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摘要　 目的　 探究 ＰＡＱＲ４ 在肝细胞癌（ＨＣＣ）中的表达、预
后及其对 ＨｅｐＧ２ 细胞的增殖、侵袭、迁移和凋亡的影响。 方

法　 利用 ＴＣＧＡ 数据库中 ＨＣＣ 的数据分析 ＰＡＱＲ４ ｍＲＮＡ
在 ＨＣＣ 组织中的表达及对患者的预后意义。 构建 ｐｃＤ⁃
ＮＡ３. １⁃ＰＡＱＲ４ 实验组与 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ｖｅｃｔｏｒ 对照组的 ＨｅｐＧ２
细胞株。 采用 ＣＣＫ⁃８ 法检测过表达 ＰＡＱＲ４ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞

增殖的影响。 通过细胞划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭实验分别

检测过表达 ＰＡＱＲ４ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞迁移和侵袭能力的影响。
利用 ＰＩ 和 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 双染实验观察过表达 ＰＡＱＲ４ 对 ＨｅｐＧ２
细胞凋亡的影响。 结果 　 ＴＣＧＡ 数据库数据分析结果显示

ＰＡＱＲ４ ｍＲＮＡ 在 ＨＣＣ 组织中的表达高于癌旁组织 （Ｐ ＜
０. ０５），且 ＰＡＱＲ４ ｍＲＮＡ 高表达组 ＨＣＣ 患者的总体生存率

低于低表达组（Ｐ ＝ ０. ０１２）。 单因素回归分析显示 ＰＡＱＲ４
ｍＲＮＡ 表达水平 （ＨＲ：１. １０４，９５％ ＣＩ：１. ０５１ ～ １. １６０， Ｐ ＜
０. ００１）、 Ｔ 分期 （ＨＲ：１. ８１６，９５％ ＣＩ：１. ４４２ ～ ２. ２８７， Ｐ ＜
０. ００１）、Ｍ 分期 （ＨＲ：３. ９２４，９５％ ＣＩ：１. ２３０ ～ １２. ５１９， Ｐ ＝
０. ０２１）、病理分期（ＨＲ：１. ８７９，９５％ ＣＩ：１. ４６６ ～ ２. ４０８， Ｐ ＜
０. ００１）对 ＨＣＣ 患者的预后存在显著影响。 多因素回归分析

显示 ＰＡＱＲ４ ｍＲＮＡ 表达水平（ＨＲ：１. ３９６，９５％ ＣＩ：１. ０８１ ～
１. ８０４， Ｐ ＝ ０. ０１１）是 ＨＣＣ 患者预后的独立危险因素。 ＣＣＫ⁃
８ 实验、划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭实验结果表明，与对照组

相比，实验组中 ＨｅｐＧ２ 细胞的增殖、迁移、侵袭能力均明显

得到促进 （ Ｐ ＜ ０. ０５）。 细胞凋亡实验结果显示过表达

ＰＡＱＲ４ 可以抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡 （ Ｐ ＜ ０. ０５ ）。 结论 　
ＰＡＱＲ４ 在 ＨＣＣ 组织中高表达且与预后相关，过表达 ＰＡＱＲ４
促进 ＨｅｐＧ２ 细胞的增殖、侵袭、迁移并抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞的凋

亡。 ＰＡＱＲ４ 有可能成为 ＨＣＣ 诊断和预后的新标志物。
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　 　 原发性肝癌是临床上最常见的恶性肿瘤之一。
在 ２０１８ 年公布的全球 ３６ 种恶性肿瘤数据中，肝癌

患者占恶性肿瘤新发病例数 ４. ７％ ，位居第 ７ 位；肝
癌患者占死亡病例数 ８. ２％ ，位居第 ２ 位［１］。 原发

性肝癌中 ８５％ ～９０％病理分型为肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏ⁃
ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＨＣＣ） ［２］。 目前 ＨＣＣ 最有效的治

疗手段是早期手术，且早期诊疗患者的 ５ 年生存率

超过 ７０％ ，远高于晚期（低于 １６％ ） ［３］。 但 ＨＣＣ 起

病隐匿，大多数患者首次诊断即为中晚期，错过了最

佳手术时机［４］。 因此，寻找对 ＨＣＣ 敏感且特异性高

的新型生物标志物和新的肿瘤基因治疗靶点有重大

意义。
　 　 Ｐｒｏｇｅｓｔｉｎ ａｎｄ ａｄｉｐｏＱ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆａｍｉｌｙ ｍｅｍｂｅｒ ４
（ ＰＡＱＲ４ ） 属 于 ＰＡＱＲ 基 因 组 家 族 （ ＰＡＱＲ１⁃
ＰＡＱＲ１１）中的一员，定位于人类染色体 １６ｐ１３. ３，包
含 ３ 个外显子［５］。 已有研究表明 ＰＡＱＲ４ 参与人体

恶性肿瘤的发生发展，如乳腺癌［６］、非小细胞肺

癌［７ － ８］、前列腺癌［９］、胃癌［１０］，且 ＰＡＱＲ４ 都表现出

癌基因的特性。 但目前 ＰＡＱＲ４ 在 ＨＣＣ 中的表达及

其对 ＨｅｐＧ２ 细胞生物学特性影响的研究报道甚少。

１　 材料与方法

１． １　 生物信息学分析　 收集 ＴＣＧＡ（ｔｈｅ ｃａｎｃｅｒ ｇｅ⁃
ｎｏｍｅ ａｔｌａｓ）数据库中 ＰＡＱＲ４ 在 ＨＣＣ 中的基因表达

数据和临床数据，利用 Ｒ 语言整理两组数据，并分

析 ＰＡＱＲ４ 在 ＨＣＣ 中的表达差异及临床预后。
１． ２　 细胞培养及转染　 肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞株购自中

国典型培养物保藏中心。 ＨｅｐＧ２ 细胞培养于 １０％
胎牛血清（ＦＢＳ）、１％双抗（青霉素 ／链霉素）的 Ｄｕｌ⁃
ｂｅｃｃｏ 改良的 Ｅａｇｌｅ 培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｅａ⁃
ｇｌｅ ｍｅｄｉｕｍ， ＤＭＥＭ）中，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱

中。 细胞接种于 ６ 孔培养板，待贴壁后，使用阳离子

脂质载体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 将 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＰＡＱＲ４
质粒转染 ＨｅｐＧ２ 细胞作为实验组，将空载体 ｐｃＤ⁃
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ＮＡ３. １⁃ｖｅｃｔｏｒ 转染 ＨｅｐＧ２ 细胞作为其对照组。 转染

４８ ｈ 后收集细胞，通过 ＲＴ⁃ＰＣＲ（Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ）测

定法评估转染效率。
１． ３　 ＣＣＫ⁃８ 实验　 取对数生长期 ＨｅｐＧ２ 细胞接种

于 ９６ 孔板，２４ ｈ 后转染，分为实验组和对照组。 设置

复孔 ４ 个 ／组，分别于培养 ２４、４８、７２ ｈ 后加入 ＣＣＫ⁃８
试剂，每孔 １０ μｌ，放入 ３７ ℃培养箱孵育 ２ ｈ。 最后进

行检测（酶标仪波长 ４５０ ｎｍ），记录吸光度值。
１． ４　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验　 胰酶消化对照组和实验组细

胞，调整细胞密度为 １. ０ × １０８ 个 ／ Ｌ，并接种到含有

无血清培养基的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室上层中，加入细胞悬

液 １００ μｌ ／孔。 下室内加入 ６００ μｌ 新鲜培养基。 置

入配养箱中培育 ２４ ｈ 后，在室温下每孔加入 ４％ 多

聚甲醛 １ ｍｌ 固定 １０ ｍｉｎ，甲醇对细胞通透处理 ２０
ｍｉｎ，０. １％结晶紫染液染色 ２０ ｍｉｎ，棉签擦去上室未

迁移细胞，自然风干后在显微镜下以 ２００ 倍放大观

察染色细胞。 设置复孔 ３ 个 ／组。
１． ５　 划痕实验　 取对数生长期的对照组和实验组

细胞，分别用胰酶消化后铺于 ６ 孔板中，接种细胞约

５ × １０５ 个 ／孔。 继续培养至细胞铺满贴壁，用 １０ μｌ
消毒枪头垂直划痕， ＰＢＳ 冲洗 ３ 遍，加入无血清

ＤＭＥＭ 培养基置于培养箱中培养。 分别于 ０、２４、４８
ｈ 拍摄显微镜放大 ２００ 倍下的图片。
１． ６　 流式细胞仪检测细胞凋亡　 用胰酶消化对照

组和实验组的细胞，制成细胞悬浮液，调整密度为

１. ０ × １０５ 个 ／ ｍｌ，接种于 ９６ 孔板中培养 ４８ ｈ 后，ＰＢＳ
清洗 ２ 次，低温下加入 Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 重悬细胞。 室

温避光条件下取 １００ μｌ 结合缓冲液重悬细胞加入 ５
μｌ 的 ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ 反应 １０ ｍｉｎ，再加入 ５ μｌ 的碘

化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ， ＰＩ）反应 １０ ｍｉｎ。 最后加

入 ４００ μｌ Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 缓冲液，流式细胞仪检测细

胞凋亡。 设置复孔 ３ 个 ／组。

１． ７　 统计学处理　 本研究中 ＴＣＧＡ 数据库中数据

分析使用 Ｒ（ｖ. ４. ０. ２）完成，两组间的比较用 Ｗｉｌｃ⁃
ｏｘｏｎ ｓｉｇｎｅｄ⁃ｒａｎｋ 检验，多组连续型独立样本的比较

用 Ｋｒｕｓｋａｌ⁃Ｗａｌｌｉｓ 检验；Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 法绘制生存率

曲线，细胞实验数据分析使用 ＳＰＳＳ ２６. ０ 统计软件，
计量资料以 �ｘ ± ｓ 表示，两组间均数的比较用独立样

本 ｔ 检验，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＰＡＱＲ４ ｍＲＮＡ 在 ＨＣＣ 组织和癌旁组织中的

表达差异 　 收集整理出 ＴＣＧＡ 数据库中关于 ＨＣＣ
共 ４２４ 个样本，包括 ５０ 个癌旁组织和 ３７４ 个癌组

织，ＰＡＱＲ４ ｍＲＮＡ 在癌组织中的表达水平明显高于

癌旁组织，差异有统计学意义 （Ｐ ＜ ０. ００１），见图

１Ａ。 ５０ 例 ＨＣＣ 患者的配对癌组织和癌旁组织中，
癌组织中 ＰＡＱＲ４ ｍＲＮＡ 的表达水平高于癌旁组织，
差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ００１），见图 １Ｂ。
２． ２　 ＰＡＱＲ４ 与 ＨＣＣ 患者临床预后的关系　 在全

部 ３７４ 个癌组织样本中，ＰＡＱＲ４ ｍＲＮＡ 高表达组总

体生存率低于低表达组，且差异有统计学意义（Ｐ ＝
０. ０１２），见图 ２。 ＨＣＣ 患者 Ｃｏｘ 回归分析结果如表

１ 所示，单因素 Ｃｏｘ 分析结果显示 ＰＡＱＲ４ ｍＲＮＡ 表

达水平（ＨＲ ＝ １. １０４， ９５％ ＣＩ：１. ０５１ ～ １. １６０， Ｐ ＜
０. ００１）、 Ｔ 分期 （ ＨＲ ＝ １. ８１６， ９５％ ＣＩ： １. ４４２ ～
２. ２８７， Ｐ ＜ ０. ００１）、Ｍ 分期（ＨＲ ＝ ３. ９２４，９５％ ＣＩ：
１. ２３０ ～ １２. ５１９， Ｐ ＝ ０. ０２１ ）、 病 理 分 期 （ ＨＲ ＝
１. ８７９， ９５％ ＣＩ：１. ４６６ ～ ２. ４０８， Ｐ ＜ ０. ００１）对 ＨＣＣ
患者的预后存在显著影响。 多因素 Ｃｏｘ 分析结果显

示 ＰＡＱＲ４ ｍＲＮＡ 表达水平（ＨＲ ＝ １. ３９６， ９５％ ＣＩ：
１. ０８１ ～ １. ８０４， Ｐ ＝ ０. ０１１）是 ＨＣＣ 患者预后的独立

危险因素。
２． ３　 过表达 ＰＡＱＲ４ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖的影响　

图 １　 采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ ｓｉｇｎｅｄ⁃ｒａｎｋ 检验分析 ＰＡＱＲ４ 在非配对和配对的癌组织和癌旁组织样本中的表达水平

Ａ：非配对；Ｂ：配对；与癌旁组织比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１
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表 １　 Ｃｏｘ 回归比例风险模型分析 ＨＣＣ 患者 ＰＡＱＲ４ ｍＲＮＡ 表达水平及其他临床病理特征与总生存率的相关性（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ２３５）

临床病理参数
单因素分析

ＨＲ 值 ９５％ ＣＩ Ｐ 值

多因素分析

ＨＲ 值 ９５％ ＣＩ Ｐ 值

年龄∗ １． ００７ （０． ９８９ ～ １． ０２５） ０． ４８０ １． ０１４ （０． ９９４ ～ １． ０３５） ０． １６９
性别＃ ０． ７７８ （０． ４８８ ～ １． ２４４） ０． ２９５ １． ２０５ （０． ７０４ ～ ２． ０６０） ０． ４９６
病理分级＃ １． ０１３ （０． ７４３ ～ １． ３８０） ０． ９３４ １． ０９５ （０． ７８４ ～ １． ５３１） ０． ５９４
病理分期＃ １． ８７９ （１． ４６６ ～ ２． ４０８） ＜ ０． ００１ ０． ９６３ （０． ３５９ ～ ２． ５８２） ０． ９４０
Ｔ 分期＃ １． ８１６ （１． ４４３ ～ ２． ２８７） ＜ ０． ００１ １． ７６８ （０． ７２８ ～ ４． ２９８） ０． ２０８
Ｎ 分期＃ ２． ０７０ （０． ５０６ ～ ８． ４７１） ０． ３１２ ２． ６０７ （０． ４２２ ～ １６． １２７） ０． ３０３
Ｍ 分期＃ ３． ９２４ （１． ２３０ ～ １２． ５１９） ０． ０２１ １． ７０７ （０． ４４５ ～ ６． ５５６） ０． ４３６
ＰＡＱＲ４ ｍＲＮＡ 表达水平∗ １． １０４ （１． ０５１ ～ １． １６０） ＜ ０． ００１ １． ３９６ （１． ０８１ ～ １． ８０４） ０． ０１１

　 　 ＃：定性资料；∗：定量资料；定性资料赋值情况：性别（女 ∶ 男 ＝ ０ ∶ １），病理分级（Ｇ１ ∶ Ｇ２ ∶ Ｇ３ ∶ Ｇ４ ＝ １ ∶ ２ ∶ ３ ∶ ４），病理分期（ ｓｔａｇｅ Ⅰ ∶
ｓｔａｇｅ Ⅱ ∶ ｓｔａｇｅ Ⅲ ∶ ｓｔａｇｅ Ⅳ ＝１ ∶ ２ ∶ ３ ∶ ４），Ｔ 分期（Ｔ１ ∶ Ｔ２ ∶ Ｔ３ ∶ Ｔ４ ＝ １ ∶ ２ ∶ ３ ∶ ４），Ｎ 分期（Ｎ０ ∶ Ｎ１ ＝ ０ ∶ １），Ｍ 分期（Ｍ０ ∶ Ｍ１ ＝ ０ ∶ １）

图 ２　 ＰＡＱＲ４ ｍＲＮＡ 表达水平对 ＨＣＣ 患者的总体生存的影响

ＣＣＫ⁃８ 法检测结果显示，２４、４８、７２ ｈ 时实验组的 ＯＤ
值较对照组更高，差异有统计学意义 （ ｔ ＝ ４. ０５、
１０. ４７、３. ８２， Ｐ ＜ ０. ０５ ）。 见图 ３。 上述结果表明

ＰＡＱＲ４ 促进了 ＨｅｐＧ２ 细胞的增殖。
２． ４　 过表达 ＰＡＱＲ４ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞侵袭的影响　
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验结果显示，２４ ｈ 后实验组侵袭细胞数

较对照组更多，差异有统计学意义（ ｔ ＝ ６. ０３， Ｐ ＜
０. ０１）。 见图 ４。 结果表明 ＰＡＱＲ４ 增加了 ＨｅｐＧ２ 细

胞的侵袭能力。
２． ５　 过表达 ＰＡＱＲ４ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞迁移的影响　
划痕实验结果显示，２４、４８ ｈ 后实验组愈合率较对

照组更高，差异有统计学意义（ ｔ ＝ ９. １３、４. ４０， Ｐ ＜
０. ０５）。 见图 ５。 以上表明 ＰＡＱＲ４ 增加了 ＨｅｐＧ２ 细

胞的迁移能力。
２． ６　 过表达 ＰＡＱＲ４ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡的影响　
流式细胞仪检测结果显示，４８ ｈ 后实验组细胞存活

率高于对照组，差异有统计学意义（ ｔ ＝ ４１. ４４， Ｐ ＜
０. ００１）。 见 图 ６。 此 结 果 表 明 ＰＡＱＲ４ 抑 制 了

ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡。

图 ３　 ＣＣＫ⁃８ 检测 ＰＡＱＲ４ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖的影响

与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ４　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测 ＰＡＱＲ４ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞侵袭的影响　 × ２００

与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ５　 划痕实验检测 ＰＡＱＲ４ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞侵袭的影响　 × ２００

与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

图 ６　 ＰＩ ＆ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 检测 ＰＡＱＲ４ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡的影响

与对照组比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

３　 讨论

　 　 ＰＡＱＲ 家族（ＰＡＱＲ１⁃ＰＡＱＲ１１）基因最先由 Ｔａｎｇ
ｅｔ ａｌ［５］于 ２００５ 年定义并命名，该家族所有成员所编

码的蛋白都包含 ７ 个跨膜域，但其拓扑结构又不同

于传统的 Ｇ 蛋白偶联受体蛋白。 目前，国内外已有

研究表明人体内 ＰＡＱＲ 家族基因的异常表达与体内

恶性肿瘤的发生发展密切相关，如胃癌［１１］、结肠

癌［１２］、肝癌［１３］ 等。 ＰＡＱＲ４ 作为 ＰＡＱＲ 家族基因中

的一员在肿瘤的发生中同样起着关键作用，有报

道［１４］表明 ＰＡＱＲ４ 和 ＳＫＰ２ 通过相互之间的拮抗作

用调节老鼠体内 ＣＤＫ４ 蛋白的水平进而间接参与肿

瘤的发生发展。 这为后续 ＰＡＱＲ４ 在人体内肿瘤的

相关研究提供了线索，但目前国内外关于 ＰＡＱＲ４ 在

ＨＣＣ 中的表达及意义的研究甚少。
　 　 Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ［６］研究表明 ＰＡＱＲ４ ｍＲＮＡ 的表达水

平在乳腺癌组织及配对癌旁组织中的表达存在差

异，且 ＰＡＱＲ４ ｍＲＮＡ 的高表达与乳腺癌患者更差的

预后相关。 在非小细胞肺癌患者的癌组织中

ＰＡＱＲ４ 呈现出高表达状态，且 ＰＡＱＲ４ 高表达的非

小细胞肺癌患者相对于 ＰＡＱＲ４ 低表达的患者的总

体生存率更低［８］。 ＰＡＱＲ４ ｍＲＮＡ 在前列腺癌组织

中的表达量相对于其配对癌旁组织中的表达量高，
且 ＰＡＱＲ４ ｍＲＮＡ 的高表达与前列腺癌的大小、病理

分期和远处转移相关［９］。 ＰＡＱＲ４ ｍＲＮＡ 在胃癌组

织中的表达水平高于癌旁组织［１０］。 这些研究均提

示 ＰＡＱＲ４ 在人体恶性肿瘤的发生中表现出癌基因

的特性。 在该研究中，利用从 ＴＣＧＡ 数据库中获得

的高通量 ＲＮＡ 测序数据，对 ＰＡＱＲ４ 在 ＨＣＣ 中的表

达和预后进行了生物信息学分析；结果显示 ＰＡＱＲ４
ｍＲＮＡ 在 ＨＣＣ 组织中高表达，且 ＰＡＱＲ４ ｍＲＮＡ 高

表达的 ＨＣＣ 患者总体生存率更低。 这与国内外研

究结果基本一致。 此外，该研究还表明 ＰＡＱＲ４ ｍＲ⁃
ＮＡ 的表达水平是 ＨＣＣ 患者的独立预后因素，这说

明在该研究中所涉及的临床病理特征中，ＰＡＱＲ４
ｍＲＮＡ 的表达水平对 ＨＣＣ 患者预后有明显的影响。
由于该研究中所纳入的临床病理特征有限，ＰＡＱＲ４
ｍＲＮＡ 的表达水平在纳入更多临床病理特征的多因

素分析中是否仍是 ＨＣＣ 患者预后的独立影响因素

需要进一步研究。
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　 　 为了进一步探讨 ＰＡＱＲ４ 与肝癌的关系，该研究

通过构建 ＰＡＱＲ４ 过表达的 ＨｅｐＧ２ 细胞株，结果提

示过表达 ＰＡＱＲ４ 可显著促进 ＨｅｐＧ２ 肝癌细胞的增

殖、侵袭、迁移，与此同时，ＰＩ 和 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 双染实验

的结果也表明过表达 ＰＡＱＲ４ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡起

抑制作用。 Ｗｕ ｅｔ ａｌ［７］的研究表明过表达 ＰＡＱＲ４ 促

进 Ａ５４９ 肺癌细胞增殖、侵袭、迁移。 过表达 ＰＡＱＲ４
能够促进 ＰＣ５３ 和 ＤＵ１４５ 前列腺癌细胞的增殖、侵
袭、转移和上皮 － 间质细胞之间的转换［９］。 在胃癌

中 ｍｉＲ⁃３７０ 的直接作用靶点在 ＰＡＱＲ４ 的 ３′ＵＴＲ，
ｍｉＲ⁃３７０ 的 敲 除 会 导 致 ＳＧＣ７９０１ 胃 癌 细 胞 中

ＰＡＱＲ４ 的表达量增加；与此同时，过表达 ＰＡＱＲ４ 能

够逆转 ｍｉＲ⁃３７０ 对胃癌细胞的增殖、侵袭和上皮 －
间质细胞之间的转换［１０］。 国内外研究均提示

ＰＡＱＲ４ 过表达促进癌细胞的增殖、侵袭和迁移，这
与该研究结果相同。 以上提示 ＰＡＱＲ４ 有可能成为

预测 ＨＣＣ 的候选生物标志物。
　 　 综上所述，该研究初步探讨了 ＰＡＱＲ４ 基因对

ＨＣＣ 患者预后影响及其在 ＨｅｐＧ２ 细胞中的作用，证
明了 ＰＡＱＲ４ 在 ＨＣＣ 组织中高表达且与预后相关，
过表达 ＰＡＱＲ４ 促进 ＨｅｐＧ２ 细胞的增殖、侵袭、迁
移，且过表达 ＰＡＱＲ４ 抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞的凋亡。
ＰＡＱＲ４ 有可能成为 ＨＣＣ 诊断和预后的新标志物。
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Ｃ２ ⁃神经酰胺在 Ａ５４９ ／ ＰＣ９ 细胞凋亡中的作用及影响
石伊宁１，２，刘嘉林２，刘芳芳１，方浩徽２，杨　 进１，陆友金１

摘要　 目的　 探讨 Ｃ２ 神经酰胺（鞘磷脂类物质之一）对非

小细胞肺癌（Ａ５４９ 和 ＰＣ９）细胞凋亡的影响。 方法　 培养非

小细胞肺癌细胞系（Ａ５４９ 和 ＰＣ９），提取总蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ，检测两种细胞中凋亡蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 及 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃
３ 蛋白的表达情况；使用 ＣＣＫ⁃８ 比色法筛选药物浓度；Ｈｏ⁃
ｅｃｈｓｔ ３３２５８ 凋亡染色检查细胞凋亡情况；流式细胞化学术检

测细胞凋亡比率，ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测凋亡蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达。
结果　 神经酰胺在 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度处理后细胞活力均在

７０％左右；与对照组相比，神经酰胺组凋亡蛋白表达升高（Ｐ
＜ ０. ０５）；流式细胞化学术及凋亡染色检测显示神经酰胺处

理组凋亡率与对照组相比增加（Ｐ ＜ ０. ０５）；在基因水平检测

ｍＲＮＡ 显示凋亡蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达增加（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论

　 Ｃ２ ⁃神经酰胺可以促使非小细胞肺癌细胞凋亡，从而为临

床肺癌的化疗提供新的治疗靶点。
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　 　 肺癌是全球最常见的癌症之一。 大约 ８５％ 的
肺癌是非小细胞肺癌，１５％ 是小细胞肺癌［１ － ２］。 随
着科学技术的发展，目前肺癌主要以化疗来控制病
情的进展，但随着其高耐药性和转移率的出现，致使
患者的 ５ 年生存率仍然很低［３］。 这就需要探索新的
治疗靶点及药物来提高患者的生存率。

神经酰胺是鞘脂代谢的核心分子，它是细胞信
号转导的重要参与者，并参与细胞生长、衰老、凋亡、
迁移、侵袭等生物过程［４］。 有研究［５］ 表明神经酰胺
可以激活丝氨酸 ／苏氨酸蛋白磷酸酶，从而改变线粒
体膜电位诱导细胞凋亡。 脂多糖 （ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａ⁃
ｒｉｄｅ，ＬＰＳ）在诱导巨噬细胞发生炎症时可以通过激
活酸性鞘磷脂酶从而诱导细胞内神经酰胺的产
生［６］，但具体的神经酰胺的作用并不完全清楚，需
进一步验证。 该研究将使用外源性 Ｃ２ ⁃神经酰胺作
用于非小细胞肺癌细胞系，观察其诱导癌细胞凋亡
后的形态及蛋白分子变化，并为临床肺癌的化疗靶
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