
中胚层诱导中反应系统的分子生物学研究

寿伟年

(中国科学院上海细胞生物学研究所 200031 ) 

中胚层诱导机制的研究大体上应该包括两

方面的内容 "诱导"本身的机制，即植物半球

细胞是通过怎样的方式诱导动物半球细胞的 ;

目前在这个领域巾， 主 要是对诱导因子的研

究;另外是对反版系统的研究，即动物半球细

胞受到诱?后，所发生的一系列的变化.还包

括对反应能力 ( competence)的研究等等。 第一

个方面的内容已在另 文 中作丁较为详细的论

述[汀， 本立只 昔草讨论近几年来对反应系纯的

研究成果。

为了从基因本水平上搞清洗导之后细胞所

发生的变化， 人们首先必须寻找到一系列的分

子标志(Moleculor marker )，这 个标志不仅能

告诉我们 "诱导"是否发生，而且它能反映出被

诱导细胞的分化特性或分化状况。 rfi. 以 . 叮以 说

近几年的研究进展主要是在基因水平上发现了

许多标志。 这里我们将主要讨论五个目前看来

非常重要的分 子 标志，心肌肌动蛋白 (card ial

muscle actin ) , XMy oD, Xtwi , Mix . 1 和

Xhox 3 0 

一、爪蜡心肌肌动蛋白基因

心肌肌动蛋白基因是最早用来研究诱导与

某一特殊基因表达关系的基因。许多研究者用

它的丧达特性来分析诱导的机理 。

心肌肌动蛋白在爪!Þffî胚胎主要分布在肌肉

中; 但在成休，主7要分布于心肌中。心肌肌动

蛋白基因最早先存j京肠!院开始表达，大约 ßE:I中

胚层诱 导起始 9 小时之后。因此‘ 它曾经被认

为是肌肉细胞分化[市最旱标志 [ 2 ]。另外， 与它

同时开始丧达的还有 另一类肌功蛋内基因， 即

细胞骨架肌动蛋白 (cy toskeletal actin ) ， 后者

因为无组织特异性， 所以不能作为中旺层细胞

的标志。 虽然两者的 mRNA 均能与同样的探

针结合， 但可以通过核 酸 酶保护法 ( Nuclease

protection assay )将两者区别开来。 所以， 国

外许多实验室用心肌肌动蛋白 mRNA 作为巾

胚层诱导的标志， 并以它的表达强弱来衡量诱

导的强弱。

Gurdon 等首先分析了心肌肌动蛋向基因

!f0结构 [ 3 ] 。 总的来说， 基 因可分为 5 '端的启

动子区域不1 1 3 / ~岛的编号区域。为了探寻基因

结构中的哪些区域与诱导有关， Gurdon 等建

立了 在 因 短 暂表 达系统(trans ient gene 

express ion system ) 。

他们将克隆到 的基 因J'í段， 柏建主I J质粒

上， 然后将它注射到受精卵中 。 在 随 后的细

胞分裂过程巾 ， 一些注 入的 DNA 参入到细胞

核中 。 如果注入的基因是心肌肌动蛋白基因 ，

那么它也将与内源的心肌肌动蛋白 11; 因 在同一

时 间相同一位置表达。如果将裴胚分成三部

分，即动物极 帽 (animal cap )，边缘区Jjjx ;f~j {在

物半球细胞， 分男 IJ测试心肌肌=t;JJ蛋白基因的表

达状况， 当发育至相当原肠胚时，边缘区域开

始同时表达内源和外源Yf']心肌肌动蛋白果因 。

如果将动物极帽和植物半球细胞组合培养， 几

小时后， 内源和外源的肌动蛋白基因也|司时开

始表达。 利用这个特点， 如果注入的基因仅仅

是肌动蛋白基因的某 一部 分，并非完整的基

因，那么就可以根据外j原基因的表达状况来判

断基因 j'(J 哪些区域对诱导信号起反应。

他们将心肌肌动蛋白基因的启动子按上但

与予 il;!i 因 ( report gene) (哺 乳 动物血红球蛋白基

因或细菌 CAT 基因 )， 即用报导 ':l J : 因取代心肌
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'" 图 ， I~、肌肌动蛋白基因启动子川

详见正文

肌动蛋白基因的编码区域， 注入到爪瞻的受梢 的性质; 特别是诱导之后，核蛋白是怎样被激

活或由另一基因合成出来，然后又通过怎样的卵中。依照上述的诱导实验，枪测哺乳动物血

红球蛋白基因或 CAT 基因的表达状况，发现

它们均能很好地与内源心肌肌动蛋白基因同时

表达。这个结果说明心肌肌动蛋白基因的编码

区不存在对诱导起反应的区域I← 5 ) 。

用一系列的连接置换( Linker substitution ) 

和缺失 ( deletion)改变 5 '端启动子的结构 ，按照

上述的分析手段， 终于发现在启动子中的 4 个

含有 CArG 顺序 ( CC[A 或 TJ aGG )的区域中

(分别定为 Box 1, Eox 2, Box 3 和 Bo文 4 ) , 

Box 1 是一个非常关键的区域。如果将 Box 1 

CArG 的顺序置换掉， 整个基因对诱导的反应

几乎消失，但另外 3 个 Box 中的 CArG 却没

有如此明显的作用(图 1 )。缺失实验的结果还

说明 ， 在约 3 Kb 长的 5'端中，对诱导起反应

的区间主要在一400-0。

另一个重大发现是 CArG 结构与 DNA 结

合蛋白有关(3归。将 爪蛤胚胎细胞的核蛋白分

离出来，用胶阻抑法( Gel retarda t ion assay) 

(将标记的 DNA 片段与核蛋白作用 ， 然后根

据电泳图谱判断此 DNA 片段是否能与核蛋白

结合) ， 证明了心肌肌动蛋白基因的扩端能同

胚胎的核蛋白结合。进一步用 foot printing方

法，找出了与核蛋白结合的部位为 Box/CArG

顺序。由此看来，与对诱寻的反应活性相关的

基因成分主要分布在此基因的 5'端启动子区

域中.其中 CArG 结构起着非常重要的作用。

ζ 旦:门前 j手不清楚与 CArG 结合的核蛋白

机制去调控心肌肌动蛋白基的活性，但上述研

究结果至少给丁我们一个从诱导到激括一特殊

基因(组织特异的)整个过程的大致的框架。 这

为进一步了解其中的机和IJ 打下了一个很好的研

究基础。

二、与肌肉细胞分化有关的调节基因

XMyoD (Xenopns MyoD ) 

MyoD 是 从小 鼠成肌细胞 (Myoblast)

cDNA 库中发现的一类基因，它可以将许多培

养细胞 ， 如成纤维细胞转化成为肌肉细胞，激

活一系列肌肉细胞特 异基因 [7-10)。与 MyoD

有类似作用的基 因还有 Myogenin， Myf-5 和

MRF 4 /Myf-6 等 ， 它们均在骨悟肌中表达。

它们往往 被 称为成肌调控因子(Myogenic

regulating factors, MIFs)。从其蛋白结构来

看，它们都非常接近 DNA 结合蛋白的螺雄

环-~累旋家族 ( helix-loop-helix family )成员。

因为这些成肌调控因子能与肌肉特异蛋白基因

的启动子结合[川O] ， 所以它们又被称作骨路

肌特异转录因子。

爪瞻 Myo 的转 录可被中胚层诱导激活。

在正常胚胎中 ， XMyO mRNA 在心肌肌动蛋白

t;~因表达*i 2 小时(早期服肠胚 )，富集于预定

肌肉细胞内。 所以， 有人认为这种 mRNA 直

接与激活肌肉特异基因有关[ 11-13) 。

为证明这一点， Hopwood 和 Gurdon 将大
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量， XMyoD mRNA 注射到爪瞻受精卵中 ， 结

果导致了许多肌肉特异基因的激活，如心肌肌

动蛋白基因等，特别 是动物极帽的细胞(外胚

层细胞)也表达出了大道的肌肉特异的基因产

物[1 4 )。 所以，他们认为 XMyoD 自身，也许

还包括一些辅助因子， 就 足以激活许多(但可

能不是全部)肌肉特异基因 。

值得注意的是注射了 XMyoD mRNA 的

动物半球细胞，虽然能产生许多肌肉特异蛋白，

但它并不能分化为肌肉细胞。因此 ， 肌肉细胞的

分化仅仅依靠 XMyoD 还不够，可能还需要在

分子和细胞水平上得到其他因素的共同作用 。

例如最近又发现癌基因 v-ski 可诱导鹊鸦胚胎

的肌肉分化IU]，说明肌肉分化还存在不同于

MyoD 的调控因子在其巾起作用。所以目前只

能说被诱导细胞所产生的 XMyoD 对于细胞向

肌肉方向分化是非常重要的，但它并不能决定

细胞的最终分化方向。

三、与非肌中胚层(non-muscle mesoderm) 

分化有关的基因， Xtwi 

在以前的工作中 ， 人们只注意肌肉细胞的

分化，而忽略了非肌中 j民层(肌肉之外的中阮

层成分)的早期发育， 原因可能是一直未能在

早期胚胎中找到一个适吐的分子标志。

最近从爪瞧胚胎巾克隆到一个与非肌中胚

层细胞有关的基因，称为 Xtwi[ 叫 。 它可能与

果蝇 twist 基因同源， 后者在果蝇的中 j怪层发

育中起着很重要的作用，并也属于 DNA 结合

蛋白的螺旋-环-螺旋家族。

Xtwi mRNA 分布在许多中胚层细胞中 ，

体外的中胚层诱导实验说明诱导可以激活它的

表达。原位杂交给出了一个非常有趣的结果，

Xtwi mRNA 和 XMyoD mRNA 在 中胚 层中

的分布是互补的，即 含 有 Xtwi mRNA 的细

胞不含 XMyoD mRNA， 反 之亦然。 预定肌

肉细胞中含有大恒.的 XMyoD mRNA 但不存

在 Xtwi mRNA。令人吃惊的是 Xtwi 基 因在

侧板中胚层(腹方中 JI毛层)和脊索(背方中胚层 )

L p' Lp 

图 2 XMyoD 与 Xtwi 原位杂交图

NT: 脊索 LP : 侧板中胚民 Sm: 肌节 N ，

神经管 盟Xtwi杂交部位z 圈XMyoD杂交

部位。详细说明见 ïE文 。

巾同时表达(图 2 )。由此看来 ， Xtwi 可能是

一个中胚层细胞选悸向非肌肉细胞分化的重要

基因。

但应注意到 ， Xtwi 的表达时期(早期神经

胚)晚于 XMyoD。在此之前， 在正常胚胎中巳

可划分出叨:些细胞将可能发育成肌肉，哪些将

不可能。所以 Xtwi 看来还不是非肌中胚层细

胞的最早标志。 另一方而关于 Xtwi 的表达，

果蝇的情况值得参考。在果蝇胚胎中 ， twist 基

因的表达受到 "dorsal" 基因的调控。有证据表

明 dorsa l 蛋白可能起直接激活 twist 基因的作

用(1 7)。所以，有必 要去寻找 dorsal 蛋白在爪

瞻中的存在， 以便进而分析 dorsal 相关基因产

物在爪蜡胚胎中的分布， 以及对中胚层诱导的

反应，也许两者之间存在一定的联系。

四 、 Mix. 1 基因

Rosa(l 989 )从爪贮原肠胚 cDNA 库中，

用来源于经 XTC-MIFs(18)诱罕的外胚层细胞

的 cDNA 探针，筛 选到 一非常特殊的基因。

从它的核酸序列来看属于 homeo-蛋白 ( home-
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oprotein )。在体外诱导实验中， 在培养的动物

极帽中加人 XTC-MIFs 仅仅 10 分钟，它就开

始表达。 因此，它的表达:是目前所知反院系统

对中胚层诱导作出的 最快反应。它被命名为

Mix . l( mesoderm inducible homeobox ) [l 9 J 。 其

表达的另一特点是不需要蛋白质的合成，即在

培养液中加入蛋白合成抑制剂，它仍能表达;

也不需要细胞问的相互作用，即单个外院层细

胞受诱导后， 也能表达 Mix.1 。 这两点与前面

提到的心肌肌动蛋白等完全不同，后者若在培

养液中加入蛋白合成抑制剂就完全不能表达，

而且单个外胚层细胞既使受到中胚层诱导， 后

者也不能表达。 所以， Mix.1 基因的表达可能

是在基因水平上刮诱罕的最直接的反应，即反

应系统受到诱导作用后，通过胞内一系列的信

号传递 ， 直接 开 启 Mix.l 基因。它不同于心

肌肌动蛋白基因的表达， 后者可能是间接的，

即反民系统受到诱导后， 先 激活其它一些274

因， 而这些在因 r(，J~ 白产物进而开启心肌肌动

蛋白 ZiL 因，所以心肌肌刁j蛋白基因的表达受到

蛋白合成抑制剂的彤 Iþ':.]。

在正常胚胎巾， Mix.1 的表达起始于亵~nf

终止于原肠阮。从这一点来看，它的表达与中

胚层诱导紧密相关，但它有二囊胚及原肠胚中 ，

除在预定 41胚层或巾月在层细胞有一定分布外，

大冠地分布在:内}民层细胞内。目前还很难解释

这个现象，但 Rosa 等认为这个现象也许说明

内胚层的早期发育所需要的信号 ， 可能与巾肝

层早期发育所需要的信号非常相问。 虽然人们

日前对 Mix .1 的了解还较少，还没有直接去

分析它的基因结构同诱导的关系， 但显然这龙

一类非常值得注意的扯因。

五、与确定中轴中胚层头一尾斗也有关

的基因， Xhox 3 

Homeobox 基因已被讶，明是广泛存在的。

爪瞻 homeobox ll;因 Xhox 3是中胚层诱导过程

中最早被激活的基因之一。古正常胚胎巾， 它

在囊胚中期已开始，占达。其 mRNA 最大的特

点是在原肠胚和早期刊j经胚的中轴中胚层中，

以梯度分布， 即胚胎的头部含白:较低.尾部含

i在较高 ( 20 J。在 uv 照射~理的胚胎中(无头胚

胎)， Xhox 3 的表达盖增加了 5 f队而用 Li + 

处理的胚胎 (无尾胚 胎) ， Xhox 3 的表达量降

低了 5 倍。如果将大:匠的 Xhox 3mRNA 注射

至受悄卵中， 会导致产生出有头部缺陷的胚

胎。所以 ， 从这些实验结果来看， Xhox 3 基

因!不j表达活性与沿头-尾轴分布的中轴中胚层

细胞的特性有关( 21-22 J 。

这里需要说明的是， 注射 Xhox 3 mRNA 

胚胎的原肠运动并没有受到影响，即巾胚民细

胞的迁移是正常进行的，所以 Xhox 3 mRNA 

的含量增高所导致的胚胎头部发育受阻并不

是通过影响胚胎原肠运动，而是细胞的进一步

分化发生了变化。 另一个信得注意的问题是，

注射 Xhox 3 mRNA 并没产生 homeotic 表型 ，

即头部结构并未转化为尾部 结构。这说明

Xhox 3 的低表达水平是头部发育所必需的，

但高表达并不一定产生尾部。也就是，再表达

不是尾部发育的唯一条件，可能还存在其它一

些因子与之有关。例如 最近发现 Xhox 36(24J 

和1 XIHbox l (25J基肉可能亏 1:]1 电h rl1 胚层的区域

分化有关。

另一个非常重要的发现是，用不同特性的

中胆层诱导因子诱导外肝层时，可导致Xhox 3 

不同水平 的表 达。只J- XTC-MIFs ( 属于 TGFß
家族)的诱导 ， Xhox 3 的表达水平较低;但对

FGF 的诱导， Xhox 3 的表达水平要高于前者

5- 10 倍。因此， 推测 XTC-MI民 主要诱导产

生头部中胚层 ， 而 FGF 主要请导产生尾部中

胚层。以下的实验支持这个猜想。

如果分别地将 经过 XTC-MIFs 和I FGF 诱

导的动物极帽置入早期原肠j悦的'襄胚腔的腹

方， 前者在腹方主要诱导出由头部结构构成的

次级胚胎; 而后者所诱导的次级肝怡主要由尾

部结构构成。这个活休实验不仅证实了以上的

推断，同时也反映出了 Xhox 3 基因在中轴中

胚层的形成中所处的重要位置(22 - 23J 。
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以上讨论了关于 5 个分子标志及其可能功

能的研究进展。从它们丧达的l1，j 期及在脏胎 If-I

的分布来看，它们在较早或较晚的时期对于爪

~的中胚层的形成起着非常犬键的作用。毫无

疑问， 在今后几年中 ， 利 用越来越完善的技

术，人们会发现更多的分子标志。 虽然目前只

是在分别地对它们进行研究，还没有将它们联

系趋来， 综合地分析诱导后细胞反应的机肥，

也就是距全而搞清，被诱守细胞是怎样一步步

改变其分化方向，是怎样产生各自相异的 l斗l 胚

层细胞， 还相差甚远。但至少目前在基因水平

上已发现了一系列与此相关的注因 ， 这为最终

解决这些问题打开了一个很好的局而。
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智能型基因扩虫IPCR 装置在京研制成功

以聚合酶链式反应(PCR )为基础的离体基因扩增技术对基|天!工悍的研究和应Jil j':"~七日'革命性JJ~nl司。提供自动

化的 PCR 专用仪吉普则是抗Ë)、 PCR 技术的关键。

为解决问J~: PCR 装置的更新换代并替代大12一进 口 ， 中科院发行生物学所最近完成了以智能化仪农控制系统

为核心的干式基因扩增 PCR 装置 ， 经多;f:iJ对 A~引物和模板 DNA 的 PCR 实验，获完全成功，即将通过技术鉴定

并tlt培生产。该仪器的研制成功为分子生物学、 生物工程、 医学和法医学鉴定及考古、 玉不卫等研究相应用部门掌

握和阿用 PCR 技术提供了高性能价格比的新装备。

i安 PCR 装胃采用人机对话操作方式， 利用单片机小型专家系统 ， 以丰富的智能化软件取代了常规仪器的大

部分硬件功能 ， 使整机结构大大简化，操作方便， 工作可靠， 性能将良。其别具特色的实时动态运行状态显示、

门城]整立起;仕::PID 参数、 传感器偏差补偿、 九组jL步任意曲线串接编程、 磷保曲线平台和伺服起动、 多种可预

设上 l也方式、 t中也保护及f良性等破í'j-软化功能充分显示了智能化仪表技术的优础性。为已有的!王|内外 PCR 装 ff

所不及。

;1: : /}:而 :I)IJ JiJï门付到中科院iI- j(Ij J司装备处的支捋。

( I书 目 f斗学院发育生物学所高级工程师 曾明丹)

一九丸二年十月
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