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摘要：目的 阐明Casitas B系淋巴瘤（CBL）蛋白对乳腺癌细胞增殖、迁移和侵袭的影响并探讨其作用机制。方法 乳腺癌细胞系

MDA-MB-231、MCF7常规培养，实验分为NC组、过表达CBL组和 siNC组、siCBL组，采用克隆形成法和细胞计数试剂盒-8

（CCK-8）、伤口愈合实验、Transwell实验检测过表达（沉默）CBL对乳腺癌细胞增殖、迁移和侵袭能力的影响；流式细胞术和

Western blot验证CBL对乳腺癌细胞周期进程、细胞周期标志物和上皮-间充质转化（EMT）的影响；罗丹明标记的鬼笔环肽染色

细胞骨架观察CBL对细胞丝状伪足数量的影响。采用 IP-质谱法筛选CBL的相互作用蛋白并确定NCK2为研究对象。实验分

为CBL组、NCK2组、CBL+NCK2组，通过免疫共沉淀（IP）和免疫荧光共定位实验验证CBL与NCK2蛋白互作情况。通过环己

酰亚胺追踪实验和泛素化实验检测CBL对NCK2蛋白稳定性和泛素化的影响。采用CCK-8和Transwell实验检测NCK2对

CBL介导的乳腺癌细胞增殖及迁移能力的影响。结果 过表达CBL组的细胞增殖、迁移、侵袭能力显著降低（P<0.05）；沉默

CBL组的细胞增殖、迁移、侵袭能力显著增加（P<0.01）。沉默CBL促进MCF7细胞周期G1/S转换（P<0.05）。过表达CBL下调

乳腺癌细胞周期相关蛋白CDK2/4（P<0.01）、Cyclin A2/B1/D1/D3/E2（P<0.05）、EMT相关蛋白 Snail、N-Cadherin、Claudin-1

（P<0.05），同时上调E-Cadherin（P<0.05）；沉默CBL上调乳腺癌细胞周期相关蛋白CDK2/4/6（P<0.05）、Cyclin A2/B1/D1/D3/E2

（P<0.05），EMT相关蛋白Snail、Vimentin、Claudin-1（P<0.05），同时下调E-Cadherin（P<0.05）。过表达CBL使乳腺癌细胞系

MDA-MB-231中丝状伪足数量减少；沉默CBL使乳腺癌细胞系MCF7中丝状伪足数量增加。NCK2与CBL相互作用。过表达

CBL抑制NCK2蛋白稳定性（P<0.05），并促进其泛素降解（P<0.01）。过表达NCK2能够逆转CBL介导的乳腺癌细胞增殖和迁

移的抑制作用（P<0.01）。结论 CBL可通过泛素化降解NCK2抑制乳腺癌细胞增殖、迁移和侵袭。
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Abstract: Objective To observe the effects of Casitas B lymphoma (CBL) protein on proliferation, migration and invasion of
breast cancer cells and explore its mechanism of action. Methods Cultured breast cancer cell lines MDA-MB-231 and MCF7A
were transfected with a CBL-overexpressing plasmid and a specific siRNA targeting CBL (siRNA-CBL), respectively, and the
changes in cell proliferation, migration and invasion were examined using colony-forming assay, cell counting kit-8 (CCK-8),
scratch test and Transwell assay. Flow cytometry and Western blotting were performed to examine the effects of CBL
overexpression on cell cycle and epithelial-mesenchymal transition (EMT) of MDA-MB-231 cells, and the changes in the
number of filamentous pseudopodia were observed by rhodamine- labeled phalloidin staining of the cytoskeleton. IP-mass
spectrometry identified NCK2 as the interacting proteins of CBL, and their interaction was verified by immunoprecipitation
and immunofluorescence co-localization experiments in HEK-293T cells transfected with the plasmids for overexpression of
CBL, NCK2, or both. Cycloheximide tracking and ubiquitination assays were used for assessing the effects of CBL on stability
and ubiquitination of NCK2 protein in MDA-MB-231 cells; CCK-8 and Transwell assays were used to determine the effect of
NCK2 overexpression on CBL-mediated proliferation and migration of the cells. Results The proliferation, migration and
invasion were significantly suppressed in MDA-MB-231 cells overexpressing CBL (P<0.05) and significantly enhanced in MCF7
cells with CBL silencing (P<0.01). Silencing of CBL promoted G1/S transition in MCF7 cells (P<0.05). Overexpression of CBL
significantly decreased the expressions of CDK2/4 (P<0.01), cyclin A2/B1/D1/D3/E2 (P<0.05), Snail, N-cadherin, claudin-1 (P<0.05),
and upregulated the expression of E-cadherin (P<0.05). CBL silencing upregulated the expressions of CDK2/4/6 (P<0.05), cyclin
A2/B1/D1/D3/E2 (P<0.05), Snail, vimentin, and claudin-1 (P<0.05) and down-regulated E-cadherin expression (P<0.05). CBL

overexpression obviously reduced the number of
filamentous pseudopodia in MDA-MB-231 cells, and
the reverse changes were observed in MCF7 cells with
CBL silencing. In MDA-MB-231 cells, CBL overex-
pression lowered NCK2 protein stability (P<0.05) and
promoted its ubiquitin-mediated degradation (P<0.01).
Overexpression of NCK2 obviously reversed
CBL-mediated inhibition of cell proliferation and
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乳腺癌已成为世界范围内40岁以下女性癌症死亡

的第2大原因，每年全世界新发病例约24.4万［1］。国内

女性乳腺癌发生率呈现年轻化趋势，年轻乳腺癌患

者普遍存在就诊时间晚，确诊多为晚期，预后较差的

特点［2, 3］。挖掘新的诊断和预后评估标志物以提升乳腺

癌的早期诊断和疗效监测手段刻不容缓。

泛素蛋白酶体系统（UPS）是细胞周期进程的关键

驱动因素，该系统中E3连接酶的功能失调与癌症有密

切关联［4］。E3连接酶CBL蛋白是Casitas B系淋巴瘤蛋

白家族的一员。CBL蛋白家族N端都拥有高度保守的

酪氨酸激酶结合结构域和RING结构域，两者均参与泛

素化调控［5］。将黑色素瘤细胞植入小鼠体内后，CBL敲

除小鼠的肿瘤促进血管生成的能力更强，表明CBL通

过抑制肿瘤血管生成进而抑制黑色素瘤的发生发展［6］。

但其在乳腺癌中的作用仍不明确。课题组前期围绕E3

泛素连接酶CBL展开系列研究，已证实CBL在乳腺癌

组织中的mRNA和蛋白表达水平均低于癌旁组织；

CBL的表达水平在乳腺癌TNM分级和临床分期的进

展逐渐降低，并且高表达CBL与乳腺癌患者预后良好

呈正相关［7］。以上结果提示，CBL可能是潜在的抑癌基

因，但其在乳腺癌中的生物学作用仍不清楚，其泛素降

解底物和作用机制也值得深入探究。

酪氨酸激酶非催化区蛋白2（NCK2）蛋白包含SH2/

SH3结构域，可将磷酸酪氨酸信号与肌动蛋白动力学结

合，介导细胞伪足形成从而促进血管形成和细胞迁

移［8］。NCK2通过激活伪足小体介导的细胞外基质作用

促进内皮细胞的趋化迁移和侵袭［9］。NCK2还能够促进

酪氨酸蛋白磷酸化并下调细胞表面粘附蛋白表达，进而

促进人黑色素瘤细胞的增殖、迁移和侵袭［10］。研究证实

NCK2在乳腺癌组织中显著高表达并与乳腺癌侵袭高

度相关［8, 9］，但其分子机制仍未阐明，NCK2的泛素降解

机制也有待探索。

本研究旨在探究CBL对乳腺癌细胞增殖、迁移和

侵袭能力的影响，验证CBL与NCK2的相互作用，阐明

CBL 促进 NCK2 的泛素降解的机理，以明确 CBL/

NCK2调控轴在乳腺癌发生发展中的作用。

1 材料和方法

1.1 材料

HEK-293T细胞系与人乳腺癌细胞系 MDA-MB-

231、MCF-7（ATCC，中国科学院上海细胞库）。DMEM

培养基（高糖）、胎牛血清（FBS）、Trizol 及 NucBlue™

Live ReadyProbes™试剂（Invitrogen）。反转录试剂、实

时荧光定量PCR（RT-qPCR）[宝生物工程（大连）有限公

司]。RIPA 裂解液、二喹啉甲酸（BCA）试剂盒、SDS-

PAGE 电泳凝胶配置试剂盒、ECL 超敏化学发光试剂

盒、5×Loading buffer、1×Loading buffer（碧云天）。RT-

qPCR 法 所 需 引 物 中 CBL 正 向 引 物 序 列 为 5'-

TCTACATGAAGTGCATCCCATCA-3'，反向引物序列

为 5'-AAGAGGACCAGGGCTGAAAGA-3'；NCK2 正

向引物序列为5'-CTACGTGGAGCGGAAGAAC A-3'，

反向引物序列为5'-GAAGTCGCTGGGCTAGTG TG-

3'；GAPDH正向引物序列为5'-GGTATGACAACGAA

TTTGGC-3'，反向引物序列为5'-GAGCACAGGGTAC

TTTATTG-3'，（广州擎科生物技术有限公司）。siNC、

siRNA-CBL（5'-TCGGATTACTAAAGCAGAT-3′）（广

州锐博生物技术有限公司）。Lipofectamine™3000转染

试剂盒、PageRuler 预染蛋白 Ladder（Thermo Fisher

Scientific），细胞计数试剂盒-8（CCK-8）（日本同仁化学

研究所），Transwell 小室（Corning），Matrigel 基质胶

（BD），免疫（共）沉淀试剂盒、环己酰亚胺、PI细胞周期

与凋亡试剂盒（上海爱必信生物科技有限公司），罗丹明

标记鬼笔环肽（北京索莱宝科技有限公司），细胞周期调

控抗体采样试剂盒、上皮-间充质转化（EMT）抗体采样

试剂盒、兔抗 Flag、HA标签一抗、鼠抗Flag、HA标签一

抗、兔抗 GAPDH一抗、鼠抗Ub一抗、辣根过氧化物酶

（HRP）标记的山羊抗兔（鼠）免疫球蛋白G（IgG）二抗

（Cell Signaling Technology）。 鼠 抗 人 CBL 抗 体

（Bioworld），兔抗人NCK2抗体（Abcam）。His-Ub质

粒及对应的空质粒载体骨架为pcDNA3.1，重组 plenti-

SFB- CBL 质粒及对应空质粒的载体骨架为 Plenti-

puro，pCDH-HA-NCK2 质粒、pLVX-DsRed-NCK2质

粒、pEGFP-CBL 质粒及对应的空质粒载体骨架均为

pCDH-CMV-MCS-EF1-CoGFP-T2A-puro（南昌聚焦生

物科技有限公司）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 使用10% FBS的DMEM培养基，在

37℃、5%体积分数的CO2条件下培养MDA-MB-231、

MCF7、HEK-293T细胞，待细胞生长至75%融合时，使

用0.25 %胰蛋白酶消化传代，取对数生长期的各细胞进

行研究。

1.2.2 细胞转染 取对数生长期的MDA-MB-231细胞

接种至 6 孔板中，2.0×105/孔，随机分为 NC 组（转染

Plenti-puro对照质粒）、过表达CBL组（转染plenti-SFB-

migration (P<0.01). Conclusion CBL can inhibit the proliferation, migration and invasion of breast cancer cells through
ubiquitination-mediated degradation of NCK2.
Keywords: CBL; tyrosine kinase non-catalytic region protein 2; E3 ligase; ubiquitylation; cell proliferation; cell invasion

http://www.j-smu.com J South Med Univ, 2022, 42(11): 1594-1603 ··1595



CBL质粒）；取对数生长期的MCF7细胞接种至6孔板

中，1.5×105/孔，随机分为siNC组（转染siNC）、siCBL组

（转染siRNA-CBL）。转染前将6孔板中培养基更换为

DMEM 培养基。MDA- MB-231 细胞每孔加入 4 μL

Lipofectamine™3000试剂、3 μg质粒及 6 μL P3000试

剂；MCF7细胞每孔加入 4 μL Lipofectamine™3000试

剂、10 μL siRNA。转染6 h后换液，将细胞置于培养箱

中继续培养。

1.2.3 RT-qPCR法和Western blot 上述1.2.2转染的细

胞培养48 h后，提取各组细胞内的总RNA，采用RT-qPCR

法检测各组细胞中的CBL和NCK2的 mRNA表达；使

用RIPA裂解液提取各组细胞内的总蛋白，BCA试剂盒

检测总蛋白浓度，加入1/4体积5×Loading buffer后煮沸

15 min。采用Western blot检测各组细胞中的CBL蛋白

水平，其中鼠抗人CBL一抗（1∶1000），兔抗人NCK2一

抗（1∶1000），兔抗 GAPDH一抗（1∶1000），细胞周期调

控抗体试剂盒与EMT抗体试剂盒一抗稀释比例均为

1∶1000，羊抗兔二抗（1∶2000），羊抗鼠二抗（1∶2000）。

1.2.4 克隆形成与CCK-8法检测细胞增殖能力 制备上

述 1.2.2 转染后各实验组及对照组 MDA-MB-231 与

MCF7细胞悬液，以1×103/孔接种于6孔板中，直到出现

肉眼可见的克隆时停止培养，4%多聚甲醛固定30 min，

0.1%结晶紫染色10 min，清洗后晾干并拍照；CCK-8法

按照上述1.2.2实验分组或随机分为NC+NC组（转染

2 μg pCDH对照质粒、2 μg Plenti-puro对照质粒）、NC+

CBL（转染2 μg pCDH对照质粒、2 μg plenti-SFB-CBL

质粒）组、CBL+NCK2组（转染2 μg plenti-SFB-CBL质

粒、2 μg pCDH-HA-NCK2质粒），转染24 h后以2×103/

孔接种于96孔板中，每组设置4个平行复孔并在37℃
下培养0、24、48、72和96 h。随后将10 μL CCK-8试剂

加入每孔，在37℃下孵育2 h后使用酶标仪检测450 nm

波长处的吸光度（A450 nm）值。

1.2.5 Transwell实验检测细胞迁移能力 将Transwell

小室置于 24 孔板，在下室加入 600 μL 10% FBS 的

DMEM培养基，按照上述1.2.4 中CCK-8法实验分组，

制备转染后各实验组及对照组MDA-MB-231与MCF7

细胞悬液，以 5×104/200 μL加入上室，在 37 ℃下培养

24 h后，将小室膜下表面浸入4%多聚甲醛固定30 min，

0.1 %结晶紫染色10 min，清洗后晾干，在显微镜下观察

各组迁移细胞数目并随机选择3个视野拍照。

1.2.6 Matrigel基质胶实验检测细胞侵袭能力 将涂有

Matrigel基质胶的Transwell小室置于24孔板，在下室

加入600 μL 10 % FBS的DMEM培养基，于37℃培养

箱中放置2 h，后续操作步骤与1.2.4相同。

1.2.7 流式细胞术检测细胞周期 取对数生长期的

MCF7细胞接种至6孔板中，1.5×105/孔，随机分为siNC

组（转染 siNC）、siCBL组（转染 siRNA-CBL）。收集转

染后24 h各实验组及对照组MCF7细胞悬液，1000 g离

心5 min，弃上清。沉淀用1 mL 预冷的 PBS 重悬，再次

1000 g离心5 min，弃上清，用1 mL-20℃预冷的75%乙

醇轻轻混匀，4℃固定过夜。每组细胞加入0.5 mL 配置好

的PI 染色工作液重悬，37℃避光孵育30 min，通过流式

细胞仪检测细胞周期，激发光波长为488 nm。

1.2.8 鬼笔环肽染色细胞骨架 按照上述1.2.2实验分

组转染 24 h 后从 6 孔板中取出各实验组及对照组

MDA-MB-231与MCF7细胞爬片，PBS清洗细胞2次后

使用4%甲醛溶液进行细胞固定10 min。PBS清洗细胞

2次，用0.5% Triton X-100 溶液透化处理5 min，PBS清

洗后每张爬片滴加 200 µL配制好的罗丹明标记鬼笔环

肽工作液，室温避光孵育30 min。用 PBS 清洗盖玻片 3

次，使用 200 µL DAPI 溶液复染5 min后封片，置于倒

置激光共聚焦显微镜下观察并拍摄。

1.2.9 IP-质谱法 取对数生长期的HEK-293T细胞接种

至 6 cm培养皿中，随机分为NC组（转染 2 μg Plenti-

puro对照质粒）、过表达CBL组（转染2 μg plenti-SFB-

CBL质粒），转染步骤同1.2.2。转染48 h后收集各实验

组及对照组MDA-MB-231细胞总蛋白，向细胞裂解液

中加入鼠抗人CBL一抗（1∶100）置于4 ℃轻柔混合过

夜，加入5 μL Protein A 和 5 μL Protein G后在 4℃温和

地混匀3 h，12 000 g离心后使用1×loading buffer重悬

沉淀，煮沸15 min后进行SDS-PAGE电泳，使胶条保持

湿润并于4℃保存，由上海中科新生命生物科技有限公

司采用质谱技术对胶条进行鉴定及分析。

1.2.10 免疫共沉淀（IP）实验 取对数生长期的HEK-

293T细胞接种至6 cm培养皿中，随机分为CBL组（转

染2 μg plenti-SFB-CBL质粒、2 μg pCDH对照质粒）、

NCK2组（转染2 μg pCDH-HA-NCK2质粒、2 μg Plenti-

puro对照质粒）、CBL+NCK2组（转染2 μg plenti-SFB-

CBL质粒、2 μg pCDH-HA-NCK2质粒）。转染步骤同

1.2.2。转染后48 h使用RIPA裂解液提取各组细胞内的

总蛋白，正向co-IP实验中取500 μL细胞裂解液，添加兔

抗Flag标签一抗4 μg，置于4℃轻柔混合过夜，加入5 μL

Protein A 和 5 μL Protein G后在 4 ℃温和地混匀3 h，

12 000 g离心后使用1×loading buffer重悬沉淀，煮沸

15 min后进行Western blot并分别使用鼠抗Flag、HA标

签一抗（1∶1000）检测各组SFB-CBL与HA-NCK2标签

蛋白表达。反向co-IP实验中取500 μL细胞裂解液添

加兔抗HA标签一抗4 μg，其余步骤与正向co-IP实验相

同。另取80 μL细胞裂解液加入20 μL 5×Loading buffer，

煮沸15 min后通过Western blot检测各组Input中SFB-

CBL与HA-NCK2标签蛋白表达。
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1.2.11 免疫荧光共定位实验观察 CBL 与 NCK2 互作

将pLVX-DsRed-NCK2 质粒和pEGFP-CBL 质粒共转

至HEK-293T细胞和MDA-MB-231细胞。具体步骤同上

述1.2.2。转染48 h后滴加NucBlue™Live ReadyProbes™
试剂使细胞核着色，置于倒置激光共聚焦显微镜下观察

并拍摄NCK2和CBL的荧光表达情况。

1.2.12 环己酰亚胺追踪实验检测CBL对NCK2蛋白稳

定性的影响 取对数生长期的MDA-MB-231细胞接种

至6孔板中，随机分为NCK2组（转染2 μg pCDH-HA-

NCK2质粒、2 μg Plenti-puro对照质粒）、CBL+NCK2组

（转染 2 μg plenti-SFB-CBL 质粒、2 μg pCDH-HA-

NCK2质粒）。转染后24 h加入环己酰亚胺（终浓度为

100 μmol/L），分别提取环己酰亚胺处理0、3、6、12、24 h

后各组总蛋白，进行Western blot并使用兔抗人NCK2

一抗（1∶1000）检测NCK2蛋白水平。

1.2.13 泛素化实验检测CBL对NCK2蛋白泛素化水平

的影响 取对数生长期的MDA-MB-231细胞接种至

6 cm培养皿中，随机分为空白对照组（未转染），NCK2

组（转染 Plenti-puro 对照质粒、pcDNA3.1 对照质粒、

pCDH- HA-NCK2 质粒），NCK2 + Ub 组（转染 Plenti-

puro对照质粒、pCDH-HA-NCK2质粒、His-Ub质粒），

CBL+NCK2+Ub组（转染plenti-SFB-CBL、pCDH-HA-

NCK2、His-Ub质粒）；取对数生长期的MCF7细胞接种

至 6 cm 培养皿中，随机分为空白对照组（未转染），

siNC + NCK2 组（转染 siNC、pcDNA3.1 对照质粒、

pCDH-HA-NCK2 质粒），siNC+NCK2+Ub 组（转染

siNC、pCDH-HA-NCK2、His-Ub质粒），siCBL+NCK2+

Ub组（转染 siRNA-CBL、pCDH-HA-NCK2、His-Ub质

粒）。转染后48 h使用RIPA裂解液提取各组细胞内的

总蛋白，直接取80 μL细胞裂解液煮沸后通过Western

blot检测各组 Input中CBL、NCK2蛋白的表达水平；使

用兔抗Flag标签一抗（1∶1000）进行 IP实验，并使用鼠

抗Ub一抗（1∶1000）检测各组蛋白的泛素标记水平，使

用兔抗人NCK2一抗（1∶1000）检测NCK2蛋白水平。

1.2.14 统计学分析 采用 SPSS 20.0 软件进行数据分

析。对计量资料进行正态性和方差齐性的检验，呈正态

分布且方差齐的计量资料采用均数±标准差表示，组间

比较采用 t检验。多组比较采用方差分析，两两比较采

用LSD。非正态分布的计量资料使用中位数±四分位数

间距（M±IRQ）表示，使用 wilcoxon 秩和检验进行各组

间相互比较。以P≤0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 CBL抑制乳腺癌细胞增殖

根据 CCLE 网站（https://sites.broadinstitute. org/

ccle/）中CBL在不同乳腺癌细胞中的表达水平（图1A），

且CBL在乳腺癌组织和细胞中低表达，我们预测CBL

是乳腺癌的抑癌基因，故选择侵袭性较弱的Luminal型

MCF7细胞中敲低CBL，并在侵袭性较强的TNBC型

MDA-MB-231细胞中过表达CBL。Western blot实验表

明过表达和敲低CBL的乳腺癌细胞构建成功（图1B）。

克隆形成实验显示，与对照组相比，过表达 CBL 的

MDA-MB-231细胞形成集落的数量显著下降（P<0.05，

图1C），沉默CBL的MCF7细胞形成集落的数量显著上

升（P<0.01，图1D）；CCK-8法结果表明，过表达CBL的

MDA-MB-231细胞的增殖能力显著低于对照组（P<

0.01，图1E），敲低CBL后，细胞增殖能力显著增强（P<

0.01，图1F）。Western blot实验证明过表达CBL下调乳

腺癌细胞周期相关蛋白CDK2/4、Cyclin A2/B1/D1/D3/

E2（P<0.05，图 1G）；沉默 CBL 上调 CDK2/4/6、Cyclin

A2/B1/D1/D3/E2（P<0.05，图 1H）；流式细胞术分析结

果显示沉默CBL后S期细胞比例显著提高（P<0.05，

图1I、J）。

2.2 CBL抑制乳腺癌细胞迁移和侵袭

伤口愈合实验结果显示，过表达CBL后，由划痕两

侧向伤口中心迁移的距离缩短（P<0.01，图2A），敲低

CBL后，迁移的距离比对照细胞更大（P<0.01，图2B）；

Transwell migration和 invasion实验检测结果显示，过

表达CBL后，迁移至下室的细胞数目比对照组显著减

少（P<0.01，图2C、E），而沉默CBL后，细胞迁移数目明

显增加（P<0.01，图2D、F）。Western blot实验证明过表

达CBL下调间充质标志物Snail、N-Cadherin、Claudin-1

的 表 达（P<0.05，图 2G），同 时 上 调 上 皮 标 志 物

E-Cadherin 的表达（P<0.05，图 2G）；沉默 CBL 上调

Snail、Vimentin、Claudin-1的表达（P<0.05，图2G），同时

下调E-Cadherin的表达（P<0.05，图2G）。鬼笔环肽染

色细胞骨架结果显示过表达CBL的MDA-MB-231细

胞丝状伪足数量减少，而沉默CBL的MCF7细胞丝状

伪足数量增加（图2H）。

2.3 CBL的相互作用蛋白图谱鉴定

利用 IP从稳定过表达CBL的293T细胞及对照细

胞的细胞裂解液中将CBL及其相互作用蛋白分离纯

化，进行SDS-PAGE凝胶电泳并采用液相色谱串联质谱

技术对凝胶中的蛋白定性，将检测到的肽段与数据库比

对，得到588个可能与CBL有相互作用的蛋白（肽段≥1）；

将对比得到的候选蛋白进行 GO 功能注释及KEGG 通

路富集，发现CBL 的相互作用蛋白主要参与细胞代谢

与细胞周期进程（图3A）；将筛选出检测到肽段≥3且排

名靠前的候选蛋白使用STRING在线软件预测，发现

CBL蛋白可能与NCK2、CD2相关蛋白（CD2AP）等蛋

白存在相互作用（图3B）。NCK2作为酪氨酸激酶适配

器蛋白家族的一员可促进卵巢癌的发生发展，但其在乳

腺癌中的作用仍不清楚。因此，我们选择NCK2作为

CBL的底物蛋白进行后续研究。
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图1 过表达（沉默）CBL对乳腺癌细胞增殖的生物学作用
Fig.1 Effects of CBL overexpression and knockdown on proliferation of breast cancer cells. A: Analysis of CBL mRNA
expression levels in different breast cancer cells based on data from the CCLE website. B: Western blotting of CBL. C, D:
Colony-forming assay of the cells seeded at 1×103 cells per well in a 6-well plate. E, F: Assessment of proliferation of the cells
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before measurement of OD value at 450 nm). G, H: Western blotting of CDK2/4/6, cyclin A2/B1/D1/D3/E2. I, J: Cell cycle
detection by flow cytometry. *P<0.05, ***P<0.01.
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2.4 CBL与NCK2相互作用

免疫荧光共定位结果显示，CBL 蛋白定位于细胞

质，NCK2 蛋白定位于细胞质和细胞核。在荧光叠加图

中，CBL与 NCK2共定位于细胞质中，显示为黄色荧光

（图3C）；双向co-IP实验结果显示，使用Flag-tag抗体下

拉SFB-CBL后，可以在IP复合物中检测到HA-NCK2，

图2 过表达（沉默）CBL对乳腺癌细胞迁移和侵袭的生物学作用
Fig.2 Effects of CBL overexpression and knockdown on migration and invasion of breast cancer cells. A, B: Detection of wound
healing 24 h after scratch. C-F: Transwell assay of the cells using Matrigel matrix gel ( 5×104 cells/200 μL). G: Western blots of E-
cadherin, N-cadherin, vimentin, Snail, claudin-1, and β-catenin. H: Staining of the cytoskeleton with phalloidin after cell
transfection. ***P<0.01.
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反之使用HA-tag抗体下拉HA-NCK2后，可以在 IP复

合物中检测到 SFB-CBL（图 3D、E）。基于 NCK2 与

CBL相互作用，我们推测NCK2可能是CBL作为E3泛

素连接酶的底物蛋白。

2.5 CBL促进NCK2的泛素降解

过表达CBL抑制NCK2蛋白表达，而沉默CBL增

强了NCK2蛋白表达（图4A），但过表达CBL对NCK2的

mRNA水平没有显著影响（图4B）。环己酰亚胺追踪实验

结果表明：过表达CBL降低了NCK2蛋白稳定性（P<0.05，

图4C）；泛素化实验结果显示：过表达CBL增强了NCK2

蛋白泛素化水平（P<0.01，图4D），沉默CBL后NCK2蛋

白泛素化水平降低（P<0.01，图4E）。

2.6 NCK2是CBL的功能性底物蛋白

CCK8实验结果显示过表达NCK2能够部分恢复

由过表达CBL导致的乳腺癌细胞增殖抑制作用（P<

0.01，图4F）。Transwell migration实验结果显示过表达

NCK2能够部分中和过表达CBL介导的乳腺癌细胞迁

移抑制作用（P<0.01，图4G）。

图3 CBL与NCK2相互作用鉴定
Fig.3 Identification of the interaction between CBL and NCK2. A: Enrichment of the KEGG
pathway after screening of the peptides detected by IP-mass spectrometry. B: The top-ranked
candidate proteins screened for peptides ≥3 were predicted using STRING online software. C:
Fluorescence distribution of NCK2 and CBL in 293T and MDA-MB-231 cells under inverted
laser confocal microscopy. D, E: co-IP of NCK2 and CBL in 293T cells detected by WB.
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图4 CBL对NCK2表达水平、稳定性和泛素降解的影响及NCK2在乳腺癌中的生物学作用
Fig.4 Effects of CBL on expression level, stability and ubiquitin degradation of NCK2 and biological role of NCK2 in
breast cancer. A: Effect of overexpression of CBL on NCK2 protein levels detected by Western blotting. B: Effect of
overexpression of CBL on NCK2 mRNA levels detected by RT-qPCR. C: Effect of overexpression of CBL on stability of
NCK2 protein detected by Western blotting. D, E: Effect of overexpression and knockdown of CBL on NCK2 protein
ubiquitination detected by Western blotting. F: OD values at 450 nm after 0, 24, 48, 72 and 96 h of culture in each group. G:
Transwell assay of the cells. *P<0.05, ***P<0.01.

Vector
SFB-CBL

HA-NCK2
His-Ub

MDA-MB-231

IP
:l

gG

C
el

ll
ys

at
e

IP

Input

NCK2

IB: Ub

NCK2

CBL

GAPDH

IP: anti-HA

MDA-MB-231

A
45

0
nm

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

*
*
*

*
*
*

0 24 48 72 96
Incubation time (h)

Vector+vector

CBL+vector

CBL+NCK2

F

MCF7

IP
:l

gG

C
el

ll
ys

at
esiNC

siCBL
HA-NCK2

His-Ub

IP

Input

IB: Ub

NCK2

CBL

GAPDH

NCK2

IP: anti-HA

C
B

L
+

N
C

K
2

C
B

L
+

ve
ct

or
V

ec
to

r+
ve

ct
or

MDA-MB-231

***

***

N
um

be
r

of
m

ig
ra

te
d

ce
ll

s 250

200

150

100

50

0

Vec
tor+

vec
tor

CBL+vec
tor

CBL+NCK2

G

Vector
SFB-CBL

HA-NCK2

Anti-Flag

Anti-HA

GAPDH

130

55

40

MDA-MB-231 MDA-MB-231
***

Vector

CBL

m
R

N
A

re
la

ti
ve

ex
pr

es
si

on

50
45
40
35
30
25
20
15
10
5
0

CBL NCK2

A B

Time (h)
HA-NCK2
SFB-CBL

CHX (100 μmol/L)

Anti-Flag

Anti-HA

GAPDH

MDA-MB-231

MDA-MB-231

Vector CBL

*

R
el

at
iv

e
ex

pr
es

si
on

of
N

C
K

2

0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0
0 3 6 9 12 24

Incubation time (h)

C

ED

http://www.j-smu.com J South Med Univ, 2022, 42(11): 1594-1603 ··1601



3 讨论

当前对CBL的研究主要是集中在其作为E3连接

酶介导底物泛素化的功能上，已有研究探明CBL可与

富含SH2或SH3结构域的蛋白互作进而影响不同的信

号通路［11, 12］，同时有报道CBL同家族的CBLB能够抑制

乳腺癌细胞的EMT进程［13］。实验证明CBL抑制乳腺癌

细胞的增殖、迁移和侵袭能力，因此我们初步验证了

CBL对细胞周期、EMT相关蛋白的影响，发现过表达

（沉默）CBL下调（上调）CDK2、Cyclin A2/E2的能力最

为显著，结合流式分析细胞周期显示敲低CBL后乳腺

癌细胞 S 期占比显著增加，提示 CBL 可能通过抑制

CDK2与Cyclin E2的结合阻滞乳腺癌细胞的G1/S期转

换与S期DNA复制，从而抑制乳腺癌细胞的增殖能

力。甲基转移酶样3（METTL3）的缺失导致EMT关键

转录因子Snail的表达水平及其CDS和3'UTR区域被

m6A甲基化的水平增加，从而激活细胞EMT进程［14］。

本研究证实CBL过表达（沉默）显著下调（上调）乳腺癌

细胞中Snail蛋白水平、同时上调（下调）了E-Cadherin

的表达，表明CBL可能通过抑制EMT进程影响乳腺癌

细胞的迁移和侵袭。

除了本研究中的CBL外，课题组还对CBL家族的

CBLB和CBLC进行研究，并发现CBLB和CBLC均为

抑癌基因（结果未报道）。CBL蛋白家族介导特定底物

泛素降解的能力对于其抑癌作用至关重要。CBL家族

蛋白的N端都拥有高度保守的TKB结构域及环指结构

域，两者共同在CBL家族蛋白作为E3泛素连接酶发挥

泛素化调控的过程中起决定性作用［15-17］。

本研究证实CBL通过介导NCK2的泛素化修饰促

进其降解，从而抑制乳腺癌细胞的增殖和迁移侵袭能

力，但CBL的抑癌能力和作用底物与CBLB、CBLC截

然不同，其原因可能是CBL、CBLB和CBLC的C端结

构域存在较大差异。CBL蛋白包含22个酪氨酸残基，C

端的酪氨酸残基中Y700、Y731、Y774是最突出的磷酸

化位点，CBLB包含的Y655和Y709磷酸化位点分别与

Y700、Y774同源，可以与含有SH2结构域的蛋白相互

作用［18-21］。CBL蛋白特有的Y731位点的酪氨酸残基可

以与 PI3K的 p85亚基的 SH2结构域结合，进而调节

PI3K的功能［22-24］。Y731磷酸化位点是CBL蛋白独有

的，我们认为该磷酸化位点可能导致了CBL与CBLB

在底物识别上的差异。CBL与CBLB的C端都拥有一

个保守的泛素化相关（UBA）结构域，UBA结构域能够

相互作用，使CBL与CBLB各自形成同源或异源二聚

体，但其具体作用尚不清楚［18］。其中仅CBLB的UBA

结构域可以与泛素化蛋白相互作用，并且抑制了许多泛

素化蛋白的降解进程［18, 19］。这种现象可能导致了CBL

与CBLB在介导底物泛素化能力上的差异。而CBLC

缺少UBA结构域，可能导致其在底物选择上与CBL和

CBLB的差异性。

NCK家族可以介导促血管生成因子诱导的细胞骨

架重构，导致内皮细胞定向迁移［25］，NCK2作为酪氨酸

激酶适配器蛋白家族的一员，能够通过下游效应因子调

节细胞骨架动力学［26］，并且NCK2可能通过与EMT和

肿瘤血管生成相关的因子结合促进EMT进程，进而促

进卵巢癌的发生发展［8, 27］。有研究证实NCK2通过上调

Vimentin使卵巢癌细胞侵袭性增加［16, 28］。本研究发现：

CBL抑制EMT进程关键因子Vimentin、N-Cadherin表

达，并且CBL诱导NCK2蛋白泛素化并促进其降解，更

重要的是，过表达CBL对乳腺癌细胞增殖迁移的抑制

作用能够被过表达NCK2逆转，表明CBL可能通过泛素

降解NCK2，抑制NCK2介导的EMT进程，从而影响乳

腺癌细胞的发生发展，但其具体作用机制仍需深入研究。

综上所述，通过前期报道及本次研究结果［7］，我们

对CBL在乳腺癌发生发展中的作用及其临床意义进行

了探讨。该系列研究进一步完善了CBL/NCK2调控轴

的分子机制，为靶向激活CBL治疗乳腺癌提供了一种

可能。后续我们将深入研究CBL在细胞周期CDK2、

Cyclin A2/E2蛋白的表达和EMT进程中的作用机制。
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