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摘要 真核生物细胞各种膜结构两侧的磷脂分布是不对称的这种不对称需要磷脂翻转酶

的动态调节 。 目 前认为这些酶可以分为三种，即爬行酶类、外翻酶类和内翻酶类，对于它们的研究

才刚刚起步。 P 型 ATP 酶第 四类亚型被认为有潜在的磷脂内翻酶活性酵母全部 5 个该家族的蛋

白质如DRS2p 都陆续被确定了具有磷脂内翻酶的活性。 对于酵母内翻酶的研究还发现该类蛋白质

对于细胞极性建立和膜泡运输有重要作用 。哺乳动物中 由基因组比对发现有 14 个P型 ATP酶第四

类亚型成员， 但对于它们的研究仅局限于病理方面 。 为了能够了解哺乳动物磷脂内翻酶在细胞内

活动的分子机制，克隆了酵母 DRS2p 在哺乳动物中的同源物 ATP8A2 的编码基因，并发现了它的

两种剪切亚型。通过对它们的组织分布分析，发现该蛋白质主要分布在辛九中，提示它可能对于精

子的发生有一定功能。

关键词 ATP8A2; P 型 ATP 酶; 内翻酶;剪切亚型;辜丸

真核细胞的膜结构， 包括细胞质膜，以及内质

网、高尔基体等细胞器膜， 都是由磷脂双分子层组成

的生物膜。 正常生理条件下， 真核生物膜两侧的磷脂

分布是不对称的。像卵磷脂(phosphatidy l - choline ，

PC)和神经鞠磷脂(sphingomyelin)集中在膜的胞外侧

或者细胞器内腔面，而肢田先磷脂类，如磷脂毗乙醇肢

(phosphatidy lethano la min e , PE)和磷脂酷丝氨酸

(phosphatidylserine, PS)则集中在细胞质一侧[1] 。 这

种膜两侧磷脂的不对称性分布，需要一类称为磷脂翻

转酶的蛋白质进行动态的调节和维持。 通常磷脂翻

转酶可分为三类:爬行酶(scramblaes)是非 ATP 依

赖、底物非专一 、 可催化磷脂在膜两侧快速双向运

动的翻转酶，其作用是使磷脂顺浓度梯度运动;外翻

酶(floppses)是 ATP 依赖的可催化磷脂从细胞质一侧

向胞外或细胞器内腔面迁移的翻转酶 ; 内 翻酶

(fippases)是 ATP 依赖的专门催化肢酷磷脂从胞外侧

或细胞器内腔向细胞质一侧迁移的翻转酶[2] 。 后两

种酶促进了膜两侧磷脂分布的不对称， 而这三种酶的

共同作用使生物膜两侧的磷脂在不断运动中维持不

对称性分布。 目前，这三种酶的研究都刚刚起步，人

们对于这些酶的结构、功能以及与疾病的相关性等

方面的准确认知都非常缺乏。 内翻酶的最有可能的

候选者是 P 型 ATP 酶第四类亚型家族的成员 [凡 P

型ATP酶是一大类结构保守，广泛存在于从原核到真

核各个物种的膜蛋白，介导ATP依赖的各种小型阳离

子的跨膜转运，包括铜、铮、镜、纳 、 钢、钙离

子以及氢离子 。 其第四类亚家族，仅存在于真核生

物，这类蛋白质的特别之处在于它负责转运的不是阳

离子而是磷脂。 最早发现两个具有内翻酶活性的蛋

白质即牛ATP8A l 和酵母DRS句，均是这个亚家族的

成员 。 通过数据库搜索和系统发生关系分析发现的

其他4个酵母第四类亚型家族成员，也被陆续证明有

内翻酶活性[4] 。

酵母由于结构简单，易于大规模培养和构建缺陷

株，成为研究内翻酶的良好模型 。 通过对缺陷株细

胞以及对其各种膜组分的分析研究，人们发现酵母中

的 5 个内翻酶对于胞吞胞吐过程中膜泡的形成 、 迁

移、蛋白质运输以及细胞极性的建立，有重要作用[2] 。

比如，研究最多的 DRS2p，它的缺陷株表现为细胞去

极化和一些极性调节蛋白的定位偏差。它定位于反

面高尔基体，对于高尔基体处的膜泡形成有影响， 并

且参与碱性磷酸酶从高尔基体到液泡的运输[5，6] 。 而

其他几个酵母内翻酶，在不同的细胞器发挥类似的功
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能井表现出一定的功能重复， 但多个内翻酶缺失是致

死的[5J 。 这说明内翻酶是一类在细胞基础生命活动

中发挥重要功能的酶。但是，目前还缺乏证据将这

些内翻酶的膜泡形成等生理功能和它的磷脂转运活

性联系起来。 一种推测是生物膜两侧磷脂的不对称

造成膜的弯曲，而这种弯曲是膜泡形成和融合所必需

的 [4J 。

在哺乳动物中 ， 根据基因组序列比对，已发现了

14 个 P 型 ATP 酶第四类亚型成员 。 对于它们的研究

开展得很早 。 早在 1994 年，人们就开始研究其中的

一个基因 ATP8Bl 与 I型进行性家族胆汁郁积症的关

系[7]，并最终通过基因突变小鼠的研究证明， ATP8Bl 

基因的突变是引起 I 型进行性家族胆汁郁积症的直

接原因 [8J 。 但关于缺乏肢酌磷脂转运活性如何导致

该疾病的分子机制，至今仍然是空白 。 有一点可以

肯定的是，该类蛋白质必定对于细胞内稳态的动态调

节和维持有重要作用，如上述的胆汁郁积症就是由于

胆盐代谢的不正常引起的而其他几个和疾病有关的

哺乳动物 P 型 ATP 酶第四类亚型成员，如 ATPI0A 、

ATP lOD，推测可能会影响糖代谢[例。 由于缺乏合适

的研究模型，目前对于哺乳动物内翻酶的研究还主要

集中在病理方面。鉴于 P 型 ATP 酶第四类亚型是一

类比较保守的分子， 一个更方便的研究方法，也许是

从对于它们的酵母同源物的研究类推出其在哺乳动

物细胞中的分子活动机制和功能。

酵母 DRS2p 在哺乳动物中最近的同源物是

ATP8Al 和 ATP8A2 o ATP8A 1 是最早被克隆的哺乳

动物 P 型 ATP 酶第四类亚型成员[坷，在动物体内各个

组织中广泛表达，井且已经成功地证明了它的内翻酶

活性[IOJ 。 但 ATP8A2 尚无人研究。 在这里，我们从

小鼠辜丸 cDNA 中克隆了 ATP8A2 基因，意外地发现

它在体内存在两个剪切亚型，并检测了这两个亚型在

体内的组织分布。 ATP8A2 主要分布在辜丸， 而该组

织细胞中膜泡运输， 磷脂的调控等过程复杂而精确，

因此研究ATP8A2在辜丸中的功能，将对理解哺乳动

物雄性生殖细胞发生中膜结构的变化有重要意义。

1 材料与方法
1.1 材料

-研究论文-

限制性内切酶 、 连接酶购自 NEB 公司，反转录

酶购自 Fermentas 公司，质粒提纯试剂盒购自 Qiagen

公司， Lipofectmine 购自 Life Technology 公司，各种

抗体购自 Santa Cru z 公司 反转录试剂盒购自

Fermentas 公司，蛋白质预染 marker 购自 Bio-Rad 公

司 。 其他常用试剂购自 Sigma 公司。

所使用的改造过的 pcDNA3 载体由上海生化细

胞所裴钢实验室惠赠，该载体C 端插入 HA序列 。 使

用的大肠杆菌菌株 DH5α购自博大泰克 。 C57 小鼠

来自中科院上海实验动物中心 。

引物合成及质粒测序均由上海生工公司完成。

本文所采用的 PCR 引物见表 1 。

1.2 方法

1.2.1 蛋白质序列 同源性分析 搜索 NCBI 数据

库中可能的 ATP8A2 同源蛋白序列，用 FASTA 格式

导入 vectorNIT7.0 软件使用内置的 clustalW 进行多

序列比对 。

1 .2.2 组织总 RNA提取以及逆转录反应 成年雄

性 C57 小鼠断颈法处死，冰上快速取组织，投入液氮

中冷冻并研磨成粉末， 转入 EP 管中，每 500 mg 组织

加入 1 ml Trizol ， 冰上放置数分钟，使组织充分裂解，

然后 10000 r/min 4 .C离心 5 min 。 取上清液为细胞

裂解液， 弃去未完全裂解的组织。 在细胞裂解液中加

入 115 体积氯仿，彻底振荡 2-3 min, 13 000 r/min 4 .C 

离心 15 min 。 将上清液小心取出，加入 0 . 5 ml 异丙

醇， - 80 .C放置 10-15 min o 13 000 r/min 4 .C离心 15

mm。弃去上清液， 沉淀用 1 ml 75% 乙醇洗涤， 8000

r/min 4 .C离心 5 min 。 弃去上清液，用 20μl 取样器

吸走剩余液体，室温下 5 min 晾干沉淀，溶解于 40μl

DEPC 水中 。 紫外分光光度仪测量 260 、 280 nm 的

A 值及比值， 并电泳检测总卧~A 质量。总 RNA 样品

保存在 一 80 .C 。

取上述5μg总RNA，加入 1μ10.5μg/ul Oligo dT 

引物，补 DEPC 水至总体积为 12μl。混匀后在 70 .C

表 1 PCR 寻|物

引物名称 功能

ATP8A2-C-HA-P5 5' -atgc ggtaccaccatgtcccgggccac gtct ATP8 A2 克隆

ATP8A2-C-HA-P3 5' -a tg cc tc g agtttcttcct tgaa ttc tc tt 
Primerl 5'-caaccgggtgaccaagtgtatcc 剪切亚型分析

Primer2 5' -tgcagtgaccccagaaaaccttag 
GAPDH-P5 5'-tgaagcaggcatctgaggg 小鼠管家基因

GAPDH-P3 5'-cgaaggtggaagagtgggag 
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温育 5 min 后，冰上骤冷， EP 管置于冰上依次加入 4μl

k 反应缓冲液， 1μ1 RNase 抑制剂， 2μ110 mmol/L 

dNTP， 混匀并在 37 'C温育 5 min，加入 1μlM-MuLV

RT酶， 最后终体积为 20μ1，在 42 'C温育 60 min, 70 'C 

温育 10 min 。 得到的反转录产物保存于 一20 'C冰箱。

上述实验中所有枪头，溶液，容器均应除去 RNA 酶。

l.2.3 基因克隆 根据 NCBI 上发表的小 鼠

(GenBank AF156550)ATP8A2 基因预测序列， 基于它

的开放读码框(ORF)设计引物，上游引物包括KpnI酶

切位点，下游引物包括 XhoI 酶切位点 。 以小鼠辜丸

cDNA 为模版，使用 KOD-plus 酶扩增 ATP8A2 基因，

得到 PCR 产物，连接入改造过的 pcDNA3 载体中 。

酶切鉴定后测序，与 NCBI 提供的序列比对后确定得

到阳性克隆 。

1.2.4细胞培养 细胞培养液配方: Dulbecco改进

的 Eagle 培养基(Dulbecco's modified Eagle's medium, 

DMEM) (补加 0 .3 g/L 谷氨酌肢， 0.11 g/L 丙酣酸铀，

2.5 g/L HEPES , 2.5 g几碳酸氢铀)， 10%胎牛血清(fet挝

bovine serum, FBS) 。 细胞在 37 'C , 5%C02 培养箱
中培养，隔天传代一次 。

1.2.5 细胞转染 转染前 24h 细胞以合适的密度

传代铺入培养皿中，过夜后长至 80%-90% 比较适合

转染 。 质粒用合适的比例预混入 DMEM 中，加入

plus 溶液混匀室温放置 15 min，再加 Lipofectamine 混

匀再放 15 min 。 细胞预先换掉培养液，加入规定体

积的DMEM溶液， 均匀缓慢加入上述的混合液， 放回

培养箱中 ， 3 h 后换为 10% 胎牛血清，培养 36-48 h 

收细胞。具体质粒和各种溶液用量参见 Lipofecta­

mine 说明书 。

1.2.6 电泳样品制备 将细胞置于冰上去除培养

液， 用 Y令 PB S 洗一遍， 然后加入细胞裂解液(配方见

后)， 在 4 'C摇动 5 min 后， 用细胞刮棒刮下， 1 ml注射

器抽打均匀 。 由于 ATP8A2 是比较大的膜蛋白，不容

易溶解在裂解液中， 最后用注射器抽打很重要。细胞

裂解液配方: NaCl , 150 mmol/L; Tris-HCl, 50 mmol/L 

~ (pH 8.0); NP-40, 1 %; SDS, 0.1 % ; 脱氧胆酸铀， 0.5%;

EDTA, 5 mmol/L(pH 8.0)。得到的细胞裂解液中按

比例加入 4x 上样缓冲溶液，混匀后煮沸 3-5 min，自

然冷却 。 蛋白质样品放置在 - 20 'C 。

1.2.7 Westem印迹 细胞蛋白用丙稀酷肢凝胶进

行稳压电泳， 恒流 400mA 转膜至硝酸纤维素膜。将

膜浸泡在封闭液(3% 脱脂奶粉配置于 TBST 溶液中)

室温缓慢摇动 1 h， 然后在稀释好的一抗溶液(按照推

荐浓度稀释于TBST溶液中)中室温温育 1 h，用 TBST

溶液洗 3 次，每次 10 min 。 接着室温温育于二抗溶

液中 1 h, TBST 溶液洗 3 次，每次 10 min ， 然后显色。

1.2.8 蛋白质二级结构预测和结构域分析 根据

测序获得的核酸序列，用DNASTAR软件分析得到开

放读码框，翻译为蛋白质序列，用 FASTA 格式导入

Rhobius 软件进行数据分析得到二级结构。 FASTA

格式的蛋白质序列提交到 SMART程序，得到结构域

分析结果。 网址为 http : //smart.embl-heidelberg.de/ 。

2 结果
2.1 ATP8A2 在不同物种中的保守性分析

我们比较了酵母、拟南芥、鸡、小鼠及人等

具有代表性的模式生物中可能的 ATP8A2 同源物，使

用 vecotorNTI7 . 1 软件分析它们蛋白质序列的保守

性，结果如图 1 所示。 可以看到所有的 ATP8A2 同

源物均具有高度的序列相似性，从 33% 到 86% ， 提示

它们在功能上可能也是保守的。其中小鼠与人的序

列相似性达到 80% 以上说明小鼠内的 ATP8A2 的研

究成果很大程度上可以代表在人类细胞中的实际情

况，这给我们对于 ATP8A2 的病理研究等方面带来很

多方便。 小鼠 ATP8A2 和酵母 DRS2p 的序列相似性

也达到了 41 % 。

2.2 ATP8A2 基因的克隆

查阅 NCBI数据库，与小鼠 ATP8A2基因序列匹

配的很多 EST序列的组织来源为辜丸。 为了得到小

鼠 ATP8A2 全长基因的真核表达质粒，用成年雄性

C57 小鼠辜丸 cDNA 为模板扩增出该基因的全长片

段。 由于该基因较长，使用了高保真的 KOD plus 作

为催化 PCR 的 DNA 聚合酶。 XhoI 和 KpnI 酶切后，

将PCR片段连入带有C端HA-tag 的 pcDNA3载体中 。

全长的 ATP8A20RF 共有 3 447 个碱基，其中第 771

和 3 429 处各有一处 EcoRI 的酶切位点 。 由于片段

(3.5 kb) 比较大，为了更好的在琼脂糖凝胶电泳中区

分片段和载体，我们没有用克隆时片段两端设计的酶

切位点，而是用 EcoRI 做酶切鉴定克隆，这样根据

NCBI 数据库公布的序列，阳性克隆经 EcoRI 酶切就

应该有 2.7 kb 的片段，在琼脂糖凝胶电泳中很容易就

可以和载体分开。 PCR和酶切鉴定结果如图 2 所示。

2.3 两种亚型的确定

测序结果与NCBI数据库中提供的ATP8A2基因

序列相 比， 在 2559 处多了一段 106 bp 碱基的插入，

如图 3a 、 图 3b 。 为了查明数据库中给出的 ATP8A2

适用于生命科学各研究领域的宝尔超纯水系统， 使实验数据更逼真 Tel: 021-3 1263268 www.baolor.com 
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E.gossypii (0 .1658) 

K.lactis (0 .1535) 

(a) 

M.muscuJus (0.0205) 

H.sapiens (0.0106) 

P. troglodytes (0.0126) 

A. thaliana (0 .3429) 

N.crassa (0 .2208) 

S.pombe (0.2193) 

·研究论文·

S.cerevisiae (DRS2p) (0.1702) 

(b) 

A B C D E F G H J 

A 100 84 86 86 46 43 50 43 43 41 

B 100 78 76 40 36 43 37 36 34 

C 100 78 37 44 49 44 44 42 

D 100 46 43 50 44 43 42 

E 100 33 39 36 34 33 

F 100 56 53 54 51 

G 100 55 56 53 

H 100 69 67 

I 100 69 

J 100 

图 1 ATP8A2 在不同物种中的保守性分析

(a)ATP8A2 及其同源物亲缘关系的系统树图 。 (b)每一对蛋白质直接的同源性比对。 字母 A ilJ J 分别代表以下各物利1中的 ATP8A2 同源物:

A: M.musculus; B: H. sapiens; C: P.troglodytes; D: G. gallus ; E: A.thaliana; F: N. crassa ; G: S.pombe; H: E.gossypii; 1: K. lactis ; J: S.cerevisiae 。

(a) (b) 

M 2 M 

bp 
kb 

4500 5.8 

3000 2.7 
2000 
1 200 

图 2 ATP8A2 的克隆

M: marker; 1: A TP8A2 基因 PCR 产物; 2: 阳性克隆的酶切检测 。

基因亚型是否也实际存在，我们又重新制备小鼠辜丸

cDNA 并以此为模板，用以上同样的方法得到若干克

隆 。 测序结果表明数据库中的 ATP8A2 序列也是存

在的 。 我们将网上原有的形式称为亚型 α，有插入

的称为亚型 p 。 用 DNASTAR 分析发现亚型 α有一

个BamHI酶切位点，而亚型 。有两个。这样用 Bam田

酶切后，亚型 α质粒仅能线性化，而亚型 P 可以得到

1 kb 的片断 。 用这种方法鉴定我们得到的 11 个克

隆，如图 3c，发现既有亚型 α， 又有亚型 。， 说明这两

种形式都存在于体内 。

2.4 两种亚型的组织表达分析

为了研究这两种亚型在体内的组织分布，我们抽

取成年雄性 C57 小鼠的肌肉、肾、 肝、脾、辜丸、

心、 脑、肺等组织的总 RNA 通过反转录 PCR 得到

cDNA 。 同时做 NO RT 对照管不加反转录酶，用跨

内含子的管家基因引物做PCR检测没有条带，说明抽

取的总 RNA 中没有基因组污染 。 用 管家基因

GAPDH 引物做 PCR调节不同组织中 cDNA模板量。

为了取得比较好的 PCR 效果并且使两种亚型较易区

分开，我们所设计的引物刚好在亚型 自插入片断的前

与世界接轨， 用宝尔超纯水系统 Tel : 021-31263268 www.baolor.com 
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(a) 

primer 1 primer 2 

E 吁
:

5 
2559 

SlOp 

2560 3 447 

SlOp 

2559 

(b) 

2666 3553 

AAAATGAAGATAAATGAAGATAGGGATCCACTCAGAAAGTAAGATCCATTCTCAGGAAACAGTTACGATGGACCGATCAGGTGCTCCCTCAAAGGACTAATAGTCT 

(c) 

M 2 5 6 3 4 7 8 11 9 10 

1 200 bp 

图 3 ATP8A2 基因两种剪切亚型的确定

(a) ATP8A2 基因两种剪切亚型的模式图 。 上图为亚型 α， 下图为亚型 ß o Prim e rl 和 prim er2 为用于鉴定两利1亚型的引物位宜 。 (b)亚型 。

中插入的一段 DNA 序列 。 (c)酶切鉴定所得的克隆， M 为 DNA marker, 1 、 4 、 6 、 1 0 为亚型 α 克隆，其余为亚型 。 克降。

肌肉 肾 州:

ATP8A2 

GAPDH 

牌 号骂声L 心 脐 JJrIî 

亚型 P
亚;型 α

NO RT 

图 4 两种剪切亚型的组织分布

以识别捕入片断的引物 prime r 1 和 p rime r2 做 PCR 鉴定各个组织中 ATP8A2 两种亚型的分布，不同分子茧的条带分别代表亚型 α 和 ß，小

鼠 GAPDH 和 NO RT 为 Z才J恩 。

后若干bp，这样以组织cDNA中两种亚型为模板可以

分别得到约 300 bp 和 400 bp 的片断 。 各组织 RT­

PCR的结果显示， ATP8A2在辜丸中表达量非常高， 心

脏，脑，肺中有很少量表达，而在肾、肌肉、肝 、

脾中几乎没有表达， 显示它有较好的组织特异性 。

有表达的组织里显示均有两种亚型存在，但是量不尽

相同，脑中两种亚型基本等量，而辜丸中亚型 α 的量

占绝对优势(图 的 。

2.5 两种亚型的蛋白质结构预测和表达

亚型 α编码 1 148 个氨基酸，而亚型 P 的插入片

段中包含了终止密码子，实际上表达的氨基酸只有

866 个 。 Phobiu s 程序预测亚型 α 有 10 个跨膜区段，

在第四第五跨膜区之间有一个很长的胞浆内环(loop)

区， N 端和 C 端均在胞质一侧，这些特征在 P 型 ATP

适用于生命科学各研究领域的宝尔超纯水系统，使实验数据更逼真 Tel: 021-31263268 www.baolor.com 
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(c) 

图 5 两种亚型的蛋白质的结构预测和表达

(a)和 ( b )分别为 ATP8A2 亚型 α 和l亚型 。 的结构预测 。 使用 Pho biu s 软件， 图 中 阴影的是跨膜区段 。 (c)为 Wes t e rn 印迹检验外转亚型 α

在 293T 细胞的表达， 泳道 1 、 2 样品分别为转染 pcDNA 3 空载体和 ATP8 A2 亚型 α 质粒的细胞裂解液。 (d )为亚型 α 结构域的分析，使

用 SMART 软件。

环很重要 。

辜丸中亚型 α 的量占绝对优势， 亚型 α 必定在

辜丸细胞膜结构的调控中起着主导作用 。 由于精子

细胞难于分离和培养， 一个比较好的方法是将亚型 α

质粒转染入合适的细胞系 ， 在比较简单容易培养的模

型下研究该蛋白质与其他蛋白质的关系以及对细胞

极性和膜泡形成等方面的影响， 然后再回到体内验

证。 为此，我们将带有HA-tag 的亚型α质粒转入293T

与世界接轨， 用宝尔超纯水系统 www .baolor.com Tel : 021-31263268 

酶第四类亚型都是保守的 。 而亚型 P 的二级结构仅

有前 4 个跨膜区段， C 端有一段长的区域游离在胞浆

内，如图 5 。 两种亚型都具有P型 ATP酶特有的 EIE2

结构域，经典的 P 型 ATP 酶作用模式就是基于 EIE2

结构域发生的 。 在该结构域处可以发生 ATP 介导的

磷酸化，底物结合以及后来的去磷酸化等一系列反

应 。 而其中 388 氨基酸处的序列 DKTGT 是极其保

守的，尤其是天冬氨酸残基对于 P型ATP酶的反应循
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细胞中过量表达，收取细胞裂解液井使用 HA抗体通

过 Western 印迹检验，在 Bio-Rad 预染 marker 指示的

分子量约 1 70 kDa 处检测到单一条带，如图 S(c)所

示，比根据蛋白质序列预测的分子量 130 kDa 略大。

一般情况下 SDS 丙烯酌肢凝胶电泳中蛋白质的迁移

率与其分子量成正比，但也会受到该蛋白质拓扑结

构、高疏水性、 磷酸化修饰等的影响[1 1 ， 12]0 ATP8A2 

是一个十次跨膜蛋白，蛋白质内部的多个疏水片段使

SDS不能均匀的分布在变性蛋白的表面，从而影响电

泳中的该蛋白质的迁移率，造成表观分子量与理论分

子量存在偏差。由于我们检测到的条带单一清晰，

而且在转染 pcDNA3 的负对照细胞裂解液中检测不

到，可以认为我们检测到的条带就是 ATP8A2 0

3 讨论

P 型 ATP 酶第四类亚型在哺乳动物中有多达 14

个成员，广泛分布在各个组织，它在体内的功能理应

较酵母中更加精确和复杂，但事实上，对于这一类蛋

白质的研究刚刚起步， 大多数这类蛋白质的生化活性，

底物特异性以及细胞内的分子机制 ， 还有待研究。

我们选择研究 ATP8A2 ， 一方面是由于它是与酵母

DRS2p在哺乳动物中最近的同源物之一，或许可以从

酵母的研究成果中得到某些提示; 另一方面，大部分

该类蛋白质，包括 ATP8A1 都是泛组织表达的，而

ATP8A2 在辜丸中有较集中的表达，有可能在精子发

育过程这一特殊的生理过程中具有功能。 本文克隆

了小鼠基因 ATP8A2， 并且确认了它在体内的两个不

同的剪切亚型。这两个亚型具有不同的跨膜次数，

在体内的不同组织的表达丰度也各不相同 ， 尤其在辜

丸两者的表达丰度差别很大，有可能共同参与体内的

肢酌磷脂转运的精确调控，在不同组织体现不同的调

节水平。

就目前己经有所研究的几个哺乳动物 P 型 ATP

酶第四类亚型成员而言，存在剪切亚型并不特别 。

如 ATP8A1 就有4个剪切亚型， Ding 等[10]成功地克隆

了牛脑组织中 ATP8A1 的 4 个剪切亚型，其中两个亚

型也表现为 C 端缺失一部分氨基酸序列 。 本文确认

的两个ATP8A2亚型中亚型α与 NCBI上公布的序列

一致，有完整的十个跨膜区， 具有典型的 P 型 ATP 酶

第四类序列特征[ 1 3] 。 而亚型 P 相当于 C 端被截短的

亚型 α，缺失了靠近 C 端的 6 个跨膜区，但是包括了

第四跨膜区后面一个长的环区， 据推测这部分对于 P

型 ATP 酶第四类亚型的底物特异性有重要作用 [ 1 4] 。

这样，第一， 与典型的 P 型 ATP 酶第四类亚型蛋白相

比，亚型 自 缺失了大部分跨膜区，与生物膜的结合力

大大降低， 而且会影响到它与某些膜蛋白 的结合。

据在酵母中的研究， DRS2p 等 P 型 ATP 酶第四类亚

型成员需要与另一类保守的膜蛋白 CDCSOp 相互作

用才能正确定位到细胞器上肘，16] 。 而 CDCSOp 在哺

乳动物中也有很近的同源物[17] 0 ATP8A2 亚型 α 和

P 可能与 CDCSO 家族蛋白有不同的结合特性。另一

类与 DRS2p 有相互作用的蛋白质是和膜泡生成有关

的 ADP 核糖基化因子(ADP-ribo sy l a tion factor , 

ARF) o ARF 在招募 COP 1, clathrin 等起始膜泡形

成的蛋白质中有重要作用 ， 它自身需要胞质内蛋白鸟

喋岭核昔交换因子(ARF-guanine nucleotide exchange 

factors, ARF-GEF)的帮助才能结合到膜上并开始招

募下游蛋白 。 酵母中的 ARF-GEFG臼2p 与 DRS2p有直

接的相互作用， DRS2p 相当于 Gea2p 在膜上的锚点[1 8] 。

假设 ATP8A2 也有类似的蛋白质结合，那么亚型 α和

白 一方面由于构型不同可能与小鼠中 A盯-GEF 结合

力不同，另一方面，它们 自身与膜的结合力也有很大

差别，因此可能会影响到下游一系列膜泡形成相关蛋

白在膜附近的聚集，进而影响到膜泡的形成特性 。

第二，亚型 p 保留了前 4 个跨膜区的 E1E2 结构域和

一部分环区，可能仍然具有内翻酶活性， 但它的活性

大小，底物特异性等特征可能己与亚型 α 有所不同 。

如 ATP8A1 的 4 个剪切亚型， C 端缺失的两种亚型就

表现为较低的的 ATP 酶活性 。 在靠丸中具有 10 个

跨膜区的亚型α表达占主要地位，可能也与该组织特

性有关 。 在精子形成过程中顶体发育早期需要大

量的膜泡将蛋白质从高尔基体运进顶体中， 晚期又涉

及到细胞极化， 高尔基体和顶体分居细胞两极 [1 9 ] 。

这些过程很大程度上都可能需要活跃的内翻酶活性。

在精子发育过程中 ， 质膜两侧的磷脂分布调节，

复杂而又灵敏。 内翻酶 ATP8A2 在辜丸中大量表达，

并且包括两种剪切亚型，而其中亚型 α 的 mRNA 量

又远远大于亚型 ß，它们在辜丸生理功能和精子发育

过程中发挥的作用，值得我们进一步研究。
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Cloning and Identification of Two Isoforms of A TP8A2, 
Member of Murine P Type ATPase 

Liu Na ' , Xiao-Yan Ding2* 

('School l扩Life Sciences, Universiη of Science and Technology of China, Hefei 230026, China; 21nstitute of Biochemistry and 

Cell Biology, Shanghai Institutesfor Biological Sciences, Chinese Academy ofScience, Shanghai 200031 , China) 

Abstract Specific phospholipids are asymmetrically and dynamically distributed in the two leaflets of the 

eukaryotic membrane bilayers , by the activities of phospholipid translocation. However, the mechanisms and pro­

teins involved in these processes are still poorly understood. Members of the type 4 subfarnily of P-type ATPases 

have been implicated in the translocation of phospholipids from the outer to the inner leaflet of membrane bilayers, 

which we now call flippase activity. All of the 5 yeast type 4 subfamily of P-type ATPases have been demonstrated 

to have flippase activity as well as function in cell polarity establishment and vesicle traffic. In mammalian, the 

studies of flippase mostly focus on pathology, and little has been known about the molecular mechanism underlying 

these disorders . Here we cloned a murine P-type ATPases ATP8A2 which is an ortholog of DRS2p. Surprisely, we 

found it has two isoforms . The tissue expression pattern indicates ATP8A2, especially isoform αis mainly ex­

pressed in testis, providing cases for analysising its function during spermatogenesis. 

Key words ATP8A2; P type ATPase; flippase ; splicing isoform; testis 
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