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[摘要] 目的　分析并初步验证肺腺癌骨转移癌痛(MBP)患者外周血转录组中的关键基因和通路，以探究其发生机

制。方法　选择 2020年 5月－2021年 5月在中山大学附属第一医院就诊的 9例肺腺癌骨转移患者进行回顾性分析，其中

4例疼痛视觉模拟评分≥4分(设为MBP组)，5例疼痛视觉模拟评分为0分(设为对照组)。采集两组患者外周血进行mRNA

测序，筛选获得差异表达基因(DEGs)并对其进行功能富集分析和蛋白-蛋白互作(PPI)网络分析。利用Cytoscape软件进行

可视化并获得关键蛋白表达模块和关键基因。通过Targetscan和 lncBase数据库预测调控关键基因的miRNA及长链非编码

RNA(lncRNA)。将得到的 lncRNA、miRNA及mRNA三者的调控关系进行可视化，构建竞争性内源RNA(ceRNA)网络，并

采用荧光定量PCR(qPCR)对得到的 ceRNA网络节点进行初步验证。结果　共获得DEGs 1466个，其中表达上调666个，表

达下调800个；CXCR3(趋化因子受体3)、POMC(促阿片-黑素细胞皮质素原)、NMUR1(神经调节肽U受体1)、CCL2(趋化

因子配体2)和CNR1(内源性大麻素受体1)为肺腺癌MBP的关键基因。DEGs主要富集于破骨细胞分化、核苷酸结合寡聚化

结构域(NOD)样受体信号通路、Ⅰ型干扰素信号通路、核因子-κB(NF-κB)信号通路、凋亡/自噬通路、趋化因子信号通

路、白细胞介素(IL)-1β通路。根据 ceRNA 调控理论，筛选出 MALAT1-hsa-miR-124-3p.2-CCL2 和 NEAT1-hsa-miR-325-3p-

CXCR3两条关键基因的调控网络。qPCR检测结果显示，MBP组中CCL2、CXCR3、MALAT1、NEAT1和 hsa-miR-325的表

达均高于对照组(P<0.05)。结论　CXCR3、POMC、NMUR1、CCL2和CNR1可能为MBP发生的关键基因，可作为MBP的

重要调控靶点；肺腺癌MBP的发生可能与MALAT1-hsa-miR-124-3p.2-CCL2和NEAT1-hsa-miR-325-3p-CXCR3网络失调有关。
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[Abstract] Objective　To analyze and preliminarily verify key genes and pathways in the transcriptome of peripheral blood of 

lung adenocarcinoma patients with metastasis bone pain (MBP), and to explore its underlying mechanism. Methods　Nine lung 

adenocarcinoma patients with bone metastasis treated in the First Affiliated Hospital of Sun Yat-sen University from May 2020 to May 

2021 were selected for retrospective analysis, including 4 patients with typical MBP clinical manifestations and visual analogue scale 

(VAS) ≥4 (MBP group) and 5 patients without suffering any pain (control group). Peripheral blood mRNA sequencing was 

performed to identify differentially expressed genes (DEGs), followed by functional pathways analysis and protein-protein interaction 

(PPI) network analysis. The most significant modules and hub genes were confirmed and visualized using Cytoscape software. The 
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target miRNAs regulating these hub genes were predicted using Targetscan database, and long non-coding RNA (lncRNA) interacting 

with these miRNAs were also predicted using lncBase database. The relationships among lncRNA, miRNA and mRNA were visualized 

to construct a competing endogenous RNA (ceRNA) network through Cytoscape software, and the nodes of this network were 

verified using quantitative PCR (qPCR). Results　A total of 1466 DEGs were identified, including 666 up-regulated genes and 800 

down-regulated genes. Chemokine receptor 3 (CXCR3), pro-opiomelanocortin (POMC), neuromedin U receptor 1 (NMUR1), 

chemokine ligand 2 (CCL2) and endocannabinoid receptor 1 (CNR1) were identified as hub genes. The most significant enriched 

processes and pathways of DEGs included osteoclast differentiation, NOD like receptor signal transduction pathway, type Ⅰ 

interferon signal pathway, nuclear factor kappa-B (NF-κB) signal pathway, apoptosis/autophagy pathway, chemokine signal pathway, 

interleukin (IL)-1β pathway. Two ceRNA networks were identified: MALAT1-hsa-miR-124-3p.2-CCL2 and NEAT1-hsa-miR-325-3p-

CXCR3. qPCR results showed that the expression levels of CCL2, CXCR3, MALAT1, NEAT1 and hsa-miR-325 were higher in MBP 

group than these in control group (P<0.05). Conclusions　CXCR3, POMC, NMUR1, CCL2 and CNR1 may serve as key genes in the 

occurrence of MBP and could be important regulatory targets for MBP. The development of MBP in lung adenocarcinoma may be 

associated with the dysregulation of the networks: MALAT1-hsa-miR-124-3p.2-CCL2 and NEAT1-hsa-miR-325-3p-CXCR3. 
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骨转移癌痛(metastatic bone pain，MBP)是指由原

发于骨组织以外的恶性肿瘤转移至骨组织引起的疼

痛，是癌症患者常见的症状，可见于约 1/3 的骨转

移患者。MBP致使患者身心遭受巨大痛苦，严重影

响患者的生活质量。MBP发生机制复杂，即使积极

应用癌痛三阶梯疗法，仍有 45% 的患者未能得到有

效镇痛[1]。当前针对癌症患者疼痛的治疗仍主要基

于经验性用药，缺乏个体化的治疗方案，一定程度

上限制了癌痛的诊治[2]。因此，深入探索 MBP 发生

的生物学机制具有重要的临床意义。既往单基因、

单蛋白的机制研究在筛选治疗靶点方面效率较低，

存在明显不足。本研究筛选典型 MBP 患者并进行

mRNA 测序，采用生物信息学方法分析肺腺癌 MBP
的关键基因和通路，筛选调控关键基因的竞争性内

源 RNA(competing endogenous RNA， ceRNA)网络并

加以验证，以期为肺腺癌MBP发生机制研究提供新

的思路。

1　资料与方法

1.1　研究对象　本研究获中山大学附属第一医院伦

理委员会批准 (伦审 [2020]161 号)。选择 2020 年 5
月－2021 年 5 月在中山大学附属第一医院就诊的肺

腺癌骨转移 9例进行回顾性分析。纳入标准：(1)年
龄18~65岁；(2)组织学或细胞学明确诊断为肺腺癌；

(3)骨病变活检为肺癌转移或具备典型的胸腰椎椎体

转移影像学表现，其中局限病灶需磁共振成像

(MRI)/正电子发射计算机断层显像(PET-CT)/骨组

织活检明确诊断，广泛病灶需 PET-CT/CT/X 线/
MRI明确诊断。排除标准：(1)非典型MBP，合并其

他慢性疼痛、放疗引起的疼痛、非上述骨转移部位

的疼痛、肿瘤明显压迫脊髓或神经根引起的疼痛；

(2)合并急/慢性感染性疾病、血液系统疾病、肝肾

功能不全等引起血细胞数量明显变化；(3)存在控制

不良的合并症，如高血压、冠心病等；(4)不能准确

描述疼痛部位及进行疼痛评分。根据病例报告表(见
附加材料 1)收集患者的一般资料及疼痛情况。按照

疼痛程度进行分组，其中疼痛视觉模拟评分≥4分者

纳入MBP组(n=4)，疼痛视觉模拟评分为 0分者纳入

对照组(n=5)。采集两组患者外周血进行mRNA测序

及生物信息学分析，并采用荧光定量PCR(qPCR)对
生物信息学分析结果进行初步验证。肺腺癌骨转移

患者纳入及试验流程如图1所示。

1.2　主要试剂及仪器　RNA 提取试剂(RNAiso Plus，
美国 Bio-Rad 公司)；Poly(A) mRNA 磁珠分离模块试

剂盒、mRNA illumina 文库制备试剂盒(美国 NEB 公

司)；双链 DNA(dsDNA)荧光定量检测试剂盒(美国

Thermo Fisher 公司)；KAPA 文库定量试剂盒(瑞士

Roche公司)；NovaSeq S4试剂盒(美国 Illumina公司)。
NovaSeq 基因测序仪(NovaSeq6000，美国 Illumina 公

司)；荧光定量 PCR 仪(Viia7，美国 Thermo Fisher 公
司)；PAX gene血液RNA储存管(美国BD公司)。

MBP. 骨转移癌痛；qPCR. 荧光定量PCR

图1　肺腺癌骨转移患者纳入及试验流程图

Fig. 1　Flow chart of inclusion and trial of lung adenocarcinoma 
patients with bone metastasis
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1.3　全血RNA测序　清晨7:00－10:00采用PAX gene
血液 RNA 储存管抽取患者外周血 2.5 ml，按照 PAX 
gene血液RNA管使用说明书储存并运送至海普洛斯

基因公司(深圳)进行全血RNA测序。

1.4　RNA 提取、文库构建及测序　利用 Trizol 法提

取全血 RNA，取 0.1~1.0 μg 总 RNA，使用 Poly(A) 
mRNA 磁珠分离模块试剂盒分离 mRNA，利用

NEBNext Poly(A) mRNA 磁性分离模块从分离的总

RNA 中 提 取 完 整 的 poly(A) +RNA； 利 用 mRNA 
illumina 文库制备试剂盒构建 mRNA 文库。使用

dsDNA 荧光定量检测试剂盒测定文库浓度，D1000 
Screen Tape检测文库片段分布，KAPA文库定量试剂

盒精准测定文库摩尔浓度，并使用 NovaSeq 6000 基

因测序仪及配套的NovaSeq S4试剂盒进行文库测序。

1.5　生物信息学分析　

1.5.1　表达谱数据预处理　使用 R 软件包 affy
(version 1.5)读取 Affymetrix 平台的原始数据， limma
(version 3.10.3)读取 illumina 平台的原始数据。采用

RMA(robust multi-array average)算法进行数据标准化

预处理(包括背景矫正、归一化处理和表达值计算)。
随后利用平台注释文件对探针进行注释，去除未匹

配到基因(gene symbol)的探针，当不同探针映射到同

一基因时，取不同探针的均值作为该基因最终的表

达值。

1.5.2　差异表达基因 (differentially expressed genes，
DEGs)筛选　使用 R 软件 DEseq2 包[3]对上述 RNA 测

序数据进行标准化并筛选DEGs。筛选标准：DEseq2
中的错误发现率 (false discovery rate， FDR) <0.05；
log2 差异倍数 (fold change，FC)≤-0.5 或 log2 FC≥0.5。
使用ggplot2软件包在R软件中绘制火山图。

1.5.3　 DEGs 的功能富集分析和蛋白 - 蛋白互作

(protein-protein interaction，PPI)网络分析　将筛选出

的 DEGs 导入 DAVID(https://david.ncifcrf.gov/)在线分

析网站进行基因本体论(gene ontology，GO)及京都基

因和基因组数据库 (Kyoto encyclopedia of genes and 
genomes，KEGG)功能富集分析[4]，分析其中涉及肺

腺癌 MBP 的相关通路，以 P<0.05 为阈值筛选 DEGs
的富集分析结果。

将DEGs导入 STRING(https://string-db.org/)在线

分析网站进行 PPI 网络分析。利用 Cytoscape 软件对

上述PPI网络分析结果进行可视化，并使用MCODE
插件筛选出关键蛋白表达模块及与MBP密切相关的

基因。设置参数程度阈值(degree cutoff)≥6，排除最

大 连 接 数 (K-core) ≥2， 以 允 许 偏 离 核 心 程 度

(NodeScore cut-off)≥0.2 及最大延伸(Max. Depth) =100
作为筛选标准[5]。

1.5.4　生存分析　将关键蛋白表达模块内的基因导

入 GEPIA 工具(http://gepia2. cancer-pku. cn/) [6]，绘制

Kaplan-Meiers 生存曲线，并进行 log-rank 检验；计算

风险比(hazard ratio，HR)，分析关键节点基因与患者

预后的关系，P<0.05 为差异有统计学意义。同时将

模块内的基因与 DisGeNET 疾病基因数据库(https://
www. disgenet. org/home/)中“Pain”条目进行比对，

筛选与疼痛功能相关的基因[7]。

1.5.5　构建 ceRNA网络　利用Targetscan数据库对可

能调控关键基因的miRNAs进行预测并得到一系列的

miRNAs[8]。利用 lncBase 数据库收集 miRNA-lncRNA
之间的相互关系，得到与miRNAs竞争性结合的关键

基因的 lncRNAs[9]。然后采用Cytoscape软件将得到的

lncRNAs、miRNAs 以及 mRNAs 之间的关联网络进行

可视化，构建 ceRNA 网络。根据 ceRNA 网络调控理

论条件进一步筛选最可能的 ceRNA。ceRNA 调控理

论条件主要包括：(1)网络中的 lncRNA、miRNA 和

mRNA 均为某一病理变化的常见调控因子，在功能

上发挥着类似作用，这是构建 ceRNA 调控网络的前

提；(2)miRNA 可通过结合 mRNA 对其进行负向调

控，而 lncRNA 通过结合 miRNA 解除了 miRNA 对于

mRNA 的抑制，因此 lncRNA 的上调与mRNA 的表达

呈正相关[1]。

1.6　qPCR 检测　经过以上步骤筛选出与 MBP 可能

相关的 lncRNA、miRNA 和 mRNA。为了验证这些基

因在人体中的表达水平是否与生物信息学分析结果

一致，采用qPCR对两组患者外周血中关键的枢纽基

因的表达水平进行检测。

1.7　统计学处理　采用 SPSS 18.0 软件进行统计分

析。对计量资料进行正态性检验，符合正态分布者

以 x̄±s表示，两组间比较采用独立样本 t检验，不符

合正态分布者以 M(Q1，Q3)表示，两组间比较采用

Mann-whitney U检验。计数资料以例(%)表示，两组

间比较采用Fisher确切概率法。P<0.05为差异有统计

学意义。

2　结　　果

2.1　两组临床资料比较　MBP 组患者疼痛程度(静
息痛、爆发痛)及ECOG-PS评分均明显高于对照组，

疼痛病程长于对照组(P<0.05，表1)；两组患者年龄、

BMI、性别及肺癌临床分期比较差异均无统计学意

义(P>0.05，表1、2)。
2.2　DEGs 筛选结果　共筛选得到差异表达的蛋白

编码基因 1466 个，包括 666 个表达上调(红色)的基

因和800个表达下调(绿色)的基因，其中趋化因子受

体 3(CXCR3)、趋化因子配体 2(CCL2)和内源性大麻

素受体 1(CNR1)明显上调，促阿片-黑素细胞皮质素

原(POMC)、神经调节肽 U 受体 1(NMUR1)明显下
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调(图2)。
2.3　DEGs 的功能富集分析　KEGG 富集分析显示，

上调的DEGs主要富集于破骨细胞分化和核苷酸结合

寡 聚 化 结 构 域 (nucleotide-binding oligomerization 
domain，NOD)样受体信号通路等(图 3A)；GO 富集

分析显示，上调的DEGs主要富集于Ⅰ型干扰素信号

通路、NF-κB信号通路、凋亡/自噬通路、趋化因子

信号通路、白细胞介素(IL)-1β通路等(图3B)。
2.4　PPI 网络分析及关键基因筛选　将 DEGs 导入

STRING 在线分析网站并进行可视化分析，筛选出

PPI 网络中蛋白表达模块。PubMed 数据库内检索发

现该模块内部基因与疼痛关系密切，初步认为其为

关键蛋白表达模块(图4)。对该模块的基因进行生存

分析及DisGeNET疾病基因数据库比对，得到5个关

键基因 (图 4，红色圆形)。其中 CXCR3、POMC、

NMUR1 与肺腺癌患者预后密切相关(P<0.05，图 5)，
CXCR3、POMC、CCL2 和 CNR1 已被纳入 DisGeNET
数据库中“Pain”相关基因。

2.5　 ceRNA 网络构建　在 Cytoscape 软件中，将

lncRNA-miRNA-mRNA之间的关系可视化后，各个节

点都代表一个RNA。图 6为 lncRNA-miRNA-mRNA 的

可视化网络关系图，其中绿色节点表示 lncRNA，橙

色节点表示mRNA，黄色节点表示miRNA。通过可视

化图形得到 miRNA(hsa-miR-124-3p.2、hsa-miR-506-3p、

hsa-miR-325-3p、 hsa-miR-384、 hsa-miR-488-3p、 hsa-

miR-18a-5p、 hsa-miR-18b-5p、 hsa-miR-4735-3p、 hsa-

miR-483-3p 和 hsa-miR-668-3p；图 6A－E，黄色三角

形)、lncRNA(NEAT1、MALAT1和RPPH1；图6A、B，

绿色圆形)和mRNA(CXCR3、CCL2、CNR1和POMC；

图 6A－E，橙色圆形)。选择在功能上与疼痛密切相

关的 miRNA(hsa-miR-124-3p.2，图 6A；has-miR-325-3p，

图6B)和 lncRNA(MALAT1，图6A；NEAT1，图6B)作

小方框标注的为DisGeNET疾病基因数据库“Pain”相关基因

图2　DEGs火山图

Fig.2　Volcano map of differentially expressed genes (DEGs)

表2　两组肺腺癌骨转移患者的临床资料

Tab.2　Descriptive clinical data of lung adenocarcinoma patients with bone metastasis

患者编号

MBP 1

MBP 2

MBP 3

MBP 4

对照1

对照2

对照3

对照4

对照5

骨转移灶

T11椎体、T12椎体、右侧胸锁关节、左侧第2前肋

T10、C7椎体

T1/2/5/12、C7、L1椎体

T10椎体、右侧第8后肋和左侧第10后肋

右侧颞骨、右肩胛骨、T1椎体，左侧第6后肋

L1/2/4椎体、双侧骶髂关节和双侧第11后肋

T1、L1椎体

T2/9/10/11、L1、L3椎体

C7、T1、T2椎体及骨盆多发转移

疼痛部位

T11、T12

T10

T12、L1

T10

无

无

无

无

无

合并症

无

无

高脂血症，胸腔积液

高血压病，控制良好

无

高血压病，控制良好

无

无

无

TNM分期

T2aN1M1c

T3N2bM1c

T2aN1M1c

T3N2bM1c

T2aN1M1c

T3N1M1c

T2aN1M1c

T2bN1M1c

T3N1M1c

临床分期

ⅣB

ⅣB

ⅣB

ⅣB

ⅣB

ⅣB

ⅣB

ⅣB

ⅣB

MBP. 骨转移癌痛

表1　两组肺腺癌骨转移患者临床资料比较

Tab. 1　Comparison of clinical data between two groups of lung 
adenocarcinoma patients with bone metastasis

指标

年龄(岁, x̄±s)

BMI(kg/m2, x̄±s)

性别[男, 例(%)]

疼痛程度

静息痛(分, x̄±s)

爆发痛(分, x̄±s)

疼痛病程(d, x̄±s)

ECOG-PS评分(分, x̄±s)

对照组(n=5)

52.6±5.7

22.1±1.6

2(40.0)

0

0

0

1.6±0.5

MBP组(n=4)

58.5±2.6

23.8±3.7

2(50.0)

4.2±0.5

5.7±0.5

80.3±16.5

3.3±0.5

P

0.089

0.379

0.643

0.011

0.011

0.001

0.002

MBP. 骨转移癌痛；BMI. 体重指数；ECOG-PS. 美国东部肿瘤

协作组体力状况评分
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为关键节点，由此确定了两条 lncRNA-miRNA-mRNA

竞争性内源网络：MALAT1-hsa-miR-124-3p.2-CCL2 和

NEAT1-hsa-miR-325-3p-CXCR3。

2.6　ceRNA各节点表达水平　采用qPCR对上述两条

ceRNA 网络中的 CCL2、hsa-miR-124-3p.2、MALAT1、

CXCR3、hsa-miR-325-3p和NEAT1的表达水平进行检

测，结果如图7所示，MBP组患者的CCL2、CXCR3、

NEAT1、MALAT1 和 hsa-miR-325-3p 表达水平均高于

对照组(P<0.05)，而hsa-miR-124-3p.2表达水平低于对

照组(P<0.05)。

3　讨　　论

生物信息学数据具有“小样本、大数据”的特

点，单次的转录组测序能够产生 30万个以上的碱基

NOD. 核苷酸结合寡聚化结构域；RIG-I. 视黄酸诱导基因Ⅰ型；NF-κB. 核因子-κB；IL-1β. 白细胞介素-1β；KEGG. 京都基因和基因组

数据库；GO. 基因本体论；A. 上调DEGs的KEGG功能富集分析；；B. 上调DEGs的GO富集分析

图3　肺腺癌骨转移的差异表达基因(DEGs)的功能富集分析

Fig.3　Functional enrichment analysis of differentially expressed genes (DEGs) in lung adenocarcinoma with bone metastasis

红色代表关键基因

图4　肺腺癌骨转移患者转录组测序中关键蛋白表达模块

Fig.4　The key protein expression module in lung adenocarcinoma patients with bone metastasis
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序列。对于主要差异显著且基线控制良好的临床样

本，目前认为每组 3 个及以上样本比较即具有临床

意义[10-11]。目前疼痛领域的生物信息学研究主要集

中于神经病理性疼痛、术后疼痛及炎性疼痛，而关

于MBP的研究较少，且当前的MBP转录组学研究主

要针对实验动物。笔者检索该领域最常用的两大公

共数据库癌症基因组图谱(TCGA)和基因表达综合数

据库(GEO)均未发现与肺腺癌MBP相关的临床数据。

本课题组前期研究发现，MBP组与对照组间存在明

显的基因表达差异，并分析得到疼痛相关差异基因

CXCL1、CXCL10、CXCR4 和 GNG7[12]，但该研究未

对差异基因的调控关系进行分析和验证。本研究重

新筛选两组患者，对肺腺癌骨转移患者进行详细的

临床评估，筛选得到 4 例典型 MBP 患者和 5 例肺腺

癌骨转移不伴癌痛患者，通过进一步生物信息学分

析得到关键节点基因CXCR3、POMC、NMUR1、CCL2
和CNR1，其中趋化因子相关的基因(CXCR3和CCL2)
仍是主要的差异基因。另外，本研究还发现与内源

性阿片肽相关的基因 POMC 显著低表达。进一步对

上述基因间的调控关系进行分析，得到MALAT1-hsa-
miR-124-3p.2-CCL2 和 NEAT1-hsa-miR-325-3p-CXCR3 两

条调控网络并进行qPCR验证。

临床上，尽管有近 1/3的骨转移患者发生MBP，
然而具备静息痛及爆发痛的典型MBP临床表现的患

者较少。这是由于MBP的产生原因众多，如特殊的

转移部位、巨大的转移灶或合并神经根产生压迫等

情况。为筛选典型MBP患者，本研究对骨转移部位

的影像学特点、疼痛原因和类型(躯体性、内脏性或

神经病理性)、疼痛发作情况和止痛治疗等进行全

面、量化、动态评估，结果显示，两组患者骨转移

病灶多数位于胸腰椎椎体，未见合并明显的周围神

经压迫等影像学表现，且两组的年龄、BMI、合并

症等一般情况也无明显差异(表 1、2)。因此笔者认

为两组人群的主要差异源于MBP的生物学特性。

对筛选得到的肺腺癌骨转移患者血液样本进行

mRNA测序，得到1466个DEGs，进一步行功能富集

分析发现，MBP 组的上调 DEGs 大部分富集于破骨

细胞分化、NOD样受体信号转导通路、Ⅰ型干扰素

信号通路、NF-κB信号通路、凋亡/自噬通路、趋化

因子信号通路、IL-1β通路，表明多种机制参与了

MBP 的发生。首先，趋化因子在 MBP 中显著富集，

提示炎性疼痛可能是MBP的重要成分。这是因为多

种经典趋化因子高表达是炎性疼痛的重要特征[13]，

本研究中趋化因子相关基因CCL2、CXCR3等也存在

明显的差异表达。在构建 ceRNA 调控网络时，进一

步筛选得到两条趋化因子相关的 ceRNA 调控网络。

其次，神经元外源性凋亡信号通路在MBP组中显著

富集，提示神经病理性疼痛是MBP的重要成分。神

经元或小胶质细胞凋亡是神经病理性疼痛的主要特

点，而与 MBP 有关的神经元凋亡研究较少[14]。

KEGG富集分析结果(图 3A)显示，DEGs显著富集于

NOD 样受体信号通路，而 NOD 样信号通路被认为

广泛参与了神经病理性疼痛的发生[15]。周围神经损

伤时，NOD2 配体表达增多，同时，外周巨噬细胞

中的 NOD2 信号通路被肿瘤坏死因子和 IL-1β激活，

从而介导了神经病理性疼痛的发生[15]。本研究中

MBP患者外周血NOD2及其下游的 IL-1β也存在明显

的差异表达(图2)，提示神经元凋亡引起的神经病理

性疼痛可能促进了MBP的发生。以上结果表明，经

典的趋化因子相关通路、凋亡相关通路介导的炎性

疼痛及神经病理性疼痛可能是 MBP 发生的重要

机制。

本研究发现，MBP具有不同于炎性疼痛和神经

病理性疼痛的特点。MBP组中破骨细胞分化通路上

的基因显著富集，提示骨组织本身的变化是MBP发

生的原因之一。关键基因 NMUR1、POMC 和 CNR1

CXCR3. 趋化因子受体3；POMC. 促阿片-黑素细胞皮质素原；NMUR1. 神经调节肽U受体1

图5　肺腺癌骨转移患者中CXCR3、POMC和NMUR1基因差异表达者的生存曲线

Fig. 5　Survival curves in patients with bone metastases from lung adenocarcinoma with differential expression of CXCR3, POMC, and 
NMUR1 genes
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的显著差异表达也提示MBP具备不同于炎性疼痛和

神经病理性疼痛的特点。神经调节肽 U(NMU)是一

种高度保守的肽，广泛表达于中枢神经系统及外周

组织，多项研究显示其可通过 NMUR1 介导外周镇

痛[16-17]。NMUR1在外周组织中表达丰富，可在小到

中等直径的外周神经元中表达，具有降低外周神经

元兴奋性及外周镇痛的作用[18]。本研究中MBP患者

中NMUR1表达明显下调(图 2)，提示MBP患者可能

存在外周镇痛不全。

POMC 是一种经典的内源性阿片前体肽，水解

CCL2. 趋化因子配体2；CXCR3. 趋化因子受体3；POMC. 促阿片-黑素细胞皮质素原；CNR1. 内源性大麻素受体；NMUR1. 神经调节

肽 U 受体 1；A. CCL2 的 ceRNA 调控网络；B. CXCR3 的 ceRNA 调控网络；C. POMC 的 ceRNA 调控网络；D. CNR1 的 ceRNA 调控网络；

E. NMUR1的 ceRNA调控网络

图6　CCL2、CXCR3、POMC、CNR1和NMUR1的 ceRNA网络图

Fig.6　ceRNA network of CCL2, CXCR3, POMC, CNR1 and NMUR1
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后可产生阿片肽，并与阿片受体结合导致神经元兴

奋的抑制，从而起到缓解疼痛的作用[19]。临床上慢

性疼痛患者持续存在的静息痛常提示内源性阿片介

导的镇痛机制存在功能障碍[20]。本研究发现，MBP
患者中 POMC 表达显著下调，提示其内源性阿片镇

痛机制存在功能障碍。另外，CNR1 在 MBP 患者中

表达明显上调(图2)。有研究显示，在急性疼痛的外

周和中枢敏化临床前模型中，内源性大麻素系统的

变化与疼痛信号的转导密切相关[21]。慢性疼痛易感

性的机制涉及内源性大麻素循环数量的变化[22]，有

研究比较了急性腰痛与慢性腰痛患者外周血 mRNA
的表达差异，发现内源性大麻素相关蛋白 CNR2、
TRPV1 及 FAAH 在慢性腰痛患者中呈高表达，提示

内源性大麻素相关蛋白介导了急慢性痛的转化[23]。

本研究 CNR1 在 MBP 患者中明显呈高表达，提示

CNR1可能参与了肺腺癌MBP的急慢性痛转化过程。

功能富集分析及NMUR1、POMC、CNR1基因的显著

差异表达提示骨组织内部微环境改变，外周神经抗

痛觉作用减退、内源性阿片镇痛机制功能障碍以及

内源性大麻素循环数量变化介导的疼痛慢性转化可

能是MBP发病机制的显著特点。

本研究从 lncRNA-miRNA-mRNA 网络关系得到

5 条 ceRNA 网络，根据 ceRNA 网络调控理论，最终

得到 2 条 ceRNA 网络： MALAT1-hsa-miR-124-3p.2-
CCL2 和 NEAT1-hsa-miR-325-3p-CXCR3。 首 先 ，

MALAT1-hsa-miR-124-3p.2-CCL2 网 络 中 的 lncRNA、

miRNA 和 mRNA 均为疼痛发生的常见调控因子，在

功能上发挥着类似作用，这是构建 ceRNA 调控网络

的前提。(1)MALAT1 是肺腺癌骨转移的重要调控基

因，在神经病理性疼痛中发挥重要作用。MALAT1
可调控多条miRNA/mRNA轴参与神经病理性疼痛的

发生[3]。近期研究发现，MALAT1 可通过 miR-206/
ZEB2 轴抑制神经炎症，从而抑制神经性疼痛的进

展[24]。(2)hsa-miR-124-3p可通过调控突触足蛋白参与

MBP的发生，也可通过调控增强型多聚组蛋白同源

体 2(Ezh2) 基因参与神经病理性疼痛的发生[25]。

(3)多项研究证实，MALAT1-hsa-miR-124-3p. 2-CCL2
中的下游基因 CCL2 介导了 MBP 等多种类型疼痛的

发生[26-27]。其次，MBP 组 lncRNA 和 mRNA 表达均上

调，表明 lncRNA 和 mRNA 的表达呈同向变化关系，

符合 ceRNA内部的变化规律。根据 ceRNA调控理论，

miRNA 可通过结合 mRNA 对其进行负向调控，而

lncRNA 通过竞争性结合 miRNA 解除 miRNA 对于

mRNA 的抑制，因此 lncRNA 与mRNA 变化的一致性

也初步验证了本研究得到的 ceRNA网络。

NEAT1-hsa-miR-325-3p-CXCR3 中 的 lncRNA、

miRNA 和 mRNA 均为疼痛的常见调控因子。NEAT1
可通过 miR-381/高迁移率族蛋白 B1(HMGB1)轴和

miR-128-3p/水通道蛋白 4(AQP4)轴参与神经病理性

疼痛的发展[28]。hsa-miR-325-5p已被证实可通过调控

CCL2 介导大鼠腹痛的发生[29]；而下游的 CXCR3 作

为一种趋化因子受体，可与脊髓的 CXCL10 结合，

介导小鼠MBP的发生[30]。综上，首先，该条网络中

lncRNA-miRNA-mRNA在功能上与疼痛的发生关系紧

密。其次，qPCR 检测结果显示，NEAT1 与 CXCR3
在肺腺癌MBP患者中的表达均上调，表明mRNA与

lncRNA 的表达呈正相关，提示 NEAT1 可能通过

miR-325/CXCR3轴调控MBP的发生。

本研究的不足之处在于测序样本来源于血液而

不是癌和癌旁组织。尽管血液样本常作为转录组测

序的检测样本，但其中包含了较多的混杂信息，后

续将采集癌和癌旁组织进行转录组分析。另外，本

研究仅对实验结果进行qPCR验证，后续将在动物模

型中对 ceRNA网络节点进行验证。

综上所述，本研究结果显示，破骨细胞分化、

NOD 样受体信号转导通路、凋亡/自噬通路、趋化

因子信号通路和 IL-1β通路的基因差异表达可能是肺

腺癌 MBP 发生的重要机制，其中 CXCR3、CCL2、

MALAT1. 人类肺腺癌转移相关转录本1；CCL2. 趋化因子配体2；NEAT1. 核富集转录本1；CXCR3. 趋化因子受体3；与对照组比较，

(1)P<0.05

图7　NEAT1、hsa-miR-325-3p、CXCR3、MALAT1、hsa-miR-124-3p.2、CCL2的表达水平(qPCR检测)
Fig.7　Expression levels of NEAT1, hsa-miR-325-3p, CXCR3, MALAT1, hsa-miR-124-3p.2 and CCL2 (detected by qPCR)
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POMC、NMUR1 和 CNR1 可能是肺腺癌 MBP 的关键

基因，此外，骨转移患者产生疼痛差异的原因还可

能与炎性相关的 MALAT1-hsa-miR-124-3p. 2-CCL2 和

NEAT1-hsa-miR-325-3p-CXCR3 调控网络有关，该结

果为临床治疗肺腺癌MBP提供了参考依据。
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