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人肺腺癌耐药细胞株Ａ５４９／ＣＤＤＰ中相关泛素化蛋白质研究
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　　［摘要］　目的　研究肺腺癌中与耐药相关的泛素化或类泛素化蛋白质及其与耐药的关系。方法　 从经顺铂处理和
未处理的Ａ５４９细胞及其耐顺铂细胞株中分离泛素化、类泛素化蛋白质，通过１ＤＳＤＳＰＡＧＥ和ＣｈｉｐＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ分析鉴
别蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法验证质谱结果；ＭＴＴ法检测细胞对顺铂的耐药性。结果　 鉴定出发生类泛素化修饰蛋白质
ＰＫＭ２，并发现其在耐药细胞株中低表达；以蛋白酶体抑制剂ＭＧ１３２干预细胞后，ＰＫＭ２表达上调；ＣＤＤＰ和ＭＧ１３２联合作
用细胞后，细胞耐药性下降。结论 　细胞中ＰＫＭ２表达水平与肿瘤细胞耐药程度呈负相关，ＰＫＭ２受蛋白质类泛素化修
饰ＳＵＭＯ化修饰调节，提示ＰＫＭ２可能与肿瘤耐药的发生密切相关。
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　　肺癌是目前全球发病率和死亡率最高的恶性肿
瘤，化疗是恶性肿瘤综合治疗的重要手段，但是目前对

有化疗指针肺癌患者的化疗有效率极低，化疗失败的

主要原因是肿瘤细胞在化疗过程中逐渐产生了耐药

性。因此，肿瘤耐药已成为化疗的“治疗性瓶颈”

（ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｇｌａｓｓｃｅｉｌｉｎｇ）。肿瘤细胞对抗肿瘤药物耐
药的原因较多，是多种机制共同作用的结果，其发生机

制尚未完全阐明，这也是相关临床治疗未取得关键进

展的重要原因［１－２］。蛋白质翻译后修饰（ｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａ
ｔｉｏｎａｌｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ，ＰＴＭｓ）在细胞各种功能的行使中发
挥着重要作用。作为细胞功能调控的最重要手段之
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一，一种蛋白质常常同时存在着磷酸化、泛素化、甲基

化、糖基化和乙酰化等多种修饰［３－４］。蛋白质泛素化、

类泛素化修饰是其中１种重要的可逆共价修饰过程，
与许多疾病特别是肿瘤的发生、发展密切相关，认识细

胞内蛋白质泛素化修饰过程，对于恶性肿瘤等多种疾

病的临床治疗具有重要意义［５］。本研究从经顺铂处

理和未处理的Ａ５４９细胞及其耐顺铂细胞株中分离泛
素化、类泛素化蛋白质，通过 １ＤＳＤＳＰＡＧＥ和 Ｃｈｉｐ
ＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ分析鉴别出蛋白 ＰＫＭ２。通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ、ＭＴＴ法以及流式实验检测细胞耐药性变化，实验
结果表明ＰＫＭ２可能与肿瘤耐药的发生密切相关。

１　材料与方法

１．１　Ａ５４９和Ａ５４９／ＣＤＤＰ细胞株
　　人肺腺癌细胞株 Ａ５４９和人肺腺癌耐顺铂株 Ａ５４９／ＣＤＤＰ
细胞购自上海锐聪实验室设备有限公司。

１．２　主要试剂和仪器
　　顺铂（ＣＤＤＰ）、三肽基乙醛（ＭＧ１３２）（Ｓｉｇｍａ公司），ＲＩＰＡ
裂解液（上海申能博彩生物技术有限公司），蛋白酶抑制剂混合

物（Ｒｏｃｈｅ公司），Ｎ乙基顺丁烯二酰亚胺（ＮＥＭ）（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ
公司），ＵｂｉＱａｐｔｕｒｅＱＴＭ泛素化富集试剂盒（ＥＮＺＯＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ
公司），兔抗人ＰＫＭ２多克隆抗体（Ａｂｃａｍ公司），ＧＡＰＤＨ单克
隆抗体（Ｓｉｇｍａ公司），ＨＲＰ标记的羊抗兔 ＩｇＧ多克隆抗体（北
京中杉金桥生物技术有限公司），荧光素异硫氰酸酯（ＦＩＴＣ）标
记的羊抗兔ＩｇＧ多克隆抗体（北京鼎国生物技术有限责任公
司），ＥＣＬ化学发光试剂盒（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司），ＳＤＳＰＡＧＥ垂直电
泳槽（ＢｉｏＲａｄ公司），ＭＴＴ［３（４，５ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌ２ｙｌ）２，５
ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，Ｓｉｇｍａ公司］，二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，
Ａｍｒｅｓｃｏ公司），酶标仪（ＳＬＴ公司），ＬＳＣＭ（莱卡公司）。

１．３　蛋白样品的制备
　　Ａ５４９细胞和Ａ５４９／ＣＤＤＰ细胞播种于６孔板（３×１０５／孔），培
养过夜，以 ＣＤＤＰ（２０μｍｏｌ／Ｌ）作用４８ｈ，收集前１２ｈ换用含
ＭＧ１３２（１０μｍｏｌ／Ｌ）的ＤＭＥＭ培养液培养过夜。以ＰＢＳ洗涤２
次，加入含蛋白酶抑制剂混合物和巯基蛋白酶抑制剂Ｎ甲基顺
丁烯亚胺（ＮＥＭ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ）的改良 ＲＩＰＡ裂解液，冰上裂解
３０ｍｉｎ，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，吸取上清液，以Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测
定蛋白质含量，用ＵｂｉＱａｐｔｕｒｅＱＴＭ从药物干预和未干预的 Ａ５４９
细胞和Ａ５４９／ＣＤＤＰ细胞裂解液中分离、富集泛素化、类泛素化
蛋白质。

１．４　１ＤＳＤＳＰＡＧＥ分离与质谱分析
　　对泛素化富集试剂盒获得的洗脱组分用 ＳＤＳＰＡＧＥ（分离
胶浓度为１０％，浓缩胶浓度为６％）进行分离（加样３０μｌ／孔、
１２０Ｖ、２ｈ），ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶以考马斯亮蓝Ｒ２５０染色，经图像
扫描后，以ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析电泳分离结果。确定并切取
了灰度值显著变化区域的电泳条带进行 ＣｈｉｐＨＰＬＣＭＳ／ＭＳ分
析，色谱条件：反相富集柱（５ｍｍ×０．３ｍｍ，５ｍｍ）和 Ｚｏｒｂａｘ
３００ＳＢＣ１８分析柱（１５０ｍｍ×０．０７５ｍｍ，３．５ｍｍ）；进样量：

４μｌ，洗脱流动相：Ａ液（０．１％甲酸水溶液）、Ｂ液（ＡＣＮ０１％
甲酸水溶液，９０∶１０）；双相梯度洗脱：２ｍｉｎ内使 Ｂ在 Ａ中的浓
度由３％增加至１５％（体积比），接着在７０ｍｉｎ内使 Ｂ在 Ａ中
的浓度由１５％增加至５５％（体积比）；再生条件：依次以１０倍
于柱体积的９０％ Ｂ和５倍于柱体积的３％ Ｂ进行柱再生。每１
次分析的时间约为１２０ｍｉｎ，流速为０．３μｌ／ｍｉｎ。质谱条件：干
燥气流速４Ｌ／ｍｉｎ，３２５℃，ＭＳ／ＭＳ扫描范围：２００～２０００。以
ＳｐｅｃｔｒｕｍＭｉｌｌＭＳＰｒｏｔｅｏｍｉｃｓＷｏｒｋｂｅｎｃｈ软件自动鉴定肽和蛋白
质。数据库搜索参数设置：母离子质量允差±２．５，片段离子质
量允差±０．７，最大漏切位点数为２，固定修饰模式为ｃａｒｂａｍｉｄｏ
ｍｅｔｈｏｌａｔｉｏｎ（Ｃ）修饰，可变修饰模式为ｏｘｉｄｉｚｅｄｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ［６］。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　Ａ５４９细胞和 Ａ５４９／ＣＤＤＰ细胞分别经 ＣＤＤＰ（２０μｍｏｌ／Ｌ）
和ＭＧ１３２（１０μｍｏｌ／Ｌ）处理后作用后，提取细胞蛋白质，将含
５０μｇ蛋白质样品液与Ｌａｅｍｍｌｉ’ｓ上样缓冲液混合，煮沸５ｍｉｎ
后，１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳（１２０Ｖ），半干转法将蛋白质从
ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶转至ＰＶＤＦ膜，室温下用５％（质量体积比）脱
脂奶粉封闭ＰＶＤＦ膜４ｈ，加入封闭液稀释的兔抗人ＰＫＭ２多克
隆一抗（１∶１０００稀释），以鼠抗ＧＡＰＤＨ抗体为对照，４℃过夜，
ＴＢＳＴ洗膜３次，加封闭液稀释的山羊抗小鼠辣根过氧化物酶
标记的二抗（１∶１０００），室温孵育２ｈ，Ｘ线片曝光显影，并用
ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．５ｔｏｏｌ进行光密度分析。

１．６　激光共聚焦显微镜观察
　　Ａ５４９细胞和Ａ５４９／ＣＤＤＰ细胞株分别播种于２４孔板中，细
胞贴壁过夜后，制作成细胞玻片，实验组用ＣＤＤＰ（２０μｍｏｌ／Ｌ）作
用４８ｈ；３７℃新鲜ＰＢＳ清洗细胞，用４％多聚甲醛缓冲液室温固
定２０ｍｉｎ，０．５％的ＴｒｉｔｏｎＸ１００于３７℃透膜１５ｍｉｎ。１０％山羊
血清封闭３０ｍｉｎ，加入封闭液稀释的鼠抗人ＰＫＭ２一抗（１∶１０００
稀释），４℃过夜，ＰＢＳ清洗３次后加入封闭液稀释的ＦＩＴＣ标记
的兔抗鼠二抗（１∶２００稀释），３７℃避光孵育９０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗后
以５０％甘油封片，激光共聚焦显微镜观察、照相。

１．７　细胞耐药性检测
　　将对数生长期细胞接种于９６孔培养板（５×１０３／孔），培养
１２ｈ后，ＣＤＤＰ组加入不同浓度（１０、２０、４０、８０、１６０μｍｏｌ／Ｌ）的
ＣＤＤＰ，联合用药组预先用 ＭＧ１３２预处理１２ｈ，再加入 ＣＤＤＰ，
对照组加入等体积培养基，于３７℃、５％ ＣＯ２培养４８ｈ，加入
５ｍｇ／ｍｌＭＴＴ２０μｌ／孔，培养４ｈ，加入ＤＭＳＯ１５０μｌ／孔，室温振
荡１０ｍｉｎ，于５７０ｎｍ测各孔光密度值。采用直线回归法计算
药物作用的 ＩＣ５０。抗药指数 ＲＩ＝ＩＣ５０（Ａ５４９／ＣＤＤＰ）／ＩＣ５０
（Ａ５４９）。

１．８　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件行ｔ检验。

２　结果

２．１　泛素化、类泛素化蛋白质的分离、富集和 １Ｄ
ＳＤＳＰＡＧＥ分离

　　１ＤＳＤＳＰＡＧＥ分离泛素化和类泛素化蛋白的结果见图１。
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ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析结果表明４５～８５区间灰度值变化显著。
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Ｍ：标准，１：Ａ５４９未经 ＣＤＤＰ干预，２：Ａ５４９使用 ＣＤＤＰ干预，３：

Ａ５４９／ＣＤＤＰ未经ＣＤＤＰ干预，４：Ａ５４９／ＣＤＤＰ使用ＣＤＤＰ干预

图１　Ａ５４９细胞和Ａ５４９／ＣＤＤＰ细胞裂解液被洗脱组分的

１ＤＳＤＳＰＡＧＥ分离结果

　　电泳条带经质谱分析后，在数据库中进行分析数据检索，
筛选出与肿瘤联系密切，在肿瘤代谢中具有关键作用的 Ｍ２型
丙酮酸激酶（ｐｙｒｕｖａｔｅｋｉｎａｓｅｉｓｏｚｙｍｅｓＭ２，ＰＫＭ２，图２）。ＰＫＭ２
相对分子质量为５８０６．２４，在细胞质和细胞核中均表达。
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图２　ＰＫＭ２相关肽的ＭＳ／ＭＳ谱

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ａ５４９和 Ａ５４９／ＣＤＤＰ细胞中
ＰＫＭ２的表达

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验表明，在使用 ＣＤＤＰ干预的 Ａ５４９、Ａ５４９／
ＣＤＤＰ细胞中均有 ＰＫＭ２表达，且干预前后表达变化均明显
（Ｐ＜０．０５）。ＣＤＤＰ处理前后，ＰＫＭ２在 Ａ５４９细胞中的表达均
明显高于 Ａ５４９／ＣＤＤＰ细胞（Ｐ＜０．０５），Ａ５４９对照组相比从
（０２２±０．０２）变化至（０．１２±０．０１），Ａ５４９加药组从（０．２０±
００１）变化至（０．１３±０．０１）；ＣＤＤＰ干预Ａ５４９细胞后，ＰＫＭ２在
Ａ５４９细胞中的表达下调，在 Ａ５４９／ＣＤＤＰ中的表达稍上调
（图３）。此外，蛋白酶体抑制剂ＭＧ１３２干预两株细胞后，ＰＫＭ２
表达均上调，其中Ａ５４９细胞干预前后表达变化明显（Ｐ＜０．０５），
由（０．２９±０．０１）上调至（０．５３±０．０１），见图４。

! " # $

%&'"!

()%*+!

",-

"#.

１：Ａ５４９细胞未经ＣＤＤＰ干预；２：Ａ５４９细胞使用ＣＤＤＰ干预；３：Ａ５４９／
ＣＤＤＰ细胞未经ＣＤＤＰ干预；４：Ａ５４９／ＣＤＤＰ细胞使用ＣＤＤＰ干预
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣＤＤＰ干预前后Ａ５４９和Ａ５４９／ＣＤＤＰ

细胞中ＰＫＭ２的表达
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１：Ａ５４９细胞经 ＭＧ１３２干预；２：Ａ５４９细胞未使用 ＭＧ１３２干

预；３：Ａ５４９／ＣＤＤＰ细胞经ＭＧ１３２干预；４：Ａ５４９／ＣＤＤＰ细胞未

使用ＭＧ１３２干预

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＭＧ１３２干预前后Ａ５４９和Ａ５４９／ＣＤＤＰ细胞

中ＰＫＭ２的表达

２．３　激光共聚焦显微镜观察ＰＫＭ２在Ａ５４９和Ａ５４９／
ＣＤＤＰ细胞中的表达差异及定位

　　ＰＫＭ２在Ａ５４９和 Ａ５４９／ＣＤＤＰ细胞中主要定位于细胞质
和细胞核，在细胞质中呈均匀分布，在胞膜上有局部聚集分布；

在ＭＧ１３２作用后的Ａ５４９和Ａ５４９／ＣＤＤＰ细胞中的表达均上调
（Ｐ＜０．０５，图５）。
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Ａ：Ａ５４９细胞经 ＭＧ１３２干预；Ｂ：Ａ５４９细胞未使用 ＭＧ１３２干预；

Ｃ：Ａ５４９／ＣＤＤＰ细胞经ＭＧ１３２干预；Ｄ：Ａ５４９／ＣＤＤＰ细胞未使用

ＭＧ１３２干预

图５　激光共聚焦显微镜观察ＰＫＭ２在细胞中的表达
差异和定位　（ＦＩＴＣ×４００）

２．４　ＭＴＴ检测细胞耐药性
　　Ａ５４９细胞对 ＣＤＤＰ的 ＩＣ５０为（１２．２３±０．４３）μｍｏｌ／Ｌ，

Ａ５４９／ＣＤＤＰ细胞对ＣＤＤＰ的ＩＣ５０为（９１．２３±１．１７）μｍｏｌ／Ｌ，耐
药倍数为７．４５倍。在联合使用 ＭＧ１３２和 ＣＤＤＰ作用后，Ａ５４９
细胞对ＣＤＤＰ的 ＩＣ５０为（９．６５±０．３２）μｍｏｌ／Ｌ，Ａ５４９／ＣＤＤＰ细
胞对ＣＤＤＰ的ＩＣ５０为（５３．２７±１．６８）μｍｏｌ／Ｌ，耐药倍数为５．５２
倍。说明蛋白酶体抑制剂 ＭＧ１３２可增强 Ａ５４９细胞及其耐药
株对ＣＤＤＰ的药物敏感性。

３　讨论

　　本研究针对肿瘤耐药，从人肺腺癌细胞株 Ａ５４９
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和耐顺铂细胞株 Ａ５４９／ＣＤＤＰ细胞裂解液中富集、纯
化泛素化蛋白质，并从中筛选、鉴定出 ＰＫＭ２。其在
Ａ５４９／ＣＤＤＰ细胞中的表达明显低于在Ａ５４９细胞中的
表达；ＣＤＤＰ作用后，ＰＫＭ２在Ａ５４９／ＣＤＤＰ细胞中的表
达进一步下调，在 Ａ５４９细胞中的表达略上调。结合
近期其他研究结果表明［７－８］，ＰＫＭ２的表达水平与肿
瘤细胞耐药程度呈负相关，ＰＫＭ２在耐药肿瘤细胞株
中低表达，并且抑制亲代细胞株中ＰＫＭ２表达，也可使
其对化疗药物的敏感性降低。ＰＫＭ２是糖酵解途径中
丙酮酸激酶（ｐｙｒｕｖａｔｅｋｉｎａｓｅ，ＰＫ）的４个亚型之一，是
在糖酵解途径的最后一步起催化作用的酶，ＰＫＭ２和
肿瘤联系密切，是肿瘤代谢中最关键的酶之一［９］。进

一步使用蛋白酶体抑制剂三肽基乙醛（ＺＬｅｕＬｅｕＬｅｕ
ＣＨＯ，ＭＧ１３２）干预 Ａ５４９、Ａ５４９／ＣＤＤＰ细胞株后，细胞
中ＰＫＭ２表达量上调，细胞对抗肿瘤药物敏感性提高，
ＭＧ１３２与ＣＤＤＰ联合作用细胞后，可分别使两细胞株
对抗肿瘤药物的敏感性显著提高。由于 ＭＧ１３２是一
种可逆的醛基肽类特异性蛋白酶体抑制剂，它能阻止

２６Ｓ蛋白酶体对泛素化靶蛋白的降解，抑制泛素蛋白
酶体通路所介导的蛋白质降解，调节细胞内凋亡信号

传导通路，影响细胞周期进程和诱导细胞凋亡［１０］。本

实验结果表明ＰＫＭ２很可能经由泛素化或类泛素化修
饰调节。

　　ＧａｒｃｉａＧｏｎｚａｌｏ等［１１－１２］使用基于抗ＨＥＲＣ１（ＨＥＣＴ
ａｎｄＲＣＣ１ｌｉｋｅｄｏｍａｉｎ１）多克隆抗体的免疫亲和技术，
研究了ＨＥＲＣ１与ＰＫＭ２间的相互作用，结果ＰＫＭ２未
与ＨＥＲＣ１相互作用，而 ＨＥＲＣ１是一种含 ＨＥＣＴ结构
域家族的Ｅ３泛素连接酶，提示 ＰＫＭ２未经泛素化修
饰。但在本研究中，从富集、纯化的泛素化、类泛素蛋

白样品中分离获得了 ＰＫＭ２，提示 ＰＫＭ２很可能经过
了泛素化或类泛素化修饰。这主要是由于本研究考虑

到细胞中的泛素化、类泛素蛋白质具有不均一性和相

对丰度低的特性采用了基于泛素结合结构域（Ｕｂ
ｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ＵＢＤ）识别的亲和纯化技术进行分离
和富集；与免疫亲和技术不同，该技术是通过连接在基

质上的ＵＢＤ识别各种不同的泛素、类泛素修饰类型并
与之结合［５］。而 Ｓｐｏｄｅｎ等［１３］也发现，ＰＫＭ２可发生
ＳＵＭＯ化修饰，ＳＵＭＯ化修饰是一种类泛素化修饰，可
被ＵＢＤ所识别，而不被泛素化蛋白特异性的免疫亲和
识别。ＳＵＭＯ是一种结构上与泛素相似的小分子，它
参与蛋白质翻译后修饰。ＳＵＭＯ化循环与泛素化循环
过程相似，但ＳＵＭＯ化修饰具有与泛素化修饰截然不
同的功能，它主要介导靶蛋白的定位和功能调节过程。

ＳＵＭＯ化修饰参与基因转录调节、ＤＮＡ损伤修复及基

因组稳定性调节、离子通道功能调节以及生物节律的

调节等。

　　综上所述，ＰＫＭ２与肿瘤耐药具有密切关系，其表
达水平与肿瘤细胞耐药程度呈负相关。细胞中 ＰＫＭ２
的表达受蛋白质ＳＵＭＯ化修饰调节。蛋白质翻译后修
饰是细胞蛋白质发挥生物学功能的重要调节机制之一，

参与细胞转录、蛋白质降解和细胞凋亡等多种生理过

程。ＳＵＭＯ化修饰主要参与基因转录调节、ＤＮＡ损伤修
复及基因组稳定性调节、离子通道功能调节以及生物节

律的调节等，可能与肿瘤耐药的发生具有密切关系。
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