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摘要　 目的　 初步研究脂肪量和肥胖相关蛋白（ＦＴＯ）调控

肝细胞癌（ＨＣＣ）的分子机制。 方法　 构建 ＦＴＯ 敲低的肝细

胞癌细胞系 ＨｅｐＧ２ 细胞，收集 ＦＴＯ 敲低的和未敲低的

ＨｅｐＧ２ 细胞，利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ 平台进行高通量测序，筛选

两组别间基因表达差异；通过对这些差异基因进行 ＧＯ 和

ＫＥＧＧ 富集分析，研究 ＦＴＯ 调控通路及筛选 ＦＴＯ 下游靶基

因；利用生信分析和细胞实验揭示 ＦＴＯ 下游靶基因在 ＨＣＣ
中的作用。 结果　 转录组测序结果显示，ＦＴＯ 敲低的和未敲

低的 ＨｅｐＧ２ 细胞间有 ３８６ 个基因发生了差异性表达，它们

参与对干扰素⁃γ 的反应等生物过程；ＦＴＯ 敲低后 ＩＦＩＴ２（响
应性最强的干扰素刺激基因之一）表达上调；ＩＦＩＴ２ 多个位

点会发生潜在的 ｍ６Ａ 甲基化；ＩＦＩＴ２ 高表达 ＨＣＣ 患者生存期

显著延长，敲低 ＩＦＩＴ２ 促进 ＨＣＣ 生长和迁移。 结论　 ＦＴＯ 可

能通过介导 ｍ６Ａ 调控 ＩＦＩＴ２，进而促进 ＨＣＣ 发生发展。
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　 　 肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是中

国高发的恶性肿瘤，具有起病隐匿、生长迅速、侵袭

性强和致死率高等特点［１］。 目前 ＨＣＣ 的发生发展

机制仍不明确，深入研究其分子机制，对于开发新的

诊断方法以及鉴定新的治疗靶点至关重要［２］。 近

年来，研究［３］ 表明 Ｎ６ 甲基化腺苷 （ Ｎ６⁃ｍｅｔｈｙｌａｄｅ⁃
ｎｏｓｉｎｅ，ｍ６Ａ）修饰是真核生物 ｍＲＮＡ 上最为常见的

一种内部修饰，可通过调节 ｍＲＮＡ 的结构、剪接、稳
定性和翻译效率等方式影响靶基因的表达，进而参

与肿瘤调控。 研究［４］ 已表明 ｍ６Ａ 的修饰水平受由

甲基化转移酶、去甲基化酶和甲基化阅读蛋白等动

态调控，其中脂肪量和肥胖相关蛋白（ ｆａｔ ｍａｓｓ ａｎｄ

ｏｂｅｓｉｔｙ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＦＴＯ） 是第一个被发现的

ｍ６Ａ 去甲基化酶，调控多种肿瘤，如透明细胞肾癌、
非小细胞肺癌、胃癌等。 另外，该研究已表明 ＦＴＯ
在 ＨＣＣ 组织中高表达，并且表达量与患者生存期负

相关。 当敲低 ＦＴＯ 可显著抑制 ＨＣＣ 细胞增殖和侵

袭迁移，提示 ＦＴＯ 促进 ＨＣＣ 进展［５］。 然而，ＦＴＯ 促

ＨＣＣ 发生发展的分子机制尚未阐明。 为进一步阐

明 ＦＴＯ 调控 ＨＣＣ 的机制，该研究拟基于转录组测

序及生信分析，筛选 ＦＴＯ 的下游靶分子，然后验证

靶分子在 ＨＣＣ 中的作用。

１　 材料与方法

１． １　 ＨｅｐＧ２ 培养及构建 ＦＴＯ 敲低的 ＨｅｐＧ２ 　 将

ＨＣＣ 细胞 ＨｅｐＧ２ 铺板，当细胞铺板达到 ７０％ ～
８０％ ，根据细胞量计算所使用 ｓｉＲＮＡ 的量；分别将

ｓｉＲＮＡ 和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 用 Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 进行稀

释，混合均匀后，静置 ５ ｍｉｎ；用移液枪将 ＦＴＯ ｓｉＲＮＡ
和脂质体进行混合均匀，室温静置 ２０ ｍｉｎ；将混合液

加入到刚处理好的细胞中，轻轻晃动培养皿，使其混

合均匀，完成转染，构建 ＦＴＯ 敲低的 ＨｅｐＧ２［５］。
１． ２　 样本准备及测序　 收集 ＦＴＯ 敲低的和未敲低

的 ＨｅｐＧ２，提取总 ＲＮＡ，随后进行质量检测，若符合

要求 （ＲＮＡ 样品浓度≥１００ ｎｇ ／ μｌ，总量 ＞ ２ μｇ，
ＯＤ２６０ ／ ２８０ 值在 １. ８ ～ ２. ２ 之间，ＯＤ２６０ ／ ２３０≥２. ０，
且 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ 检测的 ＲＩＮ≥６. ５），构建

ｍＲＮＡ⁃ｓｅｑ 文库。 文库检测合格后，利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
Ｈｉｓｅｑ 平台，以 ２ × １５０ ｂｐ 双端测序模式进行高通量

测序［６］。
１． ３　 基因表达差异分析 　 采用 Ｄｅｓｅｑ２ 软件分析

ＦＴＯ 敲低的和未敲低的 ＨｅｐＧ２ 组的差异表达基因

（Ｐ ＜ ０. ０５ 且 ｜ ｌｏｇ２ （ Ｆｏｌｄ Ｃｈａｎｇｅ） ｜ ＞ １），其中 ｌｏｇ２

（Ｆｏｌｄ Ｃｈａｎｇｅ） ＞ １ 标记为上调基因（Ｕｐ）； ｌｏｇ２（Ｆｏｌｄ
Ｃｈａｎｇｅ） ＜ － １ 标记为下调基因（Ｄｏｗｎ），不满足上

述条件的为 Ｎｏｔ ＤＥＧＳ（非显著差异表达基因）。
１． ４　 差异基因 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析　 通过 ＧＯ
富集分析，按照细胞成分（ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ），
分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ），生物过程（ ｂｉｏ⁃
ｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）对差异表达基因进行分类，揭示
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两组别差异基因的功能。 采用热图同时展现所有显

著富集 （筛选标准为 Ｐ ＜ ０. ０５ 且 Ｃｏｕｎｔ ＞ １） 的

ＫＥＧＧ 通路及其对应的差异表达 ｍＲＮＡ［７］。
１． ５　 预测 ＩＦＩＴ２ 的 ｍ６Ａ 甲基化潜在位点　 将下机

ｆａｓｔｑ 数据用 ＴｒｉｍＧａｌｏｒｅ⁃０. ６. ５ 软件质控过滤，随后

利用 ｂｏｗｔｉｅ２⁃２. ４. １ 软件对过滤 ｆａｓｔｑ 进行序列比

对，并转为 ｒｅａｄ 的 ｆａｓｔａ 文件。 使用 ＮＣＢＩ 的 Ｎｕｃｌｅｏ⁃
ｔｉｄｅ 数据库获取 ＩＦＩＴ２ 的成熟 ｍＲＮＡ 序列，并用 ｎｃ⁃
ｂｉ⁃ｂｌａｓｔ⁃２. １０. ０ ＋ 软件，将其与 ｒｅａｄ 的 ｆａｓｔａ 文件比

对。 最后将比对得到的 ＩＦＩＴ２ 不同 ｒｅａｄ 序列分别导

入 ＳＲＡＭＰ［Ａ ｓｅｑｕｅｎｃｅ － ｂａｓｅｄ Ｎ６ － ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ
（ｍ６Ａ） ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｉｔｅ ｐｒｅｄｉｃｔｏｒ］网站，预测 ｒｅａｄ 序

列上的 ｍ６Ａ 潜在位点［８ － ９］。
１． ６ 　 ＩＦＩＴ２ 在 ＨＣＣ 中作用研究 　 利用 Ｋａｐｌａｎ⁃
Ｍｅｉｅｒ Ｐｌｏｔｔｅｒ 网站（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｋｍｐｌｏｔ． ｃｏｍ ／ ａｎａｌｙｓｉｓ ／ ）分
析 ＩＦＩＴ２ 基因表达与 ＨＣＣ 预后的相关性，利用 Ｈｕ⁃
ｍａｎ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａｔｌａｓ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｐｒｏｔｅｉｎａｔｌａｓ． ｏｒｇ ／ ）查
看 ＩＦＩＴ２ 在 ＨＣＣ 中的蛋白表达情况［１０］。 构建敲低

ｓｉＲＮＡ⁃ＩＦＩＴ２ 的 ＨｅｐＧ２ 细胞，利用 ＣＣＫ⁃８ 细胞增殖

实验和细胞划痕实验，分析 ＩＦＩＴ２ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞增

殖、迁移的影响。
１． ７　 统计学处理　 所有统计分析均使用 ＳＰＳＳ １３. ０
进行，数据以 �ｘ ± ｓ 表示。 采用非配对 ｔ 检验比较两组

间的差异。 Ｐ ＜０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 转录组测序差异基因及其功能分析　 转录组

测序结果显示，ＦＴＯ 敲低的和未敲低的 ＨｅｐＧ２ 间有

３８６ 个基因发生了差异性表达，其中 ２１４ 个基因表

达上调，１７２ 个基因下调（图 １Ａ）。 ＧＯ 分析结果显

示，两组间的差异基因与多个功能有关，如肌动蛋白

结合（ａｃｔｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ）等分子功能，蛋白的细胞外基质

（ｐｒｏｔｅｉｎａｃｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ）等细胞成分，对干

扰素⁃γ 的反应（ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｇａｍｍａ）等生物

过程（图 １Ｂ）。 ＫＥＧＧ 分析结果显示，两组间差异基

因主要参与肌动蛋白骨架的调控（ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｔｉｎ
ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔｏｎ）、癌症中的蛋白聚糖（ ｐｒｏｔｅｏｇｌｙｃａｎｓ ｉｎ
ｃａｎｃｅｒ）、局灶黏附（ｆｏｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ）（图 １Ｃ）。

图 １　 转录组测序差异基因及其功能分析

Ａ：差异基因 ｖａｌｃａｎｏ 图；Ｂ：差异基因 ＧＯ 富集

分析；Ｃ：差异基因 ＫＥＧＧ 富集分析
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２． ２　 ＦＴＯ 通过调控三角形四肽重复干扰素诱导蛋

白 ２（ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｉｔｈ ｔｅｔｒａｔｒｉｃｏｐｅｐ⁃
ｔｉｄｅ ｒｅｐｅａｔｓ ２，ＩＦＩＴ２）表达影响 ＨＣＣ 预后　 上述分

析显示 ＦＴＯ 敲低后的差异基因参与对干扰素⁃γ 的

反应（ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｇａｍｍａ）的生物过程，ＩＦ⁃
ＩＴ２ 是响应性最强的干扰素刺激基因之一。 转录组

测序数据结果显示，ＦＴＯ 敲低后 ＩＦＩＴ２ 表达上调，且
ＩＦＩＴ２ 与多种差异性表达基因有相互作用（图 ２Ａ）。
此外，通过 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ Ｐｌｏｔｔｅｒ 网站分析 ＩＦＩＴ２ 基因

表达与 ＨＣＣ 预后的相关性，显示 ＩＦＩＴ２ 高表达 ＨＣＣ
患者总生存期显著延长（Ｐ ＝ ０. ００３ １，图 ２Ｂ）。

图 ２　 ＩＦＩＴ２ 基因表达及与 ＨＣＣ 生存期相关性

Ａ：ＦＴＯ 敲低后 ＩＦＩＴ２ 基因与多种差异性基因有相互作用；Ｂ：ＩＦ⁃
ＩＴ２ 基因高表达与 ＨＣＣ 患者总生存期延长相关

２． ３　 ＩＦＩＴ２ 多个位点会发生潜在的 ｍ６Ａ 甲基化　
通过对高质量 ｆａｓｔｑ 数据进行分析，并将比对得到的

ＩＦＩＴ２ 不同 ｒｅａｄ 序列分别导入 ＳＲＡＭＰ 网站，预测

ｒｅａｄ 序列上的 ｍ６Ａ 潜在位点。 结果发现 ＩＦＩＴ２ 具有

多个位点会发生潜在的 ｍ６Ａ 甲基化（图 ３、４），提示

ＦＴＯ 可调控 ＩＦＩＴ２ ｍ６Ａ 甲基化。

图 ３　 ＩＦＩＴ２ 具有多个会发生 ｍ６Ａ 甲基化的潜在位点

２． ４　 ＩＦＩＴ２ 蛋白在 ＨＣＣ 中表达情况及与患者预后

相关性分析　 由于 Ｈｕｍａｎ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａｔｌａｓ 数据库收录

了肿瘤组织的蛋白表达情况以及肿瘤患者的生存曲

线。 通过查询显示，ＩＦＩＴ２ 蛋白在 ＨＣＣ 中低表达的

居多（图 ５Ａ），且 ＩＦＩＴ２ 蛋白高表达的 ＨＣＣ 患者总

生存期延长（Ｐ ＝ ０. ００６ ７）（图 ５Ｂ）。
２． ５　 敲低 ＩＦＩＴ２ 促进 ＨＣＣ 生长和迁移 　 通过构

建 ｓｉＲＮＡ 敲低 ＩＦＩＴ２ 的 ＨｅｐＧ２ 细胞，然后进行体外

细胞表型实验。 ＣＣＫ⁃８ 实验结果表明，敲低 ＩＦＩＴ２
的 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖能力增加（图 ６Ａ）。 划痕实验结

果显示，敲低 ＩＦＩＴ２ 的 ＨｅｐＧ２ 细胞迁移能力增强

（图 ６Ｂ）。

３　 讨论

研究表明，ＦＴＯ 是一种 ｍ６Ａ 去甲基化酶，可通

过调节其下游基因特定 ｍ６Ａ 位点的甲基化水平，进
而调控其下游基因的蛋白水平，参与多种肿瘤的发

生发展过程。 例如，ＦＴＯ 在急性髓细胞白血病中表

达升高，并通过去甲基化作用调节 ｍ６Ａ 水平，靶向

ＡＳＢ２ 和 ＲＡＲＡ，以促进急性髓细胞白血病的癌

变［１１］；Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ［１２］ 研究表明 ＦＴＯ 可靶向 ＰＩ３Ｋ ／
ＡＫＴ 和 ＭＡＰＫ 信号通路，促进子宫内膜癌细胞生长

和侵袭；敲低ＦＴＯ能显著抑制肺鳞癌细胞增殖、促
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图 ４　 部分潜在的 ＩＦＩＴ２ ｍ６Ａ 甲基化位点的结果图

图 ５　 ＩＦＩＴ２ 蛋白在 ＨＣＣ 中表达情况及与患者预后相关性分析

Ａ：Ｈｕｍａｎ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａｔｌａｓ 数据库中 ＩＦＩＴ２ 蛋白在 ＨＣＣ 中低表达的居多，ｂａｒ ＝ ２００ μｍ；Ｂ：Ｈｕｍａｎ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａｔｌａｓ 数据库中 ＩＦＩＴ２ 蛋白高表达的

ＨＣＣ 患者生存期延长
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图 ６　 敲低 ＩＦＩＴ２ 促进 ＨｅｐＧ２ 细胞生长和迁移

Ａ：ＣＣＫ⁃８ 细胞增殖实验结果；Ｂ：划痕实验结果 × １０；ａ：ｓｉＲＮＡ⁃ＮＣ 组；ｂ：ｓｉＲＮＡ⁃ＩＦＩＴ２⁃１ 组；ｃ：ｓｉＲＮＡ⁃ＩＦＩＴ２⁃２ 组；ｄ：ｓｉＲＮＡ⁃ＩＦＩＴ２⁃３ 组；与 ｓｉＲ⁃
ＮＡ⁃ＮＣ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１

进细胞凋亡，而过表达 ＦＴＯ 促进肺鳞癌细胞恶性进

展［１３］；下调 ＦＴＯ 表达能够抑制胶质瘤干细胞的生

长和自我更新，且显著抑制胶质瘤干细胞异种移植

瘤小鼠的肿瘤进展，延长移植瘤小鼠的生存期［１４］。
此外，有文献［１５］ 报道，ＦＴＯ 介导 ＢＮＩＰ３ ｍＲＮＡ ３’
ＵＴＲ 中的 ｍ６Ａ 去甲基化，在体内外发挥促进乳腺癌

细胞生长和转移的作用。 Ｙａｎｇ ｅｔ ａｌ［１６］ 研究表明

ＦＴＯ 促进黑色素瘤生长，并能通过降低 ＰＤ⁃１、ＣＸ⁃
ＣＲ４ 和 ＳＯＸ１０ 基因的 ｍ６Ａ 甲基化，促进黑色素瘤对

ＰＤ⁃１ 治疗耐药。 ＦＴＯ 通过 ｍ６Ａ 依赖性方式降低

ＡＰＯＥ ｍＲＮＡ 的稳定性来抑制糖酵解和甲状腺乳头

状癌的生长［１７］。 以上结果提示 ＦＴＯ 能够通过不同

方式参与调控多种肿瘤发生发展。
该课题组前期已经表明 ＦＴＯ 促进 ＨＣＣ 进

展［５］，为揭示 ＦＴＯ 在 ＨＣＣ 的作用机制，该研究将

ＨＣＣ 细胞 ＦＴＯ 敲低后进行转录组测序，进而通过生

信分析，初步显示 ＦＴＯ 可能调控干扰素⁃γ 的反应的

生物过程，ＩＦＩＴ２ 是响应性最强的干扰素刺激基因之

一［１８］，该研究表明 ＦＴＯ 负性调控 ＩＦＩＴ２。 有研究表

明 ＩＦＩＴ２ 在多种肿瘤发生发展过程中发挥重要作

用。 例如，ＩＦＩＴ２ 缺失促进口腔癌中的癌症干细胞

样表型，最新研究［１９］ 表明，在食管鳞癌中，基于

ＭｅＲＩＰ⁃ｓｅｑ 和 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 测序分析显示 ＩＦＩＴ２ 是 ＭＥＴ⁃
ＴＬ３ 靶基因，而 ＭＥＴＴＬ３ 可通过调节 ＩＦＩＴ２ 从而影响

食管鳞癌的增殖、迁移、侵袭等恶性生物学行为以及

肿瘤的免疫微环境。 在肝内胆管癌中，ＭＥＴＴＬ３ 介

导的 ｍ６Ａ 上调 ＩＦＩＴ２ ｍＲＮＡ 的修饰并以 ＹＴＨＤＦ２ 依

赖性方式加速 ＩＦＩＴ２ ｍＲＮＡ 的衰减，从而促进肝内

胆管癌的发展并导致较差的预后。 但是，ＩＦＩＴ２ 在

ＨＣＣ 中的作用尚未见研究报道。 该研究表明 ＩＦＩＴ２
高表达与 ＨＣＣ 患者的生存期延长相关，敲低 ＩＦＩＴ２
能够促进 ＨＣＣ 细胞增殖、迁移。
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