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摘  要 : 泛素化修饰是细胞内最重要的翻译后修饰形式之一，对细胞内蛋白质的稳定、降解、定位以及生物

活性的调节起到重要作用。但因其在细胞内丰度低、降解周期短等特点而很难被检测。本研究中，制备的泛素

结合结构域蛋白 (Ubiquitin-binding domains，UBDs) 用于富集肝癌细胞系 Hep3B 中的泛素化蛋白，并通过液

相色谱-串联质谱联用的方法对富集的泛素化蛋白进行鉴定。实验共鉴定到 1 900 个潜在的泛素化蛋白和 158 个

泛素化位点，这些被鉴定到的泛素化位点分属于 102 个蛋白。生物信息学分析发现泛素化蛋白显著富集的相关

通路与肿瘤的发生发展密切相关，此结果暗示肿瘤细胞内泛素化-蛋白酶体的失调与肿瘤细胞的信号传导及细

胞外基质的变化等具有较高的关联性。 

关键词 : Hep3B，蛋白质组学，泛素化，ThUBDs 
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Abstract:  Ubiquitination is one of the most major post-translational modifications playing important role in regulation of 

intra-cellular proteins’ stability, degradation, localization and biological activity. However, these proteins are difficult to be 

detected due to their low abundance, short half-life. In this study, ubiquitin-binding domains (UBDs) were constructed to 

purify the ubiquitinated proteins from Hep3B cells. Ubiquitinated proteins and sites were detected by LC-MS/MS. A total 

of 1 900 potential ubiquitinated proteins were identified. Among them, 158 ubiquitinated sites were identified, belonging to 

102 proteins. Bioinformatics analysis revealed that the enriched pathways of ubiquitinated proteins were closely related to 

tumor occurrence and development. The dysfunction of ubiquitin-proteasome has a high correlation with cell signaling and 

extracellular matrix changing in tumor cells. 
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蛋白质是组成细胞的基石，是细胞生命活

动的最终执行者。机体的正常功能的行使依赖

于细胞内众多蛋白质有条不紊地发挥着多种多

样的功能。真核细胞内普遍存在着复杂的蛋白

质质量控制系统，而正是这种质量控制系统的

存在，细胞内的蛋白质才能够在复杂的体内环

境中生存，并正确地行使其功能。而在细胞内

这些不同层次的蛋白质质量控制体系中，蛋白

质翻译后修饰被认为是最为快速、高效、经济

的调控方式，可迅速地调控细胞进程[1-4]。蛋白

质泛素化修饰是调控蛋白质质量的最重要的翻

译后修饰形式。细胞内的泛素化修饰主要参与

泛素-蛋白酶体途径，执行对细胞内蛋白有序降

解的功能，以此来保证翻译过程中及翻译后的

折叠、装配出现错误的或有害的蛋白质被降解，

避免对细胞产生毒害作用。泛素-蛋白酶体途径

是对蛋白质具有高度选择特异性的降解过程，

而蛋白质的降解又可调控其他细胞事件的进

行，从而对一系列的细胞行为产生影响。 

以泛素-蛋白酶体系统为代表的蛋白质质量

控制系统失调，会导致一系列疾病，如阿尔茨

海默症等神经退行性疾病以及肿瘤的发生等[5]。

在肿瘤发生过程中，这种调节机制的丧失会导

致如抑癌蛋白的过量降解或癌蛋白降解途径失

效等，都会导致癌症的发生。泛素蛋白酶体系

统对 p53、p27、分子伴侣、26S 蛋白酶体等的

调控均可影响肿瘤的发展进程[6-9]。肝细胞癌是

严重威胁我国国计民生的重大疾病。世界范围

内，肝细胞癌居于男性患者癌症发病率第 5位，

死亡率第 2 位[10]。其显著的诱因包括乙型肝炎

病毒 (HBV) 的感染而引发的慢性肝炎。我国是

HBV 的高发区，因此 HBV 感染引发的细胞内

泛素蛋白酶体的变化及其肝细胞癌病机制也是

基础医学研究应当关注的重点。已有研究表明，

HBV 病毒中的一个独特开放读码框所编码的

HBx 蛋白可与蛋白酶体的亚基相互作用，作为

转录辅助激活因子发挥其功能[11]。此功能可能

是 HBV作用于受体细胞的分子基础之一。还有
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研究显示 HBx 蛋白中有一段保守的肽链可下调

p97表达量而降低蛋白酶体的活性，引起 HepG2

细胞的增殖减缓和凋亡[12]，这也为针对 HBV引

起的肝细胞癌的蛋白酶体抑制剂药物的研制带

来希望。 

与细胞内大部分翻译后修饰一样，泛素化

修饰也同样具有丰度低、动态范围大、降解快

速及结构较为复杂等问题，使得对其大规模鉴

定和研究成为挑战。传统的泛素化富集方法主

要通过在泛素链的末端引入亲和标签的技术来

实现的。如 Gygi实验室[13]用 His标签对泛素进

行标记，首次实现了质谱技术对泛素化蛋白及

位点的鉴定。随后又发展了 HB标签、Flag标签

标记的方法等对细胞系、果蝇等样品中泛素化

蛋白及位点的鉴定[14-16]。但是，该方法应用的

样本有限，尤其是不能应用于组织样本或病理

标本，使得其在医学研究范畴的应用受到限制。

此外，该方法还存在对泛素化位点的富集具有

一定的选择性，可能干扰细胞的正常功能，无

法表征细胞内真正的泛素化指标等缺点。而后，

高亲和抗体的方法也成功应用于泛素化位点的

富集[17-18]；该方法是基于泛素化蛋白经胰酶酶

解后会产生两个甘氨酸残基残留的特点进行富

集，优点是富集的泛素化位点数及蛋白数较多，

缺点是抗体高背景所带来的非特异的污染蛋白

多。而泛素结合结构域  (Ubiqutin-binding 

domains，UBDs) 也是可以识别和结合泛素化修

饰的小蛋白，是进行泛素化富集的有效工具之

一。本实验室自主开发了串联杂合 UBD 

(Tandem hybrid UBD，ThUBDs) 的方法对生物

样本中的泛素化蛋白进行无偏向性的富集，该方

法应用范围广，可应用于各种细胞系、动物组织

及病理样本的泛素化富集研究[19]。 

本实验利用 ThUBDs 富集泛素化蛋白与质

谱鉴定蛋白翻译后修饰相结合的方法，对肝癌

细胞系 Hep3B 中的泛素化蛋白进行富集和

LC-MS/MS鉴定，我们共鉴定到 1 900个潜在的

泛素化蛋白和 158 个分属于 102 个蛋白质的泛

素化位点。对 1 900个潜在的泛素化蛋白进行生

物信息学分析发现，这些蛋白主要聚类于细胞

内或细胞间信号转导通路、转移侵袭相关的胞

间连接以及蛋白泛素化信号通路等，提示肿瘤

细胞内的泛素化-蛋白酶体的失调可能与细胞的

癌症特征的出现密切相关。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  细胞系 

肝癌细胞系 Hep3B 购于中国医学科学院基

础医学研究所北京协和细胞资源中心。细胞保

存于含有体积比 10%二甲基亚砜  (Dimethyl 

sulfoxide，DMSO) 以及 50%胎牛血清的 DMEM

培养基中，置于液氮中保存。 

1.1.2  小鼠品系 

Balb/c小鼠，雌性，SPF级，购于北京维通

利华实验动物技术有限公司。按照实验动物的

3R原则给予人道关怀。 

1.2  方法 

1.2.1  细胞复苏、培养和传代 

将细胞冻存管从液氮中取出，迅速置于

37 ℃水浴锅中。待冻存管中的液体融化后，液

体转移到 15 mL离心管中，加入 4 mL培养基，

常温离心 (1 000 r/min，5 min)。弃上清，保留

沉淀 4 mL培养基将细胞沉淀重悬，置于 37 ℃、

5% CO2细胞恒温培养箱中培养。 

待贴壁生长的细胞达到 80%−90%汇合度
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时，加入 0.25%胰蛋白酶消化，待细胞形态开始

收缩变形时，弃掉胰蛋白酶液，加入培养基重

悬细胞，按 1∶2比例传代接种于培养瓶中，置

于饱和湿度 37 ℃、5% CO2细胞恒温培养箱中

培养。 

1.2.2  细胞超声破碎提取蛋白 

收集的细胞沉淀加入 3 mL裂解液 (PBS，

10%甘油、1 mmol/L EDTA、0.5% 乙基苯基聚

乙二醇 (Nonidet P 40，NP-40)、1×N-乙基马来

酰亚胺  (N-ethylmaleimide，NEM)、5 mmol/L 

IAA、1×蛋白酶体抑制剂 cocktail，1×苯甲基磺

酰氟 (Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF)，

pH 7.4)，吹打重悬后，置于超声破碎仪中破碎 

(功率 30%，超声 2 s，间歇 4 s，超声 10 min)。

超声后蛋白溶液于 4 ℃、13 300 r/min 离心    

10 min。收集上清用 0.45 μm的滤器过滤，置于

冰上备用。 

1.2.3  融合蛋白GST-UBD的纯化及固定化耦联 

表达 GST-UBD融合蛋白的 BL21 (DE3) 工

程菌株由本实验室构建和保存，在此基础上进行

融合蛋白 GST-UBD的诱导、纯化及固定化耦联。 

1.2.4  融合蛋白 GST-UBD的诱导 

将冻存于–80 ℃的菌种划线接种于氨苄青

霉素 (100 μg/mL) 抗性的选择平板上，37 ℃条

件下培养 12 h获得单菌落。挑取单菌落接种于 

5 mL液体 LB培养基 (100 μg/mL) 的氨苄青霉

素)，37 ℃振荡培养 12 h。取培养菌液 1%接种

到 3 800 mL液体摇瓶中，37 ℃、220 r/min振荡

培养 3 h (此时菌体 OD600约为 0.6)。添加终浓

度为 0.2 mmol/L的 IPTG，37 ℃、220 r/min继

续振荡培养 5 h。4 500×g离心 10 min收集菌体，

收集的菌体用 PBS重悬洗涤 1次，6 000×g离心

10 min收集菌体。用适量 PBS重悬菌体 (至菌

体 OD600约为 40 mL)，低温超声 (超声工作 2 s，

间歇 4 s，180 W，超声 20 min) 破碎细胞。超

声完成后，4 ℃、8 000×g离心 20 min，收集上

清，用于目的蛋白的纯化。 

1.2.5  融合蛋白 GST-UBD的纯化 

使用 AKTA Purifier 100进行蛋白的纯化，

纯化介质为 5 mL 预装 GST-resin 柱。将

GST-resin 柱装到合适的柱位，10 个柱体积的

20%乙醇清洗系统后再以 20 个柱体积的 ddH2O

清洗系统；用 PBS 对系统进行平衡，至 UV 值

不变，调零。2 mL/min上样，至上样完全。上

样结束后，用 PBS 进行洗涤，至 UV 值不变。

用含有 50 mmol/L还原型谷胱甘肽的 PBS进行

目的蛋白的洗脱，并收集有吸光值处的流分，

即为所纯化蛋白质溶液。 

1.2.6  融合蛋白 GST-UBD的固定化耦联 

使用超滤管 (分子截留量为 30 kDa) 对纯

化所得的蛋白溶液进行耦联缓冲液 (0.2 mol/L 

NaHCO3，0.5 mol/L NaCl，pH 8.3) 的置换和蛋

白浓缩，每次 10 000×g、3 min，共 5次。15个

柱体积的 4 ℃预冷的 1 mmol/L HCl洗涤平衡琼

脂糖珠。将浓缩后的融合蛋白与平衡好的琼脂

糖珠进行混合，于 4 ℃翻转孵育 24 h。耦联结

束后，将混合物于 4 ℃、200×g离心 3 min，弃

上清液，加入 2 倍柱体积 0.1 mol/L Tris-HCl   

(pH 8.5)，于 4 ℃翻转孵育 4 h。用 2倍柱体积

30%甘油的 PBS洗涤，4 ℃、200×g离心 3 min，

弃上清，共 3次。洗涤完毕冻存于–20 ℃备用。 

1.2.7  蛋白质组样本制备 

样本制备参考 Zhai 等[25]的方法进行。取   

10 μL 蛋白溶液，加入等体积 2×SDS 上样缓冲

液，均匀混合后，使用 10%的 SDS-PAGE 胶进

行电泳。待溴酚蓝指示剂距离分离胶与浓缩胶
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交界面约 1 cm处时停止电泳。凝胶经考马斯亮

蓝 G250 染色、脱色后，将胶条均分成 1 mm3

的胶粒，然后进行脱色、干燥步骤。所得胶粒

使用 Trypsin进行酶解 16 h后，抽提肽段，蒸干

后于–80 ℃保存备用。 

1.2.8  LC-MS/MS分析 

使用 LTQ QrbitrapVelos 质谱仪  (Thermo 

Fisher Scientific，Waltham，MA，USA) 与超高

压液相色谱系统 (Waters Corporation，Milford，

MA，USA) 联用对肽段样品进行检测。使用自制

的反相色谱柱 (75 μm I.D.×15 cm，3 μm，200A) 

进行梯度洗脱。样品经自动进样器加载于色谱

柱上，通过 100 min的液相梯度进行分离，其中

流动相 A 为 0.1%甲酸 (Formic acid，FA)，2%

乙腈 (Acetonitrile，AcN)，98% H2O，流动相 B

为 0.1% FA，90% AcN，10% H2O；流速为    

300 nL/min。 洗 脱 后 的 肽 段 经 高 精 度 的

LTQ-OribitrapVelos 质谱仪进行分析，喷雾电压

2 kV，扫描范围为 300–1 600 m/z；自动增益

1×106，最大离子注入时间为 150 ms，一级谱精

度 30 000。质谱采用一级谱数据依赖的二级谱

扫描模式 (Data Dependent MS/MS Scan) 碰撞

诱导裂解 (CID) 模式碎裂一级离子。选择 20

个信号最强的母离子肽段进行碎裂，35%归一化

碰撞能量，动态排除设置为 30 s。 

1.2.9  质谱数据搜库鉴定 

质谱产生的谱图使用 MaxQuant (version 

1.5.3.30) 软件进行数据搜索，人蛋白质序列库下载

自UniProt (http://www.uniprot.org/，release2015.11)。

使用 Target-Decoy 策略进行搜库，控制肽段和

蛋白水平 FDR<1%。搜库参数设置为：允许最

大 2 个漏切位点，允许半酶切，每个肽段允许

长度为 6−20 个氨基酸；母离子质量误差      

20 ppm，子离子质量误差 0.1 Da；固定修饰为

半胱氨酸烷基化修饰 (C+57.021 5 Da)，可变修

饰为甲硫氨酸氧化修饰  (M+15.994 9 Da) 和

GlyGly (K+114.042 9 Da)。 

1.2.10  生物信息学分析 

使用信号网络分析软件 (Ingenuity pathway 

analysis，IPA) 进行疾病与功能的生物信息学分析。 

2  结果与分析 

2.1  融合蛋白 GST-UBD 纯化结果 

采用亲和层析和凝胶过滤层析相结合的两

步纯化方法对目的蛋白进行纯化。图 1A为亲和

层析时 280 nm处吸光值的检测曲线，可以看出

有明显的洗脱峰出现。对过程中的各阶段留样

进行的 SDS-PAGE检测，结果如图 1B所示，可

见 50−60 kDa 分子量之间有明显的蛋白条带，

与理论分子量大小 (54.2 kDa) 一致，判断为目

的蛋白。为了除去目的条带之外的杂带，进行

凝胶过滤层析实验，检测曲线如图 1C所示，可

以看出有不同的洗脱峰。对不同的组分进行

SDS-PAGE检测，结果如图 1D所示，与凝胶过

滤前的洗脱组分相比，第 5、6、7 洗脱组分的

杂带有所减少，而之后组分中的杂蛋白又开始

增加，因此取 5、6、7 洗脱组分进行浓缩、置

换和固定化耦联。 

2.2  融合蛋白 GST-UBD 固定化耦联 beads

的承载能力检测结果 

首先利用正常小鼠Balb/c品系的肝脏组织，

进行融合蛋白 GST-UBD固定化耦联 beads的承

载能力的测试实验。提取出的全蛋白溶液通过

灰度值方法进行定量[21]，结果显示，鼠肝全蛋

白溶液浓度为 4.5 μg/μL (图 2A)。将全蛋白裂解
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溶液 (Total cell lysate，TCL) 设置为 6个梯度，

分别是 20、50、100、200、800、1 500 μL，分

别与 20 μL GST-UBD固定化耦联 beads在 4 ℃

条件下进行旋转孵育 2 h，纯化的 UBC 蛋白通

过银染方法进行检测。结果显示，TCL 梯度   

200 μL前富集到的 UBC蛋白量逐渐增加，而梯

度 200 μL后的 TCL中富集到的 UBC蛋白量基

本持平 (图 2B)。利用灰度值定量的方法对银染

结果进行定量，后对 20 μL GST-UBD固定化耦

联 beads 可结合的 UBC 蛋白的得量作图 (图

2C)，发现在 200 μL的 TCL附近出现拐点。计

算可得纯化并偶联所得的 UBDs-beads，每 20 μL

最大可与 900 μg 全蛋白进行反应，结果表明

UBDs-beads的 UBC结合能力强。以该 beads与

TCL结合比例进行后续的肝癌细胞系 Hep3B中

的泛素化蛋白富集实验。 

 
 

 
 

图 1  融合蛋白 GST-UBD 纯化结果 

Fig. 1  Purification results of fusion protein GST-UBD. (A) Absorbance curve of affinity chromatography at 280 nm. 
(B) SDS-PAGE analysis of affinity chromatography samples. (C) Absorbance curve of gel filtration chromatography 
at 280 nm. (D) SDS-PAGE analysis of gel filtration chromatography samples. 
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图 2  融合蛋白 GST-UBD 固定化耦联 beads 的承载能力检测结果 

Fig. 2  Loading capacity test for immobilized GST-UBD column. (A) SDS-PAGE analysis of total lysate of mouse 
liver tissue. (B) SDS-PAGE analysis of UBC protein purified fromtotal lysates on different gradient. (C) Saturation 
curve of loading capacity of immobilized GST-UBD column. 

 

2.3  肝癌 Hep3B细胞系泛素化富集实验结果 

Hep3B细胞系是 Aden等从一名 8岁的美国

男性黑人肝癌患者的活体标本分离出来的肝癌

细胞系，具有合成多种人血浆蛋白的能力，是

研究原发性肝癌的重要的细胞系模型。故我们

选取 Hep3B 细胞系作为实验材料，研究细胞内

泛素化-蛋白酶体系统的失调情况，探索肿瘤细

胞内蛋白质质量控制系统的调控机制。 

泛素化富集实验流程如图 3A所示。我们收

集了 4×107的 Hep3B 细胞进行泛素化富集实验 

(图 3B)。提取细胞总蛋白并进行 SDS-PAGE 分

离，结果如图 3C所示，细胞破碎裂解充分，无

降解等情况发生。同样根据灰度值定量算法，

Hep3B细胞系的全蛋白裂解液浓度为 1.2 μg/μL  

 
图 3  肝癌 Hep3B 细胞系泛素化富集实验结果 

Fig. 3  Experiment results of ubiquitination enrichment 
of Hep3B cell lines. (A) Workflow of ubiquitination 
enrichment. (B) Schematic diagram of Hep3B state 
(10×40). (C) SDS-PAGE of total lysates from Hep3B. 
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(图 3C)，根据计算，我们共投入 80 μL 的

UBDs-beads以保证泛素化蛋白的富集效果。 

2.4  Hep3B 细胞系 UBC 蛋白质谱检测结果 

所得全蛋白溶液在 4 ℃条件下与 UBD-Besds

进行结合，富集细胞内的 UBC蛋白。为检测富

集效果，富集得到的 UBC蛋白进行 SDS-PAGE

胶分离后，使用银染的方法进行检测，结果如 

图 4A 所示。所得 UBC 蛋白条带与富集前全细

胞裂解液 (图 3C) 相比，条带带型发生了明显

的变化，大分子量蛋白增多，富集效果显著。

为进一步确证 UBC蛋白的富集效果并检测富集

的 UBC蛋白的组成情况，我们使用质谱技术和

非标记定量的方法对 Hep3B 细胞系中富集得到

的蛋白进行检测 (SDS-PAGE上样胶图 4B)。如 

 

 
 

图 4  Hep3B 细胞系 UBC 蛋白质谱检测结果 

Fig. 4  LC-MS/MS results of UBC proteins of Hep3B cell lines. (A) SDS-PAGE of UBC proteins enriched from 
Hep3B. (B) SDS-PAGE of UBC protein identified by LC-MS/MS. (C) XIC of LC-MS/MS. 
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图 4C所示，在保留时间 25 min左右时，S57肽

段集中出峰，且具有较高的峰容量，说明 UBC

实验富集效果显著。 

2.5  质谱搜库数据及生物信息学分析结果 

通过 MaxQuant软件进行搜库，总鉴定谱图

数 110 196，总鉴定肽段数 26 579，MS2鉴定率

24.12%，鉴定到潜在的泛素化蛋白 1 900个，鉴

定到的泛素化位点 158个，分属于 102个蛋白。 

我们对 1 900个潜在的泛素化蛋白通过 IPA

软件进行生物信息学分析。经典通路分析结果

显示，聚类排名前列的通路分别为 EIF2信号通

路、EIF4 和 p70S6K 信号调节通路、蛋白泛素

化信号通路、mTOR信号通路、氨酰 tRNA合成

途径、上皮细胞紧密连接重塑途径、生精细胞-

支持细胞连接通路和线粒体失调通路等 (图 5)。

这些通路均与肿瘤的发生发展密切相关，提示

肿瘤细胞内的泛素化-蛋白酶体的失调与肿瘤细

胞的信号传导及细胞外基质的胞间连接的失调

等具有很高的关联性，从而导致了如细胞凋亡

受阻或细胞永生化现象的出现以及肿瘤形态或

癌症的出现及异常。 

3  讨论 

富集技术的发展是翻译后修饰组学发展的

限速步骤，翻译后修饰由于存在丰度低、变化

快速等问题，从而制约着对其的鉴定和研究。

泛素化修饰同样面临着这些问题，它在细胞内

丰度极低且可被 26S 蛋白酶体降解使其难以被

质谱鉴定到。本研究中，利用串联 UBDs 的方

法对细胞内的泛素化蛋白进行无偏向性的富

集。我们以肝癌细胞系 Hep3B 作为实验材料，

对细胞内的泛素化蛋白进行富集，并通过 

 

 
 

图 5  IPA 经典通路分析结果 

Fig. 5  Results of canonical pathways analysis by IPA. 
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LC-MS/MS进行鉴定。我们共鉴定到 1 900个潜

在的泛素化蛋白和 158 个泛素化位点，这些被

鉴定到的泛素化位点分属于 102 个蛋白。对    

1 900个潜在的泛素化蛋白进行生物信息学分析

发现，这些蛋白主要聚类于细胞内或细胞间信

号转导通路、转移侵袭相关的胞间连接以及蛋

白泛素化信号通路等，提示肿瘤细胞内的泛素

化-蛋白酶体的失调可能与细胞的癌症特征的出

现密切相关。 

与其他的泛素化富集的方法相比，串联

UBDs的方法不需要泛素的工程化过表达，使其

更适合于哺乳动物细胞或临床病理组织等样本

的泛素化富集实验。在本实验室前期的工作中，

我们利用串联 UBDs 的方法，尝试富集了肝癌

细胞系 MHCC-97H 细胞中的泛素化蛋白[24]。

MHCC-97H 肝癌细胞系是由中国复旦大学肝癌

研究所的研究团队所建立的具有自发性转移潜

能的高转移性单克隆细胞株人肝癌细胞系[27-28]。

比较 Hep3B和 MHCC-97H的泛素化蛋白，我们

发现 MHCC-97H细胞所聚类的信号通路更多的

富集于网格蛋白所介导的内吞作用的信号通

路、RhoGDI通路、Rho家族 GTP酶信号通路、

14-3-3 蛋白介导的通路和肌动蛋白细胞骨架信

号通路等。这些通路基本都与细胞骨架的变化

或细胞的侵袭与转移功能密切相关 (图 6)，表

明肿瘤细胞内泛素化蛋白酶体的失调与肿瘤本

身所表现出来的癌症特性关系密切。我们对细

胞内泛素化蛋白进行高效富集和 LC-MS/MS 分

析，可以准确地表征细胞内泛素化蛋白酶体系

统失调的情况，可为肿瘤特征表型蛋白质泛素

化信号通路研究提供技术支持[24]。 

肝细胞癌是威胁我国国计民生发展的重大

疾病之一。当前，肝癌的临床诊疗方法所面临

的主要的困难是肝癌的易转移、易复发的难题。

作为高异质性的癌症，肝细胞癌本身复杂性极

高，其本身的复杂性和长病程等特点给我们的

研究工作带来诸多困难。如前文所述，肝癌的

癌细胞特征如抗凋亡、特别是侵袭与转移等特 

 
 

 
 

图 6  MHCC-97H 细胞系 UBC 蛋白 IPA 经典通路分析结果[24] 

Fig. 6  Results of canonical pathways analysis by IPA for MHCC-97H[24]. 
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征可能与细胞内泛素化蛋白酶体系统的失调有

紧密的联系，而本文也提供了一种可以应用于

哺乳动物细胞，特别是肿瘤细胞的泛素化富集

的策略，为研究肝细胞癌在发生发展的病程变

化过程中的细胞内泛素化蛋白酶体的连续变化

过程提供了技术支撑。接下来对于肝细胞癌在

发生发展病程中泛素化蛋白酶体失调规律的深

入探讨，是揭示肝癌发生发展过程分子机制的

热点方向。 
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