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血管紧张素( 127)的受体 MAS与 PSD295的相互作用
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摘要　经过对蛋白质 MAS的氨基酸序列进行分析、比对发现 ,其羧基末端含有一段高度保守的

PDZ结合模序.据此推测 ,MAS通过此模序可能会与某些 PDZ蛋白质发生相互作用.将MAS羧基末

端 27个氨基酸所对应的 DNA序列 ,克隆到原核表达载体 p GEX24T21中 ,构建重组质粒 p GEX2MAS2
CT.将重组质粒转入大肠杆菌BL21内 ,经 IPTG诱导 ,并用 glutathione2Sepharose 4B纯化 ,得到纯化的

融合蛋白 GST2MAS2CT.以 GST2MAS2CT为饵蛋白 ,利用 GST pull down方法 ,在兔脑组织中筛选与

MAS特异结合的蛋白质.结果表明 ,在兔脑组织中有多种蛋白质可以与 MAS2CT特异结合 ,经

Western印迹检验其中之一为突触后致密物质295 (postsynaptic density protein 95 , PSD295) . PSD295与

MAS的相互作用的研究结果 ,为研究完整的MAS与 PSD295的相互作用以及这种相互作用对MAS

受体的功能的影响奠定了基础.
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MAS , the Receptor of Angiotensin2( 127) , Associates with PSD295
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Abstract 　The carboxyl terminal amino acid sequences of MAS protein is E2T2V2V , which conform to the
consensus motif ( E2SΠT2X2IΠLΠV) for association with PDZ proteins. It was speculated that MAS may associate
with some PDZ proteins via its carboxyl terminal to regulate MAS signaling. In this study p GEX2MAS2CT was
first constructed by inserting the DNA fragment of MAS encoding the last 27 amino acids of its carboxyl
terminal into the prokaryotic expression vector p GEX24T21. The recombinant construct p GEX2MAS2CT was
successfully cloned and identified by EcoR Ⅰ and Xho Ⅰ digestion , PCR amplification and sequencing.
GST2MAS2CT fusion protein was then robustly induced by ITPG and purified with glutathione2Sepharose 4B
beads from the lysate of E. coli BL21 , which was transformed in p GEX2MAS2CT. Rabbit brain lysates were
pull2downed with GST2MAS2CT fusion protein conjugated with Glutathione2Sepharose 4B beads to screen novel
binding proteins of MAS. Many proteins were able to be detected in the GST2MAS2CT pull2down complex but
not in GST pull2down complex , with one of the binding proteins been identified as postsynaptic density protein
95 (PSD295) by Western blot . These results provide a strong evidence for further studying the intro cellular
association of the MAS and PSD295 and also their potential physiological significances.
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　　蛋白质MAS是新近发现的血管紧张素 (127)的

受体[1 ,2 ] ,由原癌基因 mas编码 ,它含有 7 个疏水的

跨膜结构域 ,是一种典型的 G蛋白偶联受体. MAS

蛋白的组织学分布比较广泛 ,在脑、睾丸、心脏、肾脏

以及大脑血管内皮细胞中均有表达[3 ,4 ]
. MAS具有

多种生理功能 ,作为血管紧张素 (127)的受体 ,它能

够有效调节肾素2血管紧张素系统 ;同时它对于神经

可塑性、记忆和焦虑也有重要的调节作用[2 ]
;此外 ,

它还对肿瘤的发生有重要的影响[5 ]
.然而 ,目前对

MAS复杂、广泛的生理作用尚未完全了解 ,仍需深

入研究.对MAS在细胞内引发多种生理作用的细胞

信号转导通路及其调控机制更是知之甚少 ,至今尚

未有任何有关MAS结合蛋白的研究报道.因此 ,寻

找细胞内MAS受体的结合蛋白对于阐明MAS受体

的细胞信号转导通路及其在细胞内的调控机制有十

分重要的作用.比较不同种属之间MAS羧基末端的

氨基酸序列 ,发现该蛋白的羧基末端拥有与其它蛋

白质相结合的模序 (motif) ,为此首先构建了 GST与

MAS羧基末端的融合蛋白 ( GST2MAS2CT)在原核细

胞中的表达载体 ,并对 GST2MAS2CT进行诱导表达

与纯化 ,然后利用 GST2MAS2CT为诱饵在兔脑组织

中筛选与其特异结合的蛋白质 ,初步发现突触后致

密物质295 (PSD295)可与MAS特异地相互作用.

1　材料和方法

111　材料

质粒和菌种 　人 MAS全长 cDNA ,原核表达载

体 p GEX24T21 ,菌株 E. coli DH5α、BL21 均由本实验

室保存.

酶与试剂 　DNA 限制性内切酶 ( EcoR Ⅰ, Xho

Ⅰ)购自日本 TOYOBO公司 ;DNA聚合酶、T4 DNA连

接酶购自日本 TaKaRa公司 ;质粒提取试剂盒购自博

大泰克公司 ;DNA、蛋白质相对分子量标准购自北京

鼎国生物技术公司 ; Glutathione2Sepharose 4B 购自

Sigma公司 ;Anti2PSD295单抗购自 ABR公司 ;山羊抗

兔 IgG2HRP 购自北京中杉生物工程公司 ; ECL

Western印迹检测试剂盒购自 Chemicon公司 ;PCR引

物合成 ,重组 DNA测序由六合通公司完成 ;其它试

剂均为国产分析纯.

112　重组表达载体的构建

以人MAS羧基末端终止密码子至其上游 81 bp

的DNA片段为目的片段 ,分别设计上下游引物 ,引

物序列分别为 :5′引物 5′2 AGA CAC GAA TTC ACC

AGG GCT TTC AAA GAT G 23′;3′引物 5′2 AGA CTC

GAG TTA GAC GAC AGT CTC AAC TGT G23′;划线处

分别为 EcoRⅠ和 XhoⅠ酶切位点. PCR扩增产物和

载体 p GEX24T21分别通过限制性内切酶 EcoRⅠ和

XhoⅠ双酶切 ,经琼脂糖凝胶电泳分离 ,回收目的条

带 ,用 T4 DNA连接酶将纯化的MAS2CT DNA片段与

p GEX24T21 载体片段连接. 连接产物转化 E. coli

DH5α感受态细胞.

113　重组表达载体的鉴定

1)酶切鉴定 :选择 3个阳性克隆 ,分别提取其中

的质粒DNA ,经 EcoRⅠ和 XhoⅠ双酶切后 ,用 2 %琼

脂糖凝胶电泳鉴定 ,切出 81 bp片段者为阳性.

2) PCR鉴定 :以酶切鉴定正确的质粒为模板 ,以

特异引物进行 PCR扩增 ,PCR扩增产物用 2 %琼脂

糖凝胶电泳鉴定 ,扩增出 81 bp片段者为阳性.

3)测序鉴定 :将酶切及 PCR鉴定均为阳性的单

克隆 ,培养新鲜菌液送至公司进行 DNA测序鉴定.

质粒 DNA的制备、DNA片段回收、酶切、连接、

转化参照文献[6 ]进行.

114　GST2MAS2CT融合蛋白在大肠杆菌中的诱导

表达及纯化

将测序正确的重组表达载体转化到宿主菌 E.

coli BL21中 ,挑取单克隆 ,接种于 LB培养基 ,37℃,

250 rΠmin 振荡培养至其 A 值达到 016～017 ,加入

IPTG(终浓度 015 mmolΠL)继续振荡培养 2 h ,进行诱

导表达 ,4℃, 3 000 rΠmin , 30 min离心收集菌体 ,所

获菌体用收获缓冲液 ( harvest buffer : HEPES 10

mmolΠL , NaCl 50 mmolΠL , EDTA 5 mmolΠL ,

benzamidine 1 mmolΠL)悬浮 (每升菌液用 25 ml 收获

缓冲液) ,加入溶菌酶 (100～200 mgΠL菌液收集的菌
体) ,经超声破菌至悬浮液清亮后 ,离心收集上清 ,加

入 Glutathione2Sepharose 4B (60 mgΠL 菌液收集的菌
体) , 4℃持续混和 3 h , 4℃ , 3 000 rΠmin , 离心 1

min ,收集沉淀 ,用收获缓冲液悬浮 (30 mlΠ次) 4℃

3 000 rΠmin离心 1 min ,洗 3次后 ,将沉淀悬浮于 1 ml

收获缓冲液 ,即得到纯化的融合蛋白.

115　脑组织裂解液的制备

取兔全脑 ,将脑组织置于冰上 ,用冰浴的 PBS

洗去残留的血液 ,加 10 ml 裂解液Π克组织 (裂解液 :

HEPES 10 mmolΠL , NaCl 50 mmolΠL , EDTA 5 mmolΠL ,

Triton X2100 1 % , benzamidine 1 mmolΠL) ,然后匀浆器
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匀浆 10 min (15 W) ,经 4℃,13 000 rΠmin ,离心 15 min

后 ,上清即为脑组织裂解液.

116　GST pull down

将 50μl 纯化的 GST和 GST2MAS2CT分别和 2

ml 兔脑组织裂解液 4℃持续混和 3 h , 4℃ 3 000

rΠmin ,离心 1 min收集沉淀并用洗涤液Ⅰ( HEPES 10

mmolΠL , NaCl 100 mmolΠL , EDTA 5 mmolΠL , Tween 20

011 % , BSA 3 %)洗涤 4次 (1 mlΠ次) ,再用 1 ml洗涤

液Ⅱ( HEPES 10 mmolΠL , NaCl 100 mmolΠL , EDTA 5

mmolΠL , Tween 20 011 % , benzamidine 1 mmolΠL)洗涤

1次 ,所得的沉淀物即为 GST pull down沉淀复合物.

117　Western 印迹

参照文献[7 ]的方法 ,在 GST pull down沉淀复合

物中加入 50μl 2×蛋白上样缓冲液 ,经 95℃加热 5

min后 ,以 8 %胶进行 SDS2PAGE ,将凝胶中的蛋白转

移到硝酸纤维素膜上 (Bio2Rad , mini2proteinⅡ电转系

统进行湿转 ,100 V ,3 h) ,5 %脱脂奶粉室温封闭 1 h ,

PSD295单抗 (1∶1 000) 4℃培育过夜 , TBST ( Tris2HCl

20 mmolΠL ,pH 715 , NaCl 015 molΠL ,Tween220 0105 %)

洗膜 ,10 min×3次 ,山羊抗小鼠二抗 (1∶3 000)室温

培育 1 h ,TBST洗膜 ,10 min×3次 ,参照 ECL发光试

剂盒说明书于暗室内发光曝光.

2　结果

211　MAS羧基末端含有 PDZ蛋白结合序列

MAS蛋白质的结构分析显示 ,它含有 7个疏水

的跨膜结构域 ,是典型的 G蛋白偶联受体. E2SΠT2X2
IΠLΠV是第一类 PDZ蛋白的结合模序 (motif) [8 ]

. MAS

位于胞浆内的羧基末端 ,为短肽 E2T2V2V ,是典型的

第一类 PDZ蛋白的结合模序.同时 ,比较 MAS不同

种属之间羧基末端的氨基酸序列 ( Fig. 1)发现 :MAS

的羧基末端在不同种属之间高度保守 ,均含有典型

的第一类 PDZ蛋白结合模序 E2T2V2V.据此我们推

测 ,蛋白质MAS可能会通过其羧基末端与某些 PDZ

蛋白特异结合而调节MAS的某些生理功能.

212　GST2MAS2CT融合蛋白表达载体的鉴定

为了验证上述推论 ,并寻找与MAS的羧基末端

(MAS2CT)特异作用的 PDZ蛋白 ,我们首先构建了

MAS2CT 的原核表达载体 p GEX2MAS2CT ,载体为

p GEX24T21 ,插入的 MAS基因片段长度为 81 bp .酶

切及 PCR鉴定结果如 Fig12所示 : EcoRⅠ和 Xho Ⅰ

双酶切和重组质粒经 PCR扩增均可得到 81 bp 条

带 ,与预期的 MAS羧基末端片段大小一致 ,相应的

空载体 p GEX24T21无此条带.上述结果表明 ,MAS羧

Fig. 1 　The alignment of carboxyl terminal amino acid

sequences of human , mouse , rat and dog MAS

ETVV , which conform to the consensus motif ( E2SΠT2X2IΠLΠV) for

association with PDZ proteins , is conserved in the different species of

MAS

基末端已经重组到 p GEX24T21上 ,得到重组的质粒

p GEX2MAS2CT.

将经过酶切及 PCR鉴定正确的重组质粒 p GEX2
MAS2CT进行 DNA 测序.结果显示 ,载体中插入的

DNA序列与目的序列完全一致 (结果未显示) .

Fig. 2 　 Identification of pGEX2MAS2CT constructs by

restriction digestion and PCR amplification

M1 : Marker1 DL2000 DNA ladder ; 1 : PCR product of MAS cDNA ;

2 : PCR product of p GEX2MAS CT; 3 : PCR product of p GEX24T21 ;

4 : p GEX24T21 digested with EcoR Ⅰand Xho Ⅰ; 5. :p GEX2MAS2CT

digested with EcoR Ⅰand Xho Ⅰ; 6 : p GEX2MAS2CT plasmid ;

M2 :λDNAΠHind Ⅲladder

213　GST2MAS2CT融合蛋白在大肠杆菌中的诱导

表达及纯化

为了得到纯化的 GST2MAS2CT融合蛋白 ,将空

载体 p GEX24T21 及重组质粒 p GEX2MAS2CT转化到

宿主细菌 E. coli BL21中 ,诱导表达并纯化分别得到

GST和 GST2MAS2CT融合蛋白. GST蛋白的分子量为

28 kD ,GST2MAS2CT融合蛋白为 32 kD.考马斯亮蓝

染色结果如 Fig. 3所示 :空载体 p GEX24T21转化菌株

及重组质粒 p GEX2MAS2CT转化菌株经诱导、纯化后

均可得到相应蛋白质 ,表明 GST及 GST2MAS2CT均

已得到成功诱导表达及纯化.

214　在兔脑组织裂解液中筛选 MAS2CT的结合

蛋白

据文献[3 ]报道 ,虽然蛋白质 MAS在组织中分
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Fig. 3 　SDS2PAGE analysis of GST and GST2MAS2CT

fusion protein after purification

M: Protein marker ; 1 : Purified GST protein ;

2 : Purified GST2MAS2CT fusion protein

布广泛 ,但在脑组织中其表达量最高.利用 GST pull

down技术在兔脑组织裂解液中筛选与MAS2CT特异

结合的蛋白质.结果如 Fig. 4所示 : GST2MAS2CT pull

down复合物经考马斯亮蓝染色 ,可以显示出多种蛋

白质的存在 ,尤其以分子量为～30 kD ( P30) ,～45

kD (P45) ,～50 kD ( P50) ,～70 kD ( P75)和～97 kD

(P97)的条带较为显著. 如 Fig. 5所示 ,在相应的单

独以 GST蛋白 pull down复合物中 ,或检测不到这些

蛋白质的存在 ,或相应的蛋白质的含量明显低于

GST2MAS2CT pull down 组 ,表明这些蛋白质可以与

MAS的羧基端特异结合.

Fig. 4　MAS associates with multi proteins

Many proteins can be detected by GST2MAS2CT pull down from rabbit

brain lysates.

M: protein marker ; 1 : GST pull down complex ;

2 : GST2MAS2CT pull down complex

215　PSD295为 MAS CT的特异结合蛋白之一

由于融合蛋白 GST2MAS2CT仅含有MAS羧基末

端的 27个氨基酸 ,主要包含 PDZ蛋白的保守结合模

序.因此我们推测 ,在上述实验结果中筛选到的蛋白

质很可能是某些 PDZ蛋白 ,同时依据这些蛋白质的

分子量以及在脑组织中表达的特点 ,我们推测其中

的 P97 可能是 PSD295. 为此 ,利用 Western 印迹对

GST pull down复合物进行检测 ,结果如 Fig. 6所示 :

在 GST2MAS2CT pull down复合物中能够检测到大量

的 PSD295蛋白的存在 ,相反在 GST pull down的复合

物中却检测不到 PSD295蛋白质的存在.结果表明 ,

GST2MAS2CT可以与 PSD295特异结合.

Fig. 5　Equal amount of GST and GST MAS CT loaded in

GST pull down assay

M: Protein marker ;1 : Purified GST protein ;

2 : Purified GST2MAS2CT fusion protein

Fig. 6　PSD295 specifically binds with carboxyl terminal of

MAS

1 :Rabbit brain lysate ;

2 : Rabbit brain lysate was pulled down with GST;

3 : Rabbit brain lysate was pulled down with GST2MAS2CT

3　讨论

mas基因由 Wigler 博士研究小组于 1986 年首

次克隆出[5 ]
.它所编码的蛋白含有 325个氨基酸 ,有

7个疏水的跨膜结构域 ,是一种 G蛋白偶联受体.

MAS蛋白质序列的羧基末端 ( E2T2V2V) 是典型的

PDZ蛋白结合序列 ( E2SΠT2X2IΠLΠV) . PDZ蛋白是具

有 PDZ结构域的蛋白质超级家族 ,目前已经发现有

200多个成员. PDZ蛋白与 G蛋白偶联受体的相互

作用 ,对 G蛋白偶联受体的功能有重要的调控作

用 ,如 beta 1肾上腺素受体 (β1AR)可以分别与多种

PDZ 蛋白 : PSD295、MAGI22、PDZ2GEF、CAL 以及

MAGI23 等特异结合而分别调节其多种生理功

能[9～13 ] :PSD295能抑制β1AR减敏[9 ] ;MAGI22可促进
β1AR减敏[10 ]

;CAL 可以调节新合成的β1AR在细胞

内的运输[11 ]
; PDZ2GEF直接介导β1AR激活 Ras 信

号通路[12 ] ;MAGI23 能够调节β1AR所介导的 MAPK

信号通路[3 ] .因此 ,筛选 G蛋白偶联受体 MAS特异

的结合蛋白对于进一步阐明该受体在细胞内细胞信

号转导通路及其调控机制具有十分重要的意义.

我们首先将MAS2CT的基因克隆到原核表达载
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体中 ,并在大肠杆菌中进行了表达、纯化 ,然后利用

GST pull down技术在兔脑组织中筛选与 GST2MAS2
CT特异结合的蛋白质 ,通过考马斯亮蓝染色发现有

多条特异蛋白质条带 ,其中之一经Western印迹检验

为 PSD295.

PSD295是一种突触后致密物质 ,属于 PDZ蛋白

质超家族成员 ,主要通过与其它蛋白质的相互作用

而发挥作用. PSD295含有 3 个 PDZ结构域 ,目前已

经报道它可以通过其各个 PDZ结构域与多种受体

相互作用进而调节受体的功能 ,如可以通过其 PDZ1

+ 2结构域与 Kv1受体结合而调节钾离子通道的电

流 ,可以通过其 PDZ3结构域与β1肾上腺素受体结

合而抑制β1AR减敏[9 ] .

PSD295与MAS的相互作用的研究尚未见报道 ,

进一步利用真核细胞及动物组织中的内源蛋白质更

好的研究二者之间的相互作用将有助于揭示 MAS

与 PSD95作用的生理或病理意义.而且MAS作为一

种受体 ,其细胞信号转导通路尚不清楚.因此 ,本研

究工作为研究完整的MAS与 PSD295的相互作用以

及这种相互作用在阐述 MAS受体的细胞信号转导

通路中的作用奠定了基础.
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