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  摘 要:目的 研究肝细胞肝癌(HCC)中甲基转移酶样蛋白5(METTL5)、病毒样m6A甲基转化酶(VIR-
MA)的表达及与临床预后的关系。方法 选取2018年3月至2021年3月就诊于该院的89例HCC患者。应

用免疫组化和荧光定量PCR检测组织 METTL5、VIRMA蛋白和 mRNA表达。利用 Kaplan-Meier曲线和

Cox回归分析 METTL5、VIRMA蛋白对 HCC预后的影响。结果 HCC癌组织 METTL5
 

mRNA(3.23±
0.55

 

vs.0.61±0.20),VIRMA
 

mRNA(2.97±0.42
 

vs.0.58±0.17)高于癌旁组织,差异有统计学意义(t=
42.234、49.762,均P<0.001)。METTL5、VIRMA蛋白位于细胞质和细胞膜,部分位于细胞核。HCC癌组织

METTL5
 

[71.91%(64/89)vs.5.62%(5/89)]、VIRMA
 

[69.66%(62/89)vs.6.74%(6/89)]阳性率高于癌旁

组织,差异有统计学意义(χ2=82.385、74.627,P<0.001,P=0.001)。HCC中 METTL5、VIRMA蛋白表达

与肝癌分期标准(CNLC)、肿瘤最大径及血管侵犯有关,CNLC分期Ⅱ~Ⅲ期、肿瘤最大径≥5
 

cm及血管侵犯

的HCC癌组织中 METTL5、VIRMA蛋白阳性率较高(均P<0.05)。METTL5阳性组和阴性组3年生存率

为34.88%(15/43),67.39%(31/46),差异有统计学意义(Log-rank
 

χ2=7.893,P=0.005)。VIRMA阳性组

和阴性组3年生存率为36.36%(16/44)、66.67%(30/45),差异有统计学意义(Log-rank
 

χ2=9.828,P=
0.002)。CNLC分期Ⅱ~Ⅲ期、肿瘤最大径≥5

 

cm、血管侵犯、METTL5阳性、VIRMA阳性是影响 HCC患者

不良预后的危险因素。结论 HCC中 METTL5、VIRMA表达上调,均与CNLC分期Ⅱ~Ⅲ期、肿瘤最大径及

血管侵犯有关,是评估HCC预后的肿瘤标志物。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

methyltransferase
 

like
 

protein
 

5
 

(METTL5)
 

and
 

Vi-
ral

 

like
 

m6A
 

methyltransferase
 

associated
 

(VIRMA)
 

in
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

(HCC)
 

and
 

their
 

relationship
 

with
 

clinical
 

prognosis.Methods A
 

total
 

of
 

89
 

HCC
 

patients
 

who
 

visited
 

the
 

hospital
 

from
 

March
 

2018
 

to
 

March
 

2021
 

were
 

enrolled
 

in
 

the
 

study.Immunohistochemistry
 

and
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

were
 

con-
ducted

 

to
 

analyze
 

the
 

expression
 

of
 

METTL5,VIRMA
 

protein
 

and
 

mRNA
 

in
 

tissues.Kaplan-Meier
 

curve
 

and
 

COX
 

regression
 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

impact
 

of
 

METTL5
 

and
 

VIRMA
 

proteins
 

on
 

the
 

prognosis
 

of
 

HCC.
Results The

 

METTL5
 

mRNA
 

(3.23±0.55
 

vs.
 

0.61±0.20)
 

and
 

VIRMA
 

mRNA
 

(2.97±0.42
 

vs.
 

0.58±
0.17)

 

in
 

HCC
 

cancer
 

tissue
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

adjacent
 

tissues,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(t=42.234,49.762,both
 

P<0.001).METTL5
 

and
 

VIRMA
 

proteins
 

were
 

located
 

in
 

the
 

cyto-
plasm

 

and
 

cell
 

membrane,with
 

some
 

in
 

the
 

nucleus.The
 

positive
 

rates
 

of
 

METTL5
 

[71.91%(64/89)
 

vs.
 

5.62%(5/89)]
 

and
 

VIRMA
 

[69.66%(62/89)
 

vs.6.74%(6/89)]
 

in
 

HCC
 

cancer
 

tissues
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

adjacent
 

tissues,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(χ2=82.385,74.627,P<0.001,
P=0.001).The

 

expression
 

of
 

METTL5
 

and
 

VIRMA
 

proteins
 

in
 

HCC
 

were
 

related
 

to
 

China
 

Liver
 

Cancer
 

Staging
 

(CNLC)
 

stages,maximum
 

tumor
 

diameter,and
 

vascular
 

invasion,and
 

the
 

positive
 

rates
 

of
 

METTL5
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and
 

VIRMA
 

proteins
 

were
 

higher
 

in
 

HCC
 

cancer
 

tissues
 

with
 

CNLC
 

stage
 

Ⅱ-Ⅲ,maximum
 

tumor
 

diameter
 

≥
 

5
 

cm,and
 

vascular
 

invasion
 

(P<0.05).The
 

3-year
 

survival
 

rates
 

of
 

METTL5
 

positive
 

and
 

negative
 

groups
 

were
 

34.88%(15/43)
 

and
 

67.39%(31/46),with
 

statistically
 

significant
 

differences
 

(Log-rank
 

χ2=7.893,
P=0.005).The

 

3-year
 

survival
 

rates
 

of
 

the
 

VIRMA
 

positive
 

and
 

negative
 

groups
 

were
 

36.36%(16/44)
 

and
 

66.67%(30/45),with
 

statistically
 

significant
 

differences
 

(Log-rank
 

χ2=9.828,P=0.002).CNLC
 

staging
 

stages
 

Ⅱ-Ⅲ,maximum
 

tumor
 

diameter
 

≥5
 

cm,vascular
 

invasion,METTL5
 

positivity,and
 

VIRMA
 

positivi-
ty

 

were
 

risk
 

factors
 

for
 

poor
 

prognosis
 

in
 

HCC
 

patients
 

(P<0.05).Conclusion The
 

upregulation
 

of
 

MET-
TL5

 

and
 

VIRMA
 

expression
 

in
 

HCC
 

are
 

associated
 

with
 

CNLC
 

stage
 

Ⅱ-Ⅲ,maximum
 

tumor
 

diameter
 

and
 

vascular
 

invasion,and
 

both
 

of
 

them
 

are
 

tumor
 

markers
 

for
 

evaluating
 

the
 

prognosis
 

of
 

HCC.
Key

 

words:hepatocellular
 

carcinoma; methyltransferase
 

like
 

protein
 

5; virus
 

like
 

m6A
 

methyltrans-
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  肝细胞肝癌(HCC)是全球第五大常见恶性肿瘤,
全球每年新发84.1万例[1]。HCC的病因和机制复

杂,其具体的分子机制尚不清楚。目前 HCC以手术、
化疗及靶向等治疗方式为主,但术后肿瘤容易复发进

展,总体疗效不佳[2]。寻找肝癌潜在的治疗和预后标

志物,具有重要的临床意义。甲基转移酶样蛋白5
(METTL5)具有S-腺苷-L-甲硫氨酸结合活性和 N6-
甲基转移酶活性,参与rRNA的甲基化修饰及蛋白表

达调控,与遗传性智力发育障碍等疾病有关[3]。研究

表明,胃癌中 METTL5表达显著上调,促进癌细胞的

鞘磷脂代谢,诱导癌细胞的增殖、迁移和侵袭,是新的

肿瘤治疗靶点[4]。病毒样 m6A 甲基转化酶(VIR-
MA)又称为KIAA1429,位于细胞质溶胶和细胞核斑

点中,与RNA结合形成 N6-甲基腺苷(m6A)甲基转

移酶复合物,参与 mRNA的腺苷酸化修饰和甲基化

修饰[5]。研究表明,乳腺癌中 VIRMA表达上调,其
能与胰岛素样生长因子2

 

mRNA结合蛋白3结合,促
进透明质酸合成酶2

 

mRNA的 m6A修饰,促进乳腺

癌细胞增殖、迁移和侵袭[6]。目前 HCC 中 MET-
TL5、VIRMA的表达及两者在HCC预后评估中的意

义尚不明确。本研究旨在分析 METTL5、VIRMA表

达在评估HCC预后中的价值。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2018年3月至2021年3月就

诊于该院的89例HCC患者,其中男47例、女42例;
年龄30~78岁,平均(62.17±6.15)岁;采用中国肝

癌分期(CNLC)标准[7]分期:Ⅰ期37例,Ⅱ~Ⅲ期52
例;采用

 

Edmondson-Steiner
 

分级系统进行病理分

级[8]:Ⅰ~Ⅱ级49例,Ⅲ~Ⅳ级40例;肿瘤最大径:

<5
 

cm
 

51例,≥5
 

cm
 

38例;术前甲胎蛋白(AFP):≤
400

 

μg/L
 

50例,>400
 

μg/L
 

39例;乙型肝炎表面抗

原阳性44例;血管侵犯31例。纳入标准:(1)均接受

根治性手术治疗,病理诊断为原发性 HCC;(2)均为

首次就诊;(3)病理资料及临床资料完整。排除标准:
(1)患者不能按要求进行随访;(2)合并严重的肝功能

障碍、心功能不全等;(3)肿瘤已出现肝外器官的远处

转移;(4)肝内胆管癌等其他病理类型的肝癌;(5)病
理切缘阳性;(6)术后因手术并发症死亡。所有患者

和家属签署知情同意书,本研究通过医院伦理检查。

1.2 方法
 

1.2.1 METTL5、VIRMA蛋白检测 取癌和癌旁

组织(距离癌组织边缘2
 

cm以上),10%中性甲醛固

定12
 

h,乙醇脱水及石蜡包埋后,4
 

μm切片,按照常

规免疫组化法进行染色,由1名专业病理科医师进行

操作。METTL5、VIRMA 一抗稀释比均为1∶100
(美国CST公司,货号#48699、#88358)。利用日本

奥林巴斯DX31型显微镜观察染色,染色强度评分:0
分无染色,1分浅黄色,2分棕黄色,3分棕褐色;染色

面积评分:0分<5%,1分5%~25%,2分>25%~
50%,3分>50%~100%。两评分乘积小于2为阴

性,≥2为阳性。

1.2.2 METTL5
 

mRNA、VIRMA
 

mRNA检测 将

组织利用组织研磨器研磨,Trizol法提取组织RNA,
反转录为cDNA后,采用实时荧光定量PCR仪(美国赛

默飞公司,ABI7500型)检测 METTL5
 

mRNA、VIRMA
 

mRNA表达。引物由深圳华大基因公司合成,序列:

METTL5 上 游 5'-AAGGAACTAGAGAGTCGCCTG-
3',下游5'-GCGGCCTGGTAGGATACTG-3';

 

VIRMA
上游5'-TTGTCTCCAACCTTCCGTAGT-3',下游5'-
CCAGATCAGAGAGGTGGTGTAG-3';GAPDH 上游

5'-CATTGCCCACTGATGCTGTG-3',下 游5'-AG-
GCTTTCTACCCCATCTTGA-3'。体系:SYBR

 

Green
 

Premix
 

10
 

μL,上游和下游引物(10
 

μmol/L)各0.8
 

μL,

cDNA
 

1
 

μL,RNase
 

Free
 

水
 

7.4
 

μL,终体积为20
 

μL。
程序:95

 

℃
 

5
 

min,95
 

℃
 

30
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,40个循环。

METTL5
 

mRNA、VIRMA
 

mRNA 结 果 用 2-ΔΔCt
 

表示。
 

1.3 随访 患者自术后起每3~6个月进行门诊随

访,对 HCC患者进行全面的检查和评估。随访结束

时间为
 

2024
 

年4月。随访终点为患者出现因 HCC
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进展导致的死亡或随访结束。
1.4 统计学处理 采用

 

SPSS26.0
 

统计学软件进行

数据分析。计量资料采用x±s表示,组间用t检验比

较。计数资料采用百分率表示,组间用χ2 检验比较。
采用Kaplan-Meier曲线分析不同METTL5、VIRMA

 

表

达对HCC预后的影响。Cox
 

回归分析
 

HCC预后影响

因素。以P<0.05为差异具有统计学意义。
2 结  果

2.1 HCC 中 METTL5、VIRMA
 

mRNA 表 达 
HCC癌组织 METTL5、VIRMA

 

mRNA的相对表达

量分别为3.23±0.55和2.97±0.42,分别高于癌旁

组 织 METTL5、VIRMA
 

mRNA 的 相 对 表 达 量

(0.61±0.20和0.58±0.17),差异有统计学意义

(t=42.234、49.762,均P<0.001)。见图1。

图1  HCC中 METTL5、VIRMA
 

mRNA表达

2.2 HCC中 METTL5、VIRMA蛋白表达 MET-
TL5、VIRMA蛋白棕黄色阳性染色主要定位于细胞

质和细胞膜,部分位于细胞核。HCC癌组织 MET-
TL5、VIRMA

 

蛋白阳性率分别为71.91%(64/89)、
69.66%(62/89),高于癌旁组织 METTL5、VIRMA
蛋白阳性率5.62%(5/89)、6.74%(6/89),差异有统

计学意义(χ2=82.385、74.627,均 P<0.001)。见

图2。
2.3 不同临床病理特征 HCC癌组织 METTL5、
VIRMA蛋白表达差异 HCC癌组织中 METTL5、
VIRMA蛋白表达与CNLC分期、肿瘤最大径及血管

侵犯有关,CNLC分期Ⅱ~Ⅲ期、肿瘤最大径≥5
 

cm
及血管侵犯的 HCC癌组织中 METTL5、VIRMA蛋

白表达阳性率高于CNLC分期Ⅰ期、肿瘤最大径<5
 

cm及无血管侵犯的HCC癌组织,差异有统计学意义

(均P<0.05)。见表1。
2.4 METTL5、VIRMA蛋白表达与 HCC患者预后

的关系 本组死亡43例,3年生存率为51.69%(46/
89)。METTL5 阳 性 组 和 阴 性 组 3 年 生 存 率 为

34.88%(15/43)、67.39%(31/46),差异有统计学意

义(Log-rank
 

χ2=7.893,P=0.005)。VIRMA阳性

组和阴性组3年生存率为36.36%(16/44)、66.67%
(30/45),差异有统计学意义(Log

 

rank
 

χ2=9.828,
P=0.002)。见图3。

图2  HCC癌与癌旁组织 METTL5、VIRMA蛋白表达(免疫组化,×200)

2.5 Cox回归分析影响 HCC预后的因素 以 HCC 患者随访中是否死亡为因变量(1=死亡,0=存活),
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将表1中P<0.05的因素为自变量,多因素Cox回

归分析结果,CNLC分期Ⅱ~Ⅲ期、肿瘤最大径≥5
 

cm、血管侵犯、METTL5阳性、VIRMA阳性是影响

HCC患者不良预后的危险因素。见表2。

表1  HCC中 METTL5、VIRMA蛋白表达与临床病理特征的关系[n(%)]

参数 n
METTL5

阳性 χ2 P

VIRMA

阳性 χ2 P

年龄(岁) 0.189 0.664 0.194 0.659

 <60 43 30(69.77) 29(67.44)

 ≥60 46 34(73.91) 33(71.74)

性别 0.323 0.570
 

0.338 0.561

 男 47 35(74.47) 34(72.34)

 女 42 29(69.05) 28(66.67)

乙型肝炎表面抗原 0.421 0.521
 

1.173 0.279

 阳性 44 33(75.00) 33(65.00)

 阴性 45 31(68.89) 29(64.44)

病理分级 0.343 0.558 2.111 0.146

 Ⅰ~Ⅱ级 49 34(69.39) 31(63.27)

 Ⅲ~Ⅳ级 40 30(75.00) 31(77.50)

肿瘤最大径(cm) 7.320 0.007 6.641 0.010

 <5 51 31(60.78) 30(58.82)

 ≥5 38 33(86.84) 32(84.21)

CNLC分期 9.996 0.002 10.048 0.002

 Ⅰ期 37 20(54.05) 19(51.35)

 Ⅱ~Ⅲ期 52 44(84.62) 43(82.69)

术前AFP(μg/L) 1.973 0.160 1.731 0.188

 ≤400 50 33(66.00) 32(64.00)

 >400 39 31(79.49) 30(76.92)

血管侵犯 5.431 0.020 4.544 0.033

 有 31 27(87.10) 26(83.87)

 无 58 37(63.79) 36(62.07)

图3  HCC中 METTL5、VIRMA蛋白表达与预后的关系

表2  多因素Cox比例风险模型

因素 赋值 β SE Wald
 

χ2 P HR 95%CI

CNLC分期 1=Ⅱ~Ⅲ期,0=Ⅰ期 0.477
 

0.161
 

8.778
 

<0.001
 

1.611
 

1.175~2.209

肿瘤最大径 1=≥5
 

cm,0=<5
 

cm 0.570
 

0.182
 

9.089
 

<0.001
 

1.768
 

1.238~2.526
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续表2  多因素Cox比例风险模型

因素 赋值 β SE Wald
 

χ2 P HR 95%CI

血管侵犯 1=有,0=无 0.441 0.163 7.320 <0.001 1.554 1.129~2.139

METTL5 1=阳性,0=阴性 0.320
 

0.121
 

6.994
 

<0.001
 

1.377
 

1.086~1.746

VIRMA 1=阳性,0=阴性 0.374
 

0.129
 

8.406
 

<0.001
 

1.454
 

1.129~1.872

3 讨  论

我国是乙型肝炎病毒感染的高发国家,HCC患

者例数占全球总数的一半以上,严重影响患者生命健

康[9]。目前肝癌的治疗手段主要包括肝肿瘤切除、肝
动脉插管化疗栓塞术、肝动脉灌注化疗等,特别是近

年来肝癌疾病的诊断和治疗水平的提高,肝癌切除率

有了显著的提升,但临床实践发现,HCC切除术后复

发率依旧呈现上升趋势,患者术后恢复及生存预后较

差[10]。探索影响HCC患者术后预后的相关因素,寻
找能够预测肝癌术后预后的临床生物标志物,具有重

要意义。

METTL5是m6A家族调控因子之一,参与18S
 

rRNA的甲基化修饰,参与神经发育和干细胞分化过

程的调节。研究表明,肝内胆管癌中 METTL5表达

上调,其能促进核糖体合成,上调转化生长因子-β的

表达,促进癌细胞的侵袭和转移,导致肿瘤进展[11]。
本研究中,HCC中 METTL5表达升高。METTL5
的表达受基因水平和蛋白水平的双重调控。既往有

学者报道,METTL5基因的rs3769768位点的遗传多

态性能够上调 METTL5的表达,增加卵巢癌的发生

风险,可能是肿瘤分子治疗的潜在靶点[12]。另外,肿
瘤中tRNA甲基转移酶激活子亚基的表达升高还能

够直接结合 METTL5形成异二聚体复合物,增加

METTL5蛋白的稳定性,维持细胞代谢稳定,促进癌

细胞的增殖[13]。本研究中,HCC中 METTL5表达与

临床病理特征有关。分析其机制,HCC中 METTL5
的表达能够促进泛素特异性肽酶5的翻译,降低c-
Myc蛋白 K48位点的泛素化修饰水平,增加c-Myc
的稳定性,激活c-Myc下游糖酵解基因乳酸脱氢酶

A、烯醇化酶1和丙酮酸激酶 M2的表达,促进癌细胞

的过度增殖[14]。此外,HCC中 METTL5的过表达还

能促进肿瘤微环境中白细胞介素6等免疫抑制因子

的表达,抑制抗肿瘤CD8+T细胞的免疫浸润,增加肿

瘤相关巨噬细胞、肿瘤相关中性粒细胞的浸润,同时

促进中性粒细胞胞外网状陷阱的产生和释放,诱导肿

瘤免疫逃逸,促进肿瘤恶性进展[15-16]。本研究中,

METTL5阳性HCC患者随访中死亡风险较高,提示

METTL5的表达上调可能通过促进肿瘤进展,导致

患者不良预后。分析其原因,METTL5的表达上调

能够促进热休克转录因子4b的翻译,促进热休克蛋

白90B1与突变型p53蛋白结合,抑制突变型p53蛋

白的泛素化降解,促进鼻咽癌的肿瘤发生,增强癌细

胞化疗耐药性的形成,导致患者不良预后[17]。

VIRMA相对分子质量约为202×103,其作为分

子支架构成m6A甲基转移酶复合体,参与 m6A的修

饰过程,调控细胞生长及迁移。研究表明,乳腺癌中

VIRMA的表达上调能够促进转录因子激活蛋白-2a
 

mRNA的m6A修饰及蛋白表达,抑制CD8+T淋巴

细胞的浸润,促进癌细胞的免疫逃逸[18]。本研究中,

HCC中 VIRMA 表达上调,其原因可能与 HCC中

VIRMA的转录后调控失调有关。研究表明,骨肉瘤

中微小RNA-143-3p表达下调,引起其下游靶点VIR-
MA

 

mRNA的稳定性增加,增强癌细胞的干细胞样特

性,促进癌细胞的恶性增殖[19]。本研究中,VIRMA
表达与HCC患者较差的临床病理特征相关。分析其

原因,HCC中 VIRMA 的表达能够诱导抑癌基因

GATA结合蛋白3
 

mRNA前体的3'非翻译区的m6A
甲基化修饰,破坏GATA结合蛋白3的 mRNA前体

与HuR蛋白的相互作用,促进GATA结合蛋白3降

解,导致 HCC的恶性进展[20]。此外,HCC中 VIR-
MA的表达上调可降低 m6A阅读器YTH 结构域包

含蛋白1
 

mRNA稳定性,下调肿瘤抑制因子Rho家

族GTP酶3的表达,促进 HCC肿瘤的转移,是 HCC
的潜在预后生物标志物和治疗靶点[20]。本研究中,

VIRMA阳性 HCC患者随访中具有较高的死亡风

险。分析其原因,VIRMA的表达能够增强癌细胞对

化疗治疗的耐药性,降低术后辅助治疗疗效,导致患

者不良生存预后。研究表明,VIRMA的表达上调能

够明显增加顺铂化疗过程中癌细胞中磷酸化组蛋白

H2AX的表达水平,促进DNA损伤修复反应,增强癌

细胞对顺铂治疗的抵抗性,而敲除癌细胞中 VIRMA
的表达导致甲基转移酶复合物的破坏和 m6A丰度的

降低,癌细胞侵袭性能力降低,对顺铂治疗的敏感性

增加[21]。
综上所述,HCC中 METTL5、VIRMA

 

mRNA
 

和蛋白表达均显著上调,两者在CNLC分期Ⅱ~Ⅲ
期、肿瘤最大径≥5

 

cm及血管侵犯的 HCC癌组织中

表达升高更为明显,可能在 HCC肿瘤的进展中均发
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挥促进作用。METTL5、VIRMA均是影响 HCC患

者死亡预后的危险因素,有利于指导临床预后评估。
本研究也存在一些局限性,比如单中心、样本量少等,
未来笔者拟设计前瞻性多中心的临床实验,进一步分

析 METTL5、VIRMA在评估 HCC预后及指导临床

治疗方案选择中的价值。
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