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摘　要：目的　本研究旨在研究 ＡｎｎｅｘｉｎＡ１１蛋白（ＡＮＸＡ１１）Ｎ端突变 ｐ．Ｇ３８Ｒ和 ｐ．Ｄ４０Ｇ对该蛋白亚细胞定位的影响，

探索其引起肌萎缩侧索硬化症（ＡＬＳ）的机制。方法　构建表达 ＡＮＸＡ１１野生型蛋白（ｗｔ）及 ｐ．Ｇ３８Ｒ和 ｐ．Ｄ４０Ｇ突变蛋

白的真核表达载体，采用激光共聚焦显微镜检测３种蛋白在 ＨＥＫ２９３细胞中的亚定位。结果　ＡＮＸＡ１１ｗｔ、ｐ．Ｇ３８Ｒ及 ｐ．

Ｄ４０Ｇ蛋白均可在 ＨＥＫ２９３细胞中形成囊泡状结构，其中 ｐ．Ｇ３８Ｒ组囊泡面积大于 ｗｔ组（Ｐ＝０．００２）和 ｐ．Ｄ４０Ｇ组（Ｐ＝

０．００６），后两组间无明显差异（Ｐ＝０．７９１）。在单个细胞中，ＡＮＸＡ１１ｗｔ形成的囊泡数目大于 ｐ．Ｇ３８Ｒ组（Ｐ＝０．００２）和

ｐ．Ｄ４０Ｇ组（Ｐ＜０．００１），而 ｐ．Ｇ３８Ｒ组和 ｐ．Ｄ４０Ｇ组差异不明显（Ｐ＝０．５１６）。与 ＡＮＸＡ１１ｗｔ相比，ｐ．Ｇ３８Ｒ蛋白（Ｐ＜

０．００１）和 ｐ．Ｄ４０Ｇ蛋白（Ｐ＜０．００１）在细胞核内的分布显著减少，后两者间无明显差异（Ｐ＝０．５１９）。结论　ｐ．Ｇ３８Ｒ和

ｐ．Ｄ４０Ｇ突变减少了 ＡＮＸＡ１１蛋白相关囊泡状结构的数目和 ＡＮＸＡ１１蛋白在细胞核的分布，这可能是引起 ＡＬＳ发病的机

制之一。
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Ｇ３８Ｒａｎｄｐ．Ｄ４０ＧｍｕｔａｔｉｏｎｓｒｅｄｕｃｅｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｖｅｓｉｃｌｅｓｏｆＡＮＸＡ１１ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＡＮＸＡ１１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓ，

ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｏｎｅｏｆｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＡＬＳ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｍｙｏｔｒｏｐｈｉｃｌａｔｅｒａｌｓｃｌｅｒｏｓｉｓ；ａｎｎｅｘｉｎＡ１１；ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ

　　肌萎缩侧索硬化症（ａｍｙｏｔｒｏｐｈｉｃｌａｔｅｒａｌｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，
ＡＬＳ）是上、下运动神经元均受累特征性表现出进
行性肌无力、肌萎缩、延髓麻痹及锥体束征的致死

性神经退行性疾病。全世界 ＡＬＳ年发病率约为 １
～３／１０万人，多为散发性，约有５％ ～１０％的患者
有阳性家族史［１，２］。ＡＬＳ确切的致病机制尚未明
确，目前认为遗传因素在发病中起主要作用，其可

引起多种细胞功能失调，包括 ＲＮＡ代谢紊乱、蛋白
质稳态破坏、核质运输受阻、内质网压力增大和核

蛋白动力学障碍等，最终损害了运动神经元［３，４］。

近年来，随着全基因组测序和全外显子组测序

等大规模平行测序的开展，ＡＬＳ相关基因的发现出
现了新浪潮。２０１７年，Ｓｍｉｔｈ等［５］通过全外显子测

序技术筛查了 ７５１例家族性 ＡＬＳ患者和 １８０例散
发性 ＡＬＳ患者，发现了一个新的 ＡＬＳ致病基因 ａｎ
ｎｅｘｉｎＡ１１（ＡＮＸＡ１１）。这些患者的发病年龄在 ５０
～８３岁之间，平均 ６７岁，表现为肢体和延髓均受
累，未合并额颞叶痴呆。这次研究一共发现了

ＡＮＸＡ１１的 ６个错义突变，分别为位于其蛋白质 Ｎ
端的 ｐ．Ｇ３８Ｒ、ｐ．Ｄ４０Ｇ、ｐ．Ｇ１７５Ｒ和 ｐ．Ｇ１８９Ｅ及
位于 Ｃ端的 ｐ．Ｒ２３５Ｑ和 ｐ．Ｒ３４６Ｃ。本研究选取
位于 ＡＮＸＡ１１蛋白 Ｎ端与钙周期蛋白（Ｓ１００Ａ６）
蛋白结合位点（５０～６２位氨基酸残基）附近的点
突变 ｐ．Ｇ３８Ｒ和 ｐ．Ｄ４０Ｇ作为研究对象，比较这
两个位点发生突变后对 ＡＮＸＡ１１蛋白亚细胞定位
的影响，探索其引起 ＡＬＳ的发病机制。
１　材料与方法
１．１　材料

人胚肾细胞系 ＨＥＫ２９３细胞由中南大学遗传
实验室提供。胎牛血清、ＤＭＥＭ高糖培养基购自
Ｇｂｉｃｏ公司。脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 购自 Ｌｉｆｅ
Ｔｅｃｈ公司。编码人 ＡＮＸＡ１１蛋白 ｃＤＮＡ序列的质
粒 ｐＡＮＸＡ１１Ｆｌａｇ购自 Ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ公司。限制性核酸
内切酶 Ｎｈｅ１、Ｍｓｃ１以及 ＱｕｉｃｋＬｉｇａｔｉｏｎ试剂盒购自
ＮＥＢ公司。鼠抗 ＧＡＰＤＨ单克隆抗体和鼠抗 Ｆｌａｇ单
克隆抗体购自 Ｓｉｇｍａ公司。山羊抗鼠 ＩｇＧＨＲＰ购
自 Ａｂｃａｍ公司。ＤｙＬｉｇｈｔ４８８山羊抗鼠抗体购自
ＪａｃｋｓｏｎＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈＬａｂｏｔａｔｏｒｉｅｓ公司。
１．２　方法

１．２．１　质粒构建　将质粒 ｐＡＮＸＡ１１Ｆｌａｇ用限制
性核酸内切酶 Ｎｈｅ１和 Ｍｓｃ１双酶切，胶回收纯化约
６．８Ｋｂ的条带作为骨架。分别使用 Ｐｒｉｍｅｒ１＆２和
Ｐｒｉｍｅｒ１＆３（表 １）以质粒 ｐＡＮＸＡ１１Ｆｌａｇ为模板进
行 ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ产物用 Ｎｈｅ１和 Ｍｓｃ１双酶切，酶
切产物作为插入片段用 ＱｕｉｃｋＬｉｇａｔｉｏｎ连接酶分别
连入骨架。室温连接 １０ｍｉｎ后转化 ＤＨ５α感受
态，次日挑取细菌单克隆，使用 Ｐｒｉｍｅｒ４进行 Ｓａｎｇｅｒ
测序鉴定。所构建的质粒分别命名为 ｐＡＮＸＡ１１
Ｇ３８ＲＦｌａｇ和 ｐＡＮＸＡ１１Ｄ４０ＧＦｌａｇ。

表１　引物序列

引物名称 序列

Ｐｒｉｍｅｒ１ ５’ＧＧＣＣＧＣＴＡＧＣＣＡＣＣＡＴＧＡＧＣＴＡＣＣＣＴＧＧＣＴＡＴＣ３’

Ｐｒｉｍｅｒ２
５’ＴＡＧＧＴＧＧＣＣＡＣＧＴＴＡＴＣＣＡＧＣＣＴＧＡＴＧＧＧＧＧＧＣＡＴＧ
ＣＴＧＧＧ３’

Ｐｒｉｍｅｒ３ ５’ＴＡＧＧＴＧＧＣＣＡＣＧＴＴＡＣＣＣＡＧＣＣＣＧＡＴＧＧＧＧＧＧＣＡ３’
Ｐｒｉｍｅｒ４ ５’ＣＴＧＧＣＴＡＡＣＴＡＧＡＧＡＡＣＣＣＡＣＴ３’

１．２．２　细胞培养与转染　将 ＨＥＫ２９３细胞按合适
的密度接种至 ６孔板，培养于含 １０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ培养基中，于 ５％ＣＯ２，３７℃条件下培养。次日
用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００进行质粒转染，每孔转染 ３μｇ
质粒。转染２４ｈ后收集细胞行 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹实验。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹实验　用 ＲＩＰＡ裂解液冰上裂
解上述转染后细胞，超声处理后行 ＢＣＡ蛋白定量。
按 １０μｇ／孔的上样量于 ５％ ～１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ胶
电泳分离，电泳结束后以 ２５０ｍＡ恒流湿法转膜至
０．４５μｍ孔径的 ＰＶＤＦ膜上。用 ５％脱脂奶粉室温
封闭 １ｈ。分别用鼠抗 ＧＡＰＤＨ 单克隆抗体（１∶
５０００）和鼠抗 Ｆｌａｇ单克隆抗体（１∶１０００）于 ４℃孵
育过夜。用 ０．０５％ ＴＢＳＴ洗 ＰＶＤＦ膜 ３次，每次
１０ｍｉｎ。随后加入山羊抗鼠 ＩｇＧＨＲＰ（１∶１００００）
室温孵育１ｈ。使用上述方法洗膜。洗膜结束后进
行 ＥＣＬ化学发光显色拍照。
１．２．４　免疫荧光　将状态良好的 ＨＥＫ２９３细胞
接种至铺有 ｍａｔｒｉｇｅｌ的爬片上，次日进行转染，２４ｈ
后进行免疫荧光检测。吸净培养基并用 ＤＰＢＳ漂
洗 ２次，分别用 ４％多聚甲醛固定及 ＰＢＳＴ透化各
１５ｍｉｎ，漂洗后用 ５％ＢＳＡ封闭 ３０ｍｉｎ。用封闭液
稀释鼠抗 Ｆｌａｇ单克隆抗体（１∶３００）室温孵育 １ｈ，

·２８２·
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漂洗后再次用５％ＢＳＡ封闭３０ｍｉｎ。用封闭液稀释
ＤｙＬｉｇｈｔ４８８山羊抗鼠抗体（１∶６００）室温避光孵育
１ｈ，漂洗后用 ＤＡＰＩ染核 ６ｍｉｎ。漂洗后用 ９０％甘
油封片，指甲油封边，立即在激光共聚焦显微镜下

观察并拍照。图片使用 ＩｍａｇｅＪ软件分析。
１．３　统计学分析

采用 ＳＰＳＳ２０．０进行统计分析。计量资料及计
数资料均采用中位数（Ｑ１～Ｑ３）表示。囊泡状结
构面积大 小 及 单 个 细 胞 中 囊 泡 个 数 比 较 采 用

ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＨ检验，两两比较采用 ＤｕｎｎＢｏｎｆｅｒｒｏ
ｎｉ检验。囊泡核内分布率的比较采用卡方（χ２）检
验。Ｐ＜０．０５认为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　质粒的构建

构建编码 ＡＮＸＡ１１蛋白 Ｎ端突变体 ｐ．Ｇ３８Ｒ和
ｐ．Ｄ４０Ｇ的真核表达载体，分别标记为 ｐＡＮＸＡ１１
Ｇ３８ＲＦｌａｇ和 ｐＡＮＸＡ１１Ｄ４０ＧＦｌａｇ。见图１。
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图 １　 质 粒 ｐＡＮＸＡ１１Ｆｌａｇ、ｐＡＮＸＡ１１Ｇ３８ＲＦｌａｇ和

ｐＡＮＸＡ１１Ｄ４０ＧＦｌａｇ的结构示意及 Ｓａｎｇｅｒ测

序部分序列结果图

２．２　ＡＮＸＡ１１蛋白及突变蛋白在 ＨＥＫ２９３细胞
中过表达

将 质 粒 ｐＡＮＸＡ１１Ｆｌａｇ、ｐＡＮＸＡ１１Ｇ３８ＲＦｌａｇ
和 ｐＡＮＸＡ１１Ｄ４０ＧＦｌａｇ分别转染至 ＨＥＫ２９３细胞
后行 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测，验证 ＡＮＸＡ１１ｗｔ、ｐ．Ｇ３８Ｒ
蛋白及 ｐ．Ｄ４０Ｇ蛋白在细胞中过表达。见图 ２。
２．３　ｐ．Ｇ３８Ｒ及 ｐ．Ｄ４０Ｇ突变改变 ＡＮＸＡ１１蛋
白亚细胞定位

２．３．１　ＡＮＸＡ１１ｗｔ、ｐ．Ｇ３８Ｒ蛋白及 ｐ．Ｄ４０Ｇ蛋
白在细胞内的亚定位　将质粒ｐＡＮＸＡ１１Ｆｌａｇ、
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图２　ＡＮＸＡ１１ｗｔ、ｐ．Ｇ３８Ｒ和 ｐ．Ｄ４０Ｇ蛋白在 ＨＥＫ２９３细胞

中过表达

ｐＡＮＸＡ１１Ｇ３８ＲＦｌａｇ和 ｐＡＮＸＡ１１Ｄ４０ＧＦｌａｇ分别
转染至 ＨＥＫ２９３细胞后，通过细胞免疫荧光研究上
述蛋白在细胞内的亚定位。在激光共聚焦显微镜

下观察可见，ＡＮＸＡ１１ｗｔ、ｐ．Ｇ３８Ｒ蛋白及 ｐ．Ｄ４０Ｇ
蛋白均可在 ＨＥＫ２９３细胞中形成点状或团块状的
大量囊泡状结构，细胞核内外均可见其表达（图

３）。ＡＮＸＡ１１ｗｔ在细胞内形成小而密的囊泡状结
构，在胞质中均匀分布，并在细胞核内外分布均

匀；ｐ．Ｇ３８Ｒ蛋白在细胞内形成团块状囊泡，囊泡
面积较大，呈现紧贴胞膜的分布状态，细胞核内少

有分布；ｐ．Ｄ４０Ｇ蛋白在细胞内也可以形成小囊
泡，但较为稀疏，胞质内分布较为均匀，细胞核内

囊泡数较少。

２．３．２　ＡＮＸＡ１１ｗｔ组、ｐ．Ｇ３８Ｒ组及 ｐ．Ｄ４０Ｇ组
的囊泡面积　采用 ＩｍａｇｅＪ软件进行囊泡状结构的
截面 积 （下 称 囊 泡 面 积 ）。 我 们 首 先 收 集

ＡＮＸＡ１１ｗｔ组、ｐ．Ｇ３８Ｒ组及 ｐ．Ｄ４０Ｇ组囊泡面积
数值，选取面积 ＞０．０９μｍ２的囊泡状结构进行分
析（图 ４）。实验发现，ＡＮＸＡ１１ｗｔ组囊泡面积中位
数为 ０．３２５０μｍ２（０．１４３０μｍ２～１．１３７μｍ２），ｐ．
Ｇ３８Ｒ组为 ０．８５９０μｍ２（０．２０６０μｍ２ ～２．１０７

μｍ２），ｐ．Ｄ４０Ｇ组为 ０．２９００μｍ２（０．１５２０μｍ２～
１．２１２μｍ２）。ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＨ检验发现 ３组囊泡
面积大小存在差异。其中 ｐ．Ｇ３８Ｒ组囊泡面积大
于 ＡＮＸＡ１１ｗｔ蛋白组（Ｐ＝０．００２）和 ｐ．Ｄ４０Ｇ蛋白
组（Ｐ＝０．００６），而 ＡＮＸＡ１１ｗｔ组和 ｐ．Ｄ４０Ｇ蛋白
组之间的囊泡面积大小无明显差异（Ｐ＝０．７９１）。

·３８２·
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图 ３　ＡＮＸＡ１１ｗｔ、ｐ．Ｇ３８Ｒ蛋白及 ｐ．Ｄ４０Ｇ蛋白免疫荧光结果

注：Ａ、Ｄ、Ｇ：ＡＮＸＡ１１ｗｔ、ｐ．Ｇ３８Ｒ及 ｐ．Ｄ４０Ｇ蛋白染色；Ｂ、Ｅ、Ｈ：对应细胞的 ＤＡＰＩ染色；Ｃ、Ｆ、Ｉ：

ＡＮＸＡ１１ｗｔ、ｐ．Ｇ３８Ｒ及 ｐ．Ｄ４０Ｇ蛋白染色和 ＤＡＰＩ染色的 Ｍｅｒｇｅ结果。ＡＩ比例尺为 ２．５μｍ。
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图 ４　ＡＮＸＡ１１ｗｔ、ｐ．Ｇ３８Ｒ蛋白及 ｐ．Ｄ４０Ｇ蛋白囊泡

面积分布示意图

注：代表差异有统计学意义，Ｐ＜０．０５；ｎｓ代表差异

无统计学意义。

２．３．３　ＡＮＸＡ１１ｗｔ组、ｐ．Ｇ３８Ｒ组及 ｐ．Ｄ４０Ｇ组
的囊泡数目　随后，我们对 ＡＮＸＡ１１ｗｔ、ｐ．Ｇ３８Ｒ
及 ｐ．Ｄ４０Ｇ蛋白在单个细胞中形成的囊泡数目进
行统计分析（图 ５），ＡＮＸＡ１１ｗｔ组囊泡数目中位数
为 １６个（１５～２１），ｐ．Ｇ３８Ｒ组为 １２个 （１０～
１３），ｐ．Ｄ４０Ｇ蛋白组为 １１个（８～１３）。Ｋｒｕｓｋａｌ
ＷａｌｌｉｓＨ检验发现３组间的单个细胞中囊泡中位数

存在差异（Ｐ＜０．００１），ＡＮＸＡ１１ｗｔ组的囊泡数目
大于 ｐ．Ｇ３８Ｒ组（Ｐ＝０．００２）和 ｐ．Ｄ４０Ｇ组（Ｐ＜
０．００１），而后两者囊泡数目差异不明显 （Ｐ＝
０．５１６）。
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图 ５　ＡＮＸＡ１１ｗｔ、ｐ．Ｇ３８Ｒ蛋白及 ｐ．Ｄ４０Ｇ蛋白在单

个细胞内形成囊泡数目示意图

注：代表差异有统计学意义，Ｐ＜０．０５；ｎｓ代表差异

无统计学意义。
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２．３．４　ｐ．Ｇ３８Ｒ，ｐ．Ｄ４０Ｇ和 ＡＮＸＡ１１野生型蛋
白在细胞核内的分布情况 　 本实验分析了 ｐ．
Ｇ３８Ｒ、ｐ．Ｄ４０Ｇ和 ＡＮＸＡ１１野生型蛋白在细胞核
内的分布情况（图 ６）。卡方（χ２）检验发现 ３种蛋
白的细胞核内分布存在显著差异（Ｐ＜０．００１），与
ＡＮＸＡ１１ｗｔ相比，ｐ．Ｇ３８Ｒ组（Ｐ＜０．００１）和 ｐ．
Ｄ４０Ｇ组（Ｐ＜０．００１）在细胞核内的分布比率显著
减少，而 ｐ．Ｇ３８Ｒ组及 ｐ．Ｄ４０Ｇ组在核内的分布
无明显差异（Ｐ＝０．５１９）。
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图 ６　ＡＮＸＡ１１ｗｔ、ｐ．Ｇ３８Ｒ蛋白及 ｐ．Ｄ４０Ｇ蛋白囊泡

细胞核内分布比率示意图；注：代表差异有统
计学意义，Ｐ＜０．０５；ｎｓ代表差异无统计学意

义。

３　讨论
ＡＮＸＡ１１蛋白属于 ａｎｎｅｘｉｎＡ家族，该家族是一

系列 Ｃａ２＋依赖的磷脂结合蛋白，包括 １２个家族成
员（ａｎｎｅｘｉｎＡ１Ａ１１，Ａ１３）［６］。ａｎｎｅｘｉｎＡ蛋白拥有
两个功能结构域，分别为一个位于 Ｃ端的核心结
构域和一个位于 Ｎ端的结构域。Ｃ端的结构域位
于 ａｎｎｅｘｉｎＡ蛋白的凸面，大部分 ａｎｎｅｘｉｎＡ成员的
Ｃ端由四个高度相似的“ａｎｎｅｘｉｎ重复序列”组成，
每个“ａｎｎｅｘｉｎ重复序列”大约有 ７０个氨基酸残基，
具有 Ｃａ２＋和磷脂亲和力［７］。Ｎ端的结构域位于 ａｎ
ｎｅｘｉｎＡ蛋白的凹面，是一段氨基酸组成多变且具
有疏水特征的结构域。人 ａｎｎｅｘｉｎＡ１１（ＡＮＸＡ１１）
基因位于 １０ｑ２２ｑ２３，编码的 ＡＮＸＡ１１蛋白由 ５０５
个氨基酸组成，具有 ａｎｎｅｘｉｎＡ家族中最长的 Ｎ端
结构域，含 １９６个氨基酸残基，对 ＡＮＸＡ１１蛋白的
细胞核定位起重要作用［８］。ＡＮＸＡ１１蛋白 Ｎ端结
构域中还含有与 Ｓ１００Ａ６和凋亡连接基因 ２蛋白

（ＡＬＧ２）结合的结合位点［９，１０］。

研究表明，ＡＮＸＡ１１可以通过其 Ｎ端结构域结
合 ＡＬＧ２蛋白来稳定外壳蛋白复合物 ＩＩ（ＣＯＰＩＩ）
的组分之一 Ｓｅｃ３１Ａ蛋白，参与货物蛋白从内质网
转运 到 高 尔 基 体 （ＥＲｔｏＧｏｌｇｉ）的 囊 泡 运 输 过
程［１１］。２０１７年 Ｓｍｉｔｈ等［５］将 ＨＡ标记的 ｐ．Ｇ３８Ｒ
和 ｐ．Ｄ４０Ｇ突变型和野生型 ＡＮＸＡ１１过表达于小
鼠的原代运动神经元中，发现这三种蛋白均在胞质

中形成囊泡状结构，并通过免疫共沉淀实验证实

ＡＮＸＡ１１蛋白 Ｎ端的 ｐ．Ｇ３８Ｒ和 ｐ．Ｄ４０Ｇ突变并
不会改变其与 ＡＬＧ２的结合能力，提示这两种突
变可能通过其他方式影响囊泡运输。本研究中，我

们使用 Ｆｌａｇ标记的 ｐ．Ｇ３８Ｒ和 ｐ．Ｄ４０Ｇ突变型和
野生型 ＡＮＸＡ１１在 ＨＥＫ２９３中过表达，也观察到这
３种蛋白都能形成类似的囊泡状结构。我们参照
Ｓｍｉｔｈ等［５］对囊泡大小的统计分析，选取截面积大

于 ０．０９μｍ２ 的 囊 泡 进 行 统 计 学 分 析，发 现 在
ＨＥＫ２９３细胞中 ｐ．Ｇ３８Ｒ和 ｐ．Ｄ４０Ｇ突变都减少
了 ＡＮＸＡ１１蛋白囊泡状结构的数目。这表明 ｐ．
Ｇ３８Ｒ、ｐ．Ｄ４０Ｇ突变可能会降低 ＡＮＸＡ１１蛋白参
与的 ＥＲｔｏＧｏｌｇｉ运输效率，从而影响细胞在合成
加工新蛋白质的效率，对细胞正常生理活动造成影

响，例如能量供应、代谢废物的清除和信号分子的

传导等等，这可能是 ｐ．Ｇ３８Ｒ和 ｐ．Ｄ４０Ｇ突变引
发 ＡＬＳ的机制之一。

另外，本研究还观察到 ｐ．Ｇ３８Ｒ蛋白可以形成
相对野生型蛋白和 ｐ．Ｄ４０Ｇ蛋白较大的囊泡，这让
我们思考 ＡＮＸＡ１１蛋白参与形成的囊泡是什么，有
何功能。有意思的是，最近 Ｂｅｔｈａｎ等［１２］在 研 究

Ｓｔａｔ３信号通路对溶酶体膜蛋白质组学的影响时，
发 现 在 Ｓｔａｔ３信 号 上 调 后 ＡＮＸＡ１、ＡＮＸＡ６和
ＡＮＸＡ１１蛋白在溶酶体膜上富集，这表明 ＡＮＸＡ１１
可以在某些条件下参与溶酶体膜的生物合成。但

是 ＡＮＸＡ１１蛋白相关囊泡状结构的性质和功能还
有待进一步研究。

研究表明 ＡＮＸＡ１１蛋白 Ｎ端结构域对其核内
定位有着重要作用，缺乏 Ｎ端结构域将影响其入
核，但具体负责入核的序列尚不明确［１３］。研究通

过蛋白质 Ｊｐｒｅｄ二级结构预测发现在 ＡＮＸＡ１１蛋白
Ｎ端 ４０４４位氨基端残基及 ５１５９位氨基端残基
处分别存在一个 α螺旋，位于 ＡＮＸＡ１１蛋白 Ｎ端
的 ｐ．Ｇ３８Ｒ和 ｐ．Ｄ４０Ｇ突变会影响第一个螺旋的
形成［５］。本研究发现，相比 ＡＮＸＡ１１ｗｔ、ｐ．Ｇ３８Ｒ和
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ｐ．Ｄ４０Ｇ突变蛋白在细胞核内的分布显著减少，提
示 ｐ．Ｇ３８Ｒ及 ｐ．Ｄ４０Ｇ突变可能通过影响第一个

α螺旋的形成从而减少 ＡＮＸＡ１１蛋白的核定位。
然而，在过表达 ＡＮＸＡ１１ｗｔ、ｐ．Ｇ３８Ｒ蛋白和 ｐ．
Ｄ４０Ｇ蛋白的小鼠原代神经元细胞中，并未观察到
这 ３种蛋白在细胞核内外分布有明显差异［５］。这

可能是因为细胞模型的差异，小鼠原代神经元细胞

与 ＨＥＫ２９３细胞不同，为不分裂且高度分化的细
胞。事实上，ＡＮＸＡ１１蛋白的亚细胞分布也与细胞
种类有关，研究发现在 １４日龄的大鼠胚胎迅速生
长的未分化的间质细胞中，ＡＮＸＡ１１蛋白主要集中
在细胞核内，然而在 １８日龄胚胎中，当这些组织
分化成为结缔组织时，ＡＮＸＡ１１蛋白在细胞核和细
胞质中便呈现均匀分布［１４］。虽然 ＡＮＸＡ１１蛋白及
其突变体在 ＨＥＫ２９３细胞核内外的差异不能代表
其在神经元内的分布情况，但我们也证明了 Ｎ端
的 ｐ．Ｇ３８Ｒ和 ｐ．Ｄ４０Ｇ突变可以影响 ＡＮＸＡ１１蛋
白进入细胞核的能力。

ＡＮＸＡ１１蛋白的胞内定位与其细胞功能有着重
要联系，但其在细胞核内的功能尚未明确。有研究

对 ｍＲＮＡ结合蛋白进行质谱分析发现 ＡＮＸＡ１１蛋
白是 候 选 的 ｍＲＮＡ 结 合 蛋 白 之 一［１５］，这 提 示

ＡＮＸＡ１１可能参与 ＲＮＡ的代谢加工。综上，我们
的结 果 表 明 ｐ．Ｇ３８Ｒ及 ｐ．Ｄ４０Ｇ突 变 改 变 了
ＡＮＸＡ１１蛋白的亚细胞定位，提示其影响胞内囊泡
运输和 ｍＲＮＡ加工，这可能是其导致 ＡＬＳ发生发展
的重要机制之一。

４　结论
ｐ．Ｇ３８Ｒ和 ｐ．Ｄ４０Ｇ突变减少了 ＡＮＸＡ１１蛋

白相关囊泡状结构的数目和 ＡＮＸＡ１１蛋白在细胞
核的分布，这可能是引起 ＡＬＳ发病的机制之一。
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