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研究
(AJ#7

在细胞内的分布以及对甲状旁腺激素受体"

V8&(

#胞内转运的调控作用$方法
!

采用免疫荧光

技术观察
(AJ#7

在细胞内的分布'细胞内分别转染野生型
(AJ#7

和
(AJ#7

两种突变型!免疫荧光技术观察
*

种
(AJ#7

在细胞内

的分布'细胞内共转染
V8&(

和
(AJ#7

!免疫荧光技术处理后!在电镜下观察
(AJ#7

调控
V8&(

的胞内分布'半衰期实验检测细

胞
(AJ#7

基因敲减后
V8&(

的稳定性$结果
!

(AJ#7

定位于反式高尔基体!

(AJ#7

突变型的细胞内定位均由野生型的核周聚集

变为细胞内弥散状!

(AJ#7

的缺陷导致了
V8&(

的逆膜转运受损和稳定性下降$结论
!

定位于反式高尔基体的
(AJ#7

是逆膜转

运通路中不可或缺的一部分!对
V8&(

的胞内转运起着重要的调控作用$
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甲状旁腺激素受体$

V8&(

%参与机体骨与钙代谢#在骨质

疏松的发生发展中起着重要的作用(

/6*

)

'

V8&(

的胞内转运

机制是目前研究的热点(

!

)

'

(AJ#7

是一种小
T

蛋白酶#是
4"

多个
(AJ

蛋白家族的一员#已经被证实在囊泡出芽-融合以及

保持包膜细胞器的完整性中发挥重要作用(

064

)

'本研究通过观

察
(AJ#7

在细胞内的定位#细胞转入
(AJ#7

突变型观察

V8&(

在细胞内的分布以及基因敲除
(AJ#7

观察
V8&(

的稳

定性#从而探讨
(AJ#7

对甲状旁腺激素受体胞内转运的调控

作用'

$
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材料与方法
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材料来源
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人
(AJ#7

-

V8&(C)W5

序列由
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=;Y:9>

I
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?=L>

$

T])BAFLAC9;

#美国%公司提供&

'

I

C6+

磷酸甘露糖受体

$

'V(

%的质粒由
W=JFA>RA

大学的
(:CBAFGT1'AC)9;ADG

教授

赠与&

N

C)W5*1/6*PDA

@

和
N

C)W5*1/6*&5

空载体由本实验室

提供&

/"2

胎牛血清由
&

I

CD9;=

$美国%公司提供&

&=R#7*

和

&=DA

细胞由中国典型培养物保藏中心$

..8..

%提供&脂质体

S:

N

9E=C?AL:;=#"""

由
%;<:?F9

@
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$美 国%提 供&电 化 学 发 光

$

].S

%试剂由
$:

@
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$美国%提供'
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方法

$1/1$

!

细胞培养与转染
!

用
/"2

胎牛血清完全培养基#在

*4X

#

02 .[

#

的培养箱中培养
&=R#7*

和
&=DA

细胞'常规

V.(

突变技术获得
(AJ#768#/W

和
(AJ#76j+4S

突变#将

(AJ#7

的编码区插入
N

C)W5*1/6*PDA

@

和
N

C)W5*1/6*&5

空

载体中的
`

N

;

$

"

ZJAD

区#以获得
*_PDA

@

"

*_&56(AJ#7

#将

V8&(

的编码区插入
N

C)W5*1/6*PDA

@

和
N

C)W5*1/6*&5

空

载中的
&:;G

&

"

ZJAD

区以获得
*_PDA

@

"

*_&56V8&(

'转染依

照转染试剂说明书将受体质粒与
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#美国%混合#在细胞融合度达到
4"2

#
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时进行'
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免疫荧光染色成像技术检测
(AJ#7

在细胞内的定位

!

将
&]̀ #7*

细胞事先种于铺好
S6

多聚赖氨酸和基质胶的盖

玻片上#分别用
T9D

@

:;74

抗体识别高尔基体#

]]5/

抗体识别

内体#

PDA

@

抗体识别
*PDA

@

6(AJ#7

#在
S$'0/"

共聚焦显微镜

$

c=:>>

#德国%下进行免疫荧光测定'用蛋白转运抑制剂

$

YF=E=DG:;5

%处理转染过
*PDA

@

6(AJ#7

的
&=DA

细胞
0L:;

#在

高尔基体完全碎裂后#使用免疫荧光技术#用
PDA

@

抗体识别

*PDA

@

6(AJ#7

#

8TW!+

抗体识别反式高尔基体#

T'/*"

抗体识

别顺式高尔基体'
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研究已经证实
'V(

是最为经典也是最早发现的逆膜转

运中的货物(

,

)

'

'V(

位于高尔基体#负责识别并转运新生成

的溶解酶至溶酶体#完成转运后#

'V(

再经由逆膜转运通路回

到高尔基体进行下一轮识别转运(

7

)

'在表达
'

I

C6'V(

的

&=DA

细胞内分别转染野生型
*PDA

@

6(AJ#7

和
(AJ#7

的
#

种突

变
*PDA

@

6(AJ#78#/W

-

*PDA

@

6(AJ#7j+4S

'用免疫荧光技术

标记
'V(

与
*

种
(AJ#7

#在
S$'0/"

共聚焦显微镜下进行免

疫荧光测定#观察
'V(

的细胞内定位'

$1/11

!

半衰期测定检测
(AJ#7

在
V8&(

胞内转运的作用
!

设计蛋白质半衰期试验#在
&=R#7*

细胞内转入
*&56V8&(

-

(AJ#7>:(W5

或 者
*&56V8&(

-

>CFALJD= (AJ#7>:(W5

'

(AJ#7>:(W5

用于敲除
(AJ#7

#

>CFALJD=(AJ#7>:(W5

作为阴

性对照'在细胞培养基内孵育放线菌酮$

.&Z

%和
/"";'

V8&

$

/6*!

%#分别在
"

-

#

-

!

-

+B

时收集细胞裂解液#之后采用

e=>?=F;JD9?

技术检测每个时间点的
V8&(

蛋白水平'

/

!

结
!!

果

/1$

!

(AJ#7

定位于反式高尔基体
!

共聚焦显微镜下观察

*PDA

@

6(AJ#7

在
&=DA

细胞内成核周聚集分布#并且与高尔基体

的标志
T9D

@

:;74

有大量共定位#而与内体的标志
]]5/

共定

位较少#这表明
(AJ#7

定位于高尔基体'用
PDA

@

抗体识别

*PDA

@

6(AJ#7

#

8TW!+

抗体识别反式高尔基体#

T'/*"

抗体识

别顺式高尔基体'

*PDA

@

6(AJ#7

与反式高尔基体开始共同位于

细胞核周#并且有大量共定位#随着高尔基体的整体碎裂#

*PDA

@

6(AJ#7

仍然与散在细胞质中的反式高尔基体有大量共

定位&反之#

*PDA

@

6(AJ#7

与顺式高尔基体开始共同位于细胞核

周#并且有大量共定位#随着高尔基体的整体碎裂#

*PDA

@

6

(AJ#7

几乎不与顺式高尔基体共定位'

/1/

!

(AJ#7

调控逆膜转运通路
!

野生型的
*PDA

@

6(AJ#7

与

'V(

有着相似的细胞内分布#均是核周聚集状#并且有着大量

的共定位'不论
*PDA

@

6(AJ#78#/W

还是
*PDA

@

6(AJ#7j+4S

的细胞内定位均由野生型的核周聚集变为细胞内弥散状'这

两种
(AJ#7

的突变也导致了
'V(

的细胞内定位发生了改变#

即由核周变为弥散#表明
(AJ#7

参与调控逆膜转运通路'

/1'

!

(AJ#7

调控
V8&(

的胞内分布
!

V8&

$

/6*!

%刺激后的

V8&(

内吞至细胞内呈现出核周聚集的分布#并且与野生型

(AJ#7

大量共定位#由于
(AJ#7

定位于反式高尔基体#可以将

(AJ#7

看成高尔基体的标志物#所以这表明了内吞进细胞内的

V8&(

回到了高尔基体'对照组中
V8&(

的降解速率较缓

慢#在
+B

处#仍有大于
+"2

的
V8&(

未被降解'当
(AJ#7

被

敲减掉之后#

V8&(

的降解速率显著加快#在
+B

处#

V8&(

只

剩不到
!"2

未被降解'蛋白免疫印迹$

e=>?=F;JD9?

%的灰度

分析强有力得证明了
(AJ#7

的缺陷导致了
V8&(

的稳定性下

降#降解加速'见图
/

'

!!

注!在
&=R#7*

细胞中分别共转
*PDA

@

6V8&(

和
>CFALJD=>:(W5

-

(AJ#7>:(W5

#

#!B

后#以
V8&

$

/6*!

%和放线菌酮共同孵育细胞#并在

"

-

#

-

!

-

+B

时间点提取细胞样品#

e=>?=F;JD9?

检测
V8&(

$

4"

条带%蛋

白水平#以
AC?:;

$

!#

条带%为参照'

图
/

!!

(AJ#7

调控
V8&(

胞内转运

'

!

讨
!!

论

!!

为确定
(AJ#7

在细胞内的定位#本研究首先探究了
(AJ#7

在细胞器上的分布情况'研究证明
(AJ

家族的蛋白参与了囊

泡出芽和融合这些膜转运过程(

4

#

/"

)

#因此本研究首先将视野放

到
(AJ#7

与高尔基体#内体这
#

个经典膜转运细胞器的关联

上'本研究证实了
(AJ#7

定位于高尔基体'由于高尔基体由

顺式高尔基体$

C:>6T9D

@

:

%和反式高尔基体$

?FA;>6T9D

@

:

%组成#

这两部分在蛋白质的修饰和转运中有这不同的作用'同时#本

研究同样使用免疫荧光技术证实了
(AJ#7

定位于反式高尔

基体'

本研究中使用免疫荧光技术标记
'V(

与
*

种
(AJ#7

'野

生型的
*PDA

@

6(AJ#7

与
'V(

有着相似的细胞内分布#均是核

周聚集状#并且有着大量的共定位'不论
*PDA

@

6(AJ#78#/W

还是
*PDA

@

6(AJ#7j+4S

的细胞内定位均由野生型的核周聚集

变为细胞内弥散状'本研究
(AJ#7

的突变也导致了
'V(

的

细胞内定位发生了改变#即由核周变为弥散'推测这种改变的

原因是
(AJ#7

的突变导致了逆膜转运通路受损#

'V(

不能经

由逆膜转运通路从溶酶体回到高尔基体#从而弥散在了细胞

内'持续激活型的
(AJ#7j+4S

表现出了与无功能型
(AJ#7

8#/W

对
'V(

相似的影响'其原因可能是
(AJ#7j+4S

虽然

持续结合
58V

#成为激活形式#但是
(AJ#7j+4

结合
58V

后

又迅速将
58V

水解掉#所以也表现为无功能型突变形式'

本研究证实了定位于反式高尔基体的
(AJ#7

是逆膜转运

通路中不可或缺的一部分#并且
(AJ#7

调控了
V8&(

的胞内

转运'这于先前的关于逆膜转运体
F=?F9L=F

终结
V8&(

的

C5'V

的实验相符合#只有当逆膜转运体
F=?F9L=F

将
V8&(

转运至高尔基体时#信号转导才被终止(

4

#

//

)

'

(AJ#7

调控

V8&(

的意义不仅在于保证
V8&(

顺利到达高尔基体重新回

到细胞膜表面#还在于
(AJ#7

增加了
V8&(

在细胞内的稳定

性#阻止了
V8&(

被溶酶体迅速降解(

/#

)

'

综上所述#定位于反式高尔基体的
(AJ#7

是逆膜转运通路

中不可或缺的一部分#对
V8&(

的胞内转运起着重要的调控作

用'继续探究逆膜转运以及
V8&(

的转运机制#可以丰富对于

受体转运的了解#为转运机制缺陷而导致的受体调控骨代谢障

碍的疾病找到新的治疗靶点具有重要的临床和科研价值'
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者
)U8

风险水平成倍增长#提示
e=DD>

评估表更适合临床医

生诊断与鉴别诊断
)U8

#而非预防性筛查工具'同时#研究表

明
e=DD>

对
)U8

精确诊断#需结合
)6

二聚体-纤维蛋白原降

解产物等实验室检查指标#这使得该评估表在骨科大手术患者

中的应用受到一定限制(

//6/#

)

'

5H?AF

和
.A

N

F:;:

的
5i.

均低于
e=DD>

#且两评估表之间

比较差异无统计学意义$

!

$

"1"0

%'临床应用中发现#

5H?AF

和
.A

N

F:;:

评估表的评估指标中涉及
)U8

危险因素更全面#

使医护人员更容易发现高危险因素#有利于及时采取预防措

施'从评估表的设计背景和发展来看#

5H?AF

本身是基于骨科

患者设计的#更多体现骨科疾病的特点#但
5H?AF

血栓风险评

估表敏感度高达
,,1"2

#特异度却低至
!71"2

#说明该评估工

具本身可能存在过高地评估患者
)U8

风险的问题#这与
VA;6

;HCC:

等(

/*

)的研究论点一致'因此#对于骨科大手术高危人

群#选择
5H?AF

作为预测
)U8

评估工具时应该重新界定临界

值$

CH?69EE

值%#如此才能对骨科患者进行有效分层#减少不必

要的干预#降低医疗成本'

.A

N

F:;:

是由外科医生基于住院患

者制定#实验室检查
S=:G=;

阳性-血清同型半胱氨酸升高-凝

血酶原
#"#/"5

阳性-狼疮抗凝物阳性-抗心磷脂抗体升高都

是
)U8

形成的重要危险因素#如医院未常规开展这些检查#

.A

N

F:;:

评估分值将降低#会导致评估工具低估患者
)U8

风

险#不能识别.真正患者/#降低评估工具本身准确性'本研究

.A

N

F:;:

评估表
5i.

为
"1+,

#灵敏度为
+*1"2

#特异度为

4"1"2

#研究结果低于国内外其他相关研究(

/!

)

#可能与所调查

医院对骨科大手术患者未常规进行上述实验项目检查有一定

关系'

综上所述#

e=DD>

-

5H?AF

和
.A

N

F:;:*

种血栓风险评估表对

骨科大手术后
)U8

发生均有一定的预测价值#

e=DD>

评估表

更适合临床医生对
)U8

诊断和鉴别诊断#

5H?AF

和
.A

N

F:;:

评

估表有助于识别
)U8

高危因素#以便及早采取相应预防措

施#降低骨科大手术后患者
)U8

发生率#更适宜临床护理人

员应用和推广'因本研究采用的是回顾性资料分析#存在不能

识别患者所有危险因素的可能#会低估患者的风险水平#有待

今后采用多中心大样本研究来减少试验偏倚'
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