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摘要：目的  通过生物信息学方法利用 GEO 芯片数据分析肝癌组织中的特征基因及预后的相关性。方法  在 GEO 数据

库中获取肝癌芯片数据，并利用 GEO2R 工具分析肝癌组织与正常肝组织之间的差异表达基因；利用 GO 数据库和 KEGG

数据库对差异表达基因进行富集和功能注释；基于 STRING 数据库和 Cytoscape 软件构建蛋白质互相作用网络

(protein-protein interaction，PPI)，分析其关键基因；用在线工具 Kaplan Meier-Plotter 对这些关键基因进行生存分析；用

The Human Protein Atlas 数据库对这些关键基因在肝癌组织中的蛋白质表达进行免疫组化分析。结果  共鉴定出 338 个差

异表达基因，其中 97 个为上调基因，241 个为下调基因。其中上调的差异表达基因显著富集在细胞核有丝分裂、细胞分

裂、有丝分裂成对染色单体分离、成对染色单体凝聚等生物过程；下调的差异表达基因显著富集在环氧化酶 P450 途径、

氧化还原过程、外源性药物分解代谢过程等生物过程。根据 PPI 网络，对关键模块的 24 个关键基因进行鉴定，发现这些

关键基因的高表达与肝癌患者的生存率低有相关性，并截取关键差异表达基因免疫染色代表性图像。结论  本研究发现

的关键差异基因有助于更全面地了解肝癌发生的分子机制，可作为肝癌预后的生物标志物以及潜在的肝癌治疗分子靶点。
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To use the bioinformatics method based on data of GEO chip to analyze the development of the 
molecular markers and prognosis in liver cancer. METHODS  Liver cancer chip data was obtained in CEO database. The 
differentially expressed genes in liver cancer tissues and normal liver tissues were identified by GEO2R; the pathway enrichment 
of differentially expressed genes were performed by using KEGG and GO. The protein-protein interaction(PPI) network of 
differentially expressed genes was constructed by STRING database and visualized by Cytoscape. The perform survival analysis 
of these key genes were analyzed by online tool Kaplan Meier-Plotter. The immunohistochemistry analysis of these key genes 
were analyzed by The Human Protein Atlas Database. RESULTS  A total of 338 differentially expressed genes were identified, 
including 97 up-regulated genes and 241 down-regulated genes. These up-regulated differentially expressed genes were 
significantly enriched in mitotic nuclear division, cell division, mitotic sister chromatid segregation, sister chromatid cohesion. 
These down-regulated differentially expressed genes were significantly enriched in epoxygenase P450 pathway, 
oxidation-reduction process, exogenous drug catabolic process. The PPI network was constructed a key module by 24 key genes. 
These key genes were found to be associated with poor survival in patients with liver cancer. Representative images of key 
differentially expressed genes immunostained were taken. CONCLUSION  These key genes are found by this study which 
contributed to understanding the molecular mechanism of liver cancer, and can be used as a biomarker for the prognosis of liver 
cancer and a molecular target for the treatment of liver cancer. 
KEYWORDS: liver cancer; differentially expressed gene; bioinformatics analysis; key genes 
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肝癌是世界第 5 位常见癌症，在全世界消化

系统肿瘤中，死亡率占第 3 位[1]。在我国，发病人

数约占全球 55%，其病死率在消化系统恶性肿瘤

中排第 2 位[2-3]。由于肝癌的进展快、复发转移率
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高，除较早期小肝癌切除手术外，迄今仍无有效

治疗方法，5 年生存率只有 30%左右[3]。近年来，

以索拉菲尼为代表的靶向药物，为肝癌的靶向治

疗开辟了新的道路，然而靶向药物仍然有其局限

性，长期使用会产生耐药性[4-5]。因此，对肝癌发

病机制的研究，不断发现新的靶点仍是医学界的

研究热点[6]。 

高通量基因芯片和测序技术的发展，为快速

研究肝癌的基因表达谱、发现肝癌组织和细胞在

特定状态下的基因表达情况和关键基因变化规律

提供了可能[7]。生物信息学以基因芯片研究为基

础，将基因芯片技术产生的海量的、复杂的生物

信息数据，运用序列比对、统计分析、可视化作

图、生物聚类、生物分子网络及通路分析等方法，

进行生物信息数据挖掘，从而能更加全面地对疾

病进行系统研究[8-9]。 

本研究利用生物信息学的初步挖掘，筛选出

有关的功能基因，希望能获得更多与肝癌发生转

化相关的分子机制的生物学信息。 

1  材料与方法 

1.1  材料   

利用美国国立生物技术信息中心(NCBI)平台

下 的 基 因 表 达 综 合 数 据 库 GEO 

(http://www.ncbi.nlm.gov/geo/)，检索含有人源肝癌

样本的数据芯片，选取含有肝癌病因信息的数据

芯片 GSE62232[9]。芯片信息：Affymetrix Human 

Genome U133 Plus 2.0 Array，平台是 GPL570，该

芯片包含 81 例肝癌组织和 10 例正常肝组织的基

因表达阵列数据，且 81 例肝癌组织已标明患者发

病原因、性别、年龄及癌症分期等信息。 

1.2  差异表达基因筛选   

利用在线工具 GEO2R (https:// www. ncbi. nlm.  

nih.gov/geo/geo2r/)对所选的芯片进行数据下载及

差异表达基因筛选。筛选标准为 adj. P. Val<0.01，

log FC>2 或 log FC<2，并将探针名称转化为标准

基因名称。 

1.3  基因功能富集和注释 

通过 DAVID 6.8 数据库(https://david.ncifcrf. 

gov/)可对基因进行注释、可视化和综合探索。将

已分析好的差异表达基因导入该数据库，依据

GO(Gene Ontology)数据库，以人源基因为背景，

对差异表达基因进行生物学功能注释。并利用

KEGG(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)

通路数据库进行信号通路的富集，寻找差异表达

基因所富集的关键通路。 

1.4  差异表达基因的相互作用分析    

通过 STRING 10.5 数据库 (http://string-db. 

org/)，构建肝癌差异表达基因蛋白质相互作用

(protein protein interaction，PPI)网络，并应用

Cytoscape 3.6.1 软件进行可视化分析。使用 Cyto 

Hubba 插件对蛋白质相互作用网络进行关联度分

析，并根据节点度大小进行排序。 

1.5  差异表达基因的预后价值分析 

利用 Kaplan Meier-Plotter(http://kmplot.com/ 

analysis/)在线软件，分析差异表达基因对应肝癌患

者的总生存期(overall survival，OS)。根据肝癌患

者差异表达基因的表达情况及中位值分为高表达

和低表达 2 组，并计算危险比(HR)及其 95%置信

区间和对应的 P 值，绘制生存曲线。 

1.6  免疫组织化学分析 

利 用 The Human Protein Atlas 数 据 库

(http://www.proteinatlas.org)分析关键差异表达基

因在肝癌组织中蛋白质表达情况。根据蛋白质在

组织中的染色强度和染色细胞的百分比，比较正

常组织和肿瘤组织中关键基因蛋白质表达的差

异，并截取具有代表性的免疫染色图像。 

2  结果 

2.1  数据预处理与差异表达分析 

将 GSE62232 芯片中的 10 例正常肝组织为空

白组，81 例肝癌组织为对照组，共筛选出 338 个

基因，其中 97 个为上调基因，241 个为下调基因，

见图 1。 

 
图 1  基因的表达水平及分布火山图 
Fig. 1  Volcano map of the gene’s expression level and 
distribution 
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2.2  GO 富集分析 

通过 GO 富集分析差异基因相关的生物进程

发现，上调基因显著富集在细胞核有丝分裂、细

胞分裂、有丝分裂成对染色单体分离、成对染色

单体凝聚等生物过程，见图 2A；下调基因显著富

集在环氧化酶 P450 途径、氧化还原过程、外源性

药物分解代谢过程等生物过程，见图 2B。 

2.3  KEGG 富集分析 

进一步对差异表达基因进行 KEGG 通路富集

分析发现，上调的基因主要富集于细胞周期、P53

信号通路、孕酮介导的卵母细胞成熟通路、ECM-

受体相互作用通路、PI3K-Akt 信号通路等，见图

3A，而下调的基因主要富集于视黄醇代谢通路、

化学致癌作用通路、代谢途径、矿物质吸收通路

等，见图 3B。 

2.4  蛋白质相互作用网络的构建和关键节点分析 

用STRING 10.5数据库和Cytoscape构建差异

表达基因之间的蛋白质相互作用网络。去除游离

的蛋白影响后，得到了由 182 个点，931 条边构成

的网络，见图 4A。用 Cyto Hubba 插件对网络进行

分析，取其中相互作用程度最高的前 40 个基因。

发现其中关键模块有 24 个基因并列排名第 1，见

图 4B，且这 24 个关键基因均被上调。这 24 个基

因分别是：DTL、KIAA0101、ANLN、ASPM、

NUSAP1、CDKN3、PBK、PRC1、HMMR、TOP2A、

NCAPG、DLGAP5、RRM2、KIF20A、NDC80、

NEK2、RACGAP1、ZWINT、TTK、MAD2L1、

CCNA2、BUB1B、CCNB1、CDK1。 

 
图 2  差异表达基因注释结果 
Fig. 2  Differentially expressed gene annotation results 

 
图 3  差异表达基因通路注释结果 
Fig. 3  Differentially expressed gene pathway annotation results 
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2.5  预后价值分析 

利用在线工具 Kaplan Meier-Plotter 对关键模

块中的 24 个差异表达基因的预后价值进行评价。

结果显示，差异表达最显著的 4 个基因 RRM2、

TOP2A、DTL、CDK1 的高表达组 OS 显著低于低

表达组，见图 5。 

 
图 4  差异表达基因蛋白质互相作用网络可视化结果 

Fig. 4  Differentially expressed gene protein interaction network visualization results 

 
图 5  RRM2、TOP2A、DTL、CDK1 在肝癌中的预后价值 

Fig. 5  Prognosis of RRM2, TOP2A, DTL and CDK1 in liver cancer 
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2.6  免疫组织化学分析 

通过 The Human Protein Atlas 数据库对差异

表达最显著的 4 个基因进行搜索，发现这些基因

在 肝 癌 组 织 中 均 呈 阳 性 反 应 。 利 用 抗 体

HPA056994 在正常肝组织中无法检测到 RRM2，

而在肝癌组织中呈现中等强度染色，染色细胞比

例 为 25%~75% 。 利 用 抗 体 HPA00 6458 、

HPA026773以及 CAB002448在正常肝组织中无法

检测到 TOP2A，而在肝癌组织中呈现中等到高强

度染色，染色细胞比例 25%~75%。利用抗体

HPA028016 在正常肝组织中可以低强度检测到

DTL，而在肝癌组织中呈现中等强度染色，染色细

胞比例为 25%~75%。利用抗体 HPA003387 和

CAB00 3799 在正常肝组织中无法检测到 CDK1，

而在肝癌组织中呈强染色，染色细胞比例为<25%。

4 个基因代表性免疫染色图像，见图 6。 

 
图 6  RRM2、TOP2A、DTL、CDK1 在肝癌中免疫组化代

表性图像 

Fig. 6  Representative images of RRM2, TOP2A, DTL and 
CDK1 in liver cancer 

3  讨论 

肝癌的发生、发展与转移被认为是一个非常

复杂的过程，为深入了解其中的分子机制，筛选

可作为肝癌诊断的关键基因和药物治疗靶点，本

研究利用生物信息学分析方法使用 GEO 数据库中

的 GSE62232 芯片来筛选肝癌与正常组织的差异

表达基因，共获得 338 个基因，其中 97 个为上调

基因，241 个为下调基因。 

通过 GO 和 KEGG 富集分析，发现上调的差

异表达基因富集在细胞核有丝分裂、细胞分裂、

细胞周期通路、P53 信号通路等生物过程，反映了

肝癌组织中细胞增殖旺盛，细胞凋亡调控发生异

常。近年来的研究已经证实[10]，细胞凋亡调控与

肝癌的发生、发展、消退等存在着紧密联系，而

靶向细胞凋亡信号通路的抗肿瘤新药开发也愈来

愈受到关注。另外，在 P53 信号通路中，P53 作为

抑癌基因参与了细胞生长、分化及凋亡的调控。

P53 信号通路异常，能够促进肝癌细胞恶性增殖和

凋亡抑制[11]。而下调的差异表达基因主要富集在

环氧化酶 P450 途径、氧化还原过程、外源性药物

分解代谢、视黄醇代谢通路、化学致癌作用通路

等生物过程，这些过程主要涉及 3 大营养物质代

谢途径、外源物质的代谢等，与肝癌患者出现的

肝功能紊乱所表现的症状一致[12]。肝脏是人体重

要的代谢器官，肝脏功能受损影响细胞内氧化还

原状态的失衡，可直接导致细胞内生物分子损伤。 

STRING 10.5 数据库和 Cytoscape 软件分析结

果显示，关键模块中的基因与其他差异表达基因

之间存在大量相互作用。对这些基因进行文献挖

掘，证实上述基因与肝癌的发生、浸润、转移及

预后关系密切。RRM2 富集在细胞周期通路上，

调控细胞的分裂。RRM2 的高表达增强了 AKT 信

号通路，增加了肿瘤细胞的耐药性[13]。RRM2 可

作为一个新的治疗靶点，增加肿瘤细胞对化疗药

物的敏感性。TOP2A、DTL、CDK1 与 DNA 的复

制和细胞的有丝分裂有关。TOP2A 的高表达，会

导致癌细胞的不断分裂增殖[14]。可以针对 TOP2A

设计药物，以控制肝癌的发展。有研究[15]阻断 DTL

的表达后，能阻止细胞周期进程，减少 DNA 损伤，

并导致癌细胞的生长抑制。这可能作为一种新的

癌症治疗思路。由于 CDK1 对细胞生存具有多方

面的作用[16]，CDK1 抑制剂有潜力成为有效的抗

癌药物，联合化疗药物使用，将增强多种其他化

疗药物的细胞毒性。 

综上所述，本研究采用生物信息学的方法对

肝癌基因芯片数据进行挖掘。这些信息有助于人

们对于肝癌发生、发展和转移的进一步认识，并

且可以为临床检测和治疗肝癌提供潜在的生物标

志物及靶点。然而，缺乏进一步的分子生物学实

验来确认这些基因在肝细胞中的功能，是这些分

析所局限的。尽管如此，这项研究仍有助于全面

了解肝癌的潜在分子机制，并为后续的实验研究

提供指导。 
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