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’引言
心脏发育从中胚层细胞的分化!线性心管的形成!到最终复

杂四腔室心脏的形成" 都受到多种信号途径严密而精确的调控#
目前"我们对于心脏发育过程所涉及的调控蛋白与信号途径仍知
之甚少"因此"发现新的参与心脏发育过程的信号途径调控蛋白
具有重要的理论和应用意义$

!"#$ 基因是我们在寻找与心脏发育相关的基因时克隆的一
个人的新基因 !"#$ !"%$ 基因位于 "$ 号染色体"我们从 %&’( 水平
对该基因进行了 ’)*+,-*. /0)+ 分析" 结果显示%!"%$ 基因在心脏
组织中的表达非常强烈$ !"%$ 基因在心脏中的表达谱分析表明"
它可能与心脏的发育有关$通过构建增强型绿色荧光蛋白与 !"%$

融合基因的真核表达系统"转染 12345 细胞系"瞬时表达后荧光
显微镜观察了它的编码蛋白的活细胞定位及表达" 表明 ,)0- 蛋
白主要在细胞膜和细胞质中表达"而且在细胞质中点缀着大小不
一的点状荧光$
本论文利用报告基因分析测试 !"%$ 对 3&6 和 (74" 的转录

活性" 荧光素酶分析试验发现 ,)0-蛋白在 12345 细胞中过表达
能强烈抑制 8(9: 信号途径的 ; 个下游转录因子 (94" 和 3&6
的转录活性$ !"%$ 突变体的荧光素酶分析试验表明"!"%$ 基因可
能通过其 ’!端的 6&: 结合区和 1< 端的多聚脯氨酸序列来行使
其抑制作用$
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()*+ 信号传导途径是存在于真核细胞中的最广泛的一种调节机制#它与心血管的发育$心肌肥大等心脏疾病的发生有着密
切的关系%利用荧光素酶的活性分析讨论人 !"%$基因在 ()*+ 信号途径中的作用%实验表明#?/@4& 细胞中过表达 ;AB6蛋白能够强
烈抑制 ()*+信号途径的 ! 个下游转录因子 )*4C 和 @DE 的转录活性%!"%$ 的突变体报道基因分析表明#!"%$ 基因可能是通过其 F!
端的 ED+ 结合区和 ?!端的多聚脯氨酸序列来行使其抑制作用的% 研究表明#该基因可能通过参与 ()*+ 信号途径而在心脏发育的过
程中起作用%
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图 3 4"#5 蛋白的结构图
注! !"# !"#$ 蛋白的拓扑结构分析图!利用在线工具分析 !"%$ 蛋白的
拓扑结构发现 !"%$ 蛋白有 $ 个跨膜区 %&’((!’)(("*)((!$+((",-((!
.,(("&&+((!&’&(("&/+((!+)*(("+&*((!+’$((#" 红色表示膜区域"蓝
色表示膜内"0"端和 1"端均位于膜内"粉红色表示膜外# 234 5678#
9(:;$5&"5+ 和 5’%和多聚脯氨酸的位置均用箭头表示& !<= !"%$ 蛋
白的拓扑结构模型图&

% 材料与方法
%$3 质粒的构建
用 &!"> 将含有 !"%$ 基因的 ?@5&/6A6!"%$ 质粒进行酶切!

所得片段纯化后与经过 &!"> 酶切处理的 ?1@B6C(D +< 连接循
环水浴过夜!转化大肠杆菌 5E-! !转化后提质粒!经酶切鉴定
并测序!得到 ?"F &G?1@B6C(D+<6H8IJK" 由于 !"%$ 基因含有 & 个
’()> 酶切位点! 位于 !"%$ 基因的 & ))’ L? 处! 即在 H8IJ 蛋白的
+/* 氨基酸处!可以将 !"%$ 酶切分成两段!即#0"端的 234 结合
区 $55% 和 1"端的多聚脯氨酸序列 $MM%& 于是我们将 ?"F&
G?1@B6C(D+<6H8IJK进行 ’()> 酶切!分别纯化酶切产物!所得小片
段为 0N 端的 234 结合区$55%!大片段为载体与 1"端的多聚脯
氨酸序列 $MM%& 将小片段与经 ’()> 酶切后并磷酸化的 ?1@B6
C(D+< 载体连接!大片段纯化后自连!则得到分别含氨基酸 &O+/*
和氨基酸 +/*O’&. 的 H8IJ 蛋白的 + 个突变体 #?"F + G?1@B6
C(D+<655K 和 ?"F ’G?1@B6C(D+<6MMK重组质粒&
%$% 细胞培养与瞬时转染

1PF6, 细胞培养于含氨苄青霉素$&)) "DQ9I%和链霉素$&))
"DQ9I%以及 &)R胎牛血清的 5@2@$购自 S:LT8%培养基!维持单
层贴壁生长! 在细胞处于对数生长期时进行传代& 细胞复苏’接
种’传代’冻存均按常规操作进行" 转染脂质体 U:?8VJTC "@>02!
P?C:6@2@ %P@2@= 购自美国 >;W:CX8DJ; 公司" 细胞转染方法按
>;W:CX8DJ; 公司的说明书进行"
%$& 荧光素酶活性检测
按常规转染方法!将重组质粒 ?"F &’带荧光素酶报告基因

?F326UY1 %8X ?"M6&6UY1=! I(TZ(#6半乳糖苷酶%基因进行共转
染& U(TZ 为测转染效率用& 荧光素酶活性检测方法如下#经过 +
天培养后的转染细胞用 M<F 洗涤 + 次!然后用 I [ 裂解液裂解细
胞!室温静置!离心收集细胞!取上清!加入 P0MS (\\(]!在 ’,$1
恒温培养箱反应 ’) 9:;! 直至溶液变黄) 然后加入 CX:\L(\J 终止
反应)再用分光光度计测 *+) ;9 的吸光值!计算其转染效率)根
据转染效率计算每管与荧光素酶底物反应所需的蛋白量)最后将
荧光素酶底物和蛋白混匀! 利用荧光发光计 A^X;JX 5J\:D;\ A56
+)Q+) 检测报告基因的荧光强度& 实验共重复 ’ 次&

& 结果与讨论
&$3 4"#5 蛋白的结构特点
用 F@"3A 程序分析 !"%$ 编码的氨基酸序列!发现 !"%$ 蛋白

无明显的结构域!但是含有 $ 个跨膜区!可能是膜蛋白&为了进一
步分析跨膜蛋白的特征! 我们利用 1<F 在线工具对 !"%$ 蛋白进
行拓扑结构分析& 分析表明 H8IJ 蛋白含有 $ 个跨膜区!0"端位于
膜内!可能是一个充当转运和结合功能的蛋白G图 &K&

为了进一步分析 !"%$ 蛋白的潜在功能! 我们利用网上在线
工具 98C:V \T(; 程序对 H8IJ 蛋白进行分析& 分析发现#!"%$ 蛋白
的 0"端 有 ’ 个 234 的 结 合 区 %5 6789(:;#! 5& (’$ %-)!
M34>SB1>>BUBS5B%! 5+ (&&)!&+*!34"UAUUUFB1BMSU%!5’
(+,+!+/*! 35_MMM"UFU2U‘%!1"端有一个 FE’(FXT H898I8D] ’%
的结合位点 MM(+/*!’)’!‘MMMM‘30FBMMMMMMUESM%G图 &"K&
&$% 4"#5 蛋白在 6789 信号途径中的作用
正如前面所分析 !H8IJ 蛋白具有 234 的结合位点 (56

789(:;%和与 FE’ 结构域结合的多聚脯氨酸序列& 大量文献证明
与 FE’ 结构域结合的多聚脯氨酸序列能通过与含有 FE’ 结构域
的蛋白结合从而影响 @"M4 信号途径 G+K!而 234 本身就是 @"M4
信号途径中的一个重要激酶& 因此我们认为 !"%$ 蛋白可能参与
@"M4 信号途径的调节! 于是构建 ?1@B6C(D+<6!"%$ 重组质粒!
利用报告基因分析测试 !"%$ 对 F32 和 "?6& 转录活性的影响&
"M6& 与 F32 是 @"M4 信号途径中 234 组的重要因子! "M6&
是 16aY0 与 16_PF 的复合物! F32 是 16_PF 的上游应答因子
序列& F32 可以与 & 个二聚体结合!这个二聚体由 & 个血清应答
因子%F3_#与另 & 个四聚体%A1_#组成&结果表明!!"%$ 分别抑制了
报告基因 "?6&6U^T("%和 F326U^T%<#的约 .&R的活性(图 +%&
因此!!"%$ 基因在 1PF6, 细胞中的过度表达强烈地抑制由 F32
和 "?6& 介导的 @"M4 信号传导&

&:& 4"#5 蛋白突变体在 6789 信号途径中的作用
为了进一步测试哪个位点在 @"M4 中起重要作用! 我们构

建了 !"%$ 蛋白的突变体 ?"F +’?"F ’ 重组载体& 利用报告基因
分别测试 ?"F &’?"F +’?"F ’ 对 F32 和 "?6& 转录活性的影
响&将 ?"F &’?"F +’?"F ’ 分别与 F326U^T 或者 "?6& 共转测试
其荧光素酶的活性& 结果表明!H8IJ 蛋白的 0"端的 234 结合区
(55%和 1"端的多聚脯氨酸序列(MM%都能够抑制报告基因的荧
光活性(图 ’%&但是与 !"%$ 蛋白的全长相比!抑制能力有所减弱&
在 F32 介导的信号途径中!?"F + 抑制了报告基因 F326U^T 约
,/R的活性 ! 而 ?"F’ 则抑制了 $&R(图 ’"%& 同样! 将这两个
H8IJ 的突变体与 "M6&6U^T 共转染时也得到类似的结果 (图 ’
<%&
有丝分裂原活化蛋白激酶(@"M4%信号途径是细胞信号转

导过程的重要组成部分& 目前的研究表明!在细胞水平上!@"M4
将膜转导蛋白与其细胞内的关键调控靶蛋白联系起来!从而介导
胞外的多种信号!并将这些信号级联放大后传递给相应的下游因
子! 通过激活包括 F32’2U46&’T6a^;’T6V8\’@2_ + 等多种转录
因子!最终开启细胞特定功能基因的表达&在个体水平!@"M4 信
号途径涉及了包括心脏在内的多种组织器官的发育过程&
心脏发育涉及大量心脏组织特异性基因的时空表达调控!在

这一过程中胞外信号及其传导和特异性转录因子的表达起到了

关键性作用& 在 @"M4 途径的作用下!2U4&’F32 和 F3_ 结合而

图 % 4"#5 强烈地抑制 78;3;<.=>72
和 -?@;<.=>A2的转录活性
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成的复合物诱导早期基因! 大量的研究表明"!"# 的表达具有组
织特异性" 它能与 $%&’( ) 和 *+,+- 等心脏特异性转录因子相
结合!在成纤维细胞中"!"# 和 *+,+- 共同作用可以激活肌源性
或非肌源性的 !"# 依赖性的启动子 #!"# 与 *+,+- 及 .%&’()
的相互作用可激活心脏 !/ 01234 的启动子"从而诱导这一蛋白在
成纤维细胞中的表达 567!89: ;$!"< 和 !"8 形成的复合物在启动
早基因表达过程中的密切关系" 让我们有理由相信 =+>: 也极
有可能通过 89:; 和 !"< 的相互作用参与调节心血管的发育过
程! 最近的研究发现"=+>: 不仅与心血管细胞对外界压力的反
应有关"而且还可能与心血管的发育调节有关! 打断鼠的 =+>:
信号途径"发现该鼠在 ;; 天时死在子宫里"并且这些鼠有严重的
血管发育不全 5-7! 还有研究证明 =+>: 信号途径在心肌肥大发生
过程中有着重要的作用 5)7!
根据前面对 ?@AB 蛋白的结构分析和实验结果分析"表明 !"#$

蛋白在 C+>: 信号途径中具有一定的作用! 在 C+>: 信号途径
中"激酶可以通过其结合位点来激活"!"%$ 蛋白 .!端含有的 8":
结合位点 D/E@F034"含有疏水性残基 9 / G/ 9! 疏水性残基 9 /
G/ 9 在 D/E@F034 序列中具有高度的保守性"它对于激酶与靶转
录因子的结合有着重要的作用! 研究证明"把疏水残基 9 / G/ 9
突变成 +/8/+"则严重影响了结合区 D/E@F034 的功能 5H7! D/
E@F034 能与 8": 发生表面相互作用" 介导 8": 结合到底物上
进行磷酸化"从而激活 C+>: 信号途径! 许多研究表明"多聚脯
氨酸序列"尤其是 >GG> 序列能与含有 !I6 结构域的蛋白结合"
通过阻断含 !I6 结构域的蛋白的功能进而调节细胞中的信号传
导 5J7! 因此" ?@AB 蛋白可能是通过其 .! 端的 8": 结合位点 D/
E@F034 和 K!端的多聚脯氨酸序列来影响 =+>: 信号传导的%图
-&!

’ 结论
虽然 !"%$ 基因是个未知基因"也没有功能性的结构域"但到

目前为止"在其它物种中还没有其功能性研究的报道! 但我们对
!"%$ 基因的研究结果表明 "!"%$ 可能是一个参与了细胞中的
=+>: 信号途径的抑制因子!对 !"%$ 基因的 .@L2?BL4 MA@2 的表达
谱分析"说明 !"%$ 基因可能对心脏发育起作用! 由于 !"%$蛋白在
=+>: 信号途径中具有强烈的抑制作用" 而 =+>: 与心血管的
发育$心肌肥大等心脏疾病的发生有着密切的关系"因此我们认
为 !"%$ 基因可能是通过 =+>: 信号途径来参与心脏发育的调
节"但是其具体的作用机制仍不清楚"还有待于进一步的研究证
明!
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图 " !"#$ 蛋白的突变体对 /(0123-!4"和
4516123-!7"转录活性的抑制作用示意图

注# N+!; 5NKCO/20P’/?@AB Q;R6;ST7 含有全长的 !"%$ 基因$N+!’
5NK=O/20P’/DD Q;R’U-T7 含有 8": 结合区 !D/E@F034"$N+!6
5NKCO/20P’/>> Q’U-R6;ST7含有多聚脯氨酸序列 Q>>T% K@42L@A$没有
转染质粒的空白对照%

图 ’ !"%$ 蛋白在 8459 信号途径中的假想模式图

周军媚$ 等# 人心脏发育候选基因 !"%$在 C+>:信号传导途径中的作用
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