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摘要　 目的：应用生物信息学方法挖掘肝硬化－肝癌演变的关键基因，并探究其机制。 方法：使用

ＧＥＯ２Ｒ，从数据集 ＧＳＥ６７６４ 中筛选出在肝硬化组织和极早期肝癌组织中差异表达的基因，随后进行

ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析；构建蛋白质－蛋白质相互作用网络后通过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件中的 ＭＣＯＤＥ 插件检测

网络中最显著模块所含关键基因；对关键基因进行聚类分析和预后分析。 结果：共筛选出 １６９ 个差

异表达基因，其中表达上调和下调的基因数目分别为 １９ 个和 １５０ 个。 ＭＣＯＤＥ 筛选后获得 １６ 个关

键基因，主要与细胞因子和免疫等因素相关，其中关键基因 ＭＰＥＧ１ 与肝癌患者无病生存期相关。

结论：本研究发现的关键基因，有助于认识肝硬化－肝癌的演变机制，并可作为早期肝癌防治的潜在

标志物。
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　 　 肝硬化是在临床上比较常见的一种慢性肝病，

其病变部位范围极其广泛。 这种病变主要是因为人

体长期受到疾病影响而引发的，这些疾病通常是一

种或多种类型。 原发性肝细胞癌在世界各地普遍发

生，且恶性程度极高。 截止到 ２０２０ 年，在所有癌症

中，肝癌发病人数世界排名第 ６ 位，死亡人数排第

３ 位，死亡人数与新发病人数非常接近［１］。 在我国，

肝癌更是导致死亡的第二大癌症［２］。 越来越多的研

究发现，肝硬化与肝癌之间有非常密切的关系。 在

临床病史上，由于身患肝硬化而一步步发展成为肝

癌的患者占 ８０％～９０％。 与此相反的是，没有患上肝

硬化的患者发生肝癌的概率很小［３－７］。 可见研究肝

硬化－肝癌的演变过程对肝癌的防治意义重大。

目前，对肝癌分子机制的研究一直都在进行中，

但常规方法仅限于单个基因的深入分析，导致研究

结果不具备代表性，存在一定的局限。 而基因芯片

作为一种新型前沿技术，开启了高通量表现基因变

化的新模式，为全局理解基因功能和基因之间的相

互关系及致病机制提供了新线索。 通过该技术使全

面综合分析肝硬化－肝癌的演变机制成为可能。 本

研究通过对基因表达汇编（ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｍｎｉｂｕｓ，

ＧＥＯ）数据库中的基因芯片进行生物信息学分析，筛

选出肝硬化与早期肝癌的差异表达基因，并挖掘出

差异表达基因的生物信息学功能和信号通路，探讨

肝硬化－肝癌演变的潜在分子机制，为肝癌的诊断、

治疗和机制研究提供理论依据。

１　 材料与方法

１．１　 微阵列数据集

从 ＧＥＯ 数据库中下载基因芯片 ＧＳＥ６７６４，内含

１０ 例癌旁肝硬化组织、８ 例极早期肝癌组织样本。

１．２　 筛选差异表达基因

使用 ＧＥＯ２Ｒ，对 ＧＳＥ６７６４ 的 １０ 例癌旁肝硬化

组织样本和 ８ 例极早期肝癌组织样本进行基因差异

表达分析，设置筛选的标准： ｜ ｌｏｇＦＣ ｜ ＞１，Ｐａｄｊ＜０．０１。

１．３　 对差异表达基因的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析

使用 ＤＡＶＩＤ 数据库，对筛选出的差异表达基因

进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析， 以 Ｐ＜０．０５ 为差异具有统计

学意义。

１．４　 蛋白质－蛋白质相互作用网络图的构建及关键

基因的筛选

使用 ＳＴＲＩＮＧ 数据库，将之前获取到的所有上

调和下调的差异表达基因输入，获得蛋白质相互作

用网络图并进行下载，结果保存并导入到 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ

软件，使用插件 ＭＣＯＤＥ 筛选出最显著模块，其包含

的基因为关键基因。

１．５　 关键基因的预后分析

使用 ＧＥＰＩＡ 网站，对每个关键基因进行总生存

期和无病生存期分析，以 Ｐ＜０．０５ 为差异具有统计学

意义。

２　 结果

２．１　 筛选肝硬化组织和极早期肝癌组织中的差异

表达基因

ＧＥＯ２Ｒ 分析数据集 ＧＳＥ６７６４ 中肝硬化组织和

极早期肝癌组织中的差异表达基因，结果显示，相对

于肝硬化组织，在极早期肝癌组织中表达水平上调

的基因有 １９ 个，下调的基因有 １５０ 个，一共 １６９ 个

差异表达基因，见图 １。

·２·
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图 １　 差异表达基因的火山图

２．２　 差异表达基因的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析

将 １６９ 个差异表达基因，利用 ＤＡＶＩＤ 数据库进

行 ＧＯ 分析和 ＫＥＧＧ 信号通路富集分析。 ＧＯ 分析

结果发现，１６９ 个差异表达基因主要与中性粒细胞活

化、中性粒细胞介导的免疫、免疫球蛋白结合、ＭＨＣ

蛋白复合物结合等因素相关。 ＫＥＧＧ 分析结果表

明，差异表达基因主要参与吞噬体、金黄色葡萄球菌

感染、利什曼病等，见图 ２。

图 ２　 差异表达基因的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析

２．３　 蛋白质－蛋白质相互作用网络进行可视化及筛

选最显著模块所含关键基因

ＳＴＲＩＮＧ 数据库下载的蛋白质－蛋白质互相作用

关系文件导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件后，一共得到了由９７ 个

节点和 ３８５ 个边组成的蛋白质－蛋白质相互作用网

络图。 使用 ＭＣＯＤＥ 插件从上述图中筛选出 １６ 个节

点和 １１２ 个边组成的最显著模块，该模块包含了 １６

个在极早期肝癌组织中表达下调的基因：ＣＹＢＢ、

ＦＣＧＲ３Ｂ、 ＡＩＦ１、 ＩＴＧＡＭ、 ＬＣＰ２、 ＴＬＲ４、 ＴＹＲＯＢＰ、

ＣＳＦ１Ｒ、 ＭＰＥＧ１、 Ｃ３ＡＲ１、 ＦＣＥＲ１Ｇ、 ＨＣＫ、 Ｃ１ＱＢ、

ＣＤ７４、ＦＣＧＲ２Ｂ 和 ＦＣＧＲ２Ａ，见图 ３。

图 ３　 筛选的最显著模块

２．４　 关键基因的聚类分析

对上述 １６ 个下调的关键基因进行聚类分析，结

果显示，关键基因主要与细胞因子产生的正向调节、

巨噬细胞活化、吞噬作用、免疫球蛋白结合等因素相

关，见图 ４。

图 ４　 １６ 个关键基因的聚类分析网络图

·３·
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２．５　 关键基因 ＭＰＥＧ１的预后分析

１６ 个关键基因的生存曲线结果显示，高表达

ＭＰＥＧ１ 的肝癌患者则生存率显著升高（Ｐ＜０．０５），见

图 ５。

图 ５　 肝癌患者 ＭＰＥＧ１ 的表达与预后的生存曲线

３　 讨论

肝硬化组织与极早期肝癌组织中差异表达基因

有 １６９ 个，这些基因主要与中性粒细胞活化、中性粒

细胞介导的免疫、免疫球蛋白结合、ＭＨＣ 蛋白复合

物结合等因素相关。 中性粒细胞是先天免疫系统的

关键细胞，通过包括吞噬、脱粒作用在内的一系列效

应功能介导宿主防御。 在癌症环境中，中性粒细胞

的过度释放可能会调节组织微环境，最终导致肿瘤

发生、生长和转移［８］。 ＫＥＧＧ 分析结果表明，差异表

达基因主要参与金黄色葡萄球菌感染、吞噬体等信

号通路。 金黄色葡萄球菌感染在癌症患者是严重的

临床事件，死亡率极高［９］。 肿瘤微环境的细胞吞噬

蛋白可以通过影响相关吞噬作用参与 Ｔ 淋巴细胞的

免疫抑制，从而诱导肿瘤相关巨噬细胞在吞噬垂死

的肿瘤细胞时控制肿瘤生长［１０］。 这些研究结果提

示，肝硬化－肝癌的演化过程可能与中性粒细胞活化

及其介导的免疫相关。

从蛋白质 －蛋白质相互作用网络中筛选出的

１６ 个关键基因均在极早期肝癌组织中表达下调。

这些关键基因的聚类分析结果显示，主要与细胞因

子产生的正向调节、巨噬细胞活化、吞噬作用、免疫

球蛋白结合等因素相关。 细胞因子是由免疫细胞

（单核、巨噬细胞等）和某些非免疫细胞经刺激而合

成、分泌的一类具有广泛生物学活性的小分子蛋白

质。 细胞因子可调节细胞生长、分化等效应，调控免

疫应答。 如白细胞介素是肿瘤微环境中主要的一类

细胞因子，已有多篇报道［１１］ 指出白细胞介素在癌症

中表达失调的问题。 炎症和癌症的关系十分紧密，

主要体现在肿瘤微环境中，细胞因子的表达失调会

影响各种信号途径以及代谢过程，从而引发肿瘤的

发生和发展，这些重要的信号途径包括细胞的凋亡、

存活、增殖和血管的生成、侵袭、转移等。

为了进一步探究关键基因在肝癌进展中的作

用，将 １６ 个关键基因进行生存预后分析，发现在肝

癌患者样本中高表达 ＭＰＥＧ１ 患者的无病生存率显

著升高。 巨噬细胞基因 １ 蛋白 ＭＰＥＧ１ 是一种成孔

蛋白，在防御细菌病原体中起关键作用，对于吞噬作

用后的细菌杀伤至关重要［１２－１３］。 复旦大学中山医院

对 ２７４ 例肝细胞癌患者的研究发现 ＭＰＥＧ１ 在预后

不良的患者中下调［１４］，这与本研究结果趋势一致，

提示 ＭＰＥＧ１ 除了影响肝癌患者预后，可能还与肝硬

化－肝癌的演变相关。

本研究通过生物信息学方法分析了肝硬化－肝

癌基因芯片数据，确定了有差异表达的 １６ 个关键基

因，揭示了肝硬化－肝癌的演化机制与多个基因、多

种代谢途径、多条重要信号通路转导的异常密切相

关，为肝癌的早期防治提供了理论基础。
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