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肺腺癌细胞中 ()*+, 抑癌作用的分子机制初探
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（天津医科大学基础医学院生物化学与分子生物学系，天津 %'''-'）
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() 结构域锌指蛋白（()*+）, 是 ()*+ 家族成

员之一 4̂_。该蛋白由 5端保守的 ()结构域和 .端的

4& 个锌指蛋白结构域组成，其中 () 结构域与 8;9

结构域高度同源，该结构域通常具有特异性 *51

序列识别和结合活性^!_。目前认为 ()*+, 蛋白是一

个广泛表达的转录因子，不仅参与正常生长发育过

程^%_，而且在胃癌 ^"=,_、结肠腺癌 ^&_和神经胶质细胞

瘤 ^-_的发生、发展中发挥作用。本课题组前期数据

表明，在肺腺癌中 ()*+, 低表达通常与低生存率

和不良预后相关。并且一系列实验结果显示，

()*+, 在肺腺癌中发挥抑癌因子的功能 ^@_。因此

本课题组计划探究 ()*+, 发挥功能的具体分子

机制。

56)* 复合物全称为核小体重塑与去乙酰化酶

复合物，也称为 +>=! 复合物，其主要通过参与组蛋

白修饰和染色质重塑来调控许多下游基因的转录

过程^2_。56)* 复合物由多种蛋白组成，主要组分包

括：组蛋白去乙酰化酶（3*1.）4I!、19( 依赖性染

色质重塑酶 .3*%I"、组蛋白伴侣 )K1:"&I"@、.:7

结合蛋白 +C*!I%、7191*!A（:&&!）和 7191*!K
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（!""!）以及转移相关蛋白 #$%&'(')

*&+,。前期本组的

质谱数据显示，过表达 -./01的 2134细胞中56./

复合物的组分与 -./01 结合的评分相对较高，

提示 -./01 发挥抑癌功能可能与 56./ 复合物相

关*&&,。为了寻找和验证肺腺癌细胞中与 -./01 相

互作用的蛋白因子，本研究采用 789:- 和 ;<$9!6==

>8?@ 实验分别检测了 56./ 复合物中的蛋白组分

与 -./01 是否结合，为深入探讨 -./01 在肺腺癌

中发挥作用的分子机制提供了坚实基础。

! !"#$%

&A& !"

&B&B& 质粒与菌株细胞及培养条件 肺腺癌细胞

株 2134 与 C&(44 细胞株来自本系马振毅老师实验

室馈赠；细胞培养所需 .-0: &"3+ 培养基、特级胎牛

血清和胰酶均购买自 D: 公司。融合蛋白表达载体

!;EF93$9&、!E$9(GH（I）均来自本实验室，!"#$%&

$JH@KL$& 以及 DM(& 均购于北京全式金生物技术有

限公司；细菌所需培基有 MD 液体培养基，MD 固体

培养基，(!N$液体培养基（$JO!P8@Q &R S，NQHKP &+ S，

5H7= 1 S 超纯水定容至 & M），上述培基均高压灭菌

后 3"保存。

&A&A( 主要化学试剂和仪器 -J8PQT@%U; DQH>K 购

于 0QJVW 0T==T!8JQ 公司；-JTXQ<$%.! 0HY /5%

-8=OXQJHKQ 购于 $HWHJH 公司；-TQJVQ! ;=6PHPZT8@Q

2SHJ8KQ、限制性核酸内切酶 !#$'"与 ()$"等均购

于 $ZQJX8 [TKZQJ <VTQ@PT\TV 公司；$3 /52 连接酶购

于全式金公司；去内毒素质粒小提试剂盒购买自康为

世纪；:-$; 购于北京鼎国有限公司；C:<9<Q=QVP!镍

亲 和 凝 胶 购 于 <TSXH；-./01、0$2&、0$2( 和

0D/(') 抗体均购于 <H@PH 7J6] 公司；7C/)、7C/3

和 .^%!3R'3G 抗体均购于 %^VHX 公司；C/%7& 与

C/%7( 抗体均购于 <TSXH 公司；辣根过氧化物酶标

记的抗鼠源 :S; 二抗以及抗兔源 :S; 二抗购买自

_-M 公司，超敏 E7M 化学发光试剂购买自碧云天公

司。实验仪器主要包括 </<L-%;E 垂直电泳相关设

备，琼脂糖核酸电泳仪和湿转膜仪等。

&A&A) 纯化 CTK标签蛋白所用试剂 洗脱缓冲液（不

含咪唑）：5H
)

-`

3

（1+ XX8='M，!CaGA+），5H7=（+A) XX8='M）；

洗脱缓冲液（含咪唑）：5H
)

-`

3

（1+ XX8='M，!CaGA+），

5H7=（+A) XX8='M），咪唑（(1+ XXX8='M）。

&A( #$

&A(A& 78L:- 实验 -./01 抗体与 !J8PQT@ 2U;

DQH>K，3"孵育 G Z，将结合有抗体的 DQH>K 加入细

胞蛋白裂解液共孵育过夜以钓取目的蛋白，将目的

蛋白与 DQH>K 分离，通过 bQKPQJ@ 印迹实验验证免

疫共沉淀结果。

&A(A( 目的基因获取 以人源细胞基因组 V/5%

和!McFL:.E<L-./01 质粒分别作为扩增 *+,-.、

/0,.、/0,1 和 2'+/3 的模板。根据 57D: 上查询

到的每个基因 7/< 区序列信息，设计含有 !#$'"

与 ()$"限制性内切酶位点的引物序列（表 &）。用

/5% 聚合酶 -JTXQ<$%. -7. 扩增各目的基因，-7.

条件为 dG"预变性 1 XT@，dG"变性 1 K，1G"退火

&1 K，e("延伸 ) XT@ 共 3+ 个循环，e("延伸 &+ XT@。

-7. 产物经 &f琼脂糖凝胶电泳鉴定为单一清晰条

带，将条带切下后按照 /52 胶回收纯化试剂盒说

明书进行目的片段回收。

&B(B) 线性化载体以及目的片段的双酶切 采用

!#$'"与 ()$"双酶切载体 !;EF93$9&、!E$9(GH

（I）和目的片段，琼脂糖凝胶电泳验证并回收。

&B(B3 重组质粒连接 将线性化载体与双酶切后

得到的目的基因片段按照 $3 /52 连接酶说明书进

行连接。连接产物转化感受态细胞 $JH@K9$&，在含

有相应抗生素的 MD平板上筛选克隆，过夜培养 &( Z

左右，挑取细菌克隆进行菌体扩增。

&B(B1 重组质粒鉴定 取扩增后的菌液进行 -7.，

并以 &f琼脂糖凝胶电泳验证阳性克隆，提取质粒

经 !#$'"与 ()$"双酶切进一步验证。将初步确认

的阳性克隆进行测序，测序结果比对序列无误即构

建成功。

&B(BR ;<$ 融合蛋白的表达与纯化 将成功转入

重 组 质 粒 !;EF 93$ 9&、!;EF 93$ 9& 9C/27&、

!;EF93$9&90$2& 以及 !;EF93$9& 90$2( 的

!"#$%& DM(& 接种于 (!N$ 培养基中，)e"培养，当

`/ 值达到 +BR#+BG 加入一定浓度 :-$; 诱导蛋白表

达。提取细菌蛋白裂解液加入一定量 ;<$9DQH>K，

3"孵育过夜。冰 -D<$ 洗涤 ;<$9DQH>K 1 次，加入

(B1!上样缓冲液混匀后 dd"加热 &+ XT@。离心后取

上清进行聚丙烯酰胺凝胶电泳和考马斯亮蓝染色。

&B(Be CTK 融合蛋白纯化 将转入 !E$9(GH（I）9

& ! '()*+,-.

"#$ ! "%& '()*&( +&,-&./& 01 1-+)0. '(02&).

注：[ 为上游引物，. 为下游引物

引物序列（1$")$）

1$97;;22$$72$;7$;;;72$;$279)$

1$977;7$7;2;$$2;7$;$72;7$279)$

1$97;;22$$7;7;72;27;72;;;7279)$

1$9;77$7;2;$72;;77227$$;277$77$77$9)$

1$97;;22$$7;77;772272$;$272;;;$9)$

1$9;77$7;2;7$2;$77$7;2$;27;2$;;;7$79)$

1$97;;22$$7;7;;772272$;$277;;;9)$

1$9;77$7;2;$72;$77$772;;2722$2;;7$729)$

产物（^!）

& Gd)

& 33d

( &3G

( ++e

引物名称

-./019[

-./019.

C/27&9[

C/27&9.

0$2&9[

0$2&9.

0$2(9[

0$2(9.
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!"#$% 重组质粒的 !" #$%& &'() 接种至 (!*+ 培养

基中扩增菌体，提取细菌蛋白裂解液。加入用洗脱

缓冲液（不含咪唑）洗涤后的 ,-./&012. 进行蛋白富

集，弃去蛋白裂解液后用洗脱缓冲液（不含咪唑）洗

涤富集有 ,-./!"#3% 蛋白的 &012. 4 次，最后加入

洗脱缓冲液（含咪唑）洗脱 ,-./&012. 上富集的

,-./!"#3% 蛋白。

)5(67 89+:;<== 2>?@ 检测与 !"A3% 直接结合的

蛋白 将 89+、89+:,ABC)、89+:3+B) 和89+ :

3+B( 成功诱导表达，富集有 89+、89+:DABC)、

89+:3+B) 和 89+:3+B( 蛋白的 &012. 分别与纯

化的 D-.:!"A3% 蛋白 E"共同孵育 )( F。!&9+ 洗

涤 &012. 重复 % 次，加入 (5%!上样缓冲液混匀置于

GG"，加热 )H I-@，离心取上清为待测样品，J0.K0L@

印迹检测蛋白直接结合情况。

! !"

(5) !"A3%!M<"A"#$%&'()*+ C>:N!

实验证实在肺腺癌细胞系 B%EG 与 D)(GG 细胞中，

!"A3% 蛋白与 M<"A 复合物中主要组分 CDA4、

CDAE、3+B)、3+B(、DABC)、DABC(、"OB;EPQE7

和 3&A(Q4 之间存在内源性结合（图 )）。

(6( ,-! !"A3% ./*+012 依 据

9+"RM8 网站预测结果（图 (）!"A3% 与 M<"A 复合

物中 DABC) 存在直接结合。同时已有文献报道

M<"A 复合物与其他蛋白结合时多与 3+B 家族蛋

白关联，因此从 M<"A 复合物众多组分中优先选择

DABC)、3+B) 和 3+B( 作为可能与 !"A3% 直接

结合的蛋白进行验证。

(64 304567 !C" 扩 增 获 得 '()*+、

,-./0、*1.2与*1.3基因。'(-*4、,-./2、*1.2

和 *1.3 目的基因片段大小分别为 ) 7G4、) EEG、

( )E7、( HHS O;。扩增产物经 )T琼脂糖凝胶电

泳，结果显示（图 4），E 个目的基因均为清晰单一条

带且分子量大小正确，然后回收目的条带凝胶。

(5E 89:;<=>?

(5E5) 菌液 !C" 证实阳性克隆 取菌液进行 !C"，

扩增产物经琼脂糖凝胶电泳验证。结果显示，;U+:

(71（V）:!"A3%、;8UW:E+:):,ABC)、;8UW:E+:

):3+B) 以及 ;8UW:E+:):3+B( E 个重组质粒挑

取的菌落均可扩增出目的基因条带，均为阳性克隆

（图 E）。

注：N@;<K 为阳性对照；NX8 为阴性对照；N!:!"A3% 为实验组；

B：B%EG 细胞 C>:N! 结果；&：D)(GG 细胞 C>:N! 结果

# " #$%&'$%&$ '()*+' ,-()()*+,-!)

./0 " 123 345$034$-6 7/45/40 $8 '()*+ 9/:2 ,-() ;$<=>3?

@3A/8/35 7B #$%&' 3?=3A/<34:

# ! '()*+./!)0123456

./0 ! 'A35/;:/$4 $8 '()*+ 5/A3;:%7/45/40 =A$:3/46

B &

注：3：AMB 31LY0L；B：'(-*4 基因扩增结果（) 7G4 O;）；&：,-./2 基因扩增结果（) EEG O;）；C：*1.2 基因扩增结果（( )E7 O;）；A：*1.3

基因扩增结果（( HHS O;）

# C 7289 !"#$%: &'()*:$+(*:$+(,2;<

./0 C D;E-/6/:/$4 $8 :FA03: 03436 !"'$-=&#()*=.+/*=.+/,

( HHH

) HHH

S%H

%HH

(%H

)HH

O;

B

O;

& C A

( HHH

) HHH

S%H

%HH

(%H

)HH

( HHH

) HHH

S%H

%HH

(%H

)HH

7 HHH

% HHH

4 HHH

( HHH

) HHH

S%H

%HH

(%H

)HH

O;

O;

第 (7 卷天津医科大学学报4P(



!"#"! 重组质粒双酶切及测序鉴定 重组质粒经

双酶切后采用琼脂糖凝胶电泳进行验证（图 $）。所

有重组质粒、目的基因以及载体大小均正确。测序

结果（图 %）与目的基因序列一致，无缺失、插入

或移码突变，表明重组质粒均已构建成功。

!"$ !"#$%# !"#$% &'( &'()*)$+(*)

$+(, *+,- 将上述各个成功诱导的 &'( 融

合蛋白表达量调齐后（图 )），通过 &'(*+,-- ./01 与

2345361 印迹实验联合检测蛋白间的结合情况。结

果显示，784*9:;<$ 蛋白与 &'( 标签不结合，而

=,:; 复合物组分中的 7;>?@、<(>@ 和<(>! 蛋

白分别与 9:;<$ 存在直接结合（图 A）。

注：<：;=> <B6C36；泳道 @ 为 +&DE*#(*@*7;>?@ 重组质粒；
泳道 ! 为 -./"! 与 01/! 双酶切鉴定重组质粒 +&DE*#(*@*

7;>?@ 结果；泳道 F、$、) 分别为 +&DE*#(*@*<(>@、+&DE*#(*@*
<(>! 以及 +D(*!AB（G）*9:;<$ 重组质粒，泳道 #、%、A 分别为重组
质粒 2./"! 与 01/! 双酶切鉴定结果
! ! "#$%&'()*

"#$ ! %&'#(#)*+#,- ,( '&),./#-*-+ 01*2.#3 /4 3,5/1&6&-74.& 3#!

$&2+#,-

注：<：;=> <B6C36；>：+D(*!AB（G）*9:;<$ F 个克隆；H：+&DE*#(*@*7;>?@ # 个克隆；?：+&DE*#(*@*<(>@ # 个克隆；;：+&DE*#(*@*

<(>! # 个克隆

+ 8 "#,-./ 9:;012345

"#$ 8 <3&-+#(#)*+#,- ,( '&),./#-*-+ 01*2.#3 /4 9:;
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注：!"#$%：阳性对照；&'()*+,%-.：阴性对照；&'()/0123、&'()

4(13 和 &'( )4(15 为实验组；67849 与 /8123、4(13 以及

4(15 直接结合
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置即为相应蛋白条带
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67849 属于 6784 蛋白家族成员G35H，该家族成

员通过其内在 /4(:F+ 活性或通过与其他染色质修

饰酶的相互作用，参与基因表达的表观遗传调控，

在细胞分化和恶性转化中发挥重要作用 G3H。人类

6784 家族均有进化上保守的 I 端 67 结构域，此

外 2 端有数量不等的 25>/5 锌指重复序列，这些

序列大多参与 8I1>蛋白质和蛋白质>蛋白质的相

互作用G35H。67849 首次被发现是根据其与 67845

在结构上具有相似性，因而从 J'( 数据库被识别G3AH。

已有文献报道在斑马鱼中，67849 通过 K"% 信号

通路在胚胎收敛性伸展运动中起重要作用G3=H。在小

鼠胚胎干细胞中，67849 直接作用于参与早期胚胎

发育的基因组区域，并可能在细胞分化过程中影响

发育调节因子的表达G39H。病理状态下 67849 的突

变可直接导致人类脆性角膜综合征G3L>3?H。

更为重要的是，67849 在多种肿瘤的发生、发

展中发挥重要功能。近期研究发现 67849 的下调

与多种肿瘤的不良预后相关，抑制 67849 的表达

可促进肿瘤细胞的增殖和迁移能力，提示 67849

可能作为抑癌因子在肿瘤癌变中发挥作用。虽然已

有文献报道在胃癌 G=>9H、结直肠癌 GLH、神经胶质细胞

瘤GCH、肺腺癌G3DH等肿瘤中 !"#$% 由于启动子 2#& 岛

发生甲基化而被沉默，但是 67849 在肺腺癌中发

挥抑癌作用的机制尚不清楚。前期本组在 19=D 细

胞中过表达 67849 后进行质谱实验。通过分析发

现 67849 与 I$78 复合物的大多数组分能够结

合。为了探究二者之间的直接结合情况，本研究在

肺腺癌细胞系 19=D 和 /35DD 中通过 2->!6 实验证

实了二者的内源性结合。依据体外原核表达系统，笔

者构建了 #J(>5?:（M）)67849、#&JN>=(>3>/8123、

#&JN>=(>3>4(13 以及 #&JN>=(>3>4(15 重组

质粒并成功诱导融合蛋白表达。通过 &'(>#$OO

P-Q" 实验证实 67849 与 I$78 复合物中 /8123、

4(13、4(15 A 个组分存在外源性结合，为进一步

明确 67849 与 I$78 复合物相互作用的潜在机制

打下坚实基础。

I$78 复合物在染色质水平上调控基因表达，

其参与了对肿瘤发生和进展必不可少的转录事件

的调控G5BH。研究表明，I$78 复合物与不同致癌或抑

癌转录因子结合，增强下游靶基因的转录抑制，在

不同的肿瘤中发挥不同作用G53>55H。例如，在乳腺癌细

胞中 (K!'( 这一转录因子可以通过 4(15 募集

I$78 复合物到目标基因 28/3 的启动子上，以介

导转录抑制并促进上皮>间充质转化进程G53H。同样在

乳腺癌中组蛋白脱甲基酶 R'83 可以通过 4(1 亚

基与 I$78 复合物结合后，抑制转化生长因子 !、丝

裂原活化蛋白激酶等途径的基因转录，继而干扰细

胞增殖、侵袭和上皮细胞>间充质转化进程 G5A>5=H。

由此可见，I$78 复合物与其他蛋白分子相互作用

可能是通过 4(1 家族蛋白。结合本文的实验结

果，推测 67849 可能通过与 I$78 复合物中的

/8123、4(13 和 4(15 结合，从而影响受 I$78

复合物调控的某些途径和（或）下游靶基因的转录

活性，进而影响肺腺癌的发生和发展进程。此外，

67849 与上述不同蛋白结合的具体结构域也有待

进一步明确。

综上，研究 67849 与不同蛋白（或结构域）之

间的相互作用，有利于深入探讨 67849 在不同环

境下发挥抑癌作用的分子机制。
6789:
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