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［摘要］  背景与目的：泛素特异性蛋白酶9x（ubiquitin-specific protease 9x，USP9x）与多种肿瘤的发生、发展以及肿瘤

细胞的放射抗拒相关。研究发现，USP9x的表达与食管鳞状细胞癌的浸润深度和淋巴结转移相关，但其食管癌细胞放射抗

拒作用尚未见报道。探究USP9x对放射抗拒食管癌Ec9706-R细胞放射敏感性的作用及其机制。方法：首先通过实时荧光定

量聚合酶链反应（real-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction，RTFQ-PCR）和蛋白质印迹法（Western blot）

检测放射线照射后Ec9706-R细胞及其亲本细胞Ec-9706中USP9x和抗髓样细胞白血病-1（myeloid cell leukemia-1，Mcl-1）
mRNA表达和蛋白水平。然后将Ec9706-R细胞随机分成3组：放射（irradiation，IR）组、IR+对照siRNA组（IR+si-NC组，

转染Control siRNA）和IR+USP9x siRNA组（IR+si-USP9x组，转染USP9x siRNA），各组细胞均使用一定量的6 MV-X射

线照射。噻唑蓝（methyl thiazolyl tetrazolium，MTT）比色法检测不同剂量（0、2、4、6和8 Gy）6 MV-X射线照射下各

组细胞的活力。Transwell、流式细胞术、RTFQ-PCR和Western blot分别检测3组细胞在6 Gy照射下的细胞迁移、凋亡、 

Mcl-1 mRNA表达和蛋白水平以及增殖细胞核抗原（proliferating cell nuclear antigen，PCNA）和DNA损伤修复相关基因核苷

酸切除修复交叉互补基因1（excision repair cross-complementing gene 1，ERCC1）蛋白水平。结果：放射后Ec9706-R和Ec-

9706细胞中USP9x和Mcl-1 mRNA表达和蛋白水平均增加，Ec9706-R细胞尤为显著（P<0.05）。与IR组相比，IR+si-USP9x

组中细胞活力、迁移细胞数目、PCNA、ERCC1和Mcl-1的表达均降低，细胞凋亡增加（P<0.05）。但是与IR组相比，

IR+si-NC组中上述指标均无显著变化（P>0.05）。结论：抑制USP9x表达能够增强放射抗拒食管癌Ec9706-R细胞的放射敏

感性，这可能是通过下调Mcl-1的表达发挥作用的。
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［Abstract］ Background and purpose: Ubiquitin-specific protease 9x (USP9x) is related to the development and radioresistance 

of multiple cancers. Currently, it is reported that the USP9x expression is associated with invasive depth and lymphatic metastasis of 

esophageal squamous cancer. However, the effect of U5P9x on the radioresistance of esophageal cancer remains unknown. This study 

aimed to investigate the role of USP9x in the radiosensitivity of radioresistant esophageal cancer Ec9706-R cells and its mechanism. 
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　　在我国癌症的发生率和死亡率逐年增加，从

2010年开始癌症已成为我国人口死亡的主要原

因。食管癌的发生率已跃居我国恶性肿瘤发病的

第3位，死亡率位居第4位［1］。放疗是中晚期食

管癌患者最主要的治疗手段，但是放疗抗拒严重

影响了食管癌的放疗效果［2-3］。因此克服食管癌

的放疗抗拒仍然是治疗食管癌的一大挑战。泛素

化在包括癌症在内的多种生物学过程中具有重要

的调节作用。它通过泛素化酶和去泛素化酶的活

动调节胞内蛋白可逆的翻译后修饰，从而几乎控

制蛋白质功能的所有方面［4-5］。泛素特异性蛋白

酶（ubiquitin-specific proteases，USPs）是去泛

素化酶中最大的一个家族。USP9x是USPs家族的

一员，它与多种肿瘤的发生、发展以及肿瘤细胞

的放射抗拒相关［6-8］。Peng等［9］的研究显示，

USP9x的表达与食管鳞状细胞癌的浸润深度和淋

巴结转移相关，且USP9x高表达与食管鳞状细胞

癌患者较差的生存率有密切联系，但目前它对食

管癌细胞放射抗拒的作用尚未见报道。本研究利

用小干扰RNA（small interfering RNA，siRNA）

技术在我们建立的放射抗拒食管癌Ec9706-R细胞

中沉默USP9x基因，观察该基因沉默对Ec9706-R
细胞放射敏感性的影响，并探讨其可能的作用机

制，旨在为临床上降低食管癌的放疗抗拒提供科

学依据。

1 材料和方法

1.1  细胞和试剂

　　放射抗拒人食管癌Ec9706-R细胞为本实

验室构建 ［10］，其亲本细胞Ec9706为本实验

室保存细胞，RPMI-1640培养基、胎牛血清和

青霉素-链霉素均购自美国Gibco公司，噻唑蓝

（methyl thiazolyl tetrazolium，MTT）购自美

国Sigma公司，膜联蛋白Ⅴ-异硫氰酸荧光素-碘

化丙啶（Annexin Ⅴ-fluorescein isothiocyanate-
propidium iodide，Annexin Ⅴ-FITC/PI）细胞

凋亡检测试剂盒、2,2-联喹啉-4,4-二甲酸二钠

（bicinchoninic acid，BCA）试剂盒和放射免

疫沉淀法（radio-immunoprecipitation assay，

RIPA）裂解液均购自上海碧云天生物技术有限

公司，LipofectamineTM2000转染试剂、TRIzol试
剂盒和反转录一链cDNA合成试剂盒均购自美国

Invitrogen公司，SYBR® Premix Ex TaqTM Ⅱ试剂

盒购自宝生物工程（大连）有限公司，抗USP9x
兔单克隆抗体（1∶1 000稀释）、抗髓样细胞白

血病-1（myeloid cell leukemia-1，Mcl-1）兔单

克隆抗体（1∶1 000稀释）、抗增殖细胞核抗原

（proliferating cell nuclear antigen，PCNA）兔单

克隆抗体（1∶800稀释）和抗核苷酸切除修复交

叉互补基因1（excision repair cross-complementing 
gene 1，ERCC1）抗体（1∶1 000稀释）均购自

Methods: The mRNA expression and protein level of USP9x and myeloid cell leukemia-1 (Mcl-1) were detected by real-time 

fluorescent quantitative polymerase chain reaction (RTFQ-PCR) and Western blot in Ec9706-R cells and the parental Ec9706 cells 

after irradiation. Then, Ec9706-R cells were randomly divided into 3 groups: irradiation (IR) group, IR+control siRNA group (IR+si-

NC, transfected with control siRNA), and IR+USP9x siRNA group (IR+si-USP9x, transfected with USP9x siRNA). All cells were 

exposed to designated dose of 6 MV-X irradiation. MTT analysis was used to determine the viability of cells following 6 MV-X 

irradiation with different doses (0, 2, 4, 6 and 8 Gy). The migration, apoptosis and expression levels of Mcl-1, proliferating cell 

nuclear antigen (PCNA) and excision repair cross-complementing gene 1 (ERCC1) of Ec9706-R cells under 6 Gy irradiation were 

analyzed using Transwell, flow cytometry, real-time PCR and Western blot, respectively. Results: The mRNA expression and protein 

level of USP9x and Mcl-1 were elevated in both Ec9706-R and Ec9706 cells after irradiation, and their expression levels were more 

obvious in Ec9706-R cells (P<0.05). Compared with the IR group, cell viability, migrated cell numbers and the expression levels 

of PCNA, Mcl-1 and ERCC1 were decreased, whereas cell apoptosis was increased in the IR+si-USP9x group (P<0.05). However, 

compared with the IR group, these indexes were not changed in the IR+si-NC group (P>0.05). Conclusion: Inhibition of USP9x 

enhances the radiosensitivity of esophageal cancer Ec9706-R cells, which may be dependent on the downregulation of Mcl-1.

［Key words］ Ubiquitin-specific protease 9x; Radioresistant esophageal cancer cells; Radiosensitivity; Myeloid cell leukemia-1
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美国Cell Signaling Technology公司，抗β-actin兔

多克隆抗体和辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔

IgG二抗（1∶5 000稀释）购自北京康为世纪生物

科技有限公司。

1.2  细胞培养和放射处理

　　Ec9706-R和Ec9706细胞均用含10%胎牛

血清、1%青霉素-链霉素的RPMI-1640培养基

培养，置于37 ℃、CO2体积分数为5%的细胞

培养箱。将Ec9706-R细胞随机分成3组：放射

（irradiation，IR）组、IR+对照siRNA组（IR+si-
NC组，转染Control siRNA）和IR+USP9x siRNA
组（IR+si-USP9x组，转染USP9x siRNA），所有

组中的细胞均进行放射处理。

　　使用6 MV-X 射线对细胞进行单次照射，剂

量率为300 cGy/min，细胞源距100 cm。使用0、

2、4、6或8 Gy的6 MV-X 射线照射各组细胞，进

行后续研究。细胞培养板下方加1 cm的玻璃板，

上方覆盖1.5 cm厚的胶体。

1.3  细胞转染

　 　 将 对 数 生长 期 的 E c 9 7 0 6 - R 细 胞 使 用 胰

酶 消 化 后，接 种 到 6 孔 板中（每 孔 1×1 0 6 个 细

胞），待 细 胞 融 合 度 达 到 5 0 % 左 右 时，按 照

Lipofec t am i neT M20 0 0 试 剂盒说明书操作，将

USP9x siRNA（si-USP9x）和Control siRNA（si-
NC）转染至细胞中，转染12 h后进行放射处理，放

射结束后，将细胞放回到细胞培养箱中，37  ℃、

CO2体积分数为5%的条件下继续培养48 h。

1.4  MTT检测

　　将放射处理过的Ec9706-R细胞用胰酶消化

后，按照1×103个/孔的密度接种到96孔板中，在

37 ℃、CO2体积分数为5%的细胞培养箱培养48 h
后，每孔加入10 μL MTT溶液，培养箱中继续温

育4 h，每孔加入100 μL DMSO充分溶解甲瓒，

然后用酶标仪在570 nm波长处测定样品的吸光

度（D）值。细胞活力=（D实验组-D空白组）/（D对照组- 
D空白组）×100%。

1.5  Transwell检测细胞迁移  

　　将放射处理过的Ec9706-R细胞用胰酶消化

后，加无血清的RPMI-1640培养基制备成细胞

悬液（2.5×105个/mL）。取200 μL细胞悬液加入

到Transwell上室，下室加入600 μL含10%胎牛血

清的RPMI-1640培养基，放入细胞培养箱中培

养48 h。取出小室，用棉签轻轻将上层中未迁移

的细胞擦去，4%多聚甲醛固定后，结晶紫染色

15  min。在显微镜下每个小室随机选择5个视野

进行拍照，这些视野中细胞的平均值为该小室迁

移细胞的数目。

1.6  流式细胞术检测细胞凋亡  

　　采用AnnexinⅤ-FITC/PI双染检测细胞凋亡。

具体操作如下：Ec9706-R细胞先转染si-NC或si-
USP9x 12 h，使用6 Gy的6 MV-X 射线照射细胞，

然后将细胞重新放回到细胞培养箱中培养48 h。

用不含EDTA的胰酶将细胞消化，预冷的磷酸盐

缓冲液（phosphate buffered saline，PBS）充分洗

涤后加入结合缓冲液重悬细胞制备细胞悬液（密

度为1×106个/mL）。然后加入5 μL AnnexinⅤ-
FITC和 10 μL PI，避光温育15 min。最后使用流

式细胞仪检测各样品中细胞的凋亡率。

1.7  实时荧光定量聚合酶链反应（real-time 

fluorescent quantitative polymerase chain 

reaction，RTFQ-PCR） 

　　将细胞从培养箱中取出，弃上清液，预冷的

无菌PBS洗涤2次后，按照TRIzol说明书操作提取

细胞的总RNA。取2 µg抽提的总RNA用反转录一

链cDNA合成试剂盒将其逆转录成cDNA。然后按

照SYBR® Premix Ex TaqTM Ⅱ试剂盒操作，加入

各试剂进行RTFQ-PCR反应。USP9x基因上游引

物5’-TTGCTCCCAGGACCGTGATA-3’，下游引物

5’-AGGCGCTTCACCAAACAAAC-3’；Mcl-1上游

引物5’-GACTTTTGGCCACCGGC-3’，下游引物

5’-CATCCCCAACCCGTCGTAAG-3’；β-actin基因

上游引物5’-CTTCGCGGGCGACGAT-3’，下游引物

5’-CCACATAGGAATCCTTCTGACC-3’；以β-actin
为内参，按照2－△△CT算法计算USP9x和Mcl-1在转录

水平的相对含量。

1.8  蛋白质印迹法（Western blot）检测

　　使用RIPA裂解液提取细胞中的总蛋白，BCA
试剂盒测定所提取蛋白的浓度。将蛋白沸水浴

变性后，每孔取等量样本行12%十二烷基硫酸钠

聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白，半干转法将分
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离的蛋白转移至聚偏二氟乙烯（polyvinylidene 
fluoride，PVDF）膜上。5%脱脂奶粉将膜封闭

2  h后，加入稀释好的一抗，4 ℃摇床过夜温育；

Tris盐酸-Tween20缓冲液（Tris-buffered saline-
Tween 20，TBST）洗膜后用二抗室温温育1 h；

TBST洗膜3次，加化学发光试剂将膜均匀覆盖，用

GS-800成像系统扫描图像；Image J软件分析条带的

灰度值，以β-actin为内参评估目的蛋白的水平。

1.9  统计学处理

　　所有实验均重复3次，数据以x±s表示，应用

SPSS 19.0软件对数据进行统计学分析，组间差异

采用单因素方差分析并进行LSD-t检验。P<0.05
为差异有统计学意义。

2  结    果

2.1　放射线照射对放射抗拒食管癌Ec9706-R细
胞及其亲本细胞Ec9706中USP9x和Mcl-1表达的

影响

　　使用6 Gy的6 MV-X射线对Ec9706-R和

Ec9706细胞进行放射处理，继续培养48 h后，

RTFQ-PCR和Western blot检测细胞中USP9x和

Mcl-1 mRNA表达和蛋白水平。与不进行放射

的对照组细胞相比，放射组2种食管癌细胞中

USP9x和Mcl-1 mRNA表达与蛋白水平均上调，

且Ec9706-R细胞中两者mRNA和蛋白增加的更加

明显，差异有统计学意义（P<0.05，图1）。

图 1  放射对Ec9706-R和Ec9706细胞中USP9x和Mcl-1表达的影响

Fig. 1  Expression changes of USP9x and Mcl-1 in Ec9706-R and Ec9706 cells treated with or without irradiation

RTFQ-PCR assay for the mRNA expressions of USP9x (A) and Mcl-1 (B); C-E: Western blot was used to determine the protein levels of USP9x and 
Mcl-1; *: P<0.05, compared with control group 
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2.2  USP9x siRNA可下调USP9x的表达

　　对Ec9706-R细胞转染s i -USP9x或s i -NC  
12 h，用6 Gy的6 MV-X 射线照射后，再培养 

48 h，RTFQ-PCR和Western blot检测细胞中

USP9x mRNA表达和蛋白水平。与IR组相比，

IR+si-USP9x组中USP9x mRNA表达和蛋白水平

均降低，差异有统计学意义（P<0.05）；与IR组

相比，IR+si-NC组中USP9x mRNA表达和蛋白水

平差异均无统计学意义（P>0.05，图2）。

2.4  USP9x下调对放射后Ec9706-R细胞迁移的

影响

　　6 Gy照射Ec9706-R细胞后利用Transwell检
测细胞迁移情况。与IR组相比，IR+si-USP9x
组 迁 移 细 胞 数 目 减 少 ， 差 异 有 统 计 学 意 义

（P<0.05）；与IR组相比，IR+si-NC组中迁移细

胞数目差异无统计学意义（P>0.05，图4）。
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图 2  USP9x siRNA对放射后USP9x mRNA和蛋白水平的影响

Fig. 2  The effect of USP9x siRNA on USP9x mRNA expression 

and protein level 

A: Analyzed by RTFQ-PCR under irradiation; B: Analyzed by Western 
blot under irradiation; *: P<0.05, compared with IR group

2.3  USP9x下调对放射后Ec9706-R细胞增殖的

影响

　　MTT检测3组细胞在不同剂量（0、2、4、6
和8 Gy）6 MV-X射线照射后的细胞活力。随着

放射剂量的增加，各组中细胞活力均逐渐降低；

图 3  USP9x下调对放射后Ec9706-R细胞增殖的影响

Fig. 3  The effect of USP9x downregulation on the proliferation of 

Ec9706-R cells under irradiation

A: MTT analysis for cell viability; B: PCNA protein expression was 
analyzed by Western blot; *: P<0.05, compared with IR group

图 4  USP9x下调对放射后Ec9706-R细胞迁移的影响

Fig. 4  The effect of USP9x downregulation on the migration of Ec9706-R cells under irradiation
*: P<0.05, compared with IR group 

在同等剂量的放射条件下，与IR组相比，IR+si-
USP9x组中细胞活力降低，差异有统计学意义

（P<0.05）；与IR组相比，IR+si-NC组中细胞活

力差异无统计学意义（P>0.05）。另外，6　Gy
照射后48 h检测PCNA水平。与IR组相比，IR+si-
USP9x组中PCNA水平降低，差异有统计学意义

（P<0.05）；与IR组相比，IR+si-NC组中PCNA
水平差异无统计学意义（P>0.05，图3）。
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2.5  USP9x下调对放射后Ec9706-R细胞凋亡的

影响

　　流式细胞术检测细胞凋亡。与IR组相比，

IR+si-USP9x组中细胞凋亡率增加，差异有统

计学意义（P<0.05）；与IR组相比，IR+si-NC
组中细胞凋亡率差异无统计学意义（P>0.05， 

图5）。

2.6  USP9x下调对放射后Ec9706-R细胞中DNA

修复蛋白表达的影响

　　Western blot检测DNA修复相关蛋白ERCC1
的水平。与IR组相比，IR+si-USP9x组中ERCC1

蛋白水平降低，差异有统计学意义（P<0.05）；

与IR组相比，IR+si-NC组中ERCC1表达差异无统

计学意义（P>0.05，图6）。

2.7  USP9x下调对放射后Ec9706-R细胞中

Mcl-1表达的影响

　　RTFQ-PCR和Western blot检测Mcl-1 mRNA表

达和蛋白水平。与IR组相比，IR+si-USP9x组中

Mcl-1 mRNA表达和蛋白水平表达均下调，差异

有统计学意义（P<0.05）；与IR组相比，IR+si-
NC组中Mcl-1 mRNA表达和蛋白水平表达变化差

异均无统计学意义（P>0.05，图6）。

图 5  USP9x下调对放射后Ec9706-R细胞凋亡的影响

Fig. 5  The effect of USP9x downregulation on the apoptosis of Ec9706-R cells under irradiation
*: P<0.05, compared with IR group 

图 6  USP9x下调对放射后Ec9706-R细胞中ERCC1和Mcl-1表达的影响

Fig. 6  The effects of USP9x downregulation on the expressions of ERCC1 and Mcl-1 in Ec9706-R cells under irradiation

A: Western blot assay for the protein level of ERCC1; B: RTFQ-PCR was used to detect the mRNA expression of Mcl-1; C: Mcl-1 protein expression 
was determined by Western blot; *: P<0.05, compared with IR group 

3  讨    论

　　虽然放疗是治疗食管癌的有效方法之一，但

是放疗抗拒会导致较高的复发率和较低的生存

率。因此，提高食管癌的放疗敏感性是食管癌治

疗的一个重要策略［11］。USP9x在一些血液恶性

肿瘤和多种实体瘤中的表达上调，如脑瘤、乳腺

癌、前列腺癌等［6］。靶向USP9x在多种肿瘤中

具有潜在的治疗效果［6，12］。文献也发现USP9x

能够介导多种肿瘤的化疗和放疗抗拒，如脑瘤、

淋巴瘤、乳腺癌、肾癌、肺癌、膀胱癌和前列腺

癌等［7-8，13-14］。目前的研究发现USP9x在食管癌

中的表达上调［9］，但是其在食管癌放疗抗拒中
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的作用还不清楚。本研究发现放射线照射后放

射抗拒食管癌细胞及其亲本细胞中USP9x的表达

均上调，而且放射抗拒细胞中其表达上调的更

加明显，这提示USP9x可能与食管癌的放疗抗拒

密切相关。由于亲本细胞Ec9706对放射的敏感

性较高［10］，因此我们只在放射抗拒食管癌细胞

Ec9706-R中进一步探究USP9x对食管癌细胞放射

敏感性的作用和机制。

　　我们通过siRNA干扰技术下调USP9x的表

达，来探究USP9x在食管癌细胞放射抗拒中的作

用。MTT结果显示，下调USP9x的表达，可明显

抑制放射线照射后放射抗拒食管癌细胞的活力。

PCNA是一个重要的增殖标志物，通过检测其水

平可以反映食管癌细胞的增殖情况［15］。我们发

现下调USP9x表达，放射线照射后Ec9706-R细胞

中PCNA的水平也降低，表明抑制USP9x表达能

够降低放射后食管癌细胞的增殖。Transwell检测

细胞迁移发现，与IR组相比，IR+si-USP9x组中

迁移细胞数目降低。流式细胞术检测细胞凋亡

发现，下调USP9x表达后细胞凋亡增加。此外，

下调USP9x表达明显降低了DNA修复相关蛋白

ERCC1的表达。这些结果表明抑制USP9x表达能

够增加放射抗拒食管癌Ec9706-R细胞的放射敏 

感性。

　　Mcl-1是Bcl-2家族抗凋亡蛋白中的一员，它

在肿瘤细胞中的表达上调，且与放疗和化疗中的

抗拒反应有关［16-17］。Mcl-1在食管癌组织中的表

达上调，并且与浸润深度和淋巴结转移相关，下

调Mcl-1的表达可以增加顺铂诱导的食管癌细胞

凋亡［18］。Sugase等［19］的研究发现，放射线照

射后食管癌细胞中Mcl-1的表达增加，抑制Mcl-1
信号可以提高食管癌细胞的放射敏感性。本研究

结果也显示，放射线照射后Ec9706-R细胞及其

亲本细胞中Mcl-1的表达均上调，且Ec9706-R细

胞较其亲本细胞上调的更加明显。最近的研究

发现，USP9x能结合在Mcl-1上，并停止Lys48连

接的多聚泛素化链反应，从而稳定Mcl-1表达，

促进肿瘤细胞存活［20］。USP9x介导的放疗抗拒

与Mcl-1的稳定性相关［8，13］。因此我们进一步

探究了在食管癌细胞中USP9x与Mcl-1的关系。

研究结果显示，下调USP9x的表达明显降低了

Ec9706-R细胞中Mcl-1 mRNA表达和蛋白水平。

总之，本研究结果表明，抑制USP9x的表达能够

增加人食管癌Ec9706-R细胞的放射敏感性，这可

能是通过下调Mcl-1的表达而发挥作用的，但是

具体的作用机制还需进一步探究。无论如何，以

USP9x为靶点的研究可望为临床上逆转食管癌放

疗抗拒提供新的思路和方向。
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