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$摘要%
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目的
!

检测及分析与微
JY>.'1

"

8#JY>.'1

$基因上游启动子区域相互作用的蛋白'方法
!

采

用
EY>

4

O::!"T,

技术联合质谱鉴定的方法检测
8#JY>.'1

启动子区域相互作用的蛋白!并用生物信息学方

法对这些蛋白进行
\c

富集及
[H\\

通路分析'结果
!

在大肠癌
@GL.$$)

细胞中总共鉴定到
$($

个与
8#J.

Y>.'1

启动子区域特异性结合的蛋白'

\c

功能富集分析显示!这些蛋白涉及多种生物学功能!包括参与核酸

代谢%基因转录%细胞周期%细胞生长和再生等过程'

[H\\

通路分析表明这些蛋白参与多条信号通路!包括间

隙连接%细胞周期信号通路%

]>V[

信号通路等'结论
!

与
8#JY>.'1

启动子区域有相互作用的蛋白具有多

种生物学功能及参与多条信号通路'

$关键词%

!

质谱分析法#启动子#

EY>
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O::!"T,

#

\c

富集#

[H\\

信号通路
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大肠癌是消化系统主要的恶性肿瘤之一)微

JY>

#

8#JY>

$是一类长
$/

!

1;,3

的非编码小分子

JY>

%广泛参与了生物体多种生理病理过程%如个体

发育%细胞增殖*凋亡和分化%代谢与应激反应的调

节%肿瘤形成等%在疾病的诊断*治疗*预测预后及药

物疗效方面均具有巨大的潜力'

$.1

(

)作者前期研究显

示%

8#JY>.'1

在大肠癌组织表达较正常组织显著上

调%且与大肠癌淋巴结转移及远处转移相关&生存曲

线分析显示%

8#JY>.'1

表达增高的患者预后较

8#JY>.'1

表达不增高的患者差'

'.0

(

)体外研究发

现%

8#JY>.'1

过表达可以通过抑制靶基因第
$%

号

染色体缺失的磷酸酶和张力蛋白同源物基因#

4

2"+.

4

2939+79,!37,+#",2"8":"

I

O7!7:737!",62<"8".

+"8737,

%

VLHY

$增强大肠癌细胞的增殖%减少凋亡%

促进大肠癌细胞的迁移和侵袭等%参与大肠癌发生*

发展过程'

'.0

(

)但
8#JY>.'1

在大肠癌中的上调机制

尚未清楚)本实验通过
EY>

4

O::!"T,

技术联合质

谱鉴定的方法对
8#JY>.'1

启动子区域相互作用蛋

白进行分析%进一步用生物信息学方法对相互作用蛋

白进行
\c

富集分析及
[H\\

通路分析%旨在揭示

可能与
8#JY>.'1

启动子存在相互作用的蛋白%以期

为进一步研究
8#JY>.'1

表达调控的机制提供重要

-;)$

重庆医学
1%$(

年
;

月第
0/

卷第
$%

期

"
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作者简介!吴巍芸#
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$%副教授%硕士%主要从事大肠癌及非编码
JY>

方

面的研究)



的信息)
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材料与方法

I&I

!

材料

I&I&I

!

细胞株
!

人大肠癌细胞株
@GL.$$)

购自中

国科学院细胞库)

I&I&J

!

主要试剂
!

高纯度质粒小体中量试剂盒*

e.

,#N7<+9:EY>

纯化回收试剂盒购自天根生化科技有

限公司&高保真
V<#87DL>JEY>

聚合酶试剂盒*

EY>

标记物购自
L959<9

公司&快速银染试剂盒购自

碧云天生物技术有限公司&

E

Q

,9M79!+

+

].1/%

链霉

亲和素购自
L27<8"

公司&聚合酶链反应#

VGJ

$引物

由上海生工生物工程公司合成)

I&J

!

方法

I&J&I

!

EY>

4

O::!"T,

蛋白结合探针制备
!

VGJ

扩

增
8#JY>.'1

所在的宿主基因
L]H810;

转录起始

上游
X$(/-

!

X$M

4

片段)上游引物!

;h.G>\GGL

\LLG>>G>L\\L\>>.'h

%下游引物!

;h.\L>

>L\\\>\LG\\\GL>\>>>G.'h

)并在上

游引物
;h

用生物素标记)

VGJ

反应条件!

(0_

预变

性
;8#,

&循环参数分别为
(0 _ '%+

%

)% _ '%+

%

-1_18#,

%共
';

个循环&

-1 _

充分延伸
$%8#,

%

$&;̂

琼脂糖凝胶电泳检测扩增情况)

e,#N7<+9:

EY>

纯化回收试剂盒纯化*回收扩增的目的片段并

测序鉴定)

I&J&J

!

EY>

4

O::!"T,

实验
!

@GL.$$)

细胞于含

$%̂

胎牛血清的
JV]B$)0%

培养基%

'-_

%

;̂ Gc

1

环境中常规培养%细胞生长状态良好时%

JBV>

裂解液

裂解细胞%提取细胞蛋白)

81/%

链霉素亲和磁珠与

上述生物素标记的
EY>

探针冰上孵育
02

结合#实

验组$%以无生物素标记的
EY>

探针
.

磁珠为阴性对

照组)再往磁珠
.EY>

混合物中加入细胞裂解液#约

含蛋白
$8

I

$%

0_

孵育过夜)清洗缓冲液清洗磁珠
.

EY>

探针
.

蛋白复合物%进行十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯

酰胺凝胶#

DED.V>\H

$电泳分离蛋白条带并银染)

I&J&K

!

质谱鉴定和分析
!

将电泳条带胰酶酶解成肽

段%纯化肽段后用质谱仪
L27<8"D6#7,3#P#6iHS96.

3#N7

分析)质谱原始文件经过
]] A#:7G",N7<+#",

软件处理转换%得到
]\A

格式文件%然后用
]>D.

GcL

检索
O,#

4

<"3

数据库)质谱鉴定及分析送广州

赛哲生物技术有限公司完成)

I&J&L

!

差异表达蛋白
\c

*

[H\\

富集分析
!

对实验

组和阴性对照组比较筛选出的差异表达蛋白进行

\c

*

[H\\

富集分析)

\c

富集包括细胞组成#

67::O.

:9<6"8

4

",7,3

$%分子功能#

8":76O:9<PO,63#",

$及生

物学过程#

M#":"

I

#69:

4

<"67++

$三方面内容)在生物体

内%不同基因相互协调行使生物学功能%基于
[H\\

通路分析有助于更进一步了解基因生物学功能)

\c

富集与
[H\\

通路检验时%当
J

$

%&%;

的
\c

功能

条目及主要
[H\\

信号通路被认为是显著富集)

J

!

结
!!

果

J&I

!

EY>

4

O::!"T,

获取
8#JY>.'1

启动子区域相

互作用蛋白
!

用生物素标记的
EY>

探针
.

磁珠复合

物
4

O::!"T,

能与
EY>

相互作用的蛋白)

4

O::!"T,

后的样品进行
DED.V>\H

分离%实验组与阴性对照

组相比存在蛋白条带差异#

#,

4

O3

为阳性对照组$%见

图
$

)

!!

]

!

EY>

标记物&

$

!

#,

4

O3

&

1

!生物素标记探针实验组&

'

!非生物素

标记探针组#阴性对照组$

图
$

!!

EY>

4

O::!"T,

实验

表
$

!!

质谱分析实验组与阴性对照组的差异蛋白

归组后

蛋白编号

数据库中

蛋白登录号
蛋白得分 蛋白质量

匹配上蛋白的

二级谱数

匹配上蛋白的

肽段数
蛋白丰度 蛋白描述

-&; G]D$

/

@e]>Y 1) '1$0( ;

#

1

$

'

#

1

$

%&11

蛋白
G]DD$

$%&; LFF)

/

@e]>Y )$0 ;%1/$ '0

#

1(

$

$%

#

(

$

$&1/

微管蛋白
'

.)

链

$0&1 LF>0>

/

@e]>Y $1;$ ;%)'0 0)

#

01

$

$(

#

$-

$

'&/0

微管蛋白
$

.0>

链

;;&1 C>V1>

/

@e]>Y ')1 -)%$) $(

#

(

$

$;

#

/

$

%&0) C98#,9

相关多肽
1

%同种型
$

-;&1 BA0>1

/

@e]>Y ''% 0))%$ 1%

#

$1

$

$0

#

(

$

%&(/

真核起始因子
0>.

&

((&1 VA[>C

/

@e]>Y $$' /;-)1 $%

#

;

$

(

#

;

$

%&1$ >LV

依赖性
).

磷酸果糖激酶%肝脏类型

$';&' >EL0

/

@e]>Y $%% ';1/; $)

#

;

$

-

#

0

$

%&0' >EV

"

>LV

转位酶
0

$--&0 J>F';

/

@e]>Y $$( 1'1() -

#

)

$

0

#

'

$

%&; J9+

相关蛋白
J9M.';

1() G>V$

/

@e]>Y $%1 ;1'1; /

#

0

$

/

#

0

$

%&1/

腺苷酸环化酶相关蛋白
$

'10 JF$$>

/

@e]>Y ($ 100(1 ;

#

'

$

;

#

'

$

%&0- J9+

相关蛋白
J9M.$$>

/;)$

重庆医学
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年
;

月第
0/

卷第
$%

期



图
1

!!

差异蛋白的
\c

富集分析

J&J

!

质谱鉴定及分析
!

将实验组及阴性对照组的电

泳条带送质谱鉴定及分析)去除与阴性对照组重复

及未能鉴定的蛋白%共筛出
$($

个差异蛋白%部分蛋

白见表
$

)差异蛋白认为是能和
8#JY>.'1

启动子区

域相互作用的特异性蛋白)

图
'

!!

差异蛋白的
[H\\

通路富集分析

J&K

!

\c

富集分析
!

通过
\c

富集分析注释各差异

蛋白的分子功能和生物进程)从分子功能上看%大部

分蛋白质为结合#

M#,!#,

I

$蛋白质和具有酶活性的蛋

白质)结合蛋白质包括蛋白结合*细胞骨架蛋白结

合*酶结合*离子结合*

JY>

结合蛋白质)酶活性蛋

白质包括具有催化活性*甲基转移酶活性*转移酶活

性的蛋白质)从生物学过程来看%这些蛋白质多参与

核酸代谢*基因转录%蛋白代谢*修饰%核质运输*细胞

周期*细胞生长和再生等代谢过程%见图
1

)

J&L

!

[H\\

通路富集分析
!

[H\\

分析显示%各差

异蛋白显著富集于氧化磷酸化*氨基酸代谢*间隙连

接*细胞周期等信号通路%还参与
]>V[

信号通路*

VB'[.>53

信号通路*

J9+

通路*

L"::

样受体信号通路

等)以
J

$

%&%;

为筛选条件时%这些差异蛋白共涉及

10

个显著富集的通路%前
1%

位富集通路%见图
'

)

K

!

讨
!!

论

!!

许多研究显示%肿瘤中异常表达的
8#JY>+

具有

类似原癌基因或抑癌基因的功能%调控肿瘤细胞的增

殖*分化和凋亡%在肿瘤发生*发展中发挥作用'

;.)

(

)

8#JY>+

在不同肿瘤中具有特定的表达模式)多个

研究发现
8#JY>+

与大肠癌的发生*发展有关)

VHCC>LL

等'

-

(检测了
$/(0

例大肠癌组织%并与人

正常结肠组织进行比较%发现其中有
$1

种
8#JY>

表

达水平有明显差异%包括
2+9.8#JY>.))'M

*

2+9.8#J.

Y>.0;'(

*

2+9.8#JY>.$-.;

4

等)与大肠腺瘤相比%

大肠癌患者血清的
8#JY>.1$

明显升高%且在根治性

手术后水平下降%组织和血清中
8#JY>.1$

的高表达

与肿瘤大小*远处转移*预后显著相关%而且血清

8#JY>.1$

水平是大肠癌的一个独立预后因素'

/

(

)

8#JY>.$0%

通过下调
D89!'

%抑制大肠癌细胞的增

殖*转移和侵袭能力'

(

(

)作者前期研究发现%大肠癌

中
8#JY>.'1

表达上调%且与靶基因
VLHY

结合%抑

制其表达%参与大肠癌的发生*发展'

'.0

(

)进一步探讨

8#JY>.'1

在大肠癌中上调的机制)

8#JY>

的正确

转录由复杂的调控系统调节%转录因子与启动子的相

互作用是其重要的组成部分)外界环境的各种刺激

或不同发育阶段的各种信号会促使不同的转录因子

与转录调控元件结合%激活或抑制
8#JY>+

的转录)

因此%确定
8#JY>+

上游启动子上的相互作用的蛋白
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并分析其功能对研究
8#JY>+

的转录调控具有重要意

义)

dB>Y\

等'

$%

(研究发现%

8#JY>.'-/

在人脂肪细胞

中表达升高%通过荧光素酶报告基因检测发现
8#J.

Y>.'-/

的启动子区域在其上游
X)(/M

4!

X(0M

4

处%其中含有转录因子
DJHFV

和
G

"

HFV

的结合位

点%并通过
H]D>

实验证实%初次报道了脂肪因子和

细胞因子可能通过与人脂肪细胞的
8#JY>.'-/

启动

子区域的
DJHFV

和
G

"

HFV

结合位点结合%上调

8#JY>.'-/

的表达)研究发现%心肌特异性表达的

8#JY>.$

受到肌肉组织形成有关的转录因子
DJA

和

]

Q

"E

的调节'

$$

(

&

WBY

等'

$1

(发现%在卵巢颗粒细胞

中%类固醇因子
.$

#

DA.$

$能与
8#JY>.'/'

的启动子

区域结合%促进
8#JY>.'/'

的表达)

8#JY>.'1

属

于基因内
8#JY>

%其宿主基因为跨膜蛋白
10;

#

3<9,+.

878M<9,7

4

<"37#,10;

%

L]H810;

$)

8#JY>.'1

位

于
L]H810;

的第
$0

个内含子中)研究发现%内含

子编码的
8#JY>+

与它们的宿主基因共表达'

$'

(

%且

它们产生在内含子剪接之前%显示这些
8#JY>+

和它

的宿主基因
8JY>

来自于相同的转录本%所以调控

这些
8#JY>+

和它们相应的宿主基因表达应是相同

的机制'

$0.$;

(

)

本实验在
H,+78M:

数据库中检索
L]H810;

转

录起始点上游约
1&%5M

长度的区域%采用
EY>

4

O::.

!"T,

技术联合质谱分析的方法对启动子区域相互作

用蛋白进行分析%进一步用生物信息学方法对相互作

用蛋白进行
\c

富集分析及
[H\\

通路分析)结果

显示%

EY>

4

O::!"T,

和质谱分析总共鉴定到
$($

个

潜在的特异性与启动子区域相互结合的蛋白)

\c

功

能富集分析结果显示%这些相互作用蛋白涉及多种生

物学功能%包括参与核酸代谢*基因转录%蛋白代谢*

修饰%核质运输*细胞周期*细胞生长和再生等代谢过

程等)

[H\\

通路分析结果表明这些相互作用蛋白

参与多条细胞内重要的信号通路%包括间隙连接*细

胞周期信号通路*

]>V[

信号通路*

VB'[.>53

信号通

路*

J9+

通路*

L"::

样受体信号通路等)这些信号通

路在调控细胞增殖*分化*凋亡*迁移*侵袭等重要生

理和病理过程中发挥重要作用)这为进一步研究大

肠癌中
8#JY>.'1

上调及大肠癌发生*发展的机制提

供了重要的信息)这些信息的预测为下一步寻找有

意义的调控
8#JY>.'1

表达的蛋白提供了线索%但由

于生物信息学具有一定的局限性%还需进行进一步的

分子生物学及功能的验证%这为下一步研究提供了可

靠的研究策略)
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