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基于亲和色谱的肺癌细胞磷酸化蛋白质组研究及其应用
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摘要：磷酸化是蛋白质翻译后修饰的重要形式之一，其异常往往会导致细胞内信号通路的紊乱和疾病的发生。 固

定化金属离子亲和色谱（ ＩＭＡＣ）是磷酸化肽段的高效富集技术，在磷酸化蛋白质组研究方面应用广泛。 该研究以

金属钛离子（Ｔｉ４＋）螯合 ＩＭＡＣ 材料（Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ）为载体，进行磷酸化肽段富集。 比较了 １０ μｍ Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ 通过振荡

法和固相萃取法（ＳＰＥ）富集磷酸肽的效果，发现振荡法可以富集到更多的磷酸肽；对比了两种尺寸（１０ μｍ 和 ３０
μｍ）Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ 在磷酸化肽段富集中的差异，发现小尺寸材料富集效果更佳。 进一步采用优化的策略比较了不同

转移能力肺癌细胞的磷酸化蛋白质组，免标记定量蛋白质组学结果表明，优化的 Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ 方法可以从正常的肺

成纤维细胞 ＭＲＣ５、低转移肺癌细胞 ９５Ｃ 和高转移肺癌细胞 ９５Ｄ 中分别鉴定到 ５１０、８６３ 和 １ １０８ 种磷酸化蛋白质，
其中 ３１７ 种为 ３ 组所共有。 该研究共鉴定到 １ ２６８ 种磷酸化蛋白质上的 ７ ５６０ 个磷酸化位点，其中 １ １３０ 个为差异

磷酸化位点，文献报道显示部分异常表达的激酶与癌症转移密切相关。 通过生信对比分析发现，异常表达的磷酸

化蛋白质主要与细胞侵袭、迁移和死亡等细胞迁移方面的功能有关。 通过优化磷酸化肽富集策略，初步阐明了磷

酸化蛋白质网络的异常与肺癌转移之间的相关性，该方法有望用于肺癌进展相关的磷酸化位点、磷酸化蛋白质及

其信号通路研究。
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ｍｅｔａｓｔａｓｉｚｅｓ ａｔ ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ ａｎｄ ｌａｔｅ ｓｔａｇｅｓ， ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｏｔｈｅｒ ｏｒｇａｎｓ ｂｅｙｏｎｄ ｐｒｉｍａｒｙ ｌｅｓｉｏｎ． Ｔｈｉｓ
ｐｏｓｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｎｄ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ． Ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｔｌｙ， ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ｔｈｅ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｏｍｅｓ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｃａｐａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｉｓ ｈｅｌｐｆｕｌ ｉｎ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｔｈｅ
ｒｏｌｅ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ． Ｔｈｅ ｈｕｍａｎ ｌｏｗ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ
ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ９５Ｃ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ９５Ｄ ａｒｅ ｔｗｏ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｕｒ



色 谱 第 ３９ 卷

肖华： 博士，上海交通大学研究员，博士生导师，长聘教职。 国家海外高层次人才

引进计划入选者，科技部 ８６３ 青年科学家专题入选者。 现任中国蛋白质组学专业

委员会常务委员、中国研究型医院学会细胞外囊泡研究与应用专委会青年委员、上
海海聚英才发展促进会理事、《色谱》期刊青年编委、Ｊ Ａｎａ Ｔｅｓｔ 期刊青年编委。
主要围绕生物分离分析新方法和癌症无创分子诊断新技术开展研究，建立了体液

和细胞外囊泡以及亚细胞蛋白质组分离分析新方法，揭示了具有实际应用价值的

分子诊断新标志物，发现了与癌症转移和耐药等相关的信号传导和调控新通路、新
机制，发展了癌症标志物的便携式检测新装置。 先后主持多项科技部和基金委项

目，在国内外重要学术期刊发表论文 ７０ 余篇，ＳＣＩ 他引千余次，获授权专利 １０ 余

项，担任 ３０ 余种国际学术期刊论文评阅人。
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ｍｅｎｔ． Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｗａｓ ｓｕｐｅｒｉｏｒ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｍａｌｌｅｒ⁃ｓｉｚｅｄ ｍａｔｅｒｉａｌ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｔｈｅ ｓｍａｌｌ⁃
ｓｉｚｅ Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ ｍａｔｅｒｉａｌ ｗａｓ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｆ ｌｕｎｇ ｃｅｌｌ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ．
Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｗａｓ ｆｕｒｔｈｅｒ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｏｍｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ． Ｌａｂｅｌ⁃ｆｒｅｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔ
５１０， ８６３， ａｎｄ １ １０８ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｆｒｏｍ ｎｏｒｍａｌ ｌｕｎｇ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ
（ＭＲＣ⁃５）， ｌｏｗ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ （ ９５Ｃ）， ａｎｄ ｈｉｇｈ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ
（９５Ｄ）， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ ｍｅｔｈｏｄ． Ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍ， ３１７ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｓｈａｒｅｄ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｇｒｏｕｐｓ． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇ⁃
ｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｗｉｔｈ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｃａｐａｃｉｔｙ． Ｉｎ ｏｕｒ ｓｔｕｄｙ， ７ ５６０ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ
ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｏｎ １ ２６８ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ａｍｏｎｇ ｗｈｉｃｈ １ １３０ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ
ｗｅｒｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ． Ｓｏｍｅ ａｂｎｏｒｍａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｋｉｎａｓｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ａｒｅ ｃｌｏｓｅｌｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ａｎａｌｙ⁃
ｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｅｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ，
ｓｕｃｈ ａｓ ｃｅｌｌ ｉｎｖａｓｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ， ａｎｄ ｄｅａｔｈ． Ｔｈｅｓｅ ａｂｎｏｒｍａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ｖａｌｉｄａｔｅｄ ａｎｄ ｓｔｕｄｉｅｄ ｆｏｒ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ
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ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ． Ｏｕｒ ｓｔｕｄｙ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｓ ｔｈａｔ Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ ｉｓ ａ ｐｏｗｅｒｆｕｌ ｔｏｏｌ ｆｏｒ ｃｏｎｄｕｃｔｉｎｇ ｃａｎｃｅｒ
ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｏｍｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ． Ｂｙ ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｐｅｐｔｉｄｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
ｓｔｒａｔｅｇｙ， ｏｕｒ ｄａｔａ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙ ｃｌａｒｉｆｉｅｄ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｐｈｏｓ⁃
ｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎｄ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ． Ｔｈｉｓ ｉｓ ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｔｏ ｂｅ ｕｓｅｆｕｌ ｆｏｒ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｐｈｏｓ⁃
ｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ， ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ
ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｍｅｔａｌ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ ＩＭＡＣ）； ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ； ｐｒｏｔｅｏｍｅ；
ｃａｎｃｅｒ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ； ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ

　 　 在生命活动的调解中，蛋白质通过改变自身的

丰度、定位、降解和翻译后修饰（ＰＴＭ）来实现催化、
免疫和细胞增殖等各项功能［１］。 磷酸化是常见的

蛋白质翻译后修饰形式［２］，在特定时间内，超过

３０％ 的蛋白质会发生磷酸化或以磷酸化形式呈

现［３］。 固定化金属离子亲和色谱（ ＩＭＡＣ）是一种高

效的磷酸化肽段富集技术［４］，金属离子（如 Ｔｉ４＋、
Ｆｅ３＋和 Ｇａ３＋） ［５，６］通过螯合固定在基质上，在酸性条

件下吸附磷酸化肽段，并在碱性条件下洗脱［７］。 该

方法具有很高的特异性，能够富集不同氨基酸位点

上的磷酸基团。 新型钛离子螯合 ＩＭＡＣ 材料（Ｔｉ４＋ ⁃
ＩＭＡＣ）具有高选择性和高稳定性［８］。 通过使用

Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ 材料，Ｇｉａｎｓａｎｔｉ 等［９］ 从 Ｊｕｒｋａｔ Ｔ 细胞中

分离鉴定到了 ３０ ０００ 多种特征磷酸化肽段。
　 　 蛋白质的磷酸化会影响细胞增殖、转移等特

性［１０］，而癌症的转移又是癌症进展和恶化的主要表

现。 在临床上，癌症通常会在中晚期发生转移，影响

原发灶以外的其他脏器，给治疗和预后带来极大挑

战。 以肺癌为例，其常见的转移部位包括肝脏、大
脑、骨骼和淋巴等，而相应的生物学机制尚不十分清

楚［１１］。 因此，比较不同转移能力细胞的磷酸化蛋白

质组有助于研究蛋白质磷酸化在癌症转移和进展中

的作用。
　 　 人低转移肺癌细胞 ９５Ｃ 和人高转移肺癌细胞

９５Ｄ 是通过单细胞克隆技术从人肺巨细胞癌细胞系

（ＰＬＡ⁃８０１）中分离得到的 ４ 个亚系（Ａ、Ｃ、Ｄ、Ｅ 株）
中的两株。 皮下接种裸鼠后，Ｄ 株（９５Ｄ）自发转移

的发生率较高，Ａ、Ｅ 株中等，而 Ｃ 株（９５Ｃ）较低，
９５Ｄ 和 ９５Ｃ 是研究肿瘤转移和非小细胞肺癌的理

想模型。 ＭＲＣ５ 是贴壁、梭型、成纤维肺细胞，从 １４
周胎儿正常肺组织中获得。 研究这些正常肺细胞和

不同转移能力的肺癌细胞中的蛋白质组和磷酸化蛋

白质组，将有助于发现与肺癌转移进展相关的关键

通路和调控蛋白［１１］。

　 　 本文在现有 Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ 方法的基础上，比较两

种尺寸（１０ μｍ 和 ３０ μｍ）Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ 在磷酸肽富集

中的差异，并对比了 １０ μｍ Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ 通过振荡法

和固相萃取法（ＳＰＥ）富集磷酸化肽的效果，采用优

化的策略研究了 ３ 种转移能力不同的肺细胞系

（ＭＲＣ５、９５Ｃ 和 ９５Ｄ），通过对不同转移能力肺细胞

的蛋白质组和磷酸化蛋白质组进行比较分析，对差

异蛋白质进行生信分析，揭示了差异表达的磷酸化

位点和磷酸化肽段，从而发掘肺癌转移相关的磷酸

化蛋白质。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 纳升液相色谱（Ｅａｓｙ⁃ｎＬＣ１０００）和轨道离子阱

质谱仪 （ ＬＴＱ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ ＸＬ） 购于赛默飞公司 （美

国）。 电热鼓风干燥箱购于上海恒科学仪器有限公

司（中国），超声波清洗器购于昆山市超声波仪器有

限公司（中国）， ５４２４ 离心机和离心浓缩仪购于艾

本德公司（美国），多功能酶标仪购于 ＧＥ 公司（美
国）。
　 　 蛋白质酶抑制剂和磷酸酶抑制剂购于罗氏公司

（瑞士）， Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ（ ～ １０ μｍ）和 Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ（ ～ ３０
μｍ）购于百灵威科技有限公司（中国），蛋白质浓度

测定（ＢＣＡ）试剂盒购于赛默飞公司（美国）， ＭＥＭ
基本培养基和 ＲＰＭＩ１６４０ 基本培养基购于 Ｇｉｂｃｏ 公

司（美国）。
１．２　 模式磷酸化肽段样本的制备

　 　 对牛血清白蛋白（ＢＳＡ）和 α⁃酪蛋白（α⁃ｃａｓｅｉｎ）
分别进行酶解，并按照质量比 ２００ ∶１ 的比例混合，制
备模式磷酸化肽段样本。
１．３　 细胞培养和细胞蛋白质酶解

　 　 ＭＲＣ５ 使用 ＭＥＭ 培养基培养，９５Ｃ 和 ９５Ｄ 细

胞使用 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基培养（１０％ 胎牛血清，１×
青霉素 ／链霉素溶液）。 所有细胞在含 ５％ ＣＯ２ 的
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３７ ℃培养箱中培养，待细胞长到对数生长期后期传

代，胰酶 ３７ ℃消化数分钟，传代密度控制在细胞增

殖最快的状态。 取长势良好的细胞，３００×ｇ 下离心

５ ｍｉｎ，弃上清，收集细胞沉淀，用含 ６ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素的

碳酸氢铵溶液裂解细胞，弃上层脂质部分，向澄清的

细胞样本中加入蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂，得
到细胞蛋白质样本。 参照 ＢＣＡ 蛋白质浓度测定试

剂盒说明书测定细胞蛋白样本的浓度。 取适当质量

的蛋白质溶液，加入终浓度 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 二硫苏糖醇

（ＤＴＴ）， ６０ ℃水浴 １ ｈ，加入 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 碘乙酰胺

（ ＩＡＡ），室温避光反应 ４０ ｍｉｎ。 按照常规 ＦＡＳＰ（ ｆｉｌ⁃
ｔｅｒ⁃ａｉｄｅｄ ｓａｍｐｌｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ）方法进行蛋白酶解

（胰酶与样品蛋白质的质量比为 １ ∶５０）。
１．４　 磷酸化肽段的富集

　 　 将 ３０ μｍ 的大尺寸 Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ 标记为 Ｔｉ４＋ ⁃
ＩＭＡＣ⁃Ｌ，将 １０ μｍ 的小尺寸 Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ 标记为

Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ⁃Ｓ，按照 Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ 说明书将 Ｔｉ４＋螯合在

ＩＭＡＣ 上，并配制以下溶液：上样缓冲液（８０％ （ｖ ／ ｖ，
下同）乙腈，６％ 三氟乙酸）、洗涤缓冲液 １（５０％ 乙

腈，６％ 三氟乙酸，２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 氯化钠）、洗涤缓冲液

２（３０％ 乙腈，０􀆰 １％ 三氟乙酸）、洗脱缓冲液 １（１０％
氨水）和洗脱缓冲液 ２（１％ 甲酸）。
　 　 振荡法富集磷酸化肽段方法：将冻干后的肽段

样品重溶于 １ 倍体积的上样缓冲液至终浓度为 １
ｍｇ ／ ｍＬ，将肽段溶液与 Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ 混合（材料与肽

段质量比为 ２５ ∶１）振荡 ３０ ｍｉｎ， １５ ０００×ｇ 离心去上

清。 加入 １ 倍体积的洗涤缓冲液 １，振荡 ３０ ｍｉｎ，离
心弃上清，再加入 １ 倍体积的洗涤缓冲液 ２ 洗涤两

次（混合振荡 １５ ｍｉｎ 并离心弃上清），将盐离子充

分洗去。 加入 １５０ μＬ 洗脱缓冲液 １ 超声 １５ ｍｉｎ，再
振荡 １５ ｍｉｎ，离心收集洗脱液，再向材料中加入 １５０
μＬ 洗脱缓冲液 １ 振荡 １５ ｍｉｎ，离心收集第二次的

洗脱液，将两份洗脱液合并，１８ ０００×ｇ 离心 ５ ｍｉｎ，
充分去除材料沉淀，真空干燥。
　 　 ＳＰＥ 法富集磷酸化肽段［１２］：参考文献［１２］ 制作

ＳＰＥ 柱，肽段溶液与 Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ 质量比为 １ ∶ ２０，加
入缓冲液的体积使肽段浓度保持在 １ ｍｇ ／ ｍＬ 左右。
用适当转速离心，使液体全部流下时间约为 １０
ｍｉｎ。 加入 ２００ μＬ 洗涤缓冲液 １，用相同转速离心

至液体全部流下并重复洗涤一次，再用洗涤缓冲液

２ 以同样方法洗涤两次。 更换收集管，加入 ２００ μＬ
洗脱缓冲液洗涤 １ 两次，再用 １００ μＬ 洗脱缓冲液 ２

洗脱两次。 将滤出液真空干燥。
１．５　 液相色谱⁃质谱分析

　 　 取细胞总蛋白质酶解后的肽段，通过 Ｚｉｐ⁃
ＴｉｐＣ１８ 除盐。 取 ２ μｇ 除盐后的肽段上样进行基于

液相色谱⁃质谱的蛋白质组分析，每个样品进行 ３ 次

技术重复。
　 　 取 ５００ μｇ 各细胞总蛋白质酶解后的肽段，采用

Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ 富集磷酸化肽段，除盐后上样，进行基于

液相色谱⁃质谱的磷酸化蛋白质组分析，每个样品进

行 ３ 次技术重复。
　 　 液相色谱⁃质谱的相关参数如下：Ｃ１８ 反相柱

（１５ ｃｍ×７５ μｍ， ３ μｍ， Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆ⁃
ｉｃ），离子源为电喷雾（ＥＳＩ），质谱电喷雾毛细管电

压 １ ９００ Ｖ，气体流速 ２􀆰 ０ Ｌ ／ ｍｉｎ，离子源温度为 １２０
℃，选择质核比为 ３５０ ～ ２ ０００ 的母离子进行 ＣＩＤ
（ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ）二级碎裂扫描，碰
撞能量为 ２０～７０ ｅＶ，动态排除 ０􀆰 ２５ ｍｉｎ。
１．６　 数据分析

　 　 Ｐｒｏｔｅｏｍｅ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ （ ＰＤ，版本 １􀆰 ３） 搜库：
Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ 数据库（版本 ２０１７＿１１＿２８， ２０ ２４４ 条

序列），胰酶消化，母离子质量误差值为 １５ ｐｐｍ（１５
×１０－６），漏切位点最大值设置为 ２；蛋白质和肽段鉴

定假阳性率（ＦＤＲ）小于 １％，蛋白质鉴定标准为至

少检测到两个特征肽段。
　 　 ＭａｘＱｕａｎｔ（版本 １􀆰 ６􀆰 ７􀆰 ０）搜库：数据库、消化

酶、漏切位点最大值、固定修饰、可变修饰等参数与

ＰＤ 搜库的设置相同。 母离子质量误差值设置为 ２０
ｐｐｍ（２０×１０－６），主要搜索肽段误差值为 ４􀆰 ５ ｐｐｍ
（４􀆰 ５×１０－６）。 蛋白质鉴定标准为至少检测到两个

特征肽段，且肽段长度大于或等于 ７ 个氨基酸，设置

蛋白质及二级谱图数量 （ ｐｅｐｔｉｄｅ⁃ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｍａｔ⁃
ｃｈｅｓ， ＰＳＭ）的假阳性率为 ０􀆰 ０１。 用 Ｐｅｒｓｅｕｓ 软件

进行数据分析［１３］，筛选肽段及位点等，筛选出符合

要求的总蛋白质和磷酸化蛋白质、总肽段和磷酸化

肽段以及磷酸化位点（位置可能性＞０􀆰 ７５）。
　 　 免标记定量蛋白质组学分析以四分位法对

ｉＢＡＱ（ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ⁃ｂａｓｅｄ ａｂｓｏｌｕｔｅ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ） 值

进行归一化。 针对磷酸化位点的定量分析，我们首

先以在一组中至少有两个以上强度值不为零的标准

筛选磷酸化位点，用 ｔ⁃ｔｅｓｔ 检验法计算 ｐ 值。 然后，
筛选有显著差异的（ｐ⁃ｖａｌｕｅ＜０􀆰 ０５）磷酸化位点，并
计算它们的上下调倍数（ ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ， ＦＣ）。 若 ＦＣ
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≥１􀆰 ５ 或≤０􀆰 ６６ 且 ｐ⁃ｖａｌｕｅ＜０􀆰 ０５，即为显著上调或

下调的磷酸化位点。
　 　 对蛋白质组和磷酸化蛋白质组进行生物学分

析，利用 ＧＯ（Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ）分析、ＫＥＧＧ（Ｋｙｏｔｏ
Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ）通路分析等

探索蛋白质功能。 对定量数据进行 ＩＰＡ（ Ｉｎｇｅｎｕｉｔｙ
Ｐａｔｈｗａｙ Ａｎａｌｙｓｉｓ， Ｑｉａｇｅｎ）途径分析，包括经典通

路、疾病和生物学功能分析等，并对磷酸化蛋白质组

和蛋白质组进行比较分析。

表 １　 Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ⁃Ｓ 通过 ＳＰＥ 和振荡法富集磷酸化肽段的特异性

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｐｅｐｔｉｄｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｂｙ Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ⁃Ｓ ｕｓｉｎｇ ＳＰＥ ａｎｄ ｖｏｒｔｅｘｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄｓ

Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
ｍｅｔｈｏｄ

Ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ

ａｍｏｕｎｔ ／ μｇ

Ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ

ｐｈｏｓｐｈｏｐｅｐｔｉｄｅｓ

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ
ｐｅｐｔｉｄｅｓ

Ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ
ｐｈｏｓｐｈｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ／

％

Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ
ＰＳＭ

ＰＳＭ
Ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ
ＰＳＭ ／ ％

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ

ｓｉｔｅｓ
ＳＰＥ ２００ ２１ ４０ ５２．５０ ５３ ７５ ７０．６７ ３１

４００ ５０ １１４ ４３．８６ １９７ ３３３ ５９．１６ ８８
Ｖｏｒｔｅｘｉｎｇ ２００ ３１ ６５ ４７．６９ ５５ ９６ ５７．２９ ４３

４００ ６２ １１２ ５５．３６ １９２ ２７２ ７０．５９ ８８

　 Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ⁃Ｓ： １０ μｍ Ｔｉ４＋ ⁃ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｍｅｔａｌ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ； ＰＳＭ： ｐｅｐｔｉｄｅ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｍａｔｃｈｅｓ．

表 ２　 Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ⁃Ｓ 和 Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ⁃Ｌ 富集 ９５Ｃ 细胞磷酸化肽段的特异性

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｐｅｐｔｉｄｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｆｏｒ ９５Ｃ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｂｙ Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ⁃Ｓ ａｎｄ Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ⁃Ｌ

Ｍａｔｅｒｉａｌ
Ｎｕｍｂｅｒ

ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ
ｐｈｏｓｐｈｏｐｅｐｔｉｄｅｓ

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ
ｐｅｐｔｉｄｅｓ

Ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ
ｐｈｏｓｐｈｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ／

％

Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ
ＰＳＭ

ＰＳＭ
Ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ
ＰＳＭ ／ ％

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ

ｓｉｔｅｓ

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ⁃Ｓ １６４４ ２２５８ ７２．８１ ３２９７ ４０１６ ８２．１０ １８０４ ９１４
Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ⁃Ｌ １００２ ２０７２ ４８．３６ ２００６ ３１１９ ６４．３２ １０９５ ６２６

　 Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ⁃Ｌ： ３０ μｍ Ｔｉ４＋ ⁃ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｍｅｔａｌ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ．

２　 结果与讨论

２．１　 Ｔｉ４＋⁃ＩＭＡＣ⁃Ｓ 通过 ＳＰＥ 和振荡法富集模式磷

酸化肽段的特异性比较

　 　 为优化富集方法，采用模式磷酸化肽段比较了

ＳＰＥ［８］和振荡法对 Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ⁃Ｓ 富集效果的影响。
分别选取 ２００ μｇ 和 ４００ μｇ 为肽段的富集起始量，
在相同条件下酶解模式磷酸化肽段。 然后利用

ＳＰＥ 和振荡法对相同起始量的肽段进行磷酸化肽

的富集，ＰＤ 的搜库结果表明，与 ＳＰＥ 相比，振荡法

可以富集到更多的磷酸化肽段（见表 １）。
　 　 在富集效率方面，振荡法和 ＳＰＥ 相差不大。
ＳＰＥ 可用于样品量较大的研究［１２］。 同时发现，样品

起始用量越大，所检测到的磷酸化肽段数就越多。
在起始蛋白质用量为 ２００ μｇ 和 ４００ μｇ 的条件下，
振荡法中材料与肽段的振荡混合时间为 ３０ ｍｉｎ，接
触时间较长，磷酸化肽段被材料吸附的概率增大，因
此 Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ⁃Ｓ 用振荡法富集到的磷酸化肽段

较多。

２．２　 Ｔｉ４＋⁃ＩＭＡＣ⁃Ｓ 与 Ｔｉ４＋⁃ＩＭＡＣ⁃Ｌ 在 ９５Ｃ 细胞磷

酸化肽段富集中的比较分析

　 　 用振荡法，尺寸不同的 Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ⁃Ｓ 和 Ｔｉ４＋ ⁃
ＩＭＡＣ⁃Ｌ 分别对 ９５Ｃ 细胞磷酸化肽段进行富集。
Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ⁃Ｌ 在溶液中较分散，无法通过振荡后离

心的方法使固液分离，因此采用 ＳＰＥ 进行磷酸化肽

段的富集［１２］。 磷酸肽的分析结果（ＰＤ 搜库）如表 ２
所示，与 Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ⁃Ｌ 相比，Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ⁃Ｓ 富集到的

磷酸化肽段的数量更多，特异性更高。
２．３　 不同转移能力肺细胞蛋白质组和磷酸化蛋白

质组的比较分析

　 　 为探究细胞蛋白质组和磷酸化蛋白质组之间的

联系，我们进行了 ＭＲＣ５、９５Ｃ 和 ９５Ｄ 的细胞蛋白质

组和磷酸化蛋白质组分析。 基于上述方法优化结

果，我们选用 Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ⁃Ｓ（振荡法）进行了细胞的

磷酸化肽段富集。 取相同质量肽段样品进行 ＬＣ⁃
ＭＳ ／ ＭＳ 分析（３ 次技术重复），实验结果采用 Ｍａｘ⁃
ｑｕａｎｔ 软件进行分析。
２．３．１　 肺细胞蛋白质组定量分析

　 　 图 １ａ 为 ＭＲＣ５、９５Ｃ 和 ９５Ｄ 细胞系全蛋白质组

的韦恩图，３ 种细胞系的 ３ 次技术重复中共鉴定到

１ ２６２ 种蛋白质，３ 种细胞系全蛋白质数目较为接

近，分别鉴定到 ９９２、１ １０２、１ １８２ 种蛋白质，其中共

有的蛋白质达到 ８４０ 种，占所有检测到蛋白质的

６６􀆰 ６％。
　 　 与正常肺细胞 ＭＲＣ５ 相比，９５Ｃ 中有 ３２５ 个蛋

白质上调，２９２ 个蛋白质下调（见图 ２ａ）。 与 ＭＲＣ５
相比，９５Ｃ 和 ９５Ｄ 中上调的蛋白质数目依次增加，
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图 １　 ＭＲＣ５、９５Ｃ 和 ９５Ｄ 细胞系（ａ）全蛋白质和
（ｂ）磷酸化蛋白质的韦恩图

Ｆｉｇ． １　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ （ａ） ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ （ｂ） ｐｈｏｓｐｈｏ⁃
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｍｏｎｇ ＭＲＣ５， ９５Ｃ， ａｎｄ ９５Ｄ

细胞活性增强，转移能力和增殖能力也随之越强。

表 ３　 磷酸化蛋白质位点数频数表
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｓｉｔｅ ｎｕｍｂｅｒ ｐｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅ

Ｐｈｏｓｐｈｏｓｉｔｅ ｎｕｍｂｅｒ ｐｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ
１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ １６

ＭＲＣ５ ３３１ ８８ ３０ １５ ８ ２ １ １ ０ ２ ０ ０ ０ ０ １ ０
９５Ｃ ５０２ １６９ ５９ ２１ １２ １３ ７ ２ ２ ０ ０ １ ２ ０ ０ ０
９５Ｄ ６５８ １９０ ９０ ４２ ２７ １１ １４ ４ ５ ３ １ ０ ３ ３ ２ ０
　 Ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ｂｏｌｄ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ９５Ｄ ｇｒｏｕｐ ｈａｓ ｍｏｒｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｉｔｈ ７－１１ ｏｒ １３－１５ ｐｈｏｓｐｈｏｓｉｔｅｓ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ＭＲＣ５ ａｎｄ ９５Ｃ ｇｒｏｕｐ．

２．３．２　 肺细胞磷酸化蛋白质组定量分析

　 　 与全蛋白质相比，３ 种细胞系共有的磷酸化蛋

白质种类比例显著下降。 如图 １ｂ 所示，ＭＲＣ５、９５Ｃ
和 ９５Ｄ 细胞系分别富集到 ５１０、８６３ 和 １ １０８ 种磷酸

化蛋白质，只有 ３１７ 种磷酸化蛋白质是 ３ 种细胞系

共有的，仅占 ２５􀆰 ０％。 ３ 种细胞系中较大差异的磷

酸化蛋白质能够反映细胞的更多动态信息，为研究

细胞转移等特征提供了依据。 研究发现，高转移的

肺癌细胞有更多的蛋白质发生了磷酸化修饰，并且

蛋白质上的磷酸化位点也更多（见表 ３）。 ９５Ｄ 中含

有 ７ 到 １１ 个磷酸化位点、１３ 到 １５ 个磷酸化位点的

磷酸化蛋白质数量比 ９５Ｃ 和 ＭＲＣ５ 明显增多。
　 　 ３ 种细胞系中共检测到７ ５６０个磷酸化位点，其
中定量到１ ９８３个磷酸化位点。 显著变化的磷酸化

位点的数量如图 ２ｂ 所示，肺癌细胞比正常肺细胞磷

酸化位点多，其中高转移能力肺癌细胞 ９５Ｄ 的磷酸

化位点数最多。 蛋白质的磷酸化修饰是控制细胞代

谢的调节方式，由于 ＭＲＣ５ 细胞为肺成纤维细胞，
而 ９５Ｃ 和 ９５Ｄ 分别为低转移肺癌细胞和高转移肺

癌细胞，因此这些结果表明，癌细胞较正常细胞代谢

旺盛，分裂能力更强。 虽然 ３ 种细胞的蛋白质种类

及含量差异较小，但由于蛋白质的磷酸化水平发生

变化，因此起调节作用和信号转导功能的磷酸化蛋

白质和磷酸化位点差异较大，说明蛋白质磷酸化可

能在癌症转移过程中起重要作用。

图 ２　 ＭＲＣ５、９５Ｃ 和 ９５Ｄ 细胞差异表达的（ａ）蛋白质和
（ｂ）磷酸化位点

Ｆｉｇ． ２　 Ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｅｄ （ａ） ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ （ｂ） ｐｈｏｓｐｈｏ⁃
ｓｉｔｅｓ ｉｎ ＭＲＣ５， ９５Ｃ， ａｎｄ ９５Ｄ

　 　 对 ３ 种细胞系中富集到的磷酸化肽段及磷酸化

位点进行分析发现，三磷酸化肽段（３⁃Ｐ）在 ９５Ｄ 中

数量最多，占比最高（见图 ３ａ）。 图 ３ｂ 显示了丝氨

酸、苏氨酸和酪氨酸上磷酸化的数量及比例，结果表

明，丝氨酸磷酸化在转移能力越高的细胞中含量略

有升高。
２．３．３　 磷酸化蛋白质组的生物信息学分析

　 　 对 １ １３０ 个异常表达的磷酸化位点所对应的磷

酸化蛋白质进行 ＧＯ 分析（见表 ４）。 结果表明，这
些差异磷酸化蛋白质参与的生物学过程集中在代谢

和 ＲＮＡ 加工相关的过程，所属的细胞成分主要集中

在细胞核，具有的分子功能表现为与蛋白质、核酸均

有结合。
　 　 磷酸化位点定量分析得到了 ７３ 个在 ＭＲＣ５、
９５Ｃ、９５Ｄ 中依次上调的磷酸化位点，对这些磷酸化

位点对应的磷酸化蛋白质进行 ＧＯ 分析，有助于探

究这些在转移能力较强的肺细胞中上调的磷酸化位

·２８·
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图 ３　 （ａ）单、多磷酸化肽段和（ｂ）磷酸化位点的数量及比例
Ｆｉｇ． ３　 Ｎｕｍｂｅｒｓ ａｎｄ ｒａｔｉｏｓ ｏｆ （ａ） ｍｏｎｏ⁃ ａｎｄ ｍｕｌｔｉ⁃ｐｈｏｓｐｈｏｐｅｐｔｉｄｅｓ ａｎｄ （ｂ） ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｈｏｓｐｈｏｓｉｔｅｓ

１⁃Ｐ： ｓｉｎｇｌｙ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ； ２⁃Ｐ： ｄｏｕｂｌｙ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ； ３⁃Ｐ： ｔｒｉｐｌｙ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ．

表 ４　 异常表达磷酸化位点对应磷酸化蛋白质的 ＧＯ 分析
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ （ＧＯ） ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｏ ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ

ＧＯ ｃａｔａｌｏｇｕｅ Ｔｅｒｍ Ｇｅｎｅ ｐｅｒｃｅｎｔ ／ ％ Ｆａｌｓｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ
Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓ ｍＲＮＡ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ １４．８４ ２．２０Ｅ⁃２９

ＲＮＡ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ １２．９７ ７．９８Ｅ⁃２８
ｍＲＮＡ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ １６．６７ ５．０６Ｅ⁃２５
ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ ６．５０ ５．５８Ｅ⁃２５
ＲＮＡ ｓｐｌｉｃｉｎｇ １７．９０ １．１０Ｅ⁃２４
ｎｕｃｌｅｏｂａｓｅ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ ６．１３ ２．３４Ｅ⁃２４
ｏｒｇａｎｅｌｌｅ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ６．９０ ３．３７Ｅ⁃２３
ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｒ ｂｉｏｇｅｎｅｓｉｓ ５．７３ ５．６５Ｅ⁃２３
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓ ５．３３ ４．２８Ｅ⁃２２
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｒｇａｎｅｌｌｅ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ９．８７ ２．７７Ｅ⁃２１

Ｃｅｌｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ｎｕｃｌｅａｒ ｐａｒｔ ７．８９ ５．８６Ｅ⁃５９
ｎｕｃｌｅａｒ ｌｕｍｅｎ ８．０４ ４．６６Ｅ⁃５６
ｎｕｃｌｅｏｐｌａｓｍ ８．３９ １．７２Ｅ⁃５１
ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｐａｒｔ ４．４３ １．７８Ｅ⁃５０
ｎｕｃｌｅｕｓ ６．１１ ２．１４Ｅ⁃４８
ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ４．３５ １．１１Ｅ⁃４７
ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｏｒｇａｎｅｌｌｅ ４．７２ １．７７Ｅ⁃４６
ｏｒｇａｎｅｌｌｅ ４．６６ ２．１０Ｅ⁃４５
ｃｙｔｏｓｏｌ ６．８４ ３．４４Ｅ⁃４４
ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｎｏｎ⁃ｍｅｍｂｒａｎｅ⁃ｂｏｕｎｄｅｄ ｏｒｇａｎｅｌｌｅ ７．３７ ３．４５Ｅ⁃４２

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ５．４５ ２．２３Ｅ⁃２５
ｂｉｎｄｉｎｇ ４．３９ ５．６４Ｅ⁃２３
ｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ １０．０９ ９．２３Ｅ⁃１７
ＲＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ １０．００ ８．０７Ｅ⁃１６
ｅｎｚｙｍｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ６．９２ １．９４Ｅ⁃１５
ｈｅｔｅｒｏｃｙｃｌｉｃ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ５．０７ ２．０９Ｅ⁃１２
ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ５．７０ ５．８０Ｅ⁃１２
ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｂｉｎｄｉｎｇ ９．６３ ６．６０Ｅ⁃１２
ｏｒｇａｎｉｃ ｃｙｃｌｉｃ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｂｉｎｄｉｎｇ ５．００ ８．０６Ｅ⁃１２
ｋｉｎａｓｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ９．４４ ７．０３Ｅ⁃１１

点与细胞转移和癌变的关系。 分析结果表明，在假

阳性率最低的前 １０ 个生物学过程中，与细胞正调控

有关的过程有 ４ 个，与细胞周期、有丝分裂有关的过

程有 ３ 个。 与所有异常表达的 １ １３０ 个磷酸化位点

所对应的 ＲＮＡ 有关的生物过程不同，这些磷酸化蛋

白质偏向于与细胞癌变有关；对于细胞成分而言，大
多数磷酸化蛋白质都集中在细胞核部分，与蛋白质

组相同；分子功能分析中，与激酶结合的占 ３ 个，置

·３８·



色 谱 第 ３９ 卷

信度较高，且与 ＤＮＡ 结合置信度及位点所对应的

蛋白质所占比例均较大。 因为 ＭＲＣ５、９５Ｃ、９５Ｄ 依

次上调的磷酸化位点所对应的蛋白质主要参与了细

胞分裂周期的调节及 ＤＮＡ 的结合，所以对磷酸化

位点进行定量分析是研究细胞转移及癌变过程的一

个重要切入点，可以为后续机理或生物标志物研究

奠定基础，为癌症等疾病诊断提供依据。

表 ５　 全蛋白质组显著调节的激酶相关蛋白质
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅｓ ａｍｏｎｇ ｐｒｏｔｅｏｍｅ

Ｎｏ．
Ｐｒｏｔｅｉｎ

ＩＤ
Ｇｅｎｅ
ｎａｍｅ

Ｐｒｏｔｅｉｎ ｎａｍｅ
Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅｓ

９５Ｄ ／ ＭＲＣ５ ９５Ｃ ／ ＭＲＣ５ ９５Ｄ ／ ９５Ｃ
１ Ｐ５４８１９ ＫＡＤ２ ａｄｅｎｙｌａｔｅ ｋｉｎａｓｅ ２， ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ５．４２ １．６６ ３．２８
２ Ｐ００５６８ ＫＡＤ１ ａｄｅｎｙｌａｔｅ ｋｉｎａｓｅ ｉｓｏｅｎｚｙｍｅ １ ＞１００ ＞１００ Ｎ ／ Ａ
３ Ｑ０２９５２ ＡＫＡ１２ Ａ⁃ｋｉｎａｓｅ ａｎｃｈｏｒ ｐｒｏｔｅｉｎ １２ ＞１００ ＞１００ Ｎ ／ Ａ
４ Ｑ０１８１３ ＰＦＫＡＰ ＡＴＰ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ６⁃ｐｈｏｓｐｈｏｆｒｕｃｔｏｋｉｎａｓｅ， ｐｌａｔｅｌｅｔ ｔｙｐｅ （Ｓ３８６） ４９．６７ ４４．６７ Ｎ ／ Ａ

＞１００ ＞１００ １．５９
５ Ｑ１３５５７ ＫＣＣ２Ｄ ｃａｌｃｉｕｍ ／ ｃａｌｍｏｄｕｌｉｎ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｔｙｐｅ ＩＩ ｓｕｂｕｎｉｔ ｄｅｌｔａ ０ ０ Ｎ ／ Ａ
６ Ｐ２２６９４ ＫＡＰＣＢ ｃＡＭＰ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｓｕｂｕｎｉｔ ｂｅｔａ ０ ０ Ｎ ／ Ａ
７ Ｐ１０６４４ ＫＡＰ０ ｃＡＭＰ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｔｙｐｅ Ⅰ⁃ａｌｐｈａ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｓｕｂｕｎｉｔ ０．３１ ０ ＞１００
８ Ｐ１３８６１ ＫＡＰ２ ｃＡＭＰ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｔｙｐｅ Ⅱ⁃ａｌｐｈａ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｓｕｂｕｎｉｔ Ｎ ／ Ａ ＞１００ Ｎ ／ Ａ
９ Ｐ１９７８４ ＣＳＫ２２ ｃａｓｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ⅱ ｓｕｂｕｎｉｔ ａｌｐｈａ ０．４ ０ ＞１００

１０ Ｐ６７８７０ ＣＳＫ２Ｂ ｃａｓｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ⅱ ｓｕｂｕｎｉｔ ｂｅｔａ Ｎ ／ Ａ ０．２２ Ｎ ／ Ａ
１１ Ｏ６０２７１ ＪＩＰ４ Ｃ⁃Ｊｕｎ⁃ａｍｉｎｏ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ ｋｉｎａｓｅ⁃ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ４ （Ｔ５８６） ＞１００ Ｎ ／ Ａ ４．８７

＞１００ ＞１００ ２．０２
１２ Ｐ１２２７７ ＫＣＲＢ ｃｒｅａｔｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ Ｂ⁃ｔｙｐｅ ＞１００ ＞１００ Ｎ ／ Ａ
１３ Ｐ３６５０７ ＭＰ２Ｋ２ ｄｕａｌ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ２ Ｎ ／ Ａ Ｎ ／ Ａ ＞１００
１４ Ｐ４５９８５ ＭＰ２Ｋ４ ｄｕａｌ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｍｉｔｏｇｅｎ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ４ ０．０１ ０ Ｎ ／ Ａ
１５ Ｐ１９３６７ ＨＸＫ１ ｈｅｘｏｋｉｎａｓｅ⁃１ ０．０３ ０ Ｎ ／ Ａ
１６ Ｑ９６ＫＢ５ ＴＯＰＫ ｌｙｍｐｈｏｋｉｎｅ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｋｉｌｌｅｒ Ｔ⁃ｃｅｌｌ⁃ｏｒｉｇｉｎａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ （５９Ｓ） ＞１００ ＞１００ Ｎ ／ Ａ

５．３９ ０．４１ １３．２９
１７ Ｐ２９９６６ ＭＡＲＣＫＳ ｍｙｒｉｓｔｏｙｌａｔｅｄ ａｌａｎｉｎｅ⁃ｒｉｃｈ Ｃ⁃ｋｉｎａｓｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ （１５０Ｔ） ２．１２ Ｎ ／ Ａ １．６４

＞１００ ＞１００ ３．４９
１８ Ｐ１５５３１ ＮＤＫＡ ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｋｉｎａｓｅ Ａ ５．４ ４．９１ Ｎ ／ Ａ
１９ Ｐ２２３９２ ＮＤＫＢ ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅ ｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｋｉｎａｓｅ Ｂ ３．１ ２．８６ Ｎ ／ Ａ
２０ Ｐ００５５８ ＰＧＫ１ ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒａｔｅ ｋｉｎａｓｅ １ ２ １．８ Ｎ ／ Ａ
２１ Ｑ９ＵＮＦ０ ＰＡＣＮ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｃ ａｎｄ ｃａｓｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｉｎ ｎｅｕｒｏｎｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ２ ０ ０ Ｎ ／ Ａ
２２ Ｐ６３２４４ ＲＡＣＫ１ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｏｆ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｃ ｋｉｎａｓｅ １ Ｎ ／ Ａ ０．６６ Ｎ ／ Ａ
２３ Ｏ１５０７５ ＤＣＬＫ１ ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ＤＣＬＫ１ （３３０Ｓ） ０ ０ Ｎ ／ Ａ

０ ０ ＞１００
２４ Ｑ９Ｙ３Ｆ４ ＳＴＲＡＰ ｓｅｒｉｎｅ⁃ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １．９５ Ｎ ／ Ａ １．８２
２５ Ｐ６３２０８ ＳＫＰ１ Ｓ⁃ｐｈａｓｅ ｋｉｎａｓｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ （１３１Ｔ） １．６２ ０．３３ ４．９５

＞１００ ＞１００ １．３３
２６ Ｐ０４１８３ ＫＩＴＨ ｔｈｙｍｉｄｉｎｅ ｋｉｎａｓｅ， ｃｙｔｏｓｏｌｉｃ Ｎ ／ Ａ ＞１００ Ｎ ／ Ａ
２７ Ｐ２３９１９ ＫＴＨＹ ｔｈｙｍｉｄｙｌａｔｅ ｋｉｎａｓｅ ４．２ Ｎ ／ Ａ ５．１７
２８ Ｐ３００８５ ＫＣＹ ＵＭＰ⁃ＣＭＰ ｋｉｎａｓｅ ０．４９ ０．３２ Ｎ ／ Ａ

ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ； ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ； ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ； ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ．
Ｎｏｒｍａｌ ｆｏｎｔ： ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｂｙ ｐｒｏｔｅｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ； ｂｏｌｄ ｆｏｎｔ： ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｂｙ ｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ； ｉｔａｌｉｃ ｂｏｌｄ ｆｏｎｔ： ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｎ
ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ｎ ／ Ａ： ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ．

２．３．４　 激酶及其磷酸化位点分析

　 　 全蛋白质组中激酶表达情况与磷酸化蛋白质组

有一定关联，全蛋白质组共鉴定到 ４３ 种激酶，其中

２８ 种激酶在 ３ 种细胞中有显著变化，如表 ５ 所示。
其中，６ 种激酶在磷酸化肽富集之后的位点分析中

同样出现显著性变化（粗体显示），分别是 ＡＴＰ 依

赖 ６ 磷酸果糖激酶（ＰＦＫＡＰ）、Ｃ⁃Ｊｕｎ⁃氨基末端激酶

相互作用蛋白 ４（ＪＩＰ４）、Ｔ 淋巴细胞活化的杀伤细

胞来源蛋白激酶（ＴＯＰＫ）、富含肉豆蔻碱的 Ｃ 激酶

底物 （ ＭＡＲＣＫＳ ）、 丝 氨 酸 ／苏 氨 酸 蛋 白 激 酶

（ＤＣＬＫ１）和 Ｓ 期激酶相关蛋白 １（ＳＫＰ１），其磷酸化

位点上下调的倍数显示在蛋白质的倍数下方（斜体

加粗）。 对于这 ２８ 个差异激酶，经文献检索，选取
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其中 ８ 个分析其典型激酶调节特征。
　 　 １． 腺苷酸激酶（ＫＡＤ）：是催化腺嘌呤核苷酸

（ＡＭＰ ／ ＡＤＰ ／ ＡＴＰ）相互转化的磷酸转移酶，在维持

细胞能量平衡中起重要作用，在 ９５Ｃ 和 ９５Ｄ 细胞中

依次呈现过表达趋势。 研究［１４］ 发现，ＫＡＤ２ 在肺腺

癌患者肺癌组织中过表达，且 ＫＡＤ２ 的下调可抑制

人肺腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭，诱导细胞凋亡和

自噬。
　 　 ２． 激酶 Ａ 锚定蛋白 １２（ＡＫＡ１２）：仅在 ９５Ｃ 和

９５Ｄ 细胞中被检测到，在 ＭＲＣ５ 细胞中未鉴定到。
研究［１５］发现，ＡＫＡ１２ 是介导蛋白激酶 Ａ 和蛋白激

酶 Ｃ 亚细胞分区的锚定蛋白质，与细胞内 β 肾上腺

素受体信号调节相关。
　 　 ３． ＰＦＫＡＰ：与糖酵解相关［１６］，在癌细胞中高表

达。 值得注意的是，该酶的磷酸化水平在癌细胞中

也显著升高，说明 ＰＦＫＡＰ 在癌细胞中代谢活力强。
　 　 ４． 肌酸激酶（ＫＣＲＢ）：能够可逆催化 ＡＴＰ 的合

成，在能量需求大的细胞中高表达，也有大量研究表

明 ＫＣＲＢ 为潜在肿瘤标志物［１７］。
　 　 ５． ＪＩＰ４：又叫人肺致癌基因 ６ 蛋白，Ｃ⁃Ｊｕｎ 是原

癌基因，在多种癌症中表达显著增强［１８］，在本文实

验数据中，ＪＩＰ４ 及其磷酸化位点（Ｔ５８６）在癌细胞中

表达增强。
　 　 ６． ＴＯＰＫ：在癌细胞中高表达，研究［１９］ 表明

ＴＯＰＫ 在白血病和骨髓瘤等高增殖肿瘤中过表达，
在肿瘤发生和转移中起关键作用。
　 　 ７． ＭＡＲＣＫＳ 及其磷酸化：在癌细胞中高表达，
研究［２０］发现 ＭＡＲＣＫＳ 可以调节胆道癌细胞的转

移。
　 　 ８． ＳＫＰ１：研究［２１］发现，其在 ５６􀆰 ３％ 的非小细胞

肺癌中过表达，且预后不良时其表达升高；在 ９５Ｄ
细胞中高表达，磷酸化水平显著提高，现象与文

献［２１］一致。
　 　 我们鉴定到的异常表达的激酶中大部分已被证

实与细胞癌变及转移密切相关，另有部分异常表达

的激酶尚未见报道，可作候选蛋白质，验证其成为生

物标志物的可能性。 因此，全蛋白质水平的激酶调

节对癌症进展和后续磷酸化蛋白质组的研究都具有

重要意义。
２．３．５　 蛋白质组与磷酸化蛋白质组对比分析

　 　 将显著变化的蛋白质与磷酸化蛋白质进行了

ＩＰＡ 分析。 在疾病和生物功能方面，蛋白质组显示

了与 ＤＮＡ、细胞周期有关的上调，而与 ＲＮＡ、细胞死

亡有关的下调，并且肺癌进展有关的蛋白质上调。
磷酸化蛋白质组显示了与死亡相关、细胞生长相关

的蛋白质下调，迁移侵袭、ＤＮＡ 修复有关的蛋白质

上调。 磷酸化蛋白质组的对比分析发现，９５Ｄ ／ ９５Ｃ、
９５Ｃ ／ ＭＲＣ５、９５Ｄ ／ ＭＲＣ５ 有 相 同 的 变 化 趋 势， 即

ＭＲＣ５、９５Ｃ、９５Ｄ 依次上调或下调，且与细胞增殖和

转移有关的磷酸化蛋白质上调。 与蛋白质组相比，
磷酸化蛋白质组更能反映细胞的转移能力的差异。
　 　 本研究鉴定到的 Ｈｉｓｔｏｎｅ Ｈ１􀆰 ５（Ｈ１５）、真核翻

译起始因子 ４Ｂ（ ＩＦ４Ｂ）、富含十四烷基的富含丙氨

酸的 Ｃ 激酶底物（ＭＡＲＣＳ）和神经母细胞分化相关

蛋白（ＡＨＮＡＫ）等蛋白质的磷酸化位点表达量变化

也与肺癌进展正相关［２２］，提示其在肺癌转移中的潜

在功能。

３　 结论

　 　 与大尺寸的 Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ⁃Ｌ 相比，Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ⁃Ｓ 在

富集磷酸化肽段的数量和特异性上更优。 与 ＳＰＥ
相比，振荡法由于样品与 Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ⁃Ｓ 材料接触的

时间较长，富集到的磷酸化肽段数量更多。 将 Ｔｉ４＋ ⁃
ＩＭＡＣ⁃Ｓ 的振荡法应用于不同转移能力的肺细胞磷

酸化蛋白质组学研究中发现，３ 种细胞系的全蛋白

质水平差异较小，而磷酸化蛋白质水平差异较大。
随着细胞转移能力的增加，蛋白磷酸化水平也显著

增加。 其中 ９５Ｃ 和 ９５Ｄ 上调的磷酸化位点对应的

蛋白质与细胞周期、细胞增殖显著相关。 一些异常

表达的激酶及其磷酸化程度与细胞的恶性增殖有

关。 异常表达的磷酸化蛋白质主要与细胞侵袭、迁
移和死亡等细胞迁移方面的功能有关，后续研究可

对这些异常表达的磷酸化蛋白质和磷酸化位点进行

肺癌转移等功能的验证。 本研究充分说明基于

Ｔｉ４＋ ⁃ＩＭＡＣ 的亲和色谱技术是开展癌症转移相关研

究的强有力工具。
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