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基于芯片数据的雌激素受体阳性乳腺癌他莫昔芬耐药
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近年来，中国的乳腺癌发病率正在逐年增加e!f。

在美国，乳腺癌是导致女性癌症相关死亡的首要原

因，也是最常见的肿瘤e&f。据文献报道，乳腺癌中约有

.'gh@'g表达雌激素受体（>:8U9P>N U>;>=89U，+/）e%]?f。

内分泌治疗是 +/ 阳性乳腺癌的一线治疗方案，能

够显著降低 +/ 阳性乳腺癌患者的死亡率及复发转

移风险。然而，临床上发现约 ('g的 +/阳性乳腺癌

对内分泌治疗表现出固有耐药，而对他莫昔芬
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（!"#$%&'()，!*+）治疗有反应的患者中约 ,-./

0-.发展为获得性耐药。!*+ 耐药的机制与许多因

素有关，如原癌基因的激活，抑癌基因的失活，12

表达的改变，共调节蛋白的改变以及生长因子信号

通路的影响等345。因此，!*+ 耐药的现象依然是临床

诊疗中的难题。

随着人类基因组计划的启动和开展，促进了生

物信息学的兴起和迅猛发展。目前生物信息学已广

泛应用于生命科学各个领域的研究，其在医学研究

领域的地位也越来越重要。它在疾病基因筛查和诊

断、生物相关实验设计和蛋白质组学等领域发挥了

不可替代的作用，例如利用生物信息学工具已发现

与肥胖、高血压、糖尿病、肿瘤等疾病相关的致病基

因，为疾病诊断及治疗提供方向365。另外，在遗传病

监测、肿瘤鉴别等领域，基因诊断技术得到广泛应

用；功能基因组学和蛋白质组学等为肿瘤发病机制

的研究、靶向药物的筛选和研发提供了新的思路和

理论基础。充分并有效地利用生物信息学工具，如

数据库、软件等，无论是从分子水平的角度进行阐

述病因，还是对疾病的诊断、治疗、预防与药物研发

都将产生强大的推动作用。本研究中应用生物信息

学技术及工具，利用共享数据资源分析 !*+ 耐药乳

腺癌的基因表达谱并筛选 !*+ 耐药和 !*+ 敏感乳

腺癌之间的差异表达基因（7&''(8()9&"::; (%<8(==(7

>()(=，?1@=），同时构建 ?1@= 编码的蛋白质间的相

互作用（<8$9(&)A<8$9(&) &)9(8"B9&$)，CCD）网络，分析

并发掘潜在的与 !*+ 耐药相关的基因，为进一步

深入研究 !*+ 耐药的机制提供新的线索，寻找 12

阳性乳腺癌 !*+ 耐药潜在的新的治疗靶点。

! !"#$%

EFE ! " 本 研 究 使 用 @1G 数 据 库（@()(

1%<8(==&$) G#)&HI=，J99<KLL MMMF)BH&F):#F)&JF>$NL>($L）

中由1:&"= ? 等提交的 #2O* 表达谱数据（登录号

@P16QRE6）3Q5，由 @CS4Q- 芯片平台产生T *'';#(98&%

UI#") @()$#( VE,, C:I= WF- *88";；*'';#(98&%，D)BFX

P")9" Y:"8"，Y*，VP*）。该芯片平台包含人类基因组

0Q --- 多个转录本，0 ZR4 个序列，E,Z -4W 个样本。

其芯片数据库来源于 @() [")\、7H 1P! 和 2(' P(]。

@P16QRE6 中 EZ 例样本均来自于 12 阳性乳腺癌患

者，包括 0 株 !*+ 耐药细胞系 !"#2E、!"#20、

!"#2Q、!"#2Z 和 E 株 !*+ 敏感的细胞系 +Y^QL

P-F4，其中 !"#2E 和 !"#20 各有 , 个生物学重复

以及 !"#2Q 和 !"#2Z 各有两个生物学重复；

+Y^QLP-F4Z 个生物重复。经 2O* 提取、扩增和逆转

录等步骤，最后与 *'';#(98&% UI#") @()$#( VE,,

C:I= WF- 芯片杂交、标准化处理等得到并上传 @1G

数据库。本研究采用 E- 例 !*+ 耐药 （登录号

@P+E64Z0-E!@P+E64Z0E-）和 Z 例 !*+ 敏感（登录

号 @P+E64Z0EE!@P+E64Z0EZ）乳腺癌样本。

EFW #$

EFWFE 数据处理及差异表达 利用 @1GW2 在线工

具（J99<=KLLMMMF)BH&F):#F)&JF>$NL>($L>($W8L）对数据

进行处理和分析。按照差异表达倍数绝对值"EF4，

!#-F-E 的标准筛选 !*+ 耐药和 !*+ 敏感样本之

间的 ?1@=。

EFWFW @G 功能及 _1@@ 通路富集分析 基因本体

论（@G）由 @()( G)9$:$>; 联合会系统地整理，是

一套层次型的基因功能注释和分类系统，旨在方

便地查询和更新的基因功能注释信息 3Z5。_1@@

（_;$9$ 1)B;B:$<(7&" $' @()(= ")7 @()$#(=）数据库

可以快速的查找基因参与的信号通路3R5。使用在线

软件 ?*`D?（版本 6FZ，J99<：LL7"N&7F"HBBF)B&'B8'F>$N）

中 @G 功能和 _1@@ 通路富集分析模块对筛选的

?1@= 进行分析，纳入标准为 !$-F-4。

EFWF, 构建蛋白—蛋白相互作用网络 （CCD 网

络） P!2DO@ 在线工具收集了多种蛋白质a蛋白

质间功能互作的信息3E-5，利用该工具对 ?1@= 的蛋

白—蛋白相互作用网络进行构建并分析；使用

Y;9$=B"<( 软件3EE5对 ?1@= 的 CCD 网络进行绘制，筛

选关键节点基因（7(>8((bW-）；同时应用 Y;9$=B"<(

的 +YG?1 插件鉴定及分析成员间显著紧密连接的

子网络。

" &'

WFE %&'()*+,- 根据设定的条件参数

（差异表达倍数绝对值"EF4，!$-F-E）共筛选出 0,Z 个

显著差异基因，其中上调差异基因 ,-- 个，下调差

异基因 E,Z 个。

WFW %&'.)*+ @G /01234 利用

?*`D? 对上调及下调差异基因所参与的分子功能、

生物过程和细胞成分进行分析。其中上调基因参与

的主要分子功能（+^）有：蛋白质结合、<$:;（*）2O*

结合、转录因子结合等；生物过程（[C）有：蛋白质转

运、转录负调节、?O* 模板化等；细胞成分（YY）有：

细胞质、细胞质的核周区、细胞膜等。下调基因参与

的主要分子功能（+^）有：蛋白质结合，激酶活性，细

胞粘附的钙粘蛋白结合等；生物过程（[C）有：细胞

对雌二醇刺激的反应，转录的正调控，?O* 模板化

和干扰素 ! 介导的信号传导途径等；细胞成分（YY）

有：质膜、胞外外泌体、细胞质等。

WF, 56786%&)*+_1@@9:1234 通
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过 !"#$! 分析，上调差异基因主要集中在白细胞跨

内皮迁移，溶酶体和 %$&'$ 样受体信号传导通路

等，下调差异基因主要集中在：病毒致癌作用，甲状

腺激素信号通路，调节干细胞多能性信号通路和

($)'* 信号通路等（图 *）。

+,- ..$ !"#$ 基于 /0%$1& 的数据分析共发

现 2+3组蛋白间的相互作用关系，..$ 网络由 +44 个

节点和 2+3 个边缘组成，其中 5".67、8/%7、

/5"%9"-、%"1:.+、.%69" 编码的蛋白与其他超

过 +; 个蛋白之间存在相互作用关系（<=>?==!+;），

是 ..$ 网络中的关键蛋白（图 +）。利用 /@ABCD@EF= 软

件的 59G!8 插件共分析出两个子网（子网 7 和子

网 +）（图 H），关键节点蛋白同时包含在子网络中。

+,I %!"& &G'() 68&&*+,-#$ 利

用 !"#$! 对两个子网络进行 &G 功能和 68&& 通

路富集分析发现，子网络 7 主要与蛋白质结合、

!1" 结合、核质、免疫应答、转录正调节、!1" 模板

化相关，主要通路富集在病毒致癌作用等（图 -）。子

网络 + 主要与细胞核、细胞外外泌体、蛋白质和

!1" 的结合等功能有关（图 I）。此外，子网 + 中最

主要的通路富集是 5".6 信号通路（图 I）。

! !"

随着生物信息学的发展与应用，0"5 耐药机制

在基因水平方面的研究已取得重大进展。许多基因

已被证实与 0"5 耐药相关，如乳腺癌扩增性抗原 7

（"$:7），IJK以上的乳腺癌组织中存在 "$:7 的过

表达。已有研究证明 "$:7 基因与 0"5 耐药相关，

在 0"5 耐药细胞 :0-L- 中敲除 "$:7 基因，可恢复

对 0"5 的敏感性M7+N。作为一种分泌蛋白，前梯度蛋

白 +（"&%+）是蛋白质二硫键异构酶（.!$）家族的成

# " $%&'%()*+, #$%%-./012

&'( " #$%% )*+,-*. */*0.1'1 234 5) 647(50*+78*/8 83-/ 6

47(50*+78 (7/71

# 9 ()34*+,5675689:;<=#

&'(9 :43+7'/6)43+7'/ '/+74*;+'3/ /7+-34< 32 8'22747/+'*00. 7=)471178

(7/71

# > ><= ", %??@A #$%%-./012

&'( > %? */8 #$%% )*+,-*. */*0.1'1 234 (7/71 '/ 15@6/7+-34< "

# ! ><B "A><= 9,5665689:;<=#

&'(! A5@ 6/7+-34< " */8 A5@ 6/7+-34< 9'/ +,7 )43+7'/ 6)43+7'/

'/+74*;+'3/ /7+-34<

# B ><= ", %??CA #$%%-./012

&'( B %? */8 #$%% )*+,-*. */*0.1'1 234 (7/71 '/ 15@6/7+-34< "
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员。!"# 能刺激 "$%& 高表达，同时 '$%& 在 !"(

耐药中也发挥重要作用)*+,。人表皮生长因子受体 &

（-.%/）和 $ 蛋白偶联型雌激素受体（$0.%）被证

明也与 !1( 耐药相关)*2345,。另外，!1( 耐药的机制

也与一些信号通路有关，如 -.%/ 酪氨酸激酶信号

通路、0678 信号通路)5,。

在 .% 阳性乳腺癌患者中，虽然 !1# 治疗已成

为一线治疗方案，但其发生耐药的现象也越来越普

遍。目前对于 !1# 耐药乳腺癌的发生和发展机制

仍不清楚，因此 !1# 耐药乳腺癌的治疗不仅是目

前临床治疗的难点，也是基础与临床研究的热点。

发掘 !1# 耐药乳腺癌的新型治疗靶点显得尤为重

要。本研究利用生物信息学技术，共挖掘出 97: 个

显著差异基因，其中上调表达基因 7;< 个，下调表

达基因 =7: 个。对这些差异基因进行 $> 功能及

8.$$ 通路富集分析示这些差异基因主要参与蛋白

质结合及免疫应答等功能，同时也参与 (108 信号

通路和 -6?@* 信号通路等。利用生物信息学工具对

006 网络分析结果显示蛋白间的相互作用主要集中

在 (108*、AB%=、B(1%C12、%1DE0/ 和 0%8C1

等节点基因。

(108= 突变与多种癌症相关，如乳腺癌、前列

腺癌和卵巢癌)=F@=:,。已有研究证明 (108= 超活化与

!1( 耐药有关)=G,，如活化的 (108= 通过促进 A%!

（雌激素受体 !）磷酸化使 A%! 的配体非依赖性转

录增加，且过度活化的 (108 通过 DH@"E 依赖性

途径下调 A%! 的表达，从而引起 !1( 耐药)/<,。本研

究结果显示 (108= 位于 006 网络中的关键节点，

临床中应用 (108= 抑制剂联合 !1( 治疗 A% 阳性

乳腺癌可能会提高患者的治疗效果。

B(1%C19 又称为 E%$=，是编码 BI6 J BDH 染

色质重塑复合物的核心蛋白。其控制许多细胞过

程，如 KD1 修复、参与细胞周期等)/=,。E%$= 的表达

与三阴性乳腺癌的增殖及预后相关，E%$= 高表达

者预后较差)//,。此外，有研究表明 E%$= 通过 LD8=

通路诱导在雌激素应答启动子中聚集，参与雌激素

拮抗剂介导的乳腺癌细胞生长停滞的过程)/7,。然而，

关于 E%$= 与 !1( 耐药的关系却鲜有报道。本研

究结果表明 B(1%C19 基因在 !1( 耐药乳腺癌中

表达升高且在 006 网络中属于中心蛋白，显示

B(1%C19 基因可能与 !1( 耐药相关。因此对

B(1%C19 基因的进一步研究可能为治疗 !1( 耐

药的 A% 阳性乳腺癌找到新的潜在靶点。

AB%= 是编码雌激素受体 !（A%!）的基因，属于

核受体家族的配体依赖性转录因子，在内分泌治疗

中发挥关键作用)/9,。研究表明 A% 表达下调或功能

的丧失可能对 !1( 产生耐药)/M,。A% 突变引起的配

体非依赖性转录介导癌细胞的增殖并引起 !1( 耐

药)/M,。本研究显示 AB%= 在 !1( 耐药样本中表达下

降，和 86( 等)/F,的报道相似，AB%= 基因表达下降使

!1( 药物缺乏结合靶点，导致部分 A% 阳性乳腺癌

患者治疗效果较差，成为临床上的一大治疗难点。

进一步对 AB%= 基因表达下调机制的研究，将有助

于改善 !1( 耐药乳腺癌的治疗。0%8C1（蛋白激酶

C!）在不同的细胞过程中发挥重要作用，如细胞增

殖、凋亡及分化等)/N,。8OP 等)Q:,的研究表明 08CR!

介导乳腺癌细胞的侵袭和迁移。另有研究显示在

!1(乳腺癌中 08C3!磷酸化水平显著增加，08C3!

通过抑制 S3LTU 磷酸化来抑制 .%3! 的表达)/F,。这

些数据暗示 08C3! 是 !1( 耐药乳腺癌的潜在生

物标志物。本研究结果显示 0%8C1 是关键节点基

因，以 0%8C1 为靶点治疗 !1( 耐药乳腺癌将有广

阔的临床研究前景。

%VU 结合蛋白 Q（%1DE0Q）是核浆@胞质运输的

调节因子)QG,，编码具有 75:@WKV 的在有丝分裂等功

能中起作用的核孔蛋白)7<,。该基因与一些致瘤通路

有关，例如间接参与 057和 0678 X 1WY信号通路)7=37/,。

0678Z1WY 信号通路的激活与 !1( 继发性耐药相

关。%1DE0/ 可能通过干扰 0678Z1WY 信号通路引起

乳腺癌细胞对 !1( 产生耐药。目前关于 %1DE0/

与 !1( 耐药机制的相关研究鲜有报道。本研究显

示 %1DE0/ 在 !1( 耐药乳腺癌中过度表达，

%1DE0/ 的过表达可能直接或间接参与 !1( 耐药。

进一步加深 %1DE0/在 !1(耐药机制中的研究，为

!1(耐药的 .%阳性乳腺癌寻找更多的治疗选择。

通过生物信息学分析差异基因的 $> 功能及富

集通路主要参与蛋白质结合、[\]（̂1）%D1 结合、转

录因子结合、蛋白质转运、转录负调节、KD1 模板

化、细胞粘附的钙粘蛋白结合、转录的正调控、%_`R_

样受体信号传导通路、a6?R* 信号通路、(108 信号

通路等分子生物功能及信号通路。缺氧诱导因子

（a6?R*）是肿瘤增殖及迁移等过程中的关键转录因

子，a6?R* 信号通路已被证实与多种癌症相关，如肝

癌、结直肠癌等。a6?R* 与 (108Z.%8 通路相互作

用，促进肿瘤的生长及增殖。但尚未有关于 a6?R*

信号通路与 !1( 耐药相关的研究和报道，进一步

进行相关实验研究 a6?R* 信号通路的作用将有助

于揭示 .% 阳性乳腺癌 !1( 耐药机制。

利用生物信息学方法有效发掘差异表达基因

的相互作用信息，通过对差异基因的功能及参与的

王世霞，等b基于芯片数据的雌激素受体阳性乳腺癌他莫昔芬耐药相关基因分析!

=

"
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信号通路进一步研究，为 !"# 耐药的 $% 阳性乳腺

癌的早期诊断及治疗靶点选择提供了新的线索，也

为后期继续研究来验证这些潜在的治疗方法提供

了方向。
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