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应用免疫荧光细胞化学方法研究 src 基因产物

与细胞粘着斑的分子相互关系

何大;登 i王璧仁

(北京师范大学生物系细胞生物学研究室 )

细胞癌变原理是肿瘤研究中的关键问题。

虽然 196 9 年已提出"癌基因"假说，但由于癌变

过程的复杂性及技术上的限制，长期以来进展

较慢。七十年代中期以后 ， 由于分子生物学理

论和技术的迅速发展， 人们采用 DNA 重组技

术、 基因分离和转染技术、 限制性内切酶图谱

分析及核酸序列分析技术， 直接深入到分子和

基因水平来研究癌变，取得了令人瞩目的进展。

其中"癌基因 "(oncogene)的发现和研究翻开了

肿瘤分子生物学新的一页。但无论如何，肿瘤

的发生是一个发生于细胞水平的事件。从癌基

因到肿瘤的各种表型之间有着一系列复杂的环

节。这里只介绍应用免疫荧光技术 研究 src 基

因产物与细胞粘着斑分子相互关系的情况。这

一研究结果， 不仅对揭示肿瘤发生机制是很有

价值的， 而且在另一方面，它显示了传统的细

胞化学技术在分子生物学这一新兴领域中仍然

是一个重要的 、 难以取代的工具。

转化蛋白 pp60 . rc 及其在粘着斑

(adhesive plaque )的定位

"转化"( tramsformation)概念的真正含义

迄今仍不甚明确。 可以说， 实际上我们就是用

本文在中国细胞生物学会 子昆明举办的第一届细

胞化学( 4 月 19 日- 23 日 ， 198 5 年)讨论会上宣读。
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这个不很确切的概念来描述一个我们尚不确切

知道的过程。正常的细胞经历这-过程， I'tjJ 出

现一些有典型性的， 原来相应的正常细胞所不

具备的特征。 这些特征包括: ①细胞形态改变

(趋向圆形、 高折光)，②膜活动性加强， 微绒

毛增多， ③生长的贴壁依赖性减弱或消失， ④

接触抑制丧失，⑤获得无限增殖的能力，⑥获

得在软琼脂上生长的能力 ， ⑦移植到同种系或

经免疫抑制的动物体内具有成瘤性。除这些以

外，还有细胞表面抗原和凝集行为的改变等。

这些何征并不一定全部出现， 通常认为这与转

化的程度或过程有关。轻度的转化只表现较前

面一些特征，随着程度的加深， 依次表现出更

多的特征。软琼脂的生长，特别是移植后的成

瘤性则被认为是恶性转化( neoplastic transfor­

ma t ion )的指标。但正如本文后面将提到的，这

些转化特征实际上未必具有这种递进的关系 ，

某些特征很可能是互相独立的。

转化除表现有不同程度外，也可有不同的

途径。如化学诱导转化、 病毒诱导转化及自然

转化等。这里仅以大家所熟知的劳斯肉瘤病毒

( Rous Sarcoma Virus 简称 RSV) 诱导 的转化

为例。该病毒只有 4 个基因 ， 其中一个是可以

引起细胞转化作用的病毒癌基 因即 src 基因 ，

其转录产物是一种磷酸宦 白质( phosphopro­

tein , pp ) ， 分子量约 60 kDa，故命名为 pp 60. rc 

蛋白。它具有酷氨酸磷酸激酶活性， 可使自身

的或其它底物蛋白的酷氨酸磷酸化 [ 1 ] 。 实际上

人们往往就是从磷酸化程度的变化来推测某一

蛋白是否为 pp60. rc 的靶物 [2] 。

关于 pp60 src 的定位 ，最早的研究认为转化

细胞的 pp60 . r c 存在于细胞质中 [ 3 ] ，后来也有一

些实验证实了这一点。 用荧光免疫及免疫电镜

技术进一步检测到 pp60 . rc 在细 胞与细胞接触

处存在于细胞膜的内侧[付。而用免疫荧光显微

术与反射相干显微术结合的研究进一步表明 ，

在组织培养细胞的底面 ， pp60 . rc 集中存在于某

些特殊区域 ， IìjJ粘着斑(adhesive plaque)处[ 5 ] 。

粘着斑是细胞膜与支持物表面最靠近的部位。

反射相干显微镜是直 j主 观奈和li着坷的有力工

具[6] 。 在这种显微镜中， 样品在洁身J 照|归下产

生的反射光线经过 迭加 干涉而呈现不同的明

暗。根据不同的灰度， 人们可以接近定量地判

断出细胞底面各处与支持物之间的距离。粘着

斑表现为颜色最深的黑色 斑点。 以抗 pp60 "'c

抗体显示的荧光部位与这些黑色斑点恰相吻合

〈图 1- 3) 。 此外， 借助于粘着斑与基质紧密

结合的性质， 可获得分离的粘若斑结构[ 5 ]。用

荧光免疫或双向凝胶电泳方法都可显示这些分

离的粘着斑中仍有 pp60 RCC 存在。用 RSV 温度

敏感突变株进行的研究发现， 在许可性温度培

养时， pp60 src 可在粘着斑检出; 在非许可性温

度下则不能检测到。

然而粘着斑不是 pp6 0 . rc 存在的唯一位点，

在胞质、 细胞膜内侧 、 细胞之间接触处都可检

测到。 、特别是这几种分布形式在细胞的不同生

长状态下和生长过程中是可以互相转变的[ 7 ) 。

如当 RSV 转化的 NRK 细胞生长在不利于铺展

的条件下时， pp60 . r c 主要分布于质膜内侧。而

细胞间接触点的结构有可能是以粘着斑为前身

形成的。所以可能这几种分布是互相关联的，

而它们又各自控制一些特定的转化表征。

二、正常细胞的粘着斑

粘着斑不仅是一种细胞附着的特殊位点，

而且有其特定的结构、 成份与功能。

1. 粘着 斑是 细胞 骨架 ~I{:-利l 主 要成份

一一-张力纤维的终止处。 张力纤维是由肌动蛋

白微丝及多种肌 动蛋白结合蛋白形成的纤维

束。通常在接近细胞底而处沿细胞的长轴分布。

我们用含有丰富张力纤维及粘着斑的培养的

印度黄鹿成纤雄细胞 ( Indian Muntjac fi bro­

blasts)做原位定向超薄切片及整装提取电镜观

察， 都可清楚看到张力纤维在粘着斑处轻微发

散并伸展到细胞膜上[ 8) 。 当用细胞松弛素 B

(CB)处理时，由于其它部分的张力纤维逐步崩

解和细胞收缩， 粘着斑显得更为突出 (图 4-

6 ) ， 此时进行离心去核， 则在粘着斑处多形成
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微 )J包质休( microcy toplast的。张力纤维在细胞形

态 、 铺展和运动方雨的功能都需通过粘着斑而

得以发挥。有人还认为粘着斑可能起张力纤维

组织者的作用。

2. 用免疫荧光抗体技术可以 检测出

vinculin 存在于粘着斑[叫。这是一种 130kDa

的蛋白质，虽然已有人认为它是一种固着蛋白

连接肌动蛋白丝于质膜， 但 vinculin 本身不是

膜蛋白，因此可认为它是肌动蛋白和膜内组成

成分之间的连接物。 平均 每 1. 500一2000 个肌

动蛋白分子有一个与 vinculin 结合的高亲和性

位点。 者来它似乎是结合在肌动蛋白微丝端点

的一种封端蛋白 ( cappingpl'oteir吟， 但是由于可

能有少量其它蛋白的干扰， 其功能还不能十分

确定。显微注射的 vinculin 也会聚集到粘着斑

处[1 0 J 。 除 vinculin 外， 粘着斑处还有 α一辅肌

动蛋白 (α-actinin)等存在[IIJ 。

3. 在细胞内部，粘着斑与细胞外基质，特 '

别是 粘连 蛋 白 (fibronectin) 的空缺处相接

触( 1 2 J 。 粘连蛋白为线形的糖蛋白， 约 220kD趴

在细胞外呈纤维状分布，并与细胞内张力纤维

的分布相互吻合， 另二有相互诱导排列的作用 。

粘连蛋白纤维在细胞表面的分布及走向， 似乎

是以细胞膜内的张力纤维为"轨道"的。 ， 若以

CB 破坏张力纤维，则粘连蛋白的纤 维也被扰

乱，并从细胞表面脱落，反之， 若以蛋白 酶去

除粘连蛋白时， 张力纤维也发生、变化。而且，

不仅细胞内有序排列的张力纤维可诱导细胞外

粘连蛋白发生定向排列。反过来， 事先得到有

序排列的粘连蛋白纤维也可诱导细胞中张力纤

维的有序排列。这种从细胞到细胞问质再到邻

近细胞的有序性的传递，肯定在细胞的群体行

为， 特别是在组织形成等过程中，起着重要的

作用。

三、 RSV 转化细胞的粘着斑

RSV 转化|细胞的某些表型特征显示出与粘
着斑有关 : i 

1. 转化店细胞中部的张力纤维破坏，细胞

变圆 ， 粘着斑形态变得更加不ilfi则。

2 . 粘着 斑内 vinculin 的酷页F0碗酸化增

加〈约比正常时增加 1. 0 倍 ， 即约达 15一20% ) 。

3 . 细胞外周部与支持面的1古老力下降，粘

连蛋白也不再聚集。此种蛋白之受到重视， 最

初就是因为发现其在癌细胞上显著减少。这可

能部分地由于转化细胞可增强分泌一种能够水

解粘连蛋白的酶。有人把荧光标记的粘连蛋白

与明胶混合做成基质， 当在其上培养正常细胞

时， 荧光很少变化，而当培养的是转化细胞

时，则可看到在粘连蛋白被分解的部位形成无

荧光的黑斑[1 3] ，黑斑的位置恰与粘着班相 符，

也与 vinculin 的存在部位(可用带有另一种颜

色荧光的抗体显示)相符[图 7 一11J。外加粘

连蛋白通常可使转化细胞形态趋向扁平， 贴壁

铺展加强。

4 . 转化后 pp60"'" 主要存在粘着斑为了

研究 pp60"C 的功能， Anderson 等人除了使

用野生型 RSV 外， 还采用了一系列 src 基因缺

陷的突变株t叫， 它们丧失了 pp6 0 src ~因的部

分功能，故只能表现部分转化特征， 称为部分

转化突变株。在许可性温度下只表现部分转化

特征的温度敏感突变株， 称为部分转化强度敏

感突变株。兹以上列四个与粘着斑有关的转化

特征为指标 ， 各种突变相;烈·化的结果( 1 5J归纳如

表。

表中所列的几个 捐 标， pp60 "'c 、 张 力纤

维、 vinculin 和粘连蛋白的位置都是用免疫荧

光法， 分别以兔抗 pp6 0 "' c ， 兔抗 filamin ， 豚

鼠抗 vinculin 和兔抗人粘连蛋白抗体显示的。

CEC 为正常鸡胚细胞， SR-CEC 为完 全转化

株 ， tsNY 68 为完全温度敏感株。 其它几个则

为部分转化及其混度敏感突变株。实验结果中

最值得注意的是几个部分转化株的表现。仍按

上述 4 个指标来者:

(1) pp60 . rc 在转化细胞应定 位 于粘着斑

上。而 CU12 未检出 ， 细胞也未呈圆形， 而是

梭形的。特别应当提到 ， 另外的一些实验表明 ，

凡粘着斑上无 p:p60 "'c 检出的部分转化细胞，也
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各种 RSY 突变株感捷Z常琦胚细胞(ÇEÇ) 引嚣的转化作用寝征

工孟二二芝?土 | ttfl2222| 222JJZFt自JlE;再1 233
正常细胞 I CEC-37

0 I 一 I + I - I + I 正常 、扁平!
部 I CU2-3 5 。 + + + 

t sCUJ1- 3 5 。 + 

转 tsCU J1-42 。 + 
化 CU12-35 。

株 RDI O-37 。 + + + 
7兰巳y 

SR-CEC-37 。 + 
全

化转 tsNY 68-35 。 + 
tsNY 68-42 。 + 

株

多是梭形的。

(2) 张力纤维。 转化细胞应无完整的张力

纤维组织。 而 CU2 和 RDI O 都有较好的张力

纤维， 虽然前者在软琼脂上生长很差， 而后者

生长良好并有致瘤能力。

(3) vinculin 磷酸化，在转化细胞应有增

加， 但在 CU2 未被检出 。 CU12 也值得注意，

因为其 vincu lin 磷酸化虽有增加d 但 pp60" C

并不同时存在于粘着斑上。

(4 ) 粘连蛋白，在转化细胞应不积聚。但

CU12 细胞仍有积聚， 且细胞为梭形， 然而这

不妨碍其具有软琼脂生长能力及其它转化细胞

的行为。

如果我们集中对 比 CU2 和 CU1 2 转化的

细胞， 就会发现这种"不一致"现象更为明显，

即一方面在 CU12 转化细胞尽管 vinculin 中酷

氨酸磷酸化程度很高，在软琼脂内生长很好，

pp60 src 却不结合在粘着斑上， 并且细胞是梭形

的， 细胞外有粘连蛋白聚积。 另一方面• CU2 

转化的细胞却相反. pp60src 存在于粘着斑 ， 但

vinculin 磷酸化未有增加。 表中未列入的一些

部分转化株的实验也证实有这种情况。

四 、 总结

上述研究表明， 癌基因产物 pp60 src一粘着

斑-转化表型之间， 确实是有密切关系的。在

PP60"c 与粘着斑之间，至少具有二个独立的分

扁平、有1包 +(弱)

+ 近乎正常 + + + 

+ 正常

+ + 梭形 +++ 

+ 扁平 +++ 

+ 圆形 ，折光 + + + 
+ 圆形 ，折光 + + + 

+ 正常

子事件。一个是 pp60src 对 vinculin 上酶氨酸

的磷酸化。 这当然需要有磷酸激酶的活性，同

时 pp60 . rc 定位在粘着斑也应 当是需要的。然

而 CU12 转化 的细胞中 pp60 . r c 不存在于粘着

斑却仍能使 vinculin 磷酸化。 说明可能有某些

机制使后一点成为不必 需 的。第 二个事件是

pp60 . rc 与粘 着斑的物 理性结合。 从 CU2 转

化的例子可以看到， 这种结合与 vinculin 的磷

酸化及软琼脂生长能力无关， 而只是与粘连蛋

白的丢失及细胞形态等有关。

由此可以认为. pp60 sr c 是一种多功能的蛋

白质， 它的上述两个特性分别伴随着 ， 甚至可

能是分别导致一系列独立的转化特征。 src 基

因应有特定的区段分别为之编码，那些部分转

化株即是损坏了有关区段的功能[ 1 4] 。 实际上，

最近确实发现. PP6 0"'cC-端的 52 K 具有酷氨

酸激酶活性， 而 N-端的 8K 段则是疏 水性区

段， 有利于定位在膜上[叫。

pp60 . r c 对细胞转化表型的作用途径，可以

大致归纳成下面这样一个简图 [ 7 ] : 

户vincuIin 一I~生长特性改变
+酷氨酸I -?川 蛋白_I """_ 或形成肿瘤
激酶 l

I-?其它蛋白 -• ? 
pp 60srcl 粘连蛋白+一

性合到 张力纤维+
+粘着斑一→ I....，._转化的形态

粘 着力+

细胞运动+ 一
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当然，这里还有 许多问题 尚未 解决。如

vinculin 的磷酸化可能影响到肌动 蛋白的聚合

及其在膜上的停泊，从而也影响到细胞的形态;

此外 pp60 src 尚可磷酸化另外的底物，如 filam­

in , vimentin ， αactinin 等 ， 这对细胞的生长

或形态是否和怎样产生影响等，都还有待进一

步的探索。
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编者接z 本文是 Sander 教援 85 年 10 月在上海细胞生物学研究所的学术报告的全文。 从生机论和机械论讲起，

在谈论了对种质学说的争论以及所产生的影响之后， Sander 敏授以昆虫为对象， 报据地论述了在那以后如何设

想基因在发育中起作用 。 报告不仅有系统性，并且包含着-些使人避-步思考的问踵，值得向读者推荐。对此有

兴趣的读者还可，考本刊创刊号<1 979 年〉刊登的"遗传和发育的研究分久必合"-文。

基因在个体发育中的作用一-从

1885 发展到 1985 的历史性概述·

K. Sander 

〈富来堡大学生物系 1 ， 德意志联邦共和国)

1. 前盲

目前， 有很多生物学方面的工作着眼子实际应用 ，

但是不应该忽视的是， 纯理论研究曾经左右了人们对

自然的看法， 进而影响了人类历史的形成。 为此 ， 值

得回顾一下生物学概念的发展过程， 以便在提出自 己

的实验设计时从中吸取经验教训一-不管怎么说， 这

是一个吸引人的题 目 ， 尤其走随着年龄的增长，能让

自己的思维从日常工作中的迫切问题解 脱出 去的时

· 本文基于 1985 年 10 月在中国科学院上海细胞

生物学研究所举行的"中国-联邦德国发育生物学进展
讨论会"之后所做的报告。作者对细胞所尤其是庄
孝德、 曾弥白教授的热情好客表示衷心感谢。同时也
分别向允许我使用插 图 8 、 9 、 1 3 、 16 的 Springerj Heid­
elberg 出版社和 允许使用图 1 0a 的 Thieme/Stutt~art

出版社表示谢意q
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