
Parkin与 琢鄄酮戊二酸载体蛋白(OGCP)
的相互作用研究 *

王春喻 1, 2)** 曹 立 2, 3)** 唐北沙 2) 张海南 1, 2) 郭纪锋 2) 何 丹 2)

廖书胜 2) 汤建光 1) 严新翔 2) 谭利明 1)***

(1)中南大学湘雅二医院神经内科，长沙 410011；2)中南大学湘雅医院神经内科，长沙 410008；
3)上海交通大学附属瑞金医院神经内科，上海 200025)

摘要 Parkin基因是帕金森病的致病基因之一，Parkin蛋白作为泛素 -蛋白酶体通路(ubiquitin-proteasome pathway，UPP)的一
种 E3 酶，介导了多种底物的泛素化过程，而后者与帕金森病的发病机制有着密切的联系． 琢- 酮戊二酸载体蛋白
(2-oxoglutarate carrier protein，OGCP)是一种线粒体内膜蛋白．采用激光共聚焦技术和免疫共沉淀技术证实，在 HEK293 细
胞中 Parkin蛋白与 OGCP共定位，且二者之间存在相互作用关系；通过体内、外泛素化实验发现 Parkin蛋白能介导 OGCP
的泛素化．提示 OGCP可能是 Parkin蛋白的泛素化底物蛋白，且 Parkin蛋白能促进 OGCP的泛素化．
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帕金森病 (Parkinson’s disease，PD) 是一种常
见的神经系统退行性疾病[1]，主要表现为静止性震

颤、肌强直、运动减少和平衡障碍，主要的病理特

点为黑质多巴胺能神经元丧失和 lewy小体形成．
但 PD发病机制尚不完全清楚，近年研究发现，老
年化因素、环境因素、遗传因素与 PD发病相关，
分子遗传学研究发现：至少已定位了 15个遗传性
PD的致病基因位点[2-4]，其中 10个致病基因已被
克隆[2, 5]．Parkin基因于 1998年由 Kitada等[6]克隆，

该基因突变可以导致常染色体隐性遗传青少年型帕

金森综合征(autosomal recessive juvenile Parkinsonism,
AR-JP)，随后发现 Parkin基因与早发性帕金森病
(early onset Parkinson disease, EOPD)也相关，提示
Parkin基因在 PD发病机制中起着重要作用．研究
证实 Parkin蛋白是一种泛素 -蛋白连接酶 (E3酶)，
它和 E1、E2酶一起促使多种蛋白质(包括其自身)
的泛素化[7]．目前研究已发现 Parkin有多种相互作
用蛋白(互作蛋白)，其中有些互作蛋白是 Parkin的
底物蛋白，而 Parkin与其互作蛋白或底物蛋白之
间的相互作用参与了 PD的发病机制．因此，寻找
Parkin的互作蛋白或底物蛋白，探讨其相互作用后
的功能变化具有一定的意义．琢- 酮戊二酸载体蛋

白(2-oxoglutarate carrier protein，OGCP)是一种线粒
体膜蛋白[8]，主要参与细胞内的能量代谢和三羧酸

循环的过程．根据生物信息学推测 OGCP可能与
Parkin存在相互作用，本研究采用免疫荧光、免疫
共沉淀、泛素化实验验证 Parkin 与 OGCP的相互
作用，探讨 Parkin对 OGCP的影响．

1 材料与方法

1援1 材料

ECL试剂盒购自 GE公司；Lipofectamine 2000
购自 Invitrogen公司；胎牛血清(FBS)购自 GIBICO
公司；Anti-myc 单克隆抗体、Anti-茁-actin单克隆
抗体、Anti-Flag单克隆抗体、Anti-Flag多克隆抗
体、Anti-ubiquitin 抗体、Ubch7、Ubiquitin 购自
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Sigma公司；Cy2-labeled anti-mouse IgG、 Cy3-labeled
anti-rabbit IgG、HRP 标记的山羊抗鼠 IgG 购自
KPL 公司；Clasto-lactacystin 茁-lactone、E1 购自
Calbiochem公司；HEK293细胞株由中南大学医学
遗传学国家重点实验室冻存．

1援2 方法

1援2援1 质粒构建．使用人胎脑 cDNA 文库设计引
物扩增 Parkin的 CDS(GenBank: AB009973)和 OGCP
基因 CDS (GenBank: BC006508)，利用 EcoR玉和
Hind芋分别连接到 pCMV-Tag4, pcDNA3.1-myc-his(-)B
中，构建 pCMV-Parkin, pcDNA3.1-myc-OGCP，所
有克隆经酶切和测序证实后，抽提大量质粒后进行

转染．

1援2援2 细胞培养与转染．HEK293细胞采用含 10%
胎牛血清的 DMEM培养液，置于 37℃ 5% CO2培

养箱中培养，3天换一次培养液．将 HEK293细胞
用胰酶消化后按 1∶3的比例接种至培养板培养，
待细胞长至约 70%融合时进行转染．转染具体操
作参考脂质体 Lipofectamine 2000说明书进行．
1援2援3 免疫荧光．将 HEK293细胞接种于有盖玻片
的 24 孔板中，用含 10% FBS 的 DMEM 培养于
37℃，5% CO2培养箱中．转染质粒 DNA，转染
36 h后，弃去培养基，3.7%的多聚甲醛 / PBS室温
下固定 15 min．PBS 洗 4 次，每次 5 min．5%
BSA封闭液，室温封闭 30 min．适当比例的一抗
室温孵育 1 h．1伊 PBS洗 5次，每次 5 min．5%
BSA封闭液，室温封闭 30 min．相应二抗 30 滋l，
避光室温下孵育 40 min．1 伊 PBS 洗 5 次，每次
5 min．DAPI染细胞核，室温，避光反应 2 min．1
伊PBS洗 5次，每次 5 min．去离子水洗一次，封
片，在荧光显微镜上观察染色情况，用激光共聚焦

显微镜扫描和照相．

1援2援4 免疫印迹．取细胞，按蛋白质提取试剂盒提

取手册提取并收集蛋白质，蛋白质定量试剂盒测蛋

白质浓度．再将样品加入 5伊变性缓冲液混匀，
100℃下变性 5 min．均取 20 滋g蛋白质样品经 10%
SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳，并电转移至 PVDF膜
上．以 5%脱脂奶粉封闭 1 h 后，加入相应一抗，
4℃过夜，TBST洗膜后，加入对应的辣根过氧化
物酶标记的二抗，室温孵育 60 min，TBST 洗膜
后，ECL发光、曝光．内参照为鼠抗 茁-actin单克
隆抗体．

1援2援5 免疫共沉淀．每 1 ml经过预吸附的细胞裂
解液上清液中加入相应的单克隆抗体 4 滋g，对照

组则加入 4 滋g正常小鼠 IgG 作为对照．4℃转轱
30 min；加入 50 滋l已预处理的 Protein G Agarose，
4℃转轱 2 h；4℃ 8 000 g离心 5 min，去上清液，
加入 1 ml RIPA(不含 cocktail)重悬沉淀物；重复
上一步操作 2次；4℃ 12 000 g离心 10 min，去上
清液，加入 20 滋l 2 伊 SDS样品缓冲液，100℃煮沸
10 min；4℃ 12 000 g离心 1 min，取上清液进行
Western blot．
1援2援6 体外泛素化实验. 将 pCMV-Parkin、pcDNA3.1-
myc-OGCP两种质粒分别转入 HEK293细胞，培养
36 h后裂解，分别用抗 Flag单抗和抗 myc单抗进
行免疫沉淀，纯化 Parkin-Flag蛋白和 OGCP-myc
融合蛋白．蛋白质提纯后进行体外泛素化实验，分

组见表 1，反应体系见表 2，反应体系充分混匀后
在 PCR仪上，30℃下反应 2 h．将反应产物分成两
份，分别用抗泛素化单抗 (1∶500)和抗 myc 单抗
(1∶1 000) 做Western blot；二抗为 HRP标记的山
羊抗鼠 IgG(1∶5 000)．

1援2援7 体内泛素化实验.将已构建好的 OGCP-myc/
HEK293 稳定表达细胞株分 a，b， c，d 四组培
养至 70%融合后，向 a组和 c 组转染 pcDNA3.1-
ubiquitin，向 b 组和 d 组共转染 pCMV-Parkin 和
pcDNA3.1-ubiquitin质粒，转染 32 h后，将 a组和
b 组细胞用 5 滋mol/L Clasto-lactacystin 茁-lactone处
理 1 h， c 组和 d 组细胞用 5 滋mol/L Clasto-
lactacystin 茁-lactone处理 4 h，用 anti-ubiquitin单克

1 2 3 4 5 6

Parkin-Flag + + - + + -
OGCP-myc + - + + - +

E2 + + + - - -
E1/Ub + + + - - -

Table 1 The groups of in vitro ubiquitination assays

Table 2 The reaction system of in vitro
ubiquitination assays

Agent Dose

E1 100 ng

Ubiquitin 10 滋g

E2(UbcH7) 200 ng

Buffer 50 滋l

OGCP-myc 7 滋l

Parkin-Flag 7 滋l
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Fig. 2 The Co鄄localization of Parkin and OGCP
in HEK293 cells (伊1 000)

HEK293 cells grown on coverslips were cotransfection with pCMV-

parkin and pcDNA3.1-myc-his-(B-)(A1, A2, A3), pcDNA3.1-myc-OGCP

and pCMV-Tag4(B2, B2, b3), pCMV-parkin and pcDNA3.1-myc-OGCP

(C1,C2,C3). 48 h after transfection cells were fixed with paraformaldehyde

and stained with anti- Flag/C3-anti- mouse IgG (to detect Parkin, in red,

A1, B1, C1), anti-myc/C2-anti- rabbit IgG (to detect OGCP, in green,

A2, B2, C2) as described in Materials and methods. Images were

obtained by using an inverted system laser confocal microscope (Zeiss).

The merged image overlaps (A3, B3, C3) were obtained using the

Metamorph software. The result showed the Co-localization of Parkin

and OGCP in HEK293 cells (C3, yellow fluorescence).

Fig. 1 The location of parkin and OGCP in HEK293 cells
HEK293 cells grown on coverslips were transfected with expression

plasmids encoding the Parkin (A1, A2, A3) and OGCP (B1, B2, B3)

proteins．48 h after transfection cells were fixed with paraformaldehyde

and stained with anti- Flag/C2-anti- mouse IgG (to detect Parkin, in

green, A1, A3), anti-myc/C2-anti- mouse IgG (to detect OGCP, in green,

B2), DAPI (to detect DNA in blue, A2, A3) and MitoTracker (to detect

mitochondrial in red, B1, B3) as described in Materials and methods.
Images were obtained by using an inverted system microscope (Zeiss).

The merged image overlaps (A3, B3) were obtained using the

Metamorph software.

隆抗体进行免疫沉淀试验，再用一抗为抗 myc单
抗(1∶1 000)；二抗为 HRP 标记的山羊抗鼠 IgG
(1∶5 000)作免疫印迹检测．

2 结 果

2援1 Parkin和OGCP在细胞中的定位
应用免疫荧光观察 Parkin-Flag，OGCP-myc融

合蛋白在 HEK293细胞中的定位情况．发现 Parkin
蛋白广泛存在于胞浆和胞核中(图 1，A1、A2、A3),
OGCP-myc融合蛋白位于细胞的线粒体上，且能与
MitoTracker 染色的线粒体进行共定位(图 1，B1、
B2、B3)．

2援2 Parkin与OGCP 的相互作用
2援2援1 荧光共定位．用激光共聚焦显微镜观察

Parkin-Flag 和 OGCP-myc 融合蛋白在 HEK293 细
胞中的共定位情况．发现在 HEK293细胞中 Parkin
蛋白 (红色荧光 )广泛分布在胞浆和胞核中，而
OGCP(绿色荧光)呈聚积性分布．OGCP和 Parkin蛋
白存在部分共定位(黄色荧光) (图 2)．

2援2援2 免疫共沉淀．我们将实验分为 3组，分别为
A组(Parkin组)，B 组(OGCP组)和 C 组(Parkin和
OGCP共转组)．免疫共沉淀结果显示：用 anti-myc
单抗对 A、B和 C这 3组的全细胞裂解液检测，在
B和 C组中都可见一条大约 38 ku大小的特异性条
带，说明 OGCP-myc融合蛋白在 B组和 C组中有
表达，而在 A 组中则无表达；用 anti-Flag单抗沉
淀后用 anti-myc 单抗检测 OGCP-myc 融合蛋白，
仅发现 C组有 38 ku大小的特异性条带，说明沉淀
Parkin蛋白同时能将 OGCP-myc融合蛋白沉淀，表
明两者之间存在相互作用，对 C组(C*)用正常小鼠
的 IgG作为对照，未检测到 OGCP-myc融合蛋白，
说明 Parkin-Flag和 OGCP-myc 融合蛋白的相互作
用不是因为 IgG的非特异性作用所致(图 3a)．使用

A1 A2 A3

B1 B2 B3

A1 A2 A3

B1 B2 B3

C1 C2 C3
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Fig. 4 Ubiquitination of OGCP in vitro
The in vitro assay was performed as described in Materials and
methods with individual components added as indicated in Table 1. The

purified fusion protein Parkin-Flag and/or OGCP-myc were incubated

with the ubiquitin enzymes (E1, E2) and ubiquitin, production without

ubiquitin enzymes (E1, E2) and ubiquitin were used as control. (a)

Immunoblotting with anti-ubiquitin monoclonal antibody detected the

high molecular mass straps in the production of in vitro ubiquitination

with Parkin and/or OGCP and E1, E2, ubiquitin(1, 2, 3), but not in the

control groups(4, 5, 6). And the fortissimus straps were detected in the

production of Parkin-Flag, OGCP-myc, E1, E2 and ubiquitin (1). (b)

Immunoblotting with anti-myc monoclonal antibody detected the high

molecular mass straps only in the production of in vitro ubiquitination

with Parkin-Flag, OGCP-myc, E1, E2 and ubiquitin(1).

anti-myc沉淀后，用 anti-Flag检测也能得到同样的
结果(图 3b)．

2援3 Parkin介导OGCP的体内外泛素化实验结果
2援3援1 体外泛素化实验．将反应后的 6组产物(表 1)
分别用 anti-ubiquitin单克隆抗体和 anti-myc单克隆
抗体做 Western blot检测．用 anti-ubiquitin单克隆
抗体检测泛素化产物，从图 4a可见 1，2，3组都
有浓度较高的高分子质量条带出现，以 1组的条带
最浓，其次是 2和 3组，在 4、5、6组仅有很微弱
的高分子的条带，这些检测出的高分子条带为高分

子质量的泛素化蛋白．用 anti-myc 单克隆抗体检
测体外泛素化产物中的 OGCP-myc融合蛋白，从

图 4b可见 1组有高分子质量条带出现，而其他组
没有高分子质量条带出现．

2援3援2 体内泛素化实验. 用 5 滋mol/L Clasto-lactacystin
茁-lactone处理 1 h，泛素化高分子质量蛋白条带(泛
素化的 OGCP-myc)出现在 b 组，而 a组则无，说
明 Parkin蛋白可以促使 OGCP-myc融合蛋白的泛
素化．蛋白酶体抑制剂 Clasto-lactacystin 茁-lactone
干预 4 h后的 c 和 d组，同 1 h的 a和 b 组相比，
泛素化高分子质量蛋白条带浓度增加 , 说明
Clasto-lactacystin 茁-lactone 能抑制 OGCP-myc 融合
蛋白降解(图 5)．

Fig. 3 Co鄄immunoprecipitation experiments of
Parkin鄄Flag proteins and OGCP鄄myc in HEK293

(a) The cell lysates from HEK293 cells over-expressing flag tagged

Parkin or/and myc tagged OGCP were immunoprecipitated (IP) with

anti-Flag antibody. Five percent of whole cell lysates of three groups

were immunoblotted with anti-myc monoclonal antibody and the rest

were subjected to immunoprecipitation with monoclocal anti-Flag

antibody, the normal mouse IgG were used as the control antibody(C*).

Immunoblotting with anti-myc monoclonal antibody detected OGCP

(38 ku, black arrow directed) in groups which over-expressed OGCP or

both parkin and OGCP, but not in the control groups. (b) The cell lysates

were immunoprecipitated with anti-myc antibody. Five percent of

whole cell lysates of three groups were immunoblotted with anti-Flag

monoclonal antibody and the rest were subjected to immunoprecipitation

with monoclonal anti-myc antibody, the normal mouse IgG were used as

the control antibody (C*). Immunoblotting with anti-Flag monoclonal

antibody detected Parkin (54 ku, black arrow directed) in groups which

over-expressed parkin or both parkin and OGCP, but not in the control

groups. The results confirmed the interaction between parkin and OGCP.
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3 讨 论

遗传因素在帕金森病中发挥着重要作用，从分

子机制上来看，UPP功能障碍与帕金森病的发病机
制有着密切的联系．Parkin蛋白是 UPP的一种 E3
酶，其功能的发挥主要是依赖于其与底物蛋白之间

的相互作用[9-10]．Parkin蛋白功能障碍可以导致未
能泛素化的某些底物蛋白聚集，通过增强其对非毒

性应激的敏感性，直接或间接激活细胞死亡通路，

引起多巴胺能神经元死亡，还可以导致某些易受环

境应激因素损伤的、折叠错误的蛋白质不能被泛素

化而清除，在神经元内聚集，最终造成神经元死

亡[11]．

Parkin蛋白全长 465个氨基酸，分子质量约为
52 ku，主要由一个泛素样结构域、R1-IBR-R2 和
PDZ域组成．我们研究表明，Parkin蛋白在细胞内
广泛表达，主要分布在细胞浆和细胞核中，在线粒

体中也有分布，与文献报道[12]的 Parkin亚细胞定位
情况一致．OGCP全长 315个氨基酸，分子质量约
35 ku．我们研究发现 OGCP定位于线粒体上，与
以往研究[13]一致．因为 Parkin 蛋白和 OGCP在线
粒体中均有分布，而且以往的研究[14]表明，OGCP
作为 琢-酮戊二酸脱氢酶的一个亚单位，参与细胞

内的能量代谢和三羧酸循环的过程，能从细胞质内

运输还原型谷胱甘肽进入线粒体内，清除线粒体内

源性的氧自由基、增强细胞抗氧化能力[15-18]，因此

我们推测 OGCP 可能是 Parkin 蛋白的互作蛋白，
在帕金森病的发病机制中发挥一定的作用．本研究

中使用免疫荧光和激光共聚焦显微镜结合免疫共沉

淀试验，发现 Parkin蛋白和 OGCP 在 HEK293细
胞中存在共定位，且在用抗 Flag抗体沉淀 Parkin-
Flag融合蛋白的同时能沉淀 OGCP-myc融合蛋白，
用抗 myc抗体沉淀 OGCP-myc融合蛋白的同时能
沉淀 Parkin-Flag蛋白，说明二者之间存在相互作
用，证实了我们的推测．但是 OGCP是否是 Parkin
的一个新的底物蛋白呢？

Parkin 是泛素 - 蛋白酶体通路中一种 E3 酶，
以往研究表明 Parkin能够介导自身泛素化[19]．本研

究体外泛素化实验中，E1/ubiquitin、UbcH7 和纯
化的 Parkin-myc融合蛋白在一定的反应条件下可
以形成高分子质量的泛素化蛋白，其形成的原因主

要是 Parkin介导了自身的泛素化，此外，在免疫
沉淀纯化 Parkin 蛋白时，可能有很少的 Parkin的
底物蛋白一起沉淀，从而一起参与体外泛素化反

应，形成高分子质量的泛素化蛋白．在泛素化过程

中，底物蛋白只有在泛素、E1、E2、E3都存在的
情况下才能完成泛素化反应，但我们在研究中发

现，ubiquitin，E1，UbcH7和纯化的 OGCP-myc融
合蛋白在一定的反应条件下也能形成高分子质量的

泛素化蛋白，其形成的原因可能是当纯化

OGCP-myc 融合蛋白的时候，有部分的内源性
Parkin一起沉淀下来，一起参与体外泛素化反应，
形成高分子质量的泛素化蛋白．另外，从图 4的第
3组实验结果来看，我们用 anti-myc单克隆抗体并
没有检测出高分子质量的蛋白质，说明即使是内源

性的 Parkin介导了 OGCP-myc融合蛋白的泛素化，
其程度也是很低，以致无法检测出．结合图 4中 1
组的结果，可以推断 Parkin 蛋白能在体外介导
OGCP-myc融合蛋白的泛素化．在体内泛素化实验
中，为了抑制蛋白质通过蛋白酶体途径代谢，增加

表达量，我们使用了蛋白酶体抑制剂 Clasto-
lactacystin 茁-lactone 进行干预．图 5 的结果表明：
Parkin蛋白的过度表达显著地促使 OGCP-myc融合
蛋白的泛素化(a组和 b 组比较，c 组和 d组比较)；
Clasto-lactacystin 茁-lactone 能抑制 OGCP-myc 融合
蛋白通过蛋白酶体途径代谢(a组和 c 组比较，b 组
和 d组比较). 本研究体外和体内泛素化实验证实

Fig. 5 Ubiquitination of OGCP in vivo
HEK293 cells stably expressing OGCP-myc were transfected with

pcDNA3.1-ubiquitin (a, d) or cotransfected with pCMV-Parkin (b, d).

48 h after transfection cells were treated with Clasto-lactacystin

茁-lactone(5 滋mol/L) for 1 h(a, b) and 4 h(c, d) respectively. The whole

cell lysates were immunoprecipitated with anti-ubiquitin antibody.

Immunoblotting with anti-myc monoclonal antibody detected the high

molecular mass ubiquitinated proteins besides in lane a, which showed

that Parkin significantly increases OGCP ubiquitination. Whereas the

protein band of HMW ubiquitinated proteins were heavier in lane c and

d than that in lane b, indicated Clasto-lactacystin 茁-lactone could

inhibits OGCP-myc degradation in cells.

Ubiquitin
OGCP-myc

1 h

+ ++ +a b

Parkin-Flag - +

4 h

+ ++ +c d

- +
HMW ubiquitinated proteins

IgG heavy chain

IB:Anti-mycIP:Anti-ubiquitin
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了 Parkin蛋白能介导 OGCP-myc融合蛋白的泛素
化, OGCP- myc 融合蛋白是 Parkin 蛋白的底物蛋
白，表明 OGCP是 Parkin的一个底物蛋白．
总之，我们已明确 OGCP是 Parkin蛋白的一

个新的泛素化底物蛋白，而且证实 Parkin蛋白能
够促进 OGCP的泛素化，进一步研究 Parkin蛋白
与 OGCP相互作用的生物学意义对于明确 Parkin
在 PD发病机制中的作用具有一定的意义．
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The Study of The Interaction Between Parkin and OGCP*
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Abstract Parkin gene is one of the virulence gene in Parkinson’s disease. Being an E3 enzyme of
ubiquitin-proteasome pathway(UPP), Parkin protein mediates many substrate proteins’ubiquitination which has
been closely linked to the pathogenesis of Parkinson’s disease. 2-oxoglutarate carrier protein (OGCP) is a
mitochondrial membrane protein. Immunofluorescence and laser confocal microscope confirmed that in HEK293
cells, there are co-orientation and interaction between Parkin protein and OGCP. And Parkin protein can mediate
the ubiquitination of OGCP though in vitro and in vivo ubiquitination essays. These findings suggest that OGCP
may be one of the ubiquitination substrate proteins of Parkin protein and Parkin protein mediates can promote the
OGCP’s ubiquitination.
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