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NPA motif在水通道蛋白AQP1表达和 
转水功能中的重要性  
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摘要  水通道蛋白(AQP)序列中的两个天冬酰胺-脯氨酸-丙氨酸序列(NPA motif)是水通道蛋白家族中
高度保守的特征性序列, 其晶体结构研究显示, 两个NPA motifs位于通道中心的狭窄部位, 直接参与水
分子的结合和选择性通过. 为了进一步研究两个 NPA motifs 在水通道蛋白结构、功能和生源学
(biogenesis)方面的重要性, 通过点突变方法分别获得单独缺失 NPA1或 NPA2 motif以及同时缺失两个
NPA motifs 的 3 种水通道 AQP1 基因突变型. 将 3 种 AQP1 突变 cDNA 分别亚克隆入真核表达载体
pcDNA3.1, 建立稳定转染 3种 AQP1基因突变型的 CHO细胞系. AQP1免疫荧光分析显示, 3种 AQP1
突变蛋白均能正常表达并定位于质膜, 显示 AQP1蛋白质表达和细胞内加工过程未受 NPA motifs缺失
的影响. 分别对表达 3 种 AQP1 突变蛋白的 CHO 细胞进行质膜水通透性功能分析, 并与表达野生型
AQP1的CHO细胞进行比较, 结果显示, 缺失NPA1或NPA2引起AQP1转水功能下降 49.6%和 46.7%, 
而同时缺失两个NPA motifs的AQP1转水功能与野生型AQP1相似. 上述结果显示, 水通道AQP1中的
NPA motifs在 AQP1转水功能中发挥重要作用, 但对于 AQP1蛋白的表达、细胞内加工和通道基本结构
的形成并不起关键作用. 

关键词  水通道蛋白  NPA motif  突变  水通透性  生源学(biogenesis) 
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水通道蛋白(aquaporin, AQP)是一类存在于细胞
膜上的水通透性蛋白 , 从细菌等原核生物到人体等
哺乳动物都广泛存在. 从Preston等人[1]发现第 1 个水
通道蛋白AQP1 以来, 研究人员已经发现和鉴定了属
于AQP家族的 13 个哺乳动物水通道(AQP0~12), 以
及数以百计的其他动植物和微生物水通道蛋白基因. 
水通道蛋白序列中有两个高度保守的NPA motifs, 是
该蛋白家族成员所共同具有的特征序列 , 其在水通
道蛋白的结构和功能中具有重要作用.  

对AQP1 结构的研究表明, AQP1 是以四聚体形
式存在于细胞膜表面的[2], 每个单体分别形成水分子
穿越的孔道, 独立行使功能[3,4]. AQP1 分子的一级结
构是一个单肽链, 含有 6 个跨膜区, 氨基酸链在膜两
侧形成 5个环形结构(loopA~E). B和E环显著疏水. 蛋
白分子氨基、羧基末端、B及D环均在胞内, A, C, E环
定位于胞外. 整个分子由 2个序列上相似的同向重复
部分组成, 在膜上呈 180°中心对称排列. B和E环中各
含一个天冬酰胺-脯氨酸-丙氨酸(Asn-Pro-Ala, NPA)

重复串联序列(76~78, 192~194)[5~10]. 在水分子通过
AQP1 的原子模型中 , 包含NPA的B环和E环深入到
AQP1 蛋白分子内部形成短的α-螺旋, α-螺旋的N末
端朝向水分子的通路 , 共同形成一个定向局部静电
场, 使得通过的水分子中氧原子定向朝向NPA motif
中的两个Asn残基, 以便形成氢键. 但只有一个水分
子和两个Asn残基之间通过氢键联系, 结果水分子排
成单排, 分别形成和断裂 2 次氢键, 同时转换方向顺
次通过水通道的内部核心区 . 这种旋转方向的转换
阻止了通道内部形成连续的水合质子分子网 , 加上
通道内部带正电荷的氨基酸残基排斥带正电荷的

H3O+, 从而阻断了质子通过水通道[11~13].  
为了进一步揭示两个 NPA motifs在水通道蛋白结

构、功能和生源学(biogenesis)方面的重要性, 本研究通
过点突变方法分别制备缺失 NPA1或 NPA2 motif以及
同时缺失两个 NPA motifs的 3种水通道 AQP1基因突
变型, 在稳定转染的真核细胞上对NPA motifs在AQP1
蛋白质表达和转水功能中的重要性进行了研究.  
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1  材料与方法 
(ⅰ) 表达质粒的构建.  含有对氯离子高度敏感

的 EYFP 突变体 , 即 720 bp EYFP-H148Q-V163S 
DNA 片段的哺乳动物表达质粒 pcDNA3.1 Hygro- 
EYFP-H148Q-V163S (Hygromycin-resistant)由美国加
州大学旧金山分校 Peter Haggie博士惠赠.  

AQP1ΔNPA 突变是以大鼠野生型 AQP1 重组质
粒 pcDNA3.1-rAQP1wt(本室早期构建)为模板, 通过
PCR 的方法, 分别扩增出 NPA 前后的片段, 并分别
连接到哺乳动物表达载体 pcDNA3.1MycHisA (G418- 
resistant, Invitrogen)上. 共设计了 6条引物: (1) 5′-CCC- 
AAgCTTATggCCAgCgAgTTCAAgAAg-3′ (正向); (2) 5′- 
ggggTACCAggTgAgCACCACTgATgTgACC-3′( 反 向 );  
(3) 5′-ggggTACCACTggggCTTCTgCTCAgCTgTC-3′ (正
向); (4) 5′-CgggATCCCACAgCCAgTgTAgTCAATggC-3′ 
(反向 ); (5) 5′-CgggATCCggTCATTTggCTCTgCTgTg- 
CTC-3′ (正向); (6) 5′-gATCTAgATTATTTgggCTTCAT- 
CTCCACCCTg-3′ (反向). 

用引物 1和 2扩增出 NPA1之前的 225 bp片段, 
再用 HindⅢ/KpnⅠ消化并连接到 HindⅢ/KpnⅠ预消
化的哺乳动物表达载体 pcDNA3.1MycHisA (G418- 
resistant, Invitrogen)上 , 构成表达质粒 pcDNA3.1- 
rAQP1 NPA1上游序列. 用引物 3和 6扩增出 NPA1之
后的 585 bp片段, 用 KpnⅠ/XbaⅠ消化并连到由 KpnⅠ/ 
XbaⅠ预消化的表达质粒 pcDNA3.1-rAQP1 NPA1上游
序列, 构成表达质粒 pcDNA3.1-rAQP1ΔNPA1. 用引
物 1和 4扩增出 NPA2之前的 573 bp片段, 用 HindⅢ/ 
BamHⅠ消化并连接到 HindⅢ/BamHⅠ预消化的哺乳
动物表达载体 pcDNA3.1MycHisA (G418-resistant, 
Invitrogen)上, 构成表达质粒 pcDNA3.1-rAQP1 NPA2
上游序列. 用引物 5和 6扩增出 NPA2之后的 237 bp片
段, 用BamHⅠ/XbaⅠ消化并连到由BamHⅠ/XbaⅠ预消
化的表达质粒 pcDNA3.1-rAQP1 NPA2上游序列, 构成
表达质粒 pcDNA3.1-rAQP1ΔNPA2. 用引物 1和 4以表
达质粒 pcDNA3.1-rAQP1ΔNPA1 为模板 PCR 扩增出
NPA2之前的 573 bp片段, 用HindⅢ/ BamHⅠ消化并
连接到 HindⅢ/BamHⅠ预消化的表达质粒 pcDNA3.1- 
rAQP1ΔNPA2 上 , 构 成 表 达 质 粒 pcDNA3.1- 
rAQP1ΔNPA1和 2. 

所有 PCR反应均用 Vent DNA polymerase (New 
England Biolabs)进行. 对所有的 AQP1突变表达质粒
进行 DNA序列测定, 证实其准确性.  

(ⅱ) 细胞培养.  哺乳动物细胞为中国仓鼠卵巢
细胞(Chinese hamster ovary cell, CHO)用含 10%的胎
牛血清的 F12 Ham’s完全培养基, 添加 100 U/mL青
霉素和 100 U/mL链霉素, 于 37℃ 5% CO2条件下培

养.  
(ⅲ) 稳定转染.  CHO 细胞稳定转染按文献[14]

方法进行 , 略有改动 . 表达质粒 pcDNA3.1 Hygro-   
EYFP-H148Q-V163S 经脂质体 Lipofectamin 2000 
(Invitrogen)转染 CHO 细胞 , 用含 500 μg/mL Hy-
gromycin (Roche)选择性培养基进行筛选, 挑取表达
绿色荧光的单克隆细胞(CHO-EYFP-H148Q-V163S). 
在荧光显微镜下观察各单克隆细胞绿色荧光表达情

况, 选择绿色荧光比率高的细胞克隆在 96 孔板上进
行有限稀释, 纯化出稳定高表达绿色荧光的细胞. 

表达质粒 pcDNA3.1-rAQP1ΔNPA1, pcDNA3.1- 
rAQP1ΔNPA2, pcDNA3.1-rAQP1ΔNPA1 和 2 及
pcDNA3.1-rAQP1wt 分别经脂质体 Lipofectamin 2000 
(Invitrogen)转染 CHO-EYFP-H148Q-V163S 细胞, 用含
500 μg/mL G418 (Roche)选择性培养基进行筛选, 分别
挑取表达 rAQP1ΔNPA1, rAQP1ΔNPA2, rAQP1ΔNPA1
和 2 以及 rAQP1wt的单克隆细胞(CHO-rAQP1ΔNPA1/ 
EYFP-H148Q-V163S, CHO-rAQP1ΔNPA2/EYFP-H148Q-  
V163S, CHO-rAQP1ΔNPA1 和 2/EYFP-H148Q-V163S
及 CHO-rAQP1 wt/EYFP-H148Q-V163S).  

(ⅳ) 免疫荧光.  将 CHO 接种培养到载玻片上, 
培养 24 h 后, 用 4%多聚甲醛溶液室温固定 15 min. 
PBS溶液洗细胞 1次, 用含 0.1%(体积比)Triton X-100 
PBS作用 10 min. PBS溶液洗细胞 1次, 用含 2%牛血
清白蛋白(Sigma)的 PBS封闭 1 h. 分别加入兔抗大鼠
AQP1多克隆抗体(Chemicon, AB3065, 1:1000)于 4℃
过夜. PBS溶液洗细胞 3次, 每次 5 min, 以 Cy3标记
的羊抗兔 IgG 二抗(Sigma, 1:500)室温孵育 30 min. 
PBS 溶液洗细胞 3 次, 每次 5 min, 在 OLYMPUS 
BX60 荧光显微镜下观察并照相. 在共定位实验中, 
同时加入 AQP1 单克隆抗体(Santa Cruz, sc-25287, 
1:100)和兔抗内质网分子伴侣葡萄糖调节蛋白
GRP94多克隆抗体(Boster, BA1628, 1:200)于 4℃过
夜. PBS溶液洗细胞后, 同时加入 Cy3标记的羊抗鼠
IgG二抗(Sigma, 1:500)和 FITC标记的山羊抗兔 IgG
二抗(Sigma, 1:500)室温孵育 30 min. PBS溶液洗细胞
后, 荧光显微镜下照相并作覆盖图(overlay).  

(ⅴ) 质膜AQP1相对表达量分析.  应用 Imagine J
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定量分析软件对稳定表达 3种AQP1基因突变型和野
生型 AQP1 的 CHO 细胞系免疫荧光图像进行分析. 
在每种细胞系免疫荧光图像中, 分别随机选取 50 个
相似位置的 2 μm × 2 μm细胞质膜区域, 读取相对应
的灰度值. 3种AQP1突变蛋白灰度值与野生型AQP1
蛋白灰度值的比值反映 3种AQP1突变蛋白在质膜上
的相对表达量 . 通过质膜荧光灰度分析选出突变型
AQP1蛋白表达水平与野生型相似的克隆进行质膜水
通透性分析.  

(ⅵ) 质膜水通透性测定.  质膜水通透性测定方法
参考文献[15~17]. 将 CHO-rAQP1ΔNPA1/EYFP-H148Q- 
V163S, CHO-rAQP1ΔNPA2/EYFP-H148Q-V163S, CHO-  
rAQP1ΔNPA1和 2/EYFP-H148Q-V163S, CHO-rAQP1wt/ 
EYFP-H148Q-V163S共 4种细胞按每孔 20000个细胞
的密度铺于黑壁透明底的 96 孔培养板 (Corning-    
Costar 3904), 培养液为 F12 Ham’s完全培养基(含有
10%胎牛血清、青霉素、链霉素终浓度 100 U/mL), 在
CO2孵箱中(37℃, 5% CO2)培养 24 h 后形成单层后, 
PBS 溶液洗细胞 2 次(200 μL/次), 最后一次每孔留
100 μL PBS溶液. 在 FluoStar Optima (BMG Biotech)
荧光仪上测定 , 激发光和发射光滤光片波长分别为
HQ500/20X (500±10 nm)和 HQ535/30M (535±15 nm). 
以 5个数据点/s(0.2 s/点)的速度连续测定 30 s, 其中
前 2 s为基线, 2 s后向细胞培养孔中快速注入 100 μL
超纯水(时间<100 ms)使细胞外液渗透压降低 50%, 
继续测定 28 s. 由渗透压驱动的细胞外 H2O 通过
AQP1 水通道进入细胞, 稀释细胞质中的[Cl−], 降低
了 Cl−对 EYFP-H148Q-V163S荧光的淬灭作用, 细胞
荧光值随时间变化而增加 , 质膜水通透性用从注入
超纯水到达到最大荧光值所需时间的倒数(1/τ )表示
(参照文献[17]). 较大的 1/τ 值表示较高的水通透性. 
表达 3种 AQP1突变蛋白的 CHO细胞质膜水通透性
与表达野生型 AQP1的 CHO细胞质膜水通透性的比
值显示 3种 AQP1突变蛋白的相对水通透性. 

2  结果 

2.1  点突变方法制备删除 NPA motif的 AQP1基因
突变型 

图 1示 NPA motifs在水通道 AQP1拓扑结构中的
位置、ΔNPA突变的设计和 AQP1基因突变型的真核表
达质粒图. 对 AQP1ΔNPA1, AQP1ΔNPA2, AQP1ΔNPA1
和 2三种AQP1基因突变型DNA序列测定分析显示(图

2), AQP1中 NPA motif分别被成功删除.  

 

 
图 1  NPA motifs的删除策略 

(a) AQP1水通道的拓扑结构模式图. 两个保守的 NPA motifs分别位于
B和 E环. (b) 删除 NPA motif的 AQP1突变设计. (c) AQP1基因突变

型的真核表达质粒图 
 

2.2  NPA motif 缺失不影响 AQP1 蛋白表达和细胞
内加工 

将表达质粒 pcDNA3.1-rAQP1ΔNPA1, pcDNA3.1- 
rAQP1ΔNPA2, pcDNA3.1-rAQP1ΔNPA1 和 2 及
pcDNA3.1-rAQP1wt 分别转染 CHO-EYFP-H148Q- 
V163S 细胞(细胞质中稳定表达对氯离子高度敏感的
荧光蛋白突变体 EYFP/H148Q/V163S), 经抗生素筛
选及有限稀释纯化后, 分别获得了 24 个单克隆. 对
其进行免疫荧光分析, 结果显示, 3种突变AQP1蛋白
在 CHO细胞的表达和定位与野生型 AQP1极为相似
(图 3(a)~(e)). 为了进一步证实突变AQP1蛋白在质膜
的表达, 我们对各细胞系进行了 AQP1/ER 双标记, 
结果显示, 3 种突变 AQP1 蛋白在质膜的定位情况相
似(图 3(f), 示 AQP1ΔNPA1 和 2 共定位结果). 质膜 
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图 2  AQP1ΔNPA突变的 DNA序列分析 
图示 3种 AQP1基因突变型中 ΔNPA1和 ΔNPA2的 DNA序列测定 

 
 

 

图 3  AQP1突变蛋白和 AQP1野生型蛋白表达分析 
(a)~(e) 突变型和野生型 AQP1的免疫荧光分析. (a) 稳定转染 EYFP-H148Q-V163S 的 CHO对照细胞; (b) 野生型 AQP1; (c) AQP1ΔNPA1; (d) 
AQP1ΔNPA2; (e) AQP1ΔNPA1和 2. (f) AQP1ΔNPA1 和 2的质膜表达. (g)质膜 AQP1蛋白相对表达量分析(n = 50, 平均值 ± SE), t检验无显著性
差异(P > 0.05). 在(f)中, AQP1染色(左), GRP94内质网染色(中), 两种染色叠加(右). AQP1ΔNPA1和 AQP1ΔNPA2与 AQP1ΔNPA1和 2结果相似,  

数据未显示. 随机选取 2 μm×2 μm细胞质膜区域如(b)所示. 标尺示 10 μm 
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荧光灰度分析显示, 突变型 AQP1蛋白表达水平与野
生型相似(图 3(g)). 结果表明, AQP1蛋白质表达和细
胞内加工过程未受 NPA motifs缺失的影响. 

2.3  AQP1突变型和野生型的质膜水通透性功能分析 

图 4 所示 3 种稳定表达 AQP1 基因突变型和
AQP1 野生型 CHO 细胞的质膜水通透性功能分析. 
结果显示, 缺失 NPA1或 NPA2分别使 AQP1转水功
能下降 49.6%和 46.7%, 显著影响了 AQP1 的转水效
率 . 出乎意料的是 , 同时缺失两个 NPA motifs 的
AQP1 转水功能与野生型 AQP1 相似, 表明通道内部
形成了新的高效水分子通路. 

 

 

图 4  AQP1突变型和野生型的质膜水通透性功能分析 
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(a) 渗透压诱发的细胞荧光动力学曲线. (b) 质膜相对水通透性(n = 6, 
平均值±SE). * 示差异显著(P < 0.001). AQP1ΔNPA1 和 2 与野生型 

比较, 无显著性差异(P > 0.05) 

3  讨论 

水通道蛋白选择性地高效通透水分子 , 而阻止
质子等其他离子通过的机理已经通过晶体结构研究得

到阐明. 在沙漏模型中, 由于通道中央核心处狭窄, 水
分子只能排成单行通过[18]. B和E环中包括NPA motif
在内的很多氨基酸残基是保守的 , 它们共同形成了
通道内部的局部静电场 , 这使得水分子在通过通道

时, 进行旋转式双极运动, 通过上半部时的旋转方向
与通过下半部时的旋转方向相反 [11,19]. 水分子的这
种偶极转动对于水分子的选择转运很重要[20]. B环中
的His74 和E环中的Arg195 是带正电荷的氨基酸残基
可以阻止离子通过 [21]. Sui等人 [22]研究发现, 在水通
道沙漏模型的核心结构中有 3 个亲水区域 (Ala73, 
His74区域, NPA motif中Asn76, Asn192区域和His180, 
Gly190 区域), 可以与 4 个水分子相互作用, 而其余绝
大部分区域则由大量疏水残基排列形成疏水环境 , 
提示通道核心结构中的疏水环境和极少量的离子结

合位点有助于水分子快速顺畅地通过通道. 
本研究发现, AQP1ΔNPA1 和AQP1ΔNPA2 转水

功能显著下降 , 说明水通道中核心结构有了一定程
度的破坏, 使水分子通过通道的速度减慢, 但转水功
能并未完全丧失. AQP1ΔNPA1 和 2 转水功能与野生
型相似, 说明水通道核心结构中建立了新的通路, 使
水分子能够正常通过 . 在本研究中NPA motifs并非
AQP1 转水功能所必须, 说明AQP1 中的其余保守氨
基酸残基对于通道内部的核心结构也起重要作用 , 
提示水通道核心结构可能由多个保守位点共同组成. 
Grubmuller等人[20]发现, AQP1的结构中有 2个区域对
于其功能很重要: 一个是NPA motif, 选择决定水分
子通过; 另一个是Ar/R(芳香族/精氨酸区域), 阻止质
子通过 . Yoshinori等人 [19]发现 , 在 NPA motif和
Ar/R(芳香族/精氨酸区域)中, Ar/R是AQP1 核心中最
狭窄的区域. Kong等人[18]发现, Phe24, Phe56, His180
也参与了AQP1 中核心结构的形成. 而且AQP1 的核
心结构尺寸大小是变化的、动态的, 通过AQP1 的水
流经常因核心结构尺寸缩小而被中断 , 这样可以阻
止质子转运, 而且水分子通过AQP1 中核心结构的路
线是弯曲的.  

另外 , Beitz等人 [23]近期在一项研究中发现 , 将
AQP1的Ar/R(芳香族/精氨酸区域)的特定氨基酸突变
后, 其可以转运尿素、甘油和质子等. 在下一步工作
中, 我们将对NPA motifs去除后AQP1 的通道选择性
变化 , 如对于质子和其他离子以及中性小分子是否
具有通透性进行深入研究.  
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