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破骨细胞钠氢转运蛋白关键位点研究

黄晓斌，仲蕾蕾　　（４０００３０重庆，重庆大学农学及生命科学研究院）

　　［摘要］　目的　在酿酒酵母中异源表达人破骨细胞分化成熟潜在因子钠氢转运蛋白２，对其关键氨基酸保守位点进
行突变分析，鉴定其作为盐离子载体转运Ｎａ＋的功能。方法　 采用突变试剂盒依次把此蛋白的Ｄ２７８和Ｄ２７９２个位点的
天冬氨酸中１个氨基酸突变成半胱氨酸，得到２个不同位点突变的定点突变体；构建酵母双基因表达载体，通过电穿孔的
方式转入到酵母菌株中；Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测２个定点突变基因在酵母菌株的表达；通过ＮａＣｌ选择压力显示２个突变体在高
盐环境中的相互作用，观察菌株的抗盐生长表型。结果 　成功获得适合转化酵母的多个载体；在固体和液体培养基中，
经半乳糖诱导后，各个载体均可使酵母异源表达钠氢转运蛋白２；生长曲线显示２个突变体可相互作用，部分恢复酵母菌
株的抗盐能力。结论　 钠氢转运蛋白２通过关键位点Ｄ２７８和Ｄ２７９２，以形成二聚体的方式在细胞中发挥着钠离子转运
功能。

　　［关键词］　 破骨细胞；钠氢转运蛋白２；酿酒酵母
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　　ｐＨ值依赖的阳离子／质子载体（ＣＰＡ）系统是催化
单价阳离子的转运的离子系统，包括 Ｎａ＋、Ｈ＋、Ｋ＋、
ＮＨ＋４ 等。ＣＰＡ家族包括 ＣＰＡ１、ＣＰＡ２家族

［１］ＮＨＡ２

（Ｎａ＋Ｈ＋Ａｎｔｉｐｏｒｔｅｒ）是被最新认识到的离子载体，它
属于ＣＰＡ２家族中一个亚家族成员［２－４］，其显著地表

达于ＲＡＮＫＬ诱导的破骨细胞中［５］。ＮＨＡ２主要负责
Ｌｉ＋／Ｎａ＋的转运，但不能转运Ｋ＋。研究证明ＮＨＡ２可
能与高血压、癌症等疾病有关［６］。人破骨细胞中的

ＨｓＮＨＡ２则可能与人的各种骨方面疾病有关。但目前
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我们对 ＮＨＡ２的作用机制还知之甚少［７］。通过对

ＮＨＡ２的关键作用位点研究，可以帮助我们更清楚地
认识到ＮＨＡ２的作用机制，也为我们今后的临床应用
做理论基础。ＮｈａＡ是细菌中强 ｐＨ值依赖的一个
２Ｈ＋／１Ｎａ＋钠盐离子载体，与 ＮＨＡ２同属于 ＣＰＡ２家
族，已经被广泛研究。ＮｈａＡ在细胞膜中是以一个二聚
体的形式来发挥作用的［８］。虽然细菌与哺乳动物遗

传上距离很远，但 ＮｈａＡ与 ＮＨＡ２却有着高度的序列
相似性，说明ＮＨＡ２也可能有类似的构建结构。
　　本实验就是把 ＨｓＮＨＡ２２个关键保守位点 Ｄ２７８
和Ｄ２７９的天冬氨酸突变成半胱氨酸，观察突变体在
ＢＷ３１ａ酵母系统中的盐载体能力。假设遗传上对
ＮｈａＡ载体功能、ｐＨ调节非常重要的保守氨基酸对
ＨｓＮＨＡ２也同样重要，这些氨基酸的突变会影响整个
ＨｓＮＨＡ２在酵母中的盐转运能力，并且 ＨｓＮＨＡ２也同
样有类似的二聚体。为了验证此假设，我们在酵母

ＢＷ３１ａ菌株中表达了突变的 ＨｓＮＨＡ２，以此来评估所
表达突变株对盐敏感表型救治作用。这２个保守氨基
酸位点突变可能影响蛋白的二聚化作用，从而影响

ＨｓＮＨＡ２转运Ｎａ＋功能。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌种　　盐敏感型酿酒酵母菌株 ＢＷ３１ａ（ｅｎａ１４Δ，
ｎｈａ１Δ）；ＴＯＰ１０感受态大肠杆菌购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．１．２　质粒　　ｐＣＭＶ６ＸＬ５ＨｓＮＨＡ２购自 Ｏｒｉｇｅｎｅ公司；
ｐＥＳＣＵＲＡＶｅｃｔｏｒ酵母双表达载体够自ＰＨＥＮＩＸＲｅｓｅａｒｃｈ公司。
１．１．３　主要生化试剂　　ＴａｑＤＮＡ聚合酶（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；Ａｐａ
（ＮＥＢ）；ＸｂａⅠ（ＮＥＢ）；ＨｉｎｄⅢ（ＮＥＢ）；高保真 ＰＣＲ试剂盒
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；质粒提取试剂盒（ＱＩＡＧＥＮ）；突变试剂盒（ＮＥＢ
Ｐｈｕｓｉｏｎ Ｓｉｔｅｄｉｒｅｃｔｅｄ Ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ Ｋｉｔ）；Ａｎｔｉｍｙｃ ａｎｔｉｂｏｄｙ
（ｍｏｕｓｅ）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；ＡｎｔｉＦＬＡＧａｎｔｉｂｏｄｙ（ｍｏｕｓｅ）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；
ＲａｂｂｉｔＡｎｔｉｍｏｕｓｅＩｇＧＨＲＰ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）。
１．１．４　引物　　ＨｓＮＨＡ２：上游：５′ＧＣＣＡＴＧＧＧＧＧＡＴＧＡＡＧＡ
ＴＡＡＡＡＧ３′，下游：５′ＡＡＣＴＴＧＣＡＣＡＧＡＡＧＴＣＴＣＴＣＣ３′；Ｄ２７８Ｃ
单突变引物：上游：５′ＰｈｏｓＴＧＣＡＴＴＣＴＧＧＣＣＡＴＣＡＣＴＧＧＣＴＴＣ
３′，下游：５′ＰｈｏｓＡＴＣＧＡＡＧＣＴＧＣＣＡＧＣＴＧＣＣＡＴＧＡＧ３′；Ｄ２７９Ｃ
单突变引物：上游：５′ＰｈｏｓＧＡＣＡＴＴＣＴＧＧＣＣＡＴＣＡＣＴＧＧＣＴＴＣ
３′，下游：５′ＰｈｏｓＡＣＡＧＡＡＧＣＴＧＣＣＡＧＣＴＧＣＣＡＴＧＡＧ３′；Ｄ２７８
Ｄ２７９Ｃ２７８Ｃ２７９双突变引物：上游：５′ＰｈｏｓＴＧＣＡＴＴＣＴＧＧＣ
ＣＡＴＣＡＣＴＧＧＣＴＴＣ３′，下游：５′ＰｈｏｓＡＣＡＧＡＡＧＣＴＧＣＣＡＧＣＴＧＣ
ＣＡＴＧＡＧ３′。

１．２　方法
１．２．１　构建质粒　　构建 ＨｓＮＨＡ２质粒载体：设计引物把
ＨｓＮＨＡ２从ｐＣＭＶ６ＸＬ５ＨｓＮＨＡ２扩增出来，设定好 ＰＣＲ程序：

９４℃ ２ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５℃退火４５ｓ；６８℃ 延伸４ｍｉｎ，
３０个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。把 ＰＣＲ产物与 ｐＥＳＣＵＲＡ
Ｖｅｃｔｏｒ空载体连接，转化 ＴＯＰ１０感受态大肠杆菌细胞，提取
ｐＥＳＣＨｓＮＨＡ２野生型质粒。
　　构建 ＨｓＮＨＡ２′突变质粒：用１ｎｇｐＣＭＶ６ＸＬ５ＨｓＮＨＡ２作
为模板，用突变引物进行扩增，具体操作步骤参照 ＮＥＢＰｈｕｓｉｏｎ
ＳｉｔｅｄｉｒｅｃｔｅｄＭｕｔａｇｅｎｅｓｉｓＫｉｔ说明书。得到 ｐＣＭＶ６ＨｓＮＨＡＤ２７８′
和ｐＣＭＶ６ＨｓＮＨＡＤ２７９′突变质粒后，用 ＨｉｎｄⅢ和 ＳａｌⅠ双酶切
ＨｓＮＨＡ２′和 ｐＥＳＣＵＲＡＶｅｃｔｏｒ空载体，然后把 ＨｓＮＨＡ２７８′或
ＨｓＮＨＡ２７９′连接进入ｐＥＳＣＭＣＳ２克隆位点，转化后提取突变质
粒：ｐＥＳＣＤ２７８Ｃ′Ｄ２７９ＨｓＮＨＡ２和ｐＥＳＣＤ２７８Ｄ２７９Ｃ′ＨｓＮＨＡ２。
　　构建双表达载体 ｐＥＳＣＤ２７８Ｃ′Ｄ２７９ＨｓＮＨＡＤ２７８Ｄ２７９Ｃ′
ＨｓＮＨＡ：用ＨｉｎｄⅢ和ＳａｌⅠ分别双酶切 ｐＣＭＶ６ＨｓＮＨＡＤ２７８′和
ｐＥＳＣ，把ＨｓＮＨＡ２７８′连接进入ｐＥＳＣＭＣＳ２克隆位点；用ＮｏｔⅠ
酶 切 ｐＣＭＶ６ＨｓＮＨＡＤ２７９′和 ｐＥＳＣＨｓＮＨＡ２７８′，然 后 把
ＨｓＮＨＡ２７９′突变连接进入 ｐＥＳＣＭＣＳ１克隆位点。转化 ＴＯＰ１０
感受态大肠杆菌细胞后，提取双表达载体质粒：ｐＥＳＣＤ２７８Ｃ′
Ｄ２７９ＨｓＮＨＡ２Ｄ２７８Ｄ２７９Ｃ′ＨｓＮＨＡ２。
１．２．２　质粒提取及酶切分析　　质粒初步构建后用 ＱＩＡＧＥＮ
ｍｉｎｉＰｌａｓｍｉｄ试剂盒根据操作指南小量提取质粒，先供酶切分
析，然后送测序单位测序。在酶切、测序确认后，做好 ｇｌｙｃｅｒｏｌ
ｓｔｏｃｋ菌种保存。同时用 ＱＩＡＧＥＮ ＰｌａｓｍｉｄＭｉｄｉＫｉｔ中量提取
纯化质粒，以供后续转化之用。

１．２．３　制酵母感受态细胞　　把 ＢＷ３１ａ接种到５０ｍｌＹＰＤ
（添加Ａｄｅｎｉｎｅ），３０℃ ２００ｒ／ｍｉｎ培养过夜；取出培养过夜的
５０ｍｌＹＰＤ菌液，１５００ｒ／ｍｉｎ４℃离心５ｍｉｎ，然后放在冰上；然后
分别用４０、２０、５ｍｌ冰冷的１ｍｏｌ／ＬＳｏｒｂｉｔｏｌ洗细胞，１５００ｒ／ｍｉｎ
４℃离心５ｍｉｎ，最后把细胞重新悬浮于２００μｌ冰冷的Ｓｏｒｂｉｔｏｌ，
分装成４０μｌ每管待用。本实验室每次用的感受态细胞均为新
鲜制备。

１．２．４　电转染酵母细胞　　向４０μｌ制好的酵母感受态细胞
中加入１μｌ（约０．５μｇ）质粒ＤＮＡ。混匀后加入到电转小管，
冰上放置５ｍｉｎ；设置电转仪电压为１．５ｋＶ。电转完后，立刻加
入２００μｌ１ｍｏｌ／ＬＳｏｒｂｉｔｏｌ；取１００μｌ电转完酵母细胞涂到２％
ｇｌｕｃｏｓｅＹＮＢ板，然后３０℃培养；４８ｈ后，酵母克隆慢慢长出。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ检测 ＨｓＮＨＡ２及其突变体正常表达　　单基
因表达：电穿孔转化成功后，挑取克隆，用２％ ＧａｌａｃｔｏｓｅＹＮＢ溶
液培养过夜，充分诱导 ＨｓＮＨＡ２表达。收集好细胞后用 Ｔｒｉｓ
ＧｌｙｃｉｎｅＳＤＳＳａｍｐｌｅＢｕｆｆｅｒ（２×）处理；９５℃ 加热５ｍｉｎ，使蛋白
变性；然后上样跑胶，转膜后用鼠抗 Ａｎｔｉｍｙｃ（１∶１０００）作为第
一抗体；４℃封闭过夜；用兔抗鼠 ＩｇＧＨＲＰ（１∶５００）作为第二抗
体。孵育、洗膜后，加入显影液，然后在ＸＲＡＹ中曝光。
　　双基因表达：用鼠抗ＡｎｔｉＦＬＡＧ抗体（１∶１０００）作为第一抗
体，兔抗鼠ＩｇＧＨＲＰ（１∶５００）作为第二抗体，检测２７９ｃ突变连
接进入ｐＥＳＣＭＣＳ１位置后形成的２７９ＣＨｓＮＨＡ２ＦＬＡＧ复合蛋
白；用鼠抗Ａｎｔｉｍｙｃ抗体（１∶１０００）作为第一抗体，兔抗鼠 ＩｇＧ
ＨＲＰ（１∶５００）作为第二抗体，检测 ２７８ｃ突变连接进入 ｐＥＳＣ
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ＭＣＳ２位置后形成的ＨｓＮＨＡ２ｍｙｃ复合蛋白。其他步骤同上。
１．２．６　酵母生长表型鉴定　　固体培养基上生长：在电转
ＨｓＮＨＡ２及其突变体后，把 ＢＷ３１ａ在固体培养板上接菌生长，
观察其克隆抗盐生长表型异同。按如下步骤操作：配制不同浓

度ＮａＣｌ的２％半乳糖ＹＮＢ琼脂板；用ＹＰＤ培养过夜后，低速离
心，重悬于２％ 半乳糖 ＹＮＢ中，调其浓度，使其浓度处于相同
状态［Ｄ（６００）值约１．８］；然后每突变克隆滴６孔，按１０倍稀释
倍数每孔滴加３μｌ，滴加完待板干后，放于３０℃培养，大概４ｄ
后能对比出抗盐生长差异。

　　液体培养基上生长曲线的测定：对ＨｓＮＨＡ２及其突变体电
转后的ＢＷ３１ａ菌在不同盐浓度 ＹＮＢ中进行生长曲线的测定。
在用ＹＰＤ培养过夜后，低速离心，重悬于ＹＮＢ中，测其Ｄ（６００）
值，分别加入到１０ｍｌ不同盐浓度的２％半乳糖ＹＮＢ中，使其初
始浓度处于相同状态［Ｄ（６００）值约０．０５］，然后每１２小时测
其Ｄ（６００）值１次，整个历程７２ｈ，根据所测Ｄ（６００）值做生长
曲线。

２　结果

２．１　成功获得适合转化酵母的各个载体
　　ｐＣＭＶ６ＸＬ５ＨｓＮＨＡ２启动子只适合在哺乳动物中表达，因
此从ＰＨＥＮＩＸＲｅｓｅａｒｃｈ公司购得适合酵母做宿主细胞的空质
粒ｐＥＳＣＵＲＡＶｅｃｔｏｒ，根据这个质粒和ＨｓＮＨＡ２基因序列，经过
ＰＣＲ和连接转化后得到 ｐＥＳＣＨｓＮＨＡ２野生型质粒。继而以
ｐＣＭＶ６ＸＬ５ＨｓＮＨＡ２作为模板，用 Ｄ２７８和 Ｄ２７９突变引物和
突变试剂盒得到 ｐＣＭＶ６ＨｓＮＨＡ２′突变质粒后，双酶切
ＨｓＮＨＡ２′和ｐＥＳＣＵＲＡＶｅｃｔｏｒ空载体，连接转化后，分别得到突
变 质 粒：ｐＥＳＣＤ２７８Ｃ′Ｄ２７９ＨｓＮＨＡ 和 ｐＥＳＣＤ２７８Ｄ２７９Ｃ′
ＨｓＮＨＡ２。最后通过酶切连接后得到双表达载体：ｐＥＳＣＤ２７８Ｃ′
Ｄ２７９ＨｓＮＨＡＤ２７８Ｄ２７９Ｃ′ＨｓＮＨＡ２，最终结果经ＰＣＲ、酶切初步
验证后，送测序公司测序验证。

２．２　经半乳糖诱导后，各个基因载体均可使 ＢＷ３１ａ
异源表达ＨｓＮＨＡ２

　　首先把野生型 ＨｓＮＨＡ２克隆进入 ｐＥＳＣＵＲＡＶｅｃｔｏｒ酵母
质粒载体ＭＣＳ２位置，在ＧＡＬ１启动子的控制下，经半乳糖诱导
后，ＨｓＮＨＡ２基因可以被 ＧＡＬ１表达，表达出来的蛋白产物是
ＮＨＡ２与 ｍｙｃ标签的融合蛋白，用抗 ｍｙｃ的抗体就能检测
ＮＨＡ２的表达情况，这个表达的蛋白与 ｍｙｃ融合之后在 ６０×
１０３左右。用ｐＮＨＡ１９８５ＧＦＰ（表达酵母自身的 ＮＨＡ１载体蛋
白）作为对照；所有构建好的质粒载体通过电转染的方法转入

对盐敏感的ＢＷ３１ａ（ｅｎａ１４Δｎｈａ１Δ）酵母菌株，此菌株缺少离子
载体（Ｅｎａ１４Ｎａ＋ＡＴＰａｓｅｓａｎｄＮｈａ１Ｎａ＋／Ｈ＋ａｎｔｉｐｏｒｔｅｒ）。
　　为了证明２个不同突变的ＨｓＮＨＡ２转入ｐＥＳＣ的不同位置
后，均能正常表达出来，以将来互相作用行使其转盐功能，分别

用了不同的抗体来识别各自不同的蛋白标签做Ｗｅｓｔｅｒｎ检测不
同的融合蛋白。用鼠抗 ＡｎｔｉＦＬＡＧ抗体检测 ＨｓＮＨＡ２２７９ｃ′
ＦＬＡＧ复合蛋白；用鼠抗Ａｎｔｉｍｙｃ抗体检测２７８ｃ′ＨｓＮＨＡ２ｍｙｃ
复合蛋白，结果如图１所示。
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１：ｐＥＳＣＤ２７８′Ｄ２７９ＨｓＮＨＡ２突 变 质 粒 （Ａｎｔｉｍｙｃ）；２：ｐＥＳＣ
Ｄ２７８Ｄ２７９′ＨｓＮＨＡ２突变质粒 （Ａｎｔｉｍｙｃ）；３：ｐＥＳＣＤ２７８′Ｄ２７９
ＨｓＮＨＡ２Ｄ２７８Ｄ２７９′ＨｓＮＨＡ２１（Ａｎｔｉｍｙｃ）；４：ｐＥＳＣＤ２７８′Ｄ２７９
ＨｓＮＨＡ２Ｄ２７８Ｄ２７９′ＨｓＮＨＡ２２（Ａｎｔｉｍｙｃ）；５：野生型 ＨｓＮＨＡ２（Ａｎ
ｔｉｍｙｃ）；６：对照ｐＮＨＡ９８５（Ａｎｔｉｍｙｃ）
图１　野生型ＨｓＮＨＡ２与突变ＨｓＮＨＡ２在ＢＷ３２ａ中的表达

２．３　ＨｓＮＨＡ２及其突变体在ＹＮＢ培养基中的生长表型
　　细菌 ＮｈａＡ已经被报道是作为一个二聚体发挥作用的，因
此我们推测ＨｓＮＨＡ２也可能是以二聚体的形式发挥作用。为
了验证这个假设，我们把２个单基因质粒和双基因质粒及野生
型ＨｓＮＨＡ２ＢＷ３１ａ菌株分别在固体 ＹＮＢ培养基和液体 ＹＮＢ
培养基中生长，观察其生长表型。因为 ｐＥＳＣ质粒包括 ＧＡＬ１
和ＧＡＬ１０２个作用方向相反的酵母启动子，这样就允许同时表
达２个基因。结果表明 Ｄ２７８和 Ｄ２７９２个位点对 ＨｓＮＨＡ２非
常重要，突变后不能在０．４ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ培养基中耐盐生长；但
在０．２ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ固体培养基中，双基因表达可使 ＢＷ３１ａ部
分恢复野生型抗盐功能，如图２所示。在０．４ｍｏｌ／ＬＮａＣｌＹＮＢ
液体培养基中，Ｄ２７８Ｃ和Ｄ２７９Ｃ突变也能通过相互作用后能部
分地恢复抗盐功能表型，如图３所示。这些结果说明 ＨｓＮＨＡ２
与ＮｈａＡ一样可以形成二聚体发挥作用。
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Ａ：０ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ；Ｂ：０．２ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ
１：ｐＥＳＣＤ２７８′Ｄ２７９ＨｓＮＨＡ２突变质粒；２：ｐＥＳＣＤ２７８Ｄ２７９′ＨｓＮＨＡ２
突变质粒；３：ｐＥＳＣＤ２７８′Ｄ２７９ＨｓＮＨＡ２Ｄ２７８Ｄ２７９′ＨｓＮＨＡ２双基因
的两个重复；４：野生型ＨｓＮＨＡ２；５：阳性对照ｐＮＨＡ９８５
图２　野生型ＨｓＮＨＡ２与突变ＨｓＮＨＡ２酵母在固体ＹＮＢ中生长表型

５７２１
第３４卷第１３期
２０１２年７月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１３
Ｊｕｌ．１５　２０１２



!"#

$%&

$%#

'%&

'%#

#%&

#

$# (# )# *+

!"#!,-$

"
%
)
+
+
&

$"&

$"+

'"&

'"+

+"&

+

!+ )+ .+ '$+ '&+

!"%!,-&

"
%
)
+
+
&

/012!3$4*!!3$4.56758$'()*

/012!3$4*!!3$4.!56758$!3$4*!3$4.!56758$!'

+,- 56758$

/012!3$4*!3$4.!56758$'()*

/012!3$4*!!3$4.!56758$!3$4*!3$4.!56758$!$

./01 /758!.*&

"

#

/012!3$4*!!3$4.56758$'()*

/012!3$4*!!3$4.!56758$!3$4*!3$4.!56758$!'

+,- 56758$

/012!3$4*!3$4.!56758$'()*

/012!3$4*!!3$4.!56758$!3$4*!3$4.!56758$!$

./01 /758!.*&

Ａ：野生型ＨｓＮＨＡ２；Ｂ：突变ＨｓＮＨＡ２
图３　野生型ＨｓＮＨＡ２与突变ＨｓＮＨＡ２酵母在液体ＹＮＢ中生长

３　讨论

　　ＣＰＡ１家族中的 Ｎａ＋Ｈ＋交换泵（Ｎａ＋／Ｈ＋ ｅｘ
ｃｈａｎｇｅｒ，ＮＨＥ）是存在于所有真核细胞的一种跨膜蛋
白。已经有１０个 ＮＨＥ亚型被鉴定。ＮＨＥ的功能障
碍会引起高血压、癫痫、心律不齐、腹泻、青光眼以及胃

肠道病和肾脏以及各种肿瘤等方面的疾病［９］。以此

家族基因作为靶点在基因治疗中有着重大的潜力和意

义，目前已展开多方面的研究［１０］。但大多数真核生物

中的ＣＰＡ２家族成员还不为我们所知。研究发现在哺
乳动物中，普遍存在着与真菌 ＮＨＡ和细菌 Ｎｈａ高度
同源的ＮＨＡ２基因，他们都属于 ＣＰＡ２家族成员，钠
氢转运体（ＮＨＡ）已经被报道在破骨细胞里面可以通
过影响质子浓度来调节骨吸收作用，从而调节细胞盐

离子水平，进一步调节与离子浓度有关的生理代谢。

　　经过序列比对，发现 ＮｈａＡ、ＨｓＮＨＡ２及其他同源
物中，许多氨基酸残基序列是相当保守的。细菌ＮｈａＡ

的两个相邻天冬氨酸残基对其载体功能非常重要，通

过本实验，我们发现此两保守位点同样在其同源类似

物ＨｓＮＨＡ２中，也是一样起着非常重要的作用，当突
变后就不能在高盐溶液中生长。

　　虽然到目前为止，我们对 ＣＰＡ２家族的 ＮＨＡ２还
知之甚少，因此我们对 ＨｓＮＨＡ２的研究，将为某些疾
病的治疗探索新途径和提供新思路，具有重要的理论

意义和实践意义。但 ＨｓＮＨＡ２的作用机制仍需要进
一步研究。
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