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摘要：Munc13 是 C. elegans Unc-13 和 Drosophila Dunc-13 在哺乳动物中的同系物,有四种亚型,是 SNARE 蛋白的调节蛋白之一。
Munc13 蛋白含有两个结构域：C1 和 C2 结构域，DAG/ 佛波醇结合到 C1 结构域上，能增强 Munc13-1 促进囊泡成熟的能力。在神

经递质的胞吐过程中，有许许多多的蛋白参与，其中 Munc, Synaptotagmin 和 Rab 等蛋白家族是其重要的调节因子。同时，囊泡的

转运和分泌也需要这些功能特殊的蛋白质的参与。全面了解 Munc13 的结构域与功能及其在分泌中的地位和分泌模式，有助于其

在临床医学中的应用，如其在胰岛素释放等分泌调节中起着的重要作用。
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ABSTRACT: Munc13 proteins constitute a family of 4 mammalian homologue of C.elegans Unc-13 and drosophila Dunc-13, which

is one of the regulation proteins of SNARE protein. Munc13 proteins contain C1 domain and C2 domain. The binding of DAG/phorbol-e-
ster to C1 domain leads to enhanced priming activity of Munc13-1. Many proteins participated in the process of synaptic transmission such
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will help to know the application in clinical medicine to understand comprehensively the domains and the functions of Munc13, such as it
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线虫 unc13 突变体起初是作为一大群突变体的成员之一

而发现的，这些突变体都有一个不等位的表型基因，故称 unc。
而 unc13 是 unc 突变体的一个亚类。Unc13 在哺乳动物（mam-
malian）的同源物称 Munc13，在人则称 hunc13。在其它一些生

物中也有它的同源物，如果蝇（drosophila）就称 dr- unc13。目前

在哺乳动物中已经发现 Munc13 有 4 个亚型，分别是 Munc13-
1,2,3,4。其中 Munc13-4 是新近用生物信息学的方法搜寻而发

现的 [1]。随着对 Munc13 研究的深入，越来越多的实验表明

Munc13/ unc13 在囊泡的成熟过程中起着重要的作用，而对某

些神经元来说甚至是必不可少的[2]。最近有研究认为 Munc13 参

与了神经的可塑性过程，乃至可能引起膜下细胞骨架的重排[3]。总

之，它的重要性越来越为人们所认识。

1 Munc13 的功能域及其分布

所有 Munc13/unc13 都有一个复杂的含羟基的 C1 结合

域，这个 C1 结合域和 PKCα，β，γ 的 C1 是相同的，能结合二酯

酰甘油（DAG），故认为 Munc13 与 PKC 在 DAG 第二信使通道

中可能起平行作用。除 C1 结合域外还有 2-3 个 C2 结合域，C2
是 Ca2+/ 磷脂的结合位点，也可以作为与不同蛋白相互作用的

结构域。此外，还有 MHD1 和 MHD2 结合域。所有哺乳动物

Munc13 异构体的羟基末端 2/3（对应 unc13 的 R 区）都是非常

相似的，在人、大鼠、小鼠、果蝇及线虫，这部分是高度保守的。
氨基末端因种系不同而有明显的差异，但哺乳动物本身之间其

氨基末端又是高度一致的。种系间羟基末端的高度保守性说明

了该基因在生命的延续中可能有重要的作用，氨基末端的种系

间的差异反应了种系的进化和种系的特异性。虽然有种系的特

异性，但 Munc13-1 和 unMunc13-2 的氨基末端与 Munc13 的 L
区是有同源性的，这说明 Munc13-1 和 unMunc13-2 在功能上

可能更保守。
前面讲到 Munc13 有 4 种异构体，在现在已研究的组织中

发现这 4 种异构体在体内的分布是不均匀的。有研究认为

Munc13-1，Munc13-3 特异性的表达在神经系统和神经内分泌
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细胞，而 Munc13-2 有脑特异性表达的 bMunc13-2 和遍在表达

的 ubMunc13-2 两种[4]。更精确的研究发现 Munc13-1 和 Munc
13-3 更多的定位在突触前末梢，而 Munc13-1 在突触前活化区

是非常丰富的。这种定位暗示它在神经递质的释放中起作用。
Munc13-4 是新近发现的[5]，目前发现它主要表达在肺的支气管

上皮的杯状细胞和 2 型肺泡细胞，而这两类细胞也都是内分泌

细胞。从 Munc13 的分布和具有的结构域可以看出其功能离不

开分泌活动。

2 Munc13 的结构域功能解说

Munc13 的几个结构域中 C1 和 C2 研究的较多，而 MHD
研究的较少。C2 首先是在 PKC 中确定的，但它也有存在于许

许多多的其它蛋白中，它们调节 Ca2+/ 磷脂与之的结合或者蛋

白质间的相互作用。有趣的是，虽然 Munc13 有 2-3 个 C2，都满

足 Ca2+ 结合的结构要求，但在哺乳动物的中间 C2 中迄今也没

有发现 Ca2+ 能与它结合[6]。这表明从功能上讲 Munc13 并不是

一个胞吐分泌 Ca2+ 的感应器，那么 Munc13 发挥功能又是 Ca2+

依赖性的原因又如何解释，这有可能是通过钙调节蛋白来发挥

作用的。但目前 Munc13 与钙调节蛋白相互作用的功能作用还

是不清楚的。
C1 结合域起初是在 PKC 中作为一个调节区而发现的。它

充当了高亲合力的 DAG/PE 受体，协同 C2 一起蓦集酶到质膜

上并使酶处于活化状态。Munc13 的 C1 结合域的结构和功能

与 PKC 的非常相似，也与 DAG/PE 结合，且 PE 结合 Munc13
和 PKC 的药理特性是没有区别的。虽然药理特性没有区别，但

是功能特性是否也没有区别。生理学和电生理学研究已知其功

能是有区别的。通过过表达 Munc13 与 GFP 的融合蛋白实验，

当加入 PE 时，Munc13 与 GFP 的融合蛋白从胞浆转到胞膜，这

种转位是 Munc13 固有的特性，不需要 PKC 的活化。进一步的

实验表明 PE 既可激活 PKC 又可激活 Munc13，但是在谷氨酸

能神经元研究发现 PE 与 Munc13 的 C1 结合诱导递质的释放，

而与 PKC 的 C1 结合并未诱导递质的释放[7]。这告诉我们还有

一种 PKC 非依赖性的 PE 途径的存在。

3 Munc13 与囊泡释放相关蛋白

现已确定的与 Munc13 直接相互作用的蛋白有 6 种：synt-
axin、Doc2、spectrin、msec7-1、calmodulin 和 Munc18。间接作用

的还未统计，CAST、Tomosyn 和 RIM 都与其有间接作用。在此

选择几种蛋白简述如下。
3.1 Munc13 与 Munc18 和 syntaxin

Toshihiro Sassa 等的实验[8]发现 unc13N 端、unc18 和 synta-
xin 可相互作用，而且 unc13N 端和 unc18 可直接相互作用，且

Syntaxin 并不干扰 unc13 和 unc18 复合物形成。但是，unc13 却

干扰 unc18 和 syntaxin 形成复合物，用 unc13N 孵育后，unc18
和 syntaxin 复合物的量会减少。这一结果表明 unc13N 要么抑

制复合物的形成，要么从复合物中替代 unc18。进一步的实验

发现，unc18 的释放量会随 unc13 的孵育量的增加而增加，而且

观察不到 unc13、unc18 和 syntaxin 三聚体复合物的存在。这些

实验表明 unc13 分离 unc18 和 syntaxin 形成的复合物。对这三

种蛋白之间的相互作用及在囊泡融合中的功能 Nilse Brose[9]设

想了一个很形象且简单的模型。Munc18 作为一个负调控子与

syntaxin 结合，占据了 syntaxin 的 N 端，使 syntaxin 处于关闭状

态，封闭了核心复合物的形成。而 Munc13/ unc13 替代 Munc18/
unc18 与 syntaxin 的 N 端结合，解除了 Munc18/ unc18 的负调

控作用，syntaxin 处于开放状态，促进核心复合物的装配。这个

模型很好地解释了这三种蛋白之间的作用，但看不出 Munc13
与 Munc18 直接作用有什么功能意义。
3.2 Munc13 与 DOC2

Doc2 通常认为有 2 个异构体 Doc2α，Doc2β。新近日本学

者又确定了一个 Doc2γ[10]。Doc2α 主要在神经细胞中表达，Do-
c2β 是遍在表达的，Doc2γ 的 mRNA 也是遍在表达的，但以心

脏中最多。三个异构体都有 Munc13-1 结合位点 Mid 结合域，

只是 Doc2γ 不同于 Doc2α 和 Doc2β，它没有 Ca2+ 依赖的磷脂

结 合 活 性。在 已 确 定 的 与 Munc13 相 互 作 用 的 蛋 白 中 ，

Munc13-1/DOC2 相互作用是最有特性的。在 PE 诱导下 Mun-
c13-1 结合 Doc2α 和 Doc2β 的 Mid 结合域即氨基末端 13-37
个氨基酸，后转位到质膜。这种转位用瞬时基因转染技术已在

共聚焦显微镜下观察到[11]，从而从形态上获得了直观的证实，

并且这种相互作用是不依赖 PKC 的 Ca2+ 和 PE 依赖性的。不

过由于 Doc2γ 没有 Ca2+ 依赖的磷脂结合活性，故推测 Doc2γ
可能是 Munc13-1 的负调控子，当然其具体功能作用还不清楚。

4 Munc13 与 CAST

CAST[12]是 cytomatrix at the active zone（CAZ）结构相关蛋

白。它没有跨膜部分，但有四个螺旋结构域，其 C 末端三个氨基

酸 IWA 是一个推测的 PDZ 结构域。CAST 并不与 Munc13-1
发生免疫共沉淀，RIM1 的抗体也不与 CAST 发生免疫共沉淀，

但抗 bassoon 的抗体与 CAST 却能。Ohtsuka T 进一步的实验发

现 Munc13-1 可 以 和 抗 bassoon 的 抗 体 发 生 免 疫 沉 淀 ，而

Munc13-1 和 RIM1 的复合物可与 Bassoon 发生免疫共沉淀。这

表明 CAST 可间接地与 Munc13-1 结合。前面提到 CAST 有一

个 C 末端的一致序列 （三个氨基酸 IWA） 是一个推测的可与

PDZ 结合的结构域，而 RIM1 有一个 PDZ 结构域，这就使人想

到 CAST 和 RIM1 可能结合，免疫沉淀实验它们有特异性的结

合。即 CAST 可直接与 RIM1 结合，这样可以推想 CAST 通过

RIM1 和 Munc13-1 形成三重复合物。而 Bassoon 和其它活化区

蛋白也以各种形式与这三重复合物相关。

5 Munc13 与 RIM

RIM1 是一个 180kD 的蛋白，与 Piccolo/Aczonin 和 Basso-
on 在 N 末端有同源性。它含两个 N 末端锌指结构，一个 PDZ
结构域和两个 C2 结构域。RIM1 最初是作为 Rab3A 的假想的

下游作用因子而分离出来的。RIM1 的锌指结构与 GTP 结合型

的 Rab3A 结合，将囊泡挤向活化区。此外，RIM 还与 cAMP 依

赖的鸟核苷酸交换因子 （cAMP-GEFII） 相关联。最近 Andrea
Betz 等研究表明 Munc13-1 和 RIM1 在突触活化区有功能性的

相互作用[13]，以前人们总把注意力放在 Munc13-1 和 RIM1 的

C 末端，而 Betz 最近用酵母双杂交和共沉淀的方法都表明二

者的作用是在 N 端，同时他们还证明 RIM1 与 Munc13-1 的结

合是一个普遍特性，而不须有 C2 这样的特殊结构域。他们证明
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了 Munc13-1 和 RIM1 的结合是在 N 端，而且 T.C.Sudhof 还用

基因敲除的方法证明 Munc13-1 在活化区的量与 RIM1 有关，

他们发现 RIM1 敲除后 Munc13-1 的水平下降，这表明没有

RIM1 与之作用后，Munc13-1 也相应地要减少或者消退。我们

说 RIM1 最初是作为 Rab3A（Rab3A 是 RAS 超家族的一个成

员，而 RAS 超家族按蛋白质的同源性分为三个主要的分支。在

哺乳动物的第一支包括 RAS 基因、RAL 基因和 RRAS 基因；

第二支包括 RHO 基因；而 RAB 基因属第三支）的假想的下游

作用因子而分离出来的，用酵母双杂交和共沉淀的方法也证明

RIM1 和 Rab3A 的 结 合 也 是 在 N 端。这 不 能 不 让 人 想 到

Munc13-1 和 Rab3A 与 RIM1 在 N 端的结合是否是同时发生

作用。Betz 的实验告诉我们，它们不能同时与 RIM1 结合而发

挥作用，而且它们与 RIM1 的结合是竞争性的和相互排斥的，

但它们可能还是有一个本底结合。Munc13-1 和 Rab3A 也不能

直接结合。研究表明 RIM1 通过调节囊泡的充填而调节 Ca2+
依赖的胞吐。Betz 等为了试验 Munc13-1 的 C 末端的 R 区是否

能作为一个独立的充填模型，他们在嗜铬细胞中过度表达

Munc13-1 的各种变体，结果表明过度表达 RIM1 结合缺陷的

Munc13-1 或者整个 N 末端 L 区缺陷的 Munc13-1 也同样能象

过度表达全长 Munc13-1 一样引起 Ca2+ 触发的分泌的增加。进

一步的实验表明 Munc13-1 的 C 端 R 区是相对独立的囊泡充

填的调节因子，在嗜铬细胞中没有 RIM 结合区一样能调节充

填。而事实上 Munc13-3 并没有 RIM 结合序列，而 RIM 结合区

单独对嗜铬细胞的分泌也没有作用。尽管我们还不知道二者如

何作用及其具体功能，但据目前的实验可对其作用模式 作如

下 推 测 ：RIM 结 合 Munc13-1 的 N 末 端 可 能 直 接 调 节

Munc13-1 的充填活性。而 Munc13-1 调节 RIM 的功能使之成

为核孔复合物形成的一个主要的 output 分子。当载有 Rab3 的

囊泡到达时，RIM 结合 Munc13-1 可能充当了一个开关的作用

而激活充填过程。

6 Munc13 在分泌中的地位及与分泌模式的关系

再回到 1974 年布勒纳的工作发现，线虫 unc 基因突变引

起部分或完全瘫痪。这些基因突变，有些表现为高水平的乙酰

胆碱，抵抗涕灭威（aldicarb，乙酰胆碱脂酶抑制剂）和乙酰胆碱

脂酶与胆碱乙酰转移酶的正常活化，这表明其突触前递质释放

受到损伤。随后的研究发现几乎所有 40 种 unc 基因突变都会

引起涕灭威抵抗。这些基因大部分是突触囊泡释放和循环所必

须的。在 Drosophila 中也有发现 Dunc13 缺失时突触传递完全

被阻断了。但在哺乳动物 Munc13-1 基因敲除的突变鼠中，阻断

效应只发生在突触囊泡的成熟阶段，而且具有神经递质特异

性，且对突触传递的阻断也不完全：GABA 能神经元不受

Munc13-1 缺失的影响，而谷氨能海马神经元在敲除 Munc13-1
基因后，虽然能形成正常的突触，但是大部分突触并不能释放

神经递质，只有 10%的突触能形成可融合囊泡并释放谷氨酸。
间接药理学证据表明谷氨能神经元能形成两类囊泡：一类是完

全 Munc13-1 依赖性的，另一类则可能具有 Munc13-2，Munc13-3
或其它的囊泡成熟蛋白。在 bovine chromaffin cells 的 LDCVs
分泌中，Munc13-1 明显地增加可释放囊泡的数目，促进形态上

已锚定的囊泡的成熟。在嗜铬细胞中过表达 Munc13-1 引起

SRP、RRP 的大小增加 3-4 倍，以及持续释放成分的增加。但是

两个 RP 间的平衡不受影响。动力学研究表明过表达 Munc13-1
会使从 UPP 到 SRP 的速率常数增加 20-30 倍，但不影响其它

几个囊泡转运的速率常数。而且也不影响融合的速率常数和这

些速率常数的 Ca2+ 依赖性。这说明 Munc13-1 促使囊泡从

docking 到融合的成熟，且是一个释放的限速步骤。Munc13-1
促进囊泡成熟的作用机制目前尚不很清楚，可能与 SNARE 蛋

白复合体的 trans 构型的形成有关。Sumiko Mochida[14]根据以往

的实验建立了一个为多数人接受的由 SNAREs 调节的胞吐的

简洁模型，在这个模型中，SNARE 装配的过程涉及许许多多的

蛋白质，但研究的比较多的也只是功能相对知道多一些的关键

蛋白。模型告诉我们 SNARE 装配由结合到 synaptotagmin 上的

Ca2+ 触发，诱导进入活化区并靠近 Ca2+ 通道的囊泡融合。而

Munc13-1 在其中可与多个蛋白作用，这其中关键作用是

Munc13-1 能与 syntaxin 的 N 端相互作用，使 syntaxin 从 synta-
xin- Munc18 复合体中分离出来，并与 VAMP 及 SNAP-25 形成

trans-SNARE 蛋白复合体，从而使 URP 转化为 RP（SRP 和 RR-
P），从而完成 Munc13 的 Priming 功能，进一步促进融合。而前

面所叙的一些蛋白或直接或间接地参与了这一过程。总之，

Munc13 在这一分泌的模型中可能起到了一个分子开关的作

用。而且由于 Munc13 有 DAG 和 Ca2+/ 磷脂结合位点，决定了

这个开关受 DAG 和 Ca2+ 的调控，从而完成对分泌的调控。由

于 Munc13-1，2，3 的基因敲除小鼠的建立，促进了对这个蛋白

的功能认识。通过其 C1 结构域与 PMA 结合可向质膜转位，并

通过 DAG 第二信使系统与 PKC 起平行作用，调节神经递质的

释放，而 DOC2、RIM1 以及其它一些与 Munc13 有间接作用的

蛋白如 CAST 等参与了此过程，从而构成以 Munc13 为中心的

多种蛋白参与的 Priming 调节的精细的分子过程。
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是学生学习的促进者、知识源泉和教学过程的调节者[9]。也是教

师自我学习和提高业务水平的过程，是一个有效的教学途径[10]。
第三，教师理念的创新。随着《国家中长期教育改革和发展

规划纲要（2010-2020 年）》的提出，教学改革已成为必然，教师

理念的转变和创新作为一个关键点，生物化学教师也应该不断

的探索、思考和研究，掌握一套适合本学科特点和学生实际的

教学方法，提现“以学生为主体，以教师为主导”[11]。PBL 教学使

教师充分认识到创新的重要性，在取得良好教学效果的同时，

教师综合业务素质也得到了提高，达到了学生学与教师教的相

互促进。
总之，PBL 教学法与传统教学法相比，能够激发学生的学

习兴趣和积极主动性，提高学生分析解决问题、理论联系实践

的能力，同时教师综合素质也得到了提高。随着教学环境的不

断改善，资源共享日趋明显，教师和学生整体素质的逐渐提高，

PBL 教学法还有待于继续探索和优化应用。在教学改革的新形

势下，选择恰当的教学方法，让学生在生物化学的学习中既学

的轻松，又学到真正的知识，解决实际问题的能力也有所提高，

是我们每一位教师的愿望。
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