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　　摘要：为研究信号转导与转录激活因子３（ＳＴＡＴ３）的活性调控机制，克隆人源 ＳＴＡＴ３基因，并将其构建在真核表
达载体上。之后，通过细胞内共表达ＳＴＡＴ３和泛素化质粒的方法，验证了ＳＴＡＴ３蛋白可以发生多种类型的泛素化修
饰。结果表明，Ｋ６３位非降解功能的泛素化影响ＳＴＡＴ３蛋白的磷酸化，从而影响ＳＴＡＴ３的活性及功能的发挥；而Ｋ４８
位降解功能的泛素化影响ＳＴＡＴ３蛋白的降解，使ＳＴＡＴ３蛋白得以更新，这２种类型的泛素化对 ＳＴＡＴ３蛋白及其功能
都十分重要。
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　　信号转导是细胞应对外源信号刺激后，各种信号分子活
化并将这种信号传递给效应分子以改变细胞功能的过程，是

机体应对外界环境的变化所做出的有效反馈。细胞信号转导

调控细胞生长、繁殖、分化、衰老和凋亡等重大生命活动，正常

的信号转导是发育、生长和维持健康所必需的，反之，信号转

导异常可导致疾病和肿瘤［１－３］。

ＪＡＫ－ＳＴＡＴ通路是由细胞因子刺激的重要信号传导通
路［４］，许多细胞因子（如ＩＦＮ、ＩＬ－２）、激素（如泌乳激素、生长
激素）可通过其传递信号，从而影响细胞的增殖、凋亡、分化

与转化［５］。信号转导与转录激活因子家族（ＳＴＡＴ）已发现７
个成员，ＳＴＡＴ３是该家族的研究热点，且敲除该基因可以使胚
胎死亡，说明该基因是不可或缺的。磷酸化修饰是调控

ＳＴＡＴ３活性的主要方式，Ｔｙｒ７０５、Ｓｅｒ７２７是磷酸化的关键氨基
酸位点［６］。此外，ＳＴＡＴ３的Ｌｙｓ６８５可以在组蛋白乙酰转移酶
的修饰下发生可逆乙酰化［７－８］。

在真核细胞中，蛋白质的泛素化和磷酸化是最常见的翻译

后修饰。细胞外信号严格调控着蛋白的泛素化，在很多情况

下，这种调控依赖于蛋白质的磷酸化［９］。磷酸化通过修饰泛素

化的底物，或者修饰泛素化机器的某个组分来影响泛素化。此

外，泛素化对于磷酸化和信号分子的传递也有一定的作用。本

研究通过研究ＳＴＡＴ３蛋白是否会发生泛素化，发生哪种类型
的泛素化，并以此解释泛素化与ＳＴＡＴ３活性之间的关系。

１　材料与方法

１．１　试验材料
ＴａｑＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，购自北京鼎国生物技术有限公司；

Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ｐＭＤ－１９－ＴｓｉｍｐｌｅＶｅｃｔｏｒ、ＤＮＡ酶Ⅰ、Ｏｌｉｇｏ
（ｄＴ）１８、Ｒａｎｄｏｍｐｒｏｍｅｒｓ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ和 ＳＹＢＲ

ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）Ｋｉｔ，购自 ＴａＫａＲａ公司；
ｄＮＴＰｓ，购自北京盛旭百川生物科技有限公司；ＤＮＡ分子量标
准品，购自中科瑞泰（北京）生物科技有限公司；蛋白质非预

染分子量标准 ｍａｒｋｅｒ及预染分子量标准 ｍａｒｋｅｒ，购自 Ｆｅｒ
ｍｅｎｔａｓ公司；Ｔｗｅｅｎ－２０，购自Ａｍｒｅｓｃｏ公司；质粒小量提取试
剂盒、ＥＡＳＹｓｐｉｎｐｌｕｓＲＮＡ提取试剂盒，购自北京艾德莱生物
科技有限公司；质粒大量提取试剂盒、Ｅｎｈａｎｃｅｄｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓ
ｃｅｎｃｅ（ＥＣＬ）ｋｉｔ，购自北京康为世纪生物科技有限公司；ＤＮＡ
凝胶回收纯化试剂盒，购自 Ｚｙｍｏ公司；无内毒素大量质粒提
取试剂盒，购自北京艾德莱生物科技有限公司；Ａｎｔｉ－ｃ－ＨＡ
单克隆抗体、ｐｒｏｔｅｉｎＡ／Ｇｐｌｕｓ－ａｇａｒｏｓｅ（ＳＣ－２００３），购自Ｓａｎ
ｔａＣｒｕｚ生物公司；Ａｎｔｉ－ＦＬＡＧＭ２（Ｆ１８０４）单克隆抗体、ＰＩ染
料，购自Ｓｉｇｍａ公司；ＨＲＰ－标记山羊抗小鼠和山羊抗兔抗体，
购自北京鼎国生物技术有限公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试
剂，购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；蛋白酶抑制剂，购自亚太恒信生物科
技（北京）有限公司；ＳａｌⅠ和 ＨｉｎｄⅢ酶，购自 ＮＥＢ公司；
ＨＡ－ｕｂ、ＨＡ－ＫＯ、ＨＡ－Ｋ４８、ＨＡ－Ｋ６３等载体质粒均由唐军教
授馈赠；所有引物均由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

１．２　ＨｕｍａｎＳＴＡＴ３基因的克隆
根据 ＮＣＢＩＳＴＡＴ３（ＩＤ：４７０８０１０４）基因序列设计引物，上

游引物为 ５′－ＡＴＧＧＣＣＣＡＡＴＧＧＡＡＴＣＡＧＣ－３′，下游引物为
５′－ＴＣＡＣＡＴＧＧＧＧＧＡＧＧＴＡＧＣＧＣ－３′。建立 ５０μＬＰＣＲ反
应体系：５μＬ１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ，２μＬ１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，
２０ｐｍｏｌ／Ｌ上下游引物各 １μＬ，４μＬｃＤＮＡ，１μＬＴａｑｐｌｕｓ
ＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，用ｄｄＨ２Ｏ补至５０μＬ。按以下程序进行ＰＣＲ
反应：９４℃预变性５ｍｉｎ，进入循环：９４℃变性３０ｓ，６０℃退
火４５ｓ，７２℃延伸２．５ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，
４℃ 保存。１％琼脂糖凝胶电泳检查 ＰＣＲ产物，目的基因大
小为２３１３ｂｐ。
１．３　宿主细胞蛋白ＳＴＡＴ３重组质粒的构建

针对ｐＲＫ５－ｆｌａｇ质粒多克隆位点设计引物并引入 ＳａｌⅠ
和ＨｉｎｄⅢ酶切位点，以测序正确的 ｐＭＤ－１９－Ｔ－ＳＴＡＴ３质
粒为模板进行ＰＣＲ；１．５％琼脂糖凝胶电泳回收ＰＣＲ产物后，
进行ＳａｌⅠ和 ＨｉｎｄⅢ双酶切，同时对 ｐＲＫ５－ｆｌａｇ质粒进行
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ＳａｌⅠ 和ＨｉｎｄⅢ双酶切，１．０％琼脂糖凝胶电泳回收酶切产
物；将ＰＣＲ酶切产物和ｐＲＫ５－ｆｌａｇ酶切产物按６∶１摩尔比
混合，并加入等量的（５μＬ）ＳｏｌｕｔｉｏｎＩ（酶溶液），过夜连接，转
化大肠杆菌感受态细胞ＤＨ５α；挑取单克隆，提取质粒酶切鉴
定正确后，由北京诺赛基因组研究中心有限公司进行测序，测

序正确克隆保存菌种，并提取质粒待用。

ｐＲＫ５－ｆｌａｇ－ＳＴＡＴ３：上下游引物分别引入 ＳａｌⅠ和 Ｈｉｎｄ
Ⅲ酶切位点，上游引物为５′－ＡＣＧＣＧＴＣＧＡＣＡＴＧＧＣＣＣＡＡＴＧ
ＧＡＡＴＣＡＧＣＴＡＣ－３′，下游引物为５′－ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＣＡＣＡＴ
ＧＧＧＧＧＡＧＧＴＡＧＣＧＣＡＣ－３′。
１．４　ＳＴＡＴ３泛素化的检测

６孔板分别按下述方式转染ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，其中ｐＲＫ５－
ｆｌａｇ空载体组作为阴性对照：（１）ｐＲＫ５－ｆｌａｇ＋ＨＡ－ｕｂ；（２）
ｐＲＫ５－ｆｌａｇ－ＳＴＡＴ３＋ＨＡ－ｕｂ；（３）ｐＲＫ５－ｆｌａｇ＋ＨＡ－ＫＯ；
（４）ｐＲＫ５－ｆｌａｇ－ＳＴＡＴ３＋ＨＡ－Ｋ４８；（５）ｐＲＫ５－ｆｌａｇ－
ＳＴＡＴ３＋ＨＡ－Ｋ６３。

细胞内泛素化：（１）质粒转染后２０ｈ（即收获细胞蛋白前
４ｈ），加入 ２０μｍｏｌ／ＬＭＧ１３２抑制蛋白酶体的降解作用。
（２）收获细胞蛋白。用冰预冷的１×ＰＢＳ轻轻漂洗细胞２次。
（３）配制裂解工作液。１ｍＬＬｙｓｉｓｂｕｆｆｅｒ中加入１０μｍｏｌ／Ｌ二
硫苏糖醇溶液，１×ｃｏｃｋｔａｉｌＣ蛋白酶抑制，１０ｍｍｏｌ／ＬＮ－乙
基顺丁烯二酰亚胺和终浓度为１％的十二烷基硫酸钠溶液
（ＳＤＳ）。（４）６孔板每个孔中加入８０μＬ现用现配的裂解工
作液，将细胞刮下转移至１．５ｍＬ的离心管中。（５）将离心管
放入９５℃ 金属浴中，灭活１０ｍｉｎ。（６）超声波（功率１０％）
破碎细胞沉淀１ｍｉｎ。（７）每管加入７２０μＬ不含（ＳＤＳ）的裂
解工作液，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ。（８）取出５０μＬ离
心上清液作为Ｉｎｐｕｔ，其余上清液加入到含有偶联Ｆｌａｇ抗体的
ｂｅａｄｓ离心管中，４℃旋转孵育过夜。（９）过夜孵育之后，用
１×Ｌｙｓｉｓｂｕｆｆｅｒ洗涤 ｂｅａｄｓ３次（４℃、３０００ｒ／ｍｉｎ、３ｍｉｎ）。
（１０）加入 ２０μＬ２×ＳＤＳ蛋白上样缓冲液，于 １００℃煮
１０ｍｉｎ，立即进行ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测。

２　结果与分析

２．１　人源ＳＴＡＴ３基因的克隆
为获取人源基因 ＳＴＡＴ３，使用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取 ＨＥＫ２９３Ｔ细

胞的总ＲＮＡ，以其为模板利用 ＲＴ－ＰＣＲ扩增 ＳＴＡＴ３基因。
扩增得到片段大小约为２３１０ｂｐ，如图１所示。随后将２种
ＰＣＲ产物分别与 ｐＭＤ－１９－Ｔ载体连接，并将转化后长出的
阳性克隆进行测序。测序结果表明，构建并保存在 ｐＭＤ－
１９－Ｔ载体中的ＳＴＡＴ３基因与 ＮＣＢＩ上登陆的参考序列在氨
基酸水平上完全相同，可用于后续试验中。

２．２　ＳＴＡＴ３基因重组载体的构建
根据试验需要，将ＳＴＡＴ３基因分别插入相应的表达载体

内，经双酶切鉴定及测序比对正确后作质粒大量提取，用于后

续的试验。依据试验需求构建重组载体 ｐＲＫ５－ｆｌａｇ－
ＳＴＡＴ３，重组载体的酶切鉴定结果如图２所示。
２．３　ｐＲＫ５－ｆｌａｇ－ＳＴＡＴ３质粒的验证表达

将ｐＲＫ５－ｆｌａｇ－ＳＴＡＴ３质粒转染入ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，转染
２４ｈ后收获细胞蛋白，进行 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ验证。如图３所示，
ｐＲＫ５－ｆｌａｇ－ＳＴＡＴ３在细胞中表达良好，可以用于后续试验。

２．４　ＳＴＡＴ３蛋白可以发生泛素化
为验证 ＳＴＡＴ３蛋白能否发生泛素化修饰，将构建的

ｐＲＫ５－ｆｌａｇ－ＳＴＡＴ３真核表达载体以及 ｐＲＫ５－ｆｌａｇ与
ＨＡ－ｕｂ一起转染ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，为保证能有效捕捉蛋白泛
素化修饰，在转染２０ｈ后收集细胞裂解液，并进行免疫共沉
淀，孵育２ｈ后，进行 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测，如图４所示，ＳＴＡＴ３
可以发生泛素化修饰。

２．５　ＳＴＡＴ３蛋白泛素化类型确定
泛素分子全长包含７个赖氨酸位点（Ｋ６、Ｋ１１、Ｋ２７、Ｋ２９、

Ｋ３３、Ｋ４８、Ｋ６３）和１个位于Ｃ端的甘氨酸位点以及位于Ｎ端
的甲硫氨酸位点。泛素自身的每个赖氨酸位点以及Ｎ端的
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甲硫氨酸位点都可以发生泛素化从而延伸泛素链［１０－１１］，其中

对Ｋ４８、Ｋ６３位多聚泛素化的研究最广泛。按照试验方法中
所述，将构建的 ｐＲＫ５－ｆｌａｇ－ＳＴＡＴ３真核表达载体以及
ｐＲＫ５－ｆｌａｇ分别与ＨＡ－ｕｂ、ＨＡ－ＫＯ、ＨＡ－Ｋ４８、ＨＡ－Ｋ４８一
起转染ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，在转染２０ｈ后收集细胞裂解液，并进
行免疫共沉淀，孵育２ｈ后，进行ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测，如图５所
示，ＳＴＡＴ３可以发生多种类型的泛素化修饰。

３　结果与讨论

ＳＴＡＴ３蛋白作为信号通路中一个关键的分子，在受到外
界信号刺激时，会发生磷酸化和二聚体化，转化为活性形式的

ｐＳＴＡＴ３，进入细胞核发挥转录激活的作用。
本研究通过克隆的方法获得了人源 ＳＴＡＴ３基因，并将其

构建在ｐＲＫ５－ｆｌａｇ表达载体上。之后将ｐＲＫ５－ｆｌａｇ－ＳＴＡＴ３
和泛素质粒共转染细胞，确认 ＳＴＡＴ３可以发生泛素化修饰，
并可以发生Ｋｏ、Ｋ４８、Ｋ６３等多种类型的泛素化。已有研究报
道Ｋ６３位的泛素化中在信号激活和蛋白质运输中起了关键
作用；蛋白激酶Ａｋｔ的Ｋ６３链泛素化，对于Ａｋｔ的膜定位和磷
酸化很重要［１２－１４］。此外，Ｋ４８位的泛素化被证实与蛋白质降
解有关［１５］。而其他赖氨酸连接的多聚泛素链具有非泛素降

解和泛素降解功能，其中Ｋ６３连接多聚泛素化具有非泛素降
解功能。已发现泛素化介导的非蛋白降解功能包括 ＤＮＡ损
伤修复、信号传导、转录调节、胞吞作用和蛋白激酶活化。

结合本研究结果以及已有文献报道，可推测 Ｋ６３位非降
解功能的泛素化影响ＳＴＡＴ３蛋白的磷酸化，从而影响 ＳＴＡＴ３
的活性及功能的发挥；而 Ｋ４８位降解功能的泛素化影响
ＳＴＡＴ３蛋白的降解，使 ＳＴＡＴ３蛋白得以更新，这２种类型的

泛素化对于ＳＴＡＴ３蛋白及其功能都十分重要。
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