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摘要 

近年来乳腺癌已成为全球妇女健康威胁最大的疾病之一。乳腺癌治疗的发展

依赖于乳腺癌形成机制相关研究的进展。侵袭性乳腺癌细胞系及恶性乳腺癌肿瘤

中常能检测到 c-Jun 蛋白表达的异常上升。其过表达对乳腺癌细胞的存活、增殖、

转移和侵袭有重要促进作用。我们的研究证明在侵袭性乳腺癌细胞中，c-Jun 蛋

白过表达的主要原因是 c-Jun 缺乏泛素化修饰导致蛋白稳定性上升。在已知的

c-Jun 的特异性 E3 泛素化连接酶中，我们鉴定发现在侵袭性弱的乳腺癌细胞系

中，组成型光形态建成 1（constitutively photomorphogenic 1,COP1）介导了 c-Jun

的多泛素化，如果沉默 COP1 的表达，c-Jun 的泛素化水平会下降进而使 Jun 蛋

白稳定性上升。在已有的多株乳腺癌细胞系中我们发现 c-Jun 的蛋白表达量与

COP1 表达量呈负相关。然而，在强侵袭性乳腺癌细胞中，单独 COP1 的过表达

仍不足以降低 c-Jun 的蛋白水平，提示了其它信号调控的存在。进一步的研究发

现弱侵袭性乳腺癌细胞系经糖原磷酸化酶（glycogen synthase kinase 3 ,GSK3）抑

制剂的处理后 c-Jun 的蛋白量显著上升。GSK3β磷酸化位点突变后的蛋白

c-Jun-T239A 多泛素化水平下降，蛋白稳定性上升，证明了 GSK3β磷酸化调控

也是 c-Jun蛋白降解过程中所必须的事件。在强侵袭性乳腺癌细胞中共表达GSK3

β持续激活突变体 GSK3β（S9A）和 COP1 后，c-Jun 的表达量下调，肿瘤细胞

迁移及侵袭的能力被抑制。针对乳腺癌标本的基因表达谱分析显示 COP1 的表达

量与患者的无复发生存率呈正相关。这些发现证明 COP1 是乳腺癌发生的肿瘤抑

制因子。 

关键词：乳腺癌；肿瘤发生；泛素化；c-Jun；COP1；GSK3β 
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Abstract 

Breast cancer is one of the most serious problems that threat woman health. The 

study of tumorigenesis of breast cancer cells woμld help to improve breast cancer 

treatment. High abundance of c-Jun is detected in invasive breast cancer cells and 

aggressive breast tumor malignancies. It is associated with promoted survival, 

proliferation, migration and invasion of breast cancer cells. In our study, we 

demonstrate that a major cause of high c-Jun abundance in invasive breast cancer 

cells is prolonged c-Jun protein stability owing to poor poly-ubiquitination of c-Jun. 

Among the known c-Jun–targeting E3 ligases, we identified constitutive 

photomorphogenesis protein 1 （COP1） as an E3 ubiquitin ligase responsible for 

c-Jun degradation in less invasive breast cancer cells because depletion of COP1 

reduced c-Jun poly-ubiquitination leading to the stabilization of c-Jun protein. In a 

panel of breast cancer cell lines, we obSer-ved an inverse association between the 

levels of COP1 and c-Jun. However, overexpressing COP1 alone was unable to 

decrease c-Jun level in invasive breast cancer cells, indicating that efficient c-Jun 

protein degradation necessitates an additional event. Indeed, we found that glycogen 

synthase kinase 3 （GSK3） inhibitors elevated c-Jun abundance in less invasive 

breast cancer cells and that GSK3β nonphosphorylable c-Jun–T239A mutant 

displayed greater protein stability and poorer poly-ubiquitination compared to the 

wild-type c-Jun. The ability of simμltaneously enforced expression of COP1 and 

constitutively active GSK3β to decrease c-Jun abundance in invasive breast cancer 

cells allowed us to conclude that c-Jun is negatively regμlated Thr-ough the 

coordinated action of COP1 and GSK3β. Importantly, co-expressing COP1 and active 

GSK3β blocked in vitro cell growth, migration and in vivo metastasis of invasive 

breast cancer cells. Gene expression profiling of breast tumor specimens further 

revealed that higher COP1 expression correlated with better recurrence-free survival. 

Our study supports the notion that COP1 is a suppressor of breast cancer progression. 

Keywords: breast cancer; tumorigenesis; ubiquitination; c-Jun; COP1; GSK3
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前言 

1.1 c-Jun 

1.1.1 c-Jun 的发现 

c-Jun 是转录因子活化蛋白-1（activator protein-1，AP-1）家族第一个被鉴定

的成员。早在 1987 年[1]，c-Jun 作为一个 47kd 的 DNA 结合蛋白被发现。由于它

有诱导基因表达的功能，c-Jun 被命名为 Activation Protein 1（AP-1）。研究发现

人金属硫蛋白 IIA （human metallothionein IIA，hMT IIA）、猿猴空泡病毒 40

（simian vacuolating virus 40，SV40）及人胶原酶（human collagenase）这些基因

的增强子上广泛分布了 AP-1 的识别位点，在癌化合物佛波醇 12-十四酸酯 13-

乙酸酯（12-O-tetradecanoyl phorbol 13-acetate，TPA）的诱导下，这些基因的表

达强烈增加，而 TPA 的诱导依赖 AP-1 蛋白，因此 AP-1 识别位点也被称作 TPA

响应元件（TPA response element, TRE） [2]。对人类及病毒基因中的 AP-1 结合点

分析显示结合序列均为 TGA（C/G）TCA，更有研究表明酵母通用控制蛋白 4

（general control nonderepressible 4，Gcn4）的结合位点也与此相同，而且这些结

合位点都与基因的诱导转录相关[3-5]，证明了 AP-1 结合位点及蛋白功能的高度

保守性。同年，Jun 原癌基因作为 Gcn4 的同源蛋白从鸟类肉瘤病毒 17（avian 

sarcoma virus 17，ASV17）中被发现并克隆[6-8]，其蛋白功能也与 Gcn4 相似。此

后，多个研究证明 Jun 与 AP-1 是同一个蛋白[2, 8]。至此 Jun 成为了第一个被发现

的 AP-1 转录因子。 

1.1.2 AP-1 

最早的研究证明 AP-1 作为 hMT IIA 及 SV40 基因的转录因子受 TPA 的诱导

[1, 2]，同时也发现 AP-1 能被多种细胞外刺激所激活[1]。在 Jun 被克隆后，人们一

度认为 Jun 就是 AP-1 ，然而相应的蛋白纯化研究显示，虽然 AP-1 的活性依赖

Jun ，但是 AP-1 却是蛋白复合物而非单一的转录蛋白 [9]。于是，AP-1 复合物的
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一系列蛋白包括 Jun （c-Jun、JunB 及 JunD） 和 Fos （c-Fos、FosB、Fra-1 及

Fra-2）亚家族成员被逐一鉴定[10, 11]。 

图1.1 AP-1 的二聚体构成、识别位点及下游调控靶点（引自 Zenz，2008） 

Fig. 1.1 AP-1 dimer components, AP-1 binding site and doenstream effectors

（From Zenz，2008） 

AP-1 家族蛋白都具有一个介导蛋白二聚化的碱性亮氨酸拉链结构域（basic 

leucine-zipper domain，bZIP）和一个介导蛋白 DNA 结合的碱性 DNA 结合域（basic 

DNA binding domain，bDBD）[8, 11, 12]。AP-1 家族成员能形成同源或异源二聚体，

也能与家族外其它有 basic-leucine zipper domain（bZIP）的转录因子如环磷腺苷

效应元件结合蛋白（cAMP-response element binding protein，CREB）等家族成员

结合[10]。AP-1 成员的二聚化大大加强了复合物与 DNA 的结合力及相应基因转

录活性[13]，二聚化过程受到丝裂原激活蛋白激酶激酶激酶 1（mitogen activated 

protein kinase kinase kinase 1，MEKK1）调控[14]。Jun 家族成员能够形成同源或

异源二聚体，而 Fos 家族成员只和其它 AP-1 家族成员形成异源二聚体[15]。与 Jun

的发现过程类似，Fos 蛋白家族也是作为病毒基因 v-Fos 的同源基因被发现研究

发现[16]，Fos 家族成员也受 TPA、生长因子等刺激诱导并能与 Jun 家族蛋白结合

从而增加 DNA 结合活性 AP-1 家族其它成员还包括禽肌肉腱膜纤维肉瘤癌基因

同源物（avian muscμloaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog ，Maf；c- Maf, 
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MafB, MafA, MafG/F/K and Nrl） 及激活转录因子（activating transcription factor，

ATF；ATF2, LRF1/ ATF3, B- ATF, JDP1, JDP2），它们能和 Jun、Fos 家族形成异

源二聚体，也识别 TPA 响应元件（5’-TGAG/ CTCA-3’）或 cAMP 响应元件（CRE, 

5’-TGACGTCA- 3’）[13, 17]。AP-1 的对细胞的作用的特异性由 AP-1 二聚体的构

成、表达水平、上游刺激信号及细胞类别共同决定，AP-1 信号响应的多样性和

特异性使得 AP-1 能在在细胞生长、分裂、分化、转化及死亡等多种细胞过程中

起到特异性作用。也有研究指出，虽然 AP-1 家族成员组合多变，但是对于细胞

内 AP-1 复合物组成的分析显示，c-Jun/c-Fos 异源二聚体的比重占绝对优势[18]，

对于识别位点的亲和力很强，二聚体转录活性高，在 AP-1 介导的信号调控中起

着主导作用。 

1.1.3 c-Jun 家族成员 

Jun 家族成员包括 c-Jun、JunB 和 JunD，它们参与构成同源或异源 AP-1 复

合体，在响应外界刺激时，通过与 AP-1 位点结合调控很多基因的转录，从而影

响细胞的生长、分化及肿瘤的转化。由于三个成员虽属同源蛋白，但序列上存在

一定差异，且在不同细胞中的表达水平也较为不同而且导致三者蛋白功能上既有

兼容性也存在相对特异性。三者的兼容性保证了细胞内关键的信号调节过程的稳

定性，而它们之间的差异也使细胞对外界不同刺激的信号调控存在响应特异性。 

1.1.3.1 c-Jun 

首先，虽然 JunB 和 c-Jun 都能被磷酸化，但是它们的磷酸化位点、功能影

响及上游激酶都不同。JunB 也有第 35 至 61 位氨基酸区段的 c-Jun 氨基末端激酶

(c-Jun N-terminal kinase, JNK)结合域却不受 JNK 磷酸化的修饰，暗示 JunB 的激

活并不依赖 JNK 的磷酸化活性。有报道发现细胞周期蛋白依赖性蛋白激酶

2(cyclin-dependent kinase 2,Cdc2)/细胞周期蛋白激酶 B (cyclin B kinase)复合体可

以磷酸化 JunB，但是其磷酸化为点在 c-Jun 和 JunD 里并不保守[19]。而且 JunB

的磷酸化修饰能引发 JunB 的蛋白降解[20]。与磷酸化调控 c-Jun 活性不同，sumo

化修饰调节 JunB 的活性及其蛋白定位[21]。其次，二者形成 AP-1 复合体方式有
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