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  摘 要:目的 利用生物信息学分析技术筛选和鉴定参与肝细胞癌(HCC)进展的核心基因,并评价其在

HCC发展及预后中的潜在价值。方法 从GEO数据库筛选出 HCC基因数据集GSE101685、GSE84402和

GSE46408,利用GEO2R对差异表达基因(DEGs)进行分析。采用DAVID数据库构建基因功能注释和通路富

集分析。利用STRING数据库构建蛋白质互作网络(PPI)图,并用Cytoscape进行可视化分析,筛选出关键模

块并获得核心基因。使用cBioPortal数据库进行生存分析。通过 ONCOMINE数据库分析核心基因与 HCC
进展的关系。结果 在3个基因数据集中共筛选到261个DEGs,其中上调基因124个,下调基因137个。

KEGG分析结果表明,DEGs主要参与细胞周期、DNA复制、视黄醇代谢等通路。PPI分析鉴定出10个核心基

因,其中OIP5、HGFAC、FLVCR1与 HCC分级、卫星结节和血管浸润有关,FLVCR1与患者生存情况有关。
结论 该研究成功筛选出与HCC相关的DEGs和核心基因,其中OIP5、HGFAC、FLVCR1有望成为 HCC诊

疗和预后的生物标志物。
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Abstract:Objective To

 

identify
 

the
 

core
 

genes
 

involved
 

in
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

(HCC)
 

by
 

bioinfor-
matics

 

analysis,and
 

to
 

evaluate
 

their
 

potential
 

value
 

in
 

the
 

development
 

and
 

prognosis
 

of
 

HCC.Methods 
HCC

 

gene
 

datasets
 

GSE101685,GSE84402
 

and
 

GSE46408
 

were
 

screened
 

from
 

GEO
 

database,and
 

the
 

differen-
tially

 

expressed
 

genes
 

(DEGs)
 

were
 

analyzed
 

by
 

GEO2R.DAVID
 

database
 

was
 

used
 

to
 

construct
 

functional
 

annotation
 

and
 

pathway
 

enrichment
 

analysis
 

of
 

DEGs.Protein-protein
 

interaction
 

(PPI)
 

network
 

was
 

con-
structed

 

by
 

STRING
 

database
 

and
 

visualized
 

by
 

Cytoscape
 

to
 

screen
 

out
 

the
 

key
 

modules
 

and
 

obtain
 

the
 

core
 

genes.The
 

cBioPortal
 

database
 

was
 

used
 

to
 

survival
 

analysis
 

of
 

the
 

core
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

in
 

HCC
 

tissues
 

and
 

para-carcinoma
 

tissues.The
 

relationship
 

between
 

the
 

core
 

genes
 

and
 

HCC
 

progression
 

was
 

ana-
lyzed

 

by
 

ONCOMINE
 

database.Results A
 

total
 

of
 

261
 

DEGs
 

were
 

screened
 

from
 

three
 

gene
 

datasets
 

inclu-
ding

 

124
 

up-regulated
 

genes
 

and
 

137
 

down-regulated
 

genes.KEGG
 

analysis
 

showed
 

that
 

most
 

DEGs
 

were
 

mainly
 

involved
 

in
 

cell
 

cycle,DNA
 

replication,retinol
 

metabolism
 

pathways.Ten
 

hub
 

genes
 

were
 

identified
 

by
 

PPI
 

analysis,among
 

which
 

OIP5,HGFAC
 

and
 

FLVCR1
 

were
 

associated
 

with
 

HCC
 

grade,satellite
 

nodule
 

and
 

vascular
 

invasion,and
 

FLVCR1
 

was
 

significantly
 

associated
 

with
 

patient
 

survival
 

situation.Conclusion This
 

study
 

successfully
 

screened
 

the
 

DEGs
 

and
 

core
 

genes
 

related
 

to
 

HCC,among
 

which
 

OIP5,HGFAC
 

and
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FLVCR1
 

are
 

expected
 

to
 

be
 

biomarkers
 

for
 

the
 

diagnosis
 

and
 

prognosis
 

of
 

HCC.
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  肝细胞癌(HCC)是常见的恶性肿瘤,由于其疾病

进展快,恶性程度高,预后差,一直受到人们的广泛关

注。据报道,全球每年有超过84万的肝癌确诊病例,
主要发生在东亚和非洲部分地区[1-2]。事实上,肿瘤

的发生发展和异常的基因表达密切相关。因此,近年

来从分子层面研究肿瘤的发生发展是当前的热点。
利用数据库中的大量数据分析基因表达与肿瘤的关

系,对推进肿瘤的诊疗和揭示发病机制有着重要的意

义,能极大地促进肿瘤相关研究的进展。
本研究拟从GEO数据库中筛选出基因数据集,

从而获得差异表达基因(DEGs),并对这些DEGs进

行功能注释和通路富集分析。通过蛋白质互作网络

(PPI)的可视化,构建出关键模块,得到核心基因,并
对核心基因进行生存分析,探索其与 HCC分级、卫星

病灶和血管浸润的相关性,旨在为其影响肝癌的发生

和预后提供理论依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料 从 NCBI中的GEO数据库中筛选

到3个基因表达芯片集 GSE101685、GSE84402和

GSE46408,共包含44个肝癌组织和28个癌旁组织

标本。

1.2 DEGs的筛选 本研究利用 GEO数据库中自

带的数据分析插件GEO2R筛选 HCC组织和癌旁组

织的DEGs。对初步得到的DEGs进行筛选获得候选

差异基因,条件为表达差异倍数值的绝对值|log
 

Fc
(fold

 

change)|≥1.5且校正P 值<0.05。利用在线

分析 工 具 Venny(https://bioinfogp.cnb.csic.es/

tools/venny/)制作Venn图,获得3个基因数据集共

有的DEGs。

1.3 功能富集分析 利用在线数据库DAVID(ht-
tps://david.ncifcrf.gov/)对筛选到的DEGs进行功

能富集分析,包括GO注释和KEGG通路分析。筛选

条件为错误发现率(FDR)<0.05。

1.4 PPI分析 首先,利用STRING 在线数据库

(https://string-db.org/)构建DEGs的PPI网络,结
合分数>0.4的交互作用可纳入本分析。然后用Cy-
toscape软件对PPI网络进行可视化,MCODE工具

用于构建PPI中的关键模块,构建参数为degree
 

cut-
off=2,node

 

score
 

cut-off=0.2,k-core=2。利用Cy-
toscape的BiNgo插件对关键模块中DEGs的生物学

过程进行了分析。

1.5 关键基因的分析 根据各关键模块之间的差异

程度,利用 MCODE工具在众多DEGs中筛选中hub
基因,即核心基因。用 TCGA 的cBioPortal数据库

(http://www.cbioportal.org)分析核心基因与 HCC
患者 生 存 的 关 系。利 用 ONCOMINE 数 据 库(ht-
tps://www.oncomine.org/resource/login.html)分
析核心基因表达与HCC发展的相关性。

2 结  果

2.1 DEGs的鉴定 3个数据集共包含2
 

850个基因

(GSE101685基因830个,GSE84402基 因857个,

GSE46408基因1
 

163个)。取其交集后,有261个共

有DEGs,其中包括124个上调基因和137个下调基

因。见图1。

图1  3个基因数据集的Venn图

2.2 GO富集分析和 KEGG通路分析 利用DA-
VID对DEGs进行了生物过程、细胞成分和分子功能

的基因功能注释。将这些结果按照FDR值<0.05进

行了筛选,并显示了每组的3个主要过程。对于细胞

成分,GO富集分析显示上调基因富集于细胞中间体、
核质和细胞质,下调基因富集于胞外区域、细胞外泌

体和细胞外间隙;生物过程分析显示上调DEGs主要

参与DNA复制起始、微管运动和染色体分离,下调的

DEGs参与氧化还原过程、细胞色素氧化酶P450代谢

和外源物质的代谢过程;分子功能分析显示上调的

DEGs主要能与ATP结合,下调的DEGs具有氧化还

原酶活性,与血红素和铁离子结合等功能。KEGG分

析表明,DEGs主要富集在细胞周期、DNA复制、视黄

醇代谢、p53信号通路和细胞色素P450代谢等通路

中。见表1。

2.3 PPI网络分析 261个DEGs的PPI网络由221
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个节点(基因)和3
 

616条边(相互作用)组成。采用

MCODE工具确定了互作网络中关键模块,并选取互

作最复杂的模块进行生物过程分析。该模块中DEGs

的生物学过程由BiNgo完成,主要富集于生物调控、
细胞过程、细胞成分组织、代谢过程和信号调控等生

物学过程。见图2。

  注:A为261个DEGs的PPI网络互作图;B为 MCODE工具构建的关键模块;C为BiNgo分析关键模块中DEGs的生物学过程。

图2  Cytoscapse可视化的PPI网络分析
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表1  DEGs的GO富集和KEGG通路分析

分类 注释 名称 基因数 FDR值

上调基因

 生物过程 GO:0006270 DNA复制起始 8 2.79E-07

GO:0007018 微管运动 8 0.000
 

900
 

685

GO:0007059 染色体分离 7 0.001
 

900
 

491

 细胞成分 GO:0030496 细胞中间体 9 0.000
 

158
 

561

GO:0005654 核质 27 0.001
 

545
 

933
 

GO:0005737 细胞质 38 0.026
 

289
 

629

 分子功能 GO:0005524 ATP连接 31 7.72E-07

 信号通路 cfa04110 细胞周期 18 8.32E-15

cfa03030 DNA复制 8 7.27E-06

cfa04115 p53信号通路 8 0.000
 

513
 

618

cfa04114 卵母细胞减数分裂 8 0.016
 

069
 

123
下调基因

 生物过程 GO:0019373 细胞色素氧化酶P450代谢 8 5.78E-08

GO:0055114 氧化还原过程 22 6.07E-06

GO:0017144 药物代谢过程 7 6.95E-05

GO:0006805 外源物质的代谢过程 9 0.000
 

210
 

596

 细胞成分 GO:0005576 胞外区域 34 4.90E-05

GO:0070062 外泌体 45 0.000
 

433
 

426

GO:0005615 细胞外间隙 26 0.016
 

718
 

037

 分子功能 GO:0016705 氧化还原酶,作用于成对供体,与分子氧结合或还原 10 3.88E-07

GO:0020037
 

血红素结合 13 4.50E-07

GO:0004497 单加氧酶活性 9 1.20E-05

GO:0005506 铁结合 12 2.05E-05

GO:0019825 氧结合 8 6.09E-05

 信号通路 hsa00830 视黄醇的代谢 11 3.06E-06

hsa05204 化学性致癌过程 10 0.000
 

379
 

377

hsa00982 药物代谢-细胞色素P450 9 0.001
 

263
 

204

hsa00980 外源物的细胞色素P450代谢过程 9 0.002
 

432
 

947

2.4 核心基因的分析 通过 MCODE工具得到10
个 核 心 基 因,分 别 是 OIP5、HGFAC、CYP2C8、

MT1M、GLS2、FCN3、APOF、ADH1C、FLVCR1和

SLC27A。其中,OIP5和FLVCR1为上调基因,HG-
FAC、CYP2C8、MT1M、GLS2、FCN3、APOF、

ADH1C和SLC27A为下调基因。另外,生存分析结

果表明,FLVCR1的表达与肝癌患者的总体生存率和

无病生存率有关,差异有统计学意义(P<0.05)。此

外,10个核心基因中,OIP5和 HGFAC在PPI网络

中节点度较高,对其进一步的研究结果表明,OIP5和

FLVCR1的上调表达及 HGFAC的下调表达与 HCC
分级、有无卫星病灶、血管浸润程度有关系。见图3、4。

  注:A为总体生存率;B为无病生存率。

图3  FLVCR1表达与肝癌患者生存的关系
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  注:A为OIP5的表达与肝癌分级的关系;B为OIP5的表达与卫星病灶的关系;C为 OIP5的表达与血管浸润的关系;D为 HGFAC的表达与

肝癌分级的关系;E为 HGFAC的表达与卫星病灶的关系;F为 HGFAC的表达与血管浸润的关系;G为FLVCR1的表达与肝癌分级的关系;H为

FLVCR1的表达与卫星病灶的关系;I为FLVCR1的表达与血管浸润的关系。

图4  TCGA数据库中OIP5、HGFAC和FLVCR1的表达与肝癌分级、卫星病灶、血管浸润的关系

3 讨  论

本研究从 GEO数据库获得了3个基因数据集

(GSE101685、GSE84402、GSE46408)。共鉴定出261
个基因,其中上调基因124个,下调基因137个。为

了探究这些DEGs之间的相互作用,进行了GO富集

和KEGG通路分析。结果表明,这些上调的基因主

要富集于细胞周期、DNA复制、p53信号通路和卵母

细胞减数分裂通路等。说明上调基因可能是通过影

响细胞遗传物质的复制和调控细胞生长周期等过程,

从而参与到HCC的发生发展过程。而下调基因主要

富集于视黄醇代谢过程中。结合已有研究表明,肝癌

患者的血清视黄醇水平与体检者相比明显下降[3],证
实了本研究发现的下调的DEGs可能参与到 HCC患

者的视黄醇代谢过程。

另外,本研究共鉴定出了10个核心基因,上调基

因 有 OIP5 和 FLVCR1,下 调 基 因 有 HGFAC、

CYP2C8、MT1M、GLS2、FCN3、APOF、ADH1C、

SLC27A5,这些基因有望成为 HCC诊断或预后的生

物标志物。本研究通过生物信息学的方式证实了

CYP2C8在 HCC组织中的低表达,与先前的研究结

果一致[4-5],表明CYP2C8在成为肝癌相关标志物的

潜在价值,但其在肝癌发生发展中的作用机制尚不清

楚。同样,MT1M在肝癌组织中低表达,其低表达可

能与启动子的甲基化和与 miR-545-3p相互作用有

关[6]。据研究表明,GLS2和其他标志物组合可用于

评估肝癌患者的预后情况[7],与肿瘤分期、血管浸润
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和肿瘤大小等有关,其作用机制可能是通过与Dicer
蛋白相互作用,抑制Snail表达从而抑制癌细胞的迁

移和侵袭有关[8]。FCN3和 APOF在肝癌组织中表

达均下调,推测其可能作为肿瘤抑制剂影响肝癌的发

生发 展[9-10]。另 外,在 多 个 数 据 库 中 肝 癌 患 者 的

ADH1C上调往往意味着预后较好,但其具体的作用

机制还不清楚[11-13]。SLC27A5通常参与到脂肪酸转

运和胆汁酸代谢过程。最新研究表明,SLC27A5通

过DNA甲基化使其在肝癌患者中表达下调,参与到

KEAP1/NRF2代谢通路从而影响肝癌患者的进展和

预后[14]。
本研究中,OIP5和 HGFAC在PPI网络分析中

具有较高的节点数,说明这2个基因在所有差异基因

相互作用过程中可能起着核心的作用。OIP5是一种

肿瘤启动基因,在多种癌症的发展过程中均有报道。
本研究中OIP5在肝癌组织中是上调的,对其进一步

分析表明,OIP5的表达与肝癌分级,卫星病灶和血管

浸润有关(P<0.05),说明OIP5影响 HCC的发生发

展。通过动物模型将裸鼠体内 OIP5敲低后发现,细
胞增殖和集落形成能力受到抑制,并促进了细胞的凋

亡[15]。因此推测 OIP5可能通过调节细胞生长周期

和增殖能力等过程促进 HCC的进展。HGFAC作为

肝细胞生长因子激活剂,能参与肝脏和胃的再生,抵
抗多种类型的癌症。本研究中 HGFAC在肝癌组织

中的下调表达,与肝癌分级、卫星病灶和血管浸润有

关。HGFAC表达下降可能受DNA甲基化的调控,
并且HGFAC下调与肝癌患者不良的生存结果相关,
因此HGFAC可作为肝癌患者预后的生物标志物,与
本研究观点相一致[16]。FLVCR1作为铁代谢相关基

因,其编码蛋白是一种血红素转运蛋白,在铁代谢过

程中起着重要作用,能防止由过量铁引起的氧化损

伤[17]。本研究FLVCR1是对10个核心基因进行生

存分析后,唯一有统计学意义的差异基因,其表达水

平升高预示着肝癌患者不良的预后。另外,在其他数

据库中也证实了FLVCR1在肝癌组织中表达上调,
并且其表达的变化与预后情况相关,但其影响肝癌预

后的作用机制还有待进一步研究[18-19]。
综上所述,本研究通过生物信息学的方法筛选了

肝癌 相 关 的 核 心 基 因。其 中,OIP5、HGFAC 和

FLVCR1与肝癌进展有关系,可能成为肝癌诊疗和预

后的生物标志物。但其如何影响肝癌的进展和预后

尚需进一步研究。
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液系统损伤、浆膜炎等发生率升高;有临床症状组E-
cadherin、IFN-α、β2-GP1-Ab水平高于无临床症状组

(P<0.05)。提示,E-cadherin、IFN-α、β2-GP1-Ab与

SLE患者皮肤损伤有关,三者参与了SLE疾病进展

过程。本研究推测,SLE患者E-cadherin、IFN-α、β2-
GP1-Ab均可干扰免疫调控通路,导致T细胞、B细胞

等活化、炎性细胞增加,从而导致基质间黏附作用和

内皮细胞活化,促使SLE的形成并促进稳定期向活动

期转变。综上所述,SLE患者血清E-cadherin、IFN-
α、β2-GP1-Ab水平异常,且与疾病临床表现和活动程

度有密切关系。
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