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摘要 Smad泛素调节因子 1(Smad ubiquitination regulatory factor 1，Smurf1)是一种 HECT类的泛素连接酶，它参与许多生命
活动的调节，如神经发育、细胞极性、骨的重塑和肿瘤形成等．虽然目前对 Smurf1的了解较为深入，但在研究过程中并未
对它的两种亚型 Smurf1 L和 Smurf1 S(两者在一级结构上仅相差 26个氨基酸残基)进行详细区分，且偏重于对 Smurf1 S的研
究．因此本文对 Smurf1上述两种亚型的功能(特别是 Smurf1 L)进行了更加深入的探索．利用 RT-PCR、免疫荧光和蛋白质印
迹(Western blot)等实验技术，我们从组织表达、亚细胞定位和对底物的降解能力这三个方面深入研究了 Smurf1 S和 Smurf1 L
的不同之处．实验结果表明：一方面，Smurf1 S的组织分布比 Smurf1 L更加广泛，表达量更高；另一方面，两者的亚细胞
定位也有所不同，Smurf1 L在有丝分裂期定位于纺锤体，而 Smurf1 S则可能主要分布于胞质中．此外，Smurf1 S对底物的降
解比 Smurf1 L更彻底，且前者的降解效应有剂量依赖性．上述成果对今后更为精确地研究 Smurf1的功能具有重要意义．
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众所周知，蛋白质是各种生命活动中必不可少

的一种生物大分子，而且在许多细胞活动中发挥着

关键作用．因此它在体内的活性与丰度都受到严密

的调控，以保证机体的正常运行．例如蛋白质的合

成、运输及降解等一系列变化都处于动态平衡之

中．值得关注的是，与蛋白质合成相比，虽然人们

对蛋白质降解的研究较晚，但对其研究成果却毫不

逊色．蛋白质的降解曾长期被认为是一个自发的过

程，且该过程发生于细胞内含有各种蛋白酶的溶酶

体中．然而，直到泛素化修饰和蛋白酶体被发现之

后，这种单一的认识才得以改变[1]．蛋白质的降解

包括溶酶体降解和蛋白酶体降解这两大途径．我们

所关注的是泛素 -蛋白酶体降解途径，是由以色列
的 Ciechanover 和 Hershko 以及美国的 Irwin Rose
等提出的[2-4]，它表明细胞中蛋白质的降解是一个

特异、主动与耗能的过程．在泛素化修饰的过程

中，一个或多个泛素通过泛素激活酶、泛素结合酶

及泛素连接酶而被循序传递并标记到靶蛋白中特异

的赖氨酸残基上[5-7]．最后，被泛素化的靶蛋白在

蛋白酶体被降解．

在蛋白酶体降解途径中，泛素连接酶(E3)的作
用十分关键．目前已知的 E3可达数百种，它们对
底物的选择具有特异性，主要分为 RING和 HECT
两大类型．而本文所研究的 Smurf1 则是一个
HECT 类的 E3，它属于 Nedd4 家族．大体来说，
Smurf1 的功能十分广泛，它参与调节神经发育、
骨的重塑、免疫反应及肿瘤形成等多种生命活动．

从结构上来看，Smurf1是由 N 端的 1个 C2 结构
域，中间的 2个WW结构域和 Linker区域以及 C
端的 HECT结构域所组成．其中 C2结构域和它的
质膜定位有关，WW结构域参与它跟底物的结合，
而 HECT结构域则是催化合成泛素链的区域．另
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外， Smurf1 还包括两种不同长度的亚型，即
Smurf1 L和 Smurf1 S，其中前者比后者在WW结
构域之间的 Linker区域中多 26个氨基酸残基．然
而，除了上述结构方面区别之外，目前关于

Smurf1 L和 Smurf1 S在其他方面究竟还有何不同
之处仍不十分清楚．为了能够更深入地认识上述两

种亚型的差别，本研究主要从组织表达、亚细胞定

位以及对底物的降解这三个方面揭示了它们的区别

并对其生物学意义进行了初步探讨．

1 材料与方法

1援1 菌株与质粒

Flag-Smurfl-S WT、 Flag-Smurfl-S CA、 Flag-
Smurfl-L WT、Flag-Smurfl-L CA 和 Myc-Smad1 等
质粒均为本实验室提供．大肠杆菌感受态细胞

DH5琢购自天根公司．
1援2 酶与主要生化试剂

Flag 和 Myc 单克隆抗体分别购自 Sigma 和
MBL公司；DL-2000 DNA分子质量标准(marker)、
DL-5000 DNA marker 、 dNTP、 Pyrobest DNA
Polymerase酶、限制性内切酶及 T4 DNA连接酶均
购自 TaKaRa公司；反转录试剂盒购自 Toyobo公
司 ； Lipofectamine2000、 DAPI 核 染 色 试 剂 、
TRIZOL 试剂和 Sytox 均购自 Invitrogen 公司；
FITC标记的羊抗鼠和 PE标记羊抗兔荧光二抗购自
中杉金桥公司；Western blotting显色试剂盒购自
Pierce 公司；胎牛血清、DMEM 及胰酶购自

Hyclone公司．
1援3 主要细胞类型及引物

HEK293T人胚肾 T细胞、MCF7 人乳腺癌细
胞、H1299肺小细胞癌细胞以及 HeLa人宫颈癌细
胞等均为军事医学科学院二所十室保存．cDNA文
库扩增引物：Smurf1上游引物为 5忆 GAACAAAG-
AACAACAGTCCA 3忆，Smurf1下游引物为 5忆 TT-
GTAGATCATAATAACCGA 3忆．
1援4 RT鄄PCR检测
先取出培养好的细胞，然后用 Trizol试剂提取

总 RNA，最后依据反转录试剂盒说明书进行
RT-PCR检测．主要步骤如下：先在 65℃，5 min
的条件下将 RNA热变性后立即置于冰上；接着进
行逆转录反应： 42℃， 20 min； 99℃， 5 min；
4℃，5 min．然后进行 PCR 扩增：94℃，2min；
(98℃，10 s；60℃，2 s；74℃，30 s)伊30 循环；
72℃，5 min；最后将产物经 l%琼脂糖凝胶电泳

后，于紫外灯下观察并拍照记录．

1援5 间接免疫荧光检测

从细胞培养箱中取出培养板，吸弃培养液，用

预冷 PBS洗涤细胞 3次．依次采用 2%和 4%多聚
甲醛分别室温固定 5min，用 PBST洗涤 3次后加
入 0.1%～0.3%Triton-PBS 室温渗透 10 min．再用
PBST 洗涤 3 次，加入 PBST-BSA 于 37℃封闭
45 min．移除封闭液，加入一抗，37℃孵育 1 h．
再用 PBST 洗涤 3 次，每次 5 min，静置即可．
避光操作加入 FITC 或 PE 标记二抗，室温孵育
40 min，避光操作 PBST洗涤 3次，每次 5 min．
最后 DAPI染核，室温下 10 min即可观察结果．
1援6 细胞转染

细胞传代至培养板中，使细胞密度达到约

80%．在无菌 Ep管中先加入适量目的质粒，再加
入 80 滋l无血清培养基，充分混匀．在另一无菌 EP
管中加入适量的 Lipofectamine2000试剂和 80 滋l无
血清培养基，混匀并孵育 5 min．再将上述两种溶
液混合，吹打混匀，孵育 15 min．最后将混匀后的
溶液加入细胞培养板中，放入含 5% CO2的 37℃培
养箱培养 48 h即可．
1援7 Western blot检测
从细胞培养箱中取出培养板收集并裂解细胞，

5 000 r/min离心 5 min后制备蛋白样品．将样品经
12% SDS-PAGE分离后转印到 NC膜上，用 5%脱
脂牛奶封闭 30 min，孵育加一抗 4℃过夜(或常温
下 3 h)后用 TBST洗涤 3次，每次 10 min；室温下
孵育加二抗 40 min，再用 TBST洗涤 3次．最后用
ECL化学发光检测试剂盒检测蛋白质条带并分析
结果．

2 结 果

2援1 抗体的制备与检验

选取 Smurf1 L比 Smurf1 S 多出的 26 个氨基
酸(图 1a)中的 17 个氨基酸(SPSGTIPGGDAAFLY-
EF)作为抗原合成多肽，通过纯化与抗原免疫等步
骤，得到了仅识别 Smurf1 L但不识别 Smurf1 S的
多克隆抗体．为了检测定制的抗体是否可以特异性

识别 Smurf1 L，我们在细胞中分别转染了带 Flag
标签的 Smurf1 L和 Smurf1 S，再用制备的 Smurf1
L抗体和可识别 Smurf1两种亚型的抗体分别进行
检测(图 1b)． 实验结果证明我们制备的多克隆抗
体能够特异性识别 Smurf1 L．
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Fig. 2 The expression of Smurf1 L and Smurf1 S have obvious difference
(a) Smurf1 is detected by PCR from 12 human adult tissues cDNA libraries, the objective gene fragment contains Smurf1 L and Smurf1 S. (b) Smurf1 is

detected by PCR from 9 human fetal tissues cDNA libraries, and the objective gene fragment contains Smurf1 L and Smurf1 S. (c) Smurf1 L and Smurf1

S are detected by RT-PCR from 11 cell lines. All of the above data were confirmed in triplicate.

Fig. 1 Antibody preparation of Smurf1 L
(a) The structure of Smurf1 S and Smurf1 L. (b) HEK293T cells were transfected with a constant amount of Flag-Smurf1 S and Flag-Smurf1 L. After

24 h, Aliquots of total lysates were immunoblotted by anti-Smurf1 L antibody and anti-Smurf1 antibody.

2援2 Smurf1 L和 Smurf1 S在不同组织和细胞中
的表达

首先，我们设计了可以扩增出包含 Smurf1 L
中 26个氨基酸(图 1a)的上下游引物．当组织中含
有 Smurf1 S时，可扩增出 122 bp大小的产物，而
含有 Smurf1 L 时，则可扩增出 200 bp 大小的产
物，经测序确认扩增出的 2个片段分别为 Smurf1 S
和 Smurf1 L 的目的片段．然后利用商品化的
cDNA文库检测了 2种不同 Smurf1在人体不同组
织的表达．结果表明：在成人组织中，一方面，

Smurf1 L在心，脾，脑，肝和肠中的表达量极少，

而 Smurf1 S在上述器官中却呈现高表达，另一方
面，在肾组织中，Smurf1 L 的表达量明显高于
Smurf1 S的表达量．但两者在其他器官中的表达量
无显著性差异(图 2a)．在人胚组织中，Smurf1 L在
肾、脑、肝、肠和卵巢中的表达量极少，而

Smurf1 S在上述器官中亦呈高表达，但在其他器
官中两者的表达量也无明显差异(图 2b)．另外，我
们还在 H1299、HEK293T和 MCF7等多种细胞系
中检测了 Smurf1 两种亚型的表达情况，发现
Smurf1 L的表达量均显著高于 Smurf1 S(图 2c)．
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2援4 Smurf1 S与 Smurf1 L在降解底物方面的差异
为了研究 Smurf1 S与 Smurf1 L对底物的降解

能力，我们先选择了 Smurf1 的经典底物 Smad1，
并在 H1299和 HEK293T两种细胞中分别检测了相
关蛋白表达量的变化．实验结果表明：随着

Smurf1 S表达量的梯度升高，Smad1的蛋白质水平
逐渐下调，但随着 Smurf1 L 表达量的升高，
Smad1的蛋白质水平却呈现出先下降后上升的表现
(图 4a, b)．此外，由于 Smurf1存在自身泛素化降
解的现象，因此我们还利用相关的突变体在

HEK293T细胞中对 Smurf1 L和 Smurf1 S的自身降
解能力进行了检测．结果表明：Smurf1 S对上述两
种亚型的突变体均有降解作用，且呈剂量依赖性；

但 Smurf1 L却对上述突变体均无降解作用(图 4c, d).

3 讨 论

泛素化介导的蛋白质降解在生命活动中具有重

要作用，参与调控绝大部分细胞内的生物学过程．

泛素连接酶 Smurf1是 Nedd4家族的成员之一．由
于它的两种亚型 Smurf1 L 和 Smurf1 S 只相差 26
个氨基酸，因此两者并无明显的分子质量差别．然

而在 Smurf1研究中使用的抗体一般对它们都可识
别，且在研究时使用的外源质粒大都是 Smurf1 S，
故而对 Smurf1 L的研究甚少．随着人们对 Smurf1
的认识越来越深入，我们认为深入研究 Smurf1不
同亚型的差别也是十分重要的．

实验中我们利用商品化的 cDNA 文库得到了
Smurf1 L/S的组织表达谱，结果表明，Smurf1 L/S

2援3 Smurf1 L在有丝分裂期及不同细胞中的定位
在前期工作中，我们发现 Smurf1 L在细胞分

裂期时明显高表达，故利用免疫荧光检测了

Smurf1 L和 Smurf1 S/L在 H1299细胞有丝分裂时
的亚细胞定位．实验结果显示：在有丝分裂的前、

中、后和末期，Smurf1-L分别主要分布于细胞核、
纺锤丝、中体和中心粒上，提示 Smurf1 L在有丝
分裂期主要定位于纺锤体．另外，Smurf1 S/L在有

丝分裂的各个时期均广泛分布于胞浆中 (图 3a)．
此外，我们还在不同细胞系的细胞间期同时检测了

Smurf1 S/L和 Smurf1 L的分布情况，免疫荧光显
示出 Smurf1 S/L 在这几种细胞的胞质和胞核中
普遍分布，但胞核中稍多；而 Smurf1 L 在
HCT116+/+和 SY5Y细胞中主要分布于胞质，但在
H1299细胞的胞质与胞核中均匀分布(图 3b)．

Fig. 3 Smurf1 L located at spindles and is closely related with cell cycle
(a) The subcellular localization of Smurf1 L and Smurfl S/L by IIF, which were expressed in H1299 cells. Cell were in the mitotic phase. Green is

Smurfl L and red is Smurfl S/L. (b) Using IIF to analysis the subcellular localization of Smurfl S/L and Smurfl L, which were expressed in H1299,

HCT116 and SY5Y. Green is Smurfl L and red is Smurfl S/L.
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Fig. 4 The characteristic of Smurf1 S is evidently distinct from Smurf1 L in aspect of degrading substrate
(a) Myc-Smad1 and Flag-Smurf1 S or Flag-Smurf1 L were transfected together into H1299 cells. After 48 h, Aliquots of lysates were immunoblotted by

anti-Flag, anti-Myc and anti-GAPDH. (b) Myc-Smad1 and Flag-Smurfl S or Flag-Smurfl L were transfected together into HEK293T cells. After 48 h,

the lysates were collected to detection by Western blot. (c) Flag-Smurfl L-CA, Flag-Smurfl S-CA and Myc-Smurfl S-WT were transfected together into

HEK293T cells. After 48 h, the lysates were collected to detection by Western blot. (d) Flag-Smurfl L-CA, Flag-Smurfl S-CA and Myc-Smurfl L-WT

were transfected together into HEK293T cells. After 48 h, the lysates were collected to detection by Western blot. All of the above data were confirmed

in triplicate.

的组织表达谱有较大区别：Smurf1 S在多种正常组
织中高表达，而 Smurf1 L表达较低．值得关注的
是：Smurf1 L在MCF7人乳腺癌细胞、H1299肺小
细胞癌细胞、 H1975 非小细胞肺癌细胞株、
HCT116结肠癌细胞、SY5Y人神经母细胞瘤细胞、
HepG2人肝癌细胞和 HeLa人宫颈癌细胞中均高表
达，而 Smurf1 S均低表达，这似乎提示 Smurf1 L
与癌症有着更为密切的关系．目前关于 Smurf1与
肿瘤的研究表明：Smurf1在乳腺癌、胰腺癌、卵
巢癌和前列腺癌等多种癌症中发挥重要调节功能，

其在肿瘤的形成、转移以及侵袭力等方面均具有促

进作用．曾有文献报道：Smurf1能够靶向肿瘤抑
制因子 ING2并介导其泛素化降解[8]．虽然上述涉

及肿瘤方面的研究并未对 Smurf1的不同亚型进行
区分，但结合我们的研究结果不难推测：Smurf1
L/ Smurf1 S的比值越高，发生癌的可能性或许就
越大，反之则可能性越小．然而这只是一种初步的

探讨，仍有待进一步的验证．在亚细胞定位实验

中，我们发现 Smurf1 L在细胞有丝分裂期的蛋白

质表达水平明显高于细胞间期的细胞，并且

Smurf1 L 特异性的定位于纺锤体上．目前已知
Smurf2定位于中心粒上，它对细胞分裂起重要作
用，缺失 Smurf2的细胞在有丝分裂的末期无法分
裂成为两个细胞[9]．既然 Smurf1与 Smurf2高度同
源，那么 Smurf1 L在细胞分裂过程中究竟扮演何
种角色，而这与 Smurf2的作用又有何关系，仍需
进一步的探讨．

Smurf1的 WW结构域能与底物的 PY模序相
结合[10]．有文献报道指出：Smurf1 WW结构域之
间的 Linker 区长度增加可使它与 Smad PY肽段的
结合力降低，且该机制是通过 Smurf1不同亚型之
间的转换来实现的[11]．Smurf1 L/S对底物的降解实
验表明：两者对 Smad1都有降解作用，但 Smurf1
S降解能力更强，并具有剂量依赖性．这可能是
Smurf1 S与 Smad1的相互作用比 Smurf1 L更强所
致．另外，本研究中还存在不足之处．由于前期制

备的只识别 Smurf1 S的抗体杂带太多，无法使用，
故缺少单独的 Smurf1 S亚细胞定位数据．虽然推
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断 Smurf1 L可能与细胞周期相关，却并未做更进
一步的研究．尽管有些许遗憾，但我们的实验依然

揭示了 Smurf1 S和 Smurf1 L在组织表达、亚细胞
定位和底物降解等方面都有较为明显的区别．这对

于以后更深入地研究 Smurf1的功能奠定了良好的
基础．
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Abstract Smad ubiquitination regulatory factor 1 (Smurf1) is an HECT type E3 ligase and regulating a lot of life
activity, such as nervous development, cell polarization, bone remodeling and tumor formation, etc. At present, it is
in-deep that our knowledge about Smurf1, but people did not particularly distinguish its isoform Smurf1 L and
Smurf1 S (the former have 26 amino acid more than the latter) in previous study, and most of related work tend to
Smurf1 S. So this article provided some information about the function of Smurf1 L and Smurf1 S. By means of
RT-PCR, immunofluorescence assay and Western blot, we studied the difference of Smurf1 L and Smurf1 S in
some aspects, including tissue expression, subcellular localization and substrate degradation. The result suggested
that: on the one hand, not only the tissue distribution of Smurf1 S is more widespread than Smurf1 L, but also its
expression level is higher than Smurf1 L; on the other hand, their subcellular localization have also obvious
distinction. Smurf1 L exist at spindles in mitotic phase, but Smurf1 S perhaps exist in cytoplasm. In addition, the
degradation ability to substrate of Smurf1 S is stronger than Smurf1 L, and have dose-dependent. In short, these
achievement have important significance for more precise research to Smurf1.
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