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慢病毒介导稳定敲低 Ｓｍｕｒｆ１ 细胞株的构建及
对细胞迁移的影响

韦荣飞，郭　 静，李梦媛，朱瑞敏，杨星九，高　 苒

（中国医学科学院医学实验动物研究所，北京协和医学院比较医学中心，北京　 １０００２１）

　 　 【摘要】 　 目的　 构建慢病毒介导稳定敲低 Ｓｍｕｒｆ１ 的 ＨｅＬａ 和 Ａ５４９ 细胞株并检测敲低 Ｓｍｕｒｆ１ 细胞迁移的影

响。 方法　 将包装好的 Ｓｍｕｒｆ１ 敲低慢病毒感染 ＨｅＬａ 和 Ａ５４９ 细胞，７ ｄ 后进行嘌呤霉素抗性筛选阳性细胞，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ｑＰＣＲ 检测敲低效果，并进行 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测 Ｓｍｕｒｆ１ 敲低对细胞迁移的影响。 结果　 利用干扰慢病

毒系统成功构建稳定敲低 Ｓｍｕｒｆ１ 的 ＨｅＬａ 和 Ａ５４９ 细胞株，稳定敲低 Ｓｍｕｒｆ１ 抑制细胞的迁移速率。 结论 　 敲低

Ｓｍｕｒｆ１ 抑制细胞迁移。
【关键词】 　 Ｓｍｕｒｆ１；慢病毒；ＲＮＡ 干扰；细胞迁移
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒｓ ｆｏｒ Ｓｍｕｒｆ１ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
Ｓｍｕｒｆ１ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｏｎ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 ＨｅＬａ ａｎｄ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒｓ ｆｏｒ
Ｓｍｕｒｆ１ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ａｆｔｅｒ ７ ｄａｙｓ， ｔｈｅ ｓｔａｂｌｅ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｗｉｔｈ Ｓｍｕｒｆ１ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ａｆｔｅｒ ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ⁃
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ， ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｅｘｐａｎｓｉｏｎ． Ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｓｍｕｒｆ１ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＰＣＲ
ａｎｄ ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓｍｕｒｆ１ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｏｎ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｓｔａｂｌｅ
ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｗｉｔｈ Ｓｍｕｒｆ１ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ａｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ． Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｏｆ Ｓｍｕｒｆ１ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｓｍｕｒｆ１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｓｍｕｒｆ１； ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ； ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ； Ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ

　 　 泛 素⁃蛋 白 酶 体 系 统 （ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅ
ｓｙｓｔｅｍ，ＵＰＳ）是真核细胞内蛋白质降解的主要途径，
其参与众多的生物学过程，在器官的代谢平衡调控

过程中发挥重要的作用。 泛素⁃蛋白酶体途径是泛

素在泛素激活酶（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ａｃｔｉｖｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ，Ｅ１） ［１］、
泛素结合酶（ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ，Ｅ２） ［２］ 和

泛素连接酶（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｌｉｇａｓｅ，Ｅ３） ［３］的酶促级联反应

中对蛋白质进行标记并使其被蛋白酶体所识别、最



终完成降解的过程。 泛素⁃蛋白酶体途径的异常与

多种疾病密切相关，包括恶性肿瘤、神经退行性疾

病及自身免疫性疾病等［４，５］ 。 目前已有超过 ６００
个 Ｅ３ 被 发 现， 这 些 Ｅ３ 主 要 分 为 ＲＩＮＧ （ ｒｅａｌｌｙ
ｉｎｔｅｒｅｓｔｉｎｇ ｎｅｗ ｇｅｎｅ ） 锌 指 结 构 域 类 和 ＨＥＣＴ
（ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｔｏ Ｅ６ＡＰ Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎｕｓ） 结构域类［３，６，７］ 。
Ｓｍｕｒｆ１ （ ＳＭＡＤ ｕｂｉｑｕｉｔｙｌａｔｉｏｎ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒ⁃１ ） 是

ＨＥＣＴ 类泛素连接酶 Ｎｅｄｄ４ 家族的重要成员［８，９］ 。
Ｓｍｕｒｆ１ 在 ＴＧＦ⁃ｂｅｔａ 信号通路的调控中至关重要，
其主要通过靶向泛素化降解 ＴＧＦ⁃ｂｅｔａ 信号通路中

的多个蛋白来发挥其生物学功能，包括 Ｓｍａｄ１、
Ｓｍａｄ２、Ｓｍａｄ３、Ｓｍａｄ５ 等［１０ － １２］ 。 前期研究报道揭

示，Ｓｍｕｒｆ１ 在众多生物学过程中发挥重要的功能，
包括调控骨稳态［１３，１４］ 、肺动脉高压［１５，１６］ ＿ＥＮＲＥＦ＿
５、神经元轴突生长［１７，１８］ 、细胞极性［１９，２０］ 及肿瘤的

发展［２１］等。 近期，Ｘｉａｏｎｉｎｇ Ｌｉ 等揭示 Ｓｍｕｒｆ１ 通过

靶向降解 ＤＡＢ２ＩＰ 蛋白调控细胞的迁移，ＤＵ１４５ 和

ＭＣＦ７ 细胞中敲低 Ｓｍｕｒｆ１ 后，细胞迁移明显受到

抑制［２２］ 。 为了深入研究 Ｓｍｕｒｆ１ 在细胞迁移及小

鼠肿瘤转移模型中的重要功能，本研究制备干扰

慢病毒介导的 Ｓｍｕｒｆ１ 稳定敲低的 ＨｅＬａ 和 Ａ５４９
细胞株，为进一步研究 Ｓｍｕｒｆ１ 在肿瘤转移调控中

的功能奠定基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 干扰慢病毒和细胞系：Ｓｍｕｒｆ１ 干扰慢病毒

为本实验室设计的 ｓｉＲＮＡ 序列（表 １）提供给上海吉

凯基因公司合成包装；ＨｅＬａ 和 Ａ５４９ 细胞系为本实

验室所冻存。
表 １　 Ｓｍｕｒｆ１ ｓｉＲＮＡ 干扰序列

Ｔａｂ． １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｓｉＲＮＡ ｔａｒｇｅｔｅｄ Ｓｍｕｒｆ１ ｇｅｎｅ
序列编号 ｓｉＲＮＡ 序列

Ｓｍｕｒｆ１⁃１＃ ５’⁃ＧＣＡＵＣＧＡＡＧＵＧＵＣＣＡＧＡＧＡＡＧ⁃３’
Ｓｍｕｒｆ１⁃２＃ ５’⁃ＧＧＧＣＵＣＵＵＣＣＡＧＵＡＵＵＣＵＡＴＴ⁃３’

１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂：胎牛血清、ＤＭＥＭ、胰酶购自美国

Ｇｉｂｃｏ 公司；ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ、结晶紫、ＲＩＰＡ 裂解液购自美

国 Ｓｉｇｍａ 公司； Ｔｒｉｚｏｌ 试剂、反转录试剂盒、蛋白

ｍａｒｋｅｒ 及发光底物购自 Ｔｈｅｒｍｏ 公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验

相关试剂购自 ＢＤ 公司；Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ 购自美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ 公司；Ｓｍｕｒｆ１ 抗体购自 Ａｂｃａｍ 公司；ＧＡＰＤＨ 抗

体购自北京中杉金桥生物技术有限公司。
１􀆰 １􀆰 ３　 ｑＰＣＲ 所用引物序列：ｑＰＣＲ 所使用的引物

见表 ２。

表 ２　 ｑＰＣＲ 所用引物序列
Ｔａｂ． ２　 Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｑＰＣＲ ａｓｓａｙ
基因 引物序列

Ｓｍｕｒｆ１ Ｆ： ５’⁃ＣＴＡＣＣＡＧＣＧＴＴＴＧＧＡＴＣＴＡＴ⁃３’

Ｒ： ５’⁃ＴＧＴＣＴＣＧＧＧＴＣＴＧＴＡＡＡＣＴ⁃３’

Ｇａｐｄｈ Ｆ： ５’⁃ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＧ⁃３’

Ｒ： ５’⁃ＴＧＴＡＧＡＣＣＡＴＧＴＡＧＴＴＧＡＧＧＴＣＡ⁃３’

１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 慢病毒感染 ＨｅＬａ 和 Ａ５４９ 细胞系：ＨｅＬａ 和

Ａ５４９ 细胞以每孔 ８ × １０４ 的细胞量接种于 ６ 孔板

中，１８ ｈ 后，每孔加入 ６ × １０５ 的病毒量，且每孔添加

终浓度为 １０ μｇ ／ ｍＬ 的 Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ，８ ｈ 后更换新鲜

ＤＭＥＭ （１０％ ＦＢＳ，１％ 双抗）培养基。 感染 ３ ～ ６ ｄ
后观察绿色荧光强度，并添加嘌呤霉素进行阳性细

胞筛选 ２ ～ ３ ｄ，随后富集阳性细胞并扩大培养，通过

ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｓｍｕｒｆ１ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白

水平，确定 Ｓｍｕｒｆ１ 干扰慢病毒的敲低效率，得到

Ｓｍｕｒｆ１ 稳定敲低细胞株。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ｑＰＣＲ 检测：收集 Ｓｍｕｒｆ１ 稳定敲低的 ＨｅＬａ
和 Ａ５４９ 细胞株， 利用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取 ＲＮＡ， 根据

Ｔｈｅｒｍｏ 公司反转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ，ｑＰＣＲ 检测

Ｓｍｕｒｆ１ 的 ｍＲＮＡ 水平，反应条件如下：９５℃，１ ｍｉｎ；
９５℃，１５ ｓ，６０℃，３０ ｓ，４０ 个循环；９５℃，１５ ｓ，６０℃，
１ ｍｉｎ，９５℃，１５ ｓ。
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测：收获稳定细胞株，ＲＩＰＡ
细胞裂解液冰上裂解 １０ ｍｉｎ，加入等体积的 ２ ×
ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ，沸水煮 １５ ｍｉｎ，得到蛋白样品。 将制

备好的蛋白样品进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳；１００ ｍＡ
恒流，３ ｈ，将蛋白从凝胶中转移至 ＰＶＤＦ 膜上；ＴＢＳＴ
溶液配制的 ５％ 脱脂奶粉室温封闭 ４５ ｍｉｎ；Ｓｍｕｒｆ１
抗体（１∶ １０００ 稀释）和 ＧＡＰＤＨ 抗体（１∶ ５０００ 稀释）
４℃孵育过夜；ＴＢＳＴ 溶液洗 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ；二抗

室温孵育 １ ｈ；ＴＢＳＴ 溶液洗 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ；ＥＣＬ
显色系统显影检测目的蛋白。
１􀆰 ２􀆰 ４　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测细胞转移：在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 专用

２４ 孔板里（下室）加入 ５００ μＬ 含 １０％ 血清的完全

培养基（下层培养液）；细胞计数后，将一定量的细

胞用 ２００ μＬ 的无血清培养基（上层培养液）重悬，
加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室（上室）中；２４ ｈ 后，吸弃上层培

养基，并用棉签轻轻擦拭除去上层细胞，剪下小室

底膜置于载玻片上（底面朝上放置），ＰＢＳ 洗 １ 次，
甲醇国定，０􀆰 １％的结晶紫染色，观察，拍照。
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２　 结果

２􀆰 １　 稳定干扰细胞株的建立

将携带 Ｓｍｕｒｆ１ 特异性干扰序列的慢病毒颗粒

和对照病毒颗粒感染 ＨｅＬａ 和 Ａ５４９ 细胞，感染 ６ 天

后，镜下观察几乎 ８０％ 的细胞可见绿色荧光，说明

慢病毒颗粒已成功感染细胞（图 １）。 随后，利用嘌

呤霉素筛选阳性细胞，富集细胞继续培养，得到稳

定干扰细胞株。

注：上图（上部分）为对照、ｓｈＳｍｕｒｆ１ １＃和 ２＃慢病毒颗粒感染 ＨｅＬａ 细胞 ３ 天和 ６ 天后细胞的绿色荧光强度观察结果；下图（下部分）为
对照、ｓｈＳｍｕｒｆ１ １＃和 ２＃慢病毒颗粒感染 Ａ５４９ 细胞 ３ 天和 ６ 天后细胞的绿色荧光强度观察结果。

图 １　 干扰慢病毒颗粒感染 ＨｅＬａ 和 Ａ５４９ 细胞

Ｆｉｇ． １　 Ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ ＨｅＬａ （Ａ） ａｎｄ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ （Ｂ） ａｔ ３ ａｎｄ ６ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｓｍｕｒｆ１ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ．

２􀆰 ２　 ｑＰＣＲ 鉴定干扰效果

将上述 ６ 种感染病毒颗粒的细胞分别提取总

ＲＮＡ 后，ｑＰＣＲ 检测 Ｓｍｕｒｆ１ 的 ｍＲＮＡ 水平。 结果如

图 ２ 所示，Ｓｍｕｒｆ１ 的两条特异性干扰序列均能有效

下调 Ｓｍｕｒｆ１ 的 ｍＲＮＡ 水平，约下调 ９０％ 。
２􀆰 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定干扰效果

同样，收集上述 ６ 种感染病毒颗粒的细胞，提取

细胞总蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｓｍｕｒｆ１ 的蛋白水平。
结果如图 ３ 所示，Ｓｍｕｒｆ１ 的两条特异性干扰序列均

能有效下调 Ｓｍｕｒｆ１ 的蛋白水平。
２􀆰 ４　 干扰慢病毒稳定敲低 Ｓｍｕｒｆ１ 抑制细胞的

迁移

通过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测 Ｓｍｕｒｆ１ 敲低后对细胞迁移

的影响。 结果如图 ４ 所示，与对照组相比，干扰慢病

毒稳定敲低 ＨｅＬａ 细胞中的 Ｓｍｕｒｆ１ 后，穿过基底膜
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注：上图分别为对照、ｓｈＳｍｕｒｆ１ １＃和 ２＃稳定干扰 ＨｅＬａ （Ａ）和 Ａ５４９ （Ｂ）细胞株中，Ｓｍｕｒｆ１ ｍＲＮＡ 水平的 ｑＰＣＲ 检测结果。

图 ２　 ｑＰＣＲ 检测细胞株中 Ｓｍｕｒｆ１ 的 ｍＲＮＡ 水平

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ＨｅＬａ （Ａ） ａｎｄ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ （Ｂ） ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｗｉｔｈ ｓｔａｂｌｙ ｓｈＳｍｕｒｆ１ １＃ ａｎｄ
２＃ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｂｙ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｑＰＣＲ．

注：上图分别为对照、ｓｈＳｍｕｒｆ１ １＃和 ２＃稳定干扰 ＨｅＬａ（Ａ）和
Ａ５４９（Ｂ）细胞株中，Ｓｍｕｒｆ１ 蛋白水平的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。

图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞株中 Ｓｍｕｒｆ１ 的 ｍＲＮＡ 水平

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｓｍｕｒｆ１ ｉｎ ｔｈｅ ＨｅＬａ （Ａ） ａｎｄ
Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ （Ｂ） ｓｔａｂｌｙ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｆｏｒ Ｓｍｕｒｆ１

ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ， ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ．

的细胞明显减少 （图 ４Ａ），统计结果显示，敲低

Ｓｍｕｒｆ１ 明显降低细胞的迁移速率（图 ４Ｂ）。
２􀆰 ５　 Ｓｍｕｒｆ１ 已知底物蛋白水平的验证

通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ，检测干扰慢病毒稳定敲低

ＨｅＬａ 细胞中 Ｓｍｕｒｆ１ 已知底物 Ｓｍａｄ１、Ｓｍａｄ５ 和细胞

迁移相关蛋白 ＤＡＢ２ＩＰ 的蛋白水平。 结果如图 ５ 所

示，Ｓｍｕｒｆ１ 敲低后，Ｓｍａｄ１ ／ ５ 和 ＤＡＢ２ＩＰ 的蛋白水平

均明显上调，该结果与前期相关报道一致，说明通

过干扰慢病毒已有效敲低 ＨｅＬａ 细胞中的 Ｓｍｕｒｆ１。

３　 讨论

泛素⁃蛋白酶体途径参与众多的生物学过程，其
异常导致多种疾病的发生，包括神经退行性疾病、
恶性肿瘤及骨质疏松等。 在泛素⁃蛋白酶体系统中

注：上图为 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测对照、ｓｈＳｍｕｒｆ１ ２＃稳定干扰 ＨｅＬａ
细胞迁移，４００ × 显微镜拍照（Ａ）和统计学分析结果（Ｂ）。

图 ４　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测敲低 Ｓｍｕｒｆ１ 对细胞迁移的影响

Ｆｉｇ． ４　 Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ Ｓｍｕｒｆ１ ｌｅａｄｓ ｔｏ ｄｅｆｅｃｔｉｖｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ． Ａ． Ｐｉｃｔｕｒｅｓ ｗｅｒｅ ｔａｋｅｎ
ｆｒｏｍ ａ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｆｉｅｌｄ， ４００ × ； Ｂ． Ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒ

ｃｏｕｎｔｅｄ ｆｒｏｍ ｆｉｖｅ ｒａｎｄｏｍ ｆｉｅｌｄｓ．

最重要的酶为泛素连接酶，它决定底物的特异性，
也是蛋白质降解研究领域的热点。 目前，关于泛素

连接酶 Ｅ３ 与肿瘤的关系，已有较多研究发现很多

ＲＩＮＧ 类 Ｅ３ 为肿瘤抑制因子或致癌因子。 Ｎｅｄｄ４ 家

族与肿瘤的关联研究，相关报道较少，已知报道揭

示了该家族中与 Ｓｍｕｒｆ１ 同源性高达 ８０％ 的成员

Ｓｍｕｒｆ２，与肿瘤发生发展关系密切，证明了 Ｓｍｕｒｆ２
是一个肿瘤抑制因子，并阐释具体作用机制［２３］。 关
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注：上图为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测对照、ｓｈＳｍｕｒｆ１ １＃稳定

干扰 ＨｅＬａ 细胞中 Ｓｍｕｒｆ１ 已知底物的蛋白水平。

图 ５　 Ｓｍｕｒｆ１ 已知底物 Ｓｍａｄ１、Ｓｍａｄ５ 和

ＤＡＢ２ＩＰ 的蛋白水平检测

Ｆｉｇ． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ｋｎｏｗｎ
ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ｏｆ Ｓｍｕｒｆ１ ｉｎ ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｓｔａｂｌｙ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ
ｗｉｔｈ ｖｉｒｕｓ ｆｏｒ Ｓｍｕｒｆ１ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ． Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
Ｓｍａｄ１， Ｓｍａｄ５ ａｎｄ ＤＡＢ２ＩＰ ａｒｅ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ＨｅＬａ ｃｅｌｌｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｈＳｍｕｒｆ１ １＃ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ．

于 Ｎｅｄｄ４ 家族成员与肿瘤的关系，研究揭示，４０％
的前列腺癌和乳腺癌中均能检测到 ＷＷＰ１ ｍＲＮＡ
和蛋白水平的上调［２４，２５］；Ｎｅｄｄ４ 在前列腺癌和膀胱

癌中高表达；Ｓｍｕｒｆ２ 在食管癌中高表达，Ｓｍｕｒｆ１ 在

胰腺癌中有 ｍＲＮＡ 水平的扩增［２６］。 前期部分研究

提示 Ｓｍｕｒｆ１ 能够促进肿瘤的发生发展，然而，其具

体的作用机制尚不明确。 关于 Ｓｍｕｒｆ１ 在调控肿瘤

细胞迁移过程的生物学功能有待深入研究。
在研究肿瘤的发生发展及肿瘤细胞迁移的过

程中，基因沉默是常规的研究手段。 目前，关于基

因沉默的方法有多种，包括传统意义上的 ＲＮＡ 干

扰、带有短发夹 ＲＮＡ （ ｓｈｏｒｔ ｈａｉｒｐａｉｎ ＲＮＡ，ｓｈＲＮＡ）
的质粒或病毒载体介导的 ＲＮＡ 干扰等方法。 慢病

毒载体感染能够同时感染分裂期和非分裂期的细

胞，能够长期表达外源基因，稳定性好，且较安

全［２７］。 本研究针对人源 Ｓｍｕｒｆ１ 设计了 ２ 条干扰序

列，采用的慢病毒载体可以同时表达 ＧＦＰ 和 Ｐｕｒｏ 抗

性，病毒感染 ＨｅＬａ 和 Ａ５４９ 细胞，经荧光显微镜观

察可见 ＧＦＰ 表达，且经嘌呤霉素筛选得到阳性细

胞，ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测揭示 Ｓｍｕｒｆ１ ｍＲＮＡ 和

蛋白水平的明显下调，说明我们已经成功构建干扰

慢病毒介导的 Ｓｍｕｒｆ１ 稳定敲低的 ＨｅＬａ 和 Ａ５４９ 细

胞株。 同时，我们揭示了 Ｓｍｕｒｆ１ 的敲低明显抑制细

胞迁移的速率，提示 Ｓｍｕｒｆ１ 在肿瘤细胞迁移过程中

的重要功能。 通过检测 Ｓｍｕｒｆ１ 已知底物 Ｓｍａｄ１ ／ ５

和细胞迁移相关蛋白 ＤＡＢ２ＩＰ 的蛋白水平，发现

ｓｈＳｍｕｒｆ１ １＃稳定干扰的 ＨｅＬａ 细胞中，Ｓｍａｄ１ ／ ５ 和

ＤＡＢ２ＩＰ 的蛋白水平均明显上调，进一步证实我们

已成功构建干扰慢病毒介导的 Ｓｍｕｒｆ１ 稳定敲低的

ＨｅＬａ 细胞株。
目前，关于 Ｓｍｕｒｆ１ 调控细胞迁移的作用机制有

待进一步深入研究，或者其降解底物有待进一步挖

掘，建立干扰慢病毒介导的 Ｓｍｕｒｆ１ 稳定敲低的

ＨｅＬａ 和 Ａ５４９ 细胞株，能够为进一步的基础研究和

临床应用奠定基础。
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３０２（４）： ６３５ － ６４５．

［ ７ ］ 　 Ｒｏｔｉｎ Ｄ， Ｋｕｍａｒ Ｓ． Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ＨＥＣＴ ｆａｍｉｌｙ ｏｆ
ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｌｉｇａｓｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ Ｒｅｖ． Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， ２００９， １０
（６）： ３９８ － ４０９．

［ ８ ］ 　 Ｃａｏ Ｙ， Ｚｈａｎｇ Ｌ． Ａ Ｓｍｕｒｆ１ ｔａｌｅ： ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ
ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｌｉｇａｓｅ ｉｎ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｎｅｔｗｏｒｋｓ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｌｉｆｅ
Ｓｃｉ， ２０１３， ７０（１３）： ２３０５ － ２３１７．

［ ９ ］ 　 Ｃａｏ Ｙ， Ｚｈａｎｇ Ｌ． Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ ｏｆ ＨＥＣＴ⁃ｔｙｐｅ
ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｌｉｇａｓｅ Ｓｍｕｒｆ１ ［Ｊ］ ． Ｃｕｒｒ Ｐｈａｒｍ Ｄｅｓ， ２０１３， １９（１８）：
３２２６ － ３２３３．

［１０］ 　 Ｃａｏ Ｙ， Ｗａｎｇ Ｃ， Ｚｈａｎｇ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｓｍａｌｌ ｍｏｌｅｃｕｌｅ
ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｎｃｒｅａｓｅ ＢＭＰ⁃２ ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｎｅｓｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ Ｓｍｕｒｆ１⁃
ｍｅｄｉａｔｅｄ Ｓｍａｄ１ ／ ５ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｓｃｉ Ｒｅｐ， ２０１４， ４： ４９６５．

［１１］ 　 Ｓａｎｇａｄａｌａ Ｓ， Ｍｅｔｐａｌｌｙ ＲＰ， Ｒｅｄｄｙ ＢＶ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｂｅｔｗｅｅｎ Ｓｍｕｒｆ１ ＷＷ２ ｄｏｍａｉｎ ａｎｄ ＰＰＸＹ ｍｏｔｉｆｓ ｏｆ Ｓｍａｄ１，
Ｓｍａｄ５， ａｎｄ Ｓｍａｄ６—ｍｏｄｅｌｉｎｇ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉｏｍｏｌ Ｓｔｒｕｃｔ
Ｄｙｎ， ２００７， ２５（１）： １１ － ２３．

［１２］ 　 Ａｌｅｘａｎｄｒｏｖａ ＥＭ， Ｔｈｏｍｓｅｎ ＧＨ． Ｓｍｕｒｆ１ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｎｅｕｒａｌ
ｐａｔｔｅｒｎｉｎｇ ａｎｄ ｆｏｌｄｉｎｇ ｉｎ Ｘｅｎｏｐｕｓ ｅｍｂｒｙｏｓ ｂｙ ａｎｔａｇｏｎｉｚｉｎｇ ｔｈｅ
ＢＭＰ ／ Ｓｍａｄ１ ｐａｔｈｗａｙ ［ Ｊ］ ． Ｄｅｖ Ｂｉｏｌ， ２００６， ２９９ （ ２ ）： ３９８
－ ４１０．

［１３］ 　 Ｙａｍａｓｈｉｔａ Ｍ， Ｙｉｎｇ ＳＸ， Ｚｈａｎｇ ＧＭ， ｅｔ ａｌ． Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｌｉｇａｓｅ
Ｓｍｕｒｆ１ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｂｏｎｅ ｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ ｂｙ
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ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＭＥＫＫ２ ｆｏｒ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ， ２００５， １２１ （１）：
１０１ － １１３．

［１４］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｙ， Ｗａｎｇ Ｃ， Ｃａｏ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｅｎｈａｎｃｅ
ｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｂｙ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＨＥＣＴ ｄｏｍａｉｎ ｏｆ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｌｉｇａｓｅ
Ｓｍｕｒｆ１ ［ Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ， ２０１６． ＤＯＩ： １０􀆰 １８６３２ ／ ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ．
１０６４８． ［Ｅｐｕｂ ａｈｅａｄ ｏｆ ｐｒｉｎｔ］

［１５］ 　 Ｍｕｒａｋａｍｉ Ｋ， Ｍａｔｈｅｗ Ｒ， Ｈｕａｎｇ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｓｍｕｒｆ１ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｌｉｇａｓｅ
ｃａｕｓｅｓ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＭＰ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ａｎｄ ｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎ
ｍｏｎｏｃｒｏｔａｌｉｎｅ ａｎｄ ｈｙｐｏｘｉａ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｉａｌ
ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｅｘｐ Ｂｉｏｌ Ｍｅｄ （Ｍａｙｗｏｏｄ）， ２０１０， ２３５（７）：
８０５ － ８１３．

［１６］ 　 Ｒｏｔｈｍａｎ ＡＭ， Ａｒｎｏｌｄ ＮＤ， Ｐｉｃｋｗｏｒｔｈ ＪＡ， ｅｔ ａｌ． ＭｉｃｒｏＲＮＡ⁃１４０⁃
５ｐ ａｎｄ ＳＭＵＲＦ１ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ａｒｔｅｒｉａｌ ｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｊ
Ｃｌｉｎ Ｉｎｖｅｓｔ， ２０１６， １２６（７）： ２４９５ － ２５０８．

［１７］ 　 Ｋａｎｎａｎ Ｍ， Ｌｅｅ ＳＪ， Ｓｃｈｗｅｄｈｅｌｍ⁃Ｄｏｍｅｙｅｒ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ Ｅ３
ｌｉｇａｓｅ Ｃｄｈ１⁃ａｎａｐｈａｓｅ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘ ｏｐｅｒａｔｅｓ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｏｆ ｔｈｅ
Ｅ３ ｌｉｇａｓｅ Ｓｍｕｒｆ１ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ａｘｏｎ ｇｒｏｗｔｈ ［ Ｊ ］ ．
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ， ２０１２， １３９（１９）： ３６００ － ３６１２．

［１８］ 　 Ｃｈｅｎｇ ＰＬ， Ｌｕ Ｈ， Ｓｈｅｌｌｙ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｅ３ ｌｉｇａｓｅ
Ｓｍｕｒｆ１ ｓｗｉｔｃｈｅｓ ｉｔｓ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｓｕｐｐｏｒｔ ｏｆ ａｘｏｎ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ［Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｎ， ２０１１， ６９（２）： ２３１ － ２４３．

［１９］ 　 Ｏｚｄａｍａｒ Ｂ， Ｂｏｓｅ Ｒ， Ｂａｒｒｉｏｓ⁃Ｒｏｄｉｌｅｓ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｐｏｌａｒｉｔｙ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｐａｒ６ ｂｙ ＴＧＦｂｅｔａ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ
ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ［Ｊ］ ． Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２００５， ３０７（５７１５）： １６０３ － １６０９．

［２０］ 　 Ｌｅｅ ＭＧ， Ｊｅｏｎｇ ＳＩ， Ｋｏ ＫＰ， ｅｔ ａｌ． ＲＡＳＳＦ１Ａ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ａｎｔａｇｏｎｉｚｅｓ
ＲｈｏＡ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｏｆ ａ Ｓｍｕｒｆ１⁃ｍｅｄｉａｔｅｄ

ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｃｏｍｐｌｅｘ ｔｏ ｓｕｐｐｒｅｓｓ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ，
２０１６， ７６（７）： １８４７ － １８５９．

［２１］ 　 Ｘｉｅ Ｐ， Ｚｈａｎｇ Ｍ， Ｈｅ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｃｏｖａｌｅｎｔ ｍｏｄｉｆｉｅｒ Ｎｅｄｄ８ ｉｓ
ｃｒｉｔｉｃａｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｍｕｒｆ１ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｌｉｇａｓｅ ｉｎ
ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０１４， ５： ３７３３．

［２２］ 　 Ｌｉ Ｘ， Ｄａｉ Ｘ， Ｗａｎ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｓｍｕｒｆ１ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＡＢ２ＩＰ
ｃｏｎｔｒｏｌｓ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ， ２０１６􀆰
７（１８）：２６０５７ － ２６０６９

［２３］ 　 Ｂｌａｎｋ Ｍ， Ｔａｎｇ Ｙ， Ｙａｍａｓｈｉｔａ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｔｕｍｏｒ ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ
ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｓｍｕｒｆ２ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ ｃｈｒｏｍａｔｉｎ
ｌａｎｄｓｃａｐｅ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｈｒｏｕｇｈ ＲＮＦ２０ ［ Ｊ ］ ． Ｎａｔｕｒｅ
Ｍｅｄ， ２０１２， １８（２）： ２２７ － ２３４．

［２４］ 　 Ｃｈｅｎ Ｃ， Ｓｕｎ Ｘ， Ｇｕｏ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ Ｅ３ ｌｉｇａｓｅ ＷＷＰ１ ａｓ ａｎ
ｏｎｃｏｇｅｎｉｃ ｆａｃｔｏｒ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ ］ ． Ｏｎｃｏｇｅｎｅ，
２００７， ２６（１６）： ２３８６ － ２３９４．

［２５］ 　 Ｃｈｅｎ Ｃ， Ｚｈｏｕ Ｚ， Ｒｏｓｓ ＪＳ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ＷＷＰ１ ｇｅｎｅ ｉｓ ａ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｔａｒｇｅｔ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｃａｎｃｅｒ，
２００７， １２１（１）： ８０ － ８７．

［２６］ 　 Ｚｈｕ Ｈ， Ｋａｖｓａｋ Ｐ， Ａｂｄｏｌｌａｈ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ａ ＳＭＡＤ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｌｉｇａｓｅ
ｔａｒｇｅｔｓ ｔｈｅ ＢＭＰ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ａｆｆｅｃｔｓ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｐａｔｔｅｒｎ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ
［Ｊ］ ． Ｎａｔｕｒｅ， １９９９， ４００（６７４５）： ６８７ － ６９３．

［２７］ 　 Ｗｈｉｔｅｈｅａｄ ＫＡ， Ｌａｎｇｅｒ Ｒ， Ａｎｄｅｒｓｏｎ ＤＧ． Ｋｎｏｃｋｉｎｇ ｄｏｗｎ
ｂａｒｒｉｅｒｓ： ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｓｉＲＮＡ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｄｒｕｇ Ｄｉｓｃｏｖ，
２００９， ８（２）： １２９ － １３８．

〔修回日期〕２０１６ － １１ － ２６
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