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热激信号转导中的钙- 钙调素途径
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� � 摘要 :大量证据证明钙- 钙调素( Ca2+�CaM )信号系统参与植物的热激信号转导。用激光共聚焦扫描显微镜研究

小麦胞内 Ca2+ 浓度的变化, 37 � 热激可引起小麦胞内自由 Ca2+ 浓度的迅速提高。在 Ca2+ 存在条件下,热激也引起

小麦 CaM 基因 CaM1- 2 的表达及细胞内 CaM 蛋白含量的提高。用 CaCl2 处理小麦幼苗明显提高小麦热激基因

hsp26 和 hsp70 的表达和热激蛋白的合成, 而 Ca2+ 的螯合剂EGTA, Ca2+ 通道阻断剂异博定和 LaCl3、CaM 抑制剂W7、

T FP 和CPZ 明显降低了热激基因 hsp26 和 hsp70 的表达和热激蛋白的合成。EGTA、易博定、T FP 或 CPZ 的处理也阻

止小麦耐热性的获得。小麦 CaM 基因与热激基因的表达动力学研究表明 CaM 位于热激信号转导的上游,而 Ca2+ 是

热激启动的胞内关键因子。凝胶阻滞分析提出 Ca2+�CaM 在热激信号转导中的作用是通过激活热激转录因子的

DNA结合活性来实现的。提出在植物细胞内存在一条新的热激信号转导途径: 钙- 钙调素途径。
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Ca
2+ �CaM Pathway of Heat Shock Signal Transduction

ZHOU Ren�gang
( Inst itute of Genet ics and Physiology, Hebei Academy of

Ag riculture and Forestry Sciences, Shijiazhuang 050051, China)

Abstract: Laboratory studies by the author show ed the involvement of calcium and calcium�activated
calmodulin ( Ca2+ �CaM ) in heat shock ( HS) signal transduction. U sing Fluo�3/ AM and Laser Scanning Confo�
cal M icroscopy, it w as found that the increase of int racellular free calcium ion concentrat ion started w ithin 1 m in

after a 37 � HS in wheat . The levels of CaM mRNA and protein increased during HS at 37 � in the presence

of Ca2+ . The expression of hsp26 and hsp70 genes, synthesis of heat shock proteins were up�regulated by addi�
t ion of CaCl2, and down�regulated by the Ca2+ chelator EGTA, the Ca2+ channel blockers LaCl3 and verapamil,

or the CaM antagonists W7, CPZ and TFP. T he acquired thermotolerance developed by HS at 37 � was elimi�
nated by treatment w ith EGTA, verapamil, CPZ and TFP. The temporal expression of the CaM 1- 2 gene, and

the hsp26 and hsp70 genes, demonst rated that CaM is located upstream in HS signal t ransduct ion, and Ca2+ is

the key factor turning on HS signal t ransduct ion pathw ay. The results obtained by gel mobility shift assay

demonst rated that Ca2+ �CaM is involved in HS signal transduction by regulat ing DNA�binding activity of HS

transcript ion factor. Based on above findings, a new pathw ay, Ca
2+ �CaM pathw ay of HS signal t ransduct ion,

w as proposed.

Key words:Calcium ion; Calmodulin; Heat shock proteins; Heat shock transcript ion factor; Signal t rans�
duction

� � 近年来,细胞信号转导的研究已成为生命科学 中最前沿的研究领域之一,环境刺激的信号转导是
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植物信号转导研究的一个重要部分,它主要研究环

境刺激对生物体细胞基因表达的调控以及调控这一

过程的分子途径。植物对逆境因素胁迫的反应是一

个多基因控制的复杂过程, 植物抗逆性的研究不是

搞清楚一两个蛋白或基因能解决的,而研究植物抗

逆调控基因或植物信号转导途径将更有意义。

热激能诱导生物产生热激蛋白( Heat shock pro�
teins, Hsps) , 并使生物获得耐热性, 这个现象已在

几乎所有被研究过的生物中证实了。但生物机体如

何感受并传导热激信号, 即热激信号通过什么途径

激活热激蛋白基因的表达、引起热激蛋白的合成并

诱导耐热性的机理还不完全清楚。近些年发现, 热

激基因的表达能够被一些信号转导物所调节,例如:

胞内 pH 值、3�, 5�- 环腺苷酸( cAMP)、Ca2+ 、钙调

素( Calmodulin, CaM )、1, 4, 5- 三磷酸肌醇( IP3 )、

蛋白激酶和蛋白磷酸酶等。本文根据我们实验室的

研究工作结合国内外的研究动态讨论 Ca2+ �CaM 参
与的热激信号转导。

1 � Ca2+ �CaM 信号系统位于热激信号
转导的上游

� � Ca2+ 是目前植物细胞中被证实的主要胞内信
使,许多环境胁迫如干旱和盐胁迫、低温、氧化胁迫

及机械伤害均可引起细胞内游离 Ca2+ 浓度的增加。

CaM 是植物细胞中 Ca2+ 最重要的多功能受体蛋白,

是Ca
2+
参与的信号转导途径中的重要成员。近年

来已证实 Ca2+ �CaM 信号转导系统在植物对环境信
号的感受、转导、响应过程中起重要作用。许多环境

刺激信号像光、风、触摸、冷激和机械刺激都能诱导

CaM 或 CaM 相关基因的表达。

热激诱导细胞内 Ca2+ 浓度的增加已有报道: 热

激能引起果蝇、中国仓鼠、HeLa细胞中胞质 Ca2+ 浓

度的提高
[ 1, 2]

。在植物方面的研究结果也证明这一

点, Biyaseheva等[ 3]测定到热激能使豌豆叶原生质

体胞质自由 Ca2+ 浓度增加 4倍; Gong 等[ 4]用能表

达水母发光蛋白的转基因烟草为材料, 发现热激时

胞质中 Ca2+ 水平迅速而短暂地升高。热激既动员

质外体中的钙向胞质中流动又可动员胞内钙库内质

网中的钙向胞质中流动。热激在使植物细胞质

Ca
2+
浓度升高的同时, 也使细胞中 CaM 浓度升高。

玉米幼苗在热激时细胞中 CaM 蛋白含量有明显提

高,并且这种提高是依赖 Ca2+ 的[ 5]。

最近我们实验室用荧光染料 Fluo- 3/ AM 染色

小麦叶鞘组织细胞, 在激光共聚焦扫描显微镜观察

小麦细胞内自由钙离子浓度( [ Ca
2+
] i )的变化。结

果表明 37 � 热激可引起小麦细胞质[ Ca2+ ] i 的迅

速提高, 热激时[ Ca2+ ] i 变化的时间动力学研究显

示热激后 1 min 内细胞内 [ Ca2+ ] i 就明显升高, 4

min时达到最高值,此时细胞内[ Ca
2+
] i 是未热激时

的 3倍。胞内[ Ca
2+
] i 的提高引起胞内 CaM 基因

的表达和 CaM 蛋白浓度的增加, 以小麦 CaM 基因

CaM 1- 2为探针的 Northern分析结果表明, CaM1

- 2是组成型表达的, 在非热激温度时有基础的表

达水平, 37 � 热激 10 min即可引起 CaM 1- 2表达

的提高, 20 min 达到最大值, 热激 1 h 它的 mRNA

值又回到基础的表达水平。小麦幼苗中 CaM 蛋白

含量检测表明:水处理的小麦细胞中 CaM 的浓度随

着热激时间的延长而提高, 90 min 达到最高值, 是

未经热激的 2倍, 90 m in 以后, 细胞内 CaM 含量又

逐渐降低。用 CaCl2预处理的小麦幼苗热激后 CaM

含量有更大幅度提高, 热激 90 min 时细胞内 CaM

的含量是未经热激的 3倍, 而Ca2+ 螯合剂 EGTA处

理的幼苗中 CaM 浓度无明显增加。证明小麦热激

过程也伴随着 CaM 的积累, 而且这种积累是依赖

Ca
2+
的。热激引起细胞内[ Ca

2+
] i 的快速上升说明

[ Ca2+ ] i 的变化是热激信号转导过程中非常早期的

一步, 在热激反应的早期 CaM 基因的表达及其对

Ca
2+
的依赖, 进一步表明 Ca

2+ �CaM 信号系统位于
热激信号转导的上游。如果在非热激温度 22 � 时,

用不同浓度的 CaCl2 溶液处理小麦幼苗, 能提高小

麦 CaM 基因 CaM 1- 2 的表达,而 MgCl2 处理不能

影响 CaM1- 2 基因的表达。这表明 Ca
2+
在促进

CaM 基因表达方面的作用是特异的,它能代替热激

诱导 CaM 基因的表达
[ 6]
。

2 � 热激信号转导的下游事件 :热激基

因表达的调控

� � 国际上热激信号转导研究当前的热点是热激基

因表达的调控即热激信号转导的下游事件
[ 7, 8]

。真

核生物中,有一种转录调节因子在热激条件下可以

激活热激基因的表达, 被称为热激转录因子 ( heat

shock transcript ion factor, HSF)。在热激基因中,启

动子中有一小段特异的 DNA 识别序列 ( 5�-

nGAAnnTT CnnGAAn- 3�) ,是 HSF 的结合位点,称

为热激元件 ( Heat shock element , HSE ) , 热激时
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HSF 被激活并与 HSE结合,启动热激基因的表达。

因此热激诱导的热激基因表达是由 HSF 参与的,

HSF 的活性调节是热激基因表达转录调节的中心

机制。

细胞中HSF 存在无活性的单体及具有 DNA 结

合活性的同源三聚体二种形式,而 HSF 的三聚化是

HSF 活化的必要条件, 在非热激条件下, HSF 在细

胞中是以钝化的单体形式存在, 热激引起细胞中的

HSF 由无转录活性的单体向能与 HSE 结合的活性

三聚体转化, 进而诱导热激基因的表达, 热激恢复

时, HSF 的活性三聚体又解聚为无活性的单体形

式[ 9, 10]。HSF 的核转位是激活 HSF 活性的一个环

节,在 HeLa细胞和番茄中的研究都表明,在正常条

件时, HSF 分散在细胞质和细胞核中, 热激引起

HSF 向核内的迅速集中形成大的核颗粒。热激恢

复时, 颗粒消散, 部分 HSF 又分散到细胞质

中[ 11, 12]。HSF 的活性也受磷酸化和脱磷酸化的调

节, HSF 的磷酸化是它活性的一个主要的翻译后调

节机制。HSF 的磷酸化不是简便地用于激活或关

闭它的活性,一个复杂的多位点磷酸化来调节 HSF

的活性, HSF 的磷酸化也有组成型和诱导型二

种[ 13, 14]。热激基因的表达也受热激蛋白自身的反

馈抑制,在多种真核生物包括植物拟南芥中已发现

热激蛋白 70(Hsp70)在热激反应的自动调节中起重

要作用,在热激后的细胞提取物中已检测到 Hsp70

与HSF 三聚体形成的复合物, 此外, 在细胞中也检

测到Hsp90与 HSF 三聚体的复合物, H sp90也可能

参与了热激反应的调节。也有实验表明, 多伴侣复

合体(Hsp70、Hsp90和 Hdj1)一起作为 HSF 的负调

节物
[ 15~ 21]

。

以上是热激信号转导的上游和下游事件, 但是

关于 Ca2+ �CaM 对热激蛋白基因表达的调控, 即热

激信号转导中的上游与下游事件之间的联系研究目

前几乎是空白。

3 � 钙- 钙调素参与热激信号转导

我们实验室主要研究热激信号转导中的 Ca2+

- CaM 信号系统的上游事件与热激基因表达的下

游事件之间的联系, 从不同水平(基因的表达、蛋白

质的合成及其功能)为 Ca2+ �CaM 参与热激信号转
导提供证据。

3�1 � Ca2+ �CaM信号系统与热激基因表达
RNA杂交实验表明, 37 � 的热激明显提高了小

麦幼苗热激基因 hsp26和 hsp70的表达, 10 mmol/ L

CaCl2的处理更促进了 hsp26和 hsp70的表达, 而 5

mmol/ L Ca2+ 螯合剂 EGTA 处理则降低了它们的

表达, Ca2+ 通道阻断剂异博定和 LaCl3 也抑制了

hsp26 的表达。CaM 拮抗剂 W7 和氯丙嗪( Chlor�
promazine, CPZ)的处理也都降低了 hsp26 和 hsp70

的 mRNAs 水平。对照实验表明, 药物本身并不影

响 hsp26和 hsp70的表达。这些药物在热激时影响

热激蛋白基因的表达, 说明 Ca2+ 和 CaM 参与热激

基因的表达[ 22]。此外在非热激温度 22 � 下, 外源

CaCl2 溶液处理小麦幼苗不仅能提高小麦 CaM 基因

CaM 1- 2的表达, 也引起热激蛋白基因 hsp26表达

的明显增加, 而 MgCl2处理不增加 hsp26 基因的表

达。这表明 Ca2+ 能代替热激诱导热激基因的表达。

3�2� Ca2+ �CaM信号系统涉及热激基因表达的体
内( in vivo)证据

用转HSP18�2 启动子/ GUS 基因(一种报告基

因)的转基因拟南芥为材料, 经处理后测定 GUS( �

- 葡萄糖苷酸酶)的活性。在热激时( 37 � )加入一

定量的 CaCl2 处理能促进转基因拟南芥中 GUS 的

表达,在正常生长条件下( 22 � )用 CaCl2处理, 也能

启动 GUS的表达。而 Ca2+ 螯合剂 EGTA、Ca2+ 通

道阻断剂异博定和 LaCl3 都能明显抑制热激时GUS

的活性且有剂量依赖性。W7 是一种专一的 CaM

拮抗剂,不同浓度W7处理使 GU S在热激时的表达

量下降, 且随W7浓度的增加抑制程度增加, 另外两

种 CaM 拮抗剂三氟拉嗪 ( T rif luoperazine, T FP) 和

CPZ也同样抑制热激时 GUS 的表达。这些体内实

验结果也为 Ca2+ 和 CaM 参与了热激蛋白基因的表

达提供了更有力证据。

3�3 � Ca2+ �CaM信号系统与热激蛋白诱导合成
Kuznetsov 等[ 23]结果显示, 在热激诱导甜菜细

胞内自由 Ca
2+
浓度增加的同时,也诱导热激蛋白的

合成和耐热性的获得。我们实验室以小麦为实验材

料表明 Ca
2+
和 CaM 在小麦热激蛋白的诱导合成及

耐热性获得方面的作用。

小麦幼苗在 37 � 热激并用35
S- 蛋氨酸标记,

以诱导热激蛋白的合成。放射自显影照片显示, 与

对照相比, 37 � 的热激诱导热激蛋白的合成, 其中

合成量较大的热激蛋白的分子量分别为 80, 70 和

15~ 17 kD。CaCl2 处理明显提高了热激蛋白的合

成,特别是 90 kD和 26~ 28 kD热激蛋白合成的增

加。5 mmol/ L EGTA 处理明显降低了热激蛋白的

合成量。50 �mol/ L CPZ 和 25 �mol/ L TFP 处理也
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减少了热激蛋白的合成。在 Ca2+ 存在时, 热激蛋白

的合成提高, 而 Ca
2+
螯合剂或 CaM 拮抗剂的处理

都抑制热激蛋白的合成, 表明 Ca2+ 和 CaM 参与了

热激蛋白的诱导合成[ 24]。

3�4 � Ca2+ �CaM信号系统与热激诱导的小麦幼苗
耐热性获得

用红四氮唑 ( triphenyl tet razolium chloride,

T TC)法测定小麦幼苗生活力作为小麦幼苗耐热性

的研究指标。未经热激的幼苗在 50 � 处理 40 min

后,生活力下降 90%, 而经热激的幼苗同样处理后,

仍能保持一定的生活力, 仅下降 40% ,表明热激引

起小麦幼苗耐热性的提高。分别用 5 mmol/ L EG�
TA 或 0�5 mmol/ L 易博定预处理的幼苗经37 � 热
激后又在 50 � 水浴处理 40 min后, 生活力分别下

降 80%或 90% ,接近未经热激的小麦。这些结果表

明EGTA 和易博定的预处理阻止了由热激引起的

耐热性的提高。10 mmol/ L CaCl2 的预处理比水处

理的幼苗耐热性略有提高。用 50 �mol/ L CPZ 及

25 �mol/ L TFP 预处理的小麦幼苗在 50 � 高温处

理 40 min后,生活力分别下降了 70%和 80% ,接近

了未经热激的幼苗。用膜的伤害度表示的细胞膜稳

定性作为小麦幼苗耐热性的指标与上面相同, EG�
TA、易博定、CPZ 和 TFP的预处理提高了膜的伤害

度,降低了膜稳定性。以上数据可以表明 Ca2+ 和

CaM 参与热激诱导的耐热性的获得[ 24]。

4 � 在 37 � 热激时,钙调素基因 CaM1

- 2、热激基因 hsp26 和 hsp70的表达

动力学

� � 为了确定 Ca2+ 和 CaM 在热激信号转导中的作

用位置,我们进行了 CaM 基因和热激基因的时间表

达比较研究。小麦 CaM 基因 CaM 1- 2 在 22 � 下

有低水平的基础表达, 37 � 热激 10 min 即引起

CaM1- 2表达的提高, 20 min达到最大值, 热激 1 h

它的 mRNA值又回到基础的表达水平。而热激基

因hsp26在 22 � 下不表达, 37 � 热激 10 min不能

引起 hsp26的表达, 热激 20 m in 后才有少量表达,

以后 hsp26的 mRNA 量随着热激时间的延长而增

加。hsp70 与 hsp26 有同样的表达程序, 热激 20

min后才表现表达水平的增加。小麦钙调素基因

CaM1- 2在热激10 min时表达明显增加,而热激基

因hsp26、hsp70 在热激 20 min 后才表现表达量的

增加, 这时间表达的先后进一步为 CaM 位于热激信

号转导的上游提供实验证据。

如果将小麦幼苗在 37 � 下热激后, 再在 22 �
下恢复一段时间, 热激基因 hsp26 的表达表明仅 5

min的热激, 然后在 22 � 下恢复一段时间, 即可诱

导热激基因 hsp26的表达。说明 hsp26基因的转录

并不需要持续 20 m in 的热激, 较短时间的热激 ( 5

min)就能启动细胞内某一关键因子, 随后引起一系

列生理生化反应(这一系列生理生化反应在恢复温

度 22 � 下即可进行) ,到 20 min后才导致热激基因

的转录。前面提到热激引起细胞内 Ca2+ 浓度的迅

速升高( 1 min 之内) ,我们提出 Ca2+ 可能是启动热

激反应的胞内关键因子[ 6]

5 � 钙、钙调素对热激转录因子 (HSF)

的 DNA 结合活性的调节

� � 早在 1990 年 Mosser 等[ 25]发现 Ca2+ 能激活

HeLa细胞中HSF 的与HSE 的结合活性, 我们实验

室的工作在多种植物中证明了不仅 Ca2+ 而且 CaM

都能提高HSF 的 DNA结合活性。

5�1 � Ca2+ 对 HSF的 DNA结合活性的激活作用

用玉米幼苗提取全细胞提取液进行凝胶阻滞分

析结果显示 44 � 热激提高HSF 的 DNA 结合活性,

但如向全细胞提取液中加入 5 mmol/ L EGTA, 能明

显降低HSF 的 DNA 结合活性。而回加 1 mmol/ L

和 5 mmol/ L CaCl2 能明显恢复 HSF 的 DNA 结合

活性。在非热激温度 22 � 时,向全细胞提取液中直

接加入 1 mmol/ L 和 10 mmol/ L CaCl2 均可激活

HSF 的 DNA 结合活性,其中 1 mmol/ L CaCl2 的作

用最显著。而相同浓度的 MgCl2 无此作用。表明

Ca
2+
对 HSF 激活的功能是特异的,可代替热激激活

HSF 的 DNA结合活性。

5�2 � CaM 对 HSF 的 DNA 结合活性的影响

在 44 � 热激条件下, 以 CaM 专一拮抗剂 W7

处理全细胞提取液, 150和 200 �mol/ L W7有较明

显的抑制作用, 而一种W7的结构类似物 W5无明

显的作用,另一种 CaM 拮抗剂 CPZ 也抑制 HSF 的

活性。进一步的实验表明,如向全细胞提取液中加

入不同稀释倍数( 1�200, 1�100, 1�50)的 CaM 抗血

清,可抑制 HSF 的 DNA 结合活性。CaM 抗血清浓

度越大, 抑制作用越强, 1�50 的 CaM 抗血清几乎完

全抑制了HSF 的 DNA 结合活性。如果在加入 1�

50的 CaM 抗血清后再回加 10- 8或 10- 7 mol/ L 的

CaM ,则可恢复 HSF 的活性, 这实验为 CaM 激活
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HSF 的 DNA结合活性提供直接证据。随后的证据

是在非热激温度 ( 27 � )或热激温度 ( 44 � )下, 向

玉米全细胞提取液中直接加入不同浓度的 CaM 均

能促进 HSF 的活性。而以同样浓度梯度的 BSA 处

理对HSF 的活性无明显的促进作用。进一步证明

了 CaM 可以激活 HSF 的 DNA 结合活性。在小麦、

番茄中也有同样的激活作用[ 26] ,说明 CaM 对 HSF

的激活作用在植物中具有普遍意义。基于这些结果

结合前面的研究工作, 我们认为 CaM 在热激信号

转导中的作用是通过激活 HSF 的 DNA结合活性来

实现的。

6 � 讨论

以生物素标记的 CaM, 用凝胶覆盖技术检测发

现玉米细胞质 Hsp70在 1 mmol/ L Ca2+ 存在下能与

CaM 结合。用 5 mmol/ L 的 EGTA代替 Ca
2+
,不能

获得Hsp70与 CaM 的结合带。竞争性酶学实验表

明Hsp70能抑制 CaM 依赖的 NAD激酶的活性, 进

一步证明Hsp70与 CaM 的结合,并且这种结合是依

赖 Ca
2+
的

[ 27]
。我们还证明了玉米细胞质 Hsp70分

子中, 261- 281 位置的氨基酸序列为 CaM 结合区

域[ 28]。Hsp70是热激反应的负调节剂,它能与 CaM

结合是我们研究 Ca
2+ �CaM 参与热激信号转导的依

据。

热激信号转导主要研究热刺激对生物体细胞基

因表达的调控以及调控这一过程的分子途径, 这过

程涉及到蛋白与蛋白分子间的相互作用及转录后修

饰等多个环节, 因此可能存在几种不同的信号转导

途径交互或协同作用, 形成一个精确的信号转导系

统。此前已有人提出一些关于热激信号转导途径的

假说, Ananthan [ 29]在 1986 年提出胁迫变性蛋白的

积累可能是诱导热激基因表达的信号, 变性蛋白通

过与热激蛋白 70( Hsp70)结合引起 Hsp70- HSF 复

合体释放 HSF。Mosser
[ 25]
提出 Ca

2+
及其他一些生

化条件引起蛋白质构型改变而激活 HSF。热激诱

导的膜流动性改变也可能代表感受热信号的位点,

细胞膜可能通过细胞骨架、Ca2+ 流及钙依赖的蛋白

激酶( CDPK)传递信息并活化促分裂原活化蛋白激

酶( MAPK)而激活 HSF [ 30, 31]。这里根据我们的实

验结果,提出在植物细胞内还存在一条新的热激信

号转导途径: 钙- 钙调素途径
[ 6]
。在 HeLa 细胞内

发现, 由一种 Ca2+ / CaM 依赖的蛋白激酶 ( CaMK

�)引起的 HSF 分子调节域中丝氨酸 230的磷酸化

能激活HSF 的转录活性[ 14] ,他们的结果为我们提出

的热激信号转导的钙- 钙调素途径提供有力支持。

CaM 如何调节热激转录因子活性? 这是我们

下一步要进行的工作。途径可能有 2 条, 其一是

CaM 通过影响胞内 Ca2+ / CaM 依赖的蛋白激酶或

蛋白磷酸酶的活性来调节HSF 的磷酸化状态, 从而

达到HSF 的活化。其二是 CaM 通过与 Hsp70 的结

合调节HSF 的活性状态:热激引起的胞内 Ca
2+
浓

度的提高促进了 CaM 与 Hsp70的结合, 使 HSF 从

与 Hsp70的结合状态中释放出来三聚化而激活,随

着 Hsp70的积累和胞内 CaM 浓度的下降, H sp70再

与 HSF 结合造成 HSF 的活性的抑制。这里可能是

1条途径,也可能是 2条途径同时存在。CaM 作用

途径的工作正在进行。CaM 的作用途径研究对阐

明植物热激信号转导分子传递链有重要意义,植物

热激信号转导分子传递链的确定为进一步发现调节

热激基因的表达及作物耐热性的关键基因提供线

索。
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