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摘要 人类功能基因 RNF122能够明显抑制细胞生长，导致细胞凋亡．RNF122含有 RING-H2结构域．为了研究 RNF122的
RING结构域和凋亡的相互关系，构建了 RING结构域突变体．MTT和凋亡实验发现，RNF122与细胞存活的密切关系依赖
于其 RING结构域．进一步的实验提示，RNF122能够负向调节 ERK通路，而 RING结构域突变型 RNF122则能够增强 ERK
的磷酸化, 提示 RNF122可能通过 ERK通路调节细胞的存活．总之，RING结构域对于 RNF122发挥功能起至关重要的作用.
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含 RING finger结构域蛋白质最早在 1991年被
发现, 称为 RING 1(really interesting new gene 1) [1],
后来被命名为 RING finger[2]．随后大量的含 RING
finger结构域的蛋白质被发现，其功能各异，但是
普遍被认为介导了蛋白质 -蛋白质相互作用和蛋白
质降解．RING结构域大约为 70个氨基酸大小．
RING finger 结构域的普遍特征是富含半胱氨酸基
序，同锌指(Zinc finger)相似，其共同基序是 Cys-
X2-Cys-X9-39-Cys-X1-3-His-X2-3-Cys / His-X2-Cys-
X4-48-Cys-X2-Cys，其中 X可以为任意氨基酸[3]．

8个半胱氨酸和组氨酸形成了结合 2个锌原子的结
合位点．C3HC4亚类为第 4个氨基酸也为半胱氨
酸，当第 4 个半胱氨酸被组氨酸替代后，即
RING-H2亚类，还有 C4C4亚类，其所有的锌原子
结合相关氨基酸残基均为半胱氨酸．

在人类基因组中有超过 380个基因编码环指状
蛋白质，而在所有真核细胞中已有 1 200个含环指
状结构域基因被发现．但在原核细胞中至今尚未发

现有此类基因的存在，可能也同原核细胞中不存在

泛素化降解这一功能相关．最初 RING结构域的功
能并不明确，虽然已有文献提示 RING结构域可能
同蛋白质 -蛋白质相互作用，并与发育、肿瘤、凋
亡和病毒复制等相关联．1999年含有 RING 结构
域的 c-Cbl功能被阐明，发现 c-Cbl 介导蛋白质 -

蛋白质相互作用，与蛋白质泛素化和 26S蛋白酶体
降解途径有关[4]．随之又发现数种 RING蛋白质的
相似功能[5]．至今大量的 RING finger 蛋白质已经
被证明本身具有泛素连接酶活性或作为 E3的一部
分，并在肿瘤、信号传导、免疫调节、发育等过程

中发挥着重要的作用．

RNF122 是本实验室建立的“报告基因 - 表
型 -荧光染料”筛选模型首次发现的一个影响细胞
存活的基因[6]，过表达 RNF122能够诱导 HEK293T
细胞发生凋亡．进一步实验提示，RNF122广泛地
表达于多种正常组织、肿瘤组织和细胞系，亚细胞

定位研究发现 RNF122定位于内质网和高尔基体[7].
生物信息学分析发现 RNF122含一个典型的 RING
finger 结构域．在 Yu 等 [8]的研究论文中报道，

RNF122在未分化甲状腺癌中表达量升高，提示该
基因与未分化甲状腺癌有关．我们虽首次发现了
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RNF122影响细胞存活的功能，但是 RNF122的真
正生理功能尚未完全明确．深入研究其结构和功

能，有助于了解 RNF122参与凋亡调节的途径和分
子机制，为开发具有我国自主知识产权的基因工程

药物奠定基础，为某些肿瘤治疗奠定一定的理论基

础并提供新的思路．

1 材料和方法

1.1 真核细胞表达质粒 RNF122C92A鄄myc 和
RNF122C95A鄄myc的构建
使用基于 PCR 的定点突变方法构建突变型

RNF122，其突变位点分别位于 RNF122第 92和第
95位氨基酸，为 RING finger结构域的第一和第二
个半胱氨酸．所使用引物分别为 P1: 5忆 CCG CTC
GAG ATG CAC CCA TTC CAG TGG TG，P2: 5忆
CGC GGA TCC GGC ACC AGC TCA TCC AAT
AGA AT，P3: 5忆 AG ACC GCC GCA GTC TGT, P4:
5忆 ACA GAC TGC GGC GGT CT, P5: 5忆 A GTC
GCT CTG GAA GAC TT 和 P6: 5忆 AA GTC TTC
CAG AGC GAC T．方框标记为引入的突变位点．
RNF122C92A-myc 以 RNF122-myc(国家人类基因
组北方研究中心功三实验室克隆构建)为模板，先
用 P1和 P4为引物扩增，再用 P3和 P2为引物扩
增，回收二者产物混合；以此为模板，用 P1和 P2
为引物进行扩增回收纯化，使用 Xho玉和 BamH玉
酶切回收产物和 pcDB载体并纯化，然后用 T4连
接酶连接，连接产物转化大肠杆菌 DH5琢，PCR筛
选阳性克隆，并进行测序验证．RNF122C95A-myc
同上述方法，用引物 P5和 P6替换 P3和 P4．
1.2 细胞培养与瞬时转染

SV40 T 抗 原 转 化 HEK293 所 得 细 胞 系
HEK293T 为 Dr. Tadashi Matsuda 馈赠．HEK293T
细胞培养使用 10% FCS/DMEM(4.5 g/L 葡萄糖，
4 mmol/L L-谷氨酸)置于 37℃、5% CO2孵箱中传

代培养．用 0.25%胰酶+EDTA消化细胞，每 2天
传代一次，维持细胞指数生长．HEK293T细胞在
转染前一天以 1.5伊105个 /ml的密度接种于 6孔细
胞培养板中，用 vigorous转染试剂进行转染，在相
应的时间点收获细胞，进行相应的处理．

1.3 MTT法绘制细胞的生长曲线
按照 1 000个 / 孔的密度接种细胞于 96孔板

中，每种细胞设 6个平行复孔，连续培养 6天．
每 24 h加入 5 mmol/L MTT(Promega 公司，美国)

10 滋l，37℃、5% CO2孵育 4～6 h后，加入细胞裂
解液(Solubilization/Stop solution) 100 滋l，37℃孵育
1 h 后利用 Model 550 Microplate Reader 于 570 nm
测量吸光度值，记录不同组、各时间点结果，并用

Excel软件绘制细胞的生长曲线．
1.4 细胞膜磷脂酰丝氨酸外翻分析

采用 Annexin 吁-FITC凋亡检测试剂盒(宝赛生
物技术有限公司，中国)检测细胞凋亡．目的基因
转染 24 h 后，分别取 5伊105个 HEK293T和 HeLa
细胞，胰酶消化并用 PBS洗 2遍．细胞用 200 滋l
结合缓冲液重悬，加入 Annexin 吁-FITC标记外翻
的磷脂酰丝氨酸(终浓度为 0.5 mg/L)，PI标记细胞
核(终浓度为 1 mg/L)，室温下避光孵育 20 min后
加入 400 滋l结合缓冲液，立即使用 FACS Calibur
流式细胞仪(BD公司，美国)检测．用 FL1通道(激
发波长 488 nm，发射波长 530 nm)检测 Annexin 吁-
FITC荧光信号，用 FL2通道( > 600 nm滤镜)检测
PI荧光信号．AnnexinV-FITC 和 PI双染能将样品
中的坏死和晚期凋亡细胞(Annexin 吁+，PI+)与早
期凋亡细胞(Annexin 吁+，PI-)区分开来．
1.5 细胞总蛋白提取

以下操作均在冰上或 4℃进行，所有液体预先
致冷．收集细胞，用 PBS洗细胞 2次，并转移入
EP管，离心弃尽上清；将细胞重悬于细胞裂解液
(20 mmol/L Tris-HCl、pH 7.4，150 mmol/L NaCl，
1 mmol/L EDTA, 1 mmol/L EGTA, 1% Triton X-100,
蛋白酶抑制剂 Cocktail)，冰浴 30 min；18 000 g离
心 10 min，收集上清，即为细胞总蛋白．用 BCA
protein assay kit(Vigorous 公司，北京)进行蛋白质
含量的测定．

1.6 Western blot检测
取等量提取的细胞蛋白, 进行 12% SDS-PAGE,

再电转(恒压 100V，120 min)至硝酸纤维膜上．用
TBST(TBS+0.1% Tween-20)配制的 5%脱脂奶粉室
温封闭 2 h，再加入一抗，4℃反应过夜．用 TBST
充分洗膜 3～5次，每次 10 min．然后加入相应的
HRP标记的二抗(1∶5 000)，室温避光反应 1 h．
再用 TBST 充分洗膜 3 次，每次 10 min．使用
ECL发光试剂盒，发光后 X-胶片曝光，显影定影
后分析蛋白质条带．抗 EGFR抗体、抗 ERK和磷
酸化 ERK 抗体购自美国 Cell Signaling 公司，抗
茁-actin抗体购自 Sigma公司．表皮生长因子购自
美国 Peprotech公司．
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2.3 RNF122抑制 ERK通路的活化
为了明确 RNF122的作用通路，我们通过免疫

印迹分析实验验证 RNF122 调节的细胞通路．用
pcDB、RNF122、RNF122C92A、RNF122C95A 转
染 HEK293T，转染后 24 h，提取细胞总蛋白进行
Western blot 分析 pERK、ERK 的表达量．如图 4
显示，用抗磷酸化 ERK抗体和抗非磷酸化 ERK抗
体检测，与 pcDB组比较，RNF122组磷酸化 ERK
的水平明显降低，而转染两个突变型 RNF122组则
能够明显提高了 ERK 的磷酸化．以上结果证实，
RNF122有可能抑制 ERK磷酸化参与调控了 ERK
MAPK通路．

Fig. 2 Annexin鄄吁/PI staining analysis using FACS

Fig. 1 Cell growth curve using MTT
: RNF122; : pcDB; : RNF122C92A; :

RNF122C95A.
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Fig. 3 Graphical representation of 2鄄color flow analyses
: Early apoptosis; : Late apoptosis/Necrosis; : Necrosis.
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2 结 果

2.1 细胞生长曲线

转染了突变型 RNF122的细胞中，显微镜下观
察其细胞状态明显好于野生型 RNF122．为了准确
定量观察突变型和野生型 RNF122对细胞存活的影
响，我们使用 MTT 方法检测了突变型及野生型
RNF122对于细胞生长的影响．结果如图 1 所示，
相比空载体对照 pcDB，RNF122明显抑制细胞的
生长，而突变型 RNF122则不再抑制细胞的生长．
2.2 RING finger结构域对 RNF122诱导细胞凋亡
的影响

我们进一步研究了 RING finger 结构域对于
RNF122分子诱导细胞凋亡的影响．在 293T细胞
中，通过流式细胞术分析 PS外翻结果表明，突变

型 RNF122 分子转染后没有诱导细胞凋亡(图 2)，
统计结果如图 3所示．这些功能实验的结果显示
RING finger 结构域对于 RNF122分子在细胞内功
能的发挥起着关键作用．
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2.4 RNF122对 EGF刺激产生信号的影响
用 EGF 刺激 pcDB、RNF122、RNF122C92A、

RNF122C95A转染的 HEK293T细胞，在刺激的不
同时间观察 EGFR表达量的变化，结果如图 5 所
示，表明在 EGF的作用下，突变型 RNF122能够
明显增强 EGF刺激 5 min后 EGFR的量．我们同
时还观察了在 EGF刺激不同时间 ERK磷酸化的情
况．与 pcDB 转染组相比，在突变型 RNF122 转
染的细胞，ERK磷酸化的程度在 EGF刺激时间为
5 min时明显增高．以上结果表明，RNF122的表
达对 EGFR介导的信号可能具有调节作用．

3 讨 论

国家人类基因组北方研究中心功三实验室通过

建立的“报告基因 -表型 - 荧光染料”筛选体系，
对克隆的近 500个人类新基因开放读码框进行细胞
存活相关基因的筛选．通过该方法发现人的新基因

RNF122可以明显抑制细胞生长，导致细胞凋亡[6].

RNA 印迹结果和 RT-PCR 结果表明 RNF122 广
谱表达．激光共聚焦显微镜观察结果显示，人

RNF122定位于高尔基体和内质网上[7]．RNF122含
有 RING-H2 结构域．RING 结构域被认为介导了
蛋白质 -蛋白质相互作用，在体内发挥重要的生理
作用．最近我们的结果也证实 RNF122是一个新的
泛素连接酶，并以 RING finger和蛋白酶体依赖的
方式促进自身的降解[9]．

本研究进一步探讨 RNF122 诱导细胞凋亡与
RING结构域的相互关系．RING结构域的半胱氨
酸对其稳定性非常关键，我们通过定点突变分别将

第 92位和第 95位半胱氨酸突变为丙氨酸，破坏
RNF122的 RING结构域, 构建了 RNF122的 RING
结构域突变体 RNF122C92A 和 RNF122C95A．通
过生长曲线提示突变型 RNF122不再抑制 HEK293T
细胞的生长．进一步使用流式细胞仪检测野生型和

突变型 RNF122诱导细胞凋亡的能力，结果显示
RING 结构域突变型 RNF122 不再诱导 HEK293T
细胞发生凋亡． 该结果提示 RING 结构域对
RNF122诱导 HEK293T细胞发生凋亡具有重要的
作用．

为了明确 RNF122诱导凋亡发生的通路，我们
使用Western blot发现，RNF122能够抑制 ERK的
磷酸化, 而突变型 RNF122则相反，能够增强 ERK
的磷酸化．ERK信号传导通路是目前研究得最为
深入的MAPK通路．ERK信号通路广泛存在，在
不同条件下被多种配体和细胞外界刺激所激活，具

有细胞种类特异性[10]．如在成纤维细胞中，可被血

清、生长因子、细胞因子、某些应激、G蛋白偶联
受体(GPCR)的配体和转化物质等激活．表皮生长
因子(EGF)可以结合表皮生长因子受体(EGFR)，激
活酪氨酸激酶，从而激活 ERK信号通路．我们进
一步使用 EGF处理细胞，发现在 EGF的作用下，
突变型 RNF122的 ERK磷酸化和 EGFR的量明显
增强．这些结果均提示 RNF122 可能通过抑制
ERK的磷酸化从而诱导了细胞的凋亡．一般认为
EGFR信号灭活过程主要有内化与降解两部分，内
化的 EGFR可以转移到内质网、线粒体或细胞核调
控基因表达[11]．我们的结果提示，RNF122作为定
位于内质网和高尔基体的 E3泛素连接酶，可能结
合于内化的 EGFR使其进一步泛素化而降解，并终
止下游信号转导过程，包括 Ras/Raf/MEK/ERK/
MAPK通路，从而通过抑制 ERK磷酸化和活化并
诱导细胞凋亡．但 RNF122的底物以及具体的作用

Fig. 5 ERK phosphorylation and EGFR analysis
under EGF stimulation

1: pcDB; 2: RNF122; 3: RNF122-C92A; 4: RNF122-C95A.

Fig. 4 Western blot analysis of ERK phosphorylation
1: pcDB; 2: RNF122; 3: RNF122-C92A; 4: RNF122-C95A.
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RNF122 Induces Cell Apoptosis Dependent on Its RING Domain*
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Abstract RNF122 is a novel gene which can inhibit cellular growth and induce apoptosis. RNF122 contains a
RING-H2 domain. RING domain mutant was constructed to explore the relationship between RING domain and
apoptosis. MTT and apoptosis experiments revealed that RNF122 closely related to cell viability dependent on its
RING domain. Further exploration implied that RNF122 can negatively regulate ERK pathway, whereas RING
domain mutant RNF122 can enhance the phosphorylation of ERK. It can be concluded that RNF122 may regulate
cellular viability through ERK pathway. In short, RING domain is critical to the function of RNF122.
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分子机制尚有待进一步的研究明确．

总结全文，RNF122的 RING结构域对其诱导
凋亡至关重要．RNF122 负向调节 ERK通路，而
突变型 RNF122则能够增强 ERK磷酸化．我们推
测 RNF122诱导凋亡可能同 ERK通路相关．因此，
RING结构域对于 RNF122发挥功能起到了非常重
要的作用．这将为进一步研究探讨 RNF122的生理
功能奠定了基础．
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