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FZDs基因家族在原发性肝癌中的表达及预后的综合分析
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摘 要:目的 利用生物信息分析FZDs基因家族(FZD1~FZD10)在原发性肝癌中的作用。方法 肝癌样本 mRNA表

达数据取自TheCancerGenomeAtlas(TCGA),采用仙桃学术、GEPIA数据库、Kaplan-MeierPlotter数据库、cBioPortal
数据库全面分析FZDs基因家族在原发性肝癌中的表达及表达与肝癌分期和预后的关系,并进一步分析其基因突变水

平和相关基因的通路富集。结果 在肝癌组织中FZD1、FZD8的 mRNA表达水平降低(P <0.05),FZD2、FZD3、

FZD4、FZD5、FZD6、FZD10表达水平升高(P <0.05),且FZDs基因家族成员之间表达存在相关性。FZD1、FZD2、

FZD6、FZD7、FZD8、FZD10表达与肝癌分期密切相关(P <0.05)。FZD1、FZD5、FZD6、FZD7高表达,FZD4、FZD9、

FZD10低表达与肝癌患者预后不良相关(P<0.05)。此外,原发性肝癌中FZDs基因家族的总突变频率为29.78%,且

所有基因均有突变发生。GO和KEGG富集分析发现FZDs基因家族在原发性肝癌作用的机制可能与 Wnt信号通路、

Hippo信号通路、干细胞多能干性调控相关信号通路和 mTOR信号通路有关。结论 FZDs基因家族成员可作为肝癌

潜在治疗靶点和预后预测标记物,在原发性肝癌发生发展中起着关键作用。
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ComprehensiveanalysisoftheexpressionsofFZDsgene
familyinprimarylivercanceranditsprognosis
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  Abstract: Objective ToanalyzetheroleofFZDsgenefamily(FZD1-FZD10)inprimarylivercancerby
bioinformaticmethods. Methods ThedataofmRNAexpressionofprimarylivercancersampleswereob-
tainedfromtheCancerGenomeAtlas(TCGA).TheXiantaoacademicdatabase,GEPIAdatabase,Kaplan-
MeierPlotterdatabaseandcBioPortaldatabasewereusedtocomprehensivelyanalyzetheexpressionofFZDs
genefamilyinprimarylivercanceranditsrelationshipwiththestagingandprognosisofprimarylivercancer.
Thegenemutationlevelsandpathwayenrichmentofassociatedgeneswerefurtheranalyzed. Results Inthe
tissuesofprimarylivercancer,themRNAexpressionlevelsofFZD1andFZD8decreased(P<0.05),while
theexpressionlevelsofFZD2,FZD3,FZD4,FZD5,FZD6andFZD10increased(P <0.05),andtherewas
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correlationbetweentheexpressionsofFZDsgenefamilymembers.TheexpressionsofFZD1,FZD2,FZD6,

FZD7,FZD8andFZD10werecloselyassociatedtothestagingofprimarylivercancer(P<0.05).Highex-
pressionsofFZD1,FZD5,FZD6andFZD7andlowexpressionsofFZD4,FZD9andFZD10wereassociated
withpoorprognosisinpatientswithHCC(P<0.05).Furthermore,thetotalmutationfrequencyoftheFZDs
genefamilywas29.78%inprimarylivercancer,andallgenesweremutated.GOandKEGGenrichmentanal-
ysisshowedthatthemechanismofFZDsgenefamilyinprimarylivercancermayberelatedtotheWntsigna-
lingpathway,theHipposignalingpathway,thesignalingpathwayrelatedtopluripotentregulationofstem
cellsandthemTORsignalingpathway. Conclusion FZDsgenefamilymemberscanbeusedaspotential
markersfortherapeutictargetsandprognosticpredictionofHCCtoplayakeyroleintheoccurrenceanddevel-
opmentofprimarylivercancer.
  Keywords: primarylivercancer;FZDsgenefamily;bioinformationanalysis;expression;prognosis

  肝细胞癌是目前最常见的恶性肿瘤之一,也是全

球癌症相关死亡的主要原因之一,且存在恶性程度高、
发病率和死亡率高、预后较差等特点[1-2]。由于疾病进

展迅速,肝细胞癌难以早期诊断,大多数患者确诊时已

达到晚期[3-4]。因此,迫切需要寻找新的用于临床肝癌

诊断和预后的新型特异性分子标记物,协助制定更有

针对性的诊断和治疗策略。
卷曲蛋白家族(Frizzleds,FZDs)是 Wnt信号通路

的跨膜 受 体,为 G 蛋 白 偶 联 受 体 亚 家 族,主 要 由

FZD1、FZD2、FZD3、FZD4、FZD5、FZD6、FZD7、

FZD8、FZD9、FZD10等10种亚型组成,在动物发育过

程具有重要的作用[5]。近年来研究表明,FZDs成员

也与胰腺癌、舌鳞癌、胃癌和胶质母细胞瘤等多种肿瘤

发生发展密切相关[6-9],同时FZDs在原发性肝癌发生

发展中也具有重要的作用[10-14]。FZD1在原发性肝癌

组织中蛋白表达高于癌旁组织,且FZD1高表达患者

生存期明显缩短[10]。FZD2促进肝癌细胞增殖、侵袭

和迁移、上皮-间充质转化(EMT)、拟态血管形成和

肿瘤干细胞特性[11]。而FZD4、FZD5和FZD7可分别

到miR-144-3p、SHLSAL1和 miR-504的下游靶点,
参与肝癌增殖、侵袭和迁移等[12-14]。以上研究表明

FZDs成员在原发性肝癌发生发展过程中起着较为重

要的作用。但以上研究较多在体外肝癌细胞水平的研

究,FZDs在临床原发性肝癌癌组织中的表达及与预

后的关系少见文献系统报道,本研究拟采用生物信息

系统分析FZDs基因家族10个成员在原发性肝癌中

的表达及其与患者临床分期、预后的关系,进一步分析

其突变水平以及相关基因通路富集,为原发性肝癌防

治提供新的思路。

1 资料和方法

1.1 FZDs在原发性肝癌中 mRNA表达水平 采用

仙桃 学 术 生 信 分 析 工 具 (https://www.xiantao.
love/)从 TCGA数据库 (https://portal.gdc.canc-
er.gov/)中选取肝癌样本,对其中374例肝癌组织和

50例癌旁组织FZDsmRNA表达水平进行统计学分

析,并利用Pearson相关分析,检测FZDs基因家族成

员之间的相关性。

1.2 FZDs在 原 发 性 肝 癌 中 mRNA 表 达 水 平 与

TNM分期的关系 采用GEPIA 数据库(http://ge-
pia.cancer-pku.cn/)分析 TCGA 数据中比较原发性

肝癌癌组织中FZDsmRNA表达与肝癌TNM分期之

间的关系。

1.3 FZDs在原发性肝癌中 mRNA表达水平与患者

预后的关系 采用Kaplan-Meier数据库(http://km-
plot.com/)中采用最优切割值的分组方法对原发性肝

癌中FZDsmRNA表达与患者总生存期(overallsur-
vival,OS)关系进行分析。

1.4 FZDs在原发性肝癌中的突变频率分析 利用

cBioPortal数据库分析FZDs基因家族在肝癌中的总

体突变频率以及各个基因的突变情况。筛选条件如

下:①样本:“LiverHepatocellularCarcinoma(TC-
GA,FirehoseLegacy)”共379例样本;②选择基因组

图 谱:“Mutations”,“Putativecopy-numberaltera-
tionsfromGISTIC”;③选择患者/病例组:“Samples
withmutationandCNAdata(366)”。

1.5 FZDs相关信号通路分析 采用cBioPortal数据

库,获取FZDs基因家族的相关基因,根据校准后P<
0.05,且相关性系数>0.4进行筛选,根据Spearman
相关性系数大小,分别选取每个FZD基因相关性排名

前25的基因,与FZDs基因家族一起取并集(共179
个基因),进一步采用仙桃学术生信分析工具对上述

FZDs及其相关基因进行GO和KEGG富集分析。

2 结果

2.1 FZDs在原发性肝癌中 mRNA表达水平及各基

因表达的相关性 如图1所示,与癌旁组织相比,原发

性肝癌癌组织中FZD1、FZD8的 mRNA表达水平降

低(P < 0.05),FZD2、FZD3、FZD4、FZD5、FZD6、

FZD10mRNA表达水平升高(P <0.05),而FZD7
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和FZD9的 mRNA表达无差异(P >0.05)。如图2
所示,FZD1 与 FZD2、FZD3、FZD4、FZD5、FZD6、

FZD7、FZD8呈正相关(P<0.01);其他FZDs除均与

FZD1正 相 关 外,FZD2 与 FZD3 和 FZD6、FZD7、

FZD8、FZD9呈正相关(P <0.01),FZD3与FZD4、

FZD5、FZD6、FZD7、FZD8和FZD10呈正相关(P <
0.05),FZD4与FZD5、FZD6、FZD8呈正相关(P <

0.01),FZD5与FZD6、FZD7、FZD8呈正相关(P <
0.01),FZD6、FZD7、FZD8和FZD10呈正相关(P <
0.01),FZD7和FZD8、FZD9、FZD10呈正相关(P <
0.01),FZD8 与 FZD9、FZD10 均 呈 正 相 关(P <
0.01)。FZD4和FZD9间呈负相关(P <0.05)。以

上结果提示,原发性肝癌FZDs基因家族成员之间

mRNA表达存在相关性。

ns:P≥0.05,*:P<0.05,**P<0.01,***:P<0.001。

图1 FZDs基因家族在原发性肝癌癌组织和癌旁组织中的 mRNA表达

* :P<0.05,**:P<0.01。

图2 FZDs基因家族在肝癌癌组织和癌旁组织中的 mRNA表达相关性分析

2.2 FZDs在 原 发 性 肝 癌 中 mRNA 表 达 水 平 与

TNM分期 的 关 系  如 图 3 所 示,原 发 性 肝 癌 中

FZD1、FZD2、FZD6、FZD7、FZD8、FZD10的基因表达

与肝癌分期存在相关性(P <0.05)。其中FZD1、

FZD2、FZD7、FZD8、FZD10的 mRNA表达水平在肝

癌晚期患者中 mRNA表达增高,而FZD6在肝癌晚期

患者中 mRNA表达降低。另外,FZD3、FZD4、FZD5、

FZD9mRNA表达则与肿瘤分期无关(P>0.05)。
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图3 原发性肝癌患者FZDsmRNA表达与TNM分期的关系

2.3 FZDs在原发性肝癌中 mRNA表达水平与患者

预后的关系 如图4所示,FZD1、FZD5、FZD6、FZD7
低表达组原发性肝癌患者的总生存期(OS)比高表达

组患者的总生存期延长(P<0.05),而FZD4、FZD9、

FZD10高表达组原发性肝癌患者的总生存期比低表达

组肝癌患者的总生存期延长(P <0.05)。而FZD2、

FZD3、FZD8的表达水平对预后没有影响。

图4 原发性肝癌患者FZDs基因家族 mRNA与OS关系

2.4 FZDs在原发性肝癌中的突变频率分析 利用

cBioPortal数据库分析FZDs基因家族在原发性肝癌

中的基因突变景观。29.78%(109/366)的患者有遗传

改变,扩增是FZDs亚型中最常见的突变(图5a)。其

中FZD6的突变最为常见(16%),以扩增为主,此外还

包括深度缺失和截断突变(图5b)。FZD3的突变频率

仅次于FZD6,包括扩增、错义突变和深度缺失,其中主

要以深度缺失为主。其余基因突变率都小于3%,其
中FZD2、FZD4、FZD9的突变包括扩增、错义突变、深
度缺失、整码突变4类;FZD8包括截断突变、扩增、错
义突变3种;FZD1、FZD7、FZD10的突变包括扩增、错
义突变2种;而FZD5只有扩增1种突变。

2.5 原发性肝癌FZDs相关信号通路分析 结果如

图6所示,在生物过程(biologicalprocess,BP)中,

FZDs基因家族分别与经典的 Wnt信号通路(GO:

0060070)、非经典 Wnt信号通路(GO:0035567)、Wnt
信号通路中钙调节通路(GO:0007223)、Wnt信号通路

中平面细胞极性通路(GO:0060071)、Wnt信号通路的

调控(GO:0030111)等5个 Wnt信号通路相关;同时

在分子功能(molecularfunction,MF)中,也分别与

Wnt激活受体 活 性(GO:0042813)、Wnt蛋 白 结 合

(GO:0017147)等两个 Wnt信号通路有关,提示FZDs
基因家族在原发性肝癌中FZDs与 Wnt信号通路密切

相关,并在 Wnt信号通路的多个调控过程中发挥重要

作用。
另外,分析结果还显示FZDs基因家族与细胞连
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接(GO:0005911、GO:0005923、GO:0005923)、丝状伪

足(GO:0030175)、侧质膜(GO:0016328)、顶端连接复

合体(GO:0043296)等细胞组分(cellularcomponent,

CC)密切相关;FZDs基因家族还与PDZ结构域结合

(GO:0030165)、肌动蛋白结合(GO:0003779)、Rho鸟

嘌呤核苷酸交换因子活性(GO:0005089)、激酶调节活

性(GO:0019207)等分子功能(MF)关系密切;此外,

FZDs基因家族还与肿瘤中的干细胞多能干性调控相

关信号通路(hsa04550)、Hippo信号通路(hsa04390)
以及mTOR信号通路(hsa04150)等通路(KEGG)具
有密切相关性。

注:a.FZD基因家族在原发性肝癌中的突变频率;b.FZD基因家族各成员的突变情况。

图5 FZDs在原发性肝癌中的突变频率

图6 原发性肝癌中FZDs及其相关基因的富集分析

3 讨论

近年来,越来越多的研究表明FZD基因家族在癌

症中发挥着重要作用,但较少有利用生物信息学的方

法分析FZD基因家族在原发性肝癌中表达情况和预
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后分析的报道。本研究利用生物信息学方法,对肝癌

患者中的FZD基因家族进行了全面分析,通过比较了

肝癌组织和正常组织中mRNA的表达水平差异,探究

了FZDs各基因之间的相关性;分析了FZDs基因表达

水平与肝癌预后及分期的关系;研究了肝癌中FZD基

因家族的突变情况,随后筛选了 FZDs基因在原发性

肝癌中的相关基因,并进行 GO 和 KEGG 富集分析,
探讨了其可能在原发性肝癌发生发展中的机制。

杨鹏生[10]研究发现,FZD1蛋白在肝细胞癌组织

中高表达,而且FZD1蛋白表达强度与分化等级呈负

相关,与肿瘤转移、术后生存时间相关,与本次研究结

果不一致。推测不一致的原因可能是本文的结果为

mRNA水平,而杨鹏生的研究是蛋白表达水平,可能

因为转录后调控导致肝癌患者蛋白表达与 mRNA表

达结果不一致。此外,本研究还发现FZD1在肝癌晚

期高表达,且高表达与肝癌预后不良相关,该研究结果

则与杨鹏生发现一致,且FZD1在肝癌中与家族中其

他基因都具有明确的相关性,说明FZD1与肝癌的发

生发展密切相关。
有研究表明FZD2在肝癌患者中高表达[11],这与

本文的分析结果相一致。该研究团队还证明FZD2是

原发性肝癌EMT、癌干细胞特性和血管生成拟态的驱

动因素,与 Hippo信号通路也密切相关[11],这与本研

究KEGG富集分析中在FZDs基因家族与 Hippo信

号通路相关性较高是一致的。此外,本研究中还发现

FZD2在晚期肝癌患者表达增高,提示FZD2也可能参

与肝癌的转移。相关研究发现FZD3促进了肝癌细胞

的EMT和自我更新,还发现 MBD2a和 MBD2c通过

竞争性结合反向调节 FZD3和下游的β-catenin活

性[15]。本研究证实肝癌中FZD3高表达,且突变频率

排名第二,推测其可通过 Wnt通路调节肝癌的发生发

展。

FZD4可 被 miR-144-3p 靶 向 抑 制,通 过 阻 断

Wnt/β-catenin通路,进而抑制 Huh-7细胞增殖、迁移

并促进细胞凋亡[13],这与本研究FZD4在肝癌组织中

高表达的分析结果相互佐证;但本研究还发现FZD4
高表达反而导致肝癌预后更好,这有待进一步研究。

SHISAL1基因抑制 Wnt受体FZD5的成熟和细胞表

面定位,可抑制非经典 Wnt途径,进而抑制肝癌细胞

增殖、迁移及侵袭,本研究分析的结果在原发性肝癌中

高表达的FZD5mRNA可能通过这一途径参与肝癌

的发生发展[12]。此外本研究分析结果表明,FZD5高

表达也会影响肝癌的预后,可能是肝癌潜在的预后预

测标记物,有进一步研究的价值。有研究表明FZD6
表达可促进 Wnt/β-catenin激活以及肝脏肿瘤起始细

胞的自我更新[16],提示本研究分析结果 中 发 现 的

FZD6在肝癌中高表达,且高表达预后更差,可能通过

该途径影响肝癌的发生发展,但本研究结果发现FZD6
在肝癌晚期中表达反而降低,有待进一步研究;另外值

得注意的是FZD6的突变频率是FZD基因家族中最

高,推测其突变与肝癌密切相关,值得进一步研究。
有研究发现 WNT3和Frizzled7(FZD7)在肝细胞

癌中的表达水平上调,它们直接相互作用并激活肝细

胞癌细胞系中典型的 Wnt/β-catenin途径[17]。虽然这

与本次预测的结果不一致,但可以从文中图1可见

FZD7的变化趋势是增加的,且P=0.06,这可能与样

本量不大有关。且FZD7mRNA表达随着肝癌TNM
分期增加而增加,高表达与预后不良相关,这与FZD7
功能报道相一致[17]。

迄今为止,对FZD8在肝癌中的作用知之甚少。
有研究表明FZD8在皮肤鳞状细胞癌中低表达(P <
0.05)[18]。本次分析中发现,肝癌中FZD8mRNA的

表达水平也是减少的,但FZD8mRNA在肝癌TNM
晚期中高表达,且与FZD基因家族各基因表达密切相

关,推测其与 Wnt/β-catenin存在密切相关性,具有较

大的研究价值,有望成为肝癌中新的治疗及预后靶点。
曾有研究发现FZD9高甲基化在肝癌组织和正常

组织中有显著差异,有潜力作为肝癌早期诊断指标之

一[19]。本研究分析结果发现,虽然FZD9在肝癌组织

表达未出现明显变化,且与肝癌分期无明显关系,但发

现其高表达与预后密切相关,也有一定的研究价值。
曾有研 究 发 现 Notch1信 号 通 路 通 过 FZD10激 活

Wnt/β-catenin信号通路,在乙肝病毒X蛋白致肝细胞

癌的发生起关键作用[20],与本次研究FZD10在肝癌组

织中高表达、随着肝癌分期增加表达可能具有促进肝

癌发生发展的作用一致。
综上所述,FZDs基因家族各个成员之间密切相

关,其中FZD1、FZD2、FZD3、FZD4、FZD5、FZD6、FZD
8、FZD10可 能 是 肝 癌 患 者 精 确 治 疗 的 潜 在 靶 点;

FZD1、FZD2、FZD6、FZD7、FZD8、FZD10与肝癌临床

分期 密 切 相 关;FZD1、FZD4、FZD5、FZD6、FZD7、

FZD9、FZD10可能是潜在的预后预测标记物,FZD基

因家族可能通过 Wnt/β-catenin通路、Hippo信号通

路、干细胞多能干性调控相关信号通路和 mTOR信号

通路等影响肝癌的进程,为肝癌的治疗提供新的思路

和方向。
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