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生物细胞中钙调素分布研究及其意义

李家旭 手j、大业

(河北师范大学生物系)

钙调素 (Calmodulin，简称 CaM)是一种多

功能的钙受体蛋白，参与动植物细胞中多种酶

和生理过程的调节。研究细胞中 CaM 的 分布

是阐明 CaM 生理功能的一个重要手 段。体外

验证的 CaM 的某些作用只有在生物体内相 应

功能部位被确认存在 CaM 后，才有真 正的生

物学意义。另一方面， 如果细胞内某一部位有

CaM， 那么这一部位的某些生理过程就可能与

CaM 有关或受其调节。 如 Means 等在以免疫

荧光法研究分裂细胞内 CaM 的分布 时， 观察

到 CaM 特异地定位在纺锤 体 上， 他 们 推测

CaM 可能是通过调控纺锤体微管的解 聚而参

与染色体运动调节。由此， 进一步研究终于发

现 Ca2 + • CaM 可以调节微管的解聚 与 聚合。

可见， 研究 CaM 在细胞中的分布不仅 对于揭

示细胞内 CaM 的作用位点有重要意义， 而且

由分布研究中获得的信息还可以为进一步深入

探讨 CaM 的功能指明方向。 目前已知 CaM 广

泛地存在于各种真核生物中，这反映了 CaM 在

细胞生命活动中的重要性。 CaM 的 各种细胞

生理功能正是 CaM 亚细胞功能的整合表现。

通过研究 CaM 在亚细胞结构中的分布 有 助于

阐明 CaM 功能多样性的结构基础。本文 根据

近年的文献资料并结合我们自 己的工作， 着重

介绍 CaM 定位的研究方法 及动植 物 细 胞中

CaM 的分布， 同时就各种亚细胞结 构中 CaM

的一般功能作一概述。

-、 CaM 分布的研究方法

目前已应用于研究 CaM 分布的方法 大致

可分为生物化学法和亲和组织化学法两 类 (见

表儿前者是以分级分离法将细胞中 的各种亚

细胞组份分离出来，然后分别定量各组份中的

CaM。后者则是将组织经固定剂固定后制成的

切片(或固定的培养细胞)与可专一结合 CaM

的亲合标记物作用，然后用光学或电子显微镜

观察组织或细胞中的标记物，从而确 定 CaM

的存在部位。

CaM 的生物化学方法又可分为靶酶 激活

分析法 (酶法)和免疫学检测法。酶法是基于

CaM 含量与其对靶酶激活活性成一定 的剂量

关系，以系列量标准 CaM 对某一固定量 靶酶

的相应激活活性作出标准曲线， 再测出系列量

待测样对该酶的激活活性曲线，对比两条曲线

就可得出待测样中 CaM 的含量。环核苦 酸磷

酸二醋酶(PDE ) 和 NAD 激酶是酶法测定 CaM

中较为常用的两种酶。酶法的优点是可以测定

有生物活性的 CaM， 但是易受 CaM 结合蛋 白

的干扰。

免疫学检测法包括放射免疫分析 (RIA )和

酶联免疫测定(ELlSA)两种方法。它们的基本

原理都是利用标记的抗原(CaM)或抗体与其相

应抗体或抗原结合，然后测定标记物来定量

CaM。 因此制备出专一性强、 滴度高的 CaM

抗体是免疫学检测法的前提。免疫学检测法的

优点是可以测定总量 CaM (即活性与非活性

CaM 的总和)。

生物化学方法的优点是可以定量地研究各

细胞组份内的 CaM。但是在分离细胞组 份时

很难避免不混杂其他的细胞组份5 分离过程中

造成的细胞器膜损伤也将导致可溶性 CaM 的

流失; 这些都会影响测定结果的准确性。此外

生化分析方法难以显示细胞和细胞器内 CaM

的精确分布情况。

亲和组织化学特别是免疫细胞化学方法可

以克服生化方法的某些缺点，如经过适当固运
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生物化学法

亲和组织化学法|

细胞生物学杂志 1991 年

囊 CaM分布研究方法-览表

方法 优缺点

I PDE 制备比较简便s 酶较稳定， 较易保存。
PDE 酶法|

|PDE 活性受脂类物质干扰。
酶法 I : 

|该法非常灵敏3 酶活性不受脂类物质干扰。
NAD 激酶法|

| NAD 激酶不如 PDE 易保存。

|灵敏度较高。RIA I 
|同位素标记抗原使用期较短F 检测所需试荆设备昂贵。

免疫检测法

ELISA I 工作程序较简单， 酶标记物使用期长。

| 程序简单z 染色鲜明。
免疫荧光法 |

|染色结果保存时间很短p 荧光易弥散z 有自发荧光等干扰.

CaM 拮抗荆 |程序更为简便迅速z 可观察活性 CaM(Ca1 + . CaM )的分布。
光镜水平 | | 

荧光法 |该法专-j尘不如免疫荧光法。

| 染色结果能长期保存; 可作对比染色。
免疫酶标法 |

|组织内源酶会干扰酶标染色z 酶底物大多有毒。

j~~~~~叫镜找出阳性问位阳电镜叫一步观察酶标
|酶反应产物常弥散， 并会遮盖部分超微结构。

| 定位比较精细， 可对抗原作半定量分析。
铁蛋白法 | 

电镜水平 I "'=~.~ I 铁蛋白不如胶体金易观察辨认，并对树脂有非特异吸附。

定位精细s 可对相关1fL原进行双重或多重免疫标记z 可对抗原

金标法|作半定量分析。
肢体金有时会漂移。

可以防止处理过程中细胞内 CaM 流失或再分

布， 利用免疫电镜技术可以观察细胞器中CaM

的精确分布。因而免疫细胞化学方法在 CaM

分布研究中被广泛采用 。

做研究 CaM 的精确分布，还需要免疫 电镜技

术。免疫电镜中常用的标记物有辣根过氧化物

酶、 铁蛋白和l胶体金等三种。能否使组织材料

的抗原性和超微结构都保存良好是如疫电镜技

术的关键。免疫荧光技术是定位 CaM 的一种 常用方

法。它是对固定的组织切片或 细胞以 CaM 抗

体进行荧光标记。最近又发展了一种以显微注

射方法将荧光色素标记的 CaM 抗体注入生活

细胞中 ， 进而观察大型活体细胞中 CaM 分布

的新技术[1 ] 0 CaM 拮抗剂 TFP(Trifluoperaz­

ine) 、 CPZ (chlorpromazine)和 FPZ ( fluphenaz­

ine) 与 Ca2 + • CaM 复合体结合后，经光氧化可

产生荧光。利用这一特性就可以观察组织细胞

中 Ca2 + • CaM 的分布[2]。除荧光法外， 在 光

镜水平，免疫酶标法也是定位 CaM 的一种较

常用的方法。

荧光和一般光学显微镜的分辨力很有限。

上面提到的这些方法各有优缺点(见表) ，

不可互相替代。只有结合并用 ， 取长补短，互

相印证 ， 才能全面地认 识细胞内 CaM 分布的

真实情况。

二、细胞内 CaM 的分布

1.动物细胞中 CaM 的分布

CaM 分布可因不同的细胞类型而有所变

化。将鸡胚成纤维细胞分级分离为细胞核、 线

粒体、 j在酶体、 微粒体及地质等部分，用PDE

酶法和 RI{\ 分别测定 CaM ， 结果表明各 部分

均有 CaM~ 其中以溶质部分 CaM 最多 [3] 0 Lin 
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等[4 J用免疫酶电镜研究大鼠小脑 Purkinje 氏细

胞和颗粒细胞时则发现， CaM 主要分布在核

膜、 内质网膜、质膜、线粒体膜和突触后膜等

内膜结构以及游离的和结合态的核糖体上。他

们认为 CaM 可能是在核糖体中合成， 然 后释

放到细胞溶质中再与细胞器膜发生作用。在由

大鼠肝分离得到的线粒体中， 用肢体金免疫电

镜可在线粒体内膜和基质上定位到 CaM[ 5 J O 新

生的山羊精子细胞中 ， CaM 被定位在细胞核、

细胞质及发育着的顶体上， 在精子发生和附皇

成熟过程中， CaM 转移到细胞核周围 ， 最后

集中在顶体后区域[町，这种伴随精子发育过程

CaM 分布发生规律性变化，表明 CaM 可能参

与精子发生和成熟过程。

在细胞周期的不同时相 ， CaM 分布也不

同。 用免疫荧光法观察一些动物培 养细胞中

CaM 分布时发现[ 7 J: 在间期 CaM 主要分布在

细胞质的纤维性结构上，到了前期 细 胞质中

CaM 则变为弥散状分布，前中期时 CaM 主要

分布在半纺锤体上，中期及后期 CaM 转移到

染色体与 纺锤体极之间 ， 而末期则只在两极

有 CaM 分布。这些结果揭示 CaM 可能参与了

有丝分裂过程中染色体运动的调节。用铁蛋白

免疫电镜定位方法， Willingham 等问研究了

一些动物培养细胞中 CaM 在超微结构 水平的

分布。与前者免疫荧光观察相似， 在间期细胞

中 CaM 也是主要分布在细胞溶质，但 CaM 在

微管组织中心比较集中。分裂期细 胞中 CaM

集中分布于中心粒周围区域， 到了晚末期CaM

则聚集在两分裂细胞的细胞间桥 (intercellular 

bridge)末端， 而其间的中体大部分 无 CaM。

这表明 CaM 可能对细胞分裂过程中微营的组

装有调节作用。

一些剌激因子如激素可使细胞内 CaM 分

布发生变化。 Harper 等 [9 J观察到， 大鼠肝细胞

中细胞质有密集点状的 CaM 荧光， 质膜及

细胞核中也有 CaM 荧光。 有趣的是在给大鼠

注射促肾上腺皮质激素后，细胞核 中 CaM 荧

光明显增强。他们认为 CaM 可能参与 了 激素

作用于核过程的调节。 Conn 等 [10]用 RIA 法

测定大鼠垂体匀浆物各部分 CaM 时也发现，

促性腺激素释放激素可剌激 CaM 从细胞溶质

向质膜的再分布。 Serratosa 等 [11]通过 部 分切

除大鼠肝以诱发细胞增殖，结果肝细胞核中

CaM 水平增加了约 3 倍， 同时细胞核中 CaM

的分布也发生了变化。

2. 植辅细胞中 CaM 的分布

植物 CaM 一般是在生长活跃、积极进行

分裂的细胞中比较多。 Lin 和孙大业等[12 ， 13 J用

酶标免疫组化方法定位植物组织 CaM 时发现 z

玉米根尖中 CaM 主要分布在分生组织细胞和

根冠细胞1 Allan 和 Trewavas[ l4]用 NAD 激酶

法也发现， 豌豆根尖分生区细胞和根冠细胞中

CaM 水平远远高于其他部位。 最近我室用酶

标法在小麦上的研究表明 E 根尖未成熟的导管

原始细胞，成熟茎维管束的筛管细胞以及导管

周围的活细胞中 CaM 较多，这说明 CaM 可能

与植物输导组织的运输功能有关。，

Vantard 等 [15 J对绣球百合胚乳细胞进行免

疫荧光观察发现: 间期细胞中 CaM 呈弥散状

分布E 随着前期的开始， CaM 逐渐 地集中在

星状的微管组织中心， 中期后， CaM 主要分

布在着丝点微管束上F 在后期 ， 随着着丝点纤

维的缩短， CaM 向分裂细胞的极区转移， 到

了末期 CaM 则聚集在极区的着丝点微管 上。

Wick 等 [16 J在豌豆和洋葱分裂细胞中也得到类

似的结果， 并在纺锤体及末期的成膜体上观察

到 CaM。 这些结果表明 CaM 可能与植物纺锤

体微管功能有关。

目前对植物 CaM 在亚细胞水平分布的认

识，主型是来自生化测定方法。如 MutO [17 ] 以

NAD 激酶法和 RIA 法测定小麦叶细胞中 CaM

分布时发现z 大部分 CaM 是存在于细 胞溶质

部分，只有小部分 CaM 存在于线粒 体、 叶绿

体和微粒体中。 Biro 等 [1 8 ] 用 RIA 法在黄化燕

茵的细胞核、 线控体、 国色体(etioplast) 和细

胞应中均检测到 CaM。这些结果表明 CaM 在

细胞内的分布是十分广泛的。
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Dauwalder 等 [19 J 曾 用免疫荧光法 研 究燕

麦黄化苗中的 CaM 分布，在胚芽细胞 的 细胞

质和核质以及根冠细胞的造粉质体上均观察到

标记物荧光，但却未能在细胞壁及核仁中观察

到阳性荧光。 最近我们与刘杰文合作完成了植

物细胞 CaM 的免疫电镜定位工作。 在玉米根

尖细胞中，除了发现细胞核、 质体、 线粒体等

部分有 CaM 外，肢体金颗粒还清楚 地显示z

核质中 CaM 主要是在异染色质上，核仁中亦

有 CaM; 细胞质部分、粗糙内质 网 膜外侧及

质膜内侧有 CaM， 造粉质体中 CaM 则主 要存

在于淀粉粒; 此外细胞壁中也有少量CaM。 植

物 CaM 超微水平定位工作，国内外至 今未见

报道， 我们的这些结果为深入研究植物 CaM

的细胞生理功能提供了新的形态学依据。 在植

物细胞所特有的一些结构中 含 有 CaM， 表明

植物 CaM 可能具有一些不同于动物 。M 的特

殊功能。

三、 亚细胞结构中 CaM 的功能

细胞核中 CaM 最引人注目的是它与 DNA

的关系。 Chafouleas 等(1 982 )发现中国仓 鼠细

胞在由 G1 期转变为 S 期时 CaM 水平剧增， ~J 

S 期的早期 CaM 达到最高水平， CaM 拮抗剂

则可使细胞阻断在 G-S 期间。细胞进入DNA

合成期时需有足够量 CaM， 表示 CaM 可能 影

响 DNA 的合成。 Boynton 等 (1 980 ) 曾 指 出

CaM 拮抗剂可抑制大鼠肝细胞中依赖于 Ca2 +

的 DNA 合成的启动，而外加 CaM 便可恢复

启动。 Rasmussen 等 [20 J报道了 将鸡 CaM 基 因

导入小鼠细胞中，在使细胞 中 CaM 增加 2 -

4 倍的同时，细胞周期缩短而增殖速度加快。

这最有力地证实了 CaM 参与 DNA 合成 和细

胞增殖的调控。在一些动物细胞中还发现CaM

拮抗剂可抑制 DNA 的修复 ， 暗示 CaM在 DNA

修复过程中亦起着某种调节作用 (Chafouleas

等 ， 1984; Charp 等， 1 9 85 )。研究表明细胞

核中大部分 CaM 是与活性 DNA 相伴随存

在[ 2I J ， CaM 可激活组蛋白激 酶 (Waiman等 ，

1 978)。在植物方面也有实验证 实细胞核中

CaM 与组蛋 白相伴存在并对一些蛋 白质激酶

起调控作用[叫。 根据组蛋白转移模型假说z

组蛋白能使基因的转录过程关闭，一些非组蛋

白则可通过与组蛋 白牢固结合而使组蛋白脱离

DNA， 进而有选择地使基因活化 (Stein 等 ，

1978 ) 0 CaM 或通过激活组蛋白激酶使组蛋白

磷酸化带负 电荷， 或通过激活某些蛋白激酶使

一些非组蛋白磷酸化而与组蛋白结合，最终都

口l 能促使组蛋 白脱离 DNA， 导致基因组的解

抑，实现基因的选择性表达。 在动物方面已有

证据证实 CaM可调节催乳激素基因的表达[ 23 J 。

上述事实说明 : 遗传物质 DNA 的合成、 修复

及转录过程(或基因表达)均与 CaM 有共。另

外， 植物染色质上的 NTP 酶受 CaM 调控[24] ，

NTP 酶活性的改变又可导致核昔水平的变化 ，

进而影响到细胞有丝分裂能力或 R1;'lA 合 成过

程[ 25 J 。 总之 ， 细胞核 CaM 对核功能的 影响是

广泛而深刻的， 其作用机理的详情还有待深入

研究。

许多 CaM 靶酶存在于细胞洛质部分，如

动物细胞中的糖原合成酶，菠菜细胞中的 NAD

激酶等等。 细胞溶质中的一些蛋白质磷酸化过

程也 受 CaM 调 节 (Yamauchi & F u jisawa , 

1 9 7 9) 。 细胞溶质 CaM 可能是通过直接影响其

靶酶活性或通过对蛋白质磷酸化过程的控制而

调节细胞生理过程。

线拉体 CaM 的功能目前还不清楚。 但 在

动物线粒体中有 CaM 结合蛋白 (Hatase 等 ，

1983; Gazzoti 等 ， 198 ,1) l 也有实验证明玉米

根线粒体内膜和外膜上有依赖于 CaM 的 NAD

激酶[ 26 J o CaM 拮抗剂可同时抑制苹果线粒体

对 Ca2 + 吸收和线粒体膜 上的 CaH-ATP 酶活

性(Fubumoto & Nagai , 198 2 ) 。 也有报道说

明 CaM 与线拉体的呼吸调节有关[ 27 J 。

叶绿体是绿色植物细胞所特有的细胞器。

NAD 激酶受控于 CaM的研究 (Muto 等 ， 1977; 

Anderson&Cormier， 1978)导致人们对 CaM 是

否参与光合作用调节的研究兴跑。已有证据说
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明 CaM 与 NAD 激酶都存在 于 叶 绿 体内

(Muto , 1982)。光照可激活 NAD 激酶并提高

NADP 水平(Muto ， 198 1; Jarrett & Cormier, 
1982) 0 CaM 拮抗剂可抑制JNADP 形成并同时

抑制放氧活性 (Jarret & Cormier , 1982)。因

此有人认为叶绿体内 CaM 可能通过激活 NAD

激酶活性，增加 NADP 水平， 从而影 响光合

作用水平。但也有不同意见， 如 Simon 等

(198 2, 1984) 、 Roberts 等(1983)指出 CaM 激

活的 NAD 激酶只存在于叶绿体被膜上， 间质

内 NAD 激酶不受 Ca2 + 与 CaM 影响 ， 而光激

活的 NAD 激酶只存在于间质[28 ] ， 因 此 CaM

并不影响光激活的 NAD 激酶活性及 NADP水

平。还有实验表明 CaM 拮抗剂抑制光系统 E

活性 (Barr 等 ， 1982, England 等 1983 ， Naka...: 

tani , 1984) 以及 CF-Ca2 +-ATP 酶基 础的和

膜酶激活的活性庐"。叶绿体 CaM 与光合作用

关系的细节尚需更多的实验来阐明。

一般认为根冠细胞造粉质体中的淀粉粒是

植物向重力性反应的细胞传感器。近年来的一

些研究表明向重力性反应过程中有 Ca2 + • CaM 

参与(Biro 等， 1982; Lee 等， 1983 ; 孙大业

等[30] ， 1984)。在定位研究方面 ， Lin 和孙大业

等[12 ， 13]首先发现玉米根尖中 CaM 以根冠部分

最多 J Dauwalder 等 [19] 观察到豌豆根冠细胞

造粉质体中有 CaM; 我们最近发 现玉 米根冠

造粉质体中 CaM 主要是分布在其淀粉粒 内。

Macherel 等 [ 31]证实造粉质体中的蛋白质磷酸

化可受 Ca2 + • CaM 调控。 基于上述实验结果，

我们认为造粉质体中 CaM 可能是以某 种 方式

参与了根对重力剌激感应的系列生化调控过

程。

质膜和内质网膜上的 CaM 可能 对维持细

胞溶质内低 Ca2 + 水平有重要意义。在动 物细

胞方面已证实质膜上的 Ca2 +-ATP 酶(将 Ca2 +

泵出细胞)以及某些内膜上的Ca2 + ...:ATP 酶(将

Ca2+泵入内质网等胞内钙库)可受 CaM 调控F

也有实验证实 CaM 可调节植物细胞质膜和内

质网膜上的 Ca2+-ATP 酶活性[32] 。 另外质膜和

内质网膜上的 CaM 也可能与膜蛋白磷酸化的

调节有共[33 ] 。

CaM 不仅在细胞内广泛分布，而且胞外

亦存在[ 18 ， 34 ，叫。关于其功能，目前还 很不清

楚。但在动物方面， Crocker 等 [叫发现人白血

病淋巴细胞的胞外 CaM， 对其 DNA 合成和细

胞增植起调节作用 。 植物细胞壁方面，叶正华

等[叫采用以 CaM 为配体的亲和层析沽，发现

小麦细胞壁蛋白组份中含 CaM 结合蛋白，即

可能是 CaM 的靶蛋白。 最近 Sanchez 等[ 37]指

出 CaM 可能对细胞壁过氧化物酶活性 进 行负

调节。相信随着研究的深入，胞外 CaM 的功

能将被阐明。

摘要

研究细胞中钙调素 (CaM) 的分 布是探明

CaM 细胞生理功能的一个重要方面。本 文根

据近年的文献资料并结合自 己的工作综述了研

究细胞中 CaM 分布的意义，动物和植物细胞

内 CaM 的分布以及各种亚细胞结构中 CaM 的

功能。比较全面地介绍了目前用于定位 CaM

的研究方法，并对各种方法的特点和有关注意

事项进行了评述。
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72 h ; EDTA"':膜酶: 72 h。

以上数据为 5 次消化后所得的均数。

结

综上所述， 三种消化剂均可用于清除成纤

维细胞。其中， 0. 25 %膜酶和 EDTA"':膜酶虽

消化细胞的速度快于0. 25%拧攘酸膜酶， 但其

对细胞活力的影响也明显大于后者。比较而

言， 用 0. 25%拧棒酸膜酶消化清除成纤维细胞

为较满意的方法〈见图版)，主要有以下几个优

点:1. 作用温和， 对内皮细胞无损伤; 2 . 对

成纤维细胞的消化分散力强于对内皮细胞; 3 . 

作用后内皮细胞附壁、复苏和繁殖速度快; 4. 

作用后的细胞通常只需洗一次; 5 . 试剂便宜，

比传统的胶原酶法经济得多。因此拧橡酸膜酶

法不失为消除成纤维细胞和细胞传代的一种简
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单、实用、 经济和有效的方法。

图版 说 明

1. 消化清除成纤维细胞前， 内皮细胞与成纤维

细胞混杂。相差显微镜 x 100 

2. 第一次消化清除成纤维细胞后 ， 成纤维细胞

减少。相差显微镜 x 100 0 

3 . 第二次消化清除成纤维细胞后 ， 成 纤维细胞

明显减少。相差显微镜 x 100 

4 . 第三次消化清除成纤维细胞后，成纤 维细胞

完全消失。相差显微镜 x 100 

参考 文献

[ 1 J 鄂征 ， 组织培养技术， 人民卫生出版 社，
1986年 ， 第二版 : 171 。

< 2 J 熊绍银、 肖成祖， 细胞生物学杂志， 1987 
年 ， 9 ( 4) ， 190 • 191 9 

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志




