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[关键词 ] 核骨架 (核基质 )
,

核纤层
,

植物中间纤维
,

染色体骨架
,

核仁骨架

近 or 多年
,

细胞生物学科学工作者证实
,

在细胞核内除染色质
、

核仁
、

核膜与核孔复

合体等外
,

还存在 一种网络结构体系
,

称为核骨架 (nu d e ar Ske let on ) 或核基质 ( nu
c le ar n 。

-

itr x)
,

它在调节 DNA 复制与基因表达等重要细胞生命活动方面起重要作用
。

核纤层 ( un d ea r

1~
n
a) 是位于细胞 内层核膜下由纤维蛋 白构成的片层

,

由 1一4 种多肤装配成直径 or nln 纤

维丝然后网织成核纤层
。

核纤层与细胞分裂
、

细胞分化
、

核被膜与染色质 (体 ) 的构建以及

细胞核组装等重要生命现象的关系极为密切
。

核骨架与核纤层结构与功能的研究是近 十年细

胞生物学研究的热点
,

有很多根本性的问题需要研究
。

中间纤维虽然在 60 年代中期就在高

等动物细胞中被发现
,

并已积累了较丰富的试验资料
,

但它的功能还未被真正阐明
。

在植物

细胞与低等生物细胞中是否存在中间纤维还是一个没有解决的问题
。

“

核骨架
一

核纤层
一

中间纤维体系的研究
”

是在 19 89 年立项并经专家组论证通过 的项 目
,

由国家 自然科学基金委员会生命科学部 主任基金资助
,

按重大项 目管理
。

虽然本项 目是从

19 9( ) 年 1月才开始启动
,

但实际是北京大学细胞生物学研究室在 19 87 一 19 9( ) 年承担 的
“

细

胞骨架 (包括核骨架 ) 与病毒复制的关系研究
”

的自然科学基金课题的延伸与提高
。

本项 「J

研究过程中取得如下成果
。

1 核骨架
一

核纤层
一

中间纤维体系结构与成分的基础性研究

以 Hel 二细胞 与 BH 2K 1细胞两种不同类型细胞为基本模式
,

系统地研究了其核骨架
、

核

纤层与中间纤维的结构
、

成分及其相互关系扛̀ , 」
,

同时还对网织红细胞
、

小鼠胚胎干细胞 与

tP KZ 细胞等各种不同分化类型细胞的核骨架
、

核纤层与中间纤维结构与成分进行 了比较研

究 f s曰 ]
。

上述细胞的核骨架体系构建与中间纤维成分虽有所不 同
,

但明确地提 出了核骨架
-

核纤层
一

中间纤维是贯穿在细胞核与质的结构上相互联系的
,

并具有相似物理化学稳定性 的

统一网络体系
。

2 原始真核细胞 (甲藻 ) 染色体骨架
、

核骨架的证实

在染色体内是否存在非组蛋 白骨架体系
,

一直有争论
。

我们与中国科学院昆明动物研究

所合作
,

以 甲藻的染色体 (被认为是最原始的染色体 ) 为材料
,

经过较长期的技术与方法学
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的摸索
,

首次证实这种原始的染色体结构 中存在一个精细 的染色体骨架网络
,

纤维直径约

10 mn
,

基本 由非组蛋 白组成
,

但成分很复杂 s[]
。

此外
,

还首次证实原始真核细胞核 中存在精

细致密的核骨架网络 0[]
。

上述结果 为真核细胞核与染色体的起源与进化提供 了新的重要资

料
,

并说明核骨架
,

染色体骨架的起源
,

与真核和染色体的起源可能是同步的
。

1

三

3 植物细胞中间纤维的首次证实及植物角蛋白的发现

高等动物细胞 中间纤维是在 印 年代中期被发现的
,

在长达 3 0 年的时间里
,

细胞生物学

家未能证明植物细胞中是否存在类似动物细胞的中间纤维
。

我们对植物细胞 中间纤维及其蛋

白成 分的系统研究
,

取得如下创新性结果
:

( l) 先后在 or 多种高等植物的不同组织细胞内均发现有 10 lnn 直径的中间纤维构成精细

的网络体系 〔̀卜 ls]
,

这在国际上未见报道
。

( 2 )首次证明高等植物中间纤维的主要成分是角蛋白
,

与动物细胞角蛋白抗体有明显交互

免疫反应
,

并证实在每种植物细胞中间纤维中至少含有 4 种不 同分子量的角蛋白
,

分为碱性角

蛋 白 ( 64 kD
,

58 kD
,

52 。 )与酸性角蛋 白 (50 kD )两类
,

没有明显的种与组织特异性仁
’ 4 , ’ 5 〕

。

( 3) 将植物中间纤维的角蛋 白成分成功地在体外进行了重新组装
,

人工组装的中间纤维

直径为 l o urn
,

其成分为角蛋白 (麟 k D
,

5 5 kD
,

5 2 k n
,

50 kD ) [
`4

,

’ 5 ]
。

用扫描隧道显微镜 (爪M )

与高分辨电镜对植物中间纤 维的装配过程进行分析
,

可观察到角蛋 白分子的二聚体和四 聚

体
,

推测 由 8个四 聚体呈半交错组成 中间纤维单丝 [’ 6〕
。

对植物细胞 中间纤维体外组装条件

做了分析
,

最适的 PH 值为 8
.

0
,

M犷
十

有助于装配 ; c矛
十

能去组装 [ ’ 7 1
。

( 4 ) 用动物角蛋 白基因
CDN A 为探针进行点杂交试验表明

,

在高等植物细胞 的基因组 中

有动物角蛋白
CDN A 的同源序列 〔’幻

。

用 N o

htt
e m 杂交证明

,

在植物细胞转录的
n讯NA 中确有

能与动物细胞角蛋白
CDN A 呈阳性反应的片段

。

4 植物细胞核纤层的证实

植物细胞中是否存在核纤层也是一个不清楚的问题
,

过去未见有明确报道
。

我们的研究

首次提出
,

植物细胞存在核纤层形态学与核纤层蛋 白成分的证据 〔’ 9〕
。

继而
,

又用多方面技

术与方法证明
,

在高等植物中确实存在植物核纤层
,

其蛋白成分能与动物核纤层抗体呈免疫

反应
,

存在 L田 I l i n 蛋白
,

分子量为 84 kD 〔洲
。

5 单细胞原生生物细胞中存在中间纤维与核纤层的证据

在单细胞生物或更原始的生物中是否存在中间纤维与核纤层
,

仅有一些零星的推测性报

道
,

我们的工作对中间纤维与核纤层的起源提出一些新的设想
。

( l) 发现原始真核细胞寇氏隐甲藻细胞 中已存在类角蛋白中间纤维
,

直径 为 10 n m
,

主要

成分分为类角蛋 白 (67 k D )
,

并可在体外重组装为直径 10 mn 纤维
。

甲藻基因组 DN A 中含有

3
.

5 汕 片段
,

与动物角蛋 白
。 D NA 有 同源序列 [21, 9〕

。

但从形态学与免疫反应说明
,

甲藻 中尚

无核纤层存在的迹象 0l[
,

这对中间纤维与核纤层的起源无疑提供了很有意义的资料
。

(2) 证明衣藻 中存在明显的 中间纤维与核纤层网络
,

中间纤维主要成分也是角蛋白 ( 90

k功
,

核纤层蛋白的分子量高达 101 kD〔川
。

很有意义的是
,

衣藻鞭毛的基底是 由中间纤维编



12 6 中 国 科 学 基 金 1性粗 8年

织的笼状结构与动物角蛋白抗体呈 阳性反应厂到
,

证明衣藻淀粉核中存在角蛋白中间纤维网

络咖〕
。

这些结果均未见前人报道
。

( 3) 证明在四膜虫细胞中有核纤层
。

对四膜虫核纤层蛋白进行分离纯化
,

有两种分子量

( 66 kD 与 7 0 kD )
,

对 49 kD 蛋 白来源提出了分析 f25)
。

对核纤层蛋白在四膜虫细胞分裂过程中

的动态与分布的进 一步分析认为
,

核纤层对参与细胞分裂有重要作用 [酬
。

6 核仁骨架的研究

对 H e l , 细胞的核仁进行分离纯化 和选择性抽提
,

观察到有一个稳定 的精细 网络结构
,

其 主要成分为 3 种非组蛋 白组成
,

一

与核骨架的成分 明显不同
,

而且在体外可以 重组装成纤

维 〔27]
。

这些结果说明
,

核仁骨架并非核骨架纤维在核仁内的延伸
,

而可能是 一个独 立的 冷

架体系
。

7 核骨架
、

中间纤维体系与病毒 DNA 复制
、

其因表达
、

病毒装配关系的研究

( 1 ) 证实新合成的腺病毒 D
NA 特异地结合在核骨架上

,

腺病毒 DN A 是在核骨架上合成

的 {28
,

酬
。

( 2) 证实腺病毒 D NA 的转录活性与核骨架密切相关
,

病毒早基 因转录 lE
a ,

E lb 活跃转

录时
,

紧密结合在核骨架上
,

此时不转录的晚基因却不与核骨架结合
,

证明活性基因转录是

在核骨架
一

L进行的「划
。

( 3) 测定 了腺病毒 6 个基因 lE a ,

跳
,

E Z
,

1L
,

皿 和 扮 转录的 mI RNA
,

证明 erP
mNR A

均结合在核骨架
_

匕 从而证明病毒 m R NA 的加工与核骨架关系密切 仁3 ,飞
。

( 4) 清晰地显示出腺病毒的装配是 以核骨架网络为支架
,

证明病毒工厂内有一个精细 的

网络结构 l[, 州
〔

( 5) 证明痘 苗病毒的装配是 以 中间纤维为支架
,

痘病毒工厂 内有一 个精细 的网络体

系日3〕
,

病毒 DNA 与 RN A 的合成与中间纤维关系十分密切 〔川
。

( 6) 证明辛德毕斯病毒 sn咫 在胞质合成后进入核与核骨架结合
,

为解释 ns 光 的功能提

供 了有意义的资料比 1
。

8 证实染色体天然末端端粒与核骨架有特异的结合

染色体天然末端端粒 DNA 富集于核骨架上
,

端粒 D NA 与 1山 n ian 及某些核骨架蛋 自具有

特异的亲合性 〔卜川
,

为说明核骨架
、

】朋五
n 。
与染色体 (质 ) 的空间结构布局的关 系提供 厂

重要的实验依据
。

更有意义的是
,

染色体骨架蛋白却与端粒 DN A 无任何亲和结合关系 { 3引
,

从而更深 一步揭示了一个现象 ; 四膜虫大核的
r】〕卜A 的端粒 1)N A 与核纤层结合

,

5
`

端非转录

区 与核骨架蛋白有亲和结合关系
,

而 3
’

端与结构基因转录区却处于游离状态
。

这些对 目前热

门的 M AR ( 与核骨架结合的 DNA 序列 ) 研究提供了新的依据〔划
。

9 核骨架
、

核纤层与非细胞体系核重建 (细胞核体外装配 ) 的关系

为 了在较深层次研究核骨架与核纤层在核功能中的作用
,

我们建立了非细胞体系核重建

的实验模式阳~
了

,

并在重建核 中首次显示出精细的核骨架体系
,

说明核骨架是核装配不 可
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缺少的重要结构【24, 周
。

继续用抗 lam i n A的单抗加人核重建体系
,

发现正常核重建过程被破

坏
,

说明核纤层在核重建中起重要作用 〔侧
,

并分析用去膜精子诱导爪蟾卵提取物重建核纤

层成分中有 l俪
。 11 与 I

,

这对前人工作有新的补充〔列
。

10 核纤层
、

核仁骨架与中间纤维的体外装配研究

细胞骨架装配是大分子装配成细胞基本结构体系的理想模式
,

我们在核纤层蛋白装配研

究方 面取得很有意义的结果
。

首先
,

我们纯化 了鼠肝细胞 lan 五n A
,

B
,

C
,

应用 S T M对 I二
n

分子组装为核纤层纤维的过程进行研究
,

提出了由二聚体一四 聚体 ~ 核纤层纤维 ( 32 分子

组成 ) 的装配模式
,

认为并不存在前人所谓 的八聚体的过程 [4S, 叫
。

核仁骨架装 配与中间纤

维装配研究也取得进展
。

n 核骨架与中间纤维在细胞分裂与细胞分化过程中的作用研究

( l) 研究 eH肠细胞有丝分裂过程 中 2 50 kD 核骨架蛋 白的动态变化
,

取得有意义 的结

果〔刘
。

( 2 ) 证明膀胧上皮细胞分化过程 中
,

不对称单位膜的功能与中间纤维关系极为密切
,

不

对称单位膜蛋白与中间纤维有特异亲和性 sl[ 〕
,

提 出了解释不对称单位膜功能的新证据
。

12 神经丝 (神经细胞中间纤维 ) 的分子生物学研究

我们与东京大学合作开展神经细胞骨架的分子生物学研究
,

在神经丝 ( N )F 蛋 白编码

基因表达与神经丝形态构建的机理方面取得一些 突破性结果
。

神经丝含有三种蛋白 ( NF
~

L
,

N-F M 与 N F
一

H )
,

首先用 NF
一

L 基因在 sf9 细胞 (缺乏中间纤维 ) 表达
,

可以组装成 10 ntn 直径

的神经丝
,

但神经丝的空间排布很混乱 〔刘
,

当 N F
一

M 与 N-F L 基因一起在姻 细胞表达时
,

神

经丝呈有规则的平行排布 [刘
,

从而说明 N F
一

L 蛋 白是形成神经丝的基质蛋 白
,

而 N F
一

M 对神

经丝空间有序排布起决定作用
。

N R H 蛋白的功能正在进一步探讨
。

13 一系列重要技术与方法的建立

在本项 目研究 中
,

除采用引进国外的一些技术外
,

更重要的是我们 自行建立与发展了一

系列具有创新性 的技术
,

对提高我们 的研究水平与取得创新性成果起到相 当关键的作 用
,

如
: 首次建立显示植物中间纤维体系的技术 〔’ 3

, ` 5〕
,

并摸索 出一套植物 中间纤维体外装配的

技术与条件 ; 首次应用免疫胶体金技术对核骨架
一

核纤层
一

中间纤维标记定性 s[, 州 ; 电镜原位

分子杂交技术的建立及其在研究核酸与核骨架关系中的应用〔55, 凳几应用 电镜能量损失谱成

象原理与技术直观显示核酸与核骨架
、

核纤层的亲和结合关系〔纸列 ; 应用 S IM 技术观察核

纤层与中间纤维的装配过程〔47, 48长应用选择性抽提法与 s EM 配合观察核骨架
、

核纤层 与中

间纤维三者的结构关系团〕
。

本项 目在总体上达到了国际上同类工作的先进水平
,

个别子课题处在国际领先水平
。

课

题前期工作获得国家自然科学奖三等奖
、

国家教委科技进步奖一等奖及何梁何利科技进步奖

等各级奖励 9 项
,

先后在国内与国际学术刊物发表论文 印 多篇
,

在 国际重要学术会议被邀

请做专题报告 达 10 多次
,

并先后培养博士研究生 10 名
、

博士后 3 名
、

硕士研究生 19 名
。
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研究课题所发表的主要论文
,

据不完全统计
,

在国外 已被引用达数百次 (不包括 自引 )
,

其

中发表在 《中国科学》 ( B ) 31 卷第 1期第 2 8一 38 页 ( 19 8 8) 题为
“

痘苗病毒 的装配与中间

纤维关系
” 一

文
,

根据中国科技 文献所发表的正式统计资料 ( 《生命科学 》 第 9 卷第 5 期

199 7 年 or 月 ) 在中国生命科学论 文被国际引用数列为第二名
。

由于本课题的发展与深人
,

已延伸出几个很有前景的新方向
,

如非细胞体系核装配与核骨架的关系
,

植物细胞中间纤维

与核纤层的证实及其装配的分子基础研究等
,

可望取得新的更高水平的成果
。
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