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去泛素化酶USP28在肿瘤中的作用及其抑制剂研究进展

李 幸 1, 张博雅 1, 陆礼婷 1, 王 燕 1, 文 帅 1, 臧永军 2*, 徐向明 1*, 牟 伊 1*

(1. 泰州学院医药与化学化工学院, 江苏 泰州 225300; 2. 皖西学院生物与制药工程学院, 安徽 六安 237012)

摘要: 去泛素化酶 (DUBs) 是蛋白质泛素系统中一类重要的肽水解酶, 对泛素化具有逆转和严格调控作用, 在

调节蛋白质稳定性、细胞信号转导等多种生物学过程中发挥重要功能。泛素特异性蛋白酶 28 (USP28) 通过增强多

种癌症相关蛋白的稳定性, 参与癌症相关的多种信号途径, 与结直肠癌、乳腺癌、肺癌、胰腺癌等多种肿瘤的进展密

切相关。USP28已成为一个有吸引力的抗癌药物靶点, 其抑制剂的开发取得了一定进展。本文对USP28的结构及

其与底物的相互作用、USP28在肿瘤中的研究进展、USP28抑制剂的发现等方面进行了综述。
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Abstract: The deubiquitinases (DUBs), as the crucial peptidohydrolases in the ubiquitin system, can reverse 

and strictly regulate ubiquitination and play key roles in various biological processes, including the regulation of 

protein stability, cell signal transduction. Ubiquitin-specific protease 28 (USP28) involves multiple cancer-related 

signaling pathways by enhancing the stability of various cancer-related proteins, and is closely associated with the 

progression of colorectal, breast cancer, lung carcinomas, and pancreatic cancer. USP28 has been considered as a 

promising drug target in anticancer therapy, and the development of USP28 inhibitors has made some progress. In 

this article, we review the structure of USP28 and its interaction with substrates, discuss the research progress of 

USP28 in cancers and summarize the development of USP28 inhibitors.
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泛素化是通过一系列的酶促级联反应将泛素以单

体或链的形式附着在底物蛋白上的过程[1-3], 这是一种

高度特异性和选择性的翻译后修饰[4-7], 对底物蛋白的

稳定、亚细胞定位和功能等方面起着重要调控作用, 进

而广泛参与各种生理过程[1,8], 如蛋白质降解[9]、线粒体

自噬、DNA损伤修复[10]、表观遗传调控[11]、免疫反应调

控、细胞周期和细胞凋亡调控等[12,13]。相反, 去泛素化

是指由去泛素酶 (DUBs) 通过特异性地水解肽键或异

肽键将泛素从底物蛋白中去除的过程, 继而保护靶蛋

白不被降解或失活[14,15]。目前, 已鉴定的人类DUBs大

约有 100个, 根据催化域的序列相似性将其分为 7个亚

家族: 泛素特异性蛋白酶 (ubiquitin-specific proteases, 

USPs)、泛素羧基端水解酶 (UCHs)、马查多−约瑟芬结

构 域 蛋 白 酶 (MJDs)、JAB1/MPN/Mov34 金 属 酶 
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(JAMMs)、卵巢肿瘤蛋白酶 (OUTs)、与含泛素的新

DUB家族相互作用的基序 (MINDYs)、含锌指的泛素

肽酶 1 (ZUP1s)。由 DUBs 调控的泛素和去泛素化平

衡一旦失调, 将会引起包括癌症在内的多种疾病[7,16], 

因此DUBs有望成为疾病治疗的新靶点[17]。

USPs 是数量最多和研究最为广泛的 DUBs 亚家

族, 泛素特异性蛋白酶 28 (USP28) 是其中重要的成员

之一[18]。USP28拥有相对保守的结构, 可以通过逆转

多种底物的泛素化而拮抗E3泛素连接酶的功能, 继而

参与细胞增殖[19,20]、细胞凋亡[21]、应激反应[22,23]和DNA

损伤反应[24-28]等多种细胞过程。Usp28高表达影响多

种肿瘤、神经退行性疾病和免疫系统疾病的进展, 提示

USP28可能成为疾病治疗的新靶点[28]。由于USP28在

维持多种癌症相关底物蛋白, 包括 c-MYC (c-Myc原癌

基因编码的一种转录因子)、赖氨酸特异性组蛋白去甲

基化酶 1 (LSD1)、缺氧诱导因子 -1α (HIF-1α)、c-JUN 

(一种转录调节因子, 属亮氨酸拉链家族成员) 和缺口

受体 1 (Notch 1) 的细胞稳定态中起着至关重要的作

用[19,20,23,25-29], 其失调与多种癌症进展密切相关[21,26,30-32]。

研究表明, Usp28在结直肠癌、乳腺癌等恶性肿瘤中高

表达[29,31], 且与胶质瘤和非小细胞肺癌等癌症的预后

负相关[33,34]。USP28 已成为抗癌药物开发的潜在靶

点[24,34], 正在引起广泛关注[32]。近年来, 几种USP28小

分子抑制剂已被发现和报道[35-40]。小分子USP28抑制

剂被证明可以下调USP28下游的癌症相关底物蛋白, 

如 c-MYC、LSD1的表达水平, 并诱导一系列癌细胞系

的细胞活力丧失和凋亡。然而 , 一些研究也阐明了

USP28在某些特定肿瘤中具有抑癌作用。本文简述了

USP28的结构和底物相互作用, 系统地介绍了USP28

在癌症中的作用, 并总结和分析了USP28抑制剂的研

究进展。

1 USP28的结构及其与底物相互作用 

1.1　USP28 的结构　2001 年, 通过 DNA 和蛋白质水

平的数据库同源性搜索以及 cDNA文库筛选, 鉴定出

了与 Usp25 高度同源的 Usp28, 该基因位于人类染色

体 11q23.2上, 主要在肌肉和心脏中表达[41]。USP28全

长蛋白由 1 077个氨基酸残基组成 (图 1), 相对分子质

量约 122 kDa[42,43], 与其他USP家族成员具有相似的拓

扑结构, 可以分为三个结构域, 包括 N 端的泛素结合

区 (UBR)、保守的催化域 (CD) 以及卷曲的 C 端结构

域 (CTD)[43, 44]。其中 , USP28 的 N 端结构域由一个泛

素相关结构域 (UBA)、一个泛素相互作用基序 (UIM) 

和一个类泛素蛋白修饰分子相互作用基序 (SIM) 组

成, 这些基序负责泛素底物识别和结合的特异性[44,45]。

USP28的催化域序列与USP25同一性高达 57%, 并表

现出了与大多数USPs相似的经典结构 (图 2), 即类似

于一只伸出的右手, 分为手指 (finger)、手掌 (palm) 和

拇指 (thumb) 三个子结构域[45-47], 且都包含一个长度为

170个氨基酸 (aa) 的插入位点 (INS), 这对USP28催化

域二聚体的形成具有重要作用[44,48,49]。C 端部分是一

个可变大小的未知折叠区域, 与USP25具有 40%的同

源性。由于可变剪接, USP28产生 1 045～1 077 aa的

翻译产物[44]。

1.2　USP28 与底物的相互作用　USP28 保守而又特

异性的结构使其能够拮抗多种 E3泛素连接酶, 其中, 

含F-box和WD重复结构域7 (FBW7, 又称FBXW7) 是

最重要的一种。FBW7 被认为是一个经典的抑癌蛋

白, 因其可以泛素化降解多种已知的癌蛋白底物, 如

c-MYC、Notch 1、细胞周期蛋白 E (cyclin E) 等。一方

面, FBW7依赖的底物泛素化可以被USP28去泛素化。

c-MYC 作为 FBW7 的泛素化分子之一 , 同时也是

USP28的底物[50]。USP28先前被证明通过与 FBW7的

“背驮式”相互作用与底物结合[51], 即 USP28 通过与

FBW7a形成二元复合物间接地与 c-MYC结合, 在体内

去泛素化 c-MYC (图 3A), 这个过程是由FBW7的N端

区域介导。相应地, 从同时表达USP28和 FBW7的细

胞中纯化的 USP28 具有增强 c-MYC 去泛素化的能

力 ; 删除 N 端的 FBW7αΔΝ 则不能介导 HA-USP28 与

c-MYC 的结合 , FBW7αΔN 在 USP28 存在时能够促进

c-MYC的降解[19]。另有报道表明, USP28的功能不依

赖于 FBW7 的存在 , 而是独立地识别和去泛素化与

Figure 1　 Overall architecture of ubiquitin-specific protease 28 

(USP28). UBR: Ubiquitin-binding region; UBA: Ubiquitin-associated 

domain; SIM: SUMO-interaction motif; UIM: Ubiquitin-interaction 

motif; CD: Catalytic domain; INS: Insertion site; CTD: C-terminal 

domain

Figure 2　 Structural and schematic overview of the USP28 

catalytic domain dimer
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FBW7相同的底物[51](图 3A)。在FBW7缺失的情况下, 

也观察到USP28与 c-MYC的直接相互作用, 此过程中

USP28 更可能与未磷酸化的肽结合[51,52]。另一方面 , 

FBW7本身也可以被USP28直接去泛素化, 不过, 去泛

素化FBW7所需的USP28蛋白含量明显低于FBW7底

物 (如 c-MYC) 去泛素化所需的含量。半数正常水平

的 USP28 可以维持 FBW7 的稳定 , 但不足以稳定

FBW7底物。Usp28的过表达可同时稳定 FBW7及其

底物; 相反, 完全敲除Usp28会触发FBW7的自催化泛

素化和降解, 从而稳定 FBW7底物 (图 3B)。Usp28的

完全缺失和过表达均会促进致癌转化[53]。

与 c-MYC类似, HIF-1α也是USP28和FBW7的底

物。糖原合成酶激酶-3β (GSK-3β) 可以磷酸化HIF-1α

并招募 FBW7泛素化和下调HIF-1α, USP28可以去泛

素化 HIF-1α, 但是两者没有直接的相互作用, 需要由

FBW7介导实现USP28对HIF-1α的稳定, 继而影响缺

氧和HIF-1α依赖性血管生成[54]。此外, USP28通过与

转录因子 7样 2 (TCF7L2) 相互作用和去泛素化来提高

其稳定性, 并调节 Wnt/β-连环蛋白 (Wnt/β-catenin) 信

号[55]。USP28还可以逆转鼠双微粒体-2 (MDM2) 的泛

素化功能, 通过去除由MDM2诱导的K48连接的泛素

链, 继而去泛素化 p53和ΔNp63[52,56,57]。同样的, USP28

可以降低组蛋白 H2A 的 K119 泛素化水平 (ub-K119-

H2A)[52,58], 逆转泛素 E3 连接酶凯尔奇样家族成员 2 

(KLHL2) 介导的UCK1的K8多泛素化[59]。此外, USP28

对 LSD1的蛋白水平和活性有调节作用, 两者的直接

相互作用由 LSD1 的单胺氧化酶结构域和 USP28 的

N端结构域介导完成[26]。USP28可逆转奈梅亨断裂综

合征 1 (NBS1) 蛋白的泛素化, 以稳定 DNA 双链断裂 

(DSB) 上的 MRN 复合物, 并在 RecQl4 缺陷细胞中恢

复DSB应答[60]。USP28去泛素化并稳定Wnt/β-catenin

信号传导的关键介质叉头盒蛋白质 M1 (FOXM1), 敲

降和沉默USP28可以促进 FOXM1的多泛素化和蛋白

酶体降解[21]。总之, USP28能够去泛素化多种底物, 并

稳定其蛋白水平或功能 (表1)。

2 USP28在不同癌症中的研究进展 

USP28可以直接或间接地作用于多种底物, 包括

MYC、c-JUN、HIF-1α和LSD1, 通过调节这些底物的泛

素化和稳定性, 参与DNA损伤修复、凋亡、表观遗传调

控和细胞周期控制 , 潜在地促进各种肿瘤的发展[55]。

USP28的促肿瘤作用及相关研究目前占主导地位, 然

而, 近来一些研究证明了它具有抑癌作用, 这可能是基

Table 1　Actions of USP28 on its substrates. FBW7: F-box and WD repeat domain-containing 7; HIF-1α: Hypoxia-inducible factor-1α; 

TCF7L2: Transcription factor-7-like-2; MDM2: Murine double minute 2; KLHL2: Kelch like family member 2; FOXM1: Forkhead box 

protein M1; LSD1: Lysine-specific demethylase 1; UCK1: Uridine-cytidine kinase 1; NBS1: Nijmegen breakage syndrome 1

Substrate
c-MYC
FBW7
HIF-1α
TCF7L2
P53
ΔNp63
FOXM1
LSD1
H2A
UCK1
NBS1

Function of USP28 on the substrates
Deubiquitinating and stabilizing c-MYC by directly binding it or mediated by FBW7
Antagonizing its autocatalytic ubiquitination and the ubiquitination of its substrates
Revising the destabilization caused by FBW7
Directly interacting with and deubiquitinating it by antagonizing FBW7, further regulating the Wnt/β-catenin signalling
Deubiquitinating p53 through antagonizing MDM2
Removing the K-48 linked ubiquitin chains induced by MDM2
Directly interacting with it and promoting its stabilization
Deubiquitinating p53 through antagonizing MDM2
Decreasing the K119 ubiquitination level
Antagonizing its ubiquitination caused by KLHL2
Promoting its stabilization by deubiquitination

Reference
[19,51,52]

[53]
[54]
[55]

[52,56,57]
[52,56,57]

[21]
[26]

[52,58]
[59]
[60]

Figure 3　The effects of USP28 on c-MYC and FBW7. A: FBW7α-dependent/independent deubiquitination of c-MYC by USP28; B: Dual 

regulation of FBW7 function by USP28
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于特定的肿瘤、特定的细胞系或特定的分子而发生的。

因此, 明晰 USP28在癌症进展中的双重作用, 对于靶

向 USP28 进行治疗具有重要意义 , 本文将分别介绍

USP28在不同肿瘤中的最新研究进展 (表2)。

2.1　结肠癌　Usp28在结肠癌中高表达[19,29,51], 与肠道

的稳态和结肠癌的进展密切相关。Diefenbacher等[29]

使用小鼠遗传模型, 确定了USP28拮抗肠道中致癌因

子 c-MYC、c-JUN和Notch1的泛素依赖性降解。缺乏

Usp28的小鼠没有明显的不良表型, 但表现出肠道增

殖减少和分泌谱系细胞分化受损。Usp28在结直肠癌

模型中的作用和肠道稳态相似, Usp28缺乏可以促进

肿瘤细胞分化, 抑制肿瘤细胞的增殖, 在小鼠结肠直肠

癌模型中, 敲除Usp28可以减少肠道肿瘤的数量、缩小

肿瘤体积并显著延长荷瘤小鼠的寿命。此外, Usp28

是在小鼠和人类肠癌中高度表达的 c-MYC靶基因, 这

表明 Usp28 和 c-Myc 形成了一个正反馈回路, 在肿瘤

中维持高 c-MYC 蛋白水平[29]。相比 Usp28 失活的

Ls174T结肠癌细胞, 野生型细胞中表达出更高水平的

c-MYC 蛋白 , 促进了肿瘤细胞的增殖[19]。在 APCMin/+

小鼠模型中, Usp28和Fbw7同时失活时可以抑制侵袭

性肠道肿瘤的形成[51]。因此, 抑制USP28的酶活性可

能是结肠癌治疗的有效策略。

2.2　黑色素瘤　在对B-Raf原癌基因 (BRAF) 抑制剂

耐药 (BR) 的黑色素瘤细胞中, c-MYC 介导的精氨酸

琥珀酸合成酶 1 (ASS1) 重新表达和自噬相关蛋白水

平减弱。此外, 研究发现, 去泛素酶 USP28的下调增

强 c-MYC的蛋白酶体降解, 这是BRAF抑制剂耐药的

黑色素瘤细胞在精氨酸剥夺时无法重新表达ASS1的

主要机制。BR细胞中Usp28的过表达提高了 c-MYC

的水平, 继而增加了精氨酸剥夺后ASS1的转录, 从而

导致细胞存活[61]。与之不同的是 , Saei 等[62,63]报道 , 

Usp28在 9%的黑色素瘤患者中缺失, 且Usp28基因缺

失导致黑色素瘤患者的总生存率降低。进一步研究表

明, USP28/FBW7复合物直接泛素化和降解BRAF, 而

Usp28的缺失通过稳定BRAF增强了丝裂原活化蛋白

激酶 (MAPK) 的活性 , 驱动 BRAF (V600E) 肿瘤对

BRAF抑制剂治疗的耐药性。通过分析USP28在泛癌

中的综合预后发现, USP28可以作为黑色素瘤患者抗

细胞毒性T细胞相关蛋白-4 (CTLA4) 治疗反应的重要

预测因子[64]。USP28在黑色素瘤中表现出了促癌和抑

癌的双重作用, 值得进一步深入研究靶向USP28进行

黑色素瘤治疗的方向。

Table 2　Molecular mechanisms of USP28-associated pathways in various cancers. ASS1: Argininosuccinate synthetase 1; BRAF: V-Raf 

murine sarcoma viral oncogene homolog B; MAPK: Mitogen activated protein kinase; CLDN7: Claudin-7; LDHA: Lactate dehydrogenase 

A; NSCLC: Non-small-cell lung cancer; STAT3: Signal transducer and activator of transcription 3; PC: Pancreatic cancer; OV: Ovarian 

cancer

Cancer 

type
Colorectal 

cancer
Melanoma

Breast 

cancer

Liver 

cancer

NSCLC

Other 

cancers

Expression level 

of Usp28
Overexpressed

Overexpressed

Deleted in a 

proportion of 

patients
Overexpressed

Overexpressed

Overexpressed

/

Overexpressed

Overexpressed

Mechanism/clinicopathological features

USP28 antagonizes the ubiquitin-dependent degradation of intestinal carcinogens c-MYC, c-JUN and 

Notch1, and promotes the proliferation of tumor cells.
USP28 stabilizes the c-MYC level and hence increases ASS1 transcription upon arginine deprivation, 

and consequently leads to cell survival.
Loss of Usp28 stabilizes BRAF enhancing downstream MAPK activation, promotes drug resistance of 

tumor cells and reduces the overall survival rate of patients.

USP28 deubiquitinates and up-regulates LSD1, which can accelerate the formation of tumor stem cell-

like features and tumor formation; the indirect suppression function of USP28 in CLDN7, which is 

mediated by LSD1, can promote the invasiveness of cancers; high serum epinephrine activates LDHA/

USP28/MYC/SLUG signaling, associated with poor prognosis of breast cancer, and promotes the 

survival, proliferation and metastasis of breast cancer cells.
Overexpression of Usp28 correlates with a better survival in patients with invasive ductal breast 

carcinoma; lack of Usp28 promotes a more malignant state of breast cancer cells.
The expression levels of USP28 inversely correlate with patient survival; USP28 promotes the activity 

of the Wnt/β-catenin signaling pathway through maintaining the stability of TCF7L2; USP28 

depletion or inhibition by a small molecule inhibitor leads to a halt of growth in liver cancer cells.
Lack of Usp28 results in advanced tumor development in a mouse xenograft model as well as in a 

chemically induced liver cancer mouse model.
Overexpression of Usp28 promotes NSCLC cells growth by increasing the stability of STAT3 and is 

correlated with the poor prognosis and low patient survival rate.
The overexpression of Usp28 is related to the degree of differentiation and metastasis of gastric cancer 

cells. Usp28 is highly expressed in PC and is significantly associated with the malignant phenotype 

and shorter survival. USP28 mediates the activation of Wnt/β-catenin pathway through FOXM1 and 

promotes the growth of PC. Overexpression of Usp28 can promote the malignant phenotype of OV.
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2.3　乳腺癌　多数研究表明 USP28 具有促进乳腺

癌进展的作用[52]。Usp28 在人类乳腺癌中明显高表

达[28]。在多种癌细胞系和乳腺肿瘤样本中, Usp28过

表达与 LSD1 上调相关, USP28 通过去泛素化作用稳

定 LSD1, Usp28 的敲低可下调 LSD1 水平 , 抑制体外

肿瘤干细胞样特征和体内致瘤性, 这可以通过 LSD1

的过表达来逆转[26]。此外 , 在乳腺癌中 , USP28 通过

LSD1介导的对紧密连接蛋白 7 (CLDN7) 的下调作用, 

有可能促进癌细胞的侵袭性[52]。

慢性应激诱导的肾上腺素激活乳酸脱氢酶 (LDHA) 

生成乳酸, 通过局部酸性促进USP28对 c-MYC的去泛

素化和稳定。SLUG启动子随后被 c-MYC激活, 从而

促进乳腺癌癌样性状的发展。在乳腺癌患者中, 高血

清肾上腺素激活了LDHA/USP28/MYC/SLUG信号轴, 

与不良预后相关[22]。

USP28可以促进三阴性乳腺癌 (TNBC) 细胞生存

能力 , 抑制 USP28 的功能 , 导致 TNBC 细胞停滞在

S/G2期。USP28的小分子抑制剂AZ-1在 TNBC异种

移植瘤模型中展现了抗肿瘤活性[65]。USP28可以结合

来自癌症相关成纤维细胞的外泌体miR-500a-5p, 促进

乳腺癌细胞增殖和转移[49]。与上述USP28促进乳腺癌

研究结果不一致的是, Richter等[31]发现, 在浸润性导管

性乳腺癌患者中 , Usp28 的过表达与生存率正相关。

在小鼠异种移植瘤模型中, 缺乏Usp28促进肿瘤生长

和血管生成。此外, 缺乏Usp28会促进乳腺癌细胞的

恶性状态, 表现为上皮−间充质 (EMT) 转变、增殖、迁

移和血管生成增加以及黏附减少。机制上, 由 Usp28

缺失驱动的血管生成增加和致癌过程可能独立于

HIF-1α、p53和 P53结合蛋白 1 (53BP1)[31]。研究表明, 

较高水平的 USP28 在预测乳腺癌更好的生存率和

TNM 分型方面仍具有不可忽视的价值 , 这可能对靶

USP28治疗癌症具有指导意义[52]。

2.4　肝癌　生存分析显示, Usp28高表达的肝癌患者

总生存期较短, 进一步的研究表明, 过表达 miR-216b

可以下调肝癌细胞 (HCC) 中的USP28/c-MYC信号, 抑

制HCC的生长[66]。USP28通过去除 FBW7对TCF7L2

的泛素化, 影响 TCF7L2的水平和Wnt/β-catenin信号; 

抑制或者耗竭USP28可导致肝癌细胞的生长停止[55]。

分子生物学实验证实, Usp28的敲低显著降低了HCC

细胞系的增殖和侵袭能力[64]。另有不同的研究结果表

明, 在化学诱导的肝癌模型中, 小鼠缺乏 USP28可促

进早期发病和更严重的肿瘤形成[31]。

2.5　肺癌　USP28在非小细胞肺癌 (NSCLC) 原代组

织和细胞系中均上调, USP28 mRNA和蛋白水平与患

者生存率均呈负相关, Usp28过表达促进NSCLC细胞

生长, 并与 NSCLC 患者的不良预后相关; 反之, 下调

USP28通过信号转导和转录激活因子 3 (STAT3) 信号

通路在体外抑制 NSCLC 细胞的生长 , 在体内延缓

NSCLC肿瘤的生长[34,67]。Ren等[68]指出, miR-3940-5p

通过靶向 cyclin D1和USP28可抑制NSCLC细胞增殖

并诱导细胞凋亡。类似研究表明, 内源性USP28对于

小鼠肺鳞状细胞癌 (LSCC) 的诱发和维持都是必需

的[57], Usp28的基因失活可诱导小鼠LSCC肿瘤的消退, 

USP28 抑制剂 FT206 治疗显著下调了 c-MYC、c-JUN

和ΔNp63蛋白水平, 从而诱导自发性小鼠 LSCC肿瘤

和人类 LSCC异种移植瘤的实质性消退, 进一步证实

了基因缺失所观察到的表型[69]。

2.6　其他癌症　Usp28在胰腺癌 (PC) 肿瘤中的高表

达与PC患者的恶性表型和较短的生存期显著相关[21]。

在体外和体内实验中, Usp28过表达通过促进细胞周期

进程和抑制细胞凋亡来加速PC细胞的生长, 而Usp28

敲低则抑制了PC细胞的生长。从机制上讲, USP28介

导的 FOXM1稳定显著促进了细胞核 β-catenin反式激

活, 进而导致Wnt/β-catenin通路的激活。与此一致的

是, FOXM1表达的恢复消除了Usp28沉默的抗肿瘤作

用[21]。与正常卵巢组织相比, Usp28在卵巢癌 (OV) 样

本中高表达, 且与OV患者的不良预后相关。β-catenin/

YAP1/TBX5介导的Usp28异常表达可促进OV的恶性

表型, 而对Usp28进行基因消融或药物抑制均可损害

OV 细胞的体外和体内增殖能力[70]。Usp28在胃癌中

过表达 , 且与胃癌分化和转移程度有关。体外抑制

Usp28表达可通过下调 LSD1抑制胃癌细胞的增殖和

侵袭[71]。上市药物西地兰可以减弱 USP28 对 c-MYC

的去泛素化 , 下调 c-MYC 并抑制 Wnt/β-catenin 信号 , 

抑制人胃癌细胞MKN-45增殖[72]。

3 USP28抑制剂的研究进展 

DUBs 具有广泛的去泛素化底物蛋白, 与多种癌

症的发生、转移、预后等方面密切相关。因此 , 靶向

DUBs的小分子抑制剂发现及研究已经成为抗肿瘤候

选药物的热点领域之一[17]。目前研究较多的是USPs, 

其中 USP7抑制剂研究较为深入, 最近报到了一些有

潜力的候选化合物[73,74]。近年来 , USP28 的晶体结构

及其在肿瘤中的重要作用被揭示, USP28的失调已被

证明可以加速多种癌症的进展, 将其作为癌症治疗的

靶点可能是一个潜在的方向。虽然, USP28抑制剂的

研究引起了关注, 但由于USP28和USP25高度同源且

USP28与小分子抑制剂的结构生物学报道有限, 使针对

该酶的有效抑制剂的开发仍处于早期阶段, 尚无分子进

入临床试验。目前, 仅有少数USP28抑制剂被报道, 根

据其结构母核和来源可以分为以下六类: 二氨基吡啶
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类、苄氨基乙醇类、三氮唑并嘧啶类、甲酰胺噻吩并吡

啶类、vismodegib及其衍生物类、天然产物和其他类。

3.1　二氨基吡啶类　2011 年 , Altun 等[39]利用基于活

性的高通量筛选进行 USP7活性调节剂开发时, 发现

了苗头化合物PR-619 (图 4)。体外实验比较了PR-619

对 DUBs、半胱氨酸蛋白酶和其他蛋白水解酶家族的

抑制活性, 数据表明, PR-619对多种DUBs表现出广泛

的抑制作用, 但对其他蛋白酶家族的活性有限, 其中对

USP28的 IC50是 6.24 µmol·L-1。进一步研究了 PR-619

在细胞裂解液中对DUBs的作用, 结果显示, PR-619在

20 µmol·L-1时可抑制大部分DUBs, 在浓度为5 µmol·L-1

时抑制程度较低。在低摩尔范围内诱导了 HCT-116

结直肠癌和 HEK293T 细胞的死亡。细胞通透性和

活细胞中DUBs抑制效力实验表明, PR-619在浓度为

5 mmol·L-1或更高时干扰探针标记。

3.2　苄氨基乙醇类　2017 年 , Wrigley 等[35]利用高通

量筛选方法发现了以AZ1～4为代表的一系列苄氨基

乙醇类 USP28抑制剂 (图 5), 采用以泛素−罗丹明 110 

(Ub-Rh110) 为底物的测试方法, 4个化合物的 IC50值分

别为 0.7、1.1、59.6 和 2.0 μmol·L-1。等温滴定量热法 

(ITC) 和微量热泳动 (MST) 两种实验均测定AZ1、AZ2

和AZ4可以直接有效地结合USP28, 且结合方式是可

逆的, 与活性结果一致; 低活性的 AZ3没有测出有效

结合力。除了可以同等程度地抑制 USP28 同源度最

高的 USP25, 这些抑制剂对大多数 DUBs具有高度的

体外选择性。

随后, 它们被用作化学工具分子进行USP28细胞

水平的生物学概念验证。用AZ1和AZ2处理HCT116

结肠癌细胞后, c-MYC总蛋白水平出现了快速的浓度

依赖性下降, 这种效果由蛋白酶体降解介导。在AZ1

和AZ2的最高测试浓度下观察到 c-MYC水平均显著

降低, 而AZ3仅在最高浓度为100 μmol·L-1时对 c-MYC

水平有影响 (60 μmol·L-1及以下没有检测到明显的影

响), 这三种化合物的在靶生化指标与它们的体外相对

活性一致。AZ1和AZ2能够以时间和浓度依赖的方式

诱导包括HCT116在内的一系列癌细胞系的细胞凋亡

和细胞活力丧失, EC50值集中在 20 μmol·L-1左右。然

而, 进一步的分析表明, 在肿瘤细胞和正常细胞之间没

有观察到明显的活性差异。这种细胞杀伤缺乏选择性

可能是由于所涉及的途径复杂、USP28和USP25之间

潜在功能冗余造成的, 进一步提高抑制剂的效力和选

择性是提高治疗指数的有效解决途径之一。

Sun 等[55]发现 AZ1 可以抑制肝癌细胞 HepG2 和

HuH6 (EC50分别为 12.65和 5.85 μmol·L-1), 并显著降低

了 USP28 自身和 TCF7L2 的水平 , 以及 TCF7L2、

AXIN2 和 cyclin D1 的靶基因水平。AZ1 还抑制了

HepG2和HuH6细胞的集落形成; 不过, 其抗增殖作用

不完全依赖于TCF7L2。这些工具分子和数据促进了

对DUBs作为潜在治疗靶点的理解。

3.3　三氮唑并嘧啶类衍生物　2020年, Liu等[38]报道

了一系列新型的[1,2,3]三氮唑[4,5-d]嘧啶衍生物作为

USP28抑制剂。以AZ1为阳性对照, 采用Ub-AMC为

底物的活性测试方法对目标化合物开展了体外活性研

Figure 4　Chemical structure and biological activity of PR-619

Figure 5　Chemical structures and biological activity of AZ1−AZ4
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究, 化合物 19 (图 6) 对USP28具有较强的抑制活性和

亲和力 (IC50 = 1.10 μmol·L-1, Kd = 40 nmol·L-1), 且可逆

结合胃癌细胞中内源性USP28, 对USP7和LSD1几乎

没有抑制活性 (IC50 > 100 μmol·L-1)。进一步研究表

明, USP28在胃癌MGC-803、MKN45和HGC27细胞系

中过表达, 体外细胞活力实验结果显示, 化合物 19对

HGC-27和 MKN45细胞具有良好的抑制活性 (IC50值

分别为 0.61 和 1.49 μmol·L-1)。对于 MGC-803 细胞和

胃上皮永生化 GES-1细胞抑制活性较低, 相应的 IC50

值分别为 4.95和 9.19 μmol·L-1。化合物 19在 HGC-27

细胞中浓度依赖性地诱导 USP28 的底物 LSD1 和

c-MYC 的蛋白酶体降解 , 从而抑制胃癌细胞系的增

殖、S期细胞周期和EMT进程[75]。

构效关系和分子对接研究表明, 母核中的三氮唑

和嘧啶环均与 USP28中的 Phe370发生 π-π相互作用, 

同时, 氯苯环与 Asn597形成 π-H相互作用 (图 7)。结

合活性数据推测, 与三唑环相连的苄基是活性必需基

团, 将化合物 19 的 4-Cl-苄基替换为羟乙基所得化合

物 12 (图 6) 导致失活[38]。同时 , 嘧啶环上的氨基对

USP28的抑制活性也至关重要。这些数据为发现新的

USP28抑制剂提供了一定的指导意义。

3.4　甲酰胺噻吩并吡啶类　2021年, Ruiz等[69]报道了

一种有效的USP28抑制剂FT206 (图 8), 这是一种甲酰

胺噻吩并吡啶类衍生物, 源于 FORMA Therapeutics公

司在之前申请的专利 (EP3414252B1) 和最近更新的 

(US11524966B1、EP3833661A1) 的专利。其中, FT206

结构在 2020年的专利中结构明确公开, 并给出了其对

USP28的活性抑制范围, 虽然对USP25表现出交叉性

抑制, 但对其他 DUBs表现出了高度的选择性[69]。使

用 FT206 (浓度 0.2和 0.4 μmol·L-1) 抑制USP28可降低

人LUDLU-1 LSCC细胞中 c-MYC、c-JUN和ΔNp63蛋

白水平, 并抑制人 LSCC细胞系的细胞增殖。在异种

移植模型中, FT206展现了抗LSCC肿瘤进展效应, 并

通过阻断USP28介导的底物去泛素化, 降低了 c-MYC

蛋白水平。

2022年, Peng等[37]通过高通量筛选获得了先导化

合物CT1002 (图 8), 初步构效关系探索发现噻吩环上

的氨基单甲基化有利于活性提高 , 得到了化合物

CT1018 (图 8)。然而 , CT1018 在细胞的实验中无活

性, 继续优化获得了 USP25/28双重抑制剂 CT1073和

CT1113 (图 8), 化学结构与 FT206具有明显的相似性, 

都含有噻吩并吡啶母核和酰胺结构, CT1113的对映异

构体CT1113S (图 8) 对USP28和USP25的活性都有所

降低。表面等离子体共振 (SPR) 实验测定这两个化合

物对USP25和USP28具有相似的结合动力学参数, 但

是对其他 DUBs 表现出了很高的选择性。CT1073 和

CT1113都能够在多种癌细胞系中显著降低USP28和

USP25本身及其底物 c-MYC、LSD1和Tac-MYC水平, 

CT1113的抗增殖作用在很大程度上是一种靶效应, 尽

管不能排除潜在的脱靶效应。CT1113显著抑制了人

胰腺癌异种移植肿瘤的生长, 并下调了 c-MYC 水平, 

在结肠癌CDX模型上观察到类似的效应。

3.5　Vismodegib及其衍生物　Wang等[36]采用Ub-AMC

水解活性测定实验联合高通量筛选的方法从市售药物

库中发现vismodegib (图9) 可以抑制USP28, 这是一种

FDA批准的治疗基底细胞癌的hedgehog通路抑制剂药

物。体外Ub-AMC水解实验测得 vismodegib对USP28

和USP25的 IC50值分别是 4.41和 1.42 μmol·L-1。随后, 

采用多种技术和途径表征了 vismodegib和USP28之间

的相互作用, 并采用氢−氘交换质谱 (HDX-MS) 实验

绘制了 vismodegib在USP28中的结合位点。数据分析

显示, vismodegib在 USP28中占据的结合腔与报道的

USP7抑制剂中一个结合口袋 (PDB: 5UQV) 能很好地

Figure 6　 Chemical structures and biological activity of com‐

pounds 12 and 19

Figure 7　2D binding models of compound 19 with USP28. The 

π -π and π -H interactions between 19 and key residues are high‐

lighted with dashed lines in magenta and orange, respectively
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对齐。此外, 细胞实验证实 vismodegib可以与 USP28

和 USP25 相互作用 , 并下调这两种酶的底物蛋白

c-MYC、Notch 1和Tankyrase-1/2的水平。

随后, Zhou等[40]首次解析了USP28与小分子抑制

剂 vismodegib 结合的共晶结构 (PDB: 8HJE, 图 10)。

共晶结构显示 vismodegib位于USP28的一个变构结合

位点, 并通过酰胺基团和氯原子分别于与附近Cys644

的 Ser257残基之间形成了氢键相互作用, 苯甲磺酰基

部分延伸到溶剂区未观察到与 USP28 蛋白的相互作

用, 吡啶部分与 Leu264形成了 H-π相互作用, 吡啶环

周围有足够的空间进行进一步的结构修饰。

随后基于结构的优化获得了一系列 vismodegib衍

生物作为有效的USP28抑制剂。其中, 代表性的化合

物 9l、9o 和 9p (图 9) 对 USP28 具有较高的活性 , 对

USP25 也展现了相似程度的抑制作用 , 对其他 6 个

DUBs具有较高的选择性。细胞实验表明, 化合物 9l、

9o和 9p对人结直肠癌和肺鳞癌细胞均具有细胞毒性, 

并显著增强结直肠癌细胞对瑞戈非尼的敏感性。进一

Figure 9　Chemical structures and biological activity of vismodegib and its derivatives

Figure 8　Chemical structures and biological activity of thienopyridine carboxamide derivatives

Figure 10　Crystal structure of USP28 in complex with vismo‐

degib (PDB code: 8HJE)
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步研究表明, 化合物 9l、9o和 9p可通过泛素蛋白酶体

系统剂量依赖性地下调 c-MYC的细胞水平, 其抗癌作

用可能主要与抑制 USP28 有关 , 而不涉及 Hedgehog-

Smoothened通路。

3.6　天然产物和其他　SGH (图 11) 是一种新的戊二

酰亚胺类放线菌次级代谢物。研究表明, SGH可下调

c-MYC、USP28和细胞周期和核苷酸合成相关蛋白, 阻

断G0/G1期细胞周期, 降低糖酵解代谢酶的表达水平, 

显著抑制不同类型肺癌细胞的增殖[76]。

咖啡酸衍生物 (CADPE, 图11) 是从中药提取物中

分离出来的天然多酚酯[77], 在Caki-1小鼠肿瘤模型中, 

CADPE 能抑制肿瘤中 STAT3 的磷酸化、HIF-1α和

VEGF 的基因表达 , 继而延缓肿瘤生长[78]。此外 , 

CADPE通过激活GSK-3β和下调USP28来触发FBW7

对 c-MYC的泛素化, 促进 c-MYC的降解, 进而下调细

胞周期调节因子和抗凋亡蛋白, 最终导致细胞周期阻

滞和细胞凋亡, 对不同白血病细胞系均有较强杀伤性, 

对正常细胞的毒性较低[77]。

毛花苷C (lanatoside C, 图 11) 是由毛花洋地黄中

提取的一种速效强心苷, 临床上被批准广泛用于治疗

抗心律失常和心力衰竭[79]。毛花苷 C 可以通过减弱

USP28与 c-MYC之间的相互作用, 促进 c-MYC去泛素

化和降解。此外, 毛花苷C可以诱导G2/M细胞周期阻

滞, 阻碍 MKN-45 细胞迁移, 促进其凋亡, 对 MKN-45

细胞具有抗增殖活性 (IC50 = 32.94 nmol·L-1) [72]。

Xu 等[80]通过高通量筛选和验证发现 , 经批准治

疗肠易激综合征的药物奥替溴铵 (otilonium brimide, 

图 11) 对 USP28 有抑制作用 (IC50 = 6.90 μmol·L-1), 其

对 USP28的抑制选择性是 USP25的 3～4倍。酶动力

学和 HDX-MS 数据分析结果表明 , 奥替溴铵可能与

vismodegib结合在 USP28中相同的变构口袋上, 并以

可逆和非竞争的方式抑制其活性。细胞实验显示, 奥

替溴铵可能通过下调USP28的致癌底物 c-MYC和/或

ΔNp63, 对人类结直肠癌细胞和肺鳞癌细胞具有细胞

毒性, 并显著增强结直肠癌细胞对瑞戈非尼的敏感性。

4 总结与展望 

泛素化和去泛素化是机体中调控蛋白质降解的重

要分子机制, 在该过程中, 负责移除蛋白底物泛素链的

DUBs至关重要[81,82]。DUBs通过多种分子在多种细胞

生命活动中均扮演着重要角色, 其活性或表达异常可

造成关键致癌/抑癌蛋白的功能变化, 直接或间接导致

肿瘤发生发展和恶性演进[83,84]。

USP28是一种与USP25高度同源的去泛素酶, 主

要调控多种蛋白的泛素化降解, 继而产生促进细胞增

殖、启动侵袭转移、刺激细胞存活、抑制细胞分化、诱导

血管生成等多种作用 , 这些都有助于肿瘤的进展。

Figure 11　Chemical structures and biological activity of other USP28 inhibitors
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USP28的失调已被证明可以加速许多癌症的进展, 将

其作为癌症治疗的靶点可能是一个潜在的方向。然

而, 除了促进癌症的进展, 最近的一些研究发现USP28

可以参与抑制一些涉及黑色素瘤的癌症。因此, 仍需

进一步研究USP28及其对癌症的影响。USP28在影响

预后和癌症对各种治疗的敏感性方面的关键作用也已

得到证实。然而, 一些相关的机制尚不清楚, 其临床应

用的效果和安全性仍需要更多的实验。

尽管USP28抑制剂的研究取得了一定的进展, 一

些化合物通过抑制USP28展现了抗癌作用, 但需要指

出的是, USP28抑制剂存在结构种类较少、活性不足、

选择性较低、缺乏成药性研究等问题。USP家族成员

间的高度同源性, 为开发高选择性抑制剂带来了极大

的挑战。近年来, 文献相继报道了USP25和USP28的

蛋白结构和分子特征差异与活性调节的关系[43,44]、

USP28与小分子抑制剂的共晶[40]。根据以上研究, 发

掘对 USP28 活性调节具有重要作用的泛素特异性结

合新口袋, 通过竞争性削弱泛素与 USP28的结合, 可

能为实现USP28的选择性抑制提供新策略, 并有望获

得活性高、成药性良好的USP28抑制剂。针对USP28

进行癌症治疗的临床试验和研究仍然不足, 这突出了

探索更深层机制以阐明 USP28 抑制剂对癌症患者是

否安全有效的重要性。
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