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　　［摘要］　目的　筛选肾癌Ａ４９８细胞ＣＸＣＲ４核定位结合蛋白。方法　采用蛋白免疫共沉淀实验寻找特异性条带，再

通过蛋白质谱分析、生物信息学分析寻找可能与ＣＸＣＲ４结合的蛋白。结果　ＣＸＣＲ４抗体进行蛋白免疫共沉淀，发现有３条
特异性条带。选取特异性条带行质谱分析提示可能的蛋白共有３６个。将这３６个蛋白与ＣＸＣＲ４进行生物信息学分析发现

ＮＲ１Ｄ２、ｃｓｒｃ及ＨＳＰＡ８有可能与ＣＸＣＲ４相互作用，参与ＣＸＣＲ４核定位。结论　ＮＲ１Ｄ２、ｃｓｒｃ及ＨＳＰＡ８可能参与了Ａ４９８
细胞ＣＸＣＲ４核定位的过程。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１３，３４（１）：６８７１］

　　基质细胞衍生因子１（ｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｄｅｒｉｖａｔｉｏｎｆａｃ

ｔｏｒ１，ＳＤＦ１）通过与其受体ＣＸＣＲ４相互作用转导特

定信号，在许多生理和病理过程中发挥重要作用。

ＣＸＣＲ４在肾癌细胞中高表达［１］，ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４与

肾癌细胞的增殖、存活、靶器官特异性转移等密切相

关［２３］。阻断ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４通路能够有效地抑制

肾癌的生长及转移［２］，为治疗肾癌开辟了新途径。

　　我们前期研究中发现在ＳＤＦ１刺激下，肾癌

Ａ４９８细胞 ＣＸＣＲ４发生核定位［４］，并且将 ＣＸＣＲ４
核定位序列粗略确定在第９０～１７０氨基酸序列

中［５］。进一步的研究发现ＣＸＣＲ４核定位与肾癌转

移有关［６］，因此寻找ＣＸＣＲ４核定位以后的结合蛋白

对了解ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４生物轴在肾癌中的信号通路

至关重要。国外已有文献报道在细胞质内与ＣＸＣＲ４
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相互作用的几个蛋白，如 ＨＳＣ７３［７］、铁蛋白重链［８］、

ＭｙｏｓｉｎⅡＡ
［９］等。为了找到ＣＸＣＲ４核定位过程中

与肾癌转移有关的ＣＸＣＲ４结合蛋白，本实验通过

ＣＸＣＲ４蛋白免疫共沉淀技术研究细胞核内与ＣＸ

ＣＲ４相互作用的蛋白，以进一步完善ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４
在肾癌细胞核内的信号通路。

１　材料和方法

１．１　材料和设备　肾癌 Ａ４９８细胞（ＡＴＣＣ公司），

ＭＥＭ培养液、胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ公司），ＣＸＣＲ４兔抗

人多克隆抗体（ＡＢ１８４６，Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司），ＳＤＦ１
（Ｒ＆Ｄ公司），核蛋白提取试剂盒（ＮＥＰＥＲ，Ｐｉｅｒｃｅ
公司）。蛋白电泳常规试剂、实验中常用设备由第二

军医大学长海医院中心实验室提供。

１．２　肾癌Ａ４９８细胞株培养及处理　肾癌Ａ４９８细

胞株培养于含１０％胎牛血清的 ＭＥＭ 培养液中，于

３７℃、５％ＣＯ２孵箱孵育，倒置显微镜下观察其生长情

况，按１３传代，收集生长期细胞，胰酶消化，新鲜

培养液制备细胞悬液，在倒置显微镜下进行活细胞

计数。然后将质量浓度为２００ｎｇ／ｍＬ的ＳＤＦ１加

入Ａ４９８细胞中，刺激细胞２４ｈ。

１．３　核蛋白提取及蛋白免疫共沉淀　按试剂盒说

明书进行核蛋白提取。在提取的核蛋白中加入４０

μＬＰｒｏｔｅｉｎＡ＋Ｇ微球，４℃孵育１ｈ，１４０００×ｇ离

心２ｍｉｎ后取上清，加入１０μＬＣＸＣＲ４多克隆抗体，

４℃过夜。加入４０μＬＰｒｏｔｅｉｎＡ＋Ｇ微球，４℃孵育

２ｈ（摇床）后５００００×ｇ离心２０ｓ，去除上清，收集微

球，用ＰＢＳ漂洗后加入５０μＬ包含５％β巯基乙醇的

ＳＤＳ上样缓冲液。加热到８５℃，１０ｍｉｎ，５００００×ｇ
离心２ｍｉｎ。取上清进行蛋白电泳，将电泳胶进行

银染。

１．４　质谱分析及生物信息学分析　质谱分析由中国

科学院上海生命科学院生化与细胞学研究所协助完

成，蛋白结构域相互作用分析由上海众信生物技术有

限公司协助完成。蛋白相互作用信息查询Ｓｔｒｉｎｇ数

据库（ｈｔｔｐ：／／ｓｔｒｉｎｇ．ｅｍｂｌ．ｄｅ／）获得。

２　结　果

　　对经ＳＤＦ１刺激后的 Ａ４９８细胞核蛋白进行

ＣＸＣＲ４一抗蛋白免疫共沉淀，免疫共沉淀结果的蛋白

再行蛋白质电泳，银染后发现３４０００以及７２０００左右

位置共出现３条特异性条带（图１）。

图１　蛋白免疫共沉淀结果

Ｆｉｇ１　Ｒｅｓｕｌｔｏｆｃｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ

Ａ：ＣＸＣＲ４ａｎｔｉｂｏｄｙａｆｔｅｒＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ；Ｂ：Ｍａｒｋｅｒ；Ｃ：ＣｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｏｆＡ４９８ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｓｔｉｍｕｌａ

ｔｅｄｂｙＳＤＦ１，ｗｈｉｃｈｓｈｏｗｉｎｇｓｐｅｃｉｆｉｃｂａｎｄｓａｒｏｕｎｄ３４０００ａｎｄ７２０００

　　割胶进行质谱分析提示可能的３６个蛋白如下：

ＳＦＲＳ１、ＣＰＳ１、ＲＰＳ３、ＰＲＳＳ３、ＥＸＯＳＣ６、ＨＢＥ１、ＺＣ
ＣＨＣ１１、ＴＨＯＣ４、ＲＡＰ１ＧＤＳ１、ＮＲ１Ｄ２、ＨＢＡ２、ｃｓｒｃ、

ＲＡＢ１１ＦＩＰ１、ＣＨＴＦ１８、ＨＮＲＰＭ、ＨＳＰＡ８、ＤＤＸ５、ＬＭ
ＮＡ、ＴＨＲＳＰ、ＰＡＲＰ８、ＣＵＬ２、ＭＴＤＨ、ＲＴＴＮ、ＧＡＲＴ、

ＴＴＣ２７、ＬＡＲＰ７、ＫＩＡＡ０４６０、ＲＢＭ１４、ＮＡＶ３、ＮＫＤ２、
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ＴＵＢＢ６、ＳＮＥＤ１、Ｘ１２４５１、ＳＦＲＳ７、ＣＤ８２／ｋａｎｇａｉ１／

ＫＡＩ１、ＡＦ０３６９０５。根据蛋白结构域相互作用分析发
现ＮＲ１Ｄ２及ｃｓｒｃ存在能与ＣＸＣＲ４的结构域相互作
用的结构域。根据Ｓｔｒｉｎｇ数据库分析发现ｃｓｒｃ（图

２Ａ）、ＨＳＰＡ８（图２Ｂ）可与ＣＸＣＲ４相互作用。

图２　Ｓｔｒｉｎｇ数据库提示ＣＸＣＲ４与

ｃｓｒｃ（Ａ）、ＨＳＰＡ８（Ｂ）相互作用

Ｆｉｇ２　ＳｔｒｉｎｇｄａｔａｂａｓｅｓｈｏｗｅｄＣＸＣＲ４ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ

ｗｉｔｈｃｓｒｃ（Ａ）ａｎｄＨＳＰＡ８（Ｂ）

３　讨　论

　　ＣＸＣＲ４作为跨膜７次的趋化因子受体，已经被

证实具有失活、内化及降解等Ｇ蛋白偶联受体均具有

的特性，可以激活细胞内Ｇ蛋白依赖性的多种信号通

路［１０］。在ＳＤＦ１刺激后，ＣＸＣＲ４迅速磷酸化及内

化［１１］，ＣＸＣＲ４在内化后可以回收到细胞浆膜上或者

选择性到溶酶体降解［１２］。目前的研究发现ＣＸＣＲ４

除了上述途径外，还有和细胞内其他蛋白结合的信号

途径，如ＨＳＣ７３［７］、铁蛋白重链［８］、ＭｙｏｓｉｎⅡＡ［９］等。

　　本课题组前期实验发现ＣＸＣＲ４经ＳＤＦ１刺激后

进入细胞核［５６］，本实验通过蛋白免疫共沉淀、质谱分

析、生物信息学等方法发现 ＮＲ１Ｄ２、ｃｓｒｃ及 ＨＳＰＡ８
可能与核内ＣＸＣＲ４存在相互作用。ＮＲ１Ｄ２为核受

体，与 ＣＸＣＲ４在细胞核内相互作用的可能性大。

ＨＳＣ７３是ＨＳＰＡ８蛋白的一种亚型，我们前期实验通

过蛋白免疫共沉淀后的蛋白质印迹分析［１３］验证了国

外文献报道的 ＨＳＣ７３与ＣＸＣＲ４存在相互作用［７］。

我们前期实验也发现 ＨＳＣ７３蛋白与ＣＸＣＲ４在Ａ４９８
细胞核内存在相互作用［１３］。考虑ｃｓｒｃ为ｓｒｃ癌基因

产物的一种，为细胞膜受体，不排除与ＣＸＣＲ４在细胞

核内相互作用的可能性。Ｓｒｃ是最早被发现的癌基

因，其表达产物的氨基酸序列具有较高同源性和酪氨

酸蛋白激酶活性以及同细胞膜结合的性质，定位于胞

膜内侧或跨膜分布。在ＳＤＦ１刺激后肾癌细胞内的

ｃｓｒｃ水平升高［１］，在功能上也与ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４存在

一致性［１４］。因此ｃｓｒｃ很可能作为ＣＸＣＲ４在细胞核

内的一个相互作用蛋白而存在，但还需进一步实验

验证。

　　目前关于ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４在肿瘤细胞内的信号通

路研究尚未见报道，本研究通过蛋白质免疫共沉淀技

术对肾癌细胞内ＣＸＣＲ４相互作用的蛋白进行研究，

初步确定了与ＣＸＣＲ４核定位中相互作用的蛋白。通

过生物信息学分析、从氨基酸序列、目前国内外文献

以及计算机三维蛋白相互作用数据库等多方面分析

提示ＮＲ１Ｄ２、ｃｓｒｃ及 ＨＳＰＡ８可能与ＣＸＣＲ４存在相

互作用并参与ＣＸＣＲ４的核定位过程。客观条件的限

制导致本实验具有一定的缺陷：（１）ＣＸＣＲ４抗体为多

克隆抗体，可能出现非特异性结合。（２）免疫共沉淀

蛋白电泳对照组为ＣＸＣＲ４多克隆抗体，可能将Ａ４９８

细胞核的某些蛋白作为目的蛋白条带带入实验。（３）

ＣＸＣＲ４为正常Ａ４９８细胞内表达量很低的蛋白，而且

本实验用的是Ａ４９８细胞核蛋白，再加上蛋白免疫共

沉淀中丢失的ＣＸＣＲ４蛋白，ＣＸＣＲ４免疫共沉淀的蛋

白量达不到二维电泳所需的量，因此本实验采用了一

维蛋白电泳，但一维蛋白电泳存在分离困难的缺点。

（４）质谱分析是通过打散蛋白氨基酸序列，然后通过

比对实验数据库得到可能的蛋白，这可能造成割胶分

析的蛋白和质谱分析的结果之间有出入。（５）通过生

物信息学的分析，我们可以从功能一致性、细胞内定

位一致性、蛋白相对分子质量一致性等多方面来分析

可能与ＣＸＣＲ４相互作用的蛋白，而且通过现有的蛋

白相互作用结构域可以比较科学地推测两个蛋白是

否存在相互作用，但这些目前都不能直接确凿地证实

与ＣＸＣＲ４核定位之间的关系。因此，本实验结果尚

停留在理论阶段，无切实实验证据证实。进一步明确

蛋白ＮＲ１Ｄ２、ｃｓｒｃ及 ＨＳＰＡ８是否与ＣＸＣＲ４在肾癌

细胞核内相互作用仍需要进行免疫荧光、蛋白质免疫

共沉淀等相关实验验证。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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