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[摘　要]	 目的：非酒精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty liver disease，NAFLD)是最常见的慢性肝病之一，

包括非酒精性单纯性脂肪肝(nonalcoholic fatty l iver，NAFL)、非酒精性脂肪性肝炎(nonalcoholic 

s te ato h e p at i t i s，N A S H )、肝硬化，最终可能发展为肝细胞癌。本研究旨在通过加权基因共表

达网络分析(weighted gene co-expression network analysis，WGCNA)构建一个基因共表达网络，

以探索NA SH发生发展的潜在关键通路和基因。方法：数据来自基因表达综合(Gene E x pression 

Omnibus，GEO)数据库中GSE48452和GSE89632两个数据集。使用WGCNA确定与NASH相关的模

块。通过功能富集分析，探讨其潜在的生物学功能，并对这些基因进行蛋白质-蛋白质相互作用

分析。结果：GSE48452数据集中的黑色模块、GSE89632数据集中的灰色模块与NA SH相关最显

著。基因本体(Gene Ontology，GO)富集分析显示目标基因的生物学功能分别集中在脂质降解、核

染色体及有机酸的结合。京都基因与基因组百科全书(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，

KEGG)通路显示基因在过氧化物酶体增殖物激活受体(peroxisome proliferator-activated receptor，

PPAR)通路富集尤为显著。结论：通过WGCNA分析，确定了与NASH相关的潜在基因[脂蛋白脂肪

酶(lipoprotein lipase，LPL)、胸苷酸合成酶(thymidylate synthetase，TYMS)、细胞色素P450家族26

亚家族A成员1(cytochrome P450 family 26 subfamily A member 1，CYP26A1)、脂肪酸结合蛋白4(fatty 

acid-binding protein 4，FABP4)、脂肪酸结合蛋白5(fatty acid-binding protein 5，FABP5)、微染色体

维持蛋白2(minichromosome maintenance protein 2，MCM2)、微染色体维持蛋白5(minichromosome 

maintenance protein 5，MCM5)、GINS复合物亚单位2(GINS complex subunit 2，GINS2)]及关键通

路。这些基因可能参与NAFL到NASH的转化过程，具有一定的诊断和治疗价值。
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随着肥胖及其相关代谢综合征的流行，非酒

精性脂肪性肝病(nonalcoholic fatty l iver disease，

NAFLD)的发病率逐渐升高，成为世界范围内慢性

肝病的常见病因之一 [1]。NA FLD是指在缺乏其他

肝病病因，如慢性病毒性肝炎，或使用胺碘酮等

引起脂肪变性的药物，以及排除其他慢性肝病，

如自身免疫性肝炎、血色素沉着症、威尔逊病等

的情况下，肝脏存在脂肪变性(≥5%) [2]。NAFLD
包括3种具有不同预后的组织病理学疾病：非酒精

性单纯性脂肪肝(nonalcoholic fatty liver，NAFL)、

非酒精性脂肪性肝炎(nonalcoholic steatohepatitis，

N A S H ) 和 与 N A F L 相 关 的 纤 维 化 / 肝 硬 化 [ 3 - 4 ] 。

NASH是一种侵袭性的NAFLD，可发展为肝硬化和

肝细胞癌，并迅速成为终末期肝病或肝移植的主

要病因之一[5]。

NAFLD的发生发展受到多种因素的影响，目

前为大多数人所接受的是“多重打击假说”，认

为遗传易感性、环境因素和饮食习惯等多个因素

均可以通过不同途径影响肥胖、代谢综合征和胰

岛素抵抗的发展，从而导致肝损伤 [ 6 ]。目前，生

活方式干预，如饮食热量限制和运动，是NA SH/
NAFLD治疗的基石，但很难实现和维持，这突出

了药物治疗的迫切需要[7]。加权基因共表达网络分

析(weighted gene co-expression network，WGCNA)
作为一种常用的基因模块化分析技术，已经被广

泛应用于鉴定和筛选复杂疾病的分子标志物或药

物靶点[8]。

本研究利用WGCNA筛选出NAFL进展为NASH
的相关基因模块，并探究其分子机制研究，为临

床治疗提供可能作用的靶点。

1  资料与方法

1.1  数据收集与预处理 
本研究中所有数据来自基因表达综合 (G e n e 

E x press ion Omni bus，GEO)数据库( htt p://w w w.
ncbi.nlm.nih.gov/)。选择GSE48452和GSE89632两

个数据集。G SE 4 8 4 5 2基于G P L 1 1 5 3 2平台，包含

14例NAFL患者及18例NA SH患者的肝脏基因表达

数据[9]。GSE89632基于平台GPL14951，包含20例

NAFL患者及19例NASH患者[10]。采用Robust Multi-
array Average (RMA)方法对两个数据集进行归一化

处理。

1.2  共表达网络的构建 
使 用 R 中 的 W G C N A 包 进 行 共 表 达 网 络 分 

析[11]。WGCNA的目的是鉴定基因模块和不同性状

(NA FL，NA SH)的相关性。基因共表达的相关矩

阵由两个基因间的相关系数组成。通过基因间的

Pearson系数构建层次聚类树，其中不同分支表示

a series of pathological changes, from benign nonalcoholic fatty liver (NAFL), nonalcoholic steatohepatitis 

(NASH), liver cirrhosis, and finally to hepatocellular carcinoma. The purpose of this study was to construct 

a gene co-expression network by using weighted gene co-expression network analysis (WGCNA) to explore 

the potential key pathways and genes in the genesis and development of NASH. Methods: Data were 

collected from two data sets GSE48452 and GSE89632 in the Gene Expression Omnibus (GEO) database. 

WGCNA was used to identify NASH-related modules. The potential biological functions of NASH were 

discussed by functional enrichment analysis. These genes were analyzed with protein-protein interactions. 

Results: The black module in GSE48452 data set and gray module in GSE89632 data set had the most 

significant correlation with NASH. The enrichment analysis of Gene Ontology (GO) showed that the 

biological functions of the target gene focused on lipid degradation, nuclear chromosome, and organic acid 

binding. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway showed that genes were enriched 

in peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) pathway. Conclusion: Through WGCNA analysis, 

the potential genes [lipoprotein lipase (LPL), thymidylate synthetase (TYMS), cytochrome P450 family  

26 subfamily A member 1 (CYP26A1), fatty acid-binding protein 4 (FABP4), fatty acid-binding protein 5 (FABP5), 

minichromosome maintenance protein 2 (MCM2), minichromosome maintenance protein 5 (MCM5), GINS 

complex subunit 2 (GINS2)] and key pathways related to NASH have been identified. These genes may be 

involved in the transformation process from NAFL to NASH and have certain diagnostic and therapeutic value.

Keywords nonalcoholic fatty liver; nonalcoholic steatohepatitis; co-expression network; gene
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不同的基因模块，不同颜色代表不同模块，将表

达模式类似的基因置于同一模块中。基因模块与

疾病性状相关的结果以热图的形式显示。选取与

性状相关度最高的模块进行后续分析。

1.3  模块共同基因的筛选 
对两个共表达网络中筛选出的模块基因取交

集，重叠基因为目标基因，用 R 语言进行可视化

输出。

1.4  目标基因的功能富集分析 
基因本体(G e n e  O n to l o g y，G O)富集分析为

功 能 基 因 组 学 提 供 了 一 个 全 面 的 来 源 。 G O 注 释

可分为3类，包括分子功能(molec u lar  f u nct ion，

M F)、生物过程( b i o l o g i c a l  p ro c e s s，B P)和细胞

成分 (c e l l u l a r  c o m p o n e n t ，CC) [ 1 2 ]。京都基因和

基因组百科全书(Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes，KEGG)是一个集基因组、化学和系统功

能信息于一体的综合性数据库，其中KEGG通路被

专门用来存储不同物种之间的基因途径信息 [13]。

对目标基因进行GO和KEGG富集分析，以阐明目

标基因的生物学功能。

1.5  PPI网络的构建 
使 用 用 于 预 测 蛋 白 质 - 蛋 白 质 相 互 作 用

( p r o t e i n - p r o t e i n  i n t e r a c t i o n ， P P I ) 的 在 线 工 具

STRING (Search Tool for the Retrieval of Interaction 
Genes)来构建一个基因的PPI网络 [14]。选择互相作

用得分≥0.4的基因，用Cy toscape (v3.7.2)构建可

视化的网络模型。

1.6 统计学处理 
用R  ( 3 . 6 . 0 )软件进行统计分析及图像生成，

P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  构建加权基因共表达网络 
根据 W G C N A 的相应步骤建立基于层次聚类

树 的 基 因 网 络 。 设 置 模 块 最 小 基 因 数 为 5 0 ， 在

GSE48452中筛选出7个模块，GSE89632中筛选出 
6个模块，绘制基因聚类树状图(图1A、1B)。根据

每个模块与两种临床性状(NA FL和NA SH)之间的

关联，绘制模块-特征关系热图(图2A、2B)。分析

结果表明：黑色模块和灰色模块是与N A S H 显著

相关的2个基因模块，其中黑色模块共包含65个基

因，相关系数0.53 (P<0.01)；灰色模块包含1 247个

基因，相关系数0.5 (P<0.01)。

2.2  目标基因的筛选 
选 取 G S E 4 8 4 5 2 数 据 集 中 的 黑 色 模 块 与

G S E 8 9 6 3 2 数 据 集 中 的 灰 色 模 块 ， 选 取 重 叠 的

1 6 个 基 因 作 为 目 标 基 因 [ 凝 血 因 子 X I I I  A 1 多 肽

(coagulation factor XIII, A1 polypeptide，F13A1)、

脂蛋白脂肪酶(lipoprotein lipase，LPL)、细胞色素

P450家族26亚家族A成员1(cytochrome P450 family 
26 subfamily A member 1，CYP26A1)、小脑肽3前

体蛋白(cerebel l in 3 precursor protein，CBLN3)、

胸苷酸合成酶(thy midy late  sy nthetase，T YMS)、

脂肪酸结合蛋白4 (f att y  ac i d - b i n d i ng  p ro te i n  4，
FA B P 4 ) 、 脂 肪 酸 结 合 蛋 白 5 (f a t t y  a c i d - b i n d i n g 
p ro te i n  5，FA B P 5 )、X-脯氨酰氨肽酶2 ( X- p ro l y l 
aminopeptidase 2，XPNPEP2)、微染色体维持蛋白

2(minichromosome maintenance protein 2，MCM2)、

Rho家族GTP酶2(Rho family GTPase 2，RND2)、

微染色体维持蛋白5(minichromosome maintenance 
protein 5，MC M5)、A A A ATP酶Midasin 1(A A A-
ATPase midasin 1，M DN1)、GINS复合物亚单位

2(GINS complex subunit 2，GINS2)、G蛋白偶联受

体88(G-protein coupled receptor 88，GPR88)、白

细胞介素20受体亚单位beta(interleukin-20 receptor 
s u b u n i t  b e t a ， I L 2 0 R B ) 、序列相似家族 1 1 1 成员

B(family w ith sequence similarity 111 member B，
FAM111B)]进行后续分析(图3)。

2.3  目标基因的功能富集 
对16个目标基因进行GO及KEGG富集分析。

G O 显 示 目 标 基 因 的 生 物 学 功 能 主 要 集 中 在 脂 质

降解、核染色体及有机酸的结合( 图4 A )。K EG G
通 路 显 示 基 因 在 过 氧 化 物 酶 体 增 殖 物 激 活 受 体

(peroxisome proliferator-activated receptor，PPAR)
通路富集尤为显著(图4B)。

2.4  PPI网络的构建 
用 S t r i n g 数 据 库 构 建 目 标 基 因 的 P P I 网 络 ，

其中8个基因(LPL、T YMS、C Y P26A1、FA BP4、
FABP5、MCM2、MCM5、GINS2)存在互相作用，

网络中包含8个节点和10条边(图5)。
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图2 基因模块和疾病相关性热图

Figure 2 Heat  maps of gene modules correlated with disease 

(A)GSE48452数据集；(B)GSE89632数据集。

(A) GSE48452 data set; (B) GSE89632 data set.
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Figure 3 Venn diagram of overlapping genes in co-expression modules
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Figure 1 Clustering dendrogram shows that genes with similar functions are divided into the same modules according to different 

metrics

(A)GSE48452数据集；(B)GSE89632数据集。

(A) GSE48452 data set; (B) GSE89632 data set.
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Figure 4 GO and KEGG enrichment analysis of the target gene

(A)GO富集分析；(B)KEGG富集分析。

(A) GO enrichment analysis; (B) KEGG enrichment analysis.

图5 PPI网络和枢纽基因的可视化

Figure 5 Visualization of PPI network and hub genes
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3  讨论

在 全 球 范 围 内 ， N A F L D 是 最 常 见 的 慢 性 肝

病，病理过程为从良性肝脂肪变性到NASH、肝硬

化，最终可能发展为肝细胞癌 [ 1 5 - 1 6 ]。单纯肝脂肪

变性向NASH转变，是重症肝病发展中最重要的一

步 [5]。NA SH患者肝纤维化和终末期肝病发生风险

较单纯性脂肪性肝病患者明显升高。因此，鉴定

NA SH的易感基因对研究NA SH的发病原因和寻找

潜在的治疗方法具有重要意义。

近年研究 [1 7]表明：在探索性研究的框架内构

建基因共表达网络是非常必要的，因为这种努力

可以帮助识别与疾病相关的重要模块和基因。本

研究采用WGCNA技术对NAFL和NASH的肝组织基

因表达数据进行分析，发现黑色模块和灰色模块

与NASH显著相关。对两个模块中的共同基因进行

富集分析，发现NASH与脂质降解、核染色体、有

机酸的结合及PPAR通路等生物学途径显著相关。

有研究 [ 1 8 ]报道了番茄红素可减轻肝脏过度脂质积

聚，增强脂解，逆转NASH中的胰岛素抵抗，以及

肝脏炎症和纤维化。Vesković等[19]报道称：补充甜

菜碱可增加细胞核的均匀性和染色质的复杂性，通

过减少脂肪积累和抑制肝细胞增殖来减轻小鼠的

NAFLD。过量的脂肪酸摄取引起的氧化应激导致

肝损伤和炎性免疫细胞的连续聚集，从而促进单纯

脂肪变性向NASH的进展[18-20]。PPAR调节碳水化合

物和脂质代谢，改善胰岛素敏感性、三酰甘油水

平、炎症和氧化应激，已经成为整个生物体和细胞

代谢功能的重要调节因子[21-23]。

P P I 网 络 包 含 L P L、 T Y M S、 C Y P 2 6 A 1 、
FA B P4、FA B P5、M C M2、M C M5、GI NS2  8个基

因。泽泻醇B醋酸酯(Alisol B 23-acetate，AB23A)通

过诱导PPAR、CPT1、LPL等增加脂质代谢，对小

鼠产生抗NA SH的保护作用 [24]。T YMS是叶酸代谢

的关键限速酶，有研究[25-26]证明叶酸可改善肝脏脂

肪积累及肝脏炎症。C YP26A1的高表达表明全反

式维甲酸(all-trans retinoic acid，ATR A)在NAFLD
中 的 降 解 增 强 ， 可 能 是 N A F L D 发 展 为 包 括 肝 硬

化在内的慢性肝病的可能机制 [27]。Mi lner等 [28]和

Coilly等[29]的研究报道了脂肪酸结合蛋白(fatty acid 
binding protein，FABP)水平可区分脂肪性肝炎和

单纯脂肪变性 [28-29]。MCM与DNA复制过程密切相

关，线粒体复制和转录功能障碍在NASH发生发展

中起重要作用[30-31]。近年来的研究[32]指出：GINS2
的 表 达 可 以 作 为 酒 精 所 致 神 经 炎 症 的 生 物 标 志

物，并有助于识别具有炎症能力的小胶质细胞。

本研究在 N A S H 方面提供了新的见解，但其

潜在的关键途径和基因都是基于生物信息学方法

确定的。因此，目前还不清楚这些基因是因果关

系，还是仅仅是NASH的标记，需要在分子实验中

加以验证。
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