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摘要: 蛋白磷酸酶-2A是最重要的丝氨酸 /苏氨酸蛋白磷酸酶之一,对于调控多细胞的生命活动起着非常重要的作

用。以异源四倍体鲫鲤及其二倍体父 /母本 (湘江野鲤 /红鲫 )和子代三倍体湘云鲫等为实验材料, 运用 W estern

b lo t技术及荧光免疫组织化学技术等实验手段, 得到了 P rote in Phospha tase-2A ( PP2A )的催化亚基在上述不同倍性

鱼体内 6种不同组织的表达模式: P rote in Phosphatase-2Ac( PP2A c)在异源四倍体鲫鲤及其二倍体父 /母本及子代三

倍体湘云鲫不同组织中蛋白水平均有表达,而且出现了明显的种属特异性和组织特异性, 如在大脑、肌肉、肝脏三

组织中, 三倍体湘云鲫中 PP2A c的表达相对最高。而在肾脏组织中, PP2A c在异源四倍体鲫鲤中的表达水平最高,

父本与三倍体湘云鲫中的表达比较相近, 且最低; 而在性腺组织中则是父本精巢中的表达最高; 在心脏组织中,

PP2A c在母本红鲫中的表达相对较高。这种明显的种属之间组织特异性可能说明了子代与父母本之间的变异性。

荧光免疫组化实验结果显示, 从整体水平来看, 4种不同鱼的同一组织中, PP2Ac的相对定位是非常相似的, 这可能

说明了异源四倍体鲫鲤与其二倍体父 /母本及子代三倍体湘云鲫之间的遗传相似性。研究结果为进一步探索

PP2A c在脊椎动物不同组织中的功能提供了实验依据。
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  蛋白丝氨酸 /苏氨酸位点的磷酸化和去磷酸化

作用, 是调控主要细胞生命活动过程的重要生物化

学事件。Prote in Phosphatase-2A( PP2A )是哺乳动物

中含量最丰富的丝氨酸 /苏氨酸特异性蛋白磷酸酶

之一,大约占细胞总蛋白量的 013%。 PP2A在许多

生命活动过程中扮演了重要的角色, 如参与细胞的

生长、分化、衰老和凋亡及有机体的形态发生及器官

形成的调控
[ 1]
。通过对蛋白激酶的修饰作用, PP2A

参与信号通路的调控, 从而对基因的表达及上述的

各种生命过程起着重要的作用
[ 2) 4 ]
。

有关 PP2A的功能研究已有一些报道, 但大多

数的研究是以细胞为材料。对于 PP2A在脊椎动物

体内的功能,尤其是低等的脊椎动物如鱼类的功能

有待进一步探讨。为此我们以本实验室特有的异源

四倍体鲫鲤
[ 5, 6]
、湘江野鲤

[ 7, 8]
和红鲫

[ 9]
(异源四倍

体鲫鲤的父母本 )及三倍体湘云鲫
[ 10]
为研究对象,

探索了丝氨酸 /苏氨酸特异性蛋白磷酸酶 PP2A催

化亚基在 6种组织中的表达水平及其细胞定位, 其

结果为研究蛋白磷酸酶 PP2A在低等脊椎动物体内

的功能机制提供了有价值的试验数据,同时为研究

异源四倍体鲫鲤及其二倍体父 /母本和子代之间的

遗传和变异关系提供了相关的实验依据。

1 材料与方法

111 材料  异源四倍体鲫鲤、湘江野鲤和红鲫 (即

异源四倍体鲫鲤的父 /母本 )及三倍体湘云鲫 (即异

源四倍体鲫鲤与湘江野鲤或红鲫的杂交后代 )均取

自于湖南师范大学国家四倍体鱼种质资源保护基

地, 其中异源四倍体鲫鲤为湘江野鲤和红鲫的杂交

F14。选取相同育龄 (一龄 )的实验鱼提取蛋白质。
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112 方法  
11211 W estern blot技术定量检测 Protein Phos-

phatase-2Ac( PP2Ac)在不同倍性鱼 6种组织中蛋

白水平的表达模式  取异源四倍体鲫鲤、湘江野鲤

和红鲫及三倍体湘云鲫各数条, 剪鳃放血 10m in,迅

速解剖后取大脑、心脏、肌肉、肾脏、肝脏和性腺,用

液氮研磨至粉末状以后加入 013 mL至 1 m L蛋白质

抽提缓冲溶液 (每 100 mL蛋白抽提液含: NP-40 1

mL、10% SDS 1 mL、015 mo l /L N a2HPO 4 1182 mL、

015 m o l/L NaH 2PO 4 588 LL、5m o l/L NaC l 3 mL、10

mmo l /L PM SF10 mL、5 m g /mL Leupept in 100 LL、N a-

dexycho late 5 mL) , 4e 下 12000 r/m in离心 20m in,

取上清液。采用文献 [ 11, 12]进行总蛋白浓度测定

和W estern blot分析。

11212 荧光免疫组织化学技术确定 PP2Ac在不同

倍性鱼 6种组织中的定位分布  取异源四倍体鲫
鲤、湘江野鲤和红鲫及三倍体湘云鲫各数条,剪鳃放

血 10m in, 迅速解剖后取大脑、心脏、肌肉、肾脏、肝

脏和性腺,剪适当大小的组织块固定于波恩氏液中,

24h后更换成 70%的酒精。本实验采用异硫氰酸荧

光素染色 ( F ITC)法。免疫组化试剂购自广州中山

生物有限公司,一抗购自美国 Santa Cruz公司, 带有

荧光素的二抗购自美国 Vector公司。预先做好常

规的石蜡包埋和切片, 然后把干燥无水气的载玻片

浸入纯二甲苯中脱蜡, 待载玻片上的蜡条完全脱落

后,将载玻片置入纯酒精中,用纯酒精置换出组织中

的二甲苯。经酒精逐级复水后, 放入 10 mm o l/L柠

檬酸钠 ( pH = 610)中煮沸 10m in, 使抗原充分暴露,

冷却至室温,蒸馏水洗涤 3次后, 用 10%的过氧化

氢于室温下反应 10 m in, 以消除内源性过氧化物酶

的作用。PBS洗涤后, 用 5%山羊血清封闭液室温

下作用 1h。吸干多余液体, 滴加 300 LL一抗溶液

( 1%山羊血清配制 ), 平放在湿盒中, 于 4e 过夜。

PBS洗涤,避光环境下滴加 300 LL二抗溶液 ( 1%山

羊血清配置 ), 室温下反应 2h, PBS避光洗涤, 去除

多余的二抗。N IKON E600荧光显微镜下观察拍

照。以 1%山羊血清代替一抗作为阴性对照。

2 结  果

211 PP2Ac在不同倍性鱼 6种组织中 W estern

blot结果  
为了确定 PP2Ac在同倍性鱼 6种组织中蛋白水平

相对表达,我们利用W estern blot技术对其进行了测定,

结果如图 1与图 3,为了更具体和直观的观察两蛋白磷

酸酶的表达含量,我们又利用 Gelpro32、S igmaPlot软件对

图 1与图 3进行了半定量分析,结果如图 2与图 4。

图 1显示,在心脏和肌肉两组织中, 磷酸化 (上

带 )和非磷酸化 (下带 )的 PP2Ac两条带都很清晰,

说明 PP2A c以非活性和活性两种状态存在,而大脑

组织中却有明显的表达差异,磷酸化状态表达明显,

而非磷酸化状态的表达则几乎检测不到。图 1和

图 2结果表明 PP2A c在异源四倍体鲫鲤及其二倍体

父 /母本和子代三倍体湘云鲫的心脏组织中的表达

水平相对较高,在大脑与肌肉组织中表达水平相对

比心脏组织中的弱,但三倍体湘云鲫肌肉组织除外,

PP2A c在其肌肉组织中的表达反而很强烈。从这 4

种不同鱼的同一组织中来看, PP2A c在不同鱼中的

表达存在较明显的差异。在大脑组织中,异源四倍

体鲫鲤的 PP2A c表达水平最低,母本中的表达水平

稍高,父本中的相对表达含量又有所上升,其子代三

倍体湘云鲫中的表达最高。PP2A c在这 4种不同鱼

的心脏组织中的表达也有较大的差异,其中 PP2Ac

在母本红鲫中的表达最高, 父本湘江野鲤中的表达

次之,而子代三倍体湘云鲫中 PP2A c的表达相对最

低。 PP2A c在异源四倍体鲫鲤及父本 /母本肌肉组

织中的表达水平非常接近, 但子代三倍体湘云鲫中

的表达显著高于前三者,是异源四倍体鲫鲤父本 /母

本中的表达水平的 3倍左右。

而图 3结果显示, 磷酸化状态在这 4种鱼的 3

种组织中都有较强烈的表达, 但非磷酸化状态主要

出现在母本红鲫和父本湘江野鲤中, 异源四倍体鲫

鲤中非磷酸化状态的 PP2Ac几乎检测不到,三倍体

湘云鲫中有较弱的表达 PP2Ac。图 4表明在此 4种

不同倍性鱼性腺组织中表达水平相对高于肾脏与肝

脏两组织。在同一肾脏组织中 PP2A c在异源四倍

体鲫鲤中的表达水平最高, 母本红鲫中的表达相对

低于异源四倍体鲫鲤,父本与三倍体湘云鲫中的表

达比较相近,且最低。在肝脏组织中 PP2Ac的表达

水平整体都低于肾脏与性腺两组织。结果表明

PP2A c在湘江野鲤中表达最低,异源四倍体鲫鲤与

三倍体湘云鲫中的表达相对最高, 是父本湘江野鲤

中的 615倍左右, 母本红鲫中的表达次之。 PP2Ac

在这 4种不同鱼的性腺组织中的表达差异也相对较

大, 其中 PP2Ac在异源四倍体鲫鲤 (精巢 )中的表达

最低,父本精巢中的表达最高,是异源四倍体鲫鲤中

的表达水平的 11倍左右, 母本 (卵巢 )与子代三倍

体湘云鲫 (卵巢型性腺 )中的表达水平居于异源四

倍体鲫鲤与父本之间,且两者的表达水平非常接近。
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图 4 PP2Ac在 4种不同倍性鱼的肾脏、肝脏和性腺组织中的半定量分析

Fig14  S em iqu ant itat ion of protein expression levels of PP2A c in

     k idney, l iver and gonads of 4 d ifferen t p loid fish

1, 5, 9:异源四倍体鲫鲤; 2, 6, 10:红鲫; 3, 7, 11:湘江野鲤; 4, 8, 12:

三倍体湘云鲫; 1) 4代表肾脏; 5) 8代表肝脏; 9) 12代表性腺

1, 5, 9: A llotetrap lo id f ish; 2, 4, 6: R ed cru cian carp; 3, 7, 11: C om-

m on carp; 4, 8, 12: T rip lo id crucian carp11) 4: k idney; 5) 8: liver;

     9) 12: gonads

212 PP2Ac在不同倍性鱼 6种组织中的定位  

实验结果显示:在 4种鱼的脑组织中,神经细胞

和神经胶质细胞胞质有较强的荧光染色。 PP2A c

在这些细胞的细胞核中的表达相对较低 (图 5)。

此外, 在异源四倍体鲫鲤和三倍体湘云鲫的脑组

织中有部分的神经细胞胞核染色特别强烈, 这表

明 PP2A c的活性很强。对于心脏组织, PP2A c主

要表达在心肌纤维中, 而心肌细胞核中的表达则

比胞质中稍微强烈 (图 6 )。在肌肉组织中, 可以

观察到肌纤维中荧光着色较强, 因此 PP2A c主要

在肌纤维中表达 (图 7)。在肾脏组织中, PP2A c

主要分布在肾小管管壁立方状上皮细胞的胞质

中, 而在其核中的荧光染色则相对较暗, 表明

PP2A c活性较低 (图 8)。在肝脏组织中, 表达荧

光信号的细胞排列成索状, PP2A c主要表达在肝

细胞质中, 而肝细胞核中则表达较弱。此外, 肝

索之间的微细血管和微细胆管有较强的荧光信

号 (图 9 )。

图 5 PP2A c在 4种不同倍性鱼大脑组织中的定位

Fig15 The localization of PP2A c in th e brain of 4 d ifferent ploid fish

T et rap loid:异源四倍体鲫鲤; Mother: 红鲫; Father: 湘江野鲤; T rip loid: 三倍体湘云鲫; PP2A c一抗稀释比例为 1B300;二抗稀释

比例均为 1B500;图片 H1E, PP2A c, N1C放大倍数均为 Bar= 011mm;图片 H1E1A与 PP2Ac1A分别为 H1E, PP2A c中描边

部位的放大,放大倍数均为 4X, N1C为阴性对照;下同

Fou r differen t p loidy level fish used: T etrap loid, M oth er ( Red crucian carp) , Father( C omm on carp ) , and T rip lo id1D ilu tion of an t-i PP2Ac

an tibody: 1B300; D ilut ion of the secondary an tibody: 1B5001The magn ification for figures in row H1E, PP2Ac, and N1C: Bar=

011mm1The figures in row H1E1A and PP2Ac1A are amp lif ied from th e b ord ered reg ion of the correspond ing f igu res in row H1E

and PP2A c1N1C: negative contro;l The sam e as follow s
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  从图 10中的 H E染色图片可以看出, 母本红鲫

的卵巢发育正常,卵巢中主要存在 Ò 时相和 Ó 时相

的细胞。对于 Ò 和 Ó 时相细胞, PP2Ac主要表达在

卵细胞膜及卵细胞核中。而在滤泡细胞中, PP2A c

则表达在细胞膜上。用于本实验的子代三倍体湘云

鲫性腺为卵巢型,且发育并不完全,在相同的放大倍

数的视野中,只有一个 Ò 时相的卵母细胞, PP2A c的

表达主要集中在卵细胞膜上。同时可以观察到,父

本湘江野鲤的精巢发育良好,精细小管中有许多生

精细胞和成熟的精子。荧光染色图片显示在曲精小

管之间的管壁、曲精小管之间的结缔组织、间质细胞

和部分的精原细胞中荧光染色较强, 但成熟的精子

荧光染色则相对较暗 (图 10)。

因此从整体水平来看, 4种不同鱼的同一组织

PP2A c的表达模式是非常相似的。但同一组织的不

同细胞的具体表达部位是有差异的, 具有明显的细

胞特异性。

图 10 PP2A c在 4种不同倍性鱼性腺组织中的定位

F ig110 Th e localization of PP2Ac in the gonads of 4 differen t p loid fish

3 讨  论

311 PP2A催化亚基的磷酸化状态与组织分布的

关系  
磷酸化与非磷酸化是一项非常重要的蛋白质修

饰过程,它可以使蛋白质构象发生改变,产生新的识

别序列,便于与其他蛋白质发生相互作用。磷酸化

同样能调控蛋白质的稳定性以及酶的活性。它涉及

了细胞信号传导、神经活动、肌肉收缩以及细胞的增

殖、生长和分化等生理过程。 PP2A是一个主要的

丝氨酸 /苏氨酸型蛋白磷酸酶, 在真核细胞中, 从酵

母到脊椎动物都广泛的表达
[ 1) 4]
。它由三个亚基构

成: 一个 36 kD的催化亚基 C, 一个 65kD的支架亚

基 A和一个调节亚基 B
[ 4, 13) 15]

。PP2A的 ABC三聚

体全酶由亚基之间的相互作用而结合在一起, PP2A

磷酸酶的支架亚基 A和催化亚基 C各自存在着两

种异构体,即 A和 B。而它的调节亚基至少有 16个

成员,可分为四亚类,分别为: B ( PR55), B. ( B56或

者 PR61 ) , B . . ( PR72 ) 和 B . . . ( PR93 /

PR110)
[ 1) 4]
。由于不同的调节亚基都能与 AC结

合, 而 A亚基和 C亚基又都有各自的同源异构体,

这使得 PP2A磷酸酶全酶的结构变得异常复杂。结

构的复杂性也导致了其功能的复杂性和多样性。

PP2A催化亚基以迁移率慢的磷酸化形式和迁移率
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较快的非磷酸化形式出现。由于在 Thr304和

Tyr307上的磷酸化阻碍了 PP2A全酶的组合
[ 15]

,所

以磷酸化状态反应出其功能的变化。4种不同倍性

鱼 6种组织 PP2A催化亚基也出现磷酸化和非磷酸

化两种状态,而且这两种状态在不同倍性鱼的不同

组织中具有表达差异。图 1显示, 在心脏和肌肉两

组织中,磷酸化和非磷酸化的 PP2Ac两条带都很清

晰,而大脑组织中却有明显的表达差异,磷酸化状态

表达明显,非磷酸化状态的表达几乎检测不到。这

一结果表明,在正常情况下 PP2A在大脑中的功能

是受到严格调节的。

312 PP2Ac在不同组织中的功能  
已有研究表明, PP2A参与信号传导的调节过

程。B lanquet报道蛋白激酶 CK2参与了神经营养因

子诱导的信号级联放大系统,而且对控制海马神经

细胞的突触生长可能起一定作用, 而蛋白磷酸酶

PP2A可激活 CK2从而调节大鼠海马神经细胞的基

因转录来维持较长时间的突触反应
[ 16]
。蛋白磷酸

酶 PP2A的磷酸化抑制了它的活性, 因此大脑组织

中只表达了磷酸化状态的 PP2A c, 说明它对脊椎动

物神经系统信号转导的调控也是受到严格调节的。

对于肾脏、肝脏和性腺 3种组织也出现了表达

差异现象。图 3结果显示,磷酸化状态在这 4种鱼

的 3种组织中都有较强烈的表达, 但非磷酸化状态

主要出现在母本红鲫和父本湘江野鲤中, 说明非磷

酸化状态的 PP2Ac对正常二倍体卵巢的发育和精

子的发生是必须的。而异源四倍体鲫鲤中非磷酸化

状态的 PP2A c几乎检测不到,三倍体湘云鲫中有较

弱的表达,这可能说明了磷酸化状态的 PP2A c对多

倍体性腺的发育或功能起着更关键的作用。这些结

果也表明, PP2A c在不同倍性鱼不同组织中的表达

具有明显的差异性和多样性,这种差异性和多样性

是与其功能相关联的。

不仅 PP2Ac在不同倍性鱼不同组织中的磷酸

化和非磷酸化状态有差异, 而且其表达水平也有着

显著的不同。图 2显示,对于肌肉组织,三倍体湘云

鲫中的表达含量远远超出其他三种鱼的表达。我们

知道, 三倍体湘云鲫相对异源四倍体鲫鲤和父母本

等肉质更鲜美, 生长更快速, 抗病能力更强, PP2A c

的这种显著表达可能与它的这些特性相关。在性腺

组织中,这种差异也很明显, PP2Ac在父本湘江野鲤

中表达特别高,也进一步说明了 PP2Ac对精巢的发

育和精子发生起着重要的调节作用。

当然 PP2Ac在脊椎动物的其他组织和器官中

也有着重要的作用, 研究表明 PP2A对心脏功能有

着重要的调节作用,它可使肌钙蛋白 1、ATP敏感的

K
+
通道去磷酸化而调节心脏功能

[ 17]
。同时过表达

PP2A的 A亚单位的 Dom inan t negative mutant(负显

性突变体 )或其活性代替物 PP2B, 可诱导心肌的肥

大
[ 18, 19]

。在眼睛晶状体中, PP2A也似乎发挥着重

要的功能, Kan torow, et al1研究发现在人的白内障
晶体中, PP2A的调节亚基被下调

[ 20]
。L,i et al1也

检测了两个蛋白磷酸酶 PP1和 PP2A在鼠和牛晶体

中的表达,结果表明在牛和小鼠晶体上皮细胞中,编

码 PP2Acs的基因在 mRNA和蛋白水平的表达出现

差异, 而且 PP2A主要定位在晶体上皮细胞中
[ 21]
。

由此可见, PP2A在心脏、眼睛等重要器官中行使着

某些重要的功能。进一步探明 PP2A对这些器官组

织中的下游靶蛋白的调节将有助于了解 PP2A的功

能机制。
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DIFFERENTIAL EXPRESSION PATTERNSOF THE PROTEIN PHOSPHATASE-2Ac

IN SIX TISSUESOF DIFFERENT PLOIDY FISH
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Abstract: Prote in Phosphatase-2A ( PP2A ) is one of the most mi portant protein serine / threonine phosphatases and plays

distinct roles in regulating gene express ion, signal transduction, cell proliferation, different iation, senescence, apoptosis,

autophagy, morphogenes is and organogenes is1Our previous studies have established the expression patterns of the catalyt ic

subunits and the regulatory subunits for PP-2A in mouse eye
[ 1] 1To explore the possible funct ions o fPP-2A in various t is-

sues of the lower vertebrates, here, w e have analyzed the d ifferential express ion pattern, functional status, and the cellular

localizat ion of the catalytic subunit for PP-2A using western b lot and mi munofluorescence cytochem istry on four different

plo idy level fish1These include the allotetraploid hybrids and their d iploid parents, comm on carp ( ` ) and red crucian

carp ( a ) asw ell as the triploid crucian carp derived from crossover betw een the allotetraplo ids and common carp or be-

tween the allotetraplo ids and the red crucian carp1Our study demonstrated the follow ing resu lts: 1) In brain, m uscle and

liver from the four types of fish, the highest expression level o fPP-2Ac w as observed in the triploid crucian carp; 2) In

the kidney of the four types of fish, how ever, the highest express ion levelwas detected in the allotetraplo ids, and the low-

est levelw as detected in the diploid common carp and the triplo id crucian carp; 3) In the gonads of the four types o f fish,

the highest express ion level ofPP-2Ac was found in testis of the diploid common carp; 4) In the heart of the four kinds o f
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fish, the h ighest express ion level of PP-2A c was observed in the diplo id red cruc ian carp; 5) W hile both phosphory lated

and non-phosphorylated PP-2Ac were found in the heart andmuscle tissues from a ll four types of fish, only phosphory lated

PP-2A c was detected in the brain from these organism s; 6) In the kidney, liver and gonads, non-phosphorylated PP-2A c

w as only detected in the diplo id common carp and red crucian carp; 7) PP-2Ac w as ma inly localized in the cytoplasm o f

the neurons in the bra in tissue, of the cardiom yocytes in the heart, and of the m yocytes in the muscle of the four types o f

fish; certain nuclei from the neurons in both allotetraplo id and triplo id brain have strong mi munofluorescence s igna;l

8) PP-2Ac was found in the cytoplasm but not the nucle i o f cuboidal cells of the renal collecting and filtrat ion tubes of the

k idney, and in the hepatocytes, s inusoids and the bile canaliculi of the liver of the four types of fish; and finally, PP-2A c

w as found in the cytoplasm membrane and nuclei of the grow ing oocytes from the diplo id red cruc ian carp and triploid cru-

cian carp, in the basem embranes covering the sem iniferous tubules and the interstit ial t issues separating the sem iniferous

tubules, sertoli cells and some sperm atocytes of the diplo id common carp1T ogether, these resu lts lead to the follow ing con-

clusions: 1) PP-2Ac was differentially expressed in various tissues of the four different ploidy level fish; 2) PP-2A func-

t ions are highly regulated in different tissues; 3) W ith in the sam e tissue of the four types of fish, PP-2A w as localized in

the sam e types of cells; and 4) the presence of strong PP-2Ac mi munofluorescence signal in certa in nuclei of neurons in

both a llotetraploid and triploid brains but not in those of the d iploid parents indicates that the PP-2Acm ay be used as a b-i

ochem icalmarker to dist inguish the d ifferent types of fish1Overal,l our results prov ide mi portant information for the further

exploration of PP-2A functions in lower vertebrates1

K ey words: Protein Phosphatase-2Ac( PP2Ac); Dephosphorylation; Gene express ion; The different ploidy level fish


