第七章    细胞骨架

真核细胞的一个重要特征是具有能动性，即能做各种主动的运动，如细胞形态的改变、细胞内物质的运输、细胞器的移动、染色体的分离和细胞分裂等。这些细胞运动的有序性和方向性使人们意识到细胞内必定存在着负责支撑和运动的成分。早在1928年，Koltzoff就推测细胞中存在着有组织的纤维结构，组成细胞的骨架以维持细胞的形状。直到1963年，电镜技术中采用戊二醛常温固定后才首次在细胞中观察到微管结构，使人们真正认识到细胞内这种骨架成分的存在，并命名为细胞骨架（cytoskeleton） XE "细胞骨架（cytoskeleton）" 。早期发现的细胞骨架主要是存在于细胞质内的微管、微丝和中间丝，称为细胞质骨架；近年来又发现细胞核内也存在着细胞骨架，主要包括核基质、核纤层和染色体骨架等，称为细胞核骨架。

细胞骨架不同于一般意义上的“骨骼”，它不仅赋予细胞以一定的形状，而且是一种高度有序的结构，能在细胞活动中不断重组，在细胞的各种运动、细胞的物质运输、能量和信息传递、基因表达和细胞分裂中起着重要作用。

第一节  细胞质骨架

细胞质骨架是由三类蛋白质纤维组成的网状结构系统，包括微管（microtubule） XE "微管（microtubule）" 、微丝（microfilament） XE "微丝（microfilament）" 和中间丝（intermediate filament） XE "中间丝（intermediate filament）" 。每一类纤维由不同的蛋白质亚基形成，三类骨架成分既分散地分布于细胞中，又相互联系形成一个完整的骨架体系。细胞骨架体系是一种高度动态结构，可随着生理条件的改变不断进行组装和去组装，并受各种结合蛋白的调节以及细胞内外各种因素的调控。

    早期的细胞骨架研究主要是形态观察和细胞内分布和定位，近年来对细胞质骨架的研究已从形态观察为主迅速推进到分子水平，骨架蛋白及骨架结合蛋白的结构及功能分析、骨架纤维的装配动态、基因表达调节等成为细胞质骨架研究的重要内容。

1、 微管

    微管存在于所有的真核细胞中，微管是长长的较为坚硬而中空的蛋白管道，它可以迅速地在胞内某一处去组装然后在另一处组装。细胞内微管呈网状或束状分布，在细胞内造成了一个轨道系统，各种小囊泡、细胞器以及其他组分沿着微管可以在细胞内移动。胞质微管是细胞骨架的一部分，引导胞内运输以及胞内膜性细胞器的定位。微管还能与其他蛋白质共同装配成纤毛、鞭毛、基体、中心体、纺锤体等结构，参与细胞形态的维持、细胞运动和细胞分裂等。

    （一）微管的形态结构和存在形式

微管是由微管蛋白（tubulin） XE "微管蛋白（tubulin）" 装配成细长的、具有一定刚性的圆管状结构。微管为一中空结构（图7—1），内径约为15nm、外径约为24～26nm、壁厚约5nm。在各种细胞中微管的形态和结构基本相同，但长度不等，有的可达数微米。微管的管壁由13根原纤维（protofilament）排列构成，每一根原纤维由微管蛋白α亚基和微管蛋白β亚基相间排列而成。

图7—1  微管蛋白及微管的结构模式图

（A） 微管蛋白异二聚体结构；（B）原纤维结构；（C）微管结构；

（引自Alberts等，2002）

参照前书图11-1
微管可装配成单管（singlet）、二联管（doublet）和三联管（triplet）。单管由13根原纤维围成，是细胞质中主要的存在形式，分散或成束分布，但不稳定，易受低温、Ca2+等许多因素的影响而发生解聚。二联管由A、B两根单管组成，A管由13根原纤维围成，B管由10根原纤维组成，与A管共用3根原纤维，二联管主要分布于细胞表面的纤毛和鞭毛中。三联管由A、B、C三根单管组成，A管由13根原纤维围成，B管和C管均由10根原纤维组成，分别与A管和B管共用3根原纤维，三联管主要分布于中心粒以及鞭毛和纤毛的基体中。二联管和三联管是比较稳定的微管结构。

    有些微管特异性药物在微管结构与功能研究中起重要作用，这些药物主要有：紫衫酚（taxol）、秋水仙素（colchine）、长春花碱（vinblastine）和nocodazole等。紫衫酚能和微管紧密结合防止微管蛋白亚基的解聚，加速微管蛋白的聚合作用。秋水仙素和已酰甲基秋水仙碱（colcemid）能结合和稳定游离的微管蛋白，使它无法聚合成微管，引起微管的解聚作用。长春花碱和长春花新碱（vincristine）能结合微管蛋白异二聚体亚单位，抑制它们的聚合作用。nocodazole能结合微管蛋白，阻断微管蛋白的聚合反应。

    （二）微管的化学组成

微管主要由微管蛋白构成，微管蛋白存在于所有的真核细胞胞质中。微管蛋白主要成分为α-微管蛋白和β-微管蛋白，约占微管总蛋白质含量的80％～95％。α-微管蛋白与β-微管蛋白在化学性质上极为相似。二者的分子量均为50KDa氨基酸数分别为450个和445个。氨基酸序列分析表明，二者有42％的顺序相同，而且各种生物的微管蛋白几乎完全相同，说明α微管蛋白和β微管蛋白具有同一个基因祖先，并在进化过程中极为保守。
在细胞质中基本上无游离的α-微管蛋白或β-微管蛋白，二者靠非共价键结合以异二聚体的形式存在，α-微管蛋白在下，β-微管蛋白在上。异二聚体是构成微管的基本亚单位，若干异二聚体亚单位首尾相接，形成了原纤维。由于α-微管蛋白暴露在一头，β-微管蛋白暴露在另一头，所以原纤维本身具有极性。微管是由13根原纤维靠非共价键排列而成，在大小上均匀一致，整体上也具有极性。

    每一微管蛋白异二聚体上含有GTP的二个结合位点，微管蛋白与GTP结合而被激活，引起分子构象变化，从而聚合成微管；还含有一个长春花碱的结合位点和二价阳离子Mg2+的结合位点。另外，α-微管蛋白肽链中的第201位的半胱氨酸为秋水仙素分子的结合部位。
近年来人们在微管蛋白家族又发现了第三个成员——γ-微管蛋白。γ-微管蛋白也存在于所有的真核细胞中。尽管它不是构成微管的主要成分，只占微管蛋白总含量的不足1％，但却是微管执行功能所必不可少的。γ-微管蛋白分子量约50KDa，由455个左右的氨基酸组成。运用γ-微管蛋白特异性抗体标记染色显示，定位于微管组织中心，对微管的形成、微管的数量和位置、微管极性的确定及细胞分裂起重要作用。编码γ-微管蛋白的基因如发生突变，可引起细胞质微管在数量、长度上的减少和由微管组成的有丝分裂器的缺失，而且可以强烈地抑制核分裂从而影响细胞分裂。

图7—2  微管的成核模型

（引自Alberts等，2002）

参照前书图11-2
   γ-微管蛋白在细胞质中是以一种约25s复合物形式存在于微管组织中心，称为γ-微管蛋白环状复合物（the γ-tubulin ring complex XE "γ-微管蛋白环状复合物（the γ-tubulin ring complex" ，γTuRC）（图7—2）。这一复合物是由α-微管蛋白、β-微管蛋白、γ-微管蛋白和4种其他蛋白质（P75、P109、P133和P195）组成。非微管蛋白决定螺旋形支架（基底部分），13个γ-微管蛋白和1～2个α-微管蛋白/β-微管蛋白异二聚体结合到支架上。γTuRC的作用是促进微管核心的形成，即成核作用，使微管的负端稳定。

    （三）微管结合蛋白

在细胞内，微管除含有微管蛋白外，还含有一些同微管相结合的辅助蛋白，这些蛋白质总是与微管共存，参与微管的装配，称为微管结合蛋白（microtubule-associated protein XE "微管结合蛋白（microtubule-associated protein" ，MAP），它们不是构成微管壁的基本构件，而是在微管蛋白装配成微管之后，结合在微管表面的辅助蛋白。一般认为，微管结合蛋白有两个区域组成：一个是碱性的微管结合区域，该结构域可与微管结合，可明显加速微管的成核作用；另一个是酸性的突出区域，以横桥的方式与其他骨架纤维相连接，突出区域的长度决定微管在成束时的间距大小。实验证明，MAP2在细胞中过表达会产生很长的突出区域，使微管在成束时保持较宽的间隔；Tau蛋白的过表达会产生极短的突出区域，使微管在成束时紧密。

微管结合蛋白在细胞中起稳定微管结构、促进微管聚合和调节微管装配的作用。微管结合蛋白的磷酸化在控制微管蛋白的活性和细胞中的定位中起基本作用。另外，微管结合蛋白在细胞中的分布区域不尽相同，它们执行的特殊功能也不一样，这在神经细胞中尤为突出。

在高等生物中目前发现有几种微管结合蛋白，包括MAP1、MAP2和MAP4三种。此外，还有一类与微管结合的蛋白质称为Tau蛋白。各种微管均由α-微管蛋白/β-微管蛋白异二聚体组成，微管的结构和功能的差异主要取决于微管结合蛋白的不同。

1、Tau蛋白    Tau蛋白有5种不同的类型，由同一基因编码，是一类低分子量（55KDa～62KDa）的辅助蛋白，也称装饰因子，存在于神经细胞轴突中。Tau蛋白呈“Ω”形，它的N-末端和C-末端能形成18nm的短臂，结合在相邻的微管上以稳定微管。其功能是增加微管装配的起始点和促进起始装配速度，进而促进二聚体聚合成多聚体。另外Tau蛋白也有控制微管延长的作用。Tau蛋白可被钙调素激酶Ⅱ、蛋白激酶A及P42MAP激酶磷酸化，Tau蛋白被蛋白激酶磷酸化后，可以减弱它与微管蛋白的结合从而使微管聚合减弱。

   2、MAP1    是一类高分子量（200KDa～300KDa）的蛋白质，常见于神经轴突和树突中。MAP1常在微管间形成横桥，它可以控制微管的延长，但不能使微管成束。MAP1有三种不同的亚型：MAP1A、MAP1B和MAP1C。MAP1C是一种胞质动力蛋白（dynein），是一个由9～12个亚基组成的蛋白质复合体，具有ATP酶活性，与轴突中逆向的物质运输有关。

    3、MAP2    是一类高分子量（200KDa～300KDa）的蛋白质，具有热稳定性，存在于神经细胞的胞体和树突中。MAP2能在微管间以及微管与中间丝之间形成横桥。与MAP1不同，MAP2能使微管成束。MAP2分子呈“L”形，以其短臂结合到微管表面，短臂为微管促进装配区域（assembly promoting domain）；长臂则以垂直方向从微管表面伸出。当微管结合有MAP2时，在电镜下可显示出其表面的短纤丝。MAP2分子上有一些磷酸化部位，当cAMP依赖性蛋白质激酶（cAMP-dependent protein kinase）以其调节亚基同MAP2长臂结合时，可使MAP2磷酸化，磷酸化的MAP2可抑制微管装配。MAP2有三种不同的亚型：MAP2A、MAP2B和MAP2C。MAP2A分子量为270KDa，在神经元发育过程中不断增加表达；MAP2B的分子量也为270KDa，在神经元发育过程中的表达保持恒定；MAP2C的分子量为70KDa，存在于不成熟的神经元树突中。

4、MAP4    广泛存在于各种细胞（包括神经原细胞和非神经原细胞）中，分子量为200KDa左右，在进化上具有保守性，具有高度的热稳定性。

5、正端追踪蛋白    最近研究表明，还有一类称为正端追踪蛋白（plus-end-tracking protein）或“+TIPs”的微管结合蛋白，定位于微管的正端，它在微管形成的控制、微管与细胞膜或动粒的连接及微管的踏车运动（tread milling） XE "踏车运动（tread milling）" 中起作用。“+TIPs”有两个亚系：CLIP-170家族和EB1家族。有实验证明，CLIP-170结合到游离的微管蛋白异二聚体或寡聚体，然后通过共聚合作用，共同结合到微管的正端。在动物细胞中，CLIP-170家族的调节因子也已经发现，被称为CLIP相关蛋白（CLIP-associated proteins，CLASPs），通过磷酸化来调节与微管之间的联系。有一些正端结合蛋白如EB1微管戴帽蛋白结合在微管的末端可以控制微管的定位，可以帮助生长的微管末端特异性地靶向细胞皮层的蛋白质。

6、stathmin    是一种小分子的蛋白质，一分子stathmin结合两个微管蛋白异二聚体以阻止异二聚体添加到微管的末端。细胞中高活性水平的stathmin，会降低微管延长的速率。stathmin的磷酸化会抑制stathmin结合到微管蛋白上，导致stathmin磷酸化的信号能加速微管的延长和动力学上的不稳定。

7、XMAP215    是一种普遍存在的蛋白质，能优先结合在微管旁边，稳定微管的游离末端，抑制微管从生长到缩短的转变。在有丝分裂过程中XMAP215的磷酸化可抑制这种活性。

    （四）微管的组装及其调节

微管蛋白在细胞中以二聚体或多聚体的形式存在。根据细胞生理的需要，微管蛋白表现聚合或解聚，形成微管的组装或去组装，从而改变微管的结构与分布。若组装与去组装保持平衡状态，则微管维持稳定的结构。

    1、微管的体外装配    在适当的条件下，微管能进行自我装配，其装配要受到微管的浓度、pH值和温度的影响。在体外，只要微管蛋白异二聚体达到一定的临界浓度（约为1mg/ml）、有Mg2+存在而无Ca2+存在、适当的pH值（pH6.9）和温度（37℃）的缓冲液中，异二聚体即聚合成微管。同时需要由GTP提供能量，α-微管蛋白/β-微管蛋白异二聚体同GTP结合后而被激活，引起微管蛋白分子的构象呈直线型，从而使异二聚体结合成微管，而GTP则分解为GDP和磷酸。当微管蛋白的聚合迅速进行时，微管蛋白分子添加到微管上去的速度大于它们所携带的GTP的水解速度，因此新生成的微管上全是GTP-微管蛋白亚基，正因为GTP-微管蛋白亚基之间结合得比较牢固，结果在微管末端形成一个称为GTP帽的结构，它可防止微管的解聚。当微管生长较慢时，GTP帽中的亚基会在新的携带有GTP的亚基结合上来以前就水解它自己的GTP成GDP，这样就失去GTP帽，携有GDP的亚基由于对微管聚合体的结合不紧密而很快从游离端上释放出来，这样微管就不停地缩短。因此，当微管两端的微管蛋白具有GTP帽（与GTP结合）时，微管继续组装；而具有GDP帽（与GDP结合）时，改变异二聚体的构象使原纤维弯曲而不能形成微管的管壁，微管则趋向于解聚。

微管的一种装配方式为：α-微管蛋白和β-微管蛋白首先形成异二聚体，异二聚体首尾相接形成原纤维，再经过原纤维的侧面增加扩展成为片层，当片层达到13根原纤维时即合拢成一段微管。然后新的异二聚体再不断增加到微管的两端使之不断延长（图7—3）。

图7—3  微管的体外装配过程与踏车现象模式图

（引自Lodish等,2000）

参照前书图11-3
原纤维中异二聚体亚单位重复排列具有极性，使细胞内所有由微管构成的结构也具有极性。在一定条件下，微管两个端点的装配速度不同，表现出明显的极性。微管的一端发生GTP-微管蛋白的添加，使微管不断延长，称为正端，而在另一端具有GDP-微管蛋白发生解聚而使微管缩短，则为负端，微管的这种装配方式称为踏车运动。

    2、微管的体内装配    在正常生理状态下，微管的装配总是先由一定区域开始的，该区域即称为微管组织中心（microtubule organizing center XE "微管组织中心（microtubule organizing center" ，MTOCs），它包括：中心体（动物细胞中主要的微管组织中心）、动粒（染色体与纺锤丝相连的部位）、纺锤体的极体（真菌）、基体（原生动物鞭毛、纤毛）、皮层微管射线和成膜体（植物细胞）等。微管组织中心决定细胞微管的极性，微管的正端指向微管组织中心，负端背向微管组织中心。

在细胞内微管形成时，γTuRC存在于微管组织中心，γTuRC就像一颗种子，成为更多异二聚体结合上去的核心，微管从此生长、延长。α-微管蛋白/β-微管蛋白异二聚体结合到γTuRC上，通过微管蛋白彼此间相互作用而稳定，形成一短的微管，由于γTuRC像帽子一样戴在微管的负端而使微管负端稳定。γTuRC组织微管形成的能力似乎被细胞周期调节机制所开闭。最明显的模式是：在间期组织微管形成的能力被关闭，而在G2期到M期的转换时期，一种涉及到细胞周期调节的激酶可能使γ-微管蛋白或γTuRC中的某些蛋白质磷酸化，从而打开γTuRC组织微管形成的能力。

    3、微管装配的调节    微管在体内的装配和去装配在时间上和空间上是高度有序的。间期细胞中，微管与微管蛋白亚单位库处于相对平衡状态；在有丝分裂期中，微管装配和去装配动态受细胞周期的调控而发生明显改变，胞质微管去装配，游离的微管蛋白亚单位装配成为纺锤体；分裂末期，发生逆向变化，纺锤体解体，微管蛋白重新装配成胞质微管。体内微管蛋白的合成是可以自我调节的，多余的微管蛋白单体结合于合成微管蛋白的核糖体上，导致微管蛋白mRNA降解。

    （五）微管的主要功能

1、构成细胞内的网状支架，支持和维持细胞的形态    微管本身不能收缩，且具有一定的刚性，因而在保持细胞外形方面起支持作用。细胞的各种形态是由微管和其他细胞骨架成分来维持的。例如在血小板中有一束微管环形排列于血小板四周，维持血小板的圆盘形结构。当血小板暴露于低温中，环行微管即消失，血小板变成不规则的球形，但把血小板再加热到37℃时，环行微管重新出现，血小板又恢复它的圆盘形结构。秋水仙素、长春花碱等抗分裂剂能与微管蛋白异二聚体中的一个单体特异结合，从而阻止其聚合，使微管解聚，因此这些药物也可使血小板失去其圆盘形结构。这些现象都表明，环行微管是血小板骨架的主要组成部分，它们在血小板中的排列对维持血小板的形状有重要作用。另外，对于细胞突起部分，如纤毛、鞭毛、轴突的形成和维持中微管也具有重要作用。

2、参与中心粒、纤毛和鞭毛的形成    微管在细胞中有多种存在形式。其中一种形式就是形成一些特殊的细胞结构，如中心粒、纤毛、鞭毛等。它们均是由微管构成的细胞结构，具有同源性，在结构和功能上也有一定的关系。

    ⑴中心体    在光学显微镜下，中心体（centrosome） XE "中心体（centrosome）" 位于细胞核附近，中心体含有两个深染的颗粒，称为中心粒（centriol） XE "中心粒（centriol）" 。中心粒周围围绕有半透明的物质，称为中心球（centrosphere），也称为中心粒周围物质（pericentriolar material）。中心体是由中心粒和中心粒周围物质共同组成的。在电镜下，中心粒是由9组三联体微管围成的一个圆筒状结构（图7—4），在各种细胞中基本相同。细胞内成对存在的两个中心粒总是在一端相互垂直排列。中心粒由 9组微管围成，每组包括了3条微管，由内向外分别被编号为A、B、C管，3条微管平行排列成片状三联体结构。9组三联管按一定的角度规则排列，形成了风车状。三联管之间有细丝相连，且在每一三联管的外侧均有被称为随体的致密物质存在。中心粒的轴心向外伸出辐射状的细丝，与每组三联管的A管相连。


图7—4  中心粒模式图

（引自Alberts等，2002）

参照前书图11-4
    从分离纯化的中心体蛋白电泳分析推测中心体蛋白成分大约有150-200种，根据这些蛋白质在中心体处分布的特点可分为三类： ⑴在整个细胞周期过程均定位在中心体处的中心体常驻蛋白，如 γ-微管蛋白、centrin等；⑵仅在M期（有丝分裂期）才定位于中心体处的乘客蛋白，如POPA、NuNa等；⑶中心体调节蛋白，如p34cdc2、周期蛋白B1、周期蛋白A等。

    中心体是动物细胞中主要的微管组织中心。在细胞分裂间期，中心体组织形成胞质微管，构成细胞骨架的主要纤维系统，一方面作为细胞内物质运输的轨道基础，另一方面对细胞形状的维持和改变也起到必不可少的作用；在M期，经过复制的中心体形成纺锤体的两极，指导有丝分裂事件的进行，对纺锤丝的排列和染色体移动有密切关系。
    ⑵鞭毛和纤毛    纤毛（cilia）和鞭毛（flagella）具有运动功能，用来划动其表面的液体，是细胞表面的特化结构。纤毛和鞭毛在来源和结构上基本相同。所不同的是，就一个细胞而论，纤毛短而多，而鞭毛则长而少。纤毛和鞭毛都是以微管为主要成分构成的，并且有特殊的结构形式，大多数属于9＋2类型（图7—5）。纤毛和鞭毛的横断面电镜观察可见中央有两条微管，称为中央微管。中央微管的外周包围一层蛋白质性的鞘，称为中央鞘（central sheath）。外周则以9组二联管围绕。二联管两两之间以微管连接蛋白相连。外周二联管和中央鞘之间也有连接，称为放射辐条（radial spoke）。放射辐条由 A管伸出，近中央鞘一端膨大，称为辐头。A管上还伸出动力蛋白臂（dynein arms），其头部具有ATP酶活性，可为纤毛与鞭毛的运动提供动力。鞭毛和纤毛的运动是通过核心微管相互之间滑动造成其轴心弯曲而产生的。鞭毛和纤毛的基体由三联管组成，与中心粒相似。基体的中央无微管。

图7—5  鞭毛和纤毛模式图

（引自Alberts等，2002）

参照前书图11-5
    3、维持细胞内细胞器的定位和分布    微管及其相关的马达蛋白在真核细胞内的膜性细胞器的定位上起着重要作用。细胞中的线粒体的分布与微管相伴随，游离核糖体附着于微管和微丝的交叉点上，微管使内质网在细胞质中展开分布，使高尔基体在细胞中央靠近细胞核而定位于中心体附近。如果用秋水仙素处理细胞，破坏微管的装配，那么这些细胞器的有序空间排列就会改变。如内质网坍塌，由于与核被膜相连系，于是便积聚到核附近；高尔基体分解成小的囊泡，分散在整个细胞质中。当把秋水仙素去除以后，则细胞器的分布重新恢复正常。现在认为这些细胞器的正常分布是由细胞器膜上与马达蛋白结合的受体所调控的——在内质网上是与驱动蛋白结合的受体，而在高尔基体上是与动力蛋白结合的受体。

    4、为细胞内物质运输提供轨道    真核细胞具有复杂的内膜系统，从而使细胞质高度区室化，细胞内物质的合成部位往往与其行使功能的部位不同，因此，新合成的物质必须要经过胞内运输才能被运往其功能部位。细胞内的有些物质的定向运送，特别是小泡运输，与微管的存在有关。例如神经细胞合成的蛋白质等物质沿神经轴索快速运送至远端的神经末梢，细胞的分泌颗粒和色素细胞的色素颗粒的运输沿微管运送，线粒体的快速运动也是沿微管进行的。

在细胞内物质运输中，微管主要为运输物质提供轨道并对运输方向具有指导作用，而参与胞内物质运输则由马达蛋白（motor protein） XE "马达蛋白（motor protein）" 来完成。特异性蛋白不同的尾部轻链介导马达蛋白附着在特异的被转运的细胞器上。目前现发现有几十种马达蛋白（图7—6），可以归属于二个家族：胞质动力蛋白（cytoplasmic dynein）和驱动蛋白（kinesin）。胞质动力蛋白和驱动蛋白各有两个球状ATP结合头部和一个尾部，它的头部与微管是以空间结构专一的方式结合的，因此驱动蛋白就只有当它以正确的姿势“指向”微管时才能结合上去，而马达蛋白的尾部通常是和细胞组分如小泡或细胞器稳定结合的，因而也就决定了马达蛋白所运载的“货物”种类。

图7—6  沿微管运输的马达蛋白

（引自Alberts等，2002）

参照前书图11-6
驱动蛋白是一类微管激活的ATP酶，可沿微管由负端向正端移动，在胞内物质运输中具有重要作用。在神经细胞中，驱动蛋白已被证明沿着轴突的微管“轨道”负责快速轴突运输，线粒体快速移动，分泌小泡前体和各种轴突组成物运输到达神经末梢。有证据显示，与膜结合的马达蛋白受体，选择特异性的膜包被物质，与一些驱动蛋白家族成员的尾部直接或间接的相互作用。如在神经细胞的轴突中，淀粉样蛋白质前体蛋白（amyloid precursor protein，APP）可作为一种受体直接结合在驱动蛋白-Ⅰ的尾部轻链上，成为跨膜的马达蛋白受体分子。这种蛋白质的异常可引发Alzheimer’s疾病。

动力蛋白是一个由9～12个亚基组成的蛋白质复合体，具有ATP酶活性，可沿微管由正端向负端移动，为细胞内物质运输和纤毛运动提供动力。间期细胞中胞质动力蛋白的一个主要作用是参与细胞器的定位和转运。动力蛋白本身是一个巨大的蛋白质复合物（图7—7），需要和一种较大的称为动力肌动蛋白（dynactin）的蛋白质复合物结合，才可以有效地转运细胞器。动力肌动蛋白复合物具有短的肌动蛋白样纤维，这种纤维由肌动蛋白相关蛋白1（actin-related protein 1，Arp1）组成。高尔基体的膜上覆盖一些蛋白质（如ankyrin和spectrin）能与Arp1纤维结合，从而介导动力蛋白附着到细胞器上。


图7—7  胞质动力蛋白与细胞器膜的附着

（引自Alberts等，2002）

参照前书图11-7
    另外，微管在细胞中分布广泛，特别是神经细胞内的微管与某些信息传递有关，信号分子可直接与微管作用或通过一些蛋白质来与微管作用。目前已经证明微管参与了hedgehog，JNK，Wnt，ERK蛋白激酶信号转导通路。
2、 微丝

微丝是由肌动蛋白（actin）组成的细丝，普遍存在于真核细胞中。肌动蛋白是真核细胞中含量最丰富的蛋白质，在肌肉细胞中，肌动蛋白占细胞总蛋白的10％，在非肌肉细胞中也占了1～5％。微丝在细胞的形态维持以及细胞运动中起着重要的作用。微丝对于细胞的多种运动尤其是与细胞表面有关的运动十分重要。若没有微丝，动物细胞就不能沿着某一表面爬行，不能通过吞噬作用摄入大的颗粒，细胞也不能分裂。象微管一样，微丝是不稳定的，但它在细胞中也能形成稳定的结构，象肌肉中的收缩单位。微丝与许多种肌动蛋白结合蛋白相结合，使它能够在细胞内行使各种功能。

（一）微丝的形态结构

微丝又称为肌动蛋白丝，与微管相比，微丝较细、较短更富韧性，在电镜下是一种细丝状结构，直径5～8nm，可成束地或分散地存在于细胞质中，这样比孤立的单根纤维要来得结实。在细胞中，微丝可以稳定的永久结构存在，也可以不稳定的暂时结构存在。前者如肌肉细胞中的肌动蛋白纤维和上皮细胞微绒毛中的轴心微丝，后者如细胞分裂时形成的收缩环结构等。在不同的细胞类型中，微丝可组成不同的结构，如张力丝（tonfilament）、肌丝（myofilament）和神经丝（neurofilament）等。张力丝存在于上皮细胞的细胞膜内表面，在微丝束的基部参与构成细胞间的连接如桥粒。这类微丝起着支架作用，并使细胞具有一定的韧性和弹性。肌丝存在于肌肉细胞中，具有收缩作用。神经丝存在于神经细胞的树突和轴突中，具有支架作用，还与神经细胞内的物质运输有关。

    一些特殊的药物可以改变肌动蛋白的聚合状态，影响微丝的生物学特性。鬼笔环肽（phalloidin）是由毒蕈提取的剧毒生物碱，与肌动蛋白纤维结合并使之稳定，抑制微丝的解聚作用。细胞松弛素（cytochalasin）是真菌所分泌的代谢产物，结合在肌动蛋白纤维的正端，阻止肌动蛋白的聚合，它可使细胞的各种活动瘫痪，包括细胞移动、吞噬作用、胞质分裂等。swinholide能切断肌动蛋白纤维，使之解聚。latrunculin结合在肌动蛋白亚单位上，阻断它们的聚合反应。

（2） 微丝的化学组成

微丝的主要成分是肌动蛋白，它是微丝结构和功能的基础（图7—8）。肌动蛋白单体外观呈哑铃形，称为G-肌动蛋白（球形-肌动蛋白）。每个G-肌动蛋白由2个亚基组成，它具有阳离子（Mg2+和K+或Na+）、ATP（或ADP）和肌球蛋白结合位点。微丝是由G-肌动蛋白单体形成的多聚体，也称为F-肌动蛋白（纤维形-肌动蛋白）。肌动蛋白单体具有极性，装配时首尾相接，故微丝也有极性。


图7—8  肌动蛋白和微丝的结构模式图

（A）为肌动蛋白单体的结构；（B）为肌动蛋白纤维的结构

（引自Alberts等，2002）

参照前书图11-8
比较传统的模型认为，微丝是由2条平行的肌动蛋白单链按右手螺旋法则盘绕形成的纤维组成，每37nm螺旋一圈，而且所有的肌动蛋白亚单位具有同一个方向。近年来则认为每个肌动蛋白单体有4个亚单位，呈上、下及两侧排列，中央有深的裂口，ATP（或ADP）能结合在上面。肌动蛋白是催化ATP水解的酶，游离的肌动蛋白单体这种水解作用进行得很慢，但当肌动蛋白结合到肌动蛋白纤维上时会加速水解ATP。当肌动蛋白单体加入到肌动蛋白纤维时核苷酸水解即开始，游离的磷酸基团从肌动蛋白上释放，但ADP仍结合在纤维结构中，因而存在两种不同的肌动蛋白纤维结构，一种是与ATP结合的“T型”纤维，另一种是与ADP结合的“D型”纤维。肌动蛋白在装配时，“T型”纤维更容易倾向于组装，而“D型”纤维则易倾向于去组装

（3） 微丝结合蛋白

同样的微丝在细胞内功能不一致，有的使细胞运动，有的支撑细胞，还有的行使更为复杂的功能，这在很大程度上和细胞质存在许多种类的微丝结合蛋白（microfilament-associated protein） XE "微丝结合蛋白（microfilament-associated protein）" 有关。它们和肌动蛋白相结合，控制着肌动蛋白的构型和行为。微丝结合蛋白中有些只在特定细胞中存在，有的是细胞所共有的，其名称根据它们对微丝结构和组装影响而定。
1、肌肉收缩系统中的微丝结合蛋白    肌细胞又称肌纤维，肌质内含有丰富的肌原纤维（myofibril）。肌肉收缩系统中的微丝结合蛋白主要有肌球蛋白、原肌球蛋白和肌钙蛋白，其中肌球蛋白是粗肌丝（thick myofilament）的主要成分，原肌球蛋白和肌钙蛋白则与肌动蛋白一起组成细肌丝（thin myofilament）（图7—9）。


图7—9  细肌丝的分子结构示意图

（引自Alberts等，2002）

参照前书图11-9
　　⑴原肌球蛋白    原肌球蛋白（tropomyosin XE "原肌球蛋白（tropomyosin" ，Tm）占收缩蛋白的10％，是由2条平行的多肽链形成的a-螺旋结构，长约40nm，双螺旋链彼此首尾相接，连成更长的链，位于肌动蛋白纤维的螺旋沟内。每条肌动蛋白双螺旋链均有原肌球蛋白双螺旋链与之结合，二者相伴而行，且每一个原肌球蛋白分子的长度相当于7个肌动蛋白分子排列的长度。原肌球蛋白与肌动蛋白纤维结合后可调节肌球蛋白头部和肌动蛋白的结合。
　　⑵肌钙蛋白    肌钙蛋白（troponin XE "肌钙蛋白（troponin" ，Tn）是一种特大球蛋白，由肌钙蛋白C、肌钙蛋白I和肌钙蛋白T 3个亚基组成。肌钙蛋白C又称为Ca2+结合亚基（Tn-C），能同4个Ca2+特异性结合，引起肌钙蛋白构象发生变化。肌钙蛋白T为原肌球蛋白结合亚基（Tn-T），对原肌球蛋白具有高度亲和力。肌钙蛋白I是抑制亚基（Tn-I），可以同肌动蛋白和肌钙蛋白T相结合，但不结合Ca2+。肌钙蛋白I可抑制肌球蛋白头部的ATP酶活性，并抑制肌动蛋白与肌球蛋白头部接触。在静止的肌肉中，肌钙蛋白I和肌钙蛋白T形成的复合物把原肌球蛋白从正常的结合凹槽中拉出进入肌动蛋白纤维的位置，干扰了肌动蛋白纤维同肌球蛋白头部的结合。当Ca2+水平升高，Tn-C结合4个Ca2+引起Tn-I释放柄部到肌动蛋白上，使原肌球蛋白分子滑回正常的位置，这样肌球蛋白头部可以在肌动蛋白纤维上运动。每7个球形肌动蛋白分子的长度中平均就有1个肌钙蛋白分子和1个原肌球蛋白分子（图7—9）。

　　⑶肌球蛋白    肌球蛋白（myosin）有多种类型，在肌肉中为肌球蛋白Ⅱ（myosinⅡ），主要功能是参与肌丝收缩。肌球蛋白Ⅱ整个分子包括1个头部和1条尾部，由6条多肽链组成的杆状分子（图7—10），2条重链和4条轻链。每条重链约2000个氨基酸，2条重链的N—端和2对轻链盘曲成球形头部，尾部是由2条重链以a-双螺旋缠绕而成。肌球蛋白Ⅱ在头部和尾部有许多可以被磷酸化的位点，每个头部均有肌动蛋白及ATP酶结合部位，具有ATP酶活性，可利用水解ATP的能量朝肌动蛋白纤维的正端移动。细长的盘绕的尾部可以和其他的肌球蛋白分子的尾部结合在一起。在细胞中，肌球蛋白Ⅱ存在两种结构状态，一种是伸展状态能形成双极纤维；另一种是弯曲状态。当弯曲状态的轻链在Ca2+依赖的肌球蛋白轻链激酶（myosin light-chain kinase，MLCK）作用下呈现伸展状态可以促进多个肌球蛋白分子平行交错排列，尾部朝向中央，而头部朝向两端聚合成双极纤维。


图7—10  肌球蛋白Ⅱ的结构

（引自Alberts等，2002）

参照前书图11-10
   2、非肌细胞中的微丝结合蛋白

目前在非肌肉细胞中已发现40多种微丝结合蛋白，主要与微丝的装配及微丝的功能相关（表7—1）。

    另外，还有一类微丝结合蛋白是ERM家族（ERM family），介导肌动蛋白和质膜的联系。ERM家族 XE "ERM家族（ERM family）" 由最先的三个成员ezrin、radixin和moesin而得名，ERM蛋白的C-末端结构域直接和肌动蛋白纤维相结合，它的N-末端结构域结合在一些跨膜糖蛋白的胞质面，介导肌动蛋白和质膜的联系，同时受细胞内外的信号调节。ERM蛋白存在两种构象，一种是具活性的伸展构象，通过寡聚合作用结合在肌动蛋白和CD44上；另一种是无活性的折叠构象，通过分子内的相互作用使N-末端和C-末端结合在一起。磷酸化或被PIP2结合可调节ERM蛋白的打开，暴露肌动蛋白和跨膜蛋白的两个结合位点，使ERM蛋白的产生活性，稳定细胞表面的突起从而形成对胞外信号的应答（图7—11）。


图7—11  ERM蛋白介导微丝与质膜的连接

（引自Alberts等，2002）

参照前书图11-11

表7—1  各种类型的微丝结合蛋白及其功能
微丝结合蛋白类型
微丝结合蛋白名称
作用方式

单体隔离蛋白
胸腺蛋白（thymosin）
起到隔绝肌动蛋白单体的作用，使肌动蛋白不能结合到微丝的正端或负端，也不能水解或交换肌动蛋白结合的核苷酸。


前纤维蛋白（profilin）
结合在肌动蛋白ATP结合位点的对侧面，并结合到延长的微丝正端，阻碍肌动蛋白单体的负端与微丝正常结合。


cofilin
按1∶1的比例与肌动蛋白单体结合，使肌动蛋白不稳定。

切割蛋白
凝溶胶蛋白（gelsolin）
结合在微丝的侧面，将子域伸入到相邻肌动蛋白间隔中，将肌动蛋白纤维切断。

交联蛋白
细丝蛋白（filamin）
形成“V”型连接，横向交联相邻微丝，使微丝成束成网，并介导微丝连接到质膜上。


血影蛋白（spectrin）
横向连接相邻微丝形成二维网络，并通过周膜蛋白结合位点将该网络与质膜相连。

封端蛋白
CapZ
定位在肌细胞Z线，阻止肌动蛋白纤维正端的解聚，维持肌动蛋白纤维的稳定。


ARP复合物
负端的封端蛋白，负责微丝的成核作用。

侧面结合蛋白
肌球蛋白I（myosinI）
或称110K蛋白，侧向连接肌动蛋白，可以产生动力使小泡移远。

马达蛋白
肌球蛋白Ⅱ（myosinⅡ）
存在与应力纤维和可收缩的结构中，使微丝产生相对滑动。

成束蛋白
毛缘蛋白（fimbrin）
在平行的微丝间形成连接，以相同的极性使微丝成束。


α-辅肌动蛋白(α-actinin)
在应力纤维中比较多，在正端的微丝间形成连接，使正端微丝成束。


绒毛蛋白（villin）
是一种钙调微丝结合蛋白，帮助20～30条肌动蛋白纤维形成紧密的微丝束。

   （四）微丝的组装及其调节

微丝可以以在任何一端添加肌动蛋白单体的方式增长，不过由于微丝具有极性，新的肌动蛋白单体加到微丝两端的速度不同，速度快的一极为正端，速度慢的一极为负端，表现出显著的踏车现象。裸露的微丝就象不带结合蛋白的微管一样而呈固有的不稳定性，而且两端都可以去组装，在解聚时正端的速度比负端的速度要快得多。每一个游离的肌动蛋白单体带有一个紧密结合的ATP，一旦肌动蛋白单体聚合到肌动蛋白丝上它就水解为ADP。就象GTP对于微管一样，肌动蛋白丝中的ATP水解为ADP减弱了单体之间的结合力，也就降低了聚合体的稳定性。因此核苷酸的水解促进了解聚，帮助细胞中已形成的微丝去组装。

微丝的装配在体外受ATP、Ca2+、Na+和 K+浓度的影响。在含有 ATP和Ca2+以及低浓度的Na＋、K十的溶液中，微丝趋于解聚而形成肌动蛋白单体；而在Mg2+和高浓度的Na十和K十的溶液中，肌动蛋白单体则装配成微丝。

   微丝同微管一样，在体内装配时有成核作用。所不同的是肌动蛋白纤维的成核作用发生在质膜，因而在很多细胞中肌动蛋白纤维在质膜下的一层往往密度很高，称为细胞皮质层（cell cortex），可决定细胞表面的形状和运动。例如依靠一些附属的蛋白质，肌动蛋白可形成许多细胞表面的结构，包括微绒毛（microvilli）、线状伪足（filopodia）和片足（lamellipodia）等。

    在质膜下肌动蛋白纤维的成核作用很大程度受外部信号的调节，使细胞快速改变形状和硬度以应答外界环境的变化。这种成核作用受一种蛋白质复合物的催化，该复合物是由一些与肌动蛋白相关的蛋白质（actin-releated proteins，ARPs）组成，称为ARP复合物（ARP complex），包括Arp2、Arp3和其它的附属蛋白质。Arp2和Arp3与肌动蛋白有45％的同源性，与γTuRC的作用相似。ARP复合物在生长的肌动蛋白纤维的负端形成一个核心，肌动蛋白纤维由此向正端快速生长。该复合物还可以70°的角度结合原先存在的肌动蛋白纤维上，成核并形成新的肌动蛋白纤维，这样就可使单独的纤维形成树枝状的网络（图7—12）。ARP复合物定位于快速生长的肌动蛋白纤维区域如片足，它的成核活性受细胞内信号分子和质膜胞质面成分的调节。


图7—12  微丝装配的成核作用及微丝网络的形成

（A） 肌动蛋白纤维的成核作用；（B）微丝成网过程

（引自Alberts等，2002）

参照前书图11-12
（五）微丝的功能

在微丝结合蛋白的协助下，微丝在真核细胞中形成了广泛存在的骨架结构。与细胞许多重要的功能活动有关。 

1、 支撑作用

　　⑴形成应力纤维    应力纤维（stress fiber）是在细胞内紧邻质膜下方，由微丝束构成的较为稳定的纤维状结构，也叫张力纤维，常与细胞的长轴大致平行并贯穿细胞的全长。这些微丝束具有极性，一端与质膜的特定部位相连，另一端插入到细胞质中，或与中间丝结合。应力纤维具有收缩功能，但不能产生运动，而只能用于维持细胞的形状和赋予细胞韧性和强度。

　　⑵支持微绒毛　  在肠上皮细胞表面伸出了大量的微绒毛，微绒毛对扩大小肠的表面积、增强消化和吸收功能具有重要意义。在微绒毛中，由微丝形成的微丝束构成了微绒毛的骨架，另外还有一些微丝结合蛋白，在调节微绒毛长度和保持其形状方面具有重要作用。微绒毛侧面质膜有侧臂与肌动蛋白丝束相连，从而将肌动蛋白丝固定。肌动蛋白丝之间由许多绒毛蛋白和毛缘蛋白组成的横桥相连，毛缘蛋白在微丝束的形成中起作用。绒毛蛋白的作用受Ca2+浓度的调节，在低Ca2+浓度下绒毛蛋白可使微丝聚集成束，而在高Ca2+浓度下又能使微丝断裂，可见，Ca2+浓度对微丝束的长度具有调节作用。

2、参与细胞运动

　　⑴变形运动　  许多动物细胞在进行位置移动时多采用变形运动的方式。如变形虫、巨噬细胞和白细胞以及器官发生时的胚胎细胞等，这些细胞含有丰富的微丝，依赖肌动蛋白和微丝结合蛋白的相互作用，均可进行变形运动（图7—13）。这些细胞通过肌动蛋白聚合使细胞表面形成突起，如片状伪足或丝状伪足。当片状伪足或丝状伪足接触到一片合适的表面时，它们就粘附在上面：这时称为整联蛋白的跨膜蛋白就与胞外基质中的分子或与另一细胞表面上的分子结合。同时整联蛋白在胞内面紧紧抓住肌动蛋白丝，从而为细胞内部的肌动蛋白丝系统创造了一个牢靠的锚着点。细胞然后通过内部的收缩产生拉力，利用这一锚着点把自己的身体拉向前。


图7—13  细胞的移动过程示意图

（引自Alberts等，2002）

参照前书图11-13
    ⑵细胞分裂    在有丝分裂末期，核分裂完成后，在即将分离的2个子细胞之间由微丝形成一个收缩环（contractile ring） XE "收缩环（contractile ring）" 或称缢环，由大量平行排列的微丝组成，这些微丝具有不同的极性。通过肌动蛋白与肌球蛋白分子的相互作用产生收缩的动力，在肌球蛋白的作用下，不同极性的微丝之间发生相对滑动，使收缩环收缩，形成分裂沟，使细胞一分为二。干扰肌动蛋白或肌球蛋白都能抑制收缩环的功能。

　　⑶肌肉收缩    骨骼肌细胞的收缩单位是肌原纤维，肌原纤维由粗肌丝和细肌丝装配形成，粗肌丝的成分是肌球蛋白，细肌丝主要由肌动蛋白、原肌球蛋白和肌钙蛋白构成。肌动蛋白丝与肌球蛋白丝之间发生相对滑动，可引起肌肉收缩。其变化过程可分为五个步骤（图7—14）：①结合（attached）：肌球蛋白的头部因缺乏结合的核苷酸而与肌动蛋白丝紧密地结合形成僵直构象，在活跃收缩的肌肉中这一状态是很短暂的，由于和ATP分子的结合而迅速结束。②释放（released）：一个ATP结合在肌球蛋白头部“背面”的大裂口处，立即诱导肌动蛋白结合位点上的肌球蛋白的构象改变，使肌球蛋白头部对肌动蛋白的亲和力降低而离开肌动蛋白丝。③直立（cocked）：肌球蛋白头部裂口关闭，象壳一样包在ATP分子外，触发明显的构象变化，使肌球蛋白的头部沿肌动蛋白丝移动大约5nm。在这一过程中ATP水解发生，但产生的ADP和无机磷酸盐产物（Pi）仍紧密结合在肌球蛋白上。④力的产生（force-generating）：肌球蛋白头部微弱地结合到肌动蛋白丝的一个新的结合位点上，释放出Pi，同时肌球蛋白的头部与肌动蛋白紧密结合，触发产生机械力，力的产生使肌球蛋白的构象改变，恢复到原来的构象，失去所结合的ADP，从而回到下一个循环的初始状态。⑤结合（attached）：在循环的最后，肌球蛋白的头部再次以僵直状态紧密地与肌动蛋白丝结合，但此时的肌球蛋白头部已经移动到肌动蛋白丝上的新的位点。


图7—14  肌球蛋白在细肌丝上的移动过程示意图

（引自Alberts等，2002）

参照前书图11-14
3、参与胞内信息传递    细胞表面的受体在受到外界信号作用时，可触发细胞膜下肌动蛋白的结构变化，从而启动细胞内激酶变化的信号转导过程。微丝主要参与Rho蛋白家族有关的信号传导，Rho蛋白家族（Rho protein family） XE "Rho蛋白家族（Rho protein family）" 是与单体的GTP酶有很近亲缘关系的蛋白质，它的成员有：Cdc42、Rac和Rho。Rho蛋白通过GTP结合状态和GDP结合状态循环的分子转变来控制细胞传导信号的作用。活化的Cdc42触发肌动蛋白聚合作用和成束作用，形成线状伪足或微棘。活化的Rac启动肌动蛋白在细胞外周的聚合形成片足和褶皱。活化的Rho既可启动肌动蛋白纤维通过肌球蛋白Ⅱ纤维成束形成应力纤维，又可通过蛋白质的结合形成点状接触。

三、中间丝

    中间丝是细胞骨架的一种主要种类，广泛存在于真核细胞中，有很强的抗拉强度，因而它们的主要功能是使细胞在被牵伸时能经受住机械力的作用。中间丝最初在平滑肌细胞中被发现，由于它的直径介于平滑肌细胞中的细肌丝和粗肌丝之间，因此称为中间丝，也称中间纤维、中等纤维。中间丝在三类细胞骨架纤维中最为坚韧和耐久的，当细胞用高盐和非离子去垢剂处理时，只有中间丝可以保留，其余大部分的骨架纤维都被破坏了。在大多数情况下，它们很典型地形成满布在细胞质中的网络，包围着细胞核，还延伸到细胞膜的周边，在那里它们往往锚着在细胞膜上的细胞连接上。中间丝与核纤层、核骨架等共同构成贯穿于细胞核内外的网架体系，在细胞构建、分化等多种生命活动过程中起重要作用。
    （一）中间丝的形态结构

中间丝就象是很多股长线绞起来以增加强度的绳子，着根绳子的每一股长长纤维蛋白是中间丝的亚基。的电镜下，中间丝的直径约为10nm，由不同的蛋白质组成，其功能主要与维持细胞外形和各种细胞器的位置有关。与微管和微丝不同，中间丝蛋白合成后基本上均装配成中间丝，游离的单体很少。中间丝结构极稳定，不受细胞松弛素和秋水仙素的影响，因而在化学性质上与微丝和微管不同。许多动物细胞的中间丝形成一个“筐”，围住细胞核，并向细胞周围伸展。在承受机械张力部位中间丝特别明显，如在两个相邻的上皮细胞之间的桥粒部位、神经细胞轴突、平滑肌细胞胞质内均有明显分布。与微管和微丝相比，中间丝的成分复杂，分布具有高度的组织特异性。现已在神经细胞、上皮细胞、肌肉细胞、成纤维细胞和神经胶质细胞等中发现了中间丝的存在。

（二）中间丝的化学组成

    中间丝是由中间丝蛋白家族组成。不同的中间丝蛋白在不同类型的细胞中表达，根据其组织来源和免疫原性以及蛋白质的氨基酸序列，可将中间丝分为6大类，包括角蛋白纤维、神经元纤维、波形蛋白样纤维、核纤层蛋白、巢蛋白和未归类的中间丝蛋白。中间丝蛋白具有高度同源性，它们在化学性质上各不相同，在结构上具有多形性，而且受发育阶段的调节。中间丝蛋白一般可分为头部、杆部和尾部3个部分（图7－15）。头部位于N-末端，为非螺旋结构，是一球形区域，具有高度可变性，可进一步分为同源区、可变区和末端区。杆部有四段高度保守的a螺旋形成伸展的超螺旋。四个螺旋区间通过三个短的非螺旋的肽链片段连接在一起，四个螺旋片段中的氨基酸呈现7个一组的重复序列，它们并不显著地使整个杆状区发生扭曲。尾部位于C-末端的球形区域。中间丝的上述结构特点是其进一步组装成高级结构的基础。不同中间丝蛋白杆部的大小和氨基酸序列变化不大，所以当它们聚集在一起时，往往形成直径和内部结构都相同的纤维；相反，球状的头尾部暴露在纤维的表面，是与胞质中其他组分相互作用的区域，不同的中间丝在该部位的大小与氨基酸序列变化很大，化学性质也各不相同。


图7—15  中间丝蛋白单体的结构模型

（引自Alberts等，1994）

参照前书图11-15
    1、角蛋白纤维 XE "角蛋白纤维（keratin filament）"     角蛋白纤维（keratin filament）是中间丝家族中变化最多的一类蛋白质，其分子量为40KDa～68 KDa，存在于上皮细胞及其衍生物，可分为两大类：Ⅰ型（酸性）和Ⅱ型（中性/碱性）。目前在人类不同类型的上皮细胞中发现了约20种角蛋白，其中10种以上在毛发和指甲中。单个上皮细胞可能产生若干种角蛋白，共聚合成网络结构。每一种角蛋白纤维由均等的Ⅰ型角蛋白和Ⅱ型角蛋白共同组成，形成异二聚体（heterodimers），两种异二聚体参加形成最基本的四聚体亚单位。交联的角蛋白通过二硫键形成网络，即使细胞死亡也会保存下来，在外层皮肤、毛发、指甲中，为动物形成坚韧的遮盖物。许多形态与功能不同的上皮细胞通过它们组成的细胞角蛋白分子结构可以进行鉴别。角蛋白基因的突变会导致一些人类的遗传性疾病，如单纯性大泡性表皮松懈症。

    2、神经元纤维 XE "神经元纤维（neurofilament）"     神经元纤维（neurofilament）包括神经元纤维蛋白（neurofilament protein，NF）和α-内连蛋白（α-internexin），高浓度存在于脊椎动物神经元轴突中。α-内连蛋白分子量为56 KDa。神经元纤维蛋白由3种分子量分别为68 KDa、150 KDa和200 KDa的神经元纤维蛋白（NF-L、NF-M、NF-H）在体内共同装配，由NF-L和NF-M或NF-H形成异多聚体（heteropolymers）。NF-M和NF-H具有较长的C-末端尾部区域结合到相邻的纤维上，产生相同纤维间隔的排列。在轴突生长过程中新的神经元纤维亚单位沿轴突合并，轴突的直径会增加5倍。神经元纤维基因表达的水平可直接控制轴突的直径，进而控制电信号沿轴突的传递速度。

    3、波形蛋白样纤维 XE "波形蛋白样纤维（vimentin-like filaments）"     波形蛋白样纤维（vimentin-like filaments）包括四种蛋白质：间质细胞（在成纤维细胞、血管内皮细胞、白细胞等）来源的波形蛋白（vimentin）、肌肉细胞（骨骼肌、心肌和平滑肌）来源的结蛋白（desmin）、胶质细胞（星形细胞和一些Schwann细胞）来源的胶质纤维酸性蛋白（glial fibrillary acidic protein，GFAP）和一些神经细胞来源的外周蛋白（peripherin）。它们的分子量分别为：55 KDa，53 KDa，50 KDa～52 KDa，54 KDa。

4、核纤层蛋白    核纤层蛋白（lamin）存在于内层核膜的核纤层，有核纤层蛋白A（lamin A）、核纤层蛋白B（lamin B）和核纤层蛋白C（lamin C）三种。它们的分子量分别为：62 KDa～72 KDa，65 KDa～68 KDa，62 KDa～72 KDa。

5、巢蛋白    巢蛋白（nestin）在神经上皮细胞（neuroepithelial cell）和辐射状胶质细胞（radial glial cell）中表达。与其他中间丝蛋白相比，巢蛋白肽链的N-末端很短，只有11个氨基酸残基；而C-末端则较长。巢蛋白能影响神经脊细胞（neural crest cells）的迁移模式及向何处迁移，可能与建立和维持细胞的形状有关。

6、未归类的蛋白质    有phakinin和filensin两种，存在于晶体细胞的胞质中。

细胞内中间丝的成分经常会有变化，在许多上皮来源的细胞开始只有细胞角蛋白，而后出现波形蛋白。胶质细胞开始只有胶质细胞原纤维酸性蛋白，后来也出现波形蛋白，但它们是分别排列的，说明中间丝的种类和成分可随细胞的成长或成熟而改变。

    （三）中间丝结合蛋白

尽管有些中间丝可通过自我装配成束，如神经元纤维蛋白NF-M和NF-H有C-端区域伸出纤维表面结合相邻的中间丝，但其他类型的中间丝结合成束需要附属蛋白帮助，这些附属蛋白质本身不是中间丝的组成蛋白，但在结构和功能上与中间丝有密切联系，称为中间丝结合蛋白（intermediate filament associated protein，IFAP）。目前已经报道了约15种中间丝结合蛋白。

　　1、丝聚蛋白    丝聚蛋白（filaggrin）在不同的细胞中使角蛋白纤维聚集成束，提供表皮的最外层以特别的韧性，可作为区分不同的上皮细胞的特异性标志。

　　2、网蛋白    网蛋白（plectin）能使波形蛋白成束。不仅能使 中间丝成束，而且能使中间丝与微管连接，使肌动蛋白纤维成束，帮助肌球蛋白Ⅱ与微丝的结合，以及介导中间丝与质膜的连接。缺乏有功能的网蛋白基因的小鼠会出现皮肤水疱和骨骼肌心肌的异常而在出生几天后死亡。

　　3、中间丝结合蛋白300    中间丝结合蛋白300（IFAP 300）主要作用是将中间丝锚定于桥粒上。
　　4、BPAG1    定位在内侧桥板，参与角蛋白与桥粒的连接。

最近还鉴定出了一类横连结合蛋白，可介导中间丝与其他细胞骨架网络之间的相互作用。另外还有一些蛋白质也具有中间丝结合蛋白的性质，如MAP2参与中间丝与微管间横桥的连接；血影蛋白和ankyrin参与中间丝与质膜的连接；desmoplakin参与桥粒的形成。
（四）中间丝的组装及其调节

与微管和微丝的结构相比，中间丝较为稳定，在一个细胞中中间丝的亚基几乎全部以聚合的形式出现，而且中间丝的构建可能是多样性的。中间丝的装配分4步（图7—16）：①两个相邻亚基所对应的a螺旋的杆状区形成双股超螺旋结构，即二聚体。二聚体的两个单体是以对齐平行的方式排列的，长度约为48nm；②由指向相反方向的超螺旋二聚体以半分子交错排列方式组装形成四聚体亚单位（tetrameric subunit），四聚体可能是中间丝解聚的最小亚单位；③由四聚体组装成平行的八聚体原纤维（protofilament）；确切方式不明，装配好的中间丝具有多态性，最多见的是由8个四聚体或4个八聚体装配成为中间丝，中间丝的截面可由32个α-螺旋分子组成；④由八聚体原纤维通过超螺旋蛋白质侧面疏水的相互作用组装成中空管状中间丝。组装的中间丝易弯曲但非常不易被打断。


图7—16  中间丝的装配模型

（A）为中间丝蛋白单体 （B）为超螺旋二聚体 （C）为两个超螺旋二聚体交错形成四聚体 （D）为两个四聚体组装在一起 （E）八个四聚体装配形成中间丝

（引自Alberts等，2002）

参照前书图11-16
    对角蛋白、结蛋白、波形纤维蛋白和胶质纤维酸性蛋白等中间丝，其N-末端在形成纤维中是至关重要的，而其C-末端的作用目前还不清楚。缺失N-末端的Ⅰ型和Ⅱ型角蛋白不能装配成中间丝；而缺失C-末端则似乎对装配影响不大。中间丝组装和去组装的机制还不清楚，但在正常条件下蛋白质的磷酸化调节中间丝的去组装。

    （五）中间丝的功能

中间丝在胞质中形成精细发达的纤维网络，外与细胞膜及细胞外基质相连，中间与微管、微丝和细胞器相连，内与细胞核内的核纤层相连，因此，中间丝也具有多种功能，而且中间丝发挥功能具有时空特异性。

1、细胞的细胞内支架作用

⑴在细胞内形成一个完整的网状骨架系统    中间丝在外与细胞膜和细胞外基质有直接的联系，内与核膜、核基质联系，贯穿整个细胞起着广泛的骨架功能。该骨架具有一定的可塑性，对维持细胞质的整体结构和功能的完整性有重要作用。因此中间丝在细胞内外起着多方面结构的构成与功能联系的作用，特别对细胞核的定位和固定有关。

⑵提供细胞机械强度    中间丝在那些容易受到机械应力的细胞的胞质中特别丰富，例如它们在神经轴突中大量存在，为这个又细又长的细胞延伸物提供必要的内部支撑。又比如它们在肌肉和上皮细胞中也很丰富，在这些细胞中中间丝通过自身的伸展和将细胞在某一点上所受到的外力分散到细胞的其他部位，使得细胞及细胞膜不至于在受到机械拉拽时破裂。体外实验证实，中间丝比微管和微丝更耐受剪切力，在受到较大的剪切力时产生机械应力而不易断裂，在维持细胞机械强度方面有重要作用。如遗传性疾病单纯性大泡性表皮松懈症（pidermolysis bullosa simple）是由于角蛋白基因发生突变造成的。病人表皮基底细胞中的角蛋白丝网受到破坏，使皮肤很容易受到机械损伤，轻轻一碰即可使皮肤松懈脱落。

    ⑶参与相邻细胞间、细胞与基膜间的连接结构的形成    角蛋白纤维参与桥拉和半桥粒的形成和维持。上皮细胞中的角蛋白纤维往往从细胞的一边伸展到另一边，相邻两个上皮细胞中的角蛋白纤维间接地通过桥粒相连，角蛋白纤维的末端锚着在桥粒上，而暴露在纤维表面的角蛋白球状末端则与胞质中其他组分有联系。角蛋白基因缺失研究表明，角蛋白纤维网络对于维持上皮组织细胞间连接及上皮组织结构完整是极为重要的。

2、参与细胞内信息传递及物质运输

    ⑴参与胞内信息传递    由于中间丝外联质膜和胞外基质，内穿到达核骨架，因此形成一个跨膜的信息通道。中间丝蛋白在体外与单链DNA有高度亲和性，中间丝有明显的在核外周聚集的特点，可能与DNA的复制与转录有关。根据实验结果可将信号跨膜传导与中间丝的关系简述如下：中间丝网架延伸到质膜，当外界信号与膜上专一受体作用时，即启动Ca2+流入胞内，局部Ca2+浓度升高，引起级联反应，导致膜结合的酶激活，酶激活又导致膜结合的中间丝的二次修饰，切掉N端并被水解。其大分子产物进入核内，通过与组蛋白和DNA的作用来调节复制和转录，从而达到传导信息的目的。

⑵与mRNA转运有关    近年来研究发现中间丝与mRNA的运输有关，胞质mRNA锚定于中间丝，可能对其在细胞内的定位及是否翻译起重要作用。

3、中间丝与细胞分化    微丝和微管在各种细胞中都是相同的，而中间丝蛋白的表达具有组织特异性，表明中间丝与细胞分化可能具有密切的关系，研究主要在胚胎发育和上皮分化的方面，对其详细了解还有待于进一步研究。
⑴胚胎发育    胚胎细胞能根据其发育的方向调节中间丝蛋白基因的表达。小鼠胚胎发育过程中，最初胚胎细胞中表达角蛋白，胚胎发育到第8～9天，将要发育为间叶组织的细胞中，角蛋白表达下降并停止，同时出现波形纤维蛋白的表达。在神经胚形成过程中，神经板皮层细胞开始表达巢蛋白；神经细胞的迁移基本完成后，巢蛋白表达量下降，波形蛋白开始表达；随着分化的进一步完成，巢蛋白停止表达，α-内连蛋白开始表达，接着波形蛋白表达量下降；出生前5天左右，神经细胞前体刚完成终末分裂，NF-L和NF-M出现；随着NF-L和NF-M的出现，波形蛋白停止表达，α-内连蛋白表达量下降并维持低水平的表达。NF-H一般在出生后才开始表达，在脑的不同区域表达时间不同。

⑵上皮分化    在上皮组织的分化过程中，角蛋白表达的变化为研究中间丝与细胞分化的关系提供了一个重要例证。在上皮细胞中，酸性角蛋白（Ⅰ型）和中性/碱性角蛋白（Ⅱ型）成对表达，并具有特异性。在表皮的分化中，细胞的分化发生在表皮最深部的生发层，这些细胞一边分化，一边向表皮的表层运动，直至最后从表皮脱落。生发层细胞有大量的中间丝纤维束，它们的构成成分是前角蛋白（prekeratin）。随着细胞分化的进程，可以检出它们逐渐表达出不同的角蛋白。

⑶决定不同类型细胞的分布    中间丝的不同类型严格地分布于不同类型的细胞中，可根据中间丝的种类区分上皮细胞、肌肉细胞、间质细胞、胶质细胞和神经细胞，具有与其来源组织相关的特异抗原性，因此可作为细胞类型区分的特征性标志之一。

四、细胞质骨架与疾病

    细胞骨架对细胞的形态改变和维持、细胞内物质运输、细胞的分裂与分化等具有重要作用，是生命活动不可缺少的细胞结构，它们的异常可引起很多疾病，包括肿瘤、一些神经系统疾病和遗传性疾病等。

    在恶性转化的细胞中，细胞常表现为细胞骨架结构的破坏和微管解聚。肿瘤细胞的浸润转移过程中某些细胞骨架成分的改变可增加癌细胞的运动能力。微管微丝可作为肿瘤化疗药物的靶位，长春花碱、秋水仙素和细胞松弛素等及其衍生物作为有效的化疗药物可抑制细胞增殖，诱导细胞凋亡。另外，中间丝的不同类型严格地分布于不同类型的细胞中，可根据中间丝的种类区分上皮细胞、肌肉细胞、间质细胞、胶质细胞和神经细胞，具有与其来源组织相关的特异抗原性，在转化细胞内又无变化，因此可作为细胞类型区分的特征性标志之一。绝大多数肿瘤细胞通常继续表达其来源细胞的特征性中间丝类型，即便在转移后，仍表达其原发肿瘤的中间丝类型。因此可用于正确区分肿瘤细胞的类型及其来源，对肿瘤诊断起决定性作用。

    许多神经性疾病与骨架蛋白的异常表达有关，早老性痴呆（alzheimer disease，AD）患者的神经元中可见到大量损伤的神经元纤维，神经元中微管蛋白的数量并无异常，但微管聚集缺陷，并存在tau蛋白的积累。神经元纤维的异常表达与异常修饰导致某些神经系统疾病，如肌萎缩性侧脊髓索硬化症（amyotrophic lateral sclerosis，ALS）幼稚型脊柱肌肉萎缩症（infantile spinal muscle atrophy），神经元纤维在运动神经元胞体和轴突近端的堆积是许多神经元退化型疾病的早期症状，使骨骼肌失去神经支配而萎缩，造成瘫痪，接着运动神经元丧失，最终导致死亡。NF-H的异常磷酸化也会导致疾病发生。在早老性痴呆（alzheimer disease，AD）的神经元纤维缠结和帕金森氏综和征（Parkinson’s disease）的Lewy bodies中都有高度磷酸化的NF-H存在。

    一些遗传性疾病的患者常有细胞骨架的异常或细胞骨架蛋白基因的突变。如角蛋白14（CK14）基因突变导致人类遗传性皮肤病单纯性大泡性表皮松懈症（epidermolysis bullosa simplex，EBS）。Wiskott-Aldrich综合征（Wiskott-Aldrich syndrome，WAS）是X连锁隐性遗传的免疫缺陷疾病，临床表现有血小板减少、湿疹、反复感染，并发不同程度的细胞免疫和体液免疫缺乏。研究表明，WAS患者的T淋巴细胞的微丝异常，微绒毛数量减少，血小板和淋巴细胞变小。

第二节    细胞核骨架

    核骨架（nuclear skeleton） XE "核骨架（nuclear skeleton）" 是存在与真核细胞核内的以蛋白纤维为主的网架体系，是细胞骨架系统中的一个重要组成部分，因为它的基本形态与细胞质骨架很相似，又与细胞质骨架系统有一定联系，所以被称为核骨架。长期以来，对细胞核的研究主要集中于染色质、核仁和核膜．尤其注重对DNA、RNA、组蛋白和核酸酶的研究，核骨架曾长期被人们所忽视。直到20世纪70年代中期，R.Berezney和D.S.Coffey等(1974)才首次将核骨架作为细胞核内独立的结构体系进行研究，用非离子去垢剂（TritonX-100或NP40）、核酸酶与高盐缓冲液（2mol/L NaCl）对大鼠肝细胞进行处理，当核膜，染色质与核仁被抽提后，发现核内仍存留有一个以蛋白纤维成分为主的网架结构。近年来，核骨架的研究取得很大进展，成为细胞生物学研究的一个新的生长点，它与DNA的复制、RNA的转录和加工、染色体的组装、病毒感染以及肿瘤的发生等一系列重要的细胞生命活动密切相关。目前对核骨架的概念有两种理解，广义的细胞核骨架包括核基质、核纤层—核孔复合体体系、残存的核仁和染色体骨架；狭义的细胞核骨架仅指核内基质，即细胞核内除去核膜、核纤层、染色质、核仁和核孔复合体以外的以蛋白纤维成分为主的纤维网架体系。

1、 核基质

核基质（ nuclear matrix） XE "核基质（ nuclear matrix）" 又称核内骨架（inner nuclear skeleton），是指细胞核内的纤维网络，充满整个细胞核空间，把染色质和核仁网络其中，与核纤层和核孔复合体相连接，并与胞质骨架系统有一定联系。
（1） 核基质的一般形态结构

    要在电镜下观察到核基质，一般的方法为生化抽提技术加上整装样品电镜技术。Penman等建立的一种特异的细胞分级抽提方法：先用非离子去垢剂（Triton）处理细胞，溶解膜结构系统，胞质中可溶性成分随之流失，主要存留细胞骨架体系；再用吐温40（Tween-40）和脱氧胆酸钠处理，使胞质中的微管、微丝与一些蛋白结构被溶去，胞质中只有中间纤维网络能完好存留；然后用核酸酶与盐溶液（硫酸铵）处理，使染色质中DNA、RNA和组蛋白被抽提，最终核内呈现一个精细发达的核骨架网络。近年来应用被称为包埋—去包埋剂的电镜技术，用DGD（diethylene glycol disterate）代替环氧树脂作包埋剂，切片后再溶去DGD，可清晰地显示核骨架—核纤层—中间丝网架结构体系。

1991年，Coffey等人根据所得到的网络结构，提出了核基质的结构模型（图7-17），认为由蛋白纤维构成的网架结构充满核内的整个空间，残存的核仁被包围在该网架中。核纤层由中间丝蛋白构成，位于内层核膜下方，核基质的纤维网架与核纤层有着广泛的结构联系。核基质纤维粗细不均，直径可为3～30nm，推测其纤维单体的直径是3～4nm左右，较粗的纤维直径呈3nm的倍数，提示为单纤维的聚合体。


图7—17  核骨架示意图

（引自Ward等）

（2） 参照前书图11-17
（3） 核基质的化学成分
    由于提取方法和所用盐溶液的不同，在电泳上显示的核基质蛋白成分有相当的差异。核基质成分较为复杂，不象细胞质骨架和核纤层那样简单，不同类型细胞，其细胞周期不同阶段以及正常与癌变细胞的核基质成分都可能有所差别。迄今为止已检测出的核基质成分有10多种，分子量为40 KDa～60 KDa，多数是非组蛋白成分，其中相当一部分为含硫蛋白质，二硫键对核基质完整性起极为重要的作用，破坏二硫键可引起核基质的瓦解。由于核基质蛋白成分常与一部分DNA和RNA有紧密的结合，与RNA的结合对于维持核骨架三维网络结构的完整性是必要的，与少量DNA的结合是一种功能性结合，所以有人认为核基质成分应该说是一类核蛋白。常见的核基质蛋白有下列几种：

    1、核基质蛋白 XE "核基质蛋白(matrin)"     核基质蛋白（matrin）分子量大于50 KDa，已发现有核基质蛋白D，E，F．G和4等几种，用抗核基质蛋白多抗进行免疫荧光标记，表明核基质蛋白主要定位于核基质，且呈现纤维颗粒样分布，很可能是核基质上DNA襻环的结合蛋白；

    2、Nuc2+蛋白    Nuc2+蛋白存在于核基质以及染色体支架中，相对分子质量为76 KDa，有一个结构域与富含AT的DNA序列有特异的亲和性。Nuc2+蛋白能在体外自我组装，是一种具有聚合能力的酸性结合蛋白质。Nuc2+蛋白可能在有丝分裂期染色体分离过程中起重要作用。

    3、核内肌动蛋白    有报道在间期细胞核内发现肌动蛋白，这些核基质中的肌动蛋白可能与mRNA前体的加工过程有关，如果向细胞核内注射抗肌动蛋白抗体及肌动蛋白结合蛋白，能抑制细胞核内的mRNA的转录。

    4、附着区结合蛋白（ attachment region binding protein XE "附着区结合蛋白（ attachment region binding protein" ，ARBP）    与骨架结合的DNA序列(matrin association region，MAR)往往是富含AT的DNA（300～1000bp）序列。ARBP是一种MAR结合蛋白，分子量为95 KDa，广泛存在于各种组织中，不具有组织特异性。ARBP通常特异性地与DNA襻环两端的MAR序列结合，将其锚定在核基质上，以形成DNA襻环。

    5、DNA拓扑异构酶Ⅱ    是间期的核基质和分裂期染色体骨架的重要成分之一。

（4） 核基质结合蛋白

    近年陆续发现了一些核骨架结合蛋白，又称核基质结合蛋白（nuclaer matrix-binding protein），是一些与DNA和RNA代谢密切相关的酶类、细胞信号识别和细胞周期的调控因子以及病毒特异性的调控蛋白，紧密地结合在核基质结构上，协助核基质蛋白共同完成核基质网架的构建和生物学功能。核骨架结合蛋白包括：腺病毒E1A蛋白、SV-40T抗原（复制起始因子和解旋酶）、艾滋病毒Tat蛋白（将病毒基因组锚定于核骨架上）、NF-1（核因子-1）、DNA聚合酶α及β（与DNA合成及修复有关）、PKC（蛋白激酶C）、钙调蛋白、RB蛋白（视网膜母细胞瘤蛋白）、c-myc癌基因产物、核内热休克蛋白和许多细胞核内的激素受体等。

（5） 核基质的功能

    一般认为，核基质为细胞核内组分布局提供了一个结构支架，细胞核内许多重要的生命活动与核基质有关。

    1、核基质与DNA复制    原核细胞的DNA复制是结合在细胞膜上进行的。近年来研究表明真核细胞中DNA复制与核膜没有直接的关系，更无专一的结合位点，复制中的DNA均结合在核基质上，并且DNA复制所必需的DNA聚合酶和DNA拓扑异构酶Ⅱ都可能在核基质上有特定的结合位点。DNA襻环的根部结合在基质纤维上，DNA以襻环的形式通过核基质结合序列（MAR） 与DNA拓扑异构酶Ⅱ的结合锚定到核基质上，调控DNA的复制。与DNA复制有关的酶及调控因子与DNA襻环共同锚定于核基质上形成DNA复制复合体（DNA replication complex），进行DNA复制合成。近年来证实，真核细胞中的DNA聚合酶结合于核基质上，通过结合于核基质上而被激活。所以可以认为，在真核细胞中核基质是DNA复制的空间支架。

    2、核基质与基因表达    在细胞核这样的小小的空间内容纳基因要有序表达，必须在时空上进行有序的调节，在一定时间内只有极少数基因活跃表达，其他基因暂时处于关闭状态。在鸟类和哺乳动物细胞中，具有转录活性的基因是结合在核基质上的，基因只有结合在核基质上才能进行转录。具有转录活性的基因两端存在MAR序列，可以经DNA拓扑异构酶Ⅱ结合到核基质上，并且MAR序列的存在可增加基因的转录活性。核基质是DNA的转录位点，RNA的合成是在核基质上进行，RNA聚合酶在核基质上具有结合位点。 Jackson等用3H—UdR脉冲标记HeLa细胞，发现95％以上新合成的RNA结合于核基质，说明RNA是在核基质上进行合成的。另外，mRNA的剪切加工与运输也是在核基质上进行。分子原位杂交表明mRNA前体（hnRNA）与核基质的相结合，hnRNA上的特异性片段poly A可能是hnRNA在核基质上的附着点。
3、核基质和细胞癌变    有些癌细胞如肝细胞的核基质结构很不规则，而且其蛋白组成与正常细胞核基质有显著不同。肿瘤细胞核常呈异常的形态结构，与核基质结构及其蛋白组成的异常密切相关。有实验证明癌基因是结合在核基质上才能转录。一些致癌物、促癌剂能紧密与核基质结合，并通过核基质发挥其致癌、促癌作用。某些抑制癌细胞增殖的药物可能是通过干扰核基质的DNA拓扑异构酶Ⅱ起作用的。

2、 核纤层

    核纤层（nuclear lamina）是位于细胞核内层核膜下与染色质之间的纤维蛋白片层或纤维网络，由核纤层蛋白多肽组成。核纤层与中间纤维、核基质相互连接，形成贯穿于细胞核与细胞质的骨架纤维结构体系。间期细胞核中，核纤层与核膜在结构上有密切联系，与核孔位置的维持、核膜形态的维持以及为染色体提供结构支架有关。

    (一)核纤层形态结构

在某些真核细胞中，核纤层厚度为20～100 nm，核纤层纤维的直径为一般为10nm左右，排列整齐，呈正交状编织成网络，分布于内层核膜与染色质之间（图7—18）。核纤层整体结构呈一球形或笼形网络，切面观呈片层结构。在分裂期细胞，核纤层解体，以蛋白单体形式存在与细胞中。


图7—18  核纤层与细胞核的构建（引自Gerace，1986）

参照前书图11-18
 (二)核纤层的化学成分

    核纤层在真核细胞中普遍存在，由一类核纤层蛋白（lamin）组成，分子量在60 KDa～80 KDa之间。在哺乳动物和鸟类细胞中，存在3种核纤层蛋白，即核纤层蛋白A（1amin A），核纤层蛋白B（1amin B），核纤层蛋白C（1amin C）；在两栖类中有4种，即核纤层蛋白Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ；果蝇中发现2种核纤层蛋白。

核纤层蛋白是中间丝蛋白家属成员，核纤层蛋白A和核纤层蛋白C两种多肽的氨基酸顺序中有一段长度为350个氨基酸残基的序列与中间纤维蛋白高度保守的α螺旋区有28％的同源性；而核纤层蛋白与波形蛋白之间，在同源岛（homology island）区域有70％的氨基酸相同，核纤层蛋白被确定为第V型中间纤维蛋白。

（三）核纤层的装配

哺乳动物核纤层蛋白能装配成杆状二聚体。二聚体由约50nm长的杆部和两个球状头部组成。球状头部由蛋白质C-末端区域构成，杆部由高度保守的α螺旋区构成。体外重组实验表明，核纤层蛋白A和核纤层蛋白C能在体外自我装配，首先形成二聚体，二聚体首位相连形成多聚体，多聚体横向联合形成核纤层纤维，最后形成具有周期性结构的核纤层纤维网络。

核纤层蛋白的正确装配依赖NLS序列、C-末端的CaaX结构域和α螺旋区。核纤层蛋白在形成二聚体时依赖于α螺旋区形成的超螺旋，在NLS序列引导下被运入细胞核，并被装配到核纤层中。C-末端的CaaX结构域保证了核纤层只在核膜下进行装配而在细胞质中大量堆积。

    （四）核纤层的功能

核纤层与核膜、染色质、核孔复合体及核基质在结构上有密切联系，一般认为核纤层在细胞核中起支架作用。不仅为核膜及染色质提供了结构支架，还在DNA复制、mRNA分选以及细胞有丝分裂过程中核膜的崩解和重新形成中发挥重要作用。
1、核纤层与核膜    核纤层蛋白A，B和C均有亲膜结合作用，而以核纤层蛋白B与膜的结合能力最强，内层核膜上存在核纤层蛋白B受体（P58），介导核纤层蛋白B与核膜结合。核纤层蛋白A和核纤层蛋白C的疏水性C-末端被蛋白酶水解使C-末端的CaaX结构域丢失，核纤层蛋白A和核纤层蛋白C以可溶性蛋白形式弥散地释放到细胞质中。在细胞分裂期中，核膜与核纤层的行为密切相关，核纤层参与了核膜崩解和重新形成（图7-19）。


图7—19  有丝分裂期中核膜的崩解与重新形成

（引自Alberts等，1994）

参照前书图11-19
分裂期中核纤层的可逆性解聚与重装配对核膜的崩解与重装配有调节作用，而核纤层蛋白的磷酸化是调节有丝分裂过程中核纤层解聚的机制。研究表明，核纤层蛋白是促分裂因子（MPF）p34cdc2亚基的直接作用底物，p34cdc2亚基具有蛋白激酶活性，在有丝分裂前期，MPF使核纤层蛋白分子杆状区两端的Ser22和Ser392磷酸化，引起核纤层蛋白去装配，导致核纤层解聚，为核膜崩解形成小泡提供了必要的微环境。核膜崩解后，核纤层蛋白B依靠受体与核膜残余小泡结合，核纤层蛋白A和核纤层蛋白C则分散在细胞质中。在有丝分裂末期，核纤层蛋白去磷酸化与重装配时，间接介导了核膜围绕染色体的重装配，核纤层蛋白将核膜小泡“引导”到染色体表而．经膜融合后构成新核膜。

2、核纤层与染色质    核纤层是间期染色质的核周锚定位点，染色质通过核纤层与核膜相连，在核纤层蛋白中，核纤层蛋白A和核纤层蛋白C具有与染色质结合位点，有更强的与染色质结合的能力。核纤层与染色质的相互作用有助于维持和稳定间期染色质高度有序的结构，对基因表达的调控是十分重要的。另外，核纤层在染色质DNA的复制起重要作用，实验表明只有染色质而无完整的核膜是不能进行DNA复制的。

3、核纤层和基因表达    核纤层参与基因表达的调控。核纤层蛋白B与核骨架的MAR序列有特异的亲和力。MAR序列结合在核纤层蛋白B上，可为DNA与核纤层的相互作用提供有利条件。核纤层蛋白B和一些组蛋白的磷酸化参与了某些基因表达的调控，可诱导细胞的分化。

    三、染色体支架

    染色体支架是指染色体中由非组蛋白构成的结构支架，功能不仅上是染色体高级结构的结构骨架，还与DNA的复制、RNA的转录与加工、染色体的构建密切相关。

    （一）染色体支架的形态结构

    自从Laemmli等首次报道HeLa细胞中期染色体骨架以来，关于染色体支架的真实性引起争议。近年来越来越多的工作支持染色体支架是染色体中的真实结构。银染法能选择性地显示染色体轴结构，用低渗溶液处理哺乳动物中期染色体使表染色质松散，然后用硝酸银染色，在光镜下看到贯穿于每条染色单体中央都有一条被染成黑褐色的染色体轴，而周围的表染色质被染成浅黄色。用DNA酶和RNA酶处理或用0.4 mol／L H2S04处理去除组蛋白，对染色体轴没有影响，用胰蛋白酶消化则染色体轴破坏。说明染色体轴是非组蛋白性的。Earnshaw和Laemmli认为非组蛋白的支架是染色体中的主要银染对象，光镜下的银染轴与电镜下观察到的非组蛋白支架大体上是相对应的结构。

    (二)染色体支架的成分

染色体支架的成分主要是非组蛋白，染色体支架含大约30种非组蛋白，支架中不含组蛋白。近年来对染色体支架的成分进行了进一步的纯化分析，在染色体支架的非组蛋白中主要有两种蛋白：SCI和SCⅡ，构成支架蛋白的40％以上。SCI就是DNA拓扑异构酶Ⅱ，DNA拓扑酶Ⅱ是一种主要的染色体支架结构蛋白。Earnshaw等研究工作还显示着丝粒蛋白CENP-B和CENP-C也位于染色体支架上。
（三）染色体支架功能

染色体支架的成分主要是非组蛋白，这类蛋白质能识别特定的碱基序列并与碱基形成氢键，从而与一段较短的特异性DNA序列结合，因此被称为序列特异性DNA结合蛋白（sequence-specific DNA-binding protein）。这些蛋白质具有许多功能，如参与染色体的构建，与组蛋白相互作用使DNA分子形成在复制和转录功能上相对独立的结构域；以复合物的形式结合在特异DNA序列上，启动和推进基因的复制；以竞争性或协同性结合方式作用于特异DNA系列上，调控有关基因的转录等。

                                                 （杨 洁）
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