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基于外泌体exoRBase2.0数据库构建肝细胞癌

相关的ceRNA网络并进行相关分析

任佳怡1,陈赞豪1,李杨1,史芸芩1,凌宇婧1,周鹭2

(1.南通大学杏林学院,江苏 南通 226001;

2.南通大学附属医院,江苏 南通 226001)

摘 要:目的 基于生物大数据构建肝细胞癌(HCC)患者血液外泌体竞争性内源RNA(ceRNA)调控网络,并对HCC发

病机制进行探究。方法 从exoRBase2.0数据库中下载 HCC患者和正常人群血液外泌体基因测序数据,并应用R语

言进行差异分析。通过 TargetScan、miRanda、starBase和 miRcode数据库预测与 mRNA、lncRNA、circRNA 结合的

miRNA并对其进行差异表达分析,将结果导入Cytoscape软件,构建ceRNA网络,进一步对其进行GO和KEGG富集

分析,并使用CytoHubba插件筛选核心基因。将核心基因导入UALCAN和Kaplan-MeierPlotter网站进行基因表达量

和生存分析;并通过TIMER2.0网站进行免疫浸润分析。结果 GO分析显示富集在骨髓细胞分化和横纹肌细胞分化

等功能,KEGG分析显示富集在催产素信号通路和cGMP-PKG信号通路,生存分析显示CELF2高表达组 HCC患者的

生存率显著高于低表达组;免疫浸润分析显示CELF2的高表达与 HCC患者的肿瘤纯度显著呈负相关,与多种免疫细

胞显著呈正相关。结论 本研究成功构建了 HCC患者血液外泌体ceRNA调控网络,从分子层面阐述了 HCC的发生、

转移和侵袭机制,为 HCC的临床诊疗提供理论支持。
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Constructionandanalysisofhepatocellularcarcinomacompetingendogenous
RNAnetworkbasedonexosomalexoRBase2.0database

RENJiayi1,CHENZanhao1,LIYang1,SHIYunqin1,LINGYujing1,ZHOULu2

(1.XinglinCollege,NantongUniversity,Nantong226001,Jiangsu,China;

2.theAffiliatedHospitalofNantongUniversity,Nantong226001,Jiangsu,China)

  Abstract: Objective ToconstructthecompetitiveendogenousRNA (ceRNA)regulatorynetworkof
bloodexosomesinpatientswithhepatocellularcarcinoma(HCC)basedonbiologicalbigdata,andtoexplore
thepathogenesisofHCC. Methods Thegenesequencingdataofbloodexosomesfrom HCCpatientsand
normalindividualsweredownloadedfromtheexoRBase2.0database,anddifferentialanalysiswasperformed
usingRlanguage.TargetScan,miRandastarBasedatabasesandmiRcodewereutilizedtopredictmiRNAs
bindingtomRNA,lncRNAandcircRNA,andanalyzetheirdifferentialexpression.Subsequently,theresults
wereimportedintoCytoscapesoftwaretoconstructtheceRNAnetwork.Furthermore,GOandKEGGenrich-
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mentanalyseswereconducted,andthecoregeneswerescreenedbyCytoHubbaplugin.Thecoregeneswere
thenimportedintotheUALCANandKaplan-MeierPlotterwebsitesforgeneexpressionandsurvivalanalysis.
Additionally,TIMER2.0websitewasusedtoanalyzetheimmuneinfiltration. Results TheGOanalysis
showedenrichmentinbonemarrowcelldifferentiationandstriatedmusclecelldifferentiation.TheKEGGanal-
ysisdemonstratedenrichmentintheoxytocinsignalingpathwayandthecGMP-PKGsignalingpathway.Sur-
vivalanalysisindicatedthatHCCpatientswithhighCELF2expressionhadsignificantlyhighersurvivalrates
comparedtothosewithlowCELF2expression.ImmuneinfiltrationanalysisshowedthathighCELF2expres-
sionwassignificantlynegativelycorrelatedwithtumorpurityandpositivelycorrelatedwithvariousimmune
cellsinHCCpatients. Conclusion ThisstudysuccessfullyconstructedtheceRNAregulatorynetworkof
bloodexosomesfromHCCpatients,elucidatingthemolecularmechanismsunderlyingtheoccurrence,metasta-
sisandinvasionofHCC.Thesefindingsprovidetheoreticalsupportfortheclinicaldiagnosisandtreatmentof
HCC.
  Keywords: hepatocellularcarcinoma;exosome;competitiveendogenousRNA;bioinformatics

  肝癌是一种常见的原发性肿瘤,其发病率和死亡

率在全球恶性肿瘤中分别位居第6位和第4位[1],其
中肝细胞癌(hepatocellularcarcinoma,HCC)是肝癌

中最 普 遍 发 生 的,约 占 肝 癌 发 病 例 数 的 75% ~
85%[2]。尽管近几年 HCC的临床诊断和治疗取得了

很大进展,但由于 HCC具有发病隐匿和早期症状不

典型等特点,约39.0%~53.6%的患者确诊时已处于

中晚期,预后极差,中位生存期仅为6个月[3]。因而,
研究HCC的发展、侵袭和转移机制,寻找可用于临床

早期诊断和有效治疗的高特异性和高敏感性的 HCC
基因靶点成为改善HCC患者生存预后的重要目标。

外泌体可由多种活性细胞分泌,是一种直径约40
~100nm的磷脂双分子层圆盘状囊泡,生物学相对稳

定,且广泛分布于唾液、血液、尿液和腹腔液等各种体

液中。外泌体中 所 富 含 的 长 链 非 编 码 RNA(long
noncodingRNA,lncRNA)、微小 RNA(microRNA,

miRNA)、环状RNA(circularRNA,circRNA)以及一

些生物活性物质,通过改变肿瘤微环境中受体细胞的

生物化学组分、信号传导途径和基因表达机制,进一步

影响肿瘤增殖、侵袭、转移、免疫逃逸等进展,从而发挥

重要作用。2011年,SALMENAL等[4]首次提出竞争

性内源性RNA(competingendogenousRNA,ceRNA)
假说,指出在ceRNA 网络中,信使 RNA(messenger
RNA,mRNA)、lncRNA、circRNA 和假基因等转录

物之间存在调控网络,可以通过竞争 miRNA反应元

件来对基因表达进行调控,从而调节肿瘤细胞的一系

列重要生理功能,如增殖、生长、分化和凋亡等。现有

研究表明,ceRNA网络可能参与 HCC的发展,例如

LIB等[5]的研究证实 LncRNAFAL1竞争性结合

miR-1236使HCC细胞增殖和迁移进一步发生,HU
W等[6]的研究也发现LINC00511作为ceRNA通过

调节miR-195/EYA1轴促进细胞恶性行为并与 HCC

患者的预后相关,然而 HCC患者血液外泌体中ceR-
NA网络的调节机制尚不清楚。因此,本研究通过分

析exoRBase2.0数据库中HCC患者和正常人群的血

液外泌体测序数据,获得相关RNA的差异表达谱,构
建可视化的 HCCceRNA网络,研究 HCC病理生理

的分子发生机制,希望能够对 HCC的临床诊断和治

疗给予理论指导。

1 材料和方法

1.1 材料 在exoRBase2.0数据库(http://www.
exorbase.org/)中下载(截至2023年7月28日)HCC
患者以及正常人群的外周血液外泌体基因表达谱数据

(包括 mRNAs、lncRNAs和circRNAs),共下载230
组样本,其中包含118组正常样本和112组HCC患者

样本。同时,下载circRNA的基因注释文件,并对其

进行注释。

1.2 方法

1.2.1 差异表达 RNAs筛选 使用 R 语言中的

“limma”和“sva”包,对获取的 mRNAs、lncRNAs和

circRNAs进行筛选,整合出相应的表达谱矩阵,根据

设定的筛选条件(|log2FC|>0,P<0.05),筛选出差

异表达的 mRNAs、lncRNAs和circRNAs。同时,使
用R语言中的“heatmap”包,对显著差异表达的 mR-
NAs、lncRNAs和circRNAs分别绘制热图,直观展示

正常组织和HCC组织中的差异表达情况。

1.2.2 以 miRNAs为共同靶向的ceRNA网络构建

 进 入 ENCORI网 站 (https://rnasysu.com/en-
cori/),联合使用TargetScan和 miRanda数据库预测

与上述差异表达mRNAs结合的 miRNAs;使用star-
Base数据库预测与上述差异表达circRNAs结合的

miRNAs。另外使用 miRcode数据库(http://www.
mircode.org/)预测与上述差异表达lncRNAs结合的

miRNAs。将最终得到的 mRNA-miRNA、circRNA-
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miRNA、lncRNA-miRNA预测配对结果两两取交集,
整合生成以miRNA为共同靶向的ceRNA网络信息,
导入Cytoscape软件(版本3.9.1)构建以 miRNAs为

共同靶向的可视化ceRNA网络。

1.2.3 ceRNA网络中差异表达 mRNAs的 GO和

KEGG富集分析 为探索ceRNA网络中差异表达的

mRNAs具有潜在功能和参与潜在通路,对其进行GO
和KEGG富集分析。使用R语言中的“org.Hs.eg.
db”包将差异表达的 mRNAs从GeneSymbol转换为

entrezID,然后使用“clusterProfiler”、“org.Hs.eg.
db”、“enrichplot”和“ggplot2”包对差异表达 mRNAs
进行GO功能富集分析并对分析结果进行可视化。同

时,将 差 异 表 达 的 mRNAs导 入 KOBAS(http://

bioinfo.org/kobas)网站进行KEGG通路富集分析并

对结果进行可视化。

1.2.4 关键Hub基因的筛选 将获得的ceRNA网

络信息导入Cytoscape可视化分析软件,使用其中的

插件CytoHubba,选择MCC(maximumcrosscorrela-
tion)算法计算得出蛋白质节点之间的连接度分值,选
择得分排名前10的基因为Hub基因。

1.2.5 核心基因表达量和生存分析 采用 UAL-
CAN数据库(https://ualcan.path.uab.edu/analy-
sis.html)和Kaplan-MeierPlotter生存分析网站(ht-
tp://kmplot.com/analysis/index.php? p=backgrou
nd)对正常样本和 HCC患者样本基因测序数据进行

分析,根据其基因水平表达量和生存差异情况进一步

筛选出关键基因(P<0.05)。

1.2.6 免疫细胞浸润分析 使用TIMER2.0数据库

(http://timer.cistrome.org/)进行免疫细胞浸润分

析,验证核心基因与 HCC发生发展的相关性,探寻对

HCC治疗的潜在价值。通过使用Immune中的gene
模块,评估差异基因表达与 HCC肿瘤微环境中6种

免疫细胞(包括CD8+T细胞、CD4+T细胞、B细胞、
巨噬细胞、中性粒细胞和树突状细胞)浸润程度的相关

性。

1.2.7 统计学方法 使用编程语言Perl(版本straw-
berry-perl-5.30)进行数据整理;使用R语言(版本R-
4.3.1)进行数据分析和绘图,其中部分 R包来源于

bioconductor网站(https://bioconductor.org/)。计

量资料以(췍x±s)表示,统计学检验采用t检验或方差

分析。以P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 数据下载及差异表达 从exoRBase2.0数据库

中下载血液外泌体测序数据(其中包括112个 HCC
患者样本和118个正常样本),使用 R语言分别对

mRNA、lncRNA和circRNA表达谱矩阵进行差异分

析,筛选出差异 mRNA134个,差异lncRNA19个,
差异circRNA15个,再分别选取显著差异表达的前

10个基因绘制热图,见图1A、图1B和图1C。

注:A.mRNA差异性表达热图;B.lncRNA差异性表达热图;C.circRNA差异性表达热图。

图1 mRNA、lncRNA、circRNA差异性表达热图

2.2 以 miRNAs为共同靶向的ceRNA网络构建 
联合使用TargetScan和miRanda数据库,输入134个

差异表达的 mRNA,共预测出620对 mRNA-miR-
NA;使用starBase数据库,输入15个差异表达的cir-
cRNA,共预测出178对circRNA-miRNA;使用 miR-
code数据库,输入19个差异表达的lncRNA,共预测

出500对lncRNA-miRNA。将上述数据两两取交集,
整合生成以miRNA为共同靶向的ceRNA网络信息,
导入Cytoscape软件生成可视化的ceRNA网络,共有

miRNA节点83个、mRNA节点49个、circRNA节点

8个和lncRNA节点4个,见图2。

2.3 ceRNA 网 络 中 差 异 表 达 mRNAs的 GO 和

KEGG富集分析 GO富集分析结果显示:差异表达

的 mRNAs生物学过程(biologicalprocess,BP)主要

富集在骨髓细胞分化(myeloidcelldifferentiation)、横
纹肌细胞分化(striatedmusclecelldifferentiation)、器
官生长的调节(regulationoforgangrowth)、器官生长

(organgrowth)、调 节 心 肌 组 织 生 长(regulationof
cardiacmuscletissuegrowth)、调节心脏生长(regula-
tionofheartgrowth)、心肌组织生长(cardiacmuscle
tissuegrowth)、心脏生长(heartgrowth)、血小板形成

(plateletformation)、血小板形态发生(plateletmor-

—033—

2024年             右江民族医学院学报              第3期



phogenesis)、心肌肥大的负调节(negativeregulation
ofcardiacmusclehypertrophy)、肌肉肥大的负调节

(negativeregulationofmusclehypertrophy)、器官生

长的负调节(negativeregulationoforgangrowth);差

异表达的mRNAs细胞组成(cellularcomponent,CC)
主要富集在伪足小体(podosome);差异表达的 mR-
NAs分子功能(molecularfunction,MF)主要富集在

胰岛素受体结合(insulinreceptorbinding),见图3。

图2 差异表达基因的ceRNA网络

注:着色表示P 值,红色越低,蓝色越高。

点大小表示基因数目大小。

图3 GO富集分析的气泡图

  KEGG富集分析结果显示:差异表达的 mRNAs
主要富集通路在催产素信号通路(oxytocinsignaling
pathway)和cGMP-PKG信号通路(cGMP-PKGsig-
nalingpathway),见图4。同时进一步分析数据,得到

与 HCC 的 发 展 密 切 相 关 的 关 键 基 因 有 SHC1和

CASP3,分别主要富集在慢性骨髓性白血病(chronic
myeloidleukemia)和亨廷顿病(huntingtondisease),
见表1。

图4 KEGG富集分析的气泡图
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表1 KEGG富集分析的结果

Term Database ID P-Value Input

Oxytocinsignalingpathway KEGGPATHWAY hsa04921 0.000989123 MEF2C|MYL6|RGS2
cGMP-PKGsignalingpathway KEGGPATHWAY hsa04022 0.001266515 MEF2C|RGS2|SLC25A4
Tightjunction KEGGPATHWAY hsa04530 0.001331678 MYL6|RAB13|RUNX1
Transcriptionalmisregulationincancer KEGGPATHWAY hsa05202 0.00171486 MEF2C|PPARG|RUNX1
Huntingtondisease KEGGPATHWAY hsa05016 0.001901995 PPARG|CASP3|SLC25A4
Chronicmyeloidleukemia KEGGPATHWAY hsa05220 0.004306471 RUNX1|SHC1
Endocrineresistance KEGGPATHWAY hsa01522 0.006975943 NCOA3|SHC1
Naturalkillercellmediatedcytotoxicity KEGGPATHWAY hsa04650 0.012052208 SHC1|CASP3
Vascularsmoothmusclecontraction KEGGPATHWAY hsa04270 0.012225166 MYL6|ARHGEF12
Estrogensignalingpathway KEGGPATHWAY hsa04915 0.013285727 NCOA3|SHC1
Parkinsondisease KEGGPATHWAY hsa05012 0.014014288 CASP3|SLC25A4
Breastcancer KEGGPATHWAY hsa05224 0.014948882 NCOA3|SHC1
InfluenzaA KEGGPATHWAY hsa05164 0.018945968 CASP3|SLC25A4
Nitrogenmetabolism KEGGPATHWAY hsa00910 0.022215144 GLUL
Argininebiosynthesis KEGGPATHWAY hsa00220 0.027085794 GLUL
Nicotinateandnicotinamidemetabolism KEGGPATHWAY hsa00760 0.037958022 NAMPT
Pentosephosphatepathway KEGGPATHWAY hsa00030 0.037958022 G6PD
Glyoxylateanddicarboxylatemetabolism KEGGPATHWAY hsa00630 0.037958022 GLUL
Apoptosis-multiplespecies KEGGPATHWAY hsa04215 0.041555581 CASP3
Thyroidcancer KEGGPATHWAY hsa05216 0.046331832 PPARG

2.4 Hub基因筛选 Cytoscape软件筛选出得分前

10名的 Hub基因,包括3个lncRNA:PCBP1-AS1、

TTTY14、ZNF503-AS1;5个mRNA:CELF2、NCOA
3、LETMD1、AHNAK、PRRC2C;2个circRNA:has_

circ_0002860和has_circ_0003273,见图5。

注:颜色代表得分水平,红色越高,黄色越低。两个

相连的蛋白质之间的相互作用以节点之间的连线表示。

图5 Hub基因网络图

2.5 核心基因表达量和生存分析 将KEGG富集分

析得到的关键基因和得分排名前10的 Hub基因进行

整理,共得到12个核心基因:PCBP1-AS1、TTTY14、

ZNF503-AS1、CELF2、NCOA3、LETMD1、AH-
NAK、PRRC2C、has_circ_0002860、has_circ_0003273、

SHC1、CASP3。利用 UALCAN 数据库进行基因表

达量分析,发现与正常组织相比,NCOA3、LETMD1、

AHNAK、SHC1、CASP3在 HCC组织中表达量显著

上调(P<0.05),而TTTY14、CELF2在 HCC组织

中表 达 量 均 显 著 下 调(P <0.05);PCBP1-AS1、

ZNF503-AS1、PRRC2C、has_circ_0002860、has_circ_

0003273查无数据,见图6。利用Kaplan-MeierPlotter
网站进行生存分析,结果显示:TTTY14、CELF2高表

达组 HCC患者的生存率显著高于低表达组(P <
0.05);SHC1低表达组 HCC患者的生存率显著高于

高表达组(P<0.05);NCOA3、LETMD1、AHNAK、

SHC1、CASP3差异无统计学意义,见图7。

2.6 TIMER2.0免疫浸润分析 利用TIMER2.0网

站,评估TTTY14、CELF2和SHC1的表达与HCC患

者免疫细胞浸润的关系,结果显示:CELF2的高表达

与 HCC 患 者 的 肿 瘤 纯 度(Rho= -0.465,P =
5.39e-20)呈显著负相关,而与HCC患者的CD8+T细

胞(Rho=0.483,P=1.46e-21)、CD4+T细胞(Rho=
0.286,P =6.49e-08)、B细胞(Rho=0.372,P =
8.71e-13)、巨噬细胞(Rho=0.506,P=7.08e-24)、中
性粒细胞(Rho=0.436,P =2.11e-17)、树突状细胞

(Rho=0.619,P =8.07e-38)关系显著呈正相关;而

TTTY14(P=9.60e-01)和SHC1(P=3.80e-01)的

高表达与HCC患者的肿瘤纯度相关性比较差异无统

计学意义,见图8。
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图6 ceRNA网络中核心基因的差异表达验证

图7 ceRNA网络中核心基因的生存分析

3 讨论

HCC是一种发病率最高的肝癌类型。因为其早

期症状不典型,所以大部分患者确诊时已经处于中晚

期并丧失手术机会。因此,寻找能够用于临床早期诊

断和有效治疗的新靶点对 HCC患者至关重要。外泌

体富含多种生物活性分子,如 DNA、RNA和蛋白质

等,并通过转移其生物活性成分来执行细胞间交流的

关键功能,因此近年来外泌体已成为医学领域研究的

热点。已有研究发现,外泌体可以通过细胞间的信息

交流广泛参与肿瘤的发生发展[7]。WANGS等[8]的

研究发现,HCC衍生的外泌体通过激活 NF-κB信号

通路并将脂肪细胞转化为促肿瘤细胞来促进肿瘤生

长、增强血管生成和在体内募集巨噬细胞的能力。

DAIYP等[9]证明,前列腺癌细胞来源的外泌体 miR-
183通过下调原肌球蛋白-1促进肿瘤增殖、迁移和侵

袭。YOUX W 等[10]的研究证明,富含 miR-663b的

宫颈癌细胞来源的外泌体通过激活EMT信号通路促

进宫颈癌的转移。近年来,基于ceRNA假说,mRNA、

lncRNA和circRNA等之间相互竞争结合 miRNA,从
而对靶基因的表达进行进一步的调控[11-12],这为研究

肿瘤的发生发展机制提供重要的线索,也为本研究探

讨HCC中的ceRNA调控网络的作用机制提供可靠

的参考依据。
在这项研究中,利用exoRBase2.0数据库分析正

常人群和HCC患者的外周血外泌体的基因测序数据,
共筛选出134个差异表达的mRNA、19个差异表达的

lncRNA和15个差异表达的circRNA。使用 Cyto-
scape软件构建可视化ceRNA网络,共有49个 mRN-
A节点、4个lncRNA节点、8个circRNA节点和83个

miRNA节点。根据GO功能富集结果显示,差异表达
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图8 ceRNA网络中核心基因的免疫相关性分析

的mRNAs生物学过程主要富集在骨髓细胞分化、横
纹肌细胞分化和器官生长的调节等,细胞组成主要富

集在伪足小体,分子功能主要富集在胰岛素受体结合。
根据 KEGG通路富集显示结果,ceRNA调控网络中

差异表达的 mRNAs主要富集在催产素信号通路和

cGMP-PKG信号通路。其中,经分析得到与 HCC的

发展密切相关的关键基因有SHC1和CASP3,分别主

要富集在慢性骨髓性白血病和亨廷顿病。
核心基因经基因表达量、生存分析和免疫细胞浸

润验证后,筛选证实得到CELF2与 HCC发展密切相

关。CELF2是一种 mRNA,属于 CUGBPElav-like
家族,已被证实在许多癌症中下调从而促进癌症的发

生发展,如乳腺癌[13]、卵巢癌[14]和非小细胞肺癌[15]

等。WUJ等[16]的研究表明STYXL1可通过PI3K/

Akt通路下调CELF2,加快 HCC细胞增殖速度并抑

制细胞 凋 亡。XIESC 等[17]的 研 究 表 明 LncRNA
CRNDE 可以使CELF2表观遗传受到抑制,从而促进

HCC的 增 殖、迁 移 和 化 疗 耐 药 性。此 外,TUO H
等[18]的研究发现缺氧诱导的lncRNAMRVI1-AS1可

以通过募集RNA结合蛋白CELF2稳定SKA1mR-
NA来加快HCC的发展。

肿瘤浸润免疫细胞是肿瘤微环境的重要组成部

分,对肿瘤治疗效果具有一定的预测价值。实验结果

表明,CELF2的高表达与 HCC患者的肿瘤纯度呈显

著负相关,而与HCC患者的CD8+T细胞、CD4+T细

胞、B细胞、巨噬细胞、中性粒细胞、树突状细胞关系呈

显著正相关。提示CELF2可能参与 HCC肿瘤微环

境的免疫应答,尤其是对CD8+T细胞、CD4+T细胞、

B细胞、巨噬细胞、中性粒细胞、树突状细胞的免疫应

答。现有研究发现CD8+细胞毒性T细胞、CD4+T细

胞分化的调节性T细胞、巨噬细胞和中性粒细胞等免

疫细胞亚群是HCC肿瘤微环境中的关键免疫抑制成

分[19]。此外,CRISPR-Cas9介导的CELF2敲低可以

削弱IL-10[20]。IL-10具有抑制T细胞、单核细胞和巨

噬细胞的活化和效应功能,还可以调节B细胞、NK细

胞、细胞毒性和辅助性T细胞、肥大细胞、粒细胞、树
突状细胞、角质形成细胞和内皮细胞的生长和(或)分
化。因此,CELF2有望成为 HCC的临床诊断治疗新

靶点。
本研究成功构建了HCC患者血液外泌体ceRNA

网络,并对其进行了富集分析。同时,确定了影响

HCC发生发展的核心基因,并通过基因表达量、生存

分析和免疫细胞浸润反应进行验证,为今后研究 HCC
的作用机制提供了更加精准的靶点。

但是本研究还存在以下局限性:所采用的数据库

外泌体样本量较小;基因的表达受到环境和遗传因素

的调控影响;由于实验条件的限制以及算法的局限性,
一些潜在的有价值的生物标志物可能无法被准确检测

出来。此外,ceRNA网络只能说明相关RNA与 miR-
NA之间存在相关性以及可能存在调控作用,并不能

体现调控机制确切的变化关系。因此,未来还需要进

行更多大量的实验研究来阐释和验证这些关键基因具

体的作用机制。
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