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任力 1，马珊 2，冯超 1，顾毅 1，刘彤 1，张博维 1，陈超 1，宋哲 1（1. 四川省医学科学院 四川省人民医院 血管·甲状腺

外科，四川 成都 610072；2. 成都市第五人民医院 乳腺甲状腺外科，四川 成都 611130）

[摘 要] 目的：探究泛素羧基端水解酶 5（ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase L5，UCHL5）在甲状腺癌（thyroid carcinoma，

TC）组织中表达的临床意义及其体外生物学效应。方法：TCGA数据库分析UCHL5在TC组织中的表达及其与患者预后的关

系，临床收集四川省人民医院血管·甲状腺外科2018年5月至2019年7月期间手术切除的TC及癌旁组织各82例，体外培养TC

细胞KTC-1及WRO并慢病毒转染UCHL5过表达及相应对照载体，qPCR及Western blotting检测组织及细胞中UCHL5及B-Raf

原癌基因丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶（B-Raf proto-oncogene serine/threonine-protein kinase，BRAF）的mRNA和蛋白表达水平，CCK-8

检测细胞增殖能力，划痕修复实验及Transwell检测细胞侵袭及迁移能力。结果：UCHL5在TC组织中呈低表达（P<0.01），在

TNM分期高的患者肿瘤组织中表达重新上调（P<0.01），UCHL5的表达与BRAF表达及患者TNM分期显著相关（P<0.01），而与

患者年龄、性别、病理类型及BRAF突变无显著联系（P>0.05）。体外KTC-1及WRO细胞中过表达UCHL5可显著促进细胞BRAF

的表达及细胞的增殖、转移能力（均P<0.01）。结论：UCHL5在TC组织中低表达，但在肿瘤进展时UCHL5表达上调，TC患者

UCHL5高表达提示预后较差；同时UCHL5在体外可促进TC细胞的恶性行为。
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Clinical significance of deubiquitinase UCHL5 expression in thyroid carcinoma
and its relationship with malignant behaviors of carcinoma cells
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[Abstract] Objective: To explore the clinical significance and in vitro biological effect of ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase L5 (UCHL5)

expression in thyroid carcinoma (TC) tissues. Methods: TCGA data were used to analyze the expression of UCHL5 in thyroid carcinoma

tissues and its relationship with the prognosis of patients. 82 pairs of TC tissues and corresponding adjacent tissues were collected in the

Department of Vascular and Thyroid Surgery, Sichuan Provincial People's Hospital from May 2018 to July 2019; TC cell lines (KTC-1 and

WRO) were cultured in vitro, and transfected with UCHL5 overexpression vectors or their control vectors via lentivirus. The mRNA and

protein expressions of UCHL5 and B-Raf proto-oncogene serine/threonine-protein kinase (BRAF) in tissues and cells were detected by qPCR

and Western blotting, respectively. Cell proliferation was detected by CCK-8, and cell invasion and migration were detected by Transwell

and Wound-healing experiments. Results: The expression of UCHL5 was low in TC tissues (P<0.01), and its expression was upregulated

in tumor tissues with high TNM stage (P<0.01). The expression of UCHL5 was significantly correlated with BRAF expression and TNM

stage of patients (all P<0.01), but not significantly related with patient's age, gender, pathological type and BRAF mutation (all P>0.05).

In vitro overexpression of UCHL5 in KTC-1 and WRO cells could significantly promote BRAF expression, cell proliferation and metastasis

(all P<0.01). Conclusion: The expression of UCHL5 is low in TC tissue, but upregulated with tumor progression. The high expression of

UCHL5 in TC patients suggests poor prognosis. Meanwhile, UCHL5 can promote the malignant behaviors of TC cells in vitro.

[Key words] thyroid carcinoma; ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase L5 (UCHL5); KTC-1 cells; WRO cells; de ubiquitination;

malignant proliferation; tumor metastasis
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甲状腺癌（thyroid carcinoma，TC）是内分泌系统

最常见的恶性肿瘤，2018年全球TC新发 56.7万例，

引起相关死亡 4.1万例[1]。TC根据不同病理类型可

分为甲状腺乳头状癌（papillary thyroid carcinoma，

PTC）、滤泡状癌（follicular thyroid carcinoma，FTC）、

未分化癌及髓样癌（medullary thyroid carcinoma，

MTC）四种。绝大多数TC患者病情进展较慢，预后

较好，但部分发生淋巴结转移或远处转移的患者较

易复发，严重影响患者预后[2]。因此，明确影响TC细

胞恶性行为的关键因素对于临床早期诊断及治疗具

有重要意义。泛素化是泛素分子对靶蛋白进行特异

性修饰的过程，在蛋白质的定位、代谢、功能、调节和

降解中都起着十分重要的作用，同时与恶性肿瘤的

发生发展密切相关[3-4]，去泛素化酶是泛素化调控的

核心因素，泛素羧基端水解酶 5（ubiquitin carboxyl-

terminal hydrolase L5，UCHL5）作为泛素羧基末端水

解酶的异构体之一参与蛋白质的泛素化调控，并在

多种恶性肿瘤中发挥重要作用[5-6]，但其与TC的关系

尚不明确。本研究分析UCHL5在TC组织中表达的

临床意义及其体外生物学效应。

1 资料与方法

1.1 临床样本收集

收集 2018年 5月至 2019年 7月四川省人民医院

血管·甲状腺外科手术切除的TC组织及相应的癌旁

组织（距离癌灶边缘 5 cm）各 82例，患者年龄 22~71

岁，中位年龄 44岁；其中男性 29例、女性 53例；根据

2004年WHO病理组织分类标准，包括 55例PTC、16

例 FTC、11例MTC；临床分期根据 2017年美国癌症

联合委员会AJCC TC分期，I+II期 45例，III+IV期患

者 37例；有淋巴结转移患者 34例，无淋巴结转移患

者 48例；其中 61例患者进行基因检测（百迈客生物

科技），包括23例野生型BRAF及38例突变型BRAF

患者。所有患者均确诊为原发性甲状腺癌，且术前

尚未经过系统性的抗肿瘤治疗，纳入患者或其家属

均签署本研究知情同意书。

1.2 细胞株与主要试剂

人TC细胞系KTC-1及WRO及人胚肾细胞293T购

自中科院上海细胞库，KTC-1及WRO均采用RPMI

1640+10%FBS培养，293T细胞采用DMEM+10%FBS培

养，均在37 ℃、5%CO2条件下培养。RPMI 1640、高糖

DMEM培养基及胎牛血清（FBS）购自美国Hyclone公

司，转染脂质体Lipofectamine 2000购自美国Thermo公

司，病毒包装质粒pLP1-gag/pol、pLP2-Rev和pLP-VSVG

购自美国Addgene），RNAiso Plus RNA提取试剂盒及

RNA逆转录试剂盒购自日本TaKaRa），SYBR Green核

酸荧光染料购自美国Roche公司，Western blotting（WB）

实验所用的UCHL5及B-Raf原癌基因丝氨酸/苏氨酸蛋白

激酶（B-Raf Proto-Oncogene Serine/Threonine-Protein

Kinase ，BRAF）抗体（ ab133508 、ab85972 ，稀释度

1∶1 000）、羊抗兔二抗（ab6721，稀释度1∶2 000）均购自

美国Abcam公司，CCK-8试剂购自日本Dojindo公司，

小室配套24孔板及Matrigel胶购自美国Corning公司。

7500荧光定量PCR仪购自美国Applied Biosystems公

司，GelDoc XR凝胶成像仪购自美国Bio-Rad公司，

Nanodrop2000超微量分光光度计购自美国Thermo公

司，多孔酶标仪购自美国Bio-Tek公司。引物由上海生

工公司合成。

1.3 生物信息学数据库分析UCHL5与TC的潜在联系

利用 TCGA 子 数 据 库 UALCAN 及 HPRD

（Human Protein Reference Database），分析UCHL5在

TC中的表达情况及与患者预后的关系，并预测其可

能与TC有关的相互作用蛋白。

1.4 qPCR 检测组织及细胞中 UCHL5 及 BRAF

mRNA表达水平

RNAiso Plus提取组织或细胞总RNA，分光光度法

检测RNA浓度，取1 μg RNA用无核酸酶水稀释至1 ml，

作为逆转录模板。引物序列：UCHL5 Forward为 5’-

TTCGATGTCTCTAGGGTGGC-3’，Reverse 为 5’-

GATCCACCTCTCGCTCTCAG-3’；BRAF Forward为

5’-TGACTTTCTAGTAACTCAGC-3’，Reverse为 5’-

ATAGAAATTAGATCTCTTACC-3’；β-Actin Forward为

5’-TGGCACCCAGCACAATGAA-3’，Reverse 为 5’-

CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAA-3’，稀释引物至

2 μmol/L。10μl SYBR Green 核酸荧光染料体系进行

qPCR反应，设置3个平行复孔，95 ℃预变性10min后，

95 ℃变性 15 s、60 ℃退火 30 s、72℃延伸45 s ，进行

40个循环；熔解阶段：95 ℃、15 s，60 ℃、1 min，95 ℃、

15 s。以β-Actin为内参基因，采用2-△△CT法计算组织及

细胞中UCHL5及BRAF mRNA表达水平。

1.5 细胞培养及慢病毒转染

在 293T细胞中进行慢病毒包装，培养对数生长

期的 293T细胞并接种于 6孔板中，转染脂质体介导

慢病毒载体及目的载体（包括 plvx-Puro-UCHL5 及

plvx-Puro空白载体）分别进入 2组 293T细胞中，48 h

后收集2组病毒悬液并过滤，分别感染对数生长期的

KTC-1及WRO细胞。每种细胞均分为 2组，分别感

染对照病毒及UCHL5过表达重组病毒，并使用Poly‐

brene提升感染效率，连续感染3 d，加入1 μg/ml嘌呤

霉素筛选至细胞生长状态良好。采用 qPCR及WB

实验分别检测UCHL5 mRNA和蛋白的表达水平。

1.6 WB检测TC组织及细胞中UCHL5及BRAF蛋
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白表达水平

提取TC组织及细胞的总蛋白，BCA蛋白定量试剂

盒检测蛋白浓度，取40μg蛋白行10% SDS-PAGE，120 V

恒压2 h，260 mA恒流湿转至PVDF膜，加10%脱脂牛

奶室温下封闭2 h，加入UCHL5及BRAF抗体（1∶1 000），

4 ℃冰箱孵育过夜，加入羊抗兔二抗（1∶2 000）室温下

孵育1 h，加入ECL化学发光试剂孵育，ChemiDoc XRS+

成像系统（美国Bio-Rad）进行胶片曝光处理，采用Image

Plus软件计算条带灰度值及蛋白相对表达量。

1.7 CCK-8实验检测UCHL5过表达对TC细胞增殖

能力的影响

待测细胞以 1×103个细胞/孔接种至 96孔板中，

设置 5个平行复孔。5%CO2、37 ℃的恒温培养箱培养

24 h，分别设置5个不同的观察时间点：0、24、48、72和96 h，

以细胞贴壁做为0 h的时间点。检测时CCK-8试剂与培养

基1∶9混合，37 ℃孵育4 h后，使用酶标仪检测450 nm

处光密度（D）值，计算细胞的相对增殖率=[(24 h

D 实验组-24 h D 对照组）/(0 h D实验组-0 h D对照组）]×100%。

1.8 Transwell实验检测UCHL5过表达对TC细胞侵

袭及迁移能力的影响

侵袭实验：使用RPMI 1640+10%FBS稀释Matri‐

gel胶至 10 mg/ml，混匀后取 100 μl加入Transwell小

室底的上室面，37 ℃风干 4 h。待测细胞以 RPMI

1640+1% FBS 重悬，并以 2×105个/孔接种至铺胶的

Transwell 小室，下室加入 600 μl RPMI 1640+10%

FBS，培养48 h后，棉签拭去上室面细胞，无水乙醇固

定20 min，0.1%结晶紫染色10 min，200×光镜计数并

拍照，随机计数中间和四周5个视野的总数。

迁移实验：待测细胞以 RPMI 1640+1%FBS 重

悬，细胞计数并以 1×105个细胞/孔接种至未铺胶的

Transwell 小 室 ，下 室 加 入 600 μl RPMI 1640+

10%FBS，后续步骤同侵袭实验。

1.9 划痕修复实验检测UCHL5过表达对TC细胞迁

移能力的影响

采用标记笔于六孔板底部均匀划横线，每隔

0.5 cm划一条线，每个孔至少 5条线。于孔内接种

6×105个细胞，待细胞贴壁后，用移液枪的枪头沿标记

线条在细胞层上划痕。用PBS洗1次，加入无血清培

养基，0及24小时时拍照，测量划痕宽度，计算划痕修

复率。划痕修复率=[(0 h时划痕宽度-24 h时划痕宽

度)/0 h划痕宽度]×100%。

1.10 统计学处理

采用 SPSS23.0统计软件分析，呈正态分布的计

量资料以 x̄±s表示，计数资料以百分率（%）表示，计量

资料组间比较采用 t检验，计数资料组间比较采用 χ2

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 TCGA数据库分析UCHL5在TC组织中的表达

特征及与预后的关系

分析TCGA数据库中资料，结果（图1A）显示，与癌

旁组织相比，UCHL5在TC组织中呈低表达[（7.89±1.87）

vs（17.97±1.66）tpm，P<0.01]，并且在TC组织中UCHL5

表达与BRAF表达呈正相关（r=0.43，P<0.01）（图1B）；

Kaplan-Meier生存分析结果显示，UCHL5在TC组织中

的高表达与患者预后不良呈正相关（P<0.01）（图1C），

同时，UCHL5在不同TNM分期（Ⅰ~Ⅳ期）TC组织中的

高表达均提示患者预后不良（图1D-G）。

A: Comparison of UCHL5 in TC and normal adjacent tissues; B: Correlation between UCHL5 expression and BRAF in TC tissues;

C: Relationship between UCHL5 expression and survival time of TC patients; D-G: Relationship between UCHL5 expression and

survival time of TC patients with TNM I (D), II (E), III (F), IV (G)

图1 UCHL5在TC组织中的表达情况及临床意义的生物信息学分析

Fig.1 Bioinformatics analysis of UCHL5 expression in TC tissues and its clinic value
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2.2 UCHL5在TC标本组织中的表达及其与BRAF

表达的关系

qPCR及WB检测显示，与癌旁组织相比（0.102±

0.009），UCHL5 在 TC 组织中呈低表达（P<0.01），且

其在 III、IV期TC组织中（0.063±0.008）表达水平显著

高于 I、II 期（0.022±0.002，P<0.01；图 2A 及 2B）。同

时，TC 组织中 UCHL5 表达与 BRAF 表达呈正相关

（R2=0.275，P<0.01；图2C）。

**P<0.01

A: The mRNA expression of UCHL5 in TC tissues; B: The protein expression of UCHL5 in TC tissues;

C: The correlation between UCHL5 expression and BRAF

图2 UCHL5在TC标本组织中的表达情况及其与BRAF表达的关系

Fig.2 Expression of UCHL5 in TC tissues and its relationship with BRAF expression

2.3 UCHL5在TC组织中的表达的临床意义

以 TC 组织中 UCHL5 表达水平的中位数 0.024

为界限，将患者分为高表达及低表达组，χ2检验结果

（表 1）显示，UCHL5 高表达与患者临床分期有关

（P<0.01），而与性别、年龄、TC 病理类型及 BRAF

V600E突变无显著关系（P>0.05）。

2.4 过表达UCHL5促进KTC-1和WRO细胞的增殖

CCK-8实验结果（图 3）显示，感染UCHL5过表

达重组病毒后，与对照组相比，KTC-1细胞增殖水平

在 48、72及 96 h均显著升高（P<0.01），WRO细胞增

殖能力在72及96 h均显著升高（P<0.01）。

2.5 过表达UCHL5促进KTC-1和WRO细胞的迁移

和侵袭

Transwell迁移实验结果（图 4A）显示，与对照组

相比，过表达UCHL5组KTC-1细胞迁移[（72.0±6.9）

vs（24.7±3.1）个，P<0.01]、侵袭[（55.7±6.1）vs（19.3±

5.0）个，P<0.01]细胞数均显著增加，WRO 细胞迁

移 [（140.6±8.2）vs（52.9±4.4）个 ，P<0.01]、侵 袭

[（161.3±9.7）vs（46.3±5.0）个，P<0.01]细胞数均显

著增加。

划痕修复实验结果（图4B）显示，过表达UCHL5

组KTC-1细胞[（54.6±7.0）% vs（19.5±2.1）%，P<0.01]

及 WRO 细胞[（71.5±9.4）% vs（34.4±3.8）%，P<0.01]

划痕修复率较对照组均显著升高。

2.6 过表达 UCHL5 对 KTC-1 及 WRO 细胞 BRAF

mRNA及蛋白表达的影响

过表达 UCHL5 后，KTC-1 及 WRO 细胞 BRAF

mRNA及蛋白表达均显著增高，差异具有统计学意

义（P<0.01），见图5。

表1 UCHL5表达与TC患者临床病理特征的关系

Tab.1 Relationship between UCHL5 expression and

clinical pathological characteristics of TC patients

Factor

Gender

Male

Female

Age (t/a)

>45

≤45

Clinical stage

I/II

III/IV

Histotype

PTC

FTC

MTC

BRAF V600E

Wild type

Mutant

N

31

51

40

42

37

45

55

16

11

23

38

UCHL5 (n)

High

13

28

18

23

12

29

24

10

7

10

21

Low

18

23

22

19

25

16

31

6

4

13

17

c2

1.297

0.781

8.323

2.706

0.796

P

0.255

0.377

0.004

0.258

0.372

3 讨 论

丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶（serine/threonine-pro‐

tein kinase，RAF）基因家族被发现参与TC进展及复

发，而 BRAF 作为 RAF 中的重要成员，可促进下游

MAPK/ERK 通路的激活，介导细胞的恶性转化[6-7]。

BRAF基因外显子V600E的突变可导致BRAF活性

增强，8%的人类肿瘤存在该基因的突变，在TC中突

变率则为 77.8%[8-9]，是最关键的原癌基因之一。因

此，明确BRAF的调控因素对于恶性肿瘤，尤其是TC

的治疗指导及新药开发具有重要意义。
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**P<0.01 vs Control group

A: Effect of UCHL5 overexpression on the proliferation of KTC-1 cells;

B: Effect of UCHL5 overexpression on the proliferation of WRO cells

图3 过表达UCHL5促进KTC-1和WRO细胞的增殖

Fig.3 Overexpression of UCHL5 promoted the proliferation of KTC-1 and WRO cells

A: Migration and invasion of KTC-1 and WRO cells detected by Transwell assay;

B: Migration of KTC-1 and WRO cells detected by scratch repair experiment

图4 过表达UCHL5促进KTC-1及WRO细胞的迁移和侵袭

Fig.4 Overexpression of UCHL5 promoted the migration and invasion of KTC-1 and WRO cells

**P<0.01 vs Control group

A: mRNA expressions of UCHL5 and BRAF in KTC-1 and WRO cells; B and C: Protein expressions of UCHL5

and BRAF in KTC-1 and WRO cells detected by WB

图5 感染UCHL5过表达慢病毒促进KTC-1及WRO细胞中BRAF mRNA及蛋白的表达

Fig.5 Infection with UCHL5 overexpressing lentivirus promoted the mRNA and protein

expressions of BRAF in KTC-1 and WRO cells
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泛素化参与调控细胞增殖、分化及转移等极其

广泛的生命活动。去泛素化酶可作用于泛素链，使

泛素链发生水解，防止蛋白质通过泛素化途径降解，

是泛素化调控的核心因素之一[10-11]。去泛素化酶主

要分为半胱氨酸蛋白酶及金属蛋白酶两大类，泛素C

末端水解酶（ubiquitin C terminal hydrolase，UCH）属

于半胱氨酸蛋白酶的亚类，可使多聚泛素链水解成

游离的泛素单体，一方面具有逆转泛素化的作用，另

一方面可加速泛素链的解聚和泛素循环[12-13]。

UCHL5作为UCHs的异构体之一，参与多种蛋白质

的泛素化调控，并影响多种恶性肿瘤的发生发展。

丁芳等[14]在体外敲降乳腺癌细胞中UCHL5，发现可

抑制细胞增殖、凋亡和成瘤，同时通过TCGA数据库

挖掘发现，UCHL5的高表达与乳腺癌增殖基因相关，

并提示患者总生存时间和无复发生存时间的显著缩

短；TIAN 等[15] 研究显示，多发性骨髓瘤细胞中

UCHL5高表达，UCHL5小分子抑制剂可显著抑制细

胞周期蛋白CDC25c、CDC2和 cyclin b1的表达，并诱

导细胞发生 caspase3依赖性凋亡，进而降低多发性骨

髓瘤细胞的活性并克服硼替佐米耐药；LU等[16]使用

双苄啶哌啶酮RA190抑制UCHL5的活性后发现，血

液肿瘤细胞体内成瘤能力显著降低；CHITTA等[17]发

现，UCHL5小分子抑制剂可介导红细胞失色性淋

巴瘤细胞的凋亡，并对抗细胞硼替佐米抵抗；而

ARPALAHTI等[18-20]发现UCHL5高表达是结直肠癌

及胰腺导管腺癌患者预后的保护因素，也与胃癌肿

瘤较小的原发灶、较低的TNM分期及年龄密切相关。

上述研究均揭示了UCHL5在多种恶性肿瘤中发挥着

不同的生物学效应，但其在TC中的表达情况及作用

仍不明确，故本研究通过生物信息工具和利用组织

标本开展了相关研究工作。

本研究在公共数据库及临床样本中均发现

UCHL5在TC组织中低表达，但其低表达却提示患者

预后时间延长，分析UCHL5可能在正常甲状腺细胞

转化为TC细胞的过程中起到抑制作用，但在TC细

胞中则可增强细胞的恶性表型，导致患者预后不良，

其机制可能与UCHL5在不同来源细胞中的靶蛋白不

同所致。同时，分析数据库中检索结果发现UCHL5

与BRAF表达显著正相关，同时在临床组织中也验证

了两者的相关性，提示UCHL5可能与BRAF共同参

与TC的进展。为了进一步明确UCHL5在TC中的

表达特征及意义，本研究收集了TC患者临床资料，

通过比对分析发现UCHL5在晚期患者中高表达，与

患者病情进展显著正相关，同时，体外研究显示过表

达UCHL5可显著促进TC细胞BRFA表达及增殖转

移能力，可以认为UCHL5在TC中发挥着重要的促

癌作用。

综上，本研究揭示了UCHL5在 TC组织和细胞

中的表达特征及临床意义，并对其体外效应及潜在

机制进行了初步探究，在接下来的研究中将进一步

明确其体内效应，探究其对BRAF表达的调控机制，

为UCHL5作为TC的治疗靶点及诊断依据提供新的

线索。
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