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基于 ＳＮＰ 共表达网络肝癌分子分型及预后分析

张思嘉，蔡　 挺，张　 顺∗

（中国科学院大学 宁波华美医院医学实验部，浙江 宁波 ３１５１００）

摘　 要：基于 ＳＮＰ 突变数据与 ｍＲＮＡ 表达谱关联分析，构建一种肝癌分子分型方法并对比不同分型预后的差异，并对不同分

型肝癌的发生发展机制进一步研究。 首先通过 ＴＣＧＡ 数据库收集 ３５９ 例肝细胞癌患者的 ＳＮＰ 突变数据和 ｍＲＮＡ 表达数据，
采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩和检验，筛选突变后差异表达基因，并通过生物信息学工具 Ｓｔｒｉｎｇ 和 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 构建差异表达基因的蛋白互作

网络，筛选连接度最高的 １０ 个 Ｈｕｂ 基因。 利用 Ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｐｌｕｓ 软件包，基于 Ｈｕｂ 基因 ｍＲＮＡ 表达水平构建 ＮＭＦ 分子

分型模型，再结合生存数据评估各分型患者的预后。 最后利用加权基因共表达网络分析（ＷＧＣＮＡ），识别与肝癌分子分型相

关的模块，并针对关键模块的基因进行通路富集，从而对不同分型肝癌的基因表达谱进行比较。 结果：ＮＭＦ 模型将肝癌分为

高危、低危 ２ 个分型，其中 ＣＤＫＮ２Ａ 和 ＦＯＸＯ１ 基因对分型贡献度高。 生存分析显示低危组患者的生存情况显著优于高危组，
高危组富集多个与肿瘤细胞侵蚀、转移、复发过程相关的信号通路，低危组则与细胞周期和胰液分泌相关。 本研究在无先验

性信息的前提下，基于突变后显著差异表达的 Ｈｕｂ 基因表达水平构建的肝癌分子分型对肝癌患者预后评估具有一定的指导

意义，其中 ＣＤＫＮ２Ａ 和 ＦＯＸＯ１ 突变是肝癌患者的不良预后因素，针对二者的靶向药研发，可能为肝癌患者提供新的治疗策略。
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　 　 肝癌是目前我国第 ４ 位常见恶性肿瘤及第 ２ 位

肿瘤致死病因，全世界每年近一半的新发和死亡病

例发生在中国［１］。 目前原发性肝癌的治疗方法虽

然很多，但肿瘤治疗的预后效果仍不理想：ＨＣＣ 首

选方法是手术切除，但由于其起病隐蔽，确诊时患者

多已中晚期，失去手术切除机会［２］。 而传统的放化

疗等手段预后较差，不良反应较多，这使目前我国

ＨＣＣ 的临床治疗充满挑战，急需新的治疗策略来改

善肝癌患者的生存质量。
肝癌发生是多因素、多步骤和受多种机制调控

的复杂过程，具有高度异质性。 目前针对肝癌的大

体分型和组织病理学分型是制定临床治疗方案，预
测判断患者的预后与转归的重要依据。 但实践表明

许多具有相同类型和相同分期的肝癌的患者应用相

似的临床治疗手段，其预后的差别很大，这与肝癌极

其复杂的肿瘤异质性密切相关。 因此迫切需要新的

分期分型指标以助力肝癌精准诊断与治疗，以提高

患者 生 存 率。 随 着 二 代 测 序 （ Ｎｅｘｔ⁃ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）技术，基因组、转录组、单细胞测序

等多组学的发展，这些技术逐渐被应用于肿瘤的发

病机制的研究以及分子分型的判断中，并为诊治手

段及预后分析提供重要信息［３－４］。 而基于肿瘤分子

异质性的个体化精准诊疗已成为未来恶性肿瘤诊疗

的发展方向：该诊疗方式将传统的肝癌临床病理分

型和分期与肝癌的分子表型相结合，对肝癌患者进

行更加细致的亚群划分，并在这一基础上将手术、放
疗、化疗、免疫治疗、分子靶向治疗等手段，按照患者

的个体化特征定制精准治疗方案，从而大幅度提高

治疗手段的针对性和治疗效果［５－６］。
单核苷酸多态性（ＳＮＰｓ）是指基因组 ＤＮＡ 序列

中由于单个核苷酸替换而引起的多态性，是最普遍

的遗传变异形式。 绝大多数 ＳＮＰ 并不影响蛋白序

列，而是通过对基因表达的调控对生物个体产生影

响［７］。 越来越多的临床研究证实，通过监测肿瘤患

者中生物标志物的 ＳＮＰ 突变、ｍＲＮＡ 及蛋白的表达

水平的异常变化，来评价预后并指导临床个体化治

疗，可提高疗效果，减轻不良反应，促进医疗资源的

合理利用［８－１０］。 本研究利用肝癌患者的转录组和

ＳＮＰ 突变数据，对样本进行分子分型并分析不同分

型间的生物学差异，有利于进一步认识肝癌发生和

进展的过程，并对肝癌的临床诊断和治疗选择以及

预后预测具有一定的参考价值。

１　 材料和方法

１．１　 数据来源

　 　 本研究涉及的 ３５９ 例肝细胞癌患者的 ｍＲＮＡ 表达

数据、单核苷酸突变数据及临床数据下载于 ＴＣＧＡ 在

线公共数据库（ｈｔｔｐｓ：／ ／ ｐｏｒｔａｌ．ｇｄｃ．ｃａｎｃｅｒ．ｇｏｖ）。
１．２　 分析方法

１．２．１　 ＳＮＰ 突变与 ｍＲＮＡ 表达谱联合分析

单核苷酸突变（ＳＮＰ）可以通过影响基因编码和

剪接影响基因表达［１１］。 本研究通过对肝癌患者

ＳＮＰ 突变数据和 ｍＲＮＡ 表达谱的联合分析，筛选出

因单核苷酸突变引起表达水平变化的差异基因，具
体实施方式如下：首先根据 ＳＮＰ 突变数据中基因是

否发生突变，将肝癌患者划分为野生型和突变型两

组，再通过 ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩和检验比较野生型和突变型

肝癌患者中的表达水平，其中表达水平存在存在显

著差异的基因作为单核苷酸突变差异表达基因（取
Ｐ＜０．０１ 为差异具有统计学意义）。 最后运用 ＫＥＧＧ
数据库通路富集和基因功能注释的信息，对单核苷

酸突变表达差异基因进行功能聚类分析和代谢途径

分析，并选取与癌症相关的单核苷酸突变差异表达

基因进行后续分析。
１．２．２　 蛋白互作网络的构建与枢纽基因的筛选

将与癌症相关的单核苷酸突变差异表达基因导

入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ． ｏｒｇ），得
到相互作用的网络节点文件，再通过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件

对蛋白 －蛋白相互作用网络 ＰＰＩ （ Ｐｒｏｔｅｉｎ － ｐｒｏｔｅｉｎ
Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ）进行可视化处理，同时用插件 ＣｙｔｏＨｕｂｂａ
对 ＰＰＩ 网络进行模块分析，选取出 １０ 个连接度最高

的 Ｈｕｂ 基因作为肝癌分子分型的潜在特征和重要

依据。
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１．２．３　 肝癌患者分子分型与预后分析

非负矩阵分解（Ｎｏｎｎｅｇａｔｉｖｅ Ｍａｔｒｉｘ Ｆａｃｔｏｒｉｚａｔｉｏｎ，
ＮＭＦ）属于双向聚类，具有良好的可解释性和数值

结果，该方法已广泛用于基因表达谱数据的癌症分

类［１２－１４］。 本 研 究 利 用 Ｒ 语 言 中 的 “ Ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ
ＣｌｕｓｔｅｒＰｌｕｓ”分析包，根据肝癌患者 １０ 个 ｈｕｂ 基因的

ｍＲＮＡ 表达量构建 ＮＭＦ 分子分型模型，聚类数 ｋ 值

取 ２～８，根据聚类效果选取具有较好聚类稳定性的

ｋ 值用于分子分型的划分，并进一步将样本的基因

表达数据和临床预后信息整合，去除生存时间小于

３０ 天的样本，再利用 Ｒ 软件中的＂ Ｓｕｒｖｉｖａｌ＂包，对不

同分子分型的肝癌患者进行 Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒ 生存分

析及 ｌｏｇ⁃ｒａｎｋ 检验，判断不同分子分型患者的生存

预后是否具有显著性差异。
１．２．４　 不同分子分型肝癌患者转录组特征对比

首先采用 Ｒ 软件的 ＤＥＳｅｑ２ 软件包，对不同分

子分型患者的基因转录组数据进行差异表达分析，
差异基因的筛选标准为：算法矫正假发现率（ＦＤＲ）
＜０．０５，差异倍数（Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ） ＞ １。 再结合样本的

分子分型分组，针对差异表达基因利用 Ｒ 软件的

ＷＧＣＮＡ 软件包进行加权共表达网络分析，具体步

骤如下：１）构建基因共表达相似性矩阵，确定软阈

值后再将相似性矩阵转换为邻接矩阵。 ２）将邻接

矩阵转换成拓扑矩阵，并采用拓扑覆盖法对差异基

因进行层次聚类，按照混合动态剪切树的方法确定

基因模块，同时绘制树状图并对基因模块进行可视

化，其中每个模块的最小基因数目为 ３０。 ３）将基因

模块与分子分型进行关联，寻找与 ２ 种分子分型最

显著相关的基因模块［１５］。 并对与分子分型相关的

基因模块中的基因利用 Ｒ 软件“Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｐｒｏｆｉｌｅｒ”包
进行 ＫＥＧＧ 富集分析，预测与 ２ 种肝癌分子分型相

关的功能和信号通路。

２　 结　 果

２．１　 单核苷酸突变差异表达基因的筛选与蛋白互

作网络的构建

　 　 通过对癌症基因组图谱（ＴＣＧＡ）数据库中获得

肝癌患者 ＳＮＰ 突变数据的统计分析，共发现 １ ９３２ 种

突变率大于 ５％的突变基因。 根据基因是否发生突

变，并通过对突变基因在突变型和野生型两组患者

ｍＲＮＡ 表达谱的差异分析，确定 ５６１ 种在突变前后的

表达水平发生显著性变化的基因作为单核苷酸突变

差异表达基因，进一步通过 Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ （ＧＯ）富集

分析进行筛选，最终共得到 ６４ 种与癌症发生发展相

关的单核苷酸突变差异表达基因。 将上述基因输入

ＳＴＲＩＮＧ 网站，导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件得到可视化 ＰＰＩ 网
络图，显示有 ５８ 个节点和 ２２０ 个边（见图 １）。 运用

ＣｙｔｏＨｕｂｂａ 插件，计算每个基因得连接度，得分最高的

前 １０ 个基因作为 ｈｕｂ 基因（见表 １）。 其中大多数核

心基因的 ＳＮＰ 突变与多种肿瘤有关，比如单核苷酸

突变引起的 ＫＲＡＳ 激活可导致多种恶性肿瘤，包括肺

腺癌、粘液腺瘤、胰腺导管癌和大肠癌；ＳＭＡＤ４ 作为

一种肿瘤抑制基因，其突变失活引起的 ＴＧＦ－β 信号

转导紊乱导致对肿瘤细胞生长抑制作用的逃逸［１６］。
ＴＳＣ２ 是常染色体基因，在体内作为抑癌基因广泛表

达［１７］。 ＳＴＫ１１ 突变导致的表达缺失已被证明是肠道

息肉综合征（ＰＪＳ）重要致病原因并与散发性的结直肠

癌直接相关［１８］。 ＴＰ５３ 基因（编码 ｐ５３ 蛋白）作为一

个重要的抑瘤癌基因，通过调控一系列信号转导通路

广泛参与了多种恶性肿瘤的发生发展，ＴＰ５３ 突变在

肝癌中有着较为明显的特征［１９］。 ＣＴＮＮＢ１ 是 Ｗｎｔ 通
路的关键成员，参与细胞间黏附以及细胞间信号传

递，与肿瘤的形成和浸润，转移密不可分［２０］。 ｍＴＯＲ
控制蛋白质合成、细胞生长和增殖，是 ＰＩ３Ｋ—Ａｋｔ—
ｍＴＯＲ 信号通路的核心基因［２１］。 对 １０ 种 ｈｕｂ 基因进

行进一步生存分析，发现共有 ７ 种 ｈｕｂ 基因与肝癌患

者生存预后显著相关。 其中高表达的 ＣＤＫＮ２Ａ、ＫＡＲＳ
是预后的危险因素，低表达的 ＦＯＸＯ１、ＣＤＫＮ１Ａ、
ＭＴＯＲ、ＳＴＫ１１、ＴＰ５３ 是预后的危险因素。 由此可见

Ｈｕｂ 基因的表达异常与肝癌患者的预后关系密切，这
些 Ｈｕｂ 基因有望成为肝癌患者早期诊断、治疗及预

后判断的重要靶点。

表 １　 蛋白质互作网络中连接度排名前 １０
核心基因及生存分析结果４

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｅｎ ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ
ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ（ ｔｏｐ ｔｅｎ ｉｎ ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｉｔｙ）

基因１ 连接度 风险率（ＨＲ 值） ２ Ｐ 值３

ＦＯＸＯ１ ３１ ０．３６ ２．３０×１０－５

ＣＤＫＮ２Ａ １３ １．６４ ５．３０×１０－ ３

ＣＤＫＮ１Ａ １８ ０．６２ ８．９０×１０－ ３

ＣＴＮＮＢ１ １５ １．１７ ３．７０×１０－ １

ＫＡＲＳ ２３ １．９９ ３．７０×１０－ ２

ＭＴＯＲ １２ ０．５２ ４．４０×１０－ ２

ＳＭＡＤ４ １７ ０．７８ １．８０×１０－ １

ＳＴＫ１１ ２５ ０．５４ ６．５０×１０－ ２

ＴＰ５３ １８ ０．６５ ２．９０×１０－ ２

ＴＳＣ２ １４ ０．７９ ２．１０×１０－ １

注： １ ） ＦＯＸＯ１： Ｆｏｒｋｈｅａｄ Ｂｏｘ Ｏ１； ＫＲＡＳ： ＫＲＡＳ Ｐｒｏｔｏ － Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，
ＧＴＰａｓｅ；ＳＭＡＤ４：ＳＭＡＤ Ｆａｍｉｌｙ Ｍｅｍｂｅｒ ４；ＣＤＫＮ１Ａ：Ｃｙｃｌｉｎ Ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
Ｋｉｎａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １Ａ； ＴＳＣ２： ＴＳＣ Ｃｏｍｐｌｅｘ Ｓｕｂｕｎｉｔ ２； ＳＴＫ１１： Ｓｅｒｉｎｅ ／
Ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ Ｋｉｎａｓｅ １１；ＴＰ５３：Ｔｕｍｏｒ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｐ５３；ＣＴＮＮＢ１：ｂｅｔａ Ｃａｔｅｎｉｎ
１；ＭＴＯＲ： Ｍｅｃｈａｎｉｓｔｉｃ Ｔａｒｇｅｔ Ｏｆ Ｒａｐａｍｙｃｉｎ Ｋｉｎａｓｅ； ＣＤＫＮ２Ａ： Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ Ｋｉｎａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ２Ａ；２）ＨＲ 值即风险率，ＨＲ＞１ 时表示该基

因的高表达是一种危险因素，ＨＲ＜１ 表示该基因的低表达是一种危
险因素；３） Ｌｏｇ Ｒａｎｋ 法比较两组患者的生存曲线是否有差异；４）１０
种 Ｈｕｂ 基因的 Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒ 生存曲线图见附录．
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图 １　 突变后表达显著差异的癌症相关基因构建的 ＰＰＩ 网络和 ｈｕｂ 基因模块

Ｆｉｇ．１　 ＰＰＩ ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎｄ ｈｕｂ ｇｅｎｅ ｍｏｄｕｌｅ ｏｆ ｃａｎｃｅｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｗｈｉｃｈ ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｆｔｅｒ ｍｕｔａｔｉｏｎ

２．２　 肝癌分子分型的建立与预后分析

　 　 基于 ２．１ 筛选出的 １０ 个 ｈｕｂ 基因的表达量，运
用非负矩阵因子分解（ＮＭＦ）算法对肝癌患者进行分

子分型。 综合判断聚类稳定性，发现当 ｋ ＝ ２ 时，即
肝癌样本分为 ２ 种分子分型时，模型的稳定性较好

且样本分布均匀。 生存曲线（见图 ２）以及 ｌｏｇ⁃ｒａｎｋ
检验结果显示 ２ 种肝癌分子分型患者的预后情况具

有显著性差异，其中 ｃｌｕｓｔｅｒ１ 的 ５ 年生存率显著低于

ｃｌｕｓｔｅｒ２（Ｐ＝ ０．０３９）。 因此本研究按照 ２ 种肝癌分子

分型患者生存率的高低将 ｃｌｕｓｔｅｒ１ 作为高危组，
ｃｌｕｓｔｅｒ２ 作为低危组。 由于 ＮＭＦ 算法无法直接对因

子的贡献度进行统计，为进一步寻找对肝癌分子分

型的影响最为显著的 Ｈｕｂ 基因，本文以 Ｈｅａｔｍａｐ 的

形式对比 １０ 个 Ｈｕｂ 基因在高危组（Ｃｌｕｓｔｅｒ１）和低危

组（Ｃｌｕｓｔｅｒ２）的表达趋势，其中基因表达趋势与样本

分子分型相关性最为明显的 Ｈｕｂ 基因将作为后续研

究重点。 突变基因 ＣＤＫＮ２Ａ 和 ＦＯＸＯ１ 表达量与样

本分子分型的分布最具有明显的趋势性（见图 ３）。
具体表现为 ＣＤＫＮ２Ａ 在高危组（Ｃｌｕｓｔｅｒ１）中的表达

量明显高于低危组 （ Ｃｌｕｓｔｅｒ２）， ＦＯＸＯ１ 在低危组

（Ｃｌｕｓｔｅｒ２）中的表达量明显高于高危组（Ｃｌｕｓｔｅｒ１）。
并且进一步研究发现，在不考虑分子分型对全部肝

细胞癌患者进行生存分析，ＣＤＫＮ２Ａ 基因高表达和

ＦＯＸＯ１ 基因低表达的患者生存时间显著降低（见图

４）。 这与高、低危组两种分子分型组间的生存率高

低差异相一致。 由此可以初步推测：由突变导致的

ＣＤＫＮ２Ａ 与 ＦＯＸＯ１ 表达量变化对肝癌样本分子分

型贡 献 较 大， 其 中 ＣＤＫＮ２Ａ 为 预 后 不 良 基 因

（Ｕｎｆａｖｏｒａｂｌｅ ｇｅｎｅ ）， ＦＯＸＯ１ 为 预 后 良 好 基 因

（Ｆａｖｏｒａｂｌｅ ｇｅｎｅ），因此以 ＣＤＫＮ２Ａ、ＦＯＸＯ１ 突变为基

础的分子分型方法具有较大的研究潜力。

图 ２　 ２ 个肝细胞癌分子分型的生存曲线

Ｆｉｇ．２　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｗｏ ＨＣＣ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｔｙｐｉｎｇ

　 　 由以上分析表明，基于 １０ 种 ｈｕｂ 基因表达水平

预测的分子分型有望成为潜在肝癌的有效预后指标。
本研究通过进一步构建肝癌 １～５ 年死亡概率预测列

线图，比较肝癌分子分型与其它临床预后变量的关

系，从而为肝癌患者的预后情况提供个体化预测。 其

中临床预后变量均为分类变量，包括肝癌的 ＴＮＭ 分

期变量、性别、年龄分层，以及治疗方法等，并按照临

床预后变量的重要性由下至上进行排列，每一个预后

变量均包括若干个变量取值，每一个变量取值对应分

值标尺上的一个分值，总分值标尺和患者死亡概率变

量均为连续性变量。 患者肝癌分子分型在预测模型

中的重要程度仅次于 Ｔ 分期，且优于 Ｍ、Ｎ 分期以及

性别年龄分层（见图 ５）。 该列线图模型的预测准确性

较高，１ 年生存率的 ＡＵＣ 为 ０．７６２，３ 年生存率的 ＡＵＣ
为 ０．７４９，５ 年生存率的 ＡＵＣ 为０．７３２。由此可以看出基

于 １０ 中 ｈｕｂ 基因构建的肝癌分子分型方法在对肝癌

患者的病情评估和预后判断具有一定的临床指导

意义。
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图 ３　 基于 ＮＭＦ模型构建肝细胞癌分子分型

Ｆｉｇ．３　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＣＣ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＮＭＦ ｍｏｄｅｌ

图 ４　 １０种 ｈｕｂ基因在不同肝细胞癌分子分型表达水平

Ｆｉｇ．４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｔｅｎ ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｔｙｐｉｎｇ ｏｆ ＨＣＣ
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图 ５　 包含年龄（ａｇｅ）、性别（ｇｅｎｄｅｒ）、肿瘤分期（ＴＭＮ）、
治疗方法（ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｙｐｅ）和分子分型（ｃｌｕｓｔｅｒ）等预测

因素的肝癌患者 １年、３年、５年死亡率的列线图预测模型

Ｆｉｇ．５　 Ｎｏｍｏｇｒａｍ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ａｇｅ， ｇｅｎｄｅｒ，ＴＭＮ ｓｔａｇｅ，
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｙｐｅ，ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｕｓｔｅｒ ｆｏｒ １⁃，３⁃， ａｎｄ

５⁃ｙｅａｒ ｏｖｅｒａｌｌ ｄｅａｔｈ ｒａｔｅ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＨＣＣ

　 　 为进一步验证分子分型方法的可靠性和稳定

性，基于 ＧＥＯ（Ｇｅｎｅ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ Ｏｍｎｉｂｕｓ）数据库的

ＧＳＥ７６４２７ 数据集测序数据及临床信息，采用相同分

子分型方法对该数据集中的 １１５ 例肝癌患者进行预

测，并对预测结果中的不同分型患者进行生存分析，
同时针对分子分型方法中的关键基因 ＣＤＫＮ２Ａ 和

ＦＯＸＯ 的表达水平进行差异分析。 如图 ５ 所示验证

集 ＧＳＥ７６４２７ 与 ＴＣＧＡ 数据库的结论相似：生存分

析结果均提示 ｃｌｕｓｔｅｒ２（低危险组）的预后显著优于

ｃｌｕｓｔｅｒ１ （ 高 危 险 组 ）， 且 关 键 基 因 ＣＤＫＮ２Ａ 和

ＦＯＸＯ１ 的表达水平也分别符合在 ｃｌｕｓｔｅｒ２（低危组）
和 ｃｌｕｓｔｅｒ１（高危组）高表达。
２．４　 ＷＧＣＮＡ 构建基因共表达模块

　 　 为进一步分析影响 ２ 种分子分型的肝癌患者分

子分型生存率差异的原因，探究高、低危组患者的分

子遗传调控机制的不同。 本研究首先在转录组水平

上，对高危组（Ｃｌｕｓｔｅｒ１）和低危组（Ｃｌｕｓｔｅｒ２）肝癌患

者的转录组表达谱进行差异分析，共筛选出显著差

异表达的 ｍＲＮＡ 共 １８６ 个（差异倍数变化值大于 ２
或小于 ０．５０ 且 Ｐ＜０．０５），其中高危组（Ｃｌｕｓｔｅｒ１）相

较于低危组（Ｃｌｕｓｔｅｒ２）共有 １２０ 个下调基因及 １７ 个

上调基因（见图 ５），１０ 种 ｈｕｂ 基因表达在高危组，
低危组中均具有统计学差异， 其中 ＣＤＫＮ１Ａ 和

ＦＯＸＯ１ 在高危组的表达显著低于低危组，ＫＡＲＳ 和

ＣＤＫＮ２Ａ 在高危组的表达显著高于低危组，这些

ｈｕｂ 基因的在高、低危组的表达趋势与生存分析结

果相一致（见表 １）。 其次利用加权基因共表达网络

分析算法（ＷＧＣＮＡ），针对差异表达基因构建共表

达模块，并分别对模块进行富集分析，重点挖掘和癌

症发生发展相关的通路，并展开更深层次的探索。
　 　 通过 ＷＧＣＮＡ 分析共鉴定出 ５ 个共表达模块，由
于灰色模块（ＭＥｇｒｅｙ）由没有共表达的游离基因组

成，因此最终确定的有效模块数目为 ４ 个（见图 ６），
每个模块包含基因数目大于 ３０。 为确定与分子分型

显著相关的特异性基因模块，将基因模块与肝癌分子

分型进行关联分析，并计算基因模块与高、低危两种

分型的相关性系数和 Ｐ 值。 结果显示 （见图 ７）
ＭＥｂｌｕｅ 模块与高危组（Ｃｌｕｓｔｅｒ１）具有显著正相关性

（ｒ＝０．３４，Ｐ ＝ ３×１０－１１），而 ＭＥｂｒｏｗｎ、ＭＥｇｒｅｅｎ 模块与

高危组（Ｃｌｕｓｔｅｒ１）具有显著的负相关性（ ｒ ＝ －０．４，Ｐ＝
２×１０－１５）。此外不同基因模块具有特异性的代谢通路

及生物学过程，其中 ＭＥｂｌｕｅ 模块基因在 ＴＥＣＭ－受体

相互作用、ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路、黏附信号等 ３ 个通路

上显著富集，而 ＭＥｇｒｅｅｎ、ＭＥｙｅｌｌｏｗ 模块则分别与胰

腺分泌、糖胺聚糖生物合成－硫酸乙酰肝素 ／肝素等通

路密切相关，ＭＥｂｒｏｗｎ 模块中的基因则主要参与细

胞周期的调控 （见图 ８）。 结合 ＷＧＣＮＡ 分析和

ＫＥＧＧ 富集结果，推测高危组富集多种与肿瘤发生

发展相关的基因与通路，其中包括 ＥＣＭ－受体相互

作用，黏附信号通路，以及与肿瘤细胞增殖相关的

ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路，而低危组中主要是与细胞周期

的改变相关。 类似结果在曹颖颖等人在对比高危组

和中低危病胃癌患者分析也有所提及（见图 ９） ［ ２２ ］。

３　 讨　 论

　 　 通过 ＳＮＰ 和 ｍＲＮＡ 表达谱关联分析及分子分

型模型的构建，本研究基于 １０ 种核心基因的表达水

平将患者分为高危组和低危组两类，二者的生存率

存在显著差异。 其中核心基因 ＣＤＫＮ２Ａ 和 ＦＯＸＯ１
在肝癌分子分型中起到决定性作用，因此我们推测

由突变导致的 ＣＤＫＮ２Ａ 高表达和 ＦＯＸＯ１ 低表达可

能与肝癌患者的不良预后密切相关。 ＣＤＫＮ２Ａ 即细

胞周期依赖性激酶抑制基因（Ｃｙｃｌｉｎ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ） ，是一种直接参与细胞周期调控的抑癌基

因，由 Ｋａｍｂ 等于 １９９４ 年首次报道［ ２３ ］，并以其在肿

瘤细胞中的高突变率和抑癌作用而在肿瘤遗传学
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图 ６　 ＧＳＥ７６４２７ 数据集对肝癌分子分型方法的验证

Ｆｉｇ．６　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ ＨＣＣ ｂｙ ＧＳＥ７６４２７ ｄａｔａｓｅｔ

表 ２　 主要基因模块的 ＫＥＧＧ 通路富集结果

Ｔａｂｌｅ ２　 ＫＥＧＧ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｍａｊｏｒ ｇｅｎｅ ｍｏｄｕｌｅｓ

基因模块 代谢通路 校正后 Ｐ 值 基因 ＩＤ

ｂｌｕｅ

ＥＣＭ⁃受体相互作用 ５．４５１×１０－３ ＩＢＳＰ ／ ＬＡＭＣ３ ／ ＴＮＸＢ ／ ＴＨＢＳ２ ／ ＬＡＭＡ２ ／ ＣＯＬ６Ａ６

ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路 ５．４５１×１０－３ ＩＢＳＰ ／ ＬＡＭＣ３ ／ ＮＧＦＲ ／ ＴＣＬ１Ａ ／ ＴＥＫ ／ ＦＧＦ７ ／ ＴＮＸＢ ／
ＣＨＲＭ２ ／ ＴＨＢＳ２ ／ ＬＡＭＡ２ ／ ＣＯＬ６Ａ６

黏附信号通路 ３．８４１×１０－ ２ ＩＢＳＰ ／ ＬＡＭＣ３ ／ ＰＡＫ３ ／ ＴＮＸＢ ／
ＴＨＢＳ２ ／ ＬＡＭＡ２ ／ ＣＯＬ６Ａ６

ｂｒｏｗｎ 细胞周期 ７．５０×１０－ １４

Ｅ２Ｆ２ ／ ＭＣＭ２ ／ ＳＭＣ１Ｂ ／ ＯＲＣ１ ／ ＯＲＣ６ ／ ＣＤＣ４５ ／
ＣＤＣ６ ／ ＣＤＣ７ ／ Ｅ２Ｆ１ ／ ＣＣＮＥ１ ／ ＴＴＫ ／ ＣＤＣ２０ ／

ＣＤＫＮ２Ｃ ／ ＰＫＭＹＴ１ ／ ＣＣＮＡ２ ／ ＣＤＫＮ２Ａ ／ ＢＵＢ１Ｂ ／
ＣＣＮＢ２ ／ ＣＤＣ２５Ｃ ／ ＰＴＴＧ１ ／ ＰＬＫ１ ／ ＢＵＢ１ ／ ＳＦＮ

ｇｒｅｅｎ 胰液分泌 ３．２０×１０－ ６ ＣＰＡ１ ／ ＣＥＬＡ３Ａ ／ ＣＰＡ２ ／ ＣＴＲＢ２ ／ ＰＲＳＳ１ ／ ＰＲＳＳ２

ｙｅｌｌｏｗ 糖胺聚糖生物合成－
硫酸乙酰肝素 ／ 肝素

３．３３×１０－ ２ ＮＤＳＴ４ ／ ＮＤＳＴ３

图 ７　 肝癌分子分型差异表达基因的火山图
Ｆｉｇ．７　 Ｖｏｌｃａｎｉｃ ｍａｐ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｏｆ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｔｙｐｉｎｇ ｏｆ ＨＣＣ
注：左侧蓝点为高危组表达水平显著高于低危组的基因，右侧红点为高危
组表达水平显著低于低危组的基因；１０种Ｈｕｂ 基因具有文字标注．

图 ８　 联合加权共表达网络：基因层次聚类树及基因模块
Ｆｉｇ．８　 ＷＧＣＮＡ： ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｇｅｎｅｓ

ｗｉｔｈ ａｓｓｉｇｎｅｄ ｍｏｄｕｌｅｓ

图 ９　 基因模块与肝细胞癌不同分子分型的相关分析
Ｆｉｇ．９　 Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｅｎｅ ｍｏｄｕｌｅｓ ａｎｄ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｔｙｐｉｎｇ ｏｆ ＨＣＣ

和肿瘤分子生物学的研究中受到了广泛关注。 研究

表明 ＣＤＫＮ２Ａ 的缺失、突变和甲基化可导致其编码

两种细胞周期抑制蛋白 ｐ１６ＩＮＫ４ａ和 ｐ１４ＡＲＦ异常，其中

ｐ１６ＩＮＫ４ａ不能与 ＣＤＫＮ２Ａ 和 ＣＤＫ６ 结合，使 ｐＲｂ 蛋白

磷酸化和转录调节因子 Ｅ２Ｆ 释放，诱导 Ｇ１ 期停滞，
有助于肿瘤的发生［ ２４ ］，而 ｐ１４ＡＲＦ功能的分子机制比

较复杂，可能是通过 Ｐ１４ＡＦＰ －ＭＤＭ２⁃ｐ５３ 途径起作

用［ ２５ － ２６ ］，这两条途径的异常普遍存在于各种肿瘤。
但本研究基于 ＴＣＧＡ 数据库的分析结果显示，
ＣＤＫＮ２Ａ 在肝癌中属于不良预后因子并在高危组中
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高表达。 此外通过对 ＴＣＧＡ 数据库中其它癌症类型

的数据分析结果， 发现在子宫内膜癌、 肾癌中

ＣＤＫＮ２Ａ 同样属于不良预后因子，类似的结果在

Ｌａｒｑｕｅ Ａ Ｂ 等［２７］关于 ｈｐｖ 阴性的喉部鳞状细胞癌的

研究中也有所提及。 总而言之 ＣＤＫＮ２Ａ 作为一种重

要的抑癌基因，其纯合缺失、启动子甲基化或基因点

突变与肿瘤的发生密切相关，但其 ｍＲＮＡ 表达水平

作为肝癌患者预后因子的研究还不充分，ＣＤＫＮ２Ａ
是否为肝癌的不良预后因子还需更加系统、深入的

研究和验证。 ＦＯＸＯ 又名叉头蛋白 （ Ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ
ｐｒｏｔｅｉｎ）是一类转录因子，广泛参与到细胞新陈代

谢、分化、凋亡、增殖等生命活动中，尤其在细胞周期

进程的调控和程序化死亡中起到重要作用。 许多研

究表明，ＦＯＸＯ 的失活与肿瘤的发生发展显著相关，
是哺乳动物细胞最重要的一类抑癌基因，并且在多

种肿瘤中都可观察到 ＦＯＸＯ 转录因子的异常表达。
ＦＯＸＯ１ 是叉头转录因子 ＦＯＸＯ 家族的一个重要成

员，ＦＯＸＯ１ 在肝癌组织中低表达，导致肝癌细胞的

细胞周期失控和凋亡异常抵抗，进而加速肿瘤的进

展。 提高 ＦＯＸＯ１ 的活性，可影响上调细胞周期抑制

蛋白 ｐ２１、ｐ２７ 和下调细胞周期蛋白 ｃｙｃｌｉｎＤ１ 的表达

从而抑制肝癌细胞增殖，并通过激活促凋亡蛋白

Ｂｉｍ，诱 导 肝 癌 细 胞 凋 亡［ ２８ － ３０ ］。 研 究 发 现， 由

ＦＯＸＯ１ 突变引发的 ｍＲＮＡ 表达水平的变化，对肝癌

患者的分子分型起到重要作用同时与预后存在较强

的相关性。 基于以上结果我们推断，ＦＯＸＯ１ 可能是

肝癌的肿瘤抑制基因，该基因突变导致的表达水平

降低可导致肝癌患者生存期缩短。
此外本研究还发现，两种分子分型的差异表达

基因功能，与肿瘤细胞侵蚀、转移、复发过程相关的

信号通路相关，包括与高危组显著相关的信号通路

包括：ＥＣＭ－受体相互作用，黏附信号通路［ ３１ － ３２ ］，以
及与 肿 瘤 细 胞 增 殖 相 关 的 ＰＩ３Ｋ － Ａｋｔ 信 号 通

路［ ３３ － ３４ ］；而低危组中异常通路信号则主要与细胞周

期、胰液分泌异常有关。 研究表明，肝癌的发病早期

往往就出现门静脉侵袭、肝内转移以及肝外肺脏和

骨组织的转移，而肝癌的侵袭、转移和术后复发是影

响患者预后的主要因素。 恶性肿瘤发生发展常常伴

有细胞外基质（Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）及其细胞

表面受体表达的变化［ ３５ －３ ６ ］；而黏附信号通路的激活

则在细胞分化，发育以及增殖，凋亡方面起重要作

用，并参与肿瘤的侵袭，运动和转移过程［３ ７ ］；ＰＩ３Ｋ ／
Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路则作为细胞内重要信号传导通

路之一，可通过影响下游多种效应分子的活化状态，
维持肿瘤细胞恶性增殖的生物学特性［３ ２ ］。 由此可

以看出高危组肿瘤的恶性程度高，侵袭性强，极易复

发和转移，是造成患者预后较差、生存率较低的主要

原因。
利用 ＴＣＧＡ 数据库中肝癌患者 ＳＮＰ 突变数据和

转录组芯片数据的联合分析，通过蛋白互作网络筛

选出核心基因，并构建肝癌分子分型方法。 在没有

任何先验信息的情况下对肝癌患者进行分子分型，
分析结果表明这种分子分型方法对肝癌患者的预后

评估具有一定的作用。 另外通过 ＷＧＣＮＡ 和 ＫＥＧＧ
富集分析探寻了高危、低危两种分型间的基因表达

和异常代谢通路的差异，对造成不同肝癌分子分型

患者生存率差异的原因进行进一步研究，同时筛选

出的核心基因 ＣＤＫＮ２Ａ、ＦＯＸＯ１ 也可作为肝癌早期

诊断，预后监测的新型分子标志物以及分子治疗的

新靶点。

４　 结　 论

　 　 １）ＣＤＫＮ２Ａ 和 ＦＯＸＯ１ 在肝癌分子分型中起到

决定性作用，且 ＣＤＫＮ２Ａ 高表达和 ＦＯＸＯ１ 低表达可

能与肝癌患者的不良预后密切相关。
２）高危组异常信号通路 ＥＣＭ⁃受体相互作用，黏

附信号通路，ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路可能与恶性程度

高，侵袭性强，极易复发和转移，预后较差有关。
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关的关键 ｌｎｃＲＮＡ 网络 ［ Ｊ］． 解剖科学进展， ２０１９，
２５（０６）： ７０－７４． ＤＯＩ： １０．１６６９５ ／ ｊ．ｃｎｋｉ．１００６－２９４７．２０１９．
０６．０１９．

　 　 ＲＵＡＮ Ｂａｎｌａｉ， ＷＡＮＧ Ｇｕｉｌｉｎｇ． Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｋｅｙ ｌｎｃＲＮＡ
ｎｅｔｗｏｒｋｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｕｓｉｎｇ ＷＧＣ⁃
ＮＡ［Ｊ］． Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ Ａｎａｔｏｍｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， ２０１９， ２５（０６）：
７０－７４． ＤＯＩ：１０．１６６９５ ／ ｊ．ｃｎｋｉ．１００６－２９４７．２０１９．０６．０１９．

［１６］李冬妹， 杨磊． 抑癌基因 Ｓｍａｄ４ 与胃肠道肿瘤［Ｊ］． 国外

医学（消化系疾病分册）， ２００５， ２５（４）：２５４－２５４． ＤＯＩ：
ＣＮＫＩ：ＳＵＮ：ＧＷＸＨ．０．２００５－０４－０２２．

　 　 ＬＩ Ｄｏｎｇｍｅｉ， ＹＡＮＧ Ｌｅｉ． Ｔｕｍｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｇｅｎｅ Ｓｍａｄ４ ａｎｄ
ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｕｍｏｒｓ ［ Ｊ］． Ｆｏｒｅｉｇｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ （ Ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ
Ｓｙｓｔｅｍ Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ）， ２００５， ２５（４）：２５４－２５４． ＤＯＩ：ＣＮＫＩ：
ＳＵＮ：ＧＷＸＨ．０．２００５－０４－０２２．

［１７］阳琼． ＴＳＣ２ 在人肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞中的表达及机制的初

步探讨［Ｄ］． 衡阳：南华大学， ２０１３．
　 　 ＹＡＮＧ Ｑｉｏｎｇ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＴＳＣ２ ｉｎ

ｈｕｍａｎ ｈｅｐａｔｏｍａ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ４［Ｄ］． Ｈｅｎｇｙａｎｇ： Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
ｏｆ Ｓｏｕｔｈ Ｃｈｉｎａ，２０１３．

［１８］ＷＥＳＴＥＲＭＡＮ Ａ Ｍ， ＥＮＴＩＵＳ Ｍ Ｍ， ＢＯＯＲ Ｐ Ｐ， ｅｔ ａｌ．
Ｎｏｖｅｌ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ＬＫＢ１ ／ ＳＴＫ１１ ｇｅｎｅ ｉｎ Ｄｕｔｃｈ Ｐｅｕｔｚ⁃
Ｊｅｇｈｅｒｓ ｆａｍｉｌｉｅｓ［Ｊ］． Ｈｕｍａｎ Ｍｕｔａｔｉｏｎ， ２０１５， １３（６）：４７６－
４８１． ＤＯＩ：１０．１００２ ／ （ＳＩＣＩ）１０９８－１００４（１９９９）１３：６＜４７６：：
ＡＩＤ－ＨＵＭＵ７＞３．０．ＣＯ；２－２．

［１９］ＮＯＧＵＥＩＲＡ Ｊ Ａ， ＯＮＯ－ＮＩＴＡ Ｓ Ｋ， ＮＩＴＡ Ｍ Ｅ， ｅｔ ａｌ． ２４９
ＴＰ５３ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｈａｓ ｈｉｇｈ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ａｎｄ ｉｓ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｌａｒｇｅｒ ａｎｄ ｐｏｏｒｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ＨＣＣ ｉｎ Ｂｒａｚｉｌｉａｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ
［Ｊ］． ＢＭＣ Ｃａｎｃｅｒ， ２００９， ９（１）：２０４－２１８． ＤＯＩ：１０．１１８６ ／
１４７１－２４０７－９－２０４．

［２０］田媛媛． ＣＴＮＮＢ１ 基因多态性与胃癌预后的分子流行病

学研究［Ｄ］． 南京：南京医科大学， ２０１０．
　 　 ＴＩＡＮ Ｙｕａｎｙｕａｎ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ＣＴＮＮＢ１

ｇｅｎｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ａｎｄ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｄ］．
Ｎａｎｊｉｎｇ： Ｎａｎｊｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， ２０１０．

［２１］郭琳， 王强． ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号传导通路与恶性肿瘤

浸润和转移的研究进展［ Ｊ］． 现代肿瘤医学， ２００９（８）：

５５２第 ４ 期 张思嘉，等：基于 ＳＮＰ 共表达网络肝癌分子分型及预后分析



１５８５－１５８９． ＤＯＩ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２－４９９２．２００９．０８．０７９．
　 　 ＧＵＯ Ｌｉｎ， ＷＡＮＧ Ｑｉａｎｇ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／

ｍＴＯＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｔｕｍｏｒ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ
ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ［ Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｏｄｅｒｎ Ｏｎｃｏｌｏｇｙ， ２００９ （ ８）：
１５８５－１５８９． ＤＯＩ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２－４９９２．２００９．０８．０７９．

［２２］曹颖颖， 朱小强， 陈豪燕． 基于非负矩阵分解模型构建

胃癌分子分型及预后评估的案例分析［Ｊ］． 上海交通大

学学报（医学版）， ２０１７， ３７（９）： １１８７－１１９４． ＤＯＩ：１０．
３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７４－８１１５．２０１７．０９．００１．

　 　 ＣＡＯ Ｙｉｎｇｙｉｎｇ， ＺＨＵ Ｘｉａｏｑｉａｎｇ， ＣＨＥＮ Ｈａｏｙａｎ． Ａ ｃａｓｅ
ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｔｙｐｉｎｇ ａｎｄ ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｇａｓ⁃
ｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｎｏｎ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ ｍａｔｒｉｘ ｆａｃｔｏｒｉｚａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ
［Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｊｉａｏｔｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉ⁃
ｅｎｃｅ， ２０１７， ３７（９）： １１８７ － １１９４． ＤＯＩ：１０． ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ．
１６７４－８１１５．２０１７．０９．００１．

［２３］ ＫＮＵＤＳＯＮ Ａ Ｇ． Ａｌｌ ｉｎ ｔｈｅ （ ｃａｎｃｅｒ） ｆａｍｉｌｙ［ Ｊ］． Ｎａｔｕｒｅ
Ｇｅｎｅｔｉｃｓ， １９９３， ５（１）：１０３－１０４． ＤＯＩ： １０．１０３８ ／ ｎｇ１０９３－
１０３．

［２４］ＲＵＡＳ Ｍ， ＰＥＴＥＲＳ Ｇ． Ｔｈｅ ｐ１６ＩＮＫ４ａ ／ ＣＤＫＮ２Ａ ｔｕｍｏｒ
ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｌａｔｉｖｅｓ［ Ｊ］． Ｂｉｏｃｈｉｍｉｃａｌ ｅｔ Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａ
ＡＣＴＡ⁃Ｂｉｏｍｅｍｂｒａｎｅｓ， １９９８， １３７８ （２）：１１５ － １７７． ＤＯＩ：
１０．１０１６ ／ Ｓ０３０４－４１９Ｘ（９８）０００１７－１．

［２５］ＥＩＳＣＨＥＮ Ｃ Ｍ， ＷＥＢＥＲ Ｊ Ｄ， ＲＯＵＳＳＥＬ Ｍ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｓ⁃
ｒｕｐｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＡＲＦ⁃Ｍｄｍ２⁃ｐ５３ ｔｕｍｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ ｐａｔｈｗａｙ ｉｎ
Ｍｙｃ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｙｍｐｈｏｍａｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］． Ｇｅｎｅｓ ＆ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，
１９９９， １３（２０）： ２６５８ － ２６６９． ＤＯＩ： １０． １１０１ ／ ｇａｄ． １３． ２０．
２６５８．

［２６］ＳＴＯＴＴ Ｆ Ｊ， ＢＡＴＥＳ Ｓ， ＪＡＭＥＳ Ｍ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ
ｐｒｏｄｕｃｔ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ＣＤＫＮ２Ａ ｌｏｃｕｓ， ｐ１４ＡＲＦ， ｐａｒｔｉｃｉ⁃
ｐａｔｅｓ ｉｎ ａ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆｅｅｄｂａｃｋ ｌｏｏｐ ｗｉｔｈ ｐ５３ ａｎｄ ＭＤＭ２
［Ｊ］． Ｔｈｅ ＥＭＢＯ Ｊｏｕｒｎａｌ， １９９８， １７ （１７）： ５００１ － ５０１４．
ＤＯＩ：１０．１０９３ ／ ｅｍｂｏｊ ／ １７．１７．５００１．

［２７］ ＬＡＲＱＵＥ Ａ Ｂ， ＣＯＮＤＥ Ｌ， ＨＡＫＩＭ Ｓ， ｅｔ ａｌ． ｐ１６ＩＮＫ４ａ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣＤＫＮ２Ａ ｍｕｔａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｗｏｒｓｅ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｉｎ ＨＰＶ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ ｌａｒｙｎｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａｓ［Ｊ］． Ｖｉｒｃｈｏｗｓ Ａｒｃｈｉｖ， ２０１５， ４６６ （ ４）：３７５ －
３８２． ＤＯＩ：１０．１００７ ／ ｓ００４２８－０１５－１７２５－８．

［２８］ＺＨＡＮＧ Ｙ， ＧＡＮ Ｂ， ＬＩＵ Ｄ， ｅｔ ａｌ． ＦｏｘＯ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒｓ ｉｎ
ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］． Ｃａｎｃｅｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ ＆ Ｔｈｅｒａｐｙ， ２０１１，１２（４）：２５３－
２５９． ＤＯＩ：１０．４１６１ ／ ｃｂｔ．１２．４．１５９５４．

［２９］周振琪， 王恬， 石放雄． ＦＯＸＯ 转录因子调控哺乳动物

的细胞周期和凋亡［Ｊ］． 细胞生物学杂志， ２００７，１２（２）：
２２－２５． ＤＯＩ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７４－７６６６．２００７．０２．００４．

　 　 ＺＨＯＵ Ｚｈｅｎｑｉ， ＷＡＮＧ Ｔｉａｎ， ＳＨＩ Ｆａｎｇｘｉｏｎｇ． ＦＯＸＯ ｔｒａｎ⁃

ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｍａｍ⁃
ｍａｌｓ［Ｊ］． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ， ２００７，１２（２）：
２２－２５． ＤＯＩ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７４－７６６６．２００７．０２．００４．

［３０］ＧＯＮＺＡＬＥＺ－ＧＡＬＬＥＧＯ Ｊ， Ａ ＧＡＲＣíＡ－ＰＡＬＯＭＯ， ＭＡＵ⁃
ＲＩＺ Ｊ Ｌ， ｅｔ ａｌ． ＦｏｘＯ Ｐｒｏｔｅｉｎｓ： Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｔａｒｇｅｔｓ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］． Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，
２０１４， ２１ （ １０ ）： １２３１ － １２４６． ＤＯＩ： １０． ２１７４ ／
０９２９８６７３２１６６６１３１２２８２０５７０３．

［３１］ＢＡＯ Ｙｕｌｏｎｇ， ＷＡＮＧ Ｌｉ， ＳＨＩ Ｌｉｎ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ
ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ＥＣＭ⁃ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃ⁃
ｔｉｏｎ ｐａｔｈｗａｙｓ ｔｈａｔ ｍａｙ ｂｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．
Ｃｅｌｌｕｌａｒ ＆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ Ｌｅｔｔｅｒｓ， ２０１９， ２４（１）： ２４－
３８． ＤＯＩ： １０．１１８６ ／ ｓ１１６５８－０１９－０１６２－０．

［３２］ＹＵ Ｗ， ＺＨＡＯ Ｓ， ＷＡＮＧ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｎｃｅｒ
ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｍｏｄｕｌｅｓ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ｃｏ⁃ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋｓ ［ Ｊ］． Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ， ２０１７， ８ （ ６８）：
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