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去泛素化酶 ＯＴＵＢ２通过诱导 ＤＤＸ５４活性增加中性粒细胞
外诱捕网的形成以及促进结直肠癌细胞活力和侵袭能力

蒋良君１，李　卫２

摘要　目的　探讨含 ＯＴＵ结构域的泛素醛结合蛋白 ２
（ＯＴＵＢ２）影响 ＲＮＡ解螺旋酶５４（ＤＤＸ５４）的活性及其对中
性粒细胞胞外诱捕网（ＮＥＴｓ）的形成和结直肠癌（ＣＲＣ）细胞
活力、侵袭的影响。方法　 分离 ＣＲＣ患者和健康对照组的
外周血中性粒细胞，并使用佛波酯（ＰＭＡ）或脱氧核糖核酸
酶Ⅰ（ＤＮａｓｅⅠ）刺激中性粒细胞４ｈ；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＥＴｓ
标记物髓过氧化物酶（ＭＰＯ）和瓜氨酸组蛋白Ｈ３（ＣｉｔＨ３）的
表达；干预ＳＷ４８０细胞中ＯＴＵＢ２或ＤＤＸ５４的表达并将其和
中性粒细胞共培养，细胞分为如下组：对照组（不做任何处

理），ＮＥＴｓ组、ｖｅｃｔｏｒ组、ＯＴＵＢ２组、ＮＥＴｓ＋ｓｉＯＴＵＢ２组
（ＳＷ４８０细胞、转染了ｖｅｃｔｏｒ、ＯＴＵＢ２过表达质粒和ｓｉＯＴＵＢ２
的ＳＷ４８０细胞分别与 ＰＭＡ处理的中性粒细胞共培养），
ＯＴＵＢ２＋ＤＮａｓｅⅠ组（转染了 ＯＴＵＢ２过表达质粒的 ＳＷ４８０
细胞与ＤＮａｓｅⅠ处理的中性粒细胞共培养），ｓｉＯＴＵＢ２组、
ＯＴＵＢ２＋ｓｉＮＣ组和 ＯＴＵＢ２＋ｓｉＤＤＸ５４组（转染了 ｓｉ
ＯＴＵＢ２、ＯＴＵＢ２过表达质粒和 ｓｉＮＣ、ＯＴＵＢ２过表达质粒和
ｓｉＤＤＸ５４的 ＳＷ４８０细胞分别与中性粒细胞共培养）。
ＥＬＩＳＡ检测 ＳＷ４８０细胞上清液中 ＭＰＯＤＮＡ复合物相对
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表达量和ＣｉｔＨ３的浓度；ＭＴＴ和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测 ＳＷ４８０细胞
活力和侵袭能力；ＲＮＡ测序筛选 ＯＴＵＢ２调控的下游基因并
使用实时荧光定量聚合酶链反应（ｑＲＴＰＣＲ）、免疫共沉淀
（ｃｏＩＰ）和谷胱甘肽 Ｓ转移酶（ＧＳＴ）亲和纯化（ＧＳＴｐｕｌｌ
ｄｏｗｎ）、Ｈｉｓｔａｇｐｕｌｌｄｏｗｎ实验验证 ＤＤＸ５４和 ＯＴＵＢ２的相互
作用。结果　与健康对照相比，ＣＲＣ患者外周血中 ＮＥＴｓ的
形成增加。与对照组相比，ＮＥＴｓ组ＣＲＣ细胞活力和侵袭增
加（Ｐ＜００５）。与 ｖｅｃｔｏｒ组比较，ＯＴＵＢ２组 ＭＰＯＤＮＡ复合
物相对表达量和 ＣｉｔＨ３的浓度增加，细胞活力和侵袭增加
（Ｐ＜００５）；而与ＯＴＵＢ２组比较，ＯＴＵＢ２＋ＤＮａｓｅⅠ组ＭＰＯ
ＤＮＡ复合物相对表达量和 ＣｉｔＨ３的浓度减少，细胞活力和
侵袭减少（Ｐ＜００５）。ＣｏＩＰ实验、ＧＳＴｐｕｌｌｄｏｗｎ实验和
Ｈｉｓｔａｇｐｕｌｌｄｏｗｎ实验表明 ＯＴＵＢ２和 ＤＤＸ５４之间存在相互
作用。与 ＯＴＵＢ２＋ｓｉＮＣ组比较，ＯＴＵＢ２＋ｓｉＤＤＸ５４组
ＭＰＯＤＮＡ复合物相对表达量和 ＣｉｔＨ３的浓度减少，细胞活
力和侵袭减少（Ｐ＜００５）。结论　去泛素化酶 ＯＴＵＢ２可以
通过上调ＤＤＸ５４的增加ＮＥＴｓ的形成并促进ＣＲＣ细胞活力
和侵袭。

关键词　去泛素化；ＯＴＵＢ２；ＤＤＸ５４；中性粒细胞胞外诱捕
网；结直肠癌；中性粒细胞
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　　结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）又称大肠癌，
是一种起源于大肠上皮组织的恶性肿瘤，其发病率
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逐年上升，明确结肠癌的发病机制对于该疾病的诊

断和治疗具有重要意义［１］。中性粒细胞胞外诱捕

网（ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｔｒａｐｓ，ＮＥＴｓ）是一种由脱
聚染色质和颗粒蛋白组成的细胞外网状结构，由活

化的中性粒细胞在特定的刺激下产生并释放，ＮＥＴｓ
在先天性免疫和癌症转移中起着重要作用［２］。含

ＯＴＵ结构域的泛素醛结合蛋白２（ＯＴＵｄｅｕｂｉｑｕｉｔｉ
ｎａｓｅ，ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｌｄｅｈｙｄｅｂｉｎｄｉｎｇ２，ＯＴＵＢ２）是一种
去泛素化酶，也被证明是一种致癌因子，研究［３］显

示ＯＴＵＢ２在胃癌组织和细胞中高表达，过表达
ＯＴＵＢ２促进胃癌细胞增殖、迁移和侵袭。ＯＴＵＢ２可
通过抑制丙酮酸激酶Ｍ２型同工酶的泛素化诱导癌
细胞糖酵解进而促进ＣＲＣ进展［４］。此外，研究［５］表

明 ＲＮＡ 解 螺 旋 酶 ５４（ＤＥＡＤｂｏｘｈｅｌｉｃａｓｅ５４，
ＤＤＸ５４）在ＣＲＣ组织中高表达，与肿瘤的生长和不
良预后有关。然而关于ＯＴＵＢ２调控ＤＤＸ５４在ＣＲＣ
中的作用和相关的分子机制仍不明确。该研究旨在

探讨去泛素化酶 ＯＴＵＢ２调控 ＤＤＸ５４对 ＮＥＴｓ的形
成和ＣＲＣ细胞活力、侵袭的影响。

１　材料与方法

１．１　主要材料与仪器　人 ＣＲＣ细胞系（ＨＣＴ１１６、
ＳＷ４８０、ＤＬＤ１）和人正常结肠上皮细胞（ＮＣＭ４６０）
（武汉尚恩生物技术有限公司，货号：ＳＮＬ０７７、ＳＮＬ
０７４、ＳＮＬ０７６、ＳＮＬ５１９）；ＯＴＵＢ２野生型 ＳＷ４８０细
胞（ＯＴＵＢ２ＷＴ）以及 ＯＴＵＢ２敲除 ＳＷ４８０细胞
（ＯＴＵＢ２ＫＯ）购自南京金斯瑞生物科技有限公司；
ＤＭＥＭ培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司，货号：１２６３４０１０）；
佛波酯（ｐｈｏｒｂｏｌ１２ｍｙｒｉｓｔａｔｅ１３ａｃｅｔａｔｅ，ＰＭＡ）（美
国ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司，货号：ＨＹ１８７３９）；脱氧核
糖核酸酶Ⅰ（ＤＮａｓｅⅠ）、谷胱甘肽 Ｓ转移酶（ｇｌｕｔａ
ｔｈｉｏｎｅｓｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＧＳＴ）抗体和组氨酸（ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ，
Ｈｉｓ）抗体（美国 Ｓｉｇｍａ公司，货号：Ｄ２１９６２、Ｇ６５１１、
ＧＴ３５９）；ｖｅｃｔｏｒ、ＯＴＵＢ２过表达质粒、ｓｉＯＴＵＢ２、ｓｉ
ＤＤＸ４５及相应的阴性对照（广州锐博生物科技有限
公司）；二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）（北
京索莱宝科技有限公司，货号：Ｄ８３７２）；胎牛血清
（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００试剂、
ＴＲＩｚｏｌ试剂、蛋白质 Ａ／Ｇ琼脂糖珠（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，货号：Ａ５６６９７０１、Ｌ３００００７５、
１５５９６０１８、７８６０９）；人外周血中性粒细胞分离试剂盒
（北京索莱宝科技有限公司，货号：Ｐ９０４０）；ＥＬＩＳＡ
试剂盒：白细胞介素８（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ８，ＩＬ８）（货号：
ａｂ２１４０３０）、肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ

ａｌｐｈａ，ＴＮＦα）（货号：ａｂ１８１４２１）、一抗：ＭＰＯ（货号：
ａｂ２０８６７０）、ＣｉｔＨ３（货号：ａｂ２１９４０７）、ＯＴＵＢ２（货号：
ａｂ７４３７１）、抗泛素抗体（ａｂ７７８０）、ＤＤＸ５４（货号：
ａｂ７６９４７），二抗：ＨＲＰ标记的山羊抗兔 ＩｇＧ（货号：
ａｂ６７２１）均购自英国 Ａｂｃａｍ公司；髓过氧化物酶
（ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＭＰＯ）ＤＮＡ复合物 ＥＬＩＳＡ试剂盒
（上海仁捷生物科技有限公司，货号：ＲＪ２３７１６）；瓜
氨酸组蛋白 Ｈ３（ｃｉｔｒｕｌｌｉｎａｔｅｄｈｉｓｔｏｎｅＨ３，ＣｉｔＨ３）
ＥＬＩＳＡ试剂盒（武汉纽莱生物科技有限公司，货号：
ＮＬＨ７８９０）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（美国康宁公司，货号：
３４１２）；ＭＴＴ溶液、结晶紫染色液、ＲＩＰＡ裂解液、ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司，

货号：Ｃ０００９Ｓ、Ｃ０１２１、Ｐ００１３Ｂ、Ｐ０００９）；聚偏二氟乙
烯 （ＰＶＤＦ）膜 （美 国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公 司，货 号：

ＨＶＬＰ０２５００）；ＥＣＬ试剂盒（美国ＢｉｏＲａｄ公司，货号：
１７０５０６１）；ＨｉＳｃｒｉｐｔⅡ ＱＲＴＳｕｐｅｒＭｉｘ、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒ试剂盒（南京诺唯赞生物科技股份有限
公司，货号：Ｒ２３２０１、Ｑ１１１０２）；大肠埃希菌ＢＬ２１（上
海泽叶生物科技有限公司，货号：ＺＹ１２１７４Ｙ）；Ｈｉｓ
ＴｒａｐＨＰ层析柱（上海桂宁实验器材有限公司，货号：
１７５２４７０１）、谷胱甘肽－琼脂糖４Ｂ层析柱（上海信
裕生物科技有限公司，货号：ＸＹ９０４２１）；Ｉｌｌｕｍｉｎａ测
序仪（美国Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司，型号：ＭｉＳｅｑ）；实时荧光定
量ＰＣＲ仪（瑞士Ｒｏｃｈｅ公司，型号：ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ９６）；
酶标仪（德国ＢｉｏＴｅｋ公司，型号：Ｃｙｔａｔｉｏｎ５）；荧光显
微镜（德国ＣａｒｌＺｅｉｓｓ公司，型号：ＡｘｉｏＩｍａｇｅｒ２）；红
外成像系统 （美国ＬＩＣＯＲ公司，型号：Ｏｄｙｓｓｅｙ）；紫
外可见分光光度计（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公
司，型号：Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００）。
１．２　方法
１．２．１　临床样本收集　收集 ２０２１年 ４月—２０２２
年１月期间在南华大学衡阳医学院附属南华医院接
受手术治疗的ＣＲＣ患者的癌组织与癌旁组织（距离
癌组织３ｃｍ），共６１例。纳入标准如下：① 病理活
检诊断为ＣＲＣ的患者；② 初次被诊断为 ＣＲＣ且之
前未患过其他癌症；③ 术前未接受过手术切除、放
化疗等任何形式的治疗。排除标准：①合并有肝、
肾、心脏等严重器质性疾病的患者；② 临床资料不
完整的患者。所有患者均签署书面知情同意书且本

研究经过南华大学衡阳医学院附属南华医院医学伦

理委员会备案（批号：ＮＨＹＹ２０２１ａ０２５）。标本放置
在－８０℃条件下保存。
１．２．２　中性粒细胞分离和 ＮＥＴｓ诱导　收集 ＣＲＣ
患者的外周血样本，使用外周血中性粒细胞提取试
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剂盒分离外周血中性粒细胞，分离的原代中性粒细

胞在含１０％ＦＢＳ的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中培养。将
中性粒细胞分为对照组（中性粒细胞不做任何处

理）、ＰＭＡ组（中性粒细胞加入１０ｍｍｏｌ／ＬＮＥＴｓ释
放激活剂ＰＭＡ）、ＰＭＡ＋ＤＮａｓｅⅠ组（中性粒细胞被
ＰＭＡ处理后加入１００Ｕ／ｍｌＮＥＴｓ抑制剂）。首先将
外周血中分离的中性粒细胞（密度１×１０６）接种于
２４孔板中黏附 １ｈ。ＰＭＡ组加入 １００ｎｍｏｌ／Ｌ的
ＰＭＡ刺激４ｈ，ＰＭＡ＋ＤＮａｓｅⅠ组在加入 ＰＭＡ的同
时加入１００Ｕ／ｍｌ的 ＤＮａｓｅⅠ。各组细胞上清液用
于ＥＬＩＳＡ检测。收集 ＰＭＡ组中含有 ＮＥＴｓ的上清
液，在４℃下以１００００ｒ／ｍｉｎ的转速离心１０ｍｉｎ，再
以４００００ｒ／ｍｉｎ的转速离心２０ｍｉｎ以得到纯化的
ＮＥＴｓ，储存在－８０℃下以备后续实验。
１．２．３　ＣＲＣ细胞培养　人 ＣＲＣ细胞系（ＨＣＴ１１６、
ＳＷ４８０、ＤＬＤ１）和人正常结肠上皮细胞（ＮＣＭ４６０）
在ＤＭＥＭ培养基（添加有１０％ＦＢＳ和１％青 －链霉
素）中培养，并置于３７℃、５％ＣＯ２加湿的培养箱中
培养４８ｈ。
１．２．４　ＣＲＣ细胞转染和分组　将ＳＷ４８０细胞接种
于 ２４孔板中，在 ３７℃下培养过夜。使用 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００试剂将ＯＴＵＢ２过表达质粒及其阴性
对照ｖｅｃｔｏｒ和 ｓｉＲＮＡ（ｓｉＯＴＵＢ２、ｓｉＤＤＸ５４）及对应
的阴性对照（ｓｉＮＣ）转染至ＳＷ４８０细胞。转染４８ｈ
后，使用 ｑＲＴＰＣＲ法检测转染效率并用于后续研
究。使用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ共培养系统将中性粒细胞和
ＣＲＣ细胞共培养，中性粒细胞接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ下
腔，ＳＷ４８０细胞接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上腔，具体细胞分
组如下：对照组、ＮＥＴｓ组、ｖｅｃｔｏｒ组、ＯＴＵＢ２组、
ＯＴＵＢ２＋ＤＮａｓｅⅠ 组、ｓｉＯＴＵＢ２组、ＮＥＴｓ＋ｓｉ
ＯＴＵＢ２组、ＯＴＵＢ２＋ｓｉＮＣ组和 ＯＴＵＢ２＋ｓｉＤＤＸ５４
组。对照组 ＳＷ４８０细胞不做任何处理，ＮＥＴｓ组、
ＮＥＴｓ＋ｓｉＯＴＵＢ２组（分别使用ＳＷ４８０细胞、转染了
ｓｉＯＴＵＢ２的ＳＷ４８０细胞与ＰＭＡ处理的中性粒细胞
共培养），ｖｅｃｔｏｒ组、ＯＴＵＢ２组、ｓｉＯＴＵＢ２组、ＯＴＵＢ２
＋ｓｉＮＣ组、ＯＴＵＢ２＋ｓｉＤＤＸ５４组（分别与转染了
ｖｅｃｔｏｒ、ＯＴＵＢ２过表达质粒、ｓｉＯＴＵＢ２、ＯＴＵＢ２过表
达质粒和ｓｉＮＣ、ＯＴＵＢ２过表达质粒和 ｓｉＤＤＸ５４的
ＳＷ４８０细胞与中性粒细胞共培养），ＯＴＵＢ２＋ＤＮａｓｅ
Ⅰ组（转染了 ＯＴＵＢ２过表达质粒的 ＳＷ４８０细胞与
ＤＮａｓｅⅠ处理的中性粒细胞共培养）。
１．２．５　ＥＬＩＳＡ检测 ＩＬ８、ＴＮＦα、ＭＰＯＤＮＡ复合物
水平和ＣｉｔＨ３浓度　收集健康对照组和 ＣＲＣ患者
血清样本，根据ＥＬＩＳＡ试剂盒说明中的要求检测ＩＬ

８和 ＴＮＦα的浓度；收集与 ＮＥＴｓ共培养后的
ＳＷ４８０细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ后取上清液。
使用ＥＬＩＳＡ试剂盒检测上清液中ＭＰＯＤＮＡ复合物
相对表达量和ＣｉｔＨ３浓度。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达　ＲＩＰＡ裂解液
提取各组 ＳＷ４８０细胞总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓
度，行ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳并转膜后，使用５％ ＢＳＡ
将转移后的膜封闭 ２ｈ，并与一抗：抗 ＭＰＯ
（１∶１０００）、抗 ＣｉｔＨ３（１∶１０００）、抗 ＯＴＵＢ２
（１∶１０００）和抗ＤＤＸ５４（１∶２０００）在 ４℃ 下孵育
过夜，然后与ＨＲＰ标记的二抗（１∶２０００）在室温下
孵育１ｈ。ＴＢＳＴ溶液洗膜 ３次，ＥＣＬ显色，ＩｍａｇｅＪ
软件对蛋白条带进行定量。

１．２．７　ＭＴＴ检测细胞活力　将各组对数生长期的
ＳＷ４８０细胞接种于９６孔板（２×１０３）中孵育过夜，
之后按照ＭＴＴ试剂盒说明书要求对各组细胞活力
进行检测。细胞活力（％）＝（待测样品吸光度值

"

背景吸光度值）／（对照样品吸光度值
"

背景吸光度

值）×１００％。
１．２．８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞侵袭　已转染的 ＳＷ４８０
细胞胰酶消化后，重悬于无血清的培养基中，调整细

胞密度为 １×１０５个／ｍｌ。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（孔径 ８
μｍ）的上室预包埋有基质胶，然后向上室中加入各
组细胞，下室中加入６００μｌ含１０％ＦＢＳ的培养基。
孵育２４ｈ后，取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ膜，用棉签擦去未侵入
的细胞，４％多聚甲醛固定，结晶紫染色后显微镜下
观察染色结果。

１．２．９　ｑＲＴＰＣＲ检测ｍＲＮＡ表达　使用ＴＲＩｚｏｌ试
剂分别提取各组ＳＷ４８０细胞和 ＣＲＣ患者癌组织和
癌旁组织中的ＲＮＡ，Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００分光光度计测量
总ＲＮＡ的浓度和纯度。跟据 ＨｉＳｃｒｉｐｔⅡ ＱＲＴＳｕ
ｐｅｒＭｉｘ的说明将总ＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ，然后通过
ＳＹＢＲＧｒｅｅｎｑＰＣＲＭａｓｔｅｒ试剂盒在 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ９６
实时荧光定量ＰＣＲ仪上进行ＰＣＲ扩增。ＧＡＰＤＨ作
为内参，具体引物序列见表１。

表１　引物序列表

基因 上游（５′３′） 下游（５′３′）
ＯＴＵＢ２ ＧＴＣＴＣＴＴＴＡＣＣＡＧＧＧＧＣＡＧＴ ＡＣＣＧＴＡＧＣＣＣＴＣＡＣＡＴＴＣＡＡ
ＤＤＸ５４ ＣＧＧＴＧＡＴＣＴＴＧＧＡＴＧＧＣＡＡＧ ＣＡＧＧＡＴＣＡＧＧＧＣＡＧＴＣＴＴＧＡ
ＧＡＰＤＨ ＴＧＧＴＴＧＡＧＣＡＣＡＧＧＧＴＡＣＴＴ ＣＣＡＡＧＧＡＧＴＡＡＧＡＣＣＣＣＴＧＧ

１．２．１０　生物信息学分析　ＵＡＬＣＡＮ数据库（ｈｔ
ｔｐ：／／ｕａｌｃａｎ．ｐａｔｈ．ｕａｂ．ｅｄｕ）用于分析 ＯＴＵＢ２和
ＤＤＸ５４在 ＣＲＣ中的表达。ＳｔａｒＢａｓｅ数据库（ｈｔ
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ｔｐｓ：／／ｓｔａｒｂａｓｅ．ｓｙｓｕ．ｅｄｕ．ｃｎ）用于预测 ＯＴＵＢ２的结
合蛋白。采用韦恩图在线工具（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔ
ｉｃｓ．ｐｓｂ．ｕｇｅｎｔ．ｂｅ／ｗｅｂｔｏｏｌｓ／Ｖｅｎｎ／）取 ＲＮＡ测序得
到的敲减ＯＴＵＢ２后ＳＷ４８０细胞中的差异表达基因
以及ＯＴＵＢ２的结合蛋白的交集。Ｔｉｍｅｒ数据库（ｈｔ
ｔｐｓ：／／ｃｉｓｔｒｏｍｅ．ｓｈｉｎｙａｐｐｓ．ｉｏ／ｔｉｍｅｒ／）预测 ＯＴＵＢ２表
达和中性粒细胞的相关性。

１．２．１１　ＲＮＡ测序　在人ＣＲＣ细胞ＳＷ４８０细胞中
转染ｓｉＯＴＵＢ２，从细胞中分离 ＲＮＡ，ＤＮａｓｅⅠ处理
总ＲＮＡ，紫外分光光度计检测 ＲＮＡ的质量；将纯化
后的ＲＮＡ进行ｒＲＮＡ去除、片段化并且合成ｃＤＮＡ、
修复ｃＤＮＡ末端、连接接头后构建测序样本文库；通
过ＲＮＡ测序测定敲减 ＯＴＵＢ２后 ＳＷ４８０细胞中的
所有差异表达基因。依据 ｃＢｏｔ用户指南指示的流
程，在Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序仪的ｃＢｏｔ上生成 Ｃｌｕｓｔｅｒ和测序
引物杂交，准备测序试剂并将含 ｃｌｕｓｔｅｒ的 ｆｌｏｗｃｅｌｌ
上机并对数据进行实时分析。差异因子筛选条件为

Ｐ＜００５且差异倍数≥１。
１．２．１２　免疫共沉淀（ｃｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ，Ｃｏ
ＩＰ）反应和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　ＣｏＩＰ实验用于验证
ＯＴＵＢ２和ＤＤＸ５４的相互作用。收集 ＳＷ４８０细胞，
将细胞使用裂解缓冲液裂解、胰蛋白酶消化后加入

ＯＴＵＢ２（１∶１０００）、ＤＤＸ５４抗体（１∶２０００）和山羊
抗兔ＩｇＧ（１∶２０００）抗体在４℃下孵育４ｈ，之后加
入蛋白质Ａ／Ｇ琼脂糖珠捕捉抗原抗体复合物，收集
沉淀后的蛋白行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。ＣｏＩＰ检测
ＯＴＵＢ２对ＤＤＸ５４的泛素化修饰时，首先对 ＯＴＵＢ２
ＷＴ和 ＯＴＵＢ２ＫＯ细胞进行裂解，之后向上清中加
入抗泛 素 抗 体 （ＨＡＵｂｉ）（１∶１０００）、ＨＡＵｂ
ＤＤＸ５４，将抗体与蛋白质 Ａ／Ｇ琼脂糖珠结合，使用
缓冲液洗涤后行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。
１．２．１３　蛋白质纯化与谷胱甘肽 Ｓ转移酶亲和纯
化（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｓｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｐｕｌｌｄｏｗｎ，ＧＳＴｐｕｌｌ
ｄｏｗｎ）　采用 ＧＳＴｐｕｌｌｄｏｗｎ实验验证 ＯＴＵＢ２和
ＤＤＸ５４的互作用。重组 Ｈｉｓ标记的 ＯＴＵＢ２和
ＤＤＸ５４在大肠埃希菌ＢＬ２１中表达，并使用 ＨｉｓＴｒａｐ
ＨＰ层析柱进行纯化。ＧＳＴ标记的 ＯＴＵＢ２和
ＤＤＸ５４也在大肠埃希菌 ＢＬ２１中表达，并使用谷胱
甘肽－琼脂糖４Ｂ层析柱进行纯化。对于体外 ＧＳＴ
ｐｕｌｌｄｏｗｎ测定，ＧＳＴ标记蛋白与带有 Ｈｉｓ标签的蛋
白在ＰＢＳ中４℃下孵育２ｈ。接下来，将谷胱甘肽
－琼脂糖树脂添加到缓冲液中，并将混合物在４℃
下孵育３ｈ。将珠子用 ＰＢＳ缓冲液洗涤３次，并用
３０μｌ２×ＳＤＳ上样缓冲液煮沸，然后进行 ＳＤＳ

ＰＡＧＥ分析。
１．２．１４　Ｈｉｓｔａｇｐｕｌｌｄｏｗｎ　Ｈｉｓｔａｇｐｕｌｌｄｏｗｎ实验
验证 ＯＴＵＢ２对 ＤＤＸ５４的泛素化修饰情况。转染
ＯＴＵＢ２过表达质粒的 ＳＷ４８０细胞室温下在 ８ｍｌ
Ｈｉｓｔａｇｐｕｌｌｄｏｗｎ裂解缓冲液中裂解２ｈ。将细胞裂
解物与５０μｌＮｉＮＴＡ珠在室温下孵育６ｈ。用 Ｈｉｓ
ｔａｇｐｕｌｌｄｏｗｎ洗涤缓冲液Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ依次洗涤珠
子。珠子在３０μｌＨｉｓｔａｇｐｕｌｌｄｏｗｎ洗脱缓冲液中
洗脱，并用 ３０μｌ２×ＳＤＳ上样缓冲液煮沸。对样品
进行蛋白质印迹分析。

１．３　统计学处理　使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８０软件
进行统计分析。实验结果统计以平均值±标准差表
示，两组间比较采用ｔ检验，多组之间比较采用单因
素方差分析，多组间数据的两两比较采用 ＳＮＫｑ检
验，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣＲＣ患者外周血中ＮＥＴｓ的形成增加并促进
ＣＲＣ细胞活力和侵袭　当中性粒细胞释放 ＮＥＴｓ
时，它们会释放一系列的细胞因子，包括 ＴＮＦα和
ＩＬ８。与健康对照组相比，ＣＲＣ组患者外周血中
ＮＥＴｓ相关因子 ＴＮＦα和 ＩＬ８的水平上调（ｔ＝
９７９、１０１５，均 Ｐ＜０００１）（图１Ａ）。与对照组相
比，ＰＭＡ组中性粒细胞 ＭＰＯ和 ＣｉｔＨ３蛋白表达上
调（ｑ＝１９０９、２２４９，均 Ｐ＜０００１）；与 ＰＭＡ组相
比，使用ＰＭＡ＋ＤＮａｓｅⅠ处理后，ＭＰＯ和ＣｉｔＨ３蛋
白表达降低（ｑ＝１１３４、１６２５，均 Ｐ＜０００１），表明
ＰＭＡ成功诱导ＮＥＴｓ形成，而ＤＮａｓｅⅠ抑制了ＮＥＴｓ
水平（图３Ｂ）。将分离的 ＮＥＴｓ用于处理 ＳＷ４８０细
胞并检测细胞活力与侵袭，与对照组相比，ＮＥＴｓ处
理组细胞活力和侵袭增加（ｔ＝７６９、６７２，均 Ｐ＜
００１）（图３Ｃ、Ｄ）。
２．２　ＯＴＵＢ２在 ＣＲＣ组织和细胞中高表达并与中
性粒细胞呈正相关　ＵＡＬＣＡＮ数据库分析显示
ＯＴＵＢ２在ＣＲＣ组织中的表达高于癌旁组织（图２Ａ）；
与癌旁组织相比，ＣＲＣ患者癌组织中ＯＴＵＢ２的ｍＲ
ＮＡ表达上调（ｔ＝８５１，Ｐ＝０００１）（图 ２Ｂ），并且
ＯＴＵＢ２ｍＲＮＡ和蛋白在 ＣＲＣ细胞中的表达均高于
ＮＣＭ４６０细胞（ｑ＝８１１、１２８９、１０７０、７５９、１６４８、
９９９，均Ｐ＜００１）（图２Ｃ、Ｄ）。ＴＩＭＥＲ数据库预测结
果显示，在ＣＲＣ中ＯＴＵＢ２的表达与中性粒细胞的相
对浸润水平呈正相关（ｒ＝０１６，Ｐ＝０００１）（图２Ｅ）。
２．３　过表达 ＯＴＵＢ２增加 ＮＥＴｓ的形成并促进
ＣＲＣ细胞活力和侵袭　ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示，过
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图１　ＮＥＴｓ分离及其对ＣＲＣ细胞活力和侵袭的影响

Ａ：ＣＲＣ患者和健康对照组外周血中ＴＮＦα和ＩＬ８水平的检测结果；Ｂ：ＭＰＯ和ＣｉｔＨ３的蛋白表达检测结果；Ｃ：各组细胞活力检测结果；

Ｄ：各组细胞侵袭检测结果 ×４００；ａ：对照组；ｂ：ＰＭＡ组；ｃ：ＰＭＡ＋ＤＮａｓｅⅠ组；与健康对照组比较：Ｐ＜０００１；与中性粒细胞对照组比较：
＃＃＃Ｐ＜０００１；与ＰＭＡ组比较：△△△Ｐ＜０００１；与ＣＲＣ细胞对照组比较：＆＆Ｐ＜００１

图２　ＯＴＵＢ２在ＣＲＣ组织和细胞中的ｍＲＮＡ和蛋白表达以及ＯＴＵＢ２与中性粒细胞的相关性分析

Ａ：ＵＡＬＣＡＮ数据库中ＯＴＵＢ２表达的预测结果；Ｂ：ＯＴＵＢ２在癌旁组织与癌组织中的表达；Ｃ、Ｄ：ＮＣＭ４６０细胞和 ＣＲＣ细胞系（ＨＣＴ１１６、

ＳＷ４８０、ＤＬＤ１）中ＯＴＵＢ２的ｍＲＮＡ和蛋白表达；Ｅ：ＴＩＭＥＲ数据库中 ＯＴＵＢ２与中性粒细胞相对浸润水平在 ＣＲＣ中的相关性预测结果；ａ：

ＮＣＭ４６０细胞；ｂ：ＨＣＴ１１６细胞；ｃ：ＳＷ４８０细胞；ｄ：ＤＬＤ１细胞；与癌旁组织比较：Ｐ＜０００１；与ＮＣＭ４６０细胞比较：＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１

表达ＯＴＵＢ２后ＯＴＵＢ２的ｍＲＮＡ水平高于ｖｅｃｔｏｒ组
（ｔ＝９４７，Ｐ＜０００１）（图３Ａ）。ＥＬＩＳＡ检测结果显
示，与ｖｅｃｔｏｒ组相比，ＯＴＵＢ２组 ＭＰＯＤＮＡ复合物相
对表达量和 ＣｉｔＨ３的浓度上调（ｑ＝１９２９、１２９２，
均 Ｐ＜０００１）、细胞活力和侵袭能力提高（ｑ＝
１１１１、１８３２，均 Ｐ＜０００１）；与 ＯＴＵＢ２组相比，
ＯＴＵＢ２＋ＤＮａｓｅⅠ组 ＭＰＯＤＮＡ复合物相对表达量
和 ＣｉｔＨ３的浓度降低（ｑ＝１３３３、８８８，均 Ｐ＜

０００１）、细胞活力和侵袭能力被抑制（ｑ＝７９０、
１１２０，均 Ｐ＜００１）（图 ３Ｂ－Ｄ）。提示过表达
ＯＴＵＢ２能够促进 ＮＥＴｓ的形成并促进 ＣＲＣ细胞的
活力和侵袭。

２．４　敲低ＯＴＵＢ２逆转ＮＥＴｓ诱导的 ＣＲＣ细胞活
力和侵袭　ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示相对于对照组，
ｓｉＯＴＵＢ２组细胞的 ＯＴＵＢ２ｍＲＮＡ表达降低、细胞
活力和侵袭能力也降低（ｔ＝４０４，ｑ＝７２８、８５６，
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均Ｐ＜００１）（图４Ａ），ＮＥＴｓ组细胞活力和侵袭增加
（ｑ＝１４５１、１１６１，均Ｐ＜０００１）。而与ＮＥＴｓ组相
比，敲低 ＯＴＵＢ２后 ＮＥＴｓ＋ｓｉＯＴＵＢ２组细胞活力和
侵袭被抑制（ｑ＝１１２５、１２３８，均 Ｐ＜００１）（图
４Ｂ、Ｃ）。提示敲减 ＯＴＵＢ２能够抑制 ＮＥＴｓ诱导的
ＣＲＣ细胞的活力和侵袭能力。
２．５　ＯＴＵＢ２直接调控 ＤＤＸ５４的表达　为了研究
ＯＴＵＢ２在ＣＲＣ中作用的机制，本研究在 ＣＲＣ细胞

中敲低ＯＴＵＢ２并做 ＲＮＡ测序（图５Ａ）。将测序差
异显著的前１００个基因和ＳｔａｒＢａｓｅ中预测的ＯＴＵＢ２
的结合蛋白取交集，发现共 ３个交集分子：ＤＤＸ５４
（差异倍数＝－１３７０１３２９８）、ＩＧＦ２ＢＰ１（差异倍数 ＝
１７６１４２４６）、ＡＢＨＤ２（差异倍数 ＝０９３２５７７１）（图
５Ｂ）。ＵＡＬＣＡＮ数据库预测显示 ＤＤＸ５４在 ＣＲＣ癌
组织中高表达（Ｐ＝１６２４－１２）（图５Ｃ），ｑＲＴＰＣＲ检
测结果显示ＤＤＸ５４在本研究纳入的ＣＲＣ患者癌组

图３　共培养系统中ＮＥＴｓ形成以及各组ＣＲＣ细胞活力和侵袭的检测结果

Ａ：ＯＴＵＢ２过表达转染效率验证结果；Ｂ：各组细胞上清中ＭＰＯＤＮＡ复合物相对表达量和ＣｉｔＨ３浓度的检测结果；Ｃ：各组细胞活力检测结

果；Ｄ：各组细胞侵袭检测结果 ×４００；ａ：ｖｅｃｔｏｒ组；ｂ：ＯＴＵＢ２组；ｃ：ＯＴＵＢ２＋ＤＮａｓｅⅠ组；与ｖｅｃｔｏｒ组比较：Ｐ＜０００１；与ＯＴＵＢ２组比较：＃＃Ｐ

＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１

图４　各组细胞活力和侵袭检测结果

Ａ：ｑＲＴＰＣＲ检测ＯＴＵＢ２的ｍＲＮＡ的检测结果；Ｂ：各组细胞活力检测结果；Ｃ：各组细胞侵袭检测结果 ×４００；ａ：对照组；ｂ：ＮＥＴｓ组；ｃ：ｓｉ

ＯＴＵＢ２组；ｄ：ＮＥＴｓ＋ｓｉＯＴＵＢ２组；与对照组比较：Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１；与ＮＥＴｓ组比较：＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１
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织中表达上调（ｔ＝７７２，Ｐ＜０００１）（图 ５Ｄ）。与
ＮＣＭ４６０细胞相比，ＤＤＸ５４ｍＲＮＡ和蛋白在 ＣＲＣ细
胞系中均高表达（ｑ＝７１３、１３２７、１０７０、７４８、
１６７９、１３５９，均Ｐ＜００１）（图５Ｅ、Ｆ）。ｃｏＩＰ实验
结果显示，在ＤＤＸ５４抗体免疫沉淀的蛋白质中可检
测到ＯＴＵＢ２蛋白，在 ＯＴＵＢ２抗体免疫沉淀的蛋白
质中可检测到ＤＤＸ５４蛋白，表明二者发生了共沉淀
（图５Ｇ）。ＧＳＴｐｕｌｌｄｏｗｎ实验进一步表明，在 ＧＳＴ
ＤＤＸ５４融合蛋白中可检测到 ＯＴＵＢ２蛋白，在 ＧＳＴ
ＯＴＵＢ２融合蛋白中可检测到 ＤＤＸ５４蛋白。（图
５Ｈ）。提示 ＯＴＵＢ２能够与 ＤＤＸ５４结合，ＯＴＵＢ２可

能是ＤＤＸ５４的去泛素化酶。
２．６　ＯＴＵＢ２抑制ＤＤＸ５４的泛素化　对ＯＴＵＢ２和
ＤＤＸ５４的泛素化修饰情况进行 Ｈｉｓｐｕｌｌｄｏｗｎ实验
检测，结果显示，相对于加入了ＤＤＸ５４和ＨｉｓＵｂｉ抗
体的 ＳＷ４８０细胞，加入了 ＤＤＸ５４、ＨｉｓＵｂｉ以及
ＯＴＵＢ２抗体后ＳＷ４８０细胞中ＤＤＸ５４的泛素化水平
被抑制（图 ６Ａ）。ＣｏＩＰ实验检测结果显示，在
ＳＷ４８０细胞中敲除 ＯＴＵＢ２后，ＤＤＸ５４的泛素化增
加，而进一步加入 ＯＴＵＢ２抗体后，ＤＤＸ５４的泛素化
被抑制（图 ６Ｂ）。这些结果表明 ＯＴＵＢ２抑制
ＤＤＸ５４的泛素化。

图５　ＯＴＵＢ２和ＤＤＸ５４的结合验证

Ａ：ＣＲＣ细胞敲减ＯＴＵＢ２后的高通量测序结果；Ｂ：高通量测序的差异表达基因和 Ｓｔａｒｂａｓｅ数据库预测得到的 ＯＴＵＢ２结合蛋白的交集；Ｃ：

ＵＡＬＣＡＮ数据库中ＤＤＸ５４在ＣＲＣ中的表达；Ｄ：癌旁组织与癌组织中 ＤＤＸ５４的ｍＲＮＡ表达；Ｅ、Ｆ：ＮＣＭ４６０与ＣＲＣ细胞系中ＤＤＸ５４的 ｍＲＮＡ

和蛋白表达；Ｇ：ｃｏＩＰ实验检测结果；Ｈ：ＧＳＴｐｕｌｌｄｏｗｎ实验检测结果；ａ：ＮＣＭ４６０细胞；ｂ：ＨＣＴ１１６细胞；ｃ：ＳＷ４８０细胞；ｄ：ＤＬＤ１细胞；与癌旁组

织组比较：Ｐ＜０００１；与ＮＣＭ４６０细胞比较：＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１
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图６　ＯＴＵＢ２影响ＤＤＸ５４的泛素化的检测结果

　　Ａ：Ｈｉｓｔａｇｐｕｌｌｄｏｗｎ检测ＯＴＵＢ２影响ＤＤＸ５４泛素化的结果；Ｂ：ＣｏＩＰ实验检测ＯＴＵＢ２影响ＤＤＸ５４泛素化的结果

图７　敲低ＤＤＸ５４减弱过表达ＯＴＵＢ２诱导的ＮＥＴｓ的形成和ＣＲＣ细胞增殖和侵袭

Ａ：ｑＲＴＰＣＲ检测ＯＴＵＢ２ｍＲＮＡ的检测结果；Ｂ：各组细胞上清液中 ＭＰＯＤＮＡ复合物相对表达量和 ＣｉｔＨ３浓度的检测结果；Ｃ：各组

ＳＷ４８０细胞活力检测结果；Ｄ：各组ＳＷ４８０细胞侵袭检测结果图以及比较 ×４００；ａ：ｖｅｃｔｏｒ组；ｂ：ＯＴＵＢ２组；ｃ：ＯＴＵＢ２＋ｓｉＮＣ组；ｄ：ＯＴＵＢ２＋ｓｉ

ＤＤＸ５４组；与ｖｅｃｔｏｒ组比较：Ｐ＜０００１；与ｓｉＮＣ组比较：＃＃＃Ｐ＜０００１；与ＯＴＵＢ２＋ｓｉＮＣ组比较：△△Ｐ＜００１，△△△Ｐ＜０００１

２．７　敲低 ＤＤＸ５４减弱过表达 ＯＴＵＢ２诱导的
ＮＥＴｓ的形成、ＣＲＣ细胞活力和侵袭　图７Ａ检测
结果显示，相对于 ｖｅｃｔｏｒ组，ＯＴＵＢ２组的 ＯＴＵＢ２
ｍＲＮＡ表达增强（ｔ＝１０４６，Ｐ＜０００１）。ＥＬＩＳＡ检
测结果显示，与ＯＴＵＢ２＋ｓｉＮＣ组相比，敲低ＤＤＸ５４

后共培养系统中 ＭＰＯＤＮＡ复合物相对表达量和
ＣｉｔＨ３的浓度降低（ｑ＝１２２３、８００，均 Ｐ＜０００１）
（图７Ｂ），细胞活力和侵袭被抑制（ｑ＝７２２、１０２９，
均Ｐ＝＜００１）（图７Ｃ、Ｄ）。提示敲低 ＤＤＸ５４能够
抑制ＯＴＵＢ２诱导的 ＮＥＴｓ形成和降低 ＣＲＣ细胞的
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活力和侵袭能力。

３　讨论

　　本研究结果显示，去泛素化酶 ＯＴＵＢ２在 ＣＲＣ
中表达增强，ＯＴＵＢ２能够增加 ＮＥＴｓ的形成并促进
ＣＲＣ细胞的恶性生物学行为，该作用的实现可能与
增强ＤＤＸ５４的活性有关。这些发现为进一步研究
ＯＴＵＢ２和ＤＤＸ５４之间的相互作用以及它们在 ＣＲＣ
治疗中的潜在价值提供了重要依据。

中性粒细胞是数量最多的免疫细胞，与肿瘤细

胞协同促进肿瘤的恶性进展［６］。研究［７］表明，高水

平的肿瘤浸润性中性粒细胞与 ＣＲＣ的较差预后有
关。ＮＥＴｓ是中性粒细胞独特的产物，可以保护肿瘤
细胞免受宿主免疫系统的攻击从而促进肿瘤的侵袭

和转移［８］。此外，还有研究［９］表明靶向抑制肿瘤中

ＮＥＴｓ的形成或活性是癌症治疗的潜力策略。本研
究通过生物信息学在线预测网站显示，ＯＴＵＢ２在
ＣＲＣ中与中性粒细胞呈正相关，体外实验显示，过
表达ＯＴＵＢ２促进ＮＥＴｓ的形成以及 ＣＲＣ细胞的增
殖和侵袭，而敲低ＯＴＵＢ２减弱ＮＥＴｓ介导的ＣＲＣ细
胞增殖和侵袭。

泛素－蛋白酶体系统是蛋白质翻译后修饰的主
要机制，泛素酶 Ｅ１、Ｅ２、Ｅ３通过催化靶蛋白的的泛
素化使其降解，而泛素特异性蛋白酶（ｄｅｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔ
ｉｎｇｅｎｚｙｍｅ，ＤＵＢ）通过去除靶蛋白中的泛素链抑制
其泛素化从而增强靶基因的稳定性［１０］。ＯＴＵＢ２是
卵巢肿瘤结构域（ｏｖａｒｉａｎｔｕｍｏｒｄｏｍａｉｎ，ＯＴＵ）家族
成员之一。研究［１１］表明，ＯＴＵＢ２一方面通过促进
ＤＮＡ损伤修复诱导肿瘤免疫逃逸促进肿瘤进展；另
一方面通过调控多种信号通路促进肿瘤转移，如

ＯＴＵＢ２可以介导 Ｈｉｐｐｏ通路的下游分子 ＹＡＰ／ＴＡＺ
去泛素化。ＯＴＵＢ２去泛素化酶活性在肿瘤中的致
癌作用已被广泛报道，且研究［４］显示，敲低 ＯＴＵＢ２
可以抑制ＣＲＣ细胞增殖、迁移并促进细胞凋亡，抑
制小鼠肿瘤生长。本研究通过生物信息学分析和高

通量测序发现 ＤＤＸ５４是 ＯＴＵＢ２的潜在靶点，ｑＲＴ
ＰＣＲ结果表明 ＤＤＸ５４在 ＣＲＣ组织和细胞中高表
达，ｃｏＩＰ和 ＧＳＴｐｕｌｌｄｏｗｎ实验显示 ＯＴＵＢ２可以直
接与ＤＤＸ５４结合，Ｈｉｓｔａｇｐｕｌｌｄｏｗｎ和免疫沉淀分
析表明 ＯＴＵＢ２通过去泛素化增强 ＤＤＸ５４的活性。
据报道［１２］，无论ＤＮＡ是否存在损伤 ＤＤＸ５４均可促
进细胞存活，且 ＤＤＸ５４在９种实体瘤中表达上调，
可以作为一种新的肿瘤标记物。此外，研究［５，１３］表

明ＤＤＸ５４在包括 ＣＲＣ在内的多种癌症中表达上

调，促进肿瘤的增殖、迁移和侵袭。在本研究中，敲

低ＤＤＸ５４能够抑制过表达 ＯＴＵＢ２介导的促癌作
用。

综上所述，本研究通过实验证明 ＮＥＴｓ在 ＣＲＣ
患者中高表达，并促进促进 ＣＲＣ细胞活力和侵袭；
ＯＴＵＢ２通过抑制 ＤＤＸ５４的泛素化从而调节 ＮＥＴｓ
的生成和ＣＲＣ细胞的活力和侵袭。上述研究结果
揭示了ＯＴＵＢ２在 ＣＲＣ发生和发展中的关键作用，
使其成为ＣＲＣ的潜在的诊断和治疗靶点。
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