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陈思，唐艳萍，李科志，杨春，黄小青，陈秀娟，曹骥（广西医科大学附属肿瘤医院 实验研究部，广西 南宁

530021）

[摘 要] 目的：探讨应用基因芯片技术筛选出可能受细胞分裂周期因子25A（cell division cycle 25A，CDC25A）调控的基因，阐

明并验证CDC25A对肝癌相关基因的表达具有调控作用。方法：本课题组前期通过 siRNA干扰技术沉默人肝癌HepG2细胞中

CDC25A的表达并成功构建了肝癌裸鼠移植瘤模型。基于上述研究成果，在本研究中应用Affymetrix基因表达谱芯片技术进一

步筛选沉默CDC25A后肝癌移植瘤组织中的差异表达基因，并进行GO及KEGG分析，应用 qPCR对部分差异表达基因进行验

证。结果：通过芯片技术筛选出沉默CDC25A基因的肝癌移植组织中的差异表达基因188个，其中上调基因78个、下调基因110

个。这些差异表达基因主要涉及细胞增殖、细胞凋亡、蛋白复合物结合、细胞外间隙等方面，参与黏着斑、细胞外基质（extracellu‐

lar matrix，ECM）受体相互作用等通路的改变。qPCR对部分差异表达基因验证的结果显示，HIPK2 mRNA表达上调，微纤丝关联

蛋白 5（microfibrillar-associated protein 5，MFAP5）和细胞周期蛋白D1（cyclin D1，CCND1）mRNA表达下调，与芯片检测结果一

致。结论：应用人基因表达谱芯片技术成功筛选出沉默CDC25A后肝癌裸鼠移植瘤组织中的差异表达基因，为探究CDC25A影

响肝癌细胞生长提供了支持线索。
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Screen of differentially expressed genes in liver cancer xenograft tissues after
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[Abstract] Objective: To explore the genes that may be regulated by cell division cycle 25A (CDC25A) with gene chip technology,

and to elucidate and verify that CDC25A has a regulatory effect on the expression of liver cancer related genes. Methods: CDC25A

expression in human liver cancer HepG2 cells was silenced by siRNA interference technology and a nude mouse xenograft model of

liver cancer was successfully constructed in our previous research. Affymetrix human gene expression profiling microarray was used to

further screen differentially expressed genes (DEGs) after silencing CDC25A in liver cancer xenografts, and GO analysis and KEGG

analysis were performed. Some of the DEGs were verified by qPCR. Results: The chip screened 188 DEGs in liver cancer xenograft

tissues after CDC25A silence, including 78 up-regulated genes and 110 down-regulated genes. These DEGs mainly involved in cell

proliferation, apoptosis, protein complex binding, extracellular space, etc., and associated with the changes in pathways such as

focal adhesions and extracellular matrix (ECM) receptor interactions. qPCR showed that the expression of HIPK2 mRNA was up-regu‐

lated and the mRNA expressions of (microfibrillar-associated protein 5(MFAP5) and cyclin D1 (CCND1) were down-regulated, which

were consistent with the results of microarray detection. Conclusion: Using human gene expression profiling chip, the DEGs in liver

cancer xenograft tissues in nude mice after silencing CDC25A were successfully screened, providing effective clues for exploring the ef‐

fect of CDC25A on the growth of liver cancer.
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肝癌是最常见的恶性肿瘤之一，病死率很高。在

美国的2019年最新癌症统计报告中，肝癌的发病率和

病死率持续上升，上升速度高于其他癌症[1]。在男性中

肝癌死亡率上升1.6%，女性中上升2.7%[2]。随着对肝

癌分子机制的深入研究，一些基因被认为与肝癌有关，

但其机制尚不完全清楚。细胞分裂周期因子25A（cell

division cycle 25A，CDC25A）是CDC25家族的重要成

员，是一种双特异性蛋白磷酸酶，可水解酪氨酸和丝氨

酸/苏氨酸，使其去磷酸化。CDC25A在细胞周期进程

中发挥着至关重要的作用，其可通过激活Cyclin-CDK

复合物促进G1/S期、G2/M期的转化，是DNA损伤应答

的重要靶点[3-4]。CDC25A是癌基因，与肿瘤的发生发展

密切相关，是肝癌[5]、乳腺癌[6]、肺癌[7]、肠癌[8]等多种肿瘤

的治疗靶点。本课题组前期研究[9-10]发现，用RNAi沉默

CDC25A基因后可有效调控人肝癌细胞HepG2的增殖、

侵袭和转移，表明CDC25A可作为治疗肝癌的关键靶

点。因此，本研究通过Affymetrix芯片技术分别对沉默

和未沉默CDC25A基因的人肝癌HepG2细胞构建的裸

鼠移植瘤组织进行检测，寻找差异表达基因，初步探究

CDC25A对肝癌的作用机制。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

课题组前期采用慢病毒 LV-shRNA-CDC25A和

LV-shRNA-NC分别转染HepG2细胞，再将转染成功

和未经转染的HepG2细胞分别接种裸鼠，构建敲降

CDC25A的LV组、NC组和Control组肝癌裸鼠移植

瘤模型[9-10]，取各组瘤组织保存在–80 ℃备用。

RNA提取试剂TRIzol购自美国 Invitrogen公司，

逆转录试剂盒（PrimeScript RT Reagent Kit）、qCR试

剂盒（PrimeScript RT Reagent）均购自TaKaRa宝生物

工程（大连）有限公司，人基因表达谱芯片（GeneChip®

PrimeViewTM Human Gene Expression Array）、人基因

表达谱芯片检测试剂盒（GeneChip 3' IVT Expression

Kit）均购自美国 Affymitrix 公司 ，凝胶电泳系统

（Bioanalyzer-2100）购自美国Agilent公司，超微量分

光光度计（NanoDrop 2000）、基因芯片洗涤工作站

（GeneChip FluidicsStation450）、基因芯片扫描仪

（GeneChip Scanner 3000）均购自美国 Thermo 公司。

引物由生工生物工程股份有限公司（上海）合成。

1.2 提取肝癌裸鼠移植瘤组织总RNA

采用TRIzol法提取LV、NC组移植瘤的总RNA，通

过超微量分光光度计检测其浓度和纯度，并用凝胶电

泳系统检测总RNA的完整性。当1.7<D260/D280<2.2且RIN

≥7.0 and 28S/18S>0.7时，样本质检合格。

1.3 基因芯片检测筛选敲降CDC25A后移植瘤组织

中表达显著改变的差异表达基因

采用 GeneChip® PrimeViewTM 人基因表达谱芯

片，包含 36 000多个转录本。首先将抽提到的 LV、

NC组（每组包含6个重复样本）的总RNA制备 Poly-A

RNA/总RNA混合物，使用“第一链 cDNA合成”程序

合成第一链 cDNA，第一链合成结束后立即进行“第

二链合成cDNA”程序合成第二链cDNA，随后进行体

外转录。通过人基因表达谱芯片检测试剂盒合成

aRNA，并纯化，将纯化的 aRNA加入配好的 aRNA片

段化反应液中进行片段化。在片段化后的 aRNA中

加入杂交反应液配成杂交混合物，然后与Affymitrix

芯片探针杂交,取出芯片，用基因芯片洗涤工作站对

芯片进行自动洗染，洗染完成后采用基因芯片扫描

仪扫描芯片，结果采用R-Project软件进行数据分析

及绘图，并采用 Expression console 软件对扫描结果

进行解析获得注释结果，根据两组样本间的基因表

达差异倍数（Fold change）（上调或下调倍数）>1.5且

显著性检验结果 P<0.05 的标准筛选出差异表达基

因。采用GO注释富集分析对筛选出来的差异表达

基因参与的生物过程（biological process，BP）、分子功

能（molecular function，MF）及细胞组分（cellular com‐

ponent, CC）进行分析；基于KEGG与BioCarta数据库

进行基因相关功能及生物学通路分析，通过Fisher精

确检验评价其差异程度。

1.4 qPCR验证部分差异表达基因在肝癌裸鼠移植

瘤组织中的表达水平

利用逆转录试剂盒将肝癌裸鼠移植瘤总RNA逆转

录为cDNA。qPCR方法检测CDC25A、同源结构域相

互作用蛋白激酶 2（homeodomain interacting protein

kinase 2，HIPK2）、微纤丝关联蛋白 5（microfibrillar-

associated protein 5，MFAP5）和细胞周期蛋白D1（cyclin

D1，CCND1）mRNA的表达水平，以GAPDH为内参。

应用Primer5.0软件设计引物（表1）。按qPCR试剂盒说明

操作，反应条件为95 ℃预变性30 s,变性95 ℃ 5 s、退火

60 ℃ 30 s共40个循环。每组样本设置3个重复孔，同

时扩增各样本的目的基因和内参基因，实验独立重复

3次。采用2－ΔΔCt分析法计算目的mRNA的相对表达量。

1.5 统计学处理

采用SPSS 19.0软件分析，呈正态分布的计量资

料采用 x̄±s 表示，以独立样本 t检验分析正态分布数

据的组间差异，以P<0.05或P<0.01表示差异具有统

计学意义。

2 结 果

2.1 成功构建敲降CDC25A的肝癌裸鼠移植瘤模型

qPCR 检测结果显示，LV 组中 CDC25A mRNA
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相对表达量明显著低于 NC 组和 Control 组[（0.32±

0.07）vs（0.99±0.05）、（1.05±0.10），均 P<0.05]，表明

肝癌移植瘤模型组织样本合格。

2.2 敲降CDC25A的肝癌移植瘤组织中筛选出 118

个差异表达基因

2.2.1 芯片数据质量评估 信号强度分布曲线图展

示了所有芯片探针的信号强度分布情况。不同样本

的信号强度分布曲线重合度越好，表示芯片实验的

可靠性越高。如图1所示，所有样本在一个信号强度

区间内的样本数的平均Z-score值均小于2，表示芯片

结果的可靠性均符合继续分析标准。

表1 qPCR引物序列

Tab.1 Primer sequences for qPCR

Gene
GAPDH

CDC25A

HIPK2

MFAP5

CCND1

Sequence
F: 5'-TGACTTCAACAGCGACACCCA-3'
R: 5'-CACCCTGTTGCTGTAGCCAAA-3'
F: 5'-TTCCTCTTTTTACACCCCAGTCA-3'
R: 5'-TCGGTTGTCAAGGTTTGTAGTTC-3'
F: 5'-GCCAGTCAACACCAGTCACCAC-3'
R: 5'-GGCTGCTGCTGCTGGAAGTG-3'
F: 5'-TGCTGGGATGAGAAATTTACCT-3'
R: 5'-ACTGGTGAAGCATAACTGATGA-3'
F: 5'-TACCGCCTCACACGCTTCCTC-3'
R: 5'-ACCTCCTCCTCCTCCTCTTCCTC-3'

图1 芯片信号强度分布曲线图

Fig.1 Signal strength distribution curve of chip probes

芯片相对对数信号强度箱线图（图 2）展示了所

有芯片的相对对数信号强度的分布情况，所有样本

的Z-score值中位数均小于2，表示该项目中的芯片实

验的重复性较好，符合继续分析标准。

芯片样本中，A2976为沉默CDC25A基因的肝癌

移植瘤（LV组），A2975为未沉默CDC25A基因的肝

癌移植瘤（NC组），A2974为正常肝癌细胞系HepG2

细胞构建的肝癌移植瘤（Control 组）。因 NC 组和

Control组的基因表达水平间差异极小，后续研究仅

针对LV组和NC组进行。

2.2.2 基因表达谱结果 根据明显的差异表达基因

（|Fold Change|>1.5 且 P<0.05）进行筛选并绘制火山

图（图3），分析得到差异表达基因共188个，其中上调

基因 78个、下调基因 110个；图 3中，横坐标数值以 2

为底的对数变换，代表差异倍数，纵坐标数值以10为

底的对数变换，代表差异有统计学意义的P值，红色

点为以|Fold Change|≥1.5且P<0.05为标准筛选的188

个差异表达基因，灰色点为其他无显著差异的基因。

选取差异表达基因中上调或下调差异较大且与肿瘤

相关的8个基因列于表2中。

图2 芯片相对对数信号强度箱线图

Fig.2 Boxplots of relative signal intensity values

图3 差异表达基因火山图

Fig.3 Volcano plots of differentially expressed genes

散点图（图 4）展示了LV组与NC组之间的信号

强度在直角坐标系平面上的分布情况，图中每一个

点的横纵坐标代表一个探针组在NC组和LV组中的

信号强度，平行的绿色实线为差异参考线，参考线内

区间的点代表信号强度无显著变化的探针组，区间

外的红色点代表在LV组中信号强度相对上调的探

针组（即对应代表该组中差异表达基因），绿色点代

表在NC组中信号强度相对上调的探针组。

利用筛选出的 188个差异表达基因的表达谱对

LV 和 NC 两组样本进行层次聚类分析并绘制热图

（图5）。在聚类分析热图中，红色表示基因的表达程

度相对上调，绿色表示基因的表达程度相对下调，黑

色表示基因的表达没有显著变化，灰色表示基因的

信号强度未检出。
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表2 敲降CDC25A基因后部分差异表达明显的基因

Tab.2 Part of the DEGs after the down-regulation of CDC25A gene

Gene

MFAP5

ANKRD1

KLRC2

CCND1

COL1A2

PTGFR

ACTC1

HIPK2

Description

microfibrillar associated protein 5

ankyrin repeat domain 1 (cardiac muscle)

killer cell lectin-like receptor subfamily C, member 2

cyclin D1

collagen, type I, alpha 2

prostaglandin F receptor (FP)

actin, alpha, cardiac muscle 1

homeodomain interacting protein kinase 2

Fold change

-4.472

-2.306

-2.234

-1.515

2.048

2.075

2.086

2.307

P

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

0.000

图4 芯片信号强度散点分布图

Fig.4 Scatter plots of signal intensity values of the chip

probes

图5 差异表达基因聚类分析结果

Fig.5 Hierarchical cluster analyses of differentially

expressed genes

差异表达基因染色体分布图（图6）展示了差异表

达基因在染色体的分布情况，该图展示了人24条染色

体的基本结构，以及差异表达基因在每条染色体上的

具体位置。图中红色代表上调基因在染色体上的分布

情况，绿色代表下调基因在染色体上的分布情况。

2.3 差异表达基因生物信息分析

GO分析是指基于Gene ontology数据库从参与

的生物学过程、具有的分子功能和所处的细胞组分

等3个方面对这些基因进行分类。其中，生物学过程

富集涉及细胞增殖、免疫系统过程、细胞凋亡等；分

子功能富集涉及蛋白复合物结合、大分子复合物结

合、细胞外基质结构组成等；细胞组分富集涉及细胞

外间隙、细胞外间质、高尔基体等（图7）。

图6 差异表达基因染色体分布

Fig.6 Chromosome distribution of differentially

expressed genes

图7 差异表达基因的GO富集

Fig.7 GO enrichment of differentially expressed genes
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Pathway分析是基于KEGG与BioCarta数据库富

集信号通路，分析结果显示共涉及5条信号通路和26

个基因，其中差异最明显的通路为黏着斑激酶（focal

adhesion kinase，FAK）通路。

2.4 肝癌裸鼠移植瘤组织中的部分差异性基因表达

变化与芯片检测结果一致

qPCR检测结果（图9）显示，与NC组相比，LV组

MFAP5、CCND1 mRNA表达量明显降低（均P<0.05），

而HIPK2 mRNA表达量明显升高（P<0.05），与芯片

检测结果一致。

图8 差异表达基因的Pathway富集

Fig.8 Pathway enrichment of differentially expressed genes

图9 qPCR验证部分差异表达基因

Fig.9 Verification of partial DEGs by qPCR

3 讨 论

CDC25A是一种具有双特异性的蛋白磷酸酶，由

524个氨基酸残基组成，含有N端的调节结构域和C

端的催化结构域。CDC25A通过对 cyclin-CDK合物

的去磷酸化和激活的作用正性调节CDK，进而CDK

数量增加，促进细胞周期进程[11]。CDC25A的过表达

可促进G1/S期和G2/M期的转变，引起细胞周期调控

异常，导致肿瘤的发生。在肝癌肿瘤的发生发展过

程中，CDC25A基因显示出促进作用[12]。有研究[13]发

现，肝癌组织中CDC25A呈高表达，其表达程度与肝

癌发生门脉转移呈显著的正相关，同时肝癌组织中

增殖细胞核抗原（proliferating cell nuclear antigen，

PCNA）的表达随CDC25A表达量的增加而增加，导

致肝癌细胞增殖能力提高。本课题组前期研究[9-10]中

证实 CDC25A 在肝癌组织中高表达，敲降 CDC25A

基因可抑制肝癌细胞的增殖、侵袭、转移能力和阻滞

细胞周期进程。

相比细胞体外培养，肝癌裸鼠移植模型实现了

体内观察人源肝癌细胞的生长，可以更加准确地反

映肝癌的生物学特性。为进一步探究CDC25A在肝

癌发生中潜在的分子机制，本研究通过人类基因表

达谱芯片筛选经RNA干扰敲降和未敲降CDC25A基

因的HepG2细胞构建的肝癌移植瘤组织的差异表达

基因，并对其进行生物信息学分析。芯片筛选出的

188个差异表达基因中，上调基因78个，下调基因110

个。利用GO和KEGG数据库对差异表达基因进行

富集分析发现，这些差异表达基因的功能主要富集

在细胞增殖、细胞凋亡、蛋白复合物结合、细胞外间

隙等方面的调控上，参与黏着斑、ECM受体相互作用

等通路的改变。选取部分差异表达基因进行 qPCR

验证发现，在沉默CDC25A基因的肝癌裸鼠移植瘤

中 HIPK2 mRNA 表达上调，MFAP5、CCND1 mRNA

表达下调，与芯片结果一致。CDC25A可能通过调控

这些差异表达基因，从而参与肝癌的增殖、侵袭、转

移等生物学过程。

HIPK2是一种抑癌基因，在肿瘤的发生发展及转

移过程中发挥重要作用。HIPK2通过激活各种下游

信号通路诱导肿瘤细胞凋亡，最显著的是通过激活

抑癌基因 p53起作用[14-15]。同时，HIPK2可介导Wnt/

β-catenin信号通路、磷酸化β-连环蛋白（β-catenin）,导

致蛋白酶体降解，影响靶基因（如VEGF）的转录，从

而抑制肿瘤血管生成[16-17]。因此推测，CDC25A可能

通过对HIPK2的负调控作用，进而促进肝癌进展。

MFAP5是一种多功能分泌蛋白，在整合弹性微

球、调节内皮细胞行为和细胞存活方面发挥重要作

用。MFAP5在许多恶性肿瘤中表达上调，促进肿瘤

的侵袭和转移。MFAP5可促进FAK、Erk1和 cJun的

磷酸化，激活ERK信号通路，进而促进肿瘤进展和转

移[18-19]。研究[20]表明，CDC25A可诱导ERK的磷酸化,

其是否通过调控MFAP5而影响ERK需进一步研究。

CDC25A可与CDK4、CDK6结合，使成视网膜细

胞瘤肿瘤抑制蛋白（retinoblastoma，Rb）磷酸化，诱导

转录因子E2F（transcription factor E2F）发挥及其转录

活性，促进细胞周期G1/S、G2/M期的进程 [21]。同时，

CDC25A 可通过对酸性核糖体磷蛋白大亚基（ribo‐

somal protein large P0，P0RPLP0）、丙酮酸激酶 M2
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（pyruvate kinase M2，PKM2）、钙蛋白酶小亚基（cal‐

pain small subunit 1，CPNS1）、生长因子受体结合蛋

白 2（growth factor receptor-bound protein 2，GRB2）的

调控来激活CCND1，促进细胞G1/S期的转化，从而

在许多肿瘤的发生发展中起到重要作用[22]。

本研究利用基因芯片技术筛选肝癌移植瘤中与

CDC25A相关的基因，并对部分差异表达基因进行了

初步验证，为深入探讨CDC25A在肝癌发生发展中

的促进作用机制提供了新的线索。但本研究主要反

映了基因在转录水平的改变，具有一定局限性，

CDC25A在肝癌中调控这些差异表达基因的具体机

制尚需后续进一步研究。
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