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骨肉瘤0ｏcｔyｏcａｒpｏｍａ-Ｏ02和尤文肉瘤 oiｉｎrBc
cａｒpｏｍａeoj02 是儿童和青少年中常见的原发性恶
性骨肿瘤e发病人数可占到骨肿瘤的约 n F ２o 当前治
疗方案包括手术u放疗和化疗e尽管有多模式的治疗
方法e仅有不到 ２０d的患者可通过手术治愈e治疗失
败及误诊的患者仍占有较高的比例rnE２lo 因此需要进
一步探索其发病机制e 发现疾病的潜在诊断和治疗

靶点o随着基因组学的重大突破e利用生物信息学方
法进行大数据挖掘分析e 可为疾病的发生发展提供
可能的分子机制依据e为实验研究提供可行的思路o
本研究应用生物信息学的方法分析基因表达谱芯片

数据e筛选共同参与 Ｏ0 与 oj0 两种常见的原发骨
肿瘤的基因及信号通路o为寻找新型的生物标记物e
为 Ｏ0与 oj0发生发展提供可能分子机制及潜在的
治疗靶点e并实现精准医疗的目标o
e 材料与方法

eC e 数据收集与预处理

以 pＯcｔyｏａｒｔｈｒｉｔｉc ｎｏｒｍａｌy及 poiｉｎr cａｒpｏｍａ ｎｏｒ-

骨肉瘤与尤文肉瘤关键基因 ＣeＣ５u 及其生物学
功能的生物信息学分析
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t摘要r 目的o利用生物信息学方法筛选骨肉瘤CｏcｔyｏcａｒpｏｍａpＯ0y和尤文肉瘤roiｉｎrBc cａｒpｏｍａioj0y关键基因
及通路预测g 方法o检索 soＯ 数据库 Ｏ0Cs0onC０..y 及 oj0Cs0ol５５lly数据集i利用 soＯ２, 分析差异基因i韦恩图
筛选共同参与两者发生的关键基因i 对该基因进行 sＯ Loss 通路分析及蛋白质E蛋白质相互作用 CｐｒｏｔyｉｎEｐｒｏｔyｉｎ
ｉｎｔyｒａpｔｉｏｎiAAvy网络分析i并利用 ;Ｃ0Ｃ 进行该基因的转录因子预测isoAv2 分析转录因子与目的基因之间相关性g
结果o 通过对 Ｏ0 及 oj0 数据集差异性及维恩图分析i 结果显示细胞分裂周期 ５ 样蛋白 Cpyｌｌ (ｉｖｉcｉｏｎ pｙpｋy ５Eｌｉｋyi
ＣeＣ５uy基因为参与 Ｏ0 及 oj0 发病的关键基因g 该基因主要参与有丝分裂过程i与 ,Ｎ2 代谢 AｒyEｍ,Ｎ2 内含子的
处理 ｍ,Ｎ2 及 AｒyEｍ,Ｎ2 的剪接等信号通路g 结论oＣeＣ５u作为关键基因i在 Ｏ0 及 oj0 进展中发挥促癌基因的作
用i可能是两种原发恶性肿瘤可靠的诊疗靶点g
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reat ioiin D: DTu DN v 195 : 320 ｏｐ Ｔ25ｕｍ5，Ｍ52．ioii，Ｖｏｌ．DT，Ｎｏ．D

表 C opy 数据库 r 个微阵列数据库信息
ight( c)g) 2) 02 -B )ej )n- F 0u-guugd Eg)ghg2j2 Eju ljE

Bu-F )ej opy Eg)ghg2j

肿瘤类型 C505py0 rC 平台 肿瘤 正常 总数

骨肉瘤 ght(co)) g-Bec (j c io

尤文肉瘤 ghtjTTjj g-Bcijj (j i( DT

图 ( 筛选差异基因及基因表达水平 (gs 共同参与 3h 与 t.h 发生基因韦恩图 ,ht vCvTB 在 3h 及正常组织表达量 C0t vCvTB 在 t.h
及正常组织表达量

L .tC hA2yy9 l1ssy2y9015ｌ dy9yp 59l dy9y y;ｐ2ypp1ｏ9 ｌyｖyｌp Cgt Ｖy99 l15d25ｍ ｏs Ctgp Aｏｍｍｏ9 0ｏ 5ｌｌ 0ｗｏ gt3 l505py0p Cht vCvTB y;ｐ2ypp1ｏ9 19 3h
59l 9ｏ2ｍ5ｌ 01ppｕyp C0t vCvTB y;ｐ2ypp1ｏ9 19 t.h 59l 9ｏ2ｍ5ｌ 01ppｕyp

ｍ5ｌ”作为检索词，在 ＮvＢr的基因表达汇编（gt3）数
据库（ 00ｐ： ／ ／ ｗｗｗ．9Aｂ1．9ｌｍ．91 ．dｏｖ ／ dyｏ ／ ）检索相应的
基因芯片 ［D－j］。 纳入标准：（(）选取人类组织芯片。
（i）表达谱的芯片，下载符合实验要求的 i套数据集，
芯片类型分别为 Ａssｙｍy021; Ｈｕｍ59 gy9ｏｍy Ｕ(DDＡ
和 Ａssｙｍy021; Ｈｕｍ59 gy9y (．o hＴ芯片［T－c］。 见表 (。

Ct ２ 差异基因筛选

gt3iＲ 在线分析工具 （ 00ｐp： ／ ／ ｗｗｗ．9Aｂ1．9ｌｍ．
91 ．dｏｖ ／ dyｏ ／ dyｏi2 ／ ） 检测肿瘤组与正常组织之间的
差异基因，筛选标准为调整后 Ｐ＜o．oT 和变化幅度≥
i倍的差异基因，即｜ｌｏdi sｏｌl A 59dy （ｌｏdi Ｆv）｜＞(。每
个数据集进行分析后，选取前 iTo 个差异基因，针对
( 个基因对应多个探针的情况，删除重复项，并删除
无基因名称项。 使用韦恩图（ 00ｐ： ／ ／ ｂ1ｏ19sｏ2ｍ501Ap．
ｐpｂ．ｕdy90．ｂy ／ ｗyｂ0ｏｏｌp ／ Ｖy99 ／ ） 选取共同参与两种肿
瘤发生的差异基因。
,s ３ g3 和 Ｋtgg 分析

利用 y9pyｍｂｌ 网站 （ 00ｐ： ／ ／ d2A D７．y9pyｍｂｌ．ｏ2d ／
19ly;． 0ｍｌ） 进 行 单 基 因 gy9y 390ｏｌｏdｙ （g3） 和
Ｋtgg 通路分析。 g3 分析可分为生物学进程（ｂ1ｏ鄄
ｌｏd1A5ｌ ｐ2ｏAypp，Ｂ-）， 细胞组分 （Ayｌｌｕｌ52 Aｏｍｐｏ9y90，
vv）及分子功能（ｍｏｌyAｕｌ52 sｕ9A01ｏ9，ＭＦ）D个部分。
,s ４ 蛋白质相互作用网络

hＴＲrＮg （ 00ｐp： ／ ／ p0219d －lｂ．ｏ2d ／ ）数 据 库 是 一

个在线搜索已知蛋白相互作用的检索工具 ，涵盖
T oeo种生物体，i jco 万种蛋白质， 超过 Do 亿种蛋
白相互作用。利用该数据库构建蛋白质－蛋白质相互
作用（ｐ2ｏ0y19－ｐ2ｏ0y19 190y25A01ｏ9，--r）网络［７－)］。
,s ５ 转录因子预测

使用 ＮvＢr（ 00ｐp： ／ ／ ｗｗｗ．9Aｂ1．9ｌｍ．91 ．dｏｖ ／ ）查找
细胞分裂周期 T 样蛋白 （Ayｌｌ l1ｖ1p1ｏ9 AｙAｌy T－ｌ1ｋy，
vCvTB）基因启动子序列，在基因起始位点上游的
i ooo ｂｐ及下游 (oo ｂｐ 为潜在的启动子区域， 启动
子区域位置为 v 2c：jjD)T７o７ －jjD)７)oc。 利用
Ｕvhv（ 00ｐ： ／ ／ dy9ｏｍy．ｕApA．ylｕ ／ ）进行启动子预测，筛
选得分＞coo 的转录因子，采用 gt-rＡ（ 00ｐ： ／ ／ dyｐ15．
A59Ay2－ｐｋｕ．A9 ／ ）网站分析转录因子与目的基因之间
的相关性。
,s ６ 统计学处理

用 h-hh 软件进行统计分析，采用 g25ｐ -5l )．o
软件 vCvTB 表达量作图。 vCvTB 表达量呈正态分
布，采用 ｔ检验进行统计分析。以 Ｐ＜o．oT为差异有统
计学意义。
r 结果

rs , 基因筛选

选取调整后 Ｐ值最小的前 iTo 个基因， 删除无
基因名称及重复的差异基因后 ，ght(co)) 及
ghtjTTjj基因集剩余基因数目分别为 i(c、i(j 个。
利用韦恩图对两种肿瘤的数据集取交集， 发现共同
参与 3h 与 t.h 发生的基因为 vCvTB （图 (5）。
vCvTB 基因在两种肿瘤组织中均为高表达 （图 (ｂ，
(A）。
rs r g3 与 Ｋtgg 信号通路分析

vCvTB单基因 g3 分析结果显示， 主要参与的
生物过程是有丝分裂的细胞周期、ｍＲＮＡ 剪接、CＮＡ
修复及 ｍＲＮＡ处理；主要分布在 -2ｐ(e 复合体、细胞
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表 C op 与 yroo 信号通路
ightC (c) c2c0g -Be j nc0Fju op -jndE g u yroo lg-FsgeE .2 uc22jnj -cgBBe j,lnjEEju )j jE

图 C 蛋白交互作用网络
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ＫＥ;; ｔdｒｍ Ｒ－ＨＳＡ－８９５３８５４ Ｍdｔａｂｏｌｉlｍ ｏi ＲＮＡ

ＫＥ;; ｔdｒｍ Ｒ－ＨＳＡ－７２２０３ tｒｏ.dllｉｎe ｏi Ｃａｐｐdr Ｉｎｔｒｏｎ－Ｃｏｎｔａｉｎｉｎe tｒd－ｍＲＮＡ

ＫＥ;; ｔdｒｍ Ｒ－ＨＳＡ－７２１７２ ｍＲＮＡ Ｓｐｌｉ.ｉｎe

ＫＥ;; ｔdｒｍ Ｒ－ＨＳＡ－７２１６３ ｐｒd－ｍＲＮＡ lｐｌｉ.ｉｎe

核、细胞质及复制因子 Ａ 蛋白复合物；分子功能主
要 ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ调控区序列特异性 ＤＮＡ 结合 、
ＤＮＡ 转录结合因子活性及 ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ特异性、
转录辅阻遏子及 ＤＮＡ 结合。 ＫＥ;; 通路分析结果显
示 ＣＤＣ５Ｌ 主要参与 ＲＮＡ 代谢、tｒd－ｍＲＮＡ 内含子
的处理、ｍＲＮＡ 及 tｒd－ｍＲＮＡ 的剪接等信号通路。见
表 ２。
Ct ３ 单基因 ttＩ分析

１１ 个蛋白节点组合成的蛋白互作网络，发现
１０个蛋白与 ＣＤＣ５Ｌ存在相互作用，分别为 tＲtＦ１９、
vＣＡＳ２、tＬＲ;１、ＥＦＴＵＤ２、ＣＷＣ１５、ＳＮＲＮt２００、ＳＦ３v２、
ＣＴＮＮvＬ１、ＳＦ３Ａ１、ＳＦ３v１。 见图 ２。
Ct ４ 转录因子预测

转录因子预测发现，转录因子 ＺvＴv３３、ＣＲＥＭ、
ＺＮＦ３８４、vＨＬＨＥ２２、ＯＬＩ;３、Ｔ ｉlｔ２ 可与基因 ＣＤＣ５Ｌ
结合。 由于转录因子往往上调基因的表达， 因此经
;ＥtＩＡ 网站预测发现 ＺvＴv３３、ＺＮＦ３８４ 及 Ｔ ｉlｔ２ 与
ＣＤＣ５Ｌ的表达呈正相关。 见图 ３。
３ 讨论

骨肉瘤和尤文肉瘤是儿童和青少年最常见的恶

性骨肿瘤，其发生与基因异常表达具有显著相关性，
但具体的机制仍不清楚。近年，随着高通量技术的成
熟， 利用生物信息学方法对恶性肿瘤进行全基因表
达谱分析， 了解恶性肿瘤相关的基因及其相关的分
子调控机制，为恶性肿瘤的治疗提供了新的思路［９］。

本研究利用 ;ＥＯ 数据库，发现共同参与骨肉瘤
与尤文肉瘤的基因为 ＣＤＣ５Ｌ，且 ＣＤＣ５Ｌ在肿瘤组织

中高表达。 并对该基因进行了 ;Ｏ 和 ＫＥ;; 通路分
析， 发现与有丝分裂及 ＲＮＡ 代谢有关 。 并构建
ＣＤＣ５Ｌ的 ttＩ网络，及预测了与 ＣＤＣ５Ｌ 结合的转录
因子。
３t １ ＣＤＣ５Ｌ介导肿瘤发生的分子机制

ＣＤＣ５Ｌ 位于 ６ 号染色体，是细胞周期调节因子
介导 ;２ ／Ｍ期转变。 既往研究表明 ＣＤＣ５Ｌ在肿瘤中
高表达，参与多种肿瘤的发生及发展。 Ｚｈａｎe等［１０］发

现 ＣＤＣ５Ｌ在膀胱癌中高表达，ＣＤＣ５Ｌ可能通过调节
tＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路促进肿瘤细胞的生长和增殖，
且 ＣＤＣ５Ｌ 表达与病理分级显著相关。 在动物实验
中，抑制 ＣＤＣ５Ｌ 表达可降低人端粒酶逆转录酶表达
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图 C 转录因子与 ＣCＣ５o 表达的相关性分析 Cpy riＴi３３ 与 ＣCＣ５o 表达的相关性 Cgy rＮh３t( 与 ＣCＣ５o 表达的相关性 Ccy Ｔ)ｉ ｔ２ 与
ＣCＣ５o 表达的相关性
20-yC Ｃｏｒｒ2ｌａｔｉｏｎ ａｎａｌ0 ｉ B2ｔ)22ｎ ｔｈ2 2eｐｒ2  ｉｏｎ ｏj ＣCＣ５o ａｎn ｉｔ ｔｒａｎ gｒｉｐｔｉｏｎ jａgｔｏｒ Cpy Ｔｈ2 gｏｒｒ2ｌａｔｉｏｎ B2ｔ)22ｎ ｔｈ2 2eｐｒ2  ｉｏｎ ｏj riＴi３３ ａｎn
ＣCＣ５o Cgy Ｔｈ2 gｏｒｒ2ｌａｔｉｏｎ B2ｔ)22ｎ ｔｈ2 2eｐｒ2  ｉｏｎ ｏj rＮh３t( ａｎn ＣCＣ５o Ccy Ｔｈ2 gｏｒｒ2ｌａｔｉｏｎ B2ｔ)22ｎ ｔｈ2 2eｐｒ2  ｉｏｎ ｏj Ｔ)ｉ ｔ２ ａｎn ＣCＣ５o

进而抑制肿瘤的生长 FFou dｉｕ 等 F２o发现下调 ＣCＣ５o
可以将肝癌细胞周期阻滞在 E２ lＭ 期e抑制其增殖e
ＣCＣ５o 在肿瘤细胞中高表达e还是肝癌患者不良预
后的独立危险因素c 既往在骨肉瘤中的研究结果显
示tＣCＣ５o 是原癌基因t在骨肉瘤中高表达  F３cF(ot与
笔者研究结果相似c 有研究发现在骨肉瘤中 sｐF２c
ｐ２F 扩增子通过靶向调节 ＣCＣ５o 癌基因影响患者
的疾病进展预后  F３oc 此外t基于新辅助化疗的患者
中 F５ot血清外泌体中高表达的 ＣCＣ５o 与骨肉瘤的不
良的化疗疗效有关  FscF.ot但是 ＣCＣ５o 基因在尤文肉
瘤中的作用机制尚无报道t仍需要进一步的研究c

ＣCＣ５o 主要参与 ,ＮL 代谢dAｒ2cｍ,ＮL 内含子
的处理 dｍ,ＮLt及 Aｒ2 cｍ,ＮL 的剪接等信号通
路 FtcFvou ＣCＣ５o是有丝分裂的关键分子t降低其表达
可使有丝分裂受到抑制d 纺锤体错位及纺锤体检查
点持续激活 F(ou近年来t抗有丝分裂药物通过使细胞
周期阻滞在 E２ ;Ｍ 期t 逐渐成为一种有效的肿瘤治
疗方法 ２０c２Fou因此t靶向抑制 ＯＳ及 ＥＷＳ患者肿瘤组
织中 ＣCＣ５o 的表达t 有望成为该病的潜在治疗靶
点t 但仍需要大量的分子生物学实验进一步了解调
节有丝分裂细胞死亡的分子途径t 使新治疗方法的
临床转化成为可能u
Cy ２ ＣCＣ５o互作蛋白与肿瘤发生的分子机制

AAＩ 网络预测发现 A,AhFvdiＣLＳ２ （ＳAh２.）d
ＣＷＣF５ （LC００２）dAo,EF （A,oF）dＥhＴＵC２dＳＮ,ＮA
２００dＳh３i２dＣＴＮＮioFdＳh３LFdＳh３iF 与 ＣCＣ５o 发
生 蛋 白 互 作 c A,AhFvdiＣLＳ２dＣＷＣF５dAo,EFd
ＣＴＮＮioF 是剪接体 A,AFvcＣCＣ５o复合物的组成部
分tA,AhFv 可通过抑制 ＣCＣ５o 的表达并促进溶酶
体介导的 ＣCＣ５o 降解 t 诱导细胞周期停滞 ；Ｅh鄄
ＴＵC２dＳh３LFdＳＮ,ＮA２００ 是 ｐｒ2cｍ,ＮL 剪接所必需

的；Ｓh３iF 和 Ｓh３i２ 形成 Ｓh３i 复合体作为核剪切
因子t 抑制其表达可以降低尤文肉瘤细胞中 ＥＷＳc
hoＩF 基因的表达（与尤文肉瘤患者生存高度相关的
基因） ２２oc 因此t该预测 ＯＳ及 ＥＷＳ催化活性剪接体
核心潜在分子互作t 为后续分子生物学实验提供探
索方向c

此外t 转录因子预测发现 riＴi３３drＮh３t( 及
Ｔ)ｉ ｔ２ 与 ＣCＣ５o 结合t上调 ＣCＣ５o 的表达c 其中t
Ｔ)ｉ ｔ２ 为螺旋状的转录因子t 有研究显示 Ｔ)ｉ ｔ２ 通
过下调 Ｅcgａnｈ2ｒｉｎ 表达增强肿瘤细胞的侵袭性t与
包括骨肉瘤在内的多种肿瘤患者的不良预后相

关 ２３oc
Cy C 研究局限与不足

上述转录因子预测为后续分子交互作用提供线

索c 但本研究尚有局限性t首先t与其他肿瘤相比t
ＯＳ 及 ＥＷＳ 发病率低t 是发生在儿童及青少年的恶
性肿瘤t因此生物信息学资料有限t缺乏临床信息t
无法进行诊断及预后研究c 其次本研究是基于生物
信息学的研究t 仍需要在体内体外的分子生物学实
验中进一步的验证t 例如 ｑc,Ｔ AＣ,tＷ2 ｔ2ｒｎ iｌｏｔd
集落形成分析和流式细胞术分析等分组生物学实

验t以明确 ＣCＣ５o在 ＯＳ及 ＥＷＳ中行使功能的具体
信号传导途径c
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