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摘 要:目的 探讨肿瘤微环境(TM)中趋化因子参与肝细胞癌(HCC)引起的炎症反应的可能机制。方法 提取肿瘤

组织(TM组)和癌旁组织(对照组)总RNA并通过RNA-seq和生物信息学手段分析趋化因子相关差异表达基因的功能

及其编码蛋白的互作情况,并以RT-qPCR验证实验结果。结果 TM中共有43个趋化因子相关差异表达基因,它们被

富集到2个KEGG信号通路、5个生物学过程和2个细胞组分,其中大量趋化因子相关基因参与炎症反应、免疫反应、趋
化性、细胞对IL-1的反应和细胞对肿瘤坏死因子的反应过程。尤其值得一提的是,涉及趋化性的7个基因(ACKR3、

CCL20、CCL3、CCL5、CCR4、CCR6、PTGDR2)中,有6个参与细胞因子-细胞因子受体信号通路、5个参与免疫反应、4个

参与炎症反应;涉及细胞因子-细胞因子受体信号通路的134个基因中有7个参与炎症反应。结论 TM 中趋化因子通

过与细胞因子受体互作的方式参与 HCC诱导的炎症反应。
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  Abstract: Objective Toinvestigatethepossiblemechanismofchemokineswhichareinvolvedinhepato-
cellularcarcinoma(HCC)-inducedinflammatoryresponseintumormicroenvironment(TM). Methods To-
talRNAwasextractedfromtumortissues(TMgroup)andparacanceroustissues(controlgroup)andthe
functionofchemokine-relateddifferentiallyexpressedgenesandtheinteractionoftheirencodedproteinswere
analyzedbyRNA-seqandbioinformaticsways.RT-qPCRwasusedtoverifytheexperimentresults. Results
 Therewere43chemokine-relateddifferentiallyexpressedgenesintheTM,theywereenrichedinto2KEGG
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signalpathways,5biologicalprocessesand2cellularcomponents.Mostofchemokine-relatedgeneswerein-
volvedinprocessessuchasinflammatoryresponse,immuneresponse,chemotaxis,cellularresponsetointer-
leukin-1andcellularresponsetotumornecrosisfactor.Itwasworthmentioningthat6outofthe7genesin-
volvedinchemotaxis(ACKR3,CCL20,CCL3,CCL5,CCR4,CCR6,PTGDR2)wereparticipatedinthesig-
nalingpathwayofcytokine-cytokinereceptorinteraction,5wereinvolvedintheimmuneresponse,4werein-
volvedintheinflammatoryresponse.Sevenoutofthe134genesinvolvedinthesignalingpathwayofcytokine-
cytokinereceptorinteractionwereinvolvedintheinflammatoryresponse. Conclusion ChemokinesintheTM
participateintheHCC-inducedinflammatoryresponsesviainteractingwithcytokinereceptors.
  Keywords: chemokine;cytokine-cytokinereceptorinteraction;tumormicroenvironment;carcinoma,

hepatocellular

  国内肿瘤学研究表明,包括趋化因子在内的细胞

因子广泛参与肿瘤的发生发展以及浸润转移过程[1]。
趋化因子是一类重要的细胞因子,具有广泛生物活性,
对细胞活化迁移、机体免疫功能及许多疾病的发生发

展具有重要的调节作用[2-3]。因此,趋化因子已经成为

肿瘤领域以及靶向治疗领域中的研究热点[4]。与趋化

因子功能相关的细胞因子种类很多,如参与免疫应答

的白细胞介素(IL)等[4-5]。肿瘤微环境(TM)是癌细

胞生存的内部环境。TM中癌细胞过度增殖和异常分

化刺激体内免疫细胞产生趋化因子,影响TM 内各种

细胞的迁移运动及炎症反应。肝细胞癌(HCC)是常

见恶性肿瘤之一,但趋化因子如何参与 HCC引起的

炎症反应过程还有待进一步研究。为了探讨这一科学

问题,本研究通过建立小鼠 HCC模型,分别提取瘤体

组织作 为 TM,并 取 癌 旁 组 织 作 对 照。然 后 通 过

RNA-seq分析两组样本中的差异表达基因,并将之与

基因数据库数据进行比对,获得趋化因子相关差异表

达基因,再通过生物信息学手段分析这些基因的功能,
以分析趋化因子参与 HCC引起的炎症反应的可能机

制。研究结果可为从 TM 角度分析趋化因子的临床

应用提供基础理论数据。

1 材料和方法

1.1 实验材料 肝癌组织和癌旁组织(本实验室构建

的肝癌模型小鼠)分别作为TM组和对照组[6]。

1.2 总RNA提取 RNA提取及RNA-seqRNA提

取、RNA-seq、质量检测、组装及cleanreads筛选按常

规程序完成[6]。同组内等量取各样本总 RNA(n=
40)混合成混合总RNA样本。

1.3 趋化因子相关差异表达基因的筛选 首先以“肿
瘤微环境(tumormicroenvironment)、血液(blood)及
小鼠(Musmusculus)”为关键词,在 NCBI的基因数

据库进行检索,再利用DAVID在线软件对所搜索得

到的基因进行功能富集,筛选出趋化因子相关基因;并
将这些基因和TMRNA-seq测序结果中的差异表达

基因进行比对,获得趋化因子相关差异表达基因。之

所以检索词选择“肿瘤微环境及血液”,是因为本研究

的目的主要是分析TM 中趋化因子参与的炎症反应,
而血液指标又容易进行临床检测,且TM 中的趋化因

子也极易扩散到血液中。

1.4 趋化因子相关差异表达基因的功能分析 通过

DAVID在线软件,对以上获得的趋化因子相关差异

表达基因进行功能富集。

1.5 相关差异表达基因编码蛋白的互作分析 通过

STRING11.0版本软件在线对趋化因子相关基因表

达编码蛋白进行互作分析,以此评价TM 血清中趋化

因子相关差异表达基因在分布和功能上的相关性。

1.6 差异表达基因的RT-qPCR 利用筛选出在两类

样本中都表达的差异表达基因进行RT-qPCR分析,
内参基因为RN18s,检测相关基因的表达情况[6]。

2 结果

通过比对分析,我们共筛选出43个趋化因子相关

差异表达基因。对这些基因进行功能富集,共得到2
个KEGG信号通路、5个生物学过程(BP)和2个细胞

组分(CC),见图1。从两个CC可以看出,大量趋化因

子相关基因编码蛋白分布于胞外区域。而从5个BP
可以看出,这些基因编码蛋白参与的生物学过程,包括

炎症反应(17个基因)、免疫反应(10个基因)、趋化性

(7个基因)、细胞对白介素1的反应(6个基因)和细胞

对肿瘤坏死因子的反应(6个基因)等。2条信号通路

则分别是细胞因子与细胞因子受体的相互作用(13个

基因)和类风湿关节炎(8个基因)。尤其值得一提的

是,参与趋化性的7个基因(ACKR3、CCL20、CCL3、

CCL5、CCR4、CCR6、PTGDR2)全部参与细胞对肿瘤

坏死因子的反应,且其中有6个参与细胞因子-细胞因

子受体信号通路,5个参与免疫反应,4个参与炎症反

应。另外,参与细胞因子-细胞因子受体信号通路的

134个 基因中有7个参与炎症反应。相关基因编码蛋

白的互作情况见图2。趋化因子相关差异表达基因的

RT-qPCR引物及在TM中的表达情况见表1和图3。

RT-qPCR与RNA-seq的数据比较表明,两种方法所
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得结果一致。

图1 肝癌TM中趋化因子相关差异表达

基因的生物学功能

注:BP:生物学过程,CC:细胞组分,KEGG:信号通路

图2 肝癌TM中趋化因子相关差异表达

基因编码蛋白的相互作用

表1 基因RT-qPCR引物

基因 5′-引物 3′-引物

RN18s GGTGAAGGTCGGTGTGAACG CTCGCTCCTGGAAGATGGTG
Fancd2 CAAAATCAGCTAGGTGTGGATCA CCAGGCCATTAACAAACTCTTCT
Fas GCCAACCTGAAAACTAGGCTG CGTTTGGCTTCTTTACCCACC
Il6ra GCCACCGTTACCCTGATTTG TCCTGTGGTAGTCCATTCTCTG
Palb2 TCGACTTCAGCGTGCCAAAA AGAGTGGCTTAGCTGTGAGGA
Ube2t AACGGTCTCCGCGGTTCC GTGAGGCTCTCTGCATGATCT

图3 趋化因子相关差异基因在肝癌TM中的

相对表达情况(与对照组相比)

注:内参基因为RN18s;图中数值是以3为底的对数值。数据

表明,两种方法所得结果一致

3 讨论

本研究通过从NCBI数据库中下载TM及血清相

关基因,构建基因比对数据库,进而通过比对从测序数

据中筛选出IL1α、IL1r1、IL6r1、CCL2、CCL7、CCL12、

FAS、PALB2、UBE2T等大量趋化因子相关差异表达

基因。这些基因参与的生物学过程主要包括炎症反

应、免疫反应、趋化性、细胞对IL-1的反应等,而这些

过程与信号通路细胞因子与细胞因子受体的相互作用

相关。
趋化性是指运动细胞根据化学刺激物即趋化因子

的化学浓度梯度定向运动或生长的特性[7]。趋化因子

作为一类重要的细胞因子,已经被确定为大量疾病的

重要介导物质,临床上可根据它们在细胞迁移以及炎

症反应过程中的不同作用来预测疾病的发生[8]。在慢

性HCV感染过程中,IL-2的分泌在肝蛋白中占据主

导地位[9]。趋化因子在癌症发生发展中的作用已被广

泛研究和证实,如CCR1-CCL3轴可促进肝细胞癌的

发展[10],肿瘤衍生的CCL5可以抑制T细胞反应并促

进小鼠乳腺癌的体内生长[11],肿瘤细胞表达的TLR4
可能与趋化因子如CCL20的诱导有关[12],乳腺癌生

长和转移受CXCR7介导的STAT3激活和肿瘤微环

境的调节[13]。另外,趋化因子也参与自身免疫性疾病

的发生,如CCR6能够调控类风湿性关节炎等自身免

疫性关节炎中的Th细胞的功能[14]。
本研究结果表明,参与趋化性的7个基因中有6

个参与细胞因子-细胞因子受体信号通路,表明趋化因

子相关分子在HCC中是通过细胞因子信号通路起作

用的。而参与趋化性及细胞因子-细胞因子受体信号

通路的基因中的大多数还参与免疫反应和炎症反应,
表明趋化因子相关基因的功能在通过细胞因子-细胞

因子受体信号通路起作用的过程中主要是参与 HCC
中的免疫反应和炎症反应。这些结果说明TM中的趋

化因子是通过与细胞因子受体互作的方式参与 HCC
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诱导炎症反应的。
我们的实验数据还给我们提示了治疗 HCC的一

种可能方式,即通过制备肝癌微环境趋化因子相关分

子的抗血清或功能抑制剂,来抑制趋化因子参与的异

常细胞因子-细胞因子受体信号通路,从而调控细胞迁

移,以控制 HCC引起的炎症反应,进而抑制 HCC的

发生、发展。实验结论可为肿瘤临床精准靶向治疗的

研究提供实验资料。我们的分析结果还显示,趋化因

子相关差异表达基因还参与了类风湿关节炎(RA)信
号通路,表明 HCC发生中还可能会伴随着RA的发

生,这还有待进一步研究。
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