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卡铂对肝癌 ＨｅｐＧ２细胞影响的基因芯片分析
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［摘　要］目的：分析卡铂对肝癌ＨｅｐＧ２细胞基因转录水平的影响。方法：用５０ｍｇ／Ｌ卡铂处理ＨｅｐＧ２细胞
４８ｈ后，Ｔｒｉｚｏｌ法抽提总ＲＮＡ，利用基因芯片检测 ＨｅｐＧ２细胞基因在转录水平上的表达变化，分析获得差异基
因；采用基因本体论（ＧＯ）分析差异转录基因分子功能、细胞组成及参与的生物过程，采用京都基因与基因组百
科全书（ＫＥＧＧ）分析差异转录基因涉及的相关信号通路。结果：差异转录的基因共有１４７４个（与对照组相比，
变化倍数＞３），其中上调基因有５２０个，下调基因有９５４个；这些差异转录基因参与了酶结合、腺嘌呤核苷酸结
合等相关功能，并与内质网、高尔基体、细胞骨架、锚定连接及细胞外间隙等有关；差异转录基因涉及淀粉和蔗糖

代谢、抗坏血酸和醛酸代谢、ＭＡＰＫ通路、类固醇激素生物合成、补体与凝血级联途径等信号通路。结论：卡铂影
响ＨｅｐＧ２细胞中多个基因的转录，这些基因调控细胞多种功能。

［关键词］肝肿瘤；卡铂；ＨｅｐＧ２细胞；基因芯片；差异基因；ＧＯ分析；ＫＥＧＧ分析
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　　肝细胞癌（Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是
世界上最主要的恶性肿瘤之一，被认为是癌症相关

死亡的第三个最常见的病因，其发病率和死亡率几

乎相等［１－３］。由于ＨＣＣ缺乏明显的临床症状和特
异性的血清学诊断指标，其在早期很难被发现。因

此，大多数患者在确诊时已是ＨＣＣ晚期，患者５年
生存率较低［４－５］。卡铂是第二代铂制剂，它除了保

留了第一代铂（顺铂）的抗肿瘤范围广、对实体肿

瘤疗效高等优点外，其对神经系统及肾脏的毒性作

用明显低于顺铂［６－７］。大量临床试验表明，卡铂对

ＨＣＣ、肺癌、脑肿瘤、淋巴瘤、神经母细胞瘤、生殖细
胞瘤等多种恶性肿瘤有明显的治疗作用［８－１３］。目

前，卡铂与紫杉醇、依托泊苷等其他药物联合化疗

的治疗方案已被证实具有明显的优越性［１４－１７］。卡

铂主要作用于 ＤＮＡ，破坏 ＤＮＡ复制，从而产生细
胞毒性，抑制肿瘤的生长［１８－１９］。本课题组的研究

发现，卡铂对肝癌 ＨｅｐＧ２细胞膜流动性、渗透脆
性、迁移能力和细胞骨架等生物流变学特性有显著

影响（待发表），为进一步了解其分子机制，本研究

利用基因芯片技术检测卡铂对ＨｅｐＧ２细胞总体基
因转录的影响，分析获得差异基因；采用基因本体

论（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）分析差异转录基因分子功
能、细胞组成分及参与的生物过程，采用京都基因

与基因组百科全书（ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄ
ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）分析差异转录基因涉及的相关信
号通路。为卡铂治疗肝癌提供更多的理论基础。

１　材料与方法
１．１　材料

人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２（课题组保存）、卡铂注
射液（齐鲁制药有限公司国药准字 Ｈ２００２０１８１）、
ＤＭＥＭ培养基（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司）、青霉素／链霉
素（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）、１０％胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ
公司）。

１．２　方法
１．２．１　肝癌 ＨｅｐＧ２细胞的复苏与培养　将肝癌
细胞保存管从液氮中取出并立即放于３７Ｃ温水中
解冻，在１ｍｉｎ中内完成。然后在无菌操作台中取
出细胞悬液，低速离心，弃上清液，加入到含１０％
胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养液中，并置于 ３７℃、５％
ＣＯ２的培养箱中培养，次日更换培养液。待细胞铺
板面积达约８０％～９０％时，进行卡铂处理实验，或
用０２５％胰蛋白酶溶液消化后进行传代培养。
１．２．２　细胞分组 ＲＮＡ提取　取 ３份 ＨｅｐＧ２细

胞，采用浓度为５０ｍｇ／Ｌ的卡铂处理，作为处理组
１～３；取３份ＨｅｐＧ２细胞不加卡铂处理，作为对照
组１～３；６份细胞均培养４８ｈ，然后用 Ｔｒｉｚｏｌ法提
取总 ＲＮＡ；使用 ＴｈｅｒｍｏＮａｎｏＤｒｏｐ２０００测定总
ＲＮＡ浓度，使用 Ａｇｉｌｅｎｔ２１００Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ检测总
ＲＮＡ的完整性。ＲＮＡ质控参考指标见表１。

表１　ＲＮＡ质控参考指标
Ｔａｂ．１　ＲＮＡｑｕａｌｉｔｙｃｏｎｔｒｏｌｒｅｆｅｒｅｎｃｅｉｎｄｅｘ

　样品质检 ２１００ＲＩＮ值 ２８Ｓ／１８Ｓ
合格 ≥７．０ ≥０．７
部分降解１ ２１００ＲＩＮ≥７．０ ２８Ｓ／１８Ｓ＜０．７
部分降解２ ６．０≤２１００ＲＩＮ＜７．０ －
完全降解 ＜６．０ －

注：ＲＩＮ为ＲＮＡ完整性计数；“－”为无比值

１．２．３　基因芯片杂交　总ＲＮＡ样本通过质检后，
分别合并３份处理和对照组 ＲＮＡ样本，采用 Ｇｅ
ｎｅＣｈｉｐ３＇ＩＶＴＥｘｐｒｅｓｓＫｉｔ制备 ａＲＮＡ（ａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ＲＮＡ）。将 ａＲＮＡ进行纯化，然后将其片段化后与
基因芯片探针进行杂交。杂交完成后取出芯片，用

ＧｅｎｅＣｈｉｐＦｌｕｉｄｉｃｓＳｔａｔｉｏｎ４５０进行自动洗染，洗染
完成后扫描获得数据。

１．２．４　生物信息学分析　按照｜ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ｜＞３
标准筛选有显著差异转录的基因。然后通过 ＧＯ
分析差异转录基因分子功能、细胞组成分及参与的

生物过程，采用 ＫＥＧＧ分析差异转录基因涉及的
相关信号通路。

２　结果
２１　总ＲＮＡ

结果显示，提取ＲＮＡ的ＲＩＮ≥７０，２８Ｓ／１８Ｓ
≥０７，Ａ２６０／Ａ２８０在１９～２０５；浓度＞１０００μｇ／
Ｌ，质检结果合格，可进行后续实验。见表２。

表２　处理组和对照组ＨｅｐＧ２细胞
总ＲＮＡ质检结果

Ｔａｂ．２　ＲＮＡｑｕａｌｉｔｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆ
ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

组别
浓度

（μｇ／Ｌ）
Ａ２６０／Ａ２８０ ＲＩＮ ２８Ｓ／１８Ｓ

质检

结果

对照组１ １４１１２ ２０１ ９２ １２ 合格

对照组２ １３６７６ ２０３ ９２ １１ 合格

对照组３ ２２１６１ １９８ ９１ １１ 合格

处理组１ １１６６１ ２００ ７５ ０９ 合格

处理组２ １１０５１ ２００ ７５ ０９ 合格

处理组３ １５０３７ １９９ ７４ ０９ 合格

０８２
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２２　基因芯片检测
与对照组相比，顺铂处理组差异转录的基因有

１４７４个，其中上调基因有５２０个，下调基因有９５４
个。上调基因有（部分）：ＥＧＲ１、ＦＯＳ、ＨＳＰＡ７、ＨＳ
ＰＡ６、ＺＮＦ２８０Ａ、ＦＯＸＣ１、ＰＭＡＩＰ１、ＴＰ５３Ｉ３、ＩＥＲ５Ｌ、
ＨＩＳＴ２Ｈ２ＡＡ４、ＨＩＳＴ２Ｈ２ＡＡ３、ＤＬＸ２、ＳＮＡＩ１、ＣＳＴＡ、
ＳＮＯＲＡ２８、 ＥＩＦ５、 ＳＥＲＴＡＤ１、 ＴＲＥＭ２、 ＣＤ３Ｄ、
ＨＥＸＩＭ１、ＨＢＥＧＦ、ＩＥＲ５、ＲＧＳ２、ＨＣＰ５、Ｅ２Ｆ７、ＣＣ
ＮＥ２、ＡＴＦ３、ＨＳＰＡ８、ＨＳＰＨ１、ＣＹＰ４Ｆ２、ＬＡＣＣ１、ＴＮ
ＦＳＦ９、ＰＧＦ、ＮＰＰＣ、ＣＨＯＲＤＣ１、ＨＭＯＸ１、ＺＦＡＮＤ５、
ＴＯＢ２、ＳＭＯＸ及 ＳＭＩＭ１３等。下调基因有（部分）：
ＰＬＣＢ１、ＦＮＤＣ３Ｂ、ＰＴＰＲＭ、ＤＯＣＫ４、ＰＲＫＣＡ、ＰＬＰＰＲ１、
ＰＰＭ１Ｈ、ＧＰＣ６、ＳＡＭＤ４Ａ、ＳＢＦ２、ＬＯＣ１０１９２８１６８、
ＣＨＮ２、ＳＯＲＬ１、ＰＴＰＲＫ、ＭＹＯ１０、ＩＧＦ１Ｒ、ＰＣＣＡ、
ＣＲＡＤＤ、ＰＰＰ１Ｒ９Ａ、ＳＨＡＮＫ２、ＭＡＭＬ２、ＦＲＡＳ１、
ＮＢＡＳ、ＤＣＤＣ２、ＣＰＶＬ、ＳＯＲＢＳ２、ＩＴＰＲ１、ＤＴＮＡ、
ＴＢＣ１Ｄ５、ＰＴＰＲＧ、ＤＡＰＫ１、ＲＥＬＮ、ＴＴＣ２８、ＴＧＦＢＲ３、
ＬＲＢＡ、ＰＳＤ３、ＡＲＩＤ１Ｂ及ＤＯＣＫ１等。
２３　差异基因的 ＧＯ分析

ＧＯ分析结果显示，富集程度最显著的１０种差
异转录基因参与了细胞增殖、刺激反应、信号传导、

蛋白质代谢及氮化合物代谢等相关的生物过程，见

表３。在分子功能方面，差异转录基因参与了酶结
合、腺嘌呤核苷酸结合、受体结合、脂质结合、大分

子复合物结合等相关功能，见表４。结果还显示，
在细胞组成方面，差异转录基因与内质网、高尔

基体、细胞骨架、锚定连接及细胞外间隙等相关，

见表５。

表３　差异转录基因参与的生物过程分析
Ｔａｂ．３　Ａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓｅｓ
ｉｎｖｏｌｖｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｇｅｎｅｓ

　功能分类 差异基因数（ｎ） Ｐ ＦＤＲ

细胞增殖 １７６ ３３６Ｅ５６１５６Ｅ５２

分子功能的正调控 １９３ １０１Ｅ５５２３５Ｅ５２

刺激反应的负调控 １６６ ３６０Ｅ５５５５９Ｅ５２

刺激反应的正调控 １９９ １７６Ｅ５４２０５Ｅ５１

水解酶活性 １６２ ７９４Ｅ５４７３９Ｅ５１

信号传导 １８２ １０２Ｅ５３７９０Ｅ５１

蛋白质代谢过程的负调控 １４６ １２２Ｅ５３８１４Ｅ５１

应激反应 １７０ ２８６Ｅ５３１６６Ｅ５０

氮化合物代谢过程的负调控 １７１ ６１９Ｅ５２３２０Ｅ４９

细胞死亡 １６８ ９４５Ｅ５２４４０Ｅ４９

注：Ｐ为差异分析的显著性指标，ＦＤＲ为错误发现率

表４　差异转录基因分子功能分析
Ｔａｂ．４　Ａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ
ｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｇｅｎｅｓ

　功能分类 差异的基因数（ｎ） Ｐ ＦＤＲ
酶结合 ２１０ １４９Ｅ６９ １３９Ｅ６６
分子功能调节 １６６ １７５Ｅ５５ ８１１Ｅ５３
酶活性调节 １２５ １７２Ｅ４４ ５３２Ｅ４２
腺嘌呤核苷酸结合 １５７ ５０７Ｅ４３ １１８Ｅ４０
核糖核酸结合 １７６ ７４２Ｅ４３ １３８Ｅ４０
受体结合 １４３ ７２４Ｅ３６ １１２Ｅ３３
脂质结合 ９１ １２６Ｅ３４ １６８Ｅ３２
过渡金属离子结合 １３３ １６８Ｅ３２ １９５Ｅ３０
含磷基团转移酶活性 １０４ ５５４Ｅ２９ ５７２Ｅ２７
大分子复合物结合 １２４ １５４Ｅ２７ １３０Ｅ２５

注：Ｐ为差异分析的显著性指标，ＦＤＲ为错误发现率

表５　差异转录基因细胞组成分析
Ｔａｂ．５　Ａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｅｌｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ
ｉｎｖｏｌｖｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｇｅｎｅｓ

　功能分类 差异的基因数（ｎ） Ｐ ＦＤＲ
内质网 １７０ ６０８Ｅ４７ ３５５Ｅ４４
细胞突起 １６１ １３７Ｅ３６ ４０１Ｅ３４
细胞骨架 １７０ ２３２Ｅ３６ ４５１Ｅ３４
内质网组成部分 １２４ ３６４Ｅ３５ ５３２Ｅ３３
高尔基体 １３７ ２２１Ｅ３３ ２５８Ｅ３１
细胞连接 １１６ １０９Ｅ３０ １０６Ｅ２８
神经元组成部分 １２１ ７０５Ｅ３０ ５８８Ｅ２８
神经元突起 ９９ １０４Ｅ２７ ７５６Ｅ２６
锚定连接 ６８ ３０３Ｅ２６ １９６Ｅ２４
细胞外间隙 １２０ ４７１Ｅ２６ ２７５Ｅ２４

注：Ｐ为差异分析的显著性指标，ＦＤＲ为错误发现率

２４　差异基因的 ＫＥＧＧ信号通路
利用ＩＰＡ软件对差异基因进行相关信号通路

分析，富集程度最显著的１０条通路见表６。

表６　差异转录基因涉及的富集程度
最高的信号通路

Ｔａｂ．６　Ｒｅｌａｔｅｄｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｇｅｎｅｓ

　通路名称 差异基因数 Ｐ ＦＤＲ
淀粉和蔗糖代谢 ２２ ２２１Ｅ２０８９２Ｅ１８
Ｆｏｃａｌａｄｈｅｓｉｏｎ通路 ３３ １４２Ｅ１５２８５Ｅ１３
内吞作用 ３１ ４１６Ｅ１５５５９Ｅ１３
卟啉与叶绿素代谢 １６ １５９Ｅ１４１６１Ｅ１２
抗坏血酸和醛酸代谢 １３ ４６３Ｅ１４３７３Ｅ１２
ＭＡＰＫ通路 ３５ ２１１Ｅ１３１４１Ｅ１１
戊糖与葡萄糖醛酸转化途径 １３ ３０７Ｅ１３１７７Ｅ１１
类固醇激素生物合成 １６ ３１２Ｅ１２１５７Ｅ１０
补体与凝血级联途径 １７ １２７Ｅ１１５６７Ｅ１０
通过细胞色素 Ｐ４５０的外
源物质代谢途径

１７ １６３Ｅ１１６５５Ｅ１０

注：Ｐ为差异分析的显著性指标，ＦＤＲ为错误发现率

１８２

　３期 岳　萍等　卡铂对肝癌ＨｅｐＧ２细胞影响的基因芯片分析



３　讨论

铂类制剂是目前治疗癌症最有效的药物之一，

在世界范围内得到了广泛的临床应用。卡铂作为

第２代铂类抗肿瘤药物已经被研究了很多年，其进
入肿瘤细胞后水解成水合物，该水合物进一步去

质子化生成羟基化的配位离子，这些离子的化学

性质活泼，通常能与ＤＮＡ的两个鸟嘌呤碱基７位
氮原子（Ｎ７）交联而形成加合物，从而阻止 ＤＮＡ
的复制，并且 ＤＮＡ修复机制不能识别这些加合
物［１８－２０］。虽然这些发现可以解释为什么卡铂能抑

制肿瘤的发展，但这些研究结果仅仅局限于 ＤＮＡ
损伤方面。本研究通过基因芯片技术来研究卡铂

对肝癌细胞基因转录的影响，这对从总体上了解卡

铂的作用机制来说具有重要意义。

基因芯片是一种能够检测总 ｍＲＮＡ转录水平
变化的分子生物学技术，该技术可以对 ｍＲＮＡ进
行定量检测来研究基因的转录差异。本研究采用

ＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘｍＲＮＡ基因芯片技术来研究卡铂对
ＨｅｐＧ２细胞总体基因转录的影响，结果发现卡铂
能显著影响１４７４个基因的转录（变化倍数 ＞３），
其中上调基因有５２０个，下调基因有９５４个。这些
差异基因涉及到了细胞生命的各个方面，其中 ＧＯ
分析发现这些差异基因参与了细胞增殖、刺激反

应、氮化合物代谢、蛋白质代谢等多种生物过程，腺

嘌呤核苷酸结合、脂质结合、大分子复合物结合、含

磷基团转移酶活性等相关分子功能，与内质网、高

尔基体、细胞骨架、锚定连接及细胞外间隙等细胞

组成相关；ＫＥＧＧ分析发现这些差异基因还参与了
ＭＡＰＫ通路、戊糖与葡萄糖醛酸转化、抗坏血酸和
醛酸代谢、补体与凝血级联途径等信号通路。
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