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　　［摘要］　目的　整合生物信息学分析法鉴定出肝内胆管癌（ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＩＣＣ）
发生发展的关键通路和具有诊断价值的潜在生物学标志物。方法　从美国国立生物技术信息中心基因
表达数据库（ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｍｎｉｂｕｓ，ＧＥＯ）数据库下载 ３个高质量的肝内胆管癌基因芯片数据集
（ＧＳＥ２６５６６、ＧＳＥ３２８７９和ＧＳＥ４５００１）和ＴＣＧＡ数据库的胆管癌的高通量测序数据集。在Ｒ软件内使用
Ｌｉｍｍａ程序包筛选出差异表达基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ），采用ＣｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ程序包进
行基因本体论和京都基因与基因组百科全书富集分析，采用基因相互作用数据库检索工具（ｓｅａｒｃｈｔｏｏｌ
ｆｏｒｔｈｅｒｅｔｒｉｅｖａｌｏｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｇｅｎｅｓ，ＳＴＲＩＮＧ）对 ＤＥＧｓ进行蛋白质蛋白质相互作用（ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ＰＰＩ）网络分析，并通过Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件作图。通过ＧＥＰＩＡ工具进一步验证枢纽基因的转录表
达情况。绘制受试者工作特征（ｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ，ＲＯＣ）曲线分析评估枢纽基因对胆管癌
诊断价值。利用Ｄｉｓｅａｓｅｍｅｔｈ２．０工具评价枢纽基因的甲基化水平。结果　本研究共筛选并验证了
３８２个ＤＥＧｓ，包括９０个上调基因和２９２个下调基因。上调基因主要显著富集在ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路，而
碳代谢途径是下调基因的明显富集通路。构建了２８９个节点的ＰＰＩ网络。通过ＰＰＩ网络分析鉴定出了
６个枢纽基因：ＰＲＳＳ２３、ＬＧＡＬＳ１、ＶＣＡＮ、ＣＯＬ５Ａ１、ＩＴＧＢ１和 ＥＨＨＡＤＨ。ＲＯＣ结果显示 ６个枢纽基因都
可以区分肿瘤组织和非肿瘤组织。结论　通过整合生物信息学分析鉴定了６个枢纽基因，这些差异基
因可能是ＩＣＣ早期诊断的潜在分子生物标志物。
　　［关键词］　胆管癌；生物信息学；生物标志物；ＧＥＯ；ＴＣＧＡ
　　［中图法分类号］　Ｒ３１８．０４；Ｒ７３０．４３；Ｒ７３５．８ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　四川省卫健委科研课题普及应用项目（１８ＰＪ５６８）
［通信作者］　刘　波，Ｅｍａｉｌ：ｍｌｇｕｙ８＠１６３．ｃｏｍ

１０００５４０４／Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ ２０２１，陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循ＣＣＢＹ许可协议（　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　）

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｋｅｙ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ
ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａｂａｓｅｄｏｎｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎｄｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｒ
ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｖａｌｕｅ
ＬＩＵＢｏ１，ＦＵＴｉｎｇｔｉｎｇ２，ＧＵＯＸｉａｏｄｏｎｇ１，ＨＥＰｉｎｇ１，ＷＡＮＧＨｏｎｇｌｉｎ３　　１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＨｅｐａｔｏｐａｎｃｒｅａｔｏｂｉｌｉａｒｙ
Ｓｕｒｇｅｒｙ，２ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＮｏｓｏｃｏｍｉａｌＩｎｆｅｃｔｉｏｎＣｏｎｔｒｏｌ，ｔｈｅＴｈｉｒｄＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｅｎｇｄｕＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ
（ＣｈｅｎｇｄｕＰｉｄｕＤｉｓｔｒｉｃｔＰｅｏｐｌｅ’ｓＨｏｓｐｉｔａｌ），Ｃｈｅｎｇｄｕ，ＳｉｃｈｕａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ，６１１７３０；３ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＨｅｐａｔｏｂｉｌｉａｒｙ
Ｓｕｒｇｅｒｙ，ｔｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１６，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｔｈｅｋｅｙｐａｔｈｗａｙｓａｎｄｐｏｔｅｎｔｉａｌｂｉｏｍａｒｋｅｒｓｗｉｔｈｄｉａｇｎｏｔｉｃｖａｌｕｅｆｏｒ
ｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＩＣＣ）ｂｙｉｎｔｅｇｒａｔｉｎｇｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｗｅ
ｄｏｗｎｌｏａｄｅｄ３ｈｉｇｈｑｕａｌｉｔｙｄａｔａｓｅｔｓｏｆＩＣＣｇｅｎｅｍｉｃｒｏａｒｒａｙ（ＧＳＥ２６５６６，ＧＳＥ３２８７９ａｎｄＧＳＥ４５００１）ｆｒｏｍ
ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＯｍｎｉｂｕｓ（ＧＥＯ）ａｎｄｔｈｅｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｄａｔａｏｆｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＣＣＡ）
ｆｒｏｍｔｈｅＣａｎｃｅｒＧｅｎｏｍｅＡｔｌａｓ（ＴＣＧＡ）ｄａｔａｂａｓｅ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ（ＤＥＧｓ）ｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄ
ｕｓｉｎｇｔｈｅＬｉｍｍａｐａｃｋａｇｅｉｎＲｓｏｆｔｗａｒｅ；ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ（ＧＯ）ａｎａｌｙｓｉｓａｎｄＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆＧｅｎｅｓａｎｄ

５１９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１０）

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/



Ｇｅｎｏｍｅｓ（ＫＥＧＧ）ａｎａｌｙｓｉｓｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈＣｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒｐａｃｋａｇｅ．Ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ（ＰＰＩ）
ｎｅｔｗｏｒｋａｎａｌｙｓｉｓｏｆＤＥＧｓｗａｓｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙｃａｒｒｉｅｄｏｕｔｕｓｉｎｇｔｈｅＳｅａｒｃｈＴｏｏｌｆｏｒｔｈｅＲｅｔｒｉｅｖａｌｏｆＩｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ
Ｇｅｎｅｓ（ＳＴＲＩＮＧ）ｄａｔａｂａｓｅａｎｄｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙｖｉｓｕａｌｉｚｅｄｗｉｔｈＣｙｔｏｓｃａｐｅ．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｕｂｇｅｎｅｓｗａｓｆｕｒｔｈｅｒｖｅｒｉｆｉｅｄｂｙＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＰｒｏｆｉｌｉｎｇＩｎｔｅｒａｃｔｉｖｅＡｎａｌｙｓｉｓ（ＧＥＰＩＡ），ａｎｄ
ｔｈｅｉｒｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｖａｌｕｅｗａｓａｓｓｅｓｓｅｄｂｙｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ（ＲＯＣ）ｃｕｒｖｅ．Ｆｉｎａｌｌｙ，ｔｈｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｏｆｔｈｅｈｕｂｇｅｎｅｓｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｕｓｉｎｇＤｉｓｅａｓｅｍｅｔｈ２．０．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｉｎｔｏｔａｌ，３８２ＤＥＧｓｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄ
ａｎｄｖａｌｉｄａｔｅｄ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ９０ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄａｎｄ２９２ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ．Ｔｈｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｗｅｒｅ
ｎｏｔｉｃｅａｂｌｙｅｎｒｉｃｈｅｄｉｎＰＩ３ＫＡｋｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｔｈｅｃａｒｂｏｎｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
ｐａｔｈｗａｙ．ＡＰＰＩｎｅｔｗｏｒｋｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｗｉｔｈ２８９ｎｏｄｅｓ，ａｎｄ６ｈｕｂｇｅｎｅｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＰＰＩａｎａｌｙｓｉｓ：
ＰＲＳＳ２３，ＬＧＡＬＳ１，ＶＣＡＮ，ＣＯＬ５Ａ１，ＩＴＧＢ１ａｎｄＥＨＨＡＤＨ．ＲＯＣｃｕｒｖｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔａｌｌｔｈｅｈｕｂ
ｇｅｎｅｓｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｅｄｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓｆｒｏｍｎｏｎｔｕｍｏｒｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｓｉｘｈｕｂｇｅｎｅｓａｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙ
ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｍｏｌｅｃｕｌａｒｂｉｏｍａｒｋｅｒｓｆｏｒｅａｒｌｙｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆＩＣＣ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ；ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ；ｂｉｏｍａｒｋｅｒ；ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＯｍｎｉｂｕｓ；Ｃａｎｃｅｒ

ＧｅｎｏｍｅＡｔｌａｓｄａｔａｂａｓｅ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＰｏｐｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎａｎｄＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎＰｒｏｊｅｃｔｏｆＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｇｒａｍｏｆＳｉｃｈｕａｎＰｒｏｖｉｎｃｉａｌＨｅａｌｔｈＣｏｍｍｉｓｓｉｏｎ（１８ＰＪ５６８）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ
ａｕｔｈｏｒ：ＬＩＵＢｏ，Ｅｍａｉｌ：ｍｌｇｕｙ８＠１６３．ｃｏｍ

　　胆管癌（ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＣＣＡ）其发病率和病
死率在世界范围内呈上升趋势［１］，新近的研究将起源

于肝内或肝外胆管上皮的 ＣＣＡ分为肝内胆管癌
（ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＩＣＣ）和肝外胆管
癌［２－３］。由于早期症状不典型，不少患者是在疾病已

经处于进展期或发生转移时确诊的［４］。早期诊断对

于改善患者的预后尤为重要。然而，大多数现有标志

物诊断价值有限且特异性低［５］。探索更多对 ＩＣＣ具
有临床诊断价值的潜在生物标志物是制定有效的诊断

策略和治疗靶点的关键。微阵列和高通量测序技术已

被广泛使用探索ＩＣＣ的新的生物标志物和治疗靶点。
由于样本量、微阵列芯片平台和分析技术不同，分析结

果存在一定的差异。整合生物信息学方法［６］最近在

癌症遗传学研究领域开始广泛采用。本研究从美国国

立生物技术信息中心基因表达数据库（ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｍｎｉｂｕｓ，ＧＥＯ）获得３个高质量ＩＣＣ数据集（ＧＳＥ２６５６６，
ＧＳＥ３２８７９和ＧＳＥ４５００１），通过Ｒ软件分析ＩＣＣ组织与
癌旁组织之间的差异基因。随后，采用 ＧＯ和 ＫＥＧＧ
富集分析差异基因的潜在生物学功能和关键信号通

路。建立ＰＰＩ网络并在 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件中鉴定出枢纽
基因。通过受试者工作曲线分析枢纽基因的诊断价

值，并采用Ｄｉｓｅａｓｅｍｅｔｈ２．０工具评估枢纽基因的甲基
化水平。

１　材料与方法

１．１　分析数据集资料
　　从 ＧＥＯ数据库下载 ３个肝内胆管癌数据集
（ＧＳＥ２６５６６、ＧＳＥ３２８７９和ＧＳＥ４５００１）的基因表达谱数

据，共包括１３０个肿瘤组织样本和 ７６个癌旁组织样
本。所有数据集均符合以下标准：①所有样本均为人
体ＩＣＣ组织和癌旁组织；②使用的平台可检测至少
８０００个基因；③每个数据集包含至少１０个肿瘤和癌
旁组织。此外，从ＴＣＧＡ数据库中获得包含３３个肿瘤
样本和８个癌旁样本的 ＲＮＡ高通量测序数据。数据
集的特征如表１所示。

表１　数据集特征

数据集 肿瘤样本（例） 正常样本（例） 检测平台

ＧＳＥ２６５６６ １０４ ５９ ＧＰＬ６１０４
ＧＳＥ４５００１ １０ １０ ＧＰＬ１４５５０
ＧＳＥ３２８７９ １６ ７ ＧＰＬ６２４４
ＴＣＧＡＣＨＯＬ ３３ ８ ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉＳｅｑ

１．２　鉴别差异基因
　　在Ｒ软件中采用 Ｌｉｍｍａ程序包［７］标准化矩阵数

据，并鉴定每个数据集的肿瘤组织和癌旁组织之间的

差异基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ）。使用
ＢＨ法调整Ｐ值［８］。调整后Ｐ＜０．０５和｜ｌｏｇ２ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ｜＞
１表示基因差异具有统计学意义。
１．３　差异基因功能富集分析及蛋白互作网络构建
　　使用 Ｃｌｕｓｔｅｒｐｒｏｆｉｌｅｒ［９］进行 ＧＯ功能富集分析和
ＫＥＧＧ通路富集分析。ＳＴＲＩＮＧ（ｓｅａｒｃｈｔｏｏｌｆｏｒｔｈｅ
ｒｅｔｒｉｅｖａｌｏｆｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｇｅｎｅｓ）是一个在线生物数据库，
提供基因分析并构建蛋白质水平基因相互作用的网

络［１０］。在本研究中，我们利用 ＳＴＲＩＮＧ构建了 ＤＥＧｓ
的蛋白质－蛋白质相互作用（ＰＰＩ）网络，置信度评分≥
０．９。然后，通过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件可视化 ＰＰＩ网络［１１］。

应用分子复合物检测插件（ＭＣＯＤＥ）筛选 ＰＰＩ网络中
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的重要模块。利用 Ｃｙｔｏｈｕｂｂａ插件筛选网络中的关键
基因。此外，通过Ｃｌｕｓｔｅｒｐｒｏｆｉｌｅｒ程序包对前三个模块
中的ＤＥＧｓ进行ＫＥＧＧ通路富集分析。
１．４　枢纽基因表达验证和诊断ＲＯＣ曲线分析
　　ＧＥＰＩＡ在线数据库包含来自 ＴＣＧＡ和基因型－组
织表达数据库（ＧＴＥｘ）的９７３６个肿瘤和８５８７个正常
样本的 ＲＮＡ测序表达数据［１２］。我们利用 ＧＥＰＩＡ工
具进一步验证肿瘤组织和正常组织之间枢纽基因的

ｍＲＮＡ表达水平。进一步对枢纽基因进行受试者工作
特征曲线分析 ＲＯＣ曲线分析，通过 ｐＲＯＣ程序包［１３］

在Ｒ软件内计算 ＲＯＣ曲线下面积（ＡＵＣ），评估枢纽
基因的诊断价值。

１．５　枢纽基因甲基化相关性分析
　　Ｄｉｓｅａｓｅｍｅｔｈ２．０版（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏ－ｂｉｇｄａｔａ．ｈｒｂｍｕ．
ｅｄｕ．ｃｎ／ｄｉｓｅａｓｅｍｅｔｈ／）包含８８种疾病的３２７０１个样本
的甲基化数据［１４］。ＤＮＡ启动子的异常甲基化可引起
基因的异常表达。本研究采用 Ｄｉｓｅａｓｅｍｅｔｈ工具进一
步探索枢纽基因的甲基化状态。

２　结果

２．１　差异基因的鉴定
　　在ＧＥＯ数据库中的３个胆管癌数据集（ＧＳＥ２６５６６、
ＧＳＥ３２８７９和ＧＳＥ４５００１）中，我们共鉴定出３９９个ＤＥＧｓ，
包括１００个上调基因和２９９个下调基因（图１Ａ～Ｃ）。进
一步在从ＴＣＧＡ数据库下载的ＣＨＯＬ数据集中鉴定出
ＤＥＧｓ（图１Ｄ）。ＧＥＯ三个数据集和ＴＣＧＡ的ＣＨＯＬ数据

集分别鉴定出差异基因后，取交集共计 ３８２个ＤＥＧｓ，包
括９０个上调基因和２９２个下调基因（图１Ｅ～Ｈ）。
２．２　功能及通路富集分析
　　通过Ｃｌｕｓｔｅｒｐｒｏｆｉｌｅｒ程序包对ＤＥＧｓ进行ＧＯ功能
富集分析和ＫＥＧＧ通路富集分析。结果显示，上调的
ＤＥＧｓ的生物学过程方面主要富集在细胞外基质组
织、细胞外结构组织、细胞底物黏附等生物学过程
（图２Ａ）。相反，下调的ＤＥＧｓ的生物学过程方面主要
富集在小分子分解代谢过程、有机酸分解代谢过程、羧

酸分解代谢过程。根据 ＫＥＧＧ通路富集分析，上调的
ＤＥＧｓ主要参与 ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路和 ＥＣＭ受体相互
作用（图２Ｂ）。下调的 ＤＥＧｓ显著富集在碳代谢和脂
肪酸降解途径中。

２．３　ＰＰＩ网络、关键模块和枢纽基因分析
　　应用在线数据库 ＳＴＲＩＮＧ构建由 ２８９个节点和
５００个连接组成的ＤＥＧｓ的ＰＰＩ网络，置信度评分＞０．９
（图３Ａ）。对前三个模块内基因进行ＫＥＧＧ通路富集分
析，结果显示与过氧化物酶体途径和ＥＣＭ受体相互作用
途径显著相关（图３Ｂ）。通过 ＭＣＯＤＥ插件，参数设置
ｄｅｇｒｅｅｃｕｔｏｆｆ＝２，ｎｏｄｅｓｃｏｒｅｃｕｔｏｆｆ＝０．２，ｋｃｏｒｅ＝２，ｍａｘ
ｄｅｐｔｈ＝１００共获得１１个模块，前三个模块如图３Ｃ～Ｅ。
通 过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ的 Ｃｙｔｏｈｕｂｂａ插 件，选 择 插 件 内
ＢＥＴＷＥＥＥＮ、ＤＭＮＣ算法筛选排序靠前的基因，结合文
献进一步筛选鲜有报道的作为关键枢纽基因。筛选出

６个枢纽基因，即 ＰＲＳＳ２３、ＬＧＡＬＳ１、ＶＣＡＮ、ＣＯＬ５Ａ１、
ＩＴＧＢ１和ＥＨＨＡＤＨ。
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ＧＥＯ数据集和ＴＣＧＡ数据集中上调ＤＥＧ和下调ＤＥＧ交集的维恩图

图１　差异表达基因（ＤＥＧｓ）的鉴定
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Ａ：排名前１０位的生物学过程（ＢＰ）富集条目；Ｂ：排名前１０位ＫＥＧＧ富集通路

图２　上调差异表达基因（ＤＥＧｓ）的ＧＯ和ＫＥＧＧ富集分析
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Ａ：ＤＥＧｓ的ＰＰＩ网络；Ｂ：前三个模块基因的ＫＥＧＧ通路分析；Ｃ～Ｅ：使用ＭＣＯＤＥ方法从ＰＰＩ网络中鉴定出的前三个模块；
红色和蓝色节点分别代表上调和下调基因

图３　枢纽基因的蛋白质相互作用网络（ＰＰＩ）和关键模块分析
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２．４　枢纽基因的转录表达水平和临床诊断价值分析
　　在 ＧＥＰＩＡ工具内验证６个枢纽基因的 ｍＲＮＡ表
达水平。如图 ４所示，ＩＣＣ组织中 ＰＲＳＳ２３、ＬＧＡＬＳ１、
ＶＣＡＮ、ＣＯＬ５Ａ１和 ＩＴＧＢ１的表达显著增加，而 ＩＣＣ组
织中ＥＨＨＡＤＨ的表达水平较正常组织明显降低。通
过受试者工作曲线（ＲＯＣ）分析显示，所有的枢纽基因
都可以区分肿瘤组织和正常组织。ＰＲＳＳ２３、ＬＧＡＬＳ１、
ＶＣＡＮ、ＣＯＬ５Ａ１、ＩＴＧＢ１、ＥＨＨＡＤＨ的 ＡＵＣ值分别为：

０．８９８、０．８０３、０．９３２、０．８８３、０．８９８、１．０００（图５）。
２．５　枢纽基因甲基化相关性分析
　　采用 Ｄｉｓｅａｓｅｍｅｔｈ２．０分析 ６个枢纽基因 ｍＲＮＡ
表达水平与其甲基化状态的相关性。分析结果表明，

ＩＣＣ组织中ＰＲＳＳ２３的平均甲基化水平明显低于正常
组织（图６Ａ），而ＬＧＡＬＳ１，ＶＣＡＮ，ＩＴＧＢ１和ＥＨＨＡＤＨ
的甲基化水平较正常组织中高（图６Ｂ、Ｃ、Ｅ、Ｆ），两组
中ＣＯＬ５Ａ１的平均甲基化水平未见明显差异（图６Ｄ）。
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图４　基于ＴＣＧＡ和ＧＴＥｘ数据库的枢纽基因表达验证分析
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图５　枢纽基因诊断价值的ＲＯＣ分析
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图６　枢纽基因的甲基化分析

３　讨论

　　胆管癌是一种高度恶性肿瘤，由于胆管癌患者缺
乏特异性临床表现，大多数患者在出现症状时已处于

进展阶段或发生转移。在本研究中，我们用 Ｒ软件分
析了ＧＥＯ数据库中 ３个独立的肝内胆管癌（ＩＣＣ）数
据集以鉴别显著差异基因（ＤＥＧｓ），并在ＴＣＧＡ数据库
的ＣＨＯＬ数据集中进一步验证，共得到９０个上调基因
和２９２个下调基因。
　　本研究发现上调的ＤＥＧｓ的生物学过程方面主要
富集在细胞外基质组织、细胞外结构组织、细胞底物
黏附等生物学过程（图２Ａ）。相反，下调的ＤＥＧｓ主要
富集在小分子分解代谢过程、有机酸分解代谢过程、羧

酸分解代谢过程。研究表明，ＥＣＭ在疾病过程中发挥
关键作用，包括纤维化、心血管疾病和癌症［１５－１６］。

ＥＣＭ重塑促进并介导肿瘤细胞的迁移和侵袭［１５］。根

据ＫＥＧＧ通路富集分析，上调的ＤＥＧｓ主要参与ＰＩ３Ｋ
Ａｋｔ信号通路和ＥＣＭ受体相互作用（图２Ｂ）。下调的
ＤＥＧｓ显著富集在碳代谢和脂肪酸降解途径中。ＰＩ３Ｋ
Ａｋｔ信号通路在各种癌症中被激活，被证实参与肿瘤
转移和侵袭［１７－１８］，而 ＥＣＭ受体相互作用途径与癌细
胞增殖、侵袭和进展相关［１９］。转录调节、ＤＮＡ复制和
ＤＮＡ修复与碳代谢有关［２０］。增加脂肪酸的降解可能

有助于减弱癌细胞增殖［２１］。

　　在肿瘤组织里上调的基因中，ＰＲＳＳ２３编码一种丝
氨酸蛋白酶，在乳腺［２２］、甲状腺癌［２３］和胰腺癌等［２４］组

织中过表达。ＰＲＳＳ２３参与人胃癌的肿瘤发生和进展，

对胃癌的预后至关重要［２５］。ＬＧＡＬＳ１也被命名为
Ｇａｌｅｃｔｉｎ１（ＧＡＬ１），是β半乳糖苷结合蛋白半乳糖凝
集素家族的一员［２６］。有研究表明 ＬＧＡＬＳ１在胰腺
癌［１２］、肺癌［２７］、胃癌［２８］和ＨＣＣ［２９］中过表达，并且其表
达与肿瘤发生、侵袭、进展和血管生成拟态高度相关。

因此，ＬＧＡＬＳ１可能是一个潜在的治疗靶点。ＶＣＡＮ是
ＥＣＭ的主要成分之一［３０］，可以促进肿瘤细胞增殖、迁

移和侵袭［３１］。ＣＯＬ５Ａ１是一种参与 ＥＣＭ形成胶原的
家族蛋白［３２］。一项研究表明ＣＯＬ５Ａ１与细胞增殖、迁
移和侵袭显著相关［３３］。整合素介导细胞黏附，并在跨

膜连接至细胞骨架中发挥关键作用［３４］。ＩＴＧＢ１是整
合素的亚基之一。ＩＴＧＢ１的过表达与细胞迁移和化疗
耐药相关［３５］。ＥＨＨＡＤＨ编码过氧化物酶体双功能
酶，ＥＨＨＡＤＨ参与ＰＰＡＲ信号通路［３６］，对乳腺癌和肺

癌的发生发展至关重要［３７－３８］。

　　在本研究中采用 ＲＯＣ曲线分析证明６个枢纽基
因均能敏感、准确地区分肿瘤组织和非肿瘤组织。由

此可见，枢纽基因作为 ＩＣＣ的标志物具有较高的诊断
价值。我们利用 Ｄｉｓｅａｓｅｍｅｔｈ２．０来进一步确定 ＤＮＡ
启动子的异常甲基化模式是否引起了ＩＣＣ中枢纽基因
的异常表达。我们发现 ＥＨＨＡＤＨ呈高甲基化，
ＰＲＳＳ２３呈低甲基化，这与观察到的ＩＣＣ中这些基因的
差异表达一致。而ＣＯＬ５Ａｌ的甲基化水平在 ＩＣＣ中无
明显变化。相反，ＬＧＡＬＳ１、ＶＣＡＮ和 ＩＴＧＢ１在 ＩＣＣ中
表现为高甲基化。这些差异可能是由于其他原因所

致，如非编码ＲＮＡ和组蛋白修饰［３９－４０］。

　　综上，通过生物信息学分析的分析，本研究鉴定了

０２９ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



６个可能在ＩＣＣ发生发展中至关重要的基因和重要信
号通路。这些基因可能是诊断 ＩＣＣ的潜在分子生物
标志物。然而，还需要更多的试验研究来验证这些

结果，进一步揭示关键基因在 ＩＣＣ中的分子机制和
生物学功能。
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