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甜菜碱同型半胱氨酸甲基转移酶
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摘要：目的  采用生物信息学方法探讨甜菜碱同型半胱氨酸甲基转移酶（betaine-
homocysteine methyltransferase，BHMT）与肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，
HCC）的作用及临床联系，为HCC的临床诊疗提供新思路。方法 使用Sanger Box在线

软件分析BHMT在泛癌中的表达水平。通过UCSC Xena数据库分析BHMT mRNA的表

达水平以及HCC中BHMT的甲基化数据和患者的临床特征信息，分析BHMT表达与这

些数据的关系。通过TIMER在线软件分析HCC中BHMT的表达与免疫细胞浸润的相关

性。通过LinkedOmics在线软件对HCC中BHMT进行GO功能与KEGG信号通路富集分

析。收集2008年至2018年南昌市第九医院符合入选标准的28例HCC患者的石蜡标本，

采用免疫组织化学法检测BHMT蛋白表达水平。结果 癌症基因组图谱（The Cancer 
Genome Atlas，TCGA）数据库和基因型组织表达（Genotype-Tissue Expression，
GTEx）数据库显示，BHMT在包括HCC在内的多种肿瘤中低表达。UCSC XENA数

据库分析表明，BHMT mRNA在HCC中呈低表达。BHMT mRNA低表达患者的生存

时间显著低于高表达患者（Log rank χ2= 5.812，P = 0.0159）；BHMT mRNA低表达

患者中男性比例高于BHMT mRNA高表达者（χ2 = 46.600，P ＜ 0.001），两组间HCC 
Edmondson-Steiner分级、AJCC分级、TNM分期及生存状态差异无统计学意义（P均＞ 
0.05）。BHMT mRNA表达与其DNA甲基化水平呈负相关（r = －0659，P ＜ 0.001），

且BHMT表达与cg07418518、cg18483750等9个甲基化位点存在相关性（P均＜ 0.05），

这9个位点的甲基化水平在HCC组织与正常组织中存在差异。临床样本分析也表明

BHMT蛋白在HCC组织的表达水平显著低于癌旁组织（中位数：3.000比1.000；U = 
258，P = 0.0401），BHMT蛋白高表达患者和BHMT蛋白低表达患者微血管浸润程度

差异有统计学意义（χ2 = 7.133，P = 0.008）。HCC组织CD4蛋白相对表达量显著低于

癌旁组织（中位数：3.000比1.000，U = 215，P ＜ 0.001）。GO分析结果表明，HCC
中BHMT在生物过程（biological process，BP）的富集主要与生物调节、代谢过程、刺

激应答等有关；在细胞成分（cell component，CC）的富集主要与细胞膜、细胞核和膜

腔等结构有关；在分子功能（molecular function，MF）的富集主要与蛋白质结合、离

子结合和核酸结合等过程有关。KEGG信号通路分析表明，与BHMT正相关的通路主

要富集于物质代谢（脂质、氨基酸、固醇等）和应答过程（急性炎症刺激、异生物刺

激等）；而与BHMT负相关的通路主要富集于细胞周期、信号通路、机体生物化学反

应、免疫细胞活化等过程。结论 BHMT在HCC的发生发展中发挥关键作用。
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Abstract: Objective To investigate the role and clinical association between betaine-
homocysteine methyltransferase (BHMT) and hepatocellular carcinoma (HCC) by 
bioinformatics methods, in order to provide new insights for the clinical diagnosis and 
treatment of HCC. Methods The expression levels of BHMT in pan-cancer were analyzed 
by the online software Sanger Box. The expression levels of BHMT mRNA, the methylation 
data of BHMT in HCC and the clinical characteristics of patients, as well as the relationship 
between BHMT expression and these data were analyzed by UCSC Xena database. The 
correlation between BHMT expression and immune cell infiltration in HCC was analyzed 
by Timer online software. GO functional enrichment and KEGG pathway enrichment 
analysis of BHMT in HCC were performed with LinkedOmics online software. Paraffin-
embedded specimens from 28 eligible HCC patients in The Ninth Hospital of Nanchang 
from 2008 to 2018 were collected, and the expression levels of BHMT protein were 
detected by immunohistochemical methods. Results Data from The Cancer Genome Atlas 
(TCGA) and the Genotype-Tissue Expression (GTEx) project indicated that BHMT was 
downregulated in multiple tumor types, including HCC. Consistently, UCSC Xena analysis 
showed significantly reduced BHMT mRNA levels in HCC. Patients with low BHMT 
mRNA expression had significantly shorter survival time than those with high BHMT mRNA 
expression (Log rank χ2= 5.812, P = 0.0159); the proportion of males was higher in low 
BHMT mRNA expression group than in high expression group (χ2 = 46.600，P ＜ 0.001). 
No statistically significant differences were observed in HCC Edmondson-Steiner grade, 
AJCC stage, TNM stage, or survival state between two groups (all P ＞ 0.05). A negative 
correlation was observed between BHMT mRNA expression and its DNA methylation level 
(r = －0659, P ＜ 0.001). Furthermore, BHMT expression was correlated with 9 methylation 
sites including cg07418518 and cg18483750 (all P ＜ 0.05), and the methylation levels of 
these 9 sites differed significantly between HCC tissues and normal tissues. Clinical samples 
analysis also demonstrated that the expression level of BHMT protein in HCC tissues was 
significantly lower than that in adjacent non-tumor tissues (median: 3.000 vs. 1.000; U = 258, 
P = 0.0401). A statistically significant difference was observed in microvascular invasion 
status between patients with high BHMT protein expression and those with low expression 
(χ2 = 7.133, P = 0.008). The relative expression level of CD4 protein in HCC tissues 
was significantly lower than that in adjacent non-tumor tissues (median: 3.000 vs. 1.000,                                                    
U = 215, P ＜ 0.001). GO analysis revealed that BHMT in HCC was primarily enriched in 
biological processes (BP) related to biological regulation, metabolic processes, and response 
to stimuli; cellular components (CC) enrichment was associated with structures including 
cell membrane, nucleus, and membrane lumen; and molecular functions (MF) enrichment 
was involved in protein binding, ion binding, and nucleic acid binding. KEGG pathway 
analysis indicated that pathways positively correlated with BHMT were mainly enriched in 
substance metabolism (including lipids, amino acids, sterols, etc.) and response processes 
(such as acute inflammatory stimulus response, xenobiotic stimulus response, etc.); whereas 
pathways negatively correlated with BHMT were primarily enriched in processes including 
cell cycle, signaling pathways, organismal biochemical reactions, and immune cell activation. 
Conclusion BHMT played a crucial role on the development and progression of HCC.



《中国肝脏病杂志（电子版）》2025年 第17卷 第4期                                  ·论著· 33

Keywords: Betaine-homocysteine methyltransferase; Hepatocellular carcinoma; Prognosis; 
Immune infiltration

肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）是

癌症患者常见的死亡原因。据世界卫生组织估计，

到2030年将有超过100万患者死于HCC[1]。HCC患者

5年生存率为18%，是仅次于胰腺癌的第2大致命癌

症[2]。目前，晚期HCC尚无有效的治疗方法，因此，

寻找有效治疗HCC的方法至关重要。肿瘤代谢重编

程是近年研究热点，是肿瘤发生和发展过程中的重

要事件[3]，肿瘤细胞通过代谢重编程获取其生长、增

殖、免疫逃逸和转移所需的能量、必需的大分子原

料及适宜的反应环境。代谢重编程作为肿瘤的重要

特征之一，贯穿于肿瘤发生与发展的全程[4]，从HCC
发生与发展过程的代谢重编程中筛选相关的分子靶

点将对HCC的预防和治疗具有重要参考价值。

甜菜碱同型半胱氨酸甲基转移酶（betaine-
homocysteine methyltransferase，BHMT）是一种依

赖于锌离子的硫甲基转移酶，作为同型半胱氨酸再

甲基化为蛋氨酸过程的关键酶，参与机体多种病理

生理过程[3,4]。已有研究表明，BHMT与卵巢癌、乳

腺癌、结直肠癌等密切相关[5-7]。但目前关于BHMT
与HCC间联系及作用机制的研究较少。本研究利用

公共数据库分析了BHMT在泛癌和HCC中的表达情

况及其与肿瘤预后和免疫浸润间的关系，以期为阐

明HCC的发生机制提供思路。

1 资料与方法

1.1 研究对象  收集2008年至2018年南昌市第九医院符

合入选标准的28例HCC患者的石蜡标本。纳入标准：

经病理确诊且术前未接受过治疗的HCC患者。排除标

准：①合并高血压、心血管疾病、内分泌疾病等其他

疾病；②妊娠患者。该研究经南昌市第九医院医学伦

理委员会批准，批号：[2022] 伦简审字（09）号。

1.2 泛癌中BHMT的表达  通过SangerBox3.0软件分析

泛癌中BHMT的表达，主要步骤如下：在泛癌分析

模块中选择基因表达差异分析，输入BHMT，在数

据和样本来源分别选择癌症基因组图谱（The Cancer 
Genome Atlas，TCGA）数据库、TCGA + 基因型组

织表达（Genotype-Tissue Expression，GTEx）数据

库，数据变换选log2（x + 1），点击提交。

1.3 BHMT在HCC中的表达及其与HCC临床病理的相

关性  利用UCSC Xena数据库获取HCC中BHMT的
mRNA表达数据及相关的临床病理信息和甲基化数

据，采用R语言分析BHMT表达与HCC预后、生存

时间、病理分期分级的相关性。

1.4 BHMT蛋白的免疫组织化学分析  采用免疫组织

化学法检测本院28例HCC患者的癌及癌旁组织石蜡

标本中BHMT蛋白的表达。所有蜡块标本均行3 μm
切片，脱蜡、复水，先后经抗原修复、封闭、加

入50～100 μl一抗，4 ℃孵化过夜，加入50～100 μl
二抗，37 ℃下PBS溶液中孵化30 min，显色、复

染、脱水、封片后显微镜下观察并进行统计学分

析。一抗包括：抗BHMT多克隆抗体（1∶300，
Abcam ab243698）、抗CD4抗体（即用型，中杉

金桥ZA-0519）、抗Ki67抗体（即用型，中杉金

桥ZM-0166）。所用二抗均为增强酶标山羊抗小

鼠/兔IgG（中山金桥PV-9000）。EDTA（pH 8.0，
ZLI-9079）。每个样本的最终评估分数为每个样本

染色强度乘以每个样本染色范围。染色强度评定

标准：无染色（0分），淡黄色（1分），棕黄色

（2分），棕褐色（3分）。染色范围评定标准：

无染色（0分），5%～25%染色范围（1分），

26%～50%染色范围（2分），51%～75%染色范围

（3分），＞ 75%染色范围（4分）。如果样本染色

分数＜ 1分，则表明该样本染色结果为阴性；反之

为阳性；其中Ki67表达评估用染色范围表示。

1.5  BHMT与HCC免疫浸润的相关性分析  采用

SangerBox 3.0软件中Timer板块分析BHMT基因表达

水平与泛癌中6种免疫细胞浸润丰度间的相关性。

操作步骤如下：先输入基因BHMT，在数据来源中

选择TCGA，数据变换选择log2（x + 1），点击提

交。利用TIMER数据库分析HCC中BHMT基因表达

与以上6种免疫细胞浸润丰度的关系及这6种免疫细

胞与HCC患者累积生存率的关系。

1.6 HCC中BHMT的GO功能与KEGG信号通路富

集分析  利用LinkedOmics数据库，设置步骤如

下：选择“TCGA LIHC”，在数据类型中选择

“RNAseq”，输入“BHMT”基因，再选择“Date 
type-RNAseq”，选择“Pearson Correlation test”，

点击“Submit Query”，采用“Linkfinder”和

“LinkInterpreter”分别对HCC中的BHMT进行相关

基因表达分析和GO功能分析及KEGG信号通路富集

分析。BHMT相关信号通路富集途径的排序通过错

误发现率（false discovery rate，FDR）和归一化富

集评分，其中FDR ＜ 0.05表示显著富集。

1.7 统计学处理  采用SPSS 21.0软件进行统计学分

析，其中BHMT mRNA和蛋白的相对表达量、CD4
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蛋白相对表达量为非正态分布的计量资料，以M
（P25，P75）表示，两组间比较采用Mann-Whitney U
检验，多组间比较采用非配对的Wilcoxon秩和检验。

性别、AJCC分期、分化、TNM分期等为计数资料，

以例数和（或）百分数表示，采用χ2检验。采用受试

者工作特征（receiver operator characteristic，ROC）
曲线分析BHMT mRNA表达水平对HCC患者预后的

预测价值。以P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 BHMT在泛癌中的表达  TCGA数据库中26种肿瘤

BHMT的表达水平见图1A，结果表明BHMT在胶质

瘤、HCC、肾透明细胞癌等18种肿瘤组织中的表达

显著低于正常组织（P均＜ 0.05）。TCGA结合GTEx
数据库中34种肿瘤BHMT的表达水平见图1B，结果

表明BHMT在睾丸癌、肺腺癌、肺鳞癌、急性髓细

胞样白血病4种肿瘤中的表达显著高于正常组织，在

胶质瘤、HCC、肾透明细胞癌、白血病等25种肿瘤

组织中的表达显著低于正常组织（P均＜ 0.05）。提

示BHMT在多种肿瘤组织中表达显著失调。

2.2 BHMT在HCC中的表达  从UCSC XENA数据库

下载正常肝组织及HCC组织中BHMT基因转录组

数据、甲基化数据和HCC患者临床相关信息的数

据。经分析发现，HCC组织中BHMT mRNA的相

对表达量为5.291（3.453，6,919），癌旁组织为

7.506（3.453，6.919），HCC组织中BHMT mRNA
的相对表达量显著低于正常组织（U = 3300，P ＜ 
0.001），见图2A。通过免疫组织化学法检测28例
HCC患者石蜡标本BHMT蛋白的表达情况，结果显

示HCC组织中BHMT蛋白表达量为1.000（0.000，
2.000），癌旁组织为3.000（1.000，4.000），HCC

图 1    TCGA 数据库和 GTEx 数据库中泛癌组织 BHMT 的表达
注：A 为 TCGA 数据库中泛癌组织 BHMT 的表达；B 为 TCGA + GTEx 数据库中泛癌组织 BHMT 的表达；*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，

***P ＜ 0.001，****P ＜ 0.0001。
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组织中BHMT蛋白表达量显著低于癌旁组织（U = 
258，P = 0.0401），见图2B。
2.3 不同分期HCC患者的BHMT表达量  通过UCSC 
XENA数据库收集HCC患者的临床数据，分析

发现不同美国癌症联合委员会（American Joint 
Committee on Cancer，AJCC）分期（Ⅰ期、Ⅱ

期、Ⅲ期、Ⅳ期）HCC患者BHMT mRNA相对表达

量分别为5.506（4.183，6.994）、4.929（2.918，
7.072）、4.146（2.643，6.856）、3.829（1.063，
4.946），差异有统计学意义（H = 9.928，P  = 
0.0192）；不同埃德蒙森分级（Edmondson-Steiner 
grade）（Ⅰ级、Ⅱ级、Ⅲ级、Ⅳ级）HCC患者的

BHMT mRNA相对表达量分别为6.406（4.754，
7.266）、5.461（3.519，6.944）、4.533（2.896，
6.619）、4.591（1.709，7.206），差异有统计学意

义（H = 13.270，P = 0.0041），见图3。
2.4 不同BHMT表达水平HCC患者的临床特征  利
用UCSC XENA数据库中HCC患者的临床数据绘制

ROC曲线，结果表明BHMT mRNA表达水平预测

HCC患者预后的曲线下面积为0.814，最佳截断值

为6.488，特异度为89.2%，敏感度为65.9%，见图

4A。根据最佳截断值分为BHMT mRNA低表达组

（＜ 6.488）和高表达组（≥ 6.488），生存分析表

明，BHMT mRNA低表达患者的生存时间显著低于

高表达组（Log rank χ2= 5.812，P = 0.0159），见图

4B。BHMT mRNA低表达组中男性比例高于BHMT 
mRNA高表达组（χ2 = 46.600，P ＜ 0.001），两组间

HCC Edmondson-Steiner分级、AJCC分期、TNM分期

及生存状况差异无统计学意义（P均＞ 0.05），见表1。          
根据28例HCC患者BHMT蛋白相对表达量的中位数

将患者分为BHMT蛋白高表达组（14例）和BHMT蛋
白低表达组（14例），两组患者微血管浸润程度差

异有统计学意义（χ2 = 7.133，P = 0.008），性别、

NCLC分期、Edmondson-Steiner分级、TNM分期等差

异无统计学意义（P均＞ 0.05），见表2。以上结果

提示BHMT与HCC的发生发展存在一定联系。

2.5 BHMT甲基化分析  通过UCSC XENA数据库收

集BHMT转录组及甲基化数据，相关性分析表明

BHMT mRNA表达与其DNA甲基化水平呈负相关，

甲基化水平越高，BHMT mRNA表达水平越低（r = 
－0659，P ＜ 0.001），见图5A，同时BHMT mRNA
表达水平与多个位点的甲基化水平有相关性，见表3。
通过对比BHMT启动子序列发现，cg07418518、
c g 1 8 4 8 3 7 5 0、 c g 1 8 0 6 4 0 7 1、 c g 1 0 9 8 2 6 6 4、
c g 1 3 6 9 5 6 4 6、 c g 0 5 8 9 0 4 8 4、 c g 0 9 5 5 0 8 0 9、
cg23514016、cg23987322共9个位点为BHMT基因

图 2    BHMT 在 HCC 中的表达
注：A 为 XENA 数据库中 BHMT mRNA 的相对表达量，****P ＜ 0.0001；B 为免疫组织化学检测 HCC 患者石蜡标本中 BHMT 的表达（免

疫组织化学染色，× 400）。
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表 1    UCSC XENA 数据库中 BHMT mRNA 高表达组和低表达组 HCC 患者的临床特征（例）

项目 例数 BHMT mRNA低表达组（238例） BHMT mRNA高表达组（123例） χ2
值 P值

性别

男 174 84 90
             46.600    ＜ 0.001

女 187 154 33
Edmondson-Steiner分级

Ⅰ～Ⅱ级 224 140 84
2.799 0.094

Ⅲ～Ⅳ级 132 94 38
AJCC分期

Ⅰ～Ⅱ期 549 163 86
0.073 0.788

Ⅲ～Ⅳ期 88 59 29
TNM分期

肿瘤大小（T）
T1～T2 266 177 89

0.177 0.674
T3～T4 92 59 33

淋巴结（N）

N0 245 166 79
0.323 0.553

N1 3 3 0
远处转移（M）

M0 259 181 78
0.573 0.449

M1 4 4 0
生存状况

生存 232 146 86
2.596 0.107

死亡 129 92 37

图 3    不同 AJCC 分期（A）及 Edmondson-Steiner 分级（B）HCC 患者的 BHMT mRNA 表达量
注：**P ＜ 0.01。
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图 4    BHMT mRNA表达水平预测HCC患者预后的ROC曲线（A）及不同BHMT mRNA表达水平HCC患者的生存曲线（B）
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启动子区域甲基化位点，这9个位点的甲基化水平

在正常组织与HCC组织存在差异：cg07418518、
cg18483750、cg18064071的甲基化水平在HCC组织

中升高，cg10982664、cg13695646、cg23987322、
cg05890484、cg09550809、cg23514016的甲基化水平

在HCC组织中降低（P均＜ 0.05），见图5B。提示

BHMT基因表达与其启动区DNA甲基化水平有关。

2.6 BHMT与HCC组织的免疫浸润  通过TIMER数据

库基因模块分析发现，BHMT mRNA表达水平与

HCC组织中B细胞（r = －0.223，P ＜ 0.001）、

CD4+ T细胞（r = －0.247，P ＜ 0.001）、中性粒

细胞（r = －0.126，P = 0.019）、树突状细胞（r =          
－0.154，P = 0.004）、巨噬细胞（r = －0.231，P ＜ 
0.001）的浸润呈负相关，与CD8+ T细胞浸润无显

著相关性（r = －0.076，P = 0.159）。SangerBox软
件分析表明HCC组织中BHMT mRNA表达与免疫浸

润评分（r = －0.23，P ＜ 0.001）、基质评分（r = 
－0.12，P = 0.02）、肿瘤纯度评分（r = －0.20，
P ＜ 0.001）均呈负相关。采用免疫组织化学法检

测HCC患者石蜡组织中CD4蛋白的表达（图6），

表 2    BHMT 蛋白高表达组和低表达组 HCC 患者的临床特征（例）

项目 例数 BHMT蛋白低表达组（14例） BHMT蛋白高表达组（14例） χ2
值 P值

性别

女 4 3 1
0.292 0.589

男 24 11 13

年龄（岁）

＜ 50 14 9 5
1.286 0.257

≥ 50 14 5 9

Edmondson-Steiner分级

Ⅰ～Ⅱ级 20 10 10
0.175 0.767

Ⅲ～Ⅳ级 8 4 4

NCLC分期

Ⅰ～Ⅱ期 25 12 13
0.373 0.541

Ⅲ～Ⅳ期 3 2 1

肿瘤分化程度

高分化 3 1 2

0.392 0.822中分化 17 9 8

低分化 8 4 4

微血管浸润分级

M0 18 6 12

7.133 0.008M1 5 3 2

M2 5 5 0

CD4蛋白

高表达 16 10 6
2.333 0.127

低表达 12 4 8

表 3    BHMT mRNA 相对表达量与其 DNA 位点甲基化水平

的相关性分析

BHMT甲基化位点 r值 P值

cg07418518 －0.514 ＜ 0.0001

cg18483750 －0.5902 ＜ 0.0001

cg18064071 －0.6763 ＜ 0.0001

cg10982664 －0.5996 ＜ 0.0001

cg13695646 －0.6084 ＜ 0.0001

cg05890484 －0.5096 ＜ 0.0001

cg09559809 －0.5339 ＜ 0.0001

cg23514016 －0.5257 ＜ 0.0001

cg23987322 －0.5414 ＜ 0.0001

cg02286091 －0.4828 ＜ 0.0001

cg10660256 －0.5008 ＜ 0.0001

cg11770080 －0.374 ＜ 0.0001

cg18058747 －0.4189 ＜ 0.0001

cg17785773 －0.4537 ＜ 0.0001

cg25119155 －0.3602 ＜ 0.0001
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BHMT基因甲基化程度（β值）
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图5    BHMT基因启动子区域甲基化分析
注：A 为 HCC 组织中 BHMT mRNA 相对表达量与其 DNA 甲基化水平的相关性分析；B 为正常组织与 HCC 组织中 BHMT 基因不同

位点甲基化水平；*P ＜ 0.05，**P ＜ 0.01，***P ＜ 0.001，****P ＜ 0.0001。

图 6    免疫组织化学法检测 HCC 患者石蜡标本中 CD4 蛋白的表达
注：A 为 HCC 患者石蜡标本中 CD4 的免疫组织化学图（免疫组织化学染色，× 400），B 为 CD4 蛋白的相对表达量，***P ＜ 0.001。
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结果表明CD4在癌旁组织和HCC组织中的相对表达

量分别为3.000（3.000，6.000）、1.000（0.000，
3.000），HCC组织CD4蛋白的相对表达量显著低

于癌旁组织（U = 215，P ＜ 0.001）。以上结果提

示，HCC组织中BHMT表达与免疫浸润呈负相关，

可能具有抑制炎症的作用。

2.7 HCC组织中与BHMT相关基因分析及其GO与

KEGG信号通路的富集分析  通过LinkedOmics数据

库筛选HCC组织中与BHMT相关的19 922个基因，

其中7284个基因呈正相关，12 638个基因呈负相

关（图7A）。HCC组织中与BHMT表达呈正相关

的前50个基因见图7B，包括DMGDH、PCK2、
TMEM56等；与BHMT表达呈负相关的前50个基因

见图7C，包括TAX1BP3、MFSD10、LIMK1等。

利用该数据库对BHMT进行GO和KEGG信号通路

富集分析。GO分析表明，HCC组织中BHMT在生

物过程（biological process，BP）的富集主要与生

物调节、代谢过程、刺激应答等有关；在细胞成

分（cell component，CC）的富集主要与细胞膜、

细胞核和膜腔等结构有关；在分子功能（molecular 
function，MF）的富集主要与蛋白质结合、离子结

合和核酸结合等过程有关。（图7D）。KEGG信号

通路分析结果表明，与BHMT表达呈正相关的基因

通路主要富集于物质代谢（脂质、氨基酸、类固醇

等）和应激反应（急性炎症刺激、异生物刺激）等                  
（图7E）；而与BHMT表达呈负相关基因的通路主

要富集于细胞周期、信号通路、机体生化反应、免

疫过程）等（图7E）。

图 7  HCC 组织中 BHMT 相关基因分析及其 GO 功能分析和 KEGG 信号通路的富集分析
注：A 为 Linkedomics 数据库筛选与 BHMT 表达显著相关的差异基因；B 为 HCC 组织中与 BHMT 表达呈正相关的前 50 个基因；C

为 HCC 组织中与 BHMT 表达呈负相关的前 50 个基因；D 为 HCC 组织中 BHMT 基因的 GO 分析（BP、CC、MF）；E 为 HCC 组织中与
BHMT 表达相关基因的 KEGG 通路分析，FDR 为错误发现率（false discovery rate）。
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3 讨论

HCC起病隐匿，大多数发现时已是中晚期，

易复发、转移，预后较差，对HCC的发病机制进

行研究，寻找早期诊断标志物和免疫治疗新靶点

具有重要临床意义[8]。本研究表明，BHMT在包括

HCC在内的多种癌症中呈低表达，BHMT表达水

平越低，HCC患者生存期越短、免疫浸润细胞水

平也越低，这些结果提示BHMT可能具有抑制HCC
的作用。泛癌分析结果表明，BHMT在肾透明细胞

癌、胶质瘤、白血病的肿瘤组织中表达低于正常组

织。与此结果相符的是，Peng等[9]证实与邻近正常

组织相比，BHMT蛋白斑点在肾透明细胞癌中是缺

失的，且实时定量聚合酶链式反应和免疫印记结果

也表明癌组织中BHMT表达水平降低。Zeng等[10]研

究发现，当BHMT被抑制后，胶质瘤的自噬作用减

弱，从而增强了其对放射治疗的敏感性。Chen等[11]

关于BHMT与急性淋巴细胞白血病的生物信息学分

析显示，18个非同义单核苷酸多态性是有害的，

3’-非翻译区的3个单核苷酸多态性（rs59109725、
rs116634518和rs138578732）会改变miRNA结合位

点，在BHMT基因中存在11个拷贝数变异。

XENA数据库分析也表明BHMT在HCC中低表

达，且免疫组织化学检测结果也表明BHMT在HCC
组织中的表达低于癌旁组织。Gao等[12]一项对198例
HCC患者的研究表明，BHMT在癌组织中表达降

低，与本研究结果一致。通过UCSC XENA数据库

收集的HCC患者临床表型数据进行分析，通过ROC
曲线确定BHMT可作为HCC良好的预测模型。生存

分析表明，BHMT mRNA低表达患者的生存时间显

著低于高表达组，BHMT mRNA表达在HCC的AJCC

D

E

续图 7  HCC 组织中 BHMT 相关基因分析及其 GO 功能分析和 KEGG 信号通路的富集分析
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分期、Edmondson-Steiner分级中存在差异，这可通

过文献中BHMT-/-小鼠能自发产生HCC进行解释[13]。

Gao等[12]进一步揭示了BHMT在HCC发生发展中的

作用，其通过HCC小鼠模型发现BHMT-/-小鼠比野生

型小鼠更易形成二乙基亚硝胺诱导的HCC及经皮下

种植人源肝癌细胞系的肿瘤。相反，通过尾静脉注

射BHMT质粒到小鼠体内可减轻BHMT-/-小鼠肿瘤

的形成。还有研究表明，在结肠肝样腺癌和HCC的
鉴别诊断中将BHMT纳入联合分析可避免误诊，可

提高HenParl和精氨酸酶1对HCC诊断的准确度[14]。

也有研究表明，BHMT、肝硬化、肿瘤大小，肿瘤

数目等均是HCC患者短期总存活率的影响因素，

BHMT表达与恶性肿瘤特征显著相关，其表达水平

降低可能是晚期肿瘤标志之一[15]。由此说明BHMT
在HCC组织的异常表达可能与HCC的发生发展存在

一定联系。

DNA甲基化可调控HCC相关基因的表达，

DNA甲基化的改变在HCC早期就可能出现[16]。本研

究表明BHMT mRNA表达与其DNA甲基化水平呈负

相关，且BHMT mRNA表达水平与多个甲基化位点

有较强的相关性，与BHMT表达具有相关性的9个
位点（cg07418518、cg18483750、cg18064071、
cg10964c169、cg05890484、cg09550809、
cg23514016、cg23987322）的甲基化水平在HCC组
织和癌旁组织中也存在差异。可见HCC中BHMT
基因表达可能与其甲基化改变有关。有研究指出

在BHMT基因敲除的小鼠模型中发现了DNA位

点的甲基化改变，可导致63个差异胞嘧啶鸟嘌呤

（cytosine guanine，CPG）的甲基化丢失，其中有

33个低甲基化的CPG岛[17]。但要明确BHMT表达是

否由DNA甲基化调控需进行更深入研究，而有研究

表明S-腺苷甲硫氨酸和5’-甲硫氨腺苷能通过促进核

转录因子κB（nuclear factor kappa-B，NF-κB）核结

合和荧光素酶活性，促进BHMT甲基化，从而抑制

BHMT表达[18]。这为后续深入探究BHMT与HCC发
生发展的机制提供了思路。

肿瘤微环境是肿瘤细胞生长增殖的场所，肿

瘤细胞、免疫细胞、基质细胞等是肿瘤微环境的重

要组成部分，这些细胞可通过相互作用来调控肿瘤

进展。本研究表明，HCC中浸润的B细胞、CD4+ T
细胞、树突状细胞、中性粒细胞、巨噬细胞水平与

BHMT低表达有关。B细胞来源于造血干细胞，能产

生抗体，是主要的体液免疫细胞，在机体免疫和抗

肿瘤免疫中发挥重要作用[19]。与正常肝组织相比，

HCC中B细胞相对比例显著降低，肿瘤浸润B细胞中

与抗原呈递和细胞增殖相关基因也减少[20]。T细胞

作为抗肿瘤免疫防御的效应细胞，通过识别肿瘤抗

原来识别肿瘤细胞，表达肿瘤特异性抗原的受体，

从而有效发挥控制肿瘤作用[21]。在慢性感染和癌症

中，抗原持续刺激可导致CD4+ T细胞耗竭[22]。巨噬

细胞是组织驻留的分化单核细胞，可诱导形成具有

不同活化状态和功能的M1和M2型巨噬细胞，在肿

瘤预后和免疫治疗中均具有一定价值[23]。中性粒细

胞是体内数量最丰富的免疫细胞，在肿瘤微环境中

具有促进或抑制肿瘤增殖的双重潜能，研究表明肿

瘤中高度浸润的中性粒细胞与患者的生存预后密切

相关[24]。HCC组织中的免疫细胞间协调一致呈现抗

原对于触发抗肿瘤的适应性免疫尤为重要。树突状

细胞是一群具有多样化的专职抗原呈递细胞，能够

捕捉肿瘤细胞的抗原，对其进行处理，并把肿瘤衍

生肽呈现在主要组织相容性复合体表面，这种抗肿

瘤作用在免疫反应中非常关键[25]。基于生物信息学

分析提示BHMT表达与HCC组织中的免疫浸润细胞

呈负相关，但因不同数据库间数据收集和标准化存

在差异，可能导致结果存在一定局限性。因此，需

进一步的体内和体外研究证实具体的作用机制。本

研究的临床标本验证提示HCC组织中BHMT蛋白表

达水平与CD4蛋白无差异，可能原因：①用于验证

的临床标本量较少，易受主观评分影响；②TIMER
数据库分析得出的BHMT表达与CD4+ T细胞浸润呈

负相关，这也说明CD4 mRNA表达在HCC组织中升

高，但临床样本的免疫组织化学结果显示CD4蛋白

表达在HCC组织中降低，而Li等[26]研究也表明CD4
在mRNA和蛋白水平表达不一致。以上结果表明，

HCC组织中BHMT表达与免疫浸润存在负相关，可

能具有抑制炎症作用。

此外，KEGG信号通路分析表明，HCC组织中与

BHMT呈正相关的通路主要富集于物质代谢和应激反

应；BHMT相关基因分析结果表明DMGDH、PCK2等
基因与BHMT呈显著正相关。有研究表明DMGDH、

PCK2与物质代谢及应激反应密切相关[27,28]，因此推

测BHMT可能通过调控这些基因来参与调控HCC发
生发展中代谢重编程及应激过程。同时，本研究还

发现HCC组织中与BHMT基因负相关的通路显著富

集于细胞周期、信号转导、机体生物化学反应等

通路。BHMT相关基因分析结果表明TAX1BP3、
MFSD10等基因与BHMT呈显著负相关，其主要

参与信号通路和细胞周期过程[29,30]。BHMT基因敲

除小鼠的体质量、脂肪组织质量均低于同背景的

野生型小鼠，组织学和基因表达谱分析表明，在
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BHMT基因敲除小鼠中脂肪生物学和能量代谢都

发生了改变[28]。以上结果提示BHMT可能通过调控

DMGDH、PCK2等基因参与生物体的代谢，进而影

响HCC的发生发展。

综上，BHMT在HCC组织中低表达，BHMT表
达水平越低，HCC恶性程度越高、生存时间越短、

预后越差、免疫浸润丰度越低。但BHMT在HCC发
生发展中的调控作用及相关分子机制仍需更多研究

证实。
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