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EYM

#获得
:&%(

个碎片离子信息&

图
%

为左侧的诱饵库与右侧的目标库构成混合

数据库!随着峰值肽得分增加!肽段频谱匹配

"

P9Z

#数呈下降趋势"图
%@

#(随着峰值肽得分的增

加!假阳性率明显降低!母离子质量误差集中在
%&

!

*&2

D

0

_

a%

!混合数据库分界444峰值肽得分

"

a%&>

D

P

#控制在
(

0*m)

"图
%L

#(图
0

为从头测序

"

M=4#U#

#肽段置信度分布!图
0@

诱饵库与目标库

重合面积较图
0L

要小!与目标库频谱匹配肽段非重

合区置信度均在
1&o

以上(图
0L

为
M=4#U#

肽段

数据库赋值置信度分布!非重合区置信度均在
:/o

以上&结果分析参考
X'Z'X@>

D

>=

B

等*

/

+的方法!将

M̂3

为
%'&o

时对应的
?

值作为阈值来筛选

Z@,6#8

搜索结果!最终确定肽段频谱与数据库匹配

数为
01..

个"表
%

#&

蛋白搜索使用
Z@,6#8U0'0

搜索引擎!以
4EXY

-7

数据库"

*1%)/:%0,=

R

I=-6=,

(

%0*:)((:*1&

7=,$"I=,

#中哺乳动物"

Z@22@>$@

!

0%)):*(,=!

R

I=-6=,

#数据库为基础!设定匹配评分
(

0&

!单肽段

匹配数
(

%

!匹配置信度
(

1&o

(显著性阈值"

9$

D

-$Q!

$6@-6=8A7=,A#>"

#

:

&

&'&1

&结果显示!在
01..

条

频谱匹配肽段中!对应蛋白质组分
%%%

个"表
%

#&

表
#

!

筛选结果统计

G6@>2#

!

D464)-4)7-088)>42/29/2-L>4

项目
$̂>8=7="$8=2

结果
3=,I>8

P=

C

8$"=!,

C

=687I22@86A=, 01..

P=

C

8$"=,=

R

I=-6=, )(/

P7#8=$-

D

7#I

C

, %%%

P7#8=$-, .)1

P7#8=$-,

"

-

G-$

R

I=P=

C

8$"=,

#

%)&

"

%

0

#(

(*

"

q0

#(

)00

"

q%

#

M̂3

"

P=

C

8$"=!,

C

=687I22@86A=,

#

%'&o

M̂3

"

P=

C

8$"=,=

R

I=-6=,

#

)'%o

M̂3

"

P7#8=$-

#

&'&o

M=-#U##->

B

,

C

=687@ %%&/

图
#

!

肽段频谱匹配$

.DP

%得分分布

;)

1

C#

!

.2

?

4)92H-

?

274/L((64752-

$

.DP

%

-70/29)-4/)@L4)03

%:%0
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图
!

!

从头测序结果确认)))肽段置信分布

;)

1

C!

!

<230=0/2-L>4=6>)964)03C<)-4/)@L4)0308/2-)9L2>076>7038)92372

!CF

!

Q,*G

相互作用蛋白网络构建

经
E

B

8#,6@

C

= *̀'%'&

"插件
E>I,8=7̀$W *̀m%m&

#

导入
%%%

个蛋白组分!其中有
(%

个功能模块符合构

建
E53<

相互作用网络图谱"图
*

#&结果表明!

%

0

巨球蛋白"

50Z

#和波形蛋白"

ỲZ

#与
E53<

相互

作用的相关系数最大&

图
F

!

Q,*G

相互作用蛋白网络图

;)

1

CF

!

./042)3)342/674)03324:0/V9)6

1

/6(03Q,*G

0:%0



!

%0

期 李鹏飞等$免疫共沉淀筛选牛卵泡
E53<

相互作用蛋白的研究

!C%

!

蛋白功能富集性分析

经
E

B

8#,6@

C

= *̀'%'&

导入
%%%

个蛋白组分对

应的基因!进行基因功能富集性分析!结果见图
)

!

共分为
*

大类
*)

组$其中分子功能占
%%':*o

!生

物学过程占
).'/*o

!细胞组分占
)%'*)o

&在卵泡

发育过程中!

E53<

主要抑制卵泡
NE,

的增殖及

?

0

的分泌!从而发挥其负调控的功能!功能富集性

分析结果显示!

E53<

与
45_P%

'

9?3PY4F%

和

PMY5.

的 负 调 控 应 答 "

4=

D

@8$U=7=

D

I>@8$#- #Q

7=,

C

#-,=

#功能提示!这些基因或蛋白可能对卵泡的

发育产生重要影响&

图
%

!

Q,*G

相互作用网络图

;)

1

C%

!

./042)3)342/674)03324:0/V9)6

1

/6(03Q,*G

F

!

讨
!

论

蛋白质组学从蛋白质整体作用关系来研究生物

有机体*

%&!%%

+

!而
PPY

作为细胞调节和信号传导的基

本要素!对蛋白功能的实现发挥决定作用*

%0!%*

+

&陈

娟*

%)

+应用细菌双杂交技术对
E53<

的
PPY

做过研

究&在本试验中!采用
E#!YP

技术获得
E53<

蛋白

复合体!经酶解及质谱分析对
E53<

的
PPY

进行研

究!

P7#8=$-N

琼脂糖磁珠
E#!YP

是利用细菌蛋白的

,

P7#8=$-N

-作为抗原特异性结合抗体的
6̂

区段的

原理而开发的方法(试验过程中涉及到抗体及总蛋

白的纯度'抗体
!5

D

@7#,=L=@",

的特异性结合'复合

物洗涤效果及质谱分析结果的鉴定!均会影响到研

究结果的准确性&

由相互作用蛋白网络图可知!

50Z

和
ỲZ

与

E53<

的相关系数最大&

50Z

基因全长
)/&&L

C

!

定位于牛第
1

号染色体!为
%

!

巨球蛋白家族的一员!

在动物体内通过对内外源蛋白酶活性的调节来执行

其生理功能*

%1

+

&

ỲZ

"

$̀2=-8$-

#为波形蛋白!在间

质组织广泛表达!对细胞完整性的维持及细胞应激

反应的产生具有重要作用*

%.

+

(研究也表明!在许多

疾病尤其是一些恶性肿瘤发生过程中!均有
ỲZ

的

异常表达!造成癌细胞的生长'迁移加速!预后效果

较差*

%:

+

&仅通过功能及相关系数还不能确定三者

的关系!还有待进一步研究&

通过对
E53<

相互作用蛋白的功能富集性分

析表明!

E53<

与
45_P%

'

9?3PY4F%

'

PMY5.

具

有负调控应答的功能!可能通过启动
NE,

凋亡程序

进而影响了卵泡的正常发育&

45_P%

为
4\M

样

受体超家族蛋白!在动物体内诱导细胞凋亡体的形

成(整个过程中!

6@,

C

,=!0

'

6@,

C

@,=!*

和
6@,

C

@,=!/

通

过与
45_P%

相互作用!进一步加速凋亡体的形成&

^'_$I

等*

%(

+在
F?_5

细胞体外培养研究中证实!

45_P%

通过诱导激活
6@,

C

@,=!*

促进
F?_5

细胞

的凋亡(

E'̂ '̂7="=7$6T_#

等*

%/

+通过基因重组技术

瞬时表达重组
45_P%

的神经元发现!该神经元细

胞诱 导
6@,

C

@,=!*

活化并促进 细胞 凋 亡!表 明

45_P%

在受损神经元内可能参与细胞凋亡蛋白酶

活化的调节&

9?3PY4F%

属于丝氨酸蛋白酶抑制

剂家族蛋白!通过对该蛋白功能的研究发现$

9?3!

*:%0
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PY4F%

与肿瘤细胞的生长和成骨不全症的形成有

关&在人和小鼠体内
9?3PY4F%

基因发生变异!可

导致蛋白装配'折叠和分泌过程异常!导致胎儿发育

受阻及骨骼形成异常*

0&!00

+

(

O'O'OI

等*

0*

+应用
,$3!

45

干扰技术研究发现!

9?3PY4F%

基因沉默后对

模型小鼠的肿瘤生长有促进作用!即
9?3PY4F%

具

有肿瘤抑制作用(

PMY5.

分布于内质网'高尔基体

中心区域!目前!

PMY5.

与细胞生长调节的相关性

主要体现在肿瘤研究方面!

PMY5.

通过信号通路激

活及蛋白折叠反应激活!促进肿瘤的转移和侵

袭*

0)!01

+

&

为了确定
E53<

的受体!前人已做了大量研

究*

0.!0(

+

!到目前基本明确了
E53<

受体的相关特

性!但受体蛋白仍未确定&本研究通过
E#!YP

技术

对
E53<

相互作用蛋白进行研究!为进一步确定

E53<

受体奠定基础&

%

!

结
!

论

本研究经
E#!YP

及质谱分析共获得
%%%

个

E53<

相互作用蛋白并构建
E53<

相互作用蛋白

网络!其中
E53<

与
50Z

和
ỲZ

的相关系数最

大(功能富集性分析发现$

E53<

与
45_P%

'

9?3!

PY4F%

和
PMY5.

具有负调控应答的功能!提示可

能参与牛卵泡发育过程的调控&
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