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  摘 要:目的 利用生物信息学方法筛选酒精性脂肪性肝炎(ASH)肝组织与正常肝组织间的差异表达基

因,为探索ASH的关键基因和分子机制提供理论依据。方法 从基因芯片公共数据库下载ASH基因芯片数

据集GSE28619和GSE103580,共包括ASH患者肝组织标本28例,正常肝组织标本7例。使用R软件对芯片

数据进行整合并筛选出差异表达基因。采用在线DAVID分析软件对差异表达基因进行基因本体论(GO)富集

分析,应用R软件中Clusterprofiler包对差异基因进行KEGG信号途径分析,利用STRING及Cytoscape软件

进一步构建蛋白质-蛋白质相互作用(PPI)网络,并利用Cytoscape软件中的CytoHubba插件,综合12种拓扑

分析方法筛选出前3个核心基因。结果 共筛选出28个差异表达基因,GO富集分析发现,差异表达基因参与

了皮质醇反应、Wnt蛋白活性、细胞对细胞外刺激的反应、转录因子活性、转录激活因子活性及RNA聚合酶Ⅱ
核心启动子近端区序列特异性结合等功能。KEGG通路分析发现,差异表达基因富集在唯一一个通路———白

细胞介素-17(IL-17)信号通路上。PPI分析得到3个核心基因,分别为CCL20、FOS及NR4A2,并且CCL20与

FOS均富集在IL-17信号通路上。对PPI网络中的节点进行富集分析发现,其功能主要富集在信号转导上。
结论 通过生物信息学分析,预测CCL20、FOS及NR4A2可能是介导ASH的核心基因,其中CCL20可能通

过作用在IL-17信号通路上,被诱导激活后促进巨噬细胞、中性粒细胞等炎症细胞的募集,从而介导ASH炎症

发生。靶向调控IL-17信号通路有望成为ASH治疗的新型疗法。
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Abstract:Objective To

 

identify
 

the
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

between
 

liver
 

tissue
 

of
 

alcoholic
 

steato-
hepatitis

 

(ASH)
 

and
 

normal
 

liver
 

tissue
 

by
 

bioinformatics
 

methods
 

and
 

provide
 

theoretical
 

basis
 

for
 

exploring
 

the
 

key
 

genes
 

and
 

molecular
 

mechanisms
 

of
 

ASH.Methods The
 

ASH
 

gene
 

chip
 

datasets
 

GSE28619
 

and
 

GSE103580
 

were
 

downloaded
 

from
 

the
 

Gene
 

Chip
 

Public
 

Database,including
 

28
 

liver
 

tissues
 

of
 

ASH
 

patients
 

and
 

7
 

normal
 

liver
 

tissues.The
 

R
 

software
 

was
 

used
 

to
 

integrate
 

the
 

chip
 

data
 

and
 

screen
 

for
 

differentially
 

ex-
pressed

 

genes.Gene
 

ontology
 

(GO)
 

enrichment
 

analysis
 

was
 

performed
 

by
 

online
 

DAVID
 

analysis
 

software.
The

 

KEGG
 

signaling
 

pathway
 

was
 

analyzed
 

by
 

using
 

the
 

Clusterprofiler
 

package
 

in
 

R
 

software.The
 

protein-
protein

 

interaction
 

(PPI)
 

network
 

was
 

further
 

constructed
 

by
 

STRING
 

and
 

Cytoscape
 

software.The
 

first
 

three
 

core
 

genes
 

were
 

screened
 

out
 

by
 

using
 

the
 

CycloHubba
 

plug-in
 

in
 

the
 

Cytoscape
 

software
 

and
 

12
 

topolo-
gical

 

analysis
 

methods.Results A
 

total
 

of
 

28
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

were
 

identified.GO
 

enrichment
 

a-
nalysis

 

revealed
 

that
 

they
 

were
 

involved
 

in
 

response
 

to
 

corticosterone,Wnt-protein
 

binding,cellular
 

response
 

to
 

extracellular
 

stimulus,transcription
 

factor
 

activity,RNA
 

polymeraseⅡ
 

core
 

promoter
 

proximal
 

region
 

se-
quence-specific

 

binding.The
 

KEGG
 

pathway
 

analysis
 

revealed
 

that
 

differential
 

genes
 

were
 

enriched
 

in
 

the
 

only
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pathway,which
 

was
 

the
 

interleukin-17
 

(IL-17)
 

signaling
 

pathway.PPI
 

analysis
 

showed
 

three
 

core
 

genes,
namely

 

CCL20,FOS
 

and
 

NR4A2,and
 

both
 

CCL20
 

and
 

FOS
 

were
 

enriched
 

in
 

the
 

IL-17
 

signaling
 

pathway.The
 

enrichment
 

analysis
 

of
 

the
 

nodes
 

found
 

that
 

the
 

main
 

enrichment
 

was
 

on
 

signal
 

transduction.Conclusion 
Bioinformatics

 

analysis
 

predicts
 

that
 

CCL20,FOS
 

and
 

NR4A2
 

may
 

be
 

the
 

core
 

genes
 

of
 

ASH.CCL20
 

may
 

act
 

on
 

the
 

IL-17
 

signaling
 

pathway
 

and
 

promote
 

the
 

recruitment
 

of
 

inflammatory
 

cells
 

such
 

as
 

macrophages
 

and
 

neutrophils
 

after
 

induction
 

and
 

activation,thereby
 

mediating
 

the
 

occurrence
 

of
 

ASH
 

inflammation.providing
 

new
 

ideas
 

for
 

understanding
 

the
 

molecular
 

mechanism
 

of
 

ASH.IL-17
 

signaling
 

pathway
 

is
 

expected
 

to
 

become
 

a
 

new
 

targeting
 

treatment
 

for
 

ASH.
Key
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steatohepatitis; gene
 

chip; bioinformatics; differentially
 

expressed
 

genes

  酒精性肝病是全球慢性肝病的主要疾病之一,其
主要 包 括 单 纯 性 脂 肪 变 性、酒 精 性 脂 肪 性 肝 炎

(ASH)、进行性肝纤维化(通常始于肝小叶的周围区

域)、肝硬化和肝癌[1-2]。ASH 其病理表现为脂肪变

性、肝细胞气球样变性和多形核中性粒细胞炎性浸润

共存。虽然,ASH 病理改变与非酒精性脂肪性肝炎

(NASH)病理改变类似,然而与NASH比较,ASH具

有更严重的临床表现和组织学病变[3]。患重度ASH
患者1个月病死率可达30%~40%[4]。目前,ASH
发生和发展的确切分子机制尚不完全清楚。因此,探
索ASH的关键基因及其分子机制,对发现更有效的

诊断方法及治疗靶点非常重要。随着计算机技术的

普及和发展,高通量平台在医学领域得到广泛应用,
微阵列技术和新一代测序分析作为用于基因表达分

析的工具,具有巨大的临床价值,目前已普遍应用于

突变基因检测、差异基因筛查、肿瘤分型、多态性检测

等多个方面[5-6]。本研究通过生物信息学方法,从基

因芯片公共数据库(GEO)筛选出ASH相关差异表达

基因,并 对 其 进 行 基 因 本 体 论(GO)富 集 分 析 和
 

KEGG通路分析,同时分析其蛋白互作网络结构,以
明确差异表达基因的生物学功能,进一步探索与

ASH相关的潜在基因和相关分子机制,为ASH的诊

疗提供新的靶标。
1 材料与方法

1.1 材料 本研究应用2个ASH相关基因芯片数

据GSE28619[7]和GSE103580[8]进行整合分析,均从

Gene
 

Expression
 

Omnibus(http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/geo/)数据库下载[9],其中GSE28619的微阵

列数据包括15例ASH肝组织标本和7例正常肝组

织标本,GSE103580包括13例ASH肝组织标本。
1.2 数据处理及差异表达基因分析 将原始数据转

换成表达矩阵,随后使用perl软件对2个芯片进行数据

合并。使用R软件(版本3.5.3,https://
 

www.r-pro-
ject.org/)和Bioconductor软件包(http://

 

www.bio-
conductor.org/)进行合并后对数据进行分析,首先使用

R软件中sva包中Combat功能对数据进行批次校正。
随后使用R软件中limma包筛选ASH肝组织和正常

肝组织间的差异表达基因。P 值及其余参数计算采用

经验性贝叶斯方法。其中|log2FoldChange|>1.2且

adjusted
 

P<0.05为差异有统计学意义。
1.3 差异表达基因的功能富集分析 在线分析软件

DAVID数据库(david.abcc.ncifcrf.gov/knowledge-
base)是为研究人员提供的一套全面的功能注释工

具。本研究使用DAVID工具对差异表达基因进行

GO富集分析(包括生物过程、细胞成分和分子功能类

别)。应用R软件中Clusterprofiler包对差异表达基

因进行京都基因和基因组百科全书(KEGG)途径富

集分析,以明确其生物学功能及参与的信号调控网

络。选择P<0.05为功能富集分析差异有统计学

意义。
1.4 差异表达基因编码蛋白的相互作用分析 蛋白

质相互作用关系数据库(STRING)是最大的蛋白质数

据库之一,通过STRING分析工具,可以预测蛋白质

之间的关系并可视化,找出关键蛋白质。MIRYALA
等[10]作为一种生物图形可视化工具,主要用于生物网

络的研究与设计,如基因表达调控网络及蛋白互作网

络等。利用STRING评估差异表达基因之间的相互

作用关系,再使用Cytoscape软件构建蛋白质-蛋白质

相互作用(PPI)网络图,利用Cytoscape软件中插件

CytoHubba,综合12种拓扑分析方法的得分排序筛

选出分数最高的前3个作为核心基因。最后再次使

用DAVID数据库对PPI网络中包含的基因进行GO
功能富集分析。
2 结  果

2.1 ASH 差 异 表 达 基 因 的 筛 选  对 数 据 集

GSE28619和 GSE103580进行联合分析,筛选 ASH
患者与正常对照组间的差异表达基因,共筛选出28
个差异表达基因,见表1。与对照组比较,ASH 组中

共21个上调基因,7个下调基因。
表1  数据集GSE28619和GSE103580的

   28个差异表达基因

基因名称 差异倍数 P

KRT23 6.811
 

623
 

566 0.002

CCL20 6.363
 

374
 

323 0.005

MMP7 4.563
 

011
 

448 0.003

EPCAM 4.073
 

800
 

425 0.001
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续表1  数据集GSE28619和GSE103580的

   28个差异表达基因

基因名称 差异倍数 P

CTHRC1 3.336
 

915
 

061 0.002

PCDH17 2.481
 

717
 

276 0.009

C12orf75 2.454
 

611
 

269 0.021

FAM169A 2.435
 

246
 

744 0.001

SLC22A15 2.324
 

189
 

731 0.001

ELOVL7 2.305
 

324
 

535 0.007

FGF13 2.260
 

214
 

075 0.003

CLDN10 2.141
 

130
 

855 0.047

ANXA3 2.111
 

984
 

363 0.002

TMEM200A 2.021
 

587
 

158 0.023

FZD6 1.852
 

826
 

793 0.005

RAD51AP1 1.802
 

539
 

381 0.001

APOBEC3B 1.794
 

217
 

061 0.008

MFSD6 1.468
 

020
 

566 0.022

SULT1C2 1.385
 

276
 

604 0.009

SLC39A10 1.365
 

403
 

670 0.021

CRNDE 1.233
 

440
 

217 0.001

CD69 -1.322
 

977
 

254 0.021

RGS1 -2.206
 

530
 

983 0.013

DIRAS3 -2.273
 

845
 

764 0.001

LGSN -3.809
 

775
 

470 0.001

NR4A2 -4.789
 

997
 

076 0.001

FOSB -5.094
 

718
 

324 0.001

FOS -6.765
 

273
 

103 0.001

2.2 ASH差异表达基因的GO富集分析和 KEGG
通路分析 利用DAVID软件对28个差异表达基因

进行GO富集分析见表2。GO富集分析结果表明,
在生物过程方面,差异表达基因参与了细胞对细胞外

刺激的反应及对皮质醇的反应。分子功能方面参与

Wnt蛋白结合、转录因子活性、转录激活因子活性及

RNA聚合酶Ⅱ核心启动子近端区序列特异性结合等

功能。应用R软件中Clusterprofiler包对差异表达

基因进行KEGG通路分析发现,差异表达基因仅富

集在唯一一个通路———白细胞介素-17(IL-17)信号通

路上。
2.3 差异表达基因PPI分析 通过STRING在线数

据库评估28个差异表达基因间相互作用关系,再应

用Cytoscape构建蛋白互作网络分析图,见图1。利

用Cytoscape中插件CytoHubba筛选出核心基因为

FOS、CCL20及NR4A2,见图2。对PPI网络中的节

点进一步进行GO富集分析发现,差异表达基因的功

能最主要富集在信号转导上。

图1  差异表达基因的PPI网络

图2  核心基因的相互作用网络

表2  差异表达基因的GO富集分析

条目 功能富集 基因数 P

GO0051412 response
 

to
 

corticosterone 2 0.022
 

3

GO0031668 cellular
 

response
 

to
 

extracellular
 

stimulus 2 0.022
 

3

GO0000982 transcription
 

factor
 

activity,RNA
 

polymerase
 

Ⅱ
 

core
 

promoter
 

proximal
 

region
 

sequence-specific
 

binding 2 0.029
 

6

GO0001077 transcriptional
 

activator
 

activity,RNA
 

polymerase
 

Ⅱ
 

core
 

promoter
 

proximal
 

region
 

sequence-specific
 

binding 3 0.037
 

4

GO0017147 Wnt-protein
 

binding 2 0.039
 

7

3 讨  论

  ASH 是一种严重的临床综合征,主要表现为黄

疸、肝大和腹痛[11]。由于对ASH肝脏炎症的病理生

理学仍未完全了解,治疗方案受限,患者往往预后较

差。因此,了解ASH 进展的分子机制对其诊断和治

疗至关重要。目前,对于 ASH 大多数研究都是单个
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队列研究,较少有多个队列研究。而多个队列研究往

往比单一队列研究具有更低的假阳性率和假阴性

率[12],因此,本研究从GEO数据库下载2个芯片数

据集进行研究,分别为 GSE28619和 GSE103580,由
于GSE

 

103580未做对照组的基因芯片[8],其对照组

数据主要参考GSE28619对照组芯片数据进行分析。
因此,可直接对GSE28619中15个ASH、7个对照组

芯片数据及GSE103580中13个ASH芯片数据进行

合并数据分析。由于不同芯片数据会存在批次效应,
故使用R软件sva包中的Combat功能来消除本研究

中的批次效应[13],以此提高差异表达基因鉴定的可信

度。对两组芯片进行联合分析,共筛选出28个差异

表达基因,包括21个上调基因和7个下调基因。为

了解差异表达基因的生物学意义,本研究对其进行了

GO富集分析和 KEGG通路分析。GO富集分析发

现,差异表达基因参与了对皮质醇反应、Wnt蛋白活

性、细胞对细胞外刺激的反应、转录因子活性、转录激

活因子活性及RNA聚合酶Ⅱ核心启动子近端区序列

特异性结合等功能。由于 R软件中 Clusterprofiler
对数据的更新速度比DAVID数据库更快,为得到最

新的通路分析结果,因此,采用R软件中的Cluster-
profiler进行KEGG通路分析,最后得到一个富集通

路,即差异表达基因富集在唯一通路———IL-17信号

通路上。
IL-17是一个重要的促炎症细胞因子,可靶向不

同细胞类型以诱导多种促炎介质,同时也参与自身免

疫、慢性 炎 症 性 疾 病、纤 维 化 和 肿 瘤 的 发 展 等 过

程[14-15],其可以介导炎症细胞依赖性T细胞受体、粒
细胞分化抗原-1及活性氧产生相关氧化酶,从而介导

炎症发生[16]。目前已发现,IL-17可通过巨噬细胞的

极化调控脂肪性肝病炎症发生,加剧并加快肝细胞的

损伤,推动脂肪变性到脂肪性肝炎的进展[17]。因此,
推测IL-17信号通路可能为促进ASH炎性病变过程

中的一条重要通路,靶向调控IL-17信号通路有望成

为ASH治疗的新靶点,但尚未找到具体作用于IL-17
通路的关键基因。随后对差异表达基因进行PPI分

析,找到CCL20、FOS及NR4A2
 

3个核心基因,与对

照组比较,CCL20在ASH中上调,FOS、NR4A2表现

为下调。KEGG通路分析发现,CCL20及FOS均富

集在IL-17信号通路上,猜想其可能通过作用于IL-
17信号通路介导ASH炎症的发生和发展。

CCL20是趋化因子家族中的重要成员,是肝脏中

重要的促炎和促纤维化的趋化因子。CCL20表达水

平可随肝脏组织学(正常<脂肪变性<炎症<纤维

化)变化的严重程度而逐渐上升,目前已被证实是病

毒性肝炎、酒精性脂肪肝、非酒精性脂肪肝等肝损伤

共同途径中的重要调控分子[18]。AFFO等[19]研究发

现,CCL20是 ASH 中最上调的趋化因子,并且在

ASH患者的肝脏及血清水平高于 NASH、丙型肝炎

等其他肝脏疾病,这与本研究结果大致一致,本研究

分析得到CCL20在 ASH 中高度表达。BERINGER
等[20]研究发现,IL-17介导的肝脏炎症主要是通过诱

导吸引中性粒细胞的趋化因子,使中性粒细胞发生局

部募集而促进肝脏炎症发生,而CCL20就是其中一

个被IL-17诱导的趋化因子。AFFO等[21]研究也证

实,CCL20可通过促进巨噬细胞和中性粒细胞的肝脏

浸润介导肝损伤后炎症细胞募集。上述研究均表明,
CCL20在肝脏炎症发生过程中扮演着重要角色,且与

IL-17相关。因此猜想,IL-17信号通路在CCL20介

导ASH的形成过程中起重要作用。CCL20通过作用

于IL-17信号通路,被诱导激活后促进巨噬细胞、中性

粒细胞等炎症细胞的募集,从而介导ASH炎症发生。
目前,对于NR4A2和FOS在肝脏代谢疾病方面

的研究较少,缺乏足够的文献支持。NR4A2也称为

Nurr1,是孤儿核受体NR4A家族的成员,并且充当转

录因子,主要分布在调节分化、增殖和凋亡细胞中,已
知其是维持肝葡萄糖稳态及脂质代谢的关键转录调

节因子,其可调节肝脏脂质平衡及脂肪生成[22],猜想

其可能参与 ASH 形成过程中的脂质代谢。FOS蛋

白的前体C-FOS基因属于原癌基因[23]。单独FOS
没有功能,主要是和Jun家族成员形成异源二聚体组

成激活蛋白1转录因子,从而参与细胞的增殖、分化

及凋亡,以及肿瘤中细胞转化、浸润性生长及远端转

移等过程[24]。目前,对于C-FOS的研究主要集中在

肿瘤生长、转移、预后方面及神经系统方面对神经元

的可塑性及阵痛作用[25-26]。对于 NR4A2和FOS在

ASH形成过程中的具体机制尚不清楚,仍有待更多

的体内、体外试验进行验证。
4 结  论

  本研究发现,IL-17这一关键信号通路及3个核

心基因(CCL20、FOS和NR4A2)可能在ASH的发生

和发展中起重要作用,其中CCL20可能通过作用在

IL-17信号通路,被诱导激活后促进巨噬细胞、中性粒

细胞等炎症细胞的募集,从而介导ASH的炎症发生,
为进一步了解ASH的分子机制提供了新思路。靶向

调控IL-17信号通路有望成为 ASH 治疗的新型疗

法,但仍需后期试验来验证这种预测结果,充分了解

以上基因在ASH作用中的机制。
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