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[摘要] 目的　分析细胞色素P450家族27亚家族A成员1(CYP27A1)对肝细胞癌(HCC)预后的影响及生物学作用，并

初步探讨其影响 HCC 生长的分子机制。方法　基于癌症基因数据库(TCGA)分析 CYP27A1 在 HCC 中的表达情况及其与

HCC患者预后的关系；基于CYP27A1表达量中位值，将样本分为CYP27A1高表达组(n=170)与CYP27A1低表达组(n=170)，

利用基因集富集分析(GSEA)分别对两组进行基因集富集分析；免疫荧光染色检测及数据库查找CYP27A1蛋白亚细胞定

位；构建过表达CYP27A1质粒，转染HCC细胞MHCC-97H和HCCLM3，设置阴性对照组(转染空载质粒)与CYP27A1过表

达组(转染过表达CYP27A1重组质粒)。采用CCK-8法、流式细胞仪、活性氧(ROS)荧光探针等检测过表达CYP27A1对HCC

细胞活力、凋亡及ROS生成的影响；结合生物信息学分析CYP27A1与ROS生成相关基因及HCC增殖相关基因表达的相关

性。结果　与正常肝组织比较，HCC 组织中 CYP27A1 mRNA 表达量明显降低(P<0.01)。CYP27A1 表达与 HCC 患者性别、

T分期、肿瘤分级和肿瘤分期有关(P<0.05)。CYP27A1低表达组总生存率明显低于高表达组(P<0.01)。GSEA富集分析结果

显示，CYP27A1 低表达组 HCC“干性”亚类和“增殖”亚类基因集水平升高。在 MHCC-97H 和 HCCLM3 细胞中，

CYP27A1主要定位于细胞核；在HepG2细胞中，CYP27A1主要定位于线粒体。与阴性对照组比较，过表达CYP27A1后，

HCC细胞活力下降(P<0.01)、ROS水平降低(P<0.05)，而细胞凋亡水平无明显改变(P>0.05)。CYP27A1与抑制ROS生成相

关基因表达呈正相关(P<0.05)，抑制 ROS 生成相关基因与 HCC 增殖相关基因表达呈负相关(P<0.05)。结论　CYP27A1 在

HCC中呈低表达，下调CYP27A1可能通过促进ROS生成促进HCC恶性生长。
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[Abstract] Objective　To analyze the prognostic significance and biological effects of cytochrome P450 family 27 subfamily 

A member 1 (CYP27A1) in hepatocellular carcinoma (HCC), and to preliminarily explore its molecular mechanism of regulating the 

malignant growth of HCC. Methods　 The Cance Genome Atlas (TCGA) database was used to analyze the expression level of 

CYP27A1 and its prognostic effect on HCC patients. The samples were divided into CYP27A1 high-expression group (n=170) and 

low-expression group (n=170) based on the median expression of CYP27A1 in HCC, gene set enrichment analysis (GSEA) was 

performed to investigate gene sets associated with CYP27A1 expression. The subcellular localization of CYP27A1 was detected by 

immunofluorescence staining and search database. The over-expression plasmid of CYP27A1 was constructed and then transfected 

into the HCC cells MHCC-97H and HCCLM3 cell lines, including two groups, namely control group (transfecting empty vector) and 
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CYP27A1 over-expression group (transfecting CYP27A1 over-expressed vector). CCK-8, flow cytometer, and reactive oxygen species 

(ROS) fluorescence probe were applied to detect the effects of CYP27A1 over-expression on cell viability, apoptosis and ROS levels in 

HCC cells. Combining bioinformatics to analyze the correlation between CYP27A1 and the expression of ROS generation-related 

genes and HCC proliferation-related genes. Results　Compared with the normal liver tissue, the expression level of CYP27A1 mRNA 

in HCC tissue was significantly reduced (P<0.01). The expression of CYP27A1 was significantly correlated with sex, T stage, tumor 

grade and tumor stage of HCC patients (P<0.05). Compared to the CYP27A1 high-expression group, patients in CYP27A1 low-

expression group had lower survival rate (P<0.01). GSEA enrichment analysis revealed that the levels of HCC stem cell-related gene 

clusters and HCC proliferation gene clusters were remarkably increased in CYP27A1 low-expression group. The immunofluorescence 

showed that CYP27A1 was mainly located in nucleus in MHCC-97H and HCCLM3, whereas CYP27A1 was mainly located in 

mitochondria in HepG2. CYP27A1 over-expression attenuated cell viability (P<0.01), and reduced the ROS levels (P<0.05), whereas 

it had no effects on the apoptosis in HCC cells (P>0.05). The expression of CYP27A1 and the expression of inhibiting ROS 

generation-related genes were positively correlated (P<0.05), while the expression of inhibiting ROS generation-related genes and the 

expression of HCC proliferation-related genes were negatively correlated (P<0.05). Conclusions　The expression of CYP27A1 was 

decreased in HCC, and down-regulated CYP27A1 promoted cell growth by enhancing ROS generation, although the precise 

mechanism requires future educidation. 
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肝细胞癌(hepatocellular carcinoma，HCC)是最常

见的肝癌类型，发病率居恶性肿瘤第 6 位，病死率

居高不下[1]，严重威胁人类健康。HCC 早期症状不

明显，患者确诊较晚是其预后差的重要原因之

一[2-4]。改善早期HCC患者生存的手段较多，如患者

在 T1N0期被确诊时，通过手术及时干预治疗，5 年

生存率可显著提高[5]。因此，筛选HCC早期诊断及

预后判断的生物标志物具有重要的临床意义[6-7]。多

项研究发现，核编码线粒体蛋白质和线粒体自身编

码蛋白质异常引起的线粒体功能障碍、线粒体应激

反应和线粒体缺陷等可促进肿瘤生长和转移，其作

用机制与线粒体产生活性氧(reactive oxygen species，
ROS)异常及代谢重编程等密切相关[8-9]。细胞色素

P450 家族 27 亚家族 A 成员 1(cytochrome P450 family 
27 subfamily A member 1，CYP27A1)编码固醇 27-羟化

酶，存在于多种组织细胞的线粒体内[10]，与多种恶

性肿瘤的形成密切相关[11]，其在 HCC 中差异表达，

但在HCC发生发展中的作用尚不完全清楚[12-15]。本

研究利用生物信息学分析CYP27A1在HCC中的表达

及功能，明确 CYP27A1 对 ROS 产生、细胞生长和细

胞凋亡的影响，以期为HCC的早期诊断和预后判断

提供潜在的分子靶标和理论指导。

1　资料与方法

1.1　主要试剂及仪器　DMEM 高糖培养基(美国

Gibco公司)；胎牛血清(杭州四季青生物工程材料有

限公司)；青链霉素混合液、胰蛋白酶、5% BSA封闭

液、Triton X-100、DAPI(北京索莱宝科技有限公司)；
LipofectamineTM 2000( 美国 Invitrogen 公司)； RNAiso 
Plus、PrimeScriptTM RT Master Mix(Perfect Real Time)反
转 录 试 剂 盒 、 TB Green® Premix Ex TaqTM Ⅱ

(TliRNaseH Plus) (日本 TaKaRa 公司)；Cell Counting 
Kit、超敏ECL化学发光检测试剂盒(北京赛文创新生

物科技有限公司)；ROS 荧光探针(2, 7-dichlorodihy-
drofluorescein diacetate)、BCA 蛋白浓度测定试剂盒

(上海碧云天生物技术有限公司)；Annexin V-FITC细

胞凋亡检测试剂盒(南京峰峰生物医药科技有限公

司)；空载质粒、CYP27A1过表达质粒由安徽通用生

物股份有限公司合成，引物由上海生工生物工程有

限公司合成；β-actin 单克隆抗体、鼠抗人 CYP27A1
单克隆抗体、辣根过氧化物酶标记的 IgG 二抗、

Dylight649山羊抗鼠 IgG二抗(武汉三鹰生物技术有限

公司)。Western blotting电泳系统和凝胶成像仪(美国

Bio-Rad 公司)；激光共聚焦显微镜(日本奥林巴斯株

式会社)；流式细胞仪(上海碧迪医疗器械有限公

司)；全自动酶联免疫检测分析仪(赛默飞世尔科技

有限公司)。
1.2　方法　

1.2.1　HCC 中 CYP27A1 表达分析　从 Genomic Data 
Commons (GDC)官网(https://portal.gdc.cancer.gov/)下
载并整理癌症基因数据库(The Cancer Genome Atlas，
TCGA)中 HCC 转录组数据和临床信息数据，分析

CYP27A1在HCC组织(340例)与正常肝组织(50例)中
的表达及其与HCC患者临床病理特征的关系。

1.2.2　CYP27A1表达与HCC患者预后的关系分析　

根据 TCGA 转录组数据，以 CYP27A1 mRNA 表达量

中位值为标准，将HCC患者分为CYP27A1低表达组

(n=170) 与 CYP27A1 高表达组 (n=170)。运行 R 包

(survival 和 survminer)绘制 Kaplan-Meier 生存曲线，分

析CYP27A1表达与HCC患者预后的关系。

1.2.3　基因集富集分析(gene set enrichment analysis，
GSEA)　上传CYP27A1高、低表达组基因表达矩阵，
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于 GSEA 软件中 Gene sets database 选择 c2. all. v 7.4. 
symbols. gmt [curated]，运行GSEA。

1.2.4　 CYP27A1 亚 细 胞 定 位　 使 用 PSORT Ⅱ
(https：//psort. hgc. jp/form2. html) 在 线 网 站 分 析

CYP27A1 蛋白的亚细胞定位，预测 CYP27A1 在细胞

中的定位情况。

免疫荧光染色检测HCC细胞株中CYP27A1亚细

胞定位：HCC细胞株MHCC-97H、HCCLM3购自美

国 American Type Culture Collection (ATCC)公司，用

含 10%胎牛血清的DMEM培养基常规培养。常规接

种细胞于培养皿，24 h后弃培养基，用预冷PBS冲洗

细胞，加入 500 μl多聚甲醛溶液常温固定 1 h；弃多

聚甲醛，PBS冲洗，0.5% Triton 常温孵育 10 min；加

入 CYP27A1 抗体(1∶400) 4 ℃孵育过夜；PBS 冲洗，

加入荧光二抗(1∶500)避光室温孵育 2 h；PBS 冲洗，

DAPI避光室温孵育15 min；PBS冲洗，加500 μl无血

清培养基，于显微镜下观察拍照。

使用 Human Protein Atlas(HPA) 数据库 (https://
www.proteinatlas.org)查找CYP27A1在HepG2细胞中的

定位。

1.2.5　细胞转染　将 MHCC-97H、HCCLM3 细胞接

种于6孔板(3×105个/孔)中，待细胞处于对数生长期

时，根据 LipofectamineTM 2000 转染试剂说明书进行

转染，设置阴性对照组(转染空载质粒)与 CYP27A1
过表达组(转染CYP27A1过表达质粒)。
1.2.5.1　实时荧光定量 PCR(RT-qPCR)检测 CYP27A1 
mRNA 表达量　转染 48 h 后，按照 RNAiso Plus 说明

书提取 RNA。按照 PrimeScriptTM RT Master Mix 反转

录 试 剂 盒 说 明 书 配 制 20 μl/管 反 应 体 系 (5×
PrimeScriptTM RT Master Mix 4 μl，Total RNA 500 ng，
Rnase Free ddH2O 补充至 20 μl)，将 RNA 反转录为

cDNA。根据TB Green® Premix Ex TaqTM Ⅱ试剂盒说明

书配制PCR反应体系(2×TB Green Premix Taq Ⅱ 10 μl，
上下游引物各 0.8 μl，cDNA 1 μl，ddH2O 7.4 μl)，应

用 StepOnePlus Real-Time PCR System 进行 PCR 扩增。

两步法 PCR 扩增程序：95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性

5 s，60 ℃退火和延伸 30 s，35 个循环。以β-actin 为

内参照，采用 2-ΔCt 法进行定量。β-actin 引物序列：

上游5'-ACTCTTCCAGCCTTCCTTCC-3'，下游5'-TC
TCCTTCTGCATCCTGTCG-3'；CYP27A1 引物序列：

上游5'-TTCAGCTGTTCGTTCAAGGC-3'，下游5'-AT
AGCTCCATGTCGTTCCGT-3'。
1.2.5.2　Western blotting检测CYP27A1蛋白表达量　

转染 48 h后，用含 1% PMSF的RIPA裂解液提取细胞

总蛋白，BCA试剂盒进行蛋白定量。取20 μg蛋白上

样，行 10% SDS-PAGE 凝胶电泳，转膜，用 5% 脱脂

奶粉室温封闭 1 h，加入 CYP27A1 抗体(1∶5000) 4 ℃

孵育过夜；TBST缓冲液冲洗，加入辣根过氧化物酶

标记的 IgG 二抗(1∶10 000)室温孵育 1 h；TBST 缓冲

液冲洗，曝光，拍片。以 β -actin 为内参照，用

ImageJ 软件分析蛋白条带灰度值，计算 CYP27A1 蛋

白相对表达量。

1.2.5.3　CCK-8 法检测细胞活力　常规培养细胞，

接种于 96 孔板(约 3×103个/孔)中，待细胞处于对数

生长期时进行转染。转染6 h后换液，于换液0、24、
48、72 h 加入 10 μl CCK-8 试剂，37 ℃避光孵育 2 h，
应用酶标仪检测450 nm波长处吸光度(OD)值，连续

测量 4 d，计算细胞生长抑制率。细胞生长抑制

率 (% ) = (1－CYP27A1 过表达组 OD450/阴性对照组

OD450)×100%。

1.2.5.4　ROS 水平检测　常规培养细胞，将细胞接

种于6孔板(约3×105个/孔)中，待细胞处于对数生长

期时，进行转染。转染 48 h 后，收集细胞，加入

1 ml 无血清培养液稀释的 ROS 荧光探针(10 μmol/L)
重悬细胞。37 ℃孵育20 min，每5 min颠倒混匀1次。

1000 r/min离心5 min，用500 μl无血清培养液洗涤细

胞 3 次。无血清培养液重悬细胞，采用流式细胞仪

于488 nm处检测ROS水平。

1.2.5.5　流式细胞仪检测细胞凋亡情况　常规培养

细胞，将细胞接种于6孔板(约3×105个/孔)中，待细

胞处于对数生长期时，进行转染。转染 48 h 后，将

细胞消化后 1000 r/min 离心 5 min，并弃上清，收集

细胞，PBS洗涤2次，加入400 μl的Annexin V结合液

悬浮细胞；加入Annexin V-FITC染色液(2.5 μl)，4 ℃
避光孵育 15 min，再加入 PI 染色液(5 μl)，混匀后

4 ℃避光孵育 5 min。流式细胞仪上机检测细胞凋亡

情况。

1.2.6　CYP27A1 与调控 ROS 生成相关基因表达的相

关性分析　依据文献[16-17]的方法，下载调控 ROS
生成相关的基因集，筛选在HCC中呈差异表达的调

控 ROS 生成相关基因。使用 Spearman 分析 CYP27A1
与调控 ROS 生成相关基因表达的相关性，|r|>0.2 且

P<0.05为具有明显相关性。使用微生信网站(https://
www.bioinformatics.com.cn/)绘制相关系数图。

1.2.7　调控ROS生成相关基因与HCC增殖相关基因

表达的相关性分析　获取 GSEA HCC 增殖相关基因

集，筛选在HCC中呈差异表达的增殖相关基因。基

于 STRING和Cytoscape完成HCC增殖相关基因与调

控ROS生成相关基因的蛋白质互作网络分析。使用

Spearman分析调控ROS生成相关基因与HCC增殖相

关基因表达的相关性，|r|>0.2 且 P<0.05 为具有明显

相关性。使用微生信网站(https://www.bioinformatics.
com.cn/)绘制相关系数图。

1.3　统计学处理　采用GraphPad Prism 8软件进行统
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计分析。符合正态分布的计量资料以 x̄±s表示，两组

间比较采用 t 检验；不符合正态分布的计量资料以

M(Q1，Q2)表示，两组间比较采用Mann-Whitney U检

验。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　CYP27A1在HCC中的表达情况　TCGA-RNA测

序结果显示，与正常肝组织比较，HCC 组织中

CYP27A1 mRNA 表达量明显降低[9.120(8.140，9.814) 
vs. 10.020(9.779，10.260)，P<0.01]。CYP27A1 表达与

HCC 患者性别、T分期、肿瘤分级、肿瘤分期等有

关(P<0.05，表1)。

2.2　CYP27A1表达与HCC患者预后的关系　Kaplan-
Meier生存分析显示，CYP27A1低表达组总生存率明

显低于高表达组，差异有统计学意义(P<0.01，图1)。
2.3　CYP27A1基因集富集分析　GSEA富集分析结果

显示，CYP27A1低表达组HCC“干性”亚类中上调

基因集的归一化富集分数 (normalized enrichment 
score，NES)为 1.80(图 2A)，HCC“增殖”亚类中上

调基因集的 NES 为 1.77(图 2B)，HCC 生存率下降相

关基因集的NES为1.77(图2C)。
2.4　CYP27A1的亚细胞定位　PSORT Ⅱ在线网站分

析结果显示，CYP27A1 在细胞中主要定位于细胞质

(52.2%)、细胞核(30.4%)、线粒体(13.0%)、细胞骨架

(4.3%)。免疫荧光染色检测结果显示，在 MHCC-
97H、HCCLM3 细胞中，CYP27A1 主要定位于细胞

核(图3)。HPA数据库分析结果显示，在HepG2细胞

中，CYP27A1主要定位于细胞质和线粒体(图3)。以

上结果提示，在不同类型细胞中 CYP27A1 可能在不

同部位发挥不同的作用。

2.5　过表达 CYP27A1 重组质粒验证结果　RT-qPCR
和 Western blotting 检测结果显示，与阴性对照组比

较，CYP27A1 过表达组 MHCC-97H、HCCLM3 细胞

中CYP27A1 mRNA和蛋白相对表达水平均明显升高，

差异有统计学意义(P<0.01，图4)。
2.6　过表达CYP27A1对HCC细胞活力、ROS水平及

细胞凋亡的影响　CCK-8 法检测结果显示，与阴性

对 照 组 比 较 ， CYP27A1 过 表 达 组 MHCC-97H、

HCCLM3 细胞活力均下降 (P<0.01)；转染 24、48、
72 h，MHCC-97H 细胞生长抑制率分别为 46.82%、

53.92%、 59.59%， HCCLM3 细 胞 分 别 为 33.27%、

38.16%、36.14%(图5A)。ROS荧光探针法检测结果显

示，与阴性对照组比较，CYP27A1过表达组MHCC-
97H、HCCLM3细胞中ROS水平均明显降低(P<0.05，
图5B)。流式细胞仪检测结果显示，CYP27A1过表达

组 MHCC-97H、HCCLM3 细胞凋亡率与阴性对照组

比较，差异均无统计学意义(P>0.05，图5C)。
2.7　CYP27A1与调控ROS生成相关基因表达的相关

性　共下载得到 165 个调控 ROS 生成相关基因，其

表 1　CYP27A1 表达与 HCC 患者临床病理特征的相关性

(n=340)
Tab. 1　Correlation of CYP27A1 expression with HCC patients' 
clinical pathological characteristics (n=340)

临床病理特征

年龄(岁)

≤60

>60

性别

男

女

T分期

T1+T2

T3+T4+TX

淋巴转移

N0

N1+NX

远处转移

M0

M1+MX

肿瘤分级

G1+G2

G3+G4

NA

肿瘤分期

Ⅰ+Ⅱ
Ⅲ+Ⅳ
NA

例(%)

165(48.5)

175(51.5)

232(68.2)

108(31.8)

252(74.1)

88(25.9)

238(70.0)

102(30.0)

243(71.5)

97(28.5)

214(62.9)

121(35.6)

5(1.5)

239(70.3)

81(23.8)

20(5.9)

CYP27A1 mRNA
表达量(x̄±s)

8.677±1.431

8.828±1.559

8.976±1.368

8.278±1.653

8.891±1.421

8.365±1.647

8.807±1.449

8.632±1.608

8.780±1.480

8.691±1.549

8.978±1.370

8.391±1.543

8.952±1.307

8.293±1.722

P

0.3536

<0.0001

0.0149

0.3358

0.5656

0.0001

0.0004

HCC. 肝细胞癌；CYP27A1. 细胞色素P450家族27亚家族A成

员1；NA. 缺失值

CYP27A1. 细胞色素P450家族27亚家族A成员1；HCC. 肝细胞癌

图1　CYP27A1表达与HCC患者预后的关系

Fig. 1　Relationship between the expression of CYP27A and the 
HCC patients' prognosis
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中64个在HCC中呈差异表达(图6A)。Spearman分析

结果显示，与 CYP27A1 表达有明显相关性的基因有

34个(图 6B)，其中正相关基因 24个，包括 4个具有

促进ROS生成作用的基因，20个具有抑制ROS生成

作用的基因(表2)。
2.8　调控 ROS 生成相关基因与 HCC 增殖相关基因

表达的相关性　根据GSEA增殖基因集，共获得 114

个在 HCC 中差异表达的增殖相关基因(图 7A)。与

表2中20个抑制ROS生成基因在String中构建蛋白质

互作网络，结果显示，12个抑制ROS生成基因与 20
个HCC增殖相关基因有直接相互作用(图7B)。使用

Spearman计算相关系数，结果显示，20个HCC增殖

相关基因与12个抑制ROS生成基因表达呈明显负相

关(P<0.05，图7C)。

NES. 归一化富集分数；FDR. 错误发现率；CYP27A1. 细胞色素P450家族27亚家族A成员1；HCC. 肝细胞癌；A. HCC“干性”亚类中

上调的基因集；B. HCC“增殖”亚类中上调的基因集；C. HCC生存率下降相关基因集

图2　CYP27A1低表达组 c2内参基因集的GSEA富集分析结果(n=170)
Fig.2　The GSEA findings of the c2 reference gene sets for the low-expression of CYP27A1 group (n=170)

HCC. 肝细胞癌；CYP27A1. 细胞色素P450家族27亚家族A成员1；MHCC-97H、HCCLM3、HepG2为肝癌细胞株

图3　HCC细胞中CYP27A1的亚细胞定位

Fig.3　Subcellular localization of CYP27A1 in HCC cells
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HCC. 肝细胞癌；CYP27A1. 细胞色素P450家族 27亚家族A成员 1；A. qRT-PCR检测CYP27A mRNA表达水平；B. Western blotting检测

CYP27A1蛋白表达水平；与阴性对照组比较，(1)P<0.01

图4　HCC细胞中过表达CYP27A1重组质粒验证(n=3)
Fig.4　Identification of CYP27A1 over-expression plasmid in HCC cells (n=3)

HCC. 肝细胞癌；CYP27A1. 细胞色素P450家族27亚家族A成员1；ROS. 活性氧；A. 过表达CYP27A1对HCC细胞活力的影响；B. 过表

达CYP27A1对HCC细胞中ROS水平的影响；C. 过表达CYP27A1对HCC细胞凋亡的影响；与阴性对照组比较，(1)P<0.05，(2)P<0.01

图5　过表达CYP27A1对HCC细胞活力、ROS水平及细胞凋亡的影响(n=3)
Fig.5　Effects of CYP27A1 over-expression on cell viability, ROS level and apoptosis of HCC cells (n=3)
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表2　CYP27A1与促进和抑制ROS生成相关基因表达的相关性

Tab.2　Correlation between CYP27A1 and the expression of genes related to the promotion and inhibition of ROS production

相关性

正相关(r>0.2)

负相关(r<-0.2)

促进ROS生成基因

BNIP3、PID1、AGTR1、CD36

NOX4、DUOX1、PLA2R1、
MPV17、TLR2、SH3PXD2B

抑制ROS生成基因

SOD1、 RGN、 PON3、 CCS、 SIRT5、 F2、 SIRT3、 HDAC6、 EPHX2、 PLIN5、
GADD45A、PRCP、PDK4、CPS1、IMMP2L、FOXO1、MT-ND2、NFE2L2、PINK1、
PARK2

G6PD、BRCA1、FOXM1、HK2

ROS. 活性氧；CYP27A1. 细胞色素P450家族27亚家族A成员1

ROS. 活性氧；CYP27A1. 细胞色素P450家族 27亚家族A成员 1；A. 筛选与调控ROS生成相关的差异表达基因；B. CYP27A1表达与调

控ROS生成相关基因的相关性分析

图6　CYP27A1与调控ROS生成相关基因表达的相关性分析

Fig.6　Correlation analysis between the expression of CYP27A1 and ROS generation-related genes
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3　讨　　论

HCC是全球癌症死亡的主要原因之一，虽然分

子靶向治疗显著提高了HCC患者的生存率[18-19]，但

5年生存率仍较低[5]。近年来，越来越多的分子靶向

研究集中于线粒体等细胞器，以揭示新的癌症防治

策略[20]。线粒体作为细胞代谢的主要细胞器，其形

态功能异常与HCC的发生发展紧密相关[21]。

CYP27A1 基因位于 2 号染色体 q35，含 9 个外显

子，编码由 498个氨基酸组成的固醇 27-羟化酶，催

化胆汁酸合成所需的羟基化过程，维持体内胆固醇

平衡，参与维生素D代谢，在不同组织器官中发挥

潜在的促癌或抑癌功能[10]。Liang等[13]发现，过表达

CYP27A1 可抑制膀胱癌细胞增殖；而在肺腺癌中，

沉默 CYP27A1 可抑制胆固醇对肺腺癌细胞增殖和侵

袭的促进作用，抑制高胆固醇饮食诱导的肺腺癌体

内转移[22]；下调乳腺癌组织中 CYP27A1 的表达可抑

制乳腺癌的生长[23]。帕成周等[15]发现，CYP27A1 表

达与HCC临床分期及预后相关，可能成为临床诊治

HCC的肿瘤分子标志物。然而，CYP27A1在HCC中

的功能及分子机制尚不完全清楚。本研究结果表明，

HCC 组织中 CYP27A1 mRNA 表达水平明显降低，且

与 HCC 患者不良预后有关；Ⅲ、Ⅳ期 HCC 组织中

CYP27A1 mRNA 表达量明显低于Ⅰ、Ⅱ期，提示

CYP27A1 可能参与 HCC 的恶性进展。GSEA 富集分

析结果中，NES>1表明CYP27A1低表达组HCC干细

胞相关基因及HCC增殖相关基因表达上调，提示低

表达 CYP27A1 可能通过调控癌细胞干性和增殖基因

促进HCC的恶性进展。

本研究结果显示，过表达 CYP27A1 可明显抑制

HCC 细胞活力，但其具体机制尚不完全清楚。其

中，生物信息学预测CYP27A1可能主要定位于细胞

质、细胞核、线粒体等；在 MHCC-97H、HCCLM3
细胞中，CYP27A1 主要定位于细胞核；在 HepG2 细

胞中，CYP27A1主要定位于线粒体，提示在HCC细

胞中 CYP27A1 可能在细胞核和线粒体中发挥功能。

线粒体是ROS生成的主要部位。ROS水平升高可激

活肿瘤信号通路，促进肿瘤细胞的恶性增殖；还可

激活抗肿瘤信号通路，启动氧化应激诱导的肿瘤细

胞程序性死亡[24]。本研究发现，过表达CYP27A1后，

HCC细胞中ROS水平明显降低，细胞活力下降，高

度提示低表达 CYP27A1 可能通过促进 ROS 产生，最

终导致HCC恶性生长。利用生物信息学进一步分析

CYP27A1 与调节 ROS 生成相关基因表达的关系，以

ROS. 活性氧；HCC. 肝细胞癌；A. 筛选与HCC增殖相关的差异表达基因；B. 抑制ROS生成基因与HCC增殖相关差异表达基因的蛋

白质互作网络；C. 热图显示抑制ROS生成基因与HCC增殖相关基因表达的相关性；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001

图7　ROS相关基因和HCC增殖相关基因的蛋白质互作及相关性分析

Fig.7　The analysis of protein-protein interaction and correlation between ROS-related genes and HCC proliferation-related genes
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及调节ROS生成相关基因与HCC增殖相关基因表达

的关系，结果表明，CYP27A1 与抑制 ROS 生成相关

基因表达呈正相关，提示过表达 CYP27A1 可抑制

ROS的产生。此外，抑制ROS生成相关基因与HCC
增殖相关基因表达呈负相关，提示ROS降低可抑制

HCC细胞增殖，部分解释了过表达CYP27A1后HCC
细胞中 ROS 水平降低、细胞活力下降的现象，

CYP27A1可能通过降低ROS抑制HCC细胞增殖，具

体分子机制有待进一步探讨。此外，本研究发现，

过表达 CYP27A1 对 HCC 细胞凋亡无影响。由此推

测，过表达CYP27A1导致HCC细胞活力下降可能与

其他因素，如细胞周期阻滞及细胞内环境稳态的破

坏等有关，而与细胞凋亡无关，但仍需进一步研究

探讨。

综上所述，CYP27A1 在 HCC 组织中呈低表达，

且其表达与HCC患者临床分期及预后有关；过表达

CYP27A1能有效抑制HCC细胞活力及ROS产生，提

示CYP27A1在HCC发生发展过程中可能发挥重要作

用，有望成为HCC的潜在治疗靶点和预后评估分子

标志物。
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