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确，从分子水平认识 AFP 与膜的相互作用 ， 将

是以后研究的热点。

低温和超低温保存技术在医学以及近年来

蓬勃发展的动植物生物工程中具有重要的实用

价值， 简化冻存程序和改善冻存效果已日显重

要。本文所评述的内容，丰富了低温~二物学的

理论和应用研究。

文中所使用的抗冻蛋白 ， 有直接提取的，

有固相合成的， 也有重组 DNA 技术生产的。

其在人工低温和超低温保存中使用效果的复杂

性，也向我们预示了靠转移 AFP 基因来提高

动植物抗冻性的研究也将是复杂的，会有颇多

曲折的。 当然，引起后者复杂性的因素远远不

止这一方面。
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电场对生物细胞的作用及其实际应用

马志幸蒋承泼

〈杭州大学生命科学学院 310012) 

电场对细胞作用的研究是细胞生物物理学

的传统领域之一。近年来由于引入了新的技术

和方法，使电场在生物与医学的实际应用方面

开辟了广阔的途径。 在所应用的电场中，无论

是高电压强脉冲或是弱的交变场电脉冲都能对

生物细胞的活动产生作用，并伴随许多后续的

影响(见表 1 ) 

褒 1

电场作用对象
电场发生的作用
后续作用

电场对细胞的-般作用 [ 1)

强的单脉冲 弱的交变场
E >0 . 5kv/cm E <10mv/cm 

细胞壁 细胞膜 细胞代谢
电损伤 电穿孔 电剌激
物质释放 生物高分子合成

细胞融合和掺台 商活化
转染 膜通透性
转化 细胞增磕
插入
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D28 n Astumian 等 (2 J 曾从近期文献中总

结了有关符号名词 ， 并解释了它们的含义:

电穿孔(e1ectropor r.tion)一一在细胞脂双层中形

成孔

电损伤(dectrolesion ) 一一在细胞壁中形成损伤

电掺合(clectroincorporation)一一-把物质从溶液

中掺进细胞

电转移构象(eJect rotransconformation )一一膜蛋

白的构象变化

咆释放(eJe ctrorclease)一一电穿孔或电损伤后细

胞成分的释放

电插入(e lectroinsert ion)一一将蛋白分 子插入细

胞膜

电转染(e J ectrotransfect ion ) 一一遗传物质 (DN

A、 RNA、 噬离休等)掺入细胞

电转化(electrotransformation) 一一电转染后新

的基因插入细胞基因组

电融合(e lectrofusion)一-w触细胞间的融合

电剌激( electrostimulation) 一-由电脉冲产生细

胞通道增强和遗传与代谢过程的改变

本文就电损伤、电穿孔、电融合和电剌激

等电场作用对细胞产生的影响，在基础研究和

实际应用方面作一简要的评述。

1.细胞的电损伤和它们的修复速度

用高能电脉冲处理微生物和植物细胞 ， 使

细胞壁和原生质膜破坏和开放， 导致了细胞死

亡和成分的释放或修复 [ 3川]。 细胞自修复能力

是很强的，修复的时间过程可以从染料或者一

种抗菌物质在电脉冲后不同时间内通过损伤部

分而透入的情况来测量。这一过程比电穿孔以

后膜孔的关闭需要更多的时间(约几分钟)。

曾有报道[町，酿酒酵母对单个电脉冲的作

用静止期比对数期更稳定 ， 但在抗菌素 pHF

(pnh)咄'0hfxafung)存在下， 显著地增加了毁

灭的速度，如果在脉冲前加入 pHF，当电脉冲

作用时， pHF 能通过缺损的细胞璧透入，菌落

成活却:降为 40%; 但当脉冲作用 3 分钟后再

加入 pHF，此时细胞壁已被修复 ， pHF 不能

透入，因而也不能毁灭细胞 ， 菌落成活数增至

100%。所以利用一种物质 (譬如不能透入完整

细胞壁或膜的抗菌素)在电脉冲前后加入， 观察

其透入细胞或破坏细胞与时间的相关性来研究

细胞壁的修复和孔的关闭过程是十分有用的。

2 . 电穿孔、电转染与电转化z

外加短时强的电脉冲能增加细胞膜的通透

性， 这是由于电脉冲造成了细胞膜上形成微孔

所致， 这一现象称为电穿孔，这是细胞生物学

研究中常用的技术。尽管电穿孔已有广泛的应

用 ， 但膜通透性的分子机理至今尚不清楚，一

般的观点是通透性位于细胞表面的一定区域，

它是由于膜结构受瞬态骚扰而引起的。

电穿孔的一个重要应用是增强基因物质的

摄取使之进入原生质， 甚至完整的植物和微生

物细胞均可应用。这种电转染是在原核生物蜡

状芽抱杆菌 (bacillus ce reus) 的原生质体上首

次完成的[町，实验在含有 40% PEG 的培养液

中用三次电脉冲 (5 阳-25 kvjcm) 进行。带有

卡那霉素抗性的供体质粒C DNA PUB 110 是一

种苏云金芽抱杆菌 (bacillus thuringiensis) 的

突变体， 在含有 100μgjml 卡那霉素的琼脂上

筛选含有质粒 DNA PUB 110 的转化细胞 ， 发

现当场强增加到 14 kvjcm 以上时，转化频率

TF = 1. 1 x 10-\ 对照 TF = 1. 3 x 1 0 - 4 ，转化

细胞增加了 10 倍。另外， Müller 等 [7) 也曾报

道，采用 E = 9kv j cm (300-500μs)的单个脉

冲，可以得到带有质粒 pSM 752 的完整的乳

酸链球菌 (Streptococcus lactis MG 1363) 转

化细胞。

现代癌症治疗的方法之一为化学疗法，其

副作用往往很大，并且肿瘤细胞常常不能很快

地吸收药物，因此很多研究工作者开展了如何

直接增加肿瘤细胞对药物的摄入而减少化疗药

物的剂量的研究[町， 其中电通透与化疗联用法

( e1e ctrochemotherapy 简称 ECT ) 是一种行之

有效的方法。 R Heller 等 [9) 将长有黑色素瘤

的 C57BLj6 小鼠， 给以化疗药物一-争光霉素

( 0 .25 11 ) 和电脉冲(1. 5 kvjcm 99μs)后肿瘤明

显地缩小， 57 %的小鼠肿瘤己测量不到，这种

联合使用的方法比只给化疗药物或 只给电脉
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冲的方法为好，进一步研究联合使用的 规律

性(最适电场强度和最小有效剂量等)和机制!是

很有必要的 ， 这会有助于今后扩展到临床上的

使用 。

用物理方法或化学试剂修饰法往往可以对

细胞电穿孔造成影响。 G . S. Nanda 等 [ 1 0] 观

察到， 红细胞用 EDTA ( 乙二胶四乙基纳)处理

后对电脉冲变得不敏感了 ， 表明 EDTA 对红

细胞具有保护作用。 他们还报道，只-乙 基马

来眈亚胶和 D-氯家苯甲酸处理人红细胞后，显

著地改变了红细胞的电响应 ， 表明了红细胞膜

蛋白受氧化修饰，使膜组分变化 ， 因而改变了

细胞对外电场要求的盎级。

电穿孔技术也能用于电插入目的， 即将外

源蛋白分子插入细胞膜。例如将 CD4 受体插入

红细胞膜上，不仅可以延长受体的循环生活期，

而且提供了一种治疗爱滋病的新 思路[ 11 ]。此

外， 电穿孔技术也可将蛋白质分子导入细胞，

例如， 将肿瘤天门冬耽胶合成酶的单克隆抗体

导入鼠淋巴细胞和人成纤维细胞 HT-5 中 ， 细

胞成活率达 80-90% ， 而且 其中活细胞结合

了抗体。

3. 电融合

电融合技术在 70 年代 末已开始建立，

Senda 首次提供了植物原生质体电融合的形态

证据[12]。电融合是在电场作用 下使 细胞膜上

产生小孔，从而使两个或几个互相靠近的细胞

融合在一起，此法具有简单、 快速、 高效、 残

留毒性小等特点，它成为细胞生物学、 体细胞

遗传学等研究中一种新的研究手段。

电融合能使细胞杂交， 人造某些新的细胞。

应用细胞融合技术建立分泌特异单克隆抗体的

杂交瘤细胞株已经成沟一种稳定、 高效的 手

段。 我国汪和睦等已建立了 6 种近 40 株鼠淋

巴细胞杂交瘤细胞株[1句 ， 其它许多 实验室也

在开展此项工作。对不同大小的细胞有不同的

适宜的电融合参数，例如融合较大的癌细胞比

融合较小的牌脏细胞所需要的脉冲电场强度为

低， Berg 等 [14] 试用三次高电脉冲预处理脾脏

细胞， 然后在低脉冲强度下与骨髓瘤细胞融合，

结果获得了较高的杂交细胞产量。从小鼠骨髓

瘤细胞和脾脏细胞产生杂交细胞的数量发现，

电融合方法 (4 . 5kv jcm 5μs)约为经典的月1 PEG 

方法融合的 10 倍。

细胞电融合技术也广泛应用于植物和微生

物的原生质体融合，如酵母原生质体的电融合，

已经发现酿酒酵母不同菌种所需电场强度差别

很大 (2 . 5 kvjcm、 3 . 75kvjcm、 10 kvjcm 不

等 ) ， 用合适的电场强度进行电融合可以得 到

比单用 PEG 多几百倍的融合稳定菌落。 此外，

枯草杆菌、 青霉菌、 木每曲等I茧的原生质体电

融合均已有报道。 植物原生质体的电融合可在

相对低的电场脉冲下引发 ， 这取决于原生质体

的直径和它们之间的接触层。

温度、 电导等参数能影响融合产率， 不同

的膜活性物质吸附或包裹在脂双层中也能影响

融合产率。如色氨酸、 血清球蛋白 、 环糊精、

吐温- 80、 PEG 等存在下能增加融合产率， 所

以脉冲能量可以减小z 而蓝色葡聚糖、 EDTA、

道诺霉素和氯化钙等能减少融合产率。 F . Ho
ffmann 等[1 5 ] 对 分 离的植物原生质体成功地

应用了化学融合和电融合联合使用的方法进行

原生质体融合， 用化学佐剂预处理原生质体，

无需洗去这些佐剂(融合增1 )2上剂) ，直接加到j培

养介质中，然后给以电脉冲。这种联用方法降

低了所用的电场强度 ， 减少电融合 1;:，敬坏性，

同时又维持高的融合率。 有效的化学佐剂有溶

血卵 rØi~脂氧化物 (LLCC)、 四级淀粉 (QS)、二

聚乙醇硬脂酸耽胶 (DSA) ，二聚乙醇硬脂眈胶

氧化物 (DSC )和聚乙烯醇等膜表面活性剂，他

们认为， 这些化学佐剂可能是中和了原生质膜

上的电荷或通过氢键作用引起凝聚， 以致促进

了融合。

K . Augsten 等 [10 ] 曾介绍巨噬细胞电融合

工作。 在低脉冲 (5kvjcm 17μs) 条件下，腹腔

巨噬细胞的表面出现深的凹口， 细胞之间连接

处有一厚的绳索样物出现p 当使HJ 7.5 kvjcm 

的电脉冲时， 细胞表面看起来像手ij FP石z 在
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襄 2 电制却在生物过程中的应用 [ 17J 

(1 )合成

在大鼠胚胎骨细胞中的 DNA 合成

在昆虫 X 染色体中的 mRNA 合成〈转录)

在大鼠皮肤细胞中的蛋白质合成
在大肠杆菌中 ATP 合成
(2 )酶激活

在脑细胞中的鸟氨酸竣化酶

在黑色素瘤细胞中酶氨酸酶
(3) 膜转输

人红细胞

鸡骨细胞
(4) 增殖

鸡神经细胞
人淋巴细胞

12 kvjcm 处理后， 可见到孔或空洞。为了跟踪

细胞膜受体随着场强的增加而重新分配的现

象， 可以把经过脉冲处理的细胞用 Con-A (伴

刀豆蛋白 A) 1 mgjml 孵育 20 分钟，固定在

0.25%戊二隆中 2 小时， 用 AUfjO-mannan 处

理 30 分钟，用乙醇洗涤、 干燥， 并直接用 扫

描电镜观察， 可检测到一种高密度的受体，这

是由于细胞表面的不均匀电荷分配所造成，这

种染色技术可以显示受体在细胞膜表面的移

动。

4. 细胞与组织的电剌激:

应用弱的交变电场 (诱导电流在 mv 范围

内)可以彭 11向细胞的代谢过程、 细胞 的基因表

达、 酶的把化和膜转输，大多通过第二信 使

(如 Ca2 + ， C-AMP、 ATP、 肌醇三磷酸等)而实

现。 表 2 列举了电剌激在生物过程中的几种应

用。

电场可粗分为高压脉冲 (> 0 . 2 kv j cm ) 和

周期弱脉冲I(WPP< 0.2 v j cm) ，它们在生物高

分子的极化和离子置换中有相似的作用 ， 在两

种情况下膜的通透性都增强了 ， 但有不同的机

理E 用高压脉冲，主要是电穿孔后发生大分子

掺入F 用周期弱脉冲，主要是由蛋白质通道的

扩展而促311: rl~子去;换， 当熬'ι也能产生高压脉

冲所引起的电穿孔和电融合，反过来，高压脉

冲技术也可剌激可 :2代出过 程， 如 ATP 的 A

成等， 两种技术不能截然区分。

〈用3日-胸管掺入测定〉

(用咀『尿苦掺入测定〉

(用标记的氨基酸测定)

〈增加了多胶产生)

(增却黑色素)

(增加 Na+释放)

(增加 Ca2+摄取)

(增强神经外生长)

(增强分裂〉

目前将电场应用于细胞的技术正在进一步

发展， 如用快的连续(弱)双极脉冲代替一个强

脉冲F 在流动悬浮体中大幅度连续融合s 融合

细胞从没有融合的细胞本体中有效分离z 降低

场强来增加融合细胞的成活性以及用视频技术

和荧光染料观察融合过程等等。 预期今后在遗

传学、 生物技术、 医学、 生态学等方面将会有

更多的应用。
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植物细胞红光信号转导研究进展

马力耕孙大业

(河北师范大学生物系 石家庄 050016) 

光作为重要的环境信号 ， 对植物的生长发

育起着广泛的调节作用。它的作用方式是光首

先被植物细胞中的受体接受， 然后通过信号转

导形成胞内第二信使，并通过各信使系统的级

联传递，最后调节细胞的生理生化反应和遗传

性状的表达。植物细胞中负责接受红光信号的

光敏分子是光敏色素。目前已知光敏色素参与

调控的信号转导是植物细胞信号转导研究进展

最快速的部分，所以有必要对这部分内容做专

门的介绍。

一、 G-蛋 白

在动物细胞中， 质膜上的受体通过 G-蛋

白 (GTP 结合蛋白)与其效应因子如腺昔酸环

化酶、 磷醋酶 C 和离子通道[1] 等相偶联，所以

。-蛋白在跨膜信号转导中发挥着 非常重要的

作用。 Gilman 和 Rodbel1也因他们在 G-蛋白

及细胞信号转导方面出色的研究工作获得了

1994 年诺贝尔生理医学奖。在植物细 胞中 ，

Hasunuma 等问首先发 现 GTPγS 能 与浮萍

(Lemna)膜提取物中的某种蛋白结合， 红光和

远红光均能抑制J GTP 与上述蛋白结合， 暗示

G-蛋白可能参与了红光调节的 反应，但令人

不解的是红光和远红光在抑制J GTP 与蛋白结

合方面具有相同的效果F 随后 Bossen 等 [3 ] 发

现 G-蛋白抑制剂 GDP 自 S 可以抑制红光诱导

的小麦原生质体膨大，而 G-蛋白激活剂 GTP

γS可以在暗中模似红光的效果诱导原生质体

膨大; Romero 等的以黄化燕麦幼苗为材料发

现红光(5 min )可以促进 GTP 与幼苗蛋白提取

物的结合， 而红光后立即照射远红光 (5 min) 

可以完全逆转红光的效果F 以后他们又进一步

证实 G-蛋白激活剂霍乱毒素 (Cholera toxin)可

以模拟红光的效果在暗中诱导光自氧的大豆悬

浮培养细胞中 cab 基因的表达[5]; Clark 等问

则进一步证实了上述结果 ， 发现红光 (2 min ) 

促进 GTP 与豌豆核膜的结合， 随后用远红光

(4 min)处理可逆转红光的效果 ; 最近 Neuhaus

等 [7]利用显微注射的手段发现向蕃茄光敏色素

突变体细胞中注入 G-蛋白激活剂霍乱毒素，

GTP γ S (30-100μmoljL) 或 GMP-PNP[鸟苦

眈(日 γ-亚室主基)三磷酸， 50一100μmoljLJ可

引起受光敏色素调控的 cab-gus 报告基因的表

达和花色素苦的合成， 而向细胞中注入 G-蛋

白的抑制剂百日咳毒素 (Pertussis toxin)或GDP

自 S (lμmoljL ) 则可抑制上述基因的表达z 在随

后的研究中他们进一步发现向细胞中注入霍乱

毒素或GTPγS(50μmol/L)还可以引起 chs-gus

和 fnr-gus 报告基因的表达问。 上述大量工作

的结果表明 G-蛋白确实参与了光敏色素调节

反应中光信号的转导， 并且由于百日咳毒素可

以抑制光敏色素调节的 cab-gus 报告基因的表

达[71，说明参与这一信号转导过程的 G-蛋白

为异三聚体 G-蛋白而非小 G-蛋白。然而最近

Sommer 和 Song[ 9] 从黄化的燕麦幼苗中分离

纯化了一种小分子量 (24 kd) 的 G-蛋白， Clark 

等[ 8 ] 也发现被光活化的光敏色素可以明显促

进结合在豌豆核膜上的小 G-蛋白结合 GTP 的
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