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二.核孔

核孔直径约 70nm. 是细胞核与细胞质问物质交流的通道。核孔使核、质两个区间既有

分隔又有沟通。细胞核内安成的 mRNPs ，tRNA 和核糖体亚某以及细胞质中所合成的所有

细胞核所需的蛋白质，都是通过核孔出人细胞核的。

核孔的数目随细胞种类及生理状态的不何而异，转录旺盛的细胞核的核孔数目较多，反

之较少。通常 Iμm2 核膜上有 10~60 个核孔.约占核表面积的 5%"-'38% 。如蛙卵细胞每个

核可有 3.77XIO' 个核fL ，但其成熟后细胞核仅有 150~300 个核孔。

核子L片非单纯的孔#司，而是→个复杂的盘状结构体系，呈圆形或八角形，称为核孔复合

体(巳uelear pore complex. NPC) (图 11-3) 0 核孔复合体的结构似奸、状，相对分子质量约I.25

X 10'(相当于核糖体的30 倍儿核孔复舍体主要包括以下几个部分·①细胞质环(cytop!as

mic ring) ，位于核孔复合体胞质→侧，环上有E 条纤维伸向胞质p②核质环(nuclear 口ng) ,

位于核孔复合体核质一舰11. 上面{中山吕条纤维，纤维端部与端环相连，构成笼T状的结构;③

转运子(transporter) ，为模孔叶l 央 个栓状的中央颗粒;④辐 (spoke) .为核孔边缘伸向核孔

中央的突出物。

细胞质纤维

细胞肮

f品

因] ] -3 核孔复合体的 iill视图

近端纤维

中心转运于

细胞质环

内午的环

核质J1、

由结构可知，每个核孔复合体由 组排列成八角形的大蛋白质颗粒所组成，中央足含水

的通道.允许;j(熔性物质 HI 人子核与胞质之间。酵母的核孔复合体含 50 多种不恫的蛋臼质，

脊推动物贝 11有 100 多种蛋白质，油称为核 fL 蛋白(川c1 coporin. ，"UP) 。核fL萤臼可能在经核

孔的主动物质运输中发挥作用。另外.有 )f称为中主运输受体 (nuclear-transport receptors)

此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com
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的蛋白质也在此过程中起作用。

通过核孔的物质运输与信号序列有关。 1982 年. Laskey 发现核内含量丰富的核质蛋白

(nucleoplasmin)的 C 端有一个信号序列.可引导蛋白质进入细胞核，称为核定位信号

(nuclear localization signal. NLS)o )lLS 由 4~8 个氨基酸细成，含有Pro 、 Lys 和 Argo 对其

连续的蛋白质尤特殊要求.并且完成核输入后不被切除。第一个被确定的NLS是病毒SV40

的 T 抗原.它在胞质中合成后很快识累在核中。其NLS 为，1'ro-1'ro-Lys- Lys- Lys- Arg-Lys

Va]'即使单个氨基酸发生替换突变.亦将失去作用。

核周蛋白(karyophcrin)是一类与核fL选择性运输有关的蛋白家族，相当于受体蛋白。

叉，中，输入蛋白(Lmporin)负责将蛋白从细胞质运进细胞核，输出蛋臼(exportin)负责相反方

向的运输。通过核孔复合体的转运过程还涉及Ran 蛋白 .Ran 是一种G 蛋臼.调节"货物"受

体复合体的组装和解体.在细胞核内Ran-GTP的含量远高于细胞质。

核质蛋白向细胞核的输入。I描述如下:也蛋白与NLS 受体， np输入蛋白 α/~ 二聚体结

合，③"货物"和受体的复合物与:'lI'C 胞质环亡的纤维综合:(3)纤维向核弯曲.转运子构象发

生改变，形成亲1.K通道..货物"通过，必协货物"受体复合物与Ran-GTP结合，复合体解散，

释放出"货物飞亏丁与Ran-GTP综合的输入蛋白日输出细胞核，在胞质中Ran 结合的 GTP

水解，Ran-GOP返[oj细胞核，章新转换为Ran-GTP， (if)输入蛋白 α 在核内输出蛋白的帮助

下返回细胞质。

对细胞核向细胞质的大分子输出机制了解较少。在大多数情况下.细胞核内的RNA 是

与蛋臼质形成R:'l1'复合物转运出细胞核的巳RNI'的蛋白质上具有核输出信号(nuclear

export signal , NES) ，可与细胞内的受体输出蛋白结合，形成 RNI'-输出蛋白←Ran-GTP 复

合体，输出细胞核后，Ran-GTP 水解，释放tl1结合的 RNA 、 Ran-GOP、输出蛋白和 RNP 蛋

白返 l叶细胞核。

三、核纤层

在真核细胞的核内膜下，有一层出纤层蛋白组成的纤维状网络结构，称为核纤层(nuclear

lamina) 。核纤层与中问丝、核基质相1f.连接.形成贯穿于细胞核与细胞质的骨架纤维结构体系。

孩纤层的厚度在各种细胞'I'变化较大.大多数细胞的核纤层很薄.约 20~80丑m o

核纤层由核纤层蛋白 (Jnmin)组成，相对分子质量为 60000~ 80000，包括核纤层蛋白

八、B <B"B，)和 C 。核纤层蛋白是中间丝蛋白家族的成员，蛋白 A 和 C 由 l司-转录单位编码.

经过另路剪接.成为 2 种不|司的核纤层蛋白。蛋白 A 在队链的 C 末椅有 段长 133 ~t氨基

酸残基的序列，蛋白 C 则缺失 在锺白 A 和 C 两种多肤的氨基酸序列中，存在一段长度为

330 个氨基酸残萃的序列，与巾 l同丝蛋白高度保守的 α 螺旋 IX:具有 28%的同源性。核纤层蛋

白与波形蛋白比较.则在同源岛民域有 70%的氨基酸残基相|司。核纤层蛋白 B 不同于 A 和

c.具有独立的转录单位、蛋白 B 经过转录后修饰-多肤链的 C 末端被加 t 1 个异戊二烯基

网。正是由于这个脂肪酸嵌入 r核内膜电使得核纤层锚定在核膜上。

恨据核纤层的结构、位置和生化行为， j住浏其功能与战睽、染色质和整个细胞核的构建

告夭。核纤层勺核膜、染色质及核孔复合体在结构上关系密切 c 核纤层向外与核内膜上的镶

嵌蛋白相连.起到保持核膜外形及固定核孔位置的作用"自j 内四l与染色质 t的特异音~位相结

合‘为染色质提供专一附着位也。:，在细胞周期中电核纤层参与核膜的裂解和重建。核纤层
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蛋白 A 、B 和 C 均有亲膜结合作用，而以蛋白 B 与膜的结合能力最强。核内膜上存在核纤层

蛋白 B 的受体，介导蛋白 B 与核膜结合;②核纤层是间期染色质的核周锚定位点。核纤层蛋

白 A 和 C 具有与染色质结合的作点，有更强的结合染色质的能力。核纤层与染色质的相互

作用有助于维持和稳定问期染色质高度有序的结构，对基因表达的调控意义重大。实验还表

明，只有染色质而元完整的核膜是不能进行 DNA 复制的;③在参与基因表达的调控方面，

核纤层蛋白 B 与核骨架的基质附着区 (MAR)序列有特异的亲和力。 MAR 序列结合在蛋臼

B 上，可为 DNA 与核纤层的相互作用提供有利条件。核纤层蛋白 B 和某些组蛋白的磷酸化

参与了某些基因表达的调控，可诱导细胞的分化。

第二节染缸质与染色体

1848 年， Hofmeister 从鸭阳草的小于包子母细胞中发现了染色体。 1879 年 l Flemming 提

出了染色质 (chromatin) 这一术语，用以描述染色后细胞核中强烈着色的细丝状物质。 1888

年， Waldeyer 正式命名染色体为 "Chromosome" 口后来的研究证明，染色质与染色体是同一

物质在细胞周期中周期性相可转化的不同形态表现。

染色质是细胞核内能被碱性染料着色的物质，是遗传物质 DNA 的载体，因而是细胞核

内最重要的部分。染色质在闯期细胞核中伸展、弥散，呈丝网状分布。当细胞进入有丝分裂

时，染色质高度折叠、盘曲而凝缩成条状或棒状的特殊形态，称为染色体。

一、染色质的化学组成

染色质是由核酸和蛋白质组成的核蛋白复合体.主要成分是 DNA 、组蛋白 (histon f' )、

非组蛋白 Cnonhistones) 和少量 R :-.J A ，比例为 1 ' 1 ' O. 5~ 1. 5 0.05 。可见， D:-.J A 与组蛋白

的含量比较恒定，非组蛋白的含量变化较大电RNA 含量最少。

(一 >DNA

DNA 是染色质中贮存遗传信息的生物大分子咱是染色质中结构性质稳定、数量恒定的

基本成分。不同动、植物染色质中的 DNA 含量有所不同，但 DNA 含量并不随着生物体的复

杂性而增加，许多植物细胞的 DNA 量超过人类数倍。真核细胞的 DNA 除了单一序列外，还

有重复序列。

(二)纽蛋白

组蛋白是染色质中富含精氨酸和赖氨酸的碱性蛋白.带正电荷.叶与 DNA 紧密结合，

对维持染色质结构和功能的完整性起关键作用。组蛋白和 DNA 结合可抑制 DNA 的复制和

转录。

组蛋白是真核细胞特有的蛋白质，根据精氨酸和赖氨酸的比例不同分为 5 种 2 陀、HcA 、

H 2B、日3 和 H40 凡是可变的接头组蛋白 (l ink盯 histone) ，而 H，A 、 H，B 、 H，和 HI 属于高度保

守的核心组蛋白 (core histone) l 即 H，A 、 H2 B 、 He 和 H，组蛋白在进化过程中高度保守，其含

量和结构都很稳定，没有明显的种属和组织特异性。

(三〉非纽蛋白

非主且蛋白属于酸性蛋白，含有天冬氨酸、谷氨酸等酸性氨基酸，带负电荷。非组蛋白在细

胞内的含量比组蛋白少，但种类繁多，用双向凝胶电泳可得到50口多种不同组分。其功能各
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异，主要是与核酸合成、分解及染色质化学修饰有关的酶类及部分结构蛋白和调节蛋白υ

般认为，非组蛋白与组蛋白结合.能特异性地解除组蛋白对DNA 的抑制作用，促进复制和

转录。

(四 )RNA

染色质中的 RNA 含量很低，不到 DNA 量的 10% 。大部分是新合成的各类RNA 前体，

与 DNA 模板有联系。

二、染色质的结构及染色体的组装

人体一个细胞中的 DNA 序列约为 3X10
C

'[巾，连接起来可长达1. 74m 0 这样长的 DNA

分子要在一个直径仅约 of'm 的细胞核内保存并行使功能，如何折叠是非常重要的。现在己

知染缸体的基本结构是核小体(nucleosome)，由核小体再进 步压缩.构成更高级的结构

(图 11-4) 。

(一)核小体

核小休由长约 200bp 的 DNA 和 5 种组蛋白组成u 其中，组蛋白 H2A 、 HcB 、 H3~HI 各 2

分于组成一个八聚体核心(nucle050me cor叶 .DNA 在其外表缠绕1. 75 圈 (--146bp) .形成

直径为 10nm 的"珍珠"状核小体。其余60bp 左右的 DNA 连接相邻的恢小体，对核酸内切酶

敏感。组蛋白 H，位于连接DNA 上。核小体是染色质的基本结构单位.若干核小体重复排

列，便形成直径约 10nm 的串珠状纤维Q

核小体核心的装配与两种非组蛋白有关①与H，A、日 2B 结合的核质蛋白，专与H勺和

H，结合的 N，蛋白。它们和 DNA 混合，随着核质蛋白和N，蛋白的释放，形成核心粒。

细胞核

JOnm纤维

/

与染色体主架相艾

的30nl11纤维拌Ii、

"H-~珠

~irf，要刷子 ~

权小体

因 ]]-4 染色体构建的不 foJ层次
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(二)螺线管

电镜下看到的直径 lOnm 的串珠状核小体结构，若加入Mg'丁则纤丝逐渐变粗，形成直

径 30IlIIl紧密缠绕的螺旋状态.&p螺线管 (solenoid) ，即每 6 个核小体绕一圈，形成外径

30nm、内径 10nm、螺距 llnm 的中空管状螺线管。组蛋臼HI 位于中空的螺线管内部，具有

成群地与 DNA 结合的特性电是螺线管形成和稳定的关键因素。

(三)染色体的构建

关于 30nm 的染色质纤维如何进→步压缩形成染邑体，自20 世纪 60 年代以来，科学家

们提出了多种模型.其中折叠纤维模型和阿级结构模型(又称多级螺旋模型)都在 定程度

上解释 f染色体的一些复杂现象，但缺乏充足的实验根据。日前，受到人们广泛重视并被接

受的是拌环模型(loop model) ，该模型认为，30nm 的染色质纤维折叠成拌环，样环沿染色体

纵轴由中央向四周放射状伸出，环的基部集中在染色单体的中央，联结在非组蛋白支架上。

1.染色体支架与祥环结构 如以葡萄糖处理中期染色体，去除组蛋白，在电镜下可观察

到由非组蛋白的密集纤维网组成的染色体支架(chromosome scaffold)。组成支架的蛋白种

类非常复杂.其中的拓扑异构酶II (topoisomerase n)已被鉴定，是中期染色体的-种主要
骨架蛋白。锚定在染色体支架上的 DNA 拌环由 30nm 染色质纤维构成。不同拌环的大小可

能不同， 般拌环中的 DNA 长度在 30000~ 100000bp 之间，平均为 63000忡，含 315 个核小

体，长约 21/1ffi。一条典型的人染色体可能有 2600 个拌环。

2. 拌环结构进 步组装成染色体 每 18 个梓环以染色体支架为轴心.呈放射状，排列

→罔形成傲带 (miniband) ，大约 106 个做带沿轴心支架纵向持列便向建成染色单体

(chromatid) 。网此.微带是染色质的高级结构单位。

三、常染色质与异染色质

闯期核内的染色质可分为两种类型:处于分散状态、有功能活性(能活跃地进行 DNA

复制和转录)的常染色质 (euchromatin) ;呈凝集状态、转录不活跃或者元功能悟性的异染色

质 (heterochromatin) 。常染色质不易着色，多位于核的中部，也往往以拌的形式伸入核仁内 p

异染色质的螺旋缠绕紧密，着色较深，常分叶j 于|自l期核的周边，还有一也小块与核仁结合，附

着在核仁周围.成为核仁相随染色质的→部分。

异染色质义分为两类， 类是结构异染色质 (constitutive her盯achromatin) .在各种细

胞以及细胞周期的不同阶段总是处于致密状态，元转录:吕性，在染色体上有固定位置，一般

为 DNA 重复序列，常见于染色体着丝粒及其周围。另 类为兼性异染色质( facultative

heterochromatin) ，在协定细胞或在一定发育阶段，由常染色质转变而来.1卓有的基因失去转

录活性:如果处于松散状态时，又能转变为常染色质，恢复转录活忡n 如 X 染色质就是兼性

异染色质ν

四、染色体的形态特征

各神生物的染色体数日和形态各不相同，其数目和形态的变化会影响生物体的功能、形

态和遗传的性状。细胞有丝分裂中期的染色体具有稳定的形态结构特征，它由两条姐妹染色

单体在着给粒处相连而成，虽"H"形团块(图 11-5) ，包括以下几个部分.

此为试读,需要完整PDF请访问: www.ertongbook.com
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(一〉着丝粒和动粒

着丝粒 (centromere)把染色体分成两段(染色体的

长臂 q 和短臂肘。 条染色体通常只有一个着丝粒.在

该处，染色体凹陷成为主维痕(primary constr川川，)υ

在主缝痕处两条姐妹染色单体的外侧表层部位具有特

殊的结构，称为动粒(kinetochore) ，是纺锤丝微管的聚

合中心之一。

在哺乳动物中，着丝粒由几十万个碱基对组成，包

括 DNA 重复序列、染色体特异序列和非特异序列。基

因组 DNA 经密度梯度离心后，着丝粒 DNA 在基因组

DNA 主峰旁形成"卫星"状.称为卫星 DNA (satellite

DNA) 。

着丝粒使染色体在细胞分裂中期连接于纺锤丝

上。在细胞分裂后期，微管拉着两条染色单体向细胞两

极运动.从而保证了分裂后的两个细胞各得到一份

DNAo 因此，动粒起着核心作用，控制着微管的装自己和

染色体的移动。

t二)次在盖痕

次缅痕(secondary constriction)是某些染色体除

主维痕外的另一处凹陷，染色较浅。次缝痕对于鉴别特定染色体有很大价值.该处的染也质

具有缔合核仁的功能，故又称为核仁组织区(nucleolar organizing regia口 .NOR ),

(三)随体

某些染色体(如入第13 、 14 、 1:; 、 21 和 22 号染色体)的短臂末端呈球形或棒状，这 结构

称为随体(satellite)0 随体通过次组痕的染色质丝与染色体臂相连，是识别染已体的重要特

征。

(四)端粒

端粒 (telomere)是染色体末端的特化部位电有极性，具有维恃法色体结构稳泣'性的作

用。端粒使染色体保持了个体性，染色体之间不会出现端端融合，也不会端部松散而寻致染

色体解体。

端粒 DNA 为一串联重复序列• JY-链中的一条扩端为'画含Tl; 的序列.互补链为离合

CA 的序列。

染色{丰端粒的复制是通过端粒酶(telomerase)从延伸后随链亲链开始的。端粒酶由

RNA 南l蛋白质组成，以端粒酶RNA 成分中的→段短序列作为穰板，不断延长后随链亲龄

3'端 DNA.而延长的后随链亲链又为后随链的合成提供模板，最终使端粒DNA 序列 3'瑞突

出.形成环状掺入到数千碱基对的双螺旋，构成r三链结构。这种结构气特异性端7位蛋白结

合.使其结构更加稳定。因此.Y由粒的构象比端粒DNA 序列特征史为重要。

端粒的长度变异很大.取决于端粒酶的活性。体细胞中没有端粒酶的活性，因而体细胞

每分裂 1 次，端粒就缩短一些。随着细胞不断进行分裂，端粒的长度越来越矩，当达到l临界长

度时，细胞染色体便失去稳定性.使细胞不能再进行分裂而进入凋to因此.端粒决定了细胞

PH妹染色单体
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图 11-5 巾期染色体的形态
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的寿命。生殖细胞不同于体细胞，生殖细胞有端粒酶的活性，其染色体的端粒比体细胞的长

出 JLf个倾基对。然而，恶性肿瘤细胞也告端粒酶的活性，发挥其合成端粒重复序列的功能，

以补偿正常的端粒序列丢失，使端粒的重复序列不会达到导致细胞死亡的临界长度，从而获

得细胞的"永生性"。这样.恶性肿瘤细胞在体内或体外都能元限制地分裂增殖。

根据染色体的相对大小、着丝粒的位置、臂的长短、次缝痕及随体的有元乃至带型等特

征.把某种生物体细胞中的全套染色体(显微照片)按同源染色体配对，依次排列起来，就构

成了这 个体的核型(karyotype)(图 11-6)。换言之.核型是光镜下全套染鱼体的按序排列，

用来分忻染色体的数目和形态。正常人体细胞为二倍体(2时，有 46 条 (23 )(们染色体，分为

A~心七组。第 1 ~22 对染色体是男女共有的，称为常染色体(autosome)，另一对染色体(X ，

Y)与性别决运有关，称为性染色体(sex chromosome)。男性的正常核型为46 ， XY;女性的正

常核型为 4日， XX 。

)\ ((
2 3 4 3

'I " It ‘龟，

号' 事自 F 草
7 8 9 I() II 12

u 辛苦 bt 11
14 15 16 17 18

J 8 ~t句幌

20 21 22 X Y

图 11-6 男性体细胞 G 带核型

第二节核仁
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核仁(nucleolus)是细胞核内由特定染色体上的核仁组织区缔合形成的结构，是细胞内

合成 rRNA、装配核糖体亚基的部位。

一、核仁的形态和化学组成

光镜下，核仁为一强折亢性的球状体，其数目和大小依细胞种类及生理状态不同而有很

大变化，大多数真核细胞的raj期核有 1 个或多个核仁。在蛋白质合成旺盛的细胞中，核仁往

往很大或有多个.而不具有蛋白质合成能力的细胞则核仁很小，甚至没有核仁。核仁一般位

于细胞核的一侧。

有丝分裂肘，核{首先缩小.随着染色体的浓缩.rRNA 合成停止.核仁也就消失了。所

以在分裂中期的细胞中看不到核仁。到了分裂末期，rRNA 重新开始合成，核仁又重新出现。



第十一章 细胞按 201

核仁的化学组成是核酸和蛋白质.此外还有少量脂类。其中蛋白质的含量很高，约占核

仁干重的 80% ，主要是核糖体蛋白、组蛋白和非组蛋白.以及碱性磷酸酶、 ATP 酶、RNA 聚

合酶等多种酶系。 RNA 约占核仁干重的 10% ，以 RNP 的形式存在， DNA 约占 8% ，主要位

于核仁的染缸质部分。

二、核仁的亚显微结构

核仁呈圆形或椭圆形，外无界膜包围.是由多种组分形成的一神网络结构。电镜下的核

「为裸露无膜、由纤维丝构成的海绵状结构 n 一般认为，核仁由以下 4 个特征性的基本结构

部分组成。

(一)核仁相随染色质

分为围核仁染色质 Cperinucleolar chromatin) 丰u 核仁内染色质 (intranucleolar chro­

matin)。核仁内染色质是核仁相随染色质的主要部分，具有功能活性.电镜下表现为低电子

密度的斑状浅染区，位于核仁的中央。核仁组织区(;\JOR)是存在于细胞内特定染色体次缝

痕处，含有主要rRNA085和 285 rRNA)基因的一个染色体区段。人类的rR;\JA 基因家族

(rDNA)位于 5 对染色体(第 13 、 14 、 15 、 21 和 22 号近端着丝粒染色i扣的端部，含有NOR 0

细胞分裂末期，这 5 对染色体端部先形成 10 个小的核仁，然后很快长大.融合成为 1 个较大

的核仁(图 11- 7)。

5对染色体嵌入核仁

核f二卦lt只[J号

核膜

图 11-7 核仁染色质与核仁的形成

(二)纤维结构

电镜下表现为电子密度致密的部分，呈[!ill形或半目形分布在法染区周闹。纤维丝的直径

为 5---...10nm ，长 20'""'--40nm ，可被 RNA 酶与蛋白酶消化，说明它们是一 R;\JA 和蛋白质的复合

物。出 NOR 转录的 rRNA 与核糖体蛋白构成了核仁的海绵状网架。

(三)颗粒成分

电镜下表现为高电子密度的颗粒，直径 15~20nm ，密布于浅染区及纤维结构的周围。

它们的主要成分是 RNA 和蛋白质，可能是核檐体亚基的前体物。
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(四)核仁基质

核仁基质为无定形的蛋白质性液体物质，电子密度低，是1:述二种组分的结构环境。核

{基质与核基质相沟通，有人认为两者是同一种物质。

三、核仁周期

在细胞周期中核f 发吁同期性的变化。问期细胞的核仁明显，进入有丝分裂后，随着染

缸休浓缩‘rR'JA 合成停止.核仁逐渐缩小.最后消失;到了分裂末期开始形成子细胞时，

rR 'JA 重新开始介成，核仁义重新出现。可见核仁的周期性变化是与核仁组织、区的活动密切

相关的ο

第四节核基质

核基质(nuclear matrix)是指间期核除核膜、核孔复合体、核纤层、染色质及核仁以外的

由纤维蛋白构成的核内网架结构，充满整个核内空问。由于核基质的基木形态与细胞质内的

细胞骨架中1I似.且在结构上有一定的联系.因而又称为核骨架(nuclear skeleton)。

核基质由一些直径3"-'30nm 粗细不等的蛋白纤维和l 略颗粒状结构相互联系构成，主

要成分是蛋白质，占90%以上。其中包括十多种非组蛋白.相对分子质量为40000~60000 ,

有相当部分是含硫蛋白 a 此外还含有少量 DNA 和 R'JA ， RNA 和蛋白质综合成 RNP 复合

物.是保持核骨架三维网络的完整性所必需的。

核骨架与细胞骨架的中间丝相联系，起到维持细胞形态结构的作用.也参与核内 DNA

复制、D'JA 包装反染色体的构建等 系列核功能活动。
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细胞核内蛋白质动态变化研究进展

在细胞分裂问期，多数真核生物细胞核的大部分体积被染色质和核仁占据.由于核仁外

部和染色质之闯的区域缺乏基因的存在.近几年越来越受到研究者的关注。有人认为，这一

区域为细胞核中大分子物质性日蛋白质、R~A)提供了一个理想的运动平台o后来 Pha町等的

试验证明了这一点，他们利用荧光漂白恢复(fluorescence recovery after photobleaching.

FRAPl和漂白荧光丢失Cflourescence loss in photobleachi吨 .FLIP)术对细胞核中三种蛋白

质迸行监测.结果发现这些蛋白质在细胞核中确实是运动的，并且以被动扩散的方式进行。

此后.研究核蛋白质运动的报道越来越多。迄今为止，还没有人计-算出任何一个核蛋白运动

的参数.而I参数对于了解其运动性质无疑是非常重要的。研究还发现，核内蛋白质的运动速

度受到多种因素的影响。例如，组蛋白的乙眺化、磷酸化和细胞核中其他分子的运动，另外.

蛋白质在异染色质和常染色质上的运动也不尽相同。探明蛋白质在细胞核中的运动性质并

不是研究者的最终目的，重要的是通过价究蛋白质的运动来揭示其对染色质的重塑和基l司

表达的作用，而这些方面仍待进一步的研究。本文就近几年来核内蛋白质动态变化研究的进

展作一综述。

一、FRAP 和 FLIP 技术

FRAP 和 FLIP 技术是研究蛋白质在活细胞中运功的两种展重要、展基本的技术，在这

两种技术中绿色荧光蛋白(green fluorescent protein ,GFP)因其具有独特的优点向被作为

标签.指示蛋白质在细胞核中的运动情况。

(一)绿色荧光蛋白标签

用绿色荧光蛋白标记蛋白质不会而著影响标记蛋向质的件质. ttl 不会影响异源细胞的

生理过程，正是由于 GFP 具有这些独特的优点、电所以常被用作蛋白质标签。在蛋白质动态变

化研究中，常用 GFP 与目的蛋白融合或构建 GFP 嵌合基因使其在细胞中表达，形成嵌合体

蛋白.羊IJ用 FRAP 和 FLIP 技术的同时借助失光显微镜可对核内蛋白质的运动进行观察。

(二 JFRAP 和 FLIP 技术

FRAP 可直接在活体细胞中观察到被 GFP 标记的核内蛋白质的运动。在细胞核中选择

一个合适的区域用足够强的激光进行光漂白，这种光化学反应可以破坏 GFP 的牛色慕园，

使该点荧光不可逆消失。由于核内蛋白质的运动，用定时显微镜观察该区荧光恢复情况，若

自荧元重现，则说明其他区没有漂白的荧光分子移动到了该区，根据恢复时间和恢复率可了

解蚕臼质在细胞核中的运现情况。而 FLIP 试验则是 FRAP 的一个通过程，在 FLIP 中选择

个合适的点，每隔一定时间进行激光漂白，如果蛋白质是运动的，那么就会不断有其他区

域的向种蛋白质运动到该点而被漂白，该点附近的荧光随着漂白的持续进行而逐渐减弱。目

前 .FRAP 和 FLIP 已成为研究蛋白质运动必不可少的方法向某于这两种方法，研究者们不

仅观察到一些核内蛋白质的动态变化情况，还研究了与蛋白质运动密切相关的细胞核内区
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域系统。

二、核内蛋臼质运动的研究进展

(一)核内蛋白质是运动的

Pha町等利用 FRAP 和 FLIP 方法研究了活细胞内的 3 种蛋白质.它们分别是核小体结

合蛋白 CHMG-17 人前体 mRNA 剪切因子 (SF-/ ASF) 和 rRNA 加工蛋白原纤维，涉及到细

胞核的二大功能，分别是:转录、前体 mRNA 的剪切和 rRNA 加工.并且它们代表了被观察

到的几种蛋白质的最主要运动形式。试验发现，这二种蛋白质在活的细胞核内是运动的。由

于它们的 GFP 融合蛋白的运动，荧光漂臼后可在 325 内彻底恢复，恢复速度远远大于组蛋

臼 GFP-H应的速度，且荧光恢复率高，几乎可以完全恢复。据初步汁算，一个 GFP-HMG-17

分子在 285 内走大约 51，m 的距离，这个距离基本 t是从核心到核膜的距离。相应的 GFP

SF-/ASF 和 GFP 原纤维蛋白从核心到核膜分别是525 和 245向因此，这几种蛋白质在细胞

核内是快速运动的，几乎不布在不运动的区域。

异染色质蛋白 I (heterochromatin protein 1 ， HPlp是浓缩 DNA 的一个主要成分，应位

于异染色质着丝粒簇，在常染色质上也有分布，涉及到基因沉默和着丝粒聚合。它在激活的

T 细胞里快速运动，但在异染色质和常染色质上的运动情况有几点不同，这可从GFP-HPl~

的荧光恢复情况得出。首先，荧光漂臼后，异染色质在150~200s 内可恢复 70%的荧光，而

在常染色质土90~100s 内大部分荧光都可恢复;其次，荧光半数恢复时间不同，异染色质大

约需 50s ， 而常染色质只需las;最后，荧光的恢复率不同，异染色质上有30%的荧光不可恢

复，而常染色质上只有一lO?币。这说明了HPl~ 仕异染色质上的结合强度比常染色19i:大。

组蛋白且也有类似的运动情况。Misteli 等和 Lever 等研究 H 1 在细胞核内的运动时发

现 ， H 1 在整个细胞周期中都与染色质结合，它可以在异染色质区和常染色质区间交换而不

需要染色质纤维和纤维之间的相互作用。但在FRAP试验中，H，在异染鱼质上的量要比常

染色质上的多，说明H1 与异染色质剖结合比与常染色质的结合牢固。GFP-H，在活体染色

质上的停留时间为220s 左右 .10min 内 H ， -GFP 在整个细胞核中重新分布，与之相对比，

GFP-H占在 30min 内几乎没有什么变化。 HI 首先在核质中分布，然后与染色质重新结合，

这种结合机制可以通过"时op-Rnrl-go"学说来解释2 日1-(;FP 在染色质上停留大约220，左

右，然后从染色质上解离.在核质中漫游，直到碰到下个合适的位点并与之结合。与之类似

的是 20 世纪 90 年代初提出的"hi卜and-run"转录因子动态变化模式。McNally等应用这种

模式描述了糖皮质激素受体在染色质和核质区域间快速交换的过程。

此外 .Houtsmuller等利用 GFP 标记核酸内切酶ERCCl/XPF复合物。研究发现，这个

复合物在DNA 损伤前后都是快谏运动的，{日是当紫外线照射细胞引起DNA 损伤时，该复

合物则表现了短暂的停留，可能是复合物与DNA 损伤位点结合的缘故。2000 年，Mo町等观

察到了核纤层蛋白AOamin A)和B1在细胞有丝分裂中期和G 1 期的动态变化情况。不仅如

此，雌激素受{丰、蛋白酶体和其他几个核仁蛋臼在活细胞内的运动情况也曾被报道。

巳、之，一些核蛋白质在细胞核中是运动的，并且在常染色质和异染色质上有所不同。虽

然这种运动相对是快速的，但是与GFP 蛋白相比却慢得多，可能是因为这些蛋白质和染色

质的结合阻碍了它们的自由运动。
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(二〉拥胞核内区域与蛋白质的运动

研究某种核蛋白的运动，首先耍了解这种蛋白质在核中的定位，细胞核内区域则是这些

蛋白质聚集的所征地。在早期研究中，这些区域在显微镜下呈小斑点状(speckl时，并且发现

斑点具有高度的动态变化，对其附近基因的激活产生特异性的应答嗡而且一些小的微粒能和

宫不断地结合和解离。但小斑点本身是稳定的，在观察过程中几乎没有移动位置。

进一步的研究发现，这些斑点实际上走向种蛋白质的集合.类似于细胞质中的膜被系

统。 1998 年 .Lamond 等曾用 j;compartment..一词来描述细胞核中被隔开的一类特殊区域 ω

众所周知，在细胞质内存在 些膜被区室系统，如内质网、线粒体和高尔基复合体等，这些

膜被区域对蛋白质的分选具有重要的作用。细胞核中的区域与膜被区室所不同的只是它没

有膜的包被，仅是一些生物大分子物质的聚集，这些问一区域内的分子具有一致的动态变

化性质句因此认为这些分子是向质的， &P具有类似的运动性质和作用。例如，在细胞核中有

几个不同的区域(原纤维中心、前体 rRNA 剪切因子区域等)已经被鉴别。这些区域本身是

一个稳定的统构.在设定的细胞核位置持续较氏的时间.不移动位置。但是蛋白质可以和

各自的区域迅速地结合和解离，使区域处于持续的动态平衡状态。因此，细胞核内区域系

统和蛋白质的运动是密切相关的。

综上所述.tE活细胞核内电核蛋白可以持续、快速地和各自的区域结合或者解离，并且

蛋白质的运动可以从核质到核仁，不局限于一个特定的细胞核区域。

(三)核内蛋白质的运动方式

大分子物质在细胞内转运有两种方式，一是通过载体运输，需消耗能量;二是被动扩

散，不需要 ATP，即不依赖于代谢的能量而进行运动。当降低温度时，细胞核的几种蛋白

质的运动几乎没有什么变化咱因此可以认为，核蛋白质的运动是不依赖于以 ATP 形式存在

的代谢能量涌进行的，类似的现象也出现于 GFP-HGM→ 14 、 Pre-mR01A 、 SC35、核仁素等核

蛋白。 Lever 等也发现矶的快速运动是个不需要能量的过程，它可能以一种被功扩散的方

式进行，不需要载体和消耗能量。但是，这并不能排除一些蛋白质或蛋白质的 部分是通过

直接转运、主动运输的机制而进行运动的。例如，糖皮质激素受体以1 ucocorticoid receptor ,

GRl在染色质重塑园子 hBRG1 存在时，从浓燎的染色质上脱落下来则是 个需要能量的

过程。虽然如此，主动运输对蛋白质的运动来说并不是必需的.因为被动扩散是 个非常有

放的转运模式。例如，一个单基因表达的蛋白质在几秒之内可以转遍整个细胞核，甚至大分

子复合物在几分钟内也很容易地从细胞核心'EG核睽 c高速运动可以便蛋白质在核质中漫游，

直到碰到j它们的靶iiI点并与之结合，这种"浏览"的方式不需要特定的靶信号和信号识别机

制，完全是一种随机的运动。此外，这种被动扩散的运动方式也节约了能量。

(四)共价修饰对核内蛋白质运动的影响

影响蛋白质在核内运动的因素很多，女日蛋白质之闷的相互作用.蛋白质和核内其他组

分的相互作用.蛋白质和染色质的相互作用，以及染色质的结构、蛋白质的共价修饰。其中

共价修饰对蛋白质的影响是研究得比较淌楚的。

1 磷酸化对核内蛋白质的影响 核 1)1蛋白质的运动是不依赖能援的过程，但当细胞和

消耗 ATP 的试剂孵育后，生且蛋白日1 在核内的运动发生变化。变化的原因可能是组蛋臼曰:

翻译后的修饰或者是-种或多种蛋白质调控了矶和染色质的结合。

2‘乙自先化对核蛋臼运动的影响 核心组蛋白乙默化后改变了染色质的结构，从而使染
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色质结构松散，使重塑因予接近DNAo 但核心组蛋白的乙眈化对组蛋白H，运动的影响尚

不清楚。 Misteli 等曾用去乙llJt化抑制开Ij <TSAJ处理细胞，使4 种核心组蛋白的乙酌化水平

增高，结果表明电H ， -GFP 的恢复速度明显快于没有处理的细胞.说明在TSA 处理细胞中

H ， -GFP 在染色质上的停留时闯缩短。这种交换速度的增加不是细胞转录激活的增加，因为

当用 α 鹅膏毒环肤处理时对荧光恢复率没有任何影响c 故核心组蛋白的高度乙酌化增加了

组蛋白 H，在染色质 t的交换率，可能是部分激活的染色质在清除了H，后.加入了乙航化

的核心组蛋白。在j面细胞内.这种结合的动态变化属性是连接组蛋白作为染色质重塑和染

色质调节因子的一个重要特征• ~n组蛋白 H，从染色质仁丢失是染色质重塑中的一步。

除了这两种常见的共价修饰外，甲基化对蛋白质的运动也有一些影响。

三、核内蛋白质运动的意义

蛋白质在细胞核中的运动是以被动扩散的方式进行的.一个蛋白分子遇到特定的区域

或一个结合位点是一个随机的过程。蛋白质在细胞核中功态的性质符合基因去i丰的随机机

制 o 基因的激活需要染色质的重构和随后的转录因子聚集，这两个过程被锺白质之间的相

互作用或预先聚集的组合元件之间的相互作用所驱动。而形成中|同聚集物的形式则被聚集

复合物停留时间租每个元件在聚集位点的可能性所影响，聚集点又被蛋白质在细胞核内的

运动情况所决定。例如.如果网子在介质中的驻留是不可能的.这个聚集过程将被终止。在

染色质重构期间，转录激活子 重构复合物的招募者仅仅和染色质短暂地结合，如果染

包质的修饰在激活子停留时间内激活，激活于将解离。例如.HPJ~ 币1异染色质与常染色质

的动念结合潜在地调节f一些因子进入染色质，这些因子包恬核小体修饰转移因子和涉及

DNA 功能的代谢分子。 HPJ白的高速运动并不能彻底阻止这且因子进人组蛋白的尾部，而

是间歇性地允许其他因子进入染色质以调控其重塑。

近来 .Cheutin 等研究了 HPJ 和染色质的动态结合，这种结合可能对染色质结构的建

立和转录抑制的维持起着重要作用。试验证明.异染色质结构稳定的维持涉及到HPJ 和染

色质短暂的结合和动态的交换.HPJ 的动态变化和染色质浓缩水平有关。

四、展望

对于一个蛋白质来说，研究它的运动形式不是最终目的.重要的是通过它的运动性质

探讨这种蛋白质对基因的作用，网为蛋白质只有通过运动与其靶优点结合.才能调控墓因

的转录和蛋白质的合成。因此.研究蛋白质的运动句对于了解细胞核内的组织形式和细胞核

的功能，从而研究基因在气维空间的表达调控具有非常重要的意义。运用计算机来分析从活

细胞内获得的蛋白质的动力学资料.并对这些资料进1)量化.从而获得汁算懊型，是现在

和i今后研究蛋白质性质皮其功能的-个新途径。
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第十二章 细胞的物质运输

细胞的物质运输可分为三种不同的范畴，细胞通过细胞膜与其生活环坊间的物质交换

(细胞运输) ;细胞与细胞之间的物质交换(转细胞运输) ;细胞内的物质运输(胞内运输)。细

胞的物质转运对于维持细胞的正常生命活动具有非常重要的意义，人类的 些疾病与细胞

的物质运输异常有着密切的关系。

第一节细胞内外的脚质转运

细胞与其生存的环境之间不断地进行着物质交换，以维持正常的生命活动。细胞膜是细

胞与环境之间物质交换的必由之路，细胞膜的结构特点决定了它既是细胞内外环境的屏障，

又是有选择性地进行物质交换的场所。细胞膜对出入细胞的物质具有选择通透性，即有选择

地允许或阻止一些物质通过细胞膜，这对保证细胞正常生命活动有重要意义。虽然，细胞内

外物质的交换有许多不同的机制，但总的来看，与细胞膜有关的物质运输方式主要有 2 种:

→是小分子和离子的跨膜运输.另一种是大分子和颗粒物质的膜泡运输。

一、离子和小分子物质的运输

细胞膜具有控制离子和小分子物质通过的能力，允许小分子物质通过扩散作用穿过细

胞质膜，允许水分子通过渗透作用进出细胞质膜。但是，扩散和渗透是两个不同的概念(圈

12-)) 。

扩散 (diffusion)是指物质(榕质)沿着浓度梯度从半透忡膜相对浓度高的一侧向相对浓

度低的一侧移动的过程，通常把这种过程称为简单扩散。

渗透 (osmosis) 9!tl指水分子以及溶剂通过半透性膜从相对浓度高的一侧向相对浓度低

的一侧移动的过程。

细胞质膜的通透性具有以下几个特点(囹 12-2) ，

1.脂溶性越强的分子越容易穿过质膜。非极性物质比极性物质更容易溶于脂质，因而也

就容易透过质膜。但水分子例外.它虽难溶于脂，但穿膜速度却很快。

2 小分子比大分子更容易穿膜。但分子的脂熔性要比其休积大小更为重要，脂溶性高的

分子通常比脂溶性低的小分于能更快地穿膜。

3 不带电荷的分子容易穿过膜，同样大小的物质的穿膜速度，电解质比非电解质慢，强

电解质比弱电解质慢。电解质慢的原因是离子难溶于脂质，且离子带有水膜，增大了有效体

积。

<1绝大多数离子及亲水性分子的穿膜要依赖于专一的跨膜蛋白。

上述特点说明，膜对物质的通透性是由物质本身性质和膜的结构属性共同决定的，小分
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