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[摘 要] 目的：分析卷曲螺旋结构域蛋白137（CCDC137）基因在肝细胞癌（HCC）组织中的表达及其与患者临床病理特征和

预后的关系，探讨敲低CCDC137基因对肝癌MHCC97H细胞增殖、迁移及侵袭的影响。方法：从癌症基因组图谱（TCGA）数据

库下载HCC数据集，获得CCDC137基因表达谱和临床资料信息，利用生物信息学方法分析CCDC137基因在HCC组织中的表达

水平与患者临床病理指标的相关性以及对预后的影响；用基因集富集分析（GSEA）预测CCDC137基因在HCC中可能调控的信

号通路，用Kaplan-Meier法及Log-Rank检验进行生存分析，并运用Cox比例风险回归模型分析影响患者预后的危险因素。采用

小干扰RNA技术抑制肝癌MHCC97H细胞中CCDC137基因的表达，用qPCR法、WB法、CCK-8法及Transwell实验分别检测干

扰后细胞CCDC137 mRNA和蛋白表达及其对细胞增殖、迁移和侵袭能力的影响。结果：在TCGA数据库检索到的371例HCC

患者中，CCDC137 mRNA 表达水平显著高于癌旁组织（P<0.01），其高表达与肿瘤组织学分级、癌组织分期、T分期等存在显著

关联（OR=0.014、0.007、0.047，均P<0.05），CCDC137高表达的患者OS明显低于CCDC137基因低表达的患者（P<0.05），多因素

Cox回归分析提示CCDC137基因可作为HCC患者的独立预后因子。GSEA结果发现，CCDC137基因高表达的样本存在碱基切

除修复和剪接体等多个通路基因集的富集（P<0.01，FDR<0.05）。敲低CCDC137基因后，MHCC97H细胞的增殖、迁移和侵袭能

力均显著降低（均P<0.01）。结论：CCDC137基因在HCC组织中高表达，其高表达与HCC的发生发展及预后不良有关。敲低

CCDC137基因表达抑制MHCC97H细胞的增殖、迁移和侵袭能力。
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Clinical significance of CCDC137 gene expression in hepatocellular carcinoma tissues
and its effect on the proliferation, migration and invasion of MHCC97H cells
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[Abstract] Objective: To analyze the gene expression of coiled-coil domain containing protein 137 (CCDC137) in hepatocellular

carcinoma (HCC) tissues and its relationship with clinicopathological features and prognosis of HCC patients, and to explore the effect

of CCDC137 knockdown on the proliferation, migration and invasion of MHCC97H cells. Methods: The HCC dataset was

downloaded from The Cancer Genome Atlas (TCGA) to obtain the CCDC137 gene expression profile and clinical information of

patients. The correlation between the expression level of CCDC137 gene in HCC tissues and the clinicopathological indices and its

impact on patients' prognosis were analyzed by bioinformatics method. Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) was used to predict the

possible pathways regulated by CCDC137 gene in HCC. Kaplan-Meier method and Log-Rank test were used for survival analysis; Cox

proportional hazards regression model was used to analyze the risk factors affecting the prognosis of patients. The expression of

CCDC137 in MHCC97H cells was inhibited by small interfering RNA technology. The mRNA and protein expression levels of

CCDC137 in transfected MHCC97H cells as well as its effect on cell proliferation, migration and invasion were observed by qPCR,

WB, CCK-8 and Transwell assays, respectively. Results: According to the data of 371 HCC patients retrieved from TCGA database, the
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expression level of CCDC137 mRNA in tumor tissues was significantly higher than that in the para-cancerous tissues (P<0.01). The

high expression of CCDC137 mRNA was significantly correlated with tumor histological grade (OR=0.014), cancer tissue stage

(OR=0.007), and T stage (OR=0.047) (all P<0.05). The OS rate of patients with high CCDC137 expression was significantly lower

than that of patients with low CCDC137 expression (P<0.05), and multivariate Cox regression analysis suggested that CCDC137 gene

could be an independent prognostic factor for HCC patients. GSEA results showed that the samples with high expression of CCDC137

gene were enriched in multiple pathways/gene sets such as base excision repair and spliceosome (P<0.01, FDR<0.05). After

knockdown of CCDC137 gene, the proliferation, migration and invasion of MHCC97H cells were significantly decreased (all P<0.01).

Conclusion: CCDC137 gene is highly expressed in HCC tissues. The high expression of CCDC137 is related to the occurrence,

development and poor prognosis of HCC. Inhibition of CCDC137 gene expression can inhibit the proliferation, migration and invasion

of MHCC97H cells.

[Key words] hepatocellular carcinoma (HCC); coiled coil domain protein 137 (CCDC137); MHCC97H cell; proliferation; migration;

invasion; prognosis

[Chin J Cancer Biother, 2022, 29(9):904-910. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2022.10.006]

肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）是消

化系统常见的恶性肿瘤之一，其预后极差[1]。尽早手

术是HCC最有效的治疗策略，但大部分患者确诊时

已处在疾病中晚期[2]。因此，寻找早期诊断和预后预

测的生物标志物对HCC患者具有十分重要的意义。

卷 曲 螺 旋 结 构 域（coiled-coil domain containing，

CCDC）是由2～7个α螺旋互相缠绕形成麻花状组成

的一种蛋白质超二级结构[3]，存在于约10%的蛋白质

结构中，可以通过调控基因转录、介导细胞凋亡及细

胞周期等多种途径参与肿瘤的发生发展过程[4]。越

来越多的研究结果[5-6]发现，CCDC 蛋白在 HCC、肺

癌、胰腺癌、骨肉瘤等多种类型肿瘤的发生发展中发

挥着重要的作用。CCDC137基因作为CCDC家族的

成员之一，目前对于该基因在HCC中的作用机制研

究较少。本研究基于癌症基因组图谱（TCGA）数据

库CCDC137基因表达数据，分析其表达与HCC患者

临床病理特征的相关性，并结合RNA干扰技术抑制

肝癌MHCC97H细胞CCDC137基因表达，观察对该

细胞增殖、迁移、侵袭的影响，以期为HCC诊断、治疗

和预后预测提供新的思路。

1 资料与方法

1.1 数据的获取与预处理

从 TCGA 数据库（https://portal.gdc.cancer.gov/）

下载HCC患者项目为TCGA-LIHC的RNA FPKM数

据和患者临床资料。剔除缺少RNA数据或临床信息

的患者，且相同患者保留原位癌数据，共有 425例样

本入本次分析，其中375例为HCC组织、50例为癌旁

组织。以HCC组织中CCDC137 mRNA表达量中位

值为界，将患者分为高表达组（n=187例）和低表达组

（n=187例）。HCC及正常肝组织中的免疫组织化学

染色数据来自人类蛋白质图谱（The Human Protein

Atlas，HPA）数据库（https://www.proteinatlas.org/）。

1.2 基因集富集分析（GSEA）预测CCDC137对细胞

内信号通路的影响

对HCC患者样本的CCDC137按照其基因表达

量中位值分为高表达组和低表达组，利用GSEA 4.0.1

对两组的差异基因进行比较分析，以探讨CCDC137

对细胞内信号通路的影响。探讨基因集数据库选择

kegg.v7.4，置换次数设定 1 000次，以 q<0.05为显著

富集基因集。

1.3 细胞及主要试剂

人肝癌细胞 Huh7、HepG2、MHCC97H、SNU387

和Hep3B均购自中国科学院细胞库。Transwell小室

购自美国 Coming 公司 ，RNA 提取试剂盒购自

OMEGA公司，Tween-20、Tris-HCL缓冲液（pH=8.8）、

30%丙烯酰胺和甲醇购自TaKaRa公司，CCDC137抗

体购自Abcam公司，siRNA购自上海吉玛公司，qPCR

引物购自上海生工公司。

1.4 细胞培养、转染及分组

Huh7、HepG2、MHCC97H细胞使用DMEM完全培

养基，SNU387和Hep3B细胞使用MEM完全培养基，置

于 37 ℃ 、5%CO2 的 培 养 箱 中 培 养 。 使 用

LipofectaminTM2000分别将 siRNA（siCCDC137）及阴性

对照（siNC）转染至 MHCC97H 细胞中，实验分为

siCCDC137组和 siNC组。CCDC137的小干扰RNA序

列为 5'-GAAGCGGCGACUAGAUAAATT-3'，5'-UUU

AUCUAGUCGCCGCUUCTT-3'；对照组小干扰RNA

序 列 为 5'-GUGGCUGGAAGAAGGUAAATT-3'，5'-

UUUACCUUCUUCCAGCCACTT-3'。使用12孔板进

行转染，每孔将5×104个细胞接种在1 000 µL无双抗且

含血清的完全培养基内，转染时细胞汇合度达到60%~

70%；将3 µL LipofectaminTM2000加到100 µL DMEM中；

取3.5 µL CCDC137 siRNA 及其对照 siNC，分别加到

100 µL DMEM中；将LipofectamineTM2000混合物与小

干扰RNA混合物慢慢混匀（此时总体积为200 µL），室

温处理15 min；将板中的培养液弃去，1×PBS清洗后

加800 µL无血清的DMEM培养基；处理完成后，向每
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孔加入 siRNA-LipofectamineTM2000混合物；将板置于

37 ℃恒温培育箱培养；转染24~48 h后，检测转染成功

后，方可进行后续实验。

1.5 qPCR法检测肝癌细胞中CCDC137 mRNA的表

达水平

选取人肝癌细胞及转染组MHCC97H细胞，采用

TRIzol法提取细胞中总RNA，并按照逆转录试剂盒

说明书合成cDNA。根据TB Green® Premix Ex Taq™
（Tli RNaseH Plus）试剂盒说明书进行相应操作，使用

Bio-Rad PCR 仪 进 行 反 应 。 qPCR 引 物 序 列 ：

siCCDC137 上游引物为 5'-TGGAGATGGCGGGAG

CTG-3'，下游引物为5'-TCACTTTCTTCTTCTCTTTGC

TGC-3'；β-actin 上游引物为 5'-AACCGCGAGAAGA

TGACCCAG-3'，下游引物为 5'-GGATAGCACAGCC

TGGATAGCAA-3'。 qPCR 反应条件：预变性95 ℃

30 s；变性95℃5 s ，退火与延伸 60 ℃ 30 s，共 40个循

环，计算各组CT值。以β-actin作为内参，结果以2-△△Ct

法计算CCDC137 mRNA的相对表达量。

1.6 Transwell实验检测MHCC97H细胞的迁移及侵

袭能力

细胞迁移实验：将 200 µL细胞悬液（2×105个细

胞）分别加入Transwell小室的上室，下室中加入 800 µL

含有10% FBS的完全培养基。培养48 h后从培养箱

中取出小室，吸去上室内液体，将小室放到 4%的多

聚甲醛中固定 20 min，之后在 0.1%结晶紫染液中染

色15 min；将染好的小室转移至1×PBS中漂洗3次；

倒置显微镜下拍照，选取随机5个高倍镜视野计数并

取平均值。细胞侵袭实验：需在Transwell小室的上

室预铺基质胶，其余实验步骤同迁移实验。

1.7 CCK-8法检测MHCC97H细胞的增殖能力

将各组细胞进行消化后，接种至96孔板（5×103个

细胞/孔）中，每组设置3个复孔。分别在培养0、24、48、

72 h时，加入10 µL CCK-8溶液，继续培养2 h后，取出

96孔板后上酶标仪检测450 nm波长处每孔细胞的光密

度（D）值，并用绘图软件绘制细胞生长曲线图。

1.8 WB法检测MHCC97H细胞中CCDC137蛋白的

表达水平

收集各组细胞，加入 RIPA 裂解液裂解细胞，

4 ℃、12 000×g离心15 min后取上清，使用NanoDrop

one超微量分光光度计测定蛋白浓度，加入 45 µg蛋

白样本，进行 10%SDS-PAGE分离蛋白质，采用电转

法转膜，80 V转膜30 min。转膜后TBST清洗2次，将

膜置于 5%牛血清蛋白中室温下封闭 2 h，取出膜，于

CCDC137 抗体（1∶1 000）中４℃过夜。次日，TBST

清洗后，加入HRP标记的山羊抗兔二抗（1∶10 000），

室温中处理1 h，TBST清洗后，按ECL化学发光底物

试剂盒要求 1∶1 配制发光底物后 ，使用 Clinx

ChemiScope 3400荧光及化学发光成像系统曝光，通

过 ImageJ软件分析蛋白条带的灰度值。

1.9 统计学处理

生物信息学部分的数据处理和统计学分析都运

用R语言4.0.3，采用Kruskal-Wallis检验和 Logistic回

归分析CCDC137与HCC患者临床病理特征的关系，

通过Kaplan-Meier分析比较两组的OS，并使用R包

中的生存包通过Log-Rank回归检验计算P值。采用

Cox 分析筛选可能的预后因素。 qPCR、CCK-8、

Transwell、WB 等 实 验 均 独 立 进 行 3 次 ，采 用

GraphPad 8.0.2对实验数据进行统计分析，两组间数

据比较采用 t检验，以P<0.05或P<0.01表示差异具有

统计学意义。

2 结 果

2.1 CCDC137在HCC组织中呈高表达

比较TCGA数据库中 425例HCC组织和癌旁组

织中CCDC137 mRNA的表达水平，结果显示HCC组

织中CCDC137 mRNA表达水平显著高于癌旁组织

（均P<0.01，图1A、B）。免疫组化染色结果（图1C）显

示，在HCC组织中CCDC137的表达高于癌旁组织。

2.2 CCDC137表达与HCC患者临床病理特征的相

关性分析

TCGA 数据库中 CCDC137 表达与 HCC 患者临

床特征的关系分析结果（图2）显示，CCDC137 mRNA

表达与HCC患者肿瘤的组织学分级、癌组织分期、生

存状态和T分期显著相关联（均P<0.01），而与患者年

龄、性别、M 分期和 N 分期无关联。以 CCDC137

mRNA表达量的中位数 9.42为界，将 375例HCC患

者分为CCDC137 mRNA高表达（n=187例）和低表达

（n=187 例）两组（ 两 组 例 数 不 包 括 中 间 值 ）。

使用 Logistic 单因素回归分析 CCDC137 表达与临

床特征的关系的结果（表 1）显示，CCDC137 高表

达 与 HCC 患 者 的 肿 瘤 组 织 学 分 级（G3 vs G1，

OR=0.014）、癌组织分期（Ⅲ vs Ⅰ，OR=0.007）、T

分期（T4 vs T1，OR=0.047）显著相关，差异均具

有 统 计 学 意 义（均 P<0.05）。分 析 结 果 表 明 ，

CCDC137 高表达 HCC 患者较低表达患者更容易

进展到晚期。

2.3 CCDC137高表达与HCC患者预后不良相关

Kaplan-Meier 分析结果（图 3）显示，CCDC137

基因高表达 HCC患者的OS明显低于低表达的患者

（P<0.01）。Cox分析结果（表2）显示，CCDC137基因

表达是HCC患者OS的危险因素，并可作为HCC患

者的独立预后因子（P<0.01）。
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A、B：TCGA数据库中HCC组织中CCDC137 mRNA的表达；C：HPA数据库中HCC组织中CCDC137蛋白的表达

图1 HCC组织中CCDC137 mRNA和蛋白的表达

图2 HCC组织中CCDC137 mRNA表达与患者临床病理特征的相关性分析

表1 CCDC137与临床病理特征相关性（logistic回归）

临床病理特征

年龄

≥55

＜55

性别

男

女

组织学分期

G3

G1

癌组织分期

Ⅲ

Ⅰ

T分期

T4

T1

N分期

N1

N0

M分期

M1

M0

253

117

250

121

122

55

85

171

13

181

4

252

4

266

N

370

371

177

256

194

256

270

CCDC137表达的优势比

（95%CI）

1.03（0.72～1.47）

0.89（0.57～1.37）

7.5（1.76～51.94）

2.06（1.21～3.51）

3.40（1.06～12.95）

1（0.78～1.28）

1.01（0.79～1.29）

P

0.85

0.60

0.01

0.007

0.04

1.00

0.90
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2.4 KEGG富集通路分析显示CCDC137与多条癌

症通路有关

基于TCGA测序数据进行基因集富集分析结果

（图4、表3）显示，CCDC137高表达与碱基切除修复、

剪接体、核苷酸切除修复、嘌呤代谢、DNA复制、同源

重组、细胞周期及错配修复等 10个相关信号通路基

因集有关（均 P<0.01，FDR<0.05），提示CCDC137基

因可能通过调控以上信号通路来影响HCC进展。

2.5 敲低 CCDC137 显著抑制肝癌 MHCC97H 细胞

的增殖、迁移及侵袭能力

qPCR法检测了5种肝癌细胞中CCDC137 mRNA

的相对表达量（图 5A），其中以 MHCC97H 细胞中

CCDC137的表达水平最高（P<0.01），所以采用该细胞

进行增殖、迁移及侵袭实验。转染 siCCDC137后，与

siNC 组 比 较 ，siCCDC137 组 MHCC97H 细 胞 中

CCDC137 mRNA及蛋白的表达水平均显著降低（均

P<0.01，图5B、C），细胞的增殖、迁移及侵袭能力均显著

降低（均 P<0.01，图 5D、E）。实验结果表明，敲低

CCDC137基因能够显著下调CCDC137表达，显著抑制

MHCC97H细胞的增殖、迁移及侵袭能力。

图3 CCDC137基因表达水平和HCC患者生存时间的关系

表2 影响HCC患者OS的单因素和多因素分析

临床特征

年龄

性别

组织学分期

癌组织分期

T分期

N分期

M分期

CCDC137基因

单因素分析

HR

1

0.77

1.01

1.87

1.81

2.06

3.92

1.09

95%CI

0.98~1.02

0.48~1.24

0.74~1.38

1.46~2.40

1.44~2.28

0.51~8.47

1.23~12.51

1.05~1.13

P

0.47

0.29

0.93

0.00

0.00

0.31

0.02

0.00

多因素分析

HR

0.88

1.85

1.59

1.07

95%CI

0.32~2.39

0.76~4.53

0.42~6.03

1.03~1.12

P

0.81

0.17

0.48

0.00

图4 GSEA显示CCDC137基因高表达相关信号通路基因的富集
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表3 CCDC137基因正相关HCC基因样本富集的相关通路

名 称

核苷酸切除修复

剪接体

嘧啶代谢

细胞周期

DNA复制

泛素介导的蛋白水解

碱基切除修复

RNA降解

卵母细胞减数分裂

嘌呤代谢

富集得分

0.771

0.805

0.666

0.706

0.863

0.666

0.748

0.710

0.613

0.565

标准化富集得分

2.068

2.088

2.123

1.972

1.976

1.943

1.949

1.989

1.932

1.952

名义P值

<0.01

<0.01

<0.01

<0.01

<0.01

<0.01

<0.01

<0.01

<0.01

<0.01

假阳性率P值

0.001

0.002

0.002

0.007

0.008

0.009

0.009

0.009

0.010

0.010

与其他肝癌细胞比较，**P<0.01

A、B：qPCR法检测肝癌细胞中CCDC137 mRNA的表达；C：WB法检测MHCC97H细胞中CCDC137蛋白的表达；

D：CCK-8法检测MHCC97H细胞的增殖能力；E：Transwell实验检测MHCC97H细胞的迁移和侵袭能力（结晶紫染色，×100）

图5 干扰CCDC137表达对MHCC97H细胞增殖、迁移和侵袭能力的影响

3 讨 论

HCC是世界范围内最常见的原发性恶性肿瘤之

一，是癌症导致人类死亡的第四大原因[7]。目前，手

术切除是HCC的主要治疗方式，但大多数患者被确

诊时已经到了疾病的晚期，因此寻找早期的诊疗的

生物标志物对于HCC患者的生存至关重要[8-9]。近年

来，CCDC 蛋白家族在肿瘤中的作用开始受到重

视[10-11]，CCDC家族具有多种重要功能，如胚胎发育、

造血、血管生成和纤毛发育等，更重要的是它们与多

种类型肿瘤的发病机制有关[12]。有研究结果[13]表明，

CCDC蛋白的异常表达可能通过调节细胞骨架的重

排参与调节肿瘤细胞的迁移和侵袭。目前研究[14-16]

已证实，CCDC33、CCDC34、CCDC67 和 CCDC88A

蛋白的表达异常及其相关通路的改变能明显影响肺

癌、膀胱癌、甲状腺癌和胰腺癌的恶性进展，这都为

新型药物应用于肿瘤靶向治疗提供了理论依据。

CCDC家族在HCC中的作用机制也逐步被揭晓，然

而CCDC137在HCC中的作用机制尚未明了[17-19]。

本研究主要探究CCDC137基因与HCC患者临

床 病 理 特 征 的 相 关 性 ，借 助 TCGA 数 据 库 中

CCDC137 mRNA表达谱和HPA数据库中CCDC137

蛋白免疫组化表达数据证实，CCDC137基因在HCC

组织中 mRNA 表达水平显著高于癌旁组织，表明

CCDC137基因可以作为HCC病理诊断的生物标志

物。结合TCGA数据库HCC患者的临床数据，本研

究进一步分析了CCDC137表达水平与HCC患者预

后的相关性，结果发现 CCDC137 基因表达水平与
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HCC患者肿瘤分级、T分期有关联。生存分析结果显

示，CCDC137基因高表达患者的OS明显低于低表达

患者；单因素和多因素 Cox 回归分析结果表明，

CCDC137基因的表达水平是影响HCC患者OS的独

立危险因素，提示CCDC137基因可以成为HCC肿瘤

诊断和患者预后评估的新型分子标志物。随后，本

研究按照CCDC137 mRNA表达水平高低将其分为

高表达组和低表达组，通过 GSEA 富集分析发现，

CCDC137高表达组富集于碱基切除修复、剪接体、细

胞周期等10条信号通路。为了证实生物信息学分析

结果，本研究采用小干扰 RNA 技术抑制了肝癌

MHCC97H 细胞中 CCDC137 的表达，结果发现，

siCCDC137组MHCC97H细胞的增殖、迁移和侵袭能

力均显著下降。

综上所述，本研究采用生物信息学分析结合细

胞学实验的方式，揭示了CCDC137基因表达与HCC

患者临床病理特征和预后的关系 ，以及敲低

CCDC137表达对肝癌MHCC97H细胞增殖、迁移和

侵袭能力的影响，进一步了解了HCC的发生发展的

分子机制，为HCC的诊断、治疗及预后评估提供了新

的生物标志物。
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