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摘     要             背景与目的：肝细胞癌 （HCC） 是肝癌中最常见的种类，HCC 患者的预后生存情况较差，其有效的预

后预测也面临巨大挑战。许多研究已证实 E2F 基因家族和免疫微环境相关的基因标志物是癌症的重要

预后因素，因此，本研究利用 TCGA 数据库筛选 E2F 基因家族和免疫微环境相关的 HCC 基因标志物，

建立新的 HCC 风险评分模型，并预测 HCC 潜在治疗靶点。

方法：TCGA 数据库中下载大型 HCC （LIHC） 队列 （424 例样本）。进行了基因集富集分析、基因集单

样本富集分析和基因集单样本富集分析分数聚类后的基因表达差异分析，通过 Lasso 回归筛选标志基因

并 建 模 ， 根 据 模 型 计 算 患 者 得 分 并 将 患 者 分 为 高 风 险 组 和 低 风 险 组 。 使 用 受 试 者 工 作 特 征 曲 线

（ROC）、Kaplan-Meier 生存曲线、Cox 回归分析等多种统计学方法以验证模型的可靠性。所有统计分析

均使用 R 语言软件。最后在 Cbioportal 数据库查询风险模型的标志基因在 TCGA-HCC 样本中的基因变异

情况，从 String 数据库中下载蛋白互作信息并用 Cytoscape 软件进行可视化分析。

结果：确认了与 HCC 密切相关的 E2F 靶点基因组和免疫相关差异基因后，从中筛选到了与 HCC 患者总

生存率明显相关的 7 个基因 （CYR61，FBLN5，LPA，SAA1，SDC3，SERPINE1，SSRP1），建立 7-mRNA

预 后 模 型 ： 风 险 评 分 =-0.55×CYR61 表 达 -0.18×FBLN5 表 达 -0.17×LPA 表 达 -0.06×SAA1 表 达 +0.31×

SDC3 表达+0.38×SERPINE1 表达+1.08×SSRP1 表达。该模型 ROC 的 AUC 值为 0.846。Kaplan-Meier 生存曲

线显示，高风险评分患者预后不良 （P<0.001），高、低风险评分对预后的区分度与肿瘤大小和 UICC 分

期相似，而比淋巴转移、远处转移和 BMI 值更好。多因素 Cox 回归分析显示，7-mRNA 预后模型的预测

能力独立于临床因素。此外，联合蛋白组学找到 7 个基因中的关键基因 SERPINE1 和 LPA，预测抑制纤

溶酶原激活可能是治疗 HCC 的新的靶途径。

结论：本研究揭示了 7 个基因与 E2F 靶点和免疫的相关关系，为 HCC 患者的不良预后提供了新的生物

标志物，并建立了有较高预测准确性预后风险评分模型。然而，多基因预后模型的预测能力仍需大量

多 中 心 的 循 证 医 学 证 据 证 实 ， 被 纳 入 的 多 基 因 模 型 的 基 因 功 能 和 参 与 的 机 制 仍 尚 需 进 行 更 深 入 的

研究。
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Abstract             Background and Aims: Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most common type of liver cancer. The 

prognosis of HCC patients is poor, and its effective prognosis prediction is also facing significant 

challenges. Several studies have shown that the genetic markers associated with the E2F gene family and 

immune microenvironment are important prognostic factors for cancers. Therefore, this study was 

conducted to screen the HCC gene signatures related to the E2F gene family and immune 

microenvironment using the TCGA database, establish a new risk assessment model for HCC and predict 

the potential therapeutic targets for HCC.

Methods: A large HCC (LIHC) dataset (n=424) from the TCGA database was downloaded. Gene set 

enrichment analysis, single sample gene set enrichment analysis, and differential gene expression 

analysis was performed, marker genes were screened and modeled by Lasso regression, patient scores 

were calculated according to the model, and patients were divided into high-risk and low-risk groups. 

Multiple statistical methods, such as the receiver operating characteristic (ROC) curve, Kaplan-Meier 

survival curve, and Cox regression analysis, were used to verify the model's reliability. R language 

software was used for all statistical analyses. Finally, genetic alterations of the marker genes from the 

risk model were queried in the TCGA-HCC samples in the Cbioportal database. The protein interaction 

information was downloaded from the String database and visualized in Cytoscape software.

Results: After identification of the E2F target genome and immune-related differential genes which 

were closely related to HCC, seven genes (CYR61, fbln5, LPA, SAA1, SDC3, serpine1, ssrp1) 

significantly associated with the overall survival rate of HCC patients were screened, and a prognostic 

7-mRNA signature model was established: risk score=-0.55×CYR61 expression-0.18×FBLN5 

expression-0.17×LPA expression -0.06×SAA1 expression +0.31×SDC3 expression+0.38 ×SERPINE1 

expression+1.08×SSRP1 expression The ROC AUC value of the model was 0.846. Kaplan-Meier 

survival curve showed that patients with high-risk scores had a poor prognosis (P<0.001). The degree of 

discrimination for prognosis of high and low-risk scores was similar to those of tumor size and UICC 

stage and higher than those of lymph node metastasis, distant metastasis, and BMI. Multivariate Cox 

regression analysis showed that the predictive ability of the 7-mRNA signature model was independent 

of clinical factors. In addition, the key genes SERPINE1 and LPA in the 7 genes were found by 

combining proteomics, which predicted that inhibiting plasminogen activation was probably a new target 

approach for treating HCC.

Conclusion: This study reveals the correlation between seven genes and E2F targets and immunity, 

provides new biomarkers for poor prognosis of HCC patients and establishes a prognostic risk score 

model with high predictive accuracy. However, the predictive ability of the polygenic prognosis model 

still needs to be confirmed by many evidence-based medical practices from multiple centers, and the gene 

function and participation mechanism of the included polygenic models still need to be further studied.
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原发性肝癌是目前我国第 4 位常见恶性肿瘤及

第 2 位肿瘤致死病因，严重威胁我国人民的生命和

健 康[1]。 其 中 原 发 性 肝 细 胞 癌 （hepatocellular 

carcinoma，HCC） 是肝癌最常见的类型，发生率占

原发性肝癌的 75%~85%[2]。尽管近年来原发性 HCC

的 临 床 治 疗 模 式 不 断 发 展 ， 肝 癌 患 者 的 预 后 生 存

情况仍然较差，患者 5 年生存率仅 18% 左右[3]，预

后 预 测 仍 然 面 临 巨 大 挑 战 。 预 后 风 险 评 分 模 型 可

以 预 测 个 体 在 将 来 是 否 发 生 某 种 结 局 。 近 年 来 ，

预 测 模 型 研 究 呈 明 显 上 升 趋 势 ， 在 肿 瘤 领 域 ， 如

乳 腺 癌 、 前 列 腺 腺 癌 、 肺 腺 癌 等 中 已 有 诸 多 应

用[4-6]。目前，在 HCC 领域，已有基于基因的风险

评分模型被成功建立以预测患者预后[7]，但大多只

是 大 范 围 地 筛 选 基 因 ， 没 有 聚 焦 在 某 一 已 知 与 癌

症 发 生 相 关 的 基 因 集 上 ， 这 会 为 进 一 步 深 入 的 机

制 研 究 带 来 困 难 。 因 此 ， 有 目 的 地 筛 选 HCC 治 疗

的关键基因及相关通路，建立新的基因预后模型，

预测 HCC 的潜在治疗靶点具有重大意义和可行性。

转 录 因 子 E2F 相 关 基 因 在 调 节 肿 瘤 进 展 ， 参

与 血 管 生 成 促 进 肿 瘤 转 移 等 各 方 面 起 着 重 要 作

用[8]。另一方面免疫疗法最近受到广泛关注，越来

越多的证据[9] 表明免疫相关基因可预测肝癌预后。

近年来，许多研究已证实 E2F 基因家族和免疫微环

境 相 关 的 基 因 标 志 物 是 癌 症 的 重 要 预 后 因 素 ，

E2F-1 基 因 缺 失 可 导 致 PTEN 丢 失 诱 导 的 锯 齿 状 肿

瘤 的 发 生 率 和 恶 化 程 度 增 加[10]， 17 个 免 疫 相 关 基

因 建 立 的 分 类 系 统 能 有 效 预 测 早 期 肺 鳞 状 细 胞 癌

患者的预后[11]，又如 E2F2、3、6、8 的高表达与胰

腺癌患者的肿瘤分期有关且 E2F 基因的表达与免疫

浸润显著相关[12]。因此本研究旨在利用 TCGA 数据

库开发一种新的 E2F 基因家族和免疫微环境相关的

基 因 标 志 物 ， 建 立 风 险 评 分 模 型 以 预 测 HCC 患 者

的预后并找到治疗靶点。

1     资料与方法 

1.1 数据来源与数据预处理　

本研究从 TCGA 数据库 （https://portal.gdc.cancer.

gov） 中 下 载 了 424 例 Liver Hepatocellular Carcinoma 

（LIHC） 患者的临床特征以及 60 484 个 mRNA 的表

达数据集。从分子特征数据库 （MSIGDB） 中下载

共 50 组 hallmark 基因集 （癌症特征基因集合），该

基 因 集 合 表 示 了 明 确 的 生 物 状 态 或 过 程 ， 下 载 免

疫 标 志 基 因 集 ， 该 基 因 集 可 表 示 免 疫 系 统 内 的 细

胞 状 态 和 调 动 。 基 于 上 述 详 细 数 据 ， 将 424 例

LIHC 患者根据 TCGA 数据库的样本编号原则分为有

癌组 （374 例） 和无癌组 （50 例）。此外，还记录

了 以 下 临 床 信 息 ： 性 别 、 年 龄 、 肿 瘤 大 小 、 淋 巴

结转移数、远处器官转移情况、UICC 分期和 BMI。

最后，对 261 例有明确生存时间且生存时间不为零

的患者进行了分类。一般临床特征详见表 1。

1.2 基因集富集分析与基因集单样本富集分析　

使 用 “DESeq2” 包 进 行 基 因 表 达 量 的 差 异 分

析 得 到 9 149 个 差 异 基 因 （P<0.05）， 进 一 步 使 用

“clusterProfiler”包对这 9 149 个差异基因进行 GSEA

基 因 富 集 分 析 ， 以 识 别 在 有 癌 组 和 无 癌 组 中 存 在

显 著 统 计 学 差 异 且 富 集 程 度 最 高 的 基 因 组 用 于 进

一 步 研 究 。 基 因 集 单 样 本 富 集 分 析 （ssGSEA） 是

通过扩展 GESA 实现的，使用签名中的基因和其余

基 因 的 经 验 累 积 分 布 函 数 生 成 富 集 分 数[13]。 用

“GSVA”包对 374 例有癌组样本进行基因集单样本

富 集 分 析 ， 可 得 到 各 样 本 在 免 疫 系 统 内 不 同 细 胞

状态和调动下的富集得分，再使用“hclust”包对

富集得分聚类得到两种免疫相关亚型，最后使用 R

包“DESeq2”对两组免疫亚型样本的 mRNA 表达量

进 行 差 异 分 析 得 到 存 在 显 著 统 计 学 差 异 的 免 疫 亚

型差异基因 （P<0.05）。

1.3 构建预后特征模型　

使用 glmnet 包，采用 Cox 法进行 10 倍似然交叉

验 证 ， 纳 入 LIHC 中 的 261 例 有 明 确 生 存 时 间 且 生

存 时 间 不 等 于 零 的 样 本 ， 分 别 对 富 集 分 析 中 富 集

得 分 最 高 的 基 因 集 的 基 因 和 免 疫 亚 型 差 异 基 因 通

过 Lasso 回 归 进 行 变 量 筛 选 。 同 样 使 用 glmnet 包 ，

采用 Cox 法进行十倍似然交叉验证，将两者筛选后的

基因一起基于表达水平与 Lasso 回归分析得出的系数

加权的线性组合，建立了预后风险评分模型。风险

评分=基因 1 的表达×β1+基因 2 的表达×β2+⋯+基

因 n×βn的表达，并绘制可用于临床评分的列线图。

1.4 预后模型的评估与验证　

使用“ROCR”包对风险预测模型对截止时间

内 生 存 死 亡 结 局 的 预 测 能 力 通 过 受 试 者 工 作 特 征

曲线 （ROC） 及曲线下面积 （AUC） 值进行检验 ，

以 验 证 模 型 预 测 生 存 状 态 和 生 存 时 间 的 敏 感 度 和

特 异 度 。 以 中 位 风 险 评 分 为 分 界 点 ， 通 过 中 位 值

将 261 例 患 者 分 为 高 风 险 和 低 风 险 亚 组 。 使 用

“survival” 包 和 “survminer” 包 ， 绘 制 Kaplan-Meier

生 存 曲 线 并 进 行 Log-rank 检 验 。 相 同 地 ， 对 BMI

值、淋巴转移、远处转移、肿瘤大小和 UICC 分期

的常见临床指标绘制 Kaplan-Meier 生存曲线并进行

Log-rank 检 验 ， 与 风 险 预 测 模 型 相 比 较 。 将 通 过

Log-rank 检 验 的 各 项 指 标 进 行 单 因 素 和 多 因 素 Cox

回 归 分 析 ， 以 检 查 风 险 评 分 是 否 是 可 用 数 据 范 围

内的一个独立预后因素。在考虑不同 UICC 分期亚

型时，本研究还绘制了 Ⅰ、Ⅱ分期和Ⅲ、Ⅳ分期两

亚型的高、低风险的 Kaplan-Meier 生存曲线，确立

风 险 评 分 模 型 的 适 用 范 围 。 随 后 ， 本 研 究 检 测 了

有 癌 组 和 无 癌 组 之 间 构 成 模 型 的 基 因 的 差 异 表 达

和 基 因 改 变 情 况 ， 通 过 蛋 白 互 作 网 络 寻 找 模 型 中

的 关 键 基 因 以 求 发 现 新 的 可 能 药 物 靶 点 。 372 个

TCGA HCC 样本的构成风险模型的基因的改变量从

Cbioportal 数 据 库 （http://www. cbioportal. org） 查 询 ，

蛋 白 互 作 信 息 从 String 数 据 库 （https://cn.string-db.

org） 中下载并在 Cytoscape 软件中分析可视化。

1.5 统计学处理　

所 有 统 计 分 析 均 使 用 R 软 件 （版 本 4.1.0，

https://www.r-project.org） 进 行 ， P<0.05 为 差 异 有 统

计学意义。整体流程图如图 1。

2     结　果 

2.1 富集得分最高的E2F靶点及其相关基因　

在差异基因中，E2F 靶点基因组的 200 个基因

富 集 程 度 高 ， 归 一 化 后 的 富 集 得 分 最 高 ， 标 准 化

P 值为 1.00E-10 和多重假设检验矫正后的 P 值 （q 值）

为 6.25E-10 （图 2A-B）。 Lasso 回 归 分 析 筛 选 得 到

两个基因：SSRP1，KIF2C （图 2C-D）。

2.2 免疫亚型及免疫相关差异表达基因　

根 据 样 本 在 免 疫 系 统 内 不 同 细 胞 状 态 和 调 动

下 的 富 集 得 分 进 行 聚 类 ， 将 样 本 分 成 了 富 集 得 分

差异明显的两组 （图 3A）。两组免疫亚型样本差异

存在统计学意义的基因 （P<0.05） 有 242 个，其中

23 个下调，219 个上调 （图 3B）。Lasso 回归分析筛

选 得 到 6 个 基 因 ， 即 CYR61， FBLN5， LPA，

SAA1，SDC3，SERPINE1 （图 3C-D）。

表1　本研究中HCC患者的临床特征[n （%） ]

Table 1　Clinical characteristics of HCC patients in this 

study [n (%)]

注：x为未知或无法评估

Note：x means unknown or cannot be assessed
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1.4 预后模型的评估与验证　

使用“ROCR”包对风险预测模型对截止时间

内 生 存 死 亡 结 局 的 预 测 能 力 通 过 受 试 者 工 作 特 征

曲线 （ROC） 及曲线下面积 （AUC） 值进行检验 ，

以 验 证 模 型 预 测 生 存 状 态 和 生 存 时 间 的 敏 感 度 和

特 异 度 。 以 中 位 风 险 评 分 为 分 界 点 ， 通 过 中 位 值

将 261 例 患 者 分 为 高 风 险 和 低 风 险 亚 组 。 使 用

“survival” 包 和 “survminer” 包 ， 绘 制 Kaplan-Meier

生 存 曲 线 并 进 行 Log-rank 检 验 。 相 同 地 ， 对 BMI

值、淋巴转移、远处转移、肿瘤大小和 UICC 分期

的常见临床指标绘制 Kaplan-Meier 生存曲线并进行

Log-rank 检 验 ， 与 风 险 预 测 模 型 相 比 较 。 将 通 过

Log-rank 检 验 的 各 项 指 标 进 行 单 因 素 和 多 因 素 Cox

回 归 分 析 ， 以 检 查 风 险 评 分 是 否 是 可 用 数 据 范 围

内的一个独立预后因素。在考虑不同 UICC 分期亚

型时，本研究还绘制了 Ⅰ、Ⅱ分期和Ⅲ、Ⅳ分期两

亚型的高、低风险的 Kaplan-Meier 生存曲线，确立

风 险 评 分 模 型 的 适 用 范 围 。 随 后 ， 本 研 究 检 测 了

有 癌 组 和 无 癌 组 之 间 构 成 模 型 的 基 因 的 差 异 表 达

和 基 因 改 变 情 况 ， 通 过 蛋 白 互 作 网 络 寻 找 模 型 中

的 关 键 基 因 以 求 发 现 新 的 可 能 药 物 靶 点 。 372 个

TCGA HCC 样本的构成风险模型的基因的改变量从

Cbioportal 数 据 库 （http://www. cbioportal. org） 查 询 ，

蛋 白 互 作 信 息 从 String 数 据 库 （https://cn.string-db.

org） 中下载并在 Cytoscape 软件中分析可视化。

1.5 统计学处理　

所 有 统 计 分 析 均 使 用 R 软 件 （版 本 4.1.0，

https://www.r-project.org） 进 行 ， P<0.05 为 差 异 有 统

计学意义。整体流程图如图 1。

2     结　果 

2.1 富集得分最高的E2F靶点及其相关基因　

在差异基因中，E2F 靶点基因组的 200 个基因

富 集 程 度 高 ， 归 一 化 后 的 富 集 得 分 最 高 ， 标 准 化

P 值为 1.00E-10 和多重假设检验矫正后的 P 值 （q 值）

为 6.25E-10 （图 2A-B）。 Lasso 回 归 分 析 筛 选 得 到

两个基因：SSRP1，KIF2C （图 2C-D）。

2.2 免疫亚型及免疫相关差异表达基因　

根 据 样 本 在 免 疫 系 统 内 不 同 细 胞 状 态 和 调 动

下 的 富 集 得 分 进 行 聚 类 ， 将 样 本 分 成 了 富 集 得 分

差异明显的两组 （图 3A）。两组免疫亚型样本差异

存在统计学意义的基因 （P<0.05） 有 242 个，其中

23 个下调，219 个上调 （图 3B）。Lasso 回归分析筛

选 得 到 6 个 基 因 ， 即 CYR61， FBLN5， LPA，

SAA1，SDC3，SERPINE1 （图 3C-D）。

表1　本研究中HCC患者的临床特征[n （%） ]

Table 1　Clinical characteristics of HCC patients in this 

study [n (%)]

特征

年龄（岁）

≥59
<59
x

性别

男

女

T 分期

T1
T2
T3
T4
Tx

N 分期

N0
N1
Nx

M 分期

M0
Mx

UICC 分期

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

Ⅳ

x

数值

145（55.6）
115（44.1）

1（0.4）

183（70.1）
78（29.9）

141（61.7）
69（26.4）
46（17.6）

3（1.1）
2（0.8）

180（69.0）
3（1.1）

78（29.9）

199（76.2）
62（23.8）

133（51.0）
65（24.9）
50（19.2）

1（0.4）
12（4.6）

注：x为未知或无法评估

Note：x means unknown or cannot be assessed
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图1　整体流程图

Figure 1　Overall flow chart
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图3　免疫亚型及免疫相关差异表达基因的鉴定  A：有癌组样本按富集得分的聚类分组；B：两免疫亚组间差异表达 mRNA

的火山图；C：所选特征的系数由 λ 参数表示；D：偏似然偏差和对数 （λ） 用 Lasso-Cox 回归模型绘制

Figure 3　Immune subtypes and identification of immune-related differentially expressed genes  A: The samples in the cancer 

group distinguished according to the enrichment score; B: Volcano map of differentially expressed mRNAs between two 

immune subgroups; C: The coefficients of the selected features represented by the λ parameter; D: Partial likelihood 

deviation and logarithm (λ) constructed with the Lasso-Cox regression model
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图2　富集得分最高的E2F靶点及其相关基因的鉴定  A：区分有、无癌组的 E2F 靶点基因集富集图；B：按归一化后的富集
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Figure 2　E2F targets with the highest enrichment score and identification of related genes  A: Enrichment plots of E2F target 

gene sets differentiated between in cancer and non-cancer group; B: The P-value and the number of genes of top 10 marker 

gene sets with the highest normalized enrichment score; C: The coefficients of the selected features represented by the λ 

parameter; D: Partial likelihood deviation and logarithm (λ) constructed with the Lasso-Cox regression model
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2.3 构建预后模型　

将 E2F 靶 点 基 因 集 筛 选 得 到 的 两 个 基 因 和 免

疫亚型差异筛选得到的 6 个基因共同进行 Lasso 回

归，完成变量筛选和预后模型建立，得到 7-mRNA

预 后 模 型 ： 风 险 评 分 =-0.55×CYR61 表 达 -0.18×

FBLN5 表 达 -0.17×LPA 表 达 -0.06×SAA1 表 达

+0.31×SDC3 表 达 +0.38×SERPINE1 表 达 +1.08×

SSRP1 表 达 （图 4A）。 7 个 基 因 通 过 等 比 例 风 险 检

验 （P>0.1），对生存风险的作用在不同时间点变化

的比例基本一致。还构建了多因素 Cox 回归模型，

做出列线图 （图 4B）。对该 7-mRNA 预后模型对截

止时间内生存死亡结局的预测能力进行 ROC 分析，

AUC 值为 0.846 （图 4C-D）。

2.4 7-mRNA模型预后能力验证分析　

将 风 险 评 分 高 于 中 位 数 3.394 911 的 标 记 为 高

风险，低于中位数的为低风险，高风险样本生存时

间普遍更长，截止期内死亡发生更少 （图 5A-B）。

对比高、低风险组绘制 Kaplan-Meier 生存曲线，曲

线显示高风险评分患者预后不良 （P<0.001），高低

风险 评 分 对 预 后 的 区 分 度 明 显 ， 与 临 床 指 标 中 的

肿 瘤 大 小 和 UICC 分 期 具 有 相 似 的 良 好 区 分 度 ，

而 比 淋 巴 转 移 、 远 处 转 移 和 BMI 值 区 分 度 要 更 好

（图 5C-H）。 对 风 险 评 分 、 肿 瘤 大 小 和 UICC 分

期 3 个指标进行 Cox 回归分析，风险评分无论在单

因素 Cox 回归分析中或是在多因素 Cox 回归分析中

都 被 视 为 独 立 的 预 后 指 标 （P<0.001）（表 2）。 在

考虑不同 UICC 分期亚型时，本研究绘制了 I、Ⅱ分

期 和 Ⅲ 、 Ⅳ 分 期 两 亚 型 的 高 、 低 风 险 Kaplan-Meier

生存曲线，在 Ⅰ、Ⅱ期患者中评分对预后的区分度

不 理 想 （P>0.05）， 而 在 Ⅲ 、 Ⅳ 期 患 者 中 有 明 显

的 区 分 能 力 （P<0.01）（图 5I-J）， 提 示 本 研 究 建

立 的 7-mRNA 预后模型更适用于较危重患者的生存

结局预测。
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图4　构建预后模型  A：所选特征的系数由 λ 参数表示；B：偏似然偏差和对数 （λ） 用 Lasso-Cox 回归模型绘制；C：多因

素 Cox 回归模型的构建及其列线图；D：ROC 检测 7-mRNA 预后模型的预后能力

Figure 4　Construction of prognosis model  A: The coefficients of the selected features represented by the λ parameter; B: Partial 

likelihood deviation and logarithm (λ) constructed with the Lasso-Cox regression model; C: Construction of multivariate 

Cox regression model and its nomogram; D: Prognostic ability of the 7-mRNA signature model detected by ROC
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2.5 分析模型的7个基因及寻找药物靶点　

在 424 例 LIHC 样 本 中 风 险 模 型 的 7 个 基 因

RNA 表 达 量 在 有 无 癌 样 本 中 差 异 均 较 明 显 ， 其 中

有 癌 样 本 的 CYR61， FBLN5， LPA， SAA1， SDC3，

SERPINE1 6 个基因表达量均下调，仅 SSRP1 基因表

达量上调 （图 6A）。7 个基因在 Cbioportal 数据库样

本中都存在一定程度的不同形式突变 （表 3）。分

析风险模型的 7 个基因的蛋白互作信息，找到度数

较高的核心基因 SERPINE1 和 LPA （图 6B）。LPA 具

有 丝 氨 酸 蛋 白 酶 活 性 ， 能 够 自 体 蛋 白 溶 解 ， 属 于

纤溶酶原亚科；SERPINE1 是纤溶酶原激活剂抑制

剂 1、 丝 氨 酸 蛋 白 酶 抑 制 剂 ， 与 PLAT 的 快 速 相 互

作 用 可 以 作 为 调 节 纤 维 蛋 白 溶 解 的 主 要 控 制 点 。

因 此 预 测 抑 制 纤 溶 酶 原 激 活 可 能 是 HCC 的 新 的 药

物靶点。

6
4
2
0

风
险

评
分

0　　　　　　　 100　　　　　   　 200

低 高
● 高风险● 低风险

1.00
0.75
0.50
0.25
0.00

生
存

率

0      1 000   2 000  3 000   4 000
时间（d）

风险评分

P=0.000 16
高
低

1.00
0.75
0.50
0.25
0.00

??
?

0      1 000   2 000  3 000   4 000
时间

N

P=0.085

1.00
0.75
0.50
0.25
0.00

生
存

率

0      1 000   2 000  3 000   4 000
时间（d）

N

P=0.085
N0
N1

1.00
0.75
0.50
0.25
0.00

生
存

率

0      1 000   2 000  3 000   4 000
时间（d）

M

P=0.065
Mx
M0

1.00
0.75
0.50
0.25
0.00

生
存

率

0      1 000   2 000  3 000   4 000
时间（d）

T

P=0.000 66

Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
Ⅳ

1.00
0.75
0.50
0.25
0.00

生
存

率

0      1 000   2 000  3 000   4 000
时间（d）

风险评分-UICC Ⅰ、Ⅱ期

P=0.035
高
低

1.00
0.75
0.50
0.25
0.00

??
?

0      1 000   2 000  3 000   4 000
时间

N

P=0.085

1.00
0.75
0.50
0.25
0.00

生
存

率

0      1 000   2 000  3 000   4 000
时间（d）

风险评分-UICC Ⅲ、Ⅳ期

P=0.007 9

1.00
0.75
0.50
0.25
0.00

生
存

率

0      1 000   2 000  3 000   4 000
时间（d）

BMI

P=0.98
高
低

1.00
0.75
0.50
0.25
0.00

生
存

率

0      1 000   2 000  3 000   4 000
时间（d）

UICC 分期

P=0.000 14

Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
Ⅳ

3 000
2 000
1 000

0

时
间

（
d）

0　　　　　　　 100　　　　　   　 200

低 高

▲ 死亡○ 生存

● 高风险● 低风险

A B

C D E F

G H I J

高
低

图5　7-mRNA预后模型预后能力分析验证  A-B：将风险评分高于中位数的标记为高风险，低于中位数的为低风险；C-H：

按高低风险评分、肿瘤大小 （T）、淋巴转移 （N）、远处转移 （M）、UICC 分期和 BMI 值分别绘制的 Kaplan-Meier 生存

曲线；I-J：两 UICC 亚型 （Ⅰ、Ⅱ期和Ⅲ、Ⅳ期） 分别绘制的高低风险 Kaplan-Meier 生存曲线

Figure 5　Analysis and verification of the prognostic ability of the 7-mRNA  signature model  A-B: Marking the risk score 

higher than the median as high risk, and the risk score lower than the median as low risk; C-H: Constructing Kaplan-

Meier survival curves for the high and low-risk score, tumor size (T), lymphatic metastasis (N), distant metastasis (M), 

UICC stage and BMI value; I-J: Constructing high and low-risk Kaplan-Meier survival curves between the two UICC 

subtypes (stages Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ and Ⅳ)

表2　与临床指标进行Cox回归分析

Table 2　Cox regression analysis with clinical indicators

　项目

风险评分

肿瘤大小

UICC 分期

单因素 Cox 回归分析

P

4.9e-10
0.000 38
8.6e-05

HR（95% CI）
12（5.6~27）
2.3（1.5~3.7）
2.9（1.7~4.9）

多因素 Cox 回归分析

P

6.5e-07
0.48
0.45

HR（95% CI）
10（4~25）

1.4（0.56~3.4）
1.3（0.64~2.8）

3     讨　论 

在 我 国 ， HCC 是 最 常 见 的 肝 癌 类 型 ， 最 近 的

研究表明肝硬化患者中约 85% 有原发性 HCC 发生，

其 5 年生存率仅为 18%，仅次于胰腺癌。其重要危

险 因 素 有 乙 型 肝 炎 病 毒 （HBV） 感 染 、 过 度 饮 酒

等[3]。因此急切面临对 HCC 分子机制的切实解析与

探究。

本 研 究 整 理 了 HCC 表 达 谱 数 据 ， 通 过 富 集 分

析识别出了疾病相关的 E2F 靶点基因组和免疫相关

差 异 基 因 ， 进 一 步 分 析 得 到 与 HCC 患 者 预 后 生 存

相 关 的 风 险 基 因 并 构 建 HCC 预 后 风 险 模 型 ， 并 证

实 其 具 有 较 高 的 预 测 准 确 性 。 此 外 ， 本 研 究 深 挖

了 构 成 模 型 的 基 因 ， 找 到 核 心 基 因 SERPINE1 和

LPA，预测了可能的治疗新靶点：纤溶酶原激活。

CDK-RB-E2F 轴形成驱动细胞周期进展的核心

转 录 机 制 ， 决 定 了 基 因 组 复 制 的 时 间 和 保 真 度 ，

其最终效应子是 E2F 基因家族[14]。E2F 靶基因包括

细胞 DNA 合成及细胞周期进程的限速调解剂、原

癌 基 因 及 肿 瘤 抑 制 基 因 等 ， 其 对 许 多 细 胞 过 程 如

细 胞 周 期 调 节 ， 血 管 生 成 ， DNA 损 伤 反 应 和 凋 亡

都 发 挥 重 要 作 用[15]， 考 虑 到 HCC 是 典 型 的 多 血 供

肿 瘤 ， 其 血 管 生 成 的 作 用 极 有 可 能 影 响 肿 瘤 自 身

生 长 与 肿 瘤 微 环 境 的 改 变 ， 肿 瘤 微 环 境 与 肿 瘤 的

发 生 发 展 、 侵 袭 转 移 有 密 切 关 系 。 同 样 ， 作 为 肿

瘤 微 环 境 的 重 要 组 成 部 分 ， 微 环 境 中 的 免 疫 相 关

细 胞 也 对 HCC 的 发 展 和 进 展 具 有 重 大 影 响 ， 如 肝

动脉化疗栓塞术后调节性 T 细胞 （Ⅲ） 水平高的患

者 较 水 平 低 的 患 者 的 无 进 展 生 存 期 明 显 缩 短[16]，

而 主 要 由 原 发 性 HCC 环 境 中 预 先 存 在 的 活 化

CD8+ 细胞毒性 T 细胞触发的 PD-L1 过表达则是原发

性 HCC 的良好预后因子[17]。

目 前 ， 虽 然 已 有 较 多 的 免 疫 相 关 生 物 标 志 物

被 发 掘 与 HCC 有 关 ， 但 由 于 肿 瘤 微 环 境 内 基 因 调

控与免疫浸润的复杂性，基于 mRNA 表达谱的生物

标 志 物 很 少 用 于 估 计 其 在 HCC 中 的 进 展 。 在 本 研

究 中 ， 基 因 集 富 集 分 析 用 于 识 别 整 体 和 癌 症 发 生

相 关 性 最 大 的 基 因 集 ， 而 基 因 集 单 样 本 富 集 分 析

评 分 用 于 量 化 癌 症 样 本 中 免 疫 特 征 的 活 性 ， 并 以

此 分 数 聚 类 以 得 到 免 疫 状 态 不 同 的 两 个 亚 组 ， 再

在其中找到差异表达的基因。之后，基于上述 7 个

基因构建了 E2F 靶点和免疫相关风险评分模型。值

得 注 意 的 是 ， 它 能 够 区 分 高 风 险 人 群 与 低 风 险 人

群 ， 并 且 预 后 估 计 具 有 较 高 的 敏 感 度 和 特 异 度 。

在 临 床 实 用 性 方 面 ， 预 后 模 型 显 示 与 患 者 的 肿 瘤

大小和肿瘤 UICC 分期有显著相关性，且在高分期

患 者 中 的 预 后 估 计 能 力 更 为 准 确 。 因 此 ， 本 研 究

构建的 E2F 靶点和免疫相关特征极有可能参与 HCC
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图6　模型的7个基因分析及药物靶点寻找  A：有、无癌样本 7 个基因表达量对比箱线图；B：蛋白互作并找出核心基因

Figure 6　Analysis of seven genes and identification of drug targets  A: Box-plot of comparison of 7 genes expression between 

cancer and non-cancer samples; B: Protein interaction and identification of the core genes

表3　模型的 7 个基因在 372 个 TCGA-HCC 样本中的基因变

异情况 （%）

Table 3　Genetic variation of 7 genes in 372 TCGA-HCC 

samples (%)
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差 异 基 因 ， 进 一 步 分 析 得 到 与 HCC 患 者 预 后 生 存

相 关 的 风 险 基 因 并 构 建 HCC 预 后 风 险 模 型 ， 并 证

实 其 具 有 较 高 的 预 测 准 确 性 。 此 外 ， 本 研 究 深 挖
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都 发 挥 重 要 作 用[15]， 考 虑 到 HCC 是 典 型 的 多 血 供
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发 生 发 展 、 侵 袭 转 移 有 密 切 关 系 。 同 样 ， 作 为 肿
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动脉化疗栓塞术后调节性 T 细胞 （Ⅲ） 水平高的患
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而 主 要 由 原 发 性 HCC 环 境 中 预 先 存 在 的 活 化

CD8+ 细胞毒性 T 细胞触发的 PD-L1 过表达则是原发

性 HCC 的良好预后因子[17]。

目 前 ， 虽 然 已 有 较 多 的 免 疫 相 关 生 物 标 志 物

被 发 掘 与 HCC 有 关 ， 但 由 于 肿 瘤 微 环 境 内 基 因 调

控与免疫浸润的复杂性，基于 mRNA 表达谱的生物

标 志 物 很 少 用 于 估 计 其 在 HCC 中 的 进 展 。 在 本 研

究 中 ， 基 因 集 富 集 分 析 用 于 识 别 整 体 和 癌 症 发 生

相 关 性 最 大 的 基 因 集 ， 而 基 因 集 单 样 本 富 集 分 析

评 分 用 于 量 化 癌 症 样 本 中 免 疫 特 征 的 活 性 ， 并 以

此 分 数 聚 类 以 得 到 免 疫 状 态 不 同 的 两 个 亚 组 ， 再

在其中找到差异表达的基因。之后，基于上述 7 个

基因构建了 E2F 靶点和免疫相关风险评分模型。值

得 注 意 的 是 ， 它 能 够 区 分 高 风 险 人 群 与 低 风 险 人

群 ， 并 且 预 后 估 计 具 有 较 高 的 敏 感 度 和 特 异 度 。

在 临 床 实 用 性 方 面 ， 预 后 模 型 显 示 与 患 者 的 肿 瘤

大小和肿瘤 UICC 分期有显著相关性，且在高分期

患 者 中 的 预 后 估 计 能 力 更 为 准 确 。 因 此 ， 本 研 究

构建的 E2F 靶点和免疫相关特征极有可能参与 HCC
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Figure 6　Analysis of seven genes and identification of drug targets  A: Box-plot of comparison of 7 genes expression between 

cancer and non-cancer samples; B: Protein interaction and identification of the core genes

表3　模型的 7 个基因在 372 个 TCGA-HCC 样本中的基因变

异情况 （%）

Table 3　Genetic variation of 7 genes in 372 TCGA-HCC 

samples (%)

基因

CYR61
FBLN5
LPA
SAA1
SDC3
SERPINE1
SSRP1

扩增

0.27
0.27
1.63
0.54
0.00
0.54
0.27

深度缺失

0.00
0.54
0.27
0.00
0.27
0.00
0.27

突变

0.00
0.00
1.08
0.54
0.27
0.27
0.27
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的 发 生 和 进 展 ， 使 其 具 有 作 为 高 效 的 临 床 生 物 标

志 物 的 潜 力 。 尽 管 多 基 因 风 险 评 分 预 测 能 力 在 复

杂 的 肿 瘤 微 环 境 中 有 一 定 局 限 性 ， 但 具 有 较 高 预

测 准 确 性 和 可 操 作 性 的 评 分 系 统 仍 然 可 在 筛 查 指

南的修改、高危人群的预防中转化为临床效用[18]。

最终纳入模型的 7 个基因中，CYR61 （富含半

胱 氨 酸 的 血 管 生 成 诱 导 剂 61） 也 即 CCN1， 属 于

CCN 基 质 细 胞 蛋 白 家 族 ， 在 增 殖 、 分 化 、 细 胞 凋

亡、血管生成和纤维化的调节中起着关键作用[19]，

许多研究表明 CYR61 是肿瘤血管形成的关键因素，

可 能 参 与 肿 瘤 细 胞 的 迁 移 和 侵 袭 ， 在 多 种 癌 症 如

肺 癌 、 乳 腺 癌 、 女 性 生 殖 系 统 肿 瘤 的 发 生 中 起 重

要作用[20-22]，但同时与本文类似的可能在非小细胞

肺癌中作为肿瘤抑制因子[23]；FBLN5 作为母细胞糖

蛋 白 的 成 员 在 富 含 弹 性 蛋 白 的 组 织 中 表 达 ， 对 血

管 生 成 有 抑 制 作 用 ， 可 能 通 过 控 制 细 胞 增 殖 、 运

动 和 血 管 生 成 来 抑 制 肿 瘤 形 成[24-25]； SAA1 编 码 血

清淀粉样蛋白 A，并且与 C 反应蛋白一起参与急性

期 反 应 ， 已 被 发 现 在 脂 质 代 谢 中 起 重 要 作 用 ， 并

有助于细菌清除，炎症调节和肿瘤发病机制[26-27]；

SDC3 的表达在神经元、炎症性疾病，血管生成等

疾病相关过程中具有重要作用[28]；SSRP1 沉默可影

响癌症凋亡和细胞增殖[29]，许多癌症相关病例中，

SSRP1 表 达 升 高 被 证 明 与 转 移 性 肿 瘤 有 关 ， 使

SSRP1 成 为 肿 瘤 抑 制 的 潜 在 预 后 标 志 物 和 抗 癌 靶

标 ， 与 我 们 的 结 果 相 一 致[30]。 以 及 在 蛋 白 互 作 分

析中处于核心地位的 SERPINE 和 LPA。已发表的文

献表明，在胃癌中 SERPINE1 表达上调，增加胃癌

发 生 风 险 进 而 影 响 其 预 后[31]； 在 头 颈 部 癌 中

SERPINE1 的过表达增强肿瘤细胞迁移和侵袭，在

转移发展中起关键作用[32]；LPA 通过促进前列腺癌

中 的 钙 网 蛋 白 表 达 介 导 肿 瘤 淋 巴 血 管 生 成[33]，

SERPINE1 也 曾 被 分 别 纳 入 自 噬 相 关 和 P53 途 径 相

关 的 HCC 预 后 特 征 与 治 疗 靶 点 中[34]。 因 此 猜 测

SERPINE 和 LPA 可能通过调节血管生成和促进细胞

移动影响 HCC 的进展。

然 而 ， 本 研 究 仍 存 在 一 定 的 问 题 亟 待 解 决 ：

多 基 因 预 后 模 型 的 预 测 能 力 仍 需 大 量 多 中 心 的 循

证 医 学 证 据 证 实 ； 样 本 中 截 止 时 间 内 死 亡 样 本 较

小 可 能 对 模 型 建 立 的 准 确 性 产 生 一 定 影 响 ； 被 纳

入 的 多 基 因 模 型 的 基 因 功 能 和 参 与 的 机 制 尚 不 明

确 ， 与 HCC 的 发 生 、 发 展 的 关 系 仍 需 要 大 量 的 临

床 研 究 进 一 步 印 证 ； 同 时 对 纤 溶 酶 原 激 活 是 如 何

影响 HCC 也需要进行更深入的研究。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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