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［摘 要］ 目的：探索焦亡相关基因在多囊卵巢综合征（polycystic ovary syndrome，PCOS）发病机制中的作用，并构建PCOS的
精确预测模型。方法：利用从基因表达公共数据库（Gene Expression Omnibus，GEO）中获取的 3个微小 RNA（microRNA，
mRNA）表达谱，分析PCOS患者与正常健康女性之间焦亡相关基因（pyroptosis⁃related gene，PRG）的表达差异。采用广义线性

模型（generalized linear model，GLM）、随机森林（random forest，RF）、支持向量机（support vector machine，SVM）和极限梯度提升

（extreme gradient boosting，XGB）这4种机器学习算法来识别疾病特征基因。采用实时定量聚合酶链反应（real⁃time quantitative
polymerase chain reaction，RT⁃qPCR）法检测10例PCOS患者和10例正常健康女性血浆中特征基因的表达量。结果：建立了基

于PRG的PCOS预测模型和列线图。XGB显示出最高的准确性，决策曲线分析进一步支持了这一结果。一致聚类显示PCOS
病例中有两个亚组，组2比组1表现出更多的免疫浸润。差异表达分析鉴定两个亚型之间的差异表达基因，并对基因进行富集

分析。临床验证结果显示，含CARD结构域的凋亡相关斑点样蛋白（apoptosis associated speck like protein containing a CARD，
又称PYD and CARD domain containing，PYCARD）、黑素瘤缺乏因子 2（absent in melanoma 2，AIM2）、染色质修饰蛋白 4B（chro⁃
matin modifying protein 4B，CHMP4B）和NOD样受体蛋白 2（NOD⁃like receptor family pyrin domain containing 2，NLRP2）在PCOS
患者组中的表达量明显高于正常对照组，差异有统计学意义，验证了基于PRG的PCOS预测模型的准确性。结论：本研究为

PCOS与焦亡之间的关系提供了初步见解，并提出了PCOS的精确预测模型。
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［Abstract］ Objective：To explore the role of genes related to pyroptosis in the pathogenesis of polycystic ovary syndrome（PCOS）
and construct an accurate prediction model for PCOS. Methods：The differential expression of pyroptosis⁃related genes（PRG）between
PCOS patients and normal healthy women was analyzed by using three microRNA（mRNA）expression profiles obtained from the Gene
Expression Omnibus（GEO）database. Four machine learning algorithms，namely the generalized linear model（GLM），random forest
（RF），support vector machine（SVM），and extreme gradient boosting（XGB），were employed to identify the gene characteristics of
PCOS. Real⁃time quantitative PCR（RT⁃qPCR）method was utilized to detect the expression levels of specific genes in the plasma of 10
PCOS patients and 10 normal healthy women. Results：A predictive model and a nomogram were established based on PRG to
accurately predict PCOS. Among the four machine learning algorithms，the XGB method demonstrated the highest accuracy in
validating the performance of the model，which was further supported by decision curve analysis. Consensus clustering revealed two
distinct subgroups within PCOS cases，with Cluster 2 exhibiting higher level of immune infiltration compared with Cluster 1.
Differential expression analysis was then conducted to identify differentially expressed genes between the two subtypes，followed by
pathway enrichment analysis on the genes. Clinical verification showed that the plasma expression levels of the apoptosis associated
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多囊卵巢综合征（polycystic ovary syndrome，
PCOS）是最常见的内分泌和代谢疾病之一，影响

6%~21%的育龄妇女［1］。临床 PCOS以月经稀发或

无排卵、高雄激素为临床或生化表现，以卵巢多囊

形态、胰岛素抵抗、肥胖、多毛、痤疮等为特征［2］。

PCOS的远期风险包括不孕、心血管疾病、2型糖尿

病、血脂异常、代谢综合征和子宫内膜癌等［3］。虽然

对PCOS的研究已有80余年，但其患病率高，发病机

制尚不明确，诊断也不统一。PCOS可导致青春期

异常子宫出血、育龄期不孕、妊娠并发症以及绝经

期心血管疾病、糖尿病、子宫内膜癌等风险增加［4］。

规范PCOS的诊断、治疗和管理非常重要。因此，迫

切需要对PCOS的发病机制和早期诊断进行更深入

地研究，以改善患者预后。

细胞焦亡又称细胞炎性坏死，在2001年首次被

提出，是一种依赖于 Caspase 1的炎症细胞死亡模

式，与细胞凋亡完全不同［5］。当细胞持续膨胀，直到

细胞膜破裂，导致细胞内容物释放，激活强烈炎症

反应时，就会发生这种情况。细胞焦亡广泛参与感

染性疾病、神经系统相关疾病及动脉粥样硬化性疾

病的发生发展，对细胞焦亡的深入研究有助于为临

床防治提供新思路［6-7］。

研究表明，在PCOS患者中观察到慢性炎症［8］。

一项针对 PCOS患者的调查显示，与年龄匹配的非

PCOS患者相比，PCOS患者的C反应蛋白水平明显

较高［9］。此外，炎症因子和氧化应激指标在PCOS患
者中高表达，而之前研究表明，细胞凋亡不会引发

促炎反应，这表明其中存在不同于卵巢细胞凋亡的

另一种机制［10-12］。相反，炎症状态和不同的程序性

细胞死亡途径之间有很强的相关性，在细胞焦亡中

特别突出［13］。因此，探讨 PCOS中细胞焦亡相关信

号通路很有必要。最近研究也表明，PCOS小鼠中

的高雄激素血症（hyperandrogenemia，HA）通过激活

NOD 样受体蛋白 3（NOD⁃ like receptor family pyrin
domain containing 3，NLRP3）炎症小体引起卵巢焦

亡，最终导致卵泡功能障碍［14］。组蛋白脱乙酰酶 1

（histone deacetylase 1，HDAC1）通过组蛋白修饰调

控H19/miR⁃29a⁃3p/NLRP3 介导的颗粒细胞焦亡

参与 PCOS 的发生［15］。鉴于PCOS患者炎症状态升

高，焦亡细胞死亡途径可能在卵巢中过度激活。因

此细胞焦亡如何参与PCOS发生和发展的详细调控

模式需要进一步研究。

1 资料和方法

1.1 资料

从基因表达公共数据库（Gene Expression Omni⁃
bus，GEO）中获得GSE5850、GSE34526和GSE98421
数据集的RNA测序（RNA⁃seq）数据，包括13例对照

和 17例 PCOS患者。为保证数据的一致性，使用

“limma”和“sva”R包对数值进行批量归一化处理。

将3个数据集的表达谱进行合并。

1.2 方法

1.2.1 细胞焦亡相关基因（pyroptosis⁃related gene，
PRG）差异表达分析

利用 limma算法对先前研究发现的 47个 PRG
进行了差异表达分析，旨在鉴定 PCOS患者和对照

组细胞焦亡相关的差异表达基因（differentially ex⁃
pressed gene，DEG）。基因集变异分析（gene set vari⁃
ation analysis，GSVA）对PCOS患者和对照组的焦亡

相关DEG进行富集分析，以评估生物学过程改变和

匹配生物学功能。

1.2.2 模型比较、选择和建立

采用广义线性模型（generalized linear model，
GLM）、随机森林（random forest，RF）、支持向量机

（support vector machine，SVM）和极限梯度提升

（extreme gradient boosting，XGB）建立机器学习模

型预测 PCOS患病率。通过残差逆累积分布、残

差箱形图、受试者工作特征（receiver operating
characteristic，ROC）曲线分析等多种评估方法评

估模型的准确性。在确定表现最佳的机器学习

模型后，前 5个关键变量被确定为与 PCOS相关的

预测基因。

speck like protein containing a CARD（also named PYD and CARD domain containing，PYCARD），the absent in melanoma 2（AIM2），
the chromatin modif ⁃ yingprotein 4B（CHMP4B）and the NOD ⁃ like receptor family pyrin domain containing 2（NLRP2）were
significantly higher in the PCOS patients than the healthy controls. This verifies the accuracy of the PCOS prediction model based on
PRG. Conclusion：This study may offer preliminary insights into the correlation between PCOS and pyroptosis，and provide a precise
predictive model for PCOS.
［Key words］ polycystic ovary syndrome；pyroptosis；immune infiltration；machine learning；bioinformatics analysis

［J Nanjing Med Univ，2025，45（04）：509⁃522］
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1.2.3 列线图的建立

使用 R 包“rms”（version 6.3.0）构建列线图模

型。对模型中的每个预测因子赋予相应评分，将所

有预测因子的评分相加，确定“总分”。采用校准曲

线评价列线图的准确性和可靠性。通过决策曲线

分析（decision curve analysis，DCA）评估列线图在临

床决策中的潜在益处。此外利用临床影响曲线来衡

量使用列线图做出决策的合理性和优势。

1.2.4 一致性聚类分析

利用差异 PRG的表达水平将样本分为不同的

亚型。使用R软件包“Consensus Cluster Plus”对实

验组样本进行一致性聚类分析。通过评估K值的累

积分布函数，确定合适的聚类K值，确保聚类分析

结果最可靠。对分类组进行免疫细胞浸润分析。

利用GSVA评估不同代谢通路在未分类样本中的富

集情况，该分析用“GSEABase”和“GSVA”两个数据

包构建函数和设置参数［16］。

1.2.5 免疫细胞相关表达分析

为检测不同组中免疫细胞的表达水平，使用专门

用于肿瘤免疫浸润分析的CIBERSORT软件包。采

用箱形图显示不同组间免疫细胞群的变化。

1.2.6 临床试验验证

通过收集 PCOS患者组和正常对照组血浆（各

10例），使用 Steadypure血液血清血浆 Small RNA提

取试剂盒，提取血浆中总RNA，将得到的总RNA通

过逆转录反应并进行实时定量聚合酶链反应（real⁃
time quantitative polymerase chain reaction，RT⁃qPCR）
测定特征基因的表达量。反应引物序列见表1。本

研究获得南京医科大学附属逸夫医院伦理委员会

批准（伦理审查编号为 2024⁃SR⁃04），参与者均签署

知情同意书。

1.3 统计学方法

所有统计分析均采用R软件 v4.1.2和GraphPad
Prism10软件。使用Wilcoxon检验比较两组之间差

表1 引物序列

Table 1 Primer sequences

Gene
β⁃actin（mouse）

Homo⁃AIM2

Homo⁃CHMP4B

Homo⁃NLRC4

Homo⁃NLRP2

Homo⁃PYCARD

Sequence（5′→3′）
Forward：GGAAATCGTGCGACATTAAAG
Reverse：CGGCAGTGGCCATCTCTT
Forward：TGGCAAAACGTCTTCAGGAGG
Reverse：AGCTTGACTTAGTGGCTTTGG
Forward：TGCAGAGGAGATTTCAACAGC
Reverse：TGTTTCGGGTCCACTGATTTC
Forward：TGCATCATTGAAGGGGAATCTG
Reverse：GATTGTGCCAGGTATATCCAGG
Forward：ACGGTGGTGCTGTATGGTC
Reverse：TCCTCTGCCCAGTCTAGCATT
Forward：TGGATGCTCTGTACGGGAAG
Reverse：CCAGGCTGGTGTGAAACTGAA

异。P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 在PCOS中细胞PRG的特征

利用GeneCard网站收集 PRG数据集。通过基

因本体（gene ontology，GO）和系统分析基因功能、基

因组信息数据库（Kyoto encyclopedia of genes and ge⁃
nomes，KEGG）富集分析探讨细胞PRG在PCOS中的

潜在作用［17］。GO富集分析显示，PRG在细胞焦亡、

核膜重组、巨自噬相关生物学过程中富集（图 1A）。
在KEGG富集分析中，焦亡基因在细胞质DNA传感

通路、NOD样受体信号通路和p53信号通路中尤为

丰富（图 1B）。PPI分析显示 44个焦亡基因存在相

互作用，Cytoscape分析显示8个核心基因：染色质修

饰 蛋 白（chromatin modifying protein，CHMP）2A、
CHMP2B、CHMP3、CHMP4A、CHMP4B、CHMP4C、
CHMP6和CHMP7（图 1C）。小提琴图显示PCOS患
者组与对照组差异的PRG，结果显示含CARD结构

域的凋亡相关斑点样蛋白（apoptosis associated
speck like protein containing a CARD，又称 PYD and
CARD domain containing，PYCARD）、黑素瘤缺乏因

子 2（absent in melanoma 2，AIM2）和核苷酸结合寡

聚化结构域蛋白 2（nucleotide ⁃binding oligomeriza⁃
tion domain⁃containing protein 2，NOD2）在PCOS患者

第45卷第4期
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Pyroptosis
Nuclear membrane reassembly

Chromosome localization
Lysosome organization

Macroautophagy
Positive regulation of cytokine production

Regulation of innate immune response
Intrinsic apoptotic signaling pathway

Wound healing
Cytokine⁃mediated signaling pathway

P adjust

Count10.012.515.017.520.0

Fold enrichment0 50 100 150 200

2e⁃094e⁃096e⁃098e⁃09

Cytosolic DNA⁃sensing pathway
NOD⁃like receptor signaling pathway

p53 signaling pathway
C⁃type lectin receptor signaling pathway

Lipid and atherosclerosis
TNF signaling pathway
IL⁃17 signaling pathway

NF⁃kappa B signaling pathway
Longevity regulating pathway

MAPK regulating pathway

P adjust
0.01
0.02

Count369121518

Fold enrichment
10 20

A B

A：GO function analysis of pyroptosis⁃related genes. B：KEGG pathway enrichment of pyroptosis⁃related genes. C：PPI network analysis of pyropto⁃
sis⁃related genes. D：Differential expression analysis of pyroptosis⁃related genes between control（n=13）and PCOS cases（n=17）. *P < 0.05，**P < 0.01.

图1 PCOS中焦亡相关基因的特征

Figure 1 The characteristics of pyroptosis⁃related genes in PCOS
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组中高表达，且差异有统计学意义（图1D）。
2.2 构建机器学习模型识别PCOS疾病特征基因

使用RF、XGB、GLM和SVM算法建立机器学习

模型以识别 PCOS疾病特征基因。基于 47个关键

PRG构建模型，评估 PCOS发病风险。残差盒线图

（图2A）显示，XGB残差均方根最小，而GLM残差值

最大。RF和SVM模型的残差分布在0.25~0.50。反

向累积分布图的结果（图 2B）与这些发现一致。

ROC曲线分析（图2C）显示，XGB模型的曲线下面积

为 0.867，SVM为 0.800，RF为 0.733，GLM为 0.533。
相比之下，GLM模型曲线面积较小，存在过拟合的可

能。对所有4种方法进行了基因重要性分析，得到了

基因重要性评分（图2D）。在GLM模型中，BCL⁃2基
因家族中的细胞凋亡促进基因（BCL⁃2⁃associated X
protein，BAX）、谷胱甘肽过氧化物酶 4（glutathione

peroxidase 4，GPX4）、CHMP2A、半胱天冬酶 8（cas⁃
pase 8，CASP8）和CHMP4B是得分最高的前 5个基

因。对于 RF 模型，NLR 家族含 CARD 结构域 4
（NLR family CARD domain containing 4，NLRC4）、
AIM2、磷脂酶 C，γ1（phospholipase C，gamma 1，
PLCG1）、NOD2和蛋白激酶 Cα（protein kinase C al⁃
pha，PRKACA）被认为是最重要的。在 SVM模型

中，PYCARD、CHMP2A、CASP8、NLRC4和NOD2是
显著基因，而在 XGB模型中，CHMP4B、PYCARD、
NOD 样受体蛋白 2（NOD like receptor family pyrin
domain containing 2，NLRP2）、NLRC4和 AIM2是显

著基因，准确率为 0.867。结合结果，选择精度最高

的XGB模型。

2.3 预测列线图的评估

以XGB模型筛选出的前5个基因为疾病特征基
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A：The residual box line diagram of four machine learning algorithms，red dot stands for mean square of residuals. B：Reverse cumulative distribu⁃
tion of residual among different machine learning models. C：ROC curve to verify the accuracy of the model. D：Importance score of feature genes in the
model.

图2 构建机器学习模型识别PCOS疾病特征基因

Figure 2 Building a machine learning model to identify the PCOS disease signature genes

因，构建预测PCOS发病率的列线图（图 3A）。每个

特征基因分配一个特定的得分区间，将所有基因的

得分汇总，计算最终得分，并与发病率进行比较。

通过校准曲线评估列线图的预测准确性，实线和虚

线的对齐越紧密，表明模型的准确性越高（图 3B）。
此外，DCA表明，黄线所代表的模型与所有曲线的

距离显著较远，从而表明其在临床决策中的有效性

（图3C）。
2.4 基于PRG的新亚型鉴定

使用47个差异表达的PRG，应用共识聚类算法

将 PCOS患者分为不同的亚型。当Clusters变量设

置为 2时，患者被很好地分为两个Cluster（图 4A）。
从累积分布函数（cumulative distribution function，
CDF）曲线在 0 ~ 0.2波动可以看出，当K=2时，Clus⁃
ters的稳定性最高（图4B）。另外，图4C说明了K值

2~9时的CDF曲线下的面积。值得注意的是，当K=
2时，各亚型的一致性得分最大且最接近。因此，评

估了PRG在Cluster 1和Cluster 2之间的表达差异，

以研究区分集群的分子特征。Cluster 1中CASP3、
CASP6和 NLRP2的表达水平较高，而 Cluster 2中
CHMP2A、CHMP4B、白 介 素（interleukin，IL）1B、
CASP9、GPX4、IL6、NLRC4、NLRP1、NLRP3、PYCARD

Residual value
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A：Nomogram showing prediction of PCOS prevalence using signature genes. B：Calibration curve illustrating the accuracy of nomogram. C：Deci⁃
sion curve illustrating the accuracy of the model.

图3 预测列线图的评估

Figure 3 Evaluation of a predictive nomogram
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和肿瘤坏死因子（tumor necrosis factor，TNF）的表达

水平较高。相反，在各基因簇之间，BCL2⁃拮抗剂/杀
伤因子 1（BCL2 ⁃ antagonist/killer 1，BAK1）、BAX、
CASP1、环叶素依赖性激酶底物（cyclophlin⁃depen⁃
dent kinase substrate，CYCS）和其他基因的表达未观

察到显著差异（图 4D、E）。GSVA分析图突出显示

了亚型之间的差异通路（图 4F）。在C2亚组中，丙

酸盐代谢、细胞周期、泛酸盐和辅酶 a生物合成、半

胱氨酸和蛋氨酸代谢以及p53信号通路表现出正调

控关系，而在C1亚组中，核糖体、细胞质DNA感应

通路和造血细胞谱系表现出正调控关系。

2.5 基于细胞PRG亚型的免疫状况

直方图分析显示不同组免疫细胞浸润模式不

同。Cluster 1组的幼稚B细胞、记忆B细胞和中性粒

细胞水平较高，而Cluster 2组的静息单核细胞和肥

大细胞水平较高。其他免疫细胞含量组间差异相

对较小（图 5A），但具体原因尚需进一步实验验证。

免疫细胞差异分析图证实了这些发现，在不同亚组

之间，幼稚B细胞、调节性T细胞、单核细胞、巨噬细

胞M0、活化的肥大细胞和中性粒细胞差异有统计学

意义（P < 0.05，图5B）。此外，为了证实PRG与PCOS
之间的相关性，对这两个亚型与细胞因子之间的相

关性进行了深入探索。分析显示，细胞因子表达在

基因簇之间存在显著差异（图5C）。值得注意的是，

白细胞介素 1 受体拮抗因子（interleukin 1 receptor
antagonist，IL1RN）、IL6、IL10、IL16、IL32、转化生长

因子B1（transforming growth factor beta 1，TGFB1）、细
胞因子信号通路抑制因子 3（suppressor of cytokine
signaling 3，SOCS3）、CXC 基序趋化因子 10（CXC
chemokine ligand 10，CXCL10）和 TNF在 cluster 2中
的表达水平高于 cluster 1。这些发现进一步证实了

程序性细胞死亡cluster 2与PCOS的密切相关性。

2.6 特征基因的功能富集分析

对模型基因通过基因集富集分析法（gene set

··514



A B C

A：Consensus matrix heat map defining two clusters（K=2）and their correlation area. B：Representative CDF curves and CDF delta area curves. C：
The score of cluster⁃consensus. D：Boxplot showing the expression patterns of all pyroptosis⁃related genes between two clusters，*P < 0.05. E：Heatmap
of expressions of all pyroptosis⁃related genes between two clusters. F：Gene set enrichment analysis（GSEA）between the two clusters.

图4 基于焦亡相关基因的新亚型鉴定

Figure 4 Identification of novel subtypes based on pyroptosis⁃related genes
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enrichment analysis，GSEA）进行通路富集分析。在

GO功能分析中，CHMP4B与防御反应、细胞外囊泡

和免疫反应生物学功能呈正相关（图 6A）。NLRC4
与防御反应、生物刺激反应、免疫反应呈负相关（图
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6B）。NLRP2与细胞间黏附、离子转运、调节白细胞

活化呈负相关（图 6C）。PYCARD与细胞活化、细

胞外泌体、免疫反应、炎症反应、髓系白细胞活化

呈负相关（图 6D）。在 KEGG结果中，CHMP4B与

程序性坏死、EB病毒感染、糖尿病心肌病呈正相

关（图 6E）。NLRP2与代谢通路呈正相关，与造血

细胞谱系、细胞因子⁃细胞因子受体相互作用呈负

相关（图 6F）。PYCARD与细胞黏附分子、趋化因

子信号通路、溶酶体、代谢通路、吞噬体呈正相关

（图 6G）。

2.7 免疫细胞与特征基因的相关性分析

对模型基因与 22种免疫相关细胞类型进行相

关性分析。AIM2高表达组与低表达组免疫细胞分

布差异无统计学意义（图 7A）。在CHMP4B高表达

组中，T细胞CD8和活化树突状细胞表达水平较高

（图 7B）。NLRC4高表达组的活化肥大细胞表达水

平升高，NLRC4低表达组的静息肥大细胞表达水平

升高（图 7C）。NLRP2高表达组具有较高的巨噬细

胞M0表达水平，而低表达组具有较高的浆细胞表

达水平（图 7D）。PYCARD基因表达水平与免疫细

A：Histogram of the expression levels of 22 immunocytes in cluster 1 and cluster 2. B：Differential expressions of immune cell infiltration between
two clusters，*P < 0.05，**P < 0.01. C：Differential expressions of cytokines between two clusters，*P < 0.05.

图5 基于焦亡相关基因亚型的免疫状况

Figure 5 Immune landscape of subtypes of pyroptosis⁃related genes
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胞无显著相关性（图7E）。
2.8 特征基因的细胞因子差异表达分析

细胞因子分析探讨模型基因与细胞因子表达

之间的关系。AIM2基因高表达组中，IL10、含细胞

因子可诱导 SH2蛋白（cytokine inducible SH2⁃con⁃
taining protein，CISH）、Toll 样受体 4（Toll⁃like recep⁃
tor 4，TLR4）表达水平较高，而 IL4在低表达组中表

达水平较高（图8A）。CHMP4B低表达组 IL6ST表达

水平较高（图 8B）。NLRC4高表达组的 IL6和 TNF
表达水平升高（图 8C）。NLRP2与 IL4表达呈负相

关，与 SOCS7表达呈正相关（图 8D）。TGFB1、CISH
与PYCARD的表达呈正相关（图8E）。
2.9 人血浆中特征基因的表达量

为进一步验证以上生物信息分析结果，收集入

组PCOS患者和正常对照组人群血浆各 10例，通过

RT⁃qPCR方法测定血浆中这 5种特征基因表达水

平。结果显示 PYCARD、AIM2、CHMP4B和NLRP2
在PCOS患者组中的表达水平高于正常对照组，差异

均有统计学意义（P < 0.05，图9A~D）。虽NLRC4在
PCOS患者组中的表达量与正常对照组存在差异，

但差异无统计学意义（图 9E）。这也进一步验证了

XGB建立的预测模型具有可行性。

3 讨 论

PCOS是育龄妇女最常见的内分泌疾病，其患

病率为 5%~15%［1］。PCOS的临床诊断和症状主要

包括慢性无排卵和高雄激素血症［18］。PCOS的病因

尚不明确，但研究提示颗粒细胞（granulosa cell，GC）

A⁃D：GSEA⁃GO analysis of CHMP4B（A），NLRC4（B），NLRP2（C）and PYCARD（D）. E⁃G：GSEA⁃KEGG analysis of CHMP4B（E），NLRP2（F），
and PYCARD（G）.

图6 特征基因功能富集分析

Figure 6 Function enrichment analysis of signature genes
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A B

A：Correlation analysis between immunocytes and AIM2. B：Correlation analysis between immunocytes and CHMP4B. C：Correlation analysis be⁃
tween immunocytes and NLRC4. D：Correlation analysis between immunocytes and NLRP2. E：Correlation analysis between immunocytes and PY⁃
CARD. *P < 0.05 and **P < 0.01.

图7 免疫细胞与特征基因的相关性分析

Figure 7 Correlation analysis between immunocytes and signature genes
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活性异常可能与PCOS的发病密切相关［19］。细胞焦

亡作为一种新的促炎程序性细胞死亡方式，在形态

和机制上与细胞凋亡有差异，与阿尔茨海默病和2型
糖尿病相关［7］。然而，细胞焦亡调控PCOS的确切机
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制尚不明确。因此，本研究试图通过生物信息学分

析来阐明PRG在PCOS和免疫微环境中的作用。此

外，使用与细胞焦亡相关的遗传标记来预测 PCOS
亚型。首先，对PRG在PCOS患者和正常对照中的

表达和通路进行了分析。在 PCOS患者中，观察到

PYCARD、AIM2和NOD2基因表达水平显著上调，表

明这些PRG可能参与PCOS的发生发展［20-22］。这提

示细胞焦亡可能在 PCOS的发病机制中起重要作

用。随后，利用这些PRG建立了4个预测模型，以进

一步研究细胞焦亡和PCOS之间的相互作用。在这

些模型中，选择 XGB作为最好的机器学习模型。

XGB是一个并行预测模型，它使用多棵树，并不断

迭代，在每次迭代时生成更新的树［23］，使预测值与

真实值密切一致，成为本研究的有效模型。

本研究最初选择的 5 个基因是 CHMP4B、
PYCARD、NLRP2、NLRC4和AIM2。随后，通过共识

聚类，确定了PCOS的两个不同亚型，称为Cluster 1和
Cluster 2。进一步分析了两个亚型之间的差异表达

的 PRG，以识别具有显著表达差异的基因簇。与

Cluster 1相比，Cluster 2中 PRG的表达水平显著升

高，强调了这一区别的关键作用。研究表明，PCOS
的特征是激素异常，过度刺激免疫系统，导致慢

性低水平炎症，进而导致卵巢功能障碍和代谢紊

乱［24-25］。鉴于慢性低水平炎症在PCOS中的突出作

用，本研究比较了不同组间的免疫细胞浸润和细胞

因子水平。值得注意的是，Cluster 2表现出较高水

平的免疫细胞浸润，这与之前的研究一致，并且在

各基因组亚型中均观察到这些浸润趋势。此外，
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A：Differential expression analysis of cytokines for AIM2. B：Differential expression analysis of cytokines for CHMP4B. C：Differential expression
analysis of cytokines for NLRC4. D：Differential expression analysis of cytokines for NLRP2. E：Differential expression analysis of cytokines for
PYCARD，*P < 0.05 and **P < 0.01.

图8 特征基因的细胞因子差异表达分析

Figure 8 Differential expression analysis of cytokines for signature genes
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与Cluster 1相比，Cluster 2中的细胞因子水平显著

升高，尤其是 TNF、TGFB1和 IL6，这与现有研究一

致［26-28］。因此，这些发现提示Cluster 2可能表现出

更典型的 PCOS特征，预示着更高的风险和潜在较

差的临床结局。

NLRC4在GO分析中与防御反应、生物刺激反

应、免疫反应呈负相关。这表明NLRC4可能在免疫

调控过程中起负反馈作用。NLRC4作为一种炎症

小体相关基因，其抑制可能减弱焦亡途径的活性，

进而影响PCOS患者的慢性炎症状态［29-30］。通过调控

免疫反应，NLRC4 可能影响 PCOS 的炎症水平。

NLRP2在GO分析中与细胞间黏附、离子转运、白细

胞活化呈负相关。其在KEGG分析中与代谢通路呈

正相关，提示NLRP2可能参与调控代谢和免疫过

程。已有研究表明，NLRP2与细胞焦亡和胰岛素抵

抗相关，而胰岛素抵抗是PCOS的重要代谢特征［31］。

因此NLRP2可能通过影响免疫调节以及调控代谢，

在PCOS的发病过程中发挥重要作用。PYCARD在

GO分析中与细胞活化、细胞外泌体、免疫反应和炎

症反应呈正相关，在KEGG分析中与细胞黏附分子、

趋化因子信号通路和溶酶体通路呈正相关。这些

功能表明 PYCARD可能通过调控炎症因子释放和

免疫细胞活化，参与 PCOS相关的慢性炎症和代谢

紊乱［32］。PYCARD的高表达可能加剧PCOS患者的

炎症状态，并与内分泌失调和代谢异常密切相关。

这些特征基因通过调控免疫反应、细胞间信号传

递、代谢平衡等多种途径，与PCOS的病理机制高度

相关。

细胞焦亡在PCOS发生发展中的临床意义和潜

在机制尚不完全清楚，本研究有助于更好地理解细

胞焦亡在 PCOS发病机制中的作用。此外，PRG的

鉴定为PCOS患者的精准基因靶向治疗开辟了新途

径。然而，本研究有一定局限性。第一，本研究主

要基于生物信息学方法，虽进行了临床试验验证了

预测模型，但血浆测定出特征基因PYCARD、AIM2、
CHMP4B和NLRP2有统计学意义，而NLRC4有差异

但无统计学意义（P=0.247 5），可能是样本量较少，影

响模型的泛化性和统计学显著性。第二，本研究聚焦

于焦亡基因，可能忽略了PCOS相关的其他关键分子

机制，仅依赖 PRG可能限制了模型的诊断覆盖范

围。第三，缺少对PCOS患者的随访数据，无法评估

预测模型对疾病进展的预测能力，需要进一步的临

床随访和实验研究来证实PCOS中不同PRG参与细

胞焦亡的调控作用。之后还需要更多PCOS样本来

确定 PRG簇的准确性。第四，PRG与 PCOS免疫细

胞浸润的潜在相关性值得进一步探索。第五，需要

考虑更全面的临床特征来评估预测模型的性能。

综上所述，本研究强调了 PRG和 PCOS之间的

显著关联，以及在PCOS中由这些PRG调节的免疫

细胞浸润模式。此外，本研究还发现了 PCOS中两

种细胞群之间的免疫异质性。值得注意的是，本研

究结果证明了机器学习模型，尤其是 5基因XGB模

型在准确评估PCOS亚型方面的潜力。本研究揭示

了细胞焦亡与 PCOS之间的新关系，为进一步探索

两者之间的相互作用提供了新思路。此外，本研究

还建立了一个有前景的预测模型，可以有效地评估

不同PCOS亚型相关的风险。
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图9 人血浆中特征基因的表达量

Figure 9 The expression levels of specific genes in human plasma
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