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非洲爪熔 )(enopus laevis ~ß i号:细胞中的 VgI mRNA一-一

一种重要的母体 RNA

张遵义毛铭延

(西北师范大学生物学系)

两栖类卵母细胞， 在其发育过程中积累了

大量的 RNA 及蛋白质。这些 RNA 和 蛋白质

对成熟卵受精后的早期胚胎发育起着相当重要

的作用 ( 1)。由于它们在卵母细胞 中的分布各

异， 受精后，通过细胞分裂将它们分配至不同

的细胞中，这些细胞也由此获得了不同的发育

潜能。 同时 ，也开始产生了不同细胞之间的相

五作用 ， 组织乃至器官的形成就基于这些不同

层和植物半球卵黄团的诱导作用而实现的 [ 2 )。

这种诱导作用同样可以追)升到卵母细胞动、植

物半球的差异。 已有证据说明动物半球的细胞

对于中胚层诱导信号有反应能力，而植物半球

的细胞则与产生这类诱导物质有关[3. 4]。因此

搞清定位于卵母细胞的细胞质中，决定细胞分

化命运的母体因子所具有的分子性质是极有意

义的。

发育潜能的细胞以及它们的相互作用。胚胎发 1比5 年， Melton 等 [ G ， 6] 发现了一类定位

高早期， 不同的细胞得到了特异的发 育能力， 于卵母细胞植物半球的母体 mRNA， 称为 Vgl

由此形成形态各异的组织及器官原基。在:以后 ;' ~ji:'mRNA。这种 mRNA 编码的产物类似于 自一转

的发育中 ， 这些细胞仍保持各自 的命运安排。 三珞化生长因子 (TGF一酌 ， 后者对细胞分化有多方

这种不同区域细胞的发育差别， 与存在于卵母 面的作用 [7]0 Vgl mRNA 在卵子发生 期间合

细胞动.植物半球的母体因子 ( RNA 及蛋白质) 成并贮存于卵母细胞中，直到原肠早期发生降

有关。荷兰学者 Nieuwkoop 及其合作者们的结

呆表圳，叫 i胚层的出现是通过冀胚弗n亚运外胚

解，因而l可认为它与这期间的发 育 有关。其

次 ， Vgl mRNA 在成熟卵母细胞中以半月形
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分布于后来形成内胚层的细胞质区域即植物半

球中 ， 因而，它也可能涉及内胚层细胞的决定

或赋于内胚层细胞诱导中胚层的能力。本文将

集中评述近年来， 关于 Vgl mRNA 及其所编

码的蛋白的特征及可能的功能。

-、 VgI mRNA 的发现及其存在证据

哈佛大学的 Weeks 和 Melton 等研究者，

从 1985 年开始利用 cDNA 克隆技术分离 爪蜡

卵母细胞功、 植物半球 中 的 RNA( 8) 。 未受精

卵的功 、 植物极间存在着不同的发育潜能， 寻

找沿着这个功、 植物极轴分布的母体 RNA 很

有意义。利用 cDNA 克隆技 术， 以爪~~卵母

细胞中分离出的 poly ( A )+RNA 为模板合成

cDNA ，并在 Î;gt 10 中建立了这个 cDNA 文库。

又以从未受精卵的动 、 植物极不同区域分离的

poly ( A )+ 1itNA 合戚相应的 cDNA 作为探针，

筛选了所构建的 cDNA 文库(图 1 )。从而鉴定

出并分离了 4 个克隆， 其中 3 个代表定位于动

物极的 RNA，另一个克 隆， Weeks 等人称为

l 
a…· 
-

^- ï 

固 1 利用鉴别杂交法筛选爪蝙卵母细胞 cDNA

文库中植物极半球定位的 mRNA
按图中所示切面将冰冻后的卵子切成功物极 (A.

深色) 及植物极(V. 淡色)卵块。分离这些卵块中的
poly (A)+ RNA Jf:1liU备 cDNA 探针 ， 利用这些探针筛

选卵母细胞 cDNA 文库的复制滤膜l8J.

Vgl，此种 RNA 表示定位于植物 极半球的

RNA。将 VgI cDNA 亚克 隆在 pSP 65 质粒载

体上，以合成具有高度特异性的 mRNA 探

针(9)。通过 RNA 印迹分析， 鉴定出 Vgl RNA 

为 2.7 kb 的转录本。 这样得到的 Vgl RNA 是

mRNA 吗?答案是肯定 的。首先， cDNA 文库

及用来筛选这个文库的探针，都是由 poly(A )+

RNA 构成的， 这些 RNA 可能是乡腺 苦酸化

的F 其次， 已证明 这些 RNA 与核糖体 RNA

及线粒体 RNA 没有同源性， 已经从 RNA-蛋

白质复合物上分离出游离的 RNA ， 并 利用 印

迹杂交测定出在游离及与蛋白质复合的 RNA

中都有 Vgl RNA 。 由此可见， Vgl RNA 的确

是编码蛋白质的mRNA(8)。此外， 通过注射人

工合成的 Vgl mRNA 反义链可以降ffjp井阻断

卵母细胞及早期胚胎中 Vgl mRNA j'lJ翻译活

动，同样说明了这一点 (5 ， 1 0 ， 1 1 )。

二、 VgI cDNA 的序列特征及

VgI mRNA ft太链产物与 TGP-ß

因子间的序JlJ 同源性

将从未受精卵中提出的总量 RNA 在变性

琼脂糖凝胶上电泳并进行 RNA fjJ迹分析。 由

此获得一个1. 6 灿的 Vgl cDNA 片段，为得到

一个完整的克隆，又利用这个 1.6 kb cDNA 

为探针重新筛选同 样的 cDNA 文库 ， 进一

步得到一个 2.3 灿的 cDNA 克隆 [lZj ， 这样得

到的 cDNA 克隆在 5' 末端有缺失的序列，以从

2.3kb cDNA 的 5' 末端得到的限制酶消化片

段进行引物延伸反应来 测定从 V 末端缺乏序

列的长度，结果显示 Vgl mRNA 的 实际 V 未

端仅超出最长的 cDNA 克隆片段 47 个碱基。

分离基因组中的 Vgl 克隆得到了这些缺 失的

5' 序列。引物延伸分析预测 ， Vgl 转录本的 V

未端有一个从第 29 碱基开始的 TATAA 片段

及一个从第 68 位开始的 GCTAATTA 片段，进

一步证实这就是 Vgl 转录本的 5' 末端 ( 1 2 ) 。 初

步推断 Vgl cDNA 的序列，首先让一个约 27

个碱基组成的 5' 端非转录引 导序列，其后是
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一个由 1 080 个碱基构成的编码 4 1. 8 kD.蛋白

质的转录框架 ， 接下来在转译终止码之后，有

一个至少由 1 ~>1 0 个碱基组成的 Y 端非转译尾

部序列， 其中包含 3 个潜在 的 扩 末端加工部

位 (AATAAA ) 。

Vgl mRNA 的翻译产物 显示了与自一抑制l

素[ 1 3 ] 具有同源性的序列。自一抑制素是 TGF7日

大家族中的成员之一。经比较，两种肤链间有

40% 的相似， 涉及援基端 120 个氨基酸，尤为

明显的是半脱残基的位置与数量， 这些残基涉

及抑制京及其它相关生长因子中二聚体的形成

过程。 转化生民因子通过一个在蛋白质疏水性

氨基酸残基的伞张作用进入内质网 ， 在靠近援

基端的一个加工部位发生断裂， 这些部位常包

含一系列正电荷氨基酸(Arg-Arg)，加工的肤

链通过半脱残基间相互作用在运出细胞前形成

二聚体[14]0 Vgl 蛋白质的氨基末端有一个潜在

的信号序列 ( 1茎1 2 ) ， 用 以嵌入内质网。 进一步

推定 Vgl mRNA 的翻译产物是一个 360 个氨

川
「L

1-42 khlJ 

Vg IC DN~2 . 3kb 

l蛋白咐
-=250bp 

• 

图 2 Vgl cDNA 结构(上)及 VgI mRNA 蛋白

质产物的结构(下)示意图 [12 ]

基酸的蛋白质，它进入内质网后断裂释放出一

个 11 =: 个氨基酸的肤链。这 个肤链除了与日一

抑制素有同源性外， 与 TGF 自- 1 [ 1 5 ] 有 38% 的

同源序列， 亦从第一个保守性半!比残基开始。

此外， 与果蝇的 dpp 位点因子 [ 1 ~]也有 48% 的

序歹IJ 同源性并且有共同的~糖基饨，部位4见图

3 )。 目前广泛认为 TGF一日 是通过对细胞外基

质的调控作川而影响细 胞分化的 [1 7 -1 9 ]0 Vgl 

mRNA 编 ií 'b l.j TG F-ß 柑类似的因子，从其肤链

V!l 1 置 自-. R理IWISYSu.PnASNI缸XRHLYVllP!: DVG.,QIIWVI.t 
TGP ;Ji 白_ Hl电IlALllT盯CJI5S TEl:IICCVRQL江Dl'R!OlI.Gw!( i'IHE 
5-抑副董- IiPHllRl!.liBGLECDGKVlIIICCUQl'PVSP KDI GWlIDW1 IA 
Dpp童 自- 1!NKRI!AlUIl'T:因IK肝IDDTCRRI萄LYVDPS DVG 'IIlIlW1 VA 

PQG'!IIANY已YGS在PYFLT8IL黯NHAI LQ TL Vl!5 IEPED 
PKGY咀ANPCI.GPCPYI WS LL DTQYSKVLALYNQH寓P包A
PSGYHANYCEGECPSH工AGTSGS5LSPH5TVIHHJRKHGH
PLGY1IA nCHGI:CP1PLAIlHPNSTHHA VVQTL VNNII革PGlC

lP LP éë VP1D1S P lSIILPYllIQi])J(VVLI!II7EMA VD 
51. APCCVPQALKPLPI VYYV GRKPKVEQLSrtlHVR 
5PPANLKSCCVPTKLRP单51且LYYDDGQ NIIKKDIQKMIVX
VP KACCVPTQLDSVA且LYLNllQSTVVL正1IYQ liIITVV.. 
ECGCR 
SCKCS 
ECGCS 
GCGCR 

图 3 Vg 1 蛋白质与一些 TGF-自 基因产物

的氨基酸序列比较

细杠示可能的加工部位; 星号示 保 守的半脱残
基， 粗杠示 Vgr 和 Dpp 之间的糖基化部位 1 12 ]

序列的相似程度上， 间接的说明其基因产物对

于细胞分化可能具有类似于 TGF-ß 因子 的作

用。

三、 VgI mRNA 的形成及定位

RNA 印迹分忻表明 ， 在爪虫j言卵母细胞植物

半球或称为卵子预定内胚 层中 ， Vgl mRNA 

的分布比动物半球高出 20一 :~ 5 倍 [ 6]。为确切

探明它们的分布位置及定位机制， 利用 Vgl 反

义链 RNA 为探针， 采用原位杂交技术分析了

处于卵黄形成后期 (V-vr>的爪蛤卵母细胞，

结果显示， Vgl mRNA 定位于植物半球 的皮

层中，呈半月形， 约厚 10 μm。 连续 切片上的

杂交信号表明， Vgl mRNA定位的半月形在卵

母细胞中是辐射对称分布的[凡21]0 Vgl mRNA 

仅限于极薄的皮层下， 并非从植物极以梯度形

式分布。说明 Vgl mRNA 在长足的卵母细胞

中的分布不 同于卵子内 其 它多 数 种类的

mRNA 的分布形式 [6 ， 22 ] 。

那么， 在卵子发生中 ， 何时产生了 Vgl

mRNA ? 是否在其形成后立刻l积累在植物极了

呢?如果 Vgl mRNA 总是以半月形见于卵母细

胞的植物半球，则可能意味着它的定位与合成

及运输有内在的联系。利用 RNase 保护 实验

测定[9] 从前卵黄形成期到长足的卵 ift形成 后

期卵母细胞中总量 RNA 而寻找 Vgl mRNA 在

卵子形成中的合成时间。结果表明，VgI mRNA 

存在于实验边立的 址幼小的 卵母细胞中( 1 
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期)，而且， 其水平在整个卵子形成过程中是
恒定的。说明 Vgl mRNA 在卵子形成前期的

I 期卵母细胞中合成，并恒定地贮存着，直到

卵子成熟。另一组原位杂交结果还显示，在卵

黄形成期， Vgl mRNA 开始定位，第一个迹象

是 Vgl mRNA 开始在卵母细胞的一端集中 ，但

并不同于卵黄小板的定位 ， Vgl mRNA 的定

位远早于卵黄小板。至于 Vgl mRNA 的来源 ，

实验已证明是由卵母细胞本 身合成的[12]，而

且在定位过程中并不改变其结构。 RNA 印迹

结果显示了在各期卵母细胞中 Vgl mRNA 是

以多腺昔酸化的形式存在的， 其定位是通过一

种活跃的转位过程进行的阳]。利用一个离体

培养系统证实了将外源 Vgl mRNA 注入处于

卵子形成中期阶段的卵母细胞后，其定位的形

式与内 iJÆ( Vgl mRNA 相同。 在离体培养的卵

母细胞中， 培养六天后可见到 Vgl mRNA 定

位的半月形状。内源和外源 Vgl mRNA , 其

定位都是首 先集中于一极， 然后开始在皮层积

累 [2 3] 。 值得注意的是在蛋白质的细胞内转位

过程中蛋白质的 N一端新生的信号多肤是重要

的一步， 由于 Vgl mRNA 编码的因子在与

TGF 陪 同源的一端具有一个潜在的信号序列

及一个肤链酶断裂部位， 因而必须了解是否外

源 Vgl mRNA 的定位需要被翻译成蛋白质产

物后才进门。不过将由 VgI mRNA 5' 端删去

6二个核音酸而构建的缺少核糖体结合部位及起

始密码的 Vgl 转录本注入 E 期卵母细胞中的结

果表明 ， 其定位模式与完整的 VgI mRNA 相

同， 可见， 定位过程是 由 mRNA (或 mRNA­

蛋白质复合物 )本身完成的[叫 。

另一方面， 定位过程与卵母细胞的结构组

成， 尤其是皮层区结柏有关[24] 。 有结果表明

Vgl mRNA 集中在卵母细胞植物半球中富含

角蛋白的成份中 [比] 。

四、 Vgl mRNA 在成熟卵子及旱期

发育中的定位及表达

利用 32p 标记的 Vgl ， 组蛋白 H 4，以及

Vgl 反义 RNA 为探针， 与自化爪瞻的卵子切

片杂交，结果表明未受精卵中 Vgl mRNA 不

仅见于皮层内，而且向动物极扩展，但仍偏于

植物半球[叫。卵裂中 ， Vgl mRNA 分布到多

数植物极细胞中，很可能预定中胚层细胞中也

含有 Vgl 转录本。而组蛋白 H 4 mRNA 多集

中于动物极细胞中 [7 ， 1 2 ]。早 期囊胚 中， Vgl 

mRNA 仍定位于植物半球， 并不随卵子受精

后的细胞质运动而重新排列或混合在一起[9 ]。

原肠期后 Vgl mRNA 突然降解并消失[町，这

一点与大鼠中存在的类似分子 Vgr-l RNA 不

同， 后者存在于各期胚胎及成体组织 ~j:.J [ 2 6 ] 。

大量报道已表明了转化生长因子在中胚层

形成及分化中的作用[刀 ， 28]0 Vgl mRNA 编码

的蛋白质与 TGF-ß 十分相似， 尽管 目前对其

作用尚无定论，但已有人从其结构、在卵子中的

分布特点及在原肠期后突然消失等几方面， 认

为它在中胚层形成中 可能具有某 种作

用[1 2 ， 26 ， 2 7 ] 0 Vgl mRNA 的主要蛋白产物是两

个分子量分别为 43. 5 KD 及 45 KD 的糖蛋

白 [ 30 ]，它们的差别仅在于它们的 N一连接寡糖

基糖的数量。在胚胎发生中，这两种蛋白质的量

有所不同， 主要表现在胚胎对于 VgI 肤链中三

个潜在的 N 连接糖基化部位的利用 上。 在卵

子及早期囊胚中 ， 3 个部位都被利用 ， 但在囊

胚中期后仅有两个部位被 利 用。在囊j压中月1

前， Vgl 蛋白仅在植物半球 合成， 这与 Vgl

mRNA 的定位一致。但在卵母细胞中，两种

Vgl 蛋白都可以扩散到动物半球。由于 45 KD

蛋白较为稳定，它在两半球的积累对其功能尤

为重要[30 ]。

总之， Vgl 与 TGF-ß 间 的序列同源性以

及在早期胚胎中的定位说明了它在早期发育中

的可能作用。有理由推想 Vgl 可能是爪瞻自身 j

的中胚层诱导因子之一[19 ， 29 ] 。但要证明这一点 4

显然还有许多工作要做。

摘要 ij 
爪瞻 Vgl mRNA , 为一种由卵母细胞产国

生并集中分布于成熟卵母细胞植物半球的母体'
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mRNA， 它编码类似于 TGF-险的蛋白，受精

后， V gl mRNA 分布于胚胎预定内胚层细胞

中 ， 它在中胚层的形成中，可能具有一定的作

用。
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构自两膜突出相互连接， 中间有通道。 目前对它的结

构和功能已有更多的了解。 将 Gap junction 译为间隙

连接还是合适的， 因为 ， 间隙说明这种结构所处的部

位是在两细胞之间， 连接说明当时对它作用的理解。

(中科院上海细胞所 曾弥白)
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