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摘要 目的 为了探讨泛素特异性蛋白酶 2a( USP2a) 在肿
瘤发生发展中的催化机制，构建 USP2a C末端催化结构域原
核表达质粒 pET28a-USP2a-C，分析 USP2a C 末端催化结构
域的活性情况。方法 利用荧光检测方法测定 USP2a-C 的
酶促动力常数，并采用液相色谱 － 质谱联用技术 ( LC-MS /
MS) 分析 USP2a的肽酶和异肽酶活性。结果 结果表明获
得了可溶性表达的 USP2a-C 融合蛋白，酶促动力学分析
USP2a-C水解底物 Ub-AMC的催化效率 Kcat /Km = 2. 53 × 105

mol / ( L·s) ; LC-MS /MS分析结果表明 USP2a-C 能有效分解
Di-Ub和 Ub-V77两种不同性质的底物，并且两者之间的催化
活性差异无统计学意义。结论 获得了可溶性表达的
USP2a-C蛋白，并且分析证明其具有完整的去泛素化酶的活
性。
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USP2 是一种去泛素化酶 ( deubiquitylating en-
zymes，DUB) ，位于 11 号染色体上( 11q23. 3) ［1］。泛
素化是蛋白质降解的一种重要方式［2］。DUB 的作
用主要是将泛素从目的蛋白上去掉，是维护机体泛
素水平的一个重要机制［3］，USP2 基因经过 5'末端
的选择性剪切可产生 USP2a 和 USP2b 两个亚型。
研究［4］表明 USP2a与多种肿瘤的发生发展相关，沉
默 USP2a 能诱导细胞凋亡。如在前列腺癌、乳腺
癌、膀胱癌中 USP2a 能够促进细胞的迁移和侵
袭［5 － 7］，抑制 USP2a 则诱导细胞凋亡［8］。另外，
USP2a 能稳定 CyclinD1［9］，参与细胞周期调控等。
因此推测 USP2a 可能一种新的肿瘤标志基因［10］。
该研究通过表达 USP2a C 末端重组蛋白，检测重组
USP2a 蛋白的酶活性，并通过 LC-MS /MS 检测
USP2a对不同性质底物的酶活性情况，为进一步分

析 USP2a的催化机制，开发 USP2a 的功能型抑制剂
提供重要的基础。

1 材料与方法

1． 1 引物设计与合成 以 USP2a cDNA为模板，设
计扩增其 C 末端结构域的特异引物，USP2a-1 F: 5'-
GGAATTCATGAATTCTAAGAGTGCCCAGG-3' ( 含有
EcoR I酶切位点) ，USP2a-1 R: 5'-CCGCTCGAGCTA-
CATTCGGGAGGG-3'( 含有 Xho I 酶切位点) ，引物
由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。
1． 2 目的片段的扩增与表达载体的构建 采用 25
μl PCR反应体系进行扩增; PCR 反应条件: 95 ℃预
变性 5 min; 95 ℃、30 s，55 ℃、30 s，72 ℃、30 s，25 个
循环; 72 ℃、8 min。产物进行电泳检测并回收目的
片段。PCR反应条件: 95 ℃预变性 5 min; 95 ℃ 30
s、55 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s，25 个循环; 72 ℃、8 min。
产物进行电泳检测并回收目的片段。
1． 3 pET28-USP2a-C的表达与纯化 取单克隆菌
落，接种于含有卡那霉素的 LB培养基中，37 ℃、200
r /min过夜培养。第 2 天扩大培养到 100 ml含有卡
那霉素的 LB 液体培养基中，采用 30 ℃、180 r /min
继续培养; 检测 OD = 0. 6 ～ 0. 8 时进行 IPTG 诱导，
IPTG浓度为 0. 8 mmol /L，诱导 4 h 后收集菌液; 超
声裂解后，分别收集上清和沉淀，通过 SDS-PAGE 电
泳分析蛋白表达情况。使用组氨酸标签蛋白纯化试
剂盒，依照说明书进行蛋白纯化。
1． 4 重组蛋白 USP2a-C 的酶活性分析 使用
SPEX Fluorolog-2 spectrofluorometer ( 激发光波长 λ，
380 nmol /L; 发射光波长 λ，440 nmol /L) 检测系
统，分析重组蛋白的酶活性。根据米氏方程 v =
( Vmax ×［S］) /( ［S］+ Km ) ，对底物 Ub-AMC 进行梯
度稀释，分别测出每个浓度梯度的反应初始速率
( v) ，以 v对底物浓度［S］作图，同时设立空白对照。
1． 5 LC-MS /MS 分析蛋白 USP2a-C 的酶活性
选取底物 Ub-V77 ( 肽键) 和 Di-Ub( 异肽键) 分别和
USP2a-C进行反应，并分别在 0、15、30、60、120 min
时加入终止缓冲液( 水 ∶ 乙腈 ∶ 乙酸 = 80 ∶ 20 ∶ 1)
终止反应，反应结果在 Agilent 1200 HPLC 和 Agilent
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Q6410 上进行检测［11］，采用 Mass Hunter workstation
software进行数据处理，得到 USP2a-C 降解 Ub-V77
和 Di-Ub的反应曲线图。
1． 6 统计学处理 由于 USP2a-C 蛋白催化分解底
物的降解过程符合非线性关系，因此采用 R Core
Team，2015 统计软件，R语言中的 nls函数进行非线
性拟合，两条非线性关系的显著性检验采用 Chen et
al［12］提出的残差平方和的 F检验法。

2 结果

2． 1 USP2a的克隆 以 USP2a cDNA 为模板，PCR
扩增 USP2a C 末端催化结构域基因片段，产物经
1%琼脂糖凝胶电泳检测，在1 000 bp 左右处有特异
性条带，大小与预期相符。

连接载体 pET28a( + ) ，挑取单菌落经菌液 PCR

检测和双酶切鉴定，结果均能得到与预期大小一致
的 DNA条带，见图 1。经过 DNA测序证实 USP2a C
末端基因序列克隆成功，测序结果见图 2 ～ 5。

图 1 重组质粒 pET28-USP2a-C的鉴定
A: PCR 电泳图; M: DNA Marker; 1: USP2a-C; 2: 无模板空白对

照; B:双酶切电泳图; 3:重组质粒 pET28-USP2a-C; 4:空质粒 pET28a

图 2 USP2a-C正向测序结果
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图 3 USP2a-C正向测序结果 BLAST对比结果

图 4 USP2a-C反向测序结果
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图 5 USP2a-C反向测序结果 BLAST对比结果

2． 2 USP2a-C的表达与纯化 将测序正确的重组
质粒 pET28-USP2a-C 进行表达与纯化，SDS-PAGE
电泳结果显示，上清液中含有大量的目的蛋白，分子
量 41 ku，与预期大小相同，证明 USP2a-C 以可溶性
蛋白的形式进行表达。确定表达条件后，大量表达
纯化 USP2a-C蛋白，表达产物经 Ni-NTA 柱层析纯
化目的蛋白，收集样品，得到纯化的 USP2a-C 蛋白，
见图 6 。

纯化后 SDS-PAGE电泳图上只有目的蛋白一条
带，说明 USP2a-C 蛋白纯化程度很高。使用 LC-
MS /MS分析纯化的 USP2a-C蛋白的纯度和分子量。
分析得到单一的主峰，检测的分子量大小为
41 361. 8 ku 与理论值 ( 41 362. 1 ku) 一致，证明所
纯化得到的是 USP2a-C目的蛋白，见图 7。
2． 3 USP2a-C蛋白的酶动力学分析 根据米氏方
程 v = ( Vmax ×［S］) /( ［S］+ Km ) ，得到 USP2a-C 分
解 Ub-AMC的最大反应速率 Vmax = 6. 579 40 × 10 －10

mol / ( L·s) ，米氏常数 Km = 1. 085 68 × 10 －6 mol /L，
催化常数 Kcat = 2. 74 × 10 －1 1 /s，催化效率 Kcat /Km =
2. 53 × 105 mol / ( L·s) 。证实纯化的 USP2a-C 蛋白

具有良好的催化活性，见图 8。

图 6 重组 USP2a-C蛋白电泳图
A:重组 USP2a-C 蛋白诱导表达图; M: Marker ( ku) ; 1: 空白对

照; 2: 全菌液; 3:超声裂解后的上清液; 4: 超声裂解后的沉淀; B: 重

组 USP2a-C蛋白纯化电泳图; 5 ～ 8: 洗涤穿出液; 9: Ni-NTA 珠子; 10

～ 11:纯化后的目的蛋白

2． 4 LC-MS /MS 分析 USP2a-C 蛋白酶分解不同
底物的酶活性 分别选取了双泛素 Di-Ub ( UbK48C-
UbD77 ) 和泛素的衍生物 Ub-V77作为底物。其中 Di-
Ub中两个乏素之间是正常的异肽键结构; 底物 Ub-
V77的 Ub和氨基酸残疾 V77之间是由肽键相连接。

从图 9 可知，反应在加入酶后立即开始，15 min
时底物的 Di-Ub被分解了 45. 83%，Ub-V77被分解了
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图 7 LC-MS /MS分析纯化的 USP2a-C的蛋白性质
A: 高效液相分离图，B: 质谱分析图

图 8 USP2a-C催化水解 Ub-AMC催化参数的测定
A: USP2a-C催化水解梯度稀释的 Ub-AMC 产物 AMC 的吸收值

随时间的变化图; B:不同浓度梯度的 Ub-AMC 反应初速度对底物浓

度的关系图

图 9 USP2a-C分解 Di-Ub和 Ub-V77的活性分析图
a: Di-Ub; b: UbK48C ; c: Ub-wt + Ub-D77 ; d: Ub-wt; e: Ub-V77 ; f: Ub-

V77 -SO2

55. 35%，60 min 时，底物 Ub-V77的分解率已达到
96. 35%，Ub-V77的分解率也已达到 90%左右，120
min时两个反应均已检测不到底物，反应结束。由
此可以证明纯化的 USP2a-C 蛋白具有完好的半胱
氨酸蛋白酶活性，能有效地催化分解异肽键和肽键
底物。
2． 5 USP2a-C分解 Di-Ub和 Ub-V77酶活性的统计
分析 经过非线性拟合统计分析，显示 USP2a-C 分
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解 Di-Ub和 Ub-V77两种不同性质底物的反应进程的
统计分析结果显示差异无统计学意义，说明表达纯
化的 USP2a-C 蛋白半胱氨酸蛋白酶活性正常。见
图 10。

图 10 USP2a-C催化分解底物的非线性拟合图

3 讨论

大肠杆菌原核表达系统具有操作简单、成本低
廉等优点，因此本研究选择大肠杆菌表达系统。以
USP2a cDNA为模板，用 PCR 法克隆了 USP2a C 末
端催化结构域基因片段，成功构建了原核表达质粒
pET28-USP2a-C，并获得了可溶性表达的 USP2a-C
蛋白。为了检测获得的 USP2a C 末端片段的酶活
性，本研究选用了 DUB通用底物 Ub-AMC检测酶的
活性，结果证明重组蛋白具有很高的酶活性，并且酶
活性稳定，室温放置 3 h 后酶活性依然不受影响。
根据酶动力学原理，测定出了 USP2a-C 蛋白的酶动
力学参数( 米氏常数 Km 、催化常数 Kcat 以及催化
效率 Kcat /Km) 与文献［11］报道一致。

真核蛋白通过大肠杆菌进行表达多以包涵体的
形式产生，通常没有活性，需要通过体外复性使蛋白
得以活化，复性过程对酶的量以及活性造成一定的
损失，得到活性酶产量很少。因此对于原核表达的
重组蛋白酶，获得可溶性表达就显得至关重要，本研
究为了得到可溶性表达的 USP2a-C 重组蛋白，对诱
导表达的条件进行了优化，通过 20、25、30、37、42 ℃
等一系列温度的实验，显示在 30 ℃条件下，诱导 4 h
可产生大量的可溶性表达的蛋白。

为了检测表达的 USP2a-C 蛋白的半胱氨酸蛋
白酶功能是否完整，本研究选用了两种不同性质的
底物 Di-Ub和 Ub-V77进行实验。他们都不含荧光因
子，不能通过荧光检测分析酶活性，通常对于没有荧
光物质的底物在检测酶活性时多使用 SDS-PAGE 的
方法［13］。SDS-PAGE 检测方法通常是将反应体系

配好后，按照反应条件的要求进行反应，等反应完成
后，将整个反应体系进行 SDS-PAGE电泳，通过电泳
条带的深浅以及有无判断酶活性变化。但是 SDS-
PAGE不灵敏，而且只能观察反应系统中底物或产
物物质的量的最终变化结果，不能准确地对反应过
程以及产物进行定性分析。本研究采用 LC-MS /MS
方法，不但能够实时监测反应的进程情况，而且能对
反应过程中底物或产物的变化进行定量检测和定性
测定。通过对 LC-MS /MS 检测的 USP2a-C 降解两
种不同性质底物的反应进程进行非线性拟合统计分
析后显示，二者差异无统计学意义。说明表达纯化
的 USP2a-C蛋白半胱氨酸蛋白酶具有完整的酶活
性。

大量的研究［14 － 18］表明 USP2a 与多种肿瘤的发
生发展具有重要关系，目前推测 USP2a 是一种新的
肿瘤标志物。因此研究 USP2a 的活性功能以及底
物特异性将对肿瘤的检测与治疗提供重要的理论依
据。下一步将对 USP2a 的催化机制以及在细胞中
的活性机制开展进一步的研究。

总之，本研究获得了 USP2a 的可溶性表达并初
步分析了 USP2a活性情况，为今后研究 USP2a 催化
机制以及开发 USP2a 抑制剂提供了重要基础，对肿
瘤的诊断和新药的开发具有重要意义。
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Prokaryotic expression and purification of USP2a and activity analysis
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Abstract Objective In order to study the mechanism of USP2a in tumor genesis and development，the primers
were designed to PCR the C terminal catalytic domain of USP2a． Methods The PCR products were cloned into
plasmid pET28a( + ) ． The fusion protein USP2a-C was induced and expressed in E． coli BL21 and purified by Ni-
NTA affinity chromatogram． The kinetic parameters of USP2a-C were detected by fluorescence，the activity of pepti-
dase and isopeptidase were analyzed by LC-MS /MS． Results The soluble fusion protein USP2a-C were successful-
ly expressed and purified． The kinetic parameters of USP2a-C hydrolyzed Ub-AMC with a Kcat /Km of 2. 53 × 105

mol / ( L·s) ． LC-MS /MS results indicated that USP2a-C could hydrolyze Di-Ub and Ub-V77 in effectively． Con-
clusion The C terminal catalytic domain of USP2a has the total catalytic activity of deubiquitinating enzymes．
Key words ubiquitin-specific protease 2; activity analysis; LC-MS /MS
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A preliminary study on the regulatory effect of breast cancer
associated fibroblasts on MCF7 cells

Li Zhen，Tu Daoyuan，Zhen Linlin，et al
( Dept of Breast and Thyroid Surgery，Huai＇an First People’s Hospital Affiliated to NJMU，Huai’an 223300)

Abstract Objective To study the regulatory effect of breast cancer associated fibroblasts ( CAFs ) on MCF7
cells，and the role of tumor microenvironment in the development of breast cancer． Methods CAFs were isolated
by collagenase I digestion and cultured． DCFHDA method was used for the detection of reactive oxygen species
( ROS) ． Chick embryo chorioallantoic membrane assay was used to detect angiogenesis． Results Co-culture of
MCF7 cells and CAFs promoted proliferation of tumor cells and CAFs，and promoted the production of ROS． Addi-
tion of peroxidase into co-culture system inhibited the production of ROS． Besides，co-culture of MCF7 cells and
CAFs significantly promoted angiogenesis in breast cancer cells; the over expression of peroxidase in CAFs signifi-
cantly inhibited this process． Conclusion CAFs have regulatory effect on the expression of ROS in MCF7 cells，
and can promote the angiogenesis in tumor cells．
Key words breast cancer associated fibroblasts; breast cancer MCF7 cells; reactive oxygen species; angiogenesis
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