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基于 GEO 芯片数据的肝癌关键生物标志物的筛选与鉴定 
及生物信息学分析
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摘  要 : 目的　基于生物信息学分析方法，获取与正常肝组织具有表达差异、且与肝癌患者生存、病理参数密切相关的

肝癌基因。方法　通过 GEO 数据库获取三组肝癌芯片表达谱，利用 GEO2R 鉴定肝癌组织与正常肝组织具有表达差异

的基因；应用 DAVID 数据库，富集差异表达基因；使用 STRING 数据库及 Scytoscape 软件，构建核心差异基因的蛋

白质互作网络（protein-protein interaction，PPI），并通过 UCSC Cancer Genomics Browser 网站在 TCGA 数据库中验证

关键差异基因在肝癌中的表达情况；基于 Kaplan Meier-Plotter 及 UALCAN 在线分析工具，挖掘关键基因在肝癌组织中

的 mRNA 表达与临床病理参数的关系。结果　从三个芯片数据集中鉴定出 74 个共同差异表达基因；这些基因显著富

集在细胞外小体、细胞外间隙、氧化还原等生物过程；PPI 网络分析共聚焦到 15 个基因，其中 8 个基因与肝癌患者的

总生存率相关，5 个基因与肝癌的分级、分期相关。 结论　ANLN, ECT2, HMMR, KIF20A, NCAPG, PBK, RACGAP1 和

ZWINT 等基因可作为肝癌诊断和治疗的候选靶点，为临床诊治提供新的思路。
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Abstract: Objective　To screen and identify key biomarkers of  Hepatocellular carcinoma (HCC )  using bioinformatics 
technology and GEO chip data. Methods　The expression profiles of three sets of liver cancer chips were obtained through 
GEO database, and the genes with different expression between liver cancer tissues and normal liver tissues were identified by 
GEO2R. The DAVID database was used for enrichment analysis of differential genes. STRING database and Scytoscape software 
were used to construct protein-protein interaction (PPI) to obtain core differential genes, and the expression of key differential 
genes in liver cancer was verified in TCGA database through UCSC Cancer Genomics Browser website. Based on kaplan-mey-
plotter and UALCAN online analysis tools, the relationship between mRNA expression of key genes in liver cancer tissues and 
clinicopathological parameters was explored. Results　74 common differentially expressed genes were identified from the three 
microarray data sets. These genes were significantly enriched in extracellular bodies, extracellular interstitium, REDOX and other 
biological processes. The PPI network analysis focused on 15 genes, among which 8 genes were related to the overall survival 
rate of liver cancer patients and 5 genes were related to the grade and stage of liver cancer. Conclusion　ANLN, ECT2, HMMR, 
KIF20A, NCAPG, PBK, RACGAP1, ZWINT and other genes can be used as candidate targets for the diagnosis and treatment of 
hepatocellular carcinoma, providing new ideas for clinical diagnosis and treatment.
Keywords: hepatocellular carcinoma; differentially expressed genes; bioinformatics analysis

肝癌是世界范围内最常见的癌症之一，在消化

系统肿瘤中，死亡率占第 3 位，且与发达国家相比，

肝癌在发展中国家的发病率和死亡率更高 [1]。已有

证据显示，包括 cyclin D1(CCND1)[1]，表皮生长
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因子受体 (EGFR)、c-myc 在内的基因异常表达以

及 Ras 基因 [3]、肿瘤抑制基因的突变表达参与了

肝癌的发生发展过程。然而，由于早期缺乏有效

的诊断方法，在疾病的发展阶段，肝癌的死亡率
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仍然很高。因此，揭示肝癌致癌、癌症转移及肝

癌复发等分子机制，对研发有效的诊断和治疗方

法而言，是十分重要且迫切的。

在过去的几十年里，微阵列技术和生物信息

技术已被广泛用于鉴定基因组表达水平的改变 [4]，

帮助我们识别肝癌相关的差异表达基因和相关信

号通路。然而单一芯片分析的假阳性率较高，难

以获得可靠的结果。本研究从基因表达综合数据

库 GEO 中下载三个芯片微阵列数据集，从而获得

更可靠的正常肝组织与肝癌组织之间的差异表达

基因，探究更多与肝癌发生转化相关的分子标志

物。

1　材料与方法

1.1　材料　 利 用 基 因 表 达 综 合 数 据 库 GEO[5]，

在 GPL570 检 测 平 台 下， 检 索 三 组 人 源 性 肝

细 胞 肝 癌 的 基 因 芯 片， 芯 片 信 息 为 Affymetrix 
Human Genome U133 Plus 2.0 Array，编号分别为

GSE88839[6]（肝癌组织 3 例、正常肝组织 35 例）、

GSE101685[7]（肝癌组织 8 例、正常肝组织 324 例）、

GSE112790[8]（肝癌组织 15 例、正常肝组织 3183
例）。

1.2　方法与统计学分析　

1.2.1　差异表达基因的筛选：利用在线分析工具

GEO2R 对三组芯片的差异表达基因进行筛选，当

LogFC(foldchange)>1.5，P<0.05 时， 基 因 表 达 差

异具有统计学意义。利用韦恩对三组差异基因取

交集，获得共同差异表达基因。

1.2.2　差异表达基因的富集分析：将差异表达基

因载入 DAVID 数据库 [9] 进行富集分析，以人源基

因为背景进行生物学功能注释及 KEGG 信号通路

的富集。P<0.05 时差异具有统计学意义。

1.2.3　PPI 网络构建与关键模块的基因分析：利用 
STRING[10] 数据库，获取差异表达基因的 PPI 网

络数据，用 Cytoscape[11] 软件可视化 PPI 网络，利

用 MCODE 插件，根据网络中蛋白作用关系，确

定核心基因。MCODE 设置如下：MCODE scores 
>5,  degree cut-off=2,  node score cut-off=0.2,  Max 
depth=100  and  k-score=2。利用 UCSC[12] 癌基因

数据库对核心基因绘制层次聚类热图。

1.2.4　 关 键 基 因 的 临 床 数 据 分 析： 利 用 Kaplan 
Meier-Plotter(http://kmplot.com/analysis/) 网站，分

析核心基因对肝癌患者总生存率的影响。根据核

心基因表达值的中位数，将肝癌患者分为高表达

组和低表达组两组，计算危险比 (HR)、 95% 置信

区间及 P 值，并绘制生存曲线。利用 UALCAN 数

据库，分析关键基因的 mRNA 表达情况与肝癌患

者的癌症分期和肿瘤分级之间的相关性，T 检验进

行数据处理，且 P ＜ 0.05 时差异具有统计学意义。

2.　结果

2.1　筛选差异表达基因　见图 1。将三组芯片数

据经过标准化处理后获得共同差异基因 74 个，其

中 GSE88839 共 有 差 异 基 因 301 个，GSE101685
共有差异基因 1189 个，GSE112790 共有差异基因

1109 个。
GSE88839 GSE101685

GSE112790

168
34 551

53025

406

74

图 1　肝癌差异表达基因的韦恩图

2.2　GO 富集分析　见表 1。GO 富集结果表明：

上述 74 个差异表达基因主要参与细胞外间隙、细

胞外小体、氧化还原等生物过程。

2.3　KEGG Pathway 富 集 分 析　 见 表 2。KEGG  
Pathway 富集分析显示：差异基因主要参与代谢途

径、癌症中的转录失调、p53 信号通路及氨基酸合

成等相关通路。

2.4　PPI 网络构建及核心基因筛选　去除游离的蛋

白后，共得到了由 70 个点，213 条边构成的 PPI
网络，见图 2A。用 Cytoscape 软件的 MCODE 插

件，获取由 15 个点，102 条边构成的相互作用程

度最高的核心基因 PPI 网络，见图 2B，15 个点的

基因名分别为：ECT2, DTL, PBK, TOP2A, CDKN3, 
NCAPG, ANLN, HMMR, RRM2, RACGAP1, 
KIF20A, BUB1B, CCNA2, TYMS, ZWINT。UCSC
数据库对这 15 个核心基因进行层次聚类，发现这

15 个基因在正常肝组织中低表达，在大部分肝癌组

织中高表达，见图 2C。

2.5　预后价值分析　见图 3。利用 Kaplan Meier-
Plotter 对 15 个核心差异表达基因与肝癌患者的

预 后 进 行 分 析。 结 果 显 示：ANLN（HR=2.14，

95%CI:1.49~3.08，P=2.6E-05）,ECT2（HR=2.09，

95%CI:1.48~2.97，P=2.3E-05）,HMMR（HR=2.29，

95%CI:1.62~3.34，P=1.3E-06）,KIF20A（HR=2.33，

95%CI:1.63~3.32，P=1.8E-06）,NCAPG（HR=2.19，

95%CI:1.54~3.13，P=8.8E-06）,PBK（HR=2.24，
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95%CI:1.5~3.34，P=4.8E-05）,RACGAP1（HR=2.24，

95%CI:1.44~3.5，P=2.7E-04）,ZWINT（HR=2.36，

95%CI:1.66~3.35，P=8.5E-07）的高表达与肝癌患

者较差的总生存率存在相关性。

（A）差异表达基因蛋白质互相作用网络可视化结果；（B）核心基因的蛋白质互作网络可视化结果；（C）关键基因的层次聚类分析可

视化结果

图 2　PPI 网络构建及关键基因筛

表 1　　　　　　　　　　　　　　　肝癌差异基因的 GO 富集分析

Category Term Descripitoon P FDR

GOTERM_BP GO∶0042738 exogenous drug catabolic process 0.046 858 083 50.097 25

GOTERM_BP GO∶0009636 response to toxic substance 0.045 294 493 48.898 36

GOTERM_CC GO∶0005581 collagen trimer 0.048 788 974 43.875 36

GOTERM_BP GO∶0007596 blood coagulation 0.037 199 869 42.251 28

GOTERM_BP GO∶0006569 tryptophan catabolic process 0.035 350 426 40.623 63

GOTERM_BP GO∶0001960 negative regulation of cytokine-mediated signaling pathway 0.035 350 426 40.623 63

GOTERM_BP GO∶0060396 growth hormone receptor signaling pathway 0.031 484 211 37.082 18

GOTERM_CC GO∶0005759 mitochondrial matrix 0.037 039 345 35.327 35

GOTERM_BP GO∶0051384 response to glucocorticoid 0.027 759 98 33.485 71

GOTERM_BP GO∶0019441 tryptophan catabolic process to kynurenine 0.027 602 733 33.329 73

GOTERM_MF GO∶0005506 iron ion binding 0.021 178 215 23.582 02

GOTERM_MF GO∶0004497 monooxygenase activity 0.021 011 457 23.418 28

GOTERM_MF GO∶0048306 calcium-dependent protein binding 0.021 011 457 23.418 28

GOTERM_BP GO∶0006534 cysteine metabolic process 0.015 866 123 20.677 05

GOTERM_CC GO∶0009986 cell surface 0.017 727 027 18.660 45

GOTERM_MF GO∶0019825 oxygen binding 0.014 117 198 16.359 28

GOTERM_CC GO∶0016942 insulin-like growth factor binding protein complex 0.011 479 688 12.482 18

GOTERM_CC GO∶0070062 extracellular exosome 0.008 254 264 9.127 355

GOTERM_BP GO∶0007165 signal transduction 0.005 906 394 8.222 23

GOTERM_CC GO∶0031012 extracellular matrix 0.005 594 845 6.273 342

GOTERM_BP GO∶0006805 xenobiotic metabolic process 0.003 730 803 5.269 758

GOTERM_CC GO∶0031090 organelle membrane 0.004 568 161 5.149 804

GOTERM_CC GO∶0005578 proteinaceous extracellular matrix 0.003 682 805 4.171 061

GOTERM_BP GO∶0007155 cell adhesion 0.002 303 166 3.284 532

GOTERM_BP GO∶0001525 angiogenesis 0.001 954 545 2.793 903

GOTERM_MF GO∶0020037 heme binding 0.001 916 263 2.381 193
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表 2                    肝癌差异基因的 KEGG Pathway 富集分析

Term Descripitoon Count P
hsa01100 Metabolic pathways 15 0.001 136 336
hsa04115 p53 signaling pathway 3 0.042 923 941
hsa05202 Transcriptional misregulation in cancer 4 0.048 544 422
hsa01230 Biosynthesis of amino acids 3 0.048 871 772

图 3　ANLN, ECT2, HMMR, KIF20A, NCAPG, PBK, RACGAP1, ZWINT 在肝癌中的预后价值
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（A）ECT2, KIF20A, PBK, RACGAP1,  ZWINT 的 mRNA 水平与肿瘤分期之间的关系；（B）ECT2, KIF20A, PBK, RACGAP1,  ZWINT
的 mRNA 水平与癌症分级之间的关机。

图 4　ECT2, KIF20A, PBK, RACGAP1,  ZWINT 的 mRNA 水平与肝癌患者临床病例参数的关系
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2.6　核心差异表达基因与肝癌患者临床病理参数

的相关性　见图 4。分析上述 8 个基因与肝癌患者

临床病理参数的相关性，结果显示与正常肝组织相

比， ECT2, KIF20A, PBK, RACGAP1 和 ZWINT 的

mRNA 水平在不同的肝癌分级、分期中明显升高，

且差异具有统计学意义（P<0.05）。

3　讨论

肝癌是世界第五大恶性肿瘤，其发病率在近

年来呈现上升趋势 [13]。肝癌的主要病因包括慢性

病毒性肝炎、酒精性肝病、黄曲霉毒素中毒及与

之相关的基因突变、细胞损伤等 [2]。细胞周期蛋白

D1(CCND 1), c-myc 或 ras 的突变、cyclind 2(CCDN 
2) 启动子的高度甲基化以及 p53 或 p21 的异常表达

已被证实与肝癌有关 [14-15]。由于这些基因对肝癌早

期诊断并不适用，因此迫切需要发现新肝癌诊断和

治疗的生物标志物。

本 文 以 生 物 信 息 学 分 析 方 法 为 基 础， 利 用 
GEO 数据库中的三组肝癌芯片数据，共筛选出 79
个与正常肝组织具有表达差异的肝癌基因。 GO 和 
KEGG 富集分析显示，差异表达基因与细胞外间隙、

细胞外小体、氧化还原、代谢途径、癌症中的转录

失调、p53 信号通路及氨基酸合成等生物过程密切

相关，提示肝癌组织中，细胞异常增殖，且细胞凋

亡失常。现已证实 [16]p53 通路参与了肝癌的发生，

抑癌基因 p53 与细胞生长、分化以及细胞凋亡的调

控密切相关。 因此 p53 信号通路异常，可促使肝癌

细胞恶性增殖、抑制凋亡。同时本文中差异基因所

聚焦的氧化还原、代谢途径等生物过程与肝癌患者

的肝功能紊乱症状一致。对本研究共发现与 8 个基

因与肝癌患者总生存率相关，5 个基因与肝癌患者

的临床病理相关，对这些基因进行文献挖掘，证实

这些基因与肝癌的发生、发展及其预后关系密切。

ECT2 在肝再生过程中以细胞周期依赖的方式表

达，并被认为在调节胞质分裂中起着重要作用。有

文献表明 ECT2 的表达可能是包括乳腺癌、肺癌在

内的多种癌症发生、发展的主要原因之一，且 ECT 
2 的高表达可以作为预测预后不良的独立因素 [17]。

KIF20A 是胞质分裂的重要调节因子，已有大量队

列研究表明，KIF20A 在肝癌组织中的异常表达，

与其较差的总生存率密切相关 [18]。PDZ 结合激酶

(PBK) 的大量表达常与肝癌患者预后不良相关， 
PBK 能通过 ETV 4-uPAR 信号通路促进肿瘤的侵袭

和迁移，有望成为肝癌转移的诊断标志物和治疗靶

点 [18]。RABGAP 家族蛋白通过使 RAB 蛋白失活来

调节细胞功能，如细胞骨架重塑、囊泡运输和细胞

迁移等 [20]，RACGAP 1 与 TPR 协同作用，通过降

低 Hippo 和 YAP 通路的激活和促进胞质分裂，促

进肝癌细胞的增殖 [21]。ZWINT 在有丝分裂检查点

中起着重要作用，可以保证染色体在子代细胞间平

均分配。据报道，ZWINT 与包括乳腺癌、前列腺癌

和肺癌等在内的十几种癌症密切相关，且 ZWINT
是肝癌术后患者预后不良的独立预测指标 [22]。

综上，本研究应用生物信息学分析了肝细胞肝

癌的基因芯片数据。希望能够深入了解肝癌发生、

发展的分子机制，为肝癌的临床检测、治疗提供新

的潜在生物标志物。但是，由于缺乏有效的分子生

物学实验，对这些基因在肝癌组织中的功能进行分

析验证，因此本研究是局限的。尽管如此，本研究

仍有助于更深入地了解肝癌的分子机制，并指导后

续的分子生物学实验。
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