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亲和沉降及质谱法分离和鉴定与
EGFR３􀆳UTR结合的蛋白质
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　　摘　要:随着后基因组学研究的逐步深入,非编码 RNA 成为生物学研究的热点之一,其中对 mRNA 非翻译区

的功能研究也逐渐广泛.mRNA 非翻译区(UTR)的调控序列与一些蛋白质特异结合,对其自身 mRNA命运进行调

控.表皮生长因子受体(EGFR)是细胞信号转导的关键因子,其特异酪氨酸残基发生磷酸化,可招募诸如Shc、Grb２、

磷脂酶 Cγ和Src等信号蛋白,进而激活下游信号通路,研究证实 EGFR与一些癌症的发生相关,因此探讨 EGFR 非

翻译区对其 mRNA 的调控机制就显得尤为重要.运用亲和沉降及质谱,从 HeLa细胞中分离到３种 蛋 白 质 与

EGFR３􀆳UTR相结合:Ilf３、hnRNPA１和hnRNPA２/B１.这些蛋白质均为 RNA结合蛋白并参与 mRNA代谢.这

为研究 EGFR３􀆳UTR的调控机制提供了依据.

关键词:非翻译区;亲和沉降;ILF３;质谱分析

中图分类号:Q５１３　　　　　　　　 文献标志码:A　　　　　　　 文章编号:１６７３Ｇ３８５１(２０１７)０２Ｇ０２７７Ｇ０５

０　引　言

信号通路中信号分子的突变可能导致细胞恶性

增殖、细胞停止分化、代谢紊乱等,进而引发癌变.
表皮生长因子受体(EGFR)是细胞信号转导的关键

因子,在细胞信号传导中起重要的作用,通过介导胞

外信号向胞内传递,激活下游信号因子,调控与细胞

增殖、粘附及迁移等众多生理活动,并调控多种癌症

的发生发生与发展[１].
mRNA的 UTR含有很多调控序列,如茎环结

构,调控蛋白元件,内部核糖体进入位点(IRES),
microRNA作用靶位及富 AU 元件(AREs)[２].其

中３􀆳UTR 参与调节 mRNA 的稳定,定位和翻译,

３􀆳UTR被认为是许多基因表达所必需的一个调节

区.Rebecca等[３]的研究发现肺癌和乳腺癌细胞中

EGFR３􀆳UTR含３个 microRNA作用的靶位点,引
起EGFRmRNA 及蛋白的下调.许多 mRNA 的

３􀆳UTR都包含 AREs,AREs是哺乳细胞中最常见

的稳定RNA的重要元件之一[４].蛋白质或蛋白质

复合物可与 mRNA 的 UTR 的调控元件结合并执

行一定的生理功能,这些蛋白称为 RNA 结合蛋白

(RBP),RBP 通过其 RNA 结合结构域(RBD)与

RNA 结 合[５].通 常,一 种 RBP 含 有 一 种 以 上

RBD.RBP通过其 RBD 与 RNA 结合,参与调控

mRNA 的成熟[６],mRNA 从细胞核向胞质的转运

及定位[７],mRNA的翻译和 mRNA的更新[８]等.
本研究运用亲和沉降和质谱方法,在子宫颈癌

细胞 HeLa细胞中分离纯化结合于 EGFR３􀆳UTR
的蛋白质因子,初探EGFR３􀆳UTR在其 mRNA代

谢(如转录、编辑、加工、运输、细胞内定位、稳定和降

解等)方面的作用.

１　材料和方法

１．１　材料

子宫 颈 癌 细 胞 HeLa 为 本 实 验 室 保 存;

MBPＧMS２基 因 片 段 由 丁 明 提 供;MEM 培 养 液

(Gibco公司);胎牛血清(Gibco公司);IPTG(Sigma
公司);HEPES(Amresco 公 司);粉 树 脂 (New



EnglandBioLabs公司);镍柱填料(GEHealthcare公

司);MEGAscript􀆿 T７ 体 外 转 录 试 剂 盒 (Applied
Biosystems公 司);LB 培 养 基、MOPS、DEPC、TrisＧ
base、麦芽糖、咪唑和 PMSF (SigmaＧAldrich公司);

ab５０８３２兔抗人多克隆抗体(Abcam公司);ab６７２１山

羊抗兔IgG(Abcam公司).

１．２　方法

１．２．１　载体构建及蛋白表达纯化

PCR扩增获得 MBPＧMS２ 基因,目的产物回收

后,经 HindIII和 NdeI双酶切克隆到载体pETＧ２８
(a)中,PCR筛选鉴定阳性克隆.并将pETＧ２８(a)Ｇ
MBPＧMS２ 质粒转化感受态细胞BL２１中.挑取单

克隆,１∶１００转接,至菌液吸光度 OD６００为０．６~
０．８,加入终浓度０．５mmol/LIPTG诱导４h;离心,
收集菌体.直链淀粉树脂结合缓冲液重悬,超声波破

碎,１２０００r/min离心３０min,重复一次,上清备用.
镍柱纯化:装柱和平衡,将上述上清液加入镍

柱,经结合、洗涤、洗脱,依次收集洗涤流出液、洗脱

流出液.直链淀粉树脂亲和纯化:装柱和平衡,将镍

柱洗脱蛋白上柱子,经结合、洗涤、洗脱,依次收集洗

涤流出液、洗脱流出液,SDSＧPAGE检测纯化结果.

１．２．２　 直 链 淀 粉 树 脂ＧMBPＧMS２ＧEGFR３􀆳UTR
beads的制备

Bradford法测定 MBPＧMS２ 融 合 蛋 白 含 量.
按照１mL直链淀粉树脂最多能承载３mgMBPＧ
MS２ 融合蛋白,直链淀粉树脂装柱,洗涤和平衡,将
镍柱洗脱蛋白与直链淀粉树脂柱再结合,HEPES
缓冲液(DEPC处理)洗涤柱子,保存备用.

EGFR３􀆳UTR体外转录:使用 T７体外转录试

剂盒,总体系２０μL,无RNA酶的水７μL,A/U/G/

CTP各２μL,１０×反应缓冲液 ２μL,T７ＧEGFR３􀆳
UTR２μL,RNA聚合酶１μL,３７℃,反应３h,甲醛

变性凝胶电泳检测纯度.
直链淀粉树脂ＧMBPＧMS２ＧEGFR３􀆳UTRbeads

的制备:将一个反应(２０μL)的体外转录物(EGFR
３􀆳UTR)与２００μL直链淀粉树脂ＧMBPＧMS２beads于

４℃孵育２h,甲醛变性凝胶电泳检测EGFR３􀆳UTR
与直链淀粉树脂ＧMBPＧMS２beads的结合效率.

１．２．３　与EGFR３􀆳UTR特异结合的蛋白质的分离

与鉴定

HeLa细胞裂解液制备:细胞长满８０％,离心去

除倒掉上清液,磷酸盐缓冲液(DEPC处理)洗涤３
次,刮下细胞,超声波破碎,１２０００r/min 离心 ３０
min,重复一次,上清备用.

亲和沉降:以未加任何转录物的２００μL直链淀

粉树脂ＧMBPＧMS２beads为对照组,以直链淀粉树

脂ＧMBPＧMS２ＧEGFR３􀆳UTRbeads为实验组,取１０
mLHeLa细胞裂解液上清与两组beads于４℃孵

育２h;用１０mL HEPES缓冲液(DEPC 处理)洗
涤;加入１００μLHEPES缓冲液(DEPC处理)和０．
１μLRNaseA进行孵育,离心,转移上清于离心管.
将该上清制样,进行 SDSＧPAGE,银染.扫描并取

胶点保存.
酶解 及 质 谱 鉴 定:使 用 宜 于 MALDIＧTOF/

TOF质谱仪检测的方法进行胶内酶解[９],取样品与

基质各０．３μL点靶,load进入 MALDIＧTOF/TOF
质谱仪进行鉴定.反射模式下,六个外标进行校准,

５ppm质量精确度内,０．０５Da质量偏差内,m/z范

围为８００~４０００Da.经 SwissＧProt数据库搜索,

Mascot搜索结果p＜０．０５确认.

Westernblot验 证:上 样,进 行 SDSＧPAGE,于

４℃,电压１００V,电流４００mA,转膜２h.５％脱脂奶

粉封闭,室温１h.弃去封闭液,用ddH２O洗涤３次.
加入一抗,４℃,孵育过夜.TBST洗涤３次,加入二

抗,室温２h.TBST洗涤３次.ECL底物均匀覆盖

膜表面.暗室内显影.实验在相同条件下重复３次.

２　实验结果

２．１　MBPＧMS２ 的制备

融合蛋白 MBPＧMS２ 带有６His能结合于 NiＧ
NTA.MBP(麦芽糖结合蛋白)可用直链淀粉树脂

进行纯化[１０].BL２１ＧpETＧ２８(a)ＧMBPＧMS２ 细胞裂

解液经镍柱和直链淀粉树脂纯化,获得分子量约为

５０kDa的MBPＧMS２ 融合蛋白(图１).

图１　融合蛋白 MBPＧMS２ 纯化结果
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２．２　直链淀粉树脂ＧMBPＧMS２beads的制备

MS２为噬菌体外壳蛋白,可与RNA的发夹结构

结合.EGFR３􀆳UTR含有发夹结构(图２(a)),因此可

与 MS２结合,进而形成直链淀粉树脂ＧMBPＧMS２Ｇ
EGFR３􀆳UTR克隆.为检测EGFR３􀆳UTR与直链淀

粉树脂ＧMBPＧMS２的结合效率,体外转录获得EGFR
３􀆳UTR的RNA与对 MS２孵育后产物,进行甲醛变

性凝胶电泳如(图２(b)),结果显示孵育后 与孵育前

相比,在相应位置没有条带,表明EGFR３􀆳UTR已结

合于直链淀粉树脂ＧMBPＧMS２柱上.

图２　EGFR３􀆳UTR二级结构预测及其与

AmyloseResinＧMBPＧMS２ 结合

２．３　与EGFR３􀆳UTR特异结合的蛋白质的筛选与鉴定

为筛选与EGFR３􀆳UTR结合的蛋白质,采用亲

和沉降法,将EGFR３􀆳UTR通过 MS２固定于直链

　

淀粉树脂上,通过与 HeLa细胞裂解液孵育,洗涤

未结合,RNaseA消化EGFR３􀆳UTR,进而分离得

到与 其 结 合 的 蛋 白 质 (图 ３(a)).通 过 SDSＧ
PAGE,银染,比较对照组和实验组,差异条带由质

谱鉴定,共鉴定出３种蛋白(表１).免疫印迹实验

进一 步 验 证 (图 ３(b))Ilf３ 与 EGFR３􀆳UTR 的

结合.

图３　亲和纯化及免疫印迹实验结果

注:对 照 组:无 EGFR ３􀆳UTR 的 AmyloseresionＧMBPＧMS２

beads,实 验 组:EGFR ３􀆳UTR 与 AmyloseresionＧMBPＧMS２

beads;一抗:AntiＧIlf３抗体,稀释比例１/２５００;二抗:GoatAntiＧ

RabbitIgGH&L(HRP),稀释比例１/５０００.

表１　质谱鉴定结果

名称① 蛋白名称 AccessionNo． 理论 Mr/pI Mascot得分②

差异条带１ 白细胞介素增强结合因子３(Ilf３) gi|６２５１２１５０ ９５２７９．１/８．８６ ６４
差异条带２ 不均一核糖核蛋白 A１(hnRNPA１) gi|１３３２５４ ３８８２２．１/９．２６ ９３
差异条带３ 不均一核糖核蛋白 A２/B１(hnRNPA２/B１) gi|１３３２５７ ３７４０６．７/８．９７ ５５

注:①图６A中差异条带编号,②Mascot得分由 GPSExplorerTMsoftware(Version３．５)获得,Mascot得分＞５３被认为可信(p＜０．０５)[９].

３　讨　论

运用亲和沉降和 MALDIＧTOF/TOF,鉴定出３
种与 EGFR３􀆳UTR 结合的蛋白质,分别为Ilf３、

hnRNPA１和hnRNPA２/B１.人Ilf３经选择性剪

接和翻译后修饰产生多种Ilf３亚型,多种亚型赋予

其多种功能.Ilf３作为 RNA 结合蛋白[１１],可与蛋

白质、dsRNA、小非编码 RNA 或 mRNA 形成复合

物,调控基因表达或维持 mRNA 稳 定[１２].Ilf３/

NF９０可与 mRNA３􀆳UTR的AREs结合,进而引起

依赖于 AREs结合蛋白的 mRNA 降解或保持稳

定[１３].Ilf３/NF９０还可与 HuR、hnRNPL等 RBPs
协同,与人血管表皮生长因子３􀆳UTRmRNA稳定

元件(富 AU颈环结构)结合,对低氧依赖的 mRNA
稳定性发挥作用[１４].

HnRNPA１和hnRNPA２/B１均为hnRNP家

族成员,为 RNA 结合蛋白.在细胞质内,hnRNPs
可以 调 控 mRNA 定 位,翻 译 和 稳 定[１５].另 外,

hnRNPs蛋 白 含 有 至 少 一 种 RBD,可 与 mRNA
３􀆳UTR区域的 AREs结合,参与介导细胞因子及原

癌基因 mRNA 的降解[１６].另外,部分hnRNPs可

与cＧMyc的IRES序列结合,参与癌基因 mRNA的

稳定及剪接,调控与癌症相关的增殖[１７].HnRNP
A１是hnRNP蛋白复合物的核心蛋白,其 M９结构

域作为核定位序列和核输出信号,可与其他hnRNP
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蛋白协作,参与 mRNA 出核;hnRNPA１还参与前

体 mRNA包装及亚细胞定位.Monette等[１８]的研

究表明hnRNPA１可促进IRES介导的 HIVＧ１型

病毒RNA翻译.Clower等[１９]的研究证实hnRNP
A１抑制丙酮酸激酶 M１和 M２的剪接.还有研究

指出hnRNP A１能够解开 RNA 的发夹结构,与

RNA竞争结合.HnRNPA１与富Ser/Arg蛋白质

通过竞 争 而 抑 制 ３′ 剪 接 位 点 剪 接[２０].HnRNP
A２/B１是第三种 hnRNP A/B 型蛋白质,是形成

hnRNP颗粒的主要成分.另有研究证实 hnRNP
A２/B１与 RNA 的 UUAGGG 序列有很高的亲和

力.细胞质中hnRNPA２/B１表达量增加,可作为

评估患肝细胞癌(HCC)风险的诊断标记,hnRNP
A２/B１ 参 与 调 节 剪 接 活 性,mRNA 稳 定 和 翻

译[２１Ｇ２２].
已有研究表明,Ilf３、hnRNPA１和hnRNPA２/

B１均为RNA结合蛋白,通过与 RNA结合,发挥一

定的生物学功能.Alexandre等运用蛋白质组学方

法研究Ilf３功能时,鉴定出五种hnRNP家族蛋白

和一个剪切因子,其中包括 hnRNP A２/B１,暗示

Ilf３在RNA 代谢中的作用[１２].因此,通过亲和沉

降和质谱筛选和鉴定出的蛋白质,其结合形式是值

得进一步研究的.近年来的研究表明,hnRNPs在

癌症发生发展中的重要作用,如hnRNPA１等参与

的 mRNA 剪 接 失 误 将 导 致 多 种 癌 症[２３],鉴 于

hnRNPs通过调控 mRNA代谢,进而在抑制细胞凋

亡,血管生成,细胞分裂和上皮Ｇ间质转化等方面发

挥重 要 作 用.因 此,在 肿 瘤 治 疗 和 预 后 方 面,

hnRNP可能作为一个新的、有潜质的治疗靶点和标

志物[２４].EGFR３􀆳UTR 的调控序列可招募 RBPs
(Ilf３、hnRNPA１和hnRNPA２/B１等),可能参与

调控EGFRmRNA或其蛋白质的生物学功能.
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IsolationandIdentificationofProteinsBondedtoEGFR３􀆳UTR
byAffinityPullＧdownandMassSpectrometry

WANGDajin,DingMing,WUYeqing
(CollegeofLifeScience,ZhejiangSciＧTechUniversity,Hangzhou３１００１８,China)

Abstract:WiththedevelopmentofpostＧgenomics,nonＧcodingRNAhasbecomeoneofthebiological
researchhotspots．ResearchesaboutthefunctionofmRNAuntranslatedregion (UTR)areincreasingly
widespread．TheregulatorysequenceofmRNAUTRisbondedtosomeproteinstoregulatemRNAfate．
Epidermalgrowthfactorreceptor(EGFR)isthekeyfactorincellsignaltransduction．Phosphorylationof
EGFRspecifictyrosineresiduescanrecruitspecificsignalproteins,suchasShc,Grb２,PhospholipaseC
gammaandSrc,andthenactivatethedownstreamsignalchannel．Thepreviousresearchconfirmedthat
EGFRisassociated withtheoccurrenceofsomecancers,soitisveryimportanttoinvestigatethe
regulatorymechanismofEGFRUTRonitsmRNAregulation．AffinitypullＧdownandmassspectrometry
technologywereusedtoisolateandidentifythreekindsofproteinsfrom HeLacelllysatetointeractwith
EGFR３􀆳UTR:Ilf３,hnRNPA１andhnRNPA２/B１．TheseareallRNAbindingproteinsandparticipatein
themetabolismofmRNA．Thefindingsinourstudymayprovidereferencestofurtherinvestigatethe
regulatorymechanismofEGFR３􀆳UTR．

Keywords:Untranslatedregion;affinitypullＧdown;ILF３;massspectrometry
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