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肝癌增强子-miRNA调控作用对的识别与特征分析

唐飞，王文著，郎梅，郭志云（西南交通大学 生命科学与工程学院，四川 成都 610031）

[摘 要] 目的：探讨肝癌和正常肝组织中增强子与miRNA形成的调控关系及调控miRNA的增强子的特征，筛选出由增强子

调控的差异表达miRNA并探讨其与肝癌治疗靶点的相关性。方法：基于TCGA与FANTOM5数据库，对肝癌和正常肝组织中共

417个样本的增强子与miRNA进行共表达与3D基因组分析得到调控关系。通过ENCODE数据库中肝癌与正常肝组织的组蛋

白修饰与转录因子的ChIP-seq数据分析调控miRNA的增强子上信号值的差异。筛选由增强子调控的差异表达的miRNA，并对

患者的生存期与治疗靶点进行相关性分析。结果：在肝癌与正常肝组织中分别识别增强子-miRNA作用对 93对和 40对。

ChIP-seq数据比对分析发现，肝癌中组蛋白修饰H3K27ac、H3K4me1和H3K4me3信号在调控miRNA增强子区域显著高于不调

控miRNA的增强子区域（|rho|>0.3，P<0.05）；多种转录因子在肝癌相关增强子中的富集显著低于正常肝组织（|rho|>0.3，P<0.05）。

对增强子调控的miRNA进行差异表达分析，识别了6个与肝癌患者生存相关miRNA（hsa-miR-4664、hsa-miR-5003、hsa-miR-1915、

hsa-miR-3619、hsa-miR-4745、hsa-miR-6728），发现这些miRNA与 87个用于靶向治疗的基因以及 8个免疫检查点基因显著相关

（|rho|>0.1，FDR<0.05）。结论：成功在肝癌中识别出增强子-miRNA调控作用对与调控miRNA的增强子的特征，并筛选出由增强

子调控的与肝癌患者生存和治疗靶点相关的miRNA，为后续深入开展肝癌的基础与临床研究提供了参考依据。
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Identification and characteristic analysis of enhancer-miRNA regulatory pairs in
hepatic carcinoma

TANG Fei, WANG Wenzhu, LANG Mei, GUO Zhiyun (School of Life Science and Engineering, Southwest Jiaotong University,

Chengdu 610031, Sichuan, China)

[Abstract] Objective: To explore the regulatory relationship between enhancer and miRNA and the characteristics of the enhancers

that regulate miRNA in hepatic carcinoma and normal hepatic tissues, and to screen the differentially expressed miRNAs regulated

by enhancers as well as their association with the treatment targets in liver cancer. Methods: Based on the TCGA and FANTOM5

databases, Co-expression and 3D genomic analysis were performed on 417 samples of enhancers and miRNAs in liver cancer

and normal liver tissues. The difference in signal value of the enhancer that regulates miRNA was analyzed by ChIP-seq data of histone

modification and transcription factor in liver cancer and normal liver tissues in ENCODE database. The differentially expressed

miRNAs regulated by enhancers were screened out, and the correlation analysis was performed on the patient's survival and treatment

targets. Results: 93 and 40 pairs of enhancer-miRNA were identified in liver cancer and normal liver tissues, respectively. ChIP-seq

data comparison analysis found that the signal of H3K27ac, H3K4me1 and sH3K4me3 histone modification in the region of enhancers

regulating miRNA was significantly higher than that in the region of enhancers not regulating miRNA (|rho|>0.3, P<0.05). Moreover,

the enrichment of multiple transcription factors in liver cancer-related enhancers was significantly lower than that in normal liver

tissue-realted enhancers (|rho|>0.3, P<0.05). Differential expression analysis of enhancer-regulated miRNAs identified 6 miRNAs

related to the survival of liver cancer patients (hsa-miR-4664, hsa-miR-5003,hsa-miR-1915,hsa-miR-3619,hsa-miR-4745, hsa-miR-6728),

and found that these miRNAs were significantly associated with 87 genes for targeted therapy and 8 tumor immune checkpoint

genes (|rho|>0.1, FDR<0.05). Conclusion: The enhancer-miRNA regulatory pairs and the characteristics of the enhancer that regulates

miRNA were successfully identified in liver cancer. The miRNAs regulated by enhancers and related to the therapeutic targets and

survival of patients with liver cancer were also screened out. It provides a valuable preliminary basis for future in-depth basic and
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clinical research in hepatic carcinoma.

[Key words] enhancer; microRNA (miRNA); transcription factor; hepatic carcinoma

[Chin J Cancer Biother, 2020, 27(7): 781-786. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2020.07.010]

机体每个细胞的生物学功能都是由多层次基因

调控系统控制，其中包括转录因子-启动子相互作用、

增强子激活、微小RNA（microRNA, miRNA）的介导

和调控等。在肿瘤细胞中，这些调控网络经常被重

新连接，使得肿瘤细胞表现出不同的表型，解析这些

调控网络对于了解肿瘤的发生调控机制至关重要[1]。

增强子是一类关键的非编码调控元件，通过富集多

种转录因子来调控基因的表达，其失调往往会导致

如肿瘤等疾病的发生。miRNA是一种长约 22个核

苷酸的非编码单链RNA，在约 60%的人类基因表达

中起关键作用，一些miRNA可能通过调控癌基因表

达从而成为致癌miRNA[2]。研究[3]表明，增强子参与

miRNA的合成与调控，可通过促进Drosha/DGCR8募

集和pri-miRNA加工来促进细胞特异性miRNA的产

生。鉴于肝癌中增强子与miRNA形成何种作用关系

目前尚未明了，本研究利用 TCGA、FANTOM5 和

4Dgenome数据库中的肝癌细胞及正常肝细胞的增

强子和miRNA数据资料识别出一系列增强子调控

miRNA的调控关系，通过生物信息学方法筛选出由

增强子调控的差异表达miRNA并分析其临床价值，

旨在为进一步探讨在肝癌中增强子与miRNA的调控

关系提供理论依据与方法基础。

1 资料与方法

1.1 肝癌中增强子-miRNA作用对的识别及功能富

集分析

肝癌中增强子位置信息及表达量数据下载自

CHEN等[4]的研究。367个肝癌组织标本和50个正常

肝组织标本的 1 881 个 miRNA 表达数据下载自

TCGA 数据库。对增强子与 miRNA 使用 Spearman

相关性计算方法进行共表达分析（相关性系数|rho|>0.1，

P<0.05）。

调控 miRNA 增强子的确定：首先从 FANTOM5

数据库[5]中下载 2 248个miRNA的转录起始位点，并

定义所有存在于TCGA数据库中的 1 215个miRNA

的转录起始位点上游 1 kb至下游 0.5 kb为启动子区

域 。 从 4Dgenome（https://4dgenome. research. chop.

edu/）[6]下载染色体相互作用数据，将miRNA启动子

区域和增强子区域与 4Dgenome染色体相互作用数

据进行匹配，如果存在1 bp交集，则定义为具备物理

相互作用的调控。从miTarbase数据库[7]下载实验证

实的miRNA靶基因。使用R包 clusterProfiler[8]对这

些miRNA的靶基因进行GO和KEGG信号通路富集

分析，错误发现率（false discovery rate, FDR）<0.05。

1.2 比较调控miRNA增强子的组蛋白修饰特征

肝癌细胞株 HepG2 和正常肝细胞中 H3K27ac、

H3K4me1和H3K4me3 ChIP-seq数据和 15种转录因

子的ChIP-seq数据均下载自ENCODE数据库。使用

Bwtools工具得到所有增强子中心点上下游1 kb范围

内的每个点ChIP-seq信号，通过点二列（Point-biserial）

相关性检验（相关性系数|rho|>0.3，P<0.05）与 t检验

（P<0.05）分析形成作用对与非作用对增强子中的信

号差异，以及肿瘤细胞和正常细胞中增强子中信号

的差异。

1.3 肝癌增强子-miRNA作用对中差异表达miRNA

的相关分析

从TCGA数据库中得到 367个肝癌组织标本和

50个正常肝组织标本的miRNA表达量数据，通过计

算每百万计数（count per million，CPM）进行数据归

一化。通过R包DeSeq2对miRNA做差异表达分析，

并取 2 倍的差异倍数和 FDR<0.05 为显著差异的

miRNA。将显著差异表达的miRNA与肝癌作用对

中涉及的miRNA取交集定义为由增强子调控的差异

表达miRNA，对这些miRNA进行统计，并通过使用

Starbase数据库（http://starbase.sysu.edu.cn/）[9]获得肝

癌患者的生存曲线。miRNA与用于靶向治疗的基因

和免疫靶点的相关性均采用Spearman相关性分析，

相关性系数|rho|>0.1，FDR<0.05。

2 结 果

2.1 肝癌增强子调控miRNA的识别

分析来自肝癌与正常肝组织的共 417个样本的

15 080 个增强子和 1 881 个 miRNA 的表达相关性

（|rho|>0.1，P<0.05）。通过 4Dgenome 数据库中所提

供的染色体相互作用信息，对上述共表达相关性获

取的作用对进行位点重合匹配，最终得到 93对肝癌

增强子-miRNA 作用对和 40 对正常肝组织增强子-

miRNA 作用对。GO 分析结果表明，肝癌增强子-

miRNA靶基因显著参与细胞周期、细胞分化、细胞生

长、转移等转录后调控的肿瘤相关生物学进程（图

1A）；KEGG分析结果发现，肝癌增强子-miRNA的靶

基因显著参与肿瘤转录失调信号通路，如Hippo信号

通路和p53信号通路等（图1B）。

2.2 调控miRNA的增强子在组蛋白修饰上具有统

计学意义

ChIP-seq数据处理结果发现，在肝癌组织标本中
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组蛋白修饰H3K27ac、H3K4me1和H3K4me3的信号

在调控miRNA的增强子区域显著高于不调控miRNA

的增强子区域（|rho|>0.3，P<0.05），但在正常肝组织标

本中差异并无统计学意义（P>0.05）。另外，组蛋白修

饰信号在肝癌组织标本中增强子信号值整体远高于

正常肝样本（|rho|>0.3，P<0.05）。

图1 肝癌中增强子调控的miRNA的靶基因的GO（（A））与KEGG（（B））富集分析结果

Fig.1 GO (A) and KEGG (B) enrichment analyses of the target genes of enhancer-miRNA in hepatic carcinoma

从 ENCODE数据库下载的肝癌中可见的 15种

转 录 因 子 的 ChIP-seq 数 据 ，包 括 ATF3、CTCF、

FOXA1、FOXA2、GABPA、HNF4A、JUND、MAX、

RAD21、REST、TAF1、RXRA、SP1、YY1 和 ZBTB33。

在这些信号中发现 8 个转录因子（ATF3、FOXA2、

HNF4A、REST、YY1、RXRA、SP1和ZBTB33）在正常肝

与肝癌相关增强子中差异比较有统计学意义（|rho|>0.3，

P<0.05）。除去FOXA2外，其余转录因子信号均表现

出正常肝组织高于肝癌组织，其中包括2类与增强子

相关的重要转录因子HNF4A和YY1（图2）。

图2 肝癌和正常肝组织中增强子的ChIP-seq信号值分布

Fig.2 Distribution of ChIP-seq signal values of enhancers in hepatic carcinoma and normal liver tissues

2.3 肝癌增强子调控差异表达miRNA与患者生存

显著相关

对TCGA数据库中的 367个肝癌和 50个正常肝

样本的miRNA表达水平分析结果显示，1 215个miRNA

在肝癌中有472个显著上调、115个显著下调（差异倍

数>2，FDR<0.05）。在肝癌细胞中形成增强子-miRNA

作用对中有8个miRNA（hsa-miR-4664、hsa-miR-937、

hsa-miR-5003、hsa-miR-1915、hsa-miR-3619、hsa-miR-

4802、hsa-miR-4745 和 hsa-miR-6728）比正常肝细胞

显著上调。为了进一步确定这些miRNA与患者临床的

相关性，对这些miRNA进行了生存分析，去除样本差

异较大的 has-miR-937外，其余 7个miRNA中有 6个
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（hsa-miR-4664、hsa-miR-5003、hsa-miR-1915、hsa-miR-

3619、hsa-miR-4745、hsa-miR-6728）显著与肝癌患者

生存相关，并且一致的表现出miRNA高表达的患者

具有较差的生存率（图3）。

图3 肝癌中增强子调控差异表达的miRNA患者的生存曲线

Fig.3 Survival curves of hepatic carcinoma patients with differentially expressed miRNA regulated by enhancers

2.4 肝癌患者中增强子调控差异表达的miRNA与

临床治疗靶点显著相关

通过先前的研究[10]收集到的 135个用于靶向治

疗的基因（美国FDA批准的药物靶标或其相关标志

物）与肝癌患者中增强子调控的差异表达的miRNA

作Spearman相关性分析后，发现有 87个基因与 6个

miRNA中至少一种具有相关性（|rho|>0.1，FDR<0.05）。

进一步研究发现，在肝癌中有8个免疫检查点蛋白与

这6个miRNA同时相关（|rho|>0.1，FDR<0.05；图4）。

3 讨 论

已往的研究[11]表明，增强子参与miRNA的合成

和调控。为进一步研究肝癌中增强子与miRNA的调

控机制，本研究应用共表达和3D基因组识别法识别

了 93对在肝癌组织和 40对在正常肝组织中的增强

图4 肝癌中增强子调控差异表达的miRNA

与8个免疫靶点的相关性

Fig.4 The correlation among the differentially expressed

miRNAs regulated by enhancers and 8 immune targets

in hepatic carcinoma
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子-miRNA调控作用对。已经明确了其中一些miRNA

在肝癌中发挥重要的作用，如 hsa-miR-570（chr3:

195430866-195431240-hsa-miR-570 作用对）已被证

明其通过直接靶向肝癌 B7-H1 抑制细胞增殖与侵

袭[12]。另外，增强子-miRNA作用对主要通过miRNA

发挥生物学功能。为此，本研究对肝癌作用对中的

miRNA的靶基因做了GO和KEGG功能富集分析。

结果显示，这些miRNA的靶基因与肿瘤进程或信号

通路显著相关。

有研究[13]指出，H3K27ac、H3K4me1和H3K4me3

信号具有识别预测增强子及其活性的关键组蛋白修

饰特征。为了确定调控与不调控miRNA的增强子之

间是否存在差异，本研究从ENCODE数据库下载了

肝癌细胞和正常肝细胞的 H3K27ac、H3K4me1 和

H3K4me3的ChIP-seq数据，发现H3K27ac、H3K4me1

和H3K4me3的信号在调控miRNA的增强子区域显

著高于不调控miRNA的增强子区域。值得注意的是

在正常肝样本中并未出现明显的差异，并且信号值

整体远低于肝癌样本。此结果提示，增强子很可能

通过改变这些组蛋白修饰从而导致正常与肿瘤中增

强子活性失调进而影响下游靶基因的功能。

活性增强子主要通过结合转录因子来参与调控

下游靶基因，因此本研究进一步探讨了在肝癌中可

见的15种转录因子信号在正常肝与肝癌组织之间的

差异，结果显示差异的 8种转录因子中除了 FOXA2

外，其余转录因子信号均表现为正常肝组织高于肝

癌组织。其中包括与染色质结构开放相关的转录因

子 HNF4A[14]和明确与增强子调控相关的转录因子

YY1[15]（图 2）。结果表明，转录因子的富集对增强子

在肝癌中的失调起重要的作用。

增强子在肝癌中的失调必然导致调控的miRNA

表达水平发生变化。为了识别哪些miRNA的表达在

增强子失调后发生显著变化，本研究识别了增强子

调控的差异表达的miRNA。结果发现，由增强子调

控差异表达的miRNA中绝大多数（6/7）与肝癌患者

的生存相关，最后的分析还表明这 6个miRNA显著

与87个用于靶向治疗的基因以及8个免疫检查点显

著相关。值得注意的是其中基因EZH2同时与这6个

miRNA具有相关性，而在先前的研究 [16-17]中已报

道该基因的转录和转录后失调在多种肿瘤类型中

被观察到。另外程序性死亡受体 1（programmed death

receptor 1，PD-1）显著与miR-1915和miR-3619相关，

其中PD-1/PD-L1信号通路与免疫逃逸机制密切相

关[18]，miR-1915的失调会对肝癌的氧化应激反应产

生一定的影响，而miR-3619与肝癌细胞脂肪的形成

密不可分[19-20]。以上结果显示，本研究识别的这 6个

miRNA为患者生存显著相关的增强子调控的miRNA，

在肝癌治疗中具有潜在的临床应用价值。

综上所述，本研究利用生物信息学手段在肝癌

与正常肝中识别出了一系列增强子-miRNA调控作

用对，并观察到在肝癌中调控miRNA的增强子具有

某些组蛋白修饰和转录因子富集的特征。最后筛选

得到由增强子调控的在肝癌中差异表达的基因，通

过对患者的生存分析和治疗靶点相关基因的相关性

分析进一步确定增强子-miRNA调控机制的潜在临

床应用价值，有望为探索增强子-miRNA在肿瘤中的

调控机制提供理论依据与方法基础。本研究也存在

一定的不足之处，所用的数据来自TCGA、FANTOM5

和 ENCODE 等公共数据库，只是初步预测增强子-

miRNA调控关系及调控miRNA的增强子的特征，至

于这样的调控关系是直接调控还是间接调控、增强

子的特征是否具有普遍性等问题，结论仍需要基础

实验进一步验证。
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