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［［摘 要］］   目的目的：：利用生物信息学分析方法筛选与肝细胞癌 （HCC） 患者预后、诊断和免疫细胞浸

润相关的关键基因，并分析其潜在治疗药物。方法方法：：从基因表达汇编 （GEO） 数据库和癌症基因组图

谱 （TCGA） 数据库下载 HCC 基因表达谱数据及相应的 HCC 患者临床信息。采用 R 软件 limma 包筛

选 HCC 差异表达基因 （DEGs），对 DEGs 进行基因本体论 （GO） 功能和京都基因与基因组百科全书

（KEGG） 信号通路富集分析，利用 STRING 数据库构建蛋白-蛋白互作 （PPI） 网络，使用  Cytoscape 
软件对 PPI 网络进行可视化并筛选关键基因。通过 Kaplan-Meier 生存曲线和 LASSO 回归算法鉴定

HCC 预后相关关键基因，并利用外部数据集对其表达进行验证和诊断效能分析。采用 CIBERSORT
算法评估预后相关的关键基因表达与 HCC 免疫细胞浸润的关系。利用 MiRNet 和 Network Analyst 数
据库分别构建微小 RNA （miRNA） -关键基因 mRNA 和转录因子 （TFs） -关键基因 mRNA 分子调控

网络。利用 CMap 数据库筛选潜在治疗 HCC 的小分子药物。结果结果：：共筛选出 146 个 DEGs，其中表达

上调基因 30 个，表达下调基因 116 个。GO 功能和 KEGG 信号通路富集分析，DEGs 明显富集在类固

醇、烯化合物和激素代谢等生物过程 （BP） 及视黄醇代谢、药物代谢-细胞色素 P450 （CYP450）、补

体和凝血级联反应等信号通路。PPI 网络分析筛选得到 14 个关键基因，其中甲酰氨基转移酶环化脱氨

酶 （FTCD）、分泌型磷蛋白 2 （SPP2）、凝血酶-抗凝血酶复合物 （TAT）、补体 C6 （C6） 和 CYP450
家族成员 2C9 （CYP2C9） 与 HCC 患者预后、临床病理分期和组织学分级有明显相关性，在 HCC 诊

断中具有较高的诊断效能，与 HCC 的免疫细胞浸润有密切关联。Hsa-mir-182-5p、同源框 CUT 样蛋

白 1 （CUX1）、早期生长反应 1 （EGR1）、SMAD 家族成员 4 （SMAD4） 和肿瘤蛋白  P53 （TP53） 是

靶向上述预后相关关键基因的重要调控因子。DL-硫沙芬 （DL-thiorphan）、异丙嗪 （promethazine） 和

芹菜素 （apigenin） 可能对 HCC 有治疗作用。结论结论：：FTCD、SPP2、TAT、C6 和  CYP2C9 可能是

HCC 诊断、预后判断和治疗的潜在靶点，预测得到的 3 种小分子药物 DL-thiorphan，promethazine 和

apigenin 可为 HCC 治疗药物的研发提供参考。
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ABSTRACT  Objective：To screen the key genes related to the prognosis， diagnosis， and immune 
infiltration of the hepatocellular carcinoma （HCC） patients by  bioinformatics analysis methods， and to analyze 
their potential therapeutic drugs.  Methods：The HCC gene expression profile data and corresponding 
clinical informations of the HCC patients were downloaded from the Gene Expression Omnibus （GEO） 
database and The Cancer Genome Atlas （TCGA） database.  The R software package limma was used to 
screen the differentially expressed genes （DEGs） in HCC.  Gene Ontology （GO） functional enrichment 
analysis and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes （KEGG） pathway enrichment analysis were 
performed on the DEGs.  The STRING database was used to construct the protein-protein interaction 
（PPI） network； the Cytoscape software was used to visualize the PPI network and screen the  key genes； 
Kaplan-Meier survival curve and LASSO regression algorithm were used to identify the key genes related to 
the HCC prognosis；external data sets were used to validate their expressions and analyze the diagnostic 
efficacy；CIBERSORT algorithm was used to detect the relationship between the expression of prognosis-

related key genes and HCC immune  cell infiltration.  The MiRNet and Network Analyst databases were 
used to construct the microRNA （miRNA）-key gene mRNA and transcription factors （TFs）-key gene 
mRNA molecular regulatory networks； CMap database was used to screen the potential small molecule 
drugs for HCC treatment.  Results：A total of 146 DEGs were screened， including 30 upregulated genes 
and 116 downregulated genes.  The GO functional  enrichment analysis and KEGG pathway enrichment 
analysis results showed that the DEGs were significantly enriched in biological processes （BP） such 
as steroid， alkene compound， and hormone metabolism， as well as signaling pathways such as retinol 
metabolism，  drug metabolism-cytochrome P450 （CYP450）， complement and coagulation cascades.  The 
PPI network analysis identified 14 key genes， among which formimidoyltransferase  cyclodeaminase 
（FTCD），  secreted  phosphoprotein  2  （SPP2），   thrombin-antithrombin complex （TAT），  complement C6 
（C6），  and cytochrome CYP450 family member 2C9 （CYP2C9） were significantly associated with the 
prognosis， clinical pathological stage， and histological grade of the HCC patients and also had high 
diagnostic efficacy for HCC and were closely related to immune cell infiltration in HCC.  Hsa-mir-182-5p， 
CUT-like homeobox 1 （CUX1），  early growth response 1 （EGR1）， SMAD family member 4 （SMAD4）， 
 and tumor protein P53 （TP53）  were identified as the important regulators targeting the above-mentioned 
prognosis-related key genes.  DL-thiorphan， promethazine， and apigenin may have the therapeutic effects 
on HCC.  Conclusion： FTCD， SPP2， TAT， C6， and CYP2C9 may be the potential targets for the 
diagnosis， prognosis， and treatment of HCC.  Three predicted small molecule drugs， DL-thiorphan， 
promethazine， and apigenin， may provide the references for the development of therapeutic drugs for HCC.
KEYWORDS Hepatocellular carcinoma；Biomarker；Small molecule drug；Bioinformatics
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肝癌是一种常见的恶性肿瘤，也是癌症相关死

亡的重要原因［1］。据估计，2025 年将有超过 100 万

新发肝癌病例［2］。在肝癌的组织学形式中，超过

90% 的 原 发 性 肝 癌 为 肝 细 胞 癌 （hepatocellular 
carcinoma，HCC）［3］。目前，HCC 的治疗手段仍

然有限，尽管近年来提出了许多治疗策略，但由

于其复发率高和治疗耐药，HCC 患者 5 年生存率

仍低于 20% ［4］。因此寻找 HCC 患者早期诊断和预

后评估的分子标志物及潜在的治疗 HCC 的小分子

药物研究至关重要。

近年来，测序技术的迅速发展和公共数据库的

广泛普及，为挖掘 HCC 的生物标志物提供了机会，

通过生物信息学分析已经发现了一些与 HCC 预后

密切相关的分子生物标志物［5］。研究［6］显示：血

液 和 神 经 表 达 1 （hematological and neurological 
expressed 1，HN1）、Ras 相关核蛋白 （Ras-related 
nuclear protein， RAN）、 受 体 活 性 修 饰 蛋 白 3
（receptor activity-modifying  protein  3，  RAMP3）、

角蛋白 19 （Keratin 19，KRT19） 和 TATA-box 结

合 蛋 白 相 关 因 子 9 （TATA-box binding protein 
associated factor 9，TAF9） 5 个基因的表达水平可

以预测 HCC 患者的预后，其异常表达与 HCC 的发

生发展有密切关联［6］。另外，保罗样激酶 1 （Polo-

like kinase 1，PLK1）、富脯氨酸的有丝分裂检查点

控 制 因 子 （proline rich mitotic check point control 
factor，PRCC）、pre-mRNA加工因子 4（pre-mRNA 
processing factor 4，PRPF4） 和蛋白酶体 20S 亚基

alpha 7 （proteasome 20S subunit alpha 7，PSMA7）
可能是 HCC 潜在的生物标志物或治疗靶点［7］。但

上述 HCC 分子标志物的表达缺乏大样本数据进行

独立验证，单一的 Kaplan-Meier 生存分析方法可能

存在假阳性。本研究利用多个独立的 HCC 数据集

进行联合分析和验证，并采用 Kaplan-Meier 生存曲

线联合 LASSO 回归算法进行分析，以期筛选出有

效的 HCC 生物标志物和小分子药物，为 HCC 患者

的早期诊断、预后评估和临床治疗提供参考。

1 资料与方法  

1. 1　　 数 据 集 来 源数 据 集 来 源　　 从 基  因  表  达  汇  编 （Gene 
Expression Omnibus， GEO） 数 据 库 （https：//
www. nc-bi. nlm. nih. gov/geo/） 获取 6个 HCC 基因

表达谱芯片数据集，包括 GSE76427、GSE57957、
GSE39791、GSE36376、GSE29721 和 GSE45267，
其 中 GSE76427、 GSE57957、 GSE39791 和

GSE36376 作为训练集，GSE29721  和   GSE45267
作 为 验 证 集。此 外，从 癌 症 基 因 组 图 谱 （The 
Cancer Genome Atlas，TCGA） 数据库 （https：//
portal. gdc.  cancer.  gov/） 中获取 396 例 HCC 组织

样本和 160 例癌旁组织样本的转录组测序数据，并

下载了相应的 HCC 患者临床信息。

1. 2　　差异表达分析差异表达分析　　获得差异倍数 （fold change，
FC），以 log2 |FC|>1 和校正后 P<0. 05 为筛选条

件，利用  limma R 软件包筛选  HCC 组织和癌旁组

织 之 间 的 差 异 表 达 基 因 （differentially expressed 
genes， DEGs）。利用 ggplot2 和 pheatmap 包绘制

DEGs 的火山图和热图，可视化差异分析结果［8］。

采 用 Venny 2. 1. 0 软 件 （http：//bioinfogp. cnb.
csic. es/tools/Venny/index. html）［9］ 绘制 4 个训练

集中 DEGs 的韦恩图，以获得同时在 4 个数据集中

存在的 DEGs，用于后续研究。

1. 3　　基因本体论基因本体论（（Gene Ontology，，GO））功能和京都功能和京都

基 因 与 基 因 组 百 科 全 书基 因 与 基 因 组 百 科 全 书  （（Kyoto Encyclopedia of 

Genes and Genomes，，KEGG））信 号 通 路 富 集 分 析信 号 通 路 富 集 分 析　　

 GO 功 能 富 集 分 析 包 括 生 物 过 程 （biological 
process， BP）、 细 胞 成 分 （cellular component，
CC） 和分子功能 （molecular function，MF）。利用

R 软件 clusterProfiler 包进行 GO 功能和 KEGG 信号

通路富集分析。以 P<0. 05 作为筛选条件，选取

GO 功能和 KEGG 信号通路富集分析结果中排名前

10 位的条目，以气泡图表示。

1. 4　　 蛋 白蛋 白 --蛋 白 互 作蛋 白 互 作（（protein--protein interaction，，

PPI））网络构建和关键基因筛选网络构建和关键基因筛选　　为了进一步分析

DEGs 之 间 的 相 互 作 用，将共 同 的  DEGs 输 入

STRING 数据库 （http：//STRING‐db. org），以互

作评分>0. 4为标准，构建 PPI网络。采用 Cytoscape
软件可视化 PPI 网络，其中节点 （node） 代表节点

基因，边 （edge） 代表基因之间的相互作用情况。

通 过 CytoHubba 插 件 中 MCC、 MNC、 Degree 和

EPC 4 种不同的拓扑算法筛选出  PPI 网络排名前

19 位基因，取交集获得 HCC 相关的关键基因。

1. 5　　 关 键 基 因 表 达 水 平 验 证 及 其 预 后 价 值 分 析关 键 基 因 表 达 水 平 验 证 及 其 预 后 价 值 分 析　　

 基于 TCGA 数据库，，应用 R 软件 limma 包［10］ 对

配对和非配对样本中的关键基因表达水平进行分

析。应用 survival 包绘制 Kaplan-Meier 生存曲线，

分 析 关 键 基 因 表 达 水 平 与 HCC 患 者 总 生 存 期

（overall survival，OS） 之间的关系，用 survminer
及  ggplot2 包将结果进行可视化。应用 glmnet 包进
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行 LASSO 回归分析，  通过调节正则化参数  λ，  可
以筛选出  HCC 患者预后相关基因。通过上述  2 种
方法得出的交集基因为 HCC 患者预后相关关键基

因，采用 corrplot 软件包对上述基因的相关性进行

分析。

1. 6　　预后相关关键基因表达水平验证预后相关关键基因表达水平验证　　利用验证

集 GSE29721 和 GSE45267 的外部数据验证 HCC 预

后相关关键基因表达情况，  采用   Mann-Whitney 
U 检验进行统计学分析，以 P<0. 05 为差异有统计

学意义。为了评估预后相关关键基因对 HCC 的诊断

价 值 ， 采 用 pROC 包 绘 制 受 试 者 工 作 特 性

（receiver operating characteristic，ROC） 曲线，并

计算曲线下面积 （area under curve，AUC）［11］。

1. 7　　预后相关关键基因与预后相关关键基因与 HCC 患者临床病理特征患者临床病理特征

的关系的关系　　使用 R 语言 stats 和 car 包，采用 Kruskal-
Wallis 检验方法，分析预后相关关键基因表达水平

与 HCC 患者临床病理特征之间的关系。采用 plot2
包对分析结果进行可视化，以 P<0. 05 为差异有统

计学意义。

1. 8　　预后相关关键基因与预后相关关键基因与 HCC 患者免疫细胞浸润患者免疫细胞浸润

的关系的关系　　利用 CIBERSORT 算法分析 TCGA 数据

库中的 HCC 数据集，研究预后相关关键基因表达

与 22 种不同类型免疫细胞浸润之间的关系［12］。采

用 ggplot2 软件包计算关键基因表达与免疫细胞浸

润得分，绘制棒棒糖图对结果进行可视化。

1. 9 构 建 微 小构 建 微 小 RNA（（micro--RNA，， miRNA））--关 键关 键

基因和转录因子基因和转录因子（（transcription factors，，TFs））--关键关键

基 因 调 控 网 络基 因 调 控 网 络  利用 MiRNet 数据库 （https：//
www. mirnet. ca/） 分析靶向预后相关关键基因的

miRNAs，并采用 Network Analyst数据库 （https：//
www. networkanalyst. ca/），以 cutoff degree>1 为

标准［13］，筛选靶向调控 HCC 预后相关关键基因的

TFs。构建 miRNA-关键基因 mRNA 和 TFs-关键基

因 mRNA 调控网络，采用 Cytoscape 软件对分析结

果进行可视化。

1. 10　　预测潜在治疗预测潜在治疗 HCC 的小分子药物的小分子药物　　联通图

谱 （Connectivity Map，CMap） 数据库 （https：//
clue. io/） 是基于干预基因表达的表达谱数据库，

可以揭示疾病、基因和小分子化合物之间的关

系［14］。本研究将“1. 2”中分析得到的 DEGs 分为

表达上调和表达下调 2 组基因，并将 2 组基因分别

输入 CMap 数据库，计算小分子化合物的富集分数

（− 1~1），并筛选出富集分数 < − 0. 700 且 P<

0. 05 的前 20 个小分子药物。

2 结  果  

2. 1　　DEGs 的筛选的筛选　　对 4 个基因表达谱芯片数据集

进  行  差  异  表  达  分  析，  结  果  显  示：  GSE76427、
GSE57957、GSE39791 和 GSE36376 的  DEGs 分别

为 353、325、358 和 614 个 （图  1A~1D），对上述

DEGs 取 交 集 ， 最 终 获 得 了 146 个 共 同 的 DEGs
（图 1E），其中 30 个基因表达上调 （图 1F），116 个

基 因 表 达 下 调 （图 1G）。 验 证 集 GSE29721 和

GSE45267 的基因差异表达结果见图  1H 和 1I，排

名前 50 位的 DEGs见图 2。
2. 2　　 GO 功能和功能和  KEGG 信号通路富集分析信号通路富集分析　　 GO
功能富集分析结果显示：146 个 DEGs 在类固醇、

烯化合物和激素代谢等 BP 中明显富集 （图 3A）；

DEGs 主要分布于含胶原蛋白的细胞外基质、血液

微粒和内质网等 CC 中 （图 3B）；DEGs 的主要 MF
包括单加氧酶活性、铁离子结合和亚铁血红素结合

等 （图 3C）。 KEGG  信 号 通 路 富 集 分 析 显 示 ：

DEGs主要富集在视黄醇代谢、药物代谢-细胞色素

P450 （cytochrome P450， CYP450）、补体和凝血

级联反应等信号通路中 （图 3D）。

2. 3　　 PPI 网 络 构 建 和 关 键 基 因 鉴 定网 络 构 建 和 关 键 基 因 鉴 定　　 利 用

STRING 数据库构建 PPI 网络，结果显示：146 个

DEGs 之间形成 144 个节点和 367 条边 （图 4A）。

采 用 CytoHubba 插 件 的 MCC、 MNC、 Degre 和

EPC 4 种不同算法，筛选得到 14 个关键基因，包

括 补 体 C8 α 链 （complement C8 alpha chain，
C8A）、  CYP450 家族成员  3A4 （CYP450 family 
member 3A4，CYP3A4）、凝血因子Ⅸ （coagulation 
factor Ⅸ，F9）、UDP 葡萄糖醛酸转移酶家族 2 成

员 B10 （UDP glucuronosyltransferase 2 family，
polypeptide B10，UTG2B10）、甘露糖结合凝集素 2
（mannose binding lectin 2，MBL2）、甲酰氨基转移

酶 环 化 脱 氨 酶 （ormimidoyltransferase 
cyclodeaminase，FTCD）、  CYP450 家族成员  2E1
（CYP450  family  member  2E1，CYP2E1）、分泌型磷

蛋白 2 （secreted phosphoprotein  2，   SPP2）、   激  
肽  释  放  酶  B1 （kallikrein B1，KLKB1）、凝血酶 -

抗凝血酶复合物 （thrombin-antithrombin complex，
TAT）、补体 C8 β 链 （complement C8 beta chain，
C8B）、补体 C6 （complement component 6，C6）、

CYP450 家 族 成 员 2C9 （CYP450  family  member  
2C9， CYP2C9） 和 CYP450 家 族 成 员 1A2
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A− D： Volcano plots of GSE76427， GSE57957， GSE39791， and GSE36376； E： Venn diagram of DEGs； F： Venn diagram of up-DEGs； 
G： Venn diagram of down-DEGs； H： Volcano plot of GSE29721； I： Volcano plot of GSE45267.

图图 1　　DEGs的筛选的筛选

Fig. 1　　Screening for DEGs
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2
1
0
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2
1
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Reference
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Group

Reference
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A： GSE29721； B： GSE45267.
图图 2　排名前　排名前 50 位位 DEGs的热图的热图

Fig. 2　　Heat map of top 50 DEGs
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（CYP450 family  member  1A2，CYP1A2）（图 4B）。

上述 14 个关键基因在  HCC 配 对 样 本 和 非 配 对

样 本 之 间的表达差异见图 5，与癌旁组织比较，

肿瘤组织中  14 个关键基因表达水平均明显降低

（P<0. 01）。

A B

C D

P

P

P P

Gene ratioGene ratio

Gene ratio Gene ratio

A： BP； B： CC； C： MF； D： KEGG signaling pathway enrichment analysis.
图图 3　　DEGs的的 GO 功能和功能和 KEGG 信号通路富集分析信号通路富集分析

Fig. 3　　GO functional and KEGG signaling pathway enrichment analysis on DEGs

A B

A： PPI network of DEGs； B： Identification of hub genes.
图图 4　　PPI网络构建和关键基因鉴定网络构建和关键基因鉴定

Fig. 4　　Construction of PPI network and identification of key genes
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2. 4　　 关 键 基 因 与关 键 基 因 与 HCC 患 者 预 后 的 相 关 性患 者 预 后 的 相 关 性  　　    

 Kaplan-Meier 生存曲线分析结果显示：14 个关键

基因中，UTG2B10、MBL2、KLKB1和CYP1A2表

达差异与 HCC 患者的预后无明显相关性 （P>
0. 05），而 C8A、CYP3A4、F9、FTCD、CYP2E1、
SPP2、 TAT、 C8B、 C6 和 CYP2C9 表达差异与

HCC患者预后有明显的相关性（P<0. 05），为 HCC
患者预后相关的关键基因 （图 6）。通过 LASSO 回

归模型对上述基因进行优化，结果显示：识别出由

5 个基因 （FTCD、SPP2、TAT、C6 和 CYP2C9）
组成的 HCC 患者预后预测模型 （图 7A 和 7B）。对

2 种分析方法获得的预后相关基因取交集，结果表

明：FTCD、SPP2、TAT、C6 和 CYP2C9 可作为

HCC 患者预后相关关键基因 （图 7C）。相关性分

析结果表明：HCC 患者 5 个预后相关关键基因表达

水平呈明显正相关关系 （0. 31≤r≤0. 66），其中

TAT 与 C6 表 达 的 相 关 性 最 高 （r=0. 66）
（图 7D）。

2. 5　　 HCC 预后相关关键基因的表达验证及其与预后相关关键基因的表达验证及其与

HCC 患者临床病理特征的关系患者临床病理特征的关系　　以 GSE29721 和

GSE45267 作为外部数据集，分析训练集获得的

HCC 预后相关关键基因的表达，结果表明：5 个

HCC 预后相关关键基因的表达模式与训练集相似，

在  GSE29721 数据集中，与癌旁正常组织比较，肿

瘤 组 织 中 FTCD、 SPP2、 TAT、 C6 和 CYP2C9
表 达 水 平 均 明 显 下 调 （P<0. 05 或 P<0. 01）
（图 8A~8E）。GSE45267 数据集中得到相似的结

果 （图 8F~8J）。进一步分析显示：5 个 HCC 预后

相关关键基因与 HCC 患者病理分期和组织学分级

有明显相关关系 （P<0. 05 或 P<0. 01）（图 9A 和

9B）。ROC 曲线分析结果表明：5 个 HCC 预后相关

关键基因在预测 HCC 患者病理分期和肿瘤分级方

面具有良好的准确性 （图 9C 和 9D）。

2. 6　　 HCC 预后相关关键基因的诊断效能预后相关关键基因的诊断效能　　利用  
ROC 曲 线 评 估 HCC 预 后 相 关 关 键 基 因 FTCD、

SPP2、TAT、C6 和 CYP2C9 在 HCC 诊断中的价

值，其 AUC 值>0. 60，表明上述 5 个 HCC 预后相

关关键基因具有较高的诊断价值和准确性，可以作

为 HCC 的潜在诊断标志物。见图 10。
2. 7　　HCC 预后相关关键基因与预后相关关键基因与 HCC 患者免疫细患者免疫细

胞浸润的相关性胞浸润的相关性　　应用 CIBERSORT算法分析 HCC
预后相关关键基因与 HCC 患者免疫细胞浸润的关

系，结果显示：HCC 预后相关关键基因均在 HCC
的免疫调节中发挥作用，5 个预后相关关键基因均

与辅助性 T 细胞 17 （T helper cell 17，Th17） 浸润

呈明显正相关关系 （0. 294≤r≤0. 440），并与辅助
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A，B： Expression levels of genes in liver cancer tissue and matched adjacent tissue； C，D：Expression levels of genes in liver cancer tissue 
and no-matched adjacent tissue. *P<0.01 vs adjacent tissue. 

图图 5　　14 个关键基因表达水平分析个关键基因表达水平分析

Fig. 5　　Analysis on expression levels of 14 key genes
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性 T 细胞 2 （T helper cell 2，Th2） 浸润呈明显负

相关关系 （−0. 386≤r≤−0. 197）。见图 11。
2. 8　　 miRNA-- 关 键 基 因 和关 键 基 因 和 TFs-- 关 键 基 因 调 控关 键 基 因 调 控

网网 络络　　 miRNA-关键基因 mRNA 网络分析显示：

has-miR-182-5p 是 FTCD、SPP2 和 C6 基因的重要

调控 miRNA （图 12A）。TFs-关键基因 mRNA 网

络分析显示：有 37 个 TFs 可能参与了 HCC 预后相

关关键基因的表达调控 （图 12B），其中调控 SPP2、
C6 和 CYP2C9 的 TFs 为转录因子 4 （transcription 
factor 4， TCF4） 和 SMAD 家 族 成 员 4 （SMAD 

family member 4，SMAD4）；调控 SPP2、TAT 和

C6 的  TFs 为 同 源 框  CUT 样 蛋 白 1 （CUT-like 
homeobox  1，  CUX1）；调控  FTCD、TAT 和  C6
的 TFs 为早期生长反应 1 （early growth response 1，
EGR1）；调控  FTCD、C6 和 CYP2C6 的 TFs 为肿

瘤蛋白 53 （tumor protein p53，TP53）。表明 TCF4、
CUX1、EGR1 和 TP53 是关键的 TFs，均靶向 3 个

基因。

2. 9　　小分子药物的筛选小分子药物的筛选　　通过 CMap 数据库筛选

出呈明显负相关关系的小分子药物 20 个 （表 1），
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图图 6　关键基因在　关键基因在 HCC 患者中的患者中的 OS 曲线曲线

Fig. 6　　OS curves of key genes in HCC patients
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DL-硫     沙     芬    （DL-thiorphan）、     异    丙     嗪
（promethazine） 和芹菜素 （apigenin） 具有较高的

富集分数，分别为− 0. 929，− 0. 882 和− 0. 879，
其中 DL-thiorphan 的富集分数绝对值最高，富集分
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A， B： Key genes identified by LASSO regression； C： Venn diagram of prognostic gene obtained from Kaplan-Meier analysis and LASSO； 
D： Correlation analysis on key gene expression.

图图 7　　HCC 患者预后相关关键基因的鉴定患者预后相关关键基因的鉴定

Fig. 7　　Identification of prognosis-related key genes of HCC patients
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A− E： Expression levels of FTCD， SPP2， TAT， C6， and CYP2C9 in GSE29721 dataset； F− J： Expression levels of FTCD， SPP2， 
TAT， C6， and CYP2C9 in GSE45267 dataset. *P<0.05，**P<0.01.

图图 8　　HCC 预后相关关键基因表达水平验证预后相关关键基因表达水平验证

Fig. 8　　Validation of prognosis--related key gene expression levels of HCC
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数接近−1。

3 讨  论  

越来越多的证据［15-16］ 表明：代谢异常与肿瘤

的发生发展和转移有密切关联。本研究利用生物信

息学分析方法，鉴定了 146 个 HCC 中的 DEGs，
GO 功能富集分析显示其主要富集在类固醇代谢、

烯化合物代谢和激素代谢等 BP，提示上述代谢过

程异常可能促进  HCC 的发生；KEGG 信号通路富

集 分 析 结 果 显 示 ： DEGs 主 要 参 与 药 物 代 谢 - 
CYP450、视黄醇代谢、补体和凝血级联反应等信

号通路。CYP450 主要存在于人体肝脏和肠道中，

可以催化多种内源性和外源性物质的代谢，在哺乳

动物类固醇、药物、致癌物和许多其他化合物的代

谢中起重要作用［17］。研究［18］ 显示：在 HCC 组织

中，CYP450 表达模式发生改变，酶活性严重受

损，监测其表达和活性对于 HCC 的个体化治疗非

常必要。本研究结果提示：DEGs 可能通过调节代

谢影响 HCC 的发生，针对上述生物学过程和信号

通路开展 HCC 的靶向治疗可能具有可行性。

基于 DEGs 的 PPI 网络，联合  Kaplan-Meier 生

存分析和 LASSO 回归算法，本研究确定了在 HCC
中 明 显 低 表 达 的 FTCD、 SPP2、 TAT、 C6 和

CYP2C9 5 个基因是 HCC 患者预后相关关键基因，

ROC 曲线结果显示其具有较高的诊断效能。研

究［19-22］ 显示：FTCD、SPP2、TAT 和 CYP2C9 基

因表达下调与 HCC 的不良预后有密切关联，与本

研究结果一致。补体系统形成了抵御入侵病原体的

第一道防线，已被证明可以抵御机体的肿瘤细

胞［23］。C6 是补体系统的重要成员，主要以糖蛋白

的形式在肝脏中合成［24］。研究［25-26］ 显示：食管癌

中 C6 表达水平明显降低，C6 中 rs9200 的杂合 GA
变异体与癌症复发有关。本研究结果显示：C6 与

肝脏患者的分期和分级有关，其 表 达 可 能 受 到

hsa-miR-182-5p及 CUX1、ERG1、SMAD4和 TP53
的调节，C6 可能是 HCC 新的预后标志物和治疗

靶点。

本研究结果显示：FTCD、SPP2、TAT、C6
和 CYP2C9 与 HCC 中多种浸润性免疫细胞有密切

关联，均与 Th17 浸润呈正相关关系，与 Th2 浸润

呈 负 相 关 关 系 ， 其 中 TAT 与 多 种 免 疫 细 胞 如
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图图 9　　FTCD、、SPP2、、TAT、、C6 和和 CYP2C9 表达水平与表达水平与 HCC 患者临床病理特征的相关性患者临床病理特征的相关性

Fig. 9　　 Correlations  between expression  levels of  FTCD,  SPP2,  TAT,  C6,  and CYP2C9  and  clinicopathological  

characteristics of HCC patients
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A− E： ROC curve analysis on FTCD， SPP2， TAT， C6， and CYP2C9 in TCGA cohort； F− J： ROC curve analysis on FTCD， SPP2， 
TAT， C6， and CYP2C9 in GSE29721 dataset； K−O： ROC curve analysis on FTCD， SPP2， TAT， C6， and CYP2C9 in GSE45267 dataset.

图图 10　　HCC 预后相关关键基因的诊断效能预后相关关键基因的诊断效能

Fig. 10　　Diagnostic efficiencies of prognostis-related key genes of HCC

D E

A B C

A： FTCD；B：SPP2；C： TAT； D： C6； E： CYP2C9.
图图 11　　HCC 预后相关关键基因与预后相关关键基因与 HCC 患者免疫细胞浸润的相关性患者免疫细胞浸润的相关性

Fig. 11　　Correlations between prognosis-related key genes of HCC and immune cell infiltration of HCC patients
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Th17、树突状细胞 （dendritic cells，DC） 和自然

杀伤细胞 （natural killer cell，NK） 呈正相关关系；

C6 与多种免疫细胞如中性粒细胞、  DCs-调节性

T 细胞 （regulatory T cells ，Treg）、肥大细胞、细

胞毒性细胞、中央记忆型 T 细胞 （central memory 
T cells，TCM） 和 NK 细胞浸润呈正相关关系，而

与辅助性 T 细胞 （T helper cell，Th） 浸润呈负相

关关系。研究［27-29］ 证实：肿瘤免疫细胞浸润影响

HCC 患者的预后。Th17 在 HCC 组织中浸润可促

进血管生成，进一步促进疾病进展［29］。DCs浸润在

HCC 中表现出强大的抗肿瘤活性，可能是 HCC 免

疫治疗的潜在靶点［30］。本文作者推测：HCC 预后相

关关键基因 FTCD、SPP2、TAT、C6 和 CYP2C9
可能通过介导 Th17 和 Th2 的浸润对 HCC 的发生发

展产生影响，TAT 可能是 HCC 免疫治疗干预的靶

点。但以上研究结论仍需要进一步的验证。

本  研  究  结  果  显  示：hsa-miR-182-5P 是  调  节
FTCD、SPP2 和 C6 基因的关键 miRNA。miRNA
在 HCC 发生和耐药性进展中起重要作用［31］。研

究［32-33］表明：hsa-miR-182-5P 与肝纤维化发生进展

有密切关联，在 HCC 患者中其表达水平明显上调，

增强了 HCC 的侵袭能力，同时也是接受治疗性手

术 HCC 患者早期复发的有价值的预测因子。TFs
包含与特定基因启动子或增强子区域特异性结合的

结构域，  其表达可导致靶基因表达的上调或下

调［34］。  本研究结果显示：  CUX1、  ERG1、  SMAD4
和 TP53 可能是调节 HCC 预后相关关键基因的转录

调节因子，进一步研究并阐明其调控的分子机制可

为 HCC 治疗提供潜在靶点。

HCC 对传统化疗具有耐药性，所以开发有效

的治疗 HCC 的药物具有重要意义。研究［35］ 显示：

A B

A： MiRNA network； B： TFs-genes network. Prognostic genes were denoted by red triangle nodes； TFs were by purple oval， and miRNAs 
denoted by yellow square.

图图 12　　miRNAs和和 TFs与预后相关关键基因的调控网络与预后相关关键基因的调控网络

Fig. 12　　Regulatory networks of miRNAs and TFs and prognosis--related key genes

表表 1　　潜在治疗潜在治疗 HCC 的的 20 个小分子药物个小分子药物

TabTab.. 11　　Twenty small molecule drugs for potential treatment Twenty small molecule drugs for potential treatment 
of HCCof HCC

Cmap name
DL-thiorphan
Promethazine
Apigenin
Sanguinarine
Skimmianine
Verteporfin
Repaglinide
Tracazolate
Milrinone
Talampicillin
Dequalinium chloride
Estriol
Chrysin
Monobenzone
Piperidolate
Puromycin
Phenoxybenzamine
Ethaverine
Ursodeoxycholicacid
Trioxysalen

Mean
−0.787
−0.852
−0.814
−0.742
−0.777
−0.724
−0.792
−0.733
−0.728
−0.734
−0.730
−0.736
−0.716
−0.721
−0.740
−0.712
−0.698
−0.690
−0.650
−0.707

n

2
4
4
2
4
3
4
4
3
4
4
4
3
4
3
4
4
4
3
4

Enrichment
−0.929
−0.882
−0.879
−0.867
−0.864
−0.858
−0.831
−0.814
−0.809
−0.805
−0.800
−0.791
−0.790
−0.787
−0.786
−0.781
−0.778
−0.776
−0.775
−0.756

P

0.010
0.000
0.001
0.035
0.001
0.006
0.001
0.002
0.014
0.003
0.003
0.004
0.019
0.004
0.020
0.005
0.005
0.005
0.023
0.007
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基于 CMap 数据库的数据，DL-thiorphan 能够逆转

非 小 细 胞 肺 癌 （non-small cell lung cancer，
NSCLC） 中的基因表达变化。本研究结果表明：

DL-thiorphan （富集分数为− 0. 929） 是逆转 HCC
基 因 异 常 表 达 最 有 前 途 的 小 分 子 药 物， 但

DL-thiorphan 在 HCC 发展和治疗中的确切作用机

制需要进一步研究证实。

综上所述，本研究通过生物信息学分析，鉴定

了 HCC 预后相关关键基因特征，预测了潜在治疗

HCC 的候选小分子药物。本研究结果为 HCC 的诊

断、预后判断和治疗提供了有潜力的生物标志物、

治疗靶点和潜在治疗药物。
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