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摘要　 目的　 运用癌症基因组图谱（ＴＣＧＡ）测序数据研究

钾离子通道四聚体结构域 ７ （ＫＣＴＤ７） 基因在肝细胞癌

（ＨＣＣ）中的表达、作用机制及其临床意义。 方法　 ＴＣＧＡ 数

据库中下载 ＨＣＣ 患者的 ＲＮＡ 测序数据及临床信息。 单因

素和多因素 Ｃｏｘ 回归分析探究 ＫＣＴＤ７ 基因在 ＨＣＣ 中的表

达水平与患者临床信息和预后的相关性。 基因富集分析

（ＧＳＥＡ）预测 ＫＣＴＤ７ 基因在 ＨＣＣ 中可能调控的通路。 单样

本 ＧＳＥＡ（ｓｓＧＳＥＡ）比较 ＫＣＴＤ７ 高表达组与低表达组患者间

的免疫浸润情况。 ＨＣＣ 细胞系中敲低 ＫＣＴＤ７ 研究其调控细

胞增殖、周期及凋亡的功能和可能机制。 结果　 与正常组织

相比，ＫＣＴＤ７ 基因在肝癌组织中高表达（Ｐ ＜ ０. ０１）。 ＫＣＴＤ７
基因高表达组 ＨＣＣ 患者总生存率更差（Ｐ ＜ ０. ０５）。 ＫＣＴＤ７
基因的表达水平是影响 ＨＣＣ 患者总生存期的独立危险因

素。 ＧＳＥＡ 结果显示，ＫＣＴＤ７ 基因与细胞周期信号通路相

关。 在肿瘤微环境中，ＫＣＴＤ７ 基因的高表达与活化的 ＣＤ４ ＋

Ｔ 细胞、中央记忆 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞及自然杀伤细胞等呈正相关。
ＨＣＣ 细胞系中敲低 ＫＣＴＤ７ 的表达能够抑制细胞增殖，影响

细胞周期分布，并促进凋亡。 结论 　 ＫＣＴＤ７ 基因在 ＨＣＣ 中

高表达且影响 ＨＣＣ 患者的预后生存。 敲低 ＫＣＴＤ７ 基因能

够通过影响细胞周期而抑制 ＨＣＣ 细胞生长并促进其凋亡。
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　 　 肝癌是中国常见的肿瘤之一，侵袭性强、预后较

差，是病死率仅次于胃癌的恶性肿瘤［１ － ２］。 肝癌的

诱因较多，主要由过量饮酒、乙型肝炎病毒感染、黄
曲霉毒素摄入等导致［１］。 肝细胞癌（ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）占原发性肝癌的 ９５％ ，是最常见的

肝癌类型［２］。 手术切除作为非移植治疗方法效果

较好，但仍有 ７０％ 的患者在术后 ５ 年内复发［２］。

ＨＣＣ 的发病机制目前尚未研究透彻，因此，进一步

明确 ＨＣＣ 发生发展的作用机制对于提高肝癌早期

诊断率、寻找治疗靶点、改善预后至关重要。
　 　 钾离子通道四聚体结构域 ７（ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌ
ｔｅｔｒａｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ７，ＫＣＴＤ７）是 ＫＣＴＤ
蛋白家族的成员之一，包含一个与电压门控钾离子

通道中 Ｔ１ 结构域类似的氨基末端结构域［３］。 已有

研究［３］表明 ＫＣＴＤ７ 基因突变可能是通过调节谷氨

酰胺转运体 ＳＡＴ２ 使神经元功能受损进而影响多种

疾病发生发展，如进行性肌阵挛癫痫及神经元蜡样

脂褐质沉积症等。 但目前，ＫＣＴＤ７ 与肿瘤相关的研

究尚未见报道。 该研究运用癌症基因组图谱（ ｔｈｅ
ｃａｎｃｅｒ ｇｅｎｏｍｅ ａｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）数据库探索 ＫＣＴＤ７ 在

ＨＣＣ 中的表达及其对预后生存的影响，为临床研究

提供新线索。

１　 材料与方法

１． １　 数据来源　 从 ＴＣＧＡ 数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｔｃｇａ⁃ｄａ⁃
ｔａ. ｎｃｉ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ）中获取 ＨＣＣ 患者的 ｍＲＮＡ 表达谱

及年龄、性别、生存信息及临床分期等临床数据，共
有 ３６９ 例患者参与此次研究，样本中 ５０ 例肝癌组织

样本有配对的正常组织样本。
１． ２　 表达差异与预后分析　 通过 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 检验比

较肝癌组织和正常组织、５０ 例配对肝癌组织及其正

常组织中 ＫＣＴＤ７ 的表达情况，分析 ＫＣＴＤ７ 基因与

ＨＣＣ 患者年龄、性别及临床分期之间的关系。 使用

Ｒ 软件包 ｇｇｐｌｏｔ２ 和 ｇｇｐｕｂｒ 进行绘图和统计学分

析［４］。 运用 Ｒ 软件包 ｓｕｒｖｉｖａｌ 和 ｓｕｒｖｍｉｎｅｒ 通过中位

数分组和算法优化分组两种分组方法分析 ＫＣＴＤ７
与 ＨＣＣ 患者总生存期 （ ｏｖｅｒａｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ） 之间的关

系［４］。 采用单因素和多因素 Ｃｏｘ 回归分析，研究

ＫＣＴＤ７ 基因、患者年龄、性别及临床分期与患者预

后间的关系，使用 Ｒ 软件包 ｆｏｒｅｓｔｐｌｏｔ 绘制森林

图［４］。
１． ３ 　 基因富集分析及免疫浸润分析 　 为探究

ＫＣＴＤ７ 基因的潜在功能，对基因按照与 ＫＣＴＤ７ 表

达的相关性（Ｓｐｅａｒｍａｎ 方法）排序后使用 Ｒ 软件包

ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ［５］通过分子标签数据库（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｓｉｇ⁃
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ｎａｔｕｒｅｓ Ｄａｔａｂａｓｅ ） 的基 因 集 进 行 基 因 富 集 分 析

（ＧＳＥＡ） ［６］，并用 Ｒ 软件包 ｅｎｒｉｃｈｐｌｏｔ 绘图。 为探究

ＫＣＴＤ７ 对免疫微环境的影响，根据之前报道的 ２８
种免疫细胞的免疫浸润特征基因表达谱，使用 Ｒ 软

件包 ＧＳＶＡ［７］ 通过单样本基因富集分析（ ｓｓＧＳＥＡ）
比较低表达组（表达量最低的 １０％ 样本）和高表达

组（表达量最高的 １０％样本）的免疫浸润情况，并使

用 Ｒ 软件包 ｇｇｐｌｏｔ２ 和 ｇｇｐｕｂｒ 绘图并进行统计分

析［４］。
１． ４　 细胞培养和细胞系构建　 Ｌｅｎｔｉ⁃Ｘ ２９３Ｔ、Ｈｅｐ３Ｂ
和 ＨｅｐＧ２ 细胞在含有 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养

基中，置于 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养。 使用 Ｔｅｔ⁃
ｏｎ 诱导表达系统，建立可以使用盐酸强力霉素

（Ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ，Ｄｏｘ）诱导对照 ｓｉＲＮＡ（ｓｉＮＣ）和 ＫＣＴＤ７
敲低 ｓｉＲＮＡ（ｓｉＫＣＴＤ７）表达的 Ｈｅｐ３Ｂ、ＨｅｐＧ２ 细胞

株。
１． ５　 细胞增殖检测 　 将 Ｄｏｘ 诱导 ７２ ｈ 的 Ｈｅｐ３Ｂ、
ＨｅｐＧ２ 对照组和 ＫＣＴＤ７ 敲低细胞均按 １ × １０４ 个 ／
ｍｌ 接种于 １２ 孔板中。 每种细胞的对照组和敲低组

每天设置 ３ 个复孔。 每隔 ２４ ｈ 分别对孔板中两组

细胞的 ３ 个复孔进行台盼蓝染色计数，连续计数 ５ ｄ
并绘制生长曲线。
１． ６ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 　 离心收集 Ｄｏｘ 诱导 ７２ ｈ 的

Ｈｅｐ３Ｂ、ＨｅｐＧ２ 对照组和 ＫＣＴＤ７ 敲低细胞，并用尿

素超声裂解。 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 胶电泳分离蛋白，并将蛋

白质转移至 ＰＶＤＦ 膜上，５％ 脱脂牛奶封闭 ３０ ｍｉｎ
后，室温下与 ＴＵＢＵＬＩＮ（１ ∶ ８０ ０００；诺唯赞）、ＣＤＫ６
（１ ∶ ７ ５００；Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ；１４０５２⁃１⁃ＡＰ）、Ｐ２１（１ ∶ １ ０００；
Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ；１０３５５⁃１⁃ＡＰ）、Ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ１（１ ∶ １ ０００；
ＨＵＡＢＩＯ；ＥＴ１６０８⁃１０）抗体孵育 ９０ ｍｉｎ，ＴＢＳＴ 洗涤 ３
次，用辣根过氧化物酶偶联的抗兔二抗（１ ∶ ５０ ０００；
ＨＵＡＢＩＯ；ＨＰ０１１２）或抗鼠二抗（１ ∶ ４０ ０００；ＣＷＢＩＯ；
ＣＷ０１０２Ｓ）室温孵育 ６０ ｍｉｎ。 最后用 ＴＢＳＴ 洗涤 ３
次后，使用 ＥＣＬ 化学发光试剂盒（诺唯赞，Ｅ４１２）显
影。 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 进行灰度分析。
１． ７　 流式细胞术检测细胞周期　 将 Ｄｏｘ 诱导 ７２ ｈ
的 Ｈｅｐ３Ｂ、ＨｅｐＧ２ 对照组和 ＫＣＴＤ７ 敲低细胞离心收

集在离心管中，用约 ５ ｍｌ ７０％无水乙醇重悬并置于

－ ２０ ℃固定过夜。 离心后再用 ＰＢＳ 洗涤一次，加入

１ ｍｌ 含 ０. １％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 的 ＰＢＳ 孵育 １５ ｍｉｎ。 再

次离心后弃上清液，加入 １ ｍｌ ＰＩ 染液（含 ０. ０４ ｍｇ ／
ｍｌ ＰＩ，０. ５ μｇ ／ ｍｌ ＲＮａｓｅ 的 ＰＢＳ 溶液）室温孵育 ３０
ｍｉｎ。 使用流式细胞仪计数 ２０ ０００ 个细胞并用 Ｍｏｄ⁃
ｆｉｔ 软件分析数据。

１． ８　 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 酶活性检测 　 收取 １ × １０６ 个 Ｄｏｘ
诱导 ７２ ｈ 的 Ｈｅｐ３Ｂ、ＨｅｐＧ２ 对照组和 ＫＣＴＤ７ 敲低

细胞，使用 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 活性检测试剂盒（上海碧云天

公司，Ｃ１１１５）冰浴裂解，离心收集上清液检测蛋白

浓度及 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 活性。 按试剂盒说明于 ３７ ℃孵育

８ ｈ，通过测定在 ４０５ ｎｍ 处的吸光度除以蛋白浓度

计算 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 的相对活性。
１． ９ 　 统计学处理 　 使用 ＳＰＳＳ ２７. ０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ９ 软件进行统计学分析并作图，所有数据均来

自 ３ 次独立重复实验。 单因素样本两组间比较采用

双尾 ｔ 检验，多样本组间均值比较采用单因素方差

分析。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＫＣＴＤ７ 基因在肝癌组织中表达情况 　 根据

ＴＣＧＡ 数据库中所得到的 ３６９ 例 ＨＣＣ 患者数据进

行分析，肝癌组织 ＫＣＴＤ７ 的表达量明显高于正常组

织，差异有统计学意义 （Ｗ ＝ １ ５８８，Ｐ ＜ ０. ０１，图

１Ａ）。 对 ５０ 例肝癌组织及其配对的正常组织进行

配对差异表达分析，结果显示，相较于配对的正常组

织，ＫＣＴＤ７ 在 ＨＣＣ 患者的肿瘤组织中表达量升高

（Ｖ ＝ ６４，Ｐ ＜ ０. ０１，图 １Ｂ）。
　 　 将 ＫＣＴＤ７ 与患者临床信息组合分析，ＫＣＴＤ７
的表达与 ＨＣＣ 患者年龄无明显相关性，但女性

ＨＣＣ 患者中 ＫＣＴＤ７ 的表达量相较于男性更高，且
差异有统计学意义（Ｗ ＝ １１ ６９６，Ｐ ＜ ０. ０１，图 １Ｃ）。
在临床分期上，Ⅲ期样本中 ＫＣＴＤ７ 的表达量较Ⅰ期

更高（Ｗ ＝ ５ ５８６. ５，Ｐ ＝ ０. ００４，图 １Ｄ）。 上述结果提

示 ＫＣＴＤ７ 在肝癌组织中高表达，且 ＫＣＴＤ７ 的表达

与性别及临床分期相关。
２． ２　 ＫＣＴＤ７ 高表达的 ＨＣＣ 患者预后比较 　 对

ＴＣＧＡ 数据库中获取的 ＨＣＣ 患者 ＫＣＴＤ７ 表达水平

和总体生存期进行生存概率分析，结果表明，与
ＫＣＴＤ７ 低表达组相比，高表达组的生存时间减少

（χ２ ＝ ５. ０７１，Ｐ ＝ ０. ０２４，图 ２Ａ）。 通过软件按算法

优化分组计算结果也表明 ＫＣＴＤ７ 高表达组预后较

差（χ２ ＝ １２. ４２５，Ｐ ＜ ０. ０１，图 ２Ｂ）。 单因素 Ｃｏｘ 回归

模型表明 ＫＣＴＤ７ 高表达组患者的总体生存期显著

缩短（ＨＲ ＝ １. ２６，９５％ＣＩ 为 １. ０４ ～ １. ５２，Ｐ ＝ ０. ０１６，
表 １）。 多因素 Ｃｏｘ 回归分析也同时证实了 ＫＣＴＤ７
的高表达对患者预后的不良影响（ＨＲ ＝ １. ２２，９５％
ＣＩ 为 １. ０１ ～ １. ４８，Ｐ ＝ ０. ０４１，表 ２）。 上述分析结果

提示 ＫＣＴＤ７ 的表达对 ＨＣＣ 患者的预后具有潜在的

指示价值。
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图 １　 ＫＣＴＤ７ 在肝癌组织和正常组织中的表达水平及其与临床数据之间的相关性

　 　 Ａ：ＴＣＧＡ 数据库 ＨＣＣ 患者肝癌组织与正常组织中 ＫＣＴＤ７ 的差异表达；与正常组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；Ｂ：肝癌组织及其配对的正常组织中

ＫＣＴＤ７ 的差异表达；与配对的正常组织比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１；Ｃ：不同性别的 ＨＣＣ 患者中 ＫＣＴＤ７ 的差异表达；与男性组比较：＆＆Ｐ ＜ ０. ０１；Ｄ：不同

ＨＣＣ 临床分期患者中 ＫＣＴＤ７ 的差异表达；与Ⅰ期比较：△△Ｐ ＜ ０. ０１

图 ２　 ＫＣＴＤ７ 与 ＨＣＣ 患者预后分析

　 　 Ａ：运用中位数分组分析 ＫＣＴＤ７ 表达高低与 ＨＣＣ 患者预后生存的关系；与 ＫＣＴＤ７ 高表达组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；Ｂ：运用算法优化分组分析

ＫＣＴＤ７ 表达高低与 ＨＣＣ 患者预后生存的关系；与高风险组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０１

表 １　 单因素 Ｃｏｘ 回归分析

临床资料 患者例数（％ ） ＨＲ （９５％ ＣＩ） Ｐ 值

年龄 ３４４（１００． ００） １． ０１（１． ００ ～ １． ０２） ０． １７０
性别

　 男 ２３４（６８． ０２） １． ００（１． ００ ～ １． ００） １． ０００
　 女 １１０（３１． ９８） １． ２７（０． ８７ ～ １． ８５） ０． ２２３
临床分期（期）
　 Ⅰ １６９（４９． １３） １． ００（１． ００ ～ １． ００） １． ０００
　 Ⅱ ８５（２４． ７１） １． ４９（０． ９１ ～ ２． ４５） ０． １１３
　 Ⅲ ８５（２４． ７１） ２． ８０（１． ８３ ～ ４． ３０） ＜ ０． ００１
表达量 ３４４（１００． ００） １． ２６（１． ０４ ～ １． ５２） ０． ０１６

表 ２　 多因素 Ｃｏｘ 回归分析

临床资料 患者例数（％ ） ＨＲ（９５％ＣＩ） Ｐ 值

年龄 ３４４（１００． ００） １． ０１（１． ００ ～ １． ０３） ０． １２７
性别

　 男 ２３４（６８． ０２） １． ００（１． ００ ～ １． ００） １． ０００
　 女 １１０（３１． ９８） ０． ９８（０． ６５ ～ １． ４８） ０． ９４０
临床分期（期）
　 Ⅰ １６９（４９． １３） １． ００（１． ００ ～ １． ００） １． ０００
　 Ⅱ ８５（２４． ７１） １． ３８（０． ８４ ～ ２． ２８） ０． ２０３
　 Ⅲ ８５（２４． ７１） ２． ６９（１． ７５ ～ ４． １４） ＜ ０． ００１
表达量 ３４４（１００． ００） １． ２２（１． ０１ ～ １． ４８） ０． ０４１

２． ３　 ＫＣＴＤ７ 对 ＨＣＣ 细胞增殖的影响 　 为探究

ＫＣＴＤ７ 基因对 ＨＣＣ 的作用，在 ＨＣＣ 细胞 Ｈｅｐ３Ｂ 和

ＨｅｐＧ２ 中敲低 ＫＣＴＤ７。 运用活细胞计数法连续计

数 ５ ｄ 并绘制生长曲线，结果显示，与 ｓｉＮＣ 组比较，
敲低了内源 ＫＣＴＤ７ 表达的 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞和 ＨｅｐＧ２ 细

胞的 ｓｉＫＣＴＤ７ 组的增殖速度均下降，差异有统计学

意义（Ｐ ＜ ０. ０１）。 见图 ３。 结果表明 ＫＣＴＤ７ 能够促

进 ＨＣＣ 细胞增殖。
２． ４　 ＫＣＴＤ７ 对 ＨＣＣ 细胞周期分布的影响　 为研

究 ＫＣＴＤ７ 基因影响 ＨＣＣ 增殖的潜在机制，运用

ＧＳＥＡ 分析 ＫＣＴＤ７ 基因的潜在调控信号通路。 结

果显示，ＫＣＴＤ７ 高表达与多条细胞增殖信号通路正

相关：如 Ｇ２Ｍ 检查点调控通路、有丝分裂纺锤体调

控通路等。 这些结果提示，ＫＣＴＤ７ 可能是通过上述

通路影响 ＨＣＣ 细胞增殖从而发挥促进 ＨＣＣ 生长的

作用。 为验证上述可能性，分别构建了对照组和

ＫＣＴＤ７ 敲低组的 Ｈｅｐ３Ｂ 和 ＨｅｐＧ２ 细胞系，运用流

式细胞术检测了它们的细胞周期分布情况，结果显

示 ，敲低ＫＣＴＤ７后，两株ＨＣＣ细胞系的细胞周期分
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图 ３　 敲低 ＫＣＴＤ７ 对 ＨＣＣ 细胞增殖的影响

　 　 Ａ：活细胞计数法分析 ＫＣＴＤ７ 敲低对 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞增殖的影响；Ｂ：活细胞计数法分析 ＫＣＴＤ７ 敲低对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖的影响；与 ｓｉＮＣ 组比

较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

布均发生了改变（ ｔＨｅｐ３Ｂ － Ｇ０ ／ Ｇ１ ＝ ２６. ７８，Ｐ ＝ ０. ００１ ４；
ｔＨｅｐＧ２ － Ｇ０ ／ Ｇ１ ＝ １１. ８１，Ｐ ＝ ０. ００７ １，图 ４Ａ ～ Ｄ）。 进一

步运用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测了细胞周期蛋白的表

达情况，在两株 ＨＣＣ 细胞系中，敲低 ＫＣＴＤ７ 基因均

能导致细胞周期相关蛋白 ＣＤＫ６ 表达量下降（ ｔ ＝
１３. ０７，Ｐ ＜ ０. ０１， 图 ４Ｅ）、 Ｐ２１ 表达量上升 （ ｔ ＝
６. ６３５，Ｐ ＝ ０. ００５，图 ４Ｆ）。
２． ５ 　 ＫＣＴＤ７ 对 ＨＣＣ 细胞凋亡的影响 　 分析

ＣＣＬＥ 数据库中癌症细胞系的基因表达情况，Ｈｅｐ３Ｂ
内源的 ＫＣＴＤ７ 表达量较 ＨｅｐＧ２ 高， 推 测 敲 低

Ｈｅｐ３Ｂ 中的 ＫＣＴＤ７ 后，其肿瘤细胞生物学效应可能

更明显，因此，以 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞为代表，进一步进行了

凋亡相关指标的检测。 对对照组和 ＫＣＴＤ７ 敲低的

Ｈｅｐ３Ｂ 细胞中的 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 酶活进行检测，发现敲低

ＫＣＴＤ７ 基因后，细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 活性升高 （ ｔ ＝
８７. ６７，Ｐ ＜ ０. ０１，图 ５Ａ）。 又运用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

了上述细胞中的 Ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ１ 蛋白的表达情况，
发现敲低 ＫＣＴＤ７ 后，Ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ１ 的蛋白条带由

对照组中不可见转变为显著可见（图 ５Ｂ）。 综上，两
项实验均提示在 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞中敲低 ＫＣＴＤ７ 能够促

进细胞凋亡。
２． ６　 ＫＣＴＤ７ 在肝癌中的免疫浸润情况 　 为探究

ＫＣＴＤ７ 对免疫微环境的影响，通过 ２８ 种免疫细胞

的免疫基因表达图谱，对 ＫＣＴＤ７ 高表达组和低表达

组进行 ｓｓＧＳＥＡ 方法分析。 结果显示，与 ＫＣＴＤ７ 低

表达组相比，高表达组免疫浸润情况出现明显变化，
如激活的 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞（Ｗ ＝ １ ０８５，Ｐ ＜ ０. ０１）、中枢

记忆 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞（Ｗ ＝ １ １５６，Ｐ ＜ ０. ０１）、自然杀伤

细胞（ＮＫ 细胞）（Ｗ ＝ ９７１，Ｐ ＝ ０. ００９）及 ２ 型辅助 Ｔ
细胞（Ｔｈ２）（Ｗ ＝１ １０１，Ｐ ＜ ０. ０１）的丰度上调，而激

活的 ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞（Ｗ ＝ ３７８，Ｐ ＜ ０. ０１）、ＣＤ５６ 自然

杀伤细胞（Ｗ ＝ ４２９，Ｐ ＝ ０. ００２）、嗜酸粒细胞（Ｗ ＝
２４６，Ｐ ＜ ０. ０１）、中性粒细胞（Ｗ ＝ ４１３，Ｐ ＝ ０. ００１）、１
型辅助 Ｔ 细胞（Ｔｈ１） （Ｗ ＝ ４６５，Ｐ ＝ ０. ００７）及 １７ 型

辅助 Ｔ 细胞（Ｔｈ１７） （Ｗ ＝ ４２７，Ｐ ＝ ０. ００２）的丰度下

调（图 ６）。 这些免疫细胞的变化表明，ＫＣＴＤ７ 对免

疫微环境产生干扰可能是导致 ＨＣＣ 患者预后较差

的一个原因。

３　 讨论

　 　 本研究通过生物信息学方法初步探索了

ＫＣＴＤ７ 基因在肝癌组织中的表达水平及其预后生

存情况。 结果显示，ＫＣＴＤ７ 在肝癌组织中高表达，
且 ＫＣＴＤ７ 表达水平是影响 ＨＣＣ 患者总生存期的独

立危险因素。 ＧＳＥＡ 提示 ＫＣＴＤ７ 可能与细胞周期

通路相关，于是本研究构建了两种稳定敲低 ＫＣＴＤ７
的 ＨＣＣ 细胞系，结合活细胞计数、流式细胞分析、
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 等多种技术手段，在体外验证了 ＫＣＴＤ７
主要通过影响细胞周期分布而调控 ＨＣＣ 细胞的增

殖。
　 　 肿瘤免疫微环境是指由肿瘤细胞周围的一些免

疫细胞、血管、细胞外基质等组成的微环境。 在免疫

细胞中，ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞是抗肿瘤免疫反应中强大的效

应细胞。 ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞可以通过其 Ｔ 细胞受体（ Ｔ
ｃｅｌｌ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＣＲ）与癌细胞表达的 ＭＨＣ 肽复合物

结合来特异性识别癌细胞［８］。 ＴＣＲ 参与后，ＣＤ８ ＋ Ｔ
细胞通过颗粒酶和穿孔素介导的细胞凋亡或通过

ＦＡＳＬ⁃ＦＡＳ 介 导 的 细 胞 死 亡 来 破 坏 靶 细 胞［８］。
ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞的 Ｔｈ１ 亚型通过帮助抗肿瘤细胞毒性

ＣＤ８ ＋ 细胞和 Ｂ 细胞以及通过产生干扰素⁃γ（ＩＦＮ⁃γ）
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图 ４　 敲低 ＫＣＴＤ７ 对 ＨＣＣ 细胞周期的影响

　 　 Ａ：流式细胞术分析 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞的细胞周期（Ｇ０ ／ Ｇ１、Ｇ２ ／ Ｍ）；Ｂ：Ｈｅｐ３Ｂ 细胞中细胞周期分布情况；Ｃ：流式细胞术分析 ＨｅｐＧ２ 细胞的细胞

周期（Ｇ０ ／ Ｇ１、Ｇ２ ／ Ｍ）；Ｄ：ＨｅｐＧ２ 细胞中细胞周期分布情况；Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｈｅｐ３Ｂ 和 ＨｅｐＧ２ 细胞中 ＣＤＫ６ 蛋白表达情况；１：Ｈｅｐ３Ｂ；２：

ＨｅｐＧ２；３：直方图比较；Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｈｅｐ３Ｂ 和 ＨｅｐＧ２ 细胞中 Ｐ２１ 蛋白表达情况；与 ｓｉＮＣ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

和 ＴＮＦ⁃α 直接杀死癌细胞来发挥抗肿瘤发生功

能［８］。 另一方面，Ｔｈ２ 亚型可分泌具有促肿瘤功能

的抗炎介质［８］。 嗜酸粒细胞具有通过释放细胞毒

性分子直接杀死肿瘤细胞的能力，但嗜酸性粒细胞

还可以调节肿瘤脉管系统并调节 ＴＭＥ 的免疫成分，

因此，它们可以同时具有促肿瘤和抗肿瘤发生的功

能，具体取决于他们收到的激活信号［８］。 ＮＫ 细胞

是具有细胞毒性的先天性淋巴样细胞。 它们识别并

杀死缺乏 ＭＨＣ Ｉ 类表达的应激细胞，具有强大的抗

癌能力［８］。 ｓｓＧＳＥＡ 结果提示，ＫＣＴＤ７ 能够对肿瘤
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免疫微环境产生干扰进而影响 ＨＣＣ 细胞生长及患

者的预后。

图 ５　 敲低 ＫＣＴＤ７ 对 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞凋亡的影响

　 　 Ａ：Ｃａｓｐａｓｅ ３ 活性分析检测 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 的酶活力；

Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｈｅｐ３Ｂ 细胞中 Ｃｌｅａｖｅｄ ＰＡＲＰ１ 蛋白表达情况；与

ｓｉＮＣ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

　 　 既往研究表明，部分 ＫＣＴＤ 家族成员与神经性

及心血管疾病有一定关联，如 ＫＣＴＤ８ 和 ＫＣＴＤ１２ 通

过促进胆碱能神经元中 ＧＡＢＡＢ 受体的轴突表达和

突触前兴奋影响大脑功能［９］、ＫＣＴＤ１０ 可能通过改

变汉族血浆 ＨＤＬ⁃Ｃ 水平导致冠心病易感性［１０］。 但

目前 ＫＣＴＤ 家族与肿瘤相关的研究甚少，如在肺癌

中 ＫＣＴＤ１１ 通过与 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 结合，调节 Ｗｎｔ 和 Ｈｉｐ⁃
ｐｏ 通路的活性，从而抑制肿瘤的进展［１１］、在黑色素

瘤中通过抑制 ＫＣＴＤ１２ 的表达增强细胞的干性进而

促进黑色素瘤细胞的生长［１２］。 而 ＫＣＴＤ７ 与癌症相

关的研究未见报道。 本研究探讨了 ＫＣＴＤ７ 对 ＨＣＣ
发生发展的作用，研究中发现 ＫＣＴＤ７ 基因的表达在

ＧＳＥＡ 中富集到了 Ｗｎｔ ／ β⁃Ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路，这与

ＫＣＴＤ１１ 调控肺癌的信号通路一致，提示 ＫＣＴＤ 家

族各成员对肿瘤的影响可能具有相关性。 此外，
ＧＳＥＡ 结果表明 ＫＣＴＤ７ 参与了多种生长调控通路，
如 Ｇ２ ／ Ｍ 检查点调控通路、有丝分裂调控通路等，这
提示 ＫＣＴＤ７ 对 ＨＣＣ 的影响可能是通过影响其细胞

生长及细胞周期导致。
　 　 综上所述，该研究运用 ＴＣＧＡ 数据库通过生物

信息学分析，发现 ＫＣＴＤ７ 基因高表达对 ＨＣＣ 的预

后较差，并通过实验验证敲低 ＫＣＴＤ７ 基因后能够影

响细胞周期，进一步抑制 ＨＣＣ 细胞的增殖，促进细

胞凋亡。 研究为后续 ＨＣＣ 的临床治疗提供了可能

的新思路。

图 ６　 ＫＣＴＤ７ 低表达组和高表达组中 ＨＣＣ 肿瘤的免疫浸润情况

与 ＫＣＴＤ７ 低表达组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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