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实验证明， 在突然升温或其它不利条件

下，几乎所有真核生物和原核生物的细胞，都

增加合成了一系列蛋白质，这些蛋白质被命名

为热休克蛋白 (heat shock protein) 。 其中一

类蛋白质的分于量为 70 KD , 称为 HSP 70 。

进一步研究表明 ， 细胞在正常生命活动中也合

成 HSP 70 , 它在蛋白质的跨膜转运、 折叠、

解离、 降解及特定构象维持等方面起着重要的

分子伴侣功能 [1， 2 ] 。 至今已克隆测序了真核生

物、 真菌、 原核生物、 真细菌和古代原细菌等

数十种生物的 HSP70 基因和蛋白 ， 结果表明 ，

HSP70 不仅广布于各种生物的细胞 内， 而且

还是至今所研究过的进化上最保守的蛋白质之

一。另外， 在真核细胞内的不同区室 (细胞器)

内，相应的 HSP70 具有一定的顺序特征， 它

们是多基因编码的家族蛋白 ， 具 有共 同的起

源，由于功能和分布位置的不同， 导致了它们

的进化。 因此，对 HSP70 进行系统分析， 对

研究内质网 (ER) 等细胞器的起源与进化有重

要意义， HSP 70 可以起着分子水平上的活化

石作用。

一、 HSP70 的顺序特征及比较

Gupta[ 3 ] 克隆并测 序 了 Halobact eri um 

marismotui 的 HSP70 基因， 并把其编码的氨

基酸顺序与另外 11 种处于不同分类 地位物种

的 HSP 70 顺 序进行了比较， 除援基端的少量

延长外， 整个蛋白的全长具有极度的相似性 ，

可证实这些蛋白均由 HSP 7 0 多基因 家族所编

码， 有着共同的起源。使用 GCG 最适软件程

序， 对 HSP70 进行配对对位分析， 显示出 H .

marismotui 的 HSP70 与古代原细菌和真细菌

的对应物具有 51 %-58%的相同氨基 酸， 与

真核生物的有 44%- 47 % ， 另外，各种生 物

的 HSP 70 的 15 %-20 %氨基酸被保守地替换

(表 1 )。 这一切均说明在囊括三大类群的生物

中(真核， 真细菌和古代原细菌) ， HSP 70 是 已

知的最保守的蛋白质。

序列对位分析结果显示出 HSP 70 家 族具

表， HSP 70 顺序间相似或相同氨基酸百分数·

相似戎相同氨基酸%
氨基酸顺序来源

A B C D E F 。 H 1 J K L 

(A) ~$.=I1~Hl~ 58.0 57 . 7 54 . 1 55. 9 52 . 3 56 . 9 51. 5 50.5 47.6 44. 3 46 . 3 
(B) bb~ "f3;l9t，*!1lJ 73. 0 65.6 59 . 3 65.4 58. 3 61 . 5 60. 4 55 . 2 48. 5 49. 3 49. 0 
(C) ~~3.f~fF~ 74 . 9 79. 8 58.3 67. 1 58.1 63. 3 60.0 56 . 2 48.6 48. 2 48. 7 
(D) Jff'fM-5J\.:ttfFïlã 72. 3 76. 5 75.2 58. 4 56. 6 57. 6 56.8 52. 5 47.7 48. 3 49. 3 
(E) f"9.:Æ~~m 73 . 0 78 . 0 79.6 74 . 4' 59 .7 64. 5 59.4 56. 4 46 . 0 46 . 3 47. 2 
(F) *)l~d~ 1ff~m 71. 7 74. 0 74.5 72 . 1 76.0 66. 5 59. 8 59.6 48. 0 50.7 50.8 
(G) filfA :fi1ifF mî 72. 9 77.2 77 .7 73 . 7 76 . 7 79.7 59.7 60. 5 48 . 7 50.7 50. 8 
(H) i&H~~~~ 68 .2 75. 9 75 . 0 74 . 9 74 .1 74. 6 74.9 57. 1 47 . 0 47 . 6 48.8 

( J ) 南玉阳米酒精 母 65. 9 66. 1 67 . 3 66 . 1 66 . 0 65 . 9 65. 9 66 . 1 67 . 1 57 . 9 59. 8 
(K) ~~ 64. 7 68.1 68. 5 67 . 6 66. 3 66 . 1 68 . 9 66 .0 67 . 2 72.0 75. 2 
(L ) 人 66. 8 67 . 3 68.8 69 .2 67 . 9 66.6 68 . 9 66. 9 65 . 7 74 . 9 85 . 0 

• HSP 70 顺序经过 GCG 6 最适标准数据程序对位处理，上角为两数据间相同氨基酸百分数， 下角为两
顺序间相似氨基酸百分数[5J 。

· 现工作单位为辽宁大学生物系
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有下列特征: 1. 在 N-末端的四分之一处，真

核细胞、 革兰氏阴性细菌的 23一27 位含有非

常保守的插入顺序，此顺序在古细菌和革兰氏

阳性细菌不存在; 2. 真核细胞的 HSP 70 在

近中部丢失 5 个氨基酸; 3. 在真核细胞， 中

部特有地插入 3-5 个氨基酸， 援基端 四分之

一处插入精氨酸。上述后两个特点可用来区别

真核细胞和原核细胞的 HSP70。值 得一提的

是， Gray[4] 比较了从胞质中和线粒体 中提取

的 HSP 70，后者明显表现出真细菌的特点，

辅证了线粒体的内共生起源论。

二、 ER HSP 70 

Gupta[盯在克隆原生动物 Giardia lamblia 

的 HSP70 时，获得了一个含有 1986 坤 的基

因，编码 662 个氨基酸，它的顺序特征与真核

细胞胞质中的 HSP70 基本一致，只是在 120、

204、 268 位含有插入序列。下述两个特征可

证明它是 ER 驻留型的 HSP 70，首先同其它

运入 ER 的蛋白一样， 在 N-末端具有疏水的

引导序列(信号肤)，位于其保守序歹IJ GIDLG­

TTYSCV 之前， 这段保守序歹IJ存在于所有 HSP

70 家族成员之中z 其次在它的 c-末端也含有

ER 驻留蛋白所特有的驻留信号 KDEL。 进一

步研究表明， ER 内的 HSP70 就是前人报道

的 Grp78 或 Bip 蛋白，即 ER 的 Grp78 或 Bip

蛋白也由 HSP70 家族基因编码。

Gupta[5]把不同物种的 ERHSP70(包括G.

lamblia , Saccharomyces cerevisae , Human , 

Tobacco , Plasmodium flciparum) 与胞质型的

HSP 70 进行了对位比较， 发现除上述的 N-末

端和 c-末端的特点，还具有下列保守性的变

化:1. 在第 31 位， ER HSP70 为 K，胞质

的为 Q; 2. 在第 87 位 ， ER 的为 L，胞质的

为 WJ 3 . 在 324-325 位， ER 的为 SE，胞

质的为 FT 或 YT。总之， ER HSP 70 与胞质

HSP 70 虽同来自于 HSP70 家族，但还是存在

着非常保守的差异。

- 、 HSP 70 的系统分析及进化

为弄清胞质 HSP 70 与 ER HSP70 的关

系 ， Nicholson[6]和 Gupta[5]分别对 HSP70 的

顺序进行了系统分析。Gupta 分析了 25 种 HSP

70 分子，包括 11 个 ER HSP 70 分子， 12 个

胞质 HSP 70 分子(这两组 HSP70 分子均含有

来自植物、 动物、 真菌和原生动物物种的代

表) ， 1 个真细菌和 1 个古代原细菌的 HSP70 。

结果表明 ， 来自 Giardia lamblia ER HSP 70 

的氨基酸顺序变异最大， 它形成了 HSP70 真

核细胞系统树的根， 并从它开始， HSP 70 分

为两支，一支存在于胞质， 一支存在于 ER。

来自 G. lamblia 胞质中的 HSP70 也在胞质组

中显示出了最大的变异。 在两大分支内部，来

自动物和植物细胞内的 HSP70 差异非常显

著。 Nicholson 的结果表明，酵母 ER HSP 70 

的顺序与鼠，田鼠和症原虫的 ER HSP 70 极

度相似，而来自胞质中的 HSP70 则没有此现

象， 这表明两大分支内部存在着独立的进化和

发展过程。

Gupta[ 8]根据 HSP70 的顺序且特征， 提出

了它的进化假说。 HSP70 进化过程分四个阶

段， 第一阶段为原始区段的诞生， 指 N-末端

约 160 个氨基酸的形成， 在古代原细菌和革兰

氏阳性细菌内测到的硫氧还蛋白 (thioredoxin)

与此段顺序极度相似F 第二阶段为两个原始肤

链的融合， 氨基酸数达到 320 个左右，来自古

代原细菌和革兰氏阳性细 菌的 HSP70 的 1-

160 和 160 -320 氨基酸顺序相似， 为其提供

了证据， 第三阶段为 c-末端肤链的获得， 至

此古代原细菌和革兰氏阳性细菌的 HSP70 诞

生F 第四阶段为 N-末端 23-- 27 位获得插入序

列， 来自革兰氏阴性细菌和所有真核细胞的

HSP 70 均具有此插入序列。

四、 HSP70 与 ER 起源

Alberts 等 [13] 报道， 真核细胞的祖先可能

是与细菌相似的生物， 有包裹细胞的质膜存
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细胞核-

古老的原核细胞

1 , I 一一~， ~'"::;:" 1:::.尸 }一→

外核膜

DNA '\ 飞

附着在膜上的 问体 核孔
核纤层

…一…
丁次智富1伞

固 ， ER 和细胞核可能的法化途径[ 1 3]

在，但无内膜，所有依赖于膜的功能均由质膜

承担。在进化过程中，细胞体积不断增大， 功

能也越来越多样化和复杂化，细胞质膜便以内

陷的方式增大膜的表面积，用以承担各种特有

的生理功能。内陷的质膜最终与质膜脱离， 形

成以内质网为核心的内膜系统， 包括 外 核膜

(图 1 )。内膜系统及核的进化形成标志着真核

细胞的诞生，由它们所引起的细胞内区室化是

真核细胞区别于原核细胞的本质特征。 内质网

膜囊腔起源于胞外，并始终独立于胞液 而存

在。

Sogon[ 7J通过对 16 S 样的 rRNA 顺序系统

分析，得出 G . lamblia 具有众多真核细胞始

祖的特征，这与上述的 HSP70 系统分析的结

果一致。根据 Cavalier[町的报道， G. lambliα 

没有线粒体及过氧化酶体等细胞器， 典型的

ER 结构也未确认[1 0 ， 11 J。这一切均说明它是极

原始的真核细胞生物，在它体内克隆得到的两

种 HSP70 分子各具有胞质和 ER HSP 7 0 的

最原始特征，根据这些研究结果，可推测出

ER 诞生于真核细胞进化的早期阶段， 并与胞

质分离，独立地进化和发展[5J 。

HSP70 承担着非常保守的分子伴侣功能，

即帮助蛋白跨越细胞内膜及维持蛋白的特定构

象等。细胞内各区室 (ER ， 线粒体，胞室等)

都有 HSP70 对应物的存在， 表明它对这些细

胞器是必需的。现行的观点认为[1 2 ， 13 J: 细胞

内各区室在解剖上或者与胞质对等(如核)，或

者与 ER 对等(如高尔基器， i容酶体)。从核外

膜与 ER 膜极度相似和相连的特点，可推测这

些结构在进化中同时出现。古老的真核细胞诞

生出 ER 和核后， 细胞内形成了新的区室， 蛋

白必须实现跨越这些区室的运输(如膜蛋白在

ER 形成后，往核膜或质膜上的运输)，这就

使得分子伴侣的功能量加大，要完成更多的机

能， 有关的基因扩增就成为必需，基因扩增导

致了 HSP 70 家族的形成， 并出现分歧与进

化， 直至演变为既具有共性又具有特性的 HSP

70 家族问。

ER HSP 70 的起源与进化是伴随着 ER 的

起源与进化而进行的。因此， 比较研究 ER

HSP7 0 的分子特征， 是获取 ER 有关信息的

重要途径之)。

摘要

HSP 70 是迄今研究过的进化上最保守的

蛋白质之一，是分子伴侣的主要成分，对蛋白

的跨膜转运及特定构象的维持等起着重要作

用。对其序歹IJ进行系统分析表明，古细菌， 真

细菌和真核细胞内的 HSP70 虽具 有很强的相

似性，但各具特点。真核细胞各区室(细胞器)

的 HSP70 顺序也既有共性， 又有特性。根据

E R HSP 70 的特点，可推测出 ER 起源于真核

细胞诞生的早期阶段，并由此引起细胞内的区

室化，这是真核细胞区别于原核细胞的本质特

征之一。
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人脐静脉内皮细胞体外培养的影晌因素

卡杰 勇 周 岱

(苏州、| 医学院附属第一医院脑血管病研究室 215007 ) 

血管内皮细胞是位于循环血液与血管壁内

皮下组织之间的单层细胞， 是血管壁通透性的

重要屏障， 具有多种生理功能。脐静脉内皮细

胞由于来源充足， 取材、 操作方便， 因而成为

血管内皮细胞体外试验的主要材料。自 Jaffe [l ]

首创脐静脉内皮细胞培养方法后， 以血管内皮

细胞的培养技术为基础的研究工作取得了突飞

猛进的发展。 19 7 6 年 Vane 发现了前列腺素，

19 8 0 年 Furchgott 发现内皮细胞产生的舒张因

子 (EDRF) ， 1 9 8 7 年 Moncede 证明一氧化氮就

是 EDRF ， 以及 19 88 年 Yanagisawa发现内皮

素， 这些成果都是在以脐静脉内皮细胞培养为

代表的血管内皮细胞培养的基础上取得的， 而

脐静脉内皮细胞的体外培养受到许多因素的影

响。

一、 脐带离体时 问 的影 响

脐带取材方便，一般取正常娃振足月分娩

的新生儿无菌脐带，立即漫入 4 0C的脐带保存

液中 ， 保存 6 小时或更多时间会使细胞容易分

离 ， 但最好不超过 48 小时 [2];有研究表明 [ 3] ; 

人脐静脉离体后， 随着时间的延长，内皮某些

物质的含量会发生变化， 脐静脉离体后 6 小时

内 ， 因子 VlIl相关抗原与抗凝血酶功能的变化比

较平缓， 单位面积内前列环素的生成量的变化

亦不十分显著， 而离体后 6 小时到 12 小时，

内皮抗凝血酶功能， 因子回相关抗原释放量以

及前歹!J环素的生成量均随放置时间的延长而呈

下降趋势， 变化显著; 还有研究表明[勺 ， 脐带

离体时间与细胞存活率呈负相关，脐带离体后

3 小时-内 ， 内皮细胞存活率达到 90% ， 离体

24 小时尚 有 50% 的存活细胞。

二、不 同 消化酶的影响

目前， 各种消化酶的应用已代替了机械刮

取来获取脐静脉内皮细胞，它们各有优缺点。

用胶原酶消化的细胞数最多，平均每根脐带可

获取 2-5 X 1 0 5 个细胞， 但有时混杂少量吠:f

维细胞3 链丝菌蛋白酶消化获取的细胞数略少

于胶原酶， 但很少混杂成纤维细胞;膜蛋白酶
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