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摘要      该文探讨了环指蛋白(RNF20)缺陷对肝细胞肝癌的细胞增殖和迁移的影响, 及其可能

的作用机制。针对RNF20基因设计3组短发夹RNA序列(RNF20-shRNA1、RNF20-shRNA2和RNF20-
shRNA3), 通过构建pLent-U6-GFP-Puro-shRNF20慢病毒载体, 包装慢病毒后感染人肝癌细胞SMMC-
7721和Huh7, 经嘌呤霉素抗性筛选建立RNF20敲低的肝细胞肝癌稳转细胞系。同时, 设感染对照慢

病毒pLV-shCtrl-EGFP的对照组(shCtrl-7721/shCtrl-Huh7)。实时荧光定量PCR检测RNF20 mRNA表达, 
荧光显微镜观察其绿色荧光蛋白表达, 免疫荧光染色法和蛋白免疫印迹法检测RNF20、T-Akt及p-Akt
蛋白的表达情况, BrdU掺入实验及CCK-8法检测各组细胞增殖能力, 划痕实验检测各组细胞迁移能

力, 转录组测序分析基因转录水平。结果显示, RNF20-shRNA2对应肝癌细胞中的RNF20 mRNA表

达最低, 稳转细胞感染效率均高于85%, RNF20缺陷的SMMC-7721和Huh7较对照组细胞内RNF20、
Wee1、p27、p53基因转录水平及RNF20蛋白表达水平明显降低, 增殖与迁移能力明显增加, 且p-Akt
蛋白表达上调。Akt抑制剂派立福新处理的RNF20缺陷的肝癌细胞较未处理组增殖与迁移能力降低。

实验结果提示, RNF20下调后促进肝癌细胞体外增殖与迁移, 且其可能通过Akt通路进行调节。
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Abstract       The purpose of this research was to investigate the effects of RNF20 (ring finger protein 20) defi-
ciency on both of proliferation and migration in hepatocellular carcinoma cells, and to explore its mechanism. Three 
sets of short hairpin RNA targeting RNF20 gene were designed which were RNF20-shRNA1, RNF20-shRNA2 and 
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RNF20-shRNA3. The lentiviral vector pLent-U6-GFP-Puro-shRNF20 was constructed. The RNF20 knockdown 
SMMC-7721 and Huh7 cell lines were established by packaging lentivirus and infecting hepatocellular carcinoma 
cells. The infected cells were divided into two groups. Group 1: the control group was infected with control lentivirus 
pLV-shCtrl-EGFP. Group 2: the defective group was infected with virus pLV-shRNF20-EGFP. The RNF20 mRNA was 
detected by qPCR. The expression of GFP (green fluorescence protein) was observed under fluorescence microscope af-
ter the screen by puromycin. The level of RNF20, T-Akt and p-Akt protein was detected by immunofluorescent staining 
and Western blot. The proliferation of hepatocellular carcinoma cells was detected by BrdU incorporation assay and cell 
counting kit-8 assay. The migration of hepatocellular carcinoma cells was detected by scratch test. The gene transcrip-
tion levels were detected by RNA-seq. The infecting efficiency of the two groups was more than 85%. The expressions 
of RNF20, Wee1, p27, p53 gene and RNF20 protein of defective groups were significantly lower than that in the control 
groups. The expression of p-Akt protein and the ability of both proliferation and migration of the RNF20 defective group 
were higher than those in control group. The ability of both proliferation and migration of the RNF20 defective group 
which treated by Perifosine was higher than those in control group. The deficiency of RNF20 may enhance the prolifera-
tion and migration of hepatocellular carcinoma cells by regulating Akt signaling pathways in vitro.

Keywords        RNF20; hepatocellular carcinoma cells; proliferation; migration; Akt

原发性肝癌是全球癌症相关死亡的主要原因 , 
其中 75%~85%为肝细胞肝癌 (hepatocellular carci-
noma, HCC)[1]。尽管肝癌有许多治疗策略 , 但晚期

肝癌患者的5年生存率仍<16%[2]。因此, 寻找更有效

的新型治疗靶点具有重要意义。研究表明 , 表观遗

传的改变在癌症进展中扮演着重要角色 , 如与组蛋

白修饰和DNA甲基化相关的染色质酶有关[3]。

环指蛋白RNF20/RNF40复合体是组蛋白H2B
单泛素化 (H2B monoubiquitination, H2Bub1)连接酶

E3的主要结构, 其负责哺乳动物中组蛋白H2B第120
位赖氨酸的泛素化, 参与DNA转录调控与DNA损伤

修复 , 进而抑制肿瘤的发生与发展 [4-9]。最近研究已

证实 , RNF20和H2Bub1与肿瘤恶性表型相关 , 如与

转移性前列腺癌 [10]、精原细胞癌 [11]、肺癌 [12]、结肠

癌[12]和胃癌[13]的恶性程度与分化呈负相关。

以上研究均提示 , RNF20/H2Bub1的降低是基

因组不稳定性的关键 , 也是多数肿瘤形成的重要因

素, 但研究RNF20对肝癌细胞功能的影响极少报道。

因此 , 本研究拟构建RNF20基因敲低的肝癌细胞系 , 
探讨RNF20缺陷对肝癌细胞增殖和迁移的影响及其

可能的作用机制 , 这对早期肝癌确诊以及治疗有着

积极意义。

1   材料与方法
1.1   材料

人肝癌SMMC-7721细胞系购自武汉博士德生

物工程有限公司 ; 293T细胞和人肝癌Huh7细胞系

购自湖南丰晖生物科技有限公司。DMEM高糖培

养基、青 –链霉素溶液及胰蛋白酶均购自武汉博士

德生物工程有限公司 ; 胎牛血清(fetal bovine serum, 
FBS)购自浙江天杭生物科技股份有限公司 ; DH5α
感受态细胞购自Solarbio公司 ; BamH I和Mlu I酶
购自Fermentas公司 ; Lipofectamine 2000和Trizol试
剂盒购自 Invitrogen公司 ; 质粒 psPAX2、pMD2G
和 pLent-U6-GFP-Puro购自GeneCopoeia公司 ; 抗
RNF20抗体购自武汉三鹰生物技术有限公司 ; FITC
荧光标记抗鼠及 cy3标记抗兔二抗均购自Sigma公
司 ; DAPI染料购自Vector公司 ; 抗α-Tubulin抗体、

BrdU抗体、T-Akt抗体、p-Akt抗体以及HRP标记的

山羊抗鼠 IgG二抗均购自Cell Signaling Technology
公司; CCK-8购自Dojindo公司; 派立福新(perifosine)
购自碧云天生物技术有限公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      将肝癌细胞系SMMC-7721细胞、

Huh7细胞以及293T细胞分别培养至含10% FBS以及

1%青–链霉素的DMEM高糖培养基中 , 置于37 °C、
5% CO2及饱和湿度培养箱培养, 每2天更换1次培养

液, 取对数生长期细胞用于后续实验。

1.2.2   pLent-U6-GFP-Puro-shRNF20慢病毒载体的

构建      从GenBank查找人RNF20基因的cDNA序

列, 设计特异性靶向人RNF20基因的3条shRNF20序
列。shRNA1为5′-GCT AAA CAG TGG AGA TAA 
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TCT-3′; shRNA2为5′-GCG GCA CAA TCA CTA TCA 
ATG-3′; shRNA3为5′-GCA CCA GGT TGA GCT TAT 
TGA-3′; 同时设计一条与RNF20基因无关的序列作

为阴性对照。以上序列均由武汉金开瑞生物工程公

司完成。

将上述 4对单链寡核苷酸片段退火形成双链

DNA并与BamH I与Mlu I双酶切的pLent-U6-GFP-Pu-
ro线性质粒载体连接 , 连接产物经大肠埃希菌感受

态细胞DH5α转化提取质粒后 , 以限制性核酸内切酶

BamH I与Mlu I行双酶切, 产物经1%琼脂糖凝胶电泳

鉴定后获得慢病毒载体pLent-U6-GFP-Puro-shCtrl、
pLent-U6-GFP-Puro-shRNF20-1、pLent-U6-GFP-Pu-
ro-shRNF20-2以及pLent-U6-GFP-Puro-shRNF20-3。
1.2.3   包装慢病毒      脂质体Lipofectamine 2000将
包装质粒 psPAX2、pMD2G和慢病毒表达质粒转

染至无血清培养基培养且汇合度约 80%的 293T细
胞, 8 h后更换为DMEM完全培养基, 48 h后于4 °C、
4 000 r/min离心 10 min收集上清液 , 0.45 μm滤器

过滤后以孔稀释法测量病毒滴度 , 于 –80 °C保存。

由此获得病毒 pLV-shCtrl-EGFP、pLV-shRNF20-
EGFP-1、pLV-shRNF20-EGFP-2以及pLV-shRNF20-
EGFP-3。
1.2.4   慢病毒感染细胞及筛选稳转细胞系      取
SMMC-7721肝癌细胞和Huh7肝癌细胞悬液 , 分别

加入 2×104个细胞接种于 24孔板 , 置于 37 °C、5% 
CO2培养箱培养 ,  待其贴壁且汇合度约 50%, 按
照 10 MOI分别加入病毒 pLV-shCtrl-EGFP、 pLV-
shRNF20-EGFP-1、pLV-shRNF20-EGFP-2以及pLV-
shRNF20-EGFP-3。以及终浓度为10 μg/mL聚凝胺

(polybrene), 20 h后更换为DMEM完全培养基 , 72 h
后用荧光显微镜观察绿色荧光 (green fluorescent 
protein, GFP)表达情况。随后根据预实验结果选择

2 μg/mL嘌呤霉素进行稳转株的筛选。将经筛选得

到的细胞系分别命名为 : SMMC-7721细胞系对照组

shCtrl-7721及实验组 shRNF20-7721, Huh7细胞系对

照组shCtrl-Huh7及实验组shRNF20-Huh7。
1.2.5   实时荧光定量 PCR(Real quantitative PCR 
detecting system, qPCR)检测RNF20 mRNA表达      
Trizol法提取各组细胞总RNA, 以GAPDH为内参, 定
量PCR分析RNF20基因。反应参数 : 95 °C预变性

10 min; 95 °C 15 s, 60 °C 1 min, 40 个循环。各组

RNF20 mRNA相对含量用 2–ΔΔCt值表示。通过比较

RNF20 mRNA的表达选择敲低效率最高的RNF20-
shRNA与相应的稳转细胞用于后续实验。

1.2.6   免疫荧光染色检测RNF20蛋白表达      将4
种稳转细胞 shRNF20-7721/shCtrl-7721及 shRNF20-
Huh7/shCtrl-Huh7分别接种至细胞爬片上 , 待细胞汇

合度为70%~80%时, 经4%多聚甲醛室温固定10 min, 
用0.3% Triton X-100(PBS配制 )室温通透10 min, 含 
0.3% Triton X-100(PBS配置 )及2% BSA的封闭液室

温封闭30 min, RNF20一抗 以及FITC荧光标(50׃1)

记抗鼠二抗  ,分别于湿盒内37 °C孵育30 min(200׃1)
DAPI染色后封片并观察。

1.2.7   免疫印迹法检测RNF20及p-Akt和T-Akt蛋白

表达      24孔培养板中分别加入1×105个稳转细胞

shRNF20-7721/shCtrl-7721及 shRNF20-Huh7/shCtrl-
Huh7细胞悬液, 待贴壁生长后, 置于37 °C、5% CO2

培养箱培养24 h后, 丢弃上清加入50 μL十二烷基磺

酸钠(sodium dodecyl sulfonate, SDS)获取细胞总蛋

白, 酶标仪定量。配置12% SDS-PAGE胶, 凝胶每孔

30 μg蛋白, 80 V恒定电压电泳15 min, 随后120 V恒

压电泳1 h, 恒流400 mA电泳90 min湿转至聚偏二氟

乙烯(polyvinylidene fluoride, PVDF)膜, 5%牛血清白

蛋白(bovine serum albumin, BSA)室温封闭1 h, 分别

用RNF20抗体(1500׃)、Akt抗体(1000 1׃)、p-Akt抗
体(1000 1׃)以及α-tubulin内参抗体(1000 10׃) 4 °C孵
育过夜, TBST缓冲液洗涤3次, 每次7 min, 加入HRP
标记的山羊抗鼠IgG(1000 2׃), 室温孵育1.5 h, TBST
洗涤3次, 每次7 min, 化学发光成像系统检测。

1 . 2 . 8    B r d U掺入实验       将 4种稳转细胞

shRNF20-7721/shCtrl-7721及 shRNF20-Huh7/shCtrl-
Huh7分别接种至细胞爬片上 ,  待细胞汇合度为

70%~80%时 , 加入终浓度为8 μg/mL的BrdU继续培

养4 h。弃去细胞培养液 , PBS冲洗3次。加4%多聚

甲醛, 室温固定10 min。弃去多聚甲醛, PBS冲洗3次。

加2 mol/L HCl, 室温放置15 min。弃HCl, PBS冲洗

3次。2% BSA的封闭液室温封闭30 min, BrdU一抗

以及(200׃1) cy3荧光标记抗兔二抗 分别于湿(200׃1)

盒内37 °C孵育30 min, DAPI染色后封片 , 于荧光显

微镜下观察。随机选择10个非重叠视野 , 计算BrdU
阳性细胞数, 计算平均值。

将稳转细胞shRNF20-7721和shRNF20-Huh7分
别接种至细胞爬片, 待细胞汇合度为70%~80%时, 
加入10 μmol/mL派立福新处理, 设未处理组为对照
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组, 同时进行上述BrdU掺入实验, 比较对照组和处

理组的BrdU阳性细胞数。

1.2.9   CCK-8法检测细胞增殖      在96孔培养板中分

别加入1×104个稳转细胞shRNF20-7721/shCtrl-7721
及shRNF20-Huh7/shCtrl-Huh7的细胞悬液100 μL, 每
组3个复孔, 取同体积相同培养基作为空白对照, 置
于37 °C、5% CO2培养箱培养。在第24、48和72 h的
前4 h分别将培养基更换为90 μL DMEM完全培养基

和10 μL CCK-8混合液 , 继续孵育4 h后用酶标仪分

别检测450 nm处的D值, 实验重复3次。

96孔板中分别加入1×104个稳转细胞shRNF20-7721
和 shRNF20-Huh7的细胞悬液 100 μL, 培养基中加

10 μmol/mL派立福新者为实验组未加派立福新为对

照组, 用上述CCK-8法检测实验组和对照组细胞的增

殖情况。

1.2.10   划痕实验检测细胞迁移能力      将24孔培养

板中分别加入5×104个稳转细胞 shRNF20-7721/shC-
trl-7721及shRNF20-Huh7/shCtrl-Huh7的悬液500 μL, 
每组3个复孔 , 置于37 °C、5%CO2培养箱培养。待

其汇合度约60%, 用200 μL灭菌枪头在每孔中间划

出一道划痕, PBS冲洗被划下细胞2至3次, 加入无血

清培养基, 拍照。继续放置培养箱培养, 每24 h拍照。

ImageJ软件计算细胞迁移距离。

2 4孔培养板中分别加入 5 × 1 0 4个稳转细胞

shRNF20-7721和shRNF20-Huh7含10 μmol/mL派立福

新的细胞悬液500 μL, 未加派立福新未相应对照组 , 
上述划痕实验检测对照组和处理组细胞的迁移水平。

1.2.11   转录组测序(Transcriptome Sequencing, RNA-
seq)      用Trizol法提取各对照组及RNF20缺陷组细

胞的总RNA, 由北京安诺优达基因科技有限公司进

行转录组测序。

1.2.12   统计学分析      数据采用均数±标准差(x
_
±s)表示, 

使用SPSS 22.0软件进行数据分析 ,两组数据的比较使

用独立样本的t检验; P<0.05为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   稳定感染肝癌细胞系的建立与鉴定

2.1.1   SMMC-7721和Huh7细胞中RNF20 mRNA表

达情况      SMMC-7721和Huh7细胞中RNF20 mRNA
含量见图 1A和图 1B。结果显示 , 两种肝癌细胞中

RNF20-shRNA2对应的mRNA含量最低 , 即RNF20-
shRNA2对应肝癌细胞敲低 RNF20效率最高。后

A: qPCR检测基因RNF20在SMMC-7721细胞中的mRNA表达情况; B: qPCR检测基因RNF20在Huh7细胞中的mRNA表达情况; C: RNF20-
shRNA2基因测序图谱。*P<0.05。
A: the expression of RNF20 mRNA in SMMC-7721 cells; B: the expression of RNF20 mRNA in Huh7 cells; C: the gene sequencing map of RNF20-
shRNA2. *P<0.05.

图1   肝癌细胞中RNF20 mRNA表达情况

Fig.1   Expression of RNF20 mRNA in hepatocellular carcinoma cells
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续实验选择 pLV-shCtrl-EGFP感染的肝癌细胞为

对照组 (shCtrl-7721和 shCtrl-Huh7), pLV-shRNF20-
EGFP-2感染的肝癌细胞为实验组 (shRNF20-7721/
shRNF20-Huh7)。

重组载体质粒RNF20-shRNA2基因测序图谱如图

1C所示, 重组载体质粒与目的基因干扰靶序列相符, 均
为单峰, 重组载体序列无误, 慢病毒载体构建成功。

2.1.2   鉴定RNF20敲低效率      Polybrene介导的

pLV-shCtrl-EGFP和 pLV-shRNF20-EGFP病毒感染

SMMC-7721和Huh7细胞72 h, 经嘌呤霉素筛选4天
后经荧光显微镜观察。结果显示 (图2A和图2B), 4
组细胞 shRNF20-7721/shCtrl-7721及 shRNF20-Huh7/
shCtrl-Huh7均有绿色荧光蛋白表达 , 且感染效率均

在85%以上。

免疫荧光染色法分析 4组细胞 RNF20的表达

情况。结果如图2C和图2D所示 , shRNF20-7721及

A: shCtrl-7721和shRNF20-7721细胞的绿色荧光蛋白表达情况; B: shCtrl-Huh7和shRNF20-Huh7细胞的的绿色荧光蛋白表达情况; C: shCtrl-7721
和shRNF20-7721细胞中RNF20蛋白表达; D: shCtrl-Huh7和shRNF20-Huh7细胞中RNF20蛋白表达; E: Western blot检测各细胞系中RNF20蛋白的

表达; F: 各细胞系中RNF20蛋白表达分析。*P<0.05。Green: 绿色荧光蛋白; Merge(DAPI): RNF20、Green与核染色DAPI三者合并。

 A: the expression of GFP was observed under fluorescence microscope in shCtrl-7721 and shRNF20-7721; B: the expression of GFP was observed 
under fluorescence microscope in shCtrl-Huh7 and shRNF20-Huh7; C: the expression of RNF20 was observed by immunofluorescence staining in 
shCtrl-7721 and shRNF20-7721; D: the expression of RNF20 was observed by immunofluorescence staining in shCtrl-Huh7 and shRNF20-Huh7; E: 
the expression of RNF20 in each cell lines was detected by western blot; F: relative RNF20 protein expression was expressed by densitometric analysis. 
*P<0.05. Green: green fluorescent protein; Merge(DAPI): merged with RNF20, Green and DAPI staining.

图2   鉴定RNF20敲低效率

Fig.2   Identification of RNF20 knockdown efficiency
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shRNF20-Huh7的RNF20表达较其相应对照组 shC-
trl-7721及 shCtrl-Huh7细胞明显降低 , 且绿色荧光蛋

白表达强度与RNF20的表达呈反比现象 , 即shRNA-
RNF20绿色荧光表达越强则RNF20表达越弱。

免疫印迹法检测 4组细胞中RNF20蛋白含量。

结果如图 2E和图 2F所示 , 实验组 shRNF20-7721
及 shRNF20-Huh7细胞中RNF20的蛋白表达量均

低于其相应对照组 , 组间差异均具有统计学意义

(P<0.05)。以上结果表明, RNF20缺陷的稳定肝癌细

胞系构建成功。

2.2   RNF20缺陷对肝癌细胞增殖的影响

BrdU掺入实验检测4组稳转细胞增殖能力。结

果如图 3A、图 3B和图 3E所示 , shRNF20-7721及
shRNF20-Huh7稳转细胞BrdU掺入较其相应对照组

shCtrl-7721及shCtrl-Huh7明显增加(P<0.05)。
采用CCK-8法检测 450 nm处的D值分析 4组

稳转细胞增殖活性。结果如图 3C和图 3D所示 , 
shRNF20-7721及 shRNF20-Huh7稳转细胞在第

24、48及 72 h的D值均高于其相应对照组 shCtrl-
7721(P<0.05)及shCtrl-Huh7(P<0.01)。以上结果表明, 
RNF20表达降低会促进肝癌细胞增殖。

2.3   RNF20缺陷对肝癌细胞迁移能力的影响

划痕实验检测 4组稳转细胞迁移能力。结果

如图4所示 , 缺陷组 shRNF20-7721及 shRNF20-Huh7
细胞迁移能力较其相应对照组 shCtrl-7721及 shCtrl-
Huh7细胞明显增强 (P<0.05)。结果表明 , RNF20缺
陷增强肝癌细胞迁移能力。

2.4   RNF20缺陷对Akt通路的影响

免疫印迹法检测4组细胞中T-Akt和p-Akt蛋白

含量。结果如图5A和图5B所示 , 4组细胞种T-Akt蛋
白无明显差异 , 缺陷组 shRNF20-7721及 shRNF20-
Huh7细胞中p-Akt蛋白表达量均高于其相应对照组

(P<0.05)。结果表明, RNF20缺陷导致p-Akt蛋白上调。

RNA-seq分析Akt通路相关基因的表达如图5C
所示 , RNF20缺陷的实验组较对照组细胞的RNF20、
Wee1、p27和p53基因的mRNA表达均降低(P<0.05)。

A: BrdU法检测shCtrl-7721和shRNF20-7721细胞增殖能力; B: BrdU法检测shCtrl-Huh7和shRNF20-Hun7细胞增殖能力; C: 各组细胞BrdU表

达分析; D: CCK-8法检测shCtrl-7721和shRNF20-7721细胞增殖能力; E: CCK-8法检测shCtrl-Huh7和shRNF20-Hun7细胞增殖能力; *P<0.05, 
**P<0.01。
A: the expression of BrdU was observed by immunofluorescence staining in shCtrl-7721 and shRNF20-7721 cells; B: the expression of BrdU was 
observed by immunofluorescence staining in shCtrl-Huh7 and shRNF20-Huh7 cells; C: the percentage of BrdU positive cells; D: the D value of shC-
trl-7721 and shRNF20-7721was evaluated every 24 h by Cell Counting Kit-8 assay; E: the D value of shCtrl-Huh7 and shRNF20-Huh7 was evaluated 
every 24 h by Cell Counting Kit-8 assay; *P<0.05, **P<0.01.

图3   RNF20缺陷对肝癌细胞增殖的影响

Fig.3   Effect of RNF20 deficiency on the proliferation of hepatocellular carcinoma cells
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结果表明 , RNF20的降低导致细胞周期抑制基因

Wee1和p27以及抑癌基因p53的转录水平降低。

2.5   Perifosine对RNF20缺陷的肝癌细胞增殖和

迁移的影响

BrdU掺入实验检测4组细胞增殖能力。结果如

图6A、图6B和图6C所示 , 处理组BrdU掺入较其相

应对照组 shRNF20-7721及 shRNF20-Huh7明显增加

(P<0.05)。采用CCK-8法检测450 nm处的D值分析

4组细胞增殖活性。结果如图6D和图 6E所示 , 处理

组在第24 h、48 h及72 h的D值均低于其相应对照组

A: RNF20缺陷对SMMC-7721细胞系迁移的影响; B: RNF20缺陷对Huh7细胞系迁移能力的影响; C: 第24 h各细胞系迁移水平分析。*P<0.05。
A: the effect of RNF20 deficiency on the migration of SMMC-7721 cells; B: the effect of RNF20 deficiency on the migration of Huh7 cells; C: the 
migration distance of 24h. *P< 0.05.

图4   RNF20缺陷对肝癌细胞迁移的影响

Fig.4   Effect of RNF20 deficiency on the migration of hepatocellular carcinoma cells
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A: Western blot检测shCtrl-7721/shRNF20-7721和shCtrl-Huh7/shRNF20-Huh7细胞中p-Akt蛋白的表达; B: 各细胞系中p-Akt蛋白表达的分析; C: 
转录组测序分析Akt通路相关基因的表达。*P<0.05。
A: the expression of p-Akt protein was detected by Western blot in shCtrl-7721/shRNF20-7721 and shCtrl-Huh7/shRNF20-Huh7; B: relative p-Akt 
protein expression was expressed as fold change relative to control (equal to 1) by densitometric analysis; C: the expression of Akt signaling pathway-
related genes by RNA-seq. *P<0.05.

图5   RNF20缺陷对肝癌细胞中p-Akt蛋白的影响

Fig.5   Effect of RNF20 deficiency on the p-Akt protein of hepatocellular carcinoma cells
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shRNF20-7721及shRNF20-Huh7(P<0.05)。以上结果

表明, 抑制AKT通路, RNF20缺陷的肝癌细胞增殖水

平降低。

划痕实验检测4组细胞迁移能力。结果如图

6F、图6G和图6H所示, 处理组细胞迁移能力较其

相应对照组RNF20-7721及shRNF20-Huh7细胞减弱

(P<0.05)。结果表明, 抑制AKT通路, RNF20缺陷的

肝癌细胞迁移能力减弱。

3   讨论
表观遗传调控异常与癌症的发生发展密切相

关[14]。E3泛素化连接酶RNF20通过调控H2Bub1导

A: BrdU法检测shRNF20-7721细胞增殖能力; B: BrdU法检测shRNF20-Huh7细胞增殖能力; C: 各组细胞BrdU表达分析; D: CCK-8法检测

shRNF20-7721细胞增殖能力; E: CCK-8法检测shRNF20-Huh7细胞增殖能力; F: 划痕实验检测shRNF20-7721细胞迁移能力; G: 划痕实验检测

shRNF20-Huh7细胞迁移能力; H: 第24 h各细胞系迁移水平分析。*P<0.05。
A: the expression of BrdU was observed by immunofluorescence staining in shRNF20-7721 cells; B: the expression of BrdU was observed by 
immunofluorescence staining in shRNF20-Huh7 cells; C: the percentage of BrdU positive cells; D: the D value of shRNF20-7721 was evaluated every 
24 h by CCK-8 assay; E: the D value of shRNF20-Huh7 was evaluated every 24 h by CCK-8 assay; F: detect of the migration of shRNF20-7721 cells 
by scratch test; E: detect of the migration of shRNF20-Huh7 cells by scratch test; F: the migration distance of 24 h. *P<0.05.

图6   Perifosine对RNF20缺陷的肝癌细胞增殖和迁移的影响

Fig.6   Effect of Perifosine on the RNF20-depleted hepatocellular carcinoma cells proliferation and migration
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致该基因位点染色体处于“开放”状态而促进靶基因

转录延长[4]。RNF20降低导致基因转录失控以及基

因组不稳定, 进而促进肿瘤发生[15]。

研究证明, RNF20与H2Bub1缺陷在大量癌症中发

挥着作用。乳腺癌中发现肿瘤的发生与高频的RNF20
启动子超甲基化有关。在转移性前列腺癌[10]、精原

细胞癌[11]、肺癌[12]、结肠癌[12]和胃癌[13]组织中均发现

RNF20降低且促进癌细胞的增殖、侵袭与肿瘤的生长。

与上述研究一致, 我们发现, RNF20的下调导致肝癌细胞

的增殖和迁移水平增加。但值得注意的是, 在近期的两

项研究中, RNF20缺陷会通过转录调控负性调节细胞增

殖以及抑制恶性淋巴瘤[16]和乳腺癌[17]的发生发展。我
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们推测, 这可能是癌症的类型或分期的特异性所导致的, 
需要进一步的研究来证实这些相互矛盾的结果。

丝氨酸 /苏氨酸激酶Akt通过抑制细胞周期抑制

蛋白Wee1、p27 Kip1和p21Cip1等促进细胞增殖, 并
通过抑制促凋亡因子防止细胞凋亡 , 以及激活凋亡

抑制蛋白阻碍 p53介导细胞凋亡 [18-19]。近期研究发

现 , 肺癌中RNF20与H2Bub1下调并通过Akt通路促

进肺癌细胞增殖、迁移与侵袭 [20]。我们通过West-
ern blot和转录组测序分析了肝癌中RNF20下调对

Akt通路及其相关基因mRNA表达水平的影响。结

果显示, 当RNF20在肝癌细胞中下调时磷酸化Akt显
著增加且Wee1、p27以及p53的转录水平降低 , 这表

明RNF20降低可能会激活Akt信号通路且影响该通

路相关基因的转录。而我们进一步通过Akt抑制剂

派立福新处理肝癌细胞后发现 , 抑制Akt通路导致

RNF20缺陷的肝癌细胞增殖和迁移能力减弱。由此

推论 , RNF20的缺失可能通过调节包括Akt在内的

多种信号通路促进SMMC-7721和Huh7肝癌细胞的

增殖和迁移。此外, 有研究证实, RNF20的降低通过

抑制p53表达以及促进 c-Myc和 c-Fos等促癌基因的

表达来促进细胞增殖、迁移和肿瘤发生 [4-6]。因此 , 
RNF20靶基因及其上下游通路的研究应继续进行。

综上所述, E3泛素连接酶RNF20可能是肝癌

的抑癌因子。我们通过慢病毒感染肝癌细胞构建

RNF20基因缺陷的稳定细胞系, 建立了RNF20影响

肝癌细胞增殖和迁移的模型, 分析RNF20缺陷对

肝癌细胞的影响及其机制。这些影响可能是由于

RNF20基因下调引起的信号通路如Akt等转录调控

紊乱所致, 基因组的不稳定性加速了肝癌细胞的增

殖与迁移。早期检出率低是HCC高死亡率的重要原

因之一[21], 而表观遗传学的改变发生在肝癌早期[22], 
这为肝癌的早期诊断、治疗和预后提供了新的方向。

通过对机制的研究为药物提供新靶点将异常调控基

因恢复正常, 从而使从表观遗传分子水平治疗肝癌

成为可能。本研究为探索RNF20基因缺陷促进肝癌

生长的机制以及RNF20作为肝癌治疗潜在靶点的识

别提供了基础, 值得进一步研究。

参考文献 (Referances)
[1]  SIEGEL R, MILLER K, JEMAL A. Cancer statistics, 2019 [J]. 

Ca Cancer J Clin, 2019, 69(1): 7-34.
[2]  FREDDIE B, JACQUES F, ISABELLE S, et al. Global cancer 

statistics 2018: GLOBOCAN estimates of incidence and mortal-

ity worldwide for 36 cancers in 185 countries [J]. Ca Cancer J 
Clin, 2018, 68(6): 394-424.

[3]  WILTING R, DANNENBERG J. Epigenetic mechanisms in 
tumorigenesis, tumor cell heterogeneity and drug resistance [J]. 
Drug Resist Updat, 2012, 15(1/2): 21-38.

[4]  PAVRI R, ZHU B, LI G, et al. Histone H2B monoubiquitination 
functions cooperatively with FACT to regulate elongation by 
RNA polymerase II [J]. Cell, 2006, 125(4): 703-17.

[5]  EFRAT S, ITAY T, YAEL A, et al. The histone H2B-specific ubiq-
uitin ligase RNF20/hBRE1 acts as a putative tumor suppressor 
through selective regulation of gene expression [J]. Gene Dev, 
2008, 22: 2664-76.

[6]  SHEMA E, KIM J, ROEDER R, et al. RNF20 inhibits TFIIS-
facilitated transcriptional elongation to suppress pro-oncogenic 
gene expression [J]. Mol Cell, 2011, 42(4): 477-88.

 [7]  NAKAMURA K, KATO A, KOBAYASHI J, et al. Regulation of 
homologous recombination by RNF20-dependent H2B ubiquiti-
nation [J]. Mol Cell, 2011, 41(5): 515-28.

 [8]  REN L, ZENG M, TANG Z, et al. The antiresection activity of the X pro-
tein encoded by hepatitis virus B [J]. Hepatology, 2019, 69: 2546-61.

 [9]  ALEXANDER J, RODERICK C, DEBORAH J, et al. Histone 
H2B monoubiquitination: roles to play in human malignancy [J]. 
Endocr-Relat Cancer, 2015, 22(1): T19-33.

[10]  JÄÄSKELÄINEN T, MAKKONEN H, VISAKORPI T. Histone H2B 
ubiquitin ligases RNF20 and RNF40 in androgen signaling and pros-
tate cancer cell growth [J]. Mol Cell Endocrinol, 2012, 350(1): 87-98.

[11]  CHERNIKOVA S, RAZORENOVA O, HIGGINS J, et al. Defi-
ciency in mammalian histone H2B ubiquitin ligase Bre1 (Rnf20/
Rnf40) leads to replication stress and chromosomal instability [J]. 
Cancer Res, 2012, 72(8): 2111-19.

[12]  URASAKI Y, HEATH L, XU C. Coupling of glucose deprivation 
with impaired histone H2B monoubiquitination in tumors [J]. 
PLoS One, 2012, 7(5): e36775.

[13]  WANG Z, YANG J, WANG Y, et al. Decreased histone H2B 
monoubiquitination in malignant gastric carcinoma [J]. World J 
Gastroentero, 2013, 19(44): 8099-107.

[14]  WEE S, DHANAK D, LI H, et al. Targeting epigenetic regulators for 
cancer therapy [J]. Ann of the Ny Acad Sci, 2014, 1309(1): 30-6.

[15]  SETHI G, SHANMUGAM M, ARFUSO F, et al. Role of RNF20 
in cancer development and progression - a comprehensive review 
[J]. Bioscience Rep, 2018, 38(4): R20171287.

[16]  WANG E, KAWAOKA S, YU M, et al. Histone H2B ubiquitin li-
gase RNF20 is required for MLL-rearranged leukemia [J]. P Natl 
Acad Sci, 2013, 110(10): 3901-06.

[17]  DUAN Y, HUO D, GAO J, et al. Ubiquitin ligase RNF20/40 facili-
tates spindle assembly and promotes breast carcinogenesis through 
stabilizing motor protein Eg5 [J]. Nat Commun, 2016, 7: 12648.

[18]  HERS I, VINCENT E, TAVARÉ J. Akt signalling in health and 
disease [J]. Cell Signal, 2011, 23(10): 1515-27.

[19]  ALEX T, SANDRA M. Signaling specificity in the Akt pathway 
in biology and disease [J]. Adv Bio Regul, 2014, 55: 28-38.

[20]  ZHANG K, JINHUI W, TOMMY R, et al. Loss of H2B monoubiq-
uitination is associated with poor-differentiation and enhanced malig-
nancy of lung adenocarcinoma [J]. Int J Cancer, 2017, 141: 766-77.

[21] NOBUHIRO T, YU S, ITARU E, et al. Biomarkers for the early 
diagnosis of hepatocellular carcinoma [J]. World J Gastroentero, 
2015, 21(37): 10573-83.

[22]  JUO Y, GONG X, MISHRA A, et al. Epigenetic therapy for solid 
tumors: from bench science to clinical trials [J]. Epigenomics, 
2015, 7(2): 215-35.

中
国
细
胞
生
物
学
学
报




