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摘 要
:

【目的」寻找并鉴定在 T PA 处理后小鼠成纤维细胞 M H 33T 中表达发生变化的蛋白质
,

为阐明 PT A

在诱导细胞发生生物学变化的作用机制提供线索
。

[方法 ] 用 PT A 刺激 NI H3 3T 细胞
,

分别提取实验组和对照组

的 N IH 3 T 3 细胞的总蛋白质
,

通过聚丙烯酞胺凝胶双向电泳
,

硝酸银染色后用软件分析寻找差异表达的蛋白质
,

并对差异蛋白质进行质谱鉴定
。

【结果】软件分析显示 TP A 处理后的 M H 33T 细胞中有明显的差异表达蛋白质
,

质谱鉴定表明 T P A 处理后
,

表达上调的蛋白质有线粒体基质蛋白 1P 前体
、

微管蛋白 b et
a 一

5 链 ;
PT A 处理后明显

表达下调的蛋白质有 ga lec t i n
一
1

、
N

一
m y c

下游调节基因 1 蛋白
。

【结论】PT A 刺激 M H 33T 细胞后可以下调生长抑

制基因的表达
,

同时上调与细胞增生相关基因的表达
。

因此
,

促癌剂 TPA 可能对 M H 33T 细胞有促进增生的作

用
。
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一 a e e t a te ) 是从巴豆油中提取的一种

醋类化合物
,

在体外能抑制细胞生长
【” 和诱导白血

病细胞的分化
「2 , ,

此外
,

它还能增强细胞对病毒

的易感性 ` 3
,

4 〕并且作为促癌剂被研究者们广泛地用

于癌症的研究中
`5 , ,

但其作用 机制至今 尚未 阐

明
。

以往研究 T P A 的作用仅针对信号传导的某些

途径
『̀ 一 8 1。

最近有人用微阵列 (m ic or a r r a y )
〔9 ’
技术分

析了 T l ) A 对细胞作用前后的基因表达谱差异
,

但

生物体功能的主要执行者是蛋白质
,

核酸水平的改

变不能完全反映细胞内蛋白质的变化情况
,

在蛋白

质水平进行生物性能研究 能更准确阐明细胞内各

种变化机制
。

因此
,

我们运用蛋白质组学方法寻找

T PA 作用前后细胞差异表达的蛋白质
,

为明确其诱

导细胞生物学变化的机制提供线索
。

1 材料和方法

1
.

1 材 料

1
.

1
.

1 主要试剂 蛋白质抽提试剂盒
、

B C A 试剂

盒
、

固相 p H 梯度干胶条 ( p H4 一 7
,

1 7 c m )
、

泡胀液均

为美国 iB 0 Rad 公司产品
,

二硫代苏糖醇 ( D TT )
、

碘

乙酞胺
、

T PA 及基质 ( a
一

月青基
一

4
一

经基肉桂酸 )均为

Si gm a
公司产品

,

乙睛 (A e N )购自 F i s h e :
公司

,

三氟

醋酸 ( TF A ) 购自 F lu k 。 公司
,

胰蛋白酶 ( t yr p s i n
,

m o d i if e d
、 s e q u e n e i n g g ar d e

)购自 B o e h ir n g e r
公司

。

1
.

1
.

2 实验细胞 M H33T 细胞由中南大学湘雅

医学院细胞中心提供
。

1
.

1
.

3 主要仪器 IP G 等电聚焦仪 ( iB
o ar d 公

司 )
、

垂直板电泳槽 (北京六一公司 )
、

真空离心干燥

机 S p e e dV a e
( S

a v a n t )
、

M@ L D I R 型飞行时间质谱

仪 (M i e r o m a s 。
公司 )

。

1
.

2 方 法

1
.

2
.

1 细胞处 理 M H 3T 3 细胞用完全培养基
D M EM + 10 0 m L / L 小牛血清

+
双抗 ( I OO U / m L 青

霉素
、

10 0 U / m L 链霉素 )
,

置于 37 ℃二氧化碳培养

箱培养
,

当所有细胞接近满瓶时消化
,

全部混匀后

等份分瓶并分成实验组和对照组两组
。

当培养接近

60 % 面积
,

实验组加人 8 n

mo l/ L 的 TP A 溶液 (溶质

为 T琳
,

溶剂为 DM s o ( d im
e t h y l s u l fo x i d e

) )
,

对照组

加人等体积的 D M S O
,

共同培养 2 4 h
。

1
.

2
.

2 蛋 白质提取 按蛋白质抽提试剂盒操作

说明
,

分别抽提实验组即经 T PA 处理和对照组即

未经 T P A 处理的 M H 3 3T 细胞总蛋 白质
。

按 B C A

试剂盒操作说明分别测出各组蛋白质的浓度
,

两组

细胞蛋白质各取 4 00 卜g 分别上样
。

1
.

2
.

3 双向凝胶电泳 按照 P RO T E A N IE F C ELL

操作说明进行
。

细胞总蛋白与泡胀液混合至总体积

3 0 0 林L 后注人 IP G 胶条泡胀槽中
,

上面覆盖 IP G

胶条
,

置于室温泡胀 12 h 左右
。

待 IP G 完全吸收溶

液后转入
:

①等电聚焦仪上进行第一向等电聚焦
:

S OO V
,

3 0 m in ; 5 O0 0 V
,

3 h ; 1 0 0 0 0 Vh
,

8 0 0 0 O V
。

等

电聚焦结束后
,

依次置人 IP G 平衡液 I ( 6 m ol / L

U er a ,

2 0 9 / L D竹
,

3 0 0 m l / L lG y e e or l
,

0
.

0 5 m o l / L

T ir s 一

H C I p H 6
.

8
,

2 0 9 / L SD S
,

痕量嗅酚蓝 )
、

平衡液

11 ( 6 m o l / L U r e a ,

2 5 9 / L 碘乙酞胺
,

30 0 m L / L

G l y e e or l
,

o
·

0 5 m o l / L T ir s 一 H C I p H 6
.

8
,

2 0 9 / L S D S
,

痕量嗅酚蓝 ) 中各 巧 m in
。

逗)第二向 s D S
一

P A GE 电

泳按蛋白质电泳
「̀” , :
制备 130 9 / L 聚丙烯酞胺分离

胶
,

将已平衡好的 IP G 胶条置于凝胶顶层
,

2
.

5 9 / L

的琼脂糖封顶
,

按每块胶 20 m A 进行连续 的

SD S
一

PA GE 恒流电泳
。

实验组与对照组同步进行以

上 IP G 胶条泡胀及双向电泳步骤
。

实验在相同的条

件下重复 3 次
。

1
.

2
.

4 银染显色 4 0 0 m L / L 乙醇
、

1 0 0 m L / L 冰

醋酸固定 1
.

s h
,

68 9 / L 醋酸钠
、

300 m L / L 乙醇
、
2

g / L N助5 20 3
·

S H
Z
O 浸泡 3 0 m i n

,

纯水漂洗 5 m i n x

3 次
,

2 9 / L A g N o
。

染色 2 0 m i n
,

纯水漂洗 1 m i n x Z

次
,

25 9 / L 无水碳酸钠
、

0
.

4 m L / L 甲醛显色 4

m i n
,

5 0 9 / L 冰醋酸 10 m i n 终止反应
,

纯水漂洗 5

m in X 3 次
,

10 0 m L / L 甘油保存并摄像
。

1
.

2
.

5 凝胶图象分析 用 M el an i 凝胶分析软件比



中山大学学报 (医学科学版 ) 第 25 卷

较两种样品蛋白质电泳图谱
,

找出差异蛋白质点
。

1
.

2
.

6 胶 内酶切 将银染后凝胶中的蛋白质点

切成 1 一 Z m时 大小的胶块
,

用含 5 00 m L / L 乙睛
,

25 m m ol / L 碳酸氢钱的溶液 50
一 100 (L 浸泡胶

片
,

振荡 20 二in
,

弃去溶液
。

用真空离心干燥机

S p e e dV a。 ( S a v an ,
) 干燥 2 0 nt i n

,

使胶片完全脱水
,

加入适量体积酶液 (0
,

01 此 / ( 协L
,

含 邓 m m d / L

N H 4 H c伽 )
,

4℃冰箱中放置 20
一
30 im n, 待酶液完

全被吸收
,

补充适量体积 25 m m ol / L N H沮 c o
。

缓

冲液
,

37 ℃保温 16 一 18 h
。

L 2
.

7 肤指纹图谱鉴定蛋 白质 将上述酶切后

的凝胶中加人 10 林L 溶液 l( m L / L 三氟醋酸
,

50 0

。 L / L 乙睛 ), 超声提取 20 m in
,

取 1 林 L 提取液与 1

泌基质 a(
一

睛基
一

4
一

经基肉桂酸溶于 I m L / L 三氟

醋酸
、

50 0 o L / L 乙睛的饱和溶液 ) 混合
,

点靶分

析
。

质谱仪的氮激光波长 3 37 mn
。

采用促肾上腺皮

质激素片段 18
一

39 (A c TH )作外标校正
。

将质谱所测

肤质量指纹谱数据输人 网络应用程序 eP tP l d en t

(h t t p : / /

~
.

ex p a叮
` e h / ot o l

s / p e p tid en t
.

h tm l ) 或

M a s e o t ( h t t P : / /

~
.

m a t五x s o i e n e e
.

e o m )进行检索
。

k U

一 9 7
.

4一

一 6 6
.

2 一

一 4 3
.

.2
-

一
3 1 .0

-

一 2 0 .1
-

一 1 4
.

4
-

图 1 实验组与对照组蛋白质双向电泳图谱中差异蛋白质分布区域示意图
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应 用MA LDIToF Ms方法对 上述差异 蛋白质

图 3差异蛋白 质点A的 质谱分析 图i Fg3hT lyi fPeti sPtAi nguer2b ymssPc tormty

表 1MADL oTFMs鉴 定MH3T3 细胞经T PA处理后产 生差异表达 的蛋白质Tbl1 MADITO FMSidi fi柱of portiih hdex perioni NIH3T3 ll睑T pAetramt爪:o Piccessi N。 Mateh coierag (%) Mr pl D硫示ion ” ” ”

A P1 9226 25 417 1 60937 6l mihodri 沮mtriP iPI PrersB p1 6045 9 709 0 14716 54 罗lil

C P0 5218 25 596 8 49652 4s blibt shiD Q6 2433 15 347 7 42990 60 d吧IProt iA iN haci lnbefp iid bCOvra g(%)h p犯g fg q wholq D对 pi

h ofhpro iMhh b rppidm hdihd b阶 reli llm pl1l 曰pi印 hym blfdi跳 roip ihsp叩rs (EPs teinBa rr病毒)对 细胞的感 染̀, 这表明 TPA 一

3讨 论 作用 细胞后 引起的信 号调控既 能诱导 细胞分化 也能诱 导细胞 转化因此 其在 癌症发生 发展中的 作

长 期以来 TPA除 了在临床 用于治疗 白血病 用 比较复杂 准确了 解TPA生 物学作 用的分子 机外还 一直作为 由多环芳 香烃启动 的小鼠皮 肤的肿 制对 阐明其 引起细胞 分化及转 化的机 理有重要 意瘤促进 剂「s];此 外TPA 还能促进 鼻咽癌相 关病毒 义
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本研究用双向电泳方法显示了 M H33 T 细胞经

TA P 处理和未经 T PA 处理的蛋白质表达谱
,

并用

质谱鉴定了软件分析所寻找的一些差异蛋白质
。

结

果表明
,

线粒体基质蛋白 P x 前体 (m i t o c h o n dr i a -

m a tir X p or te i n p l p er e u sr o r
) 和微管蛋白 五e ta

一

5 链

( t
u b u l i n b e t a

一

5 c h a i n ) 在 TP A 处理后明显表达上

调
。

线粒体基质蛋白 1P 前体属于分子伴倡 HS6P O

家族
,

定位于线粒体基质
,

在往线粒体内输人的蛋

白质和大分子装配中发挥作用
。

它有助于输人蛋白

质的正确折叠
,

并能阻止错误的折叠和促进应激条

件下产生的未折叠多肤的重折叠和正确的装配
,

还

能与癌基因 ar s
的产物 p ZI 蛋白质相互作用

“ ` ·

” 」
。

而微管蛋白 b et a 一

5 链是微管蛋白的主要组成部

分
。

微管蛋白属于微管蛋白家族
,

能够结合两个

(; T p 分子
,

一个结合在 be t a 链的可替换位点
,

另一

个结合在 al p ha 链的不可替换位点
。

它与细胞的形

态结构变化和细胞的增殖
、

运动密切相关
L̀ 3

,

“ , 。

此外
,

T P A 处理后的细胞中表达下调的蛋白质

有
“ g al e e ti n

一

l ” 和
“
N DR G I p or t e i n ” 。 “ g a l e e t i n

一

1
”

属

于 g a l a p t i n ( s 一

l e e ti n ) 家族
,

能够结合 b e t a
一

半乳糖

昔
,

目前的研究表明该蛋白对细胞的增生可能起负

调节作用
〔` , 一 ` 7 ’ 。 而

“
N D R G I p or te i n ”

即 N
一

m y e 下游

调节基因 x蛋白( N
一

m y e d o w n s t er a m : e g u l a t e d g e n e l

p or et in ), 属于 N D R G家族
,

定位于细胞核与细胞

质
。

当癌基因 N
一

m yc 表达大幅度下调时
,

其表达会

提高
,

目前认为该蛋白质有生长抑制作用
“ 8

,

” ’ 。

本研究发现 T PA 处理 M H 3 T 3 细胞后
,

表达下

调的蛋白质都对细胞的增生有抑制作用
,

或者可能

通过调控癌基因 N
一

m yc 表达引起 ND R GI 蛋白下

调
,

或者可能通过结合半乳糖昔引起的某些下游信

号途径
,

来抑制细胞生长 ; 而表达上调的蛋白质则

与蛋白质合成及细胞增生
、

形态变化等功能相关
,

我们推测
,

T PA 处理细胞后促进蛋白质合成
,

从而

诱导了与蛋白质装配密切相关的分子伴侣
“

线粒体

基质蛋白 1P 前体
”

表达上调
,

并且可能通过与癌基

因 p Z 1ar s
作用引起细胞增殖反应

,

进而诱导了与分

裂相关的微管蛋白高表达
。

我们知道
,

在小鼠的皮肤成瘤实验研究中
,

用

多环芳香烃刺激小鼠皮肤产生遗传改变后
,

不作任

何处理
,

是不会发生肿瘤的
,

而经过 T PA 处理后
,

能在原位发生肿瘤 ; 并且
,

如果小鼠皮肤不经多环

芳香烃刺激而直接用 T P A 处理
,

亦不会发生肿瘤
。

这提示了 T PA 可能对遗传学上产生变异的细胞有

促进增生作用
,

而对正常的细胞没有该作用
。

本实

验选用的 M H 3 3T 细胞是来源 于 鼠的永生化纤维

细胞
,

尽管不是肿瘤细胞
,

但其永生化特性表明该

细胞在遗传特性上 已经与正常细胞有很大的变

异
。

结果显示在小 鼠成纤维细胞 NI H 33T 系中
,

T PA

的处理能够下调生长抑制基因的表达
,

同时上调与

细胞增生相关基因表达
,

进而可能促进细胞增生
,

这与前人的结果一致
。

但是
,

T PA 能诱导人白血病

细胞分化和凋亡
“̀ ,
的报道又暗示了 T PA 对肿瘤细

胞起着生长抑制作用
。

如此看来
,

TP A 对正常细胞
,

肿瘤细胞以及有显著遗传变异 的非正常细胞等细

胞的不同阶段的生物学作用是不同甚 至截然相

反
。

我们推测
,

某些遗传变异可能是导致 T P A 有如

此复杂功能的根本原因
。

但是也不能排除细胞来源

的物种
、

细胞的类型的差异等因素
,

这些都需更多

实验来探讨
。

(感谢军事医学科学院国家生物 医学分析中心 的钱 小

红教授和应万涛博士对本实验的蛋白质质谱分析鉴定工作

提供了大力的支持和帮助 )
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点
,

要考虑与试剂盒上已检测的位点尽量不在同一

染色体上
,

或者与之不存在连锁遗传现象
。

另外
,

则

需尽量选择加作一些在汉族人群中多态性高
,

容易

提示问题的位点
,

有关工作将在另文发表
。

考虑某

些位点的遗传为突变时
,

计算其 PI 值 A yr e S K L

2 0 0 0 年在 r o m s i c Se i e n e e In t e nr a ti o n a l 发表文章进

行 了探讨
。

对于突变标本的判定和处理
,

一定要十

分谨慎
,

实验结果是唯一的标准
,

当发现 巧 个中任

何 1个或 2 个位点出现矛盾
,

必须重复矛盾位点的

实验
,

用银染法证实其无误
,

再进行加做位点
,

不出

现进一步的排出
,

这样的位点才算突变
。

确定 3 个及以上的位点为排除的标准是完全

正确的
,

从本中心所接受的几千案例可以看出
。

排

除案有几百例
,

发现排除位点均超过 3个
,

没有 1

个案例刚好只是 3 个位点排
。

通过本文分析说明本

中心制定和使用的判定亲子鉴定的标准是一个较

合理的标准
。

最近
,

德国有人 ( P
e t e : M

.

s e h n e id e r ,

p e r s o n a l e o m m u n ie a ti o n
)也报道类似的标准

’ ` ’ 。
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