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皮层蛋白和 A rP 2 3 蛋白复合物在文昌鱼

原肠期胚胎表达图式的分析
’

喻 丹 张培军

(中国科学院海洋研究所
,

青岛 26 60 71 )

脊椎动物胚胎发育过程中
,

经卵裂和囊胚期积累了一定数量的细胞后
,

在原肠期开

始出现明显的细胞运动
,

囊胚表层的细胞通过一个称为组织者 (S ep m an
n

an d M o
gn al d

’
s

o gr an iz e r) 的结构进人胚胎的内部
,

经过内陷
、

内卷
、

汇聚
、

延伸等一系列细胞运动
,

按

照既定的方向迁移到达 目的地
,

参与构建各个胚层
,

这一过程称为形态发生运动
。

形态

发生运动是脊椎动物胚胎发育必不可少的重要步骤
,

在这一过程中
,

特定的单个细胞或

成群细胞的定向迁移
,

对于三个胚层 (外胚层
、

中胚层
、

内胚层 )
,

以及由这些胚层所产

生的特定组织器官的发育与分化
,

具有决定性影响
。

从发育进化角度讲
,

作为脊椎动物与无脊椎动物过渡类型
,

一个世纪以来
,

文昌鱼

一直是发育学研究的重要模式生物
。

其中最重要的发现之一是童第周等做出的关于文昌

鱼胚胎调整性的研究 (uT gn
。 t al

. ,

19 58
,

19 60
,

19 65), 他们利用卵裂球的分离和配合实验

证明了文昌鱼胚胎在发育过程中具有调整能力
,

各部分有明显的相互作用
。

但关于文昌

鱼形态发生运动的研究仅限于形态描述 ( C o n kl i n
,

1 9 3 2 ; H iakr
o w e t a l

. ,

19 9 1 )
,

对于文

昌鱼形态发生过程中细胞运动机制依然缺乏深入了解
。

细胞前导缘处发生的肌动蛋白纤丝聚合和分枝是细胞运动的主要驱动力洲og i l l l e r ,

199 6)
,

体外培养细胞的实验证据表明
,

皮层蛋白和 A rp 刀3 复合物能够直接调节微丝的聚合

和组织
,

而在细胞运动中扮演重要的角色
。

在运动的细胞中
,

这两类蛋白集中分布于肌动蛋

白动态变化活跃的细胞前导缘处 (W以刃
,

2XX( ) )
。

vS i kt i n a

缴 19 99) 最早提出 A pr 23/ 复合物提争
一

种在物种间高度保守的蛋白质复合体
,

它是起始肌动蛋白纤丝聚合的肌动蛋白成核化过程的

主要调节者(S vi 面n a et .al
,

1999 ;) U

~ 等《2叨 1)的研究证明微丝肌动蛋白结合蛋白一皮层蛋

白
,

对 A甲 2乃复合物也有很高的亲和性
,

它通过介导 A pr 23/ 复合物与微丝肌动蛋白的结合而

进一步活化了 A甲2 13
,

在有皮层蛋白存在的条件下
,

使 A」p功 复合物的成核作用
,

以及微丝

肌动蛋白聚合作用和分枝的形成效率提高 20
一
30 你 Uur n o et .al

,

2X() l)
。

目前
,

关于细胞运动

*
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的分子机制已初步达成共识
,

即皮层蛋白通过结合微丝和 A rp功 复合物
,

激活 A rp Z乃 复合

物的核化功能
,

促进细胞前导缘处的微丝发生组装和形成分枝
,

驱动了细胞运动的发生
。

作者利用整装胚胎免疫染色的方法
,

检测了 A rp Z3/ 复合物及皮层蛋白在文昌鱼原

肠期胚胎的表达图式
,

证明了皮层蛋白和 A rp Z13 复合物在文昌鱼原肠化运动中的功能
,

以期进一步研究文昌鱼形态发生运动的分子机制及其进化意义
。

结果表明皮层蛋白和 A rp Z13 复合物在文昌鱼原肠胚期共分布
,

共同介导了内陷运

动的发生
,

实验还发现皮层蛋白和 A rp 23/ 的表达仅限于中内胚层
,

外胚层始终未见到

阳性染色
,

这表明原肠作用中细胞的主动运动仅发生在中内胚层细胞中
,

皮层蛋白和

A rp 扔 复合物是文昌鱼原肠作用中细胞运动所必须的
。

实验材料与方法

,
.

胚胎材料的获得

本实验采用以青岛文昌鱼 B ar n c h i o s ot m a b e le h e r i st in g at o e n s e (几 h an g e t a z
. ,

19 3 6 )

胚胎作为实验材料
,

于 200 1年 6 月中旬至 7 月中旬文昌鱼产卵季节
,

从青岛近海采集性

成熟的文昌鱼在实验室内培养
,

在其合适的光照
、

营养和水温等条件下
,

文昌鱼在养殖

水缸中正常排卵
、

受精 (hT gn et al
. ,

19 5 8)
。

将受精卵置于 24
.

5℃的无菌过滤海水中培养
,

根据 H i烧改o w 等 l( 991 )所定的分期 (H i r a k o w et al
. ,

19 9 1)
,

到不同的发育时期取样
,

将胚

胎在固定液 (含 4%多聚甲醛的 0
.

l m o l M o p S pH 7
.

4
,

0
.

5 mo l N a e l
,

o
.

15m mo l阶认 溶

液 )中
,

4℃条件下固定 1Zh
。

用 P B s T 液 ( 2 0

mmo
l N护 0 ; b u

ffe
r ,

0
.

9% N a C I
,

0
.

1% T w e e n

2 0) 清洗
,

用镊子剥除卵膜
,

待整装胚胎免疫染色时使用
。

2
.

抗体

抗皮层蛋白的单克隆抗体和抗 A印3 的多克隆抗体 (标记 A r p Z乃蛋白复合物 )由美国

H of la n d 实验室 st ve en hZ an 教授惠赠
,

按 1: 5 0 00 的比例稀释使用
。

用碱性磷酸酶交

联的第二抗体 (购自华美生物技术有限公司 )按 1: 2 00 0 比例稀释
,

用于识别一抗
。

3
.

整装胚胎免疫杂交染色

选择固定后并去除卵膜的文昌鱼原肠期胚胎用 PB s T 冲洗
,

在封闭液 l( % B s A
,

0
.

1%

irT ot n x
一

100 的 BP s T, PH .7 4) 中处理 45而 n, 加人一抗
,

4℃保温孵育过夜后用 BP s T 冲

洗
,

随后加人二抗 (以 5 0 n u n o l irT
s p H .7 5 缓冲 )( T B S )T

,

室温条件下
,

置于摇床上以

300 rp m 孵育保温 hl
。

用 BT S T 液冲洗后
,

加人适量 N B T旧 C IP 溶液处理约 巧而
n
至产

生合适的染色
。

生色反应用含 5
~ .ol ED TA 的 BP S 溶液进行终止

,

样品在甘油中透明
,

封片
,

用 2沁15 5
显微镜观察

,

记录照相
,

在 A dob
e

hP ot os h叩 .6 0 中进行图像处理
。

二
、

结果与讨论

文昌鱼卵为均黄卵
,

进行完全卵裂后
,

胚胎发育形成一个由单层细胞构成的中空的

球状囊胚
。

H i r ak
o w 等 ( 19 91 )对文昌鱼胚胎原肠化过程的形态观察表明

,

在受精后发育



144 海 洋 科 学 集 刊

4 h
,

文昌鱼胚胎在植物极区域开始变得较为平坦
,

这标志着原肠期的开始
,

随后扁平化

的区域形成一个较浅的不规则的胚孔状凹陷
,

随着发育的进行
,

内陷进一步加深
,

范围

逐渐扩大
,

至原肠中期
,

胚胎呈杯状
,

随后胚胎沿前后轴伸长
,

胚孔缩小 ; 至原肠末期
,

囊胚腔消失
,

胚胎背侧变为扁平
,

整个胚胎呈一侧 (背侧 )较为扁平的椭圆型结构形状
。

作者认为
,

文昌鱼原肠化过程也是由大量细胞运动构成的
,

其整装抗体染色结果表明
:

,
.

皮层蛋白与 A甲 21 3复合物共分布
,

并介导了内陷运动的发生

皮层蛋白与 A印 213 复合物都是在进化中结构和功能高度保守的分子
,

因此可以利

用皮层蛋白和 A印 3 的抗体在文昌鱼胚胎中进行皮层蛋白和 A印 2 13 复合物的免疫检测

(S vi 面
n .a

,

19 9 9)
。

由染色的区域上可看出 (图 1
,

图 2)
,

在同一时期的胚胎中
,

皮层蛋白

图 l 抗皮层蛋白抗体整装染色的文昌鱼原肠期胚胎

图 a 、
b
、 c 为胚胎植物极观

,

图 d
、 e 、

f 为分别对应于
a 、

b
、 c
图中的胚胎侧面观

。

图 a 、
d 为原肠初期

,

图 b
、 e
为中期原肠胚图

,

图 。 、
f 为晚期囊胚的染色结果

「 .

如
介
止烹当

￡二娜钾见哎靡下梦
「

一 泉

;

图 2 抗 AIP 3抗体的抗体整装染色的文昌鱼原肠期胚胎
图 a 、

b
、 。
为胚胎植物极观

,

图 d
、 。 、

f 为分别对应于
。 、

b
、 。 图中的胚胎侧面观

。

图 a 、
b

、 e
为原肠初期

,

图 。 、
f 为中期原肠胚

,

图 d
、

g 为晚期囊胚染色结果
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与 A印 213 复合物染色分布的区域相同
,

在不同的发育阶段二者染色图式的变化趋势亦

相同
,

这与在活体中的研究结果及体外培养细胞中的实验结果相吻合
,

U ur on 等 (2 00 1)

和 w ee d 等 (2 0 0 0) 在研究 N IH 3 T 3细胞运动过程中发现
,

皮层蛋白与 A甲23/ 复合物共分布
,

皮层蛋白与 A rp Z13 的相互作用不仅是细胞运动前导缘微丝肌动蛋白组装的必要条件而

且也是充分条件 (U ur on et .al
,

2 0 0 1; W ee d
,

2 0 0 0 )
。

在文昌鱼原肠胚细胞中
,

皮层蛋白和

A甲 2乃 复合物的分布图式证实其直接介导了这些细胞内陷运动的发生
。

2
.

皮层蛋白与 A rP Z 13 复合物只在发生内陷运动的中内胚层细胞
,

外胚层细胞没有

表达

作者的研究结果表明
,

在文昌鱼囊胚期晚期
,

皮层蛋白与 A rp 3 蛋白的染色最初以非

对称的形式出现在植物极附近的特定区域 (图 3)
。

首先被染色的这部分细胞位于已经扁

平化但尚未出现明显凹陷的植物极外侧
,

随后在原肠初期
,

与最先内陷的细胞相对的一

列细胞也被染色
,

其形状大而圆
,

相互之间结合较为松散
。

H i r ak o w 等人 (1 9 91 )在用电

镜研究同一时期的胚胎时
,

也观察到了一些独特细胞
,

他们根据其形态上的特征推测这

些细胞可能最早发生内陷
。

本研究中
,

A rp 1Z 3 复合物和皮层蛋白在这群细胞上的特异性

染色证明了这些细胞的确最早发生了内陷运动
。

在随后的原肠作用过程中
,

从胚胎植物

极角度观察
,

染色的区域逐渐向两侧扩展
,

到原肠中期
,

整个发生内陷的边缘区域均被

染色 (图 l b
、

c
,

图 b2
、 c 、

d) 而位于胚胎最外侧的外胚层细胞始终没有观察到染色的出

现
,

这一结果在侧面观的一组胚胎中(图 ld
、 e 、

f
,

图 e2
、

f
、

g) 更为明显
。

这表明文昌

鱼胚胎原肠作用过程中
,

细胞的主动运动只发生在内陷进人胚胎内部的中内胚层细胞
,

而外胚层细胞不参与主动运动
,

由此可初步得出结论
,

文昌鱼形态发生运动是中内胚层

细胞主动运动的过程
,

胚胎胚层的形成和在原肠期胚胎形状的改变很大程度上是由中内

胚层细胞的内陷运动驱动的
。

图 3 皮层蛋白和 A印 23/ 复合物在原肠期起始时的染色结果

作者在研究中还发现
,

文昌鱼原肠化过程中
,

中内胚层与外胚层交界处的皮层蛋白

和 A rp 功 复合物染色一直较弱
,

作者推测
,

这部分细胞进行着活跃的有丝分裂
,

而进

行有丝分裂的细胞内部的肌动蛋白往往处于解聚状态
,

不能形成含丰富的分枝的微丝肌

动蛋白
,

这可能就是这个区域染色较弱的原因
。

C 。班山 n ( 19 32) 在研究文昌鱼胚胎发育过

程中也证实了这一点
。
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3
.

关于文昌鱼
“

组织者
”
的探讨

组织者的概念是 1 94 2年由 Sp ema nn等提出的 ( s Pm ea nn
,

19 38)
,

尽管这一理论中

对于胚胎诱导现象的解释在当时引起了很大争论
,

但是
,

近半个世纪以来
,

越来越多

的实验胚胎学证据
,

均证实了这一理论
,

即组织者的确具有组织体轴形成的能力
。

现

代胚胎学对组织者的定义包括三个方面
: ①起始并组织形态发生运动 ; ②诱导能力 ;

③自身的分化能力 ( G i lb e rt
,

20() 1)
。

童第周等 ( 19 62 )在对文昌鱼胚胎神经诱导现象的研究中
,

发现将早期原肠的胚孔唇

取相对的两片
,

切掉胚孔唇的外层
,

只将剩下的内陷部分分别移植到同一时期的两个胚

胎的囊胚腔内
,

结果有 114 的例子中形成第二个体轴即诱导产生了第二条脊索
,

并在脊

索的背侧诱导出神经管
,

两侧产生肌节
。

这一移植实验表明文昌鱼的某一侧的胚孔唇具

有分化为脊索并诱导产生第二体轴的能力
。

在本实验中
,

本文作者发现在晚期囊胚至早期原肠期
,

富含皮层蛋白和 A rp 1Z 3 复

合物的细胞并不在植物极的中心而是在植物极附近特定的一侧出现
,

很可能是内陷运动

是由这部分细胞起始的
,

而这部分细胞所在的位置
,

对应于童第周等的移植实验中同一

时期胚胎的胚孔唇的位置
。

文昌鱼早期原肠胚从形态上很难区分背唇
、

腹唇或侧唇
,

因

此胚孔唇的移植实验中随机切割
、

移植后诱导出现第二体轴的几率应该是 14/
。

本研究中在囊胚晚期最早出现染色的这些细胞
,

标志着最早发生内陷中胚层细胞
,

由于它们在移植后能诱导产生第二个体轴
,

而且它们是最早发生内陷并引起了原肠运动

的发生
,

因此可以推测这部分染色细胞可能就是文昌鱼原肠作用过程中类似组织者的结

构
。

众多在脊椎动物
“

组织者
”

表达的基因
,

如 wn
t l l

、

oG os ec io d
、

B ar cn he yr 等
,

在

文昌鱼中也发现了这些基因的序列同源物 (cS hu bert et al
. ,

20() 0 ; N e id e rt et al
. ,

2X(j 0 )
,

这些
“

组织者
”

基因在文昌鱼胚胎发育过程中
,

最早的表达区域也是位于原肠胚胚孔唇

的一侧
,

作者认为
,

如果能够进一步证明这些基因在背唇特异表达区域与本实验中的染

色区域的关系
,

将为文昌鱼组织者结构的存在提供更为有力的证据
。
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