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通过竞争性内源RNA调控网络筛查肝细胞癌预后相关分子

王拓，吴文娟，杜明丽，赵磊，李桂香（兰州大学 第二医院 肿瘤中心，甘肃 兰州 730030）

[摘 要] 目的：通过构建肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）的竞争性内源RNA(competing endogenous RNAs，ceRNA）

调控网络，寻找与HCC发生发展及预后相关的分子。方法：从TCGA数据库下载HCC转录组数据，通过“Perl”语言处理转化得

到mRNA、lncRNA和miRNA的表达谱矩阵。通过“Edge R”包提取3种RNA的差异表达基因（differential expression genes，DGEs），

其阈值为|log FC|>2.0且P<0.01。通过数据库比对得到差异 lncRNA-差异 miRNA、差异 miRNA-差异 mRNA关系对，导入至

Cytoscape软件构建ceRNA调控网络图。整理3种DGEs相关的生存数据，通过“Survival”包及Kaplan-Meier Plotter分析软件进行

生存分析，绘制DGEs的生存曲线，分析获取预后相关基因。结果：成功构建HCC的 lncRNA相关 ceRNA调控网络，通过该网络

分析DGEs间的相互作用和调控关系，获取 3条 lncRNA-miRNA-mRNA调控关系对，其中 1条调控通路（CCDC26-hsa-mir-141-

EPHA2）符合 ceRNA理论。预后分析显示，14个mRNA高表达组患者生存率低于低表达组，可作为HCC不良预后的生物标志

物；1个 lncRNA（TSPEAR-AS1）和2个mRNA（CPEB3和PROK2）低表达组患者生存率低于高表达组（P<0.05或P<0.01），可能是

HCC的保护性基因。结论：通过HCC lncRNA相关的 ceRNA调控网络筛查到高表达的14个mRNA可能为HCC不良预后相关

分子，低表达的1个 lncRNA和2个mRNA可能为HCC良好预后相关分子，研究结果为HCC治疗和预后测评提供了参考依据。
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Screening prognosis-related molecules in hepatocellular carcinoma by competing
endogenous RNAs regulatory network

WANG Tuo, WU Wenjuan, DU Mingli, ZHAO Lei, LI Guixiang (Department of Cancer Center, the Second Hospital of Lanzhou

University, Lanzhou 730030, Gansu, China)

[[Abstract]] Objective: To identify the molecules related to the occurrence, development and prognosis of hepatocellular carcinoma

(HCC) by constructing ceRNA regulatory network of HCC. Methods: Data of HCC transcription group were downloaded from TCGA

database. We processed the original data into expression matrix of mRNA, lncRNA and miRNA via Perl language. DGEs of RNA and

microRNA were extracted and analyzed from the“Edge”package of R language with the threshold of (|log FC| >2.0 and P<0.01).

Through the database comparison, the relationship pairs of different lncRNAs-different miRNAs, different miRNAs-different mRNAs

were obtained, and then imported them into the Cytoscape software to construct the ceRNA regulatory network diagram. The sur‐

vival data of three DGEs were collected and analyzed by“survival”package and Kaplan Meier plotter analysis software. The sur‐

vival curves were drawn and the genes were obtained by survival analysis. Results: The lncRNA related ceRNA regulatory network

of HCC was successfully constructed. Three regulatory pairs of lncRNA-miRNA-mRNA were obtained by analyzing the interaction

and regulatory relationship between DGEs via ceRNA network. Among them, one regulatory pathway (CCDC26-hsa-mir-141-EPHA2)

was in accordance with ceRNA theory. The prognostic analyses showed that the survival rate of patients with high expression of 14

mRNAs was lower than those with low expression, which could be used as biomarkers of adverse prognosis of HCC. The survival rate

of patients with low expression of 1 lncRNA (TSPEAR-AS1) and 2 mRNA (CPEB3 and PROK2) was lower than those with high

expression, which may be the protective gene of HCC. Conclusions: Through screening of HCC lncRNA related ceRNA regulatory

network, 14 mRNAs with high expression may be the relevant molecules related to poor prognosis of HCC, while 1 lncRNAand 2 mRNAs

with low expression may be the molecules related to good prognosis of HCC, providing reference for HCC treatment and prognosis
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evaluation.
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HCC是原发于肝细胞的恶性肿瘤，占所有肝癌类

型的80%以上，是我国以及亚洲最常见的恶性肿瘤之

一，在世界范围内位于全部恶性肿瘤死因的第3位[1]。

肝癌进展快速和致死率高的原因之一是对肝癌发生发

展的分子机制还了解甚少，寻找新的分子靶点以及开

发新的治疗药物对肝癌的早期诊断和治疗乃至延长患

者的生存期意义重大。竞争性内源RNA（competing

endogenous RNAs，ceRNA）通过竞争性结合 miRNA

在基因转录后水平上参与调控靶基因，是 2011年

PANDOLFI等[2]人提出的一种假说。miRNA通过靶向

结合mRNA抑制mRNA的翻译或诱导mRNA降解[3]，

某些 lncRNA 可以与 miRNA 的靶基因竞争性结合

miRNA，作为miRNA的“海绵”减弱其介导的靶向抑制

作用[2,4]。lncRNA-miRNA-mRNA调控模式与肿瘤的发

生发展密切相关，然而，lncRNA相关的ceRNA调控机

制在HCC中作用的研究进展缓慢。本研究通过TCGA

数据构建肝细胞癌 lncRNA的ceRNA网络，并通过生存

分析，筛查与HCC不良预后相关的生物标志物，以期为

HCC的早期诊断和靶向治疗提供依据。

1 材料与方法

1.1 数据来源及处理

通过 TCGA 数据库下载包括 HCC 转录组的

Manifest数据、Metadata数据的424个文件，利用TCGA

数据库的GDC-client下载工具，在DOS环境下输入

下载命令下载原始数据 Cart 文件，将每个样本的

Counts文件从Gene Expression Quantification原始数

据文件夹中解压后提取，通过运行Perl脚本得到原始

数据的矩阵文件。通过Ensembl网站下载“Homo_sa‐

piens.GRCh38.84.chr.gtf.gz”文件，利用Perl语言脚本

将已获得的基因表达谱中的基因名Ensembl ID转换

为gene symbol，得到mRNA基因表达谱矩阵，再利用

“Perl”脚本从mRNA的表达矩阵中提取得到 lncRNA

的表达矩阵。采用类似的方法下载miRNA的原始数

据并整理为miRNA的表达矩阵。

1.2 研究方法

利用R语言的“Edge R”包提取mRNA和miRNA

的差异表达基因（differential expression genes，DGEs）

进行差异分析，设置阈值为 |log FC|>2.0 且 P<0.01。

根据 ceRNA 理论即 lncRNA 与内源性 mRNA 竞争

性结合 miRNA 及 miRNA 靶基因的预测来确定候

选 lncRNA-miRNA竞争对[5]。分别将差异 lncRNA与

miRcode数据库作比对，通过miRTarBase、TargetScan

和miRDB 3个数据库进行miRNA靶基因的比对后

得到miRNA的靶基因，将差异mRNA与差异miRNA

取交集，由此获得差异 lncRNA-差异miRNA与差异

miRNA-差异mRNA的关系对。将关系对数据导入

至Cytoscape软件，构建共表达基因网络图。整理 3

种RNA DGEs相关患者的生存数据，通过R语言的

“Survival包”进行DGEs的生存预后分析，绘制生存

曲线。

1.3 统计学处理

采用R软件（3.5.1版本）及相关R软件包（“Edge

R”包、“Survival包”）、“Perl”脚本对数据进行分析处

理。对于连续变量采用 t检验比较两独立样本组间

的表达差异，对于分类变量的差异统计采用卡方

检验或 Fisher 确切概率法。检验水准以P<0.05或

P<0.01（双尾）表示有统计学意义。

2 结 果

2.1 HCC组织中mRNA、miRNA和 lncRNA差异表

达状况

本研究共纳入来自TCGA数据库共 409个样本

的mRNA转录组数据（正常肝组织样本 50个，HCC

样本359个）、425个样本的miRNA数据（正常肝组织

样本50个，HCC样本375个）表达谱及临床数据相关

的HCC患者。应用 t检验和 Fisher确切概率法等差

异基因筛选方法得到 HCC 组织与正常肝组织间

mRNA 差异基因 1 987 个（其中上调 1 781 个，下调

206 个），miRNA 差异基因共 126 个（其中上调 123

个，下调 3 个），lncRNA差异基因 1 070个（其中上

调 1 013 个，下调 57 个），详见图 1、2。图 1 为 3 种

RNA差异基因在HCC组和正常肝组织组表达的聚

类热图，横坐标为不同的样本，纵坐标代表不同的基

因，红色代表表达高于平均水平的基因，绿色代表低

于平均水平的基因，黑色代表平均表达水平的基因。

图2为3种RNA差异基因分别在HCC组和正常肝组

织组表达分布的火山图，纵坐标 logFC的正与负代表

基因的上调或下调，横坐标-log10（FDR）值越大，代表

基因表达的差异越显著。

2.2 相互间交集的差异表达 lncRNA、miRNA 和

mRNA

通过miRcode数据库与差异 lncRNA作比对筛选

出与差异miRNA有关的 lncRNA 75个、差异miRNA

16个，通过miRTarBase、TargetScan和miRDB数据库

进行miRNA靶基因比对得到miRNA的靶基因，将差
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异mRNA与差异miRNA的靶基因取交集得到 36个

mRNA，将 3 种差异基因作用对总结置于表 1，用以

ceRNA调控网络构建。图3为差异mRNA和miRNA

的靶基因交集后的韦恩图。

图1 3种差异RNAs的表达热图（从A到C依次为mRNA、lncRNA、miRNA）

Fig.1 Heat map of DEGs of three different RNAs (from A to C in turn: mRNA, lncRNA, miRNA））

图2 HCC组和正常肝组织组的3种差异RNAs表达的火山图（从左到右依次为mRNA、lncRNA、miRNA））

Fig.2 Volcanic maps of DGEs of three RNAs in HCC group and normal tissue group (from A to C in turn: mRNA, lncRNA, miRNA)

表1 3种差异表达基因比对列表

Tab.1 Comparison list of DGEs of three RNAs

RNA type

mRNA

lncRNA

miRNA

Intersection and comparision of the DGEs

CPEB3 CCNB1 EPHA2 E2F1 RRM2 KIF23 SHCBP1 CEP55 E2F7 PROK2 CBX2 SERPINE1

CCNE1 CLSPN HOXA10 CCNE2 CDC25A NETO2 HOXA3 RET ITGA2 ACSL4 SOX11

FOXF2 NPTX1 MDGA1 ELAVL2 IL11 GLUL HOXA9 HOXC13 AXIN2 HOXC8 SALL3

SLC22A6 SERTM1

LINC00392 HOTAIR CCDC26 ERVMER61-1 LINC00160 MIR137HG BPESC1 DSCR10

LINC00462 LINC00494 SRGAP3-AS4 TSPEAR-AS1 SACS-AS1 GPC6-AS1 LINC00316

LINC00322 AL589947.1 AC009121.1 CLRN1-AS1 DLX6-AS1 MYLK-AS1 AC114489.1

AC012640.1 AC073352.1 HOTTIP AC011453.1 AP000553.1 CRNDE GDNF-AS1 ERVH48-1

PVT1 LINC00491 GRM5-AS1 RMST AC040173.1 NOVA1-AS1 LINC00485 LINC00519

LINC00200

hsa-mir-141 hsa-mir-424 hsa-mir-205 hsa-mir-508 hsa-mir-373 hsa-mir-519d hsa-mir-183 hsa-

mir-216a hsa-mir-182 hsa-mir-217 hsa-mir-506 hsa-mir-184 hsa-mir-96 hsa-mir-216b hsa-mir-

137 hsa-mir-372
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图3 差异mRNA和miRNA的靶基因的韦恩图

Fig.3 Wynn diagram of differentially expressed mRNA and

target genes of miRNAs

2.3 反映3个DGEs相互作用和调控关系的LceNET

的构建

LncRNA介导的 ceRNA网络基于汇集共表达的

竞争性 lncRNA-mRNA对构建而成，并使用Cytoscape

软件进行可视化展示 [6] ，计算包括“度”在内的

lncRNA 相 关 的 ceRNA 网 络（lncRNA-associated

ceRNA network，LCeNET）的拓扑特征，其中“度”被

定义为一个节点和其他节点之间联系的程度。本研

究中，度排列在前10%的节点即被确定为中心。lncRNA

表达下调，从而减少了对 miRNA 的吸附作用，使

miRNA 表达上调，继而加强了对靶基因的降解（图

4A）。图 4B是在图 4A原始网络图基础上调整后的

LCeNET，更加直观地反映了网络拓扑特征及相互调

控关系。由图4B可以看出，lncRNA的下调减少了对

miRNA的吸附作用，使 miRNA 表达上调。图 5为

lncRNA、miRNA、mRNA的程度分布及相互作用图，

进一步展示了基因间具体的相互作用关系。表 2显

示了 LCeNET 子网络中 lncRNA、miRNA、mRNA 间

的调控关系，构建成 3 个 lncRNA-miRNA-mRNA 关

系 对 ：CLRN1-AS1-hsa-mir-205-ACSL4，CCDC26-

hsa-mir-205-ACSL4，CCDC26- hsa-mir-141-EPHA2。

A: Original ceRNA network; B: The ceRNA network after adjustment according to the regulation relationship of lncRNA-microRNA-

RNA. Round node: mRNA; Diamond node: lncRNA; Square node: miRNA; Red: Up-regulated; Blue: Down-regulated

图4 lncRNA相关的ceRNA网络（（LCeNET））

Fig.4 lncRNA-related ceRNA network（（LCeNET））

2.4 DGEs和HCC患者预后的关系

通过R语言的“Survival”包进行差异基因和相应

患者的生存分析（图6），发现以下基因的高表达组和

低表达组患者的生存曲线差异有统计学意义：

CBX2、CCNB1、CCNE1、CCNE2、CDC25A、CEP55、

CLSPN、E2F1、E2F7、RRM2、SHCBP1、HOXC8、

KIF23 和 SOX11 等 14 个 mRNA 的表达水平与 HCC

的不良生存预后呈正相关，2 个 mRNA（CPEB3 和

PROK2）及 1 个 lncRNA（TSPEAR-AS1）的表达水平

与HCC的不良生存预后呈负相关。

3 讨 论

随着 ceRNA串扰机制的发现，miRNA及其 ceRNA

靶点形成了复杂的 ceRNA调控网络[7]。lncRNA作为

一种潜在的 ceRNA，与miRNA及mRNA之间复杂的

串扰关系存在于HCC增殖、浸润、转移等发生发展进

程中的每一个步骤中[8-10]。本研究基于 TCGA 数据

库，利用TCGA RNA测序数据分析了 HCC组织中

lncRNA的表达谱，发现数千个与癌旁正常肝组织存

在表达差异的 lncRNA，通过HCC患者的 lncRNA和

mRNA表达谱，结合miRNA靶向作用生成 ceRNA调

控网络，发现“CCDC26-hsa-mir-141-EPHA2”调控通

路符合 ceRNA调控机制，即CCDC26在HCC中表达

下调减少了对 hsa-mir-141 的吸附作用，使 hsa-mir-

141的表达上调，加强了对靶基因EPHA2的降解作用。

为确定HCC 的潜在预后标志物，对差异 lncRNA、

miRNA及mRNA相关的HCC患者分别进行生存分

析，共发现有14个mRNA、1个 lncRNA和2个mRNA
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与HCC患者生存预后密切相关。

lncRNA作为miRNA的“海绵”能抑制miRNA的活

性，lncRNA表达失调能发挥致癌基因或抑癌基因作用。

CCDC26 是本研究发现的“CCDC26-hsa-mir-141-

EPHA2”ceRNA调控通路中的lncRNA，作为hsa-mir-141

的ceRNA通过调节靶基因EPHA2参与了HCC的发病。

CCDC26是位于染色体8q24上的 lncRNA，为视黄酸依

赖性调节剂，HIRANO等[11]报道过表达的CCDC26通过

调节KIT基因的表达能促进髓系白血病细胞生长。在

实体肿瘤中，PENG等[12]认为CCDC26可能是胰腺癌的

致癌基因，单因素和多因素分析结果提示CCDC26表达

上调还与胰腺癌的不良预后相关。在胶质瘤中，WANG

等[13]发现CCDC26的表达水平在组织和细胞系中均明

显上调，与促进胶质瘤的生长和转移相关，其促癌作用

主要通过靶向miR-203实现。尽管CCDC26作为一种

致癌基因促进肿瘤的发展已在多种恶性肿瘤中证实，

然而CCDC26在HCC中的作用机制仍不明确。本研究

通过生物信息分析方法发现了CCDC26的调控靶点之

一miR-141，为了解其作用机制提供了有效的研究思路，

值得进一步实验加以验证。TSPEAR-AS1是本研究中

发现的HCC高表达组和低表达组生存预后间存在显著

性差异的 lncRNA。ZHANG等[14]构建了舌鳞状细胞癌

lncRNA相关的ceRNA网络，最终鉴定了包括TSPEAR-

AS1在内的10个 lncRNA作为舌鳞状细胞癌潜在的预

后生物标志物。本研究的生存曲线提示TSPEAR-AS1

可能是HCC的保护性基因，目前尚未有TSPEAR-AS1

在HCC中的相关研究报道，对其作用机制的研究有望

为HCC的诊断及治疗提供指导作用。

Round node: mRNA; Diamond node: lncRNA; Square node: microRNA. Red: Up-regulated; Blue: Down-regulated

图5 ceRNA网络图中 lncRNA、miRNA、mRNA的相互连接程度及相互作用

Fig.5 Connectivity and interaction among lncRNA, miRNA and mRNA in ceRNA network

表2 lncRNA、miRNA、mRNA间调控关系表

Tab.2 Regulatory relationships among lncRNA, miRNA and mRNA

LncRNA down-regulated

CCDC26

CLRN1-AS1

CCDC26

miRNA up-regulated

hsa-mi-141

hsa-miR-205

hsa-miR-205

mRNA down-regulated

EPHA2

ACSL4

ACSL4
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图6 差异mRNA和差异 lncRNA相关HCC患者的生存曲线

Fig.6 Survival curve of HCC patients with differentially expressed mRNA and lncRNA

本研究所鉴定的与HCC生存预后有关的mRNA

部分参与了细胞周期的调控。CCNB1通过调控细胞

周期促进细胞增殖、肿瘤生长和肿瘤复发，CBX2在

乳腺癌、前列腺癌及卵巢癌中表达水平的上调与肿

瘤转移、进展和生存率降低显著相关[15-17]。CCNE2主

要作用为调控细胞周期G1/S间的转换，有学者观察

到在分子水平上敲除 CCNE2 后能阻止肝癌细胞

HepG2的增殖和转移[18]，但具体机制尚不明确。CC‐

NE1是细胞周期调节蛋白之一，SONNTAGE等[19]建

立了小鼠模型并发现CCNE1是HCC的重要始动因

素。我国学者发现HCC细胞中miR-675的过表达将

上调 CDC25A，促进 HCC 细胞的增殖[20]。ZHU 等[21]

人的研究发现，CDC25A是 let-7c的直接作用靶点，

let-7c能抑制CDC25A蛋白的表达，阻滞细胞从G1期

进入S期，进而抑制细胞增殖和肿瘤进展。CEP55是

影响细胞分裂的基因，在乳腺癌、肺癌、结肠癌、前列

腺癌中，CEP55的过表达与肿瘤的分期、侵袭性、转移

和不良预后显著相关，是以上肿瘤发生的生物标志

物和驱动基因[22]。E2F7作为肿瘤血管生成中的关键

基因，被认为是HCC的致癌因子[23]，但对其具体的作

用尚未有更深入的研究。研究表明SHCBP1在HCC

组织中的表达上调，细胞实验证实SHCBP1的过表达

能明显促进HCC细胞增殖，机制研究发现 SHCBP1

主要通过调控细胞外信号调节激酶ERK1/2和细胞

周期蛋白 D1 的表达发挥促进 HCC 细胞增殖的作

用[24]。XU等[25]通过对 86例HCC患者进行生存分析

发现，HOXC8的表达上调与HCC患者的不良预后相

关，可作为影响HCC患者总生存率的重要预测因子，

这与本研究结果基本一致。SOX11在多数恶性肿瘤

中被认为是一个抑癌基因，TENG 等[26]发现，血清

SOX11启动子甲基化可能作为诊断HCC的生物标志

物。MONNIER等[27]发现，随着正常肝脏组织向HCC

的逐渐演化，PROK2表达水平逐渐下调。一项肝癌

的体外实验[28]中，利多卡因作为CPEB3的介质上调

CPEB3 的表达，进而降低肝癌 HepG2 细胞的活性。

另一项研究[29]显示CPEB3是mir-452-3p的直接作用

靶点，mir-452-3p过表达负向调控CPEB3/EGFR信号

通路，沉默下游CPEB3蛋白的表达，最终促进HCC

的细胞增殖。结合本研究的生存分析，HCC 中

PROK2和CPEB3高表达组的生存率高于低表达组，

由此推测PROK2和CPEB3可能是HCC的抑癌基因。

综上，ceRNA调控机制为探索HCC的发生发展

机制提供了新的思路。本研究借助公共数据库及采

用生物信息学方法，通过构建的HCC ceRNA网络筛

选出表达失调的mRNA、lncRNA，可作为HCC患者

预后测评的关键靶基因。然而，对于 ceRNA这一复

杂的调控机制的研究尚处于理论阶段，还需要大量

的实验及临床研究加以证实，才可为HCC靶向治疗

提供理论依据。
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