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肾上腺脑白质营养不良蛋白慢病毒载体的构建和表达

张　林，富显果，林宇翔，兰风华，王志红

厦门大学附属东方医院（南京军区福州总医院）实验科，福州３５００２５

　　［摘要］　目的　构建并表达野生型及突变型肾上腺脑白质营养不良蛋白（ａｄｒｅｎｏｌｅｕｋｏｄｙｓｔｒｏｐｈｙｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＬＤＰ）的慢病

毒载体，探讨ＡＢＣＤ１基因突变对ＡＬＤＰ结构和功能的影响。方法　选择ＡＢＣＤ１基因的 Ｈ２８３Ｒ和Ｐ５３４Ｒ两个突变，首先

采用生物信息学方法，进行突变致病性及突变体结构稳定性预测；再利用分子克隆技术，将ＡＢＣＤ１基因克隆到ｐＬＥＸＭＣＳ慢

病毒载体，构建野生型慢病毒载体：ｐＬＥＸＡＢＣＤ１，定点诱变构建２个突变型重组载体：ｐＬＥＸＡＢＣＤ１Ｈ２８３Ｒ和ｐＬＥＸＡＢ

ＣＤ１Ｐ５３４Ｒ，并与其他包装载体共转染２９３Ｔ细胞包装病毒。收集病毒并感染宿主细胞，ＲＴＰＣＲ检测慢病毒感染细胞中野生

型与突变型ＡＢＣＤ１ｍＲＮＡ表达，免疫荧光及蛋白质免疫印迹法分析野生型与突变型 ＡＬＤＰ亚细胞定位及表达。结果　生

物信息学预测显示 Ｈ２８３Ｒ和Ｐ５３４Ｒ为ＡＬＤ致病性突变；ＲＴＰＣＲ结果显示慢病毒感染细胞中野生型与突变型ＡＢＣＤ１ｍＲ

ＮＡ均过表达；免疫荧光及蛋白质免疫印迹结果表明，Ｈ２８３Ｒ和Ｐ５３４Ｒ突变可能导致 ＡＬＤＰ突变体表达量下降，但未观察到

ＡＬＤＰ定位改变。结论　成功构建ＡＢＣＤ１基因慢病毒表达载体，并评估了 Ｈ２８３Ｒ和Ｐ５３４Ｒ突变对ＡＬＤＰ表达及亚细胞定

位的影响，为深入研究ＡＬＤ发病机制提供了实验依据。
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第８期．张　林，等．肾上腺脑白质营养不良蛋白慢病毒载体的构建和表达 ·８８５　　 ·

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＡＢＣＤ１ｇｅｎｅ；ａｄｒｅｎｏｌｅｕｋｏｄｙｓｔｒｏｐｈｙｐｒｏｔｅｉｎ；ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌｂｉｏｌｏｇｙ；ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，３５（８）：８８４８９１］

　　肾上腺脑白质营养不良（ａｄｒｅｎｏｌｅｕｋｏｄｙｓｔｒｏ

ｐｈｙ，ＡＬＤ）是一种最常见的过氧化物酶体病，呈Ｘ

连锁遗传。该疾病基因———ＡＢＣＤ１基因定位于

Ｘｑ２８，编码的蛋白质称为肾上腺脑白质营养不良蛋

白（ａｄｒｅｎｏｌｅｕｋｏｄｙｓｔｒｏｐｈｙｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＬＤＰ）。ＡＢ

ＣＤ１基因突变引起 ＡＬＤＰ结构改变或功能缺陷，使

患者体内极长链饱和脂肪酸（ｖｅｒｙｌｏｎｇｃｈａｉｎｆａｔｔｙ

ａｃｉｄｓ，ＶＬＣＦＡｓ）不能进入过氧化物酶体进行β氧

化，从而在不同组织和体液中蓄积，引起神经系统脱

髓鞘和肾上腺皮质功能减退等病理改变［１２］。本研

究通过构建野生型及突变型ＡＢＣＤ１基因的重组慢

病毒，并检测ＡＬＤＰ在慢病毒感染宿主细胞中的表

达及亚细胞定位，为探讨ＡＢＣＤ１基因突变对ＡＬＤＰ

结构和功能的影响以及寻求基因治疗策略奠定基

础。

１　材料和方法

１．１　材料　慢病毒载体质粒ｐＬＥＸＭＣＳ、包装质粒

ｐＭＤ２．Ｇ、ｐｓＰＡＸ２由福州总医院泌尿外科实验室王

水良博士赠送；大肠杆菌ＤＨ５α、ＸＬ１Ｂｌｕｅ和２９３Ａ

及２９３Ｔ细胞为本实验室保存；限制性核酸内切酶

（ＮｏｔⅠ、ＭｌｕⅠ、ＤｐｎⅠ）购自 ＮＥＢ公司；聚乙烯亚

胺（ＰＥＩ）购自上海源叶生物科技有限公司；质粒抽提

试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ公司；ＤＮＡ凝胶回收试剂盒购

自北京康为世纪生物科技有限公司；小鼠抗人

ＡＬＤＰ单克隆抗体购自Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司；兔抗人过氧

化氢酶多克隆抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；ＦＩＴＣ标记

山羊抗小鼠ＩｇＧ、ＴＲＩＴＣ标记山羊抗兔ＩｇＧ购自北

京中杉金桥生物技术有限公司。引物合成、测序均

由上海生工生物工程技术有限公司完成。

１．２　突变序列的生物信息学分析　采用ＣｌｕｓｔａｌＷ２

进行ＡＬＤＰ物种间同源基因多序列比对；采用ＰｈＤ

ＳＮＰ［３］、ＰｏｌｙＰｈｅｎ［４］、ＳＩＦＴ［５］等不同算法预测ＡＬＤＰ

氨基酸改变与疾病的关系；采用Ｅｒｉｓ［６］、ＩＭｕｔａｎｔ［７］、

ＰｏＰＭｕＳｉＣ［８］等不同算法预测ＡＬＤＰ氨基酸改变对

蛋白质结构稳定性的影响。

１．３　ＰＣＲ获取目的基因片段　使用正常人ＡＢＣＤ１

ｃＤＮＡ为模板，设计一对引物，其引物序列为：上游

（Ｐ２０１）：５′ＡＴＴＴＧＣＧＧＣＣＧＣＡＴＧＣＣＧＧＴＧ

ＣＴＣＴＣＣ ＡＧＧ ＣＣＣ ＣＧＧ３′，划线处为 ＮｏｔⅠ
（ＧＣ↓ＧＧＣＣＧＣ）酶切识别位点；下游（Ｐ２０２）：５′

ＣＧＡＣＧＣＧＴＴＣＡＧＧＴＧＧＡＧＧＣＡＣＣＣＴＧＧ

ＡＧＧＣＣＡＣＣ３′，划线处为ＭｌｕⅠ（Ａ↓ＣＧＣＧＴ）酶

切识别位点。ＰＣＲ条件：９５℃预变性２ｍｉｎ；９８℃２０

ｓ，７２℃２ｍｉｎ３０ｓ，共３０个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。

琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ结果。

１．４　野生型重组质粒ｐＬＥＸＡＢＣＤ１的构建　Ｎｏｔ

Ⅰ、ＭｌｕⅠ双酶切载体质粒ｐＬＥＸＭＣＳ及目的基因

ＰＣＲ产物，琼脂糖凝胶电泳回收纯化目的片段。Ｔ４

ＤＮＡ连接酶作用下将双酶切后的ＡＢＣＤ１基因片

段与载体质粒１６℃连接过夜。ＣａＣｌ２法转化感受态

ＤＨ５α菌，涂布含氨苄青霉素的ＬＢ选择平板，３７℃

孵箱过夜。次日随机挑取阳性菌落继续扩增，小量

抽提质粒。抽提的质粒一部分经ＮｏｔⅠ、ＭｌｕⅠ双酶

切，琼脂糖凝胶电泳检测；一部分送上海生工生物工

程技术有限公司进行测序鉴定。

１．５　突变型重组质粒的构建　合成定点诱变引物，

序列：Ｈ２８３Ｒ上游５′ＡＡＧＧＧＧＧＡＧＴＡＣＡＴＧ

ＣＧＣＴＣＧＣＧＴＧＴＧＧＴＧＧＣＣ３′，下游５′ＧＧＣ

ＣＡＣＣＡＣＡＣＧＣＧＡＧＣＧＣＡＴＧＴＡＣＴＣＣＣＣ

ＣＴＴ３′；Ｐ５３４Ｒ上游５′ＧＧＴＧＴＧＣＴＣＴＡＣＡＡＧ

ＣＧＣＣＣＡＣＣＣＣＡＧＣＧＣＡＴＧ３′，下游５′ＣＡＴ

ＧＣＧＣＴＧＧＧＧＴＧＧＧＣＧＣＴＴＧＴＡＧＡＧＣＡＣ

ＡＣＣ３′，划线处为诱变的碱基。以已经测序证实

ＡＢＣＤ１基因编码区序列完全正确的重组质粒为模

板，加入诱变引物，ＰＣＲ条件：９５℃预变性２ｍｉｎ；

９８℃２０ｓ，７０℃２０ｓ，７２℃１１ｍｉｎ，共２０个循环；７２℃

延伸７ｍｉｎ。扩增重组质粒全长，分别命名为ｐＬＥＸ

ＡＢＣＤ１Ｈ２８３Ｒ 和 ｐＬＥＸＡＢＣＤ１Ｐ５３４Ｒ。用 Ｄｎｐ

Ⅰ内切酶除去野生型的重组质粒模板。重组突变载

体转化使用ＸＬ１Ｂｌｕｅ感受态细胞，突变型重组质粒

的鉴定方法同野生型重组质粒。

１．６　重组慢病毒包装及病毒液收集　将ｐＬＥＸ

ＡＢＣＤ１、 ｐＬＥＸＡＢＣＤ１Ｈ２８３Ｒ、 ＰＬＥＸＡＢＣＤ１
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Ｐ５３４Ｒ和 ｐＬＥＸＭＣＳ质粒分别与 ｐＭＤ２．Ｇ、ｐｓ

ＰＡＸ２质粒混合，ＰＥＩ法转染２９３Ｔ细胞。转染４８、

７２和９６ｈ后分别收获含病毒的上清：将培养液移至

无菌离心管中，１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，沉淀细胞碎

片，再用孔径为０．４５μｍ的一次性细胞滤器过滤去

除所有的细胞及碎片，收集慢病毒上清液。

１．７　病毒感染宿主细胞及ＲＴＰＣＲ检测　ＡＢＣＤ１

ｍＲＮＡ表达病毒感染２９３Ａ细胞４８ｈ，实验共分５

组：ｐＬＥＸＡＢＣＤ１野生型组、ｐＬＥＸＡＢＣＤ１Ｈ２８３Ｒ

突变型组、ｐＬＥＸＡＢＣＤ１Ｐ５３４Ｒ突变型组、ｐＬＥＸ

ＭＣＳ空载体组及空白未感染组。将病毒液加入

ＤＭＥＭ高糖培养液中，制备的混合液直接加入含

２９３Ａ细胞的培养板中。用ＴＲＩｚｏｌ法提取未感染和

慢病毒感染细胞的总ＲＮＡ，反转录成ｃＤＮＡ。ＡＢ

ＣＤ１ＲＴＰＣＲ 引物序列：上游５′ＡＣＴ ＧＧＣＣＣＴ

ＧＴＣＧＴＴＣＣＧ３′；下游：５′ＧＴＴＧＣＧＧＧＣＡＡＴ

ＡＧＴＧＡＡＧ３′；内参照ＧＡＰＤＨ 引物序列：上游

５′ＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴ３′，下游

５′ＴＴＧＡＴＴＴＴＧＧＡＧＧＧＡＴＣＴＣＧ３′。按照

ＴａＫａＲａ公司试剂盒说明进行实时荧光定量ＰＣＲ，

采用２－ΔΔＣｔ方法计算基因相对表达。

１．８　免疫荧光及蛋白质免疫印迹检测目的蛋白表

达　免疫荧光观察ＡＬＤＰ亚细胞定位：病毒感染４８

ｈ的细胞通过洗涤、固定、通透、封闭后，加入兔抗人

过氧化氢酶多克隆抗体（１∶２００）和小鼠抗人ＡＬＤＰ

单克隆抗体（１∶２０００），室温反应３ｈ，洗涤后再加

入羊抗兔ＩｇＧＴＲＩＴＣ（１∶５００）和羊抗鼠ＩｇＧＦＩＴＣ

（１∶１００）二抗，３７℃避光孵育１ｈ，激光共聚焦显微

镜观察目的蛋白表达。

蛋白质免疫印迹检测 ＡＬＤＰ的表达：用含１％

ＰＭＦＳ的蛋白裂解液提取５组病毒感染细胞的总蛋

白，ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（碧云天ｐ００１２）测定蛋白

浓度。从不同样品中取出等量蛋白与５×ＳＤＳ蛋白

上样缓冲液混合，并于１００℃变性３０ｍｉｎ后，各取２０

μＬ进行１０％ＳＤＳＰＡＧＥ。将蛋白转移至ＰＶＤＦ膜

上，封闭后加入抗βａｃｔｉｎ抗体（１∶１０００）、小鼠抗

ＡＬＤＰ单克隆抗体（１∶２０００）与相应的膜共同孵育，

洗膜。加入二抗，显色、曝光、显影定影。

１．９　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１５统计软件进行分

析，计量资料以珔ｘ±ｓ表示，多样本均数比较采用单

因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）。检验水准（α）为

０．０５。

２　结　果

２．１　突变序列的生物信息学分析　选择单细胞生

物到多细胞生物、低等脊椎动物，再到高等哺乳动物

中的几种进化代表性生物，包括酵母、蠕虫、果蝇、斑

马鱼、狗、牛、褐鼠、小鼠、人，将ＡＬＤＰ序列进行不同

物种间蛋白序列比对，结果发现第２８３位及第５３４

位（图１）氨基酸残基在进化上绝对保守。通过ＰｈＤ

ＳＮＰ、ＰｏｌｙＰｈｅｎ、ＳＩＦＴ国际认可的３种不同算法预

测ＡＬＤＰ氨基酸改变与疾病的关系，结果均提示

Ｈ２８３Ｒ、Ｐ５３４Ｒ为致病性突变（表１）。采用Ｅｒｉｓ、Ｉ

Ｍｕｔａｎｔ和ＰｏＰＭｕＳｉＣ国际认可的３种不同算法预

测ＡＬＤＰ氨基酸残基改变对蛋白质结构稳定性的影

响，Ｅｒｉｓ和ＩＭｕｔａｎｔ两种算法结果提示 Ｈ２８３Ｒ突

变导致蛋白质结构稳定性降低；ＩＭｕｔａｎｔ和 ＰｏＰ

ＭｕＳｉＣ两种算法结果提示Ｐ５３４Ｒ突变导致蛋白质

结构稳定性降低（表２）。综合以上结果，根据“陪审

团”原则，认为突变 Ｈ２８３Ｒ和Ｐ５３４Ｒ会降低 ＡＬＤＰ

结构的稳定性。

图１　不同物种间ＡＬＤＰ序列比对

Ｆｉｇ１　Ｏｒｔｈｏｌｏｇａｌｉｇｎｍｅｎｔｏｆａｄｒｅｎｏｌｅｕｋｏｄｙｓｔｒｏｐｈｙ

ｐｒｏｔｅｉｎ（ＡＬＤＰ）ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｐｅｃｉｅｓ
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表１　ＡＬＤＰ突变序列致病性预测

Ｔａｂ１　Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆａｄｒｅｎｏｌｅｕｋｏｄｙｓｔｒｏｐｈｙｐｒｏｔｅｉｎ（ＡＬＤＰ）ｍｕｔａｎｔｓ

ｎｓＳＮＰ
ＰｈＤＳＮＰ

Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ Ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙｉｎｄｅｘ

ＰｏｌｙＰｈｅｎ

Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ

ＳＩＦＴ

Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ Ｓｃｏｒｅ

Ｈ２８３Ｒ Ｄｉｓｅａｓｅ ６ Ｐｒｏｂａｂｌｙｄａｍａｇｉｎｇ Ａｆｆｅｃｔｆｕｎｃｔｉｏｎ ０．００
Ｐ５３４Ｒ Ｄｉｓｅａｓｅ ６ Ｐｒｏｂａｂｌｙｄａｍａｇｉｎｇ Ａｆｆｅｃｔｆｕｎｃｔｉｏｎ ０．００

ｎｓＳＮＰ：Ｎｏｎｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓｃｏｄｉｎｇｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ

表２　ＡＬＤＰ突变体结构稳定性预测

Ｔａｂ２　Ｓｔａｂｉｌｉｔｙｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆａｄｒｅｎｏｌｅｕｋｏｄｙｓｔｒｏｐｈｙｐｒｏｔｅｉｎ（ＡＬＤＰ）ｍｕｔａｎｔｓ

ｎｓＳＮＰ
Ｅｒｉｓ

Ｓｔａｔｕｓ ΔΔＧ（ｋＪ·ｍｏｌ－１）

ＩＭｕｔａｎｔ

Ｓｔａｔｕｓ ΔΔＧ（ｋＪ·ｍｏｌ－１）

ＰｏＰＭｕＳｉＣ

Ｓｔａｔｕｓ ΔΔＧ（ｋＪ·ｍｏｌ－１）

Ｈ２８３Ｒ Ｄｅｓｔａｂｉｌｉｚｉｎｇ ４．３５ Ｄｅｃｒｅａｓｅ －１．０９ Ｓｔａｂｉｌｉｚｉｎｇ －５．０２

Ｐ５３４Ｒ Ｓｔａｂｉｌｉｚｉｎｇ　 －７．０３ Ｄｅｃｒｅａｓｅ －４．６４ Ｄｅｓｔａｂｉｌｉｚｉｎｇ １．８８

ｎｓＳＮＰ：Ｎｏｎｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓｃｏｄｉｎｇｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ；ΔΔＧ：Ｇｉｂｂｓｆｒｅｅｅｎｅｒｇｙ

２．２　野生型重组载体的构建及鉴定　ＡＢＣＤ１基因

ＰＣＲ 产物经 １％ 琼脂糖凝胶电泳，在 ２０００～

２５００ｂｐ之间出现一条特异性区带，与预期大小

（２２５８ｂｐ）相符（图２）。重组质粒经ＮｏｔⅠ和 Ｍｌｕ

Ⅰ双酶切后，产生两条带，一条位于１００００～１５０００

ｂｐ之间，与空载体酶切后片段大小（１０６５７ｂｐ）相

符，另一条位于２５００ｂｐ附近，与目的片段大小

（２２５８ｂｐ）相符，提示重组质粒含有目的基因ＡＢ

ＣＤ１基因编码区全长，空质粒则未见此条带（图３）。

登录ＧｅｎＢａｎｋ下载人ＡＢＣＤ１基因ｃＤＮＡ（Ｚ２１８７６）

序列，与ｐＬＥＸＡＢＣＤ１测序结果进行比对，可知插

入片段读框和方向正确，且酶切位点正确，提示野生

型重组载体构建成功。

图２　ＡＢＣＤ１ｃＤＮＡ的ＰＣＲ产物电泳图

Ｆｉｇ２　ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆＡＢＣＤ１ｃＤＮＡ

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＡＢＣＤ１ｇｅｎｅ

图３　野生型重组质粒的ＮｏｔⅠ／ＭｌｕⅠ酶切鉴定

Ｆｉｇ３　ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｖｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｐＬＥＸＡＢＣＤ１

ｗｉｔｈＮｏｔⅠａｎｄＭｌｕⅠ

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１，２：ｐＬＥＸＭＣＳｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｄｉｇｅｓｔｉｏｎ，

ｒｅｓｅｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；３，４：ｐＬＥＸＡＢＣＤ１ｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｄｉｇｅｓｔｉｏｎ，

ｒｅｓｅｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；５：ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＡＢＣＤ１

２．３　突变型重组质粒的鉴定　人工诱变的两个

ＰＣＲ产物电泳后，各出现一条特异性区带，位于

１００００～１５０００ｂｐ之间，与预期的目的片段大小

（１２９０９ｂｐ）相符（图４）。突变型质粒分别命名为

ｐＬＥＸＡＢＣＤ１Ｈ２８３Ｒ 和 ｐＬＥＸＡＢＣＤ１Ｐ５３４Ｒ。

测序结果与人ＡＢＣＤ１基因ｃＤＮＡ 序列经 ＤＮＡ

ＭＥＮ软件比对，可知插入片段方向和读框正确，

Ｈ２８３Ｒ（ＣＡＣ＞ＣＧＣ）和Ｐ５３４Ｒ（ＣＣＣ＞ＣＧＣ）诱变

成功，且从ＡＢＣＤ１基因起始密码子到终止密码子

之间未见其他突变（图５）。

２．４　ＲＴＰＣＲ检测ＡＢＣＤ１ｍＲＮＡ表达　慢病毒

感染２９３Ａ细胞４８ｈ后提取总 ＲＮＡ，经反转录成
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ｃＤＮＡ后，ＲＴＰＣＲ检测ＡＢＣＤ１ｍＲＮＡ表达。如

图６所示，野生型（ｐＬＥＸＡＢＣＤ１）及突变型（ｐＬＥＸ

ＡＢＣＤ１Ｈ２８３Ｒ、ｐＬＥＸＡＢＣＤ１Ｐ５３４Ｒ）重组慢病毒

感染组的ＡＢＣＤ１ｍＲＮＡ表达水平高于空载体感染

组（ｐＬＥＸＭＣＳ）和未感染组，表明转录水平野生型

及突变型ＡＢＣＤ１过表达成功。

２．５　免疫荧光双标记分析　激光共聚焦显微镜观

察病毒感染后２９３Ａ细胞中ＡＬＤＰ表达情况及其在

细胞中的定位，其中 ＡＬＤＰ为绿色荧光标记，过氧

化氢酶为红色荧光标记。结果发现，ＡＢＣＤ１野生型

重组慢病毒感染的细胞中绿色荧光最强（图７Ａ），提

示野生型ＡＬＤＰ过表达；两组突变型重组慢病毒感

染的细胞中绿色荧光明显减弱（图７Ｂ、７Ｃ）；空载体

组与未感染组亦有细胞内源性 ＡＬＤＰ表达（图７Ｄ、

７Ｅ）。定位观察发现，各组细胞中的ＡＬＤＰ绿色荧

光均呈点状分布在胞质中，与过氧化氢酶红色荧光

位置基本重合，可重叠呈黄色荧光（图８）。

图４　人工诱导突变体的ＰＣＲ产物电泳图

Ｆｉｇ４　ＰＣＲｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｏｆｉｎｄｕｃｅｄｍｕｔａｎｔｓ

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ｐＬＥＸＡＢＣＤ１Ｈ２８３Ｒ；２：ｐＬＥＸＡＢＣＤ１

Ｐ５３４Ｒ

图５　突变型重组质粒部分测序结果

Ｆｉｇ５　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｏｆｔｈｅｍｕｔａｔｅｄｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｓ

Ａ：ｐＬＥＸＡＢＣＤ１Ｈ２８３Ｒ（ＣＡＣ＞ＣＧＣ）；Ｂ：ｐＬＥＸＡＢＣＤ１Ｐ５３４Ｒ（ＣＣＣ＞ＣＧＣ）．Ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｍｕｔａｔｅｄｃｏｄｏｎｉｓｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ

ａｎｄｔｈｅａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｍｕｔａｔｅｄｂａｓｅｓ

图６　ＲＴＰＣＲ检测慢病毒感染２９３Ａ细胞ＡＢＣＤ１ｍＲＮＡ表达

Ｆｉｇ６　ＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡＢＣＤ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｉｎｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｅｄ２９３Ａｃｅｌｌｓ

Ｐ＜０．０５ｖｓｏｔｈｅｒ３ｇｒｏｕｐｓ．ｎ＝３，珔ｘ±ｓ

２．６　蛋白质免疫印迹分析　如图９所示，野生型

或突变型重组慢病毒感染２９３Ａ细胞后进行蛋白

质免疫印迹分析，结果可见：野生型 ＡＢＣＤ１过表

达慢病毒组的印迹条带最明显，说明构建的野生型

ＡＢＣＤ１慢病毒载体可高效表达 ＡＬＤＰ，而突变型

（ｐＬＥＸＡＢＣＤ１Ｈ２８３Ｒ、ｐＬＥＸＡＢＣＤ１Ｐ５３４Ｒ）重

组慢病毒感染组 ＡＬＤＰ表达量明显低于野生型

组；空载体感染组（ｐＬＥＸＭＣＳ）及未感染组亦有细

胞内源性 ＡＬＤＰ表达，且条带亮度与突变型组无
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明显差异。

图７　免疫荧光法检测ＡＬＤＰ在慢病毒感染２９３Ａ细胞中的表达

Ｆｉｇ７　ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡＬＤＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｅｄ２９３Ａｃｅｌｌｓ

ＡＬＤＰ：Ａｄｒｅｎｏｌｅｕｋｏｄｙｓｔｒｏｐｈｙｐｒｏｔｅｉｎ．Ａ：ｐＬＥＸＡＢＣＤ１；Ｂ：ｐＬＥＸＡＢＣＤ１Ｈ２８３Ｒ；Ｃ：ｐＬＥＸＡＢＣＤ１Ｐ５３４Ｒ；Ｄ：ｐＬＥＸＭＣＳ；

Ｅ：２９３Ａ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图８　蛋白质免疫荧光法检测ＡＬＤＰ在慢病毒感染２９３Ａ细胞中的表达与亚细胞定位

Ｆｉｇ８　ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆＡＬＤＰｉｎｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｅｄ２９３Ａｃｅｌｌｓ

ＡＬＤＰ：Ａｄｒｅｎｏｌｅｕｋｏｄｙｓｔｒｏｐｈｙｐｒｏｔｅｉｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图９　蛋白质免疫印迹法分析ＡＬＤＰ在慢病毒

感染２９３Ａ细胞中的表达

Ｆｉｇ９　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡＬＤＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｉｎｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｅｄ２９３Ａｃｅｌｌｓ

ＡＬＤＰ：Ａｄｒｅｎｏｌｅｕｋｏｄｙｓｔｒｏｈｙｐｒｏｔｅｉｎ．１：ｐＬＥＸＡＢＣＤ１；２：

ｐＬＥＸＡＢＣＤ１Ｈ２８３Ｒ；３：ｐＬＥＸＡＢＣＤ１Ｐ５３４Ｒ；４：ｐＬＥＸ

ＭＣＳ；５：Ｎｏｎｉｎｆｅｃｔｅｄ

３　讨　论

人ＡＬＤＰ属于ＡＴＰ结合盒（ＡＢＣ）转运蛋白Ｄ

亚类１号成员（ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅｓｕｂｆａｍｉｌｙＤ

ｍｅｍｂｅｒ１，ＡＢＣＤ１），是一种过氧化物酶体膜蛋白。

ＡＬＤＰ具备两个核心结构域：１个位于 Ｎ端的跨膜

结构域（ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｄｏｍａｉｎ，ＴＭＤ），包含配体

结合位点；１个位于Ｃ端的核苷酸结合结构域（ｎｕ

ｃｌｅｏｔｉｄｅｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ＮＢＤ），通过结合和水解
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ＡＴＰ为转运ＶＬＣＦＡｓ提供能量。ＡＬＤＰ首先在游

离的多聚核糖体上合成后运送到过氧化物酶体，然

后在过氧化物酶体膜上组装成二聚体，负责将胞质

中ＶＬＣＦＡｓ或其衍生物转运到过氧化物酶体内，并

在其中进行β氧化。ＴＭＤ参与 ＡＬＤＰ的定位
［９］，

还对稳定ＡＬＤＰ同源二聚体具有重要的作用［１０］，并

含有底物结合位点［１１］，该区域的突变可能会影响

ＡＬＤＰ定位、二聚体的稳定性或底物的结合与转运；

ＮＢＤ的 ＡＴＰ结合区在 ＶＬＣＦＡｓ的转运过程中起

着重要作用，该结构域具有ＡＴＰ酶活性，通过结合

和水解ＡＴＰ为转运提供能量，ＮＢＤ保守氨基酸的

突变可能引起ＡＴＰ酶活性的降低或丧失［１２１３］。

根据数据库（ｗｗｗ．ｘａｌｄ．ｎｌ）及文献报道，ＡＢ

ＣＤ１基因突变对ＡＬＤＰ的影响主要表现为：７０％ 以

上的ＡＢＣＤ１基因突变导致患者细胞内的ＡＬＤＰ被

蛋白酶体降解而无法检测到；另有部分突变尽管不

影响ＡＬＤＰ表达量，但ＡＬＤＰ突变体却无法结合或

水解ＡＴＰ［１３］；部分ＡＬＤＰ突变体无法正确定位至过

氧化物酶体膜上［９］；还有部分ＡＬＤＰ突变体可以到达

过氧化物酶体膜上，但不能与配体结合，或无法实现

二聚体化［１４１５］，从而无法发挥其正常的转运功能。

本研究选择课题组发现的国际首报新突变

Ｈ２８３Ｒ与Ｐ５３４Ｒ，Ｈ２８３Ｒ位于ＴＭＤ跨膜α螺旋４
和５连结区，Ｐ５３４Ｒ位于 ＮＢＤ保守基序 ＷａｌｋｅｒＡ
和 ＷａｌｋｅｒＢ的连接区。通过对ＡＬＤＰ物种间的同

源基因序列进行多重序列比对，发现预测的两个突

变氨基酸均呈高度保守，由此推测突变影响 ＡＬＤＰ
结构及功能的可能性大。根据 ＰｈＤＳＮＰ、Ｐｏｌｙ

Ｐｈｅｎ、ＳＩＦＴ等突变致病性预测的计算结果，推测

Ｈ２８３Ｒ和Ｐ５３４Ｒ为 ＡＬＤ致病性突变。由Ｅｒｉｓ、Ｉ

Ｍｕｔａｎｔ和ＰｏＰＭｕＳｉＣ等不同算法的结果可知，突变

Ｈ２８３Ｒ和Ｐ５３４Ｒ可能会降低 ＡＬＤＰ结构的稳定

性，导致蛋白质的正常结构被破坏、蛋白质功能活性

降低。

本研究利用分子克隆技术，将野生型ＡＢＣＤ１
基因的编码区全长插入到载体ｐＬＥＸＭＣＳ上，成功

构建了 ＡＬＤＰ的真核重组载体：ｐＬＥＸＡＢＣＤ１，并

选择分别位于 ＡＬＤＰ的 ＴＭＤ 和 ＮＢＤ 的突变：

Ｈ２８３Ｒ和Ｐ５３４Ｒ，通过人工诱导突变获得了这２个

突变的真核重组载体：ｐＬＥＸＡＢＣＤ１Ｈ２８３Ｒ 和

ｐＬＥＸＡＢＣＤ１Ｐ５３４Ｒ。将构建好的质粒连同包装

系统的两个质粒共转染２９３Ｔ细胞以包装病毒，病

毒液再感染宿主细胞，ＲＴＰＣＲ检测ＡＢＣＤ１ｍＲ

ＮＡ表达：野生型及突变型感染组ＡＢＣＤ１ｍＲＮＡ
表达均明显高于空载体组及未感染组，提示在转录

水平，野生型及突变型慢病毒载体ＡＢＣＤ１过表达

成功。免疫荧光及蛋白质免疫印迹结果均显示，野

生型ＡＢＣＤ１慢病毒载体可高效过表达 ＡＬＤＰ，而

两突变型组ＡＬＤＰ的表达量明显低于野生型组，与

空载体组及未感染组细胞中内源性 ＡＬＤＰ的表达

量无明显差异。由此可见，突变型慢病毒载体在

ＡＢＣＤ１基因的转录水平和翻译水平的结果不同，即

在转录水平ＡＢＣＤ１基因过表达，但在翻译水平并

未发现ＡＬＤＰ过表达，其表达量仅相当于细胞内源

性ＡＬＤＰ水平。我们初步推测，Ｈ２８３Ｒ和 Ｐ５３４Ｒ
突变对ＡＢＣＤ１基因转录影响较小，但可能影响转

录后的蛋白质合成，主要表现为相应的 ＡＬＤＰ突变

体不稳定，易被蛋白酶体水解，从而难以甚至无法检

测到，因此突变组检测到的 ＡＬＤＰ可能主要是细胞

内源性ＡＬＤＰ。进一步的ＡＬＤＰ亚细胞定位结果发

现，将过氧化氢酶作为定位标志，野生型及两突变型

细胞中的ＡＬＤＰ与过氧化氢酶荧光表达位置重合，

提示共定位于过氧化物酶体，由此可以推测这两个

突变并未导致ＡＬＤＰ定位改变。

ＡＬＤＰ突变体的功能学研究是探讨ＸＡＬＤ发

病机制的重要部分，本研究为进一步研究ＡＢＣＤ１
基因突变对ＡＬＤＰ的影响奠定了实验基础，也将为

利用慢病毒载体进行基因治疗提供实验依据。本课

题组仍在不断优化实验步骤，希望得到更高滴度的

病毒，同时也将继续补充与完善相关实验，如增加

ＡＢＣＤ１基因突变研究的数量及类型（本课题组已发

现１０个国际首报错义突变），并进一步拓展 ＡＬＤＰ
功能学研究，如测定ＡＬＤＰ突变体的ＡＴＰ酶活性、

找到蛋白酶体水解ＡＬＤＰ突变体的直接证据等。
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