
第 30 卷　第 1 期
  2021 年 1 月

中国普通外科杂志 
Chinese Journal of General Surgery

Vol.30　No.1
Jan.　2021

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://www.zpwz.net32

肝细胞癌发生发展关键基因及其功能的生物信息学分析
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摘   要 背 景 与 目 的： 肝 细 胞 癌（HCC） 是 常 见 的 原 发 性 肝 癌， 其 预 后 较 差。 基 因 的 激 活 与 失 活 可 促 进

HCC 的 发 生 发 展。 本 研 究 基 于 生 物 信 息 学 HCC 发 生 发 展 的 关 键 基 因 及 功 能 并 进 行 临 床 样 本 表 达

验证。

方法：从公共基因 GEO 数据库中筛选 HCC 及癌旁组织基因芯片，通过 GEO2R 在线工具及 Venn 图

筛选出差异表达基因（DEGs），对筛选出来的 DEGs 用 DAVID 网站进行 GO 功能分析和 KEGG 通

路 富 集 分 析， 再 用 STRING 网 站 及 Cytscape 软 件 对 DEGs 进 行 蛋 白 - 蛋 白 相 互 作 用（PPI） 网 络 分

析并筛选出核心 DEGs，将核心 DEGs 在 Kaplan-Meier Plotter 网站进行生存分析，筛选出与预后相

关 的 DEGs， 将 与 预 后 相 关 的 DEGs 用 GEPIA 网 站 进 行 表 达 量 分 析， 得 到 在 HCC 和 癌 旁 组 织 中 的

差异表达情况；将与预后相关且在 HCC 中高表达的 DEGs 经 Metascape 网站进行功能及富集通路分

析，得到与 HCC 发生发展有关的关键基因，最后选取关键基因在 HCC 和癌旁组织标本中进行表达

验证。

结 果： 从 GEO 数 据 库 下 载 的 符 合 要 求 的 3 个 基 因 芯 片（GSE14520，GSE41804，GSE45267） 中

共 筛 选 出 78 个 DEGs。 用 DAVID 网 站 进 行 GO 功 能 分 析、KEGG 通 路 富 集 分 析、STRING 网 站 及

Cytscape 软件分析后，筛选出 17 个核心 DEGs（CDK1、ASPM、CENPF、RRM2、CCNB1、TOP2A、

PTTG1、ECT2、CDKN3、CYP2B6、SLCO1B3、CYP1A2、CYP4A11、CYP26A1、CYP2E1、NAT2、

CYP3A4）， 将 17 个 核 心 DEGs 在 Kaplan-Meier Plotter 网 站 进 行 生 存 分 析 后 显 示， 有 9 个 基 因

（CDK1、ASPM、CENPF、RRM2、CCNB1、TOP2A、PTTG1、ECT2、CDKN3） 与 HCC 的 预 后 相 关

（均 P<0.05）。GEPIA 网站进行表达量分析显示，9 个基因在 HCC 组织中均高表达（均 P<0.05）。

Metascape 网站分析显示，9 个高表达基因要富集在细胞有丝分裂的负调控、细胞周期、核染色体隔离

和雌配子的产生方面。选取 CDK1 在 HCC 组织和癌旁组织中进行验证，结果显示，CDK1 在 HCC 组织

中的表达量明显高于癌旁组织（P<0.05）。

结论：本研究得到的 9 个基因可能是 HCC 发生、发展的关键基因，可为 HCC 的发生机制的研究以及诊断、

治疗提供参考。
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）

是 消 化 系 统 最 常 见 的 恶 性 肿 瘤 之 一 ， 据 美 国 癌 症

协 会 统 计 ， H C C 在 男 性 癌 症 中 的 发 病 率 排 第 六

位，但在女性中仍以每年超过2%的速度增长，其

病死率在男性排第五位，在女性中排第六位 [1-2]，

与其他癌症相似，HC C 与潜在的危险因素相关，
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Abstract Background and Aims: Hepatocellular carcinoma (HCC) is a common primary liver cancer with a poor 
prognosis. The activation and inactivation of genes can promote the occurrence and development of HCC. This 
study was conducted to investigate the key genes and their functions in the occurrence and development of HCC 
based on bioinformatics and verify their expressions in clinical samples. 
Methods: The HCC and paracancerous tissue gene chips were downloaded from the public gene GEO database, 
the differentially expressed genes (DEGs) were screened through GEO2R online tools and Venn diagrams, and 
the GO function analysis and KEGG pathway enrichment analysis were performed on the selected DEGs using 
the DAVID website, and then the core DEGs were picked up from the DEGs by protein-protein interaction (PPI) 
network analysis using STRING website and Cytscape software. The prognosis-related DEGs were determined by 
survival analysis using Kaplan-Meier Plotter website, and the expression levels of the prognosis-related DEGs were 
analyzed using the GEPIA website to obtain the differential expressions betwen HCC and paracancerous tissue, 
and then the key genes associated with the occurrence and development of HCC were screened from the highly 
expressed prognosis-related DEGs in HCC by function and enrichment pathway analysis using Metascape website. 
Finally, the expression verification of select key genes was performed in the specimens of HCC and paracancerous tissue.
Results: A total of 78 DEGs were screened from the three eligible gene chips (GSE14520, GSE41804, 
GSE45267) downloaded from GEO. Then, 17 core DEGs (CDK1, ASPM,CENPF, RRM2, CCNB1, TOP2A, 
PTTG1, ECT2, CDKN3, CYP2B6,SLCO1B3, CYP1A2, CYP4A11, CYP26A1,CYP2E1,NAT2, CYP3A4) were 
screened out after using DAVID website GO function analysis and KEGG pathway enrichment analysis as well 
as STRING website and Cytscape software analysis. After the survival analysis of the 17 core DEGs on Kaplan-
Meier Plotter website, 9 genes (CDK1, ASPM, CENPF, RRM2, CCNB1, TOP2A, PTTG1, ECT2, CDKN3) were 
detected to be associated with the prognosis of HCC (all P<0.05). The expression level analysis by GEPIA website 
showed that all the 9 genes were highly expressed in HCC tissue (all P<0.05). Metascape website analysis showed 
that the 9 highly expressed genes were mainly enriched in the processes of negative regulation of mitotic cell cycle, 
nuclear chromosome segregation and female gamete generation. The CDK1 was selected to verify in HCC and 
paracancerous tissues, and the result showed that the CDK1 expression level was significantly higher than that in 
paracancerous tissue (P<0.05).
Conclusion: The 9 genes obtained in this study may be the key genes in the occurrence and development 
of HCC, which provide a reference for the study of the pathogenetic mechanism as well as the diagnosis and 
treatment of HCC.
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如超重、吸烟、酗酒、乙型肝炎病毒（HBV）、

丙型肝炎病毒（HCV）、非酒精性脂肪性肝病和

某些基因突变等 [3-4]。目前HCC的常用治疗方法包

括 手 术 切 除 、 射 频 消 融 、 肝 脏 移 植 、 放 射 栓 塞 、

免疫治疗等 [5-7]，不同分期的肿瘤患者选择不同的

治 疗 方 法 ， 但 5 年 复 发 率 仍 然 很 高 [ 8 - 9 ]。 近 年 来 越

来 越 多 的 研 究 表 明 ， 基 因 失 活 和 基 因 突 变 是 导 致

HCC发生发展的重要因素，故准确找到导致HCC

的相关基因，从 基因水平上研究HC C 已成为研究

热点之一。

近 年 来 利 用 生 物 信 息 学 和 基 因 芯 片 技 术 研

究 因 基 因 失 活 或 基 因 突 变 所 致 肿 瘤 的 发 生 、 发 展

已成为发展趋势 [ 10]。基因芯片具有数据全面，样

本 量 大 等 优 点 ， 在 生 物 学 及 医 学 领 域 占 据 重 要 位

置 。 但 这 些 数 据 信 息 混 杂 、 缺 乏 足 够 实 验 基 础 ，

其 准 确 性 需 要 进 一 步 验 证 。 因 此 如 何 挖 掘 出 准 确

可 靠 的 基 因 信 息 逐 渐 成 为 生 物 信 息 学 研 究 热 点 。

本研究通过生物信息学的方法对HC C 和癌旁组织

的 基 因 芯 片 中 的 差 异 基 因 进 行 分 析 并 进 行 临 床 样

本表达验证，筛选出与HC C 发生发展的关键基因

并 进 行 临 床 样 本 验 证 ， 以 期 为 其 早 期 诊 断 、 靶 向

治疗等提供参考依据。

1　资料与方法

1.1  芯片数据信息

H C C 芯 片 从 N C B I - G E O （ h t t p s : / / w w w . n c b i .

n l m . n i h . g o v / g e o ） 数 据 库 下 载 ， G S E 1 4 5 2 0 ，

G S E 4 1 8 0 4 ， G S E 4 5 2 6 7 分 别 包 含 H C C 组 织 2 2 5 、

20、48例，癌旁组织220、20、39例。

1.2  差异表达基因（differentially expressed genes，

DEGs）筛选

通 过 G E O 2 R 在 线 工 具 ， 定 义 H C C 和 癌 旁 组

织，比较出DEGs，再筛选出满足绝对值LogFC>2

且 校 正P<0 . 0 5 的 D E G s ， 将 筛 选 出 L o g F C > 2 的 基

因，定义为上调DEGs，LogFC<-2的基因，定义

为下调DEGs，通过Venn（ht tp : / /b io in fo rmat ics .

p s b . u g e n t . b e / w e b t o o l s / V e n n ） 在 线 制 图 工 具 筛

取 出 3 个 芯 片 的 上 调 基 因 的 交 集 与 下 调 调 基 因 的 

交集。

1.3  GO 功能分析和 KEGG 通路富集分析

利 用 生 物 学 信 息 注 释 数 据 库 （ D a t a b a s e 

f o r  A n n o t a t i o n ， V i s u a l i z a t i o n  a n d  I n t e g r a t e d 

D i s c o v e r y ， D A V I D ） 为 D E G s 进 行 系 统 综 合 的

生 物 学 功 能 注 释 分 析 。 通 过 上 传 D E G s 到 D A V I D

网 站 （ h t t p s : / / d a v i d . n c i f c r f . g o v ） ， 进 行 G O

（gene ontology，GO）功能分析和KEGG（Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes）通路富集分

析，以P<0.05且FDR<0.05为差异有统计学意义，

选择分析项目为生物过程（bio log ica l  p rocess，

BP）、分子功能（molecu la r  f unc t i on，MF）、

细 胞 成 分 （ c e l l u l a r  c o m p o n e n t ， C C ） 和 信 号 

通路。

1.4  蛋白相互作用网络 PPI 分析和核心 DEGs 筛选

将 所 获 得 的 共 同 表 达 D E G s 用 S T R I N G 网 站

（https : / /s t r ing -db.org）进行PPI网络图的构建，

构建后的网络图利用Cytoscape3.7.2软件及MCODE

插件分析，筛选出核心DEGs。

1.5  核心 DEGs 生存分析

在 K a p l a n - M e i e r  P l o t t e r 网 站 （ h t t p : / / w w w .

k m p l o t . c o m ） 中 ， 将 核 心 D E G s 逐 个 进 行 生 存 分

析 ， 选 择 总 生 存 率 （ O S ） 为 指 标 ， 作 出 每 个 基

因的生存曲线图，筛选出生存分析中P<0 .05的基

因，其可能为与预后相关基因。

1.6  预后相关 DEGs 在 HCC 与癌旁组织中的表

达情况

把Kaplan -Meier  Plo t ter网站中筛选出的与预

后相关的基因用GEPIA（http: / /gepia.cancer-pku.

cn）在线分析，选择表达图形选择Box Plo t s，数

据来源选择LIHC，得到其在HCC组织和癌旁组织

中的表达情况，以P<0.05为具有统计学意义。

1.7  与预后相关且在 HCC 中高表达基因的功能

及通路富集分析

将 获 得 的 与 预 后 相 关 且 在 H C C 中 高 表 达 基

因上传至Metascape网站（ht tp : / /me tascape .o rg /

g p / i n d e x . h t m l # / m a i n / s t e p 1 ） ， 种 属 选 择 h o m o 

s a p i e n s ， 得 到 功 能 和 通 路 的 富 集 分 析 结 果 ， 以

P<0.05为具有统计学意义。

1.8  免疫组化染色分析

在 本 研 究 中 心 选 取 H C C 组 织 和 癌 旁 组 织 各 

7 0 例 用 于 将 石 蜡 包 埋 的 组 织 切 成 5  μ m 的 切 片 。

使 用 标 准 的 免 疫 过 氧 化 物 酶 染 色 程 序 进 行 免

疫 组 化 分 析 。 分 析 染 色 强 度 （ 阴 性 ： 0 分 ， 弱

阳 性 ： 1 分 ， 中 等 阳 性 ： 2 分 ， 强 阳 性 ： 3 分 ）
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和 阳 性 细 胞 百 分 比 （ < 5 % ： 0 分 ， 5 % ~ 2 5 % ：

1 分 ， 2 6 % ~ 5 0 % ： 2 分 ， 5 1 % ~ 7 5 % ： 3 分 ，

76%~100%：4分），最终计算公式：强度×百分

比，其最终范围为0~12分。用 这 种 方 法 对 每 一 张

玻 片 进 行 打 分 ， 以 6 分 为 界 限 ， 分 为 低 表 达 样 本

和 高 表 达 样 本 。 然 后 使 用 S P S S 分 别 对 H C C 组 织

和 癌 旁 组 织 进 行 数 据 统 计 ， 再 把 统 计 数 据 导 入

GraphPad  p r i sm 8中绘制统计图。

2　结　果

2.1  DEGs 筛选结果

芯 片 G S E 1 4 5 2 0 ， G S E 4 1 8 0 4 ， G S E 4 5 2 6 7 分

别 筛 选 出 差 D E G s  2 5 2 、 2 5 7 、 4 9 7 个 ， 其 中 上 调

的 D E G s 分 别 为 5 4 、 6 3 、 1 1 6 个 ， 下 调 的 D E G s 分

别为198、194、381个，3个芯片的共差异的上调

基因为16个（图1A），共差异的下调基因为62个 

（图1B），其共同的DEGs具体详见（表1）。

2.2  GO 与 KEGG 分析结果

经过DAVID网站将差异表达的78个基因，进

行GO功能分析和KEGG通路富集分析。

G O 功 能 分 析 中 （ 表 2 ） ， B P 共 涉 及 4 8 个 方

面 ， 主 要 集 中 在 ： 细 胞 负 增 长 的 调 控 、 细 胞 对

锌 离 子 的 反 应 、 外 源 性 药 物 代 谢 过 程 、 异 型 生 物

质 的 代 谢 过 程 、 氧 化 还 原 过 程 、 细 胞 对 镉 离 子 反

应、P450表氧化酶通路、类固醇代谢过程；MF共

有21个相关方面，其中主要集中于氧化还原酶活

性 、 铁 离 子 结 合 、 氧 结 合 、 血 红 素 结 合 、 单 加 氧

酶 活 性 、 花 生 四 烯 酸 环 氧 合 酶 活 性 、 氧 化 还 原 酶

活 性 、 类 固 醇 羟 化 酶 活 性 、 咖 啡 因 氧 化 酶 活 性 、

芳香酶活性；CC共涉及13个方面，其中有统计学

意 义 的 有 以 下 方 面 ： 细 胞 器 膜 、 细 胞 外 泌 体 、 细

胞 外 区 、 内 质 网 膜 、 细 胞 外 间 隙 、 胞 质 核 周 区 、

中间体、血液微粒、次膜攻击复合物。KEGG通路

富集分析（表3）中，共涉及15个通路，其主要涉

及于视黄醇的新陈代谢、矿物质吸收、药物代谢-

细胞色素P450、化学致癌性、细胞色素P450对外

源 生 物 的 代 谢 作 用 、 咖 啡 因 代 谢 、 甾 体 类 激 素 生

物合成、亚油酸代谢、代谢途径、P53信号通路、

药物代谢-其他酶。

表 1　78 个共同 DEGs
Table 1　The 78 common DEGs

差异基因 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　基因名称
上调 CDK1 SPINK1 SFN CAP2 S100P RRM2 CCNB1 TOP2A ASPM CDKN3 AKR1B10 GPC3 SULT1C2 PTTG1 CENPF ECT2
下调 MT1G LECT2 CYP26A1 BBOX1 CYP2A6 CYP2C8 CXCL14 SLC22A1 CYP39A1 SPP2 HAO2 HPD MT1F ADH1B 

SLC10A1 SLCO1B3 LY6E CYP1A2 INS-IGF2///IGF2 MT1E FCN3 GBA3 CYP2B6 CD5L LPA GHR CLEC1B FOSB 

CYP2E1 MT1H LCAT CLEC4M ESR1 VIPR1 HAMP LDOB DNASE1L3 DCN NAT2 NR1I2 RDH16 AKR1D1 CXCL12 

CRHBP F9 CYP4A11 HGFAC MT1X MT2A C7 MT1M CYP3A4 GLYAT GLS2 SRD5A2 ECM1 APOF MT1HL1 C9 SRPX 

CDHR2 FCN2

图 1　三个芯片 DEGs 的 Venn 图（上调基因 LogFc>2，下调基因 LogFc<-2）　　A：16 个上调 DEGs；B：62 个下调 DEGs 
Figure 1　Venn diagram of DEGs in the three gene microarrays (up-regulated LogFc>2, down-regulated LogFc<–2)　　A: 16 up-

regulated genes; B: 62 down-regulated genes
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2.3  PPI 分析结果

将 7 8 个 D E G s 基 因 上 传 至 S T R I N G 网 站 分 析

后，有15个基因未出现在PPI网络分析中，剩余共有

63个基因，其中包括上调基因17个，下调基因46个，

共有蛋白之间相互作用关系线条156条（图2A）。 

通过Cytoscape 3.7.2软件及MCODE插件分析后，

得到两簇相交点最多的基因簇，分别有9、8个基

因 ， 分 别 有 3 6 、 2 1 条 线 ， 其 分 值 分 别 为 9 、 6 ，

将 其 定 义 为 核 心 D E G s 。 共 获 得 2 2 个 核 心 D E G s 

（图2B）。

表 2　78 个 DEGs GO 功能分析
Table 2　GO function analysis of the 78 DEGs

类别 功能 总数 % P
GOTERM_BP_DIRECT GO: 0045926~negative regulation of growth 8 0.097 752 1.28E-12
GOTERM_BP_DIRECT GO: 0071294~cellular response to zinc ion 7 0.085 533 1.68E-10
GOTERM_BP_DIRECT GO: 0042738~exogenous drug catabolic process 6 0.073 314 1.20E-09
GOTERM_BP_DIRECT GO: 0006805~xenobiotic metabolic process 9 0.109 971 1.97E-09
GOTERM_BP_DIRECT GO: 0071276~cellular response to cadmium ion 6 0.073 314 9.21E-09
GOTERM_BP_DIRECT GO: 0019373~epoxygenase P450 pathway 6 0.073 314 1.27E-08
GOTERM_BP_DIRECT GO: 0008202~steroid metabolic process 7 0.085 533 3.46E-08
GOTERM_BP_DIRECT GO: 0055114~oxidation-reduction process 16 0.195 503 4.36E-08
GOTERM_BP_DIRECT GO: 0017144~drug metabolic process 6 0.073 314 1.16E-07
GOTERM_BP_DIRECT GO: 0008209~androgen metabolic process 4 0.048 876 4.60E-05
GOTERM_MF_DIRECT GO: 0016705~oxidoreductase activity, acting on paired donors, with 

incorporation or reduction of molecular oxygen
8 0.097 752 4.25E-09

GOTERM_MF_DIRECT GO: 0005506~iron ion binding 10 0.122 19 1.70E-08
GOTERM_MF_DIRECT GO: 0019825~oxygen binding 7 0.085 533 4.55E-08
GOTERM_MF_DIRECT GO: 0020037~heme binding 9 0.109 971 1.18E-07
GOTERM_MF_DIRECT GO: 0004497~monooxygenase activity 7 0.085 533 1.65E-07
GOTERM_MF_DIRECT GO: 0008392~arachidonic acid epoxygenase activity 5 0.061 095 4.01E-07
GOTERM_MF_DIRECT GO: 0016712~oxidoreductase activity, acting on paired donors, with 

incorporation or reduction of molecular oxygen, reduced flavin or 

flavoprotein as one donor, and incorporation of one atom of oxygen

5 0.061 095 4.01E-07

GOTERM_MF_DIRECT GO: 0008395~steroid hydroxylase activity 5 0.061 095 4.24E-06
GOTERM_MF_DIRECT GO: 0034875~caffeine oxidase activity 3 0.036 657 1.07E-04
GOTERM_MF_DIRECT GO: 0070330~aromatase activity 4 0.048 876 2.02E-04
GOTERM_CC_DIRECT GO: 0031090~organelle membrane 10 0.122 19 8.19E-11
GOTERM_CC_DIRECT GO: 0005576~extracellular region 19 0.232 16 7.06E-05
GOTERM_CC_DIRECT GO: 0070062~extracellular exosome 24 0.293 255 6.58E-04
GOTERM_CC_DIRECT GO: 0005789~endoplasmic reticulum membrane 12 0.146 628 7.63E-04
GOTERM_CC_DIRECT GO: 0005615~extracellular space 15 0.183 284 0.001 068
GOTERM_CC_DIRECT GO: 0048471~perinuclear region of cytoplasm 9 0.109 971 0.003 939
GOTERM_CC_DIRECT GO: 0030496~midbody 4 0.048 876 0.016 16
GOTERM_CC_DIRECT GO: 0072562~blood microparticle 4 0.048 876 0.024 818
GOTERM_CC_DIRECT GO: 0005579~membrane attack complex 2 0.024 438 0.028 46

表 3　78 个 DEGs 的 KEGG 通路富集分
Table 3　KEGG pathway enrichment analysis of the 78 DEGs

类别 功能 总数 % P
KEGG_PATHWAY hsa00830:Retinol metabolism 8 0.097 752 2.35E-07
KEGG_PATHWAY hsa04978:Mineral absorption 7 0.085 533 4.83E-07
KEGG_PATHWAY hsa00982:Drug metabolism-cytochrome P450 7 0.085 533 6.60E-06
KEGG_PATHWAY hsa05204:Chemical carcinogenesis 7 0.085 533 1.70E-05
KEGG_PATHWAY hsa00980:Metabolism of xenobiotics by cytochrome P450 6 0.073 314 1.50E-04
KEGG_PATHWAY hsa00232:Caffeine metabolism 3 0.036 657 4.70E-04
KEGG_PATHWAY hsa00140:Steroid hormone biosynthesis 5 0.061 095 6.72E-04
KEGG_PATHWAY hsa00591:Linoleic acid metabolism 4 0.048 876 0.001 026
KEGG_PATHWAY hsa01100:Metabolic pathways 18 0.219 941 0.002 522
KEGG_PATHWAY hsa04115:p53 signaling pathway 4 0.048 876 0.011 176
KEGG_PATHWAY hsa00983:Drug metabolism-other enzymes 3 0.036 657 0.040 62
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2.4  核心 DEGs 生存分析结果

17个核心DEGs经过Kaplan -Meie r  P lo t t e r网

站 生 存 分 析 后 ， 共 有 9 个 基 因 （ C D K 1 、 A S P M 、

C E N P F 、 R R M 2 、 C C N B 1 、 T O P 2 A 、 P T T G 1 、

E C T 2 、 C D K N 3 ） 的 生 存 分 析 差 异 有 统 计 学 意 义

（均P<0.05），另8个基因的生存分析差异无统计

学意义（均P>0.05）（图3）。

2.5  预后相关 DEGs 表达量分析结果

将上述9个与预后相关的DEGs在GEPIA网站

进行表达量分析后，9个基因均在HCC组织中较癌

旁组织高表达（均P<0.05）（图4）。

2.6  高表达核心 DEGs 功能及通路富集分析结果

将上述9个在HCC组织中高表达的基因上传至

Metascape网站分析，得到功能和通路的富集分析

主 要 集 中 表 现 在 细 胞 有 丝 分 裂 的 负 调 控 、 细 胞 周

期、核染色体隔离和雌配子的产生等方面（图5）

（表4）。 

2.7  关键 DEGs 验证结果

在筛选出来的9个基因中选取CDK1在HCC组

织和癌旁组织中的染色，结果显示，CDK1在HCC

组织中的评分为（7.871 8±1.524 9）分，在癌旁

组织中的评分为（3.410 3±1.163 4）分，差异有

统计学意义（t=14.429，P<0.000 1）（图6）。

图 2　共同 DEGs 的 PPI 分析（黄色表示上调基因，蓝色表示下调基因）　　A：63 个 DEGs 的 PPI 图；B：22 个核心共同

DEGs 
Figure 2　PPI analysis of the common DEGs (yellow color representing up-regulated genes, blue color representing down-regulated 

genes)　　A: PPI network of the 63 DEGs; B: The 22 common core DEGs

A

B
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图 3　核心 DEGs 生存分析图
Figure 3　Survival curves of the core DEGs
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图 4　9 个 DEGs 在组织中表达盒形图
Figure 4　Box plots of expressions of the 9 DEGs
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图 5 　9 个核心 DEGs 功能和通路富集图
Figure 5　Function and pathway enrichment plots of the 9 core DEGs
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3　讨　论
 

HCC的发生发展通常是涉及基因、环境、饮

食 等 多 种 因 素 的 共 同 作 用 过 程 ， 利 用 生 物 信 息 学

技术准确筛选出导致HC C 发生发展的关键基因，

这对于HC C 的早 期诊断、精准靶向治疗提供了重

要 依 据 。 近 年 来 伴 随 着 生 物 信 息 学 的 蓬 勃 发 展 ，

大 量 基 因 芯 片 应 用 于 研 究 疾 病 的 发 生 发 展 和 靶 向

基因的筛选等方面。例如Cao等 [11]利用3个GEO数

据库进行生物信息学分析，确定参与IL-10信号转

导的CXCL8、CXCL1和IL -1β是溃疡性结肠炎的

前 3 个 核 心 基 因 ； M o 等 [ 1 2 ]利 用 生 物 信 息 学 分 析 确

定DNAJB4作为潜在的乳腺癌标记物；Xue等 [13]综

合生物信息学分析确定了4个（CDC45、GINS2、

MCM2和PCNA）可能与宫颈癌患者预后相关的关

键 基 因 ， 可 作 为 宫 颈 癌 潜 在 的 预 后 生 物 标 志 物 。

本研究基于生物 信息学的分析方法在GE O数据库

中 筛 选 出 近 几 年 的 、 样 本 量 较 大 的 3 份 H C C 及 癌

旁 组 织 基 因 芯 片 ， 并 在 多 个 生 物 信 息 分 析 网 站 中

进 行 了 系 统 全 面 的 分 析 ， 最 终 得 出 C D K 1 （ 细 胞

周期蛋白依赖性激酶1）、ASPM（纺锤体微管组

装 因 子 ） 、 R R M 2 （ 核 糖 核 苷 酸 还 原 酶 调 节 亚 基

M2）、TOP2A（DNA拓扑异构酶2A）、CENPF

（着丝粒蛋白F）、CCNB1（细胞周期蛋白B1）、

PTTG1（垂体肿瘤转化基因1）、ECT2（上皮细

胞转化序列2）、CDKN3（细胞周期蛋白依赖性激

酶抑制因子3）与HCC发生、发展有重要关系，并

最 后 在 本 研 究 中 心 选 取 临 床 样 本 进 行 表 达 验 证 。

筛选出的9个基因主要作用于细胞有丝分裂的负调

控 、 细 胞 周 期 、 核 染 色 体 隔 离 和 雌 配 子 的 产 生 等

方 面 ， 从 而 引 起 细 胞 周 期 的 紊 乱 、 基 因 的 突 变 ，

最终导致癌症的发生、发展。

C D K 1 属 于 丝 氨 酸 / 苏 氨 酸 蛋 白 激 酶 家 族 ， 是

调节细胞周期进程、DNA复制和分离、细胞成熟

和增殖所必需的，CDK1的异常激活通过促进细胞

增殖在肿瘤发生中起重要作用。CDK1在多种癌症

中均有表达，在结直肠癌中，CDK1作为miR-769

的直接靶点，在癌组织中高表达，miR-769通过直

接作用CDK1来抑制肿瘤进展 [14]；CDK1的表达可

被 嗜 酸 乳 杆 菌 C I C C  6 0 7 4  S 层 蛋 白 下 调 ， 阻 止 G 1

细 胞 周 期 ， 从 而 发 挥 其 对 结 肠 癌 细 胞 的 细 胞 毒 活 

性 [15]；CDK1可作为PKN蛋白磷酸化的对应激酶，

促 进 肿 瘤 细 胞 贴 壁 依 耐 性 生 长 和 迁 移 ， 充 当 原 癌

基 因 的 作 用 [ 1 6 ]； 在 骨 肉 瘤 中 ， H u a n g 等 [ 1 7 ]研 究 证

实，CDK1在骨肉瘤组织的细胞质中阳性表达，被

确 定 是 m i R - 1 9 9 a - 3 p 的 潜 在 靶 基 因 。 在 甲 状 腺 癌

中 ， 研 究 者 使 用 组 织 芯 片 证 实 C D K 1 蛋 白 在 甲 状

腺 癌 （ T H C A ） 组 织 中 的 表 达 明 显 高 于 在 非 肿 瘤

组织中的表达,CDK1基因在THCA组织中共表达的

KEGG分析表明：细胞周期、甲状腺激素合成、引

表 4　9 个核心 DEGs 功能和通路富集分析数据
Table 4　Function and pathway enrichment data of the 9 core DEGs

项目 功能 总数 % Log10（P）
GO Biological Processes cell division 7 87.50 -10.37
Reactome Gene Sets cell cycle, mitotic 6 75.00 -8.49
GO Biological Processes nuclear chromosome segregation 5 62.50 -8.08
GO Biological Processes negative regulation of mitotic cell cycle 5 62.50 -7.55
GO Biological Processes female gamete generation 3 37.50 -5.02

图 6　免疫组化检测 CDK1 在 HCC 与癌旁组织的表达
Figure 6　Immunohistochemical staining for CDK1 expressions in HCC and adjacent tissue
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起自身免疫性甲状腺疾病等是CDK1在甲状腺癌中

表达最丰富的途径 [ 18]。在乳腺癌中，由于选择性

阻断CDK1单独或与其他治疗药物联合使用与有效

的抗癌效果有关，因此CDK1可能被认为是乳腺癌

治疗的靶点之一 [ 19]。在腺样囊性癌和非小细胞肺

癌中的研究表明，CDK1的高表达与癌症患者的总

体生存率较低相关，因此CDK1可作为诊断和预后

的肿瘤标志物或药物治疗靶点之一[20-21]；在宫颈癌

中，Luo等 [22]的研究揭示了CDK1在宫颈癌发展过

程 中 对 基 因 相 互 作 用 网 络 的 综 合 作 用 ， 从 而 表 明

CDK1作为治疗靶点的潜在作用。此外，有研究[23]

表明，CDK1活跃于多种肿瘤调节细胞粘附的细胞

周期，可作为多种癌症的临床预后生物标志物。

在 H C C 中 ， C D K 1 的 异 常 表 达 可 以 调 节 凋 亡

素诱导的凋亡，在肿瘤进展中起着关键作用 [ 24]。

CDK1的过度表达也被发现与HCC的门脉侵犯、甲

胎蛋白水平高和 预后不良直接相关 [ 25]。最近的一

项研究发现二甲双胍可以通过诱导G 2/M期阻滞来

显著抑制HCC细胞的增殖，并能有效地降低CDK1

的表达[26]，提示CDK1可能参与了HCC细胞周期中

的细胞增殖过程。另一项研究表明miR -582 -5p通

过直接抑制CDK1和Akt3的表达，间接抑制cycl in 

D1的表达来调控HCC的进展[27]，Wang等[28]综合生

物 信 息 学 分 析 发 现 ， C D K 1 、 C C N B 1 、 C C N B 2 、

MAD2L1和TOP2A等5个HUB基因可作为预测肝癌

预后的生物标志物；Sun等[29]应用生物信息学分析

筛选发现CCNB1、CDK1、RRM2和BUB1B在肝癌

组 织 中 的 过 度 表 达 与 肝 癌 患 者 的 不 良 生 存 相 关 ，

这些基因可能成为肝癌治疗的潜在靶点；He等 [30]

通 过 生 物 信 息 学 发 现 C D K 1 可 能 通 过 细 胞 周 期 和

p 5 3 信 号 通 路 在 肝 硬 化 转 化 为 H C C 过 程 中 发 挥 重

要作用。Zou等 [31]发现CDK1、CCNB1和CCNB2是

HCC潜在的预后生物标志物，并与HCC免疫细胞

浸润有关。

在 H C C 中 ， 通 过 3 组 芯 片 共 3 6 9 例 H C C 组 织

和160例癌旁组织的基因表达量分析发现，CDK1

在HC C 组织中的表达明显高于癌旁组织，后期的

生 存 分 析 曲 线 显 示 C D K 1 高 表 达 患 者 的 生 存 时 间

较 C D K 1 低 表 达 患 者 明 显 减 少 ， 但 上 述 实 验 数 据

均 来 源 于 生 物 信 息 学 ， 由 于 其 固 有 缺 陷 如 平 台 与

样 本 选 择 的 不 同 可 产 生 一 定 的 差 异 ， 且 数 据 信 息

混 杂 、 缺 乏 足 够 实 验 基 础 ， 所 以 最 后 在 本 研 究 中

心选取70例HCC组织和癌旁组织进行表达验证，

结果为CDK1在HCC组织中的评分为（7.871  8± 

1.524 87）分，在癌旁组织中的评分为（3.410 3± 

1.163 43）分，两组进行比较，差异具有统计学意

义（t=14.429，P<0.000 1），与预期结果相符。

综 上 所 述 ， 本 研 究 基 于 生 物 信 息 学 分 析 发

现 C D K 1 、 A S P M 、 R R M 2 、 T O P 2 A 、 C E N P F 、

CCNB1、PTTG1、ECT2、CDKN3基因可能是HCC

发 生 、 发 展 的 重 要 基 因 ， 且 涉 及 细 胞 有 丝 分 裂 的

负 调 控 、 细 胞 周 期 、 核 染 色 体 隔 离 和 雌 配 子 的 产

生 等 方 面 ， 最 后 ， 选 用 C D K 1 在 H C C 组 织 和 癌 旁

组织中进行验证，发现在HCC组织中CDK1的表达

高 于 癌 旁 组 织 ， 与 本 研 究 预 期 结 果 相 符 。 生 物 信

息 学 在 发 现 新 靶 点 方 面 具 有 强 大 功 能 ， 但 是 需 要

分 子 生 物 学 、 细 胞 生 物 学 、 临 床 实 验 及 疗 效 方 面

的研究来验证。这9个HCC相关基因均在HCC的发

生、发展过程中具有巨大的作用，有望成为HC C

筛查及治疗的新靶点，同时也将为研究HC C 的发

生、发展提供一定的理论基础。
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