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  [摘 要] 目的 阐明肝细胞癌(HCC)爱帕琳肽(APLN)和APLN受体(APLNR)的表达及其影响 HCC
发生、发展的潜在机制。方法 使用UALCAN、GEPIA网站对 HCC

 

APLN和APLNR表达及其对生存率的

影响进行分析,再使用TIMER网站和STRING数据库对APLN促进HCC发生、发展的可能分子机制进行分

析。结果 与正常样本比较,HCC
 

APLN转录水平明显上调,APLNR转录水平无明显变化。APLN高表达的

HCC患者生存期明显缩短,APLNR表达水平与 HCC患者生存预后无明显相关性。异常表达的APLN分子

与血管内皮生长因子A(VEGFA)呈明显正相关,低氧诱导因子1、Fms相关酪氨酸激酶1、神经纤毛蛋白2、

VEGFR2均与APLN-VEGFA存在相互作用,且主要参与调节内皮细胞增殖和血管形成等。结论 APLN在

HCC中明显高表达且不利于患者生存预后,APLN可能通过调节VEGFA促进肿瘤血管内皮细胞增殖和血管

形成等机制,促进HCC的发生、发展,提示APLN是HCC新的潜在诊断标志物和治疗靶点。
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[Abstract] Objective To

 

elucidate
 

the
 

expression
 

of
 

Apelin(APLN)
 

and
 

APLN
 

receptor(APLNR)
 

in
 

hepatocellular
 

carcinoma(HCC)
 

and
 

its
 

potential
 

mechanism
 

affecting
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

HCC.Methods UALCAN
 

and
 

GEPIA
 

websites
 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

expression
 

of
 

APLN
 

and
 

APLNR
 

in
 

HCC
 

and
 

their
 

effects
 

on
 

survival
 

rate.Then
 

TIMER
 

website
 

and
 

STRING
 

database
 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

possible
 

molecular
 

mechanism
 

of
 

APLN
 

promoting
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

HCC.Results Com-
pared

 

with
 

normal
 

samples,the
 

transcription
 

level
 

of
 

APLN
 

in
 

HCC
 

was
 

significantly
 

up-regulated,and
 

the
 

transcription
 

level
 

of
 

APLNR
 

was
 

not
 

significantly
 

changed.The
 

survival
 

of
 

HCC
 

patients
 

with
 

high
 

APLN
 

expression
 

was
 

significantly
 

shortened,and
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

correlation
 

between
 

APLNR
 

expression
 

level
 

and
 

survival
 

prognosis
 

of
 

HCC
 

patients.The
 

abnormal
 

expression
 

of
 

APLN
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

A(VEGFA).Hypoxia
 

inducer
 

factor
 

1,FMS-related
 

tyrosine
 

kinase
 

1,

neurociliin
 

2
 

and
 

VEGFR2
 

all
 

interact
 

with
 

APLN-VEGFA,and
 

were
 

mainly
 

involved
 

in
 

regulating
 

endothelial
 

cell
 

proliferation
 

and
 

angiogenesis.Conclusion APLN
 

is
 

significantly
 

highly
 

expressed
 

in
 

HCC
 

and
 

is
 

not
 

con-
ducive

 

to
 

the
 

survival
 

and
 

prognosis
 

of
 

patients.APLN
 

may
 

promote
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

HCC
 

by
 

regulating
 

VEGFA
 

to
 

promote
 

the
 

proliferation
 

and
 

angiogenesis
 

of
 

tumor
 

vascular
 

endothelial
 

cells,sug-
gesting

 

that
 

APLN
 

is
 

a
 

new
 

potential
 

diagnostic
 

marker
 

and
 

therapeutic
 

target
 

for
 

HCC.[Key
 

words]
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carcinoma; Apelin; APLN
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  肝细胞癌(HCC)是最常见的原发性肝脏恶性肿 瘤,在全球每年造成700
 

000例死亡患者[1]。有许多
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已知的危险因素可导致肝癌,如慢性乙型肝炎病毒或

丙型肝炎病毒感染、酗酒、肥胖、非酒精性脂肪肝疾病

等[2]。最近研究发现,磷酸肌醇-3激酶/蛋白激酶B/
哺乳动物雷帕霉素蛋白、Wnt/β-联蛋白5、泛素/蛋白

酶体降解及某些非编码RNA均可促进HCC的发生、
发展[3-7]。针对这些关键途径进行靶向治疗有望改善

HCC患者预后。但目前引起 HCC这些通路发生变

化的分子机制尚不清楚。
爱帕琳肽(APLN)是一种新近发现的小分子多

肽,编码序列位于Xq25-q26.1染色体上,天然APLN
前体由77个氨基酸残基组成,随后经剪切加工产生

各种活性形式的APLN,最多见的活性异构体分别为

APLN
 

-36、APLN
 

-17和APLN
 

-13,其通过与APLN
受体(APLNR)结合参与细胞内信号传导[8]。有研究

发现,APLN-APLNR系统在正常生理过程中参与了

心血管调节、能量代谢、体液稳态、血管生成和免疫调

节等 多 个 领 域[9-11]。然 而 越 来 越 多 的 研 究 发 现,

APLN-APLNR系统在多种肿瘤的血管内皮细胞中

高表达,如肠癌、肺癌等[12-14],可能通过促进肿瘤血管

生成参与了肿瘤的发生、发展和转移[15]。但 APLN-
APLNR系统在 HCC中的作用尚未得到充分的关

注。因此,本研究探讨了在 HCC中 APLN-APLNR
系统的表达水平及其与HCC发生、发展的潜在机制,
旨在为HCC的早期诊断和靶向干预提供理论依据。

1 资料与方法

1.1 研究对象 将 UALCAN、GEPIA、TIMER网

站和STRING数据库中对 HCC
 

APLN 和 APLNR
表达及其对生存率的影响,以及APLN促进 HCC发

生、发展的可能分子机制的分析资料作为研究对象。

1.2 方法

1.2.1 APLN与APLNR表达差异和生存差异分析

 GEPIA(http://gepia.cancer-pku.cn/)平台是提供

基于癌症和肿瘤基因图谱(TCGA)数据库的综合性

在线分析网站[16]。UALCAN(http://ualcan.path.
uab.edu/analysis.html)是提供基于癌症和TCGA和

MET500数据库的综合性在线分析网站[17]。通过

UALCAN 网 站 分 析 了 APLN、APLNR 在 371 例

HCC 和 50 例 正 常 肝 组 织 中 的 表 达 差 异,采 用

log2FC≥1,P<0.01为阈值。因 UALCAN网站只

包含了TCGA数据库50例正常肝脏组织对照样本,
故又利用GEPIA网站(包括369例HCC及TCGA数

据库和GTEx数据库共160例正常肝脏组织样本)对

APLN、APLNR表达水平进行了分析,仍采用log2FC≥
1且P<0.01为阈值。将APLN、APLNR表达量从高

至低排序后分组进行生存差异分析,GEPIA网站取前

50%为高表达组、后50%为低表达组。UALCAN网站

取前25%为高表达组、后75%为低表达组。
1.2.2 HCC

 

APLN 与其他基因表达的相关性 
TIMER(https://cistrome.shinyapps.io/timer/)是
一个可分析不同肿瘤免疫细胞浸润水平、基因表达差

异及其相关性的综合性网站[18]。为进一步探讨异常

表达的APLN在 HCC发生、发展中的作用,查阅文

献发现,低氧条件下低氧诱导因子1(HIF-1)可促进

APLN上调从而促进细胞增殖,迁移和血管生成[20]。
有研究对心肌梗死的大鼠注射 APLN,结果显示,其
可促进VEGFA的表达从而促进新生血管形成改善

心肌功能[21]。因此,通过 TIMER网站分析了 HIF-
1α、VEGFA在 HCC中表达、与 HCC患者生存预后

及与APLN表达的相关性,分析APLN促进 HCC发

生、发展的可能机制。
1.2.3 蛋白质互作网络(PPI)分析 STRING(ht-
tps://string-db.org/)数据库收录了所有公开的PPI
数据,并可预测蛋白间潜在的作用关系,以更好地理

解生命体中复杂的调控网络[19]。通过STRING数据

库对 APLN和血管内皮生长因子 A(VEGFA)进行

PPI分析,以研究其潜在的相互作用。为进一步分析

PPI中分子的生物学功能,故对其进行基因本体(GO)
和KEGG富集分析。
1.3 统计学处理 应用UALCAN网站PERL脚本

进行数据分析,计量资料以x±s表示,采用独立样本

t检验。P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 APLN、APLNR在 HCC和正常肝组织的表达

比较 APLN在HCC组织中的表达明显升高,APL-
NR在HCC和正常肝组织的表达无明显差异。见图

1、2。提示APLN的异常表达可能在 HCC进展过程

中发挥重要作用。

图1  APLN、APLNR在 HCC和正常肝组织的表达比较

(UALCAN网站)
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2.2 APLN、APLNR在不同特征患者 HCC组织中

的表达比较 APLN、APLNR在不同性别、年龄,是
否远处转移患者 HCC组织中的表达比较,差异均无

统计学意义(P>0.05)。见表1。

表1  APLN、APLNR在不同特征患者 HCC组织中的表达比较(x±s)

项目 n APLN表达 t P APLNR表达 t P

性别 - 0.40 - 0.04

 男 245 2.13±2.00 5.10±3.76
    

 女 117 2.18±1.82 6.94±5.53

年龄(岁) - 0.20 - 0.40

 21~<40 27 2.24±2.17 9.53±6.91
       

 40~<60 140 2.24±2.00 6.71±5.48
      

 60~<80 181 2.08±1.66 4.79±3.41
        

 ≥80 10 6.22±3.83 7.26±5.38

远处转移 - 0.70 - 0.90

 无 252 2.10±1.82 5.49±4.15

 1~3个淋巴结转移 4 4.95±4.45 3.38±1.98

  注:-表示无数据。

图2  APLN、APLNR在 HCC和正常肝组织的表达比较

(GEPIA网站)

2.3 APLN、APLNR分子在 HCC
 

4个分期和正常

肝组织中的表达比较 (1)GEPIA 网 站:APLN、
APLNR在HCC

 

4个分期中的表达比较,差异均有统

计学意义(P<0.05)。见图3。(2)UALCAN网站:
APLN在正常肝组织的表达明显低于HCC

 

Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ
期,在HCC

 

4个分期的表达无明显差异;APLNR在

正常肝组织的表达明显低于HCC
 

Ⅰ期,在 HCC
 

4个

分期的表达无明显差异。见图4、表2。
表2  APLN、APLNR分子在 HCC

 

4个分期和正常肝组织

   中的表达比较(x±s)

组别 n APLN表达 APLNR表达

正常肝组织 50 0.12±0.08 5.94±2.55

HCC

 Ⅰ期 168 1.41±1.37 6.38±4.58a

 Ⅱ期 84 3.31±2.28a 4.41±4.93

 Ⅲ期 82 3.07±2.47a 4.67±4.10

 Ⅳ期 6 2.29±1.93a 7.78±4.84

  注:与正常肝组织比较,aP<0.05。

图3  APLN、APLNR分子在 HCC
 

4个分期中的表达

比较(GEPIA网站)

2.4 APLN、APLNR与 HCC患者生存期的相关性

 APLN高表达组患者生存期明显低于低表达组,

APLNR表达水平对 HCC生存预后无明显影响。见

图5、6。提示APLN高表达不利于患者预后,APLN
在HCC中可能具有促进肿瘤生长、发育的作用。

2.5 APLN 促进 HCC发生、发展的可能机制 
VEGFA在HCC中明显上调,且与 HCC患者的低生

存期明显相关,见图7A、B。采用TIMER对 HCC中
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对APLN与 VEGFA进行相关性分析,发现 APLN
与 VEGFA 表 达 呈 明 显 正 相 关。见 图 7C。提 示

APLN可能与VEGFA存在相互调节作用从而促进

HCC微环境中血管形成,促进肿瘤的发生、发展。

图4  APLN、APLNR分子在 HCC
 

4个分期和正常肝组织中的表达比较(UALCAN网站)

图5  APLN和APLNR高、低表达组 HCC患者生存率比较(GEPIA网站)

图6  APLN和APLNR高、低表达组 HCC患者生存率比较(UALCAN网站)

  注:A为VEGFA在HCC和正常肝组织中的表达比较;B为VEGFA高、低表达组HCC患者生存率比较;C为
 

HCC中VEGFA与APLN表达

的相关性。

图7  APLN促进 HCC发生、发展的可能机制
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2.6 APLN与 VEGFA的PPI HIF-1α、Fms相关

酪氨酸激酶1(FLT1)、神经纤毛蛋白2(NRP2)、激酶

插入区受体(KDR)均与APLN、VEGFA存在相互作

用。见图8。其参与的生物学过程主要包括内皮细胞

增殖、血管形成及细胞增殖等。见表5。PPI主要与

HIF-1α、丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)、Ras
 

、Rap1
和细胞因子及其受体信号通路有关。见表6。

表5  PPI中分子的GO富集分析

ID 功能描述 相关蛋白 强度 错误发现率

GO:0001936 调控内皮细胞增殖 KDR,FLT1,NRP2,APLN,HIF1A,APLNR,VEGFA 2.21 4.85E-13

GO:0001525 血管形成 KDR,FLT1,NRP2,APLN,HIF1A,APLNR,VEGFA 1.82 7.18E-11

GO:0038084 VEGF信号通路 KDR,FLT1,NRP2,VEGFA 2.84 2.93E-09

GO:0008284 调控细胞增殖 KDR,FLT1,NRP2,APLN,HIF1A,APLNR,VEGFA 1.35 2.66E-08

GO:0005021 VEGF激活的受体活性 KDR,FLT1,NRP2 3.08 3.39E-07

表6  PPI中分子的KEGG通路富集分析

ID 功能描述 相关蛋白 强度 错误发现率

hsa04066 HIF-1信号通路 FLT1,HIF1A,VEGFA 1.93 1.4E-05

hsa04010 MAPK信号通路 KDR,FLT1,VEGFA 1.46 5.2E-05

hsa04014 Ras信号通路 KDR,FLT1,VEGFA 1.57 5.2E-05

hsa04015 Rap1信号通路 KDR,FLT1,VEGFA 1.62 5.2E-05

hsa04060 细因子-细胞因子受体相互作用
   

KDR,FLT1,VEGFA 1.50 5.2E-05

图8  APLN和VEGFA蛋白相互作用

3 讨  论

本研究通过生物信息学分析发现,APLN-APL-
NR系统中的APLN在 HCC中明显高表达,且其高

表达不利于HCC患者生存;而APLNR在HCC与正

常样本中的表达无明显差异,且其在 HCC中表达水

平与HCC患者生存无明显相关性。本研究 HCC样

本量较大,数据分析具有较高的可信度。但还需要进

一步的实验对结果进行验证。

APLN/APNR系统在许多器官的生理和病理中

具有重要作用,参与了调节心血管发育、心脏疾病,以
及糖、脂肪代谢,代谢性疾病等。APLN/APNR系统

也参与了各种细胞活动,如增殖、迁移、凋亡或炎症

等。在许多肿瘤中均发现了APLN明显上调,如结肠

癌、胃癌、食管癌、肺癌等[22-23]。但关于 APLN-APL-

NR系统在HCC中的研究非常少见。CHEN等[24]通

过基因芯片分析和临床 样 本 验 证 发 现,APLN 在

HCC中明显高表达,且与 HCC患者临床预后密切相

关。MUTO等[25]发现,APLN、APLNR在 HCC中

(尤其是在 HCC的血管平滑肌细胞中)均明显高表

达。LEE等[26]发现,APLNR在 HCC中的表达与微

血管浸润、肝内转移和早期复发相关,APLNR高表达

患者总生存期较短。以上研究中 APLN在 HCC中

的表达趋势与患者生存关系均与本研究结论一致,更
加证明了 APLN 在 HCC发生、发展中具有重要意

义。但关于以上研究中APLNR在 HCC中的表达趋

势与本研究结论尚存在分歧,后期将通过收集临床样

本对APLNR的表达水平进行进一步验证。
但APLN-APLNR信号如何调节肿瘤发生、发展

还不清楚。SORLI等[27]在小鼠肿瘤模型中发现,

APLN 上 调 促 进 肿 瘤 血 管 生 成。此 外 KIDOYA
等[28]发现,APLN-APLNR系统促进肿瘤血管形态和

功能成熟。URIBESALGO等[29]在乳腺癌和肺癌中

发现,APLN高表达与抗血管生成疗法造成的耐受和

转移密切相关,通过抑制 APLN可阻止该现象的发

生,其进一步的研究发现,APLN可诱导内皮细胞中

的促进血管形成通路活化同时也增强 VEGFA诱导

的血管形成作用。本研究通过生物信息学发现,HCC
中APLN和VEGFA表达呈正相关。
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CHEN等[24]在HCC肿瘤中研究发现,Wnt/β-联
蛋白信号通路可促进 APLN表达,过表达的 APLN
通过促进磷酸肌醇-3激酶/蛋白激酶B信号通路活化

而促进肿瘤细胞增殖和抑制肿瘤细胞凋亡。本研究

通过 PPI、GO 和 KEGG 富 集 分 析 发 现,HIF-1α、

FLT1、NRP2、KDR均与APLN、VEGFA存在相互作

用,且与血管形成及内皮细胞增殖密切相关,并参与

了HIF-1、MAPK、Ras、Rap1信号通路等。
综上所述,APLN 在 HCC中高表达,可能通过

VEGFA促进肝癌血管形成从而促进肿瘤细胞生长和

转移,其分子机制可能涉及 HIF-1、MAPK、Ras、Rap1
信号通路等。APLN-APLNR系统可能对早期诊治

HCC具有重要临床意义。
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