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肝内胆管细胞癌与肝细胞癌 miRNA相关级联调控网络及通路研究 *
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摘要目的：分析肝内胆管细胞癌（ICC）与肝细胞癌（HCC）患者肝组织小非编码 RNA（MicroRNAs，miRNA）、转录因子

（Transcription factor，TF）和信使 RNA（messenger, mRNA）的级联调控网络，探讨关键 miRNA和 TF相关的级联调控网络以及调

控通路的作用。方法：下载 GEO（GSE57555）miRNA/mRNA表达谱芯片数据，通过生物信息数据分析方法获得肝细胞癌患者和癌

旁组织显著差异的 miRNA、mRNA表达谱，并依据现今已知的实验证实的 miRNA、TF和靶基因间的调控关系构建级联调控背景

网络。通过 ICC和 HCC各自差异表达的 miRNA和 mRNA挖掘出疾病特异的级联调控网络。继而分析级联调控网络中的 mRNA

参与的 GO、KEGG以及挖掘网络中重要的级联调控通路识别通路内的关键调控元件。结果：构建的 ICC级联调控网络内的度最

大的节点主要为 miRNA（has-miR-200b-3p、hsa-miR-155-5p），而 HCC级联调控网络内度最大的节点为 TF，而且网路中包含关键

的已知疾病相关基因 TP53、CTNNB1，无论是 miRNA还是 TF都是和相应疾病密切相关的。ICC和 HCC级联调控网络中的

mRNA主要参与的 GO功能有 RNA聚合酶Ⅱ的调控、表达调控、凋亡过程调控等；KEGG信号通路主要有癌症相关 miRNA通

路、乙型肝炎通路、癌症通路等。共挖掘出 12条疾病特异的级联调控通路，识别出 ICC相关通路内关键的调控因子为MYC、

hsa-miR-320b，HCC 相关通路内的关键调控因子为 hsa-miR-124-3p、HMGA1。结论：TP53、MYC、HMGA1、has-miR-200b-3p、

hsa-miR-155-5p和 hsa-miR-124-3p为 ICC和 HCC级联调控网络内的核心调控元件，在 ICC和 HCC相关的肝细胞癌发生、发展

中具有关键作用，有望为未来的 ICC和 HCC相关研究提供新思路和新方向。
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MiRNA Associated Regulatory Network and Pathway Analysis
in Intrahepatic Cholangiocarcinoma and Hepatocellular Carcinoma*

To explore the roles of cascade regulatory networks and cascade regulatory pathways associated with key

miRNAs and TFs, we analyzed the cascade regulatory network of small non-coding RNA (miRNA), transcription factor (TF) and

messenger RNA (mRNA) in the intrahepatic cholangiocarcinoma (ICC) and hepatocellular carcinoma (HCC). The miRNA /

mRNA microarray data were downloaded from GEO (GSE57555), including surgically resected hepatocellular carcinoma (HCC)

samples and surrounded non-tumor samples, and cholangiocarcinoma (CCC) samples and surrounded non-tumor samples. Then using the

experiments confirmed regulation relationships between miRNAs, TF and target genes to construct the background cascade regulatory

network. Differentially expressed miRNAs and mRNAs were identified in ICC and HCC to discover disease-specific cascade regulatory

networks, respectively. Then we performed GO and KEGG enrichment analyses for mRNAs involved in the cascade regulation network.

Moreover, we explored the crucial cascade regulatory pathways in the cascade network and identified the key regulators in the cascade

regulatory pathways. The node with highest degree in the ICC cascade network was one ICC- related miRNA (hsa-miR-155-5p),

and the hub nodes in the HCC cascade network also included one HCC-related TF (TP53). The mRNAs in the ICC and HCC cascade

regulation networks were mainly enriched in the biological processes of RNA polymerase II, regulation of expression, regulation of

apoptosis process and cancer-related miRNA pathway, hepatitis B pathway and cancer pathway. Finally, 12 disease-specific cascade

regulatory pathways were identified. The key regulators of ICC-related pathways were MYC and hsa-miR-320b. The key regulators of

HCC-related pathways were hsa-miR-124-3p and HMGA1. TP53, MYC, HMGA1, has-miR-200b-3p, hsa-miR-155-5p and

hsa-miR-124-3p were key regulators in the ICC and HCC cascade regulatory networks. They played an important role in the development

of hepatocellular carcinoma. This study is expected to provide new ideas and new directions for the future therapeutic strategy of ICC and

HCC.
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前言

肝内胆管细胞癌（ICC）是最为常见的肝脏癌症之一，占全

部肝脏恶性肿瘤的 10-25%[1，2]，影响 ICC发生和发展的因素众

多，肝硬化、乙型肝炎和丙型肝炎等均为风险因素。由于 ICC的

发病迅速治愈难度高导致全球范围内患者增速迅猛。手术切除

和肝移植是目前最佳的 ICC的治疗手段，但是对于已经发生癌

症转移的患者不适合手术治疗。肝细胞癌（HCC）是目前世界上

第二大的致死性癌症[3]，三分之一的肝细胞癌患者处于癌症晚

期，平均生存时间仅为 6-12个月[4]。索拉非尼目前被用于治疗

晚期肝癌，但据相关文献报道其治疗效果并不显著，患者的生

存时间的平均中位数仅为 3个月，而且很多治疗肝癌的药物的

副作用巨大也是患者无法忍受的，患者不得不放弃药物治疗[5]。

无论是 ICC还是肝细胞癌都给患者和其家庭带来了极大的痛

苦，但目前它们的发病机制并不是很清晰。

MicroRNAs（miRNA）是一类小的非编码的 RNA，目前研

究认为 miRNA 是通过和编码蛋白的 mRNA 的 3' 非翻译区

（3'UTRs）相互作用，从而抑制或者降解 mRNA，致使 mRNA的

表达下降，起到调控 mRNA表达的作用。最近很多研究表明

miRNA和 mRNA的相互作用，以及其表达的异常与肝癌的发

生发展密切相关 [6，7]，但是对于转录因子（transcription factor,

TF）、miRNA和靶基因的级联调控对肝癌的影响的研究还处于

初级阶段。本文通过对 GEO（GSE57555）[8]数据库中的 ICC和

HCC表达数据进行分析、挖掘，构建了两种癌症相关的级联调

控网络，并且挖掘了网络内重要的级联调控通路，识别了与两

种疾病密切相关 miRNA和 mRNA。

1 材料和方法

1.1 miRNA和 mRNA芯片表达谱数据选择

通过美国的生物信息中心的基因表达平台 GEO（Gene Ex-

pression Omnibus）数据库，下载了数据集 GSE57555，数据包含

10个 ICC的患者和 6个 HCC的患者，并且每个患者都取了癌

旁的组织做为对照样本，一共检测了 32个疾病和正常样本的

miRNA表达以及 mRNA表达。这些数据分别进行差异表达分

析，提取疾病特异的调控网络。

1.2 miRNA和 mRNA级联调控背景网络构建

构建级联调控背景网络就要获取 miRNA对靶基因的调控

关系、TF对靶基因的调控关系以及 TF对 miRNA的调控关系，

我们分别从 Transmir（version 1.2）[9]、TRANSFAC[10]以及 miR-

TarBase（version 7.0）[11]三个数据获得了以上实验证实的调控信

息。其中 TRANSFAC数据库包含 5826条调控关系，TRANS-

MIR 数据库包含 746 条调控关系，miRTarBase 包含了 13866

条调控关系。

由于各个数据库对 miRNA和 mRNA的命名有所差异，我

们使用 miRBase [12，13] 数据库内的成熟 miRNA对成熟 miRNA

和前体 miRNA进行统一命名。然后去除三个数据库内的数据

重复项，得到了 miRNA和 mRNA级联调控背景网络构建。

1.3 筛选差异表达 miRNA和 mRNA

首先对从 GEO数据库下载的表达谱数据进行预处理。通

过 miRNA芯片的平台数据信息（GPL18044）以及 mRNA的平

台数据信息（GPL16699）对现有表达谱进行处理，将探针对应

到相应的 miRNA和 mRNA上。当多个探针对应到一个 miR-

NA或 mRNA时，取多个探针的均值作为 miRNA或者 mRNA

的表达值。最终得到了 ICC的 miRNA和 mRNA表达谱以及

HCC的 miRNA和 mRNA表达谱。

对四个表达谱进行差异表达分析，使用的是 R语言中的

limma和 samr包，然后选取 P值小于 0.001的 miRNA或 mR-

NA作为差异表达的 miRNA或 mRNA。

1.4 ICC与 HCC特异的调控网络构建

选取 ICC与 HCC内差异表达的 miRNA和 mRNA，提取

级联调控背景网络中与差异表达 miRNA、mRNA直接相连的

基因，这些差异表达基因以及直接相连的基因间形成的网络我

们称之为疾病特异的调控网络。

1.5 GO、KEGG富集分析

使用的富集工具 DAVID进行功能富集，我们选取疾病特

异的级联调控网络内的 mRNA 进行 GO 的 BP 分支以及

KEGG生物学通路的富集分析。

1.6 联调控通路挖掘

从疾病特异的调控网络中挖掘出每条调控通路，每条级联

调控通路都是从网络的根节（入度为 0）点开始到网络的叶子

节点（出度为 0）结束，并且删除小于三个点相连的级联调控通

路。例如网络调控关系为 1→2；1→3；2→3；3→4；2→5。那么我

们会挖掘出 1→2→3→4；1→2→5；1→3→4 三条级联调控通

路，该算法基于深度优先思想优化后实现[14]。

1.7 疾病相关级联调控通路挖掘

从 mir2disease[15]、HMDD[16]和 DIGenet[17, 18]数据库获取两种

疾病相关的 miRNA和 mRNA，对于两种疾病的每一条级联调

控通路内的基因与目前疾病数据库内的 miRNA和 mRNA进

行超几何检验，计算每条通路内的基因是否显著的富集了疾病

相关基因，进一步挖掘出疾病相关的级联调控通路。超几何检

验方法 P 值计算公式如下，Y 为通路内已知致病 miRNA 或

mRNA数量，K为疾病特异级联调控网络内节点数量，M、N分

别为通路长度和已知疾病相关 miRNA和 mRNA数量：

P = 1 -
Y

t = 0
移

M

t
蓸 蔀 K-M

N-t
蓸 蔀
K

N
蓸 蔀

2 结果

2.1 miRNA-mRNA-TF级联调控背景网络分析
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图 3 HCC特异的 miRNA-mRNA级联调控网络

Fig. 3 HCC-specific miRNA-mRNA regulatory network

注：橙色的点代表 miRNA，绿色的点代表靶基因，蓝色的点代表 TF，箭

头表示两点之间的调控方向。圆形点越大代表其调控或者被调控的

节点越多。

Note: The orange points denote miRNA, the green point denotes target

gene, the blue point denotes TF, and the arrow indicates the direction of

regulation.The larger the point is, the more the nodes are regulated or

regulated.

图 2 ICC特异的 miRNA-mRNA级联调控网络

Fig. 2 ICC-specific miRNA-mRNA regulatory network

注：橙色的点代表 miRNA，绿色的点代表靶基因，蓝色的点代表 TF，箭

头表示两点之间的调控方向。圆形点越大代表其调控或者被调控的

节点越多。

Note: The orange points denote miRNA, the green point denotes target

gene, the blue point denotes TF, and the arrow indicates the direction of

regulation.The larger the point is, the more the nodes are regulated or

regulated.

整合 miRTarBase、TANRSFAC和 TransmiR三个数据库中

的调控信息，并且对数据进行标化后得到一个包含 5311个节

点，15386条调控关系的网络，其中 miRNA有 1064个、靶基因

有 3432个、转录因子有 815个。级联调控背景网络平均通路长

度为 4.576，平均邻居节点数量为 5.994。

2.2 疾病特异级联调控网络

通过差异表达分析我们发现 ICC中有共有 268个差异表

达的 miRNA和 mRNA，HCC中有共有 59个差异表达的 miR-

NA和 mRNA，用差异表达的 miRNA 和 mRNA 构建 ICC和

HCC特异的调控网络。其中 ICC网络包含 869个节点，1109

条调控关系的网络，其中 miRNA有 51个、靶基因有 741个、转

录因子有 25个。级联调控背景网络平均通路长度为 4.827，平

均邻居节点数量为 2.505。 ICC 特异的疾病调控网络中

has-miR-200b-3p、hsa-miR-155-5p、has-miR-21-5p 是网络最大

的 hub节点，其中 has-miR-21-5p和 has-miR-200b-3p是目前已

经报道的 ICC致病的 miRNA[19-21]。

HCC疾病特异级联调控网络包含 829个节点，1055条调

控关系，其中 miRNA有 257个、靶基因有 407个、转录因子有

165个。级联调控背景网络平均通路长度为 2.327，平均邻居

节点数量为 2.534。 ICC 特异的疾病调控网络中 TP53、

CTNNB1、MET和 PIK3CA等基因都是目前已经报道的 HCC

的致病基因[22, 23]。

2.3 疾病特异级联调控网络中mRNAGO功能、KEGG通路分析

ICC特异级联调控网络的 mRNA主要富集在启动子区域

的 RNA聚合酶Ⅱ正向调控转录（positive regulation of transcrip-

tion from RNA polymerase II promoter）、调控基因表达（positive

regulation of gene expression）、凋亡过程的负向调节（negative

regulation of apoptotic process）等生物学过程。同时这些 mRNA

富集在了癌症相关 miRNA（MicroRNAs in cancer）、乙型肝炎

（Hepatitis B）、癌症通路（Pathways in cancer）和 HTLV-I 感染

（HTLV-I infection）等 KEGG通路上。

GO功能分析发现 HCC特异的级联调控网络中的 mRNA

主要参与启动子区域的 RNA聚合酶Ⅱ正向调控转录（positive

regulation of transcription from RNA polymerase II promoter）、药

物应答（response to drug）、凋亡过程的负向调节（negative regu-

lation of apoptotic process）以及血液凝固（blood coagulation）等

多项生物学过程。在 KEGG通路富集方面我们发现，HCC特异

图 1 miRNA-mRNA级联调控背景网络

Fig. 1 miRNA-mRNAbackground regulatory network

注：橙色的点代表 miRNA，绿色的点代表靶基因，蓝色的点代表 TF，箭

头表示两点之间的调控方向。

Note: The orange points denote miRNA, the green point denotes target

gene, the blue point denotes TF, and the arrow indicates the direction of

regulation.
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图 4 ICC特异的miRNA-mRNA级联调控网络功能富集

Fig. 4 Function enrichment of ICC-specific miRNA-mRNA cascade regulatory network

注：蓝色柱代表富集的 GO生物过程，红色柱代表富集的 KEGG通路。横坐标为 FDR校正后的 P值。

Note: The blue bands denote enriched GO biological process, and the red bands denote enriched KEGG pathways. The X axisvaluesareadjusted p value of

FDR.

图 5 HCC特异的 miRNA-mRNA级联调控网络功能富集

Fig. 5 Function enrichment of HCC-specific miRNA-mRNA regulatory network

注：蓝色柱代表富集的 GO生物过程，红色柱代表富集的 KEGG通路。横坐标为 FDR校正后的 P值。

Note: The blue bands denote enriched GO biological process, and the red bands denote enriched KEGG pathways. The X axisvaluesareadjusted p value of

FDR.

的网络内的 mRNA主要富集在癌症相关 miRNA（MicroRNAs

in cancer）、乙型肝炎（Hepatitis B）和肺结核（Tuberculosis）等

KEGG通路上。

两个疾病特异的富集结果显示，相关的 GO 功能以及

KEGG 通路富集结果说明疾病特异的 ICC 和 HCC 网络的

mRNA参与调控肝癌的发生与发展等过程，同时也富集到疾病

相关的并发症上，并且识别出了 miRNA在疾病特异网络内的

关键作用。两个网络的富集结果共享大量的 GO 功能以及

KEGG通路，我们认为两种疾病共享的信息决定了肝癌的发生

发展。

2.4 疾病相关级联调控通路

通过深度优先算法获得了每个疾病内的所有级联调控通

路，去除两点直接相连的通路后，ICC网络内挖掘出 27条级联

调控通路，HCC网络内挖掘出 1280条级联调控通路，我们使

用超几何检验的方法对已知调控通路进行检验，筛选出通路内

显著富集疾病相关 miRNA或者 mRNA的通路。最终我们分别

得到了 3条和 9条显著和疾病相关的级联调控通路（见表 1）。

ICC疾病特异的调控通路中，MYC扮演着重要的角色，很

多研究中已经发现肝组织MYC的异常与胆汁阻塞关系密切，

从而导致肝癌的发生发展[24, 25]。MYC作为转录因子，调控众多

基因的表达，从而达到了对肝脏的调控作用[26]。我们的研究发

现在 ICC中MYC主要是由 hsa-miR-320b调控的，我们也推测

MYC是通过调控其他 miRNA的表达实现调控 ICC发生发展
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通路信息 P值（<0.05）

ICC hsa-miR-320b→MYC→hsa-let-7e-5p 0.0399

ICC hsa-miR-320b→MYC→hsa-let-7i-5p 0.0399

ICC hsa-miR-320b→MYC→hsa-miR-23a-3p 0.0399

HCC hsa-miR-124-3p→HMGA1→hsa-miR-29a-3p 0.0030

HCC hsa-miR-124-3p→HMGA1→PTGS2 0.0030

HCC hsa-miR-124-3p→HMGA1→hsa-miR-29a-5p 0.0030

HCC hsa-miR-124-3p→CEBPA→hsa-miR-29b 0.0030

HCC hsa-miR-370-3p→CTNNB1→hsa-miR-373-3p 0.0030

HCC hsa-miR-124-3p→CEBPA→PTGS2 0.0030

HCC hsa-miR-124-3p→CEBPA→hsa-miR-29a-3p 0.0030

HCC hsa-miR-370-3p→CTNNB1→hsa-miR-373-5p 0.0030

HCC hsa-miR-124-3p→CEBPA→hsa-miR-29a-5p 0.0030

的功能，这些潜在的发挥功能的 miRNA可能是 hsa-let-7e-5p、

hsa-let-7i-5p、hsa-miR-23a-3p。 在 HCC 中 ， 我 们 发 现

hsa-miR-124-3p、CTNNB1 等通路上游和中游的 mRNA 或

miRNA均为已知的 HCC相关基因，在 HCC发生发展中起到

至关重要的作用 [27, 28]，我们认为正是由于这些基因的失调调

控了下游通路内基因表达的异常，才导致了疾病的发生。这些

目前还是未知的，需要将来生物学家进行进一步的研究加以

验证。

3 讨论

肝癌已经成为世界上第二大致死类的癌症，目前大量的关

于肝癌的研究已经帮助了很多早期肝癌的患者，但是对已经发

展到晚期的肝癌患者目前还很难治愈。所以对于肝癌的致病机

制的研究还需要不断的进行下去，同时也应当加大对癌症药靶

位点的发掘，使肝癌患者早日脱离病痛的折磨[29, 30]。

现如今国内外对肝细胞癌的研究取得了很多重要的成果，

对帮助理解肝细胞癌的发病机制做出了巨大贡献，尤其是近年

来关于非编码 RNA对肝细胞癌影响的研究，目前国内外的非

编码 RNA的研究多为对单一的 miRNA或是 lncRNA进行研

究[31-34]，发现关键的基因在肝细胞癌中的作用。关键的非编码

RNA调控疾病相关通路达到致病的作用，关键的 miRNA的敲

除来判断 miRNA的致病机制[35, 36]。我们的研究是以已知的疾

病特异的网络作为背景，在网络里挖掘疾病相关的最为关键的

调控通路和关键的基因信息，不仅仅发现关键的调控因子，而

且能发掘该基因的改变是由哪些基因引起的，它可以调控哪些

基因从而系统的行使调控疾病发生发展的功能。

本研究发现了很多目前国内外其他研究已经发现的肝细

胞癌相关的基因，比如 MYC和 hsa-miR-124-3p对肝细胞癌的

研究[27, 28]，我们发现这两个基因表达的异常是由上游的基因和

miRNA调控导致的，这些上下游的基因的差异表达程度可能

不及目前已经发现的这些疾病已知基因，但我们认为是这一系

列上下游基因的变化虽小，但是产生的累积效应才是最终导致

疾病发生的原因。我们目前的研究只涉及了小的非编码 RNA

（miRNA），并没有包含长非编码 RNA，现在很多研究发现

lncRNA可以作为 miRNA海绵和编码基因产生竞争关系[37]，从

而调控编码基因的表达，这样就把 lncRNA和 miRNA进行了

进一步的关联，更深入的研究多种非编码 RNA对肿瘤的作用。

我们未来的研究要把 lncRNA整合进来，从更多的维度来解释

疾病的致病机制。目前整理的疾病相关的调控背景网络是从各

个已知的实验证实的数据库内整理而来，并没有预测算法得到

的调控关系，我们未来可以把这些调控信息整理进来，开发模

块挖掘方法从更复杂的关系网络挖掘出网络的核心模块，找出

更多的更准确的疾病致病通路以及模块。MiRNA作为关键肝

癌发生发展中调控因子已经研究众多，如 miR-146a的表达影

响 ICC患者的生存时间，miR-16通过调控其他基因表达抑制

肝癌细胞发展以及转移[38-40]。在我们的研究中也发现了 HCC级

联调控通路内最为重要的 miRNA，hsa-miR-124-3p在最终挖掘

出的 9条疾病相关通路内，7条为以其最为初始调控节点的通

路，而且 hsa-miR-124-3p也是其他研究已经发现的 HCC相关

的重要 miRNA。在 ICC中 has-miR-21-5p为网络中度最大的节

点之一，在网络内起到了至关重要的作用，并且该 miRNA也已

经被证实是 ICC生物过程中的重要调控子。MiRNA和靶基因

间的调控关系是复杂的，多个 miRNA可以调控同一个靶基因，

一个 miRNA也可以调控多个靶基因，在级联调控网络内，每一

个节点都是整个调控通路中的重要一环，都是不可或缺的。要

研究清楚每一步的作用机制，仍需要进一步的仔细研究。

很多研究已经发现肝癌的发生发展过程都和丙型肝炎感

染和乙型肝炎感染密切相关[41]，我们的研究中也发现了 ICC和

HCC疾病特异的网络内的 mRNA也富集到了乙型肝炎相关的

致病通路上，由于目前数据限制，后续的工作要加入乙型肝炎

的患者肝部 miRNA和 mRNA的表达谱，从级联调控通路层面

分析肝炎到肝癌的关系。收集整理带有患者预后信息的表达数

表 1疾病相关的级联调控通路

Table 1 Disease related regulatory pathways
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据，使用研究发现的基因或通路对患者分类，然后进行患者的

生存分析，获得生存结果后我们还可以结合药物调控基因表达

的信息，探索哪些药物对疾病的治疗更有效。未来进行这些更

进一步更深入的研究，帮助患者找到影响预后的关键因素，有

针对性的发掘更适合患者使用的抗肿瘤药物，为患者及其家庭

减轻痛苦。
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