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作用，因此支持细胞在今后的生殖免疫研究中将是

一个极有意义的研究对象。 本文着重对影响生精细

胞凋亡过程的几种重要的凋亡调节因子以及支持细

胞在此过程中所起的关键作用进行了综述。
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中心蛋白研究进展

贺晓静梁爱华 恻

(山西大学生物工程实验室 太原 030006 )

微管组织中心 (microtubule-organizing centre , 

MTOC)是组织真核细胞中微管的数量、方向和极性

的部位[ 1 ] 。 它在形态上可以分为两种 : 一种有特殊

的结构，如哺乳动物的中心体，酵母中的纺锤极体

(Spindle Pole 如句， SPB)和藻类中的基体等。 另一

类元特殊的结构，如一些高等植物的 MTOC[2] 。 它

们的形态各不相同，但行使类似的功能，可能是由于

它们拥有一些类似的组成成分。 近年来对微管组织

中心的 γ-微管蛋白 (γ-tubulin) 和中心蛋白( centrin) 

研究比较深入，已有可供参考的功能和分子数据。

本文主要围绕中心蛋白的一些研究进展来做一介

绍。

、 中心蛋白的分类和结构

除原核生物外，对几乎各种生物的中心蛋白的

研究者R有报道，包括藻类、原生生物、高等植物、酵

母 、哺乳动物[3] 。 它是一种磷酸蛋白，分子量约

20kD。 中心蛋白最初是在←种绿藻 αlLarnyio

rnonas l-ainhαndtii 中发现的，是与鞭毛的具条纹根

( striatedr∞t)相连的基体的主要成分。

中心蛋白是一种非常保守的蛋白。 根据系统发

·联系人。 E-mail: aliang@sxu. edu. cn 
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育学分析，中心蛋白按氨基酸序列可分为四个主要的

分支[2 ) 。 高等植物的中心蛋白代表独立的一支，如烟

草(Nicotiana ω加ωm)的中心蛋白 1 和中心蛋白 2、

滨藻(Atriρ缸 η阳umnlU响4ωωrUl白mω2υ)的中心蛋臼

d饰ρ扣5♂ t仇hαa1ωηna ) 的中心蛋白。 它们内部约有 77%

-78% 的同源性，与非植物中心蛋白相比，同源性下

降至 40% - 63% [2) 。 第二分支为动物类的中心蛋白，

包括人(Hamosaρiens)的中心蛋白 1 和中心蛋白 2、非

洲瓜瞻(Xenoρωωevis) 的中心蛋白、鼠(Mω 1nuscu

Lus)的中心蛋白 1。 第三分支为酵母类的中心蛋白及

其与之同源性较高的中心蛋白，包括酵母( Saccharo

叼æs cerevisiae)的中心蛋白 αX31p、贾弟虫( αardω

intestina1is )中心蛋白 、人的中心蛋白 3 和鼠的中心蛋

白 3。 第四分支为藻类中心蛋白，藻类中心蛋白与酵

母中心蛋白。:x::31p 的同源性只有 SO% - Sl % [4 ) 。

原生动物草履虫(Paramecium 阳raureLia )的中心蛋白

1 和 2 与上述四个类型同源性都比较低，被认为是独

立的一个分支[2) 。

中心蛋白含有四个螺旋-环-螺旋结构，即所谓

的 EF 手性结构，代表着钙离子的可能结合位点，是

中心蛋白中最保守的区域。 中心蛋白还含有一个其

他钙结合蛋白没有的氨基端区域。 各类生物中心蛋

白的氨基端虽然差异较大，但也具有一定的同源性，

如脊椎动物的氨基端由 24 个保守的氨基酸组成，包

括 8 个疏水残基， 6 个正电荷残基。 低等生物的氨

基端也有类似的序列。 这就说明了中心蛋白在此亚

区电子密度和疏水残基排布的相似性。 氨基端区还

含有一个保守的磷酸化区，与蛋白激酶 A 的序列一

致。另外，援基端也有类似激酶 A 的磷酸化序

列 [5 ) 。 在 G21M 期，第 170 位的丝氨酸磷酸化，并且

如果有 PKA 的激活，磷酸化作用会有极高的增

加[6) 。 中心蛋白的磷酸化很可能与其功能密切相

关。

中心蛋白与钙调蛋白具有高同源性，其三维结

构也可能与钙调蛋白类似，氨基端和竣基端分别为

哑铃的两头，各含两个 EF 手性钙结合区，中间由一

个 8 个氨基酸残基的弹性 α-螺旋环相连。 图 1 分别

为钙调蛋白在无钙离子(a)和含钙离子(b)状态下的

三级结构， 当结合钙离子后，EF 手性结构以更加"开

放"的构象存在(7) 。 哑铃形结构中的两个球状亚区

为反式构象，当结合钙离子时，两个球状亚区)1顶式构

象排列，或者也可能是由于长的氨基端亚区更靠近

EF手性结构，导致蛋白更紧密压缩[2) 。

最近在网柄菌属 DictyosteLium dωoideum 中又

图 1 钙调蛋白钙离子调节的构象变化 (引自文献 [7 J)

发现了一种中心蛋白(DclCrp) 只有两个 EF 手性结

构，缺少了四个中的前两个，推测其中心体复制模式

很可能也会有相应的变化[8) 。

二 、 中 心蛋白 与 钙离子结合的特点

钙离子是真核细胞中的第二信使，可以与目的

蛋白结合 ，引起细胞内 的生化反应。 中心蛋白含有

4 个 EF 手性结构，即四个钙结合位点 ，所以结合钙

离子后在构象上可能会发生很大变化 ， 这与钙调蛋

白是一致的。 圆二色谱 (circular dichroism , CD) 揭

示了钙离子的结合对中心蛋白 α-螺旋的影响[2) 。 不

含钙离子的中心蛋白形状上加长。 钙离子存在时，

与肤链结合 ，又导致中心蛋白变短。 比如藻类的中

心蛋白结合钙离子后引起纤维的收缩，如图 2A。 另

外，钙离子引起的构像改变可能为 SPB 的复制提供

信息 ， SPB 复制时，钙离子的流入量增加，即胞内钙

离子水平增加[9 ) 。 信号传导可以有许多不同的机制

获得。 中心蛋白可先被钙离子激活，再去结合蛋白

质 X( 图 2时，也可以将其结合钙离子的构象改变直

接传递给蛋白质 X( 图 2C) [ I ) 。

在中心蛋白的钙结合能力上，不同种类的中心

蛋白也有不同 。 如衣藻 Chlamydomonas 的中心蛋

白在生理水平上所有 4 个 EF手性结构都结合钙离

子，氨基端的两个 EF 手性结构亚区为高亲和力，竣

基端的两个为低亲和力 [ 10 ) 。 脊推动物的中心蛋白

每个分子只结合 2 个钙离子。 人的中心蛋白 2 是二

聚体，每个二聚体结合 2 个钙离子，很可能在每个单

体的第四个 EF 手性位点上[ 11 ) 。 酵母的 CDC31p 的

第一和四 EF个手性结构有活性[9J 。

三、中心蛋白的功能

Middendo甲等人认为所有的真核生物的中心蛋
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A 

Ca2+ __.. 收缩

工白 C主主吕
图 2 中心蛋白作用机制模型 (引自文献[1])

自都有两种类型的基因[4 ] ，对应着中心蛋白的两种主

要的功能。一种是参与 MTO二的组装。 另一种主要

行使收缩功能，形成依赖于钙离子的收缩结构。

1.参与 MTOC 的组装

目前对这项功能研究最多的是酵母 S. cerevi

szae 的中心蛋白 CDC31p，是所谓的 CDC-基因(细胞

分裂周期基因)的一种，与分裂过程中的纺锤体形成

有关。 分裂前， MTOC 复制，两个 MTOC作为纺锤

体的两极，染色体与纺锤体微管相连，确保遗传物质

平均分配，使每个子细胞含一整套染色体和-个

MTOCo MTOC 不复制，纺锤体的两极不能形成，

后来的过程也不能继续，细胞循环在 G21M期终

止。 纺锤极体为一盘形结构，嵌于核膜，其嵌入可能

是由于以 CDC31p 为媒介的半桥收缩发生的[ 12 ] 。

Cdc31 基因的温度敏感型突变体在 SPB 复制的第一

步是有缺陷的，即不能形成卫星结构[ 1] 。因此不能

有效复制和分离 SPB，细胞分裂在 G21M期终止。

KAR1p 是一种核膜蛋白，包含一个疏水尾巴帮

助其定位[U] ，也参与 SPB 复制， Kar1 基因的突变也

可以引起细胞在 G21M期终止。 CDC31p 结合于

KAR1pC端的一个 19 个氨基酸的小区(类似于钙调

奄白结合的多肤，但还有 3 个负电荷氨基酸，决定 )

CDC31p结合的特殊性[ 14 ] ) ，帮助其正确定位于半

桥。 在突变体 KAR1p-t.17 中，这个小区被部分的

删除掉了，所以 CDC31p 虽然表达，但错误定位。有

控制的突变Cdc31 基因 ，使 CDC31p 在 SPB 中重新

定位就可抑制突变体 KAR1p-t.17 。 过量表达野生

型 CDC31p ， CDC31p 抑制了 Karl 突变体，使 SPB 正

常复制和分离，可阻止细胞周期终止[5] 0 CDC31p 

和 KAR1p 是在 Gl 期早期起始 SPB 复制第一步的

细胞周期信号的敏感器[ 1] 。

衣藻 Chlamydomonas 的中心蛋白似乎只是细

胞分裂时鞭毛器的正确分离所需要的，而不对基体

的复制起作用，但是在突变体 vfl-2 中还存在有与

基体相连的中心蛋白，可能还存在有与基体复制相

关的中心蛋白 [ 1 3] 。

哺乳动物的中心蛋白 3 与 CDC31p 的同源性很

高，功能也相近，在中心体的复制中起作用[4 ] 。

2. 参与纤维的收缩

在绿藻中，中心蛋白参与核-基体连接器的纤维

以及连接基体之间的纤维的收缩，中心蛋白是这些

纤维的主要成分[3] 。钙离子与中心蛋白的结合，即

使在没有 ATP 存在的情况下也可以引起这些纤维

的缩短。 依赖于中心蛋白的收缩机制与我们所熟悉

的肌肉的滑动纤维收缩机制不同，没有钙离子存在

时，中心蛋白形状呈长形，钙离子存在时，钙与中心

蛋白结合使纤维扭曲和超螺旋化形成电子密度高的

球状体[刀，从而引起纤维的缩短，如图 2A 所示 。

当衣藻 Chlamydomonas 细胞碰到可变的或者

是不适合的生长条件，比如酸、高温等时，就会丢掉

鞭毛来减少细胞的膜表面积，这就称为鞭毛切除

(flagellar excision) ，发生在临近鞭毛轴丝和基体之

间的过渡区中 。 中心蛋白在鞭毛切除方面起很重要

的作用[ 15 ] 。 增加游离钙离子的浓度会导致这种现

象发生。 如果用 EDTA 处理，就会破坏过渡区星体

结构的形态，使鞭毛不能被切除。 而且当抗中心蛋

白的单克隆抗体结合于星体结构时，会阻止其纤维

的收缩 ， 从而阻止鞭毛切除。 突变体 vfl-2 的 中心

蛋白有缺陷，所以是无法正常切除鞭毛的。

哺乳动物的中心蛋白 2 存在于纤毛型细胞比如

视网膜细胞[ 1 6J 中，可能与细胞的游动性有关，在微

管切除中也起作用。 但是大于 90% 的中心蛋白 2

都存在于胞质中，可能起调节核和胞质分离的作用，

从而保证了中心粒在细胞分裂过程中解离，控制中

心粒复制[ 17] 。

在酵母 S. cereVlslae 的基因组中，除了参与

MTOC组装的Cdc31 基因外，似乎找不到执行其他

功能的中心蛋白基因，而且它也似乎不含有一些可

收缩性的结构[4] 。 换句话说，这种生物中也许只有

一种中心蛋白 ，而不存在与纤维收缩有关的中心蛋

白 。

与钙调蛋白不同，中心蛋白在含钙离子的状态

下，蛋白浓度高于 10μmollL时，就可形成多聚体。

如果中心蛋白与其他蛋白相互作用或是除去钙离

子 ，多聚体的形成就会急剧减少。 以绿藻 Scherffe

lia dμbia 的中心蛋白 SdCen 为例，多聚体的形成依
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赖于氨基端亚区和肤结合位点的特性[3] 。 Wiech 等

人提出了一种模式，一个SclCen 分子的氨基端亚区

与另一个的肤结合位点相互作用，形成同源二聚体。

第三个分子又与二聚体游离的氨基端亚区或肤结合

位点作用，这样形成线性多聚体，再相互作用，形成

纤维状结构。如果SclCen 在纤维中亚单元的行为

也类似于 SdC'.en 单体，则亚单元也通过氨基端来连

接。每个亚单元由钙离子引导的收缩将会导致整个

纤维的迅速缩短。另外，中心蛋白的修饰，如前面所

提到的磷酸化也可影响纤维的形成。

3. 高等植物中心蛋白和其他

高等植物微管的形成和组织多发生在核膜和其

他内质膜上，如质膜，光滑内质网等[ 1 8J 。 高等植物

的中心蛋白存在于细胞板，核表面和分裂纺锤

极[ l9] ，在胞间连丝中也有发现[圳，但是这些中心蛋

白并不存在于所有的细胞类型中 。 如烟草的中心蛋

白主要与微粒体相连，小部分在胞质的多聚蛋白复

合物中，它在胞质分裂时参与细胞板的形成，也参与

ea2 + 调节的胞内运输[2J 。 也许是由于在进化过程

中，与 MTOC相关的中心蛋白的特殊功能在无中心

粒的高等植物中丢失，而中心蛋白的不同形式是由

特殊的生物或细胞类型进化而来的[ I J 。

在纤毛虫的胞咽器(cytopharyngeal) 中， 也含有

类中心蛋白的丝状结构，很可能参与纤毛虫吞咽食

物时胞咽器的收缩[ 21 J 。 中心蛋白在哺乳动物中还

有一种类型，只存在于辜丸中 ，可能是减数分裂特异

性的。 另外，在酵母中，还有一种蛋白 KIClp(kinase

thatinteracts w ith COC31p) ， 它和 CDC31p 一起，对

细胞的完整性也起很重要的作用阳。

四、结 语

综上所述，中心蛋白是真核细胞中一种重要的

蛋白质，与细胞中纤维的收缩，细胞的分裂等密切相

关。目前，中心蛋白结构与功能的研究依然是细胞

生物学研究的热点之一。中心蛋白功能的研究主要

在如下两个方面展开 :一是通过基因的定点突变，侧

链修饰进一步研究中心蛋白活性功能区域 ; 二是通

过中心蛋白在细胞中的定位进而研究其作用机制 。

前者在体外进行，而后者是在体内研究。最近 Rich

ard 等[ 23J 报道了一种研究中心蛋白功能的新方法。

他们利用 DNA 重组技术将绿色荧光蛋白 (GFP )基

因与中心蛋白基因一起构建重组质粒，转化培养的

细胞，使表达产物绿色荧光蛋白作为一个标记对中

心蛋白在细胞周期中的动态变化实现了实时观察。

这些新研究方法的应用将使我们对中心蛋白功能、

MTOC 的复制机制等有更深入了解。

摘要

中心蛋白是一种约 20kD 的酸性钙结合蛋白，

含 4 个 EF 手性结构。 它在进化上极其保守，尤其

是其 EF 手性结构区域。 氨基端是变化最大的区

域。 目前还没有关于中心蛋白晶体结构的报道。中

心蛋白是微管组织中心(MTOC) 的主要成分，参与

MTOC相关联的纤维的收缩，并在 MTOC 的生物

合成过程中起重要作用。
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绿色荧光蛋白应用研究进展

徐飞虎龚兴国 普

(浙江大学生命科学学院杭州 310027) 

绿色荧光蛋白 (green fluorescent protein , GFP) 

是来源于发光水母(Aequorea V口orω 的一种功能

独特的蛋白质，分子量为 271山 ，具有 238 个氨基酸。

自 1992 年 Prasher[ ' ) 等人克隆到 GFP 的 cDNA 以

来，绿色荧光蛋白作为一种新型的标记基因 ，已日益

引起人们的兴趣。 以 GFP 为报告基因已成为基因

转移研究领域的热点之一，并成功应用在多种基因

转移系统和靶细胞。 迄今为止， GFP 已在大肠杆

菌、酵母 、果蝇、鼠及植物等异源细胞中表达成功，并

保存天然荧光活性 。 由于绿色荧光蛋白受光激发产

生荧光是一个特异性的独立过程[2 ] ， 并不需要任何

的协同因子、底物或其他来自水母的基因表达产物，

且由于其在异源细胞内融合表达后可自发环化成

熟 ， 自发产生荧光且对异源细胞内的生理过程无干

扰，因而可应用于活体细胞的实时检测 。 如用来在

活体内追踪某一特定蛋白的合成 、运输和定位，用于

观测细胞分泌过程等等[3) 。 将 GFP 与特定抗体或

细胞因子结合进行融合表达，可用于对肿瘤的检测 、

细胞因子受体的分布以及功能等方面的研究。 此外

绿色荧光蛋白还可应用于药物筛选等方面的研究。

本文拟就这些方面的研究进展作一简单综述，以期

为相关的研究提供一些有益的参考。

一、 GFP 的分子结构和发光机制

绿色荧光蛋白为一个由 238 个氨基酸残基组成

的单链， GFP 有两个吸收峰 ， 主峰在 395nm，次峰在

470nm，其荧光发射峰在 509nmo GFP 的化学性质
相当稳定 ，其变性需要在 90'C或 pH< 4 或 pH>12

的条件下用 6mol/L 盐酸肌处理，这一性质与 GFP

的结构特性相关。

Yang[4] 等的研究表明， GFP 是由两个相当规则

的内含一个 α-螺旋和外面包围 11 个 β折叠的 β桶

状结构组成的二聚体 ， ß-桶状结构直径约 3nm，高约

4nm。 日折叠彼此紧密结合 ，象桶板一样形成桶状结

构的外围，并且形成了一个规则的氢键带。 桶状结

构和位于其末端的短 α 螺旋以及环状结构一起组成

一个单独的致密结构域，没有可供扩散的配体进入

缝隙。 这种坚实的结构保证了其稳定和抗热、抗变

性的特点。

GFP 的生色基团附着于 α-螺旋上，几乎完美的

包被于桶状结构中心。 位于圆桶中央的 α-螺旋含有

一个由六肤组成的发光中心 ， 而发光团是由其中的

三肤Ser6S-Tyr66-Gly67 经过环化形成了对是基苯

眯瞠琳酣。 GFP 的生色基团是蛋白质自身催化环

化的结果，环化是一个有氧过程，在严格庆氧条件下

GFP 不能形成荧光，因为 GFP 的生色团形成需要

O2 使 Tyr66 脱氢氧化。 生色基团通过 Tyr66 的脱

质子(酣盐)和质子化状态(是酣基)的转换决定荧光

发射[4] ，此模型为 Yang 等的晶体学证据所支持。

二 、 GFP 在生物技术中的应用研究

1.分子标记

作为一种新型的报告基因， GFP 已在生物学的

许多研究领域得到应用。 利用绿色荧光蛋白独特的

发光机制， 可将 GFP 作为蛋白质标签 (protein tag

ging) ，即利用 DNA 重组技术 ， 将目的基因与 GFP

基因构成融合基因 ，转染合适的细胞进行表达 ，然后

借助荧光显微镜便可对标记的蛋白质进行细胞内活

体观察。 由 于 GFP 相对较小，只有 238 个氨基酸，

将其与其他蛋白融合后不影响自身的发光功能 ， 利

用 GFP 的这一特性已经加深了我们对细胞内一些

过程的了解，如细胞分裂、染色体复制和分裂，发育

和信号转导等。 1996 年 ， Ehrd缸dt[ 5 1 等人首次报道

传通讯作者。 E-mail: gongxg@cls. zju . edu. cn 
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