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[摘要] 目的　探究DNAJ热休克蛋白家族成员C8(DNAJC8)对肝癌细胞增殖、迁移、侵袭和凋亡能力的影响及其机

制，并探讨其作为肝癌潜在药物靶点的可能性。方法　从癌症基因组图谱(TCGA)数据库下载肝癌(LIHC)转录组数据，分

析DNAJC8在肝癌中的表达情况及其对肝癌患者预后的影响；获取与DNAJC8表达相关的基因集并采用基因本体论(GO)、

京都基因与基因组百科全书(KEGG)、基因集富集分析(GSEA)进行富集分析。将MHCC97H、Huh7细胞分为对照组(转染

siNC序列)与敲低DNAJC8组(转染 siDNAJC8序列)，采用CCK-8法、平板克隆实验、细胞划痕实验、Transwell迁移和侵袭实

验评估敲低DNAJC8对肝癌细胞增殖、迁移和侵袭的影响，采用Hoechst 33342实验、线粒体膜电位(JC-1)实验和流式细胞术

评估敲低DNAJC8对肝癌细胞凋亡的影响，采用Western blotting实验验证与DNAJC8相关蛋白的表达，采用药物敏感性分析

和分子对接实验探究DNAJC8作为潜在分子靶点。用不同浓度的索拉非尼处理对照组(对照+索拉非尼组)和敲低DNAJC8组

(敲低 DNAJC8+索拉非尼组)的肝癌细胞，采用 CCK-8 法检测细胞增殖能力，以探讨 DNAJC8 对索拉非尼治疗的影响。

结果　肝癌组织中DNAJC8 mRNA表达水平明显高于正常组织和癌旁正常组织(P<0.001)。Kaplan-Meier生存分析结果显示，

与DNAJC8低表达患者相比，DNAJC8高表达患者的总生存期和无进展生存期明显缩短(P<0.01、P<0.05)。GO功能富集分析

结果显示，DNAJC8主要参与细胞周期等生物过程，主要富集于染色体等细胞组分，揭示了RNA结合等分子功能；KEGG

通路富集分析主要包括剪接体等途径；GSEA富集分析结果显示，与E2F转录因子(E2F)通路、MYC靶点(MYC)通路等相关。

与对照组相比，敲低 DNAJC8 组肝癌细胞增殖、迁移、侵袭能力明显降低(P<0.05 或 P<0.01)，凋亡明显增强(P<0.05 或

P<0.001)，肝癌细胞中蛋白激酶 B(Akt)和β-catenin 蛋白表达水平明显降低(P<0.05 或 P<0.01)。药物敏感性分析结果显示，

DNAJC8高表达患者对索拉非尼的敏感性低于DNAJC8低表达者(P<0.0001)。分子对接实验结果显示DNAJC8蛋白与索拉非

尼的自由结合能为-6.35 kcal/mol。CCK-8法检测结果显示，与对照+索拉非尼组相比，敲低DNAJC8+索拉非尼组肝癌细胞活

力明显降低(P<0.01或P<0.001)。结论　DNAJC8与肝癌患者的预后有关，是索拉非尼的潜在分子靶点。敲低DNAJC8基因可

抑制肝癌细胞的增殖、迁移、侵袭，并促进其凋亡，其作用可能与Akt/β-catenin信号通路有关。
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[Abstract] Objective　 To investigate the effects of DNAJ heat shock protein family member C8 (DNAJC8) on the 

proliferation, migration, invasion, and apoptosis of hepatocellular carcinoma (HCC) cells and its mechanism, and to explore the 

possibility of DNAJC8 as a potential drug target for HCC. Methods　 The transcriptome data of liver hepatocellular carcinoma 

(LIHC) were downloaded from The Cancer Genomic Atlas (TCGA) database to analyze the expression of DNAJC8 in HCC and its 

impact on the prognosis of HCC patients. Gene sets relate to DNAJC8 expression were obtained and subjected to enrichment analysis 

using Gene Ontology (GO), Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG), and Gene Set Enrichment Analysis (GSEA). 

MHCC97H and Huh7 cells were divided into control group (transfected with siNC sequence) and DNAJC8 knockdown group 

(transfected with siDNAJC8 sequence). CCK-8 assay, colony formation assay, cell scratch assay, and Transwell migration and 

invasion assays were used to evaluate the effects of DNAJC8 knockdown on the proliferation, migration, and invasion of HCC cells. 

Hoechst 33342 assay, JC-1 assay and flow cytometry were used to assess the effect of DNAJC8 knockdown on the apoptosis of HCC 

cells. Western blotting was employed to verify the expression of protein related to DNAJC8. Drug sensitivity analysis and molecular 

docking experiments were utilized to explore the potential molecular targets of DNAJC8. HCC cells in control group (control+

sorafenib group) and DNAJC8 knockdown group (knockdown+sorafenib group) were treated with different concentrations of 

sorafenib, and CCK-8 assay were used to detect cell proliferation ability to investigate the effect of DNAJC8 on sorafenib treatment. 

Results　The mRNA expression level of DNAJC8 in HCC tissues was significantly higher than that in normal tissues and adjacent 

non-tumor tissues (P<0.001). Kaplan-Meier survival analysis revealed that patients with high DNAJC8 expression had significantly 

shorter overall survival and progression-free survival than those with low DNAJC8 expression (P<0.01, P<0.05). GO functional 

enrichment analysis indicated that DNAJC8 was primarily involved in biological processes such as cell cycle, enriched in cellular 

components like gene sets, and associated with molecular functions including RNA binding. KEGG pathway enrichment analysis 

highlighted pathway such as the spliceosome. GSEA results showed that DNAJC8 correlated with E2F transcription factor (E2F) 

pathway, MYC target genes (MYC) pathway, and other pathways. Compared with control group, DNAJC8 knockdown group 

exhibited significantly reduced cell proliferation, migration, and invasion (P<0.05 or P<0.01), along with significantly enhanced 

apoptosis (P<0.05 or P<0.001). Moreover, the expression levels of protein kinase B (Akt) and β-catenin in HCC cells were 

significantly decreased in DNAJC8 knockdown group (P<0.05 or P<0.01). Drug sensitivity analysis demonstrated that patients with 

high DNAJC8 expression were less sensitive to sorafenib than those with low DNAJC8 expression (P<0.0001). Molecular docking 

experiments indicated a free binding energy of -6.35 kcal/mol between DNAJC8 protein and sorafenib. CCK-8 assay results showed 

that the viability of HCC cells in the knockdown+sorafenib group was significantly lower than that in control+sorafenib group 

(P<0.01 or P<0.001). Conclusions　DNAJC8 is associated with the prognosis of HCC patients and serves as a potential molecular 

target for sorafenib. Knockdown of the DNAJC8 gene can inhibit the proliferation, migration, and invasion of HCC cells while 

promoting apoptosis, and this effect may be mediated through the Akt/β-catenin signaling pathways.

[Key words] hepatocellular carcinoma; DNAJC8; potential target; sorafenib

据中国疾控中心统计数据显示，肝癌病死率在

所有癌症中居第2位[1]。由于早期检测和临床评估存

在局限性，多数肝癌患者在中后期才得以确诊，致

使其生存状况不容乐观[2-3]。肝癌的发生发展由多因

素驱动，其核心机制涉及遗传和表观遗传异常导致

的癌基因异常激活与抑癌基因功能失活[4-6]，因此，

挖掘预后相关分子标志物，阐明其调控机制，对提

高早期诊断率、治疗有效性和改善患者预后具有重

要意义。 DNAJ 热休克蛋白家族可分为 DNAJA、

DNAJB 和 DNAJC 3 个主要类别，该家族中多个成员

被发现可影响机体生理状态、参与细胞代谢，并与

多种肿瘤的发生发展相关[7-9]。其中 DNAJ 热休克蛋
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白家族成员 C8(DNAJ heat shock protein family member 
C8，DNAJC8)是 DNAJC 热休克蛋白家族的成员之

一[10]，其在多种肿瘤中发挥抑癌作用，如在宫颈癌

中可通过调节糖代谢发挥抗癌作用[11]，还可与 SRSF
蛋白激酶1(serine/arginine-rich splicing factor kinase 1)结
合，从而影响真核细胞中前 mRNA 的加工[12]。2020
年Khan 等[13]发现DNAJC8 与食管癌的发生存在一定

的关联。2023年Zhang等[14]提出，DNAJC8在肝癌样

本中的表达较正常组织高，降低 DNAJC8 的表达可

显著抑制肝癌细胞的增殖，但其具体作用机制并未

详细阐述。本研究基于生物信息学分析 DNAJC8 在

肝癌中的表达、预后和药物敏感性，通过实验验证

敲低 DNAJC8 对肝癌细胞增殖、迁移、侵袭、凋亡

能力的影响，并探索 DNAJC8 对肝癌的作用机制及

其作为索拉非尼潜在靶点的可能性，以期为肝癌的

临床诊断和药物开发提供新视野。

1　材料与方法

1.1　主要试剂　兔抗 DNAJC8 多克隆抗体 (英国

Abcam 公司)；鼠抗 GAPDH 抗体、兔抗 β-catenin 抗

体、兔抗蛋白激酶 B(protein kinase B，Akt)抗体、辣

根过氧化物酶 (HRP)标记的山羊抗鼠重组二抗、

HRP标记的山羊抗兔重组二抗(武汉三鹰生物技术有

限公司)；Lipofectamine 3000和反转录试剂盒(美国赛

默飞公司)；细胞增殖检测试剂盒 (CCK-8；美国

MCE 公司)；0.1% 草酸铵结晶紫染液、4% 多聚甲醛

组 织 固 定 液 、 二 甲 基 亚 砜 (dimethyl sulfoxide，
DMSO)、胰蛋白酶、1%青链霉素、高效RIPA组织/
细胞裂解液、苯甲基磺酰氟(PMSF)、超敏化学发光

液(enhanced chemi luminescence，ECL)、索拉非尼(北
京索莱宝科技有限公司)；Hoechst 33342和线体膜电

位(JC-1)试剂盒(上海碧云天生物技术有限公司)；胎

牛血清(foetal bovine serum，FBS；美国Gemini公司)；
DMEM 培养基(美国 Sigma 公司)；总 RNA 提取盒(美
国 Axygen 公司)；SYBR Green(美国罗氏公司)；异硫

氰酸荧光素标记的膜联素Ⅴ/碘化丙啶 (annexin Ⅴ
-fluorescein isothiocyanate/propidium iodide， annexin Ⅴ
-FITC/PI)细胞凋亡检测试剂盒(武汉伊莱瑞特生物科

技股份有限公司)。
1.2　生物信息学分析　

1.2.1　DNAJC8 在肝癌中的差异表达分析　癌症基

因组图谱(The Cancer Genomic Atlas，TCGA)是全球

最大的公开数据库之一，涵盖 30 种以上的癌症[15]，

收集样本超过 11 000 例，研究者可在该数据库中查

询DNA信息、RNA信息、蛋白质表达以及多种临床

信息，可为癌症机制、疾病诊断等相关研究提供必

要支持。本研究基于开源数据，严格遵守数据库的

发布指南和访问策略，从 TCGA 数据库下载肝细胞

癌(liver hepatocellular carcinoma，LIHC)转录组数据，

利用 R 软件与 Perl 软件提取肝癌组织与正常组织中

目的基因 DNAJC8 mRNA 表达量。基于 R 软件的

“limma”包进行 DNAJC8 的差异表达分析及配对样

本的差异分析，并通过“ggplot2”包生成箱式图对

其表达分布进行可视化。

1.2.2　DNAJC8表达与肝癌患者预后的相关性分析　

从 TCGA 数据库中下载 LIHC 相关临床数据，采用

Kaplan-Meier 生存曲线分析 DNAJC8 对肝癌患者总生

存期和无进展生存期的影响。根据 DNAJC8 表达中

位值将肝癌患者分为高表达组与低表达组，通过

“survival”包对两组患者的生存时间进行比较。

1.2.3　与 DNAJC8 相关的共表达基因分析　基于

TCGA-LIHC 转 录 组 数 据 ， 使 用 R 包 “limma、
ggplot2、ggpubr、ggExtra”在肝癌中筛选与 DNAJC8
共表达的基因，筛选标准为 r>0.6，P<0.001。
1.2.4　 DNAJC8 富 集 分 析　 Sangerbox 数 据 库

(http：//vip.sangerbox.com/home.html)由英国剑桥大

学 Sanger 研究所基于人类基因组的综合性数据库创

立，整理了各种生物信息数据，如人类基因组、蛋

白质组、代谢组、表观基因组、转录组等，并提供

相关的分析工具和资源[16]。基因本体论 (Gene 
Ontology，GO)用于对基因和蛋白质的功能特征进行

描述，主要由细胞组分(cell components，CC)、生物

进程(biological processes，BP)和分子功能(molecular 
functions，MF)构成。京都基因与基因组百科全书

(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG)是
通过连接并解析不同层次的功能数据来研究特定基

因作用机制的一种方法论体系[17]。下载 DNAJC8 共

表达正相关基因数据，并导入 Sangerbox数据库，通

过Sangerbox数据库中GO、KEGG富集分析模块进行

DNAJC8共表达正相关基因的功能富集分析。本研究

对KEGG的丰富度研究仅呈现排名前10位的结果。

1.2.5　基因集富集分析(Gene Set Enrichment Analysis，
GSEA)　Lander 实验室和 Subramanian 实验室建立了

GSEA软件和MSigDB数据库以便用户进行GSEA富集

分析。研究者可评估预定义基因集在特定表型或条

件下是否显著富集，并在GSEA软件输入多种格式，

包括基因表达矩阵、FASTA格式的基因序列、GMT
格式的基因集等，即可生成注解详细的 HTML 报

告[18]。为了进一步研究DNAJC8在肝癌中的潜在功能

和途径，本研究根据 DNAJC8 表达中位值将 TCGA-
LIHC样本分为高表达组与低表达组，并鉴别两组之

间的差异基因。将差异基因集导入 GSEA 软件，以

“m2.all.v2023.1.Mm.symbols.gmt”为参考基因集进行

GSEA富集分析，按照错误发现率(false discovery rate，
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FDR) <0.25、标准化富集得分(normalized enrichment 
score，NES)的绝对值>1以及P<0.05进行筛选。

1.3　细胞培养　MHCC97H、HepG2、Huh7、LO2
细胞由中国科学院上海细胞研究所提供，使用含

10% FBS及 1%青链霉素混合液的高糖DMEM培养基

于5% CO2、37 °C恒温培养箱中培养。采用qRT-PCR
和 Western blotting 检测 DNAJC8 mRNA 和蛋白在 4 种

细胞中的表达情况确定适合的细胞系。根据

DNAJC8在3种肝癌细胞中的表达情况，由于HepG2
细胞系起源于肝母细胞瘤，具有低转移潜能特性不

适合迁移侵袭相关研究，因此，本研究将HepG2细

胞系排除，选用 MHCC97H 和 Huh7 细胞进行后续

实验。

1.4　细胞转染及分组　在MHCC97H和Huh7细胞生

长密度约 70% 时，随机分为对照组(转染 siNC 序列)
与 敲 低 DNAJC8 组 ( 转 染 siDNAJC8 序 列)， 按 照

Lipofectamine 3000试剂说明书进行转染。siRNA序列

由苏州吉玛公司合成，siDNAJC8，正向 5'-GGUUUC
GGCAGUUAUCCAUTT-3'，反向 5'-AUGGAUAACUG
CCGAAACCTT-3'； siNC，正向 5'-UUCUCCGAACG
UGUCACGUTT-3'，反向 5'-ACGUGACACGUUCGGA
GAATT-3'。转染后 48 h 采用 qRT-PCR 验证敲低效

率，CCK-8 法检测转染 24、48、72、96 h 后细胞增

殖能力；转染 24 h 后，细胞划痕实验检测细胞迁移

能力，Transwell 实验检测细胞迁移和侵袭能力；转

染 48 h 后，采用平板克隆实验检测 MHCC97H 细胞

集落形成能力，Hoechst 33342 实验观察细胞凋亡情

况，JC-1 实验测定线粒体膜电位，流式细胞术检测

细胞凋亡率；收集转染 48 h后的细胞，采用Western 
blotting检测Akt、β-catenin蛋白表达水平。

1.4.1　qRT-PCR 验证敲低效率　提取细胞总 RNA，

采用紫外分光光度计检测RNA浓度和质量。取 1 μg
总 RNA，使用反转录试剂盒反转录为 cDNA。采用

FastStart Universal SYBR Green Master (Rox)进行实时定

量 PCR 反应。反应体系：总 RNA 1.0 μg、20× RT 酶

混合物 10 μl、2× RT缓冲液混合物 1.0 μl，加无酶水

补足体系至20 μl。反应条件：95 ℃ 30 s；95 ℃ 15 s，
60 ℃ 30 s，共 40个循环；溶解曲线温度按照仪器默

认程序进行。以 GAPDH 为内参照，采用 2−ΔΔCt法计

算 DNAJC8 mRNA 相对表达水平。引物由生工生物

(中国上海)设计合成。引物序列：DNAJC8，正向5'-C
TGAGCTGTTCAAACAAGCTGT-3'，反向 5'-TCTTCC
CTTTGTCGTTTCCTTTC-3'；GAPDH，正向 5'-CAG
GAGGCATTGCTGATGAT-3'，反向 5'-GAAGGCTGG
GGCTCATTT-3'。
1.4.2　CCK-8 法检测细胞增殖能力　将细胞接种于

96 孔板中(5×103 个细胞/孔)，设置 3 个复孔。转染

24、48、72、96 h后，弃去培养基，每孔加入 110 μl 
CCK-8 工作液(CCK-8:完全培养基=1:10)，37 ℃恒温

孵育1 h后用酶标仪测定450 nm波长处每孔的吸光度

(OD)值。

1.4.3　平板克隆实验检测细胞集落形成能力　由于

Huh7细胞单个菌落形成能力较差，所以，本实验仅

采用 MHCC97H 细胞进行。将 MHCC97H 细胞转染

48 h 后以每孔 1.0×103 个接种于 6 孔板中。14 d 后用

4%组织细胞固定液固定和 0.1%结晶紫染色，ImageJ
软件分析，计数克隆形成数。

1.4.4　Hoechst 33342实验观察细胞凋亡情况　细胞转

染 48 h后，在培养基中加入 1 ml Hoechst 33342染料，

4 ℃避光孵育后PBS洗涤，于倒置荧光显微镜下观察。

1.4.5　JC-1实验测定线粒体膜电位　将6×105个细胞

接种于6孔板中，待细胞贴壁后进行转染，转染48 h
后，使用线粒体膜电位检测试剂盒(JC-1)进行染色，

在培养箱中孵育20 min，于倒置荧光显微镜下观察。

1.4.6　流式细胞术检测细胞凋亡率　转染 48 h 后收

集细胞进行 Annexin Ⅴ-FITC/PI 染色。每管中加入

1× 结合缓冲液重悬细胞，使细胞浓度为1×106个/ml，
每管加入 5 μl Annexin Ⅴ-FITC和 5 μl PI，4 ℃下避光

孵育30 min，采用流式细胞仪进行分析。

1.4.7　细胞划痕实验检测细胞迁移能力　待Huh7和

MHCC97H 细胞转染 24 h，且细胞生长密度为 80%~
90%，在6孔板底部形成致密单层时，进行细胞划痕

实验，用 10 μl 枪头在 6 孔板底部画直线，PBS 缓冲

液清洗并拍照，然后加入不含血清的培养液，24 h
后再次拍照。利用 ImageJ软件分析。

1.4.8　Transwell 实验检测细胞迁移和侵袭能力　将

转染 24 h后的细胞用无血清DMEM培养基稀释成浓

度 1×10⁵个/ml，取 200 μl 细胞悬液加入 Transwell 上
室，下室中灌注600 μl含20% FBS的培养基作为趋化

剂；侵袭实验需预先将基质胶与无血清DMEM按1:9
的体积比稀释混匀，均匀包被于 Transwell 小室滤膜

表面，37 ℃孵育2 h形成固化基质胶层，随后按迁移

实验相同参数接种细胞。然后置于37 ℃、5% CO₂条
件下培养 24 h，用 4% 组织细胞固定液固定细胞，

0.1%结晶紫染色，于显微镜下对迁移或侵袭至下室

的细胞进行拍照和计数。

1.4.9　Western blotting检测相关蛋白的表达　使用含

1 mmol/L PMSF 的细胞裂解液裂解细胞，提取总蛋

白，通过BCA试剂盒(标准曲线法)测定蛋白浓度后，

将等量蛋白样品(20 μg)与 5× SDS-PAGE 上样缓冲液

混合，95 ℃煮沸 10 min使蛋白变性。采用快速 SDS-
PAGE 凝胶制备法配制 10% 分离胶与 5% 浓缩胶，以

恒定电压(80 V浓缩胶/120 V分离胶)进行电泳分离。

随后通过湿转法(300 mA恒流，90 min)将蛋白转移至
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PVDF膜上，经 5%脱脂奶粉室温封闭 1 h后，分别于

4 ℃孵育一抗DNAJC8(1:5000)、Akt(1:10 000)、β-catenin
(1: 9000)、GAPDH(1: 20 000)过夜，次日室温孵育

HRP 标记二抗(1:5000)1 h。采用 ECL 化学发光系统

显影检测信号，利用 ImageJ 软件对蛋白条带灰度值

进行定量分析，以GAPDH作为内参标准化目标蛋白

表达量。

1.5　药物敏感性分析和分子对接　使用 R 包

“pRRophetic”分析 TCGA-LIHC 数据集中 DNAJC8
高、低表达患者对多种抗肿瘤药物的敏感性。初步

分析发现 DNAJC8 对索拉非尼敏感，使用 MOE2022
软件进行自动评分， DNAJC8 蛋白的 PDB 号为

2DMX， 于 网 站 https://www. ncbi. nlm. nih. gov/
pccompound/? term=Sorafenib 下 载 索 拉 非 尼 (CAS：
284461-73-0)的结构；以自由结合能≤-5.0 kcal/mol 作
为评定标准。

1.6　DNAJC8 对索拉非尼抑制细胞生长能力的影

响　用 DMSO 溶解索拉非尼，配置成浓度为 10 
mmol/L 的母液，用完全培养基将母液稀释为 10 
μmol/L 的溶液，分别将 10 μmol/L 的索拉非尼溶液

稀释为 7.5、5、2.5、1.25、0 μmol/L。将肝癌细胞接

种于96孔板中(9×103个细胞/孔)，设置对照+索拉非

尼组、敲低 DNAJC8+索拉非尼组，每组 3 个复孔。

细胞贴壁后进行转染，37 ℃恒温孵育 24 h后更换为

含有不同浓度索拉非尼的DMEM完全培养基，处理

48 h 后弃去培养基，每孔加入 110 μl CCK-8 工作液，

37 ℃恒温孵育 1 h 后用酶标仪测定 450 nm 波长处每

孔的 OD 值，并绘制细胞增殖曲线。细胞活力(%)=
( 实验组 OD-空白 OD)/( 对照组 OD-空白 OD) ×
100%。

1.7　统计学处理　采用 R 软件(version 4.0.4)进行生

物信息学分析， SPSS 25.0 软件进行统计分析，

GraphPad Prism 8.0 软件制图。计量资料均符合正态

分布，以 x̄±s表示，两组间比较采用独立样本 t检验，

多组间比较采用单因素方差分析，进一步两两比较

采用LSD-t检验。实验至少独立重复 3次。P<0.05为

差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　DNAJC8 在肝癌组织中的表达情况及其与肝癌

患者预后的相关性　TCGA 数据库分析结果如图 1A
所示，与正常组织相比，肝癌组织中DNAJC8 mRNA
表达水平明显升高(P<0.001)。此外，肝癌组织中

DNAJC8 mRNA 表达水平明显高于癌旁正常组织

(P<0.001，图1B)。
Kaplan-Meier 生存分析结果显示，与 DNAJC8 低

表达患者相比，DNAJC8 高表达患者的总生存期和

无进展生存期明显缩短(P<0.01、P<0.05，图1C)。

图1　DNAJC8在肝癌中的表达情况及其对肝癌患者预后的影响

Fig.1　Expression of DNAJC8 in hepatocellular carcinoma and its effect on prognosis of hepatocellular carcinoma patients
A. DNAJC8在肝癌组织及正常组织中的表达情况；B. DNAJC8在肝癌组织及癌旁正常组织中的表达情况；C. TCGA数据库中DNAJC8

高、低表达对肝癌患者总生存期和无进展生存期的影响。***P<0.001。DNAJC8. DNAJ热休克蛋白家族成员C8；TCGA. 癌症基因组图谱
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2.2　肝癌中与 DNAJC8 相关的共表达基因鉴定　分

析 TCGA-LIHC 队列中与 DNAJC8 的共表达基因，结

果显示，多个基因存在与 DNAJC8 明显的共表达关

系 ， 如 含 17 个 基 因 的 锌 指 CCHC 型 (zinc finger 
CCHC-type containing 17 gene，ZCCHC17)、含有 17
个 锌 指 和 Btb 结 构 域 (zinc finger and BTB domain 
containing 17，ZBTB17)、蛋白磷酸酶 1 调节亚基 8
(protein phosphatase 1，regulatory subunit 8，PPP1R8)、
YTH N6- 甲 基 腺 苷 RNA 结 合 蛋 白 F2(YTH N6-
methyladenosine RNA binding protein F2，YTHDF2)等，

且这些基因与 DNAJC8 呈明显的正相关关系(r=0.83、
0.79、0.85、0.76，P<0.0001；附图1)。
2.3　肝癌中与DNAJC8相关的基因集富集分析　GO
功能富集分析结果显示，在 BP 部分，与 DNAJC8 密

切关联的基因主要富集于细胞周期及其过程等方面；

在CC部分，主要富集于染色体、核蛋白复合物等方

面；在 MF 部分，主要富集于 RNA 结合、染色质结

合等方面。KEGG富集分析结果显示，与DNAJC8密

切关联的基因主要富集于剪接体、癌症途径等方面

(附图2)。
2.4　DNAJC8在肝癌中发挥作用与多种信号通路的关

系　GSEA 富集分析共筛选出最优的 20 条通路，即

DNAJC8 在肝癌的发展过程中与 E2F 转录因子(E2F 

transcription factor，E2F)通路、MYC 靶点(MYC target 
genes，MYC)通路、G2/M 期细胞周期检查点(G2/M 
cell cycle checkpoint，G2M)通路、磷脂酰肌醇 3-激酶/
Akt/雷 帕 霉 素 (phosphatidylinositol 3-kinase/Akt/
mechanistic target of rapamycin，PI3K/Akt/mTOR)通路、

Wnt/β -catenin 通路等 20 条通路密切相关(附图 3)。
2.5　DNAJC8 在肝癌细胞系中的表达情况　qRT-
PCR和Western blotting检测结果显示，相较于正常肝

癌细胞系 LO2，HepG2、MHCC97H、Huh7 细胞中

DNAJC8 mRNA和蛋白表达水平明显升高(P<0.05，图

2A、B)，与生物信息学分析结果一致。

2.6　敲低DNAJC8对肝癌细胞增殖能力的影响　qRT-
PCR 验证结果显示，敲低 DNAJC8 组 MHCC97H、

Huh7 细胞中 DNAJC8 mRNA 表达水平明显低于对照

组(P<0.01，附图 4A)，表明 DNAJC8 敲低实验成功。

CCK-8 法检测结果显示，与对照组比较，转染 72、
96 h时敲低DNAJC8组的OD值明显降低(P<0.05，图

2C)。平板克隆实验结果显示，敲低 DNAJC8 组

MHCC97H细胞克隆形成数明显少于对照组(P<0.01，
图2D；附图4B)。
2.7　敲低 DNAJC8 对肝癌细胞凋亡的影响　Hoechst 
33342 实验结果显示，对照组细胞核为圆形或椭圆

形，染色质分布均匀，均匀蓝色荧光较多，而亮蓝

图2　DNAJC8 mRNA和蛋白在肝癌细胞中的表达情况以及敲低DNAJC8对肝癌细胞增殖的影响

Fig.2　mRNA and protein expression of DNAJC8 in hepatocellular carcinoma cells and effect of knockdown DNAJC8 on the proliferation 
of hepatocellular carcinoma cells

A. qRT-PCR 实验检测 LO2、HepG2、MHCC97H 和 Huh7 细胞中 DNAJC8 mRNA 的表达；B. Western blotting 检测 LO2、HepG2、

MHCC97H 和 Huh7 细胞中 DNAJC8 蛋白的表达；C. CCK-8 法检测细胞增殖能力；D. 平板克隆实验检测 MHCC97H 细胞集落形成能力。

*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。DNAJC8. DNAJ热休克蛋白家族成员C8；GAPDH. 甘油醛-3-磷酸脱氢酶；OD. 吸光度
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色荧光较少；与对照组相比，敲低 DNAJC8 组细胞

核皱缩，致密浓染，有亮蓝色荧光小体生成，荧光

显微镜下亮蓝色荧光明显增多变密，提示 Huh7 和

MHCC97H 细胞凋亡明显增多(图 3A)。JC-1 实验检

测结果显示，对照组红光最多、红/绿比最高；敲低

DNAJC8组绿色荧光增多，即红/绿比较对照组降低

(图 3B)，表明敲低 DNAJC8 后细胞线粒体膜电位下

降，凋亡明显增加。流式细胞术检测结果显示，敲

低 DNAJC8 组 MHCC97H、Huh7 细胞凋亡率明显高

于对照组(P<0.05、P<0.001，图3C)。
2.8　敲低 DNAJC8 对肝癌细胞迁移和侵袭能力的影

响　细胞划痕实验、Transwell 迁移和侵袭实验结果

显示，与对照组比较，敲低 DNAJC8 组 MHCC97H、

Huh7细胞的迁移率明显降低，细胞迁移和侵袭数明

显减少(P<0.05或P<0.01，图4A-C)。
2.9　敲低DNAJC8对肝癌细胞中Akt、β-catenin表达的

影响　Western blotting 检测结果显示，敲低 DNAJC8
组 MHCC97H、 Huh7 细 胞 中 Akt、 β - 连 接 蛋 白

(β-catenin)蛋白表达水平明显低于对照组(P<0.05 或

P<0.01，图5)。
2.10　DNAJC8潜在药物靶点分析　药物敏感性分析

结果显示，DNAJC8高表达组患者对索拉非尼、5-氟
尿嘧啶、紫杉醇的药物敏感性明显低于 DNAJC8 低

表达组(P<0.0001，图 6A)。分子对接实验结果显示，

DNAJC8 蛋 白 与 索 拉 非 尼 的 自 由 结 合 能 为

-6.35 kcal/mol，且索拉非尼与DNAJC8蛋白的羧基与

氨基端的发夹环之间存在良好的相互作用，从而起

到了稳定 DNAJC8 蛋白结构的作用(图 6B)。进一步

用不同浓度的索拉非尼处理对照组和敲低 DNAJC8
组的 MHCC97H 和 Huh7 细胞，结果显示，在 5.0、
7.5、10.0 μmol/L索拉非尼处理下，敲低DNAJC8+索
拉非尼组的细胞活力均明显低于对照+索拉非尼组

(P<0.01或P<0.0001，图6C)。

3　讨　　论

肝癌是全球范围常见的一种恶性肿瘤，也是导

致癌症患者死亡的主要原因之一[19]，其发病率逐年

上升[20]。但肝癌的诊断及治疗仍处于瓶颈期，探索

基因或蛋白作为其诊断和预后的标志物备受学者关

注[21]。DNAJ 热休克蛋白家族又称 HSP40 蛋白家族，

作为 HSP70 的共伴侣，通过调节 HSP70 的 ATP 酶活

性，协助蛋白质折叠、转运和降解[22]。除了作为分

子伴侣的功能外，HSP40 蛋白被报道在肿瘤生物学

中也发挥重要作用[10]。DNAJ(HSP40)是热休克蛋白

(heat shock proteins，HSPs)家族中最大和最多样化的

亚组，由40多个成员和49个基因组成，但目前其相

关研究仍然不足[23]。DNAJC8 是 DNAJC 亚类中的成

员，该亚类包含32个成员，成员结构简单(通常仅含

J 结构域)主要依赖与其他蛋白的协作发挥生物学作

用，该亚类成员在癌症中呈现多层面的调控作

用[24-25]。DNAJC8在肝癌中的研究鲜少，仅在2023年

被报道可抑制肝癌细胞的增殖，且其表达与T分期、

病理分期、血管浸润相关[14]。

本研究发现，敲低 DNAJC8 可显著抑制肝癌细

胞的增殖、迁移和侵袭，促进其凋亡。JC-1 实验发

现，敲低 DNAJC8 促进肝癌细胞凋亡可能是通过线

粒体途径实现的，但具体机制仍需进一步研究。通

过 GSEA 富集分析发现，在肝癌中 DNAJC8 与 PI3K/
Akt/mTOR 和 Wnt/β -catenin 等多条通路明显相关；

Western blotting 检测结果显示，敲低 DNAJC8 可影响

肝癌细胞中 Akt、β-catenin 的表达。Akt 是 PI3K/Akt/
mTOR 信号通路的核心分子，在肝癌的发生发展、

转移及耐药中发挥关键作用。Akt异常激活与肝癌患

者预后不良密切相关，是肝癌潜在的治疗靶点[26]。

β-catenin 是 Wnt/β-catenin 信号通路的核心分子，在

肝癌中也发挥着关键作用，细胞质中β-catenin 的积

累和活化是Wnt/β-catenin信号通路的关键过程[27-29]。

两者可通过糖原合成激酶-3β(GSK-3β)进行串联，由

此推测，Akt/β-catenin信号通路可能在DNAJC8调控

肝癌的进程中发挥关键作用。

共表达基因在生物学中被广泛应用于基因功能、

蛋白质相互作用和信号通路等研究[30]。本研究通过

对TCGA-LIHC转录组数据进行分析，筛选出多个在

肝癌中与 DNAJC8 共表达的基因，其中最为显著的

基因有 ZCCHC17、ZBTB17、PPP1R8、YTHDF2 等。

ZCCHC17属于锌指蛋白家族成员，主要功能为调控

转录，从而影响基因的表达和突变[31]。YTHDF2 属

于 m6A 结合蛋白中的一员[32]，有研究表明，其可促

进胶质瘤、肺癌、胰腺癌等肿瘤细胞的增殖、迁移

和侵袭[33-34]。以上共表达基因可能是DNAJC8影响肝

癌生长和转移的潜在响应标志物。通过对与

DNAJC8相关联的基因进行GO和KEGG富集分析发

现，DNAJC8 与细胞周期、染色体、癌症途径等生

物进程高度相关，表明 DNAJC8 可能通过调控细胞

分裂、染色体稳定性及致癌通路驱动肝癌的进展，

这为机制研究和靶点开发提供了方向。

索拉非尼是一种多靶点的酪氨酸激酶抑制剂，

也是晚期肝癌患者的一线治疗药物，其在延长患者

总生存期方面仅能带来 2.3~3.0个月的改善，且许多

患者在治疗过程中会出现耐药[35]。索拉非尼主要通

过抑制多种受体酪氨酸激酶的活性，包括Raf激酶家

族、血管内皮生长因子受体和血小板衍生生长因子

受体等，从而抑制肿瘤细胞的增殖和血管生成。

PI3K/Akt/mTOR 和 Wnt/β-catenin 等通路的激活可导
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图3　敲低DNAJC8对肝癌细胞凋亡的影响

Fig.3　Effect of knockdown of DNAJC8 on apoptosis in hepatocellular carcinoma cells
A. Hoechst 33342实验(×200)；B. 线粒体膜电位 JC-1实验(×400)；C. 流式细胞术检测结果。*P<0.05，***P<0.001。Hoechst. 赫斯特染色；

DNAJC8. DNAJ热休克蛋白家族成员C8
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致肝癌细胞对索拉非尼产生耐药[36]。本研究发现，

DNAJC8 可作为索拉非尼潜在的分子作用靶点，抑

制肝癌细胞的增殖，这为索拉非尼联合靶向治疗提

供了新的视野。

综上所述，本研究结果表明，DNAJC8 在肝癌

中呈高表达，且提示患者的预后不良。敲低DNAJC8

的表达不仅可降低肝癌细胞的增殖、迁移和侵袭能

力，且可通过降低线粒体膜电位促进肝癌细胞凋亡；

DNAJC8可能是索拉非尼的潜在靶点，敲低DNAJC8
可提高索拉非尼的治疗效果。然而，DNAJC8 调控

Akt/β-catenin信号通路的具体机制及其对索拉非尼敏

感性的影响尚未明确，仍需后续深入探索。

图4　敲低DNAJC8对肝癌细胞的迁移和侵袭能力的影响

Fig.4　Effect of knockdown of DNAJC8 on the migration and invasion ability of hepatocellular carcinoma cells
A. 细胞划痕实验(40×)；B. Transwell迁移实验；C. Transwell侵袭实验。*P<0.05，**P<0.01。DNAJC8. DNAJ热休克蛋白家族成员C8

图5　敲低DNAJC8对肝癌细胞中Akt和β-catenin表达的影响

Fig.5　Effect of knockdown of DNAJC8 on Akt and β-catenin expression in hepatocellular carcinoma cells
*P<0.05，**P<0.01。Akt. 蛋白激酶B；β-catenin. β-连接蛋白；GAPDH. 甘油醛-3-磷酸脱氢酶；DNAJC8. DNAJ热休克蛋白家族成员C8
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