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核糖体蛋白rpS6在核仁中的定位与其磷酸化无关
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摘要      核糖体蛋白S6(rpS6)是核糖体小亚基40S的一个组成成分。在该研究中, 利用免疫荧

光和邻位连接技术证明rpS6不仅是核糖体小亚基的组成成分, 而且还可与核仁中的U3核蛋白复合

体的标志性蛋白Mpp10共定位并且存在相互作用。rpS6蛋白的C端有5个丝氨酸磷酸化位点, 为了

研究rpS6蛋白在核仁中的分布是否与其磷酸化有关, 构建了rpS6蛋白的两个突变体rpS6A和rpS6D
分别与EGFP和HA的融合蛋白。rpS6A是将C端的5个丝氨酸位点全部突变为丙氨酸; rpS6D是将C
端的5个丝氨酸位点全部突变为天冬氨酸。研究表明: rpS6、rpS6A和rpS6D与EGFP和HA的融合蛋

白均可分布在核仁中, 与内源性rpS6蛋白的分布情况一致, 说明rpS6蛋白在核仁中的定位与其磷酸

化无关, 为探索rpS6蛋白在核仁中的功能奠定了良好的基础。
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核糖体蛋白S6(rpS6)由两个位于不同染色体上

的等位基因RPS6A和RPS6B编码[1]。C端有5个高度

保守的丝氨酸磷酸化位点Ser235、Ser236、Ser240、 
Ser244和Ser247[2-4]。在mTOR-S6K-rpS6信号通路中, 
rpS6蛋白C端的丝氨酸磷酸化位点可被其上游激酶

S6K磷酸化。磷酸化rpS6蛋白的功能可能与细胞大

小、糖代谢、蛋白质翻译等有关。一直以来, 研究

结果均表明: rpS6蛋白是核糖体40S小亚基的组成成

分, 位于小亚基的头部。2002年, Dragon等[5]通过质

谱分析的方法提出 rpS6蛋白可能是酵母细胞中U3核
蛋白复合体的组成成分。2004年, Bernstein等[6]则通

过免疫组化的方法证明了在酵母细胞中rpS6蛋白可

与Mpp10蛋白共定位, 提出: rpS6蛋白是U3核蛋白复

合体的组成成分。在真核细胞中, U3核蛋白复合体

位于核仁中, 是18S rRNA加工成熟的场所[7-8]。rpS6
蛋白在U3核蛋白复合体中的功能是否与18S rRNA
加工成熟有关以及rpS6蛋白的入核是否与其磷酸化

有关等均有待研究证实。

本研究的主要目的是为了观察rpS6蛋白是否是

高等真核细胞HEK293中U3核蛋白复合体的组成成

分以及rpS6在核仁中的定位是否与其磷酸化有关。

为此, 我们除了利用邻位连接技术(P-LISA)检测了

rpS6蛋白是否与Mpp10蛋白在核仁中共定位并且

存在相互作用外, 还构建了rpS6蛋白及两个突变体

rpS6A和rpS6D。rpS6A是将rpS6蛋白C端的5个丝氨

酸位点全部突变为丙氨酸, 该蛋白在体内不能被磷

酸化; rpS6D是将rpS6蛋白C端的5个丝氨酸位点全

部突变为天冬氨酸, 该蛋白在体内虽然不能被磷酸

化, 但可行使磷酸化蛋白的功能。将rpS6、rpS6A和 
rpS6D分别与EGFP和HA构建融合蛋白, 转染入高等

真核细胞HEK293中, 利用激光共聚焦和免疫荧光实

验观察rpS6、rpS6A和rpS6D与EGFP和HA的融合蛋

白在核仁中的分布情况。我们推测: rpS6蛋白很可

能是高等真核细胞U3核蛋白复合体的组成成分, 但
是其在核仁中的定位与其磷酸化的关系还有待进一

步研究证实。

1   材料与方法
1.1  材料

兔抗人rpS6单克隆抗体购自Cell Signaling公司; 
鼠抗人Mpp10单克隆抗体购自Abcam公司; Duolink®II
试剂盒购自瑞典Olink Bioscience实验室; 依据NCBI 
(NM_001010.2)公布的 rpS6序列优化合成HA-rpS6基
因, 由金思特科技(南京)有限公司合成; 脂质体Lipo-
fectamine 2000购自Invitrogen公司; anti-HA tag和an-
ti-EGFP tag购自MBL公司; CFTM555驴抗兔IgG(H+L)
为Biotium公司产品; 激光共聚焦显微镜为Carl Zeiss 
LSM 510 Meta产品。
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1.2  免疫荧光双标检测rpS6蛋白和Mpp10蛋白在

HEK293中的分布

HEK293细胞培养于含10%胎牛血清的DMEM/
F12(1:1)培养基中, 实验前将其接种于无菌Nunc 
Lab-TekTM腔室盖玻片中培养。待其生长至对数生

长期时, 取出, 加入预冷的70%乙醇, 冰上固定1 h, 
0.2% Triton X-100(PBS配制)通透5 min, PBS清洗3
次, 每次3 min, Duolink试剂盒即用型封闭液, 37 ºC
封闭30 min, 同时加入1:100稀释的兔抗人rpS6单克

隆抗体和鼠抗人Mpp10单克隆抗体(Duolink试剂盒

中的抗体稀释液稀释)100 µL,  4 ºC湿盒内孵育过夜。

之后PBS清洗3次, 每次10 min, 同时加入1:400稀释

的CFTM555 驴抗兔IgG(H+L)和CFTM488驴抗鼠IgG 
(H+L) 37 ºC避光条件下反应60 min, PBS洗3次, 每次

10 min。0.5 µg/mL DAPI室温反应5 min,  PBS冲洗3
次, 每次3 min, 封片后在激光共聚焦显微镜下观察。

1.3  P-LISA技术检测rpS6蛋白与Mpp10蛋白的相

互作用

操作按照Duolink试剂盒说明书进行: 预冷的70%
乙醇冰上固定细胞后 , 0.2% Triton X-100通透5 min,  
Duolink试剂盒即用型封闭液, 37 ºC封闭30 min, 同
时加入1:100稀释的兔抗人rpS6单克隆抗体和鼠抗人

Mpp10单克隆抗体(Duolink试剂盒中的抗体稀释液稀

释)100 µL, 4 ºC湿盒内孵育过夜。Wash buffer A清洗

3次, 每次2 min, 加入1:5稀释的PLA MINUS和PLA 
PLUS探针(Duolink试剂盒中的抗体稀释液稀释), 预
热的湿盒内37 ºC孵育1 h。Wash buffer A清洗3次, 
每次5 min, 加入含连接酶的连接缓冲液, 37 ºC连接

反应30 min, Wash buffer A温和地清洗2次, 每次2 min, 
最后吸干净Wash buffer A, 加入含聚合酶的扩增缓冲

液, 37 ºC PCR反应扩增100 min。Wash buffer B清洗2次, 
每次10 min, 0.1×Wash buffer B稍浸润, 取出, 0.5 µg/mL 
DAPI室温反应5 min, PBS冲洗3次, 每次3 min, 封片后

在激光共聚焦显微镜下观察。

1.4  rpS6蛋白与Mpp10蛋白免疫共沉淀

按照protein A/G凝胶产品说明书操作, 简言之: 
预冷的裂解液 (50 mmol/L Tris-HCl、150 mmol/L 
NaCl、1% NP-40、0.5% sodium deoxycholate、0.1% 
SDS和protease inhibitor cocktail) 4 ºC缓慢摇动裂解

30 min; 12 000×g、4 ºC离心20 min。取200 μL上清

加2 μL兔抗rpS6单克隆抗体4 ºC孵育过夜, 加100 µL 
protein A/G凝胶, 4 ºC缓慢摇动5 h, 离心, 取沉淀, 裂

解液清洗3次后, 进行Western blot分析。

电泳结束后, 以90 V、80 min的条件将蛋白转

移至硝酸纤维素膜上, 5%脱脂奶粉37 ºC封闭1 h, 加
1:500稀释的鼠抗Mpp10单克隆抗体4 ºC孵育过夜。

0.5% TBST清洗3次, 加1:15 000稀释的山羊抗鼠IgG/
HRP 37 ºC反应1 h。TBST清洗3次, EnlightTM化学发

光试剂显色。

1.5  HA-rpS6及其两个突变体HA-rpS6A和HA-
rpS6D真核表达载体的构建

以合成的HA-rpS6基因为模板, 通过PCR的方法

获得HA-rpS6、HA-rpS6A和HA-rpS6D基因 , BamH I
和Xho I双酶切后克隆入pIRES2-EGFP质粒中, 具体

操作按文献[9]进行。其中HA-rpS6基因的扩增使用

引物HA-S6up和HA-S6down; HA-rpS6A基因的扩增

使用引物HA-S6up和HA-S6Adown; HA-rpS6D基因

的扩增使用引物HA-S6up和HA-S6Ddown。引物序

列如下所示 : HA-S6up: 5’-GCG CTC GAG ACC ATG 
TAC CCC TAT GAC GTG CC-3’; HA-S6down: 5’-GCG 
GGA TCC TCA TTT CTG ACT AGA CTC GGA C-3’; 
HA-S6Adown: 5’-GCG GGA TCC TCA TTT CTG AGC 
AGA CTC GGC CTT GCT GGT TGC GGC TCT CAG 
GGC AGC-3’; HA-S6Ddown: 5’-GCG GGA TCC TCA 
TTT CTG ATC AGA CTC GTC CTT GCT GGT GTC 
GGC TCT CAG ATC GTC-3’。
1.6  rpS6-EGFP及其突变体rpS6A-EGFP和rpS6D-
EGFP真核表达载体的构建

rpS6的扩增以HA-rpS6-pIRES2-EGFP为模板, S6-
EGFPup和S6-EGFPdown为引物 ; rpS6A的扩增以HA-
rpS6A-pIRES2-EGFP为模板, S6-EGFPup和S6A-EGFP-
down为引物; rpS6D的扩增以HA-rpS6D-pIRES2-EGFP
为模板, S6-EGFPup和S6D-EGFPdown为引物。BamH I
和Hind III双酶切后克隆入pcDNA3.1-EGFP质粒中, 按
照常规分子克隆技术操作。引物序列如下所示: S6-
EGFPup: 5’-GCG AAG CTT CCA CCA TGA AGC TGA 
ACA TCT CCT TCC CTG-3’; S6-EGFPdown: 5’-GCG 
GGA TCC TTT CTG ACT AGA CTC GGA CTT G-3’; 
S6A-EGFPdown: 5’-GCG GGA TCC TTT CTG AGC 
AGA CTC GGC CTT G-3’; S6D-EGFPdown: 5’-GCG 
GGA TCC TTT CTG ATC AGA CTC GTC CTT G-3’。
1.7  稳定表达EGFP融合蛋白的细胞系的获得及

鉴定

使用Lipofectamine 2000转染HEK293细胞, 具体
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操作按说明书进行: 使用50 μL opti-MEM低血清培

养基稀释2 μL Lipofectamine 2000, 室温放置5 min后, 
与50 μL opti-MEM低血清培养基稀释的0.8 μg重组

质粒 (分别为 rpS6-EGFP-pcDNA3.1、 rpS6A-EGFP-
pcDNA3.1和 rpS6D-EGFP-pcDNA3.1)混合 , 室温放

置20 min后 , 加入到细胞中。48 h后传代。0.38 g/L 
G418加压筛选 , 待无G418抗性的细胞被杀死后 , 以
有限稀释法进行单克隆。

激光共聚焦观察rpS6、rpS6A和rpS6D与EGFP
的融合蛋白在细胞内的分布。

Western blot鉴定EGFP融合蛋白的表达 : 1 mL
裂解液裂解稳定表达 rpS6-EGFP、 rpS6A-EGFP和 
rpS6D-EGFP蛋白的细胞, 上样30 μL进行15% SDS-
PAGE电泳, 电泳结束后, 以90 V、60 min条件将蛋白

转移至硝酸纤维素膜上, 5%脱脂奶粉37 ºC封闭1 h, 
加1:1 000稀释的兔抗EGFP-tag, 37 ºC反应2 h。TBST
清洗3次, 加1:15 000稀释的山羊抗兔IgG/HRP 37 ºC反
应1 h。TBST清洗3次, EnlightTM化学发光试剂显色。

1.8  稳定表达HA融合蛋白的细胞系的获得及鉴定

按上述方法将HA-rpS6-pIRES2-EGFP、HA-rp-
S6A-pIRES2-EGFP和HA-rpS6D-pIRES2-EGFP质粒

转染入HEK293细胞中, 筛选获得稳定表达HA融合

蛋白的细胞系。Western blot鉴定HA融合蛋白的表达, 
一抗使用1:500稀释的兔抗anti-HA tag, 4 ºC湿盒内反

应过夜, TBST清洗3次, 加1:15 000稀释的山羊抗兔

IgG/HRP 37 ºC反应1 h。TBST清洗3次, EnlightTM化

学发光试剂显色。

免疫荧光技术检测HA融合蛋白在细胞内的定

位: 将稳定表达HA-rpS6、 HA-rpS6A和HA-rpS6D融合

蛋白的细胞接种于多聚赖氨酸处理的玻片上, 待细胞

生长至70%~80%融合时, 甲醇室温固定10 min, PBS冲
洗3次, 每次3 min。0.2% Triton X-100通透5 min。6% 
BSA 37 ºC封闭60 min, 加入1:200稀释的兔抗anti-HA 
tag, 4 ºC湿盒内过夜。PBS洗3次, 每次10 min, 1:400稀
释的CFTM555 驴抗兔IgG(H+L) 37 ºC避光条件下反应

60 min, PBS洗3次, 每次10 min。0.5 µg/mL DAPI 室温

反应5 min,  PBS冲洗3次, 每次3 min, 封片后在激光共

聚焦显微镜下观察。

2   结果
2.1  rpS6蛋白在HEK293细胞核仁中的分布

在本研究中, 我们利用免疫荧光双标实验观察

到: 内源性的rpS6蛋白不仅分布在胞质中(核糖体), 
而且还分布在细胞核中, 在细胞核中能够与核仁中

的第三大核蛋白复合体U3核蛋白复合体的标志性

蛋白Mpp10共定位(图1)。
2.2  P-LISA技术证明rpS6蛋白与Mpp10蛋白的相

互作用

研究结果表明: rpS6蛋白在HEK293细胞中能够

与Mpp10蛋白共定位, 提示rpS6蛋白可能是U3核蛋

白复合体的组成成分。使用P-LISA技术研究rpS6蛋
白在细胞内是否与Mpp10蛋白存在相互作用, 发现: 
rpS6蛋白与Mpp10蛋白在天然状态下存在相互作用, 
代表发生相互作用的荧光斑点产生在核仁中, 分布

情况与rpS6蛋白在核仁中的分布情况一致, 即仅有

少数细胞的核仁中可检测到rpS6蛋白的存在(图2)。

图1　免疫荧光双标实验检测rpS6蛋白在HEK293细胞内的分布

Fig.1　Colocalization of rpS6 and Mpp10 protein in HEK293 cells detected by double immunofluorescence
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免疫共沉淀结果也表明Mpp10蛋白可与rpS6蛋白相

互作用(图3)。
2.3  稳定表达EGFP融合蛋白的细胞系的获得及

EGFP融合蛋白在细胞内的分布

采用分子克隆的方法成功构建了rpS6-EGFP-
pcDNA3.1、rpS6A-EGFP-pcDNA3.1和rpS6D-EGFP-
pcDNA3.1重组质粒 , 并将其转染入HEK293细胞

中 , 获得了稳定表达 rpS6-EGFP、rpS6A-EGFP以及

rpS6D-EGFP蛋白的细胞系。激光共聚焦显微镜观

察发现: 绿色荧光蛋白均匀地分布在每个细胞的胞

质中, 同时在少数细胞的核仁中, 也有很亮的绿色荧

光蛋白存在, 而核质中没有绿色荧光(图4)。Western 
blot分析结果表明: 稳定表达EGFP融合蛋白的细胞

系均可检测到EGFP-tag标签蛋白的存在(图5)。
2.4  稳定表达HA融合蛋白的细胞系的获得及HA
融合蛋白在细胞内的分布

按上述方法成功构建了HA-rpS6-pIRES2-EGFP、
HA-rpS6A-pIRES2-EGFP和HA-rpS6D-pIRES2-EGFP

图2　P-LISA技术检测rpS6蛋白和Mpp10蛋白在细胞核仁内的相互作用

Fig.2　Interaction of rpS6 and Mpp10 in nucleolus detected by proximity ligation in situ assay(P-LISA)

图3　免疫共沉淀技术检测rpS6蛋白和Mpp10蛋白在

HEK293细胞裂解液中的相互作用。

Fig.3　Coimmunoprecipitate of Mpp10 and rpS6 protein 
from native HEK293 cells supernatant

A: 稳定表达rpS6-EGFP蛋白的HEK293细胞系; B: 稳定表达rpS6A-EGFP蛋白的HEK293细胞系; C: 稳定表达rpS6D-EGFP蛋白的HEK293细胞

系。从图中可以看出, rpS6-EGFP、rpS6A-EGFP和rpS6D-EGFP蛋白均可进入细胞核中。

A: the stably transfected HEK293 cell line expressing fusion protein rpS6-EGFP; B: the stably transfected HEK293 cell line expressing fusion protein 
rpS6A-EGFP; C: the stably transfected HEK293 cell line expressing fusion protein rpS6D-EGFP. Noted the characteristic distribution pattern of rpS6-
EGFP, rpS6A-EGFP and rpS6D-EGFP protein in nucleoli, all distributed in nucleoli and dispersed throughout the cytoplasm of each cell. 

图4　稳定表达rpS6-EGFP、rpS6A-EGFP和rpS6D-EGFP蛋白的细胞系
Fig.4　Stably transfected cell lines expressing fusion protein rpS6-EGFP, rpS6A-EGFP and rpS6D-EGFP observed by high 

resolution confocal microscopy
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重组质粒, 并将其转染入HEK293细胞中, 获得了稳定

表达HA-rpS6、HA-rpS6A和HA-rpS6D蛋白的细胞系。

Western blot检测表明: 稳定细胞系的裂解液中均可

检测到HA-tag融合蛋白的表达(图6)。免疫荧光实验

 图5　Western blot检测稳定细胞系中EGFP-tag融合蛋白的表达

Fig.5　Expression of EGFP-tag protein in stably transfected 
cell lines detected by Western blot

分析表明 : HA-rpS6、HA-rpS6A和HA-rpS6D蛋白也

分布在细胞的核仁中, 分布情况与内源性的rpS6蛋白

以及rpS6-EGFP、rpS6A-EGFP和rpS6D-EGFP蛋白一

致(图7)。

图6　Western blot检测稳定细胞系HA融合蛋白的表达

Fig.6　Western blot was used to detect the expression of 
HA-tag protein in stably transfected cell lines

图7　免疫荧光实验检测稳定表达HA-rpS6、HA-rpS6A和HA-rpS6D蛋白的HEK293细胞中HA标签蛋白的分布

 Fig.7　Distribution of HA-rpS6, HA-rpS6A and HA-rpS6D protein in stably transfected HEK293 cell lines detected by double 
immunofluorescence using rabbit anti-HA as primary antibodies
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3   讨论
一直以为, rpS6蛋白是核糖体40S小亚基的组成

成分。近年来, Bernstein等[6]的研究发现rpS6是酵母

细胞中U3核蛋白复合体的一个组成成分, 而U3核蛋

白复合体位于核仁中, 是核仁中的第三大核蛋白复

合体。在本研究中, 我们利用P-LISA技术和免疫荧

光双标等实验证明了, 在高等真核细胞中rpS6蛋白

不仅分布在细胞核中, 而且可与U3核蛋白复合体的

标志性蛋白Mpp10共定位并且存在相互作用。相比

其它蛋白质相互作用检测技术而言, P-LISA技术将

对蛋白质的检测转变为对DNA的检测, 不仅提高了

灵敏度, 而且可在天然状态下对蛋白质间的相互作

用进行原位检测, 减少了非特异性, 每一个蛋白质相

互作用事件即可在原位生成一个荧光斑点, 结果观

察更加直观方便[10-11]。在高等真核细胞中, U3核蛋

白复合体的功能主要是负责将18S rRNA的前体加

工成为成熟的18S rRNA[7-8]。作为核糖体40S小亚基

的组成成分, 以前的研究结果认为: rpS6蛋白的功能

主要与mRNA的起始翻译、糖代谢、细胞大小等有

关。在本研究中, 我们发现rpS6蛋白能够进入高等

细胞的细胞核中, 并且与U3核蛋白复合体的标志性

蛋白Mpp10共定位及相互作用, 我们推测rpS6蛋白

的功能可能也与18S前体rRNA的加工成熟有关。

在细胞中存在着以调节细胞生长为主的mTOR-
S6K-rpS6信号通路, mTOR分子在氨基酸等生长因子

的刺激下, 可使S6K激酶磷酸化, 而磷酸化的S6K激

酶又可使rpS6蛋白磷酸化。因此, 在细胞中, rpS6蛋
白是以磷酸化和非磷酸化两种形式存在的。定位于

U3核蛋白复合体的rpS6蛋白是否是其磷酸化形式以

及其在U3核蛋白复合体中的功能是否与其磷酸化有

关等均有待证明。因此, 我们构建了rpS6蛋白的两个

突变体rpS6A和rpS6D。rpS6A是将rpS6蛋白C端的5
个丝氨酸磷酸化位点全部突变为丙氨酸, 该蛋白在

细胞内将不能被磷酸化, rpS6D是将rpS6蛋白C端的

5个丝氨酸磷酸化位点全部突变为天冬氨酸, 该蛋白

在细胞内虽然不能被磷酸化, 但可模拟磷酸化rpS6蛋
白的功能, 研究结果表明: rpS6A和rpS6D蛋白均可进

入细胞核中, 说明rpS6蛋白进入细胞核, 并且定位于

U3核蛋白复合体与其磷酸化无关。在真核细胞中, 能
够进入细胞核的蛋白质一般具有核定位信号(nuclear 
localization signal or sequence, NLS), 经典的核定位信

号包括两种: 一种是在SV40大T抗原中发现的PKK-

KRKV序列; 另一种则是KR[PAATKKAGQA]KKKK
序列。这两种核定位信号都可被importin α分子识

别, importin α自身又包含一个KR[PAATKKAGQA]
KKKK序列, 可被importin β识别。Importin β位于核孔

复合物的胞质面, 结合了底物的importin β在GTPase 
Ran和p10的参与下将底物转运入细胞核。研究表明

核糖体蛋白进入细胞核是通过其自身的核定位信号, 
与importin β家族成员的Kap123p或Pse1p结合, 然后

在GTPase Ran分子的参与下将核糖体蛋白转运入细

胞核[12]。我们推测: rpS6蛋白很可能也是通过此通路

进入细胞核, 进而定位于U3核蛋白复合体, 但是rpS6
蛋白的磷酸化与核定位信号无关, 因为rpS6A-EGFP
和HA-rpS6A分子也可以定位于U3核蛋白复合体。

为了便于检测, 在本研究中, 我们构建了rpS6、
rpS6A和rpS6D蛋白分别与HA和EGFP融合的两种

融合蛋白。EGFP融合蛋白可使用荧光显微镜方便

直观地观察rpS6、rpS6A和rpS6D蛋白在细胞内的分

布, 但是EGFP蛋白质分子的分子量较大, 其造成的

空间位阻效应及成熟过程, 可能影响rpS6、rpS6A和

rpS6D蛋白在细胞内的分布或功能发挥。因此, 我们

又将rpS6、rpS6A和rpS6D蛋白与仅有9个氨基酸的

HA标签蛋白融合, 免疫荧光实验检测HA融合蛋白

在细胞内的分布。结果表明: EGFP蛋白分子(C端)
并未影响rpS6、rpS6A和rpS6D蛋白在细胞内的分布。

在本研究中我们观察到的另一个现象是rpS6蛋
白及其融合蛋白在U3核蛋白复合体中的分布可从

无到有, 含量可从少到多。在培养的稳定表达EGFP
融合蛋白的细胞系中我们观察到, 在细胞群体中并

不是每个细胞的细胞核中都有rpS6融合蛋白的分

布, 同一个细胞中, rpS6融合蛋白的分布也随着细胞

的生长发生变化。使用免疫荧光检测内源性rpS6蛋
白以及HA融合蛋白分布情况也证明了这一特点, 推
测这可能与U3核蛋白复合体的状态或正在发挥的

功能有关。
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