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摘 要:缺氧诱导因子(hypoxia-inducible
 

factor,HIF)与肝细胞癌的发生发展相关。HIF-1α在包

括肝细胞癌在内的多种癌症类型的发生发展中发挥着重要作用,但其在肝细胞癌中的靶基因尚未

完全确定。为找到HIF-1α在肝癌中新的致癌靶点,通过整合HIF-1α敲除的RNA-seq数据,HIF-
1α的ChIP-Seq数据,HIF-1α在肝癌中的共表达基因,以及肝癌相关的 GEO(Gene

 

Expression
 

Omnibus)数据集,寻找HIF-1α的潜在靶基因。通过分析TCGA(The
 

Cancer
 

Genome
 

Atlas)肝癌

数据库、GEO 和 HPA(Human
 

Protein
 

Atlas)数 据 集,研 究 HIF-1α与 ATP2C1的 相 关 性,

ATP2C1在肝癌中的表达及预后。通过建立物理和化学(氯化钴)缺氧模型验证ATP2C1与低氧

及HIF-1α的 关 系。通 过 GO(Gene
 

Ontology),KEGG(Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Ge-
nomes)和GSEA(Gene

 

Set
 

Enrichment
 

Analysis)分析探索ATP2C1的生物学功能。通过设计体

外实验证实ATP2C1对HCC的作用。利用STRING和BioGRID两个蛋白互作在线数据库获得

ATP2C1的互作蛋白,并研究其在肝癌中的表达及相关性。通过整合及筛选数据,ATP2C1被鉴定

为一个HIF-1α的潜在靶基因。ATP2C1与 HIF-1α高度相关,在肝细胞癌中高表达,且伴随有不

良预后。富集分析与体外实验的结果表明ATP2C1参与调控HCC细胞的增殖迁移。蛋白互作数

据表明ATP2C1与TMEM165存在互作关系,生存分析表明TMEM1651高表达的肝癌患者预后

较差。相关性分析的结果显示 ATP2C1与肝癌中 TMEM165和 MMP2的表达高度相关,表明

ATP2C1可能与 TMEM165和 MMP2存在互作关系,并参与了肝 癌 的 进 展 过 程。结 果 表 明,

ATP2C1是HIF-1α的靶基因和肝细胞癌的生物标志物,其敲低抑制了HCC的增殖和迁移。
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Abstract:
 

Hypoxia-inducible
 

factors
 

(HIF)
 

are
 

associated
 

with
 

the
 

onset
 

and
 

progression
 

of
 

hepa-
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tocellular
 

cancer.
 

As
 

an
 

important
 

member
 

of
 

the
 

hypoxia-inducing
 

factors,
 

HIF-1α
 

plays
 

an
 

im-
portant

 

role
 

in
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

various
 

cancer
 

types,
 

especially
 

hepatocellular
 

carcinoma.
 

However,
 

its
 

target
 

genes
 

in
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

have
 

not
 

been
 

fully
 

deter-
mined.

 

Therefore,
 

this
 

study
 

aims
 

to
 

identify
 

a
 

new
 

oncogenic
 

target
 

of
 

HIF-1α
 

in
 

liver
 

cancer.
 

The
 

publicly
 

available
 

RNA-Seq
 

and
 

ChIP-Seq
 

data
 

of
 

HIF-1α
 

wild-type
 

(WT)
 

and
 

Knockout
 

(KO)
 

cells,
 

co-expression
 

genes
 

of
 

HIF-1α
 

in
 

HCC,
 

and
 

hepatocellular
 

carcinoma-related
 

Gene
 

Expression
 

Omnibus
 

(GEO)
 

data
 

sets
 

were
 

integrated
 

to
 

search
 

for
 

potential
 

target
 

genes
 

of
 

HIF-
1α.

 

The
 

correlation
 

between
 

HIF-1α
 

and
 

ATP2C1,
 

and
 

the
 

expression
 

and
 

prognosis
 

of
 

ATP2C1
 

in
 

liver
 

cancer
 

were
 

investigated
 

by
 

analyzing
 

The
 

Cancer
 

Genome
 

Atlas
 

(TCGA)
 

database,
 

GEO,
 

and
 

HPA
 

(Human
 

Protein
 

Atlas)
 

dataset.
 

Physical
 

and
 

chemical
 

(CoCl2)
 

hypoxia
 

models
 

were
 

established
 

to
 

verify
 

the
 

relationship
 

between
 

ATP2C1
 

and
 

hypoxia
 

and
 

HIF-1α.
 

The
 

bio-
logical

 

function
 

of
 

ATP2C1was
 

explored
 

with
 

Gene
 

Ontology
 

(GO),
 

Kyoto
 

Encyclopedia
 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes
 

(KEGG)
 

and
 

Gene
 

Set
 

Enrichment
 

Analysis
 

(GSEA).
 

In
 

vitro
 

experiments
 

were
 

designed
 

to
 

confirm
 

the
 

role
 

of
 

ATP2C1
 

in
 

HCC.
 

The
 

interaction
 

proteins
 

of
 

ATP2C1
 

were
 

obtained
 

by
 

using
 

two
 

online
 

protein
 

interaction
 

databases,
 

STRING
 

and
 

BioGRID,
 

and
 

their
 

ex-
pression

 

and
 

correlation
 

in
 

HCC
 

were
 

studied.
 

By
 

integrating
 

and
 

screening
 

the
 

public
 

data,
 

ATP2C1
 

was
 

identified
 

as
 

a
 

potential
 

target
 

gene
 

for
 

HIF-1α,
 

which
 

was
 

highly
 

expressed
 

in
 

HCC
 

and
 

associated
 

with
 

poor
 

prognosis.
 

The
 

results
 

of
 

enrichment
 

analysis
 

and
 

in
 

vitro
 

experiments
 

indicated
 

that
 

ATP2C1
 

was
 

involved
 

in
 

the
 

regulation
 

of
 

HCC
 

cell
 

proliferation
 

and
 

migration.
 

Protein
 

interaction
 

data
 

showed
 

that
 

ATP2C1
 

interacted
 

with
 

TMEM165.
 

Survival
 

analysis
 

showed
 

that
 

HCC
 

patients
 

with
 

high
 

expression
 

of
 

TMEM1651
 

had
 

a
 

poor
 

prognosis.
 

The
 

results
 

of
 

correlation
 

analysis
 

showed
 

that
 

ATP2C1
 

was
 

highly
 

correlated
 

with
 

TMEM165
 

and
 

MMP2
 

expression
 

in
 

HCC,
 

indicating
 

that
 

ATP2C1
 

might
 

interact
 

with
 

TMEM165
 

and
 

MMP2
 

and
 

par-
ticipate

 

in
 

the
 

progression
 

of
 

HCC.
 

In
 

summary,
 

findings
 

suggest
 

that
 

ATP2C1
 

is
 

a
 

target
 

gene
 

of
 

HIF-1α
 

and
 

a
 

biomarker
 

for
 

HCC.
 

Its
 

knockdown
 

inhibits
 

HCC
 

proliferation
 

and
 

migration.
Key
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0 引言

具有高发病率和死亡率的肝脏恶性肿瘤一直以

来受到广泛关注,该类疾病可分为原发性和继发性

两大类[1]。肝细胞癌(HCC)是最常见的威胁成人

生命健康的原发性肝脏恶性肿瘤之一[2],其发展受

包括缺氧诱导因子(HIF)在内的多种信号通路和分

子靶点的影响[3]。缺氧是实体恶性肿瘤的一个重要

特征,它通过多种分子途径稳定 HIF的表达,从而

在肿瘤生长中发挥作用[4]。HIFs是促进多种缺氧

相关基因表达的转录因子,可以促进肿瘤发生、血管

生成和无氧代谢[5]。

HIF-1α是 HIF家族中表达最广泛的一个成

员[6]。在常氧条件下,HIF-1α通过泛素-蛋白酶体

途径降解[7],而肿瘤快速生长造成的低氧环境导致

HIF-1α过度表达[8]。HIF-1α可上调多个与肿瘤生

长相关的下 游 靶 点 的 表 达,比 如 VEGF 和 AN-
GPT1[9],这些靶点在能量代谢、新生血管形成、肿
瘤细胞的增殖和转移中发挥重要作用[10]。同时

HIF-1α还可以促进细胞内活性氧的产生,以及激活

糖酵解途径,从而促进肿瘤细胞的代谢[11-12]。在

HCC发生进程中,HIF-1α作为HCC侵袭转移的调

控因子发挥着重要作用,其高表达增加了血管侵袭

的可能[13]。然而,HIF-1α调控 HCC的确切机制及

相关靶基因尚不完全明确。
为进一步揭示 HIF-1α调控 HCC发生发展的

分子机制,本研究系统性地挖掘了多个公共数据库,
以确定HIF-1α的下游靶基因,并通过构建缺氧模

型加以验证。通过对两个肝细胞癌细胞系的实验分

析该潜在靶点对 HCC进程的影响,以评估其作为

HCC潜在生物标志物的潜力。
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1 材料与方法

1.1 数据集

从癌症基因组图谱(TCGA)数据库中获得肝细

胞癌数据集(TCGA-LIHC),包括369例肿瘤样本

和50例正常肝组织的 mRNA表达数据,以及患者

的临床信息。基因型组织表达(Genotype-Tissue
 

Expression,GTEx)数据库提供了160例正常肝脏

样本的mRNA表达数据。从基因表达综合(GEO)
数据库中获得2个肝癌相关数据集GSE41804(包
含20个肿瘤组织和20个正常组织)和 GSE45267
(包 含 48 个 肿 瘤 组 织 和 39 个 正 常 组 织)。从

KnockTF数 据 库(http://www.licpathway.net/

KnockTF/)检索获取 HIF-1α敲低后的基因表达

谱,从GTRD数据库(http://gtrd.biouml.org/)获
得 HIF-1α相 关 ChIP-Seq数 据。cBioPortal

 

(ht-
tps://www.cbioportal.org/)和 Coxpresdb

 

(ht-
tps://coxpresdb.jp/)数据库提供了ATP2C1的共

表达基因集。ATP2C1的启动子序列来自EPD在

线工具(https://epd.epfl.ch//index.php),该工具

是唯一经过实验验证的启动子数据库。JASPAR
 

(https://jaspar.genereg.net/)是收集转录因子和

DNA结合位点信息的最全面的公共数据库。利用

JASPAR数据库结合EPD获得的启动子序列预测

ATP2C1启动子区域的缺氧反应元件(HREs)。利

用 BioGRID
 

(https://thebiogrid.org)
 

和 String
 

(https://cn.string-db.org/)两个在线数据库获取

ATP2C1的互作蛋白网络。

1.2 差异基因分析

在R-4.1.0中使用“limma”包来筛选差异表达

基因(DEGs)。以P<0.05和log2FC<-1.2为条

件检测HIF-1α敲低后基因表达谱中潜在的HIF-1α
底物。使用P<0.05和倍数变化(FC)>1.2作为

阈值分析了GSE41804和GSE45267数据集中上调

的基因。利用GraphPad
 

Prism
 

9软件绘制条形图

和散点图,分析靶基因在肿瘤样本和正常样本中的

差异表达。使用Sangerbox在线工具(http://vip.
sangerbox.com/login.html)绘制靶基因在泛癌和

肝细胞癌及邻近正常组织中的差异表达。

1.3 免疫组织化学分析

人类蛋白图谱数据库(HPA)(https://www.
proteinatlas.org/)使用特殊配制的抗体和免疫组织

化学技术检测每种蛋白在48个人类正常组织、20

个肿瘤组织、47个细胞系和12个血细胞中的分布

和表达[14]。从该数据库中获得了 ATP2C1蛋白在

正常肝脏和肝细胞癌组织中的差异表达数据。根据

细胞染色强度分为4级:0级为无阳性染色(阴性),

1级为淡黄色染色(弱阳性),2级为棕黄色染色(阳
性),3级为棕色染色(强阳性)。根据阳性细胞数量

比例分为4级:小于25%为1级,25%~50%为2
级,50%(不含50%)~75%为3级,大于75%为4
级。最后的分数通过两个评分相乘得到。

1.4 临床差异表达分析和生存分析

UALCAN 网 站 (http://ualcan.path.uab.
edu/index.html)是一个分析和挖掘癌症数据的在

线工具,数据主要源于TCGA数据库[15]。从UAL-
CAN数据库中检索ATP2C1在 HCC不同分期、分
级和组织学亚型中的表达数据。KM-plotter网站

提供了一个在线进行生存分析的平台,目前涵盖了

54
 

675个基因和18
 

674个癌症样本的研究,包括乳

腺癌、肺癌、肝癌和其他癌症[16]。从该平台获得了

ATP2C1和TMEM165的总生存期(OS)、无复发生存

期(RFS)和无进展生存期(PFS)的生存曲线。此外,
使用R-4.1.0分析了TCGA-LIHC数据中ATP2C1
的表达与HCC患者OS分期和无病间隔期(DFI)分
期之间的关系。

1.5 Gene
 

Ontology
 

(GO)分析和 Kyoto
 

Encyclope-
dia

 

of
 

Genes
 

and
 

Genomes
 

(KEGG)分析

GO数据库将基因功能分为细胞组分(CC)、分
子功能(MF)和生物过程(BP)3个组成部分,由此可

以确定目标基因在每个组分中的参与情况[17]。此

外,通过KEGG数据库对基因参与的相关通路进行

探究。为了研究ATP2C1的生物学功能,使用R包

“clusterProfiler”对 ATP2C1的共表达基因集进行

了GO分析和KEGG分析。

1.6 基因集富集分析(GSEA)
根据ATP2C1的表达情况,将TCGA-LIHC样

本分为ATP2C1高表达组和ATP2C1低表达组,然
后使用 Hallmark基因集(http://www.gsea-msig-
db.org/)和“fgsea”“Enrichment

 

plot”“gggsea”
“clusterProfiler”等R包在R-4.1.0中进行基因集

富集分析。

1.7 细胞培养

人肝癌细胞株 HepG2和 Huh7购自美国模式

培养 物 集 存 库 (American
 

Type
 

Culture
 

Collec-
tion),分别用DMEM高糖培养基和RPMI-1640培

养基(均含10%体积分数的胎牛血清、青霉素-链霉
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素100
 

U/mL)在37
 

℃、体积分数5%的CO2 的细

胞培养箱中培养。物理低氧模型:HepG2和 Huh7
细胞置于氧气体积分数5%的低氧培养箱中培养24

 

h;化学缺氧模型:200
 

μmol/L氯化钴处理 HepG2
和Huh7细胞24

 

h。

1.8 总RNA提取和实时定量聚合酶链反应(qRT-
PCR)

使用TRIzol
 

(Invitrogen,USA)裂解人肝癌细

胞,并使用乙醇进行沉淀,DEPC水溶解沉淀,进而

获取细胞总RNA。使用逆转录试剂盒进行反转录

合成cDNA。采用 QLightCycler480(罗氏)荧光定

量PCR仪进行扩增,扩增程序:95
  

℃反应30
 

s(重
复次数1次),

 

然后95
 

℃反应10
 

s,62
 

℃反应30
 

s,

95
 

℃反应15
 

s,共计反应40个循环。以 GAPDH
为阴性对照,分析各基因的扩增曲线,拷贝出各组的

Ct值,采用
 

2-△△Ct
 

方法计算试验组与对照组目的基

因的差异表达情况。ATP2C1的正向引物序列为

5'-TGATGATGCCGTCAGTATCACT-3',反向引

物序列为5'-CCTTCACGCACACAATGGC-3'。

1.9 蛋白质印迹分析

收集培养的细胞,使用PBS清洗两次。根据细

胞量加入蛋白酶抑制剂和RIPA裂解液,充分混匀,

4
 

℃裂解30
 

min,12
 

000
 

r/min离心后取上清。对

样本进行定量,加入适量的蛋白上样缓冲液,煮沸

10
 

min。使用体积分数为12%的SDS-PAGE凝胶

进行电泳,然后将电泳后的蛋白胶转印到PVDF膜

上,使用质量分数为5%的脱脂牛奶封闭45
 

min。
然后与 ATP2C1抗体(1∶1

 

000体积稀释度,Beyo-
time)、HIF-1α抗体(1∶1

 

000体积稀释度,Beyotime)
和β-actin抗体(1∶1

 

000体积稀释度,Beyotime)在4
 

℃孵育24
 

h。使用TBST清洗PVDF膜5
 

min,重复

4次。选择带有 HRP标记的抗体,按体积比1∶10
 

000使用质量分数为5%的脱脂牛奶对其进行稀释,
室温摇床孵育45

 

min。再次使用TBST对膜进行清

洗,最后滴加ECL发光液进行显影。

1.10 细胞增殖测定

采用CCK-8法将待测细胞以每孔10
 

000个的

密度均匀接种于96孔板中,每组设5个复孔。细胞

贴壁后,根据说明书使用CCK8试剂盒进行检测。
每孔加入10

 

μL
 

CCK8试剂,孵育2
 

h。然后使用酶

标记物在450
 

nm波长测量每个孔的吸光度值。

1.11 细胞侵袭实验

用DMEM 不 完 全 培 养 基 将 基 质 胶 稀 释 至

200
 

μg/mL,取100
 

μL混合液添加到上层的Tran-

swell小室中,然后在37
 

℃孵育4
 

h。接下来在下室

中加入650
 

μL的趋化液,上室中加入100
 

μL细胞

悬液(5×104 个细胞/孔),将Transwell培养板置于

37
 

℃、体积分数5%的CO2 的细胞培养箱中培养

24
 

h。用棉签去除上室内侧细胞后,用质量分数为

4%的多聚甲醛固定上室下侧细胞20
 

min,用结晶

紫染色30
 

min。用PBS冲洗晾干后,在显微镜下计

数染色细胞。

1.12 细胞划痕实验

对照组和敲除组的肝癌细胞以1.5×105 个/孔

的密度均匀接种在12孔板中常规孵育24
 

h,当细胞

密度生长到孔面积的80%~90%时,使用10
 

μL的

移液枪枪头在每孔中划痕,分别于0,24,48
 

h拍照。

1.13 克隆形成实验

将生长良好的细胞以每孔1
 

000个细胞的密度

均匀接种于12孔板中进行克隆形成实验。将细胞

培养板在37
 

℃、体积分数5%的CO2 的培养箱中孵

育10~14
 

d。待细胞形成明显克隆团后,将其在质

量分数为4%的多聚甲醛中固定15
 

min,用结晶紫

染色30
 

min,拍照并计数。

1.14 数据统计学分析

数据以均数±标准差(SD)表示,使用R-4.1.0
和GraphPad

 

Prism
 

9.0进行统计学分析。采用t
检验(两组间比较)计算组间差异。使用R包“sur-
vminer”和log-rank检验进行Kaplan-Meier生存分

析。P<0.05为有统计学意义的差异。*表示P
<0.05,**表示P<0.01,***表示P<0.001,

****表示P<0.000
 

1。

2 结果与分析

2.1 HCC中潜在的HIF-1α靶基因的筛选

通过分析HIF-1α敲低后的基因表达谱和HIF-
1α的ChIP-Seq数据初步确定了 HIF-1α潜在靶基

因的范围(图1a)。以Log2FC
 

<
 

-1.2和P<0.05
为阈值分析 HIF-1α敲低后的基因表达谱,发现了

462个下调基因。在 HIF-1α的ChIP-Seq数据中,
去除 重 复 基 因 名 后,发 现 缺 氧 处 理 的 样 本 中 有

15
 

293个基因。取两个基因数据集的交集,得到了

315个可能受 HIF-1α调控的下游基因。然后将这

315个基因与cBioPortal数据库中 HIF-1α在肝细

胞癌中的前1
 

000个共表达基因取交集,发现了24
个共同基因。剔除已有相关研究报道的基因后,发
现了9个潜在的 HIF-1α在肝细胞癌中的下游靶基

74 第1期 任德续等:肝细胞癌中 HIF-1α依赖性的ATP2C1过表达指示不良预后



因。为了进一步筛选 HCC中潜在的 HIF-1α致癌

靶基因,从GEO数据库中选取了包含正常肝组织

和肝癌样本的GSE41804和GSE45267数据集。以

FC>1.2和P<0.05为阈值进行差异分析,发现在

肿瘤样本中,GSE41804和GSE45267分别有2
 

842

个和4
 

015个基因表达上调,两个数据集中的差异

表达基因以火山图展示(图1b,图1c)。最后对3个

基因集取交集发现 ATP2C1是9个潜在靶基因中

唯一一个在 HCC中表达显著上调的基因(图1d),
表明ATP2C1可能参与HCC的进程。

a
 

ATP2C1筛选流程

b
 

GSE41804火山图
  

c
 

GSE45267火山图
  

d
 

3个基因集交集韦恩图

图1 ATP2C1筛选过程

Fig.1 Screening
 

process
 

of
 

ATP2C1
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2.2 肝癌中ATP2C1受HIF-1α依赖性调控

通过对TCGA,GTEx和CCLE数据库数据的

整合分析,进一步揭示了 ATP2C1和 HIF-1α之间

的关系。HCC中 ATP2C1与 HIF-1α及低氧的关

系分析如图2所示。结果显示ATP2C1和 HIF-1α
的mRNA表达在TCGA所有肿瘤、GTEx大部分

正常组织和CCLE部分癌细胞中都有很强的相关

性(图2a、图2b和图2c)。ATP2C1和HIF-1α在正

常肝组织、肝癌样本和肝癌细胞株中的相关性尤为

显著(图2d、图2e和图2f)。另外还发现,ATP2C1
与最常见的缺氧特征基因集(相关表格略)在 HCC

中也显著相关(图2g和图2h)。随后分别用物理和

化学缺氧方法处理Huh7和HepG2细胞株,发现两

种缺氧模型均显著诱导了ATP2C1的 mRNA和蛋

白水平的表达(图2i、图2j、图2k和图2l)。HIF-1α
调控下游靶基因的表达需要识别其启动子区中的低

氧反应元件(HREs)[18]。在 ATP2C1的启动子区

域发现了两个可能的HREs,表明HIF-1α可能通过

识别这两个 HREs来调节 ATP2C1的表达(图2m
和图2n)。上述结果表明,在 HCC中 ATP2C1和

HIF-1α之间存在实质性的联系。

a
 

  
b

 

  
c

 

d
 

  
e

 

  
f

 

g
 

    
h
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i
 

    
j

k
 

    
l

m
 

n

注:a~h为ATP2C1与 HIF-1α及低氧特征基因的相关性,i~l为低氧下ATP2C1的表达,m~n为 HIF-1α调控ATP2C1。

图2 HCC中ATP2C1与HIF-1α及低氧的关系分析

Fig.2 Analysis
 

of
 

the
 

relationship
 

between
 

ATP2C1,
 

HIF-1
 

α
 

and
 

hypoxia
 

in
 

HCC

2.3 ATP2C1在肝细胞癌中过表达

通过Sanger
 

box在线工具分析了TCGA数据

库34种肿瘤类型中ATP2C1的表达,结果发现,在
超过80%的肿瘤类型中(28/34),ATP2C1在肿瘤

组织中的 mRNA水平显著高于癌旁组织(图3a)。
此外,无论是否整合GTEx的数据,ATP2C1在HCC
组织中的表达均显著高于邻近正常组织(图3b和图

3c)。与此一致的是,GSE41804和GSE45267数据

集也显示在 HCC中ATP2C1的 mRNA水平高于

正常样本(图3d和图3e)。UALCAN数据平台的

分析显示,ATP2C1在中晚期或高恶性 HCC组织

中的表达明显高于早期或低恶性 HCC组织(图3f
和图3g)。此外,ATP2C1在其他两种肝癌亚型中

的表达也高于正常肝组织(图3h),说明ATP2C1可

能参与了其他类型肝癌的进展。在人类蛋白图谱数

据库中,免疫组织化学染色也显示了与之相同的结

果(图3i)。上述结果表明 ATP2C1在 HCC中过

表达。
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a
 

ATP2C1在泛癌中的 mRNA表达

b
 

ATP2C1的 mRNA表达

(TCGA&GTEx)
 

c
 

ATP2C1的 mRNA
表达(TCGA)

 

d
 

ATP2C1的 mRNA表达

(GSE41804)
 

e
 

ATP2C1的 mRNA表达

(GSE45267)

f
 

LIHC不同肿瘤分期中ATP2C1的表达
    

g
 

LIHC不同肿瘤分级中ATP2C1的表达

h
 

LIHC不同组织学亚型中ATP2C1的表达
    

i
 

ATP2C1在肝癌样本和正常肝脏样本中的蛋白表达

图3 ATP2C1在HCC及正常肝组织中的差异表达

Fig.3 Differential
 

expression
 

of
 

ATP2C1
 

in
 

HCC
 

and
 

normal
 

liver
 

tissues

2.4 ATP2C1在HCC中的过表达与不良预后相关

根据总生存期的最佳截断值,将TCGA中有完

整生存数据的HCC样本分为ATP2C1低表达组(样

本量n=237)和ATP2C1高表达组(样本量n=102),
探讨ATP2C1的表达在HCC中的预后价值。表1显

示,两组患者在年龄、性别、家族癌症史、肿瘤组织学
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分级、Ishak评分、血管浸润方面差异均无统计学意义

(P>0.05)。ATP2C1过表达与Child-Pugh分级、血
清甲胎蛋白(AFP)阳性、肿瘤残留、TNM分期和存活

状态显著相关(P<0.05)。ATP2C1在大多数TNM
晚期患者中呈高表达,存活状态显示ATP2C1高表达

组的生存率明显低于低表达组。根据TNM分期进

行亚组分析发现,无论TNM分期如何,ATP2C1过表

达均与较差的OS(图4a、图4b和图4c)和DFI(图4d、
图4e和图4f)相关(P<0.05)。KM-plotter在线数据

库也显示,ATP2C1过表达与 HCC患者的 OS,RFS
和PFS的不良相关(图4g、图4h和图4i)。

表1 TCGA数据库中ATP2C1表达与肝细胞癌患者临床参数的关系

Table
 

1 Association
 

between
 

ATP2C1
 

expression
 

and
 

clinical
 

parameters
 

of
 

patients
 

with
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

in
 

TCGA
 

database

临床参数 指标

ATP2C1表达水平
 

总样本(n=339)
(比例)

高表达(n=102)
(比例)

低表达(n=237)
(比例)

P 值

年龄
<65 208(61.4%) 61(59.8%) 147(62.0%)

≥65 194(37.2%) 77(31.8%) 117(41.8%)
0.792

性别
男 231(68.1%) 67(65.7%) 164(69.2%)
女 108(31.9%) 35(34.3%) 73(30.8%)

0.610

家族癌症史

无 196(57.8%) 53(52.0%) 143(60.3%)
有 98(28.9%) 35(34.3%) 63(26.6%)

未知 45(13.3%) 14(13.7%) 31(13.1%)
0.307

TNM分期

Ⅰ 170(50.1%) 39(38.2%) 131(55.3%)

Ⅱ 84(24.8%) 29(28.4%) 55(23.2%)

Ⅲ 81(23.9%) 34(33.3%) 47(19.8%)

Ⅳ 4(1.2%) 0(0) 4(1.7%)

0.007

肿瘤组织学分级

G1~G2 212(62.5%) 66(64.7%) 146(61.6%)

G3~G4 125(36.9%) 35(34.3%) 90(38.0%)
未知 2(0.6%) 1(1.0%) 1(0.4%)

0.689

Ishak评分

0~4 124(36.6%) 31(30.4%) 93(39.2%)

5~6 74(21.8%) 24(23.5%) 50(21.1%)
未知 141(41.6%) 47(46.1%) 94(39.7%)

0.297

Child-Pugh分级

A 207(61.1%) 47(46.1%) 160(67.5%)

B~C 21(6.2%) 11(10.8%) 10(4.2%)
未知 111(32.7%) 44(43.1%) 67(28.3%)

<0.001

血清甲胎蛋白

阴性 143(42.2%) 47(46.1%) 96(40.5%)
阳性 120(35.4%) 26(25.5%) 94(39.7%)
未知 76(22.4%) 29(28.4%) 47(19.8%)

0.031

肿瘤残余

R0 301(88.8%) 85(83.3%) 216(91.1%)

R1~R2 12(3.5%) 1(1.0%) 11(4.6%)
未知 26(7.7%) 16(15.7%) 10(4.2%)

<0.001

存活状态
存活 224(66.1%) 56(54.9%) 168(70.9%)
死亡 115(33.9%) 46(45.1%) 69(29.1%)

0.006

a
 

TNM
 

stage
 

Ⅰ-Ⅲ
 

OS
  

b
 

TNM
 

stage
 

Ⅱ-Ⅲ
 

OS
  

c
 

TNM
 

stage
 

Ⅲ-Ⅳ
 

OS
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d
 

TNM
 

stage
 

Ⅰ-Ⅱ
 

DFI
  

e
 

TNM
 

stage
 

Ⅰ-Ⅲ
 

DFI
  

f
 

TNM
 

stage
 

Ⅰ-Ⅳ
 

DFI

g
 

OS
  

h
 

RFS
  

i
 

PFS

注:a~f为ATP2C1的表达与不同TNM分期的 HCC患者生存期的关系;g~i为KM-plotter数据库中ATP2C1表达与 HCC患者

三种生存期的关系。

图4 ATP2C1表达在HCC中的预后分析

Fig.4 Prognostic
 

analysis
 

of
 

ATP2C1
 

expression
 

in
 

HCC

2.5 ATP2C1参与肝癌细胞增殖调控

在cBioPortal和Coxpresdb两个在线数据库中

分别获取了与ATP2C1相关性最强的前2
 

000个共

表达基因并取交集,检索到476个共同基因。对共

同基因集的GO分析表明,ATP2C1主要与内体系

统相关(图5a),KEGG分析显示ATP2C1主要参与

胞吞作用(图5b),这些结果与 ATP2C1作为Ca2+

转运ATP酶的特征一致。然后根据TCGA-LIHC
样本中ATP2C1的表达情况,将TCGA-LIHC样本

分为ATP2C1高表达组和ATP2C1低表达组,进行

GSEA分析。结果显示,ATP2C1高表达组显著富

集于 上 皮-间 充 质 转 化、有 丝 分 裂 纺 锤 体、PI3K-
AKT、蛋白分泌等与细胞增殖相关的通路(图5c),
表明ATP2C1可能参与调控这些信号通路。

a
 

GO分析
  

b
 

KEGG分析
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c
 

GSEA分析

图5 ATP2C1在HCC中功能富集分析

Fig.5 Functional
 

enrichment
 

analysis
 

of
 

ATP2C1
 

in
 

HCC

2.6 敲低ATP2C1抑制肝癌细胞的增殖和迁移

在两种肝癌细胞株(Huh7和HepG2)中转染了

Con-shRNA和ATP2C1-
 

shRNA慢病毒质粒,构建

了ATP2C1敲低 的 稳 定 细 胞 株(图6a),以 探 究

ATP2C1的表达对 HCC进程的影响。CCK8检测

显示,ATP2C1敲低后,Huh7和 HepG2细胞的生

长明显受到抑制(图6b)。细胞侵袭和划痕实验表

明,ATP2C1的敲低减弱了两种肝癌细胞的迁移能

力(图6c和图6d),并影响了肝癌细胞的克隆形成

能力(图6e)。这些结果表明 ATP2C1的表达可以

调控肝癌细胞增殖。

a
 

ATP2C1敲低验证
  

b
 

增殖能力检测
  

c
 

迁移实验

d
 

划痕实验
    

e
 

克隆形成实验

图6 ATP2C1敲低对HCC细胞的影响

Fig.6 Effects
 

of
 

ATP2C1
 

knockdown
 

on
 

HCC
 

cells

2.7 ATP2C1与TMEM165和 MMP2的相关性

根据BioGRID和STRING两个数据库提供的

数据,对 ATP2C1的相互作用蛋白进行了分析,结
果发现跨膜蛋白165(TMEM165)在两个数据库中

均为ATP2C1的互作蛋白(图7a和图7b)。另外还

观察到TMEM165在 HCC中高表达(图7c),且与

不良预后相关(图7d)。对 ATP2C1和TMEM165
的相关性分析表明,在TCGA数据库的大多数癌症

类型中它们两者是显著正相关的(图7e),这其中便

包括肝细胞癌(图7f)。已有研究表明 TMEM165
可上调基质金属蛋白酶2(MMP2),从而促进 HCC
的进 程[19],因 而 这 里 进 一 步 分 析 了 ATP2C1与

MMP2之间的相关性。通过整合GTEx-Liver数据

和TCGA-LIHC数据,发现 ATP2C1和 MMP2在

包括HCC在内的多种肿瘤中都显著相关(图7g),
而在肝脏等正常组织中也有很强的相关性(图7h和
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图7i)。这些结果表明 ATP2C1与 TMEM165和

MMP2两个肝癌促癌因子的表达高度相关,可能协

同参与了HCC的进展。

a
 

   
b

 

   
c

 

d
 

   
e

 

   
f

 

g
 

   
h

 

   
i

 

注:a和b为ATP2C1互作蛋白网络;c和d分别为TMEM165在HCC中的表达和预后;e和f为ATP2C1与TMEM165的相关性分析;g,h和

i为ATP2C1与 MMP2的相关性分析。

图7 ATP2C1与TMEM165和 MMP2的相关性分析

Fig.7 Correlation
 

analysis
 

of
 

ATP2C1
 

with
 

TMEM165
 

and
 

MMP2

3 讨论

肝细胞癌是一种高度流行的恶性肿瘤,除索拉

非尼外,晚期 HCC的治疗策略选择非常有限[20]。
而HIF-1α是参与癌细胞缺氧反应的关键转录因

子,可激活肝细胞癌中负责血管生成、糖代谢、癌细

胞增殖、侵袭和转移相关的基因转录[21],鉴定 HIF-
1α的下游靶基因并研究其作用机制将有助于提供

更多的 HCC治疗策略。在本研究中,通过对多个

公共数据库的数据分析,发现 ATP2C1是 HIF-1α
在HCC中高表达的靶基因。

ATP2C1作为一种Ca2+ 转运 ATP酶,其编码

SPCA1蛋白在皮肤和肝脏中广泛表达[22],现有研

究表明,Ca2+ 转运 ATP酶的异常表达与多种恶性

肿瘤的发生发展密切相关[23]。因此,进一步探究其

在肿瘤中的作用对肿瘤治疗至关重要。经分析发

现,ATP2C1与HIF-1α有着高度的相关性,并且它

在HCC中的异常高表达与患者不良预后相关。虽

然在表1中可以明确地观察到 ATP2C1高表达组
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的样本生存率显著低于 ATP2C1低表达组。但因

为不确定这两组样本间是否具有重要因素上的差

异,即样本间的异质性,于是本文针对所有样本不同

的TNM 分期进一步分析了 ATP2C1的表达与总

生存率和无病间隔期的关系。结果发现不管在哪个

分期区间里,ATP2C1的高表达都与 HCC患者OS
和DFI预后差显著相关。

基因集富集分析的结果表明 ATP2C1可能参

与调控肝细胞癌的增殖。其中PI3K-AKT通路的

出现为研究提供了新的视角。ATP2C1高表达组显

著富集于这一与肿瘤增殖密切相关的信号通路,

ATP2C1或可能参与这一信号通路从而影响肿瘤的

发生和发展。体外实验验证了 ATP2C1的表达与

缺氧 和 HIF-1α 之 间 的 关 系,并 进 一 步 揭 示 了

ATP2C1的敲低可抑制 HCC 的增殖和 迁 移,为
HCC的治疗提供了新的思路。此外,互作蛋白网络

分析揭示了 ATP2C1可能是通过与TMEM165和

MMP2 的 相 互 作 用 影 响 了 HCC 的 进 展。

TMEM165是一种高尔基跨膜蛋白,在肝癌中高表

达,可以通过诱导 MMP2过表达促进肝癌细胞的侵

袭活性[24-25]。而 MMPs作为降解细胞外基质和基

底膜的蛋白水解酶,其过表达与肿瘤侵袭、转移和不

良预后相关[26],许多研究显示 MMP2参与了癌症

的 发 生 和 发 展,并 与 HIF-1α 存 在 联 系[27-29]。

ATP2C1与 TMEM165和 MMP2在 HCC中显著

的相关性表明,ATP2C1与这两个蛋白间很可能存

在促进HCC进展的协同作用。
综上所述,本研究突出了 ATP2C1作为 HIF-

1α新的靶基因和 HCC生物标志物的潜力,为后续

研究ATP2C1在HCC中的作用机制提供了理论基

础,此外也进一步论证了生物信息学在识别潜在的

癌症生物标志物和治疗靶点方面的便利性和可靠

性,这可能是传统方法难以鉴定的。
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