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卵母细胞在细胞周期调控研究中的贡献

桂建芳
`

(中国科学院水生生物研究所
,

武汉 4 3 0 0 7 2)

「摘要」 本文在 回顾卵母细胞成熟促进因子的发现
、

卵母细胞体外系统的应用
、

周期蛋白的发现和

成熟促进因子的提纯及其成份的鉴定等一系列研究的基础上
,

评述了卵母细胞在细胞周期调控研

究中的贡献
,

并由此提出天然雌核发育银卿的卵母细胞是一个独特的尚待开拓的研究系统
。

〔关键词习 卵母细胞
,

细胞周期
,

体外系统
,

天然雌核发育
,

银娜

细胞 周期 调控 是近 几年 来细 胞 生物学 和分 子 生物 学 中最 活跃 的研究领 域 之一
,

在

《N at ur e 》
、

《cS ie cn e 》和 《C ell 》等国际重要学术期刊上
,

几乎每期都有有关细胞周期调控研究的

报道
,

并常有专刊问世
。

这些研究不但 阐明了细胞周期运行以及细胞生长
、

分化
、

发育
、

衰老和

死亡的分子机制
,

而且正在揭示细胞周期调控与细胞癌变的关联
。

然而
,

纵观细胞周期调控研

究的历史
,

它虽是一个多学科综合协作的发展史
,

但发展进步的关键主要来自于对卵母细胞的

研究
。

这里
,

特就卵母细胞在细胞周期调控研究历程中几个重要的研究事例及其贡献作一评

述
,

并力争从中找到一些有益的启示
。

1 成熟促进因子的发现— 细胞周期调控研究的里程碑

细胞周期调控研究的开创者是 M as iu 和 M ar k er 户口
。

他们在 60 年代末至 70 年代初在豹蛙

(尺a n a p ip le n : )成熟卵母细胞的细胞质中鉴定 出成熟促进因子 ( m a t u r a t io n 一

p r o m o t i n g f a c t o r ,

简称 M P F )
。

1 9 9 3 年 12 月
,

美 国的 N IH 研究杂志在
“

研究里程碑
”

栏目中
,

重登 了 M as iu 和

M ar k e rt 于 1 9 7 1 年发表于《 J
.

E xP
.

ZoQ I》上的论文
,

并刊载了专访评论
,

给予了高度评价 2[]
。

现今在加拿大多伦多大学工作的原 日本籍学者 Y os hi o M as ul 教授
,

在接受编者的采访时

回顾说
,

他于 1 9 6 6 年以访问学者身份从 日本来到美国耶 鲁大学
,

加入当时的生物学系主任

lC e m en t M ar ke rt 教授的研究组
。

在用企鹅胚胎完成了一个项 目之后
,

M ar k er t 建议 M as ul 选择

较便宜的实验材料
,

为返 回当时仍处于穷困的 日本作准备
。

当时
,

M as iu 在读到一篇俄国学者

D et lat ff 等关于长垂体激素诱导蛙卵成熟的论文后
,

迅速选用豹蛙作材料
,

并采用我国朱冼教

授建立的卵母细胞离体成熟系统 (注
:

M as ul 1 9 7 1 年发表于 ((J
.

E xP
.

2 00 1)) 上的论文引用了朱冼

的两篇文章
。

俄 国女学者 T at ia n a D et d af f 1 9 6 0 年曾在朱冼教授的实验室访问工作
,

她的工作

是在朱冼教授研究的基础上发展起来并介绍到西方去的 )
,

很快取得了新的发现
。

在重复并修

正了 eD ltt af f 等人研究的基础上
,

M as ul 以他精确的胚胎学技能和敏锐的观察力很快证明
,

垂
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体激素和孕酮都不能直接诱导卵母细胞成熟
。

他认为
,

孕酮可能是通过作用于卵母细胞的表

而
,

使卵质 中诱生出导致减数分裂的因子
。

接着
,

他首先去掉了卵核
,

再用孕酮处理这些去核 r

的前期 I 卵母细胞
,

然后将这无核的卵质转移到未成熟的卵母细胞中去
。

结果发现
,

这 一卵质

和 从成熟 的卵母细胞 中抽提 的卵质一样
,

都能诱 导胚泡破裂 ( G e r m i n a
l V e s i e l

e B r e a
k
〔l ( ) w n

.

(澎拼 ) )
,

导致成熟
。

M as iu 认为
,

卵母细胞在成熟过程中产生了促进卵母细胞成熟的活性 因 子
,

这种活性因 F被称为 M P F[
2飞。

此后
, 一

批发育和细胞生物学家相继在海星卵母细胞
、

人 H el
一 a 细胞

、

酵母
、

和小鼠卵母细

胞中都鉴定出了 M P F
,

因此认为促成熟因子和促有丝分裂因 子是相同的
,

形成 厂M
一

期促进因

子的一般概念
,

并认为该因子在从酵母直到哺乳动物这些真核细胞中是保守的
[招」

。

M
a

su i 的工作发表后
,

并没有很快引起细胞和分子生物学家的关注
。

直到 8() 年代
,

当体外

受精研究
、

原癌基因及其与细胞分裂关系的研究以及酵母遗传与细胞周期调控的研究风行欧

笼时
,

这三大研究领域的学者们才共同认识到 M a su i 工作的先进性和重要性
。

1 9 9 3 年
,

美国杜

克 ( I) u k
e )大学细胞生物学 系的年轻教授 K a t h e r i n e S w e n s o n 女士在接受 N I H 的编辑采访时

说
: “

M as ul 不是作浮夸文章的人
,

从他实验室出来的结果是周密而坚实的
。

他的工作建 立 厂良

好的知识框架
,

引导了包括我在内的许多人的实验研究
” 。

美国儿童健康和人类发展研究所人

l
一

I研究中心主任 F lo r e n e e H a s e l t in e 女士评价得更为生动
,

她说
: “
M a s u i 的 M P F 如同帽钩

.

,,

丁

把任何东西挂在上面
。

它是一项无可挑剔的工作
。

当发现新 的结果时
,

你不得不说它与 M P F

是如何相关
”
川

。

2 卵母细胞体外系统— 研究细胞周期调控的理想模式

事实 L
,

使 M as iu 名声大振 的研究是在其工 作基础
_

[ 发展起来的卵母细胞体外系统 ( in

v ir )r< sy st e m )的应用
。

由于从成熟蛙卵中提取的非细胞体外系统含有胚胎早期快速分裂的必要

物资
,

是 D N A 的合成
、

染色质组装
、

核形成和转录所需酶和前体分子的材料库川
。

根据提取液

的制备方式
,

体外系统可用于核组装 (间期提取液
,

int er p h
a s e e xt r

ac t s )
、

去组装 (分裂提取液
,

m i t o t ie e x t r a e t s )以及核组装和去组装多轮循环 (周期性提取液
, c y e li n g e x t r a e t s ) 的细胞周期体

外调控研究川
。

用 C a ` ’
离 子载体或在无蛋 白合成 (通过加入放线菌酮 ( c yc lho ex im id e )而达到 ) 的条件 下

破碎以激活卵子获得的提取液为间期提取液
。

间期提取液中 M P F 失活了
,

可用来进行细胞核

体外重建
,

将脱膜精子
、

染色体和外源 D N A际
6〕加入此提取物

,

并加入 A T P 再生系统
,

可以模

拟细胞周期由 M 期向 G
,

期转化的过程
,

诱发形成结构完整的间期核
。

分裂期提取液是通过加入 E G T A 赘合 C a 十 +

以及 件甘油磷酸和 A T P下S 抑制去磷酸酶的

条件下提取的
,

这样的提取液仍保持在细胞分裂状态
,

M P F 具有活性
。

将间期核置于分裂提取

液中温育
,

可观察到细胞周期 由间期向 M 期的转化事件
,

如核膜破裂
、

染色体凝缩和纺锤体形

成等叫
。

周期性提取液与间期提取液基本类似
,

其差异在于它是通过电休克或离子载体先激活 卵

护
,

诱异 C a 十 `

释放
。

在这样的条件下制备的提取液仍保持有蛋 白合成的能力
,

可产生导致 S 期

和 M 期波动的周期蛋白 ( e y e li n )分子 仁7 」
。

卵母细胞提取液体外系统的优势是其所含的蛋 白成份都 自然存在于细胞分裂状态
,

在研
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究期间
,

可以调节转化到间期状态
,

因而给细胞周期调控的分子研究提供了许多便利
。

在此基

础上
,

还发展出采用同步培养获得处于 G
。 ,

G
l ,

S
,

G :

和 M 这些特定时相的培养细胞提取液的

体外系统阁
。

这些体外系统的结合更加速了细胞周期调控研究的进程
,

推进了一个繁荣的研究

时代
。

3 周期蛋白的发现— 海胆卵母细胞的贡献

周期蛋 白也是从研究卵母细胞发现的
。

80 年代初
,

英国剑桥大学的 iT m H un t 教授作为蛋

白合成专家
,

来到美国位于 Woo d s H ol e (在马萨诸塞州 )的海洋生物学实验室
,

讲授夏季课程
。

在这里
,

丰富的海胆卵资源
、

装备精良的实验室和一批胚胎学家 们的研究成就为 iT m H u nt 的

研究创造了新的条件和机遇
。

iT m H u nt 教授在 回顾周期蛋白发现前后时说
: “

周期蛋 白是一件幸运的发现
。

1 9 8 2 年 7

月 22 日
,

那是一个非常宁静的 日子
,

我纯属出于好奇
,

作了一个简单的实验
。

我将
35 5 标记的蛋

氨酸加到受精的和单性发育激活了的海胆卵子
,

并在一定的时间间隔取样
,

置于 SD S
一

P A G E

胶上 电泳
,

以比较受精卵和单性发育激活卵中蛋白合成的类型和速率
。

结果发现
,

当绝大多数

蛋白带随着发育愈来愈强时
,

一个早期表现很强的蛋白带在 1 小时消失了
。

这一结果是完全没

有料到的
,

具有很强的诱惑力
。

反复的进一步实验表明
,

这一蛋白还可再出现和消失
,

其出现和

消失呈现出周期性
,

因而被命名为周期蛋白
。

它消失于细胞分裂前 10 分钟
。

当用秋水仙素或

用抑制 D N A 合成来抑制细胞分裂时
,

周期蛋 白的降解则被延缓或不降解
。

这些结果在极为欣

快的心景中写就成文图
,

因为我们发现 了人们多年来寻找的周期蛋白
。 ” 仁, 。〕

。

随后
,

周期蛋 白在青蛤
、

海星
、

酵母
、

果蝇以及脊椎动物爪蟾 中都先后被发现和证实
,

并分

离克隆出了周期蛋白 A 和周期蛋 白 B 的基 因
。

研究表明
,

在这些物种中
,

周期蛋白的分子量处

于 45 一 60 k D 之间
;
在受精卵早期卵裂和细胞分裂过程中

,

都是在间期合成和积累
,

至 G
:

晚期

达到高峰
,

随着细胞分裂
,

再陡然下降
仁, 。 ,

“ 〕
。

4 成熟促进因子的提纯及其成份的鉴定— 细胞周期调控研究的飞跃

自发现 M P F 后
,

包括 M as ul 在内的一批学者都想提纯它
,

但成效甚微
。

与此同时
,

除上述

关于周期蛋 白的研究正开始显露出周期蛋白与 M P F 的关联 0[,
`叼
外

,

一批酵母遗传学家 的工作

从另一侧面也敲开了细胞周期调控的大门
。

他们以芽殖酵母和裂殖酵母为研究对象
,

分别鉴定

分离出了
C d o 2 8 和 。 d。 2 突变体及其基因

,

其表达蛋 白为 P 34 l2[ 〕
。

研究还发现
,

P 3 4 ed c Z 必须与

周期蛋白 ( cy icl n) 结合形成复合体后才具有活性
,

从而导致细胞进入有丝分裂
〔` 2口。

但至此时为止
,

学者们还未追索到 ed c Z 和 M P F 之间的联系
。

直到 80 年代末
,

M as iu 在加

拿大的学生 M an fer d L ho ka 来到美国科罗拉多大学生物化学家 aJ m e s M all er 的实验室从事博

士后研究
,

才从爪蟾卵母细胞体外系统中提纯了 M P F , 3口
。

几乎与此同时
,

一批英法学者从海星

的卵母细胞体外系统中也提纯了 M P F 〔“ 〕 。

接着鉴定发现
,

M P F 由两个蛋白组成
,

一个是酵母

P 3 c4 d c Z 的同源物
仁̀ 5

,

“ 〕
,

另一个是在 80 年代初 由英国学者 iT m H u nt 等最先在海胆中发现
,

后

来在青蛤
、

海星
、

果蝇
、

酵母和爪蟾中相继鉴定并克隆了的周期蛋白 B[
` 4一 ` 5〕

。

至此
,

来自于不同

领域和不同研究系统的发育生物学家
、

生物化学家
、

细胞生物学家
、

遗传学家和分子生物学家

才汇于一处
,

由此明白了 M P F 这个近 20 年来令人甚为困惑的因子就是 cd c Z 和 cy icl n B 形成
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的复合体
,

是细胞周期调控的关键因子
〔2

, `’ 〕
。

不同领域的学者
,

采用不同的研究系统
、

从不同的

角度探讨后最终汇合在一起而揭示出一个共同谜底
,

这的确是科学发展史上一个协作研究的

成功范例
,

是细胞周期调控研究的一次飞跃
。

此后
,

细胞周期调控研究的热潮陡然高涨
。

在短短的几年内
,

不但发现和克隆了一系列的

在不同时期推动细胞周期运转的因子
仁3〕 ,

揭示出了大量的在细胞周期不同时相调控细胞周期

运转的依赖 于周期蛋 白的蛋 白激酶 ( e y e l in
一

d e p e n d e n t p r o t e in k i n a s e s ,

e D K s ) 仁
1 8 了 ,

鉴定出了调

节这些激酶和因子的内源信号和外源信号 . ’ ,
2叼

,

而且开始找到了一系列在不同时期阻止细胞

周期运转的抑制因子
,

如 1P 6
,

P 2 1
,

P 27 等口
一 ’ 4 2

,

并开始找到了这些抑制因子与细胞癌变的联

系
2 5 2 7二。

5 天然雌核发育银卿的卵母细胞— 一个独特的尚待开拓的研究系统

综上所述
,

卵母细胞及卵母细胞体外系统在细胞周期调控研究历程中作 出了创造性的贡

献
,

可谓是突破一点
,

带动全面
。

事实上
,

由于生命始于受精卵
,

有关卵母细胞成熟
、

受精和发育

的调控机制历来是生命科学研究的焦点
。

1 9 9 4 年
,

我在美国参加了一次细胞周期调控研究的

专题讨论会
,

从专家的报告中了解到
,

不少从事细胞周期调控研究的专家仍对卵母细胞系统情

有独钟
,

M as iu 等建立的有关卵母细胞操作技术仍是当代学者所需求的手段之一
。

雌核发育是存在于脊椎动物中的一种罕见的生殖方式
仁2 8〕

。

天然雌核发育银螂 ( aC ar ss ,

us

al 。 、 , u : g
lbe llo )尤其独特

,

是我国鱼类细胞工程育种实践的特色和创新
,

具有很大的理论研究

意义和应用价值
,

是一个具有很大开拓潜力的研究系统呻」
。

近十几年来
,

我们实验室继发现银

螂特殊的雌核发育方式培育出具有明显生长效应的异育银螂之后
,

对其
“

天然雌核发育
”

的特

性和规律进行了系统的细胞学研究
。

迄今
,

我们不但对银卿雌核发育的特性和规律有了一些新

认识
,

而且在异育银螂人工繁育群体中发现了具有 2 12 个染色体的复合四倍体个体
象2 9 { ,

同时

还发现复合四倍体异育银娜的卵子具有两种不同的发育方式— 异精雌核发育和拟两性融合

发育
『 3 0 3 ’ 口。

为了开拓这一研究系统
,

我于 1 9 9 2一 1 9 9 4 年在美国进行了一期博士后研究
。

在此

研究期间
,

不但鉴定
、

纯化并克隆出了一种新 的在细胞周期中调控 R N A 剪接因子在细胞内定

位的激酶 18,
32 ,

而且对细胞周期调控研究的历史和现状以及近期的发展趋势有了一定的了解
,

并深受启发
。

显然
,

银卿天然雌核发育分子机制的阐明及其调控基 因的鉴定和分离
,

不仅对揭示鱼类的

雌核发育机制具有重要意义
,

而且有可能揭示出调控卵母细胞发育
、

成熟和受精这些生命发生

基本过程中的某些关键因子
。

因此
,

天然雌核发育银螂的卵母细胞是一个独特的尚待开拓的研

究系统
。
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我国测定的两元素原子量成为国际标准

《科技 日报 》与首都两院院士共同评出的 1 9 9 5 年中国十大科技新闻中
,

有化学科学部资助

的中国科学院院士
、

北京大学教授张青莲等 5 位科学工作者合作测定的两种元素铂 (E u) 和钵

( C e )的原子量成为国际原子量新标准
。

张青莲教授的研究成果是 1 9 9 5 年 8 月被 国际纯碎与应

用化学联合会原子量与同位素丰度委员会 (简称国际原子量委员会 )审定为新标准值的
。

原子量是某元素一个原子的平均质量与一个
1 2 C 原子质量的 1 / 1 2 之比

,

为 自然科学中的

一项基本常数
。

其精密测量代表着一个国家的科技水平
。

世界上只有包括中国在内的 3 个国

家进行这种研究
。

国际原子量委员会两年一次开会进行评估
,

发表总结评述
,

选取最好的校准

数据为国际原子量标准
。

在国家 自然科学基金的支持下
,

张青莲教授研究组多年来从事同位素的研究
,

在理论和实

验方面均有较高造诣
。

他们对 H
,

C
,

N
,

O
,

S 等轻元素及 In
,

S b
,

I r ,

E u ,

S m 等金属元素的原

子量进行了系统的标准测定工作
,

取得 了一些国际先进水平的成绩
。

1 9 9 3 年国际原子量委 员

会曾采用他们测定的锑原子量 (S b 1 21
.

7 60 士 0
.

。。 l) 作为新的原子量标准
。

1 9 9 5 年又把他们

测定的铺
、

余市两种元素原子量作为标准 ( E u 1 5 1
.

9 64 士 0
.

0 0 1
,

C e 1 4 0
·

1 1 6士 O
·

0 0 1 )
。

这是我国原子量测定工作对 自然科学作出的新贡献
。

(化 学科学部 韩万书 供稿 )


