
 

 

 

 

 

博士研究生学位论文 
 

 

题目： 
USP4 调控 BRCA1 蛋白 

 
稳定性的作用机制及其与 

 
乳腺癌发生发展的关系 

 

 

 

 

姓    名： 郭雪媛 

学    号： 1410305129 

院    系： 基础医学院 

专    业： 医学细胞生物学 

研究方向： 去泛素化和 DNA损伤修复 

导师姓名： 邵根泽教授 

 

  

二〇二二年  月 



 
 

版权声明 

 

任何收存和保管本论文各种版本的单位和个人，未经本论文作者同意，不得将本论文转借他人，

亦不得随意复制、抄录、拍照或以任何方式传播。否则，引起有碍作者著作权之问题，将可能承担

法律责任。



中文摘要 

I 
 

中文摘要 

BRCA1是一个重要的乳腺癌抑癌基因，BRCA1基因的胚系突变与表达水平下降与

乳腺癌、卵巢癌等肿瘤的发生发展密切相关。BRCA1 及其功能复合物参与细胞的多种

生物学功能，包括同源重组途径的 DNA 损伤应答、细胞周期检验点调控、应激压力下

的复制叉保护、染色质重塑、细胞有丝分裂以及转录调控等过程，以确保基因组的稳定

性。 

BRCA1 蛋白的稳定性与剂量水平的调控是 BRCA1 及其复合物执行 DNA 损伤修

复、应激条件下复制叉的保护等功能的关键，在维持基因组稳定性以及抑制乳腺癌发

生中发挥着重要的调控作用。细胞内 BRCA1 的蛋白质水平通过多种机制被严密调控。

BRCA1 蛋白的表达（转录水平、表观遗传调控）、分子间的相互作用和复合物形成以及

翻译后修饰（包括磷酸化、泛素化、类泛素化等）均受到精细且严格的调控，其中泛素

化修饰是 BRCA1 蛋白质稳定性调节机制中最广泛存在且直接有效的方式之一。研究表

明，HERC2、FBXO44、HUWE1 以及 CRL4-DCAF8L1 等多种 E3 泛素连接酶介导的对

BRCA1 分子的多聚泛素化修饰可导致 BRCA1 蛋白通过泛素-蛋白酶体途径被降解。泛

素化修饰是一种可逆的修饰方式，绝大多数泛素化酶对于蛋白质底物的泛素化修饰可

以被去泛素化酶所逆转。研究表明，去泛素化酶 USP9X 能够与 BRCA1 相互作用并稳

定 BRCA1 蛋白，正向调控 BRCA1 蛋白质水平，但该调控是否是由 USP9X 对 BRCA1

进行去泛素化修饰所导致，目前尚存在争议。因此，BRCA1 的去泛素化酶的鉴定仍是

一个重要的科学问题。 

为了探索能够特异性地去除 BRCA1 多聚泛素化修饰进而稳定 BRCA1 蛋白的去泛

素化酶分子，阐明 BRCA1 分子蛋白质稳定性调控的机制，本论文采用分子生物学与细

胞生物学实验技术，进行了以下内容研究并取得结果：（1）通过对含有 38 种人源去泛

素化酶家族成员的蛋白文库进行筛选，发现去泛素化酶 USP4 可以显著上调细胞内

BRCA1 蛋白质水平；（2）通过 USP4 蛋白的过表达、敲低及回补实验，证明了 USP4

可以正向调控 BRCA1 的蛋白质水平和稳定性；（3）通过免疫共沉淀、GST pull-down

和细胞周期同步化实验证明了 BRCA1 与 USP4 能够相互作用，并且二者相互作用随细

胞周期的进展而变化；（4）通过蛋白截断体 Mapping 实验，确认了介导 BRCA1 与 USP4

相互作用的区域；（5）利用泛素化实验进一步证明了 USP4 对于 BRCA1 的正向调控是

通过拮抗E3泛素连接酶介导的对BRCA1分子的泛素-蛋白酶体降解。酶活突变型USP4

研究表明，USP4 的去泛素化酶催化活性在 USP4-BRCA1 调控过程中是不可或缺的。 

本研究利用乳腺癌细胞系、临床乳腺癌组织和标本，开展了以下功能实验和相关



北京大学博士学位论文 

II 
 

性研究，并得到以下研究结果：（1）乳腺癌细胞 DNA 损伤敏感性实验证明了缺失 USP4

的细胞对肿瘤化疗药物以及电离辐射等 DNA 损伤因素更加敏感，且该过程依赖 USP4

的去泛素化酶催化活性；（2）同源重组报告实验证明了 USP4 通过调节 BRCA1 的蛋白

质水平进而影响细胞的同源重组修复；（3）染色体分析研究表明，USP4 的缺失会导致

细胞基因组不稳定性增加，且该过程依赖 USP4 的去泛素化酶活性；（4）乳腺癌肿瘤组

织免疫组化实验和生物信息学数据分析发现，USP4 和 BRCA1 在乳腺癌肿瘤组织中广

泛地低表达，并且二者的表达存在显著正向相关关系；（5）通过对来自数据库临床乳腺

癌患者 USP4 突变体的研究，发现乳腺癌中存在 USP4 的功能丧失型突变体。 

综上所述，本研究发现了一个 BRCA1 蛋白的重要正向调控分子—去泛素化酶

USP4，揭示了 USP4 特异性对 BRCA1 进行去泛素化，调控 BRCA1 蛋白质稳定性的作

用和分子机制，回答了 BRCA1 蛋白质稳态调节中一个长期未决的科学问题。USP4 通

过去除 BRCA1 的 K48 连接多聚泛素化修饰，拮抗 BRCA1 的泛素-蛋白酶体途径降解，

保证了 BRCA1 在细胞内的相对稳定，既有助于细胞 DNA 损伤修复等重要生理功能的

维持，也为阐明 USP4-BRCA1 通路抑制乳腺癌发生中的作用和机理提供了新的线索。

由于 BRCA1 功能缺陷所导致的同源重组缺陷往往导致乳腺癌对抗癌药物如 PARPi 的

敏感性增高，因此，USP4 可能成为围绕 BRCA1 的乳腺癌治疗方案中的潜在干预靶点。 
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THE DEUBIQUITINATING ENZYME USP4 REGULATES 

BRCA1 STABILITY AND FUNCTION 

ABSTRACT 

BRCA1 (breast cancer susceptibility gene 1) has been identified as a key tumor 

suppressor involved in breast and ovarian cancers. BRCA1 regulates multiple cellular 

processes including homologous recombination and DNA replication repair, cell cycle and 

checkpoint, chromatin remodeling and mitosis. BRCA1 forms various distint complexes with 

molecules, and disruption of each of these complexes can lead to genomic instability, which 

is a hall mark of cancer and malignancy.  

The regulation of BRCA1 protein stability is critical to the execution of its cellular 

functions, which is crucial to maintain the genome integrity and to suppress breast 

tumorigenesis. Multiple mechanisms exist to supervise and maintain the stability of BRCA1 

protein: intermolecular interaction, transcription, and post-translational modification 

(including protein ubiquitination, phosphorylation, and SUMOylation), among which 

ubiquitination is the most widespread and effective post-translational modification of BRCA1 

protein. Several E3 ubiquitin ligases, such as HERC2, FBXO44, HUWE1 and CRL4-

DCAF8L1 have been reported to promote the polyubiquitination of BRCA1 protein. Similar 

to other post-translational modifications, ubiquitination is also a modification that can be 

reversed by deubiquitinases enzymes (DUBs) to maintain the cellular homeostasis of a protein. 

So far, the DUBs responsible for regulating BRCA1 protein have rarely been reported. 

Previous study suggests that USP9X could deubiquitinate BRCA1 to maintain its protein 

stability, but later study showed that USP9X stabilizes BRCA1 mainly through regulating the 

mRNA level of BRCA1, and this process is independent of its deubiquitinase activity. To date, 

the identities of BRCA1 deubiquitinase still remain unclear. 

To identify the DUBs that are responsible for deubiquitinating and stabilzing BRCA1, 

and to investigate their role and mechanism in regulating BRCA1 as well, we performed a 

series of studies and the following results were obtained. 

First, we identified USP4 as the DUB of BRCA1 which can significantly upregulate the 

protein level of cellular BRCA1 through an unbiased screening of 38 human deubiquitinase 

members. We demonstrated that USP4 can positively regulate the protein level and stability 

of BRCA1 through exogenous overexpression or siRNA/shRNA mediated depletion of USP4 
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alongwith rescue assays. The interaction between USP4 and BRCA1 was verified using co-

immunoprecipitation and GST pull-down assays. Further IP study using lysates from cells 

synchronized at different phase of the cell cylce proved that the protein level of BRCA1 

coincides with that of USP4 during cell cycle progression and their interaction is closely 

associated with the phase of cell cycle, which is low in G1 and increases from entering S, and 

peaks at G2. Furthermore, pulldown assays using a series of protein truncations confirmed the 

regions mediating the interaction between BRCA1 and USP4. 

 Next, we further demonstrated that USP4 positively regulates the protein stability of 

BRCA1 through ubiquitin-proteasome system using endogenous ubiquitination assay and a 

series of Ni-NTA pull down experiments. The results showed that USP4 stablizes BRCA1 by 

antagonizing E3 enzyme-mediated degradation of BRCA1, and reconstitution of USP4 

catalytic-inactive mutant further confirmed that the deubiquitinase function of USP4 is 

indispensable in this regulatory process.  

To further investigate the biological role and underlying mechanism of USP4-mediated 

deubiquitination of BRCA1 in homologous recombination repair and other cellular processes, 

we performed functional experiments at different aspects and obtained the following results. 

First, we demonstrated that USP4 depletion reduces the sensitivity of breast cancer cells 

to chemotherapeutic drugs and ionizing radiation, and this process depends on USP4 mediated 

positive regulation of BRCA1 protein.  

Next, the homologous recombination reporter system proved that USP4 can positively 

regulate the homologous recombination efficiency through stablizing BRCA1, and 

reintroduction with wild-type USP4, but not the catalytic-inactive mutant, can reverse the 

impaired homologous recombination efficiency caused by USP4 depltion. Meanwhile, we 

demonstrated through metaphase spread assays that depletion of USP4 leads to genomic 

instability in cells and this process is dependent on the deubiquitinase activity of USP4. 

Furthermore, we found that USP4 and BRCA1 protein are consistently low-expressed in 

breast cancer tissues, and a significant positive correlation between the expression level of 

USP4 and BRCA1 were observed in breast cancer tissue microarray. Besides, the expression 

level of USP4 is closely related to the prognostic risk of breast cancer patients through 

bioinformatic analysis of TCGA database. 

Finally, we identified several loss-of-function USP4 mutations from clinic breast cancer 

database and their defective function in regulating BRCA1 was further verified by Western 

blotting. The Co-IP and Ni-NTA pull down assays showed that clinic USP4 mutations from 

human breast cancer are defective in deubiquitinating and stabilizing BRCA1, mainly due to 
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their inability to interact with BRCA1. These findings suggest that USP4 loss-of-function 

mutants are involved in breast tumorigenesis. 

In conclusion, this study identified the deubiquitinase USP4 as an essential positive 

regulator of BRCA1, which may play an important role in the suppression of breast cancer. 

Our results suggest USP4 can specifically hydrolyze the polyubiquitination chains of BRCA1 

and antagonize UPS-mediated degradation of BRCA1, and thus maintain the homeostasis of 

cellular BRCA1 protein.  

Overall, our study addressed a previously unanswered question about BRCA1 protein 

level regulation and uncovered a critical role for USP4-BRCA1 pathway in breast 

carcinogenesis, suggesting that USP4 could be a potential therapeutic target for breast cancer 

treatment and prevention. 
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缩略词表 

缩写 全称 中文全称 

BRCA1 Breast cancer susceptibility gene 1 乳腺癌易感基因 1 

BARD1 BRCA1 associated RING domain  

protein 1 

BRCA1 相关的 Ring 结构域蛋

白 1 

CHX Cycloheximide 放线菌酮 

CtIP C-terminal binding protein interacting 

protein 

CtBP 相互作用蛋白 

Co-IP Co-Immunoprecipitation 免疫共沉淀 

DAB Diaminobenzidine 二氨基联苯胺 

DAPI Diamidino-phenyl-indole 二脒基苯基吲哚 

DDR DNA damage repair DNA 损伤修复 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium Dulbecco 改良的 Eagle 培养基 

DOX Doxorubicin 阿霉素 

DSBs DNA double-strand breaks DNA 双链断裂 

DUBs Deubiquitinating Enzymes 去泛素化酶 

DUSP Ubiquitin-specific proteases domain 泛素特异蛋白酶结构域 

ETO Etoposide 依托泊苷 

JAMM JAB1/MPN/MOV34 family JAB1/MPN/MOV34 结构域相

关金属蛋白酶家族 

HR Homologous recombination 同源重组 

HU Hydroxyurea 羟基脲 

IHC Immunohistochemistry 免疫组织化学 

IR Ionizing radiation 电离辐射 

K48-Ubs K48-linked ubiquitination chains K48 连接的多聚泛素链 

K63-Ubs K63-linked ubiquitination chains K63 连接的多聚泛素链 

MJD Machado–Joseph disease protein domain 

proteases 

Machado-Joseph 病蛋白酶 

miRNAs microRNAs 微小核糖核酸 

Mut Mutation type 突变型 

NHEJ Non-homologous end joining 非同源末端连接 

OTU Ovarian tumor proteases 卵巢肿瘤相关蛋白酶 

PARP Poly ADP-ribose polymerase 聚 ADP 核糖聚合酶 

PTMs Post-translational modifications 翻译后修饰 

RING Really Interesting New Gene RING 结构域 

Ub Ubiquitin 泛素分子 

UBL Ubiquitin-like domain 泛素样结构域 

UPS Ubiquitin- proteasome system 泛素-蛋白酶体系统 

USP4 Ubiquitin specific protease 4 泛素特异性蛋白酶 4 

WT Wild-type  野生型 



北京大学博士学位论文 

2 
 

第一章  引言 

1.1  乳腺癌概述 

乳腺癌是常见的多发于女性的恶性肿瘤，2021 年发布的美国癌症统计数据显示，

乳腺癌的发病率与肿瘤相关死亡率分别居于女性恶性肿瘤的第一位和第二位[1]。我国的

乳腺癌发病率与死亡率近年来也持续上升，且呈现出发病年龄年轻化的趋势[2, 3]。过往

研究已经充分证明 BRCA1 蛋白在抑制乳腺癌中发挥重要的功能，BRCA1 基因的胚系

突变或表达水平不足与乳腺癌的发生发展密切相关[4-7]。乳腺癌通常根据遗传易感性被

划分为家族性遗传性乳腺癌和散发性乳腺癌，越来越多的证据表明 BRCA1 分子的常见

异常表达类型在不同的乳腺癌遗传分型中存在差异。家族性遗传性乳腺癌占全体乳腺

癌患者的约 20-30%，其发生发展与 BRCA1、BRCA2、TP53 和 PTEN 等多种抑癌分子

的基因突变相关[8, 9]，其中 BRCA1/2的胚系突变出现在超过一半的家族性遗传性乳腺癌

患者中，是家族性遗传性乳腺癌患者的显著风险因素[10]；而在占全体乳腺癌患者约 70-

80%的散发性乳腺癌患者中，BRCA1 的异常多表现为蛋白质水平不足，而非 BRCA1基

因突变，且研究发现 BRCA1 的低表达水平与散发性乳腺癌的疾病进程、预后风险密切

相关[11-14]。 

1.2  BRCA1 分子概述 

1.2.1  BRCA1 的结构和功能 

BRCA1 是一个在 1990 年被首次发现并克隆的乳腺癌抑癌基因，定位于人类第 17

号染色体上，该基因编码的乳腺癌抑癌蛋白 BRCA1 共含有 1863 个氨基酸，由氨基端

的 RING 结构域（8-96）、NLS 结构域（503-614），C 端的 Coiled-coil 结构域(1364-1437)

和 BRCT 结构域(1646-1859)等结构域构成[15]，其中 BRCT 结构域是 BRCA1 抑制乳腺

癌的关键区域，也是在乳腺癌患者临床病例中出现 BRCA1 基因突变的高发区域[16-20]。 

作为一个具有多种生物学功能的肿瘤抑制蛋白，BRCA1 通过其 RING 结构域与

BARD1 构成异源二聚体，通过 BRCT 结构域与 RAP80、Abraxas、MRN（MRE11-RAD50-

NBS1）复合物、CtIP 等多种分子形成不同的蛋白复合体，在维持细胞基因组稳定性、

防止细胞恶性转化中发挥重要作用[21-23]。BRCA1 参与同源重组途径的 DNA 损伤修复

(DNA damage repair, DDR)、DNA 损伤诱导下的 S 期以及 G2/M 期细胞检验点调控、应

激压力下的复制叉保护、细胞有丝分裂、染色质重塑以及转录调控等过程，进而维持机
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体基因组的稳定性和完整性，抑制乳腺癌及卵巢癌的发生发展[23]。 

1.2.2  BRCA1 的蛋白质水平及其与乳腺癌的关系 

研究发现，BRCA1 蛋白的表达剂量对于 BRCA1 及 BRCA1 相关蛋白复合物执行

同源重组修复、应激条件下复制叉修复等功能的影响程度不同。复制叉修复对于

BRCA1 表达水平下调的敏感程度远高于同源重组修复，当 BRCA1 发生基因杂合突变

或单倍剂量下降（蛋白质表达水平仅为正常水平的 50%）时，复制叉修复过程受阻，

而同源重组修复仍可进行[24, 25]。这提示 BRCA1 的蛋白质水平和稳定性在机体内必然

受到精细且严格的调控，以确保 BRCA1 参与的各项重要的生物学过程能够正常进行。 

BRCA1 蛋白表达水平的下调在散发性乳腺癌中普遍存在，而 BRCA1/2的基因突变

出现在超过一半的家族性遗传性乳腺癌患者中。有趣的是，BRCA1 突变携带者来源的

小鼠胚胎成纤维细胞的基因组稳定性以及复制叉保护的功能缺陷可被外源野生型

BRCA1 的回补所逆转，而回补同等剂量的 BRCA1 突变体无法逆转上述功能缺陷，提

示 BRCA1 基因突变在家族性遗传性乳腺癌中的作用很可能是由于野生型 BRCA1 蛋白

水平不足，而非基因突变本身所致[24]。因此，阐明 BRCA1 蛋白在乳腺癌患者中的表达

水平下调对于揭示乳腺癌发生发展的机制具有重要的科学意义。 

1.2.3  BRCA1 蛋白的表达调控 

人体的 BRCA1 蛋白表达水平在多个不同层次受到精密调控，包括（1）分子间相

互作用方面，BRCA1 与 BARD1 的蛋白-蛋白相互作用构成异源二聚体，二聚体形式对

两个分子均起到稳定作用；（2）转录调控方面，多种转录因子以及 miRNAs 可以对

BRCA1 的转录水平进行正向或负向调控。研究发现，E2F1/RB/BRCA1 复合物、MiR-

155-5p、miR17 均可以抑制 BRCA1 的转录水平，而 YY1、USP9X 可以提高 BRCA1 的

转录水平[26-30]；（3）表观遗传方面，BRCA1基因启动子中 CpG 岛的甲基化修饰会负向

调控 BRCA1 的转录水平，进而下调 BRCA1 蛋白水平[14, 31, 32]；（4）翻译后修饰方面，

常见的翻译后修饰类型如磷酸化、泛素化、类泛素化修饰均可发生于 BRCA1 蛋白，其

中泛素化修饰是对 BRCA1 蛋白质水平及稳定性影响最显著的修饰类型之一。BRCA1

的多聚泛素化修饰导致 BRCA1 经由泛素-蛋白酶体途径降解，进而降低 BRCA1 在细

胞内的水平和蛋白稳定性。与其他可以通过可逆性修饰-去修饰过程达成相对稳态的修

饰类型一样，泛素化-去泛素化也是一种可以相互拮抗从而维持相对平衡的修饰方式，

E3 泛素连接酶（E3 ubiquitin ligases）对于蛋白质底物的泛素化降解可以被相应的去泛

素化酶（deubiquitinating enzymes，DUBs）所逆转。目前已报道的 BRCA1 的 E3 泛素

连接酶包括 HERC2、FBXO44、HUWE1、DCAF8L1 等，然而 BRCA1 蛋白的特异性

DUB 却少有报道。研究表明，去泛素化酶 USP9X 能够与 BRCA1 相互作用并稳定
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BRCA1 蛋白，正向调控 BRCA1 蛋白质水平，但该调控是否是由 USP9X 对 BRCA1 进

行去泛素化修饰所导致，目前尚存在争议。有研究表明 USP9X 可以通过去泛素化影响

BRCA1 蛋白水平，也有研究表明 USP9X 通过调节 BRCA1 的 mRNA 丰度进而调控其

蛋白质水平，而该过程与 USP9X 的去泛素化酶催化活性无关[33-36]。 

1.3  去泛素化酶及 USP4 分子概述 

1.3.1  去泛素化的类型和功能 

泛素化修饰是细胞内蛋白质翻译后修饰（post-translational modification，PTMs）的

主要类型之一，在调控蛋白质的稳定性、细胞内定位、信号传递以及功能活性等过程中

起到重要作用，并因此参与到细胞增殖、分化、细胞周期调控、损伤修复以及凋亡等多

种细胞生物学过程中[37-40]。 

泛素（Ubiquitin，Ub）是一个由 76 个氨基酸构成的小分子，其分子中有 7 个赖氨

酸残基。泛素分子之间可以通过赖氨酸残基相互连接进而形成泛素链。 根据泛素分子

之间赖氨酸连接位点的不同，泛素链可被划分为 K6、K11、K27、K29、K33、K48 和

K63 等不同类型，其中 K48 和 K63 多聚泛素化是最普遍存在、也是研究最深入的泛素

化修饰类型。K48 多聚泛素化修饰（K48-Ubs）主要介导蛋白质底物的泛素-蛋白酶体途

径降解，是调节蛋白质表达水平及稳定性的重要机制，细胞中超过 80%的蛋白质是经

此途径被降解的；K63 多聚泛素化修饰（K63-Ubs）主要调控蛋白质底物的细胞内定位

和功能[37, 41, 42]。 

与磷酸化等其他翻译后修饰类似，泛素化-去泛素化修饰也是一种可逆的翻译后修

饰方式，由 E3 泛素连接酶介导的泛素化修饰可以被 DUBs 所逆转。DUBs 是一个含有

近百个成员的蛋白酶超级家族，根据催化结构域的不同，分为泛素特异性蛋白酶家族

（USPs）、JAMM/MPN 结构域相关金属蛋白酶家族（JAMMs）、卵巢肿瘤相关蛋白酶

家族（OUTs）、Machado-Josephin 结构域蛋白酶家族（MJDs）以及泛素竣基末端水解酶

家族（UCHs）五个家族，其中以含有 50 多种蛋白酶成员的 USPs 家族最为庞大[37]。 

1.3.2  去泛素化酶与肿瘤发生发展 

肿瘤的发生以及发展是一个受多层次、多因素、多步骤调控的复杂事件，改变的生

物学过程涉及基因组完整性、肿瘤代谢、免疫肿瘤微环境、细胞分裂和死亡、肿瘤干细

胞等[43-45]。研究发现，DUBs 广泛参与到肿瘤发生发展相关的各项生物学过程，其中

USP1、USP3、USP4、USP7、USP11、USP13、USP15、USP21 等分子参与 DNA 损伤

修复[46-49]；USP13、USP28、USP37、CYLD 等分子参与细胞周期调控[50-52]；USP7、USP10、

USP13、OTUB1、OTUD3、OTUD7B 等分子参与肿瘤代谢通路调控[44]；USP25、OTUD5、
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OTUD7B 等分子参与肿瘤微环境调控[53]。 

由上述可知，DUBs 在肿瘤的发生发展过程中，可以通过去泛素化过程调控众多抑

癌蛋白或促癌蛋白，而且 DUBs 本身的基因突变、蛋白异常表达都可能影响细胞的多

项重要的生理活动，如 DNA 损伤应答、代谢及免疫信号通路、细胞周期调控和细胞凋

亡等过程，从而调控肿瘤的发生发展、侵袭转移、预后等过程。因此，去泛素化酶蛋白

超家族是重要的肿瘤治疗靶标，目前已有包括 USP1、USP2、USP7、USP8、USP9X、

USP11、USP14 等多个特异性抑制剂处于抗肿瘤药物研发的阶段[45]。 

1.3.3  USP4 分子的结构和功能 

USP4（Ubiquitin specific protease 4）是泛素特异性蛋白酶家族中的 DUB，定位于

人类染色体的 3p21.3，编码 963 个氨基酸，主要由氨基端的 DUSP 结构域、中间两段

UBL 结构域以及羧基端水解酶结构共同构成[54]。目前报道的 USP4 蛋白质底物有十余

种，其中 USP4 能够移除的泛素化类型也呈现出多样性，包括 Smad4、HAS2 以及 PDK1

的单泛素化修饰[55-57]，β-catenin、TRAF6、RIG-I 等的 K48 连接多聚泛素化修饰[58-60]，

以及 PRP3、RNPS1、TRAF2、TAK1 和 RIP1 的 K63 连接多聚泛素化修饰[59, 61-64]。以

上分子的去泛素化过程均依赖于 USP4 的 DUB 催化活性，这意味着 USP4 通过去泛素

化调控蛋白质底物来实现对细胞活动的调控。此外，USP4 还可以通过 DUB 催化活性

非依赖的方式与 CtIP、S9 等蛋白相互作用，在此过程中 USP4 对 CtIP、S9 等蛋白的泛

素化修饰没有影响，但仍可调节对应蛋白的细胞内定位、功能活性进而参与到相应的

细胞活动中[65]。 

研究表明，USP4 参与调控 DNA 损伤修复、细胞增殖及分化、TGF-β 以及 Wnt/β-

catenin 等肿瘤代谢相关信号通路、NF-κB、T 细胞免疫应答等免疫炎症相关信号通路

[66]。同时，USP4 在多种肿瘤组织中特异性地低表达或高表达，其中 USP4 的低表达和

基因突变与乳腺癌、非小细胞肺癌、肾细胞癌、食管癌、头颈鳞癌等肿瘤密切相关[65]。

此外，USP4 与 USP11 和 USP15 在分子结构和进化过程中存在高度同源性，USP11 和

USP15 均被证明能够通过发挥 DUB 功能来调控 DNA 损伤修复和基因组稳定性，进而

起到抑制乳腺癌发生的作用。以上研究成果均提示，USP4 可能与肿瘤，尤其是乳腺癌

的发生发展存在密切关系[65]。但是，作为一个去泛素化酶，USP4 在维持基因组稳定性

以及乳腺癌发生发展过程中的具体机制是什么？在此过程中 USP4 的去泛素化蛋白质

底物是什么？USP4 能够去除其蛋白质底物的何种类型的泛素化修饰？这些问题依然

未被研究清楚。 
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1.4  本文的科学问题和研究内容 

针对上述研究背景和科学问题，本研究开展了 BRCA1 的去泛素化酶筛选鉴定及其

在乳腺癌发生发展过程中的作用机制研究，并且从以下三方面开展了工作。第一，通过

在含有 38 种人源性 DUBs 的质粒文库中进行筛选，鉴定出能够特异性上调 BRCA1 蛋

白质水平的 DUB；第二，阐明 USP4 调控 BRCA1 的蛋白质稳定性以及细胞内生物学

功能的作用和机理。本研究在多种乳腺癌细胞系中瞬时敲低或过表达 USP4，检测

BRCA1 蛋白质水平。在稳定敲低或过表达 USP4 的乳腺癌细胞系中，通过 CHX 半衰

期实验观察 USP4 对于 BRCA1 蛋白稳定性的影响。此外，通过一系列变性或非变性条

件下的泛素化实验，在内源及外源性水平上检测 USP4 对于 BRCA1 的去泛素化水平的

影响。第三，探究 USP4-BRCA1 通路在基因组稳定性以及乳腺癌发生发展过程中的作

用。细胞水平上，在同源重组报告系统、中期染色体分析实验以及 DNA 损伤敏感性实

验中观察并分析 USP4 的蛋白质水平及 DUB 催化活性与细胞基因组稳定性的关系。肿

瘤组织水平上，通过乳腺癌组织芯片的免疫组化实验，分析 USP4 以及 BRCA1 在乳腺

癌肿瘤组织中的表达程度和相关关系。同时，利用乳腺癌数据库获得乳腺癌患者临床

突变体信息，构建临床突变体并进行检测，鉴定出乳腺癌中 USP4 的功能丧失型基因突

变，并阐明 USP4 临床突变体对 BRCA1 的调控能力丧失与乳腺癌肿瘤抑制功能丧失之

间的相关关系。 

综上所述，本研究发现去泛素化酶 USP4 可以通过去除 BRCA1 的多聚泛素链，拮

抗泛素-蛋白酶体系统对 BRCA1 蛋白的降解，从而上调 BRCA1 蛋白表达水平，稳定

BRCA1 蛋白，明确了 USP4 是 BRCA1 的正向调控分子。本研究首次阐明了 USP4-

BRCA1 通路在抑制乳腺癌中的作用和可能机理，为以 BRCA1 异常为中心的乳腺癌靶

向治疗提供了新的线索和思路。 
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第二章  综述 

2.1  引言 

泛素化修饰通过调控多种重要蛋白质底物，广泛参与到蛋白质的表达水平及稳定

性、细胞内定位、信号传递以及功能活性的调控过程，从而在包括细胞增殖分化、转录

调控、DNA 损伤应答、细胞周期调控以及细胞凋亡等几乎一切细胞生命活动[38, 67]。 

USP4 是泛素特异性蛋白酶家族的成员，可以对蛋白质底物的多种泛素化修饰进行

切割，包括单泛素化、K48-连接类型多聚泛素化、K63-连接类型多聚泛素化。目前已报

道的 USP4 去泛素化蛋白质底物已有十余种，USP4 通过调节蛋白质底物的稳定性、细

胞内定位、功能活性进而参与到多种细胞活动中。近年来，大量研究发现 USP4 在许多

恶性肿瘤中低表达或基因突变，表明 USP4 可以作为潜在的肿瘤治疗靶点。 

BRCA1 是一个具有多种生物学功能的肿瘤抑制蛋白，可以通过其 BRCT 结构域与

Abraxas、MRN 复合物、CtIP 等多种分子构成蛋白复合体，在不同阶段、不同层次上对

基因组稳定性、完整性进行调控，进而抑制细胞的致瘤转化和恶变[21-23]。BRCA1 参与

同源重组途径的 DNA 损伤修复、DNA 损伤诱导下的 S 期以及 G2/M 期细胞检验点调

控、应激压力下的复制叉保护、细胞有丝分裂、染色质重塑以及转录调控等过程，进而

维持机体基因组的稳定性和完整性，抑制乳腺癌及卵巢癌的发生。 

本综述中，首先简要介绍泛素化和去泛素化修饰过程，然后详细介绍去泛素化酶

的类型、生物学功能以及在肿瘤发生发展过程中的作用，以及 USP4 分子的结构特性、

对细胞内各类信号通路的调控机制以及 USP4 在肿瘤发生发展过程中的研究进展。 

2.2  去泛素化酶研究概述 

蛋白质翻译后修饰是细胞内重要的生物学过程，主要的修饰类型包括泛素化、类

泛素化、磷酸化、乙酰化等，其中泛素化是细胞内最普遍存在的修饰之一。泛素化修饰

通过对多种重要蛋白质底物的调控参与蛋白质稳定性、细胞内定位、信号传递以及功

能活性等重要的细胞活动，从而在包括细胞增殖分化、转录调控、DNA 损伤应答、细

胞周期以及细胞凋亡等几乎一切细胞生物学过程中[37-40, 68, 69]。 

蛋白质翻译后修饰多为可逆过程，泛素化修饰也不例外，由 E3 泛素连接酶介导的

泛素化修饰可以被 DUBs 所逆转。DUBs 是一个含有 90 多个成员的蛋白酶家族，可对

泛素分子的 76 位甘氨酸残基的肽键进行水解，从而去除蛋白质底物上的泛素化修饰，

起到维持泛素稳态、精细化调控蛋白质稳定性及功能活性的作用。 
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2.2.1  泛素化与去泛素化简介 

蛋白质翻译后修饰是细胞内调控蛋白质稳定性与活性的重要途径之一，其中，泛

素化修饰可以通过对蛋白质底物的调控参与到包括泛素-蛋白酶体途径介导的蛋白质

降解、蛋白-蛋白相互作用、蛋白质的细胞内定位以及功能活性等多种生物学过程中，

几乎参与细胞的所有生命活动。 

泛素化修饰是一种可逆的翻译后修饰，由 E3 泛素连接酶介导的泛素化修饰可以被

去泛素化酶逆转，从而对蛋白质底物的稳定性和功能活性进行精细调控。 

泛素是一个由 76 个氨基酸残基构成的小分子，在多种真核细胞中高度保守，由

UBB、UBC、UBA52和 RPS27A四个基因编码而成。泛素分子在第 6、11、27、29、33、

48 和 63 位分别含有 7 个赖氨酸残基，泛素分子通过这些赖氨酸残基与其他泛素分子

的羧基端甘氨酸或者靶蛋白赖氨酸的侧链氨基共价结合，最终形成多聚泛素链或对靶

蛋白进行单泛素化修饰。 

以泛素-蛋白酶体途径介导的蛋白质降解为例，泛素化修饰是一个多步骤、多层次

调控的过程，该过程是在各个酶的依次作用下将泛素分子标记在蛋白质底物上，并被

26S蛋白酶体识别进而降解蛋白质底物的过程[41, 70, 71]。在ATP水解提供能量的前提下，

E1 泛素活化酶（ubiquitin activating enzyme）的半胱氨酸残基与泛素分子羧基端的甘氨

酸残基结合形成高能硫酯键，并将泛素分子激活。完成激活步骤的泛素分子被转移至

E2 泛素结合酶（ubiquitin conjugating enzyme）上，并与之结合。紧接着，E2 泛素结合

酶与 E3 泛素连接酶(ubiquitin protein ligase)相互作用，在此过程中泛素分子被转移至 E3

泛素连接酶识别、结合的靶蛋白上，泛素分子的赖氨酸残基与靶蛋白上赖氨酸的侧链

氨基共价结合，至此完成对于靶蛋白的泛素化修饰。被泛素分子标记的蛋白质底物能

够被 26S 蛋白酶体识别，最终完成蛋白质降解过程（图 2.1）[67, 72-74]。 

 

图 2.1 泛素-蛋白酶体系统概览[67] 
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泛素分子在第 6、11、27、29、33、48 和 63 位共含有 7 个赖氨酸残基，均可作为

泛素化位点，根据泛素连接的赖氨酸位点，泛素分子之间可分别形成 K6、K11、K27、

K29、K33、K48 和 K63 等不同连接类型的泛素链。同时，根据泛素链连接方式的不同，

泛素化修饰又可以被划分为单点泛素化、多位点单泛素化、多聚泛素化等形式。蛋白质

底物的同一赖氨酸位点同时存在２种不同的泛素链时，可以形成多聚异质泛素链，异

质泛素链可以进一步分为混合或者分支泛素链修饰[75, 76]。总体而言，K48 和 K63 多聚

泛素化是目前最普遍存在，也是研究最深入的泛素化修饰类型。其中，K48 多聚泛素化

修饰主要介导蛋白质底物进行泛素-蛋白酶体途径降解，是调节蛋白质水平及稳定性的

重要机制，细胞中超过 80%的蛋白质是经由此途径被降解的；K63 多聚泛素化修饰主

要通过改变蛋白质底物的细胞内定位和功能活性，从而参与到包括有丝分裂、DNA 损

伤修复、囊泡运输、免疫调控以及上皮间质转化（epithelial-mesenchymal transition, EMT）

等多个重要的细胞生物学过程中（图 2.2）[77-81]。 

 

图 2.2 泛素-蛋白酶体系统概览[82] 

2.2.2  去泛素化酶简介 

DUBs 是一个含有近一百个成员的蛋白酶超级家族，可将泛素羧基端的甘氨酸肽键

从蛋白质底物上水解下来，从而调节泛素分子的前体加工和回收利用。根据催化结构

域和保守性的不同，细胞中的 DUBs 被分为五个亚家族，分别是 USP、JAMM、OUT、

MJD 以及 UCH，其中以含有 50 多种蛋白酶成员的 USP 家族最为庞大。DUBs 可以通

过调控蛋白质底物的泛素化修饰参与到多个重要的细胞内生物学过程，因此，DUBs 本

身的功能和活性也受到体内多种机制严格而精密的调控。 

2.2.2.1 去泛素化酶类型 

目前细胞中被鉴定出来的DUBs有近百个，根据催化结构域和序列保守性的不同，

分为 5 个亚家族，分别是泛素特异性蛋白酶家族（USPs）、JAMM/MPN 结构域相关金
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属蛋白酶家族（JAMMs）、卵巢肿瘤相关蛋白酶家族（OUTs）、Machado-Josephin 结构

域蛋白酶家族（MJDs）以及泛素羧基末端水解酶家族（UCHs），其中以含有 50 多种蛋

白酶成员的 USPs 家族最为庞大（图 2.3）[67]。除了以上五大经典的亚家族成员，近年

来随着 DUBs 的进一步发现和鉴定，新增了 MINDY 蛋白酶家族（MINDYs）以及 SUMO

特异性蛋白酶家族（SENP）两个新型亚家族。其中，除了 JAMM 家族属于金属蛋白酶，

其他四大家族的 DUBs 均属于半胱氨酸蛋白酶；除了 MJD 家族的成员不在酿酒酵母内

表达，其他家族的成员在包括人、果蝇、斑马鱼以及酵母菌等多个物种中保持高度保守

[37, 83]。 

 

图 2.3 去泛素化酶分类概览[45] 

2.2.2.2 去泛素化酶参与的生理功能 

DUBs 通过去除蛋白质底物上的泛素化修饰，阻断蛋白质的泛素-蛋白酶体途径降

解或改变蛋白质底物的细胞内定位，从而调控蛋白质底物参与的一系列细胞活动，

DUBs 也因此参与到 DNA 损伤应答、细胞周期调控、有丝分裂以及细胞凋亡等几乎一
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切细胞生物学过程中。 

（1）DUBs 在 DNA 损伤应答中的作用 

内源及外源因素引发的 DNA 损伤每天都在发生，导致 DNA 单链断裂（single strand 

breaks, SSBs）、DNA 双链断裂（double strand breaks, DSBs）、碱基错配、DNA 交联等

各类 DNA 损伤，细胞会因此启动 DNA 损伤应答以应对各类 DNA 损伤情况。细胞可

以针对不同的 DNA 损伤类型选择不同的 DNA 损伤修复方式，以高效、迅速地应对可

能导致基因组不稳定甚至进一步诱发细胞瘤变的风险。常见的 DNA 损伤修复方式包括

核苷酸切除修复（nucleotide excision repair, NER）、碱基切除修复（base excision repair, 

BER）、错配修复（mismatch repair, MMR）、非同源末端连接（non-homologous end-joining, 

NHEJ）以及同源重组修复（homologous recombination repair, HR）。其中，对于 DNA 双

链断裂这一最严重的损伤类型，细胞通常采取同源重组修复或非同源末端连接修复，

而细胞在两种修复通路之间的选择主要取决于损伤时细胞所处的细胞周期以及 53BP1、

BRCA1 等关键调控分子之间的拮抗结果[84-88]。 

以 DNA 双链断裂后启动同源重组修复过程为例，处于 S 或 G2 期的细胞发生 DNA

损伤后，蛋白激酶 ATM/ATR 磷酸化 Chk1 使得细胞周期阻滞，组蛋白变体 H2AX 发生

磷酸化，形成 γH2AX。γH2AX 随后被 MDC1 识别，蛋白激酶 ATM 对 MDC1 进行磷

酸化，E3 泛素连接酶 RNF8 的 FHA 结构域与 MDC1 的磷酸化位点结合并因此定位到

DSB 位点，将 DSB 处的组蛋白泛素化。RNF8 还可通过其羧基端 RING 结构域与 E2 泛

素结合酶 Ubc13 相互作用导致 H2A 的泛素化，并在此基础上招募 E3 泛素连接酶

RNF168。RNF168 与 Ubc13 的相互作用可进一步延伸 RNF8 启动的 H2A 泛素链，促进

下游的效应蛋白如 BRCA1、53BP1、RAP80 等分子向 DNA 损伤位点处募集[89-94]。 

MRN 复合物识别 DSB 并将 CtIP 招募到 DNA 断裂位点，启动 DNA 末端切除，形

成单链 DNA（single-stranded DNA, ssDNA）。ssDNA 一旦形成便迅速被 RPA 蛋白包裹

并保护，随后 RAD51 置换 RPA 并形成单链 DNA 核纤丝。在 BRCA2 和 PALB2 的共

同帮助下，RAD51 介导单链 DNA 对同源染色体的姐妹染色单体进行入侵。在姐妹染

色单体的指导以及 DNA 聚合酶的作用下，ssDNA 得以高保真延伸。两个姐妹染色单

体之间形成霍利迪结构（holiday junctions），该结构随后在核酸酶的作用下被解开，具

有高保真度的同源重组修复就此完成[95-100]。 

研究表明，多种 DUBs 可以通过调控 DNA 损伤修复相关的关键蛋白质的稳定性或

功能活性，进而调控 DNA 损伤应答过程。目前报道的能够参与 DNA 损伤修复的 DUBs

包括 USP1、USP2a、USP3、USP4、USP7、USP8、USP9X、USP10、USP11、USP14、

USP20、USP24、USP28、USP38、USP52、BRCC36、OTUB1、OTUD3 和 POH1 等。

下面选取一些具有代表性的 DUB 分子进行进一步的机制介绍[41, 101, 102]。 

USP1 可以通过调控 DNA 交联损伤（DNA interstrand crosslinks, ICL）和跨损伤修
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复（translesion synthesis, TLS)通路中的关键蛋白，参与 DNA 损伤修复通路。一方面，

USP1 是范可尼贫血相关蛋白 2（FANCD2）的特异性去泛素化酶，而 FANCD2 是范可

尼贫血症 DNA 交联修复途径的关键蛋白，可以与 FANCA/B/C/E/F/G/L/M 形成 FA 核

心复合物、与 FANCI 形成 FANCID 复合物，进而启动包括 DNA 交联损伤和同源重组

修复在内的多个 DNA 修复进程[103]。此外，USP1 可以调控 FA 核心复合物在 DNA 损

伤位点附近的积累，并可通过细胞周期依赖的方式对 FANCD2-FANCI 复合物进行去泛

素化[104]。另一方面，USP1 还可以去除增殖细胞核抗原(PCNA)的单泛素修饰并调控其

蛋白活性。在 DNA 复制过程中，PCNA 蛋白可围绕 DNA 形成环状三聚体以增强 DNA

合成的持续性，当复制叉被 DNA 损伤位点阻挡时，PCNA 蛋白的泛素化修饰可启动跨

损伤 DNA 合成途径，进而帮助细胞规避更为严重的 DSB。当细胞处于紫外线损伤条

件下时，RAD6 或 RAD18 等 E3 泛素连接酶对 PCNA 进行单泛素化修饰并激活 PCNA

从而启动跨损伤修复；当紫外线损伤条件解除后，USP1 对 PCNA 进行去泛素化，从而

抑制过度的跨损伤修复[105]。目前，针对 USP1 的小分子抑制剂已处于临床研究阶段，

卵巢癌和三阴性乳腺癌的临床前研究数据表明，USP1 抑制剂可增强 PARP 抑制剂的疗

效，USP1 有潜力作为肿瘤合成致死治疗途径的靶点之一[106]。 

USP3 能够特异性去除组蛋白 H2A 与其磷酸化形式 γH2AX 的泛素化修饰，并与

E3 泛素连接酶 RNF8/RNF168 相互拮抗，减少 BRCA1 和 53BP1 在 DNA 损伤位点的聚

集，进而负向调控基因组稳定性。此外，USP3 还可去除组蛋白 H2B 的单泛素化和多

聚泛素化修饰，在体内敲低 USP3 可以观察到 H2A 和 H2B 泛素化水平的明显上升，基

因组不稳定性增加，敲除 USP3 的小鼠可以自发成瘤[107-109]。 

USP4 和 USP52 可以通过调控 CtIP 促进 DNA 末端切除，进而正向调控同源重组

修复过程。其中，USP4 并不对 CtIP 进行去泛素化，而是直接与 CtIP/MRN 复合物相互

作用，促进该复合物在 DNA 双链断裂位点的募集，启动 DNA 末端切除。有趣的是，

USP4 的自身泛素化水平影响其对于 CtIP 的调控[110, 111]。USP52 可以特异性去除 CtIP

的 K782 位点的单泛素化修饰，促进 CtIP 的 847 位苏氨酸的磷酸化，进而激活 CtIP 活

性，促进 DNA 末端切除，从而有利于后续的同源重组修复过程[102]。 

USP7 是 MDC1 的去泛素化酶，它与 MRN/MDC1 复合体存在直接相互作用，

MRN/MDC1 复合体为 USP7 更有效地去泛素化和稳定 MDC1 提供了平台。在 DNA 损

伤条件下，MRN/MDC1 与 USP7 的相互作用进一步增强，MDC1 的稳定性随之上调，

从而有利于招募 BRCA1 和 53BP1，促进细胞同源重组修复和非同源末端连接修复。研

究表明，USP7 在宫颈癌中存在过表达，USP7 介导的 MRN/MDC1 复合体稳定性增强

赋予了宫颈癌细胞抵抗 DNA 损伤的能力，过表达 USP7 的宫颈癌患者预后可能更差

[112]。 

MSH2 是错配修复途径的重要调控蛋白。研究发现，USP10 可以与 MSH2 相互作



第二章  综述 

13 
 

用，并通过去泛素化途径稳定 MSH2 蛋白。此外也有研究表明，在肺癌细胞中敲低

USP10 可以降低肿瘤细胞对 DNA 损伤药物的敏感性[113, 114]。 

USP11 可以与 BRCA2 形成复合物，促进 DNA 双链断裂情况下的同源重组修复途

径。另外，BRCA1 与同源重组修复中的另一个关键蛋白 PALB2 之间的相互作用受泛

素化控制，PALB2 的泛素化修饰会抑制其与 BRCA1 的相互作用，而 USP11 可以特异

性去除 PALB2 的泛素化修饰，进而保护 BRCA1 与 PALB2 的蛋白相互作用，最终正向

调控同源重组修复过程[115, 116]。 

USP14 可以拮抗 RNF168 依赖的泛素信号传导过程，阻止 53BP1 等下游效应蛋白

在 DNA 损伤位点的募集，进而影响 HR 效率。此外，PTEN 通过阻碍 Ku70 与 DNA 的

结合，下调 NHEJ 修复效率，而 USP14 可以通过去泛素化调控 Ku70，影响 NHEJ 介导

的 DNA 损伤修复过程[117, 118]。 

Chk2-p53-PUMA 通路是响应 DNA 双链断裂的主要调节因子之一，也是促进 p53

介导的细胞凋亡的重要途径之一。USP28 可以去泛素化并稳定 Chk2 和 53BP1 以维持

该通路所参与的 DNA 损伤应答和细胞凋亡[119, 120]。 

USP38 能够被募集到 DNA 损伤位点，通过去除去乙酰化酶 HDAC1 的 K63 多聚

泛素化修饰，上调 HDAC1 的去乙酰化酶活性并去除 H3K56 的乙酰化修饰，提高 NHEJ

的修复效率。USP38 全身敲除小鼠在电离辐射后 20 天内全部死亡，而野生型小鼠则能

够长久存活，进一步提示 USP38 在细胞基因组稳定性维持中发挥重要作用[121, 122]。 

JAMM 家族去泛素化酶 BRCC36 可以与 Abraxas、RAP80、NBA1 以及 BRE 形成

去泛素化酶复合物。该复合物在 DNA 损伤条件下可以招募 BRCA1 到 DNA 损伤位点，

并参与调控 DSB 位点的 K63 类型泛素化修饰，从而促进 HR 修复[123-126]。 

JAMM 家族去泛素化酶 POH1 被认为是调控 DNA 双链断裂修复方式选择的开关

分子之一。POH1 可以促进 RAD51 招募到 DNA 损伤位点。另一方面，POH1 可以通过

拮抗 RNF8/RNF168 介导的 53BP1 招募过程。以上均提示 POH1 可以限制 NHEJ 的效

率，促进细胞选择 HR 修复途径[127, 128]。 

（2）DUBs 在细胞周期调控中的作用 

细胞周期调控蛋白如细胞周期蛋白（Cyclins）、周期蛋白依赖性激酶（Cyclin-

dependent kinases, CDKs）以及检查点激酶（check point kinases，CHKs）的蛋白表达水

平和稳定性受到细胞的精密控制，以确保细胞周期的正常进展。E3 泛素连接酶以及

DUBs 通过泛素-去泛素化过程对以上蛋白的表达水平、稳定性以及功能活性进行调控，

从而参与到细胞周期的调控过程中。目前报道的能够参与 DNA 损伤检查点的 DUBs 包

括 USP1、USP3、USP7、USP10、USP11、USP16、USP17、USP21、USP22、USP28、

BRCC36、ATXN3、MYSM1 和 BAP1 等[129]。下面选取几个代表性 DUBs 进行详细的

机制介绍。 
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原癌基因 RAS 羧基末端的 CAAX 基序对于 RAS 蛋白进行正确的膜定位并发挥促

癌功能具有重要作用，这一过程依赖于 RAS 转换酶 1(RCE1)对 CAAX 基序的切割。

USP17 可以逆转 RCE1 的 K63 泛素化修饰，从而对 RCE1 的功能活性进行负向调控，

阻断 RAS 蛋白的膜定位和激活，从而抑制下游的细胞周期蛋白依赖性蛋白激酶抑制因

子(Cyclin-dependent kinase inhibitor, CKIs)的磷酸化，最终调控细胞增殖。敲除 USP17

可以显著抑制细胞增殖并引起 CKIs（例如 p21Cip1、p27Kip1 等）积累，从而导致 G1/S

细胞周期阻滞[130, 131]。 

USP22 可以去泛素化 Cyclin D1 并稳定其蛋白质水平，进而促进细胞由 G1 期进入

S 期。此外，果糖-1,6-二磷酸 1（FBP1）的 K63 泛素化修饰负向调控其对 Cyclin/CDK

复合物抑制剂 p21 的抑制作用，USP22 可以特异性去除 FBP1 的 K63 多聚泛素链，进

而下调 p21 的表达。类似地，USP22 也可通过调节 Wnt/β-catenin 通路上调 FoxM1 的表

达水平，从而下调 p21 和 p27 蛋白水平，上调 Cyclin D1、CDK4 和 CDK6 的表达，促

进 G1 期转变复合物的形成，加速 G1/S 细胞周期进程[132-134]。 

MJD 家族去泛素化酶 ATXN3 可拮抗 E3 泛素连接酶复合物 DDB1/CUL4A 以及

FBXO6 介导的 Chk1 多聚泛素化，进而动态性地稳定 Chk1。在静息状态以及复制压力

早期，ATXN3 与 Chk1 结合并促进其稳定。长期复制压力下，ATXN3 与 Chk1 解离，

并增强 Chk1 与其 E3 泛素连接酶复合物的结合，导致 Chk1 的泛素化途径蛋白降解，

促进检验点调控终止、细胞周期恢复以及细胞存活[135]。 

（3）DUBs 在染色质功能中的作用 

大多数组蛋白都可以进行多种类型的翻译后修饰，包括乙酰化、甲基化、磷酸化、

泛素化和 SUMO 化，而组蛋白的翻译后修饰在染色质重塑以及表观遗传水平的调控中

发挥着重要作用。目前报道的能够参与染色质功能调控的 DUBs 包括 USP3、USP7、

USP10、USP12、USP16、USP21、USP22、USP29、USP36、USP44、USP46、USP49、

BRCC36、OTUB1 和 BAP1 等，下面对几个具有代表性 DUB 分子进行机制介绍。 

在高等真核生物中，约有 10-15%的组蛋白 H2A 在其高度保守的 K119 位点被单泛

素化修饰（H2A-K119ub），此类组蛋白 H2A 大量富集在不活跃的近着丝粒区、失活的

X 染色体和沉默的发育基因区域，在染色质重塑过程中发挥重要作用。染色质重塑是

在基因复制、转录、损伤修复、重组等过程中以一系列核小体变化为基本特征的生物学

过程。以 DNA 复制过程为例，核小体结构要先被打开，使得 DNA/RNA 聚合酶能顺利

通过核小体，进而对其包裹的 DNA 进行复制、转录；而聚合酶通过后的 DNA 要被重

新组装形成核小体，以保护 DNA 序列并维持该区域的表观遗传信息。最近的研究表明，

H2A-K119ub 的泛素化修饰可以使组蛋白 H2A 通过空间位置效应对核小体外圈 DNA

形成栓子样的保护，阻碍 DNA 从核小体上剥离，最终达到稳定核小体的作用。USP21

可以去泛素化调控 H2A-K119ub 核小体，进而恢复核小体的稳定性[136, 137]。 
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研究发现 H2A-K119ub 在调控基因转录中也发挥着重要作用，其中包括对多种氧

化应激反应相关基因（比如 SLC7A11 基因）的转录调控。SLC7A11 主要负责体内的胱

氨酸摄入及谷胱甘肽（GSH）合成过程，GSH 合成量不足会导致细胞难以抵抗大量积

累的过氧化物，最后促进细胞发生铁死亡并遏制肿瘤的生长。UCH 家族的去泛素化酶

BAP1 可以特异性移除 H2A 的 K119 单泛素化修饰，而 SLC7A11基因上的 H2A-K119ub

正向调控其 mRNA 的转录，所以 BAP1 可以通过抑制 SLC7A11的转录，调控肿瘤细胞

的铁死亡过程[138, 139]。 

（4）DUBs 的其他生物学功能 

除上述生物学功能外，DUBs 还可以通过调控细胞有丝分裂以保证子代细胞基因组

的稳定性。有丝分裂是一个受精密调控的复杂有序的动态过程，在染色体列队、动粒-

微管连接、纺锤体组装检验点以及胞质分裂等多个有丝分裂事件中，均有 DUBs 参与

调控的身影。 

以有丝分裂纺锤体组装检查点（spindle assembly checkpoint, SAC）为例，当动粒-

微管未成功连接或连接出错时，SAC 激活，抑制有丝分裂从中期向后期转变，直到动

粒和微管建立正确连接为止，此过程主要依赖检验点复合物 MCC 和促后期复合物

APC/C 发挥效应。APC/C 是一种 E3 泛素连接酶，可以通过泛素化 Securin 蛋白，介导

姐妹染色单体分离、促进有丝分裂进入后期。MCC 复合物由 Mad2、Cdc20、Bub1、

Bub3 和 Mad3 构成，可以有效抑制 APC/C 的活性。 

研究发现，USP44、CYLD 等 DUBs 均可调节 SAC 激活过程。其中，USP44 能够

直接去泛素化 MCC 复合物成员 Cdc20，最终导致染色体的错误分离。USP44 因此被认

为是潜在的抑癌蛋白；也有研究进一步证明敲低 USP44 的小鼠可自发性形成肿瘤[140, 

141]。USP 家族的去泛素化酶 CYLD 可以特异性去除多个有丝分裂相关蛋白的 K63 多

聚泛素链，进而影响相应蛋白质底物的细胞定位和活性。CYLD 可以去泛素化 Plk1 蛋

白，促进细胞进入有丝分裂过程；CYLD 还可以去除 Dishevelled 蛋白的多聚泛素链，

进而增强它与细胞核有丝分裂装置的相互作用，帮助细胞核有丝分裂装置和

dynein/dynactin 复合体在细胞皮层定位；CYLD 也可以与 PP2A相互作用从而促进 PP2A

与有丝分裂激酶 Aurora B 的结合，达到抑制 Aurora B 活化的作用。另外也有研究发现，

CYLD 蛋白能影响有丝分裂进程中纺锤体的定位，导致细胞分裂方向改变，并且出现

多核化现象[51, 142, 143]。 

2.2.2.3 去泛素化酶的蛋白质水平调控 

由于 DUBs 参与到多个重要的细胞内生物学过程，DUBs 本身的蛋白质表达水平、

细胞内定位和催化活性也受到体内多种机制的严格而精密的调控[81, 144, 145]。 

第一，在转录水平上，多种转录因子可以对 DUBs 的 mRNA 丰度进行调控。USP37
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的转录受 E2F 转录因子控制，并且该转录调控使得 USP37 蛋白水平在细胞周期 G1/S

阶段较高，这与 USP37 发挥去泛素化并稳定 Cyclin A 蛋白、促进细胞周期进展到 S 期

的功能密切相关[52]。 

第二，蛋白-蛋白之间的相互作用是调控 DUBs 生物学功能的关键因素，这一调控

机制可以影响 DUBs 的细胞内定位、底物识别和催化活性。JAMM 家族的去泛素化酶

POH1、半胱氨酸蛋白酶 USP7、USP14 和 UCHL5，都在与 19S 调节颗粒可逆性结合以

后被激活催化活性，进而去泛素化相应的蛋白质底物[70, 146-148]。另外，JAMM 家族的去

泛素化酶 BRCC36 本身很大程度上是无活性的，但是它分别可以参与形成核 Abraxas

复合物（ARISC）和 BRCC36 异肽酶复合物(BRISC)两种蛋白复合物，ARISC 和 BRISC

复合物共享核心亚基 BRCC45 和 MERIT40，但此外它们还各自拥有特异性成分，即

BRISC 的 Abro1 和 ARISC 的 Abraxas。BRCC36 在不同的复合物中体现出不同的细胞

内定位和生物学功能。在作为 BRISC 复合物的一部分时，BRCC36 能够被 Abro1 激活，

通过去泛素化调节纺锤体组装因子 NuMA 的 K63 泛素化修饰，从而调控两极纺锤体的

组装，也可以通过阻止 I 型干扰素受体的内吞和溶酶体降解稳定其蛋白质水平。在作为

ARISC 复合物的一部分时，BRCC36 的激活需要 Abraxas 和 RAP80 亚基的协同作用，

随后在 DNA 损伤修复中发挥作用[149-153]。 

第三，一系列翻译后修饰如磷酸化、乙酰化、泛素化、SUMO 化等修饰方式也可

以调节 DUBs 的蛋白质水平、细胞内定位以及功能活性。研究发现，磷酸化修饰可以

调控 DUBs 的细胞定位和催化活性。Akt 对 USP4 的磷酸化导致 USP4 从细胞核穿梭到

细胞质并对 TβRI 去泛素化，从而调节 TGF-β 通路的功能；Casein kinase 2（CK2）介

导的 OTUD5 磷酸化促进 OTUD5 激活其 DUB 活性，进而在免疫应答过程中发挥负向

调控作用；Akt 介导的 USP14 磷酸化可以激活其 DUB 活性，进而使其能够去除 Beclin-

1 的 K63 类型多聚泛素链；E2 泛素结合酶 UBE2O 通过非典型途径介导 BAP1 的泛素

化，抑制 BAP1 的核转运，而这一过程又可被 BAP1 的自身去泛素化所逆转。此外，

USP10、USP37 和 USP9X 都可以被磷酸化进而被激活[154-159]。 

DUBs 也可以被 E3 泛素连接酶介导的泛素化修饰所调控，导致其泛素-蛋白酶体途

径的降解、DUB 催化活性和底物结合能力的改变。例如，USP4 可以进行自身去泛素化

抵消它的自身泛素化介导的蛋白质降解；USP7 可以进行不同连接方式的泛素化修饰，

以二聚或多聚泛素化形式发挥其对 p53 的去泛素化作用，稳定 p53 蛋白；ATXN3 的

K117位点泛素化导致其催化活性增加；而UCHL1的单泛素化会影响其泛素结合位点，

抑制其与泛素化底物或游离泛素的结合，进而抑制 UCHL1 的催化活性，导致其蛋白功

能受损[154, 160-162]。 

类似地，SUMO 化修饰也可以影响 DUBs 的活性。USP25 氨基端的 UBD 结构域

K99 位点可发生单泛素化进而激活该酶；此外，该结构域还包含一个 SUMO 相互作用
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基序。USP25 的 K99 和 K141 位点均可被 SUMO 化修饰，K99 位点的 SUMO 化不影

响 USP25 单泛素底物的加工，但会抑制其与泛素分子的结合和解离。USP25 和 USP28

具有相似性，研究表明 USP28 也存在类似 SUMO 化修饰。CYLD 的氨基端也可以发生

SUMO 化修饰，该修饰抑制了 CYLD 对 TRAF2/6 的去泛素酶活性，从而促进了 NF-κB

通路的信号传导[163-166]。 

2.2.3  去泛素化酶与肿瘤发生发展 

2.2.3.1 去泛素化酶通过调控重要的原癌/抑癌蛋白参与肿瘤发生发展 

DUBs 可以通过调控一些在肿瘤发生发展过程中发挥重要促癌或抑癌功能的蛋白，

参与到肿瘤发生发展过程中。目前已报道的能够被 DUBs调控的原癌/抑癌蛋白包括 p53、

PTEN、BRCA1 等。 

p53作为一个重要的抑癌基因，在细胞应激反应、细胞凋亡中起关键作用，并且在

多种肿瘤类型中发生突变或缺失。E3 泛素连接酶 Mdm2 能够泛素化并降解 p53 蛋白，

是 p53 的关键负调节因子。USP7 可以特异性去除 Mdm2 的多聚泛素链，稳定 p53 的蛋

白质水平[167, 168]。此外，DNA 损伤事件发生时，USP10 可以入核并拮抗 Mdm2 介导的

p53 蛋白的泛素化降解，稳定 p53 蛋白[169, 170]。USP22 可以通过去泛素化 SIRT1，增强

SIRT1 对 p53 的乙酰化修饰，进而导致 p53 蛋白与 DNA 结合能力受损，负向影响细胞

凋亡过程[171]。最近有报道表明 ATXN3 可以与 p53 相互作用并去泛素化 p53 蛋白，进

而稳定 p53 蛋白。ATXN3 的缺失导致 p53 不稳定，而 ATXN3 的过表达可以上调 p53

的表达水平并促进细胞凋亡过程[172]。USP28 可以与 53BP1 相互作用并促进 53BP1 依

赖的 p53 下游反应，包括细胞周期检查点以及 DNA 损伤应答等[173]。 

PTEN是继 p53 之后被发现在多种肿瘤中频繁突变的抑癌基因，与 p53并称为基因

组稳定性的两大守护者。USP7 可以去除 PTEN 蛋白的单泛素化，促使 PTEN 从细胞核

转移到细胞质,但并不影响 PTEN 的蛋白质稳定性和蛋白质水平。USP13 和 OTUD3 均

可以去除 PTEN 的多聚泛素化修饰，进而稳定 PTEN 蛋白[174-176]。 

HIF1α 是一种在缺氧条件下发挥功能的转录因子，是细胞应答缺氧应激的关键分

子。当细胞氧水平正常时，VHL 蛋白可以泛素化 HIF1α 并使其降解。USP20 可以特异

性去泛素化 HIF1α，阻止其泛素-蛋白酶体途径的降解，从而允许低氧反应基因的转录。

因此，USP20 抑制剂有潜力抑制缺氧肿瘤细胞增殖的潜力，该药物已处于临床前研发

阶段[177, 178]。最新的研究表明，USP22 也可以在缺氧条件下去泛素化并稳定肝癌细胞中

的 HIF1α 蛋白，而在 TP53 失活的肝癌细胞中，HIF1α 可促进 USP22 的转录表达。

USP22 与 HIF1α 组成的正反馈调节通路可促进肝癌细胞的干性表型[179]。 

除了调控 p53 蛋白，USP28 还可以拮抗促癌蛋白 MYC 的泛素化降解，进而表现

出促癌潜力[180]。 
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2.2.3.2 去泛素化酶通过调控肿瘤信号转导通路参与肿瘤发生发展 

PI3K/Akt/mTOR 是一个调节细胞生长、增殖，抑制细胞自噬的信号通路。PI3K 激

活后，细胞膜上产生第二信使 PIP3；PIP3 与 Akt 和 PDK1 结合，促使 PDK1 磷酸化

Akt，导致 Akt 的活化。活化的 Akt 通过磷酸化作用，激活或抑制其下游靶蛋白，形成

一个信号级联复合物，最终调节细胞的增殖、分化、存活和迁移等过程。mTORC1 作

为微环境中营养信号的感应器，能够感应微环境中的氨基酸、生长因子、葡萄糖等信

号，进而调控细胞的糖、蛋白质、脂代谢以及细胞自噬等过程，在肿瘤微环境中起到重

要作用[181, 182]。 

最新的研究报道，USP1 可以直接去除 Akt 的 K63 连接多聚泛素链，从而在长期饥

饿的小鼠肌肉组织内抑制 PI3K-Akt-FoxO 信号传导，促进 PI3K-Akt-mTOR 通路介导的

蛋白质代谢过程[183]。USP9X 可以和 mTORC 复合物相互作用，特异性去除 mTOR 伴

侣RICTOR的 K63连接多聚泛素链，以促进其与 mTOR的相互作用，从而促进 mTORC2

的组装和信号传导；另外，USP9X 还可以去泛素化 RAPTOR，拮抗其泛素-蛋白酶体途

径，最终调节 mTOR1 信号通路的活性[184-186]。Rheb 作为 mTORC1 的直接激活分子，

对于 mTORC1 下游信号通路起着关键的作用。研究表明 E3 泛素连接酶 RNF152 可以

对 Rheb 的 K8 位点进行泛素化修饰，促进 Rheb 与 TSC2 结合，进而抑制 mTORC1 的

活性，影响到细胞增殖以及细胞自噬等过程。与此相反的是，USP4 可以拮抗 RNF152

对 Rheb 的泛素化修饰，从而参与到 mTORC1 感应微环境中生长因子的信号过程[187]。 

TGF-β 信号通路是细胞内信号转导的重要途径，协调着包括细胞生长、分化、迁

移、侵袭和细胞外基质重塑在内的许多细胞过程（图 2.4）。该通路及其组分在多种肿

瘤中呈失调状态，在正常细胞和早期肿瘤中，TGF-β 信号通路能够抑制细胞生长和细

胞凋亡，从而抑制肿瘤形成。但随着肿瘤进展，细胞捕获 TGF-β 及其下游效应因子的

突变，逃脱 TGF-β 的抑制作用，转而诱导 EMT，促进肿瘤细胞的迁移。目前已有多项

研究表明泛素化与去泛素化调控在 TGF-β 信号通路中起到重要作用[188, 189]。 
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图 2.4 TGF-β 信号通路概览[189] 

目前已报道与 TβRI 相关的 E3 泛素连接酶包括 Smurf1/2、WWP1 和 NEDD4-2 等，

它们都能够对 TβRI 进行泛素化修饰导致 TβRI 蛋白的降解[189]。USP4 能够直接结合细

胞膜中的 TβRI 并对其进行去泛素化，进而稳定 TβRI，从而正向调节 TGF-β 诱导的

EMT、细胞侵袭迁移等过程，最终在乳腺癌进展过程中实现 TGF-β/Smad 通路依赖的

肿瘤侵袭和转移。USP4 发挥这一功能依赖于 Akt 对其的磷酸化修饰，USP4 的 445 位

点丝氨酸被磷酸化修饰后可以帮助 USP4 从细胞质转移到细胞膜，这表明 PI3K/Akt 通

路的异常激活可能会重新定向 TGF-β 的细胞内信号传导，从而有助于其从肿瘤抑制因

子转变为肿瘤促进因子[154, 190]。与此类似的是，与 USP4 高度同源的去泛素化酶 USP11

和 USP15 也都能够通过去泛素化 TGF-β/Smad 通路的关键蛋白进而调控该通路。USP11

可以和 Smad7 相互作用，USP11 也因此被招募到 TβRI 处并对 TβRI 进行去泛素化，促

进 TGF-β 下游信号传导[191]。USP15 也可以被 Smad7 募集 TβRI 处，在此过程中 Smad7

充当复合体的支架，将 E3 泛素连接酶 Smurf2 和去泛素化酶 USP15 带到 TβRI 处。当

细胞内 TGF-β 水平低时，Smurf2 引起的 TβRI 泛素化修饰被 USP15 快速地去除。然而，

当 TGF-β 信号增加时，反馈机制会诱导 Smad7 高表达，相对地 USP15 水平不足，从而

限制 TGF-β/Smad 信号的持续激活[192, 193]。此外，OTUB1 可以通过去除磷酸化活性形



北京大学博士学位论文 

20 
 

式的 Smad2/3 的多聚泛素化修饰，增强 TGF-β 信号传导。OTUB1 对 Smad2/3 的调控

不是经典的去泛素化途径，也不依赖于 OTUB1 的 DUB 活性，OTUB1 能与 E2 泛素结

合酶 UBC13 相互作用，抑制泛素分子从 E2 转移到 E3，从而抑制 Smad2/3 被泛素化修

饰[194, 195]。CYLD 可以与 Smad7 相互作用，去泛素化 Smad7 的 K360 和 K374 的 K63

连接泛素链，这一过程是激活 TAK1 和 p38 信号传导的必要步骤。研究发现敲除 CYLD

会导致 TAK1 和 p38 丝裂原活化蛋白激酶活性增强[196]。Smad4 也是 TGF-β 信号通路的

关键调控蛋白，研究发现 Smad4 的 K519 位点单泛素化修饰会削弱其与 R-Smad 的结

合能力，USP9X 可以特异性去除该单泛素化修饰，恢复 Smad4 的细胞内活性[197, 198]。 

JAK-STAT3 信号通路可被白介素、表皮生长因子等多种细胞因子激活，促进 STAT3

的细胞核转位，从而启动下游靶基因如 Bcl-2、Bcl-XL、c-Myc的转录，调控细胞生长、

增殖分化、细胞凋亡以及细胞周期等过程。JAK-STAT3 通路的失调也与多种肿瘤的发

生发展密切相关。研究发现 USP6 可以直接去泛素化调控 JAK1，稳定并激活 JAK1 蛋

白以及下游的 STAT3，从而体现出潜在的致癌能力。USP6 的致癌潜力在敲除 JAK1 或

STAT3 后显著降低，进一步提示 USP6 可能是通过促进 JAK-STAT3 通路调控肿瘤的发

生[199]。此外，USP22 可以特异性去除 H2B 的单泛素化修饰，进而激活 JAK/STAT3 通

路中的靶基因 IRF1，从而正向调控癌症进展[200, 201]。 

2.2.3.3 去泛素化酶通过 DNA 损伤修复以及细胞周期调控参与肿瘤的发生发展 

多种 DUBs 可以通过调节 DNA损伤修复、细胞周期检验点相关蛋白进而调控 DNA

损伤应答过程。本综述已于 2.2.2.2 讨论过参与 DNA 损伤修复以及细胞周期调控的去

泛素化酶，这里不再赘述。现以图表列示目前已报道的参与调控DNA损伤应答（表2.1）

及细胞周期检验点（图 2.5）的去泛素化酶。 

表 2.1 参与 DNA 损伤修复通路的去泛素化酶 

去泛素化酶 蛋白质底物 DNA 损伤修复通路 参考文献 

USP1 FANCD2, FANCI, 

PCNA 

DNA 交联损伤，跨损伤修

复，范可尼贫血 

[103, 104, 202] 

USP2a Mdm2 p53 调控 [203] 

USP4 CtIP/MRN 同源重组修复 [110, 111] 

USP7 Mdm2, p53, Claspin, 

Chk1, RNF168 

p53 调控，ATR-Chk1，γ-

H2AX 

[204-207] 

USP8 BRIT1 BRIT1-SWI-SNF DNA 双链

断裂修复 

[208] 

USP9X Claspin, BRCA1 ATR-Chk1，同源重组修复 [30, 209, 210] 
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续表 2.1 参与 DNA 损伤修复通路的去泛素化酶 

去泛素化酶 蛋白质底物 DNA 损伤修复通路 参考文献 

USP10 p53, MSH2 ATM-p53 调控，DNA 错配修

复 

[113, 169] 

USP11 p53 p53 调控 [211] 

USP20 Claspin ATR-Chk1 [212] 

USP24 p53, DDB2 p53-PUMA [213] 

USP28 Chk2, 53BP1 Chk2-p53-PUMA [120] 

USP29 p53, Claspin p53 调控，ATR-Chk1 [214, 215] 

USP38 HDAC1 非同源末端连接 [121] 

USP52 CtIP 同源重组修复 [102] 

OTUB1 p53 p53 调控 [216] 

OTUD5 p53 p53 调控 [217] 

 

 

图 2.5 参与细胞周期检验点调控的去泛素化酶[101] 

2.2.3.4 去泛素化酶通过调控免疫炎症应答过程参与肿瘤的发生发展 

NF-κB 信号通路在调控肿瘤细胞的增殖、分化、凋亡和侵袭转移等方面发挥重要

作用，而泛素化和去泛素化酶也可通过调控该通路的一些关键蛋白参与到调控肿瘤发

生与转移的过程（图 2.6）。 
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图 2.6 NF-κB 信号通路概览[218] 

CYLD 可以通过去泛素化多个 NF-κB 相关蛋白，进而负向调控不同途径的 NF-κB

信号传导。CYLD 可以移除 TRAF2 的 K63 连接多聚泛素链并抑制 p65/p50 途径的 NF-

κB 信号传导，进而负向调控 TRAF2 依赖的细胞存活和炎症反应；CYLD 还可以与 Bcl-

3 相互作用并对 Bcl-3 进行去泛素化，进而抑制 Bcl-3 的核积累及 Bcl-3 依赖性的细胞

增殖和肿瘤生长[219-221]。USP4 在 NF-κB 通路中起到较为复杂的调控作用，一方面 USP4

可以去除 TAK1 的 K63 类型多聚泛素链，下调 TAK1 蛋白活性，从而抑制 TNFα、IL-
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1β、LPS 和 TGFβ 诱导的 NF-κB 信号传导；USP4 还可以直接去泛素化 HDAC2 并稳定

HDAC2 蛋白，从而抑制 TGFβ 诱导的 NF-κB 信号活化[63, 222]。另一方面，USP4 与 TRAF6

存在直接相互作用，正向调节 RLR 诱导的 NF-κB 信号通路，最终调控宿主的病毒感染

免疫应答[223]。USP18 能够对 TAK1-TAB1 复合物进行去泛素化，调节 T 细胞活化和

Th17 细胞分化，从而抑制 IL-2 表达[224]。最近有研究表明支架蛋白 p62 能够与非典型

蛋白激酶 Cs 相互作用，促进该激酶在 TNFα 激活的 NF-κB 信号通路中发挥作用。USP20

可以与 p62 特异性结合并去除其 K48 类型多聚泛素链，稳定 p62 蛋白并正向调节 TNFα

诱导的 NF-κB 信号通路，最终有助于细胞存活[225]。此外，OTUD7B、A20、USP35、

USP15 等 DUBs 也都参与到 NF-κB 信号通路的调控过程[226-230]。 

除了 NF-κB 等与肿瘤免疫密切相关的信号通路，DUBs 也参与到 T 细胞的分化、

活化过程。Foxp3 是控制 Treg 细胞分化的关键转录因子，Foxp3 下调可以负向调控 Treg

特征基因的表达和活性。研究发现，USP7 和 USP21 都可以特异性去除 Foxp3 的多聚

泛素链，阻断 Foxp3 的泛素-蛋白酶体途径降解，从而调节 Treg 细胞的数量和功能，参

与到免疫炎症应答过程中[231, 232]。 

2.3  USP4 分子概述 

USP4 是 1993 年首次被发现的 DUB，定位于人类染色体的 3p21.3，编码 963 个氨

基酸，主要由氨基端的 DUSP 结构域、中间两段 UBL 结构域以及羧基端的水解酶结构

共同构成[54]。USP4 可以切割蛋白质底物的多种连接类型泛素链，包括单泛素化、K48

多聚泛素化、K63 多聚泛素链等。目前已报道的 USP4 去泛素化蛋白质底物已有十余

种。此外，USP4 也可以在不依赖其 DUB 活性的情况下与 CtIP、S9 等蛋白相互作用，

通过调节对应蛋白的细胞内定位或功能活性参与到多种细胞生命活动中[66]。 

研究表明，USP4 可以调控 DNA 损伤应答通路、细胞增殖及分化、TGF-β 以及

Wnt/β-catenin 等肿瘤代谢相关通路、NF-κB 以及 T 细胞免疫应答等免疫炎症相关通路

的关键蛋白，从而在肿瘤发生发展、病毒感染性疾病、代谢性疾病、自身免疫疾病的多

个生理或病理过程中发挥重要作用[65]。 

2.3.1  USP4 分子的结构与特性 

2.3.1.1 USP4 催化结构域 

USP4 是一种半胱氨酸蛋白酶，这类 DUBs 的共同特征是催化结构域内含有特征性

的 Cys 和 His 残基。USP4 主要由氨基端的 DUSP 结构域、中间两段 UBL 结构域以及

羧基端水解酶结构域共同构成，两段 UBL 结构域一个位于催化结构域的氨基远端，一

个位于催化结构域内（图 2.7）。 
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图 2.7 USP4 分子结构概览[54] 

USP4 的催化结构域是一个位于羧基末端的双组分结构域（296-925 氨基酸区域），

包括 D1 结构域、D2 结构域和一个含有 UBL 的插入片段。整个催化结构域在空间上整

体呈现出开放的右手形状，包括三个子区域，分别是“拇指”（thumb, T）、“手指”（finger, 

F）和“手掌”（palm, P），其中 D1 结构域构成拇指结构的主体，UBL 以及羧基端末尾

D2 结构域之前的区域构成手指结构的主体，羧基端末尾构成掌心的主体。作为一个半

胱氨酸蛋白酶，右手结构是 USP4 催化结构的主体，也是其发挥去泛素化酶功能的核心

区域。其中，D1 结构域包括催化活性位点 Cys 框（303-320 氨基酸区段）和 QQD 框

（390-403 氨基酸区段），而 D2 结构域则包含 His 框（864-885、894-903 和 915-922 氨

基酸区段）。 

USP4 和其他半胱氨酸蛋白酶家族的 DUBs 具有类似的催化机制。首先，His 残基

对 Cys 残基的硫醇基团进行去质子化；紧接着，Cys 残基对异肽键发起亲核攻击，释放

Lys 残基的 ε-胺，并与泛素分子产生共价酰基酶中间体；最后，在水分子的帮助下，

USP4 通过二酰化释放出游离的泛素分子，为接下来的泛素分子动态周转提供条件。 
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2.3.1.2 DUSP-UBL 结构域 

USP4 的 DUSP-UBL 结构域跨越了其氨基端的 1-228 氨基酸区域，并通过无功能

的 linker 区段（229-295 氨基酸区段）与催化结构域分开。DUSP-UBL 的晶体结构是一

个由两个结构域亚基以反平行方向相互堆积而成的二聚体[233]。这样的空间结构导致

DUSL 结构域以广泛平面的方式呈现，而 UBL 结构域不受空间结构的约束，具有独立

运动的能力，这个空间构象与两个结构域的功能密切相关。 

DUSP-UBL 结构域对于 USP4 发挥去泛素化酶活性起到至关重要的作用。DUSP-

UBL 区域可以增强泛素分子在 USP4 催化结合位点处的解离，防止泛素分子在被水解

后异常积累于催化结构域，从而促进泛素分子的及时周转[54]。DUSP-UBL 结构域不仅

可以提高泛素分子在催化位点的解离速度，还可以直接与 linker 区域结合并以此促进

泛素分子与催化位点再次迅速结合。研究表明，缺失 DUSP、UBL 或 DUSP-UBL 之间

的 linker 区域，都会显著降低 USP4 的催化活性，这表明 DUSP-UBL 结构域对于 USP4

的 DUB 活性是必不可少的，也意味着 USP4 的催化活性需要其所有功能域的共同协作

[54, 234, 235]。 

2.3.1.3 USP4 的分子结构与 USP11、USP15 高度同源 

USP4、USP15 和 USP11 是在分子结构和蛋白质序列上具有高度同源性的三种去泛

素化酶，都包括氨基端 DUSP 结构域、羧基端水解酶结构域和中间的两个 UBL 结构域，

三个分子在空间结构上都呈现手掌状结构（图 2.8）[236]。 

 

图 2.8 USP4 与 USP11、USP15 的分子结构高度同源[236] 

USP4、USP15 和 USP11 三个分子的高度同源性很可能是源自于其相似的谱系发育

路径，相似的结构和序列也导致它们在蛋白质底物的调控和生物学功能中存在一定的

重叠（图 2.9）。比如，USP4 和 USP15 都可以通过与 TGF-β、Wnt/β-catenin 和 NF-κB

通路中的关键蛋白相互作用进而调节细胞生长、胚胎发育以及先天免疫过程；USP4 和

USP15 也是少有的可以与剪接体相互作用进而调节 mRNA 加工的去泛素化酶分子，目

前已报道的 USP4 和 USP15 剪接底物有超过 11 个是重叠的。值得注意的是，英国剑桥
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大学的 Ryotaro Nishi 研究团队通过大规模系统性筛选鉴定出 USP4、USP15 和 USP11

三个分子都能够参与调控 DNA 损伤修复过程，不过它们发挥 DNA 损伤应答功能的具

体机制各不相同。USP15 是通过去泛素化 BARD1 的 K63 多聚泛素化修饰进而调控同

源重组修复，USP4 可以通过与 CtIP 相互作用，促进 CtIP 被招募到 DNA 损伤位点处，

启动 DNA 末端切除；USP11 则是可以去泛素化 p53 蛋白，对 DNA 损伤修复的路径选

择进行调控。 

 

图 2.9 USP4、USP11、USP15 的谱系发育模式图[237] 

尽管在谱系发育过程、序列和结构上具有很高的同源性，USP4、USP15 和 USP11

在各自的结构和空间区域上仍存在独有的分子特征。3 个分子氨基端的 DUSP 和 UBL
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结构域有不同的酶动力学模型、能够与不同的蛋白质底物相互作用，进而赋予 USP4、

USP15 和 USP11 各自独特的细胞内生物学功能。例如，USP4 的 DUSP-UBL 结构域是

以二聚化形式出现的，并且在体内始终保持平衡状态；但是 USP15 和 USP11 都不会在

体内呈现 DUSP-UBL 二聚化[234]。USP4 的 DUSP-UBL 结构域之间还有一段 linker 区

域，使得 UBL 可以具备一定的独立运动能力，进而调节催化位点的结合动力学；但是

USP11 由于缺失 linker 区段的关键残基，并不具有这种调节功能[54, 238]。 

2.3.2  USP4 参与的生物学功能 

USP4 通过去泛素化调控多个细胞信号通路中的关键蛋白，进而在 DNA 损伤修复、

Wnt/β-catenin 信号通路、TGF-β 信号通路、RIG-I 信号通路和 NF-κB 信号通路等多个

细胞生命活动中发挥重要作用。 

2.3.2.1 USP4 与 DNA 损伤修复 

2014 年，剑桥大学 Ryotaro Nishi 研究团队通过系统性筛选鉴定出 USP4、USP15

和 USP11 都能够参与调控 DNA 损伤修复过程，但是当时具体的调控机制并未被研究

清楚。后来有研究表明，USP4 可以与 DNA 损伤修复、G2/M 细胞周期检查点的关键调

控蛋白 CtIP 发生直接相互作用，与 CtIP 和 MRN 复合物形成超级复合物，促进 CtIP 被

招募到 DNA 双链断裂位点处，进而启动 DNA 末端切除，从而正向调控同源重组修复

通路（图 2.10）。值得注意的是，USP4 不会使 CtIP 发生去泛素化，只是通过直接的蛋

白-蛋白相互作用对 CtIP 的细胞定位进行调控，并且 USP4 的自身泛素化会影响其与

CtIP 的相互作用能力[110, 111]。 

 

图 2.10 USP4 调控 CtIP 在 DSB 处的募集进而调控 DNA 末端切除[111] 



北京大学博士学位论文 

28 
 

2.3.2.2 USP4 与 p53 通路 

转录因子 p53 能够对细胞应激或各类 DNA 损伤因素作出及时响应，激活多种下游

转录靶标，调控包括细胞周期阻滞、DNA 损伤修复、细胞代谢、抗血管生成、细胞自

噬、衰老以及细胞凋亡在内的多个重要细胞生物学进程，从而阻止 DNA 受损的细胞进

行有丝分裂，并通过转录调控向这些细胞传导凋亡信号，最终阻止肿瘤的形成。 

作为一个极其重要的肿瘤抑制蛋白，p53 蛋白受到多种翻译后修饰的精密调节，以

严格调控其蛋白质水平、蛋白质稳定性以及亚细胞定位。泛素化和去泛素化修饰过程

在 p53 调控机制中起到极为重要的作用。在正常情况下，p53 会受到持续的泛素-蛋白

酶体途径降解，以将该肿瘤抑制蛋白保持在低表达水平状态。在应激或 DNA 损伤压力

条件下，泛素-蛋白酶体途径的降解过程被抑制，p53 蛋白维持稳定状态。目前报道的

与 p53 蛋白调节有关的 E3 泛素连接酶已有超过 4 种，包括 Mdm2、ARF-BP1、COP1

和 Pirh2 等。以最初被报道的 Mdm2 为例，它可以直接对 p53 蛋白进行泛素化修饰，促

进 p53 的核输出以及泛素-蛋白酶体途径降解。同时，Mdm2 也是 p53 的转录靶标，p53

可以诱导 Mdm2 的表达，从而构成 p53/Mdm2 反馈环。研究发现，约 17%的肿瘤表现

出 Mdm2 基因扩增，导致相应的 p53 水平降低，这部分肿瘤患者也面临着更差的预后

情况。因此，目前 Mdm2-p53 相互作用已经成为癌症治疗的关键靶标之一[239-241]。 

p53 蛋白的泛素化降解可以被许多 DUBs 所逆转。最早被报道的 p53 去泛素化酶

是 USP7，它能够直接去泛素化 p53 并抑制其蛋白酶体途径的降解进而稳定 p53 蛋白。

此外，USP7 还可以与 Mdm2 相互作用并且去泛素化 Mdm2。在正常条件下，USP7 对

Mdm2 具有更高的亲和力并稳定 Mdm2 蛋白；在 DNA 损伤压力下，蛋白激酶 ATM 介

导 Mdm2 磷酸化，导致 USP7 的亲和力转换至 p53 这一方，致使 Mdm2 不稳定、p53 稳

定，最终促进 p53 介导的细胞凋亡或 DNA 损伤修复过程，这表明 USP7 对于 p53 的调

控是一个较为复杂的反馈机制[160, 167, 168, 203, 204, 242, 243]。 

USP4 可以直接与 p53 的 E3 泛素连接酶 ARF-BP1 相互作用，去泛素化并稳定 ARF-

BP1，从而导致 p53 的泛素化降解。研究发现，USP4 敲除小鼠的胚胎成纤维细胞表现

出细胞凋亡增强、细胞生长减少和过早衰老的表型，与 p53 水平升高呈现出一致趋势

[244]。但是也有研究表明，USP4 可以直接与 HDAC2 相互作用，去泛素化并稳定 HDAC2；

而作为重要的去乙酰化酶，HDAC2 抑制 p53 的乙酰化水平，进而抑制 p53 的激活和下

游生物学效应，这意味着 USP4 也可以通过去泛素化 HDAC2 抑制 p53 的转录激活以及

DNA 损伤后的细胞凋亡等过程[222, 244]。 

2.3.2.3 USP4 与 NF-κB 通路 

NF-κB 信号通路在调控免疫炎症反应、细胞增殖分化和细胞凋亡方面发挥重要作

用，USP4 已被报道能够通过去泛素化 NF-κB 通路的多个关键蛋白，广泛参与到调控



第二章  综述 

29 
 

NF-κB 通路的过程中。 

TRAF2、TRAF6 和 TAK1 是 NF-κB 的重要调控蛋白。TAK1 的 K63 连接多聚泛素

化可以激活 IκB 激酶，介导 TNFα 激活，最终促进 TNFα 诱导的 NF-κB 信号通路，而

这一过程可以被 USP4 逆转。USP4 能够水解 TAK1 的 K63 类型多聚泛素链，下调 TAK1

蛋白活性，从而抑制 TNFα 诱导的 NF-κB 信号传导。TRAF2 和 TRAF6 的 K63 类型多

聚泛素化对其在 TNFα 和 IL-1β 诱导的 NF-κB 激活中至关重要。研究发现，USP4 与

TRAF2 和 TRAF6 特异性相互作用并对二者进行去泛素化，最终负向调控 TNFα 和 IL-

1β 诱导的 NF-κB 信号通路[63, 245-248]。 

此外，USP4 还可以通过 RIP1 蛋白调控 NF-κB 信号通路。RIP1 经过 K63 多聚泛

素化以后可以作为 TAK1 激酶的结合支架，促进 TNFα 诱导的 NF-κB 信号传导。USP4

可以去除 RIP1 的 K63 连接多聚泛素化，进而负向调节 RIP1 介导的 NF-κB 活化。此

外，USP4 还可以通过去泛素化 HDAC2 进而影响 p65 的乙酰化修饰，最终负向调节 NF-

κB 通路[64, 222]。 

随着研究的深入，USP4 在 NF-κB 通路中显示出复杂、多样的功能，可以在不同的

情况下引发宿主的抗炎或促炎应答（图 2.11）。除了被广泛报道的负向调控 NF-κB 通

路，USP4 还可以通过去除 TRAF6 的 K48 连接多聚泛素化，正向调节 RLR 诱导的 NF-

κB 信号通路[223]。 

 

图 2.11 USP4 参与调控 NF-κB 通路细胞内信号传导过程[249] 
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2.3.2.4 USP4 与 Wnt/β-catenin 通路 

Wnt/β-catenin 信号通路是一类在物种进化过程中高度保守的信号通路，在胚胎早

期发育、器官形成、组织再生等生理过程中发挥着至关重要的作用。Wnt/β-catenin 信号

通路的关键蛋白的突变以及异常激活经常在肿瘤发生过程中同时存在，并能够和 TGF-

β/BMP、Notch、Hippo 等其他信号通路在胚胎发育、组织再生和肿瘤形成等方面相互

作用并进行协同调控[250]。 

在没有 Wnt 信号刺激时，细胞质内大部分的 β-catenin 与细胞膜上 Cadherin 蛋白结

合，使之附着于细胞骨架蛋白肌动蛋白上，参与细胞的黏附过程；小部分的 β-catenin

被磷酸化后，与 GSK3β 等蛋白形成降解复合物，经由泛素-蛋白酶体途径降解。当分泌

型配体蛋白 Wnt 与膜表面受体蛋白 FZD 结合后，Wnt 信号传导启动，激活胞内蛋白

DVL。DVL 能够抑制 β-catenin/GSK3β 降解复合物的降解活性，稳定细胞质中的游离

β-catenin。胞浆中稳定积累的 β-catenin 进入细胞核后可以结合 LEF/TCF 转录因子家族，

启动下游 T 细胞因子（TCF）和淋巴增强因子（LEF）以及 c-Myc、Cyclin D1。等靶基

因的转录调控[251, 252]。 

研究表明，USP4 可以直接与 NLK 相互作用并转移到细胞核，与核转录因子 TCF4

相互作用并去泛素化 TCF4 以抑制其转录活性，从而负向调控 Wnt/β-catenin 信号通路

[253]。与此相反的是，USP4 还可以通过去泛素化 β-catenin，正向调控 Wnt/β-catenin 信

号通路。磷酸化的 β-catenin 可以被 F-box 家族的 E3 泛素连接酶 βTrCP 识别，并通过

泛素-蛋白酶体途径降解；而 USP4 可以对 β-catenin 进行去泛素化，增强 β-catenin 的稳

定性和并促进 β-catenin 转移到细胞核，正向调控 Wnt/β-catenin 信号传导（图 2.12）[58]。 

 

图 2.12 USP4 参与调控 Wnt/β-catenin 通路细胞内信号传导过程[249] 
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2.3.2.5 USP4 与 TGF-β通路 

TGF-β 信号通路参与调控细胞增殖分化、细胞粘连与迁移、胞外基质合成与重塑、

EMT 以及细胞凋亡等多个重要的细胞生物学活动，该信号通路的失调与恶性肿瘤、心

血管疾病、组织纤维化和自身免疫疾病等多种人类疾病密切相关。 

TGF-β 家族可以分为 TGF-β 配体和 BMP 配体两个亚家族，TGF-β 共有 5 种异构

体，即 TGF-β1/2/3/4/5，TGF-β 受体(TβR)按照结构和功能特性可分为 TβRⅠ、TβRⅡ和

TβRⅢ；TGF-β 通路的下游信号分子主要是 Smad 蛋白，Smad 也可以进一步分为受体

调节型（Smad1/2/3/5/8/9）、共介导型（Smad4）和抑制型（Smad6/7）3 种类型。TGF-

β 信号转导起始于配体诱导的丝氨酸/苏氨酸受体激酶寡聚化和胞浆信号转导分子的磷

酸化，这些信号转导分子在 TGF-β/活化素通路中是 Smad2 和 Smad3，而在 TGF-β/BMP

通路中则是 Smad1/5/9。Smads 的羧基端被活化受体磷酸化后可以与 Smad4 结合并转

运入细胞核，激活的 Smads 可通过与转录因子结合调节各种不同的生物学效应[254, 255]。 

Smurf1/2、WWP1 和 NEDD4-2 等 E3 泛素连接酶都能对 TβRI 进行泛素化修饰，

并通过泛素-蛋白酶体途径降解 TβRI 分子[189]。USP4 能够通过直接结合 TβRI 并对其进

行去泛素化，拮抗 TβRI 的泛素-蛋白酶体途径降解以稳定 TβRI 的表达，从而正向调节

TGF-β 通路。USP4 本身是核定位蛋白，而 TβRI 分布于细胞膜，USP4 的出核入膜过程

依赖于 Akt 对 USP4 的磷酸化修饰，提示 PI3K/Akt 通路的异常激活可能会重新定向

TGF-β 的细胞内信号传导，从而有助于其从肿瘤抑制因子转变为肿瘤促进因子[154, 190]。

此外，USP4 还可以通过调控 Smad4 影响 TGF-β 通路。Smad4 可以被其 E3 泛素连接酶

Smurf2 单泛素化修饰，而单泛素化会抑制 Smad4 的蛋白活性进而抑制 Smad4 下游的

信号传导。USP4 可以拮抗 Smurf2 对 Smad4 的单泛素化修饰，直接去泛素化 Smad4 并

进一步激活下游的 TGF-β/活化素通路以及 BMP 信号通路（图 2.13）[55]。 

 

图 2.13 USP4 参与调控 TGF-β/SMAD 通路细胞内信号传导过程 [249] 



北京大学博士学位论文 

32 
 

2.3.2.6 USP4 参与的其他生物学功能 

机体抗病毒感染免疫应答涉及多种信号传导通路，感染机体的病原相关分子模式

(pathogen-associated molecular patterns, PAMP)可被 Toll 样受体(Toll like receptors, TLR)、

RIG-I 样受体(RIG-I-like receptors, RLRs)等关键受体识别，启动机体抗病毒免疫反应，

发挥抗病毒感染和维持免疫稳态的作用。 

RIG-I 样受体包括 RIG-I、MDA5 和 LGP2，此类受体是一种可以检测病毒 RNA 的

胞浆 RNA 解旋酶，RIG-I 或 MDA5 分子结构类似，都是由氨基端的 CARDs 结构域、

中间的 DECH 解旋酶结构域以及羧基端的 RD、CTD 结构域构成。 

RIG-I 在无病毒感染的情况下一直处于自身抑制状态，RNA 病毒感染机体时，RIG-

I 的 CTD 结构域可以识别并结合病毒 RNA，促使 RIG-I 构象改变并释放 CARDs 结构

域，CARD 结构域之间的相互作用可以招募位于线粒体外膜的 MAVS 蛋白，MAVS 以

接头蛋白的形式促进级联信号传递，导致下游的 IRF3、IRF7、NF-κB 和 AP-1 等转录

因子被磷酸化并活化，最终导致 I 型干扰素、促炎细胞因子表达上调以对抗病毒感染。 

USP4 同样也可以通过对 RIG-I 信号通路中的重要蛋白进行去泛素化调控，进而参

与到机体抗病毒感染的天然免疫应答过程中（图 2.14）。研究发现，USP4 能够直接去

除 RIG-I 的 K48 类型多聚泛素链并稳定 RIG-I 蛋白，促进 RIG-I 触发的 β 干扰素信号

通路，进而正向调控细胞的抗病毒免疫应答[60, 223]。 

 

图 2.14 USP4 参与调控 RIG-I 介导的抗病毒免疫应答过程[249] 
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USP4 在 mRNA 剪接过程中也发挥着重要作用，多项研究报道称 USP4 可以通过

调控 mRNA 剪接过程中的不同关键蛋白，正向调控 mRNA 剪接过程。mRNA 剪接是

基因转录、蛋白质合成过程的关键步骤之一，在此过程中 mRNA 前体（pre-mRNA）经

由剪接体移除非编码内含子、拼接外显子，最终形成成熟 mRNA。剪接体的主要功能

模块是一系列小核核糖核蛋白复合物（snRNPs），包括 U1、U2、U4、U5 和 U6 snRNPs。

snRNPs 和 SF1、U2AF、Prp3、Prp19 复合物等 mRNA 剪接相关蛋白有序聚集在 pre-

mRNA 基础上，依次形成前剪接体 E、A、B 以及 C 复合物并最终形成成熟 mRNA[256-

258]。pre-mRNA 首先被 U1 snRNP 识别，形成前剪接体 E 复合物；早期复合物与 U2 

snRNP 结合进一步形成前剪接体 A 复合物；后者与预先组装好的 U4/U6.U5 三联体复

合物结合，形成前体剪接体 B 复合物；随后 U1 和 U4 snRNP 从复合物中释放出来，5'

剪接位点被剪接，形成 C 复合物；后续酶促反应促进可变剪接过程，最终形成成熟的

mRNA。此时剪接体被分解，其成分被回收用于后续的剪接，这意味着剪接体组成成分

在 mRNA 剪接过程中经历着循环利用，相关蛋白质和 RNA 在剪接反应的特定阶段经

历结合后又解离，泛素化和去泛素化过程对于剪接体成分的快速变化进行着严格且精

密的调控[259-261]。 

研究表明，剪接体 Prp19 复合物可以对 U4 snRNP 的组成成分 Prp3 进行 K63 连接

泛素化修饰，而该泛素化修饰增加了 Prp3 对 U5 snRNP 组成成分 Prp8 的亲和力，从而

使 U4/U6.U5 snRNP 三联体复合物保持稳定。此外，USP4 可以与 Sart3 相互作用，紧

接着，USP4 在 Sart3 的帮助以及 USP4 核定位序列（NLS）的指引下进入细胞核，

USP4/Sart3 共同将 Prp3 的 K63 连接多聚泛素链去除，使 Prp3 能够从剪接体解离并释

放，让剪接反应得以循环进行，因此正向调节剪接体的活性，促进 pre-mRNA 剪接过

程[61]。此外，USP4 还可以直接去泛素化 RNPS1，进而促进剪接位点的选择并激活 pre-

mRNA 剪接过程[62]。 

2.3.3  USP4 与肿瘤发生发展的关系 

癌症的发生是一个多因素、多阶段、多基因变异积累的复杂过程，由多种信号通路

共同调控。USP4 能够直接调节或通过 DUB 催化活性调节诸多肿瘤相关信号通路的关

键蛋白，越来越多的研究表明 USP4 可以参与到肿瘤的发生发展过程。USP4 在癌症中

的基因突变以及表达失调已被多项研究广泛报道，就现有研究成果看，USP4 作为原癌

基因和抑癌基因的情况都有发生，这可能与癌症的类型、阶段以及 USP4 在癌种中的主

要蛋白质底物及其参与的肿瘤相关信号通路有关。 

在 cBioPortal 肿瘤数据库中列示的 202 项癌症研究中，USP4 的基因突变或拷贝数

异常出现在超过 186 项癌症研究中（92％），USP4 在弥漫大 B 细胞淋巴瘤、肾细胞癌、

乳腺癌、皮肤鳞状细胞癌、黑色素瘤等癌症类型中的异常表达频率均超过 10％，且异
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常表达类型均以基因突变和拷贝数下调为主。相反，在结直肠癌、甲状腺癌、前列腺癌

等癌症类型中，USP4 呈现出表达上调的状态。研究 USP4 与其蛋白质底物的相互作用、

USP4 发挥其 DUB 功能调控各种肿瘤相关的细胞活动，可以为进一步明确 USP4 在不

同癌症类型中呈现出促癌或抑癌能力的现象提供更为有利的理论证据。 

对于乳腺癌，USP4 的功能较为复杂，一方面可以通过调控一些促癌或抑癌因子进

而调控乳腺癌发生；另一方面，USP4 也可以通过调控 TGF-β 通路以及上皮间质转化等

过程促进乳腺癌的侵袭转移。程序性细胞死亡因子 4（PDCD4）是一种肿瘤抑制因子，

可以通过抑制 c-Jun 激活进而抑制 AP-1 依赖的转录调控，最终抑制肿瘤发生。有研究

发现 USP4 可以通过上调 PDCD4 的表达水平，抑制乳腺癌发生。相比于正常组织，

USP4 在乳腺癌肿瘤组织中显著下调。此外，USP4 还可以通过与 CtIP 相互作用并促进

其在 DNA 损伤位点处的招募，促进同源重组修复，从而发挥抑制肿瘤发生的功能。大

规模乳腺癌患者 Kaplan–Meier 生存曲线分析显示，USP4 低表达的乳腺癌患者具有显

著更差的预后状况。相反，也有研究表明 USP4 可以直接去泛素化并稳定 HDAC2 和

ARF-BP1 进而负向调控 p53，而呈现出潜在的致癌风险。USP4 可以直接与 TβRI 相互

作用并去泛素化 TβRI，促进 TGF-β 诱导的上皮间质转化和肿瘤转移过程[65, 154, 222, 244, 

262, 263]。 

USP4 在结直肠癌中展现出致癌潜力。USP4 可以对 β-catenin 进行去泛素化，增强

β-catenin 的稳定性，正向调控 Wnt/β-catenin 信号传导过程。结肠癌患者的肿瘤组织中

也呈现出 USP4 和 β-catenin 蛋白表达水平升高，并且二者具有正向相关关系。此外，

USP4 可以拮抗 RNF152 对 Rheb 的泛素化修饰，从而调控 mTORC1 感应肿瘤微环境中

生长因子的信号传导过程，并且 USP4 的非特异性抑制剂 Vialinin A 可以抑制结直肠肿

瘤的生长。也有研究表明，USP4 通过与 PRL-3 相互作用，去泛素化 PRL-3 并使其稳

定，进而导致 Akt 通路激活，促进结直肠癌的生长、侵袭和转移[58, 187, 264]。 

USP4 在肺腺癌、非小细胞肺癌等多种类型的肺癌中起到抑制肿瘤发生、抑制肿瘤

侵袭迁移的作用。USP4 可以通过去除 TRAF2 和 TRAF6 的 K63 类型多聚泛素化，负

向调控 TNFα 和 IL-1β 诱导的 NF-κB 信号通路；也可以去泛素化 TAK1 的 K63 类型多

聚泛素链，下调 TAK1 蛋白活性，从而抑制 TNFα 诱导的 NF-κB 信号传导，进而抑制

肺癌发生和转移。有研究通过分析 TCGA 数据库发现，USP4 mRNA 水平在肺癌组织

中显著下调，针对大规模肺癌患者的生存分析也证实了 USP4 高表达患者具有显著更

好的预后情况[59, 65, 247]。 

USP4 在头颈鳞状细胞癌中起到肿瘤抑制作用。RIP1 经过 K63 多聚泛素化修饰以

后可以作为 TAK1 激酶的结合支架，促进 TNFα 诱导的 NF-κB 信号传导。USP4 可以去

除 RIP1 的 K63 连接多聚泛素链，进而负向调节 RIP1 介导的 NF-κB 通路活化[64]。 

有研究发现，USP4 在食管癌肿瘤组织中的表达高于癌旁组织。然而，USP4 高表
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达的食管癌患者却拥有更长的总生存期，在食管癌的小直径肿瘤（直径≤5cm）和早期

肿瘤亚组中，USP4 高表达的患者也有较好的生存表现[64]。另有研究报道，在胶质母细

胞瘤细胞中敲低USP4可以抑制TβRI/p-Smad2介导的经典TGF-β信号通路以及TβRI/p-

ERK1/2 介导的非经典 TGF-β 信号通路，进而阻碍细胞增殖、诱导肿瘤细胞凋亡。在胶

质母细胞瘤的肿瘤组织中，USP4 表达水平显著上调，并且 USP4 与胶质母细胞瘤患者

的不良预后密切相关[265]。 

2.3.4  USP4 未来研究方向 

越来越多的研究表明，USP4 对蛋白质底物的调控是一个复杂而动态的过程，所以

USP4 在 DNA 损伤应答、p53 调控通路、Wnt/β-catenin 通路、TGF-β 通路、RIG-I 通路

和 NF-κB 通路以及细胞凋亡等多种细胞生命活动进程中发挥着重要而复杂的功能。

USP4 通过这些细胞生物学功能与多种类型的恶性肿瘤、免疫性疾病、病毒感染性疾病、

慢性纤维化疾病以及代谢性疾病密切有关。 

USP4 未来研究的第一个挑战便是将已知的细胞生物学功能与临床实际情况相联

系。目前已被报道的 USP4 相互作用蛋白以及去泛素化蛋白质底物已超过 10 种，能够

去除的泛素化修饰类型也呈现出多样性，所以体现为 USP4 能够直接或间接参与协调

多个重要的信号传导通路与细胞活动。但是，USP4 在以上细胞生物学过程中的作用在

不同疾病、同一种疾病的不同阶段的重要程度、功能活性并不相同，这可能导致了 USP4

最终呈现出功能的复杂性、甚至是矛盾性。例如 USP4 既能促进又能抑制 NF-κB 通路，

进而可能在不同的情况下引发宿主的抗炎或促炎免疫应答；USP4 既能促进又能抑制

TGF-β 信号通路，进而在不同的诱导因素下促进或抑制上皮间质转化和肿瘤转移；USP4

既能促进又能抑制 Wnt/β-catenin 信号通路，进而正向或负向调控组织再生和肿瘤形成

等过程；更重要的是，USP4 在肿瘤发生发展过程中也展现出促癌和抑癌两种潜力，在

不同的肿瘤类型中其表达水平与预后风险也呈现出正向或负向的相关关系。这意味着

在分析特定的疾病或细胞生命过程时，需要分析和理解 USP4 及其靶蛋白之间的相互

作用以及去泛素化调控过程对于这些蛋白质的表达水平、细胞内定位以及功能活性有

何影响，这些细胞和分子水平的研究将有助于理解 USP4 在疾病发生和进展过程中的

意义。 

现有研究已经证实 USP4 是一个核质穿梭蛋白，多数情况下定位于细胞核中，在受

到磷酸化修饰以后可以从细胞核定位到细胞质或细胞膜处，并与相应靶蛋白相互作用，

调控在细胞质或细胞膜中进行的细胞活动。研究表明，USP4 参与的 TGF-β 信号通路、

PI3K/Akt/mTOR 通路、Wnt/β-catenin 信号通路主要在细胞质和细胞膜进行，而 DNA 损

伤修复和细胞周期调控过程主要在细胞核进行，加之 USP4 本身是一个核定位蛋白。那

么，在什么情况下 USP4 会进行核质穿梭？哪些分子能够调控 USP4 的核质穿梭？USP4
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如何进行核质穿梭？这些问题都是 USP4 的未来研究中可以进一步探究的方向。目前

有研究表明，在乳腺癌细胞的细胞质和细胞膜中存在磷酸化的 USP4，Akt 使 USP4 发

生磷酸化修饰，磷酸化的 USP4 倾向于从细胞核输出到细胞质，发挥其去泛素化能力。

例如，Akt 介导的 USP4 磷酸化可以去除 Rheb 的泛素化并使 Rheb 稳定，从而激活

mTOR1 介导的信号通路，影响肿瘤生长；同样的，Akt 介导 USP4 的 445 丝氨酸位点

磷酸化，促使 USP4 从细胞核转移至细胞膜和细胞质，使得 USP4 能够结合细胞膜中的

TβRI 并对其进行去泛素化，进而稳定 TβRI，最终正向调节 TGF-β 诱导的 EMT、细胞

侵袭迁移等过程[154, 187]。此外，CDKs 也参与 USP4 磷酸化和细胞内定位转移过程，

CDKs 抑制剂 purvalanol A可以阻碍 USP4 的核质穿梭过程，与 USP4 高度同源的 USP15

也具备类似的 CDKs 依赖性磷酸化特征。USP4 的去磷酸化状态会导致其在细胞核内积

累，从而增强其与Sart3的相互作用，USP4/Sart3复合物可以去泛素化剪接体亚基Prp3，

促进 Prp3 从剪接体解离，从而使得剪接反应得以循环进行，促进 pre-mRNA 剪接过程

[61]。 

2.4  BRCA1 蛋白概述 

BRCA1 在上世纪 90 年代被确认为一个重要的乳腺癌抑癌基因，定位于人类第 17

号染色体上，该基因编码的乳腺癌抑癌蛋白 BRCA1 是一个约 220Kd 的大分子蛋白。

研究表明，BRCA1 突变携带者患乳腺癌的终生风险超过 80%，患卵巢癌的终生风险为

40-65%，与没有 BRCA1 突变的个体相比，BRCA1 突变携带者患乳腺癌、卵巢癌的风

险分别增加了 7、20 倍[266-268]。 

BRCA1 通过其 RING 结构域与 BARD1 形成异源二聚体，通过 BRCT 结构域与

Abraxas、BACH1、MRN/CtIP 复合物等多种分子构成蛋白复合体，在机体内多种生物

学过程的不同阶段、不同层次上进行调控，参与同源重组途径的 DNA 损伤修复、DNA

损伤诱导下的 S 期以及 G2/M 期细胞检验点调控、应激压力下的复制叉保护、细胞有

丝分裂、染色质重塑以及转录调控等过程，进而维持机体基因组的稳定性和完整性，抑

制乳腺癌及卵巢癌的发生。人体内超过 70%的 BRCA1 蛋白不是以单体形式游离存在，

而是以 BRCA1/BARD1 异源二聚体的形成存在。一方面，BRCA1/BARD1 异源二聚体

可以稳定彼此，避免 BRCA1 或 BARD1 经由泛素-蛋白酶体途径被降解；另一方面，

BRCA1/BARD1 以整体形式发挥 E3 泛素连接酶的功能，参与到同源重组修复在内的多

个重要细胞活动[21, 268-271]。 

2.4.1  BRCA1 分子结构与特性 

BRCA1 蛋白共含有 1863 个氨基酸，由氨基端的 RING 结构域、NLS 结构域，羧
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基端的 Coiled-coil 结构域和 BRCT 结构域等多个功能域构成[15, 272]。 

（1）BRCT 结构域 

BRCA1 的 BRCT 结构域是由 2 段重复 BRCT 序列串联形成，该区域的疏水性氨基

酸构成一个磷酸化肽结合结构域，能够识别 p-SPxF 基序，介导 BRCA1 与多种含 p-

SPxF 结构的磷酸化蛋白的相互作用，形成不同的 BRCA1 功能复合物并参与到 DNA 损

伤修复、复制叉调控等多个重要的细胞生命活动中（图 2.15）。目前已有大量研究发现

BRCT 结构域对 BRCA1/BARD1 异源二聚体的肿瘤抑制活性非常重要，乳腺癌的临床

实践也进一步证实了 BRCT 结构域是 BRCA1 基因突变的高发区域[273-275]。 

 

图 2.15 BRCA1/BARD1 异源二聚体分子结构模式图[19] 

BRCT 结构域能够介导 BRCA1 分子与 Abraxas、BACH1 以及 CtIP 等分子相互作

用并形成 BRCA1-A、B、C 复合体，这三种 BRCA1 复合物参与了多种 BRCA1 相关的

肿瘤抑制功能（图 2.16）。 

BRCA1-A 复合物包含由 BRCA1、Abraxas、BRCC36、RAP80、Merit40/NBA1 以

及 BRE 共同构成，其中 Abraxas 一边通过其羧基末端的磷酸丝氨酸基团与 BRCA1 的

BRCT 结构域相互作用，另一边与 RAP80 等分子相互作用，充当 BRCA1-A 复合物的

桥梁蛋白。DNA 发生双链断裂损伤后，ATM/ATR 诱导组蛋白 H2AX 在丝氨酸 139 位

点磷酸化，直接通过 MDC1 的 BRCT 结构域招募 MDC1。MDC1 本身也是 ATM/ATR

的底物，其磷酸化导致 UBC13/RNF8/RNF168 陆续募集到 DNA 损伤位点，介导受损染

色质上组蛋白的一系列泛素化事件，最终导致 BRCA1 和 53BP1 等 DNA 损伤修复蛋白

定位于 DSB 处，启动 DNA 修复过程。以 BRCA1 为例，BRCA1-A 复合物成员 RAP80

通过其 UIM 结构域与泛素化的组蛋白 H2AX 相互作用，从而介导 BRCA1 定位到 DSB

处[124, 276-281]。 

BRCA1-B 复合物是 BRCA1 的 BRCT 结构域和 BACH1 的磷酸化丝氨酸 990 位点
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相互作用形成的，BRCA1 和磷酸化 BACH1 之间的特异性相互作用受 CDKs 调控，呈

现细胞周期依赖性。一方面，BACH1 是细胞 S 期和 G2 检验点的重要调控因子；另一

方面，BACH1 与 TopBP1 的相互作用是细胞响应复制压力、启动复制检查点所不可或

缺的。因此，BRCA1-B 复合物在细胞周期从 G2 期向 M 期过渡以及 DNA 损伤诱导的

检查点控制过程中均起到调控作用[282-285]。 

BRCA1-C 复合物由 BRCA1 和 CtIP、MRN 复合物组成。CtIP 是同源重组修复的

初始步骤 DNA 末端切除所必需的分子，CtIP 在 DNA 损伤位点处的定位以及 DNA 末

端切除功能的发挥均依赖于 BRCA1-C 复合物成员之间的协调合作。MRN 复合物与

CtIP 的相互作用介导 CtIP 募集到 DSB 处，BRCA1 对 CtIP 的泛素化也能促进 CtIP 被

招募到 DSB 处。紧接着，MRN 复合物的核酸酶活性帮助 CtIP 进行 DNA 末端切除形

成 3’-ssDNA[286-289]。 

 

图 2.16 BRCA1-A/B/C 复合体在细胞周期检验点和 DNA 损伤修复发挥作用[19] 

（2）RING 结构域 

BRCA1/BARD1异源二聚体是机体内BRCA1蛋白的主要存在形式，占体内BRCA1

蛋白总量的 70%以上。BRCA1 和 BARD1 的氨基端各有一个 RING 结构域，该结构域

介导 BRCA1 与 BARD1 相互作用形成二聚体，也是 BRCA1 发挥 E3 泛素连接酶催化

活性不可或缺的结构域（图 2.17）[16-20, 270, 290]。 
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图 2.17 BRCA1/BARD1 异源二聚体分子结构模式图[291] 

BRCA1/BARD1 可以与 UBC4 等多种 E2 泛素结合酶相互作用，对特定的蛋白质底

物进行 K6 连接、K48 连接或 K63 连接的泛素化修饰，发挥 E3 泛素连接酶作用。值得

注意的是，BRCA1/BARD1 相互作用形成二聚体时，BRCA1 的 E3 泛素连接酶活性会

显著增强[292-295]。 

2.4.2  BRCA1 的生物学功能 

BRCA1 分子能够通过参与同源重组途径的 DNA 损伤修复、DNA 损伤诱导下的 S

期以及 G2/M 期细胞检验点调控、应激压力下的复制叉保护、细胞有丝分裂、染色质重

塑以及转录调控等过程，维持机体基因组的稳定性和完整性。下面以同源重组途径的

DNA 损伤修复为例，介绍 BRCA1 及其功能复合物在此过程中的具体调控机制。 

DNA 在各类损伤因素的作用下发生双链断裂时，组蛋白 H2A 被 ATM/ATR 磷酸

化，进而招募 MDC1，MDC1 的磷酸化导致 RNF8/RNF168 募集到 DNA 损伤位点并介

导组蛋白的一系列泛素化事件。RAP80 的 UIM 结构域与泛素化 H2A组蛋白相互作用，

导致 BRCA1 以及 MRN 被招募到 DNA 损伤位点处，并协调 CtIP/MRN 复合物进行

DNA 末端切除形成 ssDNA。在 PALB2/BRCA2/DSS1 复合物的作用下，ssDNA 尾部被

RPA 包裹并保护起来，RPA 随后被重组酶 Rad51 取代。同时，BRCA1/BARD1 增强了

Rad51-ssDNA 核蛋白复合物捕获同源双链 DNA 的能力，紧接着启动链侵入过程，从而

产生置换环(D-loop)。DNA 聚合酶介导 DNA 的合成，经扩展的 D-loop 可以经由合成

依赖性单链退火(SDSA)、典型双链断裂修复(DSBR)、双霍利迪结构(dHJ)和断裂诱导的

DNA 复制(BIR)等四种不同的途径解聚，至此完成同源重组途径的 DNA 损伤修复（图

2.18）[269, 296, 297]。 
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图 2.18 同源重组途径的 DNA 损伤修复过程[291] 

2.4.3  BRCA1 的蛋白质水平调控 

人体的 BRCA1 蛋白表达水平及蛋白稳定性在多个不同层次受到精密调控。（1）在

蛋白-蛋白相互作用方面，BRCA1 与 BARD1 相互作用形成的异源二聚体对两个分子均

起到稳定作用；（2）在转录调控方面，多种转录因子以及 miRNAs 可以对 BRCA1 的转

录水平进行正向或负向调控。研究表明 E2F1、miR-155-5p、miR17 等可以抑制 BRCA1

的转录水平，而 YY1、USP9X 可以提高 BRCA1 的转录水平；（3）在表观遗传方面，
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BRCA1 基因启动子的 CpG 岛的高甲基化状态会抑制 BRCA1 的转录；（4）在翻译后修

饰方面，磷酸化、泛素化、SUMO 化修饰均可发生于 BRCA1 蛋白，其中泛素化修饰是

最普遍也最有效的 BRCA1 蛋白修饰方式。研究表明，HERC2、FBXO44、HUWE1、

DCAF8L1 等 E3 泛素连接酶均可对 BRCA1 进行多聚泛素化修饰，导致 BRCA1 蛋白降

解。然而，BRCA1 的去泛素化酶至今仍鲜有报道。有研究表明 USP9X 可能是 BRCA1

的去泛素化酶，也有研究表明 USP9X 对于 BRCA1 蛋白质水平的上调是通过上调

BRCA1 的 mRNA 水平，而不依赖于其 DUB 活性[26-30, 34, 35, 94]。 

2.4.4  BRCA1 蛋白质水平的变化与乳腺癌的关系 

BRCA1 蛋白及其复合物通过调控 DNA 损伤修复、应激压力下的复制叉保护、染

色体重塑、有丝分裂等重要的细胞过程，起到维持机体基因组稳定性的关键作用，进而

在乳腺癌中发挥着重要的抑癌作用。 

乳腺癌通常根据遗传易感性被划分为家族性遗传性乳腺癌和散发性乳腺癌，家族

性遗传性乳腺癌占全体乳腺癌患者的约 20-30%，其发生发展与 BRCA1、TP53 和 PTEN

等多种抑癌分子的基因突变相关[8, 9]，其中 BRCA1/2 基因突变出现在超过 50%的家族

性遗传性乳腺癌患者中，是此类乳腺癌患者的显著风险因素[10]。散发性乳腺癌患者占

全体乳腺癌患者约 70-80%，散发性乳腺癌中 BRCA1 的异常多表现为蛋白表达水平不

足，研究发现 BRCA1 的低表达水平与散发性乳腺癌的疾病进程、预后风险相关[11-14]。 

有研究表明，BRCA1 突变携带者的细胞(mut/wt)在 BRCA1 参与的同源重组修复、

细胞周期检验点、有丝分裂等多种功能上均表现正常，但是应激压力下的复制叉保护

表现为明显的功能缺陷，提示 BRCA1 虽然没有“单倍剂量不足”效应，但是 BRCA1

的剂量水平对于其调控基因组稳定性以及肿瘤抑制功能的影响更加精细。有趣的是，

向 BRCA1 突变携带者细胞重新转入野生型 BRCA1，可以回补因 BRCA1 单个等位基

因突变导致的缺陷，而转入突变型 BRCA1 则无法挽救该缺陷，这表明乳腺癌患者的

BRCA1 蛋白异常可能是由于野生型 BRCA1 蛋白水平不足，而非突变本身所致[24]。综

上所述，无论是家族性乳腺癌的野生型 BRCA1 蛋白剂量不足，还是散发性乳腺癌的

BRCA1 蛋白水平普遍下降，都表明 BRCA1 蛋白水平与乳腺癌密切相关，也意味着阐

明机体的 BRCA1 蛋白水平及蛋白稳态调控机制对于理解乳腺癌的发生发展机制、研发

以 BRCA1 为中心的乳腺癌治疗药物具有重大意义。 
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第三章  材料与方法 

3.1  实验材料 

本研究中所用的实验材料按表格列示，其中表 3.1.1 列示仪器设备；表 3.1.2 列示

细胞株及感受态菌株；表 3.1.3 列示细胞培养相关试剂；表 3.1.4 列示抗体；表 3.1.5

列示 Western blotting 相关试剂；表 3.1.6 列示免疫共沉淀相关试剂；表 3.1.7 列示免疫

组织化学相关试剂；表 3.1.8 列示分子克隆相关试剂；表 3.1.9 列示病毒系统相关质

粒；表 3.1.10 列示原核系统表达载体及质粒；表 3.1.11 列示真核系统表达载体及质

粒；表 3.1.12 列示 RNAi 序列；表 3.1.13 列示引物序列; 表 3.14 列示 USP4 肿瘤患者

临床突变体。 

表 3.1.1  仪器设备 

设备名称 公司/品牌 

CO2培养箱 Thermo Fisher 

超净工作台 SW-CJ-2F 苏净安泰 

生物安全柜 海尔医疗 

Q700 智能型超声波破碎仪 Qsonica 

6405 紫外分光光度计 Jenway 

流式细胞仪, Calibur1 BD 公司 

流式细胞仪, Calibur2 BD 公司 

生化培养箱 Boxun 

振荡培养箱 上海旻泉仪器 

电热恒温鼓风干燥箱 Boxun 

落地式高速冷冻离心机 Hitachi 

Olympus CK40 倒置显微镜 Olympus 

5810R 高速冷冻式离心机 Eppendorf 

5427R 高速冷冻式离心机 Eppendorf 

ChemiDoc MP 全能型成像系统 Eppendorf 

多功能酶标仪 Bio-rad 

数字干式恒温器 Tecan 

EPS300 电泳仪 Select BioProducts  
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表 3.1.2  细胞株及感受态菌株 

细胞株 来源 

HEK 293T American Type Tissue Culture Collection 

HeLa American Type Tissue Culture Collection 

MCF-10A 实验室保存 

U2OS American Type Tissue Culture Collection 

MCF-7 American Type Tissue Culture Collection 

MDA-MB-231 American Type Tissue Culture Collection 

U2OS-DR 实验室保存 

HeLa/MCF-10A/MDA-MB-231 Flag-control Cell line 作者构建 

HeLa/MCF-10A/MDA-MB-231 Flag-USP4-WT Cell line 作者构建 

HeLa/MCF-10A/MDA-MB-231 Flag-USP4-CA Cell line 作者构建 

HeLa/MCF-10A/MDA-MB-231 sh-control Cell line 作者构建 

HeLa/MCF-10A/MDA-MB-231 shUSP4-1 Cell line 作者构建 

HeLa/MCF-10A/MDA-MB-231 shUSP4-2 Cell line 作者构建 

DH5α 感受态细胞 Shenzhen KT Life technology  

Rosetta（DE3）感受态细胞 Shenzhen KT Life technology  

Stbl3 感受态细胞 Shenzhen KT Life technology 

表 3.1.3  细胞培养相关试剂 

名称 品牌/公司 

高糖 DMEM 培养基 中科迈晨 

DMEM/Ham’s F-12 培养基 中科迈晨 

胎牛血清 HyClone 

马血清 Gibco 

表皮细胞生长因子（EGF） Sigma 

氢化可的松 Sigma 

霍乱毒素 Sigma 

重组人胰岛素 翊圣生物 

胰蛋白酶 Sigma 

双抗（青霉素 100 U/mL；链霉素 100 g/mL） 中科迈晨 

OPTI-MEM Thermo Fisher 

jetPRIM 多功能 DNA/siRNA 转染试剂 Polyplus 

聚凝胺 索莱宝 
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续表 3.1.3  细胞培养相关试剂 

名称 品牌/公司 

Lipofectamine 2000 转染试剂 翌圣生物 

Nocodazole Sigma 

Thymidine Sigma 

MG132 Selleck 

Puromycin Selleck 

放线菌酮（CHX） Sellect 

阿霉素(Doxorubicin) Sigma 

依托泊苷(Etoposide) Sigma 

Olaparib Selleck 

表 3.1.4  抗体 

名称 货号 品牌 

Anti-USP4 66822 Proteintech 

Anti-BRCA1 sc-6954 Santa Cruz 

Anti-BRCA1 ab16780 Abcam 

Anti-BRCA1 ab191042 Abcam 

Anti-BARD1 NB100 Novus 

Anti-BARD1 sc-74559 Santa Cruz 

Anti-Ub 3936S Cell Signaling Technology 

Anti-His 2366S Cell Signaling Technology 

Anti-Flag 4793S Cell Signaling Technology 

Anti-Flag F3165 Sigma 

Anti-HA 3924S Cell Signaling Technology 

Anti-Myc M4439 Sigma 

Anti-β-actin AC026 ABclonal   

Anti-α-tubulin 3873S Cell Signaling Technology 

Anti-GAPDH 5174S Cell Signaling Technology 
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表 3.1.5  Western blotting 相关试剂 

名称 品牌/公司 

硝酸纤维素膜（NC 膜） GE Healthcare 

30%凝胶贮备液 鼎国昌盛 

40%凝胶贮备液 鼎国昌盛 

丽春红 Amersco 

ECL 化学发光液  Bioruler 

蛋白预染 Marker 聚合美生物 

过硫酸铵（APS） Amersco 

Tween-20 Amersco 

溴酚蓝 Sigma 

TEMED 鼎国昌盛 

β 巯基乙醇 Sigma 

过氧化物酶标记山羊抗小鼠 IgG（H+L） Jackson ImmunoResearch 

辣根过氧化酶标记山羊抗兔 IgG（H+L） Jackson ImmunoResearch 

小鼠抗兔 IgG 轻链二抗 Abbkine 

山羊抗小鼠 IgG 轻链二抗 Abbkine 

十二烷基硫酸钠（SDS） 鼎国昌盛 

PMSF 蛋白酶抑制剂 Thermo Fisher 

Cocktail 蛋白酶抑制剂 

磷酸酶抑制剂 

Selleck 

Selleck 

3.1.6  免疫共沉淀相关试剂 

名称 品牌/公司 

Protein A/G beads 博奥龙 

Anti Flag M2 Agarose Beads Sigma-Aldrich 

Ni-NTA Agarose Qiagen 

GST Sepharose 4B GE Healthcare 

Normal Rabbit IgG 碧云天 

Normal Mouse IgG 碧云天 

考马斯亮蓝 G250 翌圣生物 

IPTG Sigma-Aldrich 

溶菌酶 Sigma-Aldrich 

咪唑 Amersco 
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表 3.1.7  免疫组织化学相关试剂 

试剂名称 品牌（公司） 

即时免疫组织化学试剂盒 博奥龙 

Envision 免疫组化检测试剂 Qiagen 

DAB 显色液试剂盒 博奥龙 

中性树胶 中杉金桥 

二甲苯 国药科兴 

苏木素染液 中杉金桥 

乙醇 通广精细化工 

氨水 国药科兴 

盐酸 国药科兴 

表 3.1.8  分子克隆相关试剂 

试剂名称 品牌 

KOD One PCR Master Mix TOBOYO 

T4 DNA 连接酶 New England Biolabs 

限制性核酸内切酶 New England Biolabs 

高效无缝克隆试剂盒 碧云天 

AxyPrep PCR 纯化试剂盒 Axygen 

琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒 Axygen 

AxyPrep 质粒 DNA 小量试剂盒 Axygen 

AxyPrep 质粒中量提取试剂盒 Axygen 

无内毒素质粒大量提取试剂盒 OMEGA BIO-TEK 

DNA Maker                                                                 擎科生物 

表 3.1.9  病毒系统相关质粒 

名称 来源 

psPAX2  本实验室保存 

pCMV-VSVG  本实验室保存 

pLVX-IRES-Puro-3xFlag 本实验室保存 

pLVX-IRES-Puro-3xFlag-USP4-WT 作者构建  

pLVX-IRES-Puro-3xFlag-USP4-CA 作者构建 

GFP-IRES-gene TG006-Vector 本实验室保存 

GFP-IRES-gene TG006-USP4-WT 作者构建 
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续表 3.1.9  病毒系统相关质粒 

名称 来源 

GFP-IRES-gene TG006-USP4-CA 作者构建 

pLKO.1-Puro 本实验室保存 

pLKO.1-Puro-shUSP4-1 作者构建 

pLKO.1-Puro-shUSP4-2 作者构建 

表 3.1.10  原核系统表达质粒 

名称 来源 

pGEX6-p2-Vector 本实验室保存 

pGEX6-p2-USP4 作者构建 

表 3.1.11  真核系统表达载体及质粒 

载体名称 来源 

PCMV6-AC-3xHA-Vector 本实验室保存 

PCMV6-AC-3xHA-USP4-WT 作者构建 

PCMV6-AC-3xHA-USP4-CA 作者构建 

PCMV6-AC-3xHA-USP4-临床突变体（见 3.1.14） 作者构建 

p3xFLAG-CMV-10-Vector 本实验室保存 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-WT 作者构建 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-CA 作者构建 

PCMV6-AC-3xHA-BRCA1-F1(1-64) 本实验室保存 

PCMV6-AC-3xHA-BRCA1-F2(65-167) 本实验室保存 

PCMV6-AC-3xHA-BRCA1-F3(168-615) 本实验室保存 

PCMV6-AC-3xHA-BRCA1-F4(616-1652) 本实验室保存 

PCMV6-AC-3xHA-BRCA1-F5(1653-1863) 本实验室保存 

pCMVN-HA-USP4-WT 军事科学院裴华东教授实验室馈赠 

pCMVN-HA-USP4-M1 军事科学院裴华东教授实验室馈赠 

pCMVN-HA-USP4-M2 军事科学院裴华东教授实验室馈赠 

pCMVN-HA-USP4-M3 军事科学院裴华东教授实验室馈赠 

pCMVN-HA-USP4-M4 军事科学院裴华东教授实验室馈赠 

pCMVN-HA-USP4-M5 军事科学院裴华东教授实验室馈赠 

pCMVN-HA-USP4-M6 军事科学院裴华东教授实验室馈赠 

pCMVN-HA-USP4-M7 军事科学院裴华东教授实验室馈赠 
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续表 3.1.11  真核系统表达载体及质粒 

载体名称 来源 

pCMVN-HA-USP4-M8 军事科学院裴华东教授实验室馈赠 

p3xFLAG-CMV-10-BRCA1 作者构建 

p3xFLAG-CMV-10- BRCA1FS (65-772) 作者构建 

PCMV6-AC-3xHA-BRCA1 本实验室保存 

pcDNA4-Myc-His-Vector 本实验室保存 

pcDNA4-Myc-His-BRCA1FS (65-772) 本实验室保存 

pcDNA3.1-Flag-HA-Vector 本实验室保存 

pcDNA3.1-Flag-HA-HUWE1 本实验室保存 

p3xFLAG-CMV-HERC2 浙江大学杨月红教授实验室馈赠 

pcDNA3.1-His-Ub 本实验室保存 

pcDNA3.1-HA-Ub 本实验室保存 

pcDNA3.1-HA-K48-Ub (K48 only) 本实验室保存 

pcDNA3.1-HA-K63-Ub (K63 only) 本实验室保存 

表 3.1.12  RNAi 序列 

靶基因 RNAi (5’- 3’)序列 

siUSP4-1 GGCAGACCUUGCAGUCAAATT 

siUSP4-2 CCUACGAGCAGUUGAGCAATT 

siUSP4-3 CGAGGCGUGGAAUAAACUATT 

siUSP4-UTR UUAAACAGGUGGUGAGAAATT 

shUSP4-1 CCCAACTGTAAGAAGCATCAA 

shUSP4-2 GCCCAGAATGTGCTAAGGTTT 

si-CtIP GCUAAAACAGGAACGAAUCTT 
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表 3.1.13  引物序列 

引物名称 引物序列(5’- 3’) 质粒名称 

Flag-USP4-F TGACGATGACAAGCTTATGGCGGAAGGTGGAGGC p3xFLAG-CMV-

10-USP4-WT Flag-USP4-R GATGAATTCGCGGCCGCTCATCCCAGCCACTCGGG 

HA-USP4-F GCCAGATCTCAAGCTTATGGCGGAAGGTGGAGGC PCMV6-AC-

3xHA-USP4-WT 
HA-USP4-R CGTATGGGTACTCGAGACCTCCCAGCCACTCGGG 

Flag-USP4-F GAGGATCTATTTCCGGTGAAGAGGAGATCTGCCGCCG pLVX-IRES-Puro-

3xFlag-USP4-WT Flag-USP4-R TCTAGAACTAGTCTCGAGGTTAAACCTTATCGTCGTC

AT 

GST-USP4-F GGGCCCCTGGGATCCATGGCGGAA pGEX6-p2-USP4 

GST-USP4-R ATGCGGCCGCTCGAGTTAGTTGGTGTCC 

TG006-USP4-F ATTTCGACATTTAAATACCGCCATGGCGGAAGGTG GFP-IRES-gene 

TG006-USP4-WT TG006-USP4-R CCGATACCGTCGAGATTAATTAATTAGTTGGTGTCCA 

Flag-BRCA1-F GACGATGACAAGCTTGCCACCATGGATTTATCTGCTC p3xFLAG-CMV-

10-BRCA1 Flag-BRCA1-R ATGCCACCCGGGATCCTCAGTAGTGGCT 

USP4 C311A-F AACCTGGGAAACACCGCCTTCATGAACTCCGCTTTGC 
USP4-CA mutant 

USP4 C311A-R AGCGGAGTTCATGAAGGCGGTGTTTCCCAGGTTTCCA 

Flag-BRCAFS-F CCGCTCGAGAAGAATGATATAACCAAAAGGAGCCTAC

AAGA p3xFLAG-CMV-

10-BRCA1FS Flag-BRCAFS-R CCCAAGCTTTCACTGAGTGCCATAATCAGTACCAGGT

ACC 

USP4-R8H-F AAGGTGGAGGCTGCCATGAGCGACCG PCMV-HA-USP4-

R8H USP4-R8H -R CGCATCCGGTCGCTCATGGCAGCCTCC 

USP4-Q81E-F TTCAGATCCTGAGAGTGAGACCTTGAAAG PCMV-HA-USP4-

Q81E USP4-Q81E-R TGTTCTTTCAAGGTCTCACTCTCAGGATCT 

USP4-S258F-F CCTCAGTGTCTGCCTTTCTCATTGCA PCMV-HA-USP4-

S258F USP4- S258F-R CACCATTTGCAATGAGAAAGGCAGACACT 

USP4-S295C-F TCAGGAGCCACCATCCTGTCATATACAAC PCMV-HA-USP4-

S295C  USP4-S295C-R CAGGTTGTATATGACAGGATGGTGGCT 

USP4-L301R-F ATACAACCTGGGCGCTGTGGACTTGGAA PCMV-HA-USP4-

L301R USP4-L301R-R AAGTCCACAGCGCCCAGGTTGTATATGAG 

USP4-S315C-F CACCTGCTTCATGAACTGCGCTTTGCA PCMV-HA-USP4-

S315C USP4-S315C-R ACACTGCAAAGCGCAGTTCATGAAGCAG 

USP4-S468F-F AATGTGCTAAGGTTTTTGTGACCTTTGAC PCMV-HA-USP4-

S468F USP4-S468F-R ATGGGTCAAAGGTCACAAAAACCTTAGCAC 

USP4-I546V-F CGATTCCACAAAGTTTTCCAAATGGATGAA PCMV-HA-USP4-

I546V USP4-I546V-R ACCTTCATCCATTTGGAAAACTTTGTGGAAT 
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续表 3.1.13  引物序列 

引物名称 引物序列(5’- 3’) 质粒名称 

USP4-R559W-F AACCACATCATGCCTTGGGATGACATTTT PCMV-HA-USP4-

R559W USP4-R559W-R ACGAAAATGTCATCCCAAGGCATGATGTG 

USP4-R8C-F GAGGCTGCTGTGAGCGACCGGAT PCMV-HA-USP4- 

R8C USP4-R8C-R GTCGCTCACAGCAGCCTCCACCT 

USP4-F42C-F CAGCCGGTGGTGCAAGCAGTGG PCMV-HA-USP4- 

F42C USP4-F42C-R CTTCTTCCACTGCTTGCACCACCGGCTG 

USP4-K186N-F CGGCTCTGGAACAACTACATGAGCAACAC PCMV-HA-USP4- 

K186N USP4-K186N-R CTCATGTAGTTGTTCCAGAGCCGTGTTTC 

USP4-D428Y-F CAATGGGCGGCCATATGCGGTGGT PCMV-HA-USP4- 

D428Y USP4-D428Y-R CTTCCTTTGCCACCACCGCATATGGC 

USP4-L459V-F TTCAAATCTACTGTGGGTTGCCCAGAATG PCMV-HA-USP4- 

L459V USP4-L459V-R TGGGCAACCCACAGTAGATTTGAAGAGGCC 

USP4-R411Q-F AGATCTGAACCAGGTAAAGAAAAAGCCC PCMV-HA-USP4- 

R411Q USP4-R411Q-R TTTTTCTTTACCTGGTTCAGATCTTCATGC 

USP4-P480S-F TAACGCTGTCACTGCCCTTGAAGA PCMV-HA-USP4- 

P480S USP4-P480S-R AAGGGCAGTGACAGCGTTAGATAGC 

USP4-R501T-F CCCTCACTGCACACCTACTCAGTACC PCMV-HA-USP4- 

R501T USP4-R501T-R CTGAGTAGGTGTGCAGTGAGGGTCAG 

USP4-Q667E-F GAAATGGAGCATGAGGAAGAAGGCAAA PCMV-HA-USP4- 

Q667E USP4-Q667E-R AAGCTGCTCTTTGCCTTCTTCCTCATGCTCCA 

USP4-I782T-F TGAGAGACTGCACCGAGCTCTTCACCA PCMV-HA-USP4- 

I782T USP4-I782T-R AAGAGCTCGGTGCAGTCTCTCAGGGCCA 

USP4-G4E-F TGGCGGAAGGTGAAGGCTGCCGTGA PCMV-HA-USP4- 

G4E USP4-G4E-R CGGCAGCCTTCACCTTCCGCCATGGTC 

USP4-R10Q-F CTGCCGTGAGCAACCGGATGCGGAGA PCMV-HA-USP4- 

R10Q USP4-R10Q-R GCATCCGGTTGCTCACGGCAGCCTCC 

USP4-S72F-F CAATAGACAACTTTGGGCTATTTTCAG PCMV-HA-USP4- 

S72F USP4-S72F-R GAAAATAGCCCAAAGTTGTCTATTGGGC 

USP4-E166D-F ATTGCAACCATCGACAAAGAGAT PCMV-HA-USP4- 

E166D USP4-E166D-R CGCATCTCTTTGTCGATGGTTGCA 

USP4-Q227H-F CATGGCCCAGGCACACCTTGCAGTCA PCMV-HA-USP4- 

Q227H USP4-Q227H-R TTTTGACTGCAAGGTGTGCCTGGGC 

USP4-V538L-F TGGTGGTCGCAGATCTGTATAATCACCG PCMV-HA-USP4- 

V538L USP4-V538L-R TGATTATACAGATCTGCGACCACCATATTT 

USP4-P384S-F GTAGGACGTTTTGCTTCTCAATTTTCTGG PCMV-HA-USP4- 

P384S USP4-P384S-R TAGCCAGAAAATTGAGAAGCAAAACGT 
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续表 3.1.13  引物序列 

引物名称 引物序列(5’- 3’) 质粒名称 

USP4-S598L-F CTTCCTCCGCATTAGCGCTATATGGGC PCMV-HA-USP4- 

S598L USP4-S598L-R GGCTGCCCATATAGCGCTAATGCGGAG 

USP4-Y822L-F CAAGATCCTGCTGGTCCACCTCAAAC PCMV-HA-USP4- 

Y822L USP4-Y822L-R CAAGATCCTGCTGGTCCACCTCAAAC 

USP4-A860S-F TAACCTGTCAACAAGGCCTTATGTGTA PCMV-HA-USP4- 

A860S USP4-A860S-R ATAAGGCCTTGTTGACAGGTTACAGACA 

USP4-S39Q-F TATTGACGGCCGGTGGTTCAAGCAGTGG PCMV-HA-USP4- 

S39Q USP4-S39Q-R CTTGAACCACCGGCCGTCAATAAGATAC 

USP4-D517N-F GGGGCTGTGTCCAACCTGTGCGAGGC PCMV-HA-USP4- 

D517N USP4-D517N-R AGAGCCTCGCACAGGTTGGACACAGCC 

USP4-V572M-F TCTGCAGCACTTCCATGGATGGCTCGG PCMV-HA-USP4- 

V572M USP4-V572M-R GCCATCCATGGAAGTGCTGCAGACCT 

USP4-P591Q-F AGAGGAAGTCCAGGCAATCAAGCACTT PCMV-HA-USP4- 

P591Q USP4-P591Q-R GTGCTTGATTGCCTGGACTTCCTCTCCC 

USP4-Q769K-F TGTTGCAGCCTAAGAAGAAGAAGAAGA PCMV-HA-USP4- 

Q769K USP4-Q769K-R CTTCTTCTTCTTAGGCTGCAACATGCT 

USP4-D780Y-F GCCCTGAGATACTGCATCGAGCTCTT PCMV-HA-USP4- 

D780Y USP4-D780Y-R GCTCGATGCAGTATCTCAGGGCCACT 

USP4-A808Y-F CATCAACAGGACACAAAAAAGTTTGAC PCMV-HA-USP4- 

A808Y USP4-A808Y-R ACTTTTTTGTGTCCTGTTGATGCTTCTT 

USP4-A869T-F GTGTACGACCTCATTACCGTGTCCAAT PCMV-HA-USP4- 

A869T USP4-A869T-R GACACGGTAATGAGGTCGTACACATAA 

USP4-Q921K-F ATGTGCTATTTTACAAACGTCGAGATGAT PCMV-HA-USP4- 

Q921K USP4-Q921K-R AAAATTCATCATCTCGACGTTTGTAAAATAG 

表 3.1.14  USP4 肿瘤患者临床突变体 

质粒名称 突变所在结构域 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-R8H DUSP 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-S258F Linker 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-S295C Linker 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-L301R D1 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-S315C D1 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-S468F D1 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-I546V UBL2 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-R559W UBL2 
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续表 3.1.14  USP4 肿瘤患者临床突变体 

质粒名称 突变所在结构域 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-R8C DUSP 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-F42C DUSP 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-K186N UBL1 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-D428Y D1 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-L459V D1 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-E463K D1 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-P480S D1 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-R501T UBL2 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-Q667E Insert 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-I782T D2 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-G4E DUSP 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-R10Q DUSP 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-S72F DUSP 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-E166D UBL1 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-Q227H UBL1 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-P384S D1 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-V538L UBL2 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-S598L Insert 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-Y822L D2 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-A860S D2 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-S39Q DUSP 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-R411Q D1 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-D517N UBL2 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-V572M Insert 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-P591Q Insert 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-Q769K Insert 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-D780Y D2 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-A808Y D2 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-A869T D2 

p3xFLAG-CMV-10-USP4-Q921K D2 
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3.2  试剂及溶液配制 

3.2.1  细胞培养相关试剂及溶液配制 

1) DMEM 高糖培养基：高糖 DMEM+10%胎牛血清。 

2) MCF-10A 细胞培养基（500 mL 体系）：DMEM 培养基：250 mL，DMEM/Ham’s F-

12 培养基：250 mL，马血清：25 mL，表皮生长因子(100 mg/mL)：100 μL，氢化可

的松(1 mg/mL)：250 μL，霍乱毒素(1 mg/mL)：50 μL，重组人胰岛素(10 mg/mL)：

500 μL。 

3) MDA-MB-231 细胞培养基：Leibovitz's L-15 培养基+10%胎牛血清。 

4) 细胞冻存液：在超净工作台中，按照 FBS（v/v）90%，DMSO（v/v）10%的比例配

置，保存于 50 mL 无菌离心管中，用封口膜密封后置于 4 ℃冰箱备用。 

5) 10×PBS（2 L 体系）：称取 41.6 g Na2HPO4•12H2O，5.4g KH2PO4，160 g NaCl，4.0 

g KCl 至 2 L 烧杯中，加入 1.8 L 双蒸水，搅拌至溶解后，在继续搅拌的同时通过

NaOH 或 HCl 调 pH 值至 7.4，定容至 2 L 后保存备用。 

6) 1×PBS（500 mL 体系）：量取 10×PBS 50 mL，加入 450 mL 双蒸水，倒入 500 mL

试剂瓶中，高压灭菌后置于 4 ℃冰箱备用。 

7) 0.25%胰酶溶液（1 L 体系）：首先配置 0.5 mol/L EDTA 溶液，称取 18.61 g 

Na2EDTA•2H2O，加入双蒸水 160 mL，搅拌至溶解后，在继续搅拌的同时通过 NaOH

调 pH 至 8.0，直至 EDTA 完全溶解时，定容至 200 mL 并保存备用。称取 Sigma 胰

酶粉末 2.50 g 至 1 L 的烧杯中，加入 800 mL 1×PBS，2 mL 0.5 mol/L EDTA 溶液，

搅拌至溶解后定容至 1 L，在超净工作台内用微孔滤膜推滤除菌，保存至高压灭菌

的试剂瓶中置于 4 ℃冰箱备用。 

3.2.2  细菌培养相关试剂及溶液配制 

1) LB 培养基（100 mL 体系）：称取 0.5 g 酵母提取物，1.0 g 胰蛋白胨，1.0 g NaCl 至

100 mL 烧杯中，加入 100 mL 双蒸水，摇晃至溶解后，转移到 250 mL 锥形瓶并用

牛皮纸封口，高压蒸汽灭菌后备用。 

2) LA 固体培养基（100 mL 体系）：称取 0.5 g 酵母提取物，1.0 g 胰蛋白胨，1.0 g NaCl，

2.0 g 琼脂粉至 100 mL 烧杯中，加入 100 mL 双蒸水摇晃至溶解后，转移到 250 mL

锥形瓶并用牛皮纸封口，高压蒸汽灭菌。灭菌后将锥形瓶置于室温，待其温度降至

50 ℃左右时加入氨苄抗生素（工作浓度 100 μg/mL）。在超净工作台中制备固体培

养基平板，倒放平板待其凝固后用封口膜进行密封保存，置于 4 ℃冰箱备用。 

3) 保菌液（100 mL 体系）：量取 40 mL 甘油，60 mL 双蒸水，二者混合均匀后置于

200 mL 试剂瓶，高压蒸汽灭菌后备用。 
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3.2.3  细胞裂解相关试剂及溶液配制 

1）NETENG-400 裂解液（1000 mL 体系）：20 mmol/L Tris-HCl，0.1% NP-40，0.5 mmol/L 

EDTA，1.5 mmol/L MgCl2，400 mmol/L NaCl，10% Glycerol，调节 pH 至 7.4。 

2）NETENG-0 裂解液（1000 mL 体系）：20 mmol/L Tris-HCl，0.1% NP-40，0.5 mmol/L 

EDTA，1.5 mmol/L MgCl2，0 mmol/L NaCl，10% Glycerol，调节 pH 至 7.4。 

3）NETENG-150 裂解液（1000 mL 体系）：20 mmol/L Tris-HCl，0.1% NP-40，0.5 mmol/L 

EDTA，1.5 mmol/L MgCl2，150 mmol/L NaCl，10% Glycerol，调节 pH 至 7.4。 

4）尿素裂解液 B（1000 mL 体系）：8 mol/L 尿素，10 mmol/L Tris-HCl，100 mmol/L 

NaH2PO4，20 mmol/L 咪唑，调节 pH 至 8.0。 

5）尿素裂解液 C（1000 mL 体系）：8 mol/L 尿素，10 mmol/L Tris-HCl，100 mmol/L 

NaH2PO4，20 mmol/L 咪唑，调节 pH 至 6.3。 

6）尿素裂解液 E（1000 mL 体系）：8 mol/L 尿素，10 mmol/L Tris-HCl，100 mmol/L 

NaH2PO4，250 mmol/L 咪唑，调节 pH 至 4.0。 

3.2.4  分子克隆相关试剂及溶液配制 

1) 50×TAE 电泳缓冲液（500 mL 体系）：称取 121.14 g Tris base，9.30 g Na2EDTA，30 

mL 冰醋酸加入 1 L 烧杯中，加双蒸水搅拌至溶解后，定容至 500 mL，保存备用。 

2) 1×TAE（500 mL 体系）电泳缓冲液：量取 50×TAE 电泳缓冲液 10 mL 至 1 L 烧杯

中。加入双蒸水并定容至 500 mL，保存备用。 

3.2.5  Western blotting 相关试剂及溶液配制 

1) 30%以及 40%凝胶贮备液溶液（500 mL）：购买自鼎国昌盛。 

2) 1.5 mol/L Tris-HCl 缓冲液（pH 8.8，500 mL 体系）：称取 90.8 g Tris，加入 400 mL

双蒸水搅拌至溶解后，在搅拌的同时通过 HCl 调节 pH 至 8.8，定容至 500 mL 后置

于 4 ℃冰箱，保存备用。 

3) 1 mol/L Tris-HCl 缓冲液（pH 6.8，500 mL 体系）：称取 60.5g Tris，加入 400 mL 双

蒸水搅拌至溶解后，在搅拌的同时通过 HCl 调节 pH 至 6.8，定容至 500 mL 后置于

4 ℃冰箱，保存备用。 

4) 10% SDS 溶液（100 mL 体系）：称取 10.0 g 十二烷基硫酸钠粉末，加入 80 mL 双

蒸水，搅拌至溶解后，定容至 100 mL 后保存备用。 

5) 10%过硫酸铵溶液（100 mL）：称取 10.0 g 过硫酸铵粉末，加入 80 mL 双蒸水，搅

拌至溶解后，定容至 100 mL 后依次分装至 1.5 mL EP 管，置于-20 ℃冰箱备用。 

6) 5×Sample Buffer（250 mL 体系）：量取 1 mol/L，pH 6.8 Tris-HCl 62.5 mL，75 mL 甘

油，称取 25.0 g 十二烷基硫酸钠粉末，0.05 g 溴酚蓝，加入 200 mL 双蒸水，搅拌
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至溶解后，定容至 250 mL 后依次分装至 1.5 mL EP 管，置于-20 ℃冰箱备用。使用

前及时加入 125 μL/mL β-巯基乙醇，现配现用。 

7) 10×电泳缓冲液（4 L 体系）：称取 121.2g Tris base，752.0 g 甘氨酸，40.0 g SDS，

置于 4 L 烧杯中，加入 3.5 L 双蒸水，搅拌至溶解后，定容至 4 L，保存备用。 

8) 10×转膜缓冲液（4 L 体系）：称取 121.2 g Tris base，576.0 g 甘氨酸，置于 4 L 烧杯

中，加入 3.5 L 双蒸水，搅拌至溶解后，定容至 4 L，保存备用。 

9) 1×转膜缓冲液（1 L 体系）：量取 10×转膜液 100 mL，双蒸水 700 mL，甲醇 200 mL，

混匀后用试剂瓶预冷。 

10) Tris-acetate 大分子胶 4×Sample Buffer：250 mmol/L Tris-HCl，pH 8.5，2% w/v 十二

烷基硫酸锂，100 mmol/L DTT，0.4 mmol/L EDTA，10% v/v 甘油，0.2 mmol/L 酚

红，0.2 mmol/L 溴酚蓝。 

11) Tris-acetate 大分子胶 1×电泳缓冲液：50 mmol/L Tricine，50 mmol/L Tris base，0.1% 

w/v 十二烷基硫酸钠，1.3 mmol/L 亚硫酸氢钠，调节 pH 至 8.2。 

12) Tris-acetate 大分子胶 1×转膜缓冲液：25 mmol/L Bicine，25 mmol/L Bis-Tris，1 mmol/L 

EDTA，1.3 mmol/L 亚硫酸氢钠，20% v/v 甲醇，调节 pH 至 7.2。 

13) 10×PBS（1 L 体系）：称取 24.23 g Tris base，80.0 g NaCl，置于 1 L 烧杯中。加入

800 mL 双蒸水，边搅拌边通过 HCl 调节 pH 至 7.4，定容至 1 L 后保存备用。 

14) 1×PBST（1 L 体系）：量取 10 mL 10×PBS，加入 1 mL Tween-20，加入双蒸水定容

至 1 L，混匀后保存备用。 

15) 封闭缓冲液（200 mL 体系）：称取脱脂奶粉 10.0 g，加入 200 mL 1×PBST，充分涡

旋混匀后即刻使用。 

16) 丽春红染液（200 mL 体系）：称取 Ponceau S 粉末 0.2 g，加入 10 mL 乙酸，200 mL

双蒸水，搅拌混匀后保存备用。 

3.2.6  蛋白纯化相关溶液配制 

1) 1 mol/L Tris（100 mL 体系）：称取 12.1 g Tris，加入 80 mL 双蒸水，搅拌至溶解后，

边搅拌边通过 HCl 调节 pH 至 8.0，定容至 100 mL 后置于 4 ℃冰箱，保存备用。 

2) 100 mmol/L 甘氨酸（200 mL 体系）：称取 1.5 g 甘氨酸，加入 150 mL 双蒸水，边

搅拌边通过 HCl 调节 pH 至 2.5，定容至 200 mL 后置于 4 ℃冰箱，保存备用。 

3) 考马斯亮蓝染液（100 mL 体系）：0.25%考马斯亮蓝 G-250 粉末，45% v/v 甲醇，

10% v/v 冰醋酸。搅拌至溶解后定容至 100 mL，保存于室温备用。 

4) 考马斯亮蓝脱色液（1 L 体系）：量取 250 mL 甲醇，80 mL 冰醋酸，用双蒸水定容

至 1 L，保存于室温备用。 
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3.3  实验方法 

3.3.1  质粒构建 

1) 过表达质粒构建： 

a. 引物设计：使用 SnapGene 软件设计引物，并请睿博生物合成相应引物。 

b. 获取目的片段：以质粒或 cDNA 为模板进行聚合酶链式反应获得目的片段，PCR 反

应体系如下（50 μL 体系）： 

组分  体积 

模板cDNA/质粒 X μL（总量20 ng左右） 

2×KOD PCR mix 25 μL  

10 pmol/μL 前向引物 1 μL  

10 pmol/μL 后向引物 1 μL 

双蒸水 补齐至50 μL  

c. 反应程序如下： 

步骤 温度 时间 循环数 

预变性 98 ℃ 5 min  

变性 98 ℃ 10 s  

30个循环 退火 (Tm-5) ℃ 30 s 

延伸 72 ℃ 30 s/kb 

终末延伸 72 ℃ 10 min  

保存 4 ℃ ∞  

d. 取 5 μL PCR 产物，与模板 DNA 一起进行琼脂糖凝胶电泳验证。 

e. 对 PCR 产物进行纯化回收，测定浓度。 

f. 载体酶切：在 NEB enzyme finder 搜索相应的内切酶工作条件，据此设定时间和温

度，并用相应的核酸内切酶切割载体，反应体系如下： 

组分 体积/质量 

载体质粒 5 μg 

核酸内切酶1  1 μL 

核酸内切酶2  1 μL 

10×Buffer  5 μL 

双蒸水 补齐至50 μL 
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g. 将酶切后的载体与模板载体质粒进行琼脂糖凝胶电泳，进行凝胶回收并测定浓

度。 

h. 连接：使用 T4 DNA 连接酶对 PCR 产物目的片段和酶切载体片段进行连接，连接

体系（10 μL 体系）如下： 

组分  体积 

酶切后的载体片段  0.001 pmol 

PCR产物目的片段 0.01 pmol 

2×无缝克隆Mix 5 μL 

双蒸水  补齐至10 μL 

i. 根据载体特性选择合适的感受态细胞（非病毒载体选择 DH5α 感受态细胞，病毒

载体选择 Stbl3 感受态细胞），对连接产物进行转化。 

j. 将连接产物轻轻加入感受态细胞并混合均匀，冰上孵育 30 min，转移至提前调节

至 42 ℃的水浴锅中热激 90 s，再次转至冰上静置 3 min。 

k. 在超净工作台中将转化后的感受态细胞加入 1 mL LB 培养基，放置于 37 ℃恒温

震荡摇床，以 220 rpm 的速度活化 1 h。 

l. 以 3000 g 的速度离心 5 min，去除上清，重悬菌液，在超净工作台内将其涂在含

有对应抗生素的 LA 固体培养基表面，倒放于 37 ℃恒温培养箱中进行培养。 

m. 12 h 后，挑取菌落，放入含有抗生素的 5 mL LB 培养基中扩大培养。 

n. 取等体积的菌液和细菌保存液，置于-80 ℃保存菌种。对其余菌液进行质粒小提

后进行 DNA 测序，鉴定质粒是否构建成功。对构建成功的质粒，进行质粒中量

提取并保存备用，随后再次保菌。 

2) shRNA质粒构建： 

a. shRNA 设计：在 Invitrogen RNAi Designer 网站设计或参考已有文献，由睿博生物

进行 DNA 序列合成。 

b. 对 pLKO.1-Puro 载体进行酶切，并对酶切后的载体进行琼脂糖凝胶电泳，回收酶

切后片段，并进行浓度测定。 

c. 引物退火磷酸化（在 200 μL EP 管中操作）： 

组分 体积 

Oligo1(100 µmol/L) 1 µL 

Oligo2(100 µmol/L) 1 µL 

10×T4 DNA 连接 Buffer 1 µL 

T4 PNK 0.5 µL 

双蒸水 6.5 µL 
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d. 在 PCR 仪中以 37 ℃，30 min，95 ℃，5 min 处理上述体系，之后维持 5 ℃/min 的

速度，梯度降温至 25 ℃。 

e. 对磷酸化并退火的产物进行稀释，使用 T4 DNA 连接酶对酶切后胶回收的载体和

稀释产物进行连接，连接条件为 16 ℃，16 h。连接体系如下： 

组分 体积 

酶切载体 0.001 pmol 

磷酸退火化后的产物 0.01 pmol 

10×Buffer 1 µL 

T4 DNA 连接酶 1 µL 

双蒸水 补齐至 10 µL 

f. 将上述连接体系转化至 Stbl3 感受态细胞。转化后在超净工作台中将上述体系涂

在 LA 固体培养基表面，倒放于 37 ℃恒温培养箱中培养。 

g. 12-16 h 后挑取菌落进行活化。 

h. 取等体积的菌液和细菌保存液，置于-80 ℃保存菌种。对其余菌液进行质粒小提

后进行DNA测序，鉴定质粒是否构建成功。对构建成功的质粒，进行质粒中量提

取并保存备用，随后再次保菌。 

3.3.2  细胞培养、传代、冻存及复苏 

1) 细胞培养条件： 

a. 人胚肾细胞HEK 293T，宫颈癌细胞HeLa，人骨肉瘤细胞U2OS，人乳腺癌细胞

MCF-7以及正常乳腺上皮细胞MCF-10A及相关稳定细胞系，生长在如3.2.1所示的

相应培养基中，维持5% CO2，37 ℃恒温培养。视细胞生长情况进行定期传代并

更换培养基。 

b. 人乳腺癌细胞MDA-MB-231及其相关稳定细胞系生长在如3.2.1所示的相应培养基

中，维持无CO2，37 ℃恒温培养箱中培养。视细胞生长情况进行定期传代并更换

培养基。 

2) 细胞消化与传代：细胞密度达到 90-100%时，将培养基、PBS 以及胰酶从预冷状

态提前恢复至室温，并按以下步骤对细胞进行传代。 

a. 弃去培养液上清，用已恢复室温的 PBS 清洗细胞。 

b. 弃去 PBS，加入适量 0.25%胰酶进行消化，将培养皿置于显微镜下观察。等待至

80-90%的细胞皱缩、游离，加入等体积培养基终止消化并转入 10 mL 离心管中，

以 1000 rpm 的速度离心 3 min。 

c. 弃去上清，用 1 mL 培养基重悬细胞，按适当比例分种于培养皿中，补足培养基
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并做好标记。 

3) 细胞冻存：细胞生长状态良好时对细胞进行及时冻存。 

a. 用已恢复室温的 PBS 清洗生长状态良好的细胞，加入适量 0.25%胰酶消化，适当

时间后用培养基终止消化处理。 

b. 将终止消化的细胞转入 10 mL 离心管中，以 1000 rpm 的速度离心 3 min。 

c. 吸去上清，吸取适量冻存液以重悬细胞，每管 1 mL 冻存液及细胞混合液分装至

冻存管中并做标记。 

d. 将冻存管置于已提前恢复室温的程序降温冻存盒中，先置于-20 ℃冰箱中 3 h，之

后置于-80 ℃冰箱中，8 h 后将冻存管转入液氮罐中，长期保存。 

4) 细胞复苏： 

a. 从液氮罐中取出细胞冻存管，迅速置于 37 ℃水浴锅中，等待 1-2 min，等待冻存管

内混合液解除冰冻状态。 

b. 将细胞转入提前加好 10 mL PBS 的 15 mL 离心管，混匀后，以 1000 rpm 的速度离

心 3 min。 

c. 弃去培养液，用 1 mL 培养基重悬细胞，并转入已提前加入适量培养基的细胞培养

皿，继续培养。 

3.3.3  细胞转染 

1) 真核及原核质粒脂质体转染（以 6 孔板为例）： 

a. 在状态良好的细胞密度达到 80%-90%时，于超净工作台取 1.5 mL EP 管，取用适量

质粒以及250 μL optiMEM配制成A液，8μL Lipofectamine2000以及250 μL optiMEM

配制成 B 液，各自在室温静置 5 min 后，将 A 液与 B 液混匀，再次在室温静置 20 

min。 

b. 将转染混合物轻轻加入已换过培养基的培养皿中，混合均匀后继续培养。 

c. 转染 8 h 后换液，继续培养，转染 48 h 后收集细胞进行后续实验。 

2) siRNA 转染（以 6 孔板为例）： 

a. 将状态良好的细胞种植于培养皿，转染时密度不超过 20%。 

b. 12-16 h 后，细胞密度达到 30%时进行 siRNA 转染。向 RNase-free 的 1.5 mL EP 管

加入 200 μL jetPRIME buffer，加入 2 μL siRNA 以及 4 μL jetPRIME 转染试剂，混

合均匀后室温孵育 15 min。 

c. 将转染混合物轻轻加入已换过培养基的培养皿中，混合均匀后继续培养。 

d. 转染 24 h 后换液，继续培养，72 h 后收集细胞进行后续实验。 
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3.3.4  病毒制备及病毒感染 

1) 慢病毒制备： 

a. 将状态良好的 HEK 293T 细胞种植于 10 cm 细胞培养皿，待细胞密度达到 80%-90%

时进行转染。 

b. 在超净工作台内取 1.5 mL EP 管，加入 1 mL jetPRIME buffer，加入 4 μg 相应的慢

病毒载体质粒，3 μg pCMV-VSVG，3 μg psPAX2，20 μL jetPRIME 转染试剂，将以

上体系混合均匀后室温孵育 15 min。 

c. 将转染混合物轻轻加入已换过培养基的培养皿，混合均匀后继续培养。 

d. 转染 8 h 后换液，继续培养 24 h 后再次换液，继续培养。 

e. 转染 72 h 后，收集上清至 15 mL 无菌离心管，以 1000 rpm 的速度离心 3 min。 

f. 在生物安全柜中分装病毒上清，做好标记后放置于-80 ℃冰箱，保存备用。 

2) 慢病毒感染（以 6 孔板为例）： 

a. 将需要进行病毒感染的细胞调至最好状态，在细胞密度约 30%时进行病毒感染。 

b. 更换培养液，按照 0.8 μL/mL 比例加入聚凝胺，使其终浓度为 5 μg/mL。 

c. 向培养基中加入 200 μL 病毒液，继续培养。 

d. 病毒感染 12 h 后换液，感染 72 h 后收集细胞进行后续实验。 

3.3.5  稳定细胞系的构建 

1) shUSP4 稳定细胞系的构建： 

a. 将 MDA-MB231、HeLa、MCF-10A 细胞以 20%左右的密度种于六孔板中，12-16 h

后用含有 shUSP4 或 sh-Control 的病毒感染对应细胞。 

b. 感染细胞 24 h 后更换培养基。 

c. 感染后 48 h，以 1:10,000 或 1:20,000 的比例将细胞种于 10 cm 培养皿中，加入提前

通过梯度杀伤曲线摸索出的合适浓度的 Puromycin，筛选阳性细胞，此后每隔 48 h

更换含有 Puromycin 的培养液。 

d. 待细胞生长至肉眼可见的克隆时，挑取单克隆至 96 孔板。 

e. 96 孔板细胞长满后，转移至 24 孔板，并继续培养。 

f. 24 孔板细胞长满后，对细胞进行消化，取 2/3 进行 Western blotting 表达鉴定，选

取成功敲低的细胞进行 DNA 测序。 

g. 测序符合要求的稳定敲低细胞进行扩繁培养，并及时冻存。 

2) Flag-USP4-WT/CA 或 Flag-Control 稳定过表达细胞系构建： 

a. 将 MDA-MB231、HeLa、MCF-10A 细胞以 40%左右的密度种于六孔板中，12-16 h

待细胞密度达到约 80-90%时，用含有 Flag-USP4-WT，Flag-USP4-CA或 Flag-Control

的病毒感染对应细胞。 
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b. 感染细胞 24 h 后更换培养基。 

c. 感染后 48 h，以 1:10,000 或 1:20,000 的比例将细胞种于 10 cm 培养皿中，加入提前

通过梯度杀伤曲线摸索出的合适浓度的 Puromycin，筛选阳性细胞，此后每隔 48 h

更换含有 Puromycin 的培养液。 

d. 待细胞生长至肉眼可见的克隆时，挑取单克隆至 96 孔板。 

e. 96 孔板细胞长满后，转移至 24 孔板，并继续培养。 

f. 24 孔板细胞长满后，对细胞进行消化，取 2/3 进行 Western blotting 表达鉴定，选

取成功过表达的细胞进行 DNA 测序。 

g. 测序符合要求的稳定过表达细胞进行扩繁培养，并及时冻存。 

3.3.6  细胞裂解、蛋白裂解液提取及定量 

1) 蛋白样品制备： 

a. 收集细胞，在 NETENG-400 裂解液中按照 1:100 的比例加入蛋白酶抑制剂以及磷

酸酶抑制剂，制成细胞裂解液。 

b. 向细胞沉淀中加入细胞裂解液，在冰上裂解 30 min。以 12,000 rpm 的速度在 4 ℃

离心 20 min，转移上清至新的 1.5 mL EP 管。 

2) 蛋白样品定量： 

a. 向比色杯内各加入 500 μL Bradford 和双蒸水，混合均匀后加入的蛋白裂解液测量

蛋白质浓度，加入 5×SDS Sample Buffer，调节蛋白浓度至 1-2 μg/μL。 

b. 将样品置于 100 ℃加热模块中 5 min，冷却至室温，混合均匀后离心，进行 SDS-

PAGE 电泳。 

3.3.7  Western blotting 分析 

1) 电泳： 

a. 根据蛋白质的分子量制备合适的聚丙酰胺凝胶。小分子实验选择 30%聚丙酰胺凝

胶，大分子实验选择 40%聚丙酰胺凝胶。 

b. 组装电泳装置，进行电泳，每孔的蛋白上样量 10-30 μg，总体积不超过 25 μL。 

c. 电泳条件：60 V 恒压维持约 20 min，待蛋白电泳至分离胶后，调节电压至 90 V，

待溴酚蓝指示剂距凝胶底部 1 cm 处，停止电泳。 

2) 转膜： 

a. 提前配置转膜液，并置于-20 ℃冰箱预冷。 

b. 湿转，按照“三明治”法转膜，即正极—海绵垫—2 层滤纸—胶—NC 膜—2 层滤纸—

海绵垫—负极的方式组装转膜夹，确保各层之间无气泡。 

c. 组装转膜装置，将转膜槽置于冰水混合物中。 
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d. 转膜条件：恒流转膜，350 mA，150 min。 

e. 转膜结束后进行丽春红染色，在丽春红条带指示下进行条带裁切。 

f. PBST 洗膜 3 次，每次 5 min。用现配的封闭液进行封闭，室温低速摇晃 1 h。 

g. 封闭后 PBST 洗膜 3 次，每次 5 min。 

3) 抗体孵育： 

a. 按照抗体说明书稀释抗体，将抗体和 NC 膜置于抗体孵育盒中，置于摇床上，4 ℃

低速摇晃过夜。 

b. PBST 洗膜 3 次，每次 5 min。 

c. 按照 1：5000 的比例稀释对应抗性的二抗至 5%的脱脂牛奶中，置于摇床上，室温

低速摇晃孵育 1 h。 

d. PBST 洗膜 3 次，每次 5 min。 

4) 显影：配置 ECL 发光液，将混合好的发光液在避光条件下均匀加在 NC 膜上，再

次确认合上护卡膜后发光液均匀，进入暗室显影。 

3.3.8  内源性及 Flag/HA 标签蛋白免疫共沉淀 

1) 内源性免疫共沉淀： 

a. 按照 3.3.6 方法，用 NETENG-400 裂解液对细胞进行裂解。 

b. 向裂解液加入上述 NETENG-400 的 1.67 倍体积的 NETENG-0 裂解液，混合均匀后

以 12,000 rpm 的速度 4 ℃离心 20 min。 

c. 利用Bradford进行蛋白定量后，用NETENG-150裂解液调整蛋白浓度至 1-2 μg/mL，

取出 60 μL 作为 Input。 

d. 其余 NETENG-150 及蛋白裂解液平均分成两份，一份加入对应特异性抗体（2-4 μg），

一份加入等量对应抗性的 Normal IgG，两份同时放入 4 ℃展示柜的转盘，旋转结

合 12 h。 

e. 结合充分后向两份裂解液各加入 15-20 μL Protein A/G 磁珠并继续放入 4 ℃展示柜

的转盘，再次旋转结合 2 h。 

f. 取下两份结合充分的裂解液，补足 NETENG-150，以 550 g 的速度 4 ℃离心 3 min，

去除上清。 

g. 加入 NETENG-150 清洗磁珠，以 550 g 速度 4 ℃离心 3 min，重复 3-4 次。清洗结

束后再次离心并去除上清。 

h. 加入 27 μL 100 mmol/L 甘氨酸（pH 2.5），轻弹管壁悬浮磁珠，静置 2 min 后，以

550 g 的速度 4 ℃离心 3 min，吸取上清转入做好标记的 1.5 mL EP 管中，按上述步

骤重复洗脱。 

i. 向洗脱产物中加入 6 μL 1 mol/L Tris-HCl（pH 8.0），平衡酸碱度。 
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j. 向洗脱产物和 Input 各加入 15 μL 5 × Sample Loading，放入加热模块中 100 ℃煮 5 

min，冷却至室温，混合均匀后离心，进行 SDS-PAGE 电泳。 

2) Flag/HA 标签蛋白免疫共沉淀： 

a. 按照 3.3.6 方法，用 NETENG-400 裂解液对有 Flag 标签蛋白的细胞进行裂解。 

b. 向裂解液加入上述 NETENG-400 的 1.67 倍体积的 NETENG-0 裂解液，混合均匀后

以 12,000 rpm 的速度 4 ℃离心 20 min。 

c. 利用Bradford进行蛋白定量后，用NETENG-150裂解液调整蛋白浓度至 1-2 μg/mL，

取出 60 μL 作为 Input。 

d. 剩余裂解液取 1000-1500 μg 蛋白，加入 15-20 μL Anti-Flag M2 Agarose Beads 或 Anti-

HA Affinity Gel，4 ℃结合 4 h。 

e. 剩余步骤同 3.3.8 内源性免疫共沉淀。 

3.3.9  Ni-NTA pull-down 

1) 按照 3.3.6 方法，用 8 mol/L 尿素裂解液 B 对含 His 标签蛋白的细胞进行裂解，裂

解时间 10-20 min，之后进行超声裂解。超声条件为 30 W，工作 2 s，间隔 4 s，10

次为一组，超声两组。 

2) 以 12,000 rpm 的速度 4 ℃离心 20 min，对蛋白进行定量，调节蛋白质至 1-2 μg/μL。

取 60 μL 作为 Input。 

3) 剩余裂解液取 1000-1500 μg 蛋白，加入 15-20 μL Ni-NTA agarose，放入 4 ℃展示柜

的转盘，旋转结合 4 h。 

4) 加入 8 mol/L 尿素裂解液 C 1 mL 清洗磁珠，以 550 g 的速度 4 ℃离心 3 min，重复

3-4 次。清洗结束后再次离心并去除上清。 

a. 吸净残液，加入 8 mol/L 尿素裂解液 E，轻弹管壁悬浮磁珠，静置 2 min 后，以

550 g 的速度 4 ℃离心 3 min，吸取上清转入做好标记的 1.5 mL EP 管中，按上

述步骤重复洗脱。 

b. 剩余步骤同 3.3.8 内源性免疫共沉淀。 

3.3.10  原核蛋白诱导表达、蛋白纯化及 GST pull-down 

1) 原核蛋白诱导表达及纯化： 

a. 将 pGEX-6-p2 和连接 USP4 基因的 Rosetta 菌种接种至 250 mL 细菌液体培养基，

加入氨苄抗生素。 

b. 在细菌培养箱内维持 37 ℃恒温，以 220 rpm 的速度摇菌 2-4 h，直至菌体处于对

数生长期。 
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c. 加入现配的 IPTG 试剂，在细菌培养箱内维持 16 ℃恒温，以 180 rpm 的速度摇菌

16 h，诱导蛋白表达。 

d. 将菌液在落地高速离心机中以 8000 rpm 的速度 4 ℃离心 10 min，弃上清。 

e. 现配细菌裂解液（50 mL PBS，0.1% Triton X-100，1 mmol/L 蛋白酶抑制剂，0.6 

mg/mL 溶菌酶）并预冷。向沉淀物加入预冷过的细菌裂解液，混合均匀后置于冰

盒内，将冰盒整体置于摇床上进行细菌裂解，裂解 30 min 后进行超声裂解。 

f. 超声裂解条件：功率 50 W，工作 2 s，间歇 6 s，总时间 2 min。超声裂解充分、

菌液清亮后进行冰浴。 

g. 裂解后的菌体菌液以 12,000 rpm 的速度 4 ℃离心 30 min，收集上清。 

5) 取 30 μL GST 磁珠和细菌裂解上清一同加入新的 50 mL 离心管中，放入 4 ℃展示

柜的转盘，旋转结合 4 h。 

6) 取下上述混合液体，以 550 g 的速度 4 ℃离心 3 min，弃上清，将磁珠转至 1.5 mL

离心管中。 

a. 以 550 g 的速度 4 ℃离心 3 min，弃上清。用 PBS 重复清洗磁珠 4 次吸干残液。 

b. 用等体积的 10 mmol/L 谷胱甘肽（pH 8.0）洗脱三次。 

c. 测定蛋白浓度，进行后续实验。 

2) GST pull-down 实验： 

a. 取 1000-1500 μg 蛋白液（细胞裂解、蛋白提取于定量参照 3.3.6，共沉淀处理参照

3.3.8）。 

b. 加入 20 μL 上述已经结合蛋白的 GST 磁珠。 

c. 放入 4 ℃展示柜的转盘，旋转结合 4 h。 

d. 免疫共沉淀步骤参考 3.3.8。 

e. 各加入 60 μL 1×SDS Sample Loading，100 ℃加热模块煮 10 min，涡旋后快速离心，

取上清液进行 SDA-PAGE 电泳。 

3.3.11  免疫组织化学 

1) 烤片：将组织芯片置于 60 ℃烘箱，烤片 3 h。 

2) 脱蜡入水：将组织芯片依次放入二甲苯Ⅰ，处理 10 min→二甲苯Ⅱ，处理 10 min→无

水乙醇Ⅰ，处理 3 min→无水乙醇Ⅱ，处理 3 min→95%无水乙醇，处理 3 min→90%

无水乙醇，处理 3 min→80%无水乙醇，处理 3 min→70%无水乙醇，处理 3 min→

蒸馏水Ⅰ，处理 3 min→蒸馏水Ⅱ，处理 3 min。 

3) 在 PBS 缓冲液中润洗组织芯片 3 min，重复 3 次。 

4) 抗原修复：将组织芯片浸入柠檬酸钠溶液修复盒中，微波炉加热至微沸，停止加热。

约 10 min 后再次加热至微沸，缓慢冷却至室温。 
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5) 封闭内源性过氧化物酶：将组织芯片浸入 3%过氧化氢中，避光处理 30 min，弃去

过氧化氢。在 PBS 缓冲液中润洗组织芯片 3 min，重复 3 次。 

6) 封闭：去除多余 PBS 缓冲液，将组织芯片置于湿盒内并以 10%山羊血清进行完全

覆盖地封闭，室温封闭 30 min 后弃去封闭液。 

7) 一抗孵育：根据抗体说明书的指示用封闭液稀释一抗（USP4 按 1：200 稀释，BRCA1

按 1：300 稀释），用稀释好的一抗完全覆盖组织置于湿盒内，4 ℃过夜孵育。 

8) 在 PBS 缓冲液中润洗组织芯片 3 min，重复 3 次，洗去一抗。 

9) 二抗孵育：去除多余洗涤缓冲液，向组织芯片加入生物素化抗体，使其完全覆盖切

片，在湿盒内室温孵育 30 min。 

10) 在 PBS 缓冲液中润洗组织芯片 3 min，重复 3 次，洗去二抗。 

11) 亲和素-HRP 孵育：去除多余洗涤液，加入亲和素-HRP，使其完全覆盖组织，湿盒

室温孵育 30 min。在 PBS 缓冲液中润洗组织芯片 3 min，重复 3 次。 

12) 显色：按照 DAB 显色试剂盒的指示进行显色，在显微镜下观察显色程度，及时用

蒸馏水终止。 

13) 复染细胞核：将组织芯片浸入苏木素染液 1-3 min。 

14) 将组织芯片放入蒸馏水中润洗直至润洗液澄清无色。 

15) 盐酸酒精分化：将组织芯片短暂浸入 1%的盐酸酒精溶液中进行分化，之后浸入蒸

馏水中润洗 3-5 次，每次 1 min。 

16) 蓝化：用 0.5%-1%的氨水覆盖组织芯片 2-3 min。在组织芯片变蓝后将其浸入蒸馏

水中润洗 3-5 次，每次 1 min。 

17) 脱水：将组织芯片依次浸入 70%无水乙醇，处理 3 min→80%无水乙醇，处理 3 

min→90%无水乙醇，处理 3 min→95% 无水乙醇，处理 3 min→无水乙醇Ⅰ，处理 3 

min→无水乙醇Ⅱ，处理 3 min。 

18) 透明：将组织芯片依次浸入二甲苯 A 液，处理 10 min→二甲苯 B 液，处理 10 min。 

19) 中性树胶封片后在显微镜下观察，送至病理中心进行扫描读片。 

3.3.12  流式细胞技术 

1) 胰酶消化收集细胞，以 1000 rpm 的速度离心 3 min。 

2) 离心弃上清，用预冷过的PBS缓冲液重悬细胞沉淀，以 1000 rpm的速度离心 3 min，

收集细胞沉淀。 

3) 离心弃上清，1 mL 预冷过的 PBS 重悬细胞，轻轻逐滴加入 3 mL 预冷的乙醇，放

入-20 °C 冰箱，固定过夜。 

4) 离心收集细胞沉淀，用预冷过的 PBS 清洗细胞沉淀，再次离心后用 500 μL 预冷的

PBS 重悬细胞沉淀，然后加入 5 μL RNase。将上述体系在 37 °C 水浴 1 h。 
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5) 加入 20 μL PI 染液混合均匀，上机检测。 

3.3.13  中期染色体断裂实验 

1) 向 HeLa 细胞中加入 200 ng/mL 的 Nocodazole 继续培养 16 h。 

2) 按照 3.3.6 所示方法收集裂解细胞、进行蛋白定量。 

3) 向细胞沉淀中加入 5 mL 预冷过的 0.40%的氯化钾溶液重悬细胞，置于水浴锅中， 

37 ℃水浴孵育 15 min，以 1200 rpm 的速度离心 3 min，弃上清。 

4) 向细胞沉淀中加入 5 mL 预冷的固定液，轻吹细胞并重悬，室温固定 10 min，以

1200 rpm 的速度离心 3 min，弃上清。 

5) 重复上述操作。 

6) 向细胞沉淀中加入 100 μL 固定液重悬细胞，用 tip 头吸取细胞悬液，在距离预冷的

载玻片约 50~60 cm 处，将细胞悬液滴在载玻片上。将液滴滴至载玻片后，迅速将

液滴吹散，并立即用酒精灯外焰烘烤几下，以便染色体在载玻片上扩散与固定。 

7) 用含 DAPI 的封片剂进行封片，避光干燥，待封片剂完全凝固后，用显微镜观察染

色体形态。 

3.3.14  体外细胞增殖实验 

1) 将稳定过表达或稳定敲低目标基因的细胞按照 1000-2000 个细胞/孔的密度种植于

96 孔板。 

2) 24 h 后去除培养基，加入含阿霉素等 DNA 损伤药物或 Olaparib 药物的培养基进行

药物处理。 

3) 去除含有药物的培养基，加入含 10% CCK8 的培养基，继续培养 1-4 h。 

4) 放入酶标仪中，在 490 nm 波长下检测吸光值。 

3.3.15  统计分析及绘图 

所有实验均进行至少三次生物学重复，Western blotting 条带灰度值计算所用软件

为 Image J，统计分析所用软件为 SPSS Statistics 28，作图软件为 GraphPad Prism 8.0，

实验结果以 Mean±SD 的方式表示。其中*表示 p＜0.05，**表示 p＜0.01，***表示 p＜

0.001，****表示 p＜0.0001，均表示具有统计学差异。 
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第四章  结果 

4.1  USP4 正向调控 BRCA1 蛋白的稳定性 

BRCA1 是一个在乳腺癌、卵巢癌等癌症的发生发展过程中发挥重要作用的肿瘤抑

制分子，在同源重组途径的 DNA 损伤修复、细胞周期检验点、染色体重塑、细胞有丝

分裂等诸多细胞活动中发挥重要作用。在家族遗传性乳腺癌中，超过一半的患者带有

BRCA1/2 基因种系突变或缺失；在散发性乳腺癌中，BRCA1 常表现为蛋白水平下降。

以上两种情况均表明维持 BRCA1 蛋白在细胞内的稳态对于维持基因组稳定性有非常

重要的作用。 

泛素化修饰能够对 BRCA1 蛋白表达水平及蛋白稳态起到关键的调控作用。多项研

究表明，HERC2、FBXO44、HUWE1、DCAF8L1 等 E3 泛素连接酶都可以对 BRCA1

进行泛素-蛋白酶体途径降解，降低 BRCA1 蛋白稳定性[33-36]；此外，TUSC4 可以通过

与 HERC2 竞争性结合 BRCA1，从而拮抗 HERC2 对于 BRCA1 的泛素化降解，最终稳

定 BRCA1 蛋白[298]。理论上，泛素化与去泛素化修饰对于蛋白质底物的表达水平以及

稳定性调控处于一个动态平衡的过程，这意味着 BRCA1 至少存在一种能与其 E3 泛素

连接酶相互拮抗的 DUB，阻断 BRCA1 的泛素-蛋白酶体途径降解，从而上调其蛋白水

平。然而，能够对 BRCA1 进行去泛素化的 DUB 鲜有报道。那么，能够特异性去除

BRCA1 的多聚泛素化修饰，进而拮抗 BRCA1 的 E3 泛素连接酶对其进行的泛素-蛋白

酶体途径的降解，从而维持 BRCA1 在机体内蛋白稳态的 DUBs 有哪些？它是如何对

BRCA1 分子的蛋白质水平以及稳定性进行调控的？它是否可以通过影响 BRCA1 分子

的细胞内蛋白质水平进而影响 BRCA1 参与的多种重要的细胞生物学功能？由于

BRCA1 在乳腺癌发生发展过程中起到重要的抑制性作用，特异性调控 BRCA1 蛋白的

DUBs 是否在乳腺癌的发生发展中起作用？ 

围绕 BRCA1 的去泛素化酶鉴定这一科学问题，本研究在一个含有 38 种 DUBs 的

质粒表达文库中进行筛选。在 HEK 293T 细胞中瞬时转入含有 Flag 或者 HA 标签的外

源 DUB 质粒，转染 48 h 后收取细胞进行裂解，进行 Western blotting 实验，检测细胞

内源性 BRCA1 蛋白水平（图 4.1.1 a）。通过 Image J 软件对三次独立实验的 BRCA1 蛋

白条带进行灰度分析，发现去泛素化酶 USP4 的过表达可以特异地引起细胞内源性

BRCA1 表达水平明显上升（图 4.1.1 b）。 
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图 4.1.1 DUBs 表达文库筛选显示 USP4 是 BRCA1 的去泛素化酶  

（a）在 HEK 293T 细胞中瞬时表达 Flag-DUBs 或 HA-DUBs 质粒，转染 48 h 后收集细胞裂解，并

进行 Western blotting 分析。（b）以空载质粒对应的 BRCA1 蛋白水平为参照，利用 Image J 软件对

BRCA1 蛋白条带进行灰度值分析并进行标准化，数据为三次独立实验结果的统计。 
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为进一步探索去泛素化酶 USP4 和 BRCA1 的蛋白质水平之间的关系，本研究在乳

腺癌细胞系 MDA-MB-231 中梯度过表达野生型 USP4，结果显示（图 4.1.2 a），BRCA1

蛋白水平呈梯度性上升，提示 USP4 对于 BRCA1 蛋白水平的调控是剂量依赖性的。

USP4 C311A突变体破环了其经典的 USP 结构域，使其丧失了对底物的去泛素化能力，

被公认为 USP4 的酶活突变体[65]。在 MDA-MB-231 细胞中过表达 USP4-C311A 突变体

无法上调 BRCA1 蛋白水平，提示 USP4 对于 BRCA1 蛋白水平的调控可能是依赖于其

DUB 活性的。 

为了进一步验证 USP4 对于 BRCA1 的蛋白质水平调控，本研究设计了靶向 USP4

的 siRNA。在人正常乳腺上皮细胞系 MCF-10A、人乳腺癌细胞系 MDA-MB-231 以及

人宫颈癌细胞系 HeLa 内瞬时转染 USP4 靶向性 siRNA，转染 72 h 后收取细胞进行裂

解，并通过 Western blotting 实验对内源性 BRCA1 的蛋白质水平进行检测。结果显示

（图 4.1.2 b），在三种细胞内敲低 USP4 均可导致 BRCA1 的蛋白质水平明显下降，此

结果也进一步证明 USP4 与 BRCA1 的蛋白质水平存在正向相关性。 

 

图 4.1.2 USP4 正向调控 BRCA1 蛋白水平  

（a）在 MDA-MB-231 细胞中分别瞬时表达 Flag-空载质粒或 1 μg、2 μg、4 μg Flag-USP4 质粒，

转染 48 h 后收集细胞裂解，并进行 Western blotting 实验。（b）在 MCF-10A、MDA-MB-231 以及

HeLa 细胞中分别瞬时转染 siRNA control 或者三种 USP4 siRNA，转染 72 h 后收集细胞裂解，并进

行 Western blotting 实验。 

此外，本研究设计并构建了病毒载体的 USP4 质粒以及靶向 USP4 的 shRNA，并

在此基础上构建了稳定过表达野生型或酶活突变型 USP4、稳定敲低 USP4 的多种细胞

系，包括 MCF-10A 稳定细胞系、MCF-7 稳定细胞系、MDA-MB-231 稳定细胞系以及

HeLa 稳定细胞系，以方便后续的功能性探究实验。本研究通过 Western blotting 实验对

稳定细胞系内 BRCA1 蛋白水平进行了检测。以 MCF-10A 细胞为例（图 4.1.3），稳定

过表达野生型 USP4 导致细胞内 BRCA1 的蛋白质水平明显上调，反之亦然。 
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图 4.1.3 在 MCF-10A 细胞内稳定敲低 USP4 可引起 BRCA1 蛋白水平下降 

用 pLVX-lenti-Flag-USP4-WT，pLVX-lenti-Flag-USP4-CA 或 pLVX-lenti-Flag-ctrl 慢病毒感染 MCF-

10A 细胞，通过 Puromycin 筛选并构建稳定过表达 USP4 的细胞系，收取不同的克隆细胞进行

Western blotting 验证。用 pLKO.1-shUSP4 和 pLKO.1-shctrl 慢病毒感染 MCF-10A 细胞，通过

Puromycin 筛选并构建稳定敲低 USP4 的细胞系，收取不同的克隆细胞进行 Western blotting 验证，

检测细胞内 USP4 和 BRCA1 蛋白水平。 

上文提到 USP4 对于 BRCA1 蛋白水平的上调依赖于其 DUB 活性，而 USP4 是一

个去泛素化酶，那么 USP4 对于 BRCA1 的蛋白质水平调控是否与泛素-蛋白酶体途径

有关？为了验证这一推测，本研究首先在 MCF-10A 以及 HeLa 细胞中敲低 USP4，细

胞内源性 BRCA1 水平随之明显下降，而在敲低 USP4 的细胞内加入蛋白酶体抑制剂

MG132，转染 68 h 后收细胞裂解进行 Western blotting 检测，结果显示（图 4.1.4），敲

低 USP4 导致的 BRCA1 蛋白水平的下降在经过 MG132 处理后得到了明显的回补。这

说明在 USP4 水平较低时，BRCA1 的泛素化降解尤为强烈，而 USP4 水平的提高阻断

了 BRCA1 被降解的过程。这个实验结果提示 USP4 对于 BRCA1 蛋白水平的正向调控

可能是通过泛素-蛋白酶体途径。 

 

图 4.1.4 MG132 处理可回补 USP4 敲低所导致的 BRCA1 水平下调 

在 MCF-10A 和 HeLa 细胞中瞬时转染 siCtrl 和 siUSP4，转染后 68 h 用 20 μmol/L 的 MG132 试剂

处理细胞 4 h，收取细胞进行裂解，并通过 Western blotting 对细胞内 BRCA1 蛋白水平进行检测。 
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尽管上述结果表明 USP4 的蛋白质水平与 BRCA1 蛋白表达水平密切相关，但是该

变化是否依赖于 USP4 仍然未知。为此，本研究利用回补实验进行验证。利用靶向 USP4

非编码区的 siRNA（siUSP4-UTR，它可以敲低内源性 USP4，但对外源性 USP4 表达无

敲低效果）敲低 MCF-10A、MDA-MB-231 以及 HeLa 细胞中内源性 USP4，之后再次

向细胞转染野生型或酶活突变型 USP4，然后观察转入质粒对于 USP4 所导致的 BRCA1

蛋白质水平的降低是否存在回补效应。结果表明，在三种细胞系中，siUSP4-UTR 均能

够敲低内源性 USP4，并显著降低 BRCA1 的蛋白质水平。在此基础上，野生型 USP4

能显著回补 BRCA1 蛋白水平，而酶活突变体却不具备该能力。 

 

图 4.1.5 野生型 USP4 可回补 BRCA1 蛋白水平 

在 MCF-10A、MDA-MB-231 以及 HeLa 细胞中转染 siCtrl 或 siUSP4-UTR，24 h 后重新过表达外

源的 Flag-USP4-WT 或 Flag-USP4-CA 质粒，转染质粒 48 h 后收集细胞进行裂解，通过 Western 

blotting 检测 BRCA1 蛋白水平。 

上述结果表明 USP4 可以正向调控 BRCA1 蛋白质水平，并且该调控过程可能与泛

素-蛋白酶体途径有关。为进一步证实这一结果，本研究利用已构建的稳定细胞系进行

蛋白质半衰期实验。用放线菌酮（CHX）处理稳定过表达野生型或酶活突变型 USP4 的

MCF-10A 细胞，在不同时间点收取细胞并通过 Western blotting 实验检测细胞内的

BRCA1 蛋白水平。结果显示（图 4.1.6 a-b），在细胞内过表达野生型 USP4 明显延长了

细胞内 BRCA1 的半衰期，使其从原本的不足 5 h 延长至 8 h 以上，增强了细胞内 BRCA1

的蛋白质稳定性；而 USP4 的 C311A 酶活突变体却不具有这种作用。除此之外，本研

究还对 USP4 稳定 BRCA1 蛋白这一结论进行了反向验证。结果显示（图 4.1.6 c-d），在

两种由不同的 USP4 shRNA 构建出的稳定敲低 USP4 细胞系中，BRCA1 蛋白的半衰期

相比于 shCtrl 组明显缩短，从原来的 6 h 缩短到不足 3 h，这一现象再次说明 USP4 可

阻断 BRCA1 的泛素化降解过程，从而延长 BRCA1 蛋白半衰期，最终正向调控细胞内

BRCA1 的蛋白质稳态。 
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图 4.1.6 USP4 正向调控 BRCA1 蛋白的半衰期 

（a）在稳定过表达 Flag-USP4-WT 或 Flag-USP4-CA 的 MCF-10A 细胞中，用 100 μg/mL 的 CHX 处

理细胞，在 0、1、3、5、7 h 等不同的时间点收取细胞进行裂解，并通过 Western blotting 对细胞内

BRCA1 蛋白水平进行检测。（b）利用 Image J 软件对（a）图的 BRCA1 蛋白条带进行灰度分析，以

0 时刻 BRCA1 蛋白水平为标准值，绘制 BRCA1 蛋白水平随时间变化的半衰期曲线。三次独立实

验数据以 Mean±SEM 表示，采用 two-way ANOVA test 统计，** p＜0.01。（c）在稳定敲低 USP4 的

MCF-10A 细胞中，用 100 μg/mL 的 CHX 处理细胞，在 0、1、3、5、7 h 等不同的时间点收取细胞

进行裂解，并通过 Western blotting 对细胞内 BRCA1 蛋白水平进行检测。（d）利用 Image J 软件对

（c）图的 BRCA1 蛋白条带进行灰度分析，以 0 时刻 BRCA1 蛋白水平为标准值，绘制 BRCA1 蛋

白水平随时间变化的半衰期曲线。三次独立实验数据以 Mean±SEM 表示，采用 two-way ANOVA 

test 统计，**** p＜0.0001。 

4.2  USP4 与 BRCA1 能够发生相互作用 

为了阐明 USP4 调控 BRCA1 蛋白质稳定性的分子机制，本研究首先进行了内源性

和外源性免疫共沉淀实验，以探索 USP4 与 BRCA1 之间是否存在相互作用。在 HEK 

293T 细胞中瞬时转染 Flag-BRCA1、HA-USP4 或者 Flag-USP4、HA-BRCA1 质粒，继

续培养 48 h 后，收集细胞进行免疫共沉淀并通过 Western blotting 对沉淀物进行检测。

结果显示（图 4.2.1），外源性 USP4 可与外源性 BRCA1 相互作用。 
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图 4.2.1 外源表达的 BRCA1 与 USP4 在细胞内相互作用 

（a）在 HEK 293T 细胞内瞬时转入 Flag-BRCA1 以及 HA-USP4 质粒，转染后 48 h 收细胞，进行

免疫共沉淀实验，并通过 Western blotting 对沉淀物进行检测。（b）在 HEK 293T 细胞内瞬时转入

Flag-USP4 以及 HA-BRCA1 质粒，转染后 48 h 收细胞，进行免疫共沉淀实验，并通过 Western 

blotting 对沉淀物进行检测。 

为了进一步证实 BRCA1 与 USP4 的相互作用，本研究在 HEK 293T 细胞中过表达

外源性野生型或突变体 USP4 质粒，培养 48 h 后，收集细胞进行免疫共沉淀并通过

Western blotting 实验检测细胞内源 BRCA1 蛋白是否与外源 USP4 结合。结果显示（图

4.2.2），细胞内源的 BRCA1 可与外源性表达的 USP4 相互作用。考虑到细胞中约 70%

的 BRCA1 不是单独存在的，而是与 BARD1 结合，以 BRCA1/BARD1 异源二聚体形式

存在。因此，本研究同样检测 BARD1，结果显示 USP4 同样可以与 BARD1 相互作用。 

 

图 4.2.2 外源性 USP4 与细胞内源 BRCA1 相互作用 

在 HEK 293T 细胞内瞬时转入 Flag-USP4-WT 或 Flag-USP4-CA 质粒，转染后 48 h 收细胞，进行

免疫共沉淀实验，并通过 Western blotting 对沉淀物进行检测。 

为了避免因外源性蛋白表达量过高导致蛋白-蛋白间的非特异结合，本研究进一步
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采用内源性免疫共沉淀验证了 USP4 和 BRCA1 之间是否存在相互作用。在 MCF-10A

中通过 USP4 特异性抗体去结合细胞内源的 BRCA1 蛋白，并通过 Western blotting 在共

沉淀的蛋白中检测 BRCA1。如图 4.2.3 a 所示，细胞内源的 BRCA1 与 USP4 确实能够

相互作用。另一方面，如图 4.2.3 b 所示，利用 BRCA1 特异性抗体进行免疫共沉淀，

也能够在免疫沉淀物中检测到 USP4 蛋白。 

 

图 4.2.3 USP4 与 BRCA1 存在内源性相互作用 

（a）收取适量 MCF-10A 细胞进行裂解，利用 USP4 特异性抗体进行免疫共沉淀实验，并通过

Western blotting 对沉淀产物进行检测分析。（b）收取适量 MCF-10A 细胞进行裂解，利用 BRCA1

特异性抗体进行免疫共沉淀实验，并通过 Western blotting 实验对沉淀产物进行检测分析。 

为了进一步明确USP4与BRCA1之间相互作用的位点，本研究构建了不同的USP4

和 BRCA1 截断体，以鉴定 USP4 和 BRCA1 相互作用的区域。USP4 基因编码 963 个

氨基酸的多肽，其氨基端包括一个 DUSP 结构域，中间穿插有两段 UBL 结构域，羧基

端包含一段水解酶结构域，其酶活区域由 UBL 以及羧基端共同构成。本研究将一系列

带有 HA 标签的 USP4 截断体（如图 4.2.4 a）与 Flag-BRCA1 共转入 HEK 293T 细胞，

转染后 48 h 收细胞进行免疫共沉淀实验，检测不同的 USP4 截断体与 BRCA1 相互作

用的具体位置。结果显示（图 4.2.4 b），缺失羧基末端 776-963 氨基酸区域的截断体失

去了与 BRCA1 相互作用的能力，证明该区段是介导 USP4 与 BRCA1 相互作用的核心

区域。 

BRCA1 基因编码 1863 个氨基酸的多肽，其氨基端包含一段 RING 结构域，是

BRCA1 发挥 E3 泛素连接酶活性的功能域，也是其与 BARD1 结合并形成异源二聚体

的关键结构域。中间含有两段 NLS 结构域以及 Coiled-coil 结构域，可与 BRCA2、PALB2

等分子结合发挥功能。BRCA1 羧基端的 BRCT 结构域可与 Abraxas、BACH1、CtIP 以

及 p53 等蛋白相互作用，参与包括 DNA 损伤修复、转录调节、肿瘤抑制等重要的细胞

生理功能。据此，本研究构建了一系列 BRCA1 蛋白截断体（图 4.2.5 a），并与 Flag-

USP4 共转入 HEK 293T 细胞，转染 48 h 后收细胞进行免疫共沉淀实验。Western blotting

实验结果表明（图 4.2.5 b），BRCA1 通过氨基端 64-615 氨基酸区域与 USP4 相互作用。 
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图 4.2.4 USP4 蛋白的 776-963 氨基酸区域介导其与 BRCA1 相互作用 

（a）USP4 蛋白截断体示意图。（b）在 HEK 293T 细胞内瞬时转入 Flag-BRCA1 以及各 HA-USP4

截断体，转染后 48 h 收细胞，利用 anti-FLAG 琼脂糖磁珠进行免疫共沉淀实验，并通过 Western 

blotting 对沉淀物进行检测。 

 

图 4.2.5 BRCA1 蛋白的 64-615 氨基酸区域介导其与 USP4 相互作用 
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（a）BRCA1 蛋白截断体示意图。（b）在 HEK 293T 细胞内瞬时转入 Flag-USP4 以及各 HA-

BRCA1 截断体，转染后 48 h 收细胞，利用 anti-FLAG 琼脂糖磁珠进行免疫共沉淀实验，并通过

Western blotting 实验检测沉淀物。 

为了进一步验证 USP4 与 BRCA1 的相互作用，本研究构建了 GST-USP4 融合蛋白

原核表达质粒，在Rosseta细菌中诱导表达，随后进行蛋白纯化，并与含有过表达BRCA1

的 HEK 293T 细胞裂解液进行 GST pull-down 实验。结果表明（图 4.2.6），GST-USP4

融合蛋白与 BRCA1 蛋白的确存在相互作用。 

 

图 4.2.6 GST-USP4 融合蛋白能够与 BRCA1 蛋白相互作用 

在 GST 或 GST-USP4 的大肠杆菌处于对数生长期时，加入 IPTG，16 ℃诱导表达 16 h，经蛋白纯

化后与 GST beads 结合 4 h，再与过表达 HA-BRCA1 的 HEK 293T 细胞裂解液一起进行 GST pull-

down 实验，通过 Western blotting 实验对 pull-down 产物进行检测。 

综上，本研究验证了 USP4 与 BRCA1 之间能够发生相互作用，并且确认了介导二

者相互作用的主要区域为 USP4 的羧基末端 D2 结构域（776-963 氨基酸区域）和 BRCA1

的氨基端 RING 结构域与 NLS 结构域中间的片段（64-615 氨基酸区域）。 

已有研究表明，BRCA1 的蛋白质水平随细胞周期时相进展而变化，在 G1 期以及

S 期前期极低，在 S 期后期逐渐上调，直至 G2 及 M 期达到顶峰，此后 BRCA1 表达水

平开始下降，到下一细胞周期 G1 期再次达到低谷[299]。BRCA1 蛋白水平随细胞周期循

环往复的变化由多种机制所调控。已有研究表明，转录调控以及 HERC2 介导的 BRCA1

泛素化降解对此过程起调控作用。那么，USP4 作为潜在的 BRCA1 蛋白水平调控分子，

在细胞周期进展过程中，USP4 与 BRCA1 的相互作用是否同样呈现出周期相关性？为

回答这一问题，本研究利用 HeLa 细胞研究细胞周期的不同时相 USP4 与 BRCA1 的相

互作用。首先，利用 Thymidine 双阻断法将细胞同步化至 G1/S 期，随后将各组经同步

化处理的细胞在 0、4、8、10、12、14 h 等不同时间点释放，即可获得处于不同细胞周

期阶段的细胞（图 4.2.7 a），收集细胞并裂解后，用 USP4 特异性抗体进行内源性免疫
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共沉淀实验并通过 Western blotting 检测免疫沉淀物。如图 4.2.7 b 所示，在全细胞裂解

液中，BRCA1 蛋白与 USP4 蛋白均表现出明显的细胞周期相关性，且二者表达水平呈

现一致的波动，均在 G1 期低表达，在 S 期逐渐上升，在 G2/M 期达到表达水平的高

峰，之后开始降低，直到再次达到 G1 期的表达低谷。重要的是，USP4 与 BRCA1 蛋

白之间的相互作用也呈现出相同趋势，二者的相互作用强度在 G1 期非常微弱以至于几

乎不能被检测到，在 S 期逐渐增强，在 G2 期最为强烈，之后相互作用的强度减弱直至

G1 期降低至最弱。这一结果提示 USP4 与 BRCA1 的相互作用可能与 BRCA1 的生理

功能密切相关，因为二者的相互作用在 S/G2 期较高，而此阶段正是 BRCA1 发挥同源

重组修复、细胞周期检验点调控、转录调控等各类细胞内重要功能的关键时期。 

 

图 4.2.7 USP4 与 BRCA1 的相互作用与细胞周期相关 

（a）流式细胞分析显示细胞周期时相。（b）利用 2 mmol/L Thymidine 处理 HeLa 细胞 16 h，洗脱

释放 8 h 后进行第二次阻断，再次洗脱后分别在 0、4、8、10、12、14 h 等不同时间点释放，收获

并裂解细胞后，用 USP4 特异性抗体进行内源性 IP，通过 Western blotting 检测免疫沉淀物。 

研究表明，USP4 可与 CtIP 相互作用，使 CtIP/MRN 复合物招募至 DNA 双链断裂

位点处，从而促进 DNA 末端切除过程；而 BRCA1 也可以与 CtIP 相互作用促进同源重

组修复过程[110, 111]。那么，USP4 与 BRCA1 的相互作用是否与 CtIP 有关？在 CtIP 缺失

的情况下，USP4 是否仍然可以与 BRCA1 相互作用并调节其蛋白水平？为了回答这一

问题，本研究设计了靶向 CtIP 的 siRNA，在敲低 CtIP 的情况下用 USP4 特异性抗体进
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行内源性免疫共沉淀，以考察 USP4-BRCA1 相互作用是否依赖于 CtIP。结果显示（图

4.2.8），在敲低 CtIP 的细胞中，内源性 USP4 仍然可以与 BRCA1 相互作用，且二者的

相互作用强度并未由于 CtIP 的敲低而减弱，证明二者的相互作用是独立于 USP4 与

CtIP 的相互作用的，也意味着 USP4 对于同源重组的调控很有可能还有另外一种机制，

即通过调节同源重组通路的重要调控因子 BRCA1 蛋白稳定性间接调节同源重组修复。 

 

图 4.2.8 USP4 与 BRCA1 的相互作用不依赖 CtIP 

在 MCF-10A 细胞内瞬时转染 siCtIP 或 si-control，72 h 后收获并裂解细胞后，用 USP4 特异性抗体

进行内源性 IP 实验并进行 Western blotting 检测。 

4.3  USP4 介导 BRCA1 的去泛素化 

前期结果表明，USP4 可以正向调控 BRCA1 的蛋白质水平，通过阻断 BRCA1 的

泛素-蛋白酶体途径降解，进而增强 BRCA1 的蛋白质稳定性。USP4 主要通过水解底物

的泛素链来发挥功能，因此，本研究推测 USP4 可能通过对 BRCA1 进行去泛素化来拮

抗 E3 泛素连接酶对它的泛素化降解从而稳定 BRCA1 蛋白。为了验证这一推测，本研

究设计并进行了一系列细胞内泛素化实验，以检测 USP4 对 BRCA1 泛素化水平的影

响。首先，本研究检测了 USP4 对外源性 BRCA1 的去泛素化情况。在 HEK 293T 细胞

内瞬时转染 HA-BRCA1、Flag-USP4 以及 His-Ub，转染 44 h 后用 MG132 处理细胞 4 

h，收集细胞裂解后在变性条件下进行 Ni-NTA pull-down，并通过 Western blotting 检测

BRCA1 的泛素化水平。如图 4.3.1 a 所示，野生型 USP4 显著降低了 BRCA1 蛋白的泛

素化水平，而 USP4-CA 酶活突变体对此几乎没有影响。这一结果说明，USP4 对 BRCA1

的调节依赖于 USP4 的 DUB 催化活性。 

为进一步探索 USP4 对 BRCA1 的去泛素化调控能力，本研究检测了 USP4 是否能

够水解内源性 BRCA1 的泛素链。在 HEK 293T 细胞中瞬时转入 Flag-USP4 以及 His-

Ub，转染 44 h 后用 MG132 处理细胞 4 h，收集细胞裂解后，在变性条件下进行 Ni-NTA 
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pull-down，并通过 Western blotting 检测内源性 BRCA1 的泛素化情况。如图 4.3.1 b 所

示，当过表达野生型 USP4 时，细胞内源 BRCA1 的泛素化水平明显下调，而酶活突变

体不具有降低 BRCA1 泛素化水平的作用。这一结果表明，USP4 可以有效地去除细胞

内源 BRCA1 蛋白的泛素化修饰，并且该过程依赖于 USP4 的 DUB 催化活性。 

 

图 4.3.1 USP4 能对 BRCA1 进行去泛素化 

（a）USP4 可抑制外源性 BRCA1 的泛素化水平。在 HEK 293T 细胞中瞬时转染 His-Ub、HA-

BRCA1、Flag-USP4-WT 或 Flag-USP4-CA，44 h 左右加入 20 μmol/L 的 MG132 处理 4 h，收集细

胞进行 Ni-NTA pull-down，通过 Western blotting 检测 BRCA1 的泛素化情况。（b）USP4 可抑制细

胞内源性 BRCA1 的泛素化水平。在 HEK 293T 细胞中瞬时转染 His-Ub、Flag-USP4-WT 或 Flag-

USP4-CA，44 h 左右加入 20 μmol/L 的 MG132 处理 4 h，收集细胞进行 Ni-NTA pull-down，通过

Western blotting 检测 BRCA1 的泛素化情况。 

为了进一步探究去泛素化酶 USP4 对 BRCA1 的调节，本研究在 MCF-10A 细胞中

瞬时敲低 USP4，利用内源性 IP 观察 BRCA1 分子的泛素化情况。结果显示（图 4.3.2），

敲低 USP4 后 BRCA1 蛋白的泛素化水平明显上升，证明 USP4 降低导致 BRCA1 泛素

化水平增强，BRCA1的泛素-蛋白酶体途径降解增多，最终导致BRCA1蛋白水平降低。 
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图 4.3.2 敲低 USP4 后内源性 BRCA1 的泛素化水平上升 

在 MCF-10A 细胞瞬时转染 siUSP4 或 si-control，转染 24 h 后再次向细胞转染 HA-Ub 质粒，48 h

后收集细胞并裂解，用 BRCA1 特异性抗体进性内源性 IP，进行 Western blotting 检测。 

由于 BRCA1 分子量大，内源性 BRCA1 的泛素化修饰条带或迁移条带很难被检测

到。已有报道表明，BRCA1 缺失 RING 结构域的蛋白截断体（BRCA1FS 片段，65-780

氨基酸区域）可以有效地与 BRCA1 的 E3 泛素连接酶 HERC2 相互作用并被泛素化修

饰，适合作为观察 BRCA1 蛋白泛素化水平的替代性底物[33]。当本研究以 BRCA1FS 片

段为底物时，仍然可以观察到野生型 USP4 可以有效去除 BRCA1FS 的泛素化修饰（图

4.3.3）。 

 

图 4.3.3 USP4 可以对 BRCA1FS 片段进行去泛素化 
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在 HEK 293T 细胞内转入 HA-Ub、Myc-His-BRCA1FS、Flag-USP4 等质粒，转染后 48 h 收细胞裂

解，进行 Ni-NTA pull-down，通过 Western blotting 检测 BRCA1FS 的泛素化水平。 

目前已报道的 BRCA1 的 E3 泛素连接酶包括 HERC2、FBXO44、HUWE1 以及

DCAF8L1。为了进一步验证 USP4 对于 BRCA1 的去泛素化作用，本研究设计了外源性

泛素化实验以探究 USP4 是否可以拮抗 BRCA1 的 E3 泛素连接酶对它的泛素化修饰。

如图 4.3.4 所示，HUWE1 以及 HERC2 均可以明显上调 BRCA1FS 的泛素化水平，而野

生型 USP4 有效逆转了两种 E3 泛素连接酶介导的 BRCA1FS 泛素化水平上调；但是

USP4 酶活突变体对于 BRCA1FS 泛素化水平的影响非常轻微。这一结果也进一步证明

了USP4能够通过拮抗BRCA1蛋白的E3泛素连接酶所介导的泛素化，进而稳定BRCA1，

且这一作用依赖于 USP4 的 DUB 活性。 

 

图 4.3.4 USP4 可以拮抗 BRCA1 的 E3 泛素连接酶介导的 BRCA1 泛素化修饰 

（a）在 HEK 293T 细胞内转入 HA-Ub、Myc-His-BRCA1FS、Flag-HUWE1 以及 TG006-USP4 等

质粒，转染后 48 h 收细胞裂解，进行 Ni-NTA pull-down，通过 Western blotting 检测 BRCA1FS 的

泛素化水平。（b）在 HEK 293T 细胞内转入 HA-Ub、Myc-His-BRCA1FS、Flag-HERC2 以及

TG006-USP4 等质粒，转染后 48 h 收细胞裂解，进行 Ni-NTA pull-down，通过 Western blotting 检

测 BRCA1FS 的泛素化水平。 

泛素分子是一个由 76 个氨基酸构成的小分子多肽，在氨基酸序列中的第 6、11、

27、29、33、48、63 位分别有一个赖氨酸残基（K），赖氨酸残基与下一个泛素分子羧

基端的甘氨酸残基形成异肽键，多个泛素分子按照此方法连接，分别能够构成 K6、K11、

K27、K29、K33、K48、K63 等多聚泛素链。各类型的泛素化修饰具有不同的功能，其

中最为常见的分别是调控蛋白质底物降解的 K48 类型泛素化修饰以及调控靶蛋白细胞
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内定位以及功能活性的 K63 类型泛素化修饰。已有文献报道称 USP4 可以移除的泛素

化修饰类型包括单泛素化、K11、K48、K63 等[66]，那么 USP4 对 BRCA1 的去泛素化

调节是否存在修饰类型的特异性呢？为了进一步确认 USP4 对于 BRCA1 去泛素化的类

型，本研究利用 HA-Ub 突变体进行体内泛素化实验。结果显示（图 4.3.5），在 HEK 

293T 细胞内转染野生型、K48-only 型（只保留 48 位的 K，其他位点上的 K 全部突变

为 R）、K63-only 型（只保留 63 位的 K，其他位点上的 K 全部突变为 R）HA-Ub 的情

况下，BRCA1FS 的泛素化在野生型和 K48-only 泛素分子存在的情况下明显下降，而

K63-only 实验组变化不明显，提示 USP4 主要去除 BRCA1K48 类型泛素化修饰，一定

程度上也能去除 K63 类型泛素化修饰。 

 

图 4.3.5 USP4 去除 BRCA1 的 K48 类型多聚泛素链 

在 HEK 293T 细胞内转入 HA-Ub 及其突变体、Flag-BRCA1FS 以及 TG006-USP4 等质粒，转染后

48 h 收细胞裂解，进行 Ni-NTA pull-down，通过 Western blotting 检测 BRCA1FS 的泛素化水平。 

4.4  USP4 通过稳定 BRCA1 进而调控 DNA 损伤修复及基因组稳定性 

当 DNA 双链断裂时，细胞启动 DNA 损伤应答过程，其中，同源重组修复通路是

具有高保真度的修复方式，对于维持基因组稳定性至关重要。在此过程中，BRCA1 能

够通过与 BARD1 异源二聚体、与 CtIP/MRN 复合物、PALB2/BRCA2、RAP80、Abraxas、
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BACH1 等不同的蛋白形成蛋白复合物，进而在 DNA 损伤修复的不同环节中发挥重要

的调控作用。当 BRCA1 缺失或表达量过低时，同源重组途径的 DNA 损伤修复功能往

往会出现缺陷，导致细胞对于一系列 DNA 损伤事件的敏感性增强。本研究的前期结果

表明 USP4 可以调控 BRCA1 蛋白的 K48 多聚泛素化修饰，阻断 BRCA1 蛋白的泛素化

降解，从而正向调控 BRCA1 蛋白表达水平以及稳定性。那么，USP4 是否可以通过稳

定 BRCA1 参与到 DNA 损伤修复以及调节基因组稳定性的过程中呢？为了回答这一问

题，本研究设计并开展了一系列细胞敏感性实验以及同源重组功能实验。 

首先，本研究在稳定过表达或敲低 USP4 的乳腺癌细胞系 MDA-MD-231 内进行一

系列 DNA 损伤处理，之后采用体外细胞增殖实验测定细胞的生存活力，从而判断细胞

对于各类DNA损伤药物的敏感程度。如图4.4.1所示，用不同浓度的阿霉素（doxorubicin, 

DOX）或依托泊苷（etoposide, ETO）处理细胞后，稳定过表达野生型 USP4 的细胞表

现出显著更高的细胞存活率，而稳定过表达酶活突变型 USP4 的细胞与对照组相比没

有统计学差异。这一现象表明，过表达野生型 USP4 可以显著降低乳腺癌细胞对化疗药

物阿霉素和依托泊苷的敏感性。同样的，用不同剂量的 X 射线照射处理后，过表达野

生型 USP4 的乳腺癌细胞也表现出明显高于其他两组细胞的细胞存活率，意味着 USP4

的过表达同样可以降低细胞对于 X 射线带来的 DNA 损伤的敏感性。 

 

图 4.4.1 过表达 USP4 后，细胞对 DNA 损伤因素抵抗能力增强 

（a）用不同浓度的 DOX 处理细胞 16 h，（b）用不同剂量的 X 射线处理细胞，（c）用不同浓度的

ETO 处理细胞 16 h，随后进行 CCK8 细胞增殖活力检测，统计分析各组细胞存活率。所有数据均

以 Mean±SEM 表示，**** p＜0.0001，*** p＜0.001，* p＜0.05。 

为进一步探索 USP4 在 DNA 损伤中的作用，本研究对 USP4 调控细胞的 DNA 损

伤敏感性进行了反向验证。在稳定敲低 USP4 的 MDA-MB-231 细胞中，用不同浓度的

DOX、ETO 处理细胞或者用不同剂量 X 射线照射细胞后，进行 CCK8 实验检测细胞的

存活率。结果显示（图 4.4.2），两组 USP4 敲低细胞的存活率明显低于对照组，这表明

敲低 USP4 可以使细胞对 DOX 和 ETO 更加敏感，反向证实了 USP4 在细胞内起到帮

助细胞抵抗 DNA 损伤因素的作用。 
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图 4.4.2 敲低 USP4 后，细胞对 DNA 损伤因素更加敏感 

（a）用不同浓度的 DOX 处理细胞 16 h，（b）用不同剂量的 X 射线处理细胞，（c）用不同浓度的

ETO 处理细胞 16 h，随后进行 CCK8 细胞增殖活力检测，统计分析各组细胞存活率。所有数据均

以 Mean±SEM 表示，**** p＜0.0001，*** p＜0.001，** p＜0.01。 

研究表明，BRCA1 突变或表达量不足的细胞对 PARP 抑制剂敏感[300]。PARP1 通

过与 DNA 单链断裂位点相结合并催化多聚 ADP 核糖链在蛋白质底物上的合成，募集

其它 DNA 修复蛋白定位到损伤位点，促进修复 DNA 损伤。PARP 抑制剂通过与 PARP1

催化位点结合，导致 PARP 蛋白无法从 DNA 损伤位点上脱落。在 BRCA1 突变或缺陷

的细胞中，PARP 抑制剂叠加同源重组修复缺陷导致细胞合成致死。 

基于前期实验结果，USP4 可以通过调节 BRCA1 蛋白水平进而调控细胞的 DNA

损伤敏感性，本研究进一步探索 USP4 是否可以影响细胞对 PARP 抑制剂的敏感性。在

稳定过表达或敲低 USP4 的乳腺癌细胞中，用不同浓度的 PARP 抑制剂 Olaparib 处理

细胞，24 h 后进行 CCK8 细胞增殖活力检测，并比较各组细胞的存活率。结果显示（图

4.4.3），稳定过表达野生型 USP4 的细胞表现出显著更高的细胞存活率，而稳定过表达

酶活突变型 USP4 没有这种功能。与此相反，敲低 USP4 的两组细胞均显示出比对照组

更低的细胞存活率，进一步验证了敲低 USP4 可以提高乳腺癌细胞对 PARP 抑制剂的

敏感性。 

 

图 4.4.3 USP4 调控乳腺癌细胞对 PARP 抑制剂 Olaparib 的敏感性 
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用不同浓度的 PARP 抑制剂 Olaparib 处理（a）稳定过表达 USP4 或（b）稳定敲低 USP4 的 MDA-

MB-231 细胞 16 h，进行 CCK8 细胞增殖活力检测，统计分析各组细胞存活率。所有数据均以 Mean

±SEM 表示，**** p＜0.0001。 

为了进一步验证 USP4 对于 DNA 损伤的敏感性的调控是通过其对于 BRCA1 的去

泛素化调控进而稳定 BRCA1 蛋白水平而达成的，本研究进行了一系列回补实验。在敲

低 USP4 的乳腺癌细胞 MDA-MB-231 内，重新转染外源性 BRCA1 并观察细胞对于

DNA 损伤处理的敏感程度是否改变，以判断 USP4 是否是通过调控 BRCA1 蛋白在

DNA 损伤修复中起作用。如图 4.4.4 所示，在敲低 USP4 后，无论是 DOX、ETO 还是

X 射线照射处理，细胞均呈现出显著的细胞活力降低、敏感性增强；而向细胞内重新转

入 BRCA1 后，细胞活力又呈现出显著增强，意味着细胞表型被成功回转。 

 

图 4.4.4 BRCA1 可以回补 USP4 敲低导致的 DNA 损伤敏感性表型 

在 MDA-MB-231 细胞中转染 shUSP4 或 shCtrl，24 h 后再次转染 HA-BRCA1 质粒，随后（a）用不

同浓度的 DOX、（b）用不同剂量的 X 射线、（c）用不同浓度的 ETO 处理细胞 16 h，进行 CCK8 细

胞增殖活力检测，统计分析各组细胞存活率。所有数据均以 Mean±SEM 表示，**** p＜0.0001。 

已有大量研究表明，细胞面临多种内因或外因的 DNA 损害时会发生 DNA 双链断

裂，细胞会在出现 DNA 双链断裂后启动 DNA 修复机制，包括同源重组、非同源末端

连接、核苷酸切除修复、碱基切除修复以及错配修复。其中，同源重组修复是以姐妹染

色单体为模板进行的高保真修复，而 BRCA1 已被确认在同源重组修复过程中起关键性

作用。BRCA1 蛋白水平不足或基因突变都被认为与同源重组修复缺陷所导致的基因组

不稳定有关，进而可能与乳腺癌的发生发展相关。 

本研究前期实验证明，去泛素化酶 USP4 能拮抗 BRCA1 的泛素-蛋白酶体途径的

降解，从而促进 BRCA1 的蛋白质稳定性，维持其蛋白质水平。那么，USP4 是否可以

通过调节 BRCA1 的蛋白质水平来调控同源重组修复过程呢？为了回答这一问题，本研

究利用经典的 U2OS-DR 同源重组报告系统检测了 USP4 对于同源重组的效率是否有影

响。结果显示（图 4.4.5 a），在 U2OS-DR 细胞中敲低 USP4 可以明显下调细胞的同源

重组效率；而在此基础上重新转染野生型 USP4 可以大幅度地回补细胞的同源重组效
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率，但是酶活突变型 USP4 不具备这一能力。这表明 USP4 可以调控细胞的同源重组效

率，并且该调控能力依赖于 USP4 的 DUB 活性。 

 

图 4.4.5 USP4 正向调控细胞的同源重组效率 

（a）向 U2OS-DR 细胞瞬时转染 siCtrl 或 siUSP4-UTR，转染 24 h 后向细胞转染 I-SceI 以及 USP4

质粒，转染 48 h 收细胞进行流式分析，比较各组 GFP 阳性细胞占全体细胞的比例。所有数据均以

Mean±SEM 表示，**** p＜0.0001。（b）通过 Western blotting 验证细胞的 USP4 表达情况。 

 

图 4.4.6 USP4 调控染色体结构的稳定性 
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（a）在 HeLa 细胞瞬时转染 siCtrl 或 siUSP4-UTR，24 h 后向细胞转染 USP4 质粒，40 h 后用 5 

mmol/L HU 处理细胞 3 h。PBS 洗涤后用 100 ng/mL 的 Nocodazole 处理细胞 16 h 使细胞处于分裂

中期，收集中期细胞进行染色体核型分析，箭头所示代表染色体断裂，三角形所示代表放射状染色

体。（b）统计分析放射状染色体以及断裂染色体所占比例。所有数据均以 Mean±SD 表示，**** p

＜0.0001，** p＜0.01，* p＜0.05，ns 代表无统计学意义。 

接下来，本研究使用中期染色体分析实验，检测细胞染色体断裂及结构异常的情

况，以评估 USP4 对基因组稳定性的影响。已有文献表明，DNA 损伤修复缺陷的后果

主要包括基因组不稳定、不完整，可以体现为染色体断裂、染色体结构异常以及染色体

融合等情况，此类染色体异常表型可以在细胞分裂中期时观察。本研究在敲低 USP4 的

HeLa 细胞中重新表达野生型或酶活突变型 USP4 质粒，在 DNA 损伤药物处理细胞后，

使用 Nocodazole 继续处理 HeLa 细胞使其处于分裂中期，观察并统计分析细胞的染色

体异常情况。如图 4.4.6 所示，HeLa 细胞在敲低 USP4 后，放射状染色体以及染色体断

裂的比例显著增高；重新过表达外源性野生型 USP4 可以降低放射状染色体和断裂染

色体发生的比例，而酶活突变型 USP4 的重新表达则对该表型几乎没有影响。这一结果

证明，USP4 对于维持染色体的正常结构具有重要的正向调控作用，且该能力依赖于

USP4 的 DUB 活性。 

4.5  USP4 在乳腺癌病人样本中低表达并与 BRCA1 蛋白表达正向相关 

前期研究结果提示 USP4 通过调控 BRCA1 的蛋白质水平以及稳定性在 DNA 损伤

修复以及基因组稳定性中发挥重要功能，而 BRCA1 在抑制乳腺癌、卵巢癌的发生中发

挥重要功能。基于此，我们不禁思考：USP4 的表达水平与乳腺癌有什么关系？USP4 表

达水平在乳腺癌患者中与 BRCA1 的表达又有怎样的关联性？ 

为了进一步探索 USP4 与 BRCA1 在乳腺癌中的关系，本研究在乳腺癌患者组织中

检测 USP4 和 BRCA1 的蛋白表达水平。首先，本研究对 90 例的癌和癌旁组织成对陈

列的乳腺癌肿瘤组织芯片进行免疫组织化学染色，对每对癌和癌旁乳腺组织中的 USP4

和 BRCA1 进行染色和统计分析。免疫组化的评分标准遵循 H-SCORE 评分原则，即根

据组织的染色部分所占全体组织比例以及阳性组织染色深浅分 0、1、2、3 四个级别，

分别代表阴性染色、低表达、中等表达和高表达。结果显示（图 4.5.1），USP4 和 BRCA1

在乳腺癌病人的癌组织中显著低表达，而在癌旁组织中表达水平较高。值得注意的是，

USP4 的表达水平与乳腺癌患者的肿瘤分期和肿瘤分级呈现出负相关的趋势。在根据肿

瘤 TNM 分级列示的免疫组织化学染色代表性示例中可以观察到，早期/低级别乳腺癌

患者（Stage Ⅰ）的癌组织中 USP4 以及 BRCA1 的表达量明显高于晚期/高级别（Stage 

Ⅲ）乳腺癌患者。 
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图 4.5.1 USP4 和 BRCA1 在乳腺癌组织中低表达 

对 90 例乳腺癌肿瘤组织芯片进行免疫组化染色，对乳腺癌队列中配对的癌和癌旁组织内的 USP4

和 BRCA1 蛋白表达量进行检测，并根据乳腺癌患者的肿瘤分级陈列对应的 USP4 和 BRCA1 染色

代表性图片。Bar, 50μm。 
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为了分析这一现象是否具备统计学差异，本研究纳入了更大的乳腺癌组织芯片队

列，将乳腺癌组织例数扩大至 226 例，并对各级别乳腺癌中 USP4 的表达水平进行归

纳统计，如图 4.5.2 所示，USP4 的表达水平的确与乳腺癌患者的肿瘤组织学分级密切

相关，乳腺癌的恶性程度越高，USP4 的表达水平越低。 

 

图 4.5.2 USP4 在乳腺癌组织中的表达与乳腺癌肿瘤分级呈负相关 

对 226 例乳腺癌组织芯片进行免疫组化染色，检测 USP4 和 BRCA1 蛋白的表达量，根据 H-

SCORE 打分规则进行统计分析。**** p<0.0001。 

接下来看，本研究进一步比较 USP4 和 BRCA1 在乳腺癌组织中的表达是否具有相

关性。USP4 和 BRCA1 在癌组织中的 H-SCORE 分值 0 和 1 划分为低表达，2 为中等

表达，3 为高表达，据此进行线性关系统计（图 4.5.3）或者卡方统计（表 4.5.1）分析，

结果表明 USP4 和 BRCA1 在乳腺癌中呈显著正相关性。 

 

图 4.5.3 USP4 和 BRCA1 蛋白在乳腺癌组织中的表达正向相关 

对 226 例乳腺癌组织芯片进行免疫组化染色，检测 USP4 和 BRCA1 蛋白的表达量，根据 H-

SCORE 打分规则进行线性统计分析。**** p<0.0001。 
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在本研究检测的 226 例乳腺癌组织中，有 143 例（63%）表现为 USP4 表达水平降

低，134 例（59%）表现为 BRCA1 蛋白水平降低，USP4 与 BRCA1 的共同低表达出现

在 102（45%）的乳腺癌病例中。这项统计数据表明在乳腺癌组织中 USP4 与 BRCA1

都呈现出低表达水平，并且二者的蛋白表达水平之间存在着显著的正向相关关系。 

表 4.5.1 USP4 和 BRCA1 蛋白在乳腺癌组织中低表达且具有正相关关系 

USP4 蛋白

质水平 

BRCA1 蛋白质水平 

p值 
-/+ ++ +++ 总体 

-/+ 102(45%) 33(15%) 8(4%) 143(63%) 

p<0.0001 
++ 28(12%) 30(13%) 7(3%) 65(29%) 

+++ 4(2%) 6(3%) 8(4%) 18(8%) 

总体 134(59%) 69(31%) 23(10%) 226(100%) 

 

对 226 例乳腺癌组织芯片进行免疫组化染色，检测 USP4 和 BRCA1 蛋白的表达量，根据 H-

SCORE 打分规则进行卡方统计分析。**** p<0.0001。 

4.6  USP4 在乳腺癌患者中低表达并存在功能缺陷型基因突变 

本研究前期结果在细胞水平证实了 USP4 水解 BRCA1 的泛素链，进而稳定 BRCA1

的蛋白质水平，促进 BRCA1 在 DNA 损伤修复以及基因组稳定性中发挥作用。随后，

本研究在肿瘤组织层面证明了 USP4 与 BRCA1 同步低表达，且与乳腺癌的发生、肿瘤

分期密切相关，提示 USP4 可能通过调控 BRCA1 这一重要的肿瘤抑制因子而在乳腺癌

的发生发展中起到抑癌作用。基于此，本研究推测，USP4 可能在乳腺癌中起到类似抑

癌基因的作用。多项研究表明，抑癌因子在肿瘤组织中经常出现表达水平不足、基因突

变、基因杂合缺失等情况，以 BRCA1 为例，BRCA1 在乳腺癌、卵巢癌组织中经常出

现低表达，BRCA1/2 基因突变出现在约 50%的家族性遗传性乳腺癌。那么，作为一个

乳腺癌中潜在的抑癌基因，本研究提出两个问题并依次寻求答案：（1）USP4 是否在乳

腺癌患者中低表达？（2）USP4 是否在乳腺癌患者中存在基因突变？ 

为了深入探索 USP4 与乳腺癌的关系，本研究从细胞、组织以及患者三个层面进行

分析。首先，在细胞水平层面，本研究分析了 USP4 和 BRCA1 在多种乳腺癌细胞系和

正常乳腺上皮细胞之间的表达水平。结果显示（图 4.6.1），相对于正常乳腺上皮细胞

MCF-10FA、MCF-10F，乳腺癌细胞系 SUM159、MDA-MB-231、MCF-7、LCC2、MDA-

MB-436、BT20、BT549、HCC1395 以及 HCC1954 细胞中的 USP4 表达水平明显下降，

且 BRCA1 的蛋白质水平与 USP4 表达水平呈现出一致的降低。尤其值得注意的是，

luminal 型的乳腺癌细胞系 MCF-7 和 LCC2 的 USP4 蛋白水平略高于其他（均为 TNBC
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型）乳腺癌细胞系。这一结果表明，在乳腺癌细胞系中 USP4 确实呈现出与 BRCA1 一

致的普遍低表达状态，且预后程度更差的 TNBC 型乳腺癌中 USP4 的表达水平有更低

的趋势。 

 

图 4.6.1 USP4 在乳腺癌细胞系中低表达 

提取不同类型乳腺癌细胞及正常乳腺上皮细胞的全细胞裂解液，通过 Western blotting 检测各类乳

腺癌细胞系中 USP4 与 BRCA1 以及其他相关分子的蛋白含量水平。 

在组织层面，本研究通过免疫组织化学染色证实了 USP4 在乳腺癌肿瘤组织中呈

现出明显的低表达状态，且与 BRCA1 呈现出具有统计学意义的正向相关关系。 

 

图 4.6.2 USP4 在多种肿瘤中存在突变和缺失情况 

生物信息学分析 TCGA 等肿瘤数据库中各肿瘤类型 USP4 异常表达情况 
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在乳腺癌临床层面，本研究综合应用生物信息学方法对多个肿瘤数据库进行检索

和数据分析，探索 USP4 基因异常与肿瘤发生的相关性；同时筛选获得临床相关的 USP4

突变体，在细胞水平验证这些突变体对 BRCA1 调控的作用。在 cBioPortal、Oncomine

以及 TCGA 肿瘤数据库中检索 USP4 基因的异常表达，如图 4.6.2 所示，USP4 基因的

缺失和突变在包含肾细胞癌、乳腺癌、卵巢癌、宫颈癌、膀胱癌、食管癌等多种类型的

肿瘤患者中普遍发生。聚焦到乳腺癌中，在纳入共计 11,248 例乳腺癌患者的研究队列

中，USP4 的缺失/低表达比例高达 6%，而 USP4 的扩增或过表达的比例不足 0.5%，提

示 USP4 在乳腺癌中发挥着类似抑癌基因的作用。 

本研究继续通过 TCGA 肿瘤数据库样本的 RNA 测序结果分析 USP4 的基因表达

水平，以探究 USP4 在乳腺癌患者的肿瘤组织和正常人乳腺组织中是否有表达差异。结

果显示（图 4.6.3），USP4 在乳腺癌组织中的表达远低于正常人的乳腺组织。 

 

图 4.6.3 USP4 在乳腺癌中低表达 

生物信息学分析 TCGA 肿瘤数据库中 USP4 在正常乳腺组织以及乳腺癌组织中的基因表达情况，

并以 Graphpad 8.0 进行统计绘图，**** p<0.0001。 

此外，本研究发现，USP4 的表达水平与乳腺癌患者的预后风险密切相关。本研究

在 TCGA 等肿瘤数据库中，利用 Kaplan–Meier 生存曲线分析了 USP4 与乳腺癌患者预

后的关系。如图 4.6.4 所示，USP4 表达水平低的乳腺癌患者的总生存期显著低于 USP4

表达水平正常组；类似地，USP4 表达水平高的患者所对应的总生存期也更长。这一结

果表明 USP4 的表达水平与乳腺癌患者的预后情况相关，提示 USP4 可能作为潜在的乳

腺癌预后风险评估指标之一。 
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图 4.6.4 USP4 表达水平低的乳腺癌患者预后更差 

生物信息学分析 cBioPortal 肿瘤数据库中 USP4 表达水平与乳腺癌患者总生存期的关系，并以

Graphpad 8.0 进行统计绘图，*** p<0.001。 

对于 USP4 在乳腺癌组织中的突变的情况，本研究通过检索 cBioPortal、Oncomine

以及 TCGA 肿瘤数据库，发现肿瘤患者中存在 USP4 基因突变，并从乳腺癌、卵巢癌、

宫颈癌等癌症类型中检索出 46 个 USP4 错义突变体（表 4.6.1），克隆并构建到 HA-

PCMV 真核表达载体上，并以此进行细胞实验验证这些突变体的功能。 

表 4.6.1  USP4 肿瘤患者临床突变体 

USP4 临床突变体 所在结构域 
是否影响 USP4 对

BRCA1 的 DUB 活性 

是否影响 USP4 与

BRCA1 的相互作用 

是否影响同源

重组修复效率 

USP4-R8H DUSP 否 否 否 

USP4-S258F Linker 否 否 否 

USP4-S295C Linker 否 否 否 

USP4-L301R D1 是 是 是 

USP4-S315C D1 是 是 是 

USP4-S468F D1 否 否 否 

USP4-I546V UBL2 否 否 否 

USP4-R559W UBL2 是 是 是 

USP4-R8C DUSP 否 否 否 

USP4-F42C DUSP 否 否 否 

USP4-K186N UBL1 否 否 否 

USP4-D428Y D1 否 否 否 

USP4-L459V D1 否 否 否 
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续表 4.6.1  USP4 肿瘤患者临床突变体 

USP4 临床突变体 所在结构域 
是否影响 USP4 对

BRCA1 的 DUB 活性 

是否影响 USP4 与

BRCA1 的相互作用 

是否影响同源

重组修复效率 

USP4-E463K D1 否 否 否 

USP4-P480S D1 否 否 否 

USP4-R501T UBL2 否 否 否 

USP4-Q667E Insert 否 否 否 

USP4-I782T D2 否 否 否 

USP4-G4E DUSP 否 否 否 

USP4-R10Q DUSP 否 否 否 

USP4-S72F DUSP 否 否 否 

USP4-E166D UBL1 否 否 否 

USP4-Q227H UBL1 否 否 否 

USP4-P384S D1 否 否 否 

USP4-V538L UBL2 否 否 否 

USP4-S598L Insert 否 否 否 

USP4-Y822L D2 否 否 否 

USP4-A860S D2 否 否 否 

USP4-S39Q DUSP 否 否 否 

USP4-R411Q D1 否 否 否 

USP4-D517N UBL2 否 否 否 

USP4-V572M Insert 否 否 否 

USP4-P591Q Insert 否 否 否 

USP4-Q769K Insert 否 否 否 

USP4-D780Y D2 否 否 否 

USP4-A808Y D2 否 否 否 

USP4-A869T D2 否 否 否 

USP4-Q921K D2 否 否 否 

首先，本研究在 HEK 293T 细胞过表达 BRCA1 质粒以及 USP4 野生型或 46 个突

变体，以检测各突变体对 BRCA1 蛋白水平的影响。结果显示（图 4.6.5），USP4 的 L301R、

S315C 和 R559W 突变体无法上调外源性 BRCA1 蛋白水平，而野生型 USP4 和其他 43

种 USP4 突变体均能够明显上调外源性 BRCA1 蛋白水平。 
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图 4.6.5 乳腺癌 USP4 L301R、S315C 和 R559W 突变体无法上调外源性 BRCA1 蛋白水平 

（a-d）在 HEK 293T 细胞中分别瞬时表达野生型或 HA-USP4 突变体以及 Flag-BRCA1，转染 48 h

后收集细胞裂解，并进行 Western blotting 检测。 

为了进一步验证这些突变体是否能够影响内源性 BRCA1的稳定性，本研究在HEK 

293T 细胞中过表达 USP4 野生型或第一组乳腺癌中的 8 个突变体质粒，Western blotting

检测内源性 BRCA1 蛋白的水平。如图 4.6.6 所示，与外源性结果一致，野生型 USP4

和其他5种USP4突变体能够显著上调细胞内源BRCA1的蛋白质水平，而转入L301R、

S315C 和 R559W 突变体的细胞中难以检测到内源性 BRCA1 蛋白，这表明这三种突变

体丧失了对 BRCA1 蛋白水平的调控能力。 

 

图 4.6.6 乳腺癌 USP4 L301R、S315C 和 R559W 突变体无法上调内源性 BRCA1 蛋白水平 

在 HEK 293T 细胞中分别瞬时表达野生型或 HA-USP4 突变体质粒，转染 48 h 后收集细胞裂解，

并进行 Western blotting 检测。 
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图 4.6.7 USP4 L301R、S315C 和 R559W 突变体无法与 BRCA1 蛋白相互作用 

在 HEK 293T 细胞中分别瞬时表达 Flag-BRCA1 以及野生型或各 HA-USP4 突变体质粒，转染 48 h

后收集细胞裂解，利用（a）anti-FLAG 琼脂糖珠子或（b）anti-HA 琼脂糖珠子进行免疫共沉淀实

验，并通过 Western blotting 对沉淀物进行检测。 
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为了探究 USP4 的 L301R、S315C 和 R559W 这三种突变体丧失对 BRCA1 蛋白水

平和稳定性的调控能力的原因，本研究首先检测了这些突变体与 BRCA1 的相互作用情

况。在 HEK 293T 细胞中瞬时转染 Flag-BRCA1 和 HA-USP4，继续培养 48 h 后，收集

细胞分别进行 Flag-IP 以及 HA-IP 并通过 Western blotting 对沉淀物进行检测，以验证

各突变体 USP4 与 BRCA1 的相互作用是否受影响。结果显示（图 4.6.7），野生型 USP4

以及其他 USP4 突变体均可以与 BRCA1 发生相互作用，而 L301R、S315C 两种 USP4

突变体结合 BRCA1 的能力几乎完全丧失。R559W 突变体结合 BRCA1 的能力则显著

下降。这一结果表明，以上三种 USP4 突变体对于 BRCA1 调控能力的丧失可能与

BRCA1 的结合能力下降有关。 

前面的研究已经证明 USP4 的 L301R、S315C 和 R559W 三种突变体无法与 BRCA1

相互作用，本研究据此推测：以上三种突变体对于 BRCA1 的调控功能丧失可能是因为

其无法与BRCA1相互作用后，进而影响了USP4对BRCA1蛋白进行去泛素化的功能。

为了验证这一推测，本研究对全长 BRCA1 和 BRCA1FS 片段分别开展了 Ni-NTA pull-

down 实验以进行双重验证。结果显示（图 4.6.8），无论是对全长 BRCA1 还是 BRCA1FS

片段，野生型 USP4 以及其他 5 种突变体均能明显降低其泛素化修饰，而 L301R、S315C

和 R559W 三种突变体对两类 BRCA1 底物的泛素化水平都几乎没有影响。 

 

图 4.6.8 USP4 L301R、S315C 和 R559W 突变体无法对 BRCA1 蛋白进行去泛素化 

（a）在 HEK 293T 细胞内瞬时转入 His-Ub、Flag-BRCA1、以及野生型或各 HA-USP4 突变体等质

粒，转染后 48 h 收细胞裂解，进行 Ni-NTA pull-down，通过 Western blotting 检测 BRCA1 的泛素

化水平。（b）在 HEK 293T 细胞内瞬时转入 His-Ub、Flag-BRCA1FS、以及野生型或各 HA-USP4

突变体等质粒，转染后 48 h 收细胞裂解，进行 Ni-NTA pull-down，通过 Western blotting 检测

BRCA1FS 的泛素化水平。 
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上述结果证明了 USP4 的 L301R、S315C 和 R559W 三种突变体无法与 BRCA1 的

相互作用，进而无法通过去泛素化调控对 BRCA1 蛋白进行稳定。为了进一步探究以上

突变体对 BRCA1 所参与的细胞活动的影响，本研究利用 U2OS-DR 同源重组报告系统

检测了各个乳腺癌 USP4 突变体对于细胞同源重组效率是否有影响。结果显示（图 4.6.9 

a），在细胞内敲低内源性 USP4 时，细胞的同源重组效率会明显下调，而在此基础上重

新过表达野生型 USP4 可以很大程度上回补细胞的同源重组效率，但是重新过表达

L301R、S315C 和 R559W 突变体则不能对同源重组效率进行回补。 

 

图 4.6.9 USP4 L301R、S315C 和 R559W 突变体无法正向调控同源重组修复效率 

（a）在同源重组报告系统细胞（U2OS-DR）中瞬时转染 siCtrl 或 siUSP4-UTR，转染 24 h 后向细胞

转染 I-SceI 质粒以及 USP4 野生型或各突变体质粒，转染后 48 h 收细胞进行流式分析，比较各组间

GFP 阳性细胞占全体细胞的比例。（b）通过 Western blotting 验证 U2OS-DR 细胞的 USP4 敲低情况。 

通过对以上乳腺癌患者的临床突变体的探索分析，本研究发现 L301R、S315C 和

R559W 三种 USP4 突变体能通过影响 USP4 与 BRCA1 的相互作用，进而使得 USP4 丧

失了对 BRCA1 蛋白的去泛素化保护，导致 BRCA1 功能缺陷，最终使 BRCA1 参与的

DNA 损伤修复过程受损，导致机体的基因组稳定性下降。 
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第五章  讨论 

BRCA1 是一个被广泛报道的乳腺癌抑癌蛋白。BRCA1 基因突变出现在超过 50%

的家族性遗传性乳腺癌患者中，携带 BRCA1 基因突变的女性一生中患乳腺癌的风险高

达 80%。此外，研究发现 BRCA1 的低表达水平与散发性乳腺癌的疾病进程、预后风险

密切相关[5, 11]。作为如此重要的一个抑癌蛋白，BRCA1 蛋白的表达水平受到细胞精密

且严格的调控，而泛素化修饰是其中最为普遍存在、有效的调控手段之一。目前研究表

明 HERC2、FBXO44、HUWE1 以及 CRL4-DCAF8L1 等多种 E3 泛素连接酶可以对

BRCA1 进行多聚泛素化修饰，导致 BRCA1 蛋白降解[33-36]。作为一个可逆的翻译后修

饰手段，泛素化修饰导致的蛋白降解可以被相应的 DUBs 所逆转，这意味着 BRCA1 在

细胞中的表达水平和蛋白稳态依赖于 DUBs 拮抗 BRCA1 的 E3 泛素连接酶功能。而在

我们开展本课题时，能够特异性去除 BRCA1 的多聚泛素化修饰，进而促进 BRCA1 蛋

白稳定性的去泛素化酶仍鲜有报道。 

作为调控同源重组途径 DNA 损伤修复的重要分子，BRCA1 参与同源重组修复的

多个环节，发挥着重要的调控功能。BRCC36、USP9X 和 BAP1 在内的几种 DUBs 已

被证明能够通过影响BRCA1参与同源重组修复过程，但它们均非主要通过调控BRCA1

的泛素化修饰而发挥功能的，它们可能不是主要的、直接调控 BRCA1 的去泛素化酶。

其中，BAP1 最初被认为是 BRCA1 相互作用蛋白，后来的研究表明 BAP1 主要是结合

BARD1 并干扰 BRCA1/BARD1 异源二聚体的形成，抑制 BRCA1/BARD1 的 E3 泛素连

接酶活性，因此抑制 BRCA1/BARD1 参与的细胞功能。需要注意的是，BAP1 对于

BRCA1/BARD1 的调控并不依赖于其 DUB 催化活性[100]。BRCC36 是 BRCA1-A 复合

物的一个蛋白亚基，对于调控 DSB 位点 K63 类型的泛素化修饰水平至关重要，但是

BRCC36的敲低或过表达对于BRCA1蛋白的稳定性似乎没有太大影响[151, 277]。与BAP1

和 BRCC36 不同，USP9X 可以直接影响 BRCA1 的表达水平，但此影响是否是通过

USP9X 去泛素化调控 BRCA1 所介导的，目前尚存争议。有研究表明，USP9X 能够与

BRCA1 相互作用，敲低 USP9X 可以导致外源 BRCA1 泛素化水平增加，提示它可以对

BRCA1 进行去泛素化而稳定后者[210]；也有研究表明 USP9X 是通过调节 BRCA1 的

mRNA 丰度进而调控其蛋白水平，该过程与 USP9X 的 DUB 活性无关[30]。以上研究成

果提示 BRCA1 的去泛素化酶鉴定仍是一个需要进一步探究的科学问题。 

本研究通过筛选去泛素化酶家族成员，鉴定出 USP4 分子可以显著上调细胞内

BRCA1 蛋白水平，并通过一系列细胞及功能学实验证实 USP4 能够直接与 BRCA1 相

互作用，去除 BRCA1 的 K48 连接多聚泛素链，拮抗 BRCA1 蛋白的泛素-蛋白酶体途
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径降解，最终对 BRCA1 蛋白的稳定性和生物学功能起到至关重要的作用。 

泛素化与去泛素化修饰过程广泛参与到 DNA 损伤修复应答以及细胞周期检验点

等 BRCA1 相关细胞生物学功能，在本研究揭示 USP4 通过调控 BRCA1 蛋白质稳定性

进而影响 DNA 损伤修复之前，USP4 在同源重组修复中的作用已被多项研究证明，只

是具体的蛋白质底物以及调控机制不同。这表明 USP4 能够通过调控同源重组修复通

路中不同的关键蛋白，对 DNA 损伤修复过程进行多层次、多环节的调控。剑桥大学

Ryotaro Nishi 研究团队通过大规模、系统性筛选，鉴定出 USP4、USP15 和 USP11 三个

分子都能够参与调控 DNA 损伤修复过程。值得注意的是，USP4、USP15 和 USP11 是

三个在进化过程、氨基酸序列、分子结构方面具有高度同源性的去泛素化酶分子，但是

它们参与 DNA 损伤修复的机制当时并不清楚。接下来的多项研究陆续揭示了三种去泛

素化酶调控 DNA 损伤应答过程的具体机制。USP11 可以通过去泛素化 p53，对 DNA

损伤修复的路径选择进行调控[211, 301]；USP15 是通过去泛素化 BARD1 的 K63 多聚泛

素链进而调控同源重组修复[302]；USP4 可以与 CtIP/MRN 复合物相互作用，促进 CtIP

被招募到 DNA 损伤位点处，启动 DNA 末端切除过程并促进同源重组修复。值得注意

的是，USP4 通过调控 CtIP 进而调控 DNA 末端切除的过程中，USP4 对 CtIP 的泛素化

并没有影响，USP4 对 CtIP 的定位调控也不依赖于 USP4 的 DUB 活性[110, 111]；而研究

也发现 USP4 的 DUB 活性也是细胞同源重组所必需[111]，这些结果强烈提示 USP4 参与

HR 修复可能还另有其他途径或机制。本研究证实，USP4 还可以通过去除 BRCA1 的

K48 连接多聚泛素链来稳定 BRCA1 蛋白，进而促进同源重组修复过程。本研究在敲除

CtIP 的细胞中进行验证性实验，证明了 USP4-BRCA1 之间的相互作用是独立于 USP4-

CtIP 通路的。这表明，USP4-BRCA1 调控同源重组修复的信号通路是一种不同于 USP4-

CtIP 的独特途径。至此，本研究为 USP4 对于 DNA 损伤修复的调控机制提供了一条新

的证据，拓展了对于 USP4 在 DNA 损伤修复中作用机制的认知。 

协同的亚细胞定位是 DUBs 对蛋白质底物实施去泛素化调控的前提，BRCA1 和

USP 都主要分布于细胞核，这与 USP4 通过直接去泛素化 BRCA1 调节其蛋白水平及稳

定性的功能相符。更重要的是，BRCA1 的蛋白质水平和功能本身就在细胞周期的不同

阶段呈现出周期依赖性的差异，其蛋白表达水平的高峰以及主要的细胞生物学功能均

在 S/G2 期[299]。作为机体内如此重要的抑癌蛋白，泛素化以及去泛素化修饰对 BRCA1

蛋白的调控应该具有严格的时空依赖性，以确保 BRCA1 在细胞周期内的蛋白质水平与

其生物学功能相匹配。考虑到肿瘤细胞内的信号通路、代谢环境可能已经发生变化，本

研究在正常的乳腺上皮细胞中开展了内源性的 BRCA1 以及 USP4 在时空层面的关联性

研究，证实了 BRCA1 和 USP4 的表达水平以及相互作用强度呈现出显著的细胞周期相

关性，二者均在 S 期和 G2 期达到峰值，这一结果表明 USP4 在细胞周期进程中调节细

胞 BRCA1 蛋白稳态的生理作用。 
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此外，多项研究表明 USP4 是一个核质穿梭蛋白，多数情况下定位于细胞核中。但

是在 TGF-β 等刺激条件下，USP4 受到磷酸化修饰，从细胞核定位到细胞质或细胞膜，

并与相应靶蛋白相互作用以调控在细胞质或细胞膜中进行的细胞活动。例如，USP4 参

与的 TGF-β 信号通路、PI3K/Akt/mTOR 信号通路、Wnt/β-catenin 信号通路主要在细胞

质和细胞膜进行，而 USP4 参与的 DNA 损伤修复、细胞周期调控以及 pre-mRNA 剪接

过程主要在细胞核内进行，这意味着 USP4 在细胞内受到严格的时空调控以协调其在

各项细胞活动内对相应蛋白质底物的调控。现有研究表明，USP4 的核质穿梭可以被磷

酸化修饰过程所调控，例如在 USP4 调节 TGF-β 通路的过程中，Akt 介导 USP4 的磷酸

化并促进 USP4 从细胞核转移到细胞膜，对细胞膜上的 TβRI 发挥去泛素化功能[154]；

在 USP4 调节 pre-mRNA 剪接体的过程中，CDKs 参与调节 USP4 的磷酸化和核质穿梭

过程，去磷酸化状态的 USP4 倾向于在细胞核内积累[61]。那么，USP4 在磷酸化或其他

翻译后修饰的调控下进行细胞内转位的过程是否与其在细胞周期内与 BRCA1 呈现出

相似的波动性有关？此外，多项研究结果表明，磷酸化状态的 USP4 倾向于定位于细胞

质、细胞膜并调控发生于细胞质及细胞膜的生物学过程，而去磷酸化状态的 USP4 主要

定位于细胞核，并调控细胞核内发生的细胞活动，那么 USP4 的磷酸化修饰对于其调控

BRCA1 蛋白去泛素化修饰、表达水平及蛋白质稳定性的影响是怎样的？USP4 的磷酸

化修饰是否能够通过影响同源重组修复等细胞生命活动影响乳腺癌的发生发展？这一

系列问题需要后续研究予以验证。 

BRCA1 在抑制乳腺癌中的关键作用已被广泛认可，基于 USP4 可以通过去泛素化

调控 BRCA1 蛋白稳定性，本研究推测在乳腺癌患者中应该可以观察到 USP4 基因突

变、缺失等异常表达，并且 USP4 的异常表达可能与 BRCA1 水平的改变相关。本研究

在细胞、组织、临床患者三个层面做了 USP4 与乳腺癌关系的探索性试验。在细胞水

平，本研究发现 USP4 在多种乳腺癌细胞内低表达，并且三阴性乳腺癌细胞内 USP4 的

表达水平明显低于 luminal 型乳腺癌细胞以及正常乳腺上皮细胞，这初步表明 USP4 的

表达水平可能与乳腺癌的分子分型及预后风险相关。此外，通过对一系列 USP4 稳定乳

腺癌细胞进行药物敏感性实验，本研究发现 USP4 可以通过调控 BRCA1 参与的细胞功

能介导细胞对肿瘤化疗药物以及 PARP 抑制剂的应答。在肿瘤组织层面，本研究在超

过 200 例乳腺癌患者的肿瘤组织中进行 USP4 以及 BRCA1 免疫组织化学染色，统计数

据显示，63%的乳腺癌组织中出现了 USP4 表达降低，59%的乳腺癌组织中出现了

BRCA1 表达降低，并且 USP4 和 BRCA1 的表达水平之间存在显著的正向相关关系。

值得注意的是，低级别（stage Ⅰ）乳腺癌患者的癌组织中 USP4 以及 BRCA1 的表达量

明显高于高级别（stage Ⅱ, Ⅲ）乳腺癌患，这意味着 USP4 的表达水平与乳腺癌患者的

肿瘤分期和肿瘤分级呈现反向相关关系。在临床患者层面，通过检索 TCGA 等肿瘤数

据库，本研究证明 USP4 表达水平低的乳腺癌患者的总生存期显著低于 USP4 表达水平
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正常组，说明 USP4 的表达水平与乳腺癌患者的预后相关。综合上述看来，USP4 极有

可能影响乳腺癌发生发展，且可能是潜在的乳腺癌化疗生物学靶点。 

然而机制研究和临床应用之间还存在很大的距离，一个关键原因就是 USP4 对蛋

白质底物的调控是一个复杂而动态的过程，在机体内 USP4 所参与的各项生物学活动

可能在肿瘤发生发展过程中扮演完全不同的角色，所以细胞组织层面的研究成果尚不

足以解释临床患者层面的结果。目前已被报道的 USP4 相互作用蛋白以及去泛素化蛋

白质底物已超过 10 种，能够去除的泛素化修饰类型也呈现出多样性，所以体现为 USP4

能够直接或间接参与协调多个重要的信号传导通路与细胞活动。已有的研究成果表明

USP4 具有多样性、复杂性的功能，有潜力通过调控不同的蛋白质底物参与协调多个重

要的信号传导通路与细胞活动，而 USP4 在细胞生物学过程中的作用在不同疾病、同一

种疾病的不同阶段的变化，都可能导致 USP4 最终呈现出功能的复杂性、甚至是矛盾

性。例如 USP4 既能促进又能抑制 NF-κB 通路、TGF-β 信号通路以及 Wnt/β-catenin 信

号通路，进而在免疫炎症应答、上皮间质转化以及肿瘤形成等过程中发挥正向或负向

调控作用。更重要的是，USP4 在肿瘤发生发展过程中也展现出促癌和抑癌两种潜力，

在不同的肿瘤类型中其表达水平与预后风险也呈现出正向或负向的相关关系。这意味

着在分析特定的疾病或细胞生命过程时，需要分析和理解 USP4 及其靶蛋白之间的相

互作用以及去泛素化调控过程对于这些蛋白质的表达水平、细胞内定位以及功能活性

有何影响，这将有助于理解 USP4 在疾病发生和进展过程中的意义。 

对于肿瘤发生过程，USP4 可以通过调控 BRCA1 蛋白稳定性以及促进 CtIP 募集到

DNA 损伤位点，最终促进 DNA 损伤修复，起到维持基因组稳定性、抑制肿瘤发生的

作用[110, 111]；另一方面，USP4 可以通过 HDAC2 以及 ARF-BP1 负向调控 p53 蛋白这一

重要的抑癌因子，在此层面 USP4 又似乎存在一定的促癌潜力[222, 244]。在 TCGA 数据库

中分析各类型肿瘤中 USP4 的 mRNA 表达水平可以发现，USP4 在乳腺癌、卵巢癌、肾

癌、肺癌、尿路上皮癌、头颈鳞癌等多种恶性实体瘤中呈现出普遍低表达水平（图 5.1）。 

 

图 5.1 USP4 在多种恶性实体肿瘤中低表达 
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生物信息学分析 TCGA 肿瘤数据库中乳腺癌、肾细胞癌、肺癌、卵巢癌等各肿瘤类型中，USP4

在肿瘤组织以及相应正常组织中的 mRNA 表达水平。 

在肿瘤的发展进程中，USP4 同样发挥着重要作用。USP4 可以直接参与或作为去

泛素化酶调控蛋白质底物进而参与到包括 TGF-β 通路介导的 EMT 以及细胞凋亡过程、

Wnt/β-catenin 通路介导的胚胎发育、组织再生和肿瘤形成过程以及 NF-κB 通路和 RIG-

I 通路介导的免疫炎症反应、细胞增殖分化和细胞凋亡等多种细胞生命活动。临床实践

也表明，USP4 与肿瘤的侵袭转移潜能以及患者预后风险都密切相关。如图 5.2 所示，

在乳腺癌、乳头状肾细胞癌、肾透明细胞癌以及肺腺癌中，USP4 表达水平高的肿瘤患

者具有显著更好的预后状况。 

 

 

图 5.2 USP4 表达水平与各类癌症的预后情况[65] 

Kaplan–Meier 生存曲线分析在乳腺癌、肾细胞癌、肺癌、卵巢癌等各类肿瘤类型中，USP4 的表达

水平与肿瘤患者无病生存期(Disease-free survival，DFS)的相关关系。 

为了更好地阐明 USP4 在维持基因组稳定性以及抑制乳腺癌的作用，本研究还将

在未来研究中构建 USP4 特异性敲除的乳腺癌小鼠模型，一方面研究小鼠的乳腺癌成

瘤能力和预后风险等表型，另一方面对小鼠的细胞、组织进行提取，构建 MEF 细胞并

研究敲除 USP4 对于小鼠细胞 BRCA1 蛋白水平、稳定性以及 BRCA1 参与的同源重组

修复、复制叉保护和基因组稳定性等细胞功能的影响。此外，本研究还计划构建人源异

种移植模型（PDX）小鼠模型，将乳腺癌病人来源的肿瘤组织或细胞处理后移植到免疫

缺陷小鼠，最大程度上模拟人体内肿瘤细胞的生长状况、代谢环境、分子机制、形态特

征以及生理病理通路等，更深入、直观地去评价 USP4 介导的乳腺癌细胞化疗药物抵抗

能力、PARP 抑制剂应答能力，进一步丰富对于 USP4 调控乳腺癌发生发展的认识，对
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于 USP4 潜在的临床应用价值有较大的指导意义。 

USP4 的临床转化面临的另一个挑战就是目前尚无特异性针对 USP4 的抑制剂进入

临床试验阶段。目前研究中使用的 USP4 抑制剂是 Vialinin A，一种小分子抑制剂，能

够非特异地作用于 USP4、USP5、UCH-L1 和 SENP1，并且 Vialinin A 还可以显著降低

机体内 TNF-ɑ 的 mRNA 表达量，并以剂量依赖的方式抑制 TNF-ɑ 的产生和释放[303, 

304]。这意味着目前多项研究中对于 USP4 的药物抑制缺乏 DUB 分子特异性，甚至对于

TNF-ɑ 参与的细胞免疫炎症应答过程有影响，尽管可能会对肿瘤发生发展相关过程存

在有益影响，但也可能会对 USP5、UCH-L1、SENP1 以及 TNF-ɑ 调控的多种细胞进程

产生不利影响，从而导致临床相关毒副作用。 

此外，本研究在 TCGA 数据库对 USP4 的基因突变进行检索，发现 USP4 基因突

变及拷贝数降低在癌症病例中富集，本研究选取了乳腺癌、卵巢癌、宫颈癌等几个癌种

中的共计 46 个 USP4 突变体，并通过 Western blotting 检测、免疫共沉淀实验、蛋白半

衰期实验以及一系列泛素化实验，从中鉴定出 L301R、S315C 以及 R559W 等 3 个 USP4

功能丧失型突变体。这 3 种 USP4 突变体丧失了与 BRCA1 相互作用并对 BRCA1 蛋白

进行去泛素化的能力，导致 BRCA1 蛋白水平显著降低。更重要的是，表达以上 USP4

突变体的乳腺癌细胞在调控同源重组修复方面也存在缺陷。有趣的是，目前发现的

USP4 功能丧失突变体均位于 USP4 的催化结构域，这表明突变体的功能丧失可能影响

了 USP4 的去泛素化酶催化活性。但是根据现有研究结果还无法下这样的结论，催化结

构域的点突变是如何影响 USP4 催化活性的，是否影响了催化中心的空间结构或空间

构象稳定性？是否影响了泛素分子的结合或解离能力？这些都是今后本研究将进一步

研究和验证的问题。
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第六章  结论 

本研究发现并证实了乳腺癌抑癌蛋白 BRCA1 的特异性去泛素化酶 USP4，明确了

USP4 通过去泛素化调控 BRCA1 蛋白质的稳定性，进而正向调控同源重组修复等

BRCA1 相关的功能。同时，本研究发现 USP4 在乳腺癌患者肿瘤组织中普遍低表达，

并且与 BRCA1 表达水平呈现显著正向相关关系。本研究具体结论如下： 

1. USP4 是一种 BRCA1 特异性去泛素化酶，能够去除 BRCA1 蛋白的 K48 连接多聚

泛素化修饰，拮抗 BRCA1 经由泛素-蛋白酶体途径降解，正向调控 BRCA1 蛋白的

稳定性； 

2. USP4 与 BRCA1 蛋白存在直接相互作用，二者均在细胞周期内呈现同步性、波动

性表达，在 S 以及 G2 期达到表达水平和相互作用强度的峰值。这一现象提示了

USP4 在细胞周期进程中的生理功能； 

3. USP4 正向调控 BRCA1 介导的同源重组，进而影响细胞对电离辐射、肿瘤化疗药

物以及 PARP 抑制剂的敏感性； 

4. USP4 在乳腺癌细胞和组织中呈现低表达，且其表达与 BRCA1 的表达水平显著正

向相关； 

5. 乳腺癌中 USP4 异常还表现为基因突变。乳腺癌临床 USP4 突变体 L301R、S315C

以及 R559W 被证明是 USP4 的功能丧失型突变体，与 BRCA1 相互作用降低或缺

失，不能对 BRCA1 进行去泛素化，因而缺乏调控 BRCA1 蛋白质稳定性的功能。 
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