
肝细胞癌（!"#$%&'"(()($* '+*,-.&/+，011）是肝

癌中最常见的原发性恶性肿瘤，占肝癌病例的 23!"

43!

567。在世界范围内每年约有 486 999 例 011 新

增病例和 24: 999例死亡病例5:7。乙型肝炎病毒（!"##

$%-%-; < =-*);> 0<?）和丙型肝炎病毒（!"#+%-%-; 1=-*);>

01?）是导致 011发展的重要原因5@7。病毒诱导的发

病机制涉及多种机制，例如 0<?ABCD 整合进入宿

主遗传系统、BCD甲基化以及氧化应激58E37。肝脏慢性

疾病是由于病毒通过各种受体介导的机制持续进
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入宿主细胞而导致的，这些机制包括感染免疫防御

控制中心、病毒抑制抗原呈递、选择性免疫抑制、病

毒基因表达下调和病毒突变能够通过识别 !"# 抗

原使病毒特异性 $ 细胞功能失效等%&'。尽管 !"# 和

!(# 引起的病毒性肝炎与 !(( 高度相关，但仍有

一些非病毒因素可诱发 !(( 的发生和发展，如糖

尿病、酒精滥用、心血管疾病、肝脏炎症、肥胖、血脂

异常和非酒精性脂肪性肝病（)*)+,-*.*,/- 0+112 ,/345

6/74+74，89:;<）等%=>?'。

如果在早期发现，!(( 患者可以得到良好的治

疗，主要的治疗手段是手术切除或者肝移植%@A'。但是，

大多数 !(( 患者都在晚期才得到确诊，此时已经

无法进行有效的手术治疗，转而采取化疗的方式破

坏癌细胞并抑制癌细胞的增殖，治疗效果不尽如人

意%BB'。综上所述，!(( 治疗的关键是及早发现、及时

诊断和手术治疗。然而目前，!(( 仍然缺少最为有

效的肿瘤标志物。临床应用的肿瘤标志物阳性率尚

无法令人满意，误诊情况屡有出现。为此，本研究结

合生物信息学和临床检验方法，筛选出 !(( 中两

个最为重要的靶点基因，然后构建了诊断模型，并且

在临床样本中进行一对一精确验证。该研究丰富了

!((的早期诊断，为该疾病的研究提供了理论基础。

! !"#$%

BCB !"#$%& 数据源 !(( 患者样本数据获

取自 $(D9（1.4 -+)-45 E4)*F4 +1,+7）数据库。本项目

下载了 $(D9 数据库中 GH& 例 !((的 FI89数据，

GH& 例样本中包含 JGA 例癌症样本和 K& 例配对癌

旁样本。$(D9 数据库链接为：.11L7MNN1-E+O6+1+C)-/C

)/.CE*3N1-E+N。本实验使用 I语言中的 46E4I包分析

不同组之间差异表达的基因（6/00454)1/+,,2 4PL547746

E4)47Q <RD7），以对数转换后的差异表达倍数

（;*EH:(）的绝对值SB 和!TAUAV 为标准进行筛选。

BUH '()*+,

BUHUB 蛋白质O蛋白质相互作用（WWX）网络和核心基

因的识别 本项目利用 Y$IX8D（.11L7MNN715/)EO6ZU

*5EN，3457/*) BBUA）分析蛋白质的功能联系及蛋白质

的相互作用，保留综合得分大于等于 AUG的相互作用

对。用 (21*7-+L4（.11L7MNN-21*7-+L4U*5ENQ 3457/*) JU=UH）

可视化 WWX 网络。(21*7-+L4 软件中的 [(\<R 插件

识别显著的聚类模块，以 [(\<R 7-*54 S H 为阈值

进行筛选。

BUHUH 功能富集分析 用I语言的 -,]7145W5*0/,45包

做D\（E4)4 *)1*,*E2）（包括 Z/*,*E/-+, L5*-477、F*,4-]!

,+5 0])-1/*)和 -4,,],+5 -*FL*)4)1）及 ^RDD（_2*1* 4)!

-2-,*L46/+ *0 E4)47 +)6 E4)*F47）通路富集分析，以 !T

AUAV为标准筛选显著富集的 D\和 ^RDD通路。

BUJ Y;(=9BB - ((<(BG ./01

BUJUB 研究对象 回顾性分析天津医科大学肿瘤医

院 HABK 年 B 月OHAB? 年 BH 月经病理确诊的 !((

患者。纳入标准：所有病例均经病理证实；有完整的

影像学检查资料；未经放化疗。排除标准：存在其他

肿瘤病史；存在其他肝脏慢性疾病。

本研究经本院伦理委员会批准（̂ `HABK(H=K），

并与患者或家属签署知情同意书。根据以上标准，

将试验对象分为两组：!(( 阳性患者为 !(( 组，共

B?V 例，其中男性 BBG 例，女性 KB 例；!(( 阴性正常

人群为对照组，共 BA=名，其中男性 &A名，女性 G=名。

BUJUH R;XY9检测 Y;(=9BB（7*,]14 -+55/45 0+F/,2 =

F4FZ45 BB）和((<(（(*/,46O-*/, 6*F+/)O-*)1+/)/)E）

BG 浓度测定采用 R;XY9 双抗体夹心法，具体操作

严格按照试剂盒说明书进行（试剂盒选自 9Z-+F 公

司）Q本项目的待测样品提取自外周血。为了减少待

测人群冻存后细胞数量和检测因子受损严重情况，

影响指标检测，本项目样本采用新鲜提取的外周血，

分批次对待测人群进行检验，最终的数据进行统一

整理。标准品的稀释与加样：在酶标包被板上设标

准品孔 BA孔，在第一、第二孔中分别加标准品BAA F;，

然后在第一、第二孔中加标准品稀释液 VA !;，混

匀；以此类推，逐步稀释，最终稀释后各孔加样量都

为 VA !;，浓度分别为 HG !Ea;、B& !EN;、K !EN;、

G !EN; 和 H !EN;；加样：分别设空白孔（空白对照孔

不加样品及酶标试剂，其余各步操作相同）、待测样

品孔。在酶标包被板上待测样品孔中先加样品稀

释液 GA !;，然后再加待测样品 BA !;（样品最终

稀释度为 V 倍）。将样品加于酶标板孔底部，尽量

不触及孔壁，轻轻晃动混匀。温育：用封板膜封板后

置 J="温育 JA F/)。配液：将 JA倍（GK$的 HA倍）浓

缩洗涤液用蒸馏水 JA 倍（GK$ 的 HA 倍）稀释后备

用。洗涤：小心揭掉封板膜，弃去液体，甩干，每孔加

满洗涤液，静置 JA 7 后弃去，如此重复 V 次，拍干。

加酶：每孔加入酶标试剂 VA !;，空白孔除外。进一

步温育和洗涤。显色：每孔先加入显色剂 9 VA !;，

再加入显色剂 " VA !;，轻轻震荡混匀，J="避光显

色 BV F/)。终止：每孔加终止液 VA !;，终止反应（此

时蓝色立转黄色）。测定：以空白调零，GVA )F 波长

依序测量各孔的吸光度（\< 值）。测定应在加终止

液后 BV F/) 以内进行。

BUG 23456 采用 RP-4, HABJ 软件建立数据

库，Y9Y ?UG 和 YWYY B?UA 统计软件进行数据分析。

对连续性变量进行正态分布检验，符合正态分布的

张萃萃，等U基因表达谱分析肝细胞癌的特征基因!
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变量以 !"# 表示，采用 !"! #$% 中的 !"#$%&'( (%)( 方

法用于数据比较。!&'$() 为差异有统计学意义。

! !"

*+, !"#$%&'()*+ 为了消除批次误

差效应，本项目首先对芯片原始数据进行标准化

（图 ,"）。-%( 例 .// 样本和 01 例癌旁样本进行基

因差异化分析结果显示：%)% 个基因表现出显著性

差异，可列为 2345，其中上调基因 *-% 个，下调基

因 **' 个（图 ,6）。

*$* ,-()*+ 通过基因富集分析，差异表达

基因主要集中在 789:;<=>?@8 A?B<7CD:8=8E>;: ?7>8:<=!

>?;7 通路中（图 *"）。FFG 网络筛选出针对 .// 发展

最重要的 ,( 个基因，其中 !H/I",, 和 //2/,% 排

名最靠前，意味着这两个基因在 .// 形成中的重

要性最高（图 *6）。

*+- !H/I",, . //2/,% /0*+ 与对照组相

比，.// 组 !H/I",, 浓度显著升高；//2/,% 浓度

亦有明显提高。以发现的正常最高值作为检测标准，

!H/I",, 和 //2/,% 针对 .// 检测阳性率达到标

准（表 ,）。

" #$

.// 治疗效果主要取决于早期精确诊断、及时

的手术治疗以及有效的预后预测模型。然而，目前

临床上该恶性肿瘤尚缺乏令人满意的临床标志物。

甲胎蛋白（<AEJ< K8>;E:;>8?7，"LF）是目前全世界应

用最广泛的 .// 肿瘤标志物，诊断 .// 的敏感度

为 -#M"1)M，特异度为 I1M"#%M。其敏感度和特

异度均不令人十分满意，尤其在具有小肿块的.// 早

期阶段，0(M的患者血清 "LF 并未见明显升高。近

几年 .// 的基础和临床研究也提出了若干新型肿

瘤标志物N,*O。例如高尔基体蛋白 I-（B;AB? E:;>8?7 I-，

4FI-）和甲胎蛋白异质体 -（<AEJ< K8>;E:;>8?7DH-，

"LFDH-）等。4FI- 在正常人的肝细胞中表达量极

低或者不表达，而在 .// 患者血清中明显升高，然

而有诸多报道证实肝炎和脂肪肝患者中也存在着

4FI- 水平显著升高。"LFDH- 是"LF 异质体的一

种。"LFDH- 为肝癌细胞特有，当临界值设为 ,(M"

,)M 时，约 ,P- 的小肝癌（#- =Q）患者血清 "LFDH-

阳性；而$,)M时，"LFDH- 的敏感度为 I)M"#1$#M，

特异度为 #(M"#*M。然而有文献对于"LFDH-在.//

诊断方面有效性的报道却不一致，一项纳入 ,* 篇

文章的 R8>< 分析指出"LFDH- 比 "LF 有更高的特

异度，但敏感度较低 N,-O。基于这些事实，有必要寻

找更有效、更可靠的 .// 临床标志物。

本研究对 S/4" 中 .// 样品和癌旁对照样品

进行了差异表达基因分析，以揭示潜在的关键性差

异基因。实验从 -%( 个癌症样本和 01 个相邻对照

样本中筛选了 %)%个差异基因，其中高表达的*-%个，

低表达的 **(个。这些差异基因主要集中在神经活性

配体D受体通路中。H?9 等N,%O实验证明神经活性配体D

受体通路与 .// 相关，因为诸多在人肝中表达的

基因参与神经活性配体D受体相互作用途径。另外，

TJ<; 等N,)O发现，肝癌的早期、中期和晚期都存在神

经活性的配体D受体相互作用。因此，该途径在 .//

进展中似乎很重要。

本项目确定了若干个有显著表达差异的基因，

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

+,- # (.,/0121 34 53.56.78,723. 438 $%&'(## ,.9 &&)&#*+!"$,

组别 !H/I",,（7BUQH） //2/,%（EBUQH）

.// 组 I($,*%,%$-(

V

1$,I%*$-,

V

对照组 *-$,*%I$,, *$,-%($0%

( 1$,I )$-)

! &($((, &($((,

阳性率（M） 0($*( 10$0(

注：.//：肝细胞癌；与对照组相比，V!&($()

" 6

注W "：数据进行标准化的结果；6：差异表达基因的火山图谱，横

轴表示差异表达的倍数，纵轴表示DA;B,(（错误发现率），蓝点表示基

因上调，红点为下调

- # :&&&./01234567

;2< # (.,/0121 34 9244686.72,//0 6=>861169 <6.61 2. :&& 5,.568

1,?>/61 ,.9 ,9@,56.7 7211A61

注W"：显著富集的 I 条 X344 通路；6：通过 FFG 网络构建筛选

出的重要性排名前 ,( 的基因

- ! BCDD8967!"& EEF:;<=>?@45

;2< ! G61A/71 34 BCDD 6.825H?6.7 ,.,/0121 ,.9 2?>387,.7 <6.61

15866.69 -0 EEF .67I38J
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其中最为突出的两个基因是 !"#$%&& 和 ##'#&(，

这为将来的研究提供了非常有价值的起点。

!"#$%&&是广泛存在于肝细胞膜上面的特异性离子

进出通道，之前有报道称其在 )##存在差异性表达。

!"#$%&& 在 )## 中的差异性表达可能与 )## 变异

细胞中特定改变的分子信号有密切联系*+,-。##'#卷

曲螺旋结构域结构基因，其表观遗传的改变已经证

实与包括鼻咽癌、胰腺癌、前列腺癌在内的多种恶性

肿瘤息息相关。其在 )##中的作用尚未明了*&$-。

总体而言，本项目全面揭示 )## 的差异性基

因图谱，并且提出了两个可行的创新临床肿瘤标志

物，为 )## 临床诊断和治疗提供了新的思路。本研

究为单中心研究，样本量有限，尚存在一定的局限

性。为了使 !"#$%&& 和 ##'#&. 作为 )## 特异性

的标志物广泛地应用于临床检验，未来还需要进行

多中心、大样本量研究。
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文题原则上不能使用缩略语，文中应尽量减少缩略语。公认的缩略语在文中可以直接使用。未公布的名词术语，请按照如下

规则进行缩写：原词过长且在文中出现 F 次以上者，可在第一次出现时写出全称，并在括号内写出缩略语。不超过 G 个汉字的名

称不宜使用缩略语，以免影响文章的可读性。

缩略语
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/"K!%

)/

)K\

)_%0;
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K#f

中文名称

美国糖尿病协会

电子计算机体层扫描

酶联免疫吸附试验

苏木素1伊红

人类免疫缺陷病毒

糖化血红蛋白

风险比

重症监护治疗病房

缩略语

BUK

B9'A%

WU

`#U

`/Q

U24019=?2 `#U

UQ1`#U

b)W

中文名称

磁共振成像

线粒体 'A%

优势比

聚合酶链反应

正电子发射断层摄影术

实时定量聚合酶链反应

反转录聚合酶链反应

世界卫生组织
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