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"摘要#
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目的
!

基于已知临床突变类型!即
91%1?

&

B'0)]

和
B$'2@

!观察突变后相应蛋白功能变化%方法
!

建立可稳定表

达米勒综合征致病突变型
91%1?

&

B'0)]

和
B$'2@

的宫颈癌细胞系%通过免疫组织化学和线粒体分层定位研究相应蛋白的线

粒体定植功能&蛋白稳定性和酶活性%结果
!

二氢乳清酸脱氢酶"

4=A4=

$

'

种突变蛋白线粒体定植功能均未受影响!表达后均

存在于线粒体内膜内%突变体
91%1?

和
B'0]

的蛋白稳定性降低#突变体
B$'2@

&蛋白稳定!但基底诱导酶活性受损致相应线粒

体内酶活性缺失%结论
!
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功能受损可能与米勒综合征症状相关联%
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线粒体是双膜封闭器官#因其能量转化功能被认为是真核

细胞的能量加工厂)此外#线粒体也参与到钙和离子储存以及

信号传导*细胞分化*细胞凋亡*细胞周期调控和细胞生长等重

要功能之中'

$

(

)近来有研究表明#线粒体功能异常可引起一系

列疾病#而线粒体功能状态也与老龄化等问题可能存在关

联'

1.'

(

)考虑到腺苷三磷酸$

?38

&的产生主要依赖于氧化呼吸

链的作用#线粒体遗传物质的维护对于个体维持健康状态是相

当重要的'

0.2

(

)

核酸嘧啶的合成通过两条途径!从头嘧啶合成途径和补救

途径)二氢乳清酸脱氢酶$

4=A4=

&催化从头嘧啶合成途径

第四步反应#将二氢乳清酸$

4=A

&转化成为乳清酸盐'

).-

(

)

4=A4=

是整个核酸嘧啶合成中惟一存在于线粒体内膜的限

速酶#而其他的限速酶均存在于细胞质中)

4=A4=

催化

4=A

氧化为乳清酸盐#将电子传递给铝氧化呼吸分子辅酶
f

#

通过结合酶还原共同体黄素单核苷酸'

/

(

)因此#

4=A4=

依赖

于辅酶
f

#进而将线粒体氧化呼吸链和核酸嘧啶生物合成从功

能上联系起来)

4=A4=

有两个结合位点)其底物
4=A

结合于第一位

点#并通过共同底物电子受体而被氧化)形成乳清酸盐后#辅

酶结合于其第二位点#并从共同底物处接收一个电子)经

4=A4=

合成的乳清酸盐在尿苷
.

磷酸合酶$

a58<

&复合体的

作用下接着转化为尿苷酸$

a58

&#此即
a58

合成'
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(

)

米勒综合征是轴后面骨发育不全#通常也以
]#I!ONWM,DY.

<H#PQ

综合征为人所知)其临床症状包括严重小下颌*唇裂和

$或&腭裂#轴背部位如四肢发育不全或发育缺陷#眼睑缺损以

及多生 乳 头'

$$.$1

(

)近 来 发 现 米 勒 综 合 征 的 致 病 基 因 是
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#其定位于染色体
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Z
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)从外显子
1

到外显子
(

#

共发现
$'

个突变体'

$'.$0

(

)然而这些突变体是如何导致米勒综

合征的发生却尚待研究)

小鼠体内#通过运用
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抑制剂来氟米特$

JORIT,".

H#!O

"

J7;

&作用于怀孕小鼠#可引起一系列四肢及颌面发育缺

陷#最主要的共同表现包括露脑畸形*腭裂和眼睑无法闭
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)因此#

4=A4=

突变引起米勒综合征的发现揭示了

4=A4=

在颌面和四肢发育过程中尚待发现的新作用)本研

究中#观察
'

种与米勒综合征相关
4=A4=

突变体在线粒体

中的 蛋 白 稳 定 性*定 位 和
4=A.

依 赖 酶 活 性#以 期 了 解

4=A4=

在米勒综合征中发挥的作用)
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材料与方法
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!

抗体和试剂
!

抗
.4=A4=

*抗
=?

和抗
37?5

$线粒体

转录因子
?

&抗体由九州大学临床检查部分子检查室提供)抗

C?8'-

购于美国
<M,PM@NTV

生物科技公司)抗
.

&

.MDP#,

抗体购

于美国
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U

HM

公司)
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购于美国
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O,

公

司)

J.4=A

购于美国
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U

HM.?I!N#DQ

公司)
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方法

>&?&>

!

细胞培养
!

人宫颈癌
=OJM

细胞培养于
45\5

培养

液$美国
<#

U

HM.?I!N#DQ

&以及
$%G

牛胚胎失活血清$

7C<

&)细

胞系维持培养于
'-j

含
2G @A

1

的培养箱中)

>&?&?

!

表达载体
!

4=A4=D4;?

表达构建采用标准方法)

野生和突变型
4=A4=D4;?

通过
CMH=

%

"

[Q"

%

酶切位点

加入载体
L

D4;?

$

:,W#PN"

U

O,

&)

4=A4=D4;?

包括推测的第

一个甲硫氨酸位点通过人宫颈癌
=OJM

细胞的
D4;?

文库得

以扩增#通过配对引物#即!

2k.@?9?93@33@39@@3@@@

39.'k

和
2k.?99@?9??9?@3@39.'k

)然后
CMH=

%

和

[Q"

%

位点分别通过二次
8@B

加入到
2k

和
'k

端#通过引物
2k.

9@9399 ?9?@?@@39 ??? ??9@.'k

和
2.@9? 93@

?@@3@@9?39?3@39@3@@.'k

)

8@B

产物经
CMH=

%

和
[Q"

%

酶 切)

L

D4;?2

"

7B3

载 体 $美 国
:,W#PN"

U

O,

&经

CMH=

%

和
[Q"

%

酶切后的片段同编码
=?

标记的
4;?

片段

结合在一起#形成编码
4=A4=

的
4;?

片段#该载体命名为

L

4=A4=.=?

)

>&?&@

!

构建突变
4=A4=

蛋白质粒
!

4=A4=

突变体

91%1

*

B'0)]

和
B$'2@

由
L

4=A4=.=?

产生#突变由
8@B

位点导向诱变产生'

$)

(

)所有
8@B

产生片段经插入至
L

9\53

载体$美国
8N"HO

U

M

&后测序确认#表达载体与
L

D4;?2

"

7B3

共同构建)

为构建可稳定表达细胞系#按照生产商说明书
=OJM7I

L

.

:,

35

3.BOe

35

DOII+

$美国
:,W#PN"

U

O,

&经
J#

L
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1%%%

$
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U

O,

&共转染于包含
4=A4=

和
L

A900

的
L

D4;?2

"

7B3

"

3A

)转染后#细胞培养于含有潮霉素
C

$

1%%

+

U

"

HJ

&和

灭瘟素
<

$

$%

+

U

"

HJ

#美国
:,W#PN"

U

O,

&的
45\5

培养液)选

择培养基培养
'

"

0

周后#挑选独立菌株#转移培养于独立培养

皿#并用抗
=?

抗体检测表达)当加入
4A[

$

!"e

S

D

S

DI#,O

%

$

+

U

"

HJ

&于培养液时#可在指定时期诱导相应蛋白的表达)

>&?&A
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蛋白免疫印记检测
!

=OJM

细胞裂解于
3;\

裂解液

$

2%HH"I

"

J3N#+
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=@I

#

L
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#
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J\43?

#
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J;M@I

和
%&2G ;",#!OP80%

&)将
1%

+

U

提取蛋白上样于十

二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

<4<.8?9\

&电泳分离#

并用下文所提及的具体抗体进行免疫印迹检测)检测信号通

过辣根过氧化物酶$

=B8

&

.

标记抗兔免疫球蛋白
9

$

:

U

9

&和增

强化学发光$

\@J

&试剂$

9\=OMIPQDMNO

&显影)化学发光结果

通过预冷电荷耦合设置$

@@4

&相机$

J?<$%%%

L

IT+

%

7T

*

#8Q"P"

7#IH

&进行记录和定量分析)

>&?&D

!

亚线粒体定位
!

细胞收集器将
=OJM

细胞$

$_$%

/ 个&

收集后悬浮于
8C<

溶液#经离心后沉淀#并用同质化缓存液清

洗)上清液以
$%%%%_

U

离心
)H#,

后#将沉淀物作为原始线

粒体部分)取
1%

+

U

线粒体处理于低渗液$

$%HH"I

"

J=O

L

O+

"

dA=

#

L

=-&0

和
$HH"I

"

J\43?

&于
0j

裂解线粒体外膜)

经过低渗处理后#

$%%%%_

U

离心
)H#,

以获得纯化线粒体)

将该线粒体组分悬浮于低渗缓冲液并用
1%%

+

U

"

HJ

蛋白酶
d

$含或不含
$G 3N#P",[.$%%

&于冰上消化
1%H#,

)加入
$2G

三氯乙酸沉淀蛋白)沉淀溶于样品缓冲液$

)G <4<

#

$2%
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"

J

氨基甲烷#

$%HH"I

"

J\43?

和
12G

甘油后经
<4<

"

<8<.8?9\

电泳和印迹分析检测)

>&?&E

!

=OJM

细胞免疫荧光成像
!

=OJM

细胞经含
2%%,H"I

"

J5#P"3NMDYON

'

BO!

$

:,W#PN"

U

O,

&处理
1%H#,

$按生产厂商说

明书&)细胞固定渗透处理后#处理于
$61%%

稀释含抗
=?

和

抗
4=A4=

血清的
$G C<?

"

8C<

溶液
$Q

)处理后的样本置

于
<T

L

ONRN"+P

$

5MP+T,MH#

&)荧光图像经荧光显微镜$

C#"NOW"

#

d\̀ \;@\

&获取分析)

>&?&K

!

氧化呼吸链活性生化检测
!

分光光度法$

a.'1$%

#日

立&检测
4=A4=

依赖氧化呼吸酶活性)稳定表达
4=A4=

的
=OJM

细胞冰浴
$2H#,

裂解于低渗缓冲液$
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"

J

3N#+
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=@I

#

L
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和
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"

J 5

U
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1

&#然后超声裂解

$2+

#样板用于检测氧化呼吸链复合物活性)

标准反应缓冲液包含
2%HH"I

"

J

磷酸钾#

2H

U

"

HJC<?

和
1&2HH"I

"

J5

U

@I

1

)检测不同复合体用不同的反应底物

$电子供体及电子受体&#每组反应都由受检测的特殊氧化呼吸

链复合体的对应抑制剂来终止)每组参与反应的蛋白浓度通

过二喹啉甲酸$

C@?

&蛋白检测法$

3QONH"<D#O,P#R#D

&确定)每

组复合体的活力通过每分钟每毫克底物氧化或还原率的改变

来计算)检测每组复合体活力时加入其余氧化还原复合体的

抑制剂#以确保所检测活力仅反映所检测酶复合体活力)每组

数据检测于同一日#在相同条件下#重复
'

次)

>&?&K&>

!

4=A.

泛琨氧化还原酶活性
!

4=A4=

活力在
'-j

时通过分光光度法检测
)%%,H

还原
1

#

).

二氯靛酚$

1

#

).!#.

DQI"N"

L

QO,"I.#,!"

L

QO,"I

#

4@8:8

%用作虚拟电子受体&吸光度的

降低程度)总的说来#反应由
$HJ

标准反应缓存液中的
1%

HH"I

"

J4=A

和
2%

+

H"I

"

J4@8:8

启动#并包含
1

+

U

的
N"PO.

,",O

$复合体
%

抑制剂&#

1

+

U

的抗霉素
?

$复合体
,

抑制剂&#

2

HH"I

"

J

的
;M;

'

$复合体
$

抑制剂&及
%&$H

U

全细胞溶液)

检测结果显示为
,H"I

"

+

U

蛋白)反应体系通过加入
1

+

U

的来

氟米特$

IORIT,"H#!O

#

J7;

&终止)

>&?&K&?

!

琥珀酸脱氢酶$氧化体呼吸链复合体
(

&活力
!

琥珀

酸脱氢酶$复合体
(

&活力通过分光光度法检测于
'-j

)反应

由含
2%

+

H"I

"

J4@8:8

和
1%HH"I

"

J

琥珀酸#

1

+

U

的
N"PO.

,",O

#

1

+

U

的抗霉素
?

#

2HH"I

"

J;M;

'

和
%&$H

U

全细胞液

的
$HJ

标准反应缓存液发起)检测结果显示为
,H"I

"

+

U

蛋白)

>&?&K&@

!

细胞色素
@

还原酶$复合体
,

&活性
!

细胞色素
@

还原酶$复合体
,

&活力通过分光光度法于
'-j

检测)通过检

测细胞色素
@

于
22%,H

吸光度的降低程度来检测)反应由

含
2HH"I

"

J

癸基泛醌和
1

+

U

的鱼藤酮#

2HH"I

"

J

的
;M;

'

#

)%

+

H"I

"

J

细胞色素
@

和
%&$H

U

全细胞液的
$HJ

标准反应

缓存液发起)反应通过加入
1

+

U

的抗霉素
?

终止#检测结果

显示为
,H"I

"

+

U

蛋白)

>&?&K&A

!

细胞色素酶
@

氧化还原酶活性
!

4=A

!细胞色素酶

@

氧化还原酶活性评估方法与
$&1&-&'

细胞色素酶
@

还原酶

活性评估方法相似)检测环境与条件也与复合体
,

相近#但将

1%HH"I

"

J4=A

作为供体底物#并通过加入
1

+

U

的抗霉素
?

终止反应)

0'(
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>&?&L

!

蛋白稳定性分析
!

野生型和突变型
4=A4=.=?

经

4A[

诱导
10Q

产生后#分别在次日
%

*

1

*

0

*

/Q

后加入

2%

+

U

"

HJ

放线菌酮$

@=[

&#并收集细胞)提取总蛋白以进行

蛋白免疫印迹检测#使用多克隆抗
4=A4=

和抗
=?

抗体)

检测分析条带信号)

>&@

!

统计学处理
!

采用
<8<<$/&%

进行统计分析#计量资料

用
-E@

表示#并制成柱状图#组间统计学比较通过
<PT!O,P:

检测进行分析或在合适情况下采用成对
<PT!O,P:

检测)检验

水准
#

K%&%2

#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

建立稳定表达
4=A4=

蛋白的
=OJM

细胞系
!

构建载体

转入细胞后#建立了在
4A[

诱导下可稳定表达包含
4=A4=.

=?

组合蛋白的细胞系$

4=A4=

蛋白
@

末端包含
=?

标记&)

经
4A[

诱导
10Q

后#同非诱导细胞系相比#组合
4=A4=.

=?

的表达量翻了
2

倍$图
$?

&)

4=A4=.=?

蛋白经
=?

抗

体染色后诱导效果$图
$C

&及诱导前未经
=?

抗体染色的蛋白

表达情况显示内*外源性
4=A4=

均准确定位于线粒体)

!!

?

!

=?

标记野生型
4=A4=

蛋白印迹结果%

C

!融合
4=A4=

蛋

白细胞免疫荧光染色结果

图
$

!!

野生型
4=A4=

蛋白表达和定位

?&?

!

米勒综合征相关联
4=A4=.=?

的表达和定位
!

为观

察米勒综合征中发现的突变蛋白的处理*定位和功能#将

9$21B

*

B'0)]

和
B$'2@

突变引入
4=A4=D4;?

$图
1?

&)

经
4A[

诱导
10Q

后#同非诱导细胞系相比#组合
4=A4=.

=?

的表达量翻了
2

倍$图
1C

&)经免疫荧光染色检测#

B$'2@.

突变型
4=A4=

显示了正常的细胞内定位)抗
=?

抗

体显示其存在于
=OJM

细胞中的线粒体内$图
1@

&)而
91%1?

和
B'0)]

突变型则显示弱染色#虽然同样定位于线粒体内)

B'0)]

型构建体显示在线粒体外有弱溶解$图
1@

&)

?&@

!

突变
4=A4=

蛋白在线粒体内的定位
!

经低渗处理后#

野生型和所有的
4=A4=

突变蛋白均可被蛋白酶
Y

剪切消化

$图
14

#第
0

列&)当线粒体内膜经非离子洗涤剂
3N#P",[.$%%

处理后#

37?5

和
4=A4=

都被蛋白酶
Y

消化$图
14

#第
2

列&)实验中构建的
'

种突变
4=A4=

蛋白均准确存在于线

粒体内膜空间内或内膜内$图
14

#第
1

*

'

*

0

行&)

!!

?

!

4=A4=

及米勒综合征相关突变结构图示%

C

!

=?

标记野生型

4=A4=

蛋白诱导后的表达情况%

@

!融合突变型
4=A4=

免疫荧光染

色结果%

4

!外源性野生型和突变型
4=A4=

蛋白在线粒体内的亚定

位%

$

!完整线粒体%

1&

线粒体外膜经蛋白酶处理后%

'

*

0

!线粒体外膜经

低渗法裂解后%

2

!线粒体经裂解及蛋白酶处理后

图
1

!!

米勒综合征相关突变蛋白的表达和定位

?&A

!

B'0)]

和
91%1?

突变
4=A4=

的蛋白稳定性减低
!

经

4A[

诱导后用
@=[

抑制新蛋白的表达)

4=A4=

蛋白总量

经
@=[

处理
%

*

1

*

0

*

/Q

后收集后检测)野生型和
B$'2@

型

4=A4=

蛋白水平
/Q

处理后相对一致$图
'

&#突变蛋白自身

降解加快)而在实验中#并未观察到
&

.MDP#,

的不稳定性

$图
'?

&)

2'(
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?&D

!

突变
4=A4=

蛋白的
4=A

依赖泛醌和细胞色素
@

氧化

还原酶活性
!

通过检测野生型和两株可稳定表达突变型

B$'2@4=A4=

的细胞检测氧化呼吸复合体的酶活性#发现

在
=OJM

细胞转染体中#诱导后的野生型
4=A4=

蛋白的

4=A

依赖酶活性较突变型增加了
2

倍%而在突变型
B$'2@

中#诱导后相应蛋白表达量增加了
2

倍#但其
4=A

依赖酶活

性却没有明显的变化$图
$?

和图
0?

&)经
4A[

诱导后#

91%1?

和
B'0)]

型
4=A4=

的
4=A

依赖酶活性增加了
1

倍#与其蛋白表达量的增加幅度相对应#即
91%1?

和
B'0)]

型
4=A4=

蛋白的功能酶活性存在#而其蛋白稳定性减低$图

0C

&)而
B$'2@

和野生型
4=A4=

两组中复合体
(

*复合体

,

和复合体
(",

联合体的多项都没有差别$图
0@

&)

!!

?

!经
@=[

处理
%

*

1

*

0

*

/Q

后野生型和突变型
4=A4=

蛋白表达

情况%

C

!图
?

相关图像资料量化结果

图
'

!!

突变型
4=A4=

蛋白稳定性检测结果

!!

?

!

B$'2@

型
4=A4=

转染细胞中降低的
4=A

依赖酶活性%

C

!表

达
91%1@

和
B'0)]

型
4=A4=

蛋白细胞中
4=A

依赖还原酶活性检

测%

@

!表达
B$'2@

和野生型
4=A4=

的细胞中线粒体复合体
(

和
,

活性检测结果)

M

!

!

$

%&%2

#与对照组比较

图
0

!!

米勒综合征相关
4=A4=

突变蛋白酶活性检测

@

!

讨
!!

论

!!

米勒综合征以常染色体隐性异常或复合杂合子模式遗

传'

$'

(

)米勒综合征阻断了第一和第二鳃弓的发育)

4=A4=

基因突变时如何导致鳃弓的异常发育目前尚不清楚)但需要

指出的是
4=A4=

是从头嘧啶合成
)

个限速酶中的第
0

个'

/

(

#该途径中的其余
2

个酶分别组成两个不同的酶复合体#

并均存在于细胞质中)前
'

个酶形成了多重酶复合体
@?4

$氨基甲酰磷酸合成酶*天冬氨酸转氨基甲酰酶和二氢乳清酸

酶&#而第
2

和第
)

个酶形成了
a58<

)

a58<

基因编码具有乳清酸磷酸核糖转移酶和乳清苷酸

脱羧酶双重功能的酶'

$-

(

)

a58<

基因复合杂合子突变引起乳

清酸尿症#一种较少见的常染色体隐性遗传)其临床表现包括

了巨幼红细胞性贫血症和乳清酸结晶尿#并常伴有智力和身体

发育上的迟缓'

$/

(

)然而#作为
a58<

突变并不会引起与米勒

综合征相似的发育异常)这提示#米勒综合征中的嘧啶或嘌呤

缺乏并不是导致颌面发育异常的原因)

]=:3\

等'

$(

(曾报道
J7;

$一种
4=A4=

抑制剂&#可引

起斑马鱼神经嵴发育的完全停止以及哺乳动物神经嵴干细胞

自我更新的减缓)

J7;

发挥这些作用是通过抑制神经嵴发育

所需基因的转录延长来实现的'

$-

(

)神经嵴细胞的特殊发育途

径对黑素瘤的形成有直接关系#提示了
4=A4=

也参与了神

经嵴细胞的增殖和发育)

甲氨蝶呤是一种从头嘌呤生物合成的抑制剂#而其抗增殖

作用通常被认为是由其对二氢叶酸还原酶$

4=7B

&的抑制作

用而产生的)婴幼儿中甲氨蝶呤最常导致的发育异常胚胎疾

病包括!发育缺陷*颅缝早闭*小颌以及骨骼异常#而这些症状

与米勒综合征个体所表现的个体症状相类似'

1%

(

)然而#

4=.

7B

自身突变并不会导致颌面异常)考虑到米勒综合征部分程

度上是由于线粒体功能异常#甲氨蝶呤有可能不仅仅作用于

4=7B

#也作用于神经嵴细胞的线粒体)

许多出生缺陷#例如米勒综合征和甲氨蝶呤所致胚胎病#

都与颌面发育异常相关)这些数据说明神经嵴细胞的发育涉

及颌面发育'

1'

(

)而米勒综合征患者所表现临床症状有可能是

由于
4=A4=

功能缺失所引起的神经嵴细胞发育缺陷所致)

人体内
4=A4=

蛋白主要由两部分组成!较大的
@

末端

$蛋氨酸
-/.

精氨酸
'()

&和较小的
;

末端$蛋氨酸
'%.

亮氨酸

)/

&#其间通过一个扩展环连接)较大
@

末端域被描述为
#

"

&

.

筒折叠#其中央筒有
/

个平行
&

链#外围环绕着
/

个
l

螺旋)

此结构中存在一些近端还原位点#并以部分带点或复极化链收

尾$

9I,0-

*

3

S

N'2)

*

3QN')%

和
?N

U

$'2

&)从人类到恶性疟原虫

精氨酸
$'2

均存在于泛醌结合位点#其均表现出了保守性)本

研究观察了
4=A4=

突变型
B$'2@

#该型在米勒综合征患者

中也被监测出)该突变型具有准确的线粒体定位功能#但却缺

乏
4=A

依赖酶活性)由于
4=A4=

的
#

.

和
&

.

筒域形成了酶

活性反应的作用位点#与
#

.

和
&

.

筒域相互作用的化合物可阻断

4=A4=

活性)

91%1?

和
B'0)]

存在于
4=A4=

的
l.

筒域

内%

91%1?

和
B'0)]

突变体可能是由于蛋白质构象上的改变

而导致蛋白质稳定性降低)

本研究涉及实验中#

5#P"3NMDYON

'

BO!

染色的细胞与
=?

染色的细胞部分重叠#提示细胞中表达的野生型
4=A4=.=?

蛋白准确表达于线粒体中)相同的染色结果可观察于经抗

4=A4=

抗体处理的染色结果中$图
$C

&#提示内*外源性

4=A4=

均准确定位于线粒体)实验中用同样方法成功构建

了可稳定表达突变型
4=A4=

的细胞株$图
1

&#对突变型蛋白

的定位研究结果提示突变型蛋白都主要存在于线粒体内#尽管

一小部分
B'0)]

存在于细胞质内)为检测野生型和突变型

4=A4=.=?

蛋白在线粒体内的定位#通过低渗法裂解线粒体

)'(
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年
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外膜后$图
14

#每组中第
'

*

0

列&#可观察到
C?8'-

$一种线粒

体内膜蛋白&#可被蛋白酶
Y

消化%而
37?5

$存在于线粒体基

质内的蛋白&#则因受到内膜保护而不被蛋白酶
Y

消化$图
14

#

第
0

列较低行&#从而说明低渗法可保持线粒体内膜的完整性)

通过低渗法完整提出线粒体对判断突变型
4=A4=

的定位提

供了保证)

为检测突变
4=A4=

蛋白减少是否是由于蛋白稳定性降

低所致#本研究培养了可稳定表达野生型或突变型
4=A4=

蛋白的
=OJM

细胞#并在经
4A[

诱导后用
@=[

抑制新蛋白的

表达)

4=A4=

蛋白总量经
@=[

处理
%

*

1

*

0

*

/Q

后收集后检

测)野生型和
B$'2@

型
4=A4=

蛋白水平
/Q

处理后相对一

致$图
'

&#突变蛋白自身降解加快)在实验中#并未观察到
&

.

MDP#,

的不稳定性$图
'?

&)由于这些突变都存在于
4=A4=

蛋白的
#

螺旋中#也有可能是突变导致了蛋白结果稳定性的降

低从而加速了蛋白的降解)

B'0)]

和
91%1?

突变导致的

4=A4=

蛋白稳定性降低#从某种程度上对米勒综合征的发生

发挥了作用)

由于
B$'2@

型
4=A4=

突变蛋白并未显示明显的稳定性

或内膜空间定位功能异常#实验接着检测了该突变是否影响酶

活性)结果显示突变型
B$'2@4=A4=

缺失其供电子功能)

有研究显示#

?N

U

$'2

残基存在于
4=A4=

蛋白的泛醌结合位

点上#提示了
B$'2@

突变型有可能无法结合于泛醌发挥作用)

考虑
B$'2@

突变是否会影响其他氧化呼吸复合体的功

能#研究中同时也比较了
4A[

诱导后的酶活性#结果显示无

差别)提示
B$'2@4=A4=

并没有直接影响其他的氧化呼吸

复合体)

本研究观察到#

91%1?

和
B'0)]

突变型引起了蛋白稳定

性的缺失和
B$'2@

突变型底物诱导酶活性的受损#这些提示

4=A4=

蛋白活性受损与米勒综合征表现型相关)
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