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钙调蛋白的分布

祖父江宪治

钝调蛋白 (Calmodulin. 简写 CaM). 自从作为磷

酸二醋酶的 Ca2+ 依赖性.激活蛋白， 被发现以来 ， 现在

已清楚 CaM 还是各种 Ca2+ 依赖性酶 系的激活因子。

据报道， 在 i哺乳动物的各种组织以及蛙卵、 章鱼、 ;每

胆卵 、 血丘蚓 、扇贝 、 海葵、 海擎 飞 藻类、 霉茵、 粘

四膜虫 、 大麦、 入参、 大豆、 夜菜中都分离到了 CaM

或类 CaM 蛋白 。 显然 CaM 的广泛分布和作用是与其

特有的多功能性分不开的。然而各种 CaM 的氨基酸组

成很相似， 氨基酸顺序也只是在种属上有点差异。大

多数 CaM 有一个三甲赖氨酸残基， 没有脱氨酸残基，

这些正是同肌钙蛋白 C 的区别之一。 本文想通过分析

CaM 的存在方式来综述 CaM 的分 布， 特别是细胞内

分布。

研究 CaM 分布必须解决如何定量的问题。现在一

般采用二种方法 . [W酶学方法(以激活磷酸二醋酶等

CaM 依赖性酶的能力进行定量的方法〉和用 CaM 抗体

的免疫学方法。我们建立的酶学定蛊法能对上清液和

沉淀中 CaM 进行定量〈 以往的酶法只能测 定上清液部

分 ).对象是组织中完整的 CaM o 免疫学方法最近也被

用来定量 ， 但还不能进行系统的组织分布测定。因此.

以下阐述组织分布以酶学方法为主， 细胞内分布以免

疫学方法为主。

哺乳动物 CaM 的组织分布特点是脑 、 肾上腺和脑

下垂体等分泌性组织、中较多。 CaM 在脑部的分布是大

脑和小脑皮质以及下丘脑多， 在白质中少。 有报道说，

这些分泌性组织的分泌机理中有肌动蛋白和微管蛋白

等主IHIì包骨头号蛋白参与 . CaM 是通过其结合蛋白来调节

细胞骨架系的机能c 这有助于理解 CaM 在上 述组织

回 1 CaM 和肌钙蛋白 C 的组织分布防战

中的功能。精巢中的 CaM 含量同脑中的含量相近，但

CaM 依帧性酶只有磷酸二醋酶一种， 量也很少。因此，

精w，中 CaM 量为什么这样多还是个谜。骨恪肌的 CaM

含量最少。

组织分布中引人注目的是 CaM 和 IV L 钙蛋白 C的

分布不同〈图 1).脑和精巢 CaM 含量最高 ，心肌和骨路

肌最低。肌钙蛋白 C集中在 CaM 含量最少的心肌和骨

路肌中， 其他组织中尚无报道。 在非肌肉组织的复杂

的 Ca2+调节机制 r.p • 多功能的 CaM 起主要作用 ， 但

到了肌肉中功能则局限于收缩蛋白的 Ca2+ 调节和 能

量产生系统，在收缩系统中 CaM 更为专一化 ， 变成只

有单一功能的肌钙蛋白 C. 在战量产生系统中 CaM参

与 Ca2+ 调节，从某种意义上说 ， 这是一种合乎组织要

求的进化.

现在知道将动物组织放在合整合剂的缓冲液 ， j:1匀

浆， 然后以 105.000 x g 离心 1 小时 ， CaM 会分布于
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上清液和沉淀两相巾 ， 但 CaM 分布随结合

形式的不同而发生变化。

(1) CaM 仅存在于细脸质可溶性组分

中， 通过 Ca2 + 的有无与这一组分巾的酶或

其他蛋白质结合或是解离。大多数 CaM 依

赖性梅属于这种类型(图 2 ) 。

图 2 CaM 在细胞内的存在方式(说明在文中 )

(2) 细胞质中的 CaM 通过 Cal t ;:t、赖

性地与膜上面的酶系或蛋白结合或解高 ，在

细胞质和膜之问移斤。 l尿夺酸环化~Ltu缸

球和l突削!膜的 Ca2+ ， Mgl 伽 ATP N怒 、 瞬脂能

A2等 CaM 结合蛋白都是 CaM的结合部位。

(3) 细胞质 1 ~1的 CaM 与细胞内的结构

成分 ，特别是肌动蛋白衣i微管蛋白等细胞骨

CaM : 知识蛋白， CBP : 包括酶的 CaM 综合蛋白 ， CSK: 细

胞骨架蛋白 (肌动蛋白和微管蛋白 )， MM: 巨六蛋白 ， VCP , 
附在细胞内膜上的外来蛋白 ， PM: 细胞膜。

架蛋白中的结合蛋白相互作用。 j主;来1:类型随着 CaM

的结合或解离 ，能使细胞'自架结构产生很大的变化。最

近作者等提出的触发 (flip-f1op) 型的调控机制就属这

一类型(图 3) ， 在 Ca 2 + 存在下 ， CaM 和结合蛋白形成

复合体后就离开细胞骨架 ;在无 Ca2+ 情况下，结合蛋白

川同细胞骨架结合。在小鸡1沙裂~ :SjL:滑肌的肌动蛋白 系

巾 ， CaM 受休 (Caldesmon) 和肌球蛋白轻链激酶是

CaM 结合蛋白 ， 形成肌动蛋白 、 肌球蛋白或细丝之间

的 CaH调控系统。在脑的微管蛋白系中 ，促进微管蛋白

聚合的 tau 因子就是 CaM 结合蛋白。在通过触 发哥哥的

微管蛋白菜合或解聚中 ， CaM 和 tau 因子均具有 Ca2 +

敏感性。

(4) CaM 作为组成单元以整合状态存在于巨大蛋

困 3 依赖 CaM 、 Co.M 结合蛋白的触发型

调控凯制

自分子或细胞内结掏成分巾， 仅仅泊除 Ca2+ 不能使之

解离。这种存在形式的典型见之子磷酸化酶 b 激酶中 。

这种酶由 α 、自 、 Y 、 6 四种亚单位组成 ， 其中 δ 亚单位

就是 CaM。

以大脑皮质为例，沉淀巾的 CaM 占全部 CaM 的

27% ，在肾和牌的组织中所占的比例高达 40-60% 。

· 这些数据说明，沉淀中的 CaM 起着重要的作用。 因

此 ， 有人对脑的膜组分(以突触膜和微校体膜为主〉进

行了分离提纯 s 先用 TritonX-100 使 97 %的 CaM 溶

解出来， 接着上 DEAE-纤维素和l氟奋乃静(CaM拮抗

剂 〉亲和层析柱提纯。按分子量， 生物活性 ， Ca2+ 有无

对结构的影响和 Ca2+敏感性等四条标准进行鉴定 ， 发

现所得蛋白质同上消液中的完全一样。另外， 根据

TritonX-100 可使 CaM 溶解出来的事实 ， 推想它是以

整合在膜脂质中的所谓内在性(intrinsic )形成存在

Watterson 等在性状转换和细胞增殖过程 中都注意到

了 CaM 增加的现象。另一方面在用实验肝 癌(Morris

hepatoma)的实验中， 发现 CaM 总含量没有变化， 仅

随细胞增殖其在上清液和沉淀两才目中的分布发 生改变

(表 1 )。增殖速度越快， 上消液中的 CaM 越多。在正

常肝 I:þ CaM 在沉淀里的比例高， 上消液里要低一些。

袋 1 实验肝搞组织的 CaM 浓度

μgCaMjg组织 ! 上清液 l μgCaMjmg 蛋白
组 织 』 一一一一一一一一→一→一一一←」一一一一---1 二一一一一一-一一一一一一一一一

! 」二清液中 ( 沉在 中 | 合 计 ! 沉 淀 | 上清液中 ! 沉淀中
正 常肝 I 46 .7 土 0.8 i 5 7.7土 3.8 í 104 .4 土 4 .11 M1 | 0. 567±0.07 | 0·927 土 0.073

9633 I ω±u i 川土川 [ 93.2土 1.川 川 I 0.740 土 。 . 033 I 0.631 :t O. 017 

3924 A I 肌 5土 3 · 9 1 比3土 0· 5 | 肌8土 4.叫 9. 83 2 . 63 士 0.10 i 0 . 709 士。 .0 12

注 : 3924 A是增殖极诀的肝癌。 9633 是迟缓肝癌。
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Evain 等报道培养的中国田鼠卵巢细胞(CHO 细胞)，

上清i腹中的 CaM 随着细胞密度增加而增加， 沉淀中的

则相应减少。根据他们的实验， 说明 CaM 的分布与细

胞增殖和细胞间的接触抑制有关。

1978 年 ， Dedman 用不加任何化学修饰的大鼠辜

丸 CaM 免疫山羊 ， 成功地制备了抗体。次年 Wallace

等报道， 用 1-氟一2 . 4 -二硝基苯(DNB)作用半抗原牛

脑 CaM，使之 DNB化，从免疫的兔中得到了抗体。最

近 ， Wall ace 寄:推荐更易推广的用经甲酸处理 的抗原

来lbU备 CaM 抗体。虽然很难确定用各种不同免疫方法

得到的抗体是否相同 ， 许多研究室都报道了用各自抗

原建立的放射免疫定盟法但实验应用的例 子少得出

奇 ，因此可以说几乎没有。 CaM 组织分布的系统结果。

唯一的能反映细胞内分布的例子是小脑细胞组分内

CaM 的定量(表 2 )。

表 2 大鼠小脑中的 CaM 分布

CaM含量 (μg/mg蛋白)

小脑 9. 5 

核 6.7 

线粒体 4.4 

微粒体 19. 3 

细胞膜 11.0 

突1M!上清液 13.4 

多核糖体 3.6 

神经微管蛋白 < 0.002 

突触膜 10.6 

突触后膜致密处 30.8 

表 3 粗微粒体组分中的 CaM 含量

I CaM (Ilg/mg蛋白〉

|Lindm等的结果lsobue 等的结果

祖微粒体组分 i 97 . 7 I 0. 59 

粗被膜小泡组分 73 . 3 

纯化被膜小j包 1. 6 

注 g 组分部用含整合剂 (EGTA)的缓冲液提纯 。

一般用放射免疫测定法队品的 CaM 定量值要比

酶法所得的高 出 2~200 倍(表 3 )。 按 Linden 等的方

法 ，祖微粒体组分中得到的定量值是 97 . 7 昭/mg 蛋白 ，

粗被膜小泡组分l书是 7 3 . 3 陆/mg 蛋白 ， 分别占各自 组

分总蛋白量的 9 8 %和 73 % 。作者等制备的微粒体 CaM

(沉淀 I下II}~ CaM)乡ë化后的测定值为 0 . 5 9 陆/mg 蛋白 ，

与上述数值相差 166 倍。尽管:l:!]l;纯微粒体 CaM 的方法

组 分

不一样， 这个差别还是太大了。 当前必须解决的是放

射免疫测定法中的抗体专一性问题。 酶怯也同样要解

次专一性的问题。

将 CaM 抗体应用于免疫组织学的定位工作已有

报道。在脑中抗体染色只局限在神经元 ， 其特点是突

触部位中突触后膜细胞质一侧染色明显， 在突触前膜

丰口小泡中反应弱。 从细胞质总体看反应很弱。在小脑

蒲肯野氏细胞和颗粒细胞中 CaM 局限于核糖体 、 粗糙

型面内质网 、 光滑型内质网和核周围部分 ， 但在粗面

内质网腔和高尔基体中没有反应。在神经轴索部位 ， 已

证明滑面内质网、 小泡以及线粒体中有 CaM 存在。

在大鼠肝中 ， 细胞质 、 核和细胞膜同 CaM 抗体有

染色反应，特别是已证明细胞质中 CaM 的分布同桩'原

颗粒的分布相一致。 这也许是因为同参与糖原代i射的

酶有关。 磷酸化酶 b 激酶是一种糖原代谢酶， 其存在

方式属于上述( 4)型。此外还有糖原合成酶激酶，这也

是 CaM 依赖性酶 ， 同 CaM 的结合形式是 Ca2+ 依赖性

结合， 其存在方式应属 (1)型 ， 但因其分布局限于原糖

颗粒内， 还是考虑为 (4 )型较好。

在肌肉中，有的同肌内质网 、 细胞脏和线拉体起

反应， 有的同 I 带有反应， 因为 I 惜中有糖原颗粒和

肌内质网。有报道认为在肌内质网中 CaM 起调节 Ca2+

泵的作用 ，推测其与红血球膜的 Ca 2 + 、 Mgl+ -ATP 酶类

似， )应属于 (2 )型。 在肾土l尿皮质 I:j-I ， 从细胞质到核广

泛地与 CaM 抗体起反应。 以地主E米松处理大鼠，可增

强肾上腺皮质细胞核中的反应， 如经 ACTH 处理， 则

变化更明显。 提示 CaM 可能是依赖 ACTH 的 RNA 合

成的调节因子。 但也有报道否定核中的 CaM 抗体反

应 ， (主是否因使用的抗体不同所致， 有待今后作进一

步的研究。

细胞核中另 一个受人注目的问题是依赖 CaM 的

DNA 合成。 Boynton 等选用火鼠肝 T 518 细胞 ， 看到

了在 DNA 合成中细胞外液必须要有 Ca 2+ 存在 的 现

象， 探讨了由 Ca2+ 产生的 DNA 合成开始的指令是通

过 CaJ+-CaM 来实现的可能性。 有报道说 ， CaM 抑制

剂氯丙l察和三氟H比啦嚓可抑制依赖 Cal+的 DNA 合成

的开始， 但添加 CaM 可，恢复。在用无伤细 胞的实验

中 ， 疑问不少， 有待于今后进一步的研究。

在线粒体中 ， 已用抗体法 确定了 CaM 的分布。

Pardue 等又设计了用罗丹明染料标记的 CaM(CaM

RITC)来检测细胞内结合部位的方法， 也得到同样的

结果。他们报道， 若在根尔 r~林处理过的成养的纤维

母细胞中加入 CaM-RITC， 可发现线中立休首先而且是
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Ca H í-t' 、 JI~1 'Ì~:1也被 ;:J ;I) 印j染料着色，提二J;线粒休 l:þl存在

CaM 结合蛋白。然后将线粒体可溶性蛋白上 CaM 亲和

层析柱， 最后可分离出依赖 Ca2+ 结合上的 120 ， 000 和

67 ， 000 道尔顿为主的蛋白质， 以及 100 ， 000 、 60 ， 000

1才 140 ， 000 道尔顿的蛋白质。这些是否都是 CaM 结合

蛋白还不清楚 ， 但有意义的是显示了线粒体可能有新

的功能。这种 CaM 存在方式是(2)型。 细胞膜上的阳

性反应有(2)型和(4)型。 b 型包括所有膜结合性的

Ca2 + 和 CaM 依赖酶。此外也还有膜的 CaM 结合蛋白。

哺乳动物所有组织都有 CaM 结合蛋白存在 ， 其中以脑

和肾上腺中最多，在脑月1 的 ， 突触部位也不少。作者等

在此结合部位分离 t1:\ 并提纯 240 ， 000和 155 ， 000 道尔

顿的蛋白质。这一结果和突触部位特别是突触后膜部

的 CaM 分布很一致。用 CaM 抗体染色兔或土拨鼠精

子时 ， 在未显示顶体反应 (acrosome reoctim) 的精子

巾 ， 除了顶体外，头部后方、 鞭毛的基部和端部也都

能着色。随着顶体反应的 进行， 顶体 中的 CaM 消

失 ， CaM 从精子头部转移到游离的膜部分中去。{旦未

发现在其他部位 CaM 分布的变化。这提示精子获能时

的 Ca2+ 调节机制与 CaM 有关。把精子分成头部和尾

部， 然后用酶法定量也取得同样的结果。

在培养细胞的实验中 ， 细胞骨架蛋白和 CaM 的关

系 ( 3 型 )， 据 Dedman 等报道，在 ST3 细胞或成纤

维细胞等以肌动蛋白为主要成分的细胞中 ， 可看到沿

张力纤维有荧光抗体反应的现象。像 HeLa 细胞那样张

力纤维不明显的细胞 ， 细胞质荧光呈弱的弥漫性分布。

但是两者都没有显示出在核内的分布，这同 Harper等

的结果不一致。 Welsh 等和 Anderson 等都显示 CaM

特异性地分布于细胞分裂中的有丝分裂器上， 并注意

到j CaM 可能同参与细胞分裂的微管蛋白有关联。用

3T3 细胞的实验结果表明 2 细胞分裂前期， CaM 13: 
染色体周围和细胞质中旦弥漫性分布， 进入前中期开

始变为沿纺t剧本分布。 在中.期和后期转到纺锤体和中

心粒上， 并慢慢向两极移动。在末期只分布于两极，

而且分裂沟也无免疫荧光反应。 但分裂沟能与肌动蛋

白抗体起反应， 所以这时期的肌动蛋白至少在分裂沟

中与 CaM 没有直接的关系。

用各种抑制剂的实验也证实了这一点。 用肌动蛋

白抑制剂细胞松弛素 B处理， CaM 分布没有变化，用

微管蛋白抑制剂秋水仙胶处理，则引起分布的变化，

有丝分裂 ~:4主要由微管构成 ， 1 日 72 年 Weisenberg 报

道体外微管重建获得成功， 这重建系由 μM 量级的

Ca2+ 控制聚合和解聚，人们才开始注意微笆'中的 Ca2+

感受性因子。 Marcum 等根据提纯的微 营 中若添加

CaM ， t会出现 Ca2+ 敏感性的现象， 提出这一因子就

是Ca"v1 Kumagai 等报道 CaM 和微管蛋白 〈二聚物 )

1: 1 结合能控制微管蛋白的聚合和解聚。 另外 ，作者等

在鉴定 CaM 结合蛋白的研究中也发现 ， 微管聚合促进

因子(微管结合蛋白)之一的 tau 因子就是 CaM结合蛋

白， 并弄清了就是图 3 的触发机理调控着微管蛋白的

聚合或解聚。

免疫组织化学的结果同 Kumgai 等以及作者等的

结果未必一致，然而两者在提示 CaM 和微管蛋白有联

系这一点上则是相同的。在生化鉴定中微管蛋白或 tau

因子同 CaM 结合有解聚意义 ， 但很难考察微管周围的

CaM 抗体反应性。 不管怎样，微官'周围 有 CaM 的可

能性是存在的，从免疫组织化学鉴定结果看也是如此，

不过问题不少，固定方法和包括 Ca 2 + 在内的固定条件

等都是今后需要研究的课题。

Schliwa 等用经表面活性剂处理的猴 BSC-1 培养

细胞的细胞骨架作材料， 观察到添加 Ca2+ 所造成的微

管解聚可被 CaM 抑制剂所抑制。 CaM 同肌动蛋白的

关系，根据细胞分裂时 CaM 抗体分布与肌动蛋白分布

的不一致，是否定的。 但把静止期张力纤维周围的

CaM 抗体反应以及 CaM 通过小肠微绒毛中心部 1l0K

蛋白 (Ca2+非依赖性 CaM 结合蛋白 )同微丝〈以肌动蛋

白为主〉结合的事实放在一起考虑， 那么仅用免疫组织、

化学方法对比还不能下结论。 CaM 通过 CaM 受体或

肌球蛋白轻链激酶等 CaM 结合蛋白同肌动蛋白的间

接联系已经证明， 但是否由图 4 的触发型机理调控，

目前的免疫组织化学的方法还不能肯定。

综上所述，有必要依据 CaM 的存在方式 ， 动态地

掌握 CaM 的分布。从 CaM 定量法jlJ CaM 分布检测 ，

无论是生化方法还是免疫学检测方法都还有问题， 只

从一个侧面是弄不清楚的。 有待今后以新的方法从多

方面进行研究。

|二海市计划生育科学研究所

徐万祥译编辑部校审

[蛋白质、核酸 · 酵素 198 2 ， 27 ， 2291~2;nOI J 
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