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摘要
�
小眼虫细胞经轻度超声 处理

、

选择 性抽 提后
,

利用 � � � 包埋一去 包埋剂 电镜技 术及

� �� �� 二 �� �� 分析技术对其 核骨 架
、

核纤层 进行 了研究
。

结 果显 示
�

细胞 核 内存在 一个 不被

� ��� 所降解和热三氯醋酸所去除的纤维蛋白性 网架结构 � 核的周 围有一层 明显的核纤层结

构 � � �� �� � ��� 分析表 明其 核纤层有两种 阳性蛋白成分
,

一 为相 当于高等真核细胞 核纤 层蛋

白 ��� �� � 的强 阳性成分
,

另 一为相当于 �

�
� 的弱 阳性成分

,

但无相 当于 ��
� � 的成 分

本文认为小眼虫这种低等的单细胞真核生物已 具有了核骨架
、

核纤层结构
,

其核纤 层的蛋 白

组成应该代表了核纤层进化历程 中早期的一个阶段
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不同组织细胞的细胞核经过抽提去除可溶性内含物
、

核膜和染色质等之后都会剩下

一个相似的纤维网架结构即核骨架结构
,

此结构由核内纤维网架
、

核膜残存结构 �即核孔

复合体与核纤层结构 �以及核仁残存结构 �即核仁骨架 �三部分组成
。

大量研究结果表明

核骨架不仅对维持细胞核的形态结构起着重要作用
,

而且参与了核内染色质 � � � 的组织

和 � � 复制
、

基因表达及调控等一系列核 内重要的功能活动
一

’
,

�
一 �

但迄今有关核骨架的

研究多是在高等生物 �尤其是哺乳动物 �细胞上进行 的
,

而在低等真核细胞上的研究为数

甚少
�

然而对低等真核细胞核骨架的研究不仅利于更全面地认识此结构
,

且对于探讨核

骨架的起源进化乃至真核细胞的起源进化都具有十分重要的意义
�

眼虫类或裸藻类是一类较为低等的单细胞真核生物
�

它们细胞核的一个显著特点就

是其染色质在整个细胞周期都呈致密的染色体状态
,

即使在间期也 只有局部有 限的解螺

旋化 �另外
,

细胞分裂方式为核内有丝分裂
,

即分裂过程中核膜始终不崩解而保持完整
,

在

核内形成纺锤体
。

这些特点都有 别于典型的真核细胞
。

��� �� �� 分子进化树显示这类

生物在真核生物中分支很早是较为低等 的真核生物
一

�
一

。

那么此类生物是否具有核骨架 �

具有什么样的核骨架 � 其核骨架又是如何参与它们这种较特殊染色质的组织和功能活动

的呢 � 迄今还未有这方面的研究报道
�
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材料和方法

�
�

� 材料 小眼虫 �君鳍肠�� � 限‘ ���� 粗�� � �虫种 由北京大学陈阅增教授惠赠
,

于 �。一�� ℃

自然光照下无菌培养
。

培养基为
� ��� � � 蒸馏水 中含蛋 白陈 �

�

� �
,

胰蛋 白陈 �
�

� �
,

牛肉膏

�
�

��
,

酵母粉 �
�

� �
,

���
� �

�

� �
,

� �� ��
�

�� � �
,

�� �
�

�一 �
�

�
。

�
�

� 细胞的分级抽提 小眼虫细胞由于具致密的表膜不易直接进行抽提
,

故先将离心收

集的细胞悬浮于不含 肠�� � � 一 ��� 的 ��� 液 ���� �� �
� �� � ���

,

��� ���
�� � �� � �� � � ,

�

�� !
�� �

� ��几
,

�
�

�

�� !
�� � ��

,

� � 】� 〕� �� � � � ��
,

��
�� 心

� ��� � � �� �
�

� �
,

冰浴下进行轻度超声处

理 �美国 ��� 
� � � �� 山� ��� 

�

公司产 � � � ��� � �� �� � �� �� � ��
� ,

输出控制为 �
�

�
,

时间 �而 � �
。

将

超声处理后的细胞进行分级抽提川
,

简述步骤如下
�

�� 向上述的细胞 � �� 悬浮液 中加入

� �� �� � 一 ��� 至终浓度为 �
�

� � �� � �
,

于冰浴处理 �而 � 以除去膜系统并抽 去可溶性蛋

白
。

�� � 于 �� �
一 �匆� 液 中冰浴处理 ��  ! � ,

除去细胞质中的微管
、

微丝及其他胞质结

构
。

�� � 用不含 � ��� � � 的消化液 �即只含 ��
����

� �� �  ���的 ��� 液 �离心洗涤一次
,

然后

悬浮于含 � ��� � ���� �� �� �的消化液 中 �� ℃ 处理 �� 而
� ,

在最后加硫酸按溶液至其终浓

度为 �
�

��
�

��
,

继续处理 �而� 。

经此步处理后核 内的染色质即 � � 和组蛋 白被去除
。

离心收集沉淀
。

一般地
,

此时细胞质内主要剩下中间纤维
,

细胞核内剩下核骨架
、

核纤层

结构
。

�
�

� 热三氮醋酸处理实验 未经抽提或经抽提但未经 � � ��� 处理的材料
,

用 � � �� �� �

三氯醋酸 �� ℃处理 巧 � �� 以除去其核酸
一

�
一 ,

使得细胞核 内主要只剩下纤维蛋 白性 的核骨

架和核纤层结构
。

�
�

�
瑞
� 包埋一去包埋荆 电镜技术 参考 ��� 等的方法困

,

材料用 �
�

� � 戊二醛 固定

�� 面
� ,

再经 � � �� �
�

固定 ��而 � ,

经乙醇系列脱水
,

然后转移至正丁醇
,

用 � � � ��� ��  ���� �

乡�� � � �� �� ��� 
� ,

�� �� �� ��
�
公司产 品�包埋

,

超薄切 片厚度一般为 ����一�� �� �
,

切片经正丁

醇溶去包埋剂
,

然后浸人 乙醇
,

经醋酸异戊醋置换后 �� ,

临界点干燥
,

不经染色
,

直接于

�一��� 电镜下观察
。

�
�

� �� � 一 聚丙烯酞胺凝胶电泳及 � ��  � � � �� �� 分析 制得 � 一 �� � � � � 的线性梯度分

离胶
,

参照 玩
����� �� 的方法工 进行 �� �一PA

GE 。

电泳后一部分胶经考马氏亮蓝 R洲染色
,

另一部分胶进行 如下的核纤 层蛋 白 (肠
n五n ) 的 W est em bl ot 分析

。

参 照 To wb in 等 的方

法〔吕〕
,

但转移采用快速的半干湿法 (利用美国 w
.
E
.
P
.
公 司产 的 se 而

一

D ry Bl ott
i
ng

A
PP

ara

-

tu
s

,

电流强度为 4m A /
c矿

,

时间为 Zh )
。

一抗为兔抗大鼠肝细胞核纤层三种成分 larn i
n A

(70kD )
,

l

ann

n
B

(
6 7 k D

) 和 l
ann
n C (6() kD )的多抗血清(由北京大学翟中和教授惠赠 )

,

二抗

为辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 1多(华美公司产品)
,

二氨基联苯胺显色
。

2 结果

2
.
1 小眼虫核骨架的形态结构

不经任何抽提的小眼虫细胞
,

用常规树脂包埋
、

切片
,

电镜下可观察 到致密完整 的细

胞核 (图版 工
:1)

。

核内有一致密 的核仁
,

尤其可看到不同于典型真核生物的特点
,

即间期

细胞核内存在许多致密的染色体
,

染色体之间较致密
,

难以看清结构
。

但用 DG D 包埋一
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明
:
作为对照的大鼠肝全细胞样显示出核纤层三成分的阳性带即 70k D 的 l

anlin A ,

6 7 k D 的

la而n B 和 60 kD la 而
n c (图 1 中的 R )

,

但小眼虫不论是全细胞还是经抽提后的结构都只显

示出一条分子量为 67 kD 的强阳性带和一条稍弱的 70k D 的阳性带 (图 1 右部分 的 E
u 和

E nm )
,

在经抽提细胞的蛋白电泳图谱中也恰恰有此两分子量的电泳条带 (图 1 中箭头所

示 )
:
此外

,

小眼虫全细胞样中还显示出另外几条很弱的阳性带
,

但它们远离核纤层蛋白

成分的分子量区
,

在经抽提细胞的蛋 白电泳图谱中又无对应电泳带
,

因而它们可能是与核

纤层蛋白有相近抗原决定簇的其他蛋 白
。

此结果说明小眼虫细胞的核纤层主要由相当于高等真核细胞 l~
n B 的成分和少量

相当于 lai
llin A 的成分组成

。

但不具相当于 1a 而n C 的成分
。

3 讨 论

3
.
1 小 眼虫的核骨架及核骨架的起源进化问题

目前制备核骨架 的最常用 方法是
“

选择性分级抽提
”

一

‘
。

眼虫类 存在坚 韧的表膜

(Pellld
e
)

,

难以直接抽提
。

本研究 中将 细胞事先进行轻度超声处理再行分级抽提很好地

解决了这一问题
。

D G D 包埋一去包埋剂 电镜技术较之常规树脂包埋 电镜技术对研究像

核骨架这样的精细结构有其独到的优越性困
。

利用这些技术方法
,

本研究在小 眼虫的细

胞核内显示出了一个纤维 网架结构
,

此结构不被 CS K 液
、

R
SB

一 M 匆k 液所抽提
,

也不被

DN
ase
l降解和热三氯醋酸所去除

,

说明此结构是一个非 DN A 性质 的纤维蛋 白性 结构
。

这与高等真核细胞的核骨架十分一致
;另外在小眼虫细胞核的周围也存在一层 明显的核

纤层结构
,

并且核内的骨架纤维通过核纤层与细胞质中的中间纤维相联系形成一个统一

的结构体系
,

这也都与高等真核细胞的观察结果:
6口相一致

。

但由于小眼虫间期也存在染

色体结构
,

在显示其核骨架 的同时也观察到了其染色体骨架
,

且核骨架的纤维是伸人到染

色体骨架中从而在核内形成一个整体结构的
。

在这里核骨架和染色体骨架看来是一个整

体
。

Be

~

ey 曾认为
“

中期每个染色体的骨架结构可能代表间期核骨架的一个亚单位
” ,

一 。

R az in 和 G ro mo va 则提出
:
间期染色质和分裂期染色体之间的转化可能就是通过核 内骨架

系统的组织作用(如折叠和去折叠等)
’。

一 。

根据这些观点来看
,

核骨架和染色体骨架应该

是同一结构在不同细胞周期的表现形式
。

但这只是个推测而已
,

一直未有直接 的实验证

据
。

但本研究中
,

由于小眼虫在间期也存在染色体
,

因而本结果同时显示了核骨架和染色

体骨架
,

并直接观察到了这二者是一个统一 的结构
。

这就从实验上证实了上述推侧
。

因

此至少在眼虫类生物上
,

核骨架和染色体骨架是作为一个整体对染色质进行组织的
。

虽

然前人 的一些低等生物核骨架的研究未涉及进化
,

但这些研究结果则让我们知道了像粘

菌类
、

真菌类和纤毛虫类等低等单细胞真核生物都 已具有 了核骨架
、

核纤层结构c川
。

本

研究在眼虫这样一类特殊的低等单细胞真核生物上又证 明了核骨架
、

核纤层结构已经存

在
。

近来在另两类具重要进化地位的生物类群一涡鞭毛虫类和源真核生物类上也证明了

核骨架
、

核纤层结构 的存在
匕4

,
5

,

’2
,

”J 。

其 中的涡鞭毛虫类曾一度被认为是原核细胞向真核

细胞进化的过渡类群
,

但进一步的研究表明尽管它们具有特殊的进化地位
,

但并非以前所

认为的那样为重要的过渡类群二’4二
。

源真核生物是 目前已知的现存最原始的真核生物
,

对



期 文建凡
:
小眼虫的核骨架 研究

其核骨架的研究无疑对了解核骨架的起源进化具有重要价值
。

因此
,

可 以说迄今所研究过的低等单细胞真核生物 (包括最原始的真核生物 )都表明

已经具有了核骨架
、

核纤层结构
。

这一事实提示核骨架
、

核纤层无疑是在原核细胞进化成

真核细胞这一过程的极早时期就 已起源形成
:
它们的起源应该是原核进化成真核的重要

前提条件
:

3
.
2 小眼虫的核纤层及核纤层蛋 白(基因 )家族的起源分化问题

现已知组成核纤层的蛋白成分 (称为 la ha
n
)有 A 一 型和 B 一 型

,

A
一 型包括有 la而

n A

和在其基础上由于转录后加工截短而成的 la 而n C
,

B
一 型至少有三种亚型 la而n BI

、

B2 和

B3 ;A
一 型和 B 一 型所有这些亚型之间彼此都是十分相似

、

具很高同源性的
,

在进化地位不

同的物种间也是非常保守的
,

它们是来源于一个共同祖先的蛋 白家族
。

更有趣的是在细

胞发育分化过程中
,

核纤层蛋 白的表达存在这样一个次序
:
在早期发育阶段 A 一 型不表

达
,

只有 B 一 型的表达
,

当细胞出现分化时 A 一 型才表达
,

而 B 型在整个发育分化过程中

都持续表达
一

巧
,

1 6

一 。

最原始真核细胞一源真核生物上的研究 结果表 明其核纤层 只有一种相当于 B 型的

la而n B 的成分
:
这相当于高等真核细胞发育分化早期时的情形声

一

:

本结果表明小眼虫的核纤层主要 由相当于高等真核细胞的 B 型的 la 而
n B 成分和少

量相当于 A 型的 lam ln A 成分构成
。

但不具有相当于 A 型的 l~
n C 成分

。

这一情形看来

是介于高等真核细胞和原始的源真核生物之间
。

作者曾根据源真核生物上的研究结果和上述发育生物学的资料认为
:
核纤层成分的

分化过程是首先 B 型成分 (基因 )形成
,

在此基础上再分化出 A 型成分 (基因 )
4一 。

现在看

来
,

在 A 型中首先是 l~
n
A( 基因 )的分化形成

,

在此基础上再进化出
“

在 Ia 皿n A 基础上

经转 录后加工形成 la而n C’’的机制
,

于是形成了现存高等真核细胞核纤层的情形
,

即同时

具有 la 而n A
、

la
ha

n
B 和 la 而

n C 三种成分
。

因此
,

眼虫类核纤层成分的情形可能代表了核

纤层成分起源分化历史中的一个阶段
:
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