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摘要" !目的"水通道蛋白'>b">=/?0B% JQZ(是一种广泛存在于细胞生物膜系统中的跨膜转运蛋

白%它在水分渗透压平衡过程中发挥着重要的作用$ 本研究旨在前期克隆茶尺蠖 %"#5'9+2'6)+R.$

Z?/"@水通道蛋白JQZ''D/JQZ'(基因全长的基础上%进一步明确该蛋白的细胞器定位%并探析其

对细胞形态和增殖的影响$ !方法"采用双酶切法构建了绿色荧光蛋白'F?<<B C#"/?<I6<B@=?/@<0B%

N_Z(载体以及绿色荧光蛋白与D/JQZ' 的真核融合'D/JQZ'RN_Z(表达载体$ 通过荧光显微镜和

激光共聚焦显微镜观测了 N_Z与 D/JQZ'RN_Z蛋白在黑腹果蝇 85'2'97+)$ (/)$&'*$2#/5胚胎细胞

系']%(中的表达特征$ 利用溶酶体和高尔基体红色荧光探针明确了D/JQZ' 蛋白在 ]% 细胞内的

细胞器定位$ 通过流式细胞仪和酶标仪检测了D/JQZ' 蛋白对 ]% 细胞系细胞的颗粒度#大小和增

殖的影响$ !结果"成功构建了 N_Z和 D/JQZ'RN_Z的真核表达载体%将其分别命名为 =J6+1'R

IH-和 =J6+:'R%'!P-'OIH-$ 荧光显微镜和激光共聚焦显微镜观测结果表明%荧光蛋白N_Z均匀

填充于 ]% 细胞内稳定表达$ 融合蛋白D/JQZ'RN_Z存在两种表达形式)一种以类似于溶酶体的球

形和橄球形结构%围绕细胞核在细胞质中散点表达&另一种以类似于高尔基体的半球状和弓形结构

表达于细胞质中$ 溶酶体和高尔基体红色荧光探针检测结果表明%D/JQZ' 蛋白在溶酶体内没有

表达%但与高尔基体完全重叠$ 流式细胞仪和酶标仪检测结果表明%过表达 D/JQZ' 蛋白可使 ]%

细胞膨胀增大%细胞颗粒度增强%但对细胞增殖无明显影响$ !结论"D/JQZ' 定位于高尔基体中行

使功能%该蛋白能改变细胞形态%但不能促进细胞的生长$
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99水是细胞中的重要成分!它能够沿着渗透压较

低的一端自由地通过细胞脂质双分子层!起初人们

认为自由扩散是水分子进出细胞的唯一方式) 直到

'P2( 年!有研究小组在人体红细胞中偶然发现了一

种 %2 5;左右的特殊蛋白"JF?</#$):! 'P2(#!并且

和已报道的牛眼晶状体细胞内嵌蛋白 "A>4/?

0B@?0BI06=?/@<0B! L̀Z# ";<B5<?/#$):! 'P22#非常相

似!因此将该蛋白称之为质膜内在通道类似蛋白

"6T>BB<#R#05<0B@<F?>#A<A8?>B<=?/@<0B! K̂ LZ%2#)

进一步研究发现!该蛋白在肾小管上皮细胞中大量

存在!并且对水具有高渗透性!推测其可能是一种水

通道蛋白">b">=/?0B! JQZ#) Z?<I@/B等"'PP%#将该

发现的蛋白微注射到非洲爪蟾 S/&'9.2)$/<+2卵母

细胞中!%& A0B后细胞膨胀破裂!而对照组细胞由于

没有水分渗透性!则保持细胞结构完整!并通过电生

理实验和 F̂

% s敏感性试验发现!水能进入卵母细胞

而质子和离子则不能进入"Z?<I@/B /#$):! 'PP%#!从

而证明 K̂ LZ%2 是一种专一性的水通道蛋白)

JQZ的发现开辟了水分渗透研究的新领域)

在昆虫动物中!目前已在同翅目的大青叶蝉

>+"$:/))$ <+5+.0I"c<"?/B /#$):! 'PP+#!同翅目的豌豆

蚜!"15#7'2+97'& 9+2.("]T>5<I8$/#$):! %&&P#和长红

猎蝽A7':&+.295')+0.2"D6T<H>??0>/#$):! %&&'#!鳞翅

目的斜纹夜蛾 ,9':'9#/5$ )+#.5$"刘海远等! %&'*#和

茶尺蠖 %"#5'9+2'6)+R.$ Z?/"@"李良德等! %&')#!以

及双翅目的冈比亚按蚊 !&'97/)/2*$(6+$/"c?>.#<$!

'P2(#等昆虫中发现了多种 JQZ成员蛋白的存在)

前人研究结果表明!JQZ对昆虫体内水分渗透平衡

的调节具有重要作用) 例如!刺吸式昆虫烟粉虱

J/(+2+$ #$6$"+的中肠组织有一个特殊器官***过滤

器"C0#@<?6T>A8<?I! _K#!通过JQZ通道能将多余的

水分过滤至后肠!以应对消化系统渗透压不平衡的

问题"V/I<##/#$):! %&&*#) 又如吸血性昆虫冈比亚

按蚊 !3*$(6+$/的马氏管" >̀#=0FT0>B @"8"#<I#!通

过JQZ通道能在短时间内将多余水分以尿液的形

式快速排出体外"c?>.#<$! 'P2(#) 不仅如此!JQZ

对抗冻(抗冷和抗干燥也具有重要的作用) 例如!二

化螟>7+)'2.995/22$)+2在极端环境 ,%+d条件下能

正常越冬!利用 F̂K#

%

破坏 JQZ蛋白结构后!越冬

幼虫在 ,%&d时将受到损伤而死亡"LS"A0/#$):!

%&&)#)

JQZ作为细胞重要的跨膜蛋白!尽管它在许多

昆虫中证实了对水分渗透具有重要的调节作用!但

这些研究成果往往只是局限于宏观的组织!如中肠(

后肠等!在微观细胞生物膜的定位及功能研究却未

见报道) 现已明确!细胞膜(核膜以及细胞质中的内

质网(高尔基体(线粒体和溶酶体等膜构成了复杂的

昆虫细胞生物膜系统!该系统在物质运输(能量交换

和信息传递的过程中起着极其重要的作用!而 JQZ

调节的水分则是这些生命活动的源泉"X>F></#$):!

%&'*#) 因而!对JQZ在昆虫生物膜系统的准确定

位有助于进一步了解昆虫细胞渗透机理!同时为害

虫的防治提供新的分子靶标) 基于此!本研究选取

茶园重要害虫茶尺蠖的水通道蛋白 JQZ' 为研究对
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象!在前期全长基因克隆的基础上 "李良德等!

%&')#!进一步构建了该基因的真核表达载体) 通

过荧光显微镜和激光共聚焦观测了茶尺蠖 JQZ' 在

黑腹果蝇 85'2'97+)$ (/)$&'*$2#/5胚胎细胞系" ]%#

中的表达特征) 利用溶酶体和高尔基体红色荧光探

针明确茶尺蠖 JQZ' 在 ]% 细胞内的细胞器定位)

最后!通过流式细胞仪和酶标仪检测了茶尺蠖

JQZ' 对 ]% 细胞大小(颗粒度和增殖的影响)

:;材料与方法

:<:;供试细胞!载体和试剂

由于目前尚没有成熟的茶尺蠖细胞系!因此本

研究均在黑腹果蝇胚胎细胞系"]% 细胞系#中进行)

]% 细胞培养于含有 * A\施耐德昆虫培养基

"]6TB<0.<?1I0BI<6@A<.0"A#的 (+ 6A

% 正方斜口细

胞培养瓶中!按细胞培养液与新鲜培养基为 'f*"H3

H#的方式!每 -2 T 更换一次新鲜培养基!每周更换

一次细胞培养瓶!置于 %(d生化培养箱长期传代

培养)

真核表达载体 =J6+:'3l+R̂0I与商业载体

=DN_ZRX' 均购自 LBH0@?/F<B 公司%限制性内切酶(

M- ;XJ连接酶(转染试剂 \0=/. *&&& 均购自

M>i>V>公司% 施耐德昆虫细胞培养基购自

_<?A<B@>I公司%去内毒素质粒提取试剂盒购自

]0FA>公司%果蝇 ]% 细胞系购自上海拜力生物科技

有限公司%溶酶体红色荧光探针 "\$I/RM?>65<?

V<.#(高尔基体红色荧光探针"N/#F0RM?>65<?V<.#(

细胞增殖检测试剂盒"K<##K/"B@0BFi0@R2! KKiR2#(

细胞核蓝色荧光染料" /̂<6TI@***-%#均购自上海

碧云天生物技术有限公司)

:<=;真核表达载体的构建

根据已知商业载体 =DN_ZRX' 的碱基系列!在

绿色荧光蛋白"F?<<B C#"/?<I6<B@=?/@<0B! N_Z#头尾

端设计含有J2#c

"

和 -(/

"

的双酶切位点引物!以

=DN_ZRX' 载体为模板!ZKV克隆获得含有双酶切

位点的 N_Z基因全长) ZKV反应程序$ P-d预变

性 * A0B% P-d变性 *& I! )&d复性 *& I! (%d延伸

' A0B! 共 ** 个循环% (%d延伸 '& A0B% -d保存)

再将该基因与真核表达载体 =J6+:'3l+R̂0I同时进

行J2#c

"

3-(/

"

双酶切!通过 M- 连接酶重新构建

了N_Z真核表达载体 =J6+:'RN_Z) 类似地!根据

前期已获得的茶尺蠖水通道蛋白基因 %'!P-'

"N<Bc>B5登录号$ iM2'P+2(#的全长!在EV_头尾

编码区设计含有 %"'V

"

和 S7'

"

的双酶切位点引

物!按照$ P-d预变性 * A0B% P-d变性 *& I! )&d

复性 *& I! (%d延伸 ' A0B! 共 ** 个循环% (%d延

伸 '& A0B% -d保存的反应程序!克隆获得了含有双

酶切位点的%'!P-' EV_序列全长) 再将该序列与

上述真核表达载体 =J6+:'RIH-进行 %"'V

"

3S7'

"

双酶切!连接后重新构建了含有 IH-和 %'!P-'

EV_的真核表达载体 =J6+:'R%'!P-'OIH-) IH-

与 %'!P-' EV_的克隆引物序列参照李良德等

"%&')#)

:<>;F+7N6:RQS6蛋白细胞表达特征观测

=J6+:'RIH-和 =J6+:'R%'!P-'OIH-两重组质

粒构建成功后!通过质粒提取试剂盒对其进行提取

并测定浓度!然后进行转染实验) 转染前一夜将细

胞传至 )孔细胞培养板中!每孔细胞覆盖率达 +&em

(&e为宜!每孔加入细胞培养液 '+& A\!隔夜至细

胞状态稳定后!参照 \0=/;*&&& 转染试剂操作说

明!将 =J6+:'RIH-和 =J6+:'R%'!P-'OIH-两重组

质粒分别转入 ]% 细胞系中!置于 %(d条件下培养)

转染 *) T后!利用荧光显微镜观察N_Z蛋白和

D/JQZ'RN_Z融合蛋白的表达情况!确定两蛋白稳

定表达后!利用激光共聚焦显微镜根据细胞核和细

胞膜的位置初步明确 D/JQZ' 蛋白的表达位置!再

根据各细胞器的形态特征结合D/JQZ' 蛋白的表达

特性!进一步判断D/JQZ' 蛋白的细胞器定位)

:<?;茶尺蠖F+7N6: 溶酶体定位

参照溶酶体色荧光探针试剂盒说明书!先将保

存于 -d的红色荧光探针 \$I/RM?>65<?V<. 于 %+d

条件下恒温水浴片刻至其融解!并使用细胞培养液

将探针稀释至终浓度为 (+ BA/#3\后!于 *(d条件

下恒温水育备用) 取出表达有 N_Z蛋白和

D/JQZ'RN_Z融合蛋白的细胞培养板!去除细胞培

养液后!加入 *(d预温育的 \$I/RM?>65<?V<. 染色

工作液!与细胞共孵育 *& A0B 后!去除 \$I/RM?>65<?

V<.染色工作液!加入新鲜细胞培养基) 此时!溶酶

体呈明亮的红色荧光!而细胞内其他膜系统则不染

色) 最后!通过激光共聚焦显微镜观测染成红色的

溶酶体位置及表达绿光的D/JQZ'RN_Z融合蛋白位

置!通过两种颜色的位置是否重叠判定 D/JQZ' 蛋

白是否定位于溶酶体)

:<@;茶尺蠖F+7N6: 高尔基体定位

参照高尔基体色荧光探针试剂盒说明书!先将

红色荧光探针 N/#F0RM?>65<?V<. 与稀释液按照

'f'&&的比例"H3H#进行稀释!混合均匀后于 -d条
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件下保存备用) 取出表达有 N_Z蛋白和 D/JQZ'R

N_Z融合蛋白的细胞培养板!去除细胞培养液后!加

入事先配置好的 N/#F0RM?>65<?V<. 染色工作液!于

-d条件下进行孵育) 孵育 *& A0B 后!去除 N/#F0R

M?>65<?V<.染色工作液!加入新鲜细胞培养基!于

*(d条件下继续孵育 *& A0B) 此时!高尔基体呈明

亮的红色荧光!而细胞内其他膜系统则不染色) 最

后!通过激光共聚焦显微镜观测染成红色的高尔基

体位置及表达绿光的 D/JQZ'RN_Z融合蛋白位置!

通过两种颜色的位置是否重叠判定D/JQZ' 蛋白是

否定位于高尔基体)

:<K;茶尺蠖F+7N6: 对细胞形态的影响

为排除 =J6+:'R%'!P-'OIH-载体中 N_Z绿光

对流式细胞仪检测造成的影响!将已获得的真核表

达载体 =J6+:'R%'!P-'OIH-通过限制性内切酶

J2#c

"

和-(/

"

进行双酶切!并用M- 连接酶重新构

建去除IH-但含有 %'!P-' 序列的真核表达载体!

将其命名为 =J6+:'R%'!P-') 最后!以 =J6+:'3l+R

0̂I"简称 =J6+:'#载体为参照!将 =J6+:'R%'!P-'

与 =J6+:' 转入置 ]% 细胞系中!-2 T 后洗涤并收集

细胞!用磷酸缓冲盐溶液" =T/I=T>@<8"CC<?I>#0B<!

Zc]#重悬后!用于流式细胞仪 "c;JKKGVLK)

Z\G]#检测该蛋白对细胞形态的影响)

:<L;茶尺蠖F+7N6: 对细胞增殖的影响

实验前!先将 ]% 细胞接种置 P) 孔板中!每孔细

胞加入 '&&

!

\细胞培养液!于培养箱 %(d条件下

过夜培养) 待细胞稳定后!将真核载体 =J6+:'R

D/JQZ' 与 =J6+:' 分别转入 ]% 细胞系中!于 %(d

条件下继续培养) 待每孔细胞生长至一定密度后

"每孔约 % &&& 个细胞#!更换新鲜细胞培养基) 参

照KKiR2 细胞增殖检测试剂盒说明书!按照 KKiR2

处理液与细胞培养液为 ' f'& 的比例"H3H#对细胞

进行刺激处理) 再将处理的细胞于细胞培养箱内继

续孵育 ' T后!使用酶标仪于 -+& BA条件下进行吸

光度测定) 最后!根据吸光度值计算相应细胞增

值率)

:<M;数据统计与分析

D/JQZ' 蛋白在 ]% 细胞中的表达特征及该蛋

白的细胞器的定位图由J./8<L##"I@?>@/?K]- 软件进

行编辑!采用 ZT/@/IT/= K]- 软件进行剪切压缩得

到) 采用 ]Z]] '*:& 邓肯氏新复极差法";"B6>B1I

A"#@0=#<?>BF<@<I@# 单因素方差分析 " /B<Ra>$

JXElJ#对细胞形态及增值率数据进行差异性显著

分析"-k&:&+#!每组试验重复 * 次!数据以平均值

j标准误",%#表示)

=;结果

=<:;茶尺蠖F+7N6: 的细胞表达特征

=::::9D/JQZ' 在黑腹果蝇 ]% 细胞内的散点表

达$分别将 =J6+:'RIH-与 =J6+:'R%'!P-'OIH-%

种质粒转至 ]% 细胞中!转染 %- T 后!利用荧光显微

镜观察 N_Z和融合蛋白 D/JQZ'RN_Z的表达情况)

结果表明!荧光蛋白 N_Z和融合蛋白 D/JQZ'RN_Z

均能在 ]% 细胞内表达"图 '$ JmK#) 其中!转入

=J6+:'RN_Z的细胞绿光分布均匀"图 '$ K#!表明

N_Z标签可用于融合蛋白的定位观察!而融合蛋白

D/JQZ'RN_Z则以颗粒状形式随机表达于 ]% 细胞

内"图 '$ Jmc#%进一步通过激光共聚焦显微镜观测

了荧光蛋白N_Z和融合蛋白D/JQZ'RN_Z在细胞内

的表达特征!清晰可见 N_Z均匀填充于整个细胞内

"图'$ _#!而D/JQZ'RN_Z则以球形和橄球形结构围

绕细胞核在细胞质中大量散点表达"图 '$ ;mD#)

=:::=9D/JQZ' 在黑腹果蝇 ]% 细胞内的半球和弓

形表达$利用荧光显微镜观测了 N_Z和融合蛋白

D/JQZ'RN_Z的表达情况) 结果表明!D/JQZ'RN_Z

蛋白除了以颗粒状(散点表达外!还以半球状形式表

达于细胞膜周边"图 %$ Jmc#%进一步通过激光共

聚焦显微镜观测了该蛋白在 ]% 细胞内的表达形态!

清晰可见D/JQZ'RN_Z除以半球状形式表达于细胞

质中"图 %$ ;#!还出现了特殊的弓形状表达"图 %$

D#!且其在细胞质中占了很大位置!N_Z蛋白绿光

分布均匀"图 %$ K! _#)

=<=;茶尺蠖7N6: 的细胞器定位

=:=::9D/JQZ' 溶酶体定位检测$D/JQZ' 具有经

典的跨膜结构!因而该蛋白有可能在任何细胞生物

膜系统中行使转运水分的功能) 根据 %:':' 节结果

可知!该蛋白大量存在于细胞质中!在细胞膜和核膜

处均不表达!且具有球形和橄球形结构"图 '#!该现

象与细胞内溶酶体的特征较为相近!初步判断

D/JQZ' 蛋白定位于溶酶体中行使功能)

为明确该推断是否正确!采用溶酶体红色荧光

探针将表达 D/JQZ'RN_Z蛋白的 ]% 细胞内的溶酶

体进行染色!将该细胞命名为 ]%RD/JQZ'RN_ZR\$I!

在激光共聚焦显微镜下观测 ]%RD/JQZ'RN_ZR\$I细

胞内的D/JQZ'RN_Z绿色蛋白及红色溶酶体是否重

叠) 结果表明!融合蛋白 D/JQZ'RN_Z表达的绿光

清晰可见"图*$;m_# !颗粒状溶酶体红光染色明
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图 '9D/JQZ' 在黑腹果蝇 ]% 细胞内的散点表达

_0F:'9]6>@@<?<. <7=?<II0/B /CD/JQZ' 0B 85'2'97+)$ (/)$&'*$2#/5]% 6<##I

J,K$ 荧光显微镜观察 =J6+:'R%'!P-'OIH-表达的 D/JQZ'RN_Z蛋白"J! c#和 =J6+:'RIH-表达的 N_Z蛋白"K#E8I<?H>@0/BI/CD/JQZ'R

N_Z=?/@<0B C?/A=J6+:'R%'!P-'OIH-"J! c# >B. N_Z=?/@<0B C?/A=J6+:'RIH-"K# "B.<?@T<C#"/?<I6<B6<A06?/I6/=<% ;,_$ 激光共聚焦显微

镜观察 =J6+:'R%'!P-'OIH-表达的 D/JQZ'RN_Z蛋白";! D#和 =J6+:'RIH-表达的 N_Z蛋白"_#E8I<?H>@0/BI/CD/JQZ'RN_Z=?/@<0B C?/A

=J6+:'R%'!P-'OIH-";! D# >B. N_Z=?/@<0B C?/A=J6+:'RIH-"_# "B.<?@T<6/BC/6>#I6>BB0BF#>I<?A06?/I6/=<:标尺 ]6>#<8>?p%&

!

A:

图 %9D/JQZ' 在黑腹果蝇 ]% 细胞内的半球和弓形表达

_0F:%9 <̂A0I=T<?<>B. >?6T<. <7=?<II0/B /CD/JQZ' 0B 85'2'97+)$ (/)$&'*$2#/5]% 6<##I

J,K$ 荧光显微镜观察 =J6+:'R%'!P-'OIH-表达的 D/JQZ'RN_Z蛋白"J! c#和 =J6+:'RIH-表达的 N_Z蛋白"K#E8I<?H>@0/BI/CD/JQZ'R

N_Z=?/@<0B C?/A=J6+:'R%'!P-'OIH-"J! c# >B. N_Z=?/@<0B C?/A=J6+:'RIH-"K# "B.<?@T<C#"/?<I6<B6<A06?/I6/=<% ;,_$ 荧光显微镜观察

=J6+:'R%'!P-'OIH-表达的D/JQZ'RN_Z蛋白";! D#和 =J6+:'RIH-表达的 N_Z蛋白"_#E8I<?H>@0/BI/CD/JQZ'RN_Z=?/@<0B C?/A=J6+:'R

%'!P-'OIH-";! D# >B. N_Z=?/@<0B C?/A=J6+:'RIH-"_# "B.<?@T<6/BC/6>#I6>BB0BF#>I<?A06?/I6/=<:标尺 ]6>#<8>?p%&

!

A:

显"图 *$ NmL#!以及用于观测的 ]%RD/JQZ'RN_ZR

\$I蓝光细胞生长良好"图 *$ JmK#) 最后将图合

并!发现 ]%RD/JQZ'RN_ZR\$I细胞内的 D/JQZ'R

N_Z蛋白所表达位置与溶酶体所处位点不相重叠

"图 *$ !m\#!因而否定了D/JQZ' 定位于溶酶体中

行使功能的推断)
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图 *9D/JQZ' 在黑腹果蝇 ]% 细胞溶酶体内的定位

_0F:*9\/6>#0S>@0/B /CD/JQZ' 0B #$I/I/A</C85'2'97+)$ (/)$&'*$2#/5]% 6<##I

]%RD/JQZ'RN_ZR\$I$溶酶体已被染色且表达有D/JQZ'RN_Z蛋白的 ]% 细胞 ]% 6<##Ia0@T .$<. #$I/I/A<! <7=?<II0BFD/JQZ'RN_Z=?/@<0B:J,K$

激光共聚焦显微镜蓝光条件下观察 ]%RD/JQZ'RN_ZR\$I细胞 E8I<?H>@0/BI/C]%RD/JQZ'RN_ZR\$I6<##I8$@T<6/BC/6>#I6>BB0BF#>I<?A06?/I6/=<

"B.<?@T<8#"<?>$6/B.0@0/B% ;,_$ 激光共聚焦显微镜绿光条件下观察 ]%RD/JQZ'RN_ZR\$I细胞E8I<?H>@0/BI/C]%RD/JQZ'RN_ZR\$I6<##I8$@T<

6/BC/6>#I6>BB0BF#>I<?A06?/I6/=<"B.<?@T<F?<<B ?>$6/B.0@0/B% N,L$ 激光共聚焦显微镜红光条件下观察 ]%RD/JQZ'RN_ZR\$I细胞E8I<?H>@0/BI

/C]%RD/JQZ'RN_ZR\$I6<##I8$@T<6/BC/6>#I6>BB0BF#>I<?A06?/I6/=<"B.<?@T<?<. ?>$6/B.0@0/B% !,\$ 分别为前 * 图的合并图 <̀?F<. =06@"?<I/C

@T<C/?A<?@T?<<! ?<I=<6@0H<#$% 单向箭头为表达D/JQZ'RN_Z蛋白的细胞位置!双向箭头的 ]%RD/JQZ'RN_ZR\$I细胞胞内D/JQZ' 蛋白与溶酶体

不相重叠) MT</B<Ra>$>??/aI=/0B@@T<6<##I<7=?<II0BFD/JQZ'RN_Z=?/@<0B! >B. @T<./"8#<I0.<. >??/aI=/0B@@T<0B@?>6<##"#>?D/JQZ' =?/@<0B B/BR

/H<?#>==0BFa0@T #$I/I/A<I0B ]%RD/JQZ'RN_ZR\$I6<##I:标尺 ]6>#<8>?p%&

!

A:

=:=:=9D/JQZ' 高尔基体定位检测$同样地!根据

%:':% 节观察结果可知!D/JQZ'RN_Z除以颗粒状(

散点表达外!还有以半球状和弓形状形式表达于细

胞膜周边!该现象与细胞内高尔基体的特征较为相

近!初步判断D/JQZ' 定位于高尔基体中行使功能)

为明确该推断是否正确!采用高尔基体红色荧

光探针将表达 D/JQZ'RN_Z蛋白的 ]% 细胞内的高

尔基体进行染色!将该细胞命名为 ]%RD/JQZ'RN_ZR

N/#!在激光共聚焦显微镜下观测 ]%RD/JQZ'RN_ZR

N/#细胞内的D/JQZ'RN_Z绿色蛋白及红色高尔基

体是否重叠) 结果表明!半球状(弓形状的融合蛋白

D/JQZ'RN_Z表达的绿光清晰"图 -$ ;m_#!高尔

基体红光染色明显"图 -$ NmL#!以及用于观测的

]%RD/JQZ'RN_ZRN/#蓝光细胞生长良好"图 -$ Jm

K#) 最后将图合并!发现 ]%RD/JQZ'RN_ZRN/#细胞

内的D/JQZ'RN_Z蛋白所表达位置与高尔基体所处

位点完全重叠"图 -$ !m\#!验证了D/JQZ' 定位于

高尔基体中行使功能的推断)

=<>;茶尺蠖7N6: 对细胞形态及增殖的影响

=:>::9D/JQZ' 对细胞形态的影响$将重组质粒

=J6+:'R%'!P-' 转入 ]% 细胞系中"图 +$ J#!以空

质粒 =J6+:' 为对照"图 +$ c#!转染 -2 T 后通过流

式细胞仪检测该蛋白对 ]% 细胞形态的影响"图 +#)

结果表明!转入 =J6+:'R%'!P-' 质粒的细胞颗

粒度明显增多!比转染空质粒 =J6+:' 的细胞增加

了 *':P'e) 同时!该蛋白能使 ]% 细胞大量渗透吸

水!使 ]% 细胞膨胀 2P:'Pe) 最后!将细胞颗粒度

与细胞大小进行综合分析!]% 细胞复杂度增加了

2*:&+e) 综上所述!转录D/JQZ' 蛋白可使细胞颗

粒度增强(体积变大!差异极显著"图 )#)
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图 -9D/JQZ' 在黑腹果蝇胚胎细胞系 ]% 细胞高尔基体内的定位

_0F:-9\/6>#0S>@0/B /CD/JQZ' 0B N/#F0>==>?>@"I/C85'2'97+)$ (/)$&'*$2#/5]% 6<##I

]%RD/JQZ'RN_ZRN/#$ 高尔基体已被染色且表达有 D/JQZ'RN_Z蛋白的 ]% 细胞 ]% 6<##Ia0@T .$<. N/#F0>==>?>@"I! <7=?<II0BFD/JQZ'RN_Z

=?/@<0B:J,K$ 激光共聚焦显微镜蓝光条件下观察 ]%RD/JQZ'RN_ZRN/#细胞 E8I<?H>@0/BI/C]%RD/JQZ'RN_ZRN/#6<##I8$@T<6/BC/6>#I6>BB0BF

#>I<?A06?/I6/=<"B.<?@T<8#"<?>$6/B.0@0/B% ;,_$ 激光共聚焦显微镜绿光条件下观察 ]%RD/JQZ'RN_ZRN/#细胞 E8I<?H>@0/BI/C]%RD/JQZ'R

N_ZRN/#6<##I8$@T<6/BC/6>#I6>BB0BF#>I<?A06?/I6/=<"B.<?@T<F?<<B ?>$6/B.0@0/B% N,L$ 激光共聚焦显微镜红光条件下观察 ]%RD/JQZ'RN_ZR

N/#细胞E8I<?H>@0/BI/C]%RD/JQZ'RN_ZRN/#6<##I8$@T<6/BC/6>#I6>BB0BF#>I<?A06?/I6/=<"B.<?@T<?<. ?>$6/B.0@0/B% !,\$ 分别为前 * 组图的合

并图 <̀?F<. =06@"?</C@T<C/?A<?@T?<<! ?<I=<6@0H<#$:单向箭头为高尔基体染体!三向箭头为表达 D/JQZ'RN_Z蛋白的细胞位置!双向箭头指示

]%RD/JQZ'RN_ZRN/#细胞胞内D/JQZ' 蛋白与溶酶体完全重叠) MT</B<Ra>$>??/aI=/0B@@T<N/#F0>==>?>@"I.$<. 8$?<. C#"/?<I6<B@=?/8<! @T<

@T?<<Ra>$>??/aI=/0B@@T<6<##I<7=?<II0BFD/JQZ'RN_Z=?/@<0B! >B. @T<./"8#<I0.<. >??/aI=/0B@@T<0B@?>6<##"#>?D/JQZ' =?/@<0B 6/A=#<@<#$

/H<?#>==0BFa0@T N/#F0>==>?>@"I0B ]%RD/JQZ'RN_ZRN/#6<##I:标尺 ]6>#<8>?p%&

!

A:

=:>:=9D/JQZ' 对细胞增殖的影响$将重组质粒

=J6+:'R%'!P-' 转入 ]% 细胞系中! 以空质粒

=J6+1' 为对照!转染 -2 T 后通过酶标仪检测该蛋

白对 ]% 细胞增殖的影响) 结果表明!该蛋白能使

]% 细胞生长速度提高 %:(-e!但差异不显著"图

(#!表明过表达D/JQZ' 蛋白不能促进细胞的生长)

>;结论与讨论

目前!主要在植物中有关水通道蛋白的细胞器

定位研究比较成熟) 根据水通道蛋白的序列特征!

可将植物 JQZ分为 - 类!即液泡膜膜内蛋白

"@/B/=#>I@0B@?0BI06=?/@<0BI! MLZI#(质膜膜内蛋白

"=#>IA>0B@?0BI06=?/@<0BI! ZLZI#(小碱性膜内蛋白

"IA>##>B. 8>I060B@?0BI06=?/@<0B! ]LZI#及根瘤共生

膜内蛋白 " XE;%)R#05<0B@?0BI06=?/@<0BI! XLZI#

"!/T>BI/B /#$):! %&&'#) 其中!MLZI主要定位于液

泡膜上 " >̀"?<#! 'PP( #! ZLZI定位于细胞膜上

" ]6T>CCB<?! 'PP2 #! ]LZI定 位 于 内 质 网 膜 上

"LIT05>a>/#$):! %&&+#!XLZI定位于细菌和植物的

共生体膜上"_/?@0B /#$):! 'P2(#) 另外!有研究报

道!ZLZI也存在于高尔基体的小囊泡中!这可能是

由于蛋白在分泌途径中!通过小的囊泡搬运至高尔

基体进行包装随后转运至细胞膜的结果"i0A>B.

N?0<?I/B! %&&+#) 在高等动物中!有研究发现!人体

JQZ% 主要分布于高尔基体分泌的小泡中!当血管

加压后!JQZ% 能够转移至细胞质膜中!增加细胞的

水通透性"[>?. /#$):! 'PPP#) 在昆虫界中!有报道
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图 +9转入 =J6+:'R%'!P-' "J#和 =J6+:' "c#质粒的流式细胞图

_0F:+9_#/a6$@/A<@?$=T/@/I>C@<?@?>BIC<6@0/B /C=J6+:'R%'!P-' "J# >B. =J6+:' "c# =#>IA0.

Q'R\\$ 正常细胞X/?A>#6<##% Q'R\V! Q'RG\! Q'RGV$ 分别代表细胞颗粒度(细胞大小以及该两项指标都发生变化的细胞 K<##Ia0@T @T<0?

F?>B"#>?0@$! I0S<>B. 8/@T 6T>BF<.! ?<I=<6@0H<#$:

图 )9D/JQZ' 对黑腹果蝇 ]% 细胞形态的影响

_0F:)9DCC<6@I/CD/JQZ' /B 6<##A/?=T/#/F$/C85'2'97+)$ (/)$&'*$2#/5]% 6<##I

转染 =J6+:'R%'!P-' 质粒和 =J6+:' 空质粒对黑腹果蝇 ]% 细胞形态的影响DCC<6@I/C@?>BIC<6@0/B /C=J6+:'R%'!P-' >B. =J6+:' =#>IA0. /B 6<##

A/?=T/#/F$! ?<I=<6@0H<#$:数据采用平均值j标准误!每组试验重复 * 次!柱上不同字母代表不同处理的显著性差异"-k&:&+#"邓肯氏新复极

差法#) ;>@>>?<=?<I<B@<. >IA<>BIj,%0B @?0=#06>@<! >B. .0CC<?<B@#<@@<?I>8/H<8>?I0B.06>@<I0FB0C06>B@.0CC<?<B6<I>A/BF.0CC<?<B@@?<>@A<B@I"-k

&1&+# ";"B6>B1IA"#@0=#<?>BF<@<I@#:

发现烟粉虱J/(+2+$ #$6$"+JQZ'"c@JQZ'#存在 % 种

转录异构体!其中一种转录异构体主要定位于细胞

膜中!而另一种为在 K端缺少 ') 个氨基酸的异构

体!通过高尔基体囊泡分泌到细胞质参与水分渗透

" >̀@T<a/#$):! %&''#) 本研究通过红色荧光探针

对茶尺蠖D/JQZ' 进行细胞器定位!结果表明!该蛋

白不存在于溶酶体!而是在高尔基体中行使水分的

渗透功能) 该研究结果与上述报道的植物 ZLZI蛋

白(人体JQZ% 蛋白和烟粉虱c@JQZ' 蛋白定位及功

能一致!很好地解释了为什么茶尺蠖 D/JQZ' 在细

胞内有类似于溶酶体的球形和橄球形结构在细胞质

中大量散点表达!推测是该蛋白由高尔基体的囊泡

分泌到细胞质导致的结果)

现已明确!昆虫JQZ' 在细胞水分运输(离子选
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图 (9D/JQZ' 蛋白对黑腹果蝇 ]% 细胞增殖率的影响

_0F:(9DCC<6@I/CD/JQZ' =?/@<0B /B 6<##=?/#0C<?>@0/B ?>@<

/C85'2'97+)$ (/)$&'*$2#/5]% 6<##I

数据采用平均值j标准误!每组试验重复 * 次!柱上相同字母代表

不同处理差异不显著"-t&:&+# "邓肯氏新复极差法#) ;>@>>?<

=?<I<B@<. >IA<>BIj,%0B @?0=#06>@<! >B. @T<I>A<#<@@<?I>8/H<8>?I

0B.06>@<0BI0FB0C06>B@.0CC<?<B6<I>A/BF.0CC<?<B@@?<>@A<B@I"-t&:&+#

";"B6>B1IA"#@0=#<?>BF<@<I@#:

择透过性和渗透压平衡等过程中发挥着重要的作

用) 在非洲爪蟾卵母细胞实验中!将体外转录合成

的 K̂ LZ%2 6VXJ注入非洲爪蟾的卵母细胞中!发现

在低渗溶液中!卵母细胞膨胀迅速!细胞体积增加

*&e m+&e!并于 + A0B 内破裂 "Z?<I@/B /#$):!

'PP%#) 本研究在果蝇胚胎 ]% 细胞中过表达茶尺

蠖D/JQZ' 蛋白!低渗 ]% 细胞膨胀显著!研究结果

与非洲爪蟾卵母细胞实验相符) 另外!在细胞学实

验中有研究发现!JQZ还参与一些列特殊的生理功

能!包括细胞迁移 "6<##A0F?>@0/B# "c"#/a/#$):!

%&'%#和粘附作用"M>@I"A0/#$):! %&&P#以及神经信

号转导和细胞凋亡 "\<<>B. MT<H<B/.! %&&)%

K>A=8<##/#$):! %&&2#) 在黑腹果蝇中肠组织中!

JQZ' 还受蜕皮激素信号"<6.$I/B<I0FB>#0BF#的调

控"N>"@>A>B. M>=>.0>! %&'&#) 本研究通过过表

达茶尺蠖D/JQZ'!发现该蛋白对 ]% 细胞增殖无明

显影响!但使细胞颗粒度显著增加!推测该蛋白在细

胞内参与了一些特殊的生理功能!如细胞凋亡"细

胞分解成凋亡小体!颗度增加#等!但具体生理作用

仍需我们后续作更进一步验证)

综上所述!本研究在前期克隆获得茶尺蠖水通

道蛋白 D/JQZ' 基因 6;XJ全长的基础上"李良德

等! %&')#!选择具有多个酶切位点的真核表达载体

=J6+:'3l+R̂0I体外过表达D/JQZ'!并通过绿色荧

光标记基因IH-检测该重组质粒在 ]% 细胞中是否

发生稳定表达) 为明确该蛋白在 ]% 细胞的表达特

征!本文通过荧光显微镜和激光共聚焦显微镜对表

达的蛋白做了初步分析!结果表明该蛋白有类似于

溶酶体的球形和橄球形结构!围绕细胞核在细胞质

中大量散点表达!也有类似于高尔基体的半球状和

弓形态结构表达于细胞质中) 进一步通过红色荧光

探针研究发现!该蛋白不存在于溶酶体!而是在高尔

基体中行使水分的渗透功能) 最后!通过流式细胞

仪和酶标仪检测了该蛋白对 ]% 细胞形态和增殖的

影响) 结果表明!转录 D/JQZ' 蛋白可使细胞体积

变大!颗粒度增强!但对细胞增殖无明显影响)
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