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Ⅰ 

摘  要 
 

 

高等真核细胞通过有丝分裂复制后的两条染色体通过染色体分离的方式精确分配

到两个子代细胞中，对维持基因组稳定性起着常重要的作用。有丝分裂依赖于微管为基

础的双极纺锤体的组装和功能。细胞内多种蛋白翻译后修饰参与了这个过程的严密调

控，包括磷酸化、泛素化和 ADP 核糖基化等。其中，泛素化是最为重要的一种蛋白质

翻译后修饰，可调控蛋白质分子的定位、转运和相互作用，参与包括有丝分裂在内的诸

多生物学过程。 

与其它翻译后修饰一样，泛素化是一个动态可逆的过程，泛素分子或泛素链可以被

去泛素化酶水解，从而调控蛋白分子的泛素化水平和功能。BRISC 是一个 K63 连接特

异的去泛素化酶，由 MERIT40、BRCC36、BRCC45 和 ABRO1 组成，参与细胞内多个

生物过程，如抗病毒免疫调控、炎性反应和纺锤体组装等。但它在纺锤体组装中的作用

和机制还不是十分清楚。 

我们通过免疫荧光、免疫共沉淀、Pull Down、western blot 等实验研究发现：（1）

Tankyrase 1 与 MERIT40、BRCC36 相互作用并定位于纺锤极；（2）RXXPEG 是 MERIT40

纺锤极定位、MERIT40 与 Tankyrase 1 相互作用必需的；（3）Tankyrase 1 的亚结构域 ARC 

V 在 Tankyrase 1 与 MERIT40-BRCC36 相互作用中起主要作用；（4）MERIT40 的 

RXXPEG 突变体 R28A 呈现有丝分裂表型缺陷（5）Tankyrase 1 在有丝分裂期可以被 K63

连接泛素化修饰，其修饰水平受 MERIT40 去泛素化酶复合物负性调控。RXXPEG 突变

削弱或破坏 MERIT40 与 Tankyrase 1 的相互作用，引起 Tankyrase 1 的 K63 连接泛素化

水平显著增高，这可能进一步导致其 PAR 修饰酶活性失调，最终影响细胞纺锤体组装

功能。 

 

 

关键词：纺锤体组装、泛素化、MERIT40、BRCC36、Tankyrase1 
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Abstract 

 

 

Accurate segregation of the replicated chromosome to daughter cells during cell division 

in higher eukaryotes cells through mitosis that tightly related to assembly and function of 

bipolar spindle is critical for genome stability. It is regulated by various post-translational 

modifications, including phosphorylation, ubiquitination, ADP-ribosylation and so forth. 

Ubiquitination is an important post-translational modification that tightly regulates proteins 

location, translocation, interaction and participate in many biological processes, including 

mitosis.  

Similar to the other post-translational modifications, ubiquitination is a dynamic and 

reversible process in cell. Ubiquitin or ubiquitin chain can be hydrolyed under the catalysis of 

deubquitinase (DUBs), thereby regulates the ubiquitination level of target proteins. BRISC is 

a K63 specific deubquitinase containing MERIT40，ABRO1，BRCC45 and BRCC36, and is 

involved in multiple biological cellular processes, such as IFNs mediated antiviral immune 

regulation, inflammatory reaction, and spindle assembly. However, little is known about the 

role and mechanism of BRISC in the regulation of spindle assembly. 

Through immunofluorescence, immunoimpricipitation, Pull Down, as well as western 

blot, we found that (i) Tankyrase1, MERIT40, BRCC36 colocalize to spindle pole; (ii) 

RXXPEG motif is required for MERIT40 localization in spindle pole and it’s interaction with 

Tankyrase1; (iii)the ARC V subdomain of Tankyrase1 is required for interacting with 

MERI40 and BRCC36; (iv) the RXXPEG motif mutant R28A of MERIT40 displays defects 

in mitosis; (v)during mitosis, Tankyrase1 can be modified by K63-linked ubiquitin chain, the 

level of which is negatively regulated by MERTI40 complex. Mutation of the RXXPEG motif 

mitigates or even abolishes the interaction between MERIT40 and Tankyrase1, leading to 

significant K63-linked ubiquitination of affect the catalytic activity of Tankyrase1 and 

ultimately lead to dysfunction in spindle assembly. 

 
Key word ：spi ndle asse mbl y 、ubi quiti nati on 、MERI T40 、BRCC36 、Tankyrase1  
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引言 

 

 

1  有丝分裂与纺锤体组装 

细胞分裂是细胞增殖和生命延续的基本活动，高等真核细胞通过有丝分裂的方式将

带有完全相同遗传物质的两条染色体分配到两个子代细胞中，这个过程依赖于以微管为

基础的双极纺锤体的组装和功能。染色体分离或细胞分裂异常将导致非整倍体和基因组

不稳定性的发生，从而促进肿瘤的发生。 

有丝分裂包括纺锤极形成、纺锤体组装、染色体排列和分离等，是一个在时空上受

到精细调控的过程[1-3]。根据有丝分裂过程中细胞形态学的特征，通常将有丝分裂划分

为 6 个时期：前期、前中期、中期、后期、末期和胞质分裂期。其中前期主要的特征是

已复制的染色质凝集、核仁消失，有丝分裂纺锤体开始核外组装；在有丝分裂前中期，

核膜断裂，形成小囊泡，核周围的纺锤体定位到细胞中心区域，一部分纺锤体微管正端

结合到染色体动粒上，形成动粒微管，染色体剧烈活动，在两极之间来回翻滚和振荡，

极性微管相互推挤使中心体分开；在有丝分裂中期，通过牵引与外推的作用力将染色体

排列在纺锤体赤道板上；在有丝分裂后期，有丝分裂检查点复合物（Mitotic Checkpoint 

Complex，MCC）对后期促进复合物或细胞周期体（Anaphase Promoting Complex or 

Cyclosome，APC/C）的阻断作用终止，活化的 APC/C 促进 securin 和 cyclin B1 的泛素

化降解。securin 降解后释放分离酶（separase）依次切割结合环的结构的 Scc1 Kleisin 亚

单位打开指环结构，动粒受到不断降解缩短的动粒微管的牵引使染色单体分开向纺锤体

对立两极运动；在有丝分裂末期，染色体周围的核被膜囊泡结合到染色单体表面并相互

融合，最后结合细胞质分裂形成两个子细胞[3-7]。 

在真核细胞有丝分裂过程中，一个完整并且功能正常的纺锤体是保证染色体精确分

配到两个子代细胞中所必需的。纺锤体是一个随有丝分裂进程而动态变化的高分子“机

器”，主要由染色体、中心体、微管结构以及纺锤体相关的动力蛋白（motor protein）和

其它调节蛋白组成，与染色体分离直接相关。纺锤体微管分为以下三大类微管

（Microtubules, MTs）：动粒 MTs（Kinetochore Microtubules, K-MTs）、星体 MTs（Astral 

Microtubules, A-MTs）和非动粒 MTs（non-Kinetochore Microtubules, nK-MTs）（如图 1）
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[8]。星体微管从对立两极中心体向外呈辐射状发出，与细胞皮层相互作用调节纺锤体定

位；非动粒 MTs 是由纺锤体极向外发出的微管，一端与中心体相连，为微管的负端，

游离的另一端为微管的正端。通常从两极发出的非动粒 MTs 的正端在赤道板处交错对

插排列，通过动力蛋白发生相互作用；动粒 MTs（K-fiber）负极端与中心体相连，而远

离中心体的正端与染色体上的动粒结合，介导染色体的移动。 

 

 

（图 1.引自 Petry, 2016） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1. 有丝分裂纺锤体结构示意图。（引自 Prosser and Pelletier, 2017） 

在纺锤体组装过程中，纺锤体组装相关蛋白的翻译后修饰发挥重要作用。其中，蛋

白质的泛素化（ubiquitination）和 PAR（Poly-ADP ribosylation）修饰是其中两种重要的

调控方式。 

图 1. 有丝分裂纺锤体概述： 

纺锤体是微管组装形成的双极阵列。微管的负端集中在中心体所在的纺锤极，中心体在纺锤极组织并

使微管成核形成纺锤体微管；微管的正端向细胞赤道板发射，来自对立两极的微管在此交汇形成反向平行

阵列。染色体通过由多蛋白组装在每条染色单体中间的动粒结合到微管，三种驱动微管成核形成有丝分裂

纺锤体的途径：a. 中心体介导的微管成核；b. 染色体介导的微管成核；c. 微管介导的微管成核。纺锤体

包含三种不同的微管：a. 动粒微管（K-MTs）：把染色体结合到纺锤极使染色体分离；b. 非动粒微管

（nK-MTs）：由对立两极纺锤体产生，有助于纺锤极的稳定和染色体分离；c. 星体微管（A-MTs）：从纺

锤体发射出并与细胞皮层相互作用，有助于纺锤体定位。一旦 20-30 条 K-MTs 结合到动粒，它们就形成

动力纤维（K-fibres）.许多蛋白与微管相互作用调节微管的组装、动态和定位。这些蛋白包括动力蛋白，

动力蛋白组装微管阵列之外还负责产生使染色体移动的力量。纺锤体在不同的生物体之间会有所不同，但

是所有的纺锤体都是两极并且染色体是两极取向，以保证整套染色体精确分配的两个子代细胞中。 
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2  PAR 修饰与 Tankyrase 

PAR 修饰是 NAD+在 PARPs 酶的作用下被切割成 ADP 核糖（ADP-ribose）和烟酰

胺（NAM）[9]，当 ADP 核糖基团共价连接到目的蛋白上时，NAM 就得以释放出来。接

着更多的 NAD+被切割产生 ADP-核糖单位并连接到已经存在的 ADP 核糖中，经过连续

的反应循环，将单-ADP-核糖转化成寡聚-ADP-核糖并最终形成多聚-ADP-核糖，从而形

成了 PAR 链[10]对底物进行的一种翻译后修饰。参与了一系列的生物过程，包括转录调

节、DNA 损伤修复、细胞周期调控、炎症、缺氧反应、纺锤极功能、致癌相关信号和

细胞死亡的调节 [11-13]。到目前为止，研究人员已经发现至少 18 种与 PARP（Poly 

(ADP-ribose) polymerase）相关的酶，它们全都具备 PARP 结构[11, 14, 15]，又命名为白喉

毒素样 ADP-核糖转移酶（ARTD）[14, 16]。 

在稳定状态下的哺乳动物细胞内，PAR 的合成受到严格的控制并保持相对较低的水

平。一定的条件如基因毒性应激或转录活性可以激活 PARP 酶，导致 PAR 水平的迅速上

升[10]。 PAR 的半衰期很短，在聚（ADP 核糖）水解酶（Poly(ADP-ribose) glycohydrolase, 

PARG）、ADP-核糖基受体水解酶-3（ADP- ribose receptor hydrolase -3，ARH3）、ADP-

核糖基酶或含大结构域蛋白的作用下快速降解成 ADPR[17-19]。 

在已发现的这些 PARP 蛋白家族成员中，仅 PARP-1、PARP-2 及 Tankyrase-1

（Tankyrase1）和 Tankyrase-2（Tankyrase2）有充分的证据证实其 PAR 修饰活性，在它

们的催化下合成支链的 PAR 聚合物[14-16]。一些 PARP 家族成员（比如 PARP1 和 PARP2）

利用 NAD+产生 ADP-核糖单位催化目的蛋白 PAR 的合成。但其它的单 ADP-核糖转移

酶（比如 PARP-3 和 PARP-16)占了整个 PARP 家族的大部分,它们催化 NAD+将 MAR

（mono(ADP-ribose)）共价结合到目的蛋白[10, 14-16, 20]。最后三个 PARP 家族成员（比如

说 PARP-13）则没有明显的催化活性[14]。事实上，细胞内激发或基底的 PAR 水平主要

由 PARP-1（85%–90%）和 PARP-2(10%–15%)催化产生[21]。 

PAR 可以在许多不同的条件下合成，最为突出的就是细胞应激，尤其是胁迫应激可

以造成 PAR 水平快速而明显的上升。因此 PAR 修饰在 DNA 损伤信号及修复中研究的

最多[22]。与其它领域研究酶蛋白活性一样，PARP 和 ADP-核糖基化经历了从生物化学、

结构生物学和分子生物学到蛋白质组学和生理学的发展过程。早期大多数 PARP 和

ADP-核糖基化的研究主要在 PARP 家族成员中最普遍和丰富的 PARP-1 中进行[23]。

PARP-1 是一个依赖 DNA 的细胞核 PARP，它的催化活性主要是由损伤的 DNA 激发[23]。

在过去 50 年的时间里，我们从研究 PARP-1 在 DNA 损伤和检测中的分子及生物功能[24] 
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图 2. NAD+和 PAR 的生物合成示意图。（引自 Kraus, 2015） 

 

到对染色质结构及转录的调节[25, 26]再到现在对 PARP-1 在细胞应激反应和生理过程中的

作用[27, 28]。取得了快速的研究进展和成果，更为重要的是 PARP-1 酶活性已经成为 PARP

抑制剂治疗干预的重要靶点[29]。 

大多数的 PARPs 都在纺锤体中定位：PARP1 、PARP2 定位到中心体并与 CENPA, 

CENPB 和 Bub3 相互作用[30]；VPARP 定位到整个纺锤体[31]；PARP3 定位到中心体[32]；

Tankyrase1 和 Tankyrase 2 在染色体和纺锤极定位[33]，并在纺锤极 NuMA 相互作用[30]。 

人源 Tankyrase 1 (telomeric repeat binding factor 1 (TRF1)-interacting ankyrin-related 

ADP-ribose polymerase; Tankyrase1/ARTD5/PARP5a) 和 Tankyrase 2 (Tankyrase2/ARTD6/ 

PARP5b)分别是由 1327 和 1166 个氨基酸残疾组成的多结构域蛋白。Tankyrase 1 和

Tankyrase 2 具有 82%的同源性序列。Tankyrase 1 和 Tankyrase 2 在结构上拥有三个共同

的结构域：C 端具有催化活性的 ARTD 结构域[34, 35]、N 端介导蛋白-蛋白相互作用的五

个锚蛋白重复簇（ankyrin repeat cluster，ARCs）[36]和介导 Tankyrase 寡聚化的 SAM（sterile 

alpha motif）结构域。与 Tankyrase 2 不同的是，Tankyrase 1 在 N 端还具有丰富的 His、

Pro 和 Ser（HPS）区域。 

图 3. NAD+和 PAR 的生物合成： 

NAD+ 和多聚-ADP-核糖 (PAR)生物

合成路径。前体化学结构、反应以及产物

如图所示：（A）NAD+生物合成：首先选，

在烟酰胺磷酸核糖基转移酶（NAMPT）的

催化下，烟酰胺（NAM）与 5-磷酸核糖-1-

焦磷酸盐（酯）（PRPP）反应生成烟酰胺

单核氨酸（NMN），然后烟酰胺磷酸核糖

基转移酶催化烟酰胺单核氨酸与 ATP 反应

生成烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（NAD+）。

NMNAT-1, -2,或 -3 可以催化 NAM 和 ATP

生物合成 NAD+。（B）PAR 的生物合成：

在 PARP 酶的作用下，NAD+连接到目的蛋

白中， 随着 ADP-核糖单位以直链或支链

的方式结合上去，PAR 链得以延长并形成。 

 



MERIT40- Tankyrase1 相互作用对纺锤体组装影响的研究 

５ 

 

图 3. Tankyrase1 和 Tankyrase2 结构示意图 

 

SAM 结构域位于催化结构域 PARP 的前面，是一个由大约 70 个氨基酸形成的α螺

旋结构域。通过 SAM 结构域寡聚化，Tankyrase 可以与自身或别的蛋白分别形成同源二

聚体或异质二聚体。Tankyrase 1 的 SAM 结构域可以寡聚化形成大的复合物（>30 个分

子）[37]。在体内，全长的Tankyrase 1可以通过 SAM结构域聚合且Tankyrase 1与Tankyrase 

2 聚合可以形成异质二聚体[30]。Tankyrase 寡聚物可以与 TRF1 相互作用并对 TRF1 修饰

表明 SAM 结构域是 Tankyrase 发挥最优催化活性所需的[37]。Tankyrase 的这种聚合是可

逆的，Tankyrase 自身 PAR 修饰后这种聚合就会发生解离[37]。 

锚蛋白重复序列（ankyrin repeats）是蛋白-蛋白相互作用共同的模块。Tankyrase 的

锚蛋白重复序列可以分为五个锚蛋白重复簇（ARCs）结构域，每个结构域含有 5 个堆

积的锚蛋白重复序列[38]。ARC I、II、IV 和 V 与不同蛋白多肽以相似的方式结合。底物

蛋白的 TBM(Tankyrase-binding motif )通常具有相同的序列 RXXPDG[30, 36, 39, 40]。 

最近，Guettler 及其团队对这个基序的研究发现，第一位的精氨酸（R）和第六位的

甘氨酸（G）对蛋白结合是非常重要的；第二、第三位的氨基酸可以是除苯丙氨酸（F）

之外的所有氨基酸；第四位氨基酸偏向于小分子氨基酸或疏水氨基酸；第五位主要是天

冬氨酸（D）；第七位可以是除了脯氨酸（P）的氨基酸，并且在第八位优先是酸性氨基

酸[38]。Tankyrase 的 ARC3 底物结合表面的保守性很差，并不结合 Tankyrase 底物肽[38, 40]。 

虽然单个 ARCs 与底物多肽只有微摩尔亲和力，但是蛋白质中不止一个的 TBM 提

高了 ARCs 活性[38, 41]。Tankyrase 对底物的 PAR 修饰依赖于底物蛋白与 ARCs 的结合，
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但这并不是 PAR 修饰充分的条件，因为某些底物的修饰并不通过蛋白-蛋白结合。与

Tankyrase 结合的蛋白通常都被 PAR 修饰，但一些与 Tankyrase 1 结合的蛋白还可以抑制

Tankyrase 催化活性[42, 43]。 

Tankyrase 催化底物 PAR 修饰的同时，也可以对自身进行 PAR 修饰。目的蛋白被

Tankyrase PAR 修饰后通常经泛素蛋白酶体降解途径降解。 

Tankyrase 的功能由通过 ankyrin（和 SAM）形成的蛋白/蛋白复合物相互作用来介

导，通过 PAR 修饰分离蛋白复合物并走向蛋白降解途径。因此，调控 Tankyrase 蛋白合

成和转换的主要修饰就是 PAR 修饰自己本身。带负电荷的 PAR 链是识别 ADP-核糖基团

的泛素 E3 连接酶 RNF146 的识别位点[44, 45]。RNF146 介导 Tankyrase 靶向蛋白的多聚泛

素化修饰，随后经 26S 蛋白酶体降解[44-46]。此外，Axin、RNF146 和 Tankyrase 也可以

被K48连接类型的多聚泛素化修饰。HEK293T细胞中过表达RNF146可以诱导Tankyrase 

2 被 K63 连接类型的多聚泛素化链修饰[44]。Tankyrase 1 的蛋白水平可以被 RNF146 介

导的 K48 多聚泛素化修饰，然后经蛋白酶体而被快速降解而实现其分子周转[44, 45]。在

S/G2 期末，RNF8 直接与 Tankyrase 1 结合介导 Tankyrase 1 K63 链的泛素化修饰[47]。在

G1 期，K63 特异性去泛素化酶 BRISC 介导 Tankyrase 1 的去泛素化修饰[47]。 

Tankyrase 自身的蛋白修饰可以提高其与目的蛋白的结合和催化活性。在有丝分裂

时，Plk1 对 Tankyrase1 磷酸化修饰对 Tankyrase1 起到稳定作用，从而提高 Tankyrase 1

的催化活性。相反，抑制 Plk1 介导的 Tankyrase 1 磷酸化修饰则减弱了 Tankyrase 1 在纺

锤体和端粒的功能[48]。目前确定的 Tankyrase 磷酸化位点位于 ARC V 亚结构域，但

Tankyrase 1 Thr1128 位于催化结构域受体位点附近。Tankyrase Ser978、 Thr982、Ser987 

和 Ser991 的有丝分裂磷酸化与糖原合成激酶 3-β（GS3Kβ）相关。与 Tankyrase 相似，

GS3Kβ定位于纺锤极及当它被抑制时有丝分裂会被阻滞[49]。E3 泛素连接酶 RNF146 在

介导 Tankyrase1 靶向蛋白泛素化修饰的同时，还可以介导 Tankyrase 1 多聚泛素化修饰

使 Tankyrase 1 经 26S 蛋白酶体降解。尽管目前还没有确定 Tankyrase 1 PAR 修饰作用的

氨基酸残基，Citarelli 和他的同事研究指出，泛素化修饰和 PAR 修饰可能会竞争靶蛋白

的 Lys 残基[37]。S/G2 期末，RNF8 直接与 Tankyrase 1 结合，介导 Tankyrase 1 K63 连接

类型的泛素化修饰，抑制 Tankyrase 1 的蛋白酶体降解从而提高 Tankyrase 1 的稳定性[47]。 

此外，Tankyrases 还可以被丝裂原活化蛋白激酶（mitogen activated protein kinase，

MAPK）、蛋白激酶 B（Protein Kinase B，Akt）磷酸化[50, 51]。在 Tankyrase 2 锚蛋白重复

序列中，FIH（Factor-inhibiting hypoxia-inducible factor）可以对一些 Asn 和 His 进行羟



MERIT40- Tankyrase1 相互作用对纺锤体组装影响的研究 

７ 

基化修饰[52, 53]。 

Tankyrase 分布于细胞内许多位置。在人类细胞中，Tankyrase 存在于端粒[54, 55]、细

胞核[56]、高尔基复合体[50, 51, 57]、细胞浆[38]、细胞膜[58]以及纺锤极[48, 57, 59-62]。Tankyrase

的翻译后修饰及亚细胞动态定位影响着蛋白-蛋白相互作用，从而发挥不同的细胞功能。 

在有丝分裂中期，当 Tankyrase 重新定位到纺锤体和中心体时，Tankyrase 与 Axin 定位

和相互作用的改变需要 Tankyrase 介导纺锤体成分 PAR 修饰[49]。Axin2 同样也定位于纺

锤体。在有丝分裂时期与 Axin 密切联系的 GS3Kβ募集到纺锤体并磷酸化 Tankyrase 1 

[49]。虽然目前仍不清楚 GS3Kβ介导的磷酸化是如何影响 Tankyrase1的活性及结合特性，

但可以推测 GS3Kβ介导的磷酸化可能影响了 Tankyrase1 与 NuMA 的相互作用[49]。

ARTD3 同样也与 NuMA 相互作用，但它们在有丝分裂中不同的作用还没有确定[63-65]。

然而在 COS-1 细胞中，Tankyrase1 和 ARTD3 都是有丝分裂进展需要并且可以与 NuMA

共沉淀下来[54, 63]。在功能性 ARTD3 存在时，Tankyrase1 对 NuMA 的 PAR 修饰显著上

升[63]。Plk1 对 Tankyrase1 的磷酸化提高了 Tankyrase1 稳定性和 PAR 修饰催化活性，从

而调控 Tankyrase1 对 NuMA 的 PAR 修饰[48]，而 NuMA 对中心体簇集的调节在细胞有

丝分裂进展中起着非常重要的作用[66]。 

3  泛素化修饰与 MERIT40 

泛素（ubiquitin）是一个含有 76 个氨基酸的、高度保守的氨基酸多肽[67]，同时泛素

本身也有许多可能的翻译后修饰位点。泛素最主要的特征就是含有七个可以被进一步泛

素化修饰赖氨酸（Lys）位点。此外，它还存在第八种链型，即当泛素分子被连接到第

二个泛素分子的 N 端时产生的 Met1 相关或线性的链。蛋白质组学研究表明，所有可能

的连接类型都共存于细胞内[68-72]。Lys48 相关链接是细胞内主要的泛素连接方式（通常

大于所有连接的 50%），其主要作用是使其靶向的蛋白进入蛋白酶体降解的途径[73]。而

细胞内通过 Lys63 相关的链接类型则发挥许多非蛋白酶体降解的作用[74]，比如内吞作

用、囊泡转运、NFκB-介导的转录及 DNA 损伤等。 

泛素化（ubiquitination）是将泛素分子共价连接到目的蛋白 Lys 位点的一种翻译后

修饰。泛素化修饰的过程需要三种不同的酶依次参与，分别为是泛素活化酶 E1、泛素

结合酶 E2 和泛素连接酶 E3。泛素在 ATP 的作用下被泛素活化酶 E1 活化，然后活化的

泛素与泛素结合酶 E2 共价结合，随后在泛素连接酶 E3 的作用下将泛素分子连接到目的

蛋白对目的蛋白进行泛素化修饰[75-77]。在 HECT 结构域的 E3 酶（HECT-domain E3s）

的情况下，活化的泛素转移到泛素连接酶 E3 先形成共价中间体，并最终将泛素结合到
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底物蛋白；而具有 RING 结构域的 E3 酶（RING-domain E3s）本身没有活性，泛素连接

酶 E3 促进泛素通过泛素结合酶 E2 直接结合到底物。也就是说泛素 E3 连接酶通过将目

的蛋白招募到泛素结合酶 E2 赋予底物特异性，因为泛素结合酶 E2 本身不能识别（或至

少很少识别）指定的蛋白。 

泛素化修饰是一个动态可逆的过程，即在去泛素化酶（Deubiquitinating Enzymes, 

DUBs）的作用下将靶蛋白上的泛素链水解，从而参与蛋白质泛素化水平的动态调节。

所以 DUBs 在泛素化调控中扮演着与泛素连接酶 E3 同等重要的作用。 

人类细胞中含有两种 E1 酶、约 50 种 E2 酶、600 种 E3 酶和 100 种 DUB 酶。根据

它们的同源性，DUBs 酶可以分为 5 大类：泛素羧基末端水解酶家族（ubiquitin C-terminal 

hydrolases,UCHs）、卵巢肿瘤结构域蛋白酶（ovarian tumor domain proteases,OTUs）、泛

素特异性蛋白酶家族（ubiquitin-specific proteases,USPs）和 JAMM/MPN+蛋白酶家族。 

BRCC36(BRCA1/BRCA2-containing complex,subunit 3)是 JAMM/MPN+蛋白酶家族

成员之一，是依赖 Zn2+的、K63 链接特异的去泛素化酶。BRCC36 与 MPN- DUB 伪蛋白

ABRO1/KIAA0157 和 ABRAXAS 分别在细胞质和细胞核形成两个不同的大分子复合物

(图 4)[78-80]。 

ABRAXAS 是 FAM175 家族的一个成员，该家族蛋白包括 FAM175A（ABRA1/ 

ABRAXAS）和 FAM175B（KIAA0157）。KIAA0157 是 ABRAXAS 的兄弟蛋白，所以

又称为 ABRO1(ABRAXAS Brother 1)。ABRAXAS 和 ABRO1 分别主要定位在细胞核

和细胞质[81]。它们在 N-端有 39%同源序列，该同原序列中含有与 BRCA1-A 复合物和

BRISC 共同亚单位 BRCC45/BRE、MERIT40/NBA1 和 BRCC36 相互作用结构域（图 5.A）

[78, 81, 82]。该同源序列中的 MPN-（Mpr1/Pad1 N-terminal region lacking catalytic activity）

功能域缺少酶切割活性所需的与 Zn2+结合的保守残基。因此，ABRO1 不具备 MPN+/ 

JAMM 结构域的去泛素化酶催化活性。与 ABRA1/ ABRAXAS 不同的是，ABRO1 的 C

端缺乏介导 BRCA1 的相互作用的 RxRxxS/T 结构域[83]。因此，ABRO1 不能与 BRCA1 

发生相互作用介导 BRCA1 在 DNA 损伤部位的募集。 

ABRAXAS 通过 N 端与 MERIT40、BRCC36、BRCC45 和 K63 连接泛素结合蛋白 

RAP80 结合，并通过 C 端 pS-X-X-F 基序结合 BRCA1-A 形成稳定的 BRCA1-A 复合物[80, 

83-88]，参与 DNA 损伤和乳腺癌抑制；ABRO1 (Abraxas brother 1) 不能结合 RAP80 而且

C 端缺少 pS-X-X-F 基序也不能与 BRCA1 结合，但可以通过 N 端与 BRCC36、MERIT40

和 BRCC45 结合形成 BRISC（BRCC36 Isopeptidase Complex）[78, 81, 82, 89]，通过去泛素
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化稳定 IFNAR，提高依赖干扰素的反应。研究证明，在蛋白-蛋白相互作用中，BRISC

和 BRCA1-A 复合物 DUB 伪底物或靶向于 SHMT2 或 RAP80 蛋白严格调控 DUB 活性。

SHMT2 或 RAP80 分别靶向 BRISC 和 BRCA1-A 复合物到细胞因子受体活化或 DSBs

引起的局部合成的 K63 泛素链[80, 85, 88, 90]。BRISC 同时还是微管相关蛋白，定位在动力

纤维（K-fibers）、纺锤极并直接与微管结合，BRISC 对 NuMA 的去泛素化调节有助于

纺锤体的组装[91]。ABRO1 可以通过稳定 p53 抑制肿瘤发生和调节 DNA 损伤反应，但

这个过程依赖于 USP7 而不依赖于 BRISC 的去泛素化酶活性[92]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4. BRCC36 在细胞质、细胞核分别形成 BRISC 和 BRCA1 复合物及其功能 

 

MERIT40 (MEdiator of RAP80 Interaction and Targeting 40KD)是一个分子量大约为

40KD 的支架蛋白，又叫 NBA1、C19orf62 或 HSPC142。它的 N 端有两个 Tankyrase 结

合基序（RxxG/PxG）和一个 Akt 基序（RxRxxS/T）（图 5.B）[38, 93]。在抗有丝分裂和细

胞毒性药物多柔比星（Doxorubicin）处理后，MERIT40 通过 Akt 基序与 Akt 激酶相互

作用并被 Akt 磷酸化修饰，磷酸化的 MERIT40（p-MERIT40）促进 BRCA1-A 复合物组

装参与 DNA 损伤修复[93]。Guettler 和他同事的研究发现，Tankyrase（Tankyrase1 和

Tankyrase2）能与 MEIRT40 相互作用并且对 Tankyrase2 有微弱的 PAR 修饰[38]。但他没

有证明 Tankyrase1 是否会对 MERIT40 PAR 修饰以及 MERIT40 PAR 修饰之的细胞功能

或 MERIT40 复合物会否对 Tankyrase1 去泛素化修饰。 



MERIT40- Tankyrase1 相互作用对纺锤体组装影响的研究 

１０ 

     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 5. ABRAXAS、ABRO1 和 MERIT40 的结构示意图 

MERIT40 在细胞核中与 ABRAXAS 相互作用，是细胞核 BRCA1-A 复合物的组成

分成。MERIT40 能稳定 BRCA1-A 复合物并募集到 DNA 双链断裂部位，参与 DNA 损

伤修复过程[87, 94, 95]。在细胞质中，MERIT40 与 ABRO1 相互作用，是 K63 连接特异的

去泛素化酶 BRISC 的组成成分[78, 81, 82, 89]。BRISC 与 SHMT(serine hydroxymethyl 

transferase)一起调节 IFNAR1(type 1 interferon(IFN) receptor chain 1)的 K63 连接泛素化水

平，限制 K63-Ub 介导的 IFNAR1 的内化和降解，参与 IFNs 介导的抗病毒免疫调控[90]。

此外，BRISC 能对 NLRP3 去泛素化修饰，促进炎性体的活化严格调控炎性反应[96]，

caspase-8 和 BRCC36 的激活可使 NLRP3/NLRP6 炎性体活性失衡[97]。我们实验室发现，

BRISC 对纺锤体组装 NuMA 的去泛素化修饰在双极纺锤体组装中发挥非常重要的作

用，BRISC 的敲除导致大量的多极纺锤体、染色体滞后、双核和多核以及胞质分裂失败

[91]。 

本文主要对 MERIT40 复合物与 Tankyrase1 在细胞有丝分裂纺锤体组装中的作用及
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机制进行了系统的探索与研究。研究显示，Tankyrase 通过 ARC I、II、IV 和 V 与底物

TBM (Tankyrase-binding motif )中 6 个氨基酸序列 RXXPDG 结合[30, 36, 39, 40]。对 MERIT40

的氨基酸序列分析发现，MERI40在 N端含有两RXXG/PxG氨基酸序列负责与Tankyrase

的结合。同时Tankyrase2对MERIT40有微弱的PAR修饰[38]。既然Tankyrase1与MERIT40

存在相互作用，那么 Tankyrase1 是否对 MERIT40 存在 PAR 修饰呢？或 MERIT40 是否

会对 Tankyrase1 的功能进行调控？以及它们之间相互作用在纺锤体组装进中有哪些作

用？ 

基于以上问题，我们利用免疫荧光、免疫共沉淀、Western blotting，Pulldown 等分

子生物学技术对 MERIT40 与 Tankyrase1 之间的相互作用及对纺锤体组装的影响进行研

究。 

目前尚未有关于 MERI40 复合物对 Tankyrase 进行调控的研究以及在纺锤体组装中

的作用的报道。因此，本研究探索 MERI40 复合物对 Tankyrase 进行调控的调控机制及

其在纺锤体组装中的作用具有一定的创新性，这将为揭示 MERIT40 复合物在纺锤体组

装中的作用及调控机制提供理论依据。 

 

 



 

第 1章 实验材料与方法 

1.1 实验材料 

1.1.1 溶液配制： 

1. 30%丙烯酰胺溶液(w/v)： 

成分 用量 

丙烯酰胺(Acr)  

甲叉双丙烯酰胺(Bic) 

dd H2O 

290g 

10g 

800ml 

取所需体积的 dd H2O 于水浴锅或沸水中预热（水温不低于 37℃）。称取所 

需的丙烯酰胺和甲叉双丙烯酰胺，加入预热后的 dd H2O 并玻璃棒搅拌使其完全溶解， 

用预热的 dd H2O 定容至 1000ml，将上述溶液用定性滤纸过滤，滤后用棕色瓶子分装，

4℃保存。 

 

2. 10XPBS buffer 贮液： 

成分 用量 

Na2HPO4·12H2O（MW 358.14）  

KH2PO4（MW 136.09）  

Nacl  

Kcl  

dd H2O 

35.8g 

2.4g 

8.0g 

2.0g 

800ml 

先用 800ml dd H2O 充分溶解，用盐酸将溶液 pH 调节至 7.2-7.4，定容至 1000ml， 

高压灭菌后室温贮存，使用时稀释 10 倍。 

 

3. 10x TBS 储存液： 

成分 用量 

Tris-base 

NaCl 

24.23g 

80 .06g 

dd H2O 800ml 

加入 800ml dd H2O 混匀，用纯 HCl 调整 pH 到 7.6，加水定容到 1000ml。 

12
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4. TBST： 

成分 用量 

10xTBS  

dd H2O 

Tween20 

100ml 

900ml 

1ml 

 

5. Harsh stripping buffer： 

成分 用量 

10%SDS  

0.5M Tris-HCl pH 6.8 

dd H2O 

ß-mercaptoethanol 

20ml 

12.5ml 

67.5ml 

0.8ml 

在通风橱中加 0.8ml ß-mercaptoethanol。 

 

6.  1M Tris-HCl (pH6.8)： 

成分 用量 

Tris-base 

dd H2O 

121g 

800ml 

先用 800ml dd H2O 充分溶解，冷却至室温，用浓盐酸将 pH 调节至 6.8，dd H2O 

定容至 1000ml，高压灭菌，于 4℃贮存。 

 

7. 1M Tris-HCl (pH8.0)： 

成分 用量 

Tris-base 

dd H2O 

60.5g 

400ml 

先用 400ml dd H2O 充分溶解，冷却至室温，用浓盐酸将 pH 调节至 8.0，定容 
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至 500ml，高压灭菌后 4℃贮存。 

 

8. 1.5M Tris-HCI(PH 8.8) (1000ml)： 

成分 用量 

Tris-base 

dd H2O 

181.7g 

800ml 

先用 800ml dd H2O 充分溶解，冷却至室温，用浓盐酸将 pH 调节至 8.8， 

ddH2O 定容至 1000ml，高压灭菌，于 4℃贮存。 

 

9. 10%过硫酸铵（AP）： 

成分 用量 

过硫酸铵  

dd H2O 

0.1g 

1ml 

溶解后，4℃保存，保存时间为 1 周。 

 

10. 10％SDS： 

成分 用量 

SDS  

dd H2O 

10.0g 

80ml 

50℃水浴下溶解，浓盐酸调节 pH 至 7.2，加入 dd H2O 定容至 100ml，室温 

保存。 

 

11. 10mmol/L PMSF： 

成分 用量 

PMSF  

异丙醇  

0.174g 

100ml 

溶解后，用 1.5ml 离心管分装，每管 1ml，－20℃保存。 

 



MERIT40- Tankyrase1 相互作用对纺锤体组装影响的研究 

 １５ 

0.5 mol/L Tris·HCl（pH6.8）  

DTT 

SDS 

溴酚蓝  

甘油 

25ml 

3.9g 

5.0g 

0.25g 

25ml 
 

13. 10X 丽春红染液： 

成分 用量 

丽春红 S  

三氯乙酸  

磺基水杨酸  

蒸馏水  

2.0g 

30.0g 

30.0g 

100ml 

用 80ml 蒸馏水充分溶解后，蒸馏水定容至 100ml，稀释 10 倍使用。 

 

14.  5×电泳缓冲液 （1000ml）： 

成分 用量 

Tris 

甘氨酸  

SDS 

蒸馏水  

15.12g 

94g 

5g 

1000ml 

用 800ml 蒸馏水充分溶解，定容至 1000ml，室温贮存。 

 

15. 10×转膜缓冲液（1000ml）： 

成分 用量 

Tris 

甘氨酸  

蒸馏水  

30.3g 

144g 

1000ml 

用 800ml 蒸馏水充分溶解，用蒸馏水定容至 1000ml，室温贮存。 

 

12. 5Xloading buffer（50ml）： 

成分 用量 
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16.  10% NaN3: 

成分 用量 

NaN3 

dd H2O 

10.0g 

80ml 

先用 80ml dd H2O 充分溶解后， dd H2O 定容至 100ml，于棕色玻璃瓶中 4℃贮存。 

 17.  0.5M EDTA（500ml）： 

成分 用量 

Na2EDTA·2H2O  

dd H2O 

93.05 g  

400ml 

用 NaOH 调节 pH 值至 8.0（约 20 g NaOH)， dd H2O 定容至 1000ml。  

18.  5M NaCl(500ml): 

成分 用量 

NaCl  

dd H2O 

146.1 g  

400ml 

先用 400ml dd H2O 充分溶解， dd H2O 定容至 500ml，4℃贮存。 
 

19.  NETENG-0（1000ml）： 

成分 用量 

1M Tris HCl pH8.0  

0.5M EDTA 

NP-40 

20ml  

2ml 

5ml 

用 dd H2O 定容至 1000ml，4℃贮存。 

 
20.  NETENG-150（1000ml）： 

成分 用量 

1M Tris HCl pH8.0  

0.5M EDTA 

5M NaCl 

20ml  

2ml 

30ml 

NP-40 5ml 

用 dd H2O 定容至 1000ml，4℃贮存。 
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21.  NETENG-400（1000ml）： 

成分 用量 

1M Tris HCl pH8.0  

0.5M EDTA 

5M NaCl 

NP-40 

20ml  

2ml 

80ml 

5ml 

用 dd H2O 定容至 1000ml，4℃贮存。 

 

22.  LB 培养基(200ml) 

成分 用量 

胰蛋白胨  

酵母提取物  

NaCl 

2.0g  

1g 

2.0gl 

加 200ml 去离子水溶解，高压灭菌，冷却到室温使用或 4℃ 贮存待用。 

 

23. LA 培养基（100ml）： 

成分 用量 

胰蛋白胨  

酵母提取物  

NaCl 

琼脂粉  

1.0g  

0.5g 

1.0gl 

1.5g 

加 200ml 去离子水溶解，高压灭菌，冷却到室温使用或 4℃ 贮存待用。 

 

24.  1000X Ampicillin ： 

成分 用量 

ampicillin  1.0g  

dd H2O 定容至 10ml 

0.22um 过滤器过滤，分装于 1.5ml 离心管，每管 1ml，-20℃贮存，使用时稀释 1000 倍。 
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25.  1000X Kanamycin ： 

成分 用量 

Kanamycin 

dd H2O 

0.5g  

定容至 10ml 

0.22um 过滤器过滤，分装于 1.5ml 离心管，每管 1ml，-20℃贮存，使用时稀释 1000 倍。 

 

26. 100x thymidine： 

成分 用量 

Thymidine 

dd H2O 

100mg  

定容至 20ml 

0.22um 过滤器过滤，分装于 1.5ml 离心管，每管 1ml，-20℃贮存，使用时稀释 100 倍。 

 

27.  100mg/ml G418 

成分 用量 

G418 

dd H2O 

1.4g  

定容至 10ml 

用 0.22um 过滤器过滤，分装于 1.5ml 离心管，每管 1ml，-20℃贮存。 

 

28.  10mM/L MG132： 

成分 用量 

MG132(MW:475.62) 

DMSO 

10.0mg  

2.1ml 

溶解后，用 0.22um 过滤器过滤，分装于 1.5ml 离心管，每管 0.5ml，-20℃贮存。 

 

29.  100ug/ml Nocodazole 

成分 用量 

Nocodazole  

DMSO 

1.0mg  

10ml 

溶解后，用 0.22um 过滤器过滤，分装于 1.5ml 离心管，每管 1ml，-20℃贮存。 
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30.  1mg/ml 多聚赖氨酸： 

成分 用量 

poly-lysine (MW: 150,000～300,000) 

dd H2O 

100.0mg  

定容至 100ml 

称取 100.0mg 多聚赖氨酸于 80ml dd H2O 充分溶解，定容至 100ml，在细胞操作台 

中用 0.22um 过滤器过滤除菌。1ml 每管分装，-20℃贮存，使用时稀释 10 倍。 

 

31.  0.5mol/L PIPES： 

成分 用量 

PIPES 

dd H2O 

15.1g  

定容至 100ml 

称取 15.1g PIPES，加 80ml dd H2O 溶解，用 5mol/L KOH 调节 Ph6.7，然后用 

dd H2O 定容至 10ml，0.22um 过滤器过滤除菌，分装成小份，-20℃贮存。 

 

32.  Inoue 转化缓冲溶液（100ml）： 

成分 用量 

MnCl2·4H2O 

CaCl2·2H2O 

KCl 

0.5M PIPES pH6.7 

dd H2O 

1.09g  

0.22g 

0.19g 

2ml 

定容至 100ml 

0.22um 过滤器过滤除菌，分装成小份，-20℃贮存。 
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33.  考马斯亮蓝 R-250 染色液(1000ml); 

成分 用量 

考马斯亮蓝 R-250 

异丙醇  

冰醋酸  

去离子水  

1g  

250ml 

100ml 

800ml 

加入 800ml 去离子充分溶解，定容至 100ml。用滤纸除去颗粒物后，室温保存。 

 
34.  考马斯亮蓝 R-250 染色液（850 ml）： 

成分 用量 

醋酸 

乙醇 

dH2O 

100ml 

50ml 

850ml 

充分混匀后使用。 
 

35. 谷胱甘肽洗脱液 

成分 用量 

Tris-HCl pH8.0 

还原性谷胱甘肽  

50mM 

10mM 

 
36.  IPTG 溶液： 

成分 用量 

IPTG（mw238.3） 

dH2O 

2mg 

定容至 10ml 

0.22um 过滤器过滤，每管分装 1ml，贮存于-20℃。 

 

 

37.  4%多聚甲醛: 

成分 用量 

多聚甲醛 

PBS 

4.0g 

100ml 

4.0g 多聚甲醛, 50~80ml PBS,加热至 60°C，持续搅拌使其充分溶解(滴加少许 1M  

NaoH 促进多聚甲醛溶解)，pH 7.2~7.4，定容至 100ml，4℃保存。 
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38.  0.5%通透液（V/V）： 

成分 用量 

TritonX-100 

PBS 

0.5ml 

100ml 

4℃保存。 

 

1.1.2 主要仪器设备 

仪器 公司 

CO2 细胞培养箱 

Olympus 倒置显微镜  

超净台  

微量移液器  

普通荧光显微镜  

低速离心机  

高速离心机  

超高速冷冻离心机  

纯水仪 D-56233 

TS-1T 脱色摇床  

立式高压蒸汽灭菌锅  

PH 计  FE20-five easy 

超声波细胞粉碎机  JY92-IIN 

自动酶标仪  

紫外分光光度计  6405 型  

电转仪  

Thermo 

日本 Olympus 

北京亚泰科隆仪器技术有限公司  

Gilson 

Leica 

Eppendorf 

Eppendorf 

Beckman 

PALL 

厦门为正生物科技有限公司 

上海博迅实业有限公司  

METTLER TOLEDO 

Scientz 

TECAN 

Jenway 

BIO-RAD 

电泳槽、电泳仪  

PCR 扩增仪 2720 型 

BIO-RAD 

AppliedBiiosystem 
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1.1.3 细胞株和细胞培养相关试剂 

1.1.3.1 细胞株 

细胞 来源 

HEK293T 

HeLa 

EYFP-C19-WT- HeLa stable cellline 

EYFP-C19-R28A- HeLa stable cellline 

ATCC 

ATCC 

本人构建  

本人构建  

 

1.1.3.2 细胞培养试剂  

试剂 公司 

Lipofectmine2000 

Lipofectmine RNAiMAX 

MG132 

Protease Inhibitor Cocktail 

Polybrene 

PMSF 

Thymidine 

G418 

双抗（青霉素 100U/ml；链霉素 100g/ml）  

Plasma inhibitor 

胎牛血清  

高糖 DMEM 培养基 

Invitregen 

Invitregen 

Selleck 

Calbiiochem 

Sigma 

Sigma 

Sigma 

Calbiochem 

北京博迈德生物技术责任有限公司  

InvivoGen 

PAN Biotech 

北京博迈德生物技术责任有限公司  

 

1.1.3.3 RNA interference 

RNAi 合成单位 

siMerit40-4 (3’UTR)  

5’ CCAUCCCUGUACAUCUGCACCUUCU 3’ 

siMerit40-5(3’UTR)  

 5’ CCUUGGCCUAAAGCCUUGGUUCUCA 3’ 

 

GenePharma 
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1.1.4 质粒、转化菌株和蛋白纯化相关试剂  

1.1.4.1 质粒、转化菌株  

质粒/转化菌株  来源 

pOZ-C-MERIT40 

pEYFP-C1-MERIT40 

GST-MERIT40 

pcDNA3.1-HA-MERIT40WT 

pcDNA3.1-HA-MERIT40R28A/R28P 

GEX-6P-3-MERIT40 

BL21 感受态细胞  

Rosseta 感受态细胞  

DH5α 感受态细胞 

Kind gift from Roger Greenberg 

Kind gift from Roger Greenberg 

本实验室严考文构建  

本实验室严考文构建  

本实验室严考文构建  

本实验室严考文构建  

北京博迈德生物技术责任有限公司  

本实验室卢广制备  

本人制备  

 

1.1.4.2 蛋白纯化试剂  

试剂 公司 

IPTG 

谷胱甘肽- Sepharose-beads 

Anti-HA-Magnetic Beads 

Anti-flag-M2-argarose 

Anti-HA-Magnetic Beads 

Anti-flag-M2-argarose 

还原性谷胱甘肽  

Flag-Peptide 

Flag-Peptide 

Sigma 

Sigma 

Thermo Scientific 

Sigma 

Thermo Scientific 

Sigma 

北京博奥龙免疫技术有限公司  

Sigma 

Sigma 
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1.1.5  Western Blot、 免疫共沉淀、免疫荧光试剂 

1.1.5.1 Western Blot 试剂 

试剂 公司 

丙烯酰胺  

甲叉双丙烯酰胺  

SDS 

过流酰胺（AP） 

TEMED 

Tris base 

Glycine 

β-巯基乙醇  

二硫苏糖醇（DTT） 

EDTA 

Tween-20 

Protein marker 

硝酸纤维素膜  

ECL 发光液  

甲醇 

Amersco 

Amersco 

Amersco 

北京鼎国昌盛生物技术有限公司  

Sigma 

Amersco 

Amersco 

Sigma 

Sigma 

Amersco 

Amersco 

Thermo 

Whatman 

Pierce 

北京化工厂  

 

1.1.5.2 免疫共沉淀试剂  

试剂 公司 

ProteinA/G-Sepharose 

Anti-HA-Magnetic Beads 

Anti-flag-M2-argarose 

北京博奥龙免疫技术有限公司  

Thermo Scientific 

sigma 
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山羊血清  

BSA 

多聚甲醛  

DAPI 

载玻片  

Microscope cover glass 

TritonX-100 

北京鼎国昌盛生物技术有限公司  

北京盛旭百川生物技术有限公司  

北京鼎国昌盛生物技术有限公司  

Roche 

北京鼎国昌盛生物技术有限公司  

Fisherbrand 

北京鼎国昌盛生物技术有限公司  

 

1.1.6 抗体  

1.1.6.1 试验抗体 

 

抗体名称 货号 品牌 

Anti-K63-Ub #5621 CST 

Anti-MERIT40 NBP-43622 Novus 

Anti-Tankyrase1 

Anti-α -tubulin 

Anti-HA 

Anti-flag 

Anti-MERIT40 

Anti-BRCC36 

Anti-GFP 

Anti-PAR 

anti-NuMA   

Sc-8337 

DM1A 

MMS-101P 

A2220 

------ 

------ 

Ab290 

#4335-MC-100 

ab36999 

Santa Cruz 

CST 

Covance 

sigma 

(Shao et al.,2009a; 

Shao et al.,2009b) 

Abcam 

Trevigen 

abcam 

1.1.5.3 免疫荧光试剂  

试剂/抗体 公司 
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1.2 实验方法 

1.2.1 免疫荧光 

1) 取 1ml 浓度为 1mg/ml 的多聚赖氨酸储备液，加 9ml 无菌 ddH2O 稀释为 100ug/ml

的工作液。 

2) 将高压过后的盖玻片放入24孔板中，每孔加入300ul的多聚赖氨酸工作液，室温

包被约 30min。 

3) 吸掉24孔板中的多聚赖氨酸工作液，每孔加入500ul无菌去离子水并轻轻晃动清

洗，清洗步骤重复 3 次，每次 5min。 

4) 加入细胞专用 PBS 溶液平衡 10min，吸走 PBS，玻片于超净台内风干。 

5) 取 35mm 细胞培养皿，每皿放入 3 片 coverslip。 

6) 常规消化细胞，细胞计数，每个培养皿铺约 1.1x105 细胞爬片，密度约为

30~40%。 

7) 第二天，细胞作相应处理（如过表达、敲低、IR 等）。 

8) 固定：将 coverslip 转移至 24 孔板并做好标记，PBS 振荡洗涤，5min×3 次；每

孔加入200ul 4%多聚甲醛固定液，室温静置15min；PBS振荡洗涤，5min×3次。 

9) 通透化：0.5% Ttiton X-100 通透液覆盖细胞，室温静置 5min，PBS 振荡洗涤，

5min×3 次。 

10)  封闭：山羊血清 1:10 稀释，覆盖标本表面，37°C 孵育 1h。 

11)  一抗孵育：一抗以合适比例稀释于 PBS（含 1%PBST），覆盖标本表面。4°C

抗体名称 货号 品牌 

Anti-NuMA 

FITC-conjugated 羊抗鼠 IgG 

FITC-conjugated 羊抗兔 IgG 

Rhodamine Red conjugated 羊抗兔 IgG 

Rhodamine Red conjugated 羊抗鼠 IgG 

山羊抗小鼠-辣根过氧化物酶  

山羊抗兔-辣根过氧化物酶  

NBP-100-74636 

 

 

 

 

------ 

------ 

Novus 

American Jackson 

American Jackson 

American Jackson 

American VECTR 

北京鼎国昌盛生

物技术有限公司  
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孵育过夜, 第二天取出，37°C 复温 1h。PBS 振荡洗涤，5min×3 次。 

12)  二抗孵育：荧光标记二抗以合适比例稀释于 PBS，覆盖标本表面。37°C 避光孵

育<60min。PBS 振荡洗涤，5min×3 次（避光操作）。 

13)  染核：8ul DAPI 将片子反扣；防止气泡, 压干。 

14)  封片：用指甲油封片。 

15)  镜检：-20°C 避光保存。 

1.2.2 制备感受态细胞 

1) 准备 Inoue 转化缓冲液。 

2) 挑取一个经 37℃培养约 18h 的单菌落（2~3mm 直径），接种至 100ml 锥形瓶中

的 25ml LB 培养基中，37℃摇床（250r/min）培养 6~8h。 

3) 晚上约 6 点钟，将上述初始培养菌液接种至 250ml SOB 培养液中，第一个瓶加

8ml、第二个瓶加 4ml、第三个瓶加 2ml， 18~20℃中摇床过夜。 

4) 次日早晨，分别测量三瓶培养液的 OD600 值，每 45min 测定一次。 

5) 当有一瓶培养液的 OD600=0.55 时，将培养瓶至于冰上静置 10min，弃去另两瓶

培的菌液。 

6) 于 4℃以 2500g 离心 10min 收集菌体。 

7) 倒去培养液，将离心管倒扣在吸水纸上约 3min 吸干剩余液体，用真空泵将吸

附在管壁上的培养基吸干。 

8) 吸取 100ml 预冷的 Inoue 转化缓冲液重悬细菌沉淀。轻轻旋转，不要用振荡器

或吹吸混匀。 

9) 于 4℃以 2500g 离心 10min 收集菌体。 

10) 倒去培养液，将离心管倒扣在吸水纸上约 3min 吸干剩余液体，用真空泵将吸

附在管壁上的培养基吸干。 

11) 吸取 20ml 预冷的转化缓冲液，轻轻重悬沉淀。 

12) 加入 1.5ml DMSO。轻轻晃动混匀细菌悬液，冰上静置 10min。 

13) 迅速将重悬液分装到冷却的 1.5ml 无菌离心管中，封紧管口，做好标记后液氮

速冻感受态细胞，于-80℃贮存备用。 

1.2.3 免疫共沉淀 

1) 细胞裂解液准备：取一定体积 NETENG-400 细胞裂解液预冷，加入蛋白酶抑制

剂、PMSF。 
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2) 细胞裂解：根据细胞量加入适量的 NETENG-400 裂解液，混匀。至于冰上 20min，

期间每隔 3~5min 晃动混匀，使细胞充分裂解。 

3) 将细胞裂解液于 4℃，12,000rpm 离心 20min。 

4) 弃沉淀，收集上清液体并转移到新的离心管中。 

5) 检测细胞裂解液蛋白浓度。 

6) 标记离心管，根据细胞裂解液蛋白浓度，取等量蛋白液于标记好的离心管中，

加入 1.67 倍蛋白液体积的稀释液 NETENG-0。 

7) 加入适量的平衡液 NETENG-150，调节蛋白浓度约为 1~2ug/ul。 

8) 将将蛋白液于 4℃，12,000rpm 离心 20min。 

9) 在各个离心管中取出 100ul 蛋白液作为 input，加入 25ul 5X loading buffer，98℃

加热 5min。 

10) 向剩余的蛋白液分别加入免疫沉淀用的抗体或 normal IgG，至于 4℃摇床结合

30min。 

11) 准备适量的 proteinG/A beads（每个样品大约 20ul proteinG/A beads），用 PBS

洗涤三次，用平衡液 NETENG-150 洗涤两次。 

12) 将洗涤好的 proteinG/A beads 加入 1%BSA，至于 4℃摇床封闭 90min。 

13) 取出封闭好的 proteinG/A beads，4℃，500G 离心 3min。用平衡液 NETENG-150

洗涤三次。 

14) 标记离心管，用 NETENG-150 重悬 proteinG/A beads，等分至每个新的离心管中。 

15) 将步骤 10 中的抗体/蛋白混合液转移到步骤 14 对应标记的离心管中。 

16) 用封口膜将离心管封口，4℃摇床 4~6h 或者 4℃摇床过夜。 

17) 取出蛋白液、proteinG/A 混合液，4℃、1000rpm 离心 3min，收集 proteinG/A，

吸走上清液。 

18) NETENG-150 重悬 proteinG/A 并转移到新的离心管中。用平衡液 NETENG-150

洗涤四次。 

19) 第一次洗脱加入 30ul pH2.5 的 100mM glycine 洗脱 6min；第二次加入 30ul pH2.5

的 100mM glycine 洗脱 6min。 

20) 向各洗脱液中加入 6ul 的 1M Tris-HCl pH8.0 中和洗脱产物，分别加入 16.5ul 5X 

loading buffer，混匀后 98℃加热 5min。 

21) 将煮好的 IP 洗脱液于-20℃贮存，于后续实验用。 



MERIT40- Tankyrase1 相互作用对纺锤体组装影响的研究 

 ２９ 

1.2.4 原核表达系统及 GST 蛋白纯化 

1.2.4.1 以 GST-MERIT40 为例：原核蛋白表达 

1) 将构建的 GST-MERIT40 转化 Rosseta，涂在含有 AMP 的 LB 平板，37℃温箱养

12-16h，直至出现单一菌落为止。 

2) 挑取 5-6 个单克隆至 5ml LB（含 100ug/ml 氨苄青霉素）培养基中，250rpm，37℃

培养 12-16h。然后以 1:100 比例将上述菌液稀释，250rpm，37℃，培养约 2h。 

3) 当菌液 OD 值约 0.6-1 时，加入 IPTG（终浓度 0.1mM）250rpm，28℃，4h，诱

导蛋白表达。 

4) 取少量菌液离心，在沉淀中直接加入 1X SDS loading buffer 98℃煮样品 5min，

然后 SDS-PAGE 电泳分离，用考马斯亮蓝染色鉴定目的蛋白是否表达。 

1.2.4.2 目的蛋白纯化 

1) 将 100ml 诱导表达目的蛋白的细菌液 4℃，3000rpm，10min 离心，收集菌体。 

2) 取 10ml 预冷的裂解液重悬细菌沉淀，加入 1mM PMSF，100ul 50mg/ml 的溶菌

酶，放置在冰上于摇床晃动裂解大约 30min。 

3) 当液体变稠状时，进行超声裂解。 

4) 超声裂解条件：工作 5s,间歇 5s，工作 40次。裂解完成后置冰上冷却，重复两

次。 

5) 当液体变得透明不粘稠时，说明超声裂解已经充分，加入 TritonX-100（终浓度

1%）冰上放置 30min。 

6) 12000rpm，4℃离心 30min，弃沉淀，收集上清液体（含目的蛋白）并用 0.45um

过滤器过滤。 

7) 将洗好的 GST 珠子加入上述得到的上清液体中，4℃，rotate 结合 4-6h。 

8) 500G，4℃离心 4min。将珠子转移到 EP 管中并用 Elution Buffer（不含谷胱甘肽）

洗涤 3次。 

9) 加入 100ul Elution Buffer（含谷胱甘肽，确保 pH=8.0），室温洗脱。重复 3-4

次，将洗脱的蛋白放入不同的 EP 管中。 

10) 将洗脱得到的蛋白液冷冻干燥、透析到 PBS 中，-80℃贮存待用。 

1.2.5 稳定细胞系筛选 

1) 调整 HeLa 细胞生长状态。 

2) 在 35mm 培养皿中种 3X105个细胞。 
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3) 第 二 天 当 细 胞 的 汇 合 度 达 到 80-90% 时 ， 转 染  pEYFP-C1-C19-WT 、

pEYFP-C1-C19-R28A 质粒。 

4) 转染 24h 后，收集细胞，按 1:60,1:100 和 1:200稀释接种到 100mm 培养皿。 

5) 加入 800ug/ml 的 G418 筛选，每 3-5天换液。 

6) 筛选 11天后挑选EYFP阳性克隆，种植到 24孔板， G418维持 800ug/ml培养。 

7) 待细胞密度长到一定时，扩大到 6孔板，G418维持 800ug/ml 培养。 

8) 收集一部分细胞，western blot 鉴定阳性克隆。 

1.2.6 细胞收集和总蛋白提取、定量 

1.2.6.1 细胞收集和总蛋白提取： 

1) 将待收集细胞的培养基放置在冰上，真空泵吸走培养基， PBS洗涤 3次。向培

养皿中加入适量的胰酶消化细胞，3-5min 后加入含血清的培养基中和胰酶的作

用。用移液枪将细胞轻轻吹打下来转移到 1.5ml 离心管中，1000rpm 离心

5min。再用 PBS 重悬洗涤 3次，用真空泵尽量吸尽残留的 PBS。 

2) 向上述细胞沉淀中加入适量预冷的细胞裂解液（含 millipore protease inhibitor 

cocktail 和 sigma 的 PMSF），用移液枪吹打混匀细胞沉淀，然后置于冰上 20min

（每 5min 振荡混匀），使细胞充分裂解。 

3) 12,000rpm，4℃离心 10min。 

4) 弃沉淀，将蛋白上清转移到新的 EP 管中。 

5) 取所提取的蛋白测浓度或液氮速冻后-80℃保存。 

1.2.6.2 蛋白质定量 

1) 取 500ul Braford 与 500 去离子水到比色皿中混匀，混匀 5min，用紫外分光光度

计 595nm 校零。 

2) 每份蛋白样品需要498ul去离子水和500ul Braford，取所需份数需要的量充分混

匀。 

3) 取 998ul Braford 去离子水溶液于比色皿，加入 2ul 蛋白样品，反应 5min 后用紫

外分光光度计测量蛋白质吸光度值即 OD595，然后根据已知的标准曲线公式计

算蛋白浓度，单位为 ug/ul。 

4) 取根据蛋白浓度计算出所需蛋白的体积，用 1X loading 补齐后加入 5X loading

混匀，98℃煮 5min，离心后将蛋白保存于-20℃。 
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1) 制胶：分离胶为 4-12%浓度的 SDS-PAGE 梯度胶，浓缩胶浓度为 5%。 

2) 上样：将制备好的 SDS-PAGE 在电泳槽上安装好，加入电泳液，拔开梳子，用

枪吹打每个胶孔，然后上蛋白样品。 

3) 电泳：浓缩胶 60V，分离胶 100V 至溴酚蓝指示带刚好跑出凝胶。 

4) 转膜：用硝酸纤维素（NC）膜 350mA 恒流转膜，转膜时间视蛋白大小及上样量

而定。 

5) 染色： 1X 丽春红染色观察转膜效果并根据染色结果裁膜， TBST 洗去丽春红，

5min X 3次，。 

6) 封闭：将膜放入含有 5%脱脂牛奶的 PBST 中，室温封闭 1h。 

7) 洗膜：用 TBST 洗涤 3 次，每次 5min。 

8) 一抗孵育：按抗体说明书推荐的稀释度将抗体稀释到含 2%BSA 的 TBST 中，一

抗孵育 4℃过夜。 

9) 洗膜：用 TBST 洗涤 3 次，每次 5min。 

10) 二抗孵育：二抗 1:5000稀释于含 5%脱脂牛奶的 PBST 中，将一抗孵育后的膜加

入二抗稀释液，室温孵育 1h。 

11) 洗膜：用 TBST 洗膜，洗涤 3次，每次 5min。 

12) 显影：按 ECL 发光液试剂盒说明书操作，用 X 光片曝光、显影和定影。 

1.2.8 GST Pull Down Assay 

1) GST-MERIT40 融合蛋白的表达纯化参照 1.2.4，纯化后的 GST-MERIT40 融合蛋

白不洗脱，偶联在 GST 珠子上用于后续的 Pull Down 实验。 

2) 裂解 G2/M 期的 HeLa 细胞，用真空泵吸尽培养基，用 PBS(室温)洗一次，加入

适量细胞裂解液（PBS+1%Triton-100+ Cocktaier），于冰盒放置 30 分钟。 

3) 吹打收集至 1.5ml 离心管，超声破碎。4℃、13,000rpm 离心 15 分钟，弃沉淀，

留上清。 

4) 取等量偶联 GST-MERIT40 融合蛋白的 GST 珠子和未偶联 GST-MERIT40 融合

蛋白的 GST 珠子于两个 1.5ml EP 管，做好标记。 

5) 取 20ul 蛋白上清做 input，取 2mg 上清加入到上述的两个 EP 管中，用 PBS 补

足液体到 1ml 左右，4℃旋转结合 4-6h,使蛋白-蛋白充分结合。 

6) 500G 离心 1min，PBS+1%Triton-100 洗 3 次，PBS 洗 3 次。 

7) 加 30ul 2×loading buffer，煮沸 5 分钟，高速离心，。 

1.2.7 Western Blotting 分析 
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8) SDS PAGE，Western Blot 检测。用 Tankyrase1 抗体检测。 

1.2.9 细胞周期同步化 

1) 铺细胞：在 100mm 培养皿，密度约为 30-40%。 

2) 加入 Thymidine 至终浓度为 2mM。 

3) 37℃,5%CO2 培养 19h。 

4) 用 PBS 洗涤 3 次，换新鲜细胞培养基培养 9h。 

5) 更换新鲜培养基，加入 Thymidine 至终浓度为 2mM，37℃培养 16h。 

6) 用 PBS 洗涤 3 次，更换新鲜培养基培养，此时细胞处于 G1 期。 

7) M 期细胞在释放 4h 后加入 100ng/ml Nodocozole 再培养 10h 收细胞。 

8) Western Blotting 鉴定分析。 

1.2.10 lipofetamine2000 转染 

1) 以 HeLa 细胞在 6 孔板中为例， 转染前一天铺细胞，密度约为 40-45%，第二天

早上可达到 80-90%即可转染。 

2) 4ug 质粒+250ul 的无血清培养基(或 Optimen)，配成 A液。10ul 的 Lipofectamine 

2000+250ul 的无血清培养基(或 Optimen)，配成 B 液。放置 5min，A 液和 B 液

混匀，20min。 

3) 将转染混合物（A液+B液）轻加入孔中，轻轻晃动混匀，放细胞培养箱。 

4) 转染后 6h更换培养基培养，减少对细胞的毒性。 

5) 第二天观察培养基颜色，及时换液。 

6) 48h 后收集细胞，进行后续实验。 

1.2.11 lipofetamine RNAiMAX 转染 

1) 以 HeLa 细胞在 6 孔板中为例，转染之前一天铺细胞，密度约为 15-20%。 

2) 次日早上，细胞长到大约 30%密度即可转染。 

3) 转染混合液：3ul siRNA+100ul 无血清培养基(或 Optimen)配成 A 液；6ul 

lipofetamine RNAiMAX+100ul 配成 B 液。静置 5min。 

4) A 液和 B 液混合，20min。 

5) 将混合液（A 液+B 液）加入 6 孔板中，轻轻混匀后放入培养箱继续培养。 

6) 转染后 6h 换液，次日根据培养基颜色及细胞形态更换培养基。 

7) 转染 72h 后收集细胞，进行后续的实验。 
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pGEX-6P-3-MERIT40 质粒的构建以 pEYFP-C1-MERIT40（Roger Greenberg 馈赠）

为模板，将 MERIT40 亚克隆到 pGEX-6P-3 载体；pcDNA3.1-HA-MERIT40WT 质粒以

pOZ-C-MERIT40（Roger Greenberg 馈赠）为载体，将 MERIT40 亚克隆到 pcDNATM3.1(-)

质粒；pcDNA3.1-HA-MERIT40R28A/R28P 用定点突变试剂（NEB）盒制备。  

1.2.12.1 载体/目的基因酶切体系（100ul） 

成分 用量 

10X buffer 

DNA 

BSA 

内切酶 1 

内切酶 2 

ddH20 

10ul 

6ug 

1ul 

2.5ul 

2.5ul 

补齐至 100ul 

在 37℃下反应 20h，结束后用琼脂糖凝胶分离结束，Axygen 胶回收试剂盒回收酶 

切产物。 

 1.2.12.2 连接体系（10ul） 

成分 用量 

酶切后的 DNA 

酶切后的载体 

Ligase complex 

ddH20 

DNA、载体，摩尔比： 

DNA：载体=1:1 或 3:1 

3.75ul 

补齐至 10ul 

室温孵育连接 2h 后转化。  

1.2.12.3 PCR 反应体系 

Components 25 μl RXN FINAL CONC. 

Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master Mix 

10 μM Forward Primer 

10 μM Reverse Primer 

 Template DNA 

12.5ul 

1.25ul 

1.25ul 

1.0ul 

1X 

0.5uM 

0.5uM 

1-25ng/ul 

1.2.12 质粒构建 

Nuclease-free water 9.0ul ------ 

Mix reagents completely ,then transfer to a thermocycler. 
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1.2.12.3 PCR 反应条件 

STEP TEMP TIME 

Initial Denaturation 

 

35 Cycles 

Final Extension 

Hold 

98℃ 

98℃ 

50-72℃* 

72℃ 

4-10℃ 

30s 

10s 

10-30s 

20-30s/kb 

------ 

* For a Q5-optimized annealing temperature of mutagenic primers, please use 

NEBaseChanger™, the online NEB primer design software. For pre-designed, back-to-back 

primer sets, a Ta = Tm + 3 rule can be applied, but optimization may be necessary. 

 

1.2.12.4 KLD（kinase，ligase、Kpnl）处理 

Components Volume FINAL CONC. 

PRC Product 

2X KLD Reaction Buffer 

10X Enzyme Mix 

Nuclease-free water 

1ul 

5ul 

1ul 

3.0ul 

 

1X 

1X 

------ 

Mix well by pipetting up and down and incubate at room temperature for 5 minutes. 

 

1.2.12.5 转化及质粒提取 

1) 将 100ul DH5α超级感受态细胞取出至于冰上融化后，加入连接产物混匀。 

2) 在冰盒上静置 30min，并提前将水浴锅温度调至 42℃。 

3) 42℃水浴热击 90s，迅速至于冰上 3-5min。 

4) 向 EP 管中加入 1ml 不含抗生素的 LB 培养基混匀，37℃,220rpm 摇床培养 1h，

使感受态细胞恢复生长状态，表达质粒编码的抗性。 

5) 取出 200ul 涂板过夜培养（当转化效率较低时应离心，加大涂板细菌的量） 

http://nebasechanger.neb.com/
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6) 大约 16h 后琼脂糖凝胶板会长出单克隆菌落、挑克隆、摇菌、质粒提取、测序

鉴定。 

1.2.13 统计学分析 

每个实验重复三遍，数据均以平均值±标准差（mean±SD）来表示，应用统计学

软件 SPSS16 对实验结果进行分析，两组间比较采用独立样本 t 检验。 P<0.05 具有统

计学意义， P<0.01 具有显著统计学意义。 
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. Tankyrase1 与 MERIT40 相互作用并在纺锤极共定位

Tankyrase 通过 N 端的锚蛋白重复序列招募具有特异基序（通常叫做 RxxPEG“六

肽”）蛋白底物[30, 36, 39, 40]。Guettler 的研究显示，MERIT40 与 Tankyrase2 相互作用并且

Tankyrase2 可以对其进行微弱的 PAR 修饰，同时根据 Tankyrase1/2 结构和序列息预测并

验证 MERI40 也是 Tankyrase 的底物[38]。我们在 293T 细胞中瞬时转染带 FLAG 标签的

Tankyrase1 质粒，并 FLAG 免疫共沉淀实验，结果 FLAG-Tankyrase1 免疫共沉淀物中可

以检测到 MERIT40 和 BRCC36（图 1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1. 免疫共沉淀证明 Tankyrase1 与 MERIT40、BRCC36 之间的相互作用。293T 细胞瞬转 Flag-Tankyrase1 和空载对

照。转染 72h 收集细胞并裂解，细胞裂解液用抗 FLAG 琼脂糖凝胶珠子免疫沉淀，洗脱蛋白用 SDS-PAGE 分离，分

别用 Flag, MERIT40 和 BRCC36 抗体免疫印迹分析。 

 

为了验证 MERIT40 和 Tankyrase1 是否直接相互作用，我们用在细菌中表达和纯化

的 GST 和 GST-MERIT40 重组蛋白（图 2）。 
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图 2. GST、GST-MERIT40 蛋白纯化效果图。SDS-PAGE 将从原核纯化的 GST、GST-MERIT40 蛋白分开，用考马斯

亮蓝染色。（本结果由实验室严考文所做） 

 

接着，用前面纯化的 GST、GST-MERIT40 原核蛋白进行 GST Pull-Down 实验，实

验结果显示，内源性的 Tankyrase1 可以被 GST-MERIT40 重组蛋白直接拉下来（图.3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3. 在体外，Tankyrase1 直接与 MERIT40 相互作用。用 GST-MERIT40 融合蛋白和 HeLa 有丝分裂裂解液做的

Pull-Down 实验。结合下来的蛋白用丽春红染色（A）和用 Tankyrase1 抗体分析（B）。 

 

这些数据表明 MERIT40 可以与 Tankyrase1 直接相互作用。实验室已发表的研究结
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果显示，BRISC 可以与 NuMA 在纺锤极中共定位并通过调节调节 NuMA 的泛素化水平

在纺锤体组装过程中发挥作用[91]。而 NuMA 是 Tankyrase1 在有丝分裂过程中作用的底

物[65]，并且Tankyrase1对NuMA的PAR修饰有助于有丝分裂纺锤极组装[59]。根据NuMA

和 BRISC 之间的联系，那么我们猜想 Tankyrase1、MERIT40、BRCC36 可能在纺锤极中

共定位。为了验证这个设想，我们在筛选的 eYFP-MERIT40 稳定细胞系中做了免疫荧光

实验，用 Tankyrase1 染色。结果显示 MERIT40 与 Tankyrase1 在纺锤极中共定位（图 4）。 

 

 

 

 

 

 

图 4. Tankyrase1 与 eYFP-MERIT40 在纺锤极共定位。用预冷甲醇固定稳定表达 eYFP-MERIT40 的 HeLa 细胞和

Tankyrase1 抗体染色，DNA 用 DAPI 染色。 

 

2. MERIT40 保守基序 RXXPEG 介导 MERIT40-Tankyrase1 相互作用和纺

锤极形成 

Tankyrase1 可以通过其 N 端的锚定蛋白重复序列（ankyrin repeat）靶向蛋白相互

作用[40]，在目前确定的 20 多种 Tankyrase 相互作用蛋白中都具有 RXXP/ADG 基序。因

此，我们在人、牛、小家鼠和非洲瓜蟾中分析 MERIT40 的同源性发现，MERIT40 含有

Tankyrase 结合基序 RxxPEG (图 2A)。那么 MERIT40 的 RxxPEG 是否负责与 Tankyrase1

呢？我们用丙氨酸（A）或脯氨酸（P）取代 MERIT40 在 28 位的精氨酸（R）准备了两

个 定 点 突 变 的 MERIT40 突 变 体 ， 将 FLAG-Tankyrase1 HA-MERIT40WT, 

HA-MERIT40R28A 或  HA-MERIT40R28P 瞬时转染 293T 细胞，收集的细胞裂解液用

anti-FLAG-M2 Agarose 免疫共沉淀并免疫印迹分析。实验结果显示，转入突变的

HA-MERIT40R28A 或 HA-MERIT40R28P 显著降低了与 Tankyrase1 的相互作用（图 5）。

这些结果表明 MERIT40 中的 RxxPEG 基序对 MERIT40 与 Tankyrase1 的相互作用非常

重要。 
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图 5. MERIT40 中的 RxxPEG 基序有助于 MERIT40、Tankyrase1 相互作用。(A) MERIT40 中 RxxPEG 基序比对结果；

（B）293T 细胞共转 Flag-Tankyrase1 和 HA-MERIT40 WT 或 HA-MERIT40R28A/R28P，细胞裂解液用抗 FLAG-M2 琼脂

糖凝胶珠子免疫沉淀，分别用 FLAG、HA 和 BRCC36 抗体免疫印迹分析。 

 

我们接下来研究了 MERIT40R28A突变体在细胞中定位，结果显示，在 HeLa 细胞中

野生型的 MERIT40（eYFP-MERIT40WT）能够在纺锤极定位，而突变的 MERIT40

（eYFP-MERIT40R8A）不能定位到纺锤极。相反，突变的 MERIT40 分布在整个 HeLa

细胞中（图 6）。 
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图 6.  MERIT40 中 RxxPEG 基序有助于完整的纺锤体组装。免疫荧光分析 eYFP-MERIT40WT eYFP-MERIT40R28A在

HeLa 细胞中的定位。 

 

3. Tankyrase1的亚结构域 ARC V介导Tankyrase1与 MERIT40、BRCC36

相互作用 

Tankyrase 结构中含有 24 个 ANK 重复序列组成锚蛋白结构域（ankyrin domain）。

锚蛋白结构域由锚蛋白重复序列形成 5 个锚蛋白重复序列簇（ARCs）亚结构域构成[36, 39, 

40, 98]，可以作为 TRF1 以及其他 Tankyrase 结合蛋白离散的结合位点[30, 36]。为了进一步

确定 Tankyrase1 与 MERIT40 结合的结构域，我们构建了带 Flag-HA 标签的 ARCs I、II、

III,、IV 和 V 质粒（图 7.A），并这些质粒转染到 293T 细胞中，转染 72h 后收集细胞。

然后用 anti-FLAG-M2 Agarose 免疫共沉淀，蛋白洗脱液经 SDS-PAGE 分离后转膜分别

用α-HA、α-MERIT40和α-BRCC36抗体检测。我们的实验结果显示，只有ARC V可

以将 MERIT40 和 BRCC36 拉下来（图 7.B），这说明 ARC V 才是主要负责 Tankyrase1

与 MERIT40-BRCC36 相互作用的结构域。 
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图 7. Tankyrase1 的 ARC V 亚结构域介导 Tankyrase1 与 MERIT40-BRCC36 相互作用。（A）ARC I，II，III，IV，V

片段所在位置示意图；（B）293T细胞瞬转FLAG-HA-Tankyrase1的ARC I，II，III，IV，V质粒，细胞裂液用抗FLAG-M2

琼脂糖凝胶珠子免疫沉淀。用 HA、MERIT40 和 BRCC36 抗体免疫印迹分析。 

 

4. RXXPEG 介导 MERIT40 纺锤极定位和维持完整纺锤体结构 

为了进一步探索MERIT40中Tankyrase结合基序RxxPEG在纺锤体组装中的功能，

我们将 eYFP-MERIT40WT或 eYFP-MERIT40R28A与靶向于 MERIT40 3’UTR 的 siRNA或

对照 siRNA 共转染，过表达 eYFP-MERIT40 的同时，敲低内源性 MERIT40。Western 

blotting 分析显示内源性的 MERIT40 几乎被敲低（图 8）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 8.  western blotting 检测 eYFP-MERIT40WT 或 eYFP-MERIT40R28A过表达和内源性 MERIT40 敲低效果。 
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过表达 eYFP-MERIT40 R28A并用靶向于 MERIT40 3’UTR 的 siRNA 敲低内源性的

MERIT40 导致有丝分裂纺锤体结构遭到破坏；而在过表达 eYFP-MERIT40WT 并用靶向

于 MERIT40 3’UTR 的 siRNA 敲低内源性的 MERIT40 时，有丝分裂纺锤体结构则没有

受到明显的影响（图 9.A,B）。这结果表明 MERIT40 中 Tankyrase 结合基序 RxxPEG 在

维持有丝分裂纺锤体结构中发挥着重要的作用。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 9. MERIT40 中的RxxPEG基序有助于MERIT40 在纺锤体定位和维持完整的纺锤体结构。（A）共转对照 siRNA

和 eYFP-MERIT40WT 或 eYFP-MERIT40R28A、MERIT40 siRNA 和 eYFP-MERIT40WT 或 eYFP-MERIT40R28A的 HeLa

细胞的有丝分裂纺锤体结构代表性图片，Bars: 5μm；（B）异常纺锤体结构的细胞百分定量，平均值± s.d.***, P < 

0.001, Student’s t test。 

 

5. MERIT40 复合物调控 Tankyrase1 K63 连接泛素化修饰 

鉴于 MERIT40 与 Tankyrase1 之间的相互作用在纺锤体组装中的重要性，本文探索

了它们之间的相互作用对 Tankyrase1 修饰的影响。研究已经证明，MERIT40 在细胞核

和细胞质中分别与 ABRAXAS 和 ABRO1 相互作用，它分别存在于 BRCA1-A 复合物和

BRISC 中[87, 94, 95]。MERIT40 是上述两个去泛素化酶复合物的核心亚基，对于复合物的

完整性至关重要。MERIT40 复合物具有特异的 K63 连接泛素水解酶活性，可以调节蛋

白质底物的 K63 连接泛素修饰水平。我们实验室之前的研究发现，BRISC 可以对纺锤

体组装因子 NuMA 进行去泛素化修饰，从而促进双极纺锤体组装。BRISC 的敲低导致

大量的多极纺锤体、染色体滞后、双核和多核以及胞质分裂失败[91]。 

Tankyrase1 对 NuMA 的 PAR 修饰调节有助于纺锤体组装[59, 65]。因此，Tankyrase1
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自身的修饰对其与目的蛋白的相互作用、其自身 PAR 修饰酶催化活性,以及对纺锤体装

来说至关重要。有丝分裂过程中，Plk1 对 Tankyrase1 磷酸化修饰对 Tankyrase1 起到稳定

作用，从而提高 Tankyrase1 的催化活性。相反，抑制 Plk1 介导的 Tankyrase1 磷酸化修

饰减弱了 Tankyrase1 在纺锤体和端粒的功能[48]。研究发现 K63 泛素化连接酶 RNF8 能

定位在中心体上，对 SEPT7 进行 K63 泛素化修饰[99]。Thomson 等发现在过表达 K63 泛

素化连接酶 RNF8 后，胞质分裂异常[100]。 

基于以下 3 点：（1）K63 连接泛素化修饰在有丝分裂纺锤体组装分子的调控中发挥

重要作用；（2）MERIT40 是 K63 连接特异的去泛素化酶；（3）Tankyrase1 与 MERIT40

相互作用，我们推测 Tankyrase1 可能存在 K63 连接泛素化修饰，而 MERIT40 复合物可

能通过 RXXPEG 基序与 Tankyrase1 相互作用从而调控其泛素化修饰水平。针对上述假

设，我们进行了构建了稳定细胞系 EYFP-MERIT40WT-HeLa 、EYFP- MERIT40R28A -HeLa

（图 10），根据稳定细胞系检测结果，选取第 10 号 eYFP-MERIT40WT-HeLa 稳定细胞

和第 12 号 eYFP-MERIT40R28A-HeLa 稳定细胞继续培养。然后在 HeLa 细胞、稳定细

胞系 EYFP-MERIT40WT-HeLa 、EYFP- MERIT40R28A -HeLa 中转入对照（Ctr）或靶向

3’-UTR 的 MERIT40 siRNA 并作同步化处理，收集 M 期细胞。首先，我们用 MERIT40

抗体检测了内源性 MERIT40 敲低效果，结果显示内源性 MERIT40 基本都被敲低（图

11.A）。 

图 10. 稳定细胞系鉴定。（A）分别用 MERIT40 和 GFP 抗体检测稳定细胞系 EYFP-MERIT40WT-HeLa 中 MERIT40 的

表达情况；（B）分别用 MERIT40 和 GFP 抗体检测稳定细胞系 EYFP-MERIT40R28A-HeLa 中 MERIT40 的表达情况。 
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接下来我们取这些细胞裂解液用α - Tankyrase1 抗体进行免疫共沉淀，分别用α

-Tankyrase1、α-K63 Ub 抗体检测。结果显示，与敲低内源性 MERIT40 的稳定细胞系

eYFP-MERIT40WT-HeLa 相 比 ， 敲 低 内 源 性 MERIT40 显 著 增 加 稳 定 细 胞 系

eYFP-MERIT40R28A-HeLa 中 Tankyrase1 的 K63 泛素化水平（图 11.B）。这个结果表明

Tankyrase1 在有丝分裂中期受到 K63 连接泛素化修饰，这种泛素化修饰水平可以被

MERIT40 去泛素化酶负性调控。MERIT40 去泛素化酶可能通过调节 K63 泛素化修饰水

平调控 Tankyrase1 的 PAR 修饰活性，影响后者对其底物如 NuMA 的 PAR 修饰,从而在

有丝分裂纺锤体组装中发挥重要功能。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 11. MERIT40 复合物促进 Tankyrase1 去泛素化修饰。（A）HeLa 细胞转染 Ctr SiRNA，HeLa、稳定细胞系

EYFP-MERIT40WT-HeLa 和稳定细胞系 EYFP-MERIT40R28A-HeLa 转染靶向于 MERIT40 3’UTR 的 SiRNA 敲低内

源性的 MERIT40，期间做同步化处理，转染后 72h 收集 M 期细胞。Western blot 检测内源性 MERIT40 的敲低效果，

检测 tubulin 作为上样内参；（B）用 M 期的细胞裂解液做 Tankyrase1 免疫共沉淀实验，用α-K63 Ub 检测 Tankyrase1

的 K63 泛素化修饰和 Tankyrase1 抗体检测 IP 下来的 Tankyrase1。 
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第 3 章 讨论 

 

 

细胞分裂是细胞增殖和生命延续的基本活动，高等真核细胞通过有丝分裂的方式完

成细胞核的分裂，将带有完全相同遗传物质的两条染色体通过染色体分离的方式分配到

两个子代细胞中，从而保证基因组的完整性。这是一个依赖于微管为基础的双极纺锤体

的组装和功能的过程。为了保证双极纺锤体的正确组装及其功能，许多蛋白质的翻译后

修饰参与这一过程的严密调控，包括磷酸化、泛素化和 PAR修饰等。 

蛋白的泛素化修饰是一种动态可逆、多功能的翻译后修饰，调控着蛋白分子的泛素

化水平和功能。在泛素活化酶 E1、泛素结合酶 E2 和泛素连接酶 E3 的依次作用下将泛

素分子共价连接到目的蛋白 Lys 位点。依据不同连接方式，多聚泛素化链可分为 K11、

K48 和 K63 等不同类型。Lys48 相关链接是细胞内主要的泛素连接方式（通常大于所有

连接的 50%），其主要作用是使其靶向的蛋白进入蛋白酶体降解的途径[73]。相反，细胞

内另一种通过 Lys63 相关的链接类型则发挥许多非蛋白酶体降解的作用[74]，比如内吞作

用、囊泡转运、NFκB-介导的转录及 DNA 损伤等。 

相比以往热衷于对泛素化的研究，近年来大家对去泛素化的研究越来越多。比如， 

K63 连接特异的去泛素化酶 BRISC 是微管相关蛋白，主要定位在动力纤维（K-fibers）、

纺锤极并且直接与微管结合，BRISC 对 NuMA 的去泛素化调节减少 NuMA 与 dynein、 

importin-β 的相互作用的时间，促进纺锤体组装[91]。 

MERIT40 在细胞核中与 ABRAXAS 相互作用，是细胞核 BRCA1-A 复合物的组成

分成。MERIT40 能稳定 BRCA1-A 复合物并募集到 DNA 双链断裂部位参与 DNA 损伤

修复[87, 94, 95]。在细胞质中，MERIT40 与 ABRO1 相互作用，是 K63 连接特异的去泛素

化酶 BRISC 的组成亚基[78, 81, 82, 89]。最近，全基因组关联研究（genome-wide association 

study ，GWAS）确定了染色体 19p13作为BRCA1突变携带者乳腺癌风险的修饰位点[101]。

在 Rebbeck 的分析中，最重要的单核苷酸多态性分析（single-nucleotide polymorphisms，

SNP）就是位于包含三个基因的区域，它们当中的 C19orf62 编码 BRCA1 相互作用蛋白

MERIT40。基因突变引起的 MERIT40 功能或表达的改变可能影响 BRCA1 突变携带者

依赖 BRCA1 的 DNA 损伤修复和有丝分裂检查点的活性，从而提高他们发生乳腺癌的

风险[102]。 

Guettler 等的研究证明，MERIT40 是 Tankyrase 结合蛋白并且 Tankyrase2 能对



MERIT40- Tankyrase1 相互作用对纺锤体组装影响的研究 

 ４６ 

MERIT40 微弱的 PAR 修饰。实验室前面的研究发现，BRISC 是一个 MAP，在细胞分裂

间期定位于中心体，在有丝分裂期能特异性地沿着微管分布，定位在 K-fiber 末端、纺

锤体两极和中体（midbody）。BRISC 能够促进染色体微管组装和微管与动粒结合，对

NuMA 的去泛素化修饰减少了与 Importin-β或者 dynein 相互作用的时间，促进纺锤体

组装[91]。对 MERIT40 氨基酸序列分析可知，在 MERIT40 的 N 端存在两个 TBM[38]。我

们通过 Flag-Tankyrase1 免疫共沉淀实验也证明了 Tankyrase1 与 MERIT40 之间的相互作

用，同时我们通过免疫荧光发现 Tankyrase1 与 MERIT40 在纺锤极共定位。本实验把

MERIT40 第 28 位即 TBM 第一位的精氨酸（R）突变成丙氨酸（A）之后发现 Tankyrase1

与 MERIT40 之间的相互作用显著降低，这与 Guettler 等的研究结果一致，即 TBM 中的

第一位精氨酸（R）和第六位甘氨酸（G）对蛋白结合非常重要[38]。 

Tankyrases 的锚蛋白重复序列分为五个锚蛋白重复簇（ARCs）结构域，每个结构域

含有 5 个堆积的锚蛋白重复序列[38]。ARC I、II、IV 和 V 介导 Tankyrase 与不同蛋白多

肽结合。底物蛋白的 TBM(Tankyrase-binding motif )通常含有相同的序列 RxxPDG[30, 36, 39, 

40]。我们的结果显示，在 ARCs 的五个亚结构域中，含有 SAM 结构域的 ARC V 才能与

MERIT40 发生相互作用。在体内，全长的 Tankyrase1 可以通过 SAM 结构域聚合或与

Tankyrase2 聚合可以形成异质二聚体[30]。Tankyrases1 中锚蛋白重复序列可以形成一个可

变的结合平台，负责与靶蛋白结合进而对底物进行 PAR 修饰[103]。Tankyrases 寡聚物与

TRF1 相互作用并对 TRF1 修饰表明 SAM 结构域是 Tankyrases 发挥最优催化活性所需的

[37]。 

   与野生型的 MERIT40 相比，MERIT40R28A突变体不能有效定位在纺锤极。在敲低内

源性 MERIT40 的 eYFP-MERIT40R28A-HeLa 细胞中，纺锤体结构遭到破坏。相反，在

eYFP-MERIT40WT-HeLa 细胞中纺锤体结构依旧保持完整。那么野生型的 MERIT40 是通

过什么机制维持完整的纺锤体结构的呢？Jackson 等在酵母上研究发现 K63 泛素化连接

酶 RNF8 能定位在中心体上，对 SEPT7 进行 K63 泛素化修饰[99]。Thomson 等发现在过

表达 K63 泛素化连接酶 RNF8 后，胞质分裂异常[100]。从前期开始到中期结束，NuMA

与 Tankyrase1 在纺锤极共定位[65]，实验室前面的研究发现 BRISC 与 NuMA 在纺锤极共

定位并对 NuMA 进行 K63 去泛素化修饰[91]。这提示 Tankyrase1 可能存在 K63 泛素化修

饰并且 MERIT40R28A 突变体可能改变了 Tankyrase1 K63 连接泛素化水平，进而影响

Tankyrase1 在纺锤体组装中的功能。本实验通过 Tankyrase1 免疫共沉淀实验发现，与

eYFP-MERIT40R28A-HeLa 稳定细胞系相比，在 eYFP-MERIT40WT-HeLa 稳定细胞系中
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Tankyrase1 的 K63 连接泛素化水平显著降低，表明 Tankyrase1 可以被 K63 连接泛素化

所修饰，且其修饰水平可通过 BRISC 去泛素化酶负性调控。当本实验正研究发现

Tankyrase1 的 K63 连接泛素化及其 MERIT40 对其进行去泛素化修饰，以及寻找

Tankyrase1 K63 连接泛素化修饰的 E3 连接酶的同时，Tripathi 和 Smith 的研究也发现了

与我们类似的结果。他们研究发现泛素 E3 连接酶 RNF8 可以介导 Tankyrase1 K63 多聚

泛素化修饰提高 Tankyrase1 稳定性以及 BRISC 去泛素化酶可以去除 Tankyrase1 的 K63

泛素链[47]。这些结果表明，RxxPEG 能促进 MERIT40 对 Tankyrase1 去翻泛素化修饰，

调节 Tankyrase1 泛素化水平。 

Tankyrase 在有丝分裂中发挥多种不同的功能：（1）后期前，Tankyrase 促进促进姐

妹染色体的解离[54, 104, 105]；（2）中期，Tankyrase 与 ATM、BRCA1 和 NuMA 组成复合物，

对 NuMA 进行 PAR 修饰保证双极纺锤体组装[59, 64, 106]；（3）与中心体相关蛋白（比如

CPAP 和 MIKI）相互作用，调节中心体功能，进而对纺锤体组装进行调控[57, 61]。eYFP- 

MERIT40R28A-HeLa 在纺锤体结构出现异常，可能的解释就是（1）RXXPEG 突变之后，

突变体 MERIT40R28A 与 Tankyrase1 的相互作用被破坏或减弱，不能对 Tankyrase1 进行

去泛素化，使细胞内 Tankyrase1 的 K63 连接泛素化修饰维持在高水平状态、或导致

Tankyrase1 催化活性增强，使纺锤体组装因子 NuMA 过度 PAR 修饰，从而干扰了纺锤

体组装因子 NuMA 在纺锤体组装中的正常功能；（2）细胞内高水平 K63 连接泛素化可

能引起 Tankyrase1 催化活性增强，从而导致中心体蛋白 Miki 过度被 PAR 修饰，造成

Miki蛋白水平降低或使中心体相关蛋白Miki 不能定位到中心体与γ-tubulin指环复合物

的支架蛋白 CG-NAP 结合，进而减少了星体微管的形成，影响纺锤体组装；（3）细胞内

高水平的 Tankyrase1 或 Tankyrase1 催化活性增强对中心体蛋白 CPAP 过度 PAR 修饰，

造成 CPAP 蛋白酶体降解，降低胞内 CPAP 蛋白水平，阻止中心体复制。这也就是我们

后续研究需要进一步探索的工作，将为我们解释 MERIT40 中 RxxPEG 突变之后纺锤体

结构出现异常提供可靠的证据。 
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第 4 章 综述 

 

DUBs 在有丝分裂中的作用 

4. 1 泛素化修饰 

泛素（ubiquitin）是一个含有 76 个氨基酸高度保守的氨基酸多肽[67]，同时泛素本身

也有许多可能的翻译后修饰位点。泛素最主要的特征就是含有七个可以被进一步泛素化

修饰的赖氨酸（Lys）位点。此外，它还存在第八种链型，即当泛素分子被连接到第二

个泛素分子的 N 端时产生的 Met1 相关或线性的链。蛋白质组学研究表明，所有可能的

连接类型都共存于细胞内[68-72]。Lys48 相关链接是细胞内主要的泛素连接方式（通常大

于所有连接的 50%），其主要作用是使其靶向的蛋白进入蛋白酶体降解的途径[73]。而细

胞内通过 Lys63 相关的链接类型则发挥许多非蛋白酶体降解的作用[74]，比如内吞作用、

囊泡转运、NFκB-介导的转录及 DNA 损伤等。 

泛素化修饰（ubiquitination）是一种将泛素共价连接到目的蛋白 Lys 位点的翻译后

修饰。泛素化修饰需要三种不同的酶依次参与，分别为是泛素活化酶 E1、泛素结合酶

E2 和泛素连接酶 E3。泛素在 ATP 的作用下被泛素活化酶 E1 活化，然后活化的泛素共

价结合到泛素结合酶 E2，随后在泛素连接酶 E3 的作用下将泛素连接到目的蛋白对目的

蛋白进行泛素化修饰[75-77]。在 HECT 结构域的 E3 酶（HECT-domain E3s）的情况下，

活化的泛素转移到泛素连接酶 E3 先形成共价中间体，并最终将泛素结合到底物蛋白；

而具有 RING 结构域的 E3 酶（RING-domain E3s）本身没有活性，泛素连接酶 E3 促进

泛素通过泛素结合酶 E2 直接结合到底物。也就是说泛素 E3 连接酶通过将目的蛋白招募

到泛素结合酶 E2 赋予底物特异性，因为泛素结合酶 E2 本身不能识别（或至少很少识别）

指定的蛋白。 

泛素化修饰是一个动态可逆的过程，即通过去泛素化酶（Deubiquitinating Enzymes, 

DUBs）将靶蛋白上的泛素化修饰去除，从而参与蛋白质泛素化修饰的动态调节。所以

DUBs 在泛素化调控中扮演着与泛素连接酶 E3 同等重要的作用。 

人类细胞中含有两种 E1 酶、约 50 种 E2 酶、600 种 E3 酶和 100 种 DUB 酶。根据它们

的同源性，DUBs 酶可以分为 5 大类：泛素羧基末端水解酶家族（ubiquitin C-terminal 

hydrolases,UCHs）、卵巢肿瘤结构域蛋白酶（ovarian tumor domain proteases,OTUs）、泛

素特异性蛋白酶家族（ubiquitin-specific proteases,USPs）和 JAMM/MPN+蛋白酶家族。 



MERIT40- Tankyrase1 相互作用对纺锤体组装影响的研究 

 ４９ 

除了作用于大多数泛素化修饰底物的 DUBs 外，还有一些与泛素样分子（ubiquitin 

like molecules, UBLs）结合的特异性酶，但它们的作用目前还不是十分清楚。DUBs 与

包括细胞凋亡，DNA 修复，神经退行性疾病，癌症在内的生理和病理过程密切相关[107]。

但目前我们只知道它们一些过程中的确切底物和调节机制。在这我们根据 DUBs 在细胞

分裂中的功能进行了总结并根据DUBs特异地作用于有丝分裂中例子来阐明它们调节的

复杂性。 

最近，质谱分析表明在人细胞内的泛素化底物蛋白多达 5,000 多种，具有 19,000 个

可能的修饰位点。因此，保证这些酶高度的特异性对于 DUBs 家族的酶来说具有很大的

进化压力。由于这些酶能特异性识别和结合各种泛素化信号，许多 DUBs 的失活会导致

细胞和机体特异的表型。 

4.2  DUBs 逆转非蛋白水解泛素化信号 

USP44  纺锤体组装检查点（spindle assembly checkpoint，SAC）保证染色体动粒正确

结合到纺锤体微管时有丝分裂才能通过中期，确保染色体和遗传信息精确分配到两个子 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2. 泛素化和去泛素化及其作用。( A) E1、E2、E3 泛素连接酶催化的泛素化修饰过程。（B）细胞中泛素化修饰蛋

白的不同去向。 
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代细胞中。SAC 可以检测动粒和纺锤体微管的结合及姐妹动粒之间由两极结合产生的拉

力[108]。激活的 SAC 通过由 SAC 效应蛋白 MAD2 和 BubR1、 Bub3 及 CDC20 组成的有

丝分裂检查点复合物（mitotic checkpoint complex ，MCC）[109]隔离 APC/C 主要的有丝

分裂共激活蛋白 CDC20 抑制泛素 E3 连接酶 APC/C 活性[110, 111]。MAD2 与 CDC20 结合

发生在未连接的动粒上，但也需要其它调节检查点的成分来保证和加强 SAC 的抑制效 

应。当所有的动粒都结合好之后，细胞周期得以从 SAC 的作用中释放出来，使泛素 E3

连接酶 APC/C 作用于 Securin（姐妹染色体分离的抑制蛋白）和 Cyclin B 蛋白介导它们 

的泛素化蛋白水解，是细胞进入后期和退出有丝分裂。Stegmeier 及其同事[112]致力于确

定人细胞中 SAC 新的成分，筛查了可以使细胞通过由微管药物诱导的有丝分裂检查点

阻滞、靶向于泛素信号相关的大约 800 个基因文库。其中一个确定的筛查结果就是去泛

素化酶（DUB）USP44。在实验中，共转 USP44 的 siRNA 和 siRNA 耐受的野生型 USP44

（但不是催化失活的酶）可以拯救纺锤体检查点缺陷。此外，在没处理的细胞中失活的

USP44 会造成后期过早开始和染色体分离缺陷，表明有效的 SAC 信号和后期开始的时

间需要 USP44 去泛素化酶活性。有趣的是， USP44 敲除的细胞中的 SAC 缺陷并不是

检查点成分在动粒上的募集缺陷造成的。相反，是由于这些细胞中 MAD2 与 APC/CCDC20

结合受到干扰，表明 USP44 通过稳定 MAD 与 CDC20 的联系来维持有丝分裂阻滞。更

有趣的是，在其它平行的实验中表明，依赖 APC/C 的 CDC20 非蛋白水解泛素化主要负

责 MAD2-CDC20 复合物分解[113]。APC/C 的激活需要由 E2 泛素结合酶 UbcH10 介导的

CDC20 泛素化。与这结果一致的是，Stegmeier 及其同事的研究表明在有丝分裂提取物

中，USP44 可以抑制 APC/C 的泛素化活性。因此，在 USP44 敲除的细胞中，UbcH10

失活导致 CDC20 的泛素化水平降低，恢复 MAD2-CDC20 的联系并最终拯救有丝分裂检

查点阻滞。这些结果表明 USP44 是通过依赖 APC/C 自身的 CDC20 的泛素化拮抗剂。所

以，SAC 受到依赖 APC/C 的非蛋白水解泛素化和依赖 USP44 的去泛素化动态平衡的调

控。在中期最后阶段，出现染色体动粒与纺锤体微管没有结合或结合异常时，SAC 通过

依赖 USP44 的保障机制激活，即通过对 CDC20 去泛素化修饰稳定 MAD2-CDC20 复合

物的途径激活 SAC 功能。因此，SAC 建立于两条相互拮抗的途径。这两条途径可以快

速转换，检测微管与动粒结合状态。 

那么，CDC20 泛素化和去泛素化之间的平衡是如何调节的？研究证明，在有丝分

裂细胞中 USP44 的蛋白水平达到最高并且在染色体结合到有丝分裂纺锤体时立即下降

[112]。此外，USP44 在有丝分裂早期被磷酸化并在 SAC 发挥功能和 Cyclin B.降解前立即
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去磷酸化。研究证明，RNA 聚合酶 II 碳端结构域磷酸酶 Fcp1 介导 USP44 去磷酸化[114]。

Fcp1 是一个转录调节因子，在构巢曲霉（aspergillus nidulans）中可以拮抗 CDK1 的作

用[115]。在构巢曲霉同时表达表达缺陷的 Fcp1 等位基因和抗磷酸化抑制的 CDK1 可以诱

导严重的有丝分裂缺陷，包括减弱细胞核分裂。有丝分裂提取物研究表明，USP44 磷酸

化状态可以调节 USP44 活性：Fcp1 对 USP44 的去磷酸化修饰降低 USP44 活性，使 

MAD2-CDC20 的联系和有丝分裂退出显著下降。因此，USP44 的磷酸化状态可能控制 

着 CDC20 的泛素化、去泛素化平衡。 

Stegmeier 及其同事提出的有丝分裂检查点调控模式[112]，即通过拮抗的泛素化和去

泛素化调控有丝分裂检查点目前正面临着其它研究的挑战[116]。其它的研究表明，在检

查点激活的 HeLa 细胞中，CDC20 被 APC/C 泛素化修饰后经蛋白酶体降解。研究证明，

检查点激活时，酿酒酵母中（Saccharomyces cerevisae）的酵母 CDC20 同源蛋白经泛素

化降解[117]。此外，CDC20 的赖氨酸突变体可以通过促进有丝分裂退出来促进有丝分裂

检查点抑制，这与 CDC20 泛素化降解维持 SAC 的模式更为一致[116]。在检查点阻滞的

细胞中表达 CDC20 赖氨酸突变体显示其有丝分裂并不立即退出，这是由于这些细胞的

SAC 至少有 2h 是处于激活状态的。这表明还需要其它依赖泛素的机制来维持检查点阻

滞。Reddy 及其研究团队在检查点阻滞的提取物中加入 UbcH10 和泛素可以观察到部分

表 1. DUBs 在细胞分裂中的作用列表 

Name Family/Domains Cell cycle  Function Substrate Reference 

USP13 USP/ZnF-UBP, 

UBA, USP 

G1 together with Ufd1, couples the 

endoplasmic reticulum stress 

response to cell cycle control 

Skp2 [118] 

BAP1 UCH/UCH, 

coiled coil 

G1/S Promotes cell cycle progression 

by interacting with HCF-1, a 

transcriptional cofactor for 

genes required for S phase 

HCF1 [119] 

USP1 USP/USP S Switches off DNA damage 

pathways, limits the error- prone 

replication in absence or 

presence of extrinsic DNA 

damage 

FANCD2-FANCI, 

PCNA 

[120-123] 
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USP3 USP/ZnF-UBP, 

USP 

S Necessary for proper 

pro-gression through S phase, 

involved in DNA damage 

response and prevents 

replicative stress 

H2A (major 

substrate), H2B 

[124] 

BRCC36 JAMM/JAMM, 

coiled coil 

DNA damage 

checkpoint, 

SA 

Allows the turnover of 

BRCA1-mediated repairin DNA 

damage response 

H2A, H2AX [80, 87] 

OTUB1 OTU/OTU DNA damage 

checkpoint 

Noncanonical inhibition of 

DNA damage response (by 

blocking  ubiquitin transfer) 

UBC13 

(interacting 

protein) 

[125, 126] 

USP28 USP/UBA, 

UIM, USP, 

coiled coil 

DNA damage 

checkpoint 

Regulates the stability of 

DNA-damage signaling factors, 

controls stability of c-Myc 

Chk2, 53BP1, 

Claspin, c-Myc 

[127, 128] 

USP7 USP/MATH, 

USP, UBL 

G1/S and 

G2/M 

Regulates the p53-MDM2 

pathway 

MDM2, p53 [129, 130] 

USP37 USP/UIM, USP G1/S，G2/M Promotes the G1/S transition by 

inhibiting the APC/C- 

dependent degradation of 

Cyclin A, re-gulation of 

un-known substrate necessary 

for the prevention of mitotic 

entry 

Cyclin A, itself, 

other unknown 

substrate 

[131, 132] 

USP42 USP/USP G1/S and 

G2/M 

Necessary for early activation of 

p53 response 

p53 [133] 

USP2a USP/USP G1/S and 

G2/M 

Regulates the p53-MDM2 

pathway 

MDM2 [134] 

CYLD USP/CAP-Gly 

domains,USP 

with B-box 

M, G1/S Regulates mitotic entry, 

assembly of the mitotic spindle, 

cytokinesis rate after TPA 

PLK1 (?), Bcl3 [135-137] 
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treatment, ne-gatively regulates 

G1/S pro-gression after TPA 

treatment 

USP16 USP/ZnF-UBP, 

USP 

M Necessary for M phase 

progression, associated with 

reversal of DNA silencing after 

DNA damage response 

H2A [138, 139] 

USP44 USP/ZnF-UBP, 

USP 

M Regulation of spindle assembly 

checkpoint (SAC) 

CDC20 [112, 113] 

USP4 USP/DUSP, 

UBL, USP 

M Regulation of spindle assembly 

checkpoint(SAC) 

Splicing of 

a-tubulin and 

Bub1 mRNA, 

other mRNAs 

important for 

SAC (?) 

[140] 

USP39 USP/ZnF-UBP, 

USP(inactive) 

M Regulation of spindle assembly 

checkpoint(SAC) 

Splicing of 

AuroraB mRNA, 

other 

mRNAs 

im-portant for 

SAC (?) 

[141] 

USP9x USP/UBL, USP M Regulation of chromosome 

alignment and segregation by 

controlling the dynamic 

dissociation of Survivin from 

centromeres 

Survivin [142] 

UBPY USP, MIT, 

Rhodanese, 

USP 

M Deubiquitination of proteins 

(including VAMP8) during 

cytokinesis 

VAMP8, other 

substrates 

[143] 

AMSH JAMM/MPN+, M Deubiquitination of proteins VAMP8, other [143] 
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MIT (including VAMP8) 

during cytokinesis 

substrates 

The table depicts DUBs known to be involved in cell cycle progression at different cell cycle stages (S [S phase], G1, G2, 

and M [mitosis]) and transitions. The role and regulation of mitotic DUBs are described in detail in the text. The domain 

composition and specific substrates of the DUBs are depicted.? Indicates unconfirmed speculation. 

 

CDC20 发生蛋白水解；但是，这种蛋白水解并不调节 MCC 复合物的稳定性。与野生型 

的 CDC20 相比，CDC20 赖氨酸突变体与检查点蛋白 MAD2 和 BubR1 结合力更强，与

Stegmeier及其团队的模式一直，即CDC20的泛素化可以调节 CDC20与 MAD2 和 BubR1

的结合。但 Nilsson 和他同事认为，CDC20 赖氨酸突变体与 MAD2、BubR1 之间这种强 

的相互作用是由于 CDC20 中 MAD2 结合位点的赖氨酸转换成精氨酸提高了它们之间的

作用力。原则上来说，这两种机制在维持SAC信号上并不冲突并且可以同时存在。CDC20 

与 MCC 成分的相互联系可以被 APC/C 泛素化，使 CDC20 与 MCC 分开并可能随后被

蛋白酶体降解。在这样情况下，CDC20 可以被两种不同的泛素信号进一步修饰：首先

是非蛋白酶体水解然后是蛋白酶体水解。CDC20 的泛素化状态需要 USP44 的作用来校

对并且 USP44 可以阻止不正确的泛素链组装。因此，这就需要未来的工作进一步阐明

在 SAC 反应的精确时间内 CDC20 上的泛素链类型。有趣的是，在小鼠胚胎细胞中过表

达 USP44 提高了 MAD2 与 CDC20 的联系，造成后期延迟，这与 USP44 在 SAC 的调节

作用一致[144]。 

CYLD  与确定 USP44 一样，基于 shRNA 的筛查发现另一种去泛素化酶（DUB），

即作用于有丝分裂早期的调节因子 CYLD[136]。肿瘤抑制基因 CYLD 的突变造成人家族

圆柱瘤遗传易感性[145]。研究表明，CYLD 去泛素化酶负向调节 NFκB，JNK[146-148]和

Wnt 信号通路[149]。一些体外的研究表明 CYLD 可以特异地切割 K63 连接和线性的泛素

链[150]。Stegmeier 及其同事的研究中，用紫杉醇处理细胞后，CYLD 可以导致非有丝分

裂细胞的聚集。这些具有正常间期细胞核的细胞反映了有丝分裂进入过程的延迟。在这

种表型 NFκB 通路中，这种表型不依赖于 CYLD 的调节功能。这种有丝分裂前的阻滞表

型可以通过过表达野生型 CYLD 而不是失活的 CYLD 突变体拯救，表明有丝分裂早期

的功能需要 CYLD 的去泛素化活性。与这一致的是，CYLD 敲除的细胞可以延迟第十位

丝氨酸磷酸化的组蛋白 H3 积累，可以延迟 CDC25C 磷酸化和延迟 Emil 的降解。有趣

的是，有丝分裂激酶 Plk1（Polo-like kinase 1）的下调会导致相同的表型和延迟 CDC25C
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磷酸化及有丝分裂的进入[151-153]。蛋白质组学研究确定 Plk1 是 CYLD 的结合蛋白，表明

这两个蛋白在有丝分裂早期协同发挥作用。为了给 CYLD 下调的细胞出现有丝分裂进入

延迟一个功能解释，作者认为 CYLD 可能作用于前期检查点。前期检查点可以调节进入

有丝分裂早期 [154]和管结构受损造成的染色体浓缩微延迟。E3 泛素连接酶 CHFR

（checkpoint with FHA and RING domains）是这条途径重要的成分[155-157]。研究证明，

CHFR 与 E2 连接酶异质二聚体 Ubc13-MMS 在体外可以产生 K63 连接的泛素化链[155]。

因此，可以推断在微管缺陷解决之后为了重启细胞周期进展 CYLD 可以拮抗 CHFR 的

活性。事实上，基于非洲爪蟾卵提取物的实验已经提出 Plk1 可以被 CHFR 泛素化修饰

并降解以通过有丝分裂应激延迟进入有丝分裂[157]。但目前还不清楚 CHFR 在细胞内是

否会对 Plk1 泛素化修饰有以及通过哪一种泛素信号途径。CHFR 介导的 K63 泛素化修

饰的前期检查点信号未知的成分可能是 CYLD 直接作用的重要底物。因此，这需要接下

来的工作证实 CYLD 是否参与前期检查点的调节。 

研究证明，稳定表达 CYLD 的 U2OS 细胞导致核碎片和多核细胞增多，反映了染色

体分离和/或胞质分裂受损[136]。此外，定位分析表明过表达的 CYLD 在间期与微管相关

并在末期与中体（midbody）相关，表明 CYLD 在有丝分裂中存在其它重要的功能。与

这观察结果一致的是，CYLD 除了 USP 结构域外还含有 3 个细胞骨架相关蛋白甘氨酸

(CAP-Gly)保守的重复序列。CAP-Gly 结构域是一个存在于大量微管相关蛋白

（microtubule associated proteins, MAPs）中的保守基序,这可以解释 CYLD 的微管定位。

实际上，CYLD 通过两个第一的 CAP-Gly 与微管的亚单位微管蛋白（tubulin）相互作用，

这个过程不依赖于 CYLD 的去泛素化活性[137, 158]。这种相互作用使得 CYLD 可以调节微

管的动态，因为用诺考达唑（nocodazole）处理 CYLD 敲除的 HeLa 细胞后会诱发微管

再生变慢[158]，和在黑色素瘤细胞过表达 CYLD 会加速微管的生长[137]。此外，CYLD 在

中体的定位已经在原代小鼠角质形成细胞的内源性蛋白水平得以证实[137]。因为许多参

与胞质分裂的蛋白定位在中体，所以 CYLD 可能在这个过程中发挥着重要的作用。研究

证明，CYLD 与组蛋白去乙酰化酶 HDAC6 共定位于中体，导致 HDAC6 活性抑制和高

水平的乙酰化，更稳定的微管。这表明 CYLD 在胞质分裂后期可以参与微管动态调节。

然而 CYLD 对微管乙酰化状态的调节不需要其去泛素化活性，目前尚不清楚 CYLD 准

确发挥其在中体的功能机制。 

然而，CYLD 好像也作用于在有丝分裂纺锤体组装[135]。这种功能与 CYLD 和参与

中心体成熟和微管成核的中心体蛋白 CEP192 的相互作用相关[159, 160]。在 CEP192 敲除
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的细胞中，微管在染色体附近组装且不能自己组织形成两极纺锤体。共敲除 CYLD 和

CEP192 可以减轻纺锤体组装缺陷，表明 CYLD 的作用可以被 CEP192 抑制。因为 CYLD

在间期可以调节微管动态，Gomez-Ferreria 及其团队成员提出在有丝分裂开始时 CEP192

可能抑制 CYLD 使微管解聚和/或保持可能的 K63 泛素化介导的相互作用是纺锤体组装

所必需的。 

总之，CYLD 在有丝分裂早期和有丝分裂退出过程中发挥着重要的作用。目前还需

要更多的研究来证明 DUBs 特异和直接作用的底物以及在有丝分裂过程中的调控模式。 

USP39 和 USP4  van Leuken 及其团队在基于 RNAi 的筛查中确定 USP39 为 SAC

另外有一个重要的调节因子。在同步化的 U2OS 细胞中敲低 USP39 导致细胞 DNA 含量

增加，反映出染色体分离和/或胞质分裂缺陷。有趣的是，USP39 敲除的细胞可以通过

微管稳定药物紫杉醇处理诱导的有丝分裂阻滞，但不是诱导微管解聚的诺考达唑

（nocodazole）。与前面提到的一样，SAC 可以被没有结合的动粒和姐妹中心粒之间的拉

力不足激活。而紫杉醇可以降低动粒之间的拉力，这表明维持依赖张力的 SAC 分支通

路需要 USP39。USP39 是一个分子量为 65KD 的 SR（small ribonuclear）相关蛋白，参

与 mRNA 剪接过程[161]。van Leuken 及其同事发现，敲除 USP39 会导致有丝分裂激酶

Aurora B 的 mRNA 水平和蛋白水平降低。Aurora B cDNA 异位转染可以修复 USP39 敲

除细胞的 Aurora B 蛋白水平，但是不能通过紫杉醇诱发的有丝分裂阻滞。这些现象表明，

USP39 作用于 Aurura B mRNA 剪接过程和和其它重要的有丝分裂调节因子的 mRNA，

在依赖拉力的有丝分裂检查点中发挥重要的调节作用。Aurora B 激酶是 CPC

（chromosomal passenger complex）复合物中的催化成分，CPC 主要组成成分为 Aurora 

B 、INCENP、Survivin、Borealin/Dasra B、和 Telophase-Disc-60 (TD60)。Aurora B 可以

改正错误的微管结合，尤其是单向和同向的结合不能在姐妹染色体之间产生足够的拉力

[162-164]。 

USP39 含有泛素蛋白酶结构域，但 DUBs 的半胱氨酸蛋白酶中催化三分子的半胱氨

酸和组氨酸残基并不是保守的，研究证明 USP 在体外没有催化活性。尽管 USP39 是催

化失活的，但仍可以参与到一条重要的分子途径。实际上，其它研究推测一些 DUBs 以

非催化的方式发挥作用。比如，OTUB1 在抑制 DNA 双链断裂中的功能不依赖于它的催

化活性[125]，酵母 Ubp6 以非催化的方式参与依赖蛋白酶体的降解调节。这些研究显示了

DUBs 失活的可能性，包括之前被预测失活的 USP50 和 USP52-54 发挥非经典的 DUB

功能[165]，这可能是这些 DUBs 只是作为泛素结合受体而非加工酶。 
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另外的研究证明 USP4 在 SAC 信号中的发挥剪接作用。在紫杉醇和单星素

（monastrol，驱动蛋白 Eg5 抑制剂）诱发的 SAC 应答中，USP4 是剪接体功能的调节因

子[140]。下调 USP4 可使这些药物处理后造成的 SAC 作用失效，细胞中α-tubulin（微管

组成成分）和 Bub1（SAC 蛋白）的 mRNA 水平降低。剪接体的组装过程为：首先 U1 snRNP

结合到 5’剪接位点；然后通过 SF1/BBP 和 U2AF 分别识别分支位点和 3’剪接位点[166]。

U2 snRNP 募集之后形成剪接前体，然后 U4/U6 和 U5 snRNPs 加到预组装的 U4/U6.U5 

tri-snRNP 形成失活复合物。通过释放 U1 和 U4 snRNPs，剪接作用就开始启动。mRNA

剪接之后，剪接体分解，进入另一轮剪接。USP4 和它的靶向因子即 U4/U6 再生因子 Start3

可以对 U4 snRNP 成分 Prp3 去泛素化修饰[140]。Prp19 复合物(Nine Teen Complex, NTC)

成员 U box-containing 蛋白 Prp19 介导 Prp3 的泛素化修饰。在酵母中，NTC 通过影响

U4/U6 snRNP 生物合成和在 U4 释放之后稳定 U5 和 U6 snRNPs 在剪接体上的结合参与

剪接过程[167, 168]。Prp3 的泛素化信号是非蛋白水解途径的，Prp3 上 K63 连接的泛素化链

然后被 U5 snRNP 的成分 Prp8 识别。在之前的研究已经证明，Prp8 在体外可以通过不

同的 Jab1/MPN结构域结合泛素[169]。这种相互作用是稳定U4/U6.U5 tri-snRNP所必需的，

这证明之前的研究即稳定 U4/U6.U5 需要泛素的参与[170]。这种工作模式表明在失活的剪

接体形成时，Prp3 泛素化作用于 U4/U6.U5 的稳定性调节。U4/U6.U5 trisnRNP 募集到剪

接体之后，USP4-Sart3 对 Prp3 去泛素化修饰，促进 U4 snRNP 的释放，激活剪接机制。

为突出剪接在细胞分裂保真性中的作用，Song 及其团队的研究表明，敲除其它剪接体

因子会造成紫杉醇处理过的 HeLa 细胞出现有丝分裂缺陷。有趣的是，敲除 U4/U6.U5 

tri-snRNP 的 SR 相关蛋白 USP39 可以使细胞通过 SAC，证实了 van Leuken 及其同事的

研究结果[141]。因此，USP4 和 USP39 对剪接过程的间接作用对有丝分裂的调节非常重

要。 

这些研究表明，剪接是一个高度动态的过程并且剪接体是持续构象重排的中心。纵

观剪接周期，不同的 RNAs 和蛋白在精确的时间点组装、分解。因此，蛋白的泛素化修

饰使得剪接体组成过程中高度动态的重排得以调控。在剪接过程中，可逆的泛素化修饰

和特异的泛素受体蛋白结合调节稳定的蛋白复合物和亚复合物。这些研究说明其它动态

的细胞过程可能也通过剪接机制的泛素化调节。 

有趣的是，USP4 基因属于非小细胞肺癌（small-cell lung cancer，SCLC）中高频缺

失的染色体区域。此外，SCLC 与 USP4 表达降低[171]和倍性变化[172]有关。因为 SAC 缺

陷通常导致多倍体的增加，USP4 缺失与肿瘤的发生相关。 
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4. 3  DUBs 逆转蛋白泛素化水解信号 

USP37  泛素蛋白酶体系统不可逆的降解赋予细胞周期方向性。E3 泛素连接酶

APC/C 和它的共激活因子（CDC20 和 CDH1）调节细胞周期进程通过有丝分裂期和 G1

期[173]。在有丝分裂期，CDC20 激活 APC/C，而 CDH1 在细胞退出有丝分裂和在 G1 期

时激活 APC/C。这种序贯激活的方式，又叫底物顺序使得 APC/C 底物如 Cyclin A、

Securin、 Cyclin B,、Geminin、 PLK1 和 Aurora A78 按时间顺序降解[174]和确保可靠的

细胞周期进程。通过平衡 E3 泛素连接酶的活性，DUBs 参与泛素化底物的降解时间的

调节。Huang 和他的团队通过蛋白质组学的方法确定调节 APC/C 底物的 DUBs[132]，有

趣的是 USP37 特异地与共活化物 CDH1 相互作用， 但不与 CDC20 相互作用[132]。此外，

APC/C 亚单位如 CDC27、APC5 和 APC7 都可以被内源性的 USP37 共沉淀下来，而且

敲低 CDH1 可减弱 USP37 与 CDC27 之间的相互作用，表明 USP37 通过共活化物 CDH1

与 APC/C 结合。在同步化的 U2OS 细胞中过表达 USP37 导致 Cyclin A 蛋白积累，反映

Cyclin A 的蛋白酶体降解减少。过表达 USP37 的细胞进入 S 期的速度加快。相反，细胞

表达特异的 USPP37 shRNA，从诺考达唑诱导的有丝分裂阻断释放之后 Cyclin A 的积累

和 S 期进入延迟。因此，USP37 可能调节 Cyclin A 的翻转并由此调节 G1/S 期的过渡。

此外，Huang 和他的团队证明内源性的 USP37 可以结合 Cyclin A[132]，表明 Cyclin A 是

USP37 的直接底物。与催化失活突变不一样的是，野生型的 USP37 在细胞中可以降低

Cyclin A 的泛素化修饰并在体外可以平衡的活性[132]。这些结果有力地证明 USP37 是

APC/CCDH1 介导的 Cyclin A 泛素化的拮抗剂，使 Cyclin A 蛋白酶体降解得以拯救，确保

G1/S 期的过渡准确进行。但如何 USP37 的功能以确保时间特异性呢？通过对 USP37 蛋

白水平的分析发现 USP37 的蛋白水平随着细胞周期而变化波动。USP37 的蛋白水平在

G1 期末达到最高水平，有丝分裂期末开始下降，G1 期末再次达到最高。反映出在 M/G1

过渡时由 APC/CCDH1 掌控的、典型的蛋白降解模式。我们知道，APC/CCDH1 通过 D-或

KEN-box 识别底物[175, 176]。USP37 结构中含有由 APC/CCDH1 介导的 K11 泛素化修饰和降

解所需的 KEN-box 基序。有趣的是，在 G1 期末，USP37 可以拯救自己不被降解。因此，

在有丝分裂末期，USP37 作为 APC/CCDH1 的底物。在 G1 期末平衡 APC/CCDH1 对自身和

Cyclin A 的作用。这些相反的功能受到 CDK2 介导的 USP37 磷酸化调节。研究证明， 

CyclinE-CDK2 在 G1 期末对 USP37 磷酸化修饰，使 USP37 激活和拯救自己不被泛素化

降解。USP37 同样作用于泛素化的 Cyclin A，Cyclin A 反过来与 CDK2 相互联系进一步
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激活 USP37。这种正反馈调节促进 G1/S 过渡。Cyclin A-CDK2 介导的 APC/CCDH1 磷酸

化抑制 APC/CCDH 的活性进一步激活 USP37[177]。在有丝分裂期末，细胞周期蛋白（cyclin）

被降解，阻止 USP37 的磷酸化激活。与此同时，激活的 APC/CCDH1负责 USP37 泛素化

蛋白水解。Huang 及其团队的研究工作完美地阐明了 DUB 与 E3 泛素连接酶之间的动态

相互作用，这对重要的细胞周期调节因子时间上的调控是必需的。最近的蛋白质组学研

究发现实际上很多 DUBs 都与 E3 泛素连接酶复合物相互联系[178]，表明 USP37 与

APC/CCDH1 交叉调控是其它重要生物途径在时空上调控的普遍机制。了解是否存在别的

平衡 APC/C 其它底物泛素化的 DUBs 将会是很有意思的工作。比如，一般认定的新的

DUBs在有丝分裂早期可能作用于E3连接酶SCF的底物以及有丝分裂进程中基于CUL3

的 E3 泛素连接酶底物目前还不知道。 

最近，Burrows 及其同事研究证明 USP37 在细胞周期进程中受到 SCFβTrCP 第二波的

泛素化降解。一部分 USP37 在 G2/M 过渡时被 E3 泛素连接酶 SCFβTrCP 降解。这种降解

依赖于 Plk1 对 USP37 序列中非经典降解决定子（degron）的磷酸化。过表达抗 SCFβTrCP

的 USP37 突变体导致有丝分裂进入延迟，表明 USP37 池中存在别的调节未知底物的成

分，这种底物恰好是有丝分裂进入抑制所需的。但 USP37 池并不调节 Cyclin A[131]。因

此，确定 USP37 新的底物对于了解 USP37 成分在细胞周期中的作用就显得非常重要。 

4. 4  UBPs 在有丝分裂中的作用 

泛素结合蛋白（ubiquitin binding proteins，UBPs）是一个泛素受体（或解码器）介

导泛素化底物的识别，在它的结构中存在至少 1 中泛素结合结构域（ubiquitin-binding 

domain ， UBD ）。基 于它们的结 构特征 ， UBD 可以 分为 泛素相关结 构域

（ubiquitin-associated domain，UBA）、泛素相互作用基序（ubiquitin-interacting motif，

UIM）、与泛素相互作用的基序（motif interacting with ubiquitin，MIU）和其它[179]。这

些 UBDs 共同的结构特征就是以非共价结合的方式与泛素结合。越来越多的实验表明，

UBPs 通过介导它们的蛋白酶体降解、调节它们的细胞定位和/或与其它蛋白的相互作用

在时空上确定泛素化底物的命运中发挥着重要的作用。最近的研究表明，UBPs 也作用

于有丝分裂过程。在酿酒酵母中（Saccharomyces cerevisiae）的研究确定 Rad23、Dsk2、

Ddi1 和 Rpn10 是有丝分裂调节因子，通过关闭泛素化底物蛋白酶体降解途径调节有丝

分裂进程[180-184]，而第二组，包括 UBPs 介导其靶向底物涉及 p97（Cdc48/p97-Ufd1-Npl4）

复合物在哺乳动物细胞的重新定位。研究认为 p97 复合物作用于染色体分离和纺锤体动



MERIT40- Tankyrase1 相互作用对纺锤体组装影响的研究 

 ６０ 

态，但对哺乳动物细胞中控制有丝分裂的特异性 DUBs 了解甚少，尤其是 Rad23 途径的

功能性同源蛋白。在这，对 UBPs 在控制细胞周期中的作用进行了总结（表 2）。此外，

这里将讨论人 p97 复合物在有丝分裂中的作用。 

4. 5  UBPs 靶向底物经蛋白酶体降解 

Rad23，Dsk2 和 Ddi1  在酿酒酵母中，Rad23 和 Ddi1 关闭泛素化蛋白进入 26S 蛋

白酶体降解[183]。这些属于 UBPs 的蛋白具有与泛素和泛素化蛋白相互作用的 UBA 结构

域[185, 186]。此外，Rad23 和 Ddi1 在 N 末端具有与蛋白酶体相互作用的泛素样结构域

（ubiquitin-like domain，UBL）[187, 188]。在 PDS1、pds1-128 的温度敏感突变体等位基因

抑制物筛查中确定 Rad23 和 Ddi1 基因[181]。Pds1（高等有脊椎动物细胞的 securin）是

有丝分裂重要的调节因子和后期开始的抑制剂[189, 190]。Pds1 的蛋白酶体降解使得 Pds1

对 Separin、Esp1（高等有脊椎动物细胞的 Separase）的抑制作用解除，而 Separin、Esp1

介导结蛋白复合物（cohesin complex）的切割、姐妹染色体分离和后期纺锤体延长确保

酵母细胞有丝分裂成功完成[191]。后期开始前，APC/C 对 Pds1 去泛素化修饰，导致 Pds1

在后期开始的时候被 26S 蛋白酶体降解[192]。有趣的是，共敲除 Rad23 和 Ddi1 基因可以

拯救 pds1-128 温度敏感表型，表明这些蛋白在有丝分裂期间可能参与调节 Pds1 蛋白降

解[181]。此外，后期调控机制在于 Rad23 和 Ddi1 结合泛素化的 Pds1，  

抑制 Pds1 泛素链延长和蛋白降解[181]。然而，目前仍不清楚 Rad23-Ddi1-Pds1 复合物

分解并最终导致 Pds1 蛋白酶体降解的机制。 

第三个 UBA-UBL 蛋白即 Dsk2 作用于泛素化底物进入蛋白酶体降解的控制过程[187, 

193]。过表达 Dsk2 引起泛素化底物积累、有丝分裂阻滞、异常的核定位和影响纺锤体动

态，导致细胞毒性[180, 187]。以目前的研究结果来看，Dsk2 在纺锤极体（即哺乳动物细胞

中的中心体）复制的作用是存在争议的。一些研究认为 Dsk2 与 Rad23 协助 Cdc31 组装

到纺锤极体，这对纺锤极体的复制时非常重要的[180]。然而，随后的研究发现敲除 Rad23 

和/或 Dsk2 以及三敲除 Rad23-Ddi1-Dsk2 并不影响纺锤极体复制[194]。研究表明，Rad23、 

Ddi1 和 Dsk2 在细胞周期进展中发挥部分冗余的作用[194]（106）。Rad23-Dsk2 双敲除和 

Rad23-Ddi1 双敲除后细胞在 G2/M 期有轻微积累；然而，单敲除这三个基因和双敲除

Ddi1-Dsk2 不表现任何有丝分裂缺陷。此外，三敲除 Rad23-Ddi1-Dsk2 导致严重的 G2

期或后期阻滞。在三敲除 Rad23-Ddi1-Dsk2 细胞株的纺锤体动态也会受到影响；然而这

些潜在机制仍不清楚[194]。根据这些结果，Rad23 在有丝分裂控制中与 Ddi1 和 Dsk2 发
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挥共同的作用，但不清楚如何调控这些蛋白协同完成共同的任务。这种调控可能的层面

是 Rad23、 Ddi1 和 Dsk2 特异性结合泛素化底物形成同源或异质二聚体[185, 193]。UBA 和

/或 UBL 结构域对 Rad23 和 Dsk2 同源二聚化及 Rad23 与 Dsk2、Ddi1 异质二聚化非常

重要[183, 185, 195]。根据其中一种模式，在泛素化底物经过蛋白酶体时，UBA/UBL 蛋白二

聚化在阻止不必要的泛素链延长或过早分解发挥着重要的作用：底物的多聚泛素链可能

被富含多个 UBA 结构域复合物覆盖，阻止 E3 泛素连接酶和/或去泛素化酶与底物结合

[183]。然而 UBPs 二聚化的生物作用还实验进一步确定。 

研究表明 Ddil 除了在有丝分裂中的作用之外，还通过与胞外 v-和 t- SNAREs 相互

作用参与分泌途径末的负向调节[195]。目前尚不清楚 Ddil 在两个过程中如何协同发挥作

用，尤其是刺激是如何调节 Ddil 在细胞中的定位（在胞膜或胞核），在两个功能之间发

挥开关的作用。 

总之，这些结果表明 UBA-UBL 蛋白 Rad23、Ddi1 和 Dsk2 在调控有丝分裂进程中

的作用。这些蛋白可以抑制泛素化的 Pds1 被蛋白酶体降解，由此延迟后期的开始和影

响纺锤体动态。泛素受体的冗余和协作调节复杂的 UBPs 功能。因此，Rad23、Ddi1 和

Dsk2 对有丝分裂调控的确切机制有待进一步阐明。Rad23-Ddi1-Dsk2 蛋白在有丝分裂进

程中未知的靶向底物需要今后的实验进一步确定，与此同时，高等有脊椎动物在这条途

径中功能同源基因也有待后续的研究来确定。 

 

表 2. 调节细胞周期的 UBPs 列表 

Name Domains Cell cycle  Function Substrate Reference 

KPC2 UBL-UBA G1 Cell proliferation control: degradation 

of the cyclin-dependent kinase 

inhibitor p27 (cooperatively with 

KPC1) 

P27 [196, 

197] 

YEAST RPN10 

(Human: 

PSMD4) 

UIM G1/S  

M/G1 

Proteasome receptor for ubiquitinated 

substrates, regulates G1/S and M/G1 

transition in budding yeast 

Clb2, Sic1 

(Yeast) 

[184, 

198] 

Polymerase eta UBZ S Translesion synthesis, tolerance of 

DNA damage by replicative bypass, 

negative self-regulation of the activity 

PCNA, 

polymerase 

eta itself 

[199-201] 
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Polymerase kappa UBZ S Translesion synthesis, tolerance of 

DNA damage by replicative bypass 

PCNA [202, 

203] 

Polymerase iota UBZ S Translesion synthesis, tolerance of 

DNA damage by replicative bypass 

PCNA [204, 

205] 

Polymerase Rev1 UBZ S Translesion synthesis, tolerance of 

DNA damage by replicative bypass 

PCNA [204] 

YEAST DDI1/VSM1 UBL 

(DDI1), 

UBA-UBL 

(VSM1) 

G1/S   

G2/M  

M 

Sister chromatid separation, 

Pds1pdependent S-phase checkpoint 

control,degradation of a SCF 

component, the F-box protein Ufo1, 

involved in the G1/S transition, 

spindle dynamics 

(?), Pds1p, 

Ufo1 

(Yeast) 

[181, 

194, 195, 

206] 

 

YEAST: DSK2 

(Human: 

Ubiquilin2, 

hPLIC1/2) 

UBA, 

UBL 

G2/M 

 M 

Transfer of the ubiquitylated proteins 

to the proteasome, spindle pole body 

duplication,spindle dynamics 

(?), Pds1, 

Kre22 

(Yeast 

[180, 

181, 194, 

207] 

 

YEAST RAD23 

(Human: 

hRAD23A/B) 

UBA, 

UBL 

G2/M 

 M 

Metaphase-anaphase transition, 

spindle pole body duplication, G2/M, 

sister chromatids separation, spindle 

dynamics 

(?), Pds1p 

(Yeast) 

[180, 

181, 183, 

185] 

RAP80 IUM G2/M BRCA1-dependent DNA damage 

response and double-strand break 

repair 

K63 linked 

ubiquitinated 

histones H2A 

and H2AX at 

DNA lesions 

sites 

[85, 208] 

Ufd1 NZF M Nucleus reformation, chromosome 

alignment and segregation 

Aurora B 

Survivin 

[142, 

209, 210] 

Npl4 NZF M Nucleus reformation, chromosome 

alignment and segregation 

Aurora B 

Survivin 

[142, 

209, 210] 
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The table depicts UBPs known to be involved in cell cycle progression at different cell cycle stages (S [S phase], G1, G2 and 

M [mitosis]) and transitions.The role and regulation of mitotic UBPs are described in detail in the text. The predicted human 

orthologs of these genes are indicated. The domain composition and specific substrates of the UBPs are depicted. ?indicates 

unconfirmed speculation. 

 

Rpn10  在酵母细胞中，Rad23 途径的成分在有丝分裂调控中并不是唯一的 UBPs。

Rpn10 在确定关键的有丝分裂因子的命运中发挥着重要的作用。Rpn10 是 26S 蛋白酶体

的组成成分。根据预测，Rpn10 是控制泛素化蛋白降解的一种泛素受体[198, 211]。Rpn10

含有两个结构域： N 末端的 VWA 结构域（von Willebrand A domain）和 C 末端的 UIM

结构域（ubiquitin-interacting motif domain）。Rpn10 与蛋白酶体相互作用需要 VWA 结构

域，UIM 确保 Rpn10 与泛素化底物结合。在这些底物中，Rpn10 控制着细胞周期关键调

节因子 Sic1 的翻转和降解[184, 198]。在酵母细胞中，Sic1 是 S、G2 及 M 期进程和促进纺

锤极体分离所需的 Cdk1/Clb 复合物（哺乳动物细胞中的 CDK/Cyclin）特异的抑制因子

[212, 213]。Sic1 在有丝分裂末期合成并在 S 期开始时以依赖 Rpn10 的方式降解[198, 214]。在

有丝分裂后期，Sic1 抑制 Cdk1/Clb2 的活性并被认为是 M/G1 过渡的激活因子，尽管明

确的机制有待阐明[215-218]。与此同时，一些研究结果表明其它的泛素受体，尤其是

Rad23-Ddi1-Dsk2（和其它的 UBPs）与 Rpn10 在关闭泛素化蛋白进入降解过程中起着相

同的作用。敲除酵母细胞的 Rpn10 并不会致死且重组的 Rad23 可以在一定程度上拯救

Rpn10 敲除出现的表型。相反，在黑腹果蝇中敲除 Rpn10 导致黑腹果蝇蛹致死，而且在

布氏锥虫中 siRNA 介导的 Rpn10 敲低导致 G2/M 期阻滞[184, 219, 220]。因此，Rpn10 与其

它 UBPs 的冗余和 Rpn10 不同结构域的确切功能值得深入研究。 

4. 6  UBPs 调节底物定位 

p97 复合物   Cdc48/p97-Ufd1-Npl4 是进化保守的蛋白复合物，作用于内质网降解

(endoplasmic reticulum-associated degradation，ERAD)途径。p97 复合物结合泛素化的蛋

白及错误折叠的蛋白经内质网（endoplasmic reticulum，ER）运送到胞质被蛋白酶体降

解[221]。在这个复合物中，AAA+ ATP 酶 Cdc48/p97（在有脊椎动物中又叫 VCP）与适配

蛋白 Ufd1-Npl4 相互作用，Ufd1-Npl4 通过 NZF (Npl4 Zn-F)结构域与泛素相互作用

[222-224]。在非洲瓜蟾（Xenopus laevis）卵提取物中的研究显示，除了在 ER 中的功能，

p97 复合物在有丝分裂末期还参与纺锤体的拆卸和核膜关闭。这通过适配蛋白 Ufd1-Npl4
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在有丝分裂末期去除染色体上泛素化的 CPC 复合物成分有丝分裂激酶 Aurora B 来实现

[210]。与这个现象相比，在 HeLa 细胞中 p97 复合物适配蛋白 Ufd1-Npl 在有丝分裂早期

拮抗染色体相关激酶 Aurora B 的活性，使细胞通过有丝分裂时出现染色体分离缺陷[209]。

这些现象与染色体上 Aurora B 及 CPC 复合物中其它可能成分被泛素化修饰和去除 P97

复合物作用的现象一致。但目前还不清楚泛素化的 Aurora B 结合到 p97 复合物的结果以

及两者的相互作用的调控。Aurora B 是 APC/C 介导泛素化蛋白水解的底物，但这发生

在有丝分裂退出之后的阶段。研究表明，Aurora B 在有丝分裂早期被基于 CUL3 的 E3

泛素连接酶泛素化修饰，与 APC/C 介导的泛素化修饰相比，这种泛素化修饰并不影响

Aurora B 的稳定性而是影响 Aurora B 在有丝分裂纺锤体中的准确定位[225, 226]。目前不清

楚适配蛋白Ufd1-Npl4是否定位在有丝分裂纺锤体或是否会改变泛素化的CPC与微管的

结合力。需要提到的是，在 HeLa 细胞中的另一个研究表明，Ufd1 反而在有丝分裂过程

中可以募集 Aurora B 到染色体[142]。此外，还确定了一个推定存在的去泛素化酶 USP9x，

参与 CPC 复合物成分 Survivin 的动态调节。利用 siRNA、免疫染色及光脱色恢复技术

（fluorescence recovery after photobleaching，FRAP）研究发现，USP9x 调节 Survivin 从

中心体分离进而调节染色体排列、分离和胞质分裂[142]。但是 Survivin 的蛋白水平并不

受到 USP9x 下调的影响。研究表明，USP9x 特异性水解 K29 和 K33 连接的多聚泛素化

链，进而调控 AMPK 相关的激酶活性。因此，USP9x 在细胞有丝分裂期间精确的亚细

胞定位值得深入去研究。 

尽管使这些现象一致有明显的难度，但可能的是 CPC 的不同成分通过一些协同的

途径调节，包括泛素化修饰、去泛素化酶 USP9x 校对和在 p97 复合物的作用下 CPC 从

染色体上分离或尚未确定的微管相关的 UBPs。有趣的是，其它在秀丽隐杆线虫的研究

表明，有丝分裂进程中并不需要 p97 复合物 [227, 228] 。总的来说，研究认为

Cdc48/p97-Ufd1-Npl4 复合物作用于有脊椎动物细胞有丝分裂，但是泛素结合适配蛋白

Ufd1-Npl4 在这个过程中确切的功能有待进一步研究。 

4. 7 结束语和展望 

最近在泛素途径的研究揭示了这条信号通路的许多功能及其灵活性。这其中的复杂

性不仅反映在众多与底物结合的不同泛素信号，还体现在生理过程中它们的结合发生在

精确的时间点及非常特异的细胞定位。通过泛素信号途径中的“解码器”使得这个过程

更加复杂，一方面可逆的泛素化像 DUBs，或另一方面，在 UBPs 存在的时候将修饰的
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底物转移到下游途径。对于两个大的蛋白家族来说，至少可以分为两大功能组：一种为

调节蛋白酶体降解（分别拯救或转移），另一种为非蛋白酶水解泛素信号，调节底物的

定位活性和/或蛋白复合物的稳定性（图 1b）。目前尽管对这个网络成分在有丝分裂中作

用的了解取得了一定的进展，但 DUBs 和 UBPs 在有丝分裂中的研究还远未完成。因此，

确定这个领域中新的关键蛋白将会对我们更好地了解有丝分裂调节原理产生重大影响。

同样，在了解这些新 “解码器”精确的调节模式也需要投入主要的精力，因为“解码

器”的调节确保了与底物结合的特异性。随着成像技术的发展，尤其是特异的泛素荧光

传感器使我们能在细胞内看到特异泛素信号的结合，将会使我们在这个领域取得更大的

进展。 
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