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钙调案在 Ca+ + 介导的细胞活动中起着重

要的调节作用[ 1 ， 2 J。研究钙调素在细胞内的定

位可以帮助人们认识这种蛋白在细胞内哪些部

位发挥功能。 Anderson B.等及 Means A. R. 

等采用荧光抗体发现钙调素弥散地分布于细胞

浆内 [3 ， 4J。后来人们又发现在细胞分裂期的纺

锤体上有大益的钙调素存在 [ 3户， 6 ， 7 J。在一些特

殊细胞内如桔子[8 J及神经细胞的突触中[9 ， 10 J也

有钙调素的分布。 以上研究所采用的方法大都

是免疫荧光法和免疫酶标记法，在显示钙调素

蛋白分布部位的同时掩盖了分布区域的亚细胞

结构， 而在所参阅的文献中采用胶休金技术研

究其分布者 也把重点放在 细胞的某个特殊部

位[卜 10J。李家旭采用肢体金技术首次在植物细

胞上标记出钙调素的分布[11 ] ， 并对其进行整

体的观察和描述。 本文拟在上述研究基础上利

用几种动物细胞， 对钙调素在细胞内的分布进

行进一步的分析与探讨。

材料与方法

-、材料

DEAE- Cellulose A-52 ( Sigma 公司 ) ， 3520 胶(南

开大学化工厂 ) ， SDS (上海生化试剂 ，SERVA 公司进

口分装) ， 葡萄球菌A 蛋白 (SPA ， Sigma 公司 ) ， 葡萄

球菌A蛋白胶体金(自制)。

二、方法

1. 钙调索蛋白 (CaM) 的提l仅与纯化(南开大学):

牛脑组织经 B-Son i fier 匀浆榕匀浆、 加热后进行超速

离心、硫酸绞沉淀、 透析、 DEAE 离子交换柱磷酸缓

冲液梯度洗脱及 3520 胶柱层析 ，分离出被证明有 CaM

活性的蛋白 。

2 , CaM 抗体的制备。用上述纯化的天然 CaM 兔

校家兔得 CaM 抗lÍll洁。

3. CaM 抗体 特异性 的 证明 (Western Blot­

ting ) [ 13 J: 纯化 CaM、 30 %CaM 粗提液以及标准分子

丑经过 SDS -聚丙烯嵌胶电泳 ，确立各自相对位置。将

CaM 粗提带转移 至硝梭纤维膜上， 然后用天然 CaM

抗体〈一抗)和葡萄球菌A蛋白 -胶体金(二抗〉温育，硝

酸银法显色[14J 。

4. CaM 圣1:细胞内的免疫胶体金标记2

①胎儿扁桃体、 胎儿胸腺组织、 人皮肤淋巴瘤

小鼠肝癌以及兔 成纤维细胞经 0 . 5 %戊二酸 和 4 %多

聚甲隘混合液 (Fρ0.5 ) 固定后 ， 钱酸再固定， 丙嗣脱

水， Epon 81 2 常规包埋， LKB 超薄切片机切片捞在

?占过 1% 白明胶溶液的不载膜的不锈钢网上。

@载有超薄切片的不锈制网经 l %M-过破自牵 制

处理 4 0 分钟，磷酸缓冲液 (0 . 1 M )漂洗 ， 1 %脱脂奶粉

阻断 30 分钟 (或 5 %BSA) 、 CaM 抗体 (1: 20) 室温下

温育 2 小时， 然后再以 0 . 05 MTris (含 1 %BSA )缓冲

液漂洗， 葡萄球菌A蛋白-胶休金 1: 20 室温下说育 1

小时， 0.02 MTris 漂洗、 蒸馆水漂洗。最后经 2 . 5 %

戊二隆固定 30 分钟， 蒸馆水冲洗，醋酸铀、 拘橡酸

铅染色， 在 H-600 ，包镜下观察。免j支面ITJ缸洁取代-1;[

作对照。

5. CaM 胶体金的半定主i分析

|也机l{X用 20 张 j淋巴细胞 CaM 标记的电镜底片，

在放大机上放火， 分别计数!也浆、!也核 I=I~胶体 金颗

粒，常染色服、 异染色质上肢体金颗粒E 再分别址出

各个音[1位的面积， 计算出各自每平方微米的肢体金颗

粒数， 最后进行统计学分析。

结 果

1. SDS 聚丙烯 眈胶电泳显示提纯 物在

17800分子量附近(见插页一下方因 1 ， 1 、 2千I~; )。

· 南开大学分子生物学研究所。
.. 徐州医学院住化教研室.
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2. Western Blotting 试验表明，在 30%粗

捉蛋白液 SDS 电泳的多 个区带中 ， CaM 的抗

体只与 CaM 单一区带发生结合反应，因而具有

针对 CaM 的免疫特异性(图 1 ) 。

3. 在扁桃体、 胸腺淋巴细胞、 皮肤淋巳

瘤细胞、 小鼠肝癌细胞以及家兔成纤维细胞

中， CaM 的定位分布特点是z 主要分布在细胞

核， 尤其在核仁及异染色质上。胞浆中的粗面

内质网膜上， 究核糖体及线粒体 内也有 CaM

分布。质膜及核膜上也常见较多的金标记。 核

仁和异染色质上的金颗粒密度明显高于常染色

质，而胞核区域的金颗粒密度 又明显高于胞

浆。我们以淋巴细胞为例，进行了肢体金的半

定量分析， 经统计学处理，结果见表。 免疫前

血清或过量 CaM 吸附后的 抗血清取 代一抗作

对照的细胞上未见有任何金标 记 (图版图 1 、

2 、 3) 。

表 胎儿胸腺淋巴细胞内钙调

素肢体金 标记比较

金颗粒数/μmJ p 

öt土 SE)

胞浆 4 . 74 土 0 .51
核 9 . 19土 0 .91 4 . 75 6 < 0.01 

异染色质 15 . 17 :1: 1.50 
常染色质 4 . 84 土 0 .6 0 6 . 396 < 0 .01 

淋巴细胞内不同部位纬调素金标记密度比较 (忧 =
20 ) 

讨 论

1.电泳系统未经 任何 Ca ++ 或 EDTA 处

理， 纯化天然 CaM 在电泳中出现 3一 4 条距

离相等的条带(图 1，带 2) ，且以分子量较小者

为主， 用此样品免疫家兔所得的抗血清与粗提

蛋白中的钙调素区带的分子量最小条带有很好

的亲和力， 说明纯化 CaM 所产生的抗体仅与

不结合锦状态的钙调京反应。

2. Michael R. Kuettel 等观察到 c-AMP

依赖性蛋白激酶在细胞核内的分布以异染色质

为主I121 ， 与孩们观察到的 CaM 分布规律基本

一致。这可能反映了 CaM 通过激活组蛋白和

非组蛋白激酶而执行影响 DNA 的合咸、 修复 、

转录及表达的功能， 进而达到调节细胞生长、

增殖及分化的目的。

植面内质网和聚核糖体的蛋白合成过程.FP

需要蛋白激酶参与。 CaM 在粗面内质网及聚核

糖体上的分布也正反映了 CaM 调节依赖 Ca++

的蛋白激酶的活性，从而调节细胞内的蛋白合

成。

CaM 在胞膜上的分布可能与其影响Ca ++­

ATPase的活性有关。 Ca + + -ATPase影响细胞主

动运输 Ca ++过!庚的活动 ，在细胞从兴奋剌激状

态恢复为静止状态时 ，CaM 调节 Ca + + -ATPase 

将 Ca ++ 反馈地泵出细胞或泵入细胞器钙库驴，

进而调节细胞的某些重要代谢活动。

摘 要

本实验利用钙调素特异性抗体， 采用胶体

金技术对这种蛋白分子在几种动物细胞内进行

标记定位及电镜观察， 为其细胞内分布规律提

出了直观的超微形态依据， 。
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