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摘要：为研究黄颡鱼 STAT3乙酰化位点及其与 SIRTs去乙酰化酶家族之间的关系，实验
首先构建带 Flag标签的 STAT3过表达质粒及带 HA、GFP标签的 SIRTs过表达质粒，并
对 STAT3可能发生乙酰化的位点进行突变体构建；其次，转染 STAT3及突变体和 STAT3、
SIRTs共转染于 HEK 293T细胞，利用免疫印迹、免疫沉淀和免疫荧光等技术进行检测。
结果显示，STAT3是一种胞浆蛋白。与野生型 STAT3相比，突变体 K685R的乙酰化水平
显著降低。突变体 K49R、K87R、K680R、K712R和 K714R的乙酰化水平与野生型
STAT3无显著差异，表明 K685是 STAT3的关键乙酰化位点。免疫沉淀和免疫荧光结果
显示，SIRT2、SIRT7与 STAT3发生蛋白互作并催化 STAT3的去乙酰化，而 SIRT5不与
STAT3发生蛋白互作，对其乙酰化水平无明显影响。本研究揭示了黄颡鱼 STAT3的乙酰
化位点及 STAT3和 SIRTs之间的关系，为探讨 STAT3蛋白乙酰化修饰在鱼类生理功能中
的作用奠定基础。
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信号传导与转录活化因子 3 (signal transducer
and activator of transcription 3, STAT3)是 STATs家
族的古老成员，作为一种转录因子在细胞分化、增

殖、发育、凋亡和脂质代谢方面发挥重要作用[1-2]。

近年来蛋白翻译后修饰  (protein translational
modifications, PTMs)得到广泛研究，其在调节蛋

白功能中发挥着重要作用，并参与许多生理和病

理过程 [3]。STAT3的主要蛋白翻译后修饰包括磷

酸化和乙酰化。STAT3磷酸化是 STAT3发挥功能

的重要翻译后修饰，特别是酪氨酸 Try705与丝氨

酸 Ser727的磷酸化对 STAT3的激活以及形成稳

定的同源或异源二聚体具有重要作用，最终导致

STAT3易位到细胞核发挥转录激活的作用，信号

终止后 STAT3从细胞核转出至细胞质[4-6]。近年来

研究发现，STAT3乙酰化在调节自身转录活性及

机体的生理功能中发挥至关重要的作用。Yuan等[7]

报道了在细胞因子刺激下 STAT3赖氨酸 (Lys，K)
685位发生乙酰化修饰，STAT3 K685由赖氨酸突

变为精氨酸 (Arg，R) 后，位于羧基端的酪氨酸和

丝氨酸虽可以发生较低磷酸化并转移到细胞核，

但其形成二聚体与 DNA结合的能力降低。Ray等[8]

发现氨基端 K49和 K87可以发生乙酰化修饰，与

K685不同的是 K49和 K87突变对 STAT3的转录

及 DNA的结合能力没有影响。通过串联质谱鉴定

了 STAT家族中除羧基末端 K685外新的乙酰化位

点K679、K707和K709，由于这些乙酰化位点位于
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转录激活域 Try705附近，STAT3的 Try705去磷

酸化可降低 STAT3的乙酰化水平，此外 Try705
的磷酸化可保护 K685乙酰化的功能[9-10]。研究还

发现 STAT3的 Lys乙酰化可以与 Ser磷酸化协同

调节干扰素信号转导通路，并且 STAT3的乙酰化

对磷酸化的调节起主要作用[11]。综上表明 STAT3
蛋白的乙酰化与磷酸化存在互作。STAT3蛋白及

其翻译后乙酰化修饰在哺乳动物中研究的比较深

入，在鱼类等水生动物中的作用知之甚少。

STAT3乙酰化的修饰调控在某种程度上是受

去乙酰化酶  (silent information  regulators  of   tran-
scription, SIRTs)家族赖氨酸去乙酰化酶来调节。

SIRTs家族因其具有保守的烟酰胺腺嘌呤二核苷

酸 (NAD+)，具有高度催化功能域，能够调控细胞

各种代谢途径的辅酶 [12]。SIRTs家族成员不仅直

接与 STAT3发生互作去乙酰化 STAT3，还可以通过

去乙酰化其他蛋白 (如丙酮酸激酶 M2、醛酮还原

酶 C1)，降低这些蛋白与 STAT3的结合作用，进而

抑制其转录活性 [13-14]。SIRT2、SIRT5、SIRT7可

能是 STAT3潜在的去乙酰化酶。SIRT2是第一个被

鉴定的 SIRTs家族的成员，在机体内参与脂质代

谢、糖代谢、氧化应激等生理过程 [15]。SIRT5主

要定位于线粒体和细胞核中 [16-17]，具有赖氨酸去

乙酰化酶活性，在哺乳动物中，存在于线粒体中的

STAT3可被 SIRT5去乙酰化，进而调节电子传递

链的活性 [18-19]。目前对于 SIRT7的酶活性和功能

研究较少，SIRT7主要定位于核仁及细胞质中，

是组蛋白 3的去乙酰化酶 [20]，同时还可以去乙酰

化 SMAD4、FKBP51和 GABPβ1等非组蛋白[21-23]。

而对于 SIRT7对 STAT3的去乙酰化作用知之甚少。

黄颡鱼  (Pelteobagrus  fulvidraco)属鲇形目

(Siluriformes)鲿科 (Bagridae)，是广泛分布于我国

内陆的一种淡水杂食性鱼类。其肉质细嫩、营养

价值高，深受人们欢迎。黄颡鱼因其肝脏、肌肉

等组织中有较高的脂质积累，是研究脂质代谢的

潜在模型 [24]。Wu等 [25] 对黄颡鱼 stat3进行克隆，

并预测到黄颡鱼 STAT3具有与哺乳动物一样的保

守乙酰化位点 K685。在鱼类中，STAT3乙酰化位

点及去乙酰化修饰报道甚少。本研究通过对黄颡

鱼 STAT3进行乙酰化位点定点突变，探讨关键乙

酰化位点，利用免疫沉淀和免疫荧光技术研究

SIRTs去乙酰化酶蛋白对 STAT3乙酰化作用及蛋

白互作，为研究黄颡鱼 STAT3蛋白及其翻译后修

饰的生理功能奠定基础。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

实验用黄颡鱼取自华中农业大学水产养殖基

地。人肾上皮细胞系 (HEK 293T)、pcDNA3.1 (+)
和 GFP载体由本实验室保存。本研究所有实验程

序均遵循华中农业大学关于实验动物和细胞使用

的伦理规范，并经华中农业大学伦理委员会批准。 

1.2    总 RNA的提取及 CDS模板制作
 

　　总 RNA提取　　本实验按照 TRIzol试剂盒

(TaKaRa)的说明步骤，提取黄颡鱼心脏、肝脏、

脑、肾脏、卵巢、肠道、脾脏、肌肉和脂肪总RNA。

总 RNA 的浓度和纯度使用 Nanodrop 2000分光光

度计分析，结果显示总 RNA质量均为高纯度。

RNA的完整性使用 1%琼脂糖凝胶电泳检测，结

果显示总 RNA为高质量。 

　　CDS模板制作　　按照逆转录试剂盒 (TaKaRa)
的说明步骤，对提取的黄颡鱼各个组织的总 RNA
混合后进行逆转录。首先合成 1st-stand  cDNA，

PCR程序为 70 ℃ 保温 10 min。然后迅速在冰上

冷却 2~4 min，离心数秒，使模板 RNA引物的变

性溶液聚集于离心管底部。最后在上述离心管中

配置反转录反应液，PCR程序为 30 ℃ 反应 10 min，
42 ℃ 保温 1 h，70 ℃ 保温 15 min。结束后在冰上

冷却，最后−20 ℃ 保存。 

1.3    质粒构建

从 NCBI中 获 取 黄 颡 鱼 STAT3、 SIRT2、
SIRT5和 SIRT7的 CDS序列，构建 Flag-STAT3、
GFP-SIRT2、GFP-SIRT5、GFP-SIRT7、HA-SIRT2、
HA-SIRT5和 HA-SIRT7质粒。首先根据 pcDNA
3.1 (+)和 GFP的酶切位点设计过表达质粒引物

(表 1)。按照 Hieff Canace® Gold高保真 DNA聚合

酶说明书设定 PCR程序：95 ℃ 预变性 3 min；95 ℃
变性 15 s，55 ℃ 退火 15 s，72 ℃ 延伸 45 s，30
个循环，72 ℃ 延伸 5 min，16 ℃ 保存。其次从野

生型 STAT3中经 K位点定向诱变到 R得到K49R、
K87R、K680R、K685R、K712R和 K714R突变体。

采用扩增突变引物  (表 2) 进行 PCR扩增：95 ℃
预变性 3 min；95 ℃ 变性 15 s，55 ℃ 退火 15 s，
72 ℃ 延伸 45 s，30个循环，72 ℃ 延伸5 min，16 ℃
保存。PCR产物使用 1%琼脂糖凝胶电泳检测后

经质粒连接、DH5α感受态转化、克隆和阳性筛

选。阳性克隆由武汉擎科生物科技有限公司测序。 
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1.4    细胞培养及转染
 

　　细胞培养　　HEK 293T细胞培养于含 10%
的胎牛血清  (fetal  bovine serum, FBS)与 1%双抗

(青霉素+链霉素)的高糖  (DMEM)培养基中，放

置于 5% CO2、37 ℃ 恒温培养箱中培养。 

　　细胞转染　　本研究进行 2个独立实验。首

先探讨 STAT3关键乙酰化位点，将 Flag-STAT3
与 Flag-STAT3突 变 体  (K49R、 K87R、 K680R、
K685R、K712R和 K714R)转染 HEK 293T细胞。

其次探究 STAT3与 SIRTs的相互作用，将 Flag-

STAT3与 GFP-SIRT2、GFP-SIRT5、GFP-SIRT7、
HA-SIRT2、HA-SIRT5和 HA-SIRT7分别共转染

于 HEK 293T细胞。当细胞密度达到 70%~80%时，

按 Lipofectamine® 2000转染试剂盒  (Invitrogen, 美
国 )转染质粒。按 Lipofectamine®  2000脂质体∶

DNA质量=1∶1的比例加入 Lipofectamine® 2000脂

质体与过表达质粒，二者混匀平衡 20 min。随后

将二者的混合液滴入含有 3 600 μL无血清培养基

中。转染 4 h后换成等体积DMEM培养基继续培养

24 h，用于提取蛋白。每组实验重复 3次。
 

表 1    过表达质粒使用的引物序列

Tab. 1    Primer sequences used for overexpression plasmid

引物　　　
primers　　　

引物序列 (5′−3′)
primer sequences (5′−3′)

应用
usage

STAT3-Flag-F ATGGCCCAGTGGAATCAGTTGCAG 质粒构建

STAT3-Flag-R CTTGTCATCGTCGTCCTTGTAATCGGGTGCATCAGAGTGT 质粒构建

SIRT2-GFP-F CTACCGGACTCAGATCTCGAGATGTCAGAACCACAAGAACAAAGTCC 质粒构建

SIRT2-GFP-R GGATCCCGGGCCCGCGGTACCATTTTCTTTGATTTGTCAGTAGCTGC 质粒构建

SIRT5-GFP-F CTACCGGACTCAGATCTCGAGATGCAGAGGTTAGTGTGCAAGGC 质粒构建

SIRT5-GFP-R GGATCCCGGGCCCGCGGTACCATGACACTCTCGCTTTCATGGG 质粒构建

SIRT7-GFP-F CTACCGGACTCAGATCTCGAGATGAAAGAAGTAAATATGGAGTCCCA 质粒构建

SIRT7-GFP-R GGATCCCGGGCCCACGGTACCATTGTAGTTTTTCTTTTCTTCCTCGC 质粒构建

SIRT2-HA-F CTAGCGTTTAAACTTAAGCTTATGTCAGAACCACAAGAACAAAGTCC 质粒构建

SIRT2-HA-R AACGGGCCCTCTAGACTCAGATTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATG 质粒构建

SIRT5-HA-F CTAGCGTTTAAACTTAAGCTTATGCAGAGGTTAGTGTGCAAGGC 质粒构建

SIRT5-HA-R AACGGGCCCTCTAGACTCGAGTCAAGCGTAATCTGGAACATCG 质粒构建

SIRT7-HA-F CTAGCGTTAAACTTAAGCTTATGAAAGAAGTAAATATGGAGTCCCA 质粒构建

SIRT7-HA-R AACGGGCCCTCTAGACTCGAGCTAAGCGTAATCTGGAACATCGTATG 质粒构建

表 2    STAT3定点突变使用的引物序列

Tab. 2    Primer sequences used for STAT3 site-directed mutagenesis

引物　　　　　　
primers　　　　　　

引物序列 (5′−3′)
primer sequences (5′−3′)

应用
usage

STAT3K49R-F

STAT3K49R-R

STAT3K87R-F

STAT3K87R-R

STAT3K680R-F

STAT3K680R-R

STAT3K685R-F

STAT3K685R-R

STAT3K712R-F

STAT3K712R-R

STAT3K714R-F

STAT3K714R-R

AGCCAATAGGGAATCTCACGCCACACTGGTATT

GAGATTCCCTATTGGCTGCATACGCCCAGTCC

ATCAGGCAGCACCTGCAGAGCAAGTACCTGGA

TGCAGGTGCTGCCTGATGCGCCTCAGGTTGTGC

CTAGGGAGGAGGCTTTTGGGAAGTATTGCAGA

AAAAGCCTCCTCCCTAGGGATGTCGGGGAAAAGG

CTTTTGGGAGGTATTGCAGACCAGAAGCCCAG

GCAATACCTCCCAAAAGCCTCCTCTTTAGGGA

GTACCTGAGAACCAAGTTCATCTGCGTCACTCC

ACTTGGTTCTCAGGTACGGCTGAGTGACGATT

GAAGACCAGGTTCATCTGCGTCACTCCGTGTC

AGATGAACCTGGTCTTCAGGTACGGCTGAGTG

定点突变

定点突变

定点突变

定点突变

定点突变

定点突变

定点突变

定点突变

定点突变

定点突变

定点突变

定点突变
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1.5    免疫沉淀

探讨 STAT3关键乙酰化位点及 STAT3与

SIRTs之间的相互关系，利用免疫沉淀技术将上

述细胞转染的 HEK 293T细胞使用 anti-Flag抗体

(1∶30)富集 Flag-STAT3。将转染 24 h的HEK 293T
细胞 2 000 r/min离心 1 min收集细胞，磷酸盐缓

冲液 (PBS) 洗涤 3次；加入 400 μL免疫沉淀裂解

液 (含 1% PMSF+1%去乙酰化酶抑制剂)，冰上裂

解 30 min；4 ℃，12 000 r/min离心 5 min，吸取上清

液，采用 BCA法测定蛋白浓度；取 40 μL蛋白做

全细胞裂解液 (TCL)，按比例加入 5×Loading Buf-
fer，95 ℃ 沸水浴 5 min；剩余蛋白用于免疫沉淀，

按测定的蛋白浓度加入相应 anti-Flag抗体  (Ab-
cam)，4 ℃ 旋转过夜；加入 40~50 μL protein A/G
琼脂珠继续旋转 4~6 h免疫沉淀 Flag-STAT3蛋

白；4 ℃、2 000 r/min条件下离心并弃去上清液，

PBS洗脱液 (含 1% PMSF+1%去乙酰化酶抑制剂)
洗涤 5次；洗脱后加入 40 μL 1×Loading Buffer，
95 ℃ 沸水浴 5 min。 

1.6    免疫印迹

利用免疫印迹检测 STAT3乙酰化水平及

Flag-STAT3、HA-SIRTs蛋白之间的作用。根据免

疫印迹试剂盒  (碧云天 )配置十二烷基硫酸钠−
聚丙烯酰胺凝胶电泳  (SDS-PAGE)，恒压  (80 V，

20 min后 120 V，90 min)电泳至溴酚蓝指示剂迁

移到胶底部，终止电泳。并将凝胶恒流 (250 mA，

120 min)转移到聚偏二氟乙烯膜  (PVDF膜)。随

后 4%脱脂奶粉室温封闭 2~3 h；4 ℃ 过夜孵育

anti-acetylation抗体  (Abcam)  (1∶2 000， 4%  BSA
稀释 )、anti-Flag抗体  (1∶5 000，4% BSA稀释 )、
anti-HA抗体  (1∶4 000，4% BSA稀释 )  (anti-acet-
ylation、Flag抗体用于验证 Flag-STAT3乙酰化水

平，anti-HA抗体用于验证蛋白质之间的关系 )；
TBST洗涤液  (含 1%吐温 -20的 TBS)洗涤 5次，

每次 3 min；然后将 PVDF膜与辣根过氧化物酶

(HRP)标记的鼠二抗室温孵育 1~2 h；TBST洗涤

液洗涤 5次，每次  3 min；将 PVDF膜采用 ECL
化学发光检测系统成像。 

1.7    免疫荧光

为研究 STAT3蛋白在 HEK 293T细胞中的分

布及Flag-STAT3与GFP-SIRT2、GFP-SIRT5、GFP-
SIRT7的相互作用，采用免疫荧光技术对其进行

细 胞 定 位 。 Flag-STAT3及 Flag-STAT3与 GFP-

SIRT2、GFP-SIRT5、GFP-SIRT7分别共转染于含

细胞爬片的 HEK 293T细胞培养板，转染后培养

24 h；4%多聚甲醛固定 15~30 min，0.5% BSA封

闭 1~2 h；4 ℃ 过夜孵育 anti-Flag抗体  (1∶400，
0.1% BSA稀释)；荧光鼠二抗 (1∶500，0.1% BSA
稀释)室温孵育 1~2 h；复染核DAPI (1∶200，0.1%
BSA稀释)避光孵育 15 min；取出细胞培养板中

的爬片，放置于滴有抗荧光淬灭封片剂的载玻片

上，盖玻片封片；激光共聚焦显微镜成像荧光结果。 

1.8    统计分析

使用 SPSS  19.0软件进行数据分析，采用

Student t test分析 2组之间的差异，数据以平均值±
标准误 (mean±SE)表示。以 P<0.05为差异显著。 

2    结果
 

2.1    STAT3乙酰化位点突变体构建

黄颡鱼 STAT3编码 789个氨基酸  (登录号：

XP_026999486.1)，蛋白大小约90 ku。黄颡鱼STAT3
蛋白与哺乳动物一样，都具有保守的功能结构域，

包括氨基末端结构域  (N-terminal  domain,  NH2)、
卷曲螺旋结构域  (coiled-coil domain, CCD)、DNA
结合结构域  (DNA-binding domains, DBD)、Src同

源性 2结构域  (srchomology  2  domain,  SH2)和转

录激活结构域  (transcriptional  activation  domains,
TAD)[25] (图 1-a)。为了研究 STAT3关键乙酰化位

点，实验构建一系列 STAT3乙酰化位点突变体的

过表达质粒： Flag-STAT3、 Flag-STAT3  (K49R、
K87R、K680R、K685R、K712R和K714R)(图 1-a)。
STAT3由赖氨酸  (AAA、AAG)定点突变成精氨

酸 (AGG或 AGA)，经测序分析，突变体构建成功

(图 1-b)。 

2.2    黄颡鱼 STAT3蛋白的细胞定位

免疫荧光技术结果表明，STAT3蛋白在细胞

质中表达量较多，而在细胞核中表达量较少 (图 2)，
可以认为黄颡鱼 STAT3蛋白是一种胞浆蛋白。 

2.3    不同乙酰化位点突变对 STAT3整体乙酰

化的影响

为验证黄颡鱼 STAT3关键的乙酰化位点，

使用 anti-Flag抗体对 WT Flag-STAT3及其突变体

(K49R、K87R、K680R、K685R、K712R和K714R)
乙酰化进行免疫沉淀 (图 3-a)。结果显示 WT Flag-
STAT3与 Flag-STAT3乙酰化位点突变体相比，
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STAT3突变体 K685R乙酰化水平显著降低  (P<
0.05)。而突变体 STAT3  K49R、K87R、K680R、
K712R和 K714R乙酰化水平无显著差异 (图 3-b)。 

2.4    SIRTs与 STAT3蛋白的相互作用及其乙

酰化水平

将 HA-SIRT2、SIRT5和 SIRT7分别与 Flag-

NH2 DBDCCD linker SH2

K49

K87 K685

K680

K712

K714

TAD

arg, R

K49R

5′ 3′

K87R

5′ 3′

5′3′

K680R

K685R

3′

3′

3′

5′

5′

5′

K712R

K714R

STAT3 乙酰化位点
STAT3 acetylation site

(a)

STAT3 乙酰化位点突变
STAT3 acetylation site mutation

(b) 
图 1    黄颡鱼 STAT3乙酰化位点及突变体构建

(a) 黄颡鱼野生型 (WT) STAT3蛋白结构及其乙酰化位点；(b) 黄颡鱼 STAT3乙酰化位点突变体测序结果分析

Fig. 1    Acetylation site and mutant construction of STAT3 in P. fulvidraco
(a) wild-type (WT) STAT3 protein structure and its acetylation site of P. fulvidraco; (b) analysis of sequencing results of mutants of acetylation site of
STAT3 in P. fulvidraco
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STAT3共转染于 HEK 293T细胞内。免疫沉淀结

果显示，SIRT2、SIRT7与 STAT3发生蛋白互作

(图 4-a)，SIRT2、SIRT7对 STAT3的去乙酰化作

用较强。而 SIRT5并没有与 STAT3发生蛋白互作，

对其乙酰化也无影响。为了进一步验证 SIRT2、

SIRT5、SIRT7与 STAT3之间的关系，实验制作

免疫荧光爬片，将GFP-SIRTs (绿光)与 Flag-STAT3

(红光)共转染，免疫荧光结果显示 SIRT2、SIRT7
与 STAT3发生蛋白互作，并且 SIRT2与 STAT3的

结合能力强于 SIRT7，而 SIRT5并没有与 STAT3
发生蛋白互作 (图 4-b)。 

3    讨论

JAK/STATs级联是一种普遍存在于细胞内的

信号通路，它将信号从细胞外受体传递到细胞核，

以促进细胞分化、增殖、发育、凋亡和脂质代谢

等一系列生理功能 [1, 26]。STAT3在这一系列过程

中发挥重要作用。近年来，对哺乳动物中 STAT3
乙酰化修饰研究比较深入，然而在鱼类等水生生

物中，对 stat3的研究集中于基因克隆 [25, 27-30]，对

STAT3乙酰化修饰报道甚少。

本研究阐明了黄颡鱼 STAT3蛋白的胞内定

位及其乙酰化位点。黄颡鱼 STAT3在没有细胞

因子处理下是一种胞浆蛋白 (图 2)。STAT3蛋白

乙酰化位点K49、K87存在于NH2端，K680、K685
存在于 SH2结构域，K712、K714存在于 TAD结

构域  (图 1-a)。在 STAT3蛋白结构域中，SH2结

构域是 STAT3最保守结构域，其在 STAT3被激活

时形成同源或异源二聚体移位到细胞核中，转录

激活靶基因表达，这种作用是基于酪氨酸或丝氨

酸的磷酸化[31]。突变 STAT3乙酰化位点发现，突

变体 K685R相比于野生型 STAT3乙酰化程度明

显降低 (图 3-b)。但突变 K685后，突变体 K685R
的乙酰化并没有完全消失，这说明还存在其他乙

酰化位点发生作用。本研究发现 K680R、K712R
位点乙酰化水平降低。谢红霞等 [32] 和 Nie等 [9] 在

哺乳动物的研究中发现突变体 K685R的乙酰化同

样没有完全消失，其还在 K679、K707和 K709中

检测到乙酰化水平降低。总之，不论是哺乳动物

25 μm

(a)

Flag-STAT3

(b)

25 μm

DAPI

(c)

25 μm

Merge

 
图 2    黄颡鱼 STAT3蛋白的细胞定位

(a) Flag-STAT3. STAT3蛋白；(b) DAPI. 细胞核染色；(c) Merge. (a)与 (b)共定位

Fig. 2    Cellular localization of STAT3 protein in P. fulvidraco
(a) Flag-STAT3. STAT3 protein; (b) DAPI. nuclear staining; (c) Merge. co-localization of (a) and (b)
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图 3    黄颡鱼 STAT3及其突变体乙酰化水平分析

(a)  1.  WT，2.  K49R，3.  K87R，4.  K680R，5.  K685R，6.  K712R，
7.  K714R；TCL. 全细胞裂解液， IgG. 免疫球蛋白 G； (b)  WT
STAT3与 STAT3突变体蛋白乙酰化水平，AC-STAT3 水平为相较

于WT的差异倍数，“*”代表显著差异（P<0.05)

Fig. 3    Analysis of acetylation level of STAT3 and
its mutants in P. fulvidraco

(a)  1.  WT,  2.  K49R,  3.  K87R,  4.  K680R,  5.  K685R,  6.  K712R,
7. K714R; TCL. total cell lysates, IgG. immunoglobulin G; (b) acet-
ylation  levels  of  WT  STAT3  and  mutants  of  STAT3,  AC-STAT3
levels  are  relative  fold  of  WT,   “*”  indicates  significant  difference,
P<0.05
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还是鱼类，STAT3羧基末端存在多个乙酰化位点，

其中  K685是最保守的乙酰化位点。其结果与

Yuan等 [7] 和 Xu等 [33] 报道的 K685是 STAT3为最

保守乙酰化位点的结果相似，也与 Wu等 [25]预测

黄颡鱼 K685是保守的乙酰化位点一致。

去乙酰化酶 SIRTs家族属于 class Ⅲ HDACs，
参与生物体能量代谢、抗氧化、基因组稳定性等

多种生物过程 [34-36]。为探究去乙酰化酶 SIRT2、
SIRT5、SIRT7与 STAT3的关系，实验将 SIRTs
与 STAT3共转染，并用免疫沉淀检测 SIRTs与
STAT3的蛋白互作及 STAT3的乙酰化水平。结果

显示，SIRT2、SIRT7可与 STAT3发生蛋白互作，

并对 STAT3的乙酰化产生影响 (图 4-a)。这证实

黄颡鱼 SIRT2、SIRT7是 STAT3的乙酰基转移酶。

在对哺乳动物小鼠的研究中，发现 SIRT2与

STAT3互作，进而去乙酰化 STAT3，并降低 STAT3
磷酸化及其向核内的转运[37]。本实验通过免疫荧光

和免疫沉淀表明 SIRT2与 STAT3可发生蛋白互作，

并对 STAT3乙酰化产生影响  (图 4-a)。SIRT7对

STAT3蛋白翻译后修饰的研究集中于其磷酸化，

而作为一种去乙酰化酶，SIRT7对 STAT3的乙酰

化研究较少。在本实验研究表明黄颡鱼 SIRT7蛋

白在细胞质及核内都有表达 (图 4-b)，可与 STAT3
发生蛋白互作并去乙酰化 STAT3 (图 4-a)。在胶质

瘤细胞系中干扰或抑制 SIRT7可抑制 STAT3的磷

酸化，进而抑制细胞生长 [38]。根据本实验结果，

猜测 SIRT7在不同物种或细胞中对 STAT3的翻译

后修饰作用不同。以往研究表明，SIRT5蛋白作

为一种能够选择性去除酸性酰基化的酶，主要修

饰赖氨酸上的琥珀酰化、丙二酰化、戊二酰化基
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图 4    黄颡鱼 STAT3与 SIRTs的相互作用

(a) 免疫沉淀检测 Flag-STAT3乙酰化水平及其与 HA-SIRTs的相互关系，(b) Flag-STAT3与 GFP-SIRTs共转染 HEK 293T细胞；anti-Flag抗
体免疫荧光染色法检测细胞内 STAT3与 SIRTs蛋白的共聚焦显微镜图像，GFP. 绿色荧光蛋白

Fig. 4    Interaction between STAT3 and SIRTs in P. fulvidraco
(a) level of acetylation Flag-STAT3 and relationship with HA-SIRTs by immunoprecipitation, (b) HEK 293T cells were transfected with Flag-STAT3
and GFP-SIRTs; confocal microscopy images of STAT3 and SIRTs proteins in the cells were detected by anti-Flag antibody immunofluorescence stain-
ing, GFP. green fluorescent protein
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团，去乙酰化酶的活性较低[18, 39-40]。而在对哺乳动

物的研究中，SIRT5可与 STAT3相互结合，敲除

SIRT5后小鼠蛋白整体的乙酰化水平并无明显变

化[39, 41]。本研究发现黄颡鱼 SIRT5与 STAT3未发

生互作 (图 4-a)，免疫荧光结果显示二者之间没有

发生共定位 (图 4-b)，这可能是由于黄颡鱼 SIRT5
的去乙酰化能力较低所导致。黄颡鱼 SIRT5与
STAT3之间的修饰关系还有待于进一步研究。 

4    结论

本研究对黄颡鱼 STAT3乙酰化位点和 SIRTs
与 STAT3的关系进行了研究，黄颡鱼 STAT3与哺

乳动物相比，具有相同的保守乙酰化位点 Lys685，
突变后其乙酰化水平显著降低。对 STAT3潜在去

乙酰化酶 SIRTs而言，SIRT2、SIRT7可以去乙酰

化 STAT3，而 SIRT5则不能去乙酰化 STAT3。以

上结果为研究 STAT3蛋白及其翻译后修饰在鱼类

生理功能中的作用奠定了分子基础。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Validation of STAT3 acetylation site and its relationship with SIRTs
deacetylase in Pelteobagrus fulvidraco

ZHENG Hua ,     XU Yichuang ,     ZHAO Tao ,     LÜ Wuhong ,    
YU Angen ,     HE Yang ,     TAN Xiaoying *

(Fishery College, Huazhong Agricultural University, Wuhan    430070, China)

Abstract:  The  present  study  was  conducted  to  validate  the  acetylation  site  of  STAT3  and  its  relationship  with
SIRTs  deacetylase  family  in Pelteobagrus  fulvidraco.  The  STAT3  overexpression  plasmids  containing  Flag  tag
and the SIRTs overexpression plasmids containing HA and GFP tags were constructed, and mutants were construc-
ted for the possible acetylated sites of STAT3. Then, STAT3 was transfected and the mutants, STAT3 and SIRTs
were co-transfected into HEK 293T cells, and the detection was carried out by immunoblotting, immunoprecipita-
tion and immunofluorescence techniques. The results showed that STAT3 is a cytoplasmic protein. Compared with
wild-type  STAT3,  the  acetylation  level  of  mutant  K685R  was  significantly  reduced.  The  acetylation  levels  of
mutants K49R, K87R, K680R, K712R and K714R had no significant changes compared with wild-type STAT3.
The  immunoprecipitation  and  immunofluorescence  showed  that  SIRT2  and  SIRT7  interacted  with  STAT3  and
catalyzed  the  deacetylation  of  STAT3,  while  SIRT5  did  not  interact  with  STAT3,  and  there  was  no  significant
change in acetylation level. The study revealed the acetylation site of STAT3 and the relationship between STAT3
and SIRTs in P. fulvidraco.
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