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ISG15过表达抑制 THP-1细胞的增殖与吞噬 *
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摘要 目的：干扰素刺激基因 15蛋白（Interferon-stimulated Gene 15，ISG15）是由 I型干扰素诱导产生的类泛素蛋白，在先天免疫中

起重要作用，本文旨在阐明 ISG15的表达水平对巨噬细胞功能的影响并进一步探究其作用机制。方法：构建 ISG15过表达质粒并

通过慢病毒感染的方法整合进入 THP-1细胞中，通过流式细胞仪分选出单克隆 ISG15过表达细胞系，利用Western Blotting的方

法验证 ISG15在细胞内的过表达效果。在构建成功的细胞系中进行 CCK8细胞增殖实验和 Latex Beads细胞吞噬实验，最后通过

定量蛋白质组学的方法观察细胞内蛋白质水平上变化。结果：Western Blotting的结果验证了 ISG15在 THP-1巨噬细胞系中的过

表达效果，证明了 ISG15过表达巨噬细胞系的成功构建。CCK8细胞增殖实验的结果表明，ISG15过表达的细胞系与对照组细胞

系相比其增殖能力减弱；Latex beads细胞吞噬实验显示 ISG15过表达细胞系的吞噬能力发生下降，并在蛋白质组学数据中找到

糖酵解相关酶和膜转运蛋白下调的证据。结论：ISG15过表达能够降低与糖酵解相关的蛋白从而导致增殖能力的下降；同时也引

起膜转运相关蛋白下调造成吞噬能力降低。
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Overexpression of ISG15 in THP-1 Inhibits Cell Proliferation
and Phagocytosis*

ISG15 (Interferon-stimulated Gene 15) is a type I IFN-stimulated ubiquitin-like protein and plays an impor-

tant role in innate immunity. Here, we investigated the effect of ISG15 overexpression on cell proliferation and endocytosis of THP-1

cells, then futher speculated underlying machanism. ISG15 overexpresing plasmids were transfected into THP-1 by using
lentivirus infection and cytometry was used to selecte monoclonal cell line. The ISG15 overexpression efficiency was confirmed by West-

ern Blotting. We employed CCK8 proliferation assay and Latex Beads phagocytosis assay to analyze phenotype alteration. Quantitative

proteomics was carried out to investigate the effects of ISG15 overexpression on cell proteome. Using CCK8 assay, we showed

that ISG15 overexpression decreased the cell growth. We performed the endocytosis assay and showed that ISG15 overexpression de-

creased phagocytosis in THP-1 cells. Proteomic analysis indicated that glycolytic enzymes and proteins associated with membrane trans-
port were downregulated. ISG15 overexpression decreases cell proliferation by downregulating glycolytic enzymes and the

downregulation of membrane transport-associated proteins cause the decrease of endocytosis.
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前言

干扰素刺激基因 15 蛋白（Interferon-stimulated Gene 15，
ISG15）是由 I型干扰素诱导产生的分子质量为 15 kDa的类泛

素蛋白[1,2]。I型干扰素与细胞膜表面的干扰素受体结合后，激活

下游的 JAK-STAT信号通路进而调控 ISGs，ISG15就是其中一

种 ISGs[3]。通过对 ISG15的结构解析可以得知，ISG15有两个

与泛素同源的结构域在 N 端和 C 端，分别与泛素有 33%和
32%的同源性[4]。ISG15可以以单体或者共价结合到目的蛋白

的形式存在，以结合形式的 ISG15 称为 ISG15 化修饰 [5-7]。

ISG15化修饰过程分别由 E1酶 UBE1L、E2酶 UBCH和 E3酶
HERC5以及去 ISG15化酶 USP18调控[8-13]。ISG15化修饰过程

601· ·

PDF 文件使用 "pdfFactory Pro" 试用版本创建           www.fineprint.cn

http://www.fineprint.cn


现代生物医学进展 biomed .cnjournals . com Progress in Modern Biomedicine Vol.19 NO.4 FEB.2019

中相关的酶均可由 IFN诱导表达[14]。目前，通过蛋白质组学已

经鉴定出上百种与 ISG15有相互作用的蛋白，涵盖细胞内的转

录调控、翻译调控以及炎症反应等过程[15]。巨噬细胞作为人类

先天免疫中重要的一种免疫细胞，其源于单核细胞，巨噬细胞

在组织修复和抗病原体的免疫反应中扮演着重要角色。因此基

于这种认识，巨噬细胞几乎涉及人类的每一种疾病，巨噬细胞

的功能增强或减弱都会影响疾病的进程与结果。作为研究人巨

噬细胞常用的细胞系 THP-1，经 PMA刺激后的人单个核细胞

系 THP-1细胞可分化成为巨噬细胞，并用以研究巨噬细胞功

能的多种研究中[16-18]。

近年来的研究表明，ISG15与机体的先天免疫、抗病毒过

程有密切联系。例如，在体外和动物模型中证明 ISG15可以抑

制辛德毕斯病毒、HIV病毒、疱疹病毒和乙型流感病毒等多种

病毒的增殖[19-22]，可见 ISG15治疗病毒感染疾病上有着巨大的

潜力。然而，大多数的研究聚焦在 ISG15抗病毒的机制研究上，

因此其对细胞表型和相应的蛋白质组的影响仍有待探索。鉴于

此，本研究以 THP-1细胞为研究对象，构建稳定高表达 ISG15

的 THP-1细胞系，并通过测定增殖曲线、吞噬能力以及蛋白质

组学分析等实验方法，探索 ISG15对其细胞表型的影响，为下

一步深入的研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料与试剂

实验中所用 293T 和 THP-1 细胞系均由本实验室保存。
pLVX-IRES-ZsGreen1 的慢病毒质粒载体，辅助质粒 VSVG、
pLP1和 pLP2均由实验室提供。大肠杆菌感受态 DH5琢购自天
根公司。细胞培养所用的 DMEM、RPMI1640和消化细胞所用

的胰蛋白酶购自维森特公司，胎牛血清 FBS购自 PAN公司。

佛波酯（Phorbol Myristate Acetate, PMA）购自碧云天生物科技

有限公司。Western Blotting所用的 ISG15抗体购自 Sigma 公

司，山羊抗兔二抗购自 CST公司。生长曲线所用的 CCK8（Cell
Counting Kit-8）试剂购自日本同仁公司。吞噬实验所用的 latex

beads购自 Sigma（L3030）。构建质粒所用的限制性内切酶以及
T4 连接酶购自 Takara公司。蛋白组学中所用的二硫苏糖醇

（DTT）、碘代乙酰胺（IAM）购自 Sigma公司，Trysin酶购自
Promega公司。
1.2 实验方法与步骤
1.2.1 细胞培养 293T细胞培养在含 10%胎牛血清、链霉素
(100 滋g/mL)和青霉素 (100 U/mL) 的新鲜 DMEM培养基中。
THP-1细胞培养在含 10%胎牛血清、非必需氨基酸、链霉素

(100 滋g/mL)和青霉素(100 U/mL)的新鲜 RPMI1640培养基中。

细胞培养在 5% CO2、37℃的培养箱中。当 293T密度达到 80%

左右，用胰蛋白酶消化，800 rpm离心机离心后传代。THP-1培

养则浓度不超过 1× 109/L，隔一天传代一次。
1.2.2 THP-1-ISG15-OE 过表达细胞系的构建 在包装病毒

的前一天在 10 cm皿中铺上 293T细胞，供第二日包装病毒使

用。构建并测序成功的含有 ISG15 的主质粒 pLVX-IRES-Zs-
Green1以及另外三种辅助质粒按一定的比例配制加入空培养

基中配制成转染复合物，配置完成后将其静置 30 min。在静置

后的转染复合物中加入 5 %的胎牛血清，轻轻摇匀。换去 293T

原有的培养基，加入上述所配置的转染复合物。6 h后，将转染

复合物弃去，加入正常 DMEM培养基（含血清和双抗）。24 h

后，再加入适量 DMEM培养基。48 h后，收集病毒上清液并加

入 PEG 6000离心浓缩，即可得具有感染能力的慢病毒颗粒。

在慢病毒感染前，确保细胞状态良好，铺入 12孔板中。放

入适量的慢病毒颗粒，并加入 8 滋g/mL 助感染剂 Polybrene

（Sigma）。感染 8 h后，将含有慢病毒颗粒的培养基换成普通培

养基，继续细胞培养 60 h，在荧光显微镜下观察细胞是否有绿

色荧光，使用流式细胞仪分选阳性单克隆细胞。分选后的细胞

在 96孔板中培养约三周即可获得单克隆细胞系，然后用West-

ern Blotting 进行验证。使用相同的方法构建对照组
pLVX-IRES-ZsGreen1空载细胞系。
1.2.3 THP-1-ISG15-OE细胞系生长速率的测定 将验证后生

长状态良好的 THP-1-ISG15-OE细胞系离心收集，加入适当的

培养基重悬，细胞计数后每孔 3500个细胞加入 96孔板中，设

有三个重复孔。分别在 0 h、12 h、24 h、36 h、48 h、60 h时加入
CCK8试剂，1.5 h后使用酶标仪在 450 nm处测量吸光度。测定

结束后，根据吸光度绘制生长曲线。

CCK-8试剂中含有 WST-8，该化合物在电子螯合剂的存

在下会被线粒体中的脱氢酶还原生成橙黄色的甲臜，而颜色的

深浅则与细胞的数目成正比，细胞数目越多则颜色越深。因此

利用这一原理，通过酶标仪在 450 nm处测吸光度可以间接得

知细胞生长速率。

1.2.4 PMA 诱导 THP-1-ISG15-OE细胞分化成巨噬细胞 离

心收集生长状态良好的 THP-1-ISG15-OE 细胞系，用适量的
RPMI 1640培养基重悬，细胞重悬后计数，取 1× 105细胞铺入

六孔板中，设有三个重复孔。向六孔板中加入终浓度为 10
ng/mL的 PMA进行诱导。PMA诱导 24 h后，弃去含有 PMA

的培养基，用 PBS轻轻荡洗两次后加入普通培养基继续培养
48 h。需要使用分化好的巨噬细胞时，换液后再进行后续实验。
1.2.5 ISG15 过表达细胞 的吞 噬实 验 在成 功诱 导

THP-1-ISG15-OE 细胞成为贴壁的巨噬细胞后，加入脂多糖

（LPS）活化巨噬细胞 2 h，Latex Beads使用前需要在 37℃中活
化 30 min。六孔板中加入均等并过量的带荧光的 latex beads孵

育，孵育的时间分别为 1 h、2 h、4 h。到了相应的时间点后，立即

吸去培养基，用 PBS溶液荡洗两次，用胰蛋白酶消化细胞后
1000 rpm离心，除去上清，重悬细胞。由流式细胞仪分析细胞吞

噬 Latex Beads的效率。

1.2.6 溶液内酶解与基于 TMT labeling 的定量蛋白质组学
分别培养 3盘 10 cm皿的过表达细胞系和对照组细胞系，收集
后用 PBS缓冲溶液洗涤三遍。收集好的细胞在 0.2%的 Triton
X-100冰上裂解 20 min，裂解后蛋白溶液经 12,000 rpm高速离
心 15 min，取上清液。将上清液中的蛋白用 BCA试剂盒测蛋白
浓度，各取 100 滋g的蛋白，加入终浓度为 10 mM的 DTT，50℃

放置 20 min再室温放置 30 min，再加入终浓度为 25 mM的 I-
AM，室温避光 30 min。随后加入 5倍体积量的在 -20℃预冷的
丙酮沉淀 4 h，高速离心弃上清，晾干。使用 100 mM的 TEAB

复溶后加入 2 滋g 的胰蛋白酶酶解 12 h。终止酶解后，加入
TMT试剂标定酶解后的肽段。在 TMT试剂室温标记 1 h后加

入 4 滋L 5%羟胺终止。将以上六组样品混合，HPLC分样后真空
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离心浓缩至 12个组分，送入 LC-MS/MS分析。
1.2.7 LC-MS/MS分析及组学数据处理 实验中定量蛋白质

组学所用的 LC-MS/MS分析使用的是 Thermo公司的 Q-Exac-
tive（QE）仪器。液相中流动相 A是含有 0.1%甲酸的水溶液，流
动相 B是含有 0.1%甲酸的乙腈溶液。蛋白质组学中的样品使
用 0.25 滋L/min的流速，120 min梯度洗脱。在液相分析中串联
使用了预柱及分析柱。其中预柱柱长 2 cm，内径为 100 滋m，填
充材料为 5 滋m颗粒直径 100 魡的 C18树脂；分析柱是为 C18
填料（300 魡，5 滋m，Varian, Lexington，MA）石英毛细柱（75 滋m
内径，150 mm长；Upchurch, Oak Harbor, WA）。肽段先后流经
预柱和分析柱，洗脱后进入 Q-Exactive（QE）仪器。QE使用的
是 Data-dependent acquisition mode，一张全扫描的一级质谱
（400-1800 m/z，30000分辨率）采集 20张数据依赖的二级质谱
图。一级质谱分辨率为 75000，扫描范围在 300-1800 m/z。二级
扫描的 isolation window为 2 Da，动态排除时间为 60 s，碎片能
量为 30% HCD。质谱数据用 Xcalibur 2.0.7软件分析。
所得的质谱图被送入 Proteome Discoverer 2.1软件中使用

来自 Uniprot的 human.fasta进行搜索，搜索时设置的条件是：
Trysin 酶切、carbamidomethylation (C)和 TMT sixplex (K and
N-teminal)作为固定修饰、oxidation (M)作为可变修饰、precursor
ion mass torlerances设为 10 ppm、fragment ion mass设为 20 ppm。
1.3 统计分析

做图及统计分析在 Graphpad5软件中完成，实验结果以平
均数± 标准差（x± s）表示，所得数据使用 t检验进行统计分析，
其中 *代表 P＜ 0.05，**代表 P＜ 0.01，***代表 P＜ 0.001。

2 结果

2.1 ISG15过表达细胞系的构建及其诱导分化
使用Western Blotting对 ISG15在 THP-1中过表达效果进

行验证，在荧光显微镜下可以观测到细胞发出强烈的荧光，同

时通过使用Western Blotting的方法发现过表达组与对照组的
茁-actin参照基本一致，ISG15过表达的效果明显（图 1）。实验
结果证明本研究成功建立了 THP-1-ISG15-OE过表达细胞系。
构建好的 THP-1-ISG15-OE过表达细胞系，生长状态良好，呈
单细胞或小聚团状态悬浮生长经过 24 h后，绝大部分细胞贴
壁并呈现出有树突状分支。

2.2 ISG15过表达对细胞增殖的影响

采用构建好的 ISG15过表达细胞系及其对照组进行细胞
增殖速率实验。在 96孔板中铺好等量的细胞并在 0 h、12 h、24

h、36 h、48 h、60 h 时加入 CCK8 试剂，1.5 h 后在 450 nm 处检
测吸光度。通过吸光度可以看出，在 0 h和 12 h处两组细胞系

的吸光度相近，但随着测量的时间推进可以看见过表达细胞系

与对照组之间的差异逐渐扩大，说明两者之间的增殖速率呈明

显分开的趋势，过表达组的生长速率低于对照组。在 48 h处两

组细胞数量均达到最高，随后下降。由此可见，ISG15过表达细
胞系的生长速度明显低于其对照组，这说明 ISG15的过表达使

得 THP-1的增殖生长速率降低（图 2）。

2.3 ISG15过表达对细胞吞噬能力的影响

为了探讨 ISG15 在细胞吞噬中的作用，Latex Beads被用

于分析 ISG15对 THP-1细胞吞噬作用的影响。Latex Beads是

一种成熟的可用于模仿细胞吞噬病原体的替代物[23]。实验中，

将经过 PMA刺激分化好的 ISG15的过表达细胞系及其对照

组经过 LPS的活化后，与 Latex Beads共同孵育。孵育时间分别

为 1 h、2 h、4 h，经 PBS荡洗和离心后通过流式细胞仪分析细

胞的吞噬效率。由实验结果可知，过表达细胞的吞噬能力在不

同的时间段均低于其对照组（图 3），可以看出 ISG15在 THP-1

中的过表达降低了其吞噬能力。

2.4 ISG15过表达细胞系的蛋白质组学分析
ISG15会影响体内多种生物学过程，例如转录调控，信号

转导和炎症反应等，因此认为 ISG15能够调控巨噬细胞内的蛋
白质水平的变化，从而引起以上表型的变化。为了验证这一猜

想，本研究进行了以 TMT labeling为基础的定量蛋白质组学实

验（图 4），结合 PD2.1 软件和 PANTHER 聚类分析等，系统地

探讨 ISG15过表达对巨噬细胞蛋白质表达水平变化的影响。
TMT标记是目前蛋白质组学中常用的一种定量方法，试

剂分子包含了分子量报告基团（Mass Reporter）、质量标准化基
团（Mass Normalizer）和氨基反应基团（NH2 Reactive Group），

其中的氨基反应基团会与肽段的 N端以及赖氨酸的侧链氨基

反应[24]。相同序列的肽段被 TMT标记后，其 TMT试剂中的报

告离子在二级质谱中断裂释放在低质荷比区域，产生质量近似

为 126、127、128、129、130、131的六标试剂离子碎片，其强度反

应了在蛋白在相对表达量信息。

图 1 ISG15在 THP-1中过表达Western Blotting验证图

Fig.1 Verification of ISG15 overexpression in THP-1 cells by Western

Blotting

图 2 CCK-8测出 ISG15过表达细胞系与对照组的生长曲线，每个时

间点有三次重复取平均值，***代表 P＜0.001。

Fig.2 Growth rate measured for ISG15 overexpressing cells and control

cells by CCK-8. Results are the mean of three experiments, *** P＜0.001.
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图 3 ISG15过表达细胞系与对照组的吞噬实验。经 LPS活化后，(a)细胞与 Latex Beads孵育 1小时；(b)细胞与 latex beads孵育 2小时；(c)细胞

与 Latex Beads孵育 4小时，*代表 P＜0.05。

Fig.3 Phagocytic assay for ISG15 overexpressing cells and control cells. After LPS treatment, (a) cells were incubated with latex beads for 1h, (b) cells

were Incubated with latex beads for 2h, and (c) cells was incubated with latex beads for 4h, *P＜0.05.

经过三次重复，本研究一共在 ISG15过表达细胞中鉴定到
6438个在 SEQUEST中 score大于 5分的蛋白，其中有 529个

上调 1.5倍以上的蛋白和 172 个下调 30%以下的蛋白，其中
ISG15蛋白显示有 2.8倍的过表达效果。随后，使用 PATHER

对这些显著变化的蛋白进行聚类分析（图 5a）。从生物过程上

来看，ISG15过表达对细胞的影响是多方面的，涉及代谢过程、

胞内过程、定位和生物调控等。随后对聚类分析中占比较大的

细胞过程（33%）和代谢过程（28%）进行进一步的细化分析（图
5b, c）。除了以上提及的两类占比较大的过程外，其它例如细胞

成分组织或生物起源、生物调节、定位、对刺激的反应等也占有

从 5 ~ 12 %不等的比例。

从蛋白质组学数据中，糖酵解过程中有一个关键酶：丙酮

酸激酶，有 0.7倍的下调，同时也观察到糖酵解中其他的酶虽

然没有达到 0.7倍以下的显著下调，但也有不同程度地下调：

磷酸果糖激酶（0.8）、缩醛酶（0.9）、丙糖磷酸异构酶（0.9）、甘油

磷酸激酶（0.8）、磷酸甘油酸变位酶（0.9）、烯醇化酶（0.8）（图
5d），说明在 ISG15过表达细胞中 ISG15通过某种途径参与到

了糖酵解的过程，并影响了糖酵解过程的关键酶，使其表达量

下降，结果表明这些糖酵解相关酶的下调使得过表达细胞系的

供能不足，从而造成细胞生长速率减慢。除此之外，注意到例如

EHD2（0.7）、JAGN1（0.7）、RAB6B（0.7），以及下调程度较小的
AP2M1（0.8）、AP3B1（0.8）、CLTC（0.8）等与膜转运相关的蛋白

的下调（图 5e），结果说明这些蛋白的下调有可能造成细胞吞噬
能力的下降。ISG15在目前研究中被人所熟知的角色是在先天

图 4 基于 TMT标记的定量蛋白质组学流程图

Fig.4 Flow chart of TMT-based quantitative proteomics
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免疫系统中的作用，通过 PANTHER的蛋白分类，在上调蛋白

中 IL10RB（1.7）、NCR3LG1（1.7）和 SDC2（2.6）与人体的免疫
防卫有关（图 5f），其中 IL10RB是细胞表面多种细胞因子的受

体（例如 IL10, IL22），二者结合后激活 JAK/STAT信号通路，诱

导 IFN-stimulated genes（ISGs）使细胞处于抵抗病毒感染的状

态[25]，而 NCR3LG1在人体中激活 NCR3依赖的 NK细胞[26]，以

上的数据表明 ISG15可能通过调节以上蛋白的以增强人体中

的先天免疫系统。

图 5 ISG15过表达引起的显著变化蛋白的聚类分析。(a)图是显著上下调蛋白的总聚类分析图；(b)图是 cellular process中的分析；(c)图是

metabolic process中的分析；(d)是 9个与糖酵解相关的酶，分别有不同程度地下调：ATP-dependent 6-phosphofructokinase, liver type、

ATP-dependent 6-phosphofructokinase, platelet type、Triosephosphate isomerase、Phosphoglycerate kinase 1、Phosphoglycerate kinase 2、

Phosphoglycerate mutase 1、Alpha-enolase、Gamma-enolase和 Pyruvate kinase；(e)是 12个与膜转运相关的下调蛋白：AP-2 complex subunit mu、AP-3

complex subunit beta-1、AP-3 complex subunit mu-1、AP-3 complex subunit mu-2、AP-5 complex subunit beta-1、Clathrin heavy chain、EH

domain-containing protein、Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-15、Protein jagunal homolog 1、Ras-related protein Rab-6B、

Syntaxin-binding protein 3和 Transforming growth factor-beta receptor-associated protein 1；(f)是三个与免疫相关的上调蛋白：Interleukin-10 receptor

subunit beta、Natural cytotoxicity triggering receptor 3 ligand 1和 Syndecan-2。

Fig.5 Functional classification of differentially expressed proteins between ISG15 expressing cells and control cells. (a) Functional classification of all

differentially expressed proteins. (b) Cellular processes associated with differentially expressed proteins. (c) Metabolic processes associated with

differentially expressed proteins. (d) Nine downregulated proteins associated with glycolysis: ATP-dependent 6-phosphofructokinase (liver type),

ATP-dependent 6-phosphofructokinase(platelet type), Triosephosphate isomerase, Phosphoglycerate kinase 1, Phosphoglycerate kinase 2,

Phosphoglycerate mutase 1, Alpha-enolase, Gamma-enolase, Pyruvate kinase. (e) Twelve downregulated membrane-associated proteins: AP-2 complex

subunit mu, AP-3 complex subunit beta-1, AP-3 complex subunit mu-1, AP-3 complex subunit mu-2, AP-5 complex subunit beta-1, Clathrin heavy chain,

EH domain-containing protein, Guanine nucleotide-binding protein subunit alpha-15, Protein jagunal homolog 1, Ras-related protein Rab-6B,

Syntaxin-binding protein 3, Transforming growth factor-beta receptor-associated protein 1. (f ) Three upregulated proteins associated with immunity:

Interleukin-10 receptor subunit beta、Natural cytotoxicity triggering receptor 3 ligand 1和 Syndecan-2。

3 讨论

ISG15作为一类类泛素蛋白，与泛素不同的是泛素在跨物

种间有将近 100%的保守性而 ISG15在不同物种之间的保守性

很低。这种在物种间的低保守性暗示在不同种属之间 ISG15在

免疫系统扮演的角色可能并不相同。在 Lenschow等人[27]的实

验中 ISG15缺失的小鼠相比于野生型小鼠表现出对病毒抵抗

力下降的现象，但是在 Speer等人[28]的实验中可以看到 ISG15

缺失的病人中并没有显示出对病毒易感性的增加，可见 ISG15

在机体免疫中作用远比想象中的复杂，证明不同种属之间显示

出不同表型的原因在于是否需要游离的 ISG15来稳定 USP18。
在 ISG15表达的过程中，当干扰素与细胞表面上的干扰素受体

复合物 IFNAR2结合后，下游的 JAK1与 TYK2被磷酸化，随

后激活并磷酸化下游的 JAK/STAT，诱发下游的 ISGs的表达。

在正常的人体中，ISG15与 USP18相互作用并与 JAK1竞争结

合在干扰素复合体上，导致下游的信号传导被阻断，ISGs不表
达；在 ISG15缺失的病人中，因为没有 ISG15的存在，USP18

被泛素化通过 SKP-2介导进而被蛋白酶体降解，此时，JAK1

和 TYK2磷酸化，激活下游信号表达 ISGs。而在小鼠体中，不

管是否存在 ISG15，USP18都能稳定结合在干扰素复合体上，

因此不论是野生型小鼠还是 ISG15敲除小鼠，USP18都会导致
ISGs表达的下调[28]。

USP18除了与干扰素复合体中 IFNAR2有相互作用外，还

与 STAT2有相互作用。STAT2是 IFN 琢/茁信号通路中关键的
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信号因子，STAT2会招募 USP18到干扰素受体复合物中的 IF-

NAR2亚基上，这对于 USP18负调控 IFN引起的 JAK1磷酸化

至关重要[29]。从以上的叙述可知，USP18主要有两个功能：一是

作为特异地识别 ISG15并从目的蛋白上移除 ISG15修饰的酶，

二是与细胞膜上的干扰素受体结合，阻碍下游 IFN 琢/茁信号的
传导。Basters等人[30,31]解析出 USP18和 USP18-ISG15复合物的

结构，证明 ISG15的 C端结构对于 USP18识别至关重要。选择

性地使 USP18失活能增强小鼠对病毒的抵抗能力，这暗示着

通过设计出抑制 USP18的活性的抑制剂[32]，增加细胞内 ISG15

化的程度，可能是一个潜在的抗病毒治疗中的新策略。

除了在抗病毒先天免疫中，ISG15和 ISG15化仍有许多值

得深入研究的地方，越来越多的证据表明 ISG15及 ISG15化在

抗肿瘤领域也表现出巨大的潜力。ISG15是由 I型干扰素激活
IFN 琢/茁信号通路的产物，但同时 ISG15能通过抑制 NF-资B信

号通路传导从而引起细胞凋亡，从而达到控制肿瘤生长的效

果。Mao 等人 [33] 研究发现，ISG15 的上调会引起 K562、O-

CI-AML2和 OPM2细胞增殖活性的下降，并引起肿瘤细胞凋

亡，同时能抑制 IKK茁 和 p-p65，它们是 NF-资B 信号通路中关

键的组成因子。Guo等人[34]证明，在大多数肿瘤中 USP18 的
mRNA水平和蛋白水平都是上调的。Kim等人[35]研究的肌肉浸

润性膀胱癌患者中，USP18 低表达的患者生存率高于 USP18

的高表达患者，这研究说明抑制 USP18对于抑制肿瘤发生有

积极的作用，并认为 USP18可以作为一个可靠的肌肉浸润性

膀胱癌患者预后生存指标。在乳腺癌患者中，超过 70%乳腺癌

患者中 ER 琢+阳性，其余的 30%患者是 ER 琢-阴性，现有的药

物氟维司群和泰莫西芬用于治疗 ER 琢+患者，而对于 ER 琢-患

者目前没有有效的药物[36,37]。然而 Tecalco-Cruz等人[38]证实在

乳腺癌中 ISG15的高表达，而且在 ER 琢+和 ER 琢-不同亚型

的患者中没有明显区别，在使用 IFN-酌刺激后游离态的 ISG15

和结合态的 ISG15表达均上升。在不同乳腺癌类型细胞中游离

ISG15主要在细胞质中高表达，然而结合态的 ISG15则因细胞

类型的结合的靶蛋白分布不同[38]，说明 ISG15可以作为乳腺癌

的生物标志并且依据 ISG15修饰的靶蛋白类型的选择不同的

治疗方案。

与上述抗病毒机制和抗癌机制研究不同，本课题研究

ISG15在巨噬细胞过表达后在细胞水平和蛋白质水平上引起

的变化：ISG15 在 THP-1 中的过表达导致 THP-1 的增殖速率

延缓，吞噬能力下降。在 700多个显著变化的蛋白中找到糖酵

解酶和膜转运蛋白的显著下调。得出结论，糖酵解相关蛋白的

下调导致细胞增殖速度降低，同时膜转运相关蛋白的下调引起

细胞吞噬能力的下降。

综上所述，ISG15不仅在调节 USP18与干扰素信号通路上

起着中重要作用，ISG15化与去 ISG15化在调控癌症显示出巨

大的潜力，本课题研究证明 ISG15还能通过影响糖酵解酶和膜

转运过程从而改变细胞表型，可见 ISG15在细胞内影响的范围

十分广泛，其功能研究仅露出冰山一角，尚需深入了解。本研究

结果为深入理解 ISG15在抗病毒先天免疫以及抗癌中的生物

学功能提供了新的实验数据。
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