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摘要 目的 通过基因芯片和生物信息学的分析方法，筛选

与肝癌发病相关的差异表达基因和通路，为进一步研究肝癌

发生发展过程中的相关机制提供依据。方法 收集 2 对肝

癌组织和对应的癌旁组织，提取总 ＲNA，并与基因芯片行杂

交检测，分析得到差异表达基因。使用 DAVID 数据库，对差

异基因行 GO 功能注释和 KEGG 富集分析; 应用 String 蛋白

互作数据库分析差异表达基因的蛋白互作关系，构建蛋白互

作网络并通过 Cytoscape 行可视化分析，运用网络分析插件

CytoHubba 筛选核心基因，最后结合 TCGA ( The Cancer Ge-
nome Atlas) 数据库中肝癌基因表达数据，初步探究核心基

因在肝癌中的表达情况。结果 按设定的标准，共筛选得到

4 324 个差异表达基因，上调表达的有 2 552 个，下调表达的

有 1 772 个。GO 分析显示差异基因主要参与血小板衍生生

长因子结合、受体抑制剂和拮抗剂活性等相关的分子功能;

KEGG 富集分析提示这些基因与 TGF-β、Ｒap1、PI3K-Akt 以

及趋化因子等信号通路相关。蛋白互作网络分析筛选得到

6 个 核 心 基 因，TCGA 数 据 库 验 证 发 现 核 心 基 因 DCN、
COL1A1 和 COL1A2 在肝癌组织中的表达存在显著差异( P
＜ 0. 000 1) 。结论 GO 功能注释和 KEGG 富集分析揭示了

肝癌潜在的发病机制，核心基因为肝癌的研究提供新方向，

有可能成为肝癌诊断和治疗的潜在靶点。
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肝细胞性肝癌 ( hepatocellular carcinoma，HCC)

是原发性肝癌的主要类型，肝癌发病率居全球肿瘤

的第 5 位，然而仅我国肝癌年发病例数就达到全世

界的 55%，且新发病例数仍在逐年增加［1］。复发和

转移是困扰肝癌患者治疗和预后的主要难点。因

此，深入研究肝癌发生发展过程中的相关机制，积极

探讨其差异表达的基因和通路，有助于进一步认识

肝癌的发病机制，提升肝癌的治疗水平和改善患者

的预后。

基因芯片具有高通量、高灵敏度和自动快速等

优点，可平行对比肿瘤组织及其对应的正常组织的

基因表达水平，极大地提高了差异表达基因的筛选

效率［2］，有利于深入认识肿瘤的发病机制，提升肝

癌患者早期诊断、治疗和预后的水平。该研究通过

分析肝癌组织及其对应的癌旁组织的基因芯片，筛

选得到差异表达基因; 进一步通过生物信息学的方

法，对筛选得到的差异基因进行聚类和功能富集分

析，同时构建蛋白互作网络，得到核心基因。最后通

过 TCGA 数据库中的肝癌基因表达数据 ＲNA-se-
quencing 初步探究核心基因的表达水平，为肝癌的

诊断和治疗提供潜在的生物标记。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 根据医学伦理要求和组织样本取

材标准，2 对肝癌组织及其对应的癌旁正常肝脏组

织来自于安徽医科大学第一附属医院肝胆胰外科，

组织标本取材于肝癌根治性切除术后组织。经过病

理诊断后，确诊为肝细胞性肝癌。患者术前未进行

过放疗、化疗或者介入治疗等操作。组织样本放入

液氮中保存。该研究已经得到安徽医科大学第一附

属医院伦理委员会的批准( 批文号: 2018-13-22) 。
1． 2 基因芯片 本研究使用的基因芯片为 Agilent
Human Gene Expression( 4 × 44 k) ，包括 41 000 条探

针，由伯豪生物技术公司提供，实际操作流程参照

Agilent 表达谱芯片标准流程: 总 ＲNA 反转录得到

双链 cDNA，再进一步用 Cyanine-3-CTP ( Cy3 ) 标记

得到 cＲNA。将标记好的 cＲNA 和芯片杂交，洗脱结

束后，利用 Agilent Scanner G2505C ( Agilent Technol-
ogies) 扫描得到原始图像。
1． 3 方法

1． 3． 1 组织样本 ＲNA 提取和纯化 肝癌及其癌旁

组织的总 ＲNA 通过 QIAGEN ＲNeasy Mini Kit ( 货

号: #74106 ) 试剂盒提取和纯化，同时纯化得到的

ＲNA 通过 NanoDrop ND-2000 ( Thermo Scientific) 进

行定量检测，ＲNA 完整性经 Agilent Bioanalyzer 2100
( Agilent Technologies) 检测。
1． 3． 2 芯片杂交与扫描 总 ＲNA 通过反转录得到
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双链 cDNA，再进一步用 Cyanine-3-CTP ( Cy3) 荧光

染 料 标 记 双 链 cDNA，得 到 cＲNA。经 QIAGEN
ＲNeasy Mini Kit 试 剂 盒 纯 化 后，将 标 记 好 的

cＲNA 置于 60 ℃温水浴 30 min，随后冰水浴 1 min，

进行片段化处理。随后将芯片与 cＲNA 在 65 ℃、10
r /min 的条件下，于杂交炉中滚动杂交 17 h。杂交

结束后，进行芯片洗脱。最后利用 Agilent Scanner
G2505C( Agilent Technologies) 扫描得到原始图像，

通过 Feature Extraction 软件( version10. 7. 1. 1，Agi-
lent Technologies) 处理原始图像，得到原始数据。
1． 3． 3 芯片数据预处理和差异基因分析 利用

Genespring 软件( version 12. 5; Agilent Technologies)
对芯片原始数据进行标准化处理。标准化后的数据

进行过滤，在用于比较的每组样本中，至少有 1 组完

全标记为已被检测出的探针，进行后续分析。利用

基因表达倍数变化值( Fold change) 进行差异基因筛

选，筛选标准: Fold change 的绝对值≥3． 0。
1． 3． 4 GO 功能注释和 KEGG 富集分析 使用 DA-
VID ( version 6. 7，http: / /david． abcc． ncifcrf． gov / )
在线分析平台［3］，对筛选得到的差异基因在基因本

体( gene ontology，GO) 中注释，并进行 KEGG ( kyoto
encyclopedia of genes and genomes，KEGG) 功能富集

分析，以判定差异基因主要影响的生物学功能和通

路。P ＜ 0. 05 表示差异有统计学意义。
1． 3． 5 蛋白互作网络的构建和筛选核心蛋白 通

过 String 蛋白互作数据库 ( the Search Tool for the
Ｒetrieval of Interacting Genes， STＲING， http: / /
string-db． org / ) 分 析 差 异 表 达 基 因 的 蛋 白 互 作 关

系［4］，并以此来构建蛋白互作网络，设置阈值条件

为综合相关性评分 ＞ 0． 4。将 String 蛋白互作数据

库分析得到的结果导入 Cytoscape 软件，通过网络分

析插件 CytoHubba 计算节点的边( Degree，即互作连

线的数量) ，筛选得到网络中心节点 ( Hub Node) 。
中心节点对应的基因即为核心基因，同时也称作核

心蛋白。
1． 3． 6 核心基因的表达验证 肝癌原始的基因表

达数据 ＲNA-sequencing 下载于 TCGA 数据库，通过

Perl 处理下载的原始数 据，生 成 基 因 矩 阵。再 将

Ensembl Gene ID 转换为基因名称 ( Gene symbol) ，

得到最终可分析的基因表达数据，包括 374 例肝癌

组织和 50 例正常肝脏组织，初步探究核心基因在肝

癌组织中的表达情况。
1． 4 统计学处理 应用 Graph pad 6. 02 软件进行

统计学处理，数据均以珋x ± s 表示，组间比较采用 t 检

验。超几何分布应用于差异基因 GO 功能注释和

KEGG 富集的统计学分析。P ＜ 0. 05 为差异有统计

学意义。

2 结果

2． 1 差异表达基因 差异表达基因以 Fold change
≥3. 0 为筛选标准，在肝癌及癌旁组织中共筛选出

4 324 个差异基因，其中上调表达的有 2 552 个基

因，下调表达的有 1 772 个基因。挑选差异程度最

大的前 100 个基因，热图用于展示这些基因在肝癌

组织和正常组织的表达情况，见图 1，红色代表高表

达; 绿色代表低表达。本研究的基因芯片结果已上

传到 gene expression omnibus ( GEO) 数据库中( 编

号: GSE117361) 。

图 1 前 100 个差异表达基因的热图

2． 2 差异表达基因的 GO 功能注释 GO 功能注

释的结果表明，差异表达基因在分子功能、生物过程

及细胞组成的分布是存在差异的。根据显著富集

GO 结果，发现差异表达基因主要富集在血小板衍

生生长因子结合、受体抑制剂和拮抗剂活性等相关

的分子功能，同时也富集于调节细胞对血管内皮生

长因子反应等生物过程和胶原蛋白复合物等细胞组

成，见图 2。
2． 3 差异表达基因的 KEGG 富集分析 差异基因

的 KEGG 信号通路富集分析结果表明，在显著富集

KEGG 的结果中，包括 TGF-β 信号通路、Ｒap1 信号

通路、PI3K-Akt 信号通路、细胞黏附、ECM-受体相互

作用以及趋化因子信号通路等，与肝癌发生进展密
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图 2 GO 功能注释

切相关，这进一步说明在肝癌的发病过程中多条信

号通路失控，可能在疾病进展中起到十分重要的作

用，见图 3。
2． 4 差异基因相互作用网络分析 通过 String 蛋

白互作数据库分析处理差异基因，构建蛋白互作网

络，见图 4。根据节点数目排序得到最相关的 6 个

核心蛋白，对应的基因分别为 DCN、TNF、COL1A1、
COL3A1、FN1 和 COL1A2。
2． 5 核心基因的表达验证 通过 TCGA 数据库中

374 例肝癌组织和 50 例正常肝脏组织的基因表达

数据，初步探究 6 个核心基因 DCN、TNF、COL1A1、
COL3A1、FN1 和 COL1A2 的表达情况，见图 5。结

果表 明，COL1A1 ( P ＜ 0. 000 1 ) 和 COL1A2 ( P ＜
0. 000 1) 在肝癌组织中的表达较正常组织显著上

调，DCN 在肝癌组织中的表达较正常组织显著下调

( P ＜ 0. 000 1 ) ; 而 TNF ( P = 0. 052 2 ) ，FN1 ( P =
0. 103 0) 和 COL3A1 ( P = 0. 767 5) 的表达无明显差

异。

3 讨论

中国是肝癌发病率最高的国家，与乙肝病毒感

染密切相关，其具体的发病机制不明。肝癌患者的

确诊往往都在晚期，失去了根治性手术治疗的机会，

且肝癌术后易复发，极大地影响了患者的预后。基

因芯片技术可探索肿瘤发病过程中多种基因的表达

变化及相互之间的调控关系，这有利于理解肝癌的

发病机制，进一步提高诊治水平，改善预后。
本研究收集了新鲜的肝癌及癌旁组织，深入分

析其基因芯片的结果，发现了 4 324 个差异表达基

因，其中上调表达的有 2 552 个基因，下调表达的有

1 772 个基因。这一结果说明了肝癌发病过程中的

基因转录变化，其发病机制可能与特定基因和表观

遗传的变化密切相关。通过 GO 功能注释和 KEGG
富集分析差异表达基因潜在的生物学作用，结果发

现差异表达基因主要富集于血小板衍生生长因子结

合等分子功能，血管内皮生长因子反应等生物过程

和胶原蛋白复合物等细胞组成; KEGG 富集信号通

路显示，差异表达基因主要参与了 TGF-β、Ｒap1、
PI3K-Akt 和细胞黏附等信号通路，这些信号通路的

变化与肝癌发生发展密切相关。TGF-β 信号通路参

与了肝癌发生发展的每个阶段，其在肝纤维化的进

展中发挥重要作用; 同时TGF-β在肝癌中表达上
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图 3 KEGG 通路富集分析

调，与肝癌预后直接相关［5］。Ｒap1 是 Ｒas 家族单体

G 蛋白的成员之一，在肿瘤发生发展中扮演重要的

角色，已经得到大家的共识［6］。研究［7］表明 Ｒap1 可

调节肿瘤细胞黏附、迁移和侵袭能力; 在不同肿瘤类

型中，Ｒap1 信号通路的激活呈现出截然不同的表

现，尤其是影响肿瘤转移的作用，依然有待于进一步

研究。Ｒap1 的激活对于 EGFＲ 介导胰腺癌的转移

过程 中 是 必 不 可 少 的，同 时 肿 瘤 的 生 长 不 受 影

响［8］。PI3K-Akt 主要通过酪氨酸激酶受体传递生

长因子的信号被激活［9］，可调控肿瘤细胞的增殖和

凋亡，与肝癌的发病过程密切相关［10］。由此说明，

差异表达基因参与了肝癌发病过程中的多种细胞生

物学过程，有待进一步研究其具体的生物学机制。
通过蛋白互作网络分析，本研究得到了可能与

肝癌发生密切相关的 6 个核心蛋白，对应的基因分

别为 DCN、TNF、COL1A1、COL3A1、FN1 和 COL1A2。

进一步分析 TCGA 数据库中肝癌的基因表达数据，

结果表明 DCN、COL1A1 和 COL1A2 在肝癌组织中

的表达存在显著差异( P ＜ 0. 000 1) ，而 TNF、FN1 和

COL3A1 的 表 达 无 明 显 差 异。核 心 蛋 白 聚 糖

( decorin，DCN) 是存在于细胞外基质的一类富含

亮氨酸的小分子蛋白聚糖，研究表明 DCN 可抑制多

种肿瘤细胞的增殖，可与多种细胞表面受体结合，介

导肿瘤抑制的作用，包括对自噬和炎症的刺激作用

以及对血管生成和肿瘤发生的抑制作用。肝硬化是

肝癌重要的癌前病变，研究发现 DCN 在肝硬化组织

的表达显著高于肝癌及癌旁组织，而 DCN 在肝癌组

织中的表达显著低于癌旁组织; 同时，DCN 高表达

的肝癌患者中位生存期更长，提示 DCN 可作为肝癌

的预后标志物［11］。DCN 可调控胶原纤维的生成，特

异性地阻断 TGF-β 信号通路，发挥抗纤维化的生物

活性［12］。COL1A1 和 COL1A2 基因分别编码 I 型胶
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图 4 蛋白相互作用网络图

图 5 TCGA 数据库初步验证核心基因的表达

A: DCN; B: TNF; C: COL1A1; D: FN1; E: COL3A1; F: COL1A2; 与

正常组织比较: ＊＊＊＊P ＜ 0. 000 1

原蛋白的 pro-α1 链和 pro-α2 链，该胶原蛋白的三螺

旋结构包括两条 α1 链和一条 α2 链，是细胞外基质

的主要蛋白。COL1A1 在侵袭性肝癌中表达上调，

此外，COL1A1 和 COL1A2 基因促进了 I 型胶原蛋白

的合成，有助于 HCC 的侵袭和转移［13］。COL1A1 的

启动子发生甲基化，导致其在肝癌组织中表达下调，

该表观遗传改变可能作为 HCC 的预后标志物［14］。
微小 ＲNA( MicroＲNA) let-7g 可抑制肝癌的转移，研

究发现其抑制作用部分是通过靶向作用于 COL1A2
实现的［15］。

综上所述，肝癌发病过程中涉及多基因、多通路

的改变，本研究通过基因芯片筛选肝癌的差异表达

基因和通路，有助于进一步理解肝癌的发病机制。
同时，通过 TCGA 数据库初步验证了核心基因的表

达，为肝癌提供了新的研究方向，有待于进一步研究

其具体的功能和作用。
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Identification of differentially expressed genes and pathways
in hepatocellular carcinoma by using microarray

Jiang Yong，Qian Yeben，Chen Peng，et al
( Dept of General Surgery，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To further investigate the pathogenesis of hepatocellular carcinoma ( HCC) ，we screened
the differentially expressed genes and pathways by using microarray and bioinformatics analysis method． Methods
The microarray data of 2 pairs HCC tumor tissues and corresponding adjacent normal tissues were and to analyze dif-
ferentially expressed genes ( DEGs) ． GO functional and KEGG enrichment analysis for DEGs were performed to use
DAVID database． The protein-protein interaction ( PPI) network was constructed by the String protein interaction
database． In addition，the PPI network was visualized by Cytoscape，and the hub genes were screened by using Cy-
toHubba App． Finally，we preliminarily investigated the hub genes expression in HCC by analyzing the ＲNA-se-
quencing data deposited in The Cancer Genome Atlas ( TCGA) ． Ｒesults According to the established standard，

we identified 4 324 DEGs including 2 552 up-regulated genes and 1 772 down-regulated genes． GO analysis showed
that DEGs were mainly involved in the platelet-derived growth factor binding ( PDGF) ，receptor inhibitor and an-
tagonist activity; KEGG enrichment analysis indicated that these genes were related to TGF-β，Ｒap1，PI3K-Akt，
and chemokine signaling pathway． Six hub genes related to HCC were screened from PPI network． Moreover，there
were significantly differences in the hub genes expression of DCN，COL1A1，and COL1A2 in HCC tissues con-
firmed by the analysis of TCGA database ( P ＜ 0. 000 1) ． Conclusion GO functional and KEGG enrichment anal-
ysis may reveal the potential pathogenesis of HCC． The hub genes provide new clues for the research of HCC，and
may become potential targets for the diagnosis and treatment of HCC．
Key words hepatocellular carcinoma; microarray; differentially expressed genes; hub gene; TCGA
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