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综合转录组分析鉴定弱精子症与1型

糖尿病的共同枢纽基因及通路研究
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2.广西医科大学第一附属医院检验科,广西 南宁 530021)

摘 要:目的 通过生物信息学研究探索弱精子症(asthenozoospermia,AZS)与1型糖尿病(type1diabetesmellitus,

T1DM)的共病基因,寻找AZS和T1DM的诊断和预后相关分子标志物。方法 从基因表达综合数据库(GEO)数据库

获取AZS数据集GSE160749和T1DM数据集GSE154609,利用R语言limma包筛选差异表达基因(DEGs),通过基因

集富集分析(GSEA)和基因本体(GO)富集分析解析差异表达基因的通路特征,采用GeneMANIA网络分析构建差异表

达基因相互作用网络,应用最小绝对收缩算法(LASSO)筛选关键基因,并通过受试者工作特征(ROC)曲线评估其诊断

效能,应用CIBERSORT算法分析共病关键基因与免疫细胞浸润的关联。结果 在 AZS数据集中共筛选出661个

DEGs,其中包括上调154个和下调507个。在T1DM 数据集中共筛选出233个DEGs,包括上调153个和下调80个。

GSEA显示在GSE160749数据集中,基因主要富集在嗅觉信号、嗅觉转导、感觉感知、翻译后蛋白质修饰、细胞对刺激反

应等信号通路,在GSE154609数据集中,基因主要富集在C4和C2激活因子的产生等信号通路。GO分析结果显示

DEGs在补体经典激活途径等生物学过程中显著富集。基于GeneMANIA构建的蛋白互作网络,鉴定出C3、CFB 等24
个核心互作基因。LASSO回归确认SCGB1C1和IGHG3为候选枢纽基因。SCGB1C1和IGHG3在AZS中的ROC曲

线下面积(areaundercurve,AUC)分别为0.933和0.833,在T1DM中为0.715和0.701。免疫浸润分析表明,SCGB1C1
和IGHG3可能与免疫T细胞、免疫微环境的改变相关。结论 SCGB1C1和IGHG3可能通过调控免疫代谢失衡参与

AZS与T1DM的共病机制,在AZS中初步展现出诊断潜力,在T1DM中的诊断价值尚需进一步验证。
关键词:弱精子症;糖尿病,1型;枢纽基因;生物信息学
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Comprehensivetranscriptomeanalysisidentifyingcommonhubgenesand
pathwaysinasthenozoospermiaandtype1diabetesmellitus

YUZhengli1,YANGJiawei2,WUYongming1,YANGZheng2

(1.HumanSpermBank,theFirstAffiliatedHospitalofGuangxiMedicalUniversity,
Nanning530021,Guangxi,China;2.DepartmentofClinicalLaboratory,theFirst

AffiliatedHospitalofGuangxiMedicalUniversity,Nanning530021,Guangxi,China)

  Abstract: Objective Toexplorethecomorbiditygenesbetweenasthenozoospermia(AZS)andtype1di-
abetesmellitus(T1DM)throughbioinformaticsstudies,andtoidentifymolecularmarkersrelevantforthedi-
agnosisandprognosisofbothAZSandT1DM. Methods TheAZSdatasetGSE160749andtheT1DMdataset
GSE154609wereobtainedfromtheGeneExpressionOmnibus(GEO)database.TheRpackagelimmawas
usedtoidentifydifferentiallyexpressedgenes(DEGs).genesetenrichmentanalysis(GSEA)andgeneontolo-
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gy(GO)enrichmentanalysiswereemployedtoelucidatethepathwaycharacteristicsoftheDEGs.Adifferenti-
allyexpressedgeneinteractionnetworkwasconstructedusingGeneMANIA.TheLeastAbsoluteShrinkage
andSelectionOperator(LASSO)algorithmwasappliedtoscreenforkeygenes,andtheirdiagnosticefficacy
wasevaluatedusingreceiveroperatingcharacteristic(ROC)curves.TheCIBERSORTalgorithmwasusedto
analyzetheassociationbetweenthekeycomorbidity-relatedgenesandimmunecellinfiltration. Results A
totalof661DEGs(154up-regulatedand507down-regulated)wereidentifiedintheAZSdataset,while233
DEGs(153up-regulatedand80down-regulated)intheT1DMdataset.GSEArevealedthatintheGSE160749
dataset,geneswereprimarilyenrichedinpathwayssuchastheolfactorysignalingpathway,olfactorytransduc-
tion,sensoryperception,post-translationalprotein modification,andcellularresponsetostimuli,inthe
GSE154609dataset,genesweremainlyenrichedinsignalingpathwaysincludingtheproductionofC4andC2
activators.GOanalysisindicatedthattheDEGsweresignificantlyenrichedinbiologicalprocessessuchasthe
classicalcomplementactivationpathway.Aprotein-proteininteractionnetworkconstructedviaGeneMANIAi-
dentified24coreinteractinggenes,includingC3andCFB.LASSOregressionconfirmedSCGB1C1andIGHG3
ascandidatehubgenes.Theareaunderthecurve(AUC)oftheROCcurvesforSCGB1C1andIGHG3inAZS
were0.933and0.833,respectively,and0.715and0.701inT1DM.Immuneinfiltrationanalysissuggested
thatSCGB1C1andIGHG3mightbeassociatedwithalterationsinTcellsandtheimmunemicroenvironment.
 Conclusion SCGB1C1andIGHG3mayparticipateinthecomorbiditymechanismofAZSandT1DMbyreg-
ulatingimmune-metabolicimbalance.TheydemonstrateinitialdiagnosticpotentialinAZS,whiletheirdiag-
nosticvalueinT1DMstillrequiresfurthervalidation.
  Keywords: asthenozoospermia;diabetesmellitus,type1;hubgenes;bioinformatics

  在世界范围内,约15%的育龄夫妇面临生育障

碍,其中男性因素占比30%~50%,而弱精子症(as-
thenozoospermia,AZS)作为男性不育的核心病因之

一,发病率高达18.7%~36%[1-2]。根据世界卫生组

织《人类精液检查与处理实验室手册(第五版)》,AZS
被定义为至少2次以上的精液检查中前向运动精子比

例低于32%[3],研究表明,1型糖尿病(type1diabetes
mellitus,T1DM)男性患者生存期延长[4],但其精子前

向运动比例较健康人群下降[5],且精子DNA碎片指

数(DFI)升高[6],提示糖代谢紊乱与氧化应激可能通

过分子机制损害生殖功能,而自身免疫反应可能通过

补体激活途径损害精子功能。T1DM 患者中胰岛素

抵抗、慢性炎症及线粒体功能障碍等病理特征与AZS
的分子机制重叠,表明二者可能存在潜在的共病交互

网络。
尽管临床证据表明 AZS与 T1DM 存在关联,但

当前的研究多局限于单一病理机制探索,系统性解析

两类疾病的共同枢纽基因及核心调控通路的研究尚未

明确,跨系统疾病的生物标志物和分子交互机制亟待

阐明。近年来,随着转录组学与生物信息学工具的深

度整合,为揭示复杂疾病分子机制提供了新视角,基因

表达综合数据库(GEO)的标准化数据储存架构,为跨

疾病分子特征提供了基准平台[7]。基于此,本研究通

过整合AZS与T1DM 的转录组数据,通过差异表达

基因筛选、功能富集分析、蛋白互作网络、受试者工作

特征(ROC)曲线验证及免疫浸润分析,系统挖掘二者

的共同枢纽基因及通路调控机制。研究结果为阐明跨

系统疾病的分子层面提供理论支撑,有望推动跨系统

疾病精准诊疗体系的建立。

1 材料与方法

1.1 数据采集与预处理 从GEO数据库(https://

www.ncbi.nlm.nih)获得数据源及下载临床数据。
数据筛选遵循以下标准:疾病名称为“弱精子症”与“1
型糖尿病”;样本物种限定为人(Homosapiens);数据

集的样本量满足统计学要求,每组样本数≥5例。最

终纳入2个独立数据集,其中GSE160749中包括5个

弱精子症、7个弱畸精子症、6个可育对照、6个不育但

精液参数正常患者的基因表达数据,样本类型为精液

样本;GSE154609中包括了12个对照样本和12个

T1DM的基因表达数据,样本类型为CD14+ 单核细

胞。原始表达数据通过RMA算法进行背景校正和分

位数标准化,确保批次效应最小化。

1.2 差异表达基因筛选 采用R语言limma包(版
本3.56.2)分别对AZS及T1DM 数据集进行差异表

达分析,其中,AZS数据集只选取GSE160749数据集

中的5例弱精子症患者和6例可育对照样本的转录组

数据进行分析。考虑到AZS的数据集GSE160749中

样本量较小,为平衡统计效力和假阳性控制,参考小样

本转录组分析研究[8],设置过滤标准时将差异倍数阈

值定为|log2FC|≥0.5,错误发现率(FalseDiscovery
Rate,FDR)<0.05。通过后续功能富集分析及机器

学习方法,进一步排除非特异性基因干扰,确保差异表
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达基因的生物学相关性,并使用“ggplot2”包绘制差异

表达基因的火山图。

1.3 GSEA 分析 基于 R软件使用“GSEA”包对

AZS与T1DM 疾病组和正常组的差异表达基因进行

GSEA富集分析。为了探索两组之间参与的生物学通

路,通过“GSVA”R包中的基因集变异分析(GSVA)
计算每个群集样品的基因集评分,并且P<0.05。鉴

于样本量较小,GSEA采用默认FDR<0.25阈值以平

衡统计效力,该FDR阈值的选择遵循了GSEA软件

的推荐标准以及 MSigDB数据库的常见做法,旨在探

索性分析中识别潜在相关的生物学通路,同时允许一

定的假阳性以减少假阴性风险。

1.4 GO富集分析 为了进一步确定高表达和低表

达 基 因 的 生 物 学 通 路,分 别 对 GSE154609 和

GSE160749数据集的高表达基因和低表达基因取交

集。在获得高、低表达基因的共享DEGs之后,使用

“clusterProfiler”软件包进行GO富集分析,分析结果

通过Benjamini-Hochberg校正(FDR<0.05)筛选显

著通路。校正后的P 值为p.adjust,并且p.adjust<
0.05被认为是显著的富集。

1.5 GeneMANIA数据库 将 AZS与 T1DM 的共

享DEGs列表导入GeneMANIA(http://genemania.
org/),通过整合多个来源的数据,包括物理相互作用、
基因共同表达、共定位、预定位、预处理、基因富集分

析、遗传相互作用、遗传蛋白质疾病相关通路和生物学

通路,旨在构建并可视化基因相互作用网络。

1.6 机器学习LASSO回归筛选疾病相关基因 为

了确定共同发病的关键基因,基于R语言的“glmnet”
包采 用 LASSO 回 归 分 别 对 两 疾 病 的 数 据 集

GSE154609和 GSE160749进行筛选。LASSO 回归

采用十折交叉验证,并以λ.1se值作为最终筛选关键

基因的标准。

1.7 ROC曲线验证 通过对候选基因SCGB1C1和

IGHG3的跨疾病诊断效能进行ROC曲线分析,通过

绘制ROC曲线来评价基因的诊断效能。以 AUC≥
0.7作为诊断有效性的阈值。

1.8 免疫浸润分析 为确定正常组和疾病的免疫功

能差异,应用CIBERSORT算法,量化样品中肿瘤免

疫浸润细胞(TIICS)的相对丰度。通过 Wilcoxon.test
检验两组之间免疫评分差异。为直观展示免疫细胞丰

度的组间差异,通过“ggplot2”包绘制各样本的免疫细

胞丰度柱状图和箱式图。

1.9 统计学分析 采用GraphPadPrism9软件进行

非参数检验中的秩和检验,主要用于不满足正态分布

假设的数据。以P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 差异表达基因的筛选 基于GEO公共数据库

下载的 GSE160749(AZS)与 GSE154609(T1DM)数
据集,利用“limma”软件包筛选疾病组和对照组之间

的DEGs。DEGs的筛选条件为P<0.05且|log2FC|
≥0.5。结果发现GSE160749共有661个差异表达基

因,其中154个上调基因,507个下调基因(见图1A)。

GSE154609共有233个差异表达基因,其中153个上

调基因和80个下调基因(见图1B)。尽管 AZS数据

集样本量较小可能引入部分低丰度差异表达基因,但
后续功能富集分析表明,差异表达基因显著富集于精

子鞭毛组装(GO:0035686,FDR=1.2×10-5)和补体

激活(GO:0006958,FDR=3.4×10-4)等关键通路(见
图1C),提示筛选结果具有生物学意义。T1DM 数据

集的差异表达基因则主要富集于胰岛β细胞凋亡及免

疫调控相关通路(见图1D),进一步验证了筛选阈值的

合理性。

2.2 GSEA富集分析 对两个数据集分别做GSEA
富集分析,并且p.adjust<0.05被认为是一个显著的

富集结果。根据显著性排名,选取GSEA前5条描述

进行视觉展示。在GSE160749数据集中,差异表达基

因主要富集在嗅觉信号、嗅觉转导、感觉感知、翻译后

蛋白质修饰、细胞对刺激的反应等信号通路(见图

1C)。而在GSE154609数据集中,差异表达基因主要

富集在清道夫受体对配体的结合和吸收、CD22介导

的Bcr调节、FCERI介导的 MAPK激活、血浆中的血

红素清除、C4和C2激活因子的产生等信号通路(见
图1D)。上述通路可能通过调控免疫炎症反应、代谢

稳态及细胞信号转导等机制,参与 AZS与T1DM 的

病理进程。

2.3 GO富集分析与KEGG富集分析 为鉴定AZS
和 T1DM 的 共 同 分 子 机 制,对 GSE154609 和

GSE160749数据集的全部差异表达基因进行交集分

析。结果显示,两组间存在显著表达的重叠基因,其中

低表达交集基因3个,分别为C3、PTPN13和 XR-
RA1(见图2A),高表达交集基因共有12个,分别为

HIST1H2BH、LOC730184、LOC100240734、LOC100
506035、RN5S51、IGKV1D-27、TRAV19、SDPR、

TRAJ59、SCGB1C1、RNU1-13P 和IGHG3(见 图

2B)。进一步对上述基因进行 GO富集分析,结果显

示,这些基因在生物学过程(BiologicalProcess,BP)
中,基因主要参与补体经典激活途径、由循环免疫球蛋

白介导的体液免疫反应及免疫球蛋白介导的免疫反应

等免疫相关通路;在细胞成分(CellularComponent,

CC)中,基因主要参与免疫球蛋白复合物和IgG免疫

球蛋白复合物的构成;在分子功能(MolecularFunc-
tion,MF)中,基因主要参与抗原结合、磷脂酰肌醇3-
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激酶调节亚基结合及免疫球蛋白受体结合等分子功能

的作用(见图2C)。上述结果表明,免疫功能紊乱是两

类疾病的共同分子特征。

2.4 GeneMANIA分析结果 基于GeneMANIA数

据库建立差异表达基因的蛋白质相互作用网络,并鉴

定出24个与特征基因相互作用的基因。结果显示

C3、CFB、CD46、CFHR5、C2、CF1及CD56等基因之

间呈现强烈的相关性(见图2D)。

注:A为弱精子症差异表达基因火山图;B为1型糖尿病差异表达基因火山图;

C为弱精子症数据集GSEA通路图;D为1型糖尿病数据集GSEA通路图。

图1 差异表达基因的筛选与GSEA富集分析结果

注:A为弱精子症和1型糖尿病的共享下调差异表达基因;B为弱精子症和1型糖尿病的共享

上调差异表达基因;C为GO富集通路图;D为蛋白质相互作用网络图。
图2 GO富集分析与KEGG富集分析结果
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2.5 LASSO回归筛选两种疾病的相关基因 采用

LASSO回归对GSE154609进行特征筛选,最终得到3
个基因:LOC100240734、SCGB1C1和IGHG3(见图

3A和图3B),对 GSE160749进行特征筛选共得到8
个基因,分别是 HIST1H2BH、LOC730184、RN5S51、

SCGB1C1、RNU1-13P、IGHG3、C3和 PTPN13(见
图3C和图3D)。上述结果表明,SCGB1C1和IGHG3
在两数据集中均被显著筛选,提示它们在疾病交互网

络中的枢纽调控作用。

注:A为共同低表达基因LASSO回归系数路径图,图中每一条曲线代表一个基因的系数随正则化参数λ(Lambda)变化路径;

B为共同低表达基因LASSO回归十折交叉验证误差曲线,两条虚线分别代表了使模型误差最小的λ(λ.min)和距离

最小误差一个标准差的λ(λ.1se);C为共同高表达基因LASSO回归系数路径图,图中每一条曲线代表一个

基因的系数随正则化参数λ(Lambda)变化路径;D为共同高表达基因交叉验证误差曲线,两条虚线分别

代表了使模型误差最小的λ(λ.min)和距离最小误差一个标准差的λ(λ.1se)。

图3 LASSO回归筛选结果

2.6 关键基因的ROC验证 本研究通过差异表达基

因交集分析和LASSO回归验证,确定SCGB1C1和

IGHG3为两种疾病的共同枢纽基因(见图4A)。ROC
曲线分析显示,在弱精子症 GSE160749数据集中,

SCGB1C1的AUC为0.933(95%CI:0.780~1.000)
(见图4B),IGHG3的AUC为0.833(95%CI:0.579
~1.000)(见图4C)。在1型糖尿病GSE154609数据

集中,SCGB1C1 和IGHG3 的 AUC 分 别 为 0.715
(95%CI:0.504~0.927)(见图4D)和0.701(95%
CI:0.484~0.919)(见图4E)。尽管其 AUC值均超

过0.7的常规阈值,但置信区间较宽且下限接近0.5,
提示在当前样本量下其诊断效能尚不稳定,有待更大

规模样本的验证。

注:A为候选基因交集图;B~E为相关ROC曲线图。

图4 关键基因的ROC验证结果
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2.7 免疫细胞浸润分析结果 本研 究 尝 试 使 用

CIBERSORT对样本转录组数据进行分析,以探索疾

病状态下免疫相关信号的改变。如图5A和图5B所

示,在弱精子症GSE160749数据集中,疾病组相较于

对照组,激活的树突状细胞、激活的肥大细胞的浸润丰

度更高,而静息的肥大细胞的丰度在疾病组中更低(见
图5C)。在GSE154609数据集中,免疫细胞热图和丰

度图如图5D和图5E所示,疾病组的调节性 T 细胞

(Tregs)与 对 照 组 相 比 更 低(见 图5F)。上 述 基 于

CIBERSORT算法的探索性分析提示,在AZS中可能

与树突状细胞、肥大细胞激活的免疫信号增强,而在

T1DM中则与Treg介导的免疫抑制功能缺陷相关联,
可能通过调控免疫细胞亚群的动态平衡参与疾病进

程,共同揭示了免疫微环境紊乱在代谢-生殖共病中

的核心枢纽作用。

注:A~C为弱精子症免疫细胞热图、丰度图及差异分析结果;D~F为1型糖尿病免疫细胞热图、丰度图及差异分析结果。

图5 免疫细胞热图、丰度图及差异分析结果

3 讨论

通过GSEA、GO功能富集分析及LASSO回归建

模,本研究验证了差异表达基因在补体激活及免疫调

控通路中的核心作用,表明筛选结果具有生物学一致

性。进一步通过蛋白互作网络及 ROC 曲线验证,

SCGB1C1与IGHG3作为潜在枢纽基因的可靠性得

到了初步验证。在AZS数据集中,下调基因的显著富

集提示精子活力相关基因可能受到广泛抑制。其中

DNAH1等基因的突变或表观遗传调控异常可能通过

破坏精子鞭毛超微结构导致精子运动障碍[9],而 ND-
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UFAF3等线粒体功能基因的表达抑制可能加剧氧化

应激,直接降低精子活力[10]。与之对应,T1DM 数据

集中免疫球蛋白家族基因的显著上调与胰岛β细胞自

身免疫攻击的病理特征一致[11]。GSEA分析揭示了

疾病特异性通路,AZS中 OLFACTORY信号通路的

富集不仅与精子趋化运动相关[12],其介导的嗅觉受体

(ORs)作为G蛋白偶联受体,可直接参与炎症反应的

激活[13],这为AZS中炎症与运动障碍的关联提供了潜

在机制。而T1DM中C2/C4激活因子的异常产生及

GO富集显示的补体经典途径激活,共同提示 MAC介

导的血管内皮损伤可能在血睾屏障与胰岛微循环中发

挥协同破坏作用。这一发现与既往“糖尿病性睾丸缺

血”假说形成互补[14],并通过基因互作网络明确了C3
与CFB的核心地位。需指出的是,本研究GSEA分析

未采用Bonferroni严格校正,可能增加Ⅰ类错误风险,
未来需通过扩大样本或独立队列验证通路可靠性。

本研究通过生物信息学分析发现,SCGB1C1和

IGHG3为 弱 精 子 症 和 1 型 糖 尿 病 的 共 病 基 因。

SCGB1C1作为分泌球蛋白家族成员,其在 AZS中

AUC 为 0.933,在 T1DM 中 AUC 为 0.715;而

IGHG3的AUC在 AZS中为0.833,在 T1DM 中为

0.701,诊 断 效 能 优 于 传 统 标 志 物 如 抗 GAD65 抗

体[15]。通路富集分析表明,SCGB1C1可能通过外泌

体介导的IL-6/JAK-STAT3通路激活,驱动 M1型巨

噬细胞极化及生精上皮炎症反应,同时干扰胰岛β细

胞再生微环境,与T1DM 患者胰岛中 M1/M2失衡报

道一致[5]。IGHG3作为IgG3重链编码基因,其低表

达可能通过Fc段糖基化修饰影响抗体依赖性细胞毒

性(ADCC)效能[16],导致免疫复合物清除障碍,并加剧

补体介导的组织损伤。近期研究表明,睾丸支持细胞

外泌 体 可 通 过 miRNA 调 控 胰 岛 素 信 号[17],提 示

SCGB1C1与IGHG3可能通过类似机制形成“免疫-
代谢-生殖”调控环路[18]。值得注意的是,IGHG3的

异常糖基化可能通过FcγR介导的ADCC加剧自身免

疫反应[19],这一机制有待进一步验证。免疫浸润分析

表明,AZS中激活的树突状细胞与肥大细胞丰度升高,
可能通过释放肿瘤坏死因子-α(TNF-α)及组胺,激活

睾丸间质细胞的TLR4/NF-κB信号通路,加剧睾丸炎

症反应[20];而在T1DM 中,Tregs减少可能削弱其对

CD8+T 细胞的抑制作用,从而加速胰岛β细胞凋

亡[21]。这一发现与基因互作网络中CD56分子与补体

因子的强共表达,提示自然杀伤细胞可能通过 ADCC
机制参与共病进程。此外,SCGB1C1与IGHG3的表

达失衡可能通过氧化应激诱导的线粒体DNA释放,
进而激活 NLRP3炎症小体并放大炎症信号[22],形成

正反馈环路。

本研 究 通 过 多 组 学 整 合 策 略,构 建 了 AZS与

T1DM 的跨疾病分子互作网络,提出“免疫代谢失衡”
作为共病机制的核心理论框架。然而,存在以下局限:
首先,针对 AZS的公共转录组数据集较为有限,且所

纳入的GSE160749数据集样本量偏小,故差异表达基

因筛选阈值相对宽松,以避免遗漏关键低表达基因。
其次,T1DM转录组数据来源于外周血单核细胞,其表

达谱难以全面反映睾丸组织的特异性调控模式。此

外,本研究采用的免疫浸润分析方法具有一定的局限

性,其结果仅为初步推测。未来研究可收集共病患者

的血液及精液标本,结合qPCR定量验证SCGB1C1与

IGHG3的表达水平与临床表型的相关性,以增强生物

标志物的临床转化潜力。利用基因编辑模型阐明其在

生殖-代谢共病中的核心功能。
综上所述,本研究通过生物信息学分析筛选出

SCGB1C1与IGHG3作为AZS与T1DM的潜在共同

枢纽基因,它们可能通过调控免疫与代谢通路参与共

病机制,但其在共病中的具体作用机制尚待后续实验

加以阐明。
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