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[摘　要]	 目的：利用基因表达谱和关联性图谱数据库筛选乳腺癌他莫昔芬耐药的潜在生物标志物和治疗药

物。方法：在GEO(Gene Expression Omnibus)数据库中筛选得到他莫昔芬耐药的乳腺癌细胞基因表

达谱数据集GSE67916和GSE26459，利用R语言和Bioconductor包筛选差异表达基因。Metascape对

差异表达基因进行功能注释，Cytoscape构建差异表达基因编码蛋白互相作用网络图并确定核心基

因。利用数据集GSE9893验证核心基因在他莫昔芬耐药患者中的表达及与临床预后的关系。最后

将差异表达基因导入关联性图谱数据库筛选他莫昔芬耐药的候选治疗药物并进行细胞实验验证。

结果：共获得差异表达基因462个，这些基因显著富集于雄激素响应、糖酵解和胆固醇平衡等通

路。ATP-柠檬酸裂解酶(ATP-citrate lyase，ACLY)为乳腺癌他莫昔芬耐药的核心基因，ACLY在耐药

患者中的表达水平显著高于敏感患者(P<0.05)，ACLY低表达患者无复发生存率显著高于高表达患

者(P<0.05)。最终筛选得到匹莫齐特、LY-294002等10种候选治疗药物，经证实LY-294002可有效抑

制耐他莫昔芬乳腺癌细胞的增殖。结论：ACLY可作为他莫昔芬耐药的生物标志物。利用基于关联

性图谱数据库可快速筛选出他莫昔芬耐药的潜在治疗药物。
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Abstract Objective: To screen potential biomarkers and therapeutic agents for tamoxifen-resistant breast cancer based 

on gene expression profile and connectivity map. Methods: GSE67916 and GSE26459 which contain gene 

expression profiles of tamoxifen-resistant breast cancer cell were downloaded from the Gene Expression Omnibus 

(GEO) database. Differentially expressed genes (DEGs) were identified using the Bioconductor packages in the R 
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乳腺癌是女性中最常见的恶性肿瘤，约70%的

乳腺癌患者是雌激素受体阳性(ER +)乳腺癌 [1]。中

美指南[2-3]指出，ER+乳腺癌患者辅助内分泌治疗首

选他莫昔芬(tamox i fen，TA M)。然而，接受他莫

昔芬治疗的15年内，33%的患者会出现耐药，病情

复发，最终导致26%的患者死亡[4]。因此，探索他

莫昔芬耐药的潜在生物标志物和治疗药物，将有

利于筛选高危人群，实现个体化合理用药，提高

乳腺癌的治疗效果。

基 因 芯 片 是 伴 随 着 人 类 基 因 组 计 划 发 展 而

来的一项生物技术，其中基因表达谱芯片技术最

为成熟，应用也最为广泛，该技术可检测整个基

因组范围内上万个基因在m R N A表达水平上的变

化，有助于揭示疾病发生发展的内在机制，在疾

病诊断、精准治疗和预后评估等领域具有重要价

值[5]。基于基因表达谱技术，来自哈佛和麻省理工

的研究团队共同创建了用于揭示基因、疾病和药

物之间相互联系的关联性图谱数据库(Connectivity 
m a p ， c M a p) ， 该 数 据 库 可 帮 助 药 物 研 发 人 员 利

用基因表达谱数据快速比对出与疾病高度关联的

药物或小分子化合物，有助于疾病导向的新药研

发，该成果已相继发表在国际科学期刊Science[6]和

Cell[7]。近年来的研究趋势也显示出cMap数据库在

药物开发和机制研究领域，可提供越来越精准的

方向 [8-9]。本研究旨在利用基因表达谱和cMap数据

库筛选出他莫昔芬耐药的潜在生物标志物和治疗

药物，为乳腺癌辅助内分泌治疗提供合理指导，

改善患者预后。

1  材料与方法

1.1  主要材料与试剂

LY-294002购自日本Sigma公司；无酚红DMEM
培 养 基 购 自 美 国 G i b c o 公 司 ； 活 性 炭 处 理 的 胎

牛血清(c h a rc oa l  s t r i p p e d  s e r u m，CS S)购自美国

Equitech-Bio公司；MTT细胞增殖检测试剂盒购自

江苏凯基生物技术股份有限公司；耐他莫昔芬乳

腺癌细胞MCF-7/TAM由南京医科大学附属南京医

院临床药理实验室提供。

1.2  方法

1.2.1  获取基因表达谱数据集

在GEO(Gene Expression Omnibus)数据库中筛

选得到他莫昔芬耐药的乳腺癌细胞基因表达谱数

据集G SE 6 7 9 1 6和G SE 2 6 4 5 9，两个数据集均采用

GPL570芯片平台。其中GSE67916包括10例他莫昔

芬敏感的乳腺癌细胞MCF-7和8例他莫昔芬耐药的

乳腺癌细胞MCF-7/TAM；GSE26459包括MCF-7和

MCF-7/TAM各3例。

1.2.2  筛选差异表达基因

采用R语言和Bioconductor包分别对两个数据

集的芯片原始数据进行质量控制，剔除不合格的

样品，留下的样品采用多阵列对数健壮算法进行

预处理。对探针进行基因名注释，去除没有对应

基因名或有多个对应基因名的探针，合并对应相

同基因名的多个探针并取平均值。采用 l i m m a 包

筛 选 差 异 表 达 基 因 ， 筛 选 标 准 为 改 变 倍 数 大 于 

language. Metascape was used to perform functional annotation for DEGs. Cytoscape was used to construct the 

protein-protein interaction network map of DEGs-coding proteins and then to identify the hub gene. GSE9893 

was downloaded to validate the expression difference of hub gene between tamoxifen-sensitive patients and 

resistant patients and then to investigate the correlation between hub gene expression and relapse-free survival. 

Finally, potential therapeutic agents were screened by mapping the DEGs to connectivity map database and 

validated by cell proliferation assay. Results: A total of 462 genes were filtered as DEGs and they were mainly 

involved in androgen response, glycolysis, cholesterol homeostasis and so on. ATP-citrate lyase (ACLY) was 

identified as the hub gene related to tamoxifen resistance. The expression level of ACLY in tamoxifen-resistant 

patients was significantly higher than that in tamoxifen-sensitive patients (P<0.05). The relapse-free survival in 

patients with low expression levels of ACLY was significantly better than that in patients with high expression 

levels (P<0.05). Ten candidate therapeutic agents were screened for tamoxifen resistance, such as pimozide, LY-

294002 and so on. LY-294002 was confirmed to inhibit the proliferation of tamoxifen-resistant breast cancer cells.  

Conclusion: ACLY may be used as a biomarker for tamoxifen resistant breast cancer. Connectivity map can be 

used to rapidly discover potential therapeutic agents and lay the foundation for further studies.

Keywords gene expression profile; breast cancer; tamoxifen resistance; biomarkers; therapeutic agents
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1.2倍且错误发现率(false discovery rate，FDR)小于

0.05。最后对两个数据集筛选出的上调及下调基因分

别绘制韦恩图取交集以获得共有的差异表达基因。

1.2.3  差异表达基因功能注释

采 用 M e t a s c a p e 基 因 注 释 与 分 析 在 线 工 具

(http://metascape.org/)对差异表达基因进行功能

注释，数据库选用基因集富集分析中的特征基因

集合，设定P<0.001为可信的基因集合。

1.2.4  构建蛋白互相作用网络图确定核心基因

采用STRING在线工具(https://string-db.org/)
分析差异表达基因所编码的蛋白质之间的相互相

作用，得到蛋白互相作用关系对( p ro te i n - p ro te i n 
interact ion，PPI)，将其中结合分数值(combined 
score)大于0.6的蛋白互相作用对导出为文本并输入

到Cytoscape软件中，构建PPI网络图，剔除其中孤

立的蛋白互相作用对，利用插件CentiScape计算网

络图各个节点的拓扑学指标Degree unDir，Degree 
unDir值最大的基因处于PPI网络调控的中心，即为

核心基因。

1.2.5  核心基因在他莫昔芬耐药患者中的表达及与

预后的关系

在G EO中筛选得到含他莫昔芬耐药患者基因

表达谱和生存资料的数据集GSE9893，该数据集采

用GPL5049平台，共包括155例患者，其中147例为

ER+患者，6例为ER−PR+患者，2例为ER−PR−患者。

所有患者术前未接受新辅助治疗，术后使用他莫

昔 芬 治 疗 5 年 ， 服 药 期 间 有 1 0 3 例 患 者 未 出 现 复

发，52例患者出现复发，其中48例为远处转移，

4例为局部复发。对芯片数据进行预处理和 log 2转

化，获得每个基因在每个患者中的表达值，绘制

箱线图，分析核心基因在复发患者与未复发患者

中的表达差异。根据核心基因的表达值是否高于

中位数，将患者划分为高表达组和低表达组，绘

制生存曲线，分析核心基因表达水平与无复发生

存率的关系。

1.2.6  筛选他莫昔芬耐药的候选治疗药物

将 筛 选 出 的 上 调 及 下 调 差 异 表 达 基 因 转 换

为A f f y m e t r i x  H G -U 1 3 3 A平台对应的探针名，另

存为 g r p 格式文件，登录 c M a p 关联性图谱数据库

(https://portals.broadinstitute.org/cmap/)，在query
界面下的quick query选项里分别载入上调和下调的

探针，进行在线药物筛选，筛选标准为平均关联

分数<0、实例个数≥3、P<0.05且药物名称明确。

将平均关联分数升序排列，选取排名前1 0的药物

进行文献检索分析。

1.2.7  MTT 法验证候选药物对耐药细胞增殖的抑制

作用

M CF- 7 / TA M细胞在3 7  ℃，5 % CO 2的培养箱

中培养，在含5% CCS的phenol-free DMEM培养基

中生长，当生长融合度达 8 0 % 时，消化并接种于 
96孔板中。细胞分为5组，即溶剂对照组和不同浓

度LY-294002组(0.3，1，3，5，10 μmol/L)，每组 
5个复孔，药物处理5 d后，按MTT试剂盒操作说

明 测 定 各 孔 吸 光 度 值 ， 计 算 各 浓 度 下 的 细 胞 存 
活率。

1.3  统计学处理

采用R 3.2.5统计软件进行数据分析。计量资料

以均数±标准差(x±s)表示，两组间比较采用独立样

本t检验，生存分析采用Kaplan-Meier法，组间比较

采用Log-Rank检验，P<0.05为差异有统计学意义；

基因差异表达分析采用芯片数据线性模型法，多

重校验采用Benjamin-Hochberg法，FDR<0.05为差

异有统计学意义。

2  结果

2.1  筛选差异表达基因

对数据集GSE67916和GSE26459筛选出的上调

及下调基因分别绘制韦恩图取交集，获得共同差

异表达的基因462个，其中上调基因257个，下调

基因205个(图1)。

2.2  差异表达基因功能注释

对 4 6 2 个 共 同 差 异 表 达 基 因 进 行 功 能 注 释 ，

结果显示这些基因显著富集于以下通路：激素响

应、mTORC1信号通路、低氧、肌细胞生成、糖酵

解、脂肪酸代谢、细胞凋亡、凝血反应、胆固醇

平衡和脂肪生成(图2)。

2.3  差异表达基因编码蛋白互相作用网络分析

构 建 差 异 表 达 基 因 编 码 蛋 白 互 相 作 用 网 络

图并进行拓扑结构分析，结果表明：在所有节点

蛋白中，AT P-柠檬酸裂解酶(AT P- c i t rate  l y a s e，

A C LY )的D e g re e  u n D i r值最高，处于网络图的中

心，即为乳腺癌他莫昔芬耐药的核心基因(图3)。

2.4   ACLY 在他莫昔芬敏感患者与耐药患者中的

表达

数 据 集 G S E 9 8 9 3 共 包 括 1 5 5 例 服 用 他 莫 昔 芬
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治疗的乳腺癌患者，治疗期间有 1 0 3 例未出现复

发，定义为他莫昔芬敏感患者(TA M- sensi t ive)；

5 2例出现复发，定义为他莫昔芬耐药患者(TA M-
resistant)。芯片处理结果表明ACLY在耐药患者中

的表达水平显著高于敏感患者(P<0.05，图4)。

2.5  ACLY 表达水平与患者无复发生存率的关系

根 据 A C L Y 的 表 达 值 是 否 高 于 中 位 数 ， 将 
155例服用他莫昔芬治疗的乳腺癌患者分为高表达

组和低表达组，绘制生存曲线，结果表明：ACLY
低表达患者服用他莫昔芬，无复发生存率显著高

于高表达患者(P<0.05，图5)。

图1 GSE67916和GS26459共有的差异表达基因

Figure 1 Common differentially expressed genes between GSE67916 and GSE26459

(A)上调基因；(B)下调基因。

(A) Up-regulated genes; (B) Down-regulated genes.

图2 差异表达基因功能注释

Figure 2 Functional annotation for differentially expressed 

genes

图3 差异表达基因编码蛋白的互相作用网络图

Figure 3 Interaction network map of differentially expressed 

genes-coding proteins

图4 ACLY在他莫昔芬敏感患者与耐药患者中的表达

Figure 4 Expression levels of ACLY between tamoxifen-

sensitive patients and resistant patients

与他莫昔芬敏感患者相比，*P<0.05。

Compared with TAM-sensitive patients, *P<0.05.
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2.6  乳腺癌他莫昔芬耐药的候选治疗药物

将 差 异 表 达 基 因 输 入 到 c M a p 关 联 性 图 谱 数

据库进行在线药物筛选，最终得到匹莫齐特、萘

丁美酮、依米丁、吐根碱、去甲替林、渥曼青霉

素、LY-294002、普罗帕酮、咖啡酸和羟苄丝肼等

10种候选药物(表1)。

2.7  LY-294002 抑制耐他莫昔芬乳腺癌细胞的 
增殖

在筛选得到的候选药物中，LY-294002的检出

次数最多且P值最小。结果显示：LY-294002可有

效抑制MCF-7/TAM的增殖，且抑制作用随剂量升

高逐渐增强，具有一定的剂量依赖性(图6)。

表1 经cMap筛选出的乳腺癌他莫昔芬耐药候选治疗药物

Table 1 Candidate therapeutic agents screened by cMap for tamoxifen resistant breast cancer 

序号 药物名称 n 平均关联分数 富集分数 P 临床主治

1 匹莫齐特 4 −0.488 −0.906 0.00014 二苯丁哌啶类抗精神病药

2 萘丁美酮 4 −0.484 −0.878 0.00052 非甾体类抗炎药

3 依米丁 4 −0.405 −0.829 0.00163 治疗阿米巴病

4 吐根碱 5 −0.403 −0.570 0.04446 治疗阿米巴病

5 去甲替林 4 −0.362 −0.644 0.03847 三环类抗抑郁药

6 渥曼青霉素 18 −0.341 −0.443 0.00121 PI3K抑制药

7 LY-294002 61 −0.332 −0.553 <0.001 PI3K抑制药

8 普罗帕酮 4 −0.329 −0.788 0.00408 治疗心律不齐

9 咖啡酸 3 −0.28 −0.820 0.0117 5-脂肪氧化酶抑制药

10 羟苄丝肼 5 −0.266 −0.624 0.01951 治疗帕金森病

图5 ACLY表达水平与患者无复发生存率的关系

Figure 5 Correlation between ACLY expression levels and 

relapse-free survival
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图6 LY-294002对 MCF-7/TAM细胞增殖的影响 

Figure 6 Effect of LY-294002 on cell proliferation of MCF-7/

TAM
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3  讨论

本研究首先考察他莫昔芬敏感的乳腺癌细胞

与耐药细胞之间基因的差异表达，揭示耐药发生

发展过程中出现的异常生物学事件，结果表明：

差异表达基因显著富集于雄激素响应、低氧、胆

固醇平衡、糖酵解、脂肪酸代谢等通路。研究 [10]

发现：他莫昔芬耐药的乳腺癌患者高表达雄激素

受体，耐药的发生很可能是因肿瘤增殖由雌激素

依赖型转变为雄激素依赖型。在临床上，肿瘤组

织内的低氧状态与肿瘤转移、耐药、预后不良密

切相关 [11]。Alam等 [12]发现低氧可促进乳腺癌细胞

表达低氧诱导因子-2α从而介导他莫昔芬耐药。近
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年来，胆固醇代谢与他莫昔芬耐药之间的关系也

逐渐被认识 [13]。研究 [14]表明：他莫昔芬可增加胆

固醇前体物质积聚，诱导细胞保护性自噬，促进

细胞存活进而发生耐药。依赖糖酵解获取能量是

肿瘤细胞代谢的显著特征。且他莫昔芬耐药的乳

腺癌细胞糖酵解水平显著高于敏感细胞，糖酵解

的异常活跃为乳腺癌细胞增殖和转移提供能量，

抑制糖酵解可提高他莫昔芬敏感性[15-16]。他莫昔芬

诱发脂肪肝在临床上多有报道，这与他莫昔芬促

进脂肪酸合成、诱导脂肪蓄积有关 [17]，然而脂质

代谢异常如何影响他莫昔芬耐药尚未见报道，有

待后续研究。

本研究对差异表达基因编码的蛋白构建互相

作 用 网 络 图 谱 ， 拓 扑 学 结 构 分 析 表 明 A C LY 处 于

网络图谱的中心位置，为他莫昔芬耐药的核心基

因。ACLY是连接糖酵解和脂肪酸合成的关键酶，

可催化柠檬酸生成乙酰辅酶A，后者是脂肪酸和胆

固醇合成的关键物质 [18]。进一步验证结果表明：

A C LY 在 他 莫 昔 芬 耐 药 患 者 中 的 表 达 水 平 显 著 高

于敏感患者(P<0.05)，且ACLY低表达患者的无复

发生存率显著高于高表达患者( P < 0 . 0 5 )。因此，

ACLY高表达的乳腺癌患者可能是他莫昔芬耐药的

高危人群，对初诊患者可考虑选用其他内分泌治

疗药物以避免耐药，而对已经发生耐药的患者，

寻求药物提高治疗效果至关重要。

新 药 研 发 是 一 个 耗 时 漫 长 、 耗 资 巨 大 的 过

程，而开发老药新用途可极大降低药物研发时间

和成本，加速药物开发进程，是当前药物研发的

热点 [19]。cMap是一个基于基因表达谱的药物筛选

平台，在研究老药新用途方面具有重要价值。本

研究利用cMap数据库共筛选得到10种他莫昔芬耐

药的候选治疗药物，这些药物富集分数较高，可

较好地逆转他莫昔芬耐药发生过程中基因的异常

表达。经文献检索，药物均具有抗肿瘤活性，其

中关联分数和富集分数最高的匹莫齐特已被证实

可抑制耐他莫昔芬乳腺癌细胞的增殖 [20]，这也印

证了基于关联性图谱数据库筛选药物的可靠性。

研究 [21]发现：LY-294002可降低糖酵解水平抑制肿

瘤细胞增殖，促进细胞凋亡，耐他莫昔芬的乳腺

癌细胞糖酵解水平显著增高，因此LY-294002很可

能对他莫昔芬耐药细胞具有抑制作用。本研究也

证实LY-294002能有效抑制MCF-7/TAM的增殖，且

具有一定的剂量依赖性。

综上所述，ACLY高表达的乳腺癌患者临床预

后较差，更容易发生耐药，可作为他莫昔芬耐药

的潜在生物标志物，后续大样本量的验证试验还

有待进行，以明确其作为预后标志物的可靠性。

此外，本研究建立的基于关联性图谱数据库筛选

药物的模式是可行的，发现的多种候选药物可能

对治疗他莫昔芬耐药具有重要价值，后续将在体

内外展开深入研究，以期为临床他莫昔芬耐药提

供有效的防治策略。
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