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摘要: 采用比较蛋白质组学方法研究了过表达 p38 信号通路激酶 p38B对人类肿瘤细胞 293T 细胞蛋白质表达的影响,利

用双向电泳和质谱技术分离鉴定了 13个差异表达蛋白质. 这些差异蛋白的分布从细胞质膜到核, 其功能涉及核酸、蛋白

质、糖脂类分子的转录、合成和成熟,细胞物质跨膜运输,细胞周期调控以及细胞防御等 .文献分析并没有发现上述鉴定的

差异表达蛋白是 p38B激酶现有直接底物的证据, 提示其可能为新的 p38B激酶相关蛋白. 这些结果表明,比较蛋白质组学

方法是寻找激酶新靶标的一种有效工具.
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  信号传导通路可介导生物体中许多细胞生物学反
应,是驱动细胞形态,细胞分裂,细胞黏附,细胞分化与

凋亡等各种细胞行为改变的主要动力.生物化学,分子

生物学,遗传学等研究方法相继应用于信号传导通路

的研究.然而,哺乳动物尤其是人类细胞信号通路极其

复杂,利用传统的研究方法很难对特定信号相关事件

进行直接的或定量的功能分析. 大多数研究都利用特

定 mRNA 或蛋白质的激活或突变去了解整个通路. 但

是,这些研究中所应用的蛋白质或 mRNA 都是必须是

利用现有的信号模式或可利用的载体得来. 随着人类

基因组测序工作的完成以及质谱技术的不断改进, 新

近发展起来的蛋白质组学可以在整体水平上高通量地

研究细胞蛋白质表达谱的变化 [ 1, 2] .而作为组成信号通

路的主要成分, 各种激酶往往只修饰高丰度的蛋白质,

蛋白质组学能够通过分析不同激酶模块所代表的蛋白

质产生不同的蛋白质组/足迹0 [ 3] .因此,采用蛋白质组

学技术可望从整体水平上高通量地筛选信号传导通路

中的有关分子.

P38有丝分裂原激活的蛋白激酶信号传导途径是

一个最基本的有丝分裂原激活的蛋白激酶信号传导通

路[ 4] . 在肿瘤细胞分化,细胞生存以及凋亡等细胞生命

过程中起重要作用. 本实验研究了过表达 p38B对人类

胸腺肿瘤细胞( 293T)蛋白质组的影响, 以期发现新信

号通路相关蛋白质.

1  材料与方法

1. 1  试剂与材料
丙烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺、T ris-base、DTT、

CHAPS, TEMED、过硫酸氨、超纯尿素、二硫苏糖醇、

十二烷基硫酸钠、考马斯亮蓝 R-250均为上海生工产

品.

碘乙酰胺 ( ICH 2CONH2 )为美国 Sigma 公司产

品,三氟乙酸( T FA)为日本东京化成工业株式会社产

品;乙腈( ACN )为国产色谱纯; 胰蛋白酶( tr ypsin)为

Promega公司产品.两性载体电解质、甘氨酸购自北京

经科试剂公司.其他试剂均为国产分析纯试剂.圆盘电

泳槽, 双垂直电泳槽, 高压稳压稳流电源,均购自北京

六一仪器厂;真空离心机购自华粤仪器有限公司; Re-

f lex Ⅲ MALDI-TOF 质谱仪为 Bruker 公司产品.

1. 2  质粒提取
质粒由美国 Scripps研究所韩家淮教授实验室构

建,将 DNA p38B克隆进 pcDNA3. 0载体得到融合质

粒 DNA.参照 J.萨姆布鲁克等著《分子克隆实验指南

(第 3版)》SDS 碱裂解法小量制备质粒 DNA 法提取

并纯化质粒 DNA,紫外分光法定量, 4 e 储存备用.

1. 3  细胞培养与基因转染
依照 ROCHE 公司 DOSPER脂质体转染试剂说

明书进行操作.

1. 4  双向电泳
1) 细胞总蛋白提取



转染 48 h后的细胞用预冷的 PBS漂洗 3次,用细

胞刮取细胞到离心管, PBS漂洗后,加裂解液( 8 mol/ L

尿素、4% CHAPS、40 mmol/ L Tris、65 mmol/ L

DT T、1 mmol/ L PM SF、1 mmol/ L EDT A、2% am-

phylate) ,于- 70 e 反复冻溶 3~ 4 次, 4 e 15 000 r/

min离心 10 min,收集上清, 用 Br adfo rd 法测定蛋白

质浓度,分装保存在- 70 e 备用.

 图 1  肿瘤细胞总蛋白质组的双向电泳图谱

图谱用考马斯亮蓝染色,每张凝胶大约有 500个点. Contro l代表对照组, p38B代表实验组. 差异蛋白质用数字分

别标记

 F ig. 1 T wo-dimension electr ophoresis maps of tr ansfection 293T cells v isualized w ith Coomassie br illiant blue R-250

2) IEF 与 SDS-PAGE

参照文献[ 5]灌制 12 cm, pH3~ 9. 5管状胶条, 预

电泳: 200 V @ 30 m in, 300 V @ 45 m in, 400 V @ 90

min, 上样 200 Lg /管, 400 V 电泳 13 h, 800 V 电泳 1

h, 1 000 V 电泳 3 h 后脱胶, 平衡 15 min. 放置于

4. 8% ~ 12. 5%不连续 SDS胶顶端, 90 V 电泳至分离

胶处为 180 V 后继续电泳至溴酚蓝达距底线 0. 5 cm

处停止电泳.考马斯亮蓝染色,扫描.

1. 5  图象分析
用双向电泳分析软件 Genomic So lut ions Invest-i

g ato r HT A nalyzer v ersion 2. 02对双向电泳图谱进行

定量分析,并进一步比较对照图谱与基因转染后的细

胞蛋白图谱,确定差异点.

1. 6  原位消化与质谱分析
1) 蛋白点原位消化与萃取

参照文献[ 5] ,从凝胶挖取上述差异点, 用 50%乙

腈的碳酸氢氨溶液脱色, 10 mmo l/ L DTT 的碳酸氢氨

溶液 57 e 还原, 55 mmol/ L 碘乙酰氨碳酸氢氨溶液室

温避光烷基化, 100%乙腈脱水, 12. 5 ng/ LL 胰酶 37 e

消化,分别用 20 mmol/ L 碳酸氢氨溶液, 5% TFA 的

50%乙腈和 100% 乙腈, 萃取, 离心收取, 合并所有上

清液, 真空离心干燥.用 0. 1% T FA 溶液溶解, 与基质

HCCA 混合后点样, 送质谱仪.

2) 质谱分析

质谱样品使用德国 BRUKER 公司的 ReFlex TM

III MALDI-T OF 质谱仪进行分析, 反射模式,离子源

加速电压 1为 20 kv ,加速电压 2为 23 kv, N2激光波

长 337 nm ,脉冲宽度为 3 ns,离子延迟提取 2 000 ns,

真空度 1. 9 @ 10- 5 Pa,质谱信号单次扫描累加 50次,

并用标准 Maker峰作为外标校正质谱峰, 正离子谱测

定,获得肽质量指纹图谱.

1. 7  数据库查询
通过 ExPASy M olecular Biolog y Serv er 网站提

供的 Peptident软件( ht tp: / / www . expasy. org / tools/

pept ident . html)进行查询.

2  结  果

2. 1  p38B激酶对 293T 细胞蛋白质组的影响

将激酶基因转入 293T 细胞并继续培养 48 h后,

提取并用双向电泳分离转染后 293T 细胞的总蛋白,

得到图谱(图 1) .每次实验至少重复 3 次, 不同批次实

验之间凝胶蛋白点匹配率达 95%以上. 经双向电泳分

析软件 Genom ic Solut ions Invest ig ator H T Analyzer

v ersion 2. 02分析, 每张凝胶上大约有 500 个蛋白点.

进一步比较各种转染后细胞与对照组细胞的蛋白质图

谱,共得到 13个差异蛋白,用数字标记如图 1、2. 进一

步利用基质辅助激光解析飞行时间质谱鉴定这 13 个

差异点,结果如表 1所示.

过表达 p38B共引起 293T 细胞的 13种蛋白表达

发生变化.其中 ADP-核糖基化样因子蛋白 1和 SSX5

蛋白在 p38B转染细胞中表达上调,而线粒体鸟氨酸转

运子 2,双同源盒 3, 甲状腺受体相互作用蛋白 11, 细

胞周期蛋白C, A-乳白蛋白前体, 外体复合物外核酶
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 图 2  差异蛋白点的凝胶局部放大图谱

利用软件分析得到共 13个差异表达蛋白质, 这些蛋白质均以数字标记, Cont ro l代表对照组, p38B代表实验组.

所有标记跟图 1 完全对应

 F ig. 2 Enlar ged po rtions o f the thirteen protein profiles in the r egion of proteins that changed their expression lev els in

293T cells tranfect ed w ith p38B

表 1 利用肽指纹谱在数据库中查询鉴定了 13 种蛋白质

T ab. 1 P ro teins identified by pept ide mass fingerpr inting , P rotein spot number s co rrespond to those indicated in Fig. 1, 2

编号
MS 消化

索引
登陆号  

蛋白质分子量

( Da) /等电点
序列覆盖率/ % 蛋白质名称

1 39361 Q9BXI2 32581/ 9. 2 11. 0 线粒体鸟氨酸转运子 2

2 1350762 6912344 19402/ 11. 2 29. 0 双同源盒 3

3 94101 Q15643 21952/ 9. 9 42. 0 甲状腺受体相互作用蛋白 11( TR IP-11)

4 1241 Q15834 22121/ 5. 1 40. 0 Delta-相互作用蛋白 A

5 542110 11042056 33243/ 6. 9 13. 0 细胞周期蛋白 C

6 97888 Q16890 22449/ 5. 5 18. 0 肿瘤蛋白 D53

7 78343 P00709 16225/ 4. 8 40. 0 A-乳白蛋白前体

8 8336 P40616 20418/ 5. 6 20. 0 ADP-核糖基化因子样蛋白 1

9 97989 Q13868 32789/ 7. 1 19. 0 外体复合物外核酶 RRP4

10 36782 O00258 19780/ 9. 7 41. 0 富色氨酸蛋白

11 54034 P07203 21899/ 6. 1 18. 0 谷胱甘肽过氧化酶

12 126742 O60225 21629/ 9. 5 26. 0 SSX5蛋白

13 29824 P00387 21629/ 9. 5 24. 0 NADH-细胞色素 b5 还原酶

   注: Pr otein MW ( Da) / pI是指理论的等电点和分子量.

RRP4和 NADH-细胞色素 b5还原酶共 7种蛋白质则

在 p38B转染细胞中表达下调. 与此同时, 4种蛋白质:

Delta-相互作用蛋白 A, 肿瘤蛋白 D53, Tryptophan-

rich protein 和 Glutathione perox idase 在转染后的

293T 细胞中消失.

2. 2  13种差异表达蛋白质的细胞定位以及基

本生物学功能

根据已发表的相关文献,我们将 13种差异表达蛋

白质细胞定位和基本生物学功能总结分析如表 2 所

示.其中 4种为核蛋白, 8种为胞质胞浆或膜蛋白, 另

外,有 1种为分泌蛋白. p38B过表达引起变化的蛋白

质跟多种细胞功能相关. 线粒体鸟氨酸转运子 2, 参与

线粒体分子跨膜运输;甲状腺受体相互作用蛋白 11,

SSX5蛋白, 外体复合物外核酶 RRP4, Delta-相互作用

蛋白 A, A-乳白蛋白前体, N ADH-细胞色素 b5还原酶

等分别跟核酸,蛋白质,糖类,脂类分子合成, 转录以及

成熟有关;细胞周期蛋白 C 参与细胞周期调节.此外,

甲状腺受体相互作用蛋白 11, Delta-相互作用蛋白 A,

ADP-核糖基化因子样蛋白 1,A-乳白蛋白前体,谷胱甘

肽过氧化酶等则参与细胞结构维持, 细胞防御 [ 6, 7] .

3  讨  论

P38 MAPKs 是 MAPK 超家族中的一个非常保

守的亚族.自从 1994年韩家淮首次克隆了 p38的序列

以来,迄今已经克隆并鉴定了有 4 个 P38激酶亚型分

别为 p38A、p38B、p38C、p38D. 其中 p38A和 p38B的功

能也最为重要. 4种p38激酶亚型具有不同的组织分
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表 2 13种差异表达蛋白的基本生物学功能以及亚细胞定位

T ab. 2 Basic biolo gica l functions and subcellular locations of pro teins identif ied as Table. 1

蛋白质名称 基本生物学功能 亚细胞定位或所属家族

线粒体鸟氨酸转运子 2 将鸟氨酸从胞浆运送到线粒体基质中 线粒内膜

双同源盒蛋白 3 - 核

甲状腺受体相互作用蛋白 11 在三碘甲状腺氨酸存在时可以结合到胸腺受体的配体结合区 ,

并增强胸腺受体调节的转录, 是高尔基体自身抗原; 很可能跟

维持高尔基体顺面结构有关

高尔基体顺面外周膜

Delta-相互作用蛋白 A 跟滤过性毒菌引起的磷酸化蛋白肝炎 delt a抗原相互作用, 从

而抑制 HDV 在完整的肝细胞中复制

在肝脏中表达

细胞周期蛋白 C 细胞周期进展调节子 属于细胞周期蛋白家族

肿瘤蛋白 D53 与同家族其他成员一起形成同型或异型二聚体 属于 TPD52 家族

A-乳白蛋白前体 乳糖合成酶的调节亚单位, 可改变乳腺中 ga lactosy ltr ansferase

底物的特异性,跟糖蛋白的寡糖链形成有关

分泌蛋白

ADP-核糖基化因子样蛋白 1 激活磷脂酶 D和霍乱毒素的磷脂和 GT P酶依赖的活性 属 GTP 酶超家族 Arf 家族

外体复合物外核酶 RRP4 属于外体,具有 3.-5. 外核酶活性, 跟 7S 前体 rRNA 剪切为成

熟 5. 8S rRNA 有关.此外它也跟 GTP 酶 Ran 有关.

核

富色氨酸蛋白 - 核

谷胱甘肽过氧化酶 保护红血球中血红素免受氧化伤害 胞浆

SSX5 蛋白 转录调节子 核

NADH-细胞色素 b5还原酶 跟脂肪酸的去饱和和延长,胆固醇生物合成, 药物代谢和红血

球中高铁血红蛋白的减少有关

内质网的胞浆侧和线粒体外

膜

  / - 0表示不完全确定.

布,激酶活性调节和磷酸化下游底物的能力.

P 38信号级联的各级激酶或底物都是通过磷酸

化自身的转激活区来激活和传递信号的.一般来说, 一

条完整信 号传 递途 径包 括外 界刺 激-MAP4K-

MAP3K-MAP2K-P38 MAPK-底物-基因转录与蛋白

质表达-细胞生物学功能.它涉及到许多细胞部位以及

大量的底物分子. 对于 p38 MAPK 而言, 它主要是将

上游 MKK3和 MKK6 负载的信号传递给下游的底

物.在最近的研究中,利用传统的研究方法鉴定了许多

p38 MAPK 底物包括激酶, 酶以及转录因子等, 这些

底物构成了 p38 MAPK 下游非常复杂多样的分枝通

路.

许多生物化学和遗传学实验证据表明, p38 激酶

的活性跟疾病的发生,发展有关.而信号传导是肿瘤防

治研究的重要课题. p38 信号传导通路的激活在肿瘤

细胞抵抗药物, 肿瘤治疗中都起到非常重要的作用. 一

些 p38激酶抑制子已经成为疾病和肿瘤治疗的重要临

床药物[ 8] .

由于信号通路的固有复杂性, 当前, 仅对 p38A研

究最多,了解最为深入.然而, p38B相对研究较少. 只

有少数分子如 PRAK 等被鉴定为其下游的底物
[ 2]
. 这

在较大程度上阻碍了人们对该激酶在信号通路中作用

机制的理解和应用.

功能蛋白质组学方法可在整体水平上探讨肿瘤细

胞的诱导分化,凋亡等分子机制,本实验室具备了较为

成熟的肿瘤细胞和免疫蛋白质组学技术基础
[ 9, 10]

. 我

们采用比较蛋白质组学方法筛选过量表达 p38B后人

类.胸腺肿瘤细胞蛋白质表达谱的变化, 结果得到了

13个差异表达蛋白质如图 1. 这些蛋白质在过量表达

p38B激酶基因作用下表达变化差异较大, 分别表现为

表达上调,下调和完全抑制.

在这 13个蛋白质中, 绝大多数蛋白质为新发现的

p38B激酶相关蛋白质.尽管本文没有进一步的实验证

据说明其与 p38B的直接相互作用,但是可以认为它们

是 p38B激酶修饰的候选靶标.差异蛋白质的细胞定位

和功能分析结果(表 2)表明, p38B能够引起包括外分

泌、细胞浆(细胞器)、细胞膜、细胞核等几乎所有部位

的蛋白质表达改变.这些蛋白质分子参与从分子到细

胞器,直至整个细胞等多层次的细胞生物学行为.

总之,本实验表明比较蛋白质组学是在系统和整

体水平上研究信号传导通路的激酶作用机制的有效工

具,它通过解剖不同信号模块的蛋白质组/足迹0, 鉴定

细微的蛋白质表达差别, 从而为准确认识和理解信号

传导通路激酶中涉及的蛋白质表达变化提供强有力的
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手段.

同时, 我们还应当明白,利用蛋白质组学研究信号

传导仍然面临许多问题和困难. 比如当前的蛋白质学

组技术对低丰度蛋白的检测能力还十分有限, 对一些

分子量太小,太大,偏酸和偏碱的激酶相关蛋白分子分

离鉴定仍然是一个挑战.
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Appling Comparative Proteomics Method to Study the

Effect of p38B on the Expression of Proteins in

Human Thymus Tumor 293T Cells

ZHANG Guo-lin, WANG Sang-ying*

( Department of Biolog y, Schoo l o f Life Sciences, Xiamen Univ ersity , Xiamen 361005, China)

Abstract: The aim of the present study w as to clar ify the effect of p38B overexpression, a subt ype o f p38 MAP kinase, on the ex-

pression o f pr oteins in human tumor cells for scr eening of its pathw ay- related proteins. Comparative pro teomics methodolog ies w ere

applied to scr een the change o f the expr ession o f pr oteins in t he human thymus t umo r 293T cells responding t o the overexpression of

p38B kinase gene. Fur thermore, the basic bio log ical function and subcellular location of these changed proteins were analy zed by bio in-

fo rmatics. 13 differ ent ial expression proteins caused by the over expr ession of p38Bkinase gene w ere respectively separat ed and ident-i

fied w ith tw o dimensional g el elect rophor esis and mass spectrometry . The results show t hat these 13 proteins range from cellular

membrane to cellula r nuclea r and take part in the cellular molecule synthesis, cellular tr anspor t acr oss membrane and the regulation of

the cell cy cle. Bio inf ormat ics analy sis indicated that t her e w as no the ev idence that these pr oteins were the indir ect substr ates of p38B,

sug gesting t hat t hey would be novel related prot eins of p38B. T he current study suggests that comparative pr oteomics technique is an

power ful too l to scr een new targ et o f kinase, w hich pro vides a clue to insight into t he events of signa ling tr ansduction in human t umo r

cells.

Key words: comparative proteomics; signaling t ransduct ion; p38B MAP kinase; human thymus tumor cells

#127#增刊         张国林等:采用比较蛋白质组学方法研究 p38B激酶对 293T 细胞蛋白质表达的影响


