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乳腺癌骨转移相关的基因研究

贺功建1，杜正贵2
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【摘要】   目的    通过加权基因共表达网络分析（weighted gene coexpression network analysis，WGCNA）方法

找到与乳腺癌骨转移相关的关键基因，为寻找新的靶向治疗药物提供理论支持。方法    从基因表达综合数据库

下载 GSE2034 数据集中共 286 例乳腺癌患者的基本临床特征及肿瘤标本基因表达的信息。通过 R 软件实现基因

芯片的分析。采用 R 软件中植入的 WGCNA 包用于加权相关网络分析中的各种统计分析。采用 SPSS 软件进行

单因素 Cox 比例风险回归分析。结果    通过 WGCNA 方法选取了方差变异度最大的前 5 000 个基因做进一步的

基因富集分析，最终共构建了 15 个基因共表达模块，其中 magenta 模块与乳腺癌骨转移呈正相关关系（r=0.94，
P<0.001）。进一步分析发现，magenta 模块中与乳腺癌骨转移高度相关的 6 个关键基因为：Ral GTPase 激活蛋白

亚单位 α-1（RALGAPA1）、B 细胞抗原受体复合物相关蛋白 α 链（CD79A）、人免疫球蛋白 kappa 链（IGKC）、抑制

蛋白  β2（ARRB2）、FDCP 6 同源异构体（DEF6）和人免疫球蛋白  lambda 链（IGLV2）。结论     RALGAPA1、
CD79A、IGKC、ARRB2、DEF6 和 IGLV2 可能在乳腺癌骨转移中起到重要作用。
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【Abstract】 Objective    To find the hub genes related to bone metastasis of breast cancer by weighted gene
co-expression network analysis (WGCNA) method, and provide theoretical support for the development of new targeted
therapeutic drugs. Methods    The basic clinical features of 286 breast cancer patients and the gene expression information
of tumor specimens were downloaded from the GSE2034 dataset from the Gene Expression Omnibus. R software was used
to analyze the gene microarray. The WGCNA package embedded in the R software was used for various analysis in
weighted correlation network analysis. Cox proportional hazard regression was performed by using SPSS software.
Results    The top one quarter genes with the greatest variance variability were selected by WGCNA, and a total of 5 000
genes were used for further enrichment analysis. Finally, 15 gene co-expression modules were constructed, and the
magenta module (r=0.94, P<0.001) was significantly positively correlated with bone metastasis of breast cancer. It was
further found that six hub genes highly associated with bone metastasis in the magenta module were: Ral GTPase-
activating protein subunitalpha-1 (RALGAPA1), B-cell antigen receptor complex-associated protein alpha chain
(CD79A), immunoglobulin kappa chain C region (IGKC), arrestin beta 2 (ARRB2), differentially expressed in FDCP 6
homolog (DEF6), and immunoglobulin lambda variable 2 (IGLV2). Conclusion    We found that RALGAPA1, CD79A,
IGKC, ARRB2. DEF6, and IGLV2 may play an important role in bone metastasis of breast cancer.
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骨是乳腺癌最常见的靶向转移器官，最常见的

骨转移部位是椎骨、骨盆、长骨和头骨的近端，出

现骨转移的乳腺癌患者往往预后不良[1-2]。当前的

姑息性治疗手段并不能提高乳腺癌骨转移患者的

总生存率。因此，有必要深入探究乳腺癌骨转移的

机制，从而寻找新的靶向治疗药物。乳腺癌骨转移

的机制极其复杂，涉及到肿瘤细胞、成骨细胞、破
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骨细胞和矿化骨基质之间的协同相互作用[3-5]。骨

质降解、骨形成和肿瘤生长之间的相互作用受到基

因表达及信号转导通路的调控[6-7]。随着越来越多

的乳腺癌骨转移相关基因被发现，乳腺癌骨转移的

相关机制也正逐渐被揭开。本研究拟从美国国立

生物技术信息中心（Nat iona l  Center  for  B io -
technology Information，NCBI）的基因表达综合数

据库（gene expression omnibus，GEO）下载乳腺癌

骨转移数据，并采用加权基因共表达网络分析

（weighted gene coexpression network analysis，
W G C N A）方法找到乳腺癌骨转移相关的关键

（hub）基因。

1    资料与方法

1.1    乳腺癌患者肿瘤组织的基因表达数据整理

从 GEO 数据库下载 GSE2034 数据集中共 286
例乳腺癌患者的基本临床特征及肿瘤标本的基因

表达信息。基因测序平台是 GPL96，基因芯片的探

针注释信息来自于 Affymetrix 公司下载的原始文件

［（HG-U133A）Affymetrix Human Genome U133A
Array］。通过 R 软件实现基因芯片的分析。通过

affy 包将原始的 CEL 数据导入 R 软件中，并使用

Robust Multi-Array（RMA）对各乳腺癌样本的基因

表达值进行归一化处理；然后将归一化的表达谱

用于进一步的分析。通过基因芯片的注释信息将

探针与对应的基因进行匹配。排除一个探针同时

对应一个以上基因的情况，对于一个基因同时对应

多个探针的情况应该计算所有探针表达值的平均

值。本研究选择在各数据集样本中表达超过 50%
的探针用于后续研究；以最近邻算法（k-nearest
neighbor，KNN）补充缺失值；以 limma 包进行差

异表达值计算，并用贝叶斯方法进行多重检验校正。

1.2    建立基因共表达模块

首先用 R 语言中的 flashClust 工具对所有乳腺

癌样本进行聚类分析，同时检测离群值并剔除。通

过 WGCNA 算法，在构建基因模块的过程中筛选

出适当的软阈值。采用梯度法检测不同软阈值（从

1 到 20）时不同基因模块的独立性和平均连接度。

取模块独立性为 0.8 时的软阈值为最适软阈值。确

定软阈值后，使用 WGCNA 算法构建基因共表达

模块并提取出每个模块中相应基因的信息。

1.3    基因共表达模块与临床特征的关系分析

根据每个基因模块中的特征基因将连接度较

高的基因聚集在同一个模块中，进而挖掘与临床特

征相关的重要基因模块，并可容易识别出与该表型

高度相关的表达模块。在每个表达谱中，基因显著

性（GS）即为基因表达谱与每种特征之间相关性的

绝对值。模块成员（module membership，MM）是

基因在模块内的模块隶属度。特征基因连接度

（KME）值为使用主成分分析计算的特征基因的

值，其将每个模块的表达模式概括为单个基因特征

表达谱。

1.4    确定与骨转移相关的关键基因

将关键基因模块中每个基因的 KME 和 GS 值
分别进行排序，后将两者的排序结果通过韦恩图取

交集，将取交集后得到的基因进行单因素 Cox 比例

风险回归分析，以探索其与乳腺癌骨转移的相关

性，继而找到乳腺癌骨转移相关的关键基因。

1.5    统计学方法

采用 R 软件（3.5.1）中植入的 WGCNA 包用于

加权相关网络分析中的各种分析（http://www.
r-project.org/）。使用 SPSS 25.0（SPSS for Windows）
进行单因素  Cox 比例风险回归分析。检验水准

α=0.05。

2    结果

2.1    乳腺癌患者的基本临床信息

本研究纳入 GSE2034 数据集中共 286 例乳腺

癌患者的肿瘤样本。这些患者中共有 107 例发生了

乳腺癌的远处转移，其中出现骨转移的患者  69
例。在发生远处转移的患者中，有  39 例在术后

2 年内发生远处转移，63 例在术后 2 年后才发生远

处转移，另 5 例患者发生远处转移的时间不详。患

者发生远处转移的中位时间为 77.52 个月（2～171
个月）。

2.2    共表达基因模块的构建

通过 WGCNA 方法选取了 286 例乳腺癌患者

的肿瘤样本中方差变异度最大的前 5 000 个基因做

进一步的基因富集分析，并根据基因表达值构建基

因共表达模块（图 1a 和 1b）。
筛查合适的软阈值是进一步分析的基础，如

图 1c–1f 所示，当软阈值等于 5 时，无尺度符合指

数为 0.8，并且各基因模块的平均连接度更高，因此，

5 为最适软阈值。最终，通过 WGCNA 方法，本研

究共建立了 15 个基因共表达模块，其中每个基因

模块都用不同的颜色表示（图  1 g – 1 i），黑色

（b l a c k）、蓝色（b l u e）、棕色（b r o w n）、青色

（cyan）、绿色（green）、黄绿色（greenyellow）、灰色

（grey）、洋红色（magenta）、粉红色（pink）、紫色

（purple）、红色（red）、深粉色（salmon）、棕褐色
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（tan）、天青色（turquoise）和黄色（yellow）模块中

分别包含了 242、826、678、38、484、102、98、185、
203、167、250、47、50、843 和 587 个基因（图 1g）。
2.3    确定乳腺癌骨转移相关基因模块及关键基因

从模块 -临床特征关系表中可以看出（基于

Pearson 相关性检验），在所有模块中，magenta 模
块是与乳腺癌骨转移事件呈显著正相关且相关系

数最大的模块（图 2a）。各相关基因模块与乳腺癌

骨转移关系的散点图（图 2b–2e）也显示，magenta
模块与乳腺癌骨转移呈显著正相关（ r= 0 . 9 4，

P<0.001）。。

为了探索 magenta 模块中的关键基因，本研究

通过 KME 值对 magenta 模块中的基因进行了排

序，并取前 30 个 KME 值最大的基因；然后根据

GS 值对 magenta 模块中的基因进行排序后，同样

取排在前 30 个的基因；之后通过韦恩图将两次排

序结果取交集后，共得到  6 个基因：分别是  Ral
GTPase 激活蛋白亚单位 α-1（RALGAPA1）、B 细胞

抗原受体复合物相关蛋白 α 链（CD79A）、人免疫

球蛋白 kappa 链（IGKC）、抑制蛋白 β2（ARRB2）、

F D C P  6  同源异构体（D E F 6）和人免疫球蛋白

lambda 链（IGLV2）。通过单因素 Cox 比例风险回

归分析，本研究验证了以上 6 个基因均影响乳腺癌

骨转移患者的生存（表 1）。

3    讨论

近年来，GEO 等数据库中基因微阵列数据集

的数量不断增加为乳腺癌相关研究提供了极好的

机会。不同于传统的差异基因表达分析，WGCNA
通过整合多个数据集，并使用无监督的层次聚类方

法识别基因模块，既避免了潜在的主观决策或选择

偏差，又揭示了目标表型的复杂生物学机制[8-10]。

本研究通过 WGCNA 方法共构建了 15 个基因

共表达模块，并且找到了与乳腺癌骨转移呈显著正

相关的 magenta 基因模块。通过进一步分析，本研

究找到了 magenta 基因模块中与骨转移呈显著正相

关的 6 个关键基因，分别是 RALGAPA1、CD79A、

IGKC、ARRB2、DEF6 和 IGLV2。
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图 1     示乳腺癌患者肿瘤样本的聚类分析热图、软阈值的确定、动态剪切树、交联图及基因表达网络的 3D 图

a：286 例乳腺癌患者的肿瘤样本行聚类分析后，发现有离群值；b：剔除离群值后，剩余样本聚类良好；c：不同软阈值下的无尺度网

络符合指数；d：不同软阈值下的平均连接度；e：软阈值为 5 时的连接度分布直方图；f：软阈值为 5 时的无尺度网络拓扑检测结果，

log10（k）为连接度的常用对数值，log10 ［p（k）］为概率的常用对数值；g：通过 WGCNA 方法构建基因共表达模块，图中的每个分支都代

表一个基因，下面的每种颜色代表一个基因共表达模块；h：共表达基因相互作用关系的交联图；i：整个基因表达网络的 3D 图，每个

基因用一个点来表示，其中点的颜色对应于该基因所属的基因模块
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RALGAPA1 基因编码了 RAL-GTP 酶激活蛋白

的主要亚基管样蛋白基因 1（GARNL1）。RAL 由两

种紧密相关的 G 蛋白 RALA 和 RALB 构成，其与

RAS 基因具有高度相似的序列，是小 GTP 酶-RAS
超家族的一个分支。RAL 在细胞中以与 GDP 结合

的未激活状态和与 GTP 结合的激活状态之间循环[11]。

RAL-GTP 酶的固有 GTP 酶活性非常弱，因此它们

主要依赖鸟嘌呤核苷酸交换因子（RALGEF）和

GTP 酶活化蛋白（RALGAP）来催化 GDP-GTP 交
换。有研究[12]表明，GARNL1 通过与 14-3-3 蛋白相

互作用来调节胰岛素刺激的 RALA 激活。RALGEF-
RALA 信号通路在 RAS 介导的肿瘤进展中起重要

作用。Wu 等[13]的研究表明，RALA 减少会抑制前

列腺癌细胞发生骨转移。

早期研究发现，到达骨微环境中的肿瘤细胞会

分泌甲状旁腺激素相关肽或白细胞介素等因子，导

致成骨细胞分化减少、破骨细胞生成增加和骨基质

沉积减少[14]。Luger 等[15]发现，B 细胞受体亚单位—
CD79A 被肿瘤细胞分泌的细胞因子激活后，致使 T
细胞的增殖受到抑制、促肿瘤发生细胞因子的分泌

增加，如白细胞介素 6（IL-6）。IL-6 过表达可促进

破骨细胞的生成和骨质溶解，研究[16]显示，IL-6 的
过表达与肿瘤骨转移高度相关。

IGKC 和 IGLV2 基因分别编码了免疫球蛋白

kappa 和 lambda 轻链蛋白。Groot Kormelink 等[17]

的研究表明，免疫球蛋白 kappa 和 lambda 轻链蛋

白的表达与乳腺癌肿瘤大小、肿瘤分级、临床分期

和血管侵袭呈显著正相关。lambda 轻链蛋白的表

达与乳腺癌特异性生存更差以及无远处转移时间

更短高度相关。免疫球蛋白轻链可以以抗原特异

性方式激活肥大细胞。在包括乳腺癌、恶性黑色素

瘤等多种肿瘤的周围都发现了肥大细胞的浸润，肥

大细胞可以募集包括巨噬细胞在内的多种其他炎

性细胞，进而参与肿瘤的侵袭和转移[18-19]。

除了乳腺癌细胞自身分泌的一些促进肿瘤生

长的细胞因子以外，骨微环境的其他组成部分在乳

表 1    magenta 基因模块中的关键基因表达与乳腺癌骨转移的

单因素 Cox 比例风险回归分析

基因 β 值 标准误 OR（95% CI） P 值

RALGAPA1 1.680 0.398 5.363（2.461，11.690） 0.000 024

IGKC –0.700 0.168 0.497（0.357，0.691） 0.000 032

IGLV2 –0.580 0.148 0.560（0.419，0.749） 0.000 093

CD79A –1.364 0.324 0.256（0.135，0.483） 0.000 026

ARRB2 –1.397 0.344 0.247（0.126，0.485） 0.000 048

DEF6 –1.711 0.423 0.181（0.079，0.414） 0.000 053
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图 2     示乳腺癌骨转移相关的基因模块的确定

a：模块特征基因（MEs）与乳腺癌临床特征之间的 Pearson 相关性检验，表格中每个单元格显示 MEs（行）和临床特征（列）之间的相关

性 r 值和 P 值，基于这种相关性，表格根据颜色图例进行颜色编码（格子中括号内为 P 值）；b–e：乳腺癌骨转移各相关模块，包括

megenta（b）、turquoise（c）、grey（d）和 greenyellow（e）模块的 GS 与 MM 关系的散点图，结果 magenta 模块中 GS 和 MM 之间的相关性最强
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腺癌细胞的定植中也发挥了关键的作用。如活化

的成骨细胞可以上调  TNF 相关激活诱导细胞因

子—核因子  κB 受体活化因子配体（receptor
activator of nuclear κB ligand，RANKL）的表达，而

RANKL 与其受体核因子 κB 受体活化因子（RANK）

的结合是破骨细胞活化所必须的[20]。Binder 等[21]在

DEF6 基因缺失的炎性骨溶解小鼠模型中发现，

DEF6 缺乏导致肿瘤坏死因子 α（TNF-α）诱导的破

骨细胞生成及骨吸收显著增加。DEF6 通过调节由

内源性 RANKL 或 TNF-α 诱导的干扰素-β（IFN-β）
介导的自分泌反馈路径，来抑制关键的破骨细胞生

成因子—依赖性钙调神经磷酸酶 1（NFATc1）、B
淋巴细胞诱导成熟蛋白 1（Blimp1）和 c-Fos 的表达。

目前的一些研究 [ 2 2 - 2 4 ]显示，A R R B 2（又名

β-arrestin-2）在肿瘤中的表达与肿瘤的侵袭转移能

力有关。如 Sun 等[25]发现，ARRB2 表达下调与肝癌

远处转移呈显著正相关（P=0.024），同时体外研究

的结果显示，ARRB2 的过表达可以降低肝癌细胞

的侵袭和迁移能力。此外，过表达的 ARRB2 会导

致 E-钙黏蛋白的表达上调、波形蛋白表达下调和磷

脂酰肌醇依赖的激酶 [蛋白激酶 B（Akt）] 活化受

抑。近年一项研究[26]也发现，ARRB2 基因表达下调

导致趋化因子受体 2（CXCR2）基因表达上调，进而

促进非小细胞肺癌患者出现淋巴结转移。

目前乳腺癌骨转移的作用机制仍有待进一步

探索，特别是骨转移瘤微环境中免疫抑制的相关机

制，未来将会有更多免疫治疗反应的潜在作用靶点

被发现。本研究通过 WGCNA 方法分析得到与乳

腺癌骨转移密切相关的 magenta 基因模块，并确定

该基因模块中的  6 个关键基因分别是：CD79A、

RALGAPA1、IGKC、ARRB2、DEF6 和 IGLV2。以上

6 个关键基因在乳腺癌骨转移中的具体机制仍有待

进一步的研究阐释。
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