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核纤层研究进展

陈彬在中和

(北京大学生命科学学院 北京 100871 ) 

核纤层是高等动物细胞中普遍存在的核结 类:A 类和 B 类。 这两类蛋白由不同 的基因

构。它由一至多种核纤层蛋白构成[1]。根据蛋 编码，它们具有共同的-级结构[ 2] :

白质序列与生化性质分析，核纤层蛋白分为两

( @ 
N 由 螺旋轩状区

n 、-. ' n 
i I 与染色体相互作用 ?II

镶内定位信号 与膜索和

图 核纤层蛋白-级结构示意图
NLS = Nuc1ear localization signal 序 列 ， CaaX 中 C 为 Cysteine 缩写 ， a 为脂族氨基酸，

X 为任一氨基酸。

纵向组装 二.体形成

核纤层蛋白的翻译后加工、运输、装配、

调节核纤层结构周期性解聚与重新形成的机

制，以及核纤层的功能一直是细胞生物学家的

研究热点之一。近年核纤层的研究进展体现在

四个方面: (1) 确定了使新合成的核纤层蛋白

正确定位到核膜下的信号1 ( 2) 利用细菌表达

高等动物的核纤层蛋白，通过研究这些蛋白的

体外组装， 获得了一些关于核纤层蛋白组装的

信息; ( 3 ) 找到了一个调节有丝分裂开始时核

纤层解聚现象的机制]; (4) 发现越来越多的证

据表明核纤层蛋白与染色质包装、 基因表达密

切相关 ， 逐步阐明核纤层的功能。

、核纤层蛋白的翻译后

加工与定位信息

有丝分裂问期 ，随着核膜面积的扩增 ，核纤

层结构必需相应增长。 A 型和 B 型核纤层蛋白

在细胞内合成后，都必需进行后加工，才能装

配到核纤层结构中。 后加工包括 CaaX 的异戊

二烯化(Prenylation ) ， C 末端氨基酸残基的酶

f晖，与半脱氨酸残基的竣甲基化(Carboxymet­

hylation) 。 对于 B 型核纤层蛋白 ， CaaX 序列

的半脱氨酸残基被异戊二烯化，其他 3 个氨基

酸残基被切除，然后异戊二烯化的半脱氨酸残

基被竣甲基化。异戊二烯化是 B 型核纤层蛋白

加工的第一个步骤， 是其他步骤的前提。 CaaX

序列的后加工对于核纤层蛋白在核膜下的定位

是必需的 ， 去掉细胞内的异戊二烯，可以使细

胞停留在 G l /S 期 ， 可能反映了这一时期细胞

必需合成新的核纤层蛋白装配到核纤层结构

中。 A 型核纤层蛋白的后加工更复杂些。新合

成的 A 型核纤层蛋白在细胞核内被法呢耽基

化(FarnesYlation ) ， 产生一个中间体，然后 C

末端 18 氨基酸， 包括法呢眈基化的 CaaX 序

列被切除， 因而装配到核纤层的成熟的 A 型
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核纤层蛋白分子不被异戊二烯化。 A 型核纤层

蛋白前体的 C 末端好象对于核纤层蛋白装配不

是必需的，人们推测异戊二 烯化的 A 型核纤

层蛋白加工时产生的脂肤有它自主的功能[ 3] 。

核纤层蛋白是在细胞质内合成的。 按纤层

蛋白具有体外组装成 10 nm 纤维的能力 ， 这个

组装过程不需要其他细胞内成份参与[付。 核纤

层蛋白在细胞内的正确装配依赖于分子的 3 个

结构域: NLS(nuc1ear localization signal ) 序

列 ， C 末端 CaaX 结构域和 α 螺旋区内。 在翻

译的同时或刚刚翻译完， 核纤层蛋白依靠 α 螺

旋形成超螺旋从而形成二聚体的6 ] 。 在翻译后

的 10 分钟内，这些二聚体在 NLS 序列引导下

被运输到细胞核内，并装配到核纤层结柏中。

NLS 序列突变导致核纤层纤维在细胞质内与细

胞质膜相结合[6]0 NLS 序列和 CaaX 序列同时

缺失导致核纤层纤维在细胞质内分布，而且不

与任何跌成分结合[7] 。 除 NLS 序列外， 蛋白

质的氨基酸组成也在τ定程度上影响到蛋白质

向核内的定向运输，研究发现， NLS 序列的一

个关键氨基酸改变后，突变的核纤层蛋白仍然

定位到核内问。

核纤层蛋白被运输到细胞核内后 ， C 末端

的 CaaX 序列保证了核纤层蛋白只在核膜下装

配而不是散布于整个细胞核。 CaaX 序 列对于

核纤层蛋白的正确组装不可缺少 ， 该序列突变

阻止了核纤层蛋白在核膜下的装自己 [ 9 ] 。 点突变

实验表明， NLS 序列突变导致核纤层蛋白可与

细胞内的任一膜系统结合; CaaX 序列 突变造

成核纤层蛋白大量在核质内堆积r 在某些情况

下， 核纤层蛋白在核质内组装[ 5] 。 α 螺旋末端

对组装很重要的一个区域的「个氨基酸突变 ，

就可影响核纤层蛋白在核膜下的组装。这个结

果说明，虽然 CaaX 序列对于核纤层蛋白与核

膜的结合是必需的，但它的作用还很微弱，需

要高一级的核纤层蛋白分子装配参与，才能使

核纤层与核膜产生稳定的结合[10] 。

在新合成的核纤层蛋白从细胞质向细胞核

运输的过程中， 蛋白激酶 C 与其 他激 酶可能

有一定的调节作用。 蛋白激酶 C 被 TPA 激活

后，使 NLS 序列附近的相邻两个丝氨酸残基

磷酸化， 抑制了核纤层蛋白 向细胞核内的运

输[ 11 ] 。

二 、 核纤层蛋白组装研究进展

一个系统研究核纤层蛋白组装的有效方法

是用细菌表达野生型或突变的核纤层蛋白，结

合电子显微镜技术， 在体外研究这些纯化的核

纤层蛋白的组装过程。通过这些研究，观察到

了这样一些中间过程[12-13] : 肌球蛋白状二 聚

体的形成; 二聚体首尾相接形成极性多聚体，

极性多聚体横向联合 ， 形成核纤层纤维F 最后

形成具有周 j韧性结构的核纤层纤维准晶格。二

聚体首尾相接纵向排列可能暗示了一种新的核

内类似中间纤维蛋白组装机制，以前关于胞质

中间纤维蛋白组装的研究强调在组装成纤维之

前这些二聚体横向作 用形成四聚体或八聚
体[ 14] 。

三 、 有丝分裂过程中

调节核纤层解聚的机制

核纤层蛋白的磷酸化被认为是调节有丝分

裂过程中核纤层解聚的机制，以下几个实验支

持了这个机理 : ( 1 ) 有丝分裂时核纤层蛋白被

磷酸化， 有丝分裂时的两个磷酸化位点已经找

到，它们是 α 螺旋杆状区两端的两个丝氨酸残

- 基( 1 5→飞 (2) 这两个磷酸化位点突变 后，有

丝分裂时核纤层解聚与核膜崩解受到抑制J [1 8] ; 

( 3 ) 体外实验中， cdc 2 激酶使核纤层蛋 白在

分裂期磷酸化位点发生磷酸化，从而造成核纤

层纤维的解聚[15，汀， 19]; (4) 在酵母细胞中表

达鸡的核纤层蛋白 B2 ， 该蛋白是酵母细胞 cdc

2 激萨的底物[叫。这些实验不排除其他激酶使

核纤层蛋白在分裂期被磷酸化的可能性。

核纤层蛋白分子磷酸化不影响已经形成的

核纤层蛋白ζ聚体的解聚，也不影响核纤层蛋

白单体组装为二聚体[1 3 ， 1飞鸡核纤层蛋白 B2
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杆状区磷酸化后 ， 影响二聚体组装成多聚体的

过程[l s ， lE 10 由于体外无法模拟有丝分裂中可

能引起核纤层解聚的各方面因素 ， 可能还有其

他的蛋白激酶和磷酸酶参与了核纤层解聚过程

的调节。 最近研究表明 ， 除 cdc 2 激酶 外，核

纤层蛋白还是蛋白激酶 C 的底物， 蛋白激酶 C

的磷酸化位点与它对核纤层蛋白的调节机制正

被逐渐阐明 ( 21-2飞 Eggert 等[刀]发现， 无论是

体内还是体外， 核纤层蛋白都是这两类激酶的

底物， 但是只有 cdc 2 激酶可诱导细胞的核纤

层解聚，中期特异的磷酸化位点是 cdc 2 激 酶

的作用位点，而问期特异的磷酸化位点受蛋白

激酶 C 修饰。这个结果提示， 细胞 内 一些活

性依赖于细胞周期因子的蛋白激酶可以使核纤

层蛋白磷酸化，它们与 cdc 2 激酶一起 调节核

纤层蛋白分子间的相互作用以及核 纤 层的组

装。

核膜崩解后， A 型和 B 型核纤层蛋白的命

运不同。 B 型核纤层蛋白与核膜残余 小泡结

合 ， 而 A 型核纤层蛋白则弥散在胞质 中。 这

可能与这两类蛋白翻译后进行不同的加工过程

有关。 合成后 ， 这两类蛋白很快被异戊二烯化

和竣甲基化。 B 型核纤层蛋白一直 保持 CaaX

序歹IJ被修饰的状态 ， 而 A 型核纤层蛋白异 戊

二烯化的援基端很快被蛋白酶水解掉。 A 型核

纤层蛋白疏水性的 CaaX 末端丢失可能是分裂

期这些蛋白以溶解的形式弥散到 胞 质 内的原

因[ 3]。此外， 核纤层蛋白直接或间接地与核膜

内的一些蛋白相互作用 。 这些蛋白在细胞周期

中被周期性的磷酸化，从而导致它们与核纤层

蛋白亲合力的变化 ， 这种亲合力的变化可能也

与分裂期中三种核纤层蛋白的不 同 命 运有
关( 8]

四、 核纤层蛋 白 与 染色质

的相互作用及功能

核纤层是间期染色质的核周锚镜位点 ， 与

染色质的包装有关。利用非洲爪瞻卵母细胞核

重构体系的研究发现核纤层在 DNA 复制过程

中起重要作用。没有核纤层的细胞核虽然可以

把复制过程所需要的蛋白运输到核内， 却不能

进行 DNA 的复制 [问。 体外研究证实 A 型核纤

层蛋白比 B型核纤层蛋白具有更强的与染色体

结合的能力， 而且这种结合与核纤层蛋白分子

的 C 末端有关( 25 ] 。人们研究了与核纤层蛋白结

合的序列，发现 MAR 序列与核纤层蛋白 Bl 有

特异性的亲合力【ZB1 0

分化的不同阶段， 细胞内表达核纤层蛋白

的种类不同。 所有哺乳动物的体细胞内均有 B

型核纤层蛋白的表达， 但是除最近在造血干细

胞中发现的 A 型核纤层蛋白外， 在早期发育

阶段 ， A 型核纤层蛋白不表达， 后来在大多数

分化的细胞内才有表达。研究发现，无 A 型

核纤层蛋白表达时细胞具有分化的多潜能性，

A 型核纤层蛋白表达后，细胞出 现分化 的现

象。 Col1ard 等 ( 2 7 ] 的实验直观显示了核纤层蛋

白与染色质的三维结构及功能的联系。细胞没

有分化时， 核纤层结构中核纤层蛋白 A 集中

在核的一端， 形成帽子结构， 细胞分化早期，

核纤 层蛋白 A 重新分布， 细胞定型后 ， 核纤

层蛋 白 A 均匀地分布在核周。定型的细胞去

分化后 ， 核纤层蛋白 A 重新在细胞核的一端

形成帽子结构。 分化早期 A 型核纤 层蛋白重

新分布， 可以暴露出不同的染色质结合位点 ，

有利于染色质改变空间结构，以促使分化中所

需基因的表达。 细胞完全分化后，染色质的空

间组织需要稳定 ， 这时 A型核纤层蛋白在核

周均匀分布 ， 核纤层蛋白与染色质的相互作用

把染色质锚键在细胞核的周围。 人们发现[叫，

用 TPA 诱导细胞分化时核纤层蛋白 A 的 C 末

端构象暂时发生改变， 从而把外界信息传递到

染色质上， 引起细胞分化。

B 型核纤层蛋白可能也参与了发育过程中

。 的基因调控。 MAR 序歹IJ结合在核纤层蛋白 B l

上[叫 ， 为 DNA 与核纤层相互作用提供了一个

依据。 HL 细胞被诱导分化后，癌基因表达受

到调控 ， 细胞出现分化现象，此时核纤层蛋白
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B 与一些组蛋白被磷酸ft[29]，暗示核纤 层蛋

白 B 磷酸化可能与基因表达调控有关。用小鼠

精原细胞特有的核纤层蛋白 B 3 cDNA 转化体

细胞，体细胞由圆形变为镰刀状，说明在减数

分裂时，核纤层蛋白 B3 可能参与了细胞核与

染色质结构的重新组织[30] 。

在核纤层蛋白与染色体关系上另一个人们

感兴趣的问题是有丝分裂末期核纤层蛋白与染

色体的相互作用对于子细胞核形成是否是必需

的，这是一个有争议的问题。早期研究表明

核膜形成与染色质去浓缩过程中必需有核纤层

蛋白参与，但是后来的非细胞体系核重构实验

对这个观点提出了挑战。在这些实验中，去除

核重构体系中的有功能的核纤层蛋白后，可以

观察到核膜小泡与染色质相互作用并在染色质

周围形成新的核膜凹，31]。 也许这是由于体系

中仍有尚未监测到的没有被除去的有功能的核

纤层蛋白造成的。事实的确如此，最近 Krohne

与我们实验室发现爪瞻卵母细胞中除了核纤层

蛋白 L][ 外，还存在核纤层蛋白 LH ， 核纤层

蛋白 LH 可能参与了核膜围绕染色质的组

装凹，3飞另一方面， 不排除核膜组装有多条

途径的可能性。总之，不能排除体内子细胞核

形成时核纤层蛋白起了作用，核纤层蛋白与染

色质表面相五作用可能代表了-种细胞特异的

染色体包装机制。

结 - 语

核纤层是高等动物细胞内一种具有重要功

能的核结构，人们对它的基因结构、 蛋白质合

成加工、细胞内定位与组装进行了深入的研

究，有丝分裂时核纤层解聚的机理与分裂过程

中核纤层的作用正被逐步阐明。但是核纤层蛋

白与染色质的作用机制，以及这种相互作用与

分化时基因表达、 复制和有丝分裂后期细胞核

形成的关系有待选一步研究。
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转基 因的整合与表达检测技 术

陈兰英 田小和l

(中国医学科学院心血管病研究所 北京 100037) 

转基因动物是 80 年代初发展起来的生物

高技术，具有广泛的应用前景的气该技术难

度大，这是由于z 第一转基因效率低。第二转基

因技术，从方法学角度考虑，可谓"系统工程"，

包括动物实验技术、 转基因技术和相应的实验

条件和准备工作的配套以及常规的分子生物学

方法F 费用昂贵。第三检测困难。当整合拷贝

数极低(甚至只有一个拷贝数)时，其难度比单

拷贝基因还大。另外，转基因表达效率低 ， 甚

至不表达z 这也增加了表达水平的检测难度。

除此， 当转基因与内源性基因同源性很高时，

检测也较困难。若选用检测方法不当 ， 一但漏

检失误，则前功尽弃，由此造成人力 、 物力上

的巨大浪费。因此，慎重选用转基因的检测方

法至关重要。随着分子生物学方法的 迅速发

展 ， 一些新方法不断地应用到转基因检测中，

使其日臻完善，但在实际工作中，有关这些方

法的具体应用还值得进一步探讨。本文将结合

我们工作中的体会，扼要介绍并比较转基因

动物技术中有关转基因整合与表达的检测方

法，为经济、 合理选择使用这些方法提供依

据。

一、基因组 DNA 的制备

按常规方法[ 3 J 可从动物组织及血液 中分

离基因组 DNA。由于小型动物(如小鼠、大鼠

· 等)放血有限 ， 所以除 PCR 法外，其他检测方

法所需的 DNA 应从组织中提取。耳尖、尾尖

是较好的取材部位(出血少，对动物伤害小) , 

一般 1一2 mg 组织可 制备 1-2 陆的基因组

DNA。 市IJ 备的 DNA 样品应尽可能的减少杂质

污染。我们的经验是将 DNA 制品分别用盼，

酣/氯仿/异戊醇 ( 25 :24 : 1)，氯仿/异戊醇 (24:

1 ) 各抽提一次 ， 并以乙醇(或异丙醇)沉淀后，

再反复悬浮、 沉淀 2 -3 次，即可免去样品透

析的繁琐操作而得到较高纯度的 DNA。用于

Southern 印迹杂交的样品最好新鲜制备，且应

注意 DNA 长度的完整性。对尚未检测就已死
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