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乳腺癌他莫昔芬耐药相关基因及通路的筛选
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（天津医科大学第二医院甲状腺乳腺外科，天津 )%%*''）
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根据《`%!b 年中国肿瘤登记年报》，乳腺癌在我

国女性恶性肿瘤中高居榜首，占女性癌症总人数的

!b*，且发病率逐年递增，̀%!b 年我国新发乳腺癌

`B]`a 万人，死亡 B]%B 万人j'k。根据乳腺癌分子分型，

约 B%*是雌激素受体（-0）和或孕激素受体（d0）阳

性型，肿瘤生长具有雌激素依赖性j k̀。对于这类患

者，阻断雌激素相关通路的内分泌治疗是经济、有

效、低毒性的治疗方法，也是目前国内外乳腺癌诊

治指南中的标准治疗方案，临床上他莫昔芬作为乳

腺癌内分泌治疗的经典药物，在治疗过程中常发生

耐药现象，约 a%*的 -0 阳性乳腺癌患者初始治疗

即对他莫昔芬不敏感（即原发性耐药），另有约 `b*

的患者初始治疗有效，长期用药后出现耐药（即获

得性耐药）jCk。目前对于他莫昔芬治疗出现耐药而发

生复发转移的病人并没有针对性的治疗方法。虽然

对此问题的研究逐年增多ja$bk

T但目前仍然缺乏确切

有效的治疗靶点。本研究利用 +565 -ZNO5MMF96

7G6F\SM（+-7）公共数据库提取 -0 阳性乳腺癌

G0?2 表达谱芯片测序数据，应用生物信息学方

法，筛选 -0 阳性型乳腺癌患者群体中出现他莫昔

芬耐药的关键分子和信号通路，从而深入了解乳腺

癌他莫昔芬耐药的分子机制。

E nopH_

']' "# 从 ?@R4 的基因表达综合数据库（;565

5ZNO5MMF96 9G6F\SM，+-7）下载获取乳腺癌他莫昔芬

敏感和耐药细胞系的 G0?2 表达谱芯片，芯片号

+,-`.ab/，提交者为 +96cH:5c$WH:5OYH A 等。G0?2

表达谱数据来源于 2PP<G58OFZESGH6 +569G5 X'CC

d:SM ]̀% 2OOH<实验平台，平台号 +dAbB%，包含和 `a个

样本（'` 个 W@iB!"'` 个 W@iB>2W），样本号为

+,W.a/a"a++,W.a/b%B，样本分 a 组处理：（'）去雌

天津医科大学学报
l9SO6H: 9P >FH6VF6 W5QFUH: X6FY5OMF8<

第 `a卷 .期
("'" 年 '' 月

,-./ `a0 1-/ .

?9Y] ("'"

b%'



激素血清（对照组）；（!）雌激素（"!#$ %&'()）；（*）他

莫昔芬（# !%&'()）；（+）雌激素,他莫昔芬同时处理。

#-! !"#$%&'

#-!-# 数据处理与差异表达基因分析 从 ./0 数

据库中选择生物芯片 .1/!2+3" 下载的 %456 表

达谱芯片数据集导入到 4 *-+-* 软件（7889:;((<=>?-=@

9=&AB<8-&=C(），其中 DE&<&?FG<8&= 具有强大的生物信

息分析处理功能。基于 <'G:8B=H=&IE'B= 中的 =>J 实现

数据标准化，利用 'E%%> 筛选出两组差异表达基因。

选择他莫昔芬耐药细胞系 KLMNO6K 与他莫昔芬敏

感细胞系 KLMN 两组进行 ! 检验，以 "@P>'GBQ$-$3

并且 MR4Q$-# 并且 M&'F L7>?CBS! 为标准，筛选他

莫昔芬耐药细胞系 KLMNO6K 与他莫昔芬敏感细胞

系 KLMN 的 %456 差异表达，利用 4 软件中的

CC9'&8! 绘制热图。

#-!-! 差异基因的 .B?B 0?8&'&CT（.0）富集和U/..

通路富集分析 利用基因功能注释分析工具 R6VWR

（7889:;((F>PEF-?<EI<=I-C&P(）版本 2-X 对差异基因中显

著上调和下调的基因进行 .B?B 0?8&'&CT 富集分析

和 U/.. 通路富集分析 Y筛选标准;"Q$-$#Z ，发现与

/4 阳性乳腺癌细胞系中他莫昔芬耐药潜在的显著

相关生物学过程。

#-!-* 差异基因的相互作用网络分析 利用

1O4W5.（7889;((:8=E?C@FD-&=C(）版本 #$-3，将获得的差

异基因进行蛋白相互作用网络分析。获得中心节点

蛋白，及其与其他蛋白的相互作用关系。

#-!-+ .1/6 富集分析 利用 .1/6 软件（.B?B :B8

B?=E <7%B?8 >?>'T:E:，网址 7889;((C:B>-&=C(）版本 *-$，

利用已筛选出的差异基因集，将差异基因按照在两

类样本（他莫昔芬耐药细胞系和他莫昔芬敏感细胞

系）中的差异表达程度排序，然后检验预先设定的

基因集合是否在这个排序表的顶端或者底端富集，

?G%DB= &I 9B=%G8>8E&?:[# $$$。

#-!-3 验证候选目标分子@6L1)# 结合乳腺癌内

分泌耐药中关键机制及相关分子筛选出候选目标

分子@6L1)#。\B:8B=?@D'&88E?C 验证 /4 阳性乳腺癌

他莫昔芬耐药细胞中 6L1)# 的表达变化情况。同时

结合 LL)/ 数据库（7889:;((9&=8>':-D=&>FE?:8E8G8B-&=C(

<<'B）在 456@:B] 芯片中验证 6L1)# 的组织表达情

况，在 ./HW6 数据库（7889;((CB9E>-<>?<B=@9^G-<?(）验

证 6L1)# 组织表达情况，同时分析乳腺癌患者中

6L1)# 高表达组和低表达组的生存差异。

! !"

!-# ()*+,-./012 分析数据标准化

后，对筛选出来的差异基因进行聚类分析绘制热

图，见图 #。

!-! .B?B 0?8&'&CT 345'678 U/.. 9:3

467 .0 富集分析结果显示分子功能富集到辅

酶6 连接酶的活性、细胞骨架蛋白连接、蛋白酶连接

等功能结构域（表 #）。U/.. 通路富集到 HH64 信

号通路、细胞粘附因子、脂肪酸代谢信号通路、胰岛

素抵抗通路、6KHU 信号通路、M&_0 信号通路等信

号通路（表 !）。

!-* -.12;<=`<=>?@A 蛋白`蛋白

作用网络结果分析显示，整个网络以 6L1)#、6L6La、

纵轴显示差异表达基因名称，横轴为样本名称，其中 .1K2+"+X+!+"3

为他莫昔芬敏感的 KLMN 细胞系样本，.1K2+"+"2!3$N 为他莫昔芬
耐药的 KLMNO6K 细胞系样本，颜色越深表达升高或者降低的程度

越大
# " $%&'()*+, #$%&'(# -./*+, #$%& 01

234567#

%)* " +,-. /-0 12 3456 ,708,66)19 )9 .-/17)2,9:8,6)6.-9;, *81<0

-9= .-/17)2,9:6,96).)>, *81<0

8 " 5,9, ?9.1@1*A9:;<!"=;>?@A

'-B " 5? ;-.,*18),6 12 3456=#1@,;<@-8 %<9;.)19B

表达 描述 数目 比例 !!!!!!!!"

上调 .0;$#$!*"#b癸酸盐—辅酶 6 连接酶的活性 ! $-$*" $ $-$#2 3

.0;$$$X$"!b细胞骨架蛋白连接 2 $-##* " $-$!2 $

.0;$$$++2Nb长链脂肪酸辅酶 6 连接酶的活性 ! $-$*X $ $-$!2 N

下调 .0;$$$!$!$b蛋白酶连接 * $-$X" " $-$#+ N

.0;$$$X#"#b金属内切蛋白酶抑制剂活性 ! $-$3" " $-$!+ +

.0;$$$+X22b肽链内切酶抑制剂活性 * $-$X" " $-$!N !
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! ! "#"#$%&'() $%&'(*+,-

)*+ ! ",-.,/01234..*0+ -546- .5, 7*88,/,09,- 48 :%&'( ,;</,--*40

! = ./0123456789:;<=

)*+ = >/4.,*01 </4.,*0 *0.,/?9.*40 0,.64/@

!"#$、%&'($、)*+*,$、)-./、0-12、%!342、%!34.、

+&5+#.(4、6!#%2678、6!#%269(:、6!#%26950、

6!#%269(6、-158)29、#+).;5<等蛋白在蛋白作用

网络中心位置，是蛋白作用网络的关键节点（图 =）。

=>< &#05 !"#$ &#05 富集分析得到了差异

基因富集的通路，其中以脂肪酸代谢通路为代表，0#

值为正数，提示基因富集在他莫昔芬耐药组。在脂

肪酸代谢通路中富集的差异基因，其中 5)#+$ 基因

在他莫昔芬耐药组比在敏感组中显著高表达且差

异最显著（图 .）。

* = ABCC>?@ABCDE (=FG

D?2 = AE4.4 B09E934<,7*? 48 C,0,- ?07 C,04F,- <?.56?E

,0/*95F,0. ?0?3E-*-

表达 描述 ! ?-"

上调 445" 信号通路 ;>;;; @ ;>;A/ B

过氧化物酶体 ;>;;; / ;>;A/ B

细胞粘附因子 ;>;;= B ;>=B= A

脂肪酸代谢通路 ;>;2; . ;>/=2 B

胰岛素抵抗通路 ;>;=< @ 2>;;; ;

脂肪酸生物合成 ;>;=A 2 2>;;; ;

下调 蛋白聚糖 ;>;;@ / ;>C;. @

脂肪因子代谢通路 ;>;;C / ;>C;. @

胰岛素抵抗 ;>;2B = ;>C;. @

534: 信号通路 ;>;== @ ;>C;. @

?DE* 信号通路 ;>;=@ ; ;>C;. @

脂肪酸生物合成 ;>;=@ ; ;>C;. @

! G C&B:@A<=H<BC1IJKLM>?

)*+ G C,0, &,. B0/*95F,0. :0?3E-*-HC&B:I /,<4/.N)?..E ?9*7 F,.?243*-F

&#3/<A<B<F&#3/<A<A@ 为他莫昔芬敏感细胞

系 3)?C，&#3/<A<A/F&#3/<A@;C 为他莫昔芬耐

药细胞系 3)?C%53，通路富集结果为耐药组 "# 敏

感组

9>@ %&'()*+,G5)#+2

=>@>2 HIJKILMGNODKKPMQ 实验验证 5)#+2 表达 R(

实验结果显示 5)#+2 在通过 3)?C 诱导的他莫昔

芬耐药细胞系（3)?C%53）中 5)#+2 蛋白表达显著

高于他莫昔芬敏感的（3)?C）细胞系（图 7）。

9>@>9 数据库验证 5)#+2 组织表达差异和生存差

异 在 ))+0 数据库和 &04!5 数据库中查找

5)#+2 在不同组织中表达情况得到了相似的结果，

5)#+2 在脂肪组织和乳腺组织中均有较高表达。

&04!5 数据库分析乳腺癌患者中 5)#+2 高表

达组和低表达组的生存曲线（图 @）。发现高表达

5)#+2 的患者总生存时间有低于 5)#+2 低表达组

的趋势。5)#+2 在他莫昔芬耐药中表达量显著变

化，提示其可能是他莫昔芬耐药过程中的重要分子。

3)?C 3)?C%53

5)#+2

&54-6

柴慈曼，等>乳腺癌他莫昔芬耐药相关基因及通路的筛选!
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本研究经过乳腺癌他莫昔芬耐药相关基因及

通路的筛选分析发现，差异基因中在脂肪酸代谢相

关的生物学过程中显著富集。这提示耐药机制中与

脂肪酸代谢相关的分子信号通路和生物学过程发

生了改变，从而引起耐药的发生和 !" 阳性乳腺癌

的进展。近年来研究发现肥胖与乳腺癌发生及侵袭

转移有很高的相关性#$%，而这一通路中涉及胰岛素

抵抗、脂肪酸代谢、糖异生等代谢相关的生物学改

变#&%，本研究的分析结果高度提示这些信号通路在

他莫昔芬耐药的过程中也扮演了重要的角色。

本研究筛选出他莫昔芬耐药乳腺癌中的候选

关键基因，也是脂肪酸代谢信号通路中的关键分子

'()*+。'()*+ 属于长链脂肪酸连接酶 ' 家族的同

工酶，这个家族的所有同功酶促进游离长链脂肪酸

转化为脂肪酰酯，从而在脂质合成和脂肪酸降解中

发挥关键作用。'()* 有 , 种类型，包括 '()*+、

'()*-、'()*.、'()*,，其中在转移性乳腺癌中

'()*+ 表达情况 !" 阳性型显著低于其他类型#/%，但

是在耐药细胞系中 '()*+ 却明显异常高表达，提示

'()*+ 与他莫昔芬耐药相关。本研究进一步对

'()*+ 进行了实验和数据库的双重验证，显示

'()*+ 在 !" 阳性乳腺癌内分泌治疗耐药过程中是

候选关键基因，'()*+ 表达上调参与诱导内分泌耐

药发生，降低患者生存率和生存时间。

本研究富集到了脂肪酸代谢、细胞粘附因子、

胰岛素抵抗等他莫昔芬耐药相关分子信号通路。

（+）脂肪酸代谢通路可能在他莫昔芬耐药机制中起

了关键作用。脂肪酸代谢是细胞生命活动中的重要

一环，对于癌细胞生存来说尤为重要，不停生长的

癌细胞需要大量脂肪酸来组成它的磷脂膜以及提

供能量。脂肪代谢参与肿瘤调控，可能的作用机制

最近有新的研究报道，脂肪细胞中的 0$- 蛋白失活

会抑制哺乳动物雷帕霉素靶蛋白，从而促进前列腺

肿瘤细胞关闭脂肪组织耗能过程，使得肿瘤细胞吸

收脂肪酸和其他能量，加快肿瘤生长和转移#1%。哺乳

动物雷帕霉素靶蛋白抑制剂已经被应用在很多癌

症的治疗上#+2%，为新的肿瘤治疗靶点提供了理论依

据。脂肪酸代谢途径中关键酶3脂肪酸合成酶（45667

'89:)7;6<=>=>，4')）在乳腺癌细胞比正常乳腺细胞

显著高表达，而 4') 拮抗剂则可以抑制肿瘤细胞的

生长，同时 4') 被认为是乳腺癌复发的可靠预测指

标#++3+-%。脂肪酸代谢过程受到固醇调节元件结合蛋

白（)"!?0）调节，它在受到生长因子包括胰岛素、

表皮生长因子等刺激后，激活 4')、'()* 等脂质合

成的靶基因，促进内源脂质的合成，而内源脂质是

肿瘤细胞主要脂质来源，从而促进肿瘤生长#+.%，也有

学者提出生长因子通过 '@63)"!?034') 信号途径

调节脂质代谢#+,%。耐药过程中很可能发生了脂肪酸

代谢通路中关键基因的改变，脂肪酸代谢通路被异

常激活，促进了乳腺癌细胞增殖或迁移。但该机制

尚待进一步验证。另一个可能的机制是脂肪因子通

过激活 4ABC 信号通路参与内分泌耐药。已有的研

究证实 0D.E3'EF34ABC 信号轴是一个雌激素非依

赖性乳腺癌进展的关键因素。0D.E3'EF 途径的激

活G导致 4ABC 肿瘤抑制功能下调，驱动乳腺癌的增

殖#+H%。（-）胰岛素抵抗途径通过调控了 'I0E 信号通

路，激活 0D.E 信号通路，激活 83JK; LM-，从而参与

乳腺癌的进展#+$%。（.）细胞粘附因子通路与已经发表

的实验结论相符，实验证实在雌激素抵抗的乳腺癌

的内分泌耐药机制中细胞粘附通路起到重要作用，

其中 83>N8 激酶是一个重要节点#+&%，非雌激素依赖的

乳腺癌中细胞粘附分子如 !3钙粘蛋白表达下调，在

细胞间粘附不强的乳腺癌细胞中，>N8 激酶过度活化

可以激活多种信号途径，促进乳腺癌细胞的增殖。

本研究利用生物信息学有效分析他莫昔芬耐

药乳腺癌的基因芯片数据，获取他莫昔芬耐药机制

的关键信息，为筛选重要的分子标志物提供依据。
#$%&'

#+% (<=; OG P<=;Q "G ?55:= 0 RG =6 5ST (5;8=N >6569>698> 9; (<9;5G

-2+H#J%T (' (5;8=N J (S9;G -2+$G $$U-VW++H

#-% FKN;=N L (G L=X=; 0G *A9YS )G =6 5ST':X5;8=> 9; 6<= 6N=56Z=;6 A[

5:X5;8=: A=>6NAQ=; 3N=8=\6AN 3\A>969X= YN=5>6 85;8=N #J%T *5;8=6G

-2+&G ./1U+/&VW-,2.

( " #$%&')*+, '()*+-./0123456789:

,-. " /012 3420-056 7-89 :-;;121<8 1=>2133-?< @45<8-8-13 ?; '()*+

-< #$%&' :585A531

总生存率
生

存
率

时间]月

+T2

2T/

2T$

2T,

2T-

2T2

2 H2 +22 +H2 -22 -H2

!"#$ H+- %&

第 -, 卷天津医科大学学报H2,



!"# $%&'() *+ ,%- .+ /012'- 3+ (4 %56 70-894(:; (<<(=4) 0< =0-4'->'-8

%1?>&%-4 4%;0@'<(- 40 AB C(%:) &(:)>) )40DD'-8 %4 E C(%:) %<4(:

1'%8-0)') 0< 0()4:08(- :(=(D40: 9D0)'4'&( F:(%)4 =%-=(:G H45%)I %

:%-10;')(14:'%5!3#6 7%-=(4IJBAKIKLAMNLONPQRBE

!S# TU%-8 V 3I 7(0-%:1 WI XU> VI (4 %56 Y&(:=0;'-8 4%;0@'<(-

:()')4%-=( 0< U>;%- F:(%)4 =%-=(: FC 4%:8(4(1 8(-( )'5(-='-8 >)'-8

;>54'<>-=4'0-%5 DZ[H-%-0D%:4'=5()!3#6H*X [%-0I JBA\I AAMAPGKKE

!E# 30U-)40- X Z6 ]-U%-='-8 (-10=:'-( 4U(:%DC <0: U0:;0-( Z(=(D40:9

,0)'4'&( %1&%-=(1 F:(%)4 =%-=(:G =04%:8(4'-8 )'8-%5'-8 D%4U2%C)!3#63

[%45 *%-=(: ^-)4IJBAEI AB\MABPQ1?&JAJ

!O# [(>U0>)(: W 7I _:%8%`' _ aI ,:(-4'=( Z 7I (4 %5b Y&(:2('8U4I

YF()'4CI%-1 ,0)4;(-0D%>)%5 ^-&%)'&( c:(%)4 *%-=(: Z')`_

X(=0-1%:C _-%5C)') 0< 4U( d0;(-’) .(%54U ^-'4'%4'&( Z%-10;'e(1

*5'-'=%5 f:'%5)!3#b 3_W_ Y-=05I JBAE，AMEPGOAA

!\# Z0)( g ,I a0;-'-0> gI X4(DU(-)0- / YbYF()'4CI %1'D0=C40`'-()I

%-1 '-)>5'- :()')4%-=( '- F:(%)4 =%-=(:!3#bYF() Z(&IJBBSIEMKPGAEK

!L# V(- W *I a%- 3 VI .)'(U * 3I (4 %5b _))0='%4'0- 0< 50-89=U%'- %=C59

=0(-eC;( _ )C-4U(4%)( E (@D:())'0- '- U>;%- F:(%)4 =%-=(: FC

()4:08(- :(=(D40: )4%4>) %-1 '4) =5'-'=%5 )'8-'<'=%-=(!3#b Y-=05 Z(DI

JBA\I K\MOPGKJEK

!N# .>%-8 3 hI g>:%- _I Z('-% 9*%;D0) W _I (4 %5b _1'D0=C4( DOJi

XjXfWA )>DD:())() 4>;0:'8(-()') 4U:0>8U 0DD0)'4( :(8>5%4'0-) 0<

;(4%F05'); '- %1'D0)( 4'))>( %-1 4>;0:!3#b *%-=(: *(55I JBALI KKMSPG

\\B

!AB# X4((5;%- 7 XI W%:4(55' _ WI *0==0 7I (4 %5b fU( 4U(:%D(>4'= D04(-4'%5

0< ;fYZ '-U'F'40:) '- F:(%)4 =%-=(:!3#b c: 3*5'-,U%:;%=05IJBAOI

LJMEPGAALN

!AA# ,0:4% ZI c5%-=%<0:4 _I *%)05'&% /I (4 %5b h%44C %='1 )C-4U%)(

(@D:())'0- ') )4:0-85C :(5%4(1 40 ;(-0D%>)( '- (%:5C 9)4%8( F:(%)4

=%-=(: D%4'(-4)!3#b W(-0D%>)(IJBASIJAMJPGALL

!AJ# V%-8 V 3I a'; a WI _- 3 .I (4 %5b *5'-'=%5 )'8-'<'=%-=( 0< <%44C 5'&(:

1')(%)( '-1>=(1 FC 4%;0@'<(- %-1 40:(;'<(-( '- F:(%)4 =%-=(:

D%4'(-4)!3#b c:(%)4I JBAOI JLMSPGO\

!AK# c%0 3 XI TU> 7 ,I TU> jI (4 %5b XZ]c, 9A ') %- ^-1(D(-1(-4

D:08-0)4'= ;%:`(: %-1 D:0;04() '-&%)'0- %-1 ;'8:%4'0- '- F:(%)4

=%-=(:!3#bY-=057(44I JBAOI AJMSPGJSBN

!AS# 7'> dI h>:>4% ]I XU'-10 aI (4 %5b *%=%505I % -%4>:%5 )()k>'4(:D(-(I

'-1>=() %D0D40)') '- F:(%)4 =%-=(: =(55) FC ;01>5%4'-8 _`4 9

XZ]c,9h_X )'8-%5'-8 D%4U2%C!3#b c:(%)4 *%-=(: Z() f:(%4I JBAAI

AJLMAPGE\

!AE# c>550=` Wb hYlY <%=40:) %-1 F:(%)4 =%-=(:G 0>4<0@'-8 (-10=:'-(

:()')4%-=(!3#b ]-10=:Z(5%4 *%-=(:I JBAOI JKMJPGZAAK

!AO# 7(2')9d%;F' 3 XI 30:1%- m *b ])4:08(- :(8>5%4'0- 0< %D0D40)')G U02

=%- 0-( U0:;0-( )4';>5%4( %-1 '-U'F'4!3#b c:(%)4 *%-=(: Z()(%:=UI

JBBNI AAMKPGJBO

!A\# />()4 X aI Z'F%) ZI ,%-=U05' XI (4 %5b X:= ') % D04(-4'%5 4U(:%D(>4'=

4%:8(4 '- ]-10=:'-( 9Z()')4%-4 F:(%)4 =%-=(: (@U'F'4'-8 502

()4:08(- Z(=(D40:9W(1'%4(1 4:%-)%=4'&%4'0- !3#b ,70X Y-(I JBAOI

AAMOPG(BAE\KN\

MJBAL9BS9A\ 收稿P

路的患者会越来越多，那么延长 *m* 的使用寿命就

显得尤为重要。我们可以通过改善患者营养状态、

控制患者血糖水平，避免导管感染，使用生物相容

性较好的透析器可以降低患者微炎症状态，从而增

加 *m* 的使用寿命。间断尿激酶封管也是一个可行

的选择。本研究是基于单中心的数据得出的初步结

论，尚需多中心大样本的前瞻性研究进一步证实。
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