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RNF149在原发性肝细胞肝癌中的表达及其临床意义

徐 旭 袁建辉 董可帅 余 佳

武汉大学人民医院肝胆外科  湖北  武汉  430060

摘要  目的：研究 RNF149 在原发性肝癌组织和癌旁组织中的表达差异以及其临床意义。方法：利用实时荧光

定量聚合酶链式反应 (qPCR)技术来分析 RNF149 在肝癌组织和癌旁组织的 mRNA 含量差异。采用免疫组织化学

芯片染色来检测肝癌组织和癌旁组织的 RNF149 蛋白表达差异。同时利用 X⁃tile 软件和组织芯片 85 例肝癌数据得

到 RNF149 的最佳截断值 0. 128，并将组织芯片的肝癌患者分成 RNF149 高表达组（n=53）和 RNF149 低表达组 (n
=32)，然后分析其对临床预后的影响以及与临床病理特征的关系。结果：RNF149 在肝癌组织的 mRNA 和蛋白表

达水平均低于癌旁组织（P<0. 05 和 P<0. 01）；相比于 RNF149 低表达的肝癌患者，RNF149 高表达的患者有更长

的总生存期（P=0. 045）和无病生存期（P=0. 001）。RNF149 的高或低表达与患者血清甲胎蛋白（AFP）水平相关

（P=0. 035），与其他临床病理特征无关（P>0. 05）。结论：RNF149 在肝细胞肝癌中低表达，高表达的 RNF149 对

肝癌预后具有保护意义。
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Abstract

Objective:: To study the expression difference of RNF149 in primary liver cancer tissues and 
paracancerous tissues and its clinical significance.  Methods:: Real⁃time fluorescence quantitative poly⁃
merase chain reaction (qPCR) was used to analyze the difference in mRNA content between hepatocel⁃
lular carcinoma tissues and paracancerous tissues of RNF149.  Immunohistochemical microarray stain⁃
ing was used to detect the difference in RNF149 protein expression between hepatocellular carcinoma  
and paracancerous tissues.  Meanwhile, X⁃tile software and tissue microarray data of 85 cases of hepa⁃
tocellular carcinoma were used to obtain the optimal cutoff value of 0. 128 for RNF149, and the hepa⁃
tocellular carcinoma patients with tissue microarray were divided into the RNF149 high ⁃ expression 
group (n=53) and the RNF149 low⁃expression group (n=32).  Finally, the effect of RNF149 expres⁃
sion on clinical prognosis and its relationship with clinicopathological features were analyzed.  Results:: 
The mRNA and protein expression levels of RNF149 in hepatocellular carcinoma tissues were lower 
than that in paracarcinoma tissues (P<0. 05 and P<0. 01); compared with hepatocellular carcinoma 
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patients with low expression of RNF149, patients with high expression of RNF149 had longer overall 
survival (P=0. 045) and disease⁃ free survival (P=0. 001).  High and low expression of RNF149 was 
correlated with the patient's serum α ⁃ fetoprotein (AFP) levels (P=0. 035), but was not statistically 
correlated with other clinicopathologic features (P>0. 05).  Conclusion:: The low expression of 
RNF149 in hepatocellular carcinoma has a protective significance for the prognosis of hepatocellular 
carcinoma.

Key Words RNF149； Primary Hepatocellular Carcinoma； Clinical Prognosis

原发性肝癌是 2020 年全球第六大最常见癌症

和第三大癌症死亡原因，约有 906 000 例新发病例

和 830 000 例肝细胞癌死亡病例［1］。肝细胞癌（he⁃
patocellular carcinoma,HCC）占原发性肝癌的 90%，

其发病率和死亡率在全球范围内不断增加［2］。采用

一线全身治疗的晚期 HCC 患者的中位总生存期不

到 20 个月［3］。因此，研究 HCC 进展的分子机制对

识别新的治疗靶点具有重要意义。

研究［4］表明，泛素化修饰作为蛋白质翻译后修

饰的一种，其相关蛋白的异常表达已被证明与各种

人类肿瘤密切相关。E3 泛素连接酶环指蛋白 149
（RNF149）属于 RNF 蛋白家族，其基因位于人类

2 号染色体上。RNF 家族蛋白，占据了 E3 连接酶的

绝大部分［5］，可调节关键的细胞活动，包括细胞周

期、DNA 修复、细胞信号传导和缺氧反应［6⁃7］。然

而，RNF149 作为一种全新的蛋白分子，其在肿瘤中

的作用研究很少，尤其是肝癌。因此，本文主要研

究 RNF149 在肝癌组织和癌旁组织的表达差异以及

其临床意义，为肝癌治疗提供可能的潜在靶点。

1 材料与方法

1. 1　实验材料   进行免疫组织化学检测的人类肝

癌组织标本来自华中科技大学同济医学院附属同

济医院 2012 至 2016 年期间的 105 例肝癌患者，其中

85 例临床信息完整的组织纳入本研究。临床信息

和病理特征等数据分析经华中科技大学伦理委员

会批准。进行 qPCR 的 23 对肝癌组织的 cDNA 来

自武汉大学人民医院 2016 年至 2018 年行肝癌手术

治疗的肝癌患者，组织标本采集均经过患者家属签

署知情同意书并经医院伦理委员会审核通过 。

qPCR 引物设计来自北京擎科生物科技有限公司，

逆转录试剂盒购于武汉 Servicebio 公司。RNF149
抗体购于武汉 Abclonal 公司，免疫组织化学染色

DAB 显色剂购于武汉 Servicebio 公司。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　实时荧光定量 PCR　提取肝癌组织 RNA，

用 RNA 逆转录试剂盒将提取的 RNA 逆转录成

cDNA，再进行实时荧光定量 PCR 检测。RNF149
上 游 引 物 序 列 为 GCTACGGGAACAT⁃
CACCTTG，下 游 引 物 序 列 为 CCCTATGGT⁃
CATCGTTACTGG；内参 β⁃actin 上游引物序列为

CCTTCCTGGGCATGGAGTC，下游引物序列为

TGATCT TCATTGTGCTGGGTG。

1. 2. 2　免疫组织化学　使用抗 RNF149 抗体进行

免疫组织化学（Immunohistochemistry, IHC）检测。

用二甲苯和乙醇对切片进行脱蜡，并通过微波炉加

热 Tris/EDTA 缓冲液（pH 9. 0）至略低于沸点温

度。使用 3D HIESTECH 扫描系统和软件获取组

织切片图像。使用 Image⁃Pro Plus 6. 0 软件分析每

个 肝 癌 组 织 样 本 中 RNF149 的 平 均 光 密 度 值

（IOD）。使用 X⁃tile 软件将样本分为高表达组和低

表达组并进行进一步分析。

1. 3　统计学分析   运用 GraphPad Prism 9. 0软件对

实验数据进行统计分析，并制作统计图和生存曲线图。

符合正态分布的定量数据采用均数±标准差（
-
x±s）描

述，用 t检验分析两组间均数的差异；计数资料采用频数

（例）和构成比（%）表示，采用卡方检验。当P<0. 05
时认为差异具有统计学意义，检验水准α=0. 05（双侧）。

2 结果

2. 1　 RNF149 在原发性肝细胞肝癌组织的表达及

其对临床预后的影响  qPCR 结果显示，在 23 对来

源于人的肝癌与癌旁组织的 RNA 样本中，癌旁组

织中的 RNF149 mRNA 含量是肝癌组织的 2. 5 倍

（图 1A），差异存在统计学意义（P<0. 05）。 IHC 检

测显示，85 对肝癌与癌旁组织中，肝癌组织的平均

光密度值低于癌旁组织（图 1B、图 1C），两者间的差

异有统计学意义（P<0. 01）。通过 X⁃tile 软件得到

平均光密度的最佳截断值 0. 128，并绘制 RNF149
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高表达和低表达两组患者的总生存期和无病生存

期曲线图（图 1D、图 1E）。相比于 RNF149 低表达

组，RNF149 高表达组预后较好，有着更长的总生存

期（P=0. 045）和无病生存期（P=0. 001）。

2. 2　肝癌患者中 RNF149 表达与临床病理参数间关

系  结果表明，肝癌患者 RNF149表达程度与其血清

AFP水平相关（表 1）。RNF149低表达组肝癌患者的

血清甲胎蛋白（AFP）水平比高表达组更高，差异有统

计学意义（P=0. 035）。另外，RNF149的表达水平与

肝癌患者的年龄、性别、乙型肝炎表面抗原、丙氨酸氨

基转移酶（ALT）、天冬氨酸氨基转移酶（AST）、肝功

能分级、肝硬化、肿瘤大小、肿瘤数量、肿瘤包膜、血管

浸润以及 TNM分期均无显著相关性（P>0. 05）。

3 讨论

蛋白质的翻译后修饰（posttranslational modifi⁃
cation，PTM）是蛋白质功能调节的主要机制，在细

胞的各种生理和病理过程中起着重要的调节作用，

并且与癌症的发生发展密不可分［8］，而泛素化修饰

一直是其中研究的热点。研究表明，泛素化修饰参

与了多种肿瘤相关信号通路，其中包括 Wnt/β ⁃
Catenin［9］和 PI3K/Akt［10］等。这些信号通路是由受

到精确调控的蛋白质分子完成的，而肿瘤的发生发

展就是由于相应蛋白质受到异常翻译后修饰导致

的（如泛素化修饰所致相关信号通路发生抑制或激

活），所以研究泛素化相关蛋白对恶性肿瘤的治疗

及预后均具有重要意义。

泛素 ⁃蛋白酶体系统（ubiquitin⁃proteasomes sys⁃
tem，UPS）是一种常见的蛋白翻译后泛素化修饰途

径，负责正常和病理状态下大约 80% 以上的细胞内

蛋白质的降解［11］，主要由酶 1（泛素激活酶）、酶 2（泛

素结合酶）、酶 3（泛素连接酶）和泛素以及 26 S 蛋白

酶体组成［12］。到目前为止，已经发现了 600 多种 E3
连接酶，每个 E3 连接酶都结合其特定的底物蛋白，

这对于阐明肿瘤发展的分子机制有着重要作用。

目前许多研究表明 E3 泛素连接酶与肝癌的发

生、发展和转移密切相关。E3 泛素连接酶 RNF 蛋

白家族主要通过受到上游因子的调控或者泛素化

降解下游蛋白，从而促进肝癌发生上皮 ⁃间质转化

（epithelial⁃mesenchymal transition，EMT）或者细胞

周 期 发 生 改 变 ，进 而 影 响 肝 癌 的 发 生 发 展 。

RNF187 通过诱导肝癌细胞 EMT，从而促进肝癌转

移 。 同 时 ，RNF187 是 Notch1 的 直 接 转 录 靶 点 ，

Notch1 可以激活 RNF187 的启动子。缺失 RNF187
可 以 逆 转 Notch1 驱 动 的 肝 癌 进 展 ，而 过 表 达

RNF187 则抵消了 Notch1 基因敲除所介导的抑制

肿瘤进展的作用［13］。RNF38 在肝细胞癌中高表达，

通过泛素化降解 AHNAK 促进转化生长因子 ⁃β 信

号转导，使肝癌细胞具有 EMT 表型［14］。RNF6 促进

图 1　RNF149 在原发性肝细胞肝癌组织的表达及其对临床预后的影响

A. 肝癌与癌旁组织的 RNF149 mRNA 表达水平的比较（n=23）；B、C. 分别为免疫组织化学方法比较肝癌与癌旁组织的 RNF149 蛋白表

达及其结果(n=85)；D、E. 分别为 RNF149 高表达和低表达两组患者的总生存期和无病生存曲线的比较；*P<0.05，**P<0.01
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肝癌细胞中 EMT 抑制因子 FoxA1 的泛素化和降

解，从而促进肝癌细胞上皮间质转化和增强其放射

耐受性［15］。RNF4 沉默诱导 p62 的核转移，促进细

胞周期 G2/M 期停滞和细胞凋亡的抗肿瘤作用，以

及肝癌对 DNA 损伤剂的敏感性［16］。因此，作为

RNF 蛋白家族的成员之一，RNF149 在肝癌发生发

展中可能也存在一定的调控机制。

环指蛋白 149（RNF149）属于 E3 泛素蛋白连接

酶 。 目 前 已 有 研 究［17］表 明 ，RNF149 通 过 激 活

PI3K/AKT 信号通路使食管鳞状细胞癌获得顺铂

耐药性。另外在鼻咽癌中，MFSD4A 通过 RNF149
介导 EPHA2 的泛素化降解从而抑制鼻咽癌细胞的

增殖、迁移和侵袭［18］。然而，RNF149 在其他肿瘤的

研究很少，其表达差异也不清楚，可能是肿瘤治疗一

个全新的潜在靶点。因此，本文通过实时荧光定量

PCR 和免疫组织化学实验技术分析 RNF149在肝癌

及癌旁组织的表达差异及其临床意义，表明了其临床

价值。

综上所述，相较于癌旁组织，RNF149 在肝细胞

肝癌组织中表达下调，RNF149 高表达对肝癌预后

具有保护意义，是未来肝癌临床治疗的一个潜在靶

点。后期关于 RNF149 在肝癌中的具体作用仍需要

通过基础实验来证实，进一步阐明肝癌发生发展的

分子机制。
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