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泛素特异性蛋白酶36调控Caspase-8抑制

肝癌细胞凋亡
韩军军  於伟明  赵文妍  金肇清  杨自强  陈炜青  陈飞华  龚谋春*

(杭州市临安区第一人民医院/杭州医学院附属临安人民医院, 杭州 311300)

摘要      泛素特异性蛋白酶36(ubiquitin specific peptidase 36, USP36)是由USP36基因编码的去

泛素化过程中的关键酶。它通过去除靶蛋白上的泛素修饰调节蛋白质的稳定性和功能, 在细胞内

信号转导、蛋白质降解及细胞周期调控中发挥重要作用, 而其在肝癌中的功能和作用尚不清楚。

本研究通过生物信息学分析USP36在肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)中的表达水平及其与

临床预后的关系。构建USP36基因过表达和敲低的HepG2与Huh7肝癌细胞株, 分别在EGF因子和

TNF-α因子刺激条件下进行细胞增殖、迁移、侵袭及凋亡相关实验[四甲基偶氮唑盐法(MTT法)、
小室迁移(Transwell迁移)、划痕实验、流式细胞术及原位末端标记法(TUNEL)]。通过蛋白质免疫

印迹法(Western blot)分析半胱天冬酶-8蛋白(Caspase-8蛋白)、活化型半胱天冬酶-8蛋白(Cleaved-
Caspase-8蛋白)表达水平。结果显示: USP36在HCC组织中显著高表达, 且其高表达与患者的总体

生存率(OS)、无进展生存期(PFS)、无病生存期(DFS)和无复发生存期(RFS)均呈负相关。实验表

明, USP36基因过表达组在EGF因子与TNF-α因子刺激下, Caspase-8总蛋白水平显著上升, 但活化形

式Cleaved-Caspase-8蛋白下降, 同时细胞增殖、迁移与侵袭能力变强, 而凋亡水平大幅下降。相反, 
USP36敲低组表现出Caspase-8总量降低、Cleaved-Caspase-8表达量上升, 且细胞增殖、迁移和侵

袭能力减弱, 凋亡水平提升。总之, USP36通过稳定Caspase-8, 抑制外源性凋亡并促进肿瘤细胞的

增殖、迁移与侵袭, 从而在HCC的发生与发展中发挥促瘤作用。USP36有望成为肝癌治疗的潜在

分子靶点。
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Ubiquitin-Specific Peptidase 36 Suppresses Apoptosis in Hepatocellular 
Carcinoma by Stabilizing Caspase-8
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Abstract       USP36 (ubiquitin-specific peptidase 36), a key deubiquitinating enzyme encoded by the USP36 
gene, modulates protein stability and function by removing ubiquitin modifications. It plays crucial roles in intracel-
lular signal transduction, protein degradation, and cell cycle regulation. However, its functions and mechanisms in 
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HCC (hepatocellular carcinoma) remain largely elusive. This study first investigated the expression levels of USP36 
in HCC and their correlation with clinical prognosis using bioinformatic analysis. Subsequently, this article estab-
lished USP36-overexpressing and knockdown HepG2 and Huh7 HCC cell lines. A series of in vitro assays, includ-
ing MTT, Transwell, wound healing, flow cytometry, and TUNEL, were performed to evaluate cell proliferation, 
migration, invasion, and apoptosis under stimulation with EGF and TNF-α. The protein expression levels of total 
Caspase-8 and its activated form, Cleaved-Caspase-8, were analyzed by Western blot. These results revealed that 
USP36 was significantly upregulated in HCC tissues. Furthermore, high USP36 expression was negatively corre-
lated with OS (overall survival), PFS (progression-free survival), DFS (disease-free survival), and RFS (recurrence-
free survival) in patients with HCC. In vitro, upon stimulation with EGF and TNF-α, overexpression of USP36 led 
to a significant increase in total Caspase-8 protein levels but a decrease in its active form, Cleaved-Caspase-8. Con-
currently, USP36 overexpression enhanced cell proliferation, migration, and invasion, while substantially inhibiting 
apoptosis. Conversely, knockdown of USP36 resulted in decreased total Caspase-8, increased Cleaved-Caspase-8 
expression, attenuated cell proliferation, migration, and invasion, and promoted apoptosis. In conclusion, these 
findings suggest that USP36 exerts a pro-tumorigenic role in the development and progression of HCC. Mechanisti-
cally, USP36 stabilizes Caspase-8, thereby inhibiting extrinsic apoptosis and promoting the proliferation, migration, 
and invasion of tumor cells. These findings highlight USP36 as a promising potential therapeutic target for HCC 
treatment.
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原发性肝癌 (primary liver cancer, PLC)属于全

球最为常见的恶性肿瘤, 在所有恶性肿瘤里, 其发病

率位居第六, 死亡率则排在第三[1], 肝细胞癌(hepato-
cellular carcinoma, HCC)这一病理亚型最为常见 , 在
原发性肝癌病例里占80%以上 [2]。当前HCC的临床

治疗方案主要是外科切除 , 尽管靶向治疗、免疫治

疗、化疗和放疗等治疗方案在不断进展 , 但晚期诊

断、复发和耐药性等仍是严峻挑战 [3]。HCC的发生

和发展受到外源性生长信号与炎症微环境的显著

影响 [4-5]。表皮生长因子 /表皮生长因子受体轴 (epi-
dermal growth factor/epidermal growth factor receptor 
axis, EGF/EGFR axis)是典型的促生长信号通路 , 通
过激活Ras/Raf/MEK/ERK和PI3K/Akt信号级联 , 显
著促进肿瘤细胞的增殖、存活和迁移 , 且在HCC中
常呈高表达或异常活化 [6]。肿瘤坏死因子 -α(tumor 
necrosis factor-alpha, TNF-α)是一种重要的促炎因

子 , 它既能通过TRADD-FADD-Caspase-8诱导外源

性凋亡信号 , 还能经由NF-κB和MAPK通路调控促

炎基因表达以及抗凋亡反应 , 其作用呈现 “双刃剑 ”
特性 [7]。EGF/EGFR通路和TNF-α信号分别代表了

促增殖和炎症/凋亡两大关键调控维度, 深入解析肿

瘤细胞在不同刺激条件下的分子病理机制 , 对于揭

示肿瘤发生发展的本质及开发新型治疗靶点具有

重要意义。

在外源性凋亡信号传递方面 , 半胱天冬酶 -8蛋
白(Caspase-8)作为起始性半胱天冬酶发挥核心作用, 
尤其在死亡受体激活的早期阶段 [8]。有研究发现 , 
Caspase-8的表达水平或活性降低与HCC的进展密

切相关[9]。然而, 目前大多数研究主要集中于通过基

因表达或常规药物层面干预来影响Caspase-8的表达

或活性 , 对翻译后修饰如何影响这一关键蛋白的稳

定性与活化尚缺乏深入研究。

USP36(ubiquitin-specific protease 36)基因编码

泛素特异性蛋白酶 36(USP36), 主要定位于细胞核

仁 , 参与调控核糖体RNA(rRNA)的转录和稳定性 , 
从而在核糖体生成和细胞增殖中发挥重要作用 , 基
因位于人类17号染色体17q25.3区域。2005年 , 研究

人员首次从人类卵巢癌细胞中成功分离并表征了

USP36蛋白, 确认其具有去泛素化酶活性, 能够切割

泛素结构 [10]。USP36在细胞核仁中与 c-Myc相互作

用 , 去泛素化并稳定 c-Myc, 抑制其降解 , 从而促进

癌细胞增殖[11]。在胶质母细胞瘤中, USP36稳定AL-
KBH5, 从而促进肿瘤生长并增强其对药物的耐受

能力 [12]。同样 , 在结直肠癌 (colorectal cancer, CRC)
中, USP36有助于维持癌症干细胞特性, 导致肿瘤复

发并加剧化疗耐药[13]。此外, 在乳腺癌中, USP36能
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调控Warburg效应, 对肿瘤细胞的代谢与增殖产生重

要影响 [14]。在HCC中 , USP36与免疫细胞浸润及免

疫检查点分子关系密切 , 这表明其或许在肿瘤免疫

方面发挥作用 [15]。然而 , USP36对Caspase-8的作用

尚不明确。基于此, 本研究聚焦于USP36, 通过构建

稳定敲低和过表达USP36的肝癌细胞株 , 探讨其在

EGF/EGFR促增殖环境及TNF-α促凋亡 /促炎环境下

对肝癌细胞凋亡和存活的影响 , 并进行初步的机制

探究。

1   材料和方法
1.1   UALCAN数据库、GEPIA2及kmplot在线分析

利用UALCAN在线数据库 (http://ualcan.path. 
uab.edu)分析比较正常组和肿瘤样本之间的基因表

达水平 , 以及肿瘤患者的临床分期、病理学分级等

临床特征与基因表达水平的相关性。利用GEPIA2
及kmplot在线分析工具, 采用Kaplan-Meier生存曲线

与Log-rank检验 , 对不同表达水平组间的生存差异

予以评估。

1.2   细胞系与培养条件

本研究选用人肝癌细胞系HepG2和Huh7, 购自

中国科学院细胞与生物工程研究所。细胞在含10%
胎牛血清 (fetal bovine serum, FBS, Gibco, 美国 )、1%
青霉素–链霉素(penicillin-streptomycin, Gibco, 美国)的
DMEM培养基 (Gibco, 美国 )中培养 , 然后置于37 °C、
5% CO₂的恒温培养箱中继续培养。重组人EGF及
TNF-α均购自MCE公司(MedChemExpress, 美国)。
1.3   USP36过表达与敲低构建

本研究中使用的肝癌细胞株HepG2和Huh7分
别进行了USP36的过表达和敲低构建 , 具体方法参

照我们之前的研究[16]。

1.4   Western blot分析

HepG2和Huh7两种细胞 , 分为 3组 : 对照组、

USP36敲减组、USP36过表达组。上述分组基础上

分别经EGF(100 ng/mL)、TNF-α(5 ng/mL) 2种因子

进行干预96 h。细胞裂解后 , 用BCA法测定蛋白浓

度。等量蛋白 (30 μg)通过 10% SDS-PAGE电泳分

离后 , 把它转印到PVDF膜上。用5%的脱脂奶粉在

室温下将膜封闭1 h, 然后将特异性一抗 [(GAPDH、

Caspase-8、Cleaved-Caspase-8蛋白 ), 稀释比例为

置于[000 1׃1 4 °C下孵育过夜。第二天 , 将二抗 (稀
释比例为 用辣根过氧化物酶(000 5׃1 (horseradish 

peroxidase, HRP)标记后, 于室温下孵育1 h。以化学

发光法 (electrochemiluminescence, ECL)来检测蛋白

表达情况 , 蛋白表达情况的图像则由ChemiDoc系统

予以记录。

1.5   细胞增殖实验—MTT比色法检测(methyl-
thiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide assay)

HepG2和Huh7两种细胞 , 分为 3组 : 对照组、

USP36敲减组、USP36过表达组。上述分组基础上

分别经EGF(100 ng/mL)、TNF-α(5 ng/mL) 2种因子

进行干预96 h。将HepG2和Huh7细胞分别接种于96
孔板中 , 密度为5×103/孔。每组细胞设6个复孔 , 分
别干预后开展如下实验: 每孔加入20 μL配好的MTT
溶液 (5 mg/mL), 置于37 °C培养箱孵育4 h。将培养

基移除 , 于每孔中添加 100 μL的DMSO, 轻轻摇晃

10~20 min。在紫蓝色结晶完全溶解之后, 使用酶标

仪并选定490 nm的波长 , 对各孔的吸光度值进行测

定。细胞活力的百分比等于 (实验组的吸光度值减

去空白组的吸光度值 )除以 (对照组的吸光度值减去

空白组的吸光度值), 再乘以100%。

1.6   划痕实验(wound healing assay) 
HepG2和Huh7两种细胞 , 分为 3组 : 对照组、

USP36敲减组、USP36过表达组。上述分组基础上

分别经EGF(100 ng/mL)、TNF-α(5 ng/mL) 2种因子

进行干预96 h。取6孔细胞培养板, 用记号笔在板后

均匀地画出5条横线 , 每条横线间距0.5 cm。将各组

细胞以每孔5×10⁵个的密度进行接种 , 待细胞长满板

孔后 , 用移液枪枪头顺着直尺垂直于板孔底部划均

匀的直线。用PBS缓冲液对细胞清洗3次 , 将划痕下

的细胞洗去。加入无血清培养基后进行培养 , 于
24 h后查看划痕愈合情况并拍照。

1.7   Transwell实验

HepG2和Huh7两种细胞 , 分为 3组 : 对照组、

USP36敲减组、USP36过表达组。上述分组基础上

分别经EGF(100 ng/mL)、TNF-α(5 ng/mL) 2种因子

进行干预 96 h。将Transwell小室置于 24孔培养板

内, 在上室加入细胞, 每孔加入量为5×10⁴个, 随后置

于37 °C、5% CO₂的培养箱中培养24 h。接着, 用棉

签把上室底层细胞擦去 , 再用4%多聚甲醛 (parafor-
maldehyde, PFA)室温固定 10 min, 之后拍照并统计

迁移到下室的细胞数量。实验进行3次。

1.8   流式细胞术检测凋亡

HepG2和HUH7两种细胞 , 分为 3组 : 对照组、
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USP36敲减组、USP36过表达组。上述分组基础

上分别经EGF(100 ng/mL)、TNF-α(5 ng/mL) 2种因

子进行干预96 h。把处于对数生长期的细胞种到 6
孔板里 , 每孔的工作体积是2 mL, 接种密度为每孔

1.2×106个细胞。按照前面的分组处理完相应时间后

收集细胞 , 用预冷的PBS洗涤2次 , 将细胞浓度调整

为1×10⁶/mL。按照Annexin V-FITC说明书操作 , 于
1 h内用流式细胞仪检测细胞凋亡率。实验进行3次。

1.9   荧光染色检测凋亡

HepG2和Huh7两种细胞 , 分为 3组 : 对照组、

USP36敲减组、USP36过表达组。上述分组基础上

分别经EGF(100 ng/mL)、TNF-α(5 ng/mL) 2种因子

进行干预96 h。先将无菌且高洁净度的盖玻片放入, 
然后以60%~70%的细胞密度进行种板 , 在细胞贴壁

之后分别加药作用96 h。药物作用停止后将培养液

弃掉 , 随后在每个孔中加入 1~2 mL预先冷却的4% 
PFA, 室温固定30 min后吸除 , 再用PBS漂洗1次 , 每
次5 min。室温下细胞以4%的多聚甲醛来固定, 透化

之后 , 用DAPI对核酸进行染色。借助荧光显微镜对

凋亡细胞的形态变化予以观察拍照。

1.10   统计分析

所有实验至少重复 3次 , 数据用均值 ±标准差

(x
_
±s)来表示。组间比较的时候 , 用独立样本 t检验或

者单因素方差分析 (One-Way ANOVA), P<0.05视为

有统计学意义。用GraphPad Prism 5.0软件进行统计

分析。

2   结果
2.1   USP36在肝癌中过表达, 且与预后指标呈负

相关

我们运用生物信息学的方法来探究USP36在肝

癌里的临床意义与预后价值。我们通过UALCAN
数据集 (http://ualcan.path.uab.edu/analysis.html)分析

USP36在正常肝组织与原发性肝癌中的表达情况。

如图所示, 与正常肝组织相比, 肝癌组织中USP36表
达显著上调 (图1A和图1B)。同时 , USP36的表达水

平显示出与肿瘤患者的临床T分期 (图1C)及HCC肿
瘤病理学分级 (图1D)的进展相一致的显著增加。为

了评估肝癌USP36表达的预后意义 , 我们采用Ka-
plan-Meier绘制生存曲线。利用GEPIA2(http://gepia2.
cancer-pku.cn)对TCGA和GTEx数据库的数据进行

生存分析 , 发现USP36高表达组肝癌患者的总生存

率 (overall survival, OS)显著低于低表达组 (HR=1.7, 
P<0.005)(图 1E), 同时无病生存率 (disease-free 
survival, DFS)显著低于低表达组 (HR=1.7, P<0.005)
(图1F)。使用Kaplan-Meier Plotter(https://kmplot.com/
analysis/)在线工具分析 , 发现USP36高表达组患者

的无进展生存率 (progression-free survival, PFS)显著

低于低表达组(HR=1.92, P<0.005)(图1G), 无复发生

存率 (recurrence free survival, RFS)显著低于低表达

组 (HR=1.65, P<0.05)(图1H)。这些结果显示USP36
是一个不良预后因素 , 提示USP36在肝癌组织中呈

高表达, 且与预后不良有关。

2.2   USP36调控HupG2和Huh7细胞的增殖、迁

移和侵袭

为了探讨USP36在肝癌细胞增殖、迁移和侵袭

中的作用 , 我们利用之前构建的稳定过表达和敲低

USP36的HupG2和Huh7细胞株(该结果已发表)[16], 并
在不同刺激条件下进行了细胞学实验。我们通过分

别添加EGF和TNF-α这两个因子进行刺激, 旨在模拟

肿瘤微环境中的不同生物学状态 , 其中EGF/EGFR
通路与细胞增殖、迁移和侵袭密切相关 , 而TNF-α
则参与调节炎症反应和细胞凋亡。通过这种模拟 , 
我们能够更好地探索USP36在不同微环境刺激下

对肝癌细胞发生发展的调控作用。首先, MTT实验

结果 (图2A和图2B)显示 , 与对照组相比较 , USP36
过表达组的HepG2和Huh7细胞在EGF和TNF-α刺
激下 , 细胞活力显著增加 , 而USP36敲低组细胞活

力明显降低 , 表明USP36的过表达促进了肝癌细胞

的增殖 , 敲低则抑制了增殖。在评估迁移和侵袭

时 , Transwell小室 (图2C和图2E)结果显示 , USP36
过表达组细胞在EGF和TNF-α的刺激下 , 迁移能力

显著增强 , 而敲低组则表现为较弱的迁移能力。同

样地, 划痕实验(图2G和图2I)也证实了相同的趋势, 
USP36过表达组的细胞在 24 h后显著加速了划痕

的闭合 , 而敲低组的细胞迁移则受到明显抑制。这

些数据表明 , USP36通过调控肝癌细胞的增殖、迁

移和侵袭 , 在肝癌的发生与发展进程中起到关键作

用 , 这显示出其作为潜在治疗靶点具有临床应用的

前景。

2.3   USP36调控HupG2和Huh7细胞的凋亡

EGF/EGFR信号轴通过激活Ras/Raf/MEK/ERK
和PI3K/Akt等信号通路 , 促进肿瘤细胞的增殖和存

活 [6], 而TNF-α则通过TRADD-FADD-Caspase-8途径
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A: UALCAN数据集分析, USP36在正常肝组织与原发性肝癌中的表达情况; B: CPTAC数据集分析正常肝组织与肝癌组织中USP36的蛋白表

达差异(http://ualcan.path.uab.edu/analysis.html); C、D: USP36的表达与肿瘤T分期的相关性(C)及USP36的表达与肿瘤病理学分级的相关性(D); 
E~H: Kaplan-Meier生存曲线分析表明, USP36的表达与总体生存期OS(E)、无病生存期DFS(F)、无进展生存期PFS(G)及无复发生存期RFS(H)
等均呈负相关。**P<0.01, ***P<0.001, 与正常组比较。n=3。
A: analysis of the UALCAN, database showing USP36 expression in primary HCC (hepatocellular carcinoma) tissues and normal liver tissues; B: 
differential protein expression of USP36 in HCC and normal liver tissues based on the CPTAC database; C,D: correlation analysis between USP36 
expression and clinical-pathological features, including tumor T stage (C) and pathological grade (D), using the UALCAN dataset. E-H: Kaplan-Meier 
survival analysis demonstrating the negative correlation between USP36 expression and patient prognosis; USP36 expression was negatively correlated 
with OS (overall survival) (E), DFS (disease-free survival) (F), PFS (progression-free survival) (G), and RFS (recurrence-free survival) (H). **P<0.01, 
***P<0.001 compared with the normal group. n=3.

图1   USP36在肝癌中的表达与预后分析

Fig.1   Expression and prognostic analysis of USP36 in hepatocellular carcinoma
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Fig.2   USP36 promotes the proliferation and migration of hepatocellular carcinoma cells
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A、B: 在EGF和TNF-α刺激下, MTT实验检测HepG2细胞(图A)及Huh7细胞(图B)在对照组、USP36敲低组及USP36过表达组的细胞活力; C~F: 在
EGF和TNF-α刺激下, Transwell实验检测HepG2细胞(图C)及Huh7细胞(图E)在对照组、USP36敲低组及USP36过表达组的迁移能力, 图D和图F分别

对应图C和图E的定量结果; G~J: 在EGF和TNF-α刺激下, 划痕实验检测HepG2细胞(图G)及Huh7细胞(图I)在对照组、USP36敲低组及USP36过表达

组的侵袭能力, 图H和图J分别对应图G和I的定量结果。▲P<0.05, ▲▲P<0.01, 与对照组比较。n=3。
A,B: the viability of HepG2 (A) and Huh7 (B) cells, following transfection with USP36-knockdown (sh-USP36) or overexpression (oe-USP36) vectors, 
was assessed by MTT assay after stimulation with EGF and TNF-α; C-F: the migratory capacity of HepG2 and Huh7 cells was evaluated using a Transwell 
migration assay under EGF and TNF-α stimulation; representative images of migrated HepG2 (C) and Huh7 (E) cells are shown; the corresponding quan-
titative results are presented in (D) and (F); G-J: the effect of USP36 on cell migration was further examined by a wound healing assay; representative im-
ages show wound closure in HepG2 (G) and Huh7 (I) cell monolayers; the quantitative analysis of the wound closure rate is shown in (H) and (J). ▲P<0.05, 
▲▲P<0.01 compared with the control group. n=3.

图2   USP36促进肝细胞癌细胞的增殖和迁移

Fig.2   USP36 promotes the proliferation and migration of hepatocellular carcinoma cells
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诱导外源性凋亡 , 同时可通过NF-κB等通路增强细

胞的抗凋亡能力[7]。因此, 我们通过检测肝癌细胞在

EGF和TNF-α刺激条件下的凋亡情况, 以评估USP36
对细胞生存和凋亡的调控作用。我们运用流式细胞

术与TUNEL染色法对细胞凋亡水平做了检测。在

流式细胞术 (图3A和图3C)中 , 我们检测了在不同外

源性刺激 (EGF、TNF-α)下 , USP36过表达与敲低对

肝癌细胞凋亡的影响。结果显示 , 与对照组相比 , 
USP36过表达组在EGF和TNF-α刺激下 , 凋亡率明

显降低。相反 , USP36敲低组则表现出较高的凋亡

率 , 凋亡细胞比例显著增加。进一步使用TUNEL染
色法(图3B和图3D)观察肝癌细胞的凋亡情况。与对

照组相比, USP36过表达组在EGF和TNF-α的刺激下

均显示出明显的凋亡细胞数量减少的现象。相反 , 
USP36敲低组在所有刺激条件下均表现出更高的凋

亡比例 , 凋亡细胞的数量显著增加。这些结果表明 , 
USP36可能通过抑制肝癌细胞的凋亡 , 在肝癌细胞

的生存和增殖中起到促进作用。

2.4   USP36通过Caspase-8促进肝癌细胞进展

为了进一步揭示 USP36在不同外源性刺激

(EGF和 TNF-α)下的作用机制 ,  我们关注了 Cas-
pase-8蛋白及其活化形式Cleaved-Caspase-8蛋白。

Caspase-8是外源性凋亡途径的关键启动蛋白 , 参与

调节肿瘤细胞对凋亡信号的反应, 特别地, Cleaved-
Caspase-8是Caspase-8的活化形式, 其表达水平的升

高通常代表着凋亡反应的激活 [8]。EGF/EGFR信号

促进肿瘤细胞增殖与存活 , 可通过影响Caspase-8的
活性来抑制凋亡反应 [17]。此外 , 作为一种关键的促

炎细胞因子 , TNF-α已被证明能通过激活Caspase-8
在肿瘤微环境中促进细胞凋亡 [7]。因此 , 我们采用

Western blot检测Caspase-8与Cleaved-Caspase-8蛋
白的表达情况 (图4A和图4C)。结果表明 , 2种因子

刺激下均表现出相同的趋势 , 在 USP36过表达组

中, Caspase-8的总蛋白表达量显著上升, 而Cleaved-
Caspase-8的表达量显著降低 , 这提示USP36可能通

过维持Caspase-8的稳定性抑制其激活 , 进而抑制凋

亡信号的传递。相比之下, 在USP36敲低组中, Cas-
pase-8总蛋白量明显减少, Cleaved-Caspase-8的活化

形式显著增加 , 表明USP36的缺失促进了Caspase-8
的激活 , 进而促进了凋亡。定量分析结果如图 4B
和图 4D所示。综上所述 , 这些结果进一步证实了

USP36在肝癌细胞中的关键作用 , 表明它可能通过

调控Caspase-8信号通路 , 参与肝癌细胞生物学行为

的调节。

3   讨论
当前肝癌研究的热点凸显了翻译后修饰在肿

瘤进展中的关键作用 , 尤其是去泛素化酶 (deubiqui-
tinating enzymes, DUBs)在肿瘤生长、转移和治疗中

的重要地位[18-19]。我们的研究结果表明, USP36可能

通过Caspase-8介导的方式调控肝癌细胞增殖 , 尤其

是细胞凋亡 , 在肝癌的发生发展中起重要作用。与

正常组织相比 , USP36在肝癌组织中显著过表达。

USP36表达相对较高的肝癌患者临床结局更差。此

外 , USP36的抑制增加肝癌细胞的凋亡 , 导致EGF与
TNF-α刺激下的增殖水平降低。Caspase-8可能参与

USP36的促肿瘤作用。本研究证实了USP36可促进

肝癌细胞进展 , 并初步探讨了USP36如何调控细胞

凋亡的可能分子机制。

据报道 , USP36可通过去泛素化作用稳定核仁蛋

白(如B23、纤维蛋白), 调节核仁结构与功能[20]。作为

一种H2B去泛素化酶 , USP36也能显著降低细胞中

H2Bub1水平 , 从而影响p21等基因的表达及细胞的

增殖 [21]。另有研究显示 , USP36通过稳定ALKBH5, 
促进胶质母细胞瘤的发生 [12]。我们发现 , USP36在
肝癌组织中的表达量高于正常肝组织。更重要的

是 , 肝癌患者的总生存率与USP36表达水平呈负相

关。这些结果提示USP36可能作为肿瘤治疗的分子

靶点。

USP36可通过去泛素化作用稳定关键蛋白, 如
c-Myc和 SOD2, 从而调节细胞凋亡和其他生物过

程 [22]。厄洛替尼等EGFR酪氨酸激酶抑制剂 (tyro-
sine kinase inhibitor, TKI)能够诱导HCC细胞的凋

亡和细胞周期停滞 , 并增强化疗药物的抗增殖效

果 [23]。我们的研究表明 , 肝癌细胞在接受EGF和
TNF-α刺激下 , USP36过表达组均显著抑制了细胞

凋亡。

进一步分析显示 , USP36的上调引起Caspase-8
总蛋白水平显著上升、活化形式Cleaved-Caspase-8
蛋白表达水平下降。Caspase-8是外源性凋亡的关键

启动酶 , 与FADD等蛋白组装成死亡诱导信号复合

物 (death-inducing signaling complex, DISC), 然后才

被切割成活化片段[24]。Caspase-8在细胞凋亡过程中

的核转位现象已有报道 [25]; 此外, 在癌细胞中, DNA
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图3   USP36抑制HepG2和Huh7细胞的凋亡

Fig.3   USP36 inhibits apoptosis in HepG2 and Huh7 cells
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A、C: 在EGF和TNF-α刺激下, 流氏细胞术检测HepG2细胞(图A)及Huh7细胞(图C)在对照组、USP36敲低(sh-USP36)或过表达(oe-USP36)组的

凋亡比率; B、D: 在EGF和TNF-α刺激下, TUNEL染色法检测HepG2细胞(图B)及Huh7细胞(图D)在对照组、USP36敲低(sh-USP36)或过表达(oe-
USP36)组的凋亡比率。▲P<0.05, ▲▲P<0.01, 与对照组比较。n=3。
A,C: after stimulation with EGF and TNF-α, apoptosis was assessed by two independent methods; the percentage of apoptotic cells was determined 
by Annexin V/PI staining and flow cytometry in HepG2 (A) and Huh7 (C) cells; B,D: apoptosis was further confirmed by a TUNEL assay in HepG2 
(B) and Huh7 (D) cells. Representative images and quantification of TUNEL-positive cells are shown. ▲P<0.05, ▲▲P<0.01 compared with the control 
group. n=3. 

图3   USP36抑制HepG2和Huh7细胞的凋亡

Fig.3   USP36 inhibits apoptosis in HepG2 and Huh7 cells

续图3
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损伤可以诱导Caspase-8转运到细胞核内[26]。本研究

显示, USP36过表达会提高Caspase-8总蛋白水平, 却
减弱其切割成为Cleaved-Casase-8的效率。因此可

以推测其机制可能在于 , USP36通过去泛素化调控 
Caspase-8的稳定性, 阻碍其形成活化片段。

对于EGF/EGFR路径而言 , USP36可能与其下

游ERK、Akt信号形成“协作”, 共同强化细胞对外源

性生长因子的响应 ; 对于TNF-α而言 , USP36干扰了

TNF-α诱导的外源性凋亡启动(Caspase-8切割受阻)。
反观敲低USP36, 则使两种外源刺激均易触发更高

水平的Cleaved-Caspase-8, 明显提升了细胞凋亡率 , 
进一步佐证了USP36可能是外部信号与细胞命运之

间的重要 “闸门 ”, 提示其有能力在多种环境下帮助

肝癌细胞规避凋亡。

总之 , 我们的研究表明USP36在肝癌中起致癌

作用。我们还初步揭示了USP36促进肝癌进展的新

机制。同时 , 敲低USP36可增加肝癌细胞在EGF和
TNF-α因子刺激下的细胞凋亡率 , 最终抑制肝癌细

胞的增殖、迁移与侵袭。从临床角度来看 , HCC患
者常伴有高水平的生长因子及炎症因子 , 相关通路

的失衡会加剧肿瘤进展和耐药性。我们关于USP36
的发现 , 提示其在同时调控增殖信号与凋亡 /炎症通

路中可能扮演重要角色。值得注意的是 , 目前已有

一些针对去泛素化酶的小分子抑制剂正在开发中 , 
例如USP1抑制剂SIM0501, 我们的发现为靶向去泛

素化酶的药物开发提供了理论依据。

将HepG2和Huh7细胞分别转染USP36敲低(sh-USP36)或过表达(oe-USP36)载体, 通过Western blot法检测各组细胞中Caspase-8通路相关蛋白的

表达。A、C: 细胞经EGF刺激后, 检测总Caspase-8(Caspase-8)和活化Caspase-8(Cleaved-Caspase-8)的蛋白水平, 代表性蛋白印迹图见(A), 对应

的定量分析见(C); B、D: 细胞经TNF-α刺激后, 检测总Caspase-8和活化Caspase-8(Cleaved-Caspase-8)的蛋白水平, 代表性蛋白印迹图见(B), 对
应的定量分析见(D)。▲P<0.05, ▲▲P<0.01, 与对照组比较。n=3。
Western blot analysis was performed to investigate the effect of USP36 on the Caspase-8 pathway in HepG2 and Huh7 cells. Cells were transfected with 
USP36-knockdown (sh-USP36) or overexpression (oe-USP36) vectors. A,C: after stimulation with EGF, the protein levels of total Caspase-8 and Cleaved-
Caspase-8 were detected; representative blots are shown in (A), with corresponding quantitative analysis in (C); B,D: after stimulation with TNF-α, the 
protein levels of total Caspase-8 and Cleaved-Caspase-8 were examined; representative blots are shown in (B), with corresponding quantification in (D). 
▲P<0.05, ▲▲P<0.01 compared with the control group. n=3. 

图4   USP36调控Caspase-8信号通路

Fig.4    USP36 regulates the Caspase-8 signaling pathway
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