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利用单细胞RNA测序与拷贝数变异分析

挖掘雌激素受体阳性乳腺癌标志物

卢甜甜1,房钰奇1,邱博渊2,蒋丹璐1,申琳2,赵劲民1,2,朱博1,2
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2.广西医科大学生命科学研究院,广西 南宁 530021)

摘 要:目的 本研究旨在整合单细胞RNA测序(single-cellRNA-seq,scRNA-seq)与拷贝数变异(copynumbervaria-
tion,CNV)分析,系统筛选雌激素受体阳性(estrogenreceptor-positive,ER+)乳腺癌的潜在分子标志物。方法 利用

ER+乳腺癌scRNA-seq数据结合CNV评分识别癌细胞与正常上皮细胞;通过差异表达分析、富集分析、共识聚类及蛋

白质相互作用网络分析筛选候选基因;基于scRNA-seq数据评估各基因对ER+乳腺癌细胞的标记效能以及实验验证,
最终确定最具潜力的标志物。结果 在scRNA-seq数据分析中,成功区分癌细胞与正常上皮细胞,并筛选出若干ER+
乳腺癌潜在标志物。验证结果表明本筛选流程准确性良好,所获标志物具有较高特异性;与仅依赖RNA-seq数据的分

析相比,scRNA-seq结合CNV分析能识别出更多潜在的癌细胞标志物。最终,基于该整合分析筛选出的钾电压门控通

道亚家族E调节亚基4(potassiumvoltage-gatedchannelsubfamilyEregulatorysubunit4,KCNE4)被确定为ER+乳腺

癌的潜在新型标志物与治疗靶点;进一步通过qRT-PCR和 WesternBlot实验证实,KCNE4在ER+乳腺癌中表达显著

上调。结论 本研究筛选出的KCNE4是ER+乳腺癌中极具潜力的分子标志物,为针对癌症的研究提供了新思路。
关键词:单细胞基因表达分析;DNA拷贝数变异;雌激素受体阳性乳腺肿瘤;癌症靶点基因;钾电压门控通道亚家族E调
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Identificationofbiomarkersforestrogenreceptor-positivebreastcancerusing
single-cellRNAsequencingandcopynumbervariationanalysis
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  Abstract: Objective Tocomprehensivelyscreenpotentialmolecularbiomarkersforestrogenreceptor-
positive(ER+)breastcancerbyintegratingsingle-cellRNAsequencing(scRNA-seq)withcopynumbervaria-
tion(CNV)analysis. Methods scRNA-seqdataofER+ breastcancerwereutilizedtodistinguishcancer
cellsfromnormalepithelialcellsincombinationwithCNVscoring.Differentialexpressionanalysis,enrich-
mentanalysis,consensusclustering,andprotein-proteininteractionnetworkanalysiswereemployedtoscreen
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candidategenes.ThemarkerefficacyofeachgeneforER+breastcancercellswasevaluatedbasedonscRNA-
seqdata,togetherwithexperimentalvalidation,toultimatelyidentifythemostpromisingbiomarkers. Re-
sults InthescRNA-seqdataanalysis,cancercellsweresuccessfullydistinguishedfromnormalepithelialcells,
andseveralpotentialbiomarkersforER+breastcancerwereidentified.Thevalidationresultsdemonstrated
goodaccuracyofthescreeningprocess,withtheidentifiedbiomarkersshowinghighspecificity.Comparedwith
analysisrelyingsolelyonRNA-seqdata,scRNA-seqcombinedwithCNVanalysisidentifiedmorepotential
cancercellbiomarkers.Ultimately,potassium voltage-gatedchannelsubfamily Eregulatorysubunit4
(KCNE4)wasidentifiedasapotentialnovelbiomarkerandtherapeutictargetforER+breastcancerthrough
thisintegratedanalysis.FurtherqRT-PCRandWesternBlotexperimentsconfirmedthatKCNE4expression
wassignificantlyupregulatedinER+breastcancer. Conclusion KCNE4,screenedinthisstudy,isahighly
promisingmolecularbiomarkerforER+breastcancerandprovidesnewinsightsforcancer-targetedresearch.
  Keywords: single-cellgeneexpressionanalysis;DNAcopynumbervariation;estrogenreceptor-positive

breastneoplasms;cancertargetgenes;potassiumvoltage-gatedchannelsubfamilyEregula-
torysubunit4

  乳腺癌是全球女性中发病率最高的恶性肿瘤之

一,在女性各类癌症中占比约30%;其中,雌激素受体

阳性(estrogenreceptor-positive,ER+)亚型最为常

见[1]。随着癌基因研究的深入与测序技术的日益成

熟,ER+乳腺癌的相关标志物与治疗靶点(如CDK4/
6)已被陆续识别[2-3]。目前,基于差异分析的方法在挖

掘该类癌症标志物方面发挥了重要作用,助力乳腺癌

研究取得了一系列进展[4-6]。尽管众多研究成果及相

应靶向药物的应用已显著降低患者的死亡率,但耐药

问题也逐渐显现,尤其在癌症转移阶段更为突出[7]。
因此,利用更先进的技术深入挖掘潜在的ER+乳腺

癌标志物,显得尤为迫切。
单细胞RNA测序(scRNA-seq)是一种强大的技

术,能够精准识别样本组织中多种细胞类型[8],已在多

项乳腺癌研究中得到应用[9]。同时,关于细胞拷贝数

变异(copynumbervariation,CNV)的研究也在逐步

深入[10]。目前也有多种CNV评分工具被开发用于识

别RNA-seq数据中发生染色体非整倍体变异的细胞,
并已证实此类细胞通常具有恶性特征[11-12]。其中,拷
贝数核型分析(copynumberkaryotyping,CopyKAT)
是一种专门针对scRNA-seq数据设计的CNV分析工

具[13],并且对高通量scRNA-seq方法更具兼容性[14]。
结合CopyKAT的分析,scRNA-seq差异基因分析有

望更准确地挖掘潜在的癌症标志物[15-16]。然而,当前

标志物的挖掘仍主要依靠常规RNA-seq的差异分析

方法,基于scRNA-seq工具的系统分析思路相对较

少。
因此,本研究旨在通过scRNA-seq数据并结合

CNV分析等方法来挖掘新的ER+乳腺癌标志物,为
未来开发更多替代性治疗靶点提供理论依据。
1 材料与方法

1.1 单细胞RNA测序原始数据 从 GEO数据库

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)获得ER+

乳腺癌样本原始scRNA-seq数据(GSE161529),并用

于进一步的生物信息学分析。
1.2 数据质量控制 使用R包Seurat(版本4.3.0)
处理单细胞分子标签计数矩阵[17]。通过Seurat中的

NormalizeData函数进行数据标准化。全局缩放标准

化方法“lognormalize”将每个细胞的基因表达测量值

通过总表达量,乘以一个缩放因子(缺省为10000),最
后将结果对数转换后,将其标准化。通过过滤表达基

因数少于200个或线粒体基因占比超过总表达基因

5%的细胞后,总计获得8576个单细胞。
1.3 UMAP可视化 使用ScaleData函数选择所有

基因作为主成分分析的特征[18]。随后,对每个样本提

取前20个主成分,并基于Seurat工具包中的Find-
Neighbors与FindClusters函数执行细胞聚类,进一

步通过RunUMAP实现结果的可视化。二次降维中

通过R包Harmony(版本0.1.1)去除批次效应。

1.4 注释细胞类型 使用R包SingleR[19]和参考转

录组数据集“HumanPrimaryCellAtlas”[20]鉴定每个

单细胞的起源并识别细胞类型。使用Seurat包的

FindMarkers函数识别差异表达基因(differentially
expressedgenes,DEGs)。同 时 在 CellMarker(ht-
tp://xteam.xbio.top/CellMarker)比对 DEGs以识

别细胞类型。
1.5 上皮细胞拟时序分析 使用R包monocle(版本

2.24.0)进行拟时序分析。
1.6 CopyKAT-CNV分析 使用R包CopyKAT(版
本1.1.0)对通过 UMAP降维的上皮细胞样本进行

CNV分析。
1.7 差异分析 结合dplyr和tidyverse包的数据处

理功能,使用R包limma(版本3.54.2)提供的差异分

析方法。设置了P<0.05和|log2foldchange|>0.5
为过滤标准。
1.8 临床数据和共识聚类 通过GEO数据库和癌

—561—

2026年             右江民族医学院学报              第2期



症基因组图谱(thecancergenomeatlas,TCGA)数据

库分 别 获 得 ER+ 乳 腺 癌 样 本 RNA-seq 数 据 集

(GSE159956)和1085份带有临床信息的女性乳腺癌

RNA-seq数据,两个数据集使用 ConsensusCluster-
Plus包(版本1.62.0)进行共识聚类。
1.9 肿瘤分型与免疫分析 通过R包survminer(版
本0.4.9)和R包survival(版本3.5-5)对两个数据集

的分型结果进行了分析。使用R包limma和R包es-
timate(版本1.0.13)分析了TCGA样本的肿瘤微环

境评分、亚型免疫细胞差异以及亚型免疫检查点的差

异。
1.10 富集分析 在DAVID(https://david.ncifcrf.
gov/home.jsp)中进行GO和KEGG富集分析。
1.11 蛋白质相互作用网络 通过GeneMANIA(ht-
tps://genemania.org)构建蛋白质相互作用(protein-
proteininteraction,PPI)网络。
1.12 细 胞 系 与 培 养  人 正 常 乳 腺 上 皮 细 胞

MCF10A(Procell,中国)在 DMEM/F12(Biosharp,中
国)中培养,该培养基添加5%马血清、20ng/mL表皮

生长因子(EGF)、0.5μg/mL氢化可的松、10μg/mL
胰岛素、1%非必需氨基酸溶液(NEAA)以及1%青霉

素/链霉素。MCF7和T47D(Procell,中国)细胞系的

培养方法参照之前的方法[21]所述操作。
1.13 qRT-PCR检测 KCNE4的 mRNA表达 用

TRIzol提取细胞总 RNA,反转录成cDNA 后,采用

iQ5Real-timePCR检测系统进行PCR扩增。PCR
反应条件:95℃预变性5min;95℃变性10s,60℃退

火30s,72℃延伸1min,共35个循环;最后72℃延

伸5min。以GAPDH 为内参,采用2-△△CT法计算

KCNE4mRNA相对表达量。GAPDH 引物序列:上
游引物:5’-AGCCGAAGCAGGAACACC-3’,下游引

物:5’-TCAGCCTCGTGGTTGCAG-3’;KCNE4引物

序列:上游引物:5’-AAACTGTCAGCCTTGCCCCT-
3’,下 游 引 物:5’-AGTACTCGTTGCCATTGCCG-
3’,实验重复3次。
1.14 WesternBlot分析KCNE4蛋白表达 在细胞

中加入 RIPA(Beyotime,中国)裂解液,冰上孵育30
min,离心取上清,BCA法测定蛋白浓度,取50μg蛋

白进行SDS-PAGE电泳,转移至PVDF膜,5%脱脂牛

奶封闭1h,加入KCNE4抗体(1∶1000,Proteintech,
中国),4℃孵育过夜,洗膜3次后加入二抗(1∶1000,
Beyotime,中国),室温孵育1h后ECL显色,最后使

用ImageJ分析KCNE4蛋白表达量。
2 结果

2.1 利用单细胞RNA测序从ER+乳腺癌样本中鉴

定出上皮细胞 首先进行主成分分析并获得样本的前

20个主成分用于降维(见图1A),并通过UMAP方法

对样本进行聚类后(见图1B),根据CellMarker官网

的4种上皮细胞标志物(CD44、CD24、ANKRD30A和

SYTL2)与细胞簇间差异基因对细胞进行注释(见图

1C~图1E)。随后使用CopyKAT方法中要求的每条

染色体至少包含5个基因来计算DNA拷贝数的阈值

条件(ngene.chr≥5),筛选出CopyKAT技术可识别

的上皮细胞(见图1F)。

注:A为样本通过主成分分析,获得前20个主成分;B为样本的UMAP降维结果,分为9个簇;C为细胞簇注释结果;D为4个常见

上皮细胞标志物的表达气泡图;E为4个常见上皮细胞标志物的表达分布;F为满足过滤标准ngene.chr≥5的细胞分布。
图1 从单细胞样本中筛选上皮细胞
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2.2 利用CNV分析区分癌细胞与正常上皮细胞 通

过注释得到5146个上皮细胞,其中CopyKAT识别出

3564 个 上 皮 细 胞(见 图 2A)。对 这 些 细 胞 进 行

UMAP二次降维聚类,共得到10个上皮细胞亚群(见
图2B)。拟时序分析中的良性细胞和恶性细胞倾向于

聚集在不同分支中[22]。于是本研究结合拟时序分析

结果与CopyKAT的CNV评分,发现0/1/7簇具有染

色体非整倍体变异且倾向于聚集在拟时序轨迹的同一

端(见图2C、图2D),提示0/1/7簇为癌细胞簇。

注:A为韦恩图显示注释上皮细胞与CopyKAT识别上皮细胞的交集;B为3564个上皮细胞的UMAP二次

降维聚类结果;C为3564个上皮细胞的拟时序分析结果;D为CopyKAT-CNV评分可视化。

图2 上皮细胞的二次降维聚类

2.3 通过共识聚类验证差异基因的可靠性 通过分

析CopyKAT区分的正常上皮细胞与ER+乳腺癌细

胞之间的差异基因表达水平,获得了170个显著差异

表达基因(见图3A)。随后,收集数据集(GSE159956)
与TCGA数据库的乳腺癌 RNA-seq样本,并通过共

识聚类观察这170个基因对乳腺癌进展的影响。对于

GEO数据库样本,共识聚类将样本分为3个亚型(见
图3B),发现肿瘤亚型在疾病复发方面存在显著差异

(见图3C),C1亚型相对较低的复发率(P<0.05)也
体现在其相对较好的生存分析结果中(见图3D)。对

于TCGA数据库样本,共识聚类将样本分为3个亚型

(见图3E),发现C3亚型肿瘤 N分期存在显著差异

(见图3F),并且肿瘤免疫微环境分析(见图3G、图
3H)和肿瘤免疫检查点分析(见图3I)结果显示C3亚

型中多种免疫细胞浸润程度以及免疫检查点基因表达

水平与其他两亚型存在差异。这些结果提示170个差

异表达基因可能对肿瘤生长和转移具有重要影响。

2.4 通过差异表达变化筛选癌细胞标志物 随后,从
上皮细胞二次降维聚类结果中获取癌细胞与上皮细胞

间差异表达变化最大的基因,同时展示它们在图2B上

皮细胞簇中的表达情况。包括癌细胞中表达最高的8
个基 因:SLITRK6、KCNE4、ECM1、CXCL14、KC-
NJ3、MRPS30、MRPS30-DT、LINC01238(见 图

4A),以及癌细胞中表达最低的8个基因:TSC22D1、

IGDBP5、AREG、CRIP2、MARCKS、PERP、MUCL1
和GSN(见图4B)。

2.5 使 用 RNA-seq分 析16个 差 异 基 因 使 用

scRNA-seq能够挖掘出 RNA-seq难以发现的结果。
上述16个基因在TCGARNA-seq中的差异分析结果

提示多个基因的表达差异并不显著(见图5A、图5B)。
生存 分 析 显 示,16个 基 因 中 只 有 MRPS30-DT 和

MARCKS的结果显著(P<0.05)(见图5C)。这一现

象表明scRNA-seq与RNA-seq结果会有差异,也暗示

使用scRNA-seq数据挖掘的癌细胞标志物会更准确。

2.6 利用scRNA-seq验证ER+乳腺癌高水平 mR-
NA的表达 在scRNA-seq数据中标志物的选择以表

达量增强的mRNA为主。从GEO数据库中选取ER
+乳腺癌样本(GSM4909296、GSM4909297、GSM4909
298、GSM4798908、GSM4798909)来展示6个现有标

志物(SOX2、EPCAM、MKI67、ESR1、ERBB2、PGR)
和 剩 余 7 个 高 表 达 mRNA (ECM1、KCNJ3、

MRPS30、 MRPS30-DT、 SLITRK6、 KCNE4、
CXCL14)的表达。第一个样本显示,KCNE4与现有

标志物表达相似(见图6A)。第二个样本显示,ECM1
和KCNE4与现有标志物表达相似,而KCNJ3与现有

标志物 效 果 不 一 致(见 图6B)。第 三 个 样 本 显 示,

MRPS30、MRPS30-DT、SLITRK6和 KCNE4与现有

标志物表达相似,而KCNJ3与CXCL14现有标志物效

果不一致(见图6C)。第四个样本显示,KCNJ3和

SLITRK6与现有标志物表达相似,而ECM1和CX-
CL14在部分非癌细胞中也具有较高表达(见图6D)。
第五个样本显示,KCNJ3、SLITRK6和 KCNE4与现

有标志物表达相似,而ECM1、MRPS30、MRPS30-DT
和CXCL14与现有标志物效果不一致(见图6E)。结

果表明,SLITRK6与KCNE4的标记效果与现有标志

物更相似,且两者仅在ER+乳腺癌细胞中高表达。因

此,SLITRK6和KCNE4可能更具有成为标志物的潜

力。
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注:A为火山图显示了170个差异基因的表达;B为GEO数据库样本的共识聚类结果;C为GEO肿瘤分子亚型

与癌症复发的关联结果;D为GEO肿瘤分子亚型的生存分析;E为TCGA数据库样本的共识聚类结果;

F为TCGA肿瘤分子亚型与癌症N期的相关性;G为TCGA肿瘤分子分类的免疫细胞浸润情况;

H为TCGA肿瘤分子亚型中免疫细胞浸润的差异分析;I为TCGA肿瘤亚型的免疫检查点分析。

ns:P>0.05,*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001。

图3 乳腺癌细胞簇差异分析与共识聚类分析

注:A为癌细胞中8个表达最高基因;B为癌细胞中8个表达最低基因。

图4 差异表达基因进一步筛选
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注:A为TCGARNA-seq显示癌细胞中8个表达最高基因的表达情况;B为TCGARNA-seq显示癌细胞中

8个表达最低基因的表达情况;C为TCGA临床数据库BRCA样本中16个差异最显著基因的生存分析。

图5 16个差异基因在RNA-seq数据集中的表达分析

2.7 GSEA分析筛选癌标志物 由于癌细胞标志物

往往与 癌 症 进 展 联 系 密 切,因 此,为 了 进 一 步 在

SLITRK6和KCNE4中鉴定出哪个基因对癌症进展

影响更重要,分别构建了两者的PPI网络(见图7A),
并将与两者相互作用的基因分别进行GO富集分析。
根据P 值和富集基因数量,显示了前两个BP通路、前
两个CC通路和前两个 MF通路(见图7B)。随后,对
这些通路进行GSEA富集分析(见图7C、图7D),获得

每个通路的富集分数(ES)、FDR值和P 值,并将这些

结果 绘 制 为 柱 状 图 (见 图 7E)。统 计 结 果 显 示,

SLITRK6和KCNE4的总ES相似,然而,KCNE4显

著影 响 到4条 通 路(FDR<0.25,P <0.05),而

SLITRK6仅对2条通路影响显著。这表明 KCNE4
相关基因集在更多的生物学通路中显示出显著富集,
提示KCNE4可能关联着一个更为广泛或核心的调控

网络,这或许与其作为离子通道调节亚基的多功能特

性有关。根据上述分析,KCNE4可能通过调控更广泛

的信号网络影响癌症进展。
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注:A为样本GSM4909296降维结果与 MRPS30和KCNE4的表达谱;B为样本GSM4909297降维结果与ECM1和KCNE4
的表达谱;C为样本GSM4909298降维结果与 MRPS30-DT和SLITRK6的表达谱;D为样本GSM4798908降维结果与

KCNJ3和SLITRK6的表达谱;E为样本GSM4798909降维结果与 MRPS30和 MRPS30-DT的表达谱。

图6 ER+乳腺癌高表达 mRNA在scRNA-seq样本中的验证
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注:A为构建了SLITRK6和KCNE4的PPI网络;B为图A中SLITRK6、KCNE4的PPI基因的GO富集结果;C为SLITRK6的

GSEA结果;D为KCNE4的GSEA结果;E为柱状图汇总了SLITRK6和KCNE4的GSEA结果(ES、FDR、P 值)。

图7 SLITRK6和KCNE4的PPI基因在GO和GSEA中的富集结果

2.8 qRT-PCR和 WesternBlot验证 KCNE4在ER
+乳腺癌中呈上调表达 为探讨KCNE4表达是否与

ER+乳腺癌细胞相关,对正常乳腺上皮细胞和ER+
乳腺癌细胞进行qRT-PCR和 WesternBlot分析,结

果显示,与人类正常乳腺上皮细胞(MCF10A)相比,

ER+乳腺癌细胞系(MCF7和T47D)的KCNE4表达

在mRNA和蛋白质水平上均显著升高(见图8A~图

8C)。

注:A为采用qRT-PCR测定正常乳腺上皮细胞和ER+乳腺癌细胞中KCNE4的相对 mRNA表达水平;

B为采用 WesternBlot测定正常乳腺上皮细胞和ER+乳腺癌细胞中KCNE4蛋白的表达水平;

C为蛋白质印迹结果的定量分析。ns:P>0.05,*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001。

图8 KCNE4基因在ER+乳腺癌中qRT-PCR和 WesternBlot表达结果

3 讨论

ER+乳腺癌作为乳腺癌中最常见的亚型,其靶向

治疗常因耐药问题而效果受限,因此挖掘新的ER+乳

腺癌治疗靶点成为当前研究的重要挑战。癌症转录组

差异分析是寻找有效治疗靶点的基础[23],然而传统

RNA-seq方法在分析肿瘤相关差异基因的方法存在

一定局限,特别是由于基质细胞、免疫细胞与肿瘤细胞

混合,导致对癌症表型的评估不准确。近年来,高通量

scRNA-seq已成为解析细胞基因表达特征的强有力工

具[24-25]。ER+乳腺癌细胞与正常上皮细胞具有一定

同源性,利用scRNA-seq可深入分析ER+乳腺癌细

胞的独特基因表型,并识别更可靠的癌细胞标志物。
在本研究中,对公共数据库中scRNA-seq数据进

行了UMAP降维,并基于CopyKAT提供的CNV评

分方法筛选出癌细胞与正常上皮细胞,进而鉴定出

170个在两类细胞间差异表达的基因。随后,采用能

够分析癌症分子亚型的共识聚类[26],验证了这些基因

所定义的肿瘤亚型与临床特征之间的关联。进一步通

过在上皮细胞中评估这些基因的表达水平,本研究筛

选出16个候选基因,并在scRNA-seq样本中重点分

析了其中7个癌细胞高表达的 mRNA。结合 GSEA
富集结果,本研究发现KCNE4具备作为ER+乳腺癌

标志物的潜力。KCNE4是电压门控钾通道的辅助亚

基,参与多种生物学功能[27]。已有研究显示,人类

KCNE4基因的突变与各种病理生理状态相关,尤其是

心律失常[28]。同时,通过qRT-PCR和 WesternBlot
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验证,KCNE4在ER+乳腺癌细胞高表达。本研究结

果提示,KCNE4也可能在ER+乳腺癌进展中发挥重

要作用,是一个值得深入探索的重要癌标志物。本研

究的核心贡献在于,通过整合单细胞测序与多组学分

析,首次系统性地将KCNE4鉴定为一个在ER+乳腺

癌中特异性高表达且与不良预后显著相关的潜在新型

生物标志物。本研究发现基于跨平台数据(单细胞及

批量转录组)的一致性,并初步在蛋白水平得到验证,
这为将其从候选基因推向临床应用提供了关键的第一

步证据。然而,必须指出的是,本研究仍存在一定的局

限性。首先,当前的研究主要确立了 KCNE4表达与

ER+乳腺癌之间的强相关性及其预后价值,但尚未在

细胞或动物模型中通过功能获得或功能缺失实验,证
实KCNE4对肿瘤恶性表型的“必要性”和“充分性”,
其具体的促癌分子机制也有待阐明。其次,尽管本研

究在现有样本中进行了验证,但 KCNE4作为独立预

后标志物的临床效用,仍需在未来通过大规模、多中心

的前瞻性队列研究进行更严格的评估。未来的研究工

作将聚焦于探索KCNE4影响ER+乳腺癌细胞增殖、
侵袭及药物敏感性等具体功能,并深入解析其上下游

调控网络,以评估其作为治疗靶点的潜力。
综上所述,本研究整合scRNA-seq数据与CNV

分析方法,系统筛选了ER+乳腺癌细胞与正常上皮细

胞之间的差异表达基因,最终挖掘出KCNE4作为ER
+乳腺癌的潜在标志物。该发现为在单细胞水平上注

释ER+乳腺癌细胞提供了新的依据,也为后续靶点开

发奠定了理论基础。
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