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0 引 言

神经递质的释放是由动作电位引发神经突触处

钙离子内流导致突触囊泡和突触前膜融合而引起

的[1]。目前越来越多的证据表明，synaptotagmin是

介导钙离子信号和突触囊泡与突触前膜融合的一个

因子。例如，敲除 synaptotagmin基因能抑制依赖

钙离子的递质的快速释放，而不影响非钙离子依赖

的递质的释放[2]。Synaptotagmin的胞质部分（ 后称

C2AB）上含有钙离子结合位点，而且其与

SNAP-25、syntaxin、SNARE复合体、带负电荷的

磷脂等的结合都依赖钙离子[3~6]。在钙离子存在时，

C2AB还能促进 SNARE蛋白介导的脂质体融合[7]。

此外，C2AB 还能在钙离子存在时解除 complexin

对 SNARE蛋白介导脂质体融合的抑制[8]。Synapto-

tagmin除了能与别的蛋白结合外，还可以与自己或

其同源物结合成同源或异源的寡聚体。Synaptotag-

min的寡聚化有两种方式，一是通过跨膜区和随后

的一段中间链介导的具有 SDS抗性的寡聚体[9,10]；

另一种是通过 C2AB介导的寡聚体。以前有文章报

道，C2AB 能在钙离子存在的条件下与 C2AB 结

合[11~13]。但是后来证明，这种结合是由于在制备蛋

白时核酸污染引起的[14]。但是我们实验室用电镜方

法证明，如果存在带负电荷的磷脂和钙离子，无核

酸污染的 C2AB还是能形成寡聚体[15]。由于电镜的

研究方法过于单一，而且不能分析在细胞内是否也

能形成寡聚体，因此在本文中，我们尝试用荧光共

振能量转移的方法来研究 C2AB的寡聚情况。

荧光共振能量转移是能量通过分子间的电偶极

作用从一个激发态的供体分子转移到其临近的受体

分子的一个无辐射的过程。目前，它被广泛地应用

于研究蛋白质间的相互作用、蛋白构象的变化等，

因此荧光共振能量转移又称为光谱尺[16]。在本文

中，我们通过荧光共振能量转移在尽可能接近生理

条件下研究 C2AB的寡聚。并证实 C2AB在细胞膜

上，在有游离的钙离子的条件下能够发生寡聚。

1 材料与方法

1.1 材料

C2AB的 cDNA由美国威斯康辛大学的 Chap-

man ER博士提供。293T细胞由我们实验室保存。

新霉素、甲基 -β-环胡精购自 sigma公司。ECL试

剂盒购自天为时代公司。C2AB的多克隆抗血清由

我们实验室制备。

1.2 方法

1.2.1 表达质粒的构建

将 CFP和 YFP分别融合在 C2AB的 N端，然
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后将这两个融合体分别插入 pcDNA3.1(+)上，得到

pcDNA3.1 (+)-CFP-C2AB 和 pcDNA3.1 (+)-YFP-

C2AB。为了使 C2AB 失去结合钙离子的能力，

C2AB 上的钙结合位点 230、232、363、365 位的

天冬氨酸突变为天冬氨酰，即 C2AmBm[5,13]，得到

pcDNA3.1 (+)-YFP-C2AmBm。根据以前的文献报

道，将 C2AB上 326、327位的赖氨酸突变为丙氨

酸，即 C2ABbkk，将失去寡聚化的能力[17]，其相应

的表达质粒为 pcDNA3.1(+)-YFP-C2ABbkk。此外，

还将 CFP和 YFP通过 10 个氨基酸的短肽连在一

起并插入到 pcDNA3.1(+)上，得到 pcDNA3.1(+)-

CFP-YFP。

1.2.2 细胞培养及转染

293T 细胞在含有 10%的新生牛血清以及

100 U/ml青霉素、100 mg/L链霉素的 DMEM培养

基中，在 37℃，5% CO2条件下培养。

表达质粒的转染用磷酸钙转染法。在

CFP-C2AB 和 YFP-C2AB 共转染时，每 100 mm 的

培养板使用转染混合物的配比是 2×HEPES

400 μl、H2O 350 μl、2 mol/L CaCl2 50 μl、质粒

（ CFP-C2AB∶YFP-C2AB 按 1∶2 的比例混合）

10μg。转染后 48~72 h内收集细胞。

1.2.3 转染后细胞膜组分和上清组分的制备

将共转染后的细胞消化下来，测定细胞浓度

后，将细胞平均分为 3 份。一份用 PBS处理，一

份用 20 mmol/L 甲基 -β- 环糊精处理，一份用

20 mmol/L新霉素处理。在 37℃孵育 30 min。用

PBS 洗 3 次后，5×107 个细胞加 0.5 ml 低渗溶液

〔 20 mmol/L Tris-Cl (pH 7.8)， 2 mmol/L DTT，

2 mmol/L CaCl2，蛋白酶抑制剂〕在冰浴中处理

15 min后，用匀浆器制成匀浆。然后补加 NaCl到

0.15 mol/L，离心 800×g，4℃ 10 min，上清部分用

50 000×g，4℃离心 30 min。最后 5×107个细胞的

膜组分用 300 μl 缓冲液〔 20 mmol/L Tris-Cl

(pH 7.8)， 2 mmol/L DTT， 150 mmol/L NaCl，

2 mmol/L CaCl2以及蛋白酶抑制剂〕重悬。

对 CFP-YFP 融合蛋白，则只取上清。同时为

了检验 CFP-YFP 融合蛋白确实能够发生 FRET，

在相应的上清中用 20 mg/L蛋白激酶 K在 37℃处

理 10 min。

1.2.4 融合蛋白在 293T细胞中表达的检测

为了确认我们构建的表达质粒能在 293T细胞

中正确表达，我们将上面制备的细胞膜组分以及上

清组分分别用 12.5%的 SDS-PAGE 分析并用抗

C2AB的抗血清检测。

1.2.5 体外荧光共振能量转移的检测以及荧光数据

的处理

体外荧光检测的方法根据文献[18]并略作修

改：取 50μl膜组分悬液或细胞上清组分悬液，补

加缓冲液到 150μl。荧光仪为 F4500，对于 FRET

和 CFP, 激发波长为 436 nm, 检测的发射谱为

450～560 nm；对 YFP, 激发波长为 505 nm, 检测

的发射谱为 515～560 nm。检测温度为室温，激发

和发射狭缝均为 5 nm，电压为 700 V。为了便于比

较不同处理引起的荧光共振能量转移的效率的变

化，我们将得到的原始光谱作归一化处理。即对于

每一条光谱对应的数值，我们把 CFP 在 475 nm

处的荧光值定为 1，然后其他的在同一光谱上的数

值根据这个比例作相应的变化。

2 实验结果

2.1 融合蛋白在细胞中的正确表达

为了进一步确认我们构建的融合基因能在细胞

中正常表达，我们用 C2AB 的抗血清分别检测

CFP-C2AB 和 YFP-C2AB 在 293T 细胞中的表达情

况。从图 1 中可以看出，CFP-C2AB 和 YFP-C2AB

都能在 293T细胞中正确表达，而且很多表达的融

合蛋白能结合到细胞膜上，这与以前关于 C2AB

与膜结合的特性是一致的[3,4,6]。

Fig.1 The determination of CFP-C2AB and YFP-C2AB expressing in 293T cells. CFP-C2AB and YFP-C2AB

plasmids were transfected into 293T cells, respectively. After further culturing for 48 h, the supernatant and the

membrane fractions were prepared and subjected to the 12.5% SDS-PAGE and visualized by the serum of C2AB

Membrane fraction

293T CFP-C2AB YFP-C2AB 293T CFP-C2AB YFP-C2AB

Supernatant fraction
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Fig.2 The oligomerization of C2AB depends on the cell membrane and free calcium. (A) The FRET spectra of CFP-YFP

fusion protein in the supernatant of 293T cells. (B) The comparison of FRET spectra between the supernatant fraction and

the membrane fraction in the 293T cells in the presence of free calcium. The effect of calcium on the oligomerization of

C2AB (C) in the supernatant fraction, C2AB (D) and C2AmBm (E) on the membrane were also determined. In each

experiment, the sample was excited by 436 nm and the emission spectra 450~560 nm was collected. Each independent assay

was repeated at least twice
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2.2 C2AB 的寡聚需要细胞膜组分和游离的钙离子

的存在

为了检测 CFP和 YFP之间的荧光共振能量转

移的特征，我们首先将 CFP和 YFP用 10 个氨基

酸的短肽连在一起。这时，用 CFP 的激发波

（ 436 nm）激发融合蛋白，在 525 nm 处会产生很

强的荧光共振能量转移信号，即 YFP的发射光谱。

但是如果用蛋白酶 K 将 CFP 和 YFP 之间的链切

断，则荧光共振能量转移信号会消失（ 见图 2A）。

这进一步说明 CFP-YFP之间确实能发生共振能量

转移。

然后我们将 CFP-C2AB和 YFP-C2AB共转染到

293T细胞中，制备细胞膜组分和上清组分，并检

测 C2AB的寡聚是否需要膜组分。从图 2B中我们

可以看到，在有游离的钙离子存在时，上清的

C2AB 不能产生 FRET 信号，但是膜组分的 C2AB

却能产生很强的 FRET信号。这说明 C2AB的寡聚

需要膜组分的存在。由于上清中的 C2AB不论有无

游离的钙离子，都不能产生 FRET信号（ 图 2C），

随后我们在有膜组分存在的情况下分析钙离子对

C2AB寡聚的影响。从图 2D中可以看出，相对于

不加 EGTA 的情况，C2AB 在加入 EGTA 时其

FRET信号较弱，但是在这种情况下，仍然有一定

的 FRET信号。这说明，钙离子能促进 C2AB在细

胞膜上的寡聚。以前的文献报道，如果将 C2AB

上的钙离子结合位点突变，即 C2AmBm，则

C2AmBm既丧失结合钙离子的能力，又不能与细

胞膜结合[5,13,17,19]。在我们的检测体系中，C2AmBm

主要富集在上清组分（ 结果略），同时它也不能与

CFP-C2AB产生荧光共振能量转移（ 见图 2E）。这

些结果都表明 C2AB的寡聚需要细胞膜和钙离子。
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2.3 C2AB上 326、327位的赖氨酸不是介导 C2AB

寡聚的关键位点

以前有文献报道，C2AB 上的 326、327 位的

赖氨酸是介导 C2AB寡聚的位点[17]。同样，我们也

将 C2AB上的 326、327位的赖氨酸突变为丙氨酸，

即 C2ABbkk，来分析这两个位点对 C2AB寡聚的影

响。从图 3中可以看出，与野生型 C2AB的寡聚特

征（ 见图 2D）类似，C2ABbkk在有钙离子时也能

产生很强的 FRET信号，在没有钙离子时也有较低

的 FRET信号。这说明 326和 327位的赖氨酸可能

不是介导 C2AB寡聚的关键位点。

2.4 胆固醇和 PIP2能影响 C2AB 在细胞膜上的寡

聚化

以前有文献报道，synaptotgmin能在脂筏中富

集[20]；我们实验室也证明 C2AB在有钙离子存在时

也能富集在脂筏中（ 尚未发表的数据）。而脂筏中

又富含胆固醇和 PIP2[21]。因此，我们想知道，胆固

醇和 PIP2的存在对 C2AB的寡聚化有何影响。根据

文献，甲基 -β-环糊精能结合胆固醇从而降低游离

的胆固醇的浓度[22]；新霉素则能结合 PIP2而降低细

胞膜中的 PIP2的浓度[23]。因此我们用甲基 -β-环糊

精和新霉素封闭细胞膜上的胆固醇和 PIP2，来分析

这两种因子对 C2AB的寡聚化的影响。从图 4中可

以看出甲基 -β- 环糊精和新霉素处理都能降低

FRET信号。但是其作用能力不同，相对来讲，用

甲基 -β-环糊精处理产生的影响更大。这说明，膜

组分上的胆固醇对 C2AB的寡聚化影响更大些。但

是，我们不能排除新霉素影响低是由于 PIP2 在

C2AB寡聚化过程中的作用小，因为可能是我们这

样处理细胞并不能完全发挥新霉素结合 PIP2 的

能力。

3 讨 论

在神经递质释放过程中，synaptotagmin 被公

认作为钙离子的感受器介导钙离子信号和突触囊泡

和突触前膜的融合。但是，这个过程中的机理目前

还不清楚。以前的文献报道认为，synaptotagmin

能通过跨膜区以及随后的中间链形成有 SDS抗性

的寡聚体和通过胞质部分（ C2AB）形成寡聚

体[9~13]。但是对于后一种寡聚化的存在有很大争议。

认为 C2AB的寡聚化是由于在原核细胞中表达纯化

蛋白时核酸污染造成的[14]。后来我们实验室用电镜

的方法证实了 C2AB在有钙离子和带负电荷的磷脂

存在时，能形成寡聚体 [15]。最近，Sudhof TC 和

Rizo J以及他们的同事发现，C2AB的寡聚是浓度

依赖的[24]。以前这些研究工作用的都是从大肠杆菌

中表达纯化的重组蛋白，这些重组蛋白可能与体内

的天然蛋白在构像上有差异。另外，由于电镜方法

的单一和其设置对照的局限性，因此我们尝试在尽

可能接近生理的条件下检测 C2AB能否寡聚化。

Fig.3 K326, K327 are not the privotal site that mediate

the oligomerization of C2AB. The CFP-C2AB and

YFP-C2ABbkk fusion proteins were coexpressed in the

293T cells and the membrane fraction was prepared. The

effect of calcium on the oligomerization of CFP-C2AB and

YFP-C2ABbkk in the membrane was determined. In each

experiment, the sample was excited by 436 nm and the

emission spectra 450~560 nm was collected. Each

independent assay was repeated at least twice
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Fig.4 The effect of PIP2 and cholesterol on the

oligomerization of C2AB. The PIP2 and cholesterol in the

membrane were blocked by incubating the transfected 293T

cells with the neomycin (Neo) and Methyl-Beta-Cyclodextrin

(MBCD) at 37℃ for 30 min, respectively. Then the

membranes were prepared and the FRET spectra in each

treatment were recorded. In each experiment, the sample

was excited by 436 nm and the range of emission spectra

was 450~560 nm. Each assay was repeated at least twice
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在本文中，我们利用在细胞中表达的 C2AB

在尽可能接近天然条件下，证明了 C2AB在有膜以

及游离的钙离子存在的条件下，确实能够寡聚。因

为突变掉 C2AB上的钙离子结合位点，则 C2AB既

不与细胞膜结合，也根本不产生 FRET 信号（ 见

图 2D）。而且，封闭细胞膜上的胆固醇和 PIP2能

降低 FERT效率，说明 C2AB在膜上的寡聚是有区

域选择性的。但是在我们比较钙离子对 C2AB寡聚

化的影响时，发现加入 EGTA 后仍然出现 FRET

信号。这可能是由于先前在制备样品时已经存在钙

离子，加入 EGTA不能完全将游离的钙离子鳌合

掉，因而仍会产生一定的 FRET信号。另外，在我

们的检测体系中，发现突变 C2AB 上的 326、327

位的赖氨酸并不显著改变其在膜上的寡聚特征，这

说明，以前在溶液状态中确定的这两个位点实际上

并不是介导 C2AB 寡聚的关键位点。真正介导

C2AB寡聚的位点需要进一步研究。
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THE OLIGOMERIZATION OF THE CYTOPLASMIC DOMAIN OF SYNAPTOTAGMIN: A

FLUORESCENCE RESONANCE ENERGY TRANSFER STUDY

LIU Jing-guo, SUI Sen-fang

（ Department of Biological Sciences and Biotechnology, State-Key Laboratory of Biomembrane and Membrane Biotechnology,

Tsinghua University, Beijing 100084, China）

Abstract: Synaptotagmin is thought as the calcium sensor that functions during the neurotransmitter

release. Previous studies revealed that synaptotagmin has two forms of oligomerization. One is dependent

on the transmembrane domain and the subsequent linker. The other one is mediated by the cytoplasmic

domain, C2AB. However, whether or not C2AB can mediate the oligomerization is still in debate. In this

article, using FRET method under the situation close to the native state, the authors demonstrate that

C2AB can form oligomer in the presence of membrane and free calcium. In addition, extracting the

cholesterol or blocking PIP2 on the membrane can inhibit the oligomerization of C2AB.
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