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  摘 要:目的 本研究旨在探索泛素C末端水解酶-L1(UCH-L1)在非小细胞肺癌(NSCLC)组织样本中的

表达情况及其临床意义,揭示其作为 NSCLC患者预后分子标志物的价值。方法 本研究以2017年2月至

2019年10月于该院胸外科接受根治性手术治疗的112例NSCLC患者为研究对象,收集患者手术切除后的肿

瘤组织与匹配的癌旁组织标本。通过免疫组织化学染色检测UCH-L1在NSCLC组织与癌旁组织中的表达水

平,并分析其表达水平与患者临床病理特征的关系。采用Kaplan-Meier曲线和Cox比例风险模型进行生存分

析,评价UCH-L1表达水平在NSCLC患者中的预后意义。结果 免疫组化染色结果显示UCH-L1在66.1%
(74/112)的NSCLC组织中呈不同程度的阳性表达。分析UCH-L1表达水平与肿瘤临床病理参数的关系,结

果发现UCH-L1高表达与肿瘤TNM分期(χ2=7.925,P=0.019)、淋巴结转移(χ2=5.311,P=0.021)及组织

学分级(χ2=4.177,P=0.041)等侵袭性特征具有显著相关性。生存曲线表明 UCH-L1高表达水平者的3年

总体生存(OS)率显著低于UCH-L1低表达水平者,分别为39.1%和78.5%,差异有统计学意义(χ2=9.181,
P=0.002)。单、多因素Cox回归分析进一步证实UCH-L1高表达水平(HR:3.024,95%CI:1.311~6.973,
P=0.009)是NSCLC患者预后不良的独立预测因素。另外2个有意义的预后变量是淋巴结转移(HR:2.092,
95%CI:1.012~4.327,P=0.046)和 组 织 学 分 级 (HR:2.153,95%CI:1.062~4.363,P=0.033)。
结论 UCH-L1高表达水平与NSCLC侵袭性生物学特征及不良预后相关,或许可作为NSCLC患者一种新的

预后分子标志物。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

expression
 

level
 

in
 

tissue
 

samples
 

and
 

clinical
 

significance
 

of
 

ubiquitin
 

C-terminal
 

hydrolase-L1
 

(UCH-L1),and
 

to
 

analyze
 

itts
 

prognostic
 

value
 

as
 

a
 

biomarker
 

for
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer
 

(NSCLC)
 

patients.Methods A
 

total
 

of
 

112
 

NSCLC
 

patients
 

who
 

underwent
 

surgical
 

resection
 

At
 

the
 

Department
 

of
 

Thoracic
 

Surgery
 

in
 

Zhangjiagang
 

Hospital
 

Affiliated
 

to
 

Soochow
 

University
 

from
 

February
 

2017
 

to
 

October
 

2019
 

were
 

included
 

in
 

this
 

study.The
 

surgically
 

resected
 

NSCLC
 

samples
 

and
 

matched
 

adja-
cent

 

tissues
 

were
 

collected.The
 

expression
 

of
 

UCH-L1
 

in
 

these
 

tissue
 

samples
 

were
 

detected
 

using
 

immuno-
histochemical

 

staining,and
 

the
 

correlations
 

between
 

UCH-L1
 

expression
 

and
 

clinicopathological
 

characteristics
 

of
 

NSCLC
 

were
 

analyzed.Kaplan-Meier
 

curve
 

and
 

the
 

Cox
 

proportional
 

hazards
 

model
 

were
 

used
 

for
 

survival
 

analysis
 

to
 

evaluate
 

the
 

prognostic
 

significance
 

of
 

UCH-L1
 

expression
 

for
 

NSCLC
 

patients.Results Immuno-
histochemical

 

staining
 

showed
 

that
 

the
 

positive
 

expression
 

of
 

UCH-L1
 

were
 

detected
 

in
 

66.1%
 

(74/112)
 

of
 

NSCLC
 

patients.By
 

analyzing
 

the
 

correlations
 

between
 

its
 

expression
 

and
 

clinicopathological
 

characteristics,
we

 

found
 

that
 

patients
 

with
 

high
 

UCH-L1
 

expression
 

had
 

more
 

advanced
 

TNM
 

stage
 

(χ2=7.925,P=
0.019),frequent

 

lymph
 

node
 

metastasis
 

(χ2=5.311,P=0.021)
 

and
 

higher
 

histological
 

grade
 

(χ2=4.177,
P=0.041)

 

than
 

those
 

with
 

low
 

UCH-L1
 

expression.The
 

survival
 

curve
 

indicated
 

that
 

the
 

3-year
 

overall
 

sur-
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vival
 

(OS)
 

rate
 

of
 

patients
 

with
 

high
 

UCH-L1
 

expression
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

with
 

low
 

UCH-
L1

 

expression
 

(39.1%
 

vs.
 

78.5%),with
 

a
 

significantly
 

statistical
 

difference
 

(χ2=
 

9.181,P=0.002).Univa-
riate

 

and
 

multivariate
 

Cox
 

regression
 

analysis
 

further
 

demonstrated
 

that
 

high
 

expression
 

of
 

UCH-L1(HR=
3.024,95%CI:1.311-6.973,P=0.009)

 

was
 

an
 

independent
 

predictor
 

of
 

poor
 

OS
 

for
 

NSCLC
 

patients.In
 

addition,lymph
 

node
 

metastasis
 

(HR=2.092,95%CI:1.012-4.327,P=0.046)
 

and
 

histological
 

grade
 

(HR=2.153,95%CI:1.062-4.363,P=0.033)
 

were
 

identified
 

as
 

significant
 

prognostic
 

factors.Conclusion
 High

 

expression
 

of
 

UCH-L1
 

was
 

associated
 

with
 

aggressive
 

biological
 

features
 

and
 

poor
 

prognosis
 

of
 

NSCLC
 

patients,and
 

it
 

might
 

serve
 

as
 

a
 

valuable
 

prognostic
 

biomarker.
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  肺癌是目前全球发病率居于首位的恶性肿瘤,也
是导致患者癌症相关死亡的主要原因[1-3]。由于生活

方式与环境的改变,肺癌的总体发病率呈逐年上升趋

势,已成为威胁人类健康的重大问题。非小细胞肺癌

(NSCLC)是最常见的肺癌组织学类型,肿瘤生长速度

快,肿瘤细胞容易从原发部位扩散并转移至远隔器

官,导致患者预后不佳[4-5]。目前依然缺乏典型的分

子标志物用于NSCLC患者的早期诊断与预后评估。
因此,寻找新的分子标志对有效识别肺癌高危人群,
深入了解NSCLC的生物学机制,对加快肿瘤的治疗、
研究意义重大。

泛素-蛋白酶体系统是真核细胞维持细胞正常功

能和内环境稳定的重要组成部分,其通过泛素连接酶

与靶蛋白结合,参与蛋白的降解与功能修饰[6-7]。另

一方 面,泛 素-蛋 白 酶 体 也 可 以 通 过 去 泛 素 化 酶

(DUBs)使从其靶点上分离[8]。与泛素连接酶类似,
DUBs参与了细胞生长、分化、转录调控等多种细胞生

物学进程,目前已在许多人类疾病中发现了DUBs的

突变或表达水平失调[9-10]。泛素 C末端水解酶-L1
(UCH-L1)是去泛素化酶家族成员之一,研究表明它

主要在脑组织中表达,在神经退行性疾病中发挥着关

键作用[11-13]。尽管 UCH-L1在其他组织中的表达水

平较低,但在乳腺癌[14-15]、结直肠癌[16]、鼻咽癌[17-18]等

癌症中却发现了UCH-L1的过表达,提示其可能与恶

性肿瘤的发生、发展有关。就生物学功能而言,有研

究报道UCH-L1可能在肿瘤细胞的增殖、侵袭、迁移

及化疗耐药中发挥促癌作用[19-22]。然而,目前尚不清

楚UCH-L1在NSCLC中的表达水平及其预后意义。
本研究利用免疫组织化学染色检测了 UCH-L1基因

在NSCLC组织中的表达情况,分析了其表达水平与

患者临床病理特征及预后关系,旨在揭示UCH-L1在

NSCLC发生、发展中的作用及其作为潜在预后标志

物的预测价值。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2017年2月至2019年10月于

本院胸外科接受根治性手术治疗的112例NSCLC患

者为研究对象,收集患者手术切除后的肿瘤组织与匹

配的癌旁组织标本。纳入标准:(1)所有患者均行肺

叶或肺段切除+区域淋巴结清扫,经术后组织病理学

证实为原发性NSCLC;(2)术前未接受放、化疗、靶向

治疗等任何抗肿瘤措施。排除标准:(1)术前影像学

或穿刺活检已证实有远处转移或锁骨上淋巴结转移

者、有其他器官共存肿瘤者;(2)临床病理资料缺失或

失访者。本研究经本院伦理审核委员会批准,组织样

本与临床数据的使用在手术前均以书面形式获得所

有患者或其家属的知情同意。
通过本院电子病例数据库系统收集所有研究对

象的一般资料与临床病理特征,包括:患者年龄、性
别、吸烟史、组织学类型、组织学分级、T分期、淋巴结

转移及病理学TNM分期等。肺癌TNM分期根据美

国癌症联合会(AJCC)制定的第8版分期手册进行

分类[23]。
1.2 免疫组化染色与结果判读 所有组织样本在取

材收集后立即置于福尔马林缓冲液中固定,常规石蜡

包埋,制成3~5
 

μm 厚度的组织切片。二甲苯中脱

蜡、梯度乙醇脱水后,将组织切片置于柠檬酸盐缓冲

液(pH=7.4)中进行抗原修复;使用3%过氧化氢溶

液抑制内源性过氧化物酶活性,5%胎牛血清降低非

特异性结合,按照说明书以1∶100比例稀释抗UCH-
L1的小鼠单克隆抗体(产品编号:sc-100340,Santa技

术公司,美国),室温下孵育一抗过夜。PBS缓冲液清

洗切片3次,加入辣根过氧化物酶标记的山羊抗鼠

IgG二抗(产品编号:PV-9001,中杉金桥,中国),于室

温下孵育30
 

min。最后,使用二氨基联苯胺对免疫反

应进行可视化,苏木素复染,依次经过梯度乙醇进行

脱水处理、二甲苯透明化,中性树胶封片固定。
根据染色强度和阳性染色范围对 UCH-L1的表

达水平进行半定量分析,具体方法如下:光学显微镜

下随机选取5个高倍视野,每个视野计数200个细

胞,阳性染色细胞<5%计0分,>5%~25%计1分,
>25%~50%计2分,>50%~75%计3分,>75%
计4分。染色强度评分标准为:无染色计0分,呈淡

黄染色计1分,呈黄染色计2分,呈棕黄染色计3分。
阳性染色细胞百分比与染色强度得分的乘积即为免
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疫组化染色的总分,≤4分定义为阴性表达,>4分定

义为阳性表达。
1.3 观 察 结 局  术 后 对 所 有 接 受 手 术 治 疗 的

NSCLC患者进行定期随访,通过查阅门诊或住院病

例及电话探访等方式了解患者的生存状态。研究以

总体生存率(OS)作为主要观察结局,将其定义为患者

自手术之日起至术后因任何原因导致死亡的时间段。
截至末次随访,研究队列无失访病例,中位随访时间

为26.7(15.5~39.0)个月。
1.4 统计学处理 采用SPSS22.0统计学软件进行

数据分析,分类变量以频数及百分比形式表示,采用

χ2 检验或Fisher's
 

精确检验分析UCH-L1表达与肿

瘤临床病理特征的关系;呈正态分布的计量资料采用

x±s表示,不符合正态分布采用中位数及四分位数

间距[M(Q)]表示,连续变量的分布性采用Kolmog-
orov-Smirnov检 验。采 用 Kaplan-Meier方 法 构 建

NSCLC患者的生存曲线,计算高、低UCH-L1表达组

患者的3年OS,对数秩检验用于评估组间患者生存

率的差异。通过Cox比例风险模型对 NSCLC患者

的预后因素进行单、多变量分析,结果报告为计算风

险比(HR)及95%置信区间(CI)。所有分析均为双

侧检验,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 研究对象的基本特征 本研究系统收集了112
例接受手术治疗的NSCLC患者的一般资料与临床病

理特征,包括男67例(59.8%)和女45例(40.2%),
平均年龄(61.8±9.6)岁,59.8%(67/112)的患者有

长期 吸 烟 史;根 据 组 织 学 类 型,共 有 鳞 癌 52 例

(46.4%),腺癌60例(53.6%);全组患者淋巴结转移

率为57.1%(64/112),根据第8版肺癌病理学TNM分

期,共有Ⅰ期患者31例(27.7%)、Ⅱ期25例(22.3%)、Ⅲ
期56例(50.0%)。
2.2 UCH-L1在NSCLC样本中的表达及其与肿瘤

临床病理特征的关系 免疫组化染色显示,UCH-L1
蛋白在肿瘤组织中呈广泛阳性表达或高表达,但在癌

旁组织中呈阴性表达或低表达,见图1。通过分析

UCH-L1在112例配对 NSCLC组织中的差异表达,
发现UCH-L1在66.1%(74/112)的肿瘤组织中呈不

同程度的阳性表达。
根据UCH-L1在NSCLC样本中的表达水平,将

所有患者分为高表达组(n=74)与低表达组(n=38)。
UCH-L1表达与NSCLC患者临床病理特征的关系见

表1。UCH-L1高表达组的组织学分级(G3:64.9%
 

vs.44.7%,χ2=4.177,P=0.041)与淋巴结转移率

(64.9%
 

vs.42.1%,χ2=5.311,P=0.021)较低表达

组更高,而肿瘤分期更为进展(TNM
 

Ⅲ期:59.5%
 

vs.31.6%,χ2=7.925,P=0.019)。本研究发现,两
组患者在年龄、性别、吸烟史、组织学类型及T分期等

变量分布上差异无统计学意义(P>0.05)。

  注:A为NSCLC;B为癌旁组织。

图1  UCH-L1蛋白在NSCLC及癌旁组织中的表达

(免疫组化染色×200)

表1  UCH-L1表达与NSCLC患者临床病理

   特征的关系[n(%)]

临床病理因素
UCH-L1表达

低表达组(n=38)高表达组(n=74)
χ2 P

年龄 1.128 0.288

 ≤60岁 22
 

(57.9) 35
 

(47.3)

 >60岁 16
 

(42.1) 39
 

(52.7)

性别 0.497 0.481

 女 17
 

(44.7) 28
 

(37.8)

 男 21
 

(55.3) 46
 

(62.2)

吸烟史 0.852 0.356

 无 13
 

(34.2) 32
 

(43.2)

 有 25
 

(65.8) 42
 

(56.8)

组织学类型 0.432 0.511

 鳞癌 16
 

(42.1) 36
 

(48.6)

 腺癌 22
 

(57.9) 38
 

(51.4)

组织学分级 4.177 0.041

 G1~G2 21
 

(55.3) 26
 

(35.1)

 G3 17
 

(44.7) 48
 

(64.9)

T分期 0.293 0.588

 T1~T2期 30
 

(78.9) 55
 

(74.3)

 T3~T4期 8
 

(21.1) 19
 

(25.7)

淋巴结转移 5.311 0.021

 无 22
 

(57.9) 26
 

(35.1)

 有 16
 

(42.1) 48
 

(64.9)

TNM分期 7.925 0.019

 Ⅰ 15
 

(39.5) 16
 

(21.6)

 Ⅱ 11
 

(28.9) 14
 

(18.9)

 Ⅲ 12
 

(31.6) 44
 

(59.5)

2.3 UCH-L1表达在NSCLC患者中的预后意义 
112例 NSCLC患者均被纳入生存分析,随访期内共

37例(33.0%)患者观察到主要结局事件,3年 OS为

54.5%。Kaplan-Meier生存曲线显示,UCH-L1高表

达组的3年OS显著低于UCH-L1低表达组,分别为

39.1%和78.5%,差异有统计学意义(χ2=9.181,
P=0.002)。见图2。
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  单因素分析的结果显示,组织学分级(P=0.013)、
淋巴结转移(P=0.013)和UCH-L1表达(P=0.004)
与NSCLC患者不良预后具有显著相关性,见表2。

通过多因素分析调整潜在的混杂因素,本研究发

现,UCH-L1高表达(HR=3.024,95%CI:1.311~

6.973,P=0.009)、淋巴结转移(HR=2.092,95%
CI:1.012~4.327,P=0.046)和组织学分级(HR=
2.153,95%CI:1.062~4.363,P=0.033)仍然是3
个具有统计学意义的预后变量,是 NSCLC患者不良

OS的独立预测因素。见表3。

表2  NSCLC患者预后因素的Cox单因素分析

因素 β SE Wald HR 95%CI P

年龄

 >60岁
 

vs.≤60岁 0.643 0.343 3.525 1.903 0.972~3.724 0.060

性别

 男
 

vs.女 0.519 0.349 2.210 1.680 0.848~3.331 0.137

吸烟史

 有
 

vs.无 0.303 0.325 0.866 1.354 0.715~2.562 0.352

组织学类型

 腺癌
 

vs.鳞癌 -0.408 0.325 1.573 0.665 0.351~1.258 0.210

组织学分级

 G3
 

vs.
 

G1~G2 0.893 0.360 6.155 2.442 1.206~4.945 0.013

T分期

 T3~T4期
 

vs.
 

T1~T2期 0.325 0.343 0.901 1.384 0.707~2.710 0.343

淋巴结转移

 有
 

vs.
 

无 0.914 0.370 6.107 2.495 1.208~5.153 0.013

UCH-L1表达

 高表达组
 

vs.
 

低表达组 1.206 0.424 8.079 3.339 1.454~7.667 0.004

表3  NSCLC患者预后因素的Cox多因素分析

因素 β SE Wald HR 95%CI P

组织学分级

 G3
 

vs.
 

G1~G2 0.767 0.361 4.522 2.153 1.062~4.363 0.033

淋巴结转移

 有vs.
 

无 0.738 0.371 3.967 2.092 1.012~4.327 0.046

UCH-L1表达

 高表达组vs.
 

低表达组 1.106 0.426 6.735 3.024 1.311~6.973 0.009

图2  UCH-L1高表达与低表达者的Kaplan-Meier
生存曲线

3 讨  论

作为一种去泛素化酶,UCH-L1的异常高表达已

在多种恶性肿瘤中被报道,被认为是乳腺癌、前列腺

癌的促瘤蛋白[21,24-25]。然而,也有研究在卵巢癌、胰
腺神经内分泌肿瘤等其他样本中发现了 UCH-L1表

达水平的下调[26-28]。因此,UCH-L1在人类癌症中的

表达水平及功能作用可能具有一定组织特异性。目

前,尚不完全清楚UCH-L1在NSCLC样本中的表达

水平、临床意义及其在恶性进展中的生物学功能。在

本研究中,笔者应用免疫组化染色法检测了 UCH-L1
在112例NSCLC组织样本中的表达情况,分析了其

表达水平与肿瘤临床病理特征的相关 性,探 讨 了

UCH-L1作为NSCLC患者预后标志物的临床价值。
结果显示 UCH-L1蛋白在大多数 NSCLC肿瘤样本
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中呈阳性表达,并与肿瘤TNM 分期、淋巴结转移和

组织学分级显著相关。这些研究表明 UCH-L1或许

在NSCLC的发生、发展中起着决定性的作用,可能是

肿瘤具有高侵袭性生物学行为的标志。生存分析进

一步证实,UCH-L1高表达组的 OS显著低于低表达

组,UCH-L1高表达水平是 NSCLC患者预后不佳的

独立预测因素。因此,医务工作者应在随访期间和制

订治疗方案对这些患者予以特别关注。

SCHRODER等[14]通过组织微阵列技术证实了

UCH-L1蛋白在1622例乳腺癌患者样本中的高表

达,并与雌、孕激素受体阴性及不良预后显著相关,该
研究与本文数据一致。JIN等[29]报道了 UCH-L1表

达在肝门部胆管癌中的表达及临床意义,结果表明

UCH-L1在62.1%的组织样本中呈明显过表达,其表

达水平与肿瘤大小、淋巴结转移、TNM 分期和血清

CA19-9水平等肿瘤的侵袭性特征呈明显正相关,是
肝门胆管癌患者的预后预测因素。细胞功能实验显

示,沉默UCH-L1表达可以抑制肿瘤细胞的生长与增

殖。还有研究证实,沉默UCH-L1的表达通过阻止上

皮间质转化,抑制前列腺癌细胞的迁移和侵袭性[25]。
尽管鲜有研究报道 UCH-L1在 NSCLC中的表达水

平,但在一项之前的研究中,KIM 等[30]通过体外细胞

实验证实 UCH-L1可促进 NSCLC细胞的恶性转化

与侵袭,表明UCH-L1可能作为一种癌蛋白在肺癌中

发挥促癌作用。屈肖杰等[31]通过脂质体转染下调

UCH-L1表达水平后,也发现肺癌细胞系 H157在体

外的增殖能力明显受限,细胞凋亡显著增加。最近,
有研究人员发现在缺氧环境下,人肺癌细胞系 A549
中 UCH-L1 的 表 达 水 平 显 著 提 升,同 时 增 强 了

TGF-β/SMAD诱导的转录活性,促进肺癌的发生[32]。
这些发现均表明,具有去泛素化活性的UCH-L1是肺

癌发生、发展的关键驱动因素,以 UCH-L1作为靶点

或许是一种有价值的肺癌治疗策略。
综上所述,这项研究证实了 UCH-L1在可切除

NSCLC患者中的异常高表达水平,这与TNM 分期、
淋巴结转移和肿瘤组织学分级等侵袭性特征显著相

关。更为重要的是,UCH-L1水平可作为 NSCLC患

者的独立预后分子标志。这些发现为进一步探索

UCH-L1在NSCLC发生、发展中的作用机制提供了

依据,也为临床医生筛选高危人群、制订治疗方案提

供了参考。
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