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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

使用GEO数据集分析PFKFB3在肝细胞癌中的表达及临
床意义

丁千山, 孙荣泽, 王笑臣, 沈世强

®

■背景资料
肿瘤的特征性的
代谢变化一直是
肿 瘤 学 研 究 的
热 点 .  肿 瘤 细 胞
的 瓦 博 格 效 应
(Warburg effect)
的意义和机制直
到今天也未完全
阐明. 6-磷酸果糖
激酶2(6-phospho-
fructo-2-kinase, 
PFKFB3)的表达
促进葡萄糖的摄
入 和 酵 解 .  所 以
PFKFB3的异常表
达被认为是导致
肿瘤细胞瓦博格
效应的重要原因.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of 6-phos-
phofructo-2-kinase (PFKFB3) in multiple tumors, 
to clarify the relationship between PFKFB3 ex-
pression and clinicopathological characteristics 
of hepatocellular carcinoma, and to evaluate 
the possibility of using PFKFB3 as a prognosis 
marker in hepatocellular carcinoma. 

METHODS: GEO datasets were collected and 
expression profile and clinical information were 
analyzed. Gene set enrichment analysis (GSEA) 
was conducted to explore the gene sets enriched 
in samples with high PFKFB3 expression. 

RESULTS: The expression of PFKFB3 was 

up-regulated in high grade tumors (P < 0.05). 
PFKFB3 expression was significantly associated 
with age, alanine transaminase (ALT), tumor 
volume, the number of nodules, T stage, Barcelo-
na Clinic Liver Cancer (BCLC) stage and Cancer 
Liver Italian Program (CLIP) stage. Higher ex-
pression of PFKFB3 indicated poor prognosis in 
hepatocellular carcinoma. GSEA indicated that 
PFKFB3 regulates gene sets associated with anti-
apoptosis, negative regulation of programmed 
cell death, and positive regulation of cell prolif-
eration and cellular metabolic process. 

CONCLUSION: PFKFB3 is highly expressed in 
multiple tumors and functions as a potential 
marker and target for diagnosis and treatment of 
hepatocellular carcinoma. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要 
目的: 通过基因表达汇编(Gene Expression 
Omnibus, GEO)公共数据库, 探讨6-磷酸果糖
激酶2(6-phosphofructo-2-kinase, PFKFB3)在
肝细胞癌中的表达情况, 并进一步探索其与
肝细胞癌临床病理特征的关系, 评价PFKFB3
对肝细胞癌术后患者预后评价的意义, 预测
PFKFB3推动肝细胞癌发展的机制. 

方法:  检 索、下 载 美 国 国 立 生 物 技 术 信
息中心(National Center for Biotechnology 
Information, NCBI)的肿瘤公共数据集, 对表达
谱资料及临床信息进行分析; 利用基因集富
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■研发前沿
虽然有研究证实
P F K F B 3 在多种
肿瘤中都是起促
进癌症发生和进
展 的 作 用 ,  并 且
其特异性的抑制
剂可以抑制肿瘤
的 恶 化 .  但 是 大
多数实验都是基
于细胞水平或者
动物模型. 

集分析(gene set enrichment analysis, GSEA)方
法, 分析受PFKFB3调控的相关基因. 

结果:  P F K F B3在高T分期肿瘤中高表达
(P <0.05); 在不同年龄、谷丙转氨酶(alanine 
t r a n s a m i n a s e, A LT)、肿瘤大小、肿瘤结
节数目、T分期、肝细胞癌巴塞罗那分期
(Barcelona Clinic Liver Cancer stage, BCLC 
s t age)、意大利肝细胞癌项目分期(Cance r 
Liver Italian Program stage, CLIP stage)的肝
细胞癌患者中, PFKFB3的表达均有显著性
差异(P <0.05); PFKFB3的表达状态与肝细胞
癌患者术后的总体生存和复发相关(P <0.05); 
PFKFB3高表达样本富集了与细胞增殖、抗
凋亡、代谢相关的基因集. 

结论: PFKFB3与肝细胞癌多个病理指标相关, 
且可以做为潜在的判断肝细胞癌患者预后的
标志物和治疗肿瘤的靶标. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.
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核心提示: 目前研究6-磷酸果糖激酶2(6-phosphof
ructo-2-kinase, PFKFB3)表达与肿瘤患者预后关

系的文章非常少, 本文首次利用了生物信息学手

段证实PFKFB3与肝细胞癌患者术后预后的关

系并初步分析了其可能机制. 不仅对于理解瓦

博格效应的意义和机制有一定意义, 还进一步为

PFKFB3抑制剂的研发和临床应用提供了依据和

参考. 
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0  引言

肿瘤细胞的能量代谢不同于正常细胞: 正常情

况下, 细胞使用葡萄糖在线粒体内进行氧化磷

酸化, 而肿瘤细胞能量代谢的特点是活跃地摄

取葡萄糖, 主要通过有氧糖酵解为细胞的生命

活动功能, 也就是瓦博格效应(Warburg effect). 
低氧是肿瘤微环境的显著特征之一. 低氧诱导

因子-1α(hypoxia inducible factor-1, HIF-1α)信号

通路在上调有氧糖酵解以适应低氧环境起了重

要作用, 其重要途径之一就是通过在转录水平

上上调6-磷酸果糖激酶2(6-phosphofructo-2-

kinase, PFKFB3)的表达促进葡萄糖的摄入和酵

解. 所以PFKFB3的异常表达被认为是导致肿瘤

细胞瓦博格效应的重要原因[1]. 虽然有不少研究

证实, PFKFB3可以调控肿瘤细胞的增殖和凋亡, 
但是其表达水平与肿瘤患者预后的研究还很少. 
美国国立生物技术信息中心(National Center for 
Biotechnology Information, NCBI)的基因表达汇

编(Gene Expression Omnibus, GEO)计划致力于

建立一个基因表达数据仓库和在线资源, 支持

公共使用和散布基因表达数据, 用于从任何物

种的来源检索基因表达数据, 是生物信息学依

赖的重要资源. 本研究通过对GEO公共数据集

GSE14520分析, 探索PFKFB3在肝细胞癌预后中

的评价作用, 并依靠基因集富集分析(gene sets 
enrichment analysis, GSEA), 预测在肝细胞癌细

胞中可能受PFKFB3调控的基因集, 为进一步研

究其在肿瘤发生发展中的作用机制提供线索和

思路. 

1 材料和方法

1.1 材料 我们从NCBI的GEO数据库(http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/geo)中下载基因表达谱肝细胞

癌样本数据集GSE14520[2]. 上述所有数据集的

数据导入dChip软件还原原始芯片扫描图像, 以
总荧光强度为中位数的芯片N2为基准进行标准

化后, 方进行后续计算和进一步的分析. 
1.2 方法

1.2.1 数据集筛选和临床相关性研究样本数据分

组: GSE14520基因样本量大且附带临床信息. 其
中临床资料缺失的样本被排除. 根据表达谱数

据, 对样本的PFKFB3的表达进行由高到低排序

后, 高于信号log2平均值的样本作为高表达组, 
低于信号log2平均值的样本作为低表达组. 
1.2.2 G S E A挖掘样本富集基因: 采用G S E A 
2.0.14版本进行分析. GSE14520被纳入GSEA. 肿
瘤组织样本根据PFKFB3的表达水平被分为高

低表达两组, 之后通过GSEA分析PFKFB3的表

达水平对各种生物通路基因集的影响. 我们从

GSEA网站MsigDB数据库中获得的基因集作为

参照基因集, 按default weighted enrichment sta-
tistic的方法, 每次分析重复1000次. 
1.2.3 作图: 作图软件使用GraphPad Prism 6. 

统计学处理 统计学处理软件使用Graph-
Pad Prism 6. 不同T分期中表达量的组件比较

采用ANOVA检验; 回顾性研究中, 组间比较采
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■相关报道
目前研究PFKFB3
表达与肿瘤患者
预后关系的文章
非 常 少 .  之 前 有
研究报道 ,   在高
级别星形细胞瘤
中, PFKFB3的表
达 水 平 更 高 .  但
是在其他肿瘤中, 
PFKFB3的表达与
肿瘤病理指标、
患者预后的研究
尚未见报道. 

用联列表法, 采用χ2检验; 生存期研究中, Log-
rank(Mantel-Cox)法用于生存分析. P <0.05为差

异有统计学意义; 在GSEA中, P <0.05及错误发现

率(false discovery rates, FDR)<0.25的基因集作

为显著富集基因集. 

2  结果

2.1 不同T分期肝细胞癌样本中PFKFB3的表达 
我们首先比较了不同美国肿瘤研究联合委员会

(American Joint Committee on Cancer, AJCC) T分
期中, PFKFB3的表达差异. 在肝细胞癌样本数

据集GSE14520中, T分期为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ的肿瘤样

本的PFKFB3的表达逐次升高, 且组件有统计学

差异(P  = 0.0005), 提示PFKFB3的表达与肝细胞

癌的进展有关(图1). 
2.2 PFKFB3与肝细胞癌的临床病理相关性 我们

接下来研究了PFKFB3的表达与肿瘤临床病理

资料的相关性, 我们利用GSE14520中的临床资

料进行了回顾性分析. 在肝细胞癌样本数据集

GSE14520中, 在不同年龄(P  = 0.0263)、ALT(P  = 
0.0092)、肿瘤大小(P  = 0.0453)、肿瘤结节数目

(P  = 0.0150)、T分期(P  = 0.0018)、BCLC分期(P  
= 0.0433)、CLIP分期(P  = 0.0009)中, PFKFB3的
表达均有显著性差异(表1). 
2.3 PFKFB3与肝细胞癌患者的预后相关性 接下

来我们又进行了生存期分析以判断PFKFB3是
否能作为肿瘤预后的评价分子. 在肝细胞癌样

本数据集GSE14520中, PFKFB3高表达组患者

和低表达组患者的5年生存率分别为43.659%和

64.523%, Log-rank = 9.652, P  = 0.002(图2A). 5年
无病生存率分别为30.715%和44.083%, Log-rank 
= 4.897, P  = 0.027(图2B). 以上结果说明PFKFB3
的高表达与肝细胞癌患者术后早期死亡和早期

复发有关. 
2.4 PFKFB3高表达的基因集富集 明确PFKFB3
与肝细胞癌的临床相关性之后 ,  我们继而对

PFKFB3推动肿瘤发生的可能机制进行的初步

探究. 我们利用肝细胞癌样本数据集GSE14520, 
使用GSEA方法, 分析PFKFB3的表达水平对各

种生物通路基因集的影响. 我们使用“curated 
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图  1  PFKFB3在不同T分期肿瘤样本中的表达水平. 从

GSE14520获得PFKFB3的表达谱信息表明PFKFB3与肝细胞

癌患者AJCC T分期显著相关. 组间差异的显著性以一维方

差分析完成(P = 0.0005)

表  1  PFKFB3表达水平和肝细胞癌的临床病理特征的相关性

     病理

指标         
  n

PFKFB3表达 
χ2值    P 值

高   低

年龄(岁) 4.94 0.0263

  ≤55 166 73   93

  >55   76 22   54

性别 1.24 0.2649

  男 211 80 131

  女   31 15   16

AFP(ng/mL) 2.18 0.1396

  ≤200 128 45   83

  >200 110 49   61

ALT(U/L) 6.79 0.0092

  ≤50 142 46   96

  >50  100 49   51

肝硬化 0.51 0.4753

  是 223 89 134

  否   19   6   13

肿瘤大小(cm) 4.01 0.0453

  <5 153 53 100

  ≥5   88 42   46

结节数目 5.91 0.0150

  单结节 190 67 123

  多结节   52 28   24

AJCC T分期 12.63 0.0018

  T1   96 26   70

  T2   78 31   47

  T3   51 29   88

BCLC分期 6.28 0.0433

  0   20   7   13

  A 152 51 101

  B/C   53 28   25

CLIP分期 14.09 0.0009

  0   98 25   73

  1   79 34   45

  2-5   48 27   21

PRMS分类 60.32 <0.0001

  高 121 77   44

  低 121 18 103

AFP: 甲胎蛋白; ALT: 谷丙转氨酶; AJCC T分期: 美国癌症联合

委员会T分期; BCLC分期: 肝癌巴塞罗那分期; CLIP分期: 意大利

肿瘤计划分期; PRMS: 转移风险表达谱预测特征. 
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■创新盘点
首次利用了生物
信息学手段证实
PFKFB3与肝细胞
癌患者术后预后
的关系并初步分
析了其可能机制.

genes sets”作为参照基因集, 可见PFKFB3高
表达的肿瘤样本富集了与抗凋亡、促进细胞增

殖、正向调节细胞代谢强度的基因(图3A), 说明

PFKFB3高表达肿瘤细胞对凋亡信号有更强的

抵抗力, 有更高的增殖潜力, 代谢更加旺盛. 说
明PFKFB3可能通过调节肿瘤的增殖和耐药等

方式, 影响肿瘤的发生和发展. 

3  讨论

PFKFB3是一种能够激活磷酸果糖激酶1(phos-
phofructo kinase-1)的酶, 可以促进果糖形成果

糖2,6-二磷酸的形成. 由于磷酸果糖激酶1是糖

酵解过程的限速酶, 所以PFKFB3被认为对于调

解细胞糖代谢具有重要意义. PFKFB3的启动子

区域包含着低氧反应元件(hypoxia response ele-
ment, HRE), 可以与HIF-1α结合, 在低氧条件下

PFKFB3的表达因而得以上调. 由于PFKFB3在
糖代谢中的重要作用, 其由低氧导致的过表达

被认为是肿瘤效应瓦博格效应的重要原因[3,4]. 
PFKFB3表达、活性异常导致的代谢异常, 

会造成肿瘤细胞的不同表型. 如PFKFB3在关键

氨基酸位置的甲基化, 可以稳定PFKFB3的结构

和功能, 若甲基化降低, 则会造成PFKFB3泛素

化依赖途径的降解, 进而导致肿瘤细胞的糖代

谢由糖酵解转化为磷酸戊糖途径, 伴随着肿瘤

细胞对氧化应激和抗肿瘤药物的敏感性增强[5]. 
而肿瘤细胞在过度增殖过程中, 常常产生过量

的活性氧自由基(reactive oxygen species, ROS), 
若过量ROS不能及时清除, 将破坏肿瘤细胞的

氧化还原稳态. 有研究证实PFKFB3在维持这一

稳态过程中扮演了重要角色: ROS可以通过对

PFKFB3第206的半胱氨酸进行蛋白质谷胱甘肽

化(S-glutathionylation), 这种共价的、可逆的修

饰, 使得PFKFB3的催化活性显著下降, 进而导

致肿瘤细胞的糖代谢由糖酵解转化为磷酸戊糖

途径, 引起谷胱甘肽的水平增加, 从而最终消耗

掉ROS. 这一负反馈机制确保了肿瘤细胞在旺

盛的代谢下也能保持氧化还原稳态的稳定[6]. 
除了能影响肿瘤细胞的糖代谢, PFKFB3本

身也是众多癌相关蛋白重要的上游或者下游分

子: 如细胞外信号调节激酶(extracellular signal 
regulated kinase, ERK)/核糖体S6激酶(ribosomal 
S6 kinase, RSK)的激活不仅会导致PFKFB3的
转录活性增高, 还会导致PFKFB6在461位丝氨

酸的磷酸化, 使得其活性增强[7]; 肿瘤细胞在外

界应激下, 可以通过早期的PFKFB3基因转录

增强, 激活p38/MK2信号通路[8]; 雌二醇可以促

进雌激素受体阳性的肿瘤的发展, 雌二醇可以

激活雌激素受体, 后者可以从转录水平上增强

PFKFB3的表达, 而PFKFB3表达的增加可以导

致后续的葡萄糖摄入和糖酵解的增强, 从而推

动乳腺癌的发展[9]. 
也正因为上述原因, PFKFB3被认为是肿瘤

治疗的潜在靶标. 使用siRNA干扰PFKFB3的表

达, 伴随着糖酵解的下降, 果糖2,6-二磷酸、乳

酸、ATP的水平下降, 肿瘤细胞的增殖减慢, 细
胞周期出现阻滞, 凋亡细胞比例增加[10]. 有研

究单位合成了PFKFB3的抑制性化合物N4A和

YN1, 这两种化合物可以抑制糖酵解过程, 诱导

肿瘤细胞凋亡[11]. 另一个研究单位合成的特异

性抑制剂PFK15在细胞实验和动物实验中都表

现出了良好的抗增殖特性, 并且已经于2013年
进入一期的临床试验[12]. 更有意义的是, 抑制

PFKFB3并不仅限于影响肿瘤细胞的增殖和凋

亡: 通过设计药物拮抗血管内皮生长因子(vas-
cular endothelial growth factor, VEGF)从而抑制

肿瘤血管形成是肿瘤治疗的新思路, 但是这类

药物的应用并不顺利. 而有研究报道, 小分子化

合物3-(3-pyridinyl)-1-(4-pyridinyl)-2-propen-1-
one (3PO)可以通过抑制PFKFB3, 造成Notch信
号通路的活性下降, 使得内皮细胞的增殖和迁
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图  2  PFKFB3表达水平与肝细胞癌患者预后的关系. A: 高

表达PFKFB3的肝细胞癌患者术后死亡更快(P  = 0.002); B: 

高表达PFKFB3的肝细胞癌患者术后复发更快(P = 0.027).
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移被抑制, 进而阻遏血管生成[13,14]. 
虽然PFKFB3在肿瘤治疗领域的研究已经

开展已有多年, 但是其在肿瘤预后评价中的研

究还十分少. 之前有研究报道, 在高级别星形细

胞瘤中, PFKFB3的表达水平更高, 剪接变异体

UBI2K4的表达水平下降[15,16]. 但是在其他肿瘤

中, PFKFB3的表达与肿瘤病理指标、患者预后

的研究尚未见报道. 
本研究利用G E O数据集 ,  结合生物信息

学, 证实PFKFB3在高T分期肿瘤样本中表达更

高; 在不同年龄、ALT、肿瘤大小、肿瘤结节

数目、T分期、BCLC分期、CLIP分期的肝细

胞癌患者中, 其表达均有显著性差异; PFKFB3
高表达的肝细胞癌患者术后复发更快、生存期

更短. 以上结果证实了PFKFB3在肝细胞癌中可

以作为评价临床预后的指标. 另外我们还证实, 
PFKFB3高表达的肿瘤样本富集了与细胞抗凋

亡、细胞增殖和代谢相关的基因, 提示PFKFB3
可能通过影响肝细胞癌细胞的耐药、增殖和代

谢组, 推动了肝细胞癌的发生发展. 
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图  3  GSEA分析PFKFB3高表达样本富集基因集. A: 抗凋亡相关基因集(P = 0.002; FDR = 0.108; ES = 0.459); B: 细胞程序

性死亡负调控基因集(P<0.001; FDR = 0.109; ES = 0.453); C: 促细胞增殖基因集(P<0.001; FDR = 0.108; ES = 0.509); D: 

促细胞代谢基因集(P = 0.002; FDR = 0.104; ES = 0.426). 富集基因集的显著性以P<0.05及FDR<0.25判断. FDR: 错误发

现率. ES: 富集分数; GSEA: 基因集富集分析; PFKFB3: 6-磷酸果糖激酶2.

■名词解释
基因集富集分析: 
一个利用全基因
组表达谱数据的
分析方法, 他根据
已有的对基因的
定位性质功能生
物学意义, 首先确
立了一系列分子
标签数据库, 数据
库中包含了多个
功能基因集, 通过
分析一组处于两
个生物学状态的
基因表达谱杂交
数据, 他们在特定
的功能基因集中
的表达状况, 以及
这种表达状况是
否存在某种统计
学显著性. 
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■同行评价
本研究通过生物
信息学分析, 探索
PFKFB3在肝细胞
癌预后中的评价
作用. 论文有一定
新意 ,  方法正确 , 
结论可靠.
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