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盘基网柄茵 ( Dictyostelium discoideum )细胞的分化及其调控 铃

付卓敏侯连生川

(华东师范大学生命科学学院 200062 上海)

盘基网柄菌的发育过程类似于多细胞的胚胎发

育 ，有着严格的时间和空间的发育程序，并且受到精

密的调控。 研究该过程中其细胞类型分化的调控机

制对搞清高等生物发育中细胞类型分化机制也有启

发作用。 而且网柄菌多细胞发育阶段所需的基因与

其营养生长所需的基因完全不同，即在不同的发育

期，细胞启动不同的基因 。 这样就便于利用基因的

分析方法分析这些基因及其产物，也容易用免疫方

法研究细胞内外信号如何启动具发育特征的基因 。

这样得到的结果无疑具有重要的理论价值和医学价

值。 为此，本文对这一与细胞分化相关的细胞类型

的研究动态作一概述。

一、生物学特征

盘基网柄菌 ( Dictyostelium discoideum)隶属原

生动物门肉足超纲，是一种"社会阿米巴"( social 

ameoba) 。 它们生活在潮湿、温暖及富有腐殖质的环

境里，以细菌为生。 实验室培养可用革兰氏阴性细

菌喂养，也可接种在富含有机物的液体培养液中。

单倍体细胞在有食物条件下， 以二分裂方式繁殖后

代。 当食物耗尽时，进入多细胞发育阶段，整个发育

过程约需 24 小时，其中包括细胞类型的分化。 其发

育过程大致可分为 4 个阶段 :

(1) 细胞聚集 (aggregation) 阶段 当把食物

移走后，饥饿细胞分泌一种诱导细胞迁移的化学信

号 c灿tlP，诱导邻近的饥饿细胞形成细胞流向

丛.MP来源方向移动。

(2) 细胞丘(mound)阶段 细胞流样结构向

聚集中心聚集并最终形成由多细胞组成的丘状结

构，该阶段的细胞已有初步分化。

(3) 假原生质团或结瑜体(slug )阶段 细胞

丘垂直向上延伸形成指状突出，这一指状结构随后

倒向基质，形成"蝠揄"。 它能向光、热或多种化学源

方向迁移，在蜡揄体迁移过程中细胞得到进一步分

化。

(4)子实体(fruiting 协dy)形成阶段 插揄体

迁移到一个合适的地方后停止迁移，形成子实体。

子实体包括由空泡状细胞组成的坚硬的柄和基盘，

支持着一团含有大量休眠抱子的顶囊，约有 10 万个

细胞参与形成子实体。

盘基网柄菌发育到括揄体阶段时，特殊细胞类

型的分布已很明显(图1) 。 遗传性一致的细胞群分

化成几个亚群:前抱子细胞 (prespore cell) ，其大部

分细胞将分化形成抱子细胞，约占整个蝠揄体的

80% ;而前端约占括揄体 20% 的细胞为前柄细胞

(pr臼talk cell)则分化为柄细胞，组成子实体的柄和

基盘。 以 ecmAlLacZ ( ecmA编码一种细胞外基质

蛋白)的表达产物为依据，又可将前柄细胞类群再分

为几个亚群 :

(1)前柄细胞 A(prestalk A cells , pstA , ecmAI 

LacZ) 位于前柄细胞区最前端约 115 处。

·国家自然科学基金资助项目(批准号 : 30170107) 。
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(2) 前柄细胞 O(prestalk 0 cells , pstO, ecmO/ 

LacZ) 位于 pstA 细胞区与前抱子细胞区之间。

(3) 前柄细胞 B (prestalk B cel1s , pstB, ecmB/ 

LacZ) 其中一部分位于蝠揄体的最后端，数量比

较少，亦称"后卫"(reargu缸d cel1s)细胞;此外在前柄

细胞与前抱子细胞分界处也有一条形 ps也细胞类

群分布区(1) 。

(4) 前柄细胞 AB(prestalk AB cel1s , pstAB , ec­

mA, BlLacZ) 位于前柄细胞区前端一锥形区

内，因其既能表达 四mA，又能表达 ecmB(2)而被称为

pstAB细胞群。

(5) 类前端细胞(anterior- like ce l1s , ALCs) 

遍布整个括蛐体且与前柄细胞有许多相似的特征。

ALC 区细胞组成约 10%的前抱子细胞，并且在调控

和维持细胞类型比率方面起重要作用(3) 0 ALC 区

细胞最终分化形成环绕抱子团的顶部和下部的杯状

物。庐山、ps由和 ALCs细胞群联合起来形成基盘，

将子实体与其附着物连在一起。

prespore 

Prespore domin Prestalk 
domain 

图 1 姑蛤体阶段细胞类型分布模式[4]
以ecmAlLacZ的表达产物为依据，将前柄细胞类群

分为几个亚群(图解说明，详见正文) 。

二、细胞类型的分化

1.前柄细胞的分化

细胞丘形成以后，发育的"闸门"也开启了。

哟。的浓度增加导致由 cARl 受体介导的细胞聚

集阶段通路的持续适应，由此抑制了细胞聚集所需

成分的表达(5)。但相同饱和剂量的 cAMP 却激活

了另一条依赖 cAMP 受体(不依赖 G 蛋白)的通路 ，

并激活了转录因子 GBF 和 Dd-STATa[剖 ，因为细胞

类型特定基因的表达需要 GBF 的功能。受 c烛。

作用后，因-STATa 迅速发生酶氨酸磷酸化，并随即

转运到细胞核中。 Dd-STATa - 细胞的细胞核抽提

物中，含有一种能和 ecmA启动子激活元件相结合

的 DNA结合活性蛋白。虫古揄体期，最前端的 pstA

区细胞中 Dd-STATa 在核中的定位能力比较强，在

pstO 区和 ALC 区细胞中的定位则较弱，而前抱子

细胞中则没有或只有极少量Dd-STATa 定位到细胞

核中。在体外，Dd-STATa 能与 ecmA启动子的一

个活性元件及 ecmB启动子的两个阻遏元件相结

合(7) 。若 ecmA启动子的活性元件发生突变， Dd­

STATa就丧失了 DNA 结合功能，则 ecmA就不能

表达。 而当 ecmB的两个阻遏在件发生突变时，Dd­

STATa 也丧失了 DNA 结合功能，其结果是 ecmB在

整个前柄细胞区及 ALC 细胞区发生异位表达。 Dd­

STATa-细胞类群中，在整个前柄细胞区都能观察

到 ecmB的表达，这与上述 ecmB突变体中出现的结

果类似。因此推测结合到 ecmB启动子上的 Dd­

STATa 可能对蝠揄体期巳cmB的表达起抑制作用。

在 Dd-STATa- 细胞中 ecmA能够正常表达，不过在

整个前柄细胞区都能看到 ecmO几acZ 有表达迹象，

这可能是因为 Dd-STATa 细胞在喂集期有细胞运

动缺陷，结果其细胞类群不能迁移到正确的位置，导

致细胞类型出现分类错误。也有可能 ecmB的异位

表达和其他一些基因抑制了前柄细胞的正确分化，

亦或是它们不能识别细胞类型分化所需的信号。

2. 前抱子细胞的分化

上述的前柄细胞类群的正确分化有利于诱导前

抱子细胞的分化。在多细胞发育过程中前柄细胞和

ALC 细胞中都有 spn (Spalten) 的表达，该基因编码

一个偶联有 PP2C 磷酸酶区的 α 亚单位的 G 蛋白。

剔除 spn 的细胞在发育时被阻断在紧密细胞丘时

期。 Spn - 细胞中，只要 spn 磷酸化酶区表达就能恢

复前柄细胞的分化，说明磷酸化酶区是 spn 的效应

部位。表明 spn 特定的作用底物的脱磷酸化是前柄

细胞分化过程中的一个限速步骤。 剔除 G 蛋白 α

亚单位的研究中发现 PP2C 区的活性受Ga调控，或

者说至少部分是由鸟昔酸调控的。最近发现能使

spn 细胞发育成子实体的第二位点抑制基因一­

ARCKl( L. Aubry 等，观察结果尚未公开发表) ，它

编码一个具有类似于后生动物中 Raf-l 的结构域的

激酶，并含有锚蛋白重复序列 。 ARCKl 可能与 spn

竞争同一底物。由 Spn-细胞与野生型细胞或 ps队­

细胞(不能分化形成前抱子细胞的突变细胞)组成的

嵌合体发育时， spn - 细胞会分化形成前抱子细胞，

但不能分化形成前柄细胞。前柄细胞和俄 ALC 区

细胞的分化需要 spn 作用，以此来诱导相邻细胞分

化形成前抱子细胞。由此可见，前柄细胞和前于抱包子

细胞的分化都需要 sp归n

前抱子细胞的分化还需要另一种基因 p阳网slA 的

参与。根据它在细胞核中定位可推测 pslA可能参
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与调控基因表达。 pslA- 细胞在聚集时会形成细长

的细胞流，沿着细胞流方向形成一些突起，这些突起

向前延伸呈指状并分化形成前柄细胞，其后部约有

50%的细胞不能分化。 不论是在发育细胞中还是在

应答体外 cAMP 的剌激时， ps队-细胞中都没有观

察到前抱子组子细胞的基因表达。 ps队-细胞与

spn 细胞表型明显不同:前者即使与野生型细胞混

合后共发育也不能分化形成前抱子细胞，这说明

pslA在前抱子细胞分化中起细胞自主性调控作用。

并且由民lA - 细胞组成的多细胞生物体中前柄细胞

的发育模式也受到影响: ecmAOlLacZ 只在括揄体

前端的一小块区域里有表达，而在整个姑愉体的大

部分细胞中(尤其是 pstA 区最为明显 ) ecmOlLacZ

和 Ga4ILacZ( ALC 细胞的标志物)发生错位表达，

与正常发育模式不同 。 表明前柄细胞或许需要

PsIA蛋白来感受维持细胞类型比率平衡所需的那

些负反馈信号。

三、细胞分化的诱导因素

1. cAMP 的诱导

网柄菌进入多细胞发育阶段后，那些有聚集潜

能的阿米巴，会随着 c丛t1P受体的增加而迅速激活

腺昔酸环化酶活性，分泌新合成的CAl\在P 到细胞外

基质，造成cAMP 局部浓度增高，形成 cAMP 浓度

梯度。 d岛1p的分泌速率与细胞内的 cAMP 成正

比。 c灿t1P与受体结合的过程，腺昔酸环化酶的激

活与 cA扎伊的分泌统称为 c灿1p接转。 作为接转

反应的结果，细胞聚集中心的一个细胞或一群细胞

分泌的 cAMP 呈周期性脉冲波，其结果是 cAMP 波

从细胞聚集中心逐渐向边缘扩散。 每个阿米巴细胞

对于进一步的 cAMP 脉冲有约 3 分钟的不应答期。

这种暂时性的"聋"防止了细胞受自身信号和相邻细

胞发射的信号干扰。 只有当信号已到达听不见的地

方，阿米巴才会对来自中心的新信号敏感。 当

CAMP 波及邻近细胞时，除了能启动认MP 接转反

应外，阿米巴(对 cAMP 浓度梯度异常敏感)还能沿

认岛1p梯度向细胞聚集中心运动。 大量证据证明所

有特定类型细胞的诱导分化起初都需要经 CAMP

的作用，它能诱导多细胞发育早期的基因表达。

cA丸。接转和网柄菌对 cAMP 浓度梯度的趋化性运

动调节了多细胞形态发育的许多过程(8 ) 。

2. DIF-l 的诱导

DIF-l 与 cAMP 一样也是由饥饿且聚集的阿米

巴细胞释放的。 cAMP 和 DIF-l 的共同作用，都是

可以调控细胞类型的分化。 但是，若在发育过程中

同时使用 cAMP 和 DIF-l 则会影响细胞的分化方

向 。 例如，当发育细胞在 c灿。作用下，启动多细

胞发育的早期基因表达。 随后只要有少量 cA岛。

存在，就能诱导前抱子细胞基因 pspA 和 sp60 /cotC

的表达。 但若同时有 DIF-l 存在，则会抑制前抱子

基因的表达，转而诱导前柄细胞基因 ecmA的表

达(9) 。 认MP 作用后，在 DIF-l 的诱导下前柄细胞

基因 ecmB也会表达，但与 ecmA不同的是，若此时

继续存在 CAMP则 ecmB的表达受到抑制[ 10 ) 。

3. 细胞周期的影晌

饥饿时细胞所处的细胞周期阶段也能影响细胞

的分化。 饥饿时，处在 S期和早Gz期的细胞将分化

形成前柄细胞(盘基网柄菌细胞周期中元 G1 期 ) , 

而处在细胞周期其余阶段的细胞则分化形成前抱子

细胞( 11 ) 。 用药剂处理饥饿细胞以延长 S 期，则会使

形成的插揄体中前柄细胞的数量增多。 若将处在 S

期或早Gz期同步化的细胞作为纯种培养时，则会

形成一个前柄细胞数量失调的多细胞生物体[ 12 ) 。

若将这些同步化细胞与未同步化细胞泪合培养时，

它们则倾向于分化成前柄细胞。 同样的，将中悦

Gz期同步化细胞与未同步化细胞棍合培养时，这些

同步化细胞则倾向于分化成前抱子细胞。 目前，关

于细胞周期与细胞类型分化方面的功能性联系还不

清楚。 可能是因为与细胞周期偶联的 c灿在P 接转

成分的调控能够影响饥饿细胞开始向 cAMP 来源

方向迁移的时间。 这种时间上的不同能迅速地使聚

集细胞产生形态建成素信号，而这些信号能影响细

胞进入细胞丘阶段的发育。

此外，在协调细胞群体中的事务时，还有更多的

低分子量物质被释放用以传播信息。 例如，迁移中

的蜡揄体顶端的认岛。产生腺昔酸抑制了该位置

上抱子细胞的分化。 总之，盘基网柄菌是在各种不

同的化学和物理因素的共同作用下决定细胞的分化

方式和特异性细胞类型的产生的，而不是任何单个

因子作用的结果。

四、细胞类型分化的调控

细胞表面有认Rl ， c成2 、 cAR3 和 cAR4 等(已

证实)四种 cA沁1p受体异构体，对于这几种受体调

控细胞类型分化的作用已有初步认识。

cARl 是调控饥饿细胞聚集的主要受体，在整

个发育过程中都表达( 13 ) 。 在细胞丘形成早期，

cAR2在 pstA细胞中表达( 14) 。 那些不能表达 cAR2
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的细胞则被阻断在细胞丘阶段，不能形成指状结构。

尽管 cAR2-细胞中有前柄细胞标志物 ecrnA 和

ecmB表达，但与野生型细胞相比， ecmB的表达量有

所下降，而前抱子细胞的标志物 pspA 的表达量则

增加了 10 倍之多。由于前柄细胞仅占整个姑揄体

的 20%左右，因此前抱子细胞表达量的急剧增加不

单单是由于前柄细胞转化形成了前抱子细胞的结

果。 通过比较我们发现，与 cARl 和 cAR3 相比，

cAR2使 c且在P 调节由 DIF-l 诱导的前柄细胞基因

表达的能力更强。这些结果说明 CAR2的表达是前

柄细胞群形成的早期步骤，而这些细胞的进一步分

化则依赖于 DIF-l 。

cAR4 -细胞中前抱子细胞基因表达量显著增

加，而 ecrnA和 ecmB的表达则急剧减少。 不过

cAR4- 细胞能完成发育，但括愉体和子实体形态发

生出现异常，前抱子细胞位于在正常情况下是前柄

细胞所在的位置上。这时，即使有外源的 cAMP 和

俄 DIF-l 作用也不能恢复这种形态上的缺陷，说明

cAR4 在两种细胞类型基因的表达中都起细胞自主

性调控作用。

盘基网柄菌中有一种 GSK-3 的同源物 gskA。

同在高等真核生物中一样，这种丝彷氨酸激酶在细

胞命运决定中起重要作用。通过多个受体的 cAMP

信号似乎被整合以精确调控每个细胞中 GSKA 的

活性，GSKA 能诱导前抱子细胞的分化。 gskA- 细

胞中，前柄细胞表达量明显增加，而前抱子细胞的表

达量则减少了，大部分细胞分化形成基盘柄/柄细

胞，结果发育形成的多细胞生物体具有一个大的基

盘。 体外实验也证明，发育细胞应答 cAMP 的趋化

性剌激时，需要 GSKA 蛋白抑制柄细胞的分化而正

确诱导抱子细胞基因的表达[15J。当用 LiCl 处理野

生型细胞(LiCl 能抑制 GSKA 的表达) ，则会使它出

现与 gskA-相似的缺陷表型，这进一步说明 GS孔气

参与诱导前抱子细胞的分化而对前柄细胞的分化起

负调节作用。

cAR3 - 细胞具有与 gski旷细胞相似的表型。

认Rγ细胞中，前柄细胞表达量急剧增加，而前抱子

细胞表达量减少。如前所述，野生型细胞受外源

DIF-l 诱导后会分化形成前柄细胞，但有 CAMP 存

在时，则会阻断前柄细胞的分化。但在 gs扣可或

cAR3- 细胞中却不会出现这种情况。 即使 gskA- 细

胞中 cAR3过量表达也不能恢复 cAMP对前柄细胞

分化的抑制作用。并且经 cAMP作用以提高 GSKA

激酶的活性时也需要cAR3 的帮助，说明 GSKA 位

于cAR3 的下游。 此外， cARγ 细胞中细胞类型的

分化以及形态上的缺陷程度比 gskA-细胞中要轻的

多。 或许是由于 gskA的基础活性亦或是其他

认MP受体部分地补偿了因幽3 缺失而丧失的那

部分功能。

cAR2-和 cAR4 - 细胞的表型与 gskA-细胞表

型相反。 通过不断提高 LiCl 的浓度处理 cAR4 - 细

胞，可使其前柄细胞和前抱子细胞的表达量逐渐恢

复到野生型细胞的表达量，说明cAR4 对 GSKA 起

负调控作用。 在体外实验中，cAMP对 cAR2-细胞

的柄细胞分化的抑制作用明显强于野生型细胞，说

明 cAR2对 GSKA 同样起负调控作用。

其他一些蛋白激酶在盘基网柄菌发育中也起重

要作用。 饥饿细胞聚集时，PKA 和 MAP(促分裂原

活性蛋白)激酶 ERK之既是 cAMP 信号传递系统中

的基本成分，也是特定细胞类型的基因表达必需成

分。 PKA 蛋白在前柄细胞和前抱子细胞的分化过

程中也具关键作用。 PKA 调节亚单位发生负显性

表达， 即 Pl<i气不能与 cAMP 结合，结果两种细胞类

型的分化都会出现障碍。 而剔除 PKA 催化亚单位

的细胞虽然不能发生聚集，但仍可检测出有应答

cAMP 剌激的细胞类型特定基因的表达。不过某些

前抱子细胞标志物如 pspA 的表达却不依赖于 PKA

的作用 。 在整个发育过程中 PKA 的活性也受一些

能够影响胞内 CAMP 的浓度的蛋白的调控， ERK2

就是其中之一。

五、 展望

目前对盘基网柄菌在细胞类型诱导和分化方面

的调控机制有了一些了解，但仍有许多问题有待于

进一步研究。 如细胞周期影响细胞分化的调控机制

还不是十分清楚，究竟是什么因子影响了发育过程

中细胞的分化，值得我们深人研究;特别是营养期细

胞转化为发育细胞的过程中，细胞体内发生了什么

变化 ，还不是很清楚，我们推测除了 cA岛1p作用外，

可能还有其他因素起作用。所以我们认为在细胞发

育过程中，除文中己详细描述的四种 c且在P 受体

外，或许还有其他受体也参与了细胞类型的诱导和

分化。 因此分析细胞早聚集期阶段基因的启动子及

其作用因子可能有助于解决这个问题。并且若能进

一步研究各种不同的突变体并纯化出一种能抑制

DIF-l 合成的突变株加以研究，将有助于了解前柄

细胞分化的早期过程。通过纯化并鉴定出前柄细胞

分泌的细胞外因子可能有助于解决前柄细胞类群对
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前抱子细胞分化的影响。 此外，cA1\在P 与其受体作

用后，影响其下游的什么物质也值得我们去进行深

入的研究。

摘 要

本文综述了盘基网柄菌 ( Dict)川叼朋5山telμium dis 

Cωoideωum)发育过程中细胞类型的诱导和分化，细胞

外 c灿。及其四种位于细胞表面的受体及 PKA(蛋

白激酶 A) 、 GSK-3(糖原合成酶激酶)和 STATa 等

在网柄菌发育过程中的作用。
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卵母细胞胞质内注射技术获得胚胎的研究现状

征曰良仲跻锋宋杰

(山东师范大学生命科学学院 济南 250014 山东省农科院生物技术研究中心 济南 250100) 

近年来，胚胎的体外生产技术发展迅速，人们把

生殖细胞(如精子、精母细胞)或体细胞(如卵丘细胞、

胎儿成纤维细胞)的核注人去核卵母细胞，均得到完

全发育的后代。 卵母细胞胞质内注射技术的发展，对

受精过程和核质相互关系的研究，具有重要作用。

一、胞质内精子或精子头的注射

1.卵母细胞种类和操作温度对注射效果的影

晌

Uehara 首次进行了仓鼠精子的显微注射实验，

并得到发育较好的原核 ，但仓鼠的卵母细胞在体外

难以培养，小鼠的卵和胚胎在体外易培养，但其精子

显微注射很困难。 小鼠卵母细胞质的黠度不及仓

鼠，用注射针刺破小鼠卵膜，胞质会渗出，不久，卵母

细胞退化，而用同样方法处理仓鼠的卵母细胞，胞质

不会渗出，注射后的大多数卵母细胞仍旧存活。另

外，小鼠卵膜的弹性比仓鼠的要大，用注射针刺仓鼠

的卵母细胞时，透明带凹人，接着透明带和卵膜迅速

被刺破，对小鼠来说，注射针容易刺破透明带，却难

以刺破卵膜。 当胞膜被刺破后，凹人的卵膜开始复

原，破口逐渐愈合。 这种复原能力受温度的影响，在

温度高 (25 - 37'C)时，复原较快，但卵母细胞易退

化，这可能是由于卵膜复原到原始位置时 ，破口还未

来得及愈合，周围的培养液进入卵母细胞的缘故。

在温度低(17 -18'C)时，卵质勃度增大，复原过程减

慢，破口有充足的时间进行愈合，阻止了培养液进入

胞质[ 1 ] 。 精子注射后，抽回注射针时，要避免针中

的培养液流出，因为这会阻止凹人卵膜的复原。

Kimura 等采用向注射针内施加适当负压的方法，来

避免这种情况，效果较好[ 1 ] 。

2. 精子的制动或精子头的分离

若把活动的精子注入卵母细胞 ，精子会在胞质内

运动一段时间，这可能破坏胞质结构和妨碍卵膜的愈

合，因此，在注射前，常常对精子进行制动处理或分离

出精子头。 制动的方法是:把精子的尾部先吸人注射

针，连续地吹吸;或当精子尾的中后段处于注射针中

时，施加几个压力脉冲，使精子丧失运动能力。 阳mu­

m等把制动后的精子注人卵母细胞，获得了后代小

鼠[ l] ，而 Kure凶e等用小鼠的精子头进行注射，同样

获得了成功[2] 。 精子头的分离过程如下:用 Tris 缓冲

液(50mmollL、pH=7.7)制备精子悬浮液，超声处理

10 秒，进行煎糖梯度离心，收集无尾的精子头，再在

25∞ X g下离心洗涤三次，每次 10 分钟。 把精子头以

108 个1m!的密度悬浮于 Tris 缓冲液中 ， 4'C下贮存，

48 小时内使用，或分成小份于 - 60'C 下冷冻保存。

分离精子头时，精子质膜被破坏，促使精子质膜在卵

母细胞内降解，利于精子细胞器与卵质融为一体，从

而提高受精率，但这也会使培养液中的大量 Na+ 和

Ca2 +进入精子，引起核的迅速降解，进而导致精子死

亡，而进人精子的大量 K+对核的破坏程度相对较小。
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