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哺乳动物 PUF家族蛋白 PUMILIO1的伴侣蛋白研究 *
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摘要 目的：探索 NIH3T3和 DU145细胞中 PUM1蛋白的伴侣蛋白。方法：收集 NIH3T3和 DU145细胞进行免疫沉淀实验，实验

组和对照组分别使用抗 PUM1抗体和抗 Goat-IgG抗体。通过银染实验观察实验组与对照组是否有差异性条带，通过质谱鉴定和

Mascot软件对差异性条带所包含的蛋白进行分析，鉴定 PUM1蛋白在细胞中发挥作用时的可能互动蛋白。结果：在 NIH3T3和

DU145细胞银染实验中，实验组凝胶泳道均在约 37 KD处出现差异性条带。对 NIH3T3细胞中差异性条带进行质谱分析，通过

Mascot软件肽质量指纹谱搜索，将有真实差异的蛋白评分最低阈值设为 65，P<0.05，结果显示肽段评分最高的蛋白为 NDFIP2蛋

白。与 NCBInr数据库比对，检测到针对 NDFIP2的肽段的覆盖率为 40 %。结论：NDFIP2与哺乳动物 PUM1蛋白在细胞内关联，

可能是 PUF家族蛋白的伴侣蛋白。
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Identification of a PUMILIO1 Associated Protein in Mammalian Cells*

Toexplore PUMILIO1 (PUM1) associatedproteins inmammalian cells (NIH3T3 andDU145cells).

NIH3T3 and DU145 cells were respectively collected. Proteins were obtained by IP (Immunoprecipitation) experiment. Experimental

group and control group were set up using anti PUM1 antibody and anti Goat-IgG antibody, respectively. Silver staining revealed differ-

ential bands in PUM1 pull-down lane in comparison to IgG lane. Proteins from the differential bands were analyzed by mass spectrum

and Mascot software analysis. A macroscopic differential band around 37 KD in experimental group was observed both in

NIH3T3 and DU145 cells. NDFIP2 protein acquired the highest Mascot score using mass spectrum and peptide mass fingerprint in which

the minimum threshold value of the score representing real differences of protein was set to 65(P<0.05). The peptides coverage specific to

NDFIP2 was forty percent in reference to NCBInr database. NDFIP2 was associated with PUM1 protein in mammalian cells

and might be a partner protein of PUF family proteins.
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前言

PUF (PUMILIO and FBF) 家族蛋白属于高度保守的 RNA

结合蛋白，在羧基端有 8个重复序列，是高度保守的 RNA结合

域，在哺乳动物中有两个同源基因 - ( )和

( )。PUF蛋白主要通过结合靶标 mRNA 3'UTR来抑制靶

标 mRNA的翻译或降低 mRNA的稳定性，从而发挥重要的转

录后调控作用[1-4]。PUM1蛋白在哺乳动物中具有重要作用，如

通过抑制 通路的激活因子抑制生殖细胞的凋亡保护小鼠

精子发生[5]。在雌性小鼠中，PUM1蛋白缺失影响原始卵泡的储

备，导致小鼠育性随年龄增加呈进行性下降[6]。另外，PUM1蛋

白插入突变导致胚胎植入前死亡[7]。在神经系统中，PUM1蛋白

同样具有重要作用， 单倍剂量不足导致小脑共济失调样

神经退行性病变[8]。在细胞中，PUM1蛋白通过抑制 的翻译

促进细胞增殖。另外，PUM1蛋白受非编码 RNA-- 的调

控，在维持基因组稳定性中发挥重要作用[9-12]。有研究显示 PUF

蛋白在发挥作用时往往和其他蛋白相互作用，共同维持正常的

生物过程[13]。在线虫中，FBF蛋白和 NANOS蛋白结合来调节

精卵转换。在果蝇中，PUMILIO蛋白与 NANOS蛋白和 CCR4

脱腺苷酶形成复合物，维持生殖干细胞的自我更新 [14,15]。

PUMILIO蛋白及 NANOS蛋白与 BRAT蛋白在果蝇中形成的

三元复合物调控 mRNA，从而影响胚胎前后轴的发

育[16]。PUM1蛋白在哺乳动物中发挥重要作用，但是目前 PUM1

蛋白在哺乳动物中的互动蛋白研究很少，仍需要进一步的研究

和探索。本研究主要探讨了 NIH3T3和 DU145细胞中 PUM1

蛋白的伴侣蛋白。
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1 材料与方法

1.1 材料

NIH3T3和 DU145细胞 (ATGC)，DMEM (Gibco，货号：

11995-065)，胎牛血清(Invitrogen，货号:10099141)，胰蛋白酶(In-

vitrogen， 货 号 ：25200072)， 抗 PUM1 抗 体 (Bethyl lab，

A300-201A；Abcam，ab92545)，抗 Goat-IgG 抗体 (Beyotime，

A7007)，抗 Actin抗体(Sigma，A1978)，硫代硫酸钠、乙酸钠、硝

酸银、甲醛均为国产分析纯。质谱分析采用 MaLDI-TOF/

TOF-MS(基质辅助激光解析电离飞行时间串联质谱仪)和Mas-

cot软件。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 NIH3T3 和 DU145 细胞均培养于含 10 %

FBS、1 %青霉素和链霉素的培养基中，置于 37℃，含 5 % CO2

的培养箱中，每隔 3天进行传代。按照 2.0 E+06/皿传代到 100

mm培养皿中培养，待细胞长到 80 %覆盖度时收细胞。-80℃

冻存。

1.2.2 免疫沉淀实验 蛋白 A 琼脂糖珠与抗 PUM1 抗体

(Bethyl lab)和抗 G-IgG抗体交联，NIH3T3和 DU145细胞裂解

液与交联复合物孵育，得到蛋白后进行 SDS-PAGE(十二烷基

硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳)，其中抗 PUM1抗体购自 Abcam

公司。

1.2.3 银染实验 SDS-PAG待蛋白样本中溴酚蓝跑出后，凝

胶用 ddH2O洗 2次，2 min/次。乙醇 40 mL，乙酸 10 mL，ddH2O

50 mL混合液中固定 1 h。乙醇 30 ml，硫代硫酸钠 0.2 g，乙酸钠

6.8 g，ddH2O 补齐至 100 mL混合液敏化 30 min。ddH2O 洗 3

次，5 min/次。0.25 g AgNO3溶于 100 mL ddH2O，用前加 20 滋L

甲醛，避光银染 20 min。ddH2O洗 2 min。2.5 g Na2CO3溶于 100

mL ddH2O，用前加 20 滋L甲醛，显色 3-5 min。0.4 g甘氨酸溶于

100 mL ddH2O，终止反应 15 min，差异条带切下放入 10 %乙

醇，4℃保存。

1.2.4 质谱样品的鉴定 切胶，将单个条带切成 1 mm× 1 mm

的胶粒，放入 EP管中；加 200 滋L ddH2O，涡旋，8000× g离心

30 s，弃上清，重复 3次；加入洗脱液(50 mM NH4HCO3/CAN=1:

1)200 滋L，脱色，涡旋，8000× g离心 30 s，弃上清，重复 2次；乙

腈脱水，加入 100 % CAN 200 滋L，涡旋，8000× g离心 30 s，弃

上清并自然干燥；加入 10 mM DTT 200 滋L，56 ℃水浴 1 h，

8000× g离心 30 s，弃上清；加入 55 mM IAA (55 滋L 1M I-

AA+945 滋L 25 mM NH4HCO3)200 滋L，室温避光 45 min，

8000× g 离心 30 s，弃上清；依次用 25 mM NH4HCO3，50 %

CAN，100 % ACN 200 滋L洗胶，直至胶粒变白，涡旋，8000× g

离心 30 s，弃上清并自然干燥；加入胰蛋白酶(10 ng/滋L)，酶量
超过胶粒，4℃静置 30 min，使胶粒充分吸收酶；吸出多余的

酶，加入 50 滋L 25 mM NH4HCO3封闭液，37℃水浴过夜；加入

2 % TFA，使 TFA终浓度为 0.1 %，终止酶解；涡旋离心，将上清

液转移到新的 EP管中；加入萃取液(30 % CAN+3 % TFA)100

滋L，2次，每次萃取 10 min，离心，将上清液转移到新的 EP管

中；加入 100 % CAN 100 滋L脱水 10 min，将上清液转移到 EP

管中；将上清液抽干，除盐，上机质谱检测；上机前用 A液复溶

样品，加入进样瓶 8 滋L，上样 5 滋L。

2 结果

2.1 NIH3T3和 DU145细胞中 Pum1 IP组的差异性条带

图 1 NIH3T3和 DU145细胞中 Pum1 IP组出现差异性条带

Fig.1 Differential band was observed in Pum1 IP group of NIH3T3 and DU145 cells
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通过 IP实验，在 NIH3T3和 DU145细胞中，用抗 PUM1

抗体富集 PUM1蛋白，用抗 Goat-IgG抗体作为对照，Western

Blot 结果显示 PUM1 抗体可以将 NIH3T3 和 DU145 细胞中

PUM1蛋白富集，PUM1蛋白包括 142 KD和 75 KD，如图箭头

所示 (图 1 A，B)。然后进行银染实验 (图 1 C，D)，与对照组

Goat-IgG IP相比，在 Pum1 IP的凝胶泳道中，约 37 KD处可见

一条差异性条带，如箭头所示。并且在 NIH3T3和 DU145细胞

中均可看到位置相近的这一条带。

2.2 NIH3T3细胞中差异蛋白的质谱分析

差异条带切下后，用胰酶进行消化，MaLDI-TOF/TOF-MS

得到质谱图(图 2 A)。通过Mascot软件肽质量指纹谱搜索，将

有真实差异的蛋白评分最低阈值设为 65，P<0.05。我们检测到

有真实差异的三个蛋白肽段评分分别为 132、122和 104 (图 2

B)，这三个蛋白肽段都是来源于同一个蛋白 NDFIP2 (Nedd4

Family Interacting Protein2)。但是还检测到四个蛋白肽段评分

分别为 64、54、53、42，P>0.05。我们通过 Mascot 软件，与

NCBInr数据库比对，检测到针对 NDFIP2的肽段的覆盖率为

40 %，如图红色肽段所示(图 2 C)。因此，质谱鉴定差异条带所

代表的主要蛋白为 NDFIP2蛋白。

3 讨论

免疫沉淀和银染实验显示在 NIH3T3 和 DU145 细胞

Pum1 IP泳道中，约 37 KD处可以看到一条差异性条带，而在

其他位置肉眼观察并未发现差异性条带，但这并不能排除这些

位置存在与 PUM1相互作用的蛋白的可能性，因为有些蛋白差

异性较小，银染凝胶不能直观反映，只有通过将实验组与对照

组整个泳道进行质谱分析，才能全面准确地分析出 PUM1潜在

的相互作用的蛋白。而在凝胶 37 KD处，差异性条带明显可见，

提示 PUM1蛋白与该处蛋白相互作用的可能性极高，为了明确

该条带所包含的蛋白，我们进行蛋白质谱分析，检测到一些肽

段评分不足 65的蛋白，P值大于 0.05，这可能由于鉴定到的肽

段为非蛋白特异肽段引起。而三个蛋白评分大于 65，P值小于

0.05，结果显示主要差异性蛋白为 NDFIP2蛋白。这是首次报道

PUM1免疫沉淀蛋白中存在 NDFIP2蛋白。

是 中的一员，其另一个同源基因为 。

NDFIP1和 NDFIP2是相关的胞内体膜蛋白，能够结合和激活

E3泛素化连接酶中 Nedd4家族成员[17,18]。在 HeLa细胞中，敲减

可以导致 EGFR蛋白水平升高，而 ERK1/2蛋白表达无

明显变化。但是在饥饿的 293T细胞中，加入 EGF(表皮生长因

子)、EGFR和 NDFIP2都会出现磷酸化，而且 NDFIP2的磷酸

化是由 EGFR激活 Src，Src直接作用于 NDFIP2。HeLa细胞中，

NDFIP2可以与 EGFR在细胞内的点状结构中共定位，很像胞

内体隔间，NDFIP2之前在这种结构中被检测到。而且磷酸化的

EGFR可以与磷酸化的 NDFIP2免疫共沉淀，表明 NDFIP2可

以从物理上和功能上与 EGFR相互作用。在 Hela细胞中敲减

并加入 EGF可以使磷酸化的 ERK1/2增多，说明 ND-

FIP2可以抑制 EGFR和MAPK信号通路[19]。

那么，PUM1 蛋白是否在 EGFR和 MAPK信号通路中也

发挥作用呢? 大部分对 的相关研究是关于线虫中

，一个 的同源基因和人 同源基因

和 的[20-22]。FBF蛋白在线虫中对生殖干细胞的维持

起重要作用[23]。MPK-1B在线虫生殖细胞中表达，且 MPK-1B

在 突变体中的表达 (相当于 FBF野生型) 比 ；

突变体(相当于 FBF突变体)中高 8倍。机制研究发现 FBF

蛋白通过结合 3'UTR中 FBE来抑制 的翻译。同

时，PUF结合 3'UTR在人的胚胎干细胞中也是保守的。

PUM2 通过结合 和 3'UTR 上的 NREs 抑制

和 的表达[24]。PUM1蛋白通过抑制 通路的多个激活因

子的翻译抑制生殖细胞的凋亡，从而保护精子发生的过程。其

中，激活因子包含 MAPK 通路中的 、 和

，PUM1通过结合这些基因 3'UTR中的 PBE来抑制其

翻译从而抑制生殖细胞的凋亡[5]。果蝇中，PUMILIO蛋白通过

结合 和 3'UTR上的 NREs抑制 EGFR和 MAPK

信号，进而维持果蝇刚毛和翅脉的正常发育， 敲除后会

导致刚毛和翅脉额外生长 [25]。由此，PUF 家族对 EGFR 和

MAPK信号通路具有抑制作用。另外，鉴于 NEDD4家族蛋白

在泛素化中起重要作用[26-28]，NDFIP2与 PUM蛋白的关联提示

它参与 PUM1蛋白的降解。目前对于 PUF家族蛋白在细胞内

的代谢，以及如何被泛素化通路调控尚无任何报道，进一步深

入研究可以直接验证泛素化是否参与 PUF蛋白的代谢。

综上所述，NDFIP2蛋白是 PUM1的互动蛋白，共同参与

调节 EGFR和MAPK信号通路。前期人 PUM2蛋白发现与高

度保守的生殖蛋白 DAZ家族蛋白和 NANOS蛋白互动[29-31]，但

PUM1蛋白的互动蛋白报道甚少。本研究是首次报道 PUF家族

蛋白与 NDFIP2蛋白可能互动，对于 PUM1蛋白的功能和调控

图 2 质谱和Mascot软件对切割的 37 KD附近条带的分析结果

Fig.2 Results of Mass Spectrum and Mascot Software analysis on the

excised around 37 KD protein band
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提供了新的线索。但 PUM1蛋白和 NDFIP2蛋白是否直接作用

还需要免疫共沉淀实验进一步验证，而且两者所共同参与的生

物学过程需要更深的探讨。为了更全面地探索 PUM1蛋白在哺

乳动物中的伴侣蛋白，应将特定组织的 IP组和对照组的

银染凝胶泳道全部进行质谱检测分析，设立更加严格的检测阈

值，由此更深入的探讨 在动物发生发展中所参与的生物

过程及重要意义。
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