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摘要 目的：利用生物信息学方法筛选外阴鳞状细胞癌（VSCC）的关键基因及分析免疫浸润特征。方法：从 GEO数据库中下载
VSCC相关基因表达数据，应用差异表达基因（DEGs）分析和加权基因共表达网络分析筛选出共同的 DEGs，对 DEGs进行富集
分析。采用 STRING数据库和 Cytoscape软件构建蛋白互作（PPI）网络，并通过 4种算法筛选出关键基因，进行关键基因GSEA分
析。应用 CIBERSORT分析 VSCC相关免疫细胞浸润特征及关键基因与免疫细胞的相关性。结果：共筛选出 182个DEGs，DO富
集主要涉及生殖器官良性肿瘤、结缔组织癌等疾病；GO和 KEGG富集结果主要与表皮发育、角质化包膜、氧化应激、免疫细胞
迁移等有关；PPI网络中有 65个节点，90条边，筛选出 6个关键基因，S100A7、SPRR2B、SPRR2G、CASP14、CDSN、ESR1，共同富
集到了细胞周期、蛋白酶体信号通路。免疫浸润分析结果显示，与对照组相比，VSCC组初始 B细胞、静息 CD4+T记忆细胞下调
（均 P<0.05），记忆 B细胞、调节性 T细胞、活化的 NK细胞、巨噬细胞 M0型、静息肥大细胞、活化的肥大细胞、嗜酸性粒细胞、中
性粒细胞上调（均 P<0.05）。Spearman相关性分析显示，S100A7、SPRR2G、CASP14、CDSN均与 酌啄T细胞呈负相关（均 P<0.05），
与巨噬细胞 M0型呈正相关（均 P<0.05）；ESR1与巨噬细胞 M0型呈负相关（P<0.05），与静息 CD4+T记忆细胞呈正相关（P<
0.05）；S100A7、CASP14与静息 CD4+T记忆细胞呈负相关（均 P<0.05）；SPRR2G、CDSN与 CD8+T细胞呈负相关（均 P <0.05）。
结论：S100A7、SPRR2B、SPRR2G、CASP14、CDSN、ESR1可能是 VSCC潜在的生物标志物，长期慢性炎症刺激导致表皮终末分化
过程异常可能是 VSCC发生、发展的关键因素。
关键词 外阴鳞状细胞癌；加权基因共表达网络分析；差异表达基因；富集分析；免疫浸润
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Abstract Objective：The key genes and immunoinfiltration characteristics of vulvar squamous cell carcinoma（VSCC）were screened
by bioinformatics methods. Methods：The gene expression data related to VSCC were downloaded from GEO database. Differentially ex原
pressed genes（DEGs）analysis and weighted gene co-expression network analysis were used to screen out common DEGs，and en原
richment analysis of DEGs was performed. The protein-protein interaction（PPI）network was constructed using STRING database
and Cytoscape software，and the key genes were selected by four algorithms，and the key genes were analyzed by GSEA. CIBERSORT
was used to analyze the infiltration characteristics of VSCC-related immune cells and the correlation between key genes and immune
cells. Results：A total of 182 DEGs were selected，and DO enrichment mainly involved benign tumors of reproductive organs，connective
tissue cancer and other diseases. The results of GO and KEGG enrichment were mainly related to epidermal development，keratinized
envelope，oxidative stress and immune cell migration. There were 65 nodes and 90 edges in the PPI network，and six key genes were
screened out，including S100A7，SPRR2B，SPRR2G，CASP14，CDSN，ESR1. Cell cycle and proteasome signaling pathways were en原
riched. Compared with the control group，the initial B cells and resting CD4+T memory cells in the VSCC group were downregulated（all
P<0.05），while memory B cells，regulatory T cells，activated NK cells，macrophage M0 type，resting mast cells，activated mast
cells，eosinophils，and neutrophils were upregulated（all P<0.05）. Spearman correlation analysis revealed that S100A7，SPRR2G，
CASP14，and CDSN were all negatively associated with 酌啄T cells（all P<0.05），and positively correlated with macrophage M0 type
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（all P<0.05）. ESR1 was negatively correlated with macrophage M0 type（P<0.05）and positively correlated with resting CD4+T memory
cells（P<0.05）. S100A7 and CASP14 were negatively correlated with resting CD4+T memory cells（all P<0.05）. SPRR2G，CDSN were
negatively correlated with CD8+T cells（all P<0.05）. Conclusion：S100A7，SPRR2B，SPRR2G，CASP14，CDSN，ESR1 may be poten原
tial biomarkers of VSCC，and the abnormal process of epidermal terminal differentiation caused by long -term chronic inflammatory
stimulation may be a key factor in the occurrence and development of VSCC.
Key words vulvar squamous cell carcinoma；weighted gene co-expression network analysis；differentially expressed genes；enrichment
analysis；immunoinfiltration

据全球癌症统计数据显示，外阴癌的发病率逐

年增加，2020 年在全球范围内有 45 240 例新发病
例和 17 427例死亡病例[1]。外阴鳞状细胞癌（vulvar
squamous cell carcinoma，VSCC）是外阴癌中最常见
的亚型，主要发生于绝经后的妇女，其病因未完全

阐明，可能与外阴硬化性苔藓、人乳头瘤病毒（HPV）
感染、淋病、梅毒、外阴炎症等有关[2]。

生物信息学是一门整合数学、物理、计算机和

生命科学、医学、药学等学科的新兴交叉学科，近年

来被广泛应用于探索疾病病理机制、发掘关键基

因、分析药物靶点等领域，推动了医学研究的发展。

加权基因共表达网络分析（weighted gene co-expres原
sion network analysis，WGCNA）用于描述微阵列样品
中基因之间的相关模式，根据基因的表达模式进行

聚类，形成模块，并分析模块与特定特征之间的关

系，以此来识别候选生物标志物或治疗靶点[3]，目前

已广泛应用于各种疾病的研究中[4]。CIBERSORT是
一种用于评估复杂混合组织样本中不同细胞类型

相对丰度的计算方法，可通过计算获得的样本中 22
种免疫细胞的相对比例，以此来探究疾病免疫浸润

的机制[5]。

为探索 VSCC病理过程中潜在的生物标志物及
病理机制，本研究应用生物信息学方法对 VSCC相
关基因数据进行分析，挖掘与 VSCC发病相关的关
键基因及免疫浸润特征，以期为 VSCC的诊断和治
疗提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 数据获取及预处理 从 GEO 数据库（https：//
www.ncbi.nlm.nih.gov/geo）下载 GSE38228（平台
GPL10558）的表达矩阵和平台信息。GSE38228包含
13例 VSCC样本，5例正常对照样本。使用 R语言
对原始数据进行背景校正及归一化等预处理，删

除重复和未识别的基因，并利用 GPL10558平台注
释信息进行探针注释，将原始数据转换成基因表达

矩阵。

1.2 差异表达基因（DEGs）的筛选 运用R软件limma
包进行 DEGs分析，以|LogFC|>1且校正 P（adj.P.Val）
<0.05为筛选阈值，获得 VSCC组与对照组之间的

DEGs。同时，绘制火山图及热图将结果进行可视化。
1.3 WGCNA 运用 R软件WGCNA包构建基因共
表达网络，首先按照中位数绝对偏差进行排序，获

取前 5 000个基因进行后续分析。选择适合的加权
系数 茁即最佳软阈值构建无尺度网络，采用动态剪
切算法构建基因聚类树状图，将表达相似的基因聚

类成不同颜色的功能模块，设置模块最小基因数为

30。计算基因模块与组别信息之间的相关系数及 P
值，选出与 VSCC相关性最强的基因模块。最后将该
模块中的基因与差异分析得出的 DEGs取交集，得
到最终的 DEGs，用以后续分析。
1.4 疾病本体（disease ontology，DO）和基因功能富
集分析 运用 R 软件中 DOSE 包 [6]、clusterProfiler
包[7]对筛选出最终的 DEGs进行 DO富集分析、基因
本体论（gene ontology，GO）富集分析、京都基因与基
因组百科全书（kyoto encyclopedia of genes and geno-
mes，KEGG）富集分析，以 P<0.05 为差异有统计学
意义。

1.5 蛋白质互作（protein-protein interaction，PPI）网
络的构建与分析 利用 STRING网站（https：//string-
db.org）对最终的 DEGs构建 PPI网络，选择物种为
“Homo sapiens”，设置最低交互分数>0.4，去除游离
节点后下载 PPI网络数据，使用 Cytoscape3.9.0软件
进行可视化，并通过 cytoHubba 插件中的 MCC、
DMNC、MNC、Degree 共 4 种算法计算前 10 个 hub
基因，利用韦恩图[8]取 4 种算法的共有基因为关键
基因。

1.6 关键基因表达水平及单基因 GSEA 分析 运

用 R软件提取关键基因的表达量，比较其在 VSCC
组与对照组的表达水平；同时，为了确定关键基因

相关信号通路，计算其他基因与关键基因表达之间

的相关性，将显著相关的基因作为一个集合，进行

富集分析，以 P<0.05为阈值筛选阳性基因集，对排
名前 5的基因集进行可视化。
1.7 免疫浸润分析 从 Cibersort 网站（https：//
cibersort.stanford.edu/）下载 22个免疫细胞的基因表
达矩阵。通过 CIBERSORT算法，计算所有样本中免
疫细胞的相对比例，分析各样本中免疫细胞浸润情
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况、对照样本与 VSCC患者间免疫细胞的差异，以
P<0.05 为差异有统计学意义，并使用 Spearman相
关性系数对关键基因与免疫细胞进行相关性分析。

2 结果

2.1 DEGs 的筛选 差异分析共筛选出 751 个
DEGs，其中上调基因 291 个，下调基因 460 个（图
1A），取差异前 50个基因绘制热图（图 1B）。
2.2 WGCNA 计算得到的软阈值为 12 构建基因

共表达网络（图 2A），利用动态剪切树法得到 15个
基因模块（图 2B）。计算各个共表达模块与临床特征
之间的关系，绘制模块与临床特征的相关性热图

（图 2C），与 VSCC最显著相关的 blue模块包括 712
个基因，该模块的模块基因与 VSCC的基因显著性
高度相关（cor=0.92，P<1e-200，图 2D）。将 blue模块
内的基因与 GEO的 DEGs取交集，最终得到 182个
DEGs，进行后续分析（图 2E）。
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图 1 DEGs的火山图和热图
Fig.1 Volcano map and heat map of DEGs

注：A：DEGs火山图，红色代表上调基因，蓝色代表下调基因，黑色代表差异不显著基因；B：前 50个 DEGs热图，红色代表高表达，蓝色代表

低表达；VSCC：外阴鳞状细胞癌；DEGs：差异表达基因
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Fig.2 WGCNA results

注：A：最佳软阈值的确定；B：基因聚类树；C：模块—性状相关性热图，红色代表正相关，蓝色代表负相关；颜色越深表示相关性越强；D：蓝
色模块中基因显著性散点图，cor=0.92，P<1e-200；E：筛选共同 DEGs维恩图；DEGs：差异表达基因；WGCNA-blue：蓝色模块内基因
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A

C
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图 3 DO、GO和 KEGG富集分析结果
Fig.3 DO，GO and KEGG enrichment analysis results

注：A：最终 DEGs的 DO富集气泡图；B：最终 DEGs的 GO富集气泡图；C：最终 DEGs的 KEGG通路网络

2.3 DO和基因功能富集分析 DO分析结果显示，
涉及生殖器官良性肿瘤、结缔组织癌、细胞类型良
性肿瘤、原位癌等疾病（图 3A）。GO富集结果显示，
在生物过程（BP）方面，主要集中在表皮发育、皮肤
发育、T细胞迁移的调节等过程；在细胞成分（CC）
方面，主要与含胶原蛋白的细胞外基质、囊泡腔、角
质化包膜等密切相关；在分子功能（MF）方面，主要

影响过氧化物酶活性、抗氧化活性、谷胱甘肽结合
等（图 3B）。KEGG富集结果显示，基因主要集中在
化学致癌-DNA加合物、白细胞跨内皮迁移、IL-17
信号通路、致病性大肠杆菌感染等途径（图 3C）。
2.4 PPI网络的构建与分析 PPI网络由 65 个节
点和 90条边组成（图 4A），采用 MCC、DMNC、MNC、
Degree算法，得出每种算法的前 10 个基因（表1），

A B

图 4 PPI网络及筛选关键基因维恩图
Fig.4 Venn diagram of PPI network and key genes for screening

注：A：最终 DEGs的 PPI网络；B：MCC、DMNC、MNC、Degree共 4种算法筛选关键基因维恩图；PPI：蛋白质互作
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图 5 关键基因表达水平

Fig.5 Expression levels of key genes

注：*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.000 1
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最终取交集得到 6 个关键基因 :S100A7、SPRR2B、
SPRR2G、CASP14、CDSN、ESR1（图 4B）。

2.5 关键基因表达水平及单基因 GSEA分析 与

对照组相比，VSCC 组 S100A7、SPRR2B、SPRR2G、
CASP14、CDSN表达量显著上调（均 P<0.05），ESR1
表达量显著下调（P<0.05）（图 5）。单基因 GSEA分
析结果显示，6个关键基因均富集到细胞周期、蛋白
酶体信号通路；5个关键基因富集到单纯疱疹病毒
1 型感染、真核生物中核糖体生物发生信号通路；

3个关键基因富集到缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸的
降解信号通路（图 6）。
2.6 免疫浸润分析 通过评估基因集中免疫细胞

的浸润丰度，得到了各样本中免疫细胞比例分布图，

其中初始 CD4+T细胞状态缺失，因此后续主要研
究 21种免疫细胞。进一步分析比较 VSCC组与对
照组免疫细胞分布差异，结果显示，与对照组相

比，VSCC 组初始 B细胞、静息 CD4+T记忆细胞下
调（均P<0.05），记忆 B细胞、调节性 T细胞、活化的
NK细胞、巨噬细胞 M0型、静息肥大细胞、活化的肥
大细胞、嗜酸性粒细胞、中性粒细胞上调（均 P<0.05），
见图 7。
通过进行 Spearman相关性分析，得出 S100A7、

SPRR2G、CASP14、CDSN 均与 酌啄T 细胞呈负相关
（均 P<0.05），与巨噬细胞 M0 型呈正相关（均 P<
0.05）；ESR1与巨噬细胞 M0型呈负相关（P<0.05），
与静息 CD4+T记忆细胞呈正相关（P<0.05）；S100A7、
CASP14 与静息 CD4+T 记忆细胞呈负相关（均 P<
0.05）；SPRR2G、CDSN与 CD8+T细胞呈负相关（均
P<0.05），见图 8。

MCC DMNC MNC Degree
S100A7 CASP14 CXCL12 ESR1
SPRR2G CDSN S100A7 CXCL12
SPRR2B S100A7 SPRR2G S100A7
CASP14 SPRR2G SPRR2B LDB2
CDSN SPRR2B CASP14 DCN
ESR1 S100A7A CDSN CASP14
CXCL12 ESR1 CCL20 SPRR2G
CCL20 CCR7 CXCR4 SPRR2B
S100A7A NR2F1 ESR1 CDSN
CXCR4 APOD S100A7A CCL20

表 1 4种算法的前 10个基因
Tab.1 Top 10 genes of the four algorithms
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图 6 单基因 GSEA分析结果
Fig.6 Results of single-gene GSEA analysis

注：每个关键基因富集到的前 5个阳性基因集
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图 8 关键基因与免疫细胞的相关性分析

Fig.8 Correlation analysis between key genes and immune cells

A B

图 7 免疫浸润分析结果

Fig.7 Results of immunoinfiltration analysis

注：A：各基因集免疫细胞浸润分布情况；不同的颜色代表不同的免疫细胞；B：VSCC组和 control组免疫细胞浸润差异箱式图，与control组
相比，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.000 1；VSCC：外阴鳞状细胞癌

** **** ****** **** **** ********

cell type
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3 讨论

外阴癌是第四大最常见的妇科肿瘤，超过 90%
的外阴癌为鳞状细胞癌[2]。近年来，VSCC发病率和
死亡率不断上升，且逐渐呈年轻化趋势，因此，寻找

可以用于 VSCC诊断及治疗靶点的生物标志物具有
重要意义。

本研究对 GSE38228数据集进行了生物信息学
分析，基于差异基因筛选与WGCNA共鉴定出 182
个 DEGs，对其进行 DO、GO、KEGG富集分析发现主
要涉及生殖器官良性肿瘤、结缔组织癌、细胞类型

良性肿瘤、原位癌等疾病，可通过调控表皮发育、角

质化包膜、氧化应激、免疫细胞迁移等生物学过程

和途径介导 VSCC的病理过程，与既往文献研究结
果存在部分吻合[9-10]。

通过构建并分析 PPI 网络筛选出 6 个关键基
因，即 S100A7、SPRR2B、SPRR2G、CASP14、CDSN、
ESR1。其中，S100A7、SPRR2B、SPRR2G 均属于表皮
分化复合体。表皮分化复合体是位于人类染色体

1q21的 2 Mb区域内的基因簇，与表皮终末分化密
切相关[11]。VSCC是一种发生于表皮的肿瘤，表皮是
一种复层鳞状上皮，主要由角质形成细胞构成，表

皮终末分化过程的有序进行是维持皮肤屏障功能

正常的关键因素。S100A7也叫银屑素，最初是从银
屑病角质形成细胞中发现的，其在多种类型鳞状细

胞癌中呈高表达，可促进鳞状细胞癌细胞增殖和

存活[12]，可能参与鳞状细胞癌的发生、进展、侵袭等

过程。赵云霞等[9]发现 S100A7蛋白高表达与 VSCC
的发生、发展有关，与本研究结果一致。SPRR2B和
SPRR2G 同属SPRRs 基因家族，在角质形成细胞终
末分化中参与角质包膜的形成，作为角质包膜的交

叉连接蛋白发挥作用[13]，并且参与多种皮肤疾病和

肿瘤的发生、发展过程 [14]。CASP14属于编码半胱氨
酸-天冬氨酸蛋白酶家族，主要存在于角化上皮
中，同样参与角质形成细胞终末分化[15]。有研究报道

CASP14在人肺鳞状细胞癌和宫颈癌的高度分化区
域表达增加，并且其高表达与乳腺癌细胞的增殖、

癌变有关[16]。CDSN编码角质桥粒蛋白，是角质形成
细胞颗粒细胞分泌的一种黏附糖蛋白，存在于角质

层桥粒中，对角质层的黏附起关键作用，与口腔鳞

状细胞癌、头颈部鳞状细胞癌等有较强的相关性[17]。

ESR1是编码 ER琢蛋白的基因，能够调节众多雌激
素诱导基因的转录。研究表明，VSCC可能与绝经后
妇女的低雌激素水平会引起外阴干燥和瘙痒，导致

皮肤受损，从而损害其有效屏障的功能有关[18]，与本

研究结果相契合。同时，Verma等[19]发现 ESR1的低
表达与喉部鳞状细胞癌不良预后有关，故推测

ESR1的低表达与 VSCC的发生及进展有关。通过以
上分析可以得出，表皮终末分化异常使皮肤屏障功

能受损可能是导致 VSCC的关键。
为充分探索关键基因的生物学功能，本研究对

6个关键基因分别进行了 GSEA分析，结果显示关
键基因主要参与了细胞周期、蛋白酶体、真核生物

中核糖体生物发生等过程。既往文献中有报道指

出，细胞周期失调是 VSCC的重要机制，细胞周期蛋
白在外阴疾病的恶性转化中发挥重要作用，并且发

现表皮生长因子受体（EGFR）过表达亦与恶性转化
相关[20]。EGFR属酪氨酸激酶型受体，广泛分布于角
质细胞表面，与皮肤鳞状细胞癌密切相关。Cataisson
等[21]发现角质形成细胞中的上皮间充质转化信号可

激活 EGFR并启动鳞状癌变。Mascia等[22]发现EGFR
可调节角质形成细胞分泌的粒细胞/巨噬细胞集落
刺激因子表达，在慢性炎症性皮肤病、肿瘤进展和

侵袭中可能起重要作用。核糖体生物发生在细胞增

殖、分化、凋亡、转化中起着至关重要的作用，诸多

研究表明核糖体生物发生的异常与众多肿瘤的发

展密切相关，同时，也是多种肿瘤的治疗靶点[23]。本

研究结果与既往文献报道存在一定吻合，进一步证

实表皮终末分化异常是 VSCC重要病理过程。
本研究通过免疫浸润分析发现，与对照组相

比，巨噬细胞 M0型、静息肥大细胞、活化的肥大细
胞、中性粒细胞等表现出显著差异，提示炎症在

VSCC中扮演重要角色。巨噬细胞是炎症的中心，巨
噬细胞 M0型通常被认为是巨噬细胞的静息状态，
在极化前没有特定的功能，但近期部分报道指出，

巨噬细胞 M0型与乳腺癌等恶性肿瘤预后不良密切
相关[24]，表明巨噬细胞 M0 型在肿瘤微环境中具有
重要作用。肥大细胞是固有免疫细胞的重要组成部

分，在炎症中起关键作用，还可以招募其他免疫细

胞到皮肤炎症部位，进一步放大炎症反应，导致更

严重的皮肤症状[25]。中性粒细胞是首先对炎症或感

染性疾病做出反应的细胞，研究发现，中性粒细胞

在 VSCC 中允许肿瘤内细菌定植并促进肿瘤的进
展[26]。此前有研究指出，慢性炎症是导致VSCC发生
及进展的关键因素[27]，与本研究结果一致。通过以上

分析可以发现，长期慢性炎症刺激是 VSCC发生、发
展的重要因素，同时提示控制炎症在预防及治疗

VSCC中具有重要作用。
既往研究表明，炎症可导致多种慢性皮肤病，

其机制与表皮终末分化异常有关[28]，并且持续的慢

性炎症会促进癌变[27]，加之角质形成细胞增殖和终

末分化平衡的破坏会导致鳞状细胞癌的发生[29]。因

此，本研究推测长期慢性炎症刺激可能会导致表皮
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终末分化过程异常使皮肤屏障功能受损，屏障受损

后又会加剧炎症，二者相互促进，是 VSCC发生、发
展的关键因素。

但本研究仍存在一些不足，目前在 GEO 数据
库中研究疾病为 VSCC的样本偏少，且数据集单一，
导致本研究纳入分析的样本量较少，分析存在偏倚

和误差，后续仍需大量样本进行进一步基础和临床

研究及验证。

综上所述，S100A7、SPRR2B、SPRR2G、CASP14、
CDSN、ESR1可能为 VSCC潜在的生物标志物，长期
慢性炎症刺激导致表皮终末分化过程异常可能是

VSCC发生、发展的关键因素。本研究为后续进一步
深入探索 VSCC的病理机制、开发新型生物标志物
及治疗方案提供了新思路。
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