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摘要    EB病毒编码的潜伏膜蛋白 1可以活化AP-1转录因子, 其中 c-Jun和 JunB的相互关系和

复杂作用一直是人们关注的焦点. 以 Tet-on-LMP1 HNE2鼻咽癌细胞系为动态研究模型, 主要应

用 c-Jun/Jun B双染色间接免疫荧光法联合激光共聚焦荧光显微镜技术、Western blot方法、免疫

共沉淀-Western blot方法以及Super-EMSA方法, 同时, 结合信号转导通路研究中的阻断策略, 研

究证实EB病毒编码的潜伏膜蛋白 1介导 c-Jun/Jun B异源二聚体形成, 而且该二聚体具有与DNA

结合活性. 该研究为 LMP1调控下, AP1二聚体家族成员在不同时空信号传导通路中的动态组合

和作用模式提供了新的机制.  
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潜伏膜蛋白 1(latent membrane protein 1, LMP1) 
为 EB 病毒编码的重要瘤基因, 包括亲水性氨基端胞
浆区、6个不同的疏水性跨膜区和亲水性羧基端胞浆
区 3个不同的结构域, 其中羧基末端位于 351~386位
的羧基末端激活区 2 (carboxy terminal activating 
region2, CTAR2)结构域与 AP1 活化密切相关 [1], 
LMP1 通过 c-Jun 末端激酶(c-Jun N-terminal kinase, 
JNK) 活化 AP1, 以调控相关靶基因的转录, AP1 具

有介导细胞异常增殖的重要作用, 是 LMP1信号传导
途径的重要枢纽[2].  

AP1 为重要的核转录调控因子, 由同源二聚体
和 /或异二聚体组成 , 组成成员包括 c-Fos, FosB, 
Fra-1, Fra-2 Fos家族成员, c-Jun, Jun B, JunD Jun家族
成员和 ATF2, ATFa和 ATF3等碱性亮氨酸拉链(basic 
leucine zipper, bZIP)蛋白. Jun定位在参与人体肿瘤形
成诸多信号传导通路末端, 其特殊定位使它在不同
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的肿瘤发生机制中扮演重要角色, 而 Jun 家族成员
c-Jun 和 Jun B在信号传导通路中的相互关系和复杂
作用正在成为研究的热点.  
研究表明, 在不同的环境因素作用下, 不同的细

胞系中, c-Jun既可促进细胞增殖和恶性转化, 增加肿
瘤细胞的侵袭性, 抑制细胞凋亡[3,4], 也可促进细胞
凋亡[5]. Jun B则具有抑制细胞增殖[6]、减少肿瘤细胞

的侵袭性[7]和促进分化[8,9]的作用, 长期以来一直被
认为是抑制性 AP1 转录因子[10]. 然而, 也有研究表 
明, Jun B促进肿瘤的发生[11], 抑制细胞分化[12], 加速
肿瘤恶性演进[13]. 进一步的研究表明, AP1亚基 c-Jun
和 Jun B拮抗调控细胞增殖、恶性转化、分化和 AP1
依赖性靶基因的表达[14~17], 发挥拮抗作用的部分机
制可能是 Jun B与 c-Jun 形成无活性异源二聚体, 抑
制 c-Jun 的作用[18]. 然而, 新近的研究表明, c-Jun 和
Jun B协同调节 AP1依赖性靶基因, 促进细胞异常增
殖和转化[19,20].  
我们最新的研究工作证实在 Tet-on-LMP1 HNE2

鼻咽癌细胞 [21]中 , 随着四环素衍生物强力霉素

(doxycycline, DOX)诱导剂量增大和时间延长, LMP1

表达逐渐加强, AP1 呈明显的时效和量效关系[22]. 用

AtlasTMApoptosis cDNA Expression Array 检测 DOX

诱导前后 Tet-on-LMP1 HNE2 鼻咽癌细胞基因的变 

化, 发现 JunB 和 c-Jun 呈时间和剂量依赖性动力学

变化[23]. 相反, 用胞浆锚蛋白 JIP-1(JNK interacting 

protein-1)抑制 JNK核移位明显阻断 AP1功能性活化, 

引起鼻咽癌细胞增殖减弱 [24]. 进一步的研究确定了

LMP1 结构域 CTAR2 可能通过结合 TRADD/TRAF2

信号分子, 引起一系列级联反应, 活化 JNK, 从而激

活AP1的两个重要组分 c-Jun和 c-Fos, 提供了 LMP1

导致 AP1 信号传导途径的异常激活并且在鼻咽癌的

发病中可能具有重要作用的实验依据[22,25].  

在此基础上, 我们试图研究在信号转导通路中, 
c-Jun 和 JunB 是否存在动态组合以及拮抗和/或协同
发挥作用模式. 发现 LMP1介导 c-Jun/JunB活性异源
二聚体形成, 而且该二聚体具有与 DNA 结合活性, 
这使我们从一个新的角度重新审视 c-Jun/JunB 异源
二聚体的作用, 为 AP1 二聚体家族成员在信号转导
通路中的动态组合和作用模式提供了新的机制.  

1  材料与方法 

1.1  细胞株和培养条件 

鼻咽癌细胞系 HNE2为本研究所建立的 EB病毒
阴性的低分化鳞癌细胞系. HNE2 细胞经两轮稳定的
转染, 导入四环素基因调控系统和 LMP1 表达质粒, 
从而成功构建了受四环素衍生物强力霉素诱导LMP1
表达的鼻咽癌细胞系 Tet-on-LMP1 HNE2[21]. 该细胞
培养液为 15%小牛血清的 RPMI 1640(Sigma 公司),  
37℃, 5% CO2, 并维持在 200 mg/L G418(Sigma公司)
和 50 mg/L潮霉素(Sigma公司)药物筛选浓度下进行
培养. 该细胞系中, LMP1 能被很好地诱导表达, 随
着四环素及衍生物强力霉素(doxycycline, Dox, Sigma
公司)浓度的增加, LMP1呈现相应的表达增加.  

1.2  细胞总蛋白和核蛋白的抽提 

取对数生长期的 Tet-on LMP1 HNE2细胞, 用含

0.02% EDTA和 0.25%胰酶消化, 计数, 105 /mL细胞

接种于培养瓶中, 贴壁生长后, 按实验所需分别加 

入不同浓度 Dox 进行处理. 根据文献抽取细胞总蛋

白[26]和细胞核蛋白[27]于−70℃贮存. 用 BCA(Pierce)

检测蛋白质浓度.  

1.3  Western blot分析 

取 100 µg蛋白在不连续 SDS-PAGE胶电泳, 电

转移至硝酸纤维膜(0.45 µm, Schleicher & Schuell)上, 

再相应地加入一抗和二抗孵育, 然后, 用ECL发光试

剂(Pierce)检测(在 50℃水浴中, 将硝酸纤维膜在 2% 

(w/v) SDS, 62.5 mmol/L Tris·HCl, 100 mmol/L β-巯基

乙醇, pH 6.8的溶液中孵育 30 min剥脱一抗后可用于

二次发光[28]), X线片曝光, 显影, 定影. 抗体使用如下: 

LMP1抗体购自 DAKO公司(CS1-4); Phospho- JNK抗

体 (9251S) 、 Phospho-c-Jun(Ser63) 抗体 (#9261S) 、

Phospho-c-Jun(Ser73) 抗体(#9164S)购自 Cell Signaling 

Technology 公司; c-Jun 抗体(sc-1694)、JunB(sc-8051)

和 á-tubulin抗体(sc-5286)购自 Santa Cruz公司; Flag

抗体(F3165)购自 Sigma公司.  

1.4  质粒抽提和瞬间转染 

将质粒经挑单克隆、扩增后, 采用 Tip100 柱
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(Qiagen)抽提质粒, 经 0.7%琼脂糖电泳鉴定和紫外分
光光度计(Pharmacia)测浓度, 确保质粒的质量优良方
可用于转染. 按照 SuperFect®转染试剂(QIAGEN 公
司)操作在 60 mm培养碟中进行, pRSV β-gal表达质
粒︰JIP表达质粒为 1︰9, pRSV β-gal表达质粒作为
内标, 按实验设计需要分别加入或不加 DOX 进行诱
导, 培养 24 h 后收获. 同时按β-galactosidase 活性检
测试剂盒(Promega)以校正转染效率. 有关质粒的使
用: JIP(JNK-interacting protein)表达质粒系 R. J. Davis
博士惠赠[29]; β-galactosidase 表达质粒(pRSV β-gal)
由 N. Perkins博士惠赠[30].  

1.5  激光共聚焦荧光显微镜检测 

用 0.6 µg/mL DOX诱导Tet-on-LMP1 HNE2鼻咽

癌细胞, 在 0, 2, 4, 8, 12, 24 h不同的时间点收获, PBS

漂洗, 4℃预冷的 3.7%多聚甲醛固定细胞 30 min; 

0.25% PBS-Triton X-100漂洗, 均以 1︰400稀释度将

JunB和 c-Jun两种抗体混合, 4℃湿盒过夜; 均以 1︰

400稀释度将针对 c-Jun FITC标记(F1202, Sigma)和

针对 JunB CY3标记(C2181, Sigma)的二抗混合, 37℃, 

孵育 3 h; 封闭剂(含猝灭剂)封片, 激光共聚焦荧光显

微镜下(Laser confocal fluorescence microscope, LCFM, 

Bio-Rad, MRC 1024ES)观察, Lasersharp软件对结果

进行分析处理.  

1.6  免疫共沉淀(immunoprecipitation, IP)-West- 

ern blot方法[28] 

将 20 µg蛋白、20 µL Protein A Sepharose CL- 

4B(Pharmacia Biotech 公司)、5 µL c-Jun/JunB抗体(未

经免疫的同类 IgG作为阴性对照)和含1 mmol/L DTT, 

1 mmol/L PMSF, 1 µg/mL aprotinin和 1 µg/ mlleu- 

peptin蛋白酶抑制剂的 1×PBS混合至 60 µL, 4℃摇动

过夜, 10000 r/min离心, PBS洗涤, 再悬于 16 µL 1×

PBS 液中, 加 6×SDS上样缓冲液 70℃水浴 10 min, 

14000离心. 取上清上样, 在不连续 SDS 变性凝胶中

分离, 然后转蛋白于 NC 膜, 加 JunB/c-Jun 的一抗孵

育过夜, 针对抗 JunB/c-Jun的二抗室温孵育, ECL试

剂检测, X线片曝光, 显影, 定影. 

1.7  凝胶电泳移动迁移率检测(electrophoresis 

mobility shift assay, EMSA) 

根据 LightShiftTM 化学发光凝胶电泳移动迁移率

检测试剂盒(Pierce, No.20148, )进行操作, 根据文献
设计 AP1 双链探针(5�-TTCCGGCTGACTCATCAA- 
GCG–3�)序列[31,32]和 SP1 双链探针(5�-ATTCGATC- 
GGGGCGGGGCGAGC-3�)序列 [32,33], 由美国国立癌
症研究院 SAIC-Frederick 分子技术实验室合成并用
生物素在探针 3� 末端标记. 以不加相应抗体的体系
作为阴性对照, 转录因子 DNA 结合活性则用 SP1 多
聚寡核苷酸一致序列探针(5�-ATTCGATCGGGGCG- 
GGGCGAGC-3�)作为校正实验(结果未显示). c-Jun 
(sc-1694)和 JunB(sc-8051) 抗体购自 Santa Cruz公司; 
Phospho-c-Jun(Ser63) 抗 体 (#9261S) 和 Phospho-c- 
Jun(Ser73) 抗体(#9164S)购自 Cell Signaling Techno- 
logy公司.  

2  结果 

2.1  EB 病毒 LMP1调控 c-Jun及 JunB 表达水平
的变化 

在前期研究工作基础上, 以 Tet-on-LMP1 HNE2
鼻咽癌细胞为材料, 采用 Western blot 方法, 检测细
胞在0.006, 0.06, 0.6, 6 µg/mL DOX剂量诱导下LMP1
表达, 结果表明 LMP1表达在 0.6 µg/mL剂量诱导下
达到高峰; 6 µg/mL剂量诱导下 LMP1表达维持在几
乎同样水平(结果未显示), 因此, 我们以0.6 µg/mL的
DOX为诱导剂量, 检测细胞在不同时间的 DOX诱导
下, 随着LMP1表达变化, JNK和 c-Jun(Ser 63, Ser 73)
的磷酸化程度改变, 以及 c-Jun和 JunB蛋白表达改变 
(图 1).  
结果表明, EB 病毒 LMP1 蛋白表达呈时间依赖

性表达增强, JNK 的磷酸化水平在 DOX 未诱导时很
低, 在DOX诱导后 0.5 h开始增强, 2 h达到高峰并维
持在较高水平; c-Jun 蛋白 Ser63 位磷酸化水平在
0.5~2 h 逐渐增强, 4 h 达到高峰并维持在较高水平; 
c-Jun蛋白 Ser73位磷酸化水平在 0.5~4 h逐渐增强, 4 
h达到高峰, 从8 h开始逐渐降低, 但是, c-Jun和 JunB
的表达却逐渐减弱.  
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图 1  Western blot方法分析 Tet-on-LMP1 HNE2细胞中 LMP1在不同时间点引起 Phospho-JNK, -Jun和 JunB的变化 
Tet-on LMP1 HNE2细胞加入 0.6 µg/mL Dox处理不同时间, 抽提总蛋白用于Western blot, 检测 Phospho-JNK, c-Jun(ser63, ser73), c-Jun和 JunB. 

α-tubulin为内对照校正实验 

 

2.2  EB病毒 LMP1介导 c-Jun/JunB异源二聚体
形成 

(1) 利用荧光双色标记联合 LCFM 技术, 确定
c-Jun和 JunB在细胞内的共同定位: c-Jun和 JunB同
属于 AP1家族成员, 而 AP1作为重要的核转录因子, 
通常以二聚体形式发挥其转录活性. 因此, 我们采用
c-Jun/JunB荧光双色标记联合激光共聚焦荧光显微技
术, 检测 DOX诱导前后 c-Jun/JunB在细胞核共定位
改变, 以提供 LMP1介导 c-Jun/JunB二聚体形成的实
验依据.  

CY3标记的 JunB蛋白在激光共聚焦荧光显微镜
下发出红色荧光, FITC标记的 c-Jun蛋白在激光共聚
焦荧光显微镜下发出绿色荧光. 在 DOX 未诱导的
Tet-on LMP1 HNE2鼻咽癌细胞中, 两种荧光在细胞

核中集中分布, 无叠加现象的发生, 而在 2, 4, 8, 12
和 24 h 四个时间点诱导过程中, 呈现出相互叠加的
黄色荧光(图 2). JunB和 c-Jun共定位提示: 可能存在
c-Jun/JunB异二聚体形成.  

(2) 利用 IP-Western blot 方法进一步确定 c-Jun/ 

JunB异源二聚体形成及其动力学特征: 用抗 c-Jun抗

体沉淀核蛋白(未经免疫的同类 IgG 作为阴性对照), 

然后用Western blot方法检测 JunB的表达, 结果显示, 

随着DOX诱导时间的延长,  AP1组分中 JunB蛋白表

达 2 h开始增加, 8 h达到高峰, 然后呈下降的趋势(图

3(a)), 同时, 我们用抗 JunB抗体沉淀核蛋白, 然后用

Western blot方法检测 c-Jun的表达, 结果表明, 随着

DOX诱导时间的延长, AP1组分中 c-Jun蛋白也呈现

出相似的表达趋势, 2 h开始增加, 8~12 h达到高峰, 
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图 2  LMP1诱导 c-Jun和 JunB在不同时间点 Tet-on-LMP1 HNE2 细胞核中的共同定位 
在不同时间段, 0.6 µg/mL Dox处理 Tet-on LMP1 HNE2细胞, 绿色荧光为 FITC示 c-Jun蛋白, 红色荧光 CY3示 JunB蛋白, 以激光共聚焦显微镜

观察 c-Jun和 JunB蛋白的共定位, 若共定位则表现为黄色的叠加信号 
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然后下调(图 3(b)). 进一步提示: 在 LMP1 介导下, 
c-Jun/JunB可能以二聚体形式发挥作用. 
 

 
 
图 3  IP-Western blot 方法分析 Tet-on-LMP1 HNE2 细胞
中 LMP1对 c-Jun 和 JunB在不同时间点的相互作用 
抽提相应时间点的总蛋白, 分别以 c-Jun, JunB 抗体免疫沉淀的蛋白

(未经免疫的同类 IgG作为阴性对照)后进行Western blot分析, 以 Jun B 

或 c-Jun进行分析 

 
(3) LMP1调控下 c-Jun Ser63 和 Ser73磷酸化与

c-Jun/JunB 二聚体形成的关系: 进一步用 0.6 µg/mL 
DOX诱导 Tet-on-LMP1 HNE2细胞 12 h后, 提取核
蛋白, 用抗 c-Jun, Phospho-c-Jun(Ser63)和 Phospho-c- 
Jun(Ser73)抗体分别沉淀核蛋白 , 然后进行 JunB 
Western blot 方法分析, 结果并未显示 c-Jun/JunB 二
聚体存在 c-Jun Ser63 和 Ser73 位点磷酸化(图 4(a)). 
同时, 我们用抗 JunB 抗体沉淀核蛋白, 然后进行
c-Jun Western blot方法分析, 结果发现, c-Jun/JunB二
聚体存在 c-Jun Ser63 和 Ser73 位点磷酸化(图 4(b)). 
上述结果提示: c-Jun Ser63和 Ser73位点磷酸化可能
促使 c-Jun/JunB二聚体的形成.  

JNK 相互作用蛋白(JIP)作为一种新型胞浆锚蛋
白, 选择性地与 MAPK 中的 JNK 结合, 相对特异地
阻断 AP1 功能性活化 [29], 因此, 为了进一步确定
LMP1 调控下 c-Jun Ser63 和 Ser73 磷酸化水平与
c-Jun/JunB 二聚体形成的相关性, 我们用 JIP-1 表达
质粒阻断磷酸化 JNK 核移位, 从而阻断 c-Jun Ser63 
和 Ser73磷酸化, 探讨 c-Jun/JunB二聚体形成改变.  
我们在 Tet-on-LMP1 HNE2 细胞中转染带有

Flag 标签的 JIP表达质粒后, 用 0.6 µg/mL DOX诱导
Tet-on-LMP1-HNE2 细胞 12 h, 在确定细胞已经转染

JIP 的情况下 (结果未显示), 采用同一批蛋白进行
Western blot方法分析. 结果发现, 转染 JIP表达质粒
后, 其表达水平均较未转染有明显降低(图 4(c)). 在
此基础上, 进行 IP-Western blot 方法分析, 发现与未
转染比较, c-Jun/JunB二聚体形成明显减少(图 4(d)和
图 4(e)). 上述实验提示: Ser 63/73位磷酸化水平变化
对于 c-Jun/JunB 异源二聚体形成起着十分重要的作
用.  

2.3  LMP1激活 c-Jun/JunB异源二聚体上调 AP1 

DNA结合活性 

我们进一步利用 Super-EMSA 方法鉴定 c-Jun/ 
JunB异源二聚体是否与DNA结合以及结合能力改变. 
根据文献[31,32]针对 TRE位点(共同序列 TG AC/GTCA)
设计 AP1探针, 序列为 5�-TTC CGG CTG ACT CAT 
CAA GCG -3�. 提取 0.6 µg/mL DOX诱导 12 h(图 3证
实 c-Jun/JunB 二聚体形成需较多的时间)的细胞核蛋 
白, 以不加相应抗体作为阴性对照; 以 DOX 未诱导, 
0.6 µg/mL DOX诱导 4, 12和 24 h作为实验组, 用 SP1
多聚寡核苷酸一致序列探针 [32,33](5�-ATTCGATC- 
GGGGCGGGGCGAGC-3�)作为校正实验(结果未显
示). 结果表明, 与未诱导时相比, c-Jun/JunB 异源二
聚体组分 JunB和 c-Jun与AP1 DNA 结合活性在 0, 4, 
12 h时间点逐渐升高, 12 h时间点至 24 h时间点逐渐
下降, c-Jun和 JunB呈现一致的变化趋势(图 5(a)), 与
IP-Western blot结果显示的 c-Jun/JunB二聚体形成呈
现一致的时间动力学特征(图 3(a)和(b)). 

Ser63, Ser73 位 c-Jun磷酸化与 c-Jun/JunB二聚
体形成密切相关(图 4(a)~(d)), 因此, 我们选择 0.6 
µg/mL DOX诱导 12 h(c-Jun/JunB二聚体形成较多的
时间)作为诱导时间, 用 Super-EMSA 方法进一步研
究 DOX 诱导前后 c-Jun/JunB 二聚体中 c-Jun Ser63, 
Ser73 位磷酸化是否促进 c-Jun/JunB 二聚体与 AP1 
DNA 结合能力. 结果表明, DOX 诱导后, Ser63, 
Ser73 位 c-Jun 磷酸化与 AP1 DNA 结合能力明显增
加(图 5(b)). 同时, 用 JIP-1表达质粒阻断磷酸化 JNK
核移位, 从而阻断 c-Jun Ser63 和 Ser73磷酸化, 结果
显示, 转染后 JunB和 c-Jun失去了与 AP1 DNA结合
能力, 因此, 从反面进一步验证了 c-Jun Ser63和 Ser73  
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图 4  c-Jun Ser63 和 Ser73磷酸化与 LMP1介导的 c-Jun/JunB二聚体形成 
Tet-on-LMP1 HNE2 细胞中用 0.6 µg/mL DOX 诱导 LMP1 表达 12 h 时后, 抽提总蛋白. 分别用于: (a) 用 c-Jun, Phosphor-c-Jun (ser63)和

Phosphor-c-Jun (ser73)抗体分别沉淀, 再用 Jun B 抗体用于 Western blot; (b) 先用 Jun B 抗体沉淀蛋白, 再用 c-Jun, Phosphor-c-Jun (ser63)和

Phosphor-c-Jun (ser73)抗体来检测蛋白; (c) 细胞经转染 JIP-1 诱导 LMP1表达后抽提总蛋白, Western blot分析 JNK和 c-Jun磷酸化水平; (d) 细胞
转染 JIP-1 诱导 LMP1 表达后抽提核蛋白, 先用 Jun B 抗体沉淀蛋白, 再用 c-Jun 抗体检测其水平; (e) 细胞转染 JIP-1 后诱导 LMP1 表达, 先用 

c-Jun抗体沉淀核蛋白后再用 JunB抗体检测其水平 
 

磷酸化与二聚体与 AP1 DNA 结合能力密切相关(图
5(c)). 

3  讨论 

我们前期的研究工作已经证实在 Tet-on-LMP1 

HNE2鼻咽癌细胞中, LMP1结构域 CTAR2通过结合

TRADD/TRAF2信号分子引起一系列级联反应, 活化

JNK, 上调 AP1 活性[22,25,30]. 我们新近的研究工作提

示, LMP1 致癌机制与 AP1 家族重要成员 JunB 和 

c-Jun 密切相关[23]. 以前文献研究认为, JunB 氨基末
端具有泛素化δ 样结构域(锚着位点), 但是缺少磷酸
化受体位点, 因此, 可与 JNK结合, 但是不能使之磷
酸化[34,35], 推测 JunB 可能通过泛素化引发的蛋白小
体依赖性降解途径降解[36]. c-Jun Ser63, 73位的磷酸
化对 c-Jun 的功能至关重要[37], 可使其免于泛素化引
发的蛋白小体依赖性降解, 使其稳定性增加[36]. 令人
关注的是, 新近的研究表明, JNK 在肿瘤的发生发展
中起着重要作用[38], JNK 是脯氨酸导向的 Ser/Thr 激 
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图 5  LMP1介导 c-Jun/JunB异源二聚体形成后上调其与 DNA结合的能力 
(a) Tet-on LMP1 HNE2细胞用 0.6 µg/mL Dox在不同时间点诱导 LMP1表达后抽提核蛋白, 5 µg核蛋白和 20 fmol 3�末段生物素标记 AP1双链探针
孵育, c-Jun 或 JunB 抗体加入反应体系中. 箭头 Super-shift 带形. (b) Tet-on LMP1 HNE2 细胞诱导 LMP1 表达后抽提核蛋白, 采用 Phospho- 
c-Jun(ser63)和 Phospho-c-Jun(ser73)抗体用于 Super-shift分析. (c) Tet-on LMP1 HNE2细胞转染 JIP-1质粒诱导 LMP1表达, 抽提核蛋白, 用 c-Jun 

和 JunB抗体用于 Super-shift分析 
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酶 [39], 具有使底物磷酸化和泛素化的双重作用 [36],  
c-Jun和 JunB是 JNK的有效底物, JNK可磷酸化 JunB 
Thr102 和 Thr104 位点, 可能通过与 c-Jun 竞争 JNK
结合位点, 导致 c-Jun 磷酸化水平降低, 从而增加自
身 DNA结合和转录活性[8].  

AP1 活性主要是由其不同亚基蛋白表达的丰度
和磷酸化状态决定的, AP1 作为重要的核转录因子, 
通常以二聚体形式发挥其转录活性. 在不同的环境
因素作用下, 不同的时空, AP1 不同组分可能通过重
新组合形成新的二聚体, 用以调节与 DNA 的结合并
进而影响靶基因的转录[40]. 因此, 我们推测, 在鼻咽
癌细胞中, EB病毒 LMP1通过 TRADD 和 TRAF激
活 JNK[41], 从而磷酸化 c-Jun 和 JunB[40], 介导 c-Jun/ 
JunB AP1 新的二聚体形成, 用以调控相关靶基因的
转录. 
结果表明, LMP1在 0.6 µg/mL DOX剂量诱导高

表达情况下, 随着 DOX 诱导时间的延长, EB 病毒

LMP1 蛋白表达呈时间依赖性表达增强, 出乎意料的
是, c-Jun和 JunB的表达却逐渐减弱, 但是, 随着 JNK
磷酸化水平逐渐增强, Ser63和 Ser73位点的 c-Jun磷

酸化水平也逐渐增强(图 1). 虽然目前缺乏特异针对
JunB特定位点磷酸化的抗体, 使 JunB磷酸化的研究

受到了很大限制, 但是, 我们用 JunB 抗体检测发现, 
出现了较慢迁移的 JunB 泛磷酸化免疫条带, 因为研

究表明把核提取物用磷酸酶处理后电泳, 该条带消
失[40], 这在一定程度上说明 LMP1 诱导下 JunB磷酸

化调节在 AP1 信号传导通路中发挥着重要的作用. 
上述结果表明, c-Jun和 JunB作为重要的 AP1转录因

子, LMP1 对其活性的调节主要是在翻译后磷酸化水
平的调控上[42].  
为了更进一步研究DOX诱导下 JunB和 c-Jun的

功能以及它们之间的相互关系, 我们采用 c-Jun/JunB

荧光双色标记联合 LCFM 技术, 发现 DOX 诱导下, 

c-Jun/JunB在细胞核中出现共定位(图 2), 同时, 利用

IP-Western blot 方法, 采取信号传导通路中的阻断策

略, 进一步证明 LMP1调控下 c-Jun与 JunB形成异源

二聚体(图 3(a)和 3(b)), 而且 c-Jun Ser63 和 Ser73磷

酸化与 c-Jun/JunB二聚体形成紧密相关(图 4(a)~(e)).  

AP1 二聚体功能性活化的重要证据是其与靶基

因启动子结合, 反式激活靶基因转录, 调控靶基因的
表达, 从而发挥细胞增殖、凋亡和分化等生物学效应. 
然而, 令人关注的是, 以前的研究认为: JunB 被认为
是 c-Jun的拮抗因子, 可与 c-Jun形成没有结合和转录
活性的异源二聚体, 抑制 c-Jun 的转录活性, 抑制细
胞增生[18]. 很多实验也表明, Jun 蛋白转录区的磷酸
化不能改变 DNA 结合特性, 但是, 可增加其转录活
性[37,42]. 因此, 我们利用 Super-EMSA 方法进一步鉴
定 c-Jun/JunB异源二聚体是否与 DNA结合以及结合
能力改变. 实验发现, DOX 诱导后, c-Jun/JunB 异源
二聚体与 AP1 DNA 结合能力明显增加(图 5(a)), 而
且 c-Jun Ser63 和Ser73蛋白磷酸化水平与 c-Jun/JunB
异源二聚体 AP1 DNA 结合能力密切相关(图 5(b)和
(c)).  
更为重要的是, 在 LMP1 调控下, c-Jun/JunB异

源二聚体作为 AP1 家族成员中重要的转录因子, 其
功能性活化体现在它对靶基因的调控作用. 因此, 寻
找 c-Jun/JunB异源二聚体具体调控的靶基因, 已经成
为我们下一步深化研究该二聚体功能的重要内容.  

致谢  感谢美国国立医学中心 Beckman 研究所李建
建博士和美国 Minnesota 大学 Hormel 肿瘤研究所董
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