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摘   要 目的：通过蛋白质组学与生物信息学方法探讨泛素蛋白连接酶 E3A（UBE3A）在乳腺癌细胞中的生物

学功能。

方 法： 将 三 阴 性 乳 腺 癌 细 胞 MDA-MB-231 分 别 转 染 shRNA-UBE3A 片 段（UBE3A 敲 低 组） 与 阴 性

对 照 shRNA 片 段（ 对 照 组） 后， 采 用 双 向 电 泳（2-DE） 法 及 基 质 辅 助 激 光 解 吸 电 离 飞 行 时 间 质 谱

（MALDI-TOF-TOF-MS/MS）对两组细胞的差异蛋白质分离和鉴定；采用 DAVID Functional Annotation

及 String 在线工具对差异表达蛋白质进行生物信息学分析。

结果：2-DE 及 MALDI-TOF-TOF-MS/MS 分离和鉴定出 28 个差异蛋白，其中 UBE3A 敲低组相对于对照

组有 4 个表达上调，24 个表达下调。与 DAVID 数据库有 23 个相匹配，其中能够进行生物学途径、细

胞成分、分子功能注释分类的蛋白质分别为 23 个（100%）、20 个（87.7%）和 23 个（100%），而

在泛素 - 蛋白酶体系统及糖代谢方面分类比较明确；String 分析显示这些差异蛋白中有 23 个存在直接

或间接的联系。

结论： UBE3A 可能通过泛素 - 蛋白酶体系统功能与糖代谢途径参与乳腺癌细胞生物学行为的调控。
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三 阴 性 乳 腺 癌 （ T N B C ） 是 乳 腺 癌 分 子 分 型

中 的 一 种 特 殊 亚 型 ， 因 其 特 殊 的 生 物 学 特 性 ， 导

致TNBC进展快、预后差成为其典型特点 [1]。因为

缺 乏 内 分 泌 治 疗 和 靶 向 治 疗 的 特 异 位 点 ， 到 目 前

为止，对TNBC的治疗陷入瓶颈，临床上尚无有效

的 综 合 治 疗 手 段 。 蛋 白 质 为 生 命 功 能 的 执 行 者 ，

在机体内其产生与降解维持着动态平衡。泛素-蛋

白酶体系统途径（ubiquit in proteasome system，

U P S ） 广 泛 参 与 蛋 白 质 的 降 解 ， 因 为 特 异 性 的 泛

素 蛋 白 连 接 酶 E 3 ， 导 致 其 降 解 蛋 白 质 具 有 高 度

选 择 性 [ 2 ]。 泛 素 蛋 白 连 接 酶 E 3 A （ U B E 3 A ） 又 称

E6 -AP（E6 associa ted prote in，E6 -AP），属于

含有HECT结构的E3泛素蛋白连接酶家族成员，研

究证实，细胞内大量的基因编码的蛋白质如P53、

c -myc、P27等可通过UBE3A介导的泛素-蛋白酶

体 系 统 降 解 ， 从 而 促 进 肿 瘤 的 发 生 发 展 [ 3 ]。 笔 者

在前期实验[4-5]发现，通过慢病毒介导敲低UBE3A

后，乳腺癌细胞MDA -MB -231细胞的增殖能力降

低 、 细 胞 的 侵 袭 能 力 减 低 以 及 细 胞 周 期 发 生 明 显

改变，提示UBE3A在乳腺癌细胞中扮演着重要角

色 ， 但 其 具 体 参 与 机 制 还 不 明 确 。 本 实 验 对 敲 低

UBE3A前后进行差异蛋白质分析，以检测UBE3A

前后TNBC细胞株MDA-MB-231细胞蛋白水平的表

达差异，探讨UBE3A敲低后乳腺癌细胞生物学行

为改变的可能机制。

1　材料与方法

1.1  实验对象

人TNBC细胞株MDA-MB-231，购于中国科学

院细胞总库。将MDA -MB -231细胞分为UBE3A敲

低组与对照组，分别转染shRNA-UBE3A片段与对

细胞无影响的shRNA片段。

1.2  主要实验仪器

倒置显微镜、荧光显微镜等购于德国Leica；

酶 标 仪 、 S D S - P A G E 电 泳 仪 、 转 膜 仪 、 成 像 仪 、

PCR仪购于美国Bio-Rad；双向电泳仪、扫描仪购

于美国GE。

1.3  实验主要试剂

R P M I - 1 6 4 0 培 养 基 、 胎 牛 血 清 购 于 美 国

HyClone；目的片段、GV -115中国上海吉凯基因

化学技术有限公司；脂质体Lipo -2000、Trans  IT

购于美国Invi t rogen；逆转录试剂盒、PCR引物购

于物美国Thermo；2 -D clean -up ki t、2 -D Quant 

cancer cells through proteomics and bioinformatics methods. 

Methods: The triple-negative breast cancer MDA-MB-231 cells were transfected with shRNA-UBE3A 

sequences (UBE3A knock-down group) or scrambled shRNA sequences (control group), respectively. Then, 

the differentially expressed proteins between the two groups of cells were separated and identified by two-

dimensional electrophoresis (2-DE) and matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI-TOF-TOF-MS/

MS); bioinformatics analyses of the differentially expressed proteins were performed using DAVID Functional 

Annotation and String online tools.

Results: Twenty-eight differentially expressed proteins were obtained and identified by 2-DE and MALDI-TOF-

TOF-MS/MS, and 23 proteins were matched in DAVID database, in which, 4 were up-regulated, 24 were down-

regulated in UBE3A knock-down group versus control group. Twenty-three proteins were recognized by DAVID 

database, in which, 23 (100%), 20 (87.7%) and 23 (100%) proteins could be annotated by biological pathway, 

cellular components and annotation of molecule functions especially, some of them were clearly related to the 

ubiquitin-proteasome system and glucose metabolism. String analysis showed that there were direct or indirect 

relations among the 23 proteins.

Conclusion: UBE3A may participate in regulation of the biological behaviors of breast cancer cells via the 

ubiquitin-proteasome system and glucose metabolism pathway.

Key words	 Breast Neoplasms; Triple Negative Breast Neoplasms; Ubiquitin-Protein Ligases; Proteomics; Computational 

Biology
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K i t 、  I m m o b i l i n e  D r y S t r i p  C o v e r  F l u i d  、 I P G 

Buffer pH 3-10 NL购于美国Pharmacia。

1.4  实验方法

1.4.1  细 胞 培 养 及 慢 病 毒 感 染　 常 规 方 法 培 养

MDA-MB-231 以及用于包装慢病毒的 239T 细胞；

按 上 海 吉 凯 基 因 提 供 的 慢 病 毒 包 装 步 骤 包 装 慢 病

毒 载 体 并 将 其 定 量； 待 目 的 细 胞 融 合 度 达 到 约

30%~40% 时，加入适宜量慢病毒，12 h 后更换培

养基；感染 72 h 后荧光显微镜下观察 GFP 的表达

情况，荧光率大于 90% 者，可用于后续实验。 

1.4.2  提取各组细胞总蛋白质及蛋白纯化及定量

　取生长状态良好的细胞，按蛋白提取试剂盒步骤

常规提取各组细胞总蛋白；按 GE 提供的操作步骤进

行纯化及定量细胞总蛋白，确定后续实验的准确性。

1.4.3  双向电泳（two-dimensional electrophoresis，

2-DE）　 第 一 向 等 点 聚 焦 IEF： 室 温 平 衡 18 cm 

IPG 预制干胶条至少 15 min；取蛋白质样品 340 μL

（ 约 2.0 mg） 进 行 上 样； 将 IPG 干 胶 条 胶 面 朝 下

置于水化盘中蛋白样品溶液上；缓慢加入 2 mL 矿

物 油 覆 盖 IPG 干 胶 条； 按 表 1 步 设 置 等 电 聚 焦 程

序 进 行 IEF 等 点 聚 焦； 结 束 后 去 除 矿 物 油， 取 出

胶条，加适当体积的 SDS-DTT 平衡缓冲液进行摇

动平衡 15 min；取出后再加入适当体积的 SDS- 碘

乙酰胺平衡缓冲液再次摇动平衡 15 min。第二向

SDS-PAGE 电 泳： 配 制 12% 的 丙 烯 酰 胺 凝 胶 后 常

规灌胶；取平衡后的胶条，使之与聚丙烯酰胺凝胶

胶面完全接触，凝胶的上方加入低熔点琼脂糖封胶

液，放置 5 min 使其凝固；在电泳槽加入电泳缓冲

液后，起始时用的低电电压，观察溴酚蓝指示剂，

待 指 示 剂 在 完 全 走 出 IPG 胶 条 后， 并 浓 缩 成 一 条

线后，再加大电压，待溴酚蓝指示剂达到底部边缘

时，停止电泳。

表 1　18 cm IPG 胶条 IEF 程序设定
Table 1　Protocol for IEF of 18 cm strip

步骤 电压 时间 温度
S1 30 V 12 h 17 ℃
S2 200 V 1 h —
S3 500 V 2 h —
S4 8 000 V 3 h —
S5 8 000 V 100 000 V/h —
S6 500 V 任意时间 —

1.4.4  差异蛋白质点选取　电泳结束后取出凝胶，

将胶放入考马斯亮蓝染色液中染色 3 h；反复更换

脱 色 液 直 至 蛋 白 点 明 显、 背 景 清 楚； 置 于 扫 描 仪

上扫描凝胶；利用 PDQuest7.1 软件选取差异大于

1 倍以上的蛋白质点。

1.4.5  差异蛋白质点的串联质谱检测　取切取的

差异蛋白质点，-20 ℃冷冻保存，交由生工生物工

程（上海）股份有限公司进行基质辅助激光解吸电

离飞行时间质谱（MALDI-TOF-TOF-MS/MS）检测

差异蛋白质。

1.4.6  差 异 蛋 白 点 的 生 物 信 息 学 分 析　 进 入

DAVID 及 Sting 网址，对差异蛋白质进行 GO 分类，

得到生物过程（biological process，BP）、分子功

能（molecular function，MF）和细胞组分（cellular 

component，CC）各层面的相关生物学信息。

2　结　果

2.1  双向电泳结果及差异蛋白质点生物信息分析

敲 低 U B E 3 A 前 后 进 行 2 - D E 寻 找 差 异 蛋 白 质

点，运用PD Ques t  7 .1软件进行分析，选出28个

差异蛋白质点（图1）。选取28差异蛋白质点进行

质谱分析，鉴定出差异表达蛋白质共28个，排除

重复的后有24个蛋白质（表2）。本实验最终得到

28个差异蛋白质点，其中有实验组有4个蛋白质相

对阴性对照组高表达，有24个相对低表达。将其

Map到DAVID数据库中与Homo Spec ies匹配的记

录有23个。对已识别的23个差异蛋白开展了进一

步 的 分 析 。 能 够 进 行 生 物 学 途 径 、 细 胞 成 分 、 分

子功能注释分类的蛋白质分别为23个（100%）、

2 0 个 （ 8 7 % ） 和 2 3 个 （ 1 0 0 % ） 。 差 异 性 蛋 白 质

在DAVID数据库中按照GO的5个层次进行分析，

每 一 层 次 有 部 分 交 叉 ， 且 部 分 概 念 分 类 内 也 有 交

叉。所以各分类的百分比之和可能超过100%。差

异性蛋白质在KEGG数据库的代谢和信号传导通路

涉及蛋白酶体、糖代谢等见表3。

2.2  String Tool 分析差异蛋白质之间相互关系

本实验中运用StringTool对鉴定的差异蛋白质

进行相互作用预测，发现这些差异蛋白质中有23个

蛋白质有着直接或者间接的联系（图2）。线越粗

代表相互联系越强。
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图 1　2-DE 图片　　A：对照组；B：UBE3A 敲低组
Figure 1　2-DE pictures　　A: Control group; B: UBE3A knock-down group

表 2　差异蛋白质点信息
Table 2　Information of the spots of differentially expressed proteins

表达 编号 蛋白质名称 GI 编号 质谱得分 分子量 等电点
下调 1 heat shock cognate 71 kDa protein isoform 1 5729877 247 71082 5.37

2 lamin isoform C 5031875 221 65153 6.4
3 actin, cytoplasmic 1 4501885 226 42052 5.29
4 actin, cytopluasmic 1 4501885 574 42052 5.29
5 hepatoma-derived growth factor isoform b 186928819 88 28304 4.77
6 phosphoglycerate kinase 1 4505763 515 44985 8.3
7 tubulin beta-3 chain isoform 1 50592996 178 50856 4.83
8 annexin A2 isoform 2 4757756 138 38808 7.57
9 heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 isoform A2 4504447 637 36041 8.67
10 heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1 isoform A2 4504447 276 36041 8.67
11 proteasome subunit alpha type-5 isoform 1 23110942 468 26565 4.74
12 proteasome subunit beta type-4 22538467 319 29242 5.72
13 proteasome subunit alpha type-2 4506181 146 25996 6.92
14 superoxide dismutase [Mn], mitochondrial isoform A precursor 67782305 99 24906 8.35
15 galectin-3 isoform 1 115430223 150 26193 8.57
16 39S ribosomal protein L12, mitochondrial 27436901 222 21563 9.04
17 histone H2B type 1-C/E/F/G/I 4504257 208 13898 10.31
18 cofilin-1 5031635 139 18719 8.22
19 sorting nexin-3 isoform a 4507143 81 18808 8.71
20 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A 10863927 121 18229 7.68
21 PREDICTED: hypoxia up-regulated protein 1 isoform X7 530397771 244 101881 5.03
22 peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP1A isoform a 4503725 199 12000 7.88
23 transitional endoplasmic reticulum ATPase 6005942 86 89950 5.14
24 programmed cell death protein 5 4759224 93 14146 5.78

上调 1 histone H2B type 1-C/E/F/G/I 4504257 134 13898 10.31
2 nuclease-sensitive element-binding protein 1 34098946 296 35903 9.87
3 histone H2B type 1-C/E/F/G/I 4504257 221 13898 10.31
4 nucleoside diphosphate kinase A isoform b 4557797 317 17309 5.83

表 3　差异性蛋白质在 KEGG 数据库的代谢和信号传导通路
Table 3　The metabolism and transduction pathways of the differentially expressed proteins in KEGG database

参与组成 计数 百分比 P 蛋白名称
蛋白酶体 3 13 4.40E-03 蛋白酶体 α 亚基 2、5；蛋白酶体 β 亚基 4
糖酵解 / 糖异生 2 8 2.70E-02 磷酸甘油酸激酶（PGK）1、2
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3　讨　论

蛋 白 质 是 生 命 功 能 的 执 行 者 ， 机 体 蛋 白 质

的 产 生 与 降 解 维 持 着 动 态 平 衡 。 其 产 生 受 基 因

调 控 ， 其 降 解 主 要 通 过 两 种 途 径 ， 即 溶 酶 体 途

径 和 U P S ， 后 者 具 有 高 度 选 择 性 [ 2 ]。 U P S 由 泛 素

（ U B ） 、 泛 素 活 化 酶 E 1 、 泛 素 结 合 酶 E 2 、 泛 素

蛋白连接酶E3、泛素延长酶E4、去泛素化酶DUB

（DUB）和26S的蛋白酶体组成，在UPS中由于E3

酶 独 特 的 结 构 和 功 能 域 ， 决 定 了 其 介 导 的 靶 蛋 白

降解反应的高度选择性与特异性[2]。UBE3A属于含

有HECT结构的E3泛素蛋白连接酶家族成员。目前

的研究表明，UBE3A蛋白定位在细胞核中，作为

甾醇类激素受体的共激活因子调节下游基因的转录

参与天使综合征（angelic syndrome，AS）[6-7]，研

究证实，细胞内大量的基因编码的蛋白质如P53、

c -myc、P27等可通过UBE3A介导的泛素-蛋白酶

体系统降解，从而促进肿瘤的发生发展[3]。蛋白质

组学（proteomics）即是研究细胞、组织乃至生物体

蛋白质组及蛋白质变化规律的学科，目前蛋白质组

学研究首选的蛋白质分离技术仍是2-DE技术[8-9]。本

次实验将2 -DE的差异蛋白点进行串联质谱分析，

能 得 到 具 体 的 蛋 白 质 信 息 ， 将 差 异 蛋 白 信 息 在

DAVID以 及String Tool在线数据库进行生物信息学

分析，以探讨敲低UBE3A后乳腺癌细胞发生生物

学行为改变的机制[10]，为后续的研究提供思路。

本实验中2 -DE凝胶图谱选取差异表达蛋白质

共28个，有4个蛋白质在UBE3A敲低组相对对照组

高表达，24个相对低表达。鉴定结果中有4个相同

的蛋白质。根据在2 -DE凝胶图谱及鉴定结果显示

位 于 不 同 的 位 置 的 部 分 蛋 白 质 ， 但 是 质 谱 鉴 定 结

果 为 同 一 种 蛋 白 质 ， 这 可 能 是 因 为 这 些 蛋 白 存 在

多 种 不 同 的 翻 译 后 修 饰 形 式 ， 也 有 可 能 是 部 分 多

亚 基 蛋 白 被 解 离 成 单 个 亚 基 ， 或 者 部 分 蛋 白 质 发

生 了 共 价 键 的 解 离 ， 能 够 改 变 蛋 白 的 等 电 点 及 相

对 分 子 量 ， 所 以 在 双 向 电 泳 图 谱 上 同 一 种 蛋 白 质

可能位于不同的位置。

将这24个差异蛋白质Map到DAVID数据库中

与Homo Species匹配的记录有23个，剩余的1个可

能因为还没有完整的基因及蛋白功能注释信息，因

而不能识别。对已识别的23个差异蛋白开展了进一

步的蛋白质的GO分析。能够进行生物学途径BP、细

胞成分CC、分子功能MF注释分类的蛋白质分别为

23个（100%）、20个（87.7%）和23个（100%）。

图 2　差异蛋白质相互关系
Figure 2　Interactions of the diff erentially expressed proteins
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因这些差异性蛋白质在DAVID数据库中按照GO的

5个层次进行分析，每一层次有部分交叉，且部分

概 念 分 类 内 也 有 交 叉 ， 所 以 各 分 类 的 百 分 比 之 和

会超过100%。同时在KEGG分析中显示，在这些

差异蛋白质中，PGK1、2集中参与了糖的有氧酵

解和糖异生；蛋白酶体α亚基2、5及蛋白酶体β亚

基4参与组成蛋白酶体，行使蛋白质的降解功能。

现 今 ， 在 世 界 范 围 内 肿 瘤 与 糖 尿 病 是 两 大 主

要的慢性疾病 [ 1 1 ]，目前大部分研究表明糖代谢紊

乱与恶性肿瘤息息相关[12-13]。大量的研究表明血糖

的 高 水 平 或 糖 尿 病 能 增 加 患 乳 腺 癌 的 风 险 且 增 加

乳腺癌患者的病死率[12, 14-16]。PGK1是糖酵解过程

中 的 关 键 酶 之 一 ， 能 够 将 一 个 磷 酸 转 移 到 A D P 上

形成ATP[17]，此外，其还参与了多种生物学功能如

肿瘤的血管生成 [18]、DNA的复制与修复 [19]。目前

的研究表明PGK1与多种肿瘤相关如肝癌[19]、结肠

癌 [20]、胃癌 [21]等。Sun等 [22]最近的研究发现PGK1

参 与 乳 腺 癌 治 疗 过 程 中 耐 紫 杉 醇 ， 降 低 了 乳 腺 癌

的 治 疗 效 果 。 在 本 实 验 中 也 发 现 敲 低 U B E 3 A 后

PGK1表达减少，乳腺癌细胞浸润与转移能力也降

低，所以猜想PGK1参与的糖酵解途径发生的改变

促使了UBE3A敲低后乳腺癌细胞的浸润与转移能

力减弱。

降 解 蛋 白 质 的 U P S 是 一 个 依 赖 A T P 高 度 有 序

的 级 联 酶 促 反 应 过 程 。 在 一 系 列 酶 的 作 用 下 将 泛

素 标 记 的 靶 蛋 白 运 送 到 2 6 S 的 蛋 白 酶 酶 体 上 进 行

降解反应 [23]。其中26S的蛋白酶体是一个由20S核

心蛋白颗粒和2个19S调节颗粒构成的多亚基蛋白

酶 复 合 体 。 2 0 S 的 核 心 是 由 7 个 相 同 的 α 亚 基 和 7

个相同的β亚基对称排列构成的2个环形的桶状结

构 组 成 ， 外 部 的 α 环 围 绕 着 内 部 的 β 环 ， 每 个 环

各有7个相同的亚基，即为α 1~α 7和β 1~β 7
[24 ]。

Kondakova等 [25]研究在人类多种肿瘤中26S蛋白酶

体 功 能 时 发 现 ， 蛋 白 酶 体 的 降 解 功 能 与 各 亚 基 的

含量不同有很大的关系。UBE3A作为UPS系统中

关键酶之一，在本研究中发现，通过敲低UBE3A

前后，参与组成蛋白酶体的α2、β4、α5亚基含量

发 生 改 变 ， 其 降 解 蛋 白 的 功 能 也 发 生 了 改 变 ， 部

分 具 有 重 要 功 能 的 蛋 白 质 降 解 发 生 改 变 。 因 此 ，

笔者认为在敲低UBE3A后乳腺癌的浸润与增值能

力降低可能就是蛋白酶体功能发生改变的结果。

为了解敲低UBE3A前后差异蛋白质之间相互

作用关系，本研究利用String Tool蛋白相互作用数

据 库 对 这 些 差 异 蛋 白 质 间 的 相 互 作 用 进 行 预 测 和

分析，结果发现这些差异蛋白质中，有23种蛋白质

在 蛋 白 质 相 互 作 用 网 络 图 上 同 时 出 现 ， 说 明 这 些

蛋 白 质 存 在 直 接 或 间 接 的 关 系 ， 线 条 越 粗 ， 关 系

越 密 切 。 可 以 推 测 这 些 差 异 蛋 白 质 之 间 存 在 着 某

些功能联系，且这些功能联系与敲低UBE3A后乳

腺癌细胞的增殖与浸润能力有关。其中HSPA8、

PSM、HYOU1、HNRNPA2B1、HMGB1、Annexin 

A 2 、 H D G F 、 N M E 1 关 系 较 为 紧 密 。 这 些 蛋 白 质

均 与 肿 瘤 的 浸 润 与 转 移 相 关 ， 这 给 予 了 很 好 的 启

发 ， 可 选 取 这 几 个 蛋 白 用 于 乳 腺 癌 的 研 究 及 下 一

步 功 能 验 证 。 当 然 本 实 验 还 有 些 许 不 足 ， 这 些 差

异蛋白质与UBE3A之间到底是什么关系，他们之

间 通 过 什 么 途 径 相 互 作 用 还 有 待 进 一 步 的 研 究 。

这也为后续研究提供方向。

敲低UBE3A后，TNBC细胞株MDA-MB-231在

泛素-蛋白酶体系统功能与糖代谢功能方面发生变

化，这可能是敲低UBE3A后乳腺癌细胞生物学行

为改变的原因。当然这些差异蛋白质与UBE3A之

间 到 底 是 什 么 关 系 ， 他 们 之 间 通 过 什 么 途 径 相 互

作用还有待进一步的研究。
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