
蛋白磷酸黯酶-1 和-2A 抑制剂对

NG108-15 细胞 tau 蛋白磷酸化的影晌

朱粹青曹小定

(复旦大学医学院医学神经生物国家重点实验室 上海 200032) 

Alzhei口ler(AD)痴呆是目前最为常见的老年痴

呆症之一，也是迄今为止最难治的疾病之一。 AD

的主要脑病理特征是一种以脑内老年斑的大量沉

积，大量神经原纤维缠结 (neurofibrillary tangle , 

N盯)形成，神经元缺失[1] ，其中 N盯的数量明显

与痴呆程度有关[2]0 N盯主要由超磷酸化的微管

相关蛋白 tau 形成的双股螺旋丝 (paired helical fila­

ment)堆积而成[3 ] 。 研究资料表明 AD 的 tau 蛋 白

磷酸化与蛋白磷酸醋酶系统缺陷有关[4] 。 因此，研

究建立 AD 样 tau 蛋白磷酸化细胞模型，不仅有利

于进一步研究 tau 蛋白磷酸化的机理，而且也可用

于防治 AD 药物的研究。

材料和方法

1.细胞培养

大鼠神经母细胞和小鼠胶质细胞瘤细胞的杂交细胞系

NG108-14(中科院细胞所提供) ，用 1640 培养液( Gibico 

BRL)含 15% 小牛血清培养，在 5% COZ , 37'C培养。 用于

M1寸研究，以每孔 1 X 105 细胞接种子 96 孔板 ;4 X 105 每孔

接种于 24 孔板，用于免疫印迹研究或免疫组化研究。

2. MIT测定法
96 孔板内的细胞分别每孔加入含 1 - 100nmolIL 磷酸

醋酶(PP)-2A 和-1 抑制剂冈田酸(okadaic ac比OA ， Sigma)的

1640 培养液 100μ1，每种浓度 6 孔，培养 12 小时。 加 M甘

(5mg/ml)10μ1，再继续培养 4-6 小时，弃上清，用无血清培

养液洗一次，每孔加 100μ10MSO，溶解生成的深蓝色结晶，

用 BIO-肌气D Model450 酶标仪测 00570值，作为反映细胞代

谢状况的参数。

3 . 蛋白样品处理

NG细胞经过 0、 10 、 20nmolIL OA 处理 12h。 细胞在

4'C用细胞裂解液裂解[ 1 %NP-40 ,lOmmollL Tris-HCI(pH7. 

5) ,0. 5molIL NaCI , 1mmolIL EGTA，蛋白酶抑制剂(Com­

pleteR ，如ehring巳r汀 ，离心 12 ， OOOrpm ，lOmin，取上清蛋白定

量(Bradford 法) 。

由于 tau 蛋白有热稳定性，取未经 OA 处理的 NG 细胞

裂解液样品， 100'C处理lOmin，离心 12 ， OOOrpm lOmin，取上

清。 另外，取该热稳定上清液，用 1molIL Tris 液调 pH 至 9

0 ，加入 MgC]z至终浓度为 1mmolIL，以 10U/ml 加入细菌磷

酸醋酶，67'C孵育 1h。

4. 免疫印迹法

10 % Sos.PAGE胶电泳，并用湿式转移法转至 PVDF 膜

上 ， PVDF 膜用含 4%脱脂奶粉 TBS 封闭，随后用不同的抗

tau 蛋白单克隆抗体(PHFl 识别 tau 的磷酸化的 Thr396 位

点一一日本东北大学荒井启行赠送，C5识别缸r396 位磷酸

化一一日本东京大学顾拥军博士提供 ， taul 抗 tau 的非磷酸

化的Ser1991202 位点-胁ehring巳r Mannheim Bi∞hemica 公

司 )1: 1000 室温孵育缸， TTBS 漂洗后， f但P 结合的抗小鼠

IgG抗体(Santa Cruz) 1 : 1000 孵育 1ho PVDF 膜用 ECL kit 

反应 lmi口 ， x-光片曝光，显影，定影后， x-光片用 lmage Mas­

te~ VDS(Pharmacia Biotech)透射扫描保存图片。

结果

1.0A 对 NG 细胞代谢的影晌

NG细胞经不同浓度的 OA处理 12 小时后进行

MTT 测定，结果如图 (1)所示， lnmol儿的 OA 已经

可使 MTT 显色减弱，但其 00570 值 (0.264 土 O.

225) 与对照 (0.290 士 0.025) 差异不明显， OA 达

10nmolIL 时 00570 值(0 .249 :t O. 031)与对照比较

P 值为 0.03 ，而 OA 为 20nmolIL 时与对照比较 P值

为 0.011 。 以后随 OA 浓度的升高，MTT 不断下降

与对照的差异也更为明显。
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图 1 岗因酸对 NG 细胞代谢的影响

2. NG 细胞的 tau 蛋白分析

本文 2000 年 9 月 25 日收到，2001 年 3 月 22 日接受。

国家自然科学基金 39830450、国家重点基础研究基金
G1999054007 和教技司 2000-66 资助。
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NG细胞是一种神经母细胞和胶质细胞的杂交

瘤细胞，用 taul 、 C5 和 PHFl 抗体进行免疫印迹观

察，都显示 NG 细胞含有高分子量和低分子量两大

主分(图 2) 。 为了说明这两个组分是否都是 tau 蛋

白，用 NG 细胞裂解液样品经过 100'C热处理和离

心，发现其上清中仍然含有这两大主分，该上清用磷

酸醋酶处理可加强 taul 的免疫印迹染色(图 3) ，结

果表明这两个组分都是 tau 蛋白。另外在这一结果

中可以观察到在分子量分别在 45 - 60kD 和 75 -

96kD的两大 tau 蛋白组分中有非常相似的带型。

._ 96kD 

.. 69kD 

.. 43kD 

PH F-l AT只 talll

图 2 不同 tau 蛋 白抗体对 NGI08-14 细胞裂解液的检
溃。

..... 96kD 

‘ 69kD 

..... 43kD 

A B C 

图 3 Taul 抗体对不同处理的 NG 细胞裂解液的检测

A. 未热处理 B. 热处理 c. 碱性磷酸醋酶处理。

3 . 岗田酸对 tau 蛋白磷酸化的影晌

NG细胞经 OA处理后 ，用可识别磷酸化 tau 蛋

白的 PHFl 抗体进行免疫印迹研究，结果(图的观

察到lOnmollL OA 就可使高分子量组 tau 蛋白磷酸

化程度加强 ，但低分子量组变化不明显;而 20nmoll

LOA处理样品 tau 蛋白两大组份都有明显的磷酸

化程度的加强。

‘ - 96kD 

‘一 69kD

‘ - 43kD 

o 10 20 

Okadaic acid( nmol/L) 

图 4 岗田酸对 NG细胞 tau 蛋白磷酸化的影响(PHFl 抗

体)

讨 论

人编码 Tau 蛋白基因定位于 17 号染色体[剖 ，

通过mRNA水平的不同剪接形成成熟脑神经元的

有六种氨基酸长度的 tau 蛋白间，免疫印迹显示一
般在 50 - 70kD。 我们在 NG 细胞中观察到两大组

分，低分子量组分与成熟人脑神经元的 tau 比较接

近 ，而高分子量的组分的 tau 蛋白可能是因为它们

含有 4A外显子。 含 4A外显子的 tau 蛋白一般存在

于外周神经元或其他非神经元的其他组织细

胞[7 ， 8] 。 而 NG 细胞是一种神经母细胞瘤和胶质细

胞的杂交细胞系 ，这可能是其含有两大组份 tau 蛋

白的原因 。 由于该细胞株 tau 蛋白含量较高，所以

我们选用它可进行 tau 蛋白相关的研究。

AD 脑内的标志'肚病理变化为老年斑和神经原

纤维缠结，老年斑是细胞之间的基质的病理变化，而

神经原纤维缠结是细胞内的病理变化，有报道认为

神经原纤维缠结的多寡与 AD 的痴呆程度有明显的

关联[2]。神经原纤维缠结由双股螺旋细丝 (Paired

helical filament) 为主要物质堆积形成，这种双股螺

旋细丝由过度磷酸化的 tau 蛋白形成[3]0 AD 脑内

的神经元的蛋白激酶系统和磷酸脂酶系统之间的失

衡被认为是 tau 蛋白过度磷酸化的原因[4] 。

以往研究发现 AD脑提取液中 Tau 蛋白相关的

磷酸醋酶活性比对照约低 30% [ 9 ] ， PP-1 , PP-2A 在

体外使 PHF-tau 蛋白特异的磷酸化位点去磷酸化，

说明 AD 的 tau 蛋白异常磷酸化与这些蛋白磷酸醋

酶缺陷有关。 因此我11可用 PP-1 ， PP-2A 特异抑制剂
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OA处理细胞。有报道磷酸醋酶抑制剂三氟毗啦嗦

可导致细胞损伤 、代谢障碍和死亡[川， 我们用 NG

细胞经低浓度的 OA 处理，也观察到 M甘染色减

弱。 其次用 PHF-1 抗体免疫印迹和形态上的免疫

荧光实验都表明 OA 处理可导致 tau 蛋白磷酸化明

显增加。 因此该细胞模型可用于我们对 tau 蛋白磷

酸化的机理的研究和防治 AD药物的研究。 ‘尽管在

本实验用 OA部分复制了细胞内 AD 相关的 tau 蛋

白磷酸化，但是如何复制形成细胞内 P町 结构和

NIT，目前仍是当今 AD研究领域的难题。

摘要

Alzheimer 痴呆(AD)的主要脑病理变化之一为

由超磷酸化的 tau 蛋白组成的神经原纤维缠结

(Neurofibrillary tangle , NIT) 0 AD 的 Tau 蛋白异常

磷酸化与蛋白磷酸醋酶 (PP)-2A 和-1 缺陷有关。

本文首先用免疫印迹法显示 NG 含两大组分的 tau

蛋白 。 MTT方法观察到 PP-2A 和 PP-1 抑制剂冈

田酸(Okadaic acid , OA)处理 NG108-14 细胞能导致

细胞代谢明显下降 ， 同时免疫印迹法显示 OA 能导

致的 NG 细胞 Tau 蛋白磷酸化。 该研究为建立皿

样蛋白磷酸醋酶缺陷引起的 tau 蛋白磷酸化的细胞

模型奠定了基础

关键词 :Alzheimer 病 冈田酸 tau 蛋白
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EFFECT OF PROTEIl吨 PHOSPHATASE-l AND 2A INHIBITOR 
ON TAU PROTEIN PHOSPHORYLATION OF NGI08-14 CELL 

ZHU Cui Qing CAO Xiao 口ng.

(Medical Center 01 Fudan University College . National Key Laboratory 01 
Medical Neurobiology ， 队ang;阳i 200032 ) 

AßSTRACf 

One of Alzheimer dementia(AD)pathological hallmark in brain is lhe large arnount of neurofibriJlary tangles which are made 忡忡，
perphosphorylated tau protein. The deficiency of protein phosphatases(PP)-l and -2A is involved in abnormal phosphorylation of tau of 
AD cases. In this study , tau protein of NG108-14 ceJls was analyzed by westem blot . After treated with PP-1 and PP-2A specific ìn­
hibìtor-okadaìc acid( OA) , reduction of MTT of NG108-14 decreased as weJl as the elevating phosphorylated tau protein was showed by 
west臼n blots. This study has provided the AD like tau phosphoylation ceJl model for 0盯 further r配arch

Key wor也: Alzheimer dis侃" 臼illdaic acid Tau protein 

大鼠心肌细胞核钙调素入核转运与核钙调节关系的探讨 祷

王培勇刘健H 唐朝枢叫

(第三军医大学病理生理教研室重庆 400038) ("第三军医大学新桥医院心内科重庆 400037)

(ω北京大学第一医院心血管病研究所 北京 100035) 

钙作为细胞内最为关键的第二信使在胞浆的调

节己做了较为深入的研究，近年的研究表明Ca2 + 也

是细胞核内的重要信号，参与核反应过程的调节，如

细胞增殖分化、DNA 修复、DNA 复制、基因表达、核

蛋白磷酸化以及细胞凋亡等[1.2)。令人感兴趣的是

钙调素(CaM)作为细胞内的钙受体，最近发现也存

在于细胞核内 ，推测除了众所周知的功能之外，还可

本文 2001 年 3 月 26 日收到 ， 11 月 12 日接受。

" 国家自然科学基金资助课题(No. 39870347 and No. 

39870392) 
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能参与胞浆的信号向核内快速转导[3J 。但是对于

CaM如何进入细胞核所知甚少。 ea2 + 信号在心肌

细胞具有特殊的重要作用，参与许多心脏生理和病

理过程的调节。 我们以往的研究结果已证实，分离

纯化的鼠和家兔心肌细胞核上存在 ci+摄取和释

放的调节成分[4] ，本研究在离体大鼠心肌细胞核上

进一步探讨CaM的核孔转运与钙调节系统的关系。

材料与方法

1. 材料与试剂

Alexa Fluoη~488 标记的牛脑钙调素、 thapsigargin ， hep­

缸m、 leupeptin 、 aprotinin 、 pepstatin A、 cADPribose 和 8-Br

cADP ribose 购自 Molecular Probes;钉红(Ruthenium Red) 、苯

甲基磺酸氟(PMSF) 、 DTT 系美国 Sigma 公司产品;其余试

剂为国产分析纯。

2 . 心肌细胞核的提纯

所有操作在 0-4"C下进行。 健康雄性 Wistar 大鼠(150

- 200 g)麻醉后开胸迅速取出心脏，用 50 ml 冰冷 TKM 液

(mmol lL :TrisIHCl 50 ,KCl 25 ,MgClz5 , NaF 1O, Na3 VÜ]O. 2; 

pH7.5) 洗去红细胞，剪碎后加入 5 倍体积等渗匀浆液

(mmollL : 含J.;糖 250 ， EG士生1. 0 , DTT 1. 0 , PMSF 1. 0 和

leupeptin、aprotinin ， pepstatin A 各 1μg/ml 的 TKM 液)中，用

内切式匀浆器低速匀浆 2.5 min(30 sec x 5 次)， 200 目尼龙

布过滤去除纤维组织，离心 (1 400 g , 10 min)两次 ， 弃上清，

将沉淀加入 1 倍体积的含1. OmollL煎糖-TKM 液中，充分

混匀加入 3倍体积的 2. 5mollL煎糖-TKM，混匀后超速离心

(120 000 g,60 min) ，沉淀即为纯化的心肌细胞核。 分离的

细胞核纯度采用酶学方法鉴定 ，其他细胞器标志酶均小于

5%(细胞膜 :5-核营酸酶，肌浆网:葡萄糖-6-磷酸酶，线粒体:

珑咱酸脱氢酶)。采用Lowry 法行蛋白质定量，二苯胶法行

DNA定量。 用分离纯化的心肌细胞核进行下述实验。

3. 细胞核对钙调素转运的[ea2 + ]依赖关系

心肌细胞核在等渗核保存液(mmollL: HEPES 25 , KCl 

125.0 , KH2P04 2. 0 , MgClz 4.0 , EGTA 1. 0 ， pH7 .0 ) 中进行

CaM的核孔转运反应，反应体积 100μl 中，加入核蛋白 50

μ.g/'管， Alexa Fluo币1488 标记的牛脑钙调素 1. 0 周/管， ATP

1.0 mmollL，反应液中含有不同浓度的自由钙(0 、 1 X 10 - 7 、
1 X 10 - 6 、 1 X 10 - 5 、 1X lO - 4和 1 X 1O - 3mollL)，自由钙浓度

用 EGTA-ci + 缓冲液控制，根据 Chris Patton 的软件 Win­

MAXC(http: // www. stanford . edu/cpatton/ maxc. html) 的多

元缓冲对计算方法确定在 EGTA 1. 0 mmollL情况下，配制

不同浓度的自由钙所需要总[Ca2 + ]量。 30'C下反应 30min ，

之后加入 10 倍体积的核保存液，用离心法 (12 ， 000r/min ，

5min)洗去未转运人核的游离CaM，用滤纸克分吸净离心管

的残留液体，沉淀经洗涤后悬浮于 1 . 0ml 核保存液中，在由

FL Winlab 软件控制的 PERKIN ELMER LS-50B 型荧光发

光分光光度计上用激发波长 494nm，发射波长 520nm 测其

荧光值。 均双复管测定。 并取 1 X 1O - 3 mol儿自由Ca2 + 浓

度点的样品涂片后用荧光显微镜(Olympus BX60)观察照相。

4. 钙调素经细胞核孔转运与细胞核 Ca2 + 摄取、释放的

关系探讨

为了探讨CaM核孔转运的调节机制，将细胞核制备分

组，在CaM转运反应液 [ Ca2 + ]为 10寸mollL的情况下，分别

观察Ca2 + -ATP 酶抑制剂 Thapsigargin (5. 0问nol lL)、 IP3 受
体拮抗剂 Heparin(lO 闯Iml) 、 ryanodine 受体拮抗tflJ Rutheni­

um red( 50 阳ollL)和cADP ribose 受体拮抗剂 8-Br cADP ri­

bose(2 . 0μmollL)等工具药物对CaM转运的影响，以确定钙

调素细胞核孔转运与心肌细胞核Ca2 + 转运调节系统的关

系，反应条件同上。 本实验所采用的上述工具药物有效浓度

根据文献选定[5 - 7 ] 。

5. 蚊据处理

实验数据以均值 土 标准差表示 (x 士 s) ，两组比较采用

Weltch' s t 检验，多组间比较采用方差分析 ( one way ANO­

VA)组间 q 检验。

实验结 果

1.心肌细胞核制备与鉴定

本实验采用差速离心和密度梯度离心法分离纯

化大鼠心肌细胞核，所有操作均在 4'C进行，而且在

提取介质中含有各种蛋白酶的抑制剂和 EGTA，从

而在保证所提取的核完整和高纯度的同时，也保持

了核的活性，防止了核内的活性成分由核孔漏出 。

实验中所制备的心肌细胞核，蛋白质与 DNA 比值

约为 7 .3 ，较其在胞浆的比值减少 28 倍，核回收率

为 20 % -30% ，细胞内亚细胞成分标志酶活性小于

5% ，如下表所示:

表 1 '[:、肌细胞核制备回收率及标志酶测定

蛋回白收质 DNA 回收 蛋白质 酶葡萄糖 6 磷 5二核酶音酸 琉咱酸脱

(mg/g ww) IDNA 酸 nmollh.mg 氢酶
(mg/g ww) nmollh. mg m丑ol/h.mg

匀浆 91. 95 土 20 . 94 0 . 484 :t 0.147 215. 1 :t 102.4 88.3 :t 74. 6 210. 3 :t 62 . 5 4701 士 831

核 O. 935 :t O. 058 • 0 . 122 :t 0 . 027 曾 7 . 32 :t O. 87 骨 3.35 :t 3.06 3.44 士 3 . 67 曼 58 .8 土 47.2 骨

铃 P<O.Ol 与匀浆相比(n = 6 ， x 士 sd) 。
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2. 细胞核对钙调素转运的[ea2+ ]侬赖关系

离体纯化的大鼠心肌细胞核在 ATP存在下 ，能

向核内转运CaM，转运人核的CaM在细胞核内呈

不均匀分布，核内可见散在的聚集颗粒(如图 1 所

示 )0 CaM的向核孔转运量具有显著[Ca2+ ]浓度依

赖性特性，随核外 [ea2 + ]浓度的增加而呈现性递

增，两者呈显著的线性正相关关系( r = O. 879 , P < 
0 . 05) 。 如图 2 所示。

图 1 大鼠心肌细胞核撮取 Alexa Fluo1M 488 标记 CaM

的荧光显微镜照片(自由Ca2 + 浓度为 1 X 1Q - 3mol/ 

L，油物镜 100 X 11. 30) 

250 

200 

倒 150

圈，…
棋 IVV

棋 50

。

-7 -2 -6 -5 -4 -3 

Ca2+ 浓度 (1X10 moL'L) 

图 2 大鼠离体心肌细胞核对钙调素入核转运的 [ Ca2 + ] 

依赖关系 (n=6 ， x 士 sd)

3. 钙调素经细胞核孔转运与细胞核 ea2 + 摄

取、释放的关系

在[Ca2+ ]浓度为 1O - 3mo11L时， ryanocline 受体

拮抗剂 ruthenium red(50μmo11L)和 cADP ribose 受

制吉抗剂 8-Br cADP ribose ( 2. 0μmo1几)显著使

CaM的细胞核孔转运分别降低 20%和 18%(P<0.

05) ，而Ca2 + -A TPase 抑制剂 thapsigargin ( 5 μmol/ 

L)和 IP3 受体拮抗剂 heparin(10 阅Im1)使臼M 的

300 

nun

u 

nun

u 

叫
4

4
B

M
m部
根
叙

。
施加因素

I'FED Non-Drugs 
BI!E Ruth制iumR，创

~ 8BrcADPr 

E二:J Thapsigargin 

-陆parin

204.47土35 .03

164.13土 12 . 1 8

167 . 55土 14.67

19.86土2 1.38

2 1.91土15.42

回 3 Thapsigarτin、 Heparin、 Ruthenium red 和 8-Br cAD­
Pribωe 对C抽4 经细胞核孔λ核转运的影晌 ( n= 6 ，

x :t sd) 
*P < 0.05 , *** P <O. OO l 与不加药物组(Non-Drugs) 比较。

细胞核孔转运分别降低 90%和 89% ，呈现更显著的

抑制作用(P<0.001) 。 如图 3 所示 。

讨论

真核细胞的细胞核是细胞遗传信息和生命活动

的控制中心，它由双层脂膜组成的核被膜与胞浆相

分隔 ，并通过核孔与胞浆相连通。以往认为，核孔允

许小分子物质自由通过，其被动扩散的直径约为

10nm ，可能使其对分子量为 30 -60kDa 的所有分子

通透[8] 。 但是最近的研究发现核孔存在闸门控制

机制，并非始终开放自由通透[9 ， 10] 。其调控机制现

在仍不清楚，目前已知 ATP 和 ea2 + 可能在其中起

调节作用。有些证据提示核孔复合体的性质受核

Ca2 +可逆调节 ， 存在关闭和开放两种状态，因为组

成核孔复合体蛋白之一含有 EF臂型的 ea2 + 结合主

导区 ，它可能是核孔阐门的 Ca2 + 调制敏感元件。 但

无 ATP 时 ， 核孔复合体对 Ca2 + 不敏感[11 ] 。 如

Jarnik 和 Aeb[ 1 2]用电镜观察到非洲瞻蛤卵母细胞被

去除 ci+ 后引起核孔开放，重新加人 ea2 + 则使核

孔关闭状态恢复。在进一步更巧妙的实验中， Perez­

Terzi [ 1 3]用原子力显微镜观察到，当 ea2 + 耗尽从而

导致核被膜通透性受限时，核孔实际上转为塞紧

(p1ugged)状态，中分子物质的自由通透被阻断。

然而，心肌细胞核孔闸门调节的特征及其生理

和病理意义，迄今为止尚不清楚。与其他类型细胞
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的不同的是心肌细胞是可兴奋细胞，细胞内的游离

钙随心脏的收缩周期呈大幅度的周期性变化。 我们

以往的试验初步证实了心肌细胞核存在相对独立的

钙转运系统，我们推测这些钙转运系统可能参与心

肌细胞核孔闸门调节，从而保证在心肌胞浆 ea 大幅

度周期变化时核功能的精密调节。 本实验应用荧光

标记的CaM研究核外钙浓度与大鼠，心肌细胞核孔

转运的关系，发现 ATP 为 1 . 0mollL时，心肌细胞核

的CaM核孔转运随核外[ea2 + ]浓度的增加而增加 ，

说明核外钙浓度能刺激 CaM的核孔转运。 这一结

果说明CaM虽然是中分子量的蛋白质(分子量为

13kDa) ，但它并不能自由通过心肌细胞核孔，而是

由细胞内钙信号所调控。 现在知道很多基因受

ea2 + 和CaM调节，CaM激酶作为核 ea2 + 信号的中

介起作用。 CaM激酶 I 、 E 和凹在核内均有活性 ，

能识别 ea2 + 信号的频率、幅度和持续时间 ，并通过

磷酸化核转录因子的关键调节位点控制基因表

达[l4] ，因此它是介导细胞核 ea2 + 调节基因转录的

最佳选择。 有研究发现鸦片受体激活剌激 ea2 + 内

流，导致 eaM 核转位，进一步引起核转录因子磷酸

化程度增加[3] 。 胞内与胞外刺激协同调节多种

CaM结合蛋白的活性，研究发现胞内 ea2 + 增加激活

ea2 + /CaM依赖的激酶，也导致培养的心肌细胞产

生肥大反应[15] 。 可见， CaM 的细胞核转位，是细胞

外信号通过细胞浆钙信号向核内转导的重要环节。

心肌细胞核钙调节系统是否参与CaM的细胞

核转位尚未见报道。本研究还发现在 [ea2 + ] 浓度

为1O- 3 mollL时， ryanodine 受体拮抗剂 ruthenium

red , cADP ribose 受体拮抗剂 8-Br cADP ribose , IP3 

受体拮抗剂 Heparin 和钙泵抑制剂 thapsigargin 显

著抑制CaM的细胞核孔转运 ， Heparin 和 thapsig盯­

gm 的作用最为显著，说明核 ea2 + 摄取-释放参与大

分子物质通过核孔转运过程调节，其中 IP3 受体和

ea2+ -ATPase 起主导作用。 cADP ribose 是新发现

的 cADP ribose 受体激活的信使，是胞内钙库释放的

内源调节介质，能引起 caffeine 敏感和非敏感的钙

库释放 Ca2+ ，且受 cAMP 和 calmodulin 调节[16. 1 7 ] 。

本实验的结果也提示在大鼠心肌细胞核上也可能存

在 cADP ribose 受体。

本实验说明了大鼠心肌细胞核存在闸门控制机

制，臼M 向细胞核转位是由 ea2 + 所刺激，核 ryan­

odine 受体、 cADP ribose 受体、 IP3 受体和钙泵在

CaM核孔转运调节中起重要作用。 其生理和病理

生理意义有待于进一步探讨。

摘 要

最近发现，钙调素作为细胞内钙受体，除了调节

胞浆的多种功能之外，可能还参与胞浆信号向核内

快速传递。 本研究观察大鼠心肌细胞核对钙调素的

人核转运与钙浓度的关系，并初步探讨其调节机制。

大鼠心肌细胞核采用差速离心和密度梯度离心分离

提纯。 用荧光分光光度计测定荧光标记钙调素向细

胞核转入量发现 ，大鼠心肌细胞核对核外的CaM向

核孔转运量具有[ea2 + ]浓度依赖性，随核外[ea2 + ] 

浓度的增加而增加 (P < 0 . 001)，在 [ea2 + ] 浓度为

1O - 3 mol lL 时 ， ryanodine 受体的拮抗剂 ruthenium

red 和 cADP ribose 受体拈抗剂 8-Br cADP ribose 显

著抑制 CaM 的细胞核孔转运 (分别降低 20% 和

18% ， P < Ü . 05 ) ， 而 IP3 受体拮抗剂 heparin 和

ea2+ -ATPase 抑制剂 thapsigargin 抑制CaM的细胞

核孔转运更显著(分别降低 90% 和 89% ， P < 
0. 001) 。 上述结果表明心肌细胞核对CaM的向核

转运 ，受核外[ea2 + ]和核钙摄取、释放所调节J

关键词 : 心肌 细胞核 C础4 转运
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RELATIONSHIP BETWEEN NUCLEAR Ca2 +REGULATION AND 
CALMODULIN IMPORT TO RAT'S MYC屹ARDIAL NUCLEI 祷

W ANG Pei Yong LlU J ian ** T AJ叶G Chao Shu *** 
( De如rt拧umt of Patho川ysiology ， Third Medical Univers町，αongqing 400038 

** De阳rtment of (Àrdω，logy , Xinqiao 归5户ω ， Third Military Medical University ， αongqing 400037 
*** The Institute of Ûlrdiowsculm- Disea妃 ， The First Hos户时 ， Beijing University , 100035 ) 

AßSTRAcr 

The intracellular Ca2 + receptor calmodulin( CaM)αJOrdinates responses to extracellular stimuli by modulating the activities of its vari ­
ous binding proteins_ R优ent re归，rts sugg四 that ， in addition to its famil町 funct ions in the cytoplasm , CaM rnay be directly in叨lved in 
rapid signaling between cytoplasm and n叫eus . Here the relationship betwee叫Ca2 + ]and nuclear accumulation of CaM was studied in rat 
my'∞ardial nuclei in vitro. Vel∞ity and isopyknic gradient centri fugation was employed to fractionate rat my∞ardial nuclei. Alexa Fluo TM 

488 ∞njugated CaM w岱 used as fl uor臼cent prob岱 to determine CaM import to nuclei. The results shown tha Ca2 + stimulated nuclear 
transl∞ation of CaM in a ∞ncentration-dependent way , and CaM nuclear translcx丑t ion was down regulated signifiαntly by ryanodine re­
ceptor antagonist Ruthenium red and cADP ribose receptor antagonist 8-Br cADPribose( by 20 % and 18 % respectively , P < 0 .0日， and

more significantly by Ca2 + ATPase inhibi tor thapsigargin and lP3 receptor antagonist heparin (by 90 % and 89 % respectively , P < o. 
001) . These data su跑回 that C丛t1 didn' t diffuse freely through nuclear 阳，res and the im阳rt of CaM to my'∞ardial nuclei was mediated 
by the elevation of free Ca2 + and rnay be r，喀ulated by nuclear calcium trans阳，rt systems 

Key wor由: Myoω甘iurn Cell nucleus CaIß1(时ulin 'framl侃到ion

铃 Supported by NSFC( No. 39870347 and No. 39870392) 

WEB2 基因参与酿酒酵母 S 期检查点调控

李新呜孙黎尤骨 宣忠信骨 宋今丹H

(中国医科大学病原生物学教研室沈阳 110001) 

WEB2(Wants ElA badly2)基因是一个 4500 多

碱基对的大基因，等同于 Dna2基因，定位于酿酒酵

母 8 号染色体右臂，目前已明确其编码产物具有 3'

到 5 '的 DNA 解链酶活性，在 DNA 复制中发挥作

用[ 1 ] 。 考虑到 WEB2 蛋白为一个 17 . 5 万 dal 的蛋

白大分子，应具有除了解链酶外多种功能。 而

且ledge 等又提出一个推测性的酿酒酵母 S 期检查

点调控通路[2] ，所以本实验利用一个 WEB2 突变

株，根据其对 DNA 合成阻断剂 Hydroxyurea ( HU ) 

的敏感性，来判断其是否丧失 S期检查点调控功能，

从而证实 WEB2 基因是否参与 S 期检查点调控，即

工作在该检查点通路上。 由此可加深对真核细胞检

查点控制通路的了解，为探索肿瘤的发生机制提供

线索。

材料与方法

1.材料

酵母菌 ymw2(野生株，配对型为 a) ， WEB2-46(WEB2 

突变株 ，配对型为 a) ，美国德克萨斯州西南医学中心惠赠。

培养基 YPD 培养，YPGal 培养基:将 YPD 培养基中葡萄糖

替换成半乳糖。 试剂 α 因子 、HU、 Lytiωse、mouse anti-tubulin 

antilx对陀、FI1巳sheep anti mouse anti l:x对y ， Sigma 产品 。

2 . 方法

(1)α 因子处理酵母细胞同步化在 G， 期 用 YPD 液

体培养基培养酵母菌，其 OD=O.2 一 o . 5(0 . 10D= 2 x 106 个

细胞/n让) ;用含 5μg/rnlα 因子的 Y陀a1(ph = 4 . 0 )重悬起细

胞，培养 3 - 4hr，调整 OD=0 . 2。

(2) HU处理细胞阻滞在 S期 将同步于 G，期的酵

母菌接种于含 HU(200mollL)的YPGaI培养基，培养 8hrso

(3) FACS测定细胞 DNA 含量 从更换到 HU 培养

基开始，间隔 1 小时收集酵母细胞，数目为 5 X 106 个;用

0 . 9%NaCL 洗涤后用 70%乙醇悬起，充分混匀后 4t:放置过

夜;离心沉淀并洗涤细胞，然后将细胞重悬于2.5μg/rnl

室

本文 2001 年 8 月 2 日收到，2002 年 1 月 3 日接受。
国家自然科学基金资助项目，398703归。
·通讯作者:中国中国医大生物化学与分子生物学教研

H 中国医科大学卫生部细胞生物学重点实验室
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