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·基础研究·
PCNA泛素化对 Hela细胞苯并芘损伤敏感性的影响 *
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摘要 目的：观察 PCNA泛素化修饰对 Hela细胞损伤敏感性的影响。方法：Western blot法检测 His-PCNA及 His-mutant PCNA
(mPCNA，K164R)在 Hela细胞中的表达。DNA损伤剂苯并芘（BaP）和依托泊苷（VP-16）分别处理 Hela细胞后，MTT法检测不同
细胞系对 DNA损伤药物的敏感性；Western blot法检测细胞 PCNA的泛素化修饰。结果：Western blot结果显示 His-PCNA和
His-mPCNA在 Hela细胞中稳定高表达。MTT结果显示，苯并芘损伤后，稳定高表达 mPCNA的细胞系与野生型及高表达 PCNA

细胞系相比，其细胞存活率呈明显下降趋势，而 VP-16作用后，三种细胞存活率无明显差异。Western blot结果显示苯并芘损伤可
特异性诱导 PCNA发生泛素化修饰。结论：苯并芘损伤能够诱导 PCNA发生泛素化修饰，从而降低 Hela细胞对苯并芘损伤的敏
感性。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of ubiquitinated PCNA on BaP induced DNA damage response. Method:The

expression of the His-PCNA and His-mPCNA (mPCNA, K164R) in Hela cells were detected by Western blot. The Hela cells were dealt

by using the DNA damaging agents Benzopyrene（BaP）and Etoposide（VP-16）, and,the sensitivity of different cell lines was detected

with MTT assay. Results: His-PCNA and His-mPCNA had stably expression in Hela cells. mPCNA-Hela cells were more sensitive to

BaP induced cytotoxicity compared with the wild type Hela cells and PCNA-Hela cells. While the survival of the three kinds of Hela cells

treated with VP-16 didn't appear significant difference. DNA Damaging agents BaP could induce PCNA ubiquitination specially.

Conclusions: PCNA ubiquitination even plays an important role in BaP induced damage response. Ubiqitinated PCNA may improve the

survival of Hela cells treated by BaP cytotoxicity .
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前言

增殖细胞核抗原(proliferating cell nuclear antigen，PCNA)，

是一种表达水平随细胞周期波动的细胞周期调节蛋白，由 3个

PCNA单体首尾相接组成的一个闭合环状三聚体，可环形围绕

DNA链并沿其滑动，是多种 DNA聚合酶(polymerase，pol)的辅

助因子 [1,2]。研究表明，在 DNA发生损伤时，泛素结合酶 E2
（Rad6）和泛素连接酶 E3（Rad18）形成的复合物可以介导 PCN-

A赖氨酸 164 位点（K164）的泛素化修饰 [3]，且当 PCNA K164

位点泛素化后，会增加其对某些 DNA 聚合酶的亲和性，如

polη等，并介导其参与 DNA的损伤应答过程，从而提高细胞
损伤后的存活率[4,5]。
作为外源性化学致癌物的代表，苯并(a)芘[B(a)P]是广泛存

在的环境污染物，对人体多个系统都有着广泛的毒性，其代谢

活化产物可直接对基因组 DNA造成损伤[6]。目前，对苯并芘的
研究多注重于其对生物体的毒害作用，但是对其具体的致畸、
致突变、致癌的分子机理还尚缺乏深入、系统的认识。现已证实
在紫外线 DNA损伤条件下，PCNA的 K164 位点单泛素化修
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饰可调控与 PCNA结合的 DNA聚合酶从 Polδ到 Polη 转换，
从而终止经典 DNA复制，转而启动 Polη介导的易误行性跨损
伤复制(translesion)过程，并最终可能导致肿瘤的发生[7]。但是这
种机制是否具有损伤特异性仍未知。其他 DNA损伤剂如：环境
致癌物苯并芘(BaP)，化疗药物依托泊苷(VP-16)等引起的 DNA

损伤中，PCNA的泛素化修饰是否也发挥了重要的作用，其作

用机制是什么也不清楚。为了进一步拓展认识 PCNA泛素化在
DNA损伤应答中的作用，本实验选择了 BaP和 VP-16做为损

伤因素，观察这两种 DNA损伤剂是否可特异性引起细胞内

PCNA泛素化修饰，以及细胞损伤后，PCNA泛素化对细胞存

活率的影响。同时本研究还可为进一步深入了解苯并芘诱导肿
瘤发生、发展机制，提供一定线索。

1 材料与方法

1.1 材料

稳定高表达 His-PCNA 及 His-mutant PCNA (mPCNA，

K164R) 的 Hela细胞由第三军医大学细胞生物教研室保存；鼠

抗人 His抗体购自 Santa Cruz公司；羊抗鼠 IgG－HRP购自北
京中杉公司；免疫增强化学发光试剂购自 PIERCE公司；苯并

芘（BaP）和依托泊苷（VP-16）购自 Sigma公司。
1.2 方法

1.2.1 PCNA高表达细胞系的鉴定 复苏 Hela、PCNA-Hela和
mPCNA-Hela三种细胞并扩大培养，在对数生长期的细胞中加

入细胞裂解液，使细胞完全裂解。裂解物移入离心管中，再用
Bio-RAD DC 蛋白定量试剂盒将蛋白进行定量。经 12%的
SDS-PAGE凝胶电泳后，将蛋白转移至 PVDF膜上，5%脱脂奶

粉封闭 1h，然后以鼠抗人 His抗体为一抗，4℃振荡孵育过夜。
取出后用 PBST洗 3次，每次 15min；以标记了 HRP的羊抗鼠

IgG为二抗室温孵育 30min，PBST洗 3次，每次 15min，最后用

HRP-ECL发光法进行显色分析，观察并鉴定目的蛋白在三种

细胞系中的表达情况。
1.2.2 MTT法检测细胞存活率 将对数生长期的 Hela、PCNA-
Hela和 mPCNA-Hela三种细胞用胰酶消化后，以适当浓度接

种于 96孔板中。37℃培养 24h后，在不同的细胞中分别加入不
同浓度的 BaP和 VP-16，设立阳性对照组及试验组。药物作用
4小时后倒掉培养液，PBS洗涤三遍，换入不含药物的培养基

继续培养至 24小时。然后加入MTT(5mg/ml)20μl/孔。继续培
养 4小时，倒尽孔内液体,每孔再加入 150μlDMSO，充分混匀，
A492nm值，计算细胞存活率：细胞存活率 =实验组 A值 /对

照组 A值×100%
1.2.3 Western blot检测 PCNA的泛素化 将生长良好的 Hela

细胞，分别用 20μM，30μM的 BaP和 5μM，10μM的 VP-16进
行处理。培养 4小时后，更换培养液继续培养至 24小时，提取
总蛋白。定量后，通过 SDS-PAGE凝胶电泳，将目的蛋白转移
至 PVDF膜上，并封闭。以鼠抗人 PCNA抗体为一抗，以标记了
HRP的羊抗鼠 IgG为二抗，进行Western blot显色分析。

2 结果

2.1 PCNA高表达细胞系的鉴定

Hela、PCNA-Hela 和 mPCNA-Hela 三种细胞总蛋白经

Western blot显色分析后，结果显示 PCNA-Hela和 mPCNA-He-

la两种细胞比较野生型 Hela细胞在约 36KD处有明显的特异

性条带出现（图 1）。说明带有 His标签的 PCNA以及 mPCNA
质粒在 Hela细胞中高表达（图 1）。

图 1 PCNA高表达细胞系的鉴定

Fig.1 Expressed recombination plasmids analyzed by Western blot：

1.wild-typle Hela 2.His-PCNA-Hela 3. His-mPCNA-Hela

2.2 MTT法检测细胞存活率

不同浓度的 BaP损伤后，Hela和 PCNA-Hela细胞存活率

从 100%降到约 72%，mPCNA-Hela 细胞存活率从 100%降到

35%，并呈剂量效应关系（图 2）；不同浓度 VP-16作用后，三种

细胞存活率无明显差别（图 3）。结果表明，mPCNA-Hela细胞系
比 Hela细胞和 PCNA-Hela细胞对 BaP损伤更敏感。

图 2 苯并芘处理后MTT法检测不同细胞存活率

Fig.2 Cell survivals of different cell lines treated by BaP

图 3 依托泊苷处理后MTT法检测不同细胞存活率

Fig.3 Cell survivals of different cell lines treated by VP-16
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2.3 PCNA的泛素化检测结果

分别用不同浓度的 BaP和 VP-16处理 Hela细胞后，West-

ern blot显色分析结果显示，BaP处理组在 44KD处出现一条泛

素化修饰的目的条带，而 VP-16处理组在 44KD处未出现此特

异性条带（图 4）。结果提示：PNCA泛素化的诱导具有损伤特异
性，BaP能特异性的引起 PCNA的泛素化修饰。

图 4 western blot检测 PCNA泛素化

Fig.4 Analysis of PCNA ubiquitination by western blot：1. Hela；

2.Hela(VP16+ 5uM )；3. Hela(VP16+ 10uM )；4.Hela(BaP+ 20uM )；

5.Hela(BaP+ 30uM )

3 讨论

细胞在各种内外环境及化学物质不断攻击下通常会发生

DNA损伤，为维持遗传物质的稳定性，则需要各种损伤应答过

程对 DNA进行损伤修复。研究表明，在 UV和顺铂损伤下，可
以诱导 PCNA K164位点的泛素化修饰，进而提高细胞对损伤

的耐受[8,9]。本实验发现当 DNA发生损伤后，BaP处理组在 44KD
处出现一条泛素化修饰目的条带，而 VP-16处理组在 44KD处

未出现特异性的目的条带，说明 BaP能够引起 PCNA的泛素

化修饰，并且这种修饰是具有损伤特异性的。分析原因可能是
因其 DNA损伤机制不同。环境致癌物苯并芘可与鸟嘌呤共价
结合成 DNA加合物，从而会导致核苷酸的替代、缺失和染色体
的重排，引起 DNA突变[10]；而化疗药物 VP-16为细胞周期特异

性抗肿瘤药物，作用于 DNA拓扑异构酶Ⅱ，形成药物 -酶 -

DNA稳定的可逆性复合物，阻碍 DNA修复，并最终可导致双
链 DNA的断裂，进而破坏 DNA结构[11,12]。因此可以推测 DNA
解旋酶的活性和 DNA复制酶的迁移有可能是 PCNA泛素化的

激活信号，但是具体的调控机制还需要进一步研究和探索。
现已证实 PCNA是 DNA损伤应答不同效应转换的重要

信号转导环节，即 PCNA参与 DNA损伤后细胞应激的一系列

重要事件[13-15]。PCNA作为关键分子，影响 DNA损伤应答中诸
多关键事件启动、转换，包括 DNA修复、细胞凋亡以及细胞周
期阻滞等[16,17]。现已发现 PCNA能与 30余种蛋白结合，如 P21，
XPG，GADD45，CDK2，以及多种 DNA聚合酶等 [18]。本实验
MTT法结果提示稳定高表达 PCNA突变体的细胞系比野生型
及高表达 PCNA细胞系其对苯并芘损伤更敏感，细胞存活率呈

明显下降趋势。其作用机制可能与稳定高表达 PCNA突变体有
关，初步表明 PCNA泛素化修饰在介导苯并芘损伤应答中同样

也发挥了重要的作用，可显著提高细胞对苯并芘损伤的耐受。
但是，目前有关 PCNA泛素化的研究在哺乳细胞中才刚刚起

步，同时现有研究仍大多集中于探讨 PCNA泛素化在募集，转

换错配倾向 DNA聚合酶及在启动跨损伤复制中的作用[19,20]。鉴
于 30余种不同蛋白能竞争结合 PCNA，可以推测：PCNA泛素

化在指导 DNA损伤诱发的细胞应激反应各条通路作用是否仅

限于启动跨损伤复制？在其它细胞应激反应中，如细胞周期阻

滞、细胞凋亡或其它 DNA修复过程中是否同样发挥协同或拮
抗作用？其中的分子作用机制如何？这些问题的阐明，将有助于

拓展对 PCNA泛素化修饰及其相关机制的认识。
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