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摘要院目的 使用生物信息学方法挖掘丙型肝炎病毒渊HCV冤相关肝硬化渊HCV-Cirr冤的关键基因并探索其作用机制遥方法 通过

分析数据集 GSE14323 和 GSE40744袁筛选在 HCV-Cirr 形成过程中存在表达差异的基因渊DEGs冤和 miRNA渊DEMs冤袁使用

miRnet数据库预测 DEMs的靶基因并与 DEGs取交集得到候选基因袁使用 NetworkAnalyst数据库进行基因的富集分析袁使用

STRING数据库和 Cytoscape软件构建蛋白交互网络渊PPI冤和模块分析遥 结果 共得到 66个候选基因曰GO和 KEGG通路富集

分析显示袁候选基因主要富集在对各种因素刺激的反应尧细胞外区域尧脂质结合袁并主要参与了MAPK信号通路尧粘着斑通路曰

基于 PPI 网络得到 10 个关键基因 渊MMP2尧CCL2尧JUN尧COL1A1尧CAV1尧TIMP3尧SPARC尧COL4A2尧FBN1尧FOS冤袁 均为在

HCV-Curr中表达上调 DEGs袁 其中 CAV1尧SPARC尧FBN1尧FOS为 HCV-Cirr中表达下调的 hsa-miR-192-5p 的靶基因遥

结论 最终筛选出 4个核心基因及其上游的调控 miRNA袁这些基因可能用于 HCV-Cirr的早期诊断和治疗遥
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Abstract：Objective To explore the key genes of HCV-related cirrhosis (HCV-Cirr) and its mechanism by bioinformatics.Methods By analyzing the

data sets GSE14323 and GSE40744, differentially expressed genes (DEGs) and miRNAs (DEMs) were screened during the formation of HCV-Cirr.

The miRnet database was used to predict the target genes of DEMs and intersect with DEGs to obtain candidate genes. The NetworkAnalyst database

was used for gene enrichment analysis. The STRING database and Cytoscape software were used to construct protein interaction network (PPI) and

module analysis.Results A total of 66 candidate genes were obtained; GO and KEGG pathway enrichment analysis showed that candidate genes were

mainly enriched in response to various factors, extracellular regions, lipid binding, and mainly involved in MAPK signaling pathway and focal

adhesion pathway. Based on the PPI network, 10 key genes (MMP2, CCL2, JUN, COL1A1, CAV1, TIMP3, SPARC, COL4A2, FBN1, FOS) were

obtained, all of which were up-regulated DEGs in HCV-Curr, while CAV1, SPARC, FBN1 and FOS were the target genes of hsa-miR-192-5p down-

regulated in HCV-Cirr.Conclusion Four core genes and their upstream regulatory miRNAs are finally screened out, which may be used for early

diagnosis and treatment of HCV-Cirr.
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据世界卫生组织统计，全球范围内丙型肝炎病

毒（hepatitis C virus，HCV）的感染率约为 3%，其中

有 30%的患者可能在 30 年内发展为肝硬化（HCV-

Cirr），而 HCV-Cirr 出现后，HCV 相关肝癌（HCV-

relatedhepatocellularcarcinoma，HCV-HCC）的发生率

会以每年 4%~7%的速度上升，因此对 HCV-Cirr 患

者的早期诊断和治疗是非常重要的[1，2]。HCV 感染肝

组织后，可导致宿主基因组的表达变化和基因的突

变，从而影响细胞的信号转导、氧化应激、增殖凋亡

等生物学过程，使得肝脏组织出现代谢失调、纤维化

及异常增殖等病理现象。在 HCV-Cirr 的发生、进展

过程中会有多基因参与，其中一些基因的表达改变，

会在疾病的进程中发挥决定性的作用。由于技术及

研究成本的限制，既往难以进行大规模的基因表达

分析，而随着测序技术、基因芯片技术和大数据分析

技术的发展[3]，对发现 HCV-Cirr 关键基因和这些基

因的调控机制提供了保障。本研究旨在通过生物信

息学的方法，筛选出在 HCV-Cirr 与正常肝脏组织

之间存在差异表达的关键 miRNA 和基因，为鉴定

HCV-Cirr 发生、发展过程中的关键生物标志物和潜

在的调控机制研究提供依据。

1材料与方法

1.1 数据来源 从 GEO 数据库查询包含正常肝脏组
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织和 HCV 相关肝硬化组织的基因表达谱和 miRNA

表达谱原始数据集。为保证数据集的可信度，芯片

表达数据需同时包含 HCV-Cirr 样本和正常肝脏组

织样本，总样本量逸20 且各分组需逸5。最终选择

GSE14323 和 GSE40744 数据集。GSE14323 基于

GPL571 平台，包括 41 个 HCV 相关肝硬化组织样

品，19 个正常肝脏组织样品。 GSE40744 基于

GPL14613 平台，包括 18 个 HCV 样品和 7 个正常肝

脏组织样本。

1.2 差异 miRNA、差异基因分析 将数据集中的样

本分为两组（HCV-Cirr 组 正常肝脏组织）进行

差异表达分析，使用 GEO 数据库自带 GEO2R 分析

软件，鉴定出在两组间存在差异表达的基因

（DEGs）和 miRNA（DEMs）。本研究中将探针与基

因关系为一对多或多对一的情况予以删除，将

FDR约0.01， log2FC 绝对值跃1.5 作为筛选 DEMs 或

DEGs 标准，并保留 TXT 格式的结果用于后续分析。

1.3 候选基因的筛选 miRnet 数据库（https://www.

mirnet.ca/miRNet/home.xhtml）可以提供 miRNA 和其

靶基因的查询，其数据来源于已被实验验证的

miRNA 和下游靶基因关系对 [4]。在本研究中，将

GSE40744 数据集分析得到的 DEMs 在 miRnet 数据

库中进行靶基因预测，预测采用以下标准：Organ原

ism：H.sapiens；Tissue：liver；Target：genes，将得到下

游基因与 GSE14323 数据集分析得到的 DEGs 取交

集，得到的基因作为候选基因进行进一步研究。

1.4 候选基因的富集分析 GO 分析用于注释基因，

基因产物和潜在生物现象序列的共同方法；KEGG

通路分析用于基因组序列和其他高通量数据的生物

学解释的整合数据库资源。在本研究中，使用 Net原

workAnalyst 在线软件工具（https://www.networkana原

lyst.ca/）对候选基因进行 GO 和 KEGG 通路分析[5]，

其中 GO 分析包括以下 3 个方面：生物过程（biologi原

cal process，BP）、细胞组分（cellular component，CC）

和分子功能（molecular function，MF），以 约0.01，基

因 count跃2 为选择标准。

1.5 PPI 网络构建和模块分析 STRING 数据库

（https://string-db.org/cgi/input.pl）作为目前应用最为

广泛的蛋白质相互作用检索工具，包含了 1100 多个

物种的 5200 多万蛋白质，可使用多种计算工具构建

PPI 互作关系[6]。本研究中为进一步在候选基因中获

得关键基因，使用 STRING 在线数据库构建 PPI 网

络，并使用 Cytoscape 软件（版本号 3.6.1）将其进行

可视化。而在 PPI 网络中，具有更多分度的节点被

认为是中枢基因，并被作为是具有重要生理调节作

用的核心蛋白或关键蛋白，使用 Cytoscape 软件中

的 CytoHubba 插件在 PPI 网络中进一步筛选关键

基因。

2结果

2.1 DEM 和 DEG 鉴定 按上述差异基因筛选标准，

在 GSE14323 中得到 288 个 DEGs，其中 248 个表达

上调，40 个表达下调；在 GSE40744 中得到 30 个

DEMs，其中 24 个表达上调，6 个表达下调，通过查

询 miRBase 数据库（http://www.mirbase.org/）获得

DEMs 成熟体的官方名称。基于表达情况，构建差异

分析的火山图，见图 1。

图 1 数据集中在两组间存在差异表达的基因

11

医
 学
 信
 息



生物信息学
第 36卷第 11期 医学信息 Vol. 36 No.11

2023年 6月 Journal of Medical Information Jun. 2023

2.2 候选基因筛选 按照标准，共得到 9 个 DEMs

（hsa -miR -192 -5p，hsa -miR -193a -3p，hsa -miR -

34a -5p，hsa -miR -212 -3p，hsa -miR -21 -5p，hsa -

miR-223 -3p，hsa -miR-29b -3p，hsa -miR -155 -5p，

hsa-miR-31-5p）下游的 3323 个靶基因，其中只有

hsa-miR-192-5p 为表达下调的 DEM，其余均为表

达上调的 DEMs。将预测的 DEMs 的靶基因与差异

分析得到的 DEGs 做 Venn 图，得到共有的 66 个基

因作为候选基因进行下一步分析，见图 2。

2.3 富集分析结果 使用 NetworkAnalyst 在线软件工

具对上述得到的 66 个候选基因进行富集分析，在

GO-BP 中，候选基因主要富集在对各种因素刺激的

反应、血管发育和形态结构的形成；在 GO-CC 中，

基因主要富集在细胞外区域、细胞表面、内质网腔和

基底膜；在 GO-MF 中，基因富集在脂质结合、G_ 蛋

白偶联受体结合并参与结构分子活性和细胞因子活

性。KEGG 通路分析显示候选基因主要参与了

MAPK、TNF、IL-17、雌激素信号通路传导、粘着斑、

动脉粥样硬化及糖类代谢等，见图 3。

图 2 DEMs的靶基因和 DEGs的韦恩图

注：A：GO-BP；B：GO-CC；C：GO-MF；D：KEGG 通路分析

图 3 候选基因富集分析

A B

C D
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2.4 PPI 网络构建和枢纽基因鉴定 使用 STRING

进行 PPI 网络构建，选择交互分数逸0.4，得到包含

66 个节点，99 个分度的蛋白互作网络，去除单个

基因和不在主网络的基因后采用 Cytoscape 软件进

行可视化处理，使用 CytoHubba 插件基于分度进行

核心基因选择，最终得到 10 个的枢纽基因：

MMP2、CCL2、JUN、COL1A1、CAV1、TIMP3、SPARC、

COL4A2、FBN1、FOS，见图 4。进一步分析发现，这

10 个枢纽基因在 HCV-Cirr 中均是表达上调基因，

其中仅有 CAV1、SPARC、FBN1、FOS 为 HCV -Cirr

中表达下调的 hsa-miR-192-5p 的靶基因。通过对

枢纽基因的 GO 富集分析发现，这些基因主要参与

细胞对有机物和内源性刺激的反应、分子功能的调

节、胞外结构等，KEGG 通路分析显示枢纽基因参与

糖尿病并发症中的 AGE-RAGE 信号通路、流体剪

切应力与动脉粥样硬化以及松弛素信号通路。

3讨论

慢性 HCV 感染是 HCC 发生的主要因素之一，

在 HCV 感染到 HCC 发生的过程中，比较重要的一

个阶段是 HCV-Cirr 的形成。因此，研究 HCV-Cirr

的发生、发展的分子机制具有重要意义[7，8]。在本研

究中，采用生物信息学交互分析的方法鉴定出

HCV-Cirr 的候选生物标志物和潜在的治疗靶点，将

分析得出的 DEMs 在经实验验证的数据库中查询肝

脏组织特异性的靶基因，并与分析得出的 DEGs 取

交集，得出 66 个可能在 HCV-Cirr 中发挥重要生物

学作用的基因靶点。

GO 富集分析表明候选基因参与了对各类刺激

的反应，细胞外结构的组成和相关受体的结合，这些

基因可能在 HCV 感染后，肝脏细胞在长期炎症刺激

下发生细胞变性，结构改变到出现肝脏纤维化的过

程中发挥重要的生理作用。KEGG 通路分析提示候

选基因主要参与 MAPK 信号通路和粘着斑通路，其

中 MAPK 信号在多种疾病中发挥重要作用，而在肝

硬化的疾病进展中，该通路也发挥了重要作用。

MAPK 通路不仅是肝纤维化形成的信号调节通路，

而且也可能参与了细胞的自噬，这表明 MAPK 通路

还可作为抗纤维化治疗的潜在靶点[9]。在大鼠模型

的研究表明，大鼠肝纤维化模型中，MAPK 通路激

活，经阿魏酸或和厚朴酚治疗后，MAPK 通路相关基

因表达下调，信号转导受到抑制，起到了抗肝脏纤维

化的作用[9，10]。此外，MAPK 通路激活在肝癌的发生，

发展中也有重要的生物学作用，其靶向药物有望作

为肝癌治疗的新方向[11]。

通过构建 PPI 网络，本研究确定了 10 个枢纽基

因，均为在 HCV-Cirr 中表达上调的基因，分别为 4

个上调 DEMs（hsa-miR-34a-5p，hsa-miR-21-5p，

hsa-miR-29b-3p，hsa-miR-155-5p）和 1 个下调

注：A：候选基因 PPI 网络，节点越大代表分度越大，两点间连线越粗代表交互分数越高；B：CytoHubba 插件所选择出的枢纽基因；C：核心基

因的调控网络

图 4 PPI网络和核心基因

A

B

C

MMP2
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DEMs（hsa-miR-192-5p）的靶基因。其中 CAV1、

SPARC、FBN1、FOS 为 HCV-Cirr 中表达下调的 hsa-

miR-192-5p 的下游基因，同时 SPARC、FBN1 也是

hsa -miR -29b -3p 的靶基因，FOS 也是 hsa -miR -

155-5p，hsa-miR-29b-和 hsa-miR-34a-5p 的靶基

因。CAV1 是质膜中小窝的结构蛋白，目前已被认为

是肝脏功能的调节剂，CAV1 可以调节肝脏内的脂

类和糖类代谢，参与了肝细胞的增殖过程与肝脏星

状细胞的活化过程，与胆汁淤积，肝炎，肝硬化和肝

癌的发生有关[12，13]，而且有研究表明在表达 CAV1 的

肝硬化组织更容易发生肝癌，因此可以作为包括肝

硬化和肝癌在内的多种肝脏疾病的生物标志物和治

疗靶点[14]。SPARC 编码的蛋白参与了细胞外基质的

合成并促进细胞形态的改变，与肿瘤细胞的侵袭转

移相关。目前，SPARC 在肝硬化中研究较少，少量的

研究表明 SPARC 及其家族蛋白参与了肝脏细胞的

脂肪变性和纤维化[15]，动物实验还表明 SPARC 可通

过细胞外基质的沉积和由此产生的疤痕化在肝硬化

的发病机理和进展中发挥作用[16]。基于本研究分析

所得，SPARC 在 HCV-Cirr 中的作用机制值得进一

步研究。FBN1 可编码细胞外基质成分原纤维蛋白，

这些蛋白可在人体的弹性及非弹性结缔组织中提

供结构支撑作用，在人体和大鼠模型的研究中都表

明了 FBN1 在肝脏纤维化的过程中起到了促进作

用[17，18]，通过阻止 FBN1 编码蛋白的活化，可以抑制

肝脏纤维化，作为治疗肝硬化的潜在疗法[19]。FOS 基

因家族由 4 个成员组成：FOS、FOSB、FOSL1 和

FOSL2。FOS 编码蛋白已被认为是细胞增殖，分化和

转化的调节剂，某些情况下 FOS 基因的表达也与细

胞凋亡有关。但在肝硬化疾病中，FOS 基因的研究较

少，有报道称 FOS 可通过参与竞争性内源性 RNA

相互作用网络（ceRNA）在肝硬化的免疫反应中发

挥调控作用[20]。此外，FOS 家族成员还参与了 HCC

的发生[21，22]。总之，本研究分析得出的核心基因在肝

硬化中的作用与文献报道相符，但目前为止在

HCV 相关肝硬化中的研究仍十分罕见，其与上游

miRNA 之间的调控关系也鲜有报道[23]，因此值得进

一步深入研究。

肝脏组织受到 HCV 感染，进而出现 HCV-Cirr

到最终发生 HCV-HCC，其过程涉及基因组的表达

失调，信号通路的激活或抑制以及多种生物学过程，

整合的生物信息学分析有助于研究和理解其分子机

制。通过交互分析，本研究确定了一些可能有助于

预测 HCV-Cirr 发生和发展的生物标志物，此外还

确立了一些有望用于治疗 HCV-Cirr 的信号通路和

机制。枢纽基因与上游 miRNA 之间的调节关联可

能为 HCV-Cirr 的诊断和治疗提供新的研究方向。

但值得注意的是，基因在 miRNA 调控下的表达受

到多种因素影响，本研究也发现在 HCV-Cirr 中表

达上调的多个枢纽基因同时受到上调和下调

DEMs 的调控，因此需要开展进一步的实验，将分

析得出的 miRNA 和基因在组织样本中进行表达检

测，并随后确认它们在 HCV-Cirr 诊断和分子治疗

中的实用性。
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