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　　摘　要：目的　通过鉴定参与白藜芦醇（ＲＳＶ）诱导人急性早幼粒白血病 ＨＬ６０细胞凋亡的磷酸化蛋白质，了解介导白藜芦

醇诱导 ＨＬ６０细胞的凋亡机制。方法　以一定浓度的ＲＳＶ作用 ＨＬ６０细胞一定时段后，富集磷酸化蛋白质，通过双向电泳（２

ＤＥ）分离，质谱分析鉴定差异蛋白。结果　以１００μｍｏｌ／ＬＲＳＶ处理 ＨＬ６０细胞１２ｈ，２ＤＥ显示同对照组比较，其磷酸化蛋白质

有明显变化，经过质谱鉴定后，这些蛋白质大部分为内质网及蛋白质折叠相关蛋白。结论　内质网及蛋白质折叠可能参与了

ＲＳＶ诱导 ＨＬ６０细胞凋亡机制。
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　　白藜芦醇（ＲＳＶ）是一种植物抗毒素，主要存在于葡萄、藜

芦、虎杖等植物中的多酚类化合物，化学名称为３，４，５三羟基

苯二烯。研究发现白藜芦醇具有抗炎、抗菌、抗氧化、抗癌、抗

衰老等重要生物学作用［１３］。近年来ＲＳＶ的抗肿瘤作用已成

为研究热点。不同的细胞，ＲＳＶ诱导细胞凋亡的机制也不尽

相同，本课题组曾报道ＲＳＶ能够诱导 ＨＬ６０细胞凋亡，且这

种作用呈时间和剂量双依赖性，其机制与活性氧（ＲＯＳ）的产生

有关［４］。但是 ＲＯＳ的产生是否是ＲＳＶ诱导 ＨＬ６０细胞凋亡

的惟一原因尚不明确，本课题组通过阻断ＲＯＳ的产生，结果发

现细胞凋亡并未完全抑制。因此推测，除ＲＯＳ激活线粒体凋

亡通路外，应该还有其他途径参与了ＲＳＶ的抗肿瘤作用。为

此，本研究将通过蛋白组学方法研究ＲＳＶ处理对 ＨＬ６０细胞

全部磷酸化蛋白质的影响，试图初步了解ＲＳＶ诱导人 ＨＬ６０

细胞凋亡的其他机制。

１　材料与方法

１．１　材料　人早幼粒白血病细胞 ＨＬ６０细胞株（本室保种）。

１．２　仪器与试剂　双向电泳裂解液、水化液、电泳缓冲液、细

胞刮子，样品混合器（ＨｕｌａＭｉｘｅｒ）、磁力架、离心机、电泳仪、水

化盘、聚焦槽及垂直电泳仪（伯乐公司，美国）、ＩＰＧ预制胶条

（伯乐公司，美国）、磷酸化蛋白质富集试剂盒（ＢＤ公司）、脱色

摇床。

１．３　方法

１．３．１　细胞裂解　准备两皿（直径为１５ｃｍ）处于对数生长期

的 ＨＬ６０细胞，一皿细胞加入白藜芦醇，使其ＲＳＶ的终浓度

为１００μｍｏｌ／Ｌ，另一皿细胞做对照。培养１２ｈ后收集细胞；

将细胞悬液放入事先称重好的离心管中，以５００ｇ／ｍｉｎ速度离

心１０ｍｉｎ后，弃上清液，然后用冷ＰＢＳ洗细胞３次，每次以

５００ｇ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ离心，弃上清液；将离心管再次离心，５００ｇ／

ｍｉｎ，２ｍｉｎ，离心后吸尽多余的液体，连管、细胞一起称质量，确

定收集到的细胞的质量；将收集到的细胞放入－８０℃冰箱冷

冻保存至少２ｈ；将细胞从－８０℃冰箱取出，待细胞复温后用

缓冲液Ａ重悬细胞，大约３０μＬ／ｍｇ，根据细胞的质量，确定需

要缓冲液 Ａ的体积；将细胞吹打均匀后，上下颠倒悬液２０次

左右；４℃孵育细胞悬液１０ｍｉｎ，大约每分钟将离心管颠倒１

次，１０ｍｉｎ后将细胞悬液转移至１．５ｍＬＥＰ管中。１００００ｇ／

ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，以沉淀没有溶解的物质。

１．３．２　亲和层析柱分离富集磷酸化蛋白质　将上清液转移至

另一干净管中，此上清液即为总蛋白；分出一部分蛋白样品用
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作测蛋白浓度和其他用处，另一部分用来提取磷酸化蛋白；提

前将亲和柱置于室温；将亲和柱上下帽去除，使储存液排除；用

蒸馏水（大约５ｍＬ）洗柱；用缓冲液 Ａ５ｍＬ平衡亲和柱直至

流出液ｐＨ值小于６．０；盖上底帽；将蛋白样品上柱（蛋白样品

总量不要大于８ｍｇ，最好为４ｍｇ，一次不要超过５ｍＬ）；盖上

顶帽，将柱放在４℃摇床上轻摇２０ｍｉｎ；将柱竖立放置５ｍｉｎ；

将亲和柱底帽和顶帽打开，使没有吸附的物质流出，用离心管

收集这些流出的液体（这些为非磷酸化蛋白）。收集后－２０℃

保存；用缓冲液Ａ洗柱４次，每次５ｍＬ；加１ｍＬ缓冲液Ｂ洗

柱，４℃冰上收集洗脱液，此洗脱液即为磷酸化蛋白。用缓冲液

Ｂ重复洗柱３次，洗脱液均要收集。

１．３．３　蛋白样品除盐　由于收集到的磷酸化蛋白往往会浓度

太低，我们采用超滤法浓缩蛋白，达到提高蛋白浓度和脱盐的

作用。将上一步得到的磷酸化蛋白加入到超滤管中，以

７０００ｇ／ｍｉｎ，低温高速离心４０ｍｉｎ，离心结束后，加入适量的

裂解液溶解蛋白，将溶解好的蛋白溶液吸出转移至另一干净的

ＥＰ管中，取适量样品ＢＣＡ法进行蛋白浓度测定。

１．３．４　双向电泳及质谱测定　水化：室温溶解４００μＬ水化液

（不含 ＤＴＴ，不含 Ｐｈａｒｍａｌｙｔｅ３～１０）中 加 入 ４μＬ ＤＴＴ

（４ｍｏｌ／Ｌ），２μＬＰｈａｒｍａｌｙｔｅ３～１０，充分混匀。样品液测得蛋

白浓度后，取５０μｇ的样品，用混匀的水化液补到１２５μＬ。根

据胶条长度，沿着水化盘中槽线性加入样品。去除预制ＩＰＧ

胶条上的保护层，胶面朝下置于水化盘中的样品溶液上，避免

产生气泡，然后覆盖３ｍＬ矿物油。第一向等电聚焦：胶条水

化１２～１６ｈ后，将其转移至聚焦盘中，使得胶条的正极对应于

聚焦盘的正极。为确保胶条与电极紧密接触，７ｃｍ胶条要用

干净的滤纸做盐桥放到两极，胶条的胶面朝下搭在盐桥上，覆

盖３ｍＬ矿物油，对好正、负极，盖上盖子。设置７ｃｍ的胶条

等电聚焦程序为：１００ Ｖ５ ｍｉｎ；５００ Ｖ１ｈ；１０００ Ｖ１ｈ；

８０００Ｖ、５５０００Ｖ数小时；２０００Ｖ２４ｈ；温度设置１８～２０℃

为宜。第二向ＳＤＳＰＡＧＥ电泳：聚焦结束的胶条，分别用平衡

缓冲液Ⅰ和Ⅱ平衡。然后将胶条放置ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶

（ＳＤＳＰＡＧＥ）的上方加入已加热溶解的低熔点琼脂糖封胶液，

完全凝固后进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。电泳结束后银染，扫描分

析后（Ｂｉｏｒａｄ的ＰＤｑｕｅｓｔ７．０双向电泳分析软件），切２倍以上

差异的点做质谱分析。

２　结　　果

２．１　双向电泳分离磷酸化蛋白质　本实验利用双向电泳技

术，根据蛋白质的等电点和相对分子质量的差异，将对照组

ＨＬ６０细胞和１００μｍｏｌ／ＬＲＳＶ、１２ｈ处理的 ＨＬ６０细胞提取

到的磷酸化蛋白进行双向电泳，通过一向等电聚焦和二向

ＳＤＳＰＡＧＥ后，各蛋白点分离开来。凝胶银染后凝胶扫描仪扫

描。用ＰＤＱｕｅｓｔ双向电泳软件分析得到差异表达的蛋白。得

到对照组和ＲＳＶ处理组蛋白点数分别为２４３个和１９７个，差

异表达的蛋白质点数为１３个（差异蛋白点未一一标出，其中选

取部分放大），见图１、２。

２．２　差异蛋白点的质谱鉴定分析　在蛋白质水平，蛋白质组

学对细胞提供了正常、非正常阶段细胞在生理学上的进展、途

径甚至网络。通过采用２ＤＥ及质谱技术对检测到的 ＨＬ６０

细胞内的磷酸化蛋白，用ＰＤＱｕｅｓｔ双向电泳软件分析得到差

异表达的蛋白。图２中分别列举了部分差异点的局部放大图。

选取部分分辨清楚的差异点经过酶切，质谱鉴定了部分蛋白

质，从ＮＣＢＩ蛋白质数据库中搜索其主要功能，见表１。

　　Ａ：对照组；Ｂ：ＲＳＶ处理组。

图１　　对照组与ＲＳＶ处理组的磷酸化蛋白双向电泳图谱

　　Ｃｏｎ：对照组；ＲＳＶ：白藜芦醇处理组；Ｕ：表达上调的蛋白；Ｄ：表达

下降的蛋白。

图２　　对照组与ＲＳＶ处理后的磷酸化蛋白质点局部放大图

表１　　鉴定双向电泳后质谱检测的两组差异磷酸化

　　　蛋白的名称和功能

鉴定蛋白点 中文名称与作用

ｎｕｃｌｅｏｐｈｏｓｍｉｎ
核磷蛋白，核糖体蛋白的组装和运输与肿

瘤抑制因子ＡＲＦ的调节

ＰＭＳＡ５ 蛋白酶体，对ＭＨＣＩ肽段的加工处理作用

ＥＲ６０ｐｒｏｔｅａｓｅ
ＥＲ６０蛋白酶，是来自内质网降解了的保

守蛋白，与蛋白质的折叠有关

ＰｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅＣａｌｐｈａ
磷脂酶 Ｃ，胞浆膜上一个关键酶，作用于

ＰＩＰ２产生三磷酸肌醇和二酰基甘油

ＥＲ６０ｐｒｏｔｅａｓｅ
ＥＲ６０蛋白酶，是来自内质网降解了的保

守蛋白，与蛋白质的折叠有关

ＥＲ６０ｐｒｏｔｅａｓｅ
ＥＲ６０蛋白酶，是来自内质网降解了的保

守蛋白，与蛋白质的折叠有关

ＣＣＴ２
伴侣蛋白含ＴＣＰ１，亚基２，具有调控细胞

周期、参与蛋白折叠等功能

３　讨　　论

蛋白质是生命活动的执行者，任何一个生命活动的变化最

终会在蛋白质水平上发生变化。蛋白质组学应用各种技术手

段包括２ＤＥ、质谱分析等来研究蛋白质组的一门学科，是指从

整体角度分析细胞内蛋白质组成成分、表达水平与修饰状态变

化情况，进而了解蛋白质之间的相互作用与联系，揭示蛋白质

功能。近年来蛋白质组学技术在疾病研究中得到了广泛应用，

其中“差异”蛋白质组学是目前蛋白质组学研究中技术上可行

性较强的主要途径，双向电泳是蛋白质组学的核心技术［５］，是
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惟一能将数千种蛋白质同时分离与展示的分离技术，具有检测

方法简便、快速，分辨率高和重复性好等优点。

在本实验中，笔者利用２ＤＥ及其相应的ＰＤＱｕｅｓｔ软件，

将对照组 ＨＬ６０细胞和１００μｍｏｌ／ＬＲＳＶ处理１２ｈ后的 ＨＬ

６０细胞提取磷酸化蛋白点进行比对，得到对照组和白藜芦醇

处理组蛋白点数分别为２４３个和１９７个，差异表达的蛋白质点

数为１３个。选取部分分辨清楚的差异点经过酶切，质谱鉴定

了部分蛋白质，从ＮＣＢＩ蛋白质数据库中搜索其主要功能。一

为核磷蛋白（ｎｕｃｌｅｏｐｈｏｓｍｉｎ），是一种广泛表达的核蛋白，它穿

梭于胞浆和细胞核之间，具有多种生物学功能，如核糖体蛋白

的组装和运输，中心体折叠的操控，还有一个很重要的功能，肿

瘤抑制因子ＡＲＦ的调节。ＥＲ６０蛋白酶是来自内质网降解了

的内质网保守蛋白，具有半胱氨酸蛋白酶活性；带负电荷的磷

脂类、磷脂酰肌醇等能够抑制ＥＲ６０蛋白酶对ＥＲ６０蛋白的

降解。研究发现，ＥＲ６０与蛋白质的折叠有关；ＣＣＴ２为伴侣

蛋白含ＴＣＰ１，亚基２，分布在细胞质，能够与核苷酸、ＡＴＰ、未

折叠蛋白等结合，具有调控细胞周期，参与蛋白折叠等功能；从

这些蛋白质的功能可以看到，它们有一个共同点，就是都与蛋

白质的折叠有关。在ＥＲ上，伴侣分子辅助的多肽折叠与修饰

使蛋白获得成熟的转变。ＥＲ内环境的稳定和有条不紊的信

号调控是蛋白质正确折叠的关键，当有刺激使ＥＲ正确折叠蛋

白的能力被削弱时，应激信号能通过ＥＲ膜传递到细胞核中，

继而引起一系列特定的靶基因转录上调和蛋白质翻译水平下

调，一种高度保守的未折叠蛋白反应（ＵＰＲ）信号传导通路被

激活［６］。ＵＰＲ通过阻止普通蛋白的合成，同时上调ＥＲ残存

伴侣蛋白或其他通路的调节成分，确保ＥＲ蛋白高效率地折

叠。但是如果刺激得不到缓解，ＵＰＲ最终激发凋亡。另外，

ＵＰＲ信号途径被激活后可以活化 ＵＰＲ受体，可以导致Ｃｈｏｐ／

ＧＡＤＤ１５３的活化，当其高表达能影响ＥＲ蛋白的折叠功能，并

引起细胞周期停滞及ＤＮＡ损伤，使细胞发生凋亡
［７］。

内质网蛋白质复杂的功能和折叠信号途径为本研究白藜

芦醇诱导肿瘤细胞凋亡的机制提供了一个新的思路。同时通

过双向电泳我们也发现了另外一些差异蛋白，如抑制素、磷脂

酶Ｃα等蛋白有明显的表达差异，这些蛋白均与凋亡诱导相

关，这为后续研究白藜芦醇诱导肿瘤细胞凋亡的机制提供了重

要线索。
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［２０］ＨａｒｕｔａＭ，ＳｕｓｓｍａｎＭＲ．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆａｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙｒｅｄｕｃｅｄｐｌａｓ

ｍａｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｏｎｍｏｔｉｖｅｆｏｒｃｅｏｎｖｅｇｅｔａｔｉｖｅｇｒｏｗｔｈｏｆＡｒａｂｉ

ｄｏｐｓｉｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌ，２０１２，１５８（３）：１１５８１１７１．

［２１］ＣｈｕａＣＳ，ＬｏｗＨ，ＬｅｈｍｉｎｇＮ，ｅｔａｌ．ＭｏｌｅｃｕｌａｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰｌａｓｍｏ

ｄｉｕｍｆａｌｃｉｐａｒｕｍｃｏｃｈａｐｅｒｏｎｅＡｈａ１ｓｕｐｐｏｒｔｓｉｔｓｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｗｉｔｈ

ａｎｄｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＨｓｐ９０ｉｎｔｈｅｍａｌａｒｉａｐａｒａｓｉｔｅ［Ｊ］．ＩｎｔＪＢｉｏｃｈｅｍ

ＣｅｌｌＢｉｏｌ，２０１２，４４（１）：２３３２４５．

（收稿日期：２０１３０４０８）

·０５３１· 国际检验医学杂志２０１３年６月第３４卷第１１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１１


