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摘   要：泛素/蛋白酶体系统(ubiquitin/proteasome system, UPS)在调控细胞内蛋白质稳态过程中发挥

重要功能，UPS 中蛋白酶体的催化活性受 β1 (PSMB6)、β2 (PSMB7)和 β5 (PSMB5)亚基调控，在干

扰素-γ (interferon-γ, IFN-γ)、肿瘤坏死因子-α (tumor necrosis factor-α, TNF-α)、炎症反应、氧化应激

等条件诱导下，β1、β2 和 β5 可被相应的 β1i (PSMB9)、β2i (PSMB10)和 β5i (PSMB8)替换，组装形

成免疫蛋白酶体(immunoproteasome)。与标准蛋白酶体相比，免疫蛋白酶体具有更强的免疫调节作

用，如加工递呈 MHC Ⅰ抗原、调节促炎细胞因子的产生及 T 细胞分化、增殖等。免疫蛋白酶体的异

常聚集会导致帕金森病、阿尔茨海默病、肌萎缩侧索硬化等神经退行性疾病的发生。为探究

PSMB9 在细菌感染后发挥的功能，本研究通过构建过表达 PSMB9-eGFP-His 的慢病毒质粒，利用三

质粒系统转染 HEK293T 包装慢病毒，嘌呤霉素筛选，获得稳定表达 PSMB9 融合蛋白的人髓系白血

病单核细胞 THP-1 细胞系，利用蛋白免疫印迹(Western blotting, WB)及荧光显微镜验证了 PSMB9 融

合蛋白的表达，通过实时荧光定量 PCR (quantitative PCR, qPCR)计算了稳转细胞系中 PSMB9-eGFP
基因的拷贝数。免疫荧光结果发现 eGFP-His 不会影响 PSMB9 的亚细胞定位，镍柱亲和纯化实验

证实 PSMB9 融合蛋白可组装至 20S 免疫蛋白酶体中，且具有底物切割活性。上述结果证明

PSMB9-eGFP 基因成功整合入 THP-1 细胞基因组并稳定表达，可用于探究 PSMB9 亚基在活细胞模

型中不同感染条件及疾病进程中的细胞定位、动态表达和活性的变化，并为其他 2 个免疫蛋白酶体

亚基 PSMB8 和 PSMB10 的稳转细胞系构建提供了参考。 
关键词：免疫蛋白酶体；慢病毒；稳转细胞系；PSMB9；THP-1 

·生物技术与方法· 
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Abstract: The ubiquitin/proteasome system (UPS) plays a crucial role in maintaining cellular 
protein homeostasis. The catalytic activity of proteasome in the UPS is regulated by β1 (PSMB6), 
β2 (PSMB7), and β5 (PSMB5) subunits. Interferon (IFN)-γ, tumor necrosis factor (TNF)-α, 
inflammation, and oxidative stress can induce the replacement of β1, β2, and β5 with their 
respective immuno-subunits β1i (PSMB9), β2i (PSMB10), and β5i (PSMB8), which can be 
assembled into the immunoproteasome. Compared with the standard proteasome, the 
immunoproteasome exerts enhanced regulatory effects on immune responses, such as processing 
and presenting MHC class I antigens, production of pro-inflammatory cytokines, and T cell 
differentiation and proliferation. Abnormal aggregation of immunoproteasomes can cause 
neurodegenerative diseases like Parkinson’s disease, Alzheimer’s disease, and amyotrophic lateral 
sclerosis. To explore the function of PSMB9 after bacterial infection, we constructed a lentivirus 
plasmid overexpressing PSMB9-eGFP-His and transfected the plasmid into HEK293T cells for 
packaging by using a triple-plasmid system in this study. After screening with puromycin, we 
obtained a stable human leukemia monocytic THP-1 cell line expressing the fusion protein of 
PSMB9. Western blotting (WB) and fluorescence microscopy verified the expression of the fusion 
protein in the stable THP-1 cells. Quantitative PCR (qPCR) was employed to measure the copies of 
PSMB9-eGFP in THP-1 cells. Immunofluorescence results found that eGFP-His did not affect the 
subcellular localization of PSMB9. The purification with nickel affinity chromatography confirmed 
that the fusion protein could be assembled into the 20S immunoproteasome and exhibited cleaving 
activity for fluorescent peptide substrates. These results indicated that the PSMB9-eGFP fusion 
gene was integrated into the chromosome, and could be stably expressed in the constructed THP-1 
cell line. This cell line can be utilized for the research on subcellular localization, dynamic 
expression, and activity of PSMB9 in live cells at different infection conditions and disease stages. 
It also provides a model for the stable cell lines construction of other immunoproteasome subunits 
PSMB8 and PSMB10. 
Keywords: immunoproteasome; lentivirus; stable cell line; PSMB9; THP-1 

 
 

细胞中蛋白质选择性降解是通过蛋白酶体

(proteasome)实现的[1-2]，蛋白酶体约 2 500 kDa，
是一种高度复杂的超大分子复合物，由 20S 蛋

白酶体催化核心颗粒(catalytic core particle, CP)和
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19S 或 11S 调节颗粒(regulatory particle)组成[3-4]。

20S 蛋白酶体 CP 是由 4 个七聚环组成的桶状

复合物，包括由 α 亚基组成(α1−7)的两个相同

外环及 β 亚基组成(β1−7)的两个相同内环 [5-6]。

其蛋白水解活性受 β1 (PSMB6)、β2 (PSMB7)
和 β5 (PSMB5)调控，它们分别具有含半胱氨

酸的天冬氨酸蛋白水解酶(caspase-like)、胰蛋

白 酶 (trypsin-like) 及 胰 凝 乳 蛋 白 酶 活 性

(chymotrypsin-like)[7]。 
与组成型表达的标准蛋白酶体相比，免疫

蛋白酶体在非刺激条件下通常表达量较低。但

在 IFN-γ[8-9]、TNF-α[10]等促炎因子刺激下，或受

NO[11]、H2O2
[12-13]及高血糖 [14]等外界因素的影

响，免疫蛋白酶体的表达量会显著提升，且其亚

基 β1i (PSMB9)、β2i (PSMB10)和 β5i (PSMB9)
替换了标准蛋白酶体的 β1、β2 和 β5 亚基，以

相互协作的方式组装至免疫蛋白酶体 CP 中，

其组装速度约为标准型蛋白酶体亚基的 4 倍，

从而使细胞能够快速响应外界刺激 [15]。其中

PSMB10 的组装需要 PSMB9 的辅助，PSMB8
参与 PSMB9 和 PSMB10 亚基的成熟[16-17]，免

疫蛋白酶体能够更有效地切割抗原，进而加强

对 MHC I 类复合物的抗原提呈并促进 CD8+ T
细胞的激活[18-19]。 

PSMB9 亚基的突变会诱发诸多疾病。Lv 等[20]

发现 PSMB9 (Arg60His)和 PSMB8 (Gln145Lys)的
突变与肠道结核感染具有较强的遗传易感关

联性。Maksymowych 等 [21]和 Qian 等 [22]发现

PSMB9 (Arg60His)突变在高加索人群中，会增

加强直性脊柱炎患者急性前葡萄膜炎的感染。

免疫蛋白酶体的失调也与多发性骨髓瘤[23]、类

风湿性关节炎[24-25]、阿尔茨海默病[26]等疾病的

进展相关。Nakamura 等[27]通过定量蛋白质组学

研究发现，与健康人群相比，PSMB9 亚基在皮

肌炎和系统性红斑狼疮患者中上调约 2.5 倍。

Zu 等[28]发现 PSMB9 亚基对心血管有保护作用，

在糖尿病小鼠心脏缺血再灌注实验中发现

PSMB9 亚基的缺失，会加剧心肌质量损失和心脏

收缩障碍。Matsumoto 等[29]发现在神经元细胞

中，铜/锌超氧化物歧化酶(superoxide dismutase, 
SOD1)突变体的错误聚集会阻隔 PSMB9，进而导

致肌萎缩侧索硬化症的发生。以上研究表明免

疫蛋白酶体 PSMB9 亚基在抵抗细菌感染、调节

适应性免疫、维持蛋白质稳态及心肌缺血保护

中发挥了重要的作用。 
人髓系白血病单核细胞 THP-1 的生物学特

性类似人原代单核细胞，常被用于研究单核/巨
噬细胞的功能[30]、机制[31]、信号通路[32]及药物

递送[33-34]。THP-1 作为悬浮细胞，瞬时转染效

率低[35]，本研究通过慢病毒感染策略，成功在

THP-1 细胞中构建了 PSMB9-eGFP-His 过表达

稳转细胞系。免疫蛋白酶体亲和纯化实验证明，

PSMB9-eGFP-His 融合蛋白成功在免疫蛋白酶

体中完成了组装，并替换了标准蛋白酶体的

PSMB6 亚基，且组装后具有对 Ac-PAL-AMC[36]

荧光多肽底物的切割活性。 

1  材料与方法 
1.1  质粒、菌株及细胞 

pHAGE-CMV-eGFP-Puro、psPAX2、pMD2.G
质粒均为实验室保存。HEK293T 细胞及 THP-1
细胞购自美国模式培养物集存库(American type 
culture collection, ATCC)。大肠杆菌(Escherichia 
coli)在 LB 固体培养基(1%胰蛋白胨，0.5%酵母

提取物， 1% NaCl， 1.5%琼脂粉 )中培养。

HEK293T 细 胞 在 含 有 10% 胎 牛 血 清 (fetal 
bovine serum, FBS, Gibco)，100 U/mL 青霉素，

100 μg/mL 链霉素的达尔伯克改良伊格尔培养

基(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, DMEM, 
Gibco)中培养。THP-1 细胞在含有 10% FBS、
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55 μmol/L β-巯基乙醇(β-Mercaptoethanol, Sigma)
的 RPMI1640 (Roswell Park Memorial Institute 
1640, RPMI1640, Gibco)培养基中培养。 

1.2  主要试剂 
线性聚乙烯亚胺粉末(polyethylenimine, PEI)

购自 Polysciences 公司；DNA marker 和 DNA
同源重组酶均购自南京诺唯赞生物科技股份有

限公司；DNA 凝胶纯化试剂盒、哺乳动物细胞

基因组提取试剂盒、质粒提取试剂盒均购自天

根生化科技 (北京 )有限公司； SYBR Green 
Relatime PCR试剂购自 Toyobo公司；嘌呤霉素、

伏波酯(phorbol 12-myristate 13-acetate, PMA)均
购 自 北 京 索 莱 宝 科 技 有 限 公 司 ； 兔 抗 人

PSMA4、PSMB6、PSMB7 抗体及小鼠抗人

PSMB9 抗体均购自武汉爱博泰克生物技术公

司；辣根过氧化物酶 (horseradish peroxidase, 
HRP)标记的山羊抗小鼠 IgG 抗体、Polybrene、
Myco-LumiTM 发光法支原体检测试剂盒均购自

上海碧云天生物技术有限公司；Aleax Fluor 488
绿色荧光基团的山羊抗小鼠 IgG、Aleax Fluor 
561红色荧光基团的山羊抗兔 IgG，及Na/K-ATP
小鼠抗人抗体均购自 Abcam 公司；Ni-NTA 琼

脂糖珠购自北京欣茂凯源科技有限公司；免疫

蛋 白 酶 体 荧 光 肽 底 物 Suc-LLVY-AMC 和

Ac-PAL-AMC 均购自上海皓元生物医药科技有

限公司。 

1.3  重组载体的构建及检测 
PSMB9 基因从 THP-1 细胞 cDNA 文库中扩

增 获 得 ， 并 通 过 同 源 重 组 的 方 法 连 接 至

pHAGE-CMV-eGFP-His-Puro 载体中。扩增使用

引物序列详见表 1。引物合成由北京擎科生物科

技股份有限公司完成。构建完成质粒通过菌落

PCR 及测序进行验证。 

1.4  慢病毒包装、浓缩及 THP-1 稳转株的

筛选 
运用三质粒包装系统，将携带外源基因的

慢病毒穿梭质粒与辅助质粒共转染 HEK293T
细胞。HEK293T 细胞铺板至 10 cm 细胞皿，待

细胞密度到 80%−90%时(1 d)，用 PEI 将慢病毒

载体转染至 HEK293T 中。共转染 15 μg 质粒：

pHAGE-PSMB9-eGFP-His，7.5 μg；psPAX2，
4.8 μg；pMD2.G，2.7 μg。转染后，将细胞置于

37 ℃、5% CO2 培养箱内培养 4−6 h 后，换为

DMEM 完全培养基继续培养。 
连续培养 2 d 或 3 d 后收集细胞培养基，   

2 000 r/min 离心 5 min 去除细胞碎片。加入 5×慢
病毒浓缩液(NaCl 8.766 g，PEG8000 50 g，
ddH2O 200 mL，121 ℃灭菌 30 min)，4 ℃静置

30 min 后颠倒混匀，重复 2 次，置于 4 ℃冰箱

过夜。4 000×g 离心 30 min，沉淀即为白色病毒 
 
表 1  本研究所用的引物 
Table 1  Primers used in this study 
Primer name Primer sequences (5ʹ→3ʹ) 
PSMB9-F TTAAACTTAAGCTTGCCACCATGCTGCGGGCGGGAG 
PSMB9-R CTTCCAAAGAATTCGACTCATCATAGAATTTTGGCA 
pHAGE-F TCGAATTCTTTGGAAGTTTT 
pHAGE-R GGTGGCAAGCTTAAGTTTAA 
eGFP-F CACAACATCGAGGACGGCAG 
eGFP-R CATGTGATCGCGCTTCTCGT 
GAPDH-F ACTTTGGTATCGTGGAAGGACTC 
GAPDH-R GTTTTTCTAGACGGCAGGTCAGG 
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颗粒。将处于生长对数期的 THP-1 接种到 6 孔

细胞培养板中，每孔约 1×106 个细胞，培养基

重悬后取 1/5 体积的浓缩病毒进行感染，2 d 后

换液，加入含 1 μg/mL 嘌呤霉素的 1640 完全培

养基进行筛选，通过镜下观察荧光强度确定其

感染效率，待培养稳定后减为 0.5 μg/mL 嘌呤霉

素维持培养。 

1.5  THP-1稳转细胞株中PSMB9-eGFP基因

拷贝数检测 
将 pHAGE-PSMB9-eGFP-His 质粒稀释至

1×108、1×107、1×106、1×105 及 1×104 拷贝数，

绘 制 标 准 曲 线 ， 进 行 实 时 荧 光 定 量 PCR 
(quantitative PCR, qPCR)检测。反应体系 20 μL，
反应条件：95 ℃ 60 s；95 ℃ 15 s，55 ℃ 10 s，
72 ℃ 15 s，共 40 个循环。以标准品的 Ct 值为横

坐标，拷贝数的对数为纵坐标，绘制标准曲线，

获得标准曲线方程。拷贝数(copies/μL)=[质粒浓

度(ng/μL)×6.022×1023]/ [length (bp)×109×660]。 
收集野生型及 PSMB9-eGFP 稳转细胞系，

各约 1×107 个细胞，提取基因组 DNA，分光光

度计测量 DNA 浓度后用于 qPCR 检测，采用

PSMB9-eGFP=2−ΔΔCt法计算基因拷贝数差异，设

计 PSMB9-eGFP 及内参 GAPDH 基因特异性

qPCR 引物，详见表 1。 

1.6  THP-1 稳转细胞株中 PSMB9 的表达

检测 
收集慢病毒包装的 HEK293T 细胞及嘌呤

霉素药物筛选后得到的 THP-1稳转细胞系，PBS
清洗 3 次后，加入 1 mL 细胞裂解液，冰上裂解

30 min 后加入 5×蛋白上样缓冲液[250 mmol/L 
Tris (pH 6.8)，8% SDS，0.1%溴酚蓝，40%甘油，

100 mmol/L 二硫苏糖醇(dithiothreitol, DTT)]。
用 10% SDS-PAGE 对蛋白质样本进行凝胶电泳

分离，通过半干转法将电泳分离后的蛋白质转

移至硝酸纤维素膜上(0.2 μm, 15 V, 50 min)，

10%脱脂奶粉封闭后，用 Anti-PSMB9 一抗  
(1:2 000)和二抗 Anti-Mouse 依次孵育，显影仪

检测蛋白免疫印迹(Western blotting, WB)信号。 

1.7  免疫荧光检测 THP-1 中 PSMB9 重组

蛋白的表达及定位 
将野生型及过表达 PSMB9-eGFP-His 的

THP-1 细胞铺至 24 孔板中，每孔 1×106 个细胞，

用 100 ng/mL PMA 刺激 48 h，使得 THP-1 细胞

贴壁分化后制作成细胞爬片。PBS 洗涤 2 次，

在 4%多聚甲醛(polyformaldehyde, PFA)中固定

15 min，0.2% Triton X-100 通透 5 min。5% BSA
封闭 1 h，Anti-PSMB9 一抗 4 ℃过夜孵育。用

PBS 洗涤 3 次后，Aleax Fluor 488 绿色荧光基

团的山羊抗小鼠 IgG 二抗孵育 1 h。细胞膜用

Anti-Na/K-ATP 一抗孵育 2 h，后用 Aleax Fluor 
561 红色荧光基团的山羊抗兔 IgG 二抗孵育 1 h。
加入含 4′,6-二脒基-2-苯基吲哚(4′,6-diamidino- 
2-phenylindole, DAPI)的抗淬灭剂，染色 1 h 后

封片，在 405、488、561 nm 下进行激光共聚焦

分析。 

1.8  PSMB9-eGFP-His 融合蛋白亲和纯化

及免疫蛋白酶体组成检测 
取 1×108 个过表达 PSMB9-eGFP 的 THP-1

细胞，加入 1 mL细胞裂解液(1% NP-40，2 mmol/L 
MgCl2，300 mmol/L NaCl，2 mmol/L CaCl2，   
50 mmol/L HEPES，5 mmol/L ATP，1 mmol/L 
DTT，5 mmol/L 咪唑，10%甘油，蛋白酶抑制

剂)，冰上裂解 30 min，13 300 r/min 离心 15 min，
取 100 μL 上清用于 WB 检测，剩余 900 μL 上

清与 40 μL Ni-NTA 琼脂糖珠于 4 ℃孵育 1 h，
将琼脂糖珠-蛋白混合物转移至截流柱中，保留

流穿液，用含 40 mmol/L 咪唑的洗涤缓冲液 
(pH 7.4)，洗 3 次。用 100 μL 含 400 mmol/L 咪

唑的洗脱缓冲液(pH 7.4)，洗脱与磁珠结合的目

的蛋白，加入 5×蛋白上样缓冲液。细胞裂解液
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(in put, IP)、流穿液(flow through, FT)、洗涤液

(wash)及洗脱液(elution, Elu)各取 20 μL 进行

WB 检测。 

1.9  PSMB9-eGFP-His 融合蛋白活性检测 
重复上述 THP-1 细胞中的免疫蛋白酶体免

疫沉淀实验，对 100 μL 洗脱缓冲液，用 10 kDa
超滤管去除咪唑后，重悬在蛋白酶体活性检测

液中(5 mmol/L ATP，1 mmol/L DTT，40 μmol/L 
Suc-LLVT-AMC 或 Ac-PAL-AMC)，混匀后分装

至 96 孔板中进行蛋白酶体活性检测。100 μL/孔，

37 ℃避光孵育 40 min，380 nm 激发光、460 nm
吸收光进行检测。 

2  结果与分析 
2.1  慢病毒载体 pHAGE-PSMB9-eGFP-His
的构建 

本研究在 PSMB9 亚基的 C 端融合表达了

eGFP-His 蛋白，在 PSMB9-eGFP-His 组装过程

中，融合蛋白的 N 端会组装至 20S 蛋白酶体内

部，而 eGFP-His 则暴露在蛋白酶体外[37-38]。构

建的慢病毒载体 pHAGE-PSMB9-eGFP-His 如

图 1A 所示，从 THP-1 cDNA 文库中对 PSMB9
进行 PCR 扩增，并与质粒 pHAGE-CMV-eGFP- 
His-Puro 进行重组，重组产物转化大肠杆菌

DH5α 感受态细胞，涂布于含氨苄青霉素    
(100 μg/mL)的 LB 平板中，挑取单克隆进行菌落

PCR 验证，扩增条带与目的产物大小一致，为

816 bp，如图 1B 所示，提取质粒后进行测序，

进一步证实 pHAGE-PSMB9-eGFP-His 质粒构

建成功。 

2.2  PSMB9-eGFP-His 蛋白的表达检测 
将慢病毒载体 pHAGE-PSMB9-eGFP-His

与辅助质粒 pMD2.G、psPAX2 共转染 HEK293T
细胞包装病毒。浓缩的慢病毒转染 THP-1 2 d

后，使用倒置荧光显微镜可明显观察到绿色荧

光(图 2)，经嘌呤霉素筛选后，细胞无明显形态

学变化，生长状态良好且未受支原体污染。过表

达质粒中的 PSMB9-eGFP-His 融合蛋白大小为

55 kDa。WB 结果显示，pHAGE-PSMB9-eGFP-His

质粒成功转染至 HEK293T 细胞中，且 WB 结

果表明在 THP-1 的 55 kDa 处，成功检测到融合

蛋白条带，在 22 kDa 处检测到 THP-1 内源

PSMB9 蛋白表达(图 3)，证明过表达 PSMB9- 
eGFP-His 的稳转细胞系构建成功。 

 

 
 
图1  慢病毒载体质粒的构建   A：pHAGE-PSMB9- 
eGFP-His 慢病毒质粒构建示意图. B：菌落 PCR
验证. M：5 000 bp DNA Marker 
Figure 1  Construction of lentivirus plasmid. A: 
Schematic diagram of plasmid construction of 
pHAGE-PSMB9-eGFP-His. B: PCR verification of 
target gene. Lane M: 5 000 bp DNA Marker. 
 

 
 
图 2  慢病毒感染 THP-1 中 PSMB9-eGFP 的表达

检测    
Figure 2  Detection of PSMB9-eGFP expression in 
THP-1 cells infected with lentivirus.  
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2.3  PSMB9-eGFP 基因的拷贝数计算 
基 于 荧 光 定 量 P C R 的 方 法 ， 计 算

PSMB9-eGFP 基因在 THP-1 稳转细胞系中的拷

贝数，用 GAPDH 基因进行校准。通过质粒标准

品绘制 PSMB9-eGFP 基因的标准曲线(图 4A)， 
 

 
 
图 3  基于 WB 的 PSMB9-eGFP 蛋白表达检测 
Figure 3  PSMB9-eGFP protein was detected by WB 
method. 

得到的回归方程为 y=−2.906 6x+36.032，相关系

数为 R²=0.995 1，表明在标准质粒稀释质量浓

度 范 围 内 线 性 关 系 良 好 。 将 校 准 后 的

PSMB9-eGFP 基因 Ct 值带入回归方程计算，在

该稳转细胞系中 PSMB9-eGFP 基因的拷贝数

为 103.14 copies/μL。通过 qPCR 比较稳转细胞系

(PSMB9-eGFP)与野生型(wild-type)的 PSMB9-eGFP
基因拷贝数差异，结果显示稳转细胞系的

PSMB9-eGFP 基因相对拷贝数为野生型的 1.4 倍

(P<0.01) (图 4B)，意味着在慢病毒感染后、嘌呤

霉素筛选得到的稳转细胞系中，PSMB9-eGFP 基

因的拷贝数显著提高，外源目的基因有效整合

至 THP-1 基因组中。 

2.4  免疫荧光检测稳转细胞系中 PSMB9 的

细胞定位 
通过免疫荧光检测 THP-1 细胞中内源性及

外源过表达 PSMB9 的细胞定位。结果表明与内

源性 PSMB9 一致，外源过表达 PSMB9，主要 

 

 
 
图 4  THP-1 稳转细胞系 PSMB9-eGFP 的基因拷贝数检测   A：PSMB9-eGFP 基因的标准曲线(n=3). 
B：基因组中的 PSMB9-eGFP 拷贝数(n=4) 
Figure 4  Gene copies detection of PSMB9-eGFP in THP-1 stable transfected cell lines. A: Standard curve 
of PSMB9-eGFP (n=3). B: PSMB9-eGFP copies in genome (n=4). **: P<0.01 (two-tailed Student’s t-test).  
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定位在细胞核和细胞质中 (图 5)，与 UniProt
数据库中已报道的定位一致。此外，在稳转细

胞系中能够观察到更多的细胞核定位融合蛋

白表达，可能因 PSMB9 融合蛋白过量表达、

部分游离 PSMB9 融合蛋白仍在核中、eGFP
暴露在外未完全组装进入 20S 蛋白酶体内部

所致。 

2.5  PSMB9-eGFP-His 融合蛋白的 Ni-NTA
亲和纯化物检测蛋白酶体的组装 

通过 Ni-NTA 纯化 THP-1 稳转细胞的

PSMB9-eGFP-His 融合蛋白，在全细胞蛋白上

样 液 (IP) 及 洗 脱 液 (Elu) 样 本 中 ， 基 于

Anti-PSMB9 抗体检测目的融合蛋白，结果显示，

在 55 kDa 处检测到显著的蛋白表达信号，证明

成功纯化了外源过表达的 PSMB9 融合蛋白，纯

化得率约 38.4% (图 6A)。且在 29 kDa 处成功检

测到 PSMA4 (α4)的蛋白表达信号，而在 22 kDa
处未检测到 PSMB6 (β1)的蛋白表达信号，证明

PSMB9-eGFP-His 融合蛋白成功组装至 20S 免

疫蛋白酶体中，且基本完全替换了原始标准蛋

白酶体亚基 PSMB6。此外，在洗脱液的 30 kDa

处还检测到 PSMB7 (β2)亚基的表达。PSMA4
及 PSMB7 蛋白表达灰度定量结果显示，PSMA4
及 PSMB7 蛋白的纯化得率分别为 3.2%及

1.1%，这些结果表明并非所有 PSMB9 融合蛋

白均在 20S 免疫蛋白酶体中完成了组装，因

PSMB9 融合蛋白表达量较高，在稳转细胞系中

仍存在游离形式的 PSMB9 融合蛋白(图 6B)。 

2.6  PSMB9-eGFP-His 融合蛋白的活性测定 
为进一步检测上述成功组装的蛋白酶体亚

基 PSMB9 的活性，对基于 Ni-NTA 纯化的产物

利用 Ac-PAL-AMC[36]荧光多肽底物来检测组装

后的 PSMB9-eGFP-His 融合蛋白的活性，利用

Suc-LLVY-AMC[39] 荧 光 多 肽 底 物 来 检 测 被

PSMB9-eGFP-His 融合蛋白替换的标准蛋白酶

体 PSMB6 亚基的活性。结果显示，组装了

PSMB9-eGFP-His 融合蛋白的免疫蛋白酶体几

乎无法对 Suc-LLVY-AMC 荧光多肽底物进行切

割，但对 Ac-PAL-AMC 荧光多肽底物有着极强

的切割活性(图 7)，意味着 PSMB9-eGFP-His 不

仅可以完全替换 PSMB6 后组装至蛋白酶体中，

还具有切割荧光肽底物的活性。 
 

 
 
图 5  THP-1 内源性及稳转细胞系中 PSMB9 蛋白的亚细胞定位检测   Na/K-ATP (红色)，PSMB9 (绿
色)，DAPI (蓝色) 
Figure 5  Subcellular localization detection of PSMB9 protein in THP-1 endogenous and stable transfected 
cell lines. Na/K-ATP (red), PSMB9 (green) and DAPI (blue).  
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图 6  稳转细胞系中 PSMB9-eGFP 免疫蛋白酶体组装检测   PSMB9-eGFP-His 镍柱亲和纯化产物中，

PSMA4 (α4)、PSMB6 (β1)、PSMB7 (β2)的 WB 检测(A)以及灰度定量(B) 
Figure 6  Immunoproteasome assembly detection of PSMB9-eGFP-His in stable transfected cell lines. WB 
detection (A) and grayscale quantification (B) of PSMB9-eGFP, PSMA4 (α4), PSMB6 (β1), and PSMB7 (β2) 
from the purified subjects of PSMB9-eGFP-His by nickel affinity chromatography method. IP: In put; FT: 
Flow through; Elu: Elution. 
 

 
 
图 7  PSMB9-eGFP 融合蛋白的活性检测 
Figure 7  Activity assessment of PSMB9 fusion 
protein (n=3). NS: No significance; ***: P<0.001 
(two-tailed Student’s t-test). 
 

3  讨论与结论 
免疫蛋白酶体活性亚基的失调会导致帕金

森病、阿尔茨海默病[26]、亨廷顿病等神经退行

性疾病的发生[40]，其活性亚基细胞系的构建，有

助于检测其在感染条件下、疾病过程中的动态

变化，并探索其功能。 
Reits 等[41]在人成纤维 HT1080 细胞中过表

达 PSMB9-eGFP 融合蛋白，探究了细胞有丝分裂

期间的免疫蛋白酶体核质运输。Rantanen 等[42]

在人宫颈癌 Hela 细胞中过表达 PSMB9-eGFP
融合蛋白，发现脯氨酰羟化酶 3 型异构体(prolyl 
hydroxylase, PHD3)诱导的细胞氧化应激，会导致

免疫蛋白酶体的聚集并诱发细胞凋亡。Matsumoto
等[29]在神经元细胞过表达 PSMB9-YFP 融合蛋

白，发现 SOD1 的聚集会阻隔 PSMB9 并影响蛋

白酶体活性，进而诱发肌萎缩侧索硬化症。研

究者们主要是在肿瘤细胞及神经元细胞中进行

过表达来探究 PSMB9 的功能。然而，单核细胞、

巨噬细胞是重要的抗原提呈细胞，发挥了先天

免疫与固有免疫的桥梁作用。因此，构建

PSMB9 免疫细胞系将有助于探究病理过程中

PSMB9 的空间定位及动态表达变化。 
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本研究成功构建了 PSMB9 融合蛋白过表

达 THP-1 稳转细胞系，在免疫蛋白酶体亚基

PSMB9 的 C 端融合表达了绿色荧光蛋白，可动

态检测活细胞中 PSMB9 亚基的定位及含量变

化；由于 PSMB9 融合蛋白 C 端具有 His 标签，

可通过镍柱对免疫蛋白酶体进行纯化，进一步

研究 PSMB9 亚基的组装及活性。本研究构建的

过表达 PSMB9 融合蛋白的 THP-1 稳转细胞系，

可以在活细胞中系统性研究不同感染条件、疾

病进程中，PSMB9 亚基的表达变化、空间定位

以及活性变化，探索其在氧化应激、炎症反应、

抗原递呈及蛋白质水解平衡等方面的功能，并为

其他 2 个免疫蛋白酶体亚基 PSMB8 和 PSMB10
的稳转细胞系构建提供了参考。 
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