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[摘要] 目的 基于药物重定位策略，筛选可用于预防肝细胞癌（HCC）的药物。方法 收集包含肝硬化、

低度不典型结节、高度不典型结节和早期 HCC 等肝脏疾病不同进展阶段的表达谱数据，确定相邻疾病进展阶段的

转录组变化，同时收集作用于人肝癌细胞系 HepG2 的 3 927 种药物和小分子的基因表达谱，利用基因集富集分析

（GSEA）算法分别计算不同药物作用与疾病进展阶段转录组变化相似性，筛选其中负相关药物作为 HCC 预防的候

选药物，并通过构建药物激活子网和通路富集分析等方法研究候选药物的作用机制。结果 分别筛选出对疾病不同

进展阶段具有阻碍作用的药物 importazole、吡考他胺和紫杉醇，这 3 种药物对肝硬化到早期 HCC 的多个疾病阶段均

有一定阻断作用，3 种药物与疾病进展的基因表达模式呈负相关，通路富集分析结果提示这 3 种药物通过肿瘤相关

通路、p53 信号通路、黏附斑、视黄醇代谢等发挥作用。结论 通过药物重定位策略筛选出了 HCC 预防药物，且结

果提示抗血小板治疗可能会预防 HCC 发生，为后续研究提供了有用线索。
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[Abstract]　Objective　To screen novel drugs for hepatocellular carcinoma (HCC) prevention based on drug 

repositioning strategy. Methods We collected the gene expression profiles of tissue samples representing the stepwise 

carcinogenic process covering 4 stages: cirrhosis, low-grade dysplastic nodule (LGDN), high-grade dysplastic nodule (HGDN) 

and early HCC, and identified the gene signatures between two consecutive stages. We also collected the gene expression 

data of human hepatocellular carcinoma cell lines HepG2 treated by 3 927 drugs and small molecules. The similarity between 

disease expressions and the drug gene expressions was calculated using gene set enrichment analysis (GSEA) algorithm, and 

drugs negatively correlated with the disease signatures were selected. Finally, we constructed the activated sub-network and 

performed pathway enrichment analysis to explore the underlying mechanisms of these drugs. Results We screened out 

the drugs that could prevent HCC during different stages, and found that importazole, picotamide and paclitaxel exhibited 

preventive potentials at all stages from cirrhosis to early HCC. The genes affected by these 3 drugs showed inverse expression 

pattern during HCC development, and pathways such as cancer-related pathway, p53 signaling pathway, focal adhesion 

and retinol metabolism pathway were enriched. Conclusion Preventive drugs for HCC have been screened through drug 
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repositioning strategy, and our results indicated that antiplatelet therapy may play a role in the prevention of HCC, which 

provides information for further study.

[Key words]　drug repositioning; liver neoplasms; anticarcinogenic agents; network pharmacology 

[Acad J Sec Mil Med Univ, 2019, 40(8): 879-884]

肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）

是最常见的恶性肿瘤之一，位列世界肿瘤死因的 
第 3 位 [1]。目前抗 HCC 药物研究多集中于晚期 
HCC 的化学治疗药物，包括索拉非尼、乐伐替

尼、瑞戈非尼、卡博替尼等多激酶抑制剂。这些药

物先后被批准用于 HCC 的临床靶向治疗，但治疗

效果仍有待提高。HCC 的发生往往是从肝炎、肝

硬化到 HCC 的多步骤、多阶段逐级演变的复杂过

程，利用药物阻断该过程，有望成为有效的 HCC 
防治手段。然而，目前 HCC 预防性药物研究少有

报道。

药物重定位即发现药物的新适应证，是新药

研发的一种重要策略[2]。利用该策略发现二甲双胍

可激活 HCC 细胞中的蛋白激酶，从而抑制细胞增

殖，降低其体内成瘤能力[3]；维生素 C 也被证明具

有较好的抗 HCC 效果，并能特异性杀伤 HCC 干
细胞 [4]。表达谱比较分析已被广泛用于药物重定

位研究，并取得较大成功，例如将抗溃疡药西咪

替丁重定位于 HCC 治疗，肿瘤缩小程度几乎与化

学治疗药物多柔比星相当 [5]。该方法也被用于筛

选抗 HCC 药物，研究发现杀螺胺乙醇胺盐通过抑

制细胞分裂周期蛋白 37（cell division cycle 37，
CDC37）信号通路杀伤肿瘤细胞[6]。目前尚无应用

药物重定位策略筛选 HCC 预防性药物的研究。

网络集成式细胞内特征公共数据库（Library 
of Integrated Network-based Cellular Signatures，
LINCS；http://www.lincsproject.org/LINCS/）计划[7]

是在细胞水平上开发药物特征生物学标签，通过细

胞表型的动态变化反映药物作用机制，目前已在多

种细胞系上完成超过万种小分子化合物作用的基因

表达谱。本研究通过比较肝硬化到早期 HCC 的不

同进展阶段和药物作用的表达谱，从化合物库中筛

选具有预防 HCC 活性的药物，并对其作用机制进

行探索。

1 材料和方法

1.1 癌前不同疾病阶段肝组织基因表达谱收集

与分析 分别用“cirrhosis”和“hepatocellular 

carcinoma”作为关键词，从 GEO 数据库（https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/）中搜索 HCC 相关表

达谱数据，并在结果中选取包含肝硬化到早期 
HCC 不同进展阶段的表达谱（accession number：
GSE6764）。该数据集包含正常肝、肝硬化、

低度不典型结节（low-grade dysplastic nodule，
LGDN）、高度不典型结节（high-grade dysplastic 
nodule，HGDN）、早期 HCC 和晚期 HCC 等不

同进展阶段的 75 例肝组织样本。下载其原始数据

（cel 文件），并用 R 语言 affy 软件包的 Robust 
Multi-Array Average（RMA）算法进行预处理。

本研究重点关注肝硬化、LGDN、HGDN 和早期 
HCC 阶段，用贝叶斯算法计算这 4 个相邻阶段的

差异表达基因，并按计算出的 P 值各选取上调和

下调的前 300 个基因作为疾病阶段的特征基因。

1.2 作用于人肝癌细胞系 HepG2 的药物与小分子

作用基因表达谱分析 下载 LINCS 计划中 level4 
数据，用 R 语言 cmapR-master 软件包解析 gctx 文
件，提取其中作用于 HepG2 细胞的表达谱 18 239 
个，涉及 3 927 种药物和小分子化合物，将同种

化合物表达谱合并，计算药物作用后基因的表达 
变化。

1.3 利用基因集富集分析（gene set enrichment 
a n a l y s i s，G S E A）算法筛选预防  H C C  候选 
药物 用 GSEA 算法加权模式计算 3 组特征基因

与药物作用表达谱的富集分数（enrichment score，
ES）。首先计算上调特征基因的富集分数（ESup），

然后计算下调特征基因的富集分数（ESdn），最

终 ES 计算公式为 ES=（ESup－ESdn）/2。为了

计算 ES 显著性，随机打乱药物作用表达谱顺序

并计算特征基因与随机顺序的 ES’，该过程重复  
1 000 次，统计随机过程中 ES’ 高于 ES 的次数

（记为 N），则 ES 对应的 P 值为 N/1 000，选

择其中与疾病进展阶段表达谱呈负相关的药物 
（ES＜－0.15，P＜0.05）。

1.4 预防 HCC 候选药物作用基因相互作用网络与

通路富集分析 以 1.5 倍变化作为阈值筛选 HCC 
候选预防药物影响基因，并取其交集，整合 KEGG
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（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes）基因

调控网络和蛋白相互作用网络[8]，以计算出的候选

药物显著影响基因作为“种子”基因构建候选药物

的作用网络，确定其中的关键节点。使用 R 语言 
clusterProfiler 软件包[9]进行通路富集分析。

2 结 果

2.1 数据预处理 首先确定肝硬化到早期 HCC 
不同进展阶段的特征基因，分析过程如图  1 所
示。C-L、L-H 和 H-E 分别代表肝硬化到 LGDN、

LGDN 到 HGDN、HGDN 到早期 HCC 进展阶段，

各提取显著上调和下调的前 300 个基因作为特征

基因。提取 LINCS 中 3 927 种药物的表达谱，用 
GSEA 算法计算其与疾病进展特征的相似性。
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图 1 数据分析过程示意图

Fig 1 Scheme of data analysis
LGDN: Low-grade dysplastic nodule; HGDN: High-grade 
dysplastic nodule; HCC: Hepatocellular carcinoma; GSEA: 
Gene set enrichment analysis; LINCS: Library of Integrated 
Network-based Cellular Signatures. Drug 1, drug 2 and drug 3 
represent the predicted drugs

2.2 预防 HCC 候选药物筛选 我们发现有 4 种、

5 种和 7 种药物可分别用于 C-L、L-H 和 H-E 阶

段的治疗（表 1），进一步从 DrugBank 数据库

（http://www.drugbank.ca/）中确定这些药物作用的

靶标有 44 个，包括表皮生长因子受体 （epidermal 

growth factor receptor，EGFR）、Jun 原癌基因

（Jun proto-oncogene，JUN；AP-1 transcription 

factor subunit）和 SRC 原癌基因（SRC proto-

oncogene，SRC；non-receptor tyrosine kinase）等重

要癌基因。3 个进展阶段、预测药物和作用靶标关

联网络如图 2 所示。其中部分药物已被报道具有抗 

HCC 和其他肿瘤活性作用，如姜黄素可以通过抗 

HCC 病毒、抗氧自由基和其他有毒物质，在 HCC 

癌前阶段发挥肝脏保护作用[10]，同时姜黄素还可

调节细胞自噬，在 HCC 的发展过程中达到抗 HCC 

效果[11]，美国国立肿瘤研究所已将其列为第 3 代癌

症化学预防药。蒽贝素是一种 X 连锁凋亡抑制蛋

白（X-linked inhibitor of apoptosis，XIAP）的小分

子抑制剂，研究发现蒽贝素可通过阻断核因子 κB

（nuclear factor κB，NF-κB）信号通路抑制 HCC 

细胞增殖[12]。这些结果表明本研究所用方法的有效

性。本研究发现入核受体抑制剂 importazole、吡

考他胺和紫杉醇这 3 种药物除了阻断本阶段疾病外

（ES＜－0.15），对另外 2 个阶段也有一定的阻断

作用（ES＜－0.1）。

表 1 HCC 不同进展阶段的预测药物

Tab 1 Drugs predicted for HCC with different stages

C-L L-H H-E

Drug ES Drug ES Drug ES

Imatinib －0.22 Embelin －0.21 Curcumin －0.24

Methylergometrine －0.20 Alverine －0.19 Importazole －0.20

Podophyllotoxin －0.19 Paclitaxel －0.18 Erlotinib －0.19

Auranofin －0.16 Dasatinib －0.17 Moxonidine －0.18

Picotamide －0.16 Vinblastine －0.17

Palitaxel －0.16

Picotamide －0.16

HCC: Hepatocellular carcinoma; C: Cirrhosis; L: Low-grade dysplastic nodule; H: High-grade dysplastic nodule; E: Early 
hepatocellular carcinoma; ES: Enrichment score

2.3 3 种预防 HCC 候选药物作用机制探索 共得

到 120 个显著差异表达基因，其中 62 个上调、58 个
下调，其热图如图 3 所示。从图中可以看出 3 种药

物（importazole、吡考他胺、紫杉醇）作用模式相
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3 讨 论

与传统的药物研发策略相比，药物重定位

具有成本低、研究周期短、风险小等优势，目前

成功进行重定位的药物已超过 100 种，近年重定

位类药物占美国食品药品管理局（Food and Drug 

Administration，FDA）所有新批准药物的 30%[13]。

目前抗 HCC 药物的研发多针对晚期 HCC，以期

延长患者的生存时间；临床和基础研究的数据表

明 HCC 预防和早期干预同样重要，并有望获得更

好的临床和经济效益[14]。本研究关注肝硬化到早

图 2 疾病阶段（红色节点）、预测药物（蓝色节点） 

和靶标（绿色节点）关联网络

Fig 2 Association network of disease stages (red nodes),  

predicted drugs (blue nodes) and their targets  

(green nodes)
Different disease stages and the drugs were connected by red 

lines, and the width represents the degree of negative correlation. 

C: Cirrhosis; L: Low-grade dysplastic nodule; H: High-grade 

dysplastic nodule; E: Early hepatocellular carcinoma

2.4 药物作用网络与功能富集分析 将 KEGG 
基因调控网络和蛋白相互作用网络整合，最终

得到包含 12 906 个基因、49 584 个相互作用关

系的背景网络。以  120 个显著差异表达的基因

作为“种子”构建药物激活子网，如图  4A 所
示。为了确定网络中的核心分子，本研究计算

了网络中基因的连接度，筛选了连接度＞10 的
枢纽基因，分别是肿瘤蛋白 P53（tumor protein 
P53，TP53）、EGFR、信号转导和转录激活因子

（signal transducer and activator of transcription 3，
STAT3）、胰岛素样生长因子 1 受体（insulin-like 
growth factor 1 receptor，IGF1R）和 BCL-2，提示

这些基因在药物作用中发挥重要作用。对 3 种药

物（importazole、吡考他胺、紫杉醇）影响的基

因进行通路富集分析，发现 10 条通路显著富集 
（P＜0.01），其中最显著的 5 条通路分别是肿瘤

相关通路、p53 信号通路、黏附斑、视黄醇代谢及

似，且与肝硬化到早期 HCC 的不同进展阶段基因

表达模式呈负相关，从转录水平证明了这 3 种药物

对肝硬化到早期 HCC 的进展有阻碍作用。

细胞因子-受体相互作用，提示这 3 种药物可能通

过这些通路发挥预防 HCC 的作用。

图 3 HCC 不同进展阶段和 3 种药物表达谱热图

Fig 3 Heatmap of gene expression profiles of HCC with 
different stages and 3 drugs

There are 3 samples for each of the 3 drugs including 
importazole, picotamide and paclitaxel, which are labeled as 1, 
2 and 3. HCC: Hepatocellular carcinoma; C: Cirrhosis; L: Low-
grade dysplastic nodule; H: High-grade dysplastic nodule; E: 
Early hepatocellular carcinoma

－3
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本研究发现 importazole、吡考他胺和紫杉醇

对 HCC 癌前不同进展阶段均有一定阻断作用，其

中 importazole 和紫杉醇已被证明具有抑制 HCC 细

胞增殖的作用[18-19]。吡考他胺是一种新型的血小板

抑制剂，用于预防和治疗血栓栓塞性疾病，其抗

癌活性尚未见报道。血小板是血管稳态的重要效

应因子，有研究表明阿司匹林和氯吡格雷在乙型肝

炎病毒相关急、慢性肝病中发挥重要作用，可改

善 HCC 患者预后[20]，本研究结果提示吡考他胺对 

HCC 有预防作用。本研究用网络药理学方法构建

了药物作用网络，发现 importazole、吡考他胺和

紫杉醇可以影响多个在 HCC 发生、发展过程中发

挥重要功能的基因，包括 TP53、EGFR、STAT3、

IGF1R 和 BCL-2 等，并通过 p53 信号通路、黏附

斑、视黄醇代谢及细胞因子-受体相互作用等通路

发挥作用。

综上所述，本研究整合了 LINCS、DrugBank

数据库及基因相互作用网络等多个数据库，综合运

用药物重定位和网络药理学的方法，确定了 3 种 

HCC 预防性药物（importazole、吡考他胺和紫杉

醇），特别提示抗血小板治疗在预防 HCC 发生中

的可能作用，为后续研究提供了线索。
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图 4 差异表达基因的相互作用网络（A）和通路富集分析（B）

Fig 4 Interaction network (A) and pathway enrichment analysis (B) of the differentially expressed genes 

B

A
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