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吴椒虹 马必东 陈育梅 陈新艳 吕杰强

【摘要】 目的 利用癌症基因组图谱（TCGA）数据库中宫颈癌的相关数据，研究人乳头瘤病毒（HPV）阳性宫颈癌人群与 HPV

阴性宫颈癌人群的基质金属蛋白酶（MMP）家族相关免疫基因的变化。 方法 从 TCGA数据库中收集宫颈癌患者 137例及相关数据

信息，分为 HPV阴性宫颈癌组和 HPV阳性宫颈癌组。利用 EdgeR计算分析所有样本的转录组测序（RNA-Seq）数据，寻找两组之间

差异表达的基因；并利用基因本体（GO）对表达差异的基因进行生物功能富集分析；利用 RNA-Seq及拷贝数变异等数据，对 MMP

家族相关免疫基因进行分析；利用 Kaplan-Meier分析评估 MMP 家族免疫特征基因对患者总生存期和无进展生存期的影响。

结果 通过 EdgeR计算分析发现，两组之间有 2 368个基因的表达差异有统计学意义（P＜0.01）；其中有 823个基因表达上调，

1 545个基因表达下调。通过 GO进行功能富集分析发现，表达上调的差异基因主要富集在免疫反应通路上。MMP家族 3个免疫基因

的变化在拷贝数变异和 mRNA表达上相关联，当基因的拷贝数扩增时，mRNA表达相应上调，反之亦然。MMP-1、MMP-3、MMP-13

基因对 HPV宫颈癌患者的总生存期和无进展生存期均无明显影响。 结论 与 HPV阴性宫颈癌患者相比，HPV阳性宫颈癌患者中

有大量差异表达的基因，表达上调的基因主要富集在免疫通路上，其中免疫基因 MMP-1、MMP-3、MMP-13的 mRNA表达与拷贝

数变异类型相关联；有多种免疫通路上的基因都会影响 MMPs家族免疫基因的改变，从而诱发癌症。

【关键词】 宫颈癌 人乳头瘤病毒 富集分析 基质金属蛋白酶 免疫基因

Association between MMP family genes and cervical cancer WU Jiaohong, MA Bidong, CHEN Yumei, et al. Department of
Obstetrics and Gynecology, the Third Clinical College of Wenzhou Medical University，Wenzhou 325000 China

【Abstract】 Objective To investigate the association between metalloproteinase (MMP) family-related genes and cervical

cancer. Methods The data of 137 patients with cervical cancer were collected from the Cancer Genome Atlas (TCGA)

database, including 7 HPV-negative cases and 130 HPV-positive cases. The RNA-Seq data of all samples were analyzed by

edgeR calculation, the differential expression genes were selected and the gene ontology(GO) was used for functional enrichment

analysis. CNV and other data of the MMP family genes were explored and demonstrated further. Kaplan-Meier analysis was used

to assess the impact of MMP family immune signature genes on overall survival and progression-free survival in patients.

Results Using edgeR analysis, 2 368 differentially expressed genes were found in two group (P＜0.01). Functional enrichment

analysis by GO revealed that genes with differential expression were significantly enriched in immune response pathways.

According to comprehensive analysis, we found that the three core MMP family immune genes were associated with CNV and

mRNA expression. When CN amplified, mRNA expression was up-regulated, and vice versa. MMP-1, MMP-3 and MMP-13

genes was not correlated with overall survival and progression-free survival of patients with HPV-positive cervical cancer.

Conclusion Compared with HPV-negative cervical cancer patients, there are a large number of differentially expressed genes in

HPV-positive cervical cancer patients, which mainly concentrated in the immune pathway. The expression of immune genes

MMP-1, MMP-3 and MMP-13 are related to the CNV type. There are many genes on the immune pathway would influence the

changes of the MMPs family genes, thus inducing the generation of cancer.
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图 2 HPV阴性宫颈癌患者与 HPV阳性宫颈癌患者之间差异基

因的 GO生物功能的富集分析（a与 b分别为表达上调基因与表

达下调基因 GO富集分析的柱状图；图中横坐标表示富集显著

性；纵坐标表示富集程度较高的通路名称）

a b

宫颈癌是指发生在子宫阴道及子宫颈管的恶性肿

瘤，是女性常见的恶性肿瘤之一。在发展中国家，宫颈癌

是女性中比较高发的癌症，仅低于乳腺癌，位居第二[1]。
宫颈癌发生的主要原因是人乳头瘤病毒（HPV）感染[2]。
HPV感染的宫颈癌患者大多都是由于 HPV 的持续感
染所导致，且人体自身的免疫系统无法清除 HPV。已有
研究证明，HPV的 E6和 E7蛋白表达，是宿主的信号转
导和细胞运输的关键免疫调节剂[3]。当 HPV侵袭人体
时，机体会对病毒作出相应的应答反应，此过程涉及多

种信号通路，如磷脂酰肌醇-3-激酶/蛋白激酶 B（PI3K-
AKT）信号通路、转化生长因子 茁（TGF-茁）信号通路、细
胞死亡肿瘤坏死因子（Cell Death TNF）信号通路、细胞
外基质受体相互作用（ECM-receptor interaction）信号通
路等，上述几种通路都是重要的免疫通路，常常是癌症

发生的重要途径。其中，M-receptor interaction信号通路
中主要的家族成员是基质金属蛋白酶（MMP），MMP除
了参与正常生理过程中细胞外基质的分解，还能破坏肿

瘤细胞侵袭的组织学屏障，在肿瘤侵袭转移中起关键性

作用。本研究主要利用癌症基因组图谱（TCGA）中宫颈
癌的相关数据进行研究，了解 HPV阳性宫颈癌人群与
HPV阴性宫颈癌人群差异表达的基因并分析其功能路
径，重点探讨宫颈癌中 MMP家族相关免疫基因的变
化，现报道如下。

1 资料和方法

1.1 资料来源 从 TCGA数据库中收集了 137例宫颈
癌患者的临床及数据信息（具体网站：https://can原
cergenome.nih.gov 和 http://www.cbioportal.org）。根据是
否感染 HPV，将 137 例患者分为两组：一组为 HPV 阴
性宫颈癌组（7 例）；另一组为 HPV阳性宫颈癌组（130
例，HPV16、18高危型）。
1.2 方法

1.2.1 差异基因表达分析 利用 EdgeR统计软件（版
本 3.18.1），采用 the exact negative binomial test检验方
法，计算分析 137例患者的转录组测序（RNA-Seq）数
据，寻找 HPV阳性宫颈癌人群与 HPV阴性宫颈癌人群
之间差异表达的基因，通过 P值（P＜0.01）来确定表达
差异显著的基因。以-log10（P-value值）为纵坐标，log2
（FC，表达量差异倍数）为横坐标，绘制差异表达基因的
火山图。

1.2.2 差异基因功能富集分析 利用 Biomart 数据库
（http://plants.ensembl.org/biomart），对差异基因进行基因
本体（GO）生物功能富集分析，寻找富集基因的相关通

路。以富集显著性为横坐标，以通路名称为纵坐标，分别

绘制出表达上调基因与表达下调基因生物功能的富集

分析柱状图。

1.2.3 综合分析 在 cBioPortal（http://www.cbioportal.rg/
）上使用 OncoPrinter软件（版本 1.0.1），从表达差异的
基因群中筛选出有显著性差异的免疫通路基因；对其

RNA-Seq数据、拷贝数和突变进行综合分析。
1.3 统计学处理 应用 SPSS 22.0 统计软件。采用
Kaplan-Meier法计算生存率并绘制生存曲线，生存期的
比较采用 log-rank检验。P＜0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 差异基因表达分析 将 137 个样本分为 HPV 阳
性宫颈癌组（130例）和 HPV阴性宫颈癌组（7例）。两组
间有 2 368个基因的表达差异有统计学意义（P＜0.01）；
与 HPV阴性宫颈癌组相比，HPV阳性宫颈癌患者中有
823个基因表达上调，包括 MMP-1、MMP-3 和 MMP-
13，3个基因的差异倍数均逸2倍；1 545个基因表达下
调，见图 1（插页）。
2.2 差异基因功能富集分析 分别对表达上调的 823
个基因和表达下调的 1 545个基因生物功能进行富集
分析，结果见图 2。表达上调的差异基因在“免疫反应”
“DNA复制”“先天免疫反应”“免疫反应调节”“补充激
活途径”这 5个通路中富集较显著。上述 5个通路中有
4 个与免疫通路相关，其中在“免疫反应”的通路上富
集最显著。表达下调的差异基因主要在“依赖 DNA转
录调节”通路上显著富集，显著富集的通路中没有上

述相关的免疫通路，甚至没有富集到免疫通路上。

2.3 MMP家族 3个免疫基因的综合聚类分析 见图

3、4（插页）。
窑122窑
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由图 3a可见，将 130例 HPV 阳性宫颈癌者分别
根据生命状态和疾病状态分组，从上述免疫通路中筛选

出不同组别中差异表达的免疫基因进行重叠分析，筛选

出 22个共有差异表达的基因，其中包含了 MMP基因
家族的 MMP-1、MMP-3、MMP-13。由图 3b可见，HPV
阴性宫颈癌组中，MMP-1、MMP-3、MMP-13 mRNA 表
达和拷贝数均无变化；在 HPV阳性宫颈癌组中，MMP-
1、MMP-3、MMP-13分别有 13%、12%和 11%的样本发
生了基因表达和（或）拷贝数变化，3个基因表达变化的
趋势一致，当基因拷贝数扩增时，mRNA的表达相应上
调，反之亦然。也有极少数样本出现拷贝数的深度缺失

和错义突变。由图 3c 可见，基因的表达热图可反映
mRNA的表达情况，基因表达上调时，热图中显示的颜
色加深。此项综合分析结果显示，MMP家族 3个免疫基
因拷贝数变异类型与 mRNA的表达具有一致性。
由图 4可见，HPV阳性宫颈癌组中，基因组区域的

频繁增益及扩增与基因表达量的增加是一致的，拷贝数

增加，基因表达量也明显增加；与 HPV阴性宫颈癌组相
比，任何一种拷贝数变异类型，HPV阳性宫颈癌组中的
MMP-1、MMP-3、MMP-13的表达量均明显增加。
2.4 MMP相关的免疫基因与宫颈癌患者复发及生存
的关系 见图 5（插页）。

由图 5 可见，利用 Kaplan-Meier法分析 MMP-1、
MMP-3、MMP-13对患者总生存期的影响，只有 MMP-1
基因变化的患者与无 MMP-1基因变化的患者相比，其
存活的时间可能更长，但差异无统计学意义（P＞0.05）；
有 MMP-3 或 MMP-13 基因变化的 Kaplan-Meier 分析
结果与 MMP-1一致，总生存期比较差异均无统计学意
义（均 P＞0.05）。含有其中任何一个 MMP基因变异的患
者与无任何基因改变的患者相比，总生存期差异无统

计学意义（P＞0.05）。MMP-1、MMP-3、MMP-13对患者
无进展生存期的变化无明显影响。

3 讨论

大多数宫颈癌是由 HPV感染导致的。HPV感染主
要是影响机体的免疫系统，当免疫通路上的基因发生改

变时，就会影响免疫系统对 HPV的清除能力，使病毒持
久性感染，最终导致肿瘤的生成。由此可见，免疫系统在

肿瘤进展方面起着至关重要的作用。

本研究对差异表达的基因进行功能富集的结果表

明，表达上调的基因主要在免疫相关的通路中显著富

集；而表达下调的基因没有在免疫相关的通路上显著富

集，说明 HPV主要导致了人体免疫途径相关基因表达的

上调，HPV对免疫途径的基因影响较大。由于 HPV导
致的宫颈癌主要是由于 HPV侵袭人的表皮和黏膜鳞状
上皮细胞，不断突破上皮下基底膜，浸润间质，最终形

成宫颈癌。整个过程涉及细胞外基质和基底膜的降

解 [4]，而 MMP-1、MMP-3、MMP-13属于 MMP家族的成
员，该酶是一种蛋白质水解酶，在肿瘤转移过程中发挥

重要作用[5]。
MMP家族成员是人体内降解细胞外基质的关键酶

系，已有研究表明 MMP与宫颈癌有很强的相关性[6]。身
体中的大多数细胞都表达 MMP，在正常细胞中，MMPs
的表达很低，维持健康的结缔组织重塑。然而，在病理条

件下，MMP 的表达水平显著增加，导致结缔组织被破
坏[7]。有研究显示，MMP-1增加肿瘤的遗传易感性可能
主要是通过细胞微环境的改变来影响细胞的转化与肿

瘤的发生。例如，MMP释放出TGF-琢的细胞膜结合前
体，而 TGF-琢是另一种与细胞转化和癌症发生有关的
重要生长因子 [8]。Brummer 等 [9]发现在宫颈癌组织中
MMP-1的表达增多，并且随着肿瘤分级和分期的升高
而增加，在宫颈癌新生血管发芽时 MMP-1的表达显著
增强，在宫颈癌血管新生中发挥着重要作用，从而促进

肿瘤的生长和转移。

本研究观察到 MMP 家族 3 个基因———MMP-1、
MMP-3、MMP-13是重要的免疫基因，其 mRNA表达与
拷贝数变异类型相关联。此外，这 3个基因全部分布在
Chr11染色体上的 q22.2区域中，而这个染色体区域是
已知的 HPV的频繁整合位点。这 3个免疫基因拷贝数
变异发生在已知的 HPV整合位点上，表明至少在一些
患者中病毒的整合是基因组扩增的驱动力，最后导致基

因的表达增加。但是在数据分析中发现，有些患者的

MMP 3个基因 mRNA表达虽然增加，但是并没有观察
到结构的变异，说明可能存在其他的机制导致其 mRNA
表达的提高。MMP家族的免疫基因变化对宫颈癌患者
的总生存期和无进展生存期没有显著影响，需要更多样

本作进一步分析。

虽然研究中主要探讨了 3个核心免疫基因的特征
性变化，但是基因富集的免疫途径中有很多其他基因，

这些基因与 MMP-1、MMP-3、MMP-13的关系及所在通
路如图 6所示：MMP的 3个核心基因处在TNF信号通
路的最下游，但是与多个免疫通路相关联。其中 ErbB/
RAS/PI（3）K 信号通路中的 KRAS 是一个重要的癌症
驱动基因。已有研究表明，HPV 阴性宫颈癌患者在
KRAS等关键致癌基因中显示出高频率的激活突变，而
且 KRAS突变也是肺腺癌中最常见的驱动基因[10]。KRAS

窑123窑
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下游的基因磷酸酯酶 D1（PLD1）是一种重要的特异磷
脂酶，能催化卵磷脂生成磷脂酸和胆碱，G蛋白偶联受
体和受体酪氨酸激酶的刺激，均可以激活这种水解，该

过程与许多细胞通路有关，包括信号转导、膜转运和有

丝分裂的调节，包括免疫反应中的嗜酸性粒细胞 CCR3
信号[11]；已有报道 PLD1与乳腺癌、卵巢癌和胃癌等多种
癌症相关[12-14]。

综上所述，免疫系统在癌症的发展过程中发挥着重

要的作用，与 MMP相关的互作基因在免疫系统中都是
一个关键的基因位点，任何一个基因的变化都有可能影

响 MMP表达，从而诱发肿瘤的形成。MMP免疫基因在
肿瘤发展的过程中至关重要，未来可以成为肿瘤研究和

开发抗肿瘤药物有吸引力的靶点。
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图 6 MMP-1、MMP-3、MMP-13基因与免疫相关途径的通路关系
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