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环指蛋白６对胰岛素受体底物１泛素化作用的研究

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　　摘　要：目的　构建环指蛋白６（ＲＮＦ６）真核表达载体，并探讨其对胰岛素受体底物１（ＩＲＳ１）的泛素化作用。方法　以人

ｃＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增ＲＮＦ６全长编码基因，并将其克隆至载体质粒ｐｃＤＮＡ３．１ＣＨＡ中，将重组质粒转染肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２，

利用实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）、免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测细胞内犐犚犛１ｍＲＮＡ水平及其蛋白表达水平。结果　携带

犚犖犉６目的基因的质粒转染 ＨｅｐＧ２细胞４８ｈ后犐犚犛１的ｍＲＮＡ表达水平降低，为对照组的６９％，显著低于对照组，差异有统计

学意义（犘＜０．０１）。结论　ＲＮＦ６引起ＩＲＳ１的表达下调，这一泛素化过程可能导致胰岛素信号转导障碍。
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　　全世界每年新发肝癌患者约６０万，居恶性肿瘤的第５位。

肝源性糖尿病是其常见的并发症，外周胰岛素抵抗导致肝源性

糖尿病的主要原因［１］。胰岛素与其受体结合后，磷酸化细胞内

胰岛素受体底物（ＩＲＳ），从而产生一系列生理生化反应
［２］。

ＩＲＳ１的相对分子质量为１８５×１０３
［３］，作为一种船坞蛋白在胰

岛素／类胰岛素生长因子信号通路中发挥非常重要的作用［４］。

胰岛素受体底物蛋白是胰岛素经典信号通路中的一个关键因

子，参与调控胰岛素受体后水平的许多生理过程。泛素化是细

胞内蛋白质转录后修饰的重要方式，整个细胞质膜系统（从细

胞膜、内质网到核膜等）都存在泛素化底物及其降解过程［５］。

有研究表明，细胞内蛋白质去泛素化与泛素化过程与恶性肿瘤

发生有密切关系［６７］，认识、理解此降解过程与分子机制，对治

疗由泛素系统功能紊乱引起的各种疾病具有重要作用。泛素

活化酶Ｅ１、泛素结合酶Ｅ２和泛素连接酶Ｅ３共同介导细胞内

泛素化反应，其中连接酶Ｅ３能特异识别相关底物，由此决定

泛素蛋白酶体系统（ＵＰＳ）蛋白降解的特异性，所以连接酶Ｅ３

引起科研工作者的广泛关注［８］。环指蛋白６（ＲＮＦ６）作为泛素

连接酶Ｅ３，结合Ｅ２从而降解相应靶蛋白
［８］。因此，本研究构

建人犚犖犉６全长基因的真核表达载体，转染肝癌细胞 ＨｅｐＧ２

研究ＲＮＦ６对ＩＳＲ１表达的调节作用。

１　材料与方法

１．１　材料　人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２由中科院上海生命科学研

究院提供；ｐｃＤＮＡ３．１载体、ＤＮＡ连接酶、犈犮狅ＲⅠ和犅犪犿ＨⅠ

均购自 ＴａｋａＲａ公司；４×ｄＮＴＰ、犜犪狇ＤＮＡ聚合酶购自美国

Ｐｒｏｍｅｇａ公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔｅｒ脂质体转染试剂购自碧云天；质粒提

取、ＲＮＡ 提取及胶回收试剂盒购自德国 ＱＩＡＧＥＮ 公司；

ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００ＤＮＡ标记物购自上海生工；ＨＲＰ标记的β

ａｃｔｉｎ内参购自上海康成生物；ＩＮＳＲ一抗购自英国 Ａｂｃａｍ公

司；山羊抗兔ＩｇＧ二抗购自美国ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｉｏｔｅｃｈ公司。

１．２　方法

１．２．１　真核表达质粒的构建　针对人犚犖犉６的序列设计并

合成ＰＣＲ引物，在引物序列中分别添加 犎犻狀犱Ⅲ酶切位点（引

物１：５′ＡＴＣＡＡＧＣＴＴＡＴＧＡＡＴＣＡＧＴＣＴＡＧＡＴＣＧＡ

３′）和犛犪犾Ⅰ酶切位点（引物２：５′ＡＴＣＧＴＣＧＡＣＣＣＣＡＴＴ

ＧＴＴＴＧＣＴＡＴＧＴＴＡＧ３′），以人ｃＤＮＡ为模板扩增ＲＮＦ６。

ＰＣＲ反应条件：９８℃预变性１ｍｉｎ；９８℃变性１０ｓ，５０℃复性

１５ｓ，６８℃延伸１５ｓ，３０个循环。将ＰＣＲ产物和真核表达载体

ｐｃＤＮＡＣＨＡ分别用 犎犻狀犱Ⅲ、犛犪犾Ⅰ双酶切，酶切产物凝胶回

收纯化后用Ｔ４ＤＮＡ连接酶１６℃连接过夜，连接液转化感受

态大肠杆菌ＤＨ５α扩增，涂布于ＬＢ琼脂平板后３７℃培养过

夜，挑取单克隆再在ＬＢ试管中３７℃振荡培养过夜。按试剂

盒说明书抽提质粒，用犎犻狀犱Ⅲ、犛犪犾Ⅰ双酶切鉴定重组质粒，并

送去上海生工生物工程有限公司进行测序。

１．２．２　细胞培养与分组　 在含５％ＣＯ２ 的３７℃恒温培养箱
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中，用含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ 培养人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２，

每隔１～２ｄ传代１次。按转染试剂盒说明书进行转染。实验

细胞分为３组：即空白对照组（不做任何处理的 ＨｅｐＧ２）、转染

空载质粒组、转染组（ＲＮＦ６４组、ＲＮＦ６６组）。

１．２．３　实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）检测犐犚犛１ｍＲＮＡ表达

水平　 收集转染４８ｈ后的细胞及未转染细胞，用Ｔｒｉｚｏｌ提取

细胞总ＲＮＡ，使用 ＭＭＬＶ逆转录酶逆转录为ｃＤＮＡ以各组

ｃＤＮＡ为模板，加入缓冲液引物等进行ＰＣＲ，各样本重复３次。

反应条件：９５℃预变性３０ｓ；９４℃３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃

１ｍｉｎ，４０个循环；７２℃７ｍｉｎ。ＰＣＲ结束后加入上样缓冲液

后对产物进行１．５％琼脂糖电泳，凝胶成像系统观察结果。反

应结束后根据ＲＴＰＣＲ的扩增曲线和溶解曲线分析相关基因

的表达情况。

１．２．４　免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测ＩＲＳ１蛋白表达水平　

转染４８ｈ后收集细胞及未转染细胞，用蛋白裂解液处理细胞

提取蛋白样品，蛋白样品经１０％的ＳＤＳＰＡＧＥ分离后，恒流

２００ｍＡ转移至ＰＶＤＦ膜上，用５％脱脂奶粉封闭，ＴＢＳＴ洗

膜，之后加入相应的一抗、二抗进行孵育并洗膜，ＥＣＬ试剂发

光检测目标蛋白的表达情况。

１．３　统计学处理　相关数据处理运用ＳＰＳＳ１７．０，以狓±狊表

示计量资料，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５表示差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　目的片段的获取　经ＰＣＲ扩增后，用１．５％琼脂糖凝胶

电泳进行产物鉴定，目的片段大小与预期扩增的基因片段大小

一致，见图１。

　　Ｍ：ＤＮＡ 标记物，从上到下分别为５０００、３０００、２０００、１５００、

１０００、７５０、５００、２５０、１００ｂｐ；１～３：犚犖犉６扩增条带，在约２０００ｂｐ有

目的条带。

图１　　目的基因ＲＮＦ６的ＰＣＲ扩增

　　Ｍ：ＤＮＡ 标记物，从上到下分别为５０００、３０００、２０００、１５００、

１０００、７５０、５００、２５０、１００ｂｐ；１～７：ｐｃＤＮＡＣＨＡＲＮＦ６重组子菌落

ＰＣＲ扩增产物；＋：阳性对照；－：阴性对照。

图２　　ｐｃＤＮＡＣＨＡＲＮＦ６重组载体菌落ＰＣＲ鉴定

２．２　载体ｐｃＤＮＡ３．１ＣＨＡＲＮＦ６的构建及鉴定　构建好的

重组质粒转化犈．犮狅犾犻ＤＨ５α，通过菌落ＰＣＲ初步筛选阳性克

隆后，抽提阳性克隆的质粒进行ＰＣＲ鉴定（图２）和 犎犻狀犱Ⅲ和

犛犪犾Ⅰ双酶切的鉴定（图３），空载体ｐｃＤＮＡＣＨＡ质粒的ＰＣＲ

结果为阴性，７个重组质粒的菌落ＰＣＲ结果出现目的条带，２

个重组质粒双酶切后产生目的条带和ｐｃＤＮＡＣＨＡ载体部分

条带，这些结果证明人犚犖犉６的ｃＤＮＡ序列已插入表达载体

ｐｃＤＮＡＣＨＡ中。

　　ＲＮＦ６４：ｐｃＤＮＡＣＨＡＲＮＦ６４重组子酶切鉴定；Ｍ：ＤＮＡ 标记

物，从上到下分别为５０００、３０００、２０００、１５００、１０００、７５０、５００、２５０、１００

ｂｐ；ＲＮＦ６６：ｐｃＤＮＡＣＨＡＲＮＦ６６重组子酶切鉴定。

图３　　ｐｃＤＮＡＣＨＡＲＮＦ６重组载体双酶切鉴定

２．３　ＲＴＰＣＲ、免疫印迹法检测ＩＲＳ１的表达情况　携带

ＲＮＦ６的重组质粒转染４８ｈ后 ＨｅｐＧ２细胞中犐犚犛１的 ｍＲ

ＮＡ表达明显下降（犘＜０．０１），为对照组的６９％。蛋白表达情

况见图４，在犚犖犉６转染细胞中，ＩＲＳ１蛋白表达减少，空白对

照与空载质粒ＩＲＳ１表达不变。

　　１：空白对照；２：转染空载质粒；３：转染ＲＮＦ６。

图４　　免疫印迹法检测ＩＲＳ１蛋白表达

３　讨　　论

ＲＮＦ６是泛素蛋白酶体系统中的一种Ｅ３连接酶，基因序

列全长２０５８ｂｐ，能编码６８５个氨基酸，包括Ｃ端的ＲＩＮＧＨ２

指结构和 Ｎ端的螺旋结构域。研究表明
［９］，ＲＮＦ６通过Ｃ端

的ＲＩＮＧＨ２指结构诱发肾上腺受体（ＡＲ）的非水解泛素化而

稳定ＡＲ，进而招募 ＡＲＡ５４上调 ＡＲ介导的基因转录活性。

在糖尿病、胰岛素抵抗时，肝脏、胰腺、肌肉和脂肪组织均出现

异常的信号转导［１０］。有研究表明［１１１３］，细胞内蛋白降解除溶

酶体途径外，还有细胞凋亡过程中的Ｃａｓｐａｓｅｓ途径，以及降解

大部分短周期寿命蛋白的泛素蛋白酶体系统；选择性降解某

种蛋白能够调节细胞增殖与分化、基因转录、细胞周期调控、抗

原呈递及信号转导等各种生命过程；胰岛素信号相关蛋白的异

常降解在糖尿病发病机制中发挥至关重要的作用。

本实验从ｃＤＮＡ文库中扩增出人犚犖犉６基因的全长序

列，并将其构建到ｐｃＤＮＡ３．１ＣＨＡ真核表达载体中，重组质

粒转染到 ＨｅｐＧ２细胞中，ＲＴＰＣＲ检测到犐犚犛１基因的 ｍＲ

ＮＡ水平明显降低。有研究表明，机体内胰岛素高浓度或长期

高水平表达，可通过胰岛素生长因子１受体活化丝氨酸激酶，

磷酸化Ｓｅｒ／Ｔｈｒ，进而抑制酪氨酸激酶活性磷酸化 Ｔｙｒ
［１４］。

Ｐｅｄｅｒｓｏｎ等
［１５］研究证实，Ｓｅｒ／Ｔｈｒ磷酸化后的犐犚犛１，空间构

象改变易与泛素共价结合，进而被蛋白酶体降解。本研究结果

显示，免疫印迹法验证泛素连接酶ＲＮＦ６的ＲＩＮＧＨ２指结构

行使降解功能，下调靶蛋白ＩＲＳ１水平。ＩＲＳ１的泛素化可能

导致胰岛素信号通路障碍，是导致２型糖尿病发生的分子机

制，泛素化相关信号蛋白将是研究糖尿病治疗药物的新靶点。
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病肾病的新指标。本研究证实 ＵＵＯ组，２４ｈ尿液 ＫＩＭ１的

水平、肾组织ＫＩＭ１的相对表达量与肾小管间质损伤指数呈

同方向性变化，相关性分析示２４ｈ尿液及肾组织ＫＩＭ１的水

平与ＴＤＩ呈正相关，ＫＩＭ１除了早期预测急性肾损伤，有望成

为早期预测肾间质纤维化损伤的新指标。本研究发现，２４ｈ

尿液 ＫＩＭ１的水平与肾组织 ＫＩＭ１的相对表达量呈同向性

变化，并且均与ＴＤＩ呈正相关，尿液标本具有留取方便，无创

性等优点，成为各项实验室检查的常用标本之一，因此可以选

用２４ｈ尿液ＫＩＭ１水平来间接反映肾组织ＫＩＭ１的表达量，

从而判断肾间质纤维化的病情进展，为早期、方便评估肾脏疾

病进展提供新的诊断思路。

柚皮素是一类天然黄酮类化合物，具有调节血压、降低血

糖、调节血脂、抗菌、抗病毒、抑制肿瘤细胞生长等广泛药理作

用［１１］，既往研究证实，柚皮素对于乙醇诱导的肝脏纤维化有一

定的抑制作用［１２］。本实验发现柚皮素可抑制 ＫＩＭ１在 ＵＵＯ

大鼠尿液及肾组织的表达，延缓肾小管损伤及间质纤维化的

进展。

综上所述，肾间质纤维化时尿液和肾组织中 ＫＩＭ１的表

达同向性增多，尿液ＫＩＭ１有望成为早期、方便检测肾间质纤

维化的新的生物学标志物，柚皮素对于肾间质纤维化有一定的

抑制作用，但其确切分子机制尚有待于进一步研究。
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