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	背景知识简介

（或训练内容）

	mTOR信号通路的功能  mTOR（the mammalian target of rapamycin）蛋白激酶属于PIKK（the phosphatidylinositol kinase-related kinase）超家族，作为Ser/Thr激酶而起作用，是mTOR信号通路的中心协调器。mTOR信号通路基本功能是感受营养状况进而控制细胞生长,近年的研究已将mTOR与动物生理和病理、个体发育与生长，尤其是细胞生长联系在一起[1，2]，mTOR蛋白激酶作为在进化上保守的协调器调节着基本的生物加工过程[3]。
通过基因敲除的方法证明在敲除了mTOR（mTOR-/-）的小鼠，胚胎发育到5.5天即阻滞，胚胎干细胞也被抑制[4]。同时敲除了S6K1（S6K1-/-）和S6K2（S6K2-/-）的小鼠，成活率显著降低[5]，mTOR对于早期胚胎和胚胎干细胞的生长发育是必需的[6]。它对营养信号的感受和转导对于哺乳动物胚胎发育甚至可能对出生后生长都发挥着重要的作用。在神经信号传导中，大脑通过mTOR感受营养和能量水平进而控制进食，mTORC1调节着全身的能量平衡，是下丘脑对能量水平的中心感受器[7]。mTOR可以感受来自营养、激素和Leptin(瘦素或称瘦蛋白)的信号刺激引起厌食[8]。总之，mTOR通路调节着与营养相关的生理过程。
mTOR信号通路的组成与调节机制 在哺乳动物中mTOR与其它不同的蛋白结合，形成了两种复合体mTORC1(mTOR Complex 1)和mTORC2(mTOR Complex 2)。基于过去十几年对mTORC1的研究，目前认为mTOR信号通路介导的刺激因子主要有四类，即生长因子和胰岛素，营养因子，能量及环境胁迫。已经揭示的人细胞中mTOR信号通路的基本组成包括TSC2/TSC1复合体、Rheb、mTOR、S6K1核糖体蛋白S6激酶（ribosomal protein S6 kinases ，S6Ks）和4EBP1（the eIF4E-binding protein 1，4E-BP1），其中TSC2是重要的负调节激酶，通过Rheb调节mTOR的活性。S6K1和4EBP1是最具特色的mTOR下游效应器，它们形成了两条平行的调节mRNA转译的信号通路[9]，进而调节细胞的生长和增殖。国内刘奕等（2004）首次报道了mTOR及其底物在HeLa细胞的细胞周期不同时相中的表达情况[10]，侯桂琴等（2007）报道了用特异性抑制剂和RNA干涉mTOR基因，处理后的食道癌细胞中mTOR和S6K1的活性被抑制[11]。王志钢等（2007）报道克隆了内蒙古白绒山羊的mTOR和S6K1基因[12]，这是羊细胞中mTOR信号通路研究的首次报道。
FAK与mTOR信号通路的关系  FAK（Focal adhesion kinase）是一种非受体酪氨酸激酶，它在细胞迁移、细胞骨架重排以及细胞存活中扮演着决定性的角色。它可被整合素、生长因子、机械刺激(牵拉)、高渗压等胞外因素激活 [13]。申请者在日本冈山大学的实验发现，在人肿瘤细胞中用FAK与IGF-IR的双功能抑制剂TAE226处理细胞后，mTOR的磷酸化受到抑制。同时用TAE226处理内蒙古白绒山羊胎儿成纤维细胞发现，S6K1活性也受到抑制。这一结果预示着FAK可能是mTOR的上游调节因子。Peter T. Jindra等在对MHC类别Ⅰ信号通路的研究中发现，阻滞FAK蛋白的表达，mTOR的 Ser2448及rpS6的Ser235/236的磷酸化水平受到了明显地抑制 [14] 。但是FAK对mTOR通路调节机制并不清楚。Malik早在1996年的实验中发现，FAK在由细胞黏附斑激发S6K1活性过程中扮演重要角色，但机制不清楚[15]。Gan等（2006）的研究进一步证明，在FAK突变的293T细胞中，S6K1和4EBP-1的磷酸化受到抑制。而在敲除了TSC2的细胞中，FAK对S6K1活性的调节则被消除了[16]。这些结果显示出FAK可能是TSC2的上游调节因子，对S6K1活性的调节是通过TSC2实现的。
目前关于mTOR信号通路的功能、组成和分子机理的研究主要在人、鼠的细胞中开展，羊细胞中有关mTOR信号通路的研究还未见报道。我们的前期工作已经证明mTOR信号通路存在于山羊胎儿成纤维细胞中并和细胞生长有关。用FAK和IGF-IR的双功能抑制剂TAE226处理山羊胎儿成纤维细胞，观察到细胞生长受到抑制，但此结果还不能确定FAK对mTOR信号通路调节的分子机制。因此本项目拟通过系统实验设计，以绒山羊胎儿成纤维细胞和人293T和小鼠STO细胞为研究材料，从基因与蛋白两方面入手阐明FAK对mTOR信号通路调控的分子机制。为进一步阐明mTOR信号通路在山羊胚胎干细胞和早期胚胎的生长发育中的作用奠定理论与技术基础。
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	现有研究基础

	申请者近年来从事细胞与分子生物学研究，熟悉基因操作，细胞学，免疫学及蛋白质组学方面的理论与技术。2007.4-2007.10在日本冈山大学医学部医齿药学综合研究科细胞信号转导研究组猷本良夫博士研究室做访问学者半年，从事人肿瘤细胞信号转导与抑制剂方面的研究，主要工作是FAK和mTOR信号通路对肿瘤细胞增殖与迁移的调控作用。在那里的工作经历使申请者熟悉了细胞信号转导研究的基本思路与方法，为回国后开展羊细胞的研究打下了基础。申请者带回了研究所需的特异性抑制剂。
本实验室已成功克隆到绒山羊FAK、mTOR、Akt、TSC2, S6K1, S6基因。并在人和鼠细胞中已采用Co-IP方法初步验证了FAK与TSC2间存在相互作用。为后续工作奠定了基础。

	研究摘要
	1. 克隆到绒山羊全长FAK、Akt、TSC2基因cDNA。基本表达模式分析。
2. 免疫共沉淀（Co-IP）检测FAK与TSC2形成蛋白多聚体。
3. 酵母双杂交技术进一步确认FAK与TSC2可以直接作用。

	进度计划

	1. 2009.11-2010.2, 克隆绒山羊FAK、Akt、TSC2等基因的全长或部分cDNA片段。
2. 2010.3-2010.8, RNA干涉FAK，检测mTOR，S6K1和S6磷酸化情况。
3. 2010.9-2011.2, 免疫共沉淀（Co-IP）检测人细胞中FAK与TSC2形成蛋白多聚体。
4. 2011.3-2011.5酵母双杂交技术确定FAK与TSC2蛋白在体内发生直接作用。

	预期成果形式
	发表C类论文1-2篇

	项目来源说明
	如说明已获资助或正在申请中的项目名称、时间和经费



注：本表供拟承担指南项目或开放项目的指导教师填写，并向学生公布。
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