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 USP1通过调控E2F1对膀胱癌细胞增殖和周期的

作用研究
彭鹏  张安琪  周曼莉  刘霏柳  张慧慧  张霞*

(湖南师范大学医学院, 长沙 410013)

摘要      该文探讨了泛素特异蛋白酶1(USP1)对膀胱癌细胞增殖和周期等生物学行为的作用, 
并进一步探索其作用机制。通过分子克隆技术构建膀胱癌T24细胞USP1过表达细胞株; CRISPR-
Cas9技术构建膀胱癌UMUC3细胞USP1敲除细胞株; CCK8和克隆形成实验检测细胞增殖和克隆

形成能力; 划痕实验检测细胞迁移; PI染色流式细胞术检测细胞周期; 转录组测序检测USP1敲除

后基因表达差异及其相关的功能与信号通路; 双荧光素酶报告基因检测USP1对信号通路的影响, 
并通过免疫印迹技术进行验证。结果显示, USP1过表达可以促进膀胱癌细胞增殖, 敲除后显著抑

制了膀胱癌细胞的增殖和克隆形成及迁移能力, 促进S期细胞阻滞。转录组测序结果显示, USP1
敲除后差异表达基因共4 522个, 其中上调基因2 078个, 下调基因2 444个。KEGG分析结果显示, 
这些基因涉及多个方面, 包括细胞周期调控、细胞信号转导、转录翻译、蛋白折叠降解、自噬凋

亡等。Hallmark数据库分析结果显示, 差异表达基因与E2F信号通路密切相关。双荧光素酶报告

基因显示, USP1过表达后, E2F1信号通路明显上调并且呈剂量依赖式, 免疫印迹结果也显示USP1
敲除后E2F1蛋白水平下调明显。该研究得出, USP1通过E2F1调控膀胱癌细胞增殖和周期, 从而促

进膀胱癌进展。

关键词      去泛素特异性蛋白酶1; 膀胱癌; 细胞增殖; 细胞周期

Effect of USP1 on Proliferation and Cell Cycle of Bladder Cancer Cells 
by Regulating E2F1
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Abstract       This study aimed to investigate the effect of USP1 (ubiquitin-specific Protease 1) on the biologi-
cal behavior of bladder cancer cells such as proliferation and cell cycle, and further explore its mechanism. The 
over-expression of USP1 in bladder cancer T24 cell line was established by molecular cloning technique, the USP1 
knockout cell line of bladder cancer UMUC3 cell line was established by CRISPR-Cas9 technique, the cell prolif-
eration and clonogenic ability were detected by CCK8 and clonogenic test, cell migration was detected by scratch 
test, cell cycle was detected by flow cytometry with PI staining. The difference of gene expression was detected by 
transcriptome sequencing, and the effect of USP1 on signal transduction were measured by dual luciferase reporter 
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gene and then verified by immunoblotting. The results showed that overexpression of USP1 could promote the pro-
liferation of bladder cancer cells, and knockout of USP1 significantly inhibited the proliferation, colony formation 
and migration of bladder cancer cells, and promoted s-phase cell arrest. The results from RNA sequence showed 
that there were 4 522 differentially expressed genes between USP1 knockout cells and wide type cells. Among 
them, 2 078 genes expression were up-regulated and 2 444 genes expression were down-regulated, which mainly 
involved in cell cycle regulation, signal transduction, transcription and translation, protein folding and degradation, 
autophagy and apoptosis, etc. The results of Hallmark database analysis showed that differentially expressed genes 
were closely related to E2F signaling pathway. Moreover, dual luciferase reporter genes also showed that the E2F1 
signaling pathway was up-regulated in a dose-dependent manner after USP1 overexpression. Immunoblotting re-
sults also showed that E2F1 protein level was down-regulated after USP1 knockout. This study revealed that USP1 
promotes bladder cancer progression by regulating the proliferation and cycle of bladder cancer cells through E2F1.

Keywords       ubiquitin-specific protease 1; bladder cancer; cell proliferation; cell cycle

膀胱癌是泌尿系统常见的肿瘤, 近年来其发病

率、死亡率逐渐增高[1]。膀胱癌具有高度的侵袭性, 
可分为两种类型: 非肌层浸润性膀胱癌和肌层浸润性

膀胱癌[2], 后者具有高区域和远处转移风险, 尽管接

受有效的治疗, 患者5年生存率依然很低[2], 因此仍然

需要确定和开发新的靶点和有效的治疗方法。

泛素化是真核细胞蛋白质降解的主要途径之

一, 是调节蛋白质降解和周转的关键翻译后修饰。

泛素修饰系统参与许多不同的细胞过程: 蛋白质降

解内吞作用、DNA修复、炎症、自噬、免疫和细

胞凋亡[3]。泛素化降解的蛋白可以通过去泛素化酶

(deubiquitinating enzyme, DUB)避免触发泛素蛋白

酶体系统[4-5]。DUB的活性不仅限于去除泛素偶联

物, 还参与很多生物学过程例如DNA修复、染色质

重塑、细胞周期进展[6]。

泛素特异性蛋白酶1(ubiquitin-specific protease 1, 
USP1)是去泛素化酶家族中的一员 , 可以去泛素化和稳

定DNA结合抑制剂, 抑制细胞分化, 促进肿瘤发生[7]。

有研究显示, USP1在多种癌症如前列腺癌、胃癌、

肝癌、骨肉瘤和胶质母细胞瘤等中高表达[8-13], 其异

常表达与癌症的发生和进展密切相关。但USP1在
膀胱癌中的作用尚不清楚。因此, 本研究将着重于

USP1对膀胱癌细胞的生物学功能的影响及其相关

机制的研究。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞、质粒与菌种来源      293T细胞系、膀

胱癌UMUC3、T24细胞系和Lenti-CRISPR V2质粒

以及大肠埃希菌感受态细胞DH5α由武汉大学生命

科学院张晓东实验室惠赠。

1.1.2   主要试剂      McCoy’s 5A及高糖DMEM培养

基购自美森生物科技有限公司 ; 兔抗人USP1抗体

购自ABclonal公司 ; FLAG抗体及鼠抗人GAPDH抗

体购自MBL公司 ; 山羊抗兔抗二抗及山羊抗鼠二抗

购自天地人和生物科技有限公司; 蛋白Marker购自

Thermofisher公司; ECL化学发光试剂盒购自碧云天

生物科技有限公司; 周期检测试剂盒子购自Biosharp
公司; 双荧光素酶系统报告基因试剂盒购自Promega
公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      293T和UMUC3使用高糖DMEM
培养基, T24使用McCoy’s 5A培养基, 所有培养体系均

添加10% FBS、100 U/mL的青霉素和0.1 mg/mL的链

霉素。所有细胞均置于37 °C、5% CO2的培养箱中

进行培养, 2~3天传代一次。

1.2.2   CRISPR-Cas9技术构建稳定敲除USP1的细胞

株      打靶载体构建: 使用常规分子克隆技术构建带

有靶向USP1的CRISPR-Cas9质粒转化后得到的菌

落做菌落PCR鉴定后, 挑选菌落测序。慢病毒包装: 
将包装质粒 sPAX2、包膜质粒pMD2.G、载体质粒

LentiV2-2 sgRNA以12׃1׃的比例转染至293T细胞中, 
48~72 h后回收培养基并用0.45 μm滤器过滤, 并存放

于−80 °C。慢病毒感染: 将收取的病毒和新鲜培养

基按11׃比例同时加入待感染的UMUC3细胞, 同时加

入终浓度5 μg/mL的聚凝胺 , 感染时间约为36~48 h, 
GFP孔荧光50%及以上时, 进行puromycin抗性筛选

(1.0 μg/mL), 扩大培养后通过Western blot鉴定是否
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有敲低效果, 并冻存保种。

取消化好的验证有敲低效果的UMUC3细胞

400个, 按每孔约1个细胞的数量加入到3个96孔板

中, 培养10~14天后, 将单个细胞株长大的克隆扩大

培养后进行Western blot鉴定。将具有敲除效果的细

胞系扩大培养并冻存保种。

1.2.3   构建稳定过表达USP1细胞系      过表达载体

构建: 使用常规分子克隆技术构建插入USP1片段的

phage质粒, 转化后得到的菌落做菌落PCR鉴定后, 
挑选菌落测序。慢病毒包装: 将包装质粒sPAX2、
包膜质粒pMD2.G、载体质粒phage-USP1或phage-
MOCK以12׃1׃的比例转染至293T细胞中, 48~72 h后
回收培养基并用0.45 μm滤器过滤, 并存放于−80 °C。
慢病毒感染: 将收取的病毒和新鲜培养基按11׃比例

同时加入待感染的T24细胞, 同时加入终浓度5 μg/mL
的聚凝胺, 感染时间约为36~48 h, GFP孔荧光50%及

以上时, 进行puromycin抗性筛选(0.5 μg/mL), 扩大

培养后通过Western blot鉴定是否有过表达效果, 并
冻存保种。

1.2.4   Western blot      收取细胞加入适量含有PMSF
的RIPA裂解液, 冰上裂解10 min后将样品置于95 °C
金属浴变性10 min后, 用十二烷基硫酸钠–聚丙烯酰

胺凝胶电泳(SDS-PAGE)进行分离, 采用湿转的方式

将SDS凝胶上的蛋白转移到PVDF膜上。转膜完成

后, 将PVDF膜放入含5%的脱脂牛奶的PBST溶液中

室温封闭1~2 h。再将膜分别浸入一抗中, 4 °C过夜

孵育, 用TBST洗膜3次, 每次10 min; 最后在二抗中

室温孵育1 h; TBST洗3次, 每次10 min; 滴加ECL化
学发光液显影。

1.2.5   CCK8      将细胞按照每孔1 000个细胞的密度

接种于96孔板, 每组5个复孔。次日, 待细胞完全贴壁

后, 每孔加入100 μL CCK8混合液, 37 °C继续培养1 h, 
使用酶标仪在450 nm处检测每孔吸光度(D)值, 之后

在后续的3天内同一时间点连续重复操作并测量, 最
后将得到的吸光度数据处理, 绘制生长曲线。

1.2.6   克隆形成实验      取400个细胞加入到6孔
板中, 每组3个复孔。将细胞置于培养箱中培养约

10~14天。待克隆大小合适后取出6孔板, 弃掉细胞

培养基, 用PBS洗1次后每孔加入1 mL 4%多聚甲醛

固定60 min。PBS洗1次后每孔加入0.25%结晶紫溶

液1 mL, 室温染色15~30 min, 弃去结晶紫染液, 用清

水漂洗6孔板直至克隆清晰可见, 烘箱内烘干后用扫

描仪扫描, 统计克隆个数。

1.2.7   双荧光素报告基因检测      将293T细胞接种到

24孔板中, 每孔转染包含报告质粒(200 ng/孔)、pRL-
CMV(2 ng/孔 )和USP1过表达质粒。每组设置3个重

复孔 , 转染28~36 h后 , 弃掉细胞培养基 , 使用PBS洗
涤细胞, 加入荧光素检测细胞裂解液裂解30 min, 随
后进行荧光素酶报告基因活性检测, 将得到的荧光

值进行数据处理, 分析通路的激活和抑制情况。

1.2.8   细胞周期检测      将细胞提前一天接种到6孔
板中, 次日用PBS洗涤1次, 弃掉上清后, 加入1 mL预
冷的70%乙醇混匀, 4 °C固定3 h, PBS洗涤1次, 加入

0.5 mL碘化丙啶染色液, 放入培养箱避光孵育30 min
后, 流式细胞仪上机前用200目筛网过滤1次后, 记录

波长488 nm红色荧光, 应用FlowJo软件分析数据。

1.2.9   划痕实验      提前一天将膀胱癌UMUC3细胞

的野生株及其两株敲除细胞分析接种到6孔板中, 第
二天密度为90%为宜, 然后用10 μL移液器吸头划三

条平行的直线。用PBS冲洗后, 将完全培养基替换成

无血清培养基, 用显微镜拍摄划痕0 h、24 h和48 h的
细胞划痕图。用ImageJ软件定量各组细胞划痕间伤

口距离。愈合率=[划痕间伤口距离(0 h)−划痕间伤

口距离(24 h/48 h)]/划痕间伤口距离(0 h)×100%
1.2.10   统计学分析      本实验数据均采用Graph-
Pad Version 8.3软件进行了统计学分析 , 两组间比

较采用配对或非配对 t检验 , 多组间比较采用方差

分析。根据 P值大小设置统计显著性 ,  *P<0.05, 
**P<0.01,***P<0.001, 所有样本均独立进行3次重

复实验。

2   结果
2.1   USP1可以促进膀胱癌细胞增殖

为了研究USP1在膀胱癌中的作用, 我们在膀胱

癌T24细胞中过表达USP1, Western blot结果显示, 对
照组(MOCK)不表达USP1, 而过表达组(USP1 OE)可
以明显检测到USP1蛋白的表达(图1A)。CCK8结果

显示, 与MOCK组相比, USP1 OE组增殖加快, 提示

USP1可能促进T24细胞增殖(图1B)。为了进一步验

证我们的结果, 我们采用CRISPR-Cas9技术构建了

膀胱癌UMUC3细胞的USP1敲除细胞株。首先, 我
们利用分子克隆技术成功构建了两个靶向USP1的
lenti-v2质粒, 我们进行了菌落PCR鉴定, 并将质粒进

行测序, 显示质粒构建成功(图1C)。然后我们将上
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述构建好的质粒包装成慢病毒, 经过感染、嘌呤霉

素筛选、单克隆细胞分选, 经Western blot验证, 野
生型对照组(USP1+/+)可以明显检测到USP1蛋白的

表达, 而USP1敲除的几个克隆(USP1−/− 1#、USP1−/− 
2#、USP1−/− 3#、USP1−/− 4#), 其USP1蛋白条带消失, 
证明成功获取了UMUC3细胞的USP1敲除细胞株

(图1D)。CCK8结果显示, 与USP1+/+组相比, USP1−/− 

1#和USP1−/− 2#两组的细胞增殖明显减慢, 差距有明

显统计学意义(图1E)。因此, 从正反两方面我们证

实了USP1具有促进膀胱癌细胞增殖的能力。

2.2   敲除USP1抑制膀胱癌细胞的克隆形成和迁

移能力

为了进一步探讨USP1对膀胱癌细胞的作用, 
我们采用克隆形成实验检测细胞的增殖活力, 结果

A: Western blot检测T24细胞中USP1蛋白的表达(MOCK: 空载体; USP1 OE: USP1过表达); B: CCK8检测USP1过表达后T24细胞生长曲线图。

n=3。***P<0. 001, 与MOCK组比较; C: 靶向USP1的lenti-v2质粒的测序图; D: Western blot检测UMUC3细胞中USP1蛋白的表达(USP1+/+: 野生型; 
USP1−/− 1#~4#: USP1敲除的单克隆); E: CCK8检测USP1敲除后UMUC3细胞生长曲线图。n=3。***P<0.001, 与USP1+/+组比较。

A: USP1 protein expression dectected by Western blot in T24 cells (MOCK: vector; USP1 OE: USP1 overexpression); B: the growth curves of the T24 
cells after over-expression of USP1 by CCK8 assay. n=3. ***P<0.001 vs MOCK group; C: the figure for sequencing the lenti-v2 plasmid which target-
ed USP1; D: USP1 protein expression dectected by Western blot in UMUC3 cells (USP1+/+: wide type; USP1−/− 1#-4#: monoclone for USP1 knockout); E: 
the growth curves of the UMUC3 cells after USP1 knockout by CCK8 assay. n=3. ***P<0.001 vs USP1+/+ group.

图1   USP1过表达和敲除对膀胱癌细胞增殖的影响

Fig.1   The effect of USP1 overexpression and knockout on the proliferation of bladder cancer cell
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显示培养14天以后, 与USP1+/+组相比, USP1−/− 1#和
USP1−/− 2#两组的细胞形成克隆数明显减少(图2A), 
计数分组的细胞克隆数统计分析发现, 差异有明显

统计学意义(图2B)。接下来我们进行划痕实验, 结
果如图2C显示, USP1−/− 1#和USP1−/− 2#两组向划痕

处迁移的细胞减少, 通过计算愈合率, 发现USP1−/− 
1#和USP1−/− 2#两组的愈合率明显降低, 与USP1+/+组

相比差异有明显统计学意义(图2D)。因此, USP1敲
除后不仅克隆形成能力得到了显著抑制, 同时其迁

移能力也下降明显。

2.3   USP1敲除导致膀胱癌细胞周期阻滞

为了进一步探究USP1对膀胱癌细胞周期的影

响, 我们用PI染色, 流式细胞仪检测细胞周期变化。

结果发现, USP1−/− 1#和USP1−/− 2#两组细胞的S期分

A: USP1敲除对UMUC3细胞克隆形成能力的影响; B: 细胞克隆数的统计学分析; C: 划痕实验检测USP1敲除对UMUC3细胞迁移能力的影响; D: 
愈合率的统计学分析。n=3。***P<0.001, 与USP1+/+组比较。

A: the effect of USP1 knockout of UMUC3 cells on their clonal formation ability; B: statistical analysis of cell clone number; C: the effect of USP1 
knockout on the migration ability of UMUC3 cells detected by scratch assay; D: statistical analysis of wound healing rate. n=3. ***P<0.001 vs USP1+/+ 
group.

图2   USP1敲除对膀胱癌细胞克隆形成和迁移的影响

Fig.2   The effect of USP1 knockout on the clonal formation and migration capacity of bladder cancer cells
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别为 26.60%±0.95%和 26.53%±1.27%, 均明显高于

USP1+/+组的S期18.00%±1.39%(图3A~图3C), 分析显

示差异具有统计学意义 (图3D)。这说明 , USP1的缺

失可促进UMUC3细胞S期阻滞。

2.4   USP1敲除后下调细胞周期相关的E2F信号通路

为了研究USP1对膀胱癌的作用机制, 我们通过

转录组测序分析USP1+/+组和USP1−/−组的差异表达基

因, 并对其进行KEGG富集分析, 并通过Western blot
进行验证。结果显示, USP1敲除后的差异表达基因

有4 522个, 其中上调基因2 078个, 下调基因2 444个
(图4A)。KEGG分析发现这些基因的功能涉及多个

方面, 包括细胞周期调控、细胞信号转导、转录翻译、

蛋白折叠降解、自噬凋亡等(图4B)。Hallmark数据

库分析结果显示, 差异表达基因与E2F信号通路密切

相关(图4C)。为了更全面地探究E2F信号通路整体

的变化情况我们用所有变化的基因做了表达聚类热

图, E2F周期相关信号通路90个基因有74个基因下调

(图4D)。同时我们利用双荧光报告基因筛选了十几

个通路, 也发现E2F信号通路被激活(图4E)。这些结

果提示我们USP1可能对E2F通路有作用。

2.5   USP1激活E2F信号通路

为了进一步研究USP1和E2F之间的关系 , 我
们首先通过GEPIA数据库分析, 结果发现, USP1与
E2F1有很强的相关性(图5A)。双荧光素酶报告的

结果表明, E2F信号通路激活呈USP1剂量依赖性(图
5B)。为了验证USP1是否在蛋白水平对E2F进行调

A: USP1+/+组的细胞周期图; B: USP1−/− 1#的细胞周期图; C: USP1−/− 2#的细胞周期图; D: 细胞周期分布的统计学分析。n=3. ***P<0.001, 与
USP1+/+组比较。

A: the figure for the cell cycle of USP1+/+ group; B: the figure for the cell cycle of USP1−/− 1# group; C: the figure for the cell cycle of USP1−/− 2# group; 
D: statistical analysis of the cell cycle distribution. n=3. ***P<0.001 vs USP1+/+ group.

图3   USP1敲除对膀胱癌细胞周期的影响

Fig.3   The effect of USP1 knockout on the cell cycle of bladder cancer cells
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控, 蛋白质免疫印迹法检测结果显示, USP1敲除显

著降低了UMUC3细胞的E2F1的蛋白水平 (图5C)。
以上结果表明, USP1可以通过调控E2F1对膀胱癌细

胞的增殖和周期发挥作用。

3   讨论
膀胱癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤, 其发病

率居泌尿系统恶性肿瘤的首位。膀胱癌具有高侵袭

性、高复发性和高转移性的特征, 患者的预后很差, 

A: USP1敲除后差异基因的火山图; B: KEGG数据库富集的信号通路; C: hallmark数据库富集的信号通路; D: USP1敲除后E2F信号通路的基因

表达水平; E: 双荧光素报告基因检测USP1过表达后激活信号通路的情况。n=3。**P<0.01, ***P<0.001, 与control组比较。 
A: volcanic map of differentially expressed genes after USP1 knockout; B: the signal pathway enriched by the KEGG database; C: the signal pathway 
enriched by the hallmark database; D: gene expression levels of the E2F signaling pathway after USP1 knockout; E: bifluorescein reports activation of 
the signaling pathway after the gene detection of USP1 overexpression. n=3. **P<0.01, ***P<0.001 vs control group.

图4   USP1的表达水平引起的通路变化情况

Fig.4   Changes in pathways caused by expression levels of USP1
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5年生存率低[1]。筛选新的治疗靶点, 将对临床治疗

和药物开发提供新的思路。去泛素化是一个高度调

控的过程, 对维持细胞内稳态至关重要, 参与调节许

多细胞功能, 包括蛋白质水平、细胞凋亡、DNA修

复等。USP1作为去泛素化酶家族中的一员, 可以通

过调控多种细胞功能参与肿瘤的发生发展。本研究

首次证实了USP1与膀胱癌的进展有关, 通过体外实

验过表达和敲除USP1证实USP1可以促进膀胱癌细

胞增殖, 并且USP1缺失可以抑制其克隆形成和迁移

能力, 促进S期阻滞。进一步通过转录组测序分析差

异基因, 结合双荧光素酶报告基因提示USP1可以调

控E2F1信号通路, 并初步进行了验证。

USP1促进肿瘤细胞迁移已经在其他肿瘤中得

到了证实: 在乳腺癌中, USP1可以通过稳定KPNA2
表达促进乳腺癌转移[13]; 在胃癌中, USP1通过稳定

ID2表达促进胃癌转移[9]; 在骨肉瘤中, USP1可以促

进骨肉瘤细胞转移[11,14]; 我们在膀胱癌细胞中也发

现敲除USP1可以抑制细胞迁移。而在肝癌中发现

USP1的表达上调和肿瘤转移密切相关, 但是USP1
促进肿瘤转移主要是通过促进癌细胞在血液中的存

活而不是促进癌细胞的迁移[10]。USP1对肿瘤细胞

增殖的作用在不同的肿瘤中作用不尽相同: 在肝癌、

胃癌和乳腺癌中, USP1不影响肿瘤细胞的增殖[9-10,13], 
在骨肉瘤和前列腺癌中, 抑制USP1可以抑制细胞增

殖[8,11,14], 然而关于USP1对肿瘤细胞增殖的调控机制

研究较少。

我们在膀胱癌细胞中证实敲除USP1可以抑制

细胞增殖和克隆形成能力, 并且证明USP1敲除可以

A: USP1与E2F的相关性分析。B: USP1激活E2F, 并与USP1的剂量有关。n=3。***P<0.001。C: USP1敲除后E2F1的蛋白表达。 
A: the analysis of relationship between USP1 and E2F. B: USP1 activates E2F which is associated with the dose of USP1. n=3. ***P<0.001. C: the 
protein levels of E2F1 after USP1 knockout.

图5   USP1对E2F信号通路的影响

Fig.5   The effect of USP1 on the signal pathway of E2F
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促进S期阻滞, 这可能是其抑制增殖的机制。研究表

明, 细胞周期相关蛋白的泛素化降解在细胞周期的

有序运行中起着极其重要的作用。S期是DNA合成

期, 从S期进入G2期需要检查DNA复制是否完全, 被
称为S期检查点。很多去泛素化酶如USP29和USP20
能够去泛素化稳定S期检验点关键的蛋白质Claspin
来促进DNA损伤和修复[15-16]。还有研究表明, USP1
可以通过FA途径和TLS途径参与DNA损伤修复[17]。

那么, 在膀胱癌细胞中USP1通过什么机制来调控细

胞周期是我们想要进一步探讨的问题。因此我们

采用了RNA测序的方法来进行差异基因分析, 并结

合双荧光素酶报告基因的结果, 通过初步鉴定发现

USP1敲除可使E2F1表达明显下调。E2F1是细胞周

期相关转录因子E2F重要的家族成员之一, 决定了

进入细胞周期的S期并进展到细胞周期S期所需的许

多基因的及时表达, 从而参与了包括细胞周期进展、

分化、增殖、凋亡以及DNA修复和复制等多种细胞

过程[18-19]。研究表明E2F1在多种肿瘤(胃癌、骨肉

瘤、前列腺癌、肝癌等)中高表达, E2F1表达上调与

肿瘤的发生、发展、转移及预后密切相关[20-23]。因此, 
我们提出敲除USP1导致的膀胱癌细胞中E2F周期相

关信号通路转导抑制, 可能是抑制其增殖、克隆形

成与迁移的重要原因。但USP1是否与E2F有直接相

互作用, 或者USP1是否通过其去泛素化酶功能影响

E2F的转录后修饰, 从而阻滞膀胱癌的进展需进一

步的工作来阐明。另外, USP1是否也能通过其他信

号通路影响膀胱癌细胞增殖、克隆形成和迁移能力

也有待进一步的探究。
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此外, USP1作为去泛素化家族中治疗癌症的非

常具有潜力的靶点, 还有很多其他机制有待于深入

的研究。USP1在一些癌症中高表达并与化疗耐药

性有关[24-25], USP1抑制剂可克服肿瘤对靶向DNA药

物的耐药性。最近发现, USP1有助于阻断骨肉瘤的

分化, 通过抑制USP1来诱导骨肉瘤分化的治疗策略

是可能的[26]。USP1在DNA修复过程中与其辅因子 
UAF1一起作用, 特异性去除泛素信号[27]。因此, 除
了抑制其酶活性外, 另一种靶向USP1的方法可能是

干扰USP1/UAF1复合物的形成[28]。

目前, 泛素−蛋白酶体系统已成为研究热点, 
USP1的深入研究对研发USP1抑制剂从而应用于肿

瘤治疗非常重要。本研究为USP1作为膀胱癌治疗

的有效靶标提供了依据, 但其作用机制以及如何更

好地进行临床应用仍需进一步研究。
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