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ESYT-2 在致密核心囊泡分泌中起到的作用 *
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摘要 目的：研究秀丽隐杆线虫（简称线虫）中一种扩展的 Synaptotagmin 同源物 ESYT-2 在致密核心囊泡分泌过程中起到的作用。
方法：以线虫为研究对象，运用线虫腔胞吸收 ANF-GFP 的基本原理来确定 ESYT-2 与分泌相关，之后又进一步使用全内反射荧光

显微镜技术（TIRFM）来研究 ESYT-2 对致密核心囊泡的具体调控。结果：①ESYT-2 功能缺失影响线虫神经细胞致密核心囊泡分

泌。②ESYT-2 影响致密核心囊泡分泌的栓系过程。结论：ESYT-2 调控了致密核心囊泡的分泌过程。
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ESYT-2 Regulates the Tethering Step of DCV Exocytosis in C. elegans*
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of ESYT-2 protein on DCV exocytosis in C. elegans. Methods: C. elegans was

used as a model, neuropeptide release was assessed by measuring the fluorescence intensity of ANF-GFP in coelomocytes in vivo. Then
the movements of single vesicles was tracked by using optical measurements (TIRFM). Results: ① ESYT-2 loss of function animals
exhibited a defect in DCV release. ② ESYT-2 regulated the tethering step of DCV exocytosis in C. elegans. Conclusion: ESYT-2
affected DCV exocytosis in C. elegans.
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前言

自 20 世纪 60 年代英国科学家西德尼·布雷纳（Sydney
Brenner）首次研究秀丽隐杆线虫（简称线虫）开始[1]，至今仅短

短 40 多年，在细胞、分子、发育、医学等领域，都取得了非常重

要的研究成果，并先后有多名科学家因为在线虫领域的研究获

得了诺贝尔生理学或医学奖[2,3]。线虫饲养方便，生长周期短，在

分泌途径中大多数蛋白功能保守，基因组全序列测定已完成，

并易于进行包括基因敲除、突变和转基因等的基因操作。基于

其以上优势，本研究用线虫来研究细胞分泌和突触传递。
细胞的分泌是一个复杂的循环过程，它包括分泌囊泡的生

物合成（biogenesis）、转运（translocation）、定向（targeting）、栓系

（tethering）、锚定(docking)、启动（priming）、膜融合（fusion）等步

骤[4]。细胞分泌的囊泡被分为突触囊泡和致密核心囊泡[5]。致密

核心囊泡主要储存和分泌生物胺、神经肽和神经营养因子[6]。在

神经细胞和内分泌细胞中，致密核心囊泡释放大量神经调节因

子，广泛的调节很多生理过程，如交感神经细胞调节心率和血

压以及胰腺 β 细胞中致密核心囊泡释放胰岛素调节血糖。在大

脑中，5- 羟色胺和其他一元胺的功能障碍有可能导致神经失

常。因而研究 DCVs 的分泌过程对于了解一些如高血压，糖尿

病和精神障碍疾病有很重要的作用。
ESYT-2(Extended SynapTotagmin homolog)是一种扩展的

Synaptotagmin 同源物[7]。ESYT-2 具有三个 C2 结构域，是一个

与细胞质膜栓系的 Ca2+ 结合蛋白，可能与细胞分泌相关。因而

本 研 究 首 先 运 用 线 虫 腔 胞 吸 收 ANF-GFP 的 原 理 来 确 定

ESYT-2 与分泌相关，之后又进一步使用全内荧光显微镜技术

来研究 ESYT-2 对致密核心囊泡的具体调控。

1 材料与方法

1.1 线虫的培养和线虫胚胎细胞的提取

线虫以标准方法培养在 20℃[8]。在本研究中所需要的线虫

种系为：esyt-2（ok2509）, KM246 gvIs246[Pida-1IDA-1::gfp] [9]，

EG3680 oxIs206[Paex3ANF::GFP] [10]。将 esyt-2 分别与 KM246，

EG3680 交配得到带有 IDA-1::GFP 标记的突变种系和 ANF::
GFP 标记的突变种系。

本研究使用标准方法来提取线虫胚胎细胞[11,12]。简而言之，

首先用次氯酸盐溶液裂解线虫，使线虫表皮破裂，得到虫卵。使

用 60%蔗糖溶液梯度离心，将虫卵悬浮在混合液最上层，虫体

残骸沉淀于混合液最下层。收集最上层虫卵，使用几丁质酶

(Sigma Chemical, St. Louis, MO)消化卵壳，得到单个细胞。用细
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图 1 ESYT-2 是神经细胞释放外源神经肽 ANF-GFP 所需要的。（A）线

虫腔胞吸收 ANF-GFP 荧光示意图和腔胞明场示意图。（B）在野生型

和 esyt-2 突变体中，腔胞 ANF-GFP 的平均荧光强度柱状图。（C）在野

生型和 esyt-2 突变体中，腔胞吸收的 Dextran 的平均荧光强度示意图。
Fig. 1 ESYT-2 was required for the release of ectopically expressed

ANF-GFP in neurons. (a) Representative examples of ANF-GFP

fluorescence and bright field images of coelomocytes in worms of the

indicated strains. (b) Histograms showing the average total fluorescence

intensity of ANF-GFP in coelomocytes in wild type and esyt-2 worms. (c)

Histograms showing the average total fluorescence intensity of Dextran

(10KDa) in coelomocytes from wild type and esyt-2 worms.

图 2 ESYT-2 调控致密核心囊泡的栓系过程。（A）在不同线虫种系中，

IDA-1::GFP 标记的 ALA 神经元示意图。（B）不同线虫种系中，进入消

散场的囊泡的密度。（C）不同线虫种系中，单位时间单位面积在消散

场内囊泡在细胞膜附近停留的数目。
Fig. 2 ESYT-2 participated in the tethering of DCVs.(A) Representative

examples of IDA-1::GFP labelled ALA neurons in worms of the indicated

strains. (B) Density of total visible DCVs (perμm2) in the evanescent

field in wild type worms and esyt-2 (ok2509) mutants. (C) The dwelling

rate of DCVs (per second per unit area) in the evanescent field in wild type

worms and esyt-2(ok2509) mutants.

胞培养基 L15(Gibco, Carlsbad, CA, USA)中止细胞消化，经由

过滤器(Millipore, Bedford MA)过滤，将细胞滴于铺有花生凝集

素(0.5 mg/ml, Sigma)的培养皿中。待细胞沉降完全后，加入 L15
培养基移至 20℃培养箱培养。72 小时后可以进行成像试验。
1.2 腔胞中 ANF-GFP 的测量

外源的神经肽 ANF-GFP 在腔胞中荧光强度的测量在之前

的研究中被详细介绍过[10]。在研究中使用共聚焦显微系统来拍

摄固定了的线虫腔胞。图像使用 60×的奥林巴斯倒置显微镜

（IX-71）拍摄。我们只拍摄并且统计那些没有被其他组织遮住

的腔胞细胞。图像由 Image-J 1.43b 来进行分析。
1.3 全内反射荧光显微镜技术

全内反射荧光显微镜系统以 100×的奥林巴斯 IX70 显微

镜为基础，激光光源通过全内反射的光路系统进入显微镜[13,14]。
使用波长为 488nm 的激光作为激发光。使用 iXonEM + 885
EMCCD 对样品进行采样，采样频率为 40Hz。本实验测得的消

散场穿透深度为 d=109nm。采集图像的软件为 CCD 配套软件

Andor IQ 1.91。图像处理和分析使用 Matlab 软件[15]。作图使用

Igor Pro 软件。
1.4 统计学分析

所有的数据的误差分析均使用标准差。按照数据是否符合

正态分布，数据的差异 性 使 用 the Student's t test 或 者 the
Mann-Whitney rank sum test 来检测。其中 P < 0.05 为 *, P <
0.01 为 **, P < 0.001 为 ***。所有的对比数据都是在同一天或

者同一种条件下完成的。

2 结果

2.1 ESYT-2 突变种系中神经肽分泌减少

外源性的神经肽 ANF-GFP 在广谱表达的启动子 aex-3 的

驱动下，在线虫神经系统中表达[10,16]。外源神经肽 ANF-GFP 被

包裹在致密核心囊泡中，随着神经细胞的分泌进入线虫体腔

内，最后被有线虫“清洁细胞”之称的腔胞细胞所吸收。因此，在

腔胞吸收没有问题的情况下，线虫腔胞内 ANF-GFP 荧光强度

可以间接反映线虫神经细胞的分泌情况。我们发现，在 ESYT-2
功能缺失的突变体中，线虫腔胞内 ANF-GFP 的荧光强度明显

降低(图 1B)。为了排除腔胞吸收缺陷的可能性，在线虫体腔内

注射了若丹明染料 (Rhodamine-conjugated dextran, 10 kDa)，发

现与野生型相比，ESYT-2 突变体中腔胞吸收若丹明的荧光强

度并没有减弱（图 1C）。因此可以得出结论，ESYT-2 突变体中

神经肽分泌减少。
2.2 ESYT-2 在致密核心囊泡的栓系过程中起作用

本研究运用全内反射荧光显微技术来研究囊泡的分泌过

程[17]。全内反射荧光显微镜的基本原理是，激光入射角从折射

率较高的一个物质射到折射率较低的另一个物质，激光入射角

等于或者大于临界角时，发生了全反射。这一过程会在两介质

的临界面产生一个消散场，这个消散场大概有 100nm～200nm
并呈指数递减。这个消散场的能量可以激发进入其中的荧光蛋

白发光。带有荧光标记的囊泡进入消散场（离膜 100nm 左右），

我们通过 CCD 可以观察到囊泡在细胞质膜附近的运动情况。
全内反射荧光显微镜是一个研究膜蛋白的好方法[18]。

在对 esyt-2 的研究中，用 IDA-1::GFP 标记线虫 ALA 神经

元的致密核心囊泡[19]。我们发现，与野生型相比，ESYT-2 缺失

的线虫神经元中，进入消散场的囊泡密度有所减少，但减少量

没有显著性差异，这说明了 ESYT-2 对致密核心囊泡转运至质
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膜附近这一过程影响不是很大。然而，ESYT-2 缺失的突变体

中，在膜上停留（囊泡荧光强度相对稳定，位移不超过一个像素

点且持续拍摄三帧以上）的致密核心囊泡数目大大减少。这一

现象说明，ESYT-2 与致密核心囊泡和细胞膜的栓系过程相关。

3 讨 论

使用线虫为模型，研究 ESYT-2 蛋白在致密核心囊泡分泌

过程中起到的作用。我们首先在生理条件下确定蛋白确实为致

密核心囊泡所需，然后进一步使用全内反射荧光显微镜技术来

研究单个致密核心囊泡的运动情况，从微观角度来看 ESYT-2
对分泌的影响。我们的结论是 ESYT-2 是致密核心囊泡分泌所

需的，它调控了囊泡与细胞膜的栓系过程。
ESYT-2 是一个扩展的 SYnapTotagmin 同源物，在线虫中

对 esyt-2 的研究还比较少，只是通过生物信息学的方法进行

比对得知它是 Ca2+ 依赖的囊泡膜结合蛋白。在哺乳动物细胞

中对 E-Syt2 有一定的了解，其为钙敏感蛋白，其复合的 C2 结

构域与囊泡的上膜有关 [7]，近期也有文章指出 E-Syt2 与内吞

可能有关[20]。然而，哺乳动物细胞有一系列的 E-Syts，据目前来

看有 E-Syt1, E-Syt2 和 E-Syt3 三种，这三者 E-Syts 之间功能是

否一致，是否有冗余作用，这些问题都需要进一步讨论。而线虫

中则只发现了 esyt-2，所以我们认为在线虫中研究这个蛋白具

有一定的优势。当然它如何接受钙信号并且和哪些蛋白相互协

调调节分泌还需进一步研究。
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