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摘要 ： 目的　鉴定结直肠癌细胞β-catenin的脱酰胺化修饰及其相关脱酰胺化酶。方法　采用二维电泳结

合脱酰胺化抑制剂6-重氮-5-氧代-L-正亮氨酸（DON）方法鉴定内源性β-catenin蛋白脱酰胺修饰的存在。通过

β-catenin蛋白的纯化与质谱分析筛选出β-catenin蛋白候选可能的脱酰胺化酶。利用免疫共沉淀实验检测候选脱

酰胺化酶与β-catenin蛋白的相互作用。结果　二维电泳在结直肠癌细胞系HCT116中鉴定出β-catenin蛋白可以

发生脱酰胺化修饰。成功构建pEE14.4-β-catenin质粒表达载体，并且在细胞中成功验证其表达；利用蛋白纯化

结合质谱分析鉴定出β-catenin蛋白的候选脱酰胺化酶——谷氨酰胺酶复合酶（CAD）；Western blotting再次验证

CAD能够与内源性β-catenin蛋白发生相互作用。结论　结直肠癌细胞β-catenin蛋白能够发生脱酰胺化修饰，

CAD蛋白可能为介导β-catenin蛋白脱酰胺化修饰的相关酶。
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Abstract:  Objective To identify the deamidation modification of β -catenin and related deamidases in 

colorectal cancer cell lines.  Methods The two-dimensional electrophoresis combined with the deamidation 

inhibitor 6-Diazo-5-oxo-L-norleucine (DON) was applied to determine the presence of deamidation modification of 

endogenous β-catenin. The candidate deamidases were screened out by β-catenin purification and mass spectrometry 

analysis. The interaction between the candidate deamidases and β-catenin was detected by co-immunoprecipitation 

(co-IP).  Results Two-dimensional electrophoresis verified that β-catenin protein exhibited deamidation modification 

in colorectal cancer cell lines HCT116. The pEE14.4- β -catenin plasmid was constructed and expressed in cells 

successfully. Protein purification combined with mass spectrometry analysis found that CAD was a candidate 

deamidase, and co-IP further confirmed the interaction between CAD and endogenous β-catenin.  Conclusions β

-catenin could be modified via deamidation in colorectal cancer cell lines, where CAD represents possibly the key 

deamidase responsible for this modification.
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结直肠癌是临床最常见的恶性肿瘤之一，根据

2020 年 GLOBOCAN[1] 公布的全球癌症现状分析，结

直肠癌发病率在所有的恶性肿瘤疾病中位列第 3 位

（10.0%），病死率居第 2 位（9.4%）。由于结直肠癌的

发生、发展机制尚不十分清楚，临床上尤其缺乏特

异性强、疗效显著的靶向治疗药物[2]。因此，进一步

探究结直肠癌发生、发展相关分子机制，为结直肠

癌提供新的治疗靶点或生物标志物尤为重要。

超过 80% 结直肠癌与 Wnt/β-catenin 信号通路

异常激活有关[3-4]。而作为 Wnt/β-catenin 信号通路

关 键 蛋 白 分 子 的 β-catenin 往 往 受 到 磷 酸 化 、泛 素

化、糖基化、乙酰化、甲基化等多种蛋白质翻译后修

饰的调控[5-6]。由此可见，蛋白翻译后修饰对人体生

理功能有着不可忽视的作用。

谷 氨 酰 胺 酶 复 合 酶 （carbamoyl-phosphate 

synthetase 2, aspartate transcarbamylase and 

dihydroorotase, CAD）是一个具有多种功能的催化三

联体，由氨甲酰磷酸合成酶 2 亚基、天冬氨酸氨基转

移酶亚基及二氢乳糖酶亚基共同组成。CAD 具有

谷氨酰胺转移酶结构域，能催化蛋白质发生脱酰胺

化，因此 CAD 可作为一种脱酰胺化酶。基于此，笔

者试图探讨结直肠癌细胞中 CAD 与 Wnt/β-catenin

通路的关系，现报道如下。

1 材料与方法

1.1　材料与试剂

结直肠癌细胞系 HCT116 由中南大学生命科学

学院夏赞贤教授实验室馈赠。DMEM 培养基、胎牛

血清（fetal bovine serum, FBS）、胰蛋白酶消化液（美

国 Gibco 公 司），青 链 霉 素 混 合 液（美 国 Hyclone 公

司），CAD 抗体（型号：16617-1-AP，武汉三鹰生物技

术有限公司），β-catenin 抗体（型号：ab223075，英国

Abcam 公 司），Tubulin 抗 体（型 号 ：3873，美 国 Cell 

Signaling Technology 公 司），增 强 型 化 学 发 光 试 剂

（enhanced chemiluminescence, ECL）试 剂 盒（型 号 ：

42029053，美 国 Millipore 公 司），HRP 兔 抗 IgG 抗 体

（型 号 ：A0216，上 海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司），

HRP 鼠抗 IgG 抗体（型号：A0208，上海碧云天生物技

术 有 限 公 司），免 疫 共 沉 淀（co-immunoprecipitation, 

co-IP）试剂盒（型号：26149，美国 Pierce 公司），PEI

转染试剂盒（型号：P3143，美国 Sigma 公司），TRIzol

试剂盒（型号：R401-01，南京诺唯赞生物科技股份

有限公司），逆转录试剂盒及荧光定量 RT-PCR 试剂

盒（苏州莫纳生物科技有限公司）。

1.2　细胞培养与转染

结 直 肠 癌 细 胞 系 HCT116 置 于 含 10% FBS 的

DMEM 培养基中，在 37 ℃、5% 二氧化碳 CO2 恒温培

养箱。参照 PEI 转染试剂盒说明书将结直肠癌细胞

系转染 pEE14.4-Flag-CAD，24 h 后收集转染细胞检

测 CAD 的表达确认转染效果并进行下一步实验。

1.3　方法

1.3.1 　 真核纯化 　将转染 Flag-β-catenin 质粒的结

直肠癌细胞系 HCT116 命名为 Flag-β-catenin 组，未

转 染 的 命 名 为 Vector 组 。 将 Flag- β -catenin 组

（10 cm dish 共 60 盘 ，转 染 后 36～48 h 收 样）用 1×

PBS 吹打 ，收集进离心管中 ，4 ℃、3 000 r/min 离心

5 min，弃上清液，取细胞加入 1% NP-40+1% cocktail

的 1×lysis buffer 裂解，旋转摇床上旋转 45 min。裂

解结束后，4 ℃、12 000 r/min 离心 20 min，取上清液

10 μL 作为全细胞裂解液，将其余上清液收集到新

的 EP 管中，各加入 2～3 μL Flag beads，4 ℃条件下

旋转摇床过夜。将装有细胞裂解液的 EP 管取出，

4 ℃、12 000 r/min 离心 20 min，取 10 μL 上清液作为

Flow through，丢弃剩余上清液。将所有离心的 Flag 

beads 收集到同一个 EP 管中，1 mL 1×Lysis buffer 清

洗 Flag beads 3 次，15 min/次，4 ℃、3 000 r/min 离心

5 min 收集 Beads，吸取 Lysis buffer，加入 Flag beads 三

倍 体 积 的 Tris-Hcl（pH 3.0）洗 脱 目 的 蛋 白 ，洗 脱

3 次 ，10 min/次 ，蛋 白 洗 脱 液 用 Tris-Hcl（pH 9.0）中

和。回收蛋白洗脱液即为蛋白样本，-80 ℃条件下

将收集的蛋白化样本送往上海中科新生命公司进

行质谱分析。

1.3.2 　 Western blotting 检测 β-catenin 蛋白 　转染

48 h 后收集细胞样本，提取细胞总蛋白，BCA 法测定

蛋白浓度，SDS-PAGE 电泳，转膜封闭后，4 ℃条件

下孵育一抗过夜，加入二抗后用 ECL 发光液发光显

影拍照。β-actin 为内参，结果通过 IMAGE J 软件进

行灰度分析，将目的条带值与内参值的比值作为目

的蛋白相对表达量。

1.3.3 　 co-IP 实验 　按照 co-IP 试剂盒说明书收集

样本蛋白。将带有 Flag 标签的琼脂糖 Beads 加入细

胞裂解物，4 ℃孵育过夜，2 000 r/min 离心 3 min，弃
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上清液，PBS 冲洗 3 次，加洗脱液冲洗 2 次，获得抗体

复合物，加上样缓冲液，SDS-PAGE 电泳，转膜封闭

后进行 Western blotting。

1.3.4 　 二维电泳实验 　在 6 孔板中培养结直肠癌

细胞系 HCT116，使用脱酰胺化抑制剂 6-重氮基-5-

氧代-L-正亮氨酸（6-diazo-5-oxo-L-norleucine, Don）

处理部分细胞，同时不加抑制剂的细胞用 PBS 冲洗

后孵育≥ 8 h，收集细胞样品。利用 Rehydration Buffer

裂解细胞样品制备成二维电泳样品。将加入 Don 的

细胞作为处理组，而不加 Don 的细胞作为对照组。

1.4　统计学方法

数据分析采用 SPSS 11.5 统计软件。计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，比较用 t 检验或方差

分析，进一步两两比较用 LSD-t 检验。P <0.05 为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1　外源性β-catenin蛋白的亲和凝胶纯化

Flag-β-catenin 组、Vector 组 Flag 蛋白相对表达

量分别为（0.621±0.007）、（2.401±0.006），经 t 检验，差

异有统计学意义（t =81.660，P =0.000）；Flag-β-catenin

组 Flag 蛋白相对表达量高于 Vector 组。见图 1。

为验证质粒的表达，将 pEE14.4-Flag-β-catenin

分别按 0.0、0.1、0.3 和 0.9 μg 梯度转染结直肠癌细胞

系 HCT116，并 收 取 细 胞 进 行 Western blotting。 0.0、

0.1、0.3 和 0.9 μg 质粒转染量的β-catenin 蛋白相对表

达 量 分 别 为 （0.465±0.043） 、（0.473±0.012） 、

（0.482±0.015）、（0.842±0.003），经方差分析，差异有

统计学意义（F =119.000，P =0.000）；0.9 μg 质粒转染

量的β-catenin 蛋白相对表达量高于 0.0、0.1 和 0.3 μg

质粒转染量（P <0.05），表明质粒构建成功。见图 2。

将 转 染 30 个 10 cm Dish 的 结 直 肠 癌 细 胞 系

HCT116 进行收样、纯化，采用 Western blotting 验证

纯化效果。将全细胞裂解液、IP 后上清液、Beads

洗脱液、Beads 部分或全部用 Loading 收集蛋白以验

证 IP 效率 （见图 3），最后用 0.25% pEE14.4-Flag-

β-catenin 蛋白样品洗脱液进行银染并定量纯化蛋

白 （见图 4），计算得到约 14 μg pEE14.4-Flag-β-

catenin 蛋白样品。

2.2　外源性β-catenin蛋白质谱分析结果

外源性 β-catenin 蛋白质谱分析结果见图 5。通

过蛋白亲和纯化方法，利用能够特异性结合 Flag 标

100 kD

42 kD

Flag

β-catenin

1                   2

1：Vector 组； 2：Flag-β-catenin 组。

图1　Flag-β-catenin在结直肠癌细胞系HCT116中的表达
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1：0.0 μg； 2：0.1 μg； 3：0.3 μg； 4：0.9 μg。
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图2　Flag-β-catenin在结直肠癌细胞系

HCT116中的表达
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1：WCL； 2：FT； 3：Elution1； 4：Elution2； 5：Elution3； 6：Beads。

图3　IP效率验证

130 kD
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1：Elution1； 2：Elution2； 3：Elution3； 4：BSA 10 ng； 5：BSA 30 ng； 

6：BSA 100 ng。

图4　HCT116银染结果
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签的磁珠进行 pEE14.4-Flag-β-catenin 蛋白的纯化

实验，并最终得到蛋白洗脱液（包括 β-catenin 蛋白

及与其产生相互作用的蛋白），鉴定出了一种可能

与 β-catenin 蛋白产生相互作用的候选蛋白 CAD（质

谱 结 果 中 CAD 被 检 测 到 2 次 多 肽 信 号），作 为 β-

catenin 发生脱酰胺化的候选酶发生作用。

2.3　β-catenin与CAD蛋白的相互作用

在 结 直 肠 癌 细 胞 系 HCT116 中 转 染 pEE14.4-

Flag-CAD 质粒，36 h 后收集质粒转染后的细胞样

本 ， 通 过 co-IP 验 证 外 源 性 CAD 蛋 白 与 内 源 性

β-catenin 蛋白的相互作用 （见图 6）。同时利用构

建的 pEE14.4-Flag-β-catenin 质粒转染进入结直肠

癌细胞系 HCT116 中，表达带有 Flag 标签的β-catenin

蛋白，通过 co-IP 实验鉴定了外源 β-catenin 蛋白与

内源 CAD 的相互作用 （见图 7）。两个实验结果共

同证明在结直肠癌细胞系 HCT116 中，CAD 能够与

β-catenin 蛋白相互作用。

2.4　结直肠癌细胞系中β-catenin 存在脱酰胺化

修饰

二维电泳分析发现，处理组细胞中 β-catenin 蛋

白信号发生向负极迁移的趋势，而对照组没有发生

迁 移 ，表 明 β -catenin 等 电 点 降 低 ，但 Don 不 影 响

β-catenin 的总蛋白，说明在结直肠癌细胞系中，可

能存在β-catenin 的脱酰胺化修饰。见图 8。

3 讨论

结直肠癌是消化系统最常见的恶性肿瘤之一 .

现代人饮食习惯改变（高糖、高脂）导致肥胖率增加

及平均寿命提高，使结直肠癌发病率与病死率都呈

全长肽链的黄色部分为质谱分析所检测到的片段，红色字母为能够发生脱酰胺化修饰的氨基酸残基（β-catenin 蛋白的脱酰胺化位点）。

右侧为脱酰胺化位点在肽段中的位置信息、相关候选脱酰胺化酶以及 E3 泛素连接酶等。每个脱酰胺化位点后的分数中，分母代表检测到该

位点所在相应肽段的次数，分子代表鉴别出脱酰胺化的次数。

图5　β-catenin蛋白脱酰胺化修饰位点及相互作用蛋白的质谱分析图

250 kD

100 kD

42 kD

Flag-CAD

Flag

β-catenin

β-actin

+             -              +           -

Input 5% IP：Flag

Input：上样量； IP：互作量。

图6　CAD蛋白与内源性β-catenin蛋白相互作用

处理组

对照组

处理组

对照组

PH      -                                            +

β-catenin

β-actin

73 35V          100 032 V hrs

图8　结直肠癌细胞系HCT116中β-catenin蛋白的二维电泳

250 kD

100 kD

42 kD

CAD

β-catenin

β-actin

Flag-catenin +          -              +         -

Input 5% IP：Flag

Input：上样量； IP：互作量。

图7　β-catenin蛋白与内源性CAD蛋白相互作用
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逐年升高的趋势[7]。目前，早期结直肠癌患者可以

通过手术切除取得良好的治疗效果。但大多数患

者确诊时已处于中晚期，单纯手术治疗容易复发，

疗效欠佳。因此，进一步探究结直肠癌发生、发展

相关分子机制，为结直肠癌的治疗提供新的治疗靶

点或生物标志物尤为重要。

Wnt/β-catenin 通路在多种肿瘤中的发生、发展

中起重要作用[8]。该通路的异常激活在结直肠癌中

普遍存在，其调节结直肠癌细胞生物学行为的研究

也较为广泛，如下调结直肠癌中的该通路，可抑制

结直肠癌细胞的迁移侵袭能力[9-10]。该通路下调可

降低肿瘤的侵袭和转移能力。β-catenin 蛋白是通

路中主要的信号分子，对该通路意义重大。

核苷酸代谢酶与肿瘤关系密切，是目前研究的

热点和难点。CAD 是核苷酸代谢酶家族中重要一

员，也是一个多功能蛋白酶复合体，参与催化嘧啶

从头合成的前三步反应，能够将谷氨酰胺转化成三

磷酸尿苷，后者是合成细胞增殖所必需 RNA、DNA

和磷酸脂质的原材料，参与细胞的增殖和分化[11]。

当细胞周期进入 S 期，此时细胞内会进行 DNA 复制，

需 要 大 量 合 成 嘧 啶 ，CAD 蛋 白 活 性 达 到 最 高 点 。

RICHMOND 等[12] 发现在炎症性肠病中 CAD 能够抑

制 抗 炎 症 因 子 NOD2，参 与 疾 病 的 发 生 。 MORIN

等[13]发现在前列腺癌细胞中，CAD 能够调控雄激素

受体的入核，调节雄激素受体的转录活性，参与调

控前列腺癌的发生、发展，尤其与前列腺癌早期复

发密切相关。以上研究说明 CAD 蛋白在肿瘤发生、

发展过程中起到调控作用，CAD 在该调控过程中，

作为一种脱酰胺化酶发挥了重要功能。本研究初

步证实，结直肠癌细胞中 β-catenin 蛋白存在脱酰胺

化 修 饰 ，CAD 可 能 为 介 导 其 发 生 脱 酰 胺 化 修 饰

的酶。

蛋白质脱酰胺化修饰是指蛋白质通过自发或

者酶促反应脱去其氨基酸侧链上的酰胺基团，继而

转变为羧基的过程[14]。早期研究认为自发的蛋白质

脱酰胺化修饰是蛋白质衰亡过程中的一个表征[15]。

在微生物领域，一些细菌分泌脱酰胺酶通过攻击重

要的宿主免疫蛋白以达到免疫逃逸的目的[16-17]。近

期研究表明蛋白质脱酰胺化修饰可以调节宿主的

抗微生物免疫反应，例如源于细菌的效应因子通过

对宿主天然免疫系统的关键信号分子脱酰胺化修

饰，从而操纵天然免疫防御系统[18-19]。这些结果表

明脱酰胺化修饰能够在一定程度上影响蛋白质的

功能，进而在机体一系列生理、病理过程中发挥作

用。然而，脱酰胺化修饰在肿瘤相关蛋白及癌症的

发生、发展中发挥着怎样的作用至今尚未明确。本

研究通过 co-IP 实验证明外源 β-catenin 蛋白与内源

CAD 存在相互作用。进一步研究通过二维凝胶电

泳 结 合 脱 酰 胺 化 抑 制 剂 DON 方 法 分 析 CAD 与 β-

catenin 蛋 白 的 关 系 ，发 现 在 存 在 脱 酰 胺 化 抑 制 剂

DON 的情况下，β-catenin 蛋白等电点降低，与未加

入 DON 的对照组相比，发生了向负极迁移的趋势。

这提示 β-catenin 蛋白在结直肠癌细胞系中可能存

在被 CAD 脱酰胺化修饰的现象。在后续研究中，笔

者希望继续运用一系列生化、分子和生物学技术，

结 合 肿 瘤 细 胞 、动 物 模 型 及 临 床 组 织 样 本 来 探 究

CAD 介导的脱酰化修饰对 β-catenin 蛋白的功能调

控，以及对结直肠癌发生、发展的影响，为结直肠癌

的 基 础 研 究 与 和 临 床 诊 疗 提 供 理 论 依 据 和 新 的

策略。
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