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Abstract
AIM: To evaluate the impact of silencing of the 
USP22 gene by small interfering RNA (siRNA) 
on the proliferation of human gastric cancer 
AGS cells.

METHODS: Three USP22-specific siRNAs and a 
negative siRNA were designed and transfected 
into AGS cells using Lipofectamine 2000. Quan-
titative real-time PCR (qRT-PCR) and Western 
blot were utilized to detect the expression levels 
of USP22 mRNA and protein, respectively. Cell 
proliferation was measured using Cell Counting 
Kit-8 (CCK-8). The distribution of cell cycle was 
determined by flow cytometry.

RESULTS: All three USP22-specific siRNAs 
could silence the expression of the USP22 gene. 

Forty-eight hours after transfection, the expres-
sion levels of USP22 mRNA and protein were 
reduced by 80.47% ± 2.99% and 79.40% ± 3.58%, 
respectively; the reduced rate of cell prolifera-
tion was 27.33% ± 3.49%; and the proportion 
of gastric cancer cells arrested in G0/G1 phase 
increased significantly, while those arrested in S 
phase decreased significantly. 

CONCLUSION: Transfection of USP22-specific 
siRNAs could effectively inhibit the expression 
of the USP22 gene and significantly suppress cell 
growth in human gastric cancer cell line AGS.

Key Words: Ubiquitin-specific peptidase 22; Small 
interfering RNA; Gastric cancer; AGS cells; Cell pro-
liferation
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摘要
目的: 探讨小干扰RNA(siRNA)沉默泛素特
异性肽酶22(ubiquitin specific peptidase 22, 
USP22)对胃癌细胞增殖的影响.

方法: 针对USP22基因设计3条siRNA及阴性
siRNA, 用脂质体Lipofectamine 2000转染胃癌
AGS细胞, 通过实时定量PCR和Western blot检
测转染后AGS细胞USP22基因中mRNA和蛋
白表达水平的变化情况, 流式细胞术检测细胞
周期分布变化情况, CCK8法检测细胞增殖率
及抑制率.

结果: 转染48 h后, 3条siRNA均能显著抑制
USP22 mRNA和蛋白的表达. 其中, 以转染
USP22 s iRNA3后效果最明显, mRNA和蛋
白表达分别下降80.47%±2.99%和79.40%±

3.58%. 细胞增殖明显受到抑制, USP22 siR-
NA3组细胞增殖抑制率为27.33%±3.49%. 细
胞周期中G0/G1期细胞增多, S期细胞减少.

结论:  采用R N A干扰技术能够有效地沉默
USP22基因的表达, 并显著抑制胃癌细胞的
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■背景资料
胃癌是最常见的
消 化 系 肿 瘤 ,  虽
然 手 术 联 合 化
疗 不 断 取 得 改
进 ,  但 是 预 后 仍
不 理 想 ,  探 索 新
的 治 疗 方 式 有
一 定 的 意 义 .  泛
素 特 异 性 肽 酶
22(USP22)参与
肿瘤细胞周期相
关 基 因 的 调 控 , 
并与细胞增殖密
切相关.

■同行评议者
肖 文 华 ,  主 任 医
师, 中国人民解放
军总医院第一附
属医院肿瘤科
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0  引言

胃癌是消化系最常见的恶性肿瘤之一. 尽管手

术联合辅助化疗不断取得改进, 胃癌患者预后

仍不理想[1]. 胃癌细胞增殖过快是导致胃癌患者

生存率减低的重要原因, 因此抑制胃癌细胞增

殖可作为抑制胃癌进展、改善胃癌患者预后的

重要手段. 目前, 随着胃癌研究的进展, 针对肿

瘤细胞生长、凋亡、细胞周期等分子靶向治疗

在胃癌的诊治中逐渐受到重视, 寻找到合适的

治疗靶点便成为影响治疗效果的关键因素[2-4]. 
泛素特异性肽酶22(ubiquitin specific peptidase 
22, USP22)参与肿瘤细胞周期相关基因的调控, 
并与细胞增殖密切相关[5,6]. 本实验组在前期的

实验中已证实胃癌组织中USP22蛋白高表达. 在
此基础上, 本实验采用小干扰RNA(small inter-
ference RNA, siRNA)下调胃癌AGS细胞USP22
基因的表达, 以观察其对胃癌增殖的影响.

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌AGS细胞(武汉协和医院腔镜实验

室保存), 细胞培养基DMEM(HyClone), 胎牛血

清(杭州四季青), Lipofectamine 2000(Invitrogen), 
Opti-MEMI培养基、青霉素、链霉素双抗(Gib-
co), TRIzol、逆转录试剂盒(TaKaRa), Fast SYBR 
Green Mast Mix(Applied Biosystems), USP22多
克隆抗体(Abcam), 二抗(武汉博士德)、CCK8
试剂、细胞周期检测试剂盒、E C L试剂盒、

蛋白裂解液(碧云天), SDS-PAGE凝胶制备试

剂盒(武汉谷歌生物), 阴性对照siRNA和USP22 
siRNA(广州锐博生物公司).
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 细胞培养使用含100 mL/L胎牛

血清的DMEM培养基, 于37 ℃、50 mL/L CO2培

养箱中. 48-72 h传代或换液.
1.2.2 USP22干扰片段的设计及合成: 通过Am-
bion网站设计针对USP22基因的特异性siRNA
序列, 并由广州锐博公司合成. 序列为: siRNA-1, 
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5'-GGAGAAAGAUCACCUCGAATT-3'和
3'-TTCCUCUUUCUAGUGGAGCUU-5'; siR-
NA-2, 5'-CUGCAAAGGUGAUGACAAUTT-3'
和3'-TTGACGUUUCCACUACUGUUA-5'; siR-
NA-3', 5'-GAAGCAUAUUCACGAGCAUTT-3'
和3'-TTCUUCGUAUAAGUGCUCGUA-5'. 
同时设计阴性对照RNA, 序列为: 5'-GAGA-
A G A C U A C U C A A G C AT T-3'和3'-T T C U-
CUUCUGAUGAGUUCGUA-5'.
1.2.3 细胞转染: 转染前1 d以2×105/孔接种6孔
板, 待细胞铺满孔底约50%时, 参考广州锐博

siRNA使用说明书转染, 转染时使用不含抗生

素的Opti-MEMI培养基孵育siRNA片段和Lipo-
fectamine 2000转染试剂, 每孔最终体积2 mL, 每
孔siRNA浓度50 nmol/L, 转染6 h后换液. 实验分

组: 空白对照组(control): 仅含有转染试剂; 阴性

对照组(negative siRNA): 含转染试剂和不影响

目的基因表达的干扰片段; 干预组(USP22 siR-
NAs): 含转染试剂和干扰片段.
1.2.4 实时定量PCR: 收集转染48 h后的细胞, 
TRIzol法提取细胞总RNA, 逆转录合成Cdna. 
通过实时定量P C R扩增目的基因 .  反应体系

为20 μL, 其中Fast sybr green mix Ⅰ 10 μL, 
cDNA 2 μL, 上、下游引物各0.8 μL, ddH2O 6.4 
μL. 反应条件为: 94 ℃预变性20 s, 94 ℃变性

5 s, 60 ℃退火、延伸30 s, 反应40个循环. 采
用2-ΔΔC t法分析目的基因m R N A的相对表达水

平. 扩增基因的特异性引物由Invi t rogen公司

合成, 序列为: USP22(115 bp)5'-CTACCAG-
GAGTCCACAAAGCAG-3'和5'-CACATAC-
GTGGTGATCTTCCGC-3'; GAPDH(131 bp), 5' 
-GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG-3'和5'-AC-
CACCCTGTTGCTGTAGCCAA-3'.
1.2.5 Western blot: 转染细胞48 h后采用RIPA裂

解液提取蛋白, 用BCA法进行蛋白定量. 配置

10% SDS-PAGE分离胶10 mL: H2O 4 mL, 30%丙

烯酰胺3.3 mL, 1.5 mol/L Tris-HCl(pH8.8)2.5 mL, 
10% SDS 0.1 mL, AP 0.1 mL, TEMED 5 μL. 5% 
SDS-PAGE浓缩胶4.5 mL: H2O 3 mL, 30%丙烯

酰胺0.75 mL, 1 mol/L Tris-HCl(pH6.8) 0.75 mL, 
10% SDS 60 μL, AP 45 μL, TEMED 6 μL. 取等

量蛋白30 μg上样于浓缩胶, 80 V电泳至样品基

本进入分离胶后, 再改电压为100 V, 恒压电泳至

电泳指示剂迁移至分离胶下游边缘时停止电泳. 
200 mA电流转膜1 h后用含5%脱脂奶粉的TBST
封闭2 h, 4 ℃孵育USP22、GAPDH抗体过夜, 用
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■研发前沿
分子靶向治疗是
最近肿瘤分子生
物学研究中的热
点, 其中, 针对致
癌基因的RNA干
扰是近年肿瘤研
究 的 热 点 领 域 , 
寻 找 到 合 适 的
RNA干扰的靶点
是目前亟待解决
的问题.

■相关报道
Z h a n g 等在肺癌
的一项研究中证
实 ,  通过RNA干
扰沉默USP22基
因的表达后, 肺癌
细胞增殖明显受
到抑制, 由此证实
USP22基因表达
确实在肿瘤的增
殖中起到一定的
作用 .  Liu等在结
肠癌的研究中证
实USP22高表达
与预后较差, 与肝
转移相关.
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二抗IgG室温振荡孵育2 h后, TBST洗膜, ECL发
光, AlphaEaseFC软件进行灰度扫描以分析相对

蛋白表达值, 以GAPDH为内参对照.
1.2.6 流式细胞仪检测细胞周期: 转染48 h后, 用
胰酶消化细胞, 培养基中和后离心细胞, 用PBS
洗涤细胞1次, 加入700 mL/L乙醇1 mL固定过夜, 
第2天离心除去酒精, 用含2 g/L PI的PBS 500 μL
重悬, 避光孵育30 min后, 用流式细胞仪检测各

细胞周期的分布情况.
1.2.7 CCK8检测细胞增殖: 将细胞以3×103/孔
接种于96孔板, 每组设6个副孔, 待细胞铺满孔

底50%时转染细胞, 每孔100 μL, siRNA浓度50 
nmol/L, 转染48 h后每孔加入CCK8试剂10 μL, 
于37 ℃培养箱中孵育2 h, 使用酶标仪选择450 
nm波长测定吸光值, 计算细胞增殖率及增殖抑

制率.
统计学处理 应用SPSS18.0进行统计学分析, 

每组实验重复3次, 数据以mean±SD表示, 多组

间比较采用单因素方差分析, 然后用SNK进行

两两比较, P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 USP22 siRNA对USP22基因表达的影响 转染

3组USP22 siRNA片段后在mRNA水平和蛋白水

平上能使USP22基因表达明显下调(P <0.05). 其
中, 以转染USP22 siRNA3后效果最明显, mRNA
和蛋白表达分别下降80.47%±2.99%和79.40%
±3.58%. 而转染阴性对照组siRNA后mRNA和

蛋白水平均无明显改变(P >0.05). 因此, 选择对

USP22基因沉默效率最高的USP22 siRNA3组片

段进行后续实验(图1, 2).
2.2 USP22 siRNA3对胃癌AGS细胞细胞周期的

影响 转染USP22 siRNA3之后, AGS细胞中G0/G1

期细胞多于空白对照组(P <0.05), S期细胞少于

空白对照组(P <0.05). 转染阴性对照s iRNA组

AGS细胞中G0/G1期及S期细胞与空白对照组相

比无明显变化(P >0.05, 图3, 4, 表1).
2.3 USP22 siRNA3对胃癌AGS细胞增殖的抑制

作用 转染48 h后, USP22 siRNA3组细胞增殖抑

制率为27.33%±3.49%, 与空白组差别有显著性

意义(P <0.05). 阴性对照siRNA组细胞增殖抑制

率为3.84%±6.64%, 与空白对照组差别无显著

性意义(P >0.05, 图5).

3  讨论

去泛素化酶主要有两大类, 包括泛素羧基端水解

酶(ubiquitin C-terminal hydrolases, UCH)和泛素

特异性加工酶(ubiquitin-specific processing prote-
ases, UBP或USP). 去泛素化酶调节细胞内的一系

列生化反应, 包括细胞的生长分化, 肿瘤形成, 调
控细胞周期, 转录激活和信号转导等[7-19]. USP22
属于泛素特异性加工酶家族, 位于人类17号染

色体, 编码蛋白产物60 000 Da, 通过去泛素化修

饰达到调节细胞周期和促进肿瘤增殖的作用, 
正常心脏和骨骼肌中USP22高表达, 肺和肝脏中

低表达[20]. USP22在膀胱癌和结肠癌组织中表达

表  1  干预组3对AGS细胞周期分布的影响 (%)

     
分组       G0/G1期          S期      G2/M期

空白对照组 42.65±2.46 40.32±1.27 17.03±1.19

阴性对照组 43.93±2.63 39.36±4.50 16.72±1.87

干预组3 58.67±3.75a 27.44±3.96a 13.89±0.25

aP<0.05 vs  空白对照组.
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图  1  实时定量PCR检测转染48 h后USP22基因mRNA的表
达水平. 1: 空白对照组; 2: 阴性对照组; 3: 干预组1; 4: 干预

组2; 5: 干预组3. aP<0.05 vs  空白对照组.
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图  2  Western blot检测转染48 h后USP22蛋白的表达水平. 
1: 空白对照组; 2: 阴性对照组; 3: 干预组1; 4: 干预组2; 5: 干

预组3. aP<0.05 vs  空白对照组.

■创新盘点
本文首次探索了
抑制USP22基因
表达对胃癌细胞
增殖的抑制作用, 
通过干预胃癌细
胞增殖周期的进
展, 抑制了胃癌细
胞的增殖.



www.wjgnet.com

1988               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年7月8日   第19卷   第19期

高于癌旁正常组织, 而且随着肿瘤恶性程度的

增加USP22表达增强, 此外, USP22与结肠癌肝

转移和预后差相关[21,22]. 一项对P53表达缺失的

肺癌H1299细胞的研究表明, 通过RNA干扰沉默

USP22基因的表达后, 肺癌细胞增殖明显受到抑

制[5]. 国内也有针对膀胱癌EJ细胞的相关研究, 
得出了类似的结论[23]. 目前关于USP22基因在胃

癌中的作用, 国内外尚未见报道. 由此我们通过

针对USP22基因设计干扰片段, 以观察其表达下

调对胃癌AGS细胞增殖的影响.
本组实验针对U S P22基因设计合成小分

子干扰片段, 3组干扰片段均能于作用48 h后在

mRNA和蛋白水平下调USP22基因的表达. 其中, 
USP22 siRNA3组片段沉默效率最高, mRNA和

蛋白水平USP22表达分别降低80.47%±2.99%
和79.40%±3.58%. 沉默USP22基因后胃癌AGS
细胞增殖明显受到抑制. 细胞周期分布中, G0/G1

期细胞明显增多 ,  S期细胞明显减少 .  与空白

对照组相比, USP22 s iRNA3组细胞抑制率为

27.33%±3.49%. 目前研究表明, SAGA(Spt-Ada-
Gcn5 acetyltransferase)复合体通过参与翻译后

水平组蛋白的修饰以调节一系列的细胞内进

程, 其修饰方式包括: 乙酰化、甲基化、泛素化

和磷酸化等[24-26]. 而USP22是SAGA复合体的一

个亚基, 通过与SAGA其他亚基共同作用参与

泛素化过程, 进而介导核受体的转录激活[6,27,28]. 
USP22通过介导组蛋白H2A和H2B去泛素化, 以
调节组蛋白表达水平, 而组蛋白与转录激活, 遗
传调节, 肿瘤进展相关[6,29-31]. 此外, USP22也是

c-Myc介导的转录所必需的, 抑制其表达导致

c-Myc激活转录效应降低, 进而抑制了肿瘤增长

和细胞周期进行[5]. 因此, USP22可能通过调节

组蛋白表达水平及促进c-Myc转录激活达到促

进肿瘤增殖的作用, 其精确机制尚有待进一步

研究.
总之, 本次实验针对USP22设计干扰片段, 

降低了USP22基因的表达水平, 并通过进一步研

究抑制了胃癌AGS细胞增殖, 阻滞了细胞周期, 
为将USP22作为抑制胃癌增殖新的靶点, RNA干

扰技术应用于胃癌研究提供了新的思路.

志谢: 感谢吴轲、石亮及李伟同志在本实验中

给予的大力帮助.
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C■应用要点
USP22基因促进
胃癌细胞的增殖, 
为胃癌分子靶向
治疗提供了一个
新 的 靶 点 .  针 对
USP22基因设计
RNA干扰 ,  抑制
肿瘤增殖, 为改善
胃癌患者预后提
供了一定的理论
基础.
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