
第 ３５ 卷第 ５ 期

２０２２ 年 １０ 月

华　 夏　 医　 学

Ａｃｔａ Ｍｅｄｉｃｉｎａｅ Ｓｉｎｉｃａ
Ｖｏｌ．３５ Ｎｏ．５

Ｏｃｔ．２０２２
■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■

ＤＯＩ：１０．１９２９６ ／ ｊ．ｃｎｋｉ．１００８－２４０９．２０２２－０５－００４ ·论　 著·

ＴＦＲＣ 参与调控血管和神经元相关基因表达

韩　 君①

（北京康仁堂药业有限公司，北京　 １０１３０１）

摘要　 目的：探讨 ＴＦＲＣ 对肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞转录组水平的影响，解读其潜在的功能。 方法：根据癌

症基因组图谱（ＴＣＧＡ）数据分析，发现 ＴＦＲＣ 与肝癌患者的预后密切相关，采用 ＴＦＲＣ 敲低的肝癌

ＨｅｐＧ２ 细胞和阴性对照肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞进行转录组 ＲＮＡ 测序，筛选差异表达基因并进行 ＧＯ 注释

分析，ＫＥＧＧ 富集分析和蛋白互作网络分析。 结果：两种 ＨｅｐＧ２ 细胞转录组中筛选出 ８６９ 个差异表

达基因（ＤＥＧｓ），功能分析发现多个 ＤＥＧｓ 与血管和神经元调节有关；依据血管和神经元相关的

ＤＥＧｓ，构建调控网络，发现 ＴＦＲＣ 是该网络的节点基因。 结论：ＴＦＲＣ 是血管和神经元调控的重要

基因。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ： Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＴＦＲＣ ｏｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
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ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｎｓ． Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｓｅｖｅｒａｌ ＤＥＧｓ ｗｅｒｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｖａｓｃｕｌａｒ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ

ａｎｄ ｎｅｕｒｏｎｓ． Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ， ＴＦＲＣ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｏ ｂｅ ａ ｎｏｄｅ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｎｅｔｗｏｒｋ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ

ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｖａｓｃｕｌａｒ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｎ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ＤＥＧｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ： ＴＦＲＣ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｆｏｒ

ｖａｓｃｕｌａｒ ａｎｄ ｎｅｕｒｏｎａｌ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ＴＦＲＣ； ＲＮＡ⁃ｓｅｑ； ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ （ ＤＥＧｓ）； ｖａｓｃｕｌａｒ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ； ｎｅｕｒｏｎａｌ
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　 　 转铁蛋白受体 １（ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １，ＴｆＲ１）由

ＴＦＲＣ 基因编码，是一种Ⅱ型跨膜蛋白，与转铁蛋白

相互作用介导铁的吸收，正常生理条件下，与转铁蛋

白结合的铁是血液中铁存在的主要形式［１］。 广泛调

控与离子运输和免疫有关的基因表达，通过影响

ＨｅＬａ 细胞的基因表达和替代剪接参与宫颈癌的进

展［２－３］，表明 ＴＦＲＣ 可能具有广泛的调节功能。

查阅 ＴＣＧＡ 数据库发现，ＴＦＲＣ 基因在肝癌患者

中高表达，并且在不同的肿瘤阶段和分化等级中存

在差异；进一步分析发现 ＴＦＲＣ 高表达的肝癌患者

预后不佳。 为探究 ＴＦＲＣ 的调控机制，使用 ｓｈＲＮＡ

靶向干扰肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞中的 ＴＦＲＣ，对敲除细胞

和对照细胞进行转录组测序， 基于基因本体论

（ＧＯ ）， 京 都 基 因 和 基 因 组 百 科 全 书 （ ｋｙｏｔｏ

ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅ， ＫＥＧＧ）以及蛋白

互作网络对 ＤＥＧｓ 进行分析。 结果表明，多个 ＤＥＧｓ

与血管调节和神经元的调控有关，ＴＦＲＣ 的异常表达

可能会影响细胞的生理结构。 这些数据为今后探索

ＴＦＲＣ 的分子调控机制提供基础。

１　 材料与方法

１．１　 材料

人肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞、２９３Ｔ 人胚肾细胞均购自中

国科学院细胞库；引物由上海生工生物工程股份有

限公 司 合 成； Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 试 剂 盒 （ 货 号：

Ｌ３００００１５），ＴＲＩｚｏｌ 试剂（货号：１５５９６０１８）购自美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；ＤＭＥＭ 培养基 （货号： １１９６００４４），

ＲＰＭＩ－１６４０ 培养基（货号：１１８７５１１９），逆转录试剂

盒 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ（货号：ＲＲ０３７Ｂ），荧光

定量 ＰＣＲ 试剂盒 ＴＢ Ｇｒｅｅｎ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ Ⅱ（货

号：ＲＲ８２ＷＲ）购自北京宝日医生物技术有限公司；

ＲＩＰＡ 裂解液（货号：８９９０１）购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ

公司；ＰＶＤＦ 膜（货号：ＩＳＥＱ０００１０）购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ

公司；兔抗人 ＴＦＲＣ 单克隆抗体（货号：ａｂ２１４０３９），

兔抗人 β⁃ａｃｔｉｎ 多克隆抗体（货号：ａｂ８２２７），ＨＲＰ 标

记的山羊抗兔二抗 （货号： ａｂ２０５７１８） 购自美国

Ａｂｃａｍ 公司。

１．２　 ＴＦＲＣ ｓｈＲＮＡ 质粒的构建

ＴＦＲＣ ｓｈＲＮＡ 质 粒 及 阴 性 对 照 ｓｈＲＮＡ （ ＮＣ

ｓｈＲＮＡ）序列信息见表 １。 选择 ｐＧＦＰ⁃Ｂ⁃ＲＳ 作为质

粒的克隆载体，ｓｈＲＮＡ 干扰 ＴＦＲＣ 载体的克隆切入

位点为 ＢａｍＨ Ｉ ／ Ｈｉｎｄ Ⅲ，成功构建后经测序进行序

列鉴定。

表 １　 目的基因的 ｓｈＲＮＡ 序列

ｓｈＲＮＡ 名称 序列

ＴＦＲＣ ｓｈＲＮＡ Ｆｏｒｗａｒｄ ５′—ＧＣＣＣＡＧＡＵＧＵＵＣＵＣＡＧＡＵＡＴＴ—３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ ５′—ＵＡＵＣＵＧＡＧＡＡＣＡＵＣＵＧＧＧＣＴＴ—３′

ＮＣ ｓｈＲＮＡ Ｆｏｒｗａｒｄ ５′—ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ—３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ ５′—ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ—３′

　 　

１．３　 细胞培养、分组和转染

２９３Ｔ 细胞培养于含有 １０％的胎牛血清和 １％双

抗的 ＤＭＥＭ 培养基，ＨｅｐＧ２ 肝癌细胞培养于含有

１％双抗的 ＲＰＭＩ－１６４０ 培养基，培养环境为 ３７ ℃、饱

和湿度 ５％ ＣＯ２的培养箱。

将 ＨｅｐＧ２ 细胞分成两组：ＮＣ ｓｈＲＮＡ 组和 ＴＦＲＣ

ｓｈＲＮＡ 组。 根据 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 试剂盒说明书，

分别转染 ＮＣ ｓｈＲＮＡ、ＴＦＲＣ ｓｈＲＮＡ 表达载体，４８ ｈ

后收集病毒上清并进行过滤浓缩。 取对数生长期的

ＨｅｐＧ２ 细胞，当细胞密度达到 ７０％～８０％，使用 １０ μｌ

ＴＦＲＣ ｓｈＲＮＡ 或 ＮＣ ｓｈＲＮＡ 病毒原液（病毒滴度为

１×１０１１ ＴＵ ／ Ｌ）感染细胞，常规培养 １０ ｈ 后，更换新鲜

培养基，继续培养 ２４～９６ ｈ，观察细胞状态，采用嘌呤

霉素（１ ｍｇ ／ Ｌ）筛选稳定转染 ｓｈＲＮＡ 的 ＨｅｐＧ２ 细胞。

１．４　 ＲＮＡ 提取和测序

收集各组细胞，使用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂提取细胞总

ＲＮＡ，经分光光度计检测 ＲＮＡ 浓度与纯度，随后将

提取的 ＲＮＡ 送钱塘生物科技（苏州）有限公司进行

转录组测序（ＲＮＡ⁃ｓｅｑ）。

１．５　 生物信息学分析

利用 Ｒ 软件 ｅｄｇｅ Ｒ 筛选倍数变化 ＦＣ≥２ 且 Ｐ＜

０．０５ 的 ＤＥＧＳ。 使用 ＵＡＬＣＡＮ 数据库分析癌症基因

·８１·
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组图谱（ＴＣＧＡ）中 ＴＦＲＣ 在正常人和肝癌患者中的

表达水平。

１．６　 反转录－定量聚合酶链反应（ＲＴ－ｑＰＣＲ）
根据 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ Ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ 逆转录试剂盒

说明书将 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ，通过荧光定量 ＰＣＲ

试剂盒进行扩增，引物序列见表 ２。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内

参，通过 ２－△△Ｃｔ法计算 ＴＦＲＣ 的相对表达水平。

表 ２　 目的基因引物序列

引物名称 序列

ＴＦＲＣ Ｆｏｒｗａｒｄ５′—ＧＧＣＴＡＣＴＴＧＧＧＣＴＡＴＴＧＴＡＡＡＧＧ—３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ５′—ＣＡＧＴＴＴＣＴＣＣＧＡＣＡＡＣＴＴＴＣＴＣＴ—３′

β⁃ａｃｔｉｎ Ｆｏｒｗａｒｄ５′—ＣＣＴＧＧＣＡＣＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴ—３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ５′—ＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＧＴＣＡＴＡＣ—３′

　 　

１．７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测蛋白表达

收集各组细胞，使用 ＲＩＰＡ 裂解液（加入蛋白酶抑

制剂）提取蛋白，ＢＣＡ 法则定蛋白浓度。 取 ５０ μｇ 待

测蛋白，按照体积比 １ ∶ １ 加入 ２×上样缓冲液，１００ ℃

热变性 １０ ｍｉｎ，离心后取上清。 通过 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ

电泳分离蛋白后湿转至 ＰＶＤＦ 膜，５％脱脂牛奶室温

封闭 １．５ ｈ，分别加入 ＴＦＲＣ 一抗（１ ∶ １ ０００）、β⁃ａｃｔｉｎ

一抗（１ ∶ １ ０００）于 ４ ℃孵育过夜。 次日，ＴＢＳＴ 洗膜

３ 次，１０ ｍｉｎ ／次，加入 ＨＲＰ 标记的二抗（１ ∶ １０ ０００）

室温孵育 ２ ｈ，ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，１０ ｍｉｎ ／次；加入 ＥＣＬ 超

敏化学发光液于凝胶成像分析系统中进行曝光显影。

１．８　 统计分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８．０ 软件进行数据分析，计

量数据以（�ｘ±ｓ）表示，采用 ｔ 检验。 Ｐ＜０．０５ 为差异具

有统计学意义。

２　 结果

２．１　 ｓｈＲＮＡ 干扰 ＴＦＲＣ 表达

ＴＦＲＣ ｓｈＲＮＡ 组 ＴＦＲＣ 的 ｍＲＮＡ 表达水平为

（ ０．３５９±０．０４６）低于阴性对照组（１．０１２±０．０４０），差

异具有统计学意义 （ Ｐ ＜ ０．０１）， 见图 １ａ。 ＴＦＲＣ

ｓｈＲＮＡ 组 ＴＦＲＣ 的蛋白表达水平也低于阴性对照

组，见图 １ｂ。

与阴性对照组比较，∗∗Ｐ＜０．０１，ａ：ＴＦＲＣ ｍＲＮＡ 表达分

析图；ｂ： ＴＦＲＣ 蛋白表达分析图

图 １　 转染 ｓｈＲＮＡ 对 ＴＦＲＣｍＲＮＡ 和蛋白表达的影响

２．２　 ＤＥＧｓ 的筛选

分析 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 数据，ＭＡ 图展示与沉默 ＴＦＲＣ 相

关的 ＤＥＧｓ 比较 ＴＦＲＣ ｓｈＲＮＡ 与 ＮＣ ｓｈＲＮＡ 组，共发

现 ８６９ 个 ＤＥＧｓ，其中 ＣＫＬＦ、ＫＬＲＣ４ 等 ３９２ 个基因上

调和 ＰＡＲＬ、ＬＩＮＣ０１６２９ 等 ４７７ 个基因下调，见图 ２。

其中 ＣＫＬＦ、ＫＬＲＣ４ 等 １０ 个基因显著上调，ＰＡＲＬ、

ＬＩＮＣ０１６２９ 等 １０ 个基因显著下调，见表 ３。

图 ２　 差异表达基因 ＭＡ ｐｌｏｔ 图

·９１·
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表 ３　 上调和下调表达的 １０ 个基因

基因 差异倍数（ｌｏｇ２） 表达水平 基因 差异倍数（ｌｏｇ２） 表达水平

ＣＫＬＦ ２０．０３２８ 上调 ＰＡＲＬ －２２．２５１８ 下调

ＫＬＲＣ４ １９．１９７２ 上调 ＬＩＮＣ０１６２９ －１９．２４４８ 下调

ＰＡＬＭ２ １９．１４２２ 上调 ＳＥＰＴ５ －１９．０４１７ 下调

ＳＬＣＯ１Ｂ７ １８．４５８６ 上调 ＧＡＧＥ１２Ｈ －１８．７１８０ 下调

ＬＯＣ１０５３７２８３３ １８．０２０５ 上调 ＬＩＮＣ００６８０ －１８．５９８５ 下调

ＡＲＭＣＸ５ １７．６８８３ 上调 ＬＩＮＣ０１７７１ －１８．１３２３ 下调

ＳＰＥＧＮＢ １７．３６６１ 上调 ＣＨＵＲＣ１ －１８．１１６５ 下调

ＡＤＮＰ １７．３４６７ 上调 ＤＨＲＳ４Ｌ１ －１７．７９０６ 下调

ＬＯＣ１０１９２８０５９ １７．０１７４ 上调 ＧＲＡＰ －１７．６７７４ 下调

ＧＨＥＴ１ １６．９１５７ 上调 ＬＲＰ４ －１７．６３１１ 下调

　 　

２．３　 ＴＦＲＣ 敲除影响血管调节相关基因表达

为确定 ＤＥＧｓ 参与的主要功能，进行了 ＧＯ 富集

分析，见图 ３。 发现 ＤＥＧｓ 与血管调节有关，主要富

集于血管发育调节（ＧＯ：１９０１３４２）、血管生成调节

（ＧＯ： ００４５７６５） 和血管内皮生长因子调节 （ ＧＯ：

００１０５７３）等基因。

图 ３　 富集显著性 Ｔｏｐ ２０ 的 ＧＯ 富集分析条形图

２．４　 ＴＦＲＣ 敲除影响与神经元相关的基因表达

除参与血管调节外，ＤＥＧｓ 还与神经元相关的基

因表达有关，富集于神经元分化正向调节 （ ＧＯ：

００４５６６６）、神经元动作电位（ＧＯ：００１９２２８）、神经元

细胞－细胞黏附（ＧＯ：０００７１５８）、神经元成熟（ＧＯ：

００４２５５１）、神经元重塑（ＧＯ：００１６３２２）和神经元分化

负调控（ＧＯ：００４５６６５）。

此外，对 ＤＥＧｓ 进行 ＫＥＧＧ 富集分析，见图 ４。

发现存在路径与血管调节和神经元有关，包括扩张

型 心 肌 病 （ ＩＤ： ｈｓａ０５４１４ ）、 肥 厚 性 心 肌 病 （ ＩＤ：

ｈｓａ０５４１０）、心肌收缩（ＩＤ：ｈｓａ０４２６０）、血管平滑肌收

缩 （ ＩＤ： ｈｓａ０４２７０ ） 和 ｃＧＭＰ⁃ＰＫＧ 信 号 通 路 （ ＩＤ：

ｈｓａ０４０２２），阿尔茨海默病（ＩＤ：ｈｓａ０５０１０）、肌萎缩侧

索硬 化 （ ＩＤ： ｈｓａ０５０１４ ） 和 帕 金 森 综 合 征 （ ＩＤ：

ｈｓａ０５０１２）等。

图 ４　 富集显著性 Ｔｏｐ ２０ 的 Ｐａｔｈｗａｙ 富集分析条形图

２．５　 与血管调节和神经元有关的 ＤＥＧｓ 网络分析

选择与血管调节和神经元有关的 ５１ 个 ＤＥＧｓ 进

行层次聚类热图分析，结果显示两组数据中 ３ 个生物

重复具有高度的一致性，生物途径富集分析显示差异

·０２·
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基因富集于血管发育和神经元分化调节等，并且 ２２

个差 异 表 达 基 因 Ｃ３、 ＡＰＯＥ、 ＳＣＡＲＦ１、 ＳＥＭＡ６Ｂ、

ＳＥＭＡ３Ｄ、 ＳＰＨＫ１、 ＳＴＡＢ１、 ＳＯＸ９、 ＰＴＰＲＢ、 ＴＲＰＶ２、

ＩＴＧＢ８、ＮＲＸＮ３、ＭＤＫ、ＬＰＡＲ１、ＰＧＦ、ＦＧＦ１、ＧＰＲＣ５Ｂ、

ＢＡＬ２、ＧＰＣ２、ＣＸＣＬ８、ＰＥＣＡＭ１、ＴＨＢＳ１ 之间相互联

系。 此外，本研究还发现 ＴＦＲＣ 是该网络的节点基

因，进一步表明 ＴＦＲＣ 的异常表达可在血管调节和

神经元的调控中发挥重要作用。

３　 讨论

铁蛋白和转铁蛋白能够降低细胞内铁水平，位

于细胞膜上的 ＴＦＲＣ 能够与携带游离铁的转铁蛋白

结合，将细胞外铁转运到细胞内，提高细胞内铁水

平［４］，对细胞铁稳态起重要作用［５］。 铁死亡依赖于

铁和活性氧，主要特征为脂质过氧化物的积累。

研究表明 ＦＴＨ１ 和 ／或 ＴＦＲＣ 的沉默抑制了ＨｅｐＧ２

细胞的增殖和迁移能力［６］，提示 ＴＦＲＣ 相关通路在

癌症进展中发挥重要作用；也有研究发现在肝细胞

癌（ＨＣＣ）中观察到转铁蛋白受体 １（ＴＦＲＣ１）的过度

表达［７］。 研究发现 ＴＦＲＣ 基因可以作为预测和诊断

急性髓系白血病（ＡＭＬ）的生物标志物［８］，ＴＦＲＣ 在

胰腺癌中表达显著增加，并且与预后不良有关［９］，提

示在癌症进展中，ＴＦＲＣ 可能参与调控。

帕金森病的发病机制主要是氧化应激、α 突触

核蛋白聚集、神经炎症及线粒体功能障碍等导致的

中脑黑质区 ＤＡ 能神经元的丢失、死亡，进而诱导出

帕金森病表型［１０－１１］。 随着年龄的增长，铁在大脑中

逐渐蓄积，铁蓄积与阿尔茨海默病、帕金森病、肌萎

缩侧索硬化等神经退行性疾病有关［１２－１３］。 研究表

明，在神经退行性疾病中使用铁死亡抑制剂可延缓

疾病进展［１４－１５］。

血管功能变化是心血管疾病产生的关键环节之

一，调节血管功能是治疗心血管疾病的重要途径。

血管新生是影响血管功能的重要因素，在动脉粥样

硬化性疾病发生的不同阶段发挥着生理和病理双重

作用［１６］。 非转铁蛋白结合铁损害了内皮细胞和平

滑肌细胞的活力和功能，使动脉粥样硬化疾病进一

步恶化［１７－１８］。 铁死亡模式的启动可加剧血管损

伤［１９－２０］。 本研究中发现差异表达基因主要涉及流体

剪切应力、动脉粥样硬化和 ＴＧＦ⁃β 信号通路。 ＤＥＧｓ

富集于血管调节和神经元的调控，表明 ＴＦＲＣ 的异

常表达可能在血管调节和神经元调控中发挥重要作

用。
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