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具有预后价值的乳腺癌发病关键基因鉴别研究
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  摘 要:目的:筛选与乳腺癌发病相关的关键基因,为研究乳腺癌的诊疗提供新的潜在分子靶标.方法:使用

GEO2R在线工具比较乳腺癌与正常乳腺组织基因表达情况,进行差异显著性分析,利用基因功能注释工具DA-
VID对差异基因进行GO和KEGG富集分析.通过STRING数据库构建差异基因的蛋白互作网络,基于最大团中

心性(maximalcliquecentrality,MCC)算法鉴别关键基因,利用KaplanMeier生存分析验证关键基因对患者生存时

间的影响.结果:乳腺癌基因表达差异分析共产生491个差异基因,其中有254个上调,237个下调.GO富集分析表

明差异基因显著富集于肿瘤相关的生物学过程、细胞组分和分子功能,KEGG通路富集分析主要集中于PI3K-Akt
信号通路、黏附斑和癌症通路.基于 MCC算法共选取10个关键基因,其中的4个基因(ISG15,IFIT1,GBP1和

IFI27)过表达与患者生存时间显著降低密切相关(P<0.05).结论:共鉴别了4个与乳腺癌发病密切相关的关键基

因,相关研究结果可为研究乳腺癌的诊疗提供新的潜在分子靶标.
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尽管现代医学在癌症研究方面已取得了巨大进步,但乳腺癌仍然是全球范围内女性健康的一大主要威

胁[1].研究表明,在年龄低于45岁的女性中,乳腺癌是癌症相关死亡的主要病因[2].乳腺癌的常规治疗手段

主要包括:手术切除、放疗、化疗、激素疗法和分子靶向疗法[3].对于早期发现的乳腺癌,外科切除结合放化疗

等各种综合治疗手段可显著提高患者的生存率[4].但由于该病早期症状不明显,容易被忽视,导致相当一部

分患者被发现时已经处于晚期,癌细胞已经向其他器官转移,手术、化疗及激素等疗法预后较差,分子靶向疗

法因具有靶向性和非细胞毒性,已成为乳腺癌治疗领域的研究热点.
虽然分子靶向疗法具有细胞毒性小、副作用少和复发率低等优势,但乳腺癌发病机制复杂,不同分子亚

型疾病的治疗其靶点也不一样,确定合适的靶点是该病靶向治疗的一个重要前提[5].为探索该病治疗的合适

靶点,研究人员开展了大量研究工作.离体实验表明靶向细胞毒性的小干扰RNA(SmallinterferingRNA,

siRNA)与人表皮生长因子受体3(humanepidermalgrowthfactorreceptor3,HER3)可发生高度特异性结

合,有效抑制HER3阳性乳腺癌细胞的增殖[6].文献[7]的研究显示蛋白激酶R(ProteinkinaseR,PKR)和磷

脂酰肌醇4激酶2alpha(Phosphatidylinositol4-kinase2-alpha,PI4K2A)基因表达对乳腺癌患者的预后有

重要的提示作用,靶向PI4K2A/PKR的溶酶体复合物可能是一种治疗该种癌症的有效方法.文献[8]发现

脂肪酸转运蛋白1(Fattyacidtransportprotein1,FATP1)对乳腺癌细胞与非癌细胞之间脂肪酸的转运起关

键作用,抑制FATP1的活性可抑制肿瘤细胞获取脂肪酸的能力并导致其细胞活力降低,FATP1因而可能

是治疗乳腺癌的一个靶标.尽管已经发现多种乳腺癌治疗的潜在分子靶标,但鉴于该病的发病机制复杂,疾
病亚型多,有关治疗该病的高效的分子靶标并不多见.寻找癌症潜在分子靶标的方法比较多,既有传统的实

验方法,又有基于机器学习的特征选择方法[9-14].作为一种生命科学与信息科学交叉的研究方法,生物信息
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学方法在生命科学研究方面应用广泛并具有多方面的优势[15-16],但其在探索乳腺癌关键基因方面的应用研

究相对较少,本文利用生物信息学方法寻找乳腺发病的关键基因,为该病的分子靶向治疗提供理论依据.

1 材料与方法

1.1 数据选取

通过检索GEO数据库(GeneExpressionOmnibus),选取乳腺癌基因表达谱数据:GSE71053,该基因表

达谱数据集共包含54675个探针所检测的基因表达数据,所检测的基因共计22185个.该基因表达谱来源

于丹麦欧登斯大学医院人体手术活检组织基因表达的检测结果,共包含6个乳腺肿瘤组织样本和12个正常

乳腺组织样本.
1.2 基于GEO2R获取差异基因

基因芯片的设计目的是检测不同实验室条件下基因表达水平的差异,其基本原理是通过设定一定的阈

值标准,比较实验组和对照组间基因表达信号的比值作为两种状态下的基因表达差异,结合统计显著性水

平(P 值)获得差异表达的基因.美国国立卫生研究院创建的NCBI网站已经将数据预处理及差异分析的相

关算法封装并整合到一个交互的在线图形用户界面差异基因分析工具GEO2R(https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/geo/geo2r/)中去,该工具基于R语言的Biobase,GEOquery,limma工具包运作,可比较GEO数

据库中不同实验条件下的两组样本基因表达情况,即使不懂相关原理,使用者也能准确对不同实验条件下数

万个基因的表达水平进行差异显著性的分析.
本文利用GEO2R分别对上述基因表达数据集GSE71053中12个肿瘤样本和6个正常样本数据进行

分析,所有数据分析参数采用默认设置,调整后的P值adj.P<0.05且差异基因调倍数的对数值|log2FC|>
1为差异表达基因(differentiallyexpressedgenes,DEGs)的筛选条件.利用R语言画出显著差异表达基因的

火山图(Volcanoplots).
1.3 GO与KEGG富集分析

基因本体(GeneOntology,GO)数据库收集了对各个物种进行基因功能限定与描述的标准词汇,它是一

个权威的基因功能分类描述系统,GO富集分析常用于研究DEGs的生物学功能,主要包括生物过程(bio-
logicalprocess)、细胞组成(cellularcomponent)和分子功能(MolecularFunction)3个方面的内容.

GO富集分析的统计学基础是超几何分布,具体来说就是对于具体某个GOterm,根据Fisher精确检验

(Fisherexacttest),计算一个P 值:
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其中,P 表示差异基因富集到某个GOterm上的可信程度,当P<0.05或者P<0.01时,表示差异基因显著

富集到该GOterm上.N 表示每次研究中所有基因总数,n 代表N 中差异基因的数量,k 指n 中属于某个

GOterm的基因数.M 指N 中属于特定GOterm的基因数.
京都基因与基因组百科全书(KyotoEncyclopediaofGenesandGenomes,KEGG)是一个综合数据库,

包含16个子数据库,其中就包含KEGG通路数据库,研究人员可利用该数据库分析DEGs显著富集的分子

通路,KEGG富集分析的原理与GO富集分析的原理相似.DAVID(TheDatabaseforAnnotation,Visualiza-
tionandIntegratedDiscovery)是一个强大在线GO和KEGG富集分析工具,本文利用DAVID对DEGs进

行GO和KEGG通路富集分析,P<0.05且基因count(基因数)大于10作为显著富集分析的纳入标准.
1.4 构建PPI网络与关键基因的鉴别分析

DNA编码区转录可形成 mRNA,mRNA通过翻译形成蛋白,蛋白质-蛋白质之间相互作用(Protein-
proteininteraction,PPI)是实现其生理功能的重要途径,与多方面的生命活动密切相关,因此,研究PPI网络

对了解DEGs的功能有重要启示作用.STRING(ThesearchToolfortheRetrievalofInteractingGenes)数
据库是构建PPI网络一个重要途径,本研究将所有DEGs输入到STRING,采用默认参数构建PPI网络,
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PPI网络信息进一步导入到Cytoscape软件,利用Cytoscape内置的Cytohubba插件对网络进行拓扑分析,
基于最大团中心性(maximalcliquecentrality,MCC)算法鉴别与乳腺癌发病相关的关键基因.
1.5 生存分析

生存分析是一种研究影响因素与生存时间和生存结局之间关系的统计分析方法.通常采用一个二维坐

标图来可视化生存时间的概率分布情况,坐标轴的横轴代表时间长度,而纵轴代表某事件发生概率,描述生

存时间分布的工具有两个,分别是生存函数与风险函数.若用一个随机变量t(t⩾0)表示生存时间,则生存函

数可定义为:

S(t)=Pr(T >t),

t代表时间,S(t)代表生存函数,Pr 代表生存概率,随机变量T 表示研究对象的实际生存时间.风险函数

R(t)则可定义为:

R(t)=1-S(t),

R(t)表示研究对象在T>t时,感兴趣的终点事件发生的概率.
作为一种将事件结果与出现该结果所经历时间相结合进行统计分析的方法,生存分析可用于探索某个

基因对患者的生存时间是否有显著影响.本课题涉及的乳腺癌关键基因生存分析主要通过 KaplanMeier
plotter(http://kmplot.com/)在线工具完成,该工具可在分析某个基因表达量高低对患者生存时间是否有

显著影响的同时,并对分析结果画图.

2 结 果

2.1 乳腺癌差异表达基因

利用GEO2R在线差异分析工具,通过对

基因表达谱GSE71053中肿瘤样本与正常样

本基因表达情况进行差异表达分析,共得到

491个DEGs,其中有254个上调DEGs,237
个下调DEGs,DEGs分布情况用火山图可视

化(图1),横坐标代表显著性P 值,纵坐标代

表基因表达变化倍数,图1中的每个点代表

一个基因,绿色的点代表表达下调的基因,红
色的点代表表达上调的基因,黑色的点表示

表达无显著变化的基因.
2.2 GO与KEGG富集分析

利 用 DAVID 对 DEGs 进 行 GO 与

KEGG富集分析,P<0.05且基因count>10
作为显著富集的选取标准,并选取富集显著性排名前10的GO词汇和 KEGG通路作图.富集分析结果显

示,DEGs的GO生物学过程主要富集在细胞分裂,有丝分裂核分裂,细胞外基质组织,姊妹染色单体黏附,
凋亡过程的负调控,细胞增殖的正调控,细胞黏附,细胞增殖,有丝分裂细胞周期的G2/M转变和GTP酶活

性的正调节(图2(a)).细胞组分主要富集于中间体、蛋白细胞外基质,细胞外基质,细胞质,纺锤体,微管,浓
缩染色体动粒,胶原三聚体,胞核和中心体(图2(b)).分子功能方面主要富集于肌动蛋白结合,钙离子结合,
转录共抑制物活性,染色质结合,同源蛋白质结合,微管结合,蛋白质结合,肝素结合,蛋白激酶结合,整联蛋

白结合(图2(c)).KEGG通路富集分析主要集中于PI3K-Akt信号通路、黏附斑通路和癌症通路(图2(d)).
2.3 PPI网络的构建

本文利用STRING数据库构建蛋白质-蛋白质互作网络,互作网络中边的信息来源主要包含实验数据、
基因融合、文本挖掘数据、数据库数据和基因共表达信息等.网络中的每个点代表一种蛋白,点之间存在连线

代表两个蛋白之间有互作关系,采用默认参数构建蛋白质-蛋白质互作网络(图3).利用乳腺癌DEGs所构建
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PPI网络总节点数为344,边数为3303,平均节点度为12.8,局部聚类系数为0.454,PPI富集P 值<1.0e-16.

2.4 关键基因的鉴别分析

将蛋白互作网络导入到Cytoscape软件,利用Cytoscape内置的Cytohubba插件分析鉴别网络中的关

键基因,该插件提供了11种算法用于网络拓扑分析,与其他算法比较,MCC算法稳定性好,结果更可靠,已
被广泛应用于关键节点的鉴别分析.在本研究中,基于 MCC算法共选取10个关键基因,按照结点度值排序,
这10个的关键基因分别是:OAS1,OAS2,MX1,ISG15,IFIT1,RSAD2,IFI27,IRF9,GBP1和IFI44(图4).

2.5 生存分析

KaplanMeier主要基于荟萃分析发现和验证生存相关生物标记物,目前利用该数据库可对21种肿瘤相

关的54000多个基因探针开展生存结局的分析.本研究利用KaplanMeier数据库对所选取的排名前10位

的关键基因进行生存分析,结果表明6个关键基因过表达不能导致乳腺癌患者的生存时间显著缩短(P>
0.05),与之相对应的是,另外4个基因过表达与患者生存时间显著降低密切相关(P<0.05),这4个基因分
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别是:ISG15,IFIT1,GBP1和IFI27(图5).

3 讨 论

癌症是人类健康的一大威胁,临床常见癌症包括肺癌、乳腺癌、肝癌和食管癌等等[17-20],乳腺癌是全球

范围内女性癌症相关死亡的重要病因之一[20].近年来,在许多国家该病发病率和死亡率都呈上升的趋势,给
患者、家庭及社会带来了沉重的负担.一项研究显示仅2012年全球就约有170万妇女罹患这种疾病[21],尽管

在某些类型的乳腺癌的治疗研究方面取得了重大进展,但作为一种异质性疾病,乳腺癌有几种不同的亚型,
对于每种亚型的疾病,其临床和组织学特征各不相同,有关该病多方面的研究工作仍待开展.

在本文中,基于GEO2R在线工具对乳腺癌基因表达谱数据进行生物信息学分析,比较乳腺癌和正常乳

腺组织的基因表达情况,进行差异显著性分析,共获得491个DEGs,其中有254个上调DEGs,237个下调

DEGs.GO富集分析表明这些DEGs差异显著富集于肿瘤相关的生物学过程、细胞组分和分子功能,表明这

些差异基因所发挥的作用与这些DGEs的主要功能是密切相关的.KEGG显著富集于PI3K-Akt信号通路、
黏附斑和癌症通路.ZHOU等人的研究表明,SPC24基因的表达产物通过PI3K/AKT激酶途径引起乳腺

癌的发病[22],上述实验研究结果与本文研究结果乳腺癌最显著富集的PI3K-Akt信号通路相一致,本文研究

结论得到了ZHOU等人[22]实验证据方面的支持.
STRING数据库是目前广泛接受的构建蛋白互作网络数据库,本文通过该数据库构建了蛋白互作网

络,并将蛋白互作网络导入到Cytoscape软件,基于 MCC算法获得排名前10位的关键基因,生存分析表明

ISG15,IFIT1,GBP1和IFI27过表达与乳腺癌患者的生存时间显著下降密切相关.文献[23]研究发现游离

的ISG15可能通过差异调节雌激素受体-α阳性表达和阴性表达乳腺癌细胞的致瘤特性,在乳腺肿瘤发病过
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程中发挥重要作用.文献[20]的研究表明雌二醇和他莫昔芬治疗对乳腺癌的治疗效应可能是通过ISG15基

因实现的,上述研究结果为ISG15作为乳腺癌治疗潜在靶点提供了更多的依据.胃癌相关研究表明,IFIT1
在胃癌中存在过表达现象[24],但该基因在乳腺癌中过表达是否对患者生存时间有显著影响,未见相关报道.
文献[25]的研究表明乳腺癌病人STAT1mRNA过表达与预后不良有关,这与本文的研究结果一致.鸟苷酸

结合蛋白1(GBP1)是一种T淋巴细胞诱导表达的蛋白,可使乳腺癌细胞通过血脑屏障(BBB),T淋巴细胞

与乳腺癌细胞共同培养实验研究表明GBP1基因表达上调,可增强乳腺癌细胞通过BBB而发生脑转移的能

力[26],提示GBP1可作为一个抑制乳腺癌发生脑转移的靶点.目前,已有文献研究表明乳腺癌细胞中IFI27存在

过表达现象[27],但IFI27是否在乳腺癌发病过程中发挥重要作用,未见相关报道.
综上,本研究利用生物信息学方法鉴别乳腺癌发病相关的4个关键基因,这些基因过表达与患者生存时

间显著减少密切相关,这一发现将为肿瘤的治疗研究提供了新的潜在靶点.
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Identificationofkeygenesinbreastcancerofprognosticvalue

XuJiucheng1a,b,LiChengzhang1a,2

(1.a.StateKeyLaboratoryCultivationBaseforCellDifferentiationRegulation,CollegeofLifeScience;

b.EngineeringLabofIntelligenceBusiness&InternetofThings,HenanProvince,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China;

2.DepartmentofPhysiologyandNeurobiology,SchoolofBasicMedicine,XinxiangMedicalUniversity,Xinxiang453003,China)

  Abstract:Objective:Toidentifykeygenesandpathwaysinvolvedinthepathogenesisofbreastcancerusingbioinformat-
icsmethods.Methods:TheGEO2Ronlinetoolwasusedtoanalyzethegeneexpressionprofilesofbreastcancer.Thedifferential-
lyexpressedgenes(DEGs)wasannotatedbyGOandKEGGenrichmentanalysis.TheSTRINGdatabasewasusedtoconstructa

protein-proteininteraction(PPI)networkwiththedifferentiallyexpressedgenes.ThePPInetworkdatawasvisualizedusingCy-
toscapesoftware.ThekeygenesofthePPInetworkwereidentifiedbasedonMCCalgorithm.Theselectedkeygeneswerethen
subjecttoKaplanMeiersurvivalanalysistotesttheroleofhubgenesonsurvivaltimeofbreastcancerpatients.Results:Differ-
entiallyexpressedanalysisresultedinatotalof491DEGs,ofwhich254wereup-regulatedand237weredown-regulated.GO
enrichmentanalysisshowedthattheseDEGsweresignificantlyenrichedintumor-relatedbiologicalprocesses,cellularcompo-
nentsandmolecularfunctions,andKEGGpathwayenrichmentanalysisfocusedonPI3K-Aktsignalingpathway,adhesion

plaquesandcancerpathways.BasedontheMCCalgorithm,atotalof10keygeneswereselectedandonlyfourofthemhasbeen
showntobeassociatedwithsignificantlydecreasedsurvivaltimeofthebreastcancerpatients(P<0.05).Thefourkeygenes
wereISG15,IFIT1,GBP1andIFI27respectively.Conclusion:Thisstudyresuttsinidentificationfourkeygenescontributingto
thedevelopmentofbreastcancer.Thediscoveryofthesekeygenesprovidesnewcluesforstudyingthepathogenesisofbreast
canceraswellaspotentialmoleculartargetsfortreatmentofthedisease.
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