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小鼠胚胎 ZGA 中的基因表达及调控机制

刘明彷李远千

〈中国科学院上海细胞生物学研究所 上海 200031) 

哺乳动物早期胚胎的最初发育一般都包括

了两个不同的调控过程，即母型基因调控和合

子型基因调控，顺利实现由母型向合子型基因

调控的转变，是早期胚胎正常发育的必要步

骤[门，而合子型基因撤活 Czygotic gene activa­

tion ， ZGA)则是胚胎发育过程中母型基因向合

子型基因调控过渡的关键事件。过去对哺乳动

物合子型基因激活及其调控的分子机制的了解

十分有限，自 90 年代初以来，有关这方面的研

究在小鼠上已有了一些进展。本文将就近年来

这些方面的进展作一简要概述。

一、 ZGA 中蛋白质磷酸化的作用

以合子型基因的转录起始时间为标准，把

小鼠胚胎的合子型基因撒活 CZGA)分为两个

时期 : 起始于 1 细胞胚胎晚期的早期 ZGA ，又

称次要的合子型基因激活 Cminor ZGA); 起始

于 2 细胞胚胎形成之后的晚期 ZGA，又称主要

的合子型基因激活Cmajor ZGA) 。小鼠胚胎早

期 ZGA 的一个显著特征是，它的起始受合子

钟 (zygotic clock)的调控[2J。合子钟调控是小鼠

胚胎发育中的一种时程依眼性调控机制 Ctime­

dependent mechanism ) ，这种调控是多种正的

或负的调控作用的总称，它包括了对母型蛋白

质的翻译后修饰过程进行调控，对被修饰底物

的产生过程进行调控，对基因转录过程中反式

作用因子的调控，对胚胎细胞 DNA 复制进行

调控等等调控作用。这方方面面的调控总的作

用体现为:从受精卵形成后到 2 细胞胚胎形成

之前，合子型基因 的激活被暂时延迟

Cdelayed) ，直到"时机成熟才开启"。合子钟调

控中最重要的是对基因转录过程中反式作用因

子的调控，这种调控是通过对母型的反式作用

因子进行翻译后修饰而实现的，这种翻译后修

饰过程涉及到蛋白质的磷酸化作用。

在小鼠受精卵的第一个细胞周期中，由于

一些新的母型 mRNA 开始翻译，导致了蛋白质

合成图谱的一些变化。但是，多数蛋白质合成图

谐的变化是由翻译后修饰过程造成的，其中最

重要的修饰过程是蛋白质的磷酸化过程〔刀。小

鼠胚胎发育的第一个细胞周期是受母型物质调

控的，受精卵分裂至 2 细胞并不需要转录活动，

且早期 ZGA 起始并不依赖于蛋白质的合成，

而受控于母型蛋白质的调控，这种调控涉及母

型蛋白的翻译后修饰过程。只有在早期 ZGA

顺利起始的基础之上，加上外源信号(诸如输卵

管细胞因子等)的作用川，晚期 ZGAC主要的合

子型基因敝活)才可能顺利起始。

由环化腺昔酸依赖的蛋白激酶 CPKA) 催

化的蛋白质磷酸化过程 ， 对于 ZGA 的起始是

必需的。 PKA 有很多抑制物 :H8 是 PKA 的

ATP 结合位点的竞争性抑制物; CRp)cAMPs 

是环化 AMP 的拮抗物，它可以同 PKA 的调节

亚单位结合，但无法促进调节亚单位同催化亚

单位的分离，从而使 PKA 的催化亚单位无法

被敝活;蛋白质激酶抑制物 CProtein kinase in­

hibitor) 贝IJ 可以同自由的催化亚单位结合形成

一个不具活性的复合物，从而抑制蛋白质擞酶

的活性。这三大类的 PKA 抑制物，尽管它们的

抑制机制都不相同，但它们都无法抑制 1 细胞

胚胎分裂为 2 细胞胚胎，却抑制了 TRC(trans-
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cription-requiring complex，一种标志早期

ZGA 起始的蛋白质复合物)的合成，以及抑制

2 细胞胚胎分裂为 4 细胞胚胎【51.

涉及 ZGA 过程的蛋白质激酶似乎具某种

特异性 z 钙调蛋白 (calmodulin)依赖的蛋白激

酶(PKC)在抑制 1 细胞分裂为 2 细胞时，并不

抑制 ZGA。可见，同 为蛋白激酶的 PKA 和

PKC 对 ZGA 的影响具有差异性[川6J

在 ZGA 中，PKA 对于 ZGA 起始的影响主

要反映在转录水平上。例如，体外翻译 1 细胞胚

胎和 2 细胞胚胎的 mRNA，在单相电泳的蛋自

质图谱上最明显的差别是 TRC 的有无，当用

于体外翻译的 mRNA 取自于 H8 处理过的胚

胎，则体外翻译结果中无 TRC 的合成。除此之

外，实验还证明了 hsp70 mRNA(早期 ZGA 启

动时表达的合子型基因)的含量在 1 细胞和 2

细胞胚胎期间有所增加，而这种增加可被 H8

所抑制。

如果 PKA 同合子钟对早期 ZGA 的调控

有关，那么有两种假设: (1) PKA 可能以时间

依赖的方式被激活 ;(2) 可能 PKA 的活性是组

成型的，而 PKA 的作用底物的出现是以时间

依赖的方式受调控的。 Dardik 等人(1992)的实

验发现 cAMP 的含量在 1 细胞和 2 细胞胚胎

中是非常相似的， 1 至 2 细胞期间 PKA 并不因

为 cAMP 量的显著增加而被激活的。所以，

PKA 可能磷酸化了一种底物，该底物在受精后

以时间依赖的方式出现，而 PKA 的磷酸化作

用则是 ZGA 起始所需要的。同此观点相一致

的是，把 1 细胞胚胎置于含有可透过细胞膜的

cAMP 类似物的培养液中，PKA 的激活并不导

致 ZGA 的提早起始。 从这点上看，ZGA 开启时

间的调控同紧挤作用 (compaction)和囊胚腔形

成 (blastocoel forma tion)过程一样，都应属于

"时机成熟才开启"的时钟调控机制，这种状态

类似于低等脊椎动物中的诱导反应。在爪蜡中，

外胚层细胞被植物极细胞诱导转变成中胚层细

胞的时间，是由正在接受诱导的外胚层细胞来

决定的[础。

ZGA 中 PKA 介导的磷酸化反应的靶底物

还不很清楚。在抑制 PKA 作用的同时也抑制

了 hsp70 的组成型表达以及 TRC 的合成，这些

现象暗示 PKA 介导的磷酸化可能直接或间接

地调节了 RNA 聚合酶 E 。通过注射报告基因

发现，在 l 细胞胚胎中，依赖于 RNA 聚合酶

I 、 E 、 E 的启动子驱动的报告基因都经历了相

同的时程才表达，可见合子钟可能通过调控三

种聚合酶共用的转录因子来调节 RNA 聚合酶

I 、 E 、 E 的活性，而合子钟对通用转录因子的

调控很可能涉及 PKA 介导的蛋白质磷酸化过

程。

二、 通用转录因子的出现

众所周知，蛋白质的磷酸化作用可以调节

很多转录因子的功能。对于 ZGA 起始的调控

不但涉及到了蛋白质的磷酸化作用，而且可能

也涉及到了通用转录因子的作用。但是，目前对

于早期小鼠胚胎中转录因子的组成、调控和功

能仍知之不多。

CRE 、 TRE 、 SRE 是 DNA 上的 3 种顺式调

控元件。 CRE (cAMP-response element) 是被

CREB (结合 CRE 的蛋白)激活的 cAMP 反应

性顺式 调控元 件; TRE (TPA-response 

element)是被 AP- 1 (Activator protein-1)擞活

的 TPA (1 2-氧-四类酌基佛波 13-乙酸醋)反应

性 )1顶式 调控元件 ; SRE (serum-response ele­

ment)是被 SRF (血清反应因子)激活的血清反

应性)1顶式调控元件;而 CREB ， AP-1 和 SRF 这

些通用转录调控因子都是受磷酸化调控的[吨。

利用检测连接了 CRE 或 TRE 或 SRE 的 β半

乳糖昔酶报告基因在胚胎细胞中的表达情况，

发现胚胎 ZGA 过程中具有类似于 AP-1 和

SRF 的反式调控因子活性，但没有类似于

CREB 的活性。以同样的方式，把依赖于 Sp-1

的 SV40 早期启动子连接在荧光素酶报告基因

上，检测报告基因在胚胎中的表达情况，发现胚

胎中同样存在着类似于 Sp-1 的反式调控因子
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活性。0]。这些实验证明 .AP-1 、 SRF 、 Sp-1 这些

通用转录因子都同 ZGA 有关。

有趣的是，尽管卵母细胞具转录活性，但是

将以上的报告基因注射到民足 (fullgrown) 的

卵母细胞的胞核中，无一表达。然而，对于无法

进行减数分裂的卵母细胞，例如，受精后无法从

减数分裂中期 11 ( M 11 )恢复减数分裂的卵母细

胞，却可以检测到 Sp- 1 的活性。而随着卵母细

胞的成熟并获得恢复减数分裂的能力时，这种

类似于 Sp-1 的活性却下降，直至在完全成熟的

卵母细胞中完全消失。 受精以后 .1 至 2 细胞期

间类似于 Sp-1 的活性有明显增加 .2 细胞胚胎

中 Sp-1 的活性明显高于无法继续减数分裂的

卵母细胞。利用间接免疫荧光法，发现在卵母细

胞成熟过程中 .Sp-1 的含量大幅下降，而在 1

至 2 细胞期间含量又急剧上升。经 α-鹅膏罩碱

或 H8 处理的受精卵 . Sp- 1 的间接免疫荧光反

应量也上升了 [11] 。据此推测 .Sp-1 含量的上升 ，

不可能是 ZGA 的结果，而应归因于母型来源

的 Sp-1 的改变。但是目前还不清楚诸如 Sp- 1

的这一类通用转录因子活性上升和含量改变的

根本原因。

像 Sp-1 的这一类3m用转录因子活性的改

变会对基因表达造成深远的影响。例如，含有

TATA-box 和不含 TATA-box 的基因都经常

受控于 Sp-1。对于含有 TATA-box 的启动子，

Sp-1 同结合 TATA-box 的转录复合物相互作

用并激活复合物;而对于不含 TATA-box 的启

动子 .Sp-1 担任着更关键的角色，它可能具有

组装转录复合物的作用。由于很多基因都含有

Sp-1 结合位点，而且转录因子具有转录作用的

协同性，所以通用转录因子在发育过程中少许

的活性改变都能导致发育进程中显著的基因表

达变化。而且在 ZGA 过程中，早期胚胎利用增

强子也需要 Sp-1 的介导。

三、转录抑制状态的形成和

增强子 ZGA 中的作用
小鼠 2 细胞胚胎不论是否经 DNA 复制抑

制剂野栖菌素 (aphidicolin)处理，其报告基因

的表达都需要增强子的作用【12.叫。相反 ， 利用

蜘栖菌素处理得到的发育停滞在 1 细胞期而在

时序上应处于 2 细胞期的胚胎，则不管构建的

报告基因是否含有增强子，报告基因在雄性原

核中的表达都呈高而稳定的水平。报告基因对

增强子的需求总是出现在 2 细胞胚胎中，如果

报告基因的启动子不含增强子，则启动子表达

会受到抑制;在分裂阻滞的 1 细胞胚胎中没有

发现这种表达抑制现象。有实验证明，在这两种

胚胎中，报告基因表达的差异并不是由于转录

因子的组成和活性上的差异口气实验 中还发

现，经明栖菌素处理的分裂阻滞的 1 细胞胚胎 ，

注射入雄核的不含增强子的报告基因的表达量

远高于注射入雌核的报告基因[叫。可见 ， 除了 2

细胞胚胎和 1 细胞胚胎在报告基因表达上存在

差异 .1 细胞胚胎的雌雄原核也存在转录活性

上的差异。这两种差异可能都同转录抑制状态

/环境 (transcriptiona ll y repressive environ­

ment)的形成有关 。

l 细胞的雌性原核从卵母细胞处继承了一

种染色质结构介导的母型转录抑制状态 ，很可

能是由于它从卵母细胞处继承了母型组蛋 白

凡，将染色质包装成一种转录抑制态 ; 与之不

同的是，雄性原核则不具备这种母型转录抑制

状态，而且，卵子受精后，雄核中来自于精子的

鱼精蛋白被母型来源的组蛋白置换，在这个置

换过程中发生了核心组蛋白的超乙酌化过程 ，

使雄性原核具有较高的转录活性(组蛋 白 的 乙

酌化过程与染色质转录活性间具直接的正相关

联系)。丁酸盐 (butyrate)是组蛋白脱乙酌化的

抑制剂，可以增加核小体中的乙酌化核心组蛋

白的比例，利用丁酸盐处理雌核中含有报告基

因的胚胎，观察到雌核中的报告基因表达量同

雄核中的报告基因相似[1飞这就证实了雌雄原

核在转录活性上的差异有一部分是由于两类原

核超乙毗化核心组蛋白的水平不同所致。

由母型 mRNA 翻译的组蛋 白 HI 在 1 细胞

末期开始合成，这利于核小体的包装 ; 同时雄性
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原核中组蛋白置换鱼精蛋白的过程结束后，核

心组蛋白尤其是组蛋白凡的脱乙酷化状态逐

渐增加，这些都导致在 1 细胞胚胎末期发生了

染色质结构的改组 Cchromatin remodelling) , 

并且在 2 细胞胚胎期最终形成了转录抑制环

境。添加丁酸盐可以增加 2 细胞胚胎中无增强

子的报告基因的表达，说明 2 细胞胚胎对于增

强子的需求与染色质脱乙酷化状态有关，井且

同染色质结构改组相关。注射入 1 细胞胚胎雄

性原核可以表达的报告基因，当雄性原核被移

植入 2 细胞胚胎时，报告基因的表达被抑制。 2

细胞胚胎对于报告基因表达的抑制作用同细胞

核的母型或父型来源无关，同胞核染色体的倍

性也无关【旧。 这意味着可能在 2 细胞胚胎的胞

质中形成了某种抑制因子，使 2 细胞胚胎期转

录抑制环境的形成不但同染色质结构改组有

关，而且还同抑制因子的形成有关。 2 细胞胚胎

中转录抑制状态/环境的形成导致了 1 细胞胚

胎和 2 细胞胚胎在报告基因表达上的差异性。

在 2 细胞的转录抑制环境形成之前，合子

钟通过延缓形成转录复合物，暂时延缓合子型

基因的表达，这种延缓作用将一直持续到染色

质结构改组的完成和转录抑制环境的形成。此

后，增强子使合子型基因得以克服转录抑制环

境的作用，在适当的发育时段被选择性地表达。

只有在 2 细胞的转录抑制环境下，细胞才可能

通过增强子对基因表达进行选择性调控。通过

合子钟和转录抑制环境形成的"接力棒式"的共

同影响，从而避免了那些应该在胚胎发育后期

表达的基因的成熟前表达 Cprematuring ex­

pression) ，使这些基因在它们所需的特殊转录

因子和合适的增强子反式作用因子 (enhancer­

trans-factor) 出现的情况下，才在合适的发育

时段表达，即"时机成熟才开启".

增强子发挥作用需要增强子反式作用因子

或共激活因子 Cco-activator) ，这些因子只在 2

细胞形成后才产生，它们可能是 ZGA 的表达

产物。以前认为，这些增强子的共激活因子可能

是一类 TAF CT A T A -box bind ing protein asso-

ciated factor) ，绝大多数受增强子作用的启动

子都含有 TATA-box ，增强子对启动子的作用

是通过 TBPCTATA-box binding protein)介导

的.然而，实验发现早期的胚胎干细胞和处于分

裂期的胚胎细胞中表达的启动子往往缺乏

TATA-box.而含有一个或多个转录因子 Sp-1

结合位点，这些启动子通过 Sp-1 的介导利用增

强子。"。随着胚胎细胞的不断分化，通过

TATA-box 和 TBP 介导利用增强子的情况上

升，而这些利用 Sp- 1 的启动子表达活性下降到

基底水平，它们很可能是管家基因 Chousekeep­

ing genes)的启动子。增强子不但可以帮助转录

因子形成有活性的转录起始复合物，而且可以

使弱启动子从染色质的抑制状态中解救出来。

只有在 DNA 被包装成含有组蛋白凡的染色

质时，增强子才对启动子具有激活作用 [17] 。可

见 .2 细胞胚胎 ZGA 对于增强子的需求同胚胎

细胞中转录因子的组成、水平变化无关，而是由

于 2 细胞胚胎中染色质结构的改变，需要增强

子把启动子从转录抑制环境中解救出来。

在 2 细胞的转录抑制环境形成之前 .1 细

胞的雌雄原核就已有转录活性的差异，雌性原

核似乎从卵母细胞处继承了一种转录抑制状

态，抑制了注射入雌核的报告基因的表达，而雄

核的状态似乎更有利于转录的发生。这意味着，

合子从父方继承的基因在受精卵中所处的环境

同母方基因并不一样，这种情况可能同基因组

印痕 (genomic imprint i ng) 有关，即一些基因的

表达与否由它们是处在母方染色体上还是处在

父方染色体上来决定。

四、 ZGA 初期被激活的基因

不同于爪瞻等实验动物，要在同一时间内

获得大量小鼠胚胎并不是一件轻松的事。由于

实验材料等方面的限制 ，给研究者进一步发现

ZGA 中表达的内源基因造成了一定困难，并使

研究者难以寻觅 ZGA 调控过程各时段的内源

分子标记物。
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80 年代早期，曾利用 RNA 聚合酶 E 的抑 制进行深入研究。可以说，有关哺乳动物早胚

制剂 α-鹅膏罩碱，通过双向电泳分析，发现 ZGA 分子机制的研究正方兴未艾。

hsp70 (热休克蛋白 70)是早期 ZGA 起始时表

达的一个基因【川，但后来又有不同的实验报

道。直到 1995 年， Christians 等人利用 RT­

PCR 的方法并研究了带有报告基因的转基因

胚胎，发现 hsp70 基因家族成员 hsp 70. 1 基因

在体内情况下确实在早期 ZGA 中表达了，而

且表达呈现阶段特异性，该基因在 2 细胞来期

表达下降[1气 1997 年 ， Christians 等人利用

RT-PCR 的方法和免疫荧光染色法，证明了

mHSF2 (mouse heat shock facto r 2) 大量存在

于 2 细胞小鼠胚胎的细胞核中[叫，并且小鼠的

HSF2 这一反式作用因子通过与 HSE (heat 

shock element)这类顺式调控元件相结合而引

起了胚胎在不受热剌激的情况下进行自发型的

HSP 表达。

利用基因的同源性分析和近年所发展起来

的 dd-PCR 的方法，最近又发现了两个早期

ZGA 中表达具阶段特异性的基因 :eIF-4C(人

转录起始因子 eIF-4C 基因的小鼠同源基因)、

U2afbp-rs (人剪切因子 U2af 35KDa 基因的小

鼠同源基因) 0 eIF-4C 的表达起始同第一次

DNA 复制呈正相关，表达的下降同第二轮

DNA 复制呈正相关，关于它的详细研究，正在

进行之中 [21J。小鼠的 U2afbp-rs 基因是受基因

组印痕调控的，在成体中 ，它只表达父方的等位

基因。利用一种新的定量 RT-PCR 的方法 ， 不

但发现 U2afbp-rs 基因的表达在 2 细胞j的具阶

段特异性，而且发现孤雄发育的 2 细胞胚胎中，

此基因的 mRNA 表达量是正常 2 细胞胚胎的

近 2 倍。因此，U2afbp-rs 从一开始表达就受到

基因组印痕的调控。同时还发现，此基因的表达

对胚胎早期的发育不是必需的，因为孤雌发育

的胚胎有相当高的比例可以发育到囊胚期口气

近年来，在早胚基因表达调控研究方面取

得了一些很好的进展，这为进一步发现和了解

早胚发育的基因激活、表达及功能提供了重要

线索，从而有助于对哺乳动物胚胎发育分子机

摘 要

哺乳动物早期胚胎发育的关键事件之一就

是合子型基因激活，它决定着胚胎的正常发育

、与否。早期 ZGA 的起始必须依赖于源自母亲

的母型蛋白，而这些蛋白的翻译后修饰过程，尤

其是蛋白质磷酸化过程在 ZGA 中起重要作

用。在小鼠中，伴随 2 细胞胚胎的形成，ZGA 发

生时选择性激活基因往往需要增强子的作用。

由于合子钟以及 2 细胞胚胎期的转录抑制环境

的影响，避免了那些应该在胚胎发育后期表达

的基因的成熟前表达，使它们能按正确的发育

时空顺序被选择性激活。目前，已经发现了在

ZGA 初期被撒活的一些合子型基因，诸如

hsp70 、 eIF-4C 、 U2afbp- rs 等，对它们的研究已

有了新的进展。
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血管生长素的研究进展

也f支敏曹贵松景在乎

(第二军医大学长海医院血管外科 上海 200433) 

70 年代以来，随着对血管生长机理的认识

和生物工程新技术的开发与应用，人们发现了

一系列与血管生民 (angiogenes is) 有关的血管

生长因子.通过对血管生长和血管生长因子的

研究，不但逐步揭示了肿癌生长血管依赖的机

理，为肿瘤的防治提供了新的思路和手段，同时

加深了对血管生长调控机制的认识，为一些血

管生长相关疾病(如类风温性关节炎、糖尿病性

视网膜病、银屑病等)和血管闭塞性疾病的发病

机理和临床治疗的研究提供了新的有效途径。

血管生长素 (angiogenin ， ANG)是第一个

被分离纯化并确定氨基酸序列的人肿瘤产生的

血管生长因子。 1985 年由 Vallee 领导的研究小

组报道了从人结肠腺癌培养细胞 (HT-29)的培

养基中分离纯化到一种具有很强促血管生长活

性的多肤川，测定了该物质的蛋白全序列[刀，并

从人肝 cDNA 文库和基因组文库中分离井测

定了这一多肤物质的基因序列[3] ，从而证明这

一血管生伏相关多肤在化学结构上是一种全新

物质，故命名为血管生长素 (angiogenin) 。

一、 ANG 的理化性质

由人结肠腺癌细胞培养基中获得的 ANG

是含有 123 个氨基酸的单链多肤，分子量为

14kDa ，等电点 9.5 ，是一种碱性多肤[飞其结构

顺序为: <Glu1-Asp-Asn -Ser-Arg-Tyr-Thr­

His -Phe-Leu - Thr - Gln -His- Tyr-Asp15-Ala­

Lys-Pro-Gln-Gly-Arg-Asp-Asp-Arg-Tyr-Cys­

Glu-Ser斗le-Met30-Arg-Arg-Arg-Gly-Leu-Thr­

Ser-Pro-Cys- Lys- Asp- Ile- Asn- Thr-Phe45 _ Ile­

His-Gly - Asn - Lys - Arg -Ser - Ile- Lys - Ala - Ile­

Cys -Glu - Asn - L ys 60 - Asn -Gly - Asn - Pro- His­

Arg-Gl u - Asn -Leu - Arg- Ile-Ser- Lys-Ser-Ser 75 -

Phe-Gln -Val-Thr-Thr- Cys -Lys-Leu-His-Gly­

G ly - Ser - Pro - Trp - Pro 90 - Pro - Cys - Gln -

Tyr - Arg - Ala- Thr -Ala -Gly-Phe -Arg-Asn­

Val- Val- Vapo5- Ala -Cys-Glu -Asn-Gly-Leu­

Pro - Val-His - Leu-Asp -Gln -Ser- Ile-Phe120 -

Arg-Arg-Pro 123-OH。由半脱氨酸残基 Cys26-

81 、 39- 92 和 57-107 构成三对二硫键。 ANG 的

氨基酸序列有 35 %与膜核糖 核酸酶(膜

RNase)类同，尤其是膜 RNase 的三个主要活

性位点 His-12 、 Lys-41 、 His-119 和四对二硫键

中的三对在 ANG 中都得以保留，表明两者在

空间结构上有一定的相似性[叫，但在生物活性

和功能上又有着重大差异 。

二、 ANG 的生物学活性

ANG 的生物学活性特点有:①具有膜
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