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ＡＰＥＸ家族在肝细胞癌中的作用及其作为生物标志物的分析研究

唐希贤，赵　楠，曹德东　　４３００６１武汉，武汉大学人民医院肿瘤中心

　　［摘要］　目的　分析 ＡＰＥＸ家族基因与蛋白在肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）中的作
用。方法　本研究利用公开数据库（ＴＣＧＡ和ＴＮＭｐｌｏｔ）收集ＨＣＣ和正常肝组织的表达数据，通过差异
表达分析、蛋白质蛋白质相互作用网络（ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｎｅｔｗｏｒｋｓ，ＰＰＩ）建构和基因集富集分
析（ｇｅｎｅｓｅｔｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＧＳＥＡ）探讨ＡＰＥＸ家族（ＡＰＥＸ１和ＡＰＥＸ２）在ＨＣＣ中的表达模式、功能
网络和潜在的生物学通路。采用ＲＯＣ曲线分析评估 ＡＰＥＸ家族成员作为 ＨＣＣ诊断标志物的潜力，并
通过生存分析探讨其与ＨＣＣ患者预后的相关性。通过ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肝细胞与ＨＣＣ细
胞中ＡＰＥＸ１、ＡＰＥＸ２ｍＲＮＡ和蛋白的表达水平，通过转染分别沉默 ＨＣＣ细胞中 ＡＰＥＸ１、ＡＰＥＸ２，通过
ＣＣＫ８、ＥｄＵ、划痕愈合实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测 ＡＰＥＸ１、ＡＰＥＸ２对 ＨＣＣ细胞的影响。结果　ＡＰＥＸ１
和ＡＰＥＸ２在ＨＣＣ样本中的表达水平显著高于正常肝组织（Ｐ＜０．０１）。根据公共数据库ＲＯＣ曲线分析
结果显示，ＡＰＥＸ１和ＡＰＥＸ２预测ＨＣＣ的ＡＵＣ值分别为０．９２２和０．９１７。ＰＰＩ网络分析揭示 ＡＰＥＸ家
族成员通过多种信号通路调控细胞周期。生存分析表明，与低表达相比，高表达 ＡＰＥＸ１、ＡＰＥＸ２的
ＨＣＣ患者的整体生存期显著缩短（Ｐ＜０．０５），ＡＰＥＸ１与 ＡＰＥＸ２与 Ｋｉ６７和 ＴＰ５３传统肿瘤生存预后因
子具有高相关性（Ｐ＜０．００１）。肝癌细胞中 ＡＰＥＸ１、ＡＰＥＸ２ｍＲＮＡ和蛋白的水平显著高于正常肝细胞
（Ｐ＜０．０５）。沉默 ＡＰＥＸ１、ＡＰＥＸ２后，ＨＣＣ细胞的增殖、迁移和侵袭能力均显著降低（Ｐ＜０．０５）。
结论　ＡＰＥＸ１和ＡＰＥＸ２可作为ＨＣＣ诊断和预后评估的潜在生物标志物，ＡＰＥＸ１和 ＡＰＥＸ２参与 ＨＣＣ
增殖和转移的调控为ＨＣＣ的早期诊断和个性化治疗提供了新的策略和靶点。
　　［关键词］　肝细胞癌；ＡＰＥＸ家族；诊断标志物；治疗靶点；生物信息学分析
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　　肝癌根据病理类型可以分为肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）、肝 内 胆 管 细 胞 癌 （ｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃ
ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＩＨＣＣ）和混合型肝癌（ｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，ｃＨＣＣ）。其中，ＨＣＣ
是最常见的类型，占肝癌的７０％～８５％，也是全球排名
第６的常见肿瘤，发病率和死亡率均居于恶性肿瘤前
列［１］。其流行病学背景涉及多种因素，包括地域、生

活方式、病毒感染等。乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，
ＨＢＶ）感染是我国肝癌主要的致病因素之一［２］。长期

慢性ＨＢＶ感染可导致肝硬化，并增加罹患肝癌的风
险。亚硝胺、黄曲霉毒素、长期酗酒和肥胖等同样是肝

癌的重要危险因素［３－６］。ＡＰＥＸ家族已知包含 ２个成
员（ＡＰＥＸ１和 ＡＰＥＸ２）。ＡＰＥＸ１与 ＡＰＥＸ２具有 ＤＮＡ
损伤修复以及氧化还原的功能。其中 ＡＰＥＸ１已被证
实在多种肿瘤的发生发展中具有显著改变，而 ＡＰＥＸ２
在肿瘤中的研究相对较少。ＡＰＥＸ家族中 ＡＰＥＸ１在
碱基切除修复途径中扮演关键角色，负责修复活性氧

（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）和活性氮 （ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｎｉｔｒｏｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＮＳ）造成的 ＤＮＡ损伤，同时也通过
其氧化还原功能维持多种转录因子的活性，并调控它

们的ＤＮＡ结合能力，影响肿瘤的发生发展。这些转录
因子 包 括 ＡＰ１、ＮＦκＢ［７］、ＨＩＦ１、ｐ５３和 ＳＴＡＴ３
等［８－１０］。ＡＰＥＸ家族蛋白在多种肿瘤中的异常表达与
肿瘤的发生发展密切相关。本研究通过系统生物信息

学方法探讨ＡＰＥＸ家族成员在ＨＣＣ的诊断、预后和治
疗中的作用，旨在为ＨＣＣ患者提供新的治疗靶点。

１　材料与方法

　　本实验所有实验试剂与细胞来自美国 ＡＴＣＣ公
司。泛癌分析在泛癌筛查（图 １）中，ＡＰＥＸ家族与
ＨＣＣ存在较高的相关性，结合我国肝癌高发态势，遂
选取肝癌中ＡＰＥＸ１与ＡＰＥＸ２作为研究对象。

１．１　数据获取与处理
　　ＲＮＡｓｅｑ数据分析：从癌症基因组图谱（ｔｈｅ
ｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｅａｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）的肝细胞癌项目（ｌｉｖｅｒ
ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＬＩＨＣ）中提取 ４２４个 ＨＣＣ样
本的ＲＮＡ序列数据（以 ＴＰＭ格式表示），并于该数据
库中选取５０个癌旁正常肝组织样本作为对照。
　　微阵列数据源：通过 ＴＮＭ ｐｌｏｔ在线数据库
（ｈｔｔｐｓ：／／ｔｎｍｐｌｏｔ．ｃｏｍ／ａｎａｌｙｓｉｓ／）获取了３７９个正常肝
组织、８０６个原发性ＨＣＣ组织和２４个转移性 ＨＣＣ组
织的微阵列转录组数据，以进一步验证 ＲＮＡｓｅｑ数据
分析结果。

１．２　ＡＰＥＸ家族表达差异分析
　　 利用 ＴＩＭＥＲ２．０在线数据库 （ｈｔｔｐ：／／ｔｉｍｅｒ．
ｃｉｓｔｒｏｍｅ．ｏｒｇ／）和ＴＮＭｐｌｏｔ数据库对ＡＰＥＸ１与ＡＰＥＸ２
在不同器官正常与肿瘤组织中的表达差异进行可视化

分析，以评估其在泛癌中的表达模式差异性。

１．３　ＨＣＣ中ＡＰＥＸ家族差异表达
　　使用 ＴＣＧＡＬＩＨＣ中的样本数据，对 ＡＰＥＸ１与
ＡＰＥＸ２在ＨＣＣ与癌旁正常组织中的差异表达进行统
计分析。应用ＲＯＣ曲线和曲线下面积（ａｒｅａｕｎｄｅｒｔｈｅ
ｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）分析，确定ＡＰＥＸ１与ＡＰＥＸ２区分ＨＣＣ组
织与正常组织的诊断潜力。

１．４　蛋白质蛋白质相互作用网络（ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｎｅｔｗｏｒｋｓ，ＰＰＩ）

　　通过 ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ公共平台数据库（ｈｔｔｐｓ：／／
ｇｅｎｅｍａｎｉａ．ｏｒｇ／）构建 ＰＰＩ图，探索 ＡＰＥＸ１与 ＡＰＥＸ２
与其他蛋白质之间的功能关系和相互作用，揭示

ＡＰＥＸ１与ＡＰＥＸ２在ＨＣＣ发病机制中的潜在作用。
１．５　基因集富集分析（ｇｅｎｅｓｅｔｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，

ＧＳＥＡ）
　　下载 ＭＳｉｇＤＢ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｇｓｅａｍｓｉｇｄｂ．
ｏｒｇ／ｇｓｅａ／ｍｓｉｇｄｂ）中的 ｃ２Ｒｅａｃｔｏｍｅ路径和 ｃ５基因集

８１５２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



的“ｇｍｔ”文件，利用 Ｒ软件包 ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ进行基因
集富集分析，识别与 ＡＰＥＸ家族成员表达显著相关的
生物学途径和功能。显著性阈值：Ｐ＜０．０５和ｑ＜０．２５。
１．６　免疫渗透和微环境分析
　　采用单样本基因集富集分析（ｓｓＧＳＥＡ）算法，评估
２４种免疫细胞群体和１４种免疫状态在ＨＣＣ中的渗透
情况。利用ＴＩＳＩＤＢ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｃｉｓ．ｈｋｕ．ｈｋ／ＴＩＳＩＤＢ／）
分析ＡＰＥＸ１与 ＡＰＥＸ２表达与免疫亚型之间的相关
性，进一步探讨其在调节ＨＣＣ免疫微环境中的作用。
１．７　细胞培养和转染
　　选取正常肝细胞系ＨＬ７７０２和ＨＣＣ细胞系Ｈｕｈ７、
ＳＭＭＣ７７２１、Ｂｅｌ７４０２并在 ２１％Ｏ２、５％ＣＯ２、３７℃和
９５％湿度。Ｈｕｈ７通过转染来沉默ＡＰＥＸ１和ＡＰＥＸ２，
将Ｈｕｈ７细胞在６孔板中培养，当细胞密度达到６０％
后，添加Ｏｐｔｉ（１００μＬ）和 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００（５μＬ）
并孵育５ｍｉｎ作为试剂 Ａ，或添加 Ｏｐｔｉ（１００μＬ）以及
ｓｉＡＰＥＸ１、ｓｉＡＰＥＸ２和ｓｉＮＣ质粒（２０ｎｇ／μＬ）并孵育
５ｍｉｎ作为试剂Ｂ。将试剂Ａ和Ｂ混合在一起并孵育
２０ｍｉｎ。１６ｈ后获得相应的细胞，用于后续实验。
１．８　ＲＴｑＰＣＲ实验
　　裂解细胞提取 ＲＮＡ，反转录合成 ｃＤＮＡ，使用
ｑＰＣＲ分析ＡＰＥＸ１与 ＡＰＥＸ２基因表达。引物序列如
下。ＡＰＥＸ１：（上游引物）５′ＴＴＣＴＴＴＧＣＧＧＣＣＧＴＣＴＴＡ
ＣＴ３′，（下游引物）５′ＧＣＡＧＴＣＴＧＡＡＣＧＧＣＡＡＣＧ３′；
ＡＰＥＸ２：（上游引物）５′ＡＧＡＣＧＡＴＡＴＣＣＧＣＡＴＣＣＡＧＣ３′，
（下游引物）５′ＧＧＡＧＧＴＧＴＴＣＣＡＧＣＣＣＴＴＴＡ３′；ＧＡＰＤＨ：
（上游引物）５′ＡＧＴＴＡＡＡＡＧＣＡＧＣＣＣＴＧＧＴＧＡ３，（下
游引物）５′ＴＴＧＣＧＴＣＧＣＣＡＧＣＣＧ３′。
１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
　　收集 ＨＬ７７０２、Ｈｕｈ７、ＳＭＭＣ７７２１和 Ｂｅｌ７４０２细
胞，使用裂解缓冲液得到等量的蛋白样品，并与电泳样

品缓冲液混合加热变性加载到ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶中进行
电泳分离。转移蛋白质到硝酸纤维膜上，室温下封闭

１ｈ，使用 ＣＰＴＣＡＰＥＸ１２孵育膜孵育，并在４℃培养
１２ｈ；使用 ＰＢＳＴ液冲洗４～５次，使用 ＨＲＰ标记二抗
并孵育，再次使用ＰＢＳＴ液体洗涤４～５次，使用化学发
光底物进行检测不同细胞之间蛋白含量差异情况，拍

照记录条带内容，并进行相应的数据分析。

１．１０　细胞活力检测
　　使用ＣＣＫ８试剂用于检测细胞活力。将 １００μＬ
的细胞悬浮液分配到 ９６孔板的每个孔中，并在 ２４、
４８、７２和９６ｈ监测细胞生长。随后，向每个孔中加入
１０μＬ的 ＣＣＫ８溶液，继续孵育２ｈ以完成细胞活性
反应。使用酶标仪在４５０ｎｍ波长下测量每个孔的光
密度值［Ｄ（４５０）］，以评估细胞生长情况。

１．１１　细胞增殖检测
　　将Ｈｕｈ７细胞消化后接种于９６孔板，每孔１×１０４

个细胞，培养过夜。加入 １０μｍｏｌ／Ｌ的 ＥｄＵ工作液，
３７℃孵育２ｈ以标记增殖细胞。用ＰＢＳ洗涤并用４％
多聚甲醛固定细胞３０ｍｉｎ。固定后，用 ０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ
１００的 ＰＢＳ通透化细胞１５ｍｉｎ，以便染色剂进入。加
入反应液在室温下避光孵育３０ｍｉｎ以检测 ＥｄＵ标记
的细胞。用荧光显微镜观察并拍照，通过 ＥｄＵ阳性细
胞的比例评估细胞增殖情况。

１．１２　细胞迁移检测
　　通过划痕愈合实验评估细胞迁移能力。在６孔板
中培养细胞直至形成单层细胞。利用２００μＬ的塑料
移液器吸头在细胞单层上制造划痕，并记录初始划痕

的宽度（０ｈ）。细胞在无血清培养基中继续培养２４ｈ。
培养结束后，对划痕区域进行拍照，以评估细胞的愈合

情况。通过光学显微镜精确测量划痕前缘的迁移距

离，并计算其相对于初始划痕宽度的百分比，从而量化

细胞的迁移和增殖能力。

１．１３　细胞侵袭检测
　　使用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞侵袭能力。将基质
胶按照 １∶８的体积比例进行稀释，并将其加入
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ装置的上室，在３７℃下孵育３０ｍｉｎ，以使其
充分附着和固化。在２４孔板Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ装置的下室中
加入６００μＬ完全培养基，为细胞提供必要的营养支
持。将细胞在无血清培养基中于３７℃培养２４ｈ以进
行饥饿处理，使细胞处于更敏感的迁移状态。消化细

胞后，取１００μＬ细胞溶液（含５×１０５个细胞／ｍＬ）加入
已水合的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室。经过２４ｈ的迁移，移除未侵
入的细胞，并对渗入下室的细胞进行固定和染色，使用

９５％乙醇固定细胞，用 ０．１％结晶紫在室温下染色
２０ｍｉｎ，以便清晰地显现细胞形态。使用显微镜在
×４００倍视野下，随机选取５个视野进行细胞计数。
１．２　统计学分析
　　采用Ｒ软件进行统计分析，单因素 Ｃｏｘ生存分析
ＡＰＥＸ１与ＡＰＥＸ２表达与肝细胞性肝癌临床预后的关
系。采用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法绘制生存曲线。数据以 珋ｘ±ｓ
表示，组间差异采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验或单因素方差分
析进行。Ｐ＜０．０１表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＡＰＥＸ家族成员在ＨＣＣ中表达上调
　　在对生殖和消化系统肿瘤的广泛研究中，观察到
ＡＰＥＸ１与ＡＰＥＸ２基因及其表达产物在多种肿瘤中普
遍上调尤其是在ＨＣＣ中，这种上调现象尤为显著（图１）。
通过综合分析 ＴＣＧＡ数据库，ＨＣＣ样本中 ＡＰＥＸ１与
ＡＰＥＸ２的表达水平与正常肝组织相比有显著差异
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（Ｐ＜０．０１，图２）。
　　ＲＯＣ曲线分析揭示了 ＡＰＥＸ１和 ＡＰＥＸ２在区分
ＨＣＣ样本与正常肝样本方面的高诊断准确性，其ＡＵＣ

值分别为０．９２２和０．９１７（图２Ｄ）。这表明了 ＡＰＥＸ１
与ＡＰＥＸ２作为生物标志物的高诊断价值，也反映了它
们在早期肝癌诊断中的潜在应用可能性。
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Ａ：ＨＣＣ组织和正常肝组织之间ＡＰＥＸ１和ＡＰＥＸ２表达产物的差异表达　ａ：Ｐ＜０．０１；Ｂ、Ｃ：ＡＰＥＸ１和ＡＰＥＸ２在正常肝组织、原
发性ＨＣＣ组织和转移性ＨＣＣ组织中的表达；Ｄ：ＡＰＥＸ１和ＡＰＥＸ２的诊断ＲＯＣ曲线

图２　肝细胞癌（ＨＣＣ）中ＡＰＥＸ家族的表达和诊断价值
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２．２　ＡＰＥＸ１与 ＡＰＥＸ２与肝癌的进展和转移的相
关性

　　ＡＰＥＸ１与 ＡＰＥＸ２与肝癌进展和转移标志物（如
Ｋｉ６７和ＴＰ５３）的相关性分析显示，Ｋｉ６７和 ＴＰ５３Ａ与
ＡＰＥＸ１和 ＡＰＥＸ２之间存在相关性（Ｐ＜０．００１）；
ＡＰＥＸ１与ＡＦＰ的关联强于 ＡＰＥＸ２，但整体相关性较
弱（图３）。
２．３　ＡＰＥＸ１与ＡＰＥＸ２在ＨＣＣ患者中的预后价值
　　研究表明，与低表达组相比，ＡＰＥＸ１与 ＡＰＥＸ２高
表达的 ＨＣＣ患者显示出显著较短的总生存期（Ｐ＝
０．０２２，Ｐ＜０．００１，图４Ａ、Ｃ）。ＡＰＥＸ１高表达与较差的
疾病特异性生存趋势相关，但差异无统计学意义

（图４Ｂ），ＡＰＥＸ２的高表达则与更短的疾病特异性生
存显著相关（Ｐ＝０．０１７，图４Ｄ），表明 ＡＰＥＸ家族的高

表达与肝癌预后不良相关。

２．４　ＡＰＥＸ１与ＡＰＥＸ２在ＤＮＡ修复和信号调控中的
关键作用及其ＰＰＩ

　　通过ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ构建的ＰＰＩ网络揭示了 ＡＰＥＸ１
与ＭＵＴＹＨ、ＴＤＧ、ＯＧＧ１和ＳＭＵＧ１等蛋白质的密切相
关性（图５），在碱基切除修复途径、ＤＮＡ的脱甲基化
修复起到主要作用，其作用位点集中于８羟基鸟嘌呤
（８ＯＨｄＧ）和２羟基腺嘌呤（２ＯＨＡ）以及ＤＮＡ中的胸
腺嘧啶（Ｔ）和甲基化的胞嘧啶（ｍＣ）。ＡＰＥＸ２则与
ＰＤＥ１２、ＰＣＮＡ、ＮＥＤＤ４Ｌ存在密切联系，在调控ｃＧＭＰ／
ｃＡＭＰ信号通路、ＤＮＡ的复制和损伤修复、ＤＮＡ基因
重组、转录激活、染色质组装和细胞周期调控等方面起

到重要作用。
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图６　ＡＰＥＸ１（Ａ）与ＡＰＥＸ２（Ｂ）的ＧＳＥＡ分析

２．５　免疫应答与代谢通路分析
　　基于 Ｒｅａｃｔｏｍｅ途径的 ＧＳＥＡ揭示了 ＡＰＥＸ１与
ＡＰＥＸ２与免疫应答相关途径。ＡＰＥＸ１与Ｆｃｅｒｉ介导的
Ｃａ离子运动、磷脂在细胞吞噬中的作用均呈正相关
（图６Ａ）。ＡＰＥＸ２与免疫球蛋白 Ｆｃ受体活化呈正相
关，则在脂肪酸代谢途径中呈现负相关性（图６Ｂ）。
２．６　ＡＰＥＸ家族成员与免疫细胞浸润的关系
　　通过ｓｓＧＳＥＡ算法进行的富集分析揭示了 ＡＰＥＸ
家族成员与免疫细胞浸润及 ＨＣＣ肿瘤微环境中免疫
状态之间的密切关系。结果表明，ＡＰＥＸ１表达与辅助
性Ｔ细胞、辅助性Ｔ细胞２、中心记忆型Ｔ细胞呈正相
关，而与树突状细胞、细胞毒性细胞和辅助性Ｔ细胞１７
呈负相关（图７Ａ）。ＡＰＥＸ２表达则与效应记忆Ｔ细胞
和巨噬细胞呈正相关，与细胞毒性细胞、调节性 Ｔ细
胞、嗜酸性粒细胞和辅助性Ｔ细胞１７呈负相关（图７Ｂ）。
在ＡＰＥＸ１与 ＡＰＥＸ２高表达组群中，多数免疫细胞呈
减少趋势，提示高表达的 ＡＰＥＸ１与 ＡＰＥＸ２可能存在
免疫抑制（图７Ｃ、Ｄ）。ＡＰＥＸ１与细胞毒性细胞显著负
相关性（Ｐ＜０．０１），与辅助性Ｔ细胞呈显著正相关（Ｐ＜

０．０１），与树突状细胞显著负相关（Ｐ＜０．０１，图７Ｇ～Ｉ），
这一结果凸显了ＡＰＥＸ家族在调节肝癌免疫微环境中
的潜在作用。免疫亚型包括Ｃ１到Ｃ６，在这些亚型中，
ＡＰＥＸ１在 Ｃ１、Ｃ２、Ｃ４中高表达，在 Ｃ３亚型中表达水
平较低；而 ＡＰＥＸ２则在 Ｃ１中表达水平较低，在 Ｃ２、
Ｃ３、Ｃ４中表达较高（图７Ｅ、Ｆ）。
２．７　ＡＰＥＸ家族成员的遗传变异与肝癌预后的关联
　　通过对ＡＰＥＸ１与ＡＰＥＸ２的遗传变异进行详细研
究，结果发现ＡＰＥＸ１和 ＡＰＥＸ２的突变率均为３％，突
变类型主要为错义突变（图 ８Ａ）。进一步分析 ＡＰＥＸ
家族成员的基因突变与肝癌患者预后之间的关系，虽

然存在ＡＰＥＸ家族突变的 ＨＣＣ患者相比于无突变者
显示更差的总生存期趋势（Ｐ＝０．３６９，图 ８Ｂ），提示
ＡＰＥＸ家族成员的遗传变异与肝癌预后之间的复杂关
系，需要进一步的研究来阐明。

２．８　ＡＰＥＸ１、ＡＰＥＸ２在ＨＣＣ细胞系中的表达特征
　　ＨＣＣ细胞系 Ｈｕｈ７、ＳＭＭＣ７７２１、Ｂｅｌ７４０２中
ＡＰＥＸ１、ＡＰＥＸ２ｍＲＮＡ和蛋白的水平均显著高于正常
肝细胞系ＨＬ７７２１（Ｐ＜０．０１，图９）。

２２５２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５
Ａ、Ｂ：ＡＰＥＸ１与ＡＰＥＸ２表达与富集后免疫细胞浸润之间的关系；Ｃ、Ｄ：ＡＰＥＸ１与 ＡＰＥＸ２表达与免疫细胞之间的关系；
Ｅ、Ｆ：ＡＰＥＸ１与ＡＰＥＸ２与ＴＩＳＩＤＢ检测的 ＨＣＣ免疫亚型之间的相关性　Ｃ１：伤口愈合（ｎ＝２２）；Ｃ２：ＩＦＮγ显性（ｎ＝４５）；
Ｃ３：炎症（ｎ＝１３５）；Ｃ４：淋巴细胞耗竭（ｎ＝１５９）；Ｃ６：ＴＧＦβ占优势（ｎ＝１）；Ｇ～Ｉ：ＡＰＥＸ１与细胞毒性细胞、辅助性 Ｔ细
胞、树突状细胞的相关性

图７　ＡＰＥＸ家族成员与免疫细胞浸润的关系

３２５２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２２）
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ａ：Ｐ＜０．０１，与ＨＬ７７０２细胞比较
Ａ、Ｂ：ＲＴｑＰＣＲ检测ＡＰＥＸ１、ＡＰＥＸ２ｍＲＮＡ在ＨＣＣ中的表达水平；Ｃ～Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＰＥＸ１、ＡＰＥＸ２蛋白在ＨＣＣ中的表达水平

图９　ＡＰＥＸ１、ＡＰＥＸ２ｍＲＮＡ和蛋白的表达情况

２．９　沉默ＡＰＥＸ１和ＡＰＥＸ２对ＨＣＣ细胞增殖的影响
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示，与 ｓｉＮＣ１组相比，
ｓｉＡＰＥＸ１组与ｓｉＡＰＥＸ２组中 ＡＰＥＸ１与 ＡＰＥＸ２蛋白
表达降低（Ｐ＜０．０１，图 １０Ａ、Ｂ），提示转染成功沉默
Ｈｕｈ７细胞中 ＡＰＥＸ１和 ＡＰＥＸ２。与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组、ｓｉＮＣ１
组相比，ｓｉＡＰＥＸ１组与ｓｉＡＰＥＸ２光密度值明显降低，
且荧光显微镜下细胞数量明显减少，提示细胞增殖速

度明显降低（Ｐ＜０．０１，图１０Ｃ～Ｆ）。

２．１０　沉默 ＡＰＥＸ１和 ＡＰＥＸ２对 ＨＣＣ细胞迁移和侵
袭的影响

　　划痕愈合实验结果表明，与ｓｉＮＣ１组比较，ＡＰＥＸ１
与ＡＰＥＸ２分别沉默后，划痕区域细胞数目明显减少（Ｐ＜
０．０１，图１１Ａ、Ｂ），提示迁移能力明显减弱。Ｔｒａｓｎｗｅｌｌ实
验结果表明，ＡＰＥＸ１与ＡＰＥＸ２沉默后，ｓｉＡＰＥＸ１组与
ｓｉＡＰＥＸ２组侵袭基质胶深度相较于 ｓｉＮＣ１明显减少
（Ｐ＜０．０１，图１１Ｃ、Ｄ），提示侵袭能力明显减弱。

４２５２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与ｓｉＮＣ１组比较
Ａ、Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染后各组细胞中ＡＰＥＸ１、ＡＰＥＸ２蛋白的水平；Ｃ、Ｄ：ＣＣＫ８检测沉默 ＡＰＥＸ１、ＡＰＥＸ２对 Ｈｕｈ７细胞活
力的影响；Ｄ、Ｆ：ＥｄＵ检测沉默ＡＰＥＸ１、ＡＰＥＸ２对Ｈｕｈ７细胞增殖能力的影响

图１０　沉默ＡＰＥＸ１和ＡＰＥＸ２对ＨＣＣ细胞增殖的影响

５２５２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２２）



划
痕
填
充
区
!
!
"

划
痕
填
充
区
!
!
"

细
胞
侵
袭
度

细
胞
侵
袭
度

#$!%&!' #(!)*+,-

#(!./!-

#(!)*+,0

1
2
3

4
3

1
2
3

4
3

5

6

& 7

#(!.&!- #(!5*+,- #(!.&!- #(!5*+,1

14 !"

14 !"

14 !"

14 !"

14 !"

14 !"

14 !"

14 !"

8

8

14 !"14 !" 14 !"14 !"

8

8

ａ：Ｐ＜０．０１，与ｓｉＮＣ１组比较
Ａ、Ｂ：划痕愈合实验检测沉默ＡＰＥＸ１和ＡＰＥＸ２对Ｈｕｈ７细胞迁移能力的影响；Ｃ、Ｄ：Ｔｒａｓｎｗｅｌｌ实验检测沉默ＡＰＥＸ１和ＡＰＥＸ２
对Ｈｕｈ７细胞侵袭能力的影响

图１１　沉默ＡＰＥＸ１、ＡＰＥＸ２对ＨＣＣ细胞迁移和侵袭的影响

６２５２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（２２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



３　讨论

　　本研究表明肝细胞性肝癌中，ＡＰＥＸ１与 ＡＰＥＸ２
均有不同程度的表达异常，通过实验，证明当 ＡＰＥＸ１
与ＡＰＥＸ２表达受到抑制后能够对肿瘤细胞起到抑制
作用。公共数据的样本分析表明ＡＰＥＸ１与ＡＰＥＸ２在
多种肿瘤中均有升高趋势，ＳＵＮ等［１１］发现肝细胞肿瘤

生存期较差的患者中 ＡＰＥＸ１与 ＭＡＰ２Ｋ６表达正相
关；ＦＡＮ等［１２］在高级别浆液性卵巢腺癌预后较差的人

群中发现ＡＰＥＸ１与与ＮＰＭ１蛋白正相关；ＪＯ等［１３］的

研究发现结肠癌、肝癌、肺癌、肾癌或前列腺癌预后较

差的人群中术后 ＡＰＥＸ１水平升高。选取肝细胞肝癌
作为研究对象，利用公共数据库样本资料，分析出

ＡＰＥＸ１与ＡＰＥＸ２相较于正常组织在肿瘤组织与转移
组织中均有明显升高。经细胞实验验证在肝细胞性肝

癌细胞中ＡＰＥＸ１与 ＡＰＥＸ２明显升高。
　　在该研究中当ＡＰＥＸ１与ＡＰＥＸ２活性受抑表达降
低时，肝癌细胞生长减缓，迁移能力减弱。这提示在未

来抗肿瘤治疗中，ＡＰＥＸ１与 ＡＰＥＸ２拮抗剂有望成为
抗肿瘤药物。在ＢＥＨＲＯＵＺＩ等［１４－１７］的研究中，铂类相

关周围神经反应（卡铂除外）相较于 ＡＰＥＸ１表达量偏
高组反应更轻，口腔鳞状细胞癌术后顺铂化疗后无病

生存期和总生存期均较长［１７］。这些研究内容均提示

ＡＰＥＸ１与ＡＰＥＸ２与肿瘤的发生发展以及治疗存在相
关性。

　　通过相关性分析研究，ＡＰＥＸ１与 ＡＰＥＸ２与传统
肿瘤标记物（ＡＦＰ、ＴＰ５３、Ｋｉ６７）存在一定的相关性。
在该研究中，ＡＰＥＸ１和ＡＰＥＸ２与ＴＰ５３、Ｋｉ６７存在相
关性（Ｐ＜０．００１），在一定程度上能够作为预后评估的
相关标记物。同时，有文献表明ＡＰＥＸ１表达增加伴随
有ＴＧＦβ１水平升高，放射性肺炎的发生率增加，不利
于抗肿瘤治疗［１８］。另有研究表明，抑制 ＡＰＥＸ１其氧
化还原能力亦能够抑制病毒复制的能力［１９］。随着

ＡＰＥＸ１抑制剂的运用［２０］，肺癌细胞侵袭性下降，对于

药物的敏感性升高。ＷＵ等［２１］的研究中显示 ＡＰＥＸ１
与胆管癌预后有关［２２］，而 ＣＨＥＮ等［２３］的研究也显示

ＡＰＥＸ２表达升高促进了乳腺癌细胞的增殖和转移能
力。而ＡＰＥＸ１和ＡＰＥＸ２与ＡＦＰ尽管存在相关性，但
作为早期预测指标缺乏相关研究，尚不足以作为诊断

标记物。为此ＡＰＥＸ１与ＡＰＥＸ２是否存在于免疫相关
通路进行了相关探讨，发现多种免疫相关细胞在高表

达的样本中呈正相关，提示 ＡＰＥＸ１与 ＡＰＥＸ２在一定
程度上与免疫系统相关联，是否能够影响免疫治疗，尚

无相关研究报道。

　　本实验从公共数据获取大样本数据，分析了肝细

胞癌中 ＡＰＥＸ１与 ＡＰＥＸ２相关特性，与传统肿瘤标记
物进行相关性分析，认为能够作为预后相关因子，预测

疾病预后发展，并对其相关蛋白通路以及变异可能进

行相应模拟阐述，通过细胞实验验证 ＡＰＥＸ１与
ＡＰＥＸ２表达上调与肝细胞癌发生发展具有相关性，能
够为后续临床治疗提供新的治疗途径。本研究尚停留

于细胞学实验阶段，未对相关蛋白通路进行更深层次

研究，未进行动物实验，以及临床样本验证。后期将进

行动物实验验证ＡＰＥＸ１与ＡＰＥＸ２与肝细胞癌的相关
性，以及 ＡＰＥＸ１与 ＡＰＥＸ２相关抑制剂的抑瘤效果。
更进一步的从临床获取样本进行临床样本验证。

　　综上所述，本研究不仅揭示了 ＡＰＥＸ１和 ＡＰＥＸ２
在ＨＣＣ发病机制中的重要角色，也为开发新的诊断和
治疗策略提供了一定的基础。随着对这些分子在

ＨＣＣ中作用的进一步理解，以及新治疗方法的开发和
优化，有望为ＨＣＣ患者提供更有效的诊断工具和治疗
选项。
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