
书书书

论著

!"#$% 和 &!'() 在结直肠癌中的表达情况及其

临床意义

陈*妲!*吴江妮!*韦二丹!*丘新泽!*范俊华!*黄杰安!*刘诗权

基金项目! 国家自然科学基金项目"编号!+,-%./+.#$ 广西自然科学基金项目"编号!0.0.1234$##,)5.)%#$ 广西医学高层次骨干人

才培养%,/5&计划培养人选项目"编号!10.0../.,%#$ 广西中医药适宜技术开发与推广项目"编号!16470,8)%#

作者单位! )/...9*南宁'广西医科大学第二附属医院消化内科"陈*妲'吴江妮'韦二丹'丘新泽'黄杰安'刘诗权#$ )/..0,*南宁'广

西医科大学第一附属医院消化内科"范俊华#

作者简介! 陈*妲'在读硕士研究生'研究方向!消化道肿瘤的临床与基础研究( :8;<=>!/,0)+))-+?@@ABC;

通信作者! 刘诗权'医学博士'主任医师'硕士研究生导师'研究方向!消化道肿瘤的临床与基础研究( :8;<=>!DCE;DCFEG?,%/ABC;

**!摘要"*目的*探讨肿瘤坏死因子受体相关因子 %"!"#$%#和卵巢肿瘤结构域蛋白去泛素化酶 )"&!'()#

在结直肠癌"H"H#中的表达情况及其在H"H发生)发展中的机制作用( 方法*收集 0.,9年 /月至 0.,+年 /月

在广西医科大学第一附属医院接受手术治疗的 ). 例H"H患者的临床病理资料( 选取患者肿瘤的H"H组织

及其对应的癌旁组织"距离肿瘤边缘I,. B;#'采用免疫组织化学染色法检测!"#$% 和&!'() 的表达情况'

并分析其与患者临床病理特征的关联性( 采用实时荧光定量聚合酶链式反应""!8@JH"#法检测!"#$% ;"3#

和&!'() ;"3#在人正常结肠上皮细胞株 3HK-%. 和 H"H细胞株 L!05 的表达水平( 构建过表达 !"#$%

的L!05 细胞系'分析!"#$% 与&!'() 的相关性( 结果*H"H组织的!"#$% 阳性表达率显著高于癌旁组织

"+-M..N OP0+M..N$

!
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Q/,M+,+'!Q.M...#'&!'() 阳性表达率显著低于癌旁组织"/0M..N OP)-M..N$

!

0

Q-M5/9'!Q.M.0%#( !"#$% 阴性组远处转移发生率显著高于 !"#$% 阳性组"!R.M.)#( &!'() 阴性组

!3K分期为
!

S

"

期的人数比例大于&!'() 阳性组'且淋巴结转移和远处转移发生率高于&!'() 阳性组'

差异有统计学意义"!R.M.)#( L!05 细胞的!"#$% ;"3#表达水平显著高于 3HK-%. 细胞""Q%M5%.'!Q

.M...#'&!'() ;"3#表达水平显著低于3HK-%. 细胞""Q,/M+-.'!Q.M...#( 过表达!"#$%的L!05细胞

的&!'() ;"3#表达水平显著低于正常L!05细胞""Q/0M)))'!Q.M...#( 结论*!"#$% 可能通过抑制&!'()

基因的表达调控H"H的发生)发展和转移(
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Q/,M+,+' !Q.M...#' <YV [\EDCP=[=OEEZDGEPP=CY G<[EC]&!'() =Y [\EH"H[=PP̂EPF<PP=̀Y=]=B<Y[>b>CFEG[\<Y

[\<[=Y [\E;<[B\EV D<G<B<YBEGĈP[=PP̂EP"/0M..N OP)-M..N$
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Q-M5/9' !Q.M.0%#A!\E=YB=VEYBEC]V=P[<Y[

;E[<P[<P=P=Y [\E!"#$%8YÈ<[=OÈGĈD F<PP=̀Y=]=B<Y[>b\=̀\EG[\<Y [\<[=Y [\E!"#$%8DCP=[=OÈGĈD"!R.M.)#A!\E

&!'()8YÈ<[=OÈGĈD \<V <̀GE<[EGDGCDCG[=CY C][\ED<[=EY[PF=[\ !3KP[<̀E

!

S

"

[\<Y [\E&!'()8DCP=[=OÈGĈD'

<YV [\E=YB=VEYBEG<[EPC]>b;D\ YCVE;E[<P[<P=P<YV V=P[<Y[;E[<P[<P=P=Y [\E&!'()8YÈ<[=OÈGĈD FEGE\=̀\EG[\<Y

[\CPE=Y [\E&!'()8DCP=[=OÈGĈD' <YV [\EV=]]EGEYBEPFEGEP[<[=P[=B<>>bP=̀Y=]=B<Y["!R.M.)#A!\EEZDGEPP=CY >EOE>

C]!"#$% ;"3#=Y L!05 BE>>PF<PP=̀Y=]=B<Y[>b\=̀\EG[\<Y [\<[=Y 3HK-%. BE>>P""Q%M5%.' !Q.M...#' <YV [\E

EZDGEPP=CY >EOE>C]&!'() ;"3#=Y L!05 BE>>PF<PP=̀Y=]=B<Y[>b>CFEG[\<Y [\<[=Y 3HK-%. BE>>P""Q,/M+-.' !Q

.M...#AcY [\EL!05 BE>>PCOEGEZDGEPP=Y !̀"#$%' [\EEZDGEPP=CY >EOE>C]&!'() ;"3#F<PP=̀Y=]=B<Y[>b>CFEG[\<Y

[\<[=Y [\EYCG;<>L!05 BE>>P""Q/0M)))' !Q.M...#AA()67@&'()*!"#$% ;<b_E=YOC>OEV =Y [\ECBB̂GGEYBE' VEOE>8

CD;EY[<YV ;E[<P[<P=PC]H"H_b=Y\=_=[=Y [̀\EEZDGEPP=CY C]&!'() ÈYEA

***B%C D($1&+*HC>CGEB[<>B<YBEG"H"H#$*(Ê_=@^=[=Y<[=Y ÈYab;ECO<G=<Y [̂;CGVC;<=Y8BCY[<=Y=Y D̀GC[E=Y )

"&!'()#$*!̂;CGYEBGCP=P]<B[CGGEBED[CG8<PPCB=<[EV ]<B[CG%"!"#$%#$*KE[<P[<P=P

**结直肠癌"BC>CGEB[<>B<YBEG'H"H#是最常见的恶

性肿瘤之一'病死人数约占全球肿瘤相关病死人数的

5N

*,+

( 目前'尽管H"H的诊断和治疗取得了进步'但

H"H患者的存活率并未得到显著的改善'且 ).N以

上的H"H患者在确诊时已发生区域性或远处转移(

肿瘤坏死因子受体相关因子 %"[̂;CGYEBGCP=P]<B[CG

GEBED[CG8<PPCB=<[EV ]<B[CG%'!"#$%#是一种经典的:/

泛素连接酶'它的泛素化活性受到多种因素的调节'

并在磷酸酰肌醇 /8激酶"D\CPD\<[=Vb>=YCP=[C>/8d=Y<PE'

Jc/e#W蛋白激酶f"DGC[E=Y d=Y<PEf'#e!#)核因子8

#

f

"Y^B>E<G]<B[CG8

#

f'3$8

#

f#)gY[信号通路以及自噬

中发挥重要作用'最终影响炎症反应)神经性疾病和癌

症的发生*0+

( !"#$%不仅可调控胃癌细胞上皮8间质

转化"ED=[\E>=<>8;EPEYB\b;<>[G<YP=[=CY':K!#并促进迁

移'还可通过参与催化底物赖氨酸">bP=YE'hbP#%/位点

泛素化而促进H"H的迁移)侵袭和淋巴转移*/8-+

( 其

:/泛素连接酶活性很大程度上依赖于e%/ 的自聚泛

素化和去泛素化酶"VÊ_=@^=[=Y<[=Y ÈYab;EP'('f#作

用'靶向调控!"#$%8e%/的去泛素化酶作用可抑制肿

瘤细胞的迁移*)+

( 有研究显示'('f通过蛋白翻译后

修饰"DGC[E=Y DCP[8[G<YP><[=CY<>;CV=]=B<[=CY'J!K#调节

:K!'进而调控肿瘤的转移*%89+

( 卵巢肿瘤结构域蛋白

去泛素化酶 )"VÊ_=@^=[=Y<[=Y`EYab;ECO<G=<Y [̂;CG

VC;<=Y8BCY[<=Y=Y D̀GC[E=Y )'&!'()#是近年来新发现

的一种('f亚型'&!'()选择性地切割:/泛素连接

酶!"#$/上hbP%/连接的多聚泛素链( &!'() 内的

离散泛素相互作用基序是结合并有效去除!"#$/ 泛

素化作用所必需的'&!'() 通过阻断泛素化导致:/

泛素连接酶与下游信号复合物分离'从而发挥负调节

先天免疫反应作用*++

( 研究表明'&!'() 在原发性

肝癌组织中的表达显著下调'其降低水平与肿瘤的侵

袭)转移和恶性表型相关'敲除&!'()可促进裸鼠模

型中肝癌的生长*5+

( 生物信息学分析发现'&!'()

在宫颈癌中的低表达与:K!和患者较短的生存期相

关$但也有研究发现&!'()在宫颈癌中高表达'促进

宫颈癌细胞增殖*,.8,,+

( 另外也有研究发现&!'() 在

肺癌)腺癌和宫颈癌中低表达'且与患者较短生存期

相关$进一步分析发现&!'() 的低表达与肿瘤大小)

恶性程度和淋巴结转移相关*,0+

( 本研究通过免疫组织

化学法和实时荧光定量聚合酶链式反应"GE<>8[=;E]>̂C8

GEPBEYBE@^<Y[=[<[=OEDC>b;EG<PEB\<=Y GE<B[=CY'"!8@JH"#

法检测!"#$%和&!'()在H"H中的表达情况'并探

讨这两个因子的关联性'为H"H患者的诊断和预后

预测提供理论依据(

E;材料与方法

EFE;标本来源;收集 0.,9 年 / 月至 0.,+ 年 / 月

在广西医科大学第一附属医院接受手术治疗的 ). 例

H"H患者的临床病理资料( 选择其H"H组织及其对

应的癌旁组织"距离肿瘤边缘I,. B;#( ). 例患者

中男 05例'女 0,例$年龄 /0 S+,岁'中位年龄 %0岁(

!3K分期为
$

期 9 例'

%

期 /, 例'

!

期 ) 例'

"

期

9例( 出现淋巴结转移 ,.例'未出现淋巴结转移 -.例$

发生远处转移 + 例'未发生远处转移 -0 例(

EFG;纳入与排除标准;纳入标准!",#术前未接受

过化学疗法或放射疗法$"0#行H"H根治术'且术后

病理检查确诊为H"H( 排除标准!",#合并其他肿瘤

者$"0#合并慢性疾病者$"/#有吸毒史者( 以上所有

组织标本的收集均经患者知情同意'本研究获医院医

学伦理委员会批准"0.0,8.09-#(

EFH;免疫组织化学染色法*将组织标本进行石蜡包

埋和组织切片'%. i烘箱烤片 /. ;=Y'烘干后用二甲

苯进行脱蜡'梯度洗脱脱水( 分别滴加 /N L

0

&

0

溶

,+,+,

H\=YEPEjĈGY<>C]3EFH>=Y=B<>KEV=B=YE'4ED[E;_EG0.00'kC>̂;E,)'3̂;_EG5**



液)山羊血清封闭液"北京中杉金桥生物公司#至标本

上'湿盒中室温静置 ,) ;=Y( 滴加!"#$% 或&!'()

一抗"!"#$% 工作浓度为 ,l-..'美国#]]=Y=[b公司$

&!'() 工作浓度为 ,l0..'北京 f=CPP公司#'湿盒

中 - i孵育过夜( 复温'使用磷酸缓冲盐溶液"D\CP8

D\<[E_^]]EGP<>=YE'Jf4#冲洗 /次'分别滴加生物素标

记二抗)辣根过氧化物酶标记的链霉素卵白素"北京

中杉金桥生物公司#'湿盒中 /9 i孵育 ,) ;=Y( Jf4

浸洗/次') ;=YW次( 采用/'/8二氨基苯联胺"V=<;=YC8

_EYa=V=YE'(#f#显色剂和苏木素进行复染'滴加适

量中性树胶封片'于显微镜下进行观察(

EFI;免疫组织化学染色结果判读*综合染色强度及

阳性细胞数量进行半定量分析*,/+

'根据阳性细胞染

色强度"##!无明显着色为 . 分$细胞浆内出现淡黄

色颗粒'明显高于背景为 , 分$出现较多棕黄色颗粒

为 0 分$出现大量棕褐色颗粒为 / 分( 每例随机观

察 ) 个高倍镜视野'计数 ).. 个细胞中染色阳性细

胞所占比率"f#!阳性细胞数 R)N为 . 分$)N S

0)N为 , 分$0%N S).N为 0 分$ I).N为 / 分( #

与f相加为最终得分'以 . S0 分判定为阴性"U#'

!

/ 分判定为阳性"T#(

EF5;细胞培养及转染实验*选择人正常结肠上皮细

胞株3HK-%.)H"H细胞株L!05 进行实验'细胞均购

自中国科学院上海细胞培养库( 使用含 ,.N胎牛血清

和 ,N青8链霉素的(K:K培养基进行L!05)3HK-%.

细胞培养( 细胞转染!L!05 细胞以 ) m,.

-

BE>>PW孔

分别接种于 % 孔板'培养箱中培养 0- \'待细胞生长

融合度约达 /.N时进行转染( 通过慢病毒转染将编

码人!"#$%的慢病毒载体"hEY[=8!"#$%8c":48:1$J$

) m,.

+

!'W;>#导入 L!05 细胞( 另外'用空白载体

"h!:38:1$J'/ m,.

+

!'W;>#转染L!05 细胞( 选择

稳定转染的细胞进行进一步实验( 培养箱条件设置为

/9 i')N H&

0

( 胎牛血清)青8链霉素混合液)(K:K

培养基均购自美仑生物技术有限公司( 过表达!"#$%

表达的P="3#和阴性对照P="3#均由吉凯基因股份

有限公司合成(

EF/;"!8@JH"检测方法*采用总"3#提取试剂盒

"!<d<G<公司#提取细胞总"3#'并使用反转录试剂盒

"!<d<G<公司#将其反转录为B(3#( 使用JCFEG47f"

1GEEY K<P[EGK=Z"1EYP[<G'中国北京#进行"!8@JH"'所

用引物均由生工生物科技有限公司合成'引物序列见

表 ,( 以1#J(L为内参'根据0

U

&&

H[法计算!"#$%;"3#)

&!'() ;"3#的相对表达量( 重复 / 次独立实验(

表 ,*引物序列

基因名 上游序列 下游序列

!"#$% )n81#1#H#11!!!H!!1!1#H##H8/n )n8!11H##HH####1!#H!1##!18/n

&!'() )n8!H#1!11!1##!HH!##H##118/n )n8HH!HH1#!1!!!!!#!11H#!!8/n

1#J(L )n81H#HH1H##11H!1#1##H8/n )n8!11!1##1#H1HH#1!11#8/n

EFJ;统计学方法;应用 4J44,9M. 统计软件进行数

据分析( 计量资料以均数 o标准差"

"

Bo;#表示'组

间比较采用成组"检验( 计数资料以例数"百分率#

*-"N#+表示'组间比较采用
!

0 检验( !R.M.) 为

差异有统计学意义(

G;结果

GFE;H"H组织及其癌旁组织中!"#$% 阳性表达率

比较*!"#$%主要表达于腺上皮的胞浆和胞膜( 见

图 ,( H"H组织中!"#$% 的阳性表达率为 +-M..N

"-0W).#'癌旁组织中!"#$%的阳性表达率为 0+M..N

",-W).#'两组差异有统计学意义"

!

0

Q/,M+,+'!Q.M...#(

图 ,*H"H组织及其癌旁组织中 !"#$% 的表达情况比较图

!免疫组织化学染色" m-..#

GFG;H"H组织及其癌旁组织中&!'() 阳性表达率

比较*&!'()主要表达于腺上皮的胞浆和胞膜( 见

图 0( H"H组织中&!'() 的阳性表达率为 /0M..N

",%W).#'癌旁组织中&!'()的阳性表达率为 )-M..N

"09W).#'两组差异有统计学意义"

!

0

Q-M5/9'!Q.M.0%#(

图 0*H"H组织及其癌旁组织中 &!'() 表达情况比较图

!免疫组织化学染色" m-..#

GFH;!"#$%)&!'() 表达情况与 H"H患者临床病

理特征的关联性分析结果*以H"H组织中!"#$%)

&!'() 的表达情况进行分组( 结果显示'!"#$% 阴

性组远处转移发生率高于!"#$% 阳性组'差异有统

,5,+,
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计学意义"!R.M.)#( 见表 0( &!'() 阴性组!3K

分期为
!

S

"

期的人数比例大于&!'() 阳性组'且

淋巴结转移和远处转移发生率高于&!'() 阳性组'

差异有统计学意义"!R.M.)#( 见表 /(

表 0*H"H患者!"#$% 表达情况与临床病理特征关联性分析结果$-!N#%

组*别 例数
性别 浸润深度 !3K分期 淋巴结转移 远处转移

男 女 黏膜或肌层 肌层以下
$

S

% !

S

"

无 有 无 有

!"#$% 阴性组 + -").M..# -").M..# 0"0)M..# %"9)M..# )"%0M).# /"/9M).# %"9)M..# 0"0)M..# -").M..# -").M..#

!"#$% 阳性组 -0 0)")5M)0# ,9"-.M-+# +",5M.)# /-"+.M5)# //"9+M)9# 5"0,M-/# /-"+.M5)# +",5M.)# /+"5.M-+# -"5M)0#*

! U .M9.% .M%)/ .M/95 .M%)/ .M.,%

*注!!值为$=P\EG确切概率法所得值

表 /*H"H患者&!'() 表达情况与临床病理特征关联性分析结果$-!N#%

组*别 例数
性别 浸润深度 !3K分期 淋巴结转移 远处转移

男 女 黏膜或肌层 肌层以下
$

S

% !

S

"

无 有 无 有

&!'() 阴性组 /- 0.")+M+0# ,-"-,M,+# -",,M9%# /."++M0-# 00"%-M9,#*,0"/)M05# 0-"9.M)5#*,."05M-,# 0%"9%M-9#*+"0/M)/#

&!'() 阳性组 ,% 5")%M0)# 9"-/M9)# %"/9M).# ,."%0M).# ,%",..M..# .".M..# ,%",..M..# .".M..# ,%",..M..# .".M..#*

!

0

U .M./. U U U U

! U .M+%/

.M.)%

#

.M..)

#

.M.0.

#

.M.-/

#

*注!

#为$=P\EG确切概率法所得值

GFI;!"#$% ;"3#与 &!'() ;"3#在 H"H细胞

及人正常结肠上皮细胞的表达水平比较*L!05 细

胞的!"#$% ;"3#表达水平显著高于3HK-%. 细胞

""Q%M5%.'!Q.M...#'&!'() ;"3#表达水平显著

低于3HK-%.细胞""Q,/M+-.'!Q.M...#( 见图 /(

图 /*L!05 细胞与3HK-%. 细胞!"#$% ;"3#&&!'() ;"8

3#表达水平比较图

GF5;!"#$%过表达对H"H细胞&!'() ;"3#表达水

平的影响*过表达!"#$% 的L!05 细胞*!"#$%"T#8

L!05+中'&!'() ;"3#表达水平显著低于正常L!05

细胞""Q/0M)))'!Q.M...#( 见图 -(

图 -*!"#$% 过表达L!05 细胞与正常L!05 细胞的&!'()

;"3#表达水平比较图

H;讨论

HFE;H"H是常见的恶性肿瘤'易发生远处转移'严重

危害人们健康( 泛素化是蛋白质翻译后修饰的一种

重要方式'具有介导蛋白的降解"hbP-+ 位点#或调节

其作为信号分子"hbP%/ 位点#的生物学功能*,-8,)+

(

泛素化在H"H的发生)发展过程中发挥着重要的作

用'被证实参与了从正常细胞向癌细胞的转化'以及

癌细胞的侵袭和转移过程'对H"H患者的预后有重

要影响*,%8,9+

(

HFG;泛素修饰的平衡受到:/泛素连接酶和('f两

者的调控'通常hbP%/位点被泛素化后可修饰蛋白间

相互作用'导致信号通路的活化或蛋白质的转运*0+

(

研究发现!"#$% 作为:/ 泛素连接酶可催化'he,)

fEB>=Y8,等自噬相关蛋白发生hbP%/位点泛素化'进而

激活自噬过程*,+8,5+

( 自噬在肿瘤发生)发展过程中

起促进作用'涉及细胞癌前病变):K!)浸润转移)肿

瘤免疫微环境等*0.+

( !"#$%高表达与癌症进展密切

相关'!"#$%以hbP%/位点连接自噬相关蛋白不仅可

诱导自噬'调控胃癌细胞 :K!并促进肿瘤迁移'还

可通过其泛素化位点 ,0-;̂[影响H"H的迁移)侵袭

和淋巴转移*/8-+

( 另有研究显示'!"#$%可通过hbP-+

位点调控自噬选择性的
'

8B<[EY=Y 降解'抑制H"H细

胞的侵袭和转移*0,+

( 糖原合成酶激酶 /

'

" >̀bBC̀EY

PbY[\E[<PEd=Y<PE/

'

'14e/

'

#可通过诱发 !"#$% 的

!Gb0%%位点发生磷酸化'促进!"#$% 发生e-+ 连接

的多聚泛素化修饰'并启动其发生蛋白酶体途径的降

解'进而抑制!"#$% 介导的自噬选择性的
'

8B<[EY=Y

降解途径'促进 H"H细胞发生侵袭和转移( 因此'

!"#$%两种泛素化功能位点在发生转移肿瘤中的自

噬作用机制可能不同( 本研究结果显示'!"#$%在人

,.0+,

H\=YEPEjĈGY<>C]3EFH>=Y=B<>KEV=B=YE'4ED[E;_EG0.00'kC>̂;E,)'3̂;_EG5**



H"H组织)癌细胞株中高表达'且与 H"H的远处转

移具有关联性(

HFH;('f从目的蛋白中去除泛素的功能在肿瘤局

部侵袭)扩散和远处转移等肿瘤生物学行为中起着重

要作用*00+

( 有研究提示'低水平的&!'()与肝癌)肺

癌)宫颈癌的不良预后显著相关'是肿瘤发生侵袭)转

移以及患者不良生存预后的独立影响因素*58,0+

( 本研

究结果显示'&!'()在H"H组织中低表达'且&!'()

阴性组 !3K分期为
!

S

"

期的人数比例显著大于

&!'() 阳性组'淋巴结转移和远处转移发生率显著

高于&!'()阳性组'这与相关研究结果相似( &!'()

是靶向去除!"#$% hbP%/ 泛素化的('f亚型*++

'且

与自噬相关( &!'()可调控哺乳动物雷帕霉素靶蛋

白 ,W0";<;;<>=<Y [<G̀E[C]G<D<;bB=Y BC;D>EZ,W0'

;!&"H,W0#信号通路'敲除哺乳动物细胞的&!'()基

因可以诱导;!&"相关细胞自噬表型*0/+

'推测&!'()

通过去除靶蛋白中泛素分子'从而起到逆转 !"#$%

的作用$通过调控自噬信号通路'从而抑制肿瘤的发

生)转移( 本研究结果显示'L!05细胞过表达!"#$%

会抑制 &!'() 的表达'提示两者存在负关联'推测

&!'()可能通过结合:/ 泛素连接酶!"#$% 并去除

e%/位点多聚泛素化'从而在H"H的发生)转移中发

挥作用(

综上所述'!"#$%)&!'() 在H"H的发生)发展

中发挥着重要的作用'其有望成为 H"H诊断)治疗

和预后预测的标志物( 但本研究样本量相对较少'

对于其具体的机制仍有待进一步探索(
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DGCP[<[EB<YBEGBE>>P[\GĈ \̀ :K!=YV^B[=CY*j+AH<YBEGhE[[' 0.,,'

/.0"0#!,0+ U,/)A

*++ e<b<̀<d=3' J\^Y p̀' H\<Y 4' E[<>A('f#! <VÊ_=@^=[=Y<PE[\<[
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