BLCA中都较正常组织更低表达,影响

患者预后显著相关联;HYOU1是一种内质网伴侣蛋

白,属于HSP70家族,在缺氧、缺糖、还原剂和衣霉素

等应激条件下诱导表达[15]。HYOU1抗细胞凋亡作

用主要包括:①抑制内质网应激相关的细胞凋亡通路;

②HYOU1和ER应激感应器的结合可能使它们保持

不活跃,从而抑制 UPR;③激活 Akt磷酸化作为生成

磷脂酰肌醇3-激酶/Akt信号转导的一部分[16],膀胱

癌中该基因的表达很可能也参与了以上的生物学过

程;作为过氧化氢酶的CAT基因是人体内一种天然

的、很重要的抗氧化酶,在活性氧的清除过程中作为超

氧化物歧化酶的下游抗氧化蛋白,通过催化超氧阴离

子自由基的自身氧化还原反应,有效清除自由基,维持

体内自由基和氧化还原状态的动态平衡,来避免损伤

机体的组织细胞[17]。同时,心血管危险因素常常导致

由NADPH氧化酶、黄嘌呤氧化酶、线粒体电子传输

链和功能障碍的内皮型一氧化氮合酶产生的活性氧物

种的增加,超过抗氧化防御系统(如过氧化氢酶、超氧

化物歧化酶、谷胱甘肽过氧化物酶、血红素加氧酶、对
氧磷酶)的能力时,会导致氧化应激,从而促进动脉粥

样硬化的形成,目前CAT也已成为心血管疾病研究的

候选基因[18]。除此之外,过氧化氢酶C262T的变异与

不同癌症之间的联系也被广泛报道,CATC262T变异

与总体癌症易感性有关,还可能与血液、骨髓、胃肠道、
前列腺癌、皮肤癌和妇科癌症有关[19-20]。这些数据更

加提示了差异基因 TGFB1I1、HYOU1和CAT的表

达可以调控肿瘤的发生发展,影响癌症患者预后,可能

是BLCA一个潜在的肿瘤治疗靶点或预后监测指标,
但还需多中心的临床数据进一步验证。
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