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　　［摘要］　目的　通过蛋白质磷酸化修饰组学质谱测序，分析蛋白激酶ＷＮＫ２在卵巢癌细胞中调控
的生物过程。方法　用ＷＮＫ２干扰慢病毒感染ＳＫＯＶ３细胞系，药筛获得稳转细胞株，提取总蛋白进行
蛋白质磷酸化修饰组学质谱测序，根据生物信息学分析干扰 ＷＮＫ２前后 ＳＫＯＶ３细胞中蛋白质磷酸化
水平的变化，筛选磷酸化差异蛋白，ＫＥＧＧ及ＧＯ富集分析获取差异蛋白在卵巢癌细胞中调控的生物学
过程并进行实验验证。结果　通过生物信息学分析磷酸化修饰组学质谱数据，结果显示干扰 ＷＮＫ２
后，ＳＫＯＶ３细胞中共有７４５个蛋白磷酸化水平显著下降，其中包含１０７８个磷酸化修饰位点发生变化，
３２８个蛋白磷酸化水平显著上升，共４１５个磷酸化修饰位点发生变化。将磷酸化水平发生变化的差异
蛋白进行ＫＥＧＧ、ＧＯ富集分析，发现ＷＮＫ２主要参与了细胞骨架形成、信号传导、细胞组成、激酶活性调
控等生物过程。干扰或过表达 ＷＮＫ２后，利用鬼笔环肽进行细胞骨架染色，结果显示，干扰 ＷＮＫ２后，
细胞骨架断裂，排列紊乱；过表达ＷＮＫ２后，细胞骨架重排增强。结论　ＷＮＫ２通过调控 ｖｉｍｅｎｔｉｎ等蛋
白的磷酸化水平参与卵巢癌细胞骨架形成过程。
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　　卵巢癌（ｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ，ＯＣ）是一种常见的妇科恶
性肿瘤，其发病率仅较子宫体癌低，位于第２位。２０２０
年全球有３１３９５９例女性患卵巢癌，其中 ２０７２５２例
病死［１］。由于早期诊断困难，易复发且耐药，其病死

率在妇科恶性肿瘤中列首位［２］。手术和化疗是卵巢

癌的传统治疗手段。即使手术技巧和化疗方案不断改

进，其５年生存率仍低于５０％。为改善这一现状，研究
人员一直致力于探寻能有效提高卵巢癌患者生存率的

治疗方法。

　　蛋白的翻译后修饰在蛋白功能的调节中发挥着至
关重要的作用。蛋白激酶作为最大的与进化相关蛋白

家族，通过磷酸化其下游目的蛋白的特定氨基酸位点，

进而调控包括细胞生长、分化、增殖和凋亡等一系列复

杂的生物过程［３］。其异常引起了包括肿瘤在内的多

种疾病，因此，激酶成为治疗肿瘤等多种疾病的重要靶

点。丝氨酸／苏氨酸激酶（ｓｅｒｉｎｅｔｈｒｅｏｎｉｎｅｋｉｎａｓｅ，ＳＴＫ）
作为调节细胞生物过程的最大一组激酶，是潜力巨大

的治疗癌症的靶点，ＭＡＰＫ、ＭＥＲ、ＡＫＴ等激酶在内的
ＳＴＫ在包括卵巢癌等多种肿瘤中过度活化。国内外
ＳＴＫ抑制剂治疗卵巢癌的多项研究已成为研究热点。
但是现有 ＳＴＫ抑制剂的副作用较大且效果不理
想［４－５］。探寻有效的ＳＴＫ治疗靶点或许能给卵巢癌患
者带来新的生机。

　　ＷＮＫ（ｗｉｔｈｎｏｌｙｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｓ）激酶是近２０余年才
被发现的一类ＳＴＫ，其特征是结构域Ⅱ中缺乏赖氨酸。
此前研究发现，激酶结构域Ⅱ中的赖氨酸是结合腺嘌
呤核苷三磷酸（ａｄｅｎｏｓｉｎｅｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＡＴＰ）的位点，
此赖氨酸突变会导致激酶活性的散失。而 ＷＮＫ激酶
的赖氨酸缺失不仅没有影响 ＷＮＫ激酶的活性，反而
有研究表明该激酶调控多种生物过程［６］。ＷＮＫ激酶
通过调节Ｗｎｔ、ＭＥＫＫ２／３、βｃａｔｅｎｉｎ、ＴＧＦβ、ＰＩ３ＫＡＫＴ、
ＮＦκＢ和ＡＫＴ５信号传导途径促进肿瘤发生发展［７－９］。

ＷＮＫ２是位于染色体９ｑ２２．３１上的一个具有多个结构
域的细胞质蛋白，其相对分子质量为２４３×１０３［１０］。在
结肠癌、胰腺癌、脑膜瘤等肿瘤发生发展中起着举足轻

重的作用。研究人员不仅在多种肿瘤中发现表观遗传

学修饰导致的ＷＮＫ２沉默，而且该激酶可以抑制细胞
外调节蛋白激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａ
ｓｅｓ，ＥＲＫ）等重要通路影响肿瘤细胞的恶性生物学行
为［１１－１３］。然而，其在卵巢癌中的功能和调控机制研究

仍为空白。为了探究该激酶在卵巢癌中的作用，本研

究借助蛋白质磷酸化修饰组学质谱技术，分析 ＷＮＫ２
在卵巢癌中调控的靶标及生物过程，从而为卵巢癌的

治疗提供新的靶点。

１　材料与方法

１．１　实验试剂
　　人卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３购自 ＡＴＣＣ官网；ＲＰＭＩ
ＤＭＥＭ细胞培养基，胎牛血清购自 Ｇｉｂｉｃｏ公司；双抗
（链霉素＋青霉素）购自重庆衍庆生物技术有限公司；
ＷＮＫ２、ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ｐｖｉｍｅｎｔｉｎ一抗购自 Ａｂｃａｍ公司；抗
兔二抗自于ＣＳＴ公司；ＴＲＩｚｏｌ试剂购自 ＴａＫａＲａ公司；
ＲＩＰＡ、Ｃｏｃｋｔａｉｌ、Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ等购自碧云天公司；ＲＴ
ＰＣＲ试剂盒购自诺维赞公司；转染试剂 ｌｉｐｏ３０００由赛
默飞世尔科技有限公司提供；ｓｈＷＮＫ２由广州锐博生
物科技有限公司构建合成，序列为 ＣＡＡＧＧＡＣＡＡＴＧ
ＧＡＧＣＣＡＴＡ；慢病毒由擎科生物技术有限公司包装合
成；ＷＮＫ２过表达质粒由上海吉凯基因科技有限公司
提供。

１．２　实验仪器
　　荧光显微镜为日本东京生产的奥林巴斯 ＢＸ５３；
ＢｉｏＲａｄＰＣＲ仪 ＣＦＸ９６产于美国伯乐公司；ＶＩＬＢＥＲ
荧光化学发光成像系统购自博康美华生物科技有限

公司。
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１．３　实验方法
１．３．１　细胞培养　　配置完全培养基：在 ＤＭＥＭ中
加入１０％的胎牛血清、１％双抗（链霉素＋青霉素）。用
于培养卵巢癌细胞株 ＳＫＯＶ３、ＣＡＯＶ３。并且保证细胞
培养箱是恒温３７℃、ＣＯ２比例为５％的湿润环境。
１．３．２　ｓｉＲＮＡ转染　　ＣＡＯＶ３、ＳＫＯＶ３细胞培养于
６孔板中，培养 ２４ｈ后细胞密度约为 ５０％。分别取
５μＬｓｉＲＮＡ（２０μｍｏｌ／Ｌ）或 ５μＬＬｉｐｏ３０００加入
５００μＬ的Ｏｐｔｉｍｅｍ培养基中，轻轻混匀静置５ｍｉｎ后，
将转染试剂和ｓｉＲＮＡ混合，静置 ２０ｍｉｎ后，将混合液
加入６孔板中。
１．３．３　质粒转染　　ＣＡＯＶ３、ＳＫＯＶ３细胞培养于６孔
板中，培养２４ｈ后细胞密度约为５０％，换无血清培养
基。分别取３μｇ质粒或 ５μＬｌｉｐｏ３０００加入 ５００μＬ
的ｏｐｔｉｍｅｍ培养基中，轻轻混匀静置５ｍｉｎ后，将转染
试剂和质粒混合，静置２０ｍｉｎ后，将混合液加入６孔
板中，６ｈ后换完全培养基培养。
１．３．４　建立稳定转染株　　将慢病毒加入６孔板培
养的ＳＫＯＶ３细胞中，保证 ＭＯＩ大于３０。４８ｈ后换加
入２μｇ／ｍＬ嘌呤霉素的新鲜培养基进行药筛。２４ｈ
后，细胞出现死亡。随后将嘌呤霉素浓度调至１μｇ／ｍＬ。
待细胞生长约１４ｄ左右，对照组和ＷＮＫ２敲低的稳转
株建成，荧光显微镜下观察感染效率＞９０％。
１．３．５　ＲＴｑＰＣＲ　　用 ＴＲＩｚｏｌ试剂提取 ＲＮＡ后进
行逆转录和 ＲＮＡ检测。ＰＣＲ扩增步骤如下：９５℃
３ｍｉｎ，９５℃ １０ｓ，５７℃ ３０ｓ（３９个循环），６５℃ ５ｓ，
９５℃ ０．５ｓ。ＷＮＫ２和 ＧＡＰＤＨ的引物由擎科生物技
术有限公司合成，引物序列见表１。

表１　ＲＴｑＰＣＲ引物序列与产物长度

基因名称 引物序列（５′３′） 产物长度／ｂｐ　

ＷＮＫ２ 上游：５′ＴＧＧＴＴＣＡＴＣＡＴＣＴＧＴＣＣＧ３′ １４９

下游：５′ＡＡＧＣＴＧＧＧＴＴＧＴＴＣＣＴＴ３′

ＧＡＰＤＨ 上游：５′－ＡＧＣＣＡＣＡＴＣＧＣＴＣＡＧＡＣＡＣ３′ ９１

下游：５′ＴＴＡＡＡＡＧＣＡＧＣＣＣＴＧＧＴＧＡＣ３′

１．３．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　　蛋白样品定量后，取４０μｇ总
蛋白进行电泳（浓缩胶：恒压 ８０Ｖ，分离胶：恒压
１３０Ｖ）。待蛋白样品跑至最底部，提前用甲醇活化
ＰＶＤＦ膜，采用湿转方法将蛋白转至 ＰＶＤＦ膜上。５％
脱脂牛奶封闭ＰＶＤＦ膜２ｈ后，４℃，孵育１抗（１∶１０００）
过夜。次日，用ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ。再于室

温下孵育二抗１ｈ。ＴＢＳＴ洗膜３次，每次５ｍｉｎ，最后
显影。ＧＡＰＤＨ作为内参。根据条带灰度值，对目的蛋
白的表达进行定量分析。

１．３．７　磷酸化修饰组学测序分析　　磷酸化修饰组
学测序及生物信息学分析均由杭州景杰生物科技股份

有限公司完成。

１．３．８　细胞骨架染色　　细胞转染过表达质粒４８ｈ
后，用罗丹明标记鬼笔环肽进行细胞骨架染色。ＰＢＳ
清洗细胞２次，甲醇固定细胞１０ｍｉｎ。接着 ＴｒｉｔｏｎＸ
１００透化处理细胞 ５ｍｉｎ，室温避光孵育鬼笔环肽
３０ｍｉｎ，最后用 ＤＡＰＩ染细胞核 ３ｍｉｎ。每步间隙用
ＰＢＳ清洗细胞３次，每次１０ｍｉｎ。最后荧光显微镜下
进行拍摄。

１．４　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２２．０统计软件进行分析，两个样品均
值比较采用ｔ检验，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　干扰ＷＮＫ２的稳转细胞株建立
　　干扰ＷＮＫ２的ＳＫＯＶ３稳转细胞株建成之后，荧光
显微镜下观察到对照组和干扰组细胞均有绿色荧光

（图１），代表稳转株构建成功。
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图１　ＷＮＫ２干扰稳转株绿色荧光蛋白表达

２．２　ｍＲＮＡ和蛋白水平验证ＷＮＫ２的敲降效果
　　为了确保测序分析的有效性，采用 ＲＴｑＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测样品中 ＷＮＫ２的敲降效果。如
图２所示，实验组相比对照组，ＷＮＫ２被成功敲降。
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Ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测ＷＮＫ２在ｍＲＮＡ水平的敲降效果；
Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＷＮＫ２在蛋白水平的敲降效果

图２　稳转株中ＷＮＫ２干扰效果的验证

　　质谱结果符合 ＨＣＤ碎裂方式和 ｔｒｙｐｓｉｎ酶解的一
般规律。大部分肽段由７～２０个氨基酸组成。绝大多
数谱图的一级质量误差在１０以内，符合轨道阱质谱或
飞行时间质谱的高精度特性。通过对肽段长度分布、

母离子质量容差分布等指标质控来保证结果符合要

求。本研究中质谱鉴定到的肽段长度分布符合质控

要求。

２．３　数据质控
　　样品重复性检测：蛋白定量重复性分析采用了皮
尔森相关性（Ｐｅａｒｓｏｎ’ｓｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ）、相对标
准差（ＲＳＤ）和主成分分析（ＰＣＡ），重复性分析结果表
明样本符合统计学的一致性。

２．４　鉴定肽段和蛋白数总体情况
　　经过数据过滤后，质谱检测产生的总谱图数为
１９７０９２个；有效谱图数为１０６１８４个；鉴定出２４１２０个
肽段，１５６８８个磷酸化修饰位点和１２７６８个修饰肽段
的磷酸化发生变化，通过特异性肽段解析出了４２４６个
差异的磷酸化修饰蛋白。定量到３８１４个差异的磷酸
化修饰蛋白（图３）。
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图３　ＷＮＫ２干扰后差异肽段及蛋白数总体情况

　　鉴定出 ＷＮＫ２敲降后，１０７８个磷酸化修饰位点
和７４５个磷酸化修饰蛋白的磷酸水平显著下降，４１５个
磷酸化磷酸化修饰位点和３２８个磷酸化修饰蛋白磷酸
化水平显著上升（图４）。
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图４　ＷＮＫ２干扰后磷酸化差异蛋白热图

２．５　差异蛋白功能分类
　　将差异表达蛋白进行功能分类统计，从不同角度
阐释差异蛋白的生物学作用。如图 ５Ａ所示，ＫＯＧ功
能分类表明，差异表达蛋白主要参与转录、ＲＮＡ加工
和修饰、信号传导、细胞骨架形成、胞间信号传递等过

程。如图５Ｂ示，ＧＯ分类表明，蛋白主要富集于细胞
过程、生物调节、代谢过程、细胞组成、蛋白结合及催化

等活动。亚细胞结构分类分析蛋白主要参与细胞核

（６２．３６％）、细胞质（１５．８７％）构成。提示 ＷＮＫ２可能
通过这些生物过程调控卵巢癌的发展。

２．６　差异表达蛋白功能富集分析
　　通过富集分析发现差异表达蛋白有显著性的富
集趋势，对进行差异蛋白显著富集的功能分类

（图６）。在生物过程中，差异蛋白主要富集在细胞
骨架、超分子纤维形成等过程；并且主要参与胞质

区、细胞壁超结构纤维、超结构聚合物、细胞结合、黏

附连接处的形成；在分子功能方面，差异蛋白主要富

集在骨架蛋白间的结合、ＲａｓＧＴＰａｓｅ结合、肌动蛋白
结合等生物过程，并主要参与激酶结构域、ＰＨ域等
结构域的形成。
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Ａ：差异蛋白功能ＣＯＧ／ＫＯＧ分类；Ｂ：差异蛋白功能ＧＯ分类

图５　差异蛋白功能分类
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Ａ：差异表达蛋白富集的生物过程；Ｂ：差异表达蛋白富集的结构域

图６　磷酸化质谱测序差异表达蛋白富集分析

２．７　聚类分析
　　为了找出差异蛋白功能的相关性将差异表达的蛋
白，根据其磷酸化差异表达倍数大小分成了４个部分，
即Ｑ１～Ｑ４（图７Ａ）。分别对不同Ｑ组的差异蛋白进行
分子功能、细胞组成的富集，并进行聚类分析。

　　结果显示 Ｑ１区的蛋白主要富集于细胞微管、细
胞外区的形成。Ｑ２区的蛋白富集于胞质区、细胞极化
生长区、细胞生长中心、细胞骨架，细胞间连接点等的

形成。Ｑ３区的蛋白富集于细胞核、细胞质运输膜、转
移酶复合物、细胞质膜、细胞器膜等的形成（图７Ｂ）。
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　　分子功能聚类分析表明 Ｑ１区的差异蛋白主要参
与真核起始因子结合、磷脂酰肌醇三磷酸结合、丝氨酸／
苏氨酸激酶活性等分子过程。Ｑ２区的蛋白富集于肌丝
蛋白结合、骨架蛋白结合、ｃＡＭＰ反应元件结合等过程。
Ｑ３区的蛋白主要参与ＲＮＡ聚合酶结合、ＧＴＰ酶结合、
核苷三磷酸酶结合、逆转录复合物结合等包括遗传物质

复制在内的一系列生理活动。Ｑ４区蛋白通过影响染色
质ＤＮＡ结合、蛋白磷酸酶１结合、Ｒｈｏ、Ｒａｓ鸟苷酸交换
因子活性等过程，参与了细胞功能的调控（图７Ｃ）。

２．８　鬼笔环肽细胞骨架染色
　　富集分析表明磷酸化差异蛋白主要参与细胞骨架
的形成，故用罗丹明标记鬼笔环肽验证 ＷＮＫ２过表达
对细胞骨架形成的影响。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证了在卵巢
癌细胞系 ＣＡＯＶ３和 ＳＫＯＶ３中，ＷＮＫ２被成功干扰和
过表达（图８）。ＷＮＫ２结果显示，干扰ＷＮＫ２后，卵巢
癌细胞ＣＡＯＶ３、ＳＫＯＶ３细胞骨架断裂，排列杂乱无章。
过表达ＷＮＫ２引起细胞骨架重构，骨架排列有序（图９）。
细胞骨架的荧光染色表明了 ＷＮＫ２可能通过调节细
胞骨架影响卵巢癌的发展。
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Ａ：差异倍数分组（Ｑ１～Ｑ４）；Ｂ：差异蛋白细胞组成聚类分析；Ｃ：差异蛋白分子功能聚类分析

图７　磷酸化质谱测序差异蛋白的聚类分析
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Ａ：ＷＮＫ２在ＣＡＯＶ３细胞中被成功敲降；Ｂ：ＷＮＫ２在ＳＫＯＶ３细胞中被成功敲降；Ｃ：ＷＮＫ２在ＣＡＯＶ３细胞中过表达；

Ｄ：ＷＮＫ２在ＳＫＯＶ３细胞中过表达

图８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证ＣＡＯＶ３、ＳＫＯＶ３中ＷＮＫ２敲降和过表达的效果

８１５ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：敲降或过表达ＷＮＫ２对ＣＡＯＶ３细胞骨架的影响；Ｂ敲降或过表达ＷＮＫ２对ＳＫＯＶ３细胞骨架的影响

图９　鬼笔环肽染色探究ＷＮＫ２对ＣＡＯＶ３、ＳＫＯＶ３细胞骨架的影响

２．９　细胞骨架蛋白磷酸化水平变化
　　如图１０所示，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验证明 ＷＮＫ２的敲
降导致了ｖｉｍｅｎｔｉｎ位点的磷酸化降低。ＷＮＫ２的过表
达引起ｖｉｍｅｎｔｉｎ位点的磷酸化增强。因此ＷＮＫ２可能
调控细胞骨架蛋白的磷酸化影响卵巢癌细胞的恶性生

物学行为。

!"!#$ !"!%#&'

(

)!*+,-./+.!

（
01"23

4）

*+,-./+.!

（
01"23

5）

6789:!

（
41"23

4）

!+!#$ !+!%#&;

7

)!*+,-./+.!

（
01"23

5）

*+,-./+.!

（
01"23

5）

6789:!

（
51"23

5）

!+!#$ !+!%#&;

)!*+,-./+.!

（
01"23

5）

*+,-./+.!

（
01"23

5）

6789:!

（
51"23

5）

<-=/>? %#&;

$

)!*+,-./+.!

（
01"23

4）

*+,-./+.!

（
01"23

4）

6789:!

（
41"23

4）

<-=/>? %#&;

9

$7@<4 A&@<4

$7@<4

A&@<4

Ａ：在 ＣＡＯＶ３细胞中 ＷＮＫ２的敲降引起 ｐｖｉｍｅｎｔｉｎ（Ｓｅｒ
５６）磷酸水平下降；Ｂ：在ＳＫＯＶ３细胞中ＷＮＫ２的敲降引起
ｐｖｉｍｅｎｔｉｎ（Ｓｅｒ５６）磷酸水平下降；Ｃ：在 ＣＡＯＶ３细胞中
ＷＮＫ２的过表达引起 ｐｖｉｍｅｎｔｉｎ（Ｓｅｒ５６）磷酸水平上升；
Ｄ：在 ＳＫＯＶ３细胞中 ＷＮＫ２的过表达引起 ｐｖｉｍｅｎｔｉｎ
（Ｓｅｒ５６）磷酸水平上升

图１０　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证ＷＮＫ２对ｐｖｉｍｅｎｔｉｎ（Ｓｅｒ５６）磷酸
水平的影响

３　讨论

　　由于卵巢癌恶性程度较高且进展迅速，大部分患
者就诊时已是晚期［１４］。为了改善这一现状，研究人员

不断探寻新的治疗方法，但其病死率仍无明显改善。

因此，研究卵巢癌的发病机制，寻找有效的治疗靶点，

仍旧是国内外研究的热点问题。

　　ＷＮＫ２是ＷＮＫ激酶家族的一员，属于 ＳＴＫ，它广
泛表达于人体的多个组织器官。研究表明，ＷＮＫ２的
表观遗传沉默引起了脑膜瘤、肝癌等的发展，且进一步

证明该激酶通过影响信号通路，如 ＥＲＫＭＡＰＫ、Ｗｎｔ／
βｃａｔｅｎｉｎ通路的活化，影响肿瘤细胞的功能［１５－１６］。经

过不断的探索，ＷＮＫ２有望成为多个肿瘤的治疗靶点，
然而面对卵巢癌的治疗现状，ＷＮＫ２是否有潜力成为卵
巢癌治疗靶点？针对这些问题，本课题组展开了研究。

　　本研究将卵巢癌细胞系 ＳＫＯＶ３中的 ＷＮＫ２成功
干扰后，进行蛋白质磷酸化修饰组学质谱分析。分析

鉴定出２４１２０个肽段，１５６８８个蛋白磷酸化修饰位点
和１２７６８个修饰肽段的磷酸化发生变化，解析出了
４２４６个，定量到３８１４个差异的磷酸化修饰蛋白。其
中，１０７８个蛋白磷酸化修饰位点和７４５个磷酸化修饰
蛋白的磷酸水平显著下降，４１５个蛋白磷酸化修饰位
点和３２８个磷酸化修饰蛋白磷酸化水平显著上升。
ＧＯ分类和ＫＯＧ功能分类表明，磷酸化差异蛋白主要
富集于细胞过程、生物调节等过程。参与转录、ＲＮＡ

９１５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（６）



加工和修饰、信号传导、细胞骨架形成、细胞间信号传

递等活动。富集分析表明，ＷＮＫ２敲降后，参与细胞骨
架形成、超分子纤维等细胞成分形成和激酶结构域，

ＰＨ域等形成的蛋白磷酸化水平降低。聚类分析表
明，磷酸化差异蛋白组成细胞骨架、细胞生长中心、细

胞间连接点等结构的形成。这些结构与肿瘤细胞的增

殖和肿瘤恶性进程密不可分［１７－１９］。分子功能聚类分

析表明，磷酸化差异蛋白参与肌丝蛋白结合、骨架蛋白

结合、真核起始因子结合、磷脂酰肌醇三磷酸结合、逆

转录复合物结合等包括遗传物质复制在内的一系列生

理过程。这些分子功能与细胞肿瘤的发展密切相

关［２０－２２］。

　　富集分析表明 ＷＮＫ２调控的磷酸化差异蛋白主
要参与细胞骨架形成。研究表明细胞骨架的重建与细

胞的增殖、侵袭等功能密不可分［２３］。细胞骨架可通过

影响细胞周期、细胞形态发生和细胞迁移，在肿瘤细胞

的发生发展中起着至关重要的作用［２４］。波形蛋白

ｖｉｍｅｎｔｉｎ是调节细胞骨架形成的关键蛋白，该蛋白通
过影响微管生长和肌动蛋白细胞骨架重组来调节细胞

迁移。Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的功能受复杂的磷酸化修饰调
节［２５－２６］，例如，ｖｉｍｅｎｔｉｎ位点的磷酸化增强促进了细胞
的侵袭［２７］。为了探索ＷＮＫ２对卵巢癌细胞的影响，本
研究用罗丹明标记鬼笔环肽进行肿瘤细胞骨架染色。

实验结果显示，ＷＮＫ２干扰导致细胞骨架断裂；ＷＮＫ２
过表达促进细胞骨架重排。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验进一步
证实ＷＮＫ２促进调控细胞骨架形成的ｖｉｍｅｎｔｉｎ位点的
磷酸化。因此推断 ＷＮＫ２可能通过影响细胞骨架的
形成，调控卵巢癌细胞的增殖和侵袭。

　　综上所述，通过蛋白质磷酸化修饰组学质谱技术，
发现ＷＮＫ２影响的磷酸化差异蛋白富集于细胞骨架
形成、遗传物质复制、肿瘤发生发展、肿瘤细胞生长，侵

袭等生物学过程。细胞骨架染色及相关蛋白磷酸化实

验表明，ＷＮＫ２可能通过影响细胞骨架的形成，调控卵
巢癌细胞的恶性生物学行为。因此，ＷＮＫ２可能为卵
巢癌的治疗提供新的思路。
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