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法：应用ＰｈｏｓｐｈｏＳＮＰ２．０、Ｓｃａｎｓｉｔｅ３及 ＧＰＳ２．１软件对 Ｒ１６２８Ｐ位点进行分析，预测 Ｒ１６２８Ｐ突变导致其相邻

Ｓ１６２７位点成为与ＰＤ发病密切相关的ＣＤＫ５磷酸化靶点的可能性。（２）细胞与分子生物学方法：野生型ＬＲＲＫ２

和Ｒ１６２８Ｐ突变体，单独或与ＣＤＫ５联合转染至细胞，免疫沉淀ＬＲＲＫ２蛋白，观察ＬＲＲＫ２与ＣＤＫ５结合能力，并

应用体外激酶实验检测ＬＲＲＫ２激酶活性；再将其质粒转染至原代培养神经元中，应用单细胞计数检测 Ｈ２Ｏ２处理

后神经元死亡情况。

【结果】　通过荟萃分析，Ｒ１６２８Ｐ在汉族人群及非汉族人群中呈现典型的差异性分布，为中国汉族人群所特

有，且Ｒ１６２８Ｐ在不同汉族人亚群中的致病危险度具有明显差别。（１）生物信息学方法提示Ｒ１６２８Ｐ突变导致其相

邻Ｓ１６２７位点成为ＣＤＫ５潜在的磷酸化靶点，是典型的磷酸化相关ＳＮＰ的 ＴｙｐｅＩＩ（＋）位点。（２）细胞与分子生

物学方法证实 ＬＲＲＫ２的 Ｒ１６２８Ｐ位点突变增强 ＬＲＲＫ２与 ＣＤＫ５蛋白的结合能力；与野生型 ＬＲＲＫ２相比，

Ｒ１６２８Ｐ突变体的激酶活性无明显上调，但与 ＣＤＫ５共转可显著上调 Ｒ１６２８Ｐ突变体的激酶活性，并且转染

Ｒ１６２８Ｐ突变体的神经元对损伤更敏感；但ＣＤＫ５敲除小鼠神经元中转染野生型及Ｒ１６２８Ｐ突变体的神经元无差

别。

【结论】　本研究证实ＬＲＲＫ２基因的Ｒ１６２８Ｐ多态性在汉族人群及非汉族人群中呈现典型的差异性分布，为

中国汉族人群所特有，并在不同汉族人亚群中的致病危险度具有明显差别；Ｒ１６２８Ｐ的致病分子机理为：Ｒ１６２８Ｐ突

变导致其相邻Ｓ１６２７位点成为ＣＤＫ５潜在的磷酸化靶点，在老年应激导致的ＣＤＫ５活性上调时，Ｒ１６２８Ｐ突变提供

ＣＤＫ５“二次打击”的靶点，加速ＰＤ发病。本研究为探索ＰＤ发病分子机制提供新的研究线索，同时为治疗ＰＤ提

供新的药物靶点。
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突变亨廷顿蛋白通过裂解钙反应性反式激活子犆犚犈犛犜产生细

胞毒性

赵黎明１，漆艺玮２，丁胜男２，龙雪峰２；指导教师：李　和，彭　挺

１．华中科技大学同济医学院２０１０级临床医学八年制

２．华中科技大学同济医学院２０１１级临床医学八年制

　　【目的】　亨廷顿病（ＨＤ）基因突变后编码的突变亨廷顿蛋白（ｍＨｔｔ）通过干扰神经元的细胞周期，造成神经元

死亡；钙反应性反式激活子（ＣＲＥＳＴ）可促进神经元分化发育。本项目研究 ｍＨｔｔ是否通过影响ＣＲＥＳＴ而产生细

胞毒性。

【方法】　应用免疫印迹、ＲＴＰＣＲ检测 ＨＤ转基因小鼠（Ｒ６／２小鼠）和转染表达 ｍＨｔｔ的小鼠成神经瘤细胞

（Ｎ２ａ细胞）中ＣＲＥＳＴ的蛋白和ｍＲＮＡ水平，应用生物信息学方法和缺失突变实验分析检测ＣＲＥＳＴ中可能酶解

位点，应用台盼蓝和ＰＩ染色检测细胞活力，以无血清培养进行神经细胞分化诱导，以Ｎ２ａ细胞突起生长长度反映

其分化能力。

【结果】　在 ＨＤ转基因小鼠大脑皮质、纹状体、海马内及转染表达 ｍＨｔｔ的Ｎ２ａ细胞内，ＣＲＥＳＴ蛋白水平明

显降低，但其ｍＲＮＡ水平无显著改变，提示ｍＨｔｔ不影响ＣＲＥＳＴ的转录表达，但可引起ＣＲＥＳＴ翻译后水平的改

变。在全长ＣＲＥＳＴ（５５ｋＤａ）蛋白水平降低的同时，一个分子量在３５ｋＤａ左右的ＣＲＥＳＴ裂解片段水平显著增加。

生物信息学分析发现，ＣＲＥＳＴ分子中不存在半胱氨酸蛋白酶（ｃａｓｐａｓｅ）酶切位点，但存在多个可能的钙蛋白酶

（ｃａｌｐａｉｎ）酶切位点。在表达ｍＨｔｔ的Ｎ２ａ细胞用ｃａｌｐａｉｎ活性抑制剂ｃａｌｐｅｐｔｉｎ处理后，３５ｋＤａＣＲＥＳＴ片段的产生

减少，而全长ＣＲＥＳＴ水平的降低被抑制。分别用 ＨＡ和Ｆｌａｇ标签对全长ＣＲＥＳＴ蛋白的氨基端和羧基端进行标

记，构建了 ＨＡＣＲＥＳＴｆｌａｇ质粒，与表达ｍＨｔｔ的质粒共转Ｎ２ａ细胞后，发现３５ｋＤａＣＲＥＳＴ片段可以被Ｆｌａｇ抗

体检测到，而不能被 ＨＡ抗体检测到；缺失１３２１３９ａａ的ＣＲＥＳＴ在表达ｍＨｔｔ的细胞中产生与对照细胞水平相近
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的３５ｋＤａ羧基末端片段，而其他缺失钙蛋白酶可能裂解位点的ＣＲＥＳＴ在表达ｍＨｔｔ的细胞中仍产生高水平的３５

ｋＤａ羧基末端片段。因此，被ｍＨｔｔ激活的钙蛋白酶主要在ＣＲＥＳＴ的１３２１３９ａａ部位对其进行裂解。对细胞活力

的分析发现，在转染表达ｍＨｔｔ的Ｎ２ａ细胞中，过表达ＣＲＥＳＴ可以显著降低台盼蓝和ＰＩ染色阳性的死细胞比率；

过表达ＣＲＥＳＴ还可显著纠正ｍＨｔｔ对Ｎ２ａ细胞突起生长的抑制。细胞活力分析和突起生长检测结果提示，ｍＨｔｔ

对细胞的毒性和对分化的抑制与其降低ＣＲＥＳＴ蛋白水平有关。

【结论】　ｍＨｔｔ在ＣＲＥＳＴ１３２１３９ａａ处通过钙蛋白酶相关的蛋白裂解方式促进ＣＲＥＳＴ的降解，引起ＣＲＥＳＴ

促神经元分化功能的降低而产生细胞毒性。该研究进一步揭示了 ＨＤ的病理学机制，并为探索治疗 ＨＤ的方法提

供了新的线索。

　　关键词：亨廷顿病；亨廷顿蛋白；钙反应性反式激活子；钙蛋白酶；神经元分化
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犃犜犘对大鼠犅犕犛犆狊的死亡诱导作用及其机制的探究

许哲远１，李国勇２，刘娜威２，谭巧云２，马小桐３；指导教师：罗　娟

１．华中科技大学同济医学院２０１０级临床医学八年制

２．华中科技大学同济医学院２０１０级中德实验班

３．华中科技大学同济医学院２０１１级临床医学八年制

　　【目的】　骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）由于其来源方便、易于分离培养、具有多分化潜能、可自体移植等优点，

在组织损伤修复领域受到了广泛关注。但早期大量的移植后细胞死亡是阻碍其发展的主要障碍之一。近年来研

究表明局部微环境高浓度的 ＡＴＰ可能是导致细胞移植后死亡的因素之一。本课题将探究体外高浓度（＞

１ｍｍｏｌ／Ｌ）的ＡＴＰ对大鼠ＢＭＳＣｓ的死亡诱导作用及其是否与Ｐ２Ｘ７受体（Ｐ２Ｘ７Ｒ）和（或）Ｐａｎｎｅｘｉｎ１的激活有

关，为减少ＢＭＳＣｓ移植后死亡提供一条新的思路，以促进其在组织损伤修复中的应用。

【方法】　（１）细胞凋亡检测（ＣＣＫ试剂盒；ｃａｓｐａｓｅ３蛋白检测；ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ试剂盒）；（２）染料摄取实验观察

细胞膜孔隙形成以及激光共聚焦显微镜动态监测细胞内钙的变化；（３）细胞免疫荧光组织化学技术。

【结果】　（１）体外高浓度的ＡＴＰ诱导大鼠ＢＭＳＣｓ死亡；高浓度ＡＴＰ（５、１０ｍｍｏｌ／Ｌ）处理大鼠ＢＭＳＣｓ２４ｈ

后细胞出现明显凋亡。蛋白质印迹结果显示１０ｍｍｏｌ／ＬＡＴＰ处理２４、４８ｈ后，细胞内ｃａｓｐａｓｅ３表达明显增加。

（２）高浓度 ＡＴＰ诱导的大鼠 ＢＭＳＣｓ死亡的机制可能与细胞膜孔隙的形成和（或）细胞内钙超载有关；加入

１０ｍｍｏｌ／ＬＡＴＰ后，荧光显微镜观察显示细胞对 ＥｔｈｉｄｉｕｍＢｒｏｍｉｄｅ染料的摄取明显增加，提示细胞膜上孔隙形

成；通过激光共聚焦显微镜监测ＡＴＰ干预后细胞内钙离子浓度的变化，结果显示ＡＴＰ处理组细胞内Ｆｌｕｏ４荧光

亮度随时间逐渐增强。这些数据提示高浓度ＡＴＰ诱导的ＢＭＳＣｓ死亡的机制可能与细胞膜孔隙的形成和（或）细

胞内钙超载有关。（３）Ｐａｎｎｅｘｉｎ１半通道蛋白参与ＡＴＰ诱导的ＢＭＳＣｓ细胞毒性效应；细胞免疫荧光染色显示大

鼠ＢＭＳＣｓ有Ｐａｎｎｅｘｉｎ１表达。Ｐａｎｎｅｘｉｎ１的特异性阻断剂ＣＢＸ可以部分阻断ＡＴＰ诱导的ＢＭＳＣｓ的死亡。（４）

大鼠ＢＭＳＣｓ表达Ｐ２Ｘ７Ｒ；细胞免疫荧光染色结果显示大鼠ＢＭＳＣｓ表达Ｐ２Ｘ７Ｒ，但Ｐ２Ｘ７Ｒ的阻断剂ｏｘＡＴＰ不能

逆转ＡＴＰ诱导的细胞毒性作用。这可能是由于ｏｘＡＴＰ并不能特异性阻断Ｐ２Ｘ７Ｒ。下一步我们计划用特异性

ｓｉＲＮＡ使大鼠ＢＭＳＣｓ上Ｐ２Ｘ７Ｒ表达下调再进一步观察。

【结论】　高浓度的ＡＴＰ诱导大鼠ＢＭＳＣｓ死亡，其机制可能与细胞膜孔隙的形成和（或）细胞内钙超载有关；

Ｐａｎｎｅｘｉｎ１参与了ＡＴＰ诱导的大鼠ＢＭＳＣｓ死亡作用。
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