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核小体泛素连接酶 Bre1 的 eRING 结构域与泛素
转移酶 Rad6 的相互作用研究

石萌，向嵩

（天津医科大学基础医学院生物化学与分子生物学系，天津 300070）

摘要 目的：探究乳酸克鲁维酵母核小体泛素连接酶 Bre1 的 eRING 结构域与泛素转移酶 Rad6 的相互作用，解析 Bre1 的 RBD
结构域对该相互作用的影响。方法：在大肠杆菌中表达乳酸克鲁维酵母的 GST-Rad6、Rad6、Bre1 eRING 等蛋白并将它们纯化至

纯度>95%，通过 GST-Rad6 下拉实验，结合蛋白免疫印迹实验研究 GST-Rad6 和 Bre1 的 eRING 结构域的相互作用及 Bre1 的

RBD 结构域对其相互作用的影响；通过 SPR 实验研究 Rad6 与 Bre1 的 eRING 结构域之间的相互作用。结果：乳酸克鲁维酵母

的 GST-Rad6 与 Bre1 的 eRING 结构域存在相互作用，该相互作用可以被 Bre1 RBD 所抑制；GST 蛋白与乳酸克鲁维酵母 Bre1
的 eRING 存在相互作用，不可作为该蛋白的下拉标签使用。结论：Rad6 与 Bre1 的 eRING 结构域存在相互作用，该相互作用可

以被 RBD 所抑制，GST 标签不适于乳酸克鲁维酵母的 eRING 相互作用研究。
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Biochemical charterization of the interaction between the eRING domain in the nucleosome ubiquitin ligase
Bre1 and the ubiquitin conjugating enzyme Rad6
SHI Meng，XIANG Song
（Department of Biochemistry and Molecular Biology，School of Basic Medical Sciences，Tianjin Medical University，Tianjin 300070，
China）
Abstract Objective：To explore the interaction between the eRING domain of the nucleosome ribosome ubiquitin ligase Bre1 and the
ubiquitin transferase Rad6 of S. cerevisiae，elucidate the influence of RBD domain of Bre1 to this interaction. Methods：GST-tagged K.
lactis Rad6，Rad6，Bre1 eRING domain and related proteins were expressed in E. coli and purified to a purity of>95%. GST Rad6
pull -down experiments and Western blotting were performed to probe the interaction between the K. lactis Bre1 eRING domain and
GST-Rad6 and the effect of the Bre1 RBD domain on their interaction. SPR experiments were performed to probe the interaction between
the K. lactis Bre1 eRING domain and Rad6. Results：GST-tagged K. lactis Rad6 interacted strongly with the K. lactis Bre1 eRING
domain，the interaction was inhibited by the K. lactis Bre1 RBD. The GST protein alone interacts with the K. lactis Bre1 eRING domain
or its N -terminal CCNR domain，so the GST protein was not suitable for the pull -down tag in this experiment. Conclusion：Rad6
interacts with Bre1-eRING domain，and the interaction can be inhibited by RBD. GST tag is not suitable for the pull-down assay inK. lactis.
Key words Bre1；Ubiquitin；glutathione S-transferase；protein-protein interaction

核小体作为染色质的基本组成单位，由组蛋白

和双链 DNA 组成[1]。当双链 DNA 要执行转录或复

制等一系列生命活动时，需要从核小体上释放出来，

而这一过程主要依赖于组蛋白的翻译后修饰[2-3]。泛

素化作为组蛋白翻译后修饰的一种，主要发生在组

蛋白 H2B[4]。组蛋白 H2B 的 K123 位点的单泛素化

修饰可以参与介导转录的起始和延伸 [5-6]、组蛋白

H3 上的甲基化修饰[7-8]、DNA 的损伤应答和修复[9-11]

等一系列生命活动相关进程。组蛋白 H2B 的 K123
位点的单泛素化修饰，主要由泛素转移酶（E2）Rad6

以及泛素连接酶（E3）Bre1 介导[12-14]。目前为止，二者

如何发生相互作用并介导组蛋白 H2B 的 K123 位

点单泛素化的机制仍不清楚。

Bre1 是目前发现的唯一可以介导 H2BK123 特

异性泛素化修饰的 E3，在真核生物中具有高保守性。

在其 C 端具有一个 RING 结构域（氨基酸 630～
700），该结构域通过诱导泛素-E2 复合物的活性构

象催化泛素由 E2 向底物的转移[15]。eRING 结构域

（Extended RING，氨基酸 494～700）作为最小的 E3
核心执行组蛋白 H2B 的 K123 位点特异性泛素化

修饰。除 eRING 结构域外，Bre1 的 N 端具有一个

Rad6 结合结构域（Rad6 Binding Domain，RBD，氨基

酸 1～220），可与 Rad6 发生强相互作用[16-17]。
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本课题组近期解析了乳酸克鲁维酵母（K.lac－
tis）细胞 Bre1 RBD 结构域与 Rad6 形成复合物的晶

体结构，揭示了两者相互作用的分子机制。为深入

研究 Bre1 与 Rad6 催化 H2B 单泛素化的机制，本研

究基于酿酒酵母 Bre1 的 eRING 结构域与 GST-
Rad6 的相互作用，探究了 Bre1 的 RBD 是否参与调

控 E2 与 eRING 结构域的相互作用。

1 材料与方法

1.1 蛋白表达和纯化 本研究主要从乳酸克鲁维

酵母细胞的 cDNA 库中进行目的基因扩增，插入表

达载体进行蛋白质的表达和纯化。

Bre1 的 RBD 基因片段插入到 pET28A（No－
vagen）表达载体上，其 N 端带有组氨酸标签。质粒

转化大肠杆菌 BL21 Rosetta（DE3）感受态细胞，并

通过含有 34 mg/L 卡那霉素以及 25 mg/L 氯霉素

的液态 LB 培养基内进行培养。待菌液在 600 nm 的

吸光值到 0.6时，将菌液降温至 16℃，并加入终浓度

0.25 mmol/L 异丙基硫代半乳糖苷（IPTG）诱导 16 h，
然后离心收集菌体。菌体通过含有 20 mmol/L Tris
（pH7.5）、300 mmol/L Nacl、10 mmol/L 苯甲基磺酰

氟、2 mmol/L β-巯基乙醇的裂胞液悬浮，每克细胞

使用 50 mL 裂胞液悬浮。通过高压裂胞仪（ATS）进
行裂胞，流速为 50 mL/min。先在压强为 300 磅每平

方英尺进行 1 次循环，破碎大颗粒细胞块；然后在

压强为 900 磅每平方英尺进行 3 次循环，使得细胞

完全破碎。通过 15 000 g、45 min 的离心清除不可

溶组分，使用镍-次氮基三乙酸纯化琼脂糖树脂富

集目的蛋白，并通过含有 20 mmol/L Tris（pH7.5）、
300 mmol/L Nacl、10 mmol/L 苯甲基磺酰氟、2 mmol/L
b-巯基乙醇，300 mmol/L 咪唑的洗脱液洗脱。目的

蛋白进一步通过离子交换柱 Heparin（Hitrap Hep
arin HP，GE healthcare）和凝胶过滤层析柱（Superdex
200 10/300，GE healthcare）纯化，获得纯度高达 95%
的目的蛋白。文章中涉及到的 Bre1 RBD 的突变体

蛋白质表达和纯化方法与上述一致。

Bre1 的 eRING 基因片段插入到 pET28A 上，其

N 端带有组氨酸标签。通过突变的方式在组氨酸标

签后插入 flag 标签。在此基础上，通过突变的方式

删除 eRING 结构域内的 RING 结构域，获得 eRING
结构域内的 coiled-coil 区域，命名为 CCNR。蛋白的

表达方法与 Bre1 RBD 类似。蛋白通过镍-次氮基三

乙酸纯化琼脂糖树脂孵育富集，进一步通过离子交

换柱 Heparin 和凝胶过滤层析柱（Superdex 75 10/
300，GE healthcare）获得纯度高达 95%的目的蛋白。

Rad6 的基因插入到 PEGX-5X-1 载体上，其 N

端带有 GST 标签。蛋白表达方法与 Bre1 RBD 类似。

蛋白通过与谷胱甘肽琼脂糖树脂富集，并通过离子

交换柱 Q（Hitrap Q HP，GE healthcare）以及凝胶过

滤层析柱（Superdex 200 10/300，GE healthcare）进一

步纯化，获得纯度高达 95%的目的蛋白。GST 标签

蛋白的表达和纯化采用类似的方法。

Rad6 的基因插入到 pET28A 上，其 N 端带有组

氨酸标签。蛋白的表达方法与 Bre1 RBD 类似。蛋白

通过镍-次氮基三乙酸纯化琼脂糖树脂孵育富集，

进一步通过离子交换柱 Q（Hitrap Q HP，GE health－
care），获得目的蛋白后，通过 10 kD 浓缩管将蛋白

浓缩至 1 mL，通过 Microdrop 测得蛋白浓度，按照每

0.1 mg 蛋白使用 0.5 U 的凝血酶对 Rad6 的 N端组

氨酸标签室温切割 2 h，通过凝胶过滤层析柱（Su
perdex 75 10/300，GE healthcare）获得纯度高达 95%
的无标签 Rad6 蛋白。

所有蛋白都在含有 20 mmol/L Tris（pH7.5）、
200 mmol/L NaCl 和 2 mmol/L 二硫苏糖醇的缓冲液

中保存，经液氮速冻后，储存在-80℃冰箱备用。

1.2 GST 下拉实验 7 μmol/L 的 GST 蛋白或者

GST-Rad6 蛋白与 eRING 按照 1∶2 的比例（若加入

RBD，则按照 GST/GST-Rad6：RBD=1∶4 的比例）在

含有 20 mmol/L Tris（pH 7.5）、200 mmol/L NaCl 的
结合缓冲液中与谷胱甘肽琼脂糖树脂在 4℃下进行

共同孵育。使用结合缓冲液对孵育后的磁珠进行冲洗，

并通过含有 20 mmol/L Tris（pH 7.5）、200 mmol/L
Nacl、10 mmol/L glutathione 的洗脱液对结合谷胱甘

肽琼脂糖树脂的蛋白进行洗脱。使用 SDS-PAGE 分

析和免疫印迹分析分析洗脱的蛋白质。使用鼠源

flag 抗体（F3165，MBL，1∶3 000 稀释）检测带有 flag
标签的 Bre1 eRING 结构域。

1.3 等离子表面共振（SPR）实验 SPR 实验是在

Biacore T200 上进行（中科院天津工业生物研究所）

的。eRING 作为固定相被固定在 CM5 芯片上，将

Rad6 和 RBD 作为流动相流过芯片。数据用 Biacore
evaluation 进行分析。

2 结果

2.1 蛋白质在细菌中的表达和纯化 经过摸索，发

现离子交换柱 Heparin 可显著去除经过镍-次氮基

三乙酸纯化琼脂糖树脂纯化后 RBD 蛋白过程中残

留的杂蛋白，目的蛋白在离子柱上电导 40 左右出

峰。凝胶过滤层析柱进一步将蛋白纯化，使其纯度

高达 95%（图 1A）。经过镍-次氮基三乙酸纯化琼脂

糖树脂纯化后，残留在 Bre1 eRING 和 CCNR 样品

中的杂蛋白由离子交换柱 Heparin 去除，蛋白由凝
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胶过滤柱进一步纯化，获得纯度高达 95%的目的蛋

白（图 1B、1C）。GST-Rad6 经过谷胱甘肽琼脂糖凝

胶富集后主要通过离子交换柱 Q 和凝胶过滤层析

柱获得纯净的目的蛋白（图 1D）。无标签 Rad6 经

过镍-次氮基三乙酸纯化琼脂糖树脂和离子交换柱

Q，进一步通过酶切去除标签，再经过凝胶过滤层析

获得纯净蛋白（图 1E）。
2.2 乳酸克鲁维酵母的 GST-Rad6和 eRING存在
相互作用 与对酿酒酵母的研究一致，乳酸克鲁维

酵母的 GST-Rad6 与 Bre1 的 eRING 结构域具有显

著的相互作用。而且，该相互作用可被 Bre1 RBD 结

构域显著抑制（图 2A）。基于本课题组近期获得

Bre1 RBD 与 Rad6 的复合物结构信息，Bre1 RBD
上被引入了突变，削弱 Bre1 RBD 与 Rad6 之间的相

互作用。使用这些突变体的研究表明，随着 Bre1
RBD 与 Rad6 之间相互作用力的减弱，Bre1 RBD 对

于 GST-Rad6 与 eRING 之间相互作用的影响也发

生不同程度的减弱（图 2B）。

图 1 蛋白的纯化

Fig 1 Protein purification

注：A：用 S200 10/300 柱纯化 Bre1 RBD 蛋白的 SDS-PAGE 分析和分子筛柱洗脱图；B：用 S200 10/300 柱纯化 Bre1 eRING 结构域蛋白的

SDS-PAGE 分析和分子筛柱洗脱图;C：S75 10/300 柱纯化 Bre1 CCNR 结构域蛋白 SDS-PAGE 分析和分子筛柱洗脱图;D：S200 10/300 柱纯化

GST-Rad6 蛋白 SDS-PAGE 分析和分子筛柱洗脱图;E：S200 10/300 柱纯化无标签 Rad6 蛋白的 SDS-PAGE 分析和分子筛柱洗脱图

注：A、B：图中显示为 GST-Rad6 下拉 eRING 的 Western 印迹分析

图 2 乳酸克鲁维酵母的 GST-Rad6与 Bre1 eRING结构域的相互作用及 Bre1 RBD结构域对相互作用的影响

Fig 2 The influence of Bre1 RBD on the interaction between GST-Rad6 and Bre1 eRING in K. lactis
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2.3 GST 存在对 eRING 的相互作用 本实验表

明，GST 蛋白与乳酸克鲁维酵母 Bre1 的 eRING 有

显著的相互作用（图 3A），并且该相互作用不能被高

浓度的牛血清蛋白所抑制（图 3B）。为了确定 Rad6
与 eRING 之间的相互作用是否对观察到的 GST-
Rad6 域 eRING 的相互作用有贡献，采用等离子表

面共振技术（SPR）对无 GST 标签的 Rad6 与 eRING
之间的相互作用进行检测。结果表明，不带有 GST
标签的乳酸克鲁维酵母 Rad6 与 Bre1 的 eRING 之

间的相互作用不能被 SPR 实验检测到（图 3C）。

2.4 GST与乳酸克鲁维酵母 Bre1 eRING结构域 N
端的 coiled-coil 区域相互作用 为定位 GST 蛋白

与乳酸克鲁维酵母 Bre1 eRING 之间的相互作用位

点，构建在 eRING 结构域中删除了 RING 结构域

的片段。该片段只含有位于 RING 结构域 N 端的

coiled-coil 区域（CCNR，氨基酸 468～609）。实验结

果显示，CCNR 与 GST 之间存在明显的相互作用

（图 4）。因此，GST 可与乳酸克鲁维酵母菌 Bre1 位

于 RING 结构域 N 端的 coiled-coil 区域发生相互

作用。

3 讨论

Bre1 作为 RING 结构域家族的 E3，具有一个典

型的 RING 特征结构域：主要由结合两个锌原子形

成的锌指样结构构成[18-20]。其可将泛素分子特异性

转移到底物上，完成底物的泛素化修饰[21]。多个 RING
家族的 E3 酶可通过特殊结构域结合 E2 酶活性

位点的背部，调节 E2 酶的泛素化活性，如 AO7[22]、

Rad18[23]和 gp78[24-25]。此外，一些 RING 家族 E3 酶通

过其 RING 结构域和 E2 发生相互作用，从而实现底

物蛋白的泛素化修饰，如 RNF4[26]。但目前还不清楚

E3 酶与 E2 酶活性位点背部的结合是否参与调节

E3 酶的 RING 结构域与 E2 酶之间的相互作用。

近期研究发现，酿酒酵母的 Bre1 全长 700 个氨

基酸，其 C 端 RING 结构域可参与介导组蛋白特异

性的 H2B 的 K123 位点泛素化[27-28]。此外，其eRING
结构域和带 GST 标签的 Rad6 有显著的相互作用，

该作用不依赖于 GST 蛋白而主要是由 Bre1 的 eR－
ING 结构域介导[28]。为探究 Bre1 的 RBD 结构域是

否参与 Rad6 和 eRING 的相互作用，笔者对乳酸克

鲁维酵母菌属进行研究，发现 GST-Rad6 与 eRING
的相互作用具有完全不同于酿酒酵母的表现，两者

的相互作用主要由 GST 蛋白介导。

本研究结果显示，乳酸克鲁维酵母 Bre1 eRING
与 GST 蛋白存在显著的相互作用。在 SPR 实验中，

不带 GST 标签的 Rad6 与 eRING 之间的相互作用

不能被检测到。因此，本研究中观察到的乳酸克鲁

维酵母 Bre1 eRING 与 GST-Rad6 的相互作用是由

GST 蛋白介导的，且两者间的相互作用不是非特异

的。而 Bre1 eRING 结构域本身对相互作用的贡献

不显著。该结果与近期发表的对酿酒酵母的相似研

究截然不同[28]。本研究结果显示，Bre1 RBD 结构域

对 Bre1 eRING 与 Rad6 的相互作用有显著的抑制。

Bre1 RBD 与 Rad6 之间有强的相互作用[28]。该相互

作用介导形成稳定的 GST-Rad6与 Bre1 RBD 的复

合物。在复合物中，GST 标签上与 Bre1 eRING 的相

互作用位点很可能被 Bre1 RBD遮盖，使得 GST-Rad6
与 Bre1 eRING 的相互作用受到抑制。而由突变引

注：图中显示 CCNR与 GST相互作用的Western免疫印迹分析
图 4 GST与乳酸克鲁维酵母 Bre1的CCNR结构域的相互作用研究
Fig 4 The interaction between GST and Bre1 CCNR in K. lactis

注：A：图中显示 GST 蛋白对 eRING 下拉情况的 Western 免疫印迹分析；B：上图显示 BSA 对 GST 下拉 eRING 影响情况的 SDS-PAGE 分
析，下图为 eRING 的 Western 免疫印迹分析；C：图中显示为 SPR 技术检测无标签 Rad6 与 eRING 之间的相互作用分析
图 3 GST与乳酸克鲁维酵母 Bre1的 eRING结构域的相互作用研究
Fig 3 The interaction between GST and Bre1 eRING in K. lactis
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起的 Bre1 RBD 与 Rad6 相互作用的减弱，使遮盖效

应减弱，GST-Rad6 与 Bre1 eRING 之间的相互作用

呈现出不同程度的恢复。

来源于酿酒酵母和乳酸克鲁维酵母的 Bre1 的

eRING结构域的同源性高达 75%，其中完全相同的氨

基酸占 58.9%。GST作为一种常用蛋白质纯化标签和

免疫印迹检测蛋白，却在结合这两种高度相似的 Bre1
的 eRING结构域时，具有截然不同的表现。它不与酿

酒酵母 Bre1 的 eRING 结合，而与乳酸克鲁维酵母

Bre1的 eRING有显著结合。因此，使用GST标签通过

下拉实验研究相互作用时，需要仔细设计对照实验。

RING 结构域与相应 E2 酶的相互作用通常是

瞬时、较弱、难以捕捉的。本研究未能通过 GST 下拉

的方法捕捉到乳酸克鲁维酵母 Bre1 的 eRING 与

Rad6 的相互作用，因此未能深入研究 Bre1 的 RBD
结构域对相互作用的可能影响。通过使用其他的亲

和标签，如 strep 标签、MBP 标签、flag 标签、HA 标签

等，及相应的亲和纯化介质，有可能捕捉到乳酸克鲁

维酵母 Bre1 的 eRING 与 Rad6 的相互作用；使用标

签化的 Bre1，也可能对此有帮助。
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