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泛素结合酶E2 变体蛋白对MEFs 细胞衰老的影响

徐　舜 1,2, 骆诗凌 1,2, 谢健鸿 1,2, 刘新光 1,2,3, 袁　源 1,2*　（ 1. 广东省医学分子诊断重点实验室，广东东莞 
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莞 523808）

摘　要：目的　探讨泛素结合酶E2 变体蛋白（UBE2V1）对MEFs 细胞衰老的影响。方法　Western blot 检测UBE2V1
在年轻（2 月龄）和年老小鼠（24 月龄）各组织中的表达差异，以荧光定量PCR 及Western blot 检测UBE2V1 在年轻和衰

老MEFs 细胞中表达的差异，荧光定量PCR 和Western blot 验证Ube2v1 基因的siRNA 沉默效果，β- 半乳糖苷酶染色检测

Ube2v1 表达下调对MEFs 细胞衰老的影响，Edu 和Alarmar Blue 检测Ube2v1 基因沉默后MEFs 细胞增殖能力的变化。

结果　UBE2V1 在衰老小鼠的心脏、肝脏、肾脏和脑组织中表达下调，同时在衰老的MEFs 细胞中也明显表达下调，在年

轻细胞中沉默Ube2v1 基因后β- 半乳糖苷酶染色结果显示衰老的细胞数量明显增加，且Edu 和Alarmar Blue 检测发现

Ube2v1 基因沉默后MEFs 细胞增殖能力显著下降。结论　沉默Ube2v1 可通过抑制MEFs 细胞增殖，从而促进细胞衰老。
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Effect of ubiquitin-binding enzyme E2 variant on cellular senescence of MEFs
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of Aging Research, Guangdong Medical University, Dongguan 523808, China; 3.Institute of Biochemistry &Molecular 
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Abstract: Objective　To investigate the effect of ubiquitin-binding enzyme E2 variant (UBE2V1) on cellular senescence 
of MEFs. Methods　Western blot was used to detect the difference of UBE2V1 expression in the tissues of young (2 months 
of age) and old (24 months of age) mice. Quantitative PCR and Western blot were used to detect the difference of UBE2V1 
expression in young and senile MEFs cells. Quantitative PCR and Western blot were used to verify the siRNA silencing effect 
of Ube2v1 gene. β-galactosidase staining was used to detect the influence of downregulation of Ube2v1 expression on aging 
of MEFs cells. Edu and Alarmar Blue were used to detect the changes of proliferation ability of MEFs cells after Ube2v1 gene 
silencing. Results　Ube2v1 was down-regulated in the heart, liver, kidney and brain tissues of aging mice, and also down-
regulated in aging MEFs cells. β-galactosidase staining results showed that the number of aging cells increased significantly 
after Ube2v1 gene was silenced in young cells. Edu and Alarmar Blue tests showed that the proliferation ability of MEFs cells 
decreased significantly after Ube2v1 gene silencing. Conclusion　Silencing Ube2v1 inhibits MEFs cell proliferation and thus 
promote cell senescence.
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衰老是指人体在其生长发育达到成熟期以后，随着

年龄的增长，在形态、结构和生理功能方面必然出现的

一系列全身性、多方面的退行性变化，如皮肤萎缩、骨
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质丢失等[1-2]。细胞衰老是指细胞生理功能的衰减，包

括增殖能力下降、细胞周期停滞、对促凋亡应激原不敏

感、衰老相关基因和蛋白表达增加，并伴有形态学的
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衰老改变，且渐趋于死亡的现象 [3-5]。在细胞培养过程

中，野生型（wild type，WT）MEFs 在传代过程中刚开

始生长相对缓慢，到第 3 代开始经历生长旺盛期，一般

经过连续传代至第 8 代左右才进入细胞衰老状态 [6]，

MEFs 细胞作为经典的复制性衰老细胞，可作为本研

究良好的细胞模型。已有研究表明，在HT-29-M6 细

胞中过表达UBE2V1 可抑制细胞的分化 [7]。但至目前

为止，泛素结合酶E2 变体蛋白（ubiquitin conjugating 
enzyme E2 V1，UBE2V1）在衰老方面的研究还处于探

索阶段。本研究旨在探讨UBE2V1 在细胞衰老进程中

的作用，通过在MEFs 中沉默UBE2V1 观察细胞衰老情

况，检测细胞增殖变化，初步揭示UBE2V1 参与细胞衰

老的进程，提示其影响细胞衰老的潜在作用。

1　材料和方法

1.1　材料

MEFs 细胞为本实验室自制；siRNA 购自锐博

生物技术有限公司；DMEM、胎牛血清、胰酶等购自 
Life Technologies 公司；TEMED、过硫酸铵、SDS 购自

Sigma 公司；ECL 底物显色试剂盒购自Thermo 公司；

DAPI 染液购自 Gibco 公司；Lipofectamine RNAi MAX
为 Invitrogen 公司产品；UBE2V1 抗体（sc-390047）购

自 Santa-Cruz 公司；细胞衰老β- 半乳糖苷酶染色试剂

盒、二抗购自碧云天公司，其余为国产分析纯试剂。

1.2　细胞培养

MEFs 细胞复苏后，采用含 15% 胎牛血清的DMEM
培养基于 37 ℃、5% CO2 培养箱培养， 待细胞长到 
80%~90% 融合度时，按照 1∶2 的比例传代培养。

1.3　细胞转染 
使用胰蛋白酶消化MEFs 细胞后，接种至 12 孔板

和 24 孔板。置于细胞培养箱继续培养 24 h，待细胞长

到 30%~50% 融合度时，将siRNA 充分溶解于不含有

血清的转染专用培养基Opti-MEM 中。RNAiMAX 用

Opti-MEM 稀释后，与siRNA 溶液混合，轻轻振荡后，

置于室温 5 min，加入细胞培养板，放入细胞培养箱中。

转染 48 h 后，收集细胞。

1.4　β-半乳糖苷酶染色

细胞接种于 12 孔板，采用β- 半乳糖苷酶染色试剂

盒（碧云天）对细胞进行固定和染色，普通光学显微镜下

观察染色结果并拍照，衰老细胞镜下呈深蓝色着染。

1.5　细胞增殖的检测

细胞接种于 24 孔板，待细胞长到约 80% 融合

度时依次进行Edu 标记、细胞固定化、Apollo 染色、

DNA 染色。在荧光显微镜下观察染色结果并拍照。

1.6　Western blot
取12孔板中的细胞样品，胰酶消化收集细胞悬液，

1 000 g 离心 5 min，去上清，加入 100 μL 配制好的细

胞裂解液，冰上充分裂解 15 min 后，加入 80 μL 2×SDS 
Loading Buffer，沸水煮 10 min 使蛋白样品变性。将

蛋白样品加入提前制好的蛋白胶孔中，每孔 10 μL 经

SDS-PAGE 分离，随后在转膜槽中经 300 mA、1 h 转移

至PVDF 膜上，用含 3% BSA 的TBST 室温封闭 1 h，分
别加入相应蛋白抗体（1∶1 000 稀释）于 4 ℃ 孵育过

夜。第 2 天用TBST 漂洗 10 min，洗 3 次，加 1∶5 000
稀释的辣根过氧化物酶标记的二抗，室温孵育 1 h，用

TBST 漂洗 10 min，洗 3 次，加入ECL 化学发光液，于

Azure Biosystems C400 凝胶成像系统曝光拍照。

1.7　统计学处理

使用GraphPad Prism 8.0 软件进行统计学处理，所

有实验均重复 3 次，计量资料采用配对 t 检验或单因

素方差分析，P<0.05 表示差异有统计学意义。

2　结果

2.1　UBE2V1 在衰老小鼠组织中表达显著下调

利用Western blot 检测UBE2V1 在年轻（2 月龄）

和年老小鼠（24 月龄） 各组织中的表达差异，发现

UBE2V1 在年老小鼠的心脏、肝脏、肾脏和脑组织中表

达显著下调（图 1）。

2.2　UBE2V1 在衰老的MEFs 细胞中表达显著下调

利用荧光定量PCR 及Western blot 检测UBE2V1
在年轻和衰老MEFs 细胞中的表达差异，发现在衰老

的MEFs 细胞中UBE2V1 表达也显著下调（图 2）。

2.3　siRNA 沉默UBE2V1 的表达促进MEFs 衰老

利用荧光定量 PCR 和 Western blot 验证 UBE2V1
基因的 siRNA 沉默效果，如图 3A、B 所示，siRNA-1、
siRNA-2 和siRNA-3 都能较好沉默UBE2V1 基因的表达，

而UBE2V1 基因下调能显著促进MEFs 的衰老（图 3C）。

2.4　沉默UBE2V1 显著抑制MEFs 细胞增殖

通过转染 siRNA，待细胞密度长到 80% 时，采

用EdU 标记MEFs 细胞的增殖能力。Edu 检测发现，

MEFs 细胞中UBE2V1 基因沉默后，与对照组比较，细

胞增殖能力降低（图 4A）。同时，通过Alarmar Blue 检

测，MEFs 细胞中沉默UBE2V1 同样抑制其细胞增殖

能力（图 4B）。

3　讨论

泛素结合酶E2V1（UBE2V1），又名CROC1、Uev1A，
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A、B、C、D 分别表示Western blot 检测UBE2V1 在年轻和年老小鼠心脏、肝脏、肾脏和脑组织中的表达

图 1　UBE2V1 在年轻和年老小鼠各组织中的表达检测
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A. 相差显微镜下观察年轻和年老MEFs 中β- 半乳糖苷酶染色情况（400×）；B. 荧光定量PCR 检测UBE2V1 在年轻和衰老MEFs
细胞中的表达；C.Western blot 检测UBE2V1 在年轻和衰老MEFs 细胞中的表达；**P<0.05

图 2　UBE2V1 在年轻和衰老（3，9 代）MEFs 细胞中的差异表达检测

A 0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

U
be

2v
1
相

对
表

达
量

空
白
对
照

**

阴
性
对
照

siR
NA-1

siR
NA-2

siR
NA-3

　　B

空
白
对
照

阴
性
对
照

siR
NA-1

siR
NA-2

siR
NA-3

UBE2V1

ACTIN

空白对照 阴性对照 siRNA-1 siRNA-2 siRNA-3C

A．荧光定量PCR 检测UBE2V1 基因的siRNA 沉默效果；B.Western blot 检测UBE2V1 基因的siRNA 沉默效果；C.β- 半乳糖苷酶
染色检测UBE2V1 基因的表达下调对MEFs 细胞衰老的影响（400×）；**P<0.05

图 3　UBE2V1 基因的表达下调能够促进MEFs 细胞的衰老
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位于染色体 20q13.2，在体内至少表达 4 种不同的剪接

体[8]。已有研究表明，Uev1A 是NF-κB 信号通路中响应

环境压力的关键调控成分，并将UEV1A 鉴定为潜在的

原癌基因[9]，UEV1A 在HCT116 细胞中的过表达可激活

NF-кB，且会上调CXCL1 表达以增强结肠癌细胞的转

移[10]，此外在结直肠癌细胞株SW480、DLD-1 中过表达

Ube2v1 可促进Ubc13 介导的Sirt1 的泛素化和降解，并

抑制组蛋白H4 在赖氨酸 16 的乙酰化，并最终在表观

遗传学上抑制CRC 中的自噬基因表达，从而抑制自噬

通路。另外，有研究发现UBE2v1 可促进Lys63 的多泛素

化，产生多种Lys63 泛素化蛋白，其可维持包括β- 肌动蛋

白在内的细胞骨架结构，并且沉默UBE2v1 可使HK2 细

胞中高葡萄糖诱导的α-SMA 表达逆转 [11]。UBE2V1 中

5’UTR 变异与HIV-1 获得风险增加相关。

以上研究表明Ube2v1 可激活NF-κB 信号通路，

而NF-κB 可调节细胞的衰老，与其它衰老相关的信号

通路如 IGF-1、mTOR、SIRT 和DNA 损伤修复等相互

关联[12]。最近研究表明，UBE2V1 促进乳腺癌细胞迁、

增殖 [13]。同时，虽然UBE2V1 在多种细胞类型中普遍

表达，但UBE2V1 缺失会显著损害人脐静脉内皮细胞

（HUVECs）的增殖和活力，而不影响其他细胞类型，

这表明UBE2V1 可能在内皮细胞中具有非常重要的功

能。本研究发现UBE2V1 在衰老小鼠心脏、肝脏、肾脏

和脑等多种组织中表达下调，同时其在衰老的MEFs
细胞中同样表达下调，且沉默Ube2v1 可显著促进MEF
细胞衰老和降低细胞增殖能力，这证明UBE2V1 在细

胞衰老进程过程中起着极其重要的作用，但其调节细

胞衰老进程的具体分子机制尚待更进一步的研究。
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