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摘要　目的　探讨肝细胞癌（ＨＣＣ）中核苷酸切除修复（ＮＥＲ）的调控机制。方法　根据 ＮＥＲ通路中基因的表达水平，使用
ＴＣＧＡ数据库对ＨＣＣ进行分子分型。通过ｓｉＲＮＡ构建ＲＮＡ结合基序蛋白３９（ＲＢＭ３９）基因敲低的 ＨＣＣ细胞株，通过 ＲＢＭ３９
质粒构建ＲＢＭ３９过表达的ＨＣＣ细胞株，使用诱导ＲＢＭ３９蛋白降解的试剂Ｉｎｄｉｓｕｌａｍ处理细胞。实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测ＲＢＭ３９、核苷酸切除修复交叉互补组１（ＥＲＣＣ１）的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平的变化；流式细胞术检测ＮＥＲ
效率；细胞计数试剂盒８（ＣＣＫ８）检测细胞活力。结果　ＨＣＣ患者根据ＮＥＲ活性可以分为 Ｃ１、Ｃ２和 Ｃ３三型，其中 Ｃ３分型
中ＮＥＲ活性最高（Ｐ＜００００１）。转染ＲＢＭ３９ｓｉＲＮＡ或Ｉｎｄｉｓｕｌａｍ处理组ＮＥＲ修复效率较对照组下降（Ｐ＜００１），细胞存活率
降低（Ｐ＜００１），并且ＥＲＣＣ１的ｍＲＮＡ和蛋白表达降低（Ｐ＜００１）；ＲＢＭ３９过表达组 ＥＲＣＣ１的 ｍＲＮＡ和蛋白表达较对照组
增强（Ｐ＜００１）。结论　ＨＣＣ细胞中ＲＢＭ３９可能通过调控ＥＲＣＣ１的表达影响ＮＥＲ修复效率。
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　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是导
致癌症相关死亡的第三大原因［１］，ＨＣＣ患者总生存
率（ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，ＯＳ）较低，无进展生存时间（ｐｒｏ
ｇｒｅｓｓｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，ＰＦＳ）较短，尽管近年来ＨＣＣ的治
疗策略有所进展，但仍存在不足，例如：早期诊断困

难、肿瘤异质性、复发率高、联合治疗策略待优化及

晚期患者治疗选择有限等。因此探索新的治疗策略

极具意义。细胞在应对各种内源性和外源性因素导

致的ＤＮＡ损伤时，存在不同 ＤＮＡ修复方式。核苷
酸切除修复（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｅｘｃｉｓｉｏｎｒｅｐａｉｒ，ＮＥＲ）是
ＤＮＡ修复的重要方式之一，主要识别由紫外线（ｕｌ
ｔｒａｖｉｏｌｅｔ，ＵＶ）照射引起的环丁烷嘧啶二聚体和６４
光产物、化疗药物或某些致癌物质引起的链内交联

等［２］。研究［３］表明，ＮＥＲ通路的缺陷与多种人类综
合征的产生以及肿瘤和衰老关系紧密。核苷酸切除

修复交叉互补组１（ｅｘｃｉｓｉｏｎｒｅｐａｉｒｃｒｏｓｓｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔ
ａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ１，ＥＲＣＣ１）基因在修复ＤＮＡ链间交联的
ＮＥＲ机制中发挥着限速作用［４］。

ＲＮＡ结合基序蛋白３９（ＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｍｏｔｉｆｐｒｏ
ｔｅｉｎ３９，ＲＢＭ３９）是一个编码ＲＮＡ结合蛋白的基因，
在ＲＮＡ的剪接、稳定性以及翻译后调控方面起到重
要作用［５］。ＲＢＭ３９通过与 ＲＮＡ分子的相互作用，
在调控基因表达和细胞生物学过程中发挥重要价

值。相关研究［６］表明ＲＢＭ３９在ＨＣＣ中高表达。但
目前有关ＲＢＭ３９在ＤＮＡ损伤修复机制中的作用鲜
有报道，值得去进一步探索。该研究旨在探索 ＨＣＣ
中ＮＥＲ的调控机制，为 ＨＣＣ的临床治疗寻找新的
方向。

１　材料与方法

１．１　数据收集与分析　从 ＴＣＧＡ数据库（ｈｔｔｐ：／／
ｐｏｒｔａｌ．ｇｄｃ．Ｃａｎｃｅｒ．ｇｏｖ）中获取３７１例 ＨＣＣ患者的
ｍＲＮＡ表达谱和临床信息，绘制总体生存期和无发
展生存期曲线。随后从 ＫＥＧＧ数据库中下载
ＫＥＧＧＮＥＲ数据集，该数据集包含 ４４个基因。为
了确定数据集中的最佳聚类数并评估聚类的稳定

性，使用 ＣｏｎｓｅｎｓｕｓＣｌｕｓｔｅｒＰｌｕｓ（Ｒｐａｃｋａｇｅ版本为
１６９０）进行整合共识聚类分析。具体来说，利用
了该方法的多次随机重抽样和重新聚类的特性，以

评估不同聚类数量下的一致性。每次聚类分析中，

样本的８０％被随机选取，使用全部特征进行分析。
并选择了 ｋｍｅａｎｓ算法作为聚类算法，使用欧式距
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离作为相似度量标准。聚类数量的可能范围设定为

２～６，每个可能的聚类数都重复进行了多次聚类分
析，以确保结果的稳定性和可重复性。最终选择了

聚类数ｋ＝３，在此数量下聚类结果显示出最高的稳
定性和一致性。

１．２　细胞和试剂　人 ＨＣＣ细胞系 Ｈｅｐ３Ｂ和 Ｈｕｈ７
购于中国科学院细胞库。ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清
和胰酶（货号：Ｃ１１９９５５００ＢＴ、１０２７０１０６、２５２０００５６，
美国赛默飞世尔公司）；转染试剂 ＥｘＦｅｃｔＴｒａｎｓｆｅｃ
ｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ、ＲＮＡ提取、逆转录、ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ和
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／Ｐｌ试剂盒（货号：Ｔ１０１０１、Ｒ７１１０１、
Ｒ３２３０１、Ｑ７１２０２、Ａ２１１０２，南京诺唯赞公司）；ＥＲ
ＣＣ１兔抗人抗体（货号：１２３４５Ｔ，美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司 ）；βＡｃｔｉｎ鼠抗人抗体、ＲＢＭ３９兔
抗人抗体和相应的二抗（货号：６６００９１ｌｇ、２１３３９１
ＡＰ、ＳＡ００００１１、ＳＡ００００１２，武汉三鹰生物技术有限
公司）；蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂（货号：

Ｂ１４００１、Ｂ１５００１，美国Ｓｅｌｌｅｃｋ生物技术有限公司 ）；
ＲＩＰＡ裂解液、ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（货号：Ｐ００１３Ｂ、
Ｐ００１０，上海碧云天生物技术公司）；０４５μｍ孔径
ＰＶＤＦ膜（货号：ＩＰＶＨ０００１０，美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司 ）；
Ｉｎｄｉｓｕｌａｍ、ＣＣＫ８试剂盒和青 －链霉素双抗（货号：
ＨＹ１３６５０、ＨＹＫ０３０１、ＨＹＫ１００６，美国ＭＣＥ公司）；
ＰＢＳ（货号４１４０３ＳＥ，上海翌圣生物科技股份有限公
司）。

１．３　引物和质粒　本文中所用引物、ｓｉＲＮＡ均由安
徽通用生物科技有限公司合成，序列号如下：

ＲＢＭ３９ｓｉＲＮＡ１： ５′ＧＧＡＡＣＡＡＣＵＵＡＡＵＧＧＡＵＵＵ
ＴＴ３′； ＲＢＭ３９ｓｉＲＮＡ２： ５′ＧＡＵＵＡＡＧＧＡＵＧＡＵ
ＧＵＧＡＵＵＴＴ３′；βＡｃｔｉｎ，（正义链）ＣＴＣＣＡＴＣＣＴＧＧＣ
ＣＴＣＧＣＴＧＴ；（反 义 链） ＧＣＴＧＣＴＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴ
ＴＣＣ；ＲＢＭ３９，（正义链）５′ＣＡＡＴＧＣＴＴＧＡＧＧＣＴＣＣＴ
ＴＡＣＡ３′；（反义链）５′ＴＣＣＧＴＴＣＣＴＴＡＣＴＴＴＴＧＣＴ
ＴＣＴＣ３′；ＥＲＣＣ１，（正 义 链） ＣＴＣＣＣＧＧＧＴＧＡＣＴ
ＧＡＡＴＧＴＣ；（反 义 链） ＴＴＣＡＧＡＧＴＣＴＧＧＧＧＡＧ
ＧＡＧＧ；ＲＢＭ３９质粒、ｐｍａｘＧＦＰ和 ＤｓＲＥＤ质粒均由
本实验室保存。

１．４　主要仪器　ＣＯ２培养箱（型号：ＨｅｒａｃｅｌｌＶＩＯＳ
１６０ｉ）、酶标仪（型号：ＭｕｌｔｉｓｋａｎＦＣ）、紫外交联仪（型
号：ＣＬ１０００）购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳仪（型号：４５６１０２１）和电转仪（型号：Ｍｉ
ｃｒｏＰｕｌｓｅｒ１６５２１００）购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司；化学发
光成像系统（型号：Ｔａｎｏｎ４８００，上海天能科技有限
公司）；流式细胞仪（型号：ＡＴ１４６６，无锡厦泰生物科

技有限公司）。

１．５　蛋白提取和免疫印迹实验　将 Ｈｅｐ３Ｂ和
Ｈｕｈ７细胞用ＰＢＳ洗涤２遍，加入含蛋白酶抑制剂和
磷酸酶抑制剂的ＲＩＰＡ裂解液，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５
ｍｉｎ后收集上清液，使用 ＢＣＡ蛋白定量试剂盒检测
蛋白浓度，制取样本，９５℃金属浴５ｍｉｎ。通过聚丙
烯酰胺凝胶电泳分离不同分子量的蛋白后转至

ＰＶＤＦ膜，快 速 封 闭 液 封 闭 后 孵 育 βＡｃｔｉｎ
（１∶１００００）、ＲＢＭ３９（１∶２０００）和 ＥＲＣＣ１
（１∶１０００）抗体，放置 ４℃冰箱过夜。次日 ＴＢＳＴ
洗涤３遍，孵育相应种属来源的鼠二抗（１∶４０００）
和兔二抗１∶４０００），放置室温摇床１ｈ，ＴＢＳＴ清洗３
遍后显影。

１．６　ＲＮＡ提取和 ｑＰＣＲ实验　按照总 ＲＮＡ提取
试剂盒步骤说明，提取总 ＲＮＡ并测定浓度。将总
ＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ后，按照ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ试剂
盒说明进行ｑＰＣＲ实验。
１．７　细胞增殖实验　将处于对数生长期的 Ｈｅｐ３Ｂ
和Ｈｕｈ７细胞分别以２０００个细胞／孔接种到９６孔
板中，待细胞贴壁后，进行ＵＶ照射。之后在２４、４８、
７２ｈ时，分别更换培养基为含１００μｌ培养基和１０
μｌＣＣＫ８试剂的混合液，并在３７℃的培养箱中避
光孵育２ｈ。最后，使用酶标仪在４５０ｎｍ波长下测
定吸光度并记录数据。

１．８　ＮＥＲ报告系统建立　利用紫外交联仪处理
ｐｍａｘＧＦＰ质粒（１２００Ｊ），将ＵＶ照射后的ｐｍａｘ绿色
荧光蛋白质粒（ｐｍａｘｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｐｌａｓ
ｍｉｄ，ＧＦＰ）（３μｇ／孔）与 ＤｓＲＥＤ红色荧光蛋白质粒
（ＤｓＲＥＤｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｐｌａｓｍｉｄ，ＤｓＲＥＤ）（２０
ｎｇ／孔）混匀，使用转染试剂ＥｘＦｅｃｔＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａ
ｇｅｎｔ转入细胞内。转染步骤如下：将ＨＣＣ细胞均匀
接种于６孔细胞培养板，随机分为对照组和实验组，
待细胞密度合适，按照 ＥｘＦｅｃｔＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ
试剂盒说明书将目的质粒转染至细胞内。

１．９　细胞转染 ＲＢＭ３９ｓｉＲＮＡ　将 ＨＣＣ细胞均匀
接种于６孔细胞培养板，随机分为对照组和实验组。
待细胞密度合适，按照 ＥｘＦｅｃｔＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ
试剂盒说明书，对照组细胞转染 ｓｉＣｏｎｔｒｏｌ，实验组细
胞分别转染 ｓｉＲＢＭ３９１和 ｓｉＲＢＭ３９２。为检测 ｓｉＲ
ＮＡ效率，分别使用５０、７５和１００ｎｍｏｌ／Ｌ浓度处理
Ｈｅｐ３Ｂ细胞，观察ＲＢＭ３９蛋白表达水平差异，最终
选取１００ｎｍｏｌ／Ｌ的ｓｉＲＮＡ浓度进行后续实验。
１．１０　Ｉｎｄｉｓｕｌａｍ诱导 ＲＢＭ３９降解　Ｉｎｄｉｓｕｌａｍ是
一种碳酸酐酶抑制剂，具有抗癌活性，已被证实可以
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通过募集ＤＣＡＦ１５诱导ＲＢＭ３９降解来靶向剪接［７］。

为明确其诱导 ＲＢＭ３９降解的效率，分别使用１００、
２５０、５００、７５０和１０００ｎｍｏｌ／Ｌ的浓度处理 Ｈｕｈ７细
胞，观察 ＲＢＭ３９蛋白表达水平差异，最终选取５００
ｎｍｏｌ／Ｌ的浓度进行后续实验。
１．１１　流式细胞仪检测 ＮＥＲ效率　转染４８ｈ后，
使用预冷ＰＢＳ清洗２遍，经０２５％胰蛋白酶消化后
收集细胞至１５ｍｌ离心管，３０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ
后弃去上清液，２００μｌＰＢＳ重悬细胞转移至流式管
中，上机检测。在流式细胞仪上进行分析之前保存

在冰上。每次重复实验至少分析 ２万个细胞。
ＦｌｏｗＪｏ软件分析结果并绘图统计。计算公式：ＮＥＲ
效率＝ＧＦＰ＋／ＤｓＲＥＤ＋［８］。
１．１２　统计学处理　采用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法评估各组
患者的ＯＳ、ＰＦＳ及疾病特异性生存期（ｄｉｓｅａｓｅｓｐｅ
ｃｉｆｉｃｓｕｒｖｉｖａｌ，ＤＳＳ）。组间生存曲线比较通过 Ｌｏｇ
ｒａｎｋ检验进行统计学比较。分析基于 ＲＳｔｕｄｉｏ（Ｒ
语言 ｖ４２０）平台，利用＂ｓｕｒｖｉｖａｌ＂包完成。使用
Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数计算两个变量之间的相关性，使用
散点图等可视化工具直观展示变量之间的关系，帮

助判断正相关或负相关。使用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ９０
软件进行统计学分析，实验至少进行３次重复。数
据采用均数±标准差表示，正态分布且方差齐的组
间均值比较使用 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验，多组间差异比较
使用单因素方差分析，多组间多个时间点数据比较

采用重复测量的方差分析。Ｐ＜００５为差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　ＲＢＭ３９在 ＮＥＲ活性高的 ＨＣＣ患者中呈高
表达　根据 ＴＧＧＡ公共数据库中３７１例 ＨＣＣ患者
的基因数据，通过执行 ＣｏｎｓｅｎｓｕｓＣｌｕｓｔｅｒＰｌｕｓ进行
整合共识聚类。结果显示：在 ｋ＝３时，共识矩阵表
现出清晰的对角块结构，说明样本在各组中的分配

具有高度一致性，聚类结果更具稳定性（图 １Ａ）。
在 Ｄｅｌｔａ区域图中，从 ｋ＝２到 ｋ＝３时观察到最大
的一致性增幅，表明增加第三个聚类能显著提高整

体的聚类一致性。随后的 ｋ值增加并没有带来同
样显著的一致性提升，这意味着 ｋ＝３提供了最佳
的稳定性和区分度（图１Ｂ）。同时在 ｋ＝２～６的共
识累积分布函数（ｃｏｎｓｅｎｓｕｓｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＣＣＤＦ）图中，随着ｋ增加，ＣＤＦ曲线趋于平
稳，表明共识性提高。然而，过高的 ｋ可能导致过
拟合。因此，结合 Ｄｅｌｔａ变化图（图 １Ｃ），ｋ＝３被确

定为最优聚类数，代表将样本聚类成３种类型最为
合理，因此根据 ＣｏｎｓｅｎｓｕｓＣｌｕｓｔｅｒＰｌｕｓ的自动聚类，
将ＨＣＣ患者分为 Ｃ１、Ｃ２和 Ｃ３三种分型（图１Ｄ）。
其中Ｃ１代表 ＮＥＲ活性低的分型，Ｃ３则代表 ＮＥＲ
活性高的分型。随后分析 ＲＢＭ３９在这三种分型中
的表达水平差异，结果显示：Ｃ３组的ＲＢＭ３９表达水
平明显高于Ｃ１组（ｔ＝－１９１５，Ｐ＜００００１），Ｃ２组
的表达水平明显高于Ｃ１组（ｔ＝－１２１６２，Ｐ＜００００
１），并且Ｃ３组的表达水平也明显高于 Ｃ２组（ｔ＝－
１０１０９，Ｐ＜００００１），见图１Ｅ。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存
曲线分析表明，高表达 ＲＢＭ３９的 Ｃ３组 ＯＳ和 ＰＦＳ
均低于 Ｃ１和 Ｃ２组（χ２＝７８８、５８６，Ｐ＜００５），见
图１Ｆ。上述结果表明：ＮＥＲ和 ＨＣＣ患者的预后密
切相关，ＲＢＭ３９可能参与调控ＮＥＲ。
２．２　ＲＢＭ３９基因敲低后 ＨＣＣ细胞 ＮＥＲ修复效
率降低　为探讨 ＲＢＭ３９和 ＮＥＲ的关系，本研究采
用ＲＢＭ３９ｓｉＲＮＡ转染 Ｈｅｐ３Ｂ和 Ｈｕｈ７细胞进行实
验。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：不同浓度ＲＢＭ３９ｓｉＲＮＡ
均降低了细胞中 ＲＢＭ３９蛋白的表达（图 ２Ａ）。
ｑＰＣＲ结果显示：与对照组相比，ＲＢＭ３９ｓｉＲＮＡ处理
组的ＲＢＭ３９ｍＲＮＡ水平明显下降（ｔ＝９８７、７９４、
５４４、４５１，均Ｐ＜００５，图２Ｂ、２Ｃ）。在转染 ｓｉＲＮＡ
２４ｈ后，对 ＨＣＣ细胞进行 ＵＶ照射，并分别在２４、
４８、７２ｈ时间点进行ＣＣＫ８实验，结果显示：ＲＢＭ３９
基因敲低的ＨＣＣ细胞活力较对照组下降（Ｆ重复测量 ＝
１９０７０，２７４７０、３６９３、７５８７，均 Ｐ＜００１，图 ２Ｄ、
２Ｅ）。为进一步探究 ＲＢＭ３９和 ＮＥＲ效率之间的关
系，在转染 ＲＢＭ３９ｓｉＲＮＡ２４ｈ后，将 ＵＶ照射后的
ＧＦＰ与ＤｓＲＥＤ质粒混合，共同转入ＨＣＣ细胞内，４８
ｈ后收集细胞，流式细胞仪检测 ＧＦＰ阳性细胞和
ＤｓＲＥＤ阳性细胞数（图２Ｆ），结果显示：ＨＣＣ细胞
内ＲＢＭ３９基因敲低后，ＮＥＲ效率较对照组明显下
降（ｔ＝６３０、６１０、７６５、５９７，均 Ｐ＜００１，图 ２Ｇ、
２Ｈ）。
２．３　ＲＢＭ３９降解剂处理后 ＨＣＣ细胞 ＮＥＲ修复
效率降低　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：不同浓度的碳酸
酐酶抑制剂 Ｉｎｄｉｓｕｌａｍ（图３Ａ）均降低了 Ｈｕｈ７细胞
中ＲＢＭ３９的蛋白表达水平（图３Ｂ）。ｑＰＣＲ结果显
示：与对照组相比，Ｉｎｄｉｓｕｌａｍ处理后的 Ｈｅｐ３Ｂ和
Ｈｕｈ７细胞ＲＢＭ３９ｍＲＮＡ水平明显下降（ｔ＝１４６２、
６０３，均Ｐ＜０００１），见图３Ｃ、３Ｄ。同样条件处理细
胞２４ｈ后，使用 ＵＶ照射细胞，分别在２４、４８、７２ｈ
时间点进行 ＣＣＫ８实验，结果表明：Ｉｎｄｉｓｕｌａｍ处理
组的细胞活力较对照组明显下降（Ｆ重复测量 ＝
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图１　生信分析ＲＢＭ３９在不同ＮＥＲ活性的ＨＣＣ人群中表达情况

Ｆｉｇ．１　ＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆＲＢＭ３９ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＨＣＣｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔＮＥＲａｂｉｌｉｔｙａｃｔｉｖｉｔｙ

Ａ：ＣｌｕｓｔｅｒｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｃｏｎｓｅｎｓｕｓｍａｔｒｉｘｆｒｏｍＣｏｎｓｅｎｓｕｓＣｌｕｓｔｅｒＰｌｕｓａｔｋ＝３；Ｂ：ＤｅｌｔａａｒｅａｐｌｏｔｏｆＣｏｎｓｅｎｓｕｓＣｌｕｓｔｅｒＰｌｕｓ；Ｃ：Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆ

ｔｈｅａｒｅａｕｎｄｅｒｔｈｅｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｆｕｎｃｔｉｏｎ（ＣＤＦ）ｃｕｒｖｅｆｏｒｋ＝２－６；Ｄ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓｏｆＮＥＲｐａｔｈｗａｙｇｅｎｅｓｆｒｏｍＫＥＧＧｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｕｂ

ｔｙｐｅｓ；Ｅ：ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＲＢＭ３９ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇＣ１，Ｃ２，ａｎｄＣ３ＮＥＲｓｕｂｔｙｐｅｓ；Ｆ：ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒｓｕｒｖｉｖａｌｃｕｒｖｅｓｆｏｒＯＳａｎｄＰＦＳｏｆＨＣＣ

ｐａｔｉｅｎｔｓｉｎＣ１，Ｃ２，ａｎｄＣ３ＮＥＲｓｕｂｔｙｐｅｓ；Ｐ＜００００１ｖｓＣ１ｇｒｏｕｐ；＃＃＃＃Ｐ＜００００１ｖｓＣ２ｇｒｏｕｐ．

２２０００、９１９２，均Ｐ＜０００１），见图３Ｅ、３Ｆ。为进一
步确认ＲＢＭ３９与 ＮＥＲ效率的关系，同样条件处理
细胞２４ｈ后，转染 ＵＶ照射后的 ｐｍａｘＧＦＰ质粒和
ＤｓＲｅｄ质粒，４８ｈ后收集细胞，流式细胞仪检测
ＮＥＲ效率。结果显示：与对照组相比，Ｉｎｄｉｓｕｌａｍ处
理组 ＮＥＲ效率明显降低（ｔ＝８５２、８７９，均 Ｐ＜
０００１），见图３Ｇ、３Ｈ。
２．４　ＲＢＭ３９通过调控 ＥＲＣＣ１影响 ＮＥＲ　ＴＣＧＡ
数据库探究 ＲＢＭ３９与 ＮＥＲ通路中 ＥＲＣＣ１表达的
相关性，根据相关系数 ｒ＞０判断二者呈正相关，且
相关性显著（ｒ＝０１６，Ｐ＜０００５；图 ４Ａ－４Ｂ）。
ｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：与对照组相比，通过
转染ＲＢＭ３９ｓｉＲＮＡ和使用Ｉｎｄｉｓｕｌａｍ降低ＨＣＣ细胞
中ＲＢＭ３９表达后，处理组的 ＥＲＣＣ１蛋白（ＲＢＭ３９
ｓｉＲＮＡ：ｔＨｅｐ３Ｂ ＝２７７３、５７８０、１０７６、１２５９，ｔＨｕｈ７ ＝
５４８９、２１７７、１８３７、１５５５；Ｉｎｄｉｓｕｌａｍ：ｔＨｅｐ３Ｂ＝７７９、
７５６，ｔＨｕｈ７＝４８７，１４６６；均Ｐ＜００１，图４Ｃ－４Ｆ）和
ｍＲＮＡ水平均下降（ＲＢＭ３９ｓｉＲＮＡ：ｔＨｅｐ３Ｂ ＝６４０、
９５４，ｔＨｕｈ７＝１０２０、４４０；Ｉｎｄｉｓｕｌａｍ：ｔ＝１８５８、８４８；
均Ｐ＜００５，图４Ｇ、４Ｈ）；而 ＲＢＭ３９过表达时，ＥＲ
ＣＣ１蛋白（ｔ＝１７６６、８１９、２２６３、５６２；均 Ｐ＜

００１，图 ４Ｉ、４Ｊ）和 ｍＲＮＡ水平（ｔ＝９９１１、４５８０、
２３６９、５８８；均Ｐ＜００１，图４Ｋ、４Ｌ）均增高。

３　讨论

　　ＨＣＣ已成为全球严重的健康威胁因素，预计到
２０２５年，每年将有超过１００万人受到影响［９］。尽管

其发生机制尚未完全阐明，但有研究［１０］表明 ＨＣＣ
的发生与 ＤＮＡ损伤的积累密切相关，特别是在
ＤＮＡ修复机制的异常方面。Ｃｈａｔｔｅｒｊｅｅｅｔａｌ［１１］发现
ＨＣＣ细胞中 ＤＮＡ损伤的数量和修复效率与癌旁组
织相比显著增加，且ＤＮＡ损伤修复相关蛋白的表达
在肝癌中常常被上调。慢性肝病（如肝硬化、脂肪

肝等）患者的ＤＮＡ损伤和突变数量显著增加，尤其
是拷贝数变异和结构变异，这些基因组不稳定性为

肝癌的发生提供了“温床”，并可能导致肿瘤的多样

性和耐药性［１２－１３］。因此，ＤＮＡ修复途径的异常在
肝癌的发生与进展中起着至关重要的作用。本研究

基于 ＮＥＲ活性将 ＨＣＣ患者进行分型，有效区分出
不同预后的亚型，发现 ＮＥＲ通路中关键蛋白
ＲＢＭ３９可能通过调控 ＥＲＣＣ１的表达影响 ＮＥＲ活
性，并且与ＨＣＣ患者的预后密切相关，为ＨＣＣ的个
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图２　ＲＢＭ３９基因敲低对肝癌细胞系ＮＥＲ效率的影响

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＲＢＭ３９ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｎＮＥＲｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

Ａ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＲＢＭ３９ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎＨＣＣｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｓｉＲＮＡ；Ｂ，Ｃ：ｑＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ＲＢＭ３９ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｉｎＨｅｐ３ＢａｎｄＨｕｈ７ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｓｉＲＮＡｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｄ，Ｅ：ＣＣＫ８ａｓｓａｙｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓｏｆｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＨｅｐ３ＢａｎｄＨｕｈ７ｃｅｌｌｓｗｉｔｈ

ＲＢＭ３９ｋｎｏｃｋｄｏｗｎａｆｔｅｒＵＶｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ；Ｆ：ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅＮＥＲｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｓｓａｙ；Ｇ，Ｈ：ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆＮＥＲｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

ｉｎＨｅｐ３ＢａｎｄＨｕｈ７ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＲＢＭ３９ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ；ａ：ｓｉＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｂ：ｓｉＲＢＭ３９１ｇｒｏｕｐ；ｃ：ｓｉＲＢＭ３９２ｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ

＜０００１，Ｐ＜００００１ｖｓｓｉＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

性化治疗提供了新的思路，靶向ＲＢＭ３９和其调控的
ＮＥＲ途径可能成为治疗ＨＣＣ的新策略。

ＮＥＲ是细胞修复由 ＵＶ、射线和某些化疗药物
引起的ＤＮＡ损伤的关键机制。ＮＥＲ修复途径的缺
陷会导致基因组不稳定性，进一步促进肝癌的发生。

本研究首次揭示了基于 ＮＥＲ活性的 ＨＣＣ患者分
型，并成功区分出了三个具有不同预后的亚型（Ｃ１、
Ｃ２、Ｃ３）。Ｃ３亚型患者显示出最高的 ＮＥＲ活性，并
且与较差的预后相关，提示 ＮＥＲ活性可能与 ＨＣＣ
的进展密切相关。ＥＲＣＣ５作为ＮＥＲ通路的核心成
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图３　Ｉｎｄｉｓｕｌａｍ对肝癌细胞系ＮＥＲ效率的影响
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分，其异位表达与多种癌症的发生密切相关，特别是

在ＨＣＣ中，Ｚｈｅｎｇｅｔａｌ［１４］的研究发现，ＥＲＣＣ５蛋白
在肝癌肿瘤组织中的表达显著高于癌旁组织，且较

高的 ＥＲＣＣ５表达与较差的临床预后密切相关。
Ｆａｕｔｒｅｌｅｔａｌ［１５］的研究发现，多个 ＮＥＲ基因（包括
ＥＲＣＣ１、ＸＰＣ和ＸＰＡ）在肝癌组织中的表达显著高
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图４　ＲＢＭ３９与ＥＲＣＣ１的相关性分析
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于匹配的非肿瘤组织和正常肝组织；ＥＲＣＣ１和 ＸＰＣ
的过度表达与肝硬化和肝癌的发生密切相关，尤其

是在肝硬化肝癌组织中，ＸＰＡ、ＸＰＣ、ｈＨＲ２３Ｂ和 ＥＲ
ＣＣ１的ｍＲＮＡ水平显著升高；此外，ＥＲＣＣ１、ＸＰＣ和
ＸＰＡ的 ｍＲＮＡ表达水平与肝癌的化疗耐药性密切
相关。因此，ＮＥＲ活性不仅能够作为一种生物标志
物，也可能在肝癌的耐药性和基因组不稳定性中发

挥重要作用。

本研究显示，ＲＢＭ３９在Ｃ３亚型中的表达最高，
提示其在调控 ＮＥＲ过程中可能发挥关键作用。本
研究数据表明，ＲＢＭ３９基因敲低或降解时，ＥＲＣＣ１
的表达和 ＮＥＲ效率降低，增加了 ＨＣＣ细胞对 ＵＶ
的敏感性；而 ＲＢＭ３９的过表达时，ＥＲＣＣ１的表达和
ＮＥＲ效率显著增高。这一结果提示 ＲＢＭ３９可能通
过调节 ＮＥＲ关键蛋白 ＥＲＣＣ１的表达，从而影响
ＮＥＲ效率，参与ＨＣＣ的进展和耐药。Ｃｕｉｅｔａｌ［１６］研
究发现，ＲＢＭ３９在ＨＣＣ组织中的表达显著上调，并
与晚期Ｔ分期、组织学分级和病理分期显著相关。
这进一步揭示了 ＲＢＭ３９在 ＨＣＣ中的关键作用。
Ｍｏｓｓｍａｎｎ［１７］研究表明，ＲＢＭ３９能与精氨酸结合，调
控代谢基因的表达，从而影响细胞代谢，促进肿瘤形

成。提示 ＲＢＭ３９不仅在 ＤＮＡ损伤修复中发挥作
用，也可能在肿瘤代谢过程中扮演重要角色。

本研究发现ＨＣＣ细胞中ＲＢＭ３９可能通过调控
ＥＲＣＣ１影响ＮＥＲ效率，靶向ＲＢＭ３９可降低ＨＣＣ中
ＮＥＲ活性，为临床治疗提供了新的思路。然而，本
研究仍然存在一些局限性，如缺乏对动物模型的验

证等，未来的研究将通过动物模型验证ＲＢＭ３９在体
内对ＨＣＣ的作用，并进一步探讨其在肿瘤免疫逃
逸、耐药性和转移中的潜在角色，为临床 ＨＣＣ的诊
断和治疗提供新的潜在靶点。
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