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宫颈癌HeLa细胞内SKP2结合蛋白的筛选和功能预测
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[摘 要] 目的：通过免疫共沉淀与质谱分析技术从宫颈癌HeLa细胞中获取与S期激酶相关蛋白 2（S-phase kinase-associated

protein 2，SKP2）结合的蛋白质群体并预测其生物功能。方法：以免疫共沉淀与Western blotting技术建立SKP2免疫共沉淀体系，

以SDS-PAGE和银染技术获得SKP2结合蛋白的特异条带，通过质谱分析技术获得可能与SKP2结合的蛋白群体，应用生物信息

学技术对筛选得到的蛋白进行GO分析与KEGG分析。结果：HeLa细胞内存在一定水平的SKP2蛋白表达，可进行免疫共沉淀

反应；成功建立了SKP2免疫共沉淀体系，并获得SKP2结合蛋白样品；针对差异的凝胶条带进行质谱分析，共鉴定出SKP2结合蛋

白563个；设定筛选条件后，获得可信度较高的SKP2蛋白270个，进行GO分析与KEGG分析后初步预测了结合蛋白参与的细胞

功能和信号通路。结论：从宫颈癌HeLa细胞中成功筛选获取SKP2 结合蛋白，为后续筛选靶标结合蛋白和寻找细胞靶向药物奠

定了基础。
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Screening of S-phase kinase-assuciated protein 2 in the cervical carcinoma Hela cell
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ang Province, Hangzhou 310013, Zhejiang, China)

[Abstract] Objective：：The co-immunoprecipitation and mass spectrometric analysis was carried out to obtain the S-phase kinase-asso-

ciated protein 2 (SKP2)-binding proteins in HeLa cells, and the biological functions of these binding proteins were forecast. Methods:

The co-immunoprecipitation system was established by co-immunoprecipitation and Western blotting assay; the specific protein gel of

SKP2-binding proteins was obtained by SDS-PAGE and silver staining assay; the potential SKP2-binding proteins was identified by

mass spectrometric analysis; and the GO (Gene ontology) analysis and KEGG analysis was carried out by bioinformatics technique.

Results: The expression level of SKP2 protein in HeLa cells was high enough for co-immunoprecipitation assay; the co-immunoprecipi-

tation system was established successfully, and SKP2-binding proteins was obtained; a total of 563 proteins were identified by mass

spectrometric analysis, and 270 proteins with high credibility were obtained after screening. The GO analysis and KEGG analysis was

carried out for the 270 proteins to forecast their functions and pathways. Conclusion: The SKP2-binding proteins were screened suc-

cessfully, and it was the foundation for the subsequent screening of target-binding proteins and the search for targeting drugs.
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宫颈癌是许多发展中国家女性最常见的肿瘤，发

病率为全世界妇科肿瘤的第3位。由于发病年轻化，

宫颈癌又称为“红颜杀手”，对家庭和社会造成了严

重负担。中国宫颈癌发病率居世界第2位，每年约有

13.2 万新发病例，占世界宫颈癌新发病例总数的

28%。目前不少早期发现的宫颈癌患者仍然会进展

成浸润性肿瘤，且国内宫颈癌主要治疗手段为放射

治疗和手术切除，复发率高。因此，寻找简便有效的

治疗手段，降低宫颈癌病死率与复发率，是宫颈癌研

究亟待解决的问题[1]。近年来，肿瘤靶向药物是肿瘤

生物治疗的研究热点，已有很多肿瘤分子靶向治疗

药物研制成功，并获美国FDA批准上市。但通常这

些靶向性药物靶点单一，受患者依从性和给药途径

影响很大，同时也不可避免对患者正常组织造成损

伤。因此寻找多靶点特异性药物，且将副作用降至
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最低，成为肿瘤靶向药物研究开发的重心。细胞S期

激酶相关蛋白 2（S-phase kinase-associated protein 2，

SKP2）与肿瘤的发生发展关系密切，是肿瘤药物研究

的热点靶标[2]。SKP2蛋白表达水平在宫颈癌组织中

显著升高，且与宫颈癌进展密切相关[3]。在HPV 16/

18感染引起的宫颈鳞癌内，SKP2通过E7-SKP2-Rb

信号途径参与肿瘤的进展和恶化。有研究[4-5]显示，

通过对DNA拷贝和基因表达的整合分析，筛选出宫

颈癌的若干分子靶标，其中包括SKP2基因。本课题

拟通过免疫共沉淀与质谱分析技术，获取与SKP2结

合的蛋白质，以便为后期寻找 SKP2靶向药物，或多

肽，开发治疗宫颈癌的新型小分子靶向药物提供结

构基础。

1 材料与方法

1.1 细胞株与主要试剂

宫颈癌HeLa细胞株购自上海细胞库。DMEM

培养基购自 Invitrogen公司，胰酶购自Sigma公司, 鼠

抗SKP2抗体购自 Invitrogen 公司，兔抗 cyclin A抗体

购自CST公司，兔抗 SKP2抗体、蛋白A/G琼脂糖珠

子购自 Santa Cruz 公司，10×RIPA 细胞裂解液购自

Millipore公司，蛋白酶抑制剂购自罗氏公司，银染试

剂盒购自 Invitrogen公司。

1.2 细胞培养

HeLa细胞培养于 60 mm培养皿内，使用含 10%

小牛血清的DMEM培养基，置于 37 ℃、5%CO2孵育

箱培养。待细胞汇合至90%时，吸出培养基，PBS润

洗 2次后，0.25%胰酶消化，并 1 500×g离心 3 min收

集HeLa细胞，再次 PBS润洗后, 加入 500 μl RIPA细

胞裂解液裂解。

1.3 Western blotting检测HeLa细胞内SKP2蛋白含量

30 μl蛋白样品与 7 μl 5×蛋白上样缓冲液混匀，

煮沸5 min变性，10% SDS-PAGE分离各蛋白，半干转

膜法将蛋白条带转移到PVDF膜上。PVDF膜用 5%

脱脂奶粉PBST溶液封闭 30 min后，加入含 3%脱脂

奶粉和PBST溶液1∶500稀释的一抗鼠抗SKP2抗体，

4 ℃过夜孵育后，PBST 洗3遍，PBST溶液1∶2 000 稀

释辣根过氧化物酶（HRP）标记的山羊抗兔 IgG二抗，

室温孵育 30 min，膜上滴加 1 ml ECL化学发光检测

试剂，化学发光成像仪捕获图像。

1.4 免疫共沉淀反应制备SKP2结合蛋白群体

HeLa 细胞采用 RIPA 细 胞 裂 解 液 裂 解 后 ，

12 000×g离心15 min，丢弃沉淀，采用BCA法检测裂

解上清内蛋白含量。取含 500 μg 总蛋白的裂解上

清，RIPA细胞裂解液调整体积为 500 μl。上清中加

入 1 μg兔抗 SKP2抗体或鼠抗 SKP2抗体（对照组加

入1 μg 兔 IgG或鼠 IgG），4 ℃过夜孵育，再加入30 μl

protein A 4℃孵育3 h后，3 500×g离心3 min收集沉淀

丢弃上清，PBS洗涤沉淀 3次。洗涤结束后，加入 30

μl loading buffer（2×），煮沸样品5 min，4 ℃、13 000×g

离心 2 min取得上清，-20 ℃储存备用。Cyclin A是

已知的可与 SKP2结合的蛋白，用于作为 SKP2免疫

共沉淀反应的阳性对照。采用Western blotting，利用

鼠抗SKP2抗体与兔抗 cyclin A 抗体检测免疫共沉淀

样品内的SKP2蛋白与 cyclin A蛋白，以验证SKP2免

疫共沉淀方法的建立。

1.5 硝酸银染色试验筛选SKP2结合蛋白条带

免疫共沉淀反应获得的 30 μl SKP2结合蛋白样

品及 IgG对照样品，通过 7.5% SDS-PAGE分离各蛋

白条带。电泳结束后，将PAGE电泳胶置于100 ml固

定液（50 ml 乙醇、10 ml乙酸、40 ml Millipore超纯水

混合均匀）中固定20 min，采用 Invitrogen硝酸银染色

试剂盒，按照试剂盒说明书操作，对PAGE胶进行硝

酸银染色，以筛选SKP2免疫共沉淀样品与对照样品

的差异条带。从银染胶上切下 SKP2免疫共沉淀样

品泳道内有而 IgG对照样品泳道内无的差异条带，送

至华大基因公司进行质谱分析。

1.6 生物信息学技术初步分析SKP2各结合蛋白的

生物学功能及相互关系

采用R软件对质谱分析结果进行数据提取和分

析，采用 Barplot 和 Plot 函数将实验组与对照组的

SKP2结合蛋白以可视化的形式呈现。为避免过高的

假阳性，本实验对华大基因公司质谱分析鉴定出的

蛋白，设定进一步筛选条件为肽段数大于 3，且评分

大于 60。收集符合筛选条件的蛋白，采用DAVID软

件对差异蛋白进行基因本体论(Gene ontology, GO)分

析和KEGG分析。对差异蛋白进行GO富集分析，以

了解差异蛋白富集的生物学功能、途径或细胞定位。

从生物学过程、细胞组分、分子功能三个方面进行

GO分析，并设定P<0.05且富集蛋白数占总蛋白数的

百分率不低于 10%作为筛选条件，筛选结果中每组

选取有代表性的 10个GO分类作图。对差异蛋白进

行Pathway分析以了解SKP2结合蛋白参与的代谢通

路[6-7]。以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 HeLa细胞内存在一定水平的SKP2蛋白表达

采用 Western blotting 检测结果（图 1）显示，在

45 000附近有一条明显的蛋白条带，与SKP2相对分

子质量相符，说明该条带可能为SKP2蛋白条带。在

34 000附近的条带与内参GAPDH相对分子质量大

小相符，为GAPDH蛋白条带。结果表明HeLa细胞
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内存在SKP2蛋白表达，且蛋白表达水平可进行后续

的免疫共沉淀反应。

图1 HeLa细胞内的SKP2蛋白表达水平

Fig. 1 The expression levels of SKP2 protein in HeLa cells

2.2 从HeLa细胞中成功获得SKP2结合蛋白样品

将兔抗SKP2与鼠抗SKP2抗体进行免疫共沉淀

反应，将 HeLa 细胞裂解液内的 SKP2 蛋白以及与

SKP2结合的蛋白沉淀出来，获得的免疫共沉淀样品，

采用Western blotting检测SKP2蛋白与 cyclinA蛋白，

并进行验证。结果表明，免疫共沉淀样品在 45 000

附近有一特异蛋白条带，与SKP2蛋白相对分子质量

大小相符，而对照样品内无此条带，与预期相符(图2

A)，说明免疫共沉淀试验成功地通过SKP2特异抗体

富集HeLa细胞裂解液内SKP2蛋白。免疫共沉淀样

品在55 000附近有特异的蛋白条带，与 cyclin A相对

分子质量相同，对照样品内无此条带，与预期相符(图

2B)，说明免疫共沉淀试验成功地通过富集 SKP2蛋

白进而富集与SKP2结合的 cyclin A蛋白。使用免疫

共沉淀方法可成功地富集 HeLa 细胞裂解液内的

SKP2蛋白及与 SKP2结合蛋白，这一结果表明已成

功建立SKP2免疫共沉淀体系，且通过该体系可获得

SKP2结合蛋白样品。

2.3 从SKP2结合蛋白中鉴定出563个蛋白

SKP2 免疫共沉淀样品与对照样品进行 SDS-

PAGE并银染后，可见 2条差异条带（图 3）分别位于

72 000~95 000、95 000~130 000处。对差异条带进行

质谱分析，共鉴定出蛋白 563个，分布于 144个信号

通路，参与转录、翻译、DNA 修饰等 20 多种细胞功

能。

2.4 SKP2结合蛋白参与多种细胞功能和信号通路

华大基因公司质谱分析鉴定出 563个蛋白，其

中270个蛋白符合设定的筛选条件：GO分析和Path-

way分析结果如图 4所示，SKP2结合蛋白参与的生

物学过程包括翻译后修饰、细胞代谢相关、RNA与病

毒处理等，参与的细胞组分包括细胞核、细胞质、外

泌体、细胞囊泡、蛋白复合体等，参与的分子功能包

括细胞黏附、分子结合、核酸结合、蛋白结合以及与

磷酸化组分结合等。Pathway 分析结果显示，SKP2

结合蛋白参与的细胞信号通路包括TCA循环、内质

网内蛋白处理、RNA降解与转运、糖类和碳的代谢、

碱基切除修复、DNA复制等。

A: SKP2; B：SKP2 bind cyclin A

图2 免疫共沉淀法获取SKP2结合蛋白

Fig. 2 The SKP2-bing proteins were obtained by co-

immunoprecipitation assay

图3 硝酸银染色法鉴定SKP2结合蛋白

Fig. 3 SKP2-binding proteins were identified

by silver nitrate staining

3 讨 论

SKP2蛋白的主要生物学功能是作为E3泛素化

连接酶 SCF复合体的底物识别亚基，特异性识别磷

酸化底物蛋白并介导其泛素化，使底物蛋白被26S蛋

白酶降解。由于某些肿瘤抑制因子也是 SKP2的作

用底物，可通过泛素化途径被蛋白酶降解，因此SKP2

也是一种癌基因。SKP2参与多种肿瘤发生的病理过

程，并与肿瘤转移和预后密切相关[8-9]。有报道[10-13]认
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为 SKP2可作为肿瘤预后的标志物和肿瘤治疗的靶

点药物，已有若干靶向SKP2的小分子药物正积极进

行药效与药理学研究。本研究基于 SKP2的重要生

物学功能，试图通过免疫共沉淀与质谱分析方法筛

选 SKP2结合蛋白，以便深入研究 SKP2的生物学功

能，并分离SKP2结合短肽作为设计小分子药物的结

构基础。本实验筛选结果包含已知和未知的 SKP2

结合蛋白，可为筛选SKP2靶向多肽提供更多的选择

空间，并为揭示 SKP2 未知的生物学功能提供可能

性。

A：Results of GO analysis；B. Results of KEGG analysis

图4 生物信息学方法分析SKP2结合蛋白参与的多种细胞功能和信号通路

Fig. 4 The cellular functions and signaling pathways involved in SKP2 binding proteins analysed by bioinformatics

SKP2 作为 PI3K/AKT, mTOR、ERK、NFkB、Ras/

MAPK、IGF等多个肿瘤相关信号通路的组分，可同

时介导多个信号通路之间的信号交联，参与肿瘤的

发生发展。本实验 GO 分析和 Pathway 分析结果表

明，SKP2结合蛋白广泛地参与了细胞增殖、细胞代谢

等多个细胞生命活动，且与多个细胞信号通路相关，

与已知的SKP2生物学特性相一致[14-17]。

本实验不足之处是对于SKP2结合蛋白的初筛，

采用多克隆抗体进行免疫共沉淀检测，难免会因为

抗体的特异性不够好而导致非特异性吸附的存在，

从而使质谱分析存在筛选出假阳性结果的可能。虽

然本实验为尽可能去掉假阳性结合蛋白，给预期的

结合蛋白设定了筛选条件，但是仍无法保证所获得

的蛋白群体中无非特异性结合蛋白。其次，通过免

疫共沉淀技术获得的结合蛋白，有直接结合蛋白，也

有间接结合蛋白，本实验技术尚无法区分所获得的

结合蛋白与SKP2是直接结合还是间接结合。因此，

在后续实验中，首先要根据功能挑选感兴趣的结合

蛋白，采用特异性更好的单克隆抗体，通过免疫共沉

淀等技术方法，验证该蛋白与 SKP2的结合关系，并

通过分子生物学技术寻找两个蛋白的结合位点，才

能确证该蛋白与SKP2的直接结合关系，从而进行生

物学功能与药物靶点研究。
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