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RPN2与肝癌患者预后及对肝癌细胞生长的作用 *
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摘要目的：探讨核糖蛋白 2 (ribophorin II，RPN2)在肝细胞肝癌（HCC）组织中的表达和对 HCC患者生存的影响，同时分析 RPN2

对肝癌 HepG2细胞生长和克隆形成的作用。方法：应用免疫组化方法和 HCC公共芯片数据，从蛋白和 mRNA水平检测 HCC组

织中 RPN2的表达，同时分析 RPN2与 HCC患者临床参数的关系及预后相关性；进一步利用 MTS法和克隆形成实验在肝癌

HepG2细胞中检测 RPN2对细胞生长的作用。结果：98例肝癌组织中，RPN2阳性表达率 88.78%，对应癌旁肝组织中，RPN2阳性

表达率 74.49%；癌组织中 RPN2染色评分为 5.80± 3.15，癌旁肝组织 RPN2染色评分为 2.13± 1.59，肝癌组织中 RPN2表达显著

上调（P<0.001）。3个肝癌公共芯片数据（共 522例肝癌）中 RPN2的 mRNA表达水平同样显著升高（均 P<0.001）。98例肝癌患者
RPN2表达水平与肿瘤直径（P=0.004）、门脉侵袭（P=0.012）和 TNM分期（P=0.009）相关；RPN2高表达的患者总体生存期（OS）和
无复发生存期（RFS）较 RPN2低表达的患者短（OS：P=0.027；RFS：P=0.036）。肝癌 HepG2细胞转染 RPN2小干扰 RNA后，细胞生

长能力显著受抑制。结论：RPN2在肝癌中表达显著升高，RPN2的表达与肝癌的恶性进展有关，RPN2显著促进肝癌细胞生长。
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Prognostic Value of RPN2 in Hepatocellular Carcinoma and Its Effect on the
Growth of Hepatocellular Carcinoma Cells*

To explore the expression of Ribophorin II (RPN2) in hepatocellular carcinoma (HCC) and its effect on the

survival of HCC patients, and to analyze the effects of RPN2 on the growth of HepG2 cells. The protein and mRNA expression

of RPN2 in HCC patients was analyzed by immunohistochemical (IHC) staining and public data of HCC, and to analyze its relationship

between the expression of RPN2 and clinicopathological features and prognosis of HCC patients. The effects of RPN2 on the growth of

HCC cells were detected by using MTS and cloning formation experiment in HepG2 cells. In 98 HCC tissues, the RPN2 positive

expression rate was 88.78%, and the RPN2 positive expression rate was 74.49% in the para-carcinoma tissue. The RPN2 staining score

was 5.80± 3.15 in HCC tissue, and the RPN2 staining score was 2.13± 1.59 in the para-carcinoma tissue, the expression of RPN2 in

HCC was significantly increased (P<0.001). The expression of RPN2 mRNA in three public data of HCC (522 cases) was also

significantly increased (All P<0.001). RPN2 expression was related to tumor diameter (P=0.004), portal vein invasion (P=0.012) and
TNM staging (P=0.009) in 98 HCC patients. The overall survival (OS) and recurrence-free survival (RFS) of HCC patients with high

expression of RPN2 were shorter than those with RPN2 low expression (OS: P=0.027; RFS: P=0.036). The cell growth was significantly
inhibited with the transfection of RPN2 siRNA in HepG2 cells. The expression of RPN2 in HCC was significantly increased,

and the expression of RPN2 was related to the progression of HCC. RPN2 promoted HCC cell growth.
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前言

原发性肝细胞肝癌（HCC）是全球患病率和死亡率位于前

十的恶性肿瘤[1，2]。手术切除后 HCC的复发及远处转移，是导致

患者预后不良的关键因素[3，4]。虽然近年来在 HCC的诊断及治

疗方面取得了很大的进步，但是 HCC的死亡率仍然很高[5，6]。因

此，目前国内外迫切需要对 HCC的治疗及诊断有突破性进展，

而这就要求我们寻找到对 HCC的发生和进展起关键调控作用

的基因[7，8]。高度保守的糖蛋白 RPN2主要位于细胞粗糙的内质

网膜，目前发现其功能是参与分泌蛋白的转运，维持内质网的
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表 1 HCC芯片公共数据信息

Table 1 The data information of HCC chip public

Accession No. Platform Probes/Genes HCC Sample No. Patient Ethnicity Etiology Source URL

GSE14520

Affymetrix Human Genome

U133A 2.0 Array

Affymetrix HT Human Genome

U133A Array

22277/13518

22268/14181
247 Chinese HBV

http://www.ncbi.nlm.nih.

gov/geo/query/acc.cgi?

acc=GSE14520

GSE22058
Rosetta/Merck Human RSTA

Affymetrix 1.0
43483/18503 96 Chinese HBV

http://www.ncbi.nlm.nih.

gov/geo/query/acc.cgi?

acc=GSE22058

GSE25097
Rosetta/Merck Human RSTA

Affymetrix 1.0
37583/18076 268 Chinese HBV

http://www.ncbi.nlm.nih.

gov/geo/query/acc.cgi?

acc=GSE25097

生理功能[9-11]。研究已表明内质网功能的异常与肿瘤的恶性生

物行为密切相关[12，13]。RPN2作为主要参与调控内质网功能的

分子，其表达异常影响内质网功能进而参与到肿瘤的发生及进

展中。近年来研究证实 RPN2在骨肉瘤、非小细胞肺癌、结直肠

癌中表达升高，并与患者预后相关，同时促进上述肿瘤细胞的

恶性生物学行为[14-17]。另外，还发现 RPN2不仅促进乳腺癌细胞

的恶性生物学行为同时还与乳腺癌患者对多西他赛化疗耐药

相关[18，19]。目前国外有报道发现 RPN2通过自噬促进 HCC的转

移[20]，但 RPN2 在 HCC中的表达水平、与 HCC患者的临床病

理特征、预后及在 HCC细胞中的生物学功能均尚不明确。本研

究探索了 RPN2在大样本量的 HCC癌组织中的表达变化，分

析其与 HCC患者预后的关系和对细胞生长的影响，以期为HCC

的临床预后判断和分子靶向治疗提供实验依据和新思路。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 临床样本 收集 2008年 -2018年在我院接受原发性肝

细胞肝癌手术切除术样本 98例，上述收集的所有病例均有完

整的临床资料，并且所有样本均经病理医生诊断确诊为肝细胞

肝癌，98例样本详细信息见表 1。该研究通过我院伦理委员会

审核批准，患者均知情同意。

1.1.2 样本纳入标准和排除标准 纳入标准：（1）术后病理学

检查证实为肝细胞癌；（2）术前肝功能 Child分级为 A级或 B

级；（3）临床病理资料完整。排除标准：（1）转移性肝癌、胆管细

胞癌、肝门部胆管癌、混合型肝癌等非肝细胞癌。（2）肝癌已发

生远处转移或无法切除。（3）严重心、脑、肺、肾等器质性病变，

不能耐受手术。（4）临床病理资料缺失。

1.1.3 HCC芯片公共数据 HCC芯片公共数据来源于 Gene

Expression Omnibus (GEO)表达谱芯片数据库，具体见表 1。

1.1.4 细胞及主要试剂 肝癌细胞系 HepG2购自中国科学院

上海细胞库。胎牛血清、DMEM培养基均为 Gibco公司产品；

LipofectamineTM2000购自 Invitrogen；siRNA购自上海吉玛制药

技术有限公司（siCtrl: TTCTCCGAACGTGTCACGT；siRPN2-1:

5'-GGAGGAGATTGAGGACCTTGT-3'；siRPN2-2: 5'- GCCACT

TTGAAGAACCCAATC-3'）。RT-PCR引物购自上海生工生物

（茁-actin Forward: CCCAGCCATGTACGTTGCTA; Reverse: TC
ACCGGAGTCCATCACGAT; RPN2 Forward: TGGCCCTGAC

AATCATAGCC; Reverse: GAGTCCCACGATGGAGTAGAA。

MTS 试剂购自美国 Promega 公司。兔多克隆抗体 RPN2

（10576-1-AP，用于 IHC-P、WB 实验）购自武汉三鹰公司，

茁-actin抗体（20536-1-AP）购自武汉 Proteintech公司，羊抗兔二

抗（A0208）购自上海碧云天公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养及转染 在 37℃，5%CO2的条件下，将 HepG2

细胞置于含有 10%胎牛血清的 DMEM培养基中于细胞培养箱

中培养。对数生长期 HepG2细胞按 4× 105个 /孔种于六孔板

中，将 siRNA和 LipofectamineTM2000混合后加入到种有细胞

的六孔板内，转染后细胞继续培养 48小时。

1.2.2 免疫组化检测 将肝癌组织石蜡切片按顺序脱蜡后柠

檬酸盐缓冲液进行高压抗原修复，3% H2O2溶液浸泡切片 15

分钟，山羊血清 28℃封闭切片 20分钟。用稀释好的抗 RPN2的

多克隆抗体覆盖切片，4℃孵育过夜。切片经 PBS洗涤 3次后

加二抗于 37℃孵育 20分钟。切片经 PBS洗涤 3次后加辣根过

氧化物酶，于 28℃孵育 20分钟。切片经 PBS摇洗 3次，加入

DAB显色 5-8分钟。苏木精复染后室温放置 3分钟，1%盐酸酒

精分化 2-3秒。按顺序脱水、透明、封片。判读标准[21]：在 400×

视野下随机选取 5个不同视野；阳性细胞百分比：<5%为 0分、

5%-25%为 1分、26%-50%为 2分、51%-75%为 3分、76%-100%

为 4分；细胞着色程度：未染色记为 0分、浅黄色为 1分、棕黄

色为 2分、棕褐色为 3分；最终该分子的染色评分：阳性细胞得

分× 细胞着色程度。

1.2.3 Western blot法检测细胞蛋白水平 转染 siRNA的肝癌

HepG2细胞经胰酶消化，裂解液常规裂解细胞后提取细胞蛋

白。10%的 SDS-PAGE凝胶电泳分离蛋白样品，常规转膜后于

5%脱脂牛奶封闭 1小时，加 RPN2抗体，4℃孵育过夜。TBST

漂洗 3次，室温下二抗孵育 2小时，TBST漂洗 3次，ELC显色。

1.2.4 MTS法检测细胞生长 将 HepG2细胞种于 96孔板中，

每孔加入 100 滋L培养基，每组设 5个复孔，同时设置空白对照

组。在相应时间点向 96孔板内每孔加MTS试剂 20 滋L，继续
在细胞培养箱孵育 2小时，在 490 nm波长下检测细胞的吸光

度值。
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图 1 RPN2在肝癌组织和对应癌旁组织中的表达 A：肝癌组织和对应癌旁组织中 RPN2的免疫组化染色及免疫组化评分；

B：肝癌组织和对应癌旁组织 HE染色

（注: *, P< 0.05; **, P< 0.01）
Fig.1 Expression level of RPN2 in HCC patients A: Immunohistochemical staining of RPN2 in HCC tissues and corresponding peritumor tissues;

B: HE staining of HCC tissues and corresponding peritumor tissues

（Note: *, P< 0.05; **, P< 0.01）

1.2.5 细胞克隆实验检测 将肝癌 HepG2 细胞按每孔 1000

个细胞种于六孔板，每个样品设 3个复孔，细胞培养箱中培养

14天，PBS冲洗 3次后多聚甲醛固定半小时，使用结晶紫染色

半小时，PBS冲洗 3次后拍照计数细胞形成的克隆数。

1.3 统计学方法

SPSS21.0统计软件分析处理，实验数据采用均数± 标准

差表示，组间比较采用 t检验统计方法，计量资料的比较采用

单因素方差分析，生存分析采用 Kaplan-Meier法，检验水准

琢=0.05。

2 结果

2.1 RPN2在 HCC组织的表达情况

98例 HCC患者的一般情况见表 1。RPN2在 98例 HCC

癌组织中的免疫组织化学染色结果显示，RPN2表达阳性 87例

（88.78%），阴性表达 11例（11.22%）；对应癌旁肝组织中，RPN2

表达阳性 73例（74.49%），阴性表达 25例（25.51%）。RPN2免

疫组化评分结果显示，癌组织中 RPN2染色评分为 5.80± 3.15，

癌旁肝组织 RPN2染色评分为 2.13± 1.59，与癌旁组织相比，

HCC组织中 RPN2的表达显著上调（t=10.27，P<0.001，图 1A），

相应 HCC组织的 HE染色见图 1B。

2.2 522例肝癌公共数据中 RPN2的 mRNA表达水平

利用 3个肝癌公共芯片数据（共计 522例肝癌患者），分析

RPN2的 mRNA水平表达情况（图 2）。GSE14520肝癌组织中

RPN2的 mRNA表达水平为 10.56± 0.41，而在相应癌旁组织

其表达为 9.78± 0.22，两组间差异具有统计学意义（t=24.21，

P<0.001）。GSE22058肝癌组织中 RPN2的 mRNA表达水平为

10768.28± 1929.86，而在相应癌旁组织其表达为 9054.42±

1224.61，两组间差异具有统计学意义（t=7.39，P<0.001）。
GSE25097 肝癌组织中 RPN2 的 mRNA 表达水平为 18.56±

3.47，而在相应癌旁组织其表达为 15.08± 2.46，两组间差异具

有统计学意义（t=11.89，P<0.001）。上述结果证实，肝癌组织中
RPN2的 mRNA表达水平同样显著高于相应癌旁组织。

2.3 RPN2的表达高低与 HCC患者临床病理特征的相关性分析

根据 98例 HCC患者 RPN2免疫组化评分结果，采用中位

数法将 98例 HCC分为 RPN2高表达组和 RPN2低表达组，采

用 x2检验对 RPN2高表达组和 RPN2低表达组进行单因素统

计分析，结果显示 RPN2 表达水平与 HCC 患者的肿瘤直径

（P=0.004）、门脉侵袭（P=0.012）和 TNM 分期（P=0.009）相关，
而与患者的年龄、性别、乙型肝炎病毒感染、AFP、肿瘤细胞分

化程度均无关（P>0.05），具体见表 2。

2.4 RPN2表达高低与 HCC患者预后的关系

如图 3，根据 98例 HCC患者 RPN2免疫组化评分结果，

分为 RPN2高表达组和 RPN2低表达组，Kaplan-Meier生存分

析显示，RPN2低表达的患者总体生存期（overall survival, OS）

和无复发生存期（recurrence-free survival, RFS）较 RPN2高表达

的患者长（OS: P=0.027; RFS: P=0.036）。
2.5 RPN2影响肝癌 HepG2细胞生长

进一步在肝癌 HepG2 细胞系中利用小干扰片段分析

RPN2对于肝癌细胞的生物学作用。如图 4，RT-PCR和 West-

ern blot检测结果显示，转染 RPN2小干扰片段组 RPN2的 mR-

NA和蛋白表达水平较对照组显著降低，两组间差异有统计学

意义（P<0.01）。
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图 2肝癌公共数据中分析 RPN2的 mRNA表达水平

（注：*, P< 0.05; **, P< 0.01）
Fig.2 Expression level of RPN2 in public HCC patients data set

（Note: *, P< 0.05; **, P< 0.01）

表 2 RPN2表达高低与 HCC患者临床特征的相关性

Table 2 Correlation analysis of RPN2 expression level and clinical features in HCC patients

Abbreviations: HBsAg, hepatitis B surface antigen; AFP, 琢 -fetoprotein; PVTT, portal vein tumor thrombosis; TNM, tumor-nodes-metastases.

Variables No. of cases
RPN2 expression

x2 P value
Low High

All 98 49 49

Age 0.373 0.542

<55 48 26 22

>=55 50 24 26

Gender 0.641 0.424

Female 17 7 10

Male 81 42 39

HBsAg 0.710 0.399

Negative 6 2 4

Positive 92 47 45

AFP (滋g/mL) 1.475 0.225

<200 46 26 20

>=200 52 23 29

Maximum diameter of lesion 8.167 0.004

<5 42 28 14

>=5 56 21 35

PVTT 6.376 0.012

No 83 46 37

Yes 15 3 12

TNM stage 6.874 0.009

I+ II 75 43 32

III+ IV 23 6 17

Differentiation grade 3.600 0.058

I+ II 63 36 27

III 35 13 22

HepG2转染 RPN2小干扰片段、对照小干扰片段 24小时

后，利用MTS法检测各组细胞的细胞生长能力，绘制生长曲

线，见图 5。与对照组相比，转染靶向 RPN2的 siRNA后，细胞

生长显著受到抑制，转染后第 3天，对照组吸光值为 0.75±

0.06，siRPN2-1 组为 0.42± 0.04，siRPN2-2 组为 0.44± 0.06，对

照与干扰 RPN2组之间差异有统计学意义（P<0.01）。
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图 5肝癌 HepG2转染 siRNA后MTS法检测细胞生长情况

Fig.5 Cell growth by MTS assay after transfection of siRNA with HepG2

注：siCtrl为对照小干扰片段；siRPN2-1/2为 RPN2小干扰片段；*, P<
0.05; **, P< 0.01。

Note: siCtrl: Control siRNA; siRPN2-1/2: siRNAs against RPN2; *, P<
0.05; **, P< 0.01.

图 4 RT-PCR和Western blot检测各组细胞 RPN2的表达

Fig.4 The expression of RPN2 in groups were measured by RT-PCR and Western blot

注：siCtrl为对照小干扰片段；siRPN2-1/2为 RPN2小干扰片段；*, P< 0.05; **, P< 0.01。
Note: siCtrl: Control siRNA; siRPN2-1/2: siRNAs against RPN2; *, P< 0.05; **, P< 0.01.

图 3 RPN2表达高低与 HCC患者术后总生存和无复发生存曲线图的关系

Fig.3 The relationship between expression level of RPN2 and postoperative overall survival and recurrence-free survival of HCC patients

2.6 克隆形成实验分析 RPN2对肝癌 HepG2细胞生长的作用

在肝癌 HepG2细胞转染 siRNA后，对各组细胞进行克隆

形成实验分析，见图 6。对照组的细胞集落数为 208.33± 36.17，

siRPN2-1/2 组的细胞集落数分别为 101.00± 15.87、109.67±

18.90。RPN2表达降低显著抑制 HepG2细胞克隆形成，两组间

差异有统计学意义（P<0.01）。

3 讨论

包括 HCC在内的大多数肿瘤的发生和进展是细胞内多种

基因转录和信号转导的协同作用产生的[22-24]。陆续有研究发现

RPN2与恶性肿瘤的发生和进展密切相关[14-16, 18-20]。在本研究 98

例 HCC病例中，RPN2表达阳性占到 87例，而在对应癌旁肝

组织中，RPN2表达阳性占 73例；免疫组化评分癌旁组织中

RPN2染色评分仅为癌组织 RPN2染色评分的二分之一。另外，

使用 3个肝癌公共芯片数据，共计 522例 HCC病例，RPN2的

mRNA表达在癌组织中同样显著升高。由此证实，肝细胞肝癌

组织普遍存在 RPN2分子表达上调的现象。

由于目前临床上缺乏 HCC早期诊断有效标志物，造成了

HCC患者在发现肿瘤时已处于中晚期，同时由于 HCC完全切

除术后缺乏判断预后的有效标志物，因而 HCC在术后易出现

复发和转移[25-27]。因此，研究与 HCC患者预后相关分子，找到能

够早期准确预测 HCC发生、转移和预后的标志物，采取相应的

有效措施，对 HCC的患者的生存期的延长有着重要意义[28-30]。

本研究通过分析 RPN2蛋白表达与 HCC患者临床参数特征间

的相关性，发现 RPN2蛋白表达与肿瘤直径、门脉侵袭和 TNM

分期相关；同时通过生存分析发现 RPN2高表达的患者总体生

存期和无复发生存期均较 RPN2低表达的患者短。本研究显示

RPN2有望作为肝细胞肝癌的独立判断预后的指标。

研究发现，高表达 RPN2会促进乳腺癌细胞糖酵解进程，
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同时还会引起细胞内部分蛋白定位发生改变，上述变化会促进

乳腺癌细胞恶性生长[18]。在结直肠癌细胞中研究发现，RPN2能

够通过 Akt-p53-细胞周期通路促进结直肠癌细胞的增殖和侵

袭[31]。另外有研究发现 RPN2通过调节 EGFR的糖基化状态促

进结直肠癌细胞的增殖[32]。而近期，在肝癌中研究发现 RPN2

能够通过 STAT3和 NF-资B通路抑制自噬从而促进肝癌细胞
的转移[20]。在本研究中，我们证实降低 RPN2表达会显著抑制

肝癌 HepG2细胞的生长能力及细胞克隆形成能力。而在之前

RPN2与 HCC患者临床病理参数相关分析中，RPN2表达和肿

瘤直径成正相关性，这与上述在肝癌 HepG2细胞中观察到的

RPN2促进肝癌细胞生长的功能显示二者结果较一致。

综上，RPN2高表达与肝癌的发生和进展密切相关，RPN2

高表达与肝癌患者的不良预后正相关，RPN2高表达促进肝癌

细胞的恶性生长。进一步研究需深入探讨 RPN2促进 HCC细

胞生长的具体分子机制，从而为以 RPN2为靶标的肝癌的早期

有效诊断、术后关键监测以及分子靶向治疗提供新的研究支持。
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