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摘要　目的　探讨质膜囊泡相关蛋白（ＰＬＶＡＰ）在肝细胞癌（ＨＣＣ）进展中的作用及其机制。方法　分别使用生物信息学分
析、实时荧光定量ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及免疫组化检测ＰＬＶＡＰ在ＨＣＣ和癌旁非肿瘤组织中的表达水平及其与临床病理特征的
关系；分别构建敲低和过表达ＰＬＶＡＰ的ＨＣＣ稳转细胞系，通过ＣＣＫ８、克隆形成、划痕实验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测ＨＣＣ细胞增
殖、迁移和侵袭能力；通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＬＶＡＰ敲低及和过表达后 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路中磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）、磷酸化
ＰＩ３Ｋ（ｐＰＩ３Ｋ）、蛋白激酶Ｂ（ＡＫＴ）和磷酸化ＡＫＴ（ｐＡＫＴ）的蛋白水平；利用 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路抑制剂 ＬＹ２９４００２处理 ＰＬＶＡＰ过
表达细胞系并检测细胞增殖、迁移和侵袭能力的改变。结果　ＰＬＶＡＰ在ＨＣＣ组织中的表达高于癌旁非肿瘤组织（Ｐ＜００５），
并与肿瘤Ｓｔａｇｅ分期、Ｔ分期、Ｍ分期和微血管侵犯呈正相关（Ｐ＜００５）；敲低ＰＬＶＡＰ能够抑制ＨＣＣ细胞增殖、迁移和侵袭能
力（Ｐ＜０００１），而过表达 ＰＬＶＡＰ能够促进 ＨＣＣ细胞增殖、迁移和侵袭能力（Ｐ＜００１）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示敲低
ＰＬＶＡＰ能够降低ｐＰＩ３Ｋ和ｐＡＫＴ的蛋白表达水平，过表达ＰＬＶＡＰ能够增加ｐＰＩ３Ｋ和ｐＡＫＴ的蛋白表达水平，而ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
通路抑制剂ＬＹ２９４００２能消除ＰＬＶＡＰ对细胞增殖、迁移和侵袭的作用（Ｐ＜００１）。结论　ＰＬＶＡＰ在ＨＣＣ中高表达，可能通过
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路促进ＨＣＣ的恶性进展。
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　　原发性肝癌是世界上第六大常见的恶性肿瘤，
也是恶性肿瘤死亡的第三大常见原因［１］。肝细胞

癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是肝癌的主要组
织学亚型，占原发性肝癌的８５％以上，因其耐化疗、
易复发、转移及预后较差，５年生存率仅为 １５％ ～
３８％［２］。因此，探究ＨＣＣ恶性进展的分子机制并寻
找新的治疗策略对于 ＨＣＣ的早期诊断和治疗至关
重要。

质膜囊泡相关蛋白（ｐｌａｓｍａｌｅｍｍａｖｅｓｉｃｌｅａｓｓｏｃｉ
ａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＰＬＶＡＰ）是一种内皮细胞特异性蛋白，
参与形成血管的气孔和隔膜，并能够调节基底通透

性、白细胞迁移和血管生成［３］。大量研究［４－６］表明，

ＰＬＶＡＰ的表达水平与多种恶性肿瘤的预后和血管
生成密切相关。据报道［７］，ＰＬＶＡＰ是 ＨＣＣ血管内
皮细胞中特异性表达的基因，但 ＰＬＶＡＰ在 ＨＣＣ中
的生物学功能尚不明确。该研究旨在探究 ＰＬＶＡＰ
对ＨＣＣ细胞生物学行为的影响及其潜在的分子机

制。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　细胞株　人正常肝细胞系ＭＩＨＡ，ＨＣＣ细胞
系 ＨＣＣＬＭ３、Ｈｅｐ３Ｂ、Ｈｕｈ７、ＰＬＣ／ＰＲＦ／５、ＳＫｈｅｐ１，人
肾上皮细胞 ＨＥＫ２９３Ｔ从美国 ＡＴＣＣ公司获得，于
１０％胎牛血清，１％青 －链霉素双抗溶液的高糖
ＤＭＥＭ培养基中培养，培养条件为 ３７℃、５％ ＣＯ２
恒温箱。

１．１．２　临床样本　收集２０１９年８月至２０２１年２
月安徽医科大学第一附属医院病理科档案室存档的

１１１例ＨＣＣ及癌旁非肿瘤石蜡样本，每例组织标本
对应的病理切片都经两位高年资病理医师确诊，同

时收集每例组织标本对应的临床相关资料；另收集

２０２０年２月至２０２０年１２月期间１０例新鲜的 ＨＣＣ
及癌旁非肿瘤组织（距离癌边缘大于２ｃｍ）放入液氮
中保存，用于提取组织ＲＮＡ和蛋白质。本实验经安
徽医科大学伦理委员会的批准（批准号：２０２１０５２５）。
１．１．３　主要试剂　胎牛血清、ＤＭＥＭ培养基（货
号：０８５１５０、３１９００５）购自南京维森特生物技术有
限公司；ＣＣＫ８试剂盒（货号：Ｃ０００５）购自上海陶术
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生物科技有限公司；蛋白裂解液 ＲＩＰＡ、蛋白酶抑制
剂、结晶紫染液（货号：Ｐ００１３Ｃ、ＳＴ２５７３２５ｇ、Ｃ０１２１）
购自上海碧云天生物技术公司；ＴＲＩｚｏｌ试剂（货号：
１５５９６０１８ＣＮ）购自上海赛默飞世尔仪器有限公司；
反转录试剂盒（货号：ＡＴ１０１０３）购自北京全式金生
物技术有限公司；免疫组化试剂盒、柠檬酸盐修复

液、ＤＡＢ显色试剂盒和苏木精染液（货号：ＫＩＴ
９７２０、ＭＶＳ０１０１、ＤＡＢ１０３１、ＣＴＳ１０９０）均购自福州
迈新生物技术开发有限公司；敲低及过表达 ＰＬＶＡＰ
质粒购自武汉淼灵生物科技公司；ＬＹ２９４００２（货号：
Ｓ１１０５）购自美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ公司；ＰＬＶＡＰ兔抗人多克
隆抗体（货号：ＧＢ１１３１４１）购自武汉赛维尔生物技术
有限公司；ＧＡＰＤＨ鼠抗人单克隆抗体（货号：６０００４
１Ｉｇ）购自武汉三鹰生物技术有限公司；磷脂酰肌醇
３激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ３Ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）兔抗人单克
隆抗体、磷酸化ＰＩ３Ｋ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＰＩ３Ｋ，ｐＰＩ３Ｋ）
兔抗人单克隆抗体、蛋白激酶 Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，
ＡＫＴ）兔抗人单克隆抗体、磷酸化 ＡＫＴ（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａ
ｔｅｄＡＫＴ，ｐＡＫＴ）兔抗人单克隆抗体（货号：４２５７ｓ、
１７３６６ｓ、４６９１ｓ、４０６０ｓ）购自美国ＣＳＴ公司。
１．１．４　主要仪器　ＣＯ２恒温恒湿培养箱（型号：
ＩＣＯ５０）购自德国ｍｅｍｍｅｒｔ公司；细胞计数仪（型号：
ＪＩＭＢＩＯＦＩＬ）购自江苏卓微生物科技有限公司；掌上
离心机（型号：Ｓ１０１０Ｅ）、漩涡混合仪（型号：ＳＣＩ
ＶＳ）、翘板摇床（型号：ＳＣＩＲＰｒｏ）、圆盘旋转混匀仪
（型号：ＳＣＩＲＤＥ）、加热迷你金属浴（型号：ＳＣＩ
１００ＭｉｎｉＨ）购自美国赛洛捷克公司；电子天平（型
号：ＢＳ１２４）购自德国赛多利斯公司。
１．２　方法
１．２．１　公共数据库生信分析　通过 ＧＥＯ数据集
（ＧＳＥ１２１２４８、ＧＳＥ６０５０２、ＧＳＥ１２９４１、ＧＳＥ７６４２７）和
ＴＣＧＡ数据集分析 ＨＣＣ癌组织与癌旁组织中差异
表达的上调基因，基于在线数据库 ＵＡＬＣＡＮ分析和
ＧＥＯ数据集分析ＰＬＶＡＰ在ＨＣＣ组织与癌旁组织中
的基因表达水平。

１．２．２　慢病毒包装和稳转细胞系构建　购买敲低
质粒ｓｈＰＬＶＡＰ（ｓｈＰＬＶＡＰ１和 ｓｈＰＬＶＡＰ２）、过表达
质粒ＰＬＶＡＰ（扩增编码 ＰＬＶＡＰ的 ｃＤＮＡ序列，并将
其克隆到 ｐｃＤＮＡ３１载体）和阴性对照质粒。
ｓｈＰＬＶＡＰ序列如下，ｓｈＰＬＶＡＰ１：５′ＧＣＴＧＧＴＡＴＴＡＣ
ＣＴＧＣＧＣＴＡＣＴ３′；ｓｈＰＬＶＡＰ２：５′ＧＧＴＧＡＧＡＡＣＡＧ
ＧＡＡＧＣＣＡＴＴＣ３′。将１１２５μｇ目的质粒、３７５μｇ
ｐＭＤ２Ｇ和７５μｇｐｓＰＡＸ２混合均匀后加入３３０μｌ
０１×ＴＥ溶液，５６５μｌ氯化钙溶液，加无菌水定容

至５７０μｌ；再缓慢逐滴加入５７０μｌＨＢＳ溶液，室温
静置１５ｍｉｎ；最后将混合液缓慢逐滴加入２９３Ｔ细胞
并摇匀。收集病毒上清液并使用０２２ｕｍ滤膜过滤
后分别感染Ｈｅｐ３Ｂ细胞和 Ｈｕｈ７细胞，接着加入嘌
呤霉素筛选表达目的质粒的稳转细胞系。最后收集

上述稳转细胞系的蛋白，检测转染效率，构建成功后

用于后续实验。

１．２．３　实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ，ｑＰＣＲ）　ＴＲＩｚｏｌ试剂提取细胞或组织 ＲＮＡ后
使用反转录试剂盒逆转录为 ｃＤＮＡ，按说明书向八
联管中添加荧光染料、引物体系后置于 ｑＰＣＲ仪中。
引物序列如下：ＧＡＰＤＨ，（正义链）５′ＡＡＴＧＧＡ
ＣＡＡＣＴＧＧＴＣＧＴＧＧＡＣ３′，（反 义 链）５′ＣＣＣＴＣ
ＣＡＧＧＧＧＡＴＣＴＧＴＴＴＧ３′；ＰＬＶＡＰ，（正 义 链）５′
ＣＣＧＧＧＴＣＡＴＣＴＡＣＡＣＧＡＡＣＡＡ３′，（反 义 链）５′
ＣＣＴＴＧＡＡＴＴＧＡＴＣＴＣＴＧＣＡＴＴＧＣ３′。
１．２．４　蛋白质印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）实验　配制
含１％ＰＭＳＦ的 ＲＩＰＡ裂解液，提取细胞或组织总蛋
白。１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，恒流 ２２５ｍＡ转膜
９０ｍｉｎ，１×快速封闭液室温封闭２０ｍｉｎ，一抗（按鼠
抗 ＧＡＰＤＨ１∶７０００，兔抗 ＰＬＶＡＰ１∶１０００，兔抗
ＰＩ３Ｋ、兔抗ｐＰＩ３Ｋ、兔抗ＡＫＴ、兔抗ｐＡＫＴ均１∶５００
的一抗稀释液稀释）４℃孵育过夜。次日ＴＢＳＴ洗膜
３次（１０ｍｉｎ／次），二抗（鼠或兔二抗均按１∶１００００
的ＴＢＳＴ稀释）室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次（５ｍｉｎ／
次），ＥＣＬ显影。
１．２．５　免疫组化（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，ＩＨＣ）　将
石蜡样本切成３～４μｍ的白片。采用 ＥｎＶｉｓｉｏｎ两
步法检测 ＰＬＶＡＰ在 ＨＣＣ切片组织中的表达水平，
操作遵循以下步骤：脱蜡水化、柠檬酸盐高压修复、

过氧化氢酶阻断剂封闭、滴加兔抗ＰＬＶＡＰ（１∶４００）
孵育过夜、次日复温后 ＰＢＳ冲洗滴加山羊抗兔 ＩｇＧ
二抗（１∶５００）孵育３０ｍｉｎ、ＤＡＢ显色、苏木精染色、
脱水透明、中性树胶固定。结果判断：每张切片在镜

下选取组织结构良好、背景清晰的阳性细胞最密集

的５个区域，计数１００个细胞中的阳性细胞数，将５
个区域阳性细胞数的平均值作为计数指标。根据百

分比大小计数指标可分为４级：１０％ ～２５％为 Ｉ级
（记为１分），２６％ ～５０％为Ⅱ级（记为２分），５１％
～７５％为Ⅲ级（记为３分），７６％ ～１００％为Ⅳ级（记
为４分）。染色强度评分：阴性（０分），浅棕色（１
分），棕色（２分），深棕色（３分）。每张切片最后的
表达强度为两种评分之乘积，＜４分为低表达，≥４
分为高表达［８］。

·１６８·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ｍａｙ；６０（５）



１．２．６　ＣＣＫ８实验　将处于对数生长期的ＨＣＣ细
胞接种至９６孔板（２５００个／孔），细胞贴壁后更换
新鲜培养基，加入１０μｌＣＣＫ８溶液，３７℃培养箱中
避光培养１ｈ，酶标仪测量４５０ｎｍ处吸光度值，每隔
２４ｈ重复１次，共重复５次。
１．２．７　克隆形成实验　将处于对数生长期的 ＨＣＣ
细胞接种至６孔板（５００个／孔），３７℃细胞培养箱
中孵育１４ｄ。镜下观察待细胞形成集落后，去除培
养基，４％多聚甲醛固定细胞３０ｍｉｎ，０１％结晶紫染
色３０ｍｉｎ后ＰＢＳ洗净晾干后拍照。
１．２．８　细胞划痕实验　将处于对数生长期的 ＨＣＣ
细胞接种至６孔板，镜下观察细胞密度达到９０％以
上，使用１０μｌ枪头划线并更换为无血清培养基，拍
照记录，４８ｈ后重复。
１．２．９　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验　将处于对数生长期的 ＨＣＣ
细胞计数后，无血清培养基重悬至５×１０４个／ｍｌ，取
２００μｌ加入Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室（侵袭实验的小室提前用
６０μｌ稀释的基质胶包被），下室中加入８００μｌ完全
培养基。培养 ２４ｈ后，４％多聚甲醛固定细胞 ３０
ｍｉｎ，０１％结晶紫染色３０ｍｉｎ，用棉签将上室中的细
胞轻轻擦去，显微镜观察并拍照统计。

１．２．１０　药物处理　将处于对数生长期的 ＨＣＣ细
胞按一定比例接种至 ６孔板，待细胞密度至 ５０％
时，使用ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路抑制剂 ＬＹ２９４００２（工作浓
度为２０μｍｏｌ／Ｌ）处理 ＨＣＣ细胞２４ｈ后，收集细胞
用于后续功能实验。

１．２．１１　统计学处理　所有实验独立重复３次后，
使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９０软件统计分析，统计结果
使用均数±标准差表示。采用ｔ检验对两组间数据
进行分析，采用单因素方差分析对多组间数据进行

分析，事后两两比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔｔ检验，采用双因
素方差分析对两组或多组间多个时间点数据进行分

析，采用卡方检验对临床病理特征进行分析。Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＰＬＶＡＰ在ＨＣＣ中的表达及其与临床病理特
征的关系　分别对 ＧＥＯ数据集（包括 ＧＳＥ１２１２４８、
ＧＳＥ６０５０２、ＧＳＥ１２９４１、ＧＳＥ７６４２７）和 ＴＣＧＡ数据库
的ＨＣＣ测序数据进行差异表达基因分析和上调基
因的筛选，结果显示１０个基因在数据集 ＨＣＣ组织
中共同上调，其中包括 ＰＬＶＡＰ（图１Ａ），由于 ＰＬＶＡＰ
在ＨＣＣ中的生物学功能尚无研究报道，因此选择
ＰＬＶＡＰ作为研究对象。ＵＡＬＣＡＮ数据库和 ＧＥＯ数

据集均显示ＰＬＶＡＰ基因的表达水平在ＨＣＣ组织中
明显高于癌旁组织（ｔ＝３１３３、２８２０、１０６１、２３２５、
１４２３，均Ｐ＜０００１，图１Ｂ、１Ｃ）。基于 ＴＣＧＡ的临
床数据分析ＰＬＶＡＰ表达水平与临床病理特征之间
的关系，结果显示：高表达水平的 ＰＬＶＡＰ与肿瘤
ｓｔａｇｅ分期和Ｔ分期均具有正相关性（均 Ｐ＜００５，
表１）。

表１　不同ＰＬＶＡＰ水平ＨＣＣ患者临床病理参数的

差异性分析（ＴＣＧＡ）

Ｔａｂ．１　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

ｉｎＨＣＣｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｖｅｌｓｏｆＰＬＶＡＰ（ＴＣＧＡ）

Ｐａｔｉｅｎｔ ｎ
ＰＬＶＡＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ｌｏｗ Ｈｉｇｈ χ２ｖａｌｕｅ Ｐｖａｌｕｅ

Ｇｅｎｄｅｒ ０．４１ ０．５２
　Ｍａｌｅ ２４５ １２２（６８．５４％） １２３（７１．５１％）
　Ｆｅｍａｌｅ １０５ ５６（３１．４６％） ４９（２８．４９％）
Ａｇｅ（ｙｅａｒｓ） ３．３４ ０．０７
　≤６０ １７０ ９５（５３．３７％） ７５（４３．６０％）
　＞６０ １８０ ８３（４６．６３％） ９７（５６．４０％）
Ｇｒａｄｅ ３．７１ ０．２９
　Ｇ１ ５５ ２８（１５．７３％） ２７（１５．７０％）
　Ｇ２ １６０ ７９（４４．３８％） ８１（４７．０９％）
　Ｇ３ １２２ ６１（３４．２７％） ６１（３５．４７％）
　Ｇ４ １３ １０（５．６２％） ３（１．７４％）
Ｓｔａｇｅ １５．００ ＜０．０１
　Ⅰ １６１ ９５（５３．０７％） ６６（３８．３７％）
　ＩＩ ８７ ４７（２６．４０％） ４０（２３．２６％）
　Ⅲ ９７ ３５（１９．６６％） ６２（３６．０５％）
　Ⅳ ５ １（０．５６％） ４（２．３３％）
Ｔｓｔａｇｅ １１．０２ ０．０１
　Ｔ１ １７５ １０２（５７．３０％） ７３（４２．４４％）
　Ｔ２ ８５ ３１（１７．４２％） ５４（３１．４０％）
　Ｔ３ ７７ ３９（２１．９１％） ３８（２２．０９％）
　Ｔ４ １３ ６（３．３７％） ７（４．０７％）
Ｎｓｔａｇｅ ０．２２ ０．６４
　Ｎ０ ２３８ １１９（６６．４８％） １１９（６９．１９％）
　Ｎ１ １１２ ５９（３３．１５％） ５３（３０．８１％）
Ｍｓｔａｇｅ １．０７ ０．３０
　Ｍ０ ２５１ １３２（７４．１６％） １１９（６９．１９％）
　Ｍ１ ９９ ４６（２５．８４％） ５３（３０．８１％）

２．２　ＰＬＶＡＰ在ＨＣＣ组织和细胞系中的表达及其
与临床病理特征的相关性　ＩＨＣ结果显示：ＰＬＶＡＰ
主要定位在胞膜和胞质；在 ＨＣＣ细胞中表达较高，
间质中少量表达；ＰＬＶＡＰ在 ＨＣＣ组织中的表达水
平高于癌旁组织（图２Ａ）。临床石蜡样本（ｎ＝１１１）
中ＰＬＶＡＰ的表达水平与临床病理特征的相关性分
析显示：ＰＬＶＡＰ高表达与 Ｔ分期、Ｍ分期和微血管
侵犯均正相关（均Ｐ＜００５，表２）。ｑＰＣＲ和 ＷＢ结
果显示：ＨＣＣ组织中 ＰＬＶＡＰ的 ｍＲＮＡ水平和蛋白
水平均明显高于癌旁组织（ｔ＝４６０、５０１，均Ｐ＜
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图１　ＰＬＶＡＰ在ＨＣＣ组织中的表达及其和临床病理特征相关性分析

Ｆｉｇ．１　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎＰＬＶＡＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｉｎＨＣＣｔｉｓｓｕｅ

Ａ：ＶｅｎｎｄｉａｇｒａｍｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｓｓｃｒｅｅｎｅｄｉｎＨＣＣａｎｄｐａｒａｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓｆｒｏｍｔｈｅＴＣＧＡｄａｔａｓｅｔａｎｄＧＥＯｄａｔａｓｅｔｓ（ＧＳＥ１２１２４８，

ＧＳＥ６０５０２，ＧＳＥ７６４２７，ＧＳＥ１２９４１）；Ｂ：ＴｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｏｆＰＬＶＡＰｉｎＨＣＣａｎｄｐａｒａｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓｆｒｏｍｔｈｅＵＡＬＣＡＮｄａｔａｂａｓｅ；Ｃ：ＴｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓ

ｏｆＰＬＶＡＰｉｎＨＣＣａｎｄｐａｒａｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓｆｒｏｍｔｈｅＧＥＯｄａｔａｂａｓｅ；Ｐ＜０００１ｖｓＰａｒａｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅ．

０００１，图２Ｂ、２Ｃ）。此外，检测人正常肝细胞系 ＭＩ
ＨＡ和 ＨＣＣ细胞系 ＨＣＣＬＭ３、Ｈｅｐ３Ｂ、Ｈｕｈ７、ＰＬＣ／
ＰＲＦ／５和ＳＫＨｅｐ１中ＰＬＶＡＰ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达
水平，结果显示：ＨＣＣ细胞系中 ＰＬＶＡＰ的 ｍＲＮＡ和
蛋白表达水平均高于正常肝细胞系 ＭＩＨＡ（ｔｍＲＮＡ＝
３５９、１８０３、１１１９、１７６３、１２５４，ｔ蛋白 ＝３１１、
２７０６、１３４２、１９４３、１９２１，均 Ｐ＜００５，图 ２Ｄ、
２Ｅ）。
２．３　ＰＬＶＡＰ对 ＨＣＣ细胞增殖、迁移和侵袭能力
的影响　分别在ＰＬＶＡＰ表达水平低的 Ｈｅｐ３Ｂ细胞
进行过表达、ＰＬＶＡＰ表达水平高的 Ｈｕｈ７进行敲低
稳转细胞株的构建，ＷＢ验证转染效率显示：与对照
组相比，转染 ｓｈＰＬＶＡＰ１质粒和 ｓｈＰＬＶＡＰ２质粒后
ＰＬＶＡＰ蛋白表达水平明显下降，而转染 ＰＬＶＡＰ过
表达质粒后 ＰＬＶＡＰ蛋白水平明显上升（ｔ＝９７５、
８９３、１４９４，均 Ｐ＜０００１，图 ３Ａ）。ＣＣＫ８实验显
示：在第５天，敲低 ＰＬＶＡＰ组细胞的增殖能力较对
照组降低，而过表达ＰＬＶＡＰ组细胞的增殖能力较对
照组增强（ｔ＝５７５、９２２、４９０，均 Ｐ＜０００１，图
３Ｂ）。克隆形成实验显示：敲低 ＰＬＶＡＰ组细胞的克
隆形成能力较对照组能力降低，而过表达组细胞克

隆形成能力较对照组增强（ｔ＝１５１２、１４６３、１２８８，
均Ｐ＜０００１，图 ３Ｃ）。细胞划痕试验显示：敲低
ＰＬＶＡＰ组细胞划痕愈合能力较对照组减弱，过表达
ＰＬＶＡＰ组细胞划痕愈合能力较对照组增强（ｔ＝
１２６４、１３３６、８１１，均 Ｐ＜００１，图３Ｄ）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
实验结果显示：敲低ＰＬＶＡＰ组细胞迁移和侵袭能力
较对照组降低，而过表达ＰＬＶＡＰ组细胞的迁移和侵
袭能力较对照组增强（ｔ＝３２６４、３５５４、２８２１、
２８１３、１９０９、６５７，均Ｐ＜００１，图３Ｅ）。
２．４　ＰＬＶＡＰ通过激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路促进ＨＣＣ
细胞增殖、迁移和侵袭　为阐明 ＰＬＶＡＰ调控 ＨＣＣ
细胞恶性表型的潜在分子机制，使用 Ｒ语言的
“ｓｔａｔ”包分析 ＴＣＧＡ的 ＨＣＣ数据集中与 ＰＬＶＡＰ表
达相关的共表达基因，结果显示 ８７１个基因与
ＰＬＶＡＰ的表达呈正相关（Ｐ＜００５，ｒ＞０４，图４Ａ）。
进一步对共表达基因进行 ＫＥＧＧ富集分析，结果显
示与 ＰＬＶＡＰ表达相关的基因在 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通
路中显著富集（Ｐ＜００５，图４Ｂ）。ＷＢ检测 ＰＬＶＡＰ
对ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路中关键蛋白水平的影响，结果显
示：与对照组相比，过表达 ＰＬＶＡＰ细胞中的 ｐＰＩ３Ｋ
和ｐＡＫＴ水平明显升高（ｔ＝９４６、１９３，均Ｐ＜０００１），
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图２　ＰＬＶＡＰ在ＨＣＣ细胞和组织中的

表达及其与临床病理特征的关系

Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＬＶＡＰｉｎＨＣＣ

ｃｅｌｌｓａｎｄｔｉｓｓｕｅｓ，ａｎｄｉｔｓｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ

ｗｉｔｈｃｌｉｎｉｃａｌｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ

Ａ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＬＶＡＰｉｎｃｌｉｎｉｃａｌ

ｐａｒａｆｆｉｎｓａｍｐｌｅｓ（ｎ＝１１１）ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ

ｂｙＩＨＣ（ｔｏｐ：×１００，ｂｏｔｔｏｍ：×４００）；

Ｂ：ＰＬＶＡＰｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｉｎＨＣＣｓａｍｐｌｅ

ｐａｉｒｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｑＰＣＲ（ｎ＝１０）；

Ｃ：ＰＬＶＡＰｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎＨＣＣｓａｍｐｌｅ

ｐａｉｒｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷＢ，ａｎｄｂａｎｄｓ

ｉｎＷＢｉｍａｇｅｓｗｅｒｅｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ（ｎ＝１０）；Ｄ：ＰＬＶＡＰｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｉｎｎｏｒｍａｌｌｉｖｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＭＩＨＡａｎｄＨＣＣｃｅｌｌｌｉｎｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｑＰＣＲ；Ｅ：

ＰＬＶＡＰｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎｎｏｒｍａｌｌｉｖｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＭＩＨＡａｎｄＨＣＣｃｅｌｌｌｉｎｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷＢ，ａｎｄｂａｎｄｓｉｎＷＢｉｍａｇｅｓｗｅｒｅｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ；ａ：ＭＩＨＡ；

ｂ：Ｈｅｐ３Ｂ；ｃ：Ｈｕｈ７；ｄ：ＨＣＣＬＭ３；ｅ：ＳＫＨｅｐ１；ｆ：ＰＣＬ／ＰＲＦ／５．Ｐａ：Ｐａｒａｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅ；Ｃａ：ＨＣＣｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅ；Ｐ＜０００１ｖｓＰａｒａｃａｎｃｅｒｔｉｓ

ｓｕｅ；＠Ｐ＜００５，＠＠＠Ｐ＜０００１ｖｓＭＩＨＡ．

表２　不同ＰＬＶＡＰ水平ＨＣＣ患者临床病理参数的

差异性分析（ＨＣＣ样本）

Ｔａｂ．２　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

ｉｎＨＣＣｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｖｅｌｓｏｆＰＬＶＡＰ（ＨＣＣｓａｍｐｌｅｓ）

Ｐａｔｉｅｎｔ ｎ
ＰＬＶＡＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ｌｏｗ Ｈｉｇｈ χ２ｖａｌｕｅ Ｐｖａｌｕｅ

Ｇｅｎｄｅｒ ０．５３ ０．４７
　Ｍａｌｅ ８９ ４０（８３．３３％） ４９（７７．７８％）
　Ｆｅｍａｌｅ ２２ ８（１６．６７％） １４（２２．２２％）
Ａｇｅ（ｙｅａｒｓ） ０．０１ ０．９３
　≤６０ ４８ ２１（４３．７５％） ２７（４２．８６％）
　＞６０ ６３ ２７（５６．２５％） ３６（５７．１４％）
Ｌｉｖｅｒｃｉｒｒｈｏｓｉｓ ３．４７ ０．０６
　Ｎｏ ５７ ２７（５６．２５％） ３０（４７．６２％）
　Ｙｅｓ ５４ ２１（４３．７５％） ３３（５２．３８％）
Ｇｒａｄｅ １．２６ ０．２６
　Ｇ１Ｇ２ ７６ ３６（７５．００％） ４０（６３．４９％）
　Ｇ３Ｇ４ ３５ １２（２５．００％） ２３（３６．５１％）
Ｔｓｔａｇｅ ７．５９ ０．０１
　Ｔ１Ｔ２ ７２ ３８（７９．１７％） ３４（５３．９７％）
　Ｔ３Ｔ４ ３９ １０（２０．８３％） ２９（４６．０３％）
Ｎｓｔａｇｅ ２．０４ ０．１５
　Ｎ０ ９０ ３６（７５．００％） ５４（８５．７１％）
　Ｎ１ ２１ １２（２５．００％） ９（１４．２９％）
Ｍｓｔａｇｅ ８．１４ ０．００４
　Ｍ０ ８２ ４２（８７．５０％） ４０（６３．４９％）
　Ｍ１ ２９ ６（１２．５０％） ２３（３６．５１％）
Ｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｉｎｖａｓｉｏｎ ４．８１ ０．０３
　Ｎｏ ７３ ３７（７７．０８％） ３６（５７．１４％）
　Ｙｅｓ ３８ １１（２２．９２％） ２７（４２．８６％）

而ＰＩ３Ｋ和ＡＫＴ水平不变（均 Ｐ＞００５）；与对照组
相比，敲低ＰＬＶＡＰ细胞中的 ｐＰＩ３Ｋ和 ｐＡＫＴ水平
明显降低（ｔｐＰＩ３Ｋ ＝１０９５、１０６７，ｔｐＡＫＴ ＝１２７８、
１２４８，均Ｐ＜０００１），而ＰＩ３Ｋ和ＡＫＴ水平不变（均
Ｐ＞００５），见图４Ｃ。为明确ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路的激活
对 ＰＬＶＡＰ介导的 ＨＣＣ恶性表型的作用，使用
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路抑制剂 ＬＹ２９４００２（２０μｍｏｌ／Ｌ）处理
ＰＬＶＡＰ过表达的 Ｈｅｐ３Ｂ细胞２４ｈ，结果显示：过表
达ＰＬＶＡＰ诱导的细胞增殖能力、克隆形成能力、迁
移和侵袭能力的增强效应被 ＬＹ２９４００２抵消（ｔＣＣＫ８
＝７１４、４９０，ｔ克隆 ＝２１２８、２１６９，ｔ划痕 ＝９７０、
１０４６，ｔ迁移 ＝１４９８、２００９，ｔ侵袭 ＝１１５９、６５６，均 Ｐ
＜００１，图４Ｄ－４Ｇ）。

３　讨论

　　ＰＬＶＡＰ是一种内皮细胞的特异性蛋白，属于高
度糖基化的Ⅱ型整合膜糖蛋白，在维持血管通透性、
血液及组织稳态和免疫功能方面发挥作用［３］。据

报道［９］，ＰＬＶＡＰ与肿瘤的血管生长相关并在肿瘤组
织中广泛表达。Ｍａｅｔａｌ［６］通过生物信息学分析显
示ＰＬＶＡＰ在间充质亚型神经胶质瘤患者中显著上
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图３　ＰＬＶＡＰ对ＨＣＣ细胞增殖、迁移和侵袭的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＰＬＶＡＰｏｎＨＣＣｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎ

Ａ：ＥｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｋｎｏｃｋｄｏｗｎａｎｄｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＬＶＡＰｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷＢ，ａｎｄｂａｎｄｓｉｎＷＢｉｍａｇｅｓｗｅｒｅｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ；Ｂ：Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｋｎｏｃｋｄｏｗｎ

ａｎｄｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＬＶＡＰｏｎｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＣＣｃｅｌｌｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＣＣＫ８ａｓｓａｙｓ；Ｃ：ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｋｎｏｃｋｄｏｗｎａｎｄｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＬＶＡＰ

ｏｎｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＣＣｃｅｌｌｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｆｏｃｉｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙｓ；Ｄ：ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｋｎｏｃｋｄｏｗｎａｎｄｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＬＶＡＰｏｎｔｈｅｃｅｌｌｍｏｔｉｌｉｔｙｏｆ

ＨＣＣｃｅｌｌｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇａｓｓａｙｓ；Ｅ：ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｋｎｏｃｋｄｏｗｎａｎｄｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＬＶＡＰｏｎｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＨＣＣｃｅｌｌｓ

ｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｔｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙｓ；ａ：ｓｈＣｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ｓｈＰＬＶＡＰ１ｇｒｏｕｐ；ｃ：ｓｈＰＬＶＡＰ２ｇｒｏｕｐ；ｄ：Ｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ；ｅ：ＰＬＶＡＰｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０００１ｖｓｓｈＣ

ｔｒｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＶｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ．
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图４　ＰＬＶＡＰ通过激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路促进ＨＣＣ细胞增殖、迁移和侵袭

Ｆｉｇ．４　ＰＬＶＡＰｐｒｏｍｏｔｅｓＨＣＣｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎ

ｖｉａａｃｔｉｖａｔｉｎｇｔｈｅＰＩ３Ｋ／ＡＫＴｐａｔｈｗａｙ

Ａ：ＶｏｌｃａｎｏｍａｐｓｈｏｗｅｄｃｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｅｎｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈＰＬＶＡＰｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｉｎＴＣＧＡＨＣＣｄａｔａ；Ｂ：ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｏｆｃｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｅｎｅｓａｓ

ｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈＰＬＶＡＰ；Ｃ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅＰＩ３Ｋ／

ＡＫＴｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｉｎｋｎｏｃｋｄｏｗｎａｎｄｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＬＶＡＰｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｅ

ｔｅｃｔｅｄｂｙＷＢ，ａｎｄｂａｎｄｓｉｎＷＢｉｍａｇｅｓｗｅｒｅｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ；Ｄ－Ｇ：ＣＣＫ８ａｓｓａｙｓ，

Ｆｏｃｉｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙｓ，ＷｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇａｓｓａｙｓａｎｄＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｉｎｔｈｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＬＶＡＰｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔＬＹ２９４００２；
Ｐ＜０００１ｖｓｓｈＣｔｒｌｇｒｏｕｐ；＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＶｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ；＠＠Ｐ＜００１，＠＠＠Ｐ＜０００１ｖｓＰＬＶＡＰｇｒｏｕｐ．

·６６８· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２５Ｍａｙ；６０（５）



调，且与不良预后相关；进一步功能富集分析提示

ＰＬＶＡＰ高表达与胶质瘤相关免疫反应及炎症活动
相关。Ｗａｎｇｅｔａｌ［１０］对与脐血管内皮细胞或肝窦内
皮细胞共培养的胆管癌细胞进行分子分析显示，胆

管癌细胞分泌的Ｄｉｃｋｋｏｐｆ相关蛋白１与其受体细胞
骨架相关蛋白４结合后激活 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路，导致
ＰＬＶＡＰ上调，提示ＰＬＶＡＰ是一个潜在的抗肿瘤血管
生成靶点。Ｗａｎｇｅｔａｌ［７］通过组织切片的 ＩＨＣ染色
发现ＰＬＶＡＰ是ＨＣＣ血管内皮细胞中特异性表达的
基因，但在非肿瘤性肝组织中不特异性表达；将共表

达人组织因子细胞外结构域的重组单克隆抗

ＰＬＶＡＰＦａｂ片段输注到主要肿瘤供血动脉中，发现
能诱导肿瘤血管血栓形成和广泛的肿瘤坏死，提示

ＰＬＶＡＰ可能是ＨＣＣ治疗的潜在靶点。本研究首先
基于生物信息学发现 ＰＬＶＡＰ的 ｍＲＮＡ水平在 ＨＣＣ
中表达显著上调，进一步通过临床样本的检测发现

ＰＬＶＡＰ在ＨＣＣ中表达上调且与肿瘤大小、远处转移
及微血管侵犯显著相关；构建敲低和过表达 ＰＬＶＡＰ
的ＨＣＣ稳转细胞系并进行体外功能实验，结果显示
ＰＬＶＡＰ能够促进 ＨＣＣ细胞的增殖、迁移和侵袭能
力。本研究的实验结果结合上述文献报道，提示

ＰＬＶＡＰ可能具有促进 ＨＣＣ细胞多种恶性生物学行
为的功能。

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路在多种细胞生物学过程中
起着至关重要的作用，包括细胞生长、存活、代谢和

运动［１１－１２］。Ｚｈａｎｇｅｔａｌ［１３］通过 ＰＡＳ染色和透射电
子显微镜等实验揭示高糖处理的永生化人足细胞中

Ｓｉｒｔ６重组质粒通过激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路能够改
善高糖诱导的足细胞骨架重塑和凋亡作用。ＰＩ３Ｋ／
ＡＫＴ信号级联反应的异常激活在 ＨＣＣ中非常普
遍［１４］。Ｈａｎｅｔａｌ［１５］研究发现纤维蛋白原 α（ｆｉｂｒｉｎｏ
ｇｅｎａｌｐｈａ，ＦＧＡ）在 ＨＣＣ中下调，且 ＦＧＡ敲除激活
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路从而促进 ＨＣＣ细胞的迁移、侵袭和
ＥＭＴ，提示ＦＧＡ通过ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路影响ＨＣＣ的侵
袭和转移。Ｃｈｉｅｔａｌ［１６］通过生物信息学分析显示
ＴＥＡ结构域４（ＴＥＡｄｏｍａｉｎ４，ＴＥＡＤ４）在膀胱癌中
表达上调并与肿瘤分期和分级相关；ＴＥＡＤ４高表达
组与 ＴＥＡＤ４低表达组间差异基因的 ＫＥＧＧ富集分
析显示，差异基因在ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路中显著富集；通
过使用 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路抑制剂 ＬＹ２９４００２阻断
ＴＥＡＤ４诱导的细胞迁移和侵袭增强以及 ＥＭＴ相关
标志物的表达上调，而激动剂 ７４０ＹＰ能恢复
ＴＥＡＤ４敲低诱导的细胞迁移、侵袭和 ＥＭＴ相关标
志物表达降低，提示ＴＥＡＤ４通过ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路调

节ＥＭＴ，介导膀胱癌转移。本研究通过 ＴＣＧＡ中与
ＰＬＶＡＰ共表达相关的基因的 ＫＥＧＧ富集分析，发现
ＰＬＶＡＰ及其共表达基因显著富集在 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通
路，推测ＰＬＶＡＰ可能通过ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路调控ＨＣＣ
进展。为验证生物信息学预测结果，本研究通过

ＷＢ实验检测 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路关键蛋白的表达，发
现ＰＬＶＡＰ能够促进 ＰＩ３Ｋ和 ＡＫＴ蛋白的磷酸化，提
示ＰＬＶＡＰ可能通过激活 ＨＣＣ细胞中的 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
通路发挥生物学功能。进一步使用ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路
抑制剂 ＬＹ２９４００２处理过表达 ＰＬＶＡＰ的 ＨＣＣ细胞
后发现 ＬＹ２９４００２能够阻断 ＰＬＶＡＰ诱导的 ＨＣＣ细
胞的增殖、迁移和侵袭能力的增强。这些结果提示

ＰＬＶＡＰ能够通过激活 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路促进 ＨＣＣ细
胞的增殖、迁移和侵袭等恶性生物学行为。
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