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非细胞体系细胞核重建研究的进展

张f专茂 程 中 和

(北京大学生物学系 10087 1) 

8 0 年代中期以来，国外有几个实验室 陆

续建立起一项新的细胞生物学研究技术， 称为

非细胞体系细胞核重建或核重 组装 ( nuclear

reassembly or reconstitution in cell- f ree syst-

ems ) 。它是在没有完整的细胞结构的情况下，

将构建细胞核的各种"原料"及有关细胞质成份

人为地混合在一起，并经过一定 方 式进行诱

导， 使混合物白发构建细胞怯的一项研究技

术。这项技术的建立与应用，加深了人们对细

胞核重建过程的认识， 如细胞核各组分的.组

装， 各组分手E组装过程中的相互作用，尤其在

染色质与核膜、 lamina 相互关系等方面获得了

在细胞体系内核武建研究所难以取得的研究成

果。同时，人们应用这一技术，对重建核的生

物活性和重建核对细胞周期调 节因素的反应

等， 进行了较为深入的探讨，提出了许多重要

论点。

与非细胞体系细胞核重建研究技术相对应

的是一些在完整细胞水平上进行的研究技术，

如在普通光镜下观察核周期的变化， 在电镜下

研究核周期巾不同时期的细胞超微结构[ 1 ] ， 抗

核物质抗体显微注射技术[Z]，免疫荧光术凹，

等等。这些技术在细胞核重建研究中无疑地起

到了重要作用。然而，非细胞体系细胞核重建

研究技术不仅能够达到上述技术所能达到的效

果， 而且具有一系列优越性， 在一定程度上能

够人为地控制细胞核重建体系 中 核物 质的种

类、 相互比例以及细胞核重建的进程等。 因

此， 非细胞体系细胞核重建研究技术更加受到

科学家们的重视，把它誉为 80 年代细胞生物

学领域中的重要进展之一。

近年， 我们实验室也开展丁非细胞体系细

胞核重建研究工作， 在国内首次建立了非细胞

体系细胞核重建实验模式，并利用这一模式开

展了一些相关的研究，如在重建核的核骨架与

lamina 、 核孔复合体组装与染色质组装等方

面， 均取得了一些初步的但又令人感兴趣的结

果。

本文试图对非细胞体系细胞核重建研究的

概况，并适当结合我们自己的工作体会，作一

简要介绍。

一 、 非细胞体系细胞核重建

研究技术的建立

1983 年， Lohka 和 M韶山在 "Science"上首

次报道，将去除核膜的精子染色质与蛙卵提取

物一起温育，可以共同构建成雄原核。这种核

不仅具有典型的细胞核结构，而且在一定条件

下可以进入M期[句 。 这一研究工作在国际上首

次解决了用染色质诱导非细胞体系细胞核重建

研究的技术问题。

同年， Forbes 等人报道， 将纯化的 lambda

DNA 注射到成熟的蛙卵中，发现有含 lambda

DNA的细胞核形成z 如果将 lambda DNA与成

熟蛙卵的提取物一起温育，也发现有含lambda

DNA 的细胞核重建[ 5] 。 这一工作首次解决了

用外源纯化的 DNA 诱导非细胞体系细胞核重

建这一重要技术问题。

上述两项工作为非细胞体系细胞核重建研

究奠定了基础。 同 时也 分别成为后来的两种

非细胞体系细胞核重建研究的先导。这两种体

系分别是: 应用精子染色质与蛙卵提取物进行
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非细胞体系细胞楼重建研究和应用外源的纯化

DNA与蛙卵提取物进行非细胞体系细胞核重建

研究。

嗣后的数年间，人们分别对两个非细胞体

系细胞核重建过程进行了较为细致的观察[6 ， 7 ] 。

也有人通过分离提取物的组成成分， 并将这些

成分按不同比例混合在一起后，再进行细胞核

重建实验。这一方法可以较具体地分析细胞核

重建的一些中间步骤，加深了对这些成分在细

胞核重建过程中作用的认识问。

近年，我们在参考前人工作的基础上，经过

探索，不仅成功地建立了用外源的纯化DNA 诱

导非细胞休系细胞核重建的实验模式， 获得了

一些与前人相似的结果，而且还有一些新的补

充，如核骨架、 lamina、核孔复合体的组装

等[卜 11] 。 我们还发现，除 lambda DNA 外，

腺病毒 DNA 也能诱导非细胞 体系细胞核重
建[12] 。

除上述两种非细胞核重建体系 外， Burke 

和 Gerace( 1986)也曾报道过另一种非细胞核重

建体系。 他们用处于有丝分裂中期的 CHO 细

胞的匀浆物进行非细胞体系细胞核重建实验，

发现在此匀浆物中也有细胞核形成[ 1 3] 。 这一

工作则为利用培养细胞作为基本材料进行非细

胞体系细胞核重建研究开辟了道路。最近，我

们用中期 HeLa 细胞的匀浆物也已成功地 建立

了自己的非细胞体系细 胞核重建实 验 模
式 [HJ 。

另外，也有人应用早期胚胎细胞的提取物

进行非细胞体系细胞核重建实验[1 5 ， 16] 。 这些

工作与用蛙卵提取物进行的工作非常相似。

二、非细胞体系细胞核重建的物质条件

细胞核的重建首先要 有物质基础 (或原

料)。它应该包括构成细胞核各种结构所需的

物质成分，如组蛋白、非组蛋白、 DNA、

lamins 、 核膜前体物、 核孔复合体蛋白等。 实

验证明，卵细胞所含物质成分的种类与储量基

本能够满足这一特殊要求。 在非洲爪蜡卵子友

生过程中 ， 卵细胞内积累了大量的组蛋白和其

他核物质F 虽然没有大量的 DNA 贮备， 但却

含有 DNA 快速合成系统[ 17-23]。也 有实验证

明 ， 卵细胞内贮备的物质能够在体外与 DNA

一起构建成染色质和完整的细胞核。 1977 年，

Laskey 等人首先制备了含有上述成分的卵细胞

提取物， 然后将 SV 40 DNA 等成分与卵提取

物混合温 育， 结果得到 了人工 SV 40 染色

质 [ 2 4J 。 这一实验首次解决了人工染色 质构建

问题， 为后来进一步研究非细胞体系细胞核重

建指明了方向。我们曾对卵提取物中的核物质

贮备量进行了计算， 发现外源的纯化 DNA 能

平均在一个卵提取物中诱导 产 生 103-104 个

形态和结构典型的新核内12J 。

体细胞(包括培养细胞)在有丝分裂之前也

有一个核物质的积累过程。但每个亲代细胞仅

积累两份核物质， 经过分裂，形成两个子核。

由此可见， 体细胞与卵细胞在物质贮备方面是

有很大差别的。

三、在非细胞体系中重建的细胞核具

\ 
有典型的核结构

由精子染色质在蛙卵提取物中诱导重建的

细胞核，在形态、 结构和大小方面与雄原核没

有明显差别 [4 ， 7 ， 8] 。 在中期 CHO 细胞匀浆物中

重建的细胞核也具有一般细胞核的形态和结

构【 1 3J。外源的纯化 DNA 在卵提取物中诱导重

建的细胞核的大小也处于一般细胞核的大小范

围， 绝大多数直径在 10-15μm 之间川1 1 ， 12 】@

超薄切片上显示， 重建核具有典型的双层核

膜、 核孔复合体、 核骨架和类染色体等结构。

冰冻蚀刻样品显示其核孔复合体与一般细胞核

核孔复合体相比无明显区别[9 ， 12J。免疫荧光法

和特殊电镜技术均证明 其 具有 lamina 结构与

成分[ I I J。但类染色质是否具有核小体一级结

构和高级结构等， 目前还不太清楚。而这一问

题又是最终阐明外源纯化 DNA 诱导的重建核

是否具有典型核结构和生物活性的核心问题F

需要进一步研究。
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四、非细胞体系细胞核重建

是一个渐进的过程

非细胞体系细胞核重建过程是逐步进行

的。但在不同体系之间 ， 这一过程存在差别。

将精子染色质加入卵提取物后，首先见到精子

染色质去浓缩， 然后 ， 在其周围逐渐装配双层

核膜和l核孔复合体。用外源的纯化 DNA 诱导

非细胞体系细胞核重建， 首先看到的是 DNA

与卵提取物中相关成分共同构建成高度浓缩的

类染色质 F 然后，高度致密的类染色质去浓

缩， 并在其周围逐渐装配双层核膜和核孔复合

体。 用中期 CHO 细胞、 HeLa 细胞的匀浆物进

行非细胞体系细胞核重建， 首先发生的是染色

质去浓缩， 然后在其周围装配双层核膜和核孔

复合体。上述三种非细胞体系细胞核重建过程

中，均有 lamina 的装配。一般认为， 它的装

配在核膜装配稍前或同时进行。

五、非细胞体系细胞核重建的机理

关于非细胞体系细胞核重建的机理问题，

目前尚无定论。精子染色质或中期 CHO 细胞、

中期 HeLa 细胞匀浆物中染色质诱导的细胞核

重建，虽然染色质早已构建，但对其如何重排

成间期核的染色质结构及核骨架的组装等问

题，仍了解甚少。 用外源纯化 DNA 诱导细胞

核重建，虽然清晰地观察到了由 DNA 等成 分

共同浓缩成类染色质，但它是否具有典型染色

质的各级结构，知之甚少。因而，细胞核重建

过程中染色质的组装机理可能是一个很重要的

课题。

核膜装配与核孔复合体装 配是伴随发生

的。 现在比较公认的看法是， 核膜组装的前体

物是胞质小膜泡。但胞质小膜泡如何相互融合

成双层核膜以及核孔复合体如何镶嵌入双层核

膜等，目前存在两种完全不同的认识，即膜泡

前体模型 ( vesicle precursor model ) [ 4州和原核

孔模型 ( prepore model) [ 7 J 。前者认为， 首先由

胞质小膜j包结合到染色质表面， 并且相五融合

成双层核膜;然后，核孔物质结合到双层核膜

上而形成核孔复合体。后者则认为，先由核孔

物质结合到染色质表面，形成j点核孔，随后胞

质小膜泡与之结合并相互融合成双层核膜 z 最

后，在原核孔处的内外层核膜相互融合成核孔

复合体。两种观点各有一定的实验依据。所以

至今仍难以断定哪一种观点更正确。关于胞质

小膜?包相互融合的机理，最近有人提出 GTP

结合蛋白 (GTP-binding protein)参与膜泡的融

合。用 GTP 的结抗物 GTP-y-s处理，胞质小膜

泡能够照常结合到染色质表面，但不能相互融

合成双层核膜[25 J 。 也有人证明，核膜装配还

需要有糖原的存在[ze].

用外源纯化 DNA 或精子染色质在卵提取

物中诱导细胞核重建时，可见有 lamina 组

装，但对其组装机理并不清楚。我们实验室观

察到，将抗 lamin 单克隆抗体加入细胞核重建

反应体系，不仅抑制了 lamina 正常组装，而

且导致了核膜装配紊乱[IIJ。说明 lamina 组装

与核膜装配是密切联系的。

对中期 CHO 细胞匀浆物细胞核重建 过程

中的 lamina 组装已有一些认识。认为首先由

lamin A、 C 结合到染色质表面，然后由 lamin

B 与 lamin A、 C 结合而形成 lamina 结构。同

时 lamin B 也将与之紧密结合的胞质小膜泡带

到染色质表面，胞质小膜泡相互融合而形成双

层核膜[1 3 1 0

六、非细胞体系重建核具有-定的生

物学活性

首先已证明，非细胞体系重建核具有复制

DNA 的能力 [4 ， 6 ， 7 ， 11 ， 27-31J。但不同体系的重建

核复制 DNA 的效率有所不同。由精子染色质

诱导的重建核， 最终复制 DNA 的比率可达 70

-100 %1 而外源纯化 DNA 诱导的重建核，最

终能够复制J DNA 的一般不高于 40 % [28 ， 29 ， 32J 。

实验证明，只有当结构完整的核形成之后，才

能开始复制 DNA[~户， 29J。由于核的重建过程并

不同步， 不同核复制 DNA 的过程也不同步。
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非细胞体系霍建核能够从其周围主动摄取

物质[叫34)。核浆蛋白 (nucleoplasmin ) 是 非洲

爪蛤卵生发泡内含量最丰富的一种物质。 正常

情况下，爪蛤卵细胞核可以主动地从其周围摄

取这种物质。实验证明， 非细胞体系重建核也

能选择性地摄取这种物质。摄取过程受到核孔

复合体 WGA(wheat germ agglutinin )结合蛋

白的调节，由 ATP 提供能量[ 34 )。

非细胞体系重建核在一定的调节因素作用

下， 可以进入M期[叫。精子染色质诱导的重

建核进入M期的变化过程与将桔子染色质注射

到j活化卵中注;生的变化过程相似 [ 36) 。重建核由

间期 (G 2 ) 向M期转化需要一定茧的蛋白质合

成[2e)。如果在核重建反应体系中添加蛋白质

合成抑制剂放线菌嗣( cycloheximide) ， 重建核

就不能进入M期。有人证明，重建核由间期向

M期转化与 MPF (muturation-promoting fac­

tor)诱导有关[37)。外源纯化 DNA 诱导的重建

核也可以向M期转化。将 lambda DNA 诱导的

重建核注射到处于分裂中期的卵细胞中，可见

到j豆延核·核膜解体和染色质凝~现象[35)。进

一步1i-Jf先发: ~址，随着周期蛋白 (cyc1in )的周期

性合成和降解以及组蛋白 Hl激酶 ( histone H 1 

kinase)水平的周期性上下波动，卵提取物申重

建核可以豆豆进行 DNA 复制 、 进入M期 、 核

重新形成及 DNA 再复制等过程 的周期性循

环[ 30 )。 蓝建核进入M期， 其染色体仍成单簇

存在，染色单体并不清晰可见，由M期重新进

入问期，也没有见到染色体分裂， 仍然形成单
个细胞核 [ 30 ) 。

七、非细胞体系细胞核重建研究的生

物学意义

非细胞体系细胞核重建研究工作虽然只有

短短几年历史，但已获得了许多有价值的结

果，受到越来越多的科学家的重视。

首先， 它为研究细胞核重建过程和细胞核

各组分在核 ， [1足过手里巾的相互作用等提供了一

个良好的棋式。应JH这种模式， 人们可以"方

便地"对细胞核各个组分进行拆卸与再组装，

并可通过改变各组分的比例分析核重建过程的

中间步骤等， 因而可以较精确地研究细胞核重

建过程和细胞核各组分在组装时的相互作用 ，

这是用完整细胞体系进行细胞核重建研究所难

以做到的。

非细胞体系细胞核重建是研究细胞核生命

活动的一个良好模式。由于重建核中可以加入

许多已知l成分，由此人们可进一步分析这些物

质的作用。 又由于重建核完全处于一种裸露状

态， 为研究细胞核和细胞质的相互作用及核物

质运输等简化了条件。

也有人根据重建核的生命活动特点和卵提

取物的性质，将二者有机结合起来，进行细胞
周期调节方面的研究 [ 30 ， 31 ， 35卢1 ， - 提 出了许多a

重要论点。例如， Dassö 和 Newport[38 )发现爪

瞻卵内存在一个抑制有丝分裂的反饿系统。这

一系统的活性依赖于未复制 DNA 的阔值浓度。

DNA 复制不完成，有丝分裂便不能开始。 他

们证明 ， 反馈抑制系统主要通过抑制 MPF 的

活性来达到抑制有丝分裂的目的。他们认为，

反馈抑制系统主要是通过翻译后修饰而使MPF

处于 ~ I:活性状态，而不是抑制J cyc1in 的合成和

累积， 或者阻 止 cyclin 与 cdc 2 蛋白 (MPF 的

一个亚单位 )结合。目前， 利用非细胞体系核

重建技术研究细胞周期调节是一个非常活跃的

研究领域。

J 我们认为值得进一步探索的是，非细胞体

系细胞核重建研究也许可以将不同物种的生命

物质组合在一起， 形成具有一定生命' 活动的

"新型"核。这不仅可以为研究细胞起源提供一

些实验依据，而且， 可以设想如何应用这种

"新型"核进行更为深入的工作，甚至可以设想

将不同生物的遗传物质组装在一起，开辟新的

细胞工程途径。 当 然， 这种设想是否能成为现

实， 还要靠以后大量的工作加以验证。最后还

应指出， 虽然目前还难以确切评估非细胞体系

核重建研究的生物学意义，但从目前研究状泪

来看， 这个领域的工作是不容忽视的♀
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摘 要

非细胞体系细胞核重建技术是近年发展起

来的一项细胞生物学研究技术。主要包括椅子

染色质在蛙卵提取物中诱导核重建、 夕|、源纯化

DNA 在蛙卵提取物中诱导核重建、 有丝分裂

中期细胞匀浆物核重建等几种体系。目前， 应

用前二者进行的研究工作较多 ， 第三种体系的

工作进展较慢。在各种体系中重建的细胞核，

在结构上都基本难以与一般细胞核相区别 ， 在

功能上也都表现出一定的生物活性， 如 DNA

复制 、 物质明主动运输、 对细胞周期调节因素

作出反应并能进入M期等。应用这一模式，已

经进行了核重建过程及其机理、细胞核各组分

间的相互作用 、 细胞周期的调控与重建核生物

学活性等多方面的研究。 非细胞体系核重建研

究工作还正在向纵深友展中.
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