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Abstract：Objective To construct a miRNA prognostic model by TCGA database to predict the prognosis of liver cancer.Methods The expression
data of miRNA and mRNA were analyzed and standardized by edgeR software package, and they were divided into two groups combined with survival
rate. Single-factor and multi-factor Cox regression analysis was used to construct three miRNAs related to significant differences in overall survival
rate, and ROC curve was used to evaluate their reliability. The target genes of miRNA were screened from miRDB, TargetScan and miRTarBase
databases, and the related mechanism was explored by GO and KEGG. The top 10 central genes were screened using Cytoscape 3.7.2 and String
databases.Results A total of 47 target genes were found to be significantly associated with survival and prognosis. ROC curve showed that the AUC of
the three groups were 0.789, 0.730 and 0.763, respectively, indicating the ability of the model to predict the prognosis of HCC patients. Regression
analysis showed that the model could independently affect the prognosis of tumors, including T staging, clinical staging and distant metastasis.
Conclusion The biological analysis models of hsa-miR-3682-3p, hsa-miR-9-5p and hsa-miR-139-5p can predict the prognosis of HCC patients
and can be used as independent prognostic factors in HCC.
Key words：Hepatocellular carcinoma;microRNA;Prognosis;TCGA

肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）是世
界上第 5 大常见的恶性肿瘤 [1]，全球发病率逐步上

升[2]。目前，手术治疗是 HCC的主要治疗方法，然而
术后 5年复发率已达 70%[3]，生存质量难以提高。到

目前为止，一些生物标志物已被证明与 HCC的发生
发展相关，但其可靠性仍存在争议。miRNA是一种
非编码 RNA，其失调会导致细胞的异常生长和生物
合成，促进肿瘤的发生发展[4]。此外，不同表达谱的

miRNA可以作为肿瘤诊断和预后的分子标志物，如
血清 miR-122 可以作为 HCC 诊断标志物之一 [5]。

Liu G等[6]已构建了 HCC的 miRNA特征预后模型，
但并没有进行验证和风险评估。本研究构建并验证

了一种新的 miRNA预后模型，旨在评估 TCGA数据

库中 HCC患者过度生存情况，探究三种 miRNA信
号的潜在生物学特征、肿瘤相关功能和信号通路，为

了解 HCC模型的分子机制提供依据，现报道如下。
1资料与方法
1.1数据下载和处理 miRNA 的表达数据如下：[病
例（373）：项目（TCGA）、项目（TCGA-LIHC）、基本位
点（肝脏）、疾病类型（腺瘤和腺癌）；档案（425）：数
据：类型（亚型表达定量分析）、类别（转录组分析）]。
mRNA表达数据如下：[病例（371）：项目（TCGA）、项
目（TCGA-LIHC）、基本位点（肝脏）、疾病类型（腺瘤
和腺癌）；档案（424）：数据：类型（基因表达定量分
析）、类别（转录组分析）]；相关临床信息（377）（数据
格式：bcr xml，数据类别：临床）。从癌症基因组图谱
（TCGA）的官方网站下载所有数据。miRNA表达数
据包含 375个癌细胞样本和 50个普通细胞样本，而
mRNA表达数据包括 374个癌细胞样本和 50个普
通细胞样本。
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1.2数据分析 所有数据分析均使用 R语言的 3.6.1
版本和相关软件包。

1.2.1差异表达 miRNA、mRNA的检测及与临床生存
时间的联合分析 根据校正后的 值标准

（ log2FC >1和（FDR）约0.05），检测出差异表达的
miRNA和 mRNA的数据，使用 R语言的边缘包进
行标准化。将所有患者生存时间数据与标准化的

miRNA和 mRNA差异表达数据相结合。
1.2.2样本分组、模型构建、评估和验证 使用 R语
言 v.3.6.1的“caret”包，将包含总生存时间和差异表
达的 miRNA数据样本，以非特异性方式分为测试组
和训练组。通过单因素 Cox回归分析对训练组进行
检验，约0.05。检验的结果通过 R语言中的“Coxph”
函数和“direction=both”函数进行多因素 Cox回归分
析。根据风险评分进行分组后，该模型通过 Log-rank
检验和 Kaplan-Meier曲线对患者生存预后进行评
估，得到中位数。使用“survivalROC”软件包评估
miRNA模型的预测能力，获得 3年依赖的 ROC曲
线，并计算曲线下面积（AUC）。
1.2.3独立预后潜力评估 使用单因素 Cox回归分析
确定 miRNA表达数据与 HCC患者总生存时间，以
及其他临床信息（年龄、性别、分级、临床分期、肿瘤

浸润、淋巴结和远处转移）之间的相关性。满足 约
0.05的变量进一步使用多因素 Cox回归进行分析，
证明其为具有独立作为预后因素的潜力。

1.2.4 三种 miRNA 的靶基因及潜在活性预测 从

miRDB、TargetScan 和 miRTarBase 三个数据库中下
载 miRNA的相关基因。使用 Perl语言进行搜索，按

照满足至少存在于两个数据库中的标准，筛选出目

标基因，并绘制韦恩图，利用 Cytoscape3.7.2确认
miRNA与其靶基因的相关性。对靶基因取交集，用
差异表达 mRNA进行处理，验证这些靶基因在 HCC
中的作用。使用 R语言的“org.Hs.eg.db”和“cluster原
Profiler”软件包对所有基因进行 GO和 KEGG富集
分析，调整后的 约0.05，Q约0.05。
1.2.5中枢基因、与生存相关基因筛选 在 String数
据库中，将中等置信度设置为 0.400，构建 PPI网络。
使用 Cytoscape3.7.2的 CytoHubb插件计算基因的度
值，筛选前 10个中枢基因。同时，采用 Kaplan-Meier
方法，以 约0.05为标准，筛选出与生存相关的基因。
2结果
2.1 miRNA和 mRNA差异表达的检测 根据以上标

准，共鉴定出 300个差异表达 miRNA，包括下调 40
个和上调 260个；6219个差异表达 mRNA，包括上
调 4870个和下调 1349个。
2.2 三种 miRNA 预后模型的构建 将原始组的

miRNA（N=371）结合总生存时间随机分为训练组
（184）和测试组（187）。训练组采用单因素 Cox回归
（ 约0.05）得到 12 个 miRNA，见表 1；对其进行多因
素 Cox回归分析，并构建模型。Kaplan-Meier方法表
明 hsa -miR -139 -5p、hsa -miR -9 -5p、hsa -miR -
3682-3p是与患者总生存时间最显著的 3 个 miR原
NA（ 约0.05），见图 1；多因素 Cox回归系数如下：
miRNA 特征性风险评分=（-0.3325伊hsa-miR-139-
5p 表达）+（0.2717 伊hsa -miR -3682 -3p 表达）+
（0.0929伊hsa-miR-9-5p表达）。

id

hsa-miR-139-3p
hsa-miR-101-3p
hsa-miR-1180-3p
hsa-miR-9-5p

hsa-miR-3682-3p
hsa-miR-139-5p
hsa-miR-9-3p
hsa-miR-6844

hsa-miR-3691-5p
hsa-miR-3677-3p
hsa-miR-301a-3p
hsa-miR-3127-5p

HR
0.731
0.707
1.326
1.134
1.451
0.689
1.145
1.358
1.313
1.428
1.331
1.331

HR.95L
0.617
0.554
1.074
1.024
1.123
0.583
1.016
1.048
1.006
1.142
1.054
1.014

HR.95H
0.866
0.902
1.637
1.255
1.874
0.815
1.290
1.759
1.715
1.785
1.681
1.746

0.000
0.005
0.009
0.015
0.004
0.000
0.026
0.021
0.045
0.002
0.017
0.039

coef

0.093
0.272
-0.333

HR

1.097
1.312
0.717

HR.95L

0.987
1.014
0.600

HR.95H

1.221
1.699
0.856

0.047
0.039
0.000

单因素回归分析 多因素回归分析

表 1 单因素和多因素回归分析的差异表达miRNA
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2.3 三种 miRNA 模型在三组中的总体生存预测分
组 采用中位数风险评分，Kaplan-Meier 曲线显
示，在比较低风险组和高风险组时，三组的 值分

别为 =1.274e-06、=7.728e-04 和 =8.834e-09，
见图 2A~图 2C）；此外，训练组的高风险组和低风
险组的 5年总生存率分别为 33.5%和 68.6%；测试
组为 28.1%和 57%；原始组为 31.6%和 62.7%。
2.4对三组中的三种 miRNA模型的评估 ROC曲线
结果显示，三组的 AUC分别为 0.789、0.730、0.763，

见图 2D~图 2F，说明了该模型预测 HCC患者生存机
会的能力。在比较这三组的两个得分时，发现高风险

得分比低风险得分的死亡率高。

2.5考虑其他临床因素时，三种 miRNA模型的独立
性 单因素 Cox回归分析表示，三种 miRNA模型与
患者总生存时间明显相关；而进一步的多因素 Cox
回归分析证明了当考虑其他临床信息时，三种

miRNA模型可以独立于总生存时间，其中包括 T分
期、临床分期以及远处转移的存在，见表 2。

注：A：hsa-miR-9-5p；B：hsa-miR-3682-3p；C：hsa-miR-139-5p

图 1 Kaplan-Meier曲线和 Log-rank检验筛选出的与 HCC患者总生存期相关的miRNA

A B C

注：Kaplan-Meier曲线：A：训练组；B：测试组；C：原始组；3年依赖曲线 AUC：D：训练组；E测试组；F：原始组

图 2 三种miRNA预后模型的验证和评估

A B C

D E F

83



论 著
第 35卷第 3期 医学信息 Vol. 35 No.3
2022年 2月 Journal of Medical Information Feb. 2022

2.6预测这 3 种 miRNA 的靶基因 结果显示，hsa-
miR-139-5p、hsa-miR-9-5p、hsa-miR-3682-3p 分
别可以检测到 642、1314和 397个重叠基因。其中，
筛选出 174个基因作为三种已鉴定的 miRNA的遗
传靶点。为了验证这些 miRNA靶基因是否参与了
HCC的进展，对上调 miRNA（hsa-miR-9-5p、hsa-
miR-3682-3p）与下调的靶 mRNA，以及下调 miRNA
（hsa-miR-139-5p）和上调靶 mRNA取交集，并进行
结果分析，最终得到了 174个基因，其中包括 88个
上调基因和 96个下调基因。
2.7 HCC相关靶基因的 GO 和 KEGG富集分析 通

过对与 HCC相关的靶基因的 GO注释，获得了 415
个结果。在这 3类研究中，BP分析主要包括对神经
元投射发育、轴突发生和中枢神经系统神经元分化

的调控。CC分析主要包括突触膜、突触后特化和突
触后膜。MF 分析主要包括磷酸酯水解酶活性、
DNA-结合转录激活因子活性、RNA聚合酶域-特异
性和酰胺结合。从 HCC相关遗传靶点的 KEGG通路
中获得了 6个结果，其中超过 5个基因主要富集在
细胞因子-细胞因子受体相互作用的信号通路中。
2.8来自 PPI网络的中枢基因和与生存相关的基因目
标 从 174个遗传靶点中筛选出 100个，构成遗传靶
点的蛋白-蛋白相互作用网络复合体，包括 114条边
和 299个节点。共筛选 10个中枢基因（ALPL、CX原
CL12、OIP5、TOP2A、AR、KPNA2、SLC7A2、DBT、
HMGB2、MAD2L1）；其中 174个基因中有 30个基因
（CDC37L、C6、C21orf91、BEND4、CEPB3、DBT、MPDZ、
HS3ST3B1、GHR、ENPEP、IL33、GPR65、NSUN6、
PCDHGC5、STARD5、PDK4、OGDHL、ST8SIA6、
RBMS3、RNASE4、ANXA10、ACADSB、ALPL、ANGPTL1、
PDE7B、ANO1、SLC7A2、NDRG2、SELP、WNT1）与生
存预后正相关，17个基因（GPSM2、EME1、COL11A1、
HOXD10、LRP12、MAD2L1、KPNA2、CHST4、HMGB2、
LAPTM4B、PLCB1、RAD54B、OIP5、TOP2A、TMC7、

KLHL23、MEX3A）与生存预后负相关。
3讨论

肝细胞癌是一种高度恶性的肿瘤，极易发生肺

（38.4%）、骨（32.6%）和淋巴结（24.6%）的转移 [7]，5
年生存率仅 18%，甚至约 20%的患者在 6个月后复
发[8]。因此，临床迫切需要寻找具有高敏感性和特异

性的生物标志物。研究显示[9]，miRNA可能成为肿瘤
生存预后的敏感生物标志物。miR-9-5p可以通过调
控 GOT1的表达来阻碍胰腺癌侵袭、增殖、谷氨酰胺
代谢和氧化还原稳态；miR-3682-3p通过靶向肝癌
中的肿瘤抑制基因 GAS8，促进 HCC 的侵袭和迁
移 [10]；而 miR-139-5p可以通过下调 SLITRK4 的表
达来影响 HCC细胞的侵袭和增殖能力 [11]。这三种

miRNA都参与了各种肿瘤的发展调控过程，可以作
为一种新的敏感生物标志物，且多种 miRNA信号比
单一的 miRNA表现出更大的优势。本研究通过单因
素和多因素 Cox 回归分析构建了 hsa-miR-3682-
3p、hsa-miR-9-5p和 hsa-miR-139-5p三种 miRNA
特征模型，与已有的研究不同，通过 miRNA分组来
验证模型的可行性。

慢性炎症可以促进癌细胞免疫逃逸，而各种肿

瘤细胞分泌的细胞因子与免疫细胞具有协同作用，

可以促进肿瘤活性[12]。Han KQ等[13]发现 CXCL1RNAi
可抑制肿瘤细胞的凋亡和生长，提示 CXCL1可能是
治疗 HCC的靶点。而生长激素可以上调小鼠肝脏中
GAL1的表达[14]，并且影响肿瘤血管的生成[15]。Bo原
guszewski CL等[16]的实验也证明了在一些动物模型

和与耐药或生长激素缺乏相关的遗传缺陷患者中，

生长激素对肿瘤发生具有一定的保护作用。为了深

入研究 HCC中三种 miRNA信号的调控机制，本研
究利用 3个数据库对模型中三种 miRNA的靶基因
进行了评估。结果显示，靶基因的信号通路结果主要

富集于细胞因子-细胞因子受体的相互作用途径以
及生长激素的合成、分泌和作用途径中。

临床特征

Age（continuous variable）
Gender（male vs. female）

Grade
Clinical stage（芋+郁 vs. 玉+域）

T stage（T3+4 vs. T1+2）

M（M1 vs. M0）

N（N1+2 vs. N0）

Three-miRNA signature

1.006
0.776
0.989
1.864
1.804
3.970
2.095
1.904

.95L
0.988
0.483
0.727
1.452
1.431
1.245
0.512
1.511

.95H
1.024
1.247
1.346
2.392
2.273
12.666
8.574
2.397

value
0.538
0.295
0.944
0.000
0.000
0.020
0.304
0.000

1.014
1.625
1.014

1.635

.95L

0.393
0.697
0.265

1.281

.95H

2.620
3.788
3.881

2.088

P value

0.977
0.260
0.984

0.000

单因素 Cox回归分析 多因素 Cox回归分析

表 2 临床特征的单因素和多因素回归分析
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为了建立调控连接 HCC的三种 miRNA模型的
关键节点，本研究共筛选出 10个中枢基因以及 47
个与生存预后相关的基因；其中 DBT、SLC7A2、
ALPL、TOP2A、MAD2L1、OIP5、KPNA2 不仅是 PPI
网络中的中枢基因，而且与患者的生存状态相关。

除 DBT基因缺乏相关研究外，SLC7A2可能成为是
乳腺癌的一个新的预后标志物，与强大的生存优势

密切相关[17]；ALPL的高表达与前列腺癌生存率较差
相关[18]；KPNA2 [11]和 OIP5[19]参与 HCC的进展及其作
用机制；TOP2A可以影响肺腺癌细胞[20]；MAD2L1在
淋巴结转移的肺鳞癌患者表达较高，参与细胞周期

的调节，可以作为非小细胞肺癌发展的预后生物标

志物[21]，这 6个基因均可以作为肿瘤的预后标志物。
提示这 7个基因可能成为 HCC新的治疗靶点，为肝
癌的治疗提供一种新的思路。

综上所述，本研究构建了能够预测 HCC预后的
miRNA模型，分组验证了该模型的预测能力，并且
验证了该模型可以作为 HCC中独立预后因素。最
后，通过预测 miRNA的遗传靶点进一步了解 HCC
的发生和进展。
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