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泛 素 - 蛋 白 酶 系 统 能 够 降 解 蛋 白 质 ， 具 有 重

要 的 生 物 学 功 能 ， 泛 素 - 蛋 白 酶 系 统 参 与 细 胞 增

殖 、 分 化 和 细 胞 凋 亡 ， 参 与 炎 症 反 应 ， 具 有 递 呈

抗原、转录调控等生命活动，泛素连接酶E3在癌

症 的 发 生 发 展 中 具 有 重 要 作 用 ， C u l l i n 家 族 高 度

保 守 ， 属 于 E 3 连 接 酶 ， C U L 4 A 是 其 家 族 成 员 之

一，CUL4A的结构和功能与泛素连接酶Cull in  4B

（Ubiqu i t in  l i gase  Cu l l in  4B，CUL4B）比较相

似 ， 通 过 和 D N A 损 伤 蛋 白 、 R O C 1 环 指 蛋 白 结 合

形 成 泛 素 连 接 酶 复 合 物 ， 发 挥 降 解 底 物 蛋 白 的 作

用 [1-2]。CUL4A在乳腺癌、鳞状细胞癌、恶性胸膜

间质瘤等多种肿瘤中呈高表达 [3-5]，也有研究 [6]发

现CUL4A在肝癌中也呈高表达，但CUL4A在肝癌

发 生 发 展 中 的 生 物 学 作 用 尚 不 十 分 明 确 ， 本 研 究

对肝癌组织中CUL4A的表达情况进行研究，并研

究CUL4A对肝癌细胞生长的影响，探讨CUL4A在

肝癌发生发展中的作用。

1　资料与方法 

1.1  研究对象

选择2013年1月—2015年12月齐齐哈尔医学院

病理中心72例肝癌术后肝癌组织标本及其癌旁组

织（距离肝癌组织5 cm以上）标本和72例肝血管

瘤 术 后 正 常 肝 组 织 标 本 做 为 研 究 对 象 ， 所 有 肝 癌

患 者 术 前 未 进 行 过 放 化 疗 等 治 疗 ， 首 次 进 行 手 术

治 疗 。 所 有 研 究 对 象 均 签 署 知 情 同 意 书 ， 均 经 齐

齐哈尔医学院附属第二医院伦理委员会批准。
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摘   要 目的：探讨肝癌组织中泛素连接酶 Cullin 4A（CUL4A）的表达情况及 CUL4A 对肝癌细胞生长的影响。

方法：选择 2013 年 1 月—2015 年 12 月 72 例肝癌组织标本及其癌旁组织标本和 72 例正常肝组织标本作

为对照，免疫组化法检测肝癌组织、癌旁组织和正常肝组织中 CUL4A 的表达情况，用 CUL4A-siRNA、

NC-siRNA 转染 Hep-G2、QSG-7701 肝癌细胞，CCK 法检测细胞的增殖情况，PI 染色、流式细胞术检

测细胞周期，Transwell 法检测细胞的侵袭迁移能力。

结果：肝癌组织中 CUL4A 的表达明显高于癌旁组织和正常肝组织（t=48.657，P=0.000）。肝癌组织

中 CUL4A 的表达和肝癌的分化程度、肿瘤直径、淋巴结转移、TNM 分级有关（t=7.254、5.254、5.835、

8.212，P=0.000、0.007、0.004、0.000）。 转 染 CUL4A-siRNA 的 Hep-G2、QSG-7701 肝 癌 细 胞 株 在

3 d 和 7 d 时的 OD 值明显低于 NC-siRNA 组（t=3.132、5.264；3.152、5.834，P=0.037、0.008；0.041、

0.011）。转染 CUL4A-siRNA 的 Hep-G2、QSG-7701 肝癌细胞株 S 期细胞比例低于 NC-siRNA 组（F=4.124、

4.142；P=0.014、0.009）。转染 CUL4A-siRNA 的 Hep-G2、QSG-7701 肝癌细胞株侵袭转移能力低于

NC-siRNA 组（t=3.756、4.635；4.104、4.967，P=0.003、0.000；0.003、0.000）。

结论：肝癌组织中 CUL4A 的表达升高，肝癌组织中 CUL4A 的表达与肝癌的分化程度、肿瘤直径、淋

巴结转移、TNM 分级有关，CUL4A 能够促进肝癌细胞的增殖、细胞周期进程和侵袭迁移能力。
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1.2  细胞及主要试剂

实验前对正常肝细胞和Hep-G2、QSG-7701肝

癌细胞株中CUL4A的表达情况进行检测，CUL4A

在 正 常 肝 细 胞 中 表 达 水 平 低 ， 在 H e p - G 2 、 Q S G -

7701肝癌细胞株中呈较高表达，因此选择Hep-G2

和QSG -7701肝癌细胞株进行研究，细胞株均购自

上海中科院细胞所。试剂： CUL4A siRNA（美国

sigma公司），胰蛋白酶、胎牛血清（北京索莱宝

科技有限公司），抗CUL4A抗体、抗β-actin抗体

（CST公司）等。

1.3  方法

1.3.1  临床资料收集　收集 72 例肝癌患者的年龄、

性别及临床病理等资料。

1.3.2  检测 CUL4A 的表达　采用免疫组化法检测

肝癌组织、癌旁组织和正常肝组织中 CUL4A 的表

达 情 况。 免 疫 组 化 结 果 评 分： 根 据 免 疫 组 化 染 色

范围和强度进行评分：染色范围：染色范围为 0%

为 0 分， 染 色 范 围 为 1%~25% 为 1 分， 染 色 范 围

为 26%~50% 为 2 分，染色范围为 51%~75% 为 3 分，

染 色 范 围 为 76%~100% 为 4 分； 染 色 强 度： 染 色

阴性为 0 分，染色弱阳性为 1 分，染色阳性为 2 分，

染 色 强 阳 性 为 3~4 分。 免 疫 组 化 评 分 为 染 色 范 围

和染色强度相乘。

1.3.3  细 胞 增 殖 实 验　 将 对 数 生 长 的 Hep-G2 和

QSG-7701 肝癌细胞接种到 96 孔板中，用 CUL4A-

siRNA 转染肝癌细胞，并以 NC-siRNA 做为对照，

转染后继续培养，转染 24 h 后吸出培养基，加入

CCK 混合液孵育，酶标仪测定波长 450nm 的 OD 值，

每天同一时间进行检测，连续监测 7 d。

1.3.4  细 胞 周 期 监 测　 将 对 数 生 长 的 Hep-G2 和

QSG-7701 肝 癌 细 胞 接 种 到 12 孔 板 中 培 养， 待 肝

癌细胞达 85% 以上融合时，用 CUL4A-siRNA 转染

肝癌细胞，并以 NC-siRNA 做为对照，转染 48 h 后

胰蛋白酶消化并收集细胞，进行 PI 染色，流式细

胞仪检测肝癌细胞周期。

1.3.5  侵袭实验　在 24 孔板中加入 RPMI1640 培

养液，孔上置入处理过的铺有 Matrigel 基质胶的小

室，将 CUL4A-siRNA 和 NC-siRNA 转染的 Hep-G2

和 QSG-7701 肝癌细胞悬液加入小室的上室中培养

48 h，取出小室加入甲醇固定，加入结晶紫染液染

色，高倍显微镜下拍照并观察穿膜细胞数。

1.3.6  迁移实验　 小 室 中 不 铺 Matrigel 基 质 胶，

细胞接种培养后 12 h 进行染色，其余步骤同侵袭

实验。

1.4  统计学处理

采用SPSS 20.0软件进行分析，两组均数比较

采用 t检验，多组均数比较采用方差分析，相关性

研究采用Spearman相关分析，取P <0.05为差异有

统计学意义。

2　结　果
 

2.1  CUL4A 在肝癌组织中的表达

肝 癌 组 织 中 C U L 4 A 的 免 疫 组 化 评 分

（7.64±2.47）分明显高于癌旁组织（1.23±0.36）分

和正常肝组织（0.87±0.12）分（P =0.000）；癌

旁组织和正常肝组织中CUL4A的表达无统计学差

异（P>0.05）（图1）。

2.2  CUL4A 与肝癌临床病理特点的关系 

肝 癌 组 织 中 C U L 4 A 的 表 达 与 肝 癌 的 分

化 程 度 、 肿 瘤 直 径 、 淋 巴 结 转 移 、 T N M 分 级

有 关 （ P < 0 . 0 5 ） ， 与 患 者 的 年 龄 和 性 别 无 关

（ P > 0 . 0 5 ） ； 低 分 化 程 度 肝 癌 组 织 中 C U L 4 A 的

表 达 明 显 高 于 中 / 高 分 化 肝 癌 组 织 （ P < 0 . 0 5 ） ，

图 1　CUL4A 的不同肝组织中的表达情况（×200）　　A：肝癌组织；B ：癌旁组织；C ：正常肝组织

A B C
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肝 癌 直 径 > 5  c m 肝 癌 组 织 中 C U L 4 A 的 表 达 高 于 直

径 ≤ 5  c m 肝 癌 组 织 （ P < 0 . 0 5 ） ， 有 淋 巴 结 转 移

肝 癌 组 织 中 C U L 4 A 的 表 达 高 于 无 淋 巴 结 转 移 者

（P <0.05），TNM分级III级肝癌组织中CUL4A的

表达高于I~II级（P<0.05）（表1）。

表 1　CUL4A 的表达与肝癌临床病理特点的关系

项目 n
CUL4A 免疫组化评分

（x±s）
t/F P

年龄（岁）
　＞ 50 53 7.89±2.54

2.143 0.125
　≤ 50 19 7.64±2.31
性别
　男 61 7.91±2.15

1.564 0.326
　女 11 7.67±2.63
分化程度
　低 14 11.91±2.14
　中 48 7.98±3.02 7.254 0.000
　高 10 5.12±2.03
肿瘤直径（cm）
　＞ 5 40 9.01±2.75

5.254 0.007
　≤ 5 38 7.78±3.26
淋巴结转移
　有 12 8.53±2.75

5.835 0.004
　无 60 7.74±2.57
TNM 分级
　I~II 级 59 7.69±3.02

8.212 0.000
　IIII 级 13 8.61±2.73

2.3  CUL4A 对肝癌细胞生长能力的影响

转染CUL4A-siRNA的Hep-G2肝癌细胞株在3 d

和7 d时的OD值明显低于NC-siRNA组（P <0.05）

（表2）；转染CUL4A-s iRNA的QSG-7701肝癌细

胞株在3 d和7 d时的OD值明显低于NC - s iRNA组

（P<0.05）（表3）。

2.4  CUL4A 对肝癌细胞生长周期的影响

转染CUL4A -s iRNA的Hep -G2肝癌细胞株S期

细胞比例低于NC -s iRNA组（P <0.05）（表4）；

转染CUL4A-s iRNA的QSG-7701肝癌细胞株S期细

胞比例低于NC-siRNA组（P<0.05）（表5）。

表 2　CUL4A 对 Hep-G2 肝癌细胞株增殖的影响

组别
OD 值

1 d 3 d 7 d
CUL4A-siRNA 组 0.51±0.12 0.65±0.21 1.93±0.43
NC-siRNA 组 0.54±0.13 0.82±0.25 2.52±0.51

t 0.082 3.132 5.264
P 0.913 0.037 0.008

表 3　CUL4A 对 QSG-7701 肝癌细胞株增殖的影响

组别
OD 值

1 d 3 d 7 d
CUL4A-siRNA 组 0.26±0.07 1.09±0.27 1.72±0.34
NC-siRNA 组 0.28±0.06 1.28±0.31 2.37±0.39

t 0.143 3.152 5.834
P 0.916 0.041 0.011

表 4　CUL4A 对 Hep-G2 肝癌细胞株生长周期的影响
组别 G0/G1 期（%） S 期（%） G2/M 期（%）

CUL4A-siRNA 组 49.53±1.32 43.78±1.32 6.69±0.32
NC-siRNA 组 47.82±1.26 49.01±1.53 3.17±0.28

F 4.124
P 0.014

表 5　CUL4A 对 QSG-7701 肝癌细胞株生长周期的影响
组别 G0/G1 期（%） S 期（%） G2/M 期（%）

CUL4A-siRNA 组 52.18±2.14 42.87±2.17 4.95±0.11
NC-siRNA 组 46.52±2.24 48.54±2.31 4.94±0.14

F 4.142
P 0.009

2.5  CUL4A 对肝癌细胞侵袭转移的影响

转染CUL4A-siRNA的Hep-G2肝癌细胞株侵袭

转移能力低于NC -s iRNA组（P <0.05）（图2）；

转染CUL4A-siRNA的QSG-7701肝癌细胞株侵袭转

移能力低于NC-siRNA组（P<0.05）（图3）。

图 2　CUL4A 对 Hep-G2 肝癌细胞株侵袭迁移的影响　　 A：CUL4A-siRNA 侵袭；B：NC-siRNA 侵袭；C：CUL4A-siRNA 迁移； 

D：NC-siRNA 迁移

A B C D
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3　讨　论
 

CUL4A属于通过泛素化调节蛋白质的降解，

C u l l i n 家 族 成 员 [ 7 ]， 是 最 大 类 的 E 3 泛 素 连 接 酶 ，

CUL4A能够调节粒细胞的分化，能够调节造血干细

胞的分化和增殖，与肿瘤的发生发展关系密切[8-9]。

在 乳 腺 癌 、 前 列 腺 癌 、 肾 细 胞 癌 、 鳞 状 细 胞 癌 等

多 种 肿 瘤 中 呈 高 表 达 [ 1 0 - 1 2 ]， 被 推 断 为 是 癌 基 因 ，

CUL4A可以激活E2F1的活性，对损伤的DNA进行

修复；CUL4A还可以修饰p27、p21、p53等蛋白使

细胞周期停滞，抑制细胞增殖，CUL4A 能够通过

MDM2对P53进行调节，CUL4A表达的升高能够降

解P53，从而促进恶性肿瘤的发生[13-20]。

王 允 山 等 [ 5 ]发 现 C U L 4 A 在 乳 腺 癌 的 侵 袭 转 移

中发挥重要作用；李振宇 [10]发现CUL4A在结肠癌

中异常表达，并和结肠癌的转移和进展关系密切；

韩小妮等 [13]发现CUL4A在卵巢癌中异常表达，促

进 卵 巢 癌 的 侵 袭 和 转 移 。 有 研 究 [ 6 ]发 现 C U L 4 A 在

正 常 肝 组 织 中 低 表 达 ， 在 肝 癌 组 织 中 为 高 表 达 ， 

但 C U L 4 A 在 肝 癌 发 生 发 展 中 的 具 体 机 制 尚 不 清

楚 ， C U L 4 A 是 否 也 影 响 肝 癌 细 胞 的 生 长 ？ 是 否

影 响 肝 癌 细 胞 的 侵 袭 和 转 移 ？ 本 研 究 对 肝 癌 组 织

中 C U L 4 A 的 表 达 情 况 进 行 研 究 ， 并 探 讨 C U L 4 A

对 肝 癌 细 胞 生 长 的 影 响 ， 结 果 发 现 ： 肝 癌 组 织 中

CUL4A的表达明显高于癌旁组织和正常肝组织。

肝 癌 组 织 中 C U L 4 A 的 表 达 和 肝 癌 的 分 化 程 度 、

肿 瘤 直 径 、 淋 巴 结 转 移 、 T N M 分 级 有 关 。 转 染

CUL4A -s iRNA的Hep -G2、QSG -7701肝癌细胞株

在3 d和7 d时的OD值明显高于NC-siRNA组。转染

CUL4A -s iRNA的Hep -G2、QSG -7701肝癌细胞株 

S 期 细 胞 比 例 低 于 N C - s i R N A 组 。 转 染 C U L 4 A -
siRNA的Hep-G2、QSG-7701肝癌细胞株侵袭转移

能力低于NC-siRNA组。本研究结果证实了CUL4A

在肝癌组织中呈高表达，CUL4A的高表达和肝癌

的 临 床 病 理 特 点 关 系 密 切 ， H e p - G 2 和 Q S G -7 7 0 1

肝 癌 细 胞 株 中 C U L 4 A 下 调 后 细 胞 的 增 殖 受 到 抑

制 、 S 期 细 胞 比 例 降 低 、 侵 袭 转 移 能 力 下 降 ， 表

明CUL4A可以促进肝癌细胞的生长、影响肝癌细

胞周期，促进肝癌细胞的侵袭转移能力。CUL4A

在肝癌中发挥促癌基因的作用，CUL4A促进肝癌

细 胞 增 殖 ， 影 响 肝 癌 细 胞 周 期 以 及 促 进 侵 袭 转 移

能力的机制有待进一步研究，可能与CUL4A修复

损伤的DNA，修饰p27、p21、p53等蛋白阻止细

胞周期从而抑制细胞增殖，CUL4A 和P53关系密

切 ， C U L 4 A 高 表 达 可 以 降 解 P 5 3 ， 从 而 影 响 肝 癌

细胞的生物学特性 [21-25]。
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