
收稿日期：2019-02-20
基金项目：国家自然科学基金资助项目（81730064，81571985），National Natural Science Foundation of China (81730064，81571985）；国家
科技重大专项资助项目（2017ZX10202201），National Science and Technology Major Project（2017ZX10202201）
作者简介：朱海珍（1969—），男，湖北襄阳人，湖南大学教授，博士
覮通讯联系人，E-mail：zhuhaizhen69@yahoo.com

*

第 46卷 第 12期
2 0 1 9 年 12 月

湖 南 大 学 学 报（ 自 然 科 学 版 ）

Journal of Hunan University（Natural Sciences）
Vol.46，No.12
Dec. 2 0 1 9

DOI：10.16339/j.cnki.hdxbzkb.2019.12.015文章编号：1674—2974（2019）12—0107—07

USP13抑制溶瘤病毒诱导的肝癌细胞凋亡机制
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摘 要：新城疫病毒（Newcastle Disease Virus，NDV）是一种复制能力较强且特异性识别并
杀伤肿瘤细胞的禽类病毒.肝癌细胞被 NDV感染后，会特异性激活肝癌细胞中的凋亡信号通
路，诱导肝癌细胞发生凋亡. USP13（Ubiquitin Specific Protease 13）是去泛素化酶家族的一员，
能够去泛素化和稳定 PTEN 分子. 在 Huh7 和 HLCZ01 这两种肝癌细胞中感染 NDV 时，
USP13的表达水平均明显降低.在 NDV感染的 Huh7和 HLCZ01细胞中过表达 USP13，细胞
凋亡均明显受到抑制.反之，敲低细胞中 USP13的水平，细胞凋亡明显得到增强.进一步揭示
了 USP13抑制 NDV诱导肝癌细胞凋亡的机制，在两种肝癌细胞中过表达 USP13虽然不影响
细胞中 NDV的复制，但发现 USP13能够上调凋亡信号通路中的一个重要分子 Bcl-2，进而抑
制肝癌细胞的凋亡. USP13在 NDV诱导的肝癌细胞凋亡中发挥着重要的作用，同时为肝癌的
溶瘤病毒治疗提供了一个新的理论依据.
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USP13 Restrains Apoptosis of Liver Cancer Cells Induced by NDV
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Abstract: Newcastle Disease Virus is an avian virus with strong replication ability，which can specifically i原
dentify and kill tumor cells. When liver cancer cells are infected with NDV，the apoptosis signaling pathway is acti原
vated，inducing apoptosis. USP13 (Ubiquitin Specific Protease 13) is a member of the ubiquitination enzyme family，
and deubiquitylate and stabilize PTEN. The expression of USP13 is obviously decreased when NDV infected Huh7
or HLCZ01 cells. USP13 is overexpressed in NDV -infected Huh7 or HLCZ01 cells，which significantly restrains
apoptosis. Conversely，knockdown USP13 significantly enhances apoptosis. Further studies revealed the underlying



肝癌是世界上较为常见的恶性肿瘤之一.该肿
瘤具有恶性程度较高，病情发展快，预后性较差等特

点[1].目前肝癌的传统治疗方法主要以手术切除为主，
结合放射治疗、化学药物治疗等方法进行综合治疗.
总体治疗效果不尽如人意.临床上使用的化学治疗、
放射治疗等治疗方法，除对患者的肿瘤细胞具有杀

伤作用外，也会对正常细胞带来较大伤害，所以亟需

寻找一种特异性高且副作用低的肝癌治疗方法[2].
溶瘤病毒发现于 20世纪后期，一位女性宫颈癌

病人在接种狂犬疫苗后，她体内肿瘤的生长竟“神奇

地”受到抑制，科学家意识到某些溶瘤病毒可以杀伤

肿瘤细胞.随着生物技术的快速发展，科学家们可以
修饰并且改造溶瘤病毒，使其具有特异性杀伤肿瘤

的能力.目前，溶瘤病毒治疗肿瘤已成为较有发展潜
力的治疗方法之一，为癌症病人带来巨大的希望[3].

NDV属于副黏病毒科禽腮腺炎病毒属，它被发
现于英国新城，因此命名为新城疫病毒，它的基因组

是单股、负链的 RNA. NDV能够感染禽类，在禽类中
有很高的致病性，对禽类具有较大的杀伤力.但是感
染人的情况很少，即使感染人也不会传染给其他人，

只是轻微地出现一些炎症反应等，可通过人体的免

疫调节功能而自行消失.经过诸多实验验证，NDV
能够特异性杀伤很多类型的肿瘤细胞，并且对正常

细胞没有较大影响.同时在细胞感染 NDV时，会产
生许多细胞因子，如干扰素、肿瘤坏死因子等，这些

细胞因子激活免疫系统中的 T淋巴细胞，最后杀伤
肿瘤细胞 [4].由于 NDV具有这些特性，它成为抗肿
瘤溶瘤病毒当中研究较多的病毒之一.

据报道，NDV感染肿瘤细胞并杀伤肿瘤细胞是
通过激活细胞内的凋亡信号通路，从而诱导肿瘤细

胞发生凋亡.细胞凋亡一般可分为外源性凋亡途径
和内源性凋亡途径.外源性凋亡途径又被称为死亡
受体凋亡途径，当外源性凋亡信号通路被激活时，死

亡配体结合膜上的死亡受体，死亡受体得到激活，死

亡受体与信号通路中的转导分子 FADD结合激活
下游的 Caspase8，从而级联激活下游的凋亡执行者
Caspase3、Caspase6 和 Caspase7. Caspase 家族中的
凋亡执行者以聚 ADP核糖聚合酶（PARP）为底物，
把 PARP切割成 89 kD和 24 kD两个分子蛋白，而
被切割的 PARP（cleaved-PARP）无法对损伤的 DNA
进行修复，最后导致细胞发生凋亡.内源性凋亡途径
又被称为线粒体凋亡途径，是脊椎动物细胞发生凋

亡的主要途径之一.当内部凋亡刺激因子刺激细胞，
如 DNA损伤、细胞低氧、癌基因活化等，线粒体凋亡
信号通路就会被激活，线粒体膜通透性发生改变，致

使线粒体内的细胞色素（Cytochrome C）被释放出来，
最后细胞色素 C、凋亡蛋白酶活因子-1和 Caspase9
形成一个凋亡小体. 该凋亡小体可以活化下游的
Caspase3、Caspase7，最终使细胞发生凋亡[5].

在本文研究中，用 NDV 分别感染 Huh7 和
HLCZ01两种肝癌细胞，发现去泛素化酶 USP13的
mRNA水平、蛋白水平都明显降低.同时在两种肝癌
细胞中过表达 USP13，发现能够抑制 NDV诱导的肝
癌细胞凋亡.反之，沉默 USP13可以增强 NDV诱导
肝癌细胞的凋亡. 经过研究，发现 USP13不影响
NDV的复制，但是能够上调凋亡信号通路中的重要
分子 Bcl-2，进而抑制细胞凋亡，这也初步揭露了
USP13抑制 NDV诱导的肝癌细胞凋亡机制.

1 材料与方法

1.1 细胞系
Huh7 细胞购买于美国模式培养物集存库

（ATCC）. HLCZ01细胞是一种新型的肝癌细胞系[6]，
从湖南省肿瘤医院临床病人肝组织中分离并纯化培

养. 293T细胞购买于博士德生物公司.所有细胞均在
CO2浓度为 5%的 37益恒温细胞培养箱中培养.

mechanism that USP13 restrains NDV-induced apoptosis. Although overexpression of USP13 doesn't affect NDV
replication in two types of liver cancer cells，USP13 can upregulate an important molecule Bcl-2，thereby inhibiting
apoptosis. USP13 plays an important role in NDV-induced apoptosis. At the same time，a new theory basis for the
oncolytic treatment of liver cancer is provided.

Key words: USP13；NDV；HCC；apoptosis；c-PARP；Bcl-2；cell；enzyme
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1.2 实验材料
DMEM 培养基底液和 DMEM/F-12 培养基底

液，胎牛血清（FBS），地塞米松，ITS，青霉素和链霉
素，左旋谷氨酰胺，非必须氨基酸，胰蛋白酶，1伊
PBS，TRIzol试剂，异丙醇，氯仿，DEPC水，逆转录试
剂盒，SYBR定量 PCR试剂盒，RIPA细胞裂解液，蛋
白酶抑制剂，BCA试剂盒，胶回收试剂盒，内切酶，
T4连接酶，LB培养基，氨苄，质粒提取试剂盒，30%
聚丙酰胺，10%APS，Flag、USP13、PARP、Bcl -2、茁-
actin、羊抗兔二抗、羊抗鼠二抗等抗体，1伊TBS，吐
温，化学发光显影液，新城疫病毒（NDV）.
六孔细胞培养板，微量移液枪枪头，十二孔细胞

培养板，1.5 mL离心管，15 mL离心管，10 cm细胞培
养盘，RT-PCR八联管，滤纸，PVDF膜.
1.3 实验仪器

-80 益超低温冰箱，-20 益冰箱，4 益冰箱，4 益
低温高速离心机，冷冻离心机，CO2恒温细胞培养
箱，电动移液枪，水浴锅，超净工作台，超净生物安全

柜，微量移液枪，细胞计数仪，细菌培养箱，倒置光学

显微镜，细胞计数板，电泳槽，分光光度计，分析天

平，超纯水仪，实时荧光定量 PCR仪，电泳仪，PCR
仪，凝胶成像仪器，化学发光成像仪器.
1.4 实验方法
1.4.1 构建质粒
为了构建 USP13过表达质粒，首先在 NCBI上

找到相对应的编码区，再设计前后引物 . 提取
HLCZ01细胞中的总 RNA，并以其逆转录产物 cD原
NA为模板，优化 PCR条件，扩增 USP13目的基因.
接着进行琼脂糖凝胶电泳，根据核酸 maker判断其
条带大小是否正确.然后进行胶回收 PCR产物，分
别双酶切 PCR 产物和 p3伊FLAG-CMV-vector 2 h，
再进行琼脂糖凝胶电泳，胶回收纯化，确定目的基因

和载体比例加入 T4连接酶，在 16 益连接 12~16 h，
用感受态大肠杆菌（DH5琢）进行转化实验.转化成功
后，挑取单克隆菌落在 LB培养基中进行摇菌扩大
培养，最后用质粒提取试剂盒提取菌内的质粒.提取
的质粒经过双酶切鉴定，显示连接片段大小正确无

误.把质粒送去测序公司测序，测序公司返回测序序
列.经过软件比对，扩增的目的基因序列与 USP13
一致，并且无突变.把该质粒转染进 293T细胞，通
过 western blot检测该质粒表达成功.
为了构建 USP13沉默质粒，首先在相关网站上

得到 USP13的沉默靶序列，再根据沉默载体说明书
设计 Top链和 Bottom链，然后把这两条引物链退火

结合后与 pRNAT-U6载体连接，得到 Sh-USP13沉
默质粒，最后送去测序公司测序.测序结果鉴定插入
的序列是正确的. PCR克隆引物和沉默 USP13质粒
靶序列如表 1、表 2所示.

表 1 PCR克隆引物
Tab.1 PCR cloning primers

引物名称 正向引物 反向引物

USP13 5'-CCCAAGCTTGGCTC 5'-GGGGTACCGAGCTT
GCTCGGCTCCGGTGC-3' GGTATCCTGCGGTAAA -3'

表 2 沉默质粒靶向序列
Tab.2 Silent plasmid targeting sequence

引物名称 正向引物 反向引物

USP13 5'-ATCTGAACTC 5'-CTGTTCAATG
ATTGAACAG-3' AGTTCAGAT-3'

1.4.2 Real-time RCR实验
首先用 PBS把铺在细胞培养板上的细胞洗一

遍，之后加入 TRIzol试剂把细胞吹打下来，吸到 1.5
mL的离心管中，根据试剂说明书提细胞总 RNA，然
后使用逆转录试剂盒把 RNA逆转录成 cDNA，最后
用 SYBR RT-PCR 试剂盒检测目的基因的表达水
平.目的基因的定量序列如表 3所示.

表 3 Real-time PCR反应引物序列
Tab.3 Primer sequences used in real-time PCR reaction

引物名称 正向引物 反向引物

AACTCTTGGG-3' TGTCAAGTTCTTC-3'

5'-AGTCTGCGGG 5'-TCAATTGGTT
TGTGAAAACA-3' CATCAGGCGA-3'
5'-TCACAGACTC 5'-CAGTATGAGG

USP13

NDV

1.4.3 western blot实验
首先用 PBS把铺在细胞培养板上的细胞洗一

遍，加入含有蛋白酶抑制剂的 RIPA Buffer裂解液，
用刮子把细胞刮下来，吸到 1. 5 mL的离心管中，低
温下裂解 15 min，然后以 13 000 r/min的转速离心
15 min，吸取上清 . 根据 BCA 试剂盒说明书配置
BCA试剂，37 益水浴加热 0.5 h，借助分光光度计仪
器测量蛋白浓度.加入等量的蛋白样品，再加入 2伊
Laemmli Sample Buffer使其体积相同，100 益恒温金
属浴加热 5 min使蛋白变性.进行 SDS-PAGE凝胶
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电泳，根据目的蛋白的大小决定电泳时间，采用

PVDF膜进行转膜 2 h，当蛋白转至 PVDF膜上之
后，1伊TBST洗一遍，以 5%的牛奶封闭 0.5 h，1伊TB原
ST洗 3遍，再加入目的蛋白一抗 4 益孵育过夜.第
二天用 1伊TBST洗 3遍，再选用一抗所对应的二抗
室温下孵育 2 h以上，1伊TBST洗 3遍后，配置化学
发光显影液，随后将膜置于化学发光成像仪器上曝

光合适的时间，得到所需的显影图像.
1.4.4 统计学分析

实验所得到的定量数据都以 Excel文档形式保
存，分析对照组和实验组之间的显著性差异采用

Student t-test方法检测. *P <0.05，**P <0.01，***P <
0.001指示显著性差异程度，认为 P小于 0.05存在
统计学意义.

2 结 果

2.1 NDV感染肝癌细胞降低 USP13的表达水平
Huh7细胞是由日本病毒学家 Takaji Wakita从

病人血清中分离出来的一种肝癌细胞系，HLCZ01
细胞是由本实验室从临床病人肝组织分离出来的一

种肝癌细胞系，Huh7 细胞相较于 HLCZ01 细胞对
NDV更为敏感.本文以切割的 PARP作为细胞发生
凋亡的标志.
当前在很多临床试验中，采用溶瘤病毒杀伤肿

瘤细胞. NDV是能选择性在肿瘤细胞中复制并导致
肿瘤细胞凋亡 [7]，同时不影响正常细胞的一种溶瘤
病毒. NDV感染本实验的两种肝癌细胞，当感染一
定的时间，细胞形态会发生皱缩，最后被感染的许多

细胞形成“病灶”，可在倒置显微镜观察到“病灶”（图

1）.用 NDV感染 Huh7细胞 24 h，收取细胞的 mR原
NA，发现 USP13的 mRNA呈现下调趋势（图 2）.接
着同等实验条件收取病毒感染细胞 24 h、30 h的蛋
白，USP13 的蛋白水平也明显降低（图 3），western
blot结果灰度分析如图 4所示.为了避免细胞的特
异性，我们又选择了另外一个肝癌细胞系 HLCZ01
来进行实验，NDV感染 HLCZ01细胞分别收取细胞
的 mRNA和蛋白，实验结果与上文的结果相一致
（图 5、图 6），western blot结果灰度分析如图 7所示.
本实验选取另一种病毒 VSV作为阴性对照，说明
NDV对 USP13的调控是特异性的.这些结果表明，
NDV感染肝癌细胞可以降低 USP13的表达水平，暗
示 USP13可能在 NDV诱导的肝癌细胞凋亡中发挥
着某种作用.

（a）Huh7细胞 （b）NDV感染的 Hhu7细胞
图 1 Huh7细胞和 NDV感染的 Hhu7细胞

Fig.1 Huh7 cells and Huh7 cells infected with NDV

1.5

1.0

0.5

0 12 h 24 h

ns Mock
VSV
NDV

Huh7 cells
图 2 NDV感染 Huh7细胞，下调 USP13的 mRNA水平

Fig.2 NDV infected Huh7 cells and
downregulates USP13 mRNA level

NDV
0 h 24 h 30 h

SUP13

PARP
c-PRAP
茁-actin

Huh7 cells
图 3 NDV感染 Huh7细胞，降低 USP13的蛋白水平

Fig.3 NDV infected Huh7 cells and downregulates
USP13 protein level

Mock
NDV

0 h 24 h 30 h

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0

Huh7 cells
图 4 灰度分析

Fig.4 Analysis of western blot
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Mock
VSV
NDV

18 h 36 h

ns1.5

1.0

0.5

0
HLCZ01 cells

图 5 NDV感染 HLCZ01细胞，下调 USP13的 mRNA水平
Fig.5 NDV infected HLCZ01 cells and downregulates

USP13 mRNA level

SUP13

PARP
c-PRAP

茁-actin

NDV
0 h 36 h 48 h

HLCZ01 cells
图 6 NDV感染 HLCZ01细胞，降低 USP13的蛋白水平

Fig.6 NDV infected HLCZ01 cells and downregulateds
USP13 protein level

Mock
NDV

0 h 36 h 48 h

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0

HLCZ01 cells
图 7 灰度分析

Fig.7 Analysis of western blot

2.2 过表达 USP13抑制 NDV诱导的肝癌细胞凋
亡

构建了 USP13的过表达质粒，探究 USP13对于
NDV诱导的肝癌细胞凋亡是否有影响.在 Huh7细
胞中转染 USP13质粒 24 h后，再用 NDV感染细胞，
通过离心把培养基上清的死细胞收集起来. Western

blot 结果显示 PARP 被切割程度明显减弱，说明
USP13抑制了细胞凋亡（图 8）.在另外一种肝癌细
胞系 HLCZ01重复该实验，得到的结果是相似的.表
明在 HLCZ01细胞与 Huh7细胞中过表达 USP13都
是抑制 NDV 诱导的肝癌细胞凋亡（图 9），说明
USP13在 NDV诱导的细胞凋亡中扮演了重要的角
色.

0 h 12 h 24 h 36 h
Vector
Usp13
NDV

PARP
c-PRAP
flag-ups13
茁-actin

Huh7 cells
图 8 在 Huh7细胞中过表达 USP13
抑制 NDV诱导的细胞凋亡

Fig.8 USP13 restrains apoptosis of Huh7 cells induced by NDV

Vector
Usp13
NDV

PARP
c-PRAP
flag-ups13

茁-actin

0 h 36 h 48 h

HLCZ01 cells
图 9 在 HLCZ01细胞中过表达 USP13

抑制 NDV诱导的细胞凋亡
Fig.9 USP13 restrains apoptosis of HLCZ01

cells induced by NDV

2.3 沉默 USP13促进 NDV诱导的肝癌细胞凋亡
过表达 USP13 抑制 NDV 诱导的肝癌细胞凋

亡，沉默 USP13能否能促进 NDV诱导的肝癌细胞
凋亡.为了证实这一猜测，本文构建了 USP13沉默
质粒，分别在 Huh7、HLCZ01细胞中转染 Sh-USP13
质粒 24 h，再分别用 NDV感染细胞.结果表明，在
Huh7、HLCZ01 细胞中敲低 USP13 的水平，促进
NDV诱导的肝癌细胞凋亡（图 10，图 11）.
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NDV

0 h 12 h 24 h 36 h

Huh7 cells
图 10 在 Huh7细胞中沉默 USP13促进

NDV诱导的细胞凋亡
Fig.10 Silence of USP13 promotes apoptosis

of Huh7 cells induced by NDV

0 h 36 h 48 h
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Sh-usp13
NDV

PARP
c-PRAP
ups13

茁-actin
HLCZ01 cells

图 11 在 HLCZ01细胞中沉默 USP13促进
NDV诱导的细胞凋亡

Fig.11 Silence of USP13 promotes apoptosis
of HLCZ01 cells induced by NDV

2.4 USP13不影响 NDV的复制
为了探究 USP13影响 NDV诱导的肝癌细胞凋

亡是否通过影响 NDV 的复制来实现 . 在 Huh7、
HLCZ01 细胞中分别转染 USP13 质粒 24 h，再用
NDV分别感染细胞 24 h、36 h，提取细胞的 RNA，检
测细胞内 NDV的 RNA水平. qRT-PCR数据说明了
细胞内 NDV的复制水平没有较大差异（图 12，图
13），说明 USP13不影响细胞内 NDV的复制，同时
也从侧面暗示了 USP13在凋亡信号通路中发挥着
重要作用.
2.5 USP13增强 Bcl-2的蛋白水平
通过上述实验，说明 USP13不影响细胞内 NDV

的复制，那么它一定靶向于细胞凋亡信号通路中的
某个分子，从而影响细胞凋亡. Bcl-2家族在细胞凋
亡中发挥着重要作用，它分为抑凋亡分子和促凋亡

分子.抑凋亡分子包括 Bcl-2[8]和 Bcl-x，促凋亡分子
包括 Bax、Bak、Bad 和 Bid. 在 Huh7 细胞中转染

USP13质粒 24 h，再用 NDV感染细胞，最后收集细
胞的蛋白.我们采用 western blot方法检测了 Bcl-2
的蛋白水平，发现 Bcl-2明显增强（图 14，图 15）.表
明 USP13 调控凋亡信号通路中抑凋亡蛋白分子
Bcl-2，进而抑制肝癌细胞的凋亡.
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24 h
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Usp13

2.0

1.5

1.0

0.5

0

Huh7 cells
图 12 在 Huh7细胞中过表达 USP13，

不影响细胞内 NDV的复制
Fig.12 USP13 doesn't affect NDV replication in Huh7 cells

ns

36 h
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Usp13

1.5

1.0

0.5

0

HLCZ01 cells
图 13 在 HLCZ01细胞中过表达 USP13，

不影响细胞内 NDV的复制
Fig.13 USP13 doesn't affect NDV replication in HLCZ01 cells
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Huh7 cells
图 14 在 NDV感染的 Huh7细胞中，

USP13增强 Bcl-2的蛋白水平
Fig.14 USP13 up-regulates Bcl-2 protein level in NDV-

infected Huh7 cells
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图 15 在 NDV感染的 HLCZ01细胞中，

USP13增强 Bcl-2的蛋白水平
Fig.15 USP13 up-regulates Bcl-2 protein level

in NDV-infected HLCZ01 cells

3 讨 论

肝癌严重威胁着人类健康，它的治疗方法包括

手术切除、放射治疗、化学药物治疗等，但是都没有

很好的疗效，所以亟待开发新的抗肿瘤治疗方法[9].
溶瘤病毒能够特异性识别肿瘤细胞并且杀伤肿瘤细

胞. NDV是溶瘤病毒大家庭的一员，NDV除了可以
感染肿瘤细胞直接杀伤肿瘤细胞外，还可以影响肿

瘤细胞免疫原性或者诱导机体产生免疫反应从而杀

伤肿瘤细胞[10]. NDV可以激活外部凋亡信号通路从
而诱导细胞凋亡. NDV可以激活线粒体凋亡信号通
路. NDV诱导细胞凋亡是一个较为复杂的调控过程.
本文研究发现两种不同的肝癌细胞感染 NDV，

细胞中的 USP13水平均呈现降低的趋势. USP13是
一种去泛素化酶，泛素化和去泛素化这两种蛋白修

饰参与了细胞中很多的生理进程 [11]. USP13可能调
控 NDV诱导的肝癌细胞凋亡.经过实验论证，过表
达 USP13能够抑制 NDV诱导的肝癌细胞凋亡，反
之，敲低细胞中 USP13的水平能够促进 NDV诱导
的肝癌细胞凋亡.实验表明，USP13不影响 NDV的
复制，也从侧面说明了 USP13是影响细胞内的凋亡
信号通路 . western blot 实验揭示 USP13 能够增强
Bcl-2家族中的抑凋亡蛋白 Bcl-2，进而导致细胞凋
亡受到抑制.虽然找到了 USP13调控 NDV诱导细
胞凋亡的靶分子 Bcl-2，但是还有很多问题需要深
入探索 . USP13 是否与 Bcl-2 相互作用直接调控
Bcl-2，又或者是 USP13通过其他分子来间接调控

Bcl-2，它是如何上调 Bcl-2的蛋白水平，是否通过
发挥 USP13去泛素化酶的活性抑制 Bcl-2的泛素
化降解，这些还未解决的问题将会被继续探索，相信

这是一个全新的挑战.本文的研究为肝癌的溶瘤病
毒治疗提供了一个新的理论依据，为以后研发新型

特异的肝癌治疗方法奠定了基础.
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