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摘要： 旨在对猪源泛素样蛋白负调控因子 １ （ＮＵＢ１） 进行鉴定、 表达和细胞定位分析， 并探究 ＮＵＢ１ 对猪轮状病毒 （ＰｏＲＶ） 的复制、 先天性免

疫、 神经前体细胞表达发育调控下调蛋白 ８ （ＮＥＤＤ８） 通路调节的影响。 设计带有 ＫｐｎⅠ和 ＸｈｏⅠ酶切位点的引物并在 Ｃ 端带入Ｈｉｓ 标签， 以猪小

肠上皮细胞 （ＩＰＥＣ－Ｊ２） 的 ｃＤＮＡ 为模板， 扩增 ＮＵＢ１ 基因， 并克隆到 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （ ＋） 载体； 利用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００ 脂质体转染重组质粒到

ＭＡＲＣ１４５ 细胞， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和间接免疫荧光试验检测 ＮＵＢ１ 在 ＭＡＲＣ１４５ 细胞中的表达情况， 共聚焦显微分析技术确定 ＮＵＢ１ 定位情况。 结果：
成功扩增出猪源 ＮＵＢ１ 基因， 并构建 ＮＵＢ１ 真核表达质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （＋） －ＮＵＢ１－Ｈｉｓ； 重组质粒能在 ＭＡＲＣ１４５ 细胞中表达， ＮＵＢ１ 蛋白定位于细

胞核和细胞浆。 综上， 本试验成功构建了可外源表达 ＮＵＢ１ 的真核表达质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （＋） －ＮＵＢ１－Ｈｉｓ， 为后续研究 ＮＵＢ１ 的生物学功能及其对

ＰｏＲＶ 复制的影响奠定了基础。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ＮＵＢ１； ＮＥＤＤ８； ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇ； ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ； ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 泛素样蛋白负调控因子 １ （ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｏｆ
ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ－ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ－１， ＮＵＢ１）， 是由 ６０１ 个氨基酸

残基组成的蛋白， 其分子量为 ６９􀆰 １ ｋＤａ， 在细胞核、
细胞浆和细胞膜中均表达， 主要表达于细胞核［１－２］；
作为神经前体细胞表达发育调控下调蛋白 ８ （ｎｅｕｒａｌ
ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｃｅｌｌ － ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｌｙ ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ
８， ＮＥＤＤ８） 的负调节因子， 它能将 ＮＥＤＤ８ 靶向蛋白

酶体进行蛋白降解［３］。 泛素介导的蛋白质降解越来

越被人们所重视， 泛素－蛋白酶体系统不仅可以清理

多余的蛋白， 也与许多生命活动， 如细胞分裂、 ＤＮＡ
的修复、 转录等方面有着十分重要的联系。 由 ＮＵＢ１
基因编码的蛋白质将 ＮＥＤＤ８ 及其偶联物募集到蛋白

酶体中进行降解， 从而在转录后调节 ＮＥＤＤ８ 偶联系

统。 因此， ＮＵＢ１ 能调控泛素化和类泛素化进程， 在

生物体的许多生命活动中必然也发挥着不可忽视的作

用。 ＮＵＢ１ 是一种干扰素诱导蛋白， 有潜在的抗病毒

作用［４］， 还具有介导癌症中的细胞凋亡和抗增殖作

用［５］。 ＮＵＢ１ 最初作为类泛素蛋白 ＮＥＤＤ８ 相互作用

的蛋白被分离出来［６］。 ＮＵＢ１ 蛋白的 Ｎ－端有类泛素

的结构域 （ ＵＢＬ）， Ｃ －端有 ２ 个泛素相关结构域

（ＵＢＡ） ［７］。 ＮＵＢ１ 的 Ｃ－末端 ＵＢＡ 结构域介导与底物

蛋白的相互作用， 并且促进底物被泛素蛋白酶体降

解［８－９］。 ＮＵＢ１ 可以结合 ＮＥＤＤ８ 并且负调节 ＮＥＤＤ８，
引起底物蛋白发生类泛素化修饰［１０］。 ＮＵＢ１ 可以与

ＮＥＤＤ８ 化蛋白酶体组分相互作用、 影响蛋白酶体的

活性、 调节蛋白质的降解效率和参与蛋白质降解通路

的调控， 泛素依赖性蛋白酶体途径可被某些病毒劫持

以维持病毒基因组扩增［１１］。 ＭＬＮ４９２４ 是一种靶向

ＮＥＤＤ８ 激活酶 Ｅ１ （ＮＡＥ） 的抑制剂， ＭＬＮ４９２４ 抑制

类泛素化可能会阻止病毒基因组扩增［１２］。
本实验室前期研究发现， 猪轮状病毒 （ ｐｏｒｃｉｎｅ

ｒｏｔａｖｉｒｕｓ， ＰｏＲＶ） 可以改变 ＮＵＢ１ 蛋白的表达， 但关

于 ＮＵＢ１ 影响 ＰｏＲＶ 复制及其调控的机制并不清楚。
因此， 本研究旨在构建能够表达 ＮＵＢ１ 的真核表达质

粒， 为进一步研究 ＮＵＢ１ 对 ＰｏＲＶ 复制、 先天性免疫

以及 ＮＥＤＤ８ 通路的影响奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞、 菌株

猪小肠上皮细胞 （ ＩＰＥＣ－Ｊ２）、 非洲绿猴胚胎肾

细胞 （ＭＡＲＣ１４５） 和 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （ ＋） 真核表达载体

质粒由江苏省农业科学院兽医研究所保存。 大肠杆菌

Ｔｒａｎｓ５α 感受态细胞购自 ＴｒａｎｓＧｅｎ 公司。
１􀆰 ２　 主要试剂

胎牛血清购自 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ 公司； 胰酶－
ＥＤＴＡ 消化液购自南京生航生物技术有限公司； ２×
Ｐｈａｎｔａ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 高保真酶和 Ｈｉｓｃｒｉｐｔ® Ⅱ Ｑ ＲＴ Ｓｕ⁃
ｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ 逆转录酶购自南京诺唯赞公司； ＤＮＡ
胶回收试剂盒和质粒小提试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ 公司；
Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购自 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司； ＫｐｎⅠ和 ＸｈｏⅠ限

制性核酸内切酶、 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００ 脂质体转染试

剂盒 购 自 Ｔｈｅｒｍｏ 公 司； 蛋 白 细 胞 裂 解 液 购 自

Ｂｅｙｏｔｉｍｅ 公司； 辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ） 标记羊抗

小鼠和 ＨＲＰ 标记羊抗兔抗体购自 Ａｂｃｌｏｎａｌ 公司； Ｈｉｓ
标签小鼠单克隆抗体、 β － ａｃｔｉｎ 兔多克隆抗体、
ＧＡＰＤＨ 小鼠单克隆抗体、 ＮＵＢ１ 兔多克隆抗体， 均

购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司； ＦＩＴＣ 标记羊抗小鼠 ／兔 ＩｇＧ 购

自 Ｂｏｓｔｅｒ 公司。
１􀆰 ３　 目的基因引物设计

设计 ＮＵＢ１ 的全长引物， ＮＵＢ１－Ｆ （ＫｐｎⅠ） 序

列为： ５′ － ＧＧＧＧＴＡＣＣＡＴＧＧＣＧＣＡＡＡＡＧＡＡＧＴＡＴＣＴＣ⁃
ＣＡＡＧＣＡ－３′； ＮＵＢ１ －Ｒ （ＸｈｏⅠ） 序列为： ５′ －ＧＣ⁃
ＣＴＣＧＡＧＴＴＡＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＡＴＧＧＴＴＴＴＧＣＴＴＴ⁃
ＧＣＴＧＣＴＧＣＣＴＴＧＡＴＧ－３′。 ＫｐｎⅠ和 ＸｈｏⅠ酶切位点分

别以斜体表示， 下游引物添加的 Ｈｉｓ 标签序列以下划

线表示。
１􀆰 ４　 目的基因的克隆

使用 Ｖａｚｙｍｅ 公司的总 ＲＮＡ 小提试剂盒提取

ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞的 ＲＮＡ 后， 通过逆转录反应为 ｃＤＮＡ。
加入 １２􀆰 ５ μＬ ２× Ｐｈａｎｔａ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 高保真酶， ＮＵＢ１
上游引物和下游引物各 １ μＬ， １ μＬ ｃＤＮＡ， 用 ｄｄＨ２Ｏ
补足 ２５ μＬ。 ＰＣＲ 程序为： ９５ ℃ ３ ｍｉｎ； ９５ ℃ ３０ ｓ，
５８ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃ １ ｍｉｎ， 进行 ３５ 个循环； ７２ ℃延伸

１０ ｍｉｎ， ４ ℃ 保存。 １％的琼脂糖凝胶电泳后， 使用

Ｏｍｅｇａ 胶回收纯化试剂盒胶回收目的条带。
１􀆰 ５　 片段与载体的酶切奠定

ＮＵＢ１ 和 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （ ＋ ） 用 Ｋｐｎ Ⅰ 和 Ｘｈｏ Ⅰ
３７ ℃酶切 ６０ ｍｉｎ， 胶回收， Ｔ４ 连接酶连接过夜， 转

化大肠杆菌 Ｔｒａｎｓ５α 感受态细胞， 涂布氨苄抗性的

ＬＢ 培养基培养过夜， 挑单克隆培养， 提取质粒进行

双酶切鉴定， 鉴定大小正确的质粒送公司进行测序

验证。
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１􀆰 ６　 质粒转染

显微镜观察 ２４ 孔细胞板中的 ＭＡＲＣ１４５ 细胞生

长至 ７０％ ～ ８０％ 时， 降低血清浓度到 ４％， 添加

ＤＭＥＭ 补齐 ５００ μＬ。 按 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００ 脂质体转

染试剂盒说明， １ μｇ ／孔质粒配制 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （＋） 和

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （ ＋） － ＮＵＢ１ － Ｈｉｓ 转 染 复 合 物。 吸 取

５０ μＬ 转染复合物逐滴均匀加入 ＭＡＲＣ１４５ 细胞中。
１􀆰 ７　 间接免疫荧光试验 （ＩＦＡ）

转染 ＭＡＲＣ１４５ 细胞培养 ２４ ｈ 后， ＰＢＳ 润洗细胞

３ 次， 加入预冷的无水乙醇 ３００ μＬ ／孔于－２０ ℃固定

细胞 １ ｈ。 吸弃无水乙醇， 用 ＰＢＳ 润洗细胞 ３ 次后，
在 ３７ ℃作用 ２００ μＬ ／孔的 Ｈｉｓ 标签小鼠单克隆抗体

（１ ∶ ４００ 稀释） ２ ｈ， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， ５ ｍｉｎ ／次；
３７ ℃作用 ２００ μＬ ／孔的 ＦＩＴＣ 标记羊抗小鼠 （１ ∶ ４００
稀释） １ ｈ， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 荧光显微镜观察。
１􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

转染 ＭＡＲＣ１４５ 细胞培养 ２４ ｈ 后， ＰＢＳ 润洗细胞

３ 次， 每孔加入 １５０ μＬ 细胞裂解液， 在冰上裂解

１０ ｍｉｎ， 加入离心管中离心取上清液。 取 ３８ μＬ ５×
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 加入上清液中， 涡旋混匀

后， 放置于 １００ ℃的金属浴中煮蛋白 １０ ｍｉｎ。
根据蛋白分子量的大小选择 １０％的分离胶进行

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ。 使用半干转印仪， 转膜 １５ ｍｉｎ， 将蛋白

转印到 ＮＣ 膜上。 将 ＮＣ 膜放入含有 ５％脱脂奶的 ＰＢＳ
中， 放置于摇床上 ４０ ｒ ／ ｍｉｎ 室温封闭 ２ ｈ 或 ４ ℃冰箱

封闭过夜。 加入 ＰＢＳＴ 置于摇床上 ７０ ｒ ／ ｍｉｎ 洗涤 ３
次， １５ ｍｉｎ ／次。 分别以 １ ∶ ５ ０００ 稀释的 Ｈｉｓ 标签鼠

单克隆抗体和 １ ∶ ２ ０００ 稀释 ＮＵＢ１ 兔多克隆抗体，
室温摇床 ４０ ｒ ／ ｍｉｎ 孵育 ２ ｈ。 ＰＢＳＴ 洗涤 ４ 次， １５
ｍｉｎ ／次。 ＰＢＳＴ 洗涤后加入对应的 １ ∶ １０ ０００ 稀释的

ＨＲＰ 标记羊抗小鼠或 ＨＲＰ 标记羊抗兔二抗， 摇床上

４０ ｒ ／ ｍｉｎ 室温孵育 １ ｈ， ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次， １５ ｍｉｎ ／次。
配制 ＥＣＬ 发光液， 均匀涂抹于 ＮＣ 膜上， 通过化学发

光成像仪器进行成像分析。
１􀆰 ９　 激光共聚焦试验

将无菌的细胞爬片放入细胞板内， ＭＡＲＣ１４５ 细

胞传代， 在 ３７ ℃， ５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中培养 １７ ～
２０ ｈ， 待细胞密度为 ７０％ ～ ８０％时进行转染。 转染

２４ ｈ 后， ＰＢＳ 润洗细胞 ３ 次， 吸弃液体； 加入冰的无

水乙醇， 置于－２０ ℃固定细胞 １ ｈ。 ＰＢＳ 润洗细胞 ３
次， 吸弃液体。 按 ２００ μＬ ／孔加入 Ｈｉｓ 单抗或 ＮＵＢ１
免多抗 （１ ∶ ４００ 稀释） 在 ３７ ℃温箱作用 ２ ｈ， ＰＢＳ
洗涤 ３ 次， ５ ｍｉｎ ／次； 按 ２００ μＬ ／孔加入 ＦＩＴＣ 标记羊

抗小鼠 ／兔 ＩｇＧ （１ ∶ ４００ 稀释） ３７ ℃ 温箱作用 １ ｈ，

ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， ５ ｍｉｎ ／次， ３７ ℃温箱作用 ２００ μＬ ／孔
的 ＤＡＰＩ （１ ∶ １ ０００ 稀释） ５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， ５
ｍｉｎ ／次。 最后取一洁净载玻片滴加米粒大小的防猝灭

剂， 将细胞爬片中有细胞附着的一面朝下放置于载玻

片上。 激光共聚焦显微镜扫描观察并拍照。

２　 结果

２􀆰 １　 ＮＵＢ１ 基因的 ＲＴ－ＰＣＲ 扩增

以 ＩＰＥＣ－Ｊ２ 细胞的 ｃＤＮＡ 作为模板， ＰＣＲ 扩增

ＮＵＢ１ 基因如图 １， ＮＵＢ１ 基因片段约为 １ ８４８ ｂｐ， 与

预期大小一致。

Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 阴性对照； ２􀆰 ＮＵＢ１ 基因。

图 １　 ＮＵＢ１ 基因的 ＰＣＲ 扩增

２􀆰 ２　 重组质粒双酶切鉴定

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （＋） －ＮＵＢ１－Ｈｉｓ 使用 ＫｐｎⅠ和 ＸｈｏⅠ
进行双酶切鉴定。 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （ ＋） －ＮＵＢ１－Ｈｉｓ 重组

质粒经过双酶切后， 出现 ２ 个条带。 一条为 １ ８４８ ｂｐ
的目的片段， 另一条为 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （ ＋） 载体片段，
结果显示该重组质粒构建成功， 见图 ２。 将酶切后位

置正确的重组质粒送公司进行测序， 测序结果正确。

Ｍ． ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＫｐｎⅠ和 ＸｈｏⅠ酶切的 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （ ＋） －

ＮＵＢ１－Ｈｉｓ； ２􀆰 未酶切的 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （＋） －ＮＵＢ１－Ｈｉｓ； ３． 阴性对照。

图 ２　 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （＋） －ＮＵＢ１－Ｈｉｓ 真核表达质粒双酶切鉴定
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２􀆰 ３　 细胞表达 ＮＵＢ１ 重组蛋白的 ＩＦＡ 鉴定

将测序鉴定正确的重组质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （ ＋） －
ＮＵＢ１ － Ｈｉｓ 和 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （ ＋） 转染到细胞融合度

７０％～８０％的 ＭＡＲＣ１４５ 细胞 ２４ ｈ 后， 利用 Ｈｉｓ 抗体

进行 ＩＦＡ 鉴定。 空载体转染的 ＭＡＲＣ１４５ 细胞中未出

现绿色荧光， 而 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （ ＋） －ＮＵＢ１－Ｈｉｓ 转染的

ＭＡＲＣ１４５ 细胞有大量特异性绿色荧光， 如图 ３。 结

果证明， 目的基因能在 ＭＡＲＣ１４５ 细胞中外源表达。

Ａ． ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （＋） －ＮＵＢ１－Ｈｉｓ 转染的 ＭＡＲＣ１４５ 细胞； Ｂ． ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （＋） 转染的 ＭＡＲＣ１４５ 细胞。 标尺＝ １００ μｍ。

图 ３　 细胞表达 ＮＵＢ１ 重组蛋白的 ＩＦＡ 鉴定

２􀆰 ４　 重组蛋白的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

将 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （＋） －ＮＵＢ１－Ｈｉｓ 重组质粒和 ｐｃＤ⁃
ＮＡ３􀆰 １ （＋） 对照质粒转染 ＭＡＲＣ１４５ 细胞 ２４ ｈ 后，
收获细胞蛋白， 进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。 ＭＡＲＣ１４５ 细

胞转染重组质粒后， 采用 Ｈｉｓ 标签抗体和 ＮＵＢ１ 抗体

均可在 ７０ ～ １００ ｋＤａ 之间检测到特异的条带， 使用

Ｈｉｓ 标签抗体仅能在转染重组质粒样品中检测到

ＮＵＢ１ 蛋白 （图 ４Ａ）， 使用 ＮＵＢ１ 抗体在转染对照

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （＋） 质粒样品能检测到本底的 ＮＵＢ１ 蛋

白， 在重组质粒转染样品中， ＮＵＢ１ 表达明显高于对

照 （图 ４Ｂ）。 以上结果表明 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （＋） －ＮＵＢ１－
Ｈｉｓ 重组质粒能成功表达 ＮＵＢ１ 蛋白。

Ａ． Ｈｉｓ 标签抗体； Ｂ． ＮＵＢ１ 抗体。

图 ４　 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （＋） －ＮＵＢ１－Ｈｉｓ 重组蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

２􀆰 ５　 激光共聚焦验证蛋白定位

ＭＡＲＣ１４５ 细胞转染质粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （＋） －ＮＵＢ１－
Ｈｉｓ 和 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （＋） 后， 进行 ＩＦＡ 鉴定， 激光共聚

焦显微镜观察拍摄。 如图 ５ 所示， ＮＵＢ１ 抗体和 Ｈｉｓ
标记的 ＮＵＢ１ 都在细胞核和细胞浆中出现特异性的绿

色 荧 光。 使 用 ＮＵＢ１ 抗 体 时， 转 染 重 组 质 粒

ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （ ＋） －ＮＵＢ１ －Ｈｉｓ 的绿色荧光强于对照

（图 ５Ａ）； 使用 Ｈｉｓ 抗体标记 ＮＵＢ１ 时， 转染重组质

粒 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （＋） －ＮＵＢ１－Ｈｉｓ 的出现特异性绿色荧

光， 转染 ｐｃＤＮＡ３􀆰 １ （＋） 未出现特异性的绿色荧光

（图 ５Ｂ）。 上述结果说明， ＮＵＢ１ 定位于细胞核和细

胞浆中。
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Ａ． ＮＵＢ１ 抗体； Ｂ． Ｈｉｓ 标签抗体。 标尺＝ １０ μｍ。

图 ５　 激光共聚焦显微镜观察 ＮＵＢ１ 在 ＭＡＲＣ１４５ 细胞中的定位

３　 讨论

ＮＵＢ１ 是 ＮＥＤＤ８ 表达的强下调因子， 在调节包

括细胞生长等生物学功能中发挥关键作用。 过表达

ＮＵＢ１ 对 Ｕ２ＯＳ 细胞具有明显的生长抑制作用［１３］， 表

明 ＮＵＢ１ 在细胞增殖调控中具有重要作用， 可能通过

影响细胞周期进程或其他生长相关信号通路来实现其

功能。 ＮＵＢ１ 在免疫系统中发挥重要作用， 是干扰素

诱导表达基因， 参与抗病毒和抗细菌的免疫应

答［１４－１５］。 例如， ｈｎＲＮＰＡ２Ｂ１ （一种核内 ＲＮＡ 结合蛋

白） 在细菌感染时能够感知并结合细胞核内的腺嘌

呤， 进而促进 ＩＬ － １β 的产生， 增强抗细菌免疫反

应［１５］。 虽然 ＮＵＢ１ 的具体免疫功能机制尚未完全阐

明， 但其在干扰素信号通路中的作用表明它可能在免

疫应答中扮演重要角色。 ＮＵＢ１ 在人的肝癌［６］、 胃

癌［１６］等癌症调控中的作用被广泛研究， 但在病毒上

的研究还鲜有报道， 更无对猪腹泻病调控的研究报

道。 因此， 本试验成功克隆了猪源 ＮＵＢ１ 基因完整的

ＰｏＲＶ 编码区序列， 长度为 １ ８４８ ｂｐ， 而 ＭＡＲＣ１４５ 细

胞是 ＰｏＲＶ 的易感细胞， 并在 ＭＡＲＣ１４５ 细胞中验证
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重组质粒能够外源性表达。 以上结果为进一步研究

ＮＵＢ１ 对猪腹泻病毒的影响提供了物质基础。
此外， ＮＵＢ１ 蛋白很可能存在一定的蛋白翻译后

修饰， ＮＵＢ１ 通过其 ＵＢＬ 和 ＵＢＡ 结构域， 可能参与

蛋白质泛素化和降解的调控［１４］。 目前发现的与 ＮＵＢ１
有关的类泛素化修饰往往在细胞核中进行， 因此，
ＮＵＢ１ 在细胞核中的分布对泛素化和类泛素化修饰至

关重要［１７］。 ＮＵＢ１ 可通过与 ＲＮＡ 结合蛋白或 ＲＮＡ 降

解复合物相互作用参与细胞核 ＲＮＡ 稳态的调控［１８］，
也可通过与核基质蛋白的相互作用， 参与调控染色质

的组织和基因表达， 从而影响细胞的生理功能［１９］。
由此可见， ＮＵＢ１ 调控 ＲＮＡ、 蛋白质稳态， 参与核机

制调控， 以及影响细胞命运决定等机制皆在细胞核中

发挥重要作用。 本研究发现， ＮＵＢ１ 蛋白主要定位于

细胞核和细胞浆， ＮＵＢ１ 可以从细胞核中向细胞浆发

生移位， 而这种现象可能是抑制蛋白酶体导致，
ＮＵＢ１ 在细胞中定位分布的变化可能是由于发生了蛋

白修饰［２０］， 但具体是何种机制尚不完全清楚。

本实验室前期研究发现， ＰｏＲＶ 可以影响 ＮＵＢ１
的表达， 推测 ＮＵＢ１ 可能参与影响 ＰｏＲＶ 的复制。 作

为 ＮＥＤＤ８ 的负调节因子， ＮＵＢ１ 对 ＰｏＲＶ 的作用以及

ＮＥＤＤ８ 途径在其中的作用还未知。 本文成功克隆并

表达了 ＮＵＢ１ 基因， 进行了细胞定位的鉴定， 为深入

研究 ＮＵＢ１ 生物学功能和影响 ＰｏＲＶ 复制机制及

ＮＥＤＤ８ 通路奠定了基础。
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