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［摘 要］ 目的：应用生物信息学技术筛选高乳腺密度和低乳腺密度的正常女性的差异基因并分析其富集通路，为致密型乳

腺女性乳腺癌早期诊断、靶向治疗和预后评估提供理论依据。方法：从GEO数据库获取GSE38506数据集，使用GEO2R筛选

差异表达基因。使用DAVID数据库进行GO、KEGG富集分析，并应用STRING及Cytoscape软件的 CytoHubba插件进行蛋白相

互作用网络分析，筛选出Hub基因。最后使用bcGenExMiner在线工具对这5个Hub基因进行预后分析。结果：从GSE38506基
因芯片共筛选出830个显著差异表达基因，其中上调基因442个，下调基因388个。富集分析显示，差异表达基因主要涉及信

号转导、GTP酶活性的正调控、固有免疫反应、细胞黏附、细胞质膜、细胞表面、细胞连接、ATP结合、肌动蛋白结合、转录因子结

合等。共筛选出2个核心模块和5个Hub基因，包括EGFR、JUN、CDC42、SRC、RAC1，并且它们都与乳腺癌预后相关。结论：通

过生物信息学筛选出了正常女性乳腺密度相关的 5个核心基因，可能对乳腺癌的发生发展和预后存在一定影响，是潜在的致

密型乳腺女性易患乳腺癌的分子学标志物和靶向治疗新位点。
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Exploring the key genes and pathways in healthy women with different mammographic
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［Abstract］ Objective：Bioinformatics analysis was applied to explore the differentially expressed genes（DEG）in normal women with
high breast density and low breast density and analyze their enrichment pathways，so as to provide theoretical basis for early diagnosis，
targeted therapy and prognosis assessment of breast cancer patients with dense breast. Methods：GSE38506 data set was obtained from
the GEO database and DEGs were screened using GEO2R. Enrichment analysis of GO and KEGG was performed using DAVID
database. CytoHubba plug ⁃ in of STRING and Cytoscape software was used for protein interaction network analysis and Hub gene
screening. Finally，the online tool bcGenExMiner was used to analyze the prognosis of these 5 Hub genes. Results：A total of 830
significantly DEGs were screened from GSE38506 gene chip，among which 442 genes were up⁃regulated and 388 genes were down⁃
regulated. Enrichment analysis showed that DEGs were mainly involved in signal transduction，positive regulation of GTPase activity，
innate immune response，cell adhesion，cytoplasmic membrane，cell surface，cell connection，ATP binding，actin binding，transcription
factor binding，and so on. A total of 2 core modules and 5 Hub genes were screened，including EGFR，JUN proto⁃Oncogene，CDC42，
SRC proto⁃oncogene，RAC1，and they were all associated with breast cancer prognosis. Conclusion：In this study，5 Hub genes related
to mammographic density in healthy women were screened through bioinformatics，which may have certain influence on the occurrence，
development and prognosis of breast cancer，and are potential molecular markers and new targeted therapy sites for breast cancer
patients with dense breast.
［Key words］ mammographic density；differentially expressed genes；enrichment analysis；protein⁃protein interaction network；Hub
genes
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乳腺癌是女性中最常见的一种恶性肿瘤，同时

致死率也居于女性癌症第 1位［1］。乳房钼靶密度

（mammographic density，MD）指的是在乳腺钼靶中

整个乳房中致密组织的百分比，乳房中致密区域主

要是由成纤维细胞、上皮细胞和结缔组织组成的纤

维腺乳腺组织［2］。乳腺纤维腺组织在乳腺钼靶上看

起来很致密，而脂肪则显得稀疏，所以比脂肪组织更

能阻挡X射线，因此在乳房钼靶上显示为白色［3］。

致密的乳腺组织的存在极大增加了患乳腺癌的风

险［4］。在1项评估乳房密度为乳腺癌独立危险因素

研究的荟萃分析中，与密集乳房相关的相对风险

为：密度为50％~74％的乳房为2.92，密度为75％或

更高的乳房为 4.64［5］。与低密度乳腺组织相比，致

密的乳腺组织还具有更大的DNA损伤反应（DDR）
基因表达和较短的端粒长度［6］。这些数据表明，MD
的增加与乳腺癌风险的增加之间存在很强的正相

关性。

近年来，随着高通量技术的发展，基因芯片和

基因测序的运用已成为研究肿瘤疾病必要且高效

的方法。如今是数据共享时代，各大数据库中拥有

丰富的基因检测和分析结果，但缺少精确、有效的

数据挖掘。越来越多的研究者将目光投到基于生

物信息学来分析各种癌症的分子机制［7-8］。迄今为

止很多研究表明致密型乳腺与乳腺癌患病风险增

加有关，但尚未发现一些潜在的差异表达基因，核

心基因和相关的信号通路，这可能有助于了解高

MD增加乳腺癌发生的分子机制，并为高MD乳腺癌

患者的治疗提供候选靶点。本研究从美国国立生

物技术信息中心（National Center for Biotechnology
Information，NCBI）基因表达综合数据库（NCBI ⁃
GEO）（http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/geo）下载原始的

微阵列数据集GSE38506并进行分析，以获取高MD
和低MD的正常女性之间的差异表达基因。随后，

为了确定相关的基因和信号通路，进行了基因本体

论（gene ontology，GO），京都市基因与基因组百科全

书（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，
KEGG）富集途径分析和蛋白质相互作用（protein⁃
protein interaction，PPI）网络分析。通过生物信息学

研究了正常女性不同MD的差异表达基因，为临床

治疗和药物靶标发现提供了潜在的生物标志物。

1 资料和方法

1.1 资料

NCBI的 GEO数据库是一个公共的存储高通量

基因表达数据、芯片和微阵列的数据库，从中下载

数据集GSEGSE38506进行分析，该芯片数据集基于

GPL570平台，共 13例组织样本，其中包括 6 位低

MD女性以及7 位高MD女性的正常乳腺组织样本。

1.2 方法

1.2.1 鉴定差异表达基因

GEO2R（http：//www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/）
用于鉴定高MD组和低MD组的差异表达基因（dif⁃
ferentially expressed gene，DEG）。在分析结果中，基

因表达的差异用P值和差异倍数（fold change，FC）
的对数（logFC）表示。此次研究将P < 0.05 且 |log⁃
FC|>1 的基因纳入DEG。

1.2.2 DEGs的GO及KEGG信号通路富集分析

用 DAVID数据库（The Database for Annotation，
Visualization and Integrated Discovery，v6.8）［10］对

DEG进行GO 和 KEGG功能注释和富集分析，发掘

其涉及的相关通路。GO的功能注释主要分为 3部
分，包括生物过程（biological process，BP）、分子功能

（molecular function，MF）和细胞成分（cellular compo⁃
nent，CC）。KEGG是一个包含关于基因组、生物途

径、疾病和化学物质信息的数据库集合。富集分析

的结果以P < 0.05 作为入选标准。

1.2.3 PPI网络的构建

使用 STRING数据库［11］（https：//string⁃db.org）对

DEG蛋白质间的相互作用进行分析，构建 DEG 的

PPI网络。综合得分>0.4作为相互作用存在的标

准。Cytoscape 软件（3.8.0版）是用于可视化分子相

互作用网络的开源生物信息学软件平台［12］，可对

STRING 数据库得到的 PPI 信息进一步构建。

MCODE 是Cytoscape中一种用于基于拓扑对给定网

络进行聚类以发现密集连接区域的插件［13］，可筛选

出PPI网络中最显著的模块。

1.2.4 Hub基因的筛选

使用 Cytoscape的 CytoHubba 插件，用 5种分类

方法来评估核心基因。先筛选出每种方法分值排

名前15位的基因，然后根据5种方法重叠的基因筛

选为Hub基因。

1.2.5 Hub基因的预后分析

Breast Cancer Gene⁃Expression Miner（bc⁃GenEx⁃
Miner）数据库是一个收录乳腺癌数据的在线数据挖

掘工具（http：//bcgenex.centregauducheau.fr/，v4.5），

提供了评估乳腺癌基因预后信息，并可将结果绘制

为生存分析曲线图，分析肿瘤中某特定基因与死亡

时间的关系，结果以 95%置信区间（CI）和危险比来
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表示［14-15］。

2 结 果

2.1 差异表达基因筛选结果

通过对基因芯片GSE65652的分析，以P < 0.05
且 |Log2FC|≥1为标准，共筛选到 830个 DEG，其中

442个为上调基因，388个为下调基因，将结果绘制

为热图（图1）和火山图（图2）。
2.2 DEG的GO功能富集及KEGG通路分析

然后，使用在线软件DAVID对这830个DEG进

行功能分类。如图3所示，显示了GO分析的每个部

分的前7个富集分析。对于BP富集分析，结果表明

DEG显著参与了信号转导（GO：0007165）、GTP酶活

性的正调控（GO：0043547）、固有免疫反应（GO：

0045087）、细胞内信号转导（GO：0035556）、细胞黏

附（GO：0007155）、MAPK 级联（GO：0000165）和血

管形成（GO：0001525）。对于CC富集分析，本研究

表明DEG主要涉及质膜（GO：0005886）、质膜组成

部分（GO：0005887）、细胞表面（GO：0009986）、黏着

斑（GO：0005925）、细胞连接（GO：0030054）、细胞骨

架（GO：0005856）和核膜（GO：0031965）。此外，在

MF的富集分析中，DEG主要富集于ATP结合（GO：

0005524）、肌动蛋白结合（GO：0003779）、转录因子

结合（GO：0008134）、钙调蛋白结合（GO：0005516）、

Ras鸟嘌呤核苷酸交换因子活性（GO：0005088）、酪

氨酸激酶活性（GO：0004713）、磷脂酰肌醇⁃4，5⁃二
磷酸 3激酶活性（GO：0046934）和鸟嘌呤核苷酸交

换因子活性（GO：0005085）。KEGG通路分析表明，

DEG主要富集在癌症通路（hsa05200）、PI3K⁃Akt 信
号通路（hsa04151）、Rap1信号通路（hsa04015）、神经

活动配体⁃受体相互作用（hsa04080）、肌动蛋白细胞

骨架调节（hsa04810）、癌症中蛋白多糖（hsa05205）、

Ras 信 号 通 路（hsa04014）和 MAPK 信 号 通 路

（hsa04010），见图4。
2.3 PPI网络建立和模块分析

利用 STRING数据库对DEG进行 PPI分析，节

点代表DEG，边缘代表DEG之间的相互作用。然

后，使用 cytoHubba软件的MCODE插件对PPI 网络

进行分组，形成多个模块。最终，本研究筛选出最

显著的（评分排名前2位）的模块（图5）。
2.4 Hub基因筛选

根据 cytoHubba中的5种分类方法，选择每种排

名方法的前 15个基因。最终，通过重叠前 15个基

因来鉴定了 5个核心基因，即 EGFR、JUN、CDC42、
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图1 显著差异基因的热图

Figure 1 The heat map of DEGs
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SRC和RAC1（图6）。
2.5 Hub基因的预后信息

本研究在 bc⁃GenExMiner数据库中采用生存曲

线评价了 5个Hub基因在乳腺癌组织中总生存期

（OS）的预后价值。在乳腺癌患者中，乳腺癌患者中

高表达 SRC 基因的 OS 更差（HR=1.16，95% CI：
1.07~1.27，P=0.000 7），高表达 JUN（HR=0.89，95%
CI：0.81~0.97，P=0.006 4）和 CDC42（HR=0.87，95%
CI：0.79~0.95，P=0.002 4）基因的OS更佳（图7）。
3 讨 论

目前，高MD和患乳腺癌的风险增加之间的关

联是公认的［16-21］。然而，具体发生和发展的分子机

制仍未充分阐明。随着高通量测序技术的发展，在

基因组水平探讨致密型乳腺的女性易患乳腺癌的
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红色为表达上调的DEGs，绿色代表下调的DEGs。
图2 所有差异基因的火山图

Figure 2 Volcanic map of all the different genes

图3 DEG的GO富集通路图

Figure 3 Enrichment analysis of GO in DEG hy GO

GO：0046934 phosphatidylinositol⁃4，5⁃bisphosphate 3⁃kinase activity
GO：0004713 protein tyrosine kinase activity

GO：0005088 Ras guanyl⁃nucleotide exchange factor activity
GO：0005516 calmodulin binding

GO：0008134 transcription factor binding
GO：0003779 actin binding
GO：0005524 ATP binding

GO：0031965 nuclear membrane
GO：0005856 cytoskeleton
GO：0030054 cell junction

GO：0005925 focal adhesion
GO：0009986 cell surface

GO：0005887 integral component of plasma membrane
GO：0005886 plasma membrane

GO：0001525 angiogenesis
GO：0000165 MAPK cascade
GO：0007155 cell adhesion

GO：0035556 intracellular signal transduction
GO：0045087 innate immune response

GO：0043547 positive regulation of GTPase activity
GO：0007165 signal transduction
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图4 DEG的KEGG富集通路图

Figure 4 Enrichment analysis of KEGG in DEG
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hsa04010：MAPK signaling pathway
hsa04014：Ras signaling pathway

hsa05205：Proteoglycans in cancer
hsa04810：Regulation of actin cytoskeleton

hsa04080：Neuroactive ligand⁃receptor interaction
hsa04015：Rap1 signaling pathway

hsa04151：P13K⁃Akt signaling pathway
hsa05200：Pathways in cancer

分子机制成为可能，进而可以寻找更多的基因靶

标。评估乳房钼靶MD的最常用工具是乳房成像报

告和数据系统（BI⁃RADS）［22］。在1项美国佛蒙特州

人口研究中，使用BI⁃RADS乳房密度分类，乳房极

致密的女性被诊断出患有乳腺癌的相对风险为 4.6
（95％CI：1.7~12.6）［23］。

本研究通过生物信息学的方法预测致密型乳

腺的女性乳腺癌高发的潜在治疗和预后评估靶

点。最终筛选出5个关键基因，分别为EGFR、JUN、

CDC42、SRC、RAC1。EGFR属于受体酪氨酸激酶的

ErbB家族，主要生理功能是调节上皮组织的发育和

体内平衡［24］。EGFR经常在不同类型的人类癌症中

发生突变或过表达，是肿瘤发生的驱动因素，并且是

目前临床实践中采用的多种癌症疗法的靶标［25-26］。
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JUN属于激活蛋白⁃1（AP⁃1）转录因子家族，参与许

多细胞活动，例如增殖、凋亡、存活、肿瘤发生和组织

形态发生［27］。在多种肿瘤的发生和发展中起着至关

重要的作用，包括恶性黑色素瘤、鼻咽癌等［28-29］。SRC
原癌基因是1种蛋白质酪氨酸激酶，在细胞生长、分

裂、迁移和存活信号通路中起关键作用［30］。RAC1是
小鸟苷三磷酸酶（GTPase）Rho家族的成员，属于Ras
超家族［31］。RAC1定位于染色体7p22，并包含7个外

显子，全长29 kb［32］，对许多细胞活动至关重要，例如

吞噬作用、黏附和运动、细胞增殖、轴突和树突生长以

及血管生成［33］。CDC42也是1个与多种人类癌症相

关的小鸟苷三磷酸酶，与上皮间质转化、细胞周期

进程、迁移/侵袭、肿瘤生长、血管生成和致癌转化有

关［34］。此外，在数据库中分析了这 5个Hub基因与
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OS的关系，提示了它们可能在乳腺癌进展中的作

用，可能是致密型乳腺癌潜在的诊断和预后生物

标志物，但后续仍需要进一步实验证实。
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