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[摘  要]  目的：探究泛素特异性蛋白酶21（USP21）在胆管癌（CCA）中的表达及其对CCA细胞增殖与迁移的作用及其机制。

方法：通过生物信息学方法和免疫组化及 WB 法检测 CCA 组织及细胞中 USP21 的表达情况。利用体外克隆形成、EdU 及

Transwell实验检测敲低USP21对CCA细胞QBC939和RBE增殖及迁移的影响。通过RNA测序、质谱、免疫共沉淀（Co-IP）及

WB法探究USP21的促癌机制。结果：TCGA等数据库分析结果显示，USP21 mRNA在CCA组织中呈高表达（均P < 0.05）。

USP21蛋白在CCA组织和细胞中呈高表达（P < 0.05或P < 0.001或P < 0.000 1）。敲低USP21后，QBC939和RBE细胞的增殖和

迁移能力均显著降低（P < 0.01或P < 0.001）。RNA测序结果表明，敲低USP21可以通过抑制PI3K/AKT信号通路抑制CCA细胞

的增殖和迁移能力（P < 0.05）。质谱鉴定发现，USP21与胰岛素样生长因子2 mRNA结合蛋白1（IGF2BP1）相结合。Co-IP和WB

实验结果表明，USP21与 IGF2BP1结合并通过泛素化途径调控 IGF2BP1的蛋白表达（P < 0.001或P < 0.000 1）。结论：USP21在

CCA组织和细胞中均呈高表达，其通过 IGF2BP1/PI3K/AKT信号通路增强CCA细胞的增殖及迁移能力。
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[Abstract]  Objectives: To investigate the expression of ubiquitin-specific protease 21 (USP21) in cholangiocarcinoma (CCA) and its 

effect on the proliferation and migration of CCA cells, as well as the underlying mechanisms. Methods: The expression of USP21 in 

CCA tissues and cells was detected using bioinformatics approaches, immunohistochemistry, and Western blotting (WB). The effects of 

USP21 knockdown on the proliferation and migration of CCA cell lines (QBC939 and RBE) were assessed by in vitro colony 

formation, EdU, and Transwell assays. The oncogenic mechanism of USP21 was explored using RNA sequencing, mass 

spectrometry, co-immunoprecipitation (CO-IP), and WB. Results: Analysis of databases such as TCGA revealed that USP21 mRNA 

expression was significantly elevated in CCA tissues (P < 0.05) and USP21 protein expression was highly expressed in both CCA 

tissues and cells (P < 0.05, P < 0.01, or P < 0.001). Knockdown of USP21 led to a significant decrease in the proliferative and 

migratory abilities of QBC939 and RBE cells (P < 0.01 or P < 0.001). RNA sequencing results indicated that USP21 knockdown 

inhibited the proliferative and migratory abilities of CCA cells by suppressing the PI3K/AKT signaling pathway (P < 0.05). Mass 

spectrometry identified a binding between USP21 and insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 1 (IGF2BP1). Co-IP and WB 

results demonstrated that USP21 interacts with IGF2BP1 and regulates its protein expression through the ubiquitination pathway 

(P < 0.001 or P < 0.000 1). Conclusion: USP21 is highly expressed in both CCA tissues and cells and enhances the proliferative and 

migratory abilities of CCA through the IGF2BP1/PI3K/AKT signaling pathway.

[Key words]  ubiquitin-specific protease 21 (USP21); insulin-like growth factor 2 mRNA-binding protein 1 (IGF2BP1); cholangiocarcinoma 
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胆管癌（cholangiocarcinoma, CCA）起源于胆管上

皮，是一种病死率极高的恶性肿瘤。根据肿瘤在胆道

树中的位置，可分为肝内、肝门部和远端CCA[1]。近年

来，CCA的发病率逐渐上升，已成为第二大常见的原发

性肝恶性肿瘤[2]。研究结果[3-4]表明，手术切除是治疗CCA

最有效的方法。然而由于早期无特异性症状，CCA患

者确诊时往往处于疾病晚期，预后较差。因此，寻找CCA

的潜在治疗靶点和预后预测因子尤为重要。人类基因

组编码了约100种去泛素化酶（deubiquitylating enzyme, 

DUB），其中五种亚型为半胱氨酸肽酶[5]。越来越多的

证据[6]表明，DUB的失调与人类肿瘤的进展有关。泛素

特异性蛋白酶 21（ubiquitin specific protease 21, USP21）

是DUB中的一员，与肿瘤的发生和发展密切相关。在

胰腺癌中，USP21通过激活Wnt信号通路促进肿瘤发

生[7]。此外，USP21通过去泛素化FOXD1促进间质胶

质母细胞瘤干细胞的致瘤[8]。在CCA中，USP21上调可

促进肿瘤细胞增殖及迁移并与患者预后不良相关，但

其具体作用机制有待进一步深入研究[9-10]。胰岛素样生

长因子2 mRNA结合蛋白1（insulin-like growth factor 2 

mRNA-binding protein 1, IGF2BP1）可通过m6A依赖的

方式调控靶mRNA的稳定性，从而调控基因翻译[11]。

IGF2BP1在多种肿瘤中表达升高，发挥致癌作用[12] 。在

CCA中，IGF2BP1激活ZIC2/AKT轴调控CCA生长和

转移[13]。然而USP21与IGF2BP1的作用关系尚不清楚。

本研究利用生物信息学方法和免疫组化及WB法检测

CCA组织与细胞中USP21的表达水平，探讨敲低USP21

基因对CCA细胞增殖、迁移能力的影响及其分子机制，

为CCA诊断和治疗提供新的标志物和治疗靶点。

1  材料与方法

1.1  USP21表达数据的来源及分析方法

利 用 GEO 数 据 库 的 GEO2R 程 序 获 取

GSE26566、GSE107943 及 GSE45001 数据集每个样

本中USP21 mRNA表达数据并进行统计分析。通过

GEPIA2（http://GEPIA2.cancer-pku.cn/）从TCGA数据

库中检测USP21表达水平。

1.2  细胞、组织标本及主要试剂

人CCA细胞QBC939、HuCCT1、RBE、HCC9810

和人胆管上皮细胞HIBEC购自中科院上海细胞库。

在含 10% 胎牛血清和 1% 抗生素的 DMEM 培养基

中，于37 ℃、5%CO2、20%O2的培养箱中培养。

从2008年6月至2017年3月间在南京医科大学第

一附属医院肝胆外科接受外科手术的CCA患者中挑选

2例纳入本研究。病例纳入标准：2例均经病理学确诊

为CCA；患者在手术前均未曾接受过放疗、化疗或其他

相关治疗。病例排除标准：CCA患者术前接受相关治

疗；患有其他恶性疾病的CCA患者。此研究符合赫尔

基辛宣言，经南京医科大学第一附属医院伦理委员会

批准（伦理批准号：2019-SR-133）。

DMEM培养基、胎牛血清（fetal bovine serum, FBS）

和0.25%胰蛋白酶等细胞培养试剂购自美国Gibco公

司，靶向USP21小干扰RNA（siRNA）购自上海吉玛公

司，Transwell小室购自美国Corning公司，BCA蛋白测

定试剂盒购自美国Thermo公司，USP21一抗购自美国

Santa Cruz公司，β-actin抗体购自美国Abcam公司，AKT、

p-AKT、PI3K和p-PI3K抗体购自中国Proteintech公司。

qPCR引物由锐尔真生物技术有限公司合成，逆转录试剂盒

和qPCR试剂盒均购自诺唯赞生物试剂股份有限公司。

1.3  免疫组化染色法检测CCA组织中USP21蛋白的表达

采用半定量评分法测定USP21的表达水平。评

分标准：依据染色强度和阳性细胞百分率进行评分。

染色强度评分：阴性为0分，弱阳性为1分，中等阳性

为 2分，强阳性 3 分；阳性细胞百分率评分：< 5%

为0分，> 5%~35%为1分，> 35%~70%为2分，> 70%

为 3分。将染色强度评分与阳性细胞百分率评分相

乘计算总分。由两名病理医师独立计算每张切片的

染色分数，两者平均分作为最终分数。

1.4  细胞转染及分组

选用对数生长期的 QBC939 和 RBE 细胞，使用

Lipofectamine 3000进行 siRNA转染。将USP21-1（引

物 序 列 为 5′-TCACTAAGGAAGAAGAGCT-3′）和

USP21-2（引物序列为5′-AACCTAATGTGGAAACGTT-3′）

及其阴性对照（si-NC）质粒转染QBC939和RBE细胞。

实验分为 si-NC、USP21-1和USP21-2组。

1.5  克隆形成实验检测敲低USP21对CCA细胞克

隆形成的影响

取各组 QBC939 和 RBE 细胞，以每孔 1 × 103个

细胞的数量均匀接种于六孔板中，连续培养 10 d，弃

上清，PBS清洗 3遍，在 4%甲醛溶液中固定 30 min，

在 0.5%结晶紫染色液中染色 20 min，晾干后计数克

隆形成数（50个细胞/克隆）。

1.6  EdU实验检测敲低USP21对CCA细胞增殖的影响

使用EdU细胞增殖试剂进行实验。取各组CCA细

胞，当细胞汇合度达80%时接种到4孔板（1 × 106个细

胞/孔），培养24 h后，在10 μmol/L EdU 培养基中处理

2 h。4%多聚甲醛溶液中固定15 min，0.3%Triton渗透

15 min 后，用 EdU 工作液避光染色 30 min，DAPI 避

光染色 10 min。荧光显微镜下观察细胞并拍照。

1.7  Transwell小室法检测敲低USP21对CCA细胞

迁移的影响

消化离心各组细胞，重悬细胞并计数。将2 × 104个

细胞置于 300 μL无血清培养基中，加于Transwell小
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室的上室中，下室中加入 600 μL 含 20% 血清的

DMEM培养基中。将细胞置于5%CO2、20%O2、37 ℃

的培养箱中培养 72 h，随后将Transwell小室放入 4%

甲醛溶液中固定 30 min，结晶紫染色 20 min，晾干后

在光学显微镜下观察计数穿膜细胞数。

1.8  免疫共沉淀（Co-IP）实验检测USP21与 IGF2BP1

的结合能力及对 IFG2BP1泛素化水平的影响

PBS清洗各组CCA细胞，使用NP40及蛋白酶抑制

剂裂解细胞并提取总蛋白，用抗USP21抗体与蛋白液

混合后于4 ℃培养过夜。加入预处理的磁珠，于常温下

反应结合90 min后，使用磁力架收集磁珠，清洗磁珠

3遍，加蛋白上样缓冲液，95 ℃煮10 min。收集蛋白液

检测 IGF2BP1表达。采用抗 IGF2BP1抗体，重复上述

步骤，收集蛋白液，检测泛素化水平。

1.9  银染及质谱鉴定可能与USP21互作的结合蛋白

银离子染色实验在进行WB电泳后依照碧云天

银染试剂盒方法进行实验。质谱分析由广东深圳华

大基因公司完成。

1.10  RNA测序

使用 TRIzol 试剂从 si-NC 组和 si-USP21 组的

QBC939细胞中提取总RNA。总RNA的纯度和浓度

由NanoDrop 2000核酸蛋白分析仪测定。RNA测序

分析由派森诺公司完成。

1.10  免疫荧光染色法检测 CCA 细胞中 USP21 及

IGF2BP1共定位情况

贴在载玻片上的细胞用4%多聚甲醛固定，用免疫

染色渗透缓冲液渗透。洗净后，用5% BSA在PBS中阻断

1 h，室温下用合适的一抗在4 ℃下反应过夜。细胞清

洗3次，与相应的二抗室温反应1 h。细胞核用DAPI染色。

1.11  WB法检测CCA细胞USP21蛋白的表达及USP21

对 IGF2BP1和PI3K/AKT通路相关蛋白表达的影响

裂解细胞后提取总蛋白。进行10% SDS-PAGE，

将蛋白质条带转移到 PVDF膜上。PVDF膜在阻断

缓冲液中阻断20 min，与一抗在稀释缓冲液中4 ℃反

应过夜。随后，将 PVDF 膜用相应的二抗处理 2 h。

最后，使用ECL试剂盒和化学发光凝胶成像系统对

蛋白质条带进行可视化处理。

1.12  统计学处理

以上主要实验均独立重复 3次。采用GraphPad 

Prism 9 对实验数据进行统计分析。符合正态分布的

计量数据以 x̄ ± s表示，两组间差异比较采用 t检验。

以P< 0.05或P< 0.01表示差异有统计学意义。

2  结  果

2.1  USP21在CCA组织和细胞中均呈高表达

通过TCGA、GSE26566、GSE107943和GSE45001

数据库分析结果（图1A）发现，CCA组织中USP21 mRNA

表达水平显著高于癌旁组织（P < 0.05或P < 0.01）。

免疫组化染色检测结果（图 1B，）显示，CCA组织中

USP21 蛋白表达水平高于癌旁组织（患者 1： 9 分 

vs 4 分；患者 2：6 分 vs 1分）。WB法检测结果（图1C）

显示，CCA细胞中USP21蛋白表达水平显著高于HIBEC

细胞（P < 0.001 或 P < 0.000 1）。结果表明，USP21

在CCA组织和细胞中均呈高表达。

A：利用TCGA及相关数据库数据分析 USP21 mRNA在CCA组织及癌旁组织中的表达差异；B：免疫组化法检测CCA组织和癌

旁组织中USP21蛋白的表达（×200）；C：WB 法检测 CCA 细胞和 HIBEC 细胞中 USP21 蛋白的表达。*P < 0.05，**P < 0.01, 
***P < 0.001, ****P < 0.000 1。

图1   CCA组织和细胞中USP21呈高表达
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2.2  敲低USP21可显著降低CCA细胞的增殖和迁

移能力

qPCR 法检测结果（图 2A）显示，在 QBC939 及

RBE细胞中敲低USP21后，两种细胞USP21 mRNA

表达水平均显著降低（P < 0.01或P < 0.001），表明成

功建立敲低USP21基因的细胞系，可以进行后续功

能实验。

EdU实验结果（图 2B）显示，与 si-NC 组相比，

si-USP21-1 组及 si-USP21-2 组 QBC939、RBE 细胞

的 EdU 阳性细胞率均显著降低（t = 10.73、8.611，

t = 13.70、13.47；均 P < 0.001）。克隆形成实验结果

（图 2C）显示 ，与 si-NC 组相比 ，si-USP21-1 组及

si-USP21-2 组 QBC939、RBE 细 胞 的 克 隆 形 成 数

量 均 显 著 减 少（t =9.311、5.722，t = 9.621、8.367；

P < 0.001或P <0.01）。Transwell小室法检测结果（图

2D）显 示 ，与 si-NC 组 相 比 ，si-USP21-1 组 及 si-

USP21-2组QBC939、RBE 细胞的迁移数目均显著

减少（t = 16.44、14.54，t = 9.716、8.885；均P < 0.001）。

实验结果表明，敲低USP21可显著降低CCA细胞的

增殖和迁移能力。

A：qPCR法验证敲低USP21的效率；B：EdU实验检测CCA细胞的增殖能力（ × 200）；C：克隆形成实验检测CCA细胞的克隆

形成能力；D：Transwell实验检测CCA细胞的迁移能力（ × 200）。与 si-NC组比较，**P < 0.01、***P < 0.001。

图2   敲低USP21对CCA细胞USP21 mRNA表达、增殖、克隆形成及迁移能力的影响
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2.3  USP21通过调控PI3K/AKT通路促进CCA进展

为探寻USP21调控CCA进展的具体作用机制，

对 si-NC 组及 si-USP21 敲低组 QBC939 细胞进行转

录组测序，结果发现 PI3K/AKT 是主要的活化通路

（图4A，P < 0.05）。WB 法进一步验证敲低 USP21

可显著降低 AKT 及 PI3K 磷酸化水平（图 4B，均

P < 0.001）。结果表明，USP21 可通过 PI3K/AKT 信

号通路促进CCA进展。

2.4  USP21可使 IGF2BP1去泛素化

为进一步探究USP21调控 PI3K-AKT通路的分

子机制，通过银离子染色及质谱鉴定，确定了USP21

的结合蛋白是 IGF2BP1（图4A、B）。IGF2BP1可通过

PI3K/AKT信号通路促进CCA的进展[14]。进一步行

免疫荧光染色，确定了USP21与 IGF2BP1存在空间

上的共定位（图 4C）。Co-IP 实验，验证 USP21 和

IGF2BP1的结合（图4D）。结果发现，敲低USP21后，

IGF2BP1 的表达受到显著抑制，蛋白酶体抑制剂

MG132可逆转这一结果（图 4E，P < 0.01或P < 0.001；

图 4F，P < 0.001或P < 0.000 1）。WB法进一步检测

发现，敲低USP21可显著提高 IGF2BP1的泛素化水

平（图 4G，P < 0.001或 P < 0.000 1）。TCGA数据库

中相关性分析结果（图 4H）表明 ，CCA 组织中

USP21 与 IGF2BP1 mRNA表达相关性无统计学意义

（P > 0.05）。上述研究结果表明，USP21可通过调控

IGF2BP1泛素化调控其表达。

A：RNA测序提示敲低USP21可通过PI3K/AKT通路调控CCA进展；B：WB法检测敲低USP21对AKT及PI3K蛋白表达的影

响。与 si-NC组比较，**P < 0.001。

图3  敲低USP21通过下调PI3K/AKT通路抑制CCA进展

3  讨  论

CCA是仅次于肝细胞癌的第二大常见原发性肝

恶性肿瘤，其发病隐匿、预后不良。目前，外科根治

性R0切除仍是CCA治疗的最有效方法[15]，术后辅助

性化疗可有效延长患者生存期[16]。然而，许多患者存

在耐药的情况，因此亟须寻找新的治疗靶点。越来

越多的证据[17]表明，DUB家族成员在肿瘤进展中发

挥着关键作用。LIAO等[18]研究发现，USP1通过稳定

RPS16蛋白调控人肝细胞癌细胞的增殖和转移。在

骨肉瘤及CCA中也证实了USP1的促癌作用[19-20]。靶

向 USP44 可显著抑制前列腺癌细胞的致瘤性及干

性[21]。此外，USP21可以通过稳定MEK2蛋白促进肝

细胞癌的生长[22]。但是 USP21 在 CCA 中 DUB 的分

子机制仍需进一步研究。

本研究利用多个数据库及本中心组织标本验证

了USP21在CCA组织中的高表达，随后利用 siRNA

在 CCA 细胞中敲低 USP21，功能验证发现敲低

USP21可显著抑制CCA细胞的增殖及迁移能力。为

进一步探究 USP21 调控 CCA 进展的作用机制，行

RNA测序结果发现，USP21敲低后差异基因显著富

集于PI3K/AKT信号通路。WB实验进一步验证了这
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一结果。既往研究[23-25]表明，PI3K/AKT信号通路在

包含CCA在内的多种肿瘤中发挥促癌效应。进一步

深入研究后发现，USP21能够与 IGF2BP1结合，并通

过泛素蛋白酶体途径调控其降解，然而 USP21 与

IGF2BP1的具体结合位点及USP21调控 IGF2BP1去

泛素化的具体泛素链形式有待未来进一步研究。既

往研究[14] 证实，在 CCA 中，IGF2BP1 可通过激活

PI3K/AKT信号通路调控肿瘤进展。因此，笔者认为

USP21可通过泛素蛋白酶体途径调控 IGF2BP1蛋白

的表达进而调控PI3K/AKT信号通路。

A：银染显示 IgG及USP21结合差异蛋白；B：IP/MS证实 IGF2BP1与USP21结合；C：免疫荧光染色显示USP21与 IGF2BP1共

定位（ × 400）；D：Co-IP实验证实USP21与 IGF2BP1结合；E：敲低USP21可抑制 IGF2BP1蛋白表达；F：MG132可逆转USP21对

IGF2BP1 的抑制作用；G：USP21 通过调控 IGF2BP1 去泛素化发挥作用；H：TCGA 数据库相关性分析 CCA 组织中 USP21 与

IGF2BP1 mRNA相关性。Input：蛋白裂解液组；**P < 0.01，***P < 0.001，****P < 0.000 1。

图4    USP21通过翻译后修饰调控 IGF2BP1表达
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综上所述，USP21在CCA组织和细胞中呈高表达，

其可通过 IGF2BP1/PI3K/AKT信号通路促进CCA细胞

的增殖及迁移。本研究从转录后调控及翻译后修饰双

层面探究了USP21调控CCA的分子机制，为协助临床

医生诊断CCA及判断疾病进展提供参考，同时为CCA

患者的靶向治疗提供了新的研究方向。
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