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Scribble 调控 ß-catenin 的入核
李苏瑞牛晓峰陈铭 *

(中国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所， 上海 20003 1 )

摘要 Scribble (Scrib)是富含亮氨酸重复序列及 PDZ 结构域蛋白 (LAP)家族的一员 ， 以脚手

架蛋白的方式与 多种分子相结合并整合多种信号通路协同发挥作用 。 ß-catenin 是一种多 功能蛋白

质， 在介导细胞粘附及信号转导中起中心分子作用 。 为研究 Scrib 与 ß-catenin 间是否存在联系及何

种联系，我们做了一系列实验。 研究发现，如果 HEK293/HEK293T 细胞中过表达 Scrib ， βcatenin 的

转录活性报告基因 LEF-l -1uciferase 的活性则显著减弱;而如果 HEK293/HEK293T 细胞中稳定下调

Scrib , LEF-l-1uciferase 的活性则显著增强 。 表明 Scrib 可抑制 βcatenm 的转录活性。 我们同时利

用免疫共沉淀(Co-IP)实验发现 Scrib 与 自-catenin 存在特异结合作用 。 另外， 细胞组分分离实验表

明 HEK293/HEK293T 细胞中稳定下调 Scrib，细胞中 日-catenin 蛋白总量不变， 而月色浆及胞核内自

catenin 量增多即表明 Scrib 可抑制 ß-catenin 的入核。 本研究在分子机制上表明 Scrib 可通过与白

catenin 的结合，抑制 βcatenin 入枝， 从而影响 日-catemn 的下游调控基因 。
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Scribble (scrib)是重要的细胞极性基因及抑癌基

因 ， 参与细胞极性的建立及细胞迁移 [ 1 ] 0 Scrib 是富

含亮氨酸重复序列及 PDZ (Postsynaptic density pro

tein 95 , Disc s-large and ZO-I , PDZ)结构域蛋白

(leucinerich repeat and PDZ containing protein, LAP) 

家族的一员， LAP蛋白具有亮氨酸富集重复区(leucine

rich repeats, LRRs)及多 PDZ 结构域[川。 Scrib 蛋 白

通过其 LRRs 结构域与细胞膜相连，以脚手架蛋白的

方式与多种分子相结合介导并整合多种信号通路协

同发挥作用 [4.5] 。

hScrib (人 Scrib 同源物)最初是在筛选人乳头瘤

病毒 E6 癌蛋白的靶蛋白时被发现的[6] 。 在哺乳动物

上皮细胞中 ， Scrib 和 Dlg 家族蛋白共定位， 同时和粘

着连接处的 E-cadherin 分布有重叠[7 ] 。 乳腺表皮细

胞中 Scrib 缺失可破坏细胞极性，抑制细胞凋亡，引

起细胞三维形态消失 。 Sc r ib 的缺失与原癌基因 c 

myc 协同作用便表皮细胞发生转化进而引发肿瘤的形

成[6] 。 在人类及小 鼠许多迁移性乳腺癌及结直肠癌

(colorectal cancer, CRC)中也发现 Scrib 的下调、缺

产失或者定位变化[8] 。

ß-catenin是一种多功能蛋白质，在介导细胞粘附

及信号转导中起中心分子作用，对肿瘤形成、 分

化、 侵袭及转移起重要作用 。 细胞膜、细胞质和

细胞核均存在 自-catenin [9 ， 1 0] 。 正常成熟细胞中，细胞

膜上的 βcatemn 与 E-cadherin 、 ß-catenin 、 actin 等

构成连接复合体，介导同型细胞相互黠附 [ 11] 0 ß
catenin 的磷酸化决定其在该复合体中的存留: ß 

catenin 的丝 / 苏氨酸磷酸化，促进 E-cadherin 和 β

catenin 的结合; 而表皮生长因子、 血小板衍化生长

因子 、 肝细胞生长因子等生长因子及其受体使 札

catenin 的酷氨酸磷酸化， 促使 ß-catenin从复合体中解

离，进入细胞质[12- 1 4] 。 细胞质中的 日-catenin 与 Axin 、

APC 、 GSK-3 日 等形成"破坏复合体"， 经蛋白酶

体水解作用而降解， 未被降解的 自-catemn 进入细胞

核，调节相关靶基因的转录凹， 1 0] 。 而肿瘤细胞中存在

异常的信号传导通路， APC 或 βcatenin 基因突变或

蛋白结构、功能异常导致 ß-catenin 在胞浆内集聚，

并进入细胞核内与 Tcf/Lef结合激活相关靶癌基因的

转录， 导致细胞癌变[ 1匀 。

有文献报道 CRC 胞浆中 hScrib 有高表达及 自

catenin 积累，在 CRC 细胞系中有 hScrib 的缺失及 ß

catenin 的胞浆转移[ 1 6] 。 但 hScrib 与 日-catenin 间是否

存在联系及何种联系 仍不清 楚 。 本研 究 利 用

HEK293/HEK293 T 及下调 Scrib 表达的 HEK293/

HEK293T 稳定细胞株进行了一系列生化与细胞生物

学的实验，初步探讨 Scrib 与 βcatenin 在细胞及分子
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水平的相互关系及可能的调控机制，为临床研究预防

治疗癌症如 CRC 的新方法提供一定理论依据 。

1 材料与方法

1.1 细胞培养

实验中所用的 HEK293 、 HEK293T用添加 10 %

灭活胎牛血清(Fetal Bovine Serum, FBS) 、 4 mmollL 

L 谷氨酷肢、 100 U/ml 青霉素和 100μg/ml 链霉素

的DMEM培养液(10% FBS DMEM)于 37 'C/ 5% CO2 

的条件进行培养。 HEK293 、 HEK293T 的 Scrib 下

调稳定表达细胞株(由本实验室牛晓峰博士构建)分别

用添加 5 μg/ml 硫酸博来霉素(Zeocin) 、 10μg/ml

Zeocin 的 10% FBS DMEM于 37 'C/5% CO2 的条件进
行培养。

1.2 抗体与试剂

Zeocin 购自 Invitrogen 0 LEF-1-1uciferase 报告

基因质粒由本所李林实验室赠送。 hScrib 质粒由本

实验室牛晓峰博士构建。 兔源多克隆抗体 Scrib 由

本实验室 自己制备 。 抗 。-cate nlll 的抗体购自 BD

Biosciences 。 抗 α-Tubu li n 的抗体购自 Sigma 。 辣

根过氧化物酶( HRP )标记二抗(抗鼠、抗兔)购自

E岛1D Calbiochem 。

1.3 荧光素酶报告基因检测(Luciferase Reporter 

Assay)实验

转染前一天将细胞接入 24 孔板， 24 h 之内用

Lipofectarnine(Invitrogen)转染 。 48 h 后裂解细胞; 裂

解液与 Luciferase 的底物(Promega)室温反应 15-30

rnin后立即在Luciferase 活性实验检测仪(Promega)上

读出反应产物的荧光信号即为细胞裂解液中的 Lu

ciferas e 活性值 。 各组细胞转染的效率以细胞内表

达的 自-D- 半乳糖昔酶(ß-galactosidase)活性作为内参

进行衡量，细胞裂解液和 ß-Gal KitII(BD ，Clontech)中

的 ß-ga1actosidase 底物于室温避光反应 1 h 后，于 Lu

ciferase 活性实验检测仪(Promega)检测荧光信号并记

录， 最后分析数据 。

1.4 细胞组分分离实验

全部于冰上操作 。 单层培养细胞(35 cm dish) 

放置冰上， 加 1 ml PBS，用细胞刮悬浮细胞， 将细胞转

入 Eppendorf 管 。 2 500 r/min, 4 'C , 10 min，将细胞

离心下去 。 去净上请， 加入 300μ1 buffer A(低渗溶

液， 10mmollL J亚PES-KOH(pH7 .9) ， 10 mmollL KCl)悬

浮细胞，冰上 10 min 。 膜岛素针(1 ml)抽拉低渗处理

的细胞 10-15 次，破坏细胞膜， 释放细胞质内容物 。

2 500 r/rnin, 4 'C , 10 min，收集细胞核 。 上清超速离

·研究论文·

心， 4 'C , 100 000 g, 1 h，上清制备细胞质样品，沉淀制

备细胞膜样品 。 细胞核组分的上清去净，加入 50μl

buffer C(高渗溶液， 20 mmollL HEPES-KOH (pH 7.9), 

25% glycerol, 420 mmol/L NaCl)悬浮细胞核，冰上30

nun 。 超速离心， 4 'C , 100000 g, 1 h，上清制备细胞

核样品 。 细胞膜、质、核样品经 SDS- 聚丙烯酷肢

凝胶(SDS-PAGE)电泳之后，并电转至PVDF 膜上，最

后免疫印迹分析 。

注: Buffer A, Buffer C使用前补加蛋白酶抑制剂

I( 1 ml buffer 加 23 μ1 1) 

1.5 免疫沉淀实验

细胞去培液上清，用预冷的 PBS 洗一次，加入

8∞ μ裂解液(50 mmollL Tris-HCl, pH 7.4; 150 mmollL 

NaCl; 0.5 mmo l/L EGTA; 1 %Triton X-100; 10% 

glycerol)，用细胞刮将细胞刮下来，移至干净的 1. 5

rnlEP 管中 。 冰上裂解 1 h, 12000 r/min, 4 'C , 15 min 

后，收集上清与1μg 抗体及20μprotein A beads 于4 'C

rotator 上孵育过夜。 用细胞裂解液洗 3 次，免疫沉

淀产物及裂解液用还原性上样缓冲液煮沸 10 rnin ， 经

SDS-PAGE 电泳之后，电转至 PVDF 膜上，最后免疫

印迹分析 。

1.6 免疫印迹实验

电泳样品经 SDS-PAGE 电泳后电转至 PVDF膜

后， P飞1DF膜经含有 10% 脱脂奶粉的 TBST(20 mmol/L 

Tris, 150 mmollL NaCl, 0.1 % Tween-20)室温封闭 1 h 

后，用 TBST 稀释的一抗于室温孵育 1 h，经 TBST 充

分洗涤后，用TBST稀释的二抗于室温孵育 1 h, TBST 

充分洗涤后以 luminal 显色。

1.7 统计方法

采用 SPSS 15.0 , Origin7.5 软件进行数据分析

及图象处理 。 实验数据均以均数 土 标准差(王 土s)表

示，采用单因素方差分析， Dunnet t 检验进行比较，以

P<0 . 05 为有统计学差异 。

2 结果

2.1 下调 Scrib 表达的 HEK293/HEK293T 稳定

细胞株的检测

Scrib 是细胞膜蛋白，在多数细胞株中高表达。

为研究 Scrib 的功能，分别在 HEK293 和 HEK293T 在

胞中用其 siRNA质粒构建了下调 Scrib表达的稳定细

胞株及其对照空质粒稳定细胞株。 并检测了稳定细

胞株的 Scrib 表达水平( 图 1) 。 结果表明两种下调

Scrib 表达的稳定细胞株中 Scrib 表达水平与对照相

比有显著的下降 。
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2.2 上调 Scrib 表达水平会抑制IJ ß-catenin 的转录

活性

为研究 Scrib 对。-catenin 的转录活性是否有影

响，我们用Luciferase Reporter Assay实验来检测] Scrib

表达水平是否可以影响 ß-catenin 的转录活性 。 我们

发现如果在稳定表达 control siRNA 的 HEK293/

HEK293T 的细胞(HEK293/sihScrib V 、 HEK293T/

sihScrib V2)中瞬转 Scrib ， ß-catenin 的转录活性报告

基因 LEF-l-1uciferase 与瞬转空载体的细胞相比有显

著的减弱(P<O.05 )。瞬转 。-catenin 为实验的阳性对

照。该实验表明 Scrib 可以抑制 ß-catenin 的转录活

性(图 2) 。

2.3 下调 Scrib 的表达可以增强 ß-catenin 的转录

活性

为了进一步研究Scrib对 ß-catenin 的转录活性的

影响，我们在稳定下调 Sc r ib 表达的 HEK293 和

HEK293T 细胞株(HEK293/sihScrib C5-C7 、

(A) 

HEK293/sihScrib 

Scrib .. 

α-Tubul i n 

V C5 C6 C7 

4 35 

HEK293T/sihScrib C4)中通过 Luciferase Reporter As

say 实验来检测下调 Scrib 的表达是否可以增强 自

catenin 的转录活性 。 我们发现 Scrib 表达水平下调

后 ， ß-catenin 的转录活性与对照细胞株(HEK293/

sihScrib V 、 HEK293T/sihScrib V2)相比有显著的增

强(P<O.05， 图匀，瞬转 βcatenin 为实验的阳性对照 。

该实验同样表明 Scrib 可抑制 自-catenin 的转录活性。

2.4 Scrib 表达量的变化井不影响 ß-catenin 的表

达总量

前面的实验表明可知 Scrib可以抑制 ß-catenin的

转录活性 。 为了研究 Scrib 是否影响了 自-catenin 的

表达总量，我们分别在稳定下调 Scrib表达的HEK293

和 HEK293T细胞株中检测了 。-catenin 的蛋白表达水

平 。 结果表明 Scrib 表达水平的下调并没有影响 ß

catenin 的表达总量(图的 。

2.5 Scrib 信号稳定下调后导致 ß-catenin 膜定位

减少，质核定位增加

(B) 

HEK293T/sihScrib 

Scrib 

α-Tubulin 

V2 C4 

Fig.l Scrib expression levels in HEK293/sihScrib cells and HEK293T/sihScrib cells 

A, B : Scrib protein levels were assessed by Western blot analysis in stable populations of HEK293 cells (A) and HEK293T cells (B) expressing 

control or independent Scrib s iRNAsα-Tubulin was used as loading control. 

(A) 

25 

20 

号 1 5
:3 10 
ct: 

5 

0 

LEF-I-Luc 
•• 

Vector Sc巾自-catenm

HEK293/sihScrib V 

(B) 

( 

o 

25 

20 

:: 15 
× 

) 

丑 10
ct: 

5 

。

•• 

Vector Sc巾 ß-caten i n

HEK293T/sihScrib V2 

Fig.2 Overexpression of Scrib speciflcally suppresses ß-catenin /LEF transcriptional activity 

A, B : stable populations of HEK293 cells (A) and HEK293T cells (B) expressing control siRNAs were transiently co-transfected with either 

400 ng of Scrib or pCMV3Tag control plasmid or ß-catenin together with 200 ng of the LEF-J-luciferase reporter construc t. Cells were incubated 

for 2 d prior to Luciferase Reporter Assay. The Y-axis is relatively normalized luciferase activity by ß-galactosidase , data are represented as 

mean:主 S . D . ， n=3 . *P<0.05 , **P<O.Ol vs control. 
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(A) (B) 

25 叮 LEF- I-Luc 
LEF-I-Luc ** 

** 20 20 

g 15 g 15 

、x‘- ~ 

王 1 0 三 1 0
0:: Eι 

5 5 

。 。
Vector ß-cateninVector V,ector Vector Vector ß-catenin Vector 

V C5 C6 C7 V2 C4 

HEK293/sihScrib HEK293T/sihScrib 

Fig.3 Downregulation of Scrib specifically increases ß-catenin /LEF transcriptional activity 

A, B: stable populations of HEK293 cell s (A) and HEK293T cells (B) express ing control siRNAs or independent Scrib siRNAs were transiently 

co-transfected with either 400 ng of pCMV3Tag control plasmid or ß-catenin together with 200 ng of the LEF- l -luciferase reporter construct . 

Cells were incubated for 2 d prior to Lucife rase Reporter Assay. The Y-axis is relatively normali zed luciferase acti v町 by ß-galactos idase, data 

are represented as mean土 S . O . ， n=3. HEK293/sihScrib V or HEK293T/ sihScrib V2 was used as control. *P<0.05 , **P<O.Ol vs control 

(A) (B) 

HEK293/sihScrib HEK293T/s ihScrib 

Scrib Scrib 

ß-catenin ß-catenin 

α-Tubulin α-Tubulin 

V C5 C6 C7 V2 C4 

Fig.4 Downregulation of Scrib didn't regulate the gross protein levels of ß-catenin 

A, B: ß-catenin protein levels were assessed by Western blot analysis in stable populations of HEK293 cells (A) and HEK293T cells (B) expressing 

control siRNAs or independent Scrib s iRNAs α-Tubulin was used for loading control. 

ß-catenin 的定位与其功能密切相关，活化的 ß

catenin 会在细胞核内聚集行使其转录功能。 前面

的实验证明 Scrib影响了 ß-catenin 的转录活性但并没

有影响其表达总量， 我们推测 Scrib 可能影响了 ß

catenin 的胞内定位 。 我们通过分离细胞组分的实验

来分析 Scrib 的下调表达是否影响了 ß-catenin在不同

的细胞组分(细胞膜、细胞质、细胞核)中的分布比

例 。 我们发现 HEK293/s ihScrib V 、 HEK293T/

sihScrib V2 细胞株中 ß-catenin 基本分布于细胞膜上，

而在细胞质和细胞核中儿乎没有。 而在 HEK293/

sihScrib C5 ---C7 , HEK293T/sihScrib C4 细胞株中，细

胞膜上 βcatenin 的量减少，而细胞质和细胞核中的

ß-catenin 的蛋白量增加(图 5) 。 该实验表明 ， Scrib 表

达水平的下调可以引起部分 ß-catenin 从细胞膜解离，

并向细胞质及细胞核内聚集， 从而提高ß-catenin的转

录活性。

2_6 Scrib 与 ~-catenin 的结合特异性

为了研究Scrib是否是通过与 日-catenin特异性的

结合而影响了其功能， 我们利用免疫共沉淀(Co-IP)的

方法在 HEK293 细胞中检测 Scrib 是否与 ß-catenin特

异性结合 。 我们发现与偶联在 Protein A 凝胶颗粒

上的 Rabbit IgG 相 比， Scrib 多克隆抗体可以免疫共

沉淀该细胞裂解液中的 ß-catenin 。 该实验表明 内源

表达的 Scrib 可以与 日-catenin 特异性结合(图 6) 。

3 讨论

本研究利用HEK293IHEK293T及下调Scrib表达

的 HEK293IHEK293T 稳定细胞株进行了一系列生化
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(A) (B) 

HEK293/sihScrib HEK293T/sihScrib 

Membrane Cytoplasm Nucleus Membrane Cytoplasm Nucleus 

ß-catenin __幅-
楠晶吃 '帽' 咽. I ß-catenin 

a-Tubulin -_ .. 唰... 。-Tubulin -
Spl _4‘- - Spl - -V C5 C6 C7 V C5 C6 C7 V C5 C6 C7 V2 C4 V2 C4 V2 C4 

Fig.5 Scrib could inhibit the nucleus entry of ~-catenin 

A, B: ß-catenin protein levels were assessed by Western blot analysis in membrane, cytoplasmic and nuclear fractions of stable populations 

of HEK29 3 cells (A) and HEK293T cells (B) expressing control siRNAs or independent Scrib siRNAs. The nuclear protein Spl and the 

cytoplasmic proteinα-Tubulin was respectively used to assess the purity of the nuclear and cytoplasmic fractions. Spl and αTubulin were 

respectively used for loading control 

IP 

Lys Scrib Control 

Scrib '阳腼啕 • æl 
I>-catenin .. 

Fig.6 Scrib specifically interacts with ~-catenin 

Lysates from HEK293 cells were immunoprecipitated (IP) with anti

Scrib (control , irrelevant antibody) and immunoblotted (IB). Lys: 

Iysa te 

与细胞生物学的实验，在分子机制上初步阐明了 Scrib

与 日-catenin 间的联系及相互间的调控关系。 结果表

明如果 HEK293/HEK293T 细胞中过表达 Scrib ， ß

catenin 的转录活性报告基因 LEF-l-1uciferase 的活性

则显著减弱;而如果HEK293lHEK293T细胞中稳定下

调 Scrib ， LEF-l-1uciferase 的活性则显著增强 。 表明

Scrib 可以抑制 ß -catenin 的转录活性 。 我们通过细

胞组分分离实验表明如果 HEK293/HEK293T 细胞中

稳定下调 Scrib后，细胞中 。-catenin表达总量不变，而

膜上 ß-catenin 蛋白量减少，胞浆及胞核内 ß-catenin

量增多即表明 Scrib可以抑制 ß-catenin 的入核从而抑

制自-catenin 的转录活性 。 我们同时利用 Co-IP 实验

发现 Scrib 与 自-catenin 存在特异性结合作用 。 本研

究在分子机制上表明 Scrib 可以通过与 ß-catenin 结

合，抑制 ß-catenin 入核，从而抑制 。-catenin 的下游相

关靶基因的转录 。

MCC(mutated in colorectal cancer)最初是在研究

家族腺瘤状息肉病的候选基因时被发现，于 1991 年

确定的与结直肠癌(colorectal cancer, CRC)早期发生

密切相关的抑癌基因，位于染色体的 5q21 位置[ 17 ， 1 8 1 。

MCC 基因编码产生 98 kDa 的蛋白质，通过与 G 蛋白

结合参与和调节细胞内正常的信息传递， 在膜质核组

分中都有分布 。 在许多物种中都具有保守性， 但很

少有同源蛋白 [19] 。 有文献报道 MCC 在核内可与 β

catenin 特异性结合，阻止 ß-cateninITCF/LEF 的 DNA

结合性，促进 βcatenin 重新进入胞质，影响 内源 ß

catenin 的定位及水平[20] 。 另外也有研究发现 MCC

通过其PDZ结合结构域与 Scrib 的 PDZ3结构域结合，

MCC 与 Scrib 于细胞膜上有共定位[2 1 ] 。 最近有研究

发现结直肠癌中样品切片中胞浆中 hScrib 有高表达

及 βcatenin积累，在结肠癌细胞系中也发现有 hScrib

的缺失及 βcatenin 的胞浆转移[16] 。 但 Scrib 与 札

catenin 是否有机制上的关联不清楚。 本研究在机制

上初步阐明了这一问题 。 但仍有一些问题值得我们

进一步研究，我们己发现 Scrib 与 βcatenm 存在特异

性结合，但两者结合的具体位点及在细胞的何区域结

合仍不清楚。 Scrib 与 自-catemn 的特异性结合如何

参与抑制。-catenin 的入核， 是否通过其他蛋白如

MCC 参与也还需要我们进一步研究 。
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Scribble Regulates the Nucleus Entry of ß-catenin 

Su-Rui Li, Xiao-Feng Niu, Ming Chen* 

(lnstitute of Biochemistry and Cell Biology, Shanghai lnstitute for Biological Sciences, 

Chinese Academy of Sciences, Shanghai 200031 , China) 

A bstract Scribble (Scrib) is a member of the leucinerich repeat and PDZ cont创ning protein ( LAP) family , 

connected to the membrane. Scrib plays a variety of roles by combinating with many protein molecules and integrat

ing multiple signaling pathways in scaffolding protein ways. ß-catenin a multifunctional protein, plays central roles 

in mediating cell adhesion and signal transduction. To study what relationship and regulative mechanism between 

Scrib and ß-catenin, we have done a series of experiments. We found that after Sc由 was overexpressed in HEK293/ 

H EK293T , the transcriptional activity of ß-catenin, the LEF-l-1uciferase activity of the reporter gene was signifi

cantly reduced; while after Scrib was stably reduced in the HEK293足IEK293T， the LEF-l-1uciferase activity of the 

rep orter gene was significantly increased. So we can conclude that Scrib can inhibit the transcriptional activity of ß

catenin . We also found that Scrib could specially interact with ß-catenin by endogenous Co-IP. Furthermore, in 

cellular separation experiments of HEK293/293T, we found after Scrib was stably reduced, total cellular ß-catenin 

wasn ' t affected , while the cytoplasmic and nucleus ß-catenin was increased. We showed Scrib could inhibit the 

n ucleus entry of ß-catenin. We herein demonstrate that the molecular me町chanism between hScrib and ß-ca创tenin盯n配1汇: 
Scrib could interact with ßβ伊心创Cωa剖tenin and inhibit the nucleus entry of ß-catenin, thus inl由iti 吨 the downstream gene 

regulation of ß-catenin 

K ey words Scribble; ß-catenin; LEF-l-1uciferase; the nucleus entry 
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