
www.wjgnet.com

王维民, 周苏君, 顾贤成, 谈永飞, 葛志军, 周炎, 江苏大学附
属宜兴医院 江苏省宜兴市 214200
周建伟, 南京医科大学 江苏省南京市 210029
王维民, 主治医师, 硕士, 主要从事肿瘤化疗及分子靶向治疗方
面研究.
江苏省恶性肿瘤生物标志物与防治重点实验室开放课题基金
资助项目, No. 11ZLKF09
作者贡献分布: 本课题由王维民与周炎设计; 研究过程由王维
民、周炎、周苏君、顾贤成、谈永飞、葛志军及周建伟共同完
成; 数据分析由王维民完成; 本论文写作由王维民与周炎完成.
通讯作者: 周炎, 主任医师, 214200, 江苏省宜兴市宜城街道通贞
观路75号, 江苏大学附属宜兴医院肿瘤内科. staff260@yxph.com
电话: 0510-87330801
收稿日期: 2012-05-12   修回日期: 2012-07-29
接受日期: 2012-08-06   在线出版日期: 2012-09-08

Clinical significance of Cullin 
1 protein expression in gastric 
cancer

Wei-Min Wang, Su-Jun Zhou, Xian-Cheng Gu, 
Yong-Fei Tan, Zhi-Jun Ge, Jian-Wei Zhou, Yan Zhou

Wei-Min Wang, Su-Jun Zhou, Xian-Cheng Gu, Yong-Fei 
Tan, Zhi-Jun Ge, Yan Zhou, the Affiliated Yixing Hospital 
of Jiangsu University, Yixing 214200, Jiangsu Province, 
China 
Jian-Wei Zhou, Nanjing Medical University, Nanjing 
210029, Jiangsu Province, China
Supported by: the Open Fund of Jiangsu Key Lab of Can-
cer Biomarkers, Prevention and Treatment, No. 11ZLKF09 
Correspondence to: Yan Zhou, Chief Physician, Depart-
ment of Oncology, the Affiliated Yixing Hospital of Jiangsu 
University, 75 Zhenguan Road, Yixing 214200, Jiangsu 
Province, China. staff260@yxph.com
Received: 2012-05-12    Revised: 2012-07-29
Accepted: 2012-08-06    Published online: 2012-09-08

Abstract
AIM: To examine the expression of Cullin 1 
protein in gastric cancer cells and tissues and to 
analyze the correlation between Cullin 1 protein 
expression and clinicopathologic variables and 
patient survival. 

METHODS: Cullin 1 protein expression in BGC-823, 
SGC-7901, and GES-1 cells was determined by 
Western blot. In addition, we constructed a tis-
sue microarray that included 792 primary gastric 
cancer tissues and evaluated Cullin 1 expression 
in tumor biopsies by immunohistochemistry.

RESULTS: Cullin 1 protein expression levels 
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Cullin1蛋白在胃癌中的表达及临床意义

王维民, 周苏君, 顾贤成, 谈永飞, 葛志军, 周建伟, 周 炎

®

■背景资料
Cullin1所组装的
复合体具有典型
的泛素连接酶活
性, 介导许多与细
胞周期相关的功
能蛋白尤其是癌
相关蛋白的降解
过程, 有效地调节
着细胞周期进程. 
该蛋白是细胞周
期结束的必需调
控因子, 其异常变
化可能在肿瘤发
生过程中起重要
作用.

were higher in BGC-823 and SGC-7901 cells 
than in GES-1 cells (both P < 0.01), and in gastric 
cancer tissues than in adjacent tissues (P < 0.01). 
Cullin 1 overexpression was significantly cor-
related with TNM stage (P = 0.011), depth of in-
vasion (P = 0.035, T1-T3 vs T4), and lymph node 
metastasis (P = 0.036). Furthermore, we found 
a strong correlation between high Cullin 1 ex-
pression and worse overall and 3-year survival 
rates in gastric cancer patients (P = 0.042, 0.026). 
Cox regression analysis revealed that Cullin 1 
expression was an independent prognostic fac-
tor predicting 3-year outcome in patients with 
gastric cancer (P = 0.028). 

CONCLUSION: Cullin 1 may be an important 
marker for lymph node metastasis and prog-
nosis in gastric cancer, representing a potential 
treatment target for this malignancy.

Key Words: Cullin 1; Gastric cancer tissue; Gastric 
cancer cells; Western blot
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摘要
目的: 研究Cullin1在胃癌细胞及胃癌组织中
的表达, 并分析Cullin1、临床分期与患者生存
率之间的相关性. 

方法: 采用Western blot法检测SGC-7901、
B G C-823胃癌细胞与正常胃黏膜上皮细胞
GES-1中、胃癌组织与癌旁组织中Cullin1蛋
白表达差异. 我们利用已经构建的胃癌数据
库, 采用免疫组织化学法检测792例胃癌组织
中Cullin1表达. 

结果: 我们研究发现, SGC-7901、BGC-823胃
癌细胞中Cullin1表达水平均高于胃上皮细胞
株GES-1(P <0.01). 胃癌组织中Cullin1蛋白表
达水平均高于癌旁组织(P <0.01). Cullin1过表
达与胃癌TNM分期(P  = 0.011)、浸润深度(P  
= 0.035, T1-T3与T4)及淋巴结转移(P  = 0.036)
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■相关报道
Chen等研究得出
Cullin1蛋白表达
与黑色素瘤细胞
生 长 正 相 关 .  其
机制是通过SCF-
Skp2下调P27蛋
白, 促进黑色素瘤
细胞增殖; 有报道
认为Cullin1通过
与泛素样小分子
NEDD8共价连接
而被修饰, 在哺乳
动物细胞中一个
完整的NEDD8通
路需要Cullinl依
赖的泛素化作用.

显著相关. 此外, 我们发现Cullin1的高表达与
胃癌患者较差的总生存时间及3年生存率明
显相关(P  = 0.042, 0.026). Cox回归分析显示, 
Cullin1表达是胃癌患者3年生存率的一个独立
的预后因子(P  = 0.028). 

结论: 我们的数据表明, Cullin1可作为胃癌淋
巴结转移、预后以及潜在治疗的一个重要标
志和研究目标.  

关键词: Cullin1; 胃癌组织; 胃癌细胞; Western blot

染色

王维民, 周苏君, 顾贤成, 谈永飞, 葛志军, 周建伟, 周炎. Cullin1

蛋白在胃癌中的表达及临床意义.  世界华人消化杂志  2012; 

20(25): 2388-2392

http://www.wjgnet.com/1009-3079/20/2388.asp

0  引言

胃癌是世界上最常见的恶性肿瘤中之一. 虽然

他的发病率一直缓慢下降, 但依然是全球第2大
癌症死因[1]. 胃癌患者的5年生存率只有20%左

右, 高死亡率与其转移密切相关[2]. 肿瘤的侵袭

转移是几个连续的步骤, 包括增殖、侵袭、脱

离, 进入淋巴结和血管移植, 粘附和外渗进入靶

器官, 从而再增殖[3]. 细胞内各种功能蛋白如原癌

蛋白、抑癌蛋白等动态影响到细胞周期进程. 这
些蛋白在细胞内水平的高低, 机制之一是受泛素

-蛋白酶体降解途径的精细调控[4,5]. 该酶系催化

蛋白质水解过程包含泛素活化酶(E1)、泛素轭

合酶(E2)和泛素连接酶(E3). 泛素连接酶主要有2
个家族, 即HECT家族和RING家族, 其中后者以

Cullin蛋白作为模板装配成. 作为Cullin蛋白代表

性成员, Cullin1所组装的复合体具有典型的泛素

连接酶活性, 介导许多细胞周期与相关的功能蛋

白尤其是癌相关蛋白的降解过程, 有效地调节着

细胞周期进程. Cullin1是细胞周期结束的必需调

控因子, 其异常变化可能在肿瘤发生过程中起重

要作用. 本课题组主要研究SGC-7901、BGC-823
胃癌细胞与正常胃黏膜上皮细胞GES-1中、胃

癌组织与癌旁组织中Cullin1蛋白表达差异; 利用

已经构建的胃癌患者临床数据库测定Cullin1蛋
白表达, 并分析与胃癌临床分期相关性, 以提供

胃癌预后的可预测指标. 

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌细胞株SGC-7901、BGC-823及胃

上皮细胞株GES-1均由南京医科大学公共卫生

学院分子毒理实验室提供. 胃癌组织及癌旁组

织由江苏大学附属宜兴医院普外科提供. RPMI 
1640细胞培养基(g ibco公司), 胎牛血清(杭州

四季春公司), 胰蛋白酶(sigma), RIPA裂解液、

BCA试剂盒(碧云天), Cullin1单抗(epitomics公
司), 二抗(碧云天), β-actin(碧云天), 电泳仪、转

膜仪、酶标仪(美国伯乐). 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 上述细胞株均于培养皿中贴壁

生长, 用含100 mL/L胎牛血清、100 U/mL青霉

素和100 mg/L链霉素的RPMI 1640(DMEM)培
养基, 置37 ℃、50 mL/L CO2培养箱中培养. 待
细胞长至约占80%培养皿时, 用胰酶消化贴壁细

胞, 收集到离心管中, 3 000 r/min离心5 min, 弃去

上清待用. 
1.2.2 胃癌组织与癌旁组织标本收集: 胃癌患者

手术切除的胃癌组织和癌旁组织. 癌组织取自肿

瘤中心处, 癌旁组织取自距肿瘤边缘至少10 cm
处. 所有病例均经组织病理学诊断确诊, 均无其

他部位原发肿瘤, 术前无化疗、放疗和免疫治疗

史. 标本取材后, 立即置于液氮中速冻, 然后转到

-80 ℃冰箱内保存. 
1.2.3 利用BCA法测定胃癌组织与癌旁组织、胃

癌细胞与胃正常上皮细胞总蛋白浓度: 用RIPA
裂解液并匀浆处理胃癌组织和癌旁组织, 提取

组织中总蛋白, 操作均在冰上进行. 收集胃癌细

胞SGC-7901、BGC-823及胃上皮细胞株GES-1, 
用预冷的PBS洗2遍, 再加入RIPA裂解液, 充分混

匀, 放入4 ℃冰箱半小时. 然后在4 ℃低温下离

心15 min, 吸取上清. 将上述2种上清液根据BCA
蛋白测量试剂盒说明书操作, 测出总蛋白浓度. 
1.2.4 Western blot测定Cullin1蛋白表达: 取100 µg
总蛋白进行7.5% SDS-PAGE凝胶电泳分析, 电泳

结束后转移蛋白至PVDF膜上, 含5%脱脂奶粉的

TBST液中室温封闭2 h, 用TBST清洗5遍, 每次5 
min, 然后加入1∶1 000稀释特异性一抗(兔抗人

Cullin1), 4 ℃孵育过夜; 次日用TBST液洗膜5次, 
每次5 min, 然后加入相应二抗(1∶1 000), 室温孵

育4 h, 再用TBST液洗膜10次, 每次5 min. DAB显
色后, 再上机检测. 实验均重复3遍. 
1.2.5 构建1 022例胃癌组织标本库:  1999-01-01/
2006-12-31由我院收集1 022例胃癌组织标本库. 
患者的基本信息[包括性别、年龄、病情、病理

分期(TNM)及有无远处转移等]均能详细提供. 
1.2.6 建立胃癌组织芯片检测Cullin1蛋白的表达: 
胃癌组织芯片合同委托生物芯片上海国家工程

■创新盘点
本文研究Cullin1
在胃癌细胞及胃
癌组织中的表达, 
并分析Cullin1、
临床分期与患者
的生存率之间的
相关性.
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研究中心构建, 从排序的石蜡瘤块中心和相对应

的癌旁组织处取直径1.0 mm肿瘤组织. 作为组织

对照, 正常胃黏膜上皮细胞活检组织被插入每张

芯片的四角和中心. 用标准的操作程序, 检测胃

癌组织芯片中Cullin1蛋白表达. 胃癌组织芯片在

55 ℃下, 作用20 min, 然后用由二甲苯清洗脱蜡

3次, 每次约5 min; 再分别用无水乙醇、950 mL/
L、800 mL/L的乙醇和蒸馏水清洗, 每次约5 min; 
样品在10 mmol/L的柠檬酸钠(pH 6.0)内, 95 ℃下

加热30 min进行抗原修复; 在3%的过氧化氢孵化

30 min, 以阻断内源性过氧化物酶活性; 用血清

封闭30 min, 用鼠源性单克隆抗体Cullin1(1∶50
稀释)与样品切片孵育, 在4 ℃条件下过夜; 然后

与相应的二抗结合30 min; 再通过3,3'-二氨基基

板, 进行苏木红染色; 然后进行脱水的程序, 样品

切片用盖玻片密封. 阴性对照组省略Cullin1抗体

孵化. 在每个芯片的样品切片上, 正常胃黏膜上

皮组织的染色被评定为染色的质量标准. 免疫组

织染色结果判定: Cullin1染色等级采用免疫染色

评分(IRS)[6], 以染色强度乘以阳性细胞百分比计

算. 根据IRS, Cullin1染色被分为: 阴性(IRS: 0), 弱
(IRS: 1-2), 中度(IRS: 3-6), 强(IRS: 8-12). 

统计学处理  Fisher精确检验评价Cullin1与
临床参数间的相关性. Kaplan-Meier方法绘制生

存曲线, log-rank检验比较生存率. 单因素和多因

素Cox比例风险模型分析患者生存率的相关影

响因素. 所有统计检验均为双侧检验, 以P≤0.05

为有统计学差异. 

2  结果

2.1 Cullin1蛋白在胃癌细胞及胃正常黏膜细胞

中的表达 Cullin1蛋白在胃癌细胞SGC-7901、
B G C-823中表达水平均高于胃上皮细胞株

GES-1. 采用图像分析系统进行半定量分析, 与胃

正常黏膜细胞GES-1相比, SGC-7901、BGC-823
中Cullin1蛋白表达量分别上调71.18%、71.64%, 
差异均具有统计学意义(P<0.01, 图1). 
2.2 Cullin1蛋白在胃癌组织及癌旁组织中的表

达 5例胃癌组织中Cul l in1蛋白表达水平均高

于癌旁组织. 采用图像分析系统进行半定量分

析, C1-C5中Cullin1的表达量较N1-N5分别上调

43.60%、47.16%、52.33%、34.84%、65.02%, 
差异均具有统计学意义(P<0.01, 图2). 
2.3 胃癌组织中Cullin1蛋白与胃癌临床分期的相

关性 由于抗原修复过程丢失抗原或未夹对肿瘤

组织, 1 022例胃癌组织芯片可供分析792例, 根
据胃癌TNM分期,Ⅰ期182例、Ⅱ期180例、Ⅲ期

397例、Ⅳ期23例. Ⅲ期和Ⅳ期胃癌组织Cullin1
染色比Ⅰ、Ⅱ期胃癌组织明显加强(P = 0.011, 图
3). 因为TNM分期与浸润程度、淋巴结转移均密

切相关, 我们进一步分析Cullin1表达与两者的关

系. 结果显示: Cullin1表达与浸润深度(P = 0.035)
及淋巴结转移(P = 0.036). 根据随访数据分析: 
Cullin1高表达患者在总生存期及3年生存期均明

显低于Cullin1低表达患者(P = 0.042和P = 0.026). 
Cox回归分析显示, Cullin1表达是胃癌患者3年生

存的一个独立预后因子(P = 0.028). 
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图  2  胃癌组织与癌旁组织中Cullin1蛋白的表达. C: 胃癌组
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为评估胃癌预后
的参考指标.
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■ 名词解释
泛 素 链 接 酶 :  一
个能够将泛素分
子连接到目的蛋
白质某个赖氨酸
上的酶. 通常情况
下, 泛素链接酶可
以将目的蛋白质
多泛素化, 即加上
多个泛素分子, 形
成多泛素链; 而带
有多泛素链的蛋
白质就可以被蛋
白酶体所识别, 从
而被降解.

3  讨论

Cullin1是Cullin基因组中的一个成员, 泛素连接

酶复合体的核心成分, 对细胞周期起调控作用, 
与多种恶性肿瘤的发生、发展密切相关. 人类

Cullin1定位于3号染色体上, 具有6个外显子和5
个内含子, 且包含780个氨基酸残基. Cullin1所组

装的蛋白复合体称SCF(skp1-cul1-F box protein), 
是一个多亚基蛋白复合物. SCF能泛素化多种蛋

白因子如P27、P21、P57及细胞周期素等, Cul-
lin1蛋白作为SCF复合体骨架蛋白可起到模板作

用, 其结构的变化会引起泛素连接酶复合物活

性的变化, 使许多细胞内的底物蛋白的降解水

平发生改变. 
近年来, 国内外学者研究发现, Cul l in1蛋

白表达水平与一些恶性肿瘤生物学行为及预

后密切相关. Chen等[7]研究得出Cullin1蛋白表

达与黑色素瘤细胞生长成正相关. 其机制是通

过SCFSkp2下调P27蛋白, 促进黑色素瘤细胞

增殖. 有报道认为Cullin1通过与泛素样小分子

NEDD8共价连接而被修饰, 在哺乳动物细胞中

一个完整的NEDD8通路需要Cullinl依赖的泛素

化作用[8]. 丢失Cullinl可导致早期的胚胎死亡和

cyclin E的调节异常[9]. 细胞核激素受体—雌激

素受体ERα在乳腺癌具有广泛调节基因表达及

增殖程序, 他的缺失导致乳腺癌内分泌治疗不

敏感. ERα缺失主要被SCFSkp2介导的泛素化降 
解[10]. 在食管鳞癌组织中SCFSkp2蛋白表达与肿

瘤分期、淋巴结转移成正相关(P <0.05); 与接受

放疗患者的总生存期成负相关(P <0.05), 其主要

分子机制是SCFSkp2蛋白能提高食管鳞癌细胞

对放疗的耐受性[11]. 另有研究证实NEDD8可通

过抑制SCF复合物酶的活性, 从而阻滞细胞周期

进程[12]. 在LNCaP前列腺癌细胞中, 研究雄激素

敏感相关性miRNA, 发现miR-148a能降低Cul-
lin1构建的CAND1复合物表达, 抑制SCF泛素酶

活性, 从而抑制前列腺癌细胞生长[13]. Kong等[14]

研究证实由Cullin1参与组成的CAC1蛋白, 能够

提高细胞周期蛋白依赖性激酶CKD2活性, 促进

细胞增殖. Chen等[15]发现由Cullin1组装SCF绑
定的FBXL2蛋白, 其发生突变能通过泛素化作

用于钙调蛋白, 从而使细胞周期素D3表达下降, 
最终导致并诱导肺癌细胞凋亡. SCF(Fbw7)蛋白

属于SKP1-CUL1-F-box构建的具有乏素酶功能

的复合物, 具有抑癌基因功能. 他主要能影响细

A B C

FED

G H

图  3  胃癌组织与癌旁组织中Cullin1表达免疫染色图谱. A, E: 胃癌癌旁组织, 阴性; B, F: 胃癌组织弱阳性; C, G: 胃癌组织中

度阳性; D, H: 胃癌组织强阳性.
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胞周期进程、细胞增殖、分化、DNA损伤反应 
等[16]. 相关研究表明[17], 在肿瘤细胞G1期向S期
过渡时, miR-27a能抑制细胞中SCF(Fbw7)蛋白

表达, 从而导致肿瘤细胞生长. 
本研究显示, 胃癌细胞及胃黏膜上皮细胞

内、胃癌及其癌旁组织中均可检测Cullin1蛋白

的表达, 且胃癌细胞、胃癌组织中Cullin1蛋白

的表达水平明显高于胃黏膜上皮细胞、癌旁组

织(P <0.01). Cull in1蛋白表达与胃癌患者临床

TNM分期、浸润程度及淋巴结转移均有明显相

关(P <0.05). 这提示Cullin1蛋白与胃癌的恶性度

密切相关. Cullin1蛋白可作为评估胃癌预后的参

考指标. 但该蛋白在胃癌组织中表达的分子机

制及其生物学特征, 以及他在其他肿瘤领域中

的作用, 尚需进一步探讨. 
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