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[摘要] 目的 探讨 DUSP9 基因对肝母细胞瘤(hepatoblastoma,HB)增殖和转移的影响及其机制。方法

基于公共肿瘤数据库,进行 HB单细胞转录组分析及DUSP9 基因的泛癌分析;采用RT-qPCR与免疫组织化学染

色方法检测 HB肿瘤组织及癌旁组织中DUSP9 基因与蛋白的表达水平。将 HepG2细胞分为A1、B1组,将 Huh6
细胞分为A2、B2组,分别转染shNC(A1、A2组)、shDUSP9(B1、B2组)。通过CCK-8实验、平板克隆形成实验、划
痕实验及Transwell实验,检测各组细胞的增殖、迁移能力。通过裸鼠成瘤实验评估DUSP9对 HB细胞体内增殖

与成瘤能力的影响。采用 Westernblotting实验检测各组细胞DUSP9及 MAPK通路相关蛋白的表达水平。通过

免疫沉淀-质谱(IP-MS)技术筛选DUSP9潜在互作蛋白,同时结合功能富集分析探讨其潜在分子机制。结果 单

细胞转录组分析显示,DUSP9 在肝脏恶性上皮细胞中呈显著高表达。泛癌分析显示,DUSP9 在膀胱尿路上皮癌、

肝细胞肝癌、肺鳞状细胞癌等多种恶性肿瘤组织中均显著高表达。免疫组织化学染色及RT-qPCR技术检测结果

显示,相较于癌旁组织,HB患者肿瘤组织中DUSP9蛋白和基因表达水平显著上调(t=5.719、5.273,P<0.05)。

CCK-8实验结果显示,细胞培养48~96h时,HepG2细胞(A1与B1组比较)与 Huh6细胞(A2与B2组比较)各组

细胞增殖率存在显著差异(F=13.64~179.23,P<0.05);平板克隆形成实验、细胞划痕实验以及Transwell实验结

果显示,B1、B2组细胞集落数目以及细胞迁移率显著低于A1、A2组(t=5.26~20.86,P<0.05)。裸鼠成瘤实验显

示,与A组相比,B组体内的肿瘤细胞增殖能力与成瘤能力显著下降(P<0.05)。Westernblotting实验显示,A1
组与B1组、A2组与B2组比较,细胞中DUSP9、p-ERK、p-MEK蛋白相对表达水平均差异有显著性(t=3.77~
13.27,P<0.05)。IP-MS结果显示,DUSP9可与PA2G4、AFP、SMARCC1等蛋白发生相互作用,其互作蛋白主要

参与核糖体功能、翻译调控、细胞黏附等生物学过程。结论 DUSP9 在 HB中异常高表达,可通过调控 MAPK通

路及结合多种互作蛋白,促进 HB增殖与转移,是 HB潜在促癌基因与治疗靶点。
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EffectofDUSP9ontheproliferationandmetastasisofhepatoblastomaanditsmechanism  ZHOU

Pingping,WUXiongwei,LIUYao,WANGChaojin,DONGQian (DepartmentofPediatricSurgery,TheAffiliatedHospital
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[ABSTRACT] Objective ToinvestigatetheeffectofDUSP9ontheproliferationandmetastasisofhepatoblastomaandits

mechanism. Methods Single-celltranscriptomicanalysisforHBandpan-canceranalysisforDUSP9wereperformedbasedon

publictumordatabases,andRT-qPCRandimmunohistochemicalstainingwereusedtomeasurethemRNAandproteinexpression

levelsofDUSP9inHBtumortissueandparacanceroustissue.HepG2cellsweredividedintogroupsA1andB1,andHuh6cells

weredividedintogroupsA2andB2.ThecellsingroupsA1andA2weretransfectedwithshNC,andthoseingroupsB1andB2

weretransfectedwithshDUSP9.CCK-8assay,colonyformationassay,woundhealingassay,andTranswellassaywereusedto

measuretheproliferationandmigrationabilitiesofcellsineachgroup.Axenograftnudemousemodelwasusedtoobservethe

effectofDUSP9ontheproliferationandtumorigenicabilitiesofHBcellsinvivo.Westernblottingwasusedtomeasuretheexpres-

sionlevelsofDUSP9andMAPK/ERKpathway-relatedproteinsineachgroup.Immunoprecipitation-massspectrometry(IP-MS)

wasusedtoidentifythepotentialinteractingproteinsofDUSP9,andenrichmentanalyseswereperformedtoexploretheirpotential

molecularmechanisms. Results Thesingle-celltranscriptomicanalysisshowedthatDUSP9wassignificantlyhighlyexpressed

inmalignantepithelialcellsoftheliver,andthepan-canceranalysisshowedsignificantlyhighexpressionofDUSP9invariousma-

lignanttumorssuchasbladderurothelialcarcinoma,hepatocellularcarcinoma,andlungsquamouscellcarcinoma.Immunohisto-

chemicalstainingandRT-qPCRshowedthatcomparedwithparacanceroustissue,theexpressionlevelofDUSP9wassignificantly

upregulatedintumortissueofHBpatients(t=5.719,5.273,P<0.05).CCK-8assayshowedthatat48-96hoursofcellculture,

therewasasignificantdifferenceinproliferationratebetweenHepG2cells(groupsA1andB1)andHuh6cells(groupsA2andB2)

(F=13.64-179.23,P<0.05);thecolonyformationassay,wound

healingassay,and Transwellassayshowedthatcompared with

groupsA1andA2,groupsB1andB2hadsignificantlylowernumber
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ofcellcoloniesandcellmigrationrate(t=5.26-20.86,P<0.05).Thexenograftnudemousemodelexperimentshowedthatcom-

paredwithgroupA,groupBshowedsignificantreductionsintheproliferativecapacityandtumorigenicabilityoftumorcells(P<

0.05).WesternblottingshowedthatthereweresignificantdifferencesintherelativeproteinexpressionlevelsofDUSP9,p-ERK,

andp-MEKbetweengroupsA1andB1andbetweengroupsA2andB2(t=3.77-13.27,P<0.05).TheresultsofIP-MSshowed

thatDUSP9couldinteractwithvariousproteinsincludingPA2G4,AFP,andSMARCC1,andsuchinteractingproteinsweremain-

lyinvolvedinthebiologicalprocessessuchasribosomalfunction,translationalregulation,andcelladhesion. Conclusion Ab-

normallyhighexpressionofDUSP9isobservedinHB.DUSP9canpromotetumorproliferationandmetastasisbyregulatingthe

MAPKpathwayandbindingtovariousinteractingproteins,itisapotentialoncogeneandtherapeutictargetforHB.
[KEYWORDS] Hepatoblastoma;Dual-specificityphosphatases;MAPkinasesignalingsystem;Generegulatorynetworks;

Cellproliferation;Cellmovement

  肝母细胞瘤(hepatoblastoma,HB)是儿童最常

见的肝脏原发性恶性肿瘤,占儿童所有原发性肝脏

恶性肿瘤的50%~60%[1]。目前,手术联合辅助化

疗的综合治疗模式可显著提升HB患儿的总体生存

率,但高危患儿仍存在肿瘤复发、远处转移及预后不

良等问题[2]。因此,探寻新型分子标志物及精准治

疗靶点,对改善 HB高危患儿的预后具有重要临床

意义[3]。既往研究结果表明,Wnt/β-catenin、MYC、

MAPK等多条信号通路的异常激活与 HB的发生、
发展密切相关。其中,MAPK/ERK信号通路在调

控肿瘤细胞增殖、侵袭、转移及介导化疗耐药过程中

发挥关键作用[4],但该通路在 HB中的具体分子调

控机制尚未完全阐明。
双特异性磷酸酶(DUSP)家族是 MAPK通路

的关键调控因子。过去的研究认为,DUSPs 主要

发挥抑癌基因作用[5],而近年多项研究发现,其具有

显著的肿瘤类型依赖性特征[6-7]。在成人肝细胞癌

中,DUSP9 呈异常高表达状态,且与患者不良预后

密切相关;敲低DUSP9 可逆转肿瘤化疗耐药,提示

DUSP9 在成人肝癌中可发挥致癌作用[8]。目前关

于DUSP9 在 HB中的相关研究仍较为匮乏,仅少

量转录组学研究提示DUSP9 在HB不良预后分子

亚群中高表达[9],但其具体生物学功能及分子调控

机制尚未明确。基于上述研究背景,本研究结合单

细胞转录组分析、临床样本验证及体内外功能实验,
系统探讨DUSP9 对 HB细胞增殖、迁移的调控作

用及相关分子机制,旨在为 HB患儿的精准临床治

疗提供新的作用靶点与理论支撑。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

人HB细胞系 HepG2细胞以及 Huh6细胞均

购买于北京中源合聚生物科技有限公司,慢病毒sh-
DUSP9(序列:5'-GCATCCGCTACATCCTCAAT-
G-3')及其阴性对照慢病毒(shNC)购买于上海吉凯

基因医学科技股份有限公司,CCK8试剂购自上海

皓元生物医药科技有限公司,蛋白提取试剂(RIPA)
购自北京索莱宝科技有限公司,ERK、MEK抗体购

买于江苏亲科生物研究中心有限公司,DUSP9抗

体、GAPDH抗体及山羊抗兔IgG二抗购自武汉三

鹰生物技术有限公司,BCA试剂盒购买于上海碧云

天生物技术有限公司,RNA提取试剂(RNeasy)购
自上海博竞生物科技有限公司,ECL显色试剂盒以

及RT-qPCR 试剂盒(SYBR GreenPCR Master-
Mix)购自武汉爱博泰克生物科技有限公司。

4周龄雌性BALB/c裸鼠购自济南朋悦实验动

物科技有限公司,饲养于青岛大学生物医学中心实

验室动物平台,饲养条件为室温(22±2)℃、相对湿

度(50±5)%、12/12h昼夜循环,自由进食饮水。

1.2 DUSP9 基因在不同肿瘤组织中的表达水平及

其与患者预后的关系

从GEO数据库(GSE180665)下载 HB单细胞

转录组数据,分析不同细胞亚群(肝脏恶性上皮细

胞、内皮细胞及成纤维细胞)中DUSP9 表达水平的

差异。根据DUSP9 在 HB细胞中的表达水平,以
中位值为界将其分为 DUSP9高表达组与低表达

组,并对差异表达基因进行GO功能及KEGG通路

富集分析。采用R语言CellChat包构建各细胞亚

群间的通讯网络,分析肝脏恶性上皮细胞与其他各

细胞亚群间的配体-受体相互作用关系。从TCGA
及GTEx数据库下载多种人类肿瘤组织及配对正

常组织的RNA-seq表达数据,以及对应的临床生存

信息,分析DUSP9 基因在不同肿瘤组织与对应正

常组织中的表达差异;绘制 Kaplan-Meier生存曲

线,采用Log-rank检验比较DUSP9高、低表达组患

者的总生存期(OS)差异。

1.3 HB患儿的肿瘤组织和癌旁组织的免疫组织

化学(IHC)染色

选取2014年6月-2025年6月于青岛大学附

属医院术后组织病理学确诊为 HB的45例患儿的
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肿瘤组织和癌旁组织蜡块。患儿年龄为1~14岁。
将两种组织样本均经切片、脱蜡、水化及抗原修复处

理后,使用5%血清封闭。将组织切片与一抗于

4℃下孵育过夜,次日加入对应二抗。孵育结束后,
于光学显微镜下观察DUSP9蛋白的染色情况并采

集图像。所有IHC染色结果均由两位经验丰富的

病理医师独立阅片并完成评分。

IHC综合评分为阳性细胞百分比评分与染色

强度评分的乘积。其中阳性细胞百分比0~10%、

11%~25%、26%~50%、51%~75%、>75%分别

对应0、1、2、3、4分,染色强度评分标准:无染色、弱
染色、中等染色、强染色分别对应0、1、2、3分。综合

评分≥6分定义为DUSP9蛋白高表达,评分<6分

定义为DUSP9蛋白低表达。

1.4 RT-qPCR技术检测肿瘤组织和癌旁组织中

DUSP9 基因表达水平

选取2014年6月-2025年6月于青岛大学附

属医院术后组织病理学确诊为HB的6例患儿的冰

冻肿瘤组织和癌旁组织,患儿年龄为1~14岁。
采用RNA试剂盒提取样本总RNA,使用逆转

录试剂盒于20μL反应体系中完成逆转录反应。采

用RT-qPCR系统检测基因表达水平,PCR扩增程

序为:95℃预变性30s,随后进行40个循环(95℃
变性5s、60℃退火及延伸30s)。采用2-△△CT法计

算目的基因的相对表达量,以对照组样本作为参照

进行标准化校正。DUSP9引物序列正义链:5'-GT-
CAGCCGTTCTGTCACCGTC-3',反 义 链:5'-AC-
CAGGTCATAGGCATCGTT-3';β-actin引物序列

正义链:5'-CATGTACGTTGCTATCCAGGC-3',反
义链:5'-CTCCTTAATGTCACGCAGAT-3'。

1.5 细胞分组和转染

将HepG2细胞、Huh6细胞分别接种于 MEM、

DMEM完全培养基(含10% FBS和1%青霉素-链
霉素溶液),置于37℃、含体积分数0.05CO2培养

箱培养,当细胞密度达80%~90%时,接种于 T25
瓶(1.25×106个)。将 HepG2细胞分为A1、B1组,
将Huh6细胞分为 A2、B2组,待细胞密度培养至

30%左右时,使用转染试剂并按照shRNA转染说

明书的步骤分别转染shNC(A1、A2组)、shDUSP9
(B1、B2组),继续培养24h,更换培养基后置于培

养箱中继续培养,用于后续实验。

1.6 各组细胞的细胞增殖率检测

取转染成功且处于对数生长期的各组细胞,经
胰酶消化、重悬并计数后,制备成适宜浓度的细胞悬

液,接种于96孔板中,每孔100μL。实验设置空白

对照组(仅含培养基),各组均设置3个复孔。分别

于培养第24、48、72、96小时时,每孔加入10μL
CCK-8试剂,轻柔混匀且避免产生气泡,置于37℃、
含体积分数0.05CO2 的培养箱中避光孵育2h。使

用酶标仪检测波长450nm处各孔吸光度(A)值,并
计算细胞增殖率。细胞增殖率=(A实验组-A空白组)/
(A对照组-A空白组)×100%。

1.7 平板克隆形成实验检测各组细胞增殖情况

取转染成功且处于对数生长期各组细胞,使用

完全培养基制备单细胞悬液,调整细胞浓度至5×
105个/L,以3000个/孔接种于6孔板中,置于培养

箱中培养14d,期间每3d更换一次完全培养基。

PBS清洗细胞后,每孔加入1mL4%多聚甲醛固定

20min,加入0.5%结晶紫染色10min,纯水清洗后

倒置晾干。置于光学显微镜下观察拍照,并计算各

组细胞的克隆形成集落数量。

1.8 细胞划痕实验检测各组细胞迁移情况

取转染成功且处于对数生长期各组细胞,接种

于6孔板中,培养至细胞密度达80%~90%时,使
用100μL无菌移液器吸头于细胞孔底部垂直画直

线(每孔划痕尽量保持一致),用PBS冲洗细胞,加
入培养基(含5%FBS)后继续进行培养。使用光学

显微镜分别于画线后第0、48小时时观察并拍照,使
用ImageJ软件计算各组细胞划痕面积,计算细胞迁

移率。细胞迁移率=(W0-W48)/W0×100%。其

中W0、W48分别为第0、48小时时的划痕面积。

1.9 Transwell实验检测各组细胞迁移情况

取转染成功且处于对数生长期各组细胞,使用

无血清培养基制备单细胞悬液并调整细胞浓度,以

15×106个/孔接种于 Transwell小室上室中,下室

加入完全培养基,置于培养箱常规培养24h。取出

小室,以4%多聚甲醛固定细胞,0.5%结晶紫溶液染

色,擦除小室内侧残留细胞。置于光学显微镜下观

察并拍照,然后计算细胞迁移数量。

1.10 Westernblotting(WB)实验检测各组细胞中

DUSP9及 MAPK信号通路相关蛋白表达水平

取转染成功且处于对数生长期各组细胞,加入

含蛋白酶抑制剂的强效RIPA裂解液提取总蛋白,
辅以超声处理促进细胞充分裂解。将蛋白样品行变

性处理后,经SDS-PAGE电泳完成蛋白分离,并转

印至PVDF膜上。室温下采用5%脱脂奶粉封闭

1h;随后4℃一抗孵育过夜,所用一抗包括DUSP9
一抗(1∶5000)、ERK一抗(1∶6000)、p-ERK一

·991·



精准医学杂志2026年06月第41卷第3期 JPrecisMed,June2026,Vol.41,No.3

抗(1∶2000)、MEK一抗(1∶2000)、p-MEK一抗

(1∶1500)和β-actin(1∶5000),次日,室温下相应

二抗(1∶10000)孵育1h。采用FUJI激光成像系

统显影并获取蛋白条带,使用ImageJ软件分析条带

灰度值,以β-actin为内参,计算DUSP9及 MAPK
信号通路相关蛋白的相对表达量。

1.11 异种移植小鼠肿瘤模型的制备及其肿瘤组织

的IHC染色

取转染成功且处于对数生长期的 A2、B2组细

胞,采用PBS重悬并调整细胞浓度为5×1010个/L。
将细胞悬液与基质胶1∶1混匀。按每只裸鼠5×
106个细胞、总体积200μL的剂量,于裸鼠右侧腋窝

皮下接种,接种A2组细胞的裸鼠为 A组,接种B2
组细胞的裸鼠为B组。每3d观察裸鼠一般状况及

肿瘤生长情况,采用游标卡尺测量肿瘤长径(L)与
短径(W),依据公式V=1/2×L×W2 计算肿瘤体

积。接种4周后裸鼠腹腔注射戊巴比妥钠麻醉并颈

椎脱臼法处死,完整剥离瘤体并称重,记录肿瘤体积

与质量。分离的肿瘤组织经4%多聚甲醛固定、洗
涤、修块、常规脱水包埋、切片,行IHC染色,观察增

殖相关蛋白Ki-67染色情况,方法同1.3。

1.12 DUSP9互作蛋白的质谱分析及富集分析

通过免疫沉淀-质谱(IP-MS)技术筛选DUSP9
的潜在互作蛋白。采用 DUSP9特异性抗体处理

HepG2细胞和 Huh6细胞,富集DUSP9蛋白复合

物,同时以IgG抗体作为阴性对照,对富集所得蛋

白样本进行LC-MS/MS检测。质谱原始数据利用

MaxQuant软件分析,基于 UniProt人源蛋白数据

库进行蛋白检索与注释。以IgG为参照筛选差异

互作蛋白,筛选阈值设定为差异倍数(FC)>1.5或

FC<0.67、P<0.05,最终得到DUSP9的候选互作

蛋白数据集。进一步对候选互作蛋白进行GO功能

及KEGG通路富集分析,探究DUSP9潜在的生物

学功能与分子调控机制。

1.13 统计学处理

使用GraphPadPrismVersion9.5.0软件对数

据进行统计分析。所有细胞实验均独立重复3次。
计量资料以􀭺x±s表示,两组间比较采用独立样本t
检验,不同时间点各组间比较采用重复测量设计的

方差分析,生存资料比较采用Log-rank检验。以

P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结  果

2.1 肿瘤组织中 DUSP9 基因的表达水平及患者

预后分析

单细胞转录组分析显示,相较于内皮细胞及成

纤维细胞,DUSP9 在肝脏恶性上皮细胞中呈显著

高表达。GO功能以及KEGG通路富集分析显示,

DUSP9 低表达细胞主要富集于核糖体生物发生、
蛋白质翻译、脂质代谢及AMPK信号转导等代谢相

关通路;而DUSP9 高表达细胞显著富集于炎症反

应、TNF-α/NF-κB、IL-6/JAK-STAT3、缺氧、EMT、

P53及DNA损伤应答等肿瘤恶性表型相关通路。
细胞通讯分析结果显示,DUSP9 可显著调控并增

强 MDK信号通路的通讯活性。在DUSP9 高表达

的肝脏恶性上皮细胞与 T细胞的互作中,MDK-
(ITGA4+ITGB1)、MDK-SDC2等配体-受体对表

现出显著增强的细胞通讯能力,而DUSP9 低表达

细胞的整体细胞间通讯信号相对较弱。泛癌表达分

析显示,DUSP9 在膀胱尿路上皮癌、肝细胞肝癌、
肺鳞状细胞癌等多种肿瘤组织中呈显著高表达。生

存分析显示,在肝癌与肉瘤患者中,DUSP9 高表达

患者的总生存期显著缩短(P<0.05)。

2.2 HB患儿肿瘤组织和癌旁组织中DUSP9 基因

和蛋白表达水平比较

IHC染色的结果显示,HB患儿的肿瘤组织与

癌旁组织当中DUSP9评分分别为(6.500±1.570)、
(2.833±1.169)分,两者比较差异具有显著性(t=
5.719,P<0.05),见图1。HB患儿的肿瘤组织与癌

旁组织当中 DUSP9 基因的相对表达水平分别为

4.338±1.908、0.780±0.383,两组比较差异有显著

性(t=5.273,P<0.05)。

2.3 各组细胞的细胞增殖率比较

重复测量设计的方差分析结果显示,分组、时间

及分组与时间的交互作用对A1~B1组和A2~B2
组细胞的细胞增殖率均有显著影响(F分组=66.92、

105.80,F时间=209.30、392.50,F交互=14.57、29.11,

P<0.01);培养不同时间点各组细胞增殖率均有显

著性差异(F=13.64~179.23,P<0.05);进一步两

两比较结果显示,培养第24小时时各组细胞增殖率

无显著差异(P>0.05),第48、72、96小时时差异有

显著性(P<0.05)。见图2。

2.4 A1与B1组、A2与B2组细胞增殖能力比较

A1、B1组细胞的的克隆形成集落数量分别为

(376.00±24.02)、(86.67±15.02)个,两组比较差异

具有显著性(t=20.86,P<0.05)。A2、B2组细胞的

集落数量分别为(164.70±14.65)、(87.67±11.53)个,
两组比较有显著差异(t=5.26,P<0.05)。见图3。

·002·



精准医学杂志2026年06月第41卷第3期 JPrecisMed,June2026,Vol.41,No.3

上排放大100倍,下排为上排所选区域的局部放大,放大500倍

图1 HB患儿肿瘤组织与癌旁组织中DUSP9表达比较

图2 各组细胞培养不同时间点的细胞增殖率比较

2.5 各组细胞的迁移及侵袭能力比较

细胞划痕实验结果显示,A1、B1组细胞迁移率

分别为(54.90±7.92)%、(25.67±4.04)%,两组比

较差异具有统计学意义(t=6.39,P<0.05);A2、B2
组细胞的迁移率分别为(42.67±5.03)%、(24.96±
3.00)%,两组间比较差异具有显著性(t=6.08,P<
0.05)。见图4。Transwell实验结果显示,A1组、

B1组细胞的迁移数量分别为(346.00±27.23)、

(101.70±16.50)个,两组比较差异具有显著统计学

意义(t=15.54,P<0.05);A2组、B2组细胞的迁移

数量分别为(450.30±43.77)、(132.00±39.66)个,
两组比较差异具有显著统计学意义(t=12.60,P<
0.05)。见图5。

2.6 各组细胞中 MAPK信号通路相关蛋白表达水

平比较

WB实验显示,A1组与B1组、A2组与B2组比

较,细胞中DUSP9、p-ERK、p-MEK蛋白相对表达

水平差异均有显著性(t=3.44~13.27,P<0.05),

ERK、MEK蛋白的相对表达水平比较差异无显著

性(P>0.05)。见表1。

表1 各组细胞中 MAPK信号通路相关蛋白相对表达

水平比较(n=3,􀭵x±s)

组别 DUSP9 ERK p-ERK MEK p-MEK

A1组 0.98±0.010.83±0.260.87±0.060.84±0.110.86±0.08
B1组 0.33±0.180.82±0.170.63±0.040.86±0.090.57±0.12
A2组 0.96±0.090.83±0.060.82±0.050.84±0.060.76±0.10
B2组 0.35±0.080.84±0.050.39±0.030.88±0.080.49±0.09

2.7 两组裸鼠的肿瘤体积和质量比较

重复测量设计的方差分析结果显示,分组、时间

及分组与时间的交互作用对裸鼠肿瘤体积均有显著

影响(F分组 =210.10,F时间 =85.13,F交互 =24.90,

P<0.05);随接种时间延长,两组裸鼠肿瘤体积均

逐渐增大(F=23.85、6.67,P<0.05);自第18天起,

A组裸鼠肿瘤体积显著大于B组,且差异随饲养时

间逐渐扩大(t=3.42~9.89,P<0.05)。在第28天

时,A组裸鼠平均肿瘤质量为(209.76±42.42)mg,

B组为(77.00±18.47)mg,差异具有统计学意义

(t=6.36,P<0.05)。见图6。裸鼠肿瘤组织IHC
染色检测结果显示,与 A组相比,B组肿瘤组织中

增殖相关蛋白Ki-67表达量显著降低。见图7。

2.8 DUSP9互作蛋白的质谱筛选与功能富集分析

经IP-MS技术共筛选出84个DUSP9的潜在

图3 各组细胞的增殖能力比较(结晶紫染色,放大100倍)
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图4 各组细胞的迁移能力比较(放大100倍)

图5 各组细胞的侵袭能力比较(结晶紫染色,放大100倍)

图6 两组裸鼠肿瘤体积随时间变化曲线

互作蛋白,其中代表性蛋白包括PA2G4、NCAPD2、

AFP、SMARCC1、CTNNBL1等。功能特征分析显

示,上述互作蛋白主要参与细胞周期调控、染色质重

塑、胚胎程序调控及 Wnt信号通路等生物学过程。

GO功能显示,细胞组分层面,互作蛋白主要富集于

核糖体、细胞-底物黏附连接及黏着斑;生物学过程

层面,互相蛋白主要富集于 mRNA分解代谢、翻译

起始及蛋白质内质网靶向过程;分子功能层面,互相

蛋白主要富集于RNA结合、核糖体结构成分及肌

动蛋白结合。KEGG通路分析显示,互作蛋白显著

富集于核糖体、剪接体、核质运输及内质网蛋白加工

通路,其次为氨基酰-tRNA生物合成、DNA复制等

通路。见图8。

3 讨  论

HB是 婴幼儿高发的原发性肝脏恶性肿瘤,近

IHC染色,上排放大100倍,下排为上排所选区域的局部放大,

放大260倍

图7 两组裸鼠肿瘤组织中Ki-67表达水平比较

年发病率持续上升。目前临床主流的手术联合铂类

化疗方案疗效有限,高危HB患儿常出现化疗耐药,
生存期较短,肿瘤不可切除或转移的患儿肝移植后

复发风险依旧极高[1-3]。HB发病与胚胎信号通路

异常激活相关[4],而介导其恶性进展与耐药的核心

机制尚未阐明,挖掘 HB靶向治疗靶点对优化高危

患儿预后至关重要。
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A、B分别为 HepG2、Huh6细胞的GO功能分析,C、D分别为 HepG2、Huh6细胞的KEGG通路分析

图8 互作蛋白的GO功能与KEGG通路富集分析

  本研究单细胞转录组分析结果显示,DUSP9
在HB恶性上皮细胞中显著高表达,提示其为 HB
恶性进展内在驱动因子,而非肿瘤微环境广谱调控

因子。该结果突破了既往转录组水平DUSP9 泛肿

瘤表达的固有认知,明确了其在 HB恶性细胞中的

核心驱动作用[10]。该结论与肝细胞肝癌中DUSP9
富集于干性细胞亚群的研究结果相符[8],且在儿童

胚胎性肿瘤 HB中特征更为显著[11]。功能富集分

析提示,DUSP9 高表达可诱导肝细胞发生炎症激

活、恶性增殖及肿瘤微环境重塑,发挥促癌作用[11]。
细胞通讯分析显示,DUSP9 可显著调控MDK信号

通路的通讯活性,是肿瘤微环境细胞通讯的核心调

控分子。泛癌数据分析显示,DUSP9 在膀胱尿路

上皮癌、肝细胞肝癌、肺鳞状细胞癌等多种恶性肿瘤

中高表达,且与不良预后密切相关。本研究进一步

选取了HB患儿的组织样本,进行IHC染色及RT-
qPCR检测,结果显示,患儿肿瘤组织中DUSP9蛋

白和基因表达水平显著高于癌旁组织,进一步提示

DUSP9高表达与恶性肿瘤预后不良密切相关。
既往研究显示,DUSP家族在胰腺癌[12]、黑色

素瘤[13]、胶质母细胞瘤[14]等多种人类恶性肿瘤中

存在异常表达。目前已鉴定出40余种DUSP家族

成员[15],多数成员可通过调控 MAPK信号通路,参
与调节肿瘤细胞增殖、分化及免疫应答等生物学过

程[16-18]。家族成员中,DUSP22可通过靶向EGFR/

ERK通路抑制前列腺癌细胞增殖[19]。本研究通过

慢病毒感染技术敲低 HB细胞系 HepG2、Huh6细

胞中DUSP9 的表达,探究其生物学功能。体外实

验结果显示,敲低DUSP9 可抑制HB细胞增殖、迁
移能力,CCK-8实验、平板克隆形成实验证实细胞

增殖能力显著降低,细胞划痕实验与Transwell实

验显示敲低DUSP9 可使 HepG2、Huh6细胞迁移

能力显著下降。体内裸鼠成瘤实验进一步表明,敲
低DUSP9 可显著削弱Huh6细胞的体内增殖及成

瘤能力。以上结果提示,DUSP9可正向调控 HB恶

性增殖,是维持肿瘤快速生长的关键分子。

MAPK通路主要包含ERK、JNK、p38三大核

心组分,在肿瘤发生、进展的不同阶段发挥差异化调

控作用[20],其中ERK信号激活在介导多种肿瘤细

胞增殖、迁移中发挥重要作用[21-22]。结合本研究结

果,提示敲低DUSP9 可解除 MAPK通路抑制,触
发细胞内信号负反馈调节;同时JNK、p38通路的信

号拮抗效应与细胞应激反应互相叠加,最终下调了

p-ERK蛋白的表达水平,上调JUN、FOSB等通路
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下游转录因子的表达水平,进而诱导应激及增殖抑

制相关基因差异表达[5]。
本研究通过IP-MS筛选获得DUSP9的潜在互

作蛋白,包括PA2G4、NCAPD2、AFP、SMARCC1、

CTNNBL1。GO功能/KEGG通路富集分析显示,
上述互作蛋白网络主要富集于核糖体通路、剪接体、
翻译起始及细胞-底物黏附连接等生物学过程,为

DUSP9调控HB恶性表型的分子机制提供了理论

支撑,其中PA2G4是EGFR通路下游关键调控因

子,主要参与细胞转录与翻译过程调控[23-24]。现有

研究尚未证实PA2G4与ERK存在直接结合关系,
同时 MAPK通路可通过磷酸化4EBP1调控翻译起

始进程[25-26],而PA2G4作为RNA结合蛋白可在此

过程中发挥协同调控作用。本研究通过IP-MS技

术发现,DUSP9与PA2G4存在潜在互作关系,提示

DUSP9或通过结合PA2G4间接调控 MAPK通路

活性[27-28]。
现研究显示,PA2G4可能是通过p38MAPK/

HIF1α轴促进肝细胞肝癌的增殖与干性维持[29-30];

SMARCC1通过参与SWI/SNF染色质重塑,调控

HB干性基因的异常表达[31];AFP是 HB经典特异

性肿瘤标志物[32],其与DUSP9的互作进一步证实,

DUSP9可通过调控胚胎重编程相关通路参与 HB
的发生发展。综上,DUSP家族的肿瘤调控功能具

有高度特异性,可依据肿瘤类型、细胞谱系、肿瘤微

环境及下游信号通路差异,发挥促癌或抑癌的双向

调控作用[33-34]。由此推测,DUSP9 的表达特征与

HB高增殖的胚胎性肿瘤生物学特性高度符合,为
阐释HB化疗耐药的分子机制提供了全新思路和研

究视角。
本研究仍存在一定局限性。本研究通过IP-MS

筛选鉴定出DUSP9与PA2G4、AFP等蛋白存在潜

在相互作用,但尚未经Co-IP、GSTpull-down等经

典实验进一步验证,DUSP9蛋白与PA2G4蛋白直

接结合关系及精准调控机制仍有待明确。此外,本
研究重点探究了DUSP9 对HB细胞增殖的调控效

应,其在肿瘤代谢重编程、肿瘤微环境重塑中的潜在

作用尚未涉及,亦是后续研究的重要方向。未来深

入阐明DUSP9的多维调控机制,可进一步完善 HB
发病的分子理论体系,明确其作为 HB预后生物标

志物的应用价值,为临床开发 HB新型联合治疗策

略提供可靠的实验与理论依据。
综上所述,DUSP9 在 HB肿瘤组织中异常高

表达,可通过互作蛋白调控 MAPK信号通路,介导

HB细胞增殖、迁移等恶性生物学行为,是驱动 HB
发生发展的关键分子。DUSP9 的促癌作用与 HB
胚胎性肿瘤特性及其化疗耐药的特征高度契合,因
此具备作为HB预后生物标志物与新型治疗靶点的

应用潜力。未来应深入解析其多维调控网络,从而

为HB的机制研究与临床靶向联合治疗提供新的理

论依据。
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