
第 1期 中 国 科 学 基 金

·

学科进展
·

5
一

脂氧合酶基因打靶小鼠及细胞核定位研究

陈新 生 王 寅 殷 明

(第二 军医大学药学院
,

上海 200 4 33)

〔摘 要」 简要介绍了 5
一

脂氧合酶基因打靶小鼠模型的性质
,

在各种疾病模型中的表型
,

以及 5
一

脂

氧合酶细胞核定位研 究的新进展
。

[关键词」 5
一

脂氧合酶
,

基因打靶
,

细胞核定位

花生四烯酸在体内主要通过环氧合酶和脂氧合

酶途径代谢
。

脂氧合 酶存在于 白细胞
、

巨 噬细胞和

肥大细胞 内
,

依据其对花生 四烯 酸氧化位置 的不同

分为 5
一 、

12
一

和 15
一

脂 氧合 酶
。

花生 四烯酸 与位 于细

胞核膜的 5
一

脂氧合酶激动蛋 白结合后
,

被 递呈 给 5
-

脂氧合酶
,

经氧化代谢产生轻基二十碳五烯酸和 白

三烯类物质
。

白三烯是强有力的炎症介质
,

对哮喘
、

类风湿性关节炎
、

过敏性鼻炎
、

银屑病及癌症等常见

多发病的发生发展起很大作用
。

基于基因同源重组原理产生 5
一

脂氧合酶基因打

靶小 鼠模型
,

对 阐明 5
一

脂氧合酶在细胞 内的功能
、

定

位
、

基因调控
,

酶对 白三烯类生物合成调控 的机制
,

新型治疗药物研制具有重要意义
。

本文就有关 5
一

脂

氧合酶基 因打靶小 鼠及酶细胞核定位的研究新进展

作一介绍
。

5
一

脂氧合酶基因打靶小 鼠研究

人的 5
一

脂 氧合 酶基 因位 于 or 号 染 色体 富含

C p G 的片段
,

长约 80 kb
,

有 14 个外显子
。

其启动子

区域有 c c G c c c 的串联重复序列〔`一 3」。

迄 今
,

对 5
-

脂氧合酶基因调控机制了解甚少
。

从小鼠克隆到与

人 5
一

脂氧合酶 基 因 的 3 个外 显 子 具 同源 性 的片

段囚
。

其外显子 / 内含子接头的位置与人基因相似
,

但 内含子的尺寸明显不同【4
,

5」。

以小鼠 5
一

脂氧合酶基因含外显子 4一 6 的片段

构建 目标 载体
,

在外显子 6 处插 人新霉素抗性 盒
。

这部分基因编码含 6 73 个氨基酸的 5
一

脂氧合酶蛋 白

中的 2 2 0一 2 77 个
,

位于蛋白组氨酸铁离子配体编码

区域的上游 [’, 5〕。

以胚胎干细胞打靶技术产生 5
一

脂氧合酶基因缺

失小 鼠 ( 5
一

L O
一 /一 )

,

建 立 了 12 9 S v

系
、

C 5 7 B L / 6 x

12 9 Sv

系
。

以 S o u th e m B l ot 确证 子代 的 5
一

脂 氧合酶

基因被破坏
,

以 Wes et m lB ot 及酶活性评价方法表 明

骨髓衍生肥大细胞
、

腹腔及肺泡 巨噬细胞 中 5
一

脂氧

合酶蛋 白和酶功能丧失 [ 5】
。

从而首次得到无白三烯

合成功能的哺乳动物
。

5
一

oL
一 / 一 小 鼠在子宫 内生长发育正常

,

外表无

明显异常
,

能正常繁殖图
。

从正常及 5
一

L o
一 / 一

小 鼠

分离到的巨噬细胞
、

骨髓肥大细胞激活后均能表达

5
一

脂氧合酶
、

分泌白三烯
。

5
一

OL
一 / 一 细胞绝大多数方

面表现正常
,

经钙离子载体 A 2 31 87 作用后
,

骨髓衍

生肥大细胞释放 的颗粒成分
,

前列腺素合成水平与

野生 型小 鼠细胞 基 本相 同
。

经 酵母 多糖 刺 激
,

5
-

oL
一 / 一 腹腔巨 噬细胞合成与野生型细胞相等数量的

前列腺素
,

但吞 噬功 能部分丧失
。

肥大细胞及巨 噬

细胞的细胞特异性功能还有待进一步研究
,

以 阐明

5
一

脂氧合酶通路的更多功能
。

对 5
一

L O
一 / 一 小 鼠在各种实验模型的表型 已进行

详尽研究
。

如卵清蛋 白诱导 5
一

oL
一 / 一 小 鼠产生哮喘

模型
,

其支气管肺泡灌流液嗜酸细胞的积累减少
,

卡

巴胆碱激发 的气道阻力减轻
,

总 I g E 及卵清蛋 白特

异性 Ig G 量降低
,

免疫反应性降低囚
。

P A F 诱 导 5
一

OL
一 / 一 小 鼠产生休克模型

,

其死亡

率降低
,

初始血压下降
,

2一 3 小时恢复
,

同野生型一
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样加剧血浓缩
,

使血浆外溢增加
。

但以 I J污 诱导产

生休克
,

其死亡率与野生型无明显差别 〔’ 1
。

5
一

l,o
一 /一

小 鼠被曼 氏血吸虫感染后
,

肝 肉芽瘤

尺寸减小但细胞组成 不变
,

血吸虫卵抗原所致高敏

感性降低
,

嗜酸细胞反应及数量正常川 ;被肺炎克雷

伯杆菌感染后
,

死亡率增加
,

肺中多型核白细胞聚集

正常
,

肺小泡 巨噬细胞 的细菌吞噬
、

杀细胞作用减

弱 t “ 」 ;被巴西 日园线虫感染后
,

对寄生虫基本无排除

作用 ;被产单核细胞李斯特菌感染后
,

抗感染能力轻

微降低 L” J )

在 5
一

L o
一 / 一

小鼠腹膜炎症模型中
,

糖原诱导 的

多型核白细胞浸润正常
,

酵母多糖诱发 的炎症反应

减轻 (蛋 白外溢减少 )
,

免疫复合物诱发多型核 白细

胞聚集减少陈
` ” 〕。

5
一

卜0
一 / 一

小鼠耳肿胀炎症模 型与野 生型 比较
,

以十四烷酞佛波醇 乙 酸醋诱发的反应正常
,

花生四

烯酸诱发反应程度降低 (水肿减轻
、

多型核白细胞减

少 )[
’ 一 、

对大多数模型而言
,

5
一

L O
一 / 一

小 鼠境况要好 于

其野生 型同伴
。

仅在 肺炎 克雷 伯杆 菌感 染 时
,

5
-

L O
一 / 一

小鼠存活率较低
,

这表 明白三烯在此气道感

染模型 中对宿主的保护作用
,

也提示 白三烯在人肺

炎感染时对宿主防御系统的重要性囚
。

因为 5
一

脂氧合酶 / 白三烯通路主要在激活的炎

症细胞中表达
,

可 以假定其对宿主无损害
。

白三烯

合成 可能是宿主对性 质不 明确的病原体感染
、

人侵

的 一种保护性 机制
。

5
一

脂氧合酶 / 白三烯系统可能

代表了炎症反应机制网络中冗余的一种通路
。

在低

等生物 中无 5
一

脂氧合酶通路
,

而在一些植物如马铃

薯结节中存在
,

大多数植物 的脂氧合 酶通路表现为

产生特殊信 号分子或对损伤 的保护性反应〔” 〕
。

在

高等动 物 中 白三烯 发 挥类 似 的作 用
。

通过 对 5
-

l。
一 / 一

小 鼠的深人研究有助于理解 白三烯的
“

有益
”

的功效
、

2 5
一

脂氧合酶细胞核定位研究

长期 以来 5
一

脂 氧合酶从人或猪 白细胞 分离得

到
,

被认为是存在于胞质 的可溶性蛋 白【’ “
,

` , 〕。

近年

研究发现
,

在肺泡 巨噬细胞和大 鼠嗜碱 白血病细胞

( R B L
一

l) 的核 膜及 胞 核也 有 5
一

脂 氧 合 酶存 在 t ’ 4」。

R B L
一

l 与肥大细胞 的表型 有相关性
,

同时基于对 5
-

l刀
一 / 一

小 鼠骨髓衍生肥大细胞的深人研究
,

对骨髓

衍生肥大细胞 中的 5
一

脂 氧合酶定位特性进行 了研

究
。

出乎意料地发现在原始肥大细胞群 中
,

5
一

脂 氧

合酶只定位于胞核 中
,

以钙离子载体 或 I g E /抗原激

活细胞
,

导致细胞内表达模式改变
,

包括核内
、

核膜

的点状分布
,

或者是以核外周 / 核膜方式分布 ` ” 」。

5
一

脂氧合酶在细胞核 内
,

可能以依 赖或不依赖

白三烯的方 式发挥功效 仁’ “ 1
。

此外
,

发现 I万 B ; 能通

过细胞核受体 P P A R
一 。
发挥 作用 L’ 7 {

,

也引起 了对这

一领域研究的兴趣
。

在各种类型细胞中进行了 5
一

脂氧合酶核定位研

究
。

制备能产生绿色荧光蛋 白 ( G F P )标记的融合蛋

白的载体
,

以详细分析细胞核 内 5
一

脂氧合酶定位现

象
,

并籍此追踪酶在活细胞 中的运动
。

有趣的是
,

以

产 生 此 融合 蛋 白 的质 粒 转 染 各 种 类 型 细 胞
,

如

H E K 2 9 3
,

C O S
一

l
,

C H O
,

N IH 3竹 等
,

酶恒定在核中表

达
。

且发现此融合蛋 白与核 内 D N A 染 色剂 H oe ch st

3 32 5 8 共存 于所 研究的各型细胞 中
。

5
一

L O
一 / 一 小 鼠

骨髓衍生肥大细胞转染 5
一

脂氧合酶质粒后
,

酶定位

与其初始状态一样 (即在核中表达 )℃’ ” 〕
。

许多蛋 白含有核定位信号序列
,

由一列碱性氨

基酸 (主要为精氨酸和赖氨酸 )组成
,

呈单簇状或被

分隔成两部分 t ’ 9〕 。
5
一

脂 氧合酶
。 D N A 克隆序列 中包

含了几簇碱性氨基酸残基 [“ 」。

尽管没有一个与典型

核定位信号完全匹配
,

但可能有部分潜在的核定位

信号功能
。

通过体外突变和转染技术
,

利用绿色荧

光蛋 白 / 5
一

脂氧合酶融合蛋 白研究分析 5 一 脂氧合酶

3 个主要碱性部位与核定位的关系
。

碱性部位 1 由 5
一

脂 氧合酶蛋 白序 号为 71
一 73

的氨基酸 (赖氨酸
一

精氨酸
一

赖氨酸 )和 83 的氨基酸

(赖氨酸 )组成 ; 碱性部位 2 由序号 12 8 一 133 的氨基

酸 (赖氨酸
一

谷氨酞胺
一

组氨
一

精氨酸
一

精氨酸
一

赖 氨酸 )

组成 ;
碱性部位 3 由序号 6 51 一 6 55 的氨基酸 (精氨

酸
一

天冬酞胺
一

赖氨酸 二
赖氨酸

一

赖氨酸 )和 6 66 的氨

基酸 (精氨酸 )组成
。

碱性部位 1 和碱性部位 3 突变 ( 以谷氨酞胺替

代精氨酸及赖氨酸 )不影响酶活性及酶进核的能力
。

而碱性部位 2 的突变则使酶活性丧失
,

且酶不能进

核
。

酶细胞定位改变可能由于蛋白折叠结构改变导

致
。

因此
,

通过对编码铁离子结合氨基 酸的部位突

变
,

制备了丧失脂氧合酶活性的绿色荧光蛋 白 / 5
一

脂

氧合酶融合蛋 白吻
,

2 ’ 1
。

5
一

脂氧合酶包含有非血红素

结合铁离子
,

为催化作用所必需
。

基 于对大豆和兔

网织红细胞脂氧合酶晶体结构研究 以及对人 5
一

脂氧

合酶突变分析 L加一 2 , 1
,

表明有 3 个组氨酸残基和 c
-

端异亮氨酸参于结合铁离子
,

并推测这种结合对保

持酶正确结构从而维持酶活性必不可少
。

在转染细
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5
一

脂氧合酶基 因打靶小 鼠及细胞核定位研究

胞中
,

突变完全去除 5
一

脂氧合酶结合铁离子
,

使大多

数酶的核定位受到阻滞
,

只定位于细胞质 中
。

如果

突变导致 酶活性 丧失但有 部分 铁离 子结合于酶蛋

白
,

则 5
一

脂氧合酶依赖铁离子浓度在细胞 核及细胞

质中梯度性分 布 [ ’ 8〕。

表 明 5
一

脂氧合酶蛋 白正确 的

折叠为核定位所必需
。

此外
,

制备 5
一

脂氧合 酶不 同片段与绿 色荧光蛋

白的融合蛋 白
,

以确证是 否存在酶蛋 白的一个 特异

性区域
,

能引导酶核定位
。

发现 5
一

脂 氧合酶 N
一

端含

12 7 或 80 氨基酸片段可导致核定位
,

在肺泡巨 噬细

胞核呈现 为杂 色斑点状 〔洲
。

作为对 照
,

12
一

脂氧合

酶 N 端及 5
一

脂氧合酶 C 端 90 个氨基酸残基均不能

导致核定位
。

与 G F P 相反
,

细胞质蛋 白丙酮酸激酶与 5
一

脂氧

合酶融合不能导致后者核定位 〔̀ ” ]
。

从 25 个不 同的

融合蛋 白数据 可以发现
,

5
一

脂氧合酶核定位依赖于

一套参数
,

以经典 的核定位 实验不能轻易识 别
。

也

就是说
,

5
一

脂氧合酶没有典型的碱性氨基酸组成 的

核定位信号区域
,

其正确的酶蛋白折叠为核定位所

必需
。

5
一

脂氧合酶 N 端 的 80 个氨基酸残基 中似乎

有序列不明确且相对弱的核定位信号序列
,

分子模

型研究显示此片段存在于 N 端 日折叠域 内
,

其功能

未知
。

iG n m or 等人推测 5
一

脂氧合酶 N 端 尽折叠域与

脂蛋白脂肪酶具同源性
,

同 5
一

脂氧合酶激 活蛋白相

互作用
,

参于膜的结合 〔到
。

研究证实 5
一

脂氧合酶 N

端域对酶核定位有潜在作用
,

其 日折叠域的正确结

构对核定位十分重要 [ ’ ” 〕
。

对诸如酶的弱核定位信号或者酶本身的催化是

否被其他蛋 白屏蔽
,

5
一

脂 氧合酶与其他蛋 白结合协

同进核的能力及酶翻译后磷酸化修饰等可能机制
,

需进行更多研究
。

在 H L
一

60 细胞核中已检测 到磷酸

化的 5
一

脂氧合酶片段
,

但未确定磷酸化位点 [ 2 5 3
。
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5
一

oL
一 / 一

小 鼠有 待于进行更多的研究
,

确定其

在疾病及炎症模型 中的功能
。

在神经性炎症
、

再灌

注损伤
、

炎症性肠道疾病及对各种免疫功能作用 等

领域尤引起兴趣
。

对 5
一

脂氧合酶或 白三烯在核 内的功能有必要深

人研究
。

目前
,

关于 5
一

脂氧合酶核定位机制的研究

刚开始
,

以后研究则需着重于阐述 5
一

脂氧合酶核定

位的调控机制及其他未知的细胞功能
。
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“

中国城市地球物理研究战略研讨会
”

在抚顺召开

由国家 自然科学 基金委员会地球科学 部和中

国科学院地学部联合主办的中国城市地球物理研究

战略研讨会于 11 月 14 一 16 日在抚顺召开
。

中国科

学院地学部副主任陈顺院士
、

中国科学院地 质与地

球物理研究所姚振兴院士
、

滕吉文院士
、

中南工业大

学何继善院士
、

香港地质学会会长香港大学陈龙生

教授
、

英国莱斯 特 (玩 ic
es te r )大学 M ax M ej

u

博士 以

及有关部委
、

研究机构和高等院校等方面的专家学

者共 60 余人参加了会议
。

本次会议 的主要议题是面对世纪之交
,

研讨城

市地球物理学的发展方向
。

与会专家在会上展示了

世界各地城市地球物理研究 的进展
、

目前采用 的主

要研究方法以及成功的实例
,

讨论 了城 市地球物理

学研究的科学意义
、

函待解决 的工业 和社会问题以

及 目前研究工作的局 限性
,

明确 了城市地球物理学

这一新生学科今后研究发展的方向
。

专家们在大会充分讨论的基础上取得 了共识
,

初步提出未来 5一 or 年的主要研究方向和内容
: ( l)

城市地球物理学的研究必须面对高分辨
、

高信噪比
、

高准确度
、

高效实用性的挑战
,

因此传统的勘探地球

物理学方法巫待创新
。

( 2 )要充分认识传统物探方

法在解决浅层或超浅层 问题上的缺陷和不足
,

要用

有实际意义的数值模拟方法对物探方法的能力做出

客观的分析
。

( 3) 开展数据采集技术方面的研究
,

为

城市地球物理学研究积 累高质量观测数据
。

( 4 )进

行高精度数字处理方法
、

高精度近地表精细结构成

像的研究
。

( 5) 开展地球物理在城市问题上综合解

释方法的研究
,

提倡综合研究 以提高认识 问题的可

信度
。

( 6) 挑选典型地 区 的典型问题作 为研究工作

的重点
,

例如以抚顺市的城市灾害问题为突破点
,

开

展各类研究工作
。

会议期间
,

专家们还参观了抚顺市内由于地面

塌陷引起的城市灾害发生现场
,

并在灾害现场进行

了专业性的讨论
。

(地球科学部 于晨 供稿 )


