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利用基因芯片重注释筛选肝细胞肝癌
术后复发相关 -+5=<>

曾 玮!陈 平

?

第三军医大学第三附属医院!重庆
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摘 要!"目的# 利用基因芯片重注释寻找肝细胞肝癌
?02C,D(52--)-,* 5,*51+(E,

!

F//G

术后复
发相关

-+5=<>?-(+6 +(+!5(H1+6 =<>G

$"方法# 首先利用生物信息的方式重新注释
%IJ@#

例复
发
J

未复发
F//

病例的基因表达谱数据!筛查与
F//

术后复发相关的差异表达
-+5=<>

$ 然
后利用

=4/

曲线评价差异
-+5=<>

的术后复发预测效能$ 最后利用基因共表达网络与功能
富集分析探究差异

-+5=<>

具体的生物学功能$ "结果# 差异表达分析发现
%

个
-+5=<>

?KL</AA%@!

!

KL</AAMA$

!

KL</A#II%G

显著差异表达"

N-(6O.(-H 50,+62GNP#

!

Q R,-)2SA;AI

#$

=4/

曲线分析发现该
%

个差异
-+5=<>

的
>T/

值为
A;MU%

$ 基因共表达网络分析发现
KL</AA%@!

相关共表达网络显著富集到%细胞周期&相关功能'

KL</AAMA$

相关的共表达网络中基因主
要富集到%炎症反应&与%免疫反应&相关的生物学功能与通路'

KL</A#II%

相关的共表达网
络中基因主要富集到%

V<>

复制与修复&相关的生物学功能与通路$ "结论#

%

个
-+5=<>

与
F//

术后复发显著相关!可作为一种潜在的诊断标志物组合!值得进一步的挖掘与研究$

主题词!肝细胞肝癌'

-+5=<>

'术后复发'预后
中图分类号!
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(. F2C,D(52--)-,* /,*51+(E, \7 ]2+2 ^15*(,**,7 =2 !,++(D,!

D1(+ _D*,D267

`a<] b21

!

/Fa< [1+6

(

!"# !"$%& '(($)$*+#& ,-./$+*)

!

01/$23 ,-./$+1)

!

4"$%& 5$)$+1%6 5#&$71) 82$9#%.$+6

!

:"-23;$2

@AAA@9

!

:"$21

)

!"#$%&'$
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4\Y25D1R2

#

c( 1H2+D1.7 D02 -+5=<>3 *2-,D2H D( C(3D(C2*,D1R2 *25)**2+52 (. 02C,D(52-!

-)-,* 5,*51+(E, OF//G \7 E15*(,**,7 *2 !,++(D,D1(+ 3D*,D267;

"

^2D0(H3

#

c02 H1..2*2+D1,--7 2d!

C*2332H -+5=<>3 e2*2 1H2+D1.12H 1+ %I 5,323 (. F// e1D0 C(3D(C2*,D1R2 *25)**2+52 ,+H @9 5,323

(. F// e1D0()D *25)**2+52 \7 -+5=<> *2 !,++(D,D1(+ 3D*,D267; c02 5-,331.15,D1(+ C(e2* (. D02

-+5=<>3 e,3 ,+,-7f2H \7 =4/ 5)*R2; c02 \1(-(615,- .)+5D1(+3 ,+H C,D0e,7 *2-,D2H D( D0232

-+5=<>3 e2*2 1+R23D16,D2H \7 62+2 5(!2dC*2331(+ +2De(*g ,+H 62+2 .)+5D1(+,- 2+*150E2+D ,+,-7!

313;

"

=23)-D3

#

c0*22 H1..2*2+D1,--7 2dC*2332H -+5=<>3OKL</AA%@!

!

KL</AAMA$

!

KL</A9II%G e2*2

.()+H 1+ D02 H,D,32D

"

O-(6O.(-H 50,+62G P9

!

Q R,-)2SA;AIG

#

; c02 >T/ 35(*2 (. D02 D0*22 -+5=<>3

e,3 A;MU% \7 =4/ 5)*R2 ,+,-7313; /(!2dC*2331(+ +2De(*g ,+,-7313 ,+H 62+2 .)+5D1(+,- 2+*150!

E2+D ,+,-7313 30(e2H D0,D D02 62+23 1+ KL</AA%@! *2-,D2H 5(!2dC*2331(+ +2De(*g e2*2 2+*1502H

1+ 52-- 575-2 *2-,D2H \1(-(615,- .)+5D1(+3

'

62+23 1+ KL</AAMA$ *2-,D2H 5(!2dC*2331(+ +2De(*g e2*2

2+*1502H 1+ 1+.-,EE,D(*7 *23C(+32 ,+H 1EE)+2 *23C(+32 *2-,D2H \1(-(615,- .)+5D1(+3

'

62+23 1+

KL</A9II% *2-,D2H 5(!2dC*2331(+ +2De(*g e2*2 2+*1502H 1+ V<> *2C-15,D1(+ ,+H *2C,1* *2-,D2H

\1(-(615,- .)+5D1(+3;

"

/(+5-)31(+

#

c02 -+5=<>3 1H2+D1.12H 1+ D02 3D)H7 E,7 \2 1+R(-R2H 1+ C(3D!

(C2*,D1R2 *25)**2+52 (. F//

!

e0150 E160D \2 , C(D2+D1,- \1(E,*g2* .(* F// C*(6+(313 ,+H e(*D0

(. .)*D02* 1+R23D16,D1(+;

()"*+'$ ,-%.#

*

02C,D(52--)-,* 5,*51+(E,OF//G

'

-+5=<>

'
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肝细胞肝癌
O02C,D(52--)-,* 5,*51+(E,

!

F//G

是世 界第六大肿瘤! 发病率尤其以肝炎病毒流行的亚洲

最高 "

9

#

$ 在我国
UAi

以上的肝癌为
F//

!且大量患

者是由慢性肝炎以及肝硬化发展而来的"

!

#

$

F//

恶

性程度高!且容易复发转移!预后差$ 同时缺乏高效

专
题
报
道

MI&
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的诊断手段!患者往往一经确诊即为中晚期!延误了

最佳治疗时期" 但基于传统临床病理特征的预测能

力有限!且具有一定的滞后性#

%

!

'

$

" 因此!目前前沿研

究开始关注和寻找
())

早期诊断以及预后的分子

标志物! 综合这些已发现分子标志物的诊断效果来

看!还存在准确性以及特异性不足的问题#

*

$

" 基因芯

片技术及新一代测序技术的应用! 使得研究人员开

始关注
+,-

分子对
())

的诊断作用! 也发现了一

些
.+,-

以及
./+,-

可能与
())

的早期发生以

及预后相关#

01&

$

!但与临床应用还存在一定的距离"

长链非编码
+,-

%

2345 434!637/45 +,-

!

246+!

,-

&是一类转录本长度超过
!8"49

' 不编码蛋白的

+,-

" 研究表明!

246+,-

在细胞周期调控和细胞分

化调控等众多生命活动中发挥重要作用! 尤其在肿

瘤发生发展过程中具有重要的意义! 是遗传学研究

热点#

:

!

;"

$

" 因此!本研究尝试利用生物信息的方式重

新注释已有的
())

的肿瘤组织样本的全基因组表

达谱芯片数据!去寻找
())

相关的潜在的术后复发

246+,-

!并探究其参与的生物学功能!评价其诊断

价值"

;

材料与方法

!"!

基因表达谱数据以及数据处理

基因表达谱数据
<=!>=?@!&'

与
=!A-B>!!:!C

来自欧洲分子生物学实验数据库
<D99E

(

FFGGGHIJ/HK6H

LMFKNNKOIPENIQQFC

" 该数据包括
$0

个
())

患者的表

达谱数据
R

实验平台 (

-SSO.I9N/P TI4I)D/E (L.K4

TI43.I (T!U;%%-

与
-SSO.I9N/P TI4I)D/E (L.K4

TI43.I (T!U;%%BV

! 包括
%*

例术后
!

年内复发的

())

患者样本数据!

';

例未复发的
())

患者样本

数据 #

0

$

" 使用
5I4I IPENIQQ/34 634Q32I Q3S9GKNI

%

+>-

算法& 对表达谱原始数据进行预处理! 然后使用

W->

分析算法筛选差异表达基因
<

基于
=?)=X

的

W->

软件
V

!本研究筛选差异表达基因的阈值为(

Y235

<S327 6DK45IVYZ;

!

[ \K2LI]8H8*

"

!"#

基因芯片的
246+,-

重注释

-SSO.I9/NP

公司的基因表达谱芯片中大量的探

针不是仅仅针对所有的已知基因 %可表达蛋白的基

因&所设计的!其还设计了大量的可检测人类基因组

中大量的未知
=WA

序列表达的探针! 而很多这些

=WA

序列现在被证明是非编码
+,-<46+,-V

!包括

246+,-

#

;;

$

"因此!本文对这部分探针进行
246+,-

重

注 释 ( %

;

& 使 用
WI[>KE

软 件 #

;!

$ 将
-SSO.I9N/P

TI4I)D/E (L.K4 TI43.I (T!U;%%-

以 及

-SSO.I9N/P TI4I)D/E (L.K4 TI43.I (T!U;%%B

共

有的探针序列在人全基因组序列%

T+)D%&FD5%&

&上

进行重新比对定位"然后!将可定位到基因组唯一位

置的探针提取出来!与
=,)^_=

数据库%

NI2IKQI !#

!

T+)D%&

&

#

#%

$中的已知
246+,-

位置进行匹配" 最终

得到
&*#

个探针可以重新注释到
0':

个
246+,-

"针

对多个探针对应到同一个
246+,-

的情况! 本研究

取所有探针其平均值作为该
246+,-

的表达值"

!"$

统计分析

为了评价差异表达
246+,-

组合对
())

术后

复发的分型! 将所有差异表达
246+,-

的几何平均

值作为
246+,-

组合的分型诊断值!用于
())

术后

复发的预测与诊断" 同时! 使用
+

语言包)

QLN\/\K2

+^)

*绘制
+^)

曲线!并计算
-U)

值!对
246+,-

组

合的分型效能进行评价"

246+,-

共表达网络(首先使用皮尔森相关计算

246+,-

与所有差异表达基因间表达值向量
R

某基因

在所有样本中的表达值
V

的相关系数!将与
246+,-

显著相关的基因定义为该
246+,-

的共表达基因
RY

+YZ8H:

!

@]8H8*V

" 而后将所有共表达的基因对使用

6O93Q6KEI

软件绘制形成基因共表达网络"

T^

与

EK9DGKO

功能富集分析(使用
_-`a_

软件 #

#'

$对基因

的功能进行富集分析%

K7bLQ9 @]8H8*

&"

!

结 果

#"!

差异表达基因与
246+,-

首先! 将
$0

个样本的
())

表达谱芯片数据进

行预处理!得到标准化的表达谱数据" 而后!为了筛

选可能与术后复发相关的基因与
246+,-

! 使用

W->

分析寻找两组样本间差异表达基因与
246+,-

#

Y235RS327 6DK45IVYZ#

!

[ \K2LI]8H8*

$" 结果共得到
%!'

个差异表达基因! 包括
!8&

个表达上调基因以及

##0

个表达下调基因" 同时!还发现
%

个差异表达的

246+,-

% 见
AKJ2I #

&! 其 中
!

个 为 表 达 上 调

%

Xa,)88%'!

!

Xa,)8808$

&!

#

个 为 表 达 下 调

%

Xa,)8#**%

&" 这
%

个
246+,-

均为基因间非编码

0*:
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=+32>?- 1@ A7>?(- /0*(>(3(>,- B(31C1(+ D,C1( E F,-)2

=<AGH""""!%!I%9 JK</""%L! /0*(>(3(>2 !M IN&H$99&OIN&9P!9NQOR %;!LP H;HH!

=<AGHHHHH!%N$$H JK</HHPH$ /0*(>(3(>2 !M !9NP99NP%O!9N&L%$!!QOR N;9!% H;HH%

=<AGHHHHH!%NI%9 JK</H9NN% /0*(>(3(>2 9HM NIINNL%HONIIPHI9%QOR H;!NL H;HH!

!"#$%& ' ()* +,- .$%/*0 12% 34500"1".56"27 89

6)* 6)%** 473+:;0

D<S

!

-1+5D<S

"#

<=< %

个
-+5D<S

术后

复发分型分析

为 了 考 察
%

个

-+5D<S

对
T//

术后复

发的的预测能力$ 首先计算
%

个
-+5D<S

在所有样

本的分型诊断值!

%

个
-+5D<S

在某样本中表达值的

几何均值"$ 然后绘制分型诊断值与术后复发的

D4/

曲线 $ 结果如
U16)*2 9

所示 $ 其
SV/

值为

H;PI%

#证明这
%

个
-+5D<S

联合诊断对
T//

预测术

后复发具有较好的效能#

<=> J+5D<S

与基因的共表达网络分析

为了进一步挖掘
%

个
-+5D<S

可能参与的生物

学功能 $ 尝试利用皮尔森相关系数定义与
%

个

-+5D<S

具有显著共表达的基因 !

WDWXH;I

$

YZH;HN

"$

结果如
U16)*2 !

所示$ 得到
%

个
-+5D<S

相关的基

因共表达网络$其中
JK</HH%L!

相关的共表达网络

中有
!#

个基因与
JK</HH%L!

显著共表达$涉及
!#%

条共表达关系%

JK</HHPH$

相关的共表达网络中有

!#

个基因与
JK</HHPH$

显著共表达$涉及
#!&

条共

表达关系%

JK</H#NN%

相关的共表达网络中有
#P

个

基因与
JK</H#NN%

显著共表达$ 涉及
$%

条共表达

关系#

分别对三个网络中的基因进行
G4

与
B,C0[,7

功能富集分析$ 结果如
\,?-2 !

所示$

JK</HH%L!

相

关的共表达网络中基因主要富集到&细胞周期'相关

的生物学功能与通路%

JK</HHPH$

相关的共表达网

络中基因主要富集到&炎症反应'与&免疫反应'相关

的生物学功能与通路%

JK</H#NN%

相关的共表达网

络中基因主要富集到&

]<S

复制与修复'相关的生

物学功能与通路#

%

讨 论

T//

术后的高复发率是影响
T//

治疗的关键

因素 (

#N

)

$因此$建立一个有效的
T//

术后评价体系

对
T//

外科治疗具有重要意义 $ 而寻找和定义

T//

术后的分子标志物是其中的关键# 目前已有大

量研究进行筛查对临床具有指导意义的分子标志

物# 而
-+5D<S

作为一个近年才被发现和证明的遗

传分子$ 已被发现参与了多种肿瘤的发生与发展过

程$ 有研究开始研究其作为一些肿瘤诊断标志物的

潜能(

#P

$

#$

)

#目前通过高通量技术$已得到大量对
T//

具有诊断潜力的
-+5D<S

$如
^<UP$L!SA9

$

]G/DN

$

(?@4* ' A)* "712%B?6"27 21 6)%** C"11*%*76"?4 *DE%*00*C 47.+:;0

" ";! ";L ";P ";& 9;"

9;"

";&

";P

";L

";!

9!AB251.151C7

A
2
+
3
1
C
1
F
1
C
7

SVD4/_";PI%

F"G$%* < A)* .2!*DE%*00"27 7*6H2%I0 12% 6)%** 47.+:;0

JK</"9NN% *2-,C2@ 5(!2`B*2331(+ +2C[(*aJK</""%L! *2-,C2@ 5(!2`B*2331(+ +2C[(*a JK</""P"$ *2-,C2@ 5(!2`B*2331(+ +2C[(*a

PP"
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'()( *+,+-+.( /0)1,23) '()( )04-(5 6780.,!9

:;<=>>%?! 5(@+,(7 13!(AB5(..23) )(,C35D EF'' =(@@ 1G1@( $ %H$IFJ"&

953K(.,(53)(!4(72+,(7 331G,( 4+,05+,23) ? LHM?FJ"?

'N =(@@ 1G1@( B531(.. MO LHO%FJM&

=(@@ 1G1@( M$ IHOOFJM&

<01@(+5 72P2.23) M! MH>IFJML

:;<=>>O>$ 5(@+,(7 13!(AB5(..23) )(,C35D EF'' =34B@(4(), +)7 13+K0@+,23) 1+.1+7(. $ MH%$FJM>

6@@3K5+Q, 5(8(1,23) ! >H>!&>!$

6),2K() B531(..2)K +)7 B5(.(),+,23) ! >H>O%$!$

'N ;)Q@+44+,35G 5(.B3).( $ !H$%FJ>$

;440)( 5(.B3).( % >H>!%?%O

6),2K() B531(..2)K +)7 B5(.(),+,23) ! >H>%>%>$

:;<=>MLL% 5(@+,(7 13!(AB5(..23) )(,C35D EF'' 65K2)2)( +)7 B53@2)( 4(,+-3@2.4 O MH!?FJ>&

*<6 5(B@21+,23) L !HM!FJ>I

R+.( (A12.23) 5(B+25 ! >H>!$!L$

'N *<6 5(B@21+,23) L LHL%FJ>$

*<6!7(B()7(), *<6 5(B@21+,23) ? MH?&FJ>O

*<6 4(,+-3@21 B531(.. L !H$%FJ>L

=(@@0@+5 +42)3 +127 -23.G),S(,21 B531(.. O $H$OFJMM

'@0,+4+,( 4(,+-3@21 B531(.. ? MHM?FJ>$

!"#$% & !'% %()*+',%(- "("$./*/ 01 -'% 2%(%/ *( -')%% $(+345 )%$"-%6 +0!%78)%//*0( (%-90):/

TU6M

!

T<V'M

!

'6TL

!

VNW6;U

等"

M&X!%

#

$其中
VNW6;U

被发现与
V==

的术后复发相关 "

!%

#

!

*'=UL

!

T<V'M

以及
'6TL

的表达与
V==

的不良预后相关 "

MI

!

!M

!

!!

#

$

遗憾的是这些研究人员发现的相关
@)1U<6

未在本

研究的探针重注释列表中发现$ 因此! 本研究的结

果不能对这些
@)1U<6

进行进一步的验证$ 不过!本

研究尝试利用基因表达谱寻找
@)1U<6

与
V==

预

后之间的关系!结果也发现
%

个与
V==

术后复发相

关的新的
@)1U<6

!

UN=

曲线分析发现其联合诊断

具有较高的灵敏度和特异性! 值得进一步的挖掘与

验证$

本研究对传统的全基因组表达谱芯片的所有探

针在全基因组层面进行重注释! 将目前新定义的大

量
@)1U<6

重新注释到芯片中$该注释方法是对传统

全基因组芯片结果中所遗漏的大量有效信息的重新

提炼$ 此外!该方法还可推广到包括
+QQG4(,52A

在内

的各种芯片品牌之中!且不仅仅局限于表达谱芯片!

还包括
T<9

芯片%

='V

芯片以及甲基化芯片等各种

平台$ 对于目前公共数据平台中所积累的大量的芯

片实验数据的重新利用具有非常好的借鉴意义$

本研究还进一步利用基因共表达网络分析探究

了 这
%

个
@)1U<6 Y:;<=>>%?!

!

:;<=>>O>$

及

:;<=>MLL%Z

可能参与的生物学功能与通路$ 功能富

集分析发现
:;<=""%?!

相关的共表达网络中基因

主要富集到&细胞周期'相关的生物学功能与通路!

提示
:;<=""%?!

可能在肿瘤细胞的增殖过程中起

重要作用!因&细胞周期'的紊乱!进一步导致肿瘤细

胞大量无限的分裂增殖"

!?

#

$

:;<=""O"$

相关的共表

达网络中基因主要富集到&炎症反应'与&免疫反应'

相关的生物学功能与通路! 提示
:;<=""O"$

可能在

肿瘤细胞的炎症与免疫中起重要作用$而许多肿瘤特

别是肝癌! 经常是由于其组织的慢性炎症转化而成!

同时&免疫逃逸'也是肿瘤细胞的基础特征之一"

!?

!

!L

#

$

:;<="MLL%

相关的共表达网络中基因主要富集到

&

*<6

复制与修复'相关的生物学功能与通路!提示

:;<="MLL%

可能在肿瘤细胞的
*<6

复制与修复中

起重要作用$已知
*<6

复制与修复机制的紊乱往往

导致细胞内基因组高频率的突变! 最终导致细胞恶

化"

!O

#

$

总之!本研究尝试对一套
V==

术后复发的基因

表达谱数据的重新注释! 将传统基因表达谱中大量

遗漏的
@)1U<6

信息重新提炼!得到
%

个与
V==

术

后复发相关的
@)1U<6

$ 且利用
UN=

曲线发现
%

个

@)1U<6

对
V==

术后复发的诊断具有较高的效能!

同时还利用基因共表达网络分析发现
%

个
@)1U<6

可能参与到多种与肿瘤发展相关的功能与通路$ 综

合上述研究结果!提示
%

个
@)1U<6

与
V==

术后复

发显著相关!可作为一种潜在的诊断标志物组合!值

OOM



肿瘤学杂志
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年第
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卷第
&

期
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得进一步的挖掘与研究!
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