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摘要：为探讨肿瘤突变负荷 （ｔｕｍｏｒｍｕｔａｔｉｏｎｂｕｒｄｅｎ，ＴＭＢ）对肝细胞癌 （Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）
患者预后的影响，从ｔｈｅＣａｎｃｅｒＧｅｎｏｍｅＡｔｌａｓ数据库下载３５７例ＨＣＣ样本进行生物信息学分析．结果显示：
在ＨＣＣ患者中，Ｃ＞Ｔ变异、错义突变及ＴＰ５３基因突变频率最高；ＴＭＢ与患者预后呈负相关 （Ｐ＜００５）．
功能分析表明，差异基因富集于细胞外基质组织形成和硫化合物代谢途径 （Ｐ＜００５）．基于ＳＦＲＰ４、ＩＬ７Ｒ、
ＦＢＬＮ２、ＣＯＬＥＣ１０和ＣＨＧＡ基因，构建了ＨＣＣ预后预测模型．结果表明，高危组患者１年、３年和５年预
后较差 （Ｐ＜０００１）．
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　　肝癌发病率高居世界第六，是癌症相关死亡第
二大原因．肝细胞癌 （Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＨＣＣ）占原发性肝癌的７５％～８５％［１］．由于ＨＣＣ病
情进展迅速，并发症多，大多数患者确诊时已达中

晚期［２］，且大量早期ＨＣＣ患者在手术治疗后还会复
发．目前对ＨＣＣ的治疗决策多依赖于病理及影像学

证据，缺乏分子学指标．而基于ＨＣＣ特异性分子构
建的预后预测模型则可进一步辅助临床医师进行

ＨＣＣ诊治［３］．肿瘤突变负荷 （ｔｕｍｏｒｍｕｔａｔｉｏｎｂｕｒ

ｄｅｎ，ＴＭＢ）作为衡量免疫治疗效果的可靠指标，在
ＨＣＣ预后评估中至关重要．ＴＭＢ表示外显子编码区
每兆碱基中替换、基因插入或突变的总数［４］，是预



测免疫检查点抑制剂治疗多种肿瘤 （如肺癌、子宫

内膜癌、乳腺癌和结肠直肠癌）疗效的有效指

标［５－９］．多项研究［５－９］中已初步揭示ＴＭＢ与免疫微
环境之间的联系及ＴＭＢ与ＨＣＣ中的免疫治疗之间
的联系，但由于其测序的复杂性和高成本，不太可

能广泛应用于免疫治疗疗效的临床评价．Ｚｈａｎｇ
等［１０］基于２０２０年公共数据进行了ＨＣＣ中ＴＭＢ相关
分析，然而，近２年 ｔｈｅＣａｎｃｅｒＧｅｎｏｍｅＡｔｌａｓ（ＴＣ
ＧＡ）数据库更新后鲜有相关研究报道．

本研究旨在基于 （ＴＣＧＡ）数据库探索 ＨＣＣ
中肿瘤突变概况，然后通过基因差异分析及预后分

析筛选出ＴＭＢ相关的预后基因，并基于筛选的预
后基因构建ＨＣＣ预后预测模型．

１　材料与方法

１１　数据来源
从ＴＣＧＡ数据库 （ｈｔｔｐ：ｗｗｗｎｃｂｉｎｌｍｎｉｈｇｏｖ／

ｇｅｏ）下载与 ＨＣＣ相关的基因组和临床病理数据，
基因组数据格式为 ＦＰＫＭ．由于数据丢失，部分样
本被删除，最终选择３５７个肿瘤样本进行后续分析．
同样，从ＴＣＧＡ数据库中获取 ＨＣＣ体细胞突变数
据，并使用Ｒ软件中的 “ｍａｆｔｏｏｌ”包进行分析［１１］．
１２　ＴＭＢ计算和分组

运用Ｐｅｒｌ脚本计算ＴＭＢ．并通过Ｘｔｉｌｅ结合患
者总体生存率 （ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，ＯＳ）找到 ＴＭＢ的
最佳截断值，然后依据该值将患者分为 ＴＭＢＨ组
和ＴＭＢＬ组．
１３　获取差异基因

使用Ｒ包 “ｌｉｍｍａ”处理数据，筛选出与ＴＭＢ
相关的差异表 达 基 因 （ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ）．采用 ｌｏｇ２ＦＣ ＞１，ｆａｌｓｅｄｉｓｃｏｖｅｒｙ
ｒａｔｅ（ＦＤＲ）＜００５筛选出所有差异基因，并使用
“ｐｈｅａｔｍａｐ”包对差异基因进行分层聚类．

运用Ｒ包 “ｏｒｇＨｓｅｇｄｂ”进行ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ
（ＧＯ）富集分析和 ＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆＧｅｎｅｓａｎｄ
Ｇｅｎｏｍｅｓ（ＫＥＧＧ）通路分析， “ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ”和
“ｇｇｐｌｏｔ２”包用于注释和绘图［１２］．采用Ｐ＜００５筛
选出潜在通路．
１４　ＴＭＢ预后指数的构建

使用ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＰｒｏｆｉｌｉｎｇＩｎｔｅｒａｃｔｉｖｅＡｎａｌｙｓｉｓ
（ＧＥＰＩＡ）数据库 （ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａｃａｎｃｅｒｐｋｕｃｎ／）［１３］

分析差异基因的 ＯＳ率．然后根据 ｌｏｇｒａｎｋＰ＜００５

筛选出关键基因．然后根据风险评分 （ｒｉｓｋｓｃｏｒｅ，
ＲＳ）将所有患者分为高危组和低危组．采用ＫＭ曲
线表示ＲＳ水平与ＯＳ之间的关系．最后，绘制受试
者生存工作特征曲线 （ｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓ
ｔｉｃｃｕｒｖｅ，ＲＯＣ），计算曲线下面积 （ｃａｃｕｌａｔｅｔｈｅａｒ
ｅａｕｎｄｅｒｔｈｅｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ），以评估预后模型的价值．
１５　统计分析

使用ＲＳｔｕｄｉｏ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｒｓｔｕｄｉｏ．ｃｏｍ）进行
统计分析［１４］．ＯＳ采用 ＫＭ和 ｌｏｇｒａｎｋ检验方法计
算．２组连续变量比较采用 ｔ检验或单因素方差分
析．Ｐ值＜００５，表示差异有统计学意义．

２　结果

２１　ＴＭＢ在ＨＣＣ中的研究概况
首先，通过评估每个ＨＣＣ样本的突变情况发现：

单核苷酸多态性 （Ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，
ＳＮＰ）、错义突变和Ｃ＞Ｔ突变是ＨＣＣ中最常见的变
异类型．其中，Ｃ＞Ｔ变异最高，达１５４２０．ＨＣＣ中
突变前 １０位的基因为：ＴＰ５３、ＴＴＮ、ＣＴＮＮＢ１、
ＭＵＣ１６、ＰＣＬＯ和ＡＬＢ、ＲＹＲ２、ＡＢＣＡ１３、ＭＵＣ４频率
均高于１０（Ｐ＜０００１）（图１）．
２２　突变基因的瀑布效应和相互关系

图２（ａ）描绘了ＨＣＣ中前３０个突变基因的瀑布
图．我们进一步分析前２０个突变基因表达相关度，
结果发现：ＣＴＮＮＢ１与ＴＰ５３、ＡＸ１Ｎ１表达负相关 （Ｐ
＜００５），ＣＴＮＮＢ１与ＳＰＴＡ１、ＯＢＳＣＮ；ＭＵＣ１６与ＳＰ
ＴＡ１、ＡＢＣＡ１３、ＲＹＲ２；ＰＣＬＯ与ＣＡＣＮＡ１Ｅ、ＨＭＣＮ１；
ＲＹＲ２与 ＸＩＲＰ２；ＡＰＯＢ与 ＬＲＰ１Ｂ；ＦＬＧ与 ＣＳＭＤ３、
ＯＢＳＣＮ；ＬＲＰ１Ｂ与 ＣＡＣＮＡ１Ｅ；ＨＭＣＮ１与 ＳＰＴＡ１；
ＴＴＮ与ＬＲＰ１Ｂ表达正相关 （Ｐ＜００５）（图２（ｂ））．
２３　ＴＭＢ与临床相关性

利用Ｘｔｉｌｅ确定ＴＭＢ＝４６１为最佳截止值，并
据此将 ３５７个样本分为 ＴＭＢＨ组和 ＴＭＢＬ组．
ＴＭＢＨ组和ＴＭＢＬ组的平均值分别为８１９和２７９
（图３（ａ））．生存分析结果显示ＴＭＢ与ＨＣＣ预后显
著负相关 （Ｐ＜００５）．ＴＭＢ高的患者预后较差［１５］

（Ｐ＜００５）（图３（ｂ））．图３（ｃ）～（ｅ）反映了ＴＭＢ
与临床病理特征的关系：在 ＨＣＣ患者中 ＴＭＢ与 Ｎ
分期 （Ｐ＜００５）、年龄 （Ｐ＜００５）、性别 （Ｐ＜
００５）相关．总的来说，老年 （＞６５岁）无淋巴转
移的男性ＴＭＢ较高，但ＴＭＢ水平与Ｔ／Ｍ分期、临
床分期和分级无明显相关性 （图３（ｆ）～（ｉ））．
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图１　ＴＧＣＡ数据库中ＨＣＣ突变概况

（ａ）ＨＣＣ中前３０个突变基因的瀑布图

（ｂ）ＨＣＣ中前２０个突变基因的相互关系

图２　突变基因的瀑布效应和相互关系
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（ａ）ＴＭＢ在各组间的分布 （ｂ）ＴＭＢ与ＨＣＣ预后相关性 （ｃ）ＴＭＢ与年龄的关系

（ｄ）ＴＭＢ与性别的关系 （ｅ）ＴＭＢ与Ｎ期的关系 （ｆ）ＴＭＢ与Ｔ期的关系

（ｇ）ＴＭＢ与Ｍ期的关系 （ｈ）ＴＭＢ与临床分期的关系 （ｉ）ＴＭＢ与临床分级的关系

图３　ＴＭＢ与ＨＣＣ患者临床相关性

２４　差异基因的富集分析
首先通过基因差异分析，筛选出３９个与 ＴＭＢ

相关的ＤＥＧｓ．图４（ａ）为 ＤＥＧｓ的聚类热图．我们
进一步通过ＧＯ功能富集分析研究 ＤＥＧｓ相关的主
要生物过程 （ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）、分子功能
（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）和细胞成分 （ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）（图 ４（ｂ））．ＫＥＧＧ通路分析显
示，ＤＥＧｓ主要富集于细胞外基质组织、细胞外结
构组织、硫化合物生物合成过程和硫化合物代谢过

程 （图 ４（ｃ））．Ｇｅｎｅｓｅｔｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ
（ＧＳＥＡ）分析结果显示，ＴＭＢＨ组富集在 ＲＮＡ代
谢过程，ＴＭＢＬ组富集在其他途径包括调控超分子
纤维组织、调控细胞器组织、正调控细胞器组织、

肌动蛋白丝组织、调控细胞骨架组织、肌动蛋白聚

合或解聚、调控肌动蛋白丝基过程、调控肌动蛋白

丝组织 （图４（ｄ））．

２５　ＣＯＸ回归分析
基于生存分析，可进一步发现：ＳＦＲＰ４、

ＩＬ７Ｒ、ＦＢＬＮ２、ＣＯＬＥＣ１０和 ＣＨＧＡ的表达可能是
影响ＨＣＣ患者预后的独立因素 （图５）．由此，可
利用 ＣＯＸ回归分析建立预后预测模型，并利用
ＲＯＣ曲线验证模型的准确性．通过 Ｒ包 “ｍｅｒｇｅ”
下载了３５７例 ＨＣＣ病例的转录组数据．根据多元
ＣＯＸ回归模型，计算ＴＭＢＰＩ为：

ＰＩ＝（００８８９４５３８×ＳＦＲＰ４－０００９９１２１９×
ＣＯＬＥＣ１０－００００６９０５１×ＣＨＧＡ－００２４６１２３４×
ＦＢＬＮ２－０１６５４７９２２×ＩＬ７Ｒ）．

每个个体的ＲＳ通过ＴＭＢＰＩ得到，然后可根据
风险评分的中位数将样本分为高风险组和低风险组

（图６（ａ））．该模型１，３，５年生存率的ＡＵＣ分别
为０６４、０６７、０５９（图６（ｂ））．结果显示高危
组患者预后较差 （Ｐ＜０００１）（图６（ｃ））．
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（ａ）ＤＥＧｓ的聚类热图

（ｂ）ＤＥＧｓ的ＧＯ功能富集分析 （ｃ）ＤＥＧｓ的ＫＥＧＧ通路分析

（ｄ）ＴＭＢ组间的ＧＳＥＡ分析

图４　ＤＥＧｓ富集分析
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（ａ）ＳＦＲＰ４的表达与ＨＣＣ患者预后相关　 （ｂ）ＩＬ７Ｒ的表达与ＨＣＣ患者预后相关　　（ｃ）ＦＢＬＮ２的表达与ＨＣＣ患者预后相关

（ｄ）ＣＨＧＡ的表达与ＨＣＣ患者预后相关　　（ｅ）ＣＯＬＥＣ１０的表达与ＨＣＣ患者预后相关

图５　与ＨＣＣ患者预后显著相关的５个基因的表达
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图６　ＨＣＣ患者预后预测模型的建立
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３　讨论与结论

ＨＣＣ侵袭性强，且具有高度异质性．多项研
究［１６－１８］表明肝癌细胞内信号通路与正常肝细胞迥

异．例如，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ和ＩＫＫ／ＮＦ－κＢ通路在 ＨＣＣ
中被激活，从而促进细胞增殖并诱导上皮－间质转
化［１９，２０］．此外，免疫系统在肿瘤的发展过程中起
着至关重要的作用．Ｍａｒｉｎａ等［２１］观察到 ＭＹＣ／ＣＴ
ＮＮＢ１通路的激活促进了免疫逃避和肝癌药物耐药
性．ＴＭＢ作为免疫系统识别和攻击肝癌细胞的关
键因素，在很大程度上影响患者的预后．此外，在
各种癌症中可观察到 ＴＭＢ与客观缓解率显著相
关［２２］．在本研究中，我们发现错义突变是 ＨＣＣ中
最常见的类型．研究表明 ＴＰ５３的错义突变可将
ＨＣＣ分化为不同的亚型，并可能促进疾病的进
展［２３］．在ＨＣＣ中ＳＮＰ变异占绝大多数，在我们的
研究中，Ｃ＞Ｔ变异数量达到１５４２０，这与ＨＣＣ的
发生密切相关［２４，２５］．

功能分析结果表明，ＤＥＧｓ主要与细胞外基质
组织和硫化合物代谢过程有关．细胞外基质是
ＨＣＣ免疫微环境的组成部分，靶向给药已取得一
定成效［２６］．硫化合物代谢可能与 ＨＣＣ中的自噬密
切相关［２７］．此外，我们发现ＲＮＡ代谢过程的活性
与ＴＭＢ之间存在明显的负相关．越来越多的证据
表明，不同的非编码 ＲＮＡ （ｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡｓ，
ｎｃＲＮＡｓ）参与多种肝脏疾病 （包括乙肝、丙肝和

非酒精性脂肪肝病）代谢状态调控，并最终导致

ＨＣＣ［２８－３０］．这可能是ＴＭＢＨ组总体预后不佳的最
主要原因之一．

ＳＦＲＰ４、ＩＬ７Ｒ、ＦＢＬＮ２、ＣＯＬＥＣ１０和ＣＨＧＡ在
ＨＣＣ发生发展中发挥重要作用．ＳＦＲＰ４位于染色
体７ｐ１４１上，含有一个富含半胱氨酸的结构域．
该结构域可通过与 Ｗｎｔ直接结合来调节 Ｗｎｔ信号
通路，从而形成沉默复合体并抑制ＨＣＣ［３１］．ＩＬ７Ｒ
在Ｔ细胞分化和淋巴细胞发育中能发挥作用［３２］．
ＩＬ７Ｒ上调可激活细胞内通路，诱导相关分子表
达，促进肝癌细胞增殖和迁移［３３］．ＣＯＬＥＣ１０编码
肝脏胶原凝集素 １，是 Ｃ凝集素家族的一员［３４］．
研究表明［３５］，ＣＯＬＥＣ１０受ｍｉＲ４５２５ｐ的调控，促
进肝癌细胞的增殖、侵袭和迁移．ＣＨＧＡ （或
ＣＧＡ）在ＨＣＣ样本中高度表达，既往研究［３６］表明

它可以作为 ＨＣＣ的辅助诊断分子．本研究显示

ＦＢＬＮ２高表达组与低表达组的预后差异有统计学
意义．然而，ＦＢＬＮ２在肝癌中的作用及其应用价
值尚未见报道，这可能是一个值得探索的靶点．

基于此，本文构建了多元 ＣＯＸ回归模型，实
现了对患者个体生存概率的预测和分析．在本研究
中，该模型１、３、５年生存率的ＡＵＣ分别为０６４、
０６７、０５９，具有一定的准确度．该模型将为探索
ＨＣＣ新的预后因素提供了新的思路．此外，该模
型无须识别患者的体细胞突变，而是通过直接检测

ＴＭＢ相关的５个基因，这使得基于关键基因的靶
向测序技术更加常规．基于５个基因的预后预测模
型可有效评估患者预后，这可能有助于指导肝癌患

者的临床治疗．在常规临床实践中，临床医师多通
过病理分期决定患者治疗手段．但 ＨＣＣ病理活检
损伤大，多数患者依赖术前影像学 （如 ＣＴ、ＭＲＩ）
或常规生化指标 （如 ＡＦＰ，ＣＥＡ，ＣＡ１９９）等评估
病情．本研究创新性地将 ＴＭＢ、ＤＥＧｓ与 ＨＣＣ临
床数据相结合，通过ＣＯＸ回归模型预测患者预后，
其可操作性强，侵入性更小．在精准医疗时代，利
用分子分析结合病理分期的预后预测将比传统方法

更准确．
该模型具有对 ＨＣＣ患者的实质性预测能力和

价值，然而其局限性也应当被意识到．首先，目前
研究缺乏患者的免疫治疗信息，这限制了我们对

ＴＭＢ介导的 ＨＣＣ免疫微环境变化的研究．其次，
由于ＴＣＧＡ项目中只有一部分样本具有临床病理和
ＴＭＢ数据可用于分析，目前的样本量存在限制．
最后，由于缺乏肝癌患者的全外显子测序信息，我

们没有通过本中心临床数据来验证结论．因此，预
测模型的有效性值得在未来使用独立队列进行更多

的外部验证．
综上，本研究建立了一个新的基于５个基因的

ＨＣＣ患者预后预测模型．该模型可能是 ＨＣＣ预后
风险分层的有效工具，并为肝癌的临床诊断结合病

理和分子分析提供了新的思路．
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