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摘要：目的　通过构建磷酸甘油酸激酶１（ＰＧＫ１）过表达载体（ＰＧＫ１－ＷＴ）及４
个赖氨酸位点琥珀酰化突变载体，实现其在人胚肾ＨＥＫ－２９３Ｔ细胞中过表达并
筛选 ＰＧＫ１琥珀酰化关键位点。方法　用 ＧＥＰＩＡ２数据库分析正常乳腺组织
（２９１例）和乳腺癌组织（１３５例）中ＰＧＫ１ｍＲＮＡ的表达情况，以及ＰＧＫ１表达水
平与乳腺癌患者总生存率的关系；用蛋白质修饰组学检测４株三阴性乳腺癌
（ＴＮＢＣ）细胞系（ＭＤＡ－ＭＢ－４３６、ＭＤＡ－ＭＢ－４６８、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、ＢＴ－５４９）
及正常乳腺上皮细胞（ＭＣＦ－１０Ａ）中蛋白质琥珀酰化水平；用点突变试剂盒构建
Ｋ１１、Ｋ１３１、Ｋ３２３、Ｋ３６１琥珀酰化正、负向突变载体。实验分为ＮＣ组、ｓｈＰＧＫ１－４９６
组、ｓｈＰＧＫ１－２２０组、ＰＧＫ１－ＷＴ组及Ｋ１１、Ｋ１３１、Ｋ３２３、Ｋ３６１位点正、负向突变体
组。用实时荧光定量聚合酶链反应检测ＮＣ组、ｓｈＰＧＫ１－４９６组和ｓｈＰＧＫ１－２２０
组的ＰＧＫ１ｍＲＮＡ表达情况；用蛋白质印迹法检测 ＮＣ组、ｓｈＰＧＫ１－４９６组和
ｓｈＰＧＫ１－２２０组ＰＧＫ１蛋白的表达情况及 ＮＣ组、ＰＧＫ１－ＷＴ组及４个位点正、
负向突变体组的Ｆｌａｇ表达情况，并通过免疫共沉淀检测 ＰＧＫ１琥珀酰化关键位
点。结果　与正常乳腺组织相比，ＰＧＫ１ｍＲＮＡ水平在乳腺癌组织中高表达，且
ＰＧＫ１高表达的乳腺癌患者生存期较短。ＴＮＢＣ细胞中ＰＧＫ１的４个赖氨酸位点
呈高琥珀酰化。ＮＣ组、ｓｈＰＧＫ１－４９６组和ｓｈＰＧＫ１－２２０组的ＰＧＫ１ｍＲＮＡ相对
表达水平分别为１０３±０２３、０１５±０１１和１４２±０６９，ＰＧＫ１蛋白相对表达水
平分别为１０８±００５、０４９±００５和１２８±００１，ｓｈＰＧＫ１－４９６组的上述指标
与ＮＣ组比较，在统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００１）。ＮＣ组、
ＰＧＫ１－ＷＴ组及Ｋ１１、Ｋ１３１、Ｋ３２３位点正、负向突变体组的Ｆｌａｇ蛋白相对表达水
平分别为 ０、３４３±００９、３２８±０１０、２２８±０１１、３０３±００３、２７９±０１１、
３２９±００９和２９８±００４，ＰＧＫ１－ＷＴ组及 Ｋ１１、Ｋ１３１、Ｋ３２３位点正、负向突变
体组与ＮＣ组比较，在统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００１）。ＮＣ组、
ＰＧＫ１－ＷＴ组及 Ｋ３６１正、负向突变体组的 Ｆｌａｇ蛋白相对表达水平分别为０、
２５８±０１１、３０４±００２和４０４±０１０，ＰＧＫ１－ＷＴ组及Ｋ３６１正、负向突变体组
与ＮＣ组比较，在统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００１）。ＩｇＧ组、ＰＧＫ１－
ＷＴ组及Ｋ１１、Ｋ１３１、Ｋ３２３、Ｋ３６１位点负向突变体组的赖氨酸琥珀酰化水平分别
为０、１５３±０１２、１３０±０１８、１２９±００９、１２３±００３和０８９±０１６，Ｋ３６１负
向突变体组与ＰＧＫ１－ＷＴ组比较，在统计学上差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。
结论　ＴＮＢＣ细胞中ＰＧＫ１４个赖氨酸位点呈高琥珀酰化，且 Ｋ３６１位点是其琥
珀酰化的关键位点。
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　　　ｋｉｎａｓｅ１（ＰＧＫ１）ｉｎＨＥＫ－２９３ＴｃｅｌｌｓａｎｄｓｃｒｅｅｎｔｈｅｋｅｙｓｉｔｅｏｆｉｔｓｓｕｃｃｉｎｙｌａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇＰＧＫ１
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒ（ＰＧＫ１－ＷＴ）ａｎｄｆｏｕｒｌｙｓｉｎｅｓｉｔｅｓｕｃｃｉｎｙｌａｔｉｏｎｍｕｔａｔｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓＭｅｔｈｏｄｓ　ＧＥＰＩＡ２ｄａｔａｂａｓｅ
ｗａｓｕｓｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＧＫ１ｍＲＮＡｉｎｎｏｒｍａｌｂｒｅａｓｔｔｉｓｓｕｅ（２９１ｃａｓｅｓ）ａｎｄｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅ（１３５
ｃａｓｅｓ）ａｎｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＰＧＫ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌａｎｄｔｈｅｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓ
Ｐｒｏｔｅｉｎｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｕｃｃｉｎｙｌａｔｉｏｎｉｎｆｏｕｒｔｒｉｐｌｅｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ
（ＴＮＢＣ）ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ（ＭＤＡ－ＭＢ－４３６，ＭＤＡ－ＭＢ－４６８，ＭＤＡ－ＭＢ－２３１，ＢＴ－５４９）ａｎｄｎｏｒｍａｌｂｒｅａｓｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ（ＭＣＦ－１０Ａ）；ｔｈｅｓｕｃｃｉｎｙｌａｔｅｄｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｍｕｔａｔｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓｏｆＫ１１，Ｋ１３１，Ｋ３２３，Ｋ３６１ｗｅｒｅｃｏｎｔｒｕｃｔｅｄ
ｗｉｔｈｐｏｉｎｔｍｕｔａｔｉｏｎｋｉｔＴｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｗａｓｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏＮＣ，ｓｈＰＧＫ１－４９６，ｓｈＰＧＫ１－２２０，ＰＧＫ１－ＷＴｇｒｏｕｐｓａｎｄ
ｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｍｕｔａｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆＫ１１，Ｋ１３１，Ｋ３２３ａｎｄＫ３６１Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＧＫ１ｍＲＮＡｉｎＮＣ，ｓｈＰＧＫ１－４９６ａｎｄｓｈＰＧＫ１－２２０
ｇｒｏｕｐｓＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰＧＫ１ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＮＣ，ｓｈＰＧＫ１－４９６ａｎｄｓｈＰＧＫ１－２２０ｇｒｏｕｐｓ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＦｌａｇｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＮＣ，ＰＧＫ１－ＷＴａｎｄｆｏｕｒｓｉｔｅｓｉｎｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｍｕｔａｎｔｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔＴｈｅｋｅｙｓｉｔｅｏｆＰＧＫ１ｓｕｃｃｉｎｙｌａｔｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｃｏ－ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎＲｅｓｕｌｔｓ　Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｎｏｒｍａｌｂｒｅａｓｔｔｉｓｓｕｅｓ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＰＧＫ１ｍＲＮＡｗａｓｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅ，ａｎｄｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｔｉｍｅｏｆ
ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｈｉｇｈＰＧＫ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｓｈｏｒｔｅｒＦｏｕｒｌｙｓｉｎｅｓｉｔｅｓｏｆＰＧＫ１ｉｎＴＮＢＣｃｅｌｌｓｗｅｒｅ
ｈｙｐｅｒｓｕｃｃｉｎｙｌａｔｅｄＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰＧＫ１ｍＲＮＡｉｎＮＣ，ｓｈＰＧＫ１－４９６ａｎｄｓｈＰＧＫ１－２２０ｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅ
１０３±０２３，０１５±０１１ａｎｄ１４２±０６９，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰＧＫ１ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ
１０８±００５，０４９±００５ａｎｄ１２８±００１ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＮＣｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓｉｎｓｈＰＧＫ１－４９６
ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（ａｌｌＰ＜００１）ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＦｌａｇｐｒｏｔｅｉｎｉｎＮＣｇｒｏｕｐ，ＰＧＫ１－ＷＴ
ｇｒｏｕｐａｎｄｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｍｕｔａｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆＫ１１，Ｋ１３１，Ｋ３２３ｓｉｔｅｗｅｒｅ０，３４３±００９，３２８±０１０，
２２８±０１１，３０３±００３，２７９±０１１，３２９±００９ａｎｄ２９８±００４，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＮＣｇｒｏｕｐ，
ＰＧＫ１－ＷＴｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｍｕｔａｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆＫ１１，Ｋ１３１ａｎｄＫ３２３ｈａｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ（ａｌｌ
Ｐ＜００１）ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＦｌａｇｐｒｏｔｅｉｎｉｎＮＣｇｒｏｕｐ，ＰＧＫ１－ＷＴｇｒｏｕｐａｎｄＫ３６１ｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄ
ｎｅｇａｔｉｖｅｍｕｔａｎｔｇｒｏｕｐｗｅｒｅ０，２５８±０１１，３０４±００２ａｎｄ４０４±０１０，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＮＣｇｒｏｕｐ，
ＰＧＫ１－ＷＴｇｒｏｕｐａｎｄＫ３６１ｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｍｕｔａｎｔｇｒｏｕｐｈａｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ（ａｌｌＰ＜００１）Ｔｈｅｌｅｖｅｌｓ
ｏｆｌｙｓｉｎｅｓｕｃｃｉｎｙｌａｔｉｏｎｉｎＩｇＧｇｒｏｕｐ，ＰＧＫ１－ＷＴｇｒｏｕｐａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｍｕｔａｎｔｇｒｏｕｐｓｏｆＫ１１，Ｋ１３１，Ｋ３２３，Ｋ３６１ｗｅｒｅ０，
１５３±０１２，１３０±０１８，１２９±００９，１２３±００３ａｎｄ０８９±０１６，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＰＧＫ１－ＷＴ
ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｍｕｔａｎｔｇｒｏｕｐｏｆＫ３６１ｈａｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ（Ｐ＜００１）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅｆｏｕｒｌｙｓｉｎｅｓｉｔｅｓｏｆ
ＰＧＫ１ｉｎＴＮＢＣｃｅｌｌｓａｒｅｈｉｇｈｌｙｓｕｃｃｉｎｙｌａｔｅｄ，ａｎｄＫ３６１ｓｉｔｅｉｓｃｒｉｔｉｃａｌｔｏｔｈｅｉｒｓｕｃｃｉｎｙｌａｔｉｏｎ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒａｔｅｋｉｎａｓｅ１；ｓｕｃｃｉｎｙｌａｔｉｏｎ；ｍｕｔａｎｔ；ｐｏｓｔ－ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　　美国癌症协会发布的数据显示，乳腺癌、肺癌及
结肠癌占所有新生病例的５１％，其中乳腺癌就占据
３２％［１］。蛋白质翻译后修饰（ｐｏｓｔ－ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌｍｏｄｉ
ｆｉｅｒ，ＰＴＭ）通过共价结合将化学基团添加或去除至氨
基酸侧链上［２］，从而调节肿瘤细胞多种生物学功能，

参与多种实体瘤发生发展［３］。琥珀酰化修饰是一种

新型的ＰＴＭ，是琥珀酰基供体通过酶促或非酶促的方
式共价结合到赖氨酸残基上的过程［４］。磷酸甘油酸

激酶１（ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒａｔｅｋｉｎａｓｅ１，ＰＧＫ１）是糖酵解途
径中第１个产生腺苷三磷酸（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，
ＡＴＰ）的代谢酶，主要功能是催化１，３－二磷酸甘油酸
转变为３－磷酸甘油酸［５］。本研究通过蛋白质修饰组

学检测发现在三阴性乳腺癌（ｔｒｉｐｌｅ－ｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔ

ｃａｎｃｅｒ，ＴＮＢＣ）中 ＰＧＫ１赖氨酸４个位点呈高琥珀酰
化，通过构建 ＰＧＫ１－ＷＴ及４个位点琥珀酰化正、负
向突变载体，实现其在 ＨＥＫ－２９３Ｔ细胞中表达并筛
选出ＰＧＫ１发生琥珀酰化的关键位点。

材料与方法

１　材料
细胞株　人乳腺癌ＭＤＡ－ＭＢ－４３６、ＭＤＡ－ＭＢ－４６８

细胞、人胚肾ＨＥＫ－２９３Ｔ细胞、人乳腺上皮ＭＣＦ－１０Ａ
细胞，均购自武汉普诺赛生命科技有限公司；人乳腺

癌ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、ＢＴ－５４９细胞，均购自中国科学
院上海细胞库。

试剂　胎牛血清，购自美国 Ｃｌａｒｋ公司；ＤＭＥＤ高
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糖培养液，购自武汉普诺赛生命科技有限公司；基因

定点突变试剂盒，均购自上海碧云天公司；Ｏｐｔｉ－
ＭＥＭ培养液、Ｌｉｐ３０００转染试剂盒，均购自美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＰＶＤＦ膜，购自德国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；一
抗、二抗，均购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；
超敏ＥＣＬ化学发光试剂盒，购自中国 Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司；
引物，均由生工生物工程（上海）股份有限公司设计

合成。

仪器　ＣｈｅｍｉＤｏｃＭＰ全能型成像系统、Ｃ１０００
Ｔｏｕｃｈ聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）
仪，均为美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司产品；Ｂｉｏｓｐｅｃ－ｎａｎｏ紫外
可见分光光度计，日本岛津公司产品。

２　实验方法
２１　细胞培养［６］

将人乳腺癌 ＭＤＡ－ＭＢ－４３６、ＭＤＡ－ＭＢ－４６８、
ＭＤＡ－ＭＢ－２３１细胞置于含有 １０％胎牛血清的
Ｌ－１５培养基中，放置在无 ＣＯ２的 ３７℃培养箱中培
养；将人乳腺上皮 ＭＣＦ－１０Ａ细胞、人胚肾 ＨＥＫ－
２９３Ｔ细胞置于含有１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ高糖培养
基中，人乳腺癌ＢＴ－５４９细胞置于含有１０％胎牛血清
的ＲＰＭＩ１６４０培养基中，将上述细胞置于含５％ ＣＯ２
的３７℃培养箱中培养。
２２　生物信息学分析

通过ＧＥＰＩＡ２数据库分析在正常乳腺组织（２９１
例）和乳腺癌组织（１３５例）中 ＰＧＫ１ｍＲＮＡ表达情况
及ＰＧＫ１表达水平与乳腺癌患者总生存率的关系。
２３　蛋白质修饰组学检测

收集 ４株 ＴＮＢＣ细胞系（ＭＤＡ－ＭＢ－４３６、
ＭＤＡ－ＭＢ－４６８、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、ＢＴ－５４９）及正常
乳腺上皮细胞（ＭＣＦ－１０Ａ）送至杭州景杰生物公司进
行蛋白质修饰组学的测定。

２４　模型构建［７］

用 ｐｃＤＮＡ３０ 载 体 构 建 含 人 ＰＧＫ１ 基 因
（ＮＭ＿０００２９１４）全长序列的过表达载体（ＰＧＫ１－
ＷＴ）；用点突变试剂盒构建Ｋ１１、Ｋ１３１、Ｋ３２３、Ｋ３６１位
点模拟琥珀酰化正向突变体［赖氨酸（Ｋ）突变成谷氨
酸（Ｅ）］和模拟去琥珀酰化负向突变体［赖氨酸（Ｋ）
突变成精氨酸（Ｒ）］；用慢病毒包装后转染人胚肾
ＨＥＫ－２９３Ｔ细胞，并用嘌呤霉素进行筛选，获得稳定
低表达ＰＧＫ１的ＨＥＫ－２９３Ｔ细胞系。
２５　细胞分组与处置方法

稳定敲低 ＰＧＫ１基因的人胚肾 ＨＥＫ－２９３Ｔ细胞
系（ｓｈＰＧＫ１－２９３Ｔ）由本实验室构建。实验分为 ＮＣ
组、ＰＧＫ１－ＷＴ组、ＰＧＫ１－Ｋ１１Ｅ组、ＰＧＫ１－Ｋ１１Ｒ

组、ＰＧＫ１－Ｋ１３１Ｅ组、ＰＧＫ１－Ｋ１３１Ｒ组、ＰＧＫ１－
Ｋ３２３Ｅ组、ＰＧＫ１－Ｋ３２３Ｒ组、ＰＧＫ１－Ｋ３６１Ｅ组及
ＰＧＫ１－Ｋ３６１Ｒ 组。用 Ｌｉｐ３０００转 染 试 剂 盒 在
ｓｈＰＧＫ１－２９３Ｔ细胞中瞬时转染适量 ｐｃＤＮＡ３０、
ＰＧＫ１－ＷＴ及４个位点正、负向突变质粒。
２６　基因测序法检测构建 ＰＧＫ１－ＷＴ野生型及
ＰＧＫ１各修饰位点突变载体的表达情况［８］

根据前期构建ＰＧＫ１－ＷＴ载体为模板，通过基因
定点突变试剂盒构建 Ｋ１１、Ｋ１３１、Ｋ３２３及 Ｋ３６１各修
饰位点突变体。扩增条件：①９５℃变性 ５ｍｉｎ；②
９５℃变性１ｍｉｎ，６５℃退火１ｍｉｎ，６８℃延伸１０ｍｉｎ，
上述步骤重复 ２０个循环；③６８℃延伸 １５ｍｉｎ。待
ＰＣＲ反应结束后，直接在ＰＣＲ反应体系中加入ＤｐｎⅠ
１μＬ，混匀后，３７℃孵育１ｈ。ＰＣＲ扩增产物用１％琼
脂糖凝胶进行电泳并通过凝胶成像仪进行凝胶成像。

２７　实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ＰＧＫ１ｍＲＮＡ的表达
情况［９］

用ＴＲＩｚｏｌ法提取 ＨＥＫ－２９３Ｔ细胞总 ＲＮＡ，按照
逆转录试剂盒将 ＲＮＡ逆转录成 ｃＤＮＡ。以 β－肌动
蛋白（β－ａｃｔｉｎ）基因作为内参对照进行 ＰＣＲ扩增。
反应条件：９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸
３０ｓ，３０个循环；７２℃延伸 ５ｍｉｎ，反应总体积为
８０μＬ。实时荧光定量ＰＣＲ检测ＮＣ组、ｓｈＰＧＫ１－４９６
组和ｓｈＰＧＫ１－２２０组中ＰＧＫ１ｍＲＮＡ的表达情况。
２８　蛋白质印迹法检测ｓｈＰＧＫ１－２９３Ｔ细胞系敲低
ＰＧＫ１效果及ＰＧＫ１－ＷＴ和４个位点正、负突变体转
染效率［１０］

收集转染对照载体、ＰＧＫ１－ＷＴ及正、负向突变
型的ＨＥＫ－２９３Ｔ细胞，加入适量ＮＰ４０细胞裂解液于
冰上充分裂解，在４℃下，以１２×１０４ｒ·ｍｉｎ－１离心
１５ｍｉｎ，取上清液，用 ＢＣＡ检测试剂盒检测总蛋白浓
度。取蛋白２０～４０μｇ，在８％聚丙烯酰胺凝胶电泳中
进行分离，并转移至ＰＶＤＦ膜，用含５％脱脂奶粉封闭
２ｈ，清洗后，加入一抗，４℃孵育过夜，清洗后，加入相
应二抗，室温标记２ｈ，ＥＣＬ显影，用凝胶成像分析系
统成像。用ＩｍａｇｅＬａｂ软件分析ＮＣ组、ｓｈＰＧＫ１－４９６
组、ｓｈＰＧＫ１－２２０组的 ＰＧＫ１条带灰度值，以 ＰＧＫ１／
β－ａｃｔｉｎ灰度值比值表示 ＰＧＫ１敲低效果；分析 ＮＣ
组、ＰＧＫ１－ＷＴ组及 ４个位点正、负向突变体组的
Ｆｌａｇ条带灰度值，以 Ｆｌａｇ／β－ａｃｔｉｎ灰度值比值表示
ＰＧＫ１－ＷＴ及４个位点正、负向突变体的转染效率。
２９　 免 疫 共 沉 淀 （ｃｏ－ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ，
Ｃｏ－ＩＰ）法检测ＰＧＫ１发生琥珀酰化的关键位点［１０］

收集 ＰＧＫ１－ＷＴ及 ４个位点负向突变型的
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ＨＥＫ－２９３Ｔ细胞，按“２８”的步骤提取蛋白，每组样品
加入Ｆｌａｇ磁珠２５μＬ置于静音混匀仪上于４℃下摇
过夜。次日，收集磁珠加入适量蛋白上样缓冲液于

９５℃金属浴中煮沸５ｍｉｎ，取蛋白３０μｇ进行电泳。
用ＩｍａｇｅＬａｂ软件分析 ＰＧＫ１－ＷＴ组、ＰＧＫ１－Ｋ１１Ｒ
组、ＰＧＫ１－Ｋ１３１Ｒ组、ＰＧＫ１－Ｋ３２３Ｒ组及ＰＧＫ１－Ｋ３６１Ｒ
组琥珀酰化条带灰度值，以Ｓｕｃｃ－Ｋ／Ｆｌａｇ灰度值比值
表示ＰＧＫ１琥珀酰化水平。
３　统计学处理

用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８软件进行统计分析。实验数
据用 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较用单因素方差分析，组间
两两比较用ＬＳＤ－ｔ法。

结　　果

１　ＰＧＫ１在ＴＮＢＣ中呈高表达及与预后不良相关
首先通过生物信息学分析发现与正常乳腺组

织相比，ＰＧＫ１ｍＲＮＡ在乳腺癌组织中高表达，且
ＰＧＫ１ｍＲＮＡ高表达的 ＴＮＢＣ患者生存期较短，见
图１Ａ／Ｂ。
２　ＴＮＢＣ细胞中 ＰＧＫ１４个赖氨酸位点呈高琥珀酰
化修饰

４株ＴＮＢＣ细胞（ＭＤＡ－ＭＢ－４３６、ＭＤＡ－ＭＢ－４６８、
ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、ＢＴ－５４９）及正常乳腺上皮细胞
（ＭＣＦ－１０Ａ）的蛋白质修饰组学检测结果发现，ＰＧＫ１
在ＴＮＢＣ中４个位点（Ｋ１１、Ｋ１３１、Ｋ３２３、Ｋ３６１）高琥珀
酰化，见表１。４株 ＴＮＢＣ细胞中蛋白质琥珀酰化水
平，见图２。
３　成功构建ＰＧＫ１－ＷＴ表达载体

用ＰＣＲ仪扩增 ＰＧＫ１全长序列，１％琼脂糖凝胶
显示ＰＧＫ１扩增成功，见图３Ａ。将 ＰＧＫ１全长序列与
ｐｃＤＮＡ３０载体连接，１％琼脂糖凝胶显示在６６５４ｂｐ
处出现明显条带，见图 ３Ｂ。经双酶切初步鉴定
ＰＧＫ１－ＷＴ构建成功，见图 ３Ｃ。基因测序结果显示
ＰＧＫ１－ＷＴ表达载体构建成功，见图３Ｄ。
　　

４　成功构建 Ｋ１１、Ｋ１３１、Ｋ３２３、Ｋ３６１正向和负向突
变载体

将构建成功的 ＷＴ、Ｋ１１、Ｋ１３１、Ｋ３２３、Ｋ３６１突变
体用琼脂糖凝胶电泳检测，结果显示，在６６５４ｂｐ位
置出现明显条带，见图４Ａ。经双酶切初步鉴定突变
体构建成功，见图４Ｂ。基因测序结果显示４个位点正
负向突变体构建成功，见图４Ｃ－Ｊ。
５　ＷＴ及突变体在 ＨＥＫ－２９３Ｔ细胞中成功表达且
Ｋ３６１是ＰＧＫ１发生高琥珀酰化的关键位点

ＮＣ组、ｓｈＰＧＫ１－４９６组和 ｓｈＰＧＫ１－２２０组的
ＰＧＫ１ｍＲＮＡ相对表达水平分别为 １０３±０２３、
０１５±０１１和１４２±０６９，ＰＧＫ１蛋白相对表达水平
分别为 １０８±００５、０４９±００５和 １２８±００１，
ｓｈＰＧＫ１－４９６组的上述指标与 ＮＣ组比较，在统计学
上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００１），见图５Ａ。

ＮＣ组、ＰＧＫ１－ＷＴ组及 Ｋ１１、Ｋ１３１、Ｋ３２３位点
正、负向突变体组的 Ｆｌａｇ蛋白相对表达水平分别为
　　

图 １　磷酸甘油酸激酶１（ＰＧＫ１）在三阴性乳腺癌（ＴＮＢＣ）中
的表达及与预后的关系

Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒａｔｅｋｉｎａｓｅ１（ＰＧＫ１）ｉｎｔｒｉ
ｐｌｅ－ｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ（ＴＮＢＣ）ａｎｄｉｔｓｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈ
ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ
ＢＲＣＡ：Ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｇｅｎｅ；Ａ：ＧＥＰＩＡ２ｄａｔａｂａｓｅｗａｓｕｓｅｄｔｏ

ａｎａｌｙｚｅｔｈｅｍＲＮＡｌｅｖｅｌｏｆＰＧＫ１ｉｎＴＮＢＣ；Ｂ：ＧＥＰＩＡ２ｄａｔａｂａｓｅｗａｓｕｓｅｄ

ｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＰＧＫ１ａｎｄｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｏｆＴＮＢＣ

ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓ

表１　４株三阴性乳腺癌细胞中ＰＧＫ１琥珀酰化位点及修饰水平的检测（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｓｕｃｃｉｎｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｓａｎｄｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰＧＫ１ｉｎｆｏｕｒｓｔｒａｉｎｓｏｆｔｒｉｐｌｅｎｅｇａｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｃｅｌｌｌｉｎｅｔｙｐｅ ｎ
ＲｅｌａｔｉｖｅＰＧＫ１ｏｆａｍｉｎｏａｃｉｄｐｏｓｉｔｉｏｎｓｕｃｃｉｎｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｒａｔｉｏ（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ≥１５）

Ｋ１１ Ｋ１３１ Ｋ３２３ Ｋ３６１

ＭＤＡ－ＭＢ－２３１ ９ １４８±０１８ １６２±０１５ １６９±０１７ １７６±００４

ＭＤＡ－ＭＢ－４３６ ９ ４６２±０５９ ４２３±０３１ ４１８±０４６ ５２９±０５９

ＭＤＡ－ＭＢ－４６８ ９ ３０３±０６６ ３３３±０５１ ２９７±０４４ ５０１±０１７

ＢＴ－５４９ ９ ２７１±０３２ ２３９±０５１ ２４６±０５０ ３６６±０４０
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ９Ｍａｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３１）

图 ２　４株ＴＮＢＣ细胞株中蛋白质琥珀酰化水平
Ｆｉｇｕｒｅ２　 ＰｒｏｔｅｉｎｓｕｃｃｉｎｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｆｏｕｒＴＮＢＣｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

０、３４３±００９、３２８±０１０、２２８±０１１、３０３±００３、
２７９±０１１、３２９±００９和２９８±００４，ＰＧＫ１－ＷＴ组及
Ｋ１１、Ｋ１３１、Ｋ３２３位点正、负向突变体组与ＮＣ组比较，在
统计学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００１），见图５Ｂ。

ＮＣ组、ＰＧＫ１－ＷＴ组及 Ｋ３６１正、负向突变体组
的Ｆｌａｇ蛋白相对表达水平分别为 ０、２５８±０１１、
３０４±００２和４０４±０１０，ＰＧＫ１－ＷＴ组及Ｋ３６１正、
负向突变体组与ＮＣ组比较，在统计学上差异均有统
计学意义（均Ｐ＜００１），见图５Ｃ。

图 ３　ＰＧＫ１－ＷＴ表达载体构建及鉴定
Ｆｉｇｕｒｅ３　 ＰＧＫ１－ＷＴｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃ
ｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ
Ａ：ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆＰＧＫ１ｐｏｌｙ

ｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＰＣＲ）ｐｒｏｄｕｃｔ；Ｂ：Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｗａｓ

ｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆＰＧＫ１－ＷＴｐｒｏｄｕｃｔ；Ｃ：Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏ

ｐｈｏｒｅｓｉｓｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆＰＧＫ１－ＷＴｄｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅｃｌｅａｖ

ａｇｅｐｒｏｄｕｃｔ；Ｄ：ＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰＧＫ１－ＷＴｐｒｏｄｕｃｔ

图 ４　Ｋ１１、Ｋ１３１、Ｋ３２３、Ｋ３６１位点琥珀酰化正向、负向突变质粒构建及鉴定
Ｆｉｇｕｒｅ４　 ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｓｕｃｃｉｎｙｌａｔｅｄｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｍｕｔａｎｔｐｌａｓｍｉｄｓａｔＫ１１，Ｋ１３１，Ｋ３２３ａｎｄＫ３６１ｌｏｃｉ
Ａ：ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆＷＴａｎｄｔｈｅｆｏｕｒｌｏｃｉｍｕｔａｎｔｐｌａｓｍｉｄｓ；Ｂ：Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｏ

ｓｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｆｏｕｒｌｏｃｉｍｕｔａｎｔｐｌａｓｍｉｄｓａｆｔｅｒｄｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｓ；Ｃ，Ｅ，Ｇ，Ｉ：ＬｙｓｉｎｅａｔｐｏｓｉｔｉｏｎＫ１１，Ｋ１３１，Ｋ３２３，Ｋ３６１ｏｆＰＧＫ１ｗａｓｍｕｔａｔｅｄ
ｔｏｇｌｕｔａｍｉｃａｃｉｄｔｏｍｉｍｉｃｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌａｔｉｏｎｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｄ，Ｆ，Ｈ，Ｊ：ＬｙｓｉｎｅａｔｐｏｓｉｔｉｏｎＫ１１，Ｋ１３１，Ｋ３２３，Ｋ３６１ｏｆＰＧＫ１ｗａｓｍｕｔａｔｅｄｔｏａｒｇｉｎｉｎｅ

ｗｉｔｈｏｕｔｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌａｔｉｏｎｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
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图 ５　用蛋白质印迹法检测ＰＧＫ１－ＷＴ及４个位点正、负向突变体瞬转至ＨＥＫ－２９３Ｔ细胞中的转染效率及免疫共沉淀检测４个
负向突变体琥珀酰化水平

Ｆｉｇｕｒｅ５　 ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｍｕｔａｎｔｓｏｆＰＧＫ１－ＷＴａｎｄｆｏｕｒｌｏｃｉｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＨＥＫ－２９３Ｔ
ｃｅｌｌｓｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎｄｓｕｃｃｉｎｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅｆｏｕｒｎｅｇａｔｉｖｅｍｕｔａｎｔｓｂｙｃｏ－ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ
Ａ：ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＰＧＫ１ｉｎＨＥＫ－２９３ＴｃｅｌｌｓｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｂ：ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＰＧＫ１－ＷＴ，Ｋ１１Ｅ，Ｋ１１Ｒ，

Ｋ１３１Ｅ，Ｋ１３１Ｒ，Ｋ３２３Ｅ，Ｋ３２３ＲｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＨＥＫ－２９３ＴｃｅｌｌｓｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｃ：ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＰＧＫ１－ＷＴ，Ｋ３６１Ｅ

ａｎｄＫ３６１ＲｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＨＥＫ－２９３ＴｃｅｌｌｓｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ；Ｄ：Ｓｕｃｃｉｎｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｆｏｕｒｓｉｔｅ－ｎｅｇａｔｉｖｅｍｕｔａｎｔｓｂｙｃｏ－ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ

ａｓｓａｙ

　　ＩｇＧ组、ＰＧＫ１－ＷＴ组及 Ｋ１１、Ｋ１３１、Ｋ３２３、Ｋ３６１
位点负向突变体组赖氨酸琥珀酰化水平的蛋白表达

水平分别为０、１５３±０１２、１３０±０１８、１２９±００９、
１２３±００３和０８９±０１６，Ｋ３６１位点负向突变体组
与ＰＧＫ１－ＷＴ组比较，在统计学上差异有统计学意义
（Ｐ＜００１），见图５Ｄ。

讨　　论

２０２２年中国恶性肿瘤新发病例约为４８２４７万，
其中女性乳腺癌新发病例数 ３５７２万，占总病例数
７４％。乳腺癌已经严重威胁女性生命健康。ＴＮＢＣ
的特点是具有较强侵袭性，易出现远端转移，对标准

激素疗法和靶向干预人表皮生长因子受体－２（ｈｕｍａｎ
ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＨＥＲ２）都具有较强耐
药性，这无非给临床治疗带来极大困难。

近年来，研究表明，肿瘤表观遗传修饰的改变成

为引发癌症的主要原因之一［６－７］。表观遗传修饰可

以控制基因激活与沉默，参与疾病的发生发展［８－１０］。

ＰＴＭ与表观遗传修饰不同，其可以调节蛋白质活性、
亚细胞定位、自身结构与稳定性及与其他生物大分子

之间的相互作用［１１－１３］，其是发生在氨基酸侧链的共

价修饰，参与激活免疫细胞、信号传导、免疫应答及肿

瘤代谢重编程［１４］。琥珀酰化修饰是一种新型的

ＰＴＭ，是琥珀酰基团供体通过酶促或非酶促方式将琥
珀酰基团共价的结合到赖氨酸残基上［１５］。由于琥珀

酰化赖氨酸基团被赋予２个负电荷，高于乙酰化和单
甲基化引发的电荷改变，因此琥珀酰化修饰引起蛋白

质结构和功能发生巨大改变［１６－１７］。

代谢重编程是恶性肿瘤细胞生长过程中重要的

特征之一。当肿瘤细胞受到外部因素刺激后，通过改

变其代谢能力（如脂质代谢、糖代谢、氨基酸代谢等）

来抵御外部压力，满足其快速增长时所需大量的 ＡＴＰ
及各类营养物质［１８－１９］。ＰＧＫ１是糖酵解途径中第 １
个产生 ＡＴＰ的代谢酶，催化１，３－二磷酸甘油酸（１，
３－ｄｉｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒｉｃａｃｉｄ，１，３－ＢＰＧ）生成３－磷酸甘
油酸（３－ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒｉｃａｃｉｄ，３－ＰＧ）和 ＡＴＰ［２０］。
ＰＧＫ１在多种恶性肿瘤中呈高表达，例如在结肠癌、胃
癌中，ＰＧＫ１表达量增加且与肿瘤细胞转移、侵袭密切
相关［２１－２２］。不仅如此，ＰＧＫ１还存在多种翻译后修
饰，ＰＧＫ１相关的翻译后修饰参与肿瘤的发生发展，引
起肿瘤细胞代谢重编程。例如 ＰＧＫ１Ｋ２２０位点发生
乙酰化时，可以通过阻断 ＰＧＫ１与底物的结合抑制其
自身酶活，从而影响肿瘤细胞的生长［２３］；ＰＧＫ１Ｔ２５５
位点发生糖基化时，可以激活自身酶活，促进乳酸生

成，且诱导 ＰＧＫ１易位到线粒体［２４］；在肾癌组织中

ＰＧＫ１的赖氨酸琥珀酰化修饰水平呈明显上调趋势，
且对肾癌细胞的增殖及迁移能力具有重要的调控

作用［２５］。

本研究提示：ＰＧＫ１在 ＴＮＢＣ中呈高表达且与
预后不良相关且 ＰＧＫ１多个位点发生高琥珀酰化，
为了深入探究 ＰＧＫ１琥珀酰化具体机制，本课题组
构建了模拟琥珀酰化与去琥珀酰化的正负向突变

体，通过将正向和负向突变载体瞬转到 ＨＥＫ－
２９３Ｔ细胞中且 ＩＰ检测发现 ＰＧＫ１发生高琥珀酰化
的关键位点即 ＰＧＫ１－Ｋ３６１位点。这不仅为探究
ＰＧＫ１翻译后修饰调控代谢酶的功能提供前期实验
依据，更为乳腺癌治疗提供潜在的治疗靶点，为临

床医学诊断提供新思路。
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