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去泛素化酶USP7 抑制剂P5091 对脑胶质瘤抑制作用分析
王 英 张 弛 孙兴元*
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【摘 要】：目的：分析去泛素化酶USP7抑制剂P5091对脑胶质瘤的抑制作用。方法：此次实验对象为SD大鼠，研究时间

均在 2020.04月至 2020.04月，入选例数共 30例，采用去泛素化酶USP7抑制剂P5091处理脑胶质瘤细胞设为研究组，采用DMSO

处理脑胶质瘤细胞设为对照组，两组均开展细胞培养、MTT实验、蛋白印迹、免疫荧光及克隆形成等检查，对比分析两组的

检查结果。结果：在肿瘤细胞增殖能力上，研究组低于对照组（P＜0.05）。在细胞侵袭数减少与细胞迁移数减少上，研究组

低于对照组（P＜0.05）。在细胞凋亡率增加幅度上，研究组高于对照组（P＜0.05）。结论：去泛素化酶USP7抑制剂P5091

通过促进细胞凋亡，抑制脑胶质瘤细胞的繁殖和转移，为临床治疗脑胶质瘤提供靶点，临床可进一步推广应用。
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Analysis of the Inhibitory Effect of Deubiquitinase USP7 Inhibitor P5091 on Glioma
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Abstract: Objective: To analyze the inhibitory effect of P5091, a USP7 inhibitor, on glioma. Methods: This experiment was conducted

on SD rats from April 2020.04 to April 2020.04. A total of 30 patients were enrolled. The glioma cells were treated with P5091, an

inhibitor of ubiquitination enzyme USP7, as the study group, and the glioma cells were treated with DMSO as the control group. Cell

culture, MTT test, protein blotting, immunofluorescence and cloning were performed in both groups. The results of the two groups

were compared and analyzed. Results: The proliferation ability of tumor cells in the study group was lower than that in the control

group (P<0.05). The number of cell invasion and migration in the study group was lower than that in the control group (P<0.05). The

increase of apoptosis rate in the study group was higher than that in the control group (P<0.05). Conclusion: The inhibitor P5091 of

USP7 can promote cell apoptosis, inhibit the proliferation and metastasis of glioma cells, and provide a target for clinical treatment of

glioma, which can be further promoted in clinical application.
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脑胶质瘤在临床较为常见，是指神经上皮角质细胞与神

经元细胞出现异常增殖而生成肿瘤，又被称为神经上皮组织

肿瘤，具有较高的发病率。据流行病学统计，在颅内肿瘤中，

脑胶质瘤的占比约为 40.00%~50.00%。近些年来，随着脑胶

质瘤患病人数的不断增加，如何治疗脑胶质瘤成为临床关注

的重点，且对于该疾病的治疗仍是医学难题，现阶段主要通

过手术、术后放化疗来治疗该疾病，但其治疗效果不理想[1]。

P5091作为去泛素化酶USP7的噻吩类抑制剂，对于去泛素化

酶USP7的活性具有极强的抑制作用，且临床试验已经证实

其用于多发性骨髓瘤治疗后的效果显著，但关于其对脑胶质

瘤抑制作用的文献报道较少[2]。鉴于此，本文就去泛素化酶

USP7抑制剂P5091对脑胶质瘤的抑制作用进行分析，详细报

告如下：

1 对象和方法

1.1对象

此次实验开展时间在 2020.04~2022.04，实验对象为 30

例SD大鼠，按照抑制剂的不同分为对照组与实验组，每组各

15例。

1.2方法

两组均开展细胞培养、MTT实验、蛋白印迹、免疫荧光、

克隆形成等检查，详细方法如下：

（1）细胞培养：提前准备好实验操作所需器材，比如

无菌枪头、胰蛋白酶、培养皿等，打开 37oC水浴锅，随后

打开液氮罐，快速寻找出KYSE450、KYSE30细胞，并将其

放入水浴锅内，快速摇晃冻存管，促使其融化。操作者穿好

无菌衣物、佩戴好口罩帽子后进入细胞间进行细胞复苏，将

细胞放入细胞培养皿中进行培养。利用负压吸引器吸出细胞

培养箱中的旧培养基，利用PBS清洗残留的培养基，清洗结

束后加入胰蛋白酶，并将其放入 37oC的培养箱中进行消化，

在显微镜下仔细观察细胞的状态，等到细胞脱壁后加入细胞

培养基，对细胞进行传代培养。当细胞组织的状态良好时，

收取和冻存细胞组织，在冻存前可在显微镜下观察细胞组织

的状态和密度。抽出旧的培养基，加入 8ml的PBS后进行清

洗，连续清洗两篇后去掉PBS，加入 1ml胰蛋白酶并轻轻摇
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晃胰蛋白酶，促使胰蛋白酶能够完全接触整个皿底，之后放

入细胞培养箱，放入时间控制在 3min~5min。等到细胞消化

好后加入培养基中终止消化，利用移液枪吹散细胞团块，随

后抽取细胞悬液置入离心管中进行离心分离，离心速度为每

分钟 1000r，离心时间为 5min~8min。完成离心处理后，获

取血清，并加入冻存液，吹打均匀，将细胞悬液装入标记好

的冻存管，利用棉花团紧紧包裹冻存管后放入-80oC的冰箱

中备用，2天~3天后取出冻存管，拆掉棉花团后将细胞放入

液氮罐内保存。

（2）MTT实验：在细胞消化后，将 2500个细胞稀释到

200μL培养基中，种植在 96板孔中，等到细胞完全贴壁后将

对照组中的DMSO与研究组中的去泛素化酶USP7 抑制剂

P5091加入培养基中，混合均匀后轻轻吸掉旧培养基，每隔

24h换一次加药的培养基。选择酶标仪上 570nm、630nm波长

检测每个板孔的OD值，统计结果。

（3）蛋白印迹：常规培养细胞且细胞到一定密度后，

从培养箱中取出细胞，并放在冰上，吸去细胞培养皿中的培

养基，利用PBS清洗两边细胞，加入RIPA缓冲液后放在摇床

上裂解 0.5h，将裂解后的细胞放入 1.5ml的离心管中进行离

心分离，之后检测蛋白质的浓度，制作蛋白样品。根据蛋白

大小配置相对应浓度的SDS凝胶，通过SDS-PAGE分离制作

好的蛋白样品，随后转膜 1.5h，保证蛋白转移到硝酸纤维素

膜。将丽春红染色剂滴入硝酸纤维素膜，按照maker的大小

剪裁硝酸纤维素膜，随后利用 4%脱脂牛奶在室温下封闭 1h

硝酸纤维素膜，封闭完成后利用PBS清洗硝酸纤维素膜，清

洗结束后在 4oC孵育过夜，并利用PBST清洗三次，最后利用

双红外扫描仪检测免疫印迹。

（4）免疫荧光：在细胞消化后，将其种植到已经灭菌

的载玻片上，仔细处理细胞后进行室温孵育，利用PBS清洗

三次，将已经加入DAPI的封片剂滴注在载玻片上，将细胞以

免的玻璃片朝下紧紧与封片剂贴合，注意不能有气泡，避光

保存，最后，利用荧光显微镜采集图片，分析实验结果。

（5）克隆形成：将 1500个细胞种植在细胞培养皿（长

度约为 3.5cm），随后将其放入 37oC的培养箱中进行培养，

等到细胞克隆到一定大小后，加入含有DMSO与去泛素化酶

USP7抑制剂P5091，一星期后去掉培养基，利用PBS清洗两

次，加入甲醇固定 10min后再次使用PBS清洗两次，加入结

晶染色 15min，回收结晶紫，采用蒸馏水清洗结晶紫，在室

温下晾干后采集图片。

1.3观察指标

（1）对比两组肿瘤细胞的增殖能力。

（2）统计两组肿瘤细胞的迁移、侵袭及凋亡情况。

1.4统计学分析

统计相关指标数据，使用SPSS23.0软件分析，计量资料

采用平均数±标准差（ x ±s）表示，计数资料采用百分比（%）

表示，分别进行t检验法、卡方（x2）检验法，当所计算出的

P＜0.05时则提示对比的对象之间存在显著差异。

2 结果

2.1对比两组肿瘤细胞的增殖能力

研究组为（0.27±0.03），对照组为（0.27±0.02），对比

差异不大（t=0.000，P=1.000，P＞0.05）。检测 24h、检测

48h、检测 72h，研究组分别为（0.43±0.04）、（0.58±0.06）、

（0.72±0.08），均低于对照组（0.65±0.06）、（1.12±0.08）、

（1.89±0.14），对比差异较大（ t1=11.816， t2=20.914，

t3=28.102；P1=0.000，P2=0.000，P3=0.000，P＜0.05）。

2.2评价分析两组肿瘤细胞的侵袭和迁移情况

研究组细胞侵袭数减少（18.22±3.16）个，显著低于对

照组（33.58±2.47）个，对比存在差异（t=14.832，P=0.000，

P＜0.05）。研究组细胞迁移数减少（30.56±3.89）个，低于

对照组（76.43±4.18）个，对比差异较大（t=31.113，P=0.000，

P＜0.05）。

2.3对比两组肿瘤细胞的凋亡情况

处理肿瘤细胞 24h后，研究组的细胞凋亡率增加

（25.18±2.03）%，明显高于对照组（6.14±1.52）%，对比差

异显著（t=29.078，P=0.000，P＜0.05）。

3 讨论

脑胶质瘤属于临床常见的原发性颅内恶性肿瘤疾病，具

有较高的发病率和死亡率，给患者的生命安全构成极大的威

胁。根据肿瘤恶性程度，临床将脑胶质瘤划分为低度恶性神

经胶质瘤、间变的神经胶质瘤及多形性恶性胶质瘤；根据细

胞形态，可将脑胶质瘤划分为星形细胞瘤、胶质母细胞瘤、

少枝胶质细胞瘤及室管膜瘤。目前临床尚未明确脑胶质瘤的

发病机制，但已证实遗传因素、物理因素、化学因素及病毒

因素是该疾病发生的危险因素，且外伤因素与免疫因素也会

诱发脑胶质瘤，临床上表现为头痛、恶心呕吐、癫痫发作等

症状[3]。脑胶质瘤患者若未及时得到治疗，容易引起失明、

颅内出血、脑疝等并发症，病情严重者可危及生命安全，导

致其死亡。因此，临床加强对脑胶质瘤的治疗是十分必要的。

目前临床对脑胶质瘤主要采取手术、放化疗治疗等，但预后

效果较差，复发率较高。如何提高疗效、改善预后是目前此

领域研究的热门课题，已引起临床的广泛关注。

随着医疗水平的提升、分子学理论的发展成熟，分子靶

向药物是临床治疗脑胶质瘤的新方向，也是降低病死率的有

效方法。泛素-蛋白酶体系统是细胞内复杂生理活动中关键的
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蛋白调节剂，其主要作用是降解蛋白，与肿瘤细胞的发生、

发展息息相关[4]。蛋白质去泛素化是一种负向调节过程，是

指从去泛素化酶介导的蛋白质实现泛素化，泛素与去泛素化

调节的动态平衡，将直接影响或者调节细胞组织的生长、增

殖、信号转导等生理病理过程。临床研究表明，去泛素化酶

的作用底物范围极为广泛，部分癌基因和抑癌基因均在其调

控范围内，能够降解或者稳定与细胞组织增殖、凋亡相关的

蛋白，故在肿瘤疾病的发生发展过程中，通常存在去泛素化

酶结构改变、功能失调或表达异常现象[5]。由此看出，将去

泛素化酶作为分子干预靶标，通过药物来改变蛋白酶的活性

达到抑制肿瘤细胞生长和繁殖的目的，已成为临床研究新型

抗肿瘤药物的重要方向[6]。去泛素化酶USP7的底物范围非常

广，并且与肿瘤抑制、病毒感染、免疫应答、DNA损伤修复

等关系密切，当去泛素化酶USP7的过度表达时，可促进肿

瘤细胞的增殖，促使肿瘤疾病向恶性发展，故临床将抑制去

泛素化酶USP7作为治疗肿瘤疾病的方向之一[7]。自 2003年

5月批准硼替左米（商品名为万科）用于临床后，针对USP

系统的抑制剂将成为临床治疗肿瘤疾病的新型靶向药物[8]。

P5091属于去泛素化酶USP7的抑制剂，有利于抑制USP7酶

的活性，阻断细胞的增殖和转移，为临床诱导细胞凋亡提供

新的途径[9]。此次研究结果显示，研究组的肿瘤细胞增殖能

力、细胞侵袭数减少及细胞迁移数减少低于对照组，细胞凋

亡率增加幅度高于对照组（P＜0.05）。由此看出，去泛素化

酶USP7 抑制剂P5091 对脑胶质瘤细胞的增殖与转移具有抑

制作用，有利于促进肿瘤细胞凋亡，可作为一个潜在的抗肿

瘤试剂用于抑制脑胶质瘤的生长和转移，为临床治疗脑胶质

瘤提供新思路和新方向[10]。

综上所述，去泛素化酶USP7抑制剂P5091通过促进细胞

凋亡，抑制脑胶质瘤细胞的繁殖和转移，为临床治疗脑胶质

瘤提供靶点，值得临床推广应用。
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