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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨八月札乙醇提取物（ｅｔｈａｎｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ Ａｋｅｂｉａ ｔｒｉｆｏｌｉａｔｅ （Ｔｈｕｎｂ． ） Ｋｏｉｄｚ，ＥＥＡＴＫ）对人肝癌

细胞增殖、凋亡的影响及可能作用机制。 方法　 体外培养人肝癌细胞（Ｈｅｐ３Ｂ 和 Ｈｕｈ⁃７），设置空白对照组、索拉菲

尼（Ｓｏｒａｆｅｎｉｂ，５ μｍｏｌ ／ Ｌ）组及 ＥＥＡＴＫ 组（０􀆰 １０、０􀆰 １５、０􀆰 ２０、０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｍＬ），分别给予对应药物干预，采用 ＣＣＫ⁃８ 法检

测不同分组的药物干预对肝癌细胞活力的影响，筛选最佳作用浓度用于后续实验；采用 ＥｄＵ 染色法、克隆形成实

验、Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双染法观察 ＥＥＡＴＫ（０􀆰 １５ ｍｇ ／ ｍＬ）对人肝癌细胞（Ｈｅｐ３Ｂ 和 Ｈｕｈ⁃７）增殖和凋亡的影响；转录

组测序分析 ＥＥＡＴＫ 调控 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞增殖、凋亡的差异表达基因；使用基因本体论（ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）和京都基因

与基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）分析差异表达基因的功能及富集通路；并联合

比较毒物基因组学（Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ Ｔｏｘｉｃｏｇｅｎｏｍｉｃｓ Ｄａｔａｂａｓｅ，ＣＴＤ）数据库分析与肝癌增殖、凋亡相关基因，应用 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 验证关键基因表达情况。 结果　 与空白对照组相比，随着 ＥＥＡＴＫ 浓度增加，能够显著抑制 Ｈｅｐ３Ｂ 和 Ｈｕｈ⁃７ 细

胞的活力（Ｐ＜０􀆰 ０１）；０􀆰 １５ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＥＥＡＴＫ 作用肝癌细胞后，ＥｄＵ 阳性细胞率、细胞克隆形成率均显著降低（均 Ｐ＜
０􀆰 ０１），同时细胞凋亡率显著增加（Ｐ＜０􀆰 ０１）；Ｈｅｐ３Ｂ 细胞转录组测序结果分析显示，与空白对照组相比，ＥＥＡＴＫ 引

起 １５７７ 个基因表达发生显著改变（Ｐ＜０􀆰 ０１），其中表达上调差异基因 ９４２ 个，表达下调差异基因 ６３５ 个。 ＧＯ 功能

富集分析发现差异表达基因主要显著富集于胆固醇合成、炎症、细胞外基质中。 ＫＥＧＧ 通路分析提示 ＥＥＡＴＫ 可能

主要通过转化生长因子－β（ ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β，ＴＧＦ⁃β）信号通路及核因子－κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ ｋａｐｐａ⁃Ｂ，ＮＦ⁃
κＢ）信号通路发挥抑癌作用。 ＣＴＤ 分析及 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测显示 ＥＥＡＴＫ 可引起 ＢＩＲＣ５、细胞周期蛋白依赖性激酶 １
（ｃｙｃｌｉｎ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅｓ １，ＣＤＫ１）等细胞凋亡相关基因的表达显著下调（Ｐ＜０􀆰 ０１），周期蛋白抑制因子 １Ａ（ｃｙｃｌｉｎ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １Ａ，ＣＤＫＮ１Ａ）、脯氨酸羟化酶 ３（ｅｇｌ⁃９ ｆａｍｉｌｙ ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ ３，ＥＧＬＮ３）的表达显著

上调（Ｐ＜０􀆰 ０１）；同时，可引起 ＦＡＭ８３Ｄ（ｆａｍｉｌｙ ｗｉｔｈ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ８３Ｄ，ＦＡＭ８３Ｄ）、ＭＫＩ⁃６７ 等细胞增殖相关基因

显著下调（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＭＹＣ、叉头框蛋白 １（ｆｏｒｋｈｅａｄ ｂｏｘ Ｃ１，ＦＯＸＣ１）等表达显著上调（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 ＥＥＡＴＫ 可抑

制细胞增殖并诱导凋亡，通过调节 ＴＧＦ⁃β 及 ＮＦ⁃κＢ 信号通路中相关基因的表达而发挥抗肝癌作用。
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ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ＥＥＡＴＫ ｇｒｏｕｐ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ Ｈｅｐ３Ｂ ｃｅｌｌｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ＥＥＡＴＫ ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ １５７７ ｇｅｎｅｓ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｏｆ ｗｈｉｃｈ ９４２ ｗｅｒｅ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｎｄ
６３５ ｗｅｒｅ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＤＥＧｓ ｗｅｒｅ
ｍａｉｎｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｆｏｒ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ， ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ． ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ＥＥＡＴＫ ｐｌａｙｓ ａｎ ａｎｔｉ⁃ｔｕｍｏｒ ｒｏｌｅ， ｍａｉｎｌｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＴＦＧ⁃β ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ． ＣＴＤ ａｎｄ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＥＥＡＴＫ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ＢＩＲＣ５ ａｎｄ ＣＤＫ１ （Ｐ＜
０􀆰 ０１） ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤＫＮ１Ａ ａｎｄ ＥＧＬＮ３ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． Ａｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｔｉｍｅ， ＥＥＡＴＫ ｃａｕｓｅｄ
ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ⁃ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｓｕｃｈ ａｓ ＦＡＭ８３Ｄ ａｎｄ ＭＫＩ⁃６７ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＭＹＣ ａｎｄ ＦＯＸＣ１ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 ＥＥＡＴＫ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｉｎｄｕｃｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ａ ｍａｎｎｅｒ ｔｈａｔ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＧＦ⁃β ａｎｄ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌ ｐａｔｈｗａｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ａｋｅｂｉａ ｔｒｉｆｏｌｉａｔｅ （Ｔｈｕｎｂ． ） Ｋｏｉｄｚ； ｈｅｐａｔｉｃ ｃａｒｃｉｎｏｍａ； ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ； ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 肝细胞癌（ｈｅｐａｔｉｃ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是最常见的

恶性肿瘤之一，发病率和死亡率在不断上升。 我国

肝癌患者的 ５ 年平均生存率仅为 １２􀆰 １％［１］。 目前，
化学药物治疗是临床上治疗肝癌的常用手段，但长

期服用会产生耐药性导致治疗低效，寻找高效低毒

的药物对于肝癌的治疗具有重要意义。 凋亡受阻

和无限增殖是肿瘤细胞的主要特点，抑制细胞增殖

和促进凋亡可作为治疗 ＨＣＣ 一种有效的方法。
广西民间应用八月札作为抗肝癌药物已有较

长的历史，效果显著。 本课题组前期研究从细胞及

动物水平联合发现 ＥＥＡＴＫ 具有明显的抗肝癌活

性［２］，但其抗肝癌的作用机制尚不清楚。 本研究通

过体外实验结合转录组学初步阐明其抗肝癌的作

用机制，为八月札的深入研究和临床应用提供实验

依据，对进一步推动八月札的科学开发利用具有重

要的临床应用价值。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 细胞株　
　 　 人肝癌细胞株 Ｈｕｈ⁃７ 和 Ｈｅｐ３Ｂ 均购自赛百慷

（上海）生物技术股份有限公司。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器　
　 　 八月札，购于广西仙茱中药有限公司，由广西

中医药大学中药鉴定教研室马雯芳教授鉴定为三
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叶木通 Ａｋｅｂｉａ ｔｒｉｆｏｌｉａｔａ（Ｔｈｕｎｂ． ） Ｋｏｉｄｚ． 的干燥近成

熟的果实。 ＤＭＥＭ、ＭＥＭ 培养液和 ＣＣＫ⁃８ 检测试剂

盒均购自 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 生物科技公司；ＣＬＡＲＫ 胎牛血清

购自上海慧颖生物科技有限公司；ＢｅｙｏＣｌｉｃｋＴＭ ＥｄＵ⁃
４８８、ＲＩＰＡ 细胞裂解液、ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒

购自碧云天生物技术有限公司；总 ＲＮＡ 提取试剂盒

均购自康为世纪生物科技有限公司； Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ ＲＴ 试剂盒、磷脂酰丝氨酸蛋白抗体－荧光

素 ／碘化丙啶（Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ）凋亡检测试剂盒

购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 引物见表 １，由武汉

灵思生物技术有限公司设计及合成。 ｃＤＭ２５００ 型

倒置显微镜（德国 Ｌｅｉｃａ 公司）；Ｆｏｒｍａ ＴＭ ３１ 型 ＣＯ２

细胞培养箱（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）；Ｐｉｃｏ１７ 型低速离

心机（美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）；ＨＢＳ⁃１０９６Ａ 全功能酶标

仪（南京德铁实验设备有限公司）；ＳＷ⁃ＣＪ⁃２ＦＤ 型超

净工作台（苏州净化设备有限公司）；ＭＦ５２ 型荧光

显微镜（广州市明美科技有限公司）。

表 １　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｆｏｒ ｑＲＴ⁃ＰＣＲ

基因
Ｇｅｎｅ

正向引物
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ

反向引物
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ

片段长度 ／ ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ ｆｉｅｌｄ

ＢＩＲＣ５ ５’⁃ＡＧＧＡＣＣＡＣＣＧＣＡＴＣＴＣＴＡＣＡＴ⁃３’ ５’⁃ＡＡＧＴＣＴＧＧＣＴＣＧＴＴＣＴＣＡＧＴＧ⁃３’ １１８
ＣＤＫ１ ５’⁃ＡＡＡＣＴＡＣＡＧＧＴＣＡＡＧＴＧＧＴＡＧＣＣ⁃３’ ５’⁃ＴＣＣＴＧＣＡＴＡＡＧＣＡＣＡＴＣＣＴＧＡ⁃３’ １４８

ＣＤＫＮ１Ａ ５’⁃ＴＧＴＣＣＧＴＣＡＧＡＡＣＣＣＡＴＧＣ⁃３’ ５’⁃ＡＡＡＧＴＣＧＡＡＧＴＴＣＣＡＴＣＧＣＴＣ⁃３’ １３９
ＥＧＬＮ３ ５’⁃ＣＴＧＧＧＣＡＡＡＴＡＣＴＡＣＧＴＣＡＡＧＧ⁃３’ ５’⁃ＧＡＣＣＡＴＣＡＣＣＧＴＴＧＧＧＧＴＴ⁃３’ １０６
ＦＡＭ８３Ｄ ５’⁃ＧＧＧＡＡＧＧＴＴＣＡＣＧＡＡＡＡＧＴＴＣＡ⁃３’ ５’⁃ＧＡＣＴＧＧＧＣＡＴＡＣＡＧＧＡＴＴＣＧＧ⁃３’ １６７
ＭＫＩ⁃６７ ５’⁃ＧＣＣＴＧＣＴＣＧＡＣＣＣＴＡＣＡＧＡ⁃３’ ５’⁃ＧＣＴＴＧＴＣＡＡＣＴＧＣＧＧＴＴＧＣ⁃３’ １２７
ＭＹＣ ５’⁃ＧＧＣＴＣＣＴＧＧＣＡＡＡＡＧＧＴＣＡ⁃３’ ５’⁃ＣＴＧＣＧＴＡＧＴＴＧＴＧＣＴＧＡＴＧＴ⁃３’ １１９

ＦＯＸＣ１ ５’⁃ＴＧＴＴＣＧＡＧＴＣＡＣＡＧＡＧＧＡＴＣＧ⁃３’ ５’⁃ＡＣＡＧＴＣＧＴＡＧＡＣＧＡＡＡＧＣＴＣＣ⁃３’ １１２
ＧＡＰＤＨ ５’⁃ＡＣＡＡＣＴＴＴＧＧＴＡＴＣＧＴＧＧＡＡＧＧ⁃３’ ５’⁃ＧＣＣＡＴＣＡＣＧＣＣＡＣＡＧＴＴＴＣ⁃３’ １０１

１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 ＥＥＡＴＫ 冻干粉的制备

　 　 取八月札粗粉 ５００ ｇ，按料液比（ｍ ／ ｖ，１ ∶ ８）用
石油醚 ４０００ ｍＬ 回流脱脂 ２ 次，每次 １􀆰 ５ ｈ，挥尽药

材中的石油醚后，取 ８ 倍药材量的 ９５％乙醇回流提

取 ２ ｈ，第二次加入 ６ 倍的 ７５％乙醇回流提取 １􀆰 ５ ｈ，
第三次加入 ６ 倍量的 ５０％乙醇再回流提取 １ ｈ，过滤

合并药液，减压回收乙醇，并浓缩成浸膏，经冷冻干

燥后获得冻干粉。
１􀆰 ３􀆰 ２　 细胞培养

　 　 采用含 １０％胎牛血清、１００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素与 １００
μｇ ／ ｍＬ 链霉素的 ＤＭＥＭ 培养液培养 Ｈｕｈ⁃７ 细胞，
Ｈｅｐ３Ｂ 细胞以相同条件培养于 ＭＥＭ 培养液中，传 ２
～３ 代。 两株细胞均在在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 饱和湿度

条件下培养，细胞单层铺满培养瓶 ７０％ ～８５％后，加
入 ０􀆰 ２５％胰蛋白酶消化传代，取对数生长期的细胞

用于实验。
１􀆰 ３􀆰 ３　 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞活力

　 　 对数生长期的 Ｈｕｈ⁃７ 和 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞以 ２×１０４ ／
孔接种于 ９６ 孔板。 将细胞分为空白对照组、索拉菲

尼组 （ Ｓｏｒａｆｅｎｉｂ， ５ μｍｏｌ ／ Ｌ） 和 ＥＥＡＴＫ 组 （ ０􀆰 １０、
０􀆰 １５、０􀆰 ２０、０􀆰 ３０ ｍｇ ／ ｍＬ），每组平行设置 ６ 个复孔。
作用细胞 ２４ ｈ 后吸弃培养基，沿孔的侧壁每孔缓慢

加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 工作液，继续培养 ４ ｈ 后取出培

养板，在 ４５０ ｎｍ 波长下用多功能酶标仪测定各孔吸

光度值（ＯＤ 值），按下式计算细胞抑制率 ＝ （１－给药

孔平均 ＯＤ 值 ／对照孔平均 ＯＤ 值）×１００％。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＥｄＵ 检测细胞增殖能力

　 　 对数生长期的 Ｈｕｈ⁃７ 和 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞，分别以 １×
１０６ ／孔接种于 ６ 孔板，将细胞分为空白对照组和终

浓度为 ０􀆰 １５ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＥＥＡＴＫ 组，每组设 ３ 个复

孔。 空白对照组接种细胞常规培养不加入药物，
ＥＥＡＴＫ 组加入终浓度为 ０􀆰 １５ ｍｇ ／ ｍＬ 的培养液；以
上两组细胞于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 饱和湿度条件下培养

２４ ｈ 后按照 ＢｅｙｏＣｌｉｃｋＴＭ ＥｄＵ⁃４８８ 细胞增殖检测试

剂盒说明书操作后使用倒置荧光显微镜拍摄图像。
１􀆰 ３􀆰 ５　 克隆形成实验检测细胞克隆形成

　 　 对数生长期的 Ｈｕｈ⁃７ 和 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞按 １×１０６ ／
孔分 别 接 种 于 ６ 孔 板 中， 分 组 及 加 药 浓 度 同

“１􀆰 ３􀆰 ４”项下，作用 ２４ ｈ 后对各孔细胞进行消化，并
用相同体积培养液重悬细胞，同时对正常组细胞进

行计数；正常组接种 ３０００ 个细胞至 ２４ 孔板中，药物

组按正常细胞组等体积接种 ２４ 孔板。 ６ 孔板置于

３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 １０ ｄ，中间隔 ２ ｄ 换液

１ 次，待细胞长成克隆（约 ２０ ～ ３０ 个细胞）后，４％多

聚甲醛固定 １５ ｍｉｎ，０􀆰 １％结晶紫溶液染色 ２０ ｍｉｎ，
流水冲洗晾干后拍照，计算克隆形成率。
１􀆰 ３􀆰 ６　 流式细胞仪检测细胞凋亡率　
　 　 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞分组同“１􀆰 ３􀆰 ４”项下，作用 ２４ ｈ 后
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吸弃培养液，用 ０􀆰 ２５％胰酶收集各组细胞，用预冷

的 ＰＢＳ 洗 ２ 次，将细胞重悬浮于 ２５０ μＬ 结合缓冲

液中，调整待测细胞的浓度为 １×１０６ ／ ｍＬ（结合缓冲

液用去离子水稀释 ４ 倍）。 取 １００ μＬ 的细胞悬液于

５ ｍＬ 的流式管中，加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ⁃ＶＦＩＴＣ 和 １０
μＬ 的 ＰＩ，轻轻混匀，避光，室温反应 ２０ ｍｉｎ，在反应

管中补加 ４００ μＬ ＰＢＳ，立即应用流式细胞仪检测，
计算细胞凋亡率。

注：与空白对照组比较， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 ＥＥＡＴＫ 对 Ｈｅｐ３Ｂ 和 Ｈｕｈ⁃７ 细胞活力的影响（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＥＡＴＫ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｈｅｐ３Ｂ ａｎｄ Ｈｕｈ⁃７ ｃｅｌｌｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

１􀆰 ３􀆰 ７　 转录组数据分析 ＥＥＡＴＫ 干预 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞

后基因差异表达的影响　
　 　 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞分组同“１􀆰 ３􀆰 ４”项下处理，２４ ｈ 后

收集细胞，每份细胞加入 １ ｍＬ ＴＲＩｚｏｌ 试剂处理细

胞，提取总 ＲＮＡ 后制成细胞重悬液后，进行转录组

测序，转录组测序由武汉灵思生物技术有限公司协

助完成。 利用 ＤＥＳｅｑ２ 软件进行基因差异表达的分

析，差异表达基因（筛选标准：􀰙 ｌｏｇＦＣ 􀰙＞１ 及 Ｐ＜
０􀆰 ０５）；采用 ｃｌｕｓｔｅｒ Ｐｒｏｆｉｌｅｒ 软件对所筛选出来的差

异基因，进行 ＧＯ 分析。 转录组数据联合数据库

（Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ Ｔｏｘｉｃｏｇｅｎｏｍｉｃｓ Ｄａｔａｂａｓｅ，ＣＴＤ）分析差

异表达基因中与增殖、凋亡相关的关键基因，并利

用在线软件 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｂｉｏｉｎｆｏｇｐ． ｃｎｂ． ｃｓｉｃ． ｅｓ ／ ｔｏｏｌｓ ／
ｖｅｎｎｙ ／ ｉｎｄｅｘ． ｈｔｍｌ）绘制韦恩图。
１􀆰 ３􀆰 ８　 实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ⁃ＰＣＲ）检测　
　 　 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞分组同“１􀆰 ３􀆰 ４”项下，每组均设 ３
个复孔，处理 ２４ ｈ 后收集细胞，每份细胞加入 １ ｍＬ
ＴＲＩｚｏｌ 试剂处理细胞，提取总 ＲＮＡ 后制成细胞重悬

液后，应用 Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ ＲＴ 试剂盒合成 ｃＤＮＡ
后，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＢＩＲＣ５、ＣＤＫ１、ＣＤＫＮ１Ａ、ＥＧＬＮ３、

ＦＡＭ８３Ｄ、ＭＫＩ⁃６７、 ＭＹＣ、 ＦＯＸＣ１ 的表达。 数据以

２－△△ＣＴ 表示，△ＣＴ ＝ 目的基因 Ｃｔ 值－内参基因 Ｃｔ
值，△△ＣＴ ＝ 实验组 （ Ｃｔ （目的基因）⁃Ｃｔ （内参基

因））－对照组（Ｃｔ（目的基因）⁃Ｃｔ（内参基因））。
１􀆰 ４　 统计学方法　
　 　 实验数据以平均数±标准差（ 􀭰ｘ± ｓ）表示，应用

ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 统计软件进行分析，组间比较采用单因

素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 说明差异具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 ＥＥＡＴＫ 抑制 Ｈｅｐ３Ｂ 及 Ｈｕｈ⁃７细胞的活力

　 　 以索拉菲尼（５ μｍｏｌ ／ Ｌ）为对照，使用不同终浓

度（０􀆰 １、０􀆰 １５、０􀆰 ２ 和 ０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｍＬ）的 ＥＥＡＴＫ 分别作

用 Ｈｅｐ３Ｂ 及 Ｈｕｈ⁃７ 细胞 ２４ ｈ 后，利用 ＣＣＫ⁃８ 试剂

检测细胞活力的变化。 结果显示，与空白对照组比

较，随着浓度的增加，ＥＥＡＴＫ 各组细胞的 ＯＤ 值显

著降低（均 Ｐ＜０􀆰 ０１），见图 １。 当 ＥＥＡＴＫ 终浓度为

０􀆰 １５ ｍｇ ／ ｍＬ 时，Ｈｅｐ３Ｂ 及 Ｈｕｈ⁃７ 细胞活力抑制率分

别为 ３８􀆰 ２９％、２１􀆰 ４０％，当终浓度为 ０􀆰 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ 时，
对 Ｈｅｐ３Ｂ 及 Ｈｕｈ⁃７ 细胞的抑制率均显著升高，分别

为 ９４􀆰 １０％和 ６５􀆰 ４３％，故本研究选用 ０􀆰 １５ ｍｇ ／ ｍＬ
为终浓度进行后续实验。
２􀆰 ２　 ＥＥＡＴＫ 抑制 Ｈｅｐ３Ｂ 及 Ｈｕｈ⁃７细胞的增殖

　 　 ＥｄＵ 检测结果分析发现，ＥＥＡＴＫ 干预后可显著

抑制肝癌细胞（Ｈｅｐ３Ｂ、Ｈｕｈ⁃７）中 ＥｄＵ 阳性细胞数

（Ｐ＜０􀆰 ０１）；克隆形成实验分析发现，ＥＥＡＴＫ 干预后

可显著抑制肝癌细胞的克隆形成数（Ｐ＜０􀆰 ０１），如图

２ 所示。
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２􀆰 ３　 ＥＥＡＴＫ 促进 Ｈｅｐ３Ｂ 及 Ｈｕｈ⁃７细胞的凋亡

　 　 凋亡检测结果表明， ＥＥＡＴＫ 组对 Ｈｅｐ３Ｂ 及

Ｈｕｈ⁃７ 细胞的凋亡率较空白对照组均显著升高，差
异具有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０１），表明 ＥＥＡＴＫ 可能通

注：Ａ：ＥＥＡＴＫ 干预后 ＥｄＵ 检测细胞增殖能力变化；Ｂ、Ｃ：Ｈｅｐ３Ｂ、Ｈｕｈ⁃７ 细胞 ＥｄＵ 阳性细胞数统计；Ｄ：ＥＥＡＴＫ 干预后克隆形成

实验检测细胞克隆形成变化。 与空白对照组比较， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 ＥＥＡＴＫ 对 Ｈｅｐ３Ｂ 和 Ｈｕｈ⁃７ 细胞增殖能力影响（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ａ， ＥｄＵ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ Ｈｅｐ３Ｂ ａｎｄ Ｈｕｈ⁃７ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ａｆｔｅｒ ＥＥＡＴＫ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ． Ｂ ／ Ｃ，
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｎ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＥｄＵ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ Ｈｅｐ３Ｂ ａｎｄ Ｈｕｈ⁃７ ｃｅｌｌｓ． Ｄ， Ｃｌｏｎｅ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ

Ｈｅｐ３Ｂ ａｎｄ Ｈｕｈ⁃７ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ＥＥＡＴＫ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＥＥＡＴＫ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｅｐ３Ｂ ａｎｄ Ｈｕｈ⁃７ ｃｅｌｌｓ
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过促进细胞凋亡而抑制生长增殖，见图 ３。

注：与空白对照组比较， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１。

图 ３　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双染法检测 ＥＥＡＴＫ 对 Ｈｅｐ３Ｂ 及 Ｈｕｈ⁃７ 细胞凋亡率的影响（􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ ｄｕａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＥＥＡＴＫ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅｓ ｏｆ Ｈｅｐ３Ｂ
ａｎｄ Ｈｕｈ⁃７ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ４　 ＥＥＡＴＫ 对肝癌 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞的差异表达基因

的影响　
２􀆰 ４􀆰 １　 差异表达基因的筛选

　 　 利用 ＤＥＳｅｑ２ 包进行差异表达基因比较分析，
筛选条件为􀰙 ｌｏｇ２ＦＣ 􀰙≥１ 且 Ｐ≤０􀆰 ０５。 ｌｏｇ２ＦＣ 即

差异表达倍数再取以 ２ 为底的对数，ｌｏｇ２ＦＣ≥１ 即

为上调的差异基因，ｌｏｇ２ＦＣ≤－１ 为下调的差异表达

基因。
采用热图形式展示 ＥＥＡＴＫ 抑制肝癌 Ｈｅｐ３Ｂ 的

差异基因的聚类分析，热图中表达模式相近的基因

会被聚集在一起，每个方格中的颜色反映的是表达

数据的行进行均一化处理后得到的数值聚类结果，
呈现了上调基因与下调基因在组内与组间的分布

情况。 分析发现 ＥＥＡＴＫ 组与空白对照组的组间差

异显著，具有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０１），与空白对照组

比较，ＥＥＡＴＫ 组调控显著差异表达基因共 １５７７ 个，
其中红色表示相对上调差异基因 ９４２ 个，蓝色表示

相对下调差异基因 ６３５ 个，见图 ４。 选取 ｌｏｇ２ＦＣ≥４
及 ｌｏｇ２ＦＣ≤－４ 的差异表达基因，部分结果见表 ２。

２􀆰 ４􀆰 ２　 差异表达基因 ＧＯ 功能富集分析

　 　 ＧＯ 术语由以下 ３ 个部分组成： 生物过程

（ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ， ＢＰ ）、 细 胞 成 分 （ ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ ） 和 分 子 功 能 （ ｍｏｌｅｃｕａｌｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ，
ＭＦ）。 对经 ＥＥＡＴＫ 干预 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞后的差异表达

基因进行 ＧＯ 功能富集分析，总共获得了 ３２３２ 个

ＧＯ 富集条目，ＢＰ、ＣＣ 和 ＭＦ 富集分条目数分别是

２２８４、３７８ 和 ５７０ 个。 主要富集的生物过程包括胆

固醇生物合成过程及其调节、炎症反应、细胞外间

质组织、类固醇代谢；主要富集的细胞成分为质膜

筏、内质网内腔、胶原的细胞外基质、细胞外基质

（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）。 主要富集的分子功能

包括信号受体结合及活性、生长因子活性、ＵＤＰ－糖
基转移酶活性和乙醇脱氢酶活性等，见图 ５Ａ 及

表 ３。
２􀆰 ４􀆰 ３　 差异表达基因 ＫＥＧＧ 富集分析

　 　 ＫＥＧＧ 结果显示，ＥＥＡＴＫ 抑制肝癌 Ｈｅｐ３Ｂ 的差

异表达基因的富集通路共 ３３２ 条，基因主要富集于

细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）受体相互作

用、ＴＧＦ⁃β信号通路、ＮＦ⁃κＢ信号通路、细胞色素代
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注：ＣＮ１～ＣＮ３：空白对照组；Ｍ１～Ｍ３：八月札乙醇提取物组，红色为相对上调差异表达基因，蓝色为相对下调差异表达基因。

图 ４　 ＥＥＡＴＫ 干预肝癌细胞 Ｈｅｐ３Ｂ 的差异表达基因聚类分析

Ｎｏｔｅ． ＣＮ１～ ＣＮ３， Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ． Ｍ１ ～ Ｍ３， ＥＥＡＴＫ ｇｒｏｕｐ． Ｒｅｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ， ｗｈｉｌｅ ｂｌｕｅ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｈｅｐ３Ｂ ｌｉｖｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＥＥＡＴＫ

表 ２　 差异表达基因
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

Ｇｅｎｅ ＩＤ ｌｏｇ２ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ Ｐ ｖａｌｕｅ ｐａｄｊ
ＯＬＡＨ ７􀆰 ２６ ２􀆰 ７８Ｅ⁃０８ ３􀆰 ７５Ｅ⁃０７
ＴＬＲ４ ６􀆰 ６７ １􀆰 ３１Ｅ⁃０６ １􀆰 ３４Ｅ⁃０５

ＬＩＮＣ０１６２９ ６􀆰 ５０ ４􀆰 ０１Ｅ⁃０６ ３􀆰 ６９Ｅ⁃０５
ＡＢＣＣ８ ６􀆰 ４２ ６􀆰 ０４Ｅ⁃０６ ５􀆰 ４０Ｅ⁃０５
ＴＮＳ４ ６􀆰 ２４ １􀆰 ２６Ｅ⁃０５ ０􀆰 ０００１０５３２

ＢＬＯＣ１Ｓ５⁃ＴＸＮＤＣ５ ６􀆰 ２２ ５􀆰 ６８Ｅ⁃０５ ０􀆰 ０００４１０８
ＬＯＣ１００１３０７４４ ６􀆰 １９ ９􀆰 ８３Ｅ⁃０６ ８􀆰 ３８Ｅ⁃０５

ＤＭＢＴ１ ６􀆰 １３ ３􀆰 ４０Ｅ⁃０５ ０􀆰 ０００２５７３８
Ｃ１１ｏｒｆ９６ ６􀆰 １３ ２􀆰 ６３Ｅ⁃０５ ０􀆰 ０００２０４９６
ＡＤＨ１Ａ －５􀆰 ０３ ２􀆰 ７９Ｅ⁃０９ ４􀆰 ３０Ｅ⁃０８
ＳＬＣ１３Ａ２ －５􀆰 ０３ ４􀆰 ５４Ｅ⁃１３ １􀆰 ０８Ｅ⁃１１
ＡＢＣＤ２ －５􀆰 ０５ ０􀆰 ０１１２９ ０􀆰 ０４３５１３
Ｆ１３Ｂ －５􀆰 ０５ ２􀆰 ６４Ｅ⁃０５ ０􀆰 ０００２０５６４

ＡＤＨ１Ｃ －５􀆰 ０７ ２􀆰 ８６Ｅ⁃０５ ０􀆰 ０００２２１１４
ＬＯＣ１０２７２３６７５ －５􀆰 ０８ ０􀆰 ００２０９６３ ０􀆰 ０１０３１９

ＦＯＬＨ１Ｂ －５􀆰 ２７ ０􀆰 ０００２３３５１ ０􀆰 ００１４６９１
ＫＬＨＬ３ －５􀆰 ３５ ０􀆰 ０００８１０６７ ０􀆰 ００４４５８７
ＴＬＲ１０ －５􀆰 ４７ ０􀆰 ０００５８０５ ０􀆰 ００３３１４２

ＰＧＬＹＲＰ２ －５􀆰 ５８ ０􀆰 ０００３８０３２ ０􀆰 ００２２７３２
注：上调、下调均取前 １０ 位；差异倍数＞４，Ｐ＜０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ． Ｔｏｐ １０ ｆｏｒ ｂｏｔｈ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ， ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ＞４， Ｐ＜０􀆰 ０５．
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谢外源物代谢通路、类固醇激素生物合成等通路，
表明这些通路中的差异表达基因可能影响细胞的

增殖和诱导细胞凋亡，见图 ５Ｂ 及表 ４。
２􀆰 ４􀆰 ４　 ＥＥＡＴＫ 抑制肝癌 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞与细胞增殖、
凋亡差异基因的筛选及验证

　 　 本研究的细胞实验已经证实 ＥＥＡＴＫ 抑制肝癌

细胞增殖可能是诱导凋亡实现的，差异表达基因显

著富集在 ＴＧＦ⁃β、ＮＦ⁃κＢ 信号通路，这两条信号通路

与肝癌细胞增殖、凋亡密切相关，本研究通过转录

组学联合 ＴＣＤ 数据库分析，筛选出 ＥＥＡＴＫ 抑制肝

癌 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞与增殖等相关的差异表达基因（图
６），结果以 ｐａｄｊ＜０􀆰 ０５ 为显著富集，并利用韦恩在线

注：Ａ：差异表达基因的 ＧＯ 功能分析；Ｂ：差异表达基因的 ＫＥＧＧ 富集分析。

图 ５　 差异表达基因的 ＧＯ 功能分析及 ＫＥＧＧ 富集分析

Ｎｏｔｅ． Ａ， ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ． Ｂ， ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＧＯ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

表 ３　 差异表达基因 ＧＯ 富集注释表
Ｔａｂｌｅ ３　 ＧＯ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

ＩＤ 描述
Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ＧＯ＿Ｃｌａｓｓ Ｐ ｖａｌｕｅ ｐａｄｊ

ＧＯ：０００６６９５ 胆固醇生物合成过程
Ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ ＢＰ ４􀆰 ０４Ｅ⁃１７ １􀆰 ０９Ｅ⁃１３

ＧＯ：００３０１９８ 细胞外间质组织
Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ＢＰ ０􀆰 ００１１８３ ０􀆰 ０２２０８６

ＧＯ：００４５５４０ 胆固醇生物合成过程的调节
Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ ＢＰ ６􀆰 １７Ｅ⁃１６ ８􀆰 ３４Ｅ⁃１３

ＧＯ：０００８２０２ 类固醇代谢
Ｓｔｅｒｏｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ ＢＰ １􀆰 ０１Ｅ⁃０８ ３􀆰 ６０Ｅ⁃０６

ＧＯ：０００６９５４ 炎症反应
Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ＢＰ １􀆰 ５４Ｅ⁃０７ ５􀆰 ９５Ｅ⁃０５

ＧＯ：００４２４９３ 对药物的反应
Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｄｒｕｇ ＢＰ １􀆰 ６０Ｅ⁃０９ ８􀆰 ５６Ｅ⁃０７

ＧＯ：０００７１５５ 细胞粘附
Ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ＢＰ ４􀆰 １０Ｅ⁃０７ ０􀆰 ０００１１１

ＧＯ：００４２７３０ 纤维蛋白溶解
Ｆｉｂｒｉｎｏｌｙｓｉｓ ＢＰ ９􀆰 ０９Ｅ⁃０６ ０􀆰 ０００５４１

ＧＯ：０００８２０２ 类固醇代谢
Ｓｔｅｒｏｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ ＢＰ １􀆰 ０１Ｅ⁃０８ ３􀆰 ６０Ｅ⁃０６

ＧＯ：００４５１２１ 质膜筏
Ｍｅｍｂｒａｎｅ ｒａｆｔ ＣＣ ０􀆰 ０００１０５６ ０􀆰 ００４３９３

ＧＯ：０００５７８８ 内质网腔
Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｌｕｍｅｎ ＣＣ ９􀆰 ７６Ｅ⁃０９ ３􀆰 ４７Ｅ⁃０６

ＧＯ：００６２０２３ 含胶原蛋白的细胞外间质
Ｃｏｌｌａｇｅｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ＣＣ ２􀆰 １５Ｅ⁃１１ ２􀆰 ３１Ｅ⁃０８
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续表３

ＩＤ 描述
Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ＧＯ＿Ｃｌａｓｓ Ｐ ｖａｌｕｅ ｐａｄｊ

ＧＯ：００３１０１２ 细胞外间质
Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ＣＣ １􀆰 ９２Ｅ⁃０６ ０􀆰 ０００３９９

ＧＯ：００１６３２３ 基底外侧质膜
Ｂａｓｏｌａｔｅｒａｌ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ ＣＣ ０􀆰 ００１２８２２ ０􀆰 ０４３９７４

ＧＯ：００３１０９３ 血小板 α 颗粒腔
Ｐｌａｔｅｌｅｔ ａｌｐｈａ ｇｒａｎｕｌｅ ｌｕｍｅｎ ＣＣ ９􀆰 ３７Ｅ⁃０６ ０􀆰 ０００５４３

ＧＯ：００３１４１０ 细胞质小泡
Ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃ ｖｅｓｉｃｌｅ ＣＣ １􀆰 ４３Ｅ⁃０５ ０􀆰 ００１４６４

ＧＯ：００７２５６２ 血液微粒
Ｂｌｏｏｄ ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅ ＣＣ ６􀆰 ９３Ｅ⁃０９ ３􀆰 １７Ｅ⁃０６

ＧＯ：００１６３２４ 顶端质膜
Ａｐｉｃａｌ ｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ ＣＣ ０􀆰 ０００１７３ ０􀆰 ００５８０４

ＧＯ：０００５１０２ 信号传导受体结合
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ＭＦ ７􀆰 ８９Ｅ⁃０５ ０􀆰 ００３１９４９９９

ＧＯ：００３８０２３ 信号传导受体活性
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ＭＦ ６􀆰 ７１Ｅ⁃０５ ０􀆰 ００６２５７２５９

ＧＯ：０００５１７８ 整合素结合
Ｉｎｔｅｇｒｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ＭＦ ８􀆰 ６９Ｅ⁃０５ ０􀆰 ００７８３５０６２

ＧＯ：０００８０８３ 生长因子活性
Ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ＭＦ １􀆰 ８０Ｅ⁃０７ ６􀆰 １０Ｅ⁃０５

ＧＯ：０００８１９４ ＵＤＰ－糖基转移酶活性
ＵＤＰ⁃ｇｌｙｃｏｓｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ＭＦ ５􀆰 ９０Ｅ⁃０９ ２􀆰 ５３Ｅ⁃０６

ＧＯ：０００８２０１ 肝素结合
Ｈｅｐａｒｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ＭＦ ２􀆰 １３Ｅ⁃０８ ５􀆰 ０８Ｅ⁃０６

ＧＯ：００３０２４７ 多糖结合剂
Ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ＭＦ ０􀆰 ０００２７ ０􀆰 ００７５１

ＧＯ：０００５２０１ 细胞外间质结构成分
Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔ ＭＦ ０􀆰 ０００２７２ ０􀆰 ００７５１３

ＧＯ：０００８１０６ 醇脱氢酶（ＮＡＤＰ ＋）活性
Ａｌｃｏｈｏｌ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ （ＮＡＤＰ＋） ａｃｔｉｖｉｔｙ ＭＦ ５􀆰 ００Ｅ⁃０６ ０􀆰 ０００３４５８

表 ４　 差异表达基因主要通路分析表
Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍａｉｎ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ

ＩＤ 描述
Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｐ ｖａｌｕｅ ｐａｄｊ

ｍａｐ０４５１２ 细胞外基质－受体相互作用
ＥＣＭ⁃ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ２􀆰 ５１Ｅ⁃０６ ０􀆰 ０００３８７１９９

ｍａｐ０４３５０ ＴＧＦ⁃β 信号通路
ＴＧＦ⁃ｂｅｔａ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ２􀆰 ６８Ｅ⁃０５ ０􀆰 ００１６４９４８６

ｍａｐ０４０６４ ＮＦ⁃κＢ 信号通路
ＮＦ⁃ｋａｐｐａ Ｂ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ２􀆰 ３２Ｅ⁃０５ ０􀆰 ００１６４９４８６

ｍａｐ００９８０ 细胞色素代谢外源物代谢通路
Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｏｆ ｘｅｎｏｂｉｏｔｉｃｓ ｂｙ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ １􀆰 ２０Ｅ⁃０９ ５􀆰 ４１Ｅ⁃０８

ｍａｐ００９８２ 药物代谢－细胞色素 Ｐ４５０
Ｄｒｕｇ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ⁃ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｐ４５０ ４􀆰 １７Ｅ⁃１１ ３􀆰 ７６Ｅ⁃０９

ｍａｐ０５２０４ 化学致癌作用
Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ ９􀆰 ４２Ｅ⁃０６ ０􀆰 ０００３４７５８８

ｍａｐ００９００ 萜类骨架生物合成
Ｔｅｒｐｅｎｏｉｄ ｂａｃｋｂｏｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ０􀆰 ００４５５８１３１ ０􀆰 ０４７５０９７５５

ｍａｐ００１４０ 类固醇激素生物合成
Ｓｔｅｒｏｉｄ ｈｏｒｍｏｎｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ２􀆰 ２１Ｅ⁃１１ ２􀆰 ９９Ｅ⁃０９

ｍａｐ０４９７５ 脂肪消化吸收
Ｆａｔ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ａｎｄ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ ０􀆰 ０００７５９０９９ ０􀆰 ０１１４２８６５９

ｍａｐ０００７２ 酮体的合成与降解
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｋｅｔｏｎｅ ｂｏｄｉｅｓ ０􀆰 ０００６７５４０３ ０􀆰 ０１０１９２４５
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注：Ａ：细胞增殖相关基因筛选；Ｂ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测验证细胞增殖相关基因验证；Ｃ：细胞凋亡相关基因筛选；Ｄ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测验证细胞凋亡相

关基因验证。 与空白对照组比较， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 ＥＥＡＴＫ 对 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞增殖、凋亡相关基因表达的影响

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ． Ｂ， ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｖｅｒｉｆｙ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ． Ｃ，

Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ． Ｄ， ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｖｅｒｉｆｙ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＥＥＡＴＫ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｈｅｐ３Ｂ ｃｅｌｌｓ

软件绘制韦恩图，结果表明，ＥＥＡＴＫ 显著调控细胞

增殖的差异表达基因共 ２３６ 个（上调 １６２ 个，下调

７４ 个），ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果发现 ＦＡＭ８３Ｄ、ＭＫＩ⁃６７
的表达显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＭＹＣ、ＦＯＸＣ１ 的表达显

著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１）；凋亡相关差异基因共计 １９８ 个

（上调 １３６ 个，下调 ６２ 个），其中 ＢＩＲＣ５、ＣＤＫ１ 的表

达显著降低（Ｐ＜０􀆰 ０１），ＣＤＫＮ１Ａ、ＥＧＬＮ３ 的表达显

著升高（Ｐ＜０􀆰 ０１）。

３　 讨论

　 　 肿瘤是一种具有侵袭性的细胞增殖过程，能获

得持续增殖信号，实现增殖永生化，由于一系列的

基因突变，造成细胞增殖与凋亡失衡，从而使得癌

细胞快速增殖。 因此研究调控肝癌细胞增殖与凋

亡的关键通路，将有望发现干预肝癌的潜在靶点，
可有效推动临床肝癌的治疗。

本研究应用 ０􀆰 １～０􀆰 ３ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内的 ＥＥＡＴＫ
作用于人肝癌 Ｈｅｐ３Ｂ 和 Ｈｕｈ⁃７ 两种细胞，ＣＣＫ⁃８ 实

验结果表明，两种细胞的增殖抑制率随 ＥＥＡＴＫ 浓

度升高而增加，同时筛选出了 ＥＥＡＴＫ 对 Ｈｅｐ３Ｂ 和

Ｈｕｈ⁃７ 细胞的最佳药物浓度用于后续实验。 ＥｄＵ 染

色结果显示 ＥＥＡＴＫ 显著降低人肝癌 Ｈｅｐ３Ｂ 和 Ｈｕｈ⁃
７ 细胞中 ＥｄＵ 阳性细胞数量。 克隆形成结果显示，
在 ＥＥＡＴＫ 明显减少细胞的克隆数，进一步证实了

ＥＥＡＴＫ 能抑制肝癌细胞的增殖。 流式细胞仪检测

发现 ＥＥＡＴＫ 显著增加细胞凋亡率。 以上结果提
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示，ＥＥＡＴＫ 具有抑制 Ｈｅｐ３Ｂ 和 Ｈｕｈ⁃７ 细胞增殖和

促进其凋亡的作用。
ＧＯ 分析显示差异表达基因主要富集于胆固醇

生物合成及调节、ＥＣＭ 和炎症等方面。 作为快速增

殖的细胞，癌细胞较正常细胞需要更高水平的胆固

醇来维持细胞膜的生物合成和其他功能需求，胆固

醇生物合成增加是许多癌症的一个特征，如在来源

于乳腺癌患者的肿瘤干细胞中以观察到胆固醇生

物合成的升高［３］，高水平胆固醇促进肿瘤细胞的生

长、存活、增殖、迁移、侵袭和转移［４－５］。 而阻断胆固

醇的合成和摄取对肿瘤的形成和生长有抑制作用。
ＥＣＭ 作为细胞外微环境的主要部分，是由多种细胞

外大分子共同构建成的统一整体，萦绕在肿瘤细胞

周围，为其提供基本的液体浸润和空间支持［６－７］。
ＥＣＭ 可以通过整合素或其他细胞表面受体与细胞

直接发生作用，调节关键的细胞过程，例如分化，细
胞的增殖和代谢，进而影响整个组织的结构与功

能［８］。 癌症中僵硬和非弹性 ＥＣＭ 的沉积导致化学

治疗分子的扩散受阻，并阻碍免疫细胞的浸润，这
是恶性进展的关键特征，增加的 ＥＣＭ 刚度降低抗肿

瘤能力［９］。 炎症与肿瘤发生发展关系密切，急性炎

症反应不及时消退，可能会转化为慢性炎症，导致

免疫抑制微环境中存在大量免疫抑制细胞和细胞

因子，这些变化促进基因激活、ＤＮＡ 和蛋白质损伤、
ＲＯＳ 释放并影响包括 ＮＦ⁃κＢ 等多种信号通路［１０］。
炎症参与肿瘤发生的多个步骤，包括细胞转化、促
进、存活、增殖、侵袭、血管生成和转移等［１１］。

ＫＥＧＧ 富集分析表明 ＥＥＡＴＫ 的抗癌作用是通

过多种途径介导的，如 ＥＣＭ 受体相互作用通路、
ＴＧＦ⁃β 信号通路、ＮＦ⁃κＢ 通路和代谢信号通路。 其

中，含有最多富集基因的 ＴＧＦ⁃β、ＮＦ⁃κＢ 信号通路可

能是 ＥＥＡＴＫ 发挥肝癌作用的关键信号通路。 ＴＧＦ⁃
β 通路中的信号失调在 ＨＣＣ 微环境中的炎症发挥

着核心作用。 过度表达的 ＴＧＦ⁃β 会导致大量代谢

紊乱和功能障碍，并促进上皮间质转化（ＥＭＴ）和

ＥＣＭ 过度沉积［１２－１３］，从而导致免疫功能障碍、纤维

化和癌症［１２，１４］。
ＴＧＦ⁃β、ＮＦ⁃κＢ 在肝癌中均被异常激活，参与肝

癌细胞增殖、侵袭及迁移整个过程。 中药、中药活

性成分可通过 ＴＧＦ⁃β、ＮＦ⁃κＢ 通路影响肝癌细胞增

殖，如裂果薯皂苷单体Ⅰ能抑制 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 细胞增

殖，侵袭和转移，其机制可能与抑制 ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ 信

号通路发生有关［１５］。 苦参注射液通过抑制 ＴＧＦ⁃β ／

Ｓｍａｄ７ 信号通路进而缓解肝纤维化及肝癌的进

展［１６］。 双花汤可通过抑制 ＮＦ⁃κＢ 信号通路，促进

ＲＯＳ 介导的 ＮＬＲＰ３ 炎症小体表达，最终抑制肝癌细

胞增殖、侵袭及迁移［１７］。 以上结果说明 ＴＧＦ⁃β、ＮＦ⁃
κＢ 信号均是复方中药、中药活性成分是治疗肝癌的

重要信号通路。
ＦＡＭ８３Ｄ 基因调节有丝分裂过程，在肝癌组织

中高表达，促进细胞增殖和迁移，抑制细胞凋亡［１８］。
ＭＫＩ⁃６７ 是是一种增殖细胞相关的核抗原，其在 ＨＣＣ
中表达量升高，敲低 ＭＫＩ⁃６７ 可以抑制 ＨＣＣ 的增

殖［１９］。 ＭＹＣ 是与细胞增殖密切相关的基因，可影

响细胞生长和增殖功能的复制、转录和翻译，以及

细胞代谢和凋亡［２０］。 ＦＯＸＣ１ 是 ＦＯＸ 蛋白家族的一

员，ＦＯＸＣ１ 可激活核 ＮＦ⁃κＢ 信号，从而调节细胞的

增殖［２１］，本研究表明 ＥＥＡＴＫ 可显著降低 Ｈｅｐ３Ｂ 细

胞中 ＦＡＭ８３Ｄ、 ＭＫＩ⁃６７ 的表达， 显著升高 ＭＹＣ、
ＦＯＸＣ１ 的表达，提示 ＥＥＡＴＫ 可能通过影响上述关

键基因的表达抑制细胞增殖。
ＢＩＲＣ５，也称 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ，是凋亡蛋白抑制剂家族

（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＩＡＰｓ）中抑制凋亡作

用最强的蛋白，在恶性肿瘤组织中高表达，是调节

细胞周期、凋亡关键因子［２２］在肿瘤发生和转移过程

中直接调节癌细胞的凋亡和有丝分裂［２３］。 ＣＤＫ１
是细胞周期检查点的重要调控基因，其失调可导致

可促进肿瘤侵袭性发展、细胞增殖［２４］。 ＣＤＫＮ１Ａ 可

阻止 Ｇ１ ／ Ｓ 过渡进而减慢细胞周期［２５］，从而抑制细

胞增殖。 ＥＧＬＮ３ 在多种恶性肿瘤中表达降低，上调

胃癌细胞中 ＥＧＬＮ３ 的表达显著抑制细胞增殖和转

移［２６］。 结果表明，ＥＥＡＴＫ 可以显著降低 ＢＩＲＣ５、
ＣＤＫ１ 的表达，显著升高 ＣＤＫＮ１Ａ、ＥＧＬＮ３ 的表达，
说明 ＥＥＡＴＫ 可能通过调控上述靶点促进 Ｈｅｐ３Ｂ 细

胞凋亡。
综上所述，ＥＥＡＴＫ 抑制肝癌细胞增殖并诱导凋

亡，其作用机制可能与调控 ＴＧＦ⁃β、ＮＦ⁃κＢ 信号通路

及多个靶点有关，还需要对发现的关键信号通路及

其靶基因进行全面、深层次的探究。
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ｓｉｇｎａｔｕｒｅ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ ］ ． Ｄｉｓ Ｍａｒｋｅｒｓ， ２０２０，
２０２０： ８８１６０７０．

［ ９ ］ 　 Ｍｉｔｔｅｌｈｅｉｓｓｅｒ Ｖ， Ｇｅｎｓｂｉｔｔｅｌ Ｖ， Ｂｏｎａｔｉ Ｌ， ｅｔ ａｌ． ． Ｅｖｉｄｅｎｃｅ ａｎｄ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃａｌｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｉｍｍｕｎｏｓｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｄｉｓｅａｓｅｓ ［ Ｊ ］ ． Ｎａｔ
Ｎａｎｏｔｅｃｈｎｏｌ． ２０２４， １９（３）： ２８１－２９７．

［１０］ 　 Ｚｈａｏ Ｈ， Ｗｕ Ｌ， Ｙａｎ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ： ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ．
Ｓｉｇｎａｌ Ｔｒａｎｓｄｕｃｔ Ｔａｒｇｅｔ Ｔｈｅｒ， ２０２１，６（１）：２６３．

［１１］ 　 ＭＡＮＴＯＶＡＮＩ Ａ． Ｃａｎｃｅｒ： ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｂｙ ｒｅｍｏｔｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ［ Ｊ］ ．
Ｎａｔｕｒｅ， ２００５， ４３５（７０４３）： ７５２－７５３．

［１２］ 　 ＳＵ Ｊ， ＭＯＲＧＡＮＩ Ｓ Ｍ， ＤＡＶＩＤ Ｃ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＴＧＦ⁃β ｏｒｃｈｅｓｔｒａｔｅｓ
ｆｉｂｒｏｇｅｎｉｃ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ＥＭＴｓ ｖｉａ ｔｈｅ ＲＡＳ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ＲＲＥＢ１
［Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ， ２０２０， ５７７（７７９１）： ５６６－５７１．

［１３］ 　 ＣＨＡＫＲＡＶＡＲＴＨＹ Ａ， ＫＨＡＮ Ｌ， ＢＥＮＳＬＥＲ Ｎ Ｐ， ｅｔ ａｌ． ＴＧＦ⁃
β⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ｇｅｎｅｓ ｌｉｎｋ ｃａｎｃｅｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ｔｏ ｉｍｍｕｎｅ ｅｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ ｆａｉｌｕｒｅ ［ Ｊ］ ．
Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０１８， ９（１）： ４６９２．

［１４］ 　 ＬＩＵ Ｓ， ＲＥＮ Ｊ， ＴＥＮ ＤＩＪＫＥ Ｐ． Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＴＧＦβ ｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｃａｎｃｅｒ ｔｈｅｒａｐｙ ［ Ｊ］ ． Ｓｉｇｎａｌ Ｔｒａｎｓｄｕｃｔ Ｔａｒｇｅｔ
Ｔｈｅｒ， ２０２１， ６（１）： ８．

［１５］ 　 吕美娴， 廖智红， 周欢， 等． 裂果薯皂苷单体Ⅰ通过 ＴＧＦ－阻
调控上皮间质转化对人肝癌细胞 ＳＭＭＣ⁃７７２１ 侵袭和转移的

影响 ［Ｊ］ ． 中国药理学通报， ２０２０， ３６（３）： ４０８－４１３．
ＬＹＵ Ｍ Ｘ， ＬＩＡＯ Ｚ Ｈ， ＺＨＯＵ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓａｐｏｎｉｎ

ｍｏｎｏｍｅｒ Ⅰ ｏｆ Ｓｃｈｉｚｏｃａｐｓａ ｐｌａｎｔａｇｉｎｅａ Ｈａｎｃｅ ｏｎ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌ ＳＭＭＣ⁃７７２１ ｂｙ
ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ＴＧＦ⁃β１
［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｂｕｌｌ， ２０２０， ３６（３）： ４０８－４１３．

［１６］ 　 ＹＡＮＧ Ｙ， ＳＵＮ Ｍ， ＬＩ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｂａｌａｎｃｉｎｇ ＴＧＦ⁃β ／ Ｓｍａｄ７
ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｖｉａ Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｋｕｓｈｅｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｓｔｅｌｌａｔｅ ｃｅｌｌｓ
ｐｒｏｔｅｃｔｓ ａｇａｉｎｓｔ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ａｎｄ ｈｅｐａｔｏｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ
Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄ， ２０２１， １１（７）： ｅ４１０．

［１７］ 　 ＤＡＩ Ｂ， ＦＡＮ Ｍ， ＨＵＡＮＧ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｓｈｕａｎｇｈｕａ ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ ｅｘｅｒｔｓ
ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ＮＬＲＰ３ ｉｎｆｌａｍｍａｓｏｍｅ ｖｉａ ＲＯＳ
ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ
［Ｊ］ ． Ｐｈｙｔｏｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２２， １０３： １５４２４９．

［１８］ 　 ＮＩＥ Ｊ， ＬＵ Ｌ， ＤＵ Ｃ， ｅｔ ａｌ． ＦＡＭ８３Ｄ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ
ＦＢＸＷ７ ／ ＭＣＬ１ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ］ ． Ｔｒａｎｓｌ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２０２２， １１
（１０）： ３７９０－３８０２．

［１９］ 　 ＨＯＵ Ｙ Ｙ， ＣＡＯ Ｗ Ｗ， ＬＩ Ｌ， ｅｔ ａｌ． ＭｉｃｒｏＲＮＡ⁃５１９ｄ ｔａｒｇｅｔｓ
ＭＫｉ６７ ａｎｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎ ｔｈｅ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ
ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＱＧＹ⁃７７０３ ［ Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｌｅｔｔ， ２０１１， ３０７ （ ２）： １８２
－１９０．

［２０］ 　 ＧＯＮＳＡＬＶＥＳ Ｗ Ｉ， ＢＲＯＮＩＯＷＳＫＡ Ｋ， ＪＥＳＳＥＮ Ｅ， ｅｔ ａｌ．
Ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃ ａｎｄ ｌｉｐｉｄｏｍｉｃ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ｏｆ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｐｌａｓｍａ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｓ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ｇａｍｍｏｐａｔｈｙ ｏｆ
ｕｎｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｆｒｏｍ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｍｙｅｌｏｍａ ［Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｒｅｐ，
２０２０， １０（１）： １０２５０．

［２１］ 　 ＷＡＮＧ Ｊ， ＲＡＹ Ｐ Ｓ， ＳＩＭ Ｍ Ｓ， ｅｔ ａｌ． ＦＯＸＣ１ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｂａｓａｌ⁃ｌｉｋｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ
ＮＦ⁃κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ［Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｇｅｎｅ， ２０１２， ３１（４５）： ４７９８－４８０２．

［２２］ 　 Ｓｉｒａｇｕｓａ Ｇ， Ｔｏｍａｓｅｌｌｏ Ｌ， Ｇｉｏｒｄａｎｏ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｓｕｒｖｉｖｉｎ
（ＢＩＲＣ５）： Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｔｈｅｒａｐｙ ［ Ｊ］ ． Ｌｉｆｅ Ｓｃｉ， ２０２４，
３５０： １２２７８８．

［２３］ 　 ＦＡＮＧ Ｘ Ｌ， ＣＡＯ Ｘ Ｐ， ＸＩＡＯ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｏｆ ｒｏｌｅ ｏｆ
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（３）： ２２３－２４０．

［２４］ 　 ＩＺＡＤＩ Ｓ， ＮＩＫＫＨＯＯ Ａ， ＨＯＪＪＡＴ⁃ＦＡＲＳＡＮＧＩ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ＣＤＫ１
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ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ａ ｐ５３ ／ ｐ２１ＷＡＦ１ ／ ＣＩＰ１ ａｎｄ ｐ２７ＫＩＰ１ ｐａｔｈｗａｙ
［Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ， ２０１７， ８（１０）： １７２１６－１７２２８．

［２６］ 　 ＣＡＩ Ｆ， ＹＡＮＧ Ｘ， ＭＡ Ｇ， ｅｔ ａｌ． ＥＧＬＮ３ ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＪＭＪＤ８ ／ ＮＦ⁃κＢ
ｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｏｆ ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ［ Ｊ］ ． Ｂｒ
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