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摘要： 目的 探讨食管癌组织泛素特异性蛋白酶 2（USP2）、微 RNA-432-5p（miR-432-5p）的表达及临床意义。方法 选取

2014年 6月至 2016年 6月在辽宁省肿瘤医院接受外科手术治疗的 93例食管癌病人作为研究对象，取手术切除的食管癌组织

及其癌旁组织，采用免疫组织化学法检测 USP2的表达情况，采用实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）法检测组织中 USP2 mRNA、

miR-432-5p表达水平，以食管癌组织中miR-432-5p表达水平平均数分为miR-432-5p低表达组和miR-432-5p高表达组，分析食

管癌组织 USP2、miR-432-5p表达与食管癌病人临床病理特征的关系；使用生物信息学 Targetscan 网站搜索 USP2、miR-432-5p
是否存在结合位点，进一步分析食管癌组织USP2、miR-432-5p的相关性；采用Kaplan-Meier法分析USP2、miR-432-5p表达与食

管癌病人预后的关系。结果 食管癌组织中 USP2 mRNA 表达水平（2.53±0.71比 1.05±0.36）、USP2阳性率（55.91% 比 6.45%）

明显高于癌旁组织（P<0.05），miR-432-5p表达水平明显低于癌旁组织（0.31±0.12比 1.03±0.34，P<0.05）；食管癌组织浸润深度

（肌层）、TNM分期（Ⅲ期）、低分化、有淋巴结转移的食管癌组织中USP2阳性表达率均高于浸润深度（外膜）、TNM分期（Ⅰ、Ⅱ
期）、中高分化、无淋巴结转移的食管癌组织（P<0.05），食管癌组织浸润深度（肌层）、TNM分期（Ⅲ期）、低分化、有淋巴结转移的

食管癌组织中miR-432-5p表达水平均低于浸润深度（外膜）、TNM分期（Ⅰ、Ⅱ期）、中高分化、无淋巴结转移的食管癌组织（P<
0.05）；生物信息学 Targetscan 网站显示，USP2、miR-432-5p 存在结合位点，进一步经 Spearman 法分析结果显示食管癌组织中

USP2、miR-432-5p表达呈负相关（P<0.05），Kaplan-Meier结果显示USP2阳性表达者、miR-432-5p低表达者 5年总体生存率低于

USP2阴性组者、miR-432-5p高表达者（分别为16.032、7.210，P<0.05）。结论 USP2、miR-432-5p异常表达可能与食管癌的发生

及预后有关，检测USP2、miR-432-5p水平对食管癌的早期防治及预后评估具有重要意义，为食管癌的临床治疗提供理论依据。
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Abstract： Objective To explore the expression and clinical significance of ubiquitin-specific protease 2 (USP2) and miR-432-5p 
in esophageal cancer tissues.Methods Ninety-three patients with esophageal cancer who underwent surgical treatment in Liaoning 
Cancer Hospital from June 2014 to June 2016 were selected as the research objects, and the surgically removed esophageal cancer tis‐
sue (as the study group) and its adjacent tissues (as the control group) were taken. Immunohistochemistry was used to detect the expres‐
sion of USP2, and real-time fluorescent quantitative PCR (qRT-PCR) was used to detect the expression levels of USP2 mRNA and miR-

432-5p in the tissues. bBased on the average expression level of miR-432-5p in esophageal cancer tissues, they were assigned into a 
low expression group of miR-432-5p and a high expression group of miR-432-5p to analyze the relationship between the expressions of 
USP2 and miR-432-5p in esophageal cancer tissues and the clinicopathological characteristics of patients with esophageal cancer. The 
bioinformatics Targetscan website was used to search for the presence of binding sites for USP2 and miR-432-5p to analyze the correla‐
tion between USP2 and miR-432-5p. The Kaplan-Meier method was used to analyze the relationship between the expressions of USP2, 
miR-432-5p and the prognosis of patients with esophageal cancer. Results The expression level of USP2 mRNA [(2.53±0.71) vs. 
(1.05±0.36)] and the positive rate of USP2 (55.91% vs. 6.45%) in esophageal cancer tissue were significantly higher than those in adja‐
cent tissues P<0.05), and the expression level of miR-432-5p [(0.31±0.12) vs. (1.03±0.34)] was significantly lower than those in adja‐
cent tissues (P<0.05); the positive expression rates of USP2 in esophageal cancer tissues with infiltration depth to muscular layer, TNM 
staging (stage Ⅲ), poor differentiation, and lymph node metastasis were higher than those in esophageal cancer tissues with infiltration 
depth to adventitia, TNM staging (stage Ⅰ,Ⅱ), medium and high differentiation, and non-lymph node metastasis (P<0.05). The positive 
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expression rates of miR-432-5p in esophageal cancer tissues with infiltration depth to muscular layer, TNM staging (stage Ⅲ), poor dif‐
ferentiation, and lymph node metastasis were lower than those in esophageal cancer tissues with infiltration depth to adventitia, TNM 
staging (stage Ⅰ , Ⅱ), medium and high differentiation, and non-lymph node metastasis (P<0.05); bioinformatics Targetscan website 
showed that there were binding sites for USP2 and miR-432-5p, and further analysis by Spearman method showed that the expressions 
of USP2 and miR-432-5p in esophageal cancer tissue were negatively correlated (P<0.05). Kaplan Meier analysis results showed that 
the 5-year overall survival rates of USP2 positive group and miR-432-5p low expression group were lower than those of USP2 negative 
group and miR-432-5p high expression group (16.032 and 7.210, respectively, P<0.05). Conclusion The abnormal expressions of 
USP2 and miR-432-5p may be related to the occurrence and prognosis of esophageal cancer. The detection of USP2 and miR-432-5p 
levels is of great significance for the early prevention and prognosis evaluation of esophageal cancer, which provides a theoretical basis 
for the clinical treatment of esophageal cancer.
Key words： Esophageal neoplasms; Ubiquitin-specific protease 2; miR-432-5p; Clinicopathological characteristics

食管癌是发生在食管上皮组织的恶性肿瘤，占

所有恶性肿瘤的 2%。食管癌的发生与遗传、不良

饮食习惯、霉菌等因素有关，主要临床表现为进行

性吞咽困难，发病初期病情隐匿，大多病人去医院

就诊时已是中晚期。目前，主要通过放、化疗、手术

等方法提高病人的生存率，但对于食管癌中晚期病

人治疗效果较差，预后不佳，生存期仍然较短。因

此，寻找与食管癌有关的标志物探索其发病机制，

为食管癌的临床防治及预后评估提供新思路［1-2］。

泛素特异性蛋白酶 2（ubiquitin-specific protease 2，
USP2）是泛素特异性加工酶家族的成员之一，与细

胞增殖、分化、凋亡等有关，参与调控细胞周期。研

究表明，USP2 在癌症中具有抑癌和促癌的作用［3］，

但其在食管癌中发挥的作用尚不清楚。微小 RNA
（microRNAs，miRNAs）是一类内源性非编码小分子

RNA，在细胞生长、分化、增殖等具有极其重要的作

用，可调控多种 mRNA 的表达，其在多种癌症中具

有促癌或抑癌的作用［4］。miR-432-5p作为一种miR‐
NAs，在非小细胞肺癌［5］、乳腺癌［6］等癌症中起重要

作用，但是关于miR-432-5p在食管癌的表达情况及

功能研究甚少。因此我们研究了食管癌病人USP2、
miR-432-5p表达水平及其临床意义。

1　资料与方法

1.1　一般资料　选取 2014 年 6 月至 2016 年 6 月在

辽宁省肿瘤医院接受外科手术治疗的 93 例食管癌

病人作为研究对象，其中男 45 例，女 48 例，年龄范

围为 44~69岁，年龄（56.77±6.24）岁。收集病人所有

临床病理资料，包括肿瘤长径、组织分化程度、淋巴

结转移、浸润程度、TNM分期等。纳入标准：①首次

患食管癌；②病人均未进行任何放、化疗或其他辅

助治疗；③无肝、肾、肺等其他重要器官疾病；④无

心血管疾病、血液系统疾病、自身免疫性疾病、感染

性疾病等；⑤病人或其近亲属知情同意并签署知情

同意书。排除标准：①食管癌家族遗传史；②合并

其他恶性肿瘤；③长期服用免疫增强剂或抑制剂药

物者；④肝脏、肾脏等重要器官功能异常者；⑤临床

资料不全。本研究符合《世界医学协会赫尔辛基宣

言》相关要求。

1.2　数据库检索　TargetScan（http：//www.targetscan.
org/vert_80/）是一个专门分析哺乳动物 miRNA 靶基

因的网站，其根据已有的分析结果整理成数据库，

可全面分析检索哺乳动物中 miRNA 靶基因结合位

点等信息。本研究利用该数据库检索到 miR-432-

5p、USP2存在结合位点。

1.3　研究方法　

1.3.1　标本来源　收集所有食管癌病人手术切除

的癌组织及癌旁组织（距癌组织边缘≥5 cm），置于

−80 ℃冰箱冻存待测。

1.3.2　免疫组化法检测食管癌及其癌旁组织组织

中 USP2 的表达　食管癌及癌旁组织标本使用多聚

甲醛固定，在经石蜡包埋后，使用轮转式切片机制

作 4 μm的食管癌及癌旁组织石蜡切片，进行脱蜡、

洗涤、修复抗原等一系列操作后，加入羊抗人 USP2
单克隆抗体（1∶100）作为一抗，4 ℃过夜，使用磷酸

缓冲溶液（PBS）清洗后加入抗辣根过氧化物酶标记

的即用型羊抗兔鼠二抗，37 ℃孵育 1 h，使用 PBS洗

涤后加入二氨基联苯胺（DAB）染色，苏木素轻微复

染。结果判定：使用生物显微镜高倍视野（×400）下

观察切片计数，PBS代替一抗作为空白对照。按照

染色程度：无色为 0 分；淡黄色为 1 分；棕褐色为 2
分。按照阳性细胞百分比：<10％记为 0分；10％～

30％记为 1 分；>30％～70％记为 2 分；>70％记为 3
分。取两组计分之乘积：0分为阴性，≥1分为阳性，

根据染色强度和阳性细胞百分比乘积大小划分：0~
2 分为阴性（−），>2~5 分为弱阳性（+），>5~8 分为中

度阳性（++），8~12 分为强阳性（+++），其中，阴性

（−）记为 USP2阴性，弱阳性（+）、中度阳性（++）、强

阳性（+++）记为USP2阳性。羊抗人USP2单克隆抗

体、即用型羊抗兔鼠二抗均购自英国 Abcam 公司，

生物显微镜（型号 SPCC-200）购自东莞市谱标实验
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器材科技有限公司，轮转式切片机（型号 RM2016）
购自德国徕卡公司。

1.3.3　qRT-PCR 检测组织 USP2 mRNA、miR-432-
5p 的表达水平　提取 2mm3食管癌及癌旁组织标本

超声匀浆，使用 Trizol试剂盒提取总 RNA，使用 Bio-

Rad检测RNA纯度及浓度，之后采用 SuperScript RT 
Kit 将 USP2 mRNA、miR-432-5p 反转录为 cDNA 模

板，使用 SYBR Green PCR masterMix 试剂盒进行实

时荧光定量 PCR（qRT-PCR）对 USP2 mRNA、miR-

432-5p进行扩增，反应体系均为 25 μL，USP2 mRNA
的 qRT-PCR 反应条件为 95 ℃，5 min；60 ℃，15 s；
72 ℃，60 s，共 40个循环，miR-432-5p的 qRT-PCR反

应条件为 95 ℃，15 s；95℃，10 s；60 ℃，60 s，共 40个

循环。USP2 mRNA、miR-432-5p、内参 GAPDH、U6
的上下游引物序列见表１，采用 2−ΔΔCT 法分析血清

USP2 mRNA、miR-432-5p 的表达水平。 miR-432-

5p、U6 引物序列由南京锐真生物技术有限公司构

建，USP2 mRNA、GAPDH引物序列由北京赛百盛基

因技术有限公司构建，SuperScript RT Kit（批号

RR047A）购自日本 TAKARA公司，逆转录试剂盒购

自美国Promega公司，Trizol试剂购自美国 SBS公司，

SYBR Green PCR masterMix 试剂盒（批号 RR420A）
购自日本 TAKARA公司，PCR基因扩增仪购自德国

eppendorf公司。

1.3.4　随访　通过复诊、拨打电话或走访等方式对

食管癌病人进行 5年随访，记录食管癌病人治疗后

的死亡时间。

1.4　统计学方法　使用软件 SPSS 25.0 分析，计数

资料采用例（%）表示，组间比较采用χ 2检验；用 x̄ ± s
表示计量资料，两组间比较采用独立样本 t检验，采

用 spearman 法分析 USP2、miR-432-5p 的相关性；采

用 Kaplan-Meier 法分析 USP2、miR-432-5p 表达与食

管癌病人预后的关系，检验水准取α=0.05。
2　结果

2.1　食管癌及癌旁组织 USP2 mRNA、miR-432-5p
表 达 水 平 比 较　与癌旁组比较，食管癌组织中

USP2 mRNA水平明显升高（P<0.05），miR-432-5p水

平明显降低（P<0.05），见表2。
2.2　食管癌及癌旁组织 USP2 表达阳性率比较　与

癌旁组比较，食管癌组织中 USP2 表达阳性率升高

（55.91%比6.45%，χ 2=53.01，P<0.05），见表3。

2.3　食管癌组织中 USP2 与病人临床病理参数的关

系　USP2表达与食管癌病人性别、肿瘤长径、肿瘤

部位、年龄无关（P>0.05），浸润深度（肌层）、TNM分

期（Ⅲ期）、低分化、有淋巴结转移的食管癌组织中

USP2 阳性表达均高于浸润深度（外膜）、TNM 分期

（Ⅰ、Ⅱ期）、中高分化、无淋巴结转移的食管癌组织

（P<0.05）。见表4。
2.4　食管癌组织中 miR-432-5p 与病人临床病理参

数的关系　根据食管癌组织中 miR-432-5p 表达水

平平均数分为miR-432-5p高表达组 47例，miR-432-

5p低表达组 46例，结果表明食管癌组织中miR-432-

5p 表达情况与食管癌病人性别、肿瘤长径、肿瘤部

位、年龄无关（P>0.05）；浸润深度（肌层）、TNM分期

（Ⅲ期）、低分化、有淋巴结转移的食管癌组织中

miR-432-5p表达水平均低于浸润深度（外膜）、TNM
分期（Ⅰ、Ⅱ期）、中高分化、无淋巴结转移的食管癌

组织（P<0.05）。见表5。
2.5　 食 管 癌 组 织 USP2、miR-432-5p 的 相 关 性 分

析　生物信息学 Targetscan 网站显示，USP2、miR-

432-5p 存在结合位点。食管癌组织中，miR-432-5p
表达水平与 USP2 表达有关（r= − 0.66，P<0.001），

见表6。
2.6　 USP2、miR-432-5p 对 食 管 癌 预 后 的 影 响　

USP2 阳性表达者与阴性表达者 5 年总体生存率分

别为 12.2%（5/41）、51.9%（27/52），USP2阳性表达者

5 年总体生存率低于阴性组生存率（χ 2=16.03，P<
0.05），miR-432-5p低表达者与高表达者 5年总体生

表 3　食管癌及癌旁组织USP2表达比较/例
组别

癌旁组

食管癌组

例数

93
93

USP2阴性

87
41

USP2阳性

6
52

表 1　qRT-PCR引物序列

基因

USP2 mRNA
GAPDH
miR-432-5p
U6

正向引物5'-3'
AGGCACTGGCAAAAAGGTTA
CCTGGGCATGGAGTCCTGTG

CGCGTCTTGGAGTAGGTCATT
AGAGAAGATTAGCATGGCCCCTG

反向引物5'-3'
CGGAGTGACTTCCACCAGAT
TCTTCATTGTGCTGGGTGCC
AGTGCAGGGTCCGAGGTATT
ATCCAGTGCAGGGTCCGAGG

表 2　食管癌及癌旁组织USP2 mRNA、miR-432-5p
表达水平比较/x̄ ± s

组别

癌旁组

食管癌组

t值

P值

例数

93
93

USP2 mRNA/GAPDH
1.05±0.36
2.53±0.71

17.929
<0.001

miR-432-5p/U6
1.03±0.34
0.31±0.12

19.258
<0.001
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存率分别为 10.9%（5/46）、57.4%（27/47），miR-432-

5p 低表达者 5 年总体生存率低于高表达者（χ 2=
22.35，P<0.05）
3　讨论

食管癌是我国发生率较高的消化道恶性肿瘤，

尤其在河北河南地区较为严重，转移和浸润是中晚

期食管癌病人死亡的重要原因，近年来有研究表

明，食管癌的发病率和死亡率仍然呈上升趋势，严

重威胁了人们的生活水平和生命安全［7-8］。因此，寻

找与食管癌有关的标志物，为食管癌的临床防治及

预后评估提供重要理论依据［9-10］。

泛素特异性肽酶（ubiquitin-specific peptidases，
USPs）可特异性识别蛋白质的泛素化引号，通过使

靶蛋白泛素化参与细胞分化生长等多种生理病理

过程，USP家族的大多成员异常表达与癌症的发生

发展密切相关，其通过修复 DNA 损伤、选择性降解

癌基因、抑癌基因或者稳定癌基因、抑癌基因等方

面参与多种癌症的发生，例如，USP42、USP16、
USP6、USP4等发挥促进癌症发生的作用，USP7具有

促进和抑制癌症发生的双重作用［11］。Wang等［12］研

究结果表明，USP24 通过调控细胞周期或参与 p53
通路、NF-κB通路等信号通路在肺癌早期形成构成

中促进细胞凋亡。Davis等［3］研究结果表明，USP2通

过参与NF-κB信号通路、调控细胞周期促进结直肠

癌的发生。本研究结果表明，食管癌组织中 USP2 
mRNA表达水平明显高于癌旁组织，USP2阳性表达

率明显高于癌旁组织，提示 USP2 高表达可能与食

管癌的发生有关；食管癌组织浸润深度（肌层）、

TNM 分期（Ⅲ期）、低分化、有淋巴结转移的食管癌

组织中 USP2 阳性表达水平均高于浸润深度（外

膜）、TNM分期（Ⅰ、Ⅱ期）、中高分化、无淋巴结转移

的食管癌组织，进一步表明 USP2 可能在一定程度

上促进食管癌的发生，Kaplan-Meier 结果显示 USP2
阳性表达生存率低于阴性表达生存率，提示 USP2

表 6　食管癌组织中USP2、miR-432-5p相关性分析/例
组别

miR-432-5p低表达组

miR-432-5p高表达组

例数

46
47

USP2阴性

5
36

USP2阳性

41
11

表 5　食管癌组织中miR-432-5p表达与病人临床病理

参数的关系

临床参数

性别

    男
    女
年龄

    ≤56岁

    >56岁

肿瘤长径

    ≤3 cm
    3~5 cm
    >5 cm
浸润深度

    肌层

    外膜

肿瘤部位

    胸上段

    胸中段

    胸下段

TNM分期

    Ⅰ、Ⅱ期

    Ⅲ期

分化程度

    低分化

    中、高分化

淋巴结转移

    无
    有

例数

45
48

46
47

23
42
28

50
43

11
63
19

65
28

41
52

42
51

高表达组

（n=47）

25
22

25
22

11
26
10

40
7

7
32
8

38
9

5
42

30
17

低表达组

（n=46）

20
26

21
25

12
16
18

10
36

4
31
11

27
19

36
10

12
34

χ 2值

0.88

0.53

4.70

37.55

1.30

5.42

43.13

13.37

P值

0.349

0.467

0.095

<0.001

0.523

0.020

<0.001

<0.001

表 4　食管癌组织中USP2表达与病人临床病理参数的

关系/例
临床参数

性别

    男
    女
年龄

    ≤56岁

    >56岁

肿瘤长径

    ≤3 cm
    3~5 cm
    >5 cm
浸润深度

    肌层

    外膜

肿瘤部位

    胸上段

    胸中段

    胸下段

TNM分期

    Ⅰ、Ⅱ期

    Ⅲ期

分化程度

    低分化

    中、高分化

淋巴结转移

    无
    有

例数

45
48

46
47

23
42
28

50
43

11
63
19

65
28

41
52

42
51

USP2阳性

（n=52）

24
28

27
25

13
25
14

39
13

6
34
12

31
21

32
20

12
40

USP2阴性

（n=41）

21
20

19
22

10
17
14

11
30

5
29
7

34
7

9
32

30
11

χ 2值

0.24

0.29

0.62

21.40

0.51

5.92

14.57

23.22

P值

0.627

0.593

0.732

<0.001

0.775

0.015

<0.001

<0.001
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阳性表达病人预后不良，其可作为评估食管癌病人

预后情况的辅助指标。

microRNA在真核生物中广泛存在，不仅可抑制

mRNA 转录、翻译，还能促进 mRNA 降解，参与多种

肿瘤细胞的生长、侵袭、转移等过程，对肿瘤的发生

发展具有重要意义［13］。例如，miR-802 在食管鳞癌

组织中表达水平低于癌旁组织，具有抑癌的作

用［14］。胡少宏等［15］研究结果表明，miR-193a-3p在食

管癌组织中呈高表达，且其异常表达与TNM晚期和

淋巴结转移有关，提示 miR-193a-3p 的表达与食管

癌的发生发展密切相关。张晓安等［16］研究结果表

明，miR-320 在食管癌组织中呈低表达，且 miR-320
低表达病人预后不良。miR-432-5p作为 miRNAs中
的一员，在多种疾病中起着重要的作用［17］。李丽秋

等［18］研究结果表明，miR-432-5p通过抑制肺癌A549
细胞的上皮-间质转化信号通路抑制非小细胞肺癌

的发生。本研究结果表明，食管癌组织中 miR-432-

5p表达水平明显低于癌旁组织，提示miR-432-5p低

表达可能与食管癌的发生有关；食管癌组织浸润深

度（肌层）、TNM分期（Ⅲ期）、低分化、有淋巴结转移

的食管癌组织中 miR-432-5p 表达水平均低于浸润

深度（外膜）、TNM 分期（Ⅰ、Ⅱ期）、中高分化、无淋

巴结转移的食管癌组织，进一步说明miR-432-5p低

表达可能促进食管癌的发生；Kaplan-Meier 结果显

示 miR-432-5p 低表达组生存率低于高表达组生存

率，提示 miR-432-5p 低表达病人预后不良，其可作

为评估食管癌病人预后情况的辅助指标；生物信息

学 Targetscan网站显示，USP2、miR-432-5p存在结合

位点，本研究进一步经 Spearman法分析结果显示食

管癌组织中 USP2、miR-432-5p 表达呈负相关，提示

miR-432-5p 可能通过靶向调控 USP2 的表达参与食

管癌的发生。

综上所述，miR-432-5p可能通过靶向调控USP2
的表达参与食管癌的发生发展过程，检测 USP2、
miR-432-5p 水平对食管癌的早期防治具有重要意

义，为食管癌的临床治疗提供理论依据。
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