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广西原发性肝细胞癌合并肝吸虫病患者的转录组测序分析

黄新磊，黄在达，彭 凯，蓝晨露，覃海飞，韦勇光，廖锡文，杨成昆，韩创业，朱广志

（广西医科大学第一附属医院肝胆外科，南宁 530021）

摘要 目的：利用转录组学数据探索肝细胞癌（HCC）合并肝吸虫病的分子机制与免疫环境特征。方法：收集 2022年 1月至

2023年12月在广西医科大学第一附属医院接受手术切除的6例HCC患者（其中3例合并肝吸虫病，3例未合并肝吸虫病）的癌

组织及其癌旁组织样本，进行转录组测序。比较合并与未合并肝吸虫病的HCC患者的基因表达谱，使用“Limma”包鉴定差异

表达基因，并对这些基因进行功能富集（GO）分析以确定所涉及的生物学通路。使用Cibersort算法对HCC患者肿瘤微环境中

的免疫细胞浸润模式进行精确量化，并构建蛋白—蛋白相互作用（PPI）网络，揭示这些差异表达基因之间的潜在相互作用和信

号传导机制。结果：从合并肝吸虫病患者中鉴定出131个差异表达基因以及31个枢纽基因，它们均与代谢和炎症信号通路相

关。免疫分析显示，HCC合并肝吸虫病患者肿瘤组织中静息的记忆CD4+ T细胞浸润上调。结论：代谢途径的重编程、炎症信

号通路的异常激活以及免疫微环境的改变可能共同构成了肝吸虫感染背景下HCC患者预后较差的潜在生物学基础。
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Transcriptome sequencing analysis of primary hepatocellular carcinoma patients with hepat-

ic trematodiasis in Guangxi
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Abstract Objective: To explore the molecular mechanism and immune environmental characteristics of hepato-

cellular carcinoma (HCC) with hepatic trematodiasis using transcriptomic data. Methods: The cancerous tissue

and adjacent tissue samples from 6 HCC patients (3 patients with hepatic trematodiasis and 3 patients without he-

patic trematodiasis) who underwent surgical resection in the First Affiliated Hospital of Guangxi Medical Univer-

sity from January 2022 to December 2023 were collected for transcriptome sequencing. The gene expression pro-

files of HCC patients with and without hepatic trematodiasis were compared, "Limma" package was used to iden-

tify differentially expressed genes (DEGs), and functional enrichment (GO) analysis of these genes was per-

formed to determine the biological pathways involved. Cibersort algorithm was used to precisely quantify im-

mune cell infiltration patterns in the tumor microenvironment of HCC patients and construct protein-protein inter-

action (PPI) networks to reveal the potential interactions and signaling mechanisms between these DEGs. Re-

sults: A total of 131 DEGs and 31 Hub gens were identified in HCC patients with hepatic trematodiasis, all of

which were related to metabolic and inflammatory signaling pathways. Immunological analysis revealed an up-

regulation of T cells CD4+ memory resting infiltration in the tumor tissues of HCC patients with hepatic tremato-

diasis. Conclusion: Reprogramming of metabolic pathways, aberrant activation of inflammatory signaling path-
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ways, and alterations in the immune microenvironment may collectively constitute contribute the potential biolog-

ical basis for the poor prognosis of HCC patients with hepatic trematodiasis.

Keywords hepatocellular carcinoma; hepatic trematodiasis; transcriptome sequencing; metabolic pathway; in-

flammatory reaction; immune infiltration

肝细胞癌（hepatocellular carcinoma, HCC）是常

见的恶性肿瘤之一[1]，其发展机制复杂，主要涉及遗

传和环境因素[2]。在非洲南部和亚洲东南部，HCC

的发病率及病死率尤其高，我国也是HCC的高发地

区[3]。不同地理分布和人群背景使得HCC表现出独

特的生物学特性[4]。肝吸虫感染可能是这些背景之

一，受饮食习惯的影响，其在我国两广地区流行[5]。

虽然肝吸虫感染已被确认是胆管癌的致癌因素，但

是其致癌机制包括机械阻塞、胆道损害、炎症反应

等也与HCC相关[6-7]。一项荟萃分析揭示肝吸虫感

染与HCC有显著关联，且感染程度与发病率呈正相

关[8]。此外，有研究显示，与非肝吸虫感染的HCC患

者对比，合并肝吸虫感染的HCC患者的临床预后更

差[9-10]。然而，目前对于HCC合并肝吸虫感染的患

者预后不良的具体机制尚不完全清楚。随着高通

量测序技术的进步，使转录组学成为揭示疾病基因

表达模式和分子网络的关键工具[11]。因此，本研究

利用转录组数据探索HCC合并肝吸虫病患者疾病

进展的分子机制以及免疫环境特征，以阐明导致这

类患者预后不良的潜在机制。

1 材料与方法

1.1 研究对象 收集2022年1月至2023年12月在

广西医科大学第一附属医院接受手术切除的 6例

HCC患者的癌组织及癌旁组织样本，其中 3例患者

术前肝吸虫酶标呈阳性，且粪便检查发现肝吸虫

卵；另3例患者肝吸虫酶标检测呈阴性，且粪便检查

无肝吸虫卵。所有患者术前未接受抗癌治疗，且携

带乙型肝炎病毒。本研究已取得本院伦理委员会

审核批准（批准号：2024-E262-01），所有患者均已签

署知情同意书。

1.2 数据来源 将收集到的 12个组织样本分为A

组（HCC合并肝吸虫感染的癌组织）、B组（A组的癌

旁组织）、C组（HCC未合并肝吸虫感染的癌组织）

和D组（C组的癌旁组织），送至北京诺禾致源公司

进行转录组分析。完成mRNA处理及文库构建，获

取 Illumina平台兼容文库，并下载转录组数据（每千

个外显子碱基每百万次映射的读段数格式）。

1.3 差异表达基因的识别 使用“Limma”包

（3.52.2版本），识别HCC合并肝吸虫病的差异表达

基因[12]。具有|Log2Fold Change|＞1且P＜0.05的基

因被认为是差异表达基因。

1.4 显著差异表达基因的功能富集分析 利用

“clusterProfiler”包（4.4.4版本）对差异表达基因和枢

纽基因进行基因本体（gene ontology, GO）分析，包

括生物过程、细胞成分、分子功能，以及京都基因与

基因组百科全书（Kyoto encyclopedia of genes and

genomes, KEGG）富集分析，以找出潜在的生物学功

能[13]。

1.5 免疫浸润分析 利用“CIBERSORT”包（1.03

版本）来计算HCC合并肝吸虫病患者和未感染肝吸

虫的HCC患者的免疫细胞浸润程度[14]。

1.6 蛋白—蛋白相互作用（protein-protein interac-

tion, PPI）网络和模块分析 使用 STRING 工具

（https://cn.string- db.org/）构建 PPI 网络（阈值＞

0.15）[15]，并用Cytoscape进行可视化[16]。利用molec-

ular complex detection（MCODE）插件筛选出重要模

块。采用 CytoHubba 插件的最大邻域分量（maxi-

mum neighborhood component, MNC）、最大团簇中

心性（maximum cluster centrality, MCC）和边缘渗透

分量（edge permeability component, EPC）算法筛选

枢纽基因，并用韦恩图展示交集情况。

1.7 统计学方法 采用R语言 4.2.1软件进行统计

分析和图表绘制。组间两两比较使用独立样本 t检

验。以P＜0.05为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 差异表达基因的鉴定 本研究流程图如图 1

所示。A组与C组相比，661个基因（507个上调基

因，154个下调基因）在HCC合并肝吸虫病患者中是
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显著的差异表达基因，见图 2A。A+C组与B+D组

相比，3 310个基因（1 609个上调基因，1 701个下调

基因）被鉴定为HCC患者的显著差异表达基因，见

图 2B。韦恩图的交集产生了 131个共同差异表达

基因，见图 2C。聚类热图描绘了HCC合并肝吸虫

病患者及HCC患者中显著差异表达基因分布，见图

2D、图2E。

2.2 差异表达基因的功能特点 从生物过程来看，

这些差异表达基因在细胞黏附、氧化应激反应、环

氧酶通路以及白细胞迁移的正向调控等过程中呈

现富集（图3A）。就细胞组分而言，差异表达基因主

要定位于细胞表面、细胞膜等区域（图3B）。分子功

能分析显示，差异表达基因在血红素结合、生长因

子活性和细胞粘附分子结合等方面具有富集性（图3C）。

此外，KEGG富集分析指出，矿物质吸收和花生四烯

酸代谢途径是差异表达基因显著富集的（图3D）。

2.3 免疫细胞浸润分析 CIBERSORT算法表明，

与未感染肝吸虫的HCC患者相比，合并肝吸虫感染

的HCC患者中静息的记忆CD4+ T细胞的浸润显著

增加（P＜0.05），并且没有观察到明显的CD8+ T细

胞浸润（P＞0.05），见图4A、图4B。

图1 研究设计流程图

A、B：火山图显示差异表达基因；C：韦恩图显示113个差异表达基因重叠；D、E：聚类热图显示了两组上调或下调最显著

的差异表达基因。

图2 不同组织中基因表达谱的鉴定
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2.4 差异表达基因的PPI网络分析 使用STRING

数据库对131个公共差异表达基因进行富集分析并

在 Cytoscape 绘制了包括 125 个节点 438 条关联的

PPI网络图（图 5A），使用MCODE插件识别了 7个

包含36个差异表达基因的潜在模块（图5B～图5H）。

2.5 枢纽基因的鉴定与富集功能分析 利用MCC、

EPC和MNC算法筛选得分最高的前36个差异表达

基因，通过韦恩重叠分析，确定了31个枢纽基因（图6），

并对它们进行了GO和KEGG富集功能分析。GO

和KEGG分析结果显示，枢纽基因与炎症反应、代

谢过程等生物学活动相关，涉及白细胞迁移、粒细

胞趋化作用、脂肪酸代谢、类固醇代谢、肝细胞分

化、顶端质膜、基底膜、生长因子活性、花生四烯酸

代谢、细胞因子—细胞因子受体相互作用、转化生

长因子β信号通路等多个信号通路（图7）。

图3 公共差异表达基因的功能注释

A：合并肝吸虫病的HCC患者的免疫细胞浸润情况；B：未感染肝吸虫的HCC患者的免疫细胞浸润情况。

图4 两类患者的免疫细胞浸润情况
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A：PPI网络图，颜色深浅和圆圈大小代表得分高低；B～H：显著基因聚类模块。

图5 PPI网络与显著基因模块

A～C：MCC、EPC和MNC算法筛选的前36个差异表达基因；D：韦恩图显示了3种算法之间的重叠的31个差异表达基因。

图6 枢纽基因的筛选
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3 讨 论

广西作为HCC和肝吸虫感染的高发地区[17-18]，

使用转录组测序技术，对来自该地区的HCC患者肿

瘤组织以及邻近的非肿瘤组织进行深入分析，探索

HCC合并肝吸虫病患者的分子机制和免疫环境特

征，有助于我们更好地理解这一特殊亚型HCC患者

群体的病理机制，从而改进治疗策略，并有望提高

这些患者的生存率。

本研究对差异表达基因和枢纽基因进行了功

能富集分析，揭示了在HCC合并肝吸虫感染情况

下，多种代谢途径和炎症通路显著富集。这些结果

表明，癌细胞的代谢适应性和炎症响应的紊乱在

HCC伴随肝吸虫感染的背景下对于肿瘤微环境的

构建和疾病的进展有着显著影响。本研究发现，差

异表达基因和枢纽基因在花生四烯酸代谢途径显

著富集，这提示肝吸虫感染可能导致这一代谢途径

的活性增强，从而为HCC发展提供额外的支持[19]。

此外，本研究还发现枢纽基因参与转化生长因子 β

信号通路，该通路的异常已被证实在构建HCC的炎

症微环境、促进纤维形成以及免疫调节中扮演着核

心角色[20]。肝吸虫感染可能会加剧转化生长因子β

通路的失调，从而为HCC的发展创造慢性炎症环

境，并促进HCC的免疫逃逸。这些发现与Qi等[21]的

研究结果相一致，均强调了代谢和炎症途径在HCC

合并肝吸虫感染的预后不良的潜在作用。

本研究还探索了HCC患者的肿瘤免疫微环境

浸润情况。与未感染肝吸虫的HCC患者相比，在

HCC合并肝吸虫感染的患者中，免疫微环境特征包

括静息的记忆CD4+ T细胞的浸润上调、CD8+T细胞

浸润不明显。这些变化可能由持续的抗原刺激和

感染环境影响所致，对理解肿瘤微环境提供了新视

角。通常，记忆T细胞在病原体清除后长期存活，再

次遇到相同抗原时迅速响应[22]，记忆CD4+T细胞积

累反映了对感染和肿瘤的对抗。而CD8+ T细胞主

要负责识别和杀死感染细胞和肿瘤细胞[23]，其浸润

不明显意味着在HCC合并肝吸虫病患者中，抗肿瘤

免疫反应可能受到了限制，这或许是这类患者预后

不良的关键原因。

本研究的创新点包括：（1）首次通过对HCC合

并肝吸虫病患者样本进行转录组测序分析，揭示了

这一特殊亚组HCC患者的转录组学特征；（2）首次

基于转录组学对HCC合并肝吸虫病患者的肿瘤免

疫微环境进行探索，为针对这一患者群体的免疫治

疗策略提供了重要理论依据。此外，本研究也存在

一些局限性：（1）样本例数较少且仅采用了转录组

技术，未结合其他分子生物学技术，如蛋白质组学

或代谢组学分析，这限制了对转录下游调控机制的

全面揭示；（2）结果缺乏实验验证，包括动物模型和

细胞模型，未来需要更多的实验验证这些机制在肝

吸虫感染相关HCC发展中的具体作用。

综上，本研究揭示了HCC合并肝吸虫病患者中

代谢途径的重编程、炎症信号通路的异常激活以及

免疫微环境的改变，这些因素共同构成了这类患者

预后较差的潜在生物学基础。

图7 枢纽基因的功能注释
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