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肝纤维化的发病率及死亡率均较高[1]。肝纤维化的
本质是细胞外基质（ECM）合成与降解不平衡而导致
ECM过度沉积，是肝硬化的前兆，多发生于病毒感染、

酗酒或非酒精性脂肪性肝炎等引起的慢性肝损伤后[2原3]。
肝星状细胞（HSC）是导致肝纤维化的关键细胞，肝脏受
损后 HSC被激活，基质金属蛋白酶（MMP）/MMP组织抑
制剂（TIMP）表达失衡，从而抑制 ECM降解，而过多的
ECM会破坏肝细胞结构，肝纤维化持续进展最终导致
肝硬化或肝癌。及时、有效的治疗可以逆转肝纤维化的

进展，但是目前缺少有效的治疗方法。因此，了解肝纤维

化的发生、发展机制并开发有效的抗纤维化制剂至关重

要[4原5]。随着分子生物学的快速发展，高通量基因芯片技

【摘要】 目的 对肝星状细胞（HSC）差异表达基因进行筛选及功能分析，为肝纤维化发病机制相关的分子标志物及药物靶点

提供理论基础。方法 从高通量基因表达（GEO）数据库中选取 GSE11954，利用 GEO2R进行生物信息学分析，筛选差异表达基因，

并利用 DAVID对差异表达基因进行基因本体（GO）分析、京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路分析；通过 STRING 数据库和

Cytoscape软件构建差异表达基因对应的蛋白质相互作用网络，利用 MCC算法获取具有高度连接性的关键基因。结果 对 HSC活

化组与抑制组数据的差异表达基因进行筛选，共获得 1 176个差异表达基因，包括上调基因 616个、下调基因 560个。差异表达基因主要

涉及细胞外基质 -受体相互作用，细胞周期、p53信号通路及黏着斑等信号通路，通过蛋白 -蛋白相互作用（PPI）网络和 Cytoscape软件

筛选出 10个具有高度连接性的关键基因，包括有丝分裂检查点丝氨酸 /苏氨酸激酶 B（BUB1B）、细胞周期蛋白依赖性激酶 1（CDKl）、细

胞周期蛋白 A2（CCNA2）、有丝分裂阻滞缺陷 2样蛋白 1（MAD2L1）、细胞周期蛋白 B2（CCNB2）、有丝分裂检查点丝氨酸 /苏氨酸激酶

（BUB1）、细胞分裂周期蛋白 8（CDCA8）、Aurora激酶 B（AURKB）、Ndc80复合体（NUF2）、驱动蛋白家族成员 2C（KIF2C）。结论 HSC

差异表达基因可能主要通过 ECM受体相互作用通路、黏着斑信号通路、细胞周期通路、p53信号通路来调控肝纤维化的发生、发展。

【关键词】 肝星状细胞 肝纤维化 基因芯片 生物信息学
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术已用于一些疾病基因表达谱的分析和疾病特异分子

标志物的发现，如何从中挖掘与疾病发病机制有关的信

息是当今研究的一个热点[6]。本研究通过高通量基因表
达（gene expression omnibus，GEO）数据库对 HSC 相关
表达基因进行筛选，对差异表达基因进行生物学功能和

信号通路分析，并探讨差异表达基因的相互作用规律，

了解肝纤维化发生的机制、标志物的筛选及药物靶点选

择，为预防肝硬化和肝癌的发生、发展提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 材料 在 GEO Datasets搜索框中输入检索词“liver
fibrosis”，获得 Krizhanovsky 等提交的 GSE11954芯片数
据。该研究采用商业化的离子通道芯片平台 GPL570：
[HG-U133_Plus_2] Affymetrix Human Genome U133 Plus
2.0 Array。该芯片数据包括 2例 HSC活化组、2例 HSC
抑制组的基因表达阵列数据。

1.2 差异表达基因筛选 采用 GEO2R分析 GEO数据
库中的数据，统计方法采用两独立样本 t检验。差异表
达基因需同时满足以下筛选条件：差异倍数（fold
change，FC）的对数值（logFC）＞1或＜-1和 P＜0.05。
1.3 差异表达基因的生物信息学分析 将上述两组样

本筛选出的差异表达基因上传至 DAVID进行基因本体
（gene ontology，GO）分析[包括分子功能（MF）、生物学过
程（BP）和细胞组分（CC）3个部分]、京都基因与基因组
百科全书（Kyoto encyclopedia of genes and genomes，KEGG）
通路的富集分析[7-8]。
1.4 蛋白质互作网络构建 将上述两组样本筛选出的

差异表达基因上传至 String10.0 在线分析工具（http://

string-db.org），通过对 HSC差异表达基因进行蛋白-蛋
白相互作用（protein-protein interaction，PPI）网络分析，
并利用 Cytoscape软件（version 3.4.0）构建 PPI网络，通
过 MCC算法获取连接度最高的前 10个基因作为关键
基因。

2 结果

2.1 差异表达基因筛选结果 通过对 HSC 活化组与
HSC抑制组数据的差异表达基因筛选，共获得 1 176个
差异表达基因，其中上调基因 616个，下调基因 560个，
见图 1（插页）。
2.2 差异表达基因 GO分析 将上述两组样本筛选出

的差异表达基因上传至 DAVID并进行 GO分析。上调
基因主要涉及细胞周期、细胞增殖、结合蛋白及细胞骨

架等细胞增殖调控及 ECM等生物学过程；下调基因主
要涉及体外刺激调控反应、炎症反应、细胞增殖调控及

ECM等生物学过程，前 5位的功能富集类别见表 1~2。
2.3 差异表达基因通路富集分析 差异表达基因主要

涉及 ECM受体相互作用通路、黏着斑信号通路、致心律
失常性右室心肌病通路、细胞周期通路及 p53信号通路
等，差异表达基因显著富集通路见表 3。
2.4 差异表达基因 PPI分析结果 采用 STRING10.0、
Cytoscape软件分析上述差异表达基因，通过 MCC算法
列出前 10个蛋白互作网络的中心节点（即核心基因）：有
丝分裂检查点丝氨酸/苏氨酸激酶 B（mitotic checkpoint
serine/threonine kinase B，BUB1B）、细胞周期蛋白依赖性
激酶 1（cell dependent kinase 1，CDKl）、细胞周期蛋白
A2（cyclin A2，CCNA2）、有丝分裂阻滞缺陷 2 样蛋白 1

表 1 HSC上调差异表达基因的分子生物学功能

类型

GOTERM_BP_FAT

GOTERM_BP_FAT

GOTERM_BP_FAT

GOTERM_BP_FAT

GOTERM_BP_FAT

GOTERM_CC_FAT

GOTERM_CC_FAT

GOTERM_CC_FAT

GOTERM_CC_FAT

GOTERM_CC_FAT

GOTERM_MF_FAT

GOTERM_MF_FAT

GOTERM_MF_FAT

GOTERM_MF_FAT

GOTERM_MF_FAT

生物学功能

GO:0022403~细胞周期阶段

GO:0022402~细胞周期过程

GO:0007049~细胞周期

GO:0000279~细胞周期 M期

GO:0000280~核分裂

GO:0005819~纺锤体

GO:0005856~细胞骨架

GO:0000793~染色体浓缩

GO:0070161~锚定连接

GO:0043232~细胞内非膜细胞器

GO:0008092~细胞骨架结合蛋白

GO:0003779~肌动蛋白结合蛋白

GO:0032559~腺嘌呤核苷酸结合蛋白

GO:0005524~ ATP结合蛋白

GO:0019899~结合酶

n
62

71

84

53

43

30

92

23

26

134

50

38

77

76

36

百分比（%）

1.114707

1.276519

1.510248

0.952895

0.773103

0.539374

1.654081

0.413520

0.467458

2.409205

0.898957

0.683207

1.384394

1.366415

0.647249

P值
＜0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05
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表 2 HSC下调差异表达基因的分子生物学功能

（mitotic arrest deficient 2 like 1，MAD2L1）、细胞周期蛋
白 B2（cyclin B2，CCNB2）、有丝分裂检查点丝氨酸/苏氨
酸激酶（mitotic checkpoint serine/threonine kinase，BUB1）、
细胞分裂周期蛋白 8（cell division cycle sssociated 8，CD原
CA8）、Aurora激酶 B（aurora kinase B，AURKB）、Ndc80复
合体（component of NDC80 kinetochore complex，NUF2）、
驱动蛋白家族成员 2C （kinesin family member 2C，
KIF2C），见图 2。
3 讨论

随着生物信息学快速发展，高通量基因芯片及转录

组测序技术已广泛用于人类疾病基因表达谱分析、基因

克隆和寻找疾病特异分子标志物，从分子水平探索人类

疾病治疗新靶点，对疾病诊断标志物的研究和新药研发

具有重要意义。目前，虽然肝纤维化相关研究不断开展

中，但对分子机制的探讨仍然有限。故本文旨在进一步

深入探讨肝纤维化发生、发展的分子机制，为筛选肝纤

维化的关键基因和药物治疗靶点提供一定的理论基础。

笔者主要通过利用生物信息学技术对 GSE11954芯片
数据进行分析，共筛选出 1 176个差异表达基因，其中

类型

GOTERM_BP_FAT

GOTERM_BP_FAT

GOTERM_BP_FAT

GOTERM_BP_FAT

GOTERM_BP_FAT

GOTERM_CC_FAT

GOTERM_CC_FAT

GOTERM_CC_FAT

GOTERM_CC_FAT

GOTERM_CC_FAT

GOTERM_MF_FAT

GOTERM_MF_FAT

GOTERM_MF_FAT

GOTERM_MF_FAT

GOTERM_MF_FAT

生物学功能

GO:0009611~创伤反应

GO:0032101~体外刺激调节反应

GO:0032103~体外刺激正调控

GO:0006954~炎症反应

GO:0042127~细胞增殖调控

GO:0005615~细胞间隙

GO:0044421~细胞外区域部分

GO:0000786~核小体

GO:0031988~膜囊泡

GO:0031982~囊泡

GO:0042379~趋化因子受体结合

GO:0005125~细胞活性因子

GO:0048037~辅因子

GO:0050840~ECM

GO:0016298~脂肪酶

n
50

38

77

76

36

49

56

9

30

33

7

14

16

5

9

百分比（%）

0.937636

0.370693

0.239860

0.545137

0.959442

1.068469

1.221108

0.196249

0.654165

0.719581

0.152638

0.305277

0.348888

0.109027

0.196249

P值
＜0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

表 3 HSC相关差异表达基因的 KEGG通路分析

信号通路

hsa04512:ECM-受体相互作用

hsa04510:黏着斑

hsa05412:致心律失常性右室心肌病

hsa04110:细胞周期

hsa04115:p53信号通路

数目

20

28

14

19

13

P值
＜0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

＜0.05

基因

IBSP、COL4A2、COL4A1、ITGA11、HSPG2、ITGA2、ITGB5、ITGA4、COL5A1、COL4A6、SDC2、HMMR、

ITGA6、CD44、ITGB8、COL1A1、THBS1、THBS2、FN1、SPP1

IBSP、ITGA11、ITGB5、IGF1R、RAC2、ITGB8、PPP1R12A、THBS1、PIK3R3、THBS2、AKT3、FN1、SPP1、

SHC4、COL4A2、COL4A1、ACTN1、ITGA2、ITGA4、FLNB、COL5A1、COL4A6、FLNA、CCND1、ITGA6、

COL1A1、MYLK、PARVA

SLC8A1、ITGA11、ITGA2、ACTN1、ITGB5、ITGA4、CDH2、TCF7L1、ATP2A2、ITGA6、PKP2、ITGB8、

DMD、SGCD

CDK1、SKP2、TTK、CDC20、SMAD2、ATR、PTTG1、TGFB2、CCNB1、CCND1、CDKN2A、CCNB2、MAD2L1、

CDKN2C、BUB1、BUB1B、MDM2、GADD45B、CCNA2

STEAP3、CDK1、ATR、GTSE1、CCNB1、CCND1、CCNB2、CDKN2A、RRM2、SERPINE1、MDM2、THBS1、

GADD45B

图 2 前 10个蛋白互作网络的中心节点

窑1261窑



浙
江
医
学
杂
志
社
官
方
网
站
网
址
：
ww
w.
zj
yx
zz
s.
co
m

浙江医学 2020年第 42卷第 12期

上调基因 616 个、下调基因 560 个，并通过 DAVID、
STRING进行富集分析、通路分析和蛋白质相互作用网
络分析，结果显示上调基因主要涉及细胞周期、细胞增

殖、结合蛋白及细胞骨架等细胞增殖调控及 ECM等生
物学过程；下调基因主要涉及体外刺激调控反应、炎症

反应、细胞增殖调控及 ECM等生物学过程。在 KEGG
信号通路富集分析中，笔者发现差异表达基因主要涉及

ECM受体相互作用通路、黏着斑信号通路、致心律失常
性右室心肌病、细胞周期、p53信号通路等信号通路。

目前 ECM-受体相互作用信号通路及黏着斑信号
通路已被证实参与肝纤维化的发生、发展过程[9原10]。Kumar
等[11]研究也发现，通过抑制活化 HSC的黏附复合体可
以逆转肝纤维化的进展。因此，探索对 HSC 增殖和
ECM过量产生的分子机制，有望进一步找到治疗肝纤
维化的新靶点。此外，细胞周期信号通路及 p53信号通
路也与 HSC增殖有关。Kim等[12]发现在二甲基亚硝胺
诱导的大鼠肝纤维化模型中，分离 HSC后发现实验组细
胞周期蛋白（cyclin A、cyclin B、cyclin D1）和 HSC 的活
性较对照组明显增加，表明这些蛋白可能在二甲基亚硝

胺处理后促进了 HSC的活性增殖。Nishizawa等[13]发现
重组人胰岛素样生长因子-I可诱导 HSC衰老、失活，从
而改善肝纤维化；但在缺乏衰老调节因子 p53的小鼠肝
纤维化模型中，重组人胰岛素样生长因子-I则无法诱
导 HSC衰老。因此，调节因子 p53与 HSC的增殖密切
相关。

除参与上述信号通路外，本研究从 String数据库和
Cytoscape软件分析结果显示 10 个蛋白互作网络的中
心节点，通过文献挖掘发现上述基因与疾病纤维化的发

生、发展密切相关。Konishi等[14]研究发现，CCNA2在特
发性肺纤维化组织中高表达，而内皮细胞大量凋亡，推

测 CCNA2可能通过介导肺内皮细胞凋亡参与特发性肺
纤维化的发生、发展。Sai等[15]发现抑制 CDK1后，可抑
制心脏成纤维细胞的分化和粘连（FA）复合物的形成，
从而改善心肌纤维化。Madejon等[16]发现敲除 AURKB
基因后，可增加丙型肝炎病毒的感染；当 AURKB基因
过表达时，丙型肝炎病毒感染性降低，这证实 AURKB
基因可能通过调节炎症通路影响丙型肝炎病毒的活性。

由此推测，上述基因可能与肝纤维化的发生、发展亦密

切相关，可为肝纤维化的治疗提供新方向。

综上所述，本研究通过采用生物信息学方法筛选

HSC活化组与抑制组差异表达基因，同时探索其分子
生物学功能，结果发现 HSC 差异表达基因可能主要
通过 ECM受体相互作用通路、黏着斑信号通路、细胞

周期通路、p53信号通路来调控肝纤维化的发生、发展，
但仍需通过体内外实验和临床研究作进一步分子验证。
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且可能与化疗药物本身引起的胃肠道反应有关。（4）出
现骨髓抑制的患者比例较低，可能是因为 CSM极大减
少了化疗药物进入循环系统，从而减少了骨髓抑制等严

重不良反应的发生。

综上所述，CSM DEB-TACE治疗 HCC患者具有高
的治疗应答、良好的生存获益及较低的不良反应率，此

外年龄、双叶肿瘤、静脉侵犯、BCLC C期和传统 TACE
史是患者预后较差的独立预测因素。
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