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摘要院目的 生物信息学方法分析肝细胞癌渊HCC冤中差异表达的 lncRNA尧miRNA和mRNA并构建相关调控网络遥方法 采用R

软件分析癌症基因组图谱渊TCGA冤数据库中 374例 HCC组织与 50例癌旁组织中差异表达的基因袁FunRich软件分析差异表达

miRNAs的转录因子袁FunRich软件结合 Starbase和MiRDB数据库分析miRNAs的靶基因袁预测的靶基因与差异表达的 mRNAs

进行交叉匹配曰通过基因本体渊GO冤和京都基因与基因组百科全书渊KEGG冤对 mRNAs和 miRNAs进行功能富集分析曰使用

STRING数据库和 Cytoscape软件构建蛋白-蛋白互作图渊PPI冤曰Starbase数据库分析 miRNAs的上游 lncRNAs袁Cytoscape软件构

建 lncRNA-miRNA-mRNA调控网络遥 结果 共筛选出差异表达的 lncRNAs 2850个尧miRNAs 38个尧mRNAs 4455个曰38个差

异表达的 miRNAs预测到 201个转录因子袁其中 EGR1差异最显著曰预测得到的 mRNAs与差异表达的 mRNAs取交集获得 286

个候选靶基因袁与差异表达的 miRNA-mRNA匹配后袁最后筛选出交叉表达负调控的 miRNAs 12个和 mRNAs 108个曰GO分析

显示 38个 miRNAs生物过程渊BP冤主要参与血管内皮细胞和增殖迁移的调节袁分子功能渊MF冤主要涉及 mRNA结合参与转录后

基因沉默曰108个mRNAs的 BP主要涉及胚胎器官发育尧MAP激酶活性的调节袁MF主要参与 DNA结合转录激活物活性曰KEGG

通路中miRNAs主要参与对癌症的作用袁mRNAs主要调节干细胞多能性遥 12个 miRNAs的上游 lncRNAs 221个袁 与差异表达

lncRNAs交叉匹配后获得交叉表达负调控的 miRNAs 2个和 lncRNAs 5个袁 与匹配的 mRNAs构建 lncRNA-miRNA-mRNA

的调控网络遥 结论 通过生物信息学对 HCC中差异基因和关键基因进行分析袁筛选出差异表达的 lncRNAs 5个尧miRNAs 2个尧

mRNAs 108个袁成功构建了 lncRNA-miRNA-mRNA的调控网络袁为阐明肝细胞癌的早期诊断和预后监测标志物提供依据遥
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Abstract：Objective To analyze the differentially expressed lncRNA, miRNA and mRNA in hepatocellular carcinoma (HCC) by bioinformatics

methods and construct the related regulatory network.Methods The differentially expressed genes in 374 HCC tissues and 50 normal liver tissues in

the Cancer Genome Atlas (TCGA) database were analyzed by R software. Funrich software was used to analyze the transcription factors of differentially

expressed miRNAs. Funrich software combined with Starbase and MiRDB databases were performed to analyze the target genes of miRNAs, which was

cross matched with differentially expressed mRNAs. Functional enrichment analysis of mRNAs and miRNAs was performed by Gene Ontology (GO)

and Kyoto Encyclopedia of genes and genomes (KEGG). STRING database and Cytoscape software were used to construct protein-protein interaction

map. The upstream lncRNAs of miRNAs were analyzed by Starbase database, and the regulatory network of lncRNA-miRNA-mRNA was constructed
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）是世

界上常见的恶性肿瘤之一，占原发性肝癌的 75%~

85%。GLOBOCAN的最新统计数据显示[1]，2020年全

球 HCC新发病例达 91万，死亡病例 83万，分别居

肿瘤新发病率第 6位、死亡率第 3位；我国人口占世

界的 18%，但新发病例占全球的 45%。HCC的发生

发展过程复杂，是一种异质性较高的癌症，大多数发

现时已是中晚期，错过了手术的最佳时间且预后较

差，其 5年总生存率只有 12%[2]。因此，寻找 HCC发

展过程中有效的靶点和信号通路并进行相应干预，

对延缓 HCC的进展或者逆转具有重要意义。研究表

明[3]，非编码 RNA（non-coding RNA，ncRNA）包括长

链非编码 RNA（long non-coding RNA，lncRNA）和微

小 RNA（microRNA，miRNA）等，其可能在 HCC的发

生发展中发挥了重要的作用。miRNAs分子由 18~25

个 bp组成的非编码 RNA，能够通过碱基互补配对

与靶基因的 3' 端非编码区（3'untranslated region，

3'UTR）特异性结合，沉默或降解靶 mRNAs从而影

响其翻译功能。lncRNAs分子是一种长度超过 200

bp的非编码核苷酸，含有 miRNAs的结合位点，可

以作为 miRNAs的“海绵”吸附 miRNAs，从而竞争性

抑制 miRNAs对靶 mRNAs的作用[4]。本研究拟通过

生物信息学方法探究癌症基因组图谱（TCGA）数据

库中 HCC组织中差异表达的基因，并构建 lncRNA-

miRNA-mRNA调控网络，为靶向诊断和治疗 HCC

提供科学依据。

1资料与方法

1.1 HCC组织中差异表达基因的筛选 利用 R软件

DESeq2包分析 TCGA数据库中 374例 HCC组织与

50例正常肝组织中 lncRNAs、miRNAs、mRNAs的表

达谱。使用 R软件 ggplot2包对表达谱数据绘制火

山图，以|Log2FC|跃1（fold change差异倍数大于 2倍）

且 约0.05作为筛选标准。

1.2 miRNAs转录因子的预测 利用 FunRich软件预

测差异表达 miRNAs的转录因子，根据其所调控的

基因数和 值进行排序，选取富集程度最显著的前

10个转录因子进行展示。

1.3 基因功能（GO）和京都基因与基因组百科全书

（KEGG）富集分析 利用 R软件 clusterProfiler包分

别分析 miRNAs、mRNAs 各基因之间潜在的影响，

并以调整后的 约0.05 为标准，进行 GO 和 KEGG

分析，分别预测其主要生物功能和参与的主要信号

通路。

1.4 miRNA-mRNA调控网络 使用 FunRich软件预

测 miRNA的候选靶基因，结合 HCC组织中差异表

达的 miRNAs 和 mRNAs的 FC值，筛选具有相互作

用的 miRNA-mRNA关系。

1.5 PPI网络构建 将筛选出的基因导入 STRING数

据库，分析蛋白之间的相互作用（protein-protein in原

teraction，PPI），并将分析结果导入 Cytoscape中，构

建可视化 PPI蛋白互作网络图。

1.6 lncRNA-miRNA-mRNA 调控网络构建 利用

Starbase数据库，预测 miRNAs的上游 lncRNAs，结

合 HCC中差异表达 lncRNAs的 FC值，筛选具有相

互作用的 lncRNA-miRNA 关系对。基于共享的

miRNAs 通过 Cytoscape 软件对 lncRNA-miRNA-

by Cytoscape software.Results A total of 2850 lncRNAs, 38 miRNAs and 4455 mRNAs were differentially expressed in HCC. The prediction of 38

differentially expressed miRNAs resulted in a total of 201 transcription factors, of which EGR1 was the most significant. 286 candidate target genes

were obtained by intersection of predicted mRNAs and differentially expressed mRNAs. The intersection of predicted mRNAs and differentially

expressed mRNAs yielded 286 candidate target genes. After matching with differentially expressed miRNA-mRNAs, 12 miRNAs and 108 mRNAs

with negative regulation of cross-expression were finally screened. GO showed that the biological processes (BP) of 38 miRNAs was mainly involved

in the regulation of vascular endothelial cell proliferation and migration, and the molecular function (MF) was mainly involved in mRNA binding and

post transcriptional gene silencing. The BP of 108 mRNAs was mainly involved in the development of embryonic organs and the regulation of MAP

kinase activity, and the MF was mainly involve the activity of DNA binding transcriptional activators. miRNAs in the KEGG pathway were mainly

involved in the role of cancer and mRNAs mainly regulated stem cell pluripotency. A total of 221 upstream lncRNAs of 12 miRNAs were screened,

and after cross matching with differentially expressed lncRNAs, 2 miRNAs and 5 lncRNAs with negative cross expression regulation were obtained,

and the regulatory network of lncRNA -miRNA -mRNA was constructed with matched mRNAs.Conclusion Through bioinformatics analysis of

differential genes and key genes in HCC, 5 differentially expressed lncRNAs, 2 miRNAs and 108 mRNAs were screened out, and the regulatory

network of lncRNA-miRNA-mRNA was successfully constructed, which provides a basis for clarifying the early diagnosis and prognostic monitoring

markers of HCC.

Key words：Hepatocellular carcinoma;Bioinformatics;Regulatory network;Differentially expressed genes
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mRNA调控网络进行可视化。

2结果

2.1差异表达 lncRNAs、miRNAs、mRNAs的筛选 利

用 R软件 DESeq2包分析 374例 HCC组织和 50例

正常肝组织中 lncRNAs、miRNAs、mRNAs 的表达

谱，根据 约0.05 和|Log2FC|跃1 的标准筛选筛选出

HCC组织中差异表达的 lncRNAs 2850个，其中上

调 2475个，下调 375个；差异表达的 miRNAs 38

个，其中上调 31个，下调 7个；差异表达的 mRNAs

4455个，其中上调 3199个，下调 1256个，见图 1。

2.2转录因子-miRNA调控网络 利用 FunRich软件

对 38个差异表达 miRNAs进行转录因子预测，共得

到 201 个转录因子，根据其所调控的基因数和 P

值，选取富集程度显著的前 10个转录因子进行展

示，见图 2，其基本信息见表 1，前 10个转录因子分

别为EGR1、SP1、NKX6-1、POU2F1、LHX3、SP4、MEF2A、

ARID3A、MSX2、HOXA9。

2.3 miRNAs的 GO 和 KEGG 富集分析 对 38 个差

异表达的 miRNAs 进行 GO 和 KEGG 功能富集分

析，其生物过程主要涉及血管内皮细胞迁移的调节、

血管内皮细胞增殖调控与新生血管生成、内皮细胞

增殖的调节、血管内皮细胞增殖与新生血管生成；分

子功能主要涉及 mRNA结合参与转录后基因沉默、

RNA 聚合酶域复合物结合、RNA 聚合酶核心酶结

合、基础转录机制结合；KEGG 分析主要富集于

miRNAs在癌症中的作用，见图 3。

注：A：lncRNAs火山图；B：miRNAs火山图；C ：mRNAs火山图

图 1 差异表达基因的火山图

A B C

图 2 差异表达 miRNAs转录因子的预测
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2.4 miRNA-mRNA调控网络 通过 FunRich软件预

测差异表达的 38个 miRNAs的下游靶基因，共得到

1530个靶基因，然后与差异表达的 4455个 mRNAs

取交集获得 286个候选靶基因，见图 4。通过 Star原

base 和 MiRDB 数据库比对分析，获得 14 302 对

miRNA-mRNA，与差异表达的 miRNA-mRNA匹配

后，最后筛选出交叉表达负调控的 12个 miRNAs和

108个 mRNAs作为后续研究对象。

2.5 108个 mRNAs的蛋白 PPI调控网络及富集分析

利用 STRING数据库和 Cytoscape软件构建筛选出

的 108个基因的 PPI网络，见图 5。图中节点代表

mRNAs，有相互作用关系的 mRNAs之间有连线，共

有 44个节点和 134条边；节点越大、颜色越深则介

数中心度越大，边的粗细代表连接评分，边越粗，

mRNAs间的互作关系越大。

2.6 108个 mRNAs的 GO与 KEGG富集分析 利用

GO功能分析筛选出的 108个 mRNAs的生物功能，

生物过程主要涉及肌肉适应、MAP 激酶活性的调

节、胚胎器官发育、蛋白丝氨酸/苏氨酸激酶活性的

正调控；分子功能主要涉及 MAP激酶酪氨酸/丝氨

酸/苏氨酸磷酸酶活性、MAP激酶磷酸酶活性、激酶

调节活性、DNA结合转录激活物活性和 RNA聚合

转录因子

EGR1

SP1

NKX6-1

POU2F1

LHX3

SP4

MEF2A

ARID3A

MSX2

HOXA9

相关描述

早期生长反应因子 1（early growth response 1）

转录因子 Sp1（Sp1 transcription factor）

NK6同源框 1（NK6 homeobox 1）

POU2类同源框 1（POU class 2 homeobox1）

LIM同源框 3（LIM homeobox 3）

转录因子 Sp4（Sp4 transcription factor）

肌细胞增强因子 2A（myocyte enhancer factor 2A）

AT富含互作域 3A（AT-rich interaction domain 3A）

MSH同源框 2（msh homeobox 2）

同源框 A9（homeobox A9）

调控基因数

453

814

220

307

188

518

256

184

72

121

富集倍数

1.55

1.25

1.72

1.53

1.71

1.31

1.53

1.62

2.30

1.82

表 1 差异表达前 10名转录因子的基本信息

图 3 差异表达 miRNAs的 GO和 KEGG功能富集分析

图 4 差异表达 miRNAs的下游靶基因与

差异表达 mRNAs的韦恩图

图 5 108个 mRNAs的蛋白互作网络图
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酶域特异性。KEGG富集分析 108个 mRNAs参与的

信号通路，主要涉及调节干细胞多能性的信号通路、

催乳素信号通路、MAPK信号通路、EGFR酪氨酸激

酶抑制剂耐药性，见图 6。

2.7 构建 lncRNA-miRNA-mRNA 调控网络 利用

Starbase数据库，分析筛选出的 12个 miRNAs的上

游 lncRNAs共 221 个，结合差异表达 lncRNAs的

FC 值，筛选出 5 对 lncRNA-miRNA，包括 2 个

miRNAs（miR-23A和 miR-146B）与 5个 lncRNAs

（GAS5、MCM3AP -AS1、LINC00173、KCNQ1OT1、

SNHG7）；结合筛选出的 2个 miRNAs的与组织中差

异表达 mRNAs 的 FC 值，共匹配 42 对 miRNA-

mRNA（包括 40个 mRNAs）。通过 Cytoscape软件对

lncRNA-miRNA-mRNA调控网络进行可视化处理，

见图 7。

注：A：GO和 KEGG分析弦图；B：GO和 KEGG分析柱状图

图 6 108个 mRNAs的 GO和 KEGG富集分析图

A B

图 7 HCC组织中 lncRNA-miRNA-mRNA的调控网络
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3讨论

HCC是由肝细胞恶性病变引起的癌症，患者发

现时大多数已是中晚期，具有发病隐匿、进展快、易

耐药、预后差以及易复发等特点，且现有的治疗效果

并不理想[5]。因此寻找开发有效的 HCC诊断和预后

的生物标记物具有重要意义。越来越多的研究表明，

lncRNAs和 miRNAs等非编码 RNAs与 HCC的发病

密切相关。LncRNA n339260通过降低 miR-30e-5p

的表达使 TP53INP1的表达增加，从而促进肝细胞癌

的进展[6]。LncRNA ZEB1-AS1通过调节 miR-1224-

5p/MAP4K4轴，调节持续沙眼衣原体感染中线粒体

介导的HeLa细胞凋亡[7]。抑制 lncRNA GAS6-AS2通

过调节 miR-136-5p/OXSR1轴能够在体外和体内水

平减轻败血症相关的急性肾损伤[8]。然而在 HCC中

尚没有报道完整的 lncRNA-miRNA-mRNA 调控网

络，因此深入研究 lncRNAs和 miRNAs在 HCC发生

发展中的作用及调控机制具有重要意义。

已有研究表明，转录因子调控 miRNAs的表达，

且这些转录因子在 HCC的发病过程中具有重要的

调控作用。本研究预测了调控 HCC 中差异表达

miRNAs的上游转录因子共 201个，根据 值筛选

出差异显著的前 10个转录因子分别为 EGR1、SP1、

NKX6-1、POU2F1、LHX3、SP4、MEF2A、ARID3A、

MSX2、HOXA9，其中 EGR1差异最明显。EGR1是一

种转录因子，可能参与肿瘤细胞的增殖、侵袭和转移

以及肿瘤血管生成，与癌症的发生和发展密切相

关 [9]。有报道表明[10]，EGR1可能以转录因子方式调

控 hsa-miR-146b的表达。EGR1在 miR-195的上游

启动子区有结合位点，且调控 miR-195 的表达，

EGR1可抑制 miR-195/AKT3轴并抑制胃癌细胞凋

亡[11]。EGR1还能够通过负调控 miR-491-5p促进细

胞增殖、生长和迁移，并抑制细胞凋亡，从而抑制胃

癌的进程[12]。因此，研究转录因子对 miRNAs的调控

作用可在系统层次上对疾病的发生提供理论依据。

近年来，伴随着高通量测序技术的发展产生了

大量的基因数据，这为进一步研究 HCC的发生发展

及预后监测提供了有力的基础。本研究首先分析

TCGA数据库中差异表达基因的表达谱，得到的差

异表达的 lncRNAs 2850 个、miRNAs 38 个、mRNAs

4455个。对 38个差异表达的 miRNAs进行 GO和

KEGG功能富集分析，显示主要涉及血管内皮细胞

迁移和增殖、新生血管生成、内皮细胞增殖的调节等

生物过程，mRNA结合参与转录后基因沉默等分子

功能，且 KEGG分析显示这些 miRNAs主要在癌症

中发挥作用。通过 FunRich软件预测得到的 miR原

NAs靶基因与差异表达的 mRNAs交叉匹配，对筛

选出的 108个 mRNAs进行 GO分析发现，主要在胚

胎器官发育、MAP激酶活性的调节等生物学过程富

集，DNA结合转录激活物活性和 RNA聚合酶域特

异性、激酶调节活性等分子功能富集。KEGG分析发

现，靶基因参与的信号通路主要涉及调节干细胞多

能性的信号通路、MAPK信号通路等。因此可以得出

在 HCC中差异表达的 mRNAs 其生物功能主要与

细胞增殖、形态分化和细胞迁移有关。同样地，在

PPI 网络的 Top 10 基因中 KLF4、NRG1、FOSB、

MAP2K1也参与了上述生物学功能以及相关信号通

路。研究发现[13]，miR-146B通过靶向 KLF4 调节肝

星状细胞活化。NRG1是鳞状细胞癌分化的关键调

节因子，抑制肿瘤细胞角化和终末鳞状分化并促进

肿瘤细胞增殖[14]。TGF-茁1通过诱导 FOSB促进前列

腺癌细胞迁移和侵袭 [15]。CircRNA ZFR 通过上调

MAP2K1促进 HCC的增殖[16]。

本研究寻找与 miRNAs相匹配的上游 lncRNAs

和下游 mRNAs构建 HCC中 lncRNA-miRNA-mR原

NA的调控网络，其中包含 2 个关键的 miRNAs

（miR-23A、miR-146B）以及与其匹配的 5个 lncR原

NAs（GAS5、MCM3AP-AS1、LINC00173、KCNQ1OT1、

SNHG7）和 40个 mRNAs（ROBO1、LIN28B等）。研究

表明[17]，miR-23A是 HCC中下调最显著的 miRNA，

可能是改善肝癌患者索拉非尼反应性的潜在靶点。

miR-146B通过靶定 PTP1B抑制胃癌细胞的增殖并

促进其凋亡[18]。miR-146B通过 NF-资B（核因子 资B）

途径靶向 TLR4（Toll样受体 4），抑制胆囊癌肿瘤的

发生和转移[19]。以上研究表明，miR-23A、miR-146B

具有抑制肿瘤的作用。此外，lncRNA GAS5 靶向

miR-23A抑制 CCl4诱导的肝纤维化 [20]。LncRNA

SNHG7 通过调节 miR-146B-5p/ROBO1 轴促进胰

腺癌进展[21]。LncRNA SNHG17通过抑制 miR-23A-

3p来调节 CXCL12介导的血管生成，从而促进结直

肠腺癌细胞的增殖和迁移 [22]。LncRNA KCNQ1OT1

通过 miR-146A-5p/ACER3 轴抑制 HCC的放射敏

感性并促进肿瘤发生[23]。

综上所述，lncRNA-miRNA-mRNA调控网络的

构建，有望阐明 HCC的发生发展机制，为 HCC的临
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床诊断和预后监测提供有价值的标记物。但是

lncRNA-miRNA-mRNA 调控网络的功能以及各差

异基因的功能，还有待通过体内外实验和临床实验

进一步证实。
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