
中国骨伤 ２０２４年 ７月第 ３７卷第 ７期 Ｃｈｉｎａ Ｊ Ｏｒｔｈｏｐ Ｔｒａｕｍａｔｏｌ，Ｊｕｌ．２０２４，Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．７

通讯作者：彭李华 Ｅ ｍａｉｌ：３６３６７０３９７＠ｑｑ．ｃｏｍ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ：ＰＥＮＧ Ｌｉ ｈｕａ Ｅ ｍａｉｌ：３６３６７０３９７＠ｑｑ．ｃｏｍ

骨肉瘤（ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ，ＯＳ）是儿童和青少年中最
常见的恶性骨肿瘤， 尽管近年来骨肉瘤的治疗取得

了一定进展，但无病生存率并没有显著改善，５０％ 的
患者随后发展为致命的肺转移 ［１］，５ 年生存率仅为
２０％～３０％［２］。因此，探索骨肉瘤发生肺转移的分子机
制，从而制定有效的治疗策略至关重要。 近年来，随

基于生物信息学分析骨肉瘤肺转移的
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【摘要】 目的：采用生物信息学的方法筛选骨肉瘤肺转移的差异表达基因，并探讨其功能及调控网络。 方法：从
ＧＥＯ 数据库 （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ｇｄｓ） 中筛选数据集 ＧＳＥ１４３５９， 使用 ＧＥＯ２Ｒ 在线工具筛选差异表达基因
（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅ，ＤＥＧ）；在线 ＨＭＭＤ 数据库（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｕｉｌａｂ．ｃｎ ／ ｈｍｄｄ）下载骨肉瘤疾病相关的 ｍｉＲＮＡ，
ＦｕｎＲｉｃｈ 软件预测靶基因，与 ＤＥＧ 取交集，获得目标基因；根据靶向关系形成 ｍｉＲＮＡ－ｍＲＮＡ 关系对，数据导入 Ｃｙ鄄
ｔｏｓｃａｐｅ 可视化；ＤＡＶＩＤ 对目标基因行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通路富集分析；ＳＴＲＩＮＧ 构建 ＰＰＩ 网络 ，Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 可视化 ，Ｃｙｔｏ鄄
Ｈｕｂｂａ 插件筛选中枢基因，在线网站进行表达和生存分析。 结果：共鉴定出 ７０４ 个 ＤＥＧ，由 ４７７ 个上调基因和 ２２７ 个
下调基因组成。 ＦｕｎＲｉｃｈ 预测出 ｍＲＮＡ ７ ８８８ 个，两者交集，获得目标基因 ３４３ 个。ＫＥＧＧ 富集分析显示：目标基因主要
参与焦点粘连、细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）受体相互作用、肿瘤坏死因子（ｔｒｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）信号通
路、ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路、白细胞介素－１７（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １７，ＩＬ－１７）信号通路、ＭＡＰＫ 信号通路。 获得 １０ 个中枢基因（ＣＣ鄄
ＮＢ１、ＣＨＥＫ１、ＡＵＲＫＡ、ＤＴＬ、ＲＲＭ２、ＭＥＬＫ、ＣＥＰ５５、ＦＥＮ１、ＫＰＮＡ２、ＴＹＭＳ），ＣＣＮＢ１、ＤＴＬ、ＭＥＬＫ 和预后不良高度相关 。
结论：该研究确定的关键基因和功能通路可能有助于了解骨肉瘤肺转移癌发生和进展的分子机制，并提供潜在的治疗
靶点。
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ＤＥＧｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ，ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ ｏｆ ４７７ ｕｐ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ２２７ ｄｏｗｎ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ． ＦｕｎＲｉｃｈ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ７ ８８８ ｍＲＮＡｓ
ａｎｄ ３４３ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｔｅｒｓｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ． ＫＥＧＧ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｉｔ ｗａｓ ｍａｉｎｌｙ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｆｏｃａｌ
ａｄｈｅｓｉｏｎ，ＥＣＭ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ＴＮＦ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ，ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ，ＩＬ－１７ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌ
ｐａｔｈｗａｙ． Ｔｅｎ ｃｅｎｔｒａｌ ｇｅｎｅｓ （ＣＣＮＢ１，ＣＨＥＫ１，ＡＵＲＫＡ，ＤＴＬ，ＲＲＭ２，ＭＥＬＫ，ＣＥＰ５５，ＦＥＮ１，ＫＰＮＡ２，ＴＹＭＳ） ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ
ａｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｋｅｙ ｇｅｎｅｓ． Ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍ，ＣＣＮＢ１，ＤＴＬ，ＭＥＬＫ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｏｏｒ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｔｈｅ ｋｅｙ
ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｍａｙ ｂｅ ｈｅｌｐｆｕｌ ｔｏ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｔｈｅ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ
ａｎｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｕｎｇ ｍｅｔａｓｔａｓｅｓ ｆｒｏｍ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ，ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔｓ．
ＫＥＹＷＯＲＤＳ Ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ； Ｌｕｎｇ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ； Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ； Ｇｅｎｅ
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图 １ ＧＳＥ１４３５９ 火山图
Ｆｉｇ．１ Ｖｏｌｃａｎｏ ｍａｐ ｏｆ ＧＳＥ１４３５９

图 ２ ＧＳＥ１４３５９ 与骨肉瘤相关 ｍｉＲＮＡ 预测靶基因的 Ｖｅｎｎ 图
Ｆｉｇ．２ Ｖｅｎｎ ｍａｐ ｏｆ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ＧＳＥ１４３５９ ａｎｄ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏ鄄
ｍａ ｒｅｌａｔｅｄ ｍｉＲＮＡｓ

着高通量技术的不断发展和数据分析技术的进步，
微阵列技术结合生物信息学分析被广泛应用于肿瘤

基因组水平的遗传改变，以揭示疾病的分子机制。本
研究采用生物信息学方法， 筛选骨肉瘤肺转移的关
键基因及可能涉及的信号通路，并预测可能的 ｍｉＲ鄄
ＮＡ－ｍＲＮＡ 调控关系。
１ 材料与方法

１． １ 原始数据获取

ＧＥＯ 数据库 （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ ｇｄｓ）
检 索 “ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ ａｎｄ ｌｕｎｇ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓｎ ａｎｄ ｍＲ鄄
ＮＡ）”， 筛选数据集 ＧＳＥ１４３５９ （ＧＰＬ９６ 平台 ［ＨＧ－
Ｕ１３３Ａ］ Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ Ｈｕｍａｎ Ｇｅｎｏｍｅ Ｕ１３３Ａ Ａｒｒａｙ），包
含 ８ 个肺转移样本和 １０ 个非转移性骨肉瘤样本。
ＨＭＭＤ 数据库（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｕｉｌａｂ．ｃｎ ／ ｈｍｄｄ）下载骨
肉瘤疾病相关的 ｍｉＲＮＡ。
１． ２ 目标基因筛选

ＧＥＯ２Ｒ 在线工具筛选出 ＧＳＥ１４３５９肺转移组和
非转移组之间的差异表达基因 （ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘ鄄
ｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅ，ＤＥＧ）， 筛选标准为 Ｐ＜０．０５和｜ｌｏｇＦＣ｜）＞
１。 ＨＭＭＤ数据库（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｕｉｌａｂ．ｃｎ ／ ｈｍｄｄ）下载
骨肉瘤疾病相关的 ｍｉＲＮＡ，ＦｕｎＲｉｃｈ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｆｕｎｒｉｃｈ．
ｏｒｇ）软件预测靶基因。 两者取交集获得目标基因，在
线网站 （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｐｓｂ．ｕｇｅｎｔ．ｂｅ ／ ｗｅｂｔｏｏｌｓ ／
Ｖｅｎｎ ／ ）制作韦恩图。
１． ３ ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析

ＤＡＶＩＤ 数据库（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｄａｖｉｄ．ｎｃｉｆｃｒｆ．ｇｏｖ）进行单
基因 ＧＯ（ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ）注释和京都基因与基因组百
科全书 （ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ，
ＫＥＧＧ）通路富集分析，以进一步分析目标基因的生
物学功能和潜在通路，筛选标准 Ｐ＜０．０５。 ＧＯ 注释包
括生物学进程 （ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）、 细胞组分
（ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）及分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃ鄄
ｔｉｏｎ，ＭＦ）３个部分。 下载 ＤＡＶＩＤ 数据整理后使用微
生信在线网站（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ．ｃｏｍ．ｃｎ）制
作 ＢＰ、ＣＣ、ＭＦ、ＫＥＧＧ 气泡图。
１． ４ ＰＰＩ网络建设及模块分析

ＳＴＲＩＮＧ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ．ｏｒｇ）对目标基因做蛋
白质一蛋白质相互作用 （ｐｒｏｔｅｉｎ－ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，
ＰＰＩ） 网络分析（交互得分≥０．７），下载 ＳＴＲＩＮＧ 数据
库数据导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｙｔｏｓｃａｐｅ．ｏｒｇ ／ ）
可视化。
１． ５ Ｈｕｂ基因选择与分析

根据 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 的 ｃｙｔｏＨｕｂｂａ 插件， 选择 ＭＣＣ
算法选取排名前 １０ 的基因作为 Ｈｕｂ 基因， 在线网
站（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｅｐｉａ．ｃａｎｃｅｒ－ｐｋｕ．ｃｎ ／ ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）分析表达
差异 ；在线网站 （ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｈｇｓｅｒｖｅｒ１．ａｍｃ．ｎｌ ／ ｃｇｉ －ｂｉｎ ／

ｒ２ ／ ｍａｉｎ．ｃｇｉ）作生存分析。
１． ６ ｍｉＲＮＡ－ｍＲＮＡ 调控网络的构建

ＨＭＤＤ 网站 （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｃｕｉｌａｂ．ｃｎ ／ ｈｍｄｄ ｐｕｂ）
下载与骨肉瘤相关的 ｍｉＲＮＡ，使用 ＦｕｎＲｉｃｈ（ｈｔｔｐ： ／ ／
ｆｕｎｒｉｃｈ．ｏｒｇ）软件预测靶基因，与差异表达基因取交
集， 根据靶向关系形成 ｍｉＲＮＡ－ｍＲＮＡ 关系对，Ｃｙ鄄
ｔｏｓｃａｐｅ可视化构建 ｍｉＲＮＡ－ｍＲＮＡ 调控网络。
２ 结果

２． １ 目标基因的获取

删除重复值及无效值， 从 ＧＳＥ１４３５９ 数据集中
筛选出 ７０４ 个 ＤＥＧ，包括 ４７７ 个上调基因和 ２２７ 个
下调基因，ＧＳＥ１４３５９ 火山图（图 １）。 ＨＭＭＤ 数据库
有 １９１ 个 ｍｉＲＮＡ，ＦｕｎＲｉｃｈ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｆｕｎｒｉｃｈ．ｏｒｇ）软件
预测骨肉瘤相关 ｍｉＲＮＡ 靶 基 因 ７ ８８８ 个 ，与
ＧＳＥ１４３５９的 ＤＥＧ交集，得到目标基因 ３４３个（图 ２）。

２． ２ 目标基因的 ＧＯ 注释和 ＫＥＧＧ 富集分析
利用 ＤＡＶＩＤ 对目标基因进行 ＧＯ 注释和

ＫＥＧＧ 通路富集分析。 ＧＯ 注释：ＢＰ（图 ３ａ），ＲＮＡ 聚
合酶Ⅱ启动子转录的正调控、 ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ启动子
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图 ３ 目标基因的 ＧＯ 注释和 ＫＥＧＧ 通路富集分析 ３ａ． ＢＰ 气泡图 ３ｂ． ＣＣ 气泡图 ３ｃ． ＭＦ
气泡图 ３ｄ． ＫＥＧＧ 气泡图
Ｆｉｇ．３ ＧＯ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ３ａ． ＢＰ Ｂｕｂｂｌｅ
Ｃｈａｒｔ ３ｂ． ＣＣ ｂｕｂｂｌｅ ｃｈａｒｔ ３ｃ． ＭＦ ｂｕｂｂｌｅ ｃｈａｒｔ ３ｄ． ＫＥＧＧ Ｂｕｂｂｌｅ Ｃｈａｒｔ

表 １ Ｈｕｂ 基因中英文全称
Ｔａｂ．１ Ｆｕｌｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ａｎｄ Ｅｎｇｌｉｓｈ ｎａｍｅｓ ｏｆ Ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ

基因简称 英文全称 中文全称

ＣＣＮＢ１ ｃｙｃｌｉｎ Ｂ１ 细胞周期蛋白 Ｂ１

ＣＨＥＫ１ Ｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔ Ｋｉｎａｓｅ １ 检查点激酶 １

ＡＵＲＫＡ Ａｕｒｏｒａ Ｋｉｎａｓｅ Ａ 极光激酶 Ａ

ＤＴＬ ｄｅｎｔｉｄｅｌｅｓｓ Ｅ３ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｌｉｇａｓｅ 泛素蛋白连接酶同系物

ＲＲＭ２ Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｒｅｄｕｃｔａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ Ｍ２ 核糖核苷酸还原酶调节亚基 Ｍ２

ＭＥＬＫ Ｍａｔｅｒｎａｌ Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ Ｌｅｕｃｉｎｅ Ｚｉｐｐｅｒ Ｋｉｎａｓｅ 母体胚胎亮氨酸拉链激酶

ＣＥＰ５５ Ｃｅｎｔｒｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ５５ 中心体蛋白 ５５

ＦＥＮ１ Ｆｌａｐ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ－Ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ １ 瓣状核酸内切酶 １

ＫＰＮＡ２ Ｋａｒｙｏｐｈｅｒｉｎ Ｓｕｂｕｎｉｔ Ａｌｐｈａ ２ 核转运蛋白 α２

ＴＹＭＳ Ｔｈｙｍｉｄｙｌａｔｅ Ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ 胸苷酸合成酶

３ｂ

３ａ

３ｄ

３ｃ

转录的负调控、 细胞迁移、ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ启动子的
转录、细胞对钙离子的反应、转录的正调控、ＤＮＡ 模
板化、药物反应、内皮细胞增殖的正调节、转化生长
因子 β 受体信号通路、ＭＡＰ 激酶活性的正调节。
ＣＣ（图 ３ｂ），细胞外泌体、细胞质、胞浆、高分子复合
物、染色质、焦点粘连、细胞表面、膜、核、细胞质核周
区。ＭＦ（图 ３ｃ），蛋白质结合、特异性双链 ＤＮＡ 结合、
相同蛋白结合、 转录激活剂活性，ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ转
录调节区序列特异性结合、转录因子活性，序列特异
性 ＤＮＡ 结合、蛋白质同源二聚体活性、未折叠蛋白
结合、肌动蛋白丝结合、转录因子结合、ＲＮＡ 聚合酶
Ⅱ序列特异性 ＤＮＡ 结合转录因子结合。 ＫＥＧＧ 分析
显示（图 ３ｄ），通路富集在焦点粘连、ＥＣＭ 受体相互
作用、癌症的途径、肿瘤坏死因子
（ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）信号通
路、癌症中的蛋白聚糖、ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ
信号通路、小细胞肺癌、流体剪切
应力与动脉粥样硬化、ＩＬ－１７ 信号
通路、ＭＡＰＫ 信号通路。
２． ３ ＰＰＩ 网络构建及 Ｈｕｂ 基因
筛选

为了分析目标基因之间的功

能交互，使用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ对 ＳＴＲＩＮＧ
构建的 ＰＰＩ网络进行可视化，该网
络由 ２０４个节点和 ９５０条边组成。
利 用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 的 ｃｙｔｏＨｕｂｂａ 插
件，按照 ＭＣＣ算法筛选出前 １０的
中枢基因。 见表 １、图 ４。
２． ４ Ｈｕｂ基因选择与分析

筛选出 １０ 个 Ｈｕｂ 基因（ＣＣＮ
Ｂ１、ＣＨＥＫ１、ＡＵＲＫＡ、ＤＴＬ、ＲＲＭ２、
ＭＥＬＫ、ＣＥＰ５５、ＦＥＮ１、ＫＰＮＡ２、
ＴＹＭＳ），基因全称中英文对照见
表 １。 在 线 网 站 （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｅｐｉａ．
ｃａｎｃｅｒ－ｐｋｕ．ｃｎ ／ ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）分析表
达差异（图 ５），在线网站（ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｈｇｓｅｒｖｅｒ１．ａｍｃ．ｎｌ ／ ｃｇｉ －ｂｉｎ ／ ｒ２ ／ ｍａｉｎ．
ｃｇｉ） 进行生存分析。 结果表明，
ＣＣＮＢ１、ＡＵＲＫＡ、ＤＴＬ、ＲＲＭ２、
ＭＥＬＫ、ＣＥＰ５５、ＫＰＮＡ２ 有统计学
意义，ＣＣＮＢ１、ＤＴＬ、ＭＥＬＫ 与骨肉
瘤患者预后不良密切相关（图 ６）。
２． ５ ｍｉＲＮＡ－ｈｕｂ基因调控网络

ＨＭＭＤ 数据库与骨肉瘤疾病
相关 ｍｉＲＮＡ 有 １９１ 个 ，ＦｕｎＲｉｃｈ
软件预测靶基因 ７ ８８８ 个 ，与

ＧＳＥ１４３５９ 的 ＤＥＧ 交集，得到目标基因 ３４３ 个，使用
Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 可视化，由 ４６２ 个点，１ ７０７ 条边构成。 通
过交互网络度分析 ，ｈｓａ－ｍｉＲ－１５ａ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１９５、
ｈｓａ－ｍｉＲ－１６－１、ｈｓａ－ｍｉＲ－１６－２、ｈｓａ－ｍｉＲ－２９ａ 是中枢
ｍｉＲＮＡ（图 ７）。
３ 讨论

ＯＳ 是儿童和青少年中最常见的原发性恶性骨
癌，具有很高的肺转移倾向。 因此，鉴定导致转移潜
能增加的分子标记物非常重要， 以便设计更有效的
治疗策略来抑制转移。
３． １ 骨肉瘤肺转移 Ｈｕｂ基因的功能分析

构建目标基因的 ＰＰＩ 网络，ｃｙｔｏＨｕｂｂａ 插件筛选
Ｈｕｂ 基因，ＧＥＰＩＡ 数据库进一步对 Ｈｕｂ 基因进行表
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图 ４ ＰＰＩ 网络的 Ｈｕｂ 基因
Ｆｉｇ．４ Ｈｕｂ Ｇｅｎｅ ｏｆ ＰＰＩ Ｎｅｔｗｏｒｋ

注：＊差异有统计学意义
图 ５ Ｈｕｂ 基因的表达差异
Ｆｉｇ．５ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｈｕｂ ｇｅｎｅ

ＫＰＮＡ２ ＣＨＥＫ１ ＣＣＮＢ１ ＣＥＰ５５ ＦＥＮ１

ＭＥＬＫ ＴＹＭＳ ＤＴＬ ＡＵＲＫＡ ＲＲＭ２

达分析，结果显示 ＣＥＰ５５、 ＡＵＲＫＡ、ＲＲＭ２、ＫＰＮＡ２、
ＣＣＮＢ１、ＤＴＬ、ＭＥＬＫ 具有统计学意义，这些基因可能
与骨肉瘤的发生发展起重要作用。 ＣＥＰ５５ 在 ＯＳ 组
织中过表达， 主要位于 ＯＳ 细胞的质膜上， 沉默
ＣＥＰ５５可 Ｇ１期细胞显著增加，进入 Ｓ期和 Ｇ２ ／Ｍ 期
的细胞减少，并促进细胞凋亡［３］。 ＡＵＲＫＡ 是一种致
癌基因， 在包括骨肉瘤在内的多种人类肿瘤中高度
表达，其表达水平与恶性程度和肿瘤转移相关。沉默

ＡＵＲＫＡ 基因可诱导 ＯＳ 细胞凋亡和 Ｇ２ ／Ｍ 细胞周
期停滞来抑制细胞活力［４］。ＲＲＭ２在 ＤＮＡ 损伤修复、
上皮细胞－间充质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ－ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎ鄄
ｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）、侵袭、增殖方面起着重要作用；ＲＲＭ２
可能作为一种促转移因子， 通过 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通
路诱发细胞侵袭、迁移和 ＶＥＧＦ表达［５］。 高 ＲＲＭ２蛋
白表达与较差的总生存率显著相关， 高 ＲＲＭ２ 表达
促进侵袭性表型，ＲＲＭ２ 沉默后细胞周期和增殖相
关基因特征下调，伴随着细胞凋亡和 ＤＮＡ 损伤的增
加［６］。 ＫＰＮＡ２参与多种肿瘤相关蛋白的核质运输途
径。 ＫＰＮＡ２参与细胞分化、增殖、凋亡、免疫反应，进
而促进肿瘤形成和发展， 但和骨肉瘤的关系未见相
关报道。
３． ２ ＣＣＮＢ１、ＤＴＬ、ＭＥＬＫ 与肺转移的分子机制

生存分析显示：ＣＣＮＢ１、ＤＴＬ、ＭＥＬＫ 与骨肉瘤患
者预后不良密切相关， 这些基因可能对骨肉瘤转移
起重要作用。 ＣＣＮＢ１ 基因编码 ＣｙｃｌｉｎＢ１ 蛋白，参与
细胞周期调控、 中心体复制和染色体分离。 ＣＣＮＢ１
过表达与许多癌症的细胞增殖和肿瘤发生密切相

关，并且与肿瘤分期相关［７－８］。 ＣＣＮＢ１ 可能通过调控
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图 ６ Ｈｕｂ 基因的生存分析，ＣＣＮＢ１、ＤＴＬ、ＭＥＬＫ 与骨肉瘤患者
预后不良密切相关，生存曲线 Ｐ 值分别为 ０．０４４，０．０２８，０．０３４
Ｆｉｇ．６ Ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｈｕｂ ｇｅｎｅ，ＣＣＮＢ１，ＤＴＬ，ａｎｄ ＭＥＬＫ ａｒｅ
ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｐｏｏｒ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｏｓｔｅｏｓａｒｃｏｍａ，ｗｉｔｈ
Ｐ－ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ０．０４４，０．０２８，０．０３４ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

ＤＮＡ 复制参与肝细胞癌 （ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＨＣＣ）的细胞周期［７］，还可促进 ＨＣＣ中的磷脂酰肌醇
３－激酶 （ｐｈｏｓｐｈａｔ－ｉｄｙｌｉｎｏ ｓｉｔｉｄｅ ３－ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ） 和
ＡＫＴ 磷酸化，并通过促进 Ｐ５３ 泛素化来降低 Ｐ５３ 蛋
白表达，从而导致肿瘤细胞的生长和细胞周期进
程 ［８］。 在骨肉瘤中，ＣＣＮＢ１ 水平升高，会降低 Ｇ２ 期
的细胞百分比，升高 Ｇ１ 期的细胞百分比，增加抗肿
瘤药物的耐药性，促进骨肉瘤细胞增殖转移［９］。 ＤＴＬ
调节泛素蛋白转移酶活性，参与蛋白质泛素化、调节
有丝分裂细胞周期的 Ｇ２ ／Ｍ 转换和 ＤＮＡ 损伤反
应［１０－１１］。 临床上 ＤＴＬ 在癌组织中比在正常组织中显

著上调。生存曲线显示，ＤＴＬ表达量越高的癌症患者
生存率越低。 程序性细胞死亡因子 ４（ｐｒｏｇｒａ ｍｍｅｄ
ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ４，ＰＤＣＤ４） 被确定为 ＤＴＬ 的潜在底物 ，
ＰＤＣＤ４ 是一种肿瘤抑制基因，参与细胞凋亡、转化、
侵袭和肿瘤进展。ＤＴＬ通过降解 ＰＤＣＤ４促进癌细胞
的运动和增殖 ，从而促进癌症的发展 ［１２］。 ＤＴＬ 和
ＰＣＮＡ 调节 ｐ５３ 多泛素化，ＤＴＬ 的失活诱导 ｐ５３ 稳
定和细胞生长停滞［１３］。 ＭＥＬＫ 是一种丝氨酸 ／苏氨酸
激酶，在细胞周期调节、增殖和细胞凋亡中起主导作
用。 在骨肉瘤中，ＭＥＬＫ 通过 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号
通路调节增殖细胞核抗原 （ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ

ＫＰＮＡ２ ＣＨＥＫ１ ＣＣＮＢ１ ＣＥＰ５５

ＦＥＮ１ ＭＥＬＫ ＴＹＭＳ ＤＴＬ

ＡＵＲＫＡ ＲＲＭ２
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注：三角形为 ｍｉＲＮＡ，圆形为 ｍＲＮＡ
图 ７ ｍｉＲＮＡ－ｍＲＮＡ 网络图
Ｆｉｇ．７ ｍｉＲＮＡ－ｍＲＮＡ ｎｅｔｗｏｒｋ ｄｉａｇｒａｍ

ａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）和基质金属蛋白酶 ９（ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏ鄄
ｐｒｏｔｅｉｎ ９，ＭＭＰ９） 的表达，从而促进骨肉瘤的增殖和
转移，敲低 ＭＥＬＫ导致体外增殖、迁移和侵袭减少以
及细胞凋亡和细胞周期停滞的增强［１４］。
３． ３ 骨肉瘤肺转移相关的信号通路

为了揭示 ＯＳ 肺转移的分子机制， 对目标基因
可能的 ＧＯ 功能项和信号通路进行了表征。 ＫＥＧＧ
通路富集分析表明，ＴＮＦ 信号通路、癌症中的蛋白聚
糖、ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路、丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏ鄄
ｇｅｎ－ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）信号通路等是与
ＯＳ最相关的通路。 肿瘤坏死因子－α （ＴＮＦ－α） 是一
种促炎细胞因子，通过调节细胞因子的产生、细胞存
活和细胞死亡来协调组织稳态。 文献 ［１５］表明 ＴＮＦ－
α ／ ＮＦ－κＢ 轴在人骨肉瘤细胞中被激活， 阻断 ＴＮＦ－
α ／ ＮＦ－κＢ ／ ＣＵＬ４Ｂ 轴可诱导细胞周期停滞在 Ｓ 期，
抑制细胞增殖、 集落形成、 细胞侵袭和肿瘤形成能
力。 ＴＮＦ－α 信号的激活增强骨肉瘤细胞中的 ＩＬ－３４
表达， 并通过增加新血管生成和 Ｍ２ 巨噬细胞的募
集促进 ＯＳ生长［１６］。 非经典的 ＴＮＦ ／ ＮＦ－κＢ信号通路
激活，ＮＦ－κＢ 诱导激酶 （ＮＦ－ｋａｐｐａＢ－ｉｎｄｕｉｎｇ ｋｉｎａｓｅ，
ＮＩＫ） 的上调导致 ｐ１００ （ｐ－ｐ１００） 磷酸化，易位到细
胞核后， 一方面重塑线粒体依赖性凋亡相关蛋白的
表达，从而抑制细胞凋亡，另一方面通过影响骨形态
发生蛋白 （ｂｏｎｅ ｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＭＰ） 信号或
糖原合酶激酶 －３β （ｇｌｙｃｏｇｅｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｋｉｎａｓｅ －３β，
ＧＳＫ－３β） 通路广泛参与骨肉瘤细胞增殖和分化，下
调磷酸化 Ａｋｔ 和 ＮＦ－κＢ 将 ＭＧ－６３ 细胞阻滞在 Ｇ１
期， 从而显著抑制 ＭＧ－６３ 细胞的迁移和增殖 ［１７］。
ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲａ 通路在 ＯＳ 中经常过度激活，并
有助于肿瘤发生、增殖、侵袭、细胞周期进程、细胞凋
亡抑制、血管生成和化学抗性［１８－１９］。 抑制 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ
通路，下游关键促凋亡蛋白的表达显著增加，主要抗

凋亡蛋白的表达减少，增加 ＯＳ 自
噬和诱导凋亡，抑制骨肉瘤增殖、
侵袭和增殖［２０－２１］。 ＭＡＰＫ信号通路
由 ＲＡＦ１、ＭＥＫ 和 ＥＲＫ 组成，在促
进肿瘤增殖、迁移、侵袭和血管生
成中起关键作用。 ＷＡＮＧ 等 ［２２］报

道骨肉瘤肺转移相关的基因突变

主要集中在 ＭＡＰＫ 信号通路，另
有研究证实巨噬细胞迁移抑制因

子可激活 ＭＡＰＫ 信号通路进而增
加骨肉瘤增殖侵袭和肺转移［２３］。
３． ４ 骨肉瘤肺转移相关 ｍｉＲＮＡ

ｍｉＲＮＡ 负向调节靶基因 ｍＲ鄄
ＮＡ 的表达水平， 为 ＯＳ 的早期诊
断 、临床精准治疗提供新的线索。

在本研究中， 构建的 ｍｉＲＮＡ－ｍＲＮＡ 网络关系中可
以看出 ，ｈｓａ－ｍｉＲ－１５ａ、ｈｓａ－ｍｉＲ－１９５、ｈｓａ－ｍｉＲ－１６－
１、ｈｓａ－ｍｉＲ－１６－２、ｈｓａ－ｍｉＲ－２９ａ 是与大多数靶基因
相互作用的 ｍｉＲＮＡ。 ｍｉＲ－１９５ 在 ＯＳ组织中经常下
调，靶向调节 ＯＳ 中的 ＣＣＮＤ１ 表达，在体外和体内
均抑制了 ＯＳ 细胞的转移［２４］。 软骨细胞来源的外泌
体 ｍｉＲ－１９５ 通过靶向 ＫＩＦ４Ａ 抑制 ＯＳ 细胞增殖并降
低对化疗药物的耐受性 ［２５］，提示 ｍｉＲ－１９５ 可以作为
一种新的生物标志物用于骨肉瘤早期诊断和预后判

断。 ＭｉＲ－１５－ａ 和 ｍｉＲ－１６－１ 上调抑制 ＣＣＮＤ１ 表达
并诱导骨肉瘤细胞凋亡和细胞周期停滞［２６］。 最近的
研究表明，ｍｉＲ－２９ 的高表达与 ＯＳ 患者的不良预后
相关 ［２７］。 敲低 ｍｉＲ－２９ 可显著下调 ＴＧＦ－β１ 并上调
ＰＵＭＡ表达，并使 ＭＧ－６３细胞生长减少 ７０％，使集落
形成受损约 ８０％，并使ＭＧ－６３细胞凋亡增加 ４０％［２８］。
利用 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ 软件预测中枢 ｍｉＲＮＡ 靶基因，结果
提示 ：ｈｓａ－ｍｉＲ－２９ａ－５ｐ 可以靶向 ＲＲＭ２、ＣＨＥＫ１；
ｈｓａ－ｍｉＲ－１６－１－３ｐ 可以靶向 ＣＥＰ５５、 ＣＣＮＢ１；ｈｓａ－
ｍｉＲ－１６－２－３ｐ 可以靶向 ＭＥＬＫ、ＣＨＥＫ１，这需要在后
续的研究中进一步实验验证。

本研究通过对基因表达数据集的综合分析，确
定了可能参与骨肉瘤肺转移的关键基因和关键信号

通路，可作为诊断和治疗靶点。 此外，ＣＣＮＢ１、ＤＴＬ、
ＭＥＬＫ与骨肉瘤患者的预后不良密切相关，ｍｉＲ－１６－
１－３ｐ、ｍｉＲ－１６－２－３ｐ 可能调控 ＣＣＮＢ１、ＭＥＬＫ 的表
达，这可能成为潜在的治疗靶点。这些结果为全面认
识骨肉瘤原发性肺转移提供了重要思路，然而，需要
进一步的研究来验证目前的发现并阐明这些基因在

骨肉瘤肺转移中的具体分子机制。
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