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ＵＣＨ３７与ＰＲＤＸ１相互作用影响肝癌细胞

迁移和侵袭的机制研究

刘海宁　张宁萍　王　平　唐文清　刘韬韬　沈锡中　方　颖

　　【摘要】　目的　探讨泛素羧基末端水解酶３７（ＵＣＨ３７）与过氧化物酶１（ＰＲＤＸ１）相

互作用影响肝癌细胞迁移和侵袭的分子机制。方法　在２９３Ｔ细胞内过表达ＵＣＨ３７

后，采用蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测ＰＲＤＸ１、ｃＭｙｃ蛋白表达水平的变化，以

及ＰＲＤＸ１蛋白泛素化水平。应用免疫共沉淀技术检测ＵＣＨ３７与ｃＭｙｃ、ＰＲＤＸ１与

ｃＭｙｃ、ＵＣＨ３７与神经前体细胞表达发育调控蛋白４（ＮＥＤＤ４）之间的相互结合关系，并

采用激光共聚焦技术检测上述３组蛋白质在细胞内的共定位关系。结果　前期研究已

证实，ＵＣＨ３７和ＰＲＤＸ１分别能促进和抑制肝癌细胞的迁移和侵袭。本研究显示，

ＵＣＨ３７与ＮＥＤＤ４之间存在相互作用，并通过ＮＥＤＤ４促进ＰＲＤＸ１的泛素化降解增加，

使其呈低表达。随着ＵＣＨ３７转染质粒量的梯度增高，用相同量的ＰＲＤＸ１进行免疫共

沉淀后，发现与ＰＲＤＸ１结合的ｃＭｙｃ蛋白表达量逐渐降低。细胞质和细胞核蛋白的

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测结果显示，随着ＵＣＨ３７转染质粒量的梯度增高，细胞核内的ｃＭｙｃ

表达量逐渐升高。结论　ＵＣＨ３７高表达后促进了ＰＲＤＸ１的泛素化降解，使其呈低表

达，继而可减少ＰＲＤＸ１与ｃＭｙｃ的结合，释放的ｃＭｙｃ聚集在细胞核内促进了肝癌

的进展。
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ｒｅｌｅａｓｅｄｃＭｙｃａｃｃｕｍｕｌａｔｅｓｉｎｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ；ＰＲＤＸ１；ＵＣＨ３７；ｃＭｙｃ

　　原发性肝癌（以下简称为肝癌）是世界范围内

的高 发 肿 瘤，其 中 ７０％ ～９０％ 为 肝 细 胞 癌

（ＨＣＣ）
［１］。肝癌在全球男性恶性肿瘤年发病率中

居第５位，恶性肿瘤病死率中居第２位；肝癌在全球

女性恶性肿瘤年发病率中居第９位，恶性肿瘤病死

率中居第６位
［１］。中国肝癌的发病率远高于其他国

家，给家庭和社会带来了沉重的负担。肝癌复发是

影响肝癌术后生存时间的重要因素，是肝癌切除术

后致死的主要原因。对于肝癌术后复发和转移的

中晚期患者，目前唯一有效的靶向治疗药物索拉菲

尼也只能延长约３个月的生存期
［２］。因此，亟需探

索肝癌术后复发和转移的分子机制，以期寻找新的

可早期诊断肝癌术后复发和转移的生物学标志物。

泛素羧基末端水解酶３７（ＵＣＨ３７）是一种去泛

素化酶，通过泛素蛋白酶体降解途径参与蛋白质的

降解。过氧化物酶１（ＰＲＤＸ１）是ＰＲＤＸ家族的一

员，可有效消除活性氧，在氧化应激中起着至关重

要的作用。本课题组的前期研究发现，ＵＣＨ３７和

ＰＲＤＸ１分别在肝癌组织中呈高表达和低表达，与肝

癌术后预后不良相关；ＵＣＨ３７和ＰＲＤＸ１分别能促

进和抑制肝癌细胞的迁移和侵袭；此外，还发现

ＰＲＤＸ１与ＵＣＨ３７相互作用后可影响由ＵＣＨ３７所

致的促进肝癌细胞迁移和侵袭的能力［３４］。ｃＭｙｃ

属于Ｍｙｃ蛋白家族成员，在多种恶性肿瘤细胞中呈

高表达。文献报道，ＰＲＤＸ１可通过结合ｃＭｙｃ的

Ｍｙｃ盒Ⅱ（ＭＢⅡ）结构域，特异性抑制ｃＭｙｃ的转

录活性，从而发挥抑制肿瘤进展的作用［５６］。本研究

进一步探索 ＵＣＨ３７与 ＰＲＤＸ１相互作用后通过

ｃＭｙｃ促进肝癌细胞迁移和侵袭的分子机制。

１　材料与方法

１．１　细胞与试剂

２９３Ｔ细胞购自中国科学院上海生命科学研究

院。小鼠抗人 ＵＣＨ３７单克隆抗体、小鼠抗人

ＰＲＤＸ１单克隆抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，兔

抗人ＵＣＨ３７多克隆抗体购自美国Ａｂｃａｍ公司，转

染试剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司，蛋白酶抑制剂 ＭＧ１３２购自德国 Ｍｅｒｃｋ公司，

ＢＣＡ蛋白质定量检测试剂盒购自生工生物工程（上

海）股份有限公司，蛋白Ａ琼脂糖购自美国Ｒｏｃｈｅ

公司。

１．２　转染

将细胞按５×１０５个／孔接种于６孔板内，待生

长汇合到７５％密度时，按照Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ２０００试剂

盒说明书进行如下转染。将１０μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

２０００滴加至９０μＬ无血清培养基中，混匀，室温孵

育５ｍｉｎ。将１０μＬ稀释的质粒滴加至９０μＬ无血

清培养基中，混匀。将含有质粒和Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

２０００的无血清培养基混匀，室温孵育２０ｍｉｎ。换

２ｍＬ无血清培养基，将Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００和质粒

混合物加入６孔板培养皿中，混匀。在３７℃、５％

ＣＯ２细胞培养箱中培养５ｈ，换有血清培养基，并观

察荧光以确定转染效率。４８ｈ后收集细胞，提取蛋

白行蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测。

１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测

收集细胞前１２ｈ，在培养基中加入１０μｍｏｌ

ＭＧ１３２以减少细胞蛋白降解。离心收集细胞，加适

量细胞裂解液裂解细胞，收集细胞裂解液，冰上预

冷３０ｍｉｎ后，４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集

细胞蛋白。用ＢＣＡ蛋白质定量检测试剂盒对细胞

蛋白进行定量分析。取适量蛋白加５×蛋白上样缓

冲液，１００℃水煮８ｍｉｎ，使之变性。蛋白样品在

１２％的分离胶中电泳数小时后转移到ＮＣ膜上。将

膜置于５％牛奶封闭液中，在室温下封闭１ｈ，置入

适量一抗溶液，４℃孵育过夜。次日，洗膜，加入适

量二抗溶液，室温孵育１ｈ，放入仪器中曝光并记录

图片。
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１．４　免疫共沉淀

先对蛋白Ａ琼脂糖进行预处理：将蛋白Ａ琼

脂糖混匀，加入１ｍＬ１×ＰＢＳ，４℃３０００ｒ／ｍｉｎ离

心２ｍｉｎ，弃去上清，重复３次。收集细胞蛋白，加

入适量一抗溶液，４℃旋转１０ｈ。加入适量已预处

理的蛋白Ａ琼脂糖，４℃旋转过夜。次日将混合物

于４℃３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，重复

３次，最终获得免疫共沉淀的沉淀物，用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测。

１．５　细胞免疫荧光及激光共聚焦实验

在２４孔板中接种细胞，待细胞贴壁后弃去培养

基，用１×ＰＢＳ轻轻洗１遍。将预先混合好并冰浴

的丙酮、甲醇混合液（以体积１∶１混合）加入细胞培

养板孔中，室温放置２ｍｉｎ，吸弃混合液，用１×ＰＢＳ

轻轻洗３遍。在细胞培养板孔中，加入溶于１×ＰＢＳ

的５％胎牛血清溶液，３７℃恒温箱中封闭１ｈ。

ＰＢＳＴ（１×ＰＢＳ中加入０．２％ＴｒｉｔｏｎＸ１００）冲洗３

次，加入适量一抗溶液，４℃孵育过夜。加入不同荧

光标记的二抗溶液，３７℃恒温箱中避光孵育１ｈ。

用ＤＡＰＩ溶液进行细胞核染色，ＰＢＳＴ洗涤３次。

取出盖玻片，用荧光淬灭剂封片，激光共聚焦显微

镜下观察并拍照记录。

２　结果

２．１　ＵＣＨ３７高表达后ＰＲＤＸ１与ｃＭｙｃ的结合

情况

在本课题组的前期研究中，免疫共沉淀和激光

共聚焦结果已证实ＵＣＨ３７与ＰＲＤＸ１之间存在相

互作用［４］。本研究中探讨了 ＵＣＨ３７、ＰＲＤＸ１和

ｃＭｙｃ之间的关系。免疫共沉淀结果显示ＵＣＨ３７

与ｃＭｙｃ、ＰＲＤＸ１与ｃＭｙｃ之间存在相互结合

（图１Ａ、１Ｂ），激光共聚焦结果显示 ＵＣＨ３７和

ｃＭｙｃ共定位于细胞核内（图１Ｃ）。随后，在６孔板

中种植２９３Ｔ细胞，待细胞长至７５％密度时转染质

粒。第１个孔转染ＰＲＤＸ１质粒３μｇ，第２个孔转染

ＰＲＤＸ１质粒３μｇ和ｃＭｙｃ质粒２μｇ，第３、４、５个

孔在转染ＰＲＤＸ１质粒３μｇ和ｃＭｙｃ质粒２μｇ的基

础上再分别转染ＵＣＨ３７质粒１μｇ、３μｇ和６μｇ。

通过ＰＲＤＸ１抗体进行免疫共沉淀，检测与其结合

的ｃＭｙｃ强度，结果显示随着ＵＣＨ３７转染质粒量

的梯度增高，用相同量的ＰＲＤＸ１进行免疫共沉淀

后，与ＰＲＤＸ１结合的ｃＭｙｃ蛋白表达量逐渐降低

（图１Ｂ）。

　　注：Ｆｌａｇ为融合了Ｆｌａｇ标签蛋白；ＨＡ为融合了ＨＡ标签蛋白；ＩＰ为免疫共沉淀；ＩＢ为蛋白质印迹；ＷＣＬ为全细胞溶解；ｓ．ｅ．为短时间曝

光；ｌ．ｅ．为长时间曝光

图１　ＵＣＨ３７、ＰＲＤＸ１与ｃＭｙｃ三者之间的关系　犃　ＵＣＨ３７与ｃＭｙｃ的免疫共沉淀结果　最右一列为用同型对照抗体代

替免疫共沉淀抗体进行平行实验　犅　ＵＣＨ３７转染质粒量梯度增高时ＰＲＤＸ１与ｃＭｙｃ的结合情况　犆　ＵＣＨ３７与ｃＭｙｃ

的激光共聚焦结果　×４００
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２．２　ＵＣＨ３７高表达后ＰＲＤＸ１的表达情况

在上述实验中获取的细胞总蛋白行 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测，结果显示，随着ＵＣＨ３７的梯度表达

增高，ＰＲＤＸ１蛋白表达量逐渐降低（图２Ａ）。神经

前体细胞表达发育调控蛋白４（ＮＥＤＤ４）蛋白属于

含ＨＥＣＴ结构域的泛素Ｅ３连接酶。本研究通过免

疫共沉淀及激光共聚焦技术，发现 ＵＣＨ３７与

ＮＥＤＤ４之间存在相互作用（图２Ｂ、２Ｃ）。此外，还

发现过表达ＮＥＤＤ４后，ＰＲＤＸ１的泛素化水平明显

增高（图２Ｄ）。由此可见，ＵＣＨ３７高表达后，通过

ＮＥＤＤ４对ＰＲＤＸ１泛素化降解增加而使其呈低

表达。

　　注：Ｉｎｐｕｔ为阳性对照；ＣＴＲＬ为阴性对照

图２　ＵＣＨ３７对ＰＲＤＸ１的泛素化作用　犃　ＵＣＨ３７梯度表达增高后ＰＲＤＸ１的表达变化　犅　ＵＣＨ３７与ＮＥＤＤ４的免疫共

沉淀结果　犆　ＵＣＨ３７与ＮＥＤＤ４的激光共聚焦结果　×４００　犇　ＰＲＤＸ１的泛素化降解

２．３　ＵＣＨ３７高表达后细胞核内ｃＭｙｃ蛋白表达

情况

本研究进一步探讨了ｃＭｙｃ在细胞内的表达

情况。激光共聚焦结果显示，ＰＲＤＸ１在细胞核和细

胞质内均有表达，ｃＭｙｃ主要在细胞核内表达，两者

共定位于细胞核内（图３Ａ）。在６孔板中种植２９３Ｔ

细胞，待细胞长至７５％密度时转染质粒。每个孔都

转染ＰＲＤＸ１质粒３μｇ，第１个孔未转染ＵＣＨ３７质

粒，第２、３、４个孔分别转染ＵＣＨ３７质粒２μｇ、４μｇ

和８μｇ。转染４８ｈ后收集细胞，用试剂盒分离细胞

质和细胞核蛋白分别行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测

（图３Ｂ）。结果显示，ｃＭｙｃ主要在细胞核中，细胞

质中基本没有表达。此外，随着ＵＣＨ３７的梯度表

达增高，细胞核内ｃＭｙｃ蛋白表达量逐渐增高。

３　讨论

依赖泛素的蛋白质降解途径（ＵＰＰ）可选择性

地降解细胞内的蛋白质，是一条重要的非溶酶体蛋

白降解途径，对蛋白质翻译后修饰和降解起着关键

作用［７９］。ＵＣＨ３７是一种去泛素化酶。目前关于

ＵＣＨ３７发挥去泛素化酶作用的机制研究得较为深

入，即ＵＣＨ３７和２６Ｓ蛋白酶体的一个亚基ｈＲｐｎ１３

通过Ｃ末端共同的ＫＥＫＥ模序，将ＵＣＨ３７富集到

·０９１· 国际消化病杂志２０２１年６月第４１卷第３期 　ＩｎｔＪＤｉｇＤｉｓ，Ｊｕｎｅ２５，２０２１，Ｖｏｌ．４１，Ｎｏ．３



２６Ｓ蛋白酶体的表面，解除ＵＣＨ３７自主抑制作用，

从而激活其去泛素化酶的活性［１０］。然而，关于

ＵＣＨ３７在信号转导、作用的底物蛋白、细胞功能等

方面的研究较少。有文献报道，ＵＣＨ３７可上调转

化生长因子β（ＴＧＦβ）通路
［１１］；可能通过与人

Ｉｎｏ８０染色质重塑复合物（ｈＩＮＯ８０）结合发挥调控

基因转录的作用［１２］；通过 Ｗｎｔ通路参与肿瘤的发

生、发展［１３］。ＵＣＨ３７在肿瘤中的作用研究甚少。

图３　ｃＭｙｃ的表达情况　犃　ＰＲＤＸ１与ｃＭｙｃ的激光共聚焦结果　×４００　犅　ＵＣＨ３７梯度表达增高后ｃＭｙｃ表达变化

　　本课题组前期开展了ＵＣＨ３７与肝癌之间关系

的研究，发现ＵＣＨ３７在肝癌组织中呈高表达，并且

是肝癌术后无瘤生存的独立危险因素；体外实验结

果显示，ＵＣＨ３７可促进肝癌细胞的迁移和侵袭
［３］。

此外，应用免疫共沉淀技术，在肝癌组织中分离和

富集了与ＵＣＨ３７相互作用的蛋白质；对免疫共沉

淀产物进行双向电泳，联合质谱技术及高效的数据

库搜索手段，筛选出２７种与ＵＣＨ３７相互作用的蛋

白质。同时应用原核细胞表达、纯化蛋白的技术，

在体外得到了纯化的ＧＳＴＵＣＨ３７融合蛋白，将此

融合蛋白与Ｈｕｈ７细胞总蛋白进行ＧＳＴｐｕｌｌｄｏｗｎ

实验，对沉淀产物行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，联合质谱技

术及高效的数据库搜索手段，筛选出６３种与

ＵＣＨ３７相互作用的蛋白质。分析两组结果，发现

了一种共同的蛋白质ＰＲＤＸ１。

ＰＲＤＸ１是过氧化物酶家族成员，主要分布在细

胞质，具有清除体内生物活性氧［１４］、调节信号转导

通路［１５１６］和分子伴侣［１７］等功能。有研究显示，

ＰＲＤＸ１在乳腺癌、肺癌、前列腺癌、结肠癌、肝癌等

组织中均呈高表达［１８２３］，与预后不良相关［２４２７］；

犘犚犇犡１基因敲除能增强化学治疗药物的效果
［２８］。

然而，另有研究显示ＰＲＤＸ１是一种抑癌因子，在肿

瘤组织中呈低表达，可抑制肿瘤的复发、转移［２９３０］。

鉴于ＰＲＤＸ１在肝癌中发挥促癌还是抑癌作用

尚未明确，本课题组就ＰＲＤＸ１在肝癌组织中的表

达情况及其对肝癌细胞生物学行为的影响进行了

研究，结果发现ＰＲＤＸ１在肝癌组织中呈低表达，且

是肝癌术后无瘤生存和总体生存的独立危险因素；

体外实验结果显示，ＰＲＤＸ１可抑制肝癌细胞的迁移

和侵袭［４］。

文献报道，ＰＲＤＸ１通过结合癌蛋白ｃＭｙｃ的

ＭＢⅡ结构域，特异性抑制ｃＭｙｃ的转录活性，调节

ｃＭｙｃ靶基因的表达，从而发挥其抑癌基因的特

性［５６］。ｃＭｙｃ属于 Ｍｙｃ蛋白家族成员，是一种转

录调控蛋白。正常细胞不表达或低表达ｃＭｙｃ，恶

性肿瘤细胞中ｃＭｙｃ呈异常高表达，包括乳腺癌、

结肠癌、宫颈癌、髓性白血病、黑色素瘤、骨肉瘤、恶

性胶质瘤、小细胞肺癌及成神经管细胞瘤［３１３３］。近

年来有研究表明，ｃＭｙｃ在肝癌组织中同样发挥促

肿瘤发生、发展的作用，并开始探索针对 Ｍｙｃ的靶

向治疗药物［３４］。对其进一步的分子机制研究显示，

ｃＭｙｃ具有促进肿瘤细胞增殖、抑制干细胞分化、促

进肿瘤血管生成、促进肿瘤细胞转移、干扰肿瘤细

胞凋亡的作用。在细胞内，ｃＭｙｃ通过促进或抑制

靶基因的转录而发挥作用：一方面，ｃＭｙｃ通过促进

ＣＤＣ２５Ａ、周期素依赖性蛋白激酶４（ＣＤＫ４）、细胞
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周期蛋白Ｄ２（ＣｙｃｌｉｎＤ２）、ＣｙｃｌｉｎＥ、ＣｙｃｌｉｎＡ等细

胞周期相关生长因子的表达，促进细胞增殖及恶性

转化；另一方面，ｃＭｙｃ通过抑制特异性生长阻滞基

因１（犌犃犛１）、狆１５、狆２１、狆２７、生长阻滞及ＤＮＡ损坏

基因（犌犃犇犇）等生长抑制基因，解除生长抑制基因

对细胞无限生长的抑制，进而促进细胞增殖及恶性

转化［３５４０］。此外，ｃＭｙｃ能够调控 ｍｉＲＮＡ，也受

ｍｉＲＮＡ调控
［４１］。有研究发现，ｃＭｙｃ通过泛素／蛋

白酶体通路进行降解［４２］。基于上述研究成果和本

课题组前期的研究基础，我们提出假设并验证，即

ＵＣＨ３７高表达后通过与ＰＲＤＸ１结合，使ＰＲＤＸ１

与ｃＭｙｃ结合减少，释放出ｃＭｙｃ聚集在细胞核

内，发挥促进肿瘤进展的作用。

本实验发现ＵＣＨ３７高表达后通过以下两个方

面发挥促进肝癌发生、发展的作用（图４）：首先，

ＵＣＨ３７高表达后对ＰＲＤＸ１泛素化降解增加而使

其呈低表达，而在本课题组的前期研究中发现

ＰＲＤＸ１在肝癌中是一个抑癌因子，发挥着抑制肝癌

细胞迁移和侵袭的作用；其次，随着ＵＣＨ３７的梯度

表达增高，用相同量的ＰＲＤＸ１进行免疫共沉淀后，

与ＰＲＤＸ１结合的ｃＭｙｃ蛋白逐渐减少，同时细胞

核内ｃＭｙｃ蛋白逐渐增多，表明释放出的ｃＭｙｃ聚

积在细胞核中，发挥其促进肿瘤进展的作用。因

此，ＵＣＨ３７高表达后通过降低抑癌因子ＰＲＤＸ１的

表达和增高促癌因子ｃＭｙｃ的表达，从而发挥促进

肝癌发生、发展的作用。在既往研究中，本课题组

在肝癌细胞系 Ｈｕｈ７ 细胞中构建 ＵＣＨ３７ 与

ＰＲＤＸ１过表达和下调的稳定的单克隆细胞株，从中

探索ＵＣＨ３７、ＰＲＤＸ１与肝癌发生、发展之间的关

系［３４］，由于本研究只是初步探索 ＵＣＨ３７通过

ＰＲＤＸ１促进肝癌发生、发展的分子机制，只在２９３Ｔ

细胞中进行了研究，今后将拓展至肝癌细胞系中进

行深入研究。

图４　ＵＣＨ３７通过ＰＲＤＸ１影响ｃＭｙｃ表达的作用机制

　　综上所述，本研究显示，ＵＣＨ３７高表达后对

ＰＲＤＸ１泛素化降解增加而使其呈低表达，同时

ＵＣＨ３７通过与ＰＲＤＸ１结合使ＰＲＤＸ１与ｃＭｙｃ结

合减少，释放出ｃＭｙｃ聚集在细胞核内，从而发挥

促进肝癌进展的作用。此研究结论为肝癌发生、发

展的机制研究提供了新的思路。
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智能染色安全便捷，有利于精确观察黏膜的细节改

变，有利于提高早期胃癌的检出率。
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