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细胞周期决定核糖体蛋白S6在真核细胞核仁中的聚积
张  朵1,2  兰风华1  高丽华2  邵  勇2  陈恵鹏2  胡显文2*

(1南京军区福州总医院实验科, 福州 350025; 2军事医学科学院生物工程研究所,  北京 100071)

摘要      核糖体蛋白S6(rpS6)是核糖体40S小亚基的核心组成蛋白之一。研究表明, rpS6可以

通过核定位信号进入细胞核中, 在核仁中参与核糖体的组装。在该研究中发现, rpS6在高等真核细

胞核仁中的聚积与细胞周期有关, rpS6在S期中晚期开始在核仁中聚积, G2期含量达到最高, M期核

仁分解时消失。推测, rpS6在核仁中的这种分布特性可能与核糖体的合成随细胞周期变化有关。
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Cell Cycle Determining the Accumulation of Human Ribosomal 
Protein S6 at the Nucleolus in Eukaryotes
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Abstract       Ribosomal protein S6 (rpS6) is one of the 33 ribosomal proteins of the 40S small subunit. Previous 
studies have showed that rpS6 could enter nuclear and participate the ribosomal biogenesis at nucleolus. In this study, 
we found that the distribution of rpS6 at nucleolus correlated to the phasing of cell cycle. It started to concentrate in 
the nucleolus at later S phase and disconcentrated at M phase as the nucleolus disintegrates. We speculated that this 
distribution feature might correlate to the changes of ribosomal biogenesis during cell cycle progress.
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在真核细胞中, 核糖体由40S小亚基和60S大亚

基组成, 在细胞中主要负责蛋白质的翻译。研究表

明, 真核细胞的核仁是核糖体生物合成的场所[1]。大、

小亚基在核仁中完成初级组装后, 分别以不同的运

输载体输送到细胞质中。在细胞质中, 大、小亚基

继续组装并最终形成成熟的核糖体。Klinge等[2]的研

究表明, 核糖体的形成过程约需200个因子参与, 包
括早期核糖体蛋白、顺式作用因子以及非编码核仁

小RNA。

rpS6是33个核糖体小亚基蛋白之一。在成熟的

核糖体中, rpS6蛋白横跨小亚基的“左脚”和“右脚”[3]。

有研究表明, 在高等真核细胞的核仁中, 可检测到

rpS6蛋白的存在[1]。在酵母细胞中, rpS6是核仁中U3
核蛋白复合体(U3 ribonucleoprotein, U3 RNP)的组成

成分[4-5]。U3 RNP是一类核糖体蛋白复合体, 在细胞

中主要负责40S小亚基的组装过程[6-7]。在HeLa细胞

中, 通过siRNA干涉的方法敲低rpS6蛋白的表达量

后, 可明显地观察到30S pre-rRNA堆积, 同时参与40S
小亚基组装的成熟18S rRNA的合成量减少, 但是28S
和5.8S rRNAs的合成却没有受到影响[8]。敲除了rpS6
等位基因的小鼠, 在经受了48 h的饥饿后, 重新给予

食物, 其肝脏细胞丧失了合成40S小亚基的能力, 可
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明显地观察到34S pre-rRNA的堆积(相当于人细胞中

的30S pre-rRNA)和成熟18S rRNA合成量的减少[9]。

目前, rpS6蛋白在18S rRNA剪接成熟过程中的具体

作用以及如何影响40S小亚基合成还不清楚。在真

核细胞中, 核糖体合成活动与细胞生长密切相关, 合
成活动随细胞周期进程而变化。在研究rpS6蛋白在

核糖体生物合成中作用的过程中, 我们观察到rpS6蛋
白在细胞核仁中的定位也随细胞周期进程发生变化, 
推测其定位变化可能受核糖体合成活动的影响。

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; 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Lipofectamine 2000购自Invitrogen公司; anti-HA tag
和anti-EGFP tag购自MBL公司; CFTM555驴抗兔IgG 
(H+L)为Biotium公司产品; 胸苷购自Sigma公司; 秋
水仙素购自北京中科瑞泰科技有限公司。 
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, 预冷的70%乙醇冰上固定1 h, 0.2% TritonX-
100通透5 min, PBS清洗3次, 每次3 min, 6% BSA 
37 °C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

100 μL, 4 °C湿盒内孵育过夜。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 °C避光条件

下反应60 min。0.5 μg/mL DAPI室温反应5 min染细

胞核, 封片后在激光共聚焦显微镜下观察。

1.3   HA-rpS6融合蛋白在HEK293细胞内的分布

以合成的HA-rpS6基因为模板, 通过PCR的方法

扩增HA-rpS6基因并引入BamH I和Xho I酶切位点, 
双酶切后克隆入pIRES2-EGFP质粒。扩增引物序

列如下: HA-rpS6上游引物: 5′-GCG CTC GAG ACC 
ATG TAC CCC TAT GAC GTG CC-3′; HA-rpS6下游

引 物: 5′-GCG GGA TCC TCA TTT CTG ACT AGA 
CTC GGA C-3′。使用Lipofectamine 2000将获得的重

组质粒转染入HEK293细胞, 具体操作按说明书进

行。转染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

克隆筛选。将筛选获得的稳定转染细胞扩大培养。

待细胞在培养瓶中长满后, 弃培养基, 加入1 mL细
胞裂解液, 冰上裂解30 min。4 °C, 12 000 r/min离心

30 min, 取30 μL上清, 进行Western blot分析。15% 
SDS-PAGE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 °C封闭1 h, 
加入1:200稀释的兔抗HA标签抗体和1:200稀释的鼠

抗Mpp10单克隆抗体200 μL, 4 °C湿盒内孵育过夜。

TBST洗涤后加1:10 000稀释的山羊抗兔IgG/HRP和
山羊抗鼠IgG/HRP, 37 °C缓慢摇动反应1 h, EnlightTM

化学发光试剂显色。

将稳定表达HA-rpS6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% TritonX-100通透5 min。 6% BSA 37 °C封闭

60 min, 加入1:200稀释的兔抗anti-HA tag, 4 °C湿
盒内过夜。PBS洗3遍, 每遍10 min, 1:400稀释的

CFTM555驴抗兔IgG (H+L) 37 °C避光条件下反应60 min, 
PBS洗3遍, 每遍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。

1.4   rpS6-EGFP融合蛋白在HEK293细胞内的分布

以HA-rpS6-pIRES2-EGFP为模板, 扩增rpS6基
因; BamH I和Hind III双酶切后克隆入pcDNA3.1-
EGFP质粒, 引物序列如下: rpS6-EGFP上游引物: 
5′-GCG AAG CTT CCA CCA TGA AGC TGA ACA 
TCT CCT TCC CTG-3′; rpS6-EGFP下 游 引 物: 5′-
GCG GGA TCC TTT CTG ACT AGA CTC GGA CTT 
G-3′。使用Lipofectamine 2000将重组质粒转染入

HEK293细胞, 具体操作按说明书进行。Western blot
鉴定rpS6-EGFP融合蛋白在细胞内的表达。激光共

聚焦显微镜观察rpS6-EGFP融合蛋白在细胞内的分

布。免疫荧光双标技术检测rpS6-EGFP融合蛋白在

细胞内的定位, 具体操作如前所述。

1.5   细胞周期阻滞实验

取处于对数生长期的rpS6-EGFP融合蛋白稳

定转染的细胞, 培养液中加入过量胸苷至终浓度

为7 mmol/L, 继续培养13 h, 无血清培养基清洗后, 
换正常培养基培养6 h, 再次在培养液中加入胸苷至
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终浓度为7 mmol/L, 继续培养13 h后, 换正常培养基

培养5 h, 此时大部分细胞被阻滞在S期。激光共聚

焦显微镜观察并拍照, 流式细胞术检测细胞周期。

对于M期阻滞细胞, 在细胞培养液中加入秋水

仙素至终浓度0.01 μg/mL, 继续培养10 h。此时大部

分细胞被阻滞在M期。激光共聚焦显微镜观察并拍

照, 流式细胞术检测细胞周期。

1.6   活细胞工作站观察

将rpS6-EGFP融合蛋白稳定转染的细胞接种于

无菌的Nunc Lab-TekTM腔室盖玻片中培养, 待细胞

生长至对数生长期时, 移至蔡司510 META倒置显微

镜进行活细胞工作站观察, 每个视野以2 μm/层进行

层扫, 最后将所有的图片在Z轴方向合成为一个立体

的图像, 每个视野5 min/次拍一次像, 观察持续24 h。
获得的图像通过软件组合成视频进行观察保存。

2   结果
2.1   rpS6在HEK293细胞的分布与定位

使用免疫荧光双标技术对rpS6蛋白在野生型

HEK293细胞中的分布进行了检测, 结果表明: rpS6
蛋白可在部分细胞的核仁中检测到, 并且可与U3 
RNP的标志性蛋白Mpp10共定位(图1)。从图中可以

看出, Mpp10蛋白分布在每个细胞的核仁中, 而rpS6
蛋白仅在部分细胞的U3 RNP中检测到, 由此, 我们

提出, rpS6蛋白在细胞核仁中的分布具有异质性。

2.2   HA-rpS6融合蛋白在HEK293细胞核仁中的

分布

以上研究结果提示, rpS6蛋白在真核细胞核仁

中的分布具有异质性。为了便于后续研究, 我们构

建了rpS6蛋白与HA标签(9个氨基酸)的融合蛋白。

HA-rpS6融合基因克隆入pIRES2-EGFP质粒中后, 将

图1 免疫荧光双标实验检测rpS6蛋白在HEK293细胞核仁中的定位

Fig.1  Distribution of rpS6 in nucleolus of HEK293 cells detected by double immunofluorescence
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A: PCR扩增HA-rpS6融合基因; B: 双酶切验证携带有HA-rpS6融合基因的重组子; C: 稳定表达HA-rpS6融合蛋白的HEK293细胞, 绿色荧光代表

EGFP蛋白; D: Western blot检测稳定细胞系中HA-rpS6融合蛋白的表达。M: marker。
A: amplification of HA-rpS6 gene by PCR; B: the recombinant was confirmed by BamH I and Xho I digestion; C: the stably transfected HEK293 cells 
overexpressed HA-rpS6 fusion protein; D: expression of HA-rpS6 fusion protein in stably transfected cell lines was detected by Western blot. M: marker.

图2  携带HA-rpS6融合基因的重组子的构建及稳定转染细胞系的获得

Fig.2  Construction of the recombinant that contains HA-rpS6 fusion gene and the establishment of the 
stably transfected HEK293 cells
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重组子转染入HEK293细胞, 经G418筛选后, 获得了

稳定表达HA-rpS6蛋白的细胞系(图2)。在此稳定转

染细胞中, HA-rpS6蛋白与EGFP蛋白共表达, 从图

2C中可以看出, EGFP蛋白均匀分布在整个细胞中。

使用稳定转染细胞进行的免疫荧光双标实验表明, 
HA-rpS6融合蛋白分布在部分细胞的核仁中, 并且

可与Mpp10蛋白共定位, 分布特性与野生型rpS6蛋
白一致(图3)。
2.3   细胞周期影响rpS6蛋白在人HEK293核仁中

的分布

我们推测造成这种异质性的原因可能与细

胞周期有关。为了证明此推测, 我们随后又构建

图3  免疫荧光双标实验检测HA-rpS6融合蛋白在稳定转染细胞中的定位

Fig.3   Colocalization of HA-rpS6 and Mpp10 in stably transfected HEK293 cells detect by double immunofluorescence
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A: PCR扩增rpS6-EGFP融合基因; B: 激光共聚焦显微镜观察稳定表达rpS6-EGFP融合蛋白的HEK293细胞; C: Western blot检测稳定细胞系中

rpS6-EGFP融合蛋白的表达。M: marker。
A: amplification of rpS6-EGFP gene by PCR; B: the stably transfected HEK293 cell line expressesed fusion protein rpS6-EGFP; C: Western blot was 
used to detect the expression of rpS6-EGFP protein in stably transfected cells. M: marker.

图4  携带rpS6-EGFP融合基因重组子的构建及稳定转染细胞系的获得

Fig.4   Construction of the recombinant that containing rpS6-EGFP fusion gene and the establishment of the 
stably transfected HEK293 cells

图5  免疫荧光双标实验检测rpS6-EGFP融合蛋白在稳定转染细胞中的定位

Fig.5  The distribution of rpS6-EGFP protein in stably transfected cells detected by double immunofluorescence
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了rpS6-EGFP融合基因表达载体, 并将其转染入

HEK293细胞中, G418筛选后获得了稳定表达rpS6-
EGFP融合蛋白的细胞系(图4)。在培养过程中发现, 
rpS6-EGFP融合蛋白在整个细胞群体中的分布存在

异质性, 即在细胞群体中仅有部分细胞的核仁中有

代表rpS6-EGFP蛋白的绿色荧光存在, 荧光强度也

有强有弱, 另一部分细胞的核仁中则无绿色荧光存

在(图4B)。免疫荧光双标实验表明, rpS6-EGFP融合

蛋白在细胞核仁中可与Mpp10蛋白共定位, 分布特

性与野生型rpS6蛋白一致(图5)。将稳定表达rpS6-
EGFP融合蛋白的细胞移至活细胞工作站进行观察。

结果表明, rpS6-EGFP蛋白在M期(核仁消失)时离开

核仁, 在子代细胞的G1期后期或者S期重新进入核仁

(图6)。
为了准确推测rpS6蛋白进入细胞核仁的时

间, 我们又进行了细胞周期阻滞实验。对于S期阻

滞细胞, 流式细胞术检测表明S期细胞比例高达

99.48%(图7A), 而rpS6-EGFP蛋白入核计数表明, 仅

视野中的圆形细胞为分裂细胞。

The dividing cells were round in the field.
图6   活细胞工作站观察rpS6-EGFP融合蛋白在核仁中的分

布随细胞周期的变化(40×)
Fig.6  Dynamics of rpS6-EGFP protein during cell cycle  

observed by live-cell station (40×)

A: 流式细胞术检测细胞周期; B: 激光共聚焦显微镜观察rpS6-EGFP蛋白在各组细胞内的分布。

A: cell cycle of each group cells was detected by flow cytometry; B: the distribution of rpS6-EGFP fusion protein in each group cells was observed by 
confocal laser-scanning microscope. 

图7  流式细胞术和激光共聚焦显微镜观察rpS6-EGFP融合蛋白在细胞核仁中的分布与细胞周期的关系

Fig.7  The relationship between concentration of rpS6-EGFP fusion protein in nucleolus and cell cycle observed by flow 
cytometry and confocal laser-scanning microscope
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85%的细胞在细胞核中有rpS6-EGFP蛋白存在, 15%
的细胞在细胞核中观察不到绿色荧光蛋白存在(图
7B和表1), 表明在S期细胞中, 有一部分细胞的细胞

核中有rpS6-EGFP蛋白存在, 另一部分细胞的细胞

核中无rpS6-EGFP蛋白, 提示rpS6-EGFP蛋白是在S
期中晚期进入细胞核。结合活细胞工作站观察结果

推测, rpS6-EGFP蛋白在S期的中期或晚期进入细胞

核, M期核仁消失时离开。M期阻滞细胞和正常培

养细胞的观察结果也支持上述结论(图7和表1)。

3   讨论
在本研究中, 我们首先通过免疫荧光双标等实

验发现, rpS6在高等真核细胞核仁中的分布具有异

质性, 随后通过活细胞工作站观察和细胞周期阻滞

实验证明, rpS6在细胞核仁中的分布与细胞周期有

关, 在S期中后期开始进入细胞核仁, G2期含量达到

最高, M期核仁消失时消失。

在之前的研究中也见有rpS6与细胞周期关系的

报道[9-10]。在敲除了rpS6基因的小鼠胚胎杂合细胞中, 
胚胎在发育至5.5 d后, 细胞不能进入M期, 出现凋亡, 
导致胚胎死亡[10]。条件性敲除了rpS6等位基因的成

年小鼠, 在肝脏部分切除后, 剩余肝脏细胞生长不能

进入S期, 肝脏组织不能再生。在本研究中, 我们通

过活细胞工作站观察和细胞周期阻滞实验更加形象

地观察到了rpS6与细胞周期进程的关系。

细胞周期进程决定rpS6在核仁中的分布, 而核

仁是核糖体大、小亚基组装的场所。rpS6在核仁中

的主要作用也是参与核糖体40S小亚基的早期组装。

核糖体的生物合成也受细胞周期进程的影响, 如: 
rRNA的转录在S期和G2期最活跃, M期受到抑制, 子
代细胞在进入G1期后逐渐恢复rRNA的转录活性[11]。

转录起始因子(TIF)-IB/SL1和UBF的活性在M期也

受到抑制, 但是TIF-IB/SL1在子代细胞进入G1期后很

快恢复活性, UBF却在G1期后期才逐渐恢复活性[12], 
说明细胞的生命活动是一个受时间严格调控的过

程, 各种组分严格按照生命活动进程在各自的时间

点启动相应的功能。

本研究虽然观察到rpS6在细胞核仁中的分布

变化规律与核糖体的生物合成随细胞周期变化相一

致, 但是rpS6在核糖体生物合成中的具体作用还有

待进一步探讨。
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表1   rpS6-EGFP融合蛋白在各组细胞中的入核数量统计

Table 1   Statistics of cells that containing rpS6-EGFP in nucleolus in each group cells
组别

group
G0-G1期(%)
G0-G1 phase (%)

S期(%)
S phase (%)

G2-M期(%)
G2-M phase (%)

M期(%)
M phase (%)

rpS6-EGFP入核

Cells contained rpS6-EGFP in nucleolus

S phase arrested cells 0.00 99.48 0.52 85% (289/340)

M phase arrested cells 2.81 30.41 66.78 29.5% (90/305) 47.5% (145/305)

Untreated cells 37.86 44.81 17.33 53% (125/236)




