第一章  绪论

一、细胞生物学研究的内容和现状

细胞生物学是现代生命科学的重要基础学科。生命体是多层次、非线性、多侧面的复杂结构体系，而细胞是生命体的结构与生命活动的基本单位，有了细胞才有完整的生命活动。

细胞生物学是研究细胞基本生命活动规律的科学，它是在不同层次（显微、亚显微与分子水平）上以研究细胞结构与功能、细胞增殖、分化、衰老与凋亡、细胞信号传递、真核细胞基因表达与调控、细胞起源与进化等为主要内容。核心问题是将遗传与发育在细胞水平上结合起来。
二、细胞生物学的主要研究内容
细胞结构与功能、细胞重要生命活动；细胞核、染色体以及基因表达的研究；生物膜与细胞器的研究；细胞骨架体系的研究；细胞增殖及其调控；细胞分化及其调控；细胞的衰老与凋亡；细胞的起源与进化；细胞工程。
三、当前细胞生物学研究的总趋势与重点领域：细胞生物学与分子生物学(包括分子遗传学与生物化学) 相互渗透与交融是总的发展趋势。

重点领域：染色体DNA与蛋白质相互作用关系，主要是非组蛋白对基因组的作用；(细胞增殖、分化、凋亡的相互关系及其调控；(细胞信号转导的研究；(细胞结构体系的组装

四、细胞学与细胞生物学发展简史

第一阶段：细胞的发现，1665-1838。没有显微镜就不可能有细胞学诞生。
最早的光学显微镜是1590年荷兰眼镜商Z.Janssen和他的侄子H.Janssen共同研制的。虽然倍数不高（只能观察小昆虫），也并非用它发现了细胞，但它却有着重要的科学意义。

第一个发现细胞的是英国学者Robert Hook 。1665年，胡克发表了 《Micrographia》一书, 描述了用自制的显微镜(30倍)观察栎树软木塞切片时发现“cella”。胡克发现的只是死细胞的细胞壁。

1674年，荷兰布商列文虎克(Anton vanLeeuwenhoek)自制了高倍显微镜(300倍左右)观察到池塘水滴中的原生动物、人类和哺乳类动物的精子。这是人类第一次观察到完整的活细胞。

第二阶段：细胞学说提出，1838-1874。
Matthias Jacob Schleiden（1804~1881)，德国植物学教授， 1838 年发表“ 植物发生论”，认为无论怎样复杂的植物都有形形色色的细胞构成。
Theodor Schwann（1810~1882)，德国解剖学教授，一开始就研究Schleiden的细胞形成学，并于1838年提出了“细胞学说”（Cell Theory)这个术语；1939年发表了“关于动植物结构和生长一致性的显微研究”。

细胞学说的主要内容：认为细胞是有机体，一切动植物都是由细胞发育而来,并由细胞和细胞产物所构成；每个细胞作为一个相对独立的单位，既有它“自己的”生命,又对与其它细胞共同组成的整体的生命有所助益； 1858年,德国医生和病理学家魏尔肖(Rudolf Virchow)对细胞学说进行了重要补充并提出∶新的细胞可以通过老的细胞繁殖产生。

细胞学说的意义：它论证了生物界在结构上的统一性和生命的共同起源。

第三阶段：细胞学的经典时期，1875-1900。

原生质(protoplasm)理论的提出：1840年J.E.Pukinje在动物、1846年von Mohl在植物中分别发现“肉样质”的物质，并命名为“原生质”；1861年Schultze提出原生质理论：有机体的组织单位是一小团原生质，这种物质在一般有机体中是相似的。并把细胞明确地定义为：“细胞是具有细胞核和细胞膜的活物质”。1880年Hanstain提出“原生质体”（protoplast）概念，把细胞概念演变成由细胞膜包围着的原生质，原生质分化为细胞核和细胞膜。

重要细胞器的发现：1883年van Beneden和Boveri在动、植物细胞中发现了中心体；1888年Waldeyer提出染色体概念；1894年Altmann发现了线粒体；1898年Golgi发现了高尔基体；

细胞受精和分裂的研究：1875年Hertwig发现受精卵中两亲本核的合并；1877年Strasburger发现动物的受精现象；1883年van Beneden在动物、1886年Strasburger在植物分别发现了减数分裂；1880-1882年Flemming在蝾螈幼虫组织细胞中发现了有丝分裂，并提出了mitosis这一术语。

第四阶段：实验细胞学时期，1900-1953。
实验细胞学是指采用实验的手段研究细胞学的问题，即从形态结构的观察深入到生理功能、生物化学及遗传发育机理的研究。由于实验研究不断同相邻学科结合、渗透，导致了一些重要分支学科的建立和发展。
第五阶段：细胞生物学的诞生。

1892年德国人O. Hertwig出版了《细胞与组织》一书，使细胞学成为生物科学的一个独立分支；1953年Watson和Crick提出DNA双螺旋结模型标志分子生物学的诞生；1965年，D．P．Derobetis将《普通细胞学》改为《细胞生物学》，标志着细胞生物学的诞生； 80年代开始出现了分子细胞生物学。

五、细胞生物学与其他学科的关系：
细胞质膜---是分子生物学的重要内容；
细胞核和染色体---是遗传学的重要内容；

核糖体、线粒体---是生物化学的重要内容；

细胞周期---是遗传学和分子遗传学的重要内容；
叶绿体---植物生理学的重要组成部分；
细胞分化---是发育生物学的重要内容；
细胞免疫---是免疫学的重要组成部分；
最后剩下了一块骨头：细胞骨架留给了细胞生物学。

第2章 细胞的统一性与多样性
一、细胞是生命活动的基本单位：

一切有机体都由细胞构成，细胞是构成有机体的基本单位；细胞具有独立的、有序的自控代谢体系，细胞是代谢与功能的基本单位；细胞是有机体生长与发育的基础；细胞是遗传的基本单位，细胞具有遗传的全能性；没有细胞就没有完整的生命。

成人的有机体大约含有1014个细胞；刚出生的婴儿机体约有2×1012个细胞；1g哺乳动物的肝或肾组织大约含有2.5~3亿个细胞。

二、细胞的基本共性：①所有的细胞表面均有由磷脂双分子层与镶嵌蛋白质构成的生物膜，即细胞膜。②所有的细胞都含有两种核酸：即DNA与RNA作为遗传信息复制与转录的载体。作为蛋白质合成的机器─核糖体，毫无例外地存在于一切细胞内。③所有细胞的增殖都以一分为二的方式进行分裂。

三、原核细胞与真核细胞
原核细胞

基本特点：遗传的信息量小，遗传信息载体仅由一个环状DNA构成；细胞内没有分化为以膜为基础的具有专门结构与功能的细胞器和细胞核膜。

主要代表：支原体（mycoplast）—目前发现的最小最简单的细胞；它不具有细胞壁；遗传物质是核内均匀分布。细菌、蓝藻又称蓝细菌（Cyanobacteria）

细胞体积的限制因素：一个细胞生存与增殖所必需具备的装置与机能是：细胞膜、遗传信息载体DNA与RNA、进行蛋白质合成的一定数量的核糖体以及催化主要酶促反应所需要的酶。根据这些条件，一个细胞最小的直径不能小于100nm，而支原体的直径已经接近这个极限。

真核细胞

真核细胞的基本结构体系：以脂质及蛋白质成分为基础的生物膜结构系统；以核酸（DNA或RNA）与蛋白质为主要成分的遗传信息表达系统；由特异蛋白分子装配构成的细胞骨架系统。

细胞的大小及其分析：大多数动植物细直径在20~30μm。一般真核细胞的体积大于原核细胞，卵细胞大于体细胞。鸵鸟蛋的卵黄，直径可达5cm；支原体只有0.1μm；人的坐骨神经细胞可长达1m。

细胞体积的守恒定律：高等的动、植物，无论其种的差异有多大，同一器官与组织的细胞大小是在一个恒定的范围之内，器官的大小主要取决于细胞的数量，与细胞的数量成正比，而与细胞体积无关。

植物细胞与动物细胞的比较：植物细胞特有的细胞器：细胞壁、液泡、叶绿体；动物细胞特有的细胞器：中心体（由一对中心粒和中心粒周围物质构成）。
古核细胞：原核生物在很早的时候就演化成了古核细胞和真核细胞两大类，古核细胞又称为古细菌(archaebacteria) 。它在形态和遗传结构装置和原核细胞类似，但有些分子进化特征更接近于真核细胞。古细菌与真核细胞曾在进化上有过共同历程。

细胞全能性是指每个分化的细胞都含有该物种全部的遗传信息，每一个细胞都有发育为完整个体的潜能。

四、非细胞形态的生命体--病毒
1 病毒的基本知识

病毒是非细胞形态的生命体，是已发现的最小最简单的有机体。

病毒（virus）—核酸分子（DNA或RNA）与蛋白质构成的核酸-蛋白质复合体；根据病毒的核酸类型可以将其分为 DNA病毒与RNA病毒。 


类病毒（viroid）—仅由感染性的RNA构成。
朊病毒（prion） —仅由感染性的蛋白质亚基构成。信息由蛋白直接到蛋白：S. B. Prusiner 1982年发现于患羊瘙痒病的羊体内，命名为prion，于1997年获得诺贝尔奖。蛋白质感染子蛋白(prion protein，简称PrP)，由PrP基因编码，该基因位于人20号染色体，小鼠2号染色体。这种蛋白质存在于神经元和神经胶质细胞表面上，其作用不明确。破坏小鼠的PrP基因，小鼠的发育和行为未发现异常变化。

正常PrP基因产物为PrPc蛋白，对蛋白酶很敏感。具有致病作用的是PrPSc蛋白。

当PrPSc分子积累到一定浓度时，就会损伤神经元而发病。蛋白质感染子的增殖既不是由于基因过分表达，也不是因翻译量增加，而仅仅是由于正常分子的构象发生转变造成的，所以又称朊病毒。现已查明，羊瘙痒病、疯牛病、Kuru病、老年性痴呆都是有异常的蛋白引起的。
第3章 细胞生物学研究方法
第1节 细胞形态的观察方法—显微技术
光学显微镜：以可见光（或紫外线）为光源。
电子显微镜：以电子束为光源。

—、光学显微镜
普通复式光学显微镜

1. 构成：
     ①照明系统:光源、折光镜和聚光镜，有时附加滤光片控制光的波长。

     ②光学放大系统:目镜和物镜组成。

     ③机械装置

2. 原理：经物镜形成倒立实像，经目镜放大成虚像。

3. 分辨力：指分辨物体最小间隔的能力。 
光学显微镜的分辨力 R=0.61λ/N．A．
–其中λ为入射光线波长；

–N．A．为镜口率N．A．＝ｎsinα/2，

–n=介质折射率；

–α=镜口角（样品对物镜镜口的张角） 。

4、显微镜的几个光学特点：
–介质折射率越接近镜头玻璃的（1.7）越好。

–sin α/2的最大值小于1；油镜介质为香柏油，镜口率可接近1.5。

–普通光线的波长为400~700nm，光镜分辨力约为0.2μm，人眼的分辨力为0.2mm，因此显微镜的最大有效倍数为1000X。

光镜样本制作样品→固定→包埋→切片→染色（如伊红和美蓝能与蛋白质结合；品红能与DNA结合）
荧光显微镜 Fluorescence microscope

特点：光源为短波光；
有两个特殊的滤光片；照明方式通常为落射式。

用于观察能激发出荧光的结构。用途：免疫荧光观察、基因定位、疾病诊断。
直接荧光标记技术

激光共聚焦扫描显微境 Laser confocal scanning microscope, LCSM
用激光作光源，逐点、逐行、逐面快速扫描,形成立体图像，可重构样品的三维结构。
能显示细胞样品的立体结构。分辨力是普通光学显微镜的3倍，用途类似荧光显微镜，但可以排除焦平面以外光的干扰，增强图像反差和提高分辨率。

相差显微镜
把透过标本的可见光的光程差或相位差转换成振幅差，从而提高了各种结构间的对比度，使各种结构变得清晰可见。可用于观察活细胞。在构造上，相差显微镜有不同于普通光学显微镜两个特殊之处。
1.环形光阑（annlar diaphragm）：位于光源与聚光器之间。

2.相位板（annlar phaseplate）：物镜中加了涂有氟化镁的相位板，可将直射光或衍射光的相位推迟1/4λ。

微分干涉差显微镜 Differential interference contrast microscope 
1952年Nomarski发明，利用两组平面偏振光的干涉，加强影像的明暗效果，能显示结构的三维立体投影。标本可略厚一点，折射率差别更大，故影像的立体感更强。
偏振光经合成后，使样品中厚度上的微小区别转化成明暗区别，增加了样品反差且具有立体感。适于研究活细胞中较大的细胞器。

暗视野显微镜 dark field microscope
聚光镜中央有挡光片，照明光线不直接进入物镜，只允许被标本反射和衍射的光线进入物镜，因而视野背景是黑的，物体边缘是亮的。可观察 4~200nm的微粒子，分辨率比普通显微镜高50倍。
二、电子显微镜

透射电子显微镜 Transmission electron microscope, TEM

1、原理：以电子束作光源，电磁场作透镜。电子束波长与加速电压(通常50~120KV)的平方根成反比。
由电子照明系统、电磁透镜成像系统、真空系统、记录系统、电源系统等5部分构成。

分辨力0.2nm，放大倍数可达百万倍。

用于观察超微结构（小于0.2µm）。

2、制样技术

(1) 超薄切片
用于电镜观察的标本须制成厚度仅50nm的超薄切片，用超薄切片机（ltramicrotome）制作。通常以锇酸和戊二醛固定样品，丙酮逐级脱水，环氧树脂包埋，以热膨胀或螺旋推进的方式切片，重金属（铀、铅）盐染色。

(2) 负染技术（Negative staining）
用重金属盐(如磷钨酸) 染色；吸去染料干燥后，样品凹陷处铺了一层重金属盐，而凸出的地方没有染料沉积，从而出现负染效果，分辨力可达1.5nm左右。
(3) 冰冻蚀刻 freeze-etching

亦称冰冻断裂。标本置于干冰或液氮中冰冻，然后断开，升温后，冰升华，暴露断面结构。向断面喷涂一层蒸汽碳和铂。然后将组织溶掉，把碳和铂的膜剥下来，此膜即为复膜（replica）。冰冻断裂与蚀刻复型：主要用来观察膜断裂面的蛋白质颗粒和膜表面结构。
断面的三种处理方法：蚀刻（ etching ）、不蚀刻（no etching ）、深度蚀刻（deep etching）。
(4) 电镜三维重构技术
电子显微术、电子衍射与计算机图象处理相结合而形成的具有重要应用前景的一门新技术。电镜三维重构技术与X-射线晶体衍射技术及核磁共振分析技术相结合，是当前结构生物学（Strctral Biology）——主要研究生物大分子空间结构及其相互关系的主要实验手段。

扫描电子显微镜

20世纪60年代问世，用来观察标本表面结构。分辨力为6~10nm，由于人眼的分辨力（区别荧光屏上距离最近两个光点的能力）为0.2mm，扫描电镜的有效放大倍率为0.2mm/10nm=20000X。电子“探针”扫描，激发样品表面放出二次电子，探测器收集二次电子成象。

工作原理：是用一束极细的电子束扫描样品，在样品表面激发出次级电子，次级电子的多少与样品表面结构有关，次级电子由探测器收集，信号经放大用来调制荧光屏上电子束的强度，显示出与电子束同步的扫描图像。
为了使标本表面发射出次级电子，标本在固定、脱水后，要喷涂上一层重金属膜，重金属在电子束的轰击下发出次级电子信号。

扫描隧道显微镜scanning tnneling microscope，STM

原理：根据量子力学中的隧道效应设计，当原子尺度的针尖在不到一个纳米的高度上扫描样品时，此处电子云重叠，外加一电压（2mV~2V），针尖与样品之间形成隧道电流。电流强度与针尖和样品间的距离有函数关系，将扫描过程中电流的变化转换为图像，即可显示出原子水平的凹凸形态。
装置：扫描的压电陶瓷，逼近装置，电子学反馈控制系统和数据采集、处理、显示系统。
分辨率：分辨本领高，横向为0.1~0.2nm，纵向可达0.001nm。

用途：三态（固态、液态和气态）物质均可进行观察。属非破坏性测量。是纳米生物学研究领域中的重要工具 

四、显微操作技术 micromaniplation techniqe

是在倒置显微镜下利用显微操作器进行细胞或早期胚胎操作的一种方法。
包括细胞核移植、显微注射、嵌合体技术、胚胎移植以及显微切割等。

–细胞核移植技术已有几十年的历史，1952 年，Briggs和King等将不同阶段的蛙胚细胞核注入去核的蛙卵，构建核移植胚。Gordon（1962）证明原肠胚以后的细胞核移植能发育到成体。1997年，Wilmt等克隆了绵羊Dolly。 
第二节 细胞及其组分的分析方法
一、离心技术

· 是分离细胞器及各种大分子基本手段。
· 转速为10~25kr/min的离心机称为高速离心机。

· 转速>25kr/min，离心力>89Kｇ者称为超速离心机。

· 超速离心机的最高转速可达100000r/min，离心力超过500Kg。 

1、差速离心 Differential centrifgationl
特点：
–介质密度均一；

–速度由低向高，逐级离心。

用途：分离大小相差悬殊的细胞和细胞器。

沉降顺序：核—线粒体—溶酶体与过氧化物酶体—内质网与高基体—核糖体。可将细胞器初步分离，常需进一步通过密度梯离心再行分离纯化。 

2、密度梯度离心
用介质在离心管内形成一连续或不连续的密度梯度，将细胞混悬液或匀浆置于介质的顶部，通过离心力场的作用使细胞和细胞成分分层、分离。
类型：速度沉降、等密度沉降。

常用介质：氯化铯、蔗糖、多聚蔗糖。

分离活细胞的介质要求：

–能产生密度梯度，且密度高时，粘度不高；

–PH中性或易调为中性；

–浓度大时渗透压不大；

–对细胞无毒。

1）速度沉降 velocity sedimentation l

用途：分离密度相近而大小不等的细胞或细胞器。
特点：介质密度较低，介质的最大密度应小于被分离生物颗粒的最小密度。

原理：介质密度梯度平缓，分离物按各自的沉降系数以不同的速度沉降而达到分离。

2）等密度沉降 isopycnic sedimentationl

用途：分离密度不等的颗粒。
特点：

–介质密度高，陡度大，介质最高密度大于被分离组分的最大密度。

–力场比速率沉降法大10~100倍，需要高速或超速离心。

原理：样品各成分在连续梯度的介质中经过一定时间的离心则沉降到与自身密度相等的介质处，并停留在那里达到平衡，从而将不同密度的成分分离。

二、 细胞成分的细胞化学显示方法
原理：利用一些显色剂与所检测物质中一些特殊基团特异性结合的特征，通过显色剂在细胞中的定位及颜色的深浅来判断某种物质在细胞中的分布和含量。
显示方法

1）金属沉淀法：如磷酸酶分解磷酸酯底物后，反应产物最终生成CoS或PbS有色沉淀，而显示出酶活性。
2）Schiff反应：醛基可使Schiff试剂中的无色品红变为红色。用于显示糖和脱氧核糖核酸（Feulgen反应）。

3）联苯胺反应：过氧化酶分解H2O2。产生新生氧，后者再将无色联苯胺氧化成联苯胺蓝，进而变成棕色化合物。

4）脂溶染色法：借苏丹染料溶于脂类而使脂类显色。

5）茚三酮反应：显示蛋白质。

三、特异蛋白抗原的定位与定性

免疫细胞化学 immnocytochemistry
是利用抗体同特定抗原专一结合的原理，对抗原进行定位测定的技术。常用的标记物有荧光素和酶。

（一）免疫荧光法（immnoflorescent techniqe）：快速、灵敏、有特异性，但其分辨率有限， 如异硫氰酸荧光素、罗丹明等。
（二）蛋白电泳(SDS-PAGE)与免疫印迹反应(Western-Blot) 
（三）、免疫电镜技术：
免疫铁蛋白技术

免疫酶标技术

免疫胶体金技术 
应用：通过对分泌蛋白的定位，可以确定某种蛋白的分泌动态；胞内酶的研究；膜蛋白的定位与骨架蛋白的定位等

四、细胞内特异核酸的定位与定性

分子杂交技术：具有互补核苷酸序列的两条单链核苷酸分子片段，在适当条件下，通过氢键结合，形成DNA-DNA，DNA-RNA或RNA-RNA杂交的双链分子。这种技术可用来测定单链分子核苷酸序列间是否具有互补关系。
（一）原位杂交（In situ hybridization）：用标记的核酸探针通过分子杂交确定特殊核苷酸序列在染色体或细胞中位置的方法。最初是使用放射性DNA探针，后来又发明了免疫探针法。
（二）Southern杂交：是体外分析特异DNA序列的方法，操作时先用限制性内切酶将核DNA或线粒体DNA切成DNA片段，经凝胶电泳分离后，转移到醋酸纤维薄膜上，再用探针杂交，通过放射自显影，即可辨认出与探针互补的特殊核苷序列。将RNA转移到薄膜上，用探针杂交，则称为Northern杂交。

（三）PCR 技术
反应体系：①样品DNA；②引物（primer），约15-20个核苷酸；③4种dNTP；④Taq DNA聚合酶，来自于嗜热水生菌Therms aqatics，最适作用温度75~80℃，短时间在95℃下不失活。⑤缓冲体系和Mg2+。

反应过程：①变性：约90-95℃；②复性：约60℃左右；③延伸：70-75℃；④重复 “变性—复性—延伸” 过程20-30次循环。

五、放射自显影术
用于研究标记化合物在机体、组织和细胞中的分布、定位、排出以及合成、更新、作用机理、作用部位等等。

原理：利用同位素的放射自显影，对细胞内生物大分子进行定性、定位与半定量研究；将放射性同位素标记的化合物导入生物体内，经过一段时间后，制取切片，涂上卤化银乳胶，经放射性曝光，使乳胶感光。实现对细胞内生物大分子进行动态和追踪研究。
––一般用14C和3H标记。常用3H-TDR来显示DNA，用3H-DR显示RNA；用3H氨基酸研究蛋白质，用3H甘露糖、3H岩藻糖研究多糖。

–––14C半衰期为5730年，3H为12.5年。

六．定量细胞化学分析与细胞分选技术
细胞显微分光光度术（microspectrophotometry）
利用细胞内某些物质对特异光谱的吸收，测定这些物质 （如核酸与蛋白质等）在细胞内的含量。包括：紫外光显微分光光度测定法；可见光显微分光光度测定法

原理：在一定PH值下细胞表面带有净的正或负电荷，能在外加电场的作用下发生泳动。各种细胞或处于不同生理状态的同种细胞荷电量有所不同，故在一定的电场中的泳动速度不同 。

用途：检测细胞生理状态、分离不同种类的细胞。

七、蛋白质与蛋白质之间的相互作用—酵母双杂交系统
基本原理、
修饰的诱饵蛋白、
三元复合物、
反向杂交、
流程图
第三节 细胞培养与细胞工程
一、细胞培养
（一）动物细胞培养

1、群体培养（Mass culture）：将含有一定数量细胞的悬液置于培养瓶中，让细胞贴壁生长，汇合后形成均匀的单细胞层；
2、克隆培养（Clonal culture）：培养高度稀释的细胞悬液，细胞贴壁生长，每一个细胞形成一个细胞集落，称为克隆。

3、原代培养 （Primary culture）：即：培养来自动物机体的细胞群。将细胞转移到新的容器中培养称为传代或传代培养（passage），每代细胞分裂约3-6次。
4、细胞系（Cell line）：原代培养细胞成功传代即为细胞系。

5、细胞株（Cell strain）：从培养细胞中筛选出的具有特定性质或标志的细胞群。 

6、克隆（Clone）：亦称无性系。指由同一个祖先细胞通过有丝分裂产生的遗传性状一致的细胞群。

（1） 植物细胞培养

1、外植体培养：诱发产生愈伤组织。用于研究植物的生长发育、分化和变异；进行无性繁殖；制取代谢产物。
2、悬浮细胞培养：适合于进行产业化大规模细胞培养，制取植物代谢产物。

3、原生质体培养：培养脱壁后的细胞，特点：

–①比较容易摄取外来的遗传物质，如DNA；

–②便于进行细胞融合，形成杂交细胞；

–③适宜条件下可产生细胞壁，经诱导分化成完整植株。

4、单倍体培养：通过花药或花粉培养可获得单倍体植株。

二、细胞工程 
（一）、细胞融合（Cell fusion）与细胞杂交（Cell hybridization）技术

· 通过培养和介导，两个或多个细胞合并成一个双核或多核细胞的过程称为细胞融合或细胞杂交。
· 同核体：相同基因型的细胞融合而成。

· 异核体：不同基因型的细胞融合而成。

· 自发融合：同种细胞在培养过程中自发合并的现象。

· 诱发融合：异种间的细胞必须经诱导剂处理才能融合。

· 诱导细胞融合的方法：生物方法（仙台病毒、副流感病毒和新城鸡瘟病毒 ）、化学方法（聚乙二醇PEG）、物理方法（电击和激光）。

（2） 单克隆抗体技术
B淋巴细胞能分泌特异抗体，但不能长期培养，瘤细胞可以在体外长期培养，但不分泌特异抗体。于是Kohler和Milstein 1975将两种细胞杂交而创立了单克隆抗体技术，获1984年诺贝尔奖。

（三）细胞拆合与显微操作技术
物理法结合显微操作技术
化学法结合离心技术

制备核体（karyoplast）和胞质体cytoplast）。 
第4章 细胞质膜
第1节 细胞质膜的结构模型与基本成分
细胞膜（plasma membrane）又称质膜，是包在细胞最外层，与脂质和蛋白质组成的生物膜。围绕各种细胞器的膜，称为细胞内膜。
质膜和内膜在起源、结构和化学组成的等方面具有相似性，故总称为生物膜（biomembrane）。生物膜是细胞进行生命活动的重要物质基础。

质膜下的表层溶胶中具有细胞骨架成分组成的网络结构，除对质膜有支持作用外，还与维持质膜的功能有关，所以这部分细胞骨架又称为膜骨架。

1、Overton 1895年发现凡是溶于脂肪的物质很容易透过植物的细胞膜，而不溶于脂肪的物质不易透过细胞膜，因此推测细胞膜由连续的脂类物质组成。
2、Gorter & F. Grendel 于1925年用有机溶剂提取了人的红细胞质膜的脂类成分，将其铺展在水面，测出膜脂展开的面积二倍于细胞表面积，因而推测细胞膜由双层脂分子组成。

一、细胞质膜的结构模型
1、细胞膜由流动的双脂层和嵌在其中的蛋白质组成。膜的流动性是生物膜的基本特征之一, 是细胞进行生命活动的必要条件。

2、磷脂分子以疏水性尾部相对，极性头部朝向水相组成生物膜骨架；

3、蛋白质或嵌在双脂层表面，或嵌在其内部，或横跨整个双脂层，表现出分布的不对称性。膜蛋白是赋予生物膜功能的主要决定者；
4、磷脂双分子层是组成生物膜的基本结构成分,尚未发现膜结构中起组织作用的蛋白。
二、膜脂——生物膜的基本组成成分
（一）膜脂的构成

· 磷脂：膜脂的基本成分（50％以上）；分为二类：
甘油磷脂和鞘磷脂，主要特征：①具有一个极性头部和两个非极性的尾部（心磷脂除外）；②脂肪酸碳链碳原子为偶数,大多数由16,18或20个组成；③含有饱和脂肪酸(如软脂酸)和不饱和脂肪酸(如油酸)； 

· 糖脂：糖脂普遍存在于原核和真核细胞的质膜上（5％以下），神经细胞糖脂含量较高；

· 胆固醇和中性脂类：胆固醇存在于真核细胞膜上（30%以下），对增加膜的稳定性以及降低水溶性物质通透性起重要作用。细菌质膜不含有胆固醇，但某些细菌的膜脂中含有甘油脂等中性脂类。

（二）膜脂流动的原因
· 沿膜平面的侧向运动（基本运动方式），其扩散系数为10-8cm2/s；

· 脂分子围绕轴心的自旋运动；

· 脂分子尾部的摆动； 

· 双层脂分子之间的翻转运动，发生频率极低，但在内质网膜上，新合成的磷脂分子翻转运动发生频率很高。

 (三) 影响膜脂流动性的因素
胆固醇：胆固醇的含量增加会降低膜的流动性。

②脂肪酸链的饱和度：脂肪酸链所含双键越多越不饱和，使膜流动性增加。

③脂肪酸链的链长：长链脂肪酸相变温度高，膜流动性降低。

④卵磷脂/鞘磷脂：该比例高则膜流动性增加，是因为鞘磷脂粘度高于卵磷脂。

⑤其他因素：温度、酸碱度、离子强度等。

（四）脂质体（liposome）
脂质体是根据磷脂分子可在水相中形成稳定的脂双层膜的趋势而制备的人工膜。

作用：

· 研究膜脂与膜蛋白及其生物学性质；

· 脂质体中裹入DNA可用于基因转移；

· 在临床治疗中,脂质体作为药物或酶等载体

脂质体的类型
(a)水溶液中的磷脂分子团；(b)球形脂质体；(c)平面脂质体膜；(d)用于疾病治疗的脂质体的示意图
三、膜蛋白
（一）类型
· 整合蛋白为跨膜蛋白（tansmembrane proteins），是两性分子。与膜的结合非常紧密，只有用去垢剂才能从膜上洗涤下来，如离子型去垢剂SDS，非离子型去垢剂Triton-X100。

去垢剂：是一端亲水一端疏水的两性小分子,是分离与研究膜蛋白的常用试剂。

整合蛋白的跨膜结构域可以是1至多个疏水的α螺旋，形成亲水通道的整合蛋白跨膜区域有两种组成形式，一是由多个两性α螺旋组成亲水通道；二是由两性β折叠组成亲水通道。
· 外周蛋白靠离子键或其它较弱的键与膜表面的蛋白质分子或脂分子的亲水部分结合，因此只要改变溶液的离子强度甚至提高温度就可以从膜上分离下来，有时很难区分整合蛋白和外周蛋白，主要是因为一个蛋白质可以由多个亚基构成，有的亚基为跨膜蛋白，有的则结合在膜的外部。
· 脂锚定蛋白（lipid-anchored protein）可以分为两类：
一类是糖磷脂酰肌醇(glycophosphatidylinositol，GPI)连接的蛋白，GPI位于细胞膜的外小叶，用磷脂酶C（能识别含肌醇的磷脂）处理细胞，能释放出结合的蛋白。许多细胞表面的受体、酶、细胞粘附分子和引起羊瘙痒病的PrPC都是这类蛋白。
另一类脂锚定蛋白与插入质膜内小叶的长碳氢链结合。 

（二）膜脂
膜蛋白的分子运动
主要有侧向扩散和旋转扩散两种运动方式。可用光脱色恢复技术和细胞融合技术检测侧向扩散。膜蛋白的侧向运动受细胞骨架的限制，破坏微丝的药物如细胞松弛素B能促进膜蛋白的侧向运动。
第二节  细胞质膜的基本特征与功能
1、 膜的流动性
1、生理意义

质膜的流动性是保证其正常功能的必要条件。当膜的流动性低于一定的阈值时，许多酶的活动和跨膜运输将停止，反之如果流动性过高，又会造成膜的溶解。

膜的流动性受多种因素影响；细胞骨架不但影响膜蛋白的运动，也影响其周围的膜脂的流动。膜蛋白与膜脂分子的相互作用也是影响膜流动性的重要因素。
光脱色恢复技术(florescence recovery after photobleaching, FRAP)
：研究膜蛋白或膜脂流动性的基本实验技术之一，根据荧光恢复的速度可推算出膜蛋白或膜脂扩散速度。
二、膜的不对称性

质膜内外两层的组分和功能的差异，称为膜的不对称性。
（一）细胞膜各部分的名称 

样品经冰冻断裂处理后，细胞膜可从脂双层中央断开，各断面命名为：ES，细胞外表面；EF，细胞外小页断面；PS，原生质表面；PF，原生质小页断面。 

（二）膜脂的不对称性：同一种脂分子在脂双层中呈不均匀分布，如：PC和SM主要分布在外小叶，PE和PS分布在内小叶。用磷脂酶处理完整的人类红细胞，80%的PC降解，PE和PS分别只有20%和10%的被降解。
膜脂的不对称性还表现在膜表面具有胆固醇和鞘磷脂等形成的微结构域—脂筏。

（三）膜蛋白的不对称性：膜蛋白的不对称性是指每种膜蛋白分子在细胞膜上都具有明确的方向性；膜蛋白的不对称性是生物膜完成复杂的在时间与空间上有序的各种生理功能的保证。

（四）复合糖的不对称性：糖脂和糖蛋白只分布于细胞膜的外表面。是完成其生理功能的结构基础。
二、细胞质膜相关的膜骨架

（一）膜骨架

指细胞质膜下与膜蛋白相连的由纤维蛋白组成的网架结构，它参与维持细胞质膜的形状并协助质膜完成多种生理功能。

（二）红细胞的生物学特性：膜骨架赋予红细胞质膜既有很好的弹性又具有较高强度。
（三）红细胞质膜蛋白及膜骨架
膜骨架是质膜下纤维蛋白组成的网架结构；位于细胞质膜下约0.2μm厚的溶胶层。
作用：维持质膜的形状并协助质膜完成多种生理功能。

成熟的哺乳动物血红细胞没有核和内膜系统，是研究膜骨架的理想材料。

红细胞经低渗处理，细胞破裂释放出内容物，留下一个保持原形的空壳，称为血影（ghost）。
经SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分析，血影成分主要有：
1、血影蛋白(spectrin)：由结构相似的α链、β链组成异二聚体，两个二聚体头与头相接连形成四聚体。

2、带三蛋白：是阴离子载体，通过交换Cl-，使HCO3-进入红细胞。为二聚体，每个单体含929个氨基酸，跨膜12次。

3、锚蛋白（ankyrin）：与血影蛋白和带3蛋白的胞质部相连，将血影蛋白网络连接到质膜上。

4、血型糖蛋白：单次跨膜糖蛋白，约有131个氨基酸，N端在膜外侧，结合16条寡糖链；C端在胞质面，链较短，与带4.1蛋白相连。血型糖蛋白与MN血型有关，其功能尚不明确。
红细胞膜骨架的构成：
血影蛋白四聚体游离端与短肌动蛋白纤维（约13～15单体）相连，形成血影蛋白网络。通过两个锚定点固定在质膜下方：

–通过带4.1蛋白与血型糖蛋白连结；

–通过锚蛋白与带3蛋白相连。

这一骨架系统赋与了红细胞质膜的刚性与韧性，得以几百万次地通过比它直径还小的微血管、动脉、静脉。

四、细胞质膜的基本功能
(为细胞的生命活动提供相对稳定的内环境；
(选择性的物质运输,包括代谢底物的输入与代谢产物的排除,并伴随着能量的传递；
(提供细胞识别位点,并完成细胞内外信息跨膜传递；
(为多种酶提供结合位点,使酶促反应高效而有序地进行；
(介导细胞与细胞、细胞与基质之间的连接；
(质膜参与形成具有不同功能的细胞表面特化结构。
第5章 跨膜运输与信号传递
据估计细胞膜上与物质转运有关的蛋白占核基因编码蛋白的15~30%，细胞用在物质转运方面的能量达细胞总消耗能量的2/3。
细胞膜上存在两类主要的转运蛋白，即：载体蛋白（Carrier protein）和通道蛋白（Channel protein）。

–––载体蛋白又称做载体（Carrier）和转运器（Transporter），有的需要能量驱动，如：各类APT驱动的离子泵；有的则不需要能量，如：缬氨酶素。

–––通道蛋白能形成亲水的通道，允许特定的溶质通过，所有通道蛋白均以自由扩散的方式运输溶质。
第1节 膜转运蛋白与小分子物质的跨膜运输
物质的跨膜运输是细胞维持正常生命活动的基础之一。 
一、被动运输
（一）简单扩散也叫自由扩散（Free diffusion）
特点：
–①沿浓度梯度（或电化学梯度）扩散；

–②不需要提供能量；

–③没有膜蛋白的协助。

某种物质对膜的通透性（P）可以根据它在油和水中的分配系数（K）及其扩散系数（D）来计算：P=KD/t，t为膜的厚度。

人工膜对各类物质的通透率：
· 脂溶性越高通透性越大，水溶性越高通透性越小；

· 非极性分子比极性容易透过，极性不带电荷小分子，如H2O、O2等可以透过人工脂双层，但速度较慢；

· 小分子比大分子容易透过；分子量略大一点的葡萄糖、蔗糖则很难透过；

· 人工膜对带电荷的物质，如各类离子是高度不通透的。
（二）协助扩散，也称促进扩散（Facilitated diffusion）。
特点： 
1 比自由扩散转运速率高；
2 运输速率同物质浓度成非线性关系；
③ 特异性；
④ 饱和性。 

（三）膜转运蛋白

1、载体蛋白（Carrier proteins）—通透酶性质，介导被动运输与主动运输。

2、通道蛋白（Channel proteins）—是跨膜的亲水性通道，允许适当大小的离子顺浓度梯度通过，故又称离子通道。
具有离子选择性，转运速率高；离子通道是门控的；只介导被动运输。

• 有些通道蛋白长期开放，如钾泄漏通道；

• 有些通道蛋白平时处于关闭状态，仅在特定刺激下才打开，又称为门通道（Gated channel）。

主要有4类：电压门通道（Voltage-gated channel）、配体门通道（Ligand-gated channel）和压力激活通道（Stress-activated channel）。



电压门控离子通道：铰链细胞失水
二、主动运输
主动运输的特点是：
① 逆浓度梯度（逆化学梯度）运输；

② 需要能量；

③ 都有载体蛋白。

主动运输所需的能量来源主要有：

① 协同运输中的离子梯度动力；

② ATP驱动的泵通过水解ATP获得能量；

3 光驱动的泵利用光能运输物质，见于细菌。
第2节 ATP驱动泵与主动运输

1、钠钾泵
构成：由2个大亚基、2个小亚基组成的4聚体，实际上就是Na+-K+ ATP酶，分布于动物细胞的质膜。

工作原理：

–Na+-K+ ATP酶通过磷酸化和去磷酸化过程发生构象的变化，导致与Na+、K+的亲和力发生变化。在膜内侧Na+与酶结合，激活ATP酶活性，使ATP分解，酶被磷酸化，构象发生变化，于是与Na+结合的部位转向膜外侧；这种磷酸化的酶对Na+的亲和力低，对K+的亲和力高，因而在膜外侧释放Na+、而与K+结合。K+与磷酸化酶结合后促使酶去磷酸化，酶的构象恢复原状，于是与K+结合的部位转向膜内侧，K+与酶的亲和力降低，使K+在膜内被释放，而又与Na+结合。其总的结果是每一循环消耗一个ATP，转运出三个Na+，转进两个K+。
钠钾泵对离子的转运循环依赖自磷酸化过程（ATP上的一个磷酸基团转移到钠钾泵的一个天冬氨酸残基上，导致构象变化），所以这类离子泵叫做P-type泵。
Na+-K+泵的作用：

① 维持细胞的渗透性，保持细胞的体积；

② 维持低Na+高K+的细胞内环境；

③ 维持细胞的静息电位。

地高辛、乌本苷等强心剂抑制其活性；Mg2+和少量膜脂有助提高于其活性。 
2、钙离子泵

作用：维持细胞内较低的钙离子浓度（细胞内钙离子浓度10-7M，细胞外10-3M）。
位置：质膜和内质网膜。

类型：

–P型离子泵，其原理与钠钾泵相似，每分解一个ATP分子，泵出2个Ca2+。位于肌质网上的钙离子泵占肌质网膜蛋白质的90%。

–钠钙交换器（Na+-Ca2+ exchanger），属于反向协同运输体系，通过钠钙交换来转运钙离子。

质子泵

P-type：利用ATP自磷酸化发生构象的改变来转移质子，如植物细胞膜上的H+泵、动物胃表皮细胞的H+-K+泵（分泌胃酸）。 
V-type：存在于各类小泡膜上，由许多亚基构成，水解ATP产生能量，但不发生自磷酸化，位于溶酶体膜、内体、植物液泡膜上。

F-type：是由许多亚基构成的管状结构，利用质子动力势合成ATP，也叫ATP合酶，位于细菌质膜，线粒体内膜和叶绿体的类囊体膜上。
3、ABC 转运器
ABC转运器（ABC transporter）最早发现于细菌，属于一个庞大的蛋白家族，每个成员都有两个高度保守的ATP结合区（ATP binding cassette），故名ABC转运器。
每一种ABC转运器只转运一种或一类底物，不同的转运器可转运离子、氨基酸、核苷酸、多糖、多肽、甚至蛋白质。ABC转运器还可催化脂双层的脂类在两层之间翻转，在膜的发生和功能维护上具有重要的意义。

4、协同运输Cotransport
是一类靠间接提供能量完成的主动运输方式。物质跨膜运动所需要的能量来自膜两侧离子的电化学浓度梯度，而维持这种电化学势的是钠钾泵或质子泵。
–动物细胞中常常利用膜两侧Na+浓度梯度来驱动。

–植物细胞和细菌常利用H+浓度梯度来驱动。

根据物质运输方向与离子沿浓度梯度的转移方向，协同运输又可分为：同向协同（Symport）与反向协同（Antiport）。
同向协同：物质运输方向与离子转移方向相同。如小肠细胞对葡萄糖的吸收伴随着Na+的进入。在某些细菌中，乳糖的吸收伴随着H+的进入。
反向协同：物质跨膜运动的方向与离子转移的方向相反，如动物细胞常通过Na+/H+反向协同运输的方式来转运H+，以调节细胞内的PH值。还有一种机制是Na+驱动的Cl--HCO3-交换，即Na+与HCO3-的进入伴随着Cl-和H+的外流，如存在于红细胞膜上的带3蛋白。 
5、物质的跨膜转运与膜电位
第3节 胞吞作用与胞吐作用
真核细胞通过内吞作用（Endocytosis）和胞吐作用（Exocytosis）完成大分子与颗粒性物质的跨膜运输。在转运过程中，质膜内陷，形成包围细胞外物质的囊泡，因此又称膜泡运输或批量运输（Bulk transport）。属于主动运输。细胞的内吞和外排活动总称为吞排作用（Cytosis）。 
（一）吞噬作用：细胞内吞较大的固体颗粒物质，如细菌、细胞碎片等，称为吞噬作用。
（二）胞饮作用：细胞吞入液体或极小的颗粒物质。
胞饮作用与吞噬作用主要有三点区别。
（三）胞吐作用：包含大分子物质的小囊泡从细胞内部移至细胞表面，与质膜融合，将物质排出细胞之外。
● 组成型的外排途径所有真核细胞

连续分泌过程；
用于质膜更新（膜脂、膜蛋白、胞外基质组分、营养或信号分子）；
default pathway：除某些有特殊标志的駐留蛋白和调节的分泌泡外，其余蛋白的转运途径：粗面内质网→高尔基体→分泌泡→细胞表面。  

●调节型外排途径（reglated exocytosis pathway）

特化的分泌细胞；
储存—刺激—释放；
产生的分泌物（如激素、粘液或消化酶）具有共同的分选机制，分选信号存在于蛋白本身；
分选主要由高尔基体TGN上的受体类蛋白来决定。
第6章  线粒体和叶绿体
第1节 线粒体与氧化磷酸化


一、发现过程：

1890年Altaman首次发现线粒体，命名为生命小体（bioblast），为它可能是共生于细胞内独立生活的细菌。

1897年von Benda首次提出mitochondrion。

1900年L. Michaelis用Jans Green B对线粒体进行染色，发现线粒体具有氧化作用。

Green（1948）证实线粒体含所有三羧酸循环的酶。

Kennedy和Lehninger（1949）发现脂肪酸氧化为CO2的过程是在线粒体内完成的。

Hatefi等（1976）纯化了呼吸链四个独立的复合体。
Mitchell（1961－1980）提出了氧化磷酸化的化学偶联学说。
二、线粒体的形态结构
（一）线粒体的形态、大小、数量与分布
1、线粒体：形态
为粒状或杆状，但因生物种类和生理状态而异，可呈环形，哑铃形、线状、分杈状或其它形状。
直径0.5 -1μm，长1.5-3.0μm，在胰脏外分泌细胞中可长达10 - 20μm，称巨线粒体。
数目一般数百到数千个，植物因有叶绿体的缘故，线粒体数目相对较少；肝细胞约1700个线粒体，占细胞体积的20%，许多哺乳动物成熟的红细胞无线粒体。
2、线粒体的分布：通常分布在细胞功能旺盛的区域。可向细胞功能旺盛的区域迁移，微管是其导轨、马达蛋白提供动力。 
（二）线粒体的超微结构
线粒体由内外两层膜封闭，包括外膜、内膜、膜间隙和基质四个功能区隔。
1、外膜 (out membrane)
含40%的脂类和60%的蛋白，具有porin构成的亲水通道，允许分子量5KD以下的分子通过，1KD以下的分子可自由通过。标志酶为单胺氧化酶。
2、内膜（inner membrane）

含100种以上的多肽，蛋白质和脂类的比例高于3:1。心磷脂含量高达20%、缺乏胆固醇，类似于细菌质膜。

通透性很低，仅允许不带电荷的小分子物质通过。大分子和离子通过内膜时需要特殊的转运系统。如：丙酮酸和焦磷酸是利用H+梯度协同运输。
氧化磷酸化的电子传递链位于内膜。标志酶为细胞色素C氧化酶。

内膜向线粒体内室褶入形成嵴，能扩大内膜表面积达5~10倍，嵴有两种：板层状和管状，多呈板层状。 

嵴上覆有基粒。基粒由头部（F1偶联因子）和基部（F0偶联因子）构成，F0嵌入线粒体内膜。
3、膜间隙 (intermembrane space)：
  是内外膜之间的腔隙，宽约6-8nm。标志酶为腺苷酸激酶。

4、基质（matrix）

为内膜和嵴包围的空间。除糖酵解在细胞质中进行外，其他的生物氧化过程都在线粒体中进行。催化三羧酸循环，脂肪酸和丙酮酸氧化的酶类均位于基质中，其标志酶为苹果酸脱氢酶。

基质具有一套完整的转录和翻译体系。包括线粒体DNA（mtDNA），70S型核糖体，tRNAs、rRNA、DNA聚合酶、氨基酸活化酶等。

基质中还含有纤维丝和电子密度很大的致密颗粒状物质，内含Ca2+、Mg2+、Zn2+等离子
二、线粒体的化学组成及酶的定位

◆ 蛋白质(线粒体干重的65～70％)
◆ 脂类(线粒体干重的25～30％)：

磷脂占3/4以上，外膜主要是卵磷脂，内膜主要是心磷脂；
线粒体脂类和蛋白质的比值: 0.3:1（内膜），1:1（外膜）。   
三、线粒体的功能
线粒体主要功能是进行氧化磷酸化，合成ATP，为细胞生命活动提供直接能量；与细胞中氧自由基的生成、细胞凋亡、细胞的信号转导、细胞内多种离子的跨膜转运及电解质稳态平衡的调控有关。
（一）、氧化磷酸化的分子基础
动物细胞中80%的ATP来源于线粒体，糖、脂肪和氨基酸彻底氧化，电子经过一系列的传递，传至氧分子，逐级释放能量，合成ATP。
氧化磷酸化过程实际上是能量转换过程，氧化(电子传递，消耗氧)与磷酸化(ADP+Pi)是同时进行，密切偶连在一起的，但却由两个不同的结构体系执行
1、电子传递链
是指在线粒体内膜上由呼吸传递体组成的电子传递总轨道。主要是氧化磷酸化有关的脂蛋白复合物，能可逆地接受和释放电子或H+。
(1) 呼吸链电子载体：黄素蛋白、细胞色素、铜原子、铁硫蛋白、辅酶Q等。
① NAD：即烟酰胺嘌呤二核苷酸，连接三羧酸循环和呼吸链，将代谢过程中脱下来的氢交给黄素蛋白。 

② 黄素蛋白：含FMN或FAD的蛋白，可接受2个电子2个质子。黄素相关的脱氢酶类有：

---以FMN为辅基的NADH脱氢酶。

---以FAD为辅基的琥珀酸脱氢酶。
③ 细胞色素：分子中含有血红素铁，以共价形式与蛋白结合，通Fe3+、Fe2+形式变化传递电子，呼吸链中有5类，即：细胞色素a、a3、b、c、c1，其中a、a3含有铜原子。
④ 铁硫蛋白：在其分子结构中每个铁原子和4个硫原子结合，通过Fe3+ 、Fe2+互变进行电子传递，有2Fe-2S和4Fe-4S两种类型。
⑤ 辅酶Q：是脂溶性小分子量醌类化合物，通过氧化和还原传递电子。有3种氧化还原形式，即：氧化型醌Q，还原型氢醌（QH2）和介于两者之者的自由基半醌（QH）。
(2) 呼吸链的复合物

呼吸链组分按氧化还原电位由低向高的方向排列。
利用脱氧胆酸（deoxycholate，一种离子型去污剂）处理线粒体内膜，分离出呼吸链的4种复合物。辅酶Q和细胞色素C不属于任何一种复合物。辅酶Q溶于内膜、细胞色素C位于线粒体内膜的C侧，属于膜的外周蛋白。
① 复合物I：NADH脱氢酶。
组成：42条肽链，呈L型，含一个FMN和至少6个铁硫蛋白，分子量约1MD，以二聚体形式存在。
作用：催化NADH的2个电子传递至辅酶Q，同时将4个质子由线粒体基质（M侧）转移至膜间隙（C侧）。

电子传递的方向为： NADH→FMN→Fe-S→Q

总的反应结果为： NADH + 5H+M + Q→NAD+ + QH2 + 4H+C
② 复合物II：琥珀酸脱氢酶
组成：至少由4条肽链，含有一个FAD，2个铁硫蛋白，一个细胞色素b。
作用：催化琥珀酸的低能电子至辅酶Q，但不跨膜转移质子。

电子传递的方向为：琥珀酸→FAD→Fe-S→Q。

反应结果为：琥珀酸+Q→延胡索酸+QH2 
③ 复合物III：细胞色素c还原酶。
组成：至少11条不同肽链，以二聚体形式存在，每个单体包含两个细胞色素b（b566、b562）、一个铁硫蛋白和一个细胞色素c1。

作用：催化电子从辅酶Q传给细胞色素c，每转移一对电子，同时将4个质子由线粒体基质泵至膜间隙。

反应结果为：2还原态cyt c1 + QH2 + 2 H+M→2氧化态cyt c1 + Q+ 4H+C

“Q循环”：复合物III的电子传递比较复杂，和其有关。辅酶Q能在膜中自由扩散，在内膜C侧，还原型辅酶Q（氢醌） 将一个电子交给Fe-S→细胞色素c1→细胞色素c，被氧化为半醌，并将一个质子释放到膜间隙，半醌将电子交给细胞色素b566→b562，释放另外一个质子到膜间隙。细胞色素b566得到的电子为循环电子，传递路线为：半醌→b566→b562→辅酶Q。在内膜M侧，辅酶Q可被复合体I（复合体II）或细胞色素b562还原为氢醌。一对电子由辅酶Q到复合物III的电子传递过程中，共有四个质子被转移到膜间隙，其中两个质子是辅酶Q转移的。

④ 复合物IV：细胞色素c氧化酶。
组成：为二聚体，每个单体含至少13条肽链，分为三个亚单位。 

作用：将从细胞色素c接受的电子传给氧，每转移一对电子，在基质侧消耗2个质子，同时转移2个质子至膜间隙。

电子传递方向：cyt c→CA→heme a→a3- CB→O2
反应结果为：4还原态cyt c + 8 H+M + O2→4氧化态cyt c + 4H+C + 2H2O
(3) 在电子传递过程中，有几点需要说明：
◆四种类型电子载体：黄素蛋白、细胞色素(血红素基团Fe)、Fe-S中心、辅酶Q。前三种与蛋白质结合，辅酶Q为脂溶性醌。
◆电子传递起始于NADH脱氢酶催化NADH氧化，形成高能电子(能量转化)， 终止于O2形成水。    

◆电子传递方向按氧化还原电势递增的方向传递(NAD+/NAD最低，H2O/O2最高)
◆高能电子释放的能量驱动线粒体内膜三大复合物(H+-泵)将H+从基质泵到膜间隙，形成跨线粒体内膜H+梯度(能量转化)

◆电子传递链各组分在膜上不对称分布
(4) 两条主要的呼吸链
① 由复合物I、III、IV组成主要的呼吸链，催化NADH的脱氢氧化。
② 由复合物II、III、IV组成，催化琥珀酸的脱氢氧化。

对应于每个复合物I，大约需要3个复合物III，7个复合物IV，任何两个复合物之间没有稳定的连接结构，而是由辅酶Q和细胞色素c这样的可扩散性分子连接。呼吸链组分及ATP酶在线粒体内膜上呈不对称分布，如细胞色素C位于线粒体内膜的C侧（向细胞质的一侧），而ATP酶位于内膜的M侧（向线粒体基质的一侧）。
2、ATP合酶的分子结构与组成

状如蘑菇，属于F型质子泵。分为突出于膜外的F1头部和嵌入膜中的F0基部。

F1由5种多肽组成α3β3γδε复合体，具有三个ATP合成的催化位点（每个β亚基具有一个）。β亚基有水解酶活性。α和β单位交替排列，状如桔瓣。γ贯穿αβ复合体（相当于发电机的转子），并与F0接触，ε帮助γ与F0结合。δ与F0的两个b亚基形成固定αβ复合体的结构（相当于发电机的定子）。

F0由三种多肽组成ab2c12复合体，嵌入内膜，12个c亚基组成一个环形结构，具有质子通道。

工作特点：可逆性复合酶，即既能利用质子电化学梯度储存的能量合成ATP，又能水解ATP将质子从基质泵到膜间隙。

3、氧化磷酸化的偶联机制
1）化学渗透假说
电子传递链各组分在线粒体内膜中不对称分布，当高能电子沿其传递时，所释放的能量将H+从基质泵到膜间隙，形成H+电化学梯度。在这个梯度驱使下，H+穿过ATP合成酶回到基质，同时合成ATP，电化学梯度中蕴藏的能量储存到ATP高能磷酸键。

2）质子动力势
P. Mitchell（1961）提出“化学渗透假说”。认为：电子沿呼吸链传递时，所释放的能量将质子从内膜基质侧（M侧）泵至膜间隙（C侧），由于线粒体内膜对离子是高度不通透的，从而使膜间隙的质子浓度高于基质，在内膜的两侧形成pH梯度（△pH）及电位梯度（Ψ），两者共同构成电化学梯度，即质子动力势（△P）。               

△P=Ψ–(2.3RT/F)△pH

其中：△pH= pH梯度，Ψ=电位梯度，T=绝对温度，R=气体常数，F为法拉第常数，当温度为25℃时△P的值为220mV左右。

3）支持化学渗透假说的实验证据

4、ATP合成机制
1979年，Boyer P提出构象耦联假说，一些有力的实验证据使这一学说得到广泛的认可。如下：
1）ATP酶利用质子动力势，产生构象的改变，改变与底物的亲和力，催化ADP与Pi形成ATP；
2）F1具有三个催化位点，但在特定的时间，三个催化位点的构象不同、因而与核苷酸的亲和力不同。在L构象（Loose），ADP、Pi与酶疏松结合在一起；在T构象（Tight）底物（ADP、Pi）与酶紧密结合在一起，在这种情况下可将两者加合在一起；在O构象（Open）ATP与酶的亲和力很低，被释放出去；
3）质子通过F0时，引起c亚基构成的环旋转，从而带动γ亚基旋转，由于γ亚基的端部是高度不对称的，它的旋转引起β亚基3个催化位点构象的周期性变化（L、T、O），不断将ADP和Pi加合在一起，形成ATP。
第2节 叶绿体与光合作用
光合作用是地球上有机体生存和发展的根本源泉。绿色植物年产干物质达1014公斤。
一、形态与结构

状如透镜，长径5~10m，短径2~4m，厚2~3m。叶肉细胞含50~200个叶绿体，占细胞质的40%。由外被（chloroplast envelope）、类囊体（thylakoid）和基质（stroma）3部分组成。含有3种不同的膜：外膜、内膜、类囊体膜，3种彼此分开的腔：膜间隙、基质和类囊体腔。 
叶绿体内膜并不向内折叠成嵴；内膜不含电子传递链；除了膜间隙、基质外，还有类囊体腔；捕光系统、电子传递链和ATP合成酶都位于类囊体膜上。
（一）叶绿体膜：双层膜组成，膜间为10~20nm的间隙。
外膜的渗透性大。

内膜对通过物质的选择性很强，CO2、O2、Pi、H2O、等可以透过内膜，ADP、ATP、 NADP+、葡萄糖等及焦磷酸不能透过内膜，需要特殊的转运体（Translocator）才能通过内膜。

（二）类囊体：是膜围成的扁平囊。主要成分是蛋白质和脂类（60：40），不饱含脂肪酸含量高（约87%），膜流动性高。
基粒：扁平类囊体堆叠而成，每个叶绿体含40~60个。

基质类囊体：连接基粒的没有堆叠的类囊体。

膜的内在蛋白主要有：细胞色素b6／f复合体、集光复合体（LHC）、质体醌（PQ）、质体蓝素（PC）、铁氧化还原蛋白（FD）、黄素蛋白、光系统I、II复合物等。
（三）基质：是内膜与类囊体之间的空间。主要成分为碳同化相关的酶类，如RuBP羧化酶；叶绿体DNA、蛋白质合成体系和一些颗粒成分，如淀粉粒、质体小球和植物铁蛋白等。

二、叶绿体的功能—光合作用 (photosynthesis)
(1) 光合电子传递反应—光反应(Light Reaction) 
(2) 碳固定反应—暗反应(Dark Reaction)
（一）光反应
在类囊体膜上由光引起的光化学反应，通过叶绿素等光合色素分子吸收、传递光能，将水光解生成高能电子，沿电子传递链进行传递, 形成O2 、ATP和NADPH的过程。包括原初反应、电子传递和光合磷酸化。

1原初反应（primary reaction）：光能的吸收、传递与转换，形成高能电子。  
电子传递：

最初电子供体是H2O，最终电子受体是NADP+。电子传递链中唯一的H+-pump是cytb6f复合物。类囊体腔的质子梯度比叶绿体基质高，该梯度产生的原因归功于：H2O光解、cytb6f 的H+-pump、NADPH的形成。ATP、NADPH在叶绿体基质中形成。
① 光合色素和电子传递链组分
I光合色素
包括：叶绿素、类胡萝卜素，比例约为3:1。

叶绿素分为a、b，比例约为3:1。

全部叶绿素和几乎所有的类胡萝卜素都包埋在类囊体膜中，与蛋白质以非共价键结合。

II集光复合体（LHC）
由大约200个叶绿素分子和一些肽链构成。

全部叶绿素b和大部分叶绿素a都是天线色素。
II光系统II（PSII）：P680

至少包括12条多肽链。位于基粒于基质非接触区域的类囊体膜上。包括一个集光复合体II、一个反应中心和一个含锰原子的放氧复合体。

IV细胞色素b6/f复合体(cyt b6/f complex)

可能以二聚体形成存在，每个单体含有四个不同的亚基。

V光系统I（PSI）：P700

包含多条肽链，位于基粒与基质接触区和基质类囊体膜中。由集光复合体I和作用中心构成。
（二）光合磷酸化
1）一对电子从P680经P700传至NADP+，在类囊体腔中增加4个H+。2个来源于H2O光解，2个由PQ从基质转移而来，在基质中一个H+又被用于还原NADP+，所以类囊体腔内有较高的H+（pH≈5，基质pH≈8），形成质子动力势。

2）H+经ATP合酶，渗入基质、推动ADP和Pi结合形成ATP。

3）光合磷酸化类型：电子沿光合电子传递链传递时，分为非循环式光合磷酸化和循环式光合磷酸化两条通路。循环式传递的高能电子在PSI被光能激发后经cytb6f复合物回到PSI。结果是不裂解H2O产生O2，不形成NADPH，只产生H+跨膜梯度，即能合成ATP。
4）光合磷酸化作用机理
首先光能转化成电能，经电子传递产生ATP以及NADPH形式的不稳定化学能，最终转化成稳定的化学能，储存在糖类化合物中。
（三）暗反应(碳固定)

利用光反应产生的ATP 和NADPH，使CO2还原为糖类等有机物，即将活跃的化学能最后转换为稳定的化学能，积存于有机物中。这一过程不直接需要光(在叶绿体基质中进行)。

1、卡尔文循环（Calvin cycle）（C3途径）

2、C4途径或 Hatch-Slack循环

3、景天科酸代谢途径
第3节 线粒体和叶绿体的半自主性及其起源
半自主性细胞器：自身含有遗传表达系统(自主性)；但编码的遗传信息十分有限，其RNA转录、蛋白质翻译、自身构建和功能发挥等必须依赖核基因组编码的遗传信息(自主性有限)。
一、线粒体和叶绿体的DNA
（一）mtDNA /ctDNA形状、数量、大小；
◆双链环状(除绿藻mtDNA，草履虫mtDNA)；
◆mtDNA大小变化不大，高等植物120kbp~200kbp；mtDNA大小在动物中变化不大，但在植物中变化较大；   
◆人mtDNA：16,569 bp，37个基因(编码12S、16S rRNA；22种tRNA；13种多肽：NADH脱氢酶7个亚基，cyt b-c1复合物中1个cytb，细胞
色素C氧化酶3个亚基，ATP合成酶2个F0亚基)。
（二）mtDNA和ctDNA以半保留方式进行自我复制；
（三）mtDNA复制的时间主要在细胞周期的S期及G2期，DNA先复制，随后线粒体分裂。ctDNA复制的时间在G1期。复制仍受核控制。
二、线粒体与叶绿体的蛋白质合成
◆线粒体和叶绿体合成蛋白质的种类十分有限
●线粒体或叶绿体蛋白质合成体系对核基因组具有依赖性；
●不同来源的线粒体基因，其表达产物既有共性，也存在差异。
◆参加叶绿体组成的蛋白质来源有３种情况：

●由ctDNA编码，在叶绿体核糖体上合成；

●由核DNA编码，在细胞质核糖体上合成；

●由核DNA编码，在叶绿体核糖体上合成。
三、线粒体和叶绿体蛋白质的运送与组装
（一）线粒体蛋白质的转运
线粒体具有1000多种蛋白质，其自身合成的仅十余种，因此大量蛋白质是在细胞质中合成的。
利用标记氨基酸培养细胞，用氯霉素和放线菌酮分别抑制线粒体和细胞质蛋白质合成，发现人的线粒体DNA编码的多肽为细胞色素c氧化酶的3个亚基，F0的2个亚基，NADH脱氢酶的7个亚基和细胞色素b等13条多肽。  
线粒体前体蛋白质在在运输以前，以未折叠的形式存在，N端有一段信号序列称为导肽或引肽，完成转运后被信号肽酶（signal peptidase）切除，就成为成熟蛋白，这种现象就叫做后转译（posttranslation）。

信号肽的特点是：
–多位于肽链的N端，由大约20个氨基酸构成； 

–形成一个两性α螺旋，带正电荷的氨基酸残基和不带电荷的疏水氨基酸残基分别位于螺旋的两侧；

–对所牵引的蛋白质没有特异性要求。
蛋白质的输入是一个耗能过程。
–在线粒体外解除与前体蛋白质结合的分子伴娘，需要通过水解ATP获得能量。

–在通过TIM复合体时利用质子动力势作为动力。

–前体蛋白进入线粒体基质后，线粒体Hsp70一个接一个的结合在蛋白质线性分子上，像齿轮一样将蛋白质“铰进（hand over hand）”基质，这一过程也需要消耗ATP。然后线粒体Hsp70将蛋白质交给Hsp60，完成折叠。
（二）叶绿体的蛋白质转运
叶绿体蛋白转运运输机理与线粒体的相似。如：
· 都发生后转译；

· 每一种膜上有特定的转位因子（TOC、TIC、SEC）；

· 具有接触点（contact site）；

· 需要能量，同样利用ATP和质子动力势；

· 前体蛋白N端有信号序列，使用后被信号肽酶切除；
· 但两者的蛋白质转运体系中除了某些hsp分子相同外，转位因子复合体是不同的。

四、 线粒体和叶绿体的起源
（一）内共生起源学说
1、叶绿体起源于细胞内共生的蓝藻：Mereschkowsky，1905年提出。
2、Marglis，1970年：线粒体的祖先-原线粒体是一种革兰氏阴性细菌；叶绿体的祖先是原核生物的蓝细菌（Cyanobacteria），即蓝藻。

3、内共生起源学说的主要论据
◆基因组在大小、形态和结构方面与细菌相似。
◆有自己完整的蛋白质合成系统，能独立合成蛋白质，蛋白质合成机制有很多类似细菌而不同于真核生物。

◆两层被膜有不同的进化来源，外膜与细胞的内膜系统相似，内膜与细菌质膜相似。

◆以分裂的方式进行繁殖，与细菌的繁殖方式相同。

◆能在异源细胞内长期生存，说明线粒体和叶绿体具有的自主性与共生性的特征。

◆线粒体的祖先很可能来自反硝化副球菌或紫色非硫光合细菌。

◆发现介于胞内共生蓝藻与叶绿体之间的结构--蓝小体，其特征在很多方面可作为原始蓝藻向叶绿体演化的佐证。

4、不足之处

◆从进化角度，如何解释在代谢上明显占优势的共生体反而将大量的遗传信息转移到宿主细胞中？
◆不能解释细胞核是如何进化来的，即原核细胞如何演化为真核细胞？

◆线粒体和叶绿体的基因组中存在内含子，而真细菌原核生物基因组中不存在内含子，如果同意内共生起源学说的观点，那么线粒体和叶绿体基因组中的内含子从何发生？

（二）非共生起源学说
1、主要内容：真核细胞的前身是一个进化上比较高等的好氧细菌。

2、成功之处：解释了真核细胞核被膜的形成与演化的渐进过程。

3、不足之处
◆实验证据不多。
◆无法解释为何线粒体、叶绿体与细菌在DNA分子结构和蛋白质合成性能上有那么多相似之处。
◆对线粒体和叶绿体的DNA酶、RNA酶和核糖体的来源也很难解释。

◆真核细胞的细胞核能否起源于细菌的核区。

第七章 细胞质基质与细胞内膜系统
第一节 细胞质基质及其功能
一、细胞质基质的涵义
1、基本概念：
用差速离心分离细胞匀浆物组分，先后除去细胞核、线粒体、溶酶体、高尔基体和细胞质膜等细胞器或细胞结构后，存留在上清液中的主要是细胞质基质成分。生物化学家称之为胞质溶胶。 

2、成分：中间代谢有关的酶类、细胞骨架结构。 

3、特点：细胞质基质是一个高度有序的体系，通过弱键而相互作用处于动态平衡的结构体系。

二、细胞质基质的功能

1、许多中间代谢过程在细胞基质中完成：如糖酵解过程、磷酸戊糖途径、糖醛酸途径等；
2、与细胞质骨架相关的功能


细胞质骨架维持细胞形态、运动、胞内物质运输及能量传递，构成细胞基质结构体系。细胞基质与骨架蛋白分子间选择性结合，使生物大分子锚定在细胞骨架的三维空间的特定区域；
3、在蛋白质的修饰、蛋白质选择性的降解等方面起重要作用；
蛋白质的修饰的主要类型：
① 辅酶或辅基与酶的共价结合；
② 糖基化：N－乙酰葡萄糖胺加到蛋白质丝氨酸残基的羟基上；
③ 磷酸化和去磷酸化；
④ N－端甲基化；

⑤ 酰基化：脂肪酸+Pro。
4、控制蛋白质的寿命：N-Met，Ser，Thr，Ala，Val，Cys，Gly或Pro；降解变性和错误折叠的蛋白质；
5、帮助变性或错误折叠的蛋白质重新折叠：靠Hsp水解ATP来完成。
第二节 细胞内膜系统及其功能
定义：结构、功能和发生上相关的内膜形成的细胞结构称为细胞内膜系统，如核被膜、内质网、高尔基体、溶酶体等。
功能：区隔化，增加内表面积，提高代谢和调节能力。

从系统发生来看内膜系统起源于质膜的内陷和内共生。

从个体发生来看新细胞的内膜系统来源于原有内膜系统的分裂，具有核外遗传的特性。

一、内质网
K. R. Porter等于1945年发现于培养的小鼠成纤维细胞，因最初看到的是位于细胞质内部的网状结构，故名内质网（endoplasmic reticlm，ER）。
后来发现内质网不仅仅存在于细胞的“内质”部，通常还与质膜和核膜相连，并且与高尔基体关系密切，并且常伴有许多线粒体。

1、形态与组成
约占细胞总膜面积的一半，是封闭的网络系统。
· 分为粗面型内质网和光面型内质网。

---RER呈扁平囊状，排列整齐，膜围成的空间称为ER腔，有核糖体附着。

---SER呈分支管状或小泡状，无核糖体附着。

· 细胞不含纯粹的RER或SER，它们分别是ER连续结构的一部分。

· ER主要功能是合成蛋白质和脂类，分泌性蛋白和跨膜蛋白都是在ER中合成的。
---ER膜中含大约60%的蛋白和40%的脂类，脂类主要成分为磷脂，磷脂酰胆碱含量较高，鞘磷脂含量较少，没有或很少含胆固醇。

---ER约有30多种膜结合蛋白，另有30多种位于内质网腔，这些蛋白的分布具有异质性，如：葡糖-6-磷酸酶，普遍存在于内质网，被认为是标志酶，核糖体结合糖蛋白只分布在RER，P450酶系只分布在SER。 

2、ER的功能（RER）
1）参与蛋白质合成
   蛋白质都是在核糖体上合成的，并且起始于细胞质基质中“游离”核糖体，但是有些蛋白质在合成开始不久后便转在内质网上合成，这些蛋白主要有：向细胞外分泌的蛋白、如抗体、激素；膜的整合蛋白；需要与其它细胞组合严格分开的酶，如溶酶体的各种水解酶；
其它的多肽是在细胞质基质中“游离”核糖体上合成的。包括：细胞质基质中的驻留蛋白；质膜外周蛋白；核输入蛋白；转运到线粒体、叶绿体和过氧物酶体的蛋白。
2）脂类的合成：
ER合成细胞所需绝大多数膜脂（包括磷脂和胆固醇）。
· 两种例外

    鞘磷脂和糖脂（ER开始→Golgi complex完成）
Mit/Chl某些单一脂类是在它们的膜上合成的。

· 各种不同的细胞器具有明显不同的脂类组成：

    phosphatidylcholine（PC）：ER→GC→PM（高→低）

    phosphatidylserine（PS）：PM→GC→ER（高→低）

    表明在膜上含有不同的磷脂修饰酶。磷脂合成酶是ER膜整合蛋白，活性位点朝向cytosol；

· 磷脂的转运有两种方式:

---transport by bdding：ER→GC、Ly、PM；
--- transport by phospholipid exchange proteins（PEP）：ER→other organelles。
3）蛋白质的修饰与加工
包括糖基化、羟基化、酰基化、二硫键形成等，其中最主要的是糖基化，几乎所有内质网上合成的蛋白质最终被糖基化。
· 糖基化的作用：

–① 使蛋白质能够抵抗消化酶的作用；

–② 赋予蛋白质传导信号的功能；

–③ 某些蛋白只有在糖基化之后才能正确折叠。

· 糖基一般连接在4种氨基酸上，分为2种：
–O-连接的糖基化（O-linked glycosylation）：与Ser、Thr和Hyp的OH连接，连接的糖为半乳糖或N-乙酰半乳糖胺，在高尔基体上进行。

–N-连接的糖基化（N-linked glycosylation）：与天冬酰胺残基的NH2连接，糖为N-乙酰葡萄糖胺。

内质网上进行N-连接的糖基化。糖的供体为核苷糖，如CMP-唾液酸、GDP-甘露糖、DP-N-乙酰葡萄糖胺。

糖分子首先被糖基转移酶转移到膜上的磷酸长醇（dolichol phosphate）分子上，装配成寡糖链。

再被寡糖转移酶转到新合成肽链特定序列（Asn-X-Ser或Asn-X-Thr）的天冬酰胺残基上。X是除Pro以外的任何氨基酸。

4）新生肽链的折叠、组装和运输
不同的蛋白质在内质网腔中停留的时间不同，这主要取决于蛋白质完成正确折叠和组装的时间。有些无法完成正确折叠的蛋白质被输出内质网，转入溶酶体中降解掉。
新生肽的折叠组装：ER内腔是非还原性的，易于二硫键形成；蛋白二硫键异构酶切断二硫键，帮助新合成的蛋白重新形成二硫键并处于正确折叠的状态。 

5）内质网的其它作用（SER）
–合成磷脂、胆固醇等膜脂，合成后以出芽的方式转运至高尔基体，溶酶体和质膜上，或借磷脂转移蛋白（PTP）形成水溶性复合物，转至其他膜上。
–解毒：如肝细胞的细胞色素P450酶系，通常可将脂溶性有毒物质，代谢为水溶性物质，使有毒物质排出体外。 

–参与甾体类激素的合成：在生殖腺和肾上腺的内分泌细胞中，SER、线粒体，可能还有高尔基体上的一些酶共同参与甾体类激素的合成。

–调节血糖浓度：使葡糖6-磷酸水解为磷酸和葡萄糖，释放糖至血液中。

–储存钙离子，作为细胞内信号物质，如肌质网。

–支撑作用：内质网是细胞内最丰富的膜，形成了一种网络结构，提供机械支撑作用，并成为细胞质中酶附着的支架。

二、高尔基体
最早发现于1855年。1889年，Golgi用银染法在猫头鹰的神经细胞内观察到了清晰的结构，因此定名为高尔基体。20世纪50年代以后才正确认识它的存在和结构。

1、形态与组成
是由数个扁平囊泡堆在一起形成的高度有极性的细胞器。常分布于内质网与细胞膜之间，呈弓形或半球形。凸出的一面对着内质网称为形成面或顺面。凹进的一面对着质膜称为成熟面或反面。顺面和反面都有一些或大或小的运输小泡。扁平囊直径约1m，单层膜构成，中间为囊腔，周缘多呈泡状，4~8个扁平囊在一起(某些藻类可达一二十个)，构成高尔基体的主体，即高尔基体堆(Golgi stack)。
2、功能区隔

1）高尔基体顺面的网络结构（Cis Golgi network，CGN）：是高尔基体的入口区域。接受由内质网合成的物质并分类后转入中间膜囊。
2）高尔基体中间膜囊（Medial Golgi）：多数糖基修饰、糖脂的形成以及与高尔基体有关的糖合成均发生此处。

3）高尔基体反面的网络结构（Trans Golgi network，TGN）：由反面一侧的囊泡和网管组成， 是高尔基体的出口区域，功能是参与蛋白质的分类与包装，最后输出。

4）高尔基体周围还存在大小不等的囊泡 

· 高尔基体各部分膜囊具有不同的细胞化学反应：
① 嗜锇反应：cis面膜囊被锇酸特异地染色；

② 焦磷酸硫胺素酶(TPP酶)：可特异显示高尔基体的trans面的1～2层膜囊；

③ 胞嘧啶单核苷酸酶(CMP酶)：可显示靠近trans面上的一些膜囊状和管状结构，CMP酶也是溶酶体的标志酶。 

④ 烟酰胺腺嘌呤二核苷磷酸酶(NADP酶)：可显示高尔基体中间几层扁平囊；

高尔基体与细胞骨架关系密切，在非极性细胞中，高尔基体分布在微管的负端----微管组织中心（MTOC）。
高尔基的膜囊上存在马达蛋白（cytoplasmic dynein和kinesin）和微丝的马达蛋白（myosin）。最近还发现特异的血影蛋白网架。它们在维持高尔基体动态的空间结构以及复杂的膜泡运输中起重要的作用。

3、高尔基体主要功能

1）参与细胞分泌活动
2）负责对细胞合成的蛋白质进行加工，分类，并运出，其过程是：SER上合成蛋白质→进入ER腔→以出芽形成囊泡→进入CGN→在Medial Gdgi中加工→在TGN形成囊泡→囊泡与质膜融合、排出。
   高尔基体对蛋白质的分类，依据的是蛋白质上的信号肽或信号斑。

3）溶酶体酶的分选：M6P和反面膜囊M6P受体

   在肝细胞中溶酶体酶还存在不依赖于M6P的另一种分选途径。

4）参与蛋白质的糖基化
蛋白质糖基化类型
N-连接与O-连接的寡糖比较 

	 特  征 
	N-连接
	O-连接

	1.  合成部位
	  粗面内质网
	粗面内质网或高尔基体

	2.  合成方式
	  来自同一个寡糖前体
	一个个单糖加上去


	3.与之结合的氨

基酸残基
	天冬酰胺 
	丝氨酸、苏氨酸、
羟赖氨酸、羟脯氨酸

	4   最终长度             
	  至少5个
  糖残基
	一般1～4个糖残基， 

但ABO血型抗原较长


	5.第一个糖残基
	N—乙酰葡萄糖胺
	N—乙酰半乳糖胺等


蛋白质糖基化的特点及其生物学意义：
· 糖蛋白寡糖链的合成与加工都没有模板，靠不同的酶在细胞不同间隔中经历复杂的加工过程才能完成。
· 糖基化的主要作用是使蛋白质在成熟过程中折叠成正确构象和增加蛋白质的稳定性；多羟基糖侧链影响蛋白质的水溶性及蛋白质所带电荷的性质。对多数分选的蛋白质来说，糖基化并非作为蛋白质的分选信号。

· 进化上的意义：寡糖链具有一定的刚性，从而限制了其它大分子接近细胞表面的膜蛋白，这就可能使真核细胞的祖先具有一个保护性的外被，同时又不象细胞壁那样限制细胞的形状与运动。

5）参与蛋白酶水解和其他加工过程
三、溶酶体与过氧化物酶体
1、溶酶体的结构

溶酶体（lysosome）：是单层膜围绕、内含多种酸性水解酶类的囊泡状细胞器，其主要功能是进行细胞内消化。
C. de Dve与B. Novikoff 1955年首次发现，几乎存在于所有的动物细胞中。
具有异质性，形态大小及内含的水解酶种类都可能有很大的不同。执行不同生理功能。
2、溶酶体的类型
· 根据完成其生理功能的不同阶段可分为：
初级溶酶体（Primary lysosome）

次级溶酶体（Secondary lysosome）

残体（Residual body）。
1) 初级溶酶体：内含物均一，无明显颗粒，是高尔基体分泌形成的。含有多种水解酶，但没有活性，只有当溶酶体破裂，或其它物质进入，才有酶活性。

水解酶包括蛋白酶、核酸酶、脂酶、磷酸酶、硫酸酯酶、磷脂酶类，已知60余种，这些酶均属于酸性水解酶，反应的最适PH值为5左右。

· 溶酶体膜虽然与质膜厚度相近，但成分不同，主要区别是：
  ① 膜有质子泵，将H+泵入溶酶体，使其PH值降低。

  ② 膜蛋白高度糖基化，可能有利于防止自身膜蛋白降解。

  ③ 具有多种载体蛋白用于水解的产物向外转运；

2) 次级溶酶体：是正在进行或完成消化作用的溶酶体，内含水解酶和相应的底物，可分为异噬溶酶体和自噬溶酶体。前者消化的物质来自外源，后者消化的物质来自细胞本身的各种组分。
3) 残体：又称后溶酶体已失去酶活性，仅留未消化的残渣，故名。残体可通过外排作用排出细胞，也可能留在细胞内逐年增多，如表皮细胞的老年斑，肝细胞的脂褐质。
3、溶酶体的功能

1) 自体吞噬：清除无用的生物大分子，衰老细胞、细胞器、个体发育中多余的细胞。许多生物大分子的半衰期只有几小时至几天，肝细胞中线粒体的平均寿命约10天左右。
2) 细胞内消化：如高等动物内吞低密脂蛋白获得胆固醇，单细胞真核生物利用溶酶体的消化食物。

3) 防御作用：如巨噬细胞可吞入病原体，在溶酶体中将病原体杀死和降解。病原体感染刺激单核细胞分化成巨噬细胞而吞噬、消化。巨噬细胞中含有大量溶酶体。
4) 作为细胞内的消化器官为细胞提供营养；

5) 参与分泌过程的调节：如将甲状腺球蛋白降解成有活性的甲状腺素。

6) 细胞凋亡：个体发生过程中往往涉及组织或器官的改造或重建，如昆虫和蛙类的变态发育等。这一过程是在基因控制下实现的，称为程序性细胞死亡，注定要消除的细胞以出芽的形式形成凋亡小体，被巨噬细胞吞噬并消化。

7) 形成精子的顶体：受精过程中的精子的顶体相当于一个化学钻，可溶穿卵子的皮层，使精子进入卵子。 
某些病原体（麻疯杆菌、利什曼原虫或病毒）被细胞摄入，进入吞噬泡但并未被杀死而繁殖（抑制吞噬泡的酸化或利用胞内体中的酸性环境）。

4、溶酶体的发生
· 初级溶酶体是在高尔基体的Trans面以出芽的形式形成，形成过程：内质网上核糖体合成溶酶体蛋白→进入内质网腔进行N-连接的糖基化修饰→进入高尔基体Cis面膜囊→磷酸转移酶识别溶酶体水解酶的信号斑→将乙酰葡糖胺磷酸转移在1~2个甘露糖残基上→在中间膜囊切去N-乙酰葡糖胺形成M6P配体→与Trans膜囊上的受体结合→通过Clathrin衣被包装成初级溶酶体。
· 发生途径 
依赖于M6P 的分选途径：效率不高，部分溶酶体酶通过运输小泡直接分泌到细胞外。在细胞质膜上也存在依赖于钙离子的M6P受体，同样可与胞外的溶酶体酶结合，通过受体介导的内吞作用，将酶送至前溶酶体中，M6P受体返回细胞质膜，反复使用。
不依赖于M6P的分选途径：如酸性磷酸酶合成后直接经高尔基体到细胞表面，再依赖其细胞基质部分酪氨酸残基信号，从细胞表面转运到溶酶体。
· 酶的加工方式多样化。
5、过氧化物酶体
过氧化物酶体，又称微体。Rhodin于1954年发现于鼠肾小管上皮细胞。是由单层膜围绕而成的内含一种或几种氧化酶类的异质性细胞器，呈圆形，椭圆形或哑呤形不等。

· 特点：含过氧化氢酶（标志酶）和一至多种依赖黄素的氧化酶，已发现40多种氧化酶，其中尿酸氧化酶的含量极高，以至于在有些种类形成酶结晶构成的核心。各类氧化酶的共性是将底物氧化后生成H2O2。而过氧化氢酶又利用H2O2去氧化其它底物。

· 氧化物酶体与溶酶体的区别

过氧化物酶体和初级溶酶体的形态与大小类似，但过氧化物酶体中的尿酸氧化酶等常形成晶格状结构，可作为电镜下识别的主要特征。
通过离心可分离过氧化物酶体和溶酶体：过氧化物酶体沉降先于溶酶体。
· 过氧化物酶体的功能

在动物中： 

    ① 参与脂肪酸的β-氧化向细胞直接提供热能；

    ② 具有解毒作用，过氧化氢酶利用H2O2将酚、甲醛、甲酸和醇等有害物质氧化，饮入的酒精1/4是在微体中氧化为乙醛。

在植物中：
    ① 参与光呼吸，将光合作用的副产物乙醇酸氧化为乙醛酸和过氧化氢。

② 在萌发的种子中，进行脂肪的β-氧化，产生乙酰辅酶A，经乙醛酸循环，由异柠檬酸裂解为乙醛酸和琥珀酸，加入三羧酸循环，因涉及乙醛酸循环，又称乙醛酸循环体。

6、过氧化物酶体的发生 
氧化物酶体经分裂后形成子代的细胞器，子代的过氧化物酶体再进一步装配形成成熟的细胞器。
组成过氧化物酶体的蛋白均由核基因编码，主要在细胞质基质中合成，然后转运到过氧化物酶体中。

   过氧化物酶体蛋白分选的信号序列（Peroxisomal-targeting signal，PTS）：


PTS1为Ser-Lys-Leu，多存在于基质蛋白的C端。


PTS2为Arg/Lys-Leu/Ile-5X-His/Gln-Leu，存在于某些基质蛋白N-端。


过氧化物酶体膜上存在几种可与信号序列相识别的可能的受体蛋白。

   过氧化物酶体的膜脂可能在内质网上合成后转运而来。

  内质网也参与过氧化物酶体的发生
第八章 蛋白质分选与膜泡运输
细胞内合成的蛋白质、脂类等物质之所以能够定向的转运到特定的细胞器取决于两个方面：
–其一是蛋白质中包含特殊的信号序列（signal seqence）。

–其二是细胞器上具特定的信号识别装置（分选受体，sorting receptor）。
第一节 细胞内蛋白质的分选

一、信号假说与蛋白质分选信号
（一）信号假说：G. Blobel等1975年提出了信号假说(Signal hypothesis)，认为蛋白质N端的信号肽，指导蛋白质转至内质网上合成，因此获1999年诺贝尔生理医学奖。

（二）蛋白质分选信号
1、信号肽（signal peptide），存在于蛋白质一级结构上的线性序列，位于新合成肽链的N端，一般16~30个氨基酸残基，含有6-15个连续排列的带正电荷的非极性氨基酸，由于信号肽又是引导肽链进入内质网腔的一段序列，又称开始转移序列（start transfer seqence）；有些在完成蛋白质的定向转移后被信号肽酶（signal peptidase）切除；通常信号序列对所引导的蛋白质没有特异性要求，每一种信号序列决定特殊的蛋白质转运方向。

2、信号斑（signal patch）：存在于完成折叠的蛋白质中，构成信号斑的信号序列之间可以不相邻，折叠在一起构成蛋白质分选的信号。
3、信号识别颗粒（signal recognition particle，SRP）：由6种多肽组成，结合一个7S RNA，属于一种RNP。能与信号序列结合，导致蛋白质合成暂停。
4、SRP受体（SRP receptor）：内质网膜的整合蛋白，异二聚体，可与SRP特异结合。又称停泊蛋白（DP）。

5、停止转移序列（stop transfer seqence）：与内质网膜的亲合力很高，阻止肽链继续进入网腔，成为跨膜Pr。

6、转位因子（translocator，translocon）：由3-4个Sec61蛋白构成的通道，每个Sec61由3条肽链组成。 
（3） 蛋白质转入内质网合成的过程
1、 信号肽与共转移：信号肽与SRP结合→肽链延伸终止→SRP与受体结合→SRP脱离信号肽→肽链在内质网上继续合成，同时信号肽引导新生肽链进入内质网腔→信号肽切除→肽链延伸至终止。这种肽链边合成边向内质网腔转移的方式，称为co-translation。
2、导肽与后转移
蛋白质在细胞质基质中合成以后再转移到线粒体、叶绿体、过氧化酶体等细胞器中的过程，称后转移（post translocation）。

蛋白质跨膜转移过程需要ATP使多肽去折叠，还需要一些蛋白质的帮助（如热休克蛋白Hsp70）使其能够正确地折叠成有功能的蛋白。 
二、蛋白质分选转运的基本途径与类型
1、跨膜运输（Transmembrane transport）：蛋白质通过跨膜通道进入目的地。如细胞质中合成的蛋白质通过线粒体上的转位因子（Translocator）进入线粒体。
2、膜泡运输（Vesicular transport）：被运输的物质在内质网或高尔基体中加工成衣被小泡，选择性地运输到靶细胞器。
3、门控运输（Gated transport）：如通过核孔复合体的运输。
第二节 细胞内膜泡运输

细胞内膜系统之间的物质传递常常通过膜泡运输方式进行。各类运输泡之所能够被准确地运到靶细胞器，主要取决于膜的表面识别特征。
大多数运输小泡是在膜的特定区域以出芽的方式产生的。其表面具有一个笼子状的由蛋白质构成的衣被（coat）。这种衣被在运输小泡与靶细胞器的膜融合之前解体。

衣被小泡在细胞内沿微管运输。

与膜泡运输有关的马达蛋白有3类，在这些马达蛋白的牵引下，可将膜泡运到特定的区域。

–动力蛋白（dynein），趋向微管负端；

–驱动蛋白（kinesin），趋向微管正端；

–肌球蛋白（myosin），趋向微丝的正极。

衣被类型
已知三类：网格蛋白；COPI；COPII。
主要作用：
1、选择性的将特定蛋白聚集在一起，形成运输小泡；

2、如同模具一样决定运输小泡的外部特征。相同性质的运输小泡之所以具有相同的形状和体积，与衣被蛋白的组成有关。

（一）网格蛋白衣被小泡
· 相关运输途径：质膜→胞内体，高尔基体→胞内体，高尔基体→溶酶体、植物液泡。
· 结构：由3个重链和3个轻链组成，形成一个具有3个曲臂的形状。许多笼形蛋白的曲臂部分交织在一起，形成具有5边形网孔的笼子。

· 衔接蛋白(adaptin)：介于笼形蛋白与配体受体复合物之间，起连接作用。目前至少发现4种，分别结合不同类型的受体，形成不同性质的转运小泡。

· 高尔基体TGN是网格蛋白包被小泡形成的发源地
当笼形蛋白衣被小泡形成时，可溶性蛋白动力素（dynamin）聚集成一圈围绕在芽的颈部，将小泡柄部的膜尽可能地拉近（小于1.5nm），从而导致膜融合，掐断衣被小泡。动力素是一种GTP酶，调节小泡以出芽形式脱离膜的速率。动力素可以召集其它可溶性蛋白在小泡的颈部聚集，通过改变膜的形状和膜脂的组成，促使小跑颈部的膜融合，形成衣被小泡。 
（二）COPII衣被小泡：介导从内质网到高尔基体的物质运输。
由多种蛋白质构成，Sar1GTP酶与Sec23/Sec24复合体结合在一起，Sec13/Sec31复合体覆盖在外层。

衣被小泡形成的部位，称为内质网出口（exit sites），该处没有核糖体。

大多数跨膜蛋白是直接结合在COP II衣被上，少数跨膜蛋白和多数可溶性蛋白通过受体与COP II衣被结合。

分选信号位于跨膜蛋白胞质面的结构域，形式多样。

COPII包被小泡具有对转运物质的选择性并使之浓缩。
衣被形成
衣被是在一类叫作衣被召集GTP酶（coat-recritment GTPase）作用下形成的，为单体GTP酶（monomeric GTPase），即G蛋白。调节因子有：

–鸟苷酸交换因子（ganine-ncleotide exchange factor, GEF）

–GTP酶激活蛋白（GTPase activating protein, GAP）。

衣被召集GTP酶包括ARF蛋白和SAR 1蛋白。ARF参与高尔基体上笼形蛋白衣被与COP I衣被的形成。SAR 1参与内质网上COP II衣被的形成。衣被召集GTP酶存在于细胞质中，但处于结合GDP的失活状态。

内质网上形成COPII衣被小泡时，SAR1释放GDP，结合GTP而激活。

激活的SAR 1暴露出一条脂肪酸的尾巴，插入内质网膜，促进衣被蛋白的核化和组装，形成运输小泡。活化的SAR1还可以激活磷脂酶D，将一些磷脂水解，使形成衣被的蛋白牢固地结合在膜上。

当衣被小泡从膜上释放后，衣被很快就解体。

（三）COPI包被小泡
COPI包被含有8种蛋白亚基，包被蛋白复合物的装配与去装配依赖于ARF；
负责回收、转运内质网逃逸蛋白（escaped proteins）返回内质网。

细胞器中保留及回收蛋白质的两种机制：

转运泡将应被保留的驻留蛋白排斥在外，防止出芽转运； 

通过识别驻留蛋白C-端的回收信号的特异性受体，以COPI-包被小泡的形式捕获逃逸蛋白。

COPI包被小泡在非选择性的批量运输（Bulk flow）中行使功能。

COPI包被小泡除行使Golgi→ER逆行转运外，也可行使顺行转运从ER→ER-Golgi→ Golgi。 
在细胞合成与分泌途径中不同膜组分之间三种不同的膜泡运输方式：
1、笼形蛋白包被小泡介导从高尔基体TGN—质膜和胞内体及溶酶体的运输；

2、COPII包被小泡介导从内质网向高尔基体的运输；

3、COPI包被小泡负责将蛋白从高尔基体返回内质网。在从内质网到高尔基体和/或从高尔基体的cis面到trans面的物质转运中也可能涉及到COPI包被小泡。 

在细胞的膜泡运输中，粗面内质网相当于重要的物质供应站，而高尔基体是重要集散中心。由于内质网的驻留蛋白具有回收信号，即使有的蛋白发生逃逸，也会保留或回收回来，所以有人将内质网比喻成“开放的监狱”（open prison）。高尔基体在细胞的膜泡运输及其随之而形成的膜流中起枢纽作用，因此高尔基体聚集在微管组织中心（MTOC）附近并在高尔基体膜囊上结合有类似动力蛋白的蛋白质，从而使高尔基体维持其极性。同样，内质网、溶酶体、分泌泡和细胞质膜及胞内体也都具有各自特异的成分，这是行使复杂的膜泡运输功能的物质基础，但是在膜泡中又必须保证各细胞器和细胞间隔本身成分特别是膜成分的相对恒定。 
膜泡运输的定向机制
SNAREs：介导运输小泡与靶膜的融合。
动物细胞中已发现20多种SNAREs，位于运输小泡上的叫作v-SNAREs，位于靶膜上的叫作t-SNAREs。

v-和t-SNAREs都具有一个螺旋结构域，能相互缠绕形成跨SNAREs复合体，将运输小泡的膜与靶膜拉在一起，实现运输小泡特异性停泊和融合。
在神经细胞中SNAREs负责突触小泡的停泊和融合。
破伤风毒素和肉毒素等细菌分泌的神经性毒素实际上是一类特殊的蛋白酶，能够选择性地降解SNAREs，从而阻断神经传导。

病毒融合蛋白的工作原理与SNAREs相似，介导病毒与宿主质膜的融合。
NSF催化 SNAREs的分离，它能利用ATP作为能量通过插入几个适配蛋白（adaptor protein）将SNAREs复合体的螺旋缠绕分开，以便开始下一轮的转运。
Rabs也叫targeting GTPase，属于单体GTP酶，已知30余种，不同膜上具有不同的Rabs。Rabs作用是促进和调节运输小泡的停泊和融合。
Rabs与衣被召集GTP酶相似，起分子开关作用，结合GDP失活，位于细胞质中，结合GTP激活，位于细胞膜、内膜和运输小泡膜上，调节SNAREs复合体的形成。Rabs还有许多效应因子（effector）。
第9章 细胞信号转导
第一节 细胞信号转导概述

细胞信号发放（cell signaling）：细胞释放信号分子，将信息传递给其它细胞。
细胞通讯（cell commnication）：细胞发出的信息通过介质传递到另一个细胞产生相应反应的过程。

细胞识别（cell recognition）：细胞之间通过细胞表面的信息分子相互作用，引起细胞反应的现象。

信号转导（signal transdction）： 指外界信号（如光、电、化学分子）作用于细胞表面受体，引起胞内信使的浓度变化，进而导致细胞应答反应的一系列过程。
一、 细胞通讯与细胞识别
（一）细胞通讯（Cell commnication）：
一个细胞发出的信息通过介质传递到另一个细胞产生相应的反应。细胞间的通讯对于多细胞生物体的发生和组织的构建，协调细胞的功能，控制细胞的生长和分裂是必须的。
1、胞间通信的主要类型
三种主要方式：细胞间隙连接、膜表面分子接触通讯、化学通讯。
① 细胞间隙连接

两个相邻的细胞以连接子（connexon）相联系。连接子中央为直径1.5nm的亲水性孔道。允许小分子物质如Ca2+、cAMP通过，有助于相邻同型细胞对外界信号的协同反应，如可兴奋细胞的电耦联现象（电紧张突触）。

② 膜表面分子接触通讯：
即细胞识别（cell recognition）。如：精子和卵子之间的识别，T与B淋巴细胞间的识别。
③ 化学通讯：
细胞分泌一些化学物质（如激素）至细胞外，作为信号分子作用于靶细胞，调节其功能，可分为4类。
•内分泌（endocrine）：内分泌激素随血液循环输至全身，作用于靶细胞。特点：低浓度10-8-10-12M；全身性；长时效。

•旁分泌：信号分子通过扩散作用于邻近的细胞。包括：各类细胞因子如表皮生长因子和气体信号分子如NO。

•突触信号发放：神经递质经突触作用于特定的靶细胞。

•自分泌：信号发放细胞和靶细胞为同类或同一细胞，常见于癌变细胞。
（二）细胞识别（cell recognition） 
●概念：细胞通过其表面的受体与胞外信号物质分子（配体）选择性地相互作用，而导致胞内一系列生理生化变化，最终表现为细胞整体的生物学效应的过程。 

●信号通路（signaling pathway）：细胞识别是通过各种不同的信号通路实现的。细胞接受外界信号，通过一整套特定的机制，将胞外信号转导为胞内信号，最终调节特定基因的表达，引起细胞的应答反应，这种反应系列称之为细胞信号通路。
（三）细胞的信号分子与受体
1、细胞信号分子
从化学结构来看细胞信号分子包括：短肽、蛋白质、气体分子（NO、CO）以及氨基酸、核苷酸、脂类和胆固醇衍生物等。其共同特点是：
① 特异性：只能与特定的受体结合；

② 高效性：几个分子即可发生明显的生物学效应，这一特性有赖于细胞的信号逐级放大系统；

③ 可被灭活：完成信息传递后可被降解或修饰而失去活性，保证信息传递的完整性和细胞免于疲劳。
种类： 

(1) 脂溶性信号分子：如甾类激素和甲状腺素，可直接穿膜进入靶细胞，与胞内受体结合形成激素-受体复合物，调节基因表达。  

(2) 水溶性信号分子：如神经递质，不能穿过靶细胞膜，只能经膜上的信号转换机制实现信号传递，所以这类信号分子又称为第一信使（primary messenger）。

(3) 气体性信号分子：NO 和CO。
2、受体（receptor）

能够识别和选择性结合某种配体（信号分子）的大分子物质，多为糖蛋白，至少包括两个功能区域：配体结合区域和产生效应的区域。受体的特征：①特异性；②饱和性；③高度的亲和力。分为：
· 细胞内受体（intracelllar receptor）：胞外亲脂性信号分子所激活激素激活的基因调控蛋白（胞内受体超家族）；
· 细胞表面受体（cell surface receptor）：胞外亲水性信号分子所激活。
细胞对信号的反应不仅取决于其受体的特异性，而且与细胞的固有特征有关。
–有时相同的信号可产生不同的效应，如Ach可引起骨骼肌收缩、降低心肌收缩频率，引起唾腺细胞分泌。

–有时不同信号产生相同的效应，如肾上腺素、胰高血糖素，都能促进肝糖原降解而升高血糖。

3、第二信使和分子开关：
作为胞内信号传递的分子开关的蛋白质有两类：

· 通过蛋白激酶/蛋白磷酸酯酶的磷酸化/去磷酸化使蛋白分子开启/关闭。

· 由GTP结合蛋白组成，结合GTP/GDP而活化/失活。

蛋白激酶是一类磷酸转移酶，其作用是将 ATP 的 γ 磷酸基转移到底物特定的氨基酸残基上，使蛋白质磷酸化，可分为5类。

蛋白激酶在信号转导中主要作用有两个方面：

其一是通过磷酸化调节蛋白质的活性，磷酸化和去磷酸化是绝大多数信号通路组分可逆激活的共同机制，有些蛋白质在磷酸化后具有活性，有些则在去磷酸化后具有活性；

其二是通过蛋白质的逐级磷酸化，使信号逐级放大，引起细胞反应。
第二节 细胞内受体介导的信号传递

细胞内受体的本质是激素激活的基因调控蛋白。细胞内受体与抑制性蛋白（如Hsp90）结合形成复合物，处于非活化状态。配体（如皮质醇）与受体结合，导致抑制性蛋白从复合物上解离下来，从而受体通过暴露它的DNA结合位点而被激活。 
（一）细胞内核受体及其对基因表达的调节
甾类激素诱导的基因活化分为两个阶段：

① 直接活化少数基因转录的初级反应阶段，发生迅速。

② 初级反应的基因产物再活化其他基因，产生延迟的次级反应，对初级反应起放大作用。

个别的亲脂性小分子，如前列腺素，其受体在细胞膜上。
（二）NO
NO可快速扩散透过细胞膜，作用于邻近细胞。
血管内皮细胞和神经细胞是NO的生成细胞，NO的生成由一氧化氮合酶（nitric oxide synthase，NOS）催化，以L精氨酸为底物，以NADPH作为电子供体，生成NO和L瓜氨酸。

NO没有专门的储存及释放调节机制，靶细胞上NO的多少直接与NO的合成有关。
NO的作用机理：乙酰胆碱→血管内皮→Ca2+浓度升高→一氧化氮合酶→NO→平滑肌细胞→鸟苷酸环化酶→cGMP→血管平滑肌细胞的Ca2+离子浓度下降→平滑肌舒张→血管扩张、血流通畅。
硝酸甘油治疗心绞痛具有百年的历史，其作用机理是在体内转化为NO，可舒张血管，减轻心脏负荷和心肌的需氧量。

第三节 膜表面受体介导的信号转导


膜表面受体主要有三类：
–① 离子通道型受体

–② G蛋白耦联型受体

–③ 酶耦联的受体
第一类存在于可兴奋细胞。后两类存在于大多数细胞，在信号转导的早期表现为激酶级联事件，即为一系列蛋白质的逐级磷酸化，籍此使信号逐级传送和放大。
三种类型的细胞表面受体

（一）离子通道型受体
特点：
· 受体本身为离子通道，即配体门通道，四次/六次跨膜蛋白；
· 跨膜信号转导无需中间步骤；
· 主要存在于神经细胞或其他可兴奋细胞间的突触信号传递，其信号分子为神经递质；
· 有选择性：配体的特异性选择和运输离子的选择性主要存在于神经、肌肉等可兴奋细胞。

分为：

· 阳离子通道，如乙酰胆碱、谷氨酸和五羟色胺的受体；

· 阴离子通道，如甘氨酸和γ－氨基丁酸的受体。 
（二）G蛋白耦联型受体
G蛋白，即trimeric GTP-binding regulatory protein。
· 组成：αβγ三个亚基，α和γ亚基属于脂锚定蛋白。

· 作用：分子开关，α亚基结合GDP处于关闭状态，结合GTP处于开启状态。α亚基具有GTP酶活性，能催化所结合的ATP水解，恢复无活性的三聚体状态，其GTP酶的活性能被GAP增强。 
· G蛋白耦联型受体：7次跨膜蛋白，胞外结构域识别信号分子，胞内结构域与G蛋白耦联，调节相关酶活性，在细胞内产生第二信使。
· 类型：

① 多种神经递质、肽类激素和趋化因子的受体；
② 味觉、视觉和嗅觉感受器。

· 相关信号途径：cAMP途径、磷脂酰肌醇途径。
1、cAMP信号途径
通过腺苷酸环化酶调节cAMP的浓度，将细胞外信号转变为细胞内信号。
（1）主要组分：

① 激活型受体（Rs）或抑制型受体（Ri）；

② 活化型调节蛋白（Gs）或抑制型调节蛋白（Gi）；
③ 腺苷酸环化酶：跨膜12次。在Mg2+或Mn2+的存在下，催化ATP生成cAMP。  

④ 蛋白激酶A（Protein Kinase A，PKA）：由两个催化亚基和两个调节亚基组成。cAMP与调节亚基结合，使调节亚基和催化亚基解离，释放出催化亚基，激活蛋白激酶A的活性。
⑤ 环腺苷酸磷酸二酯酶（cAMP phosphodiesterase, PDE）：降解cAMP生成5’-AMP，起终止信号的作用。
（2）Gs调节模型:
激素与Rs结合，Rs构象改变，与Gs结合，Gs的α亚基排斥GDP，结合GTP而活化，Gs解离出α和βγ。

–α亚基活化腺苷酸环化酶，将ATP转化为cAMP。

–βγ亚基复合物也可直接激活某些胞内靶分子。

霍乱毒素能催化ADP核糖基共价结合到Gs的α亚基上，使α亚基丧失GTP酶的活性，处于持续活化状态。导致霍乱病患者细胞内Na+和水持续外流，产生严重腹泻而脱水。
cAMP信号途径可表示为：激素→ G蛋白耦联受体→G蛋白→腺苷酸环化酶→cAMP→依赖cAMP的蛋白激酶A→基因调控蛋白磷酸化→基因转录。 
不同细胞对cAMP信号途径的反应速度不同：
–在肌肉细胞，1秒钟内可启动糖原降解为葡糖1-磷酸，而抑制糖原合成。

–在某些分泌细胞，需要几个小时，激活的PKA进入细胞核，将CRE结合蛋白磷酸化，调节相关基因的表达。CRE（cAMP response element）是DNA上的调节区域。 

（3）Gi调节模型
① 通过α亚基与腺苷酸环化酶结合，直接抑制酶的活性；

② 通过βγ亚基复合物与游离Gs的α亚基结合，阻断Gs的α亚基对腺苷酸环化酶的活化。

2、磷脂酰肌醇途径
胞外信号分子与细胞表面G蛋白耦联受体结合，激活质膜上的磷脂酶C（PLC-β），使质膜上4，5-二磷酸磷脂酰肌醇（PIP2）水解成1，4，5-三磷酸肌醇（IP3）和二酰基甘油（diacylglycerol，DAG）两个第二信使，胞外信号转换为胞内信号，这一信号系统又称为“双信使系统”（double messenger system）。
–IP3开启胞内IP3门控钙通道，Ca2+浓度升高，激活钙调蛋白。

–DG结合于质膜上，可活化与质膜结合的蛋白激酶C（Protein Kinase C，PKC）。PKC以非活性形式分布于细胞溶质中，当细胞接受刺激，产生IP3，使Ca2+浓度升高，PKC便转位到质膜内表面，被DG活化，PKC可以使蛋白质的丝氨酸/苏氨酸残基磷酸化使不同的细胞产生不同的反应，如细胞分泌、肌肉收缩、细胞增殖和分化等。DG的作用可用佛波醇酯模拟。

“双信使系统”反应链：

胞外信号分子→G蛋白偶联受体→G-蛋白→IP3→胞内Ca2+浓度升高→Ca2+结合蛋白(CaM)→细胞反应

磷脂酶C(PLC)→→DG→激活PKC→蛋白磷酸化或促Na+/H+交换使胞内pH降低。
钙调蛋白（calmodlin，CaM）：由单一肽链构成，具有四个钙离子结合部位。结合钙离子发生构象改变，可激活钙调素依赖性激酶（CaM-Kinase）。细胞对Ca2+的反应取决于细胞内钙结合蛋白和钙调素依赖性激酶的种类。
蛋白激酶C：位于细胞质，Ca2+浓度升高时，PKC转位到质膜内表面，被DG活化，PKC属蛋白丝氨酸/苏氨酸激酶。 

IP3信号的终止：是通过去磷酸化形成IP2、或磷酸化为IP4 。Ca2+被质膜上的钙泵和Na+- Ca2+交换器抽出细胞，或被内质网膜上的钙泵抽回内质网。

DG通过两种途径终止其信使作用：

-----被DG激酶磷酸化成为磷脂酸，进入磷脂酰肌醇循环；

-----被DG酯酶水解成单酯酰甘油。

DG代谢周期很短，不能长期维持PKC活性，而细胞增殖或分化行为的变化又要求PKC长期活性所产生的效应。现发现另一种DG生成途径，即由磷脂酶催化质膜上的磷脂酰胆碱断裂产生的DG，用来维持PKC的长期效应。

（三）酶耦联型受体enzyme linked receptor
· 分为两种情况：
–本身具有激酶活性，如EGF，PDGF，CSF等的受体；

–本身没有酶活性，但可以连接非受体酪氨酸激酶，如细胞因子受体超家族。

· 已知六类：①受体酪氨酸激酶②受体丝氨酸/苏氨酸激酶③受体酪氨酸磷脂酶④酪氨酸激酶连接的受体⑤受体鸟苷酸环化酶⑥组氨酸激酶连接的受体（与细菌的趋化性有关）。
酶偶联型受体的共同点：
①单次跨膜蛋白；

②接受配体后发生二聚化，二聚体内彼此相互磷酸化胞内段酪氨酸残基。起动下游信号转导。
1、酪氨酸激酶：
类型：
①胞质酪氨酸激酶：如Src、Tec、ZAP70、JAK；

②核内酪氨酸激酶 ：如：Abl、Wee；

③受体酪氨酸激酶（RTKs） ： 

-----信号分子间的识别结构域
①SH2结构域（Src Homology 2 结构域）：介导信号分子与含磷酸酪氨酸蛋白分子的结合。

②SH3结构域（Src Homology 3 结构域）：介导信号分子与富含脯氨酸的蛋白分子的结合。

③PH结构域（Pleckstrin Homology 结构域）：与磷脂类分子PIP2、PIP3、IP3等结合。

受体酪氨酸激酶介导的信号途径主要有RAS途径、PI3K途径、磷脂酰肌醇途径等。

-小G蛋白
小G蛋白（Small G Protein）因分子量只有20～30KD而得名，同样具有GTP酶活性，在多种细胞反应中具有开关作用。第一个被发现的小G蛋白是Ras，它是ras基因的产物。其它的还有Rho，SEC4，YPT1等，微管蛋白β亚基也是一种小G蛋白。

小G蛋白的共同特点：当结合了GTP时即成为活化形式，这时可作用于下游分子使之活化，而当GTP水解成为GDP时（自身为GTP酶）则回复到非活化状态。这一点与Gα类似，但是小G蛋白的分子量明显低于Gα。 

在细胞中存在着一些专门控制小G蛋白活性的小G蛋白调节因子，有的可以增强小G蛋白的活性，如鸟苷酸交换因子（ganine ncleotide exchange factor, GEF）和鸟苷酸解离抑制因子（Ganine ncleotide dissociation Inhibitor, GDI），有的可以降低小G蛋白活性，如GTP酶活化蛋白（GTPase activating protein, GAP）。

RAS信号途径

受体酪氨酸激酶（RTK）结合信号分子，形成二聚体，并发生自磷酸化而活化，活化的RTK激活Ras，由活化的Ras引起蛋白激酶的磷酸化级联反应。
Ras蛋白要释放GDP，结合GTP的才能激活，GDP的释放需要鸟苷酸交换因子（GEF，如SOS）参与；SOS有SH3结构域，但没有SH2结构域，因此不能直接和受体结合，需要接头蛋白（如Grb2）的连接，接头蛋白通过SH2与受体的磷酸酪氨酸残基结合，再通过SH3与SOS结合，SOS与膜上的Ras接触，从而活化Ras。

Ras本身的GTP酶活性不强，需要GTP酶活化蛋白（GAP）的参与，使Ras结合的GTP水解而失活，GAP具有SH2结构域可直接与活化的受体结合。

蛋白激酶的磷酸化级联反应：

Ras蛋白与Raf的N端结构域结合并使其激活，Raf 是丝氨酸/苏氨酸（Ser/Thr）蛋白激酶（又称MAPKKK）；
活化的Raf结合并磷酸化另一种蛋白激酶MAPKK，使其活化；
MAPKK又使MAPK的苏氨酸和酪氨酸残基使之激活；
MAPK为有丝分裂原活化蛋白激酶（mitogen-activated protein kinase，MAPK），属丝氨酸/苏氨酸残激酶。活化的MAPK进入细胞核，可使许多转录因子活化，如将Elk-1激活，促进c-fos，c-jun的表达。

RPTK-Ras信号通路可概括如下：

配体→RTK→adaptor→GEF→Ras→Raf（MAPKKK）→MAPKK→MAPK→进入细胞核→转录因子→基因表达。

2、受体丝氨酸/苏氨酸激酶
配体是转化生长因子-βs。（transforming growth factor-βs，TGF-βs。）家族成员。包括TGF-β1-5。
依细胞类型不同，可抑制细胞增殖、刺激胞外基质合成、刺激骨骼的形成、通过趋化性吸引细胞、作为胚胎发育过程中的诱导信号等。
3、受体酪氨酸磷酯酶
可以使特异的胞内信号蛋白的磷酸酪氨酸残基去磷酸化，其作用是控制磷酸酪氨酸残基的寿命，使静止细胞具有较低的磷酸酪氨酸残基的水平。
与酪氨酸激酶一起协同工作，如参与细胞周期调控。

白细胞表面的CD45属这类受体，对具体配体尚不了解。

和酪氨酸激酶一样存在胞质酪氨酸磷酯酶。
4、受体鸟苷酸环化酶

分布在肾和血管平滑肌细胞表面，配体为心房排钠肽（atrial natriretic peptide，ANP）或BNP。
当血压升高时，心房肌细胞分泌ANP，促进肾细胞排水、排钠，同时导致血管平滑肌细胞松弛，结果使血压下降。

信号途径为：

配体→受体鸟苷酸环化酶→cGMP→依赖cGMP的蛋白激酶G（PKG）→靶蛋白的丝氨酸/苏氨酸残基磷酸化而活化。
5、细胞因子受体超家族
· 包括各类细胞因子（如干扰素）的受体，在造血细胞和免疫细胞通讯上起作用。受体本身不具有酶活性，但可连接胞内酪氨酸蛋白激酶（如JAK），信号途径为JAK－STAT或RAS途径。
---JAK（janus kinase）属非受体酪氨酸激酶家族。

---JAK的底物为STAT，即信号转导子和转录激活子（signal transducer and activator of transcription，STAT）。
· JAK/STAT Pathway
---配体与受体结合导致受体二聚化；
---二聚化受体激活JAK；

---JAK将STAT磷酸化；

---STAT形成二聚体，暴露出入核信号；

---STAT进入核内，调节基因表达。
四、由细胞表面整合蛋白介导的信号传递
●整合蛋白与粘着斑   
●粘着斑的功能：

一是机械结构功能；

二是信号传递功能   

●通过粘着斑由整合蛋白介导的信号传递通路：由细胞表面到细胞核的信号通路和由细胞表面到细胞质核糖体的信号通路
第四节 细胞信号转导的整合与控制

●细胞信号传递的基本特征：
具有收敛（convergence）或发散（divergence）的特点；
细胞的信号传导既具有专一性又有作用机制的相似性；
信号的放大作用和信号所启动的作用的终止并存；
细胞以不同的方式产生对信号的适应；
蛋白激酶的网络整合信息与信号网络系统中的cross talk。
第10章  细胞骨架
细胞骨架:是指存在于真核细胞中的蛋白纤维网架体系。
◆狭义：在细胞质基质中包括微丝、微管和中间纤维。

◆广义：细胞质骨架、核骨架、核纤层和细胞外基质，形成贯穿于细胞核、细胞质、细胞外的一体化网络结构。

第一节 微丝与细胞运动
一、微丝(microfilament，MF)：又称肌动蛋白纤维(actin filament)，是指真核细胞中肌动蛋白(actin)组成，直径约为7nm的骨架纤维。
（一）成分
肌动蛋白是纤维的结构成分。
actin单体外观呈哑铃形，称球形肌动蛋白G-actin；多聚体称为纤维形肌动蛋白F-actin。

根据等电点分为3类：α分布于肌肉细胞；β和γ分布于肌细胞和非肌细胞。
actin在进化上高度保守，酵母和兔子肌肉的肌动蛋白有88%的同源性。肌动蛋白要经过翻译后修饰，如N-端乙酰化或组氨酸残基的甲基化。
（二）装配
装配的条件：ATP、适宜的温度、存在K+和Mg2+离子。
装配的过程：2-3个actin聚集成一个核心（核化）；ATP-actin分子向核心两端加合。微丝具有极性，ATP-actin加到(+)极的速度要比加到(-)极的速度快5-10倍。

装配的特点： 

1、MF是由G-actin单体形成的多聚体，肌动蛋白单体具有极性，装配时呈头尾相接，故微丝具有极性，既正极与负极之别。

2、溶液中ATP-肌动蛋白的浓度也影响组装的速度。当处于临界浓度时，ATP-actin可能继续在(+)极添加、而在(-)极开始分离，表现出一种“踏车”现象。

3、体内装配时，MF呈现出动态不稳定性，主要取决于F-actin结合的ATP水解速度与游离的G-actin单体浓度之间的关系。

4、 MF动态变化与细胞生理功能变化相适应。在体内, 有些微丝是永久性的结构, 有些微丝是暂时性的结构。
（三）微丝特异性药物
1、细胞松弛素（cytochalasin）：可切断微丝纤维，并结合在微丝末端抑制肌动蛋白加合到微丝纤维上，特异性的抑制微丝功能。
2、鬼笔环肽（phalloidin）：与微丝能够特异性的结合，使微丝纤维稳定而抑制其功能。荧光标记的鬼笔环肽可特异性的显示微丝。

3、影响微丝装配动态性的药物对细胞都有毒害。微丝功能的发挥依赖于微丝与肌动蛋白单体库间的动态平衡。这种动态平衡受actin单体浓度和微丝结合蛋白的影响。

（四）微丝结合蛋白
整个骨架系统结构和功能在很大程度上受到不同的细胞骨架结合蛋白的调节。
actin单体结合蛋白：这些小分子蛋白与actin单体结合，阻止其添加到微丝末端，当细胞需要单体时才释放，主要用于actin装配的调节，如proflin等。

已知的的微丝结合蛋白有100多种，分为以下类型：
1）核化蛋白：使游离actin核化，开始组装，Arp；
2）单体隐蔽蛋白：阻止游离actin向纤维添加，thymosin；
3）封端蛋白：使纤维稳定，Cap Z；
4）单体聚合蛋白：将结合的单体安装到纤维，profilin； 

5）微丝解聚蛋白：使微丝去组装，cofilin；  

6）交联蛋白：将2至多条纤维联系在一起形成纤维束或网络，fimbrin； 

7）纤维切断蛋白：将微丝切断，gelsolin；
8) 膜结合蛋白：将肌动蛋白纤维量接在膜上，参与构成粘合带，vinclin。 

微丝结合蛋白将微丝组织成以下三种主要形式：
Parallel bundle：MF同向平行排列，主要发现于微绒毛与丝状伪足。
Contractile bundle：MF反向平行排列，主要发现于应力纤维和有丝分裂收缩环。

Gel-like network：细胞皮层(cell cortex)中微丝排列形式，MF相互交错排列。

1、肌肉收缩系统中的有关蛋白
（1）肌球蛋白，属于马达蛋白，趋向微丝的（+）极。
Myosin II构成粗肌丝。由2个重链和4个轻链组成，外观具有两个球形的头和一个螺旋化的干，头部有ATP酶活性。

Myosin V结构类似myosin II，但重链有球形尾部。

Myosin I 由一个重链和两个轻链组成。

Myosin I、II、V都存在于非肌细胞中，II型参与形成应力纤维和胞质收缩环，I、V型结合在膜上与膜泡运输有关。 

（2）原肌球蛋白（tropomyosin，Tm）
每个Tm的长度相当于7个肌动蛋白，呈长杆状。组成两条平行纤维，位于肌动蛋白双螺旋的沟中，主要作用是加强和稳定肌动蛋白丝，抑制肌动蛋白与肌球蛋白结合。

（3）肌钙蛋白（troponin，Tn）

含三个亚基，肌钙蛋白 C 特异地与钙结合，肌钙蛋白 T 与原肌球蛋白有高度亲和力，肌钙蛋白I抑制肌球蛋白的ATP酶活性，主要作用是调节肌肉收缩。 

2、非肌肉收缩系统中的有关蛋白
（1）肌球蛋白（myosin）；
（2）原肌球蛋白（tropomyosin.Tm）。
（五）微丝功能

1、维持细胞形态，赋予质膜机械强度
微丝遍及胞质各处，集中分布于质膜下，和其结合蛋白形成网络结构，维持细胞形状和赋予质膜机械强度，如哺乳地位红细胞膜骨架的作用。

2、细胞运动成纤维细胞爬行与微丝装配和解聚相关细胞的变形运动，分为四步：

①微丝纤维生长，使细胞表面突出，形成片足(lamellipodim)；

②在片足与基质接触的位置形成粘着斑；       

③在myosin的作用下微丝纤维滑动，使细胞主体前移；  

④解除细胞后方的粘和点。如此不断循环，细胞向前移动。阿米巴原虫、白细胞、成纤维细胞都能以这种方式运动。
3、微绒毛(microvills)：是肠上皮细胞的指状突起，用以增加肠上皮细胞表面积，以利于营养的快速吸收。

4、形成应力纤维（stress fiber），细胞贴壁与粘着斑的形成相关，在形成粘合斑的质膜下，微丝紧密排列成束，形成应力纤维,具有收缩功能。结构类似肌原纤维，使细胞具有抗剪切力。 
5、参与胞质分裂

有丝分裂末期，两个即将分离的子细胞内产生收缩环，收缩环由平行排列的微丝和myosin II组成。随着收缩环的收缩，两个子细胞的胞质分离，在细胞松驰素存在的情况下，不能形成胞质分裂环，因此形成双核细胞。

6、 肌肉的收缩 
①肌球蛋白结合ATP，引起头部与肌动蛋白纤维分离；
②ATP水解，引起头部与肌动蛋白弱结合； 

③Pi释放，头部与肌动蛋白强结合，头部向M线方向弯曲，引起细肌丝向M线移动；
④ADP释放ATP结合上去，头部与肌动蛋白纤维分离，如此循环。 
第二节 微管及其功能
一、微管的结构组成与极性

微管是由微管蛋白组成的管状结构。在胞质中形成网络结构，作为运输路轨并起支撑作用，对低温、高压和秋水仙素敏感。
分子结构
①微管是由13条原纤维构成的中空管状结构，直径22~25nm；
②每一条原纤维由微管蛋白二聚体线性排列而成；
③微管蛋白二聚体由结构相似的α和β微管蛋白构成；
④α微管蛋白结合的GTP从不发生水解或交换；
⑤β微管蛋白也是一种G蛋白，结合的GTP可发生水解，结合的GDP可交换为GTP。
⑥微管具有极性，(+)极生长速度快，(-)极生长速度慢。(+)极的最外端是β球蛋白，(-)极的最外端是α球蛋白。
⑦微管和微丝一样具有踏车行为。
⑧微管形成的有些结构是比较稳定，是由于微管结合蛋白的作用和酶修饰的原因。如轴突、纤毛、鞭毛。
⑨大多数微管处于动态组装和去组装状态（如纺锤体）。
⑩为行使正常的微管功能，微管动力学不稳定性是其功能正常发挥的基础。

二、微管的组装与去组装

体外微管装配条件：
（1）微管蛋白浓度：低于临界浓度时，不发生微管聚合；

（2）最适pH：pH6.9；

（3）离子：去Ca2+，存Mg2+；

（4）温度：37℃装配，0℃解聚。

（5）GTP供应。

3、体内微管装配动态

（1）微管装配的动力学不稳定性是指微管装配生长与快速去装配的一个交替变换的现象。

（2）动力学不稳定性产生的原因：微管两端具GTP帽(取决于微管蛋白浓度），微管将继续组装，反之，无GTP帽则解聚。

三、微管组织中心
（1）微管在生理状态或实验处理解聚后重新装配的发生处称为微管组织中心(microtble organizing center, MTOC)。
（2）是微管进行组装的区域，都具有γ微管球蛋白，如：中心体(centrosome) 、鞭毛基体。

（3）常见微管组织中心

I、间期细胞MTOC：中心体(动态微管)；

II、分裂细胞MTOC：有丝分裂纺锤体极(动态微管)；

III、鞭毛纤毛细胞MTOC：基体(永久性结构)。  

四、微管结合蛋白
MAP分子至少包含一个结合微管的结构域和一个向外突出的结构域。突出部位伸到微管外与其它细胞组分（如微管束、中间纤维、质膜）结合。
主要功能：①促进微管组装。②增加微管稳定性。③促进微管聚集成束。

五、微管特异性药物
1、长春花碱抑制微管装配。
2、紫杉酚(taxol)能促进微管的装配, 并使已形成的微管稳定。

3、秋水仙素(colchicine) 阻断微管蛋白组装成微管，可破坏纺锤体结构。

六、微管的功能

1、维持细胞形态
用秋水仙素处理细胞破坏微管，导致细胞 变圆，说明微管对维持细胞的不对称形状是重要的。对于细胞突起部分，如纤毛、鞭毛、轴突的形成和维持，微管亦起关键作用。
2、细胞内运输
（1）是胞内物质运输的路轨。

（2）胞质中微管马达蛋白分为两大类：驱动蛋白kinesin，动力蛋白dyenin，均需ATP供能。

（3）Kinesin发现于1985年，是由两条轻链和两条重链构成的四聚体，能向着微管（+）极运输小泡。
（4）Dynein发现于1963年，因与鞭毛和纤毛的运动有关而得名。由两条相同的重链和一些种类繁多的轻链以及结合蛋白构成。作用：在细胞分裂中推动染色体的分离、驱动鞭毛的运动、向着微管（-）极运输小泡。 
3、鞭毛(flagella)运动和纤毛(cilia)运动
纤毛与鞭毛是相似的两种细胞外长物，前者较短。结构：
–由基体和鞭杆两部分构成。

–鞭毛中的微管为9+2结构。

–二联微管A管由13条原纤维组成，B管由10条原纤维组成。

–A管向相邻B管伸出两条动力蛋白臂，并向鞭毛中央发出一条辐。

–基体的微管组成为9+0。

鞭毛运动原理：动力蛋白臂的dynein水解ATP作功，使相邻的二联微管相互滑动。

4、纺锤体与染色体运动
纺锤体是一种微管构成的动态结构，其作用是在分裂细胞中牵引染色体到达分裂极。
第三节 中间丝
类型分为5类：角蛋白、结蛋白、胶质原纤维酸性蛋白、波形纤维蛋白、神经纤丝蛋白。
具有组织特异性，不同类型细胞含有不同IF。

通常一种细胞含有一种中间纤维，少数含有2种以上。

肿瘤细胞转移后仍保留源细胞的IF。

（1）角蛋白（keratin）

为表皮细胞特有，具有α和β两类，β角蛋白存在于细胞中，α角蛋白形成头发、指甲等坚韧结构。

分为：酸性角蛋白（I型）、中性或碱性角蛋白（II型）。组装时首先由I型和II型组成异二聚体，再形成中间纤维。

（2）结蛋白（desmin）
又称骨骼蛋白skeletin，存在于肌肉细胞中，主要功能是使肌纤维连在一起。

（3）胶质原纤维酸性蛋白（glial fibrillary acidic protein）
存在于星形神经胶质细胞和许旺细胞。起支撑作用。
（4）波形纤维蛋白（vimentin）
存在于间充质细胞及中胚层来源的细胞中。

（5）神经纤丝蛋白（neurofilament protein）
是由三种分子量不同的多肽组成的异聚体，功能是提供弹性使神经纤维易于伸展和防止断裂。

一、结构与装配

（一）结构
由螺旋化杆状区，以及两端非螺旋化的球形头（N端）尾（C端）部构成。

杆状区高度保守，由螺旋1和螺旋2构成，每个螺旋区还分为A、B两个亚区。

（二）IF的装配
1、过程：
–①两个单体形成超螺旋二聚体（角蛋白为异二聚体）；

–②两个二聚体反向平行组装成四聚体，三个四聚体长向连成原丝；
–③四聚体组成原纤维；

–④8根原纤维组成中间纤维，横切面具有32个单体。

2、特点：IF没有极性；无动态蛋白库；装配与温度和蛋白浓度无关；不需要ATP、GTP或结合蛋白的辅助。

3、IF装配与MF，MT装配相比，有以下几个特点：
---IF装配的单体是纤维状蛋白(MF，MT 的单体呈球形)；

---反向平行的四聚体导致 IF 不具有极性；

---IF在体外装配时不需要核苷酸或结合蛋白的辅助，在体内装配后，细胞中几乎不存在IF单体(但IF的存在形式也可以受到细胞调节，如核纤层的装配与解聚)。

（三）中间纤维的结合蛋白（intermediate filament associated protein，IFAP）

功能：
–使中间纤维交联成束、成网；
–把中间纤维交联到质膜或其它骨架成分上；
已知的IFAPs约15种左右，分别与特定的中间纤维结合，如：

①flanggrin使角蛋白交联成束。

②Plectin将波形蛋白纤维与微管交联在一起。

③Ankyrin把结蛋白纤维与质膜连在一起。

共同特点 ：

①具有中间纤维特异性。

②表达有细胞专一性。

③不同的IFAP可存在于同一细胞中与不同的中间纤维组织状态相联系。

④在细胞中某些IFAP的表达与细胞的功能和发育状态有关。

（四）中间纤维的功能
◆增强细胞抗机械压力的能力。  
◆角蛋白纤维参与桥粒的形成和维持。  

◆结蛋白纤维是肌肉Z盘的重要结构组分，对于维持肌肉细胞的收缩装置起重要作用。

◆神经元纤维在神经细胞轴突运输中起作用。

◆参与传递细胞内机械的或分子的信息。

· 中间纤维与 mRNA 的运输有关。
第十一章 细胞核与染色质
· 细胞核是真核细胞内最大、最重要的细胞器，是细胞遗传与代谢的调控信息中心。

· 1781年，Trontana发现于鱼类细胞；

· 1831年，Brown发现于植物。

· 大小：植物1~4μm，动物10μm。

· 形状：圆形，胚乳细胞(网状）蝶类丝腺细胞(分支状)。

· 位置：细胞中央，成熟植物细胞的边缘。

· 数目：通常一个，成熟的筛管和红细胞（0）、肝细胞、心肌细胞(1-2）、破骨细胞(6~50）、骨骼肌细胞(数百）、植物毡绒层细胞(2~4)。

· 结构：①核被膜②核仁③核基质④染色质⑤核纤层。

· 功能：①遗传②发育。 

第一节 核被膜
一、核被膜
（一）结构组成：核被膜是双层膜。
①内核膜（inner nclear membrane）    

②外核膜（outer nclear membrane）

外核膜：内质网的一部分，胞质面附有核糖体。

核周隙（perinclear space）：宽20~40nm，与内质网腔相通。

核孔（nclear pore）

核纤层（nclear lamina）：位于内核膜的内表面的纤维网络，可支持核膜，并与染色质及核骨架相连。核纤层由核纤肽（lamin）构成，是一类中间纤维。作用：
1．保持核的形态：是核被膜的支架。此外，核纤层与核骨架以及穿过核被膜的中间纤维相连，使胞质骨架和核骨架形成一连续网络结构。 

    2．参与染色质和核的组装：核纤层在细胞分裂时呈现出周期性的变化，在间期核中，核纤层提供了染色质（异染色质）在核周边锚定的位点。在前期结束时，核纤层被磷酸化，核膜解体。其中B型核纤肽与核膜残余小泡结合，A型溶于胞质中。在分裂末期，核纤肽去磷酸化重新组装，介导了核膜的重建。 

（二）核被膜的功能
构成核、质之间的天然选择性屏障；避免生命活动的彼此干扰；保护DNA不受细胞骨架运动所产生的机械力的损伤；核质之间的物质交换与信息交流。
（三）核被膜在细胞在有丝分裂中有规律地解体与重建
新核膜来自旧核膜；核被膜的去组装是非随机的，具有区域特异性（domain-specific）。

核被膜的解体与重建的动态变化受细胞周期调控因子的调节，调节作用可能与核纤层蛋白、核孔复合体蛋白的磷酸化与去磷酸化修饰有关。 

二、核孔复合体（nuclear pore complex，NPC）

核孔由至少50种不同的蛋白质（nucleoporin）构成，称为核孔复合体。
一般哺乳动物细胞平均有3000个核孔。

细胞核活动旺盛的细胞中核孔数目较多，反之较少。

在电镜下观察，核孔是呈圆形或八角形，现在一般认为其结构如fish-trap。 

（一）结构模型 

1、胞质环（cytoplasmic ring），位于核孔复合体胞质一侧，环上有8条纤维伸向胞质（外环）；
2、核质环（nclear ring），位于核孔复合体核质一侧，上面伸出8条纤维，纤维端部与端环相连，构成笼子状的结构（内环）；
3、辐（spoke）：核孔边缘伸向核孔中央的突出物；

柱状亚单位

腔内亚单位


环带亚单位

4、 中央栓（central plug）：又称转运器（transporter），核孔中央的一个栓状的中央颗粒。
（二）核孔复合体成份的研究
核孔复合体主要由蛋白质构成，其总相对分子质量约为125×106，推测可能含有100余种不同的多肽，共1 000多个蛋白质分子。 
1、gp210：结构性跨膜蛋白。
  介导核孔复合体与核被膜的连接，将核孔复合体锚定在孔膜区 ，从而为核孔复合体装配提供一个起始位点；
  在内、外核膜融合形成核孔中起重要作用；
  在核孔复合体的核质交换功能活动中起一定作用。

2、p62：功能性的核孔复合体蛋白，具有两个功能结构域。
  疏水性N端区：可能在核孔复合体功能活动中直接参与核质交换；
  C端区：可能通过与其它核孔复合体蛋白相互作用，将p62分子稳定到核孔复合体上，支持其N端进行核质交换活动。

（三）核孔复合体的功能
核孔是细胞核与细胞质之间物质交换的双向性亲水通道。 

表现在两个方面：
  核的蛋白都是在细胞质中合成的，通过核孔定向输入细胞核；

  细胞核中合成的各类RNA、核糖体亚单位需要通过核孔运到细胞质；
  注射实验证明，小分子物质能够以自由扩散的方式通过核孔进入细胞核。

1、 通过核孔复合体的主动运输           

生物大分子的核质分配主要是通过核孔复合体的主动运输完成的，具有高度的选择性，并且是双向的。

选择性表现在以下三个方面：

对运输颗粒大小的限制：有效功能直径可被调节约10～20nm，甚至可达26nm。 

主动运输是一个信号识别与载体介导的过程，需要消耗能量，并表现出饱和动力学特征。

主动运输具有双向性，即核输入与核输出。 

（1） 亲核蛋白与核定位信号( 
亲核蛋白：在细胞质内合成后，需要或能够进入细胞核内发挥功能的一类蛋白质。
核定位信号 (nuclear localization signal，NLS)：引导蛋白质进入细胞核的一段信号序列。受体为importin。
(NLS是存在于亲核蛋白内的一些短的氨基酸序列片段，富含碱性氨基酸残基，如Lys、Arg，此外还常含有Pro。

(NLS的氨基酸残基片段可以是一段连续的序列（T抗原），也可以分成两段，两段之间间隔约10个氨基酸残基（核质蛋白）。

(NLS序列可存在于亲核蛋白的不同部位，对连接的蛋白质无特殊要求，在指导完成核输入后不被切除。

(NLS只是亲核蛋白入核的一个必要条件而非充分条件

(第一个被确定的NLS是病毒SV40的T抗原，序列为：Pro-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val。

核输出信号（nuclear export signal，NES），引导RNP输出细胞核，受体为exportin。

Ran蛋白，一类G蛋白，调节货物复合体的解体或形成。

核质蛋白的入核转运

2、亲核蛋白入核转运的步骤

结合：需NLS识别并结合importin；
转运：需GTP水解提供能量。
3、转录产物RNA的核输出
转录后的RNA通常需加工、修饰成为成熟的RNA分子后才能被转运出核。
RNA聚合酶I转录的rRNA分子：以RNP的形式离开细胞核，需要能量；

RNA聚合酶III转录的5s rRNA与tRNA的核输出由蛋白质介导；

RNA 聚合酶II转录的hnRNA，在核内进行5’端加帽和3’端附加多聚A序列以及剪接等加工过程，然后形成成熟的mRNA出核，5’端的m7GpppG“帽子”结构对mRNA的出核转运是必要的；

细胞核中既有正调控信号保证mRNA的出核转运，也有负调控信号防止mRNA的前体被错误地运输，后者与剪接体(spliceosome)有关。

mRNA的出核转运过程是有极性的，其5’端在前，3’端在后。

核输出信号 (Nuclear Export Signal，NES)：RNA分子的出核转运需要蛋白分子的帮助，这些蛋白因子本身含有出核信号。

入核转运与出核转运之间有某种联系，它们可能需要某些共同的因子。
第2节 染色质
1848年，Hofmeister发现于鸭跖草的小孢子母细胞。
1879年，W. Flemming提出Chromatin。
1888年，Waldeyer提出Chromosome。

一、染色质的概念及化学组成  

◆染色质（chromatin）：指间期细胞核内由DNA、组蛋白、非组蛋白及少量RNA组成的线性复合结构，是间期细胞遗传物质存在的形式。

◆染色体(chromosome)；指细胞在有丝分裂或减数分裂过程中，由染色质聚缩而成的棒状结构。


染色质与染色体是在细胞周期不同的功能阶段可以相互转变的的形态结构。


染色质与染色体具有基本相同的化学组成，但包装程度不同，构象不同。

◆组成：DNA、组蛋白、非组蛋白、少量RNA。
◆比例：1:1:(1-1.5):0.05。

（一）染色体DNA
1、 基因组（genome）  

· 概念：一个生物贮存在单倍染色体组中的总遗传信息，称为该生物的基因组。具有细胞形态的所有生物其遗传物质都是DNA。在真核细胞中，每条未复制的染色体包装一条DNA分子；
· 基因组大小通常随物种的复杂性而增加； 

· 基因组中两类遗传信息：编码序列和调控序列。 

2、 DNA分子一级结构具有多样性
单一序列：非重复序列DNA，是细胞中编码DNA序列；
中度重复DNA序列（101-5 copy）：具有基因选择性表达的信息，起调控作用；
(短散在重复元件＜500bp

(长散在重复元件＞1000bp

在物种进化过程中是基因组中可移动的遗传元件，并且影响基因表达。

高度重复DNA序列（>105 copy）
(卫星DNA：重复单位长5～100bp，主要分布在染色体着丝粒部位；

(小卫星DNA：又称数量可变的的串联重复序列，重复单位长5～100bp，常用于DNA指纹技术作个体鉴定；

(微卫星DNA：重复单位序列最短重复单位长1～5bp ，具高度多态性，在遗传上高度保守，为重要的遗传标志。
3、DNA二级结构具有多形性

· 三种构型DNA：
(B型DNA（右手双螺旋DNA）：活性最高的DNA构象；

(A型DNA：B型DNA的重要变构形式，仍有活性，与DNA/RNA杂交分子形状相似；
(Z型DNA：Z型DNA是左手螺旋，B型DNA的另一种变构形式，活性明显降低。
· DNA构型的生物学意义 

(沟（特别是大沟）的特征在遗传信息表达过程中起关键作用；
(沟的宽窄及深浅影响调控蛋白对DNA信息的识别；
(三种构型的DNA处于动态转变之中；
(DNA二级结构的变化与高级结构的变化是相互关联的，这种变化在DNA复制与转录中具有重要的生物学意义。 

（二）染色体蛋白质：负责DNA分子遗传信息的组织、复制和阅读。    

1、组蛋白(histone)
· 核小体组蛋白(ncleosomal histone)：H2B、H2A、H3和H4，帮助DNA卷曲形成核小体的稳定结构。
· H1组蛋白：在构成核小体时H1起连接作用，赋予染色质以极性。

· 特点：
(真核生物染色体的基本结构蛋白，富含带正电荷的Arg和Lys等碱性氨基酸，属碱性蛋白质，可以和酸性的DNA紧密结合（非特异性结合）；

(核心组蛋白由球形部和尾部构成，球形部借Arg与磷酸二脂骨架间的静电作用使DNA分子缠绕在组蛋白核心上，形成核小体，尾部含有大量Arg和Lys。没有种属及组织特异性，在进化上十分保守，尤其是H4。

(H1多样性，具有属和组织特异性。

2、非组蛋白：与DNA特异序列相结合的蛋白。
特性：

1）含有较多天冬氨酸、谷氨酸，带负电荷，属酸性蛋白质；
2）整个细胞周期都进行合成，组蛋白只在S期合成；
3）能识别特异的DNA序列，识别与结合依赖氢键和离子键。

功能：

①帮助DNA分子折叠，以形成不同的结构域，从而有利于DNA的复制和基因的转录；

②协助启动DNA复制；

③控制基因转录，调节基因表达。

非组蛋白的不同结构模式

α螺旋-转角-α螺旋模式(helix-turn-helix motif) 
锌指模式(Zinc finger motif)：Cys2/His2+Zn2+，2Cys2+Zn2+
亮氨酸拉链模式(Leucine zipper motif，ZIP)

螺旋-环-螺旋结构模式(helix-loop-helix motif，HLH) 

HMG框结构模式（HMG-box motif）：HMG-高速泳动族蛋白（BF，SRY）

二、染色质的基本结构单位—核小体
（一）主要实验证据
1、铺展染色质的电镜观察
未经处理的染色质自然结构为30nm的纤丝，经盐溶液处理后解聚的染色质呈现10nm串珠状结构；
2、用非特异性微球菌核酸酶消化染色质，部分酶解片段分析结果；
3、应用X射线衍射、中子散射和电镜三维重建技术研究，发现核小体颗粒是直径为11nm、高6.0nm的扁园柱体，具有二分对称性（dyad symmetry），核心组蛋白的构成是先形成（H3）2 ·（H4）2四聚体，然后再与两个H2A·H2B异二聚体结合形成八聚体。
4、SV40病毒微小染色体（minichromosome）分析与电镜观察 

（二）、核小体结构要点

1、核小体（nucleosome）：一种串珠状结构，由核心颗粒和连结线DNA两部分组成，通过酶消化实验建立。
①每个核小体单位包括200bp左右的DNA超螺旋和一个组蛋白八聚体及一个分子H1；
②由H2A、H2B、H3、H4各两分子形成八聚体，构成核心颗粒；

③146bp的DNA分子超螺旋盘绕组蛋白八聚体1.75圈，组蛋白H1在核心颗粒外结合额外20bp DNA，锁住核小体DNA的进出端，起稳定核小体的作用。包括组蛋白H1和166bp DNA的核小体结构又称染色质小体；
④两个相邻核小体之间以连接DNA相连，典型长度60bp，不同物种变化值为0～80bp；
⑤组蛋白与DNA之间的相互作用主要是结构性的，基本不依赖于核苷酸的特异序列，实验表明，核小体具有自组装（self-assemble）的性质；
⑥核小体沿DNA的定位受不同因素的影响，进而通过核小体相位改变影响基因表达。

三、染色质包装的结构模型
（一）染色质包装的多级螺旋模型(multiple coiling model) 

1、核小体：通过组蛋白DNA长度压缩7倍，形成直径11nm的纤维。即染色体的一级结构。
2、螺线管（solenoid）：由核小体螺旋化形成，每6个核小体绕一圈，长度压缩6倍；即染色体的二级结构。

3、超螺线管（supersolenoid）：螺线管进一步螺旋化形成的直径为0.4μm的圆桶壮结构，长度压缩40倍。即染色体的三级结构。

4、染色单体（chromatid）：超螺线管进一步螺旋折叠形成直径2～10 μm的结构。即染色体的四级结构。

5、DNA—压缩7倍—核小体——螺线管—超螺线管—染色单体。
（二）染色体的骨架-放射环结构模型(scaffold radial loop structre model)              

对于更高级染色体包装方式，至今尚不明确。目前多认为30nm的纤维折叠为一系列的环（loop）结合在核骨架上（或称染色体骨架），结合点是富含AT的区域。
◆非组蛋白构成的染色体骨架(chromsomal scaffold)和由骨架伸出的无数的DNA侧环。

◆30nm的染色线折叠成环，沿染色体纵轴，由中央向四周伸出，构成放射环。

◆由螺线管形成DNA复制环，每18个复制环呈放射状平面排列，结合在核基质上形成微带(miniband)。微带是染色体高级结构的单位，大约106个微带沿纵轴构建成子染色体。 

四、异染色质和常染色质   

间期核中染色质可分为异染色质和常染色质。
（一）常染色质
◆概念：指间期核内染色质纤维折叠压缩程度低，处于伸展状态，用碱性染料染色时着色浅的那些染色质；

◆常染色质是进行活跃转录的部位，易被核酸酶在一些敏感的位点（hypersensitive sites）降解；
◆DNA包装比约为1000～2000分之一；
◆常染色质DNA的组成主要是单一序列DNA和中度重复序列DNA（如组蛋白基因和tRNA基因）；
◆并非所有基因都具有转录活性，常染色质状态只是基因转录的必要条件而非充分条件。

（二）异染色质

◆概念：碱性染料染色时着色较深的染色质组分
◆异染色质的特点：
①在间期核中处于凝缩状态，无转录活性，是遗传惰性区；
②在细胞周期中表现为晚复制、早凝缩（异固缩现象）；
③分为两类：

  结构（组成型）异染色质

  兼性（功能）异染色质

1、结构异染色质或组成型异染色质
(除复制期以外，在整个细胞周期均处于聚缩状态，形成多个染色中心；
(结构异染色质的特征：

①在中期染色体上多定位于着丝粒区、端粒、次缢痕及染色体臂的某些节段；

②由相对简单、高度重复的DNA序列构成，如卫星DNA；

③具有显著的遗传惰性，不转录也不编码蛋白质；

④在复制行为上与常染色质相比表现为晚复制早聚缩；
⑤在功能上参与染色质高级结构的形成，导致染色质区间性，作为核DNA的转座元件，引起遗传变异。 
2、兼性异染色质 

(在某些细胞类型或一定的发育阶段, 原来的常染色质聚缩, 并丧失基因转录活性, 变为异染色质，如X染色体随机失活
(异染色质化可能是关闭基因活性的一种途径。
第3节 染色质的复制与表达

（一）活性染色质及其主要特征
1、活性染色质(active chromatin)与非活性染色质(inactive chromatin)

活性染色质是具有转录活性的染色质；
活性染色质的核小体发生构象改变，具有疏松的染色质结构，从而便于转录调控因子与顺式调控元件结合和 RNA 聚合酶在转录模板上滑动； 

非活性染色质是没有转录活性的染色质。
2、 活性染色质主要特征

（1）活性染色质具有DNase I超敏感位点；
（2）染色质活性基因DNase I敏感性的检测；
（3）活性染色质在生化上具有特殊性。
活性染色质很少有组蛋白H1与其结合；

活性染色质的组蛋白乙酰化程度高；

活性染色质的核小体组蛋白H2B很少被磷酸化；

活性染色质中核小体组蛋白H2A在许多物种很少有变异形式；

HMG14和HMG17只存在于活性染色质中。 

二、染色质结构与基因转录

（一）疏松染色质结构的形成

1、DNA局部结构的改变与核小体相位的影响
当调控蛋白与染色质DNA的特定位点结合时，染色质易被引发二级结构的改变，进而引起其它的一些结合位点与调控蛋白的结合。核小体通常定位在DNA特殊位点而利于转录。 

2、组蛋白的修饰

组蛋白的修饰改变染色质的结构，直接或间接影响转录活性。

组蛋白赖氨酸残基乙酰基化（acetylation），影响转录。

3、HMG结构域蛋白等染色质变构因子的影响 

HMG结构域可识别某些异型的DNA结构，与DNA弯折和DNA-蛋白质复合体高级结构的形成有关。 

（二）染色质的区间性

基因座控制区：
染色体DNA上一种顺式作用元件，具有稳定染色质疏松结构的功能；

含有多种反式作用因子的结合序列，可保证DNA复制时与启动子结合的因子仍保持在原位。

隔离子：
防止处于阻遏状态与活化状态的染色质结构域之间的结构特点向两侧扩展的染色质DNA序列，称为隔离子。

作用：作为异染色质定向形成的起始位点；提供拓扑隔离区 。

4、染色质模板的转录

基因转录的模板不是裸露的DNA，染色质是否处于活化状态是决定转录功能的关键。 

转录的核小体犁假说。
第4节 染色体
（一）中期染色体的形态结构

1、染色单体（Chromatid）：中期染色体由两条染色单体组成，两者在着丝粒的部位相互结合，每一条染色单体是由一条DNA双链经过螺旋和折叠而形成的，到后期，着丝粒分裂，两条染色单体分离。

2、染色线（Chromonema）：前期或间期核内的染色质细线，代表一条染色单体。

3、染色粒（Chromomere）：前期染色体上呈线性排列的念珠状颗粒，是DNA局部收缩形成的，异染色质的染色粒一般较大，而常染色质的染色粒较小，在染色体上位于着丝粒两边的染色粒一般较大，而向染色体端部的染色粒较小，呈梯度排列。

4、主缢痕（primary constriction）：中期染色体上一个染色较浅而缢缩的部位，主缢痕处有着丝粒，所以亦称着丝粒区（centromere），由于这一区域染色线的螺旋化程序低，DNA含量少，所以染色很浅或不着色。
一般动植物的染色体具有一个位置固定的着丝粒(localized contromere)，有些生物整个染色体都具有着丝粒活性，称为全着丝粒（holocentromere）如：如蛔虫、线虫、蝶、蛾、蚜虫等。

根据着丝粒的位置将染色体分为4类：

①中着丝粒染色体（metacentric chromosome）。

②亚中着丝粒染色体（sbmetacentric chromosome）。

③近湍着丝粒染色体（sbtelocentric chromosome）

④端着丝粒染色体（telocentric chromosome）。

划分的标准有：①臂比值r（长臂长/短臂长）；②着丝粒指数i [(短臂长/染色体长)×100%]；
③短臂长臂比等3种。

着丝粒的结构

着丝粒（centromere）和着丝点（kinetochore）是两个不同的概念，前者指中期染色单体相互联系在一起的特殊部位，后者指主缢痕处两个染色单体外侧与纺锤体微管连接的部位。
着丝粒包含3个结构域

①着丝点结构域（kinetochore domain）

位于着丝粒的表面，包括三层板状结构和围绕外层的纤维冠(fibros corona)。

(内板(inner plate)

(中间间隙(middle space)，innerzone

(外板(oter plate)

(纤维冠(fibroscorona)

内外板的电子密度高，中间区电子密度低。内板与中央结构域的着丝粒异染色质结合，外板与微管纤维结合，纤维冠上结合有马达蛋白，如胞质Dynein和属于kinesin家族的CENP-E，为染色体的分离提供动力。
②中央结构域(central domain)

(位于着丝粒结构域的下方，其中含有高度重复的卫星DNA。

(对于着丝粒蛋白研究主要是使用ACA(anticentromere antibodies)来研究的。用ACAs发现鉴定出来的CENP主要有6种，即：CENP-A至F。

③配对结构域(pairing domain)：位于着丝粒结构的内层，中期两条染色单体在此处相互连结。发现两类蛋白：

---内部着丝粒蛋白INCENP(inner centromere protein); 

---染色单体连接蛋白clips(chromatid linking proteins) 

5、次缢痕（secondary constriction）：除主缢痕外，染色体上第二个呈浅缢缩的部分称次缢痕，次缢痕的位置相对稳定，是鉴定染色体个性的一个显著特征。

6、随体（satellite）：指位于染色体末端的球形染色体节段，通过次缢痕区与染色体主体部分相连。位于染色体末端的随体称为端随体，位于两个次缢痕中间的称中间随体。

7、核仁组织区（nucleolar orgnizing regions NORs）
是核糖体RNA基因所在的区域，其精细结构呈灯刷状。能够合成核糖体的28S、18S和5.8S rRNA。核仁组织区位于染色体的次缢痕区，但并非所有的次缢痕都是NORs。
8、端粒（telomere）：是染色体端部的特化部分。其生物学作用：维持染色体的稳定性。不具端粒的染色体末端有粘性，会与其它片段相连或两端相连而成环状。端粒由高度重复的短序列串联而成，在进化上高度保守，不同生物的端粒序列都很相似，人的序列为TTAGGG。
起细胞分裂计时器的作用。端粒核苷酸复制和基因DNA不同，每复制一次减少50-100 bp，其复制要靠具有反转录酶性质的端粒酶（telomerase）来完成，正常体细胞缺乏此酶，故随细胞分裂而变短，细胞随之衰老。

（二）染色体DNA的三种功能元件（fnctional elements）

1、自主复制DNA序列(autonomosly replicating DNA sequence，ARS)

具有一段11-14bp的同源性很高的富含AT的共有序列及其上下游各200bp左右的区域，它们是维持ARS功能所必需的。

2、着丝粒DNA序列(centromere DNA sequence，CEN)
两个相邻的核心区：80-90bp的AT区，11bp的保守区。

3、端粒DNA序列(telomere DNA sequence，TEL)

◆ 端粒序列的复制；
◆ 端粒酶，在生殖细胞和部分干细胞中有端粒酶活性，端粒重复序列的长度与细胞分裂次数和细胞衰老有关；
◆ “人造微小染色体”(artificial minichromosome)。
（三）核型与染色体显带 


1、核型(karyotype)：是指染色体组在有丝分裂中期的表型，包括染色体数目、大小、形态特征的总和。
2、核型模式图(idiogram)：是指将一个染色体组的全部染色体逐个按其特征绘制下来, 再按长短、形态等特征排列起来的图象。它代表一个物种的核型模式。

3、带型：染色体经物理、化学因素处理后，再进行分化染色，使其呈现特定的深浅不同带纹（band）的方法。

4、染色体显带技术：可分为两类：

---产生的染色带分布在整过染色体的长度上如：Q、G和R带。

---局部性的显带，如C、Cd和T。

四、巨大染色体

（一）多线染色体：
1、由Balbiani发现于摇蚊幼虫唾腺细胞，存在于双翅目昆虫的幼虫组织细胞、某些植物细胞。特点：
①体积巨大：是由于核内有丝分裂的结果，即染色体多次复制而不分离； 

②多线性：每条多线染色体由500-4000条解旋的染色体合并在一起形成；
③体细胞联会：同源染色体紧密配对，并合并成一个染色体；
④横带纹：染色后呈现出明暗相间的带纹；
⑤膨突和环：在幼虫发育的某个阶段，多线染色体的某些带区疏松膨大，形成胀泡（puff），是基因活跃转录的区域。 

2、多线染色体的来源：核内有丝分裂(endomitosis) 

3、多线染色体的带及间带：带和间带都含有基因，可能管家基因位于间带，奢侈基因位于带上。

4、多线染色体与基因活性：胀泡是基因活跃转录的形态学标志

（二）灯刷染色体

1、灯刷染色体
最早发现于鱼类、两栖类和爬行类卵母细胞减数分裂的双线期，普遍存在于动物界的卵母细胞，两栖类卵母细胞的灯刷染色体最典型。双线期是卵黄合成的旺盛期。由于染色体主轴两侧有侧环，状如灯刷，故名灯刷染色体。侧环是RNA活跃转录的区域。
3、 来源：

卵母细胞进行减数第一次分裂时停留在双线期的染色体。由两条同源染色体组成，在交叉处结合，每条同源染色体含2条染色单体。轴上有一些染色粒，代表染色质紧密螺旋化的部位。同时两条染色单体向两边伸出许多侧环，侧环是RNA活跃转录的区域。

第4章 灯刷染色体的超微结构
3、灯刷染色体的转录功能 
第五节 核仁与核体
核仁见于间期的细胞核内，呈圆球形，一般1~2个，有时多达3~5个。主要功能是转录rRNA和组装核糖体单位。
一般蛋白质合成旺盛和分裂增殖较快的细胞有较大和数目较多的核仁，反之核仁很小或缺失。

核仁在分裂前期消失，分裂末期又重新出现。

一、核仁的超微结构

1、纤维中心(fibrillar centers，FC)：是被致密纤维包围的一个或几个低电子密度的圆形结构，主要成分为RNA聚合酶和rDNA，这些rDNA是裸露的分子。
2、致密纤维组分(dense fibrillar component，DFC)：呈环形或半月形包围FC，由致密的纤维构成，是新合成的RNP（指结合蛋白质的rRNA），转录主要发生在FC与DFC的交界处。

3、颗粒组分(granular component，GC)：由直径15-20 nm的颗粒构成，是不同加工阶段的RNP。

4、核仁相随染色质分为两部分：一部分位于核仁周围，称为核仁周染色质，属异染色质。一部分位于核仁内，为常染色质，即核仁组织区，是rDNA所在的位置。

二、核仁的功能            

涉及核糖体的生物发生，是一个向量过程，从核仁纤维组分开始，再向颗粒组分延续。         这一过程包括rRNA的合成、加工和核糖体亚单位的装配。

（一）rRNA 基因转录的形态及组织特征
组织特征：rRNA基因是重复的多拷贝基因。人的一个细胞中约有200个拷贝，rDNA没有组蛋白核心，是裸露的DNA节段，相邻基因之间为非转录的间隔DNA。位于NORs的rDNA是rRNA的信息来源。
形态特征：“圣诞树”样结构。

rRNA基因的转录采取受控的级联放大机制。

转录时，RNA聚合酶沿DNA分子排列，此酶由基因头端向末端移动，转录好的rRNA分子从聚合酶处伸出，愈近末端愈长，从左右两侧均可伸出，呈羽毛状，形成似“圣诞树”样结构。rRNA首先出现在纤维部，而后转向颗粒部。
（二）rRNA前体的加工

修饰与加工：
纤维部的纤维状物质是新合成的45S rRNA，它与蛋白质形成 RNP复合体。45S rRNA甲基化以后经RNA酶裂解形成18S、28S、5.8S rRNA。成熟的 rRNA仅为45S rRNA的一半，丢失的大部分是非甲基化和GC含量较高的区域。

5S rRNA通常定位在常染色体，合成后被转运至核仁区参与大亚基的装配。

小分子核仁核糖核蛋白作为引导RNA参与RNA的编辑加工过程。 

（三）核糖体亚单位的组装

加工下来的蛋白质和小的RNA存留在核仁中，可能对核糖体构建起催化作用；
核糖体的成熟作用只发生在转移到细胞质以后，从而阻止有功能的核糖体与核内加工不完全的hnRNA分子接近；

核仁的另一个功能涉及mRNA的输出与降解。 

三、核仁周期

(核仁的动态变化；
(核仁结构的动态变化依赖于rDNA转录活性和细胞周期的运行。
第6节 核基质
一、核基质(nuclear matrix)

(核基质或核骨架(nclear skeleton)的概念
狭义概念仅指核基质，即细胞核内除了核被膜、核纤层、染色质与核仁以外的网架结构体系。

广义概念应包括核基质、核纤层（或核纤层-核孔复合体结构体系）以及染色体骨架。 

(目前对核骨架的研究结论：

核骨架是存在于真核细胞核内真实的结构体系；

核骨架与核纤层、中间纤维相互连接形成贯穿于核与质的一个独立结构系统。

核骨架的主要成分是由非组蛋白的纤维蛋白构成的, 含有多种蛋白成分及少量RNA；

核骨架与DNA复制、基因表达及染色体的包装与构建有密切关系。
第十二章 核糖体
一、核糖体(ribosome)

Robinson＆Brown（1953）发现于植物细胞。
Palacle（1955）发现于动物细胞。

Roberts（1958）建议命名为核糖核蛋白（ribosome），简称核糖体。

核糖体是细胞内合成蛋白质的工厂，在一个旺盛生长的细菌中，大约有20000个核糖体，其蛋白占细胞总蛋白的10%，RNA占细胞总RNA的80%。

概念：是核糖核蛋白体的简称，是一种颗粒状的结构，没有被膜包裹，其直径为25nm，主要成分是蛋白质与RNA。其是合成蛋白质的细胞器，其唯一的功能是按照mRNA的指令由氨基酸高效且精确地合成多肽链。附着在内质网等膜表面的称附着核糖体；不在膜表面附着，而呈游离状态，分布在细胞基质内的成游离核糖体。
第1节 核糖体的类型与结构
一、核糖体的基本类型与化学组成

根据沉降系数的不同分为70S和80S两种类型。70S核糖体存在于细菌、线粒体和叶绿体中，80S核糖体存在于真核生物的细胞质中。含有40%的蛋白质和60%的RNA。
由大小两个亚基构成，只在以mRNA为模板合成蛋白质时才结合在一起，肽链合成终止后，大小亚单位又解离。

原核和真核细胞的rRNA都具有甲基化现象，甲基化与RNA转录后加工过程的酶识别有关，另外原核5S rRNA和真核5.8S rRNA结构高度保守，常用于研究生物进化。

二、核糖体的结构

三、核糖体蛋白质与rRNA的功能分析
（一）核糖体上具有一系列与蛋白质合成有关的结合位点与催化位点
与mRNA的结合位点；
与新掺入的氨酰-tRNA的结合位点—氨酰基位点，又称A位点；
与延伸中的肽酰-tRNA的结合位点—肽酰基位点，又称P位点；
肽酰转移后与即将释放的tRNA的结合位点—E位点(exit site)；
与肽酰tRNA从A位点转移到P位点有关的转移酶(即延伸因子EF-G)的结合位点；
肽酰转移酶的催化位点；
与蛋白质合成有关的其它起始因子、延伸因子和终止因子的结合位点。 

（二）在蛋白质合成中肽酰转移酶的活性研究

1、核糖体蛋白具有催化蛋白质合成的活性
很难确定哪一种蛋白具有催化功能：在E.coli中核糖体蛋白突变甚至缺失并不完全抑制蛋白质合成。

多数抗蛋白质合成抑制剂的突变株，并非由于r蛋白的基因突变而往往是rRNA基因突变。

在整个进化过程中rRNA的结构比核糖体蛋白的结构具有更高的保守性。rRNA可能具有更重要的作用。

2、在核糖体中rRNA是起主要作用的结构成分

具有肽酰转移酶的活性； 

为tRNA提供结合位点(A位点、P位点和E位点)；

为多种蛋白质合成因子提供结合位点；

在蛋白质合成起始时参与mRNA选择性地结合以及在肽链的延伸中与mRNA结合； 

核糖体大小亚单位的结合、校正阅读（proofreading）、无意义链或框架漂移的校正、以及抗菌素的作用等都与rRNA有关。 

3、r蛋白质的主要功能

对rRNA折叠成有功能的三维结构是十分重要的；
在蛋白质合成中，某些r蛋白可能对核糖体的构象起“微调”作用；

在核糖体的结合位点上甚至可能在催化作用中，核糖体蛋白与rRNA共同行使功能。 

第2节 多聚核糖体与蛋白质的合成

一、多聚核糖体）
概念：核糖体在细胞内并不是单个独立地执行功能，而是由多个甚至几十个核糖体串连在一条mRNA分子上高效地进行肽链的合成，这种具有特殊功能与形态结构的核糖体与mRNA的聚合体称为多聚核糖体。

多聚核糖体的生物学意义：
细胞内各种多肽的合成，不论其分子量的大小或是mRNA的长短如何，单位时间内所合成的多肽分子数目都大体相等。越长的mRNA可以结合更多的核糖体，提高了蛋白质合成的速度。

以多聚核糖体的形式进行多肽合成，对mRNA的利用及对其浓度的调控更为经济和有效。 

二、蛋白质的合成

三、RNA在生命起源中的地位及其演化过程

1、生命是自我复制的体系

三种生物大分子，只有RNA既具有信息载体功能又具有酶的催化功能。因此，推测RNA可能是生命起源中最早的生物大分子；
核酶(ribozyme)：具有催化作用的RNA；
由RNA催化产生了蛋白质。
2、DNA代替了RNA的遗传信息功能

DNA双链比RNA单链稳定；
(DNA链中胸腺嘧啶代替了RNA链中的尿嘧啶，使之易于修复。 

3、蛋白质取代了绝大部分RNA酶的功能
蛋白质化学结构的多样性与构象的多变性；
与RNA相比，蛋白质能更为有效地催化多种生化反应，并提供更为复杂的细胞结构成分，逐渐演化成今天的细胞。 

第十三章 细胞周期与细胞分裂

第一节 细胞周期
一、什么是细胞周期 
· 细胞周期：指由细胞分裂结束到下一次细胞分裂结束所经历的过程，所需的时间叫细胞周期时间。分为4个期：
–G1期(gap1)：指从有丝分裂完成到DNA复制之前的间隙时间。

–S期(synthesis phase)：指DNA复制的时期。

–G2期(gap2)：指DNA复制完成到有丝分裂开始之前的一段时间。

–间期(interphase)：G1 phase，S phase，G2 phase。
–M期又称D期(mitosis or division)：细胞分裂开始到结束。

–细胞沿着G1→S→G2→M→G1周期性运转，在间期细胞体积增大(生长)，在M期细胞先是核分裂，接着胞质分裂，完成一个细胞周期。

· 从增殖的角度来看，可将高等动物的细胞分为三类：
①连续分裂细胞：如表皮生发层细胞、部分骨髓细胞。

②G0期细胞：休眠细胞暂不分裂，但在适当的刺激下可重新进入细胞周期。如淋巴细胞、肝、肾细胞等。

③终端细胞：指不可逆地脱离细胞周期，不再分裂的细胞，又称不分裂细胞，如神经、肌肉、多形核细胞等。

G0期细胞和终末分化细胞的界限有时难以划分，有的细胞过去认为属于终末分化细胞，目前可能被认为是G0期细胞。

（1） 细胞周期中各个不同时期及其主要事件
1、G1期：与DNA合成启动相关，开始合成细胞生长所需要的多种蛋白质、RNA、碳水化合物、脂等，同时染色质去凝集。
2、S期：DNA复制与组蛋白合成同步，组成核小体串珠结构。

3、G2期：DNA复制完成以后进入G2期，在G2期合成一定数量的蛋白质和RNA分子。

4、M期：M期即细胞分裂期，真核细胞的细胞分裂主要包括两种方式，即有丝分裂（mitosis）和减数分裂（meiosis）。遗传物质和细胞内其他物质分配给子细胞。

（2） 细胞周期时间的测定
1、脉冲标记DNA复制和细胞分裂指数观察测定法：又称标记有丝分裂百分率法（percentage labeled mitoses，PLM），对测定细胞进行脉冲标记、定时取材、利用放射自显影技术显示标记细胞，通过统计标记有丝分裂细胞百分数的办法来测定细胞周期。

2、流式细胞仪测定法（Flow Cytometry）。
3、缩时摄像技术，可以得到准确的细胞周期时间及分裂间期和分裂期的准确时间。

有关名词：
TG1：G1期的持续时间

TG2：G2期的持续时间

TS：S期的持续时间

TM：M期的持续时间

TC：一个细胞周期的持续时间

PLM：标记的有丝分裂细胞所占的比例

TDR：胸腺嘧啶核苷，是DNA的特异前体，能被S期细胞摄入，而掺进DNA中。通常使用的是3H或者14C标记的TDR。

测定原理：

① 待测细胞经3H-TDR标记后，所有S期细胞均被标记。

② S期细胞经G2期才进入 M 期，所以一段时间内PLM=0。

③ 开始出现标记M期细胞时，表示处于S期最后阶段的细胞，已渡过G2期，所以从PLM=0到出现PLM的时间间隔为TG2。

④ S期细胞逐渐进入M期，PLM上升，到达到最高点的时候说明来自处于S最后阶段的细胞，已完成M，进入G1期。所以从开始出现M到PLM达到最高点（≈100%）的时间间隔就是TM。

⑤ 当PLM开始下降时，表明处于S期最初阶段的细胞也已进入M期，所以出现PLM到PLM又开始下降的一段时间等于TS。

⑥ PLM出现到下一次PLM出现的时间间隔就等于TC，根据TC=TG1+TS+TG2+TM，即可求出TG1长度。事实上由于一个细胞群体中TC和各时相不尽相同，第一个峰常达不到100%，以后的峰会发生衰减，PLM不一定会下降到零，所以实际测量时，常以（TG2+1/2TM）-TG2的方式求出TM。

（三）细胞同步化（synchronization）        

是指在自然过程中发生或经人为处理造成的细胞周期同步化。前者称自然同步化，后者称为人工同步化。 
1、自然同步化

①多核体：如：粘菌、疟原虫。

②某些水生动物的受精卵：如海胆、海参、两栖类。

③增殖抑制解除后的同步分裂：如真菌的休眠孢子移入适宜环境后，它们一起发芽，同步分裂。

2、人工同步化

选择同步化：人为地将处于不同时期的细胞分离开来，从而获得不同时期的细胞群体。

①有丝分裂选择法：用于单层贴壁生长细胞。 M期细胞与培养皿的附着性低，振荡脱离器壁收集。

–优点：操作简单，同步化程度高，细胞不受药物伤害。

–缺点：获得的细胞数量较少（分裂细胞约占1%～2%） 。

②密度梯度离心法：根据不同时期的细胞在体积和重量上存在差别进行分离。M期细胞体积大，可用离心分离。

–优点：方法简单省时，效率高。可用于任何悬浮培养的细胞。

–缺点：对大多数种类的细胞并不适用。

③分裂中期阻断法
通过抑制微管聚合来抑制细胞分裂器的形成，将细胞阻断在细胞分裂中期。用秋水仙素等细胞分裂抑制剂将细胞阻断在中期。优点是是操作简便，效率高，没有不均衡生长现象，缺点是这些药物的毒性相对较大，可逆性较差。

④条件依赖性突变株在细胞周期同步化中的应用   

将与细胞周期调控有关的条件依赖性突变株转移到限定条件下培养，所有细胞便被同步化在细胞周期中某一特定时期。

（五）特异的细胞周期
特异的细胞周期是指那些特殊的细胞所具有的与标准的细胞周期相比有着鲜明特点的细胞周期。
1、 爪蟾早期胚胎细胞的细胞周期

细胞分裂快，G1期，G2期非常短，S期也短（所有复制子都激活），以至认为仅含有S期和M期；
无需临时合成其它物质；
子细胞在G1、G2期并不生长，越分裂体积越小；
细胞周期调控因子和调节机制与一般体细胞标准的细胞周期基本是一致的。

2、酵母细胞的细胞周期酵母细胞的细胞周期与标准的细胞周期在时相和调控方面相似。
酵母细胞周期明显特点：
----酵母细胞周期持续时间较短；细胞分裂过程属于封闭式，即在细胞分裂时核膜不解聚；

----纺锤体位于细胞核内；在一定环境下，也进行有性繁殖。

3、植物细胞的细胞周期

植物细胞的细胞周期与动物细胞的标准细胞周期非常相似，含有G1期、S期、G2期和M期四个时期。

  植物细胞不含中心体，但在细胞分裂时可以正常组装纺锤体。

植物细胞以形成中间板的形式进行胞质分裂。

4、细菌的细胞周期
慢生长细菌细胞周期过程与真核细胞周期过程有一定相似之处。其DNA 复制之前的准备时间与 G1 期类似。分裂之前的准备时间与 G2期类似。再加上 S 期和 M 期，细菌的细胞周期也基本具备四个时期。

细菌在快速生长情况下，如何协调快速分裂和最基本的DNA复制速度之间的矛盾？

--细菌在上一轮细胞分裂结束时，细胞内的DNA已经复制到一半。
第二节 细胞分裂
一、有丝分裂

（一）有丝分裂过程
为了便于描述，人为的划分为六个时期：
①间期（interphase）；

②前期(prophase)；

③前中期(premetaphase)；

④中期(metaphase)；

⑤后期(anaphase)；

⑥末期(telophase)。

其中间期包括G1期、S期和G2期，主要进行DNA复制、中心体复制、细胞体积增大等准备工作。

1、前期(prophase)
◆主要特点：

①染色质凝缩

②分裂极确立与纺锤体开始形成

③核仁解体。

④核膜消失。

◆标志前期开始的第一个特征是染色质开始浓缩（condensation）通过螺旋化和折叠，变短变粗，形成形成光学显微镜下可以分辨的染色体。

◆在前期末，染色体主缢痕部位形成一种蛋白复合物称为动粒。
◆第二个特征细胞骨架解聚，有丝分裂纺锤体开始装配。

---间期动物细胞含一个MTOC，即中心体，在S期末，两个中心粒在各自垂直的方向复制出一个中心粒，形成两个中心体。

---前期开始时，2个中心体移向细胞两极，并同时组织微管生长，由两极形成的微管通过微管结合蛋白在正极末端相连，最后形成有丝分裂纺锤体。 

◆Golgi体、ER等细胞器解体，形成小的膜泡。

2、前中期（prometaphase）
◆指由核膜解体到染色体排列到赤道面这一阶段。
◆核膜破裂成小的膜泡，这一过程是由核纤层蛋白中特异的Ser残基磷酸化导致核纤层解体。

◆纺锤体微管与染色体的动粒结合，捕捉住染色体。每个已复制的染色体有两个动粒，朝相反方向，保证与两极的微管结合；纺锤体微管捕捉住染色体后，形成三种类型的微管。

◆不断运动的染色体开始移向赤道板。细胞周期也由前中期逐渐向中期运转。

纺锤体有三种微管结构：
–①极体微管（polar mt）：两极间的微管，在纺锤体中部重叠，重叠部位结合有分子马达，负责将两极推开。

–②着丝点微管（kinetochore mt）：由中心体发出，连接在着丝点上，负责将染色体牵引到纺锤体上，着丝点上具有马达蛋白。

–③星体微管（astral mt）：由中心粒放射出来的微管。植物没有中心粒和星体，其纺锤体称无星纺锤体。

–有两类马达蛋白参与染色体、分裂极的分离，一类是dynein，另一类是kinesin。
3、中期（metaphase）

◆所有染色体排列到赤道板(Metaphase Plate)上，标志着细胞分裂已进入中期。
◆着丝粒微管动态平衡形成的张力是确保染色体正确排列在赤道板上机制。

4、后期(anaphase) 

◆指姊妹染色单体分开并移向两极的时期，当子染色体到达两极后，标志这一时期结束。

◆排列在赤道面上的染色体的姐妹染色单体分离产生向极运动
◆后期（anaphase）大致可以划分为连续的两个阶段，即后期A和后期B：

---后期A：动粒微管去装配变短，染色体产生两极运动。

---后期B：极间微管长度增加，两极之间的距离逐渐拉长，介导染色体向极运动。

5、末期（telophase）

◆从子染色体到达两极，至形成两个新细胞为止的时期。涉及子核的形成和胞质分裂两个方面。染色单体到达两极，即进入了末期，到达两极的染色单体开始去浓缩。

◆核膜开始重新组装 。

◆Golgi体和ER重新形成并生长。

◆核仁也开始重新组装，RNA合成功能逐渐恢复，有丝分裂结束。 

6、子核的形成与胞质分裂

末期子核的形成，大体经历了与前期相反的过程，即染色体解聚缩，核仁出现和核膜重新形成。核纤肽B去磷酸化，介导核膜重新装配。
核分裂与胞质分裂（cytokinesis）是相继发生的，属于两个分离的过程，如：大多数昆虫的卵，核可进行多次分裂而无胞质分裂，某些藻类的多核细胞可长达数尺，以后胞质才分裂形成单核细胞。

（1）动物细胞胞质分裂

◆胞质分裂(cytokinesis)开始于细胞分裂后期，在赤道板周围细胞表面下陷，形成环形缢缩，称为分裂沟(frrow)。分裂沟的位置与纺锤体和钙离子浓度的变化有关。

◆动物胞质分裂的另一特点是形成中体。末期纺锤体开始瓦解消失，但在纺锤体的中部微管数量增加，其中掺杂有高电子密度物质和囊状物，这一结构称为中体。在胞质分裂中的作用尚不清楚。
◆胞质分裂开始时，大量肌动蛋白和肌球蛋白在中体处组装成微丝并相互组成微丝束，环绕细胞，称为收缩环（contractile ring)。收缩环收缩、收缩环处细胞膜融合并形成两个子细胞。

（2）植物细胞胞质分裂

与动物细胞胞质分裂不同的是，植物细胞胞质分裂是因为在细胞内形成新的细胞膜和胞壁而将细胞分开。
植物细胞末期近两极处纺锤丝消失，中间微管保留，并数量增加，形成成膜体（phragmoplast）。
来自高尔基体的囊泡沿微管转运到成膜体中间。融合形成细胞板(cell plate)，囊泡的内含物形成初生壁和中胶层，囊泡膜形成质膜，由于两侧质膜来源于共同的囊泡，因而膜间有许多连通的管道，形成胞间连丝。不断运送来的囊泡向细胞板融合，使细胞板扩展，形成完整的细胞壁，将子细胞一分为二。融合留下的管道形成胞间连丝。

2、 减数分裂（Meiosis）

◆概念：减数分裂是细胞仅进行一次DNA复制，随后进行两次分裂，染色体数目减半的一种特殊的有丝分裂。由连续两次分裂构成：
–通常减数分裂I分离的是同源染色体，所以称为异型分裂或减数分裂。

–减数分裂II分离的是姊妹染色体，类似于有丝分裂，所以称为同型分裂或均等分裂。

（1） 减数分裂前间期

有丝分裂细胞在进入减数分裂之前要经过一个较长的间期，称减数分裂前间期（premeiotic interphase）或减数分裂前期（premeiosis）。
间期也可分为G1期、S期和G2期。

G2期是有丝分裂向减数分裂转化的关键时期。

减数分裂的S期时间较长，部分DNA（约0.3%左右）是在合线期合成的，称为合线期DNA（zyg-DNA）；粗线期也合成一部分DNA，称为粗线期 DNA（P-DNA）。这些DNA的合成可能与联会复合体的形成有关。

（二）减数分裂过程

1、减数分裂I
（1）前期I

减数分裂的特殊过程主要发生在前期I，通常分为5个时期：

① 细线期（leptotene）：染色体呈细线状，具有念珠状的染色粒。持续时间最长，占减数分裂周期的40%。细线期虽然染色体已经复制，但光镜下分辨不出两条染色单体。由于染色体细线交织在一起，偏向核的一方，所以又称为凝线期，在有些物种中表现为染色体细线一端在核膜的一侧集中，另一端放射状伸出，形似花束，称为花束期。

② 合线期（zygotene）：持续时间较长，占减数分裂周期的20%。亦称偶线期，是同源染色体配对的时期，这种配对称为联会。这一时期同源染色体间形成联会复合体（synaptonemal complex，SC）。在光镜下可以看到两条结合在一起的染色体，称为二价体。每一对同源染色体都经过复制，含四个染色单体，所以又称为四分体。

③ 粗线期（pachytene）：持续时间长达数天，此时染色体变短，结合紧密，在光镜下只在局部可以区分同源染色体，这一时期同源染色体的非姊妹染色单体之间发生交换的时期。在果蝇粗线期SC上具有与SC宽度相近的电子致密球状小体，称为重组节，与DNA的重组有关。
④ 双线期（diplotene）：联会复合体消失。联会的同源染色体相互排斥、开始分离，但在交叉点（chiasma）上还保持着联系。双线期染色体进一步缩短，在电镜下已看不到联会复合体。交叉的数目和位置在每个二价体上并非是固定的，而随着时间推移，向端部移动，这种移动现象称为端化(terminalization)，端化过程一直进行到中期。

–补充：植物细胞双线期一般较短，许多动物卵细胞中双线期停留的时间非常长。人的卵母细胞在五个月胎儿中已达双线期，而一直到排卵都停在双线期，排卵年龄大约在12-50岁之间。成熟的卵细胞直到受精后，才迅速完成两次分裂，形成单倍体的卵核。
–鱼类、两栖类、爬行类、鸟类以及无脊椎动物的昆虫中，双线期的二价体解螺旋而形成灯刷染色体，这一时期是卵黄积累的时期。 

⑤ 终变期（diakinesis）：二价体显著变短，并向核周边移动，在核内均匀散开。所以是观察染色体的良好时期。由于交叉端化过程的进一步发展，故交叉数目减少，通常只有一至二个交叉。核仁此时开始消失，核被膜解体。

（2）中期I：

---核仁消失，核被膜解体，标志进入中期I。

---主要特点：染色体排列在赤道面上。每个二价体有4个着丝粒、姊妹染色单体的着丝粒定向于纺锤体的同一极，故称联合定向（co-orientation）。

（3）后期I
–二价体的两条同源染色体分开，分别向两极移动。由于相互分离的是同源染色体，所以染色体数目减半。但每个子细胞的DNA含量仍为2C。

–同源染色体随机分向两极，使母本和父本染色体重新组合，产生基因组的变异。如人类染色体是23对，染色体组合的方式有223个（不包括交换），因此除同卵孪生外，几乎不可能得到遗传上等同的后代。

（4）末期I：染色体到达两极后，解旋为细丝状、核膜重建、核仁形成，同时进行胞质分裂。
（5）减数分裂间期：在减数分裂I和II之间的间期很短，不进行DNA的合成，有些生物没有间期，而由末期I直接转为前期II。
2、减数分裂II

可分为前、中、后、末四个四期，与有丝分裂相似。

一个精母细胞形成4个精子；一个卵母细胞形成一个卵子及2-3个极体。 

（2） 减数分裂的意义

◆确保世代间遗传的稳定性；
◆增加变异机会，确保生物的多样性，增强生物适应环境变化的能力。

◆减数分裂是生物有性生殖的基础，是生物遗传、生物进化和生物多样性的重要基础保证。

（3） 减数分裂特点

◆遗传物质只复制一次，细胞连续分裂两次，导致染色体数目减半。
◆S期持续时间较长
◆同源染色体在减数分裂期I配对联会、基因重组。

◆减数分裂同源染色体配对排列在中期板上，第一次分裂时，同源染色体分开。

第十四章 细胞增殖调控与癌细胞
第一节 细胞增殖调控

一、MPF的发现及其作用

1970s，Rao和Johnson发现：与M期细胞（Hela）融合的间期细胞染色体发生形态各异的早熟凝集染色体（prematrely condensed chromosome，PCC），这种现象叫做早熟染色体凝集（prematre chromosome condensation）。
–G1期PCC为单线状，因DNA未复制。

–S期PCC为粉末状，因DNA由多个部位开始复制。

–G2期PCC为双线染色体，说明DNA复制已完成。

不同类的M期细胞均可诱导PCC产生，说明M期细胞具有促进间期细胞进行分裂的因子，即成熟促进因子(matration promoting factor，MPF)。

爪蟾卵子成熟过程MPF的发现

早在1960s，Yoshio Masi发现成熟蛙卵的提取物能促进未成熟卵的胚胞破裂(Germinal Vesicle Breakdown，GVBD)，后来Snkara将不同时期Hela细胞的提取液注射到蛙卵母细胞中，发现G1和S期的抽取物不能诱导GVBD，而G2和M期的则具有促进胚胞破裂的功能，它将这种诱导物质称为有丝分裂因子(MF)。后来在CHO细胞，酵母和粘菌中也提取出相同性质的MF。这类物质被统称为MPF。
1960s，Leland Hartwell，1970s，Paul Nurse分别以芽殖酵母和裂殖酵母为实验材料，利用温度敏感突变株，发现许多与细胞分裂有关的基因（cell division cycle gene，cdc）。如：

–裂殖酵母cdc2、芽殖酵母cdc28突变型在限制温度下无法分裂；
–Wee1突变型提早分裂，cdc25突变型细胞体积增大而不分裂；

–cdc2和cdc28都编码一个34KD的蛋白激酶（p34cdc2，p34cdc28），且属于同源物，均能促进细胞周期的进行，在调节G1/S转化中起作用。但这两种激酶只有结合相关蛋白后，才表现激酶活性。wee1和cdc25分别表现为抑制和促进CDC2的活性。

1980s，Timothy Hunt发现海胆的卵裂过程中两种蛋白质的含量随细胞周期振荡，命名为周期蛋白(cyclin A和B)。后来发现各类动物来源的细胞周期蛋白mRNA均能诱导蛙卵的成熟。
1988年Lohka将非洲爪蟾的MPF纯化。经鉴定MPF由32KD和45KD两种蛋白组成，是一种丝氨酸/苏氨酸激酶。

进一步的研究发现MPF=CDC2+clyclinB，2001年10月8日美国人Leland Hartwell、英国人Paul Nurse、Timothy Hunt因对细胞周期调控机理的研究而获诺贝尔生理医学奖。

2、 CDK

CDC2与细胞周期蛋白结合才具有激酶的活性，故名细胞周期蛋白依赖性激酶(cyclin-dependent kinase，CDK)。
CDC2又被称为CDK1，可将特定蛋白磷酸化，促进细胞周期运行，又称作细胞周期引擎。

–如将核纤层蛋白磷酸化导致核纤层解体、核膜消失；

–将H1磷酸化导致染色体的凝缩等。

在动物中已知7种CDK。均含有一段相似的激酶结构域，这一区域有一段保守序列，即 PSTAIRE，与周期蛋白的结合有关。

三、细胞周期蛋白依赖性激酶抑制因子（CDK inhibitor，CKI）

◆CKI对细胞周期起负调控作用，阻止Cyclin-Cdk复合物的装配或活性；而将细胞阻止在不同的检验点。如DNA受损后，细胞将停留于G1 Checkpoint让DNA修复或者凋亡；
◆CDI包括 INK4 家族和 CIP/KIP 家族：

---①Ink4（Inhibitor of cdk4）：P16ink4a，P15ink4b，P18ink4c，P19ink4d。特异性抑制 cdk4·cyclin D1，cdk6·cyclin D1。

---②Kip（Kinase inhibition protein）：P21cip1 (cyclin inhibition protein 1）P27kip1、P57kip2，抑制大多数CDK的激酶活性。P21cip1还能与DNA聚合酶δ的辅助因子 PCNA (proliferating cell nclear antigen)结合，直接抑制DNA的合成。

细胞周期蛋白（cyclin）

特点：在细胞周期中呈周期性变化。含有一段约100个氨基酸的保守序列，称为周期蛋白框，介导周期蛋白与CDK结合。
作用：激活CDK，决定CDK何时、何处、将何种底物磷酸化，从而推动细胞周期的前进。

已知30余种，在脊椎动物中为A1-2、B1-3 、C、 D1-3、E1-2、F、G、H等。

分为4类：G1型、G1/S型、S型、M型。

四、Cyclin-CDK复合物的多样性及细胞周期调控

G1期：在生长因子的刺激下，cyclin D表达，并与CDK4、CDK6结合，使下游的蛋白质如Rb磷酸化，Rb释放出转录因子E2F，促进许多基因的转录，如编码cyclinE、A和CDK1 的基因。
G1-S期：cyclin E与CDK2结合，促进细胞进入S期。Cyclin E的抗体能使细胞停滞于G1期。

G2-M期：cyclin A、cyclin B 与CDK1结合，CDK1使底物蛋白磷酸化、如将组蛋白H1磷酸化导致染色体凝缩，核纤层蛋白磷酸化使核膜解体。

M期：M期CDK的激活起始于分裂期cyclin的积累。其浓度决定于降解的速度；但在大多数细胞的有丝分裂周期中，cyclin的积累是因为在G2-M期cyclin基因转录的增强。结合cyclin B的CDK1被Wee1将Thr14和Tyr15磷酸化而不具有活性，使CDK/cyclin不断积累。

在M期，Wee1的活性下降，CDC 25使CDK去磷酸化，去除了CDK活化的障碍。CDK的激活需要Thr161的磷酸化，它是在CDK激酶（CDK activating kinase，CAK）的作用下完成的。 

M期周期蛋白与M/后期转化：在中期当MPF活性达到最高时，激活后期促进因子APC（anaphase promoting complex），将泛素连接在cyclinB上，cyclinB被蛋白酶体（proteasome）降解，完成一个细胞周期。
–分裂期周期蛋白N端有一段序列与其降解有关，称降解盒(destruction box)。当MPF活性达到最高时，通过泛素连接酶催化泛素与cyclin结合，cyclin 随之被26S蛋白酶体水解。

–G1周期蛋白也通过类似的途径降解，但其N端没有降解盒，C端有一段PEST序列与其降解有关。

–泛素由76个氨基酸组成，高度保守。共价结合泛素的蛋白质能被蛋白酶体识别和降解，这是细胞内短寿命蛋白和一些异常蛋白降解的普遍途径。

–26S蛋白酶体是一个大型的蛋白酶，可将泛素化的蛋白质分解成短肽。

在蛋白质的泛素化过程中，E1泛素激活酶水解ATP获取能量，通过其活性位置的半胱氨酸残基与泛素的羧基末端形成高能硫酯键而激活泛素，然后E1将泛素交给E2泛素结合酶，最后在E3泛素连接酶的作用下将泛素转移到靶蛋白上。
参与细胞周期调控的泛素连接酶至少有两类：

---其中SCF（skp1-cllin-F-box protein，三个蛋白构成的复合体）负责将泛素连接到G1/S期周期蛋白和某些CKI上；

---APC负责将泛素连接到M期周期蛋白上。

---APC介导选择性降解的靶蛋白与泛素结合（通过泛素依赖性途径降解）。 

---APC主要介导两类蛋白降解：Anaphase Inhibitors 和 Mitotic Cyclin。前者维持姐妹染色单体粘连，抑制后期启动；后者的降解意味着有丝分裂即将结束，即染色体开始去凝集，核膜重建。

---Mad2蛋白位于动粒上，在染色体结合有丝分裂纺锤体前将不断从动粒上释放而抑制APC的活性。所以只有所有染色体都与纺锤体结合后，APC才有活性，才启动细胞向后期转换。

五、细胞周期检验点（check point） 

细胞要分裂，必须正确复制DNA和达到一定的体积，在获得足够物质支持分裂以前，细胞不可能进行分裂。细胞周期的运行，是在一系列称为检验点的严格检控下进行的，当DNA发生损伤，复制不完全或纺锤体形成不正常，周期将被阻断。

细胞周期检验点是细胞周期调控的一种机制，主要是确保周期每一时相事件的有序、全部完成并与外界环境因素相联系。

细胞周期检验点由感受异常事件的感受器、信号传导通路和效应器构成。

检验点主要包括：

---G1/S检验点：控制细胞由静止状态的G1进入DNA合成期，相关的事件包括：DNA是否损伤？细胞外环境是否适宜？细胞体积是否足够大？在酵母中称start点，在哺乳动物中称R点。

---S期检验点：DNA复制是否完成？

---G2/M检验点：是决定细胞一分为二的控制点，相关的事件包括：DNA是否损伤？细胞体积是否足够大？

---中-后期检验点：纺锤体组装检验点，任何一个着丝点没有正确连接到纺锤体上，都会抑制APC的活性，引起细胞周期中断。
ATM：是与DNA损伤检验有关的一个重要基因。
–最早发现于毛细血管扩张性共济失调症患者，人类中大约有1%的人是ATM缺失的杂合子，表现出对电离辐射敏感和易患癌症。

ATM编码一个蛋白激酶，结合在损伤的DNA上，能将某些蛋白磷酸化，中断细胞周期。其信号通路有两条：

–①激活Chk1（checkpoint kinase），使CDC25的Ser216磷酸化失去活性，抑制M-CDK的活性，中断细胞周期。

–②激活Chk2，使P53被磷酸化而激活，然后P53作为转录因子，导致P21的表达，P21抑制G1-S期CDK的活性，中断细胞周期。

六、生长因子对细胞增殖的影响

单细胞生物的增殖取决于营养，多细胞生物细胞的增值取决于机体是否需要。这种需要是通过细胞通信来实现的。
生长因子：是与细胞增殖有关的信号物质，已知几十种，多数能促进细胞增殖，又称有丝分裂原（mitogen），如表皮生长因子（EGF）、神经生长因子（NGF）。

生长因子不是由特定腺体产生，主要通过旁分泌作用于邻近细胞。各种生长因子分子量大小不同。

信号通路：ras途径，cAMP途径、磷脂酰肌醇途径。

–如通过ras途径，激活MAPK，MAPK进入细胞核内，激活c-myc，myc作为转录因子促进cyclin D、SCF、E2F等G1-S 有关的基因表达，细胞进入G1期。 

第二节 癌细胞
肿瘤（tumor）：是一种基因病，但并非是遗传的；它是指细胞在致瘤因素作用下，基因发生了改变，失去对其生长的正常调控，导致异常增生。
动物体内细胞分裂调节失控而无限增殖的细胞称为肿瘤细胞(tumor cell)。具有转移能力的肿瘤称为恶性肿瘤（malignancy）。上皮组织的恶性肿瘤称癌（cancer）。 

良性肿瘤：生长缓慢，与周围组织边界明显。不发生转移，对人体健康危害不大。 

恶性肿瘤（癌症）：生长迅速，可转移到身体其它部位，还会产生有害物质，破坏正常器官结构，使机体功能失调，威胁生命。
据2001年卫生事业发展情况统计公报，恶性肿瘤为城市居民死因第一位。
肿瘤组织由实质和间质两部分构成，肿瘤实质是肿瘤细胞，是肿瘤的主要成分，具有组织来源特异性。肿瘤的间质起支持和营养肿瘤实质的作用，不具特异性，一般由结缔组织和血管组成，有时还可有淋巴管。

一 癌细胞的主要特征

（一）癌细胞的形态特征

核质比显著高于正常细胞，可达1:1；
核形态不一，并可出现巨核、双核或多核现象。核内染色体呈非整倍态，某些染色体缺失，而有些染色体数目增加。正常细胞染色体的不正常变化，会启动细胞凋亡过程，但是癌细胞中，细胞凋亡相关的信号通路产生障碍，也就是说癌细胞具有不死性。
线粒体表现为不同的多型性、肿胀、增生；

细胞骨架紊乱；

细胞骨架紊乱，某些成分减少，骨架组装不正常。细胞表面特征改变，产生肿瘤相关抗体。
（二）基本生物学特征

1、细胞生长与分裂失去控制，具有无限增殖能力，成为“永生”细胞。
2、具有扩散性
---癌细胞的细胞间粘着性下降，具有侵润性和扩散性，这是癌细胞的基本特征。  

---在分化程度上癌细胞低于良性肿瘤细胞，且失去了许多原组织细胞的结构和功能。
3、细胞间相互作用改变（识别改变；表达水解酶类；产生新的表面抗原）。
4、蛋白表达谱系或蛋白活性改变（胚胎细胞蛋白、端粒酶活性升高）。
5、mRNA转录谱系的改变（少数基因表达不同；突变位点不同，表型多变）。  

6、染色体非整倍性。

7、接触抑制丧失，正常细胞在体外培养时表现为贴壁生长和汇合成单层后停止生长的特点，即接触抑制现象，而肿瘤细胞即使堆积成群，仍然可以生长。
8、定着依赖性丧失，正常真核细胞，除成熟血细胞外，大多须粘附于特定的细胞外基质上才能抑制凋亡而存活，称为定着依赖性。肿瘤细胞失去定着依赖性，可以在琼脂、甲基纤维素等支撑物上生长。
9、去分化现象，已知肿瘤细胞中表达的胎儿同功酶达20余种。胎儿甲种球蛋白（甲胎蛋白）是胎儿所特有的。但在肝癌细胞中表达，因此可做肝癌早期检定的标志特征。
10、对生长因子需要量降低，体外培养的癌细胞对生长因子的需要量显著低于正常细胞，是因为自分泌或其细胞增殖的信号途径不依赖于生长因素。某些固体瘤细胞还能释放血管生成因子，促进血管向肿瘤生长。获取大量繁殖所需的营养物质。

11、代谢旺盛，肿瘤组织的DNA和RNA聚合酶活性均高于正常组织，核酸分解过程明显降低，DNA和RNA的含量均明显增高。
12、蛋白质合成及分解代谢都增强，但合成代谢超过分解代谢，甚至可夺取正常组织的蛋白质分解产物，结果可使机体处于严重消耗的恶病质（cachexia）状态。

13、线粒体功能障碍，即使在氧供应充分的条件下也主要是糖酵解途径获取能量。与三个糖酵解关键酶（己糖激酶、磷酸果糖激酶和丙酮酸激酶）活性增加和同工酶谱的改变，以及糖原异生关键酶活性降低有关。
14、可移植性，正常细胞移植到宿主体内后，由于免疫反应而被排斥，多不易存活。但是肿瘤细胞具有可移植性，如人的肿瘤细胞可移植到鼠类体内，形成移植瘤。

2、 体外培养的恶性转化细胞的特征

◆恶性转化细胞同癌细胞一样具有无限增殖的潜能；
◆在体外培养时贴壁性下降；
◆失去接触抑制；
◆培养时对血清依赖性降低；
◆当将恶性转化细胞注入易感动物体内，往往会形成肿瘤。
二、原癌基因（oncogene）与抑癌基因（tumor-suppressor gene）
恶性肿瘤的形成往往涉及多个基因的改变，与原癌基因、抑癌基因突变的逐渐积累有关。

（一）原癌基因
是细胞内与细胞增殖相关的基因，在进化上高等保守。当原癌基因的结构或调控区发生变异，基因产物增多或活性增强时，使细胞过度增殖，从而形成肿瘤。
原癌基因的产物主要包括：

–①生长因子，如sis；

–②生长因子受体，如fms、erbB；

–③信号转导组分，如src、ras、raf；

–④细胞周期蛋白，如cyclin D；

–⑤细胞凋亡调控因子，如bcl-2；

–⑥转录因子，如myc、fos、jun。 
（二）抑癌基因：抑制细胞增殖、促进细胞分化和抑制细胞迁移。抑癌基因的突变是隐性的。
抑癌基因的产物主要包括：

–①转录调节因子：如Rb、p53；

–②负调控转录因子：如WT；

–③周期蛋白依赖性激酶抑制因子（CKI），如p21；

–④ ras GTP酶活化蛋白：如NF-1；

–⑤ DNA修复因子：如BRCA1、BRCA2；

–⑥磷酸脂酶：如PTEN；⑦细胞粘附分子：如DCC。

3、 癌症产生是基因突变积累和自然选择的结果
癌症主要是体细胞突变产生的遗传病，涉及到两大类与细胞增殖相关的基因的突变，细胞癌变是基因突变累积和自然选择的结果，所以患者多为年长者。

1、原癌基因与肿瘤抑制基因产物协调作用，避免细胞癌变。
2、促进细胞增殖相关基因突变：原癌基因突变形成癌基因。
恶性肿瘤的发生是因为原癌基因的激活和抑癌基因的功能丧失，常涉及多个基因的改变。原癌基因的激活方式多种多样，但概括来说是基因本身或其调控区发生了变异，导致基因的过表达，或产物蛋白活性增强，使细胞过度增殖，形成肿瘤。
（1）点突变：ras基因家族，如膀胱癌中的ras基因仅有一个核苷酸的变异。

（2）基因扩增：存在于某些造血系统恶性肿瘤中，如前髓细胞性白血病中，c-myc扩增8~32倍。
（3）DNA重排：染色体的易位，使原癌基因处于活跃转录基因强启动子的下游，将产生过度表达。
（4）插入激活：某些不含v-onc的弱转化逆转录病毒，具有冗长末端重复序列(LTR)，含有启动子、增强子，插入基因组后引起下游基因过表达。
3、抑制细胞增殖相关基因突变：肿瘤抑制基因。
◆抑癌基因是正常细胞增殖过程中的负调控因子。抑癌基因编码的蛋白抑制细胞增殖，使细胞停留于检验点上阻止周期进程。  

◆抑癌基因发生功能丧失性突变(隐性突变)，则导致细胞周期失控而过度增殖。

◆Rb基因突变导致视网膜母细胞瘤形成。pRb对细胞周期运转作用
◆P53基因突变将导致细胞癌变或凋亡
4、 肿瘤形成的外因

根据其性质分为：化学、生物和物理致癌物三大类。
根据它们在致癌过程中的作用，可分为

---启动剂：可直接改变DNA的成分或结构。   

---促进剂：本身不能诱发肿瘤，但有促进作用。如糖精可促进膀胱癌的发生，苯巴比妥促进肝癌的发生。

---完全致癌物：兼具启动和促进两种作用。
（一）化学致癌物
化学致癌物的种类：
①亚硝胺类，能引起消化系统肿瘤；

②多环芳香烃类，如苯并芘。

③芳香胺类，如乙萘胺、诱发泌尿系统的癌症；

④烷化剂类，如芥子气、环磷酰胺等；

⑤氨基偶氮类，如奶油黄，可引起肝癌；

⑥碱基类似物，如5-溴尿嘧啶、5-氟尿嘧啶；

⑦氯乙烯，与塑料工人的肝血管肉瘤有关。

⑧元素，如铬、镍、砷。

化学致癌物的作用机理：

---可与 DNA、RNA、蛋白质等生物大分子中的亲核基团发生作用，引起碱基颠换、缺失，DNA交联、断裂，染色体畸变等。

---引起细胞中胞嘧啶的甲基化水平降低。
（二）生物性致癌因素
1、肿瘤病毒
①逆转录病毒，如：人T淋巴细胞白血病病毒（HTLV）、ATLV、HIV、RSV等病毒；

②乙型肝炎病毒（HBV）：原发性肝癌（PLC）； 
③人乳头瘤状病毒（HPV）：生殖道肿瘤；
④Epstein－Bars病毒（EBV）；与儿童的Brkitt淋巴瘤和成人的鼻咽癌发生有关。

后三类都是DNA病毒。

2、霉菌

目前已知有数十种霉菌毒素对动物有致癌性。

黄曲霉菌广泛存在于污染的食品中，尤以霉变的花生、玉米及谷类含量最多。

黄曲霉毒素有许多种，是一类杂环化合物，其中黄曲霉毒素B1是已知最强的化学致癌物之一，可引起肝癌。

（三）物理因素

1、电离辐射
辐射致癌的机制：

①染色体或基因的突变；

②基因表达改变；

③激活潜伏的致癌病毒。

2、紫外线
可引起细胞DNA断裂、交联和染色体畸变，抑制皮肤的免疫功能，诱发皮肤癌、基底细胞癌和黑色素瘤。

五、癌症能治疗吗

●传统思路是手术、放疗、化疗
●癌症治疗新方案

◆免疫治疗(Immnotherapy)

◆基因治疗(Gene therapy)

◆抑制癌症促进蛋白的活性

◆抑制肿瘤血管形成

第十五章 细胞分化与胚胎发育

细胞分化(cell differentiation)：在个体发育中，由一种相同的细胞类型经细胞分裂后逐渐在形态、结构和功能上形成稳定性差异，产生各不相同的细胞类群的过程。

每个人的一生中都在进行着细胞分化。

细胞分裂的不对称性和细胞间的相互作用是细胞分化的两个基本机制。

细胞分化是多细胞生物发育的基础与核心；

细胞分化的关键在于特异性蛋白质合成；

合成特异性蛋白质实质在于组织特异性基因在时间和空间上的差异性表达；

差异性表达的机制是由于基因表达的组合调控。
第1节 细胞分化

一、细胞分化的基本概念
（一）细胞分化是基因选择性表达的结果分子杂交技术检测基因及其表达
（二）组织特异性基因与管家基因

◆管家基因(house-keeping genes)： 是指所有细胞中均要表达的一类基因，其产物是对维持细胞基本生命活动所必需的。

◆组织特异性基因(tissue-specific genes)，或称奢侈基因(luxry genes)：是指不同的细胞类型进行特异性表达的基因，其产物赋予各种类型细胞特异的形态结构特征与特异的功能；

◆调节基因（regulatory gene）：产物用于调节组织特异性基因的表达，起激活或者起阻遏作用。

◆细胞分化的实质：是组织特异性基因在时间和空间上的差别表达（differential expression）。

（三）组合调控引发组织特异性基因的表达
(组合调控：有限的少量调控蛋白启动为数众多的特异细胞类型的分化的调控机制。即每种类型的细胞分化是由多种调控蛋白共同调节完成的。      

(生物学作用：借助于组合调控，一旦某种关键性基因调控蛋白与其它调控蛋白形成适当的调控蛋白组合，可以将一种类型的细胞转化成另一种类型的细胞，而且遵循类似的机制，甚至可以诱发整个器官的形成（如眼的发育）。

(分化启动机制：靠一种关键性调节蛋白通过对其他调节蛋白的级联启动。 
（四）单细胞有机体的细胞分化

(单细胞与多细胞有机体细胞分化的不同之处：前者多为适应不同的生活环境，而后者则通过细胞分化构建执行不同功能的组织与器官。
(多细胞有机体在其分化程序与调节机制方面显得更为复杂。 

（五）分化与再生

● 转分化（transdifferentiation）：一种类型分化的细胞转变成另一种类型的分化细胞现象。 
● 转分化经历去分化（dedifferentiation）和再分化（redifferentiation）的过程。

● 去分化（脱分化）：指分化细胞失去其特有的结构与功能变成具有未分化细胞特征的过程。

● 再生（regeneration）：再生是指生物体缺失一部分后重建的过程，广义的再生可包括分子水平、细胞水平、组织与器官水平及整体水平的再生。 分：----生理性再生：即细胞更新，如人的红细胞。
● 不同的细胞有机体，其再生能力有明显的差异。

二、影响细胞分化的因素
（1） 细胞全能性(totipotency)

细胞全能性：是指细胞经分裂和分化后仍具有产生完整有机体的潜能或特性。如受精卵、早期的胚胎细胞、植物细胞。
成熟动物细胞不具备全能性。60年代的爪蟾和80年代小鼠的核移殖，90年代末多利羊的诞生都证明了分化细胞具有完整的DNA。 

1、植物细胞具有全能性，在适宜的条件下可培育成正常的植株；
植物的枝、叶、根都有可能长成一株完整的植株，细胞培养的结果也证明即使高度分化的植物细胞也可以培养成一个完整的植株，因此可以说绝多数植物细胞具有全能性。

2、动物细胞核移植（Nuclear transfer）； 
实验证明细胞核具有发育全能性，Dolly 羊的诞生说明高度分化的哺乳动物体细胞核也具有发育全能性。
3、干细胞（Stem cell）与细胞发育潜能干细胞：是一类具有分裂和分化能力的细胞。
干细胞具有以下生物学特点：

①终生保持未分化或低分化特征；

②在机体的中的数目、位置相对恒定；

③具有自我更新能力；

④能无限制的分裂增殖；

⑤具有多向分化潜能，能分化成不同类型的组织细胞，造血干细胞、骨髓间充质干细胞、神经干细胞等成体干细胞具有一定的跨系、甚至跨胚层分化的潜能；

⑥分裂的慢周期性，绝大多数干细胞处于G0期；

⑦通过两种方式分裂，对成分裂和不对称分裂前者形成两个相同的干细胞，后者形成一个干细胞和一个祖细胞。

根据干细胞的分化能力，可以分为全能干细胞、多能干细胞和单能干细胞。
---全能干细胞（totipotential stell cell）：可以分化为机体内的任何一种细胞，直至形成一个复杂的有机体。

---多能干细胞（plripotential stem cell）：可以分化为多种类型的细胞，但它不可能分化出足以构成完整个体的所有细胞，所以多能干细胞的分化潜能称为多能性。如造血干细胞可以分化为12种血细胞。
---单能干细胞（monopotential stem cell）：只能分化为一种类型的细胞，而且自我更新能力有限。来源于多能干细胞，具有向特定细胞系分化的能力，也称为祖细胞。

根据个体发育过程中出现的先后次序不同，干细胞又可分为胚胎干细胞和成体干细胞。

---胚胎干细胞（embryonic stem cells，ESC）：是指从胚胎内细胞团或原始生殖细胞筛选分离出的具有多能性或全能性的细胞，此外也可以通过体细胞核移植技术获得。

ESC的用途主要有：
①克隆动物：由体细胞作为核供体进行克隆动物生产，虽然易于取材，但克隆动物个体中表现出严重的生理或免疫缺陷，而且多为致命性的；
②转基因动物：以ESC细胞作为载体，可大大加快转基因动物生产的速度，提高成功率；

③组织工程：人工诱导ESC定向分化，培育出特定的组织和器官，用于医学治疗的目的。

（2） 影响细胞分化的因素

1、胞外信号分子对细胞分化的影响，如眼的发生；
2、细胞记忆与决定：果蝇成虫盘(imaginal disc)；
3、环境对性别决定的影响；
4、染色质变化与基因重排对细胞分化的影响
1）基因删除：当个体发育到一定阶段时在将要分化为体细胞的那些细胞中，染色体破裂为碎片，有些含有着丝粒，在细胞分裂中保留，有的不具有着丝粒，而在分裂中丢失，但是将形成生殖细胞的那些细胞中不发生染色体的断裂和丢失现象。原生动物、昆虫、马蛔虫、甲壳动物。

2）基因扩增：基因扩增是指细胞内某些特定基因的拷贝数专一性地大量增加的现象果蝇多线染色体。

3）基因重排：基因重排是基因区别表达的一种调控方式。免疫球蛋白基因（106~108种抗体）。

4）DNA的甲基化与异染色质化：胞嘧啶的甲基化使基因失活。

5、受精卵细胞质的不均一性对细胞分化的影响
动物卵细胞中贮存有大量mRNA，呈非均匀分布；
–用转录抑制剂放线菌素D处理海胆受精卵，胚胎发育仍能进行至囊胚期

–用蛋白质翻译抑制剂嘌呤霉素处理受精卵，受精卵停止发育。

卵裂后的细胞质的特性决定了子细胞核的分化命运。

–昆虫以表面卵裂的方式形成胚层细胞的。迁入卵的后端极质部的细胞发育为原始生殖细胞，用紫外线照射这一区域，破坏极质，卵将发育为无生殖细胞的不育个体。

6、细胞间的相互作用

（1）胚胎诱导（embryonic induction）：胚胎发育过程中，一部分细胞影响相邻细胞向一定方向分化的作用。
诱导者（inductor）：对其它细胞起诱导作用的细胞：

–脊索可诱导其顶部的外胚层发育成神经板，神经沟和神经管；

–视胞可诱导其外面的外胚层形成晶体，而晶体又可诱导外胚层形成角膜。

（2）分化抑制：分化成熟的细胞可以产生抑素，抑制相邻细胞发生同样的分化。
–如含有成蛙心组织的培养液培养蛙胚，则蛙胚不能发育出正常的心脏。

（3）细胞数量效应

–小鼠胚胎胰腺原基在体外进行组织培养时，可发育成具有功能的胰腺组织，但如果把胰原基切成8小块分别培养，则都不能形成胰腺组织，如果再把分开的小块合起来，又可形成胰腺组织。

（4）细胞外基质的影响
–干细胞在IV型胶原和层粘连蛋白上分化为上皮细胞；

–在I型胶原和纤粘连蛋白上形成纤维细胞；

–在II型胶原及软骨粘连蛋白上发育为软骨细胞。

（5）激素的作用
–如昆虫的保幼激素和脱皮激素。

三、细胞分化与胚胎发育
同源异型基因（homeotic selector gene，Hox gene）
(果蝇体节发育中起关键作用的基因群。

含有高度保守的180bp组成的DNA序列，称同源框。编码60个氨基酸，形成(螺旋-转角- (螺旋结构，与DNA序列大沟相互作用，启动基因表达。

(同源异型基因在染色体上的排列与胚胎发育在时、空序列上是一致的。

第2节 真核细胞基因表达的调控
◆真核细胞基因表达的调控是多级调控系统，主要发生在三个彼此相对独立的水平上
●转录水平的调控  ●加工水平的调控  ●翻译水平的调控 


一、转录水平的调控

（一）真核生物的转录激活
  ◆基因转录水平的控制错综复杂，受多种因素影响 

◆TATA盒、CAAT盒和GC盒，TATA盒决定转录起始的位点，CAAT盒和GC盒决定RNA聚合酶转录基因的效率。这三种普遍的启动子元件的位置见图第1行。

  ◆缺失作图法（deletion mapping）与DNA足纹技术（DNA footprinting）鉴定启动子区域特殊位点的功能 

· 转录因子结构

· 转录因子与DNA序列相互作用最常见的几种结构模式

（二）基因表达阻遏

◆DNA甲基化（DNA methylation）与基因表达阻遏有关 
◆基因组印记（genomic imprinting）是说明甲基化作用在基因表达中具有重要意义的最好例证，也是哺乳动物所特有的现象

二．加工水平的调控

●选择性拼接是一种广泛存在的RNA加工机制，通过这种方式，一个基因能编码两个或多个相关的蛋白质

◆组成型拼接(constittive splicing),一个基因只产生一种成熟的mRNA，一般也只产生一种蛋白质产物

◆可调控的选择性拼接产生不同的成熟mRNA，翻译产生不同的蛋白质,如纤粘蛋白(fibronectin)的合成

· 某一特定的外显子是否被包括在成熟mRNA内，主要取决于它的3’和5’端拼接位点是否被拼接机器选择为切割位点

三．翻译水平的调控

（一）、mRNA的细胞质定位

· 启动一个动物受精卵形成胚胎所需要的信息预存在卵子发生期的卵母细胞里

◆微管和微丝对细胞中特定部位的mRNA的 聚集有一定关系


（二）mRNA翻译的调控

◆“隐蔽”mRNA（masked mRNA）的激活
◆调节编码铁蛋白（ferritin）的mRNA翻译速率的机制

（三）、mRNA稳定性的调控

◆mRNA的寿命与它的多聚(A)尾巴长度有关
◆哺乳动物细胞内mRNA的降解途径说明一旦多聚(A)尾巴减少到一定长度，mRNA会迅速降解

◆3’UTR的核苷酸顺序的不同似乎在多聚(A)尾巴变短时扮演一个与降解速率有关的角色.
第十六章 细胞死亡与细胞衰老
第一节 细胞死亡
一、细胞凋亡
● 概念：细胞凋亡是一个主动的由基因决定的自动结束生命的过程，也常常被称为细胞程序死亡（programmed cell death，PCD）。凋亡细胞将被吞噬细胞吞噬。

● 细胞调亡的生物学意义：它是维持组织机能和形态所必需的。生物发育过程中及成体组织中正常的细胞凋亡有助于保证细胞只在需要它们的时候和需要它们活的地方存活。这对于多细胞生物个体发育的正常进行，自稳平衡的保持以及抵御外界各种因素 的干扰方面都起着非常关键的作用。
二、细胞凋亡的形态学和生物化学特征             

细胞死亡的方式通常有3种：即①细胞坏死②细胞凋亡③自噬性细胞死亡。
（一）细胞坏死

是细胞受到化学因素（如强酸、强碱、有毒物质）、物理因素（如热、辐射）和生物因素（如病原体）等环境因素的伤害，引起细胞死亡的现象。

早期表现为胞质内线粒体和内质网肿胀、崩解，核发生固缩或断裂。随着胞质内蛋白变性、凝固或碎裂，以及嗜碱性核蛋白的降解，细胞质呈现强嗜酸性，故坏死组织或细胞在苏木精/伊红染色切片中，胞质呈均一的深伊红色，原有的微细结构消失。

在含水量高的细胞，可因胞质内水泡不断增大，并发生溶解，导致细胞结构完全消失，最后细胞膜和细胞器破裂，DNA降解，细胞内容物流出，引起周围组织炎症反应。

（二）细胞凋亡的形态学特征

Kerr（1972）最先提出，与细胞坏死的区别是：
①染色质聚集、分块、位于核膜上，胞质凝缩，最后核断裂，细胞通过出芽的方式形成许多凋亡小体；

②凋亡小体内有结构完整的细胞器，还有凝缩的染色体，可被邻近细胞吞噬消化，因始终有膜封闭，没有内溶物释放，故不会引起炎症；

③凋亡细胞中仍需要合成一些蛋白质，但是在坏死细胞中ATP和蛋白质合成受阻或终止；

④核酸内切酶活化，导致染色质 DNA 在核小体连接部位断裂，形成约 200bp 整数倍的核酸片段，凝胶电泳图谱呈梯状；

⑤凋亡通常是生理性变化，而细胞坏死是病理性变化。

（三）细胞凋亡的生化特征

核酸内切酶活化，导致染色质DNA在核小体连接部位断裂，形成约200bp整数倍的核酸片段，凝胶电泳图谱呈梯状
（四）诱导细胞凋亡的因子

◆物理性因子：
包括射线（紫外线，( 射线等），较温和的温度刺激（如热激，冷激）等。

◆化学及生物因子：

包括活性氧基团和分子，DNA 和蛋白质合成的抑制剂，激素，细胞生长因子，肿瘤坏死因子α，抗Fas/Apo-1/CD95抗体等。

（五）细胞凋亡的检测
◆形态学观测：染色法、透射和扫描电镜观察。
◆DNA电泳：DNA片段呈现出梯状条带。

◆TUNEL测定法：即DNA断裂的原位末端标记法。

TUNEL是指末端脱氧核苷酸转移酶介导的dTP缺口末端标记测定法。此法可对凋亡细胞的核DNA中产生的3’-OH断裂缺口进行原位标记。

◆彗星电泳法：又叫单细胞电泳技术和微凝胶电泳。

用以检测单个细胞中的DNA断裂。细胞凋亡中DNA ladder的出现被认为是细胞群发生凋亡的主要标志。细胞在凋亡过程中会有不同的DNA片段化程度，在电场中泳动速度较快，呈现出一种彗星式的图案。正常的无DNA断裂，在电场中泳动速度较慢，呈圆球形。

◆流式细胞分析：细胞凋亡中DNA断裂，用碘化丙锭使DNA产生激发荧光。

Notice：在细胞凋亡一词出现之前，胚胎学家已观察到动物发育过程中存在着细胞程序性死亡（programmed cell death，PCD）现象，它是胚胎正常发育所必需的。近年来PCD和细胞凋亡常被做为同义词使用，但两者实质上是有差异的。
---首先，PCD是一个功能性概念，描述在一个多细胞生物体中，某些细胞的死亡是个体发育中一个预定的，并受到严格控制的正常组成部分，而凋亡是一个形态学概念，指与细胞坏死不同的受到基因控制的细胞死亡形式；

---其次，PCD的最终结果是细胞凋亡，但细胞凋亡并非都是程序化的。

2002年10月7日英国人悉尼·布雷诺尔、美国人罗伯特·霍维茨和英国人约翰·苏尔斯顿，因在细胞程序性死亡方面的研究获诺贝尔诺贝尔生理与医学奖。

2、 细胞凋亡的分子调控机理

细胞凋亡和细胞增殖都是生命的基本现象，是维持体内细胞数量动态平衡的基本措施。在胚胎发育阶段通过细胞凋亡清除多余的和已完成使命的细胞，保证了胚胎的正常发育；在成年阶段通过细胞凋亡清除衰老和病变的细胞，保证了机体的健康。和细胞增殖一样细胞凋亡也是受基因调控的精确过程。 
细胞凋亡的途径主要有两条：

★一条是通过胞外信号激活细胞内的凋亡酶Caspase。

★一条是通过线粒体释放凋亡酶激活因子激活Caspase。
这些活化的Caspase可将细胞内的重要蛋白降解，引起细胞凋亡。

（1） Caspase家族与凋亡

1、Caspase家族
Caspase属于半胱氨酸蛋白酶，相当于线虫中的ced-3，这些蛋白酶是引起细胞凋亡的关键酶，一旦被信号途径激活，能将细胞内的蛋白质降解，使细胞不可逆的走向死亡。它们均有以下特点：

①酶活性依赖于半胱氨酸残基的亲核性；

②裂解靶蛋白位点是天冬氨酸残基后的肽键，所以命名为caspase，方便起简称之为凋亡酶；

③都是由两大、两小亚基组成的异四聚体，大、小亚基由同一基因编码，前体被切割后产生两个活性亚基。

最早发现人类中与线虫ced-3同源的基因是ICE(Interlekin-1-converting enzyme)，即：白介素-1β转换酶基因，因该酶能将白介素前体切割为活性分子，故名。在人类细胞中已发现11个ICE同源物，分为2个亚族：
---ICE亚族：参与炎症反应；
---CED-3 家族，参与细胞凋亡，又分为两类：

★启动者（initiator）：如Caspase-8、9，受到信号后，能通过自剪接而激活，然后引起caspase 级联反应，如Caspase-8可依次激活Caspase-3、6、7。

★执行者（exeuctioner或effector）：如Caspase-3、6、7，它们可直接降解胞内的结构蛋白和功能蛋白，引起凋亡，但不能通过自催化或自剪接的方式激活；

细胞中还具有Caspase的抑制因子，称为IAPs（inhibitors of apoptosis proteins），属于一个庞大的蛋白家族。它们能通过BIR结构域（baclovirs IAP repeats domain）与Caspase结合，抑制其活性，如XIAP。

2、Caspase 活化
Caspase自身以非活化的Procaspase存在，其激活依赖于其他的Caspase在它的天冬氨酸位点裂解活化或自身活化。
---Caspase-8自剪切活化，激活Caspase-3，Caspase-7成为凋亡的执行者。

---Caspase-3激活Caspase-6。

---Caspase可降解结构蛋白、信号蛋白、转录调控蛋白、周期蛋白等。

---Caspase还可降解CAD的调节蛋白，释放出CAD，CAD进入细胞核降解DNA。

–CAD为脱氧核苷酸酶，存在于胞质中。

线虫(C.elegans)凋亡研究发现ced3，ced4基因促进细胞凋亡，ced9基因阻止ced3/ced4的激活，抑制细胞凋亡。Ced3哺乳类同源物是ICE，即Caspase1

ICE蛋白酶参与Fas诱导的细胞凋亡，与线虫细胞凋亡基因ced-3同源。

ced-4在哺乳动物中的同源体为Apaf-1(apoptotic protease activating factor-1)，能激活Caspase3，这一过程需要细胞色素c（Apaf-2）和Apaf-3的参与。

（二）Fas（CD95）与细胞凋亡
Fas又称作APO-1，属TNF受体和NGF受体家族。1993年人白细胞分型国际会议统一命名为CD95。Fas基因编码产物为分子量45KD的跨膜蛋白。Fas蛋白与Fas配体组成Fas系统，二者的结合导致靶细胞走向凋亡。Fas具有三个富含半胱氨酸的胞外区和一个称为死亡结构域（Death domain，DD）的胞内区。
Fas的配体FasL（Fas ligand）与Fas结合后，Fas三聚化使胞内的DD区构象改变，然后与接头蛋白FADD（Fas-associated death domain）的DD区结合，而后FADD的N端DED区（death effector domain）就能与Caspase-8（或-10）前体蛋白结合，形成DISC(death-indcing signaling complex)，引起Caspase-8、10通过自身剪激活，它们启动Caspase的级联反应，使Caspase-3、-6、-7激活，这几种Caspase可降解胞内结构蛋白和功能蛋白，最终导致细胞凋亡。
线粒体在CD95诱导的凋亡中的作用：Caspase引起线粒体PT（Permeability transition）孔打开，导致线粒体的跨膜电位下降；细胞色素C被释放到胞质中、激活Caspase-9，后者再激活Caspase-3。Bcl-2，Bcl-xl均作用于线粒体。
胞外信号分子诱导的细胞凋亡途径：当细胞接受凋亡信号分子（Fas，TNF等）后，凋亡细胞表面信号分子受体相互聚集并与细胞内的衔接蛋白结合，这些衔接蛋白又募集Procaspases聚集在受体部，Procaspase相互活化并产生级联反应，使细胞凋亡。下游Caspases活化后，作用于底物，裂解核纤层蛋白，导致细胞核形成凋亡小体；裂解 Dnase  结合蛋白，使Dnase释放，降解DNA形成DNA Ladder；裂解参与细胞连接或附着的骨架和其他蛋白，使凋亡细胞皱缩、脱落，便于细胞吞噬；导致膜脂PS重排，便于吞噬细胞识别并吞噬。
（三）Bcl2家族、线粒体与细胞凋亡
◆Bcl-2是一种原癌基因，是ced-9在哺乳类中的同源物，能抑制细胞凋亡；与线粒体及内质网膜相结合；Bcl-2名称来源于B细胞淋巴瘤/白血病-2。
◆Bcl-2蛋白，是膜的整合蛋白，主要存在于线粒体外膜、核膜及部分内质网中。

◆Bcl-2家族成员都含有1-4个Bcl-2同源结构域（BH1-4），并且通常羧基末端有一穿膜的结构域。其中BH4是抗凋亡蛋白所特有的结构域，BH3是与促进凋亡有关的结构域。

◆根据功能和结构可将Bcl-2基因家族分为两类：

---抗凋亡的（anti-apoptotic），如：Bcl-2、Bcl-xl、Bcl-w、Mcl-1；

---促进凋亡的（pro-apoptotic），如：Bax、Bak、Bad、Bid、Bim，在促凋亡蛋白中还有一类仅含BH3结构，如Bid、Bad。
Bcl-2、线粒体与细胞凋亡：当Caspase8活化后，它一方面作用Procaspase3，另一方面使Bid裂解成2个片段，其中含BH3结构域的C-端片段被运送到线粒体，与Bcl-2/Bax的BH3结构域形成复合物，导致细胞色素C释放。Cytc与胞质中Ced4同源物Apaf-1结合并活Apaf-1，活化的Apaf-1再活化Procaspase9，最后引起细胞凋亡。
（四）p53与细胞凋亡
p53是一种抑癌基因，其生物学功能是在G期监视DNA的完整性。如有损伤，则抑制细胞增殖，直到DNA修复完成。如果DNA不能被修复，则诱导其调亡，在依赖P53蛋白的细胞凋亡中，P53蛋白能特异地抑制Bcl2的表达，但对Bax的表达则有明显的促进作用。在这些细胞中，P53蛋白的积累和活动引起了细胞凋亡。
（五）细胞凋亡的信号转导
Ras-PI3-K-Akt（PKB）抗细胞凋亡途径：
---Ras-PI3-K-Akt（PKB）-Caspase9磷酸化，使其不能参与Caspase3的活化。

---Ras-PI3-K-Akt（PKB）-Bad磷酸化，使其失去阻断Bcl2的功能。
NF-kB与细胞凋亡：

---NF-kB是一种调节基因转录的核因子。NF-kB的活化抑制了Caspase8的活化，从而阻值了下游Caspase活化以及细胞凋亡。
ASK1-SAPK/JNK及ASK1-p38信号途径：

---ASK1（apoptosis signal reglating kinase)，是一种哺乳类的MAPKKK。在哺乳类细胞中，有三套MAPK信号组件：RaF-MAPKK-MAPKK，MEKK-MKK4-JNK，MKK3-p38（一种MAPK）。

---ASK1能选择地活化MEKK-MKK4-JNK，MKK3-p38（一种MAPK），引起细胞凋亡。

第二节 细胞衰老
一、细胞衰老的概念及特征
又称老化，通常指生物发育成熟后，在正常情况下随着年龄的增加，机能减退，内环境稳定性下降，结构中心组分退行性变化，趋向死亡的不可逆的现象。 
衰老和死亡是生命的基本现象，衰老过程发生在生物界的整体水平、种群水平、个体水平、细胞水平以及分子水平等不同的层次。
Hayflick 界限：细胞，至少是培养的细胞，不是不死的，而是有一定的寿命；它们的增殖能力不是无限的，而是有一定的界限。“不死性”学说的错误在于：
◆癌细胞或培养的细胞系是不正常细胞，其染色体数目或形态已经不同于原先的细胞。

◆细胞的增殖能力与供体年龄有关。

◆物种寿命与培养细胞寿命之间存在着一定的关系。

◆衰老的原因在于细胞本身。

不同年龄来源的人成纤维细胞的增殖代数

二、衰老细胞结构的变化
（一）形态变化
●细胞核的变化：核膜内折，染色质固缩化。
●内质网的变化：衰老动物内质网成分弥散性地分散于核周胞质中，粗面内质网的总量似乎是减少了。

●线粒体的变化：通常，细胞中线粒体的数量随年龄增大而减少，而其体积则随年龄增大而增大。

●致密体的生成：由溶酶体和线粒体转化而来。

●膜系统的变化：衰老的细胞，其膜流动性降低、韧性减小；细胞间间隙连接及膜内颗粒的分布也发生变化。
（二）分子水平的变化

1、DNA：复制与转录受阻，端粒DNA、mtDNA缺失。DNA氧化、断裂、缺失和交联，甲基化程度降低。
2、RNA：mRNA和tRNA含量降低。

3、蛋白质：含成下降，细胞内蛋白质发生糖基化、氨甲酰化、脱氨基等修饰反应，导致蛋白质稳定性、抗原性，可消化性下降，自由基使蛋白质肽断裂，交联而变性。氨基酸由左旋变为右旋。

4、酶分子：活性中心被氧化，金属离子丢失，酶分子的二级结构，溶解度，等电点发生改变，酶失活。

5、脂类：不饱和脂肪酸被氧化。引起膜脂之间或与脂蛋白之间交联，膜的流动性降低。 

二、细胞衰老的分子机制
（一）氧化性损伤学说:
该理论认为，代谢过程中产生的活性氧基团或分子（reactive oxygen species，ROS）引发的氧化性损伤的积累，最终导致衰老。
自由基：是一类瞬时形成的含不成对电子的原子或功能基团，普遍存在于生物系统。具有高度反应活性，可引发链式自由基反应，引起DNA、蛋白质和脂类，尤其是多不饱和脂肪酸等大分子物质变性和交联，损伤DNA、生物膜、重要的结构蛋白和功能蛋白，从而引起衰老各种现象的发生。

ROS主要有三种类型：①O2-，即超氧自由基；②OH-，即羟自由基；③H2O2。
内源性自由基是人体自由基的主要来源，其产生的主要途径有：
①由线粒体呼吸链电子泄漏产生；

②由经过氧化物酶体的多功能氧化酶（MFO）等催化底物羟化产生。

③机体血红蛋白、肌红蛋白中还可通过非酶促反应产生自由基。

清除ROS，就可以延长寿命。正常细胞内存在清除自由基的防御系统，包括酶系统和非酶系统：酶系统：SOD，CAT，GR等；非酶系统：维生素E，醌类等电子受体。

（二）端粒与衰老:
体细胞染色体的端粒DNA会随细胞分裂次数增加而不断缩短。细胞DNA每复制一次端粒就缩短一段，当缩短到一定程度至Hayflick点时，可能会启动DNA损伤检测点（DNA damage checkpoint），激活p53，引起p21表达，导致不可逆地退出细胞周期，走向衰亡。资料表明人的成纤维细胞端粒每年缩短14-18bp，可见染色体的端粒有细胞分裂计数器的功能，能记忆细胞分裂的次数。

端粒的长度与端粒酶（telomerase）的活性有关。端粒酶是一种反转录酶，能以自身的RNA为模板合成端粒DNA，在精原细胞、干细胞和肿瘤细胞（如Hela细胞）中有较高的端粒酶活性，而正常体细胞中端粒酶的活性很低，呈抑制状态。
（三）rDNA与衰老
（四）沉默信息调节蛋白（Sir）复合物与衰老

（五）SGS1基因、WRN基因与衰老

SGS1基因编码的蛋白属于RecQ亚族的DNA解旋酶。WRN基因与SGS1基因同源，属于DNA解旋酶。在Werner综合症（WS）的早衰患者中观察不到WRN蛋白。

患婴幼儿早衰症（Htchinson-Gilford syndrome，图15-2）的小孩在1岁时出现明显的衰老，12-18岁即过早夭折。
（六）线粒体DNA突变与衰老
在线粒体氧化磷酸化生成ATP的过程中，大约有1-4%氧转化ROS，因此线粒体是自由基浓度最高的细胞器。mtDNA裸露于基质，缺乏结合蛋白的保护，最易受自由基伤害，而催化mtDNA复制的DNA聚合酶γ不具有校正功能，复制错误频率高，同时缺乏有效的修复酶，故mtDNA最容易发生突变。mtDNA突变使呼吸链功能受损，进一步引起自由基堆积，如此反复循环。衰老个体细胞中mtDNA缺失表现明显，并随着年龄的增加而增加，许多研究认为mtDNA缺失与衰老及伴随的老年衰退性疾病有密切关系。
人类的脑、心、骨骼肌的氧负荷（oxidative stress）最大，因而是最容易衰老的组织。研究表明，限制热量（caloric restriction）摄入能明显延长小鼠的寿命。

第十七章 细胞的社会联系
第一节 细胞连接
一、封闭连接

(紧密连接是封闭连接的主要形式，主要存在于上皮细胞之间；
(紧密连接的结构；  

(紧密连接的功能：形成渗漏屏障，起重要的封闭作用；隔离作用，使游离端与基底面质膜上的膜蛋白行使各自不同的膜功能；支持功能。
(紧密连接嵴线中的两类蛋白：封闭蛋白，跨膜四次的膜蛋白（60KD）；claudin蛋白家族（现已发现15种以上）。 
二、锚定连接
(锚定连接在组织内分布很广泛，在上皮组织，心肌和子宫颈等组织中含量尤为丰富；
(锚定连接的类型、结构与功能，
1、与中间丝相连的锚定连接
桥粒(desmosome)：铆接相邻细胞，提供细胞内中间丝的锚定位点，形成整体网络，起支持和抵抗外界压力与张力的作用。
半桥粒(hemidesmosome)：半桥粒与桥粒形态类似,但功能和化学组成不同。它通过细胞质膜上的膜蛋白整合素将上皮细胞固着在基底膜上，在半桥粒中，中间丝不是穿过而是终止于半桥粒的致密斑内。
2、与肌动蛋白纤维相连的锚定连接
粘合带(adhesion belt)：位于紧密连接下方,相邻细胞间形成一个连续的带状结构。间隙约15～20nm，也称带状桥粒(belt desmosome)。
粘合斑(focal adhesion)：细胞通过肌动蛋白纤维与细胞外基质之间的连接方式。 
3、 锚定连接的结构 
构成锚定连接的蛋白可分成两类:

细胞内附着蛋白(attachment proteins)，将特定的细胞骨架成分(中间丝或微丝)同连接复合体结合在一起；
跨膜连接的糖蛋白,其细胞内的部分与附着蛋白相连，细胞外的部分与相邻细胞的跨膜连接糖蛋白相互作用或与胞外基质相互作用。

三、通讯连接 

（一）间隙连接：分布广泛，几乎存在于所有的动物组织中。 
1、间隙连接结构
间隙连接处相邻细胞质膜间的间隙为2～3nm。
连接子(connexon)中心形成一个直径约1.5nm的孔道。

2、间隙连接的蛋白成分 

已分离20余种构成连接子的蛋白,属同一蛋白家族,其分子量26-60KD不等；
连接子蛋白具有4个α-螺旋的跨膜区，是该蛋白家族最保守的区域。

连接子蛋白的一级结构都比较保守,并有相似的抗原性。

3、间隙连接的功能及其调节机制 
（1）间隙连接在代谢偶联中的作用
(允许小分子代谢物和信号分子通过，是细胞间代谢偶联的基础。
(代谢偶联现象在体外培养细胞中的证实。
(谢偶联在协调细胞群体的生物学功能方面起重要作用。
（2）间隙连接在神经冲动信息传递过程中的作用
(电突触(electronic junction) 快速实现细胞间信号通讯
(间隙连接调节和修饰相互独立的神经元群的行为。 
（3）间隙连接在早期胚胎发育和细胞分化过程中的作用：
(发育中细胞间的偶联提供信号物质的通路，从而为某一特定细胞提供它的“位置信息”，并根据其位置影响其分化。
(肿瘤细胞之间间隙的连接明显减少或消失，间隙联接类似“肿瘤抑制因子”。
（4）间隙连接的通透性是可以调节的
(降低胞质中的pH值和提高自由Ca2+的浓度都可以使其通透性降低
(间隙连接的通透性受两侧电压梯度的调控及细胞外化学信号的调控
（二）胞间连丝：
高等植物细胞之间通过胞间连丝相互连接,完成细胞间的通讯联络
胞间连丝的功能：实现细胞间由信号介导的物质有择性的转运；实现细胞间的电传导；在发育过程中，胞间连丝结构的改变可以调节植物细胞间的物质运输。 
（三）神经细胞间的化学突触  
存在于可兴奋细胞之间的细胞连接方式，它通过释放神经递质来传导神经冲动。
第二节 细胞黏着及其分子基础
一、细胞表面的粘着因子 
同种类型细胞间的彼此粘连是许多组织结构的基本特征。细胞与细胞间的粘连是由特定的细胞粘着因子所介导的。
粘着因子的特征：粘着因子均为整合膜蛋白，在胞内与细胞骨架成分相连；多数要依赖Ca2+或Mg2+才起作用。
二、粘连分子类型

(钙粘素（Cadherins）；
(选择素（Selectin）；
(免疫球蛋白超家族的CAM(Ig-Superfamily，IgSF)；
(整合素（Integrins）；
(质膜整合蛋白聚糖也介导细胞间的粘着。
1、钙粘素（Cadherins）
属同亲性依赖Ca2+的细胞粘连糖蛋白，对胚胎发育中的细胞识别、迁移和组织分化以及成体组织器官构成具有主要作用。 
2、选择素（Selectin）
属异亲性依赖于Ca2+的能与特异糖基识别并相结合的糖蛋白，其胞外部分具有一凝集素结构域。主要参与白细胞与脉管内皮细胞之间的识别与粘着。P(Platelet)选择素、E(Endothelial)选择素和L(Lekocyte)选择素。 
3、免疫球蛋白超家族CAM
分子结构中具有与免疫球蛋白类似的结构域的CAM超家族。介导同亲性细胞粘着或介导异亲性细胞粘着但其粘着作用不依赖Ca2+，其中N-CAMs在神经组织细胞间的粘着中起主要作用。
4、整合素（Integrins）
由(和(两个亚基形成的异源二聚体糖蛋白。人体细胞中已发现16种(链和8种(链，它们相互配合形成22种不同的二聚体整合素，可与不同的配基结合，从而介导细胞与基质、细胞与细胞之间的粘着。

第三节 细胞外基质

一、基本概念

（一）细胞外被(cell coat)又称糖萼(glycocalyx)
结构组成：指细胞质膜外表面覆盖的一层粘多糖物质，实际指细胞表面与质膜中的蛋白或脂类分子共价结合的寡糖链。
功能：不仅对膜蛋白起保护作用，而且在细胞识别中起重要作用。 

（二）细胞外基质(extracellular matrix) 
结构组成：指分布于细胞外空间,由细胞分泌的蛋白和多糖所构成的网络结构
主要功能：构成支持细胞的框架，负责组织的构建；胞外基质三维结构及成份的变化,改变细胞微环境从而对细胞形态、生长、分裂、分化和凋亡起重要的调控作用；胞外基质的信号功能。
（三）真核细胞的细胞外结构（extracellular structures）
二、胶原(collagen) 
胶原是胞外基质最基本结构成份之一，动物体内含量最丰富的蛋白（总量的30％以上）。

（一）常见的胶原类型及其在组织中的分布
Ⅰ-Ⅲ型胶原含量最丰富,形成类似的纤维结构；但并非所有胶原都形成纤维；
Ⅰ型胶原纤维束, 主要分布于皮肤、肌腱、韧带及骨中，具有很强的抗张强度；
Ⅱ型胶原主要存在于软骨中；
Ⅲ型胶原形成微细的原纤维网,广泛分布于伸展性的组织，如疏松结缔组织；
Ⅳ型胶原形成二维网格样结构,是基膜的主要成分及支架。 

（二）胶原及其分子结构  
胶原纤维的基本结构单位是原胶原；
原胶原是由三条肽链盘绕成的三股螺旋结构；
原胶原肽链具有Gly-x-y重复序列，对胶原纤维的高级结构的形成是重要的； 
在胶原纤维内部，原胶原蛋白分子呈1/4交替平行排列，形成周期性横纹。 
（三）胶原的合成与加工 
前体(肽链在粗面内质网合成，并形成前原胶原；
前原胶原在细胞外由两种专一性不同的蛋白水解酶作用，分别切去N-末端前肽及C-末端前肽，成为原胶原；
原胶原进而聚合装配成胶原原纤维、胶原纤维。 
（四）胶原的功能 
胶原在胞外基质中含量最高，刚性及抗张力强度最大，构成细胞外基质的骨架结构，细胞外基质中的其它组分通过与胶原结合形成结构与功能的复合体；
在不同组织中，胶原组装成不同的纤维形式,以适应特定功能的需要； 
胶原可被胶原酶特异降解，而参入胞外基质信号传递的调控网络中。
三、氨基聚糖和蛋白聚糖
（一）氨基聚糖
氨基聚糖是由重复的二糖单位构成的长链多糖，二糖单位之一是氨基己糖(氨基葡萄糖或氨基半乳糖)+糖醛酸；
氨基聚糖：透明质酸、4-硫酸软骨素、6-硫酸软骨素、硫酸皮肤素、硫酸乙酰肝素、肝素和硫酸角质素等。
透明质酸(hyalronic acid)及其生物学功能
透明质酸增殖细胞和迁移细胞的胞外基质主要成分,也是蛋白聚糖的主要结构组分；
透明质酸在结缔组织中起强化、弹性和润滑作用； 
透明质酸使细胞保持彼此分离,使细胞易于运动迁移和增殖并阻止细胞分化。 

（二）蛋白聚糖
蛋白聚糖见于所有结缔组织和胞外基质及许多细胞表面。
蛋白聚糖由氨基聚糖与核心蛋白(core protein)的丝氨酸残基共价连接形成的巨分子。
若干蛋白聚糖单体借连接蛋白以非共价键与透明质酸结合形成多聚体
蛋白聚糖的特性与功能：
显著特点是多态性：不同的核心蛋白组成不同的氨基聚糖；
软骨中的蛋白聚糖是最大巨分子之一，赋予软骨以凝胶样特性和抗变形能力；
蛋白聚糖可视为细胞外的激素富集与储存库，可与多种生长因子结合，完成信号的传导。 

四、层粘连蛋白和纤粘连蛋白

（一）层粘连蛋白(laminin)
层粘连蛋白是高分子糖蛋白（820kD）,动物胚胎及成体组织的基膜的主要结构组分之一；
层粘连蛋白的结构由一条重链和两条轻链构成
细胞通过层粘连蛋白锚定于基膜上；
层粘连蛋白中至少存在两个不同的受体结合部位：与Ⅳ型胶原的结合部位；与细胞质膜上的整合素结合的Arg-Gly-Asp(R-G-D)序列。
层粘连蛋白在胚胎发育及组织分化中具有重要作用；

层粘连蛋白也与肿瘤细胞的转移有关。
（二）纤粘连蛋白(fibronectin)
1、纤粘连蛋白是高分子量糖蛋白（220-250KD）
2、纤粘连蛋白的主要功能：
介导细胞粘着，进而调节细胞的形状和细胞骨架的组织,促进细胞铺展；
在胚胎发生过程中，纤粘连蛋白对于许多类型细胞的迁移和分化是必须的；
在创伤修复中，纤粘连蛋白促进巨噬细胞和其它免疫细胞迁移到受损部位；
在血凝块形成中，纤粘连蛋白促进血小板附着于血管受损部位。
3、纤粘连蛋白分型：
血浆纤粘连蛋白是二聚体，由两条相似的A链及链组成，整个分子呈V形。

细胞纤粘连蛋白是多聚体。 
纤粘连蛋白不同的亚单位为同一基因的表达产物，每个亚单位由数个结构域构成，RGD三肽序列是为细胞识别的最小结构单位。
纤粘连蛋白的膜蛋白受体为整合素家族成员之一，在其细胞外功能区有与RGD高亲和性结合部位。
五、弹性蛋白(elastin)
弹性蛋白是弹性纤维的主要成分；主要存在于脉管壁及肺。
弹性纤维与胶原纤维共同存在，分别赋予组织以弹性及抗张性。
弹性蛋白是高度疏水的非糖基化蛋白，具有两个明显的特征：构象呈无规则卷曲状态；通过Lys残基相互交连成网状结构。

六、植物细胞壁
（一）植物细胞壁的功能
增加细胞强度，提供支持功能；
信息储存库的功能：产生多种寡糖素作为信号物质，或抵抗病、虫害，或作为细胞生长和发育的信号物质。 

（二）植物细胞壁的组成
纤维素分子构成纤维素微原纤维，为细胞壁提供了抗张强度；
半纤维素：木糖、半乳糖和葡萄糖等组成的高度分支的多糖，介导微原纤维连接彼此连接或介导微原纤维与其它基质成分（果胶质）连接。
果胶质：含有大量携带负电荷的糖，结合Ca2+等阳离子，被高度水化形成凝胶。果胶质与半纤维素横向连接，参与细胞壁复杂网架的形成。  
伸展蛋白：糖蛋白，在初生壁中含量可多达15％，糖的总量约占65％。
木质素：由酚残基形成的水不溶性多聚体，参与次生壁形成，并以共价键与细胞壁多糖交联，大大增加了细胞壁的强度与抗降解。







































































































