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肝细胞癌相关差异基因的生物信息学及预后分析
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(1. 华侨大学 医学院, 中国福建 泉州 362021; 2. 昆明医科大学 分子临床医学研究院暨云南省干细胞和再生医学重点实

验室, 中国云南 昆明 650500)
摘 要: 肝细胞癌是全球癌症相关死亡的主要原因,目前对肝细胞癌的发病机制研究尚不完善,探索肝细胞癌
发生尧发展相关的分子标志物及其预后具有重要意义遥 从 GEO数据库获得肝细胞癌组织和非癌组织的基因表
达阵列数据 GSE84402,利用 GEO2R筛选差异表达基因;采用 DAVID数据库对差异基因进行 GO富集分析和
KEGG通路分析;通过 STRING数据库和 Cytoscape软件构建差异表达基因对应的蛋白质相互作用网络,并从
网络中筛选出核心基因(hub genes);结合 KM plotter数据库的临床信息对 hub genes进行预后分析遥 结果显示:
共得到 1 307个差异表达基因,其中上调基因 741个,下调基因 566个,这些差异表达基因主要涉及细胞分裂尧
细胞周期尧DNA复制及物质代谢等生物学过程及生物通路遥 通过 GO尧KEGG及蛋白质相互作用网络筛选出

BUB1尧BUB1B尧CCNA2尧CCNB1尧CCNB2尧CDC20尧CDK1尧MAD2L1尧PLK1等 9个 hub genes, 进一步分析发现 hub
genes均与细胞周期的调控相关,表明细胞周期的调控失常在肝细胞癌的发生尧发展过程中具有重要作用遥生存
分析显示 9个 hub genes在肝细胞癌患者中均为表达上调的基因,且与患者预后不良相关,这为寻找肝细胞癌
患者预后相关生物标志物的研究提供了线索遥
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Bioinformatics and Prognostic Analysis of Differentially Expressed
Genes in Hepatocellular Carcinoma
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Abstract: Hepatocellular carcinoma (HCC) is the leading cause of cancer-related death worldwide, but the re原
search on the pathogenesis of HCC is still imperfect. It is important to explore its molecular markers and
prognosis. Bioinformatics was used to screen HCC related genes. Gene expression profile data GSE84402,
which includes data coming from HCC and non-cancer tissues, were obtained from Gene Expression Om原
nibus (GEO) database. GEO2R was used to screen differentially expressed genes (DEGs). GO function and
KEGG pathway analyses of DEGs were performed using DAVID database, and the protein-protein interac原
tion (PPI) network was constructed using STRING and Cytoscape software, and the hub genes were screened.
The prognostic significance of hub genes was analyzed by KM plotter database. A total of 1 307 DEGs were
screened, including 741 up-regulated and 566 down-regulated genes. Biological processes and pathway en原
richment analyses showed that the DEGs were mainly enriched in cell division, cell cycle, DNA replication
and material metabolism. From GO, KEGG and PPI network, BUB1, BUB1B, CCNA2, CCNB1, CCNB2,
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肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是常
见的恶性肿瘤之一, 占原发性肝癌的 70%~90%,
是全球范围内致死率排名第二的恶性肿瘤[1]。遗
传因素[2]和环境因素(酒精、黄曲霉毒素[3]、慢性乙
型肝炎病毒[4]等)被认为是导致肝细胞癌发生和发
展的主要原因[5~6]。虽然诊断技术、外科治疗、化疗
和分子靶向治疗技术有所改善, 但由于肝细胞癌
患者被诊断时多为中晚期, 因此患者的 5年生存
率仍不尽如人意[7~8]。

肝细胞癌的发生是一个多基因参与、多因子

协调的复杂的生物学过程。研究发现, 血管生成
功能失调、慢性炎症、内分泌激素、脂肪因子和细

胞代谢的改变均可能参与肿瘤的形成过程[9]。尽
管已经发现了一些肝细胞癌相关的重要驱动基

因, 但其发生、发展和转移的机制尚不清楚, 临床
上仍然缺乏与患者预后相关的生物标志物[10~11]。因
此, 深入研究肝细胞癌发病及进展过程潜在的生
物学机制, 对于开发新的诊断标志物和治疗策略
具有重要的意义。

近年来, 高通量基因芯片和测序技术作为基
因表达分析的工具, 已被广泛用于识别肿瘤发生
过程中遗传信息的改变,为研究肝细胞癌基因表达
情况及发现关键基因的变化规律提供了基础 [12]。
本研究利用基因表达数据库(Gene Expression O-
mnibus, GEO)中肝细胞癌组织和非癌组织的基因
表达阵列数据筛选肝细胞癌相关差异表达基因

(differentially expressed genes, DEGs), 并对差异表
达基因进行生物信息学分析, 同时结合 KM plot原
ter (Kaplan Meier plotter)数据库进行预后分析, 以
期为揭示肝细胞癌发生、发展的分子机制和探索

肝细胞癌诊断、治疗和预后相关的潜在候选生物

标志物提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 数据获取

数据 GSE84402 [13]从 NCBI 基因表达数据库

GEO (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo)中下载得到。
该数据采用的芯片平台是 GPL570 (Affymetrix Hu-
man Genome U133 Plus 2.0 Array), 包括 14 例肝
细胞癌组织和 14例非癌组织。
1.2 HCC差异表达基因筛选

采用 GEO数据库中基于 R语言的网络分析
工具 GEO2R[14] (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/info/
geo2r)分析 GSE84402中肝细胞癌组织和非癌组织
的差异表达基因。该工具利用 Bioconductor项目
中的 R 语言软件包 GEOquery 和 Limma, 根据
Benjamini和 Hochberg 提出的假阳性率控制法[15],
进行多重检验校正。差异表达基因同时满足以下条

件: FDR (false discovery rate)<0.05, |log2FC|>1。
1.3 差异表达基因的生物信息学分析

生物学信息注释及可视化数据库 (Database
for Annotation, Visualization and Integrated Disco-
very, DAVID)是基因功能分析的在线生物信息学
工具, 可对差异表达基因进行 GO (Gene Ontology)
富集分析及 KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes)通路分析。将差异表达基因数据导入
DAVID 6.8 (https://david.ncifcrf.gov/)[16], 以 FDR<0.05
为显著性基因富集的临界值,对差异显著的基因进
行功能注释, 并分析其参与的生物学过程及通路。
1.4 蛋白质互作网络分析及 hub genes的筛选

蛋白质相互作用数据库 STRING (https://
string-db.org/)可利用已知或预测蛋白质之间的相
互作用构建互作网络[17]。将差异基因导入STRING
10.5分析工具, 将最低互作分值(minimum required
interaction score)设置成最高可信(highest confiden-
ce 0.9), 删除与其他蛋白质无相互作用的节点后,
分析差异基因所编码的蛋白质之间的相互作用。

将互作网络数据导入 Cytoscape 3.6.1软件[18], 计算
节点的度(degree),列出 degree排名前 20位的中心
节点蛋白质, 并与 GO和 KEGG富集分析得到的
显著性基因取交集 , 得到的基因即为核心基因
(hub genes)。

CDC20, CDK1, MAD2L1 and PLK1 were screened as hub genes. Further analysis showed that the 9 hub
genes were all related to the regulation of cell cycle, indicating that the abnormal regulation of cell cycle
plays an important role in the development of HCC. Survival analysis showed that the 9 hub genes were
found to be up-regulated in HCC patients and correlated with poor prognosis. The study would help us find
out the biomarkers related to the prognosis of HCC patients.
Key words: hepatocellular carcinoma (HCC); differentially expressed genes (DEGs); bioinformatics; prognosis
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表 2 前 5位差异表达基因的生物学过程富集
Table 2 Biological process enrichment results of DEGs (Top 5)

1.5 Hub genes与预后的相关性分析
KM plotter数据库(http://kmplot.com/)从 GEO、

EGA及 TCGA数据库下载基因表达数据、无复发
和总生存信息, 利用集成基因表达和临床数据的
PostgreSQL服务器对数据进行处理, 依据所提出
的生物标志物的不同分位数表达式将患者样本分

成两组[19]。本研究根据 hub genes的表达水平, 以
中位数值将 KM plotter数据库中纳入的 364例肝
癌患者分成高表达组和低表达组, 分析两组患者
预后的相关性。通过 Kaplan Meier生存图比较两
组病人队列, 计算危险比(hazard radio, HR)及95%
置信区间(confidence interval, CI), 差异比较用log-
rank P检验, logrank P<0.05表示差异具有统计学
意义。

2 结果

2.1 差异表达基因筛选结果

通过对肝细胞癌组织和非癌组织的基因表达

数据进行分析, 共筛选出 1 307个表达差异明显
的基因, 其中上调基因 741个, 下调基因 566个。
排名前 10的差异表达基因见表 1。

2.2 差异表达基因的 GO富集分析结果
采用 DAVID 6.8 对 741 个上调基因和 566

个下调基因进行 GO生物学过程富集分析。上调
基因主要富集到细胞分裂、姐妹染色单体黏着和

分离、有丝分裂核分裂、DNA复制、细胞周期等 25
个生物学过程; 下调基因主要涉及氧化还原、急
性期反应、环氧酶 P450 通路、异源代谢过程、药
物代谢过程等 23个生物学过程。上、下调基因前
5位的生物学过程富集见表 2。
2.3 差异表达基因的 KEGG通路分析结果

采用 DAVID 6.8 对 741 个上调基因和 566
个下调基因进行 KEGG通路富集分析。上调基因
中有 2条富集通路呈显著性(FDR<0.05), 下调基因
中有 10条富集通路呈显著性(FDR<0.05)。上调基
因主要涉及细胞周期和 DNA 复制信号通路, 下
调基因主要涉及代谢途径、补体途径、视黄醇代谢、

化学物致癌作用、胆汁分泌、脂肪酸降解等。上调

及下调基因前 5位的显著富集通路见表 3。
2.4 差异表达基因的蛋白质相互作用网络分析

及 hub genes的筛选
通过 STRING 10.5及 Cytoscape 3.6.1软件分

表 1 排名前 10的差异表达基因
Table 1 Top 10 DEGs

Log2FC
-4.50
-4.41
-4.38
-4.35
-4.35
-4.25
-4.23
-4.21
-4.10
-4.03

GO ID
Up-regulated
GO: 0051301
GO: 0007062
GO: 0007067
GO: 0006260
GO: 0000082
Down-regulated
GO: 0055114
GO: 0006953
GO: 0019373
GO: 0006805
GO: 0017144

GO term
Cell division
Sister chromatid cohesion
Mitotic nuclear division
DNA replication
G1/S transition of mitotic cell cycle
Oxidation-reduction process
Acute-phase response
Epoxygenase P450 pathway
Xenobiotic metabolic process
Drug metabolic process

Count
69
36
46
37
29
57
15
11
18
11

FDR
7.271 73E-29
1.779 25E-22
4.713 43E-17
6.389 54E-17
8.620 48E-15
2.271 52E-11
4.540 67E-09
2.975 75E-08
1.672 1E-07
4.510 22E-06

Up-regulated gene
MCM10
NUF2

CDC25A
HJURP

IGF2BP3
CDKN3
GPSM2

TTK
GPC3
BUB1

Log2FC
3.81
3.72
3.63
3.61
3.61
3.57
3.55
3.51
3.47
3.33

FDR
9.86E-04
6.07E-04
8.59E-04
1.53E-04
1.64E-03
2.94E-05
1.44E-04
2.84E-04
5.27E-04
1.22E-03

Down-regulated gene
CLEC4M

MT1M
CXCL14
SLC22A1

NAT2
FOSB
TTC36
CFP

GLYAT
CRHBP

FDR
1.28E-06
1.90E-04
1.66E-04
2.76E-04
2.75E-04
2.94E-05
2.23E-05
4.32E-05
8.83E-05
3.02E-04
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表 4 蛋白质互作网络中排名前 20的中心节点蛋白质
Table 4 The central node proteins in the PPI network

(Top 20)

注: 每个通路富集分类仅列出前 20位的基因遥
Note: If there were more than twenty genes enriched in this term, only the top twenty were listed in the table.

表 3 前 5位差异表达基因的 KEGG通路富集
Table 3 KEGG pathway analysis of DEGs (Top 5)

析, 得到包含 567个差异表达基因及 3 095条互
作关系的蛋白质相互作用网络(图 1)。结果显示最
大 degree值为 107。Degree值排名前 20位的中心
节点蛋白质见表 4。将编码前 20位中心节点蛋白
质的差异基因与 GO和 KEGG富集得到的显著性
基因取交集, 得到 BUB1 (mitotic checkpoint ser原
ine/threonine kinase, 丝裂原检查点丝氨酸/苏氨酸
激酶)、BUB1B (mitotic checkpoint serine/threonine
kinase B, 丝裂原检查点丝氨酸/苏氨酸激酶 B)、
CCNA2 (cyclin A2,细胞周期蛋白 A2)、CCNB1 (cyc-
lin B1, 细胞周期蛋白 B1)、CCNB2 (cyclin B2, 细胞
周期蛋白 B2)、CDC20 (cell division cycle 20, 细胞
分裂周期蛋白 20)、CDK1 (cyclin-dependent kinase
1, 周期蛋白依赖激酶 1)、MAD2L1 (mitotic arrest
deficient 2 like 1)、PLK1 (Polo-like kinase 1, Polo样
激酶 1)等 9个 hub genes, 其相互作用网络包括 36
条互作关系(图2A)。KEGG分析发现 hub genes主
要富集在细胞周期等通路(图 2B)。
2.5 Hub genes与预后的相关性

利用 KM plotter数据库中纳入的 364例肝癌
患者的基因表达及临床数据, 对 hub genes 进行
总生存期的分析, 相关数据如下: BUB1 (HR=1.85;
95%CI=1.3~2.64; logrank P=0.000 52), BUB1B (HR=
1.82; 95%CI=1.28~2.59; logrank P=0.000 71), CC 原

NA2 (HR=1.69; 95%CI=1.19~2.4; logrank P=0.002 9),
CCNB1 (HR=1.92; 95%CI=1.34~2.74; log-rank P=
0.000 26), CCNB2 (HR=1.62; 95%CI=1.14~2.29;
logrank P=0.006 7), CDC20 (HR=2.3; 95%CI=1.6~3.3;
logrank P=3.4E-06), CDK1 (HR=1.69; 95%CI=1.19~
2.4; logrank P=0.002 9), MAD2L1 (HR=1.88; 95%CI=
1.33~2.68; logrank P=0.000 33), PLK1 (HR=1.89;
95%CI=1.33~2.71; logrank P=0.000 36), 以上结
果显示 9个 hub genes在肝癌患者中的表达均上
调, 各基因 logrank P<0.05, 说明 hub genes 高表
达组与低表达组肝癌患者生存期差异具有统计学

意义, 提示 hub genes 的高表达与肝癌患者预后

Term
Up-regulated

hsa04110: Cell cycle

hsa03030: DNA replication
Down-regulated

hsa01100: Metabolic pathways

hsa04610: Complement and
coagulation cascades
hsa00830: Retinol metabolism

hsa05204: Chemical
carcinogenesis
hsa04976: Bile secretion

Count
28

15

100

20
18

17

15

Genes
YWHAZ, DBF4, TTK, CHEK1, PTTG1, CCNE2, MCM7,
CDKN2A , BUB1, ORC6, CCNA2, ORC1, CDK1, CDC6,
CDC20, MCM2, CDK4, CDC25C, MCM3, MCM4
LIG1, POLA2, MCM2, RNASEH2A , MCM3, MCM4, MCM5,
MCM6, PRIM1, RFC3, RFC4, MCM7, POLE2, PRIM2, FEN1
CYP3A4, PTGS2, CNDP1, ADH1C, ADH1B, ADH1A , AGXT,
ASPA , GOT1, MAT1A , ST3GAL6, RGN, AADAT, ALDH6A1,
CYP1A1, HAL, FBP1, CYP26A1, CYP1A2, TAT
F11, MBL2, F12, C7, C9, MASP1, MASP2, C6, F8, F9, C1R,
SERPING1, C1S, PLG, C8A , C8B, FGA , KLKB1, SERPINE1, F2
CYP3A4, CYP1A1, CYP2B6, CYP2C9, CYP2C8, ADH1C,
ADH1B, CYP26A1, ADH1A , CYP1A2, RDH5, CYP4A11,
ADH4, CYP2A6, HSD17B6, RDH16, UGT2B15, UGT2B28
CYP3A4, PTGS2, CYP1A1, CYP2C9, CYP2C8, NAT2,
ADH1C, ADH1B, ADH1A , CYP1A2, CYP3A43, SULT1A1,
ADH4, HSD11B1, CYP2A6, UGT2B15, UGT2B28
ADCY1, AQP9, ABCB11, SLC22A7, AQP4, NR0B2,
SLC10A1, ABCB4, SLCO1B3, BAAT, KCNN2, CA2,
SLC4A4, SLC27A5, SLC22A1

FDR
7.927E-12

5.912E-09

1.068E-09

2.082E-08
6.139E-07

0.000 127 2

0.000 679 1
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Gene
CDK1

CCNB1
CCNB2
PLK1

CDC20
AURKB
BUB1

MAD2L1
CCNA2
CENPE

Degree
107
82
73
70
69
67
67
67
61
55

Gene
BUB1B
KIF2C
CENPA
CDCA8
H2AFX
NDC80

HIST1H2BN
NUP133
CKAP5
BIRC5

Degree
54
54
53
52
52
51
51
51
48
47
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图 1 差异表达基因的蛋白质相互作用网络
红色节点为表达上调的基因, 绿色节点为表达下调的基因遥
Fig.1 PPI network of DEGs
Red nodes denote up-regulated genes, while green nodes denote down-regulated genes.

图 2 Hub genes分析
(A) Hub genes的蛋白质相互作用网络; (B) Hub genes的 KEGG通路分析遥
Fig.2 Result analysis of hub genes
(A) PPI network of hub genes; (B) KEGG pathway analysis of hub genes.

不良相关(图 3)。
3 讨论

肝细胞癌是世界范围内常见恶性肿瘤之一,

每年全世界约有 778 000例新发病例和 745 000
例死亡病例, 其中仅中国就占一半[1]。虽然肝细胞
癌的诊断和治疗技术取得了显著进展, 但因其具
有浸润、转移和复发的特性, 最终导致肝细胞癌患

(A) (B)
CCNB2

BUB1
CDK1

CCNA2

BUB1B

MAD2L1CDC20
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图 3 Hub genes的总生存期分析
HR: 危险比; Logrank P<0.05表明差异具有统计学意义遥 红色曲线表示高表达组, 黑色曲线代表低表达组遥
Fig.3 Analysis of effects of hub genes on overall survival
HR: Hazard radio; Logrank P<0.05 stands for significant difference. Black and red lines represent low and high expression
groups, respectively.

者的预后仍然较差。

本研究从 GEO数据库检索包含肝细胞癌组
织和非癌组织的基因表达谱数据 GSE84402, 利
用生物信息学工具进行深入挖掘分析, 共筛选出
1 307个差异表达基因。通过 GO分析发现差异表
达基因主要参与了有丝分裂、细胞周期、DNA复
制及物质代谢等生物学过程。KEGG通路分析显
示差异表达基因主要涉及细胞周期、DNA复制及

物质代谢等通路。通路分析结果与 GO富集分析
结果一致, 表明细胞周期、DNA复制及物质代谢
等功能的异常, 在肝癌发生发展的过程中发挥着
重要作用。进一步筛选出 BUB1、BUB1B、CCNA2、
CCNB1、CCNB2、CDC20、CDK1、MAD2L1、PLK1 等
9 个 hub genes, 分析发现 9 个 hub genes 均与细
胞周期调控相关。有研究表明细胞周期相关蛋白

质的异常表达与多种肿瘤的发生和发展密切相
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关, 且多是由于编码蛋白质的上游信号通路的突
变或基因损伤所致[20]。采用 KM plotter数据库对
hub genes 进行总生存期的分析, 结果显示 9 个
hub genes在肝细胞癌患者中均为高表达基因, 且
与肝细胞癌的预后显著相关。

BUB1基因编码的丝氨酸/苏氨酸激酶参与细
胞有丝分裂过程[21], 其表达增加可改变有丝分裂纺
锤体组装检查点通路, 在细胞增殖和肿瘤进展中
发挥重要的作用[22]。Xu等[23]研究发现, miR-490-
5p 可通过调节肝癌细胞 TGF茁/Smad 通路 , 抑制
BUB1表达, 从而抑制肝癌细胞的增殖、浸润和迁
移能力 , 进一步降低细胞存活率并促进细胞凋
亡。BUB1B 基因定位于 15 号染色体的 15q15.1
区, BUB1B蛋白是一种具有纺锤体分离调控功能
的蛋白激酶[24]。大量研究表明 BUB1B参与了多种
肿瘤形成过程[25~28], 但其在肝癌中的作用机制鲜有
报道, 仍需进一步实验研究。CCNA2在细胞有丝
分裂的 S/G2期高水平表达, CCNA2 异常表达会
导致染色体结构不稳定, 进而诱导肿瘤的发生[29]。
Hung等[30]发现肝癌细胞中精氨琥珀酸裂解酶(ar-
gininosuccinate lyase, ASL)与 CCNA2相互作用, 并
通过非酶途径促进肝癌的形成。CCNB1可促进细
胞从 G2期向 M期转变, 但在肿瘤细胞中 CCNB1
过度表达, 并与 CDK1结合导致细胞无限增殖[31]。
Chai等[32]发现沉默肝癌细胞的 FOXM1基因可显
著降低 CCNB1 的表达水平 , 表明 CCNB1 在
FOXM1诱导的肝癌细胞增殖中有重要作用, 证明
FOXM1-CCNB1与肝癌患者预后不良相关。CC原
NB2在多种肿瘤组织中过表达, 且与肿瘤的侵袭
和临床治疗效果差相关, 肝癌细胞中 KPNA2 可
通过促进 CCNB2/CDK1的表达, 诱导肝癌细胞增
殖, 且与肝癌患者总生存时间和无病生存时间显
著降低有关[33]。CDC20编码与细胞周期的 APC/C
相互作用的调节蛋白, 肝细胞中 CDC20高表达可
加速细胞增殖, 促进肝癌的发生和发展, 但其分
子机制及预后意义有待深入研究[34]。CDK1是细胞
周期的重要调节因子[35~36]。研究表明: 肝细胞癌组
织的 CDK1 表达水平明显高于非癌组织 , CDK1
在凋亡蛋白诱导的肝癌细胞凋亡中起着重要的调

控作用[37]; CDK1的高表达与肝癌患者整体存活率
低有关 , 利用 CDK1 抑制剂阻断 CDK1/pdk1/茁-
Cat信号转导, 可提高索拉菲尼治疗肝癌临床前
模型的疗效, 为临床提出个性化治疗方案提供依
据[38]。MAD2L1被认为是染色体控制通路的重要

介质, MDA2L1表达水平异常可导致染色体不稳
定, 并促进肿瘤的进展, 其在肝癌中的表达水平
与肿瘤的大小、分期和分级密切相关[39]。Li等[40]报
道 MDA2L1 在肝癌组织和细胞中高表达 , miR-
200c-5p可通过下调 MAD2L1的表达, 抑制肝癌
细胞增殖、迁移和浸润, 并促进细胞凋亡。PLK1被
认为是肝癌中的一个重要致癌因子[41], 其在调节细
胞有丝分裂、胞质分裂、DNA损伤应答等细胞周期
过程中发挥重要作用[42~43]。研究发现抑制 PLK1表
达, 可抑制肝癌细胞增殖[44]; PLK1可作为肝癌的
预后标志物与治疗靶点, 但其作用机制仍需进一
步阐明[45~46]。

综上所述, 本研究利用生物信息学的方法对
肝细胞癌的基因表达谱数据进行挖掘和分析, 得
到了 1 307个差异表达基因, 其中 BUB1、BUB1B、
CCNA2、CCNB1、CCNB2、CDC20、CDK1、MAD2L1
和 PLK1等 9个 hub genes经总生存期分析发现
与肝细胞癌患者预后不良有关, 该结果为揭示肝
细胞癌发生和发展的分子机制, 筛选有效的诊断
和预后相关的生物标志物及药物治疗靶点提供了
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