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[摘 要] 目的：利用生物信息学方法分析前梯度蛋白2（anterior gradient protein-2，AGR2）在乳腺癌中的表达情况，并分析预测

其所涉及的生物学功能及分子信号通路。方法：挖掘Oncomine和GEPIA数据库中AGR2在乳腺癌和正常乳腺组织中的表达情

况，分析CCLE数据库中AGR2在乳腺癌细胞系中的表达水平，同时利用HPA数据库分析AGR2蛋白在正常和乳腺癌组织中的表

达水平，并分析其表达与预后关系。Progno Scan分析AGR2表达与预后的关系从CCLE下载乳腺癌相关基因芯片并用R语言筛

选AGR2共表达基因，利用GO功能富集分析和KEGG信号通路分析对AGR2相关共表达基因进行功能注释。结果：Oncomine

和GEPIA数据分析显示AGR2基因在乳腺癌组织中高表达，CCLE数据分析表明AGR2在乳腺癌细胞系中显著高表达，HPA数据

库免疫组化结果显示乳腺癌组织AGR2蛋白相对于正常乳腺组织高表达；Progno Scan分析显示AGR2高表达提示乳腺癌预后不

良。利用R软件共筛选出946个在乳腺癌中同AGR2共表达的基因，GO功能富集分析显示，共表达基因主要涉及蛋白定位到细

胞周围、蛋白定位到细胞膜、细胞连接组装、细胞基质黏附、细胞连接组成等生物学功能；KEGG分析显示共表达基因主要参与乳

腺癌和胃癌进程，并和蛋白聚糖在癌症中的作用及缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸降解通路相关。结论：AGR2在乳腺癌组织和细胞

中均高表达，其可能是乳腺癌中潜在的促癌基因，有望成为乳腺癌治疗的新靶标。
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[Abstract] Objective: To explore the expression of AGR2 gene in breast cancer as well as to predict its relevant biological functions

and molecular signaling pathways with bioinformatics tool. Methods: The expression of AGR2 in breast cancer tissues and normal tis‐

sues was analyzed in Oncomine and GEPIA databases, and the expression of AGR2 in breast cancer cell lines was evaluated in CCLE

database. Meanwhile, HPA database was used to analyze the expression of AGR2 protein in normal and breast cancer tissues. Besides,

the gene expression microarray data download from CCLE database was analyzed by using R software to obtain genes co-expressed

with AGR2. Functional annotation of AGR2 co-expressed genes was performed by using GO Enrichment and KEGG pathway analyses.

Results: Oncomine and GEPIA databases showed that AGR2 gene was highly expressed in breast cancer tissues, and CCLE database

analysis showed that AGR2 was highly expressed in all breast cancer cell lines. Immunohistochemistry results from the HPA database

showed that the expression of AGR2 protein was significantly higher in breast cancer tissues compared with normal tissues. A total of

946 genes co-expressed with AGR2 in breast cancer were screened out with the R software. With the GO function Enrichment analysis,

the co-expressed genes were demonstrated to be mainly involved in biological functions, such as protein localization to cell periphery,

protein localization to plasma membrane, cell junction assembly, cell-substrate adhesion, and cell junction organization etc. In addition,

the KEGG analysis results showed that co-expressed genes were mainly involved in the progression of gastric cancer and breast cancer,

and were associated with proteoglycans in cancer, as well as proline, leucine and isoleucine degradation pathways. Conclusions: AGR2
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is highly expressed in breast cancer tissues, which may be a potential oncogenic gene and a new therapeutic target of breast cancer.

[Key words] breast; neoplasm; anterior gradient protein-2(AGR2); expression; prognosis function; pathway
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乳腺癌是全球女性的致死性疾病的主要病种之

一。尽管近年来乳腺癌的诊疗水平已经获得了较大

的提升，但由于全球乳腺癌发病率持续升高而导致

其病死率仍居高不下。根据最新癌症数据显示，

2019年美国预计有268 600新发病例，其中死亡病例

约 41 760例[1]。综合治疗仍然是提升乳腺癌患者生

存率和降低病死率的主要手段，尤其是进展期患者。

目前，靶向药物治疗在乳腺癌治疗领域获得的疗效

使得广大学者对其充满期望。因此，进一步研究可

以作为乳腺癌诊治的特异性靶点基因或蛋白都具有

一定的临床实用价值。

前梯度蛋白2（anterior gradient protein-2，AGR2）

是非洲爪蟾AGR蛋白XAG-2的人类同源体。在非

洲爪蟾中，XAG-2被认为是一种潜在的分泌蛋白，高

水平表达XAG-2可以诱导黏液腺的分化[2]。目前，已

经证实人类AGR2基因位于染色体7p21.3上，而该基

因在人体中的功能尚不清楚。PERSSON 等[3]报道

AGR2可能是二硫键异构酶家族的成员，定位于内质

网而参与蛋白质的折叠。DUMARTIN[4]报道AGR2

可视作为一种分泌蛋白，能与膜蛋白的细胞外结构

域相互作用，并调节其活性或影响相关的细胞内分

子通路。在肿瘤方面的研究[5-6]表明，AGR2具有一定

“癌基因”的功能，可促进肿瘤细胞的增殖及迁移等;

AGR2在多种恶性肿瘤组织中呈高水平表达，如乳腺

癌[7]、前列腺癌[8]、胰腺癌[9]、肺癌[10-11]、鼻咽癌[12]等，并

且其高表达与多种恶性肿瘤患者的预后呈负相

关[12-13]。但AGR2在乳腺癌中的临床相关研究较少，

而且存有一定的争议。INNES 等[14]和 ONDROUS‐

KOVA等[15]的研究结果均表明，AGR2在乳腺癌组织

中的表达水平与患者预后呈负相关，而FRITZSCHE

等[16]则报道AGR2在乳腺癌中表达水平与患者总生

存率呈正相关。由于以上研究在研究方法、样本量

及人群方面存在一定的差异，使得研究结果的可靠

性显得相对较低。因此，本研究通过生物信息学方

法全面分析AGR2在乳腺癌中的表达情况、潜在功

能，并预测其在乳腺癌预后评估中的临床价值。

1 资料与方法

1.1 从Oncomine数据库中提取数据

Oncomine数据库（www.oncomine,org）为在线癌

症微阵列数据库，用于分析不同癌症中AGR2的转录

水平，设置筛选条件为(1) Gene:AGR2; (2) Analysis

type: cancer vs normal analysis; (3) Cancer type: breast

cancer; (4) Data type: mRNA。参数设置为默认值。

1.2 从GEPIA数据库提取数据

GEPIA (http://gepia.cancer-pku.cn/)数据库[17]包含

了 9 736例肿瘤样本和 8 587例正常样本，数据主要

来自于 TCGA和GTEx的RNA测序数据，该数据库

提供了关于肿瘤差异表达分析、生存分析等功能，本

研究主要检索AGR2在乳腺癌和正常样本中的RNA

表达差异数据。

1.3 从CCLE数据库提取数据

CCLE（www.broadinstitude.orgccle）数据库[18]是

Broad研究所和诺华生物医学和基因组学研究所的合

作项目，该数据库提供了大约1000 个细胞系基因组数据

的可视化分析结果。本研究通过CCLE数据库分析AGR2

在乳腺癌细胞系中的表达，并提取 CCLE_RNAs‐

eq_genes_rpkm_20180929数据集作进一步分析。

1.4 HPA数据库分析蛋白表达水平

HPA 数据库（The Human Protein Atlas，https://

www.proteinatlas.org）是2003年由瑞典科学家发起的

项目，旨在利用不同的组学技术绘制细胞、组织和器

官中所有的人类蛋白质图谱[19]。本研究利用该数据

库分析AGR2免疫组织化学结果，比较AGR2在人正

常乳腺组织和乳腺癌组织中的蛋白表达。

1.5 PrognoScan数据库分析预后

PrognoScan数据库（www.prognoscan.org)[20]结合

了GEO数据库中具有临床注释的大量癌症微阵列数

据集，旨在评估癌症患者特定基因表达与预后关系。

通过该网站在线分析人乳腺癌样本中AGR2 mRNA

表达与预后的关系。设置阈值为Cox分析P<0.05，可

见GSE9893显示的总生存率以及GSE2990显示的无

远处转移生存率。

1.6 共表达基因分析

从 CCLE 数据库下载 CCLE_RNAseq_genes_rp‐

km_20180929数据集，应用R软件（版本3.5.2）对来自

该数据集进行共表达基因分析，设置 PERSOR检验

的相关系数>0.4，P<0.01。

1.7 GO功能富集分析及KEGG通路富集分析

基因本体论（gene ontology，GO）数据库提供了

一个标准的词汇来描述任何物种的基因和蛋白功能

属性。包括分子功能（molecular function，MF）、生物

过程（biological process，BP）、细胞组成（cell compo‐

nent，CC）三级结构的标准语言。《京都基因与基因组

百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，

KEGG）》是根据基因和分子网络对基因功能进行系

·· 303



中国肿瘤生物治疗杂志, 2020, 27(3)

统分析的数据库。本研究利用 R 软件中的 Biocon‐

ductor函数包对 AGR2 共表达的基因进行 GO 功能

富集分析和 KEGG 通路分析，P<0.05 和 FDR（false

discovery rate）<0.05认为有统计学意义。

2 结 果

2.1 AGR2在不同肿瘤类型中的表达情况

Oncomine 数据库中有关AGR2基因在不同肿瘤

类型研究结果共有 423项，AGR2表达差异有统计学

意义的结果有 41项研究，其中AGR2表达增高的有

26项，表达降低的有15项。其中，在乳腺癌中高表达

的研究有7项、低表达的研究有0项，具体见图1。

图1 Oncomine数据库中AGR2基因在多种肿瘤研究中的表达

Fig.1 Expression of AGR2 gene in different types of tumors

in the Oncomine database

2.2 AGR2在乳腺癌组织和正常组织中的表达情况

对Oncomine数据库中AGR2在乳腺癌组织和正

常组织中的研究进行荟萃分析，结果如图2所示。自

2005年开始，共有 7个研究涉及AGR2在乳腺癌组

织和正常组织中的表达，数据分别来自于 Nature、

TCGA等。AGR2在所有差异表达基因中中位排名

为650（P<0.05），与对照组相比，AGR2在乳腺癌组织

中表达量显著高于正常组织（P<0.05）。利用GEPIA

数据库进一步验证AGR2基因在乳腺癌和正常组织

中的表达情况，结果同Oncomine分析结果一致，见图

3，表明AGR2基因在乳腺癌组织中表达上调。

2.3 AGR2在乳腺癌细胞系中的表达情况

利用CCLE在线网站进一步分析AGR2基因在

肿瘤细胞系中的表达情况，结果如图4所示，在40种

肿瘤细胞系中，AGR2在乳腺癌细胞中表达水平排名

第7，提示AGR2在乳腺癌细胞系中高表达。

2.4 AGR2在乳腺癌和正常组织中表达的免疫组化结果

利用The Human Protein Atlas数据库分析AGR2蛋

白在正常与乳腺癌组织中的表达情况，结果（图5）显示

乳腺正常组织中染色为低水平，而在乳腺癌组织中染

色为高水平，提示AGR2蛋白在乳腺癌组织中高表达。

2.5 乳腺癌组织AGR2表达量与生存预后的关系

通过 PrognoScan 网站收集芯片 GSE2990 和

GSE9893的预后信息，结果显示，AGR2高表达的乳腺

癌患者无远处转移生存率降低（HR=1.32, 95%CI:1.02~

1.70，P=0.037，GSE2990)，且总生存时间缩短（HR=1.16，

95%CI:1.03~1.32，P=0.014，GSE9893），见图6。

2.6 与AGR2相关的共表达基因

利用R软件共筛选出与946个AGR2共表达的基

因。选取与AGR2表达呈显著正相关和负相关的前20

个基因，绘制热图，结果如图7所示。与AGR2呈正相

关的基因有 SPDEF、ZNF385A、ATP8A1、FAM214A、

RND1、C9orf152、GPR160、ARHGEF38、RP11-311D14.1、

PRODH、SPTSSB、TSPAN1、HID1、GPD1L、ALDH6A1、

RAB26、XBP1、FOXA1、PAX9、TSPAN13，与AGR2显

著负相关的基因有 C17orf51、RP11-31F15.1、GLS、

LRP12、PIM1、ETS1、MSANTD3、MAP4K4、FAM101B、

AKT3、ACSL4、TMEM39B、SGTB、FYN、EIF5A2、

PPP1R18、SACS、KIAA0754、KATNAL1、COLGALT1。

2.7 AGR2相关的BP、CC及通路

研究表明，具有相似表达模式的基因可能在功能上具

有相关性。为了进一步探讨AGR2在乳腺癌中的潜在机

制，本研究对AGR2共表达基因进行聚类分析。GO功

能富集分析（图8）显示，这些共表达基因显著富集的

BP包括蛋白定位到细胞周围、蛋白定位到细胞膜、细

胞连接组装、细胞基质、细胞连接组成、调节同型细

胞间黏附、维持细胞极性等，CC主要包括黏着斑、细

胞基质黏着连接、细胞基质连接、微管等。GO分析

热图（图 9）展示了具体富集到不同通路上的基因及

富集到某个通路上的基因与AGR2的相关性。进一

步的KEGG通路富集分析（图10）表明，AGR2主要参

与了胃癌、乳腺癌进程，蛋白聚糖在癌症中的作用以

及缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸降解通路。
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1-7 represent the results of 7 studies respectively. The darker the red color, the higher the expression of AGR2 gene in the chip.

Red represents high expression and blue represents low expression

图2 Oncomine数据库中AGR2基因在乳腺癌中的表达

Fig.2 Expression of AGR2 gene in breast cancer in the Oncomine database

图3 GEPIA数据库中AGR2在乳腺癌中的表达

Fig.3 Expression of AGR2 gene in breast cancer in the

GEPIA database

3 讨 论

人类AGR2基因与AGR3同属于内质网蛋白二

硫键异构酶(the protein disulfide isomerase，PDI)家族

的成员，参与蛋白质折叠。研究[21-23]表明，AGR2在肺

癌、前列腺癌、胰腺癌、卵巢癌和结肠癌中等多种癌

症中高表达，并通过调控多种通路促进细胞黏附和

迁移能力。研究[21]发现AGR2通过上调DUSP10，从

而抑制 p38 MAPK 的活性，最终导致 p53 的激活受

阻。应用AGR2单克隆抗体能够激活p53通路，抑制

ERK1/2-MAPK通路[23]。此外，研究[22]表明，AGR2还

可 以 通 过 Wnt11 介 导 的 非 经 典 Wnt 信 号 促

图4 CCLE数据库中AGR2基因在不同肿瘤细胞系中的表达

Fig.4 Expression of AGR2 gene in different types of tumor cells in the CCLE database
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图5 AGR2蛋白在正常和乳腺癌组织中的表达（（IHC））

Fig.5 Expression of AGR2 protein in normal and

breast cancer tissues (IHC)

进结肠直肠癌细胞的侵袭。上述研究表明AGR2在

癌症的发生发展中发挥着重要的作用。

在乳腺癌中，既往研究[15]报道AGR2在ER阳性

乳腺癌细胞系中高表达，是一种与乳腺癌ER表达相

关的基因；但目前研究[24]显示，肿瘤组织中AGR2的

表达上调可以不依赖雌激素受体的表达。目前AGR2

在乳腺癌中的报道较少，将AGR2 cDNA转染大鼠乳

腺良性细胞系 Rama37，结果有 77%~92% 发生肺转

移，提示AGR2表达可能促进乳腺肿瘤细胞的恶

性生物学行为发展[25]。 INNES 等[14]发现 AGR2 与

图6 AGR2基因表达与乳腺癌预后

Fig.6 Expression of AGR2 gene and the prognosis of breast cancer

图7 乳腺癌中AGR2共同差异表达基因及结果（部分）

Fig.7 The heatmaps of AGR2 co-expressed genes in breast cancer
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图8 乳腺癌中AGR2共表达基因的GO功能富集

Fig.8 GO functional enrichment analysis of the AGR2

co-expressed genes in breast cancer

ER阳性患者的总体无复发生存率呈负相关，AGR2高水

平表达的患者预后较差，而 ONDROUSKOVA 等[15]在

HER2阳性患者中也得到了类似的结果。此外，在另

一项仅纳入可手术 I期和 II期乳腺癌患者的研究中，

也得到了上述实验同样的研究结果[26]。新近的Meta

分析[27]也表明，AGR2过表达患者总生存率较差，提

示AGR2在乳腺癌中可能发挥着促癌基因的作用。

相反的，FRITZSCHE等[16]研究却显示，AGR2高水平

表达的乳腺癌患者的总生存率较AGR2低水平表达

的患者明显升高。

鉴于上述争议性，本研究基于生物信息学方法，

通过挖掘大样本量数据，分析AGR2在乳腺癌中表达

情况，避免了样本量小和抽样误差等原因，因此，结

论具有相对较高的可信度。通过Oncomine和GEPIA

分析显示，AGR2基因在乳腺癌组织中的表达水平显

著高于正常组织。CCLE数据库分析表明AGR2基

因在乳腺癌细胞系中呈高水平表达。此外，HPA数

据库免疫组化结果进一步显示AGR2蛋白也在乳腺

癌组织中显著高表达，该结果与既往多数研究结果

一致，提示AGR2可能在乳腺癌的发生发展中发挥着

促癌基因的作用。

Color represents correlation with AGR2, red represents positive correlation with AGR2,

and blue represents negative correlation with AGR2

图9 GO功能分析热图

Fig.9 Heatmaps of GO functional analysis

图10 KEGG信号通路分析

Fig.10 KEGG pathway analysis of AGR2 co-expressed genes

为了进一步探索AGR2在乳腺癌中的可能的作

用机制，我们利于R软件筛选出AGR2相关共表达基

因，GO富集分析发现这些基因主要涉及蛋白定位到

细胞周围、蛋白定位到细胞膜、细胞连接组装、细胞

基质黏附、细胞连接组成等生物学功能。KEGG分析

显示共表达基因主要参与胃癌、乳腺癌进程，蛋白聚

糖在癌症中的作用以及缬氨酸、亮氨酸、异亮氨酸降

解通路。但进一步深入的机制分析尚有待以后的基

础研究提供更为详尽的解释。

综上所述，本研究通过生物信息学的方法发现

AGR2在乳腺癌组织和细胞系中高表达，提示其

可能是乳腺癌中潜在的促癌基因，同时本研究通过

GO和KEGG进一步分析了AGR2可能参与的生物学

功能和通路，为后续实验研究提供了一定的理论
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