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［摘 要］ 目的：研究Pellino1蛋白翻译后修饰——小泛素相关修饰物（small ubiquitin⁃related modifier，SUMO）修饰对肿瘤坏

死因子受体相关分子⁃6（TNF receptor associated factor 6，TRAF6）介导的核因子κB（nuclear factor κB，NF⁃κB）信号转导的影响。

方法：构建Pellino1 SUMO修饰位点突变的质粒，与TRAF6、泛素（ubiquitin，Ub）质粒共转染至HEK⁃293细胞中，荧光显微镜观

察转染效率，免疫共沉淀的方法检测突变型Pellino1与TRAF6的相互结合作用；同时，检测Pellino1和TRAF6的泛素化修饰水

平。采用脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）诱导炎症反应，分提胞浆胞核蛋白，Western blot检测核因子κB的抑制蛋白α（inhibi⁃
tor of NF⁃κBα，IκBα）的磷酸化和NF⁃κB P65的核转位，分析Pellino1蛋白SUMO修饰突变对TRAF6介导的NF⁃κB信号通路的

影响。结果：与野生型Pellino1相比，SUMO修饰突变型Pellino1不仅增加Pellino1的自身泛素化修饰水平，而且可增加其与

TRAF6的相互结合作用，并增强TRAF6的泛素化修饰；LPS刺激可增加 IκBα的磷酸化和NF⁃κB P65的核转位，转染使Pellino1
SUMO修饰突变高表达可明显增强LPS诱导的NF⁃κB信号激活。结论：Pellino1 SUMO修饰突变，可通过增加Pellino1的自身泛

素化修饰及其与TRAF6的结合，增强TRAF6的泛素化，最终促进TRAF6介导的NF⁃κB信号通路的激活。
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［Abstract］ Objective：To study the effects of Pellino1’s post⁃translational modification—small ubiquitin⁃related modifier（SUMO）
modification of Pellino1 in the nuclear factor κB（NF⁃κB）signaling pathway mediated by the TNF receptor associated factor6（TRAF6）.
Methods：We constructed the plasmid of the SUMO modification sites mutantation of Pellino1，then cotransfected with TRAF6 plasmid
and ubiquitin（Ub）plasmid into HEK⁃293 cells. The efficiency of plasmid transfection was observed by fluorescence microscopy. We
detected the combination of mutant Pellino1 with TRAF6 by co ⁃ immunoprecipitation，and monitored the ubiquitination level of
Pellino1 and TRAF6. Lipopolysaccharide（LPS）was used to induce inflammatory response，and the cytoplasmic nucleocapsid was
extracted. Western blot was used to detect the phosphorylation of inhibitor of NF⁃κBα（IκBα）and the nuclear translocation of NF⁃κB
P65. The effect of Pellino1 SUMO modification on TRAF6 mediated NF⁃κB signaling pathway was analyzed. Results：Compared with
wild type Pellino1，mutant of Pellino1 SUMOylation ylation not only increased ubiquitination of Pellino1 itself，but also the
combination with TRAF6，and the ubiquitination modification of TRAF6 were also increased. LPS stimulation significantly increased
the phosphorylation of inhibitor of NF⁃κBα（IkBα）and NF⁃κB P65 nuclear translocation. High expression of mutant of Pellino1 SUMO
after transfection significantly enhanced the LPS induced NF⁃κB signal activation. Conclusion：Mutant of Pellino1 SUMOylation can
promote TRAF6 mediated activation of NF⁃κB signaling pathway by increasing the ubiquitination of Pellino1 and binding with TRAF6
and the ubiquitination level of TRAF6.
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Toll 样受体（Toll⁃like receptors，TLRs）属于模式

识别受体（pattern recognition receptors，PRRs）家族，

在先天免疫和适应性免疫中发挥重要作用［1］。TLRs
可识别高度保守的微生物组分⁃病原相关分子模式

（pathogen⁃associated molecular patterns，PAMPs），一

旦识别并结合PAMPs 就会导致下游信号和转录因

子的协调激活，从而诱导抗微生物分子、化学趋化

因子、细胞因子和共刺激分子的表达［2］。研究证实，

肿瘤坏死因子受体相关分子⁃6（TNF receptor associ⁃
ated factor 6，TRAF6）在TLRs信号介导的核因子κB
（nuclear factor κB，NF⁃κB）信号通路中起了非常关

键的作用［3］。TLRs通过白细胞介素⁃1受体相关激

酶 ⁃ 1（interleukin ⁃ 1 receptor ⁃ associated kinase 1，
IRAK1）结合TRAF6的 TRAF⁃C结构域，引起TRAF6
泛素化，从而引起下游NF⁃κB信号激活，诱导炎症

细胞因子的表达［4］。

Pellino1是一种具有 E3泛素连接酶活性的蛋

白，其与接头蛋白 Tube和丝氨酸/苏氨酸激酶 Pelle
结合参与TLRs信号通路的调控［5］。已有研究报道，

Pellino1可通过调节髓样分化因子88（myeloid differ⁃
entiation factor88，MyD88）依赖的 IRAK/TRAF6途径

或MyD88非依赖含有 TIR结构域的诱导干扰素β
的配体（TIR ⁃domaincontaining adaptor molecule 1，
TRIF）/受体相互作用蛋白⁃1（receptor interacting pro⁃
tein⁃1，RIP1）/TRAF6途径，最终导致NF⁃κB信号通

路的激活［6］。Pellino1可以发生多种翻译后修饰如磷

酸化、泛素化修饰以及小泛素相关修饰物（small
ubiquitin⁃related modifier，SUMO）化修饰［7］。Pellino1
的磷酸化和泛素化修饰与其E3泛素连接酶活性的

激活存在密切关系［8］。然而，有关Pellino1蛋白 SU⁃
MO化修饰的作用，尤其对TLRs介导的细胞内信号

转导的影响尚未阐明。本文主要通过突变Pellino1
的 5个 SUMO修饰位点抑制其 SUMO化修饰，着重

探讨Pellino1 SUMO修饰对TLRs介导的细胞内信号

通路中的关键信号分子 TRAF6的泛素化修饰及其

介导的NF⁃κB信号转导的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

HEK⁃293细胞为本实验室保存，质粒Flag⁃Peli1
⁃FL（带Flag标签蛋白的全长野生型Pellino1）、Flag⁃
Peli1⁃5M（带Flag标签蛋白的5个SUMO位点突变型

Pellino1）、Myc⁃Traf6（带Myc标签蛋白的Traf6）、HA⁃
Ub［带HA标签蛋白的泛素（ubiquitin，Ub）］和表达

GFP的质粒均为本实验室构建，Adv⁃GFP、Adv⁃Peli1
⁃5M病毒（深圳百恩维生物科技有限公司）。DMEM
高糖培养基、胎牛血清（Gibco 公司，美国），opti ⁃
MEM（Life Technologies公司，美国），Lipofectin 2000
（Invitrogen公司，美国），胰酶、MG132（蛋白酶体抑

制剂）、GADPH抗体（杭州碧云天生物技术研究所），

Ub、Pellino1、p⁃IκB、T⁃IκB、Laminb、P65抗体（Santa
Cruz公司，美国），Flag抗体、脂多糖（Sigma公司，美

国），Myc、HA抗体（Cell Signaling Technology公司，

美国），山羊抗小鼠 IgG二抗、山羊抗兔 IgG二抗（北

京中杉金桥生物技术有限公司），BCA蛋白测定试

剂盒（Pierce公司，美国），Protein A+G琼脂糖珠（Sig⁃
ma⁃Aldrich 公司，美国），NR40（合肥Biosharp公司），

荧光正置显微镜（奥林巴斯公司，日本），CO2培养箱

（Thermo Fisher Scientific 公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 HEK⁃293细胞的复苏、传代和培养

从液氮中取出冻存的细胞，立即在37 ℃水浴锅

中不停地摇动，使之迅速融化后，加入预先装好培养

基离心管内，稍微吹打混匀后以2 000 r/min 5 min离
心，去除上清后加入适量培养基，吹打成细胞悬液

后，种板于中皿，置于 37 ℃，5% CO2培养。HEK⁃
293细胞 48 h换液 1次，换液时动作要轻；细胞长

至 80%~90%融合时，用 0.25%胰酶消化 1~2 min，并
加入适量完全培养基终止消化，用手掌轻轻敲打

使细胞脱壁，悬浮，分散，用滴管轻轻吹打几次，获

得细胞悬液，然后按照 1∶3的比例加入倍量的培养

基，温和混匀后，均匀种至皿中，传代扩增细胞。

HEK⁃293细胞用高糖DMEM培养基培养。

1.2.2 质粒的构建、转化与提取

将质粒 pcDNA3.1/Flag 和已纯化的 Peli1 ⁃ 5M
PCR 产物用HindⅢ 和BamHⅠ 双酶切，琼脂糖凝胶

电泳分别回收并纯化线性化的 pcDNA3.1/Flag和酶

切好的Peli1⁃FL PCR 产物。在T4 DNA连接酶的作

用下，22 ℃水浴过夜，取连接产物转化感受态细胞

DH5α，涂布于含氨苄青霉素抗性的 LB 平板上，

37 ℃温箱培养过夜，挑取单克隆菌落，接种于含氨

苄青霉素抗性的LB培养液，用质粒纯化试剂盒提取

质粒，并用 HindⅢ和 BamHⅠ双酶切，1％琼脂糖凝

胶电泳鉴定；筛选的阳性克隆质粒委托南京金斯瑞

生物科技有限公司进行 DNA 测序分析。以证实目

的 DNA 片段克隆入 pcDNA3.1质粒中，构建的重组

质粒命名为Flag⁃Peli1⁃5M。

取 3 μL质粒 Flag⁃Peli1⁃5M加入 30 μL感受态
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E.coli中，冰上放置 30 min后，42 ℃热激 45 s ，立即

放入冰上 2 min。再分别加入 1 mL LB 液体，置

37 ℃摇 45 min，后再加入 4 mL 的试管内，并按计

算比例加入氨苄青霉素，置 37 ℃过夜。小剂量质

粒参照 QIAprep Spin Miniprep 试剂盒说明书方法

提取，质粒中提参照QIAgen plasmid plusMidi kit试
剂盒说明书方法进行，琼脂糖凝胶电泳鉴定后，

于-20 ℃保存备用。

1.2.3 质粒转染与转染效率检测

实验所用的质粒均采用Lipofectin 2000转染至

HEK⁃293细胞。具体步骤如下：当HEK⁃293细胞

长至 40%~60%时，转染前 2 h换无抗无血清培养

基；用 opti⁃MEM分别溶解质粒和Lipofectin，混匀后

室温孵育 15 min使 DNA⁃Lipofectin 2000复合物形

成；将DNA⁃Lipofectin 2000复合物加入培养皿中。

转染 4 h后换完全培养基，转染 36 h后在荧光显微

镜下采用细胞计数的方法，根据转染效率等于荧

光视野下的细胞数比明场视野下的细胞数，计算

质粒的转染效率。

1.2.4 蛋白质免疫印迹（Western blot）
提取细胞总蛋白，BCA法测定蛋白浓度。配置

合适浓度的聚丙烯酰胺凝胶（SDS⁃PAGE），每组取

50 μg蛋白，加入6×loading buffer，99 ℃煮5 min后上

样电泳。电泳结束后用湿转的方法将蛋白条带转

移至PVDF膜上，将膜置于含 5%脱脂奶粉的TBS⁃T
中，室温封闭 1 h。封闭结束后，TBS⁃T洗膜 3次，加

入相应一抗4 ℃孵育过夜，次日回收一抗后，1×TBS⁃
T洗膜3次，二抗室温孵育1.5 h，1×TBS⁃T洗膜3次，

ECL显色液显影，采用 Image J 图像分析软件对灰色

条带进行分析，统计结果。

1.2.5 免疫共沉淀

通过免疫共沉淀的方法检测蛋白之间的相互

结合作用和蛋白质泛素化水平。具体步骤如下：每

组蛋白样品450 μg，按体积比（50∶1）加入相应特异性

抗体，于4 ℃持续混合反应4 h；加入30 μL Protein⁃A+
G琼脂糖珠，4 ℃混合孵育过夜；次日以2 500 r/min 转

速4 ℃离心5 min，弃上清。细胞裂解液清洗3遍后，

加入 40 μL的 1× SDS Loading buffer 99 ℃加热 5 min
后离心，收集上清，进行Western blot实验。

1.2.6 分提胞浆胞核蛋白

HEK⁃293细胞中转染Myc⁃traf6质粒后并感染

Adv⁃Peli1⁃5M及对照病毒Adv⁃GFP，再给予 LPS诱

导。弃去培养液，用预冷的PBS清洗3遍，加入 Buf⁃
fer A 刮取培养皿中的细胞，冰上放置20 min后，加入

10% NP⁃40快速震荡10 s，1 000 r/min 4 ℃离心5 min，
上清即是胞浆蛋白；接着在沉淀中加入相应体积的

Buffer C，于冰上裂解1 h，期间每隔5 min涡旋1次，以

1 000 r/min 转速4 ℃离心10 min，上清即是胞核蛋白，

采用BCA法测蛋白浓度后进行Western blot分析。

1.3 统计学方法

所涉及数据均用GraphPad Prism 5 统计软件进

行处理，数值均以均数±标准差（x ± s）表示，组间比较

采用ANOVA方法。P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 Pellino1 SUMO 修饰位点突变可增加 Pellino1
蛋白的自身泛素化修饰

与明场总细胞数相比，在HEK⁃293细胞中GFP质
粒的转染效率达到90%。提示在HEK⁃293细胞中通

过质粒转染可以达到实验所需要的转染要求（图1A）。
分别将质粒GFP、Flag⁃Peli1⁃FL或Flag⁃Peli1⁃5M

和HA⁃Ub共转染入HEK⁃293细胞，通过免疫共沉淀

检测Pellino1泛素化修饰，结果显示：与对照组GFP
相比，Flag⁃Peli1⁃FL组的泛素化水平明显增加，而

Flag⁃Peli1⁃5M组的泛素化水平进一步增加。MG132
为蛋白酶体抑制剂，可以抑制泛素蛋白酶途径降解，

当加入MG132后，Flag⁃Peli1⁃5M组的泛素化相较于

Flag⁃Peli1⁃FL组也明显增加，进一步说明Pellino1的
SUMO修饰会影响其泛素化修饰。提示 Pellino1的

SUMO修饰突变后，可以促进Pellino1的自身泛素化

修饰（图1B）。
2.2 Pellino1 SUMO 修 饰 位 点 突 变 可 增 加 其 与

TRAF6的相互结合

在TLRs信号通路中，Pellino1可以与TRAF6发
生结合，而且二者结合的增加可促进其下游NF⁃κB
信号通路的激活［9］。分别将 Flag⁃Peli1⁃FL或 Flag⁃
Peli1⁃5M与Myc⁃Traf6质粒共转染入HEK⁃293细胞，

免疫共沉淀实验结果显示，无论是用 Flag还是用

Myc抗体做免疫共沉淀，相较于野生型，转染 Flag⁃
Peli1⁃5M后，其 Pellino1与 TRAF6的相互结合均明

显增加（图 2A、B）。提示，Pellino1的 SUMO修饰可

能参与了Pellino1与TRAF6相互结合的调节。

2.3 Pellino1 SUMO修饰位点突变可增加TRAF6的

泛素化修饰

Pellino1是一种具有 E3泛素连接酶活性的蛋

白，在Pellino1参与的 TLRs信号通路中，Pellino1可

促进 TRAF6泛素化修饰，从而介导其下游信号转

导［10］。如图 3显示，转染质粒后，与野生型相比，
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A：免疫共沉淀检测Pellio1与TRAF6的结合作用；B：免疫共沉淀检测TRAF6与Pellino1的结合作用。两组比较，*P＜0.05（n=4）。IP：免疫

沉淀；IB：免疫印迹。

图2 Pellino1 SUMO修饰位点突变对Pellino1与TRAF6的相互结合作用的影响

Figure 2 Effect of Pellino1 SUMO modification site mutation on the interaction of Pellino1 and TRAF6

Flag⁃Peli1⁃5M组的 TRAF6泛素化水平明显上升。

表明 Pellino1的 SUMO修饰可能参与了 Pellino1 E3
泛素连接酶活性的调节过程，从而影响TRAF6的泛

素化修饰。

2.4 突变Pellino1的 SUMO修饰可以促进LPS诱导

的NF⁃κB激活

已有研究证实，LPS可激活TLR4，最终引起NF⁃
κB的活化［11］。HEK⁃293细胞感染Pellino1 SUMO修

饰位点突变病毒载体（Adv⁃Peli1⁃5M），再给予 LPS
诱导，与对照组相比，LPS处理后 IκBα蛋白的磷酸

化水平增加，而转染Adv⁃Peli1⁃5M后 IκBα磷酸化进

一步增加（图 4A）。IκBα磷酸化降解可导致NF⁃κB
的P50、P65亚基入核，与相应的反式作用元件结合，

增加NF⁃κB的P50、P65亚基入核，增加NF⁃κB结合

活性。分提各组细胞的胞浆胞核蛋白，如图 4B所

示，LPS刺激后HEK⁃293细胞胞浆内NF⁃κB P65表

达减少而胞核内增多，说明P65核转位增加。在转

染了Adv⁃Peli1⁃5M后这种蛋白变化进一步增强。

3 讨 论

TLRs介导的细胞内信号转导在机体免疫炎症

反应中起着至关重要的调节作用［12］，Pellino1蛋白是

TLRs信号转导通路中的一个重要调控蛋白［13］，也是

TLRs、白介素⁃1受体（interleukin⁃1 receptor，IL⁃1R）
和肿瘤坏死因子受体 1（tumor necrosis factor recep⁃
tor 1，TNFR1）等介导免疫炎症信号激活时均可参与

调控的关键信号分子［14］。大量文献报道Pellino1是
参与TLR⁃/IL⁃1R介导的NF⁃κB活化中的关键蛋白，

在 IL⁃1R的刺激下，Pellino1可以与 IRAK1、IRAK4
以及TRAF6形成复合物［15］，随后传递给转化生长因

子β激活激酶 1（transforming growth factor⁃β⁃activat⁃
ed kinase 1，TAK1）导致NF⁃κB的激活［16］。此外，之
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A：质粒在HEK⁃293细胞的转染效率（×50）；B：Pellino1蛋白泛素化修饰；IP：免疫沉淀；IB：免疫印迹。

图1 Pellino1 SUMO修饰位点突变对Pellino1蛋白自泛素化的影响

Figure 1 Effect of Pellino1 SUMO modification site mutation on the self⁃ubiquitination of Pellino1 protein
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图4 Pellino1 SUMO修饰突变对脂多糖（LPS）诱导的NF⁃κB的影响

Figure 4 Effect of Pellino1 SUMO modification on the activation of NF⁃kappa B induced by lipopolysaccharide
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前的研究证明在心肌细胞中干扰Pellino1的表达可

以通过减少RIP1和 TRAF6的泛素化修饰，从而减

少NF⁃κB的激活，改善心梗和压力过负荷诱导的心

脏纤维化［17-18］。本文通过定点突变技术，研究Pelli⁃
no1 SUMO修饰对 TLRs信号通路中 TRAF6介导的

NF⁃κB激活的影响，并分析其中可能机制。

研究发现，Pellino1的翻译后修饰对其参与信号

通路调节有重要作用［19］。例如 Pellino1磷酸化后，可

以激活它本身的E3酶活性，从而激活下游的NF⁃κB
信号通路［20］。但是，关于Pellino1 SUMO修饰的具体

作用尚不清楚。SUMO化修饰是SUMO蛋白共价结

合到底物蛋白赖氨酸残基的一种翻译后修饰［21］，根据

文献报道，发生 SUMO修饰的蛋白有多种细胞功

能，SUMO可与泛素竞争结合底物蛋白的同一赖氨

酸位点，从而达到阻止蛋白发生泛素化修饰的作

用［22］；SUMO化修饰也可能破坏底物与某些蛋白，从

而促进与其他蛋白的相互作用［23］；SUMO修饰还可
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图3 突变Pellino1 SUMO修饰对TRAF6泛素化的影响

Figure 3 Effect of mutation Pellino1 SUMO modification
on TRAF6 ubiquitination
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以通过改变靶蛋白构象从而改变其功能［24］。Pelli⁃
no1蛋白有 5个赖氨酸位点，在泛素连接酶Ubc9的

存在下发生 SUMO化修饰，其中有 3个赖氨酸位点

与 Pellino1泛素化修饰位点重合（Lys169、Lys202、
Lys266），表明SUMO很可能与泛素竞争结合同一赖

氨酸位点［7］；其中有个发生 SUMO修饰的赖氨酸位

点（Lys303）位于Pellino1的RING结构区域，而该区

域是Pellino1发挥E3泛素连接酶作用的区域［25］，因

此突变了Pellino1的 SUMO修饰位点很可能也影响

其E3泛素连接酶活性。以上研究提示 SUMO化修

饰的Pellino1蛋白可能具有不同的细胞功能［7］。

本研究结果显示，相较于野生型 Pellino1，SU⁃
MO修饰位点突变后可以增加 Pellino1和 TRAF6的

泛素化修饰，也促进 Pellino1与 TRAF6的结合。提

示SUMO修饰位点突变可能增强了Pellino1的E3泛

素连接酶活性，从而促进TRAF6的泛素化修饰，初

步证实了Pellino1的 SUMO修饰与TRAF6介导的信

号通路的激活有关。

LPS是 TLR4的经典配体［26］，为了进一步验证

Pellino1 SUMO修饰的具体生理作用，采用LPS刺激

TLR4信号通路，从而促使NF⁃κB发生核转位激活。

研究发现 LPS刺激可以显著增加细胞中 IκBα的磷

酸化水平和NF⁃κB P65的核转位，转染Pellino1 SU⁃
MO修饰突变体可加强 LPS诱导的 NF⁃κB信号激

活。进一步表明Pellino1的SUMO修饰在TLR4介导

的NF⁃κB信号激活中具有重要的调节作用。

综上所述，突变Pellino1蛋白SUMO化修饰位点

可以促进TRAF6介导的NF⁃κB的激活，其机制可能

与增加 Pellino1的泛素化修饰及其与 TRAF6的结

合，增强TRAF6的泛素化相关。为进一步阐明Pel⁃

第38卷第7期
2018年7月

张亚萍，李建涛，施芃曦，等. Pellino1 SUMO修饰位点突变对TRAF6介导的NF⁃κB信号转导的影响［J］.
南京医科大学学报（自然科学版），2018，38（7）：863-868 ··867



南 京 医 科 大 学 学 报

第38卷第7期
2018年7月

lino1的 SUMO修饰在TLRs信号通路调控中的作用

提供了重要依据。
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