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　　摘　要：目的　探讨ＮＬＫ对转化生长因子β（ＴＧＦβ）信号通路的影响及其分子机制。方法　采用蛋白质稳定性实验检测

ＮＬＫ对Ｓｍａｄ４蛋白质降解的影响；体内泛素化实验检测过表达ＮＬＫ对Ｓｍａｄ４泛素化修饰的影响；荧光素酶报告基因实验检测

ＮＬＫ对ＴＧＦβ信号通路报告基因载体ＣＡＧＡｌｕｃ和３ＴＰｌｕｃ的影响；实时定量ＰＣＲ技术检测ＮＬＫ对ＴＧＦβ信号通路靶基因ｐ２１

和ＰＡＩ１的影响。结果　在 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞内，过表达ＮＬＫ促进Ｓｍａｄ４的降解和泛素化修饰；在ＨＥＫ２９３Ｔ细胞内过表达ＮＬＫ

抑制细胞因子ＴＧＦβ对ＣＡＧＡｌｕｃ和３ＴＰｌｕｃ的激活作用；在 ＨｅｐＧ２细胞内过表达 ＮＬＫ 抑制 ＴＧＦβ信号通路靶基因ｐ２１和

ＰＡＩ１的表达。结论　ＮＬＫ促进Ｓｍａｄ４的泛素化修饰和降解，进而抑制ＴＧＦβ信号通路。
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　　ＮＬＫ是一种保守的丝／苏氨酸蛋白激酶，识别靶蛋白中的

Ｓ／ＴＰ模序，通过对靶蛋白进行磷酸化修饰的方式调控其活

性，进而影响靶蛋白参与的生物学过程［１］。ＮＬＫ可磷酸化转

录因子ｃｍｙｂ，磷酸化的ｃｍｙｂ在Ｅ３泛素连接酶Ｆｂｘｗ７的作

用下被泛素化修饰，进而通过蛋白酶体降解［２］。ＮＬＫ在多个

物种的胚胎发育过程中发挥至关重要的作用。在爪蟾胚胎发

育过程中，ＮＬＫ的缺失导致爪蟾头部发育异常
［３］。在海胆胚

胎发育过程中，Ｎｏｔｃｈ信号通路激活 ＮＬＫ的激酶活性，ＮＬＫ

磷酸化ＴＣＦ并抑制ＴＣＦβｃａｔｅｎｉｎ复合体的活性，促进海胆胚

胎的中胚层诱导过程［４］。在小鼠中，非经典 ｗｎｔ信号通路通

过ＣａＭＫⅡＴＡＫ１级联反应激活ＮＬＫ，ＮＬＫ磷酸化ＳＥＴＤＢ１

并与ＣＨＤ７结合形成 ＮＬＫＳＥＴＤＢ１ＣＨＤ７转录抑制复合体，

抑制核转录因子ＰＰＡＲγ的转录活性，关闭靶基因的表达，从

而促进小鼠骨髓间充质干细胞向成骨细胞分化［５］。ＮＬＫ与肿

瘤发生存在密切的联系，在不同肿瘤中发挥不同的功能。在肝

癌细胞中，ＮＬＫ的表达水平升高，ＮＬＫ可促进细胞周期关键

调控蛋白ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达，因此，ＮＬＫ在肝癌中发挥癌基因

的功能［６］。在前列腺癌中，ＮＬＫ抑制雄激素受体的表达和转

录活性，促进前列腺癌细胞的凋亡，发挥抑癌基因的作用［７］。

转化生长因子β（ＴＧＦβ）信号通路在调控细胞生长、增殖、

分化、胚胎发育等过程中发挥不可替代的作用。ＴＧＦβ信号通

路调控异常可引起纤维化和肿瘤等多种疾病。Ｓｍａｄ蛋白家族

是ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路进行信号转导的关键分子。Ｓｍａｄ家

族可 分 为 三 类：ＲＳｍａｄ（Ｓｍａｄ１／５／８，Ｓｍａｄ２／３）、ＣｏＳｍａｄ

（Ｓｍａｄ４）和ＩＳｍａｄ（Ｓｍａｄ６／７）
［８］。蛋白激酶可通过影响Ｓｍａｄ

家族蛋白的磷酸化修饰调控 ＴＧＦβ信号通路。ＣＤＫ２／４介导

Ｓｍａｄ３第８位苏氨酸、第１７９位苏氨酸和２１３位丝氨酸的磷酸

化修饰，抑制 Ｓｍａｄ３的转录活性，进而抑制 ＴＧＦβ信号通

路［９］。ＥＲＫ通过磷酸化Ｓｍａｄ２第８位苏氨酸增强Ｓｍａｄ２的

转录活性［１０］。关于Ｓｍａｄ４的磷酸化修饰报道较少，ＥＲＫ可磷

酸化Ｓｍａｄ４第２７７位的苏氨酸，促进Ｓｍａｄ４进入细胞核
［１１］。

ＮＬＫ可与Ｓｍａｄ４相互作用并磷酸化Ｓｍａｄ４第９位苏氨酸和

第１３８位丝氨酸
［１２］，但ＮＬＫ与Ｓｍａｄ４相互作用的功能并不清

楚。本研究中，笔者发现ＮＬＫ可通过增强Ｓｍａｄ４的泛素化修

饰促进Ｓｍａｄ４的降解，进而负调控ＴＧＦβ信号通路的活性。

１　材料与方法

１．１　材料　ＦｌａｇＮＬＫ、ＦｌａｇＮＬＫ（ＫＭ）、ＨＡＵｂ、ｍｙｃＳｍａｄ４、

ＣＡＧＡｌｕｃ、３ＴＰｌｕｃ和ｐＲＬＴＫ载体为实验室前期构建保存。

ｍｙｃ抗体（９Ｅ１０）、Ｓｍａｄ４抗体（Ｂ８）、βａｃｔｉｎ抗体（Ｃ４）、辣根过氧

化酶（ＨＲＰ）标记羊抗鼠抗体（ｓｃ２００５）和ＰｒｏｔｅｉｎＡ／ＧＰＬＵＳ
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ａｇａｒｏｓｅ（ｓｃ２００３）购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。Ｆｌａｇ抗体（Ｍ２）、ＨＡ

抗体（１２ＣＡ５）、ＭＧ１３２（Ｃ２２１１）和放线菌酮（ＣＨＸ）购自Ｓｉｇｍａ

公司。ＤＭＥＭ培养基及胎牛血清购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司。转染试

剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。细胞总ＲＮＡ纯

化试剂盒、反转录ＰＣＲ试剂盒、被动裂解液和荧光素酶报告基

因检测试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司。ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，ＨｅｐＧ２细

胞培养于 ＤＭＥＭ 培养基（含１０％胎牛血清，Ｈｙｃｌｏｎｅ），５％

ＣＯ２，３７℃。

１．２　引物序列　ＰＡＩ１实时定量ＰＣＲ上游引物序列为：５′

ＣＴＧＡＣＡＡＣＡＧＧＡＧＧＡＧＡＡＡＣＣ３′，下游引物序列为：

５′ＡＧＡＴＣＣＣＧＣＴＧＧＡＣＧＡＡＧ３′。ｐ２１实时定量ＰＣＲ上

游引物序列为：５′ＣＣＣＧＴＧＡＧＣＧＡＴＧＧＡＡＣＴ３′，下游引

物序列为：５′ＣＧＡＧＧＣＡＣＡＡＧＧＧＴＡＣＡＡＧＡ。ＧＡＰＤＨ

实时定量 ＰＣＲ 上游引物序列为：５′ＧＡＡ ＧＧＴ ＧＡＡ ＧＧＴ

ＣＧＧＡＧＴＣ３′，下游引物序列为：５′ＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴ

ＧＧＧＡＴＴＴＣ３′。Ｓｍａｄ４干涉序列为：５′ＧＵＡＣＵＵＣＡＵ

ＡＣＣＡＵＧＣＣＧＡ３′，对照干涉序列为：５′ＵＵＣＵＣＣＧＡＡ

ＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵ３′。温和细胞裂解液：５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＣｌ

ｐＨ７．４，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１％ ＮＰ４０，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ。ＲＩ

ＰＡ裂解液：５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＣｌｐＨ７．４，１５０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，

１％ ＮＰ４０，０．１％ＳＤＳ。

１．３　方法

１．３．１　Ｓｍａｄ４稳定性实验　在 ＮＬＫ对外源表达 ｍｙｃＳｍａｄ４

蛋白的稳定性影响实验中，ＨＥＫ２９３Ｔ细胞转染 ｍｙｃＳｍａｄ４和

不同量的ＦｌａｇＮＬＫ共转染２４ｈ后，细胞经胰酶消化，用磷酸

盐缓冲液（ＰＢＳ）洗１次，加ＲＩＰＡ裂解液冰上裂解细胞２０ｍｉｎ

后，１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心２０ｍｉｎ后，加上样缓冲液沸水煮５

ｍｉｎ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｍｙｃＳｍａｄ４蛋白表达水平。在ＮＬＫ对

内源Ｓｍａｄ４蛋白稳定性影响实验中，ＨＥＫ２９３Ｔ细胞转染对照

空载体或 ＦｌａｇＮＬＫ 表达载体，转染２４ｈ后，加放线菌酮

（ＣＨＸ）阻断蛋白质合成，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测在未加放线菌酮和

加放线菌酮条件下，过表达ＮＬＫ对内源Ｓｍａｄ４蛋白稳定性的

影响。

１．３．２　体内泛素化实验　ＨＥＫ２９３Ｔ细胞转染相应表达载

体，２４ｈ后加 ＭＧ１３２抑制蛋白质泛素化降解，６ｈ后收细胞，

用ＰＢＳ洗２次，加５００μＬ温和细胞裂解液（加０．２５％ＳＤＳ）冰

上裂解２０ｍｉｎ，超声裂解１ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心２０

ｍｉｎ，收集上清液，加２μｇａｎｔｉｍｙｃ抗体，４℃结合２ｈ后，加４０

μＬＰｒｏｔｅｉｎＡ／ＧＰＬＵＳａｇａｒｏｓｅ４℃结合过夜。结合完成后用

高盐ＮＥＴＮ洗２次，低盐ＮＥＴＮ洗２次，加５０μＬ１×上样缓

冲液，１００℃煮１０ｍｉｎ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｓｍａｄ４泛素化修饰

情况。

１．３．３　荧光素酶报告基因实验　荧光素酶报告基因载体ＣＡ

ＧＡｌｕｃ或ＰＡＩ１ｌｕｃ、内参对照载体ｐＲＬＴＫ和ＦｌａｇＮＬＫ转

染 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞２４ｈ后，加细胞因子ＴＧＦβ（５ｎｇ／ｍＬ）刺激

细胞６ｈ，刺激结束后，用被动裂解液冰上裂解细胞２０ｍｉｎ，用

荧光素酶报告基因检测试剂盒检测报告基因荧光素酶表达强

度，操作步骤按照产品使用说明书进行。

１．３．４　实时定量ＰＣＲ实验　ＨｅｐＧ２细胞转染对照载体或

ＮＬＫ表达载体２４ｈ后，加ＴＧＦβ细胞因子刺激靶基因表达，２

ｈ后，细胞用胰酶消化，离心收集细胞，用ＰＢＳ将细胞洗１次，

用细胞总ＲＮＡ纯化试剂盒进行 ＲＮＡ提取。用逆转录ＰＣＲ

试剂盒将ｍＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ，操作步骤根据产品说明书

进行。实时定量ＰＣＲ检测ＴＧＦβ通路靶基因ｐ２１、ＰＡＩ１和内

参基因 ＧＡＰＤＨ 的 ｍＲＮＡ水平。实时定量ＰＣＲ反应体系：

１２．５μＬＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＱＰＫ２０１，

ＴＯＹＯＢＯ），１μＬ引物，２μＬｃＤＮＡ，９．５μＬ去离子水。反应条

件：９５℃，１ｍｉｎ。９５℃，１０ｓ，５５℃，３０ｓ，７２℃，３０ｓ，３５个循

环。反应结束后，以 ＧＡＰＤＨ 为内参对照，用２ΔΔＣｔ法检测

ＮＬＫ对ｐ２１和ＰＡＩ１表达的影响。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　ＮＬＫ降低Ｓｍａｄ４的稳定性　在 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞内转染

ＮＬＫ和Ｓｍａｄ４表达载体，检测 ＮＬＫ对外源Ｓｍａｄ４蛋白水平

的影响。结果显示过表达ＮＬＫ可降低Ｓｍａｄ４的蛋白水平（图

１Ａ），可能与降低Ｓｍａｄ４蛋白质稳定性有关。为进一步证实

ＮＬＫ降低Ｓｍａｄ４的稳定性，检测了 ＮＬＫ对细胞内源Ｓｍａｄ４

蛋白水平的影响，实验结果显示，过表达ＮＬＫ降低内源Ｓｍａｄ４

的蛋白水平（图１Ｂ），这些结果说明，ＮＬＫ促进Ｓｍａｄ４的降解，

降低了Ｓｍａｄ４的稳定性。

图１　　ＮＬＫ对Ｓｍａｄ４蛋白质稳定性的影响

２．２　ＮＬＫ促进Ｓｍａｄ４泛素化修饰　泛素化蛋白酶体降解途

径是调控蛋白稳定性的重要方式，作者推测 ＮＬＫ可能通过促

进Ｓｍａｄ４的泛素化修饰促进Ｓｍａｄ４的降解。在 ＨＥＫ２９３Ｔ细

胞内过表达ＦｌａｇＮＬＫ、ｍｙｃＳｍａｄ４、ＨＡＵｂ载体，检测 ＮＬＫ

对Ｓｍａｄ４蛋白泛素化修饰的影响，实验结果显示，过表达ＮＬＫ

可促进Ｓｍａｄ４的泛素化修饰，说明ＮＬＫ通过促进Ｓｍａｄ４的泛

素化修饰，促进Ｓｍａｄ４的降解，见图２。

图２　　ＮＬＫ对Ｓｍａｄ４泛素化修饰的影响

２．３　过表达ＮＬＫ抑制ＴＧＦβ信号通路报告基因活性　ＣＡ

ＧＡｌｕｃ和３ＴＰｌｕｃ是ＴＧＦβ信号通路的报告基因载体，可用来

反映ＴＧＦβ信号通路的活性。本实验中，在 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞系

中转染ＣＡＧＡｌｕｃ和ＰＡＩ１ｌｕｃ报告基因载体，同时转染不同

剂量的ＮＬＫ过表达载体，检测在ＴＧＦβ细胞因子刺激条件下，

ＮＬＫ对报告基因活性的影响。实验结果显示，ＴＧＦβ细胞因
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子可显著提高报告基因载体的活性，过表达 ＮＬＫ显著抑制

ＴＧＦβ对报告基因载体的激活作用，见图３。

图３　　ＮＬＫ对ＴＧＦβ信号通路报告基因活性的影响

２．４　过表达 ＮＬＫ抑制ＴＧＦβ信号通路靶基因的表达　ｐ２１

和ＰＡＩ１是ＴＧＦβ信号通路的靶基因，在 ＨｅｐＧ２细胞内过表

达ＮＬＫ，检测ＮＬＫ对ｐ２１和ＰＡＩ１表达的影响。实验结果显

示，ＴＧＦβ刺激２ｈ可诱导ｐ２１和ＰＡＩ１的表达，过表达 ＮＬＫ

抑制ＴＧＦβ对靶基因表达的诱导作用，见图４。

图４　　ＮＬＫ对ＴＧＦβ信号通路靶基因ＰＡＩ１和

ｐ２１表达的影响

３　讨　　论

多种蛋白可通过泛素蛋白酶体降解途径调控Ｓｍａｄ４的

活性与功能，进而调控 ＴＧＦβ信号通路。Ｊａｂ１与Ｓｍａｄ４相互

作用，过表达Ｊａｂ１抑制内源Ｓｍａｄ４的蛋白水平，并且Ｊａｂ１负

调控ＴＧＦβ信号通路
［１３］。Ｓｍｕｒｆ１、Ｓｍａｄ７与Ｓｍａｄ４形成复合

体，Ｓｍｕｒｆ１促进Ｓｍａｄ４的泛素化修饰和降解
［１４］。ＳＣＦ复合体

通过其亚基βＴｒＣＰ１与Ｓｍａｄ４相互作用，促进Ｓｍａｄ４泛素化

修饰和降解，抑制ＴＧＦβ信号通路
［１５］。本研究中，笔者发现蛋

白激酶ＮＬＫ可促进Ｓｍａｄ４的降解，进一步研究发现 ＮＬＫ可

增强Ｓｍａｄ４的泛素化修饰。Ｓｍａｄ４是ＴＧＦβ通路信号传递的

必需分子，笔者发现过表达 ＮＬＫ可抑制ＴＧＦβ对报告基因载

体ＣＡＧＡｌｕｃ和３ＴＰｌｕｃ的激活作用，说明 ＮＬＫ抑制 ＴＧＦβ
信号通路。笔者对ＮＬＫ调控ＴＧＦβ信号通路的生物学意义进

行了初步研究。有研究表明，ＮＬＫ与肿瘤的发生密切相关，但

其分子机制尚不清楚。本实验发现，ＮＬＫ可抑制ＴＧＦβ信号

通路靶基因ｐ２１和ＰＡＩ１的表达。ｐ２１和ＰＡＩ１是 ＴＧＦβ信

号通路发挥抑制肿瘤活性的重要靶基因，因此笔者推测 ＮＬＫ

可能通过抑制 ＴＧＦβ信号通路促进肿瘤的发生、发展，因此，

ＮＬＫ调控ＴＧＦβ信号通路的生理或病理机制有待深入研究。
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ｔｈｅｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒＳｍａｄ４ｂｙＷＷａｎｄＨＥＣＴｄｏｍａｉｎ

ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｌｉｇａｓｅｓ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００５，２８０（２３）：２２１１

２２１５．

［１５］ＬｉａｎｇＭ，ＬｉａｎｇＹＹ，ＷｒｉｇｈｔｏｎＫ，ｅｔａｌ．Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎａｎｄ

ｐｒｏｔｅｏｌｙｓｉｓｏｆｃａｎｃｅｒｄｅｒｉｖｅｄＳｍａｄ４ｍｕｔａｎｔｓｂｙＳＣＦＳｋｐ２

［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００４，２４（１７）：７５２４７５３７．

（收稿日期：２０１３１０１４　修回日期：２０１３１２２０）
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