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人细胞分裂控制蛋白４在口腔鳞状细胞癌中的表达及临床意义
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　　摘　要：目的　检测人细胞分裂控制蛋白４（ｈＣＤＣ４）在口腔鳞状细胞癌（ＯＳＣＣ）中的表达情况，分析其与临床病理参数之间

的相关性。方法　收集５２例手术切除的ＯＳＣＣ组织及１２例正常组织，运用免疫组织化学技术检测ｈＣＤＣ４表达情况，分析ｈＣ

ＤＣ４蛋白表达与临床病理参数之间的相关性。应用ｈＣＤＣ４ｓｉＲＮＡ瞬时转染 ＯＳＣＣ细胞系 Ｔｃａ８１１３，ＭＴＴ及蛋白免疫印迹

（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测细胞增殖能力及ｃＭｙｃ和ＣｙｃｌｉｎＥ蛋白表达变化。结果　ｈＣＤＣ４蛋白在正常组织中的表达显著高于对应的

ＯＳＣＣ组织（８３．３％狏狊．２５．０％，犘＜０．０５）；ｈＣＤＣ４蛋白低表达与较大肿瘤直径（≥４ｃｍ）和高临床分期（Ⅲ＋Ⅳ）显著相关（犘＜

０．０５）；敲低Ｔｃａ８１１３细胞中ｈＣＤＣ４表达，导致细胞增殖能力显著增强（犘＜０．０５）以及ｃＭｙｃ和ＣｙｃｌｉｎＥ蛋白蓄积。结论　ｈＣ

ＤＣ４表达缺失导致ｃＭｙｃ和ＣｙｃｌｉｎＥ蛋白蓄积可能是促进肿瘤进展的重要因素。
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　　口腔鳞状细胞癌（ｏｒａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＯＳＣＣ）口

腔颌面部最常见的恶性肿瘤［１］。ＯＳＣＣ的发生涉及众多基因

表达变化，包括癌基因过度激活和（或）抑癌基因失活［２］。人细

胞分裂控制蛋白 ４（ｈｕｍａｎｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎｃｏｎｔｒｏｌｐｒｏｔｅｉｎ４，

ｈＣＤＣ４）又称Ｆ盒 ＷＤ重复域蛋白７（ＦｂｏｘａｎｄＷＤｒｅｐｅａｔｄｏ

ｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ７，Ｆｂｘｗ７）属于Ｓｋｐ１Ｃｕｌ１Ｆｂｏｘ（ＳＣＦ）类泛素

连接酶Ｅ３复合体中特异性识别底物的关键因子，靶向降解ｃ

Ｍｙｃ、ＣｙｃｌｉｎＥ、Ｎｏｔｃｈ和ｃＪｕｎ等多种癌蛋白，是一种广泛的抑

癌因子［３５］。ｈＣＤＣ在多种人类肿瘤中表达缺失且与不良预后

相关，其参与肿瘤细胞增殖、凋亡和耐药等一系列生物学行

为［６１０］。本研究初步探讨ｈＣＤＣ４在ＯＳＣＣ中的表达及临床意

义，为ＯＳＣＣ治疗提供新的思路。

１　资料与方法

１．１　一般资料　５２例ＯＳＣＣ来源于本院２００７～２０１１年的手

术切除标本，所有患者术前均未行放、化疗及其他抗肿瘤治疗，

所有组织标本经术后病理学证实。ＯＳＣＣ组男２８例，女２４

例，年龄２１～７７岁，平均（４９．２±５．３）岁；有淋巴结转移１３例，

无淋巴结转移３９例；Ⅰ＋Ⅱ期３４例，Ⅲ＋Ⅳ期１８例；１２例正

常组织来源于因黏膜白斑行活检阴性患者的非白斑组织，男７

例，女５例，年龄２７～６９岁，平均（５０．２±７．１）岁。两组患者性

别、年龄差异无统计学意义（犘＞０．０５），具有可比性。

１．２　方法

１．２．１　免疫组织化学染色　根据免疫组织化学试剂盒（北京

中杉金桥生物技术有限公司）说明书操作：石蜡包埋组织，对石

蜡块进行４μｍ连续切片，切片至于３７℃烤箱２ｈ，之后经二甲

苯脱蜡和乙醇梯度水化，再进行热抗原修复，３％过氧化氢灭活

内源性过氧化物酶，１０％山羊血清室温封闭，将１∶１００比例稀

释的鼠抗人ｈＣＤＣ４单克隆抗体（Ａｂ７４０５４，Ａｂｃａｍ，ＵＳＡ）加于

标。滴加生物素标记的山羊抗兔二抗工作液，滴加辣根过氧化

物酶（ＨＲＰ）标记的链霉卵白素工作液。二氨基联苯胺（ＤＡＢ）

显色，苏木素复染，盐酸乙醇分化和稀氨水反蓝。乙醇梯度脱

水，二甲苯透明，中性树胶封片。显微镜下观察、成像系统拍

照，统计分析实验结果。用染色强度联合阳性细胞百分比进行

评分，染色强度分为４等级：阴性＝０分；弱阳性＝１分；中度＝

２分；强阳性＝３分；阳性细胞百分比分５等级：≤５％＝０分；

６％～２５％＝１分；２６％～５０％＝２分；５１％～７５％＝３分；＞

７５％＝４分，染色强度和阳性细胞百分比评分相乘大于或等于

１分则认为ｈＣＤＣ４蛋白阳性表达
［１１］。

１．２．２　细胞培养　ＯＳＣＣ细胞系（中国科学院生物化学与细

胞生物学研究所）培养于含１０％胎牛血清（ＦＢＳ）、１００Ｕ／ｍＬ

青霉素和１００μｇ／ｍＬ链霉素的ＤＭＥＭ 培养基中，置于３７℃

和５％ＣＯ２ 细胞培养箱中饱和湿度下培养。稳定传代２～３代
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后，取对数生长期细胞进行实验。

１．２．３　ＲＮＡ 干扰　ｈＣＤＣ４ｓｉＲＮＡ（正义链 ５′ＧＧＡ ＧＵＡ

ＵＧＧＵＣＡ ＵＣＡＣＡＡ Ａｔｔ３′；反义链 ５′ＵＵＵ ＧＵＧ ＡＵＧ

ＡＣＣＡＵＡＣＵＣＣｕｕ３′）及其阴性对照由上海吉玛制药技术

有限公司合成。实验分组：ｈＣＤＣ４干扰组（实验组），加入化学

合成的ｈＣＤＣ４ｓｉＲＮＡ，Ｏｌｉｇｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ和培养液；阴性对照组

（ｃｏｎｔｒｏｌ组），加 入 无 义 序 列 ｓｉＲＮＡ（ＮＴｓｉＲＮＡ），Ｏｌｉｇｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ和培养液。按照ＯｌｉｇｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＲｅａｇｅｎｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，

ＵＳＡ）说明书操作：转染前用含１０％ ＦＢＳ的无抗菌药物

ＤＭＥＭ培养基将细胞接种于６孔板中，培养至细胞融合度约

３０％～５０％。３７０μＬＤＭＥＭ 培养基 加入终浓度２０μＭｈＣ

ＤＣ４ｓｉＲＮＡ或ＮＴｓｉＲＮＡ１０μＬ匀混成 Ａ液；２２μＬＤＭＥＭ

培养培养基加入８μＬ转染试剂混匀成Ｂ液，室温孵育５～１０

ｍｉｎ。将上述Ａ和Ｂ液混合，室温孵育１５～２０ｍｉｎ后加入到

细胞中，并补充基础ＤＭＥＭ培养基至总体积２ｍＬ，细胞培养

箱孵育４ｈ后加入含３０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养基１ｍＬ。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　兔抗人ｃＭｙｃ和鼠抗人ＣｙｃｌｉｎＥ

单克隆抗体购自美国ＣＳＴ公司，鼠抗人βａｃｔｉｎ单克隆抗体购

自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。取转染４８～７２ｈ的Ｔｃａ８１１３细胞，

弃培养基，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）冲洗３次后加入ＲＩＰＡ细胞裂

解液缓冲液裂解１５～２０ｍｉｎ，用细胞刮刀收集裂解液并转移至

ＥＰ管，１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后取上清液，ＢＣＡ法测定总

蛋白浓度。加入等体积２×上样缓冲液煮沸５ｍｉｎ，使用１２％

聚丙烯酰胺凝胶１１０Ｖ湿转１．５ｈ。５％脱脂奶粉室温封闭１０

ｍｉｎ，分别加入１∶１０００稀释的ｈＣＤＣ４、ｃＭｙｃ（Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇ，

ＵＳＡ）和ＣｙｃｌｉｎＥ抗体（Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇ，ＵＳＡ）以及１∶１００００稀

释的βａｃｔｉｎ抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ，ＵＳＡ），室温孵育２ｈ或者４℃孵

育过夜，ＴＢＳＴ漂洗５ｍｉｎ×３次，分别加入适当（１∶１０００～

１∶５０００）浓度的羊抗鼠或驴抗兔二抗，室温孵育２ｈ。ＴＢＳＴ

漂洗５ｍｉｎ×３次。ＥＣＬ液显色，暗室胶片曝光，全自动 Ｘ光

洗片机洗片。

１．２．５　ＭＴＴ检测　离心、收集转染ｈＣＤＣ４ｓｉＲＮＡ和 ＮＴ

ｓｉＲＮＡ的Ｔｃａ８１１３细胞，用适量ＤＭＥＭ培养基调整细胞密度

至２×１０５ 个／ｍＬ并重悬，以５×１０３ 个细胞每孔接种于９６孔

板。左上孔设为空白孔，用于设备调零，实验组和对照组各设

６个复孔。每孔加入２０μＬ配置好的 ＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍＬ），

置入细胞培养箱避光孵育４ｈ，之后弃培养基，每孔加１５０μＬ

ＤＭＳＯ，摇床震荡１０～１５ｍｉｎ至颗粒溶解。酶标仪上测定各

孔５７０ｎｍ的吸光度（犃）值。细胞增殖率＝各时间段犃值／初

始犃值（０ｈ）。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，采用ＡＮＯＶＡ分析；计数资料采用率表示，

组间采用χ
２ 检验分析，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＯＳＣＣ及正常组织中ｈＣＤＣ４的表达　应用免疫组织化

学技术检测５２例 ＯＳＣＣ组织和１２例正常组织中ｈＣＤＣ４表

达，阳性染色为黄色或棕色，ｈＣＤＣ４表达主要定位在细胞质、

细胞膜及细胞核（图１）。ｈＣＤＣ４在正常组织中的阳性表达率

［８３．３％（１０／１２）］显著高于ＯＳＣＣ组织［２５．０％（１３／５２）］，差异

有统计学意义（χ
２＝１１．９８８，犘＜０．０５）。

２．２　ｈＣＤＣ４表达与临床病理参数的相关性　ｈＣＤＣ４蛋白表

达与临床病理参数的相关性分析结果见表１。ｈＣＤＣ４蛋白在

ＯＳＣＣ组织中低表达与较大肿瘤体积和高临床分期显著相关

（犘＜０．０５）。

２．３　ｈＣＤＣ４对ｃＭｙｃ和ＣｙｃｌｉｎＥ蛋白表达的影响　选择ｈＣ

ＤＣ４表达相对较高的 Ｔｃａ８１１３细胞瞬时转染ｈＣＤＣ４ｓｉＲＮＡ

７２ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现ｃＭｙｃ和ＣｙｃｌｉｎＥ蛋白明显增

加，见图２。

　　Ａ：ＯＳＣＣ组织；Ｂ：正常组织。

图１　　ｈＣＤＣ蛋白在ＯＳＣＣ组织及正常组织中的表达

（ＳＰ，×４００，标尺：１００μｍ）

表１　　ｈＣＤＣ４蛋白表达水平与ＯＳＣＣ临床病理参数的关系

特征 狀
ｈＣＤＣ４表达情况

阴性（狀） 阳性（狀） χ
２ 犘

年龄（岁）

　＜４０ １７ １２ ５ ０．１４５ ０．７０３

　≥４０ ３５ ２７ ８

性别

　男 ２８ ２０ ８ ０．４１３ ０．５２１

　女 ２４ １９ ５

肿瘤大小（ｃｍ）

　＜４ ３２ ２１ １１ ３．９００ ０．０４８

　≥４ ２０ １８ ２

淋巴结转移

　有 １３ ９ ４ ２．０３４ ０．８５３

　无 ３９ ３０ ９

临床分期

　Ⅰ＋Ⅱ ３４ ２２ １２ ４．０７８ ０．０４３

　Ⅲ＋Ⅳ １８ １７ １

图２　　ｈＣＤＣ４对ｃＭｙｃ和ＣｙｃｌｉｎＥ蛋白表达的影响

２．４　ｈＣＤＣ４对细胞增殖的影响　Ｔｃａ８１１３细胞瞬时转染ｈＣ

ＤＣ４ｓｉＲＮＡ后，ＭＴＴ法检测２４、４８和７２ｈ细胞增殖能力变

化，结果显示降低ｈＣＤＣ４表达能显著增强Ｔｃａ８１１３细胞增殖

能力（犘＜０．０５），见图３。
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：犘＜０．０５，与ＮＴｓｉＲＮＡ比较。

图３　　ｈＣＤＣ４对细胞增殖的影响

３　讨　　论

近年来随着肿瘤领域相关研究的深入，越来越多的分子作

为肿瘤侵袭、转移和预后标志物引起人们的关注，ｈＣＤＣ４作为

一种广泛的抑癌基因，多种恶性肿瘤中已经被证实存在ｈＣ

ＤＣ４的表达下调或缺失，其低表达与肿瘤恶性临床病理特征相

关［６９］。Ｔｕ等
［１０］发现，Ｆｂｘｗ７低表达与胃癌淋巴结转移、肿瘤

大小和不良预后相关，而且Ｆｂｘｗ７低表达合并ｐ５３突变的胃

癌患者具有不同的预后不良。另外６％的前列腺癌中存在

Ｆｂｘｗ７基因位点修饰，Ｆｂｘｗ７亚型差异表达与前列腺癌高分

期和复发呈负相关［１１１２］。另外１个团队也证实Ｆｂｘｗ７突变导

致的ＣｙｃｌｉｎＥ高表达在胰腺癌发展中发挥决定性作用
［１３］。本

研究发现，ｈＣＤＣ４在ＯＳＣＣ组织中阳性表达率显著低于正常

组织，进一步统计学分析发现在较大肿瘤体积（＞４ｃｍ）和高临

床分期（Ⅲ＋Ⅳ）的 ＯＳＳＣ组织中ｈＣＤＣ４显著低表达，提示

ｈＣＤＣ４在ＯＳＣＣ中作为抑癌因子发挥功能，并可能成为潜在

治疗靶点和预后指标。导致ｈＣＤＣ４在肿瘤组织中低表达的原

因目前主要归因于基因突变，报道称大约６％的肿瘤组织中存

在ｈＣＤＣ４突变，同时研究表明ｐ５３在转录水平直接调控ｈＣ

ＤＣ４表达，而超过５０％的ＯＳＣＣ组织中存在ｐ５３突变或缺失，

以上两种机制可能导致了ＯＳＣＣ组织中ｈＣＤＣ４低表达
［１４１５］。

泛素蛋白酶体系统是蛋白降解的关键通路，靶蛋白的泛素

化是由功能连续的３个酶介导的，泛素化底物被２６Ｓ蛋白酶体

选择性的识别和降解［１６］。ｈＣＤＣ４是ＳＣＦ类泛素连接酶Ｅ３复

合体中底物识别关键因子，靶向降解一系列癌蛋白，越来越多

的研究表明ｈＣＤＣ４缺失引起的癌蛋白蓄积是导致肿瘤进展的

重要原因［１７］。ｈＣＤＣ４的靶蛋白包括一系列细胞周期调控因

子，如ｃＭｙｃ、ＣｙｃｌｉｎＥ和ｃＪｕｎ等，在乳腺癌、结直肠癌、胃癌

和肝细胞癌中敲低ｈＣＤＣ４表达促进肿瘤细胞增殖以及ｃＭｙｃ

和ＣｙｃｌｉｎＥ蛋白异常蓄积
［６１０］。

综上所述，本研究应用ｈＣＤＣ４ｓｉＲＮＡ瞬时转染Ｔｃａ８１１３

细胞，结果发现细胞增殖能力显著增强以及ｃＭｙｃ和ＣｙｃｌｉｎＥ

蛋白蓄积，提示在 ＯＳＣＣ中ｈＣＤＣ４可能通过介导ｃＭｙｃ和

ＣｙｃｌｉｎＥ蛋白泛素化降解调控肿瘤细胞增殖。由于ｈＣＤＣ４靶

向降解多种癌蛋白，其功能涉及多种肿瘤恶性生物学行为，因

此ｈＣＤＣ４在ＯＳＣＣ中确切的功能及精确的分子机制尚需进一

步研究。
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ｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓｍｅｄｉａｔｅｄｂｙｐ５３Ｆｂｘｗ７ｐａｔｈｗａｙ，

ｗｈｉｃｈｃｏｎｔｒｏｌｓｃＭｙｃａｎｄｃｙｃｌｉｎＥ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１３，８

（７）：ｅ６８５７４．

（收稿日期：２０１４０３２０　修回日期：２０１４０６２２）

８１２４ 重庆医学２０１４年１１月第４３卷第３１期




