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摘 要 本研究基于 GEO数据库，选取由慢性乙型肝炎诱导的肝细胞癌芯片数据 GSE121248为研究对象，

利用 GEO2R软件分析数据，筛选出表达具有差异的基因，利用 DAVID数据库进行 GO分析和 KEGG

pathway富集分析。利用 STRING数据库构建 PPI网络，分析筛选核心基因。利用 GEPIA对核心基因的表达

进行验证，Kaplan Meier Plotter在线分析工具对核心基因与患者生存情况的相关性进行验证。通过上述方法

筛选出 309个 DEGs，其中上调基因 94个，下调基因 215个。差异基因功能分析显示上调的 DEGs主要参与

细胞周期和卵母细胞减数分裂通路等途径，下调的 DEGs则在补体和凝血级联、代谢途径以及咖啡因代谢途

径富集。筛选出 15个具有高度关联性的核心基因(BUB1, BUB1B, BIRC5, CCNB1, CCNB2, CDC20, CDK1,

KIF20A, MAD2L1, NCAPG, ZWINT, PBK, BTL, TTK和 NUSAP1)，它们与肝癌患者的总体生存率明显具有

相关性，并为其构建了 miRNA调控网络。我们的研究通过生物信息学方法有效分析了肝细胞癌发生、发展

相关的差异表达基因，筛选出 15个核心基因，分析其生物学相关功能，以期探索肝细胞癌发病机制，并为临

床诊断标志物的改进以及筛选提供一定的理论基础。
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Abstract Our study is based on the GEO database, the hepatocellular carcinoma chip profile GSE121248

induced by chronic hepatitis B was selected as the study subject. The differential expressed genes were screened by

using GEO2R tools. GO analysis and KEGG pathway analysis were performed for differential expressed genes by

using DAVID. Then, PPI network was constructed to picked out hub genes. Finally, the expression of hub genes

and the patient survival were verified by the GEPIA and Kaplan Meier Plotter analysis tools. Through the above

method, a total of 309 DEGs were screened, consisting of 94 up-regulated genes and 215 down-regulated genes.

Functional analysis of DEGs showed that up-regulated DEGs are mainly involved in the cell cycle and oocyte
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图 1肝癌差异表达基因分析

Figure 1 Differential expressed genes analysis of HCC

图 2与肝癌相关的上调差异表达基因的基因本体论分析

Figure 2 Gene ontology analysis of up-regulated differentially ex-

pressed genesassociated with HCC

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)死亡率

居世界第四，严重损害人类的生命健康(Segal et al.,

2018)。中国作为肝病大国，肝癌发病率位居第四，死

亡率居第二(孙可欣等, 2019)。甲胎蛋白(alpha-feto-

protein, AFP) 作为全世界目前应用最为广泛的肝癌

检测标志物，但其作为肝癌标志物仍存在较大争议

(Mohammed and Roberts, 2017)。其他肝癌标志物，例

如甲胎蛋白异质体(fucosylated fraction of AFP, AFP-

L3)和异常凝血酶 (des-gamma-carboxy prothrombin,

DCP) 等也被报道在 HCC诊断中具有一定的局限性

(Han, 2012)。因此，了解肝癌的发病机制，寻找更为高

效敏感的诊断标志物及治疗新靶点尤为重要。基于

生物信息技术飞速发展，愈来愈多的科研工作者通

过生物信息分析的方法来挖掘在肿瘤发生发展中发

挥重要作用的分子及通路，从而提高对癌症发病机制

的认识(Tinker et al., 2006)。本研究通过 GEO (Gene

Expression Omnibus) 数据库基于肝癌组织和癌旁组

织数据发掘其表达存在差异的基因，利用多种生物

信息学分析方法对调控肝癌的核心基因进行筛选及

分析，以期更进一步的理解肝细胞癌发生发展的机

制并为其提供一定的理论基础。

1结果与分析

1.1差异表达基因的筛选

利用 GEO2R分析肝细胞癌及癌旁样本后，共筛

选出 309个 DEGs，其中在肝癌组织中表达上调的有

94个，下调的有 215个(图 1)。

1.2 DEGs GO和 KEGG结果分析

我们使用 DAVID 分析了差异基因的 GO 和

KEGG pathway富集。GO 富集分析表明：上调的

DEGs显著富集于细胞分裂、有丝分裂、姐妹染色单

体粘连、细胞周期调控等生物过程，参与细胞核、细

胞质、中间体、浓缩的染色体着丝粒等细胞成分。上

调的 DEGs并未在分子功能中发现显著富集(图 2)。

下调的 DEGs则在氧化还原过程、免疫过程、受体介

导的内吞作用、补体的激活、异生素代谢过程及环氧

化酶 P450途径等生物过程，参与胞外体、胞外区、细

胞外间隙等细胞成分，分子功能主要集中在铁离子

结合、血红素结合、丝氨酸型内肽酶活性、氧化还原

meiosis pathways, down-regulated DEGs are enriched in the complement and coagulation cascades, metabolic

pathways, and caffeine metabolic pathways. Moreover, fifteen hub genes with high correlation were screened,

including BUB1, BUB1B , BIRC5, CCNB1, CCNB2, CDC20, CDK1, KIF20A, MAD2L1, NCAPG, ZWINT,

PBK, DTL , TTK and NUSAP1. They were found to be associated with the overall survival in patients with HCC

and constructed a miRNA regulatory network. Bioinformatics can effectively analyze the DEGs associated with

the occurrence and development of HCC. The identification of the 15 Hub genes can provide theoretical guidance

for further research on the molecular mechanism and molecular marker screening of HCC.

Keywords Hepatocellular carcinoma, Differential expressed genes, Bioinformatics
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图 3与肝癌相关的下调差异表达基因的基因本体论分析

Figure 3 Gene ontology analysis of down-regulated differentially

expressed genesassociated with HCC

图 4与肝癌相关的差异表达基因的 KEGG通路分析

Figure 4 KEGG pathway of differentially expressed genes associ-

ated with HCC

图 5蛋白质 -蛋白质互相作用网络的前 6个模块

注: A:模块 1; B:模块 2; C:模块 3; D:模块 4; E:模块 5; F:模

块 6

Figure 5 Top 6 modules from the protein-protein interaction net-

work

Note: A: Modules 1; B: Modules 2; C: Modules 3; D: Modules 4;

E: Modules 5; F: Modules 6

酶活性及氧结合等(图 3)。

KEGG结果分析表明：上调的 DEGs显著富集

于细胞周期和卵母细胞减数分裂通路，下调的 DEGs

则在补体和凝血级联、代谢途径以及咖啡因代谢途

径富集(图 4)。

1.3 PPI网络构建和功能模块分析

基于 STRING数据库，我们将 DEGs的 PPI网

络利用 Cytosecape进行可视化。DEGs的 PPI网络由

268个节点蛋白和 1671条相互作用关系构成。然后，

我们通过MCODE插件对 DEGs的 PPI网络进行聚

类分析，获得了 9个不同的 PPI功能模块，其中有 6

个主要模块(图 5)。我们利用 DAVID数据库对这 6

个模块中的基因进行了 KEGG pathway富集分析(表

1)。分析结果表明模块 1中的基因主要富集于细胞

周期、卵母细胞减数分裂过程和黄体酮介导的卵母

细胞成熟等途径，模块 2中所包含的基因参与补体

和凝血级联途径，模块 3的基因则主要富集于药物

代谢 -细胞色素 P450、化学致癌作用、视黄醇代谢和

基于生物信息学分析的肝癌核心基因的筛选及验证

细胞色素 P450对异生素的代谢等途径，模块 5的基

因富集于矿物质吸收途径，模块 4与模块 6未能发

现富集于在 KEGG pathway分析中具有统计学意义

的信号通路。

1.4核心基因分析

基于 DEGs的 PPI网络，我们利用 cytoHubba插

件的MCC算法，获得了 15个关联度最高的基因作

为核心基因，为它们构建蛋白质互作网络(图 6)。并

用 GEPIA数据库进一步验证了这 15个核心基因在

肝癌组织(369例)与正常组织(160例)中的表达情况。

非 SMC 缩合蛋白 I 复合物亚基 G(non-structural

maintenance of chromosomes condensin I complex

subunit G, NCAPG)、驱动蛋白家庭成员 20A (kinesin

family member 20A, KIF20A)、细胞周期蛋白依赖性

激酶 1(cyclin-dependent kinase 1, CDK1)、杆状病毒 I-

AP重复序列 (baculoviral IAP repeat containing 5，

BIRC5)、细胞周期蛋白 B1(cyclin B1, CCNB1)、细胞

分裂周期蛋白 20 (cell division cycle 20, CDC20)、细

胞周期蛋白 B2(cyclin B2, CCNB2)、有丝分裂阻滞缺

陷 2 样蛋白 1 (MAD2 mitotic arrest deficient-like 1,
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表 1前 6个模块的 KEGG通路分析

Table1 KEGG pathway analysis of Top 6 modules

组别

Sample Group

模块 1

Module1

模块 2

Module2

模块 3

Module3

模块 5

Module5

通路名

Term

hsa04110:细胞周期

hsa04110: Cell cycle

hsa04114:卵母细胞减数分裂过程

hsa04114: Oocyte meiosis

hsa04914:黄体酮介导的卵母细胞成熟

hsa04914: Progesterone-mediated oocyte maturation

hsa04610:补体和凝血级联

hsa04610: Complement and coagulation casca3es

hsa00982:药物代谢 -细胞色素 P450

hsa00982: Drug metabolism-cytochrome P450

hsa05204:化学致癌作用

hsa05204: Chemical carcinogenesis

hsa00830:视黄醇代谢

hsa00830: Retinol metabolism

hsa00980:细胞色素 P450对异生素的代谢

hsa00980: Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450

hsa00591:亚油酸代谢

hsa00591: Linoleic acid metabolism

hsa00232:咖啡因代谢

hsa00232: Caffeine metabolism

hsa01100:代谢途径

hsa01100: Metabolic pathways

hsa04978:矿物质吸收途径

hsa04978: Mineral absorption

聚集数

Count

9

7

5

6

6

6

5

5

4

3

8

5

P值

P value

1.06E-11

2.41E-08

1.56E-05

3.87E-08

4.45E-09

1.02E-08

4.64E-07

8.36E-07

3.72E-06

1.18E-05

3.66E-05

1.46E-09

伪发现率

FDR

8.19E-09

1.86E-05

0.012080

3.98E-05

3.02E-06

6.94E-06

3.15E-04

5.68E-04

0.002527

0.008026

0.024859

1.46E-07

图 6 15个核心基因编码蛋白质的互作网络

Figure 6 Protein-protein interaction network of top 15 hub genes

MAD2L1)、核仁纺锤体相关蛋白 1 (nucleolar and

spindle associated protein1, NUSAP1)、Zw10 结合因

子 (zeste white 10 interactor, ZWINT)、BUB1有丝分

裂检查点丝氨酸 /苏氨酸激酶 (BUB1 mitotic check-

point serine/threonine kinase, BUB1)、TTK 蛋白激酶

(TTK protein kinase, TTK)、BUB1有丝分裂检查点丝

氨酸 /苏氨酸激酶 B (BUB1 mitotic checkpoint ser-

ine/threonine kinase B, BUB1B)、PDZ 结 合 激 酶

(PDZ-binding kinase, PBK)、无齿状 E3泛素蛋白连接

酶(denticleless E3 ubiquitin protein ligase, DTL)，在肝

癌组织，这 15 个核心基因均表达增高(p<0.01) (图

7)。随后，我们利用 Kaplan Meier Plotter软件为这 15

个基因绘制生存曲线。生存分析结果显示，15个核心

基因过表达与患者的不良预后具有相关性。在核心

基因高低表达的两组比较发现，患者总体生存率存

在差异，显示为低表达组优于高表达组，且具有统计

学意义(图 8)。最后我们利用MiRDB数据库预测了

可能调控这 15个核心基因的 miRNA，利用 Cytose-

cape将其可视化(图 9)。该 miRNA调控网络共涉及

26个 miRNA，并且 hsa-miR-802同时调控 PBK和

CDK1两个核心基因。我们利用 GEPIA数据库分析

了 PBK与 CDK1在肝癌组织中的相关性，结果显示

两者高度相关(图 10)。
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图 7肝癌组织与癌旁组织 15个核心基因的表达验证(* p<0.01)

Figure 7 Expression levels of 10 hub genes in Tumor (T) and normal tissues (N) of hepatocellular carcinoma (* p<0.01)

2讨论

肝癌作为世界常见恶性肿瘤，其发病过程是一

个动态生物学过程(Segal et al., 2018)。目前人们对于

肝癌的发病机制仍不明确。近年来，现代生物技术飞

速发展，高通量测序等技术帮助人们从分子水平探

索疾病发病的机制，从而更进一步探索疾病肿瘤的

发生、发展过程。本文基于 GEO数据库通过对肝癌

组织和癌旁组织的数据进行分析，筛选出 309 个

DEGs，其中有 94个 DEGs表达上调的，215个 DEGs

下调。我们对这些差异基因进行了 GO功能富集、

KEGG pathway富集分析以及 PPI网络分析，筛选出

15个核心基因并验证其在肝癌组织与正常组织中的

表达情况，发现均在肝癌组织中高表达。随后，为它

们绘制了 Kaplan-Meiter生存分析曲线。15个核心基

因基因低表达组优于高表达组，且差异具有统计学

意义，可能为促癌基因。

异常的细胞周期调控以及肿瘤细胞过度分裂是

肿瘤发生的重要原因之一，而这与细胞有丝分裂的

异常增加有关。其中，已有报道显示,BIRC5具有抑制

细胞凋亡、调控细胞周期尤其是有丝分裂过程的功

能(Cao et al., 2013)，相较于普通肝组织，BIRC5在肝

癌组织中过表达，且定位于肝癌细胞的细胞质和细

胞核中(Yamamoto et al., 2008)。CCNB1调节有丝分

裂中的 G2到M转变，其表达在整个细胞周期中呈

周期性变化。研究显示 CCNB 1基因敲除抑制肝癌

细胞的增殖、迁移和侵袭(Gu et al., 2019)。CDK1可

以与 CCNB1结合形成 CDK1-CyclinB激酶复合体，

从而调节细胞周期中 G1/S和 G2/M期的转变(Dash

基于生物信息学分析的肝癌核心基因的筛选及验证 5



基因组学与医学生物学

图 8肝细胞癌核心基因的 Kaplan-Meier生存曲线分析

Figure 8 Kaplan-Meier survival curve analysis of hub genes of Hepatocellular carcinoma

图 9核心基因的 miRNA调控网络

Figure 9 The miRNA regulating network of hub genes

图 10肝细胞癌中 PBK和 CDK1的相关性研究

Figure 10 The correlation between PBK and CDK1 in HCC

and El-Deiry, 2005)，而乙型肝炎病毒 X蛋白(Hepati-

tis B virus X protein，HBx) 可以通过持续激活

CDK1-CyclinB 激酶复合体诱导 G2/M 期阻滞和凋

亡，抑制 HCC细胞的增殖(Dash and El-Deiry, 2005)。

CCNB2在肝癌细胞中高表达，下调 CCNB2表达可

抑制 BEL-7404细胞增殖和迁移，促进细胞凋亡。并

且与肿瘤数目及大小、癌栓和丙氨酸氨基转移酶水

平显著相关(Li et al., 2019)。CDC20是参与细胞周期

的调控蛋白(Wang et al., 2013)，其在肝癌组织中高表

达，这与肿瘤的分化和 TNM分期相关，沉默 CDC20

的表达可以显著抑制 HCC 细胞的增殖 (Li et al.,

2014)。KIF20A作为驱动蛋白家族的一员 Gli2通过

激活 FOXM1增强 KIF20A表达有助于 HCC细胞的

增殖和细胞周期进程。这说明 KIF20A在 HCC的发

生发展中起到了关键的作用，可作为预测临床 HCC

预后的生物标志物 (Shi et al., 2016; Lu et al., 2018)。

Li等人的实验发现，MAD2L1在肝癌组织中表达上

调，它促进 HCC细胞的活力，miR-200c-5p的过表达

下调了 MAD2L1的表达并诱导细胞凋亡和细胞周

期停滞，从而抑制 HCC细胞的增殖(Li et al., 2017)。

NCAPG是缩合素复合物的一个亚基，仅在人肝癌组

织和细胞中表达，在正常人肝组织中不表达，下调
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NCAPG的表达抑制 HCC细胞生长和增殖。值得注

意的是，NCAPG的表达与 CCNB1的表达正相关，这

说明 NCAPG 与 CCNB1 之间可能存在相互作用

(Zhang et al., 2018)。ZWINT是染色体运动和有丝分

裂检查站的重要调控蛋白，可以调节如 CDK1,CC-

NB1,PCNA等与细胞周期调控有关的蛋白促进肝癌

细胞增殖(Ying et al., 2018;李慧等, 2018)。TTK为有

丝分裂检查点蛋白，其在有丝分裂时期起到准确分

离染色体的作用，在 77.63%的肝癌组织中过表达，体

内外实验均证明 TTK可以促进肿瘤的生长及迁移

(Liu et al., 2015; Miao et al., 2016)。BUB1是一种丝

氨酸 /苏氨酸激酶,其在配对染色体和建立有丝分裂

纺锤体检查点方面发挥重要作用，MiR-490-5p可以

通过抑制 BUB1来调节 TGFβ / Smad 信号通路，从

而抑制 HCC 细胞的增殖，侵袭和迁移 (Xu et al.,

2017)。PBK属于丝裂原活化蛋白激酶(mitogen-ac-

tive protein kinase，MAPK)家族成员。研究表明其在

肝癌标本及细胞系中高表达，通过调节 ETV4/uPAR

信号通路促进肝癌细胞的侵袭 (Yang et al., 2019)。

NUSAP1作为重要的有丝分裂调节因子，HBx通过

抑制 miR-18b上调 NUSAP1的表达从而促进肝癌细

胞的增殖，且其高表达与癌症的恶性程度密切相关

(Yang et al., 2019)。DTL在细胞周期的 S期调节中起

重要作用。研究表明，DTL的耗竭降低了 G2/M期肝

细胞比例，诱使细胞变大变平，并且 DTL可以通过

下调 TPX2来抑制肝癌癌细胞的生长 (Chen et al.,

2018)。BUB1B在前列腺癌细胞中的过表达促进了细

胞的增殖和迁移，其高表达与前列腺癌不良的临床

病理特征相关(Fu et al., 2016)。在多发性骨髓瘤中，

BUB1B表达上调促进了多发性骨髓瘤细胞增殖，并

且 BUB1B的表达与 CDC20、CCNB1/2 表达高度相

关(Yang et al., 2015)。BUB1B的敲除显著地抑制了

肺腺癌细胞系的锚定非依赖性生长，在小鼠模型研

究中，抑制 BUB1B抑制原发肿瘤生长，减少肺和淋

巴结转移(Chen et al., 2015)。但其在肝癌的研究鲜

有报道。

综上所述，核心基因均在肝癌组织或细胞中表

达增高，这与我们的生物信息学分析结果一致。这些

基因在肝癌的发病过程中发挥重要的作用，可能是

潜在的治疗靶点及预测肿瘤发生发展的生物标志

物。但其之间的调节机制仍未阐明，我们预测了可能

调控这些基因的 miRNA，为核心基因在肝癌发挥作

用的机制提供新的思路。并且我们发现 hsa-miR-802

同时调控 PBK和 CDK1两个核心基因。我们利用

GEPIA数据库分析显示 PBK与 CDK1在肝癌组织

中高度相关，已有文献报道 CDK1介导的 PBK有丝

分裂磷酸化抑制了其在乳腺癌细胞中的致癌活性

(Stauffer et al., 2017)，这提示 PBK/CDK1轴可能成为

肝癌发生发展过程中的重要环节。并且通过文献的

查阅，我们发现核心基因之间也存在相互作用，但其

相互调控的机制以及这种肝癌相关基因间的相互调

控在肝癌的发生发展中起到的作用仍需要进一步的

试验探索。

3材料和方法

3.1数据获取

本研究从 GEO (Gene Expression Omnibus, http:

//www.ncbi.nlm.gov/geo/) 数据库中筛选样本量大于

100且由慢性乙型肝炎诱导的肝细胞癌的癌组织与

癌旁组织相对照的数据。本文下载了 GSE121248数

据集(Wang et al., 2007)。该数据集包含 107个样本，

其中癌组织样本 70个，癌旁组织样本 37个。

3.2 DEGs数据处理

GEO2R (http://www.ncbi.nlm.gov/geo/geo2r/)是

一个交互式的可访问的在线工具。它使用 Biocon-

ductor 项目中的 GEOquery和 limma R 软件包对研

究者提供的处理数据表进行比较，允许研究者比较

两个或多个数据集，从而获得差异表达基因(Differ-

entially expressed genes, DEGs)。本研究利用 GEO2R

分析肝细胞癌及癌旁样本，以 adjust P<0.05,|log FC|

≧1.5为标准，得到两组间的差异表达基因。

3.3 DEGs数据的 GO分析和 KEGG分析

DAVID (the Database for Annotation, Visualiza-

tion and Integrated Discovery, http://david.ncifcrf,gov/)

为提供大规模基因和蛋白系统综合的生物学功能信

息的在线免费生物信息数据库 (Menyhart et al.,

2018)。在本研究中，对于 DEGs，通过 DAVID数据库

首先进行了基因本体论(Gene Ontology, GO)分析，获

得了在生物过程 (Biological Process, BP)、细胞组成

(Cellular Component, CC)、分子功能(Molecular Func-

tion, MF)三方面 DEGs富集的结果，其次进行了京都

基因和基因组百科全书(Kyoto Encyclopedia of Genes

and Genomes，KEGG)信号通路富集分析并得到通路

富集结果。差异以 p<0.05且 FDR<0.05为具有统计

学意义。
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3.4 PPI网络构建和模块分析

STRING (Search Tool for the Retrieval of Interact

ing Genes, http://string-db.org/) 是一个搜索蛋白质相

互作用的在线数据库 (Szklarczyk et al., 2019)。将

DEGs导入 STRING后得到蛋白相互作用的网络结

构，并通过 Cytosecape 将其可视化。并利用其

MCODE插件，将 degree cutoff为 2，node score cutoff

为 0.2，k-core为 2，max.depth为 100作为截断标准，

筛选出 PPI模块，并以综合评分为 4作为截断标准，

利用 DAVID对筛选出的 PPI模块进行 KEGG分析。

3.5核心基因的筛选和验证

通过利用 Cytosecape (Shannon et al., 2003)软件

中的 cytoHubba插件，使用 MCC算法获得了综合评

分最高，即在 PPI网络中连接度最高的前 15个基因

作为核心基因。GEPIA (Gene Expression Profiling In

teractive Analysis，http://gepia.cancerpku.cn/) 是基于

TCGA转录组数据库的高度可视化分析工具(Tang et

al., 2017)。本研究中，我们利用 GEPIA在线分析软件

分析核心基因在肝癌组织和正常组织中的表达情况

以及在肝癌组织中的相关性研究。

3.6核心基因的生存分析

Kaplan Meier Plotter (http://kmplot.com/analysis/)

是一款在线生存分析工具(Nagy et al., 2018)。它包含

了 54675个基因的 10 461个癌症样本数据，可以依

据不同的病理特征、患病种群及诱发因素等对乳腺

癌、胃癌、肺癌、卵巢癌和肝癌相关的 mRNA和 miR-

NA进行生存分析。本研究以核心基因的表达情况将

肝癌患者分为两组，利用 Kaplan Meier Plotter绘制

核心基因的 Kaplan-Meiter 生存分析曲线来对比这

两组患者，从而分析核心基因表达对于肝癌患者的

预后的影响。差异以 p<0.05为有统计学意义。

3.7构建核心基因的 miRNA调控网络

miRDB(http://mirdb.org)是一个用于 miRNA靶

标预测的在线数据库(Liu and Wang, 2019)。其所有靶

标均通过生物信息学工具MirTarget预测，可以预测

包括人、大鼠、小鼠、狗和鸡五个物种的 miRNA靶

标。本研究中以作用评分高于 80为截取标准，预测

了可能调控核心基因的 miRNA靶标。
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