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细胞的"决定"和 "分化"是胚胎发商早期的

重要事件，它们是两个既有密切联系而又不应

混淆的过程。 "决定"指的是胚胎细胞发育命运

逐渐被局限到某一方面的过程，也就是获得向

某一方面发育的能力，但是还未显示出应有的

形态或明显的生化变化的过程。 "分化"是逐渐

显示这些变化的过程是某一基因在一定时间和l

一定部位的表达，例如红细胞产生出其特有的

血红蛋白， 或是眼睛的晶体细胞产生出其所特

有的晶体蛋白。

不论是在"决定"还是在"分化"的过程中，

胚胎细胞都是处在细胞群体之中，受到相邻细

胞的影响。相邻细胞， 对一个器官原基来说，

可以是原基之内 、 性质相同的、 彼此靠近的细

胞，也可以是原基之外的、 与原基相邻的、性

质不同的细胞。相邻细胞之间发生影响的因素

可以通过不同途径传送到有关细胞，这也就是

说， 细胞间的通讯方式是多种多样的。可以通

过扩散， 一种细胞分泌讯号物质到细胞外; 如

生长因子等，使具有相应受体的靶细胞起反

应; 也可以通过相邻细胞之间的某种结构。间

隙连接 (gap jllnction) 就是两个相邻细胞质膜

的特化结构。相邻细胞通过它的通道产生直接

讯息交通。至于是一些什么物质在起作用 ， 现

在还不知道。根据间隙连接通道的孔径， 估计

是一些小分子物质。

根据我们自己的实验结果， 结合文献中的

资料， 我们形成了一种看法 ， 在 "分化" 过程

中细胞间的相互作用与"决定"过程中的有所不

同。现在分别叙述如下z

一、决定过程中细胞
问相互作用

神经系统的决定 在原肠形成过程中，中

胚层内陷， 进入内部，把外胚层衬垫起来，同

时对它产生诱导作用 ， 使外胚层向神经组织的

方向发商。到神经胚期， 受到诱导的外胚层在

背方形成形状独特、轮廓清晰的神经板，组成

神经板的细胞也都变成了长柱形。离体培养这

时期的神经板或者它的小块， 可以发育出神经

组织，说明这时期神经板细胞的发育命运已经

决定，诱导作用已经完成。

用染料偶合(dye coupling ) 的方法检测神

经诱导前后间隙连接介导的细 胞间通讯的情

况，可以看到，细胞间的通讯 在诱导前后(也

就是在获得决定之前和以 后)发生了变化。获

得决定之后细胞间通讯明显加强， 同时间隙连

接的出现频率增高， 它们的 面积也明 显加

大I l1 ， 这就表明 ， 连接通讯的加强和间隙连接

的增加都发生在决定之后; 在神经系统的决定

中通过间隙连接的通讯方式不是主要的。

肌细胞的决定 已经知道， 在发育的较早

时期，桑梧期，植物半 球的细胞产生一种物

质， 。 作用于动物半球的外胚层细胞，使得在两

个半球相接触的部位产生出中胚层[ 2] 。 关于起

作用的物质， 在生长因子方 面最近有不少工

作，但是尚难下定论。 关于起作用的方式，还

一无所知，很可能不是通过间隙连接， 因为这

时期这种结构还很少见。

在原肠形成期间，中胚层向内部移动， 本

身分离为当中的脊索以及 两侧的预定肌节(也

就是肌细胞的前身)。到原肠结束时， 虽然细胞

的移动基本停止，预定肌节也已经到达应该到

达的位置，但是它们的决定还是不稳定的， 实

验证明，要到神经胚中期以后肌细胞的决定才

稳定下来[ 3 ] 。

考察肌细胞发育的各个时期的间隙连接，

结果看到，从决定到分化的过程中，肌细胞的
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间隙连接有一个出现、 增多和消减的过程。间

隙连接数量最多、面积最犬的期间恰好是肌细
胞的决定已经趋向稳定、 分化逐渐完 善的阶

段[付。从外胚层受到植物极的影 响 产 生中胚

层 ， JiJ肌细胞获得稳定的决定，通过间隙连接

的通讯方式看来也不是主要的。

常素的决定 前面已经提到， 脊索到原肠

末期才和两侧的肌节分离 。 作为最早出现的中

轴器官之一，脊索对邻近组织的影响在过去得

到了足够的重视[5-7 J 。 但是，几乎所有过去的

工作都涉及它对周围组织结构的影响，使人形

成预定脊索细胞经过 内陷就已经决定了的概

念。这是因为过去这方面的工作几乎全是采用

蝶螺为材料， 而在蝶蝶， 预定脊索细胞经过内

陷到能够与预定肌节明确分辨，可以清楚地从

胚胎背部中央分离割取的时候脊索已经决定，

因此无法了解它的决定是否受周围组织的影响

或者受哪些组织的影响。

但是，我们在爪蜡胚胎， 用体外培养检测

不同时期预定脊索的决定状态，结果与躲躲不

同(表 1 ) [的。在原肠末期 ， 当 预定脊索刚刚从

两侧预定肌节分离的时候， 离体培养的预定脊

索主要分化为肌细胞， 显示出明显的横纹，并

且对抗结蛋白抗体呈阳性反应。这说明， 在刚

刚能辨别脊索和肌节时 ，预定脊索还没有完成

决定过程。在这以后，从神经板期分离的脊索

原基， 除了主要分化为肌细胞外， 在有些实验

则完全分化为脊索。从更晚的期间(神经裙期)

分离培养的预定脊索， 所有的外植块都分化为

脊索，这时脊索才完成了它的决定过程，即使

在和正常环境完全不同的条件下，它也分化为

脊索。这一实验结果明确地证实，爪瞻脊索的

决定， 从原肠末期到神经胚中期， 是一个逐渐

完成的过程。

既然用爪蜡胚胎进行的实验指出，脊索的

决定是一个渐进的过程， 这就可能研究在决定

过程中邻近组织对它的影响。在原肠末期，脊

索的两侧是肌节，背方为神经上皮，腹面是肠

腔上皮。 为了了解左邻右舍对脊索决定的影

分期

原肠晚期

中卵黄检
S 12 

小卵黄检
s 12' /, 

神经脏期

神经板初现
S 13 

神经板
s 13' /, 

S 14 

神经福中期
S 15 

S 16 

襄 1 爪.脊索细胞的决定

外植块数

8 

12 

6 

8 

4 

4 

6 

分化

肌肉细胞

铺展中央有少数
脊索细胞

4 4 

4 8 

3 3 

1 3 

2 

2 

脊索细胞

4 

2 

2 

6 

响，我们进行了体外共培养的实验[9J。把躯干

部预定脊索和等长的两侧肌节一起培养， 后者

的存在使外植块产生分化良好的脊索， 但是一

侧的肌节和脊索一起培养，大多数外植块中脊

索不能形成z 似乎要使预定脊索的决定稳定下

来，向预定的方向分化。 需要一定量的肌节的

存在。神经上皮对预定脊索的发育似乎没有促

进的影响，躯干部预定脊索和一段等长的神经

上皮共同培养 ， 在神经上皮的包裹中，脊索的

发育不能正常进行。 在有些例子里预定脊索仍

向肌细胞分化， 在另一些虽然出现脊索，但是

分化达不到正常程度， 显然是受到阻抑。

这方面的工作证实了脊索的决定和其它胚

胎结构一样，都离不开周围组织的作用。此

外， 它也补充了我们多年前[10 J 关于中胚层结

构决定和分化的系统实验分析。当时受到蝶服

材料的局限，只着重于脊索对它周围的中胚层

和其它胚层结构的影响， 而忽略了邻近组织对

脊索决定和分化的影响。
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二、 分化过程中间隙连接的作用

我们在前面把间隙连接的出现频率增多 、

面积加大和细胞分化联系起来 ， 认为通过问隙

连接的细胞间通讯在分化过程中起重要作用。

这从以下的实验得到了支持z

注射抗体的实验 我们进行下注射抗间隙

连接蛋白抗体的实验，注射是在 8-细胞期进

行的 ， 注入动物半球的 2 个背部裂球。被注射

胚胎发育到早期原肠胚时， 割取背部外胚层 ，

因为抗体是注射到动物半球 4 个裂球中的 2 个

背部裂球，剖取的外胚层只包括被注射裂球的

后裔，也就是背部外胚层。用中胚层诱导物质

处理割取的外胚层。 结果发现，抗体注射后仍

有脊索和肌细胞的形成，也就是诱导作用不受

影响，但是诱导形成的脊索和肌细胞的分化受

到不同程度的阻抑[IIJ 。

佛波醋 (TPA)处理的实验 由于从注射抗

体的 8-细胞期到肌细胞分化要经 历相当伏的

时间，抗体起作用的时间很难确定，因此又选

用 TPA ， 企图能够精确地控制作用的时间。它

的原始作用部位是质膜， 对间隙连接的影响已

从各个方面得到了证实。用适量的 TPA 处理 ，

可以看到，使成肌细胞分化为肌细胞的过程受

到了明显的阻抑，而且间隙连接的出现频率在

处理组低于对照组， 说明 TPA 对肌细胞分化

的阻抑很可能是间隙连接减少的结果。 如果在

培养的不同时间给以 TPA 处理， 只要 TPA 的

处理包括培养的第二天， 肌细胞的分化就受到

阻仰。和正常发育对照，第二天正相当于间隙

连接出现频率最高、 面积最大的时期。这一结

果更精确地从时间上证实了细胞通讯在细胞分

化中的重要性[12 J 。

间隙连接与脊素的分化 脊索在分化过程

中经历细胞形状变化和l重新排列等一系歹IJ既复

杂又有序的变化[ 13J。它逐渐由疏松相连的细

胞构成的条状结构(原肠末期)转变为尾芽期的

由"一串铜钱"组成的棒状构造。为了了解这一

阶段中间隙连接的变化以及 细胞间通讯的情

况，我们从蝶螺胚胎不同发育时期割取正在进

行分化的脊索，用冷冻蚀刻技术，在透射电镜

下观察间隙连接， 并对各个时期进行定量比较

(表 2 ) [14J。看到间隙连接在原肠晚期最早出

现，在睐蜘这是完成决定、 开始分化的时期。

间隙连接的面积与侧膜 总面积的比值逐渐加

大， 在神经胚中期达到最高值，而且在神经胚

阶段一直保持高水平。神经胚期以后，间隙连

接明显递减， 到幼虫期仅存在极少量。神经胚

襄 2 躁"脊.细胞不同时期间隙连接的出现频率

侧膜面积 间隙连接总面积 间隙连接总面积与侧膜面积的比例
分 期 间隙连接数

(μm2 ) (μm2 ) (%) 

原肠晚期 2041 27 1. 10 0 . 054 
神经胚期

N-1 2001 30 3. 35 0 . 167 
N-2 4382 93 6. 41 0 . 146 
N-3 22 19 52 4. 02 0 . 181 
N-4 1571 31 1. 67 0 . 106 
N-5 2543 40 4 . 24 0 . 167 

尾芽期

Tb-1 1199 16 0 . 45 0 . 038 
Tb-2 2268 29 0 . 24 0.011 

幼虫期

T-1 1790 15 0 .0 6 0 . 003 
T-2 216 3 6 0 .03 0 . 001 
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期是间隙连接最多，也正是脊索细胞活动最旺

盛、分化继续进行的时期。很可能间隙连接对

脊索细胞的活动起了协调的作用，并使细胞分

化顺利进行。

染料偶合的实验结果指出，细胞转运率的

高低和间隙连接的多寡是密切相关的[ 15 J。这

就结合功能说明，间隙连接在细胞分化过程中

起着重要作用。

爪蛤脊索细胞的分化过程和蛛螺相似，根

据我们目前掌握的资料，各个时期间隙连接增

减的情况， 也和在蛛服中观察到的相一致(未

发表资料)。

总结以上关于"决定"和"分化"所进行的实

验观察， 我们认为，这两个过程中细胞相互作

用不同， 不但相互作用的性质不同，方式也不

一样。

在决定过程中，主要的影响途径是相邻

细胞对原基本身的影响，也就是不同种细胞

之间的。拿脊索中胚层来说，它是在动物半

球的细胞受到植物半球细胞的影响下产生的。

这些细胞经过内陷，到原肠末期虽然形成介于

神经板和内胚层之间的 、 可以加以区分的脊索

和两侧的预定肌节，但是它们还没有完全决

定。 对于它们的进一步的决定，相邻细胞的影

响是不能缺少的。对脊 索的决定， 两侧肌节

(对脊索来说是原基之外的)的影响是不可缺少

的， 对肌节的决定，脊索(也是原基之外的)的

影响可能也是不可缺的。

不同种细胞之间以什么方式产生影响，从

现有的资料看还很难肯定，很可能是多途径

的。 拿脊索来说它与相邻细胞之间频繁出现的

有被内吞胞可能是物质传送的一种方式。 一些

囊胞状结构也可能在物质传送中起作用。间隙

连接在脊索和相邻细胞之间偶有出现，频率很

低， 通过它们介导的、不同种细胞之间的相互

影响，很可能不是主要的。

在分化过程中，不论是肌肉还是脊索，在

原基范围之内的、同种细胞之间的作用是至关

重要的。 如果把正在进行分化的肌节原基割离

下来，进行解离处理， 使所有的细胞都处于游

离分散的状态，经过一定时间再使分散的细胞

聚合，观察细胞的进一步分化，就可以看到，

游离分散的时间过长，肌细胞就不再能进行正

常分化。这说明 ，对正在进行分化的细胞，细胞

群体之内的、 相同细胞间的影响是维持分化进

行所不可肤少的。

另一方面 ，在肌节和脊索分化过程中 ，间隙

连接出现的高峰正处在分化旺盛的阶段[4 ， 141 ，

这从正面说明了间隙连接与细胞分化的相关

性。而且，用 TPA 处理一定时间，间隙连接受

到影响，肌细胞的分化就不能正常进行[叫， 更

直接地说明间隙连接介导的原基之内的、 同种

细胞之间的通讯，对细胞分化起主要作用 。

结合在组织和细胞水平的决定的概念[叫，

我们认为可以这样考虑，

实验胚胎学用移植或外植检测胚胎某一部

分的决定状态，如果移植或外植的部分仍然象

在原来部位那样发育， 就认为它在移植或外植

时已经决定了，否则就是尚未决定或尚未完全

决定。 所以，在←个正在发育的胚胎中 ， 决定

指的是器官原基的决定s 一部分细胞在其相邻

组织的影响下，决定了发育命运， 形成某一器

官的原基，向一定方向发育。这和我们提出

的，决定过程中主要的影响来自原基之外的相

邻细胞是相符合的。 在相邻细胞的影响下，原

基是作为原基获得决定的， 因此， ，获得决定的

原基也只能作为原基在移植或外植的情况下进

一步发育。这是因为， 作为原基虽然获得了决

定，但是组成原基的细胞未必都已获得决定，

未必都能独立地进行分化。原基范围之内的细

胞，各自获得进一步分化的能力是和间隙连接

在同种细胞之间的大量出现分不开的。间隙连

接在原基分化中数量的和面积的变化说明这一

点。间隙连接介导的细胞间通讯， 使单个细胞

的决定变得更稳定，同时使细胞的分化顺利地

进行下去。所以我们认为，与原基的决定不

同，原基范围内的细胞分化主要依赖于同种细

胞间的相互影响。
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反义战略-分子细胞生物学研究的新手段

林建庆 徐永华

〈中国科学院上海细胞生物学研究所 200031) 

反义战略(Antisense Strategy) 或称反义

技术 (Antisense Technology)是继重组 DNA 技

术后分子生物学领域的又一重大进展。它从反

向生物学(Reverse Biology) 的角度来研究结构

基因的功能、基因表达的调控等等，从而为阐

明分子细胞生物学的某些根本问题提供了又一

重耍手段。 在实践中，反义战略已给人类病毒

性疾病和恶性肿瘤的基因治疗、动植物品种的

改良等诸多领域带来了曙光，从而吸引了越来

越多的临床医学和基础研究科学家的兴趣。

一、反义战略与反向遗传分析

传统的反向遗传战略有[1-飞异位表达目

的基因、过度表达目标基因、同源重组灭活目

的基因(也称基因打靶)等，其中以同源重组最

为精确有效。然而同源重组在工倍体哺乳动物

细胞中灭活基因的效率较低。高等真核生物由

于相对长的细胞传代时间和高度复杂的基因结

-..::<. 

构使基因功能的分析显得更为复杂、 困难，而

反义战略为研究基因的功能提供了捷径忡8 ] 。

反义战略应用反义 分子(反义 DNA 或

RNA，包括具催化功能的 RNA 即 ribozyme)

干预目标基因表达，使 mRNA 前体剪接和翻

译受阻，达到封闭 或阻断特异基因表达的目

的。近几年来国内外关于反义分子的应用有很

多报道，这种基因操作手段简捷、构思精巧，

有效而且可靠，它不需改变基因结构就能分析

简单或复杂生物体内基因的功能，从而可以避

免应用对基因进行条件性突变进行研究等比较

复杂的常规方式 E 其高度特异性表现为靶基因

邻近基因的正常表达不受影响，如反义分子可

以通过选择性地抑制单一启动子控制的多基因

区内某一基因的表达而不影响这一多基因区内

其他基因的表达，甚室某一特定结构墓园内末
同区域(如 N-端或 c-端)可被选择性封闭，从

而可以判断该序列片段在完整基因中的作用。
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