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PRPF3和CHEK1在肝细胞肝癌中的表达水平及临床意义*

梁 伟1,李 娟1△,罗中兴1,杨晓刚2
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  摘 要:目的 研 究 肝 细 胞 肝 癌(HCC)患 者 组 织 中 前 mRNA 加 工 因 子3(PRPF3)和 检 查 点 激 酶1
(CHEK1)的表达水平,探讨两者的临床意义。方法 应用R语言分析癌症基因组图谱数据库中 HCC癌组织

和癌旁组织中PRPF3和CHEK1
 

mRNA表达水平的差异。利用免疫组化检测该院诊治的86例 HCC患者的

癌组织和癌旁组织中PRPF3和CHEK1的蛋白表达水平。Spearman秩相关分析癌组织中PRPF3和CHEK1
表达水平的相关性。统计学分析癌组织中PRPF3、CHEK1表达水平与临床病理特征的关系。Kaplan-Meier
生存分析(Log-rank检验)分析PRPF3、CHEK1表达水平与生存预后的关系。单因素及多因素COX回归分析

影响HCC患者生存预后的危险因素。结果 TCGA数据库及免疫组化结果,HCC癌组织中PRPF3、CHEK1
 

mRNA及蛋白表达水平明显高于正常肝组织,差异有统计学意义(均P<0.05)。癌组织中PRPF3与CHEK1
蛋白表达水平呈显著正相关(r=0.607,P<0.001)。不同肿瘤TNM分期、病理分级及肝内转移患者癌组织中

PRPF3、CHEK1蛋白表达水平差异具有统计学意义(均P<0.05)。癌组织中PRPF3、CHEK1阳性表达患者3
年总体生存率明显低于PRPF3、CHEK1阴性表达,差异有统计学意义(均P<0.05)。低分化、TNM分期Ⅱ~
Ⅲ期、肝内转移、PRPF3和CHEK1阳性表达是肝细胞肝癌患者不良预后的独立危险因素。结论 HCC中

PRPF3、CHEK1表达水平升高,两者表达水平与肿瘤TNM分期、病理分级及肝内转移有关,是HCC患者不良

生存预后的独立危险因素。
关键词:肝细胞肝癌; 前mRNA加工因子3; 检查点激酶1; 临床意义

DOI:10.3969/j.issn.1673-4130.2023.01.023 中图法分类号:R735.7
文章编号:1673-4130(2023)01-0116-05 文献标志码:A

  肝细胞肝癌(HCC)是常见的消化系统恶性肿瘤,
每年死亡例数达35.81万人,死亡率达25.85/10
万[1]。近年来随着外科手术、介入治疗等的发展,一
定程度上提高了 HCC患者的临床治疗疗效,延长生

存时间,但仍有部分 HCC患者首次诊断时已出现肝

区疼痛、巩膜黄染、消瘦等中晚期症状,丧失最佳手术

时机[2]。深入探究 HCC的疾病发生机制,寻找能够

预测预后的肿瘤标志物,具有重要意义[3]。前 mRNA
加工因子3

 

(PRPF3)编码基因位于1q21.2,编码蛋白

功能是将细胞核中的 mRNA前体中剪切去除内含

子,形成由四个小核糖核蛋白和剪接因子组成构成的

剪接复合体[4]。近年来发现,在皮肤鳞癌[5]、肝癌[6]等

恶性肿瘤中表达显著升高,其能够通过激活JAK2/
STAT3信号通路,促进肿瘤的恶性增殖及转移。检查

点激酶1(CHEK1)基因位于11q24.2,编码蛋白属于

丝/苏氨酸蛋白激酶家族,当细胞DNA损伤或存在未

完全复制DNA时,CHEK1参与调节细胞周期及DNA
的损伤修复[7]。近年来发现,CHEK1在卵巢癌[8]、乳腺

癌[9]等恶性肿瘤中表达水平上调,其作为一种促癌基

因,促进肿瘤的恶性进展。本研究通过分析 HCC中

PRPF3、CHEK1的表达,探讨其临床预后价值。
1 资料与方法

1.1 一般资料 收集自2017年3月至2018年3月

期间于本院诊治的86例 HCC患者为研究对象。其

中男50例,女36例,年龄31~78岁,平均(61.2±
7.1)岁。纳入标准:(1)接受肝癌切除术,且经术后病

理明确为HCC。(2)术前无放化疗、靶向治疗史及生

物治疗等病史。(3)临床、病理及随访资料完整。(4)
患者和家属对本研究知情同意。排除标准:(1)伴肝

脓肿等感染性疾病。(2)伴其他器官恶性肿瘤。(3)
合并严重的心肺脑等器官功能衰竭。(4)合并血液系

统疾病。肿瘤大小:≤3
 

cm 者54例,>3
 

cm 者32
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例;肿瘤TNM分期:Ⅰ期55例,Ⅱ~Ⅲ期31例。病

理分级:高中分 化60例,低 分 化26例;甲 胎 蛋 白

(AFP)水平:<400
 

ng/mL
 

62例,≥400
 

ng/mL
 

24
例;肝内转移:有23例,无63例。本研究经经本院伦

理委员会批准并通过。
1.2 方法

1.2.1 癌症基因组图谱(TCGA)数据库中 HCC组

织及癌旁组织PRPF3和CHEK1
 

mRNA的表达水平

 采用 R
 

3.6.3对 TCGA 数据库(https://portal.
gdc.cancer.gov/)中HCC数据的RNA-seq数据进行

分析,同时应用R包:中的ggplot2[3.3.3版本]进行

可视化处理,将FPKM
 

格式的RNAseq数据转换成

了TPM
 

格式并进行log2 转化。
1.2.2 免疫组化检测 将HCC癌和癌旁组织(距离

癌组织边缘2
 

cm以上)放入10%甲醛固定,石蜡包

埋,4
 

μm切片后进行免疫组化染色。主要步骤:切片

常规脱蜡,梯度乙醇水化,切片放入0.01
 

M柠檬酸缓

冲液(pH6.0)中微波炉加热5
 

min进行抗原热修复,
3%双氧水去除内源性过氧化物酶,一抗4

 

℃过夜
 

(PRPF3稀 释 比1∶400,购 自 Abcam 公 司,货 号

ab272596;CHEK1稀释比1∶400,购自 Abcam 公

司,货号ab40866);滴加生物素标记的二抗室温孵育

30
 

min;辣根过氧化物酶标记三抗室温孵育30
 

min,
DAB显色30

 

s;苏木素复染细胞核5
 

min;梯度乙醇

脱水,中性树脂封片。200倍显微镜下(日本OLYM-
BUS,BX53)观察阳性表达情况,染色评分根据染色强

度(0:无染色,1:染色浅,2:染色深)和染色面积(0:≤
25%,1:25%~50%,2:≥50%)的乘积评估。评分<
2分为阴性表达,≥2分为阳性表达[10]。
1.2.3 随访 随访自手术切除之日开始,随访终点

为为患者死亡或随访时间结束。以门诊或电话的方

式进行随访,每6个月随访一次,随访截止时间为

2021年3月。
1.3 统计学处理 采用SPSS20.0软件包进行统计

分析。计量数据以x±s表示,组间均数比较采用两

独立样本t检验。计数数据以百分率表示,组间比较

采用χ2 检验。相关性采用Spearman秩相关分析。
生存分析采用 Kaplan-Meier生存分析(Log-rank检

验)。采用单因素和多因素COX比例风险模型分析

影响HCC预后的危险因素。以P<0.05为差异有

统计学意义。
2 结  果

2.1 TCGA数据库中肝细胞肝癌癌组织与正常肝组

织中PRPF3和CHEK1
 

mRNA表达水平比较 TC-
GA数据库肝细胞肝癌癌组织中PRPF3

 

mRNA的表

达水平显著高于正常肝组织,癌组织中CHEK1
 

mR-
NA的表达水平显著高于正常肝组织,差异具有统计

学意义(P<0.001)。见图1。
2.2 肝细胞肝癌与癌旁组织中PRPF3和CHEK1

蛋白表达水平 癌组织中PRPF3阳性表达主要位于

细胞质和细胞膜,CHEK1阳性表达主要位于细胞质

和细胞膜,见图2。癌组织中PRPF3、CHEK1的阳性

表达率分别为75.6%(65/86)、73.3%(63/86),癌旁

组织中PRPF3、CHEK1的阳性表达率分别为24.4%
(21/86)、26.7%(23/86),癌组织中PRPF3、CHEK1
的阳性表达率明显高于癌旁组织,差异有统计学意义

(χ2=45.023、37.209,P<0.001)。

  注:与正常肝组织比较,***P<0.001。

图1  TCGA数据库肝细胞肝癌与正常肝组织中PRPF3和

CHEK1
 

mRNA表达水平比较

2.3 癌组织中PRPF3和CHEK1
 

mRNA及蛋白表

达水平的相关性 利用R语言,采用Pearson相关分

析肝细胞肝癌癌组织中PRPF3和CHEK1
 

mRNA表

达水平的相关性,结果PRPF3和CHEK1
 

mRNA表

达水平呈显著正相关(r=0.614,P<0.001)。采用

Spearman秩相关分析肝细胞肝癌癌组织中PRPF3和

CHEK1蛋白表达水平的相关性,结果两者蛋白表达水

平亦呈显著正相关(r=0.601,P<0.001)。见图3。
2.4 PRPF3和CHEK1蛋白表达与临床病理特征间

的关系 不同肿瘤TNM 分期、病理分级及肝内转移

癌组织中PRPF3、CHEK1的表达水平差异具有统计

学意义(P<0.05),不同患者的性别、年龄、肿瘤大小

及AFP水平无关(P>0.05)。见表1。

图2  免疫组化检测癌组织中PRPF3和CHEK1
蛋白表达(×200)
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表1  癌组织中PRPF3、CHEK1的表达水平与临床病理特征的关系[n(%)]

参数 n
PRPF3

阳性 χ2 P

CHEK1

阳性 χ2 P

年龄

 <60岁 33 23(69.70) 1.005 0.227 22(66.67) 1.187 0.276

 ≥60岁 53 42(79.25) 41(77.36)

性别

 男性 50 40(80.00) 1.264 0.261 37(74.00)
 

0.034 0.854

 女性 36 25(69.44)
  

26(72.22)

病理分级

 高中分化 60 41(68.33) 5.649 0.017 40(66.67) 4.398 0.036

 低分化 26 24(92.31) 23(88.46)

肿瘤大小

 ≤3
 

cm 54 43(79.63) 1.289 0.256 43(79.63) 3.009 0.083

 >3
 

cm 32 22(68.75) 20(62.50)

TNM分期

 Ⅰ
 

55 37(67.27) 5.707 0.017 36(65.45) 4.740 0.029

 Ⅱ~Ⅲ 31 28(90.32) 27(87.10)

AFP(ng/mL)

 <400 62 50(80.65) 3.087 0.079 43(69.35) 1.726 0.189

 ≥400 24 15(62.50) 20(83.33)

肝内转移 4.206 0.040 5.220 0.022

 有 23 21(91.30) 21(91.30)

 无 63 44(69.84) 42(66.67)

图3  肝癌癌组织中PRPF3和CHEK1
 

mRNA
表达水平的相关性

2.5 癌组织中PRPF3和CHEK1表达对肝细胞肝

癌患者生存预后的影响 86例患者随访2~36个月,
平均生存时间为(26.1±4.2)个月,随访期间死亡49
例,3年总体生存率43.0%(37/86)。PRPF3阳性表

达组的3年总体生存率为33.8%(22/65),平均生存

时间为(22.1±4.0)月;PRPF3阴性表达组3年总体

生存率为71.4%(15/21),平均生存时间为(31.4±

4.2)月;相比于PRPF3阴性表达组,PRPF3阳性表达

组患者3年总体生存率较低,差异有统计学意义

(χ2=6.214,P<0.001),平均生存时间较短,差异有

统计学意义(t=9.152,P<0.001)。
CHEK1阳性表达组的3年总体生存率为33.3%

(21/63),平均生存时间为(23.4±4.3)月;CHEK1阴

性表达组3年总体生存率为69.6%(16/23),平均生

存时间为(30.7±4.6)月,相比于CHEK1阴性表达

组,CHEK1阳性表达组患者3年总体生存率较低,差
异有统计学意义(χ2=5.817,P<0.001),平均生存时

间较短,差异有统计学意义(t=6.840,P<0.001)。
见图4。
2.6 单因素及多因素COX比例风险模型分析影响

肝细胞肝癌患者预后的危险因素 以患者生存状态

为因变量(1=死亡,0=存活,t=生存时间),以年龄、
性别、肿瘤大小、病理分级、肿瘤 TNM 分期、肝内转

移、AFP水平、PRPF3、CHEK1为自变量。单因素分

析结果表明,肿瘤TNM 分期Ⅱ~Ⅲ期、组织低分化、
有肝内转移、PRPF3和CHEK1阳性表达是影响肝细

胞肝癌患者预后的因素;多因素Cox回归分析结果肿

瘤组织低分化、TNM 分期Ⅱ~Ⅲ期、有肝内转移、
PRPF3和CHEK1阳性表达是HCC患者不良预后的
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独立危险因素。见表2。

表2  单因素及多因素COX比例风险模型分析影响 HCC患者预后的危险因素

变量 量化赋值
COX单因素

HR(95%CI) P

COX多因素

HR(95%CI) P

年龄 <60(参照组)=0,≥60岁=1 1.177(0.651~2.364) 0.205 — —

性别 男(参照组)=0,女=1 1.373(0.830~2.262) 0.211 — —

肿瘤大小 ≤3
 

cm(参照组)=0,>3
 

cm
 

=1 1.461(1.115~3.607) 0.326 — —

AFP <400
 

ng/mL(参照组)=0,≥400
 

ng/mL=1 1.989(0.969~4.050) 0.103 — —

病理分级 高中分化(参照组)=0,低分化=1 1.856(1.396~2.872) 0.005 1.914(1.139~3.157) 0.006

TNM分期 Ⅰ(参照组)=0,Ⅱ~Ⅲ期=1 1.898(1.320~2.729) 0.001 1.937(1.131~3.317) 0.016

肝内转移 无(参照组)=0,有=1 1.961(0.950~4.074) 0.028 1.979(0.965~3.395) 0.007

PRPF3 阴性(参照组)=0,阳性=1 0.954(0.921~0.988) 0.009 0.978(0.961~0.995) 0.013

CHEK1 阴性(参照组)=0,阳性=1 0.792(0.660~0.950) 0.012 0.879(0.785~0.984) 0.025

  注:-表示无数据。

图4  PRPF3和CHEK1表达对患者生存预后影响

3 讨  论

肝癌是全球癌症相关死亡中第三大死因,具有发

病率高,预后较差等特点。根据病理类型,肝癌分可

为HCC,胆管细胞癌和混合型,HCC最为常见,约占

所有类型的90%以上。目前,HCC的治疗包括手术

切除、射频消融治疗及系统治疗等,能够延长患者的

生存时间,但部分人群治疗后仍可发生肿瘤复发转

移,导致患者死亡[11]。因此,需深入研究 HCC的疾

病发病规律,寻找新的HCC预后判断的肿瘤标志物,
以指导临床治疗及随访。

    

mRNA前体剪接是转录过程中的基本过程,在蛋

白质多样性形成方面发挥着重要作用。
 

mRNA前体

剪接异常也是许多疾病,尤其是恶性肿瘤发生发展的

病理学的关键[12]。PRPF3作为 mRNA前体剪接的

重要剪接因子,在核糖核蛋白复合体形成和募集到活

性剪接体发挥重要作用[13]。近年来发现,恶性肿瘤中

PRPF3在肿瘤中发挥促癌基因的作用,促进肿瘤的恶

性进展[5]。本研究发现,HCC癌组织中 PRPF3在

mRNA及蛋白表达均较正常肝组织明显升高,与
LIU等[6]报道结果一致。PRPF3表达升高的机制可

能与转录调控有关。研究表明,肝癌中PRPF3的表

达水平 受 孤 儿 核 受 体
 

HNF4α的 表 达 水 平 调 控,

HNF4α能结合到PRPF3启动子区域,促进PRPF3
的表达水平[14]。此外,肿瘤分期Ⅱ~Ⅲ期、低分化程

度及伴肝内转移的 HCC癌组织中PRPF3表达阳性

率较高,提示PRPF3表达升高参与 HCC的肿瘤进

展。ZUO等[5]研究表明,PRPF3的表达上调通过激

活JAK2/STAT3信号通路,促进肿瘤细胞的增殖、迁
移和转移,阻断JAK2/STAT3

 

通路后则能够逆转

PRPF3诱导的促癌功能。此外,PRPF3的表达升高

还能够通过促进肿瘤微环境中免疫抑制分子如PD-1
等的表达,抑制肿瘤杀伤 T淋巴细胞的肿瘤杀伤功

能,导致肿瘤进展[6]。

DNA
 

损伤反应能够保护基因组完整性,可检测

并发出DNA损伤信号以进行后续处理[15-16]。DNA
损伤后细胞周期检查点的激活,促进直接

 

DNA
 

修复。
当单链DNA损伤后,会激活共济失调毛细血管扩张

突变基因 Rad3相关激酶(ATR),进而磷酸化激活

CHEK1[15-16]。研究发现,CHEK1可以促进同源重

组,稳定并重新启动停滞的复制叉,进而抑制肿瘤细

胞的凋亡,促进肿瘤的增殖[17]。本研究中,HCC癌组

织中CHEK1的mRNA及蛋白表达水平明显高于癌

旁组织,提示 HCC中CHEK1表达水平上调。分析

其原因,可能是CHEK1表达水平受到微小RNA的

表达水平调控有关。研究发现,miR-508能够结合

CHEK1mRNA的3'非编码区,抑制其表达,而肿瘤中

miR-508表达水平下调,导致CHEK1
 

mRNA稳定性

升高,促进CHEK1的表达[18]。此外,HCC癌组织中

CHEK1的表达水平与肿瘤TNM 分期、病理分级及

肝内转移有关,表明CHEK1参与促进 HCC的肿瘤

进展。有研究报道,CHEK1的表达水平增加能够促

进肿瘤细胞G2/M期的进行,进而导致肿瘤细胞过度

增殖,促进肿瘤进展[8]。此外,尚有学者发现,肿瘤中
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CHEK1的表达能够促进肿瘤干性的形成,抑制肿瘤

细胞对化疗药物的敏感度,导致肿瘤的复发转移[19]。
本研究进一步分析PRPF3和CHEK1与 HCC

患者 生 存 预 后 关 系,结 果 发 现 PRPF3阳 性 表 达、

CHEK1阳性表达的 HCC患者生存预后较差,提示

PRPF3和CHEK1是判断HCC患者生存预后的肿瘤

标志物。单因素及多因素COX回归分析进一步证

实,PRPF3阳性表达、CHEK1阳性表达是 HCC患者

不良预后的独立危险因素。因此,PRPF3和CHEK1
是重要的 HCC预后预测肿瘤标志物,检测有助于

HCC癌组织中两者的表达情况有助于判断 HCC患

者的预后。本研究通过相关性分析发现,HCC癌组

织中PRPF3和CHEK1的表达呈显著正相关,提示

两者可能存在相互作用的关系。目前两者之间的具

体作用关系尚不清楚,但有学者利用生物信息学分析

发现,CHEK1是PRPF3的重要下游调节因子,两者

在肝癌的发生发展中存在协同的关系[6]。因此,其具

体作用机制有待深入探索。
综上所述,HCC中PRPF3、CHEK1表达水平上

调,两者表达与肿瘤TNM 分期、病理分级及肝内转

移有关。PRPF3阳性、CHEK1阳性表达的 HCC患

者生存预后较差,是 HCC患者不良生存预后的独立

危险因素,可能成为新的 HCC预后判断的肿瘤标志

物。但本研究样本例数有限,有待扩大样本量进一步

验证。
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