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膀胱癌患者癌组织中USP8、USP15、USP18
水平与临床病理特征的关系
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  摘 要:目的 探讨泛素特异性蛋白酶(USP)8、USP15、USP18在膀胱癌患者癌组织和癌旁组织中的水

平,并分析其与膀胱癌患者临床病理特征和预后的关系。方法 选取2017年1月至2019年1月在该院接受膀

胱手术切除的200例膀胱癌患者作为研究对象。采用免疫组织化学法检测USP8、USP15、USP18水平。采用

多因素Cox回归分析膀胱癌患者死亡的危险因素。采用受试者工作特征(ROC)曲线分析 USP8、USP15、
USP18单独及联合检测对膀胱癌患者死亡的预测价值。结果 癌组织中USP8、USP15、USP18水平均明显高

于癌旁组织,差异均有统计学意义(P<0.05)。癌组织中 USP8、USP15、USP18高表达患者有淋巴结转移、
TNM分期为T2~T3期、世界卫生组织(WHO)组织学分级为高级别患者比例均明显高于 USP8、USP15、
USP18低表达患者,差异均有统计学意义(P<0.05)。癌组织中USP8、USP15、USP18高表达患者5年累计生

存率均明显低于低表达患者,差异均有统计学意义(P<0.05)。多因素Cox回归分析结果显示,TNM 分期为

T2~T3期、有淋巴结转移、WHO组织学分级为高级别,以及USP8、USP15、USP18高表达均为膀胱癌患者死

亡的独立危险因素(P<0.05)。ROC曲线分析结果显示,USP8、USP15、USP18联合检测预测膀胱癌患者死亡

的曲线下面积为0.948,大于 USP8、USP15、USP18单独检测的0.790、0.828、0.831。结论 USP8、USP15、
USP18在膀胱癌组织中水平升高,且与淋巴结转移、TNM 分期和 WHO组织学分级均有关,USP8、USP15、
USP18高表达是膀胱癌患者死亡的独立危险因素。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

ubiquitin-specific
 

protease
 

(USP)
 

8,USP15
 

and
 

USP18
 

in
 

bladder
 

cancer
 

tissues
 

and
 

adjacent
 

tissues,and
 

to
 

analyze
 

their
 

relationship
 

with
 

clinicopatho-
logical

 

characteristics
 

and
 

prognosis
 

of
 

patients
 

with
 

bladder
 

cancer.Methods A
 

total
 

of
 

200
 

patients
 

with
 

bladder
 

cancer
 

who
 

underwent
 

bladder
 

surgery
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

January
 

2017
 

to
 

January
 

2019
 

were
 

select-
ed

 

as
 

the
 

research
 

objects.Immunohistochemical
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

levels
 

of
 

USP8,USP15
 

and
 

USP18.
Multivariate

 

Cox
 

regression
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

risk
 

factors
 

of
 

death
 

in
 

patients
 

with
 

bladder
 

cancer.The
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

predictive
 

value
 

of
 

USP8,USP15,and
 

USP18
 

a-
lone

 

and
 

in
 

combination
 

for
 

the
 

death
 

of
 

patients
 

with
 

bladder
 

cancer.Results The
 

levels
 

of
 

USP8,USP15,and
 

USP18
 

in
 

cancer
 

tissues
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

adjacent
 

tissues,and
 

the
 

differences
 

were
 

sta-
tistically

 

significant
 

(P<0.05).The
 

proportions
 

of
 

patients
 

with
 

lymph
 

node
 

metastasis,TNM
 

stage
 

T2-
T3,and

 

WHO
 

histological
 

grade
 

high
 

in
 

cancer
 

tissues
 

with
 

high
 

expression
 

of
 

USP8,USP15
 

and
 

USP18
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

patients
 

with
 

low
 

expression
 

of
 

USP8,USP15
 

and
 

USP18,and
 

the
 

differ-
ences

 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

5-year
 

cumulative
 

survival
 

rate
 

of
 

patients
 

with
 

high
 

ex-
pression

 

of
 

USP8,USP15,and
 

USP18
 

in
 

cancer
 

tissues
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

patients
 

with
 

low
 

expression,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Multivariate
 

Cox
 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

TNM
 

stage
 

T2-T3,lymph
 

node
 

metastasis,high
 

grade
 

WHO
 

histological
 

grade
 

and
 

high
 

expres-
sion

 

of
 

USP8,USP15
 

and
 

USP18
 

were
 

all
 

independent
 

risk
 

factors
 

for
 

death
 

in
 

patients
 

with
 

bladder
 

cancer
 

(P<0.05).ROC
 

curve
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

of
 

USP8,USP15
 

and
 

USP18
 

combined
 

detection
 

for
 

predicting
 

the
 

death
 

of
 

patients
 

with
 

bladder
 

cancer
 

was
 

0.948,which
 

was
 

greater
 

than
 

0.790,
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0.828
 

and
 

0.831
 

of
 

USP8,USP15
 

and
 

USP18
 

alone.Conclusion The
 

levels
 

of
 

USP,USP15
 

and
 

USP18
 

in
 

bladder
 

cancer
 

tissues
 

are
 

increased,and
 

are
 

related
 

to
 

lymph
 

node
 

metastasis,TNM
 

stage
 

and
 

WHO
 

histolog-
ical

 

grade.The
 

high
 

expression
 

of
 

USP8,USP15
 

and
 

USP18
 

is
 

an
 

independent
 

risk
 

factor
 

for
 

the
 

death
 

of
 

pa-
tients

 

with
 

bladder
 

cancer.
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  膀胱癌是一种泌尿系统恶性肿瘤,其发病率和病

死率在全球最常见的癌症中居第10位[1]。膀胱癌可

能发生于任何年龄阶段,包括儿童,并且其发病率随

年龄增长而增加,50~70岁发病率最高,且男性患者

明显多于女性患者(男女比例为3∶1)[2]。膀胱癌可

分为肌层浸润性膀胱癌和非肌层浸润性膀胱癌2种

类型。非肌层浸润性膀胱癌占膀胱癌的70%,肌层浸

润性膀胱癌占30%,其中约80%的非肌层浸润性膀

胱癌会在晚期发展为肌层浸润性膀胱癌,而肌层浸润

性膀胱癌患者预后较差,5年生存率不足50%[3]。尽

管近年来膀胱癌的诊断和监测策略有了很大的进步

和改善,但其仍表现出较高的转移率和复发率,患者

预后较差[4]。因此,探讨与膀胱癌发生和进展有关的

预后标志物及治疗靶点具有重要临床意义。去泛素

化酶(DUB)家族参与了调控多种细胞过程,包括蛋白

质降解、转录激活或抑制及免疫信号传导途径,其中

泛素特异性蛋白酶(USP)是DUB的最大亚家族,占
DUB的60%以上,与多种癌症的发生和发展密切相

关,例如结肠癌[5]、前列腺癌[6]、肝癌[7]和乳腺癌[8]。
有研究表明,多种 USP在包括膀胱癌在内的多种癌

症中均有差异表达,且与患者预后有关[9]。因此,
USP可能成为多种人类癌症的诊断生物标志物和潜

在的治疗靶点。USP成员众多,多种 USP在膀胱癌

中的研究十分缺乏。本研究探讨了 USP8、USP15、
USP18在膀胱癌患者癌组织和癌旁组织中的水平,并
分析其与膀胱癌患者临床病理特征和预后的关系,现
报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2017年1月至2019年1月于

本院接受膀胱手术切除的200例膀胱癌患者作为研

究对象,收集所有患者临床资料和癌组织标本,以经

过病理检查证实为正常组织的相邻癌旁组织(距离肿

瘤边缘超过3
 

cm)作为对照。200例患者中男144
例,女56例;年龄36~79岁,平均(55.33±8.12)岁;
其中136例患者接受了根治性膀胱切除术,33例患者

接受了膀胱部分切除术,31例患者接受了电切术。根

据美国癌症联合委员会第七版癌症 TNM 分期手

册[10]分期:非肌层浸润性膀胱癌T1期患者112例,
T2~T3期患者88例。根据世界卫生组织(WHO)的
膀胱肿瘤组织学分类[11]:低级别膀胱癌患者142例,
高级别膀胱癌患者58例。通过对膀胱癌手术后切除

组织和切除淋巴结进行病理诊断,确认有淋巴结转移

患者58例,无淋巴结转移患者142例。纳入标准:
(1)经病理检查确诊为膀胱癌;(2)经充分的影像学和

临床检查确诊;(3)临床及随访资料完整。排除标准:
(1)接受化疗、放疗或生物治疗的患者;(2)合并其他

肿瘤的患者;(3)治疗前有远处转移的患者。所有患

者均知情同意并签署知情同意书。本研究经本院医

学伦理委员会审核批准(20160011)。
1.2 随访 所有患者出院后通过电话或者门诊随访

5年(第1年每月1次,第2~5年每6个月1次),随
访时间截至2024年1月31日,随访终止事件为患者

死亡或随访时间结束。记录患者5年总生存期(OS)。
OS为随机化开始至因任何原因引起死亡的时间。
1.3 免疫组织化学(IHC)法及评分 采用IHC法

SP三 步 法 检 测 膀 胱 癌 组 织 和 癌 旁 组 织 USP8、
USP15、USP18蛋白表达。以正常膀胱组织切片作为

阳性对照,以磷酸盐缓冲液(PBS)代替第一抗体作为

阴性对照,使用 HistostainTMSP-9000染色试剂盒(美
国Zymed

 

Laboratories
 

Inc,South
 

San
 

Francisco公

司)进行染色。对石蜡切片进行常规脱蜡,然后用微

波加热进行抗原修复。煮沸后停止加热5
 

min,再次

加热组织切片,然后冷却至室温。切片用PBS洗涤后

加入正常山羊血清,然后在4
 

℃下加入第一抗体过

夜。组织切片复温后用PBS冲洗,37
 

℃下加入第二

抗体(生物素标记的山羊抗兔IgG)工作液30
 

min。
组织切片用PBS冲洗后用辣根过氧化物酶标记的工

作液孵育,3,3'-二氨基联苯胺染色5~10
 

min,显微镜

(400×)下调整染色时间,苏木精染色1
 

min后胶封

好,拍照打印后保存。采用双盲法由2名有经验的病

理科医生根据染色强度和程度计算IHC法评分,根据

染色强度分为4类:0分(无染色)、>0~1分(弱染

色)、>1~2分(中度染色)和>2~3分(强染色);根
据阳性染色面积百分比分为5类:0分(0%)、>0~1
分(>0%~25%)、>1~2分(>25%~50%)、>2~3
分(>50%~75%)、>3~4分(>75%~100%);IHC
法评分为染色强度记分和阳性染色面积百分比记分

的乘积。IHC评分>3分定义为高表达,≤3分定义

为低表达[4]。
1.4 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件对数据

进行分析处理。符合正态分布的计量资料以x±s表

示,配对样本比较采用配对t检验;不同临床病理特

征膀胱癌患者存活组和死亡组分布情况比较采用χ2

检验进行统计学分析。采用Kaplan-Meier曲线进行生
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存分析。采用多因素Cox回归分析膀胱癌患者死亡的

危险因素。采用受试者工作特征(ROC)曲线分析

USP8、USP15、USP18单独及联合检测对膀胱癌患者死

亡的预测价值。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 膀胱癌组织及癌旁组织 USP8、USP15、USP18

水平比较 癌组织中 USP8、USP15、USP18呈强或

弱染色,主要定位于细胞核和细胞质中,呈棕黄色或

棕褐色。癌组织 USP8、USP15、USP18水平均明显

高于癌旁组织,差异均有统计学意义(P<0.05)。见

图1~3、表1。

  注:A为癌旁组织;B为癌组织。

图1  IHC法检测USP8在癌组织及癌旁组织中的水平(400×)

  注:A为癌旁组织;B为癌组织。

图2  IHC法检测USP15在癌组织及癌旁组织中的水平(400×)

  注:A为癌旁组织;B为癌组织。

图3  IHC法检测USP18在癌组织及癌旁组织中的水平(400×)

2.2 不同临床病理特征膀胱癌患者 USP8、USP15、

USP18水平分布情况比较 根据IHC评分将膀胱癌

患者分为高表达(IHC评分>3)和低表达(IHC评

分≤3)。USP8、USP15、USP18高表达患者有淋巴结

转移、TNM分期为T2~T3期、WHO组织学分级为

高级别比例均明显高于 USP8、USP15、USP18低表

达患者,差异均有统计学意义(P<0.05)。见表2。

表1  癌组织和癌旁组织USP8、USP15、USP18水平

  比较(x±s,分,n=200)

组织
USP8蛋白

IHC评分

USP15蛋白

IHC评分

USP18蛋白

IHC评分

癌旁组织 1.03±0.11 1.95±0.21 1.11±0.33
癌组织 5.33±0.84 4.86±0.65 5.28±0.71

t 71.781 60.247 75.322

P
 

<0.001 <0.001 <0.001
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表2  不同临床病理特征膀胱癌患者USP8、USP15、USP18水平分布情况比较[n(%)]

病理特征 n

USP8

低表达

(n=81)
高表达

(n=119)

χ2 P

USP15

低表达

(n=72)
高表达

(n=128)

χ2 P

USP18

低表达

(n=69)
高表达

(n=131)

χ2 P

年龄(岁) 0.137
 

0.711
 

0.320
 

0.571
 

0.209
 

0.648
 

 <50 103 43(53.09) 60(50.42) 39(54.17) 64(50.00) 34(49.28) 69(52.67)

 ≥50
 

97 38(46.91) 59(49.58) 33(45.83) 64(50.00) 35(50.72) 62(47.33)

性别 0.290
 

0.590
 

0.076
 

0.783
 

0.788
 

0.375
 

 男 144 60(74.07) 84(70.59) 51(70.83) 93(72.66) 47(68.12) 97(74.05)

 女 56 21(25.93) 35(29.41) 21(29.17
 

) 35(27.34) 22(31.88) 34(25.95)

淋巴结转移 5.650
 

0.020
 

12.476
 

<0.001 3.882
 

0.049
 

 无 142 65(80.25) 77(64.71) 62(86.11
 

) 80(62.50) 55(79.71) 87(66.41)

 有 58 16(19.75) 42(35.29) 10(13.89) 48(37.50) 14(20.29) 44(33.59)

WHO组织学分级 11.090
 

<0.001 10.288
 

0.001
 

6.895
 

0.009

 低级别 142 68(83.95) 74(62.18) 61(84.72) 81(63.28) 57(82.61) 85(64.89)

 高级别 58 13(16.05) 45(37.82) 11(15.28) 47(36.72) 12(17.39) 46(35.11)

TNM分期 43.160
 

<0.001 14.161
 

<0.001 9.638
 

0.002
 

 T1期 112 68(83.95) 44(36.97) 53(73.61) 59(46.09) 49(71.01) 63(48.09)

 T2~T3期 88 13(16.05) 75(63.03) 19(26.39) 69(53.91) 20(28.99) 68(51.91)

2.3 癌组织中 USP8、USP15、USP18水平与生存预

后的关系 对200例膀胱癌患者随访60个月,死亡

106例,生存94例,5年累积生存率为47.00%。Kap-
lan-Meier生存曲线分析结果显示,癌组织USP8高表

达患者5年 累 积 生 存 率[40.34%(48/119)]低 于

USP8低表达患者[56.79%(46/81)],差异有统计学

意义(χ2=5.799,P=0.016);癌组织 USP15高表达

患者5年累积生存率[41.41%(53/128)]低于 USP8
低表达[56.94%(41/72)],差异有统计学意义(χ2=
6.871,P=0.009);癌组织USP18高表达患者5年累

积生 存 率 [38.93(51/131)]低 于 USP8 低 表 达

[62.32%(43/69)],差异有统计学意义(χ2=12.410,

P=0.001)。见图4。

  注:A为USP8;B为USP15;C为USP18。

图4  不同USP8、USP15、USP18水平膀胱癌患者Kaplan-Meier生存曲线

2.4 不同临床病理特征膀胱癌患者在存活组和死亡

组中分布情况比较 存活组与死亡组年龄、性别比

较,差异均无统计学意义(P>0.05)。死亡组有淋巴

结转移、WHO 组织学分级为高级别、TNM 分期为

T2~T3期、USP8高表达、USP15高表达、USP18高

表达患者比例均明显高于存活组,差异均有统计学意

义(P<0.05)。见表3。

表3  不同临床病理特征膀胱癌患者在存活组和死亡组

   中分布情况比较[n(%)]

临床病理特征 n
存活组

(n=94)
死亡组

(n=106)
χ2 P

年龄(岁) 2.511 0.113

 <50 103 54(57.45) 49(46.23)

 ≥50
 

97 40(42.55) 57(53.77)
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