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摘  要 

乳腺癌(BRCA)是全球最常见的恶性肿瘤之一，对女性健康构成重大威胁。研究表明，BRCA患者体内多

梳蛋白2 (PCL2)表达显著上调。然而，影响BRCA的PCL2遗传特征及其潜在机制仍不明确。因此，本研

究利用TIMER和TCGA数据库探讨了PCL2在BRCA中的表达水平及其临床意义。结果显示，PCL2过表达

与敲低可分别引起329个和489个差异表达基因，主要富集于细胞黏附、信号传导及肿瘤相关通路。PPI
网络提示，PCL2可能通过调控CCL5、NOTCH3、LEF1、CDH1、CXCL8等基因参与细胞恶性表型相关过

程。此外，乳腺BRCA细胞系的PCL2敲低实验显示其表达水平存在高低差异，表明PCL2可能是癌症进展

的潜在靶点。 
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Abstract 
Breast cancer (BRCA) is one of the most common malignant tumors worldwide and poses a major 
threat to women’s health. Studies have shown that the expression of Polycomb-like protein 2 (PCL2) 
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is significantly upregulated in patients with BRCA. However, the genetic characteristics of PCL2 affect-
ing BRCA and its underlying mechanism remain unclear. Therefore, this study investigated the ex-
pression level of PCL2 and its clinical significance in BRCA using the TIMER and TCGA databases. The 
results showed that PCL2 overexpression and knockdown induced 329 and 489 differentially ex-
pressed genes, respectively, which were mainly enriched in cell adhesion, signal transduction, and 
tumor-related pathways. The PPI network suggested that PCL2 might be involved in cell malignant 
phenotype-related processes by regulating genes such as CCL5, NOTCH3, LEF1, CDH1, and CXCL8. In 
addition, PCL2 knockdown experiments in breast BRCA cell lines revealed varying expression levels, 
indicating that PCL2 could serve as a potential target for cancer progression. 

 
Keywords 
PCL2, Breast Cancer, RNA-Seq, Epithelial-Mesenchymal Transition, Cell Proliferation 

 
 

Copyright © 2026 by author(s) and Hans Publishers Inc. 
This work is licensed under the Creative Commons Attribution International License (CC BY 4.0). 
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

  
 

1. 引言 

乳腺癌(BRCA)现已成为全球最常见的恶性肿瘤，其发病率已超过肺癌。根据世界卫生组织下属国际

癌症研究机构的最新数据，乳腺癌在全球女性癌症相关死亡病例数中位居首位[1]。BRCA 的治疗方案包

括手术、化疗、放疗、内分泌治疗和免疫疗法。然而，诸多问题依然存在：接受不充分治疗或预后不良的

患者复发风险极高。因此，识别影响 BRCA 发展的潜在靶基因至关重要。 
多梳组蛋白是表观遗传转录抑制因子，在发育过程中维持着决定细胞命运的关键记忆[2]。这些蛋白

可形成复合物，其中多梳抑制复合物 1 和 2 (PRC1/PRC2)最为常见[3]。多梳蛋白 2 (PCL2)——亦称金属

调节转录因子 2——属于负责催化 PCL 失活的蛋白家族成员。研究表明，PCL2 在胚胎干细胞(ESCs)中能

将 PRC2 招募至靶基因位点[4]。ESCs 中 PCL2 的缺失会导致特定多能性相关因子中 H3K27me3 水平降

低，最终引发基因组环境紊乱[5]。由于胚胎干细胞与肿瘤细胞存在诸多相似性，PCL2 的失调可能促进癌

症干细胞形成，进而导致肿瘤异质性发展[6]。尽管对 PCL2 在 BRCA 中的功能已有深入认识，但通过慢

病毒技术在 BRCA 中探究 PCL2 过表达的转录组效应仍鲜有研究。因此，PCL2 作为 BRCA 治疗靶点的

潜力仍有待阐明。需采用更先进的全转录组测序技术并整合大规模数据以进一步揭示该机制。此外，开

展基因本体论(Gene Ontology)和京都基因与基因组百科全书(KEGG)分析，将有助于揭示这些差异表达基

因的生物学功能及其潜在信号通路。因此，本研究旨在利用 TIMER 和 TCGA 数据库，探究 PCL2 在 BRCA
中的表达水平及其临床意义。该研究对 PCL2 靶向 BRCA 疗法的分子机制具有重要的指导意义。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

本研究采用 BRCAMDA-MB-231 细胞系。所使用的检测试剂盒包括：Qubit 双链 DNA 检测试剂盒

(Life Technologies Q328520)、miRNA 分离试剂盒(Ambion-1561)、Agency AMPure XP 试剂盒(Beckman 
Coulter A63881)以及 TruSeq 链特异性 mRNA 大样本制备试剂盒(Illumina RS-122-2RNA)。液体样本采

集设备来自液态试剂盒研究所(Qantas) 50067；新西兰理工学院；澳大利亚理工学院。凝胶成像系统包

括：Tanon 2500凝胶成像系统、Sky Frozen离心机(型号 ST16R，Thermo)、台式离心机 Eppendorf Centrifuge 
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5418R、PCR 仪 Bio-rad My Cycler、紫外分光光度计 NanoDrop 2000 (Thermo)、Magnetrogen 磁力支架-
96 孔 Bioanalyzer Agilent 2100、Quantifier 定量仪 Invitrogen Qubit 2.0，以及多种型号的尖端和离心管

Axygen。 

2.2. 方法 

2.2.1. RNA 分离与文库构建 
总 RNA 提取采用 TRIzol 试剂，严格按照制造商说明书进行。RNA 纯度通过 NanoDrop 2000 分光光

度计(Symer Fischer Science，美国)进行评估和定量；RNA 完整性则使用 Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent 
Technologies，美国加州圣克拉拉)进行检测。随后，按照制造商说明，采用 TruSeq Stranded mRNA LT 试

剂盒(Illumina，美国加州圣地亚哥)构建了 RNA 文库。 

2.2.2. 数据预处理与质量控制 
通过高通量测序获得的原始读段均为 FASTQ 格式序列。此外，我们对原始读段进行了质量过滤，以

获取适用于后续分析的高质量读段。首先使用 Trimomatic [7]软件进行质量控制，去除连接序列并过滤低

质量碱基和 N 碱基，从而获得高质量的清洁读段。随后使用 hisat2 [8]软件(采用默认参数)将这些清洁读

段与物种参考基因组进行比对，通过基因组比对对样本进行评估。 

2.2.3. 基因水平定量与差异基因筛选 
将清洁读段获得的结果与参考基因组进行比对后，存储为二进制文件或 BAM 文件。随后使用

Cufflinks [9]软件对基因 FPKM [10]表达水平进行定量分析。为评估基因表达差异，我们通过 htseqcount 软
件统计各样本中的基因读段数量。数据标准化采用 DESeq (2012) R 软件包[11]中的 estimate Size Factor 函数

完成，随后使用 nbinomTest 函数计算 P 值和倍数变化值以识别差异。筛选出 P 值 < 0.05 且差异倍数 > 
2 的差异表达基因(DEGs)进行进一步分析。对这些 DEGs 进行 GO (https://www.geneontology.org/)和 KEGG 
(https://www.genome.jp/kegg/)通路富集分析，旨在确定受 DEGs 主要影响的生物学功能或通路。GO 分析包

含三个维度：生物过程(BP)、细胞组分(CC)和分子功能(MF)；KEGG 分析用于探索潜在通路。在功能富集

分析中，所有 DEGs 均映射至 GO 数据库条目，并以 P < 0.05 为阈值检验 DEGs 与 GO 生物功能的显著富

集关系；同时将所有 DEGs 映射至 KEGG 数据库，以 P < 0.05 阈值鉴定出显著富集的 KEGG 通路。 

2.2.4. 蛋白质–蛋白质相互作用(PPI)网络 
所选的异源基因被用于构建能够相互建立网络关系的蛋白质。这些相互作用包括直接(物理层面)和

间接(功能层面)关联，整合了计算机预测结果、已知数据以及其他数据库交互信息。 

2.2.5. 板式克隆测定法 
采用计数板对生长中的 BRCA 细胞进行计数。随后，将稳定的 hPCL2 细胞与载体细胞分别接种至两

个 35 毫米细胞培养皿中，每皿含 1000 个细胞。细胞在含 10%胎牛血清(FBS)的完全培养基中培养 12 天

以进行克隆化。培养结束后，用磷酸盐缓冲盐水洗涤细胞两次，再用 4%多聚甲醛固定 15 分钟。弃去固

定液后，将细胞置于结晶紫溶液中染色 30 分钟。染色后的细胞进行克隆化处理并自然风干。菌落数量可

通过肉眼或显微镜直接计数；含>50 个细胞的球状结构需在显微镜下计数。 

2.2.6. 统计分析 
统计学差异采用 SPSS 22.0 软件进行分析，P < 0.05 被视为具有统计学显著性。定量数据以均值 ± 标

准差表示。在使用单因素或双因素方差分析(ANOVA)比较两组数据时，数据均符合正态分布及方差齐性

检验要求，统计学显著性差异定义为 P < 0.05。测序数据分析采用 DESeq 软件，筛选标准为 P < 0.05；统
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计图谱绘制使用 GraphPad Prism 8 软件完成。 

3. 结果 

3.1. RNA-Seq 基因的表达及差异分析 

 
Figure 1. Transcriptome sequencing results of gene expression and differential analysis 
图 1. 基因表达与差异分析的转录组测序结果 

 
为进一步探究 PCL2 对 BRCA 的影响，研究人员对表达 PCL2 (hPCL2)、PCL2 敲低(shPCL2)及空载体慢

病毒转染(vector)的 MDA-MB-231 细胞系稳定细胞样本进行了 RNA 测序。各样本的基因计数结果如图 1(A)
所示。通过密度图、区域分布图、箱线图和小提琴图评估了基因表达水平：密度分布曲线展示了各样本中的

FPKM 值，反映了蛋白质编码基因的表达模式(图 1(B))；FPKM 表达的区域分布被划分为多个区间，便于统
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计各区间内的表达基因数量(图 1(C))；箱线图呈现了各样本基因的 FPKM 值分布(图 1(D))；小提琴图则显示

各样本基因的 FPKM 值，表明样本间基因表达丰度普遍较高(图 1(B)~(E))。采用 Wynn 图和条形图比较了不

同组别间差异表达基因(DEGs)的统计学差异(图 1(F)、图 1(G))。通过对 DEGs 分布进行火山图注释分析(图
1(H)、图 1(I))，发现与空载体组相比，hPCL2 组共鉴定出 329 个 DEGs，其中 23 个基因上调、306 个基因下

调；shPCL2 细胞中共鉴定出 489 个 DEGs，上调和下调基因数分别为 223 个和 266 个(图 1(H)、图 1(I))。 

3.2. GO 2 级水平的差异表达基因分析 

 
Figure 2. Comparison of differentially expressed gene distribution at the second level of GO 
图 2. GO 第 2 级差异基因分布的比较 
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为深入解析差异表达基因(DEGs)的功能，我们对 hPCL2 和 shPCL2 组的 DEGs 进行了 GO 富集分析。

GO 通常根据功能分级分为三个层级：层级 1、层级 2 和层级 3。层级 1 包含三个条目：BP (生物过程)、
CC (细胞过程)和 MF (分子功能)；层级 2 包含 64 个具体条目，如生物黏附、细胞及结合等；层级 3 则涵

盖数万个常规富集条目。层级 1 至层级 3 的功能范围从更具体到更通用逐步递进。GO 层级 2 的分布结

果显示，hPCL2 和 shPCL2 细胞中的 DEGs 在 BP、CC 和 MF 三个层级均呈现富集现象。其中，hPCL2 组

在层级 2 的多个类别中表现出显著的 DEGs 富集现象，尤其是生物调控、细胞过程和信号传导在 BP 层

级集中度最高；最丰富的 CC 条目涉及细胞组分和细胞外基质；而 MF 层级中最主要的条目为分子转导

活性和细胞外信号受体活性。在 shPCL2 组中，DEGs 主要集中在 BP 层级，特别是生物调控、刺激响应

和信号传导领域，最丰富的条目为细胞外区域部分组分和跨膜蛋白；MF 层级中最突出的条目则是结构分

子活性和转运蛋白活性(图 2(A)、图 2(B))。 

3.3. KEGG 中差异表达基因(DEGs)的富集分析 

 
Figure 3. KEGG enrichment analysis of differentially expressed genes 
图 3. 差异基因 KEG 富集分析 
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为深入探究差异表达基因(DEGs)中显著富集的信号通路，我们采用KEGG软件解析了PCL2在BRCA
中的功能作用(图 3)。KEGG 通常根据功能层级将通路划分为三个层级：层级 1、层级 2 和层级 3。层级

1 包含六个类别：代谢、遗传信息处理、环境信息处理、细胞过程、有机系统及人类疾病；层级 2 涵盖 44
个类别：细胞生长与死亡、物质运输及发育；层级 3 则包含数百条用于常规富集分析的通路，其功能范

围从层级 1 到层级 3 逐步扩展。分析结果显示，在 hPCL2 组和 shPCL2 组分别包含的 329 个和 489 个基

因中，与信号传导及分子相互作用相关的通路在 hPCL2 组中显著富集；而 shPCL2 组则表现出与人类癌

症通路及生物免疫系统相关的通路丰度更高。 

3.4. PPI 网络 

 
Figure 4. Top 30 protein-protein interactions (PPI) 
图 4. 前 30 种蛋白质–蛋白质相互作用(PPI) 
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我们进一步探究了差异表达基因(DEGs)之间的相互作用模式。蛋白质相互作用(PPI)分析显示各组内

存在显著的关联性(图 4)。在 hPCL2 组中，关键基因包括趋化因子(C-C 基序)配体 5 (CCL5)、神经源性位

点 Notch 同源蛋白-3 (NOTCH3)以及淋巴样增强子结合因子 1 (LEF1)；相反，shPCL2 组则以上皮细胞钙

黏蛋白(CDH1)、白细胞介素 8 (CXCL8)及 TNF 受体相关因子 1 (TRAF1)相关的基因为主。这些基因与肿

瘤发展密切相关，尤其是 CDH1——作为上皮–间质转化(EMT)相关因子，在肿瘤迁移和侵袭过程中发挥

关键作用。 

3.5. PCL2 对 BRCA 影响的细胞学分析 

 
Figure 5. Cytological analysis of the role of PCL2 in BRCA 
图 5. PCL2 在 BRCA 中作用的细胞学分析 

 
为验证 PCL2 对 BRCA 的影响，研究人员通过细胞学实验确认其增殖效应。实验组包括载体组、

hPCL2 组以及载体组与 shPCL2 组。平板克隆实验显示(图 5)，hPCL2 组中增殖细胞数量增加，而 shPCL2
组则呈现减少趋势。 

4. 讨论 

根据国际癌症研究机构的 GLOBOCAN 数据，2020 年全球新发 BRCA 病例达 230 万例，占所有新诊

断癌症病例的 11.7%。肺癌在全球癌症发病率中位居首位[12]。研究表明，三阴性 BRCA 是指雌激素受体

(ER)、孕激素受体(PR)和人表皮生长因子受体 2 均呈阴性表达的 BRCA。三阴性 BRCA 的患病率极高，

占 BRCA 病例的 10%~20% [13]。与激素受体阳性或人表皮生长因子受体 2 过表达的 BRCA 相比，三阴

性 BRCA 通常发病更早、侵袭性更强且预后较差。PCL 是 PRC2 (Polycomb 抑制复合体 2)复合物的关键

亚基，其主要功能是抑制基因转录，并作为染色质处于抑制状态时的表达标志物。该复合物包含四个核

心组分：EED、EZH2、RbAp46/RbAp48 和 SUZ12。PCL2 在将整个复合物募集至染色质的过程中起关键

作用[14]。在 PRC2 中，EZH2 是核心催化亚基。临床肿瘤治疗包括针对 EZH2 的化疗药物，但国内外关

于 PCL2 与肿瘤关系的研究仍较为有限；此外，利用数据挖掘和转录组测序技术对 PCL2 的研究尚未深入

展开。因此，本研究旨在通过生物信息学工具和细胞学实验，评估 PCL2 对 BRCA 的影响。 
随后，我们对 BRCAMDA-MB-231 细胞系进行了 hPCL2 过表达、shPCL2 过表达以及空载体慢病毒

转染处理。进一步对处理后的样本进行 RNA-seq 数据分析，获得了庞大的数据集。这些全面的数据使我

们能够解析 PCL2 作用于 BRCA 的复杂机制。总体而言，与空载体处理组相比，hPCL2 组共鉴定出 329
个差异表达基因(DEGs)，其中未调控基因 23 个，下调基因 306 个；而 shPCL2 组则鉴定出 489 个 DEGs，
包括 223 个上调基因和 266 个下调基因。我们发现部分基因可能与 BRCA 相关，但仍有相当比例的 DEGs
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功能未知，这可能源于该领域相关研究的不足。 
对 DEGs 进行了 GO 和 KEGG 分析：GO 富集分析显示，hPCL2 组和 shPCL2 组的 DEGs 在 BP (生

物过程)、CC (细胞周期)和 MF (功能模块)中显著富集，其中 BP 和 CC 的富集程度尤为突出；功能富集

分析表明，与 hPCL2 相关的 BP 中最主要的条目包括细胞黏附、轴突导向和细胞外基质组织；而 CC 分

析则显示胶原细胞外基质是最丰富的条目；MF 中最为显著的是细胞外信号受体活性。与 shPCL2 相关的

最丰富的生物过程(BPs)涉及细胞外基质组织、细胞黏附以及细胞因子介导的信号通路。最常见的功能类

别(CC)是细胞外空间，而最丰富的分子功能(MF)条目则是细胞外基质(ECM)的结构组分。 
KEGG 分析显示，两组中差异表达基因(DEGs)最显著富集的领域均与环境信息处理及信号转导相关。

此外，在 hPCL2 组中，最普遍的通路是细胞因子–细胞因子受体相互作用通路。在 shPCL2 组中，最显

著的通路是人类癌症通路和生物免疫系统。这一癌症相关通路可能揭示了 PCL2 在 BRCA 中表达的分子

机制。在细胞外基质、细胞黏附和轴突导向方面富集的差异基因，有助于全面理解 BRCA 恶性发展与 PCL2
表达之间的关联。 

此外，我们利用蛋白质相互作用网络(PPIs)分析了前 30 个差异基因间的相互作用关系。包括 NOTCH3、
LEF1、CDH1、CXCL8 等，这些基因集中参与上皮间质转化(EMT)、肿瘤干性维持、炎症反应等恶性表

型调控。其中 CDH1 是 EMT 关键标志物，其表达改变直接影响肿瘤迁移与侵袭能力，提示 PCL2 可能通

过 EMT 通路促进乳腺癌转移。研究发现：在 hPCL2 组中，CCL5、NOTCH3 和 LEF1 表现出最强的基因

关联性；而在 shPCL2 组中，CDH1、CXCL8 和 TRAF1 显示出最显著的关联。这些基因被认为在 PCL2
调控 BRCA 发展过程中发挥重要作用。 

最后，平板克隆形成实验(图 5)从细胞功能层面证实，PCL2 可显著增强乳腺癌细胞的克隆形成与增

殖能力，过表达促进恶性表型，敲低则抑制增殖，进一步确立 PCL2 作为乳腺癌促癌因子的角色。结合

TCGA 数据库中 PCL2 在乳腺癌中高表达且与预后不良相关的结果，本研究充分说明 PCL2 可作为乳腺

癌潜在诊断标志物与治疗靶点。 

5. 结论 

本研究通过转录组测序与体外细胞实验证实，PCL2 可显著调控乳腺癌 MDA-MB-231 细胞的全局基

因表达谱。PCL2 过表达与敲低分别筛选出 329 个和 489 个差异表达基因，主要富集于细胞黏附、信号传

导及肿瘤相关通路。PPI 网络分析提示 PCL2 可能通过调控 CCL5、NOTCH3、LEF1、CDH1、CXCL8 等

核心基因，参与上皮间质转化相关的细胞表型调控。体外细胞学实验表明，PCL2 可促进乳腺癌细胞克隆

形成与增殖能力。综上，PCL2 在乳腺癌细胞中发挥增殖调控作用，是具有潜在研究价值的分子靶点，其

在乳腺癌体内进展与临床预后中的作用仍有待进一步实验验证。 
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