
内吞是胞外大分子与质膜上受体结合，质膜凹

陷成有被小窝并从膜上脱离形成小泡，小泡与早期

内体结合形成胞内体并被分选，然后进入不同的循

环或降解途径，从而维持细胞的正常代谢和信号转

导功能［1］。有一些膜蛋白如表皮生长因子受体（epi⁃
thelial growth factor receptor，EGFR）内吞后在早期胞

内体中被分选入多泡体/溶酶体降解，维持EGFR信

号通路的正常作用，保持生物体的正常功能［2］。还

有些膜蛋白如转铁蛋白受体，在早期内体（early en⁃
dosome）中释放铁，空载的转铁蛋白受体循环回到细

胞膜上，转铁蛋白受体的重复利用可以维持铁离子

内稳态平衡［3-5］。

泛素（ubiquitin，Ubi）是含有76个氨基酸序列的

高度保守的多肽［6］，研究表明泛素在受体的分选过

程中发挥巨大的作用。泛素与受体蛋白共价结合

依赖泛素酶相互协作，泛素化修饰可以分为单泛素

化、单个泛素多位点结合和多聚泛素链［7］。不同的
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泛素结合方式可以对受体产生不同作用，单泛素修

饰在胞内分选中起到信号肽的作用［8］，使受体被分

选到溶酶体降解［9］，而多聚泛素化受体进入蛋白酶

体降解途径。泛素结合受体运输途径是由胞内体

分选转运装置（endosomal sorting complex required
for transport，ESCRT）介导分选的［10］，ESCRT由 4个

复合物和其他一些辅助组分构成［11］。这4个复合物

分别是 ESCRT⁃0、ESCRT⁃Ⅰ、ESCRT⁃Ⅱ和 ESCRT⁃
Ⅲ，其中 ESCRT⁃0 由 Hrs（hepatocyte growth factor ⁃
regulated tyrosine kinase substrate）亚基和 STAM（sig⁃
nal transduction adaptor molecule）亚基组成［12］，Hrs⁃
STAM复合物在分选过程中发挥至关重要的作用。

Hrs的 FYVE锌指结构能与胞内体脂质磷脂酰肌醇⁃
3磷酸盐（PI3P）结合而被富集到早期内体膜上［13］，

Hrs和 STAM都含有泛素结合基序（ubiquitin inter⁃
acting motif，UIM），识别内吞的泛素化蛋白促进多泡

体（MVB）形成发挥胞内分选作用［14］。 ESCRT⁃Ⅰ从

结构上看含有1个“帽子”结构、1个刚性茎结构以及

末端结构。其“帽子”结构能够与ESCRT⁃Ⅱ结合，末

端结构含有泛素蛋白结合结构域和泛素结合酶E2
（ubiquitin conjugating enzyme E2 variant，UEV）结构

域，UEV结构域能与ESCRT⁃0结合。ESCRT⁃Ⅱ含有

GRAM样泛素蛋白结合结构域（GLUE），能与泛素蛋

白和ESCRT⁃Ⅰ结合，帮助ESCRT⁃Ⅱ富集到内体膜

上。ESCRT⁃Ⅲ是由小分子亚基以高度有序的方式

组装而成的，特定亚基能与ESCRT⁃Ⅱ结合，可以被

富集到内体膜上［15-16］。泛素化蛋白依次与 ESCRT
复合物结合，最终与ESCRT⁃Ⅲ结合，并且ESCRT⁃Ⅲ
富集去泛素化酶（deubiquitylating enzymes，DUB）到

胞内体使泛素化蛋白脱泛素，随后转运到MVB，再
到晚期内体（late endosome）/溶酶体降解［16-18］。

Tom1L1是Tom1家族蛋白的成员，存在于胞质

中，含有VHS（Vps、Hrs和STAM）结构域和GAT结构

域，其VHS结构域能与Hrs结合而被富集到胞内体

膜上，GAT结构域与泛素化蛋白结合将泛素化蛋白

富集到内体膜上，随后进入溶酶体降解途径。

Tom1L1能一直与内吞的受体共定位于内吞小泡和

胞内体［19-20］。

本研究利用泛素和转铁蛋白受体（transferrin
receptor，TfR）来构建转铁蛋白受体⁃泛素（transferrin
receptor⁃ubiquitin，TfR⁃Ubi）融合蛋白，TfR⁃Ubi在胞

内体中被ESCRT识别，并分选进入晚期内体/溶酶

体。已有研究表明在Hrs⁃KO MEF细胞中，泛素化

蛋白不能定位到胞内体，Hrs对泛素化蛋白定位到

胞内体及胞内聚集是必不可少的［21］。因此在本实

验中使用Hrs⁃KO MEF细胞，观察TfR⁃Ubi融合蛋白

在细胞内定位和聚集情况，为进一步研究ESCRT胞

内体分选过程及为接下来机制研究提供实验工具。

1 材料和方法

1.1 材料

A431细胞和大肠杆菌DH5⁃α由本实验室保存，

Hrs ⁃KO MEF 细胞由日本 Kazuo Sugamura 博士馈

赠。小鼠 cDNA（Clotech公司，美国），pDHA⁃neo质
粒及 pTom1L1质粒来自新加坡Hong Wanjin博士实

验室。RNA提取试剂盒（QIAGEN公司，美国）；LA
Taq、DNA marker、内切酶EcoRⅠ、SalⅠ、NotⅠ（Ta⁃
KaRa公司，日本）；T4连接酶（Promega公司，美国）；

转铁蛋白（Sigma公司，美国）；鼠抗HA抗体、鼠抗

Tom1L1抗体、鼠抗溶酶体相关膜蛋白（lysosomal⁃as⁃
sociated membrane protein 1，LAMP1）抗体、鼠抗β⁃
Tubulin抗体（Affinity公司，美国）；HRP⁃兔抗鼠 IgG
抗体（Santa Cruz公司，美国）；过氧化物酶底物显示

液（Pierce公司，美国）；FITC标记兔抗鼠 IgG抗体

（Sigma公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 TfR⁃Ubi融合蛋白表达载体的构建

以人胎脑 cDNA文库为模板进行PCR扩增转铁

蛋白受体基因。引物序列由南京金斯瑞生物科技

公司合成：上游引物：5′⁃ACGCGTCGACCATGATG⁃
GATCAAGCTAGATCAGCA⁃3′，下游引物：5′⁃AAA⁃
AGGAAAACGCCGGCGAAACTCATTGTCAATGTCC⁃
CAAAC⁃3′，在转铁蛋白受体两端分别加入 SalⅠ和

NotⅠ酶切位点。以鼠 cDNA为模板进行 PCR扩增

泛素基因。引物序列为：上游引物：5′⁃GATCCCCG⁃
AATTCAATGCAGATCTTCGTGAAGACC⁃3′，下游引

物：5′⁃GCGCCGTCGCGGGTCGACTCTCGTGATTGT⁃
TGGATCTGCATGCCACCTCTCAGGCG⁃3′，在泛素两

端分别加入EcoRⅠ和SalⅠ酶切位点。

将转铁蛋白和泛素基因的 PCR产物进行凝胶

电泳，回收目的条带。同时对泛素基因和pDHA⁃neo
进行双酶切消化，用 T4连接酶连接后转化感受态

DH5⁃α，挑取单克隆摇菌。进行菌液PCR检测，对阳

性者提质粒并测序验证，命名为HA⁃Ubi质粒。对转

铁蛋白受体和HA⁃Ubi质粒进行双酶切和连接，步骤

同上，命名为HA⁃TfR⁃Ubi质粒。

1.2.2 HA⁃TfR⁃Ubi质粒转染A431细胞和蛋白提取

测定A431细胞密度，按 1×106个/孔密度铺 6孔
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板，首先用pEGFP⁃C1对细胞进行转染条件优化，将

2 μg pEGFP⁃C1质粒混入终体积为 50 μL的 Opti⁃
MEM培养基中，将Lipofectamine™ 转染试剂 5、6、7、
8、9、10 μL分别混入终体积为50 μL的 Opti⁃MEM培

养基中，混匀，于室温下静置 10 min。将两者混匀，

室温下放置 30 min，PBS 洗涤，加入 100 μL Opti ⁃
MEM培养基，把质粒⁃转染试剂复合物加入细胞中，

3 h后去培养基，PBS洗涤，加入新培养基（含血清），

过夜。在显微镜下观察荧光强度，确定转染最佳剂

量。按此比例转染HA⁃TfR⁃Ubi 质粒，5 h后去除

DNA转染复合物，加培养基继续培养，过夜，去培养

基，PBS洗涤，加细胞裂解液，将细胞刮下，1 mL注射

器反复吹打，使细胞充分裂解。离心，回收上清，去

沉淀，加入5×上样缓冲液20 μL，混匀，沸水浴5 min
变性，进行Western blot分析。

1.2.3 Western blot检验

配制适当比例的 SDS⁃PAGE凝胶，取上一步获

得的样品20 μL上样，100 V，2 h。完毕，转膜，100 V，
1 h。用TBST溶解的脱脂奶粉封闭 2 h，按 1∶500的
浓度孵育HA抗体，4 ℃过夜。次日，TBST洗涤，然

后按1∶1 000浓度孵育HRP标记的羊抗鼠 IgG抗体，

室温1 h。TBST洗涤，取出膜，吸干水分，加显色液，

于成像系统进行曝光。

1.2.4 稳定表达TfR⁃Ubi的A431细胞株的筛选

在A431细胞中转染HA⁃TfR⁃Ubi质粒，传代至

24孔板，培养6 h后换细胞液，12 h后加入G418进行

筛选。在显微镜下观察细胞生长状态，于最佳状态

挑取单克隆，继续培养。当细胞克隆覆盖率达15%
左右时，消化细胞。重复上述步骤3次，确保获得表

达TfR⁃Ubi的A431稳定表达株。

1.2.5 A431细胞免疫荧光检验

培养稳定表达 TfR⁃Ubi的A431细胞株，第 2天

细胞饥饿处理，第3天在培养基中加入转铁蛋白，分

别进行时间梯度处理0、3、5、10、30 min。去培养基，

PBS洗涤；4%多聚甲醛固定20 min，PBS洗涤；加氯化

铵，室温封闭 2次各 5 min，PBS洗涤；加 2 mL 0.1%
Triton X⁃100室温 5 min打孔，PBS清洗 5次洗涤，拍

干。按1∶50比例孵育鼠抗HA及鼠抗LAMP1抗体，

室温2 h，PBS 清洗10次洗涤，拍干。按1∶50比例孵

育FITC标记兔抗鼠 IgG抗体，室温1 h，PBS洗涤，拍

干水分。封片，晾干，于显微镜下观察荧光强度。

在A431的稳定表达株中转染pTom1L1，免疫荧

光检测步骤同上（一抗：鼠抗HA及鼠抗 Tom1L1抗

体，1∶100）。

1.2.6 稳定表达 TfR⁃Ubi的Hrs⁃KO MEF细胞株的

筛选

在Hrs⁃KO MEF细胞中转染HA⁃TfR⁃Ubi质粒，

经过传代培养后加入到 24孔板，培养 6 h后换细胞

液，12 h后加入G418进行筛选。在显微镜下观察细

胞生长状态，于最佳状态，挑取单克隆，继续培养。

当细胞克隆覆盖率达15%左右时，消化细胞。重复

上述步骤 3 次，确保获得表达 TfR⁃Ubi 的 Hrs⁃KO
MEF细胞的稳定表达株。

1.2.7 Hrs⁃KO MEF细胞免疫荧光检验

在TfR⁃Ubi稳定表达株转染pTom1L1，5 h后去转

染复合物，继续培养；第2天细胞饥饿处理，第3天在

培养基中加入转铁蛋白，30 min后，去培养基，PBS
洗涤；4%多聚甲醛固定 20 min，PBS洗涤；加氯化

铵，室温封闭 2次各 5 min，PBS洗涤；加 2 mL 0.1%
Triton X⁃100室温打孔 5 min，PBS清洗 5次洗涤，拍

干。按1∶100比例孵育鼠抗HA及鼠抗Tom1L1抗体，

室温2 h，PBS 清洗10次洗涤，拍干。按1∶50比例孵

育FITC标记兔抗鼠 IgG抗体，室温1 h，PBS洗涤，拍

干水分。封片，晾干，于显微镜下观察荧光强度。

2 结 果

2.1 泛素、TfR和TfR⁃Ubi基因扩增

人转铁蛋白受体基因、小鼠泛素基因片段和

TfR⁃Ubi基因经 PCR扩增，用 1%凝胶电泳验证，可

以看到泛素基因的相对分子量为 200~300 bp（图

1A），转铁蛋白受体基因片段的相对分子量为2 000~
3 000 bp（图 1B），TfR⁃Ubi基因片段大小在 3 000 bp
左右（图1C），与已知片段大小一致。

2.2 HA⁃TfR⁃Ubi质粒转染和表达

首先进行转染试剂用量优化，分别取5、6、7、8、
9、10 μL转染试剂转染pEGFP⁃C1进入细胞，24 h后
观察荧光效果。结果显示以9 μL转染试剂转染后，

细胞荧光强度最强，据此后续实验所用转染剂量为

9 μL。
Western blot结果显示，HA⁃TfR⁃Ubi质粒转染细

胞提取的上清于 100 kDa大小处出现条带，与目的

条带大小相符，未转染细胞提取的上清未出现条

带。证明TfR⁃Ubi蛋白成功表达（图2）。
2.3 TfR⁃Ubi的内吞

在表达TfR⁃Ubi的A431细胞稳定表达株中，由

转铁蛋白处理细胞后，在 0、3、5、10、30 min观察。

免疫荧光结果显示，随着时间的延长，TfR⁃Ubi融合

蛋白由膜结构逐渐变为小体结构（图3）。
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A：泛素基因PCR结果；B：转铁蛋白受体基因PCR结果；C：TfR⁃Ubi PCR结果。

图1 基因PCR扩增产物

Figure 1 The PCR results of the genes

2.4 TfR⁃Ubi和Tom1L1在细胞内的定位

转铁蛋白刺激A431细胞30 min，免疫荧光显示

TfR⁃Ubi融合蛋白和LAMP1能够共定位于晚期胞内

体/溶酶体（图4A）。在过表达Tom1L1的A431细胞株

中，转铁蛋白刺激细胞30 min，结果显示Tom1L1也可

以和TfR⁃Ubi共定位于晚期内体/溶酶体（图4B）。
2.5 Hrs敲除对TfR⁃Ubi分选的影响

在Hrs敲除的MEF细胞中，转铁蛋白刺激细胞

1：转染HA⁃TfR⁃Ubi质粒的A431细胞上清；2：未转染质粒的

A431细胞上清。

图2 Western blot检测HA⁃TfR⁃Ubi蛋白表达

Figure 2 The expression of HA ⁃ TfR ⁃ Ubi detected by
Western blot

100 kDa➝

1 2

图3 TfR⁃Ubi的结构演变（×1 000）
Figure 3 The structural evolution of TfR⁃Ubi（×1 000）

0 min 3 min 5 min 30 min10 min

30 min，免疫荧光结果显示TfR⁃Ubi所定位的胞内体

数量变少，体积变大，且Tom1L1不再被吸引到胞内

体上。

3 讨 论

真核细胞是由多种细胞器组成的复杂系统，各

种物质胞内运输及代谢是多种细胞器协调作用的

结果。膜受体通过其结构与配体发生结合，在网格

蛋白（clathrin）的协同作用下，完成细胞外物质的摄

取和信号转导［22-23］。一部分泛素化受体⁃配体复合

物在胞内体被ESCRT识别，分选进入多泡体管腔内

小泡，随后通过MVB转运到晚期内体/溶酶体进行

降解。泛素作为一种重要的细胞调节物质，蛋白酶

体降解是泛素最为经典的功能，此外，近年来对泛素

的非蛋白降解作用的研究也取得了很大进展，主要

是单泛素化修饰受体在内体中被分选到不同路径，

影响受体命运以及信号转导强度和持续时间［24］。

本研究构建了TfR⁃Ubi融合蛋白稳定表达株，核

酸电泳 TfR⁃Ubi片段在 3 000 bp左右，结合Western
blot结果显示TfR⁃Ubi融合蛋白的大小为100 kDa，表
明载体成功构建。未经修饰的转铁蛋白受体在胞

内完成铁释放后循环回膜表面，免疫荧光结果显示

TfR⁃Ubi融合蛋白内吞进入胞内小体，并且我们将观

察时间延长至 30 min，TfR⁃Ubi依旧定位于细胞内，

表明泛素融合改变了转铁蛋白受体循环回细胞膜

表面的经典通路；免疫荧光结果显示在 30 min时，

TfR⁃Ubi融合蛋白能与LAMP1和 Tom1L1共定位于

晚期内体/溶酶体中，而LAMP1是晚期内体/溶酶体
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的标记物，Tom1L1被富集到内体膜上，与ESCRT复

合物结合发挥胞内体分选作用，表明 TfR⁃Ubi在胞

内被ESCRT转运装置分选到晚期内体/溶酶体。Hrs
是ESCRT⁃0复合物上的亚基，在胞内体中与泛素化

受体结合并富集 Tom1L1到内体膜上，发挥胞内分

选作用［25-26］。在Hrs⁃KO细胞中Tom1L1不再被吸引

到胞内体上，表明 ESCRT复合体分选机制受到干

扰。而TfR⁃Ubi定位的胞内体数量变少，体积变大，

这表明Hrs同时影响 TfR⁃Ubi的胞内体分选，证明

TfR⁃Ubi可以作为研究ESCRT分选的标记物。

因此，本研究构建的 TfR⁃Ubi融合蛋白为深入

研究Ubi/ESCRT分选机制提供了一个重要工具，在

接下来的工作中我们将利用TfR⁃Ubi融合蛋白进一

步探究细胞内吞、分选和信号转导的机制。
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