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HAP的凋亡诱发功能对其内质网定位的依赖性

李其岚 ,　刘　鑫 ,　项　荣 ,　屈小玲 ,　齐义鹏 3

(教育部病毒学重点实验室 ,武汉大学生命科学学院 ,武汉　430072)

摘要　hap是从人胚肺细胞系 (WI238) cDNA文库中克隆的ASY相互作用蛋白基因 ,它为已知基因

RTN3的同源体. hap过表达能引起多种细胞凋亡.激光共聚焦显微观察显示 N端带有 EGFP标签

的 HAP蛋白定位于内质网上 , C端带有 EGFP 标签的 HAP 蛋白则游离分布于整个细胞中. 用

Hoechst33342染色观察、DNA ladder分析以及流式细胞仪检测均表明 ,定位在内质网上的 HAP蛋白

高表达的 HeLa细胞呈现明显的凋亡特征 ,而游离的 HAP高表达的 HeLa细胞则没有明显的凋亡现

象.结果表明 ,HAP蛋白的亚细胞定位决定其是否具有诱导细胞凋亡的功能.推测 HAP蛋白可能是

内质网上的钙通道的重要组分.

关键词　HAP , 内质网 , 亚细胞定位 ,凋亡

中图分类号　Q27

The Apoptosis2Inducing Function of HAP Depends on Its ER Localization

LI Qi2lan ,LIU Xin , XIANG Rong , QU Xiao2ling , QI Yi2peng
3

( Institute of Virology , Wuhan University , Wuhan　430072 , China)

Abstract　hap , identical to RTN3 , was a gene encoding an ASY interacting protein and was identified by
cloning complementary DNA from human lung cell line (WI238) cDNA library using yeast two2hybrid screen.
It has been verified that overexpression of hap can induce apoptosis in several cells. Confocal microscopy
showed HAP protein with EGFP at its N2termial located on endoplasmic reticulum( ER) while HAP protein with
EGFP at its C2terminal suffused in the whole cell . DNA ladder analysis , hoechst33342 staining and flow
cytometry analysis demonstrated that apparent apoptosis characteristics exhibited in HeLa cells overexpressing
ER2locating HAP but not in HeLa cells overexpressing suffused HAP. The subcellular localization decides
whether HAP has the function of inducing apoptosis. Combinding with the previous results , it was suggested
that HAP was an important part of calcium channel on ER.
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　　ASY(apoptosisΠsaibousi yulldou)基因是 Li 等[1 ]新

近报道的一个人类细胞凋亡诱发基因.本研究室齐

兵等[2 ]采用酵母双杂交系统 ,从人胚肺细胞系 (WI2
38) cDNA 文库中克隆了 ASY 相互作用蛋白

(homologue of ASYprotein)基因 hap.从 GenBank上搜

索 ,HAP是最近发现的 RTN3的同源体.

RTN3属于 reticulon ( RTN)家族成员 ,此家族成

员皆有两个显著的特点[3 ]
:其一是定位于内质网 ;其

二是有高度同源的 C末端 ,而 N 末端则有较大差

异. RTN家族成员种类繁多 , 在酵母、植物和动物中

均有广泛分布 , 但大多功能不详 ,RTN3的功能迄今

未见报道.

hap和 asy作为目前已知的 RTN家族中唯一一

对具有凋亡诱发功能的基因 ,受到学术界的高度重

视.我们以前的工作证实 , hap 在多种人类正常组

织中组成性表达 ,尤其在脑组织中表达量最高[4 ] .齐

兵等用免疫荧光方法检测到 HAP蛋白定位在内质

网上[2 ]
;Qu等[5 ]发现 ,HAP蛋白可诱导 HeLa细胞发

生凋亡特征性变化 ,并指出内质网钙库中 Ca
2 +的排

空可能是介导 HAP蛋白诱导 HeLa细胞凋亡的主要



媒介 ;刘青珍等[6 ]发现 ,HAP蛋白自身可形成同源聚

合体 ,并且可与 ASY相互作用形成异源聚合体 ,并

通过调节聚合体的形成方式来调控多种细胞凋亡的

发生.然而 ,他们都没有对提出 HAP蛋白的内质网

定位与它能诱发细胞凋亡的功能之间有什么必然

联系.

本项研究中 ,我们利用了增强型绿色荧光蛋白

( EGFP)与其它蛋白融合表达后可在活细胞或生物

体内观察所研究蛋白的表达、分布及效应[7 ,8 ]
. 本文

利用不同方式构建的 egfp与 hap融合表达载体 ,研

究 HAP蛋白凋亡功能与其内质网定位的密切关系 ,

发现只有定位在内质网上的 HAP蛋白才具有诱发

细胞凋亡的功能 ,进而根据其一级结构对 HAP蛋白

的功能区进行了分析 ,推测 HAP蛋白可能为内质网

上潜在的钙离子通道.

1　材料与方法

1. 1　材料

N 端带有 egfp 标签的 hap 真核表达载体

pEGFP hap3由武汉大学项荣博士惠赠 ;质粒 pB63由

武汉大学齐兵博士惠赠 ;质粒 pEGFP2N1 , E. coli

DH5α菌株由本室保存 ; HeLa细胞购自武汉大学典型

培养物保藏中心 ; RPMI21640培养基、小牛血清以及

转染试剂 LipofectAMINETM 2000 Reagent 购自 GibcoΠ
BRL公司 ;DNA 结合染料 Hoechst 33342、碘化丙啶

(propidium iodide , PI)购自 Sigma 公司 ; RNase A、蛋

白酶 K购自 Promega 公司 ;其它生化及分子生物学

试剂均购自华美生物工程公司.

1. 2　细胞培养与转染

HeLa细胞培养于含 10 %新生牛血清、100 UΠml

青霉素和 100 mgΠL 链霉素的 RPMI21640培养基中 ,

培 养 条 件 为 5 % CO2 , 37℃. 转 染 按 照

LipofectAMINETM 2000 Reagent的操作说明书进行.细

胞生长至丰度为 70 %～80 %时进行转染.每孔细胞

转染所用的质粒量为 1μg , LipofectAMINE
TM

2000

Reagent 2μl .转染 4～6 h后 , 换含 10 %小牛血清的

RPMI21640培养基继续培养.

1. 3　PCR扩增 hap基因及克隆

以质粒 pB63 为模板 ,以 5′2TTGAATTCCATGG

CGGAGCCGTCGGCGG23′和 5′2AAGGTACCTCGAGT Ⅰ

和 kpnⅠ分别双酶切 PCR产物和 pEGFP2N1 质粒 ,

将 hap基因编码区定向克隆至 pEGFP2N1 ,然后转化

感受态大肠杆菌 DH5α, 筛选重组子.

1. 4　流式细胞仪测定凋亡细胞百分率

以重组质粒和对照质粒转染的 HeLa 细胞 ,经

PBS离心冲洗 2次 ,以 70 %乙醇固定过夜 ,以 PBS离

心洗去乙醇 ,加入核糖核酸酶 A (终浓度 60μg/ ml)

摇匀 ,37℃温育 30 min ,加入 PI(终浓度 50μg Πml)避

光染色 30 min ,用 CoulterEPICSXL 型流式细胞仪测

定 PI荧光强度 ,以 Sub2G峰的细胞百分率为凋亡百

分率[9 ]
.

1. 5　DNA琼脂糖凝胶电泳

收集转染 HeLa 细胞 ,按常规方法提取细胞总

DNA ,l . 5 %琼脂糖凝胶电泳 ,紫外灯下观察 DNA

片段.

1. 6　融合蛋白的表达及其亚细胞定位

用重组质粒和对照质粒转染 HeLa 细胞 , 转染

16h后用 PBS洗去原有的培养基 ,加入终浓度为 50

μg Πml的 PI避光染色 30 min.以倒置荧光显微镜观

察融合蛋白的表达情况 ,以激光共聚焦扫描显微镜

( Confocal laser scanning microscope , Confocal ,德国

Leica公司)观察荧光分布.

1. 7　Hoechst 33342染色观察

取质粒转染 HeLa的细胞 ,加入终浓度为 10μgΠ
ml 的 Hoechst 33342 ,37℃下避光染色 30 min. Olympus

荧光显微镜观察 ,选择合适的视野拍照.

2　结果

2. 1 　EGFP与 HAP融合表达载体 pEGFP hap5 的

构建及鉴定

C 端带有绿色荧光蛋白的融合表达载体

pEGFP hap5由 hap 基因的编码区序列插入 pEGFP2
N1形成.构建的真核表达质粒 pEGFP hap5 经 EcoR

Ⅰ和 KpnⅠ酶切鉴定 , 重组子有约 018 kb的插入

片段 ( Fig. 1) . DNA 序列测定结果表明插入片段

hap基因编码区序列及读码框架完全正确.

　　融合载体 pEGFP hap5 与融合载体 pEGFP hap3

的区别仅在于其所携带的 egfp在 C端而不是 N端

(Fig. 2) .

2. 2　HAP定位于内质网依赖其 C端序列

在转染的 HeLa细胞中 ,绿色荧光显示 EGFP以

及其融合蛋白的定位 ,PI的红色荧光显示细胞核的

定位. pEGFP2N1 转染的 HeLa细胞中 EGFP呈游离状

态 ,弥散分布于细胞质和细胞核中 ( Fig. 3A) ;在

pEGFP hap5转染的 HeLa细胞中 , C端带有 EGFP标

签的 HAP蛋白亦均匀分布于细胞质、核中所有区

域 ,与 EGFP 在细胞中的分布一致 ( Fig. 3B) ;而在

pEGFP hap3转染的 HeLa细胞中 , N端带有 EGFP标
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Fig. 1　Restriction analysis of recombinant plasmid pEGFP hap5

1 ,6.λDNAΠ HindⅢmarker ; 2. hap open reading frame fragment

PCR product (800 bp) ; 3. Plasmid pEGFP2N1 digested by EcoR

Ⅰ; 4. Recombinant plasmid pEGFP hap5 digested by EcoRⅠand

KpnⅠ; 5. Recombinant plasmid pEGFP hap5 digested by EcoRⅠ

签的 HAP蛋白则有固定的亚细胞定位 ,它集中分布

于细胞核边缘 ,与以前报道的 HAP蛋白定位于内质

网的结果一致 (Fig. 3C) .根据齐兵等[2 ]的实验结果 ,

即 HAP蛋白所含的两个高度疏水区 (氨基酸 60～99

和氨基酸 148～196)中靠近 C端的疏水区为其凋亡

诱发功能所不可缺少的区域 , 以及 HAP蛋白 C端

含有一个内质网捕获信号 (Lys2Lys2Lys2Ala2Glu) .我

　　　

Fig. 2　The difference between pEGFP hap5 and pEGFP hap3

们推测 HAP蛋白的内质网定位取决于其 3′端的结

构 , 一旦 3′端的三维结构被破坏 (如以 3′端与 EGFP

融合 ,因此改变了 3′端的构象) ,HAP蛋白就不能定

位在内质网上 ,而是游离于整个细胞中.

Fig. 3　Detecting subcellular localization of HAP protein by Confocal laser scanning microscope

(A) HeLa cells transfected with pEGFP2N1 for 16 hours ; (B) HeLa cells transfected with pEGFP hap5 for 16 hours ;

(C) HeLa cells transfected with pEGFP hap3 for 16 hours

Green shows EGFP and fusion protein containing EGFP ; Red shows nuclear

2. 3　定位在内质网上的 HAP蛋白诱导了细胞核的

形态变化

凋亡细胞核形态改变是凋亡发生中的一个重要

事件之一.凋亡细胞特征性的核形态改变可以通过

使用膜通透性的 DNA特异结合染料如 Hoechst33342

染色 ,在荧光显微镜下可鉴定凋亡细胞核的形态变

化. Hoechst 33342染料在激发光 380 nm下呈蓝紫色

光.如 Fig. 4所示 ,pEGFP hap3 转染的 HeLa 细胞染

色质固缩、凝聚 ,核碎裂 ,表现出特征性的凋亡细胞

核形态 ( Fig. 4C) ;而 pEGFP hap5 转染的 HeLa 细胞

(Fig. 4B )和转染对照质粒的 HeLa 细胞 ( Fig. 4A )

则保持正常的细胞核形态 ,核染色质均匀、完好 ,形
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态规则.此结果表明只有定位在内质网上的 HAP蛋

白能诱导 HeLa 细胞凋亡 ,而游离在细胞中的 HAP

蛋白则不具有凋亡诱发功能.

Fig. 4　Hoechst 33342 staining analysis for the nuclear morphological changes in HeLa cells

(A) HeLa cells transfected with pEGFP2N1 for 48 hours ; (B) HeLa cells transfected with pEGFP hap5 for 48 hours ;

(C) HeLa cells transfected with pEGFP hap3 for 48 hours

2. 4　定位在内质网上的 HAP蛋白诱导了 DNA片

段化

检测凋亡特征性的“DNA梯形 (DNA ladder)”谱

带的存在是检测细胞凋亡的一经典方法[10 ]
.琼脂糖

凝胶电泳 ( Fig. 5)可见 ,转染 48 h后 ,仅 pEGFP hap3

转染的 HeLa细胞 DNA表现为大小约为 180 ～ 200

bp及其整数倍的典型的“梯形”谱带 (泳道 3) ; 而

pEGFPhap5转染的 HeLa 细胞 (泳道 2)和转染对照

质粒的 HeLa细胞 (泳道 1 )仅在电泳加样孔附近出

现一条较大的基因组 DNA条带 ,无“DNA ladder”形

成.由此可见 ,只有定位在内质网上的 HAP蛋白可

诱导 HeLa细胞发生凋亡特征性的生化变化 ,而游离

在细胞中的 HAP蛋白则不能诱导凋亡.

Fig. 5　Electrophoresis analysis of DNA fragmentation

1 : HeLa cells transfected with pEGFP2N1 for 48 hours ;

2 : HeLa cells transfected with pEGFP hap5 for 48 hours ;

3 : HeLa cells transfected with pEGFP hap3 for 48 hours

2. 5 　定位在内质网上的 HAP 蛋白诱导了细胞

DNA出现亚二倍体峰

流式细胞仪检测细胞周期 DNA含量是应用最

广泛的定量检测细胞凋亡的一种特异性方法[9 ] .细

胞凋亡时 ,流式细胞仪可检测到凋亡细胞产生的特

征性亚二倍体核型峰 ,即凋亡峰.本研究中 ,对 3种

质粒分别转染的细胞 DNA以 PI染色后进行流式细

胞仪检测.结果显示 ,仅仅 pEGFP hap3 转染的 HeLa

细胞中出现特征性的低于 G0ΠG1 相 DNA峰为亚二

倍体 DNA峰.转染后 48 h ,对照质粒转染的 HeLa细

胞凋亡率为 3. 6 % ( Fig. 6A) ; pEGFP hap5 转染的

HeLa 细胞凋亡率仅 1188 % ( Fig. 6B) ,甚至低于

316 %的本底水平 ,但这一差异在实验误差范围内 ,

可能是由于实验误差所致 ;而 pEGFP hap3 转染的

HeLa细胞凋亡率达到 2713 % ( Fig. 6C) ,高出本底水

平近 10倍.此结果再次证明了只有定位在内质网上

的 HAP蛋白能诱导 HeLa 细胞凋亡 ,而游离在细胞

中、没有固定亚细胞定位的 HAP蛋白则不具有凋亡

诱发功能.

3　讨论

细胞凋亡是目前生命科学领域研究的热门领

域 ,随着细胞凋亡研究的日益深入 ,细胞凋亡的实验

室检测方法也得到了一定的发展.本实验采用了特

异性荧光染料 Hoechst33342染色观察[11 ]
,检测凋亡

特征性的 DNA ladder和流式细胞仪检测凋亡特征性

的亚二倍体峰这 3 种方式来检测转染了质粒

pEGFPhap5 和 pEGFP hap3 的 HeLa 细胞是否凋亡.

使用 3种检测方法得到的结果是一致的 ,即定位在

内质网上的 HAP蛋白高表达可诱导 HeLa 细胞凋

亡 ,而游离在细胞中的 HAP蛋白高表达并不能诱导

HeLa细胞凋亡.

同时我们还发现以不同的方式与 EGFP融合的
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Fig. 6　Percentage of apoptosis detected by flowcytometry

(A) HeLa cells transfected with pEGFP2N1 for 48 hours ; (B) HeLa cells transfected with pEGFP hap5 for 48 hours ;

(C) HeLa cells transfected with pEGFP hap3 for 48 hours

HAP蛋白的亚细胞定位也不同 ,N 端带有 EGFP标

签的 HAP蛋白定位于内质网 ,与单独表达的 HAP蛋

白亚细胞定位相同 ;C端带有 EGFP标签的 HAP蛋

白的定位则发生了改变 ,游离存在于整个细胞中.这

种改变可能是由于 EGFP与 HAP蛋白以某种方式融

合时改变了 HAP蛋白 3′端的三维结构 ,封闭了 HAP

蛋白与内质网膜结合的部位 ,进而影响了 HAP的定

位及功能.

本室以前的工作发现 HAP为定位于内质网的

二次跨膜蛋白 ,它过表达诱导细胞凋亡的过程中伴

随着内质网 (endoplasmic reticulum , ER)钙库的钙离

子排空以及细胞内游离钙离子浓度的增加[5 ]
.为了

进一步研究 HAP蛋白结构与其功能定位的关系 ,使

用 BLOCK方法[12 ]对 HAP蛋白的结构进行分析 ,发

现在第一个跨膜区附近 ,存在着若干个可以与钙等

二价金属结合及转运的功能保守性位点 ,如氨基酸

30～55 的钙结合 EGF样结构域特征 (calcium2binding

EGF2like domain signature) ;氨基酸 39～68的 EF手性

钙结合域 ( EF2hand calcium2binding domain) ; 氨基酸

68～107 的 S2100ΠIcaBP型钙结合蛋白特征 ( S2100Π
ICaBP type calcium binding protein signature) ;氨基酸

69～85 钴转运蛋白 (cobalt transport protein CbiN) ;氨

基酸 60～ 92 ABC 3 转运家族 ( ABC 3 transport

family) ; 65293SecDΠSecFΠSecDF 运输膜蛋白 ( SecDΠ
SecFΠSecDF export membrane proteins) .此外还存在若

干与能量代谢有关的区域 ,如氨基酸 85～104 的

NADH2泛素氧还酶链 5 特征 ( NADH2ubiquinone

oxidoreductase chain 5 signature) ;氨基酸 166～ 196

NADH2泛 素 氧 还 酶 链 4 L ( NADH2ubiquinone

oxidoreductase chain 4L) .使用 ScanProsite[13 ]发现 HAP

序列中还有一些磷酸化的位点 ,如氨基酸 96～98 ,

氨基酸 161～163 的蛋白酶 C磷酸化位点 (protein

kinase C phosphorylation site) ; 氨基酸 203～206 , 氨

基酸 218～221为酪氨酸激酶 II磷酸化位点 (casein

kinase Ⅱphosphorylation site) , 它们可能与 HAP蛋白

的激活、抑制以及功能调节相关.

内质网是细胞内重要的 Ca
2 +贮库 ,对维持细胞

内 Ca
2 +的稳态起重要作用. Ca

2 +是重要的胞内信号

转导因子 ,许多细胞以 Ca
2 +作为第二信使分子传递

胞内信息 ,诱发一系列的细胞形态、生理、生化和分

子生物学事件的发生[14 ] .研究表明 ,细胞内 Ca2 +稳

态的改变对细胞凋亡具有重要的调控作用[15 , 16 ] .多

种细胞凋亡的诱导因素[16～18 ]可以改变细胞质内游

离 Ca
2 +的浓度以及亚细胞器内 Ca

2 +的分布 ,从而在

细胞凋亡的信号通路中起调控作用.由于 HAP过表

达诱导细胞凋亡的过程中伴随着内质网钙库的钙离

子排空以及细胞内游离钙离子浓度的增加 ,Qu等推

测特异性 ER定位的凋亡诱发蛋白 HAP可能是通过

干扰细胞内 Ca2 +的稳态平衡 , 进而引起内质网应激

反应 , 激活 caspase212途径或通过内质网与线粒体

之间的相互联系来介导线粒体凋亡信号通路 , 从而

诱导细胞凋亡[5 ]
.根据以前的试验结果及采用生物

信息学方法分析的 HAP蛋白的结构特点 ,我们推测

它可能是内质网上的钙通道或钙通道的重要功能性

组成部分.然而从大小上看 ,仅仅由 236个氨基酸组

成 ,分子量为 26 kD的 HAP比其他已知的钙通道小

得多 ,所以它更可能是钙通道的重要组分.结合刘青

珍等发现 HAP的同源聚合体和异源聚合体能诱导

多种凋亡[6 ]
,我们认为 HAP有可能与其本身或其他

蛋白 (如 ASY蛋白)形成多聚体从而行使钙通道的

功能.本室以前工作发现的 hap在脑组织中表达量

相当高[4 ]可能亦与 Ca2 + 作为重要的神经递质释放
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信号转导因子有关.

我们的研究结果亦可用这一推论解释 :当过量

的 HAP蛋白以某种聚合方式定位于内质网膜上时

能开启钙离子通道 ,促进钙离子从内质网释放到细

胞质中 ,大量钙离子流动打破了细胞内的钙稳态 ,从

而引起细胞凋亡 ;如果 HAP蛋白不能定位在内质网

上 ,它就不能形成钙离子通道 ,因而不能引起细胞凋

亡.然而 HAP蛋白究竟是不是钙离子通道或其组分

仍待进一步验证.
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