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摘 要:目的 基于全转录组测序探讨小鼠肝细胞癌(hepatocellularcarcinoma,HCC)组织中 miR-122-5p和 miR-27b-3p
调控DNA拓扑异构酶2-a(DNAtopoisomerase2-alpha,Top2a)异常表达的可能调控机制。方法 通过构建小鼠 HCC
模型、实时荧光定量PCR(RT-qPCR)和全转录组测序等生物信息学手段,以及结合TheHumanProteinAtlas(人类蛋白

质图谱数据库),分析Top2a在瘤体组织和正常肝组织中的差异表达,并进一步筛选与Top2a或其编码蛋白有PPI和靶

标关系的差异(q<0.05,q为校正的P )表达基因和 miRNA,分析其功能。构建Top2a编码蛋白的蛋白质-蛋白质互

作图(PPI)和分析Top2a及相关基因参与的生物学功能。结果 与对照组相比,瘤体组织中Top2a差异过表达(P<
0.05),且存在87个与Top2a编码蛋白互作、差异表达的蛋白编码基因。GO功能富集显示,Top2a及相关基因主要存

在于细胞核,且多数具有蛋白结合和DNA结合活性,参与RNA聚合酶Ⅱ启动子转录的正向调节、细胞对DNA损伤刺

激的反应和染色体分离等生物学过程。同时,存在miR-27b-3p和miR-122-5p这2种靶向于Top2a的miRNA在瘤体组

织中表达显著低于对照组织。Top2a基因在肝癌组织中RNA和蛋白质表达水平均高于正常肝组织,此外,Top2a基因

低表达的肝癌患者的生存率明显高于高表达的患者。结论 Top2a基因在 HCC中过表达是其细胞抑制了 miR-122-5p
和 miR-27b-3p表达的结果。而Top2a在细胞核内通过蛋白结合和DNA结合等活性,影响转录起始、DNA损伤刺激反

应和染色体分离等生物学过程,则是其在 HCC中发挥作用的分子机制。Top2a基因可能是预测肝癌预后的重要生物标

志物,有一定的临床诊断价值。
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  Abstract: Objective ToexplorethepotentialmechanismsofmiR-122-5pandmiR-27b-3pinregulating
theabnormalexpressionofDNAtopoisomerase2-alpha(Top2a)inhepatocellularcarcinoma(HCC)tissuesof
miceusingwholetranscriptomesequencing. Methods ByconstructingamouseHCCmodelandemploying
real-timefluorescencequantitativePCR(RT-qPCR)andwholetranscriptomesequencing,combinedwiththea-
nalysisofTheHumanProteinAtlasdatabase,differentialexpressionofTop2aintumortissuesandnormalliv-
ertissueswasanalyzed.DifferentiallyexpressedgenesandmiRNAswithprotein-proteininteraction(PPI)and
targetrelationshipswithTop2aoritsencodedproteins(q<0.05,qisthecorrectedPvalue)werefurther
screened,andtheirfunctionswereanalyzed.Aprotein-proteininteraction(PPI)networkofTop2a-encoded
proteinwasconstructed,andthebiologicalfunctionsofTop2aanditsrelatedgeneswereanalyzed. Results 
Comparedwiththecontrolgroup,Top2ashowedoverexpressionintumortissues(P<0.05),and87protein-
codinggenesthatinteractedwithTop2aandexhibiteddifferentialexpressionwereidentified.GOfunctionalen-
richmentanalysisshowedthatTop2aanditsrelatedgenesweremainlylocatedinthenucleusandhadprotein
bindingandDNAbindingactivities,participatinginbiologicalprocessessuchaspositiveregulationofRNA
polymeraseⅡpromotertranscription,cellularresponsetoDNAdamagestimulation,andchromosomesegre-
gation.Moreover,intumortissues,theexpressionofmiR-27b-3pandmiR-122-5p,whichtargetTop2a,was
significantlylowerthanincontroltissues.TheRNAandproteinexpressionlevelsoftheTop2agenewere
higherinlivercancertissuesthaninnormallivertissues.Additionally,HCCpatientswithlowexpressionof
theTop2ageneexhibitedsignificantlyhighersurvivalratescomparedtothosewithhighexpression. Conclu-
sion TheoverexpressionoftheTop2ageneinHCCisaresultofcellularinhibitionofmiR-122-5pandmiR-
27b-3pexpression.Top2aaffectsbiologicalprocessessuchastranscriptioninitiation,cellularresponsetoDNA
damagestimulation,andchromosomesegregationthroughitsactivitiesofproteinbindingandDNAbindingin
thenucleus,whichrepresentsthemolecularmechanismofitsroleinHCC.TheTop2agenemayserveasan
importantbiomarkerforpredictingtheprognosisofHCCandhasclinicaldiagnosticvaluetoacertainextent.
  Keywords: cancer,hepatocyte;topoisomerase2-a;microRNA;wholetranscriptomesequencing;com-

putationalbiology

  全球范围内的恶性肿瘤的发生率和死亡率日益增

长,并逐渐趋于低龄化。肝细胞癌(hepatocellularcar-
cinoma,HCC)是全世界第六大最常见的恶性肿瘤,同
时死亡率在恶性肿瘤中位列第四[1]。我国是肝癌大

国,由于早期诊断率低,大多数患者被诊断为 HCC时

已是中晚期,已经严重威胁我国国民的身心健康[2]。
在HCC的发生发展过程中,有大量基因出现了异常

表达的现象,如Top2a[3-4]。Top2a 是一种在转录过

程中控制和改变DNA、染色体分离和细胞周期过程拓

扑状态的酶。Top2a 基因位于人类第17号染色体

上,小鼠则为第11号染色体上,编码DNA拓扑异构

酶。Top2a可以诱导胰腺癌、肺癌等恶性肿瘤的发

展,并在肿瘤组织中过表达[5-6]。例如,Top2a的过表

达会通过激活β-连环蛋白途径来驱动胰腺癌的恶性进

展[7];或通过激活β-catenin途径来促进胶质瘤细胞的

增殖[8]。尤其值得一提的是,在 HCC相关研究中,

PANVICHIANR等[9]研究表明,72.5%的HCC肿瘤

组织中检测到Top2a过表达,Top2a过表达与 HCC
的发生显著相关。此外,DROZDOVI等[10]以 HCC
组织、丙型肝炎病毒(HCV)肝组织、以及正常肝组织

为材料利用RT-qPCR技术验证了Top2a等基因在癌

组织中过表达。由此可见,Top2a在 HCC等多种恶

性肿瘤的发生发展中扮演着重要的角色。WANGT
等[11]的一项新研究 表 明,Top2a 过 表 达 可 以 促 进

HCC细胞的增殖、侵袭和转移;反之,Top2a的敲低则

抑制肿瘤的发展,而 miR-144-3p则具有调控 Top2a
过表达促进HCC增殖和转移的功能。但Top2a参与

HCC的分子机制及本课题组前期分析中发现的大量

异常表达的 miRNA是否也具有调控Top2a表达的

功能,这还有待进一步明确。本研究旨在通过全转录

组测序和生物信息学手段及 RT-qPCR等方法分析

Top2a参与HCC发生发展过程的分子机制,并进一

步筛选参与调控HCC中Top2a过表达的miRNA,为
临床精准治疗提供潜在的靶标分子。

1 材料和方法

1.1 HCC小鼠模型的构建及样本的测序和数据分析

 购置40只25~30g肢体健全、活泼健壮、大小一致

的健康、洁净级 KM 雄性小鼠(长沙市天勤生物技术

有限公司[SCXK(湘)2019-0014],饲养于右江民族医

学院SPF级实验室,用于构建 HCC小鼠模型。对小

鼠进行随机分组,然后进行动物模型的构建。首先把

40只小鼠进行随机分组,将 H22细胞株(上海中乔新
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舟生物科技有限公司)注入其中一组20只小鼠的右侧

腋窝皮下进行种瘤,将生理盐水注射到剩下一组20只

小鼠的右侧腋窝皮下作空白对照,注射液的配制以及

给小鼠注射的工作各只由一人完成,约10d时取造模

成功小鼠的瘤体组织(用 H表示)及注射生理盐水而

未接种 H22细胞株的小鼠的正常肝组织(用 OO表

示)。在本实验中,为了避免因个体因素导致的误差,
使用的样本都是大于5只小鼠的混合样本。

1.2 Top2a的表达 通过实时荧光定量PCR(real-
timefluorescentquantitativePCR,RT-qPCR)分 析

Top2a在各样本中的表达情况。RT-qPCR的内参基

因为 Gapdh,引物通过 NCBI的Primer-BLAST(ht-
tps://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)
在线软件设计,并由上海生工生物工程股份有限公司

(上海生工)合成。Top2a和内参Gapdh的引物序列

分别 为:Top2a 上 游 引 物 为 TGCTCAACCTCT-
GACGTGATG,下游引物为CTCCCAGGGATCTCG
TGTTG;内参 Gapdh的上游引物为 GGTTGTCTC-
CTGCGATTCA,下游引物为TGGTCCAGGGTTTC
TTACTCC。

利用总RNA提取试剂盒(北京索莱宝科技有限

公司)提取小鼠正常肝细胞和 HCC组织的RNA,再
用BeyoRTTM ⅡcDNA第一链合成试剂盒(RNase
H-)(上海碧云天生物技术有限公司)反转录成cD-
NA,最后用 Hieff○RqPCRSYBRGreenMasterMix
(HighRoxPlus)试剂盒配制PCR反应混合液,加入

上游 引 物 和 下 游 引 物,于 罗 氏 LightCycler96RT-
qPCR仪(瑞士 Roche公司)上进行 RT-qPCR。RT-
qPCR的参数设置参照相关试剂说明书。设置程序:
两步法PCR程序,预变性95℃5min;变性95℃10
s;退火/延伸60℃30s;循环40次。溶解曲线反应程

序,72~95℃,升温2.05℃/s,恒定温度95℃持续15
s;95~60℃,升温-1.71℃/s,恒定温度60℃持续

60s;60~95℃,升温0.05℃,恒定95℃持续15s,用

2-ΔΔCt计算结果。

1.3 Top2a基因PPI、靶标分析及相关分子筛选 通

过华大基因的交互系统(https://biosys.bgi.com/)分
析Top2a基因的PPI分子及靶向Top2a的 miRNA,
然后筛选出瘤体组织和正常肝组织之间差异表达的基

因和miRNA。两样本间|logFC|>1和q<0.05(q
为校正的P )的基因为有统计学差异分子。与Top2a
基因呈靶向关系的 miRNA的筛选通过 miRNet(ht-
tps://www.mirnet.ca)、miRanda(https://www.
imdb.com/title/tt1533435)、RNAhybrid(https://

pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/16845047)、miRBase(ht-
tps://www.mirbase.org)、miRTarBase(https://

mirtarbase.cuhk.edu.cn)和 miRWalk(mirwalk.
umm.uni-heidelberg.de)这6个平台完成。

1.4 Top2a及其相关基因功能分析 通过STRING
11.0在线系统(https://string-db.org/)构建Top2a
编码蛋白的PPI网络图。利用DAVID7.0在线软件

(https://david.ncifcrf.gov/home.jsp)对 Top2a 及

其互作分子进行GO功能富集。GO是一种将基因、
基因产物和序列注释到潜在生物现象的常用方法,基
因功能可分为生物过程(BP)和细胞成分(CC)、分子功

能(MF)等。用Excel软件、Cytoscape软件对富集结

果和相关基因进行分析和作图,并利用Cytoscape中

的Cytohubba插件筛选10个核心基因(Top10hub-
genes)。

1.5 统计学方法 采用SPSS20.0统计软件分析数

据 ,计量资料均以(췍x±s)表示,计量资料经正态分布

和方差齐性检验后,采用两独立样本t检验。P<0.05
为差异有统计学意义。

1.6 Top2a基因在RNA和蛋白质水平的表达分析

 利用TheHumanProteinAtlas(人类蛋白质图谱数

据库)(https://www.proteinatlas.org)基于蛋白组

学、转录组学以及系统生物学数据,绘制蛋白质图谱,
用免疫组织化学实验验证Top2a基因在肝癌组织和

正常肝组织中RNA水平和蛋白质水平的表达情况,
以及肝癌患者生存分析。

2 结果与分析

2.1 Top2a的RT-qPCR结果 利用SPSS20.0软

件进行统计分析可知,Top2a 在正常肝组织和 HCC
组织中具有不同的表达水平,其中,Top2a在 HCC组

织中的表达明显高于正常肝组织,差异具有统计学意

义(P<0.05),见图1。

注:*P<0.05。

图1 Top2a在正常肝组织、

HCC组织中的表达情况

2.2 Top2a及相关基因的功能分析 通过华大基因

在线分析系统以及利用STRING11.0数据库,共筛

选出87个在瘤体组织和对照的正常肝组织之间差异
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表达的基因,构建小鼠Top2a及相关基因编码蛋白的

PPI网络互作图(见图2A)。核心基因筛选结果显示,
在 Top2a 的 PPI 互 作 网 络 中,Mad2l1、Snrpd2、

Erbb2、Trp53bp1等9个分子是与Top2a在功能上关

系最密切的伴侣(见图2B)。通过DAVID的功能富

集结果显示,Top2a及与之存在互作关系的87个基

因主要存在于细胞核(46)、核质(26)、染色体着丝粒区

(6)等细胞组分(cellularcomponent,CC)中,具有蛋白

质结合(39)、DNA 结合(18)等分子功能(molecular
function,MF),并参与RNA聚合酶Ⅱ启动子转录的

正向调节(12个基因,下同)、细胞对DNA损伤刺激的

反应(7)、染色体分离(3)等生物学过程(biological
process,BP)(见图3)。

图2 HCC小鼠中Top2a及其相关基因的PPI网络互作图(A)及关键分子(B)

注:BP为生物学过程(biologicalprocess);CC为细胞组分

(cellularcomponent);MF为分子功能(molecularfunction)。

图3 HCC中Top2a及其相关基因的功能富集图

(图中未显示没有Top2a参与的生物学功能)

2.3 靶向Top2a的 miRNA 通过 miRNet、miRan-
da、RNAhybrid、miRBase、miRTarBase和 miRWalk
等数据库分析,共发现同时存在于以上6个数据库、并

经其他研究者实验验证的2个 miRNA,即 miR-122-
5p、miR-27b-3p,在 HCC小鼠瘤体组织中的表达显著

低于各对照组,与其靶标分子Top2a的表达趋势正好

相 反,因 此 确 定 miR-122-5p、miR-27b-3p 为 靶 向

Top2a的miRNA(见表1)。

2.4 Top2a 基因 RNA 和蛋白质表达水平 通过

TheHumanProteinAtlas(人类蛋白质图谱数据库)
分析可知,在正常肝组织中未检测到Top2a蛋白的表

达量(见图4A、图4B),mRNA水平的表达量也很低

(见图5);与之相反的是,在 HCC组织中Top2a蛋白

高表达(见图6)。蛋白分布用的是免疫组织化学方

法,用了3种抗体:HPA006458、HPA026773、CAB00
2448,结果一致,均为在HCC组织中高表达,在正常肝

组织中没有表达。同时,研究还发现,Top2a的表达量

与HCC患者的生存率相关,Top2a表达量越高,患者

的生存率反而下降(见图7)。

表1 已经他人实验验证的靶向Top2a的两种 miRNA

miRNAID miRNA编号 靶标 靶标ID 实验验证方法 数据来源

miR-122-5p MIMAT0000246 Top2a 21973 RNA-Seq、RPF-Seq tarbase
miR-27b-3p MIMAT0000126 Top2a 21973 HITS-CLIP tarbase
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图4 正常肝组织中Top2a蛋白的表达量(A、B)

图5 正常肝组织中Top2amRNA水平的表达量

图6 HCC组织中Top2a蛋白的表达量

图7 Top2a的表达量与 HCC患者的生存曲线

3 讨论

HCC仍然是全球范围内最常见的难治性恶性肿

瘤之一。HCC的发病率一直居高不下并有逐年增加

的趋势[12]。大多数患者由于就诊时已处于中晚期而

不适合进行手术切除等治疗[13],因此,寻找新的生物

标志物和靶点对 HCC的诊断和治疗具有重要的意

义[14]。
本课题组的研究表明,存在87个与Top2a编码

蛋白 互 作 的 分 子,尤 其 是 Mad2l1、Snrpd2、Erbb2、

Trp53bp1等分子。表明在HCC中发挥作用主要与这

些分子的协作相关。Top2a主要存在于细胞核中,并
主要在RNA聚合酶Ⅱ启动子转录的正向调节、细胞
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对DNA损伤刺激的反应、染色体分离等方面发挥作

用,表明Top2a主要在细胞核内与互作分子的协同作

用,通过影响转录起始、DNA损伤刺激反应、染色体分

离等生物学过程发挥作用。
miRNA的失调在癌症的发生发展过程中发挥着

重要作用。miRNA在恶性肿瘤中上调或下调时,可以

被看作是癌基因或抑癌基因[15]。miR-122-5p在甲状

腺状癌的瘤体组织中的表达显著降低[16],而 miR-27b
在原发性肿瘤中的表达显著下调[17]。本次研究通过

miRNet等数据库筛选及全转录组数据分析发现,
HCC小鼠中存在 miR-122-5p和 miR-27b-3p这2个

miRNA与Top2a 基因存在靶向关系。因此这2个

miRNA在 HCC小鼠瘤体组织中Top2a基因过表达

的调控中可能发挥着重要作用。也就是说,HCC组织

细胞通过某些机制抑制了 miR-122-5p和 miR-27b-3p
的表达,从而解除了它们对 HCC中Top2a基因表达

的抑制作用。
本次 研 究 以 及 人 类 蛋 白 质 图 谱 数 据 库 表 明,

Top2a基因在HCC组织中,RNA和蛋白质表达水平

均高于正常肝组织,同时,在 HCC患者中,Top2a 基

因低表达的患者的生存率明显高于高表达的患者。也

有相关的研究证实,Top2a 基因在 HCC组织中的高

表达与 HCC患者的预后不良明显相关,因此,Top2a
在临床上有较高的诊断价值并可作为预测 HCC预后

的生物标志物[18]。
综上所述,与对照组织相比,Top2a基因在 HCC

小鼠瘤体组织中过表达是HCC组织细胞抑制了 miR-
122-5p和 miR-27b-3p 表 达 的 结 果。而 Top2a 在

HCC中发挥作用的分子机制则是在细胞核内通过蛋

白结合和DNA结合等活性,影响转录起始、DNA损

伤刺激反应和染色体分离等生物学过程,参与小鼠

HCC的病理过程。Top2a基因在 HCC组织中RNA
和蛋白质表达水平均高于正常肝组织,因此,Top2a基

因可能是预测HCC预后的重要生物标志物,有一定的

临床诊断价值。
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