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[摘要] 目的 基于相关数据库分析筛选肝细胞癌(HCC)脂质代谢相关转移风险基因,并联合其他临床危险

因素构建患者的预后预测模型。方法 应用R软件从GEO数据库中获得原发性和转移性 HCC患者的差异表达

基因(DEGs),并筛选与患者预后相关的DEGs。将TCGA数据库中的 HCC患者通过层次聚类分为两组,评估两

组患者EMT评分、脂质代谢水平和预后。应用ICGC数据库中的数据再次对上述分析进行验证。应用LASSO回

归模型筛选脂质代谢相关转移风险基因并进行风险评分,通过风险评分中位数分别将TCGA和ICGC数据库中

HCC患者分为高、低危组,并分析患者的预后。应用单因素和多因素Cox回归分析获得影响 HCC患者预后的独

立危险因素,并构建列线图预后模型。采用 Westernblot和油红 O染色检测应用脂质代谢抑制剂Fatostatin后

Huh7细胞脂质代谢的情况;采用qPCR技术检测 Huh7细胞中脂质代谢相关转移风险基因表达水平。结果 从

GEO数据库中获得原发性和转移性 HCC患者的DEGs共159个,其中65个DEGs与 HCC患者的OS显著相关。

通过EMT评分将TCGA数据库中聚类所得的两组 HCC患者分别定义为高、低转移风险组。高转移风险组患者

脂质代谢评分更高,OS更短。在ICGC数据库中验证的结果与TCGA数据库一致。应用LASSO回归模型筛选出

脂质代谢相关转移风险基因,高危组OS更短。将脂质代谢相关转移风险基因与影响 HCC患者预后的独立危险

因素相结合,构建预后预测列线图模型。细胞实验证实,应用Fatostatin后,Huh7细胞的脂肪酸合酶表达降低,细
胞内脂滴含量减少,多种脂质代谢相关转移风险基因表达发生变化。结论 基于数据库分析获得了13个脂质代

谢相关转移风险基因,将这些基因和临床危险因素联合构建了 HCC患者的预后预测模型,并通过细胞实验初步验

证了脂质代谢相关转移风险基因与脂质代谢密切相关。
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Constructionofapredictivemodelfortheprognosisofpatientswithhepatocellularcarcinomabased
onlipidmetabolism-relatedmetastasisriskgenes HEMingyang,ZHANGXuhui,WANGYunhan,ZHAOZi-

yin,GUANGe,HANBing,ZHANGBin  (OrganTransplantationCenter,TheAffiliatedHospitalofQingdaoUniversity,

Qingdao266100,China)

[ABSTRACT] Objective Toidentifythelipidmetabolism-relatedmetastasisriskgenesforhepatocellularcarcinoma(HCC)

basedonrelateddatabases,andtoconstructapredictivemodelfortheprognosisofHCCpatientsincombinationwithotherclinical

riskfactors. Methods Rsoftwarewasusedtoobtainthedifferentiallyexpressedgenes(DEGs)betweenthepatientswithpri-

maryHCCandthosewithmetastaticHCCfromtheGEOdatabase,andtheDEGsassociatedwiththeprognosisofpatientswere

identified.TheHCCpatientsinTCGAdatabaseweredividedintotwogroupsbasedonhierarchicalclustering,andthetwogroups

wereassessedintermsofepithelial-mesenchymaltransition(EMT),lipidmetabolism,andprognosis.ThedataintheICGCdata-

basewereusedforvalidationoftheaboveanalysis.TheLASSOregressionmodelwasusedtoobtainthelipidmetabolism-related

metastasisriskgenesanddeterminetheirriskscores,andaccordingtothemedianofriskscores,HCCpatientsinbothTCGAand

ICGCdatabasesweredividedintohighandlowriskgroupstoanalyzetheprognosisofpatients.UnivariateandmultivariateCoxre-

gressionanalyseswereusedtoobtainindependentriskfactorsfortheprognosisofHCCpatients,andanomogramprognosticmodel

wasconstructed.WesternblotandoilredOstainingwereusedtodetectthelipidmetabolismofHuh7cellsaftertreatmentwiththe

lipidmetabolisminhibitorFatostatin,andqPCRwasusedtomeasuretheexpressionlevelsoflipidmetabolism-relatedmetastasis

riskgenesinHuh7cells. Results Atotalof159DEGswereobtainedfromthepatientswithprimaryHCCandthosewithmeta-

staticHCCintheGEOdatabase,amongwhich65DEGsweresignificantlyassociatedwiththeoverallsurvival(OS)ofHCCpa-

tients.BasedontheEMTscore,thetwogroupsofHCCpatientsobtainedbyclusteringfromtheTCGAdatabaseweredefinedas

highandlowmetastasisriskgroups,respectively,andthepatientsinthehighmetastasisriskgrouptendedtohaveahigherlipid

metabolismscoreandashorterOS.Thevalidationresultsinthe

ICGCdatabasewereconsistentwiththeresultsbasedontheTCGA

database.TheLASSOregressionmodelwasusedtoidentifythelipid

metabolism-relatedmetastasisriskgenes,andthehigh-riskgroup

·643·



精准医学杂志2024年8月第39卷第4期 JPrecisMed,August2024,Vol.39,No.4

hadashorterOS.Thelipidmetabolism-relatedmetastasisriskgeneswerecombinedwiththeindependentriskfactorsfortheprog-

nosisofpatientswithHCCtoconstructanomogramprognosticmodel.Cellexperimentsconfirmedthatafterthetreatmentwith

Fatostatin,therewerereductionsintheexpressionoffattyacidsynthaseandthecontentoflipiddropletsinHuh7cells,aswellas

changesintheexpressionofavarietyoflipidmetabolism-relatedmetastasisriskgenes. Conclusion Atotalof13lipidmetabo-

lism-relatedmetastasisriskgenesareobtainedbasedonrelateddatabases,whicharecombinedwiththeclinicalriskfactorstocon-

structaprognosticpredictivemodelforHCCpatients,andcellexperimentsareconductedtoconfirmthatthelipidmetabolism-re-

latedmetastasisriskgenesarecloselyassociatedwithlipidmetabolism.
[KEYWORDS] Carcinoma,hepatocellular;Neoplasmmetastasis;Lipidmetabolism;Geneexpression;Databases,genetic;

Prognosis

  肝细胞癌(hepatocellularcarcinoma,HCC)是
最常见的肝癌类型,约占肝癌患者的90%。手术切

除后肿瘤的高复发率和高转移率是影响 HCC预后

的主要因素[1]。肝癌肝外转移(EHM)在初诊时相

对少见,发生EHM的患者一般预后较差[2-4]。目前

研究认为,脂质代谢紊乱是 HCC的重要驱动因素

之一[5],而 且 脂 质 代 谢 紊 乱 与 上 皮-间 充 质 转 化

(EMT)密切相关[6-7],脂肪酸合成酶(FASN)升高预

示着 HCC患者的预后不良[8]。近些年与 HCC的

转移相关的基因已得到广泛研究[9-10],关于 HCC的

脂质代谢相关基因的研究也已见报道[11]。然而,

HCC中同时与转移和脂质代谢密切相关的基因却

鲜有研究报道。
本研究基于基因表达数据库(GEO)、癌症基因

组图谱(TCGA)和国际癌症基因组联盟(ICGC)数
据库分析获得HCC中同时与转移和脂质代谢密切

相关的基因(本研究称之为脂质代谢相关转移风险

基因),并将这些基因和临床危险因素联合构建了

HCC患者的预后预测模型;同时通过细胞实验,以
检测脂质代谢相关转移风险基因在Huh7细胞中的

表达情况,验证生物信息学的分析结果。旨在为寻

找HCC新的预测指标提供研究思路和数据参考。

1 材料与方法

1.1 TCGA数据库中HCC患者的EMT及脂质代

谢评分及预后分析

采用R软件从GEO数据库(https://www.nc-
bi.nlm.nih.gov/geo/)中筛选原发性与转移性 HCC
患者肿瘤组织的差异表达基因(DEGs)。从TCGA
数据库(https://portal.gdc.cancer.gov/)当中下载

HCC患者的RNA测序数据以及患者的临床相关

信息,采用单因素Cox回归分析DEGs与患者总生

存期(OS)的相关性。
使用无监督层次聚类方法依据上面分析获得的

DEGs表达水平,将TCGA数据库中 HCC患者分

为两组,采用如下3种方法针对两组 HCC患者的

EMT进行评分:①基于17个EMT标志基因计算

EMT评分[12];②基于最小绝对收缩和选择算子

(LASSO)Cox回归模型中基因表达水平及其系数

进行EMT评分[13];③采用单样本基因集富集分析

(ssGSEA)方 法,使 用 基 因 本 体(GO)数 据 库 中

EMT相关基因集对样本进行EMT评分[14],每组

患者均获得3个EMT评分,比较两组患者同一种

方法获得的EMT评分是否有差异。EMT评分较

高的组定义为高转移风险组,评分较低的组定义为

低转移风险组,采用R软件筛选两组患者 HCC组

织的DEGs,采用 Kaplan-Meier(K-M)生存曲线分

析比较两组患者的预后。
对筛选出来的高、低转移风险组DEGs,使用R

软件进行 KEGG和GO分析。依据当前的相关研

究文献,获得3组脂质代谢相关基因[15-17],通过GS-
VA软件包对每一个脂质代谢相关基因进行ssG-
SEA分析后,将3组基因合并为一组,再应用R软

件进行LASSOCox回归分析,获得TCGA数据库

中每例 HCC患者的脂质代谢评分,比较高、低转移

风险组患者脂质代谢评分的差异。根据脂质代谢评

分的中位数,将患者分为高、低脂质代谢组,采用

Kaplan-Meier(K-M)生存曲线分析并比较两组患者

的预后。

1.2 ICGC数据库验证

对ICGC数据库(https://dcc.icgc.org)中的

HCC患者数据,采用无监督层次聚类方法,依据原

发性和转移性 HCC患者的DEGs表达水平,分为

两组,采用上述的脂质代谢评分方法对两组患者进

行脂质代谢评分,评分较高的组为高脂质代谢组,评
分较低的组为低脂质代谢组。然后,采用上述EMT
评分方法③,分别计算高脂质代谢组和低脂质代谢

组EMT评分,比较两组患者的EMT评分是否有差

异。采用K-M生存曲线分析比较两组患者预后。

1.3 脂质代谢相关转移风险基因标签和预后预测

列线图模型的构建

在TCGA数据库中,对高、低转移风险组患者
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的DEGs进行LASSO回归分析,同时代入患者的

EMT评分、脂质代谢评分以及K-M 生存曲线分析

结果,筛选与预后密切相关DEGs,即为脂质代谢相

关转移风险基因。根据LASSO回归分析中对脂质

代谢相关转移风险基因的赋值,构建脂质代谢相关

转移风险基因的风险评分模型,计算TCGA、ICGC
数据库中每例HCC患者的风险评分。

根据风险评分中位数将 TCGA 数据库(训练

集)中的HCC患者分为高危组和低危组,将ICGC
数据库(验证集)中的 HCC患者也分为高危组和低

危组。采用K-M生存曲线分析比较上述两个数据

库两组患者的预后。
采用单因素和多因素Cox回归分析TCGA数

据库中影响 HCC患者预后的独立危险因素,将脂

质代谢相关转移风险基因与多因素Cox回归分析

结果相结合,构建 HCC患者的预后列线图模型。
绘制TCGA数据库当中1、3、5年患者生存率的受

试者工作特征(ROC)曲线,同时计算曲线下面积

(AUC),绘制ICGC数据库中1、3年患者生存率的

ROC曲线,并计算其AUC,评估预后列线图模型的

预测能力。

1.4 Huh7细胞中脂质代谢相关转移风险基因的表

达情况

人肝癌Huh7细胞系购自中科院上海细胞库。
将Huh7细胞置于含有10%FBS和1%青/链霉素

的DMEM 培养基中,于37 ℃、含体积分数0.05
CO2的条件下进行培养,待细胞密度达70%~80%
时将细胞分为4组,培养基中分别加入0、10、20、

30μmol/L浓度的Fatostatin,继续培养24h。使用

Westernblot方法[18]检测各组细胞中FASN的相

对表达量,确定后续最佳给药浓度。在细胞密度达

70%~80%时将 Huh7细胞分为对照组和给药组,
分别加入0、20μmol/L浓度的Fatostatin,继续培

养24h。使用油红O染色试剂盒(北京索莱宝科技

有限公司)检测两组 Huh7细胞中的脂滴含量。使

用qPCR方法检测两组Huh7细胞中脂质代谢相关

转移风险基因的相对表达量。上述步骤均严格按照

各试剂盒的说明书进行操作。

1.5 统计学分析

使用R软件(R版本4.1.2)和GraphPadPrism
8软件进行统计学分析。使用 K-M 曲线进行患者

生存分析。计量资料多组间比较采用方差分析,进
一步两两比较采用t检验;两组间比较采用t检验

或秩合检验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 转移相关亚型的聚类和脂质代谢水平评估

GEO数据库分析结果显示,原发性与转移性

HCC的DEGs共有159个;TCGA数据库分析结果

显示,其中有65个DEGs与 HCC患者的 OS显著

相关(P<0.05)。在TCGA数据库中经无监督层次

聚类方法获得的两组 HCC患者进行3种方法的

EMT评分,结果显示,两组患者经方法①~③获得

的EMT评分比较差异均有显著性(t=5.75~8.24,

P<0.05)。见表1。K-M 生存曲线分析显示,高转

移风险组比低转移风险组患者的 OS更短(P<
0.05);高、低转移风险组患者HCC组织的DEGs共

有107个。

表1 两组患者的3种EMT评分比较(分)

分组
方法①
(􀭺x±s)

方法②
(􀭺x±s)

方法③
[M(P25,P75)]

低转移风险组 47.04±4.93 0.50±0.19 -8.51(-12.15,-6.06)
高转移风险组 61.52±6.76 0.90±0.14  1.07(-1.81, 4.70)

对高、低转移风险组的DEGs进行GO分析,结
果显示,两组患者的DEGs在类固醇代谢过程、脂肪

酸代谢过程以及蛋白质-脂质复合物当中显著富集;

KEGG分析结果显示,这些DEGs在药物代谢-细胞

色素P450、胆固醇代谢和脂肪酸降解中显著富集。
高、低转移风险组患者的脂质代谢评分则分别为

(12.90±1.17)、(12.56±1.04)分。高转移风险组患

者的脂质代谢评分显著性高于低转移风险组(t=
2.87,P<0.05);K-M生存曲线分析显示,高转移风

险组患者的OS显著短于低转移风险组(P<0.05)。

2.2 基于ICGC数据库中HCC数据集的验证

高、低脂质代谢组患者的 EMT 评分分别为

1.81(-0.95,8.42)、0.78(-5.68,5.52)分,两组比较

差异有显著统计学意义(Z=2.73,P<0.05)。K-M
生存曲线分析显示,高脂质代谢组患者的 OS显著

短于低脂质代谢组(P<0.05)。

2.3 脂质代谢相关转移风险基因的筛选和预后列

线图模型的构建

LASSO回归分析结果显示,在TCGA数据库

中筛选出13个脂质代谢相关转移风险基因,分别为

ACOT12、BSG、ERP29、LAGE3、MRPL54、PIGU、

POLE4、PPM1G、PRAF2、SNX7、TDRD6、UBE2S
和UGP2,以此为基础构建的脂质代谢相关转移风

险基因风险评分模型为:风险评分=ACOT12×
(-0.015419894)+BSG×0.030955454+ERP29×
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0.017152934+LAGE3×0.021491424+MRPL54×
(-0.245091708)+PIGU×0.232450448+
POLE4×0.049859444+PPM1G×0.17184745+
PRAF2×0.074382102+SNX7×0.070771486+
TDRD6×0.082766628+UBE2S×0.050119927+
UGP2×(-0.014147443)。在 TCGA 数据库中

高、低危组患者 EMT评分分别为(2.40±0.34)、
(1.66±0.30)分,两组比较差异具有显著意义(t=
20.47,P<0.05);ICGC数据库中,高、低危组患者

的EMT评分分别为(2.25±0.24)、(1.58±0.24)分,
两组比较差异有显著性(t=21.09,P<0.05)。K-M
生存曲线分析显示,在TCGA、ICGC数据库中,高
危组患者的OS均显著短于低危组(P<0.05)。

单因素和多因素Cox分析显示,脂质代谢相关

转移风险基因以及患者的年龄、肿瘤分期和血管侵

犯是影响HCC患者 OS的独立危险因素。将上面

分析获得的独立危险因素构建 HCC患者预后列线

图模型,见图1。在TCGA数据库中,根据患者1、

3、5年生存率的ROC曲线计算得到的AUC分别为

0.75、0.69和0.67;在ICGC数据库当中,根据患者

1、3年生存率的ROC曲线计算得到的AUC分别为

0.82以及0.78。

图1 HCC患者预后列线图模型

2.4 Huh7细胞中脂质代谢相关转移风险基因的表

达情况

Westernblot实验的检测结果显示,0、10、20、

30μmol/L浓度的Fatostatin处理 Huh7细胞24h
时,细胞中FASN相对表达量分别为1.09±0.00、

0.94±0.01、0.61±0.01、0.66±0.01,各组间比较差

异有显著性(F=1104.00,P<0.05),其他浓度组与

0μmol/L浓度组比较,均有显著差异(t=16.52~
60.12,P<0.05),其中20μmol/L浓度时,Huh7细

胞中FASN相对表达量最低,后续实验采用的Fa-
tostatin浓度为20μmol/L。见图2。油红 O染色

结果显示,对照组以及给药组细胞脂滴含量分别为

4641.42±226.40、1797.45±145.85,两组比较差异

有显著性(t=14.93,P<0.05)。见图3。

qPCR检测的结果显示,给药组细胞中PIGU、

PPM1G、PRAF2、TDRD6 基因的相对表达量显著

低于对照组(t=4.39~8.46,P<0.05),ACOT12、

UBE2S 基因的相对表达量均显著高于对照组(t=
3.16、3.46,P<0.05),两组细胞中BSG、MRPL54
基因相对表达量比较,差异无显著统计学意义(P>
0.05)。见表2。

A、B、C、D分别对应Fatostatin的0、10、20、30μmol/L浓度组

图2 各浓度Fatostatin组Huh7细胞中FASN蛋白表达情况

A:对照组,B:给药组,红色为染色的脂滴;油红O染色,100倍

图3 对照组和给药组细胞中脂滴含量比较

3 讨  论

HCC是最常见的肝癌类型,转移率较高,其转

移可分为肝内转移和EHM[19]。肝内转移通常是指

癌细胞直接侵袭、迁移或癌栓脱落形成转移病灶;

EHM则包括血行转移、淋巴转移及种植转移,转移

灶可出现在全身多处组织和脏器[20]。HCC患者一

旦发生EHM,通常预后较差。早期识别EHM 高

危患者并围绕EHM进行治疗可显著提高患者生存

率[21]。脂质是维持细胞骨架结构、储存和产生能量

的必需物质,并参与许多重要信号通路的转导[22-23]。
脂质代谢重编程是癌症进展的标志之一[24]。EMT

表2 两组细胞中脂质代谢相关转移风险基因的相对表达量比较(􀭵x±s)

分组 PIGU PPM1G PRAF2 TDRD6 ACOT12 UBE2S BSG MRPL54

对照组 1.08±0.10 0.97±0.04 0.98±0.05 0.97±0.12 1.00±0.02 1.00±0.02 0.98±0.01 1.00±0.15
给药组 0.45±0.03 0.55±0.13 0.50±0.15 0.23±0.04 1.07±0.02 1.22±0.09 0.82±0.09 1.26±0.03
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可增强癌细胞迁移和侵袭能力,因此通常为肿瘤转

移的主要驱动因素之一[25]。越来越多的证据表明,
脂质代谢是EMT的重要调控因素,与肿瘤的转移

密切相关[26]。
本研究首先从GEO数据库中分析获得原发性

和转移性 HCC的DEGs,根据这些DEGs,将 TC-
GA数据库中的HCC患者进行聚类并分为两组,使
用3种方法对两组患者进行EMT评分,结果两组

患者的EMT评分均有显著差异;相较于高转移风

险组,低转移风险组患者OS更长;且高转移风险组

的脂质代谢评分显著高于低转移风险组。进一步

GO、KEGG分析显示,这些DEGs均与脂质代谢途

径密切相关。综合上面的分析结果,提示脂质代谢

与HCC患者转移和不良预后密切相关。然后,本
研究在ICGC数据库中,按照TCGA数据库的分析

方法反向验证,结果与TCGA数据库的分析结果一

致,说明该分析方法和获得的结果是可靠的。
进一步应用LASSO回归分析,在TCGA数据

库中筛选出13个脂质代谢相关转移风险基因,并构

建了脂质代谢相关转移风险基因的风险评分模型。
通过该模型首先对TCGA数据库中HCC患者进行

风险评分,并分为高、低危组,两组患者的脂质代谢

评分差异有显著性,高危组患者的 OS均显著短于

低危组。同样在ICGC数据库中进行验证,结果仍

然是高危组患者的OS均显著短于低危组。说明本

研究的脂质代谢相关转移风险基因的风险评分模型

构建成功。基于单因素和多因素Cox回归分析的

结果,将脂质代谢相关转移风险基因与患者的年龄、
肿瘤分期、血管侵犯等预后临床特征相结合,构建了

HCC患者的列线图预后预测模型。ROC曲线显示

模型的预测性能良好。
本研究又通过细胞实验,对上面分析获得的结

果进行了验证。本研究首先筛选了脂质代谢抑制剂

Fatostatin处理人肝癌 Huh7细胞的最适宜浓度,

Westernblot实验结果显示,使用20μmol/L浓度

Fatostatin处理Huh7细胞时,FASN的相对表达量

最低,所以选择该浓度组进行后续实验。FASN是

脂质代谢途径中的关键酶,能够调节细胞内脂肪酸

的合成,因此可以作为反映细胞内脂质代谢活跃程

度的指标。油红 O染色结果显示,与对照组相比,
给药组细胞的脂滴含量显著降低,说明Fatostatin
抑制了Huh7细胞的脂质代谢。qPCR检测的结果

显示,抑制脂质代谢以后,Huh7细胞当中PIGU、

PPM1G、PRAF2 以及TDRD6 的表达显著降低,

ACOT12 和UBE2S 的表达显著升高,BSG 和MR-
PL54 的表达无显著变化。提示这些基因可能位于

FASN的下游并参与调节细胞脂质代谢。表达下调

的4个基因(PIGU、PPM1G、PRAF2 和TDRD6)
可能具有促进脂肪酸合成的功能,并可能参与了肝

癌EHM的发生。PIGU 与代谢相关,其可通过激

活NF-κB通路,增强免疫逃逸,促进 HCC进展,并
可作为HCC预后分层的标志物[27]。PPM1G 可通

过调控选择性剪接蛋白SRSF3 的磷酸化促进HCC
的进展,并且PPM1G 在 HCC中高表达与患者不

良预后相关[28]。PRAF2 高表达提示肝癌患者预后

不良[29]。TDRD6 在HCC中的作用尚未见有相关

报道。
综上所述,本研究通过对多个数据库进行一系

列生物信息学分析,获得了13个脂质代谢相关转移

风险基因,可能是早期识别EHM 高危患者的有效

生物标志物;并将这些基因和临床危险因素联合构

建了HCC患者的预后模型。通过细胞实验初步验

证了脂质代谢相关转移风险基因与脂质代谢密切相

关。但本研究仅仅是基于公共数据库中的数据进行

的分析,结果还需要更多的实验研究进行验证。
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