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)*+,% 相互作用蛋白质组学分析及其在肿瘤中的作
用研究
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)*+蛋白家族主要是含有 )*2结构域的锌指蛋

白。)*+,%是一个潜在的转录因子，它可以特异性识

别甲基化的赖氨酸，并且是赖氨酸乙酰转移酶复合

体 3B+$:9]的一个亚基，催化组蛋白 *( 乙酰化和

非组蛋白的乙酰化^J$,_。)*+,%位于染色体 ,%EJJ上，

编码的蛋白质含有 , 个 VT/DM 结构域，J 个 4V$?DD\

结构域，J个 6,*,锌指结构域和 J个)*2结构域 '̂_。

现有研究表明 )*+,% 与肿瘤发生相关，但是

其在肿瘤增殖和侵袭中的作用仍存在争议。有报道

称 )*+,% 可以与 41V 结合，通过诱导 L`' 的表达

从而抑制肿瘤的发生^a_。在胶质母细胞瘤患者中，

)*+,% 表达阳性的患者表现出较长的生存期^ _̀。与

之相反，也有研究表明 )*+,% 在许多癌症中高表

达，并且可以通过活化 :+$!P 从而促进肿瘤的发

生 b̂$c_。本实验旨在首次系统性分析 )*+,%的相互作用

蛋白，初步探索 )*+,% 在肿瘤发生发展中的作用。

E ;<=)*

JKJ "#$ 人乳腺癌36+$-和324$3P$,'J细

胞株（购自中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库）

JK, %&'() 真核表达载体 L63d$V<A,P 购

自于 H=XFNMDA@= 公司。大肠杆菌 2*`" 为本实验室

制作。./0 试剂盒购自广州锐博生物科技有限公

司。转移小室购自 +4]6B: 公司。

JK' *+

JK'KJ 细胞培养 36+$- 细胞采用含有 J%e胎牛

血清的 23.3 培养基，'-*，&e 6B

,

培养；324$

3P$,'J 细胞采用含有 J%e胎牛血清的 J#(% 培养

基，'- *，无 6B

,

培养。

JK'K, 免疫亲和纯化 将细胞培养于 J&>O 大皿

中，当细胞密度到 #%e+-%e左右时用 ).H（聚乙烯
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亚胺）转染试剂转染相应质粒；转染后 $% &收获细胞，

'((( )#*+,$!离心 $*+,收集细胞，加入预加-.-/01+2

的 34 56778)，$ !条件下在杂交仪上裂解 9 &；数

次超声，以破碎细胞中的絮状沉淀物；以最大转速

$ !离心9( *+,，收集上清，取上清于一干净的 9: *;

离心管中，加入 <;=> ?@ 珠子 $ !条件下在杂交仪

上翻转混匀 @ &；:(("!，$!，离心 : *+,，弃上清；加入

34 56778) 将残余的珠子一并转移入预冷的 9A: *;

B4 管中；:(("!，$!，离心 : *+,，弃上清；重复上述

步骤两次；加入 <;=> C8C0+D8 翻转洗脱 "( *+,，

:(("! $!离心 : *+,，吸取上清为洗脱样品。

9A"A" 免疫共沉淀 收集细胞用 34 裂解液裂解后

超声，加入蛋白特异性抗体 $!孵育过夜。之后加入

4).08+, > 免疫磁珠 $!结合 @ &，经过洗脱非特异结

合后，对样品 E: !变性可用于 F8G08), 52.0 的检测。

9A"A$ BDH 检测 将细胞株接种于 @$ 孔板，每孔

加入 :I( !; 培养基正常培养过夜；加入 BDH 浓度

为 @( !*.2J; 的工作液，"K!孵育 @ &，加入 $L多聚

甲醛，在室温下固定 ': *+,。完全弃去固定液后，每

孔加入 "LMN= 清洗液洗 @ 次，每次 : *+,；弃去清

洗液，加入由 4MN 配制的 (A:#O)+0., PQ'II 溶液，

在室温下孵育 @I *+,。依次加入下列试剂配制染色

反 应 液 （'*;）：%II !; ' ")81-0+., 56778)，@I !;

R6NS

$

溶液，@T: !; C+-.2U2 1V+D8，'WW !; X81-0+.,

56778) 1DD+0+Y8，反应液现用现配。用 "LMN= 清洗液

清洗 @次，每次 : *+,。弃去清洗液后加入反应液，室

温避光孵育 "W*+,。弃反应液，加入 "LMN=清洗液避

光清洗 : *+,，加入 Z=43 染料封片。室温避光反应

"W *+,后荧光显微镜下观察。

9T"T: 转移小室实验 :WW !; 室温的无血清培养

基加入转移小室中，在生物安全柜中室温放置 @ &

以水化 BR? 层；在这期间用胰酶消化要接种的细

胞，并用细胞计数仪进行细胞计数；用移液器小心

的将小室上层的培养基吸出，并加入 "WW !; 上述

细胞悬液；向 @$ 孔板的孔中加入 :WW !; 含有 9WL

胎牛血清的培养基，将上一步的含有细胞的小室移

入此孔中；将 @$ 孔板（含小室）放于 :LRS

@

的 "K!

细胞培养箱中培养；9%$@$ & 把小室置于试剂盒中

附带的染色液中，染色约 @W *+,，用试剂盒中带有

的棉棒轻轻均匀的擦去 BR? 层，在倒置显微镜下

进行观察并照相计数。

9T$ !"#$% 所有实验独立重复 "次，两两比较

采用独立样本 "检验，#[WTW:为结果具有统计学意义。

! !"

@T9 4!<@W &'()*+,-./01 首先构

建了带有 <;=> 标签的 4!<@W 融合蛋白（<;=>Q

4!<@W）真核表达载体，将其与空载分别转染 ?R<Q

K 细胞。之后细胞裂解液通过使用 1,0+Q<;=> ?@ 亲

和珠进行免疫亲和纯化。经过数次洗脱非特异结合

蛋白后，用 ""<;=> 短肽进行洗脱，洗脱样品经过

梯度 NZNQ4=>B、银染、胶内酶解后进行质谱分析

（图 9=）。质谱结果表明，4!<@W 可以结合 4XR@ 复

合物中的组分和 \Z?$=。

为了进一步证实质谱结果，我们用 ?R<QK 细胞

过表达了带有 <;=> 标签的 4!<@W 后裂解细胞，利

用全细胞裂解液进行了免疫共沉淀实验。结果如图

9M所示，我们首先用 <;=>标签蛋白的特异性抗体

进行免疫沉淀，再用 \Z?$=、B]!@、BBZ、X5=C$^_$%

的抗体进行 3M 检测，证实了这些蛋白可以与 4!<@W

特异结合。接下来，我们用?R<QK细胞裂解液进行了

免疫共沉淀实验。结果如图 9R所示，我们在?R<QK

细胞中用 4!<@W的特异性抗体进行免疫沉淀，再用

\Z?$=、B]!@、BBZ、X5=C$^_$% 的抗体进行 3M 检

测，证实这些蛋白在体内可以与 4!<@W特异结合。
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0 为进一步探究 #$%!& 对乳腺癌细胞增殖和转

移的作用，我们在 '(%)* 细胞中进行 +,- 实验。显

微镜下同一位置，统计 +,- 视野中细胞数与 ./#0

视野中的细胞数比值（(1234156&"78! 9，:;#$%!&)86

&"<79 =，:;#$%!&)!6&"<>7 <，:;#$%!&)<6&"<?9 7），结

果发现与对照细胞相比，干扰 #$%!&表达的细胞增殖

能力显著降低（图 !/）。我们在'./)'@)!<8细胞中

又进行了 34A2:BC55实验。结果如图 !@，与对照细胞相

比，干扰 #$%!& 表达的'./)'@)!<8 细胞穿过基质

胶细胞数量明显减少（(12341568，:;#$%!&)86&"!!9 ?，

:;#$%!&)!6&"<97 *，:;#$%!&)<6&"!97 *），说明 #$%!&

能促进乳腺癌细胞侵袭转移。DEF/ 水平和蛋白水

平检测 #$%!&干扰效率结果见图 !(。
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恶性肿瘤是全球人类健康的第一杀手，其中乳

腺癌是女性排名第一的常见恶性肿瘤，!&89 年全球

约有 !8& 万新诊断的乳腺癌病例，约占女性癌症病

例的四分之一，严重威胁着女性的身体健康。在过

去的 8& 年中，由于生活方式、肥胖、生殖因素和内

分泌因素的影响，我国居民恶性肿瘤发病率发生了

快速的增长L>M。

#$%!& 作为一个组蛋白修饰的识别蛋白在基

因的表达调控过程中发挥重要作用。但是迄今为止

#$%!& 在肿瘤中的作用还存在争议，这可能与肿瘤

类型的差异相关。我们的实验结果显示，干扰

#$%!& 的表达可以抑制乳腺癌细胞的增殖和转移，

并与体内多个促进肿瘤发生发展的复合物相互作

用，如 #E(! 复合物和 N.'=/ 等。#E(! 复合物主

要 包 括 +O$!、P-O8!、++. 和 EQ/R=?S=9， 其 中

+O$! 催化 $<N!* 位点的二甲基化和三甲基化修

饰。在哺乳动物中 #E(! 复合物通过参与细胞周期

调控、上皮)间质转化和肿瘤发生等多个通路相关

基因的转录抑制，进而在发育和肿瘤发生过程中发

挥重要作用L8&M。研究表明 #E(! 通过抑制多个抑癌

基因的表达促进多种肿瘤的发生，并且其表达水平

与肿瘤的恶性程度显著正相关 L88M。#$%!& 与 #E(!

复合物的结合预示着 #$%!& 可能作为重要的促癌

因子在乳腺癌中扮演重要角色。后续我们将进一步

检测 #$%!& 是否作为 $<N!* 甲基化的“4CA,C4”而
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发挥作用。!"#$%（赖氨酸特异性去甲基化酶 $%）

是 &'() 去甲基化酶家族中的一员，可以催化去除

组蛋白 *+!, 和 *+!+- 的三甲基化和二甲基化。

!"#$% 已被证实在多种肿瘤中异常高表达，并且

能够促进肿瘤的增殖和转移。!"#$% 也可以通过

与多种转录因子结合，从而调控下游基因的表达./01。

我们的检测发现，2*345 作为一个潜在的转录因子

也可以结合 !"#$%，那么 2*305 是否通过招募

!"#$% 来调控基因的转录或者 2*305 是否是

*+!067*+!+- 甲基化的“89:;98”，是我们接下来的

研究关注的重点。

在本研究中，我们观察到干扰 2*305 的表达

后，细胞增殖速度降低，细胞侵袭数目也有明显减

少，说明 2*305 在细胞增殖和侵袭过程中发挥重要

作用。我们利用 <)=% 数据库及 =>2?% 数据库的数

据进行分析，发现 2*345 在乳腺癌等多种恶性肿瘤

中高表达。分析已发表的临床数据也发现 2*345 与

!"#$% 以及 >@*4 的表达水平正相关。生存期分析

表明 2*345 高表达的多种癌症患者生存期显著降

低。上述研究结果结合我们分析 2*345 相互作用蛋

白网络，我们有理由相信 2*345 在肿瘤发生发展中

发挥着重要的作用，2*345 招募 !"#$% 和 2A)4

复合物的具体分子机制有待于进一步研究，以期为

恶性肿瘤的诊断和治疗提供新的靶标。
!"#$%

./1 BCD <E @F:GH <E @FID 3E 9J :KL ?;9GJCMCN:JCIG IM H9G9O :G; P:JFQ:RO
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