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摘要       蛋白质与蛋白质相互作用(PPIs)是两个或更多蛋白质分子之间通过静电作用、范德华力等建立的高

度特异性的物理接触. 细胞内的各种蛋白分子通过PPIs进行彼此之间的功能调节、信号通路的交互作用等,从
而实现各种生物进程, 而异常的PPIs也将导致疾病的发生、发展, 其中就包括肿瘤. 因此围绕某些和疾病密切

相关的关键蛋白构建其相互作用生物网络(interactome)将有助于更好地分析该关键蛋白在疾病中的作用和可能

的分子机制. 本研究针对抑癌基因p53结合蛋白1 (TP53BP1),利用亲和质谱分析鉴定了15个潜在的TP53BP1相
互作用蛋白. 同时,结合PPI数据库检索构建了与TP53BP1相互作用的蛋白质网络,并对该网络中的蛋白进行了

功能富集分析、通路分析,结果显示, TP53BP1相互作用蛋白主要富集在细胞周期、同源重组、错配修复等重

要通路, 该研究为深入解析TP53BP1的生物学功能及其在肿瘤中的作用奠定了基础.
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蛋白质是所有细胞的关键组分,蛋白质之间的相

互作用对于绝大多数细胞功能至关重要. 一些基本的

生物过程如基因转录及翻译、细胞周期控制、信号传

导和调节、细胞运动等都取决于蛋白质复合物的正

确组装. “后基因时代”的一个重要事件是大量的功能

注释基因组数据的累积[1], 不同的基因根据它们的相

似性如表达模式[2]、语义相似性[3]、蛋白质与蛋白质

相互作用(protein-protein interaction, PPI)网络结构[4]通

过聚类分析从而捕获富集的生物功能信息. 因此PPIs
构建技术已经成为蛋白质分析的关键因素之一,为了

解蛋白质的功能提供了重要信息[5,6]. 癌症基因组学、

靶向治疗、网络肿瘤学(network oncology, NO)的出现

与整合已经显著扩大了癌症中通过PPIs发现治疗的

机会. 在癌症中, PPIs形成信号传导的节点与中枢,其
沿着分子网络传递病理生理学线索以实现整合的生

物输出, 从而促进肿瘤发生、肿瘤进展、侵袭和(或)
转移[7].

目前有多种方法来鉴定PPIs, 这些方法包括以实

验方法鉴定直接物理相互作用以及基于计算分析预测

的功能性联系[8]. 免疫共沉淀(co-immunoprecipitation,
Co-IP)被认为是蛋白质相互作用的金标准测定方法,
使用特异性抗体分离感兴趣的蛋白及其相互结合蛋
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白,随后通过质谱分析法可以高通量地鉴定与目标蛋

白的相互作用蛋白组[9]. PPIs的大规模鉴定产生了大

量的蛋白质相互作用关系,这些数据不断地更新并且

被专门的数据库收集整理, 包括BIND[10], ProLinks[11],
STRING[12,13]等. 这些数据库的使用为特定相互作用网

络的构建提供了便利.
p53结合蛋白1 (TP53BP1)含有1972个氨基酸, 该

蛋白没有明显的酶活性 , 却包含与众多DNA双链

断裂(double-strand break, DSB)损伤响应蛋白的结合

位点[14]. TP53BP1不仅是DSB修复蛋白[14,15], 还参与

调控端粒动力、抗体产生、癌症的发生发展[16], 同
时参与调解细胞周期和细胞凋亡等重要信号通路[17].
TP53BP1对DSB的修复功能很好地体现在乳腺癌相关

基因1 (breast cancer associated gene 1, BRCA1)缺陷型

细胞[18~20]. 最近的研究表明, TP53BP1和BRCA1通过

相互影响对方招募到DSB位点在DSB修复途径的平衡

中发挥重要作用[21]. 同时,有研究表明,肿瘤对放射性

和化学疗法的反应取决于DNA损伤反应(DNA damage
response, DDR)网络, DDR对于维持基因组完整性、

稳定性、正常功能是重要的[22]. TP53BP1作为DDR的
关键组成部分,与肿瘤的发生、发展及预后密切相关.
本文针对TP53BP1,结合亲和质谱分析与PPI数据库检

索的方法构建了与TP53BP1相互作用的蛋白质网络,
并对该网络中的蛋白进行了功能富集分析(Gene On-
tology analysis)和信号通路分析(pathway analysis), 从
而更深入地解析TP53BP1的生物学功能及其在肿瘤中

的作用.

1  材料与方法

1.1  抗体和试剂

兔源抗TP53BP1多克隆抗体、正常兔 IgG购

自Santa Cruz (美国 ), 增强化学发光试剂、BCA试

剂、Dynabeads Protein A磁珠均购自Life Technologies
(Carlsbad, 美国 ). 蛋白酶抑制剂Cocktail片剂购自

Roche Diagnostics (Indianapolis, 美国). 二硫苏糖醇、

碘乙酰胺购自Sigma Aldrich (St.Louis, 美国 ). 胰蛋

白酶购自Promega (Madison, 美国). 乙腈、甲酸购自

Fisher Scientific (Pittsburgh, 美国). MEM培养基、胎

牛血清购自HyClone (Logan, 美国).

1.2  细胞培养与细胞蛋白裂解

本研究中使用的ACHN肾细胞癌细胞系购自

于美国模式培养物集存库ATCC. 培养基使用加入

10%胎牛血清、1%双抗(青霉素与链霉素)的MEM,
并在37℃, 5% CO2的环境中培养 . 细胞汇合度在

90%左右时进行蛋白裂解 , 裂解液为补充有蛋白酶

抑制剂Cocktail的Triton X-100裂解缓冲液(40 mmol/L
Tris, 120 mmol/L NaCl, 1% Triton X-100, 1 mmol/L NaF,
1 mmol/L Na3VO4).

1.3  免疫共沉淀、、、蛋白凝胶电泳、、、凝胶内酶解

取40 μL Dynabeads Protein A磁珠与稀释在300 μL
PBS中的TP53BP1抗体或正常兔IgG (对照组) 4℃悬摇

孵育过夜,然后用Triton X-100裂解缓冲液洗磁珠除去

未结合的抗体. ACHN细胞裂解液进行BCA测定浓度

后均分为两份分别与孵育抗体或对照IgG的磁珠4℃
悬摇孵育6 h,之后用Triton X-100裂解缓冲液充分清洗

磁珠, 通过在磁珠中加入SDS-PAGE上样缓冲液后沸

水浴10 min洗脱蛋白质. 利用SDS-PAGE分离蛋白,并
对分离胶进行银染染色、切胶和脱色,在质谱分析前

用胰蛋白酶进行胶内酶解消化[23].

1.4  质谱分析

使用nanoUPLC (Waters, 美国)分离胰蛋白酶消

化肽段并采用nanoESI-LTQ Orbitrap质谱仪 (Thermo
Fisher Scientific, 美国)分析胰蛋白酶消化肽段[23]. 首

先,将样品加载在捕获柱上,以流动相A (0.1%甲酸)以
5 μL/min的流速冲洗3 min进行脱盐. 然后,使用nanoU-
PLC分离柱(C18, 150 mm×0.075 mm, 1.7 μm)进行肽段

的分离. 采用淋洗梯度: 7%~45% B (含有0.1%甲酸的

乙腈),分离时间为90 min. 质谱仪以Data Dependent模
式运行,其中初始FT扫描记录m/z 350~2000质量范围,
其中丰度最高的8个离子被自动选择用于碰撞激活解

离(collisional activated dissociation, CAD).喷射电压设

置为2.0 kV,串联质谱归一化碰撞能量设定为35%. 使
用嵌入在Protein Discoverer 1.3软件(Thermo Fisher Sci-
entific)中的SEQUEST算法在含有98778个序列条目的

Uniprot人蛋白质数据库中进行原始数据搜索. 在数据

库搜索期间运用以下参数: 10 ppm前体质量误差, 1 Da
片段质量误差,半胱氨酸残基的巯基甲酰化设置为静
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态翻译后修饰, 蛋氨酸氧化设定为可变翻译后修饰,
容许的胰酶漏切位点设为1. 共进行3次生物重复, 且
质谱结果筛选条件设置为: 特异性肽段大于2、假阳

性率小于0.01,以确保蛋白质鉴定的稳定性与可靠性.

1.5  蛋白质相互作用数据库检索及相互作用网络
构建

从STRING蛋白质相互作用数据库获得与TP53BP1
相互作用的蛋白质, 筛选条件设置为: 最低相互作用

得分为高可信度0.7分, 数据来源为实验验证, 相互作

用蛋白数量为不超过50个. 通过合并质谱检测得到的

15个和STRING数据库检索获得的50个TP53BP1相互

作用蛋白, 得到P53BP1相互作用蛋白列表(共包含65
个相互作用蛋白),将该列表上传到STRING数据库进

行检索, 获得网络内部的蛋白相互作用关系, 综合以

上信息并使用Cytoscape 3.5.0软件[24] 构建TP53BP1相
互作用蛋白网络.

1.6  蛋白质组功能富集分析、、、TCGA基因组数据
分析

使用嵌入在R语言包ClusterProfiler[25]中的 en-
richGO与enrichKEGG函数分别对蛋白质组进行GO功
能富集分析和通路分析, P值设置为小于0.01. 使用在

线分析工具cBioPortal对TCGA中临床样本的基因组

数据进行搜索,分析TP53BP1基因在33种类型肿瘤中

相对于正常对照组的突变及拷贝数变化.

2  结果与讨论

2.1   TP53BP1相互作用蛋白质的质谱分析组

本研究首先采用免疫共沉淀结合质谱分析检测

TP53BP1的相互作用蛋白,通过对比TP53BP1的免疫沉

淀样品和正常IgG对照组,共发现15个潜在的TP53BP1
相互作用蛋白 , 其中包括RNA聚合酶POLR2A、染

色体相关驱动蛋白KIF4A, RNA结合蛋白RBM26等
(表1). 在这组新鉴定的TP53BP1相互蛋白组中, USP28
已被报道通过TP53BP1的BRCT结构域与TP53BP1相互

作用[26]; 另外DNA解旋酶RECQL5被报道与TP53BP1
介导的DNA损伤修复相关[27], 这些被报道过的相互

作用关系证实了本研究中免疫共沉淀结合质谱分析

鉴定的与TP53BP1相互作用蛋白的可靠性 . 其他13
个蛋白都是未见报道的潜在的新型TP53BP1相互作

用蛋白, 其中本研究组发现, 无义转录物调节蛋白1
(regulator ofnonsense transcripts 1, UPF1)、182 KD端锚

聚合酶-1结合蛋白(182 kD tankyrase-1-binding protein,
TNKS1BP1)等都与DNA修复相关 [28,29], 可能通过与

TP53BP1相互作用调节DNA修复过程.

表 1   质谱分析鉴定的TP53BP1相互作用蛋白列表

蛋白编号 描述 基因符号 覆盖率 特有肽段 分子量 (kD)

P24928 DNA指导的RNA聚合酶Ⅱ RPB1亚基 POLR2A 38.78% 43 217.0

O95239 染色体相关驱动蛋白KIF4A KIF4A 33.85% 37 139.8

Q68CZ2 张力蛋白3 TENS3 22.08 21 155.2

Q5T8P6 RNA结合蛋白26 RBM26 19.96 13 113.5

A5YM55 RECQL5蛋白 RECQL5 18.06 13 108.8

Q96RU2 泛素羧基末端水解酶28 USP28 10.49 8 122.4

Q92900 无义转录物调控器1 UPF1 9.39 8 124.3

D3DWL9 切割和多腺苷酸化因子特异性亚基1 CPSF1 7.84 9 151.9

B3KMV5 延伸的突触结合蛋白1 FAM62A 3.53 3 122.8

B4DJK4 转录延长因子SPT5 SUPT5H 3.19 2 96.9

B4DQY7 TATA元件调控因子 TMF1 2.52 2 111.7

A8K8N3 精子相关抗原5 SPAG5 1.68 2 134.3

Q6P2E9 信使RNA脱帽增强蛋白4 EDC4 1.64 2 151.6

Q9C0C2 182 kD端锚聚合酶1结合蛋白 TNKS1BP1 1.45 2 181.7

Q9UQ35 丝氨酸/精氨酸重复基质蛋白2 SRRM2 1.13 2 299.4
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2.2  绘制TP53BP1相互作用蛋白网络

为了更为全面和深入地了解TP53BP1功能, 通过

结合质谱分析和PPI数据库检索,建立了TP53BP1在细

胞内的相互作用网络. 如图1所示,该网络共包含65个
蛋白节点(不计TP53BP1), 462个相互作用连接. 其中

转录因子p53 (TP53)是报道最多的TP53BP1的相互作

用蛋白[30]. TP53对包括DNA损伤在内的各种应激信号

做出反应,通过调节多种靶基因的转录,引发细胞周期

停滞、凋亡、DNA修复和代谢反应[31,32]. TP53是重要

的肿瘤抑制因子, TP53突变是约50%肿瘤病例发生的

驱动因素. 最近的研究表明, USP28与TP53BP1协同作

用合作调控p53依赖的转录作用[33]; BRCA1亦是DDR
通路中的重要信号分子,它通过募集DNA损伤修复蛋

白促进同源重组修复,而DNA损伤响应分子ATM激酶

蛋白通过磷酸化下游底物可以将DSB的信号传递给

众多下游靶点[34], 有研究表明, TP53BP1与BRCA1协
同作用促进ATM激酶活性,增强了ATM下游多种底物

的磷酸化[35]. 本研究组构建的TP53BP1相互作用蛋白

网络很好地展示了这些分子之间的交互作用.

2.3   GO功能富集分析与通路分析

为了进一步解析TP53BP1相互作用蛋白组的功

能信息,对这65个蛋白进行了GO富集分析和KEGG信
号通路分析(图2). 生物过程(biological process, BP)富
集分析结果显示,这65个蛋白主要作用在DNA复制、

DSB修复、DNA代谢调节、DNA重组、细胞周期检

查点、DNA完整性检查点、DNA损伤检查点、p53家
族介导的信号转导等生物过程. 细胞周期检查点的

活化主要有两个控制激酶: ATM和ATR. ATM响应于

DSB和染色质结构中断[36], ATR主要响应于复制叉的

停滞. 这些激酶在信号转到级联中磷酸化下游靶标,
最终导致细胞周期停滞. 肿瘤的发生通常需要多步骤

进程多年时间,通过DNA修复途径预防突变发生在避

免致癌中起到关键的早期作用, DDR在随后也发挥重

要作用[37]. 肿瘤发生往往伴随DNA损伤监视机制的下

调、增加的遗传和表观遗传的不稳定性以实现不受

控制的增殖和侵袭. GO分析结果印证了TP53BP1作为

响应于DSB继而触发DDR的关键蛋白,可能是癌症发

生发展中的重要抑制因子. 进一步对与TP53BP1相互

图 1     TP53BP1相互作用蛋白网络
                      圆点代表一种蛋白质,圆点之前的连线代表两个蛋白之间存在相互作用;圆点的大小取决于其相互作用数量
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作用的65个蛋白进行KEGG通路分析(图3)可以得出

相似的结论, TP53BP1相关的作用网络集中在细胞周

期、同源重组、错配修复、核苷酸切除修复等通路,
说明TP53BP1在维持DNA损伤后修复功能稳定、细

图 2     GO功能富集分析
Count数值代表对应的生物过程中富集到的与TP53BP1相互作用的蛋白质组中蛋白质的个数. GeneRatio代表Count数值占总蛋白质数量的

比率. 圆点的颜色代表P值的大小

图 3     KEGG通路分析
Count数值代表对应的通路中富集到的与TP53BP1相互作用的蛋白质组中蛋白质的个数. GeneRatio代表Count数值占总蛋白质数量的比率.
圆点的颜色代表P值的大小
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图 4     TCGA基因组数据分析
TP53BP1在各种肿瘤中相对于对应正常组织出现突变、缺失、扩增及复合型改变的频率

胞周期正常起着举足轻重的作用.

2.4   TP53BP1基因在不同肿瘤中的情况

如图4所示, TCGA数据分析显示, TP53BP1在弥

漫性大B细胞淋巴瘤、黑色素瘤、子宫癌、胃癌、子

宫颈癌、肺腺癌、胆管癌、结直肠癌、肺鳞状细胞

癌、卵巢癌、前列腺癌、头颈部癌等类型肿瘤中相

对于正常的对照同型组织出现不同程度的突变、缺

失及扩增, 说明TP53BP1的功能缺失或(和)紊乱可能

与癌症的发生发展有着紧密联系.

3  结论

本研究通过实验与数据库检索结合分析构建与

TP53BP1相互作用的蛋白质网络,功能富集分析了与

TP53BP1相互作用蛋白群体, 发现与TP53BP1相互作

用的蛋白集中作用于DNA修复、细胞周期检查点等

与DNA损伤修复、建立DNA损伤后DDR触发细胞周

期停滞机制相关通路,说明TP53BP1在以DNA损伤修

复为基础预防突变发生以至于抑制癌变可能的事件

中发挥了重要作用. 进一步地通过分析TCGA数据库

中TP53BP1在各种类型肿瘤中发生突变的频率,发现

TP53BP1在多数肿瘤类型中存在较高频率的突变及拷

贝数变化,证实了TP53BP1作为肿瘤抑制因子可能在

肿瘤发生的前期发生突变或其他类型的功能失常的

猜想. 本文通过对与TP53BP1相互作用的蛋白质群体

进行鉴定及功能分析,更加全面地理解了TP53BP1自
身的功能角色,并且通过建立蛋白质相互作用网络直

观的分析错综复杂的相互作用关系,为研究其他蛋白

质在肿瘤中的作用机制提供了一种简便而富有成效

的方法.
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Construction of protein-protein interaction network of TP53BP1 by
affinity purification massspectrometry and bioinformatic analysis

WANG Hao, WANG ChunQing & CHEN RuiBing
Department of Genetics, School of Basic Medical Sciences, Tianjin Medical University, Tianjin 300070, China

Protein-protein interactions (PPIs) are the specific physical interactions between two or more proteins through
electrostatic attraction and/or van der Waals forces. Cellular proteins exert their different biological roles through
dynamic PPIs. Abnormal PPIs may lead to the development of various diseases, such as cancer. Therefore, to study the
interactome of the key regulatory proteins closely associated with different diseases is crucial to better understand their
functions and also the underlying molecular mechanisms. In this study, we investigated the interactome of TP53-binding
protein 1 (TP53BP1) by combining affinity purification mass spectrometry (AP-MS) identification and bioinformatic
analysis. As a result, 15 potential TP53BP1 binding proteins were identified by AP-MS, and an interactome network
containing 65 nodes were constructed. Gene Ontology analysis and pathway analysis of the proteins in the network was
performed to further analyze the biological functions of TP53BP1 and its roles in the regulation of cancer.
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