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纤毛虫大核分化过程中 DNA 的重组

谭明 ·梁爱华

(中山大学生物学系 广州 510275) ( 山西大学生物工程室 太原 030006) 

纤毛虫有大核和小核两种细胞核 。 小核为

二倍体，它在有性繁殖过程中起着保存和传递

遗传信息的作用。与此相反 ，大核由多倍体染色

体组成，它负责细胞无性繁殖时基因的转录与

表达。细胞配对后，原来的大核逐渐退化，新的

大核由小核合子核分裂产物之一发育而来 。 这

时，核内的 DNA 进行一系列的重组 Creorgani ­

zation) ，包括小核染色体的断裂、间隙片段的删

除、大核特定序列的扩增以及在大核染色体前

体的两端加上端粒[ IJ 。下毛类 Chypotrichia )纤

毛虫的大核染色体甚至只由单个基因组成，并

且大核基因组也只有小核基因组的 5%-

10% [气 下面我们将着重介绍和讨论大核分化

过程中间隙片段的删除以及 DNA 重新排列方

面的研究进展。

一、 DNA 删除与重排的类型

纤毛虫大核分化过程中的 DNA 删除与重

排有三种类型。最早发现和进行研究的是小核染

色体的断裂Cchromosome fragmentation) 现象，

DNA 内切酶识别小核染色体中的断裂信号序

列，并将该处附近的 DNA 链切开，断裂处一侧

通常是未来大核染色体的末端，另一侧是小核基

因之间的间隔序列 Cspaces) ，小核 DNA 断裂的

程度在各类纤毛虫中有所不同，也与该纤毛虫的

大核染色体的大小有关。比如，下毛类纤毛虫的

小核 DNA 中有大约 40 ， 000 断裂部位，而四膜

虫 CTetrahymena) 小核基因组里只有 50- 200 

个这样的断裂部位。染色体断裂的结果是形成了

许多较短的片段，在端粒酶Ctelomerase) 的作用

下，端粒被加到这些片段的两边，从而形成大核

染色体(图 1A ) 。第二类 DNA 删除与重排的类

型是间隙片段的删除。间隙 DNA 片段以很大的

数量出现在小核 DNA 中，在大核分化过程中被

删除，它们在小核中似乎只起填充作用，由此被

·联系人 。
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称为间隙片段 (interstitia l segments 或 i nterna l

eliminated segments) 。间隙 DNA 片段被删除

后，原来接在间隙片段两侧的序列则相互连接，

成为大核染色体的序列(图 1B ) ，这些序列被命

名为大核特定序列 (macronclear destined. seg­

ments) 。最近，人们又在下毛类纤毛虫中观察到

另一种 DNA 片段的删除和连接方式。 某些基

因，例如一种尖毛虫 (Oxytrichanova) 的肌动蛋

白基因，其对应于大核染色体的小核 DNA 序列

不但被间隙 DNA 分隔，而且它们的大核特定片

段的顺序和方向也不一样[3J (图 1C) ，就是说，在

大核的分化过程中，这种所谓的"scramb led"基

因不但要删除它们的间隙片段，而且要通过某种

机理连接那些大核特定序列，使得由此产生的大

核基因具有正确的可读框，以表达具有正常功能

的蛋白质 。

A 

B 

c 

+ τe S S Te 
E 111111 E川' Ma

MDSl IESl MDS2 IES2 MDS3 

Mi 

+ 
MDSl MOS2 MDS3 

Ma 

MDS4 IESl MDS2 IES2 MDSl IES3 MDS3 

J Mi 

+ 
MDSl MDS2 MOS3 MDS4 

Ma 

固 1 大核发育过程中 DNA 删除与重排的三种类

型

根据 Klobutcher 和 Herrick [2 l稍作改动。空长方形

表示大核特定序列，单线和黑长方形表示小核间隙片段。

A. 小核 DNA 断裂形成两条大核染色体末端 ;B. 间隙片

段的删除; C. "scrambled"基因重新组织形成大核染色
体。 Mi= 小核.Ma=大核 .S=断裂信号序列 .Te =端粒，

MDS=大核特定序列 .IES= 间隙片段。详见正文。

二、间隙 DNA 片段的序列特点

纤毛虫中的间隙 DNA 片段大致可以归纳

为两类，即短间隙片段和长间隙片段。短间隙片

段一般不超过 600 碱基对，序列之间没有同源

性，在小核里它们以低拷贝数存在。长间隙片段

长达数千碱基对，并以很高的拷贝数存在于小

核基因组中，它们通常具有转座子特性，可以移

动。间隙片段的共同特点是 AT 碱基含量很高

(70 % 以上) ，两翼为 2-19 碱基对组成的相同

序列[叫。 此外，各类纤毛虫的间隙片段也有自

己的特性 。

1.下毛类纤毛虫的问惊片段 下毛类

纤毛虫的短间隙片段长度在 7-598 碱基对，迄

今为止，在所有已经详细分析的小核基因里，都

观察到短间隙片段，而且通常有多个，基于这些

已知数据， Presco tt 和 Dubo is [4J用外推计算法

( extrapola t ion) 估计，在尖毛虫中大约有 200

000 个间隙片段在大核发育过程中被删除。下

毛类纤毛虫的短间隙片段序列里没有明显的可

读框。比较己知的短间隙片段未能发现它们之

间有显著的同源性， Ribas-Aparicio 等问以间

隙片段作为探针未能通过杂化实验找到任何同

源的序列，提示这些短间隙片段是些随机而且

独特的序列 。 除一种游仆虫 Euplotes . crassu 

外，这些间隙片段的两翼都是一对 2-19 碱基

对组成的的相同序列，这一对序列中的一个最

后保留在大核基因内，另一个则连同间隙片段

一起被删除 。在游仆虫中，目前已经分析的间隙

片段的两翼都是二联体核苦酸 TA。这些间隙

片段两翼的相同序列在间隙片段的删除过程中

可能起着重要的作用。

下毛类纤毛虫的长间隙片段是目前研究较

多的领域之一，这类间隙片段常包含有可移动

的转座成分(tran sposable elements) ，它们在小

核的拷贝数通常高达数干，而且常有保守的可

读框 。 它们的两翼是由 2-3 碱基对组成的短的

相同序列。比如，在尖毛虫中发现的 TBE1

( te lome re-beari吨 element 1) 片段长约 4000

个碱基对，两端是相同的三个核昔酸 ANT ，它

以约 2000 个拷贝数存在小核基因组 ，而在大核

的发育过程中则全部被删除[叫。在这个片段

里，人们找到五个较大的可读框，其中之一所编

码的蛋白质和其他生物的转座酶有很高的同源
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性，而且它们都有一个保守的模式，一个由酸性

残基簇组成的 Asp-Asp-35-Glu (D-D- 35-E 模

式) ，这个模式构成转座酶活性中心的模离子作

用位点[9J 。这些资料说明 TBE1 本身是个转座

子(transposon) ，它编码转座酶的事实也为我

们探讨间隙片段的删除机理提供一个很好的思

路和旁证，因为迄今分析的 D-D-35-E 转座酶

通常都通过所谓"剪切一粘贴"(cut-and-paste)

来进行 DNA 链的删除和转移[川口。

2. 孚履虫 (Paramecium) 的问隙 DNA 片

段 尽管人们对草履虫己进行了许多研究，

但对这种原生动物在大核分化过程中 DNA 重

组的分析才刚刚开始，至今已分析的 21 个间隙

片段都来自一个编码细胞表面固定抗原 (i-抗

原)的多基因家族中的六个成员[2] ，这些间隙片

段长度在 28 到 882 碱基对之间，其中五个的长

度是 28 碱基对，提示这个长度可能是草履虫的

间隙片段被有效删除的最小长度。2] ，像游仆虫

一样，所有已知的草履虫的间隙片段的两翼均

为二联体核苦酸 TA，这可能意味着，这两种纤

毛虫以相似的方式删除间隙片段，与这个假定

相符的结果还来自对已知草履虫间隙片段两端

序列的统计〔IZU 由此推导出的两端保守序列

TAYAGYNR 与游仆虫 Tec 转座子的对应序

列很相似。到目前为止， 尚无关于草履虫转座子

方面的报道。

3. 四膜虫的间隙 DNA 片段 迄今已分

析的四膜虫的间隙 DNA 片段相对较少，从现有

的资料看 ，所有的间隙片段都位于大核基因的非

表达段，它们的 AT 碱基含量也较高，但没有显

著的可读框，彼此之间也没有明显的同源性，它

们的两翼为 4-8 个核昔酸组成相同序列[2 .1 2J 。

目前尚无明确的实验结果证明，在四膜虫小核中

有高拷贝数的类转座子片段的确存在 。

以提供一定数据让我们去理解间隙片段的起

源。 对间隙片段删除机理的详细理解需要建立

在体外重建的删除反应上，可惜迄今尚无这样

的资料 。 通过对删除产物和中间态 (intermedi­

a te form)分子的观察，已为我们对删除机理的

探讨提供了许多有用的证据。此外，删除过程所

必须的反式作用因子 (trans-acting factors) 最

近也被发现，基于这些资料，研究者们提出了几

个模型，其中较为人们所接受的模型是所谓转

座子环状模型，下面我们讨论目前人们对这一

机理的理解。

许多实验表明，纤毛虫的间隙片段在被删

除时形成游离的环形结构。例如 Tausta 等[13J

设计一种 PCR 方法，用来测定细胞核中环形的

DNA 片段，结果他们只能在大核发育的一定时

期测到预期大小的 PCR 产物，说明这种环形的

DNA 片段只出现在间隙片段删除期 。游仆虫的

Tec 成分(也是一个间隙片段)以较高的拷贝数

存在，由此在大核的分化过程中，游离的环形片

段甚至可以在琼脂糖凝胶中通过菲院嗅红染色

而直接被观察到[比 1 5J 。 根据这些资料，一个所

谓的转座子环状模型被提了出来[ 16 . 17J (图 2) 。

根据这个模型，小核 DNA 在间隙片段的两侧

首先被切开(图 2A) ，在切口处，一条链在二联

体核昔酸 TA 的内侧被切开，另一条链则在

AT 外侧第八个核昔酸处被切开。这样，在切口

处形成一个 10 个核昔酸长的单链突出末端。此

后，大核特定序列的一对末端以 TA 碱基配对

为基础接合(图 2B 左) ，接口处的其余间隙通

过序列复制来填充 (fill in) 和连接 Oigase ，图

2C 左)。另一方面，被切开的间隙片段的单链突

出末端的 6 个碱基叠在一起(图 2B 右) ，尽管

这些碱基通常并不能进行配对，在特定酶的作

用下，重叠处的间隙被填充和连接，这样便形成

了一个游离的环形间隙分子(图 2C 右) ，其中

三、 DNA 删除与重排的机理 接口处中间的 6 个碱基构成异源双链 (het-
erodupl ex) 。这个模型可以解释迄今所获的大

从分子水平上去理解纤毛虫间隙片段的删 部分实验结果 。 在下毛类纤毛虫如棘尾虫 (Sty-

除机理显然是一件很有意义的事情，因为它可 lonychia) 、尖毛虫中，间隙片段的两端大部分都
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有较长的相同序列 C4-9 碱基对[4勺 ，这样，它

们被删除的机理更适用上述模型来解释，因为

较长的重复序列本身可形成切割部位，而切割

后形成的互补粘性末端使得大核特定序列之

间，以及间隙片段之间更容易通过碱基配对而

连接，从而避免异源双链，提高效率 。 在"scram­

bled"基因内，间隙片段两端的重复序列更长，

可达 9一 19 碱基对，它们是同向重复或者是反

向重复，取决于大核特定序列的位置和方向，较

长的重复序列显然提供更多有用的信息，使得

这些基因通过重复序列的同源重组 Chomolo­

gous recombination) ，将间隙片段删除的同时，

把小核中按非正常顺序排列的大核特定序列引

导为方向正确的排列。

B 5 
3 

5 ' 
)' 

S . -ddddèdddta 

3 
s 

z胁bbLmo叫:: if……丁
审问11 in and Ugat io n ' tabbddddddddta 

BB8BBBBBBBtaDDDODODDDD' . 3 
bbbbbbbbbba t dddddddddd . . . 5 

「…国BB四DDat -丁

MDS exc ided IES/Tec 

图 2 间隙片段删除模型

根据 Klobutcher 和 Herri c k (2 l稍作改动，详细说明

见正文 。

四、结 束语

人们在分子水平上对纤毛虫大核分化过程

中基因组重组的研究时间相对较短，所得的实验

结果主要来自下毛类纤毛虫的棘尾虫、尖毛虫和

游仆虫，部分来自四膜虫和草履虫 。 由于迄今为

止积累资料有限，对这个领域里的许多基本问

题，目前尚未能解答，因而积累基本数据，尤其是

积累其他科种纤毛虫的基因在大核分化过程中

的重组的资料，在今后一段时间内仍然很必要。

其次，上面提到的关于 DNA 的删除由转座子编

码的酶所催化的假设需要更深入的证明 。 另外，

进一步分离和分析 DNA 删除过程的中间体，也

是证明切割机理的必要前提。其他问题，例如，间

隙片段的起源和进化问题， Klobutcher 和 Her­

rick [Z] 虽然提出 了一个转座子的介入、扩增移

位、及退化 Cfade) 的假设，但要清楚地解答这个

问题，显然还要进行更深入研究。

摘要

纤毛虫大核分化过程中 DNA 的重组，包

括小核染色体的断裂、间隙片段的删除、大核特

定序列的扩增以及在大核基因的两端加上端

粒。本文重点介绍和讨论了 DNA 片段删除与

重排的类型、间隙 DNA 片段的序列特点，以及

DNA 删除与重排的机理。
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