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摘要 ：目的  检测泛素化羧基末端水解酶 37（UCH37）在结直肠癌组织中的表达情况，并分析其与结直

肠癌患者的临床病理特征、术后生存周期及预后之间的相关性。方法  利用实时荧光定量聚合酶链式反应（qRT-

PCR）和免疫组织化学技术检测结直肠癌石蜡组织标本中 UCH37 mRNA 及蛋白的表达水平，分析结直肠癌组

织及癌旁组织中 UCH37 的表达差异，利用 Spearman 秩相关分析 UCH37 与结直肠癌患者临床病理特征的相关

性，利用 Kaplan-Meier 生存曲线分析 UCH37 与结直肠癌患者五年总体生存率的相关性，利用 Cox 风险比例

模型分析 UCH37 与结直肠癌患者预后的相关性。结果  UCH37 在结直肠癌组织中的表达水平高于癌旁组织，

TNM Ⅲ级和Ⅳ级的结直肠癌患者 UCH37 的阳性率高于 TNM Ⅰ级和Ⅱ级患者（P <0.05）；Spearman 秩相关

分析显示 UCH37 的表达水平与结直肠癌患者淋巴转移情况及血管侵袭情况呈正相关（P <0.05）；UCH37 阳

性表达的结直肠癌患者术后 5 年总体生存率低于 UCH37 阴性表达的结直肠癌患者（P <0.05）；UCH37 可作

为判断结直肠癌患者预后的分子指标 [ĤR=4.998（95%CI ：1.897，8.438），P =0.017]。结论  UCH37 在结直肠

癌组织中表达升高，可作为预测结直肠癌患者生存周期及预后的潜在分子标志物。
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Prognostic significance of UCH 37 in colorectal cancer
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Abstract: Objective  To explore the expression and prognostic significance of UCH37 in colorectal cancer 
(CRC).  Methods  Expressions of UCH37 at both mRNA and protein levels were analyzed by quantitative real-time 
polymerase chain reaction (qRT-PCR) and Immunohistochemistry in 77 CRC patients. Spearman’s rank test, K-M 
survival curves and Cox proportional hazards risk were conducted to determine the clinical relevance of UCH37 in 
CRC.  Results  QRT-PCR and Immunohistochemistry results revealed that expression of UCH37 was upregulated 
in CRC tissues compared with adjacent normal tissues, and positive rates of UCH37 in CRC patients at TNM Ⅲ and 
TNM Ⅳ were increased when compared with that in CRC patients at TNM I and TNM II (P < 0.05). Spearman rank 
correlation showed that expression of UCH37 was closely associated with lymph node metastasis and venous invasion 
(P < 0.05). Kaplan-Meier curves suggested that expression of UCH37 was negatively correlated with 5-year overall 
and progression-free survival time (P < 0.05). Cox proportional hazards risk analysis revealed that UCH37 was an 
independent prognostic factor for CRC [ĤR= 4.998, (95%CI: 1.897, 8.438), P = 0.017].  Conclusions  UCH37 is 
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2012 年的数据显示全球新发结直肠癌病例数约

为 140 万 [1]，为导致肿瘤相关性死亡最主要的原因之

一 [2]。因此，更深入的寻找与结直肠癌进展相关的分子

及潜在机制显得有尤为迫切。泛素化羧基末端水解酶

37（ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 37, UCH37）

是去泛素化酶家族成员，其可通过从蛋白泛素连接链

的远端亚基水解聚泛素而抑制蛋白降解 [3]。研究显示

UCH37 在多种肿瘤组织中表达上调，并促进肿瘤的进

展 [4-5]。本研究拟检测结直肠癌标本中 UCH37 的表达

情况，并分析其临床相关性。

1    资料与方法

1.1    研究对象

选取 2010 年 6 月 -2012 年 12 月于西南医科大

学附属医院普外科接受结直肠癌根治术，术后病理显

示所切除的肿瘤组织为结肠癌或直肠癌患者的肿瘤组

织及癌旁组织标本 77 例。组织标本收取后分为两部

分，一部分冻于液氮中供后续提取 RNA 用，一部分进

行石蜡包埋供免疫组织化学检测用。入组患者在术后

3 个月后开始随访记录，随访截止时间点为患者死亡

或至 2016 年 7 月本研究截止日。入组患者详细临床

病理资料见表 1。所有入选本次研究的结直肠癌患者

术前未进行包括放疗、化疗及靶向治疗，术中所取肿

瘤组织及相应的癌旁组织，经液氮冻存或石蜡包埋长

期储存。本研究已经西南医科大学附属医院伦理委员

会审核并批准，所有入组患者均亲自签署知情同意书，

授权课题组使用其组织标本进行本项科学研究。

1.2    方法

1.2.1    免疫组织化学（简称免疫组化）    二甲苯脱蜡

2 次，100% ～ 70% 梯度酒精脱水。柠檬酸盐缓冲液

高压修复 90 s。30 ml/L 过氧化氢孵育 20 min，磷酸

盐缓冲液清洗 5 min×5 次。兔抗人 UCH37 单克隆抗

体（ab131244）（1 ∶ 100）4℃孵育过夜，磷酸盐缓

冲液清洗 5 min×5 次。加入聚合物增强剂，37℃孵育

20 min，磷酸盐缓冲液清洗 5 min×5 次。加入酶标抗

兔聚合物放大剂，37℃孵育 15 min，磷酸盐缓冲液清

洗 5 min×5 次。DAB 显色，苏木素复燃，1 ml/L 盐酸

酒精分化，磷酸盐缓冲液返蓝，脱水，透明，封片。染

色结果判定每个片子随机选取 10 个视野，每个视野

计数 100 个细胞，统计阳性细胞百分率及着色程度。

免疫组化染色结果由两位病理科医师以双盲的方式

完成，两者不一致的结果请上级病理医师与两人经多

镜头显微镜下讨论得出一致结果。阳性细胞百分率 < 

25%或不着色及较淡着色者为阴性，阳性细胞百分率> 

25% 或适中着色及深着色者为阳性。

1.2.2    RNA 提取及逆转录    RNA 提取采用 Trizol 法，

Trizol 够自于美国 Sigma 公司，将液氮冷冻过的组织研

磨成粉末状，加入 1 ml Trizol 继续研磨至裂解呈透明

状。12 000 r/min 4℃离心 5 min，上清转移至一新离心

管中。加入裂解液 1/5 体积的氯仿，用力振荡至充分

乳化。12 000 r/min 4℃离心 15 min。吸取上清液至一

新的离心管中，加入等体积异丙醇，上下颠倒 15 次，

静置 10 min。12 000 r/min 4℃离心 15 min。弃去上清，

加入 75% 的乙醇 1 ml，12 000 r/min 4℃离心 5 min。

所得沉淀加入 20 μl 去离子水，即为所需 RNA。逆转

录采用 10 μl 体系，RNA 定量后，取 1 μl RNA，加入

5× Prime Script RT master（日本 TaKaRa 公司）2 μl，

7 μl 去离子水。轻柔混匀后，进行逆转录反应。反应

条件为 ：37℃ 15 min RNA 二级结构打开，逆转录酶

工作 ；85℃ 5 s 形成 CDNA，置入 4℃冰箱储存。

1.2.3    实时荧光定量聚合酶链反应（Quantitative real- 

time polymerase chain reaction, qRT-PCR）      采

用 TaKaRa 公司 SYBR premix Ex Taq Ⅱ试剂盒进行

qRT-PCR，配置 PCR 反应液，PCR 反应采用 25 μl

体系，组分如下 ：SYBR premix Ex Taq Ⅱ 12.5 μl，

UCH37 或 β-actin 正向链引物 1 μl，UCH37 或 β- 

actin 反向链引物 1 μl，实时定量产物 2 μl，去离子水

8.5 μl。PCR 反应条件为 ：95℃预变性 30 s ；95℃扩增

15 s，60℃ 延伸 30 s，共 40 个循环。反应结束后样品

置入 4℃冰箱保存。UCH37 引物序列 ：正向 5'-TGTC 

TCATGGAAAGCGACCC-3'，反向 5'-GCCACTTGAAAA 

GAAAAATTAACCC-3'；β-actin 引物序列：正向 5'-CG 

TCTTCCCCTCCATCGT-3'，反向 5'-GAAGGTGTGGTGC 

CAGATTT-3'。计算公式为 ：UCH37 相对表达量 ：

2-ΔΔCt=2-（CT UCH37–CTβ-actin）待测样本 -（CT UCH37–CTβ-actin）校准样本）。

1.3    统计学方法

数据分析采用 SPSS 22.0 统计软件，计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）表示，比较采用t 检验 ；计数

potentially a prognostic biomarker in CRC.
Keywords:  UCH37; colorectal cancer; survival; prognosis
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资料以率（%）表示，比较采用 χ2 检验 ；相关分析用

Spearman 法，绘制 K-M 生存曲线，比较用 Log-rank χ2

检验 ；影响因素的分析采用 Cox 风险比例模型，P  < 

0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    UCH37 mRNA 在结直肠癌及癌旁组织中的
表达水平

qRT-PCR 结果显示，结直肠癌组织中 UCH37 

mRNA 表达水平为（5.138±1.266），癌旁组织 UCH37 

mRNA 的表达水平为（1.325±0.519）。两者 UCH37 

mRNA 表达水平比较，差异有统计学意义（t  =2.746，

P =0.043），UCH37 mRNA 在结直肠癌组织中的表达水

平高于癌旁组织。

2.2    UCH37 蛋白在结直肠癌中的表达水平

UCH37 的阳性表达率在 TNM Ⅰ和Ⅱ期患者为

40.625%（13/32），TNM Ⅲ和Ⅳ期为 68.889%（31/45）。

两者间 UCH37 阳性率差异有统计学意义（χ2=6.104，

P  =0.019），UCH37 蛋白在 TNM Ⅲ和Ⅳ期结直肠癌患

者组织中的阳性率高于 TNM Ⅰ和Ⅱ期结直肠癌患者。

见图 1。

2.3    UCH37 的表达与结直肠癌患者临床病理特征
的关系

UCH37 的表达水平与结直肠癌患者血管侵袭情

图 1    UCH37 蛋白在结直肠癌组织中的表达    （×40，×200）

TNM Ⅰ期                           TNM Ⅱ期                            TNM Ⅲ期                            TNM Ⅳ期

临床病理特征 例数 阳性例数 rs 值 P 值

年龄

    ≤ 50 岁 36 17
2.717 0.112

    >50 岁 41 27

性别

    男 43 25
0.040 0.749

    女 34 19

肿瘤直径

    >3 cm 37 23
0.733 0.491

    ≤ 3 cm 40 21

肿瘤位置

    左侧 33 18

    右侧 37 23 1.055 0.590

    乙状结肠 7 3

临床病理特征 例数 阳性例数 rs 值 P 值

血管侵袭

    有 28 21
5.729 0.019

    无 49 23

肿瘤分化程度

    好 33 15
3.222 0.133

    中 / 差 44 29

淋巴结转移

    有 21 17
4.364 0.047

    无 56 27

远处转移

    有 15 9
0.062 0.681

    无 62 35

表 1    UCH37 与结肠癌患者临床病理特征的相关性
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况（rs =5.729，P =0.019）和淋巴结转移情况呈正相关

（rs =4.364，P =0.04），而与其他病理特征无相关性。见

表 1。

2.4    UCH37 的表达与结直肠癌患者术后 5 年总
生存率的关系

根据 UCH37 免疫组化结果，将结直肠癌患者分

为 UCH37 阳性组和 UCH37 阴性组。Kaplan-Meier 生

存曲线显示，UCH37 阳性组与阴性组结肠癌患者术后

五年总体生存率差异有统计学意义（χ2=3.979，P  = 

0.049），UCH37 阳性组的结直肠癌患者术后 5 年总体

生存率低于 UCH37 阴性组，见图 2。

2.5    UCH37 的表达水平与结直肠癌患者预后的
关系

单因素分析结果显示，TNM 分期、淋巴结转移

情况、远处转移情况、血管侵袭及 UCH37 的表达水

平与总体生存预期相关。多因素分析结果显示，TNM

分期、淋巴结转移情况、远处转移情况、血管侵袭及

UCH37 表达水平均为判断结直肠癌患者预后的分子

指标。见表 2。

表 2    结直肠癌患者生存时间影响因素的单因素及多因素分析 Cox 风险比例模型相关参数

临床病理特征

单因素分析 多因素分析

ĤR
95%CI

P 值 ĤR
95%CI

P 值
下限 上限 下限 上限

UCH37 阳性 5.947 1.719 9.429 0.016 4.998 1.897 8.438 0.017

TNM 分期 4.419 1.517 5.218 0.013 5.147 2.219 7.158 0.009

淋巴结转移情况 3.517 1.178 4.268 0.034 4.441 1.798 5.189 0.023

远处转移情况 4.817 1.196 7.827 0.007 4.982 2.147 7.115 0.009

血管侵袭 3.556 1.551 5.216 0.036 4.129 1.729 6.209 0.021

† 与 UCH37 阳性组比较，P <0.05

图 2   UCH37 的表达与结直肠癌患者术后 5 年总体生存率

的关系

术后生存时间 / 月

5
年

总
存

活
率

/% †

UCH37 阳性
UCH37 阴性

3    讨论

蛋白底物可与泛素共价性结合，而后被蛋白酶体

识别并降解为小分子肽。泛素 - 蛋白酶体系是真核

生物细胞内蛋白降解的非溶酶体途径。去泛素化酶

可水解底物蛋白上的泛素链之间的链接，从而抑制蛋

白降解 [6-8]。该蛋白降解调控机制参与多种的细胞生

理过程，如转录调控、增殖、分化以及肿瘤发生 [9-11]。

UCH37 是去泛素化酶家族成员，可去泛素化Ⅰ型活

化型转化生长因子 -β（transforming growth factor-β, 

TGF-β）受体，而使其免于被蛋白酶体降解，从而上

调 TGF-β 依赖的基因表达 [12-13]。此外，UCH37 也可

去泛素化 Smad2 和 Smad3，增强其蛋白稳定性，从而

间接活化 TGF-β1 信号通路 [14]。更为重要的是，沉默

UCH37 的表达可活化 Caspase-9 和 Caspase-3 而有效

地诱导非小细胞肺癌 A549 细胞凋亡 [15]。既往研究发

现，UCH37 在卵巢癌中异常高表达，并可作为卵巢癌

独立判断预后的分子指标 [16]。此外，UCH37 在肝细

胞癌中表达上调，并可与葡萄糖调节蛋白 78（glucose-

regulated protein 78, GRP78）结合而调控细胞存活 [5]。

另有研究发现，UCH37 可通过调控 Tcf7DNA 的结合

而活化 Wnt 信号通路，从而促进肿瘤进展 [17]。值得注

意的是，研究发现 UCH37 的选择性去泛素化酶抑制

剂 WP1130 可介导在肿瘤中激活的 UCH37 等去泛素

化酶，从而导致抗凋亡蛋白的表达下调，促凋亡蛋白

的表达上调 [18]。本研究均提示 UCH37 可能通过促进

某些原癌基因的表达而在肿瘤发生进展中发挥着重要

的作用。本研究的结果进一步支持 UCH37 在肿瘤进

展中的促癌作用，本研究发现 UCH37 在结直肠癌组

织中的表达高于癌旁组织，与结直肠癌淋巴结转移及

TNM 分期密切相关。生存分析结果也显示 UCH37 高

100

80

60

40

20

0
0                 20                40                60

P =0.0491



                                                                                                         中国现代医学杂志                                                                                            第 28 卷

· 36 ·

表达的结直肠癌患者术后五年总体生存率低于低表达

患者。Cox 风险比例模型结果进一步显示 UCH37 为

判断结直肠癌预后的分子指标。提示 UCH37 在结直

肠癌中可能作为癌基因发挥作用，促进肿瘤的转移与

增值。
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