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斑马鱼中囊胚过渡调控机制

郑福军 l，贾方钧，李逸平*

( 中国科学院生物化学与细胞生物学研究所，上海 200031 )

摘 要: 斑马鱼中囊胚过渡(MBT)始于受精卵的第 10 次卵裂， 此时亦伴有细胞周期延长，分

裂同步性丧失，合子型基因开始转录活化， 胚胎细胞开始具备运动迁移能力等现象。 斑马鱼MBT

的发生依赖于胚胎细胞的核质比 ， 胚胎细胞周期中的 G1 时相则只有在合子型基因组开始被转录活
化后才能出现。 细胞周期检验，点的激活可能也是受转录调拉的 ， 但中期检验点对DNA复制抑制状

态的响应不仅在MBT前后 、 甚至在MBT前的不同 阶段也可能有具体作用途径的差异。 :舌化的 P38

蛋白在胚胎中的不对称分布是维持卵裂阶段细胞分裂同步性的关键因素 。 尽管大规模的合子型基

因的表达发生在 MBT开始后 ， 也有少数与胚层分化有关的合子型基因是在 MBT前表达的 ， 还有

一些既有母型表达也有合子型表达的基因在MBT前后分别参与不同的信号途径来调控胚胎的发育

与分化。
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有性生殖的生物个体在受精卵形成后 ， 首先进

入快速的、 同步化的卵裂阶段， 这一期间的细胞行

为受母型因子的调控，而合子型基因组在此期间基本

保持沉默。 进一步的发育需要合子型基因的适时表

达，因此合子型基因组渐被激活，最终完全过渡到合子

型调控。 合子型基因组激活(zygotic genome activation , 

ZGA)的过程与中囊胚过渡(mid-blastula transition , 

MBT )在时间上吻合，并且两者具有内在的联系 。

发生中囊胚过渡则意味着大批合子型基因得以转录

活化，细胞周期延长 ， G 1 相显现，胚胎细胞开始
具备运动迁移的能力 。 对于早胚发育的这个重要阶

段 ， 目前的知识还十分有限 。

由于斑马鱼世代周期短 、 产卵频次高、胚胎

体外发育易于观察，且与高等动物的基因序列具有

较强的同源性 。 所以斑马鱼作为模式生物被用于研

究高等动物的发育调控具有重要价值。 目 前对斑马

鱼胚胎发育的研究主要集中在胚胎发育的中晚期，

即胚层分化以及各组织器官的发育形成过程，而对

于更早期的胚胎发育阶段的研究也愈来愈引起人们

的重视， 并不断取得有价值的进展。 下面就近年来

斑马鱼中囊胚过渡(MBT)研究进展作一简要概述。

1 中囊胚过渡的启动

斑马鱼的卵子 自受精到完成第一次卵裂历时约

45 分钟 。 随后经历了同步而快速的细胞增殖 ， 每

一个细胞周期只有 15min 仅包含M 期和 S 期时相 。

直到第 9 次分裂时，少数细胞分裂的同步水平略有

降低:到第 10 次卵裂时 ， 多数细胞的分裂丧失了

同步化特征，细胞的周期延长，到第 13 次卵裂时

细胞周期的平均时间 已经比同步阶段延长了 3 倍以

上 。 而从第 2 次卵裂直到胚盘下包开始，细胞的有

丝分裂期(M 期)本身的长度稳定在 6-7min，显然周

期的延长源于间期的变化[11 0 Kane 等分析认为 ， 第

10 次卵裂同前期相比细胞周期的延长达到了统计学

意义上的显著差异，因此确定第 10 次卵裂是斑马鱼

中囊胚过渡的启始[11 。

从 MBT 开始，细胞周期的延长并非同时发生

在所有细胞， 不同细胞的周期长度逐步呈现差异 。

第 9 次卵裂时， 各个细胞的周期仅有微小差异;到

第 12 次卵裂时，胚胎某些细胞的周期己经延长了 2

倍 以 上 。

转录和细胞迁移也是在 MBT 阶段开始发生的 ，

这也是MBT阶段的关键特征。 在卵裂阶段把经过标
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记的 UTP注射到卵黄，检测标记物掺入总核酸的比

例，结果显示，在受精后 3 小时， 这个比值首次

高于背景值。 这个时间恰好相当于第 10 次卵裂，说

明转录的活化也是开始于第 10 次卵裂。 检测结果还

表明转录行为在随后的几个周期中持续增加 。 细胞

获得迁移能力的标记是形成伪足 。 伪足仅发生在问

期，使用标记染色对细胞谱系追踪观察，发现少数

细胞在第 11 次分裂的间期形成伪足， 多数细胞在第

12 次分裂的间期形成典型的伪足， 说明细胞迁移行

为恰好出现于 MBT 刚开始之后 。

哺乳动物(如小 鼠)ZGA 的发生可能受合子钟的

调控[2] ，较为低等的动物(如斑马鱼 、 爪瞻 、 果蝇

等)ZGA 的发生都与 MBT相吻合， 这些低等动物的

MBT期依赖于一定的核质比 。 人工诱导产生的斑马

鱼四倍体和单倍体胚胎首次出现细胞周期延长的时

间分别在第 8 次卵裂和第 1 1 次卵裂，证实了斑马鱼

MBT 发生同胚胎细胞核质比的依赖性。 MBT 阶段

胚胎细胞的周期发生了不同程度的延长， 此刻细胞

周期的时长与细胞体积直接相关 ， 表现出谱系传承

的特点，同一谱系的细胞具有相近的体积和周期时

长，较小体积的细胞的周期比较大体积细胞的周期

缓慢。由于此一阶段胚胎细胞的周期中不含有生长

阶段，因此细胞的体积是由其亲代细胞决定的， 尽

管如此，在 MBT 阶段，检测到同一个细胞产生的

两个子细胞的周期时长就存在差异 ， Kane 等认为这

种现象说明胚胎细胞在 MBT 阶段发生了不对称分

裂 。

2 转录活化与 细胞周期时相的关系
斑马鱼大量转录活动的启始与细胞周期延长的

发生时间是一致的，两者之间的联系仅仅是时间上

的巧合吗? Zamir等( 1997)首先分析了斑马鱼胚胎发

育早期细胞中的 DNA 含量 ， 发现在受精后 0-3h ，

约 113 的细胞的 DNA含量比静止状态的正常二倍体

细胞高 ， 2/3 的细胞的 DNA 含量相当于四倍体， 几

乎没有与静止状态的正常二倍体细胞DNA含量相当

的细胞， 这说明在 MBT 之前的细胞基本不存在 G1
相 : 在受精后 3.25h ，即 MBT 开始后，已经可以

检验到 DNA 含量为 2N 的细胞群，说明这时的胚胎

中己经存在具有 G1 相的细胞。 MBT 期细胞 DNA 含

量的分析还显示出， DNA 含量为 2N 的细胞群的比

例随进一步的发育逐步增大 。 另外，伴随 G 1 相的
出现 ， s 相的绝对时长显著增加，而 G2+M 相的时

长下降。 Zamir 等将转录抑制剂 actinomycin D 注射

到 2 细胞期等早期胚胎细胞， 发现MBT 阶段的胚胎

中不再出现含 G1 相的细胞， 但 actinomycin D 并不

影响 MBT 前卵裂阶段的细胞周期 ， 也不影响 MBT

阶段细胞 S 相的延长 ， 因此得出结论 : MBT 阶段

细胞 G 1 相的出现依赖于合子型转录的活化[3] 。

斑马鱼MBT发生与核质比的依赖关系暗示着卵

母细胞中积累了某些抑制因子， 卵裂导致核质比增

大而降低了这些抑制因子的细胞内滴度，为 MBT 的

发生创造了条件。 早期卵裂过程细胞转录活性的抑

制状态可能就是由于抑制因子的作用。 Zamir 等 向

早期卵裂细胞中注射过量的非特异性质粒 DNA ， 结

果检测到在 MBT 前的胚胎细胞中出现了 G1 相 ， 如

果把非特异性质粒DNA与 actinomycin D一同注射则

不会有提前出现 G 1 相的情况 ， 也就是说 G1 相的提
前出现是由于合子型转录活化引起的。另一方面，

非特异性质粒 DNA 的注射不影响 S 相的时长变化，

也说明 G1 相的提前出现只是特异性的受到合子型转
录活化诱导的结果 。

细胞周期蛋白的表达通常与细胞周期的特定时

相密切相关 ， 周期蛋 白 (cy clin ) 作为调节亚基

(regulatory subunit)与其特异的执行催化功能的依赖

性激酶(cyclin-dependent kinase, CDK)结合，对驱动

细胞在G1 → S 期或G2 →M期时相间准确过渡起关键
性的调节作用 。 但 C 型周期蛋白 (主要包括 cyclin C, 

cyclin H 和 cyclin T)更令人瞩目的作用是与 RNA 聚

合酶 II 相作用的负调控性转录因子。尽管斑马鱼

cyclin C 既有母型表达又有合子型表达(本实验室待

发表资料)与其依赖性激酶 cdk8 表达格局相一致[4] ，

尚不能确定它在中囊胚过渡中的角色 ， 但 cyclin H 

的依赖性激酶 cdk7 对果蝇胚胎合子型基因的转录激

活的调控作用确己得以证实 [5] 0 C 型周期蛋白对于

中囊胚过渡的调控意义需要进行更全面的考察。

需要说明的是，转录活化启始时间与细胞周期

时相构成的关系在不同物种间有很大差异 ， 某些物

种(小 鼠、 美西螺 、 海胆等) 的早期细胞周期包括

S , G2 和 M 相 ， 它们在早期卵裂阶段就有相当规模

的转录 ， 这些物种细胞周期的延长似乎不是转录活

动启始的依赖性因素 。 斑马鱼同果蝇、爪蠕类似，

在较晚发育阶段才开始大批转录活动 ， 而它们的胚

胎细胞在早期仅包含 S 和 M 相， 果蝇的 G2 相是在
MBT 启始(第 14 次分裂)时出现的， 其 G1 相则在第
16 次分裂时才出现:爪瞻的 G1 和 G2 相则是在 MBT
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后 1 小时才开始出现 ， 这说明不同物种间合子型基

因组激活的机制可能有所不同。

3 中囊胚过渡与细胞周期检验点的激活
在通常的有丝分裂细胞周期中，分别存在着

G/S 、 G/M 时相转换检验点以及有丝分裂中期检验

点 C metaphase checkpoint ，即纺锤体装配检验

点)，这些检验点严格地监视着细胞周期时间的发

生、发展过程。 如 DNA 损伤未修复前不能进入 S

期， S 期 DNA 合成未完成不能进入M 期，如果M

期纺锤体与染色体连接不良则不能进入后期。

Ikegami等研究了斑马鱼胚胎发育早期细胞周期检验

点的激活机制。 他们在 MBT 前后分别抑制细胞中

DNA 聚合酶 G 亚基、 拓朴异构酶 I 和 II 的活性来阻

断 DNA 合成 ， 发现 (1 )在 MBT 前抑制 DNA 合

成不会阻止细胞进入下一次有丝分裂，说明在 MBT

前的胚胎细胞中的检验点机制尚未建立; C 2) 在

MBT 后抑制 DNA 合成引发了不同的效应， 一些细

胞的分裂被迅速完全地阻止，另外还有一些细胞表

现出对药物的耐受效应，他们继续分裂，似乎没有

受到损伤; C 3 ) 直到 MB T 发生几个小时后，细

胞的耐药力才明显下降，这说明检验点激活可能是

受转录调控的， 因而表现出 了滞后效应[6] 。

中期检验点在MBT前尚未激活还表现在用破坏

微管聚合的 nocodazole 处理 MBT前胚胎将导致胚胎

深层细胞的核完全崩解， 但在 MBT之后处理则使这

些细胞阻滞在中期 ， 这证明中期检验点是在 MBT阶

段活化的。但是用阻止微管解聚的 paclitaxel 处理

MBT后胚胎不会引起中期阻滞，说明只有纺锤体微

管遭到破坏时中期检验点才会发挥阻滞效应 。 但

是，钙离子通道蛋白 A23 1 87 能驱动己经被阻滞在

中期的细胞进入下一细胞周期，说明钙离子信号途

径在中期检验点的下游或与之平行。直到胚胎发育

到原肠中期以后 ， noc odazole 引起胚胎表层细胞

DNA 碎片化， 深层细胞的核发生高度凝缩， f~ 

caspase-l ，4，5的抑制剂可以阻止深层细胞的核发生凝

缩，这说明 nocodazole 在 MBT后处理确实引发了胚

胎进入凋亡状态[7] 。

Ikegami等进一步检验了 3种DNA合成阻断剂在

MBT 前后对胚胎发育的影响 [8] 0 Camptothecin 是

DNA 拓朴异构酶 I 的抑制剂， aphidicolin 竞争性抑

制 DNA 聚合酶 α亚基的功能， hydoxyurea 阻止核

糖核酸还原酶为 DNA聚合酶供应底物。在 MBT 前

分别用这 3 种药物处理胚胎， 结果都使胚胎在原肠

阶段突然死亡，但是胚胎对药物的反应形式存在差

别 。 MBT 前 camptothecin 的短暂处理就迅速对细胞

核产生了致死性的损伤， 死亡的细胞核或者高度凝

缩、或者完全崩解，无核及死核的细胞仍然存有继

续分裂的生理活性，所以胚胎整体的死亡到原肠阶

段才发生; MBT 后的囊胚阶段 ， camptothecin 处理

也使胚胎在原肠阶段死亡， 但是胚胎受到的影响不

如在 MBT前那样剧烈，因为可以观察到死亡前的胚

胎有部分细胞中还有正常的核结构， Ikegami 认为

camptothecin 诱发细胞凋亡的作用是不可逆的 。

Aphidicolin 及 hydroxyurea 处理的效果也取决于胚胎

发育的阶段，在 4 - 8 细 胞 期处理 ，两者与

camptothecin 一样，都引起细胞发生严重的凋亡反

应，胚胎在原肠阶段死亡 : 但是在 8 细胞期以后直

到 MBT前的时期处理，尽管有一些胚胎细胞发生了

凋亡反应，但是多数胚胎能继续存活下去。

Aphidicolin 在 MBT之后处理， 不会抑制细胞增殖或

引起细胞凋亡， hydroxyurea 在 MBT 之后处理， 虽

然也会引起部分细胞凋亡， 但多数胚胎能够继续发

育、存活下去， Ikegami 认为 aphidicolin 及 hydrox­

yurea 的作用具有可逆性。这三种 DNA 合成阻断剂

通过不同的作用途径抑制 DNA复制进程，它们对于

胚胎发育的影响效果也不尽一致， 这提醒人们注意

中期检验点对DNA复制抑制状态的响应不仅在MBT

前后、甚至在MBT前的不同阶段也可能有具体作用

途径的差异。

4 中囊胚过渡前细胞分裂同步性的调控
从受精直至中囊胚过渡阶段， 胚胎经历了一连

串同步化的有丝分裂，这期间的胚胎细胞显现出整

齐划一的表象。 但这仅仅是表面的现象。目前的技

术已经基本上能够确定 16 细胞期胚胎各个细胞不同

的发育命运[坷，说明胚胎细胞的分化实际上在受精后

不久就己经开始了 。 那么， 卵裂阶段细胞分裂的同

步性意义何在?同步化的细胞分裂又是怎样调控的

呢? Ritsuko 等[ω]发现有丝分裂原激活蛋白激酶 p38

在 MBT 前的表达与细胞分裂同步性的维持有关。

P38 蛋白的活性受磷酸化状态控制，积累在卵母细胞

中的 p38 处于没有磷酸化的非活性状态，而发育到

二细胞期的胚胎中已经可以检测到磷酸化了的活性

p38，尤为重要的是虽然磷酸化的p38仅分布于将来会

发育为胚胎背部一侧的细胞中却又是保证卵裂期胚

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



第 3 期 郑福军等 : 斑马鱼中囊胚过被调控机制 269 

胎细胞分裂同步化的关键因子。如果 p38 的磷酸化

过程受到抑制则导致半侧胚胎细胞停止分裂 。

Ritsuko 等认为 ， 不对称的胚胎细胞分裂是无脊椎动

物的常规状态，而同步化的胚胎细胞分裂是脊椎动

物胚胎发育特有的， 是在进化过程中获得了以不对

称表达的活性功能蛋白阻遏卵裂期胚胎细胞的不对

称分裂倾向的能力 。 按照 Ritsuko 等的观点，早期

胚胎中不均一分布的活性 p38 蛋白维持细胞分裂同

步化的能力随着细胞的持续分裂而减弱，到中囊胚

阶段的胚胎重又进入了不对称分裂的状态。有证据

表明 ， 活性的 p38 蛋白是从卵植物极进入到动物极

的，但是还没有找到激活 p38 的关键因子[10 ， 11] 。

5 中囊胚过渡前的基因表达对后期发育

的影响
虽然胚胎在 MBT 前不存在普遍的转录活动 ，

但对于具体物种而言 ， 是否每个物种在受精后都存

在一个转录完全休止的发育阶段尚无更多证据 。 已

经知道，小鼠受精后第一次卵裂前就存在一次前期

转录活动期[l]，海胆和线虫在受精后不久就开始以

高速率进行转录活动[1 ] 。 对于在较晚发育阶段才开

始大批转录活动的物种而言 ， MBT 前转录确实存

在，如水蛙的 htr-wnt-1 基因、 虫回虫的 actin 基因 、

果蝇的 histone 和 engrailed 基因等[口] 。 通常，卵母

细胞阶段积累的 RNA和蛋白质的作用止于中囊胚过

渡完成前的早期发育 ， 由母型调控向合子型调控的

过渡伴随着母型 mRNA 的降解及合子型基因转录的

活化，可MBT前卵裂阶段的基因表达对胚胎进一步

发育的指导作用实验证据不多。

斑马鱼 znr2基因的转录本最早在 16细胞期可以

检出， znr2 基因产物是指导神经节发育的因子， 影

响中胚层和神经元的分布， 形成左右不对称的空间

格局 。 Znr2 基因表达的格局随发育进程而改变，

MBT 阶段 znr2 基因产物位于胚盘背部 ， MBT 后则

出现在外胚的卵黄囊合胞层。 Ert町 等认为 MBT 前

表达的 znr2 可能是在早期诱导中胚层形成或者指导

gsc及 noggin基因在胚盘背部特定部位表达的关键因
子 [ 13] 。

中囊胚过渡也是胚胎分化的关键阶段，胚层分

化和体轴形成在 MBT阶段确定了基本轮廓。 Wnt信

号途径在中囊胚过渡之前和之后分两个阶段分别依

据不同的机制控制早期背腹轴的形成，实质上构成

两个不同的信号途径。 前期的信号途径(pre-MBT

Wnt signaling)不需要 Wnt配体与其受体 Frizzled (Fz) 

的相互作用，被认为是调控早期背部结构发生的信

号途径 ， 在该信号途径下游表达的基因如 dsh 、

gsk3 、 ß-catenin ， siamios 等负责生成次级体轴包括

前脑的发生;而 MBT 之后的信号途径(post-MBT

Wnt signaling)依赖于Wnt配体与其受体Frizzled 的相

互作用。 MBT 前的 Wnt 信号途径涉及的因子来自

卵子发生过程，在MBT前的卵裂阶段发挥作用，到

MBT后这一信号途径被抑制， 错误表达的 Wnt信号

途径可能产生出具有双头或四个体轴的胚胎。

Shinya 等[14]克隆了斑马鱼的战k1 基因，在 Wnt信号

途径的调控中扮演重要角色。 Dkk1 在卵巢和 MBT

前胚胎中不表达，在 MBT 开始后才在胚盘边缘的

一侧，将来会发育为背部的部位表达。 ß-catenin 是

MBT 前的 Wnt 信号途径的因子 ， 能够引起 dkk1 的

异位表达，而且 ß-catenin 引起 dkk1 的异位表达时

间与内源 dkk1 开始表达的时间一致，说明 dkk1 是

被 MBT 前的 Wnt 信号途径的所激活。 向 MBT 后

的胚胎中注射 wnt8及 fz mRNA不会引起胚胎发育的

异常，但如果同时注射 dkk1 mRNA 就会完全抑制

次级体轴的形成，说明 MBT 后的 Wnt 信号途径受

到 dkk1 抑制 。 哺乳动物 Siah 基因产物能促使 自­

catenin 降解，它也是 Wnt 信号途径的成员之一，而

斑马鱼 Siah 同源基因也被证实分别具有母型表达和

合子型表达的不同来源[ l5]，这可能也与 Wnt 的不同

信号途径有关。

分析中囊胚过渡研究的现有结果可知，中囊胚

过渡是胚胎由母型调控全面进入到合子型调控的重

要阶段，大规模转录活动的发生、细胞周期形态的

改变以及细胞运动能力的出现都标志着胚胎进入了

自主调控的发育状态，而这种状态理应是中囊胚过

渡前的卵裂阶段的不同来源的诸因子相互协调作用

的结果，因此要深入研究中囊胚过渡发生的机制，

下一步的焦点应着重在卵裂阶段胚胎细胞信号途径

的分析上。
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The M echanism Regulating Zebrafish Midblastula Transition 

ZHENG Fu Jun' , JIA Fang Jun, LI Yi Ping* 

(Institute 01 Biochemistry and Cell Biology, Chinese Academy 01 Sciences, Shanghai 200031, China ) 

Abstract: The zebrafish midblastula transition (MBT) begins at cycle 10, in association with cell cycle 

lengthening, loss of cell synchrony, zygotic genome activation of transcription and appearance of cell motility. The 

zebrafish MBT tak:es place dependently on the nucleocytoplasrnic ratio of embryonic cell, whereas G , phase emerges 

only at the onset of ZGA. The establishment of cell cycle checkpoint may also be controlled by transcription 

activation, while metaphase checkpoint responds to the inhibitory elements of DNA replication in various manners 

at pre-MBT and post-MBT stage, even distinct to individual stages pre-MBT. The asymmetric pattem of activated 

P38 plays an indispensable role to maintain the synchrony of cell division at cleavage stage. Despite that the large 

scale of zygotic gene expression break:s out at the onset of MBT, a few of zygotic genes involving to the differen­

tiation of germ layers are expressed pre-MBT, in addition that some genes expressed both matemally and zygoti­

cally participate in distinct signal pathways pre-MBT and post-MBT to control the development and differentiation 

of embryos. 

Key words : zeb r afish; midblastula transition (MBT); zygotic genome activa tion (ZGA); cell cycle 
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