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单细胞与孟德尔随机化鉴定前列腺癌关键基因
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摘 要：目的 利用单细胞转录组中差异表达基因结合全基因组关联研究(GWAS)数据的基因 eQTL关联分析，以

获得因果相关的前列腺癌（PCa）关键基因。方法 本研究利用 GEO 数据库中的 GSE193337 数据集，分析了 8
个前列腺组织样本的单细胞测序数据。通过 R语言进行细胞聚类及注释并筛选各个细胞亚型标记基因。结合前列

腺癌患者的 GWAS和基因 eQTL数据，进行孟德尔随机化（MR）分析，采用敏感性分析和异质性检验选择显著

的基因结果。最后，构建蛋白互作网络，并进行 GO和 KEGG 通路富集分析，筛选相关的功能通路。结果 本研

究纳入 8例前列腺样本（癌/正常各 4例），注释为 8种细胞类型（如 T细胞、上皮细胞等）。MR分析鉴定上皮

细胞差异基因 IGFBP-3（OR=0.901，P=0.017）和 TGM3（OR=1.042，P=0.009）与 PCa因果关联，敏感性分析证

实结果稳健。蛋白互作网络结合富集分析揭示关键基因参与前列腺癌、MAPK等通路，涉及生长调控及代谢过程。

结论 本研究通过结合 scRNA-seq和 MR分析，确定了 IGFBP-3和 TGM3是 PCa潜在的生物标志物。
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前列腺癌（prostate cancer，PCa）是男性中常见的恶性肿瘤之一，在全球范围内发病率较高，且随着我国人

均寿命的延长，其发病率呈上升趋势[1-2]。对于局部晚期或转移性 PCa患者，雄激素剥夺治疗是主要的全身治疗

手段，但大多数患者在 2-3年后会进展为去势抵抗性前列腺癌，因此早期识别和精准治疗至关重要[3]。

近年来，单细胞 RNA测序（scRNA-seq）因其在肿瘤异质性分析中的优势，广泛应用于癌症研究[4]。孟德尔

随机化（Mendelian Randomization, MR）是一种基于工具变量的因果推断方法，其利用与暴露因素密切关联的单

核苷酸多态性（Single-Nucleotide Polymorphism, SNP）作为工具变量（Instrumental Variable, IV），通过整合全基

因组关联研究（Genome-Wide Association Study, GWAS）的汇总数据，可有效探索暴露因素与结局之间的潜在因

果关系[5]。表达数量性状位点（expression quantitative trait locus, eQTL）已被发现与 PCa发生发展相关，但基于

scRNA-seq结合 GWAS的基因 eQTL分析仍较少[6]。

前列腺癌的研究正在快速发展，了解其流行病学特点和基因靶点机制对于提高诊断、治疗和预后具有重要意

义。可根据患者的基因突变谱定制个性化的治疗方案，如靶向特定基因突变的药物。目前前列腺癌发生发展中的

相关基因还在不断探索中，为前列腺癌的精准诊断和治疗策略开发提供新的潜在靶点。

本研究整合 PCa的 GWAS、基因 eQTL数据和 scRNA-seq结果，通过 MR分析挖掘新的潜在诊疗靶点。

1. 资料与方法

1.1 数据采集和预处理
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本研究的数据来自可公开访问的 GEO 数据库(www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)中的 GSE193337数据集[7]，该数据

集包括来自奥地利的 8个前列腺组织（4个正常，4个癌组织），癌组织的分期分别为 pT2c、pT2a、pT3a、pT3b。
使用 Seurat包 Read10X函数导入并预处理 10x Genomics格式数据。

1.2 质量控制和降维

在质量控制阶段，计算每个细胞的基因表达特征数量(nFeature_RNA)、线粒体基因表达比例(percent.mt)等指

标。使用 Seurat 软件包读取 scRNA-seq 样本的基因表达谱，并筛选异常表达的样本(nFeature_RNA > 50 and
percent.mt < 15)。随后，将得到的信息均质化归一化，并进行主成分分析（Principal Component Analysis , PCA）。

1.3 聚类分析和单细胞类型注释

使用带有默认参数的 FindNeighbors函数进行聚类分析，指定 dims = 1:20，从而使用前 20个主成分的数据进

行邻域计算。然后将 FindClusters函数用于实际的集群，并根据初步分析调整分辨率参数，以优化集群粒度。我

们利用 SingleR包或细胞类型注释，利用 SingleR 函数和从 ref_Human_all获得的参考数据集。通过匹配我们数据

集的表达谱和参考文献中的表达谱来进行注释，为每个细胞提供预测的细胞类型。通过在 FindAllMarkers函数中

分别设置 logfc和最小 pct的阈值为 1.5和 0.25，得到各细胞亚型对应的标记基因。

1.4 孟德尔随机化数据准备

eQTL数据来自 IEU OpenGWAS项目(https://gwas.mrcieu.ac.uk/)，通过 Ensembl网站（https://asia.ensembl.org/），
将 Ensemble ID 转化为 gene name。P值小于 5×10-8作为筛选循环蛋白强相关的单核苷酸多态性(sim-gle nucleotide
polymorphism，SNP)阈值。连锁不平衡条件:R2<0.001，kb=10000。为排除弱 IV带来的偏倚，F>10 作为评估 IV
强度的阈值。前列腺癌患者的 GWAS数据来自前列腺癌协会研究基因组中癌症相关变异体小组(Prostate Cancer
Association Group to investigation Cancer- associated variants in the Genome, PRACTICAL)联盟，纳入了来自欧洲

7,9148例 PCa病例和 61106例对照, SNPs 20346368个(GWAS ID=ieu-b-85)。

1.5 孟德尔随机化分析

基于 scRNA-seq 获得的不同细胞类型间的差异基因的基础上，进一步结合 PCa 患者的 GWAS 数据和基因

eQTL数据，使用 ieu-b-85 为结局，单细胞测序得出各细胞亚型的差异基因的 eQTL数据为暴露，进行 MR分析。

MR分析使用 R程序包 TwoSampleMR，采用逆方差加权(inverse variance-weighted, IVW)法作为评估因果关系的主

要分析方法，同时使用MR-Egger回归法、加权中位数法、加权模式法和简单模式法作为补充。为了解释水平多

效性的潜在影响，使用了常用的 MR-Egger 方法，该方法在截距项显著的情况下识别水平多效性的存在。采用

Cochran 's Q检验评估两样本MR中 snp特异性因果效应效应量的异质性，当 Cochran 's Q统计量的 p值小于 0.05
时，我们定义异质性存在。最后，我们进行了留一法敏感性分析，以评估单个 snp对总体估计值的影响。

1.6 构建蛋白互作网络及富集分析

GeneMANIA(http: //www.genemania.org) 包含基因信息、分析基因列表和具有高精度的预测算法优先排序基

因以进行功能分析，用于构建蛋白—蛋白互作网络，分析与上文得到的关键基因的互作基因。利用上文得到的关

键基因及互作基因，基因本体论（GO）和京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集 使用 R包“clusterprofiler”
进行注释和可视化，以及差异表达基因的 GO 分析和 KEGG 通路 分析，是了解与疾病进展相关的生物学功能

的常用方法。p值阈值设置为小于 0.05具有统计学意义。

2. 结果

2.1 预处理单细胞测序数据表达谱的结果

本研究包括 8例前列腺组织的 scRNA–seq，结果其中 4个来自正常样本组织，4个来自前列腺癌标本组织。

为了进行后续分析，我们只保留了 nFeature_RNA 大于 50的细胞（图 1A）。共有 21 711个具有特征表达水平的

细胞被纳入进一步分析。筛选前 1,500个波动最明显的基因（图 1B）。测序深度与线粒体及细胞内总序列呈正相

关 (图 1C)。
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A：样本中检测到的基因数量、测序深度、线粒体基因含量；B：火山图显示样本中基因的波动。C：测序深

度与细胞内总序列及线粒体基因含量的关系。

图 1 单细胞测序数据预处理

2.2 单细胞样本亚型聚类分析

我们利用主成分分析(PCA)来降低差异基因的维数（图 2A）。选取差异有统计学意义的 20个主成分进行进

一步分析(图 2B), 接下来，我们根据 t分布随机邻居嵌入(tSNE)算法将 21 711个 PCa数据聚合为 26个聚类(图 2C)，
并绘制热图(图 2D)。通过“singleR”包、ref_Human_all数据库寻找标记基因对不同的细胞簇进行注释及分组展示，

得到 8个细胞簇，分别是 T细胞、上皮细胞、内皮细胞、NK 细胞、单核细胞、B细胞、平滑肌细胞和巨噬细胞 (图
2E)。

A: scRNA-seq数据进行 PCA 初步降维。B:识别出前 20项主成分的 P值；C: tSNE算法进行细胞类型聚集；

D：各集群标记基因热图。黄色为上调基因，紫色为下调基因。E：分组后的细胞类型注释。

图 2 细胞亚群与注释
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2.3 标记基因的孟德尔随机化分析

为进一步确定 scRNA-seq 得出的各类细胞亚型间差异基因对 PCa是否有因果关系。通过 MR分析，最终只

在上皮细胞间的差异基因中筛选出了 2个有因果关系的标记基因：IGFBP-3 (IVW-MR,OR= 0.901;95% Cl: 0.828 ~
0.981;P = 0.017)和 TGM3 (IVW-MR,OR = 1.042;95%Cl: 1.010- 1.075;P = 0.009)。Cochran 's Q 检验的 P 值与

MR-Egger法检验多效性的 P值均大于 0.05，表明均无水平多效性与异质性，具体数值可见表 1。漏斗图显示，

潜在偏倚对因果的关联影响较小(图 3A,D)。此外，进行了留一法敏感性分析表明，排除任何 snp对总体误差的影

响较小(图 3C,F)，这提示所选的 2个关键基因与 PCa具有稳健的因果关联。最后使用森林图及火山图直观地提示

TGM3可能是 PCa的高危因素;而 IGFBP-3可能是 PCa的低危因素(图 3G-H)。

A-C： IGFBP-3 与前列腺癌之间的孟德尔随机化分析结果；D-F: TGM3 与前列腺癌之间的孟德尔随机化分

析结果；G-H：关键基因的森林和热图

图 3 孟德尔随机化分析

表 1 因果关系的异质性和多效性检验

基因
异质性检验 多效性检验

Q值 P值 Q值 P值

IGFBP-3 1.169 0.761 0.767 0.681
TGM3 3.244 0.918 2.444 0.931

2.4 蛋白互作网络构建及基因富集分析
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本文对 2个关键基因进行了深度分析得到关键基因的互作基因（图 4A），并探索它们可能影响疾病进展的

相关信号通路，进行 GO和 KEGG 富集分析(图 4B-C)，我们发现 GO富集通路中生物学过程（Biological Process，
BP）主要包括小分子代谢调节过程、调往信号通路的调控、细胞生长的调控，细胞组分（Cell Component，CC）
主要包括分泌颗粒管腔、胞质囊泡腔、囊腔，分子功能（Molecular Function，MF）主要包括：肽链内切酶活性、

胰岛素样生长因子结合蛋白、生长因子结合蛋白等。KEGG富集通路主要有癌症中的蛋白聚糖、前列腺癌、MAPK
信号通路等。

A：关键基因的蛋白互作网络。B-C：关键基因和相互作用基因的富集分析。

图 4 蛋白互作网络及富集分析

3. 讨论

scRNA-seq是近年来广泛应用于生物和医学研究的一项变革技术，可以在单个细胞水平上精确分析基因表达

模式。这种方法对于揭示疾病状态的细胞异质性尤其重要，特别是在复杂和异质性的癌症如 PCa中。MR分析是

一种统计工具可用于探索暴露与结局之间的因果关系，为 PCa的分子机制和新治疗策略的发展提供重要见解。

本文确定了 8种细胞亚型，并对不同细胞类型间的差异基因进行MR分析，确定了胰岛素样生长因子结合蛋

白-3 ( Insulin-like Growth Factor Binding Protein-3，IGFBP-3)和转谷氨酰胺酶 3（Transglutaminase 3，TGM3）的遗

传变异与PCa的发生发展有关。IGFBP-3是 IGF-i的六个特征结合伴侣之一，也是在循环中发现的最丰富的 IGFBP。
在多种细胞系统中， IGFBP-3 以非胰岛素样生长因子依赖的方式诱导细胞凋亡[8]。通过抑制 mTOR 的激活，

IGFBP-3增加癌细胞对 IL-24诱导的凋亡的敏感性，这可能在预防 PCa方面也很重要，并且作为转移性 PCa治疗

方案的潜在辅助治疗[9]。Chen等[10]的研究证实 METTL3 抑制剂通过上调 IGFBP3 抑制 AKT 通路发挥抗前列

腺癌作用，且 IGFBP3 敲低可逆转其抑癌效果，表明 IGFBP3/AKT 通路是其抗前列腺癌效果的必需通路。但也

有研究表明 IGFBP-3促进了 PCa的进展[11]。比如在治疗方面，IGFBP-3表达通过激活 EGFR和 DNA- PKcs来增

强 DNA修复能力，从而促进奥拉帕利耐药[12]。也有研究表明 IGFBP-3/PSA比值已被提议作为晚期 PCa的预测标

志物[13]。总之，一方面 IGFBP-3 可以作为肿瘤的预后标志物，帮助评估肿瘤的侵袭性和预后风险，指导临床治
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疗方案的选择;另一方面，IGFBP-3作为治疗靶点的有效性仍在探索中[8]。TGM3是一种负责表皮形成过程的蛋白

质，属于交联酶家族，已在毛发纤维、毛囊和表皮，以及其他器官，包括黏膜、脑、胃、脾、小肠、睾丸和骨骼

肌中发现[14]。有研究初步报道 TGM3是肿瘤发生过程中的肿瘤相关抑制因子，参与细胞凋亡机制[15]。TGM3的
下调可能参与了肿瘤细胞凋亡率的降低。一些对肿瘤细胞系的研究间接证明了 TGM3蛋白对细胞增殖的抑制作用

是由细胞凋亡引起的，TGM3与 PCa的关系尚未见报道[16-17]。

本研究结合了 scRNA-seq 与 MR 进行分析 PCa 的潜在关键基因，然而其局限性主要体现在使用的数据均来

自欧洲人群。因此，研究结果是否能推广至中国人群尚不明确，需要进一步的临床验证。此外，当前研究缺乏直

接的体外或体内实验证实，未来仍需通过更多的实验研究来进一步验证和支持这些发现。

4. 小结

在这项研究中，通过分析 scRNA-seq数据，确定了与 PCa 相关的各种细胞亚型的差异基因，接着对获得的

基因进行基于 eQTL和GWAS数据的MR分析，筛选到基因 IGFBP-3和TGM3与 PCa间存在因果关系，其中TGM3
可能是 PCa的高危因素;而 IGFBP-3可能是 PCa的低危因素。这两个关键基因相关潜在信息通路可以为 PCa的发

展提供额外的信息，也表明 IGFBP-3和 TGM3是 PCa潜在的生物标志物。

利益冲突声明：本文所有作者均声明不存在利益冲突。
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Single-cell and Mendelian randomization were used to identify key genes in
prostate cancer

Haoran Han, Ruimin Ren
Third Hospital of Shanxi Medical University, Shanxi Bethune Hospital, Shanxi Academy of Medical Sciences, Tongji
Shanxi Hospital, urinary surgery，Taiyuan, 030032, China

【Abstract】Objective: To identify the hub genes related to prostate cancer (PCa), gene eQTL analysis combining
differentially expressed genes from single-cell transcriptomics with genome-wide association study (GWAS) data.
Methods This study analyzed single-cell sequencing data from 8 prostate tissue samples in the GSE193337 dataset. Cell
clustering, annotation, and subtype marker gene identification were performed using R. Mendelian randomization,
integrating GWAS and gene eQTL data, identified significant genes through sensitivity and heterogeneity testing. Finally,
a protein-protein interaction network was constructed, followed by GO and KEGG pathway enrichment to identify key
functional pathways. Results This study analyzed 8 prostate samples (4 cancer, 4 normal), annotating 8 cell types (e.g.,
T cells, epithelial cells). Mendelian randomization identified IGFBP-3 (OR=0.901, P=0.017) and TGM3 (OR=1.042,
P=0.009) as causally linked to prostate cancer, with sensitivity analysis confirming robustness. Protein interaction and
enrichment analysis highlighted key genes in prostate cancer and MAPK pathways, regulating growth and metabolism.
Conclusions This study identified IGFBP-3 and TGM3 as potential biomarkers for prostate cancer through scRNA-seq
and MR analysis.

【Key words】 Prostate cancer； single-cell RNA sequencing； Mendelian randomization analysis； expression
quantitative trait loci； Marker genes
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