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人源核不均一核糖核蛋白E1真核表达载体在神经细胞中的表达 
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文章亮点： 
1 课题组经大量研究提出假设“PCBP1对帕金森病模型可能具有保护作用”，并申请国家自然科学基金的支
持，该篇论著是此项目前期部分工作内容的总结，还有许多后续研究结果会陆续发表，为构建帕金森病的细

胞模型提供了实验依据。在总结相关研究的基础上，目前正在进行相应专利的申请。 
2 本实验成功构建了核不均一核糖核蛋白 E1的真核表达载体，mRNA和蛋白水平上均证实了该质粒可在神
经细胞 SH-SY5Y中正确表达，SH-SY5Y细胞在转染核不均一核糖核蛋白 E1后表现为加速生长，提示该蛋
白对神经细胞的生长发育具有重要的作用。  
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摘要 
背景：人源核不均一核糖核蛋白 E1功能广泛，可参与神经系统骨架蛋白的表达。 
目的：为深入研究其在神经细胞中的作用，构建其真核表达载体，观察其在神经细胞中的表达。  
方法：利用真核表达载体 pcDNATM4/His C，通过亚克隆构建核不均一核糖核蛋白 E1-pcDNATM4/His C重组
质粒，经酶切、测序鉴定，通过转染神经细胞 SH-SY5Y，采用 western-blot，RT-PCR鉴定核不均一核糖核
蛋白 E1重组质粒的表达，并观察转染细胞的生长现象。  
结果与结论：成功构建了核不均一核糖核蛋白 E1 的真核表达载体，mRNA 和蛋白水平上均证实了该质粒可
在神经细胞 SH-SY5Y中正确表达。SH-SY5Y细胞在转染核不均一核糖核蛋白 E1 后表现为加速生长。提示
该蛋白对神经细胞的生长发育具有重要的作用。该载体为进一步研究核不均一核糖核蛋白 E1在神经系统中的
功能提供了前提条件。 
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Abstract 
BACKGROUND: The functions of homo heterogeneous ribonucleoprotein E1 are very wide. It can participate in the 
expression of skeleton proteins in the nervous system. 
OBJECTIVE: To construct the recombinant plasmid of homo heterogeneous ribonucleoprotein E1 and observe its 
expression in nerve cells for further studying the functions of it in neurocytes.  
METHODS: Using pcDNATM4/His C, the homo heterogeneous ribonucleoprotein E1 was subcloned into recombinant 
plasmid E1-pcDNATM4/His C, followed by enzyming and sequencing. After SH-SY5Y cells were transfected with the 
recombinant plasmid, western blot analysis and real time RT-PCR were used to detect the expression of homo 
heterogeneous ribonucleoprotein E1 in SH-SY5Y cells. And the growth of SH-SY5Y cells was observed.  
RESULTS AND CONCLUSION: We successfully constructed the eukaryotic expressed vector of homo 
heterogeneous ribonucleoprotein E1. The recombinant plasmids were verified to express in SH-SY5Y cells correctly 
at mRNA and protein levels. And SH-SY5Y cells generated quickly after homo heterogeneous ribonucleoprotein E1 
was over-expressed. The homo heterogeneous ribonucleoprotein E1 is an important protein in neural development. 
And this vector offers the premise for further studying its function in nervous system.  
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0  引言  Introduction 
核不均一核糖核蛋白E1也可称作poly(Rc)-结合蛋白

1(poly(rC)-binding protein 1，PCBP1)或αP1，是核不均一
核糖核蛋白家族的成员之一

[1-3]
。核不均一核糖核蛋白

(heterogeneous ribonucleoproteins, hnRNPs)家族成员在
RNA代谢、功能、基因表达的转录后调控及前mRNA的加
工和核输出过程中具有重要的功能

[4-5]
。核不均一核糖核蛋

白E1的相对分子质量为38 000-47 000，但在不同组织中
的相对分子质量还与其翻译后的修饰相关。它在哺乳动物

体内的分布与人体内相似，比如鼠的脑组织，胎盘组织，

骨髓，肝脏，心脏，肾脏和肺等
[6]
。在细胞内的分布也随

细胞来源的不同而有一定的差异
[7-8]
。在对成纤维细胞的研

究中发现，核不均一核糖核蛋白E1主要分布于核内及核膜
并与核纤层蛋白laminA/C在核膜上有共定位。但在对神经
组织来源的细胞研究中发现，不论是胎脑组织还是神经组

织来源的细胞系中，核不均一核糖核蛋白E1主要分布于核
膜和细胞浆中，提示该蛋白在不同的组织中，其发挥功能

的侧重点不同。 
在红细胞成熟过程中，核不均一核糖核蛋白E1和核不均

一核糖核蛋白K控制网织红细胞15-酯氧合酶mRNA的稳定
性及其翻译。网织红细胞15-酯氧合酶是红细胞分化的关键
酶，在网织红细胞成熟的最后阶段被激活表达并调控线粒体

的降解
[9]
。网织红细胞15-酯氧合酶 mRNA 3’非翻译区    

(n-translated region，3’UTR)括一重复的CU-富集序列并且
在它的3’- UTR可形成核不均一核糖核蛋白E1/K-分化控制
元件(ifferentiation control element，DICE)合体。该复合体
能够阻止80 S核糖体的形成并使相应mRNA的翻译沉默[10]。

核不均一核糖核蛋白E1等RNA结合蛋白及其相应的转录后
调控在基因表达中有重要的作用

[11]
。 

起初，核不均一核糖核蛋白E1被确定为一种RNA结合蛋
白，有3个KH功能域[12]，KH功能域是该蛋白与RNA CU-富
集区连接的一个结构基础，由65-70个氨基酸残基组成，在
核不均一核糖核蛋白E1中，3个KH的排列方式为：两个KH
域位于N-末端附近并被一个可变长度的中央区把它们与C-
末端的第三KH域分开。体外已确定核不均一核糖核蛋白E1
的第一和第三KH域有poly(rC)结合活性且这种活性能够被磷
酸化作用所抑制

[12]
。核不均一核糖核蛋白E1的KH域是调节

系统的组成成分，该功能域可使核不均一核糖核蛋白E1参与
蛋白与核酸或蛋白与蛋白之间的相互作用并由此而激活细

胞内的一些信号转导事件。一直以来，核不均一核糖核蛋白

E1被描述为某些RNA转录和翻译的调节子[13-16]
，它通过KH

域结合mRNA CU-富集区并且通过KH域参与mRNA的代谢

过程
[17]
。另外，近年发现核不均一核糖核蛋白E(包括E1和E2)

在体内还可作为某些小分子的转运伴侣
[18-20]
。这些环节受到

影响均可能会改变细胞内的稳态环境，引发相应疾病的发  
生

[21-23]
。 
为了探讨核不均一核糖核蛋白E1在神经细胞中的作

用机制，及其在神经系统疾病中的可能作用模式，本实验

首先构建其真核表达载体，并且观察该表达载体在神经来

源的细胞SH-SY5Y中的表达，为进一步研究其功能提供条
件。 
 
1  材料和方法  Materials and methods  

  设计：构建核不均一核糖核蛋白E1-pcDNATM4/His C重
组质粒，观察该表达载体在神经细胞中的表达及对神经细胞

生长速度的影响。 
时间及地点：2012年3至5月间在首都医科大学教育部神

经变性病重点实验室完成克隆构建、验证的部分工作；2013
年8至12月间在美国IBR实验室完成神经细胞内表达检测的
部分工作。 
材料： 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

实验方法: 

重组质粒的表达和构建：人源核不均一核糖核蛋白E1 
cDNA的开放阅读框 (ORF)(nt31-1101) (Genebank ID 
460770) 经 克 隆 重 组 形 成 核 不 均 一 核 糖 核 蛋 白
E1-pcDNATM4/His C表达载体。首先，采用PCR扩增核不均
一核糖核蛋白E1目的序列；引物包含限制性的酶切位点

人源核不均一核糖核蛋白E1真核表达载体在神经细胞中的表达所用试剂： 

试剂 来源 

SH-SY5Y细胞 美国标准生物品收藏中心 
（ATCC, CRL-2266） 

含核不均一核糖核蛋白E1序列的重组质粒 本室构建保存 

质粒pcDNATM4/His C、TRIZOL试剂、脂质体
lipofectamineTM 2000 

Invitrogen公司 

PCR 反应试剂及内切酶 TaKaRa公司 

各种细胞培养基 Gibicol公司 

抗体包括羊抗核不均一核糖核蛋白E1，辣根
过氧化物酶连接的猴抗羊，鼠抗β-actin 、HRP
连接的猴抗鼠 

Santa Cruz公司 

FITC标记的鼠抗羊IgG及核染料Hoechst 
33258 

Sigma公司 

BCA分析试剂盒和Super Signal West Pico 
化学发光底物 

Pierce公司 
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EcoRⅠ，便于插入pcDNATM4/His C载体。核不均一核糖
核蛋白E1的ORF用下面的寡核苷酸引物来扩增：TTC 
TAG AAT TCA TGG ATG CCG GTG TGA CTG AAA 
GTG和TTC TAG AAT TCA ACC TAC ACT GTT CTA 
GCT GCA CC。PCR反应混合物包括2.5 μL10×Pfu反应
缓冲液，2.0 μL 10 mmol/L dNTPs，1. 5 μL 25 mmol/L 
Mg2+

，0.5 μL引物(50 mg/L)混合物，2.5 μL模板DNA，
0.25 μL Pfu聚合酶(2.5 U/μL)，加水补足到25 μL。PCR反
应的程序为：95 ℃，4 min；之后行30个循环包括95 ℃    
1 min，52 ℃ 1 min，72  1℃  min；最后72 ℃再延伸5 min。
多聚酶链反应片段产物用 EcoRⅠ消化并连接到
pcDNATM4/His C载体上。阳性克隆通过酶切筛选，琼脂糖
凝胶电泳检测以及测序鉴定。 

SH-SY5Y细胞培养和转染：神经母细胞瘤细胞系
SH-SY5Y细胞用含体积分数15% FBS，1%青/链霉素， 
10 mmol/L HEPES的RPMI 1640培养基37 ℃，体积分数
5% CO2常规培养，隔天换液。转染前1 d，将SH-SY5Y
细胞按(3.5-4.0)×106/瓶接种到T175培养瓶中，在转染时，
细胞密度需达到70%-80%汇片，并将细胞培养上清液更换
为没有抗生素的培养基。取24 μg核不均一核糖核蛋白
E1-pcDNATM4/His C质粒或 pcDNATM4/His C与 5 mL  
opti-MEM混匀，同时将72 μL的脂质体与5 mL opti-MEM
混匀，室温孵育5 min后再分别将两种质粒混匀室温放置
20 min。之后，将混合物加入细胞培养基中，轻轻晃动混
匀。转染8 h后更换全培养基。 
核不均一核糖核蛋白E1在SH-SY5Y细胞内的表达：核

不均一核糖核蛋白E1抗体用来检测该细胞内表达的相应
蛋白，共聚焦显微镜用来检测荧光的分布。首先需将构建

好的重组质粒转染SH-SY5Y细胞。在转染前1 d，将2.5×105

个SH-SY5Y细胞接种到放有灭菌小盖片的六孔培养板中，
转染当天，将细胞培养媒介更换为无抗生素的培养基。按

照前述转染方法取3 μg 重组质粒转染SY5Y细胞，转染48 h
后，将培养细胞上清去掉，用32 g/L多聚甲醛/1×PBS室温
固定15 min，再用1×PBS洗净多余的固定液；然后加入
0.2% Triton X-100/1×PBS 37 ℃，15 min；再用1×PBS和
0.1% Triton X-100/1×PBS 交替洗 2次， 5 min/次；
10%FBS/1×PBS室温封闭45 min；杂交一抗(羊抗核不均
一核糖核蛋白E1，1∶25稀释)4 ℃过夜。第2天回收一抗后
将细胞爬片用上述方法清洗，之后杂交FITC标记的二抗
(1∶50稀释)37 ℃，45 min。同上述方法清洗爬片后加入
2.5 mg/L Hoechst室温5-10 min染核(蓝色)，最后甘油封固
上机检测。 

Western blotting：1∶100稀释的羊抗-核不均一核糖
核蛋白E1及1∶2 000稀释的辣根过氧化物酶连接的二
抗；猴抗鼠用于检测核不均一核糖核蛋白E1蛋白的表达。
48 h后收获相应的细胞，先将培养上清倒掉，再用冷的
PBS洗涤，之后用蛋白裂解液冰浴20 min，15 000× g离

心10 min以去除不溶性物质。Western-blot采用标准的程
序进行。最后按照化学发光底物说明书检测抗体-蛋白复

合物。 
反转录PCR：质粒转染的程序如上所述。转染后

40-48 h，去掉培养基，在培养瓶中加入TRIZOL试剂，
常规提取总RNA。反转录后按特定的引物进行PCR监测
转染相应质粒后hnENP E1的mRNA的水平，所用引物包
括内参18 S上游引物5’-GGA AGG GCA CCA CCA GGA 
GT-3’和下游引物5’-TGC AGC CCC GGA CAT CTA 
AG-3’(300 bp)；核不均一核糖核蛋白E1上、下游引物采
用核不均一核糖核蛋白E1全长ORF扩增来验证(同前)。  

SH-SY5Y细胞的生长趋势检测：设立对照组(空质粒)
和重组质粒转染组 (核不均一核糖核蛋白 E1-pc 
DNATM4/His C)，统一初始细胞浓度1×104

个/孔(六孔培养
板，每组24孔)，每组每天计数3孔细胞数，求平均值/104

作为比较终值。 
主要观察指标：核不均一核糖核蛋白E1重组表达载体

的电泳及测序鉴定结果，神经细胞中表达的图像、蛋白含

量及mRNA含量分析，转染核不均一核糖核蛋白E1表达载
体后神经细胞的生长速度。 

 
2  结果  Results  
2.1  重组质粒核不均一核糖核蛋白E1-pcDNATM4/His C
的构建   重组表达质粒核不均一核糖核蛋白 E1- 
pcDNATM4/His C经EcoRⅠ酶切后通过琼脂糖凝胶电泳及
测序鉴定结果正确，表明核不均一核糖核蛋白E1基因编码
序列及插入酶切位点完全正确，见图1A和1B。图1A第2
泳道为重组质粒的酶切产物，1 070 bp的条带为切出的目
的基因的全长ORF。同时，图1B中的测序结果也表明插
入位点及序列的正确性(箭头所指为插入处)。 
2.2  核不均一核糖核蛋白E1在神经细胞中的表达  用重
组质粒及对照质粒转染SH-SY5Y细胞，对细胞爬片转染
48 h后经同样浓度的一抗及荧光抗体着染后共聚焦显色
可见，重组质粒转染后核不均一核糖核蛋白E1表达显著增
强(图2)。对照及重组质粒转染48 h后提取的细胞蛋白经
Western-blot检测结果见图 3A和 B。图 3C为 3次
Western-blot灰度分析结果，从图中可以明显的看出，在
两组总蛋白量一致的情况下，转染重组质粒核不均一核糖

核蛋白E1-pcDNATM4/His C的SH-SY5Y细胞中的核不均
一核糖核蛋白E1蛋白表达显著增高(P < 0.001)。 
2.3  RT-PCR分析结果   转染核不均一核糖核蛋白
E1-pcDNATM4/His C重组质粒和转染空质粒的SH-SY5Y
细胞48 h后用RT-PCR分析检测核不均一核糖核蛋白E1 
的水平(图4A)。在取3次反转录产物通过PCR电泳条带灰
度分析(图4B)比较后为同样结论：重组质粒核不均一核糖
核蛋白E1-pcDNATM4/His C转染组中核不均一核糖核蛋
白E1的mRNA含量远高于对照质粒转染组(P < 0.001)。 
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2.4  SH-SY5Y细胞转染核不均一核糖核蛋白E1后的生长
现象  如图5所示，将核不均一核糖核蛋白E1重组质粒转
染入SH-SY5Y细胞中时，发现细胞加速生长，常规铺板   
1×104

个SH-SY5Y细胞/孔后(图5A1， B1)，到第6天会发
现细胞汇片达到95%以上(图5A2)，计数细胞均值为铺板时
的6.06倍，而转染了核不均一核糖核蛋白E1重组质粒的
SH-SY5Y细胞在第3天就达到了铺板时的6.8倍(图5B2)。
实验组和对照组细胞生长情况图6。   

3  讨论  Discussion 
基因的真核表达载体是研究相应基因在真核细胞中功

能的良好分子工具。Poly(C)-结合蛋白是细胞内一组多功能
蛋白，而且目前仍在不断发现其新的角色

[3，14，24]
。目前认为，

核不均一核糖核蛋白E1不仅可与RNA结合，还可与DNA结
合并参与某些基因表达的各个水平的调控，包括DNA复制、
转录、前mRNAs加工，mRNAs运输及其稳定性和翻译控
制，在细胞内具有桥梁分子的角色

[25]
。也就是说，某种程 
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图 1  琼脂糖凝胶电泳和测序分析重组表达质粒核不均一核糖核蛋白 E1-pcDNATM4/His C 
Figure 1  Agarose gel electrophoresis and sequencing assays of the recombination plasmid E1-pcDNATM4/His C 
图注：1：Marker；2：重组质粒酶切产物；3：核不均一核糖核蛋白 E1-pcDNATM4/His C。图 A为用琼脂糖凝胶电泳鉴定阳性重组质粒；B为
阳性重组质粒的测序结果，可见有阳性片段插入质粒的相应位点。 

图 2  免疫荧光共聚焦显微镜分析核不均一核糖核蛋白 E1在 SH-SY5Y细胞中的表达。 
Figure 2  Expression of homo heterogeneous nuclear ribonucleoprotein E1 in SH-SY5Y cells as detected by immunofluorescence staining 
and confocal microscopy 
图注：图中 A为对照质粒转染 SH-SY5Y细胞后核不均一核糖核蛋白 E1的表达；B为与图 A对应的细胞核着色；C为重组质粒转染 SH-SY5Y
细胞后核不均一核糖核蛋白 E1的表达(同样的激发光强)；D为与图 C对应的细胞核着色。可见转染重组质粒 SH-SY5Y细胞中的核不均一核糖
核蛋白 E1表达明显增高。 

图 3  Western blot分析核不均一核糖核蛋白 E1在 SH-SY5Y细胞中的表达 
Figure 3  Expression of homo heterogeneous nuclear ribonucleoprotein E1 in SH-SY5Y cells as detected by western blot assay 
图注：1：对照组；2：核不均一核糖核蛋白 E1。图中 A为核不均一核糖核蛋白 E1的蛋白表达条带；B为内参蛋白表达条带；C为 3次 Western-blot
灰度分析相对量。从蛋白表达的水平再次可见转染重组质粒的 SH-SY5Y细胞中的核不均一核糖核蛋白 E1表达显著增高。 
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度上核不均一核糖核蛋白E1可通过参与不同的蛋白- RNA
复合体来完成不同的功能。神经系统中，PCBPs 同样具

有不可忽视的作用。 
目前已知神经纤维的发育有核不均一核糖核蛋白E1的

参与，当脊椎动物的轴突发育成熟时，神经丝-M(NF-M)表
达增加，一定程度上归因于NF-M mRNA的稳定，这是由于

不均一核糖核蛋白E1结合NF-M mRNA 的3’-UTR区并对其

进行转录后调控的结果。经亲和纯化及质谱分析确定是核不

均一核糖核蛋白E1参与形成了蛋白-RNA复合体，识别并结

合到NF-M mRNA 3’-UTRs 的CU-富含区，伴随轴突的成

熟，稳定了mRNA并增加了胞浆NF-M的水平[26]。另外，核

不均一核糖核蛋白E1参与神经细胞内mRNA 的运输，如运

输A2RE RNA到少突胶质细胞的髓鞘以及神经元的树突中
时，核不均一核糖核蛋白E1可与核不均一核糖核蛋白A2绑
定在一起被招募到A2RE RNA上。但这里核不均一核糖核蛋
白E1的存在起到了在颗粒运输中抑制A2RE mRNA翻译的
作用[27]。那么，究竟核不均一核糖核蛋白E1在神经细胞中
如何分布，当其表达增强后，对神经细胞会发生什么样的作

用，作者设计了一系列的试验来观察。这部分则是成功构建

了核不均一核糖核蛋白E1的真核表达载体，并通过荧光抗
体染色观察到了核不均一核糖核蛋白E1主要表达在
SH-SY5Y细胞的胞浆中、核膜上。少量表达在细胞核内。
表明该蛋白存在的范围比较广泛。 
有研究认为KH域类蛋白(核不均一核糖核蛋白E1/E2和

核不均一核糖核蛋白K)参与神经元细胞骨架成分的组成，及
神经发育过程中参与多种成分的运输，多种异常的调控可使

NFs (NF-L，NF-M，NF-H)产生有害的聚集，参与神经系统

图 4  反转录 PCR分析检测核不均一核糖核蛋白 E1 mRNA水平 
Figure 4  Homo heterogeneous nuclear ribonucleoprotein E1 mRNA levels identified by RT-PCR 
图注：1：Marker；2：空质粒组；3；核不均一核糖核蛋白 E1重组质粒组。图中 A为反转录-PCR 扩增后，琼脂糖凝胶电泳观察两组核不均一
核糖核蛋白 E1 mRNA表达水平；B为两组 mRNA表达水平的灰度统计相对量。从 mRNA水平再次可见转染重组质粒的 SH-SY5Y细胞中的核
不均一核糖核蛋白 E1表达显著增高。 

7 

6 

5 

4 

3 

2 

1 

0 

 

1     2    3 

1 000 bp 
800 bp
500 bp
200 bp 18S 

核不均一核糖核蛋白 E1 
 

空质粒组     核不均一核糖核蛋白 E1重组质粒组 

B 

m
R

N
A

表
达
水
平
相
对
值

 

A 

图 5  核不均一核糖核蛋白 E1转染后促进细胞生长现象 
Figure 5  The growth of SH-SY5Y cells transfected with homo heterogeneous nuclear ribonucleoprotein E1 
图注：图中 A为对照组细胞生长状况；图 B 转染重组质粒组细胞生长状况。 
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图 6  转染了核不均一核糖核蛋白 E1重组质粒的实验组和对照组细
胞生长情况 
Figure 6  The growth of SH-SY5Y cells transfected with homo 
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein E1 in two groups 
图注：可见在同样初始密度的情况下，实验组用较少的时间(3 d)可达
到与对照组花较长时间的细胞生长密度。 
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疾病的发生
[24]
。在观察转染了核不均一核糖核蛋白E1重组

质粒的SH-SY5Y细胞时，发现细胞生长成倍加速，转染空
质粒的细胞需要第6天才能达到的细胞数量，而过表达核不
均一核糖核蛋白E1的细胞3 d就超过了这样的水平，究竟在
细胞内发生了什么事件，会有什么样的基因调控网络的变

化，作者会继续深入研究。 
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