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BRD蛋白家族在肝细胞癌中的临床意义

王素媛，王沐，李云晖，李梦轩，侯晋（海军军医大学免疫学研究所暨医学免疫学国家重点实验室，上海 200433）

[摘 要] 目的：通过检索挖掘多个肿瘤公共数据库中肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）的相关数据，从转录本、蛋白

质、基因突变、蛋白相互作用及相应的信号通路和功能富集等不同层面，揭示BRD（bromodomain）蛋白家族与HCC的相关性，探

索BRD蛋白家族作为HCC的肿瘤进展及预后判断的潜在生物标志物价值。方法：从UALCAN数据库中获取BRD蛋白家族所

有成员在HCC患者组织样本中的mRNA表达数据和患者临床信息并进行相关性分析。从TCGA数据库中获取BRD蛋白家族

mRNA表达水平与HCC患者预后的数据并进行相关性分析。从The Human Protein Atlas数据库中获取BRD蛋白家族在HCC组

织和正常肝组织中的免疫组化结果并进行对比分析。使用 STRING数据库获取BRD蛋白家族的相互作用蛋白网络，并利用

CYTOSCAPE软件对获取的相互作用蛋白进行KEGG和GO分析。结果：BRD家族7个成员均在HCC组织中高表达（P<0.01），

并且与HCC患者肿瘤分级和临床分期正相关（P<0.01）,同时BRD8和BRD9的低表达提示HCC患者预后较好（P<0.05）。BRD相

互作用蛋白主要参与组蛋白乙酰化修饰，并高度富集于HCC相关的信号通路。TP53基因突变HCC患者的BRD1、BRD3、BRD4、

BRD7、BRD8和BRD9表达水平显著高于非突变患者（P<0.05）。结论：BRD蛋白家族分子能够作为HCC患者肿瘤分级、临床分

期和预后判断的潜在靶标。
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Clinical significance of BRD-containing protein members in hepatocellular
carcinoma progression

WANG Suyuan, WANG Mu, LI Yunhui, LI Mengxuan, HOU Jin (Institute of Immunology, State Key Laboratory of Medical

Immunology, Navy Military Medical University, Shanghai 200433, China)

[Abstract] Objective: To reveal the correlation between BRD (bromodomain)-containing protein family and hepatocellular carcinoma

(HCC) from different perspectives such as transcripts, protein levels, gene mutations, protein interactions, corresponding signaling

pathways and functional enrichment by searching and mining HCC-related data in multiple tumor public databases, and to explore the

potential of BRDs as biological markers for tumor progression and prognosis prediction of HCC. Methods: The mRNA expression

profile of all BRD-containing proteins and clinical information of HCC patients were obtained from UALCAN database, and their

correlation was subsequently analyzed. The relationship between mRNA expression of BRDs and prognosis of HCC patients was

analyzed by using TCGA database. The immunohistochemical results of BRDs in HCC tissues and normal liver tissues were obtained

from The Human Protein Atlas, and the differential expression was compared. The STRING database was used to analyze the PPI

(protein-protein interaction) network of BRDs, and the CYTOSCAPE software was used for the KEGG and GO analyses of the

interacting molecules. Results: All the 7 BRD family members were highly expressed in HCC tissues (P<0.01) and were positively

correlated with tumor grade and clinical stage in HCC patients (P<0.05); moreover, HCC patients with low BRD8 and BRD9

expression had better prognosis (P<0.01). In addition, BRD interacting proteins were mainly involved in histone acetylation

modification and were highly enriched in HCC signaling pathways. The expressions of BRD1, BRD3, BRD4, BRD7, BRD8 and BRD9

in HCC patients with TP53 mutation were significantly higher than those in patients without TP53 mutation (P<0.05). Conclusion: The

BRD-containing proteins might be used as potential biomarkers for tumor grade, clinical stage, and prognosis prediction of HCC patients.
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肝癌是癌症相关死亡的第四大病因，其中肝细

胞癌（HCC）是最主要的原发性肝癌[1]。大部分HCC

发生在有基础肝脏疾病的患者中，慢性肝病患者经

历迁延不愈的肝炎、肝脏纤维化和异常肝细胞增生

等过程。异常增生的肝细胞触发一系列遗传和表观

遗传改变，最终形成 HCC。在此过程中，TERT

（Telomerase Reverse Transcriptase）、TP53（Tumor

Protein P53）和CTNNB1（Catenin Beta 1）等基因的突

变使肝细胞最终完成向HCC的转变[2, 3]。溴区结构域

（BRD，bromodomain）是存在于转录调控蛋白中并能

够与染色质结合的保守结构域，含有此结构域的蛋

白称为 BRD 蛋白家族，其成员包括 BRD1、BRD2、

BRD3、BRD4、BRD7、BRD8 和 BRD9。BRD 家族蛋

白能够选择性地识别并结合乙酰化的赖氨酸残基，

尤其是识别组蛋白的乙酰化进而增强基因转录，从

而在基因表达调控中发挥重要作用[4]。小分子抑制

剂 JQ1能够靶向抑制BRD2和BRD4的功能，进而阻

断其识别功能并发挥抑制基因异常表达的作用，

如 JQ1 能够抑制螺母中线癌细胞的生长等 [5]。此

外，在其他肿瘤如肺腺癌、神经膜瘤和结直肠癌

中，均发现 BRD 家族分子在肿瘤进展中的潜在

功能 [6-8]。但是，目前 BRD 蛋白家族分子与 HCC

肿瘤进展和预后的相关性仍不清楚。本研究拟

通过对多个肿瘤公共数据的挖掘并开展相应的生

物信息学分析，探索 BRD 蛋白家族成员与 HCC

临床进展和预后的相关性，以揭示其在HCC中的

临床意义。

1 资料与方法

1.1 TCGA数据库的挖掘和分析

在 TCGA 数 据 库 中（https://www. proteinatlas.

org），检索所有 7 个 BRD 蛋白家族成员 ，选择

Pathology 分析中的 Liver Cancer 并分别获取 7 个

BRD蛋白家族成员在HCC中的表达数据。TCGA数

据库中共包含365个HCC患者的临床数据，在R软件

中采用 log-rank检验分析BRD分子表达和患者生存

数据，绘制生存函数曲线（Kaplan-Meier），同时采用

多因素Cox回归分析BRD蛋白表达水平、患者年龄、

性别 及 肿 瘤 分 级 对患者生存的影响，绘制森林

图，P<0.05为具有统计学意义。采用GraphPad软件

计算 BRD 蛋白分子 mRNA 的 FPKM（fragment per

kilobase per million mapped fragments）与HCC患者临

床分期和肿瘤分级之间的相关性，通过Spearman分

析计算相关系数，r>0.3为具有正相关性，P<0.05为具

有统计学意义。同时，使用 R 软件包 pheatmap

package绘制BRD蛋白分子HCC患者中的表达差异

热图。

1.2 The Human Protein Atlas数据库中BRD蛋白表

达数据的获取和分析

The Human Protein Atlas 数据库（https://www.

proteinatlas.org）中检索所有7个BRD蛋白家族成员，

选择Pathology分析中的Liver Cancer，分别获得上述

蛋白在肝癌组织中表达的免疫组化图示结果，同时

选择Tissue选项中的Liver，分别获得上述蛋白在正

常肝组织中表达的免疫组化图示结果。

1.3 UALCAN数据库中TCGA数据的获取和分析

在 UALCAN 数据库（http://ualcan.path.uab.edu）

的TCGA分析中选择 liver hepatocellular carcinoma分

类并检索所有 7 个 BRD 蛋白家族成员，获取其在

HCC患者肿瘤组织和癌旁肝组织中的表达差异，并

进一步获取HCC患者TP53突变情况与 BRD 家族

分子表达的相关性分析结果。以 t 检验进行比较，

P<0.05为具有统计学意义。

1.4 GO和KEGG功能富集分析

在STRING数据库构建所有 7个BRD蛋白家族

成员的相互作用蛋白PPI（protein-protein interaction）

网络 ，并选取 TOP 55 蛋白构建并展示。使用

CYTOSCAPE 软件对该 TOP 55 相互作用蛋白进行

KEGG和GO富集分析并绘制热图，KEGG分析可预

测BRD相互作用蛋白的关联通路，GO分析能够预测

BRD相互作用蛋白的分子功能。

2 结 果

2.1 BRD家族分子在HCC组织中表达增高

在BRD家族成员中，包括BRD1、BRD2、BRD3、

BRD4、BRD7、BRD8和BRD9，通过UALCAN网站获

取TCGA分析数据和The Human Protein Atlas数据库

中的免疫组化检测结果，分析BRD蛋白家族分子在

HCC 和癌旁肝组织中 mRNA 和蛋白水平的表达数

据。使用R软件包 pheatmap package绘制BRD蛋白

家族在HCC组织中的表达热图，分析结果显示，BRD

蛋白家族成员中BRD2的表达量显著多于其它BRD

分子（图1）。同时，TCGA 数据分析显示，所有7个

BRD家族分子的mRNA水平在HCC组织中的表达

均显著高于癌旁肝组织（均P<0.01）（图2）。

进一步分析了HCC中BRD家族分子的表达与

患者临床分期和肿瘤分级的相关性。Spearman相关

性分析显示，BRD家族成员中BRD7、BRD8和BRD9

分子的mRNA表达水平与HCC患者临床分期呈正相

关（r=0.307，r=0.371，r=0.403，P<0.01）（图 3）。此外，

BRD4、BRD7、BRD8 和 BRD9 分子的mRNA表达量

与 HCC患者肿瘤分级呈正相关（r=0.307，r=0.338，
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r=0.403，r=0.430，均P<0.01），（图 4）。因此，BRD家

族分子尤其是BRD7、BRD8和BRD9与HCC患者的

肿瘤进展如临床分期和肿瘤分级等呈正相关。

图1 BRD家族分子在HCC组织中的表达

Fig.1 The expression of BRD-containing proteins in HCC tissues

**P<0.01

图2 BRD家族分子在HCC组织和癌旁肝组织中的mRNA表达

Fig.2 mRNA expression of BRD-containing proteins in HCC tissues and adjacent normal

liver tissues from TCGA database (UALCAN)

*P<0.05, **P<0.01

图3 BRD家族分子mRNA表达水平与HCC分期的相关性分析

Fig.3 The correlation analysis of mRNA expression of BRD-containing proteins and HCC clinical stages

进一步在The Human Protein Atlas数据库中获取

BRD家族分子在HCC及癌旁肝组织中的免疫组化检

测图像，并分析BRD家族分子在HCC中蛋白水平的

表达改变。结果显示，在蛋白水平上，BRD1、BRD3、

BRD4、BRD8和BRD9在癌旁肝组织中不表达，而在

HCC组织中呈低、中表达；BRD2和BRD7在癌旁肝

组织中低表达，而在HCC组织中高表达(图 5)。因

此，与BRD分子mRNA表达水平一致，BRD家族成

员的蛋白表达水平在HCC组织中同样发生了显著的

表达升高。
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*P<0.05, **P<0.01

图4 BRD家族分子mRNA表达与HCC肿瘤分级的相关性分析

Fig.4 The correlation analysis of mRNA expression of BRD-containing proteins and HCC tumor grade

图5 BRD家族分子在HCC组织和癌旁肝组织中的蛋白水平表达检测（The Human Protein Atlas）

Fig.5 Immunohistochemistry examination of BRD-containing protein level in HCC tissues and adjacent normal liver tissues

(The Human Protein Atlas)

2.2 BRD蛋白家族与HCC患者预后的相关性分析

为进一步分析BRD家族分子表达与HCC患者

预后的相关性，从TCGA数据库中分别获取BRD蛋

白家族成员在HCC中的转录组检测数据，并使用其

表达中位数将HCC患者分为BRD分子高表达组和

低表达组（图 6），分析了BRD分子高表达组和低表

达组之间的生存差异。结果显示，HCC 组织中

BRD1、BRD3、BRD4、BRD7、BRD8 和 BRD9 的高表

达与 HCC 患 者 较 低 的 总 体 生 存 率 密 切 相 关

（P<0.05），即这些BRD家族分子的高表达提示HCC

患者较差的预后（图 6）。也采用多因素Cox回归分

析检测了BRD分子表达水平、患者年龄、性别以及肿

瘤分级等因素与患者生存期的相关性，结果显示

HCC组织中BRD8和BRD9分子的表达是HCC患者

预后的独立判断因素（P<0.05）（图7）。综上，BRD家

族分子在HCC组织中表达增高，并与HCC患者较差

的预后密切相关。

2.3 BRD家族分子的相互作用蛋白网络的构建与分析

使用STRING数据库获取与BRD家族成员能够

发生潜在相互作用的蛋白分子，进一步选取TOP 55

蛋白分子构建并展示 PPI 网络（图 8A），同时使用

CYTOSCAPE软件对该TOP 55蛋白分子进行KEGG

和GO分析，并绘制富集分析热图（图8B）。GO分析

结果显示，BRD家族成员潜在相互作用蛋白的功能

主要富集于组蛋白H4乙酰化、组蛋白乙酰基转移酶

复合物以及SWI/SNF超家族复合物等，这也与BRD

家族分子作为染色质结合蛋白参与调控基因表达的

研究结果相一致[5]。KEGG分析结果显示，BRD家族

成员潜在相互作用蛋白分子显著富集于HCC相关的

分子信号通路中，也强烈提示BRD家族成员在HCC

发生发展中可能发挥重要的潜在调控作用。

此外，由于TP53基因突变常见于包括HCC在内

的多种肿瘤，并在肿瘤发生发展中发挥关键作用[9]，

而PPI网络分析提示，BRD家族成员能够与TP53发

生潜在的相互作用（图 8A）。据此，进一步采用

UALCAN 分析 TCGA 数据库中 BRD 家族分子表达

与 HCC 组织中 TP53 基因突变的关系。结果显示，

TP53基因突变的HCC组织中BRD1、BRD3、BRD4、
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BRD7、BRD8和BRD9的表达显著高于TP53基因非

突变的 HCC 组织（图 9）。由此，BRD 家族成员在

HCC发生发展中的潜在功能可能与TP53的基因突

变存在潜在关联。

图6 HCC患者肿瘤组织中BRD家族分子表达与患者生存预后的相关性关系

Fig.6 Correlation analysis of BRD-containing protein level in HCC tissues and the survival of HCC patients

图7 HCC组织中BRD家族分子表达水平与患者预后的

多因素Cox回归分析

Fig.7 Cox multivariate regression analysis of each BRD-

containing protein level in the survival of HCC patients

3 讨 论

HCC是癌症相关死亡的主要原因之一，改进筛

查、诊断和治疗HCC的策略进而提高HCC患者的预

后具有重要的临床意义[10]。目前对于HCC患者预后

的判断主要依赖于肿瘤特征及残余肝脏功能等指

标[11]，目前临床多采用巴塞罗那（BCLC）临床算法来

预测HCC患者的预后，然而，BCLC中并没有纳入生

物标志物来进行预后判断[12]。BALAD 评分纳入了

图8 BRD家族成员潜在相互作用蛋白的网络构建

及功能富集分析

Fig.8 PPI network construction and functional enrichment

analysis for the potential interacting proteins of BRD-

containing protein members (STRING and CYTOSCAPE)

2个生化指标（血清胆红素，白蛋白）和 3个生物学标

志（甲胎蛋白，甲胎蛋白-L3，凝血酶原），以联合预测

HCC患者预后[13-14]。然而研究[15-17]发现BALAD评分

敏感性以及准确性并不优于临床算法，故该评分也

未得到广泛使用。研究[18]发现肝细胞生长因子
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（hepatocyte growth factor，HGF）能够促进 HCC 的生

长和转移，并能够作为预测HCC患者不良预后的生

物学标志。然而一项临床研究[19]发现抑制HGF信号

后，抑制剂组和对照组HCC患者的预后无显著差异。

因此，目前仍然需要探究更加特异的生物标志物来

提高HCC患者预后判断的准确率。本文通过肝癌公

共数据库挖掘，发现HCC组织中BRD8和BRD9的表

达增高，是患者预后较差的独立判断因素，从而为

HCC患者的预后判断提出的新的潜在指标。但是，

这些BRD家族分子在预后判断中的可信度和敏感度

仍有待于在更大的HCC患者队列中进行进一步的检

测和验证。

*P<0.05, **P<0.01

图9 TP53基因突变HCC组织中BRD家族成员的表达水平较非突变组显著增高

Fig.9 The mRNA expressions of BRD-containing proteins in HCC tissues with TP53 mutation

were significantly higher than those in the tissues without TP53 mutation

BRD 家族分子在维持细胞稳态中发挥重要作

用[5]，研究发现其表达与神经系统疾病、炎症性疾病

以及肿瘤等多种人类疾病相关[20-22]。在白血病研究

领域，体外实验显示 BRD 抑制剂 GSK1210151A（I-

BET151）对造血干细胞克隆形成能力仅有轻度抑制，

但却能完全抑制白血病细胞的克隆形成能力，同时

小鼠体内实验表明，实验动物无明显厌食、腹泻或明

显血细胞计数降低等现象，在一定程度上证明了

BRD抑制剂的安全性[21]。在炎性疾病研究领域，有

研究显示BRD蛋白是多个关键促炎细胞因子表达的

调控分子，BRD抑制剂能够显著减轻小鼠脊髓损伤

后的急性脊髓炎[22]。此外在神经生物学研究领域，有

研究报道逐个敲除BRD2、BRD3、BRD4基因能够诱

导小鼠神经元数量增加，抑制BRD能够增强神经干

细胞和祖细胞向神经元定向分化的功能，提示BRD

在脑损伤和神经退行性疾病治疗方面作为治疗靶标

的潜力[23]。然而，目前BRD家族分子在HCC发生发

展以及预后中作用的研究仍然较少，因此，系统分析

BRD家族分子与HCC的关系对其进一步的基础和临

床研究具有重要意义。

本研究通过分析 TCGA 数据库和 The Human

Protein Atlas数据库的免疫组化检测结果，发现BRD

家族成员在HCC组织中的表达显著高于癌旁组织，

并且BRD家族分子尤其是BRD7、BRD8和BRD9与

HCC患者的肿瘤进展如临床分期和肿瘤分级等呈正

相关，进一步分析BRD家族成员与HCC患者预后的

相关性发现，HCC组织中BRD8和BRD9分子的表达

是 HCC 患者预后的独立判断因素。接着利用

STRING数据库获取与BRD家族成员能够发生潜在

相互作用的蛋白分子，构建了BRD家族分子的相互

作用蛋白网络，进一步的功能富集分析显示BRD家

族分子的潜在相互作用蛋白主要富集于组蛋白H4乙

酰化修饰功能，并且显著富集于HCC相关的通路。

最后，进一步对TCGA数据分析发现，TP53基因突变

的HCC组织中BRD1、BRD3、BRD4、BRD7、BRD8和

BRD9 的表达显著高于 TP53 基因非突变的 HCC 组

织。总之，通过挖掘肿瘤公共数据库中HCC的相关

数据发现，BRD蛋白家族与HCC患者的肿瘤分级和

临床分期密切相关，并且能够作为HCC患者预后判

断的潜在靶点，提示了BRD家族分子在HCC发生发

展中可能发挥重要的功能。
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