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双功能基因ＡＰＥ１调控人骨肉瘤ＨＯＳ细胞ｍｉＲＮＡｓ的初步研究
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　　［摘要］　目的　比较ＡＰＥ１ｋｏｎｃｋｄｏｗｎ骨肉瘤ＨＯＳ细胞ｍｉＲＮＡｓ表达谱的差异，初步探讨ＡＰＥ１可能调控的ｍｉＲＮＡｓ
及其涉及的功能通路。方法　 利用Ａｄ５／Ｆ３５ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ腺病毒敲低骨肉瘤ＨＯＳ细胞中ＡＰＥ１的表达，采用ｍｉＲＮＡ芯片
检测敲低组和对照组ｍｉＲＮＡｓ表达谱的改变，ｑＲＴＰＣＲ验证，并利用生物信息学分析差异 ｍｉＲＮＡｓ涉及的功能。结果　
ｍｉＲＮＡｓ芯片结果显示，ＡＰＥ１敲低组中有３２个ｍｉＲＮＡｓ表达显著改变；ｑＲＴＰＣＲ验证有１３个ｍｉＲＮＡｓ的改变与芯片结果
趋势一致，其中７个上调，６个下调；基因聚类分析发现，１３个显著变化的 ｍｉＲＮＡｓ涉及的靶基因的功能主要定位在细胞
内，与蛋白、ＤＮＡ结合以及转录功能有关，参与调控发育和细胞代谢等生物过程；Ｐａｔｈｗａｙ分析显示其靶基因主要涉及粘附
连接、轴突导向、ＥＣＭ受体相互作用、肿瘤通路，以及 ＴＧＦβ、ＭＡＰＫ、ＥｒｂＢ、Ｗｎｔ、ｍＴＯＲ及 ｐ５３等关键的细胞信号通路。
结论　 ＡＰＥ１能直接影响骨肉瘤细胞ｍｉＲＮＡｓ的表达；生物信息学分析表明ＡＰＥ１通过调控ｍｉＲＮＡｓ可能影响下游靶基因
的表达，参与肿瘤发生、细胞生存、增殖、粘附等生物学过程和多个信号通路，与骨肉瘤的发生、发展、侵袭转移密切相关。
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　　微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，ｍｉＲＮＡｓ）是一类广泛分布
在生物体内的非编码单链 ＲＮＡｓ，主要通过与靶基因
３′ＵＴＲ区完全或不完全配对，降解或抑制翻译靶基因
ｍＲＮＡ，从而在转录后水平调节基因的表达［１］。生物

信息学数据显示，每个 ｍｉＲＮＡ可以调节数百个靶基
因，而一个靶基因可能由数个 ｍｉＲＮＡｓ调节，表明
ｍｉＲＮＡｓ可能影响所有的信号途径。而作为基因表达
调节网络的成员之一，ｍｉＲＮＡｓ分子表达同样受其他
表达调控机制的调节，如其所在基因位点的启动子调

节、表观遗传学调节、肿瘤相关基因的调节等［２］。新

近研究表明，ｍｉＲＮＡｓ可通过抑制靶基因相关的信号
转导通路的活化，增加细胞凋亡或调节细胞周期，进而

降低肿瘤辐抵抗［３］，可能是肿瘤治疗的新策略。

　　脱嘌呤脱嘧啶核酸内切酶（ａｐｕｒｉｎｉｃ／ａｐｙｒｉｍｉｄｉｎｉｃ
ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ／ｒｅｄｏｘｅｆｆｅｃｔｏｒｆａｃｔｏｒ，ＡＰＥ１／Ｒｅｆ１）是哺乳
动物细胞中主要的ＡＰ核酸内切酶，是 ＤＮＡ碱基切除
修复（ｂａｓｅｅｘｃｉｓｉｏｎｒｅｐａｉｒ，ＢＥＲ）通路中的限速酶，是一
种多功能蛋白质［４］，它不但能够修复烷化或氧化引起

的ＤＮＡ碱基损伤，而且还具有氧化还原功能，可通过
氧化还原机制调节多种转录因子（如 ＮＦκＢ、ＡＰ１、
Ｅｇｒ１、ｐ５３、ＰＥＢＰ２、Ｍｙｂ、ＨＩＦ１α及 Ｐａｘ５、Ｐａｘ８等）的
ＤＮＡ结合活性，影响其下游靶基因的表达，参与氧化
应激、凋亡、细胞周期调控等多种关键的细胞反应，在

多个细胞生物学过程中发挥网络结点作用，对细胞的

生存十分重要［５］。２０１０年 Ｋｉｍ等［６］首次发现重组

ＡＰＥ１重组蛋白可以在体外直接剪切 ｐｒｉｍｉＲ２１和
ｐｒｉｍｉＲ１０ｂ。上述研究提示，ＡＰＥ１可能对 ｍｉＲＮＡｓ有
直接调控作用。基于上述研究基础，本研究旨在比较

ＡＰＥ１野生型骨肉瘤细胞株和 ＡＰＥ１敲低的骨肉瘤细
胞株中ｍｉＲＮＡｓ表达谱的差异，筛选并鉴定 ＡＰＥ１可
能直接作用的 ｍｉＲＮＡｓ，并利用生物信息学初步分析
其功能，从而探讨 ＡＰＥ１对肿瘤中 ｍｉＲＮＡｓ表达的影
响及其二者在肿瘤发生、发展中的调控机制。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　ＨＯＳ细胞株购于北京协和细胞库，ＤＭＥＭ培养基、胰蛋白
酶和胎牛血清均购于美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；腺病毒 Ａｄ５／Ｆ３５
ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ按Ｘｉａｎｇ等［７］构建方法，由北京本元正阳公司合

成；ＴＲＩｚｏｌ、ＡＭＶ逆转录试剂盒、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂盒
以及所有合成引物均购于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＰｏｗｅｒＳＹＢＲＧｒｅｅｎ

ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自 Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，鼠抗人 ＡＰＥ１单克隆抗体、兔
抗人βａｃｔｉｎ单克隆抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；ｍｉＲＮＡ基因芯片
为丹麦ＥｘｉｑｏｎｍｉＲＣＵＲＹＴＭＬＮＡＡｒｒａｙ（ｖ．１１．０）产品。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　ＨＯＳ细胞用ＤＭＥＭ完全培养基（１０％胎
牛血清，１００Ｕ／ｍＬ青霉素，１００μｇ／ｍＬ链霉素）于３７℃、５％
ＣＯ２下培养，隔日换液。
１．２．２　腺病毒转染　　将对数生长期的ＨＯＳ细胞接种于６孔
板中，每孔５×１０５个细胞；次日，以２０ＭＯＩ的腺病毒 Ａｄ５／Ｆ３５
ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ和２０ＭＯＩ的对照腺病毒Ａｄ５／Ｆ３５ＥＧＦＰ感染ＨＯＳ
细胞４～６ｈ，更换完全培养基，继续培养４８ｈ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＡＰＥ１及βａｃｔｉｎ的表达。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＡＰＥ１蛋白的表达　　提取对照组
ＨＯＳ细胞和敲低组 ＨＯＳ细胞总蛋白并定量，行 １０％ ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳，电转１ｈ至 ＰＶＤＦ膜，１０％脱脂奶粉封闭，ＡＰＥ１一
抗１∶５０００３７℃孵育１ｈ，抗小鼠ＩｇＧ二抗１∶１００００３７℃孵育
４５ｍｉｎ，洗涤后显影并分析结果。
１．２．４　ｍｉＲＮＡｓ基因芯片实验　　分别用 ＴＲＩｚｏｌ处理敲低组
和对照组细胞，寄到上海康成生物公司进行芯片杂交实验。实

验步骤包括：①总ＲＮＡ的提取与鉴定；②Ｈｙ３ＴＭ／Ｈｙ５ＴＭ标记样
品；③样品与ｍｉＲＣＵＲＹＴＭＬＮＡＡｒｒａｙ芯片进行杂交；④对杂交
的ｍｉＲＮＡｓ芯片进行扫描获得图像；⑤使用 ＧｅｎｅｐｉｘＰｒｏ６．０
软件分析数据，以芯片中的内对照荧光值为参照，对所得信号

值进行中位数归一化处理得到标准化值，分别比较实验组和对

照组的结果，得到ｍｉＲＮＡｓ差异表达谱。
１．２．５　ｑＲＴＰＣＲ验证实验　　将对照组和敲低组细胞提取总
ＲＮＡ并鉴定后，以Ｕ６作为内参，加入合成的ｍｉＲＮＡｓ特异性引
物行ｍｉＲＮＡｓ逆转录反应，最后进行 ｍｉＲＮＡＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反
应，反应条件：９５℃ １０ｍｉｎ→９５℃ １５ｓ→６０℃ １ｍｉｎ，共计
４０个循环。
１．２．６　生物信息学分析　　预测差异表达ｍｉＲＮＡｓ的靶基因，
综合ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ５．１、ＭｉｃｒｏＣｏｓｍｖ５和 ＭＩＣＲＯＲＮＡ．ＯＲＧ３个数
据库的靶基因信息，将３个数据库的靶基因并集作为最终的预
测结果；通过 ＧＯ分析软件（ｗｗｗ．ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ．ｏｒｇ／）统计每个
ＧＯｔｅｒｍ中所包括的靶基因个数，利用 Ｆｉｓｈｅｒ精确检验的统计
方法计算每个 ＧＯｔｅｒｍ中靶基因富集的显著性。通过 ＫＥＧＧ
ｐａｔｈｗａｙ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｏｍｅ．ｊｐ／ｋｅｇｇ／ｐａｔｈｗａｙ．ｈｔｍｌ）对
靶基因进行Ｐａｔｈｗａｙ显著性分析。分析每个 Ｐａｔｈｗａｙ中所包含
的靶基因个数，用超几何分布的统计检验方法计算出反映

Ｐａｔｈｗａｙ中靶基因分布富集显著性的 Ｐ值，根据 Ｐ值大小找出
与靶基因功能显著相关的生物通路。

１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件处理。芯片及
ｑＲＴＰＣＲ结果采用配对ｔ检验；芯片与ｑＲＴＰＣＲ结果的相关性
采用Ｓｐｅａｒｍａｎ非参数相关分析。
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２　结果

２．１　腺病毒转染后ＡＰＥ１蛋白表达鉴定
　　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＡＰＥ１ｓｉＲＮＡ敲低组和 Ａｄ５／Ｆ３５
ＥＧＦＰ对照组ＨＯＳ细胞中ＡＰＥ１蛋白以及内参βａｃｔｉｎ的表达，结
果显示转染２０ＭＯＩｓｉＲＮＡ敲低组ＡＰＥ１的表达减少约９５％（图１）。
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１：对照组；２：Ａｄ５／Ｆ３５ＥＧＦＰ转染组；３：５ＭＯＩｓｉＲＮＡ敲低组；
４：１０ＭＯＩｓｉＲＮＡ敲低组；５：２０ＭＯＩｓｉＲＮＡ敲低组

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果
图１　ｓｉＲＮＡ转染ＨＯＳ细胞后ＡＰＥ１的表达

２．２　ｍｉＲＮＡｓ差异表达谱分析结果
　　将ＡＰＥ１敲低９０％以上的细胞和对照组样品行 ｍｉＲＮＡ芯
片检测，对芯片结果进行质量分析，计算得到相关系数 Ｒ２＝
０９３５６，说明本次实验结果的重复性较好。进一步行数据分
析，筛选到差异表达＞２倍，Ｐ＜０．０５的 ｍｉＲＮＡｓ共３２个，其中
上调的有２０个，下调的有１２个（图２）。

２．３　ｑＲＴＰＣＲ验证芯片结果
　　根据 ｍｉＲＢａｓｅ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｉｒｂａｓｅ．ｏｒｇ／ｉｎｄｅｘ．
ｓｈｔｍｌ，截止２０１３年１２月）和文献的报道，ｍｉＲ９２３是２８ＳｒＲＮＡ
的一个片段，ｍｉＲ７６８被证实为 ｓｎｏＲＮＡＨＢＩＩ２３９，因此不作为
鉴定对象。利用ｑＲＴＰＣＲ法鉴定其余的差异 ｍｉＲＮＡｓ，结果见
表１。差异表达 ＞２倍且 Ｐ值 ＜０．０５的上调 ｍｉＲＮＡｓ有７个，
下调ｍｉＲＮＡｓ有６个。芯片及 ｑＲＴＰＣＲ变化倍数的相关性分
析显示，两组数据有较好的相关性（ｒ＝０．９４３，Ｐ＜０．００１）。

表１　ｑＲＴＰＣＲ鉴定的差异表达ｍｉＲＮＡｓ

ｍｉＲＮＡｓ　　　　　 ＡＰＥ１（Ｓｉ／Ｎ） Ｐ值

上调的ｍｉＲＮＡｓ

　ｈｓａｍｉＲ４５１ ８．０１ ０．００００

　ｈｓａｍｉＲ１２９０ ４．６２ ０．００００

　ｈｓａｍｉＲ７６５ ６．２８ ０．０００２

　ｈｓａｍｉＲ４８３５ｐ ５．５４ ０．００００

　ｈｓａｍｉＲ５１３ａ５ｐ ２．８９ ０．０００１

　ｈｓａｍｉＲ１２９５ｐ ２．８８ ０．００１９

　ｈｓａｍｉＲ３１ ２．３１ ０．００００

下调的 ｍｉＲＮＡｓ

　ｈｓａｍｉＲ２９ｂ ０．３９ ０．００００

　ｈｓａｍｉＲ１９７ ０．４４ ０．０００３

　ｈｓａｌｅｔ７ｂ ０．４６ ０．０００５

　ｈｓａｍｉＲ３２４５ｐ ０．４８ ０．０００８

　ｈｓａｌｅｔ７ｉ ０．４９ ０．０００６

　ｈｓａｍｉＲ４８４ ０．４３ ０．００００

２．４　生物信息学分析
　　综合ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ５．１、ＭｉｃｒｏＣｏｓｍｖ５和ＭＩＣＲＯＲＮＡ．ＯＲＧ３个
数据库的靶基因信息结果显示，上调的 ｍｉＲＮＡｓ中共预测出
３６１７个靶基因，下调的ｍｉＲＮＡｓ中共预测出１７８１个靶基因。
２．４．１　差异ｍｉｃｒｏＲＮＡ的ＧＯ分析　　ＧＯ分析主要包括对细
胞组成（ｃｅｌｌｕｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ）、分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ）和生
物过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ）三大类的统计。对实验中上调和下
调ｍｉＲＮＡｓ靶基因所富集最显著的１０个生物过程的ＧＯｔｅｒｍ的
分析发现（图 ３、４）。ＡＰＥ１敲低后 ＨＯＳ细胞差异表达的
ｍｉＲＮＡｓ的靶基因主要定位在细胞内，与蛋白、ＤＮＡ结合以及转
录的功能有关，参与调控发育和细胞代谢等生物过程。

２．４．２　Ｐａｔｈｗａｙ分析　　将差异 ｍｉＲＮＡｓ预测的靶基因进行
Ｐａｔｈｗａｙ显著性分析，我们发现ＡＰＥ１敲低后上调ｍｉＲＮＡｓ影响
的通路主要为ＴＧＦβ信号通路、粘附连接、轴突导向、Ｗｎｔ信号
通路、长时程增强作用通路、神经营养因子信号通路、ＭＡＰＫ信
号通路、前列腺癌、神经胶质瘤、肿瘤通路和 ＥｒｂＢ信号通路；下
调ｍｉＲＮＡｓ影响的通路主要为 ＥＣＭ受体相互作用通路、细胞
的焦点粘连、小细胞肺癌、肿瘤通路、胶质瘤、ＴＧＦβ信号通路、
结肠癌、ｐ５３信号通路、ＭＡＰＫ信号通路、ｍＴＯＲ信号通路、黑色
素瘤和胰腺癌。通过进一步的文献分析，我们绘出了ＴＧＦβ和
ＭＡＰＫ信号通路中已知上下游基因的作用网络关系。
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图２　ＡＰＥ１敲低后ＨＯＳ细胞中差异表达大于２倍的ｍｉＲＮＡｓ
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图３　上调ｍｉＲＮＡｓ的靶基因在生物过程中最显著的１０个ＧＯｔｅｒｍ
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图４　下调ｍｉＲＮＡｓ的靶基因在生物过程中最显著的１０个ＧＯｔｅｒｍ

３　讨论

　　细胞的生物学过程是由许多蛋白分子参与完成的
一个复杂网络。ＡＰＥ１作为真核生物体内大分子功能
复合体的典型代表，参与氧化应激、细胞周期、凋亡等

多个细胞生物学过程，并在其中发挥重要的网络结点

作用。既往研究通过 ＡＰＥ１敲低实验发现了一系列
ＡＰＥ１的相互作用蛋白［８－９］，探讨了 ＡＰＥ１可能影响的
细胞生物学通路。分别涉及ＢＥＲ和其他 ＤＮＡ损伤修
复通路（包括ＸＲＣＣ１、ＰＣＮＡ、ＦＥＮ１、Ｐｏｌβ、Ｋｕ、ＰＲＰ１９），
介导氧化还原调节通路（包括 Ｔｒｘ、ＰＲＤＸ６、ｐ５３、Ｅｒａ），
蛋白质翻译后的修饰（包括ＭＤＭ２、ＳＩＲＴ１、ＨＤＡＣｓ）以
及 ＲＮＡ代谢通路（包括 ＹＢ１、ｈＳ３、ＮＰＭ１、ＲＳＳＡ、
ＲＬＡ０、ｈｎＲＮＰＬ、ＰＲＰ１９、ＭＥＰ５０）。但现有研究并未充
分阐明ＡＰＥ１参与某些重要的生物学过程（如细胞凋
亡、血管发生、肿瘤的发生等）的具体作用机制，需要

通过实验研究寻找更多与 ＡＰＥ１功能相关的靶点分
子。ｍｉＲＮＡｓ作为基因调控的桥梁，为研究 ＡＰＥ１作用
网络提供了新的思路。本课题采用 ＡＰＥ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ
细胞模型筛选了 ＡＰＥ１相关 ｍｉＲＮＡｓ的表达谱。通过
ＲＮＡｉ技术敲低骨肉瘤 ＨＯＳ细胞中高表达的 ＡＰＥ１基
因，利用 ｍｉＲＮＡ芯片共筛选鉴定出３２个 ＡＰＥ１相关
的差异ｍｉＲＮＡｓ。利用 ｑＲＴＰＣＲ法共鉴定出１３个差
异ｍｉＲＮＡｓ。
　　在７个显著下调的 ｍｉＲＮＡｓ中，ｍｉＲ２９是在芯片
中下调最显著的 ｍｉＲＮＡ（０．３９倍），也是目前研究较
多的ｍｉＲＮＡ之一。多项研究表明ｍｉＲ２９可能是一个
抑癌基因，在骨肉瘤 ＭＧ６３和骨肉瘤干细胞 ３ＡＢＯＳ

中表达显著降低［１０］。可通过促进凋亡、抑制抑癌基因

的甲基化、减少增殖以及增加肿瘤细胞化疗敏感性来

发挥抑癌功能［１１］。也有研究表明，ｍｉＲ２９也可作为
促癌基因参与上皮细胞间质转换（ＥＭＴ），促进乳腺癌
和结肠癌的转移［１２］。而本研究显示 ＡＰＥ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ
后ｍｉＲ２９及 ｌｅｔ７家族表达减少，同时细胞增殖降
低［１３］，ｍｉＲ２９可能在骨肉瘤 ＨＯＳ细胞株中发挥癌基
因的作用。其他显著上调的 ｍｉＲＮＡｓ，如 ｍｉＲ４５１、
ｍｉＲ５１３ａ５ｐ、ｍｉＲ１２９５ｐ、ｍｉＲ３１也有明确报道与肿
瘤的生长、分化、凋亡密切相关，且与肿瘤的诊断分型

及预后相关。其中，ｍｉＲ４５１上调倍数最大（＞７倍）。
研究证实，ｍｉＲ４５１与肿瘤的化疗抵抗密切相关。在
卵巢癌、乳腺癌和非小细胞肺癌中，ｍｉＲ４５１表达降低
可靶向增加 ＭＤＲ１的表达［１４］，激活 Ｐ糖蛋白，将带阳
性电荷的疏水性药物（如阿霉素、依托泊苷、紫杉醇

等）从细胞内逆浓度梯度排出，减少细胞内化疗药物

浓度，进而引起化疗抵抗［１５］。ＡＰＥ１在肿瘤化疗抵抗
中同样具有重要作用。抑制 ＡＰＥ１可增加肺癌、骨肉
瘤［１３］、结肠癌［７］等肿瘤细胞对化疗药物的敏感性，是

增加化疗敏感性的有效靶点［４］，但其介导肿瘤细胞化

疗抵抗的分子机制尚不清楚。有研究表明，ＡＰＥ１乙
酰化能够增强转录因子 ＹＢ１的表达，激活 ＭＤＲ１转
录表达，从而引起非小细胞肺癌的化疗抵抗［１６］；结合

本研究结果，我们猜测 ＡＰＥ１可能通过直接或间接作
用ｍｉＲ４５１，影响 ｍｉＲ４５１对其靶基因 ＭＤＲ１的调控，
介导骨肉瘤等多种肿瘤细胞的化疗抵抗。

　　本实验结果提示 ＡＰＥ１可调控 ｍｉＲＮＡｓ的表达，
但其机制尚不清楚。新近研究表明，ＡＰＥ１可能通过
酶切 ｍｉＲＮＡｓ前体的方式参与调节 ｍｉＲＮＡｓ的代
谢［６］。因此，我们猜测ＡＰＥ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ后ｍｉＲＮＡｓ上
调的机制可能是由于抑制 ＡＰＥ１蛋白表达的同时，其
对ｍｉＲＮＡｓ前体的剪切作用也被抑制，因此引起成熟
ｍｉＲＮＡｓ表达的减少。但 ＡＰＥ１对 ｍｉＲＮＡｓ的这种剪
切作用是否具有普遍性及组织学特异性并不清楚，这

也是今后需要深入探讨的问题之一。同时，由于ＡＰＥ１
具有氧化还原活性，可调节转录因子的 ＤＮＡ结合活
性，而转录因子能够参与ｍｉＲＮＡ的转录激活，因此，我
们猜测 ＡＰＥ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ后 ｍｉＲＮＡｓ下调的可能机制
为：敲低ＡＰＥ１后会减弱其氧化还原活性，继而减弱对
转录因子调节作用，降低转录因子与下游 ｍｉＲＮＡｓ启
动子区的结合能力，最终引起 ｍｉＲＮＡｓ的表达减少。
上述假设中，ＡＰＥ１与其相关 ｍｉＲＮＡｓ的作用方式及
ｍｉＲＮＡｓ可能涉及的新功能需进一步研究。
　　借助Ｐａｔｈｗａｙ分析和 ＧＯ分析，我们找到了 ＡＰＥ１
影响的差异ｍｉＲＮＡｓ其靶基因可能涉及的细胞功能以
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及信号通路，包括：与增殖有关的 ＭＡＰＫ、Ｗｎｔ和 ＥｒｂＢ
信号通路；与细胞生存有关的 ｐ５３、ＴＧＦβ和 ｍＴＯＲ信
号通路；与细胞粘附有关的粘附连接、黏着斑、ＥＣＭ受
体相互作用通路；与前列腺癌、胶质瘤、小细胞肺癌、结

肠癌、黑色素瘤以及胰腺癌有关的肿瘤信号通路；与神

经发育有关的轴突导向、长时程增强以及神经营养因

子信号通路。在上述显著改变的细胞信号通路中，已

有部分通路报道与 ＡＰＥ１有相互作用，例如 ｐ５３细胞
信号通路［１７］和肿瘤发生通路［５］；抑制内源性 ＡＰＥ１可
影响ＨＭＧＢ１介导的细胞因子的释放，激活 ＴＨＰ１细
胞中ＭＡＰＫ通路［１８］；应用三羟异黄酮可抑制放疗后

Ｃ５７ＢＬ／６小鼠的ＡＰＥ１的表达，同时抑制 ＮＦκＢ激活
的 ＴＧＦβ１、ＩＬ１β、ＴＮＦα和 ＩＬ６等炎性因子的表
达［１９］。本研究表明 ＡＰＥ１可能参与 Ｗｎｔ和 ｍＴＯＲ信
号通路的调控。前期研究我们曾利用基因芯片检测了

ＡＰＥ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ与野生型 ＨＯＳ细胞的 ｃＤＮＡ差异表
达谱，ＭＡＰＫ１４和 ＴＧＦβ１的表达同样也发生了显著
升高［８］。这与本研究结果相吻合，从而有力地在基因

水平和ｍｉＲＮＡｓ水平同时证实了 ＡＰＥ１可能参与这两
条通路的调控。ＧＯ分析和 Ｐａｔｈｗａｙ网络图详细列出
了ＡＰＥ１影响的通路中可能受到调控的蛋白分子，这
为我们进一步发现ＡＰＥ１新作用分子及新作用通路提
供了理论基础。然而，靶基因可由多个 ｍｉＲＮＡｓ调控，
并且还存在蛋白转录后的其他调控方式［１７］，因此我们

得到的差异ｍｉＲＮＡｓ不一定是其靶基因的蛋白表达量
的改变。本研究结果还需有后期蛋白质功能实验如

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、免疫组化、ＥＬＩＳＡ、过表达实验和 ＲＮＡ干
扰等实验的进一步验证支持。

　　综上所述，本研究通过 ＡＰＥ１敲低实验比较骨肉
瘤细胞的 ｍｉＲＮＡｓ差异表达谱，初步证实了 ＡＰＥ１能
够直接影响 ｍｉＲＮＡｓ的表达，筛选、鉴定并分析了
ＡＰＥ１ｍｉＲＮＡｓ靶基因可能涉及的细胞信号通路。这
为研究 ＡＰＥ１与 ｍｉＲＮＡｓ的相互作用，以及 ＡＰＥ１和
ｍｉＲＮＡｓ在骨肉瘤发生、发展中的作用提供了实验基
础。鉴于 ｍｉＲＮＡｓ和基因之间可以相互作用，因此
ＡＰＥ１调控 ｍｉＲＮＡｓ，或 ｍｉＲＮＡｓ靶向调控 ＡＰＥ１的具
体机制有待于下一步的研究。
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