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［摘要］ 目的：通过生物信息学方法分析原位和淋巴结转移肝癌中巨噬细胞异质性标志基因及生存期分

析 。 方 法 ：从 美 国 国 家 生 物 技 术 信 息 中 心 GEO 数 据 库 下 载 肝 癌 相 关 单 细 胞 测 序 数 据 ，GSE 编 号 为

GSE149614，通过单细胞聚类、差异基因表达分析获得原位和淋巴结转移肝癌巨噬细胞异质性标志基因，使

用在线分析网站 STRING 进行蛋白质互作网络分析，并对差异表达的 Top 基因进行 GO 聚类和 GSEA 分

析，并在 GEPIA 网站进行生存期分析。结果：共筛选出 70 个差异基因，其中 50 个差异基因显著下调（‑FC=
2.26~7.93），20 个差异基因显著上调（FC=1.52~2.99）。GO 功能注释富集分析发现，原位肝癌巨噬细胞主

要为蛋白质异常折叠，而淋巴结转移肝癌巨噬细胞主要为创伤愈合、胞内蛋白质合成、丙酮酸盐（酯）代谢过

程。通过生存期分析发现，淋巴结转移肝癌巨噬细胞的 5 个的标志基因（ALOX5AP、CD109、MMP12、

SLC16A10、SPINK1）中 MMP12 和 SPINK1 基因低表达时患者的生存期较长（P<0.05）。结论：原位和淋巴

结转移肝癌中巨噬细胞异质性基因与患者的生存期存在显著相关性。
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［Abstract］ Objective： To analyze macrophage heterogeneity marker genes in hepatocellular carcinoma （HCC） in situ and 

lymph node tissues and to analyze the overall survival （OS） by bioinformatics methods. Methods： The single‑cell sequencing data 
related to HCC were downloaded from the GEO database of National Center for Biotechnology Information （GSE number： 
GSE149614）. Obtaining heterogeneity marker genes of macrophages in primary and lymph node metastatic liver cancer through 
single-cell clustering and differential gene expression analysis.The online analysis website STRING was used for protein‑protein in‑
teraction network analysis， and the differentially expressed Top genes were analyzed by GO clustering and GSEA analysis. The 
OS analysis was performed on GEPIA website. Results： A total of 70 differentially expressed genes were screened out， of which 
50 differentially expressed genes were significantly down‑regulated （‑FC=2.26‑7.93） and 20 differentially expressed genes were 
significantly up‑regulated （FC=1.52‑2.99）. GO functional annotation enrichment analysis showed that macrophages in situ were 
mainly involved in abnormal protein folding， while macrophages in lymph nodes were mainly involved in wound healing， intracellu‑
lar protein synthesis， and pyruvate （ester） metabolism. The results of OS analysis showed that low expression of MMP12 and 

DOI：10.13210/j.cnki.jhmu.20241220.001
网络出版地址：https：//link.cnki.net/urlid/46.1049.R.20241220.1448.002

［基金项目］ 三亚市人才开发专项资金项目［（2023）14‑04］
［作者简介］ 何成思，E‑mail：312504284@qq.com。

［通讯作者］ 侯本新，博士，主任医师，教授，硕士生导师，E‑mail：xjhbxt@163.com。

［收稿日期］ 2024‑08‑10  ［修回日期］ 2024‑12‑09  网络出版时间：2024‑12‑23    09：25：07

1652



何成思等 .原位和淋巴结转移肝癌中巨噬细胞异质性与生存期分析

SPINK1 in 5 marker genes （ALOX5AP， CD109， MMP12， SLC16A10， SPINK1） of macrophages in metastatic lymphoid tissue 
was associated with a longer survival time （P<0.05）. Conclusion： Macrophage heterogeneity genes in primary and lymph node 
metastatic HCC are significantly correlated with the OS of patients.

［Key words］ Hepatocellular carcinoma； Macrophage； Signaling pathway； Bioinformatics

肝 细 胞 癌（hepatocellular carcinoma， HCC）通

常发生在 60~70 岁人群中，且男性发病率高于女

性。HCC 的发生主要与乙型肝炎病毒、丙型肝炎病

毒、酒精滥用、非酒精性脂肪性肝病（NAFLD）及非

酒精性脂肪性肝炎（NASH）等相关［1］。原发性肝癌

对化疗和放疗不敏感，是全球第二大致死性癌症，

其 5 年生存率仅为 10%。多数患者确诊时已处于中

晚期，失去根治性治疗机会［2］。NAFLD，包括其更

严 重 的 表 现 NASH，在 全 球 的 患 病 率 为 20%~
25%，是一个主要的公共卫生问题。从 NASH 进展

为 NASH 相关 HCC（每年约 2% 的病例）受到许多

因素的影响，包括组织和免疫微环境、PNPLA3 的

生殖细胞系突变和微生物组［3］。肝癌是全球癌症相

关死亡的主要原因之一，其中 HCC 占所有肝癌病例

的 90%［4］。手术切除是目前最主要且有效的肝癌根

治性治疗方法，虽然精准的肝癌切除术后 5 年生存

率高达 70% 以上，但其依然受到肿瘤高复发率的影

响，严重影响了肝癌患者的长期生存和生活质量［5］。

研究结果表明，肿瘤的发生、发展不是一个孤

立事件，在肿瘤演进过程中，始终伴随着实质细胞

与免疫微环境的相互作用［6］。由于原发性肝癌和转

移性肝癌在临床治疗策略及预后上存在显著差异，

对其异质性的深入解析对于精准治疗具有重要意

义。肿瘤微环境的细胞成分高度复杂，包括基质细

胞、髓系细胞和恶性肿瘤细胞等，这些细胞在炎症

反应、免疫逃逸及肿瘤进展中发挥不同功能［7］。髓

系细胞往往与免疫抑制相关，而淋巴细胞则能介导

抗肿瘤免疫反应［6］。

传统的转录组测序技术虽然成本较低，但其数

据反映的是细胞群体分子水平的平均信息，容易掩

盖不同细胞间的异质性，限制了对肿瘤微环境的精

确解析。在此背景下，单细胞测序技术凭借其在单

细胞分辨率上捕获转录组、基因组等多维信息的能

力，成为研究肿瘤异质性的重要工具［8，9］。本研究利

用单细胞测序技术，对来自不同癌症阶段患者的原

位和淋巴结转移肝癌组织、门静脉癌栓及正常肝脏

组织进行了分析，绘制了肿瘤微环境的整体细胞图

谱。重点解析了巨噬细胞的异质性，通过基因集分

析揭示了原发和淋巴结转移组织中显著富集基因。

此外，本研究结合转录组测序数据验证了这些基因

的差异表达模式，进一步探讨其在肝癌发生、发展

中的潜在机制。

本研究发现，在原位和淋巴结转移肝癌差异表

达基因（differentially expressed genes，DEGs）中，部

分与患者预后显著相关。这些基因可能通过调控

免疫逃逸、炎症反应或肿瘤微环境重塑等机制，影

响肝癌的进展及治疗响应。这些发现不仅为理解

HCC 的异质性提供了重要参考，也为开发新的生物

标志物及靶向治疗策略提供了理论依据。

1 材料与方法  
1.1　数据获取　

本实验所用实验数据来源于 GEO 数据库，

GSE 编号为 GSE149614［8］，包含从 4 个相关部位（原

发肿瘤，门静脉癌栓，转移淋巴结和非肿瘤肝脏）的

10 例 HCC 患者共大于 70 000 单细胞转录组数据。

1.2　相关数据库　

文章中使用的相关数据库汇总表见表 1。

1.3　数据预处理　

使用 R 包 Seurat 中的 CreateSeuratObject 函数

读取下载的数据集并创建 Seurat对象，参数 min.fea‑
tures 设为 100。随后，通过 subset 函数过滤掉线粒

体基因比例高于 20% 且每个细胞中检测到的基因

数 不 在 500~4 000 范 围 内 的 细 胞 ，同 时 nCount_
RNA 小于 40 000。为了去除批次效应，基于 patient
分组，利用 harmony 包中的 RunHarmony 函数进行

校正，所选 assay 为 RNA。之后，依次采用 Seurat 包
的 NormalizeData 和 ScaleData 函数对数据进行归一

化与标准化处理，均使用默认参数。

1.4　细胞分群和标记　

首 先 ，使 用 Seurat 包 中 的 RunTSNE 和  
RunUMAP 函数进行降维分析，选择了基于前 29 个

表 1 相关数据库汇总表

Tab 1 Summary table of relevant databases

使用数据库

GEO 数据库

GEPIA 数据库

GO 数据库

GSEA 数据库

CellMarker 2.0 数

据库

网址

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
http://gepia.cancer‑pku.cn/

https://geneontology.org/
https://www.gsea‑msigdb.org/

http://bio‑bigdata.hrbmu.edu.cn/CellMarker/
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主成分的结果，reduction 参数设定为 harmony。接

着，利用 FindNeighbors 和 FindClusters 函数实现细

胞聚类分析，将分辨率 resolution 定为 0.6。然后，通

过 FindAllMarkers 函数计算各簇特异性标记基因，

并仅保留那些 P<0.05 的基因作为候选者。最后，

根据这些挑选出的标记基因执行人工及自动注释

过程；前者参考了 CellMarker 2.0 数据库的信息，后

者则调用 SingleR 包提供的算法，参照 celldex 包内

含有的标记基因集合，并对来自不同患者和组织进

行细胞比例的堆积柱状图展示。

1.5　Gene Ontology（GO）基因功能注释富集分析　

针对原发组织与转移组织中的巨噬细胞实施

GO 富集分析，运用 clusterProfiler 包里的 enrichGO
函数，设置了 P 值与 q 值阈值均为 0.01。

1.6　生存分析　

在 GEPIA 平台上，通过对表达模式自定义以及

生存期预测等功能模块的应用，具体参数：“Gene”
为自主输入基因名，“Methods”为 Overall Survival，

“Group Cutoff”为 Median，“Hazards Ratio”为 Yes，
“95% Confidence Interval”为 Yes，“Axis Units”为

Months，“Cancer name”为 LIHC，完成了对选定基

因集内核心基因与 HCC 患者总生存期相关性的验

证工作。

2 结果  
2.1　原位和淋巴结转移肝癌样本可视化　

为了获得肝癌样本的整体单细胞图景（图 1A、

B），首先将样本的基因表达矩阵转换成 Seurat 对
象，并依次通过质控过滤、批次校正、标准化和归一

化进行数据预处理（图 1C~E）。

2.2　原位和淋巴结转移肝癌的单细胞亚群图谱　

为了进一步对全景图谱中不同细胞亚型进行

聚类，使用 R 包 Seurat中的 FindClusters 函数进行细

胞聚类，经细胞类群注释得到以下 7 种细胞类型：

B_cell、dendritic cell（DC）、 Endothelial cell、Fibro‑
blast、Hepatocytes、Macrophages、T_NK（图 2A~C），

巨噬细胞的主要标志基因为 CD68 和 CD163（图 2C）。

在细胞聚类和注释（图 2D~G）可视化结果中，肿瘤

A：各样本的单细胞图景；B：单细胞聚类图景；C：各样本的单个细胞基因检测数小提琴图；D：各样本的基因检测条数统计小提琴图；E：各样本

的线粒体基因比例小提琴图

图 1　原位和淋巴结转移肝癌的单细胞整体图谱

Fig 1　Overall single‑cell profiles of primary and metastatic lymph node HCC
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组织（T）中的细胞类型丰度比例与正常组织（N）中

的明显不同，而门静脉癌栓组织（P）与转移淋巴结

（L）的巨噬细胞和 T_NK 的比例相似（图 2G）。肿

瘤组织中 Hepatocytes 类型和 Macrophages 类型的

占比较多（图 2D、F、G）。经 CNV 分析，推测 Hepa‑

tocytes 细胞群是恶性肿瘤细胞，此外，DC 和 Macro‑
phages 的拷贝数也有较大变化，推测是由于这两个

细胞群对肿瘤细胞产生了免疫应答。综上，本研究

选择 Macrophages 即巨噬细胞作为进一步分析的细

胞类群。

2.3　原位和淋巴结转移肝癌的巨噬细胞差异表达

基因的蛋白互作网络　

为探究巨噬细胞在原位和淋巴结转移肝癌中

基 因 表 达 的 差 异 ，提 取 细 胞 注 释 类 型 为 Macro‑
phages 的细胞，并先利用 R 包 Seurat中的 FindMark‑
ers 函数计算类型为“primary tumor”和“metastatic 
lymph node”细胞中巨噬细胞 DEGs。其中相对于原

发组织，转移组织中巨噬细胞的 DEGs 主要为下调

（图 3A），进 一 步 通 过 STRING 对 下 调 基 因

（Top50，‑FC=2.26~7.93）和上调基因（Top20，FC
=1.52~2.99）进行蛋白质互作网络分析（图 3B、

C），本研究发现形成的蛋白质互作网络主要分为 11
个簇，其中簇 1 共有 15 个蛋白（AHSG、APOA1、
APOA2、APOB、APOC3、APOE、APOH、APOM、

CST3、HRG、KNG1、MMP14、RBP4、SERPINC1、
TTR），主要参与类视黄醇的代谢和运输（图 3B、

A：各样本的整体细胞注释图谱；B：各样本的整体组织类型图谱；C：细胞亚群及标志基因；D：10 个患者样本中的各细胞亚群比例；E：每个细胞

亚群中各患者样本比例；F：各细胞亚群的组织类型；G：各组织类型的细胞亚群比例

图 2　原位和淋巴结转移肝癌的单细胞亚群图谱

Fig 2　Single‑cell subpopulation profiles of primary and metastatic lymph node HCC 
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表  2）。

2.4　淋巴结转移肝癌巨噬细胞基因表达异质性分析　

为进一步探究巨噬细胞在原位与淋巴结转移

中基因表达异质性，对“primary tumor”和“metastat‑

ic lymph node”细胞中巨噬细胞 DEGs 进行了 GO 富

集分析和 GSEA 分析。经 GO 富集分析，发现淋巴

结转移肝癌巨噬细胞的生物学过程主要为创伤愈

合、胞内蛋白质合成、丙酮酸盐（酯）代谢过程（图

表 2 蛋白质相互作用网络及其生物学功能富集的主要簇

Tab 2 Major clusters enriched by PPI networks and biological functions

Cluster id

●Cluster 1

●Cluster 2

●Cluster 3

●Cluster 4

●Cluster 5

●Cluster 6

●Cluster 7

●Cluster 8

●Cluster 9

●Cluster 10

●Cluster 11

Gene count

15

4

4

3

3

2

2

2

2

2

2

Description

Retinoid metabolism and transport

Connective tissue replacement involved in inflammatory response wound healing

Interferon alpha/beta signaling, and ISG15‑protein conjugation

ATP5D, MRPL23, RPS2

Chronic granulomatous disease

Negative regulation of intrinsic apoptotic signaling pathway in response to DNA damage

Protein transport along microtubule

Glycine, serine and threonine metabolism

Mixed, incl. Basic region leucin zipper, and Early growth response, N‑terminal

AKR1B10, GK

IGFBP7, JUN

A：肝癌原位和淋巴结巨噬细胞差异表达基因火山图；B：差异表达基因的蛋白互作通路富集；C：差异表达基因的蛋白互作网络

图 3　原位和转移淋巴结肝癌巨噬细胞差异表达基因的蛋白互作网络

Fig 3　PPI networks of primary and metastatic lymph node HCC macrophage DEGs
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4A），而原位肝癌巨噬细胞的生物学过程大多数与

蛋白质异常折叠相关（图 4B）。经 GSEA 分析，得到

了 2 个 富 集 基 因 集 ，其 中 HALLMARK_INTER‑
FERON_ALPHA_RESPONSE 在原位肝癌巨噬细

胞细胞中上调，HALLMARK_XENOBIOTIC_ME‑
TABOLISM 在淋巴结转移巨噬细胞中上调（图

4C、D）。

2.5　利用转录组测序数据库进行验证性分析的

结果　

本研究在原发和转移组织中各选取了差异倍

数位列前 5 的标志基因，结合公共数据库 TCGA
在线分析平台 GEPIA 进行联合验证分析。结果

显示，单细胞测序中得到的巨噬细胞的标志基因

在 Bulk 测序中同样具有差异性：原发组织细胞的

5 个 的 标 志 基 因（AGXT、APOC3、HLA⁃DQA2、

HRG、IGFBP7）中，HLA⁃DQA2 在转录组测序数

据中相对于正常组织的表达显著上调（图 5A）；在

转 移 组 织 细 胞 的 5 个 的 标 志 基 因（ALOX5AP、

CD109、 MMP12、 SLC16A10、 SPINK1） 中 ，

SPINK1 在 Bulk 测序数据中相对于正常组织的表

达显著上调（图 5B）。由 Survival Analysis 生存曲

线图可知，MMP12、SPINK1（P<0.05）等基因低

表达时患者的生存期较长（图 5C），而 APOC3（P

<0.05）基 因 高 表 达 时 患 者 的 生 存 期 较 长（图

5D）。筛选出的标志基因与癌症的发生、发展有

A：转移淋巴结及；B：原位肝癌巨噬细胞高表达基因 GO 富集；C：淋巴结转移及 D：原位肝癌巨噬细胞高表达基因 GSEA 分析

图 4　原位和转移淋巴结肝癌巨噬细胞差异表达基因的 GO 聚类和 GSEA 分析

Fig 4　GO enrichment and GSEA analysis of primary and metastatic lymph node HCC macrophages DEGs
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密切联系，即原发性肝癌巨噬细胞中 APOC3 的高

表达和转移性肝癌巨噬细胞中 MMP12 和 SPINK1
的低表达有利于改善患者预后。

3 讨论  
经过肝癌组织单细胞图谱刻画，本研究发现早

期患者肿瘤组织及癌旁组织的异质性较大。Hed‑
rick 等［10］提到已有大量证据表明中性粒细胞具有促

癌作用。因此推断早期患者肿瘤组织及癌旁组织

的异质性较大的原因可能是因为受到中性粒细胞

的影响。

通过细胞注释，本研究成功获得了巨噬细胞的

聚类亚群，并且在进一步对原位和转移淋巴结肝癌

来源的巨噬细胞进行基因差异表达分析后，找出了

转移淋巴结巨噬细胞相对于原位的 Top50 的下调

和 Top20 的上调基因，其中上调 Top5 的基因为 AL⁃

OX5AP、CD109、MMP12、SLC16A10 和 SPINK1，

而 下 调 Top5 的 基 因 为 AGXT、APOC3、

HLA⁃DQA2、HRG、IGFBP7。

通过进一步的蛋白质互作网络分析，发现这些

差异基因主要参与类视黄醇的代谢和运输，视黄醇

的代谢中间产物全反式维甲酸则可抑制胶质母细

胞瘤进展及治疗急性早幼粒细胞白血病［11，12］。此

外，为了分析原位和转移淋巴结肝癌巨噬细胞的功

A：肝癌淋巴结巨噬细胞标志基因的表达水平；B：肝癌原位巨噬细胞标志基因的表达水平；C：肝癌淋巴结巨噬细胞标志基因与生存期分析；

D：肝癌淋巴结巨噬细胞标志基因与生存期分析；*P<0.05
图 5　原位和转移淋巴结肝癌巨噬细胞标志基因的表达水平及生存期分析

Fig 5　Expression levels of macrophage marker genes and OS analysis of primary and metastatic lymph node HCC 
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能异质性，在基因集富集分析中，发现原位肝癌中

上调的生物学过程大多数和蛋白质异常折叠相关，

转移淋巴结肝癌巨噬细胞上调的基因则富集在创

伤愈合、胞内蛋白质合成、丙酮酸盐（酯）代谢过程

等。研究表明蛋白质稳态调控系统的功能异常是

致癌蛋白异常积累的重要原因［13］。而肿瘤的发生、

发展与创面愈合有许多共同点，比如它们都依赖细

胞的增殖活动、细胞外基质的支架结构与血管形

成、激素水平和生长因子活性的变化［14‑17］。

本研究在原位和转移淋巴肝癌中各选取了差

异倍数位列前 5 的标志基因，并结合公共数据库

TCGA 在线分析平台 GEPIA 进行联合验证分析后

发现 APOC3 基因表达与患者的生存期正相关，而

MMP12 和 SPINK1 的基因表达与患者的生存期负

相关。APOAC3 为编码载脂蛋白的基因，研究表明

APOC3 主要在肝脏合成并增加甘油三酯水平［18，19］，

可作为防治脂肪肝、脂质代谢异常、代谢综合征和

动 脉 粥 样 硬 化 等 相 关 疾 病 的 靶 点［18］，有 报 道

AOPC3 与血管生成有关［20］，因此推测微血管的生

成可能促进了免疫细胞向肿瘤微环境中的富集过

程。MMP12 为细胞外基质降解酶基质金属蛋白酶

家族的成员，参与了组织重塑、伤口修复、动脉粥样

硬化进展和肿瘤侵袭［21‑24］，SPINK1 是一种丝氨酸蛋

白酶抑制剂，可显著抑制胰蛋白酶，尤其是在胰腺

中，SPINK1 突变可导致胰腺癌［25］，此外 SPINK1 在

肝细胞癌中表达显著上调，与肿瘤的发生和发展紧

密相关［26，27］。

本研究结果表明，原位和淋巴结转移肝癌中巨

噬细胞具有异质性，转移淋巴结内的巨噬细胞信号

通路发生改变，主要参与了创伤愈合、胞内蛋白质

合成、丙酮酸盐（酯）代谢过程。并且，MMP12 和

SPINK1 基因的高表达和 APOC3 基因的低表达均

与肝癌不良预后正相关。APOAC3 可能是潜在的

治疗原发性肝癌靶点。不过，相关结论仍需实验研

究作进一步验证。
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