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磷酸化蛋白质组学技术分析抗菌肽merecidin抑制人肺腺癌A549细胞

增殖的作用机制

贾琴琴，杨婷婷，王雅蓉，张倩楠，王秀青（宁夏医科大学 临床医学院，宁夏回族自治区 银川 750004）

[摘 要] 目的：以磷酸化蛋白质组学技术分析抗菌肽merecidin处理人肺腺癌A549细胞后细胞内磷酸化蛋白质表达的差异，

探究merecidin对肺腺癌A549细胞蛋白质活性、功能的影响以及涉及的信号通路。方法：采用 9 μmol/L merecidin处理肺腺癌

A549细胞 6 h，收集并提取总蛋白，SDS-PAGE检验全蛋白提取效果，加入胰酶来对蛋白质进行酶解。酶解所获肽段用TMT标

记、采用 HPLC 分级分离、经 IMAC 磷酸化修饰富集以及液相色谱 -质谱联用（HPLC-MS/MS）分离肽段。使用 localization

probability>0.75 的标准对鉴定数据进行过滤，利用 GO（Gene Ontology）数据库、KEGG（KyotoEncyclopedia of Genes and

Genomes）数据库和STRING数据库对磷酸化蛋白组学数据进行分析。结果：SDS-PAGE 结果显示，经9 μmol/L merecidin处理后

的A549细胞全蛋白分离效果清晰、无明显降解，且实验组与对照组条带差异明显；质谱共鉴定出位于3 089个蛋白上的10 320个

磷酸化修饰位点，以|Fold change|>或<1.5且P<0.05为阈值从中筛选出差异明显的753个蛋白质及其1 172个磷酸化位点。蛋白质

功能富集显示，磷酸化水平显著变化的蛋白质功能主要集中在蛋白质分子结合、代谢活性、分子功能调节、细胞进程、生物功能调

节等方面；整合通路生物信息学分析结果显示，差异蛋白与Ras、PI3K/AKT、mTOR、AMPK等多条通路相关联；经过COG数据库

筛选，发现差异性磷酸化蛋白主要集中在细胞信号转导、RNA转录、翻译后加工和修饰、核糖体合成蛋白质、细胞骨架蛋白形成及

细胞内的物质转运和分泌、囊泡运输等多个方面；蛋白质互相作用层面分析结果显示，merecidin处理后的A549细胞中形成以

MAPK1、RPL23A、SRSF3H、NCBP1等为关键蛋白的相互作用网，其中ATG2B、ULK1等蛋白显著上调，MAPK1、AKT1等蛋白显

著下调。结论：磷酸化蛋白组学分析结果显示，抗菌肽merecidin可能通过MAPK、RPL23A、SRSF3H和AKT1等关键蛋白质在多

方面生物功能和多条信号通路中发挥作用，促进肺腺癌A549细胞凋亡和自噬，从而抑制细胞的增殖。
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Phosphoproteomics analysis of the mechanism of antimicrobial peptide merecidin
inhibiting the proliferation of lung adenocarcinoma A549 cells

JIA Qinqin, YANG Tingting, WANG Yarong, ZHANG Qiannan, WANG Xiuqing (Clinical Medical College, Ningxia Medical

University, Yinchuan 750004, Ningxia Hui Autonomous Region, China)

[Abstract] Objective: The phosphorproteomics technique was used to analyze the differential expression of phosphorylated proteins in

the human lung adenocarcinoma A549 cells treated with antimicrobial peptide merecidin, and to explore the effect of merecidin on the protein

activity and function of lung adenocarcinoma A549 cells and the signal pathway involved. Methods: A549 cells were treated with

9 μmol/L merecidin for 6 h. The total protein was collected and extracted, and SDS-PAGE experiment was used to test the total protein

extraction efficiency. Pancreatin was added to digest the protein. The peptides obtained by enzymatic hydrolysis were labeled with TMT,

fractionated by HPLC, enriching phosphorylated modified peptides by IMAC, and separate peptides by HPLC-MS/MS (liquid chromatography-

mass spectrometry) technology. The identified data were screened using the standard of localization probability>0.75, and the phospho-

proteomics data were analyzed using GO (Gene Ontology) database, KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) database and

STRING database. Results: SDS-PAGE results showed that the total protein separation of A549 cells treated with 9 μmol/L merecidin was

clear and no obvious degradation, and there was significant difference in protein bands between the experimental group and the control group.

A total of 10 320 phosphorylation modification sites on 3 089 proteins were identified by mass spectrometry, of which 753 proteins and

1 172 phosphorylation sites were screened out with |Fold Change| >1.5 and P<0.05 as the threshold. Protein function enrichment showed

that functions of proteins with significant changes in phosphorylation level mainly focused on molecular binding, metabolic activity, molecular
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function regulation, cell process, biological function and other aspects. Bioinformatics results of integrated pathway showed that differentially

expressed proteins were associated with Ras, PI3K/AKT, mTor, AMPK etc. COG database screening showed that the differentially expressed

phosphorylated proteins were concentrated in cell signal transduction, processing and modification of RNA transcription and translation,

protein synthesis of ribosome, formation of cytoskeleton proteins, intracellular substance transportation, secretion and vesicle transportation

etc. At the protein interaction level, after merecidin treatment, an interaction network with MAPK1, RPL23A, SRSF3H, NCBP1, etc. as key

proteins was formed in A549 cells; proteins such as ATG2B and ULK1 etc. were significantly up-regulated, while proteins such as MAPK1

and AKT1 etc. were significantly down-regulated. Conclusion: Phosphoproteomic analysis shows that the antimicrobial peptide merecidin

may play a role in multiple biological functions and multiple signaling pathways through key proteins such as MAPK1, RPL23A, SRSF3H

and AKT1, and promote the apoptosis and autophagy of lung adenocarcinoma A549 cells, thereby inhibiting cell proliferation.

[Key words] lung adenocarcinoma; antimicrobial peptide; merecidin；A549 cell; phosphoproteomic

[Chin J Cancer Biother, 2020, 27(11): 1229-1238. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2020.11.005]

据《2018 全球癌症报告》[1]显示，2018 年将新增

1 810万例癌症病例和960万例癌症死亡病例，其中肺

癌的发病率（11.6%）和病死率（18.4%）均居首位。虽然

目前手术、放疗、化疗等综合疗法已被广泛应用，但是

肺癌患者5年生存率仍较低。因此迫切需要研发抗癌

活性高、毒副作用小的药物。抗菌肽（antimicrobial

peptide，AMP）是机体天然免疫系统抵御病原微生物侵

害的重要效应肽。从真菌、细菌、高等植物、哺乳动物[2-3]

等生物体内均可分离得到AMP，因其具有广谱抗菌特

性且不易引起耐药的优势，受到越来越多学者的关注

和研究。LL-37是目前唯一被发现的人体抗菌肽，表达

于机体的多个部位，如睾丸、皮肤[4]、鼻黏膜[5]、唾液[6]和

胃肠道等，可由单核细胞[7]、中性粒细胞[8-9]等多种细胞

表达。LL-37是一种多功能肽，具有抗菌、抑癌、参与适

应性免疫调节等作用[10-12]，其α-螺旋结构结合细胞膜脂

质可能会在细胞膜上形成孔道或诱导细胞内分子泄漏[13]，

增加细胞膜的渗透性[14]，从而导致细胞死亡[15]，且可抑

制细菌胞膜的形成[16-17]。研究[18]发现，使用LL-37处理

结肠癌细胞可引起癌细胞凋亡；同时，LL-37 在胃癌[19]、

急性髓细胞白血病 [20]和淋巴细胞白血病[21]中都发挥

抑癌作用。Merecidin（又名17BIPHE2）是抗菌肽LL-37

的衍生肽，氨基酸序列为 GBKRLVQRLKDBLRNLV，

相对分子质量为2 561.866[22]；其溶血活性更低，对人

体毒性更小，在免疫调节、抑制各种病菌方面均优于亲

本LL-37[23]。本课题组前期研究发现merecidin可促进

肺腺癌A549细胞凋亡[24-26]，抑制金黄色葡萄球菌以及

铜绿假单胞菌生物被膜的形成[27-28]。本研究是以抗菌

肽merecidin处理人肺腺癌A549细胞后进行磷酸化蛋

白质组分析，从蛋白质功能、信号通路和蛋白质相互作

用等3个层面探究抗菌肽merecidin对A549细胞的抑制

作用的机制。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

人肺腺癌细胞株A549由宁夏医科大学总医院干细

胞研究所提供。抗菌肽merecidin由吉尔生化有限公司

通过固相化学法合成，纯度大于95%，干粉状态储存于-

20 ℃，使用时用ddH2O溶解。蛋白酶抑制剂购自德国

Calbiochem公司，胰酶购自美国Promega公司，色谱级

试剂乙腈购自美国Fisher Chemical公司，三氟乙酸购自

美国Sigma-Aldrich公司，甲酸购自美国Fluka公司，考

马斯亮蓝染液、碘代乙酰胺、尿素、二硫苏糖醇、三乙基

碳酸氢铵均购自美国 Sigma 公司，BCA 试剂盒购自

上海碧云天公司，串联质谱标签（tandem mass tag，

TMT）标记试剂盒购自美国 Thermo 公司，磷酸化酶

抑制剂购自美国Millipore公司，酶标仪、ACCELA 600

Pump 液相色谱仪均购自美国 Thermo 有限公司，

300Extend C18色谱柱购自美国Agilent公司，凝胶成像

仪购自美国伯乐公司。

1.2 Merecidin处理A549细胞实验

A549 细胞贴壁生长，在含有 10% 胎牛血清的

RPMI（含有 1×105 μmol/L 青、链霉素）培养基于

37 ℃、5% CO2的恒温细胞培养箱中，每天换液 1次，

待细胞汇合度达80%时进行实验。根据CCK-8法预

实验测得本批次merecidin抑制A549细胞的 IC50值，

最终确定merecidin处理细胞的浓度为 9 μmol/L。本

实验分为抗菌肽处理组（实验组）和未处理组(对照

组)，处理组细胞培养液中加入9 μmol/L抗菌肽，对照

组只加正常完全培养基培养，孵育6 h后收集细胞用

于后续实验。实验独立重复3次。

1.3 A549细胞裂解和蛋白质提取

将实验组和对照组细胞用预冷的PBS洗2遍，弃

去上清液，随后加入配制好的预冷细胞裂解液（每

1 ml裂解液中加入10 μl磷酸酶抑制剂、1 μl蛋白酶抑

制剂和5 μl 100 mmol/L PMSF）消化1 min，将细胞悬

浮液转移至新的预冷离心管中，置于振荡器剧烈振

荡 30 s，放置冰上5 min，如此重复 5次；最后 12 000×g、

4 ℃离心 30 min，取上清即为全蛋白提取物，置

于-80 ℃保存。利用BCA法进行蛋白质定量分析。

1.4 SDS-PAGE检验A549细胞全蛋白提取效果

全蛋白提取物分为对照（Mock）组和实验（Drug）

组，各组均以每孔30 μg蛋白上样，用10% SDS-PAGE
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分离蛋白，浓缩胶 75 V、30 min，随后分离胶 120 V、

50 min，观察到溴酚蓝泳动至胶底部时取出凝胶置于

一个大的玻璃容器中，加入提早配置好的考马斯亮

蓝染液，于摇床上摇动 2 h后回收染料，加入适量的

脱色液置摇床上孵育 8~10 h，弃去脱色液，用凝胶成

像仪曝光显影。实验独立重复３次。

1.5 全蛋白提取物胰酶消化

于全蛋白提取溶液中加入二硫苏糖醇使其终

浓度为5 mmol/L，56 °C还原30 min。随后加入碘代乙

酰胺使其终浓度为11 mmol/L，避光室温孵育 15 min。

最后将样品的尿素浓度稀释至低于 2 mol/L。以

胰酶∶蛋白=1∶50的质量比例加入胰酶，37 °C酶解过

夜，再以1∶100的质量比例加入胰酶，继续酶解4 h。

1.6 TMT标记酶解肽段

胰 酶 酶 解 的 肽 段 用 Strata X C18（ 购 自

Phenomenex 公司）除盐后真空冷冻干燥，以 0.5 mol

TEAB溶解肽段，根据TMT试剂盒操作说明标记肽

段。操作方法：标记试剂解冻后用乙腈溶解，与肽

段混合后室温孵育 2 h，标记后的肽段混合后除盐，

加入2%甲酸以及98%收集洗脱液，进行真空浓缩和

冷冻干燥。

1.7 HPLC分级分离肽段

标记后的肽段用高 pH反向HPLC分级，色谱柱

为Agilent 300Extend C18（采用的规格为 5 μm粒径、

4.6 mm 内径、250 mm长度）。将肽段的分级梯度设

置为 8%~32% 乙腈、pH=9，1 h 时间分离 60 个组分。

随后将肽段合并为4个组分，合并后的组分经真空冷

冻干燥后进行后续操作。

1.8 特殊亲和层析富集磷酸化修饰肽段

将肽段溶解在富集缓冲溶液（50%乙腈/6%三氟

乙酸）中，转移上清液至提前洗涤好的固定化金属螯

合 亲 和 层 析（immobilized metal-chelating affinity

chromatography，IMAC）材料中，放置于旋转摇床上

温和摇晃孵育。孵育结束后依次使用缓冲溶液（含

50%乙腈、6%三氟乙酸和 30%乙腈/0.1%三氟乙酸）

洗涤树脂 3次，最后使用 10%氨水洗脱修饰肽段，收

集洗脱液并真空冷冻抽干。抽干后使用C18 ZipTips

试剂盒进行除盐。

1.9 液相色谱质谱联用（HPLC-MS/MS）分离肽段

将纯化后的肽段用液相色谱流动相A相（0.1%

甲酸水溶液）溶解后继续使用EASY-nLC 1 000超高

效液相系统进行分离。流动相A为含 0.1%甲酸和

2%乙腈的水溶液，流动相B为含0.1%甲酸和90%乙

腈的水溶液。液相梯度设置：0-40 min，4%~22%B；

41-52 min ，22%~35%B ；53-56 min，35%~80%B；

57-60 min，80%B，流速维持在 400 nl/min。洗脱后的

肽段经由超高效液相系统分离后被注入NSI离子源

中进行电离，然后以 Q Exactive Plus 质谱仪进行分

析。离子源电压设置为2.0 kV，肽段母离子及其二级

碎片都使用高分辨的Orbitrap进行检测 和分析。一

级质谱扫描范围设置为 350~1 800 m/z，扫描分辨率

设置为 70 000；二级质谱扫描范围则固定起点为

100 m/z，二级扫描分辨率设置为 35 000。使用数据

依赖型扫描（data-dependent acquisition，DDA）程序，

即在一级扫描后选择信号强度最高的前10个肽段母

离子依次进入HCD碰撞池，使用 31%的碎裂能量进

行碎裂；同样依次进行二级质谱分析。为了提高质谱

的有效利用率，自动增益控制（automatic gain control，

AGC）设置为1E5，信号阈值设置为20 000 ion/s，最大

注入时间设置为 100 ms，串联质谱扫描的动态排除

时间设置为30 s，避免母离子的重复扫描。

1.10 磷酸化蛋白质的鉴定及其生物信息学分析

使用数据库Maxquant（v1.5.2.8）检索质谱原始数

据。检索参数设置：数据库为 Swissprot_Human

（20422条序列），添加反库以计算随机匹配造成的假

阳性错误率（false positive rate,FDR），用于消除鉴定

结果中污染蛋白的影响。酶切方式设置为Trypsin/P，

并且酶最大漏切位点数设为2，肽段最小长度设置为

7个氨基酸残基，肽段最大修饰数设为 5；First search

和Main search的一级母离子质量误差容忍度分别设

为20×10-6和5×10-6，二级碎片离子的质量误差容忍度

为 0.02 Da。将半胱氨酸烷基化设置为固定修饰，可

变修饰为甲硫氨酸的氧化、蛋白N端的乙酰化和脱酰

胺化以及丝氨酸、苏氨酸和酪氨酸的磷酸化。定量

方法设置为TMT-6plex，蛋白鉴定、PSM鉴定的FDR

都设置为1%。差异磷酸化蛋白质通过建立火山图以

可视化和识别蛋白差异。为了表征这些蛋白质，进

一步通过GO功能、KEGG途径和蛋白质结构域的功

能富集，分析其细胞生物学过程、细胞成分和分子生

物学功能。利用GO进行功能注释，以COG/KOG数

据库进行功能分类统计，并使用Cytoscape构建具有

相关蛋白质的网络。

1.11 统计学处理

采用SPSS 20.0软件，所有差异蛋白定量数据均

进行 3次重复实验，正态分布的计量数据以 x̄±s

表示，多组间比较采用单因素方差分析（ANOVA），

以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 A549细胞全蛋白磷酸化蛋白组质控合格

利用SDS-PAGE检验细胞全蛋白提取效果，结果显

示蛋白分离效果清晰、无明显降解，且实验组与对照组
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条带差异明显（图1A）；对实验组与对照组各个样品中

磷酸化肽段丰度行皮尔森相关性（Pearson’s correlation

coefficient）分析，评估磷酸化蛋白组学实验样品平行性，

发现实验组与对照组各自组内相关性高，重复性较好

（图1B）；肽段长度分布的结果（图1C）显示酶切正常。

A: SDS-PAGE map of differentially expressed phosphorylated proteins in control group (Mock) and antimicrobial peptide mericidin

treatment group (Drug); B: Pearson's correlation coefficient was evaluated for mass spectrum data (as shown in the analysis results,

this coefficient is a value measuring the degree of linear correlation between two sets of data: the closer Pearson's coefficient to -1 or

1 indicated positive correlation, and the closer to 0 indicated irrelevant correlation); C: Piptide length distribution (the number of small

pieces of peptide accounted for the most)

图1 磷酸化蛋白质样本质控评估

Fig.1 Quality evaluation of phosphorylated protein samples

2.2 Merecidin对A549细胞中蛋白磷酸化修饰的影响

TMT标记磷酸化蛋白质组学分析总共鉴定到位

于3 089个蛋白质上的10 320个磷酸化修饰位点，其

中 9 094个位点包含定量信息。为确保结果的高度

可信，使用定位概率（localization probability）>0.75

的标准对鉴定数据进行了过滤，最终确定了定位于

2 900个蛋白上的 8 317 个磷酸化修饰位点，其中

2 787个蛋白的 7 937个位点包含定量信息（图 2A）。

按 |Fold Change|>1.5、P<0.05 筛选出 230 个上调磷酸

化蛋白质、523个下调磷酸化蛋白质，分别对应409和

763个磷酸化位点（图2B），对差异蛋白进行火山图分

析（图1C）显示修饰蛋白差异表达明显。

A:Statistical diagram of results of mass spectrum detection;

B: Phosphorylated proteins and sites changed of the antibacterial peptide merecidin treated group (Drug);

C: Volcano map of up-regulated and down-regulated differentially phosphorylated proteins

图2 磷酸化蛋白质组学分析结果

Fig.2 Results of phospho-proteomics analysis

2.3 磷酸化蛋白质基序分析

为了解鉴定到的修饰蛋白以及蛋白的功能、特

征等，首先采用蛋白质基序分析对样品中所有磷酸

化修饰位点前后氨基酸序列的规律进行统计，计算

出发生磷酸化修饰位点区域内氨基酸序列的规律趋

势。此类分析可发现修饰的位点序列特征，从而推
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测或者确定与修饰相关的酶。分析结果（图3）显示，

氨基酸在修饰位点附近聚集明显。

进一步通过蛋白注释对差异修饰位点对应蛋白

在GO二级注释中的生物进程、细胞组成和分子功能

的分布进行了统计，从不同角度阐释蛋白的生物学

作用。结果（图 4A）显示，磷酸化蛋白主要分布于细

胞进程、生物学调节，细胞及细胞器组成，分子结合、

催化活性等多个方面；差异修饰蛋白的亚细胞结构

预测和分类统计结果（图 4B）显示，差异性蛋白定位

主要集中在细胞核和细胞质。

2.4 差异磷酸化蛋白质功能的富集

差异性蛋白的功能富集主要通过 GO 分类、

KEGG通路和蛋白结构域（domain）三个层面的富集

分析进行，目的是检测差异修饰是否在某些功能类

型有显著性的富集趋势。对于富集检验（此处运用

Fisher’s exact test即费希尔精确检验）得到的P值通

过气泡图方式展现了差异修饰蛋白显著富集（P<

0.05）的功能分类和通路。差异磷酸化修饰位点对应

蛋白在GO分类功能富集从分子功能（图 5A）、生物

学进程（图 5B）、细胞组成（图 5C）三个层面进行分

析，可得知差异显著性蛋白参与细胞信号转导、核酸

的降解转运以及细胞能量代谢、蛋白质的合成、细胞

骨架的形成等；差异磷酸化修饰位点对应蛋白在蛋

白结构域的分类（图5D）主要涉及RNA识别基序域、

蛋白质合成后修饰等。另外，KEGG是连接已知分子

间相互作用的信息网络，如代谢通路、复合物、生化

反应。KEGG途径主要包括：代谢、遗传信息处理、环

境信息处理、细胞过程、人类疾病、药物开发等。本

研究中通路富集部分展示（图 6）有Ras 、PI3K/AKT、

mTor、AMPK等通路。

The red indicates that this amino acid is significantly enriched

near the modification site, and the green indicates that this

amino acid is significantly reduced near the modification site

图3 所有鉴定到的磷酸化修饰位点蛋白基序富集热图

Fig.3 Motif enrichment heat map of upstream and

downstream amino acids at all identified

phosphorylation sites

A: The distribution of biological process, cell composition and molecular function in the GO secondary annotation of length

distribution; B: Prediction and classification statistics of subcellular structure of differentially modified proteins

图4 差异磷酸化修饰位点对应蛋白在GO二级分类中统计分布图

Fig.4 Statistical distribution of proteins corresponding to the differential phosphorylation sites in the GO secondary classification

2.5 差异磷酸化蛋白质的功能分类

COG（clusters of orthologous groups of proteins）

是NCBI的数据库。COG的中文释义即“同源蛋白”，

本研究将所得数据与数据库比对分析，进行差异修

饰蛋白COG/KOG功能分类统计，结果（图6）发现，差

异性磷酸化蛋白主要集中在细胞信号转导，RNA转

录、翻译后加工、蛋白合成后结构修饰、核糖体、细胞

骨架蛋白形成和细胞内的物质转运、分泌和囊泡运

输等多个方面。
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The size of the bubble represents the amount of protein and the color represents the P value

A: Molecular function; B: Biological process; C: Cellular component; D: KEGG pathway

图5 差异磷酸化蛋白质功能富集分析

Fig.5 Functional enrichment analysis of differential phosphorylated proteins

图6 差异磷酸化蛋白KEGG通路富集分析

Fig.6 KEGG pathway analysis of differential phosphorylated proteins

2.6 差异磷酸化蛋白质互作网络分析获得关键蛋白质

将不同组中筛选得到的所有差异修饰蛋白数据

编号，通过与 STRING（v.10.5）蛋白网络互作数据库

比对后，按照置信度（confidence score）>0.7（高置信

度）提取得到差异蛋白，选取其中50个进行互作关系

分析（图8）。从蛋白网络互作关系发现，整个蛋白网

络呈现主要以MAPK1、RPL23A、SRSF3H和NCBP1

为核心蛋白质的相互作用网。经过结果对比分析发

现 ，自噬相关蛋白 2B（autophagy-related protein 2

homolog B，ATG2B）、自噬相关蛋白13（ATG13）、unc-

51 样自噬激活激酶（unc-51 like autophage activating

kinase，ULK1）、Ras 相关蛋白 Rab-7a（Ras-related

protein Rab-7a，RAB7a）、ATG9A等蛋白表达上调显

著 ，丝裂原激活的蛋白激酶 1（mitogen-activated

protein kinase 1, MAPK1）、真核翻译起始因子 4B

（eukaryotic translation initiation factor 4B）、表皮生长
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因子受体（epidermal growth factor receptor,EGFR）、结

节性硬化复合物 2（tuberous sclerosis complex 2,

TSC2）、人丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶 PAK4、RAC-α丝

氨酸/苏氨酸蛋白激酶（RAC-alpha serine/threonine-

protein kinase,AKT1）等蛋白表达下调显著（表1）。

图7 差异磷酸化修饰位点对应蛋白质的COG/KOG功能分类分布图

Fig.7 The COG/KOG functional distribution map of proteins corresponding to differential phosphorylation modification sites

3 讨 论

ATG2B是一种脂质转移蛋白，主要参与自噬体的

形成，在降解前与溶酶体融合[29]。ATG9A是一种具有

折叠的同源三聚体，在营养丰富的条件下通过反式高

尔基体网络和核内体系统，并在自噬诱导下短暂定位

于自噬体。通过回收核内体来运输ATG9A是自噬体形

成的重要步骤[30]。作为自噬体的唯一穿膜蛋白，ATG9A

是自噬体形成和成熟过程中形成磷脂转运管道机制的

一部分[31]。ATG13主要参与自噬因子形成[32]，且是mTOR

激酶信号通路的靶标，通过控制ATG13和ULK1 的磷

酸化状态以及ATG13-ULK1-RB1CC1复合物的调控来

调节自噬。ULK1是自噬的重要调节因子，ULK复合物

在控制自噬小体生物发生的信号通路早期处于关键位

置[33]，接收并整合来自mTOR和AMP活化蛋白激酶

AMPK上游营养传感器机制靶点的信息。RAB7a是溶

酶体运输的关键调节剂，作为FOXO1/RAB7信号通路

中的重要蛋白，可以通过上调RAB7表达诱导细胞自

噬[34]。分析发现，MAPK1、EIF4B、EGFR、TSC2、PAK4

和AKT1表达显著下调。MAPK1是细胞外信号调节激

酶[35]，是多种信号的整合点，参与多种细胞过程，如增殖、

分化、和发育等，上游激酶磷酸化激活MAPK1/ERK2后

转移到受刺激的细胞核，通过抑制MAPK1磷酸化[36-37]

激活自噬。EIF4B（又称帽结合蛋白），是eIF4F复合物

的重要组成因子之一，其高表达会导致肿瘤的扩散、侵

袭和转移。研究[38]发现通过抑制EIF4B表达可增强细

胞自噬性死亡。EGFR表达下调可通过抑制EGFR信号

转导并同时激活自噬[39]，抑制EGFR表达后能够导致细

胞自噬性死亡[40]。关于TSC2，AKT无法在Ser981处将

短的TSC2同工型磷酸化，从而导致ESCC中TSC2的持

续活化；活性的TSC2通过RHEB抑制mTOR，导致ESCC

细胞自噬[41]。研究[42-43]发现通过激活TSC2/mTOR信号

途径可激活自噬。PAK4是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激

酶,在多种肿瘤组织和细胞中高表达,与细胞增殖、周期、

迁移等细胞学行为相关；通过下调PAK4表达可上调p53、

抑制mTOR或AKT/mTOR、下调PAK4/MEK/ERK信号
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通路，从而激活细胞自噬[44]。AKT1参与调节代谢、增

殖、细胞存活、生长和血管生成等多个过程，可通过激

活AKT1/Foxo3a[45]、PI3K/AKT/mTOR[46]等信号通路促

进细胞自噬。综上，所述差异磷酸化蛋白质几乎一致

地促进细胞自噬的发生，因此推测以merecidin处理肺

腺癌A549细胞可能会诱导细胞自噬。

The circles in the figure represent the differentially modified protein, and different colors represent the differentially modified protein

(blue represents the down-regulated protein and red represents the up-regulated protein). The circle size represents the number of

differentially modified proteins interacting with it. The larger circle is, the more proteins it interacts with and the more important the

protein is in the network. In order to clearly demonstrate the protein-protein interaction relationship, we selected the top 50 proteins

with the closest interaction relationship and drew the protein interaction network

图8 STRING数据库磷酸化蛋白质相互作用网

Fig.8 Protein-protein interaction network of phosphorylated proteins by searching STRING database

表1 抗菌肽merecidin处理A549细胞后差异表达显著的关键蛋白质及磷酸化位点

Tab.1 Phosphorylated key proteins and phosphorylated sites with significant differences in A549 cells after

the treatment with antimicrobial peptide merecidin

Gene

ATG2B

ULK1

MAPK1

EIF4B

RAB7A

EGFR

TSC2

PAK4

ATG13

ATG9A

AKT1

Protein description

Autophagy-related protein 2 homolog B

Serine/threonine-protein kinase

Mitogen-activated protein kinase 1

Eukaryotic translation initiation factor 4B

Ras-related protein Rab-7a

Epidermal growth factor receptor

Tuberin

Serine/threonine-protein kinase PAK

Autophagy-related protein 13

Autophagy-related protein 9A

RAC-alpha serine/threonine-protein kinase

Regulation

Up

Up

Down

Down

Up

Down

Down

Down

UP

UP

Down

PS

7

6

0

10

1

11

5

5

1

3

1

PT

0

1

1

0

0

4

0

1

0

0

0

PY

0

0

1

0

0

0

0

0

0

0

0

Phospho-site count

7（S240/S255）

7（S479/477）

2 (T185/Y187)

10（S579）

1（S72）

15(S104/1064 /1039)

5(S1132/1452)

6(S104)

1(S738/735)

3(S656/738/735)

1(S124)

PS: Phosphorylated serine; PT: Phosphorylated threonine; PY: Phosphorylated tyrosine
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综上所述，本研究发现抗菌肽merecidin抑制肺

腺癌A549细胞增殖可能是通过蛋白磷酸化影响蛋白

功能、亚细胞结构分布、细胞代谢、信息传递以及调

节AMPK、PI3K/AKT等信号途径完成。同时分析结

果显示merecidin可能诱导A549细胞自噬，这为后续

实验进一步探究merecidin的抗癌功能奠定了基础。
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