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缩略语表 
 

 

缩略词 英文全称 中文全称 

Amp Ampicillin 氨苄青霉素 

Arp2/3 Actin-related protein 2/3 complex 肌动蛋白相关蛋白 2/3 复合体 

ATCC American type culture collection 美国模式培养物集存库 

ATP Adenosine triphosphate 三磷酸腺苷 

BCA Bicinchoninic acid 二喹啉甲酸 

BDNF Brain derived neurotrophic factor 脑源性神经营养因子 

BSA Bovine serum albumin 牛血清白蛋白 

cDNA complementary DNA 互补脱氧核糖核酸 

Co-IP Co-Immunoprecipitation 免疫共沉淀 

DAB 3, 3'-diaminobenzidine 3，3'-二氨基联苯胺 

DAPI 4', 6-diamidino-2-phenylindole 4'，6-二脒基-2-苯基吲哚 

DEPC Diethylpyrocarbonate 焦碳酸二乙酯 

DHR-1 DOCK homology region-1 DOCK 同源区域 1 

DNA Deoxyribonucleic acid 脱氧核糖核酸 

dNTP deoxyribonucleoside triphosphate 脱氧核糖核苷三磷酸 

DTT Dithiothreitol 二硫苏糖醇 

EDAC 
1-Ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl) 

Carbodiimide Hydrochloride 

乙基二甲基胺丙基碳化二亚

胺 

EGFR Epidermal growth factor receptor 表皮生长因子受体 
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EMT Epithelial-mesenchymal transition 上皮-间充质转换 

FAK Focal adhesion kinase 黏着斑激酶 

FRET Fluorescence resonance energy transfer 荧光共振能量转移 

GAP GTPase-activating protein GTP 酶激活蛋白 

GAPDH 
Glyceraldehyde-phosphate 

dehydrogenase 
甘油醛-3-磷酸脱氢酶 

GDI 
Rho-specific guanine nucleotide 

dissociation inhibitor 

Rho 特异性鸟苷酸解离抑制因

子 

GDP Guanosine diphosphate 二磷酸鸟苷 

GEF Guanine nucleotide exchange factor 鸟苷酸交换因子 

GEO Gene expression omnibus 基因表达综合数据库 

GFP Green fluorescent protein 绿色荧光蛋白 

GPCR G Protein Coupled Receptor G 蛋白偶联受体 

GTP Guanosine triphosphate 三磷酸鸟苷 

h hour 小时 

HCC Hepatocellular carcinoma 肝细胞肝癌 

HGF Hepatocyte growth factor 肝细胞生长因子 

HRP Horse reddish peroxidase 辣根过氧化物酶 

IGF Insulin-like growth factor 胰岛素样生长因子 

IPTG Isopropyl-β-d-thiogalactoside 异丙基-β-d-硫代半乳糖苷 

JCRB 
Japanese Collection of Research 

Bioresources 
日本研究生物资源集存库 

Ka Association rate 结合速率 

Kan Kanamycin 卡那霉素 

Kd Dissociation rate 解离速率 
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KD Affinity constant 亲和常数 

LPA Lysophosphatidic acid 溶血磷脂酸 

MAT Mesenchymal-amoeboid transition 间充质-阿米巴样运动转换 

MCT1 Monocarboxylate transporter 1 单羧酸转运蛋白-1 

min minute 分钟 

MMP Matrix metalloproteinase 基质金属蛋白酶 

mRNA  Messenger RNA  信使 RNA 

PAGE Polyacrylamide gel electrophoresis 聚丙烯酰胺凝胶电泳 

PBP Presenilin binding partner 早老素结合分子 

PBS Phosphate buffer saline 磷酸盐缓冲液 

PCC Pearson’s correlation coefficient 皮尔逊相关系数 

PCR Polymerase chain reaction 聚合酶链式反应 

PDB Protein data bank 蛋白质数据库 

PDGF Platelet derived growth factor 血小板源性生长因子 

PI3K Phosphatidyl inositol 3-kinase 磷脂酰肌醇-3-羟激酶 

PKC Protein kinase C 蛋白激酶 C 

PMSF Phenylmethanesulfonyl fluoride 苯甲基磺酰氟 

PTK Protein tyrosine kinase 蛋白酪氨酸激酶 

PTP Protein tyrosine phosphatase 蛋白酪氨酸磷酸酶 

PVDF Polyvinylidene fluoride 聚偏二氟乙烯 

RNA Ribose nucleic acid 核糖核酸 

ROCK Rho-associated kinase Rho 相关激酶 
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SDS Sodium dodecyl sulphate 十二烷基磺酸钠 

sec second 秒 

Ser Serine 丝氨酸 

siRNA Small interfering RNA 小干扰 RNA 

SPR Surface plasmon resonance 表面等离子共振 

Sulfo-NHS N-hydroxysulfosuccinimide N-羟基硫代琥珀酰亚胺 

Tet Tetracycline 四环素 

TGF-β Transforming growth factor beta 转化生长因子-β 

Tyr Tyrosine 酪氨酸 

UVB Ultraviolet B 中波紫外线 

V Volt 伏特 

Val Valine 缬氨酸 

WASP Wiskott-Aldrich syndrome protein 
威斯科特-奥尔德里奇综合征

蛋白家族 

WIRS WRC interacting receptor sequence WRC 相互作用受体序列 

WRC WAVE regulatory complex WAVE 调控复合物 
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中文摘要 
 

侵袭和转移是肿瘤的主要特征，也是恶性肿瘤致死的主要原因[1]。细胞运动在肿

瘤侵袭转移过程中发挥重要作用，细胞运动调控的分子机制研究一直是肿瘤生物学

研究的热点。研究发现 CD147 和 Annexin A2 都参与了肿瘤细胞肌动蛋白骨架重排，

是调控肿瘤细胞运动的重要分子。我们前期的工作发现 CD147 通过调控 Annexin A2

活化的 RhoA 信号通路参与了肝癌细胞运动的调控，在此基础上本课题进行了进一

步的探讨。 

本课题主要包括三个部分： 

第一部分，CD147 与 Annexin A2 相互作用的研究。 

我们应用免疫共沉淀和质谱联用的方法，发现 Annexin A2 是 CD147 可能的互作

分子。基于激光共聚焦的共定位分析显示 CD147 和 Annexin A2 在肝癌和肺癌细胞中

有很好的共定位。接着我们采用荧光共振能量转移实验（FRET）证实 CD147 和

Annexin A2 在活细胞中存在直接的相互作用。我们表达并纯化了 CD147 胞外段蛋白

和 Annexin A2 蛋白，采用表面等离子共振技术（SPR）测定了 CD147 和 Annexin A2

相互作用的动力学参数。然后，将 CD147 截短表达，采用 His Pull-Down、FRET、
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SPR 等方法明确了 CD147 胞外段能与 Annexin A2 相互作用。 

第二部分，CD147 调控 Annexin A2 磷酸化的分子机制研究。 

我们首先检测了 Src、CD147 对 Annexin A2 酪氨酸磷酸化的影响，我们发现 Src

激酶能磷酸化 Annexin A2，而 CD147 能负向调控 Annexin A2 的酪氨酸磷酸化，这与

之前的报道一致。同时过表达 Src 和 CD147，我们发现 CD147 能抑制 Src 对 Annexin 

A2 的磷酸化。体外激酶实验证实，CD147 胞外段蛋白和 I 结构域蛋白能够抑制 Src

对 Annexin A2 的磷酸化，而 C2 结构域蛋白则不能抑制 Src 对 Annexin A2 的磷酸化。

据此，采用 FRET 实验我们进一步分析了 C2 结构域和 I 结构域与 Annexin A2 N 端结

构域的结合情况，我们发现只有 I 结构域能够结合 Annexin A2 的 N 端结构域，这就

提示 CD147 通过其 I 结构域与 Annexin A2 的 N 端结构域相互作用从而抑制了 Src 对

Annexin A2 的磷酸化。 

第三部分，p-Annexin A2 调控肿瘤细胞运动的分子机制研究。 

我们检测了 CD147 和 Annexin A2 对肿瘤细胞运动的影响，我们发现 CD147 能

够通过调控 Annexin A2 的酪氨酸磷酸化进而调控肿瘤细胞运动，然而其具体机制仍

不明确。通过下调 Annexin A2 表达后检测 DOCK 家族 GEF 的 mRNA 表达水平，我

们发现 DOCK3 表达水平显著降低。通过下调细胞内源性 Annexin A2 后回复表达野

生型 Annexin A2、Annexin A2 的磷酸化位点突变体，我们发现 DOCK3 表达水平受

Annexin A2 磷酸化水平的调控。这提示 p-Annexin A2 可能通过 DOCK3 调控肿瘤细

胞运动。通过检测 Rac1、RhoA 的活性及下游效应分子的表达水平，我们发现 DOCK3

是 Rac1 的 GEF，而 WAVE2 的表达水平与 DOCK3 呈负相关，且下调 DOCK3 后细

胞的片状伪足形成显著增多。进一步研究证实 DOCK3 能够通过负向调控 β-catenin

信号通路进而抑制 WAVE2 的表达。应用 CD147 敲除的肝癌、结肠癌细胞系以及

CD147 稳 定 干 涉 的 肺 癌 细 胞 系 ， 我 们 证 实 了 CD147 通 过 p-Annexin 

A2/DOCK3/β-catenin/WAVE2 信号轴调控片状伪足形成和肿瘤细胞运动。最后我们建

立了裸鼠脾脏注射转移模型，结果表明 CD147 能够促进肝癌转移，这提示 CD147 促

进肿瘤细胞运动可能是其调控肝癌转移的关键分子机制之一。 

 

关键词：CD147；Annexin A2；DOCK3；片状伪足；细胞运动；肿瘤
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Molecular mechanism of CD147-Annexin A2 interaction  

in regulating cancer cell movement 

 

Candidate for Doctor: Cui Hongyong 

Supervisor: Chen Zhinan 

Tutor: Jiang Jianli 

Department of Cell Biology, School of Preclinical Medicine,  

Fourth Military Medical University,  

Xi’an 710032, China 

Sponsored Programs: the National Natural Science Foundation of China  

(31371405 and 81201774) 

 

Abstract 
Invasion and metastasis are the main characteristics of tumor. The majority of deaths 

associated with tumor are due to the metastasis of the original tumor cells[1]. Cell 

movement plays an important role in tumor invasion and metastasis. The study of tumor 

cell movement is the hot spot in tumor biology researches. CD147 and Annexin A2 are 

found to be involved in rearrangement of the actin cytoskeleton in tumor cells. Our 

previous work has found that CD147 regulates Annexin A2-activated RhoA signaling in 

hepatocellular carcinoma (HCC) cells, but the detailed molecular mechanism is far from 

clear. This study is composed of the following three parts. 

Part Ⅰ CD147 interacts directly with Annexin A2.  

Using co-immunoprecipitation and mass spectrometry, Annexin A2 was identified as 

a potential binding partner for CD147. Colocalization analysis based on Pearson’s 

correlation coefficient (PCC) showed that there was a high degree of colocalization 

between CD147 and Annexin A2 in lung cancer and HCC cells. Fluorescence resonance 
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energy transfer assay (FRET) demonstrated that there is a direct interaction between 

CD147 and Annexin A2 in living cells. We purified the extracellular portion of CD147 and 

Annexin A2 and characterized the kinetic binding parameters using purified proteins and 

surface plasmon resonance (SPR). We also truncated CD147 and demonstrated that the 

extracellular portion of CD147 interacts directly with Annexin A2 using His Pull-Down, 

FRET and SPR. 

Part Ⅱ CD147 regulates tyrosine phosphorylation of Annexin A2. 

We first determined the effects of Src and CD147 on tyrosine phosphorylation of 

Annexin A2. We found that Src could phosphorylate Annexin A2 and CD147 negatively 

regulated tyrosine phosphorylation of Annexin A2, which was consistent with the previous 

results. When Src and CD147 were simultaneously overexpressed, we found that CD147 

could inhibit Annexin A2 phosphorylation by Src. In vitro kinase assay showed that the 

extracellular portion of CD147 and I domain could inhibit Annexin A2 phosphorylation by 

Src, however, C2 domain showed no effect on Annexin A2 phosphorylation. We 

determined the interaction between these constructs using FRET and found that only I 

domain could interact directly with the N-terminal domain of Annexin A2. These results 

demonstrate that CD147 inhibits Annexin A2 phosphorylation by Src via direct interaction 

between its I domain and the N-terminal domain of Annexin A2. 

Part Ⅲ CD147 regulates tumor cell movement via p-Annexin A2. 

We determined the effects of CD147 and Annexin A2 on tumor cell movement and 

found that CD147 might regulate tumor cell movement via regulating Annexin A2 

phosphorylation. We evaluated the expression of DOCK family GEFs in cells transfected 

with Annexin A2 siRNA and found that DOCK3 was significantly down-regulated. 

Knockdown and specific rescue approaches revealed that DOCK3 expression was 

regulated by Annexin A2 phosphorylation, indicating that p-Annexin A2 might regulate 

tumor cell movement via DOCK3. DOCK3 was identified as a GEF for Rac1 and WAVE2 

expression was suppressed by DOCK3. Furthermore, downregulation of DOCK3 resulted 

in increased lamellipodia formation and DOCK3 inhibited WAVE2 expression via 
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suppressing β-catenin signaling. Further studies confirmed that CD147 regulated 

lamellipodia formation and tumor cell movement via p-Annexin 

A2/DOCK3/β-catenin/WAVE2 signaling axis in CD147 knockout HCC and colon cancer 

cells as well as in CD147 knockdown lung cancer cells. Cytoskeletal rearrangement and 

cell motility achieve dire significance during tumor metastasis. We investigated whether 

CD147 influenced tumor metastasis in vivo. We established an intrasplenic injection 

model for metastatic HCC cells and found that CD147 could promote HCC metastasis in 

nude mice. 

 

Key words：CD147, Annexin A2, DOCK3, lamellipodia, cell movement, tumor 
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前    言 
 

目前，我国慢性病尤其是肿瘤的疾病负担日益严重。根据《2012 中国肿瘤登记

年报》，我国每年新增肿瘤病例约为 312 万例，每年因癌症死亡病例达 270 万例[2]。

恶性肿瘤已成为我国城市居民第一位的死亡原因，农村居民第二位死亡原因，在城

乡居民前 10 位死因构成中分别占到 26.33%和 23.11%[3]。在过去的几十年中，基于

手术、放疗和化疗等手段的肿瘤治疗取得了令人瞩目的成绩，以靶向治疗为代表的

新的肿瘤治疗手段也取得了重大突破。但是肿瘤患者的五年生存率仍不乐观，肿瘤

死亡人数逐年递增，肿瘤复发和转移是肿瘤治疗的主要瓶颈。因此，研究肿瘤复发

和转移的分子机制是防治肿瘤的关键。 

转移是恶性肿瘤重要的生物学特性，也是导致肿瘤患者死亡的最主要原因[1]。肿

瘤的转移是一个复杂的多步骤生物学过程，细胞运动能力的改变是恶性肿瘤播散的

关键环节。肿瘤细胞通过细胞-细胞间及细胞-间质间黏附重塑、肌动蛋白骨架重排

以及多个信号通路的改变获得运动相关表型。尽管基于大量的实验数据，学界对肿

瘤细胞运动的分子机制有了一定的认识，但是受到肿瘤的复杂性、实验方法等诸多

因素的限制，对肿瘤运动、转移分子机制的研究尚待进一步深入。 

CD147 是一个跨膜糖蛋白[4]，研究发现 CD147 在多种肿瘤组织中高表达，是一

个癌特异性的、新型广谱的生物标志物[5]。进一步研究发现 CD147 在肿瘤细胞运动、

侵袭、代谢、血管生成、死亡抵抗等方面发挥重要作用，其表达水平与肿瘤进展、

肿瘤患者预后密切相关[6]，靶向 CD147 的抗体药物取得了良好的治疗效果[7]。 

我们之前的研究发现，CD147 通过调控 Annexin A2 活化的 RhoA 信号通路参与

调控肝癌细胞运动[8]，本课题在此基础上做了进一步的探索。我们证实了 CD147 和

Annexin A2 存在直接的相互作用，并明确了二者相互作用的结构域和动力学参数，

这为下一步解析 CD147-Annexin A2 复合物的结构、建立二者的互作模型提供了理论

依据；初步揭示了 CD147 负向调控 Annexin A2 酪氨酸磷酸化的分子机制；提出了

CD147 通过 p-Annexin A2/DOCK3/β-catenin/WAVE2 信号轴调控肿瘤细胞片状伪足形

成和运动能力的分子机制。本课题的开展进一步深化了对调控肿瘤细胞运动分子机
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制的认识，也进一步丰富了靶向 CD147 的抗肿瘤治疗策略的科学依据。 
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文献回顾 
 

一、细胞运动在肿瘤转移中发挥重要作用 

1829 年法国妇科学家 Joseph Récamier 首次提出了“转移（metastasis）”一词，

此后研究证实转移是恶性肿瘤的重要标志，也是肿瘤致死的最主要原因[1]。由于诊断

方法的限制，多数肿瘤患者在就诊时已处于晚期；即使早期诊断的患者，在疾病早

期也难以发现微小转移灶，因此研究肿瘤转移的早期事件、研发针对肿瘤细胞侵袭

转移的治疗策略，对于改善肿瘤患者的预后具有重要意义。 

转移是一个由依次发生、相互关联的多个步骤构成的生物学过程（图 1）：（a）

细胞转化，肿瘤生长；在肿瘤生长的早期阶段，营养供应主要依靠简单扩散。（b）

血管生成，当肿瘤直径达到 1-2mm 时，在促血管生成因子的作用下，会有大量的血

管生成，形成毛细血管网。（c）肿瘤细胞对周围间质的侵袭；肿瘤细胞容易进入薄

壁的血管、淋巴管，从而进入循环系统。（d）肿瘤细胞的播散；大多数循环肿瘤细

胞都会被机体破坏，少数存活的循环肿瘤细胞会黏附到远处器官的毛细血管内皮细

胞或裸露的内皮下基底膜。（e）外渗；肿瘤细胞离开循环系统。（f）转移灶形成；肿

瘤细胞在远处器官增殖，形成转移灶[9]。 

细胞运动在许多生理和病理过程中都发挥关键作用。在胚胎发育时，原肠胚形

成等形态发生过程中细胞运动不可或缺[10]。脊椎动物胚胎发育时，神经嵴细胞通过

运动到达多种组织[11]。在免疫应答过程中也伴随着多种类型的细胞的运动[12]。细胞

运动异常是肿瘤细胞的一个重要特征[13]，肿瘤侵袭和转移与肿瘤细胞运动能力增强、

运动形式的转换密切相关。肿瘤细胞在通过细胞外基质、穿过基底膜以及进入淋巴

管、血管的过程中都需要较强的运动能力。细胞运动能力改变和运动形式转换通常

与细胞骨架重排、细胞间黏附变化、细胞形态改变、基质金属蛋白酶活性增加等因

素相关。运动形式的转换包括（a）上皮-间充质转换（epithelial-mesenchymal transition, 

EMT）；（b）间充质-阿米巴样运动转换（mesenchymal-amoeboid transition, MAT）。 

细胞运动是一个高度协调的、多步骤过程。单个细胞的运动与细胞极性、细胞

突起密切相关。细胞能够在细胞外信号的作用下形成细胞极性。如在趋化因子的作
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用下，小 G 蛋白（small GTPases）Rac 和 Ras 聚集在细胞前缘，活化 PI3K，导致细

胞极性的形成[14-18]。在无趋化因子存在时，间充质样运动的细胞能够在细胞内信号

的作用下形成细胞极性。Rho 家族小 G 蛋白的时空分布能够调控细胞极性的形成。

已有研究证实，在运动细胞的前缘，小 G 蛋白 Rac1 和 Cdc42 被活化[19-21]。PIP3 在

运动细胞前缘活化鸟苷酸交换因子（guanine exchange factor, GEF）[22]，后者能够促

进 Rac 和 Cdc42 活化[23]。活化的 Rac 能够促进 Arp2/3 依赖的肌动蛋白纤维聚合，从

而形成片状伪足[24,25]。RhoA 则主要在运动细胞的后缘活化，增加肌动球蛋白收缩力，

促进细胞后缘收缩[26-28]。局部的 Rac1，Cdc42 和 RhoA 被抑制，会导致细胞定向运

动能力减弱[29]，并且局部的 Rac1，Cdc42 或 RhoA 缺失，会导致黏着斑形成缺陷和

细胞运动能力降低[30-32]。Yi I. Wu 等人用光激活 Rac 表达系统，证实 Rac 和 Rho 之

间存在精细的时空调控[33]。此外，微管在维持细胞极性和细胞定向运动过程中也发

挥重要作用[34]。 

 

图 1 肿瘤转移的主要过程[9] 
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二、细胞突起是细胞运动的重要结构基础 

细胞运动时，首先会形成极性的细胞形态，细胞前缘会形成一些突起（图 2）。

研究比较多的细胞突起有片状伪足（lamellipia）、丝状伪足（filopodia）、泡状伪足

（bleb）、侵袭性伪足（invadopodia）以及伪足小体（podosomes）等[35]。这些突起的

差异主要在于肌动蛋白骨架排列的方式和参与调控的分子机制不同。细胞突起是细

胞运动的主要结构基础，因此细胞突起决定了细胞运动的效率和运动形式。 

 

图 2 细胞突起[36] 

 

（一）丝状伪足 

丝状伪足是一种圆柱形突起，长度可达几十微米[37,38]。丝状伪足由 15-20 个平行

的肌动蛋白纤维构成，肌动蛋白纤维丝彼此之间由肌动蛋白相关蛋白连接（如

fimbrin，fascin 等）[39]。由于不同组织来源的细胞都可形成丝状伪足，因此丝状伪足

在形状、分子组成、功能方面都有很大的差异[40]。一般认为，丝状伪足的形成主要

受小 G 蛋白 Cdc42 调控[41]。在细胞运动过程中，丝状伪足具有感知功能，即丝状伪

足能够感知周围环境中趋化物的浓度梯度，因而决定了细胞运动的方向[42]。此外，

丝状伪足也能够通过黏着斑在细胞运动中发挥直接作用[43]。研究发现，很多分子参
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与调控丝状伪足的形成。Ena/VASP 家族能够通过抑制肌动蛋白纤维正端加帽，从而

促进丝状伪足形成[44]。肌球蛋白 X 参与组成丝状伪足的其它分子如 Ena/VASP、整联

蛋白（integrin）的运输[45]。IRSp53 通过其膜结合结构域 BAR 使细胞膜卷曲从而促

进丝状伪足形成[46]。mDia2 能够促进不分枝肌动蛋白纤维成核[47]。 

（二）片状伪足 

片状伪足是由肌动蛋白纤维在运动细胞前缘形成的扁平突起，其中的肌动蛋白

纤维方向一致，其正端均指向胞膜[48]。片状伪足厚度约 0.2μm，宽度约 2-5μm。采用

荧光标记 G-actin 掺入的方法，研究发现掺入几分钟后，荧光信号首先出现在靠近胞

膜的片状伪足边缘，稍后荧光信号才会出现在肌动蛋白纤维束[49]，这就表明片状伪

足中肌动蛋白骨架的聚合主要是片状伪足结构的重排，而不是从头聚合肌动蛋白纤

维。在聚合的过程中，每个肌动蛋白纤维能够产生皮牛顿级的作用力[50]。一般认为，

使细胞前缘突出形成片状伪足的作用力主要来自于肌动蛋白聚合[25]。片状伪足中调

控肌动蛋白骨架的主要分子机制是 Arp2/3 依赖的肌动蛋白聚合[51]。Arp2/3 复合物主

要由 WASP 家族蛋白激活，尤其是定位于片状伪足的 WAVE 分子。新的肌动蛋白纤

维聚合的速率主要决定于 G-actin 的浓度。Cofilin 是肌动蛋白结合蛋白中的一种，能

够切断肌动蛋白蛋白纤维并结合到肌动蛋白单体上，在肌动蛋白骨架重塑中发挥重

要作用[52,53]。Profilin 能够催化 G-actin 上的 ADP 向 ATP 转化，从而活化肌动蛋白单

体[9]。 

（三）泡状伪足 

泡状伪足是圆形的细胞突起。之前认为泡状伪足形成是细胞凋亡的形态特征。

但是研究发现，有泡状伪足形成的细胞并没有表达凋亡相关标志物也没有出现核碎

裂，因此目前认为泡状伪足形成与一种特殊类型的细胞运动相关[54,55]。这种形成圆

形泡状伪足的运动形式与阿米巴原虫的运动形式相似，所以又称为阿米巴样运动[56]。

泡状伪足的形成主要与细胞内压力增高有关，如肌动球蛋白收缩等因素均可引起[57]。

泡状伪足可在整个细胞表面形成或者只在细胞的一侧形成，泡状伪足的极性分布则

决定了细胞运动的方向[58]。 

 

三、Rho 家族小 G 蛋白是细胞运动的主要调控分子 

GTP 结合蛋白（GTPases）有两种可相互转换的空间构象：结合 GTP 的活化形
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式和结合 GDP 的失活形式[59]（图 3）。GTPases 分子本身具有水解酶活性，能够催化

自身结合的 GTP 水解为 GDP 或 GMP。这种水解活性受到其它分子的调控，如 GTP

酶激活蛋白（GTPase-activating proteins, GAPs）。GAP 能够促进 GTP 水解，进而促

进 GTPases 失活。当 GTPases 处于结合 GDP 的失活形式时，细胞内的鸟苷酸交换因

子（guanine exchange factor, GEF）能够催化 GDP 转换为 GTP，继而重新活化 GTPases。

此外，Rho 特异性鸟苷酸解离抑制因子（Rho-specific guanine nucleotide dissociation 

inhibitors, GDIs）能够结合于胞浆中失活状态的 GTPases 的 C 端，阻止 GTPases 与胞

膜结合[60]。因此，细胞内 GTPases 的活性转换主要受两类分子调控：促进活化的 GEF

和促进失活的 GAP。GTPases 活化形式所占的比例对于不同的 GTPase、不同的细胞

类型以及不同的微环境都有很大的差异。 

 

图 3 GTPases 两种功能状态的转换[59] 

 

细胞运动是一个复杂的动态过程，细胞骨架需要不断重塑以实现细胞迁移、适

应周围环境的变化。GTPases 不同功能状态之间的转换使其能够以一种分子开关

（molecular switch）的形式，在时空上精确调控信号，这种动态调控对于实现有效的

细胞运动至关重要。迄今，已报道的 GEFs 超过 80 种、GAPs 超过 70 种[61]，这就表
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明 Rho 家族 GTPases 的活性和细胞定位调控是一种多信号参与调控的复杂网络。 

Rho 家族 GTPases 参与细胞骨架重排这一概念的提出主要基于以下发现：Ridley 

AJ 和 Hall A 等人发现，受到 PDGF 刺激时，Rac 能促进片状伪足的形成[62]；而在 LPA

处理时，RhoA 能促进应力纤维的形成[63]。Nobes CD 等人发现，Cdc42 能促进丝状

伪足的形成并且能够激活 Rac[64]。Rac 通过结合于 SCAR/Wave 调控复合物（WRC）

的组成分子 Sra1 和 WAVE1 上，促进 Arp2/3 激活和肌动蛋白聚集[65]，进而促进片状

伪足形成和细胞运动。RhoG 则能募集其效应分子 ELMO 结合于 DOCK 家族 GEFs，

后者调控 Rac 驱动的肌动蛋白重排和细胞运动[66]。 

在细胞运动过程中，Rho 主要通过结合并活化 mDia 和 ROCK，参与肌动蛋白聚

合和收缩力产生[67]。在经典的细胞运动调控模型中，Rac 和 Cdc42 主要在运动细胞

前缘活化，以促进细胞突起的形成；而 Rho 主要在细胞体和细胞后缘活化，调控肌

动球蛋白产生收缩力，促进细胞后缘收缩和胞体前移[68]（图 4）。 

 

图 4 经典的 Rho GTPases 调控细胞骨架重排[69] 

 

之后基于 FRET 的 GTPases 活性研究发现，在细胞随机运动时，RhoA 主要在细
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胞突起的边缘活化，偶尔也会在收缩的细胞尾部活化，而在胞体中活性很低。RhoA

活化也与细胞边缘皱褶形成和胞饮小泡有关，而与 PDGF 诱导的皱褶形成无关。在

PDGF 诱导细胞运动时，RhoA 在细胞突起中的活性很低[28]。这就表明在细胞突起的

形成过程中，RhoA 有多种作用模式。Matthias Machacek 等人的研究则进一步发现，

RhoA 的活化与细胞前缘的突起相同步，而 Cdc42 和 Rac 则在 RhoA 活化 40s 后在

RhoA 活化带后方 2μm 处活化[70]（图 5）。这就表明：（1）和之前的研究结果一致[71]，

Rac1 和 RhoA 存在相互拮抗，并且这种拮抗受到严格的时空调控；（2）RhoA 在细胞

突起形成的初期发挥作用，而 Rac1 和 Cdc42 则主要参与新形成突起的强化和稳定。

这些研究进一步凸显出了在细胞运动过程中 Rho GTPases 介导的信号通路的复杂性

以及 Rho GTPases 之间存在交互调控。 

 

图 5 RhoA、Cdc42 和 Rac1 在突起形成过程中的时空调控[70] 

 

四、WAVE2 调控细胞骨架重排并与肿瘤预后密切相关 

细胞运动依赖于肌动蛋白聚合形成的肌动蛋白纤维[72]。在肌动蛋白纤维形成过

程中，Arp2/3 复合物是启动肌动蛋白聚合的主要分子，它能够促进分支的肌动蛋白

纤维网络的形成。Machesky 等人发现 Arp2/3 复合物本身不足以起始新的肌动蛋白纤
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维的形成[73]。之后的研究发现 Arp2/3 复合物受到威斯科特-奥尔德里奇综合征蛋白家

族（Wiskott-Aldrich syndrome protein，WASP）分子的调控，因此 WASP 家族是肌动

蛋白骨架重排的关键调控分子[74]。WASP 家族都含有一个保守的 C 端 VCA 序列，

VCA 能够促进 Arp2/3 复合物的肌动蛋白成核活性（图 6）。WASP 家族包括 WASP、

N-WASP 以及 WAVE 家族[75]。其中 WAVE 家族包括三个分子：WAVE1/SCAR1、

WAVE2 和 WAVE3[76]。WAVE 家族在所有真核细胞中都有表达[77]，参与了细胞黏附、

运动、分裂、融合等过程[78]。在动物细胞中，WAVE 家族在胚胎发育、神经形态发

生、免疫细胞活化、趋化以及肿瘤侵袭转移过程中都发挥重要作用[79]。Kunda、Yan

等人研究发现 WAVE 家族分子在片状伪足形成中是必不可少的，并且一般作为 Rac

的下游分子调控片状伪足形成[80,81]。 

 

图 6 WAVE 家族结构示意图[82] 

 

在细胞内，WAVE 家族参与构成了一个 400kD 的五聚体即 WAVE 调控复合物

（WAVE regulatory complex, WRC）。WRC 包括 Sra1/Cyfip1、Nap1/Hem2、Abi2、

HSPC300/Brick1 以及 WAVE[83]。WRC 结构提示 WRC 中其它组分能够阻断 WAVE

的 VCA 序列与 Arp2/3 复合物的结合从而抑制 WAVE 活性[65]。在上游信号分子的作

用下，WRC 被募集到细胞膜同时解除对 WAVE 的抑制[84]。目前已知的 WRC 的配体

包括五类分子：（1）小 G 蛋白。Rac 能直接结合 Sra1，以别构调节的方式活化 WRC[65]；

Arf 与 Rac 共同作用促进胞膜上的 WRC 活化[85]。（2）磷脂分子，包括 PIP3 等。PIP3

能促进 WRC 结合细胞膜[86]。（3）激酶，包括 Abl、Cdk5、ERK 等。激酶能磷酸化

WRC，进而调控 WRC 与其它分子的结合[79]。（4）脚手架蛋白，包括 IRSp53、Toca1、

WRP 等。脚手架蛋白通过其 SH3 结构域与 Abi2、WAVE1 富含脯氨酸的区域结合，

促进 WRC 结合细胞膜[87]。（5）含有 WRC 相互作用受体序列（WRC interacting receptor 

sequence, WIRS）的一类分子。这类分子包括 120 多个跨膜蛋白、膜相关蛋白，如
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GPCR、离子通道等。WIRS 能够结合 WRC 表面的一个保守区域，破坏这个保守区

域能够导致肌动蛋白组装缺陷[88]。 

WAVE2 编码基因位于 1p36.11，在各种组织中广泛表达。Fernando HS 等人研究

发现乳腺癌组织中 WAVE2 表达水平高于正常乳腺组织[89]。Lian-Yue Yang 等人发现

WAVE2 在肝癌组织中表达上调（71/112），WAVE2 表达水平与多个肿瘤结节、包膜

缺失、Edmondson-Steiner 分级、静脉入侵以及较短的中位生存期相关，并且进一步

分析发现 WAVE2 表达水平可作为肝癌进展的独立预后因子[90]。既往的研究提示，

WAVE2 是 Arp2/3 复合物的重要上游调控分子，在肌动蛋白骨架重排中发挥重要作

用；WAVE2 可能通过调控肿瘤细胞运动促进肝癌、乳腺癌进展，但是 WAVE2 在肿

瘤组织中高表达的分子机制仍不清楚。 

 

五、DOCK 家族 GEFs 在肿瘤细胞运动调控中发挥重要作用 

DOCK 家族包括 11 个分子，分别命名为 DOCK1-DOCK11。DOCK 家族分子含

有两个保守的结构域：能和脂质结合的 DHR-1（DOCK homology region-1）结构域

和具有 GEF 活性的 DHR-2 结构域。根据序列同源性及结构域分布，DOCK 家族分

子可进一步分为四类：DOCK-A（包括 DOCK1、DOCK2 和 DOCK5）、DOCK-B（包

括 DOCK3 和 DOCK4）、DOCK-C（包括 DOCK6、DOCK7 和 DOCK8）以及 DOCK-D

（包括 DOCK9、DOCK10 和 DOCK11）[91]。一般认为，DOCK-A 和 DOCK-B 主要

是 Rac GEFs，而 DOCK-D 主要是 Cdc42 GEFs[92-95]（图 7）。DOCK 家族分子的活性

及时空分布受到多个机制的调控，包括磷酸化以及其与脂质、接头蛋白、受体分子

的结合等。 
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图 7 DOCK 家族 GEFs 分类及结构示意图[96] 

 

DOCK3 又名 MOCA（modifier of cell adhesion protein）、PBP（presenilin binding 

partner）。其最早是作为早老素（presenilin）的互作分子被发现[97]。研究发现 DOCK3

是神经细胞死亡信号通路的重要节点分子[98]。此外，DOCK3 能够调控肌动蛋白骨架

重排和微管聚合，在轴突延伸中发挥重要作用[99,100]。早期的研究认为 DOCK3 特异

性的表达于神经细胞，此后的研究发现 DOCK3 在非神经细胞中也有表达。 

根据肿瘤细胞所处的微环境，单个肿瘤细胞有两种运动方式：阿米巴运动和间

充质样运动[101]。阿米巴运动的特征是：细胞多为圆形、出泡形态，细胞运动不依赖

于蛋白酶，需要较强的肌动球蛋白收缩力，主要由 RhoA-ROCK 信号通路调控。但

最近 Jose L. Orgaz 等人的研究发现，多种基质金属蛋白酶也参与调控肿瘤阿米巴运

动[102]。而间充质样运动的特征是：细胞形态变长，主要由 Rac1 信号通路调控。这

两种运动方式可相互转换，因此在不同的微环境中，肿瘤细胞可采取更有效的运动

方式。Sanz-Moreno 等人研究了 Rho 家族小 G 蛋白调控肿瘤运动方式转换的分子机

制[103]。通过 siRNA 筛查的方法，发现抑制 DOCK3 的表达可以阻断黑色素瘤细胞阿

米巴-间充质样运动方式的转换。DOCK3 与接头蛋白 NEDD9 相互作用可以促进 Rac1

活化，进而促进间充质样运动；并且可以同时抑制 RhoA 活性，进而抑制阿米巴运
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动[103]。这就表明，NEDD9/DOCK3/Rac/WAVE2 信号通路能够促进间充质样运动、

抑制阿米巴运动，进而促进肿瘤侵袭和转移。Ladhani 等人研究发现 PEDF（pigment 

epithelium-derived factor）可以通过上调 Rac1-GEF DOCK3、下调 Rac1-GAP 

ARHGAP22 促进 Rac1 活化，同时抑制 RhoA 活性，进而促进间充质样细胞运动[104]。 

E-cadherin 表达下调是 EMT 发生过程中的关键分子事件。但是，E-cadherin 下

调不足以解释细胞间黏附缺失后细胞运动能力增强。WH Yang 等人研究发现，Twist1

与 BMI1 协同抑制 let-7i 的表达，引起 NEDD9 和 DOCK3 表达上调，进而导致 Rac1

活性增加、细胞呈间充质样运动[105]。这些结果提示，DOCK3 通过调控肿瘤细胞运

动在肿瘤发生发展中发挥重要作用。 

 

六、CD147 在肿瘤细胞运动过程中发挥重要作用 

CD147 是一个Ⅰ型跨膜蛋白，属于免疫球蛋白超家族。CD147 有四个剪接异构

体，通常所指的 CD147 是剪接异构体 2（isoform 2）[106]。CD147 全长为 269 个氨基

酸，包括 21 个氨基酸的信号肽（1-21）、185 个氨基酸的胞外段（22-206）、24 个氨

基酸的跨膜区（207-230）以及 39 个氨基酸的胞内段（231-269）。编码 CD147 的基

因位于 19p13.3，编码的核心蛋白为 29kDa。CD147 有三个糖基化位点（图 8）。由于

其糖基化程度的差异，在 SDS-PAGE 上 CD147 的表观分子量为 33-66kDa[4]。原核可

溶性表达的 CD147 胞外段晶体结构（PDB: 3B5H）显示：（1）CD147 胞外段包含两

个 Ig 样结构域：N 端的 C2 结构域和靠近细胞膜的 I 结构域。C2 结构域和 I 结构域

之间由 5 个氨基酸连接。（2）在同一晶胞内，存在 4 种不同形式的二聚体，这提示

CD147 胞外段存在同性相互作用[107]。之后的功能研究也证实，同源二聚体是 CD147

诱导 MMPs 分泌、促进肝癌侵袭的功能单位[108]。 
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图 8 CD147 分子晶体结构[107] 

 

Sabine Riethdorf 等人筛查了 2348 例肿瘤组织（包括 129 种肿瘤）和 608 例正常

组织（包括 76 种正常组织）中 CD147 的表达水平，研究发现 112 种肿瘤组织中有

CD147 表达，其中肝细胞肝癌中 CD147 阳性率为 83%、鳞状细胞癌中 CD147 阳性

率为 60-100%，而正常组织中仅在增殖活跃的上皮细胞、左心室心肌细胞和脑血管

内皮细胞中检测到 CD147 表达[109]。本实验室的研究发现，CD147 在肿瘤组织中的

阳性率为：肝癌（80%）、肺癌（62%）、胃癌（66%）、结肠癌（58%）[5]。这些研究

表明 CD147 在正常组织及胚胎组织中低表达，在癌组织中高表达，提示 CD147 是一

个癌特异性的、广谱的肿瘤标志物。 

CD147 能够诱导 MMPs 分泌，促进肿瘤侵袭和转移。早期的研究发现，CD147

阳性的肿瘤细胞及其培养上清能够诱导成纤维细胞分泌多种基质金属蛋白酶（matrix 

metalloproteinases, MMPs），如 MMP1、MMP2、MMP9 等[110,111]。因此，CD147 又

被称为细胞外 MMP 诱导分子（extracellular MMP inducer, EMMPRIN）。进一步研究

发现，培养上清中全长的 CD147 分子或脱落的 CD147 胞外段均可诱导 MMPs 分泌
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[112-114]，并且这种诱导作用可能是由 CD147 的同性相互作用介导的[115]。但是，成纤

维细胞膜上是否存在其它的分子作为 CD147 的受体介导这一过程仍有待研究。此外，

EGFR 介导的信号通路也能够诱导肿瘤细胞表达 CD147[116]。细胞外基质的降解是肿

瘤细胞发生侵袭和转移的前提，肿瘤细胞中过表达 CD147 能够上调 MMPs 表达，促

进肿瘤细胞生长和转移[117,118]。但是 CD147 诱导 MMPs 表达的分子机制仍然有待明

确。 

在肿瘤发生发展过程中，CD147 与其它分子相互作用调控肿瘤的发生和发展。

目前已知的 CD147 互作分子包括 MCT1、integrin-β1、亲环素、泛素 C 等。研究发

现 MCT1 能够下调 CD147 的蛋白质表达，但并不影响 CD147 转录。MCT1 和 CD147

的相互作用参与调控乳酸转运和细胞增殖[119]。在黑色素瘤细胞中，CD147 和亲环素

相互作用调节 Ca2+信号通路和 MMPs 活性[120]。CD147 和 IGF-1之间的正反馈环路能

够诱导血管生成[121]。我们之前的研究发现，CD147 和 Annexin A2 在肝癌细胞中存

在共定位和共沉淀，并且能够促进肿瘤细胞运动和侵袭[122]。CD44 和 CD147 的相互

作用与乳腺癌和前列腺癌的进展相关[123,124]。此外，研究也发现 CD147 和 CD44s 在

胰腺癌细胞中存在共定位和相互作用，能够促进 pSTAT3 介导的胰腺癌进展[125]。 

CD147 单抗能够抑制 MMP2、MMP9 的表达，抑制肝癌细胞侵袭；此外还能通

过抑制 FAK、PI3K、Akt、Girdin 的磷酸化引起细胞骨架重排，抑制肝癌细胞运动[126]。

CD147 参与了 vinculin 介导的黏着斑形成，能够通过促进 Arp2/3 在细胞前缘的定位，

进而促进片状伪足的形成[127]。Haining Zhu 等人研究发现，降低前列腺癌细胞 CD147

表达水平，能够减少丝状伪足的形成，但是细胞间黏附增强[128]。Kathryn D. Curtin

等人研究发现，CD147 通过与 integrin 相互作用促进昆虫细胞骨架重排、片状伪足形

成[129]。G. Daniel Grass 等人研究发现上调 CD147 表达能够引起 MMP14 表达水平增

高，并且可以诱导乳腺上皮细胞形成侵袭性伪足样细胞突起，提示 CD147 能够调控

侵袭性伪足的形成和活性[130]。Huiyun Xu 等人研究发现，CD147 能够通过 ERK1/2

信号通路调控肝癌细胞 FAK 表达水平及应力纤维的重排[131]。CD147 能够与 Annexin 

A2 相互作用进而调控 RhoA 和 Rac1 信号通路，在单个肿瘤细胞运动形式转换的过

程 中 发 挥 重 要 作 用 [8] 。 此 外 ， 近 期 有 研 究 发 现 ， CD147 可 以 通 过

FAK/Src/STAT3/DOCK3/Rac1 信号通路调控肝癌细胞间充质样细胞运动，促进肝癌细
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胞运动和转移[132]。以上结果提示：（1）CD147 参与调控肿瘤细胞运动是其促进肿瘤

进展的重要机制；（2）CD147 调控肿瘤细胞运动的互作分子、促进片状伪足形成的

分子机制等仍有待明确。 

 

七、Annexin A2 参与肿瘤细胞运动调控 

Annexin A2 是一个钙依赖的磷脂结合蛋白，其分子量为 36kDa，故又名 p36 蛋

白[133]。Annexin A2 在真核细胞中普遍表达，且高度保守，其主要定位于细胞膜[134]

和细胞浆，有很少的一部分定位于细胞核中[135]。Annexin A2 主要由两部分构成：高

变的 N 端结构域和保守的 C 端核心结构域。N 端结构域含有翻译后修饰的位点，同

时也参与蛋白质互作。C 端结构域含有钙离子、磷脂、肝素、DNA 及 F-actin 的结合

位点[136]（图 9）。Susobhan Das 等人应用酵母双杂交系统在前列腺癌中发现 STAT6

是 Annexin A2 的互作分子，在 IL-4 处理时，Annexin A2 能够稳定胞浆中的 p-STAT6

水平，并且促进其入核[131]。 

 

Val3、Ile6、Leu7、Leu10——S100A10 结合的疏水氨基酸 

Ser11——PKC 磷酸化位点 

Tyr23——pp60Src 磷酸化位点 

Ser25——PKC 磷酸化位点 

图 9 Annexin A2 结构示意图[137] 

 

磷酸化是一种重要的翻译后修饰，参与调控蛋白质的活性和功能。多种生长因

子如 PDGF、HGF 及 IGF 等都能引起 Annexin A2 的酪氨酸磷酸化。烟碱刺激肾上腺

细胞引起 PKC 活化，则导致 Annexin A2 Ser25 磷酸化和钙离子依赖的细胞外泌
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[138,139]。早期的研究发现，在活细胞及体外溶液反应体系中，pp60vSrc 能够磷酸化

Annexin A2[140-142]，且其磷酸化位点是 Tyr23[143]。Tyr23 磷酸化的 Annexin A2 在低钙

离子条件下与磷脂载体的结合能力降低，抑制了其与 F-actin 的结合[144]。而钙离子依

赖的蛋白激酶 C（cPKC）能够磷酸化 Annexin A2 N 端的丝氨酸 Ser25[145]，Annexin A2

的 Ser25 磷酸化抑制了其聚合磷脂载体的能力，但不影响其结合于磷脂载体[146]。PKC

对 Annexin A2 N 端 Ser11 的磷酸化则导致 Annexin A2 与 S100A10 的结合能力降低

[147]，并引起 Annexin A2-S100A10 复合物解聚[148]。Deora 等人研究发现热应激引起

的 Annexin A2 向细胞膜转位依赖于其与 S100A10 的结合且 Tyr23 存在磷酸化修饰

[149]。之后的研究也证实了 Tyr23 磷酸化在 Annexin A2 参与的 cofilin 依赖的肌动蛋白

骨架重排中发挥重要作用[150]。Lei Zheng 等人在胰腺癌裸鼠模型中发现 Annexin A2

的 Tyr23 磷酸化对于 Rho 介导的 EMT 过程是必需的[151]。这些研究就提示 Tyr23 磷

酸化对于 Annexin A2 参与调控细胞骨架重排、EMT 至关重要。本实验室的研究进一

步证实，Annexin A2 的 Tyr23 磷酸化可以调控肝癌细胞 RhoA 依赖的阿米巴样运动，

并且 CD147 可以负向调控 Annexin A2 的 Tyr23 磷酸化，进而抑制肝癌细胞阿米巴样

运动[8]。但是，Annexin A2 的 Tyr23 磷酸化是如何调控 RhoA 信号通路的以及 CD147

负向调控 Annexin A2 的 Tyr23 磷酸化的分子机制仍有待明确。 
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正    文 

 

 

第一部分 CD147 与 Annexin A2 的相互作用 
 

CD147 在肿瘤发生发展中发挥重要作用。已有研究表明，CD147 参与调控肿瘤

细胞骨架重排以及肿瘤细胞运动形式转换。但是，CD147 调控肿瘤细胞运动的互作

分子仍然有待明确。本部分应用免疫共沉淀和质谱联用的方法，发现 Annexin A2 是

CD147 可能的互作分子。之后，将 CD147 截短表达，采用 Pull-Down、FRET、SPR

等方法明确了 CD147 与 Annexin A2 相互作用的结构域，并确定了其相互作用的动力

学参数。 

 

1 材料 

1.1 细胞系 

人肝癌细胞系 SMMC-7721，人胚肾细胞系 HEK293，源自中科院生化细胞所细

胞库；人肝癌细胞系 HuH-7，源自日本 JCRB（Japanese Collection of Research 

Bioresources）细胞库；人肝癌细胞系 HepG2、人肺癌细胞系 A549，源自美国 ATCC

（American Type Culture Collection）细胞库。 

1.2 菌株 

大肠杆菌 Origami B（DE3）、DH5α 系本实验室保存。 

1.3 主要仪器设备 

超净台（吴江市净化设备总厂） 

CO2 细胞培养箱（Thermo Fisher） 

细胞培养离心机（Eppendorf） 

倒置显微镜（Olympus） 

恒温水浴箱（北京市医疗设备总厂） 
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制冰机（SANYO） 

恒温摇床（上海天呈实验仪器制造有限公司） 

高速低温离心机（Sigma） 

Image Station 4000MM 化学发光成像系统（KODAK） 

Gel Doc™ EZ 凝胶成像系统（Bio-Rad） 

移液器（Eppendorf） 

超声波细胞破碎机（宁波新芝生物科技股份有限公司） 

PCR 仪（Bio-Rad） 

立式超低温冰箱（Thermo Fisher） 

电泳槽和电泳仪（Bio-Rad） 

实时荧光定量 PCR 仪（Agilent） 

AKTA 蛋白质层析纯化系统（GE） 

A1 激光共聚焦显微镜（Nikon） 

倒置荧光显微镜（Olympus） 

ProteOn XPR36 蛋白质相互作用工作站（Bio-Rad） 

LTQ-Orbitrap XL 离子阱-轨道阱组合型高分辨质谱仪（Thermo Fisher） 

NanoDrop 2000 超微量分光光度计（Thermo Fisher） 

DELTA 320 pH 计（METTLER TOLEDO） 

分光光度计（Perkin Elmer） 

电子天平（Sartorius AG） 

超纯水机（Millipore） 

1.4 主要试剂和耗材 

免疫共沉淀试剂盒（Pierce） 

IPTG（Merck） 

PMSF（杭州华安生物技术有限公司） 

氨苄靑霉素（北京鼎国生物技术有限公司） 

卡那霉素（北京鼎国生物技术有限公司） 

四环素（北京鼎国生物技术有限公司） 
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HisTrap 蛋白纯化预装柱（GE） 

Superdex 75 凝胶柱（GE） 

PD-10 脱盐柱（GE） 

超滤离心管（Millipore） 

青链霉素（Sigma） 

胎牛血清（浙江天杭生物科技有限公司） 

RPMI-1640 培养基（Sigma） 

DMEM 培养基（Sigma） 

胰酶细胞消化液（Sigma） 

RIPA 裂解液（上海碧云天生物技术有限公司） 

磷酸酶抑制剂 Cocktail（Roche） 

BCA 蛋白定量分析试剂盒（Pierce） 

预染彩虹蛋白 Marker（NEB） 

PVDF 膜（Millipore） 

BeyoECL Plus 荧光检测试剂（上海碧云天生物技术有限公司） 

质粒提取试剂盒（Omega Bio-Tek） 

PCR 产物回收试剂盒（Omega Bio-Tek） 

DNA 切胶回收试剂盒（Omega Bio-Tek） 

TRIzol（Invitrogen） 

primeSTAR 高保真 DNA 聚合酶（TaKaRa） 

PrimeScript 反转录试剂盒（TaKaRa） 

SYBR Premix 荧光定量 PCR 试剂盒（TaKaRa） 

DNA 限制性内切酶、连接酶（NEB） 

β-巯基乙醇（Sigma） 

普通化学试剂（Sigma） 

His Pull-Down 试剂盒（Pierce） 

用于质谱的银染试剂盒（Pierce） 

抗 His 标签抗体（北京康为世纪生物科技有限公司） 
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抗人 CD147 抗体（本实验室制备） 

抗人 CD147 抗体（Santa Cruz） 

抗人 Annexin A2 抗体（Santa Cruz） 

DAPI（Biotium） 

Alex Fluor 594 标记羊抗鼠二抗（Pierce） 

Dylight 488 标记羊抗兔二抗（Pierce） 

HRP 标记羊抗鼠二抗（Pierce） 

激光共聚焦培养皿（NEST） 

Lipofectamine 2000 转染试剂（Invitrogen） 

引物（华大基因） 

细胞培养板（Corning） 

Countess 细胞计数板（Invitrogen） 

1.5 主要缓冲液 

HisTrap 结合缓冲液 

NaCl 29.22g 

Na2HPO4 2.84g 

咪唑 1.36g 

加入约 800ml 去离子水，充分搅拌溶解，将 pH 调至 7.4，定容至 1L。 

HisTrap 洗脱缓冲液 

NaCl 29.22g 

Na2HPO4 2.84g 

咪唑 20.4g 

加入约 800ml 去离子水，充分搅拌溶解，将 pH 调至 7.4，定容至 1L。 

10×PBS 

NaCl 80g 

KCl 2g 

Na2HPO4 14.2g 

KH2PO4 2.7g 
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加入约 800ml 去离子水，充分搅拌溶解，将 pH 调至 7.4，定容至 1L。 

LB 培养基 

NaCl 10g 

胰蛋白胨 10g 

酵母提取物 5g 

加入约 800ml 去离子水，充分搅拌溶解，定容至 1L。 

5×Tris-Glycine 电泳缓冲液 

Tris base 15.1g 

甘氨酸 94g 

SDS 5g 

加入约 800ml 去离子水，充分搅拌溶解，定容至 1L。 

5×SDS-PAGE 上样缓冲液 

1M Tris-HCl（pH6.8） 1.25ml 

甘油 2.5ml 

SDS 0.5g 

溴酚蓝 10mg 

充分搅拌溶解，定容至 5ml。 

1×转膜缓冲液 

甘氨酸 14.4g 

Tris base 3.03g 

加入约 800ml 去离子水，充分搅拌溶解 

加入 100ml 甲醇，定容至 1L。 

10×TBS 缓冲液 

NaCl 80g 

KCl 2g 

Tris base 30g 

加入约 800ml 去离子水，充分搅拌溶解，将 pH 调至 7.4，定容至 1L。 

TBST 缓冲液 
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10×TBS 缓冲液 100ml 

Tween-20 0.5ml 

加入约 800ml 去离子水，充分搅拌溶解，定容至 1L。 

考马斯亮蓝染色液 

考马斯亮蓝 R-250 1g 

异丙醇 250ml 

冰醋酸 100ml 

去离子水 650ml 

搅拌溶解后，用滤纸过滤除去颗粒物。 

考马斯亮蓝染色脱色液 

醋酸 100ml 

甲醇 200ml 

去离子水 700ml 

 

2 方法 

2.1 细胞培养 

人肝癌细胞系 SMMC-7721、人肺癌细胞系 A549 培养于 RPMI-1640 培养基，人

肝癌细胞系 HuH-7、HepG2 培养于 DMED 培养基。培养基中均加入 10%胎牛血清和

1%青链霉素。细胞均置于 37℃的 5% CO2 培养箱中培养。根据细胞生长速度，每 2-3

天换一次培养基。 

2.2 免疫共沉淀 

1) 交联抗体 

A. 将 AminoLink 偶联树脂和试剂从冰箱中取出，平衡至室温。 

B. 用超纯水稀释交联缓冲液。 

C. 轻轻摇晃 AminoLink 偶联树脂，使其重悬。将 200μl 枪头剪短后吸取 20μl

悬液至离心柱中。1000g 离心 1min，弃穿过液。 

D. 用 200μl 的 1×交联缓冲液洗树脂，1000g 离心 1min，弃穿过液。 
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E. 用滤纸吸除离心柱底部多余的液体，插入底塞。 

F. 用超纯水、20×交联缓冲液，将 20μg 抗体的体积调整至 200μl。 

G. 将 3μl 氰基硼氢化钠溶液加入 200μl 的反应体系中。 

H. 室温旋转孵育 2h。 

I. 卸下底塞，拧松顶盖，1000g 离心 1min，保留穿过液做抗体交联效率分析。 

J. 加入 200μl 的 1×交联缓冲液，1000g 离心 1min，弃穿过液。重复此操作一

次。 

K. 加入 200μl 淬灭缓冲液，1000g 离心 1min，弃穿过液。 

L. 用滤纸吸除离心柱底部多余的液体，插入底塞。加入 200μl 淬灭缓冲液，加

入 3μl 氰基硼氢化钠溶液。轻轻混匀，室温孵育 15min。 

M. 卸下底塞，拧松顶盖，1000g 离心 1min，弃穿过液。 

N. 加入 200μl 的 1×交联缓冲液，1000g 离心 1min，弃穿过液。重复此操作一

次。 

O. 加入 150μl 洗涤缓冲液，1000g 离心 1min，弃穿过液。重复此操作六次。 

2) 裂解细胞 

A. 取对数生长期细胞，消化后，1000rpm 离心 5min 以沉淀细胞。加入 1ml PBS

轻轻重悬，1000rpm 离心 5min 再次沉淀细胞。 

B. 加入预冷的 IP 裂解/洗涤缓冲液，加入蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂，充分

重悬细胞。 

C. 将细胞裂解液冰上放置 10min 并定期混匀，预冷离心机至 4℃。 

D. 13000g 4℃离心 10min，轻轻吸取上清至 EP 管中，进行 BCA 蛋白定量。 

3) 预处理细胞裂解液 

A. 加入 100μl 的 1×交联缓冲液，1000g 离心 1min，弃穿过液。 

B. 轻轻重悬对照琼脂糖树脂，每 mg 的细胞裂解液中加入 80μl 的对照琼脂糖树

脂。 

C. 4℃旋转孵育 1h。 

D. 1000g 离心 1min，保留穿过液。 

4) 免疫共沉淀 
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A. 加入 200μl 的 IP 裂解/洗涤缓冲液，1000g 离心 1min，弃穿过液。重复此操

作一次。 

B. 用滤纸吸除离心柱底部多余的液体，插入底塞。加入经过预处理的细胞裂解

液。4℃旋转孵育过夜。 

C. 卸下底塞，拧松顶盖，1000g 离心 1min，保留穿过液做后续分析。 

D. 加入 200μl 的 IP 裂解/洗涤缓冲液，1000g 离心 1min，弃穿过液。重复操作

两次。 

E. 加入100μl的1×条件缓冲液，1000g离心1min，保留穿过液，用NanoDrop2000

检测蛋白浓度。 

5) 洗脱 

A. 加入 10μl 洗脱缓冲液，1000g 离心 1min，保留穿过液。 

B. 加入 50μl 洗脱缓冲液，室温孵育 5min，1000g 离心 1min，保留穿过液并记

作 E1。可重复此操作两次，穿过液分别记作 E2、E3。 

6) 树脂再生和存储 

A. 加入 100μl 的 1×交联缓冲液，1000g 离心 1min，弃穿过液。重复此操作一

次。 

B. 插入底塞，加入 200μl 的 1×交联缓冲液，盖紧顶盖，4℃保存。 

2.3 CD147 胞外段原核表达载体构建 

1) 引物设计 

Forward: 5’-ATATCTCGAGGTGGCTGCGCACGCG-3’ 

Reverse: 5’-ATATGCCCATATGGCTGCCGGCACAGTC-3’ 

下划线为酶切位点，CTCGAG-XhoⅠ，CATATG-NdeⅠ 

2) 采用 primeSTAR 高保真酶，扩增 CD147 胞外段，反应体系如下 

Template 1μl 

Primer-F 1μl 

Primer-R 1μl 

5×buffer 10μl 

dNTP 4μl 
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Double-distilled H2O 32.5μl 

primeSTAR 0.5μl 

PCR 反应条件设置如下： 

Segment Cycles Temperature Time 

1 1 98℃ 30sec 

 

2 

 

30 

 

98℃ 10sec 

60℃ 10sec 

72℃ 1min 

3 1 72℃ 5min 

4 1 4℃ ∞ 

3) 切胶回收 PCR 产物。 

4) XhoⅠ/ NdeⅠ双酶切 PCR 产物及载体 pET21a（+），切胶回收酶切产物。 

5) 采用 T4 DNA 连接酶连接 DNA 片段和载体。连接反应中，片段：载体=5：1（摩

尔比）。 

6) 转化 Origami B（DE3）感受态细菌，涂布 Amp+/Kan+/Tet+琼脂糖平板，37℃培

养过夜。 

7) 随机挑取克隆培养过夜，菌液 PCR 鉴定，鉴定结果正确者送测序。 

2.4 His 标签融合蛋白的表达和纯化 

1) 接种 5μl Origami B（DE3）菌液至 5ml Amp+/Kan+/Tet+ LB 培养基中，37℃振荡

培养过夜。 

2) 转接 5ml 培养过夜的 Origami B（DE3）菌液至 500ml Amp+/Kan+/Tet+ LB 培养基

中，37℃振荡培养约 6～7h 后（OD600 ≈ 0.6），加入 500μl 1M IPTG，22℃振荡培

养过夜。 

3) 4500rpm 离心 20min 收集菌体，HisTrap 结合缓冲液洗涤一次，-80℃冻存。 

4) 冰上融解菌泥，加入 30ml 含 1mM PMSF 的 HisTrap 结合缓冲液，充分振荡重悬

菌体。 

5) 冰浴超声裂菌，超声条件：200w，5s/10s，30 分钟。 



第四军医大学博士学位论文 

-36- 

6) 12000g 4℃离心 15min，取出上清。 

7) 采用AKTA蛋白质层析纯化系统，用HisTrap预装柱进行蛋白纯化，流速 1ml/min，

洗脱峰用 SDS-PAGE 鉴定组分和纯度。 

8) 将目标洗脱峰经 PD-10 脱盐柱脱盐后，用超滤管浓缩至 1ml，过 Superdex 75 凝

胶柱，流速 1ml/min。用 SDS-PAGE 鉴定蛋白峰组分和纯度。 

2.5 His Pull-Down 实验 

1) 偶联标签蛋白（诱饵） 

A. 将琼脂糖微珠重悬后，吸取 50μl 悬液至吸附柱。 

B. 加入 400μl wash solution，重悬，1250g 离心 30sec。重复平衡吸附柱 4 次。 

C. 加入 250μg 已纯化的标签蛋白。 

D. 4℃旋转孵育 2h。 

E. 1250g 离心 30sec。 

F. 加入 400μl wash solution，颠倒重悬，1250g 离心 30sec。重复洗 6 次。 

2) 准备靶蛋白（猎物） 

A. 消化细胞，500g 离心 5min，弃培养上清。 

B. 加入 5ml TBS，重悬细胞。 

C. 500g 离心 5min，弃上清。 

D. 每克细胞加入 2.5ml 裂解液，充分重悬细胞。 

E. 冰置 30min。 

F. 12000g 离心 5min，取上清。 

G. 加入 4M 咪唑，使其终浓度为 20mM。 

3) 捕获靶蛋白 

A. 将包含有靶蛋白的细胞裂解液加入吸附柱。 

B. 4℃旋转孵育过夜。 

C. 1250g 离心 30sec。 

D. 加入 400μl wash solution，颠倒重悬，1250g 离心 30sec。重复洗 6 次。 

4) 洗脱 

A. 配制咪唑浓度为 300mM 的洗脱液。 
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B. 加入 250μl 洗脱液，旋转孵育 5min。 

C. 1250g 离心 1min。 

D. 通过 Western blot 或银染，检测洗脱液成分。 

2.6 银染 

1) 用去离子水洗 SDS-PAGE 凝胶两次，每次 5min。 

2) 加入固定液，室温孵育 15min。换新鲜固定液，室温再次孵育 15min。 

3) 加入乙醇洗液，洗两次，每次 5min。 

4) 加入激活剂工作液，室温孵育 1min。 

5) 加入增强剂工作液，室温孵育 5min。 

6) 用去离子水洗 SDS-PAGE 凝胶两次，每次 20sec。 

7) 加入显影剂工作液室温孵育 2-3min。 

8) 加入终止液结束显影。 

9) 加入醋酸孵育 10min。 

2.7 Western blot 

1) 样品处理 

A. 使用添加有蛋白酶抑制剂的细胞裂解液裂解细胞，冰置 30min。 

B. 12000g 4℃离心 15min。 

C. 取上清，置于冰上。 

D. 为了使上样量一致，采用 BCA 蛋白定量试剂盒测定样品浓度。 

E. 根据样品浓度，用细胞裂解液将各样品浓度调为一致。 

F. 加入 5×上样缓冲液，沸水浴 5min。 

2) 上样与电泳 

A. 电泳程序设定：90V 恒压 40min；120V 恒压 100min。 

B. 使用预染蛋白质 Marker 8μl，便于观察电泳情况和转膜效果。 

3) 转膜 

A. 根据目的蛋白分子量大小，参照预染蛋白质 Marker 条带，裁剪 SDS-PAGE

凝胶。 

B. 按照 PVDF 膜使用说明书，制作转膜装置。 
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C. 采用冰浴 100V 恒压转膜，根据目的蛋白分子量确定合适的转膜时间。 

4) 封闭 

A. 用 TBST 缓冲液、脱脂奶粉配制 5%封闭液。 

B. 将 PVDF 膜浸入封闭液中，室温孵育 1h。 

5) 孵育一抗 

A. 根据抗体说明书，选用适当的比例用 TBST 缓冲液稀释一抗。 

B. 将稀释好的一抗敷在 PVDF 膜上，4℃孵育过夜。 

C. 吸除一抗，用 TBST 缓冲液洗 PVDF 膜 4 次，每次 5min。 

6) 孵育二抗 

A. 根据抗体说明书，选用适当的比例用 TBST 缓冲液稀释二抗。 

B. 将稀释好的二抗敷在 PVDF 膜上，室温孵育 1h。 

C. 吸除二抗，用 TBST 缓冲液洗 PVDF 膜 4 次，每次 5min。 

7) 荧光检测 

A. 根据 BeyoECL Plus 荧光检测试剂说明书，配制发光液。 

B. 应用化学发光成像系统，选择合适的曝光时间，检测荧光信号。 

2.8 免疫荧光染色 

1) 细胞爬片 

A. 将 100μl 10μg/ml 的 fibronectin 铺到激光共聚焦培养皿的玻璃底面上，在 37℃

细胞培养箱中放置 1h。 

B. 消化对数生长期细胞并计数，将细胞密度调至 2×105/ml。 

C. 将 50μl 细胞悬液滴到铺有 fibronectin 的激光共聚焦培养皿玻璃底面上。 

D. 培养过夜。 

2) 吸除培养基，轻轻加入 1ml PBS，涮洗 3 次。吸除 PBS 后，加入 200μl 4%多聚

甲醛，室温固定 15min。 

3) 吸除多聚甲醛，轻轻加入 1ml PBS，置于摇床上洗 3 次，每次 5min。吸除 PBS

后，加入 0.2% Triton-X100，室温放置 2min。 

4) 吸除Triton-X100，轻轻加入 1ml PBS，涮洗 3次。吸除PBS后，加入 200μl 1% BSA，

室温封闭 1h。 
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5) 吸除 BSA，加入用 1% BSA 稀释的一抗，4℃孵育过夜。 

6) 吸除一抗，轻轻加入 1ml PBS，置于摇床上洗 3 次，每次 5min。吸除 PBS 后，

加入用 1% BSA 稀释的荧光二抗和 DAPI，避光，室温孵育 1h。 

7) 吸除荧光二抗后，轻轻加入 1ml PBS，置于摇床上洗 3 次，每次 5min。最后于

激光共聚焦显微镜下观察。 

2.9 CD147 分段真核表达载体的构建 

1) 引物设计 

A. C2 结构域+跨膜区+胞内段 

Forward: 5'-CAGAGGGCGGCCAGGAGCTGGATGTTGG-3' 

Reverse: 5'-CCAACATCCAGCTCCTGGCCGCCCTCTG-3' 

B. I 结构域+跨膜区+胞内段 

Forward: 5'-CGGAGCCTCCGGGGTGAAGGCTGTGA-3' 

Reverse: 5'-TCACAGCCTTCACCCCGGAGGCTCCG-3' 

C. 跨膜区+胞内段 

Forward: 5'-GAGCCTCCGGGCTGGCCGCCCT-3' 

Reverse: 5'-AGGGCGGCCAGCCCGGAGGCTC-3' 

2) 反应体系 

10×QuikChange reaction buffer 1.25μl 

ddH2O 8.5μl 

QuikSolution 0.25μl 

CD147-pEGFP-N1 0.5μl 

Primer-F 0.5μl 

Primer-R 0.5μl 

dNTP mix 0.5μl 

QuikChange enzyme 0.5μl 

反应条件设置如下： 
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Segment Cycles Temperature Time 

1 1 95℃ 30sec 

 

2 

 

30 

95℃ 30sec 

55℃ 1min 

65℃ 5min 

3 1 4℃ ∞ 

3) 反应完毕后，在反应体系中加入 0.5μl DpnⅠ内切酶，37℃反应 5min。 

4) 转化 DH5α 感受态细菌，涂布 Kan+琼脂糖平板，37℃培养过夜。 

5) 随机挑取克隆培养过夜，送测序。 

2.10 Annexin A2 分段真核表达载体的构建 

1) 引物设计 

A. N 端结构域 

Forward: 5’-CCGCTCGAGATGTCTACTGTTCACGAAA-3’ 

Reverse: 5’-AATGGATCCGCAGTATAGGCTTTGACAGACC-3’ 

B. C 端结构域 

Forward: 5’-CCGCTCGAGATGAACTTTGATGCTGAGCGGGA-3’ 

Reverse: 5’-AATGGATCCGCGTCATCTCCACCACACA-3’ 

下划线为酶切位点，CTCGAG-XhoⅠ，GGATCC-BamHⅠ 

2) 反应体系 

cDNA 1μl 

Primer-F 1μl 

Primer-R 1μl 

5×buffer 10μl 

dNTP 4μl 

Double-distilled H2O 32.5μl 

primeSTAR 0.5μl 

反应条件设置如下 
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Segment Cycles Temperature Time 

1 1 98℃ 30sec 

 

2 

 

30 

 

98℃ 10sec 

60℃ 10sec 

72℃ 10sec/1min# 

3 1 72℃ 5min 

4 1 4℃ ∞ 

# N 端结构域延伸时间为 10sec，C 端结构域延伸时间为 1min。 

3) 切胶回收 PCR 产物。3 

4) XhoⅠ/ BamHⅠ双酶切 PCR 产物及载体 pDsRed-N1，切胶回收酶切产物。 

5) 采用 T4 DNA 连接酶连接 DNA 片段和载体。连接反应中，片段：载体=5：1（摩

尔比）。 

6) 转化 DH5α 感受态细菌，涂布 Kan+琼脂糖平板，37℃培养过夜。 

7) 随机挑取克隆培养过夜，菌液 PCR 鉴定，鉴定结果正确者送测序。 

2.11 荧光共振能量转移实验 

1) 消化对数生长期的 HEK293 细胞，计数 2×105 个细胞种于 24 孔板中，种 4 个孔。

培养过夜。 

2) 待细胞汇合度为 80%时，将 RPMI-1640 培养基、待测分子的荧光蛋白融合表达

载体（此处以 CD147-GFP、Annexin A2-DsRed 为例）、阳性对照载体（GFP-DsRed

串联表达）和转染试剂 Lipofectamine 2000，分别按以下 4 个方案混合： 

A. Donor only：RPMI-1640 100μl + Lipofectamine 2000 2μl + CD147-GFP 1μg 

B. Acceptor only：RPMI-1640 100μl + Lipofectamine 2000 2μl + Annexin 

A2-DsRed 1μg 

C. FRET：RPMI-1640 100μl + Lipofectamine 2000 2μl + CD147-GFP 0.5μg + 

Annexin A2-DsRed 0.5μg 

D. Positive control：RPMI-1640 100μl + Lipofectamine 2000 2μl + GFP-DsRed 1μg 

3) 将上述混合液室温孵育 15min，同时吸除 24 孔板中的完全培养基，加入 200μl 
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RPMI-1640 培养基。 

4) 室温孵育 15min 后，将上述混合液分别加入 24 孔板中。放入细胞培养箱中，继

续培养。 

5) 6h 后，吸除培养基，加入 500μl 完全培养基，继续培养 18h。 

6) 消化细胞，计数 2×104 个细胞种于激光共聚焦培养皿的玻璃底面上，继续培养

16h。 

7) 更换培养基，于倒置荧光显微镜下观察荧光蛋白表达情况。 

8) 设置共聚焦显微镜工作程序如下： 

A. Donor only：488nm 激发-515nm 接收（Dd）、488nm 激发-585nm 接收（Da） 

B. Acceptor only：488nm 激发-515nm 接收（Dd）、543nm 激发-585nm 接收（Aa） 

9) 将上述所得 4 张图片分别输入 NIS-Elements 软件，计算得到 CoA 和 CoB。 

10) 保持以上所有参数设置不变，对阳性对照组和 FRET 组分别进行拍摄，得到 Dd、

Aa 和 Da。 

11) 将上述三张图片（Dd、Aa、Da）分别代入软件，经过计算、校正后，得到 FRET

图像。 

2.12 表面等离子共振实验 

1) 将 GLC 芯片平衡至室温，依次使用 0.5% SDS，100 mM HCl 以及 50 mM NaOH

预处理芯片，每种溶液进样 60sec，流速 25μl/min。 

2) 使用 40mM EDAC 和 10mM Sulfo-NHS 活化芯片，进样 5min，流速 25μl/min。 

3) 配制 50μg/ml 的 Ligand 蛋白溶液，缓冲体系为 10mM 醋酸钠，pH 为 5.5，纵向

进样 6min，流速 25μl/min。50μg/ml 的 BSA 溶液作为对照采用同样的方法操作。 

4) 采用 1M 乙醇胺溶液封闭活化的羧基，纵向进样 3min，流速 25μl/min。 

5) 采用 PBS 溶液冲洗，直至基线平稳。 

6) 倍比稀释 Analyte 蛋白，缓冲体系为 TBS-T（0.05‰ Tween-20）。Analyte 蛋白横

向进样 3min，流速 50μl/min。TBS-T 溶液作为对照采用同样的方法操作。 

7) 解离时间设置为 12min。应用 ProteOn Manager 软件、采用朗谬尔模型（Langmuir 

Model）计算结合速率、解离速率。 
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2.13 统计分析 

实验数据以均数±标准差表示，统计学处理采用 GraphPad Prism 5 软件，两个样

本均数间差异采用 t 检验，多个样本均数间差异采用方差分析。 

 

3 结果 

3.1 CD147 相互作用分子的筛选 

已有研究表明，与其它分子相互作用是 CD147 调控肿瘤发生和发展的重要分子

机制。为了明确 CD147 调控肿瘤细胞运动过程中的互作分子，我们采用免疫共沉淀

的方法富集肝癌细胞系 HuH-7 中 CD147 的互作分子，而后对免疫共沉淀的最终洗脱

液应用线性离子阱液质联用质谱进行分析，得到相应的肽序列标签。通过搜索数据

库进而得到在 HuH-7 细胞中 CD147 的互作分子。通过比对三次实验结果，我们发现

Annexin A2 很可能是 CD147 在肝癌细胞中的互作分子（表 1）。 

 

表 1 质谱分析所得的 Annexin A2 肽序列标签 
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3.2 CD147 与 Annexin A2 在多种肿瘤细胞中存在共定位 

由于质谱结果已经提示，CD147 与 Annexin A2 可能存在相互作用，因此，我们

检测了 CD147 与 Annexin A2 在肝癌细胞系 HuH-7、HepG2、SMMC-7721 及肺癌细

胞系 A549 中的定位情况。如图 1.1 所示，与之前的研究结果相一致[152]，CD147 与

Annexin A2 在肝癌细胞系 HuH-7、HepG2、SMMC-7721 及肺癌细胞系 A549 中均存

在共定位。基于共定位系数的 Pearson 相关性分析显示（图 1.2），CD147 与 Annexin 

A2 在细胞内确实存在共定位分布。 

 

图 1.1 CD147 与 Annexin A2 在多种肿瘤细胞中存在共定位 
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图 1.2 CD147 与 Annexin A2 的共定位分析 

3.3 CD147 胞外段能够与 Annexin A2 相互作用 

CD147 是一个跨膜蛋白，之前的研究提示 CD147 胞外段能够与多个分子相互

作用[153,154]，因此我们猜测 CD147 与 Annexin A2 的相互作用主要是由其胞外段介导

的。首先，我们构建了 CD147 胞外段原核表达载体，表达并纯化了 CD147 胞外段

His 标签融合蛋白。而后采用 His Pull-Down 的方法，检测了 CD147 胞外段蛋白与三

株肝癌细胞裂解液中 Annexin A2 的相互作用。结果显示（图 1.3），CD147 胞外段蛋

白能够与 Annexin A2 相互作用。同样的，我们构建了 Annexin A2 的原核表达载体，

表达并纯化了 Annexin A2 His 标签融合蛋白。而后采用 His Pull-Down 的方法，检测

了 Annexin A2 蛋白与三株肝癌细胞裂解液中 CD147 的相互作用，结果显示（图 1.4），

Annexin A2 能够与 CD147 相互作用。 

 

图 1.3 CD147 胞外段蛋白与三株肝癌细胞裂解液中 Annexin A2 的相互作用 
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图 1.4 Annexin A2 蛋白与三株肝癌细胞裂解液中 CD147 的相互作用 

 

免疫共沉淀、His Pull-Down 等方法是采用细胞裂解液来检测蛋白质之间的相互

作用，由于细胞结构已经被破坏，因此可能会出现假阳性结果，并且难以判断两个

分子是否存在直接的相互作用。荧光共振能量转移实验可以检测两个分子在活细胞

内的相互作用情况，并且只有当两个分子之间的距离在 1-10nm 范围内时才会发生荧

光共振能量转移现象，因此可以很好的解决这两个问题[155]。适用于荧光共振能量转

移实验的荧光蛋白对有 CFP/YFP[156]、EGFP/DsRed[157]、CFP/DsRed[158]等很多种，我

们选用 EGFP/DsRed 荧光蛋白对，将 EGFP 与 CD147 融合表达，将 DsRed 与 Annexin 

A2 融合表达。如图 1.5 A，阴性对照组中，EGFP 蛋白和 DsRed 蛋白在细胞内广泛分

布，但没有产生荧光共振能量转移现象。阳性对照组中 EGFP-DsRed 融合蛋白在细

胞内弥漫分布，并且产生了广泛的荧光共振能量转移现象（图 1.5 B）。CD147-EGFP

融合蛋白主要分布在细胞膜上，少量分布于细胞浆中；Annexin A2-DsRed 融合蛋白

主要分布在细胞膜和细胞浆中，二者在细胞膜和细胞浆中产生了荧光共振能量转移

现象（图 1.5 C），这表明 CD147 和 Annexin A2 在活细胞中能够发生直接的相互作用。 
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图 1.5 FRET 检测 CD147 与 Annexin A2 在活细胞中的相互作用 

 

由于荧光共振能量转移实验已经表明 CD147 和 Annexin A2 存在直接的相互作

用，接下来我们应用基于表面等离子共振技术的蛋白质相互作用工作站，测定了

CD147 和 Annexin A2 相互作用的动力学参数。结果显示（图 1.6），纯化的 CD147

胞外段蛋白和纯化的 Annexin A2 蛋白在缓冲液中能够发生相互作用，其结合速率

（Ka）为 2.31±0.27×104 1/Ms，解离速率（Kd）为 1.14±0.12 1/s。 

 

 

图 1.6 应用 SPR 测定 CD147 和 Annexin A2 相互作用的动力学参数 
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3.4 CD147 胞外两个 Ig 样结构域均能与 Annexin A2 结合 

CD147 胞外段包含两个 Ig 样结构域：N 端的 C2 结构域和靠近细胞膜的 I 结构

域。之前的实验已经证实了 CD147 胞外段介导 CD147 与 Annexin A2 的相互作用，

我们将 CD147 胞外段进行截短表达，分别构建了 C2-EGFP、I-EGFP、胞外段缺失的

CD147（ΔECP-EGFP）真核表达载体（图 1.7 A），荧光共振能量转移实验表明 C2

结构域和 I 结构域都能够结合 Annexin A2，而 CD147 跨膜区和胞内段不能与 Annexin 

A2 相互作用（图 1.7 B）。 

 

图 1.7 FRET 检测 CD147 C2 结构域、I 结构域与 Annexin A2 的相互作用 

 

而接下来，我们分别表达并纯化了 C2 结构域和 I 结构域 His 标签融合蛋白，SPR

结果（图 1.8 A-B）和 His Pull-Down 结果（图 1.8 C）均表明 CD147 胞外两个 Ig 样

结构域都能够结合 Annexin A2。 
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图 1.8 采用 SPR（A-B）和 His Pull-Down 实验（C）检测 CD147 胞外段结构域与

Annexin A2 的相互作用 

4 讨论 

蛋白质是生命过程的真正执行者，与其它分子相互作用是蛋白质发挥生物学功

能的重要分子机制。既往的研究表明，CD147 可以和多个分子相互作用，在炎症、

肿瘤等多个生理、病理过程中发挥重要功能。本实验室及其他实验室的研究都提示，

CD147 参与调控肿瘤细胞运动 [159-162] 、能够调节黏着斑和细胞伪足的形成

[127,130,163,164]，并且参与调控肿瘤细胞运动形式的转换[8]。 

本课题的第一部分是要通过免疫共沉淀-质谱联用的方法寻找 CD147 调控肿瘤

细胞运动过程中的互作分子。质谱数据提示Annexin A2很可能是CD147的互作分子，

并且该结果具有很好的重复性。此外，质谱数据也提示 CD147 可能还存在其它的互

作分子，这需要进一步的研究验证。本课题聚焦 CD147 与 Annexin A2 的相互作用，

其它潜在的互作分子以及相关功能的研究暂不列入本课题的研究范畴。 

本实验室之前的研究发现，CD147 和 Annexin A2 在调控肿瘤细胞运动形式转换

中存在共定位和共沉淀[8]，但是二者是否存在直接的相互作用，以及参与相互作用的

结构域仍有待明确。本研究通过激光共聚焦显微镜共定位分析，发现 CD147 和

Annexin A2 在肝癌、肺癌细胞中都存在共定位，这与之前在肝癌细胞中的研究结果
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一致，并且提示 CD147 和 Annexin A2 的相互作用在包括肝癌、肺癌在内的多种肿瘤

组织中可能都存在。进一步的分析发现，CD147 和 Annexin A2 在活细胞内存在直接

的相互作用，并且二者相互作用的动力学参数也符合蛋白质弱相互作用的一般规律

[165]。由于 CD147 和 Annexin A2 都包含多个结构域，本课题采用截短表达的方法进

一步明确了介导二者相互作用的结构域，研究发现 CD147 的两个胞外结构域都能与

Annexin A2 结合。由于 Annexin A2 的 N 端结构域存在磷酸化位点，这提示 CD147

与 Annexin A2 N 端结构域的结合可能会影响激酶对 Annexin A2 的磷酸化，进而调控

肿瘤细胞运动。此外，本课题建立了 Annexin A2 的可溶性原核表达方法和纯化策略，

这为后续的 CD147-Annexin A2 复合物的结构解析创造了条件。
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第二部分 CD147 调控 Annexin A2 磷酸化 

 的分子机制研究 

 

蛋白质翻译后修饰是调节蛋白质功能的关键步骤之一，是细胞内信号调控网络

的重要节点。磷酸化修饰是蛋白质最重要、也是最常见的翻译后修饰之一，是一种

普遍存在的生命活动调节方式，在信号转导过程中发挥重要作用[166]。Annexin A2 最

早被发现是作为 v-Src 的主要底物，其磷酸化位点是 23 位的酪氨酸（Tyr23）残基

[143,167,168]。Annexin A2 的 Tyr23 磷酸化修饰参与细胞运动调控和细胞骨架重排。作为

Src 的经典底物，c-Src 能够磷酸化 Annexin A2[169]；并且 CD147 能够促进 c-Src Tyr416

的磷酸化，上调 c-Src 的活性[170,171]，这就提示 CD147 可能通过上调 c-Src 活性进而

促进 Annexin A2 的磷酸化。然而，赵蒲等人的工作发现 CD147 的表达水平与 Annexin 

A2 的磷酸化水平呈负相关[8]，那么 CD147 是如何负向调控 Annexin A2 磷酸化的？

这些看似矛盾的研究发现背后隐藏着怎样的分子机制呢？本课题第二部分将着重探

讨 CD147 调控 Annexin A2 磷酸化的分子机制。 

 

1 材料 

1.1 细胞系 

人肝癌细胞系 SMMC-7721，源自中科院生化细胞所细胞库。人肝癌细胞系

HuH-7，源自日本 JCRB（Japanese Collection of Research Bioresources）细胞库。敲除

CD147 的 SMMC-7721 细胞系（K7721）系本实验室构建[172]。 

1.2 主要仪器设备 

超净台（吴江市净化设备总厂） 

CO2 细胞培养箱（Thermo Fisher） 

细胞培养离心机（Eppendorf） 

倒置显微镜（Olympus） 

恒温水浴箱（北京市医疗设备总厂） 
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制冰机（SANYO） 

恒温摇床（上海天呈实验仪器制造有限公司） 

高速低温离心机（Sigma） 

Image Station 4000MM 化学发光成像系统（KODAK） 

移液器（Eppendorf） 

超声波细胞破碎机（宁波新芝生物科技股份有限公司） 

立式超低温冰箱（Thermo Fisher） 

电泳槽和电泳仪（Bio-Rad） 

AKTA 蛋白质层析纯化系统（GE） 

NanoDrop 2000 超微量分光光度计（Thermo Fisher） 

DELTA 320 pH 计（METTLER TOLEDO） 

分光光度计（Perkin Elmer） 

电子天平（Sartorius AG） 

超纯水机（Millipore） 

1.3 主要试剂和耗材 

IPTG（Merck） 

PMSF（杭州华安生物技术有限公司） 

氨苄霉素（北京鼎国生物技术有限公司） 

卡那霉素（北京鼎国生物技术有限公司） 

四环素（北京鼎国生物技术有限公司） 

HisTrap 蛋白纯化预装柱（GE） 

Superdex 75 凝胶柱（GE） 

PD-10 脱盐柱（GE） 

超滤离心管（Millipore） 

青链霉素（Sigma） 

胎牛血清（浙江天杭生物科技有限公司） 

RPMI-1640 培养基（Sigma） 

DMEM 培养基（Sigma） 
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Src 抑制剂 Src I-1（Sigma） 

Src 蛋白（Millipore） 

siRNA（上海吉玛制药技术有限公司） 

DTT（TAKARA） 

ATP（NEB） 

胰酶细胞消化液（Sigma） 

RIPA 裂解液（上海碧云天生物技术有限公司） 

磷酸酶抑制剂 Cocktail（Roche） 

BCA 蛋白定量分析试剂盒（Pierce） 

预染彩虹蛋白 Marker（NEB） 

PVDF 膜（Millipore） 

BeyoECL Plus 荧光检测试剂（上海碧云天生物技术有限公司） 

质粒提取试剂盒（Omega Bio-Tek） 

PCR 产物回收试剂盒（Omega Bio-Tek） 

DNA 切胶回收试剂盒（Omega Bio-Tek） 

TRIzol（Invitrogen） 

primeSTAR 高保真 DNA 聚合酶（TaKaRa） 

PrimeScript 反转录试剂盒（TaKaRa） 

QuikChange 定点突变试剂盒（Stratagene） 

DNA 限制性内切酶、连接酶（NEB） 

β-巯基乙醇（Sigma） 

HistostainTM-Plus Kits 免疫组织化学染色试剂盒（Invitrogen） 

普通化学试剂（Sigma） 

抗 His 标签抗体（北京康为世纪生物科技有限公司） 

抗人 CD147 抗体（本实验室制备） 

抗人 CD147 抗体（Santa Cruz） 

抗人 Annexin A2 抗体（Santa Cruz） 

抗人 p-Annexin A2 抗体（Santa Cruz） 

抗人 Tubulin 抗体（本实验室制备） 
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抗人 Src 抗体（CST） 

抗人 p-Src 抗体（CST） 

HRP 标记羊抗鼠二抗 

Lipofectamine 2000 转染试剂（Invitrogen） 

引物（华大基因） 

细胞培养板（Corning） 

Countess 细胞计数板（Invitrogen） 

1.4 主要缓冲液 

10×体外激酶实验缓冲液 

HEPES 11.915g 

MgCl2·6H2O 1.016g 

NaCl 8.766g 

加入 80ml 去离子水，搅拌充分溶解后，调 pH 为 7.8，定容至 100ml。 

0.01M 柠檬酸钠缓冲液 

柠檬酸三钠 3g 

柠檬酸 0.4g 

加入 800ml 去离子水，搅拌充分溶解后，调 pH 为 6.0，定容至 1L。 

其余缓冲液同前。 

2 方法 

2.1 细胞培养 

细胞培养方法同前。 

2.2 细胞总 RNA 提取 

1) 消化对数生长期细胞，种于六孔板，5×105 个细胞/孔，继续培养 12h。 

2) 吸除培养基，每孔加入 1ml TRIzol，用 1ml 移液器反复吹打至液体澄清，而后移

至 1.5ml EP 管中，室温放置 5min。预冷离心机至 4℃备用。 

3) 每 1ml TRIzol 加入 0.2ml 氯仿。振荡 15sec，使其充分混匀。室温放置 2min。 

4) 4℃，12000g 离心 15min。 
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5) 离心后混合物分为三层：上层为无色的水样层（RNA 存在于上层）；膜状的中间

层（DNA 存在于中间层）；下层为粉红色的苯酚-氯仿层（蛋白存在于下层）。小

心吸取 80%体积的上层液体（约 400μl）至 1.5ml EP 管中。 

6) 加入等体积的异丙醇（约 400μl），振荡混匀，室温放置 10min。 

7) 4℃，12000g 离心 10min。 

8) 管底可见白色沉淀，小心吸除上清，加入 1ml 冰预冷的 75%乙醇（用 DEPC 水

配制）。振荡混匀。 

9) 4℃，7500g 离心 5min。 

10) 小心吸除上清，开盖室温放置 10min。 

11) 加入 100μl DEPC 水，55℃孵育 5min 使其充分溶解。 

12) 应用 NanoDrop2000 定量。-80℃保存。 

2.3 反转录 

1) 反应体系 

5×PrimeScript Buffer 4μl 

PrimeScript RT Enzyme Mix I 1μl 

Oligo dT Primer (50 μM) 1μl 

Random 6 mers (100 μM) 1μl 

total RNA 1μg 

RNase Free dH2O 补至 20μl 

2) 反应条件 

37℃ 30min 

85℃ 5sec 

4℃ ∞ 

2.4 Src 真核表达载体的构建 

1) 引物设计 

Forward: 5’-AGAATTCATGGGTAGCAACAAGAGCAAGCCCAAG-3’ 

Reverse: 5’-ATACTCGAGCTAGAGGTTCTCCCCGGGCT-3’ 
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下划线为酶切位点，GAATTC-EcoRⅠ，CTCGAG-XhoⅠ 

2) 采用 primeSTAR 高保真酶，扩增 Src 编码区，反应体系如下 

Template 1μl 

Primer-F 1μl 

Primer-R 1μl 

5×buffer 10μl 

dNTP 4μl 

Double-distilled H2O 32.5μl 

primeSTAR 0.5μl 

PCR 反应条件设置如下 

Segment Cycles Temperature Time 

1 1 98℃ 30sec 

 

2 

 

30 

 

98℃ 10sec 

60℃ 10sec 

72℃ 2min 

3 1 72℃ 5min 

4 1 4℃ ∞ 

3) 切胶回收 PCR 产物。 

4) EcoRⅠ/ XhoⅠ双酶切 PCR 产物及载体 pcDNA3.1(+)，切胶回收酶切产物。 

5) 采用 T4 DNA 连接酶连接 DNA 片段和载体。连接反应中，片段：载体=5：1（摩

尔比）。 

6) 转化 DH5α 感受态细菌，涂布 Amp+琼脂糖平板，37℃培养过夜。 

7) 随机挑取克隆培养过夜，菌液 PCR 鉴定，鉴定结果正确者送测序。 

2.5 Src 突变体 SrcY530F 真核表达载体的构建 

1) 引物设计 

Forward: 5'-CCACCGAGCCCCAGTTCCAGCCCG-3' 

Reverse: 5'-CGGGCTGGAACTGGGGCTCGGTGG-3' 
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2) 反应体系 

10×QuikChange reaction buffer 1.25μl 

ddH2O 8.5μl 

QuikSolution 0.25μl 

Src-pcDNA3.1 0.5μl 

Primer-F 0.5μl 

Primer-R 0.5μl 

dNTP mix 0.5μl 

QuikChange enzyme 0.5μl 

反应条件设置如下 

Segment Cycles Temperature Time 

1 1 95℃ 30sec 

 

2 

 

30 

95℃ 30sec 

55℃ 1min 

65℃ 7min 

3 1 4℃ ∞ 

3) 反应完毕后，在反应体系中加入 0.5μl DpnⅠ内切酶，37℃反应 5min。 

4) 转化 DH5α 感受态细菌，涂布 Amp+琼脂糖平板，37℃培养过夜。 

5) 随机挑取克隆培养过夜，送测序。 

2.6 siRNA 干涉 

1) CD147 siRNA 序列[131,173]： 

5′-GUUCUUCGUGAGUUCCUCtt-3′ 

3′-dTdTCAAGAAGCACUCAAGGAG-5′ 

Control siRNA 由上海吉玛制药技术有限公司提供。 

每 OD siRNA 加入 125μl DEPC 水稀释，-20℃保存备用。 

2) 消化对数生长期细胞，种于六孔板，5×105 个细胞/孔，继续培养 12h。 

3) 取 siRNA、RPMI-1640 培养基、Lipofectamine 2000，按以下比例混合： 

RPMI-1640 培养基 500μl 
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siRNA 5μl 

Lipofectamine 2000 10μl 

轻轻混匀后，室温孵育 15min。 

4) 取出六孔板，吸除培养基，加入 1ml RPMI-1640 培养基。逐滴加入转染混合液，

轻轻摇匀。继续培养 6h。 

5) 吸除培养基，加入 2.5ml 完全培养基，继续培养 42h。 

2.7 体外激酶实验 

1) 反应体系 

10×体外激酶实验缓冲液 2μl 

10mM ATP 2μl 

10mM DTT 2μl 

100mM 正钒酸钠 0.2μl 

Src 激酶蛋白 0~60ng 

Annexin A2 蛋白 1μg 

去离子水 体积补至 20μl 

2) 反应条件 

30℃孵育 1h。 

3) 反应结束后，加入 5×SDS-PAGE 上样缓冲液结束反应。 

2.8 免疫组织化学染色 

1) 烤片 

将石蜡切片在 60℃恒温箱中烘烤过夜。 

2) 脱蜡 

将石蜡切片在二甲苯中浸泡 15min； 

更换二甲苯，浸泡 15min； 

更换二甲苯，浸泡 15min。 

3) 水化 

将石蜡切片在 100%乙醇中浸泡 5min； 

更换 100%乙醇，浸泡 5min； 
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更换 95%乙醇，浸泡 5min； 

更换 95%乙醇，浸泡 5min； 

更换 90%乙醇，浸泡 2min； 

更换 90%乙醇，浸泡 2min； 

更换 80%乙醇，浸泡 2min； 

更换 80%乙醇，浸泡 2min； 

更换 70%乙醇，浸泡 2min； 

更换 70%乙醇，浸泡 2min； 

更换去离子水，浸泡 2min； 

更换去离子水，浸泡 2min。 

4) 修复 

将石蜡切片置于高压锅中，加入柠檬酸-柠檬酸钠修复缓冲液，加热至沸腾。待

压力锅上汽后持续 2min。 

5) 阻断内源性过氧化物酶 

待修复液自然冷却至室温后，滴加 3%H2O2（30% H2O2∶80% CH3OH∶ddH2O = 

1∶8∶1），室温孵育 10min。 

6) 封闭非特异性位点 

A. 用去离子水洗 3min； 

B. 用 PBS 洗两次，每次 3min； 

C. 滴加动物血清，室温孵育 20min。 

7) 滴加一抗，室温孵育 120min。 

8) 用 PBS 洗三次，每次 5min。 

9) 滴加二抗，室温孵育 40min。 

10) 用 PBS 洗三次，每次 5min。 

11) 加入 50μl DAB 工作液，观察显色情况（1-10min），适时自来水冲洗。 

12) 苏木精复染 3-10min，之后用 1%盐酸/75%乙醇浸泡片刻。 

13) 流水冲洗后，依次经 70%、85%、95%、100%乙醇脱水，各浓度分别作用 3min；

之后用二甲苯浸泡，作用两次，每次 5min。 

14) 封片。 
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2.9 统计分析 

实验数据以均数±标准差表示，统计学处理采用 GraphPad Prism 5 软件，两个样

本均数间差异采用 t 检验，多个样本均数间差异采用方差分析。 

3 结果 

3.1 Src 促进 Annexin A2 磷酸化 

Annexin A2 是 Src 激酶的经典底物，首先我们验证了在肿瘤细胞系中 Src 对

Annexin A2 磷酸化水平的影响。如图 2.1 A 所示，加入 Src 激酶特异性的抑制剂 Src I-1

处理后，Src 激酶活性水平显著下调，Annexin A2 的磷酸化水平显著低于溶剂对照组，

表明在肿瘤细胞中 Src 激酶能够磷酸化 Annexin A2，Src 激酶活性水平直接决定

Annexin A2 的磷酸化水平。接着我们检测了 CD147 表达水平对 Annexin A2 磷酸化水

平的影响。用 siRNA 干涉 CD147 后，CD147 的表达水平和 Src 的磷酸化水平显著下

调，而 Annexin A2 的磷酸化水平显著上调（图 2.1 B）。这表明 CD147 能够正向调控

Src 激酶的活性水平，而 CD147 表达水平与 Annexin A2 的磷酸化水平呈负相关，这

和既往的研究结果一致。 

 

图 2.1 Src I-1 处理（A）、干涉 CD147（B）对 Annexin A2 磷酸化的影响 
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3.2 CD147 能够抑制 Src 激酶对 Annexin A2 的磷酸化 

而后，我们构建了 Src 激酶、Src 激酶活性突变体 SrcY530F 及 CD147 的真核表

达载体，将其单独转染或共转染肝癌细胞。结果发现与对照组相比，过表达 Src 或

SrcY530F 都会引起 Annexin A2 的磷酸化水平上调，其中过表达 SrcY530F 组上调幅

度最高；过表达CD147后Annexin A2磷酸化水平下调。而当Src或SrcY530F与CD147

共转染时，与单转转染组相比，Annexin A2 的磷酸化水平有所下调，这就提示 CD147

能够抑制 Src 激酶对 Annexin A2 的磷酸化。 

 

图 2.2 CD147 抑制 Src 对 Annexin A2 的磷酸化 

胰岛素可以激活细胞内酪氨酸激酶。用胰岛素分别处理肝癌细胞 SMMC-7721、

敲除 CD147 的 SMMC-7721 细胞（K7721）。结果如图 2.3 所示，胰岛素处理可引起

Src 激酶活性水平升高，并且 SMMC-7721 细胞中 Src 激酶活性水平要高于 K7721。

胰岛素处理也引起 Annexin A2 磷酸化水平显著升高，并且 K7721 中 Annexin A2 磷

酸化水平升高幅度要显著高于 SMMC-7721 细胞，这些结果提示 CD147 能够部分抑

制胰岛素活化的酪氨酸激酶对 Annexin A2 的磷酸化。 
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图 2.3 CD147 能够部分抑制胰岛素活化的酪氨酸激酶对 Annexin A2 的磷酸化 

以上结果证实，CD147表达水平与Annexin A2 的磷酸化水平呈负相关，且CD147

能够抑制酪氨酸激酶对 Annexin A2 的磷酸化。接下来，我们检测了肝癌组织样本中

CD147 和 Annexin A2 的磷酸化水平（图 2.4）。结果如表 2.1 所示，在 24 例肝癌组织

中 CD147 的阳性率为 83.3%（20/24），p-Annexin A2 的阳性率为 12.5%（3/24），卡

方检验 p=0.002，Pearson 相关系数 R= -0.845。 

 

图 2.4 肝癌组织 CD147、p-Annexin A2 免疫组织化学染色 

 



第四军医大学博士学位论文 

-63- 

 

 

3.3 CD147 与 Annexin A2 相互作用抑制 Src 激酶对 Annexin A2 的磷酸化 

第一部分实验证实 CD147 可以结合 Annexin A2 的 N 端结构域，而 Annexin A2

的酪氨酸磷酸化位点也位于N端结构域，那么我们猜测CD147是否通过结合Annexin 

A2 的 N 端结构域进而抑制 Src 激酶对 Annexin A2 的磷酸化。为了排除细胞内其它

因素如激酶、磷酸酶及相关分子的影响，我们建立了体外激酶反应体系。当 Src 激酶

为 60ng，底物 Annexin A2 为 1μg，反应 1h 时，p-Annexin A2 有明显的条带，因此在

后续的实验中选用这个反应条件（图 2.5 A）。接着，我们在上述实验体系中加入CD147

胞外段纯蛋白，随着 CD147 胞外段纯蛋白的加入量增加，p-Annexin A2 的量减少（图

2.5 B），这证明 CD147 能够抑制 Src 对 Annexin A2 的磷酸化。由于我们已经证明

CD147 胞外段的两个结构域都可以和 Annexin A2 结合，那么究竟是哪一个结构域介

导了 CD147 对 Annexin A2 磷酸化的抑制作用？我们分别表达并纯化了 CD147 胞外

段的两个结构域（图 2.5 C），将 CD147 胞外段蛋白、C2 结构域蛋白、I 结构域蛋白

分别加入到反应体系中，我们发现与加入 CD147 胞外段蛋白相比，加入 I 结构域蛋

白有 50%的降低，而加入 C2 结构域蛋白则没有降低（图 2.5 D），这提示 CD147 胞

外段的 I 结构域介导了其对 Annexin A2 磷酸化的抑制作用。那么 CD147 的 I 结构域

和 Annexin A2 的 N 端结构域之间是否存在直接的相互作用呢？采用 FRET 实验，我

们发现在活细胞中 CD147 的 I结构域和 Annexin A2 的 N 端结构域之间存在直接的相

互作用（图 2.6 A），而 CD147 的 C2 结构域不能结合 Annexin A2 的 N 端结构域（图

2.6 B）。结合体外激酶实验结果，这就提示 I 结构域对于 CD147 负向调控 Annexin A2

酪氨酸磷酸化是必需的，但是 C2 结构域在这个过程中也发挥了一定的作用。 

既往的研究发现，Annexin A2 的 Tyr23 磷酸化能够抑制 Annexin A2 与 F-actin 的
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结合[174]。本研究发现 CD147 能够抑制 Annexin A2 的磷酸化，那么 CD147 是否也会

影响 Annexin A2 与 F-actin 的结合呢？如图 2.7 所示，在肝癌细胞系 SMMC-7721 细

胞中 Annexin A2 能够与 F-actin 共沉淀，但在敲除 CD147 的 K7721 细胞中 Annexin A2

与 F-actin 的结合能力降低，提示非磷酸化的 Annexin A2 与 F-actin 的结合能力更强，

并且 CD147 能够促进 Annexin A2 与 F-actin 的结合。 
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图 2.5 CD147 结合 Annexin A2 的 N 端结构域 
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抑制 Src 激酶对 Annexin A2 的磷酸化 

 

图 2.6 FRET 分析 CD147 胞外结构域与 Annexin A2 N 端结构域的相互作用 

 

 

图 2.7 CD147 促进 Annexin A2 与 F-actin 的结合 

 

4 讨论 

Annexin A2 是作为 v-Src 的主要底物被发现的[175]。Annexin A2 的 N 端结构域含
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有多个磷酸化位点。Ser25 能被 PKC 磷酸化[176]。Ser11 能被 PKA 磷酸化，Ser11 磷

酸化能促进假性血友病因子释放，钙调神经磷酸酶样磷酸酶（ calcineurin-like 

phosphatase）能使其去磷酸化[177]。Tyr23 能被 Src 激酶磷酸化[143]，Hubaishy 等人研

究发现，Tyr23 磷酸化能抑制 Annexin A2 与 F-actin 的结合，提示 Annexin A2 的 Tyr23

磷酸化可能负向调控 Annexin A2 的功能，非磷酸化的 Annexin A2 可能是其活性形式

[174]。之后的研究发现，Tyr23 磷酸化在调控 cofilin 依赖的肌动蛋白稳态中发挥关键

作用[150]。我们的研究发现，CD147 的 I 结构域能直接结合 Annexin A2 的 N 端结构

域，体外激酶实验证实CD147胞外段蛋白或 I结构域蛋白能够抑制Src激酶对Annexin 

A2 的磷酸化，这就提示 CD147 对 Annexin A2 磷酸化的负向调控可能是通过 I 结构

域直接结合 Annexin A2 的 N 端结构域来实现的。 

蛋白质酪氨酸的可逆磷酸化修饰是真核生物的一种重要的分子调控机制。蛋白

酪氨酸磷酸酶（protein tyrosine phosphatase, PTP）与蛋白酪氨酸激酶（protein tyrosine 

kinase, PTK）共同维持着蛋白酪氨酸磷酸化修饰的动态平衡。本课题前期发现在肿

瘤细胞系及肿瘤组织样本中CD147表达水平与Annexin A2的酪氨酸磷酸化水平呈负

相关，并且 CD147 能够负向调控 Annexin A2 的酪氨酸磷酸化。考虑到 CD147 既非

蛋白酪氨酸激酶也非蛋白酪氨酸磷酸酶，那么 CD147 可能通过抑制到蛋白酪氨酸激

酶的活性或者抑制蛋白酪氨酸激酶与底物（Annexin A2）的结合，进而抑制 Annexin 

A2 的酪氨酸磷酸化；CD147 也可能通过提高蛋白酪氨酸磷酸酶的活性或者促进蛋白

酪氨酸磷酸酶与 Annexin A2 的结合，进而促进 Annexin A2 的酪氨酸去磷酸化，降低

Annexin A2 的酪氨酸磷酸化水平。Annexin A2 是 Src 激酶的经典底物，而 CD147 能

上调 Src 激酶活性，因此 CD147 不大可能通过抑制蛋白酪氨酸激酶活性进而抑制

Annexin A2 的酪氨酸磷酸化。我们发现 CD147 能够结合 Annexin A2 的酪氨酸磷酸化

位点所在的 N 端结构域，并且体外激酶实验也证实 Src 激酶能磷酸化 Annexin A2，

而 CD147 能抑制 Src 激酶对 Annexin A2 的磷酸化，这就提示 CD147 很可能通过抑

制 Src 与 Annexin A2 的结合，进而抑制 Annexin A2 的酪氨酸磷酸化。但是由于目前

这一推论仍缺少直接的实验证据，因此解析 CD147-Annexin A2 复合物的结构、建立

Src、Annexin A2、CD147 的互作模型将有助于阐明这一问题。蛋白酪氨酸磷酸酶在

蛋白质的酪氨酸去磷酸化调控中发挥举足轻重的作用，因此寻找受 CD147 正向调控

的蛋白酪氨酸磷酸酶也可能是阐明这一问题的另一途径。
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第三部分 p-Annexin A2 调控肿瘤细胞运动的        

分子机制研究 

 

Rho 家族小 G 蛋白在细胞运动过程中发挥重要作用，是细胞运动调控的关键节

点分子。其功能状态主要包括结合 GTP 的活性形式和结合 GDP 的失活形式。而 Rho

家族小 G 蛋白的功能状态主要受 GEF 和 GAP 的调控。细胞突起如片状伪足等是细

胞运动的重要结构基础。之前的研究发现 Annexin A2 的磷酸化参与调控肿瘤细胞肌

动蛋白骨架重排、细胞突起形成及细胞运动。进一步研究指出 Annexin A2 磷酸化与

RhoA 活性呈正相关并参与调控肿瘤细胞运动形式的转换，但是 Annexin A2 磷酸化

究竟是如何调控肌动蛋白骨架重排、细胞突起形成及细胞运动的仍不清楚。本课题

第三部分将着重研究 p-Annexin A2 调控 GEF 及细胞突起的分子机制，以期阐明

CD147 通过调控 Annexin A2 磷酸化，进而调控肿瘤细胞运动的分子机制。 

1 材料 

1.1 细胞系 

人肝癌细胞系 SMMC-7721 源自中科院生化细胞所细胞库；人肝癌细胞系

HuH-7，源自日本 JCRB（Japanese Collection of Research Bioresources）细胞库；人肝

癌细胞系 HepG2、人结肠癌细胞系 HCT-8，源自美国 ATCC（American Type Culture 

Collection）细胞库。敲除 CD147 的 SMMC-7721 细胞系（K7721）系本实验室构建[178]。

敲除 CD147 的 HuH-7 细胞系（K-HuH-7）、HCT-8 细胞系（K-HCT-8）由我室委托北

京百奥赛图基因生物技术有限公司构建。以下细胞系均由我室构建：HuH-7 shA2 为

稳定干涉Annexin A2的HuH-7细胞系；HuH-7 shA2+GFP为表达EGFP的HuH-7 shA2

细胞系；HuH-7 shA2+WT 为回复表达野生型 Annexin A2-EGFP 的 HuH-7 shA2 细胞

系；HuH-7 shA2+T1 为回复表达突变体 Annexin A2 Y23F-EGFP 的 HuH-7 shA2 细胞

系；HuH-7 shA2+T2 为回复表达突变体 Annexin A2 Y23E-EGFP 的 HuH-7 shA2 细胞

系。 
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1.2 实验动物 

BALB/c-nu 裸鼠由第四军医大学实验动物中心提供。 

1.3 主要仪器设备 

超净台（吴江市净化设备总厂） 

CO2 细胞培养箱（Thermo Fisher） 

细胞培养离心机（Eppendorf） 

倒置显微镜（Olympus） 

恒温水浴箱（北京市医疗设备总厂） 

制冰机（SANYO） 

脱色摇床（其林贝尔仪器制造有限公司） 

Gel Doc™ EZ 凝胶成像系统（Bio-Rad） 

实时荧光定量 PCR 仪（Agilent） 

普通 PCR 仪（Bio-Rad） 

高速低温离心机（Sigma） 

A1 激光共聚焦显微镜（Nikon） 

倒置荧光显微镜（Olympus） 

Image Station 4000MM 化学发光成像系统（KODAK） 

移液器（Eppendorf） 

立式超低温冰箱（Thermo Fisher） 

电泳槽和电泳仪（Bio-Rad） 

NanoDrop 2000 超微量分光光度计（Thermo Fisher） 

DELTA 320 pH 计（METTLER TOLEDO） 

分光光度计（Perkin Elmer） 

电子天平（Sartorius AG） 

超纯水机（Millipore） 

1.4 主要试剂和耗材 

PMSF（杭州华安生物技术有限公司） 

氨苄霉素（北京鼎国生物技术有限公司） 
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卡那霉素（北京鼎国生物技术有限公司） 

青链霉素（Sigma） 

胎牛血清（浙江天杭生物科技有限公司） 

RPMI-1640 培养基（Sigma） 

DMEM 培养基（Sigma） 

胰酶细胞消化液（Sigma） 

RIPA 裂解液（上海碧云天生物技术有限公司） 

磷酸酶抑制剂 Cocktail（Roche） 

BCA 蛋白定量分析试剂盒（Pierce） 

预染彩虹蛋白 Marker（NEB） 

PVDF 膜（Millipore） 

BeyoECL Plus 荧光检测试剂（上海碧云天生物技术有限公司） 

免疫共沉淀试剂盒（Pierce） 

质粒提取试剂盒（Omega Bio-Tek） 

PCR 产物回收试剂盒（Omega Bio-Tek） 

DNA 切胶回收试剂盒（Omega Bio-Tek） 

TRIzol（Invitrogen） 

primeSTAR 高保真 DNA 聚合酶（TaKaRa） 

PrimeScript 反转录试剂盒（TaKaRa） 

SYBR Premix 荧光定量 PCR 试剂盒（TaKaRa） 

DNA 限制性内切酶、连接酶（NEB） 

β-巯基乙醇（Sigma） 

普通化学试剂（Sigma） 

HistostainTM-Plus Kits 免疫组织化学染色试剂盒（Invitrogen） 

抗人 CD147 抗体（本实验室制备） 

抗人 CD147 抗体（Santa Cruz） 

抗人 Annexin A2 抗体（Santa Cruz） 

抗人 p-Annexin A2 抗体（Santa Cruz） 
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抗人 Tubulin 抗体（本实验室制备） 

抗人 Src 抗体（CST） 

抗人 p-Src 抗体（CST） 

抗人 Rac1 抗体（Cytoskeleton） 

抗人 RhoA 抗体（Santa Cruz） 

抗人 DOCK3 抗体（Biorbyt） 

抗人 mlc-2 抗体（CST） 

抗人 p-mlc2 抗体（CST） 

抗人 WAVE2 抗体（Santa Cruz） 

抗人 β-catenin 抗体（CST） 

抗人 actin 抗体（武汉三鹰生物技术有限公司） 

Alex Fluor 594 标记羊抗鼠二抗（Pierce） 

Dylight 488 标记羊抗兔二抗（Pierce） 

HRP 标记羊抗鼠二抗（Pierce） 

DAPI（Biotium） 

鬼笔环肽（Invitrogen） 

激光共聚焦培养皿（NEST） 

siRNA（上海吉玛制药技术有限公司） 

Lipofectamine 2000 转染试剂（Invitrogen） 

引物（华大基因） 

细胞培养板（Corning） 

Countess 细胞计数板（Invitrogen） 

RhoA biosensor（Addgene） 

Rac1 biosensor（Yeshiva 大学 Louis Hodgson 教授馈赠） 

Annexin A2 慢病毒干涉载体（上海吉凯基因化学技术有限公司） 
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2 方法 

2.1 细胞划痕实验 

1) 消化对数生长期细胞，计数后种于 12 孔板，4×105 个细胞/孔。继续培养 12 小

时。 

2) 用 10 微升枪头划痕，换无血清培养基。于倒置显微镜下拍照，此时划痕宽度计

作 D0。 

3) 用无血清培养基继续培养 24 小时。 

4) 于倒置显微镜下拍照，此时划痕宽带计作 D24。 

5) 细胞运动距离为 D0－D24。 

2.2 实时荧光定量 PCR 

1) 引物设计 

DOCK1 Forward 5’-ACCGAGGTTACACGTTACGAA-3’ 

DOCK1 Reverse 5’-TCGGAGTGTCGTGGTGACTT-3’ 

DOCK2 Forward 5’-AGCACAAAATGTTACAGGGCA-3’ 

DOCK2 Reverse 5’-AGCACAAAATGTTACAGGGCA-3’ 

DOCK3 Forward 5’-TATGCAGCTTTCGAGGATCTGT-3’ 

DOCK3 Reverse 5’-GCCCATTCTTGTAGAGTTGCT-3’ 

DOCK4 Forward 5’-GGATACCTACGGAGCACGAG-3’ 

DOCK4 Reverse 5’-AGCCATCACACTTCTCCAGG-3’ 

DOCK5 Forward 5’-CTGTAGCAGCCTTAGTCGCC-3’ 

DOCK5 Reverse 5’-GCAAGGAGAGCTCCACATCT-3’ 

DOCK6 Forward 5’-TGTATGATGTGCGGGAGAAAAA-3’ 

DOCK6 Reverse 5’-AGGGGTAGGTCACAGAGAAGA-3’ 

DOCK7 Forward 5’-TGGGCCTGTAGTATCTTTGACT-3’ 

DOCK7 Reverse 5’-TCTTCCTCATCTGGTGATGGAT-3’ 

DOCK8 Forward 5’-ACGCGCCGTGTAACTGTGAA-3’ 

DOCK8 Reverse 5’-CCCCGAGCTCCTGGGCAA-3’ 
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DOCK9 Forward 5’-GCTTCCGAACAAAGTGGTCAA-3’ 

DOCK9 Reverse 5’-GCCATGCTTGGTGATCCCA-3’ 

DOCK10 Forward 5’-CCGTATGCCTTTTGCTTGGG-3’ 

DOCK10 Reverse 5’-GCTTATTCTGTCGGCCCTTCT-3’ 

DOCK11 Forward 5’-AGAGGCTGCGATGTGTTATGT-3’ 

DOCK11 Reverse 5’-CTCATAAATTGGAACGATCAACT-3’ 

WAVE2 Forward 5’-CTTTCAGCCATCCGTCAAGG-3’ 

WAVE2 Reverse 5’-AATCGGACCAGTCGTCCTCA-3’ 

Annexin A2 Forward 5’-GAGGATGGCTCTGTCATTGATT-3’ 

Annexin A2 Reverse 5’-CTGGTAGTCGCCCTTAGTGTCT-3’ 

CD147 Forward 5’-ACTCCTCACCTGCTCCTTGA 

CD147 Reverse 5’-GCCTCCATGTTCAGGTTCTC 

GAPDH Forward 5’-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3’ 

GAPDH Reverse 5’-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3’ 

2) 反应体系 

cDNA 1μl 

Primer-F 0.5μl 

Primer-R 0.5μl 

SYBR 10μl 

Double-distilled H2O 8μl 
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3) 反应条件 

Segment Cycles Temperature Time 

1 1 95℃ 10min 

 

2 

 

40 

 

95℃ 30sec 

55℃ 1min 

72℃ 1min 

   95℃ 1min 

3 1 55℃ 30sec 

  95℃ 30sec 

4) 采用 2-ΔΔCt 法计算基因表达的相对变化。 

2.3 Annexin A2 RNAi-resistant 表达载体的构建 

1) 引物设计 

Forward: 

5’-CAAAGCCTATACTAACTTTGATGCTGAGCGAGACGCACTTAATATCGAAA

CAGCCATCAAGACCAAAGGTGTGGAT-3’ 

Reverse: 

5’-ATCCACACCTTTGGTCTTGATGGCTGTTTCGATATTAAGTGCGTCTCGCTC

AGCATCAAAGTTAGTATAGGCTTTG-3’ 

2) 反应体系 

10×QuikChange reaction buffer 1.25μl 

ddH2O 8.5μl 

QuikSolution 0.25μl 

Annexin A2-pEGFP-N1 0.5μl 

Primer-F 0.5μl 

Primer-R 0.5μl 

dNTP mix 0.5μl 

QuikChange enzyme 0.5μl 
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3) 反应条件 

Segment Cycles Temperature Time 

1 1 95℃ 30sec 

 

2 

 

30 

95℃ 30sec 

55℃ 1min 

65℃ 6min 

3 1 4℃ ∞ 

4) 反应完毕后，在反应体系中加入 0.5μl DpnⅠ内切酶，37℃反应 5min。 

5) 转化 DH5α 感受态细菌，涂布 Kan+琼脂糖平板，37℃培养过夜。 

6) 随机挑取克隆培养过夜，送测序。 

2.4 裸鼠脾脏注射转移模型 

1) 裸鼠称重，随机分为两组：SMMC-7721 组和 K7721 组。每组 8 只。 

2) 1%戊巴比妥钠麻醉，40mg/kg。术野皮肤用碘伏消毒。裸鼠左上腹斜切口约 10mm，

将脾脏从腹腔中轻轻拨出少许，用 1ml 注射器将 SMMC-7721 细胞或 K7721 细胞

缓慢注射入脾脏中，每只注射 100μl 细胞悬液（2×106/只）。注射完成后用棉球压

迫止血，而后将脾脏轻轻送回原位。逐层缝合伤口。 

3) 术后 8 周处死裸鼠，开腹测量肝脏转移情况，并计数转移灶的数目。 

2.5 统计分析 

实验数据以均数±标准差表示，统计学处理采用 GraphPad Prism 5 软件，两个样

本均数间差异采用 t 检验，多个样本均数间差异采用方差分析。 

 

3 结果 

3.1 CD147 可能通过调控 Annexin A2 磷酸化进而调控肿瘤细胞运动 

首先我们分别检测了干涉CD147和干涉Annexin A2对肿瘤细胞运动能力的影响

（图 3.1）。结果显示下调 CD147 后，肿瘤细胞的运动能力降低，而下调 Annexin A2

后肿瘤细胞的运动能力增强。由于 CD147 负向调控 Annexin A2 的磷酸化，那么

Annexin A2 是否介导了 CD147 对肿瘤细胞运动的调控呢？于是接下来，我们检测了
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同时下调 CD147 和 Annexin A2 对肿瘤细胞运动能力的影响。结果表明，同时下调

CD147 和 Annexin A2 后，肿瘤细胞的运动能力大于干涉 CD147 组，但小于干涉

Annexin A2 组，这提示 CD147 可能通过调控 Annexin A2 磷酸化进而调控肿瘤细胞运

动。 

 

图 3.1 干涉 Annexin A2 和/或干涉 CD147 对肿瘤细胞运动的影响 

3.2 磷酸化的 Annexin A2 调控 DOCK3 表达 

Rho 家族小 G 蛋白在细胞运动过程中发挥重要作用，其活性主要受 GEF 和 GAP

的调控。DOCK 家族 GEF 是肿瘤细胞运动过程中的关键调控分子[179]。我们设计了

DOCK 家族 11 个分子的实时荧光定量 PCR 引物，下调 Annexin A2 后检测了这 11

个分子的表达情况。结果表明干涉 Annexin A2 后，DOCK3 的 mRNA 水平显著下调

（图 3.2 A）。而后，我们用 Western blot 检测了 DOCK3 的蛋白水平，结果显示干涉

Annexin A2 后 DOCK3 的蛋白水平也显著下调，这证明 Annexin A2 能够调控 DOCK3
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的表达（图 3.2 B）。 

 

图 3.2 干涉 Annexin A2 对 DOCK 家族分子表达水平的影响 

为了进一步明确 Annexin A2 对 DOCK3 的调控，我们构建了 Annexin A2 稳定干

涉细胞系 HuH-7 shAnxA2。而后对 shRNA 识别的序列进行同义突变（图 3.3 A），构

建了 RNAi resistant Annexin A2 表达载体（RES）。如图 3.3 B，将 RES 转染细胞，我

们发现共转染 shRNA 和野生型 Anenxin A2 表达载体（WT）后，仅有很少量的荧光，

表明 WT 的表达被抑制，也就提示 shRNA 可以有效沉默细胞内源性 Annexin A2 的

表达；而共转染 shRNA 和 RES 后，与单转染 RES 相比，RES 的表达没有被抑制，

这提示在沉默细胞内源性 Annexin A2 的表达后，RES 可以有效回复 Annexin A2 的表
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达。 

 

图 3.3 构建 RNAi resistant Annexin A2 表达载体 

为了明确 Annexin A2 磷酸化对 DOCK3 的调控作用，我们将 RES 的酪氨酸磷酸

化位点 Tyr23 分别突变为 Phe（T1）、Glu（T2），并在 Annexin A2 稳定干涉细胞系

HuH-7 shAnxA2 的基础上，构建了稳定回复 WT、T1、T2 的细胞系。结果如图 3.4

所示，干涉 Annexin A2 后 DOCK3 的表达水平下调，这与瞬时干涉时结果一致。在

HuH-7 shAnxA2细胞中，回复表达RES后DOCK3的表达也得以回复；回复表达Y23F

突变体后，DOCK3 的表达水平不能回复；而部分回复模拟磷酸化的 Y23E 突变体（T2）

后，DOCK3 的表达水平显著上调。这些结果证明 Annexin A2 对 DOCK3 的调控与其

磷酸化修饰密切相关，只有磷酸化的 Annexin A2 才能够上调 DOCK3 的表达。 
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图 3.4 Annexin A2 磷酸化对 DOCK3 的调控作用 

3.3 Annexin A2 通过 DOCK3 调控细胞运动 

上面的研究提示 DOCK3 可能参与了 Annexin A2 对细胞运动的调控，接下来我

们检测了 DOCK3 对细胞运动的影响。我们发现干涉 DOCK3 后，肝癌细胞的运动能

力增强（图 3.5 A）。为了进一步明确 DOCK3 是否介导了 Annexin A2 对细胞运动的

调控，我们在过表达 Annexin A2 的同时下调 DOCK3 的表达。结果如图 3.5 B 所示，

过表达 Annexin A2 后细胞运动能力降低，而同时干涉 DOCK3 后，Annexin A2 过表

达对细胞运动能力的影响被消除，这表明 DOCK3 参与介导了 Annexin A2 对细胞运

动的调控。 
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图 3.5 Annexin A2 通过 DOCK3 调控细胞运动 

3.4 DOCK3 抑制 WAVE2 表达和片状伪足形成 

由于 DOCK 家族分子是一类重要的 GEF，因此我们猜测 DOCK3 调控细胞运动

主要依赖其 GEF 活性。首先，我们检测了干涉 DOCK3 后，Rac1 和 RhoA 活性的变

化，如图 3.6 A 所示，干涉 DOCK3 后 RhoA 活性没有显著变化，而 Rac1 活性降低，

这提示 DOCK3 可能是 Rac1 的 GEF。免疫共沉淀实验证明 DOCK3 可以与 Rac1 共

沉淀，而与 RhoA 没有明显的共沉淀（图 3.6 B），这进一步证实 DOCK3 是 Rac1 的

GEF。 

接下来我们检测了干涉 DOCK3 对 Rac1、RhoA 下游效应分子的影响。我们发现

干涉 DOCK3 后，RhoA 信号通路下游效应分子 p-mlc2 水平升高（图 3.7 A 和 E），而

Rac1 信号通路下游效应分子 WAVE2 表达水平也显著升高（图 3.7 B-C）。由于 Rac1
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和 RhoA 信号通路存在相互抑制[33,103]，干涉 DOCK3 引起 Rac1 活性下调，进而导致

RhoA 信号通路活化、p-mlc2 水平升高。既往研究认为，WAVE2 作为 Rac1 信号通路

下游分子，当下调 Rac1 活性时会引起 WAVE2 表达水平降低[103]，而我们发现干涉

DOCK3 后 WAVE2 表达上调，在肺癌细胞系 A549 中也得到了同样的结果（图 3.7 D），

这提示 DOCK3 对 WAVE2 的调控可能并不依赖于其 GEF 活性。为了进一步证实

DOCK3 对 WAV2 的调控，我们检测了干涉 DOCK3 后 WAVE2 在细胞内的定位。免

疫荧光染色发现干涉 DOCK3 后，WAVE2 表达水平增高且主要分布于细胞膜上（图

3.7 F）。由于 WAVE2 在片状伪足形成中发挥关键作用，因此我们检测了干涉 DOCK3

后细胞 F-actin 的分布，结果提示干涉 DOCK3 后片状伪足显著增加（图 3.7 G）。由

于在细胞运动过程中，肌动蛋白骨架重排是动态变化的，因此我们采用激光共聚焦

活细胞成像系统，检测了干涉 DOCK3 对细胞随机运动过程中片状伪足形成的影响，

如图 3.7 H 所示，不存在趋化因子浓度梯度时，细胞运动表现为随机运动，可以看到

干涉 DOCK3 后细胞片状伪足形成明显增多（如白色箭头所示），并且片状伪足的面

积明显增大，这就提示 DOCK3 在抑制 WAVE2 表达的同时，也抑制了片状伪足的形

成。 

 

图 3.6 DOCK3 是 Rac1 的 GEF 
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图 3.7 DOCK3 抑制 WAVE2 表达和片状伪足形成 
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3.5 DOCK3 通过 β-catenin 信号通路调控 WAVE2 的表达 

Elanite Caspi 等人发现在结肠癌细胞中 DOCK3 能够与 β-catenin 形成复合物，抑

制 β-catenin 入核，进而抑制基因转录[180]。我们猜测 DOCK3 是否通过抑制 β-catenin

信号通路进而抑制 WAVE2 的表达。免疫荧光染色发现干涉 DOCK3 后，核内的

β-catenin 显著增加，这提示在肝癌细胞中 DOCK3 也能够抑制 β-catenin 入核（图 3.8）。

接下来我们检测了 β-catenin 对 WAVE2 表达水平的影响。我们发现在肝癌细胞系

HuH-7 或 HepG2 中干涉 β-catenin 后，WAVE2 的表达水平也显著下调；并且过表达

β-catenin 活性突变体 β-cateninS33Y 后，WAVE2 的表达水平显著上调，这就提示

β-catenin 信号通路参与调控 WAWE2 表达。以上结果证明 DOCK3 能够通过抑制

β-catenin 信号通路进而负向调控 WAVE2 的表达。 

 

 

图 3.8 DOCK3 负向调控 β-catenin 入核 
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图 3.9 β-catenin 促进 WAVE2 表达 

3.6 CD147 通过 p-Annexin A2 调控 DOCK3、WAVE2 的表达 

通过以上的研究我们发现 Annexin A2 磷酸化能够调控 DOCK3 的表达，而 CD147

能够负向调控 Annexin A2 的磷酸化，那么 CD147 是否能够调控 DOCK3 的表达呢？

如图 3.10 A-B 所示，我们检测了三株 CD147 敲除肿瘤细胞系中 DOCK3 的表达水平。

结果表明，敲除肝癌细胞系 SMMC-7721、HuH-7 和结肠癌细胞系 HCT-8 中的 CD147

后，Annexin A2 磷酸化水平、DOCK3 表达水平均上调，同时 Src 磷酸化水平、WAVE2

表达水平均下调。类似的，肺癌细胞系 A549 中稳定干涉 CD147 后，Annexin A2 磷

酸化水平、DOCK3 表达水平上调，同时 Src 磷酸化水平、WAVE2 表达水平下调。

这些结果提示 p-Annexin A2 介导了 CD147 对 DOCK3、WAVE2 的调控，并且这种调

控关系在多种肿瘤细胞系中均成立。 
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图 3.10 CD147 通过 p-Annexin A2 调控 DOCK3、WAVE2 的表达 

3.7 CD147 促进肝癌细胞转移 

细胞迁移在肿瘤转移过程中发挥重要作用，运动能力是决定肿瘤转移能力的关键

因素之一。我们已经在细胞水平证实 CD147 能够通过 DOCK3、WAVE2 促进片状伪

足形成进而促进肿瘤细胞运动，因此接下来我们建立了裸鼠脾脏注射转移模型[181]，

检测 CD147 敲除对肝癌细胞转移能力的影响。结果显示，敲除 CD147 后肝癌细胞的

转移能力显著降低，并且免疫组织化学染色也进一步证实 CD147 表达水平与 DOCK3

呈负相关、与 WAVE2 呈正相关（图 3.11，表 2）。 
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图 3.11 CD147 促进肝癌细胞转移 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 讨论 

Annexin A2 在生理、病理过程中有很多重要的功能，参与细胞骨架重排是其中

的一个。既往研究发现 Annexin A2 的 N 端结构域酪氨酸磷酸化对其调控细胞骨架重

排至关重要，并且这种调控主要是由 RhoA 介导的[8,150,182]。这就提示 Annexin A2 调

控细胞骨架重排主要是作为 RhoA 的上游调控分子来实现的，但是 Annexin A2 是否

能够调控 Rac1 的活性目前仍不清楚。 

Table 2. Number of mice with metastasis in each group. 
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多个实验室报道 Annexin A2 能够调控细胞运动，但是 Annexin A2 在细胞运动调

控中的作用仍然存在争议。Wei Zhao 等研究发现 Annexin A2 能结合盘状结构域受体

2（DDR-2），促进成纤维样滑膜细胞运动和侵袭[183]。Carl R. Rankin 等人发现 Annexin 

A2 能通过调节 β1 integrin 内化，促进肠上皮细胞运动[184]。Meena Sharma 等人研究

发现 Annexin A2 通过调节纤溶酶生成，促进乳腺癌细胞运动[185]。Tatenhorst L 等人

发现干涉 Annexin A2 能抑制神经胶质瘤细胞运动[186]。Chung CY 等人发现在牛内皮

细胞 GM7373 中，TNfnA-D 通过其受体 Annexin A2 促进细胞运动，而抗 Annexin A2

抗体能阻断这一过程[187]。然而，Jun-Wei Liu 等人研究发现 Annexin A2 在正常前列

腺上皮细胞中表达，但在前列腺癌细胞中表达水平降低或缺失，并且 Annexin A2 能

够抑制前列腺癌细胞的运动，提示 Annexin A2 是前列腺癌细胞运动的抑制因子[188]。

Curtis Balch 和 John R. Dedman 发现 Annexin A2 能显著抑制 Lewis 肺癌细胞的运动，

抗 Annexin A2 抗体处理能提高 Lewis 肺癌细胞的运动能力[189]。Hironao Nakayama

等人发现 Annexin A2 负向调控原代角化细胞的运动，并且抑制 UVB 诱导的 EGFR

磷酸化[190]。我们的研究发现在肝癌细胞中干涉 Annexin A2 后，肝癌细胞的运动能力

显著增强。这些结果提示 Annexin A2 的表达水平和对细胞运动的调控功能存在组织

差异，这可能与 Annexin A2 在不同组织、不同细胞中的调控机制存在差异有关。 

DOCK3 最早被发现是作为早老素的互作分子[97]。随后的研究发现 DOCK3 是神

经细胞死亡信号的主要整合分子，DOCK3 敲除后导致轴突变性、丝切蛋白（Cofilin）

磷酸化水平降低以及Rac1信号通路改变[98,191]。Kazuhiko Namekata等人发现，DOCK3

能够结合并活化 Rac1，进而导致 JNK 活化，引起细胞骨架重排和形态改变；脑源神

经生长因子（BDNF）能募集 DOCK3/WAVE1 复合物至胞膜，DOCK3 活化 Rac1 引

起轴突生长，而 DOCK3 则以磷酸化依赖的方式从 WAVE 复合物解离；DOCK3 能够

结合 GSK-3β 并导致 GSK-3β 失活，引起非磷酸化形式的 CRMP-2 增加，进而导致轴

突分支和微管蛋白聚合[99,100,192]。Sanz-Moreno 等人研究发现，DOCK3 能够通过促进

Rac1 活化进而促进间充质样细胞运动[103]。这些研究提示 DOCK3 对细胞骨架重排的

调控主要依赖其 GEF 活性，通过促进 Rac1 活化进而调控细胞骨架重排。我们研究

发现 DOCK3 是一个受 Annexin A2 磷酸化调控的 RacGEF，因此我们猜测 Annexin A2

磷酸化可能通过 DOCK3 活化 Rac1 信号通路，进而调控细胞骨架重排。我们发现在

肝癌细胞中 DOCK3 能够和 Rac1 共沉淀，干涉 DOCK3 后 Rac1 活性降低，这和既往



第四军医大学博士学位论文 

-88- 

的报道一致。WAVE2 是 Rac1 信号通路下游的效应分子[193,194]，然而在肝癌、肺癌及

结肠癌等多个肿瘤细胞系中，干涉 DOCK3 后 WAVE2 的转录水平和蛋白表达水平均

升高，这提示 DOCK3 对 WAVE2 的调控不依赖于其 GEF 活性及 Rac 信号通路。进

一步的研究我们发现，DOCK3 能够通过负向调控 β-catenin 进而抑制 WAVE2 的表达，

这就证明 DOCK3 对 WAVE2 的调控可能通过 β-catenin 信号通路。 

CD147 在肿瘤进展过程中发挥重要作用，包括促进肿瘤黏附、运动、侵袭和转

移[173,195]。CD147 与 integrin α3β1 和 α6β1 相互作用促进其活化，引起 FAK 和 Paxillin

磷酸化水平上调，导致细胞骨架重排和细胞形态改变[153,196,197]。有研究发现 CD147

是 Slug 的靶基因，能够通过 TGF-β 信号通路促进 EMT，导致细胞发生间充质样改

变[181]，这也提示 CD147 参与调控细胞骨架重排和形态改变。此外，CD147 也能通

过调控 Annexin A2 激活的 RhoA 信号通路和 integrin-FAK-PI3K/PIP3 激活的 Rac1 信

号通路促进细胞运动[8]。最近我们的研究发现 CD147 能够通过 FAK/Src/DOCK8 促进

Rac1 活化，进而促进间充质样细胞运动[132]。本研究发现 CD147 通过与 Annexin A2

结合并调控 p-Annexin A2/DOCK3/β-catenin/WAVE2 信号通路促进肿瘤细胞片状伪足

形成，进而上调肿瘤运动和转移能力。所有这些结果提示 CD147 能够在多个层面、

通过多个分子机制调控肿瘤细胞运动和转移，靶向 CD147 的抗肿瘤治疗可能是有效

抑制肿瘤运动和转移的重要策略。 
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小    结 
 

 

CD147 调控片状伪足形成和细胞运动的分子机制示意图 

 

1、CD147 和 Annexin A2 在肝癌、肺癌等肿瘤细胞中存在共定位，CD147 的 I

结构域与 Annexin A2 的 N 端结构域在活细胞中能够直接相互作用。 

2、CD147 表达水平与 Annexin A2 的 Tyr23 磷酸化水平呈负相关。CD147 通过

其胞外段的 I 结构域与 Annexin A2 的 N 端结构域直接相互作用抑制了 Src 激酶对

Annexin A2 Tyr23 的磷酸化。 

3、Annexin A2 Tyr23 磷酸化调控 DOCK3 的表达。DOCK3 通过抑制 β-catenin

入核进而负向调控 WAVE2 的表达。WAVE2 表达水平升高能促进片状伪足形成和细

胞运动。CD147 通过 p-Anneixn A2/DOCK3/β-catenin/WAVE2 信号轴调控肿瘤细胞运

动。 
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