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摘要      核因子I/B(nuclear factor I/B, NFIB)是一个重要的转录因子, 在细胞增殖、凋亡和组织
发育等生物学过程中发挥重要作用。前期研究发现, 绵羊NFIB基因存在3个转录异构体(transcript 
isoform), 分别编码3个不同的蛋白质异构体 (protein isoform): NFIB-1(48 kDa)、NFIB-2(43 kDa)和
NFIB-3(39 kDa)。目前, 这些蛋白质异构体之间的功能差异还不清楚。为此, 该研究分别设计了羊
NFIB基因转录异构体的特异性表达检测引物, 采用Real-time PCR开展NFIB基因3个转录异构体的
组织表达谱分析; 分别构建NFIB基因的3个蛋白质异构体的真核表达载体, 转染HaCAT细胞, 采用
CCK-8、Cell Death Detection ELISA及Annexin V-FITC凋亡检测试剂盒比较了这3个NFIB异构体
对HaCAT细胞增殖和凋亡的影响。结果显示, NFIB基因3个转录异构体在绵羊的皮肤、脂肪、肾
脏等多种组织和器官中表达, 但它们在不同组织和器官中的相对表达量不同。CCK-8细胞增殖分
析显示, 与对照相比, NFIB-1具有促进HaCAT细胞增殖的作用(P<0.01), NFIB-2的作用不明显, 而
NFIB-3显著抑制HaCAT细胞的增殖(P<0.01)。Cell Death Detection ELISA及Annexin V-FITC凋亡
检测发现, 这3个蛋白质异构体在一定程度上均促进HaCAT细胞的凋亡, 其中, NFIB-1和NFIB-3促
细胞凋亡的作用强于NFIB-2(P<0.01), 但NFIB-1和NFIB-3促细胞凋亡作用的差异不显著。这些结
果表明, 羊NFIB的3个蛋白质异构体在细胞增殖和凋亡中发挥不同作用。
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Abstract       The nuclear factor I/B (NFIB) is an important transcription factor and plays important roles in 
cell proliferation, apoptosis and tissue development. Our previous results revealed that sheep NFIB gene produces 
three different transcript isoforms and three protein isoforms (NFIB-1, NFIB-2 and NFIB-3). NFIB-1, NFIB-2 
and NFIB-3 have a molecular weight of 48 kDa, 43 kDa and 39 kDa, respectively. To date, their functional 
differences are not clear. In the present study, the transcript-specifi c primers were designed and used to measure 
the abundance of the three different NFIB transcript isoforms in various sheep tissues using Real-time PCR. To 
explore their functional differences, the eukaryotic expression vectors of these three different NFIB isoforms were 
constructed and transfected into HaCAT cells. The CCK-8, Cell Death Detection ELISA and Annexin V-FITC 
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Apoptosis Detection kits were used to investigate their effects on the proliferation and apoptosis of HaCAT cells. 
The results of tissue expression profi ling showed that the three NFIB isoforms (NFIB-1, NFIB-2 and NFIB-3) were 
expressed in various sheep tissues including skin, fat, kidney, and their tissue expression patterns were different in 
different tissues. The results of CCK-8 assay showed that compared with the empty vector, NFIB-1 overexpression 
promoted cell proliferation (P<0.01); NFIB-2 had no obvious effect on cell proliferation, and NFIB-3 inhibited 
cell proliferation (P<0.01). The Cell Death Detection ELISA and Annexin V-FITC Apoptosis assays showed that 
overexpression of any one of the three NFIB isoforms could induce HaCAT cell apoptosis to some extent. By 
comparison, NFIB-1 and NFIB-3 were more potent to induce apoptosis than NFIB-2 (P<0.01). However, there 
was no signifi cant difference in promoting apoptosis of HaCAT cells between NFIB-1 and NFIB-3. These results 
suggested that the three different sheep NFIB isoforms played different roles in cell proliferation and apoptosis. 
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核因子 I/B(nuclear factor I/B, NFIB)是一个
CCAAT盒子结合蛋白, 属于转录因子核因子I(nuclear 
factor I, NFI)家族, NFI家族包括4个成员, 分别为
NFIA、NFIB、NFIC和NFIX。NIF家族成员的N-端
220个氨基酸高度保守, 该区域主要是DNA结合和二
聚化结构域; C-端是转录激活结构域, 该区域富含脯
氨酸, 序列的保守性较低, 这是造成该家族成员功能
差异的主要原因[1-3]。NFI家族各成员的表达模式独
特, 各成员的组织表达往往存在重叠现象。基因敲
除实验证明, NFI家族成员NFIA、NFIB和NFIX在大
脑的生长发育中发挥重要作用[4-8]。敲除NFIA或者
NFIB会导致妊娠晚期小鼠神经发育的缺陷, 表现为
胼胝体发育不全并且偏小, 神经胶质细胞的数量减
少, 胶质原纤维酸性蛋白的表达降低5~10倍[4,9-10]。

NFI家族转录因子的特异性DNA结合序列为
TTG GC(N5) GCC AA[11-12]。NFI家族转录因子的结
合序列在基因组中分布很广, 目前实验已鉴定出100
多个基因的启动子、增强子以及沉默子等区域存在

其结合序列[13]。突变分析证实, NFI家族转录因子对
这100多个基因中的大多数基因具有重要的调控作
用[14]。例如, 已证实NFIB可结合到Ezh2(enhancer of 
zeste homolog 2)基因的启动子区, 抑制Ezh2的转录, 
从而调控小鼠胚胎期神经前体细胞的分化, 进而影
响小鼠胚胎期外皮层的生长发育[15]。

NFIB是NFI家族中的一员, 在细胞增殖、分
化、凋亡及组织发育中发挥广泛而重要的作用[16-19]。

NFIB基因在小鼠的肺、肝、心、神经等多种组织
中存在高度表达[5], 它能够调控肺部多个基因的表
达[4,20]。研究发现, NFIB基因敲除型小鼠在胚胎期
18.5 d时肺部细胞增殖标记基因PCNA(proliferating 

cell nuclear antigen)、Ki67(nuclear-associated 
antigen Ki67)、PHH3(phosphohistone H3)的表达量
都明显高于野生型小鼠。BrdU染色结果显示, NFIB
基因敲除型小鼠肺部的阳性细胞数也多于野生型

小鼠, 这些数据都提示, 敲除NFIB基因可以促进细
胞增殖[16]。NFIB基因敲除小鼠出生后15 min内出现
发绀并死亡, 原因是由于小鼠肺部细胞分化不完全, 
肺表皮及肺间质细胞形态异常, 小鼠呼吸异常, 最终
导致死亡[7,21]。干扰小鼠NFIB基因的表达, 会导致端
脑和脊髓细胞的有丝分裂后期出现缺陷[8,22-23]。在

小鼠毛囊发育过程中, NFIB促进黑色素干细胞的自
我更新和分化[21]。干扰NFIB基因的表达会显著降
低乳腺癌细胞系HCC1954和肺癌细胞系NCI-H446
细胞的增殖能力, 并促进细胞凋亡[24-25]。

由于多启动子的使用和mRNA选择性拼接, 基
因普遍存在多个转录本异构体和蛋白质异构体[26-27]。

多转录本和多蛋白质异构体在基因表达调控和动

物生长发育过程中发挥着重要作用[28-30]。例如, 转
录因子PAX3在小鼠体内存在的7种蛋白质异构体, 
它们对细胞增殖、迁移和凋亡存在显著的功能性

差异[31]。目前, 已在多种动物中发现, NFI家族成员
NFIA、NFIB、NFIC和NFIX的多种类型的转录异
构体和蛋白质异构体[32-33]。研究发现, 大鼠NFIB基
因存在3个剪接体NFIB-1、NFIB-2和NFIB-3, 分别由
12、11和9个外显子组成。其中, NFIB-1包含全部的
12个外显子, 而NFIB-2缺少外显子11, NFIB-3缺少外
显子9、10及11[33]。NCBI数据库显示, 人的NFIB基
因分别存在4个已被证实的转录本异构体和蛋白质
异构体, 小鼠NFIB基因也已证实分别有5个转录异
构体和蛋白质异构体, 但是, NFIB基因的这些蛋白
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质异构体之间的功能差异尚未见报道[14]。

本实验室前期研究发现, 绵羊NFIB基因存
在3个不同的转录剪接体(JQ348896、JQ348897、
JQ348895)[34], 分别被命名为NFIB-1、NFIB-2和
NFIB-3。其中, NFIB-1包含全部完整的8个外显子, 
而NFIB-2缺少第7外显子, NFIB-3缺少部分第2外显
子。这3个不同的转录剪接体分别编码3个不同的蛋
白质异构体, 但是它们的功能差异尚不清楚。本研
究开展了羊NFIB基因3个转录异构体的组织表达谱
分析及其相对应的3个蛋白质异构体对HaCAT细胞
增殖和凋亡影响的研究。本研究为进一步深入揭示

NFIB蛋白质异构体的功能奠定了基础。

1   材料与方法 
1.1   材料
1.1.1   样品      实验用绵羊的各组织样品采自黑龙
江省大庆市当地绵羊(德国肉用美利奴羊、东北细
毛羊及白头萨福克羊的三元杂交羊)。屠宰后采集
绵羊的皮肤组织、脂肪、心、肾、肌肉、胰、肝、

骨骼肌、胃、肠和淋巴结共10种组织, 所有组织样
置于液氮中冻存备用。所有实验用绵羊均为母羊, 
相同条件下饲养, 屠宰时均处于20月龄, 共收集6只
绵羊的组织样品。

1.1.2   主要试剂      质粒小量制备试剂盒购自
Axygen公司。PureLinkTM RNA Micro Kit、Opti-
MEM、Trizol Reagent、Lipofectamine 2000购自
Invitrogen公司。胎牛血清、DMEM-F12购自Gibco
公司。FastStart Universal SYBR Green Master (Rox)、
Cell Death Detection ELISA试剂盒购自Roche公司。
FITC Annexin V凋亡检测试剂盒购自BD公司。
1.1.3   仪器设备      PCR仪购自Biometra公司。高速
冷冻离心机购自Beckman公司。凝胶成像系统购自
UVP公司。Real-time PCR仪购自ABI公司。全自动
细胞计数仪购自Invitrogen公司。CO2细胞培养箱购

自Thermo Electron集团。Epoch超微量微孔板分光
光度计购自BioTek公司。电泳仪购自上海天能科技
有限公司。 –20 °C/4 °C冰箱购自海尔集团。生物显
微镜购自Leica公司。超净工作台购自上海智城分析
仪器制造公司。微量移液器购自德国Eppendorf公司。
1.2   实验方法
1.2.1   组织总RNA的提取及反转录      组织总RNA 
的提取按照Trizol试剂盒(Invitrogen, Rockville, MD)

说明书操作, 所得总RNA经1%甲醛变性凝胶电泳
分析合格后进行反转录。反转录PCR按照Promega 
Improm-IITM(Promega, Madison, WI, USA)试剂盒说
明书两步法进行操作。第一步反应液包含 RNA样
品1.0  μg、Oligo-dT 引物(0.5 μg/μL) 1.0 μL、用核
糖核酸酶游离水补至5 μL, 置于70 °C 5 min, 冰浴
5 min。第二步反应液总体系为15 μL, 包含ImProm-
IITM Buffer 4.0 μL、MgCl2(25 mmol/L) 2.5 μL、dNTP 
Mixture(10 mmol/L) 1.0 μL、RNase Inhibitor 0.5 μL、
ImProm-IITM Reverse Transcriptase 1.0 μL、核糖核酸
酶游离水6.0 μL; 反应条件: 25 °C 5 min, 42 °C 60 min, 
70 °C 15 min, 5 °C保温。
1.2.2   基因克隆及表达载体构建      根据全长NFIB
基因 cDNA(JQ348895)的序列信息 , 利用 Primer 
Premier 5设计引物, 上游引物引入Sal I酶切位点
(F: 5′-GTC GAC CAT GAT GTA TTC TCC CAT 
CTG TCT C-3′), 下游引物引入Xho I酶切位点(R: 
5′-TCT CGA GCT AGC CCA GGT ACC AGG ACT 
GG-3′)。以制备的羊组织cDNA为模板, 采用PCR
扩增处NFIB的3个转录异构体的全长CDS区序列, 
分别由胶回收PCR产物, 酶切后, 插入pCMV-myc 
Vector(Clontech公司), 获得NFIB的3个异构体表达
载体, 分别命名pCMV-myc-NFIB-1、pCMV-myc-
NFIB-2和pCMV-myc-NFIB-3。
1.2.3   Real-time PCR检 测      根 据 羊NFIB基 因
3个转录异构体的序列 (JQ348896、JQ348897、
JQ348895), 利用Primer Premier 5分别设计NFIB的
3个转录异构体的特异表达检测引物。利用罗氏
FastStart Universal SYBR Green Master(Rox)和ABI 
Prism 7500 sequence detection system进行Real-time 
PCR分析, 反应采用10 μL体系, 在冰上配制, 反应
体系见表1。PCR条件: 50 °C 2 min, 95 °C预变性
10 min, 95 °C 15 s, 60 °C 60 s, 共40个循环。每个样
品设3孔重复。利用2–ΔΔCt的方法进行计算基因表达

量。上述实验均做3次独立重复。
1.2.4   Western blot分析      将HaCAT细胞接种
至 6孔板中,  待细胞汇合度达 70%~80%时,  利用
Lipofectamine 2000将NFIB-1、NFIB-2和NFIB-3
真核表达载体 (pCMV-myc-NFIB-1、pCMV-myc-
NFIB-2和 pCMV-myc-NFIB-3)及 pCMV-myc空载
体分别转染HaCAT细胞, 6 h后换液, 48 h后用PBS
清洗3次并弃去PBS, 加入RIPA裂解液和蛋白酶抑
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制剂PMSF, 其比例为1001׃, 混匀后置于冰上裂解
细胞30~40 min, 分别获得转染pCMV-myc空载体、
NFIB-1、NFIB-2和NFIB-3表达质粒的细胞裂解
液。采用10% SDS-PAGE电泳分离蛋白, 电泳完成
后采用Mini Trans-Blot系统(BIO-RAD)分离蛋白质, 
然后将分离的蛋白质样品转至孔径为0.45 μm的NC
膜, 用含有5%脱脂乳的PBST(含0.05%吐温的PBS)
漂洗, 漂洗后室温封闭2 h。然后洗去膜上的封闭液, 
将膜孵育在含有一抗的PBST溶液, 4 °C过夜。其中
GAPDH抗体的稀释度为1100׃; myc抗体稀释度为
 ,一抗孵育结束后用PBST洗膜3次, 每次5 min。500׃1
然后, 将膜孵育在含辣根过氧化物酶(HRP)标记抗体
(稀释度为1000 5׃)的PBST溶液中, 置于水平摇床上, 
室温孵育1 h。用PBST洗膜3次, 每次5 min, 之后进
行常规ECL显色。
1.2.5   细胞培养      HaCAT细胞购买于武汉大学保
藏中心, CCTCC编号为: GDC106, 采用完全培养基
(D-MEM高糖+10% FBS)进行培养, 置于37 °C、CO2

浓度5%、相对湿度90%的细胞培养箱中培养, 每2 d
换1次液。
1.2.6   细胞增殖检测      CCK-8(cell counting kit-8)
试剂盒中WST-8在电子耦合试剂存在的情况下, 可
被线粒体内的脱氢酶还原生成高度水溶性的橙黄

色甲臜产物, 颜色深浅与细胞的增殖成正比。具体
操作过程如下所示。将HaCAT细胞接种于24孔板
上, 接种密度为5×104/孔(细胞计数器测量细胞个
数), 细胞汇合度约30%~40%, 待完全贴壁(4~6 h)
后, 将NFIB基因的3个蛋白质异构体的真核表达质
粒载体 (pCMV-myc-NFIB-1、pCMV-myc-NFIB-2、
pCMV-myc-NFIB-3)和空载体(pCMV-myc-Vector)
分别转染HaCAT细胞, 转染试剂为Lipofectamine 
2000, 质粒质量为0.5 μg/孔, 转染后细胞培养于
Opti-MEM medium中, 4~6 h后换为添加10%胎牛血

清的DMEM培养基。按照CCK-8试剂操作说明, 向
24孔板每孔中加入50 μL CCK-8试剂, CO2培养箱内

继续培养2 h, 选择450 nm波长, 利用酶联免疫检测
仪测定各孔的吸光度D值。转染换液后定为0 d, 连
续检测2 d、4 d和6 d的细胞吸光度值, 并绘制生长
曲线, 细胞培养过程中每2 d换1次液。上述实验均做
3次独立重复。
1.2.7   ELISA细胞凋亡检测分析      在凋亡细胞的细
胞质中会出现组蛋白联合的DNA片段化(单链及寡
聚小体), 使用Cell Death Detection ELISA试剂盒能
对此进行分析。具体操作过程如下所示。将HaCAT
细胞接种到6孔培养板, 待细胞密度长至80%时, 将
3个NFIB异构体的表达质粒 (pCMV-myc-NFIB-1、
pCMV-myc-NFIB-2和pCMV-myc-NFIB-3)和空载体
分别转染细胞, 6 h后弃去培养基, PBS洗后用胰酶消
化收集细胞, 计数后接种到96孔培养板, 1×104/孔, 
按照Roche的Cell Death Detection ELISA试剂盒检
测细胞凋亡。吸光度的检测波长为405 nm, 参考波
长为490 nm, 样品吸光度值为D405与D490的差值。上

述实验均独立重复3次。
1.2.8   流式细胞术分析      将HaCAT细胞接种到6孔
培养板, 待细胞密度长至70%~80%时, 将3个NFIB
异构体的真核表达质粒载体(pCMV-myc-NFIB-1、
pCMV-myc-NFIB-2和pCMV-myc-NFIB-3)和空载体
(pCMV-myc-Vector)分别转染HaCAT细胞, 6 h后弃去
培养基, 换成普通培养基, 培养48 h后收集细胞, 按
照BD的FITC Annexin V凋亡试剂盒说明书, 采用流
式细胞仪(BD Biosciences)检测细胞凋亡。上述实验
均独立重复3次。
1.2.9   数据分析      运用SAS9.2软件(SAS Institute 
Inc)分析实验数据, 数据统计以mean±S.D.表示。样
本之间的均数比较采用t检验, P<0.05为差异显著, 
P<0.01为差异极显著。

表1   实时定量PCR体系
Table 1   Real-time PCR system

试剂组分 

Reagent composition
体积

Volume
FastStart Universal SYBR Green Master 5.0 μL
F (10 μmol /L) 0.3 μL
R (10 μmol /L) 0.3 μL
cDNA template 1.0 μL
RNase-free water 3.4 μL
Total volume 10.0 μL
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2   结果
2.1   羊NFIB转录异构体的组织表达谱分析

我们前期研究发现, 羊NFIB基因有3个转录异
构体(NFIB-1、NFIB-2、NFIB-3), 分别编码3个不同
的蛋白质异构体(NFIB-1、NFIB-2及NFIB-3)。其中, 
NFIB-1转录异构体包含NFIB基因的全部外显子; 而
NFIB-2转录异构体缺少第7外显子, NFIB-3转录异构
体缺少第2外显子的下游部分序列(图1A)。根据羊
NFIB基因3个转录异构体的结构特点, 分别设计这3
个转录异构体的特异性表达检测引物(表2和图1A)。
NFIB-1的特异性上游引物位于第2外显子, 靠近其3′
端, 而下游引物位于第7外显子, 靠近其5′端; NFIB-2
的特异性上游引物跨第6和第8外显子, 而下游引物
位于第8外显子的3′端上; NFIB-3的特异性上游引物
横跨第2和第3外显子, 其下游引物位于第5外显子。

利用这3对NFIB转录异构体的引物进行Real-time 
PCR扩增, 采用琼脂糖凝胶电泳, 检测这3个NFIB转
录异构体的扩增效果和特异性。结果显示, 这3对特
异性引物和内参基因GAPDH分别扩增出了预期大
小的片段, 且均无杂带(图1B), 对扩增片段进一步做
测序分析, 结果与预期完全一致, 说明实验设计的3
对引物能够特异性扩增NFIB基因的3个转录异构体。

利用这3对NFIB转录异构体特异性引物开展组
织表达谱分析, 结果显示, NFIB基因的3个转录异构
体在所检测组织中均有表达, 除了在胰脏中3个转录
异构体的表达差异不显著外, 在其余被检测的9种组
织中, NFIB-1的表达水平均极显著地高于NFIB-2和
NFIB-3(P<0.01)(图1C)。 NFIB基因3个转录异构体
在不同组织中的表达谱不同, 提示它们在不同组织
中的作用可能不同。
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A: 羊NFIB基因3个转录异构体的表达引物设计模式图。箭头代表引物, 数字框代表外显子。B: 羊NFIB基因3个转录异构体的Real-time PCR分析。
1、2泳道: NFIB-1的Real-time PCR产物; 3、4泳道: NFIB-2的Real-time PCR产物; 5、6泳道: NFIB-3的Real-time PCR产物; 7、8泳道: GAPDH基
因的RT-PCR产物; 9泳道: Trans2K DNA marker。C: NFIB基因3个蛋白异构体的组织表达谱分析。取6只羊不同组织的材料, 分别提取总RNA, 
利用Real-time PCR进行表达分析, GAPDH基因为内参基因。
A: schematic diagram of the locations of the primers used for detection of the three sheep NFIB transcript isoforms. Thick arrows indicate primers; the 
numbered boxes indicate exons. B: lanes 1 and 2: Real-time PCR products of NFIB-1 transcript; lanes 3 and 4: RT-PCR products of NFIB-2 transcript; 
lanes 5 and 6: Real-time PCR products of NFIB-3 transcript; lanes 7 and 8: Real-time PCR product of GAPDH gene; lane 9: Trans2K DNA marker. 
C: sheep tissue expression profi ling of the three different NF1B transcript isoforms. The tissue samples were collected from six individual sheep, gene 
expression was analyzed by Real-time PCR and GAPDH was used as an internal control. 

图1   羊NFIB基因3个转录异构体的特异性引物的设计与组织表达谱分析
Fig.1   The transcript-specifi c primer design and tissue expression profi ling of the three sheep NFIB transcript isoforms
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2.2   NFIB基因3个蛋白质异构体对细胞增殖的影响
为了解NFIB基因的3个蛋白质异构体的功能差

异, 分别扩增NFIB基因3个转录异构体的全长CDS, 
将其插入表达载体pCMV-myc-Vector, 获得这3个
转录异构体的真核表达载体(pCMV-myc-NFIB-1、
pCMV-myc-NFIB-2、pCMV-myc-NFIB-3), 测序无误
后, 将其分别转染HaCAT细胞系, 采用Western blot检
测3个NFIB蛋白质异构体的表达。结果显示, 这3个
NFIB蛋白质异构体的真核表达载体均能表达出预
期大小的蛋白质分子(图2), 表明已成功构建NFIB的
3个蛋白质异构体的真核表达载体。此外, 利用GFP
真核表达质粒转染HaCAT细胞来检测HaCAT细胞的
转染效率。显微镜观察显示, 转染效率高于50%(图
3A), 提示可以采用瞬时转染的方法将NFIB基因的3
个蛋白质异构体的真核表达载体导入细胞来分析比

较它们功能的差异。

分别将NFIB基因的3个蛋白质异构体的真核表
达载体(pCMV-myc-NFIB-1、pCMV-myc-NFIB-2、
pCMV-myc-NFIB-3)和空载体 (pCMV-myc-Vector)
转染HaCAT细胞, 采用CCK-8试剂盒分析NFIB-1、
NFIB-2和NFIB-3对细胞增殖的影响。结果发现, 与
空载体对照组相比, 转染pCMV-myc-NFIB-1组的
细胞数量在第6 d时极显著地高于对照组(P<0.01), 
pCMV-myc-NFIB-3组的细胞数量在第4 d和第6 d
均极显著地低于对照组(P<0.01), 而pCMV-myc-
NFIB-2组的细胞数量与对照组相比没有显著差异
(图3B)。这些数据说明, NFIB-1促进HaCAT细胞的
增殖, NFIB-3却抑制HaCAT细胞增殖, 而NFIB-2对
细胞增殖没有显著差异。        
2.3   3个NFIB蛋白质异构体对细胞凋亡的影响

大量文献已报道NFIB与细胞凋亡有关[40], 为了
解羊NFIB基因的3个蛋白异构体对细胞凋亡的影响, 

泳道1: 转染NFIB-1的HaCAT细胞裂解液; 泳道2: 转染NFIB-2的HaCAT细胞裂解液; 泳道3: 转染NFIB-3的HaCAT细胞裂解液; 泳道4: 蛋白质标
记条带。

Lane 1: lysate of pCMV-myc-NFIB1-transfected HaCAT cells; Lane 2: lysate of pCMV-myc-NFIB 2-transfected HaCAT cells; Lane 3: lysate of pCMV-
myc-NFIB3-transfected HaCAT cells; Lane 4: protein marker. 

图2   NFIB基因3个蛋白质异构体真核表达载体的Western blot鉴定
Fig.2   Identifi cation of the expression of the three different sheep NFIB protein isoforms by Western blot analysis with 

an anti-myc antibody

1 2 3 4

40 kDa

25 kDa

表2   本研究中用到的PCR引物
Table 2   PCR primers used in this study

引物

Primer
引物序列(5'→3')
Primer sequences (5'→3')

引物长度(bp)
Product size (bp)

退火温度(°C)
Tm (°C)

NFIB-1-F                      TTG GCA TAC TAC GTG CAG GAG C
NFIB-1-R                     TCA TAG TAG TCG GAG AAG ACA TAT CTT GAT

412 62

NFIB-2-F CGA AAG AGA TCA AGT CAT CTC GAC 182 58

NFIB-2-R TGG ATG GAT CGT AAG AAG GTA CAT

NFIB-3-F CCT GAC CAG AAG GAT TCT GGA CAA 221 61

NFIB-3-R ACC CCC GAG TTC ATG TCA TGA TAG

GAPDH-F CTG ACC TGC CGC CTG GAG AAA 149 59

GAPDH-R GTA GAA GAG TGA GTG TCG CTG TT
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将NFIB基因的3个蛋白质异构体的真核表达载体
(pCMV-myc-NFIB-1、pCMV-myc-NFIB-2和pCMV-

myc-NFIB-3)和空载体(pCMV-myc-Vector)分别转染
HaCAT细胞 , 采用Cell Death Detection ELISA试剂

A: HaCAT细胞转染效率的检测。利用GFP表达质粒转染HaCAT细胞, 采用荧光显微镜检测其转染效率(100×)。B: 利用CCK-8检测NFIB基因3
个蛋白异构体对HaCAT细胞增殖的影响。
A: detection of transfection effi ciency in HaCAT cells. Cells were transfected with a GFP expression plasmid, and the transfection effi ciency was 
examined under fl uorescence microscope (100×). B: the effects of overexpression of the three different NFIB isoforms on HaCAT cell proliferation were 
assayed by CCK-8. The experiments were repeated three times independently.

图3   NFIB基因的3个蛋白异构体对HaCAT细胞增殖的影响
Fig.3   The effects of overexpression of the three different NFIB isoforms on HaCAT cell proliferation
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A: 3个NFIB蛋白质异构体对HaCAT细胞凋亡的影响。采用Cell Death Detection ELISA试剂盒分析细胞凋亡, 吸光度值的检测波长为405 nm, 参
考波长为490 nm, 样品的吸光度值为D405与D490的差值。B、C: 采用FITC Annexin V凋亡试剂盒检测细胞凋亡3个NFIB蛋白质异构体对HaCAT
细胞凋亡的影响。C是量化分析结果。凋亡率是早、晚期凋亡率细胞之和占总细胞数的百分比。Q1: 坏死细胞; Q2: 晚期凋亡细胞; Q3: 正常细
胞; Q4: 早期凋亡细胞。数据是3次独立重复实验数据的平均数, *P<0.05, **P<0.01, 与pCMV-myc-Vector组比较。
A: the effects of overexpression of the three different NFIB protein isoforms on HaCAT cell apotosis, the cell death was measured using by Cell Death 
Detection ELISA kit, and is calculated as absorbance (D405–D490). B,C: the effects of overexpression of the three different NFIB protein isoforms on 
HaCAT cell apotosis. Cell apopotosis was assayed by FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit. C: quantifi cation of the effects of overexpression of the 
three different NFIB protein isoforms on HaCAT cell apotosis. Q1: necrotic cells; Q2: terminal apoptotic cells; Q3: normal cells;  Q4: early apoptotic 
cells. The data were the mean of three independent experiments. *P<0.05, **P<0.01 compared with pCMV-myc-Vector group. 

图4   3个NFIB蛋白质异构体对HaCAT细胞凋亡的影响
Fig.4   The effects of overexpression of the three different NFIB protein isoforms on HaCAT cell apoptosis
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盒检测3个蛋白异构体对细胞凋亡的影响。结果显
示, 在转染后的第4 d, 与对照相比, NFIB-1过表达组
的吸光度值显著高于对照组的吸光度值(P<0.05), 
NFIB-3过表达组的吸光度值极显著高于对照组的吸
光度值(P<0.01), 但NFIB-2过表达组与对照组之间
的吸光度值差异不显著; 第6 d时, NFIB-1过表达组
的吸光度值极显著高于对照组的吸光度值(P<0.01); 
NFIB-3过表达组的吸光度值极显著地高于对照组
的吸光度(P<0.01);  NFIB-3过表达组的吸光度值高
于NFIB-1组的吸光度值, 是NFIB-1组的吸光度值的
1.114倍, 但统计学分析差异不显著。 NFIB-2过表达
组与对照组的吸光度值差异不显著(P>0.05)(图4A)。
这些结果提示, NFIB-2蛋白异构体对细胞凋亡没有
明显影响, 但是NFIB-1和NFIB-3蛋白异构体均促进
细胞凋亡, 且NFIB-3促凋亡作用略强于NFIB-1。本
研究还采用FITC Annexin V凋亡检测试剂盒, 利用
流式细胞仪进一步检测NFIB基因的3个蛋白异构体
过表达对HaCAT细胞凋亡的影响。结果发现, 过表
达NFIB-1、NFIB-2和NFIB-3蛋白异构体引起的细
胞凋亡率(早期和晚期凋亡细胞之和占总细胞数的
比率)分别为18.1%、14.1%和17.4%, 与空载体对照
组(6.5%)相比, 3个蛋白异构体过表达都能引起细
胞凋亡(P<0.01)。另外, NFIB-1和NFIB-3促细胞凋
亡作用要显著高于NFIB-2蛋白异构体(P<0.05), 但
NFIB-1和NFIB-3的促细胞凋亡作用差异并不显著
(图4B和图4C)。

3   讨论
选择性拼接(alternative splicing)是高等生物蛋

白质多样性的一个重要原因, 它使得一个基因能编
码多个蛋白质, 而这些蛋白质产物的结构往往不完
全相同, 致使它们的功能也不完全相同[35]。选择性

拼接是高等生物普遍存在的现象, Modrek等[35]、Pan
等[36]和Wang等[37]通过大规模的数据分析发现, 在人
类基因组中, 有90%的基因存在选择性剪接。选择
性拼接增加了高等生物基因表达的复杂程度, 且它
对于高等生物生长发育过程具有重要调控作用[38]; 
选择性拼接异常会导致疾病的发生和性状的改变。

虽然已发现人和小鼠等的NF1B基因存在的多种转
录异构体和蛋白质异构体[33], 但NFIB蛋白质异构体
的功能差异尚不清楚。本研究发现, 羊NFIB基因的
3个转录异构体的组织表达谱也不完全相同(图1C); 

功能分析显示, 这3个蛋白质异构体在HaCAT细胞增
殖和凋亡中的作用也不完全相同(图3B、图4A和图
4B)。这些结果提示, 羊NFIB基因的3个蛋白质异构
体的表达调控和功能不完全相同。

人和小鼠等动物NFIB基因的敲除和干扰研究
都发现, NFIB与细胞增殖和凋亡有关[24,39]。本研究

发现, 羊NFIB基因的3个蛋白质异构体对HaCAT细
胞的增殖作用不同, NFIB-2蛋白质异构体对HaCAT
细胞的增殖没有明显作用, 而NFIB-1蛋白质异构体
和NFIB-3蛋白质异构体的作用相反, 其中, NFIB-1
蛋白异构体极显著地促进HaCAT细胞增殖, NFIB-3
蛋白异构体极显著地抑制HaCAT细胞增殖(图3B)。
我们前期曾采用相同方法, 比较了这3个蛋白异构体
对羊胚胎成纤维细胞增殖的影响, 其结果与本研究
结果一致(未发表)。这些结果提示, NFIB基因的3个
蛋白异构体在细胞增殖中发挥不同的调控作用。有

研究报道, NFIB不仅调控增殖, 它也对细胞凋亡发
挥作用[24-25]。与文献报道相一致, 本研究利用Cell 
Death Detection ELSA和Annexin V FITC凋亡试剂
盒检测均证实, NFIB-1和NFIB-3蛋白质异构体促进
细胞凋亡。Cell Death Detection ELISA没有检测出
NFIB-2蛋白质异构体具有促进细胞凋亡的作用, 但
是FITC Annexin V凋亡检测发现, NFIB-2蛋白质异
构体也具有促进细胞凋亡的作用, 产生这一差异可
能是由于两种凋亡检测方法的敏感性不同引起的。

本研究发现 ,  NFIB-1蛋白质异构体既促进
HaCAT细胞的增殖又诱导HaCAT细胞凋亡。NFIB-1
蛋白质异构体是全长的NFIB, 它含有最多的结构
域。在线软件The NEW Scansite 3(http://scansite.mit.
edu/)和NBCI Conserved Domain Search(http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)分析显示 , 
与NFIB-1相比, NFIB-2蛋白异构体缺失部分CTF_
NF1结构域, CTF_NF1结构域是富含脯氨酸的转录
激活区域; NFIB-3缺失MH1结构域, MH1结构域是
一个小的DNA结合域, 能直接或者间接结合DNA[40], 
该结构域也存在于SMAD家族蛋白质的N-端。有
文献报道, 结合免疫球蛋白(binding immunoglobulin 
protein, Bip)既有促进人肝癌细胞系(SMMC-7721)的
增殖作用又有诱导该细胞凋亡的作用, 全长的Bip具
有ATPase功能域和peptide-blinding结构域, 这2个结
构域对细胞增殖和凋亡的作用不同[41]。推测NFIB-1
蛋白质异构体既促进HaCAT细胞的增殖又能诱导
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HaCAT细胞凋亡的原因之一可能是它既拥有促进细
胞增殖的结构域又拥有诱导细胞凋亡的结构域。另

外一个可能的原因是, 作为转录因子, NFIB-1蛋白质
异构体既有参与促进细胞增殖的靶基因, 也有参与
引起细胞凋亡的靶基因。这样的例子如c-myc基因, 
许多研究已证实, c-myc既能促进细胞增殖又诱导细
胞凋亡[42-43]。NFIB-1蛋白质异构体在HaCAT细胞中
既促进细胞增殖又能诱导细胞凋亡的作用机制还需

要进一步深入探究。

有研究报道, 干扰NFIB基因可抑制肺癌细胞
(NCI-H446)的增殖, 促进细胞凋亡[24]; 特异性敲除
NFIB基因能促进肺间质细胞增殖[16]。根据我们的

研究结果和相关文献报道, 可以看出, NFIB基因的
功能是多样性的, 其具体作用可能取决于细胞类型
和细胞背景(cellular context)等。
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