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AßSTRACf Recently stem cell p1asticity has 缸ouse great interests in st臼n cell research for its potential 

therapeutic app1ication in degenerative or inherited disea民s. Transp1antation of bone marrow-derived stem cells 

in vivo has been shown to give rise to cells of muscl巴 ， 1iver , nerve , endothe1ium ，巳pithelium etc. But there 缸e still 

disputes as to ster丑 cell p1asticity , as is in the case of ∞ntribution of bone marrow-derived cell to skin cells. Here 

we show that cells oo-purified from bone m凹owm巳senchymal stern cells can evidently give riseωskin tissue in 

vivo. In the pr岱ent study , we first iso1ated and expanded bone marrow-derived multipotentiar让 mesenchymal

stem cells from BALB/C mice(H-2Kd , white hair ) , then co- transp1anted thern with certain bone marrow cells 

from C57BL/6 rnice via tai1 vein into 1ethally-irradiated 12 weeks old C57BL/6 mice(H-2Kb , b1ack hair). The 

recipient mice grew out white hair on the back about forty days 1ater . Then th巳 ar四 of th臼e white hair gradual-

1y increase to 3 X 4cm2 and spread to abdomen and neck . We dernonstrated that the majority of skin tissue with

in white hair region was ∞mposed of donor derived H-2Kd cells , including stem cells and mature cells by im

munohistochemistry staining. Skin ceUs cultured from white hair skin were proved to be almost donor origina

tion by both immunohistochernistry staining and RT-PCR. our findings provide direct evidence that bone m缸

row-derived cells can give rise to functional skin cells and reg巳nerate skin tissue , a1so estab1ish a mode1 useful not 

only for ultimately finding out environmental cues inducing differentiation of skin cells , but also for evaluating 

p1uripot巳ntial stem cells , which 红巳 of great importance for clinical app1ication. 

Key words: Adult bone marrow-derived pluripotential mesench归nal stem cells Differentiation 
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两种 A 类氨基酸转运蛋白部分功能差异的研究

明洪铃 龙莉曾患芳李京昆张闻

(昆明医学院生物学教研室 昆明 650031) 

摘 要 应用重组 Vaccinia 病毒表达系统在猴肾成纤维细胞 CV-l 中瞬时表达大鼠 A 类氨基

酸转运蛋白 GlnT 和 SAT-2 ，研究它们转运 M巳AIB、Ala 和 Gln 的动力学和对多种氨基酸转运亲和

性的差异，结合它们的氨基酸序列同源性比较表明 :虽然 GlnT 和 SAT-2 蛋白的氨基酸序列有较高

的同源性，但它们在转运功能上有较大的差异。

关键词: A 类氨基酸转运蛋白 重组

Vaccinia 病毒 CV-l GlnT SAT-2 大鼠
本文 2001 年 12 月 10 日收到 ， 2002 年 11 月 26 日接受。

联系人。 E-mail : mingh 67@hotma且.∞m



第 25 卷第 2期 细胞生物学杂志 105 

A类氨基酸转运蛋白催化许多种中性氨基酸 ，

特别是丙氨酸、丝氨酸和谷氨酌胶的净吸收，其催化

活性依赖于 Na+ 的存在。 它们的活性还具有其他

一些特性，如分布广泛、对 pH 敏感、具有反式抑制

效应以及能够识别 N-甲基化氨基酸，如命甲氨基异

丁酸 (M巳AIB) 等。 实际上，依赖于 Na+ 的 M巳AIB

的转运活性是 A 类氨基酸转运蛋白的最主要特

征[ 1 J 。 除此之外 ， 它们的功能活性还受氨基酸饥

饿、激素、生长因子和高渗透压剌激等因素的调节，

尤其是在肝脏和骨儒肌中 [ 1 J o A类氨基酸转运蛋白
在不同的组织中起不同的作用。 在小肠，A 类氨基

酸转运蛋白对 α 酣戊二酸的产生起重要作用， α-酣

戊二酸是肠细胞优先使用的代谢能源[2]; 在肝脏

中，A类氨基酸转运蛋白转运丙氨酸，为糖元生成和

尿素产生分别提供碳原子和氮原子[3 ， 4] ; 在心脏和

肌肉，A类氨基酸转运蛋白和 N 类氨基酸转运蛋白

一起在氧化性燃料的合成过程中起重要作用。 因

此 ，研究 A类氨基酸转运蛋白的转运机制及克隆新

的 A类氨基酸转运蛋白基因具有重要的意义。 近

来克隆了人和大鼠的两种 A类氨基酸转运蛋白基

因 ， hATA-l 和 GlnT 主要在神经元细胞中表达，在

肝脏和其他组织中元表达或表达量很低[ 5. 6J 0 hA

TA-2 和 SAT-2/ATA-2 在很多组织中都有表达，尤

其在肝组织中表达量最高[ 7 - 9 J 。 这两种 A 类氨基

酸转运蛋白在组织分布和功能上有较大的差异 ，我

们应用编码 17卧.. JA 聚合酶的 Vaccinia 病毒表达系

统研究了两种大鼠 A类氨基酸转运蛋白 (GlnT 和

SAT-2)的部分转运动力学性质 ，并进一步通过氨基

酸序列比较分析了二者的功能差异。

材料与方法

1.重组病毒、细胞与质粒

编码 τ7RNA聚合酶的 Vac冗lrua 病毒，猴肾成纤维细胞

CV-1 、 CDM7/，缸丑p-GlnT 和 CDM7/arnp-SAT-2 质粒 由 美国

Louisiana State University 提供。

2 . 试剂

Lipofectace转染试剂盒为美国 GIB∞IBRL 公司产品;

14C-MeAIB、3H-Ala 和坦-Gln 为美国 NEN 公司 的产品 ; E

∞Scint 问烁液购自美国 National Diagnostics 公司 。

3 . 细胞培养

CV-1 细胞培养在含 10% 的小牛血清、 4mM的谷氨酸

胶、 100unit/rn1青霉素和 100μg/rn1链霉素的 DMEM 培养基

中 ，细胞汇集度达 85%时，用膜蛋白酶消化传代。

4 . 在哺乳动物细胞中的瞬时表达

接种 CV-1 细胞到预先用胶原蛋白包被的 12 孔培养板

中，接种浓度为 2 X 105 个细胞/于L ，培养过夜。 用无血清和

抗生素的 DMEM培养基润洗一次细胞。 用编码 τ7RNA 聚

合酶的重组 Vaccinia 病毒感染 1 小时 (20pfu!细胞)后，参照

Lipofectace转染试剂盒说明书程序分别转染 CDM7/arnp

GlnT 和 CDM7/arnp-SAT-2 质粒到 CV- 1 细胞中，培养过夜。

瞬时表达对照为转染空 CDM7/，缸叩载体。

5 . 转运动力学参数的测定

用吸收缓冲液(含 125mmolIL NaCl、 4. 8mmolIL KCl、

1. 2mmolIL KH2P04 、 1. 2mmolIL Mg幻中1. 2mmolIL CaCl2 、

5 . 6mmollL葡萄糖和 25mmolIL He阳， p四.4)润洗一次瞬

时表达 Gln T SAT-2 和空 CDM7/arnp 载体的 CV-1 细胞。

每孔加入 500μl 吸收缓冲液，在 37'C下预孵育 5 分钟，置换

新鲜的吸收缓冲液，并加入不同浓度的 MeAIB[其中含有

0 . 25μCi 的 14 C-MeAIB( 10μmollL) J, 37'C孵育 2 . 5 分钟进行

转运。 对 GlnT 应用的 MeAIB 终浓度梯度为 :6 . 4mmollL、

3.2mmollL、 1 . 6mmollL、 0 . 8mmollL和 0. 4mmollL。 对

SAT-2 用 : 3 .2mmollL、 1 . 6mmollL、 0.8mmollL 、 0. 4mmollL

和 0 . 2mmollL。 终止转运，并洗去游离的14 C-MeAIB后 ， 用

1rn11 %SDS 裂解细胞，加入 5rn1E∞Scint 闪烁液。 j昆匀后用

液体闪烁计数器计数。 每一个浓度都设置复孔，每个实验至

少重复三次。 测定丙氨酸和谷氨酸胶的转运动力学参数方

法基本与上相同 ，但所用丙氨酸浓度梯度为 : 1mmollL、 0 . 5

mmollL、0.25mmollL、 O . 125mmolIL 和 O . 0625mmolIL (其

中含有 10μmollL的3H-Ala) 。 谷氨酸胶浓度梯度为 : 5mmol/

L、2 . 5mmollL、 1 . 25mmolIL、O . 625mmolIL 和0 .3125mmollL

(其中含有 10问nollL的3H-Gln) 。

6 . 转运抑制实验测定氨基酸的转运亲和性

方法基本与上相同，但转运时在吸收缓冲液中加入的是

1 . 5mmollL各种氨基酸和 0 .25μCi14 C-MeAIB( 10阳ollL)的

泪合物。

7. 氨基酸序列比较

由GenBank 检索得到 SAT-2 ( GenBank 号: AF249673 , 

蛋白序列号:AAF74195)和 GlnT( GenBank 号:AF075704 ，蛋

白序列号 :AA凹4240)的氨基酸顺序。 用 Clustal V程序作两

种蛋白的氨基酸序列全局最佳比对。 用 Swis任port 服务器

作跨膜段预测，根据预测结果手工比对序列。

8 数据处理

应用 GraphPad Prism II 数据处理软件分析数据并计算

转运氨基酸的局口值。

结 果

1. GlnT 和 SAT-2 转运 MeAffi、 Ala 和 Gln 的

动力学研究

我们先用重组 Vaccinia 病毒感染猴肾成纤维细

胞 CV-l ，该重组病毒可表达作用于 17 启动子的

RNA 聚合酶，然后再转染含 τ7 启动子的 CDM7/
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回 4 SAT-2 对多种氨基酸的转运亲手口1全

化位点区段(同源性为 56%)可能是 GlnT 和 SAT-2

受调控的部位。

由于 GlnT 和 SAT-2 的组织分布和转运功能有

较大的差别，提示它们在机体中行使不同的生理功

能。 在中枢神经系统中 ， GlnT 和 SAT-2 都只表达

在神经元中 ， 而在胶质细胞中元表达[ 5 ， 7 J 。 已知以

谷氨酸为神经递质的神经元释放到突轴间隙的谷氨

酸大部分被神经元周围的胶质细胞所吸收，并在胶

质细胞中被转化为谷氨酷肢，已发现一种 N 类氨基

酸转运蛋白 ( SNl) ，其主要作用似乎是由胶质细胞

中泵出谷氨酷胶[ 10] ; 由 于 GlnT 对谷氨酷胶有很高

的亲和性，被胶质细胞泵出的谷氨眈胶可通过 GlnT

被吸收到神经元中 ， 成为神经递质谷氨酸的合成原

料。 这种神经元和胶质细胞间的谷氨眈胶/谷氨酸

循环对谷氨酸能神经元神经递质一谷氨酸的产生有

重要的作用。 SAT-2 对谷氨酌肢的转运亲和性较

低 ，不太可能在此循环中起作用。 胶质细胞中谷氨

酸的另一个代谢途径是和丙酬酸反应通过丙氨酸胶

基转移酶途径形成丙氨酸，形成的丙氨酸可以通过

某一途径由 GlnT 和 SAT-2 转运到神经元内 ，作为

谷氨酸的合成原料以及满足神经元氧化代谢和产生

ATP 的需要[7 J 。

相信对 GlnT 和 SAT-2 进行点突变和二者间嵌

合体的研究将揭示它们的转运机制，并进一步了解

它们各自的生理功能。
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位和 SAT-2 的 318 位丝氨酸) 。 二者的氨基酸序列

有较高的同源性(52%) ;其中 1 - XI 穿膜区的同源

性分别为 81 % 、57% 、 57% 、 59 % 、 81 % 、 71 % 、 86 % 、

76% 、 50% 、62%和 43%;胞内区中五个比较大的肤

段的同源性分别为 33%(N 端) 、 40 % ( II 一 III 穿膜

区之间) 、56% (VI - VII 穿膜区之间 )、42 % (VII I 一 、

IX 穿膜区之间)和 20% (X - XI 穿膜区之间) ，胞外

区中四个比较大的肤段的同源性分别为 52% ( II I 

VI 穿膜区之间)、 39% (V - VI 穿膜区之间 、 44 %

(VII - VIII 穿膜区之间)和 46%(C端) 。

论

GlnT 和 SAT-2 都能转运 MeAIB，它们的转运

功能依赖于 Na+ 离子并对 pH 敏感，因此可把它们

都归为 A 类氨基酸转运蛋白 [ 5 ， 7J 。 我们采用重组

Vaccinia病毒表达系统在猴肾成纤维细胞 CV-1 中

瞬时表达大鼠 A类氨基酸转运蛋白 GlnT 和 SAT-

2，并分析它们的转运功能。 研究表明二者在转运

MeAIB、丙氨酸和谷氨酌肢的 Km 值都有显著的差

异(GlnT 转运谷氨酷腊的 Km 值为 O . 489 :t O. 088 

mmollL[ 5 J) 。 虽然它们对丙氨酸都有较大的亲合

性，但对其他氨基酸的转运亲和性有很大的区别;

SAT-2 的最适底物是 MeAIB ，而 GlnT 却优先转运

谷氨酷胶[5J 。

同源性分析表明 GlnT 和 SAT-2 的穿膜区有较

高的同源性，可能的糖基化位点所在的膜外段同源

性只有 39% ，提示该段可能与二者识别并转运不同

的氨基酸有关;同源性较低的 N 端可能与转运氨基

酸时构象变化的不同有关。 另外 ，相对保守的磷酸

讨
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STUDY ON THE FUNCTIONAL DIFFERENCE BET明TEENT矶10
SUBTYPES OF AMINO ACID TRANSPOTER SYSTEMA 

MING Hong WNG Li ZENG Hui Fang LI Jing Kun ZI-认NG Wen

(TheDe阳rtment of Biology , Kunming Medical College , 650031 αina) 

ABSTRACf By transient expressing of rat system A 缸丑ino acid transporters Gln T and STA-2 in mon

key fibroblast cellline CV-l with recombination vaccinia virus expr臼sion system , we studied affinity of tr缸lS

porting some arnino acids and kinetics of transporting MeAlB, alanine and glutarnine by Gln T and SAT-2 

Combined with analysis of the让 arnino acid sequences , it s鸣gested that Gln T and SAT-2 played different roles 

in amino acid transporting in spite of their higher homology in amino acid sequ巳nce .

Key Words: System A amino acid transporter Recombination vaccinia virus CV-l GIn T 

SAT-2 Rat 

犬 2 型腺病毒 El 转化细胞系的特性研究
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高玉伟 H 孙阳 铃 尹患琼 骨 李刚山 铃

( ‘ 成都军区联勤部军事医学研究所昆明白0032 ** 解放军军需大学军事兽医研究所长春 130062)

摘 要 对筛选到的一株 CAV-2 日转化细胞(DKÆ1)进行了初步的特性研究 。 以 DK 细胞

为对照，观察到转化细胞的形态与 DK 细胞有明显区别，细胞变长，易聚集生长 。 通过测定 DK 及

DK在1 细胞分别在 2% 、 5 % 和 10%牛血清培养基中的生长曲线，结果发现 DKÆ1 细胞的生长速

度比 DK 细胞快。 用蚀斑和 TCIDso测定了病毒在 DK 和 DKÆ1 细胞上的病毒滴度，结果表明

DKÆ1 细胞产生的病毒蚀斑比 DK 细胞的大，TCIDso测得的病毒滴度比 DK 细胞产生的病毒滴度

高 。 CAV-2 全基因组DNA 对 DKÆ1 细胞和 DK 细胞的转染试验结果表明， 5闻和 10周的 CAV-2

DNA 转染的 DKÆ1 细胞，分别在转染后第 14 天和第 11 天均 出现了典型的腺病毒细胞病变，而相

同量 CAV-2 DNA 转染的 DK 细胞未出现病变，说明 DKÆ1 细胞有助于 CAV-2 DNA 的复制和病

毒粒子的包装。 在 DKÆ1 细胞内的重组试验表明，DKÆ1 细胞也有利于重组病毒的产生。 以上

转化特性在 DKÆ1 细胞传至 80 代时仍保持不变，说明本试验获得了 一株 CAV-2 日基因的转化

细月色系 。

关键词:犬 2 型腺病毒 E1 转化细胞系转染重组

腺病毒作为最常用的病毒载体之一，在基因表

达和基因治疗方面已被广泛应用，动物腺病毒载体

目前也已成为病毒载体研究中的热点。 犬 2 型腺病
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