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Frataxin 、线粒体铁代谢与 Friedreich

遗传性共济失调

姜宏　钱忠明

　　铁对于细胞的生存是必需的 ,它不仅参与细胞的呼吸过

程 、蛋白质合成 、神经髓鞘形成 , 而且参与遗传物质 DNA 的

合成。机体铁缺乏将严重影响这些重要的生理活动。 另一

方面 ,组织铁过量可诱发自由基生成 , 进而造成生物大分子 ,

如脂质 、蛋白质 、碳水化合物及核酸等的损伤 ,最终导致细胞

死亡[ 1] 。已有大量的证据显示 , 许多神经变性疾病 , 包括帕

金森病和老年痴呆症 ,患者脑内神经元的死亡可能与脑铁异

常增高有关[ 2] 。新的研究发现 , 铁异常增高可能也是弗里德

赖希共济失调(Friedreich ataxia , FRDA)的一个重要病因。

FRDA是德国医学教授弗里德赖希在 1863 年首先报道的 ,

其主要特征为进行性运动失调 、感觉丧失和肌无力。最近研

究发现 , FRDA 基因及其 GAA 三联体的重复扩增突变[ 3] , 由

于 FRDA 基因突变造成其编码的蛋白质 frataxin 缺乏或功

能异常 , 因此导致线粒体铁代谢紊乱及相应的细胞死亡 , 这

可能是 FRDA 的发病学本质所在。换言之 , frataxin 在线粒

体内铁动态平衡调节方面起关键作用。我们就 FRDA 基因

编码的蛋白质 frataxin , 及其在铁代谢中的作用和 FRDA 关

系的最新研究进展综述如下。

一 、FRDA 基因及其表达

编码人类 frataxin 的 FRDA 基因 ,位于第 9 号染色体长

臂的远端 ,是由 7 个外显子组成的 95 kb 的基因。它的转录

是从着丝点向端粒方向。具有主要功能的 mRNA 由前 5 个

外显子(1～ 5a)编码 , 其长度为 1.3 kb[ 3] 。极少数变异的转

录是由 5b 代替 5a编码 ,后面还跟着 1 个未编码的第 6 个外

显子 ,这种转录的意义至今仍不清楚。 FRDA 基因在许多细

胞中都有表达 ,但在不同组织和不同发育阶段它的表达水平

不同。在小鼠胚胎中 , 在胚胎期 10.5 d 开始在神经上皮表

达 ,在胚胎期 14.5 d 达到高峰。在小鼠发育过程中 , frataxin

m RNA 在脊髓中最高 , 特别是在胸腰段和背根神经节。

F rataxin mRNA 在发育的大脑中表达甚多 ,尤其是在脑室周

围 、皮层和神经节突起处的增生的神经细胞上数目众多。在

心脏 、躯干 、一些上皮(皮肤 、牙齿)和间质组织(褐色脂肪)中

表达也很多。在成年小鼠脑内 , frataxin mRNA的水平降低 ,

而且局限在室管周围 , 但在脊髓和背根神经节含量仍很高。

FRDA基因的表达部分与 FRDA 的病理改变部位有关。成

人体内 frataxin mRNA 在心脏和脊髓表达最多 , 其次是肝

脏 、骨骼肌和胰腺。在中枢神经系统中 , 它在背根神经节表

达最强。这一部分是感觉神经元细胞体聚集处 , 在 FRDA 中

它最先受累。在脊髓和小脑的颗粒层中 FRDA 表达相对较

少。 FRDA 基因也在非神经组织中表达 , 如心脏和胰腺 , 因

此 , 在FRDA患者中观察到肥厚性心肌病和糖尿病。在其他

组织 ,如肝脏 、肌肉 、胸腺和褐色脂肪 ,虽然在 FRDA 中未受

影响 , 但也有 frataxin 的表达。 所有表达 FRDA 基因的组织

都富含线粒体 , 而在FRDA受损的常常是那些不可再生而又

富含线粒体的组织 , 如神经元 、心肌和胰腺的 β 细胞。神经

元和心肌细胞都是绝对依赖有氧呼吸的 , 它们对线粒体的缺

陷尤其敏感。因此 , 在 FRDA 中受损常较严重。

二 、Frataxin蛋白结构

1.Frataxin分子结构:Frataxin 的蛋白结构是目前的研

究焦点。 F rataxin 的晶体结构[ 4] ,用核磁共振法得到这种可

溶性蛋白的 M 结构[ 5] 以及 frataxin 细菌同源体 CyaY 的晶

体结构[ 6] 的研究 , 均证实成熟的 fra taxin 是 1 个紧密的球形

蛋白质。它包含 1 个 N-末端的α螺旋 ,中间的 β 折叠 , 紧跟

着又是 1 个α螺旋和 C 末端的卷曲。中间的 β 折叠由 7 个 β

链组成。α螺旋在 β 折叠上交迭 , C 末端的卷曲正好位于 2

个α螺旋形成的凹槽中。其分子结构的中心是一些疏水性

氨基酸 , 它们在α螺旋和 β 折叠侧聚集。这些氨基酸中的大

部分对于维持 frataxin 蛋白结构的稳定性非常重要 , 且不能

被替代 ,这一点可从不同种属中它们的一致性中看出 , 而且

一旦突变会影响整个分子的稳定性 。 Frataxin 分子表面一

些带负电荷残基形成的嵴和疏水残基的集落具有显著的保

守性 ,这些表面保守区域的大小和本质表明 , 它可以和 1 个

大的配体相互作用 , 很可能是 1 个蛋白质。但是 ,至今有关

证实 frataxin配体的实验都不成功。 Frataxin 结构中没有任

何特点像已知的铁结合位点。但是 , 带负电荷形成的嵴与细

菌的铁蛋白有相似性 , 后者铁结合区域是由两个相邻的亚基

形成的。晶体结构研究表明 , 铁只是非特异性地与 fratax in

单体结合 , 核磁共振研究并未证实铁可造成 frataxin 的任何

结构变化。

2.Fra taxin 在线粒体内的加工:F ratax in 结构的 N-末端

有 1 个由 55个氨基酸组成的线粒体靶序列 ,当 fra taxin 蛋白

被转运入线粒体后 , 线粒体靶序列将会被线粒体加工蛋白酶

(mitochondrial-processing protein , MPP)水解去除。在这段
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线粒体靶序列的第 41 ～ 42 和 55 ～ 56 氨基酸残基之间存在

两个 MPP酶切位点 , 因此 , 需经 MPP 两步水解 , frataxin 才

加工成成熟蛋白。在这一水解或加工过程中 ,第二步水解是

生成成熟 frataxin 蛋白的限速步骤[ 7] 。 Yfh1p(yeast frataxin

homolog protein , Yfh1p)是 frataxin 在酵母中的同源蛋白 , 它

的 N-末端的线粒体靶序列是由 51 个氨基酸组成的。 在第

20～ 21 和 51 ～ 52 氨基酸残基之间也有两个 MPP 酶切位

点。然而 , 除二步水解外 , 其成熟过程还需要特异性的线粒

体热敏蛋白(ssq1p)的参与。 ssq1p 属于 hsp70 家族 , 缺乏

ssq1p的酵母变异体跟 YFH1 基因敲除的酵母一样 , 加工

Yfh1p 的速度很慢 ,并且伴有线粒体内铁积聚。

三 、F ratax in 的功能

1.F rataxin 在线粒体铁代谢中的作用:无论是用绿色荧

光法 ,还是免疫细胞化学荧光法及细胞碎片的 Western 印记

法和免疫电镜法都证实 frataxin 位于线粒体的矩阵内[ 8 , 9] 。

最近的研究发现 , frataxin 与线粒体铁代谢有关。但是 ,

f rataxin 与其他参与铁或血红素代谢的酶类在序列上无同源

性。对 fratax in 在线粒体铁代谢具有重要作用的认识最初来

自于它在酵母中的同源体 Yfh1p 的研究。编码 Yfh1p 的基

因 YFH1 与编码人类 fratax in 的基因非常相似。而且 , Yfh1p

也是一种线粒体蛋白质 ,参与铁稳态的维持和细胞呼吸。当

YFH1 基因缺失会导致铁从线粒体内转出障碍 , 胞质中铁缺

乏 ,最终导致线粒体内铁聚积 , 进而损伤线粒体 DNA和呼吸

链[ 10] 。这显示 YFH1 基因缺失所致的线粒体铁聚积及自由

基生成 ,可造成脂质 、蛋白质和基因的损伤。当 YFH1 基因

重新注入酵母体内 ,线粒体内的铁重新作为游离的非血红素

铁而转运到细胞质中[ 8] 。 F ratax in 的同源体 Yfh1p 可以调

节铁从线粒体中运出的功能说明在酵母细胞中存在线粒体

的铁循环。但是 ,对 Yfh1p序列分析结果表明它没有作为 1

个转运体所需的跨膜序列 ,可能它并不是真正的铁转运体。

究竟它是通过什么途径参与铁的转运 ,目前还不清楚。

2.F ratax in 的其他功能:Frataxin 除在线粒体铁代谢中

起关键作用外 ,它与发育的关系也非常密切。 Koenig 等制作

的 frataxin 敲除小鼠模型 , 揭示基因敲除的纯合子小鼠在胚

胎期第 7天就死亡了[ 11] 。尽管完全缺乏 frataxin 的小鼠会

出现与 FRDA 相似的 frataxin 蛋白水平的降低 , 但是它只影

响那些在发育的关键步骤需要依赖正常 frataxin 水平的细

胞 ,如背根神经节的感觉神经元
[ 12]

。关于 frataxin 与细胞呼

吸关系的研究尚无定论。已有报道 frataxin 可以调节细胞呼

吸[ 13] 。然而 ,最近的研究显示 ,在 Yfh1p 过度表达的酵母中

并不存在细胞呼吸活动的增加[ 14] 。而且 , 由于 Yfh1p 的缺

陷而导致的线粒体铁代谢的改变似乎与细胞的呼吸活动无

关。只要呼吸功能缺陷的细胞含有功能性的 Yfh1p ,就不会

表现出线粒体内铁积聚。如果缺乏 Yfh1p , 这些细胞就会出

现线粒体内铁积聚。重新导入 Yfh1p , 线粒体内积聚的铁又

可以释出。这些结果显示 ,线粒体内的铁代谢可能受 Yfh1p

影响 ,而与细胞呼吸活动没有关系。研究还显示铁从线粒体

进出所需要的能量不依赖细胞呼吸活动 。

四 、FRDA基因突变与 FRDA

1.FRDA:FRDA 是一种常染色体隐性遗传性疾病。 其

神经病理改变主要是背根神经节的感觉神经元丧失 ,周围神

经系统中大的感觉神经纤维萎缩 , 脊髓中锥体束萎缩和小脑

中齿状核萎缩。患者主要表现为进行性步态和肢体共济失

调 ,构音困难 ,下肢反射消失 , 震动觉消失 ,下肢肌肉无力 , 脚

底伸肌反射阳性。许多患者同时伴有肥厚性心肌病 ,大约有

1/ 3 的患者还有糖尿病[ 15] 。

2.FRDA 基因变异:最常见的 FRDA基因突变是它的第

1 个内含子的 GAA 三联体大量扩增。其扩增数大多在 70 ～

1 000多个三联体之间 , 最常见的是 600 ～ 900 个。发病的个

体在第 9 号染色体上两条同源染色体上都有三联体的扩增 ,

而杂合子是正常的。像其他三联体重复扩增的疾病一样 , 它

在父母-孩子的传递过程中具有不稳定性。父亲的传递会伴

有重复序列的减少。而母亲的传递会导致更大的重复序列

的扩增或相同几率的扩增。重复扩增的 GAA 抑制 FRDA 基

因的表达 , 因此 , FRDA 患者组织和培养的细胞中 fratax in

mRNA 和蛋白质水平都较正常为低。降低的程度与扩增的

重复 GAA 成正比。 GAA 三联体重复序列是 1 个很长的

DNA 片段 , 在 1 条链上只包含嘌呤(R), 而互补链上只包含

嘧啶(Y)。 R·Y 序列在生理条件下可以形成三螺旋结构 , 它

可以和 1 个独特的生物分子复合物相连(黏附 RNA)。奇怪

的是 , 只有和 FRDA 有关的 GAA 三联体的重复才能形成这

种结构 , 而与 FRDA 无关的在 FRDA基因上偶然发现的R·Y

序列的变异体却不能形成这种结构。三联体可阻遏转录 , 这

可能是 FRDA 中基因表达受抑制的原因。已证实 GAA 重复

达到 270 个三联体时就可抑制基因转录[ 12] 。另一方面 , 研

究也已经证实小的扩增可使剩余的基因表达增加。 此外 ,

GAA 重复的量与疾病出现的年龄 , 严重性和发展速度有关。

其他因素 , 包括扩增片段的体细胞镶嵌型 , FRDA 基因本身

的变异 ,基因修饰和环境因素等也可影响表型。大约 2%

FRDA 的染色体 GAA 重复序列长度是正常的 , 但含有 1 个

错义的 、无意义的或分裂点的突变 , 这最终同样会影响

frataxin 的编码序列 。至今 , 证实这些具有点突变的个体都

是杂合子 , 在第 9 对染色体的另 1 条同源染色体上有扩增的

GAA 重复序列。由于点突变非常少 , 所以在纯合子上可能

也有点突变 , 但至今尚未能证实。

五 、小结

FRDA 基因变异导致的 frataxin的缺乏可破坏线粒体内

铁稳态 ,造成铁在线粒体内过量积聚 , 后者促进大量自由基

生成 , 最终引致相关的细胞死亡 , 这可能是 FRDA 的重要病

因之一。然而 ,目前尚未完全明了 frataxin 的功能及它的减

少引起的铁聚集和 Fe-S 蛋白功能缺失的机制。这些重要问

题尚需进一步研究。对这些问题的认识将会帮助人们更全

面的理解线粒体铁代谢的生理 , FRDA 的病因和发病机制及

发展新的有效治疗手段。
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·论著摘要·

帕金森病患者脑脊液对体外培养的多巴胺能

神经元的神经毒性作用

孔屏　张本恕

　　帕金森病(Parkinson' s disease , PD)是发生于中老年人

的慢性神经系统退行性疾病 ,其病因和发病机制目前尚未明

了。其中一种假说是推测某种我们尚不知道的内源性和

(或)外源性的神经毒性物质通过产生过量的自由基 , 使得氧

化反应增强 ,最终导致了黑质致密部多巴胺(DA)能神经元

的变性和死亡。如果存在这种或这些神经毒性物质 , 就应有

可能在 PD患者脑组织或脑脊液中被发现。

资料和方法:12 例原发性 PD患者均来自天津医科大学

总医院锥体外系门诊 , 其中 9 例接受左旋多巴制剂治疗 , 3

例未用过抗 PD 药物治疗。健康人 15 名为对照组 , 两组年

龄相当。应用孕 14 d的 Wistar 大鼠中脑嘴侧被盖部组织进

行 DA能神经元的原代细胞培养。在细胞培养第 7 天 , 分别

加入 PD患者或对照组的脑脊液 , 通过形态学观察 、培养上

清液中乳酸脱氢酶(LDH)活性测定以及酪氨酸羟化酶(TH)

免疫组化染色等来观察 DA能神经元的生长情况。

结果:(1)形态学改变:对照组细胞生长良好 ,胞体周围

光晕明显 ,神经突起密集连接成网状;而 PD 患者组细胞生

长状况不良 , 存活细胞明显减少 ,相互之间连接消失 ,可见大

量细胞碎屑。(2)LDH 流出量的变化:加入脑脊液 96 h 后 ,

PD患者组 LDH 活性明显上升 , 约为对照组的 6 倍(P <

0.05), 说明细胞死亡明显增多。(3)TH 免疫组化染色阳性

细胞率的变化:对照组 TH 阳性细胞满布视野 , 阳性率在

90%左右;PD患者组阳性细胞明显减少 , 而阴性细胞即非

DA能神经元无明显变化 ,故 TH 阳性细胞率明显减少 ,与对

照组相比减少约 50%(P<0.05)。

讨论:加入 PD 患者 CSF 后 , TH 阳性细胞死亡明显增

多 , 而 TH 阴性细胞即非 DA 能神经元无明显变化 , 意味着

PD 患者脑脊液中存在一种或一些因素 , 抑制 DA 能神经元

的生长。存在于 PD患者脑脊液中的毒性物质的性质目前

还不清楚 ,经研究推测脑脊液相对分子质量小于 10 000 蛋

白质中 , 可能存在缺乏叔基结构的小肽类物质起到抑制细胞

生长的作用。另外 , PD患者脑脊液中含有的左旋多巴制剂

是否会产生毒性作用目前还有争论。我们的结果显示 ,未用

左旋多巴治疗的患者脑脊液也同样产生细胞毒性 , 说明 PD

患者在未用药物治疗之前就已具有神经毒性。

(收稿日期:2002-08-14)

(本文编辑:陈秀华)
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