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,

染料外逸

细胞间通信是一个在进化上很古老的功能
,

而

间隙连接在形态上是一个古老的结构
。

然而它并没

有在进化过程中消失
,

而是随着进化不断发展
。

对

于它的研究可追溯到 5任一印 年代 〔̀
,

2〕到目前
,

它 已

经是一个重要的研究领域
,

受到广泛地重视
,

每年

有数百篇论文发表
,

涉及生命科学各个领域
。

其重

要性可想而知
。

1 细胞间隙连接的分子结构

细胞的间隙连接作为细胞间通信的结构基础已

经有了广泛的研究
。

该连接是由位于相邻细胞膜上

的一对六聚体 ( h
e x 是翻 e r

)互相铆接 ( d oc ik gn )而成
,

并

形成细胞间连接细胞质的轴向通道
。

每个六聚体
,

或间隙连接半通道
,

或连接子 (
C on en xon )

,

含有 6 个

叫做连接蛋白 (

~
in

,

Cx) 的亚单位
。

由半通道构

成的亲水性通道
,

提供小于分子量为 1 以刃 aD 的分

子一个直接而非特异性的通路图
。

通过该通道的分

子运动是由弥散所驱动并受分子的大小所限制
。

细胞的间隙连接是动物界进化过程中很古老的

结构
,

除血细胞
、

骨骼肌纤维及其神经纤维支配 以

外
,

它存在于几乎所有类型的细胞
。

它们的生理学

意义主要有
:
( 1) 在可兴奋细胞中传播电信号

,

例如

在心肌细胞间兴奋的传播就是靠间隙连接进行的 ;

( 2) 缓冲非可兴奋细胞的代谢产物的浓度
,

或具有调

节作用的分子浓度
,

例如
,

在眼的晶体细胞间
,

只有

通过间隙连接才能把营养物和代谢产物输进或排

除 ; ( 3) 以及在胚胎发育及生长的控制中起重要作

用
,

例如
,

在胚胎细胞分化时
,

开始分化的细胞与尚

未分化的细胞之间
,

出现脱偶联
,

即细胞间通讯中

断
,

从而保证细胞分化的进行
,

等等
。

尽管如此
,

其

作用仍有待于进一步的研究
。

连接蛋白的分子结构已被广泛研究并在 80 年

代中期已确定出 16 种连接蛋白的序列 ( Cx2 6
,

Cx3 0
,

OX
,

Cx3 0
.

3M
,

Cx3 1
.

I R
,

C x 3 2
,

Cx3 3
,

C x3 7
,

Cx3 8
,

C郊 10
,

Cx4 2
,

Cx43
,

Cx4 5
,

e渐
,

e巧。 及 e巧 6 )仁
4〕

。

业已确定所有连接蛋白均有 4个跨膜片段
,

而 C
一

端

及 N
一

端均在膜的细胞质侧 (图 1 )
。

图 l 连接蛋白的拓扑图 (此处所示为大鼠肝细胞 C x 3 2 )

该蛋白的各跨膜区及两个细胞外环
,

在各个连

接蛋白中均高度相似
,

而其余的 2 个区域
,

即内环及

C
一

端有明显变异
。

其 中 C
一

端在各个连接蛋白中均

极不相同
,

一般认为在调节通道的门控及间隙连接

的组装起控制作用的磷酸化的位点就存在于 C
一

端
。

2 间隙连接生理学特性的研究方法

研究间隙连接的功能特性
,

主要有 2 种方法
:
化

学偶联及电偶联
。

用中等大小分子量的荧光染料

( 300 一一以X〕 Da) 注人一个细胞而观察该染料向相邻

细胞的传播情况
,

并进行定量计算即为化学偶联

法阎 ;而用电学手段
,

特别在近年使用膜片钳制技

术 e[] 观察一对细胞的间隙连接的电导与电流
,

则为
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电学偶联方法
。

使用这些方法
,

每年都有不少论文

发表
,

而间隙连接在化学及电学偶联的基本特性已

经 比较明确
。

在间隙连接的研究进展中
,

近年来提出一个新

问题
:
在单个细胞的细胞膜上

,

其半通道在一定条件

下
,

是否也有开发功能
,

以及如何阐明该功能
。

3 间隙连接半通道的研究进展

由于半通道是在细胞膜内形成
,

而连接蛋 白亦

可在非连接部位的膜上测出
,

因此有理由推测
,

这种

由连接蛋白形成的半通道保持着关闭状态
,

以避免

细胞质与其周围环境进行分子交换
,

否则将引起细

胞的损伤
。

实际上
,

在正常情况下
,

细胞膜上的半通

道是保持关闭的
,

而极不容易开放
。

细胞外的染料
,

例如 uL ie fer Yell ow
,

就不能弥散进人细胞 [7 〕 ;同时注

人到细胞内的染料也不能自由外逸囚
。

然而
,

在特

殊条件下
,

半通道可以被激活
,

导致分子通过该通道

进出细胞
。

首先
,

在绘鱼 (
c a币hs )视网膜的单个水平细胞上

有人报道 了半通道 的活动 9j[
。

在全细胞钳制条件

下
,

降低细胞外的 C扩
`

浓度观察了该细胞的膜电

流
。

该电流呈电压与时间的依赖性
。

其最大电流发

生在〔e aZ
十

〕。 低于 10拼M
。

当 [ e aZ
+

〕。 达到 l
,

o 咖
或更高时

,

该电流降至最大电流的 4 % 以下
。

该电

流可由多巴胺所抑制
。

当向细胞内导人
CAM R依赖

性蛋白激酶抑制剂时
,

多巴胺的作用可被消除
。

作

为间隙连接活动的强抑制因素的细胞内酸化
,

也抑

制该电流
。

uL ic fe :

eY n ow 在低「c矛
+

〕
。

时可进人单

个水平细胞
,

而这一活动可由多巴胺所阻断
。

所有

这些结果表明
,

半通道
,

即间隙连接的一半
,

起关键

的作用
。

另一组工作是在电鳃视 网膜水平细胞上进行

的
。

当所有离子流均受到阻断后
,

长时间的去极化

可出现一种外向电流仁
’ “ 〕

。

这种所谓 的 Q
一

电流可分

别由 25
n
诚 乙酸盐

,

4 1l lM 氯化钻
,

Z n训 l
一

辛烷
,

以及

饱和 h al o ht an e
所强烈抑制

。

降低细胞外 C扩
+

浓度
,

从 l
mM 到 o

.

4
mM

,

Q
一

电流的幅度明显增大
。

此外
,

较小分子量的 uL
c ife r Yell ow

,

在 Q
一

电流激活时
,

可从

细胞外进人细胞内
,

而大分子量的 dex atrn
一

flu
o er s -

ce in ( 3 KD )则不能通过细胞膜
。

这一结果显示该电

流是由间隙连接半通道开放所致
。

大鼠 C x4 6 在爪蟾卵上的表达
,

显示出大的时间

吸电压
一

依赖性电流
,

而在对照的卵上则无此现

象 〔”
,

’ 2
,

`3〕
。

除去细胞外 c扩
十

导致由 C x4 6
一

诱发电流

幅度明显增大
。

增高「C扩
十

」o 导致相 反效果
。

鸡

C巧6 的表达
,

在去极化时也出现电压
一

依赖性电流
,

而在〔C扩
十

」降低时该电流增大
。

Cx5 6
一

诱发的电流

与该卵细胞对所形成的间隙连接特性相符合打’ 4〕
。

此外
,

爪蟾卵内源性 C x3 8 也显示半通道活动
,

这就

支持了由 Cx4 6 及 C x5 6 所表达的半通道活动
,

并非

由于外来连接蛋白的过分表达的伪差所致 [’ 4〕
。

在大鼠巨嗜细胞上的观察
,

显示 出在细胞膜上

有另一种的非离子选择性
,

而具有分子大小限制性

的膜通道
,

其特点与间隙连接通道相似仁” 〕
。

与上述

研究不同的是
,

它开放是由细胞外 A I
,

P 所激活
。

其

他核昔酸无效
,

而高浓度的细胞外离子
,

如 C矛
十 ,

或

M扩
`

能抑制染料的摄取 l5[
,

, 6
,

川
。

iL 等人近7〕较系统地观察了某些细胞株当细胞

外 C扩
+

降低时
,

荧光染料从细胞外进人细胞的情

况
。

在 N vo ik off 细胞上显示染料的摄取与该染料的

分子大小有关
,

而庚醇及辛醇能降低这种摄取的

50 %
。

在 H e l a 细胞上
,

根据报道
,

用 No rt h e nr 分析检

测不 到 CX2 6
,

C
z
3O

.

3
,

C x3 1
,

C
x
32

,

C x3 7
,

C
x
粼〕

,

c科3
,

及 e料5 [’ “ 〕
。

在细胞外低 e aZ
+

条件下 H e一。 细

胞只能通 过 尚未查明 的连接 蛋 白摄取少量 的染

料孰
’ “ J

。

但在 c x4 3
一

转染的 Hel a
细胞上

,

低 c扩
+

则引

起明显染料摄取川
。

正常大鼠肾细胞 ( NR K )
,

其细胞 膜上 的 xC 一 3

含量高出 No vi koff 细胞 7 倍
,

当用 E创诱 处理时
,

出

现高水平的染料摄取
。

与此相反
,

MDA M B2 31 细胞
,

一种人类乳腺肿瘤细胞株用 N o

hrt
e :
分析检测不到

C x3 1
.

1
,

Cx3 2
,

C x
40 及 Cx4 3 则在对照及 E G f A 处理

下
,

只有少量染料摄取
。

所有这些结果表明
,

在单个

细胞上经 EC TA 处理后
,

染料的摄取是与细胞膜上

的 Cx
,

即半通道密切相关 〔7 ]
。

在另一系列用离子电泳法向细胞内注人染料的

研究中
,

U u
等观察了在 E G FA 处理下染料外逸的情

况
。

早在 19 82 年 [`9〕以及 19 5 7 年仁
’ ]就建立了在细胞

对之间染料转运 的定量 录像观察
。

用 同样方法
,

在

细胞外液中有 E (; TA 存在条件下
,

研究了已注人染

料的 N o vi k off 细胞其染料外逸的情况 [“ ]
。

在对照条

件下
,

uL ic fe : Ywl low 负荷的 No vi koff 细胞无染料 外

逸
。

说明此时细胞膜上单通道不开放
。

在 EGT A 处

理后
,

在 36 例中有 21 例出现染料外逸
。

这与上述

染料摄取实验结果一致
。

在反义 No vi koff 细胞上
,

细胞间染料传播明显

受阻〔洲
。

在该细胞上于低 c扩
十

条件下
,

与对照的正

常细胞相比
,

其染料外逸速度减低
。

这进一步提供
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证据
,

表明染料的外逸是通过间隙连接的半通道
。

最近有报道表 明
,

一 种致肿瘤物质
,

12
一

O
一

et
-

l r a d ec o n y lp h o bor l
一

13
一

ac e ta te
,

(” , A )
,

能抑制多种细胞

间隙连接的功能 l\2
’ 。

I朋坟祀仁22j 报道 了在用似 处

理后
,

印 im n
内在再聚合的细胞对上间隙连接的组

装完全被抑制
,

与此同时
,

染料转运也完全停止
。

在

分离成单个的 N vo ik off 细胞上
,

iL u
等 231 证实了即 A

对再聚合的细胞对
_

_

L染料转运的抑制作用
,

并发现

在经分离的单个细胞上
,

由 E G I
,

A 引起的染料外逸

也受到
,

r l
〕A 的抑制

。

在对照 实验中
,

单个的分离

N vo iik )ff 细胞无染料外逸
,

而在用 日弓T A 处理后几乎

所有细胞均出现染料外逸 ( 91 例中有 89 例 )
。

当在

T P A 与 EGT A 共同处理下分离的细胞无外逸例增

加
,

特别是在经 60 m in 及 90 m in 处理组
。

这进一步

证明
,

染料通过半通道的外逸与染料通过间隙连接

的转运一样
,

受到 T PA 的抑制
。

4 间隙连接半通道的研究意义

由于间隙连接是 以一对细胞为基础进行活 动

的
,

因此
,

无论用点偶联或化学偶联的方法
,

都是以

一对以上的细胞为对象进行研究的
。

而这也正是它

的正常功能
。

然而 间隙连接是由 2 个半通道所构

成
,

半通道的功能特性应 当是间隙连接的活动的基

础
。

当然在铆和过程中以及间隙连接形成后其功能

特点会与半通道有所不 同
,

但它们之间必然有其共

同之处 〔’ 4匡
。

细胞间通信虽然 已被证明具有广泛的

生理学意义
,

对间隙连接的功能也有不少的研究
,

然

而
,

对其功能的最终解决
,

还要依赖于对半通道这一

结构基础的功能理解
。

同时
,

对半通道的研究
,

能大大简化研究的步

骤
,

这就有利于对大量的不同 xC 所构成的半通道进

行观察
,

以及 比较
。

由此
,

可以进一步深人揭示由不

同 C x
构成的间隙连接在功能上的不同

。

可以说
,

这

是一个新领域
,

新方向
,

有其光明的发展前景
。
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国家自然科学基金重大项目
“
洪水特性与减灾方法研究

”

项 目指南

由于致洪暴雨较大的随机性和地表调蓄能力明

显的不均匀性
,

加上大规模人类活动的影响
,

洪水已

连续多年对我国造成巨大灾害
。

大量的降雨和有限

的蓄泄能力是流域洪水产生的直观原 因
,

新的江湖

环境变化给洪水预报和调控带来了较大影响
。

面对

设计水位以下的洪水
,

堤防是我 国防洪减灾的基本

设施
,

但国内现有 的堤防隐患探测理论和方法远不

能满足实际工作的需要
。

对于超过设计水位的洪

水
,

洪灾风险管理理论和流域防洪高度决策支持系

统是国际上防洪减灾较先进的手段
,

在我国还处于

初步研究和开发阶段
。

199 8 年长江流域大洪水暴

露出我国防洪减灾科技水平的落后 现状
,

迫切需要

在防洪减灾方面开展基础和应用基础研究
。

1 科学目标

以长江流域为主要依托背景
,

从人与自然协调

相处出发
,

从更深层次和更广的视野上认识江湖洪

水规律和
“

小水大灾
”

机理
,

加强对洪水行为的预测

和调控能力
,

提出防洪减灾对策新的科学依据 ;提高

堤防隐患探测的理论水平和实用性能
,

建立典型堤

防安全评价的理论和方法 ;突破传统防洪观念
,

加强

和发展洪灾风险管理理论
,

建立防洪减灾保障体系

新的理论基础
。

2 研究内容

( l) 洪灾成因和防洪减灾对策研究

森林植被变化和水土流失对洪水的影响和对

策 ;江湖关系演变及其对洪水的影响和对策 ;典型河

段洪水位偏高的成因和对策
。

( 2) 洪水预报和防洪调度方法研究

提高洪水预见期和预报精度的新方法 ;复杂情

况下洪水过程的数值模拟 ;水库群和分蓄洪工程联

合防洪调度的理论和方法
。

( 3) 堤防破坏机理和安全评价方法研究

高洪水水位下堤防破坏机理和规律 ;堤 防隐患

快速无损探测与评价方法 ;典型堤防工程信息集成

和安全性评价
,

( 4) 洪灾风险管理理论研究

洪涝灾害损失快速评估的指标体系和方法 ;洪

泛区和分蓄洪区的洪涝灾害风险分析和管理体系 ;

防洪减灾体系综合风险评估理论
。

研究期限
: 4 年

拟资助研究经费
: 530 万元 (其中

: 国家自然科

学基金委员会资助 3 50 万元
,

长江水利委员会资助

18 0 万元 )
。

本领域由工程与材料科学部和管理科学部联合

提出
,

由工程与材料科学部受理申请
。

注
:
受理申请时间为 1999 年 12 月 2任一so 日

。

申请注意事项详见 《国家 自然科学基金委员会关于

发布
“

九五
”

第三批 国家自然科学基金重大项 目申请

指南的通告 》
。

(工程与材料科学部 李万红 供稿 )


