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活细胞内以光漂白荧光损失(FLIP)技术分析HuR 
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摘要      人类抗原R(human antigen R, HuR)是一种多功能RNA结合蛋白, 参与细胞应激颗粒

(stress granules, SGs)的构成。SGs是细胞在受到外界环境刺激时在胞浆中形成的颗粒状结构。该

研究是利用光漂白荧光损失(fluorescence loss in photobleaching, FLIP)技术对活细胞内的HuR蛋
白颗粒进行应激动力学分析。首先, 利用脂质体将RFP-HuR重组质粒瞬时转染入HeLa细胞, 以
Western blot和细胞免疫荧光实验确定是否实现对于HuR蛋白的红色荧光蛋白(red fluorecent protein, 
RFP)标记; 然后以405 nm激光束脉冲式重复光漂白HuR应激颗粒, 分别监测同一漂白细胞内的其他

HuR颗粒以及核内荧光信号, 并以邻近的未漂白细胞作为对照组。实验结果表明, 转染重组质粒后

可有效表达RFP-HuR融合蛋白, 且与SGs标记蛋白G3BP存在共定位关系。在第一个光漂白循环, 漂
白区荧光密度便从2 500 a.u.降低至0 a.u.; 而经过约12个漂白循环(240 s)后, 邻近HuR颗粒的荧光密

度从漂白前的1 800 a.u.左右降低并维持在200 a.u.左右, 表明活细胞内的HuR颗粒呈现高度的动态

性; 而胞核区荧光密度亦从4 400 a.u.降低至2 000 a.u.左右, 表明HuR蛋白是一种核浆穿梭蛋白, 在
SGs、胞浆及胞核之间存在一定的动态平衡。利用FLIP技术可以分析并比较SGs不同成分的应激

动力学属性, 有助于进行SGs相关临床疾病的分子机制探讨。

关键词      HuR蛋白; 光漂白荧光损失; 应激颗粒; 活细胞; 荧光标记
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Abstract       HuR (human antigen R), a kind of multifunctional RNA-binding protein, is involved in the SGs 
(stress granules) assembly. SGs are a type of cytoplasmic RNA foci that accumulate in response to environmental 
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stress stimuli. Here, the fluorescence loss in photobleaching (FLIP) technology was used to study the dynamic 
nature of HuR granules in living cells. Firstly, the plasmid encoding RFP-HuR fusion protein was transfected into 
HeLa cells via the liposome reagent. Western blot and immunofluorescence assays were then performed to verify 
the expression of RFP-HuR protein. For FLIP assay, one HuR granule region of interest (ROI) was repeatedly 
photo-bleached using 405 nm laser beam, other granule or nuclear region were monitored, and the adjacent non-
bleached cell was used as a control. The results indicated that RFP-HuR fusion protein was expressed efficiently 
and co-localized with the G3BP (Ras-GAP SH3 domain-binding protein) (one SGs marker protein) in HeLa cells. 
In FLIP assay, fluorescence density in the cytosolic pulse bleach region was reduced from 2 500 a.u. to 0 a.u. 
after the first bleaching. The fluorescence density of the adjacent HuR granule region reduced from 1 800 a.u. and 
maintained at about 200 a.u. after 12 bleaching cycles (240 s), suggesting that HuR-containing SGs structure is 
highly dynamic. The nuclear fluorescence density also reduced from 4 400 a.u. to 2 000 a.u., suggesting that HuR is 
a nucleocytoplasmic shuttling protein. The nuclear pool of HuR protein is likely to be in equilibrium with cytosolic 
SGs-routed pool. The FLIP technology can be used to analyze the dynamic properties of different stress associated 
proteins, helping to investigate the molecular mechanisms underlying the SGs-related diseases.

Key words        HuR protein; fluorescence loss in photobleaching; stress granules; living cells; fluorescence 
labeling

人类抗原R(human antigen R, HuR)属于果蝇胚

胎致死异常视觉(embryonic lethal abnormal vision, 
ELAV)家族, 在转录后水平调控真核细胞基因表达, 
可增强RNA的稳定性, 参与发育、肿瘤发生、细胞

应激等过程[1-3]。研究发现, HuR蛋白参与细胞应激

颗粒的形成[4]。光漂白荧光损失(fluorescence loss in 
photobleaching, FLIP)技术能够有效地分析活细胞

内的单分子运动[5], 本研究中即以此技术分析活细

胞内红色荧光蛋白(red fluorecent protein, RFP)标记

HuR蛋白颗粒的应激动力学行为。

1   材料与方法
1.1   主要材料

HeLa细胞为本实验室冻存; RFP-HuR重组质

粒由美国宾夕法尼亚大学John L. Goodier教授馈赠; 
RFP-CI空载质粒、多聚甲醛、NP-40裂解液、脱

脂牛奶、TBST液购自天津(希尔贝思)公司; 去内毒

素质粒提取试剂盒购自Promega公司; 单克隆兔源

抗RFP抗体购自MBL公司; 多克隆兔源抗HuR抗体

购自Millipore公司; 单克隆鼠源抗G3BP(Ras-GAP 
SH3 domain-binding protein)抗 体 购 自Abcam公 司; 
LumiGLo化学发光底物、辣根过氧化物酶标记的

抗兔源IgG二抗购自KPL公司; DMEM高糖培养基、

Alexa Fluor 488标记的驴抗鼠IgG荧光二抗、脂质

体lipo 2000购自Invitrogen公司; 细胞荧光封片液购

自Santa Cruz公司; BCA蛋白定量试剂盒购自美国

Pierce公司; 亚砷酸钠购自Sigma公司; 激光共聚焦皿

购自NEST公司; 激光共聚焦荧光显微镜(基础医学

研究中心)购自日本Olympus公司。

1.2   Western blot实验

以去内毒素质粒提取试剂盒提取无内毒素重

组质粒RFP-HuR重组质粒及RFP空载质粒。以含

10%胎牛血清的DMEM高糖培养基(含酚红), 37 °C、
5% CO2培养箱常规培养HeLa细胞, 依据产品说明书

分别以脂质体lipo 2000瞬时转染RFP-HuR、RFP质
粒, 转染48 h后以NP-40裂解液裂解HeLa细胞, 获全

细胞裂解液; 以BCA蛋白定量试剂盒检测裂解液中

总蛋白浓度; 加入SDS上样缓冲液(50 mmol/L Tris-
HCl pH6.8, 2% SDS, 0.1%溴酚蓝, 10%甘油, 2.5% β-
巯基乙醇), 99 °C热变性5 min; 10% SDS-PAGE电泳; 
以半干转法将凝胶上蛋白转移至PVDF膜(转膜25 V, 
50 min); 以5%脱脂牛奶-TBST液封闭PVDF膜2 h; 
TBST液洗涤3次, 10 min/次; 分别加入兔源抗HuR或
RFP一抗(1:1 000), 4 °C孵育过夜; TBST液洗涤3次, 
10 min/次; 加入辣根过氧化物酶标记的抗兔IgG二抗

(1:15 000)室温孵育2 h; TBST液洗涤3次, 10 min/次; 
加入LumiGLo化学发光底物后暗室曝光。

1.3   细胞免疫荧光实验 
将高压灭菌后的盖玻片放置入12孔板中, 接种

并常规培养HeLa细胞, 以脂质体lipo 2000瞬时转染
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RFP-HuR重组质粒, 转染48 h后, 分为未处理组与应激

组, 其中应激组给予0.5 mmol/L亚砷酸钠处理1 h, 4%
多聚甲醛室温固定细胞10 min, PBS缓冲液洗涤2次, 
5 min/次; 0.2%通透液(含0.2% Triton X-100的PBS缓
冲液)室温静置通透10 min; 再加入1% BSA封闭1 h; 
加入鼠源抗G3BP一抗(1:200), 4 °C孵育过夜。PBS
缓冲液洗涤3次, 10 min/次; 再加入Alexa Fluor 488标
记的驴抗鼠IgG荧光二抗(1:800), 4 °C孵育8 h。PBS
缓冲液洗涤3次, 10 min/次; 取出盖玻片, 以细胞荧光

封片液进行封片处理, 4 °C过夜, 以激光共聚焦荧光

显微镜检测细胞内的荧光信号。

1.4   光漂白荧光损失(FLIP)技术

以激光共聚焦皿常规培养HeLa细胞, 以脂质体

lipo 2000瞬时转染RFP-HuR质粒, 转染24 h后, 给予

0.5 mmol/L亚砷酸钠处理0.5 h, 换上含10%胎牛血清

的无酚红DMEM高糖培养基。如图1所示, 在激光共

聚焦显微镜油镜下随机选取1个表达有RFP-HuR融
合蛋白的待漂白细胞和1个相邻的对照细胞, 并确定

6个兴趣区(region of interest, ROI), 包括漂白细胞的

胞浆脉冲式漂白区(#1, cytosolic pulse bleach ROI)、
胞浆检测区(#2, cytosolic detection ROI)、胞核检测

区(#3, nuclear detection ROI), 对照细胞的胞核检测

区(#4, nuclear detection ROI in control cell)、胞浆检

测区(#5, cytosolic detection ROI in control cell)以及背

景检测区(#6, background detection ROI), 其中胞浆检

测区均含1个RFP-HuR应激颗粒。漂白处理前进行

拍照(注意选择最低的激发光强度), 然后以405 nm激

光束、50%激光强度、10 μs/像素的扫描速度对#1
区进行光漂白处理10 s, 然后进行拍照, 在光漂白后

间隔10 s进行下一循环的光漂白处理, 共进行60个脉

冲式漂白循环(1 200 s)。最后以激光共聚焦显微镜

的分析软件检测不同时点6个兴趣区的荧光密度值, 
并以Excel软件进行曲线图分析。#1~#5位点的荧光

密度值均减去相应时间点背景#6的荧光密度值。独

立实验重复3次, 每次实验分别选择3组细胞。

2   结果
2.1   RFP-HuR质粒的鉴定

将RFP-HuR重组质粒与RFP对照空载质粒分

别瞬时转染入HeLa细胞, 48 h后裂解细胞分别以兔

源抗RFP、抗HuR抗体进行Western blot鉴定。如图

2A所示, 当转染RFP-HuR后, 抗RFP抗体在62 kDa位
置检测到融合表达有RFP标签的HuR蛋白, 而转染

RFP质粒的对照组, 仅在26 kDa位置检测到RFP蛋白

条带。当以抗HuR抗体检测时, 在两组的36 kDa位
置均可检测到内源性的HuR蛋白, 而仅在转染RFP-
HuR组的62 kDa位置检测到外源表达的RFP-HuR融
合蛋白(图2B)。这些结果表明, RFP-HuR重组质粒

在HeLa细胞内成功表达RFP-HuR融合蛋白。

2.2   RFP-HuR融合蛋白与G3BP蛋白的荧光共定

位分析

将RFP-HuR重组质粒转染入HeLa细胞以表达

RFP标记的HuR蛋白, 同时以细胞免疫荧光实验对

内源性G3BP蛋白进行绿色荧光染色。如图3所示, 

图1   光漂白荧光损失实验设计示意图

Fig.1   The schematic diagram of FLIP assay
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图2   RFP-HuR重组质粒在HeLa细胞内的蛋白表达分析

Fig.2  The analysis on the protein expression of RFP-HuR plasmid in HeLa cells
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图3  RFP-HuR融合蛋白与G3BP蛋白的荧光共定位分析

Fig.3  The fluorescence co-localization between RFP-HuR and G3BP protein

#1: 漂白细胞的胞浆脉冲式漂白区; #2: 漂白细胞的胞浆检测区; #3: 漂白细胞的胞核检测区; #4: 对照细胞的胞核检测区; #5: 对照细胞的胞浆检

测区; #6: 背景检测区。

#1: cytosolic pulse bleach ROI; #2: cytosolic detection ROI; #3: nuclear detection ROI; #4: nuclear detection ROI (in the adjacent non-bleached cell, as 
a control); #5: cytosolic detection ROI (in control cell); #6: background detection ROI.

图4  应激状态下RFP-HuR蛋白的光漂白荧光损失实验

Fig.4  FLIP analysis of RFP-HuR in HeLa cells under stress condition
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融合表达的RFP-HuR蛋白在未处理(Normal)时主要

分布在胞核, 而当给予0.5 mmol/L亚砷酸钠应激处

理(Stress)后, RFP-HuR蛋白在胞浆中呈现颗粒状聚

集, 这种颗粒结构与SGs的标记蛋白G3BP存在共定

位关系, 表达RFP-HuR蛋白可以参与细胞SGs的构

成。
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2.3   转染RFP-HuR质粒后光漂白荧光损失实验

将RFP-HuR重组质粒转染入HeLa细胞后, 以光

漂白荧光损失(FLIP)技术分析活细胞内HuR蛋白颗

粒的应激动力学行为。如图4、图5所示, 给予#1区
脉冲式重复光漂白后, 其颗粒荧光信号完全消失, 在
第一个光漂白循环后便从2 500 a.u.降低为0 a.u.; 随
着漂白循环数的增多, 同一细胞邻近的#2区颗粒荧

光信号逐渐消失, 荧光密度从漂白前的约1 800 a.u.降
低为200 a.u., 表明HuR应激颗粒并不是一个固定的

结构, 而是表现出一定的颗粒动态性。同时, 对照细

胞内的#5区颗粒信号并无明显变化, 表明漂白间隔

拍照时激发光对于荧光蛋白的漂白作用很小。

与此同时, 漂白细胞胞核内#3区的荧光信号随

着漂白循环数的增多而逐渐降低, 在约12个漂白循

环(240 s)后, 其荧光值维持在2 000 a.u.左右(图6), 表
明HuR蛋白是一种核浆穿梭蛋白, 可能参与HuR蛋
白的应激生物学行为。

3   讨论
生理状态下, HuR蛋白主要定位于细胞核中; 当

细胞受到氧化应激、紫外线照射等外界环境刺激

时, HuR蛋白从胞核转运至胞浆, 参与细胞应激颗

粒(SGs)的形成[4]。目前, SGs被认为是应激状态下

真核细胞发挥RNA保护作用的特殊场所[6-7]。研究

发现, HuR蛋白可与多种mRNA的3′端非翻译区(3′ 
untranslated region, 3′UTR)结合, 避免其被核酸酶降

解, 从而增强mRNA的稳定性, 然而HuR蛋白是否会

通过SGs发挥应激状态下的mRNA保护作用尚不清

楚。另外, SGs聚集过程的异常或应激蛋白动力学属

性的变化常常会影响细胞功能, 与肿瘤、缺血再灌

注损伤等多种临床疾病相关[8-9], 因此研究HuR蛋白

在真核细胞内的应激动力学行为很有意义。

细胞是生命体最基本的功能单位, 对于单个

“活”细胞的实时动态监测和量化分析有助于真实、

准确、全面地获取细胞信息[10-11]。对于单个活细

胞中成分属性的检测得益于光学检测技术的发展, 
尤其是近年来基于激光共聚焦显微镜的多项技术

的广泛应用, 如活细胞工作站、光漂白荧光恢复

(fluorescence recovery after photobleaching, FRAP)、
荧光能量共振转移(fluorescence resonance energy 
transfer, FRET)、光漂白荧光损失(FLIP)等[5,12]。其

中, FRAP技术可用于检测活细胞内特定成分的动力

学参数, 基本原理是以荧光探针标记活细胞内的蛋

白或核酸分子, 借助高强度激光束照射胞内某一区

域, 使该区域荧光分子发生光猝灭而成为漂白区; 该
区域周围的非猝灭荧光分子会由于分子的流动性以

一定的速率向漂白区扩散, 从而导致漂白区内荧光

强度的逐渐恢复[5]。荧光漂白损失(FLIP)是FRAP技
术的扩展, 它是给予活细胞脉冲式重复光漂白处理, 
周围流动态的荧光分子陆续扩散至漂白区发生光淬

灭, 直至细胞内流动态荧光分子全部被漂白, 此时便

可呈现非流动态荧光分子的胞内分布[5,12]。另外, 通
过激光扫描拍照及分析系统可以实现对于活细胞内

目的分子的迁移速率、恢复速率、荧光强度变化等

多种动力学参数的实时监测。值得注意的是, 在漂

白期间进行拍照处理时, 必须以尽可能弱的激光扫

描全视野, 减少对所有荧光蛋白的淬灭; 同时, 一定

要设立好对照细胞, 以排除光漂白处理对于非漂白
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图5  光漂白处理对邻近RFP-HuR颗粒的影响

Fig.5   The effect of photo-bleaching on the adjacent RFP-
HuR granules

图6   光漂白处理对核内RFP-HuR信号的影响

Fig.6   The effect of photo-bleaching on the nuclear signal of 
RFP-HuR protein
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区的荧光淬灭作用。

荧光抗体仅能用于研究固定后细胞内的蛋白、

核酸、离子等成分变化, 并不能用于检测活细胞; 不
同颜色的荧光蛋白(fluorescent protein)系列荧光探针

则可融合光漂白、荧光示踪等光学技术, 量化分析

目的蛋白分子在活细胞内的运动速率、浓度变化以

及区域分布等[5,13]。本研究中便是通过瞬时转染RFP-
HuR重组质粒入HeLa细胞, 表达带有RFP标签的HuR
蛋白, 再进行活细胞内的FLIP分析。其中, RFP蛋白

是从珊瑚Discosoma sp.分离得到的红色荧光蛋白, 由
225个氨基酸组成, 最大吸收波长为558 nm, 最大发

射波长为583 nm。Western blot实验和免疫荧光共定

位实验结果表明, 转染重组质粒后可有效表达RFP-
HuR融合蛋白, 后者可反映活细胞内源性HuR的应激

属性。

SGs是应激时细胞胞浆中的一类由蛋白质–核
酸复合物聚集而成的动态颗粒结构, 会随着刺激强

度的变化而发生适应性的组装与去组装, 进而发挥

对于mRNA的应激保护作用[6-7,9]。研究发现, 当细胞

受到应激刺激时, 蛋白翻译过程暂时中止, mRNA从

核糖体上解离, 并在具有RNA结合能力的特定应激

蛋白的护送下进入SGs中被保护起来; 当应激解除

时, mRNA又可借助应激蛋白离开SGs结构, 重新进

入胞浆继续进行蛋白翻译过程[9,14-15]。HuR蛋白是定

位于SGs中的一种RNA结合蛋白, 目前对于它的应

激动力学分析数据较少。本实验通过对于HuR蛋白

的FLIP分析, 发现随着对漂白区的脉冲式重复光漂

白处理, 邻近HuR应激颗粒的荧光强度逐渐降低, 表
明活细胞内HuR应激颗粒具有高度的流动性; 而未

漂白对照细胞内HuR应激颗粒信号变化不明显, 从
而排除了光漂白及拍照处理对于非漂白区的影响。

另外, 漂白细胞胞核内的荧光信号也会随着漂白循

环的增多而逐渐降低, 而对照细胞核内变化不明显, 
证明HuR蛋白的确是一种核浆穿梭蛋白。值得注意

的是, 在重复漂白处理后, 虽然检测到邻近胞浆HuR
颗粒及核内HuR荧光密度的逐渐降低, 但并未完全

消失, 仍保留有一定强度的非流动态HuR荧光分子, 
表明在真核细胞受到外界应激后, HuR蛋白会在细

胞胞浆、SGs、胞核之间发生动态性迁移, 最终达到

细胞内蛋白浓度分布上的平衡, 有利于实现细胞应

对环境刺激时的功能调整。

SGs结构中的应激蛋白成分通过自身修饰、蛋

白–核酸相互作用、胞内定位、迁移动力学的改变

等多个环节发挥对于细胞内mRNA代谢的应激调控

作用[9,14-16]。利用FLIP技术可以检测不同状态下HuR
等多种应激蛋白在活细胞中的动力学参数, 有助于

分析SGs成分迁移的方向、速度、比例等信息, 构建

相关理论模型, 揭示其在mRNA代谢及细胞应激相

关疾病中的作用机制。
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