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摘 要!%目的& 利用蛋白质组学筛选抑癌候选基因
=*9)$

在鼻咽癌中可能调控蛋白' %方
法& 提取

=*9)$

稳定高表达的鼻咽癌
I&N

和对照鼻咽癌
@O

细胞蛋白!并采用双向凝胶电泳
P !&!'()*Q

技术进行有效分离!图像扫描后获得高分辨率的
!&!'()*

图谱' 选用差异蛋白质
组学技术筛选差异蛋白位点!然后用肽质量指纹谱

P'8AQ

和数据库检索技术给予鉴定' 荧光
定量

'@>

和
B,3.,/6 R+0.

验证差异基因表达水平' %结果& 质谱分析显示!

'S8!

(

*>T#F

和
R@(9!

在
=*9)#

过表达的
I&N

细胞中表达下调! 其下调倍数分别为
UKV!K

!

UIVOK

和
UWVK!

倍'荧光定量
'@>

在
X>=(

水平验证了
'S8!

(

*>T$F

和
R@(9!

)

UIVOK

(

UIVW!

和
UWVKK

倍*以
及

B,3.,/6 R+0.

在蛋白水平验证了
'S8!

和
*>T$F

蛋白在
I&N

细胞中表达下调' %结论&

'S8!

(

*>T$F

和
R@(9!

可能是
=*9)$

调控的靶基因! 参与了
=*9)$

介导的鼻咽癌生长抑
制'

关键词!鼻咽癌#
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='@Q

是恶性

度较高的肿瘤! 病理类型绝大多数是鼻咽低分化鳞

状细胞癌'

='@

具有独特的流行病学特征!高发于

中国南方和东南亚等地区和国家' 流行病学调查显

示! 鼻咽癌的发生涉及到遗传倾向性和环境致癌因

素!很可能是遗传易感性个体!接受了致癌物的作用

而发生的'

*R

病毒(化学致癌物和胚性击中构成了

='@

的主要病因!导致癌基因过表达及抑癌基因表

达下调或表达缺失%

$

&

!鼻咽黏膜上皮经过癌前病变!

最终发生鼻咽癌'

我们前期研究表明!

=*9)$

在鼻咽癌发病过程

中表达下调! 并作为一个不利的因素促进了鼻咽癌

的发生发展以及淋巴结转移%

!"W

&

' 初步的机制分析显

示! 其主要通过调节
1!$

(

@@=($

和
8('S

通路相

关基因表达来参与调控鼻咽癌生长'由于
=*9)$

研

究处于初始阶段!其导致鼻咽癌发病机理远未阐明'

本研究我们采用蛋白质组学技术分析
=*9)$

所调

控的蛋白!以期进一步理解
=*9)$

作为抑癌基因参

与鼻咽癌发病过程奠定新的基础'

$

材料与方法

!"! =*9)$

过表达
I&N

细胞和对照鼻咽癌细胞
@O

!&

电泳分离'

K

(

$V$V$

细胞培养

慢病毒介导的
=*9)$

过表达
I&N

细胞和对照

空载鼻咽癌细胞
@O

%

!^W

&已经被建立!用含有
#M_

小

牛血清的
>'8D $OWM

培养基! 于
I%#

!

K_@T

!

条件

下培养'

$V$V!

蛋白质样品制备

细胞培养至对数生长期!弃去培养基!预冷
'R9

冲洗
I

次!用细胞刮刀轻轻刮净细胞!离心收集' 细

论 著K!K
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胞沉淀中加入适量的裂解液
&

含
%'()*+

尿素!

!'()*+

硫 脲 !

,- ./012

!

!"''()*+ 3456

!

78''()9+ :33

!

;<!-=5(!+>?@A9$"

两性电解质和
$''()9+

苯甲磺酰

氟
B

! 超声处理后 !

," $8 """C

离心
7"'5D

! 改良

=4EFG(4F

法测量蛋白质浓度!上清储存于
HI""

冰箱

备用"

$<$<A

双向电泳

按照
14(?@ED JKL .@))

操作说明进行" 细胞总蛋

白
&8;; !CM

与泡胀液混合至总体积
A8"!)

!室温被动

泡胀
$7N

左右!等电聚焦设置为#

A;O $!N

!

8;;O $N

!

$ ;;;O $N

!

I ;;; O $;N

! 完毕后分别在含
$P:33

的平衡液
"

和含
!<8-

碘乙酰胺的平衡液
#

中各平

衡
$8'5D

! 第二向聚丙烯酰胺凝胶电泳
&2:2!10QKM

采用浓度为
$A-

的均一胶! 起始电流
$!'0

!

A"'5D

后
,I'0

至溴酚蓝到底! 电泳后用考马斯亮蓝
Q!

!8"

进行染色"

$<$<,

凝胶成像及图像分析

利用
RS0T1(U@4+((V $$;;

透射扫描仪获取图

像!用
1:WX@6?%<$

软件包进行图像分析!选取表达

量差异
$<8

倍以上的点作为后续质谱分析的候选蛋

白质点"

!"#

差异蛋白质点的质谱鉴定!

8

"

$<!<$

胶内酶切及质谱鉴定

将考马斯亮蓝染色后凝胶中的差异蛋白质点切

成
$''

!

#!''

! 大小的胶块! 用含
8;;')9+

乙腈的

!8''()9+

碳酸氢铵溶液浸泡胶片!振荡
!;'5D

!弃去

溶液! 用真空离心干燥机
2Y@@FOEZ [2@\ED?M

干燥

8;'5D

!使胶片完全脱水!加入
A#$;!) !;'C9+

胰酶!

待酶液完全吸收后补充适量
!8''()9+

碳酸氢铵缓

冲液!

A%"

孵育
$7N

" 酶解肽段先以
8-

三氟乙酸萃

取
$N

!再以
!<8-

三氟乙酸
]8;-

乙腈萃取
$N

!两者

混合于
K1

管中真空冻干" 取
$!)

萃取液与
$!)

基

质
&$!

腈基
!,!

羟基肉桂酸溶于
$')9+

三氟乙酸 !

8;;')9+

乙腈的饱和溶液
M

混合!点板进行基质辅助

激 光 解 吸 电 离 飞 行 时 间 质 谱
S0+:J!3^L!3^L

[0=J,%;;M

分析"

$<!<!

数据库检索

使用国际互联网上的蛋白质数据库
J1J_NX!

'ED_\A<,` FE?EaE6@

提供的检索程序进行检索!匹配

肽段超过
,

个$

S02.^3

得分大于
7A

分的蛋白质认

为有统计学意义"

$<!<A bc0

提取和荧光定量
1.b

采用
345d()

试剂提供的标准步骤提取两种细胞

的总
bc0

" 总
bc0

随即被逆转录成
Z:c0

!反应条

件#总
bc0 $!C

与
!!) Fc31 '5e[$;'SM

和
!!) ()5C(

[F3M$I[;<8!C9!)M

及无
bc0

酶的去离子水共
$A<8!)

混匀!离心"

%;"

变性
8'5D

!室温静置
!'5D

" 然后依

次添加
8$=XGG@4 ,!)

!

;<$S :33 $!)

!

bcE6@ 5DN5a5?(4

[,;R9!)M;<8!)

!逆转录酶%

!;;R9!)

&

$!)

!混匀!离心!

放入
,!"

水浴中反应
$N

!

`8"

灭活
8'5D

"

]!;"

冷冻

备用"看家基因
0bL8

作对照"引物由上海博亚公司

合成 %见表
$

&" 实时荧光定量
1.b

反应体系为

2f=b 14@'5e Ke

%

!$

&

#;!)

$上下游引物%

#;!'()

&各

;<,!)

$

b^T b@G@4@DZ@ :>@ #

%

8;$

&

;<,!)

$

Z:c0

模

板
#!)

和灭菌去离子水
%<I!)

共
!;!)

" 反应条件#

`,"

变性
!'5D

'

`,"

变性
#;6

'

8%"

退火
#;6

!

%!"

延

伸
#86

!

,8

个循环'最后!产物在
%!"

延伸
8'5D

!溶

解曲线分析" 实验重复
A

次"

#<!<,

蛋白质印迹

收集对数生长期细胞
bJ10

裂解液提取细胞总

蛋白质!取等量蛋白进行分析!以
%!EZ?5D

作内参照

%购自
2ED?E .4Xd

!

JDZ

&!

1gS!

抗体购自
KY5?('5Z6

!

JDZ

'

Kb^#+

购自
.@)) 25CDE)5DC 3@ZND()(C>

!

JDZ

"先在

8P

聚丙烯酰胺浓缩胶中
7;O

电泳至分离胶! 后在

IP

聚丙烯酰胺分离胶中
#;;O

继续电泳直至溴酚蓝

到底!湿转法转移至
1O:L

膜!电流
#;;'0 !N

!后用

8P3=20

脱脂奶粉封闭
!N

! 加入
1gS!

%

# %8;;

&!

Kb^#+

%

#%#;;;

&抗体反应过夜!

K.+

化学发光检测!

显色试剂盒购自
15@4Z@

公司"

!

结 果

#"! .7

和
A:I

细胞株的
!!:K

差异分析

先采用
Y/A!#;c+

的
J1Q

胶条对两细胞株总蛋

白进行双向电泳分离 ! 经过考马斯亮蓝染色和

1:WX@6?%<#

软件包分析后! 发现一些蛋白质点的表

达水平明显改变" 选取
A

个差异表达蛋白质点进行

质谱分析见图
#

%局部放大位点&"

#"#

差异蛋白质点的
S0+:J!3^L

质谱及肽指纹图谱

鉴定

用刀片切取
A

个差异蛋白质点进行胶内酶解和

S0+:J!3^L

质谱分析!结合数据库检索成功鉴定了

论 著 8!7
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这些差异蛋白质点为
&

种蛋白质!表
!

"# 这
&

个差

异候选差异蛋白中$ 都是在
'()*$

过表达的
&+,

细胞中表达下调$ 包括了
-./!

%

(01$2

和
345)!

蛋白$ 其差异下调倍数分别为
678!7

%

6&897

和
6:87!

倍$表明
-./!

%

(01#2

和
345)!

是
'()*#

潜在调

控蛋白#

!"# 0;6-40

验证
<0'5

水平表达

对质谱所鉴定的
-./!

%

(01#2

和
345)!

差异

候选蛋白在
&+,

和
49

细胞中进行了荧光定量
0;6

-40

验证
<0'5

水平表达$

50=7

基因作为内参照#

结果显示$ 相比于对照
49

细胞$

-./!

%

(01#2

和

345)!

在
'()*#

过表达的
&+,

鼻咽癌细胞中均表

达下调$其下调倍数分别为
6&897

%

6&8:!

和
6:877

倍$

这与蛋白质组的分析结果基本一致
>

图
!?

#

!"$

蛋白质印迹验证蛋白质水平表达

利 用
@ABCADE 3FGC

验 证
&+,

和
49

细 胞 间

-./!

和
(01#2

表达水平的变化$

!!HICJE

作为内对

照# 结果显示$与对照细胞
49

相比$在
'()*#

过表

达的
&+,

鼻咽癌细胞中$

-./!

和
(01#2

表达下调

!图
&

"$下调倍数分别为
6!879

和
698:7

倍$这也与双

向电泳分析结果基本一致#

&

讨 论

鼻咽癌发病是一个多阶段%多途径%多机制的过

程$涉及大量相关基因的参与#

'()*#

基因是
#KKK

年姚开泰教授领导的本课题组发现和克隆的一个新

基因&

9

'

#

!LL7

年$我们重新克隆该序列发现该基因序

列存在
!

个错误位点$ 影响了蛋白质编码序列# 随

图
$ 49

和
&+,

细胞差异蛋白图谱比较

49 &+,

-./!

(01$2

345)!

表
!

蛋白质组筛选差异蛋白

差异
蛋白

蛋白名称
&+,

蛋白中
下调倍数

-./! -MDNOHCA PJEHBA

$

<NBIFA 678!7

(01#2 QG<G BHRJAEB

$

(01#6FJPA 6&897

345)! 3DAHBC IHDIJEG<H H<RFJSJAT

$

BAUNAEIA ! 6:87!

表
#

差异表达基因引物序列

基因 上游引物 下游引物 扩增长度

-./! 7"45*445;*;4*55*44445;&" 7"5;4***55*4;***4455;*&" #%:VR

(01$2 7"5445;;4;;4*5*4*4445*&" 7"*45*;*444555444;*5*;&" !%9VR

345)! 7"**4;**5*5**;;*;**;**&" 7";**;;*;4*5*45*445*;4&" !$:VR

图
!

荧光定量
-40

验证
-./!

!

(01$2

和
345)!

<0'5

在
49

和
&+,

细胞中表达水平

49 &+,

-./!

(01$2

345)!

49 &+, 49 &+,

9

7

:

&

!

$

"

平
均

差
异

倍
数

图
& @ABCADE 3FGC

鉴定
-./!

和
(01$2

蛋白
在

49

和
&+,

细胞中的表达水平

49 &+,

(01$2

-./!

3ACH!HICJE

论 著7!%
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后!我们校正了该基因!并初步发现该基因在鼻咽癌

中表达下调" 进一步的研究主要针对该基因在鼻咽

癌中的表达情况#功能#初步的分子机制以及该基因

在鼻咽癌中表达下调是否存在着启动子甲基化情况

进行了研究" 我们的结果显示!

&'()$

在鼻咽癌中

表达明显下调! 过表达的
&'()$

和抑制
&'()$

表

达后能分别抑制和恢复鼻咽癌细胞增殖# 游走和侵

袭能力! 并参与细胞周期的调控" 分子机制分析显

示!

&'()$

能通过参与调控细胞周期因子
*!$

和

++&,$

的表达!从而影响细胞周期的进展" 此外!我

们还发现!

&'()$

基因还可以调节
-,./

通路相关

基因表达影响鼻咽癌细胞生物学功能的改变$

!

!

0

%

"

在本次研究中!为了进一步明确
&'()$

在鼻咽

癌中的调控作用机制! 我们利用蛋白组学技术分析

了
&'()$

在鼻咽癌细胞中所调控的蛋白因子"在经

!1!.,)'

电泳分离和质谱鉴定后! 我们在
&'()$

过表达的
012

鼻咽癌细胞中发现了
0

个下调的基

因!分别是
./-!

#

'34$5

和
6+,(!

" 实时荧光定量

.+3

和
789:8;< 6=>:

进一步确证了
./-!

#

'34$5

和
6+,(! ?3&,

表达水平 &

@0ABC

#

@0DE!

和
@EDCC

倍' 以及
./-!

和
'34#5

蛋白在
012

细胞中表达

下调!结果基本上与蛋白质组水平检测结果一致!表

明这
0

个基因是
&'()#

在鼻咽癌中的调控基因"

./-!

在肿瘤细胞中表达可以促进有氧
F

糖
G

酵

解!导致肿瘤细胞有选择生长优势!因此
./-!

可能

是肿瘤治疗中一个较好的靶标"

(H3&,

沉默
./-!

基因表达导致肿瘤细胞生存率降低! 凋亡发生水平

增高! 但对成纤维细胞和内皮细胞影响很小或者没

有影响$

%

%

"在胶质瘤中!

?H3&,!0!B

能诱导细胞发生

凋亡以及降低细胞代谢活性! 其主要机制是通过直

接靶击抑制
./-!

基因表达而发挥作用$

2

%

" 此外!新

的研究发现 !

./-!

参与了
!!IJ:8<H<

调节 ! 其在

')K3

激活的情况下能促进
!!IJ:8<H<

核转位激活!

从而促进细胞增殖和肿瘤的发生$

L

%

" 在人类肿瘤发

生过程中!

'34$5

的表达水平通常特异的在缺氧环

境中表达上调! 同时伴随着具有促进血管生成和细

胞生长能力的
M')K

基因表达水平升高 " 利用

9H3&,

抑制
'34$5

表达后!

M')K

的表达水平也随

之下调"

'34$5

在缺氧环境下能促进
M')K

表达的

这种能力体现了其在肿瘤发生发展的重要作用 $

L

%

"

6+,(!

基因称为乳腺癌扩增序列
!

! 其定位在

$*$0D0N!#

!在原发性乳腺癌!该区域常发生扩增 $

#O

%

"

过表达的
6+,(!

基因促进雌激素受体介导的转录!

增加乳腺癌发病的机会 $

$$

%

" 此外!

6+(,!

基因能负

性调控肿瘤抑制基因
*C0

的表达! 从而促进肿瘤生

长$

$!

%

"综上所述!以上
0

个基因在肿瘤发生发展过程

中都发挥促进的作用!具有潜在癌基因的功能"我们

前期的研究表明
&'()$

在鼻咽癌中具有抑癌基因

的作用!而在本次研究中!我们通过蛋白组学技术发

现过表达的
&'()$

基因在鼻咽癌中下调潜在癌基

因
./-!

#

'34$5

和
6+,(!

表达 ! 进一步表明了

&'()$

作为抑癌候选基因参与了鼻咽癌发病过程"
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