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在细胞周期中细胞内部进行着活跃的生理

生化活动 ，在各个周期时相表现出不同的特点。

最显著的是 S 期内进行着 DNA 的合成;M期

内细胞核中的染色质凝集成染色体， 并伴有核

被膜破裂、染色体分离等现象 ， 最终形成两个

子细胞 。 染色质是经过怎样的机制而凝集成染

色体?由于细胞融合技术的发展，使我们有可

能探讨这个问题。

一、有丝分裂因子川

用灭活的仙台病毒诱导一个分裂期细胞和

一个问期细胞融合， 结果间期核提前进入有丝

分裂期 ， 表现为间期核的染色质凝集成染色体

样的结椅， 核被膜消失。此现象称为"早熟染色

体凝集" (PCC) ，所形成的染色体称为"早熟凝

集染色体"(PC 染色体) [2 J 。

PCC 的出现提示 z 有丝分裂期细胞中具有

能引起间期细胞出现 PCC 的因子。鉴于此因子

的作用是引起染色质的凝集， 并进而导致细胞

有丝分裂， 故名为 "有丝分裂期细胞染色体凝

集因子"， 简称 "有丝 分裂因子" (Mitotic 
Factors) 。

用人类有丝分裂期细胞(例如 HeLa 细胞) , 

与其他哺乳类 、 鸟类 、 两栖类 、 鱼类以及昆虫

等动物的细胞进行融合 ， 都能在后者的间期细

胞中诱导出 PCC 现象F 反之 ， 这些动物的分裂

期细胞也能通过细胞融合诱导出 HeLa 细 胞的

PC 染色体[ 3 J 。这说明有丝分裂因子存在的普遍

性，而且也没有种属特异性和细胞特异性。

为鉴定有丝分裂因子的性质， Sunkara 等

人 [ 4 J 把有丝分裂期 HeLa 细胞的提取物注射到

未成熟的两栖类卵母细胞中 ， 由于有丝分裂因

子的作用 ， 诱使卵母细胞胚j包破裂 、 染色体i疑

集。这些征兆与卵母细胞进行减数分裂的初期

过程类似， 亦即象 HeLa 细胞这样的哺乳类细

胞的有丝分裂因子， 诱导了两栖类卵母细胞的

成熟。从上述事实可知，有丝分裂因子能导致三

种不同现象的出现 :有丝分裂，减数分裂和染色

体早熟凝集。由于有丝分裂因子在诱导卵母细

胞出现 PCC 的过程中具有启动卵母细胞减数

分裂成熟的作用，故称此诱导效应为"成熟启动

活性"(Maturation-Promoting Activity , MPA)。

可见，MPA 可作为有丝分裂因子存在的鉴定指

标。有丝分裂因子对两栖类卵母细胞的 MPA 作

用并不是直接的，而是由于有丝分裂因子活化

了两栖类卵母细胞中 的 "成熟启动因子"

(MPF) ， 再通过 MPF 促使 PCC的出现。

有丝分裂因子的鉴定 ， 通常是以非洲爪瞻

卵母细胞为材料。实验步骤大致如下 : (1)用不

同方法处理的有丝分裂期细胞 (注 : 以下未经特

别说明，均指 HeLa 细胞)提取物 ， 注射到非洲

爪瞻卵母细胞内; (2) 计算被注射的卵母细胞

数; (3) 计算卵母细胞中胚泡破裂的细胞数;

(4) 计算被诱导的胚泡破裂率 ( % ) 。胚泡破裂

率即为对比 、 鉴定的指标。

二、 HeLa 细胞有丝分裂因子的性质

1 .蛋白质性质[ 5 J 

用有丝分裂期细胞提取物作为注射物， 结

果胚泡破裂率达 100 %。分别用核酸酶和蛋白

酶注射到卵母细胞中 ， 胚j包破裂率为零 ，显然 ，

这里缺少有丝分裂因子 ， 故胚j包不会破裂。单

独用核酸酶处理过的有丝分裂期细胞提取物注

射卵母细胞， 胚j包百分之百破裂， 而只用蛋白

酶处理过的有丝分裂期细胞提取物注射卵母细

胞 ， 胚j包破裂率为 18 %。比较后面两个结果，

像 现地址北京市肿瘤防治研究所。

细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
 
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
 

 
 
    
  细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志
    
细
胞
生
物
学
杂
志
    
 细
胞
生
物
学
杂
志



第 6 卷第 2 期 细 胞 生物学杂志 5', 
说明核酸酶对有丝分裂因子没有作用，而蛋白

酶则不然。 显而易见， 有丝分裂因子具有蛋白

质性质。

2. 在诱导过程中不需要蛋白质的合咸阳

在有丝分裂因子诱导两栖类卵母细胞出现

PCC 的过程中，是否存在其他中间因素的作用

即有丝分裂因子是否直接作用于染色质，使其

凝集成染色体。从下面的实验可看出蛋白质合

成抑制剂一一放线菌嗣对有丝分裂因子 MPA

的影响。

以注射有丝分裂期细胞提取物为对照， 其

诱导的胚巾，全部破裂。 当卵母细胞只同放线菌

酣一起温商时，无胚泡破裂。将有丝分裂期细

胞提取物注射到用放线菌嗣处理过的卵母细胞

中， 结果胚j包仍百分之百破裂。可见，虽然放

线菌酣能抑制诱导过程中蛋白质的合成，但对

有丝分裂因子的 MPA 没有影响。这说明，在

有丝分裂因子作用于染色质的过程中没有新合

成的蛋白质作为中间物。

3. Ca2 + 敏感性， Mg2 + 侬赖性

有丝分裂因子对于 Ca2 + 有高度的敏感性。

即 Ca2 + 浓度为 1mM 时，使胚j包破裂率降低，

甚至不能诱导胚泡破裂。为避免这种干扰，可

在反应体系中加入 Ca2 + 的整合剂一-EGTA ，

来保证有丝分裂因子的活性。Mg2 + 对有丝分裂

因子的 MPA 无影响，在 Mg2 + 浓度高达 10mM

时仍无作用。并且， 有丝分裂因子的 MPA 会

因 Mg2+ 浓度的逐惭增加而提高。有丝分裂因子

为何对 Ca2 + 具有高度的敏感性，现在还不得而

知。

4. 非渗透性 ( 5 ]

将有丝分裂期细胞提取物，在注射前一天

用不同 pH 的提取液 (包含 0.2 MNaCl , 0.25M 

膜糖， 0.01MMgSO.， 0.002MEGTA 和 O.OlM

Na2HPO ../NaH2PO 4) 进行透析， 然后把透析过

的提取物注射到卵母细胞中。结果是经 pH 分

别为 6.5 、 7.0 、 7 .5 的提取液透析过的有丝分

裂期细胞提取物， 诱导胚泡破裂率均为 100% ; 

pH 为 8.0 时 ， 破裂率显著下降到 10%。这说

明在-定 Pl1: 范围内， 有丝分裂因子是非渗透

性的蛋白质。

5. 分子大小( 5 ]

应用黑糖密度梯度离心的方法 ， 对有丝分

裂期细胞提取物进行离心， 然后收集不同区段

部分进行有丝分裂因子的 MPA 分析。结果表

明，有一个显著的单峰值表现出高 的 MPA 活

性。 这部分蛋白质的沉淀系数 约在 4-5 S 左

右。这只是 HeLa 细胞有丝分裂因子所显示的

结果;在两栖类成熟的卵母细胞中，分离到的成

熟启动因子 (MPF)则有三种不同的 沉降系数，

分别为 4S， 15S 和 32 S。

6. DEAE一纤维素层析(6]

Sunkara 等人将有丝分裂期细胞提取物进

行 DEAE-纤维素层析。首先配制一系列从。一

lMNaCl 盐浓度梯度的 O.OlM 磷酸盐缓 冲液

(含 EGTA)作为洗脱液， 对收集部份进行蛋白

质组分和 MPA 活性分析。 结果发现一种离子

强度相当于 0.15MNaCl 的蛋白质，呈现 出

MPA 的高峰值。

7. 有丝分裂因子的稳定性 ( 5 ， 6 ]

在 50 0C 以上的高温影响下 ， 有丝分裂因子

的 MPA 迅速降低。 这可能是由于蛋白质变性

所引起的。 在 50 0C ， 将有丝分裂期细胞提取物

保温 10 分钟，然后再经 30 ， 000 g( 4 0C) 离心，

取上请液注射卵母细胞， 胚 j包破裂 率 只 有

8.3%。温度再升至 60 0C ， 1 00 oC ，则无胚白的

破裂，有丝分裂因子的 MPA 已完全丧失。

有丝分裂因子保存在 一 70 0C下是相当稳定

的。 37 0C保温 15 分钟对其 MPA 活性无显著影

响。有蛋白酶的押制因子(1mMPMSF) 和磷酸

酶抑制因子 (1 mMATP , 5 mMNaF , 5 mM 自-磷

酸甘油锅)存在时， 有丝分裂因子可稳定地保

存于室温 24 小时。

然而 Sunkara 等人 注意 到， 部分纯化

(1 2一15 倍)的有丝分裂因子 (20-40%硫酸按

部分) ，保存在 0。或 - 70 0C ， 甚至存在上述抑制

剂的情况下， 在 24 小时·以内都丧失其 MPA 活

性。为了证实这种活性的丧失是否是总蛋白量
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减少所引起的，加入 1-5mg/ml 的小牛j归.清蛋

白作为载体蛋白 ， 提高总蛋白量的水平。结果，

有丝分裂因子在 o cC和 一 70 "C放置时间超过 2

个月，仍然很稳定。

此外， ATP 能增加 MPA 的活性，磷酸蛋

白磷酸酶的抑制剂对 MPA 起稳定作用[汀， 故

Sunkara 等人认为磷酸化一脱磷酸化作用在有

丝分裂扣减数分裂的染色体凝集过程中，可能

是一个重要事件。

三、有丝分裂因子在中期染色体上的定位

1 .有丝分裂因子的合成期-一-Gz 期 [4J

不同细胞周期时相的 HeLa 细胞提取物，

具有不同的成熟诱导活性。 Gj 期和 S 期细胞的

提取物不能诱导胚也破裂。早 Gz 期和中 G2 期

出现了慢速的有丝分裂因子的积累。有丝分裂

因子经晚 Gz 期内的迅速合成积累，在 Gz一M

转变期， 细胞核被!庭破裂，染色质凝集成染色

体。此时， 有丝分裂因子达到一个阔值，诱导

卵母细胞的胚泡全部破裂。用 cis 酸 (cis-4-

[[[ (2-chloroethyl) Nitrosoamino] carbonyl] 

amino Jcyclohexanc (arboxylic acid)使细胞阻断

在' Gz 期， 将这种 G2 期细胞的提取物注射卵母

细胞中，无 MPA 111 现。

2. 核、质中有丝分裂因子!\'ÍPA 的比较[8J

对离心分离的细胞质部分和染色体部分进

行分析， 发现有丝分裂期细胞的这两部分提取

物， 都具有 MPA。但染色体部分中有丝分裂因

子的比活性比胞质部分的比活性至少大三倍。

胞质部分丰1-1 染'色体部分的因子在许多方面是相

同的。两者都是对热不稳定 ， Caz + 敏感，~1gz+

依赖，非路透性的蛋白质， 并均能i在于 2%三

氯 乙 酸以及 可 在Lt 40% (NH.)zS04 沉淀。

Sunkara 等人 [ GJ观察到早 Gz 期和中 Gz 期的胞

质提取物没有 MPA，而相当高的 MPA 出现于

细胞核提取物中。晚 Gz 期的胞质提取物虽然具

有 MPA ， 但同时期的细胞核提取物的 MPA 比

前者要大 3 -4 倍。这证明有丝分裂因子在 Gz

期一纣合成， 便 Xß边与 !l': 色质结合。 当细胞为

有丝分裂需要合成更多的有丝分裂因子时，则

因子数量大增，并保留于IJ包质中。

3. 有丝分裂因子的定位

Rao 和 Johnson 的细胞融合实验[町，证明

有丝分裂因子具有通向核内的自由通道，此通

道可能是核孔。即有丝分裂因子可能是通过扩

散作用进入核内，并在和染色质接近的位置与

其结合，最终导致染色体的凝集。

Adlakha 等(1 0 J用核酸内切酶消化中期染色

体，只有 30-40%的有丝分裂因子释放出来，

而主要部分仍与中期染色体相连。一方而，这

一少量有丝分裂因子的释放，可能是由于中期

染色体在温和条件下，非随机地被核酸内切酶

所消化，所谓非随机， 是指这一消化作用可能

是有一定部位的。

另一方面，除释放的一部分外，有丝分裂

因子的主要部分仍位于中期染色体上，用0.2M

NaCl 溶液可将这)部分完全提取出来。这表

明，有丝分裂因子与染色质是以相当微弱的离

子键结合的。这些键比' DNA 和组蛋白，以及

核小体和高迁移率蛋白之间相互作用的离子键

还弱。另外，用盐溶液提取有丝分裂因子，没

有破坏核小体结构的完整性，表明有丝分裂因

子并不是核小体的结构成份。 Adlakha 等人认

为，关于有丝分裂因子在中期染色休的空间分

布情况，对于揭示中期染色体的结构是重要的。

参考染色体结构的核小体模型，以及核酸

内切酶温和消化中期染色体的结果，说明少部

分(30-40%)的有丝分裂因子可能结合于联丝

部位，而大部分可能与核心颗粒的组蛋白结合，

并在这个最基础水平上，有丝分裂因子导致染

色质纤维的折叠、 卷曲 ， 最终形成具有显著形

态特征的中期染色体。

根据上述结果， Adlakha 等人推测有丝分

裂因子结合于染色质的 20--30 nm 的纤维上，

这些因子或直接导致染色质凝集， 或对染色质

永久成分的结构蛋白 (如组蛋白 )进行修饰(如

磷酸化) ，诱导染色所凝集。至于是哪种作用方

式，还有待于阐明。
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总之，关于有丝分裂因子的定位，迄今较

为肯定的是在有丝分裂期细胞内位于中期染色

体上。但在染色体的确切位置，还没有充分的

证据来确定。

四、哺轧类体细胞有丝分裂因子(MF)

和两栖捷卵母细胞减敢分裂成熟

启动因子 (MPF)的比较[ 6 )

1.相同点

MF 和 MPF 都能诱导两栖类卵母细胞的

胚j包破裂和减数分裂期染色体凝集，都具有对

Ca2 + 的敏感性， 对 Mg2+ 的依赖性和对热的不

稳定性 (MF I1伍界温度为 40"C， MPF 临界温度

为 25"C)。 两者的 MPA 均能被蛋白酶钝化，不

受核酸酶的作用 ;也不受放线菌嗣的影响。 MF

和 MPF 在其胞质转移中都有自动催化能力，

对分离的卵裂球有细胞毒性，并且都能诱导间

期核的染色质提早凝集成染色体。

HeLa 细胞有丝分裂期提取物和成熟的两

栖类卵母细胞提取物的细胞毒活性(CSA)也非

常相似。它们的细胞毒因子对 Ca2 + 都具敏感

性。 Sankara 等人发现，有丝分裂因子的细胞

毒活性比它的成熟启动活性低。

2. 不同点

MF 和 MPF 的分子大小不同。 MF的沉降

系数为 4→5 S ， MPF 分离后得到三种形式， 其

沉|海系数分别为4 S , 15 S丰1332 S。现在还不清楚

如何导致这些差异， 但有丝分裂和减数分裂毕

竟是两种不同的分裂方式，这两个过程中的染

色体凝集机制有可能是不尽相同的。然而，就

存在诱导染色质凝集成染色体的因子来说，两

者又不乏相似之处。

有些资料表明 ， 有丝分裂因子直接与体细

胞染色质相连， 而在两栖类(非洲爪瞻〉的卵母

细胞中，则没有得到证明 [8)。有丝分裂因子的

诱导作用，是通过卵母细胞中的 MPF 而 实现

的。成熟的卵母细胞(可用孕嗣处理〉的胞质提

取物注射于未成熟的卵母细胞中，即使是在缺

少蛋白质合成的情况下， 也能诱导后者的成熟。

这些提取物还能剌激更多的 MPF的合成。如果

将这个卵母细胞的 MPF 注射到另一个卵母细

胞中，则在后者中 MPF的数量进一步增加。这

说明在一系列诱导过程中 ，虽无新蛋白质合成 ，

但 MPF 具有自动催化的性质 ， 即 MPF 能够自

我激活，使存在于细胞中无活性的 MPF转变为

有活性的形式。有丝分裂困子也具有激活MPF

的作用。正是通过这种激活作用 ， 哺乳类体细

胞有丝分裂因子诱导了两栖类卵母细胞减数分

裂过程中的染色体凝集。

五、结论

综上所述， 有丝分裂因子是一类对热不稳

定 、 Ca2 + 敏感 、 Mg2 + 依赖的高分子量蛋白质。

此因子与染色质关系密切 ， 并最终导致染色体

的形成。有丝分裂因子在 G2 期合成。在分裂
期细胞中位于中期染色体上。有丝分裂因子与

三种不同现象有关， 即有丝分裂 、 减数分裂、

早熟染色体凝集。其作用无种属和细胞特异性。

对于有丝分裂因子的深入了解， 有待于进一步

纯化这种蛋白质，分析其化学组成和性质， 以

及对其作用机制的进一步探讨。
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