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数据挖掘鉴定PRIM１与肝细胞癌不良预后相关
丁庆林,魏艳红,胡康洪

(湖北工业大学中德生物医学中心,湖北 武汉４３００６８)

[摘　要]对 DNA引物酶亚基１(DNAprimasepolypeptide１,PRIM１)与肝细胞癌 (LiverHepatocellularCarcinoＧ
ma,LIHC)不良预后的相关性进行生物信息学研究.作为关键的酶促成分,PRIM１对 DNA 的合成至关重要.在

TIMER数据库中发现,PRIM１在多种癌症中失调,且在LIHC中显著上调,提示其可能参与人类癌症发生发展进

程.基因表达综合数据库的LIHC相关数据集以及细胞系和组织证实了 PRIM１高表达.经对 UALCAN 数据库

亚组分析,不同种族和亚型的LIHC患者中 PRIM１的表达均上调,可辅助判断患者临床病例特征.从cBioPortal
数据库中发现PRIM１出现基因组改变,包括拷贝数扩增和意义不明的错义突变和截断突变可能与 LIHC发展有

关.对PRIM１共表达基因进行基因本体论和京都基因与基因组百科全书富集分析,结果揭示了其涉及的生物学

过程和功能.通过 KaplanＧMeierPlotter数据库分析PRIM１的预后价值表明,高PRIM１表达与LIHC不良预后显

著相关.数据挖掘揭示了PRIM１在LIHC中表达和突变的数据,且与LIHC不良预后相关.
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　　肝细胞癌 (LIHC)作为最常见的、与多种信号

通路改变相关的肝原发性恶性肿瘤,是全世界癌症

相关死亡的第二大死因.大多数患者只在肝癌晚期

表现出临床症状,其复杂的病理生理机制导致预后

很差[１].血清甲胎蛋白(AlphaFetoprotein,AFP)
和计算机断层扫描(ComputedTomography,CT)
或 磁 共 振 成 像 (Magnetic ResonanceImaging,

MRI)的诊断成像已成为肝癌主要的诊断方式[２].
作为有价值的肝癌生物标志物,AFP、磷脂酰肌醇蛋

白聚糖Ｇ３(GlypicanＧ３,GPCＧ３)、ClusterofDifferenＧ
tiation １４７ (Cluster of Differentiation １４７,

CD１４７)、黏蛋白１(MucinＧ１,Muc１)和上皮细胞黏

附分 子 (EpithelialCellAdhesion Molecule,EpＧ
CAM)等标志物检测的灵敏性和特异性有限[３],应
用生物标志物联用,可提高诊断准确率,已成为临床

诊断癌症的新方向.因此,鉴定其他小分子在肝癌

中的作用具有重要意义[２].研究发现,mRNA 前加

工因子３(preＧmRNAprocessingfactor３,PRPF３)
在多个LIHC肿瘤组织中上调,与较差的总生存期

(OverallSurvival,OS)和无病生存期(DiseaseＧFree
Survival,DFS)相关[４];KelchＧlike)蛋白家族成员

２１(KelchLikeFamily Member２１,KLHL２１)在

LIHC中上调,其表达显著抑制细胞增殖、迁移和侵

袭,代表最有可能进行治疗干预的靶标[５];核小体组

装蛋白１ＧlikeＧ１(NucleosomeAssemblyProteins１Ｇ
like１Protein,NAP１L１)在 LIHC中高表达与侵

袭性临床病理特征有关,促进化疗耐药性[６];驱动蛋

白 家 族 成 员 C１ (Kinesin Family Member C１,

KIFC１)在 LIHC中表达上调,通过调节上皮细胞Ｇ
间充质转化(EpithelialＧMesenchymalTransition,

EMT)介导LIHC转移,并且与 DFS和 OS显著相

关[７].这些研究揭示了LIHC中具有预后意义的潜

在基因靶标,也为PRIM１在LIHC中的研究提供了

参考.

DNA引物酶亚基１(PRIM１)是异源四聚体真

核聚合酶αＧ引物酶复合物的最小亚基,具有酶催化

功能,对DNA合成具有关键作用,对细胞增殖同样

十分重要[８Ｇ９].PRIM１ 催化的 RNA 合成可激活

DNA 损伤反应[９Ｇ１０],PRIM１异常可影响细胞周期

从 G１期向S期的转变[１１];PRIM１下调和缺失可

导致细胞S期停滞、延迟或延长[１２];PRIM１突变会

诱导细胞凋亡[１０].研究表明,PRIM１与多种良性

和恶性肿瘤疾病相关.PRIM１参与了雌激素诱导

的乳腺 癌 形 成[９];PRIM１ 可 能 参 与 肺 腺 癌 的 发



生[１３];PRIM１在体外和体内均可诱导肝癌细胞的

增殖[１４].以上结果提示,PRIM１与多种癌症进程

相关.PRIM１在LIHC中失调,提示其可能在 LIＧ
HC的发生发展中具有潜在作用.

１　材料和方法

１．１　TIMER２．０数据库

使用 TIMER２．０[１５Ｇ１７](http:∥timer．cistrome．

org/)分析PRIM１在各类型癌症中的表达情况.

１．２　GEO数据库数据

从 GEO 数据库[１８Ｇ１９](https:∥ www．ncbi．
nlm．nih．gov/geo/)挑选包含LIHC肿瘤和非肿

瘤 样 品 的 GEO 基 因 芯 片 系 列 (GSE１９６６５,

GSE８４４０２、GSE１２１２４８ ),GEO 芯片系列的平台

和样品(表１)[２０Ｇ２２].

表１　分析中包含的GEO系列详细信息

GEO
芯片系列

贡献者
年份

样本数
(肿瘤/非肿瘤) 平台

GSE１９６６５ NagaeGetal,２０１０ ２０(１０/１０) [HGＧU１３３_Plus_２]AffymetrixHumanGenomeU１３３Plus２．０Array
GSE８４４０２ WangHetal,２０１７ ２８(１４/１４) [HGＧU１３３_Plus_２]AffymetrixHumanGenomeU１３３Plus２．０Array
GSE１２１２４８ HuiKM,２００７ １０７(３７/７０) [HGＧU１３３_Plus_２]AffymetrixHumanGenomeU１３３Plus２．０Array

１．３　R语言分析

使用R语言版本３．５．１,通过 RLimma[２３]包将

每个 GEO数据集的微阵列原始 CEL文件进行标

准化,并将标准化的基因表达水平表示为log２转化

值,比较肿瘤和非肿瘤样品 mRNA的表达.使用R
clusterProfiler[２４]包的enrichplot功能和 GOplot[２５]

包将共表达基因进行 GO 富集分析,包括生物学过

程(BiologicalProcess,BP),细 胞 成 分 (Cellular
Component,CC)和分子功能(MolecularFunction,

MF)与 KEGG富集分析,并输出可视化结果.

１．４　UALCAN数据库分析

使用 UALCAN[２６](http:∥ualcan．path．uab．
edu)分析各个癌症分期、肿瘤等级等肿瘤亚组中肿

瘤和正常样品中基因的相对表达.

１．５　cBioPortal数据库分析

使用cBioPortal[２７Ｇ２８](http:∥cbioportal．org)分
析了 LIHC 中 PRIM１ 的突 变 情 况,拷 贝 数 变 异

(Copynumbervariation,CNV),通过共表达模块

功能分析出排名前５０的共表达基因.

１．６　KaplanＧMeierPlotter数据库分析

使用 KaplanＧMeierPlotter [２９](https:∥kmＧ
plot．com/analysis/index．php? p＝background)比

较PRIM１高低表达组的生存时间差异.

１．７　OncoLnc数据库

使用 OncoLnc(http:∥www．oncolnc．org/)评

估验证PRIM１对LIHC预后的影响.

１．８　TheHumanProteinAtlas数据库分析

使用 TheHumanProteinAtlas(HPA)[３０](htＧ
tps:∥www．proteinatlas．org/)比较PRIM１蛋白在

肝癌组织和正常组织中的表达情况.

１．９　细胞培养和qPCR
对 HL７７０２(正常肝细胞系,购自中国科学院典

型培养物保藏委员会细胞库)和 HepG２(肝癌细胞

系,购自中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库)
进行１０％ FPS/DMEM 培养,TRIZOL裂解细胞

提取总 RNA,逆转录获取cDNA.参考 PRIM１引

物序列[９],通过 LightCycler９６进行实时荧光定量

PCR(QuantitativeRealＧtimePCR)检测 PRIM１和

内参基因βＧactin的表达,评估PRIM１mRNA 在正

常和肝癌细胞系中的表达情况.

２　结果

２．１　PRIM１mRNA在LIHC中表达水平

TIMER数据库发现,PRIM１在包括 LIHC在

内的多种癌症中失调(图１a),GEO 数据库 LIHC
相关的多个 GSE数据集、qPCR结果和 HPA 数据

库免疫组化的结果均证实了PRIM１在 LIHC中高

表达(图１b－f).

(a)PRIM１在包括LIHC在内的多种癌症中的表达水平

(b)HPA数据库中PRIM１免疫组化结果
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　　　　(c)GSE１９６６５　　　　　　　(d)GSE８４４０２

　　　　(e)GSE１２１２４８　　　　　　　(f)Celllines

图１　PRIM１在LIHC中差异表达

２．２　PRIM１表达与临床病理特征相关

为探究 PRIM１表达量与临床特征之间的关

系,对 TCGA中３７１例 HCC样品根据性别、年龄、
种族、癌 症 分 期、淋 巴 结 转 移 状 态、肿 瘤 分 级 和

TP５３突变状态 (p＜０．０５)进行多亚组分析 (图２).

　　　(a)样本类型　　　　　　　　　　　(b)性别

　　　(c)年龄　　　　　　　　　　　　　(d)种族

　　　(e)癌症阶段　　　　　　　　(f)淋巴结转移状态

　　 (g)肿瘤等级和　　　　　　(h)TP５３突变状态进行分组

(p＜０．０５∗ ,p＜０．０１∗∗ ,p＜０．００１∗∗∗)

图２　LIHC患者不同亚组中PRIM１的相对表达水平

　　结果表明,PRIM１高表达且与患者性别无关

(图２b);４１－６０年龄组PRIM１表达明显高于６１－
８０年龄组(图２c),可区分不同年龄段患者;高加索

组PRIM１表达低于亚洲组(图２d),可区分不同种

族;１~３期PRIM１表达高于正常组,４期出现大幅

减低(图 ２e),可 辅 助 判 断 癌 症 分 期;无 转 移 组

PRIM１表达高于正常组(图２f),可判断是否出现转

移;３级PRIM１表达显著高于１级(图２g),可辅助

判断肿瘤分级;TP５３突变组显著高于未突变组(图

２h),表明 TP５３突变显著影响 PRIM１表达.以上

结果表明,高PRIM１表达与LIHC多种临床特征相

关,可将 PRIM１的表达作为 LIHC中潜在的诊断

指标.

２．３　PRIM１基因组突变和共表达基因

基因组突变与肿瘤发生密切相关[３１].为此,使
用cBioPortal数据库分析了 LIHC中PRIM１的基

因组改变情况.数据显示,在３５３患者中有７例

(２％)PRIM１发生改变(图３a).这些改变包括意

义未知的错义突变１例,意义未知的截断突变１例

和扩增５例的多种改变,且存在拷贝数变异(Copy
numbervariation,CNV)和氨基酸点位突变(图３a
－d).以上结果提示,LIHC中发现PRIM１的基因

改变,可能在LIHC的发生发展中具有潜在作用,有
待深入探究.使用共表达模块,分析出与 PRIM１
共表达前５０个关键基因.

图３　LIHC中PRIM１的基因组突变

２．４　LIHC中PRIM１共表达基因的富集分析

PRIM１在 LIHC 中潜在的功能,可能是由于

PRIM１基因组改变以及和多个基因共同作用的结

果.为此,利用 R 语言 enrichplot和 GOplot包对

PRIM１共表达前５０基因进行 GO 注释和 KEGG
分析(图４a－d).

(a)生物学过程(BP)富集结
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(b)细胞成分(CC)富集结果

(c)分子功能(MF)富集结果

(d)信号通路(KEGG)富集结果

图４　PRIM１在LIHC中的 GO注释和 KEGG途径

　　结果表明,其参与的生物学过程(BP)有:DNA
复制、细胞周期检查点、有丝分裂核分裂、有丝分裂

细胞周期G１/S期过渡、细胞周期G１/S相变等.组

成的细胞成分(CC)有:染色体区域、染色体着丝粒

区、浓缩染色体、染色体端粒区、复制叉、MCM 复合

体等.涉及到的分子功能(MF)有:ATP酶活性、作
用于DNA的催化活性、DNA依赖性 ATP酶活性、
单链DNA 结合、DNA 复制起点结合、３′－５′DNA
解旋酶活性等.参与的信号通路(KEGG)有:细胞

周期、DNA复制、错配修复、铂耐药等.对共表达基

因进行富集分析,有助于了解 PRIM１与其共表达

基因在LIHC中的作用机理和过程.

２．５　PRIM１在LIHC中的预后价值

使用 KaplanＧMeierPlotter数据库评估PRIM１
表达与LIHC患者的预后关系.根据PRIM１表达

水平的中位数,将患者分为两组.数据(图５)显示:
与低表达组相比,PRIM１高表达组患者５年 OS、无
进展生存(ProgressionFreeSurvival,PFS)、无复

发生存(RelapseFreeSurvival,RFS)和疾病特异性

生存(DiseaseFreeSurvival,DSS)均较差(logrank
p ＜０．０５)(图 ５a－d).OncoLnc数 据 库 表 明,

PRIM１高表达与 LIHC较差的 OS相关.以上结

果提示,LIHC中高PRIM１表达可能是一个独立的

危险因素,其导致LIHC患者的不良预后.

图５　PRIM１表达的 KaplanＧMeier曲线

３　讨论与结论

SineOculisHomeoboxHomolog１(SIX１)表达

的增加导致 PRIM１等上调,促进了宫颈癌细胞的

增殖和生长[３２];PRIM１失活通过S期停滞和 Wee１
介导的caspase８依赖的凋亡,使结直肠癌细胞对磷

脂酰肌醇３激酶相关激酶 ATR和CHK１激酶抑制

剂敏感[３３];PRIM１受到血清雌二醇(E２)诱导的ER
激活转录调节,靶向PRIM１蛋白表达显著降低 ER
＋乳腺癌肿瘤细胞生长[９].目前针对PRIM１的研

究较少,其功能和作用机理有待进一步研究.
本研究中,我们阐述了 PRIM１在多种类型癌

中失调且在LIHC中高表达.基于临床病例特征进

行亚组分析表明,PRIM１对所有亚型和不同种族的

LIHC诊断有用,其可能是潜在的诊断和预后标志

物有待临床验证.癌症进程伴随着基因组变异,

PRIM１基因组发生的遗传改变,提示其可能在 LIＧ
HC中具有潜在作用.对 PRIM１相关的共表达基

因 进 行 GO 和 KEGG 富 集 分 析,有 助 于 了 解

PRIM１在LIHC中参与的生物学过程和信号通路,
为研究PRIM１在LIHC中的作用提供方向.分析

预后因素有助于临床治疗的决策.研究表明,高表

达PRIM１与较差的 OS、PFS、RFS和 DSS有关,可
能是LIHC预后不良的预测指标,表明PRIM１表达
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水平可能是LIHC生存需要考虑的重要因素,值得

进一步探究.我们的研究为理解 PRIM１在 LIHC
中的潜在作用及其作为癌症生物标志物的应用提供

了新视角.
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DataMiningIdentifiesPRIM１AssociatedwithPoor
PrognosisofHepatocellularCarcinoma

DINGQinglin,WEIYanhong,HUKanghong
(SinoＧGermanBiomedicalCenter,HubeiUniv．ofTech．,Wuhan４３００６８,China)

Abstract:ThisresearchusedbioinformaticstostudythecorrelationbetweenDNAprimasepolypeptide１
(PRIM１)andpoorprognosisofLiverHepatocellularCarcinoma(LIHC)．Asakeyenzymaticcomponent,

PRIM１isessentialforDNAsynthesis．ItisfoundintheTIMERdatabasethatPRIM１isdysregulatedina
varietyofcancersandissignificantlyupＧregulatedinLIHC,suggestingthatitmayparticipateinthedevelＧ
opmentofhumancancer．ThehighexpressionofPRIM１wasconfirmedintheLIHCＧrelateddatasetof
GeneExpressionOmnibus(GEO)databaseandcelllinesandtissues．SubgroupanalysisoftheUALCAN
databaseshowsthattheexpressionofPRIM１inLIHCpatientsofdifferentracesandsubtypesisupＧreguＧ
lated,whichcanassistindeterminingtheclinicalcasecharacteristicsofpatients．ThecBioPortaldatabase
foundthatthegenomicchangesofPRIM１,includingcopynumberamplificationandmissensemutations
andtruncationmutationsofunknownsignificance,mayberelatedtothedevelopmentofLIHC．TheGO
andKEGGenrichmentanalysisofPRIM１coＧexpressedgenesrevealedthebiologicalprocessesandfuncＧ
tionsinvolved．AnalysisoftheprognosticvalueofPRIM１byKaplanＧMeierPlotterdatabaseshowedthat
highPRIM１expressionwassignificantlyassociatedwithpoorprognosisofLIHC．Dataminingrevealedthe
dataofPRIM１expressionandmutationinLIHC,andwasrelatedtothepoorprognosisofLIHC．This
studyprovidesevidenceforPRIM１asapotentialprognosticmarkerinLIHCandlaysafoundationforfurＧ
therresearchontheroleofPRIM１inLIHC．
Keywords:DNAprimasepolypeptide１(PRIM１);LiverHepatocellularCarcinoma(LIHC);Prognosis
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