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摘要    大量的跨膜受体能靶向并定位于细胞核内, 但细胞表面的受体是如何转运到细胞核内

尚不清楚. 报道了磷酸化的 TrkA在人脑胶质瘤细胞株 U251中的定位. 利用免疫细胞化学和免疫

荧光技术, 发现磷酸化的 TrkA 主要定位于一系列的运输泡和细胞核内, 这些膜泡包括: 细胞膜

侧的环状泡、核周的大核心泡和小核心泡; 同时还观察到大核心泡出芽成小核心泡, 以及小核心

泡与核膜相互作用. 基于上述结果认为这些膜泡可能与跨膜受体 TrkA 转位到核的通路相关.  

关键词    TrkA  大核心泡  小核心泡  核转位 

许多跨膜受体被发现定位在细胞核内 [1,2]. 它们

可以调控基因的功能 [3,4], 细胞的分化 [5]和生长 [6,7]. 
然而, 令人费解的问题是: 跨膜受体是如何转位到核

的? 目前, 已有许多证据表明跨膜受体的全长以及

去除跨膜区或者胞外区的片段均可以转位和积聚在

细胞内 [8~12]. 根据这些有说服力的证据, 多个跨膜受

体核转位模型被提出, 这些模型均认为: 跨膜受体是

从膜脂质双分子层“逃离”到细胞质后进入细胞核的. 
2002 年Wells和Marti[1]总结了相关的研究结果(主要

是关于表皮生长因子转位到核的证据), 并提出了全

长和片段的受体“逃离”的三种不同的机制. 除了上述

机制外, 其他学者也提出了一些类似的假设, 对于上

述“逃离”机制进行补充, 例如: 跨膜受体经由内质网

相关的降解系统从膜上“逃离”后, 进入细胞质中, 再
转位到细胞核内 [2]. 在最近的文献中, 又一个新的模

型认为: 跨膜受体ErbB-2 经由早期内体转位进入细

胞核内 [13]. 然而, 该模型依然认为受体必须首先从

双分子膜上“逃离”后, 才能转位到细胞核内.  
在前期的研究中 , 在细胞系U251 中发现NGF/ 

TrkA积聚在细胞核和有丝分裂器上 [14], 那么, 跨膜

受体TrkA是否同样通过上述“逃离”的方式转位到细

胞 核 ? 我 们 发 现 受 体 在 内 化 后 , 磷 酸 化 的

TrkA(pTrkA)定位在一系列转运泡中, 受体在其中被

分选和浓缩, 最终可能通过膜泡与核膜相互作用的

方式将受体释放入细胞核内.  

1  材料和方法 

1.1  细胞培养 

人脑胶质瘤细胞株 U251 购自 ATCC, 用含 10%
小牛血清(GIBCO)的 DMEM(GIBCO)培养液, 37℃, 
5%CO2培养细胞, 细胞长满后, 以 2×105个/mL 浓度

接种到 35 mm 培养皿和 24 孔板(Coster, 美国)中, 每
孔 0.5 mL. 37℃, 5%CO2 培养 72 h.  

1.2  免疫细胞化学染色 

将上述细胞吸去培养基, 洗涤, 用 4%多聚甲醛

固定, 室温下放置 40 min. 常规免疫组化染色如下: 
用 0.3% Triton X-100 处理 10 min 后, 用 3%过氧化氢

甲醇溶液孵育 10 min, 封闭内源性的过氧化物酶的

活性, 然后, 用 1%的羊血清孵育 1 h, 以降低非特异
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性抗体结合. 然后, 加入 1:200 兔抗人 pTrkA 多克隆

抗体(Tyr496, Santa Cruz), 4℃过夜, 第二天 37℃孵育

1 h, 接着用 PBS 漂洗 5 次, 再加入 1:200 羊抗兔 IgG- 
biotin(Vector), 37℃孵育 1 h, 再用 PBS 漂洗 5 次, 用
加入 1:100 avidin-biotin-HRP complex (Vector), 37℃
孵育 1 h, 再用 PBS 漂洗 5 次, 然后用 0.05% diamino- 
benzidine (DAB) 37℃孵育 1 h后, 再用 PBS漂洗 5次, 
0.005%过氧化氢显色. 用显微镜(Leica)观察结果, 并
摄像. 阴性对照用兔的 IgG 代替一抗.  

1.3  免疫荧光染色 

上述固定过的细胞用 0.2 μmol/L 核荧光染料

Hoechst 33342(Sigma) 处理 5 min 后, 用 0.3% Triton 
X-100 处理 10 min, 然后用 1%的羊血清孵育 1 h, 以
降低非特异性抗体结合. 加入 1:200 兔抗人 pTrkA 多

克隆抗体(Tyr496, Santa Cruz), 4℃过夜, 第二天 37℃
孵育 1 h, 接着用 PBS 漂洗 5 次, 用 1:400 红色荧光

Cy3 标记的二抗(Sigma)结合 pTrkA 抗体, 37℃孵育 1 
h, 再用 PBS 漂洗 5 次; 然后用荧光显微镜(Leica)观
察结果, 并拍照. 阴性对照用兔的 IgG 代替一抗.  

1.4  细胞裂解 

U251 细胞培养 72 h 后, 用预冷的 PBS 洗涤细胞

2 次, 最后一次吸干 PBS; 加入预冷的含有蛋白酶抑

制剂(1 μg/mL aprotinin, 50 μg/mL phenylmethy-lsul- 
fonyl fluoride 和 1 μg/mL leupeptin)和磷酸酶抑制剂(1 
mmol/L EDTA, 1 mmol/L sodium orthovanadate, 10 
μg/mL benza-midine, 1 mmol/L sodium pyrophosphate 
和 1 mmol/L sodium fluoride)的 NP40 裂解 Buffer(107

个/mL 细胞、10 cm 培养皿或 150 cm2 培养瓶); 用预

冷的细胞刮子将细胞从培养皿上刮下, 把悬液转到

1.5 mL EP 管中, 4℃, 600×g 离心 5 min 收获细胞; 在
4℃下, 用匀浆器破坏细胞膜, 再用核-质分离提取试

剂盒(康成生物工程有限公司, 中国)分离细胞核和细

胞质蛋白; 立即将上清转移到一个新的离心管中, 储
存于−80℃超低温冰箱中, 待测.  

1.5  免疫印迹试验 

等量的细胞核和细胞质裂解液在 10% SDS-丙烯 
酰胺凝胶中电泳分离, 转到 PDVF 膜(Millipore, Bed- 
ford, MA)上; PDVF 膜用一抗 1:200 兔抗人 pTrkA 多 
克隆抗体(Tyr496, Santa Cruz), 4℃过夜, 37°C 孵育二 
抗, 用 ECL-Plus 发光试剂盒 (Amersham) 检测, 用 

Typhoon system (Amersham)扫描 PDVF 膜.  

2  结果 
在本研究中, 用免疫荧光和免疫细胞化学追踪

跨膜受体 pTrkA在U251细胞中的分布情况, TrkA 在
该细胞中的大量分布进一步被证实. 更重要的是, 我
们捕捉和分析了跨膜受体 pTrkA 在 U251 细胞中的核

转位模式.  

2.1  pTrkA 在内化的膜性结构上的定位 

通过免疫荧光染色发现, 红色荧光小颗粒广泛

分布在或靠近细胞表面(图 1). 但是, 由于荧光染色

在观察不同类型的膜泡上存在一定的局限性, 我们

用了免疫细胞化学染色来区分不同的膜泡类型. 尽
管阳性着色的膜泡的分布与免疫荧光染色是相似的, 
但是观察到两个重要的膜性结构: 一种是在细胞膜

上的 pTrkA 阳性的帽状脂筏和杯状小凹(图 2 和 3), 
另一种是在或靠近细胞膜上的 pTrkA 阳性的环状泡

(ring-like vesicle , RLV) (图 2 和 3). 
由于在本研究中兔抗 pTrkA 抗体是多克隆的, 

可能存在非特异性染色. 为了排除这种可能性, 阴性

对照用正常的兔 IgG 代替一抗. 同时, 我们分离了细

胞质和细胞核裂解液, 用免疫印迹技术分析了 pTrkA
在细胞质和细胞核内的分布 (图 2(b)). 结果表明

pTrkA 主要分布在细胞核内, 少量分布在细胞质中, 
这与形态学上的分布是一致的. 

2.2  pTrkA 在运输泡内的定位 

通过免疫荧光染色, 不同大小的红色荧光颗粒

广泛分布靠近细胞表面(图 1). 为了进一步分析这些

颗粒, 用免疫细胞化学染色发现了 3 种不同类型的运

输泡. 除了上述的环状泡外(图 3), 在核周发现了一

种大核心泡 (large core vesicle, LCV)和一种小致密

核心泡(small dense core vesicle, SDCV)(图 3). LCV 是

一个吸引人的细胞内的泡状结构, 它具有不规则的

外形、含有一个到多个的 pTrkA 阳性的致密核(图 3). 
SDCV是一个圆形的含有一个pTrkA阳性的致密核的

泡. 有些 SDCV 是游离并靠近细胞核, 有些明显地与

LCV 有着紧密的联系, 像是从 LCV 出芽的脐带核(图
4), 而且, LCV 所出的芽对着细胞核并紧靠着核膜. 

2.3  SDCV 与核膜的相互作用 

通过免疫荧光着色, 图 1 显示出红色荧光颗粒紧

贴于细胞核 .  通过免疫细胞化学染色 ,  发现一些 



 
 
 
 

 
第 1 期 龚爱华等: 磷酸化 TrkA 受体在与其核转位相关的运输膜泡内的定位 3 

 

 

 

 
 

图 1  pTrkA 在 U251 细胞中的分布 
通过免疫荧光染色, 小的红色荧光颗粒广泛分布在或靠近细胞表面(蓝色箭头所示, (c))、 细胞质和细胞核内((a), (c)), 一些大的红色颗粒出现在细胞膜

或靠近细胞膜的位置(白色三角箭头所示, (a)). 在一个双核细胞的核周, 有不同大小的阳性颗粒分布(白色箭头, (c)). (b)和(d)中细胞核用 Hoechst 33342
着色 

 

 
 

图 2  pTrkA 在 U251 细胞中的内化 
用免疫细胞化学技术研究了pTrkA在细胞中的内化过程. 几种重要的膜性结构被观察到了: 帽状脂筏((a)中三角箭头所示)和环状泡((a)中黑色箭头所示). 

用免疫印迹技术分析了细胞质和细胞核裂解液中 pTrkA 的分布( (b)),  T 表示总蛋白;  N 表示核裂解液;  C 表示细胞质裂解液 
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图 3  pTrkA 在细胞内的膜泡运输 

通过免疫细胞化学技术分析含 pTrkA 的膜泡在 U251 细胞内的分布. 显示了细胞内的一系列膜性结构, 包括: 帽状脂筏((a)三角箭头所示)、杯状小凹((a)中
黑色箭头、环状泡((a)白色箭头以及(c)黑色箭头所示)、大核心泡(黑色箭头所示, (d))和小致密核心泡(三角箭头, (d)).  N1 和 N2 是一个双核细胞的两个

核, 周围分布着许多运输泡 

 
图 4  SDCV 与核膜的相互作用 

通过免疫细胞化学着色, (b)和(c)显示大核心泡(LCV, 黑色箭头)和小致密核心泡(SDCV, 三角箭头), 一些 SDCV 正从 LCV 出芽(蓝色箭头). 三角箭头

表示 SDCVs 与核膜间相互作用((b)和(c)). 大量的阳性颗粒分布在细胞核质, 但在核仁未见明显分布(白色三角箭头).  (b)为(a)中方框内局部放大 
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SDCV 不同程度地与核膜间存在相互作用(图 4). 另
外, 大量的、均一的阳性颗粒分布在细胞核质, 但在

核仁未见明显分布, 这些颗粒与SDCV的核心的大小

相差不大(图 4). 

3  讨论 
跨膜受体如何转位到细胞核的问题已经成为了

一个核信号转导的中心问题 [1,2,13]. 在本研究中, 根
据直接的形态学证据, 并参考前期的研究结果, 认为

跨膜受体TrkA转位到核的途径如下: 跨膜受体在细

胞表面内化后, 受体通过一系列膜泡转运, 在此过程

中受体被分选和浓缩到运输泡内, 最后通过小致密

核心泡与核膜间的作用进入细胞核内.  

3.1  跨膜受体 TrkA 的内化和运输 

通过免疫细胞化学着色, 发现了一系列从细胞

表面到细胞核的不同膜性结构. 比照一般的受体介

导的内吞作用 [15], 这些膜性结构依次为: 内吞膜结 
构, 如细胞表面的杯状小凹和靠近细胞质膜的环状

泡, 它们可能是有衣小凹和有衣小泡或无衣小泡; 而
细胞质中的运输泡包括: RLVs, LCVs 和SDCVs, 可
能是早期内体或晚期内体. 在这些膜性结构中, 核周

的LCVs 和 SDCVs以及它们间的相互关系至今未有

描述或定义. 含有pTrkA阳性颗粒的LCVs 出芽形成

靠近核的SDCV, 以及SDCV与核膜相互间的作用的证

据, 不但支持了细胞表面受体的内吞过程是受体核转

位通路中的关键事件, 而且表明了受体从细胞表面内

吞后, 能够通过膜泡运输的方式到达核膜表面.  

3.2  TrkA 在转运泡中的分选和处理 

在已有的报道 [1,2,13]中, 跨膜受体在内吞后到细

胞核的过程中, 内体中发生了什么生物学事件一直

未有定论. 本研究通过追踪TrkA在一系列膜性结构

中的变化, 提供了一些关于受体在相关膜性结构中

分选和处理的信息. 发现在环状泡上的环状分布的

受体, 在核周LCVs中却变成了一个或多个致密核心. 
因此, 我们认为一个动态过程应该是: (ⅰ) 环状泡间

相互融合或者与其他膜性结构融合形成LCVs, 在此

间, 受体从膜上被分选和转位到膜腔内; (ⅱ) 聚集在

腔中的受体被浓缩和移向LCVs的一侧而出芽形成核

周的SDCV; (ⅲ) 新生成的SDCVs向细胞核运送受体, 
从而为进一步为受体转位到核做准备.  

3.3  SDCV 与核膜的相互作用 

在本研究中, 一个非常重要的现象是: SDCVs 不
同程度的与核膜间的作用, 很有可能是通过融合的方

式作用. 此外, SDCV中的 pTrkA阳性核心与细胞核内

的阳性颗粒大小一致. 因此, 认为跨膜受体 TrkA 是通

过 SDCV 与核膜间的相互作用从 SDCV 中释放到细胞

核中去的.  
虽然我们提出的跨膜核转位通路中相关机制有

待于进一步的系统地研究, 但是该核转位通路与其

它受体的“逃离”模型有着本质的区别. 这个通路可以

作为一个通用的细胞膜表面受体核转位通路, 该途

径将为生物医药和生物技术提供很有前景的研究途径, 
如药物的靶向、基因治疗、基因工程和病毒的感染等.  
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