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摘要　 目的　 基于网络药理学与生物信息学探寻青蒿琥酯

（ＡＲＴ）治疗肝细胞癌（ＨＣＣ）的潜在靶点、通路及相关机制。
方法　 通过 ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ 数据库筛选 ＡＲＴ 的潜在作用靶

点，构建 ＰＰＩ 网络并进行可视化分析。 从 ＴＣＧＡ 数据库下载

４２４ 例 ＨＣＣ 样本数据，筛选潜在靶点基因的数据信息，并分

析差异表达的靶点基因；利用单 －多因素 ＣＯＸ 回归分析，筛
选关键靶点基因；用分子对接软件对 ＡＲＴ 和关键靶点基因

进行分子对接；用网络数据库 ＧＥＰＩＡ２ 对关键靶点基因进行

差异表达和生存分析；通过 Ｒ 语言进行 ＫＥＧＧ 通路富集分

析；通过 ＭＴＳ 实验、划痕实验验证 ＡＲＴ 对肝癌细胞增殖和迁

移的影响；ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证 ＦＡＢＰ５ 在肝癌细胞中

的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路蛋白变化水平。 结

果　 通过网络药理学筛选出 ２８２ 个潜在靶点基因，最终筛选

出 ３ 个关键靶点基因；ＦＡＢＰ５ 在 ＨＣＣ 中的生存分析有显著

的统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１）；分子对接显示 ＡＲＴ 和 ＦＡＢＰ５ 的

结合能最高；通路富集分析表明 ＦＡＢＰ５ 主要富集在 ＰＩ３Ｋ ／
ＡＫＴ 信号通路；细胞实验验证 ＡＲＴ 能抑制 ＦＡＢＰ５ 的表达水

平，ＡＲＴ 可以调节 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路，ＡＲＴ 能抑制肝癌细胞的

增殖和迁移。 结论　 ＡＲＴ 可能通过抑制 ＦＡＢＰ５ 调节 ＰＩ３Ｋ ／
ＡＫＴ 通路进而影响肝癌细胞的增殖和迁移，ＦＡＢＰ５ 可能作

为 ＡＲＴ 治疗 ＨＣＣ 的新靶点基因。
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　 　 肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是发

病率和死亡率较高的恶性肿瘤之一 ［１］，许多国家的

发病率和死亡率还在持续上升［２］。 多项研究［３ － ４］提

出了包含年龄、性别和肿瘤分级等在内的预后因素，
用于预测 ＨＣＣ 患者的生存状态，但目前 ＨＣＣ 的发

病机制仍未完全阐明。 近年来，靶向药物治疗 ＨＣＣ
获得了很多突破性进展，索拉非尼、青蒿琥酯（ａｒｔｅ⁃
ｓｕｎａｔｅ，ＡＲＴ）、吉非替尼等都体现出了治疗 ＨＣＣ 的

潜力［５ － ６］。 但目前 ＨＣＣ 全身治疗药物的疗效仍不

能让人满意，这需要更加深入地研究 ＨＣＣ 发生发展

机制，探寻药物的新靶点。 前期研究［７］表明 ＡＲＴ 可

以联合索拉非尼抑制 ＨＣＣ 的进展，该研究通过网络

药理学和生物信息学对 ＡＲＴ 治疗 ＨＣＣ 的潜在靶点

和详细分子机制进行深入探讨，并通过实验证明

ＡＲＴ 的详细作用机制及通路，为临床治疗 ＨＣＣ 提供

新思路。

１　 材料与方法

１． １　 材料　 ＳＫ⁃ＨＥＰ⁃１ 细胞为安徽理工大学医学院

常规保存；ＡＲＴ （大连美仑生物技术有限公司）；
ＤＭＥＭ 培养基、胰酶和优质胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ 公

司）；６ 孔细胞培养皿（美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司）；ＴＲＩｚｏｌ 试
剂、逆转录试剂盒 （赛默飞世尔科技中国有限公

司）；荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒（武汉爱博泰克生物科技

有限公司）；引物由生工生物工程（上海）有限公司

合成；ＲＩＰＡ 裂解液、５ × ＳＤＳ 上样缓冲液、ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ
凝胶配制试剂盒 （上海碧云天生物技术公司）；
ＰＶＤＦ 膜和 ＥＣＬ 曝光液 （美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）；
ＦＡＢＰ５ 兔单克隆抗体（美国 ＣＳＴ 公司，＃３９９２６Ｔ），
ＰＩ３Ｋ 兔单克隆抗体（美国 Ａｂｃａｍ 公司，＃ａｂ３２０８９），
ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 兔 单 克 隆 抗 体 （ 美 国 Ａｂｃａｍ 公 司，
＃ａｂ２７８５４５），ＡＫＴ 兔单克隆抗体（美国 ＣＳＴ 公司，
＃４６８５Ｓ）， ｐ⁃ＡＫＴ 兔单克隆抗体 （美国 ＣＳＴ 公司，
＃４０６０Ｔ），β⁃ａｃｔｉｎ 兔多克隆抗体（武汉爱博泰克生物

科技有限公司，＃ＡＣ０２６）；辣根过氧化物酶标记的羊

抗兔 ＩｇＧ 二抗 （赛默飞世尔科技中国有限公司，
＃Ｃ３１４６０）。 ＭＴＳ 试剂盒［普洛麦格（北京）生物技术

有限公司，＃Ｇ３５８０］。 高速台式冷冻离心机（德国
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Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司，型号：ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５４１７Ｒ）；酶标仪（美
国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司，型号：Ｅｐｏｃｈ ２）；梯度基因扩增仪

（珠海黑马医学仪器有限公司，型号：Ｈｅｍａ ９６００）；
实时荧光定量 ＰＣＲ 仪（赛默飞世尔科技中国有限公

司，型号：Ｑｕａｎｔｓｔｕｄｉｏ ３）；凝胶成像仪（英国 Ａｍｅｒ⁃
ｓｈａｍ 公司，型号：ＩｍａｇｅＱｕａｎｔ ８００）；倒置荧光显微镜

（德国 Ｌｅｉｃａ 公司，型号：ＤＭｉ８）。
１． ２　 方法　
１． ２． １ 　 ＡＲＴ 靶点预测 　 从 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库（ ｈｔ⁃
ｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｃｈｅｍ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ）下载药物 ＡＲＴ
的 ３Ｄ 结构， 将药物 ３Ｄ 结构上传到 ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ
（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｌｉｌａｂ⁃ｅｃｕｓｔ． ｃｎ ／ ｐｈａｒｍｍａｐｐｅｒ ／ ）数据库

（ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ 数据库是基于药物的效应基团的立

体结构来筛选其潜在的特异性靶标，找到药物分子

－潜在靶标之间最佳的映射姿势，是重要的计算钓

靶服务器［８］），运行得到 ＣＳＶ 格式结果文件。 将所

得到的靶点基因导入 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库，限定物种为

“ｈｕｍａｎ”，将检索得到的所有蛋白靶标校正为 Ｕｎｉ⁃
Ｐｒｏｔ ＩＤ，并得到靶标蛋白所对应的基因名。
１． ２． ２ 　 药物 － 靶点相互作用网络构建 　 把所有

ＡＲＴ 对应的靶点基因导入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｓｔｒｉｎｇ⁃ｄｂ． ｏｒｇ ／ ），限定物种“Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ”，并以置信

度≥０. ８，隐藏离散的点，得到潜在作用靶点与药物

互作关系。 随后在 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３． ６． １软件中将药物 －
靶点互作网络可视化。
１． ２． ３　 ＴＣＧＡ 数据库分析 　 从癌症基因组图谱数

据库（ＴＣＧＡ，ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｏｒｔａｌ． ｇ ｄｃ． Ｃａｎｃｅｒ． ｇｏｖ ／ ）下载

５０ 例 ＨＣＣ 癌旁样本和 ３７４ 例 ＨＣＣ 样本的 ＲＮＡ 测

序数据集以及相应的临床数据。 提取靶点基因在

ＨＣＣ 中的表达量，用 Ｒ 包（ ｌｉｍｍａ 和 ｐｈｅａｔｍａｐ）提取

差异表达基因，做出基因差异表达热图和火山图。
对差异表达基因进行 ＣＯＸ 单因素和多因素回归分

析，筛选关键靶点基因。
１． ２． ４ 　 分子对接 　 从 ＺＩＮＣ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｚｉｎｃ． ｄｏｃｋｉｎｇ．
ｏｒｇ ／ ）数据库下载 ＡＲＴ 的 ｍｏｌ２ 格式文件。 从 ＰＤＢ
数据库下载靶标的晶体结构，并运用 ＰｙＭＯＬ 软件进

行预处理，包括去除水分子、加氢等。 利用 Ａｕｔｏ
Ｄｏｃｋ Ｔｏｏｌｓ 软件将靶标晶体结构转换为 ｐｄｂｑｔ 格式

文件，并导入 ＡＲＴ 的 ｍｏｌ２ 格式文件，随后进行分子

对接［９］。 通过结合能评价 ＡＲＴ 和靶点的结合活性，
最后运用 ＰｙＭＯＬ 软件使对接文件可视化。
１． ２． ５ 　 ＧＥＰＩＡ２ 数据库验证 　 从 ＧＥＰＩＡ２ 数据库

（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｅｐｉａ２． ｃａｎｃｅｒ⁃ｐｋｕ． ｃｎ ／ ＃ｉｎｄｅｘ）验证关键靶

点基因在肝癌组织和正常组织中的表达，并对关键

靶点基因进行预后分析。
１． ２． ６　 靶点通路富集分析　 利用 Ｒ 包（ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏ⁃
ｆｉｌｅｒ）对获得的靶标进行 ＫＥＧＧ 通路分析，进一步研

究 ＡＲＴ 作用于 ＨＣＣ 细胞的分子机制。
１． ２． ７ 　 划痕实验 　 收集处于对数生长期的 ＳＫ⁃
ＨＥＰ⁃１ 细胞，以 ５ × １０５ 个 ／ ｍｌ 分别接种于细胞培养

皿中，对照组加 ＤＭＳＯ，实验组加 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＲＴ，
直至 ９０％ 融合，用 １０ μｌ 无菌枪头比着直尺用力划

横线；无菌 ＰＢＳ 轻轻冲洗细胞 ３ 次，洗去脱落的细

胞，加入无血清培养基，继续培养 ２４、４８ ｈ，分别于

０、２４、４８ ｈ 拍摄图像。
１． ２． ８ 　 ＭＴＳ 实验 　 收集处于对数生长期的 ＳＫ⁃
ＨＥＰ⁃１ 细胞，以每孔 ５ × １０３ 个接种于 ９６ 孔板中，每
组设置 ３ 个复孔。 待细胞贴壁后，实验组加入 １００
μｍｏｌ ／ Ｌ ＡＲＴ，对照组加入 ＤＭＳＯ，放入 ３７ ℃、５％
ＣＯ２培养箱中分别培养 ２４、４８、７２ ｈ 后，向每孔加入

２０ μｌ ＭＴＳ 继续培养 ４ ｈ。 然后再用酶标仪测定 ４９０
ｎｍ 处的吸光度，该实验重复 ３ 次。
１． ２． ９　 实时荧光定量 ＰＣＲ　 使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取

细胞总 ＲＮＡ 成分，逆转录获得 ｃＤＮＡ，存于 － ２０ ℃
冰箱备用。 使用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 试剂盒在荧光定量

ＰＣＲ 仪上进行 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测。 使用 ＧＡＰＤＨ 作为

内参基因。 ＦＡＢＰ５ 上游引物为 ５′⁃ＴＧＡＡＧＧＡＧＣＴＡ
ＧＧＡＧＴＧＧＧＡＡ⁃３′，下游引物为 ５′⁃ＴＧＣＡＣＣＡＴＣＴＧ⁃
ＴＡＡＡＧＴＴＧＣＡＧ⁃３′，产物长度 ２１２ ｂｐ；ＧＡＰＤＨ 上游

引物为 ５′⁃ＣＴＧＧＧＣＴＡＣＡＣＴＧＡＧＣＡＣＣ⁃３′，下游引物

为 ５′⁃ＡＡＧＴＧＧＴＣＧＴＴＧＡＧＧＧＡＡＴＧ⁃３′， 产 物 长 度

１０１ ｂｐ。 实验重复 ３ 次。 实验中样本基因的 Ｃｔ 值
通过 ＧＡＰＤＨ 的 Ｃｔ 值均一化，即△Ｃｔ ＝ Ｃｔ 样本 － Ｃｔ
内参，样本基因 ｍＲＮＡ 相对丰度值以 ２ －△△Ｃｔ 值表

示。
１． ２． １０　 蛋白提取与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　 将未处理

和加 ＡＲＴ 处理的 ＳＫ⁃ＨＥＰ⁃１ 细胞加 ＲＩＰＡ 裂解液提

取总蛋白，等量的细胞总蛋白经 ＳＤＳ⁃聚丙烯酰胺凝

胶电泳（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）分离后，转印至 ＰＶＤＦ 膜。 转膜

后于 ５％ 脱脂奶粉中室温封闭 １ ｈ，分别孵育 ａｎｔｉ⁃
ＦＡＢＰ５（１ ∶ １ ０００）， ａｎｔｉ⁃ｐ⁃ＰＩ３Ｋ （１ ∶ ２ ０００）， ａｎｔｉ⁃
ＰＩ３Ｋ（１ ∶ １ ０００），ａｎｔｉ⁃ｐ⁃ＡＫＴ（１ ∶ ２ ０００），ａｎｔｉ⁃ＡＫＴ
（１ ∶ １ ０００），ａｎｔｉ⁃β⁃ａｃｔｉｎ（１ ∶ ５０ ０００）一抗于 ４ ℃孵

育过夜。 隔天洗膜后，室温孵育辣根过氧化物酶偶

联的羊抗兔二抗（１ ∶ ２０ ０００）１ ｈ。 洗膜后采用 ＥＣＬ
发光液成像系统检测。 采用 ＩｍａｇｅＪ 软件进行图像

分析，β⁃ａｃｔｉｎ 为内参。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８． ０． １版本
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进行统计学分析。 每一个实验至少经过 ３ 次重复验

证，使用两样本 ｔ 检验方法分析比较两组间的差异，
Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 药物作用靶点的获取 　 通过 ＰｈａｒｍＭａｐｐｅｒ 数

据库得到 ＡＲＴ 的靶点基因，ＡＲＴ 靶点基因 ２９９ 个。
根据 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库查询到的蛋白质，对 ＡＲＴ 的作

用靶点进行注释，筛去 ＵｎｉＰｒｏｔ 数据库中不包含的作

用靶点，最终获得 ＡＲＴ 的靶点数为 ２８２ 个。
２． ２　 药物–靶点相互作用网络构建　 将药物靶点

整合后，导入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库中，限定物种“Ｈｏｍｏ
ｓａｐｉｅｎｓ”，设置置信度≥０. ８，隐藏离散的点，得到

１６２ 个潜在靶点蛋白，５６５ 条相互作用关系。 下载

ＰＰＩ 信息，将文件导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件中可视化，得
到药物 －靶点相互作用网络（图 １）。
２． ３　 ＨＣＣ 中关键靶点基因筛选　 从 ＴＣＧＡ 下载的

ＨＣＣ 数据中提取 ＡＲＴ 靶点基因的数据，获得 ２７８ 个

图 １　 药物 －靶点 ＰＰＩ互作网络

　 　 中间绿色菱形为药物，外周深绿色椭圆形为药物潜在靶点，红线

表示药物 － 蛋白相互作用，蓝线表示蛋白 － 蛋白相互作用

靶点基因，用 Ｒ 包分析 ２７８ 个靶点基因在 ＨＣＣ 中的

差异表达水平，筛选出 ３７ 个差异表达靶点基因（图
２Ａ），上调基因和下调基因（图 ２Ｂ）。 接着对 ３７ 个

差异表达基因进行单因素和多因素 ＣＯＸ 回归分析，
单因素筛选出 ６ 个差异表达靶点基因，多因素筛选

出 ３ 个差异表达靶点基因（图 ２Ｃ、Ｄ）。

图 ２　 ＨＣＣ 中差异表达基因分析

　 　 Ａ：３７ 个差异表达基因的热图；Ｂ：上调基因和下调基因的火山图，其中红色代表上调基因，绿色代表下调基因，黑色代表无差异表达的基

因；Ｃ：单因素 ＣＯＸ 回归分析；Ｄ：多因素 ＣＯＸ 回归分析
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２． ４　 ＦＡＢＰ５ 的结合能最高　 利用 Ａｕｔｏ Ｄｏｃｋ Ｔｏｏｌｓ
软件将 ＡＲＴ 和对应的 ３ 个靶点基因分别进行分子

对接。 可以看出 ＡＲＴ 与 ＦＡＢＰ５ 的结合能最大，ＡＲＴ
最有可能与 ＦＡＢＰ５ 结合（表 １，图 ３）。

表 １　 ＡＲＴ 与关键靶点蛋白对接结果

靶点名称 蛋白库名称 结合能（ｋｃａｌ ／ ｍｏｌ）

ＦＡＢＰ５ ５ｈｚ５ － ８． ７７

ＭＭＰ１２ ３ｆ１７ － ８． １６

ＴＮＮＣ１ １ｊ１ｄ － ５． ５２

２． ５　 ＦＡＢＰ５ 在肝细胞癌中更具有预后价值 　 ＧＥ⁃
ＰＩＡ２ 数据库分析发现 ＬＩＨＣ 患者中，ＦＡＢＰ５ 在癌组

织中的表达量显著高于正常组织且差异有统计学意

义（图 ４Ａ）。 ＭＭＰ１２ 在癌组织中的表达量也高于正

常组织但差异无统计学意义（图 ４Ｂ）。 ＴＮＮＣ１ 在正

常组织中高表达，但差异无统计学意义（图 ４Ｃ）。
ＧＥＰＩＡ２ 数据库预后分析发现 ＦＡＢＰ５ 高表达与患者

总生存率 （ ｏｖｅｒａｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ， ＯＳ） 低显著相关 （ Ｐ ＝
０. ００１ １）（图 ４Ｄ）。 ＭＭＰ１２（Ｐ ＝ ０. ０２２ ０） （图 ４Ｅ）、
ＴＮＮＣ１（Ｐ ＝ ０. ００９ ５） （图 ４Ｆ）高表达与患者 ＯＳ 低

也相关，但 ＦＡＢＰ５ 更显著。

图 ３　 分子对接

　 　 Ａ：ＡＲＴ 与 ＦＡＢＰ５ 对接；Ｂ：ＡＲＴ 与 ＭＭＰ１２ 对接；Ｃ：ＡＲＴ 与 ＴＮＮＣ１ 对接。 红色为蛋白分子；绿色为 ＡＲＴ；蓝色为对接残基；黄色为氢键，数
值表示氢键长短；氨基酸加数字表示某一位氨基酸；结合能为负值，负值的绝对值越大，结合能越大

图 ４　 ＧＥＰＩＡ２ 数据库差异表达和生存分析

　 　 Ａ：ＦＡＢＰ５ 在肝癌组织和正常组织内的差异表达；Ｂ：ＭＭＰ１２ 在肝癌组织和正常组织内的差异表达；Ｃ：ＴＮＮＣ１ 在肝癌组织和正常组织内的

差异表达；红色代表肝癌组织，灰色代表正常组织，与肝癌组织比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；Ｄ：ＦＡＢＰ５ 表达与 ＬＩＨＣ 患者 ＯＳ 的关系；Ｅ：ＭＭＰ１２ 表达与 ＬＩＨＣ
患者 ＯＳ 的关系；Ｆ：ＴＮＮＣ１ 表达与 ＬＩＨＣ 患者 ＯＳ 的关系
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图 ５　 靶点基因通路富集分析

２． ６　 靶点基因通路富集分析　 将 ＡＲＴ 的靶点基因

通过 Ｒ 语言进行 ＫＥＧＧ 通路分析，这些基因参与的

主要通路包括 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路、脂质和动脉粥

样硬化 （ ｌｉｐｉｄ ａｎｄ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ） 通路、前列腺癌

（ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ） 通路，其中 ＦＡＢＰ５ 富集在 ＰＩ３Ｋ ／
ＡＫＴ 信号通路（图 ５）。
２． ７　 ＡＲＴ 可能通过 ＦＡＢＰ５ 抑制 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号

通路进而抑制肝癌细胞增殖和迁移 　 划痕实验显

示，与对照组比较，ＳＫ⁃ＨＥＰ⁃１ 细胞加入 ＡＲＴ 刺激

４８ ｈ 后显著抑制细胞迁移（图 ６Ａ）。 ＭＴＳ 实验表

明，与对照组比较，ＡＲＴ 组能显著抑制细胞增殖（图
６Ｂ）。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，与对照组比较，ＳＫ⁃ＨＥＰ⁃１
细胞加入 ＡＲＴ 刺激 ４８ ｈ 后，ＦＡＢＰ５ 表达水平下降

（图 ６Ｃ）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，与对照组比较，
ＳＫ⁃ＨＥＰ⁃１ 细胞加入 ＡＲＴ 之后，ＦＡＢＰ５ 的蛋白水平

下降；ｐ⁃ＰＩ３Ｋ 和 ｐ⁃ＡＫＴ 的磷酸化水平下降（图 ６Ｄ）。

３　 讨论

　 　 近年来，虽然靶向药物治疗 ＨＣＣ 已经获得了突

破性进展，但目前 ＨＣＣ 全身治疗药物的效果仍不能

让人满意。 前期研究［７］ 发现 ＡＲＴ 可以通过增强索

拉非尼的药物敏感性，从而用于治疗 ＨＣＣ，但 ＡＲＴ
是否可以治疗 ＨＣＣ 以及其潜在靶标和机制仍不明

确，需要进一步研究。

　 　 基于网络药理学具有对“药物 － 靶点 － 疾病”
进行网络分析，从而系统找出药物与靶点之间的对

应关系，并揭示多种药物协同作用的优势。 已有大

量研究［１０ － １２］利用生物信息学、网络药理学等方法筛

选药物潜在靶点，并将药物与靶点进行分子对接后

分析其详细作用机制。 本研究借助网络药理学的方

法，对 ＡＲＴ 的潜在靶点进行筛选，共筛选出 ２８２ 个

靶点基因，利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件将靶点基因进行可视

化。 随后，下载 ＴＣＧＡ 数据库中 ＨＣＣ 测序数据，对
靶点基因进行差异表达分析，单 －多因素回归分析，
筛选出 ３ 个关键靶点基因，分别是 ＴＮＮＣ１、ＭＭＰ１２、
ＦＡＢＰ５。 有研究［１３］表明 ＴＮＮＣ１ 在 ＨＣＣ 中高表达，
而 ＴＮＮＣ１ 的高表达会促进肝癌细胞迁移。 ＭＭＰ１２
可能通过增加肿瘤组织中 ＦＯＸＰ３ ＋ Ｔｒｅｇ 的浸润水

平，促进 ＨＣＣ 的发生发展及免疫逃避［１４］。 研究发

现，ＦＡＢＰ５ 和多种肿瘤的发生发展密切相关，如

ＦＡＢＰ５ 可通过 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路调节肾透明细胞

癌细胞增殖［１５］，促进肾癌细胞生长和转移［１６］，影响

肾癌的进展。 ＦＡＢＰ５ 可通过调节肺内自然杀伤细

胞的成熟控制肺癌细胞转移［１７］。 ＦＡＢＰ５ 可促进前

列腺癌细胞增殖［１８ － １９］。 ＦＡＢＰ５ 在肝内胆管癌联合

淋巴结转移中显著过表达，并参与体外细胞增殖和

侵袭，表明 ＦＡＢＰ５ 可能与肝内胆管癌的进展有

关［２０］。 但是，ＦＡＢＰ５ 在肝癌中却鲜有研究。
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图 ６　 ＡＲＴ 对肝癌细胞增殖、迁移及对 ＦＡＢＰ５、ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、ｐ⁃ＡＫＴ 表达水平的影响

　 　 Ａ：细胞划痕实验 × ５０；Ｂ：ＭＴＳ 实验；Ｃ：ＦＡＢＰ５ 的相对表达量；Ｄ：ＦＡＢＰ５ 的蛋白表达水平和 ＡＲＴ 对 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路的影响；与对照组比

较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ０ ｈ 组比较：＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１，＃＃＃＃Ｐ ＜ ０. ０００ １

　 　 利用 Ａｕｔｏ Ｄｏｃｋ Ｔｏｏｌｓ 软件对 ＡＲＴ 和 ３ 个关键

靶点分别进行分子对接，结果显示 ＡＲＴ 和 ＦＡＢＰ５
的结合能最大（ － ８． ７７），说明 ＡＲＴ 和 ＦＡＢＰ５ 蛋白

的结合效能最高，提示 ＦＡＢＰ５ 可能是 ＡＲＴ 治疗

ＨＣＣ 的潜在作用靶点。 利用 ＧＥＰＩＡ２ 数据库对 ３ 个

关键靶点基因在 ＨＣＣ 中的表达及预后进行分析，发
现只有 ＦＡＢＰ５ 具有差异和预后的双重特性，进一步

证实 ＦＡＢＰ５ 在 ＨＣＣ 的发生发展中起着关键作用。
通过 ＫＥＧＧ 通路富集分析发现 ＦＡＢＰ５ 主要富集在

ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路，提示 ＡＲＴ 可能通过调节 ＰＩ３Ｋ ／
ＡＫＴ 信号通路影响 ＨＣＣ。 细胞实验证实 ＡＲＴ 可以

抑制 ＳＫ⁃ＨＥＰ⁃１ 细胞增殖和迁移，ＡＲＴ 可能是通过

影响 ＦＡＢＰ５ 的表达水平，进而影响 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号

通路抑制肝癌细胞的增殖和迁移。

　 　 本研究也有局限性。 首先，只在细胞水平上进

行了验证，没有临床样本进行验证，需要更多前瞻性

的真实数据来验证其临床实用性。 其次，只证明了

ＡＲＴ 可能与 ＦＡＢＰ５ 结合，但它们结合的机制尚不清

楚。
　 　 综上所述，筛选出 ＦＡＢＰ５ 可能作为 ＡＲＴ 的作

用靶点， ＦＡＢＰ５ 为 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路的上游。
ＡＲＴ 通过抑制 ＦＡＢＰ５ 的表达抑制 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号

通路，进而抑制肝癌细胞的增殖和迁移。 ＨＣＣ 中

ＡＲＴ 与靶点基因之间的内在机制尚不清楚，值得进

一步研究。
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色氨酸⁃２，３⁃双加氧酶 ２ 上调介导犬尿氨酸代谢
在大鼠佐剂性关节炎中的作用研究

贾成艳，韩　 萍，王越业，许　 媛，许和鹏，陈阿圆，魏　 伟，常　 艳

摘要　 目的　 探究色氨酸⁃２，３⁃双加氧酶 ２（ＴＤＯ２）表达及其

介导的犬尿氨酸（Ｋｙｎ）代谢在大鼠佐剂性关节炎（ＡＡ）不同

炎症阶段（包括初期、高峰期、缓解期）变化特点。 方法　 建

立大鼠 ＡＡ 模型，各炎症阶段处死 ＡＡ 大鼠，ＨＥ 染色观察关

节滑膜和肝脏病理学变化；免疫组化法检测关节滑膜组织和

肝脏组织中 ＴＤＯ２ 表达；高效液相色谱法检测血清和肝脏中

色氨酸（Ｔｒｐ）、Ｋｙｎ 水平。 结果 　 与正常组比较，ＡＡ 大鼠显

示出与 ＲＡ 类似的临床表现和病理学特征。 高峰期和缓解

期大鼠关节滑膜和肝脏组织 ＴＤＯ２ 表达升高（Ｐ ＜ ０. ０５）。 各

炎症阶段 ＡＡ 大鼠血清 Ｔｒｐ 水平降低，初期 Ｋｙｎ 水平升高（Ｐ
＜０. ０１）；高峰期大鼠肝脏组织中 Ｔｒｐ 水平降低、Ｋｙｎ 水平升

高，Ｋｙｎ ／ Ｔｒｐ 比值升高（Ｐ ＜ ０. ０１）。 结论 　 ＴＤＯ２ 可能在 ＡＡ

２０２１ － １１ － ２０ 接收
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高峰期发挥重要作用，介导 Ｋｙｎ 代谢参与 ＲＡ 发生和发展。
关键词　 类风湿关节炎；佐剂性关节炎；色氨酸⁃２，３⁃双加氧

酶 ２；犬尿氨酸；色氨酸
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　 　 类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一种

系统性自身免疫病，临床表现主要为慢性滑膜炎症

和关节软骨、骨损伤［１］。 早在 ２０ 世纪学者们就发现

ＲＡ 患者血清、尿液和关节滑液中色氨酸 （ ｔｒｙｐｔｏ⁃
ｐｈａｎ，Ｔｒｐ）⁃犬尿氨酸（ｋｙｎｕｒｅｎｉｎｅ，Ｋｙｎ）代谢产物水

平升高［２］，ＲＡ 动物模型实验同样验证了类似的结

果［３］，提示 Ｔｒｐ⁃Ｋｙｎ 代谢可能参与 ＲＡ 发生发展和

病理机制。
　 　 吲哚胺⁃２，３⁃双加氧酶（ ｉｎｄｏｌｅａｍｉｎｅ⁃２，３⁃ｄｉｏｘｙｇｅ⁃
ｎａｓｅ，ＩＤＯ）１、ＩＤＯ２ 和色氨酸⁃２，３⁃双加氧酶（ ｔｒｙｐｔｏ⁃
ｐｈａｎ⁃２，３⁃ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ ２，ＴＤＯ２）是 Ｋｙｎ 途径的 ３ 个重

要限速酶，但三者具有底物特异性和表达特异性。
ＩＤＯ１ 广泛表达于各个组织和细胞，其在 ＲＡ 中的作

用存在争议，既表现为抗炎作用［４ － ５］，也表现为促炎

作用［６］。 ＩＤＯ２ 与 ＩＤＯ１ 具有高度同源性，近年来发

现 ＩＤＯ２ 可促进自身抗体产生，参与自身免疫性关

节炎发生发展［７］。 ＴＤＯ２ 主要表达于肝脏，在多种
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