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提 要 分离多头绒泡菌（!"#$%&’(!)*#+,!"%*’(）细胞的核仁，先用7089.:消化，去除核

仁内的70;；然后用%<5#=’(／>（0?6）5@*6和5=’(／>08A(相继抽提去掉大部分蛋白质，制

备成核仁骨架。@7@3B;CD分析结果表明，核仁骨架中含有约5%种多肽，其中包括!1E7左

右与原肌球蛋白分子量相当的多肽。以兔抗原肌球蛋白抗体为一抗，F:GA标记的羊抗兔

:HC抗体为二抗的间接免疫荧光检测结果表明，核仁和核仁骨架样品都能发出明亮的荧光，

而对照样品未见明亮的荧光。间接免疫斑点印迹检测结果进一步证明，在核仁骨架的蛋白质

成分中存在原肌球蛋白。胶体金免疫电镜检测结果显示，标记原肌球蛋白抗体的标本上有较

多的金颗粒，而对照组标本上只有极少的金颗粒。金颗粒在核仁中主要呈散在分布。
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核仁是细胞核中合成/J0;和生产核糖体的细胞器［$］。核仁由/70;、/J0;和大量

蛋白质组成［5!!］。核仁蛋白与核仁的结构和功能密切相关。一些研究表明，当用70;
酶、J0;酶、低盐溶液、高盐溶液和中性去垢剂处理核仁，去除/70;、/J0;和大部分蛋

白质后，核仁中仍残存一种主要由酸性蛋白质构成的纤维网络状结构，称为核仁基质（KL3
+(.’(8/=8,/MN）或核仁骨架（KL+(.’(8/9E.(.,’K）［5!#］。核仁骨架对于核仁结构的维持和功

能的行使可能起着重作用。目前有关核仁骨架研究报道还不多，对核仁骨架的蛋白质组

成还不太清楚［!］。而识别骨架中的蛋白质成分是认识核仁骨架结构和功能的基础。本

文以多头绒泡菌为材料，分离了核仁并制备了核仁骨架样品。在对核仁骨架蛋白进行电

泳分析基础上，用兔抗原肌球蛋白抗体进行了识别核仁及其骨架中原肌球蛋白的实验。

! 材料和方法

!"! 材料来源和培养方法

供试材料为多头绒泡菌（!"#$%&’(!)*#+,!"%*’(）菌株GO5"$，由法国利母兹大学细

胞生物学实验室BPM((MQ.;(-./,博士惠赠。培养方法参照文献［4］。

!"# 核仁的分离和核仁骨架样品的制备

以悬浮培养的微原生质团为材料，参照R’P-./H和JL9+P的方法［1］分离细胞核。将



纯细 胞 核 悬 浮 于 分 离 液（!"#$%&’／()*+,&)-，.!!%%&’／(/01’#，!"$%%&’／(2/34，

!".56,78&9:;.!!，.%%&’／(<=6>，.!%%&’／(6,7);?1@，A?B"#）中，用超声粉碎仪破

碎核膜，输出功率控制在$!5。破碎C!)，间歇.!)，至光镜下看到绝大部分核仁已游离出

来为止。悬浮液经B!!0离心.!%79，去除上清液中的染色质和破碎的核膜。沉淀重新用

分离液悬浮，.#!0离心$%79，去除未破碎的核。上清液经.!!!0离心.!%79得核仁沉

淀。

采用焦仁杰等［C］的分级抽提方法制备核仁骨架，即核仁组分先用#!!!0／%(DEF)-@
CBG消化C!%79，去除核仁内的,DE>成分；然后用!"#$%&’／(（E?H）#3IH和#%&’／(
EF1’相继抽提.$%79和#!%79，去除核仁骨架的结合蛋白。.B!!0离心.!%79，得到核

仁骨架样品。

!"# 核仁骨架的蛋白质电泳分析

将核仁骨架样品溶解于(F-%%’7样品缓冲液［J］中，煮沸H%79，离心弃沉淀。选用

$5的浓缩胶和.#5的分离胶，用6,7);甘氨酸作电极缓冲液，.C".$%>稳流电泳KL，考

马斯亮兰染色，已醇;冰醋酸脱色。

!"$ 间接免疫荧光标记

分离的核仁和核仁骨架样品在H$5冰醋酸中固定.!%79，常规压片后冰冻揭片，在

H5多聚甲醛中后固定#!%79。2M3洗涤.!%79，.5M3>封闭C!%79。一抗（兔抗原肌

球蛋白抗体用含!".5M3>的2M3按.!#!稀释）CBG作用.L，然后HG过夜，二抗（与

4@61偶联的羊抗兔@0=抗体用含!".5M3>的2M3按.!H!稀释）CBG作用.L。对照

组不与一抗作用，只与二抗作用。N!5甘油封片，用I’O%A*)M?;#荧光显微镜观察，落

射光照射。@(4IPD;H!!全色胶卷拍照。

!"% 间接免疫斑点印迹检测

将溶解的核仁骨架样品转移到硝酸纤维膜上。样品的原液浓度为$!%0／%(湿样

品，经 梯 度 稀 释 后 的 样 品 浓 度 依 次 为$%0／%(、$!!!0／%(、$!!0／%(、$!0／%(和

!"$!0／%(，上样量为每孔.!!!(。对照样品用牛血清白蛋白。硝酸纤维膜在印迹缓冲液

（.CB%%&’／( EF1’，#"B%%&’／( Q1’，H"C %%&’／( EF#?2IH，."H %%&’／( Q?#2IH，

A?B"C）中保温.L，2M36（2M3中含!"!$5的6R--9#!）冲洗C!%79。一抗（兔抗原肌球

蛋白抗体用含.5羊血清的印迹缓冲液按.!$!!稀释）CBG作用#L；二抗（与辣根过氧

化物酶偶联的羊抗兔@0=抗体用含.5羊血清的印迹缓冲液按.!$!!稀释）CBG作用

.L，在二氨基联苯胺（D>M）中显色。

!"& 常规电镜样品的制备和观察

悬浮培养的微原生质团经离心收集后，在#"$5戊二醛溶液（.!!%%&’／(2M3配制，

A?B"#）中固定HL，用.!!%%&’／(2M3洗三次，每次C!%79。在.5锇酸中后固定#L，双

蒸水冲洗#!%79，乙醇;丙酮梯度脱水，<A&9J.#环氧树脂包埋。超薄切片（厚度为K!"
J!9%）经醋酸铀—柠檬酸铅染色，?;K!!型透射电镜下观察、拍照。

!"’ 胶体金免疫电镜标记

悬浮培养的微原生质团经离心收集后，在."$5戊二醛和H5多聚甲醛混合液中固定
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图! 核仁骨架的"#"$聚丙烯酰胺凝胶电泳分析

!%标准蛋白；&%核仁骨架蛋白，箭头示’()#左右的蛋白质

*+,-! "#"$./01232456+67839:4;742<=2><+?@<7>;+36-

!%.<7>;+36>23A2<A；&%39:4;742<=2><+?@<7>;+36，

6B7C+3,>B;’()#@<7>;+3D52<<7C-

&B，系列乙醇脱水，E7C<54FGH低温包埋剂包埋。超薄切片（厚度IJ!KJ3=）经!L饱和

M2NOG处理GP=+3，J%!=74／EQR4处理!J=+3，!LS"/（溶于.S"T$,45:+3;@Q(-G）中封

闭!P=+3。用兔抗原肌球蛋白抗体（用.S"T$,45:+3;按!!&P稀释）室温作用!B后GU
过夜，然后与蛋白/$胶体金（用.S"T$,45:+3;按!!&J稀释）室温作用!B。对照组不与原

肌球蛋白抗体作用，只与蛋白/$胶体金作用。标记后的切片用双蒸水洗涤，烘干，在Q$
IJJ型透射电镜下观察、拍照。

! 结果

!"# 核仁骨架的蛋白质分析

分离的核仁经#M26;"、J%&P=74／E
（MQG）&"OG和&=74／EM2R4相继抽提后

制 备 成 核 仁 骨 架。核 仁 骨 架 样 品 用

E2;==4+样品缓冲液溶解。骨架蛋白的

"#"$聚丙烯酰胺凝胶电泳结果（图!）显

示，多头绒泡菌核仁骨架成分中约有近

&J种多肽。其中含量相对较高的多肽有

!J)#，!!)#，&G)#，’()#，G’)#，P()#，

IP)#，VJ)#和!!J)#等。在核仁骨架的

蛋白质电泳谱带中存在与原肌球蛋白的

电泳迁移率相当的’()#左右多肽。

!"! 免疫荧光检测

为了检测核仁和核仁骨架中是否存

在原肌球蛋白，我们以兔抗原肌球蛋白

抗体 作 一 抗，与*NTR偶 联 的 羊 抗 兔

N,0抗体作二抗，对分离的核仁和核仁

骨架样品进行了间接免疫荧光标记。结果看到，核仁和核仁骨架样品都能发出明亮的荧

光［图版"$!和&］。对照实验中样品不与一抗作用，只与二抗作用，结果在核仁或核仁骨

架的样品上都不能看到明亮的荧光［图版"$’］。上述结果说明，我们在核仁（图版"$G）

和核仁骨架样品上看到的明亮荧光是抗体$抗原特异性结合的结果，原肌球蛋白不仅存在

于核仁中，而且存在于核仁骨架中。

!"$ 免疫斑点印迹检测

将分离的核仁骨架样品溶解，用抽吸的方法将蛋白质转移到硝酸纤维膜上。以兔抗

原肌球蛋白抗体作一抗，与辣根过氧化物酶偶联的羊抗兔N,0抗体作二抗进行间接免疫

斑点印迹检测。结果显示，在核仁骨架的蛋白质样品中存在能与抗体结合的原肌球蛋白

抗原，因而呈现明显的显色反应。随着样品的逐渐稀释，抗原含量逐渐减少，显色反应减

弱。最后由于样品中抗原含量过低而使显色难于分辨［图&$M9H］。对照实验选用不含

原肌球蛋白的牛血清白蛋白进行，结果经相同的程序处理，看不到由于抗体$抗原结合后

呈现的显色现象［图&$RT］。这一结果进一步证明，原肌球蛋白在核骨架成分中存在。
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图! 核仁骨架中原肌球蛋白的间接免疫斑点印记

检测结果

"#$：核仁骨架；%&：牛血清白蛋白；’!(：代表按梯度浓

度（依序为：)*+，),,"+，),"+，)"+，),,-+，),-+）稀释的蛋

白质样品

(.+/! 0-1.2345.**#-61655.-+7-789:.:7+7.-:5526;6*96:.-

"#$："#4836872*752.<;2653.-；%&：=6>.-3:32#*78?#*.-；’

!(：@3;23:3-5.-++271.3-56A:7*;83B#7-5.59（.-62132：)*+，

),,"+，),"+，)"+，),,-+，),-+）/

!"# 胶体金免疫电镜检测

经常规电镜制片，透射电镜下观察

可见［图版#C)］，多头绒泡菌间期细胞核

（D!期）一般有一个位于核中央的大核

仁。核仁中的纤维中心（(%）、致密纤维

成分（E(%）和颗粒成分（D）清晰可见。

悬浮培养的微原生质团经戊二醛和多聚

甲醛固定，F6G29HIJ$包埋。超薄切片

用兔抗原肌球蛋白抗体和蛋白’C胶体金

进行间接免疫电镜标记。结果在透射电

镜下观察到，在间期细胞核的核仁中散

在分布有很多金颗粒［图版#CK］，核仁的

各种组分（(%，E(%和D等）中都有金颗

粒。如果切片标本不与原肌球蛋白抗体

作用，只与蛋白’C胶体金作用，则在核仁中只看到有极少的金颗粒［图版#CL］。结果表

明，实验组标本上的众多金颗粒主要是抗体C抗原特异性结合的结果，原肌球蛋白在核仁

中主要呈散在分布。

M 讨论
核仁是细胞核中合成2@"’和生产核糖体的细胞器。在核仁的组成成分中除含有多

拷贝的2E"’和2@"’外，还有大量的蛋白质。核仁蛋白对于核仁的结构和功能起着重

要作用［H!M］。过去应用银染、免疫细胞化学和原位杂交等技术方法确定了一些核仁蛋

白［N!HM］。其中包括=!M、%!M、A.?2.8872.-和-#48365.-等。但迄今对核仁中的许多蛋白质仍

不清楚。一些研究表明，当用E"’酶、@"’酶、低盐溶液、高盐溶液和中性去垢剂处理核

仁，去除2E"’、2@"’和大部分蛋白质后，核仁中仍存在一种纤维网 络 状 的 骨 架 结

构［!!)］。构成核仁骨架的主要是一些酸性蛋白质，然而目前有关核仁骨架蛋白的研究还

不多。(27-O3等报告，HJ)OE左右的多肽是爪蟾卵细胞核仁骨架的主要成分，另外还含

有一些含量较少的蛋白质［)］。P8:6-和&Q6*;:6-用E"7:3#和!*68／F"7%8抽提肝癌

细胞核仁，蛋白质电泳分析的结果显示，残存的核仁成分主要是HK,OE的蛋白［HJ］。RQ.6C
*.等（HNSK）对鼠F细胞核仁骨架的研究结果显示，核仁骨架的主要成分是MJOE、JMOE、

)LOE、核纤层蛋白’、%和其它一些较高分子量的蛋白质［!］。%62?3-等用单克隆抗体在

胡萝卜细胞核仁中检测到一种分子量为LKOE的蛋白质［H)］。焦仁杰等把T387细胞的核

仁骨架样品用尿素溶解，去除尿素后发现核仁骨架成分在体外能重新组装成类似骨架的

结构。这种骨架结构的成分主要包括KSOE、JJOE、MKOE、HKOE及JM!))OE之间的一些

蛋白质，其中KSOE和MKOE的蛋白质含量较高［M］。我们对多头绒泡菌核仁骨架的RERC
U’DV分析结果显示，核仁骨架中约含有!,种多肽，其中!JOE、MLOE、JMOE、)LOE和

K)OE等多肽含量较高。MLOE左右的多肽从电泳迁移率上看可能相当于原肌球蛋白。为

了确定核仁和核仁骨架中是否真正存在原肌球蛋白，我们以兔抗原肌球蛋白抗体为探针，

),J)期 焦明大等：多头绒泡菌核仁及其骨架中原肌球蛋白的免疫细胞化学鉴定



对核仁和核仁骨架进行了免疫荧光标记，对溶解的核仁骨架样品免疫斑点印迹检测，结果

都证明在核仁和核仁骨架中存在原肌球蛋白。胶体金免疫电镜标记的结果显示，原肌球

蛋白在核仁中主要呈散在分布。原肌球蛋白是一种收缩蛋白，虽然目前对这种收缩蛋白

在核仁中的作用还不清楚。但本文结果无疑将有助于对核仁结构和功能的进一步了解。
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［!I］J48K/=’Z[*48K*<<2J，T56#%)，J48%%&X，P&*<@%QQ:./0-!$$1!2，!EHF，("#!;IG!;FM:
［!;］JS%4’3&,-，Y48(L-，)5(48T:-*5(+(2(+#，!EHF，$&!!;E!!FH:
［!F］Y#(3<2Y，\83KS(3<)":&’()*!+’2"5;，!EH;，!!!;!HG!;!E;:
［!N］93&$%<]，)5’48%&B，T5’48/<6("!"#$%.45,-!$$&’($，!EHE，"&!;NI!;NE:

+,,-./012/034,+056+74.2+8+052+/./829/:/,1/;+.+.
.-064/6+5.7.-064/659,529+</8!"#$%&’(!)*#+,!"%*’("

0/*32/<6=*! [%<6 /̂*<#5! Q*<6 /̂*365*<6I T*3J85/!
（<=2"’"4"!(>?!=!"’)2#=8-;"($(@;，3(5"*!#2"3(5+#$:=’A!52’";，-*#=@)*4=!;WWIF）

（B!0#5"+!="(>&’($(@;，-*#=@)*4=3(5+#$-($$!@!，-*#=@)*4=!;WW;I）

5=>?@AB? >54#%3#/.%&%/(3#*’%=7&3K0*;2#54+0($;)!0*#$4+，*<=<54#%3#*&K*’&/U.*(S&%S*&%=
$+=/6%(’/<6’8%<54#%3#/&%(S%4’/_%#+./’8,>*(%D，W:INK3#／-（>TF）IJYF*<=IK3#／->*9#’3&%Z
K3_%,>"*<=K3(’S&3’%/<(:J,JZC"B]*<*#+(/(/<=/4*’%=’8*’’8%&%.%&%*$35’IWS3#+S%S’/=%(/<
<54#%3#*&K*’&/U43KS3<%<’，/<4#5=/<6’8%;G@,S3#+S%S’/=%.8/48.*((/K/#*&’3’&3S3K+3(/</<
K3#%45#*&.%/68’:\8%&%(5#’37/<=/&%4’/KK5<37#5&%(4%<4%’&%*’%=./’8*<’/Z’&3S3K+3(/<*<’/$3=+
*<=(8%%S*<’/Z&*$$/’D6B*<’/$3=+#*$%##%=./’8PD\9(83.%=’8*’$&/68’7#5&%(4%<4%.*(3$(%&_%=
/<’8%<54#%3#/*<=<54#%3#*&K*’&/U，$5’<3$&/68’7#5&%(4%<4%/<’8%43<’&3#(:D<=/&%4’/KK5<3=3’’/<6
=%’%4’/3<75&’8%&_%&/7/%=’8*’’&3S3K+3(/<%U/(’%=/<<54#%3#*&K*’&/U:C&3’%/<"Z43##3/=*#63#=/KZ
K5<3%#%4’&3<K/4&3(43S/4(’5=+(83.%=’8*’’8%&%.%&%K*<+63#=S*&’/4#%(/<’8%(S%4/K%<(#*$%##%=
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!8%&"/3#<%,+#/.-)=$"+/*/9,#"&+,29,#4%,2>3"/+3/?4+.（9&5@AB@BCCD）

图 版 说 明

)*+,-.-/0%.%1+,-./

B!@间接免疫荧光检测结果。B!E5以兔抗原肌球蛋白抗体为一抗，与?;6=偶联的羊抗兔;1<抗体为二抗

标记的核仁（B）和核仁骨架（E）（BFCCG）；@H没有一抗标记的对照组核仁；IH分离的核仁（卡宝品红染色）（B

CCCG）；FH核仁超微结构的电镜照片，示纤维中心（?=）、致密纤维成分（J?=）和颗粒成分（<）（@CCCCG）；K

!D5间接免疫电镜检测结果。KH以兔抗原肌球蛋白抗体和蛋白L7胶体金标记的间期细胞核仁。示核仁

（9M）中有很多金颗粒，这些金颗粒散在分布于核仁的各种组分（?=，J?=和<等（@CCCCG）；DH没有一抗标

记的对照组间期细胞核仁（9M），示核仁中只有极少的金颗粒分布（@CCCCG）。标尺NCHF"(。

B!@5;+."%/3#"((4+&024%/*3/+3/./#/3#"&+&0#%&’&()&*"+5B!E59432/&2"（B）,+.+432/&2,%(,#%":（E）2,-/22/.%/7

*’/3#"O/2)!"#$%,--"#7,+#"7#%&’&()&*"+,+#"-&.),*’%"(,%),+#"-&.),+.*$//’7,+#"7%,--"#;1<,+#"-&.)2,-/22/.

!"#$?;6=,**/3&+.,+#"-&.)（BFCCG）；@5=&+#%&2，+432/&2"!"#$&4#2,-/22"+1&0,+#"7#%&’&()&*"+,+#"-&.)；I5;*&7

2,#/.+432/&2"（*#,"+/.!"#$3,%-&2043$*"+）（BCCCG）；F5M2#%,*#%43#4%/&0+432/&24*，*$&!"+1#$/0"-%"22,%3/+#/%，

./+*/0"-%"22,%3&(’&+/+#,+.1%,+42,%3&(’&+/+#（@CCCCG）；K!D5;+."%/3#"((4+&/2/3#%&+("3%&*3&’"3./#/37

#"&+5K5;+#/%’$,*/+432/&24*2,-/22/.!"#$,+#"7#%)’&()&*"+,+#"-&.),+.’%&#/"+L73&22&".1&2.，*$&!"+1#$,#(,+)

1&2.’,%#"32/*."*#%"-4#/.*’/%*/2)"+#$/+432/&24*（@CCCCG）；D5=&+#%&2，"+#/%’$,*/+432/&24*!"#$&4#2,-/22"+1&0

#%&’&()&*"+，*$&!"+1#$/%/,%/&+2)0/!1&2.’,%#"32/*"++432/&24*（@CCCCG）5P,%NC5F"(5

DCIF期 焦明大等：多头绒泡菌核仁及其骨架中原肌球蛋白的免疫细胞化学鉴定




