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ＵＨＲＦ２通过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路促进肝细胞癌细胞的增殖和转移

程凤娟１，孙菁婕１，方娴韵１，陈思圜１，刘尚静１，吴可佳１，李招娣１，蒋世铭２，陈　勇２，段昌柱１　　４０００１６重庆，重庆医科
大学基础医学院细胞生物学与遗传学教研室，分子医学与肿瘤研究中心１，４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院肝胆外科２

　　［摘要］　目的　探讨泛素样含 ＰＨＤ和环指域蛋白 ２（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｌｉｋｅｗｉｔｈＰＨＤａｎｄＲＩＮＧｆｉｎｇｅｒ
ｄｏｍａｉｎｓ２，ＵＨＲＦ２）在肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）增殖和转移中的作用及其机制。方法　
检索ＴＣＧＡ数据库中ＨＣＣ的基因表达谱数据和患者的临床数据，分析ＵＨＲＦ２的表达差异与ＨＣＣ患者
的预后情况，采用Ｃｏｘ比例风险模型探索 ＵＨＲＦ２对 ＨＣＣ患者预后的独立作用；收集 ２０１８年 ７月至
２０１９年１２月在重庆医科大学附属第一医院确诊的２０例肝癌患者的肿瘤组织和癌旁组织，采用免疫组
化检测ＵＨＲＦ２蛋白的表达，分析蛋白的表达与患者临床病理参数的关系；构建ＵＨＲＦ２表达质粒，通过
ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染效率，在ＨＣＣ细胞系中过表达ＵＨＲＦ２进行划痕及平板克隆实验检测
肝细胞癌细胞的迁移和增殖情况；基因富集分析探讨ＵＨＲＦ２与ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路活化的关系，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测Ａｋｔ、ＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ、ｐＰＩ３Ｋ的表达。结果　ＴＣＧＡ数据库分析显示 ＵＨＲＦ２ｍＲＮＡ在 ＨＣＣ组织中表
达明显升高并提示预后不良；Ｃｏｘ多因素回归分析发现 ＵＨＲＦ２的表达是影响患者预后的独立危险因
素。免疫组化检测结果显示ＵＨＲＦ２蛋白在 ＨＣＣ中的表达明显高于癌旁组织。ＵＨＲＦ２的高表达与肿
瘤大小（Ｐ＝０．００２）、肿瘤转移（Ｐ＝０．００２）密切相关。在迁移实验和平板克隆实验中，ＵＨＲＦ２过表达组
的划痕愈合能力及增殖能力较对照组显著增强（Ｐ＜０．０１）；ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路在 ＵＨＲＦ２高表达 ＨＣＣ患者
中显著富集；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＵＨＲＦ２过表达组的 ｐＡｋｔ、ｐＰＩ３Ｋ的表达水平明显上调（Ｐ＜
０．０５）。结论　ＵＨＲＦ２的表达水平与ＨＣＣ的预后密切相关，是影响患者预后的独立危险因素；过表达
ＵＨＲＦ２通过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路促进ＨＣＣ细胞的增殖和转移。
　　［关键词］　 肝细胞癌；ＵＨＲＦ２；细胞迁移；细胞增殖；ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路
　　［中图法分类号］　Ｒ３９４．３；Ｒ７３０．２３；Ｒ７３５．７ ［文献标志码］　Ａ
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ｃｅｌｌｓｂｙＰＩ３Ｋ／Ａｋｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
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ＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒ，ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＢａｓｉｃＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１６；２Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆ
ＨｅｐａｔｏｂｉｌｌａｒｙＳｕｒｇｅｒｙ，ｔｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１６，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｒｏｌｅｏｆＵｂｉｑｕｉｔｉｎｌｉｋｅｗｉｔｈＰＨＤａｎｄＲＩＮＧｆｉｎｇｅｒｄｏｍａｉｎｓ２
（ＵＨＲＦ２）ｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＨＣＣ）ｃｅｌｌｓａｎｄｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ
ｉｔｓｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＴｈｅＨＣＣｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄａｔａａｎｄｐａｔｉｅｎｔｃｌｉｎｉｃａｌｄａｔａｗｅｒｅｓｅａｒｃｈｅｄ
ｉｎｔｈｅＴＣＧＡｄａｔａｂａｓｅ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆＵＨＲＦ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｅｔｗｅｅｎｎｏｒｍａｌｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅａｎｄ
ＨＣＣｔｉｓｓｕｅ，ａｎｄｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆｉｔｓｌｅｖｅｌｗｉｔｈｐｒｏｇｎｏｓｉｓｗａｓａｌｓｏａｎａｌｙｚｅｄ．Ｌｉｖｅｒｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄａｄｊａｃｅｎｔ
ｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｈａｒｖｅｓｔｅｄｆｒｏｍ２０ＨＣＣｐａｔｉｅｎｔｓｄｉａｇｎｏｓｅｄｉｎｔｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ
ＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｊｕｌｙ， ２００８ ａｎｄ Ｄｅｃｅｍｂｅｒ， ２０１３ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔＵＨＲＦ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｂｙ
ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＵＨＲＦ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆ
ｔｈｅｓｅｐａｔｉｅｎｔｓｗａｓａｎａｌｙｚｅｄ．ＡｆｔｅｒＵＨＲＦ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａｎｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＨｅｐＧ２ａｎｄ
ＨｅｐＧ２．２．１５ｃｅｌｌｓ，ｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＲＴｑＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｔｈｅｎｃｅｌｌ

３２３１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（１３）



ｓｃｒａｔｃｈｔｅｓｔａｎｄｐｌａｔｅｃｌｏｎｉｎｇｗａｓｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＵＨＲＦ２ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓ．Ｇｅｎｅｓｅｔｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏｆｕｒｔｈｅｒｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎ
ＵＨＲＦ２ａｎｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＰＩ３Ｋ／Ａｋｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡｋｔ，ＰＩ３Ｋ，ｐＡｋｔａｎｄｐＰＩ３Ｋｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴＣＧＡｄａｔａｂａｓｅａｎａｌｙｓｉｓｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＵＨＲＦ２ｉｎ
ＨＣＣｔｉｓｓｕｅｓｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｎｏｒｍａｌｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓ，ａｎｄｉｎｄｉｃａｔｅｄａｐｏｏｒｐｒｏｇｎｏｓｉｓ．Ｃｏｘｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ
ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｆｏｕｎｄｔｈａｔＵＨＲＦ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓａｎｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｒｉｓｋｆａｃｔｏｒｆｏｒｔｈｅｐｒｏｇｎｏｓｉｓ．
ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＵＨＲＦ２ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎｔｈｅＨＣＣｔｉｓｓｕｅｓ
ｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓ．ＴｈｅｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＵＨＲＦ２ｗａｓｃｌｏｓｅｌｙｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｕｍｏｒｓｉｚｅ（Ｐ＝
０．００２）ａｎｄｔｕｍｏｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓ（Ｐ＝０．００２）．Ｉｎｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇｔｅｓｔａｎｄｐｌａｔｅｃｌｏｎｉｎｇｔｅｓｔ，ｔｈｅＨＣＣｃｅｌｌｓｗｉｔｈ
ＵＨＲＦ２ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｈｏｗｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｔｒｏｎｇｅｒｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｉｅｓａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
ｃｏｎｔｒｏｌｃｅｌｌｓ．ＰＩ３Ｋ／ＡｋｔｐａｔｈｗａｙｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｎｒｉｃｈｅｄｉｎｔｈｅＨＣＣｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｈｉｇｈｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＵＨＲＦ２． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔＵＨＲＦ２ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｔｈｅ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＰＩ３ＫａｎｄＡｋｔｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅＨＣＣｃｅｌｌｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＵＨＲＦ２ｉｓｃｌｏｓｅｌｙ
ｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｐｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆＨＣＣｐａｔｉｅｎｔｓ，ａｎｄｉｓａｎｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｒｉｓｋｆａｃｔｏｒｆｏｒＨＣＣｐａｔｉｅｎｔｓ．Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＵＨＲＦ２ｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆＨＣＣｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅＰＩ３Ｋ／Ａｋｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ；ＵＨＲＦ２；ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＧｅｎｅｒａｌＰｒｏｇｒａｍｏｆＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１７７２１７８）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＤＵＡＮＣｈａｎｇｚｈｕ，Ｅｍａｉｌ：ｄｕａｎｃｈｚｈｕ＠
ｃｑｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）因高发
病率和高死亡率而成为全世界十大癌症之一［１］。多

年来，随着化疗手段和手术技巧的不断提高，肝癌患者

的生命周期得到了大大延长［２－４］。尽管如此，仍然有

许多问题亟待解决，例如肝癌转移和复发的高发生率。

虽然已研究了几种ＨＣＣ生物标志物，但是这些标记物
的预测能力并不是最佳的。因此，鉴定新肿瘤生物标

志物，揭示肝癌转移的机制，制定更有效的预防肝癌转

移的策略显得更加重要。

　　泛素样含 ＰＨＤ和环指域蛋白 ２（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｌｉｋｅ
ｗｉｔｈＰＨＤａｎｄｒｉｎｇｆｉｎｇｅｒｄｏｍａｉｎ２，ＵＨＲＦ２）是新发现
的Ｅ３泛素蛋白连接酶，是 ＵＨＲＦ家族的重要成员，由
ＵＢＬ（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｌｉｋｅ ｄｏｍａｉｎ）、ＴＴＤ（ｔａｎｄｅｍ ｔｕｄｏｒ
ｄｏｍａｉｎ）、ＰＨＤ（ｐｌａｎｔｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎｆｉｎｇｅｒｄｏｍａｉｎ）、ＳＲＡ
（ｓｅｔａｎｄｒｉｎｇａｓｓｏｃｉａｔｅｄｄｏｍａｉｎ）和 ＲＩＮＧ指结构域
（ＲＩＮＧｆｉｎｇｅｒｄｏｍａｉｎ）组成［５－７］。越来越多的证据表

明，ＵＨＲＦ２与多种癌症的发生、发展有关。有研究发
现，ＵＨＲＦ２通过修饰 ＤＮＡ甲基化来影响组蛋白进而
促进乳腺癌的发生［８］；ＵＨＲＦ２与转录因子 Ｅ２Ｆ１相互
作用可以诱导肺癌细胞的凋亡［９］；ＵＨＲＦ２通过稳定乙
酰转移酶ＴＩＰ６０调节组蛋白Ｈ３第９位和１４位赖氨酸
乙酰化来促进肝癌细胞的发展［１０］。

　　目前，虽然ＵＨＲＦ２对ＨＣＣ的影响已有报道，但其
在ＨＣＣ中的作用及机制尚不清楚。因此，本研究通过
分析ＵＨＲＦ２在ＨＣＣ中的表达，从磷脂酰肌醇３激酶
（ＰＩ３Ｋ）／蛋白激酶Ｂ（Ａｋｔ）信号通路方面探讨 ＵＨＲＦ２

促进ＨＣＣ增殖和转移的机制，旨在为研究 ＨＣＣ的发
病机制、治疗和预测等提供新的理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　ＵＨＲＦ２相关数据　　ＵＨＲＦ２的 ｍＲＮＡ及相
关临床数据来自 ｔｈｅＣａｎｃｅｒＧｅｎｏｍｅＡｔｌａｓ（ＴＣＧＡ）
（ｈｔｔｐ：／／ｔｃｇａｄａｔａ．ｎｃｉ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｔｃｇａ／）数据库。
１．１．２　ＨＣＣ组织及癌旁组织　　来自重庆医科大学
附属第一医院２０１８年７月至２０１９年１２月接受 ＨＣＣ
切除手术的２０例患者病理组织样本。获得的临床组
织标本经病理学确诊，在患者手术过程中切除的每例

组织标本立即冷冻并保存在液氮罐中以备后用。本研

究符合医学伦理规定，经重庆医科大学伦理委员会批

准（２０１８０２７），所有患者签署知情同意书。
１．１．３　细胞及质粒　　ＨＣＣ细胞系 ＨｅｐＧ２和
ＨｅｐＧ２．２．１５均为重庆医科大学感染病生物医学教育
部重点实验室保存。ｐＣＤＮＡ３．１３×ＦｌａｇＵＨＲＦ２和空
载ｖｅｃｔｏｒｐＣＤＮＡ３．１３×Ｆｌａｇ质粒购自武汉金开瑞生物
技术有限公司。

１．１．４　主要试剂　　转染试剂 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００
和质粒小提试剂盒购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＤＭＥＭ
（高糖）培养基和胎牛血清购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司，结
晶紫染料购自美国 ＴｈｅｒｍｏＰｉｅｒｃｅ公司，ＰＭＳＦ、ＲＩＰＡ
强裂解液、ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶配制试剂盒、免疫组化 ＳＰ
试剂盒均购自碧云天生物公司，多聚甲醛购自上海生
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工生物公司，ＴＲＩｚｏｌ、逆转录试剂盒和 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ试
剂购自ＴａＫａＲａ公司。抗体：ＵＨＲＦ２抗体、Ａｋｔ抗体、ｐ
Ａｋｔ抗体、ＰＩ３Ｋ抗体、ｐＰＩ３Ｋ抗体均购自美国Ａｂｃａｍ公
司，βａｃｔｉｎ抗体购自碧云天生物公司，山羊抗兔二抗、山
羊抗小鼠二抗均购自北京中杉金桥生物科技公司。

１．２　方法
１．２．１　生物信息学分析　　ＴＣＧＡ（ｔｈｅＣａｎｃｅｒ
ＧｅｎｏｍｅＡｔｌａｓ）数据库下载４２４例（正常标本５０例，癌
标本３７４例）组织标本的基因表达谱和临床病理资料。
利用ｌｉｍｍａ软件包对下载的ｍＲＮＡｌｅｖｅｌ３的ＦＰＫＭ数
据进行整合和标准化，分析差异表达基因及其表达水

平，差异基因筛选条件为｜ＬｏｇＦＣ｜＞１或Ｐ＜０．０５。使用
“ｓｕｒｖｉｖａｌ”和“ｓｕｒｖｍｉｎｅｒ”软件包对单基因进行生存分
析，根据基因表达水平的中位值分组，绘制生存曲线。

最佳生存截点分析通过遍历所有分组情况，计算 Ｐ值
和风险比。以ＵＨＲＦ２表达水平的中位数为临界值，将
数据集中包含的ＨＣＣ患者，分为ＵＲＨＦ２高表达组与低
表达组，进行ＧＳＥＡ富集分析，观察各通路的富集情况。
１．２．２　免疫组化检测　　采用免疫组织化学分析２０例
ＨＣＣ病理组织中 ＵＨＲＦ２的表达。根据标准程序，将
组织样品固定在４％的多聚甲醛中，组织切片在６５℃
烤箱中熔蜡 ２ｈ，二甲苯脱蜡 ２次，在 １００％、９５％、
８０％、７０％的酒精中水化，１００℃，１２１ｋＰａ的条件下用
柠檬酸钠缓冲液进行抗原修复２０ｍｉｎ，Ｈ２Ｏ２阻断内源
性过氧化物酶活性，用组化笔在组织周围画圈，组织上

滴加山羊血清封闭 ２ｈ，ＵＨＲＦ２抗体（１∶２００）孵育过
夜，次日用山羊抗兔二抗孵育，快速滴入 ＤＡＢ进行显
色，观察并随时终止显色，复染，脱水，透明后封片。

１．２．３　ＲＴｑＰＣＲ检测　　用 ＴＲＩｚｏｌ试剂提取细胞总
ＲＮＡ，按照ＰｒｉｍｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭ说明书逆转录成 ｃＤＮＡ。根
据ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂盒说明书，以 ｃＤＮＡ作为
模版，在ｉＱＴＭ ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＳｕｐｅｒｍｉｘＰＣＲ体系中进行
ＲＴｑＰＣＲ反应，体系为 １０μＬ。ＰＣＲ反应程序为：
９５℃预变性３ｍｉｎ，９５℃变性 １０ｓ，５５℃退火 ３０ｓ，
７２℃延伸 ６０ｓ，共 ３９个循环，选用 ２－ΔΔＣｔ法分析
ＵＨＲＦ２的相对定量数据。引物序列，ＵＨＲＦ２上游：５′
ＣＡＡＧＡＴＧＴＧＧＡＴＡＣＡＧＧＴＴＣＧＣ３′，下 游：５′ＴＡＴＣ
ＣＡＴＴＴＴＣＣＡＡＣＴＧＣＴＴＧＣＣ３′；ＧＡＤＰＨ上游：５′ＧＣＴ
ＧＴＣＣＣＴＧＴＡＣＧＣＣＴＣＴＧ３′，下 游：５′ＴＧＣＣＧＡＴＧＧＴ
ＧＡＴＧＡＣＣＴＧＧ３′。每个检测指标设置３个复孔。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　收获各组细胞，加入适
量的ＲＩＰＡ强裂解液，低温超声，４℃离心提取总蛋白，
用ＢＣＡ试剂盒检测浓度。将蛋白与 ５×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ
以４∶１的比例混匀，１００℃变性５ｍｉｎ，瞬时离心后，取适
量样品进行１０％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，电泳结束后电转至
ＰＶＤＦ膜上，用ＴＢＳＴ稀释的５％脱脂牛奶封闭膜２ｈ，一

抗与条带在４℃冰箱摇床孵育过夜，ＴＢＳＴ洗３次，二抗
孵育２ｈ，ＴＢＳＴ漂洗３次。在条带上滴加适量配制好的
发光液，ＬＡＳ４０００成像系统进行显影，分析结果。
１．２．５　细胞划痕实验　　接种细胞前，在６孔板底部
均匀地画３条横线。细胞接种至６孔板中，待细胞达
到合适的汇合度时用２００μＬ的枪头垂直划线，使所画
的线与 ６孔板上记号笔画的线相互垂直。ＰＢＳ洗
２次，每孔添加２ｍＬ无血清培养基；于 ０、１２、２４、４８ｈ
观察拍照。

１．２．６　平板克隆实验　　０．２５％的胰酶消化对数生长
期细胞，进行细胞计数，在６孔板每孔中接种１０００个细
胞。每隔１周换１次新鲜培养基。培养３周后，小心地
将６孔板中的培养基吸弃。ＰＢＳ洗涤３次，１ｍＬ甲醇固
定细胞１５ｍｉｎ，结晶紫染色，ＰＢＳ洗涤，拍照计数。
１．３　统计学分析
　　ＴＣＧＡ数据采用 Ｒ语言（ｖｅｒｓｉｏｎ３．６）进行分析，
其他数据采用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行分析，Ｇｒａｐｈ
ＰａｄＰｒｉｓｍ５．０软件作图。数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ｔ检
验、χ２检验，Ｃｏｘ风险回归模型进行生存相关的多因素
分析，并筛选独立预后因素。Ｐ＜０．０５为差异具有统计
学意义，每项实验均独立重复至少３次。

２　结果

２．１　ＴＣＧＡ数据库中 ＵＨＲＦ２在 ＨＣＣ组织的表达水
平及预后情况

　　通过从ＴＣＧＡ数据库中下载 ＨＣＣ的基因表达谱
数据和患者的临床数据，分析 ＵＨＲＦ２的表达差异与
ＨＣＣ患者的预后情况。结果发现，比对 ５０例癌旁组
织和 ３７４例 ＨＣＣ组织，ＵＨＲＦ２ｍＲＮＡ表达水平在
ＨＣＣ中显著上调（Ｐ＜０．０００１，图１Ａ）；生存分析结果显
示，在ＵＨＲＦ２高表达组中，ＨＣＣ患者的预后更差（Ｐ＝
０．００２，图１Ｂ）。整理患者的临床数据，多因素Ｃｏｘ回归
分析结果显示，ＵＨＲＦ２表达（风险比＝１．２４，Ｐ＝０．０３５）
是影响患者预后的独立危险因素（表１），提示 ＵＨＲＦ２
可能作为一个促进ＨＣＣ发生发展的相关因素。

表１　肝癌患者预后的多因素Ｃｏｘ回归分析（ｎ＝２３５）

变量 危险比 ９５％置信区间 Ｐ值

年龄 １．０１ ０．９９－１．０ ０．２６８

性别 １．０９ ０．６５－１．８ ０．７３４

病理分级 １．１１ ０．７９－１．５ ０．５５６

临床分期 １．２０ ０．４４－３．３ ０．７２４

肿瘤大小 １．５０ ０．５９－３．８ ０．３９１

肿瘤转移 １．５２ ０．４０－５．８ ０．５４０

淋巴结转移 ０．９９ ０．１５－６．４ ０．９９８

ＵＨＲＦ２表达 １．２４ １．０２－１．５ ０．０３５
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Ａ：ＵＨＲＦ２在癌旁组织和ＨＣＣ组织中的表达；Ｂ：ＵＨＲＦ２与
ＨＣＣ患者总体生存期相关性；ａ：Ｐ＜０．０００１，与癌旁组织比
较；ｂ：Ｐ＝０．００２，与ＵＨＲＦ２低表达患者比较

图１　ＴＣＧＡ数据库中ＵＨＲＦ２的表达情况

２．２　ＵＨＲＦ２在２０例临床组织样本及 ＨＣＣ细胞系中
的表达

　　免疫组化检测２０例被确诊为ＨＣＣ患者的临床组
织样本中ＵＲＨＦ２蛋白的表达，结果显示，ＨＣＣ组织中
ＵＲＨＦ２的表达明显高于癌旁组织（图２）。随后，分析
ＵＨＲＦ２蛋白表达水平与患者临床参数之间的关系。
统计结果显示，ＵＨＲＦ２的表达与 ＨＣＣ患者的转移
（Ｐ＝０．００２）与肿瘤大小（Ｐ＝０．００２）有关，而 ＵＨＲＦ２
表达与 ＨＣＣ患者年龄、性别、ＡＦＰ、ＨＢｓＡｇ、肝硬化、临
床分期、血管侵犯无关（Ｐ＞０．０５，表２）。相比肿瘤体积

较小（≤５ｃｍ）或不转移的 ＨＣＣ患者，ＵＨＲＦ２蛋白在
肿瘤体积较大（＞５ｃｍ）或转移患者中的表达明显升高
（Ｐ＝０．００２）。

表２　ＵＨＲＦ２的表达与患者临床参数之间的关系（ｎ＝２０）

ＵＨＲＦ２表达／例
临床参数 总例数 χ２值 Ｐ值

低（ｎ＝８） 高（ｎ＝１２）

年龄／岁 ０．１５９ ０．６９０

　＜５１ ６ ２ ４

　≥５１ １４ ６ ８

性别 ０．０６５ ０．７９８

　女性 ３ １ ２

　男性 １７ ７ １０

肿瘤大小／ｃｍ ９．７３１ ０．００２

　≤５ ９ ７ ２

　＞５ １１ １ １０

ＡＦＰ／ｎｇ·ｍＬ－１ ０．１３５ ０．７１４

　≤２０ ９ ４ ５

　＞２０ １１ ４ ７

ＨＢｓＡｇ ０．０６５ ０．７９８

　阴性 ３ １ ２

　阳性 １７ ７ １０

肝硬化 ０．５５６ ０．４５６

　有 １２ ４ ８

　无 ８ ４ ４

临床分期 ０．０００ １

　Ⅰ／Ⅱ １０ ４ ６

　Ⅲ／Ⅳ １０ ４ ６

肿瘤转移 ９．７３１ ０．００２

　有转移 １１ １ ２

　无转移 ９ ７ １０

血管侵犯 ０．０９３ ０．７６１

　有 ２ １ １

　无 １８ ７ １１
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图２　免疫组化分析ＵＨＲＦ２在癌旁组织和ＨＣＣ组织中的表达
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２．３　ＵＨＲＦ２对ＨｅｐＧ２和ＨｅｐＧ２．２．１５细胞迁移和增
殖的影响

　　构建 ＵＨＲＦ２的表达质粒，将表达质粒转染到
ＨＣＣ细胞系ＨｅｐＧ２和ＨｅｐＧ２．２．１５中，通过ＲＴｑＰＣＲ
和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测两种细胞系中ＵＨＲＦ２的过表
达效率。结果显示，与空载体组比较，ＨｅｐＧ２和
ＨｅｐＧ２．２．１５中ＵＨＲＦ２ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著

升高（Ｐ＜０．０１，图３）。
　　为了验证 ＵＨＲＦ２是否参与了 ＨＣＣ的增殖和转
移，将空载体与 ＵＨＲＦ２的表达质粒分别转染到两种
ＨＣＣ细胞系中进行细胞划痕实验和平板克隆实验，结
果显示，过表达 ＵＨＲＦ２可显著促进 ＨＣＣ细胞 ＨｅｐＧ２
和ＨｅｐＧ２．２．１５的迁移（Ｐ＜０．０１，图 ４、５）和增殖（Ｐ＜
０．０１，图６）。
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１：ｐＣＤＮＡ３．１３×Ｆｌａｇ空载体组；２：ｐＣＤＮＡ３．１３×ＦｌａｇＵＨＲＦ２载体组；ａ：Ｐ＜０．０１，与空载体组比较
Ａ：ＨｅｐＧ２（左）和ＨｅｐＧ２．２．１５（右）细胞中ＵＨＲＦ２ｍＲＮＡ表达；Ｂ：ＨｅｐＧ２（左）和ＨｅｐＧ２．２．１５（右）细胞中ＵＨＲＦ２蛋白表达

图３　ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＵＨＲＦ２在ＨＣＣ细胞系的过表达情况
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１：ｐＣＤＮＡ３．１３×Ｆｌａｇ空载体组；２：ｐＣＤＮＡ３．１３×ＦｌａｇＵＨＲＦ２载体组；ａ：Ｐ＜０．０１，与空载体组比较

图４　划痕实验（Ａ）观察ＨｅｐＧ２细胞的迁移及其定量分析（Ｂ）
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１：ｐＣＤＮＡ３．１３×Ｆｌａｇ空载体组；２：ｐＣＤＮＡ３．１３×ＦｌａｇＵＨＲＦ２载体组；ａ：Ｐ＜０．０１，与空载体组比较

图５　划痕实验（Ａ）观察ＨｅｐＧ２．２．１５细胞的迁移及其定量分析（Ｂ）
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１：ｐＣＤＮＡ３．１３×Ｆｌａｇ空载体组；２：ｐＣＤＮＡ３．１３×Ｆｌａｇ
ＵＨＲＦ２载体组；ａ：Ｐ＜０．０１，与空载体组比较

图６　平板克隆增殖实验观察ＨｅｐＧ２细胞（Ａ）和ＨｅｐＧ２．２．１５
细胞（Ｂ）的增殖

２．４　ＵＨＲＦ２过表达对 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路相关蛋白
的影响

　　为了进一步研究 ＵＨＲＦ２是通过何种机制来影响
ＨＣＣ的增殖和转移，通过ＧＳＥＡ基因富集分析，结果显

示：高表达 ＵＨＲＦ２的 ＨＣＣ患者中，基因集 ＨＡＬＬ
ＭＡＲＫ—ＰＩ３Ｋ—ＡＫＴ—ＭＴＯＲ—ＳＩＧＮＡＬＩＮＧ显 著 富 集。
其中ＥＮＳ＝２．０２６７，ＮＯＭＰ＝０，ＦＯＲｑ＝０．０００６（图７）。
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ的表达
水平。与对照组比较，过表达组的 ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡｋｔ水平
显著上调（Ｐ＜０．０５，图８），提示ＵＨＲＦ２可以激活ＰＩ３Ｋ
和Ａｋｔ蛋白，说明 ＵＨＲＦ２可能通过 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号途
径来调节ＨＣＣ细胞的迁移和增殖。

图７　基于ＵＨＲＦ２表达差异的ＧＳＥＡ分析
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１：ｐＣＤＮＡ３．１３×Ｆｌａｇ空载体组；２：ｐＣＤＮＡ３．１３×ＦｌａｇＵＨＲＦ２载体组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与空载体组比较

图８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测在ＨｅｐＧ２细胞（Ａ）和ＨｅｐＧ２．２．１５细胞（Ｂ）中ＵＨＲＦ２过表达对ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ及其磷酸化蛋白的影响

３　讨论

　　作为Ｅ３泛素连接酶，ＵＨＲＦ２的功能解释经历了
一个复杂而漫长的过程。ＵＨＲＦ２参与调控细胞周期、
表观遗传系统，影响基因在分化和发育中的表达［１１］。

ＵＨＲＦ２能与ＤＮＡ甲基转移酶和组蛋白甲基转移酶结
合，调控ＤＮＡ和组蛋白的甲基化状态［８］。它能调节组

蛋白翻译后修饰，包括Ｈ３Ｋ９ａｃ和 Ｈ３Ｋ１４ａｃ，诱导肿瘤
的发生［１０］。同时，发现 ＵＨＲＦ２与乙型肝炎病毒核心
蛋白相互作用后可以下调乙型肝炎病毒 ｃｃｃＤＮＡ的甲
基化［１２］。ＵＨＲＦ２通过其 ＲＩＮＧ指结构域泛素化 Ｐ２１
进而促进ＤＮＡ的损伤［１３］。多项研究表明，ＵＨＲＦ２在
不同癌症中的表达有所不同，甚至出现完全相反的结

果。例如，ＵＨＲＦ２在非小细胞肺癌、食管鳞癌、脑和中
枢神经系统癌中下调，在结直肠癌、乳腺癌和肝内胆管

癌中上调［６，１４－１６］。虽然很多研究报道了 ＵＨＲＦ２与癌

症之间的关系，但是ＵＨＲＦ２在癌症发展中的具体机制
作用尚不清楚，尤其是 ＵＨＲＦ２在 ＨＣＣ的机制还未有
报道。本研究结果显示，与癌旁组织相比，ＵＨＲＦ２基
因在ＨＣＣ组织中显著升高，提示 ＵＨＲＦ２可能参与了
ＨＣＣ的发生和发展。
　　本研究通过 ＴＣＧＡ公共数据库挖掘得知 ＵＨＲＦ２
在ＨＣＣ组织中高表达，重要的是，ＵＨＲＦ２的高表达提
示ＨＣＣ患者的预后较差，Ｃｏｘ多因素回归分析显示，
ＵＨＲＦ２的表达是影响 ＨＣＣ患者预后的独立危险因
素。同时，对２０例 ＨＣＣ患者的临床组织样本进行免
疫组化，结合患者相关临床参数分析，发现 ＵＨＲＦ２的
表达水平与 ＨＣＣ患者的肿瘤大小与肿瘤转移密切相
关。这表明ＵＨＲＦ２在肝癌的发生、发展中是一个促癌
基因，同时其极有可能参与ＨＣＣ的增殖和转移。为了
证实我们的猜想，表型研究在 ＨＣＣ细胞系中过表达
ＵＨＲＦ２，进行细胞的划痕和平板克隆实验，结果显示，
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ＵＨＲＦ２的确可以明显促进ＨＣＣ细胞的增殖和迁移。
　　在癌症发生、发展的各个阶段，癌细胞的迁移和增
殖都被认为是肿瘤发生的重要原因，而对细胞迁移和

增殖的分子机制进行深入研究可以为癌症的临床治疗

奠定基础。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ、Ａｋｔ／ｍＴＯＲ、Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ和
ＥＲＫ／ＪＮＫ信号通路对细胞增殖、分化、侵袭、迁移和
凋亡有着非常重要的作用，同时也有证据表明这些通

路与 ＨＣＣ的发展存在潜在的关系［１７－２１］。例如，Ａｋｔ／
ｍＴＯＲ信号通路对细胞增殖、凋亡和肝脏再生中有非
常重要的作用，ＥＧＦ可通过 Ａｋｔ磷酸化促进肝细胞的
增殖［２２］。也有研究发现，Ａｋｔ是肝癌发生、发展的重要
分子，Ａｋｔ的激活能促进肝癌细胞的增殖，抑制 Ａｋｔ信
号通路的激活，就可抑制肿瘤的增殖和生长［１８］。ＰＩ３Ｋ
是一种细胞内磷脂酰肌醇激酶。研究表明，ＰＩ３Ｋ在细
胞增殖、分化及迁移的过程中发挥关键作用，其活性的

提高与恶性肿瘤的发生密切相关［２２］。这意味着可以

通过降低ＰＩ３Ｋ和Ａｋｔ的磷酸化水平来抑制癌细胞的
增殖，抑制 Ａｋｔ相关信号通路被认为可以有效地进行
癌症的治疗。本研究显示，ＵＨＲＦ２与 ＨＣＣ的迁移和
增殖表型有关，深入探讨其机制，发现过表达 ＵＨＲＦ２
能够上调下游蛋白 ＰＩ３Ｋ和 Ａｋｔ蛋白的磷酸化水平。
也就是说 ＵＨＲＦ２可以促进 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的激
活，是ＵＨＲＦ２对 ＨＣＣ细胞 ＨｅｐＧ２和 ＨｅｐＧ２．２．１５迁
移和增殖发挥促进作用的途径。但是，ＵＨＲＦ２是通过
何种蛋白对 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路进行调节，ＵＨＲＦ２是
否还可以影响 ＨＣＣ的其他恶性表型指标等问题还需
要进一步研究。

　　综上所述，本研究探讨ＵＨＲＦ２在ＨＣＣ中的表达及
临床意义，证实了ＵＨＲＦ２在ＨＣＣ中的高表达，并且与
ＨＣＣ患者的不良预后紧密相关，其可能是激活 ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ信号途径影响ＨＣＣ细胞系的迁移和增殖能力。这
对ＨＣＣ患者的预后具有指导意义，同时也为其作为
ＨＣＣ新的诊断标志物和治疗靶点提供了新的思路。
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１８７．ＤＯＩ：１０．１１５９／０００４８８８６０．
［１７］ＹＡＮＧＳＸ，ＰＯＬＬＥＹＥ，ＬＩＰＫＯＷＩＴＺＳ．Ｎｅｗｉｎｓｉｇｈｔｓｏｎ

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴｐａｔｈｗａｙａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｏｕｔｃｏｍｅｓｉｎ
ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＴｒｅａｔＲｅｖ，２０１６，４５：８７－９６．
ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｔｒｖ．２０１６．０３．００４．

［１８］ＡＫＫＯＹ，ＢＥＲＲＡＫ?，ＡＲＳＡＮＥＤ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆ
ＰＩ３Ｋｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｒｉｇｇｅｒｅｄａｐｏｐｔｏｔｉｃｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆｃｕｒｃｕｍｉｎ
ｗｈｉｃｈｉｓｈｉｎｄｅｒｅｄｂｙＢｃｌ２ｔｈｒｏｕｇｈａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎ
ＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＢｉｏｍｅｄｅｃｉｎｅＰｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，２０１５，７１：

１６１－１７１．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｉｏｐｈａ．２０１５．０２．０２９．
［１９］ＲＥＤＤＹＤ，ＫＵＭＡＶＡＴＨＲ，ＴＡＮＴＺ，ｅｔａｌ．Ｐｅｒｕｖｏｓｉｄｅ

ｔａｒｇｅｔｓａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｙｔｈｒｏｕｇｈＭＡＰＫＷｎｔ／βｃａｔｅ
ｎｉｎａｎｄＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓｉｎｈｕｍａｎ
ｃａｎｃｅｒｓ［Ｊ］．ＬｉｆｅＳｃｉ，２０２０，２４１：１１７１４７．ＤＯＩ：１０．１０１６／
ｊ．ｌｆｓ．２０１９．１１７１４７．

［２０］ＦＵＸ，ＷＥＮＨＱ，ＪＩＮＧＬ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ１５５５ｐｐｒｏ
ｍｏｔｅｓｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｂｙｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ
ＰＴＥＮｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅＰＩ３Ｋ／Ａｋｔｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＳｃｉ，
２０１７，１０８（４）：６２０－６３１．ＤＯＩ：１０．１１１１／ｃａｓ．１３１７７．

［２１］ＭＯＨＡＭＥＤＥＡ，ＡＨＭＥＤＨＩ，ＺＡＫＹＨＳ．Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ
ｅｆｆｅｃｔｏｆｉｒｂｅｓａｒｔａｎａｇａｉｎｓｔｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎｉｎｄｕｃｅｄｎｅｐｈｒｏｔｏｘｉｃｉ
ｔｙｉｎｒａｔｓ：ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆＡＭＰＫ，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ，ａｎｄｍＴＯＲｓｉｇ
ｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］．ＣａｎＪＰｈｙｓｉｏｌＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０１８，９６
（１２）：１２０９－１２１７．ＤＯＩ：１０．１１３９／ｃｊｐｐ２０１８０２５９．

［２２］ＨＯＲＯＷＩＴＺＪＣ，ＯＳＴＥＲＨＯＬＺＥＲＪＪ，ＭＡＲＡＺＩＯＴＩＡ，ｅｔ
ａｌ．“Ｓｃａｒｃｉｎｏｍａ”：ｖｉｅｗｉｎｇｔｈｅｆｉｂｒｏｔｉｃｌｕｎｇｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ｃｅｌｌｉｎｔｈｅｃｏｎｔｅｘｔｏｆｃａｎｃｅｒｂｉｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＥｕｒＲｅｓｐｉｒＪ，
２０１６，４７（６）：１８４２－１８５４．ＤＯＩ：１０．１１８３／１３９９３００３．
０１２０１２０１５．

（收稿：２０２００２１３；修回：２０２００２１８）

（编辑　汪勤俭）
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