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摘 要
:
就小鼠植入前胚胎 紧密化过程中胚胎的形态变化

、

细胞极化
、

细胞间连接及紧密化的物质基础
、

时控

机制等作了综述
.

对紧密化现象的分子基础研究大 多数都集中在翻译后水平的调控
,

而在基 因水平的研 究

较少
.
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差别基因表达 (d iffe re n tial 罗n e e x p re s s ion )是

哺乳动物胚胎发育过程中细胞分化的分子基础
.

在哺乳动物精卵结合形成合子至植入前的发育阶

段
,

发生的形态变化事件有原核形成
、

8
一

细胞期胚

胎紧密化和囊胚的形成
.

关于 8
一

细胞胚胎细胞分

化机制有两种假说
:
极化假说 (po l葫za tion hyPo th e -

51 5
)和内外微环境假说(毗ide

一

ou tsi d e Ini c
, nv it.o

n -

m en t hyPo th es is)
.

前者认为细胞以顶基方向形成顶
一

基轴后
,

下一次细胞分裂 以垂直与顶
一

基轴方向

横裂 为两个子细胞
:
顶区在外

,

为极性细胞 ;基侧

区在内
,

为非极性细胞
.

由于两个子细胞所获得的

细胞成分不同而最终导致细胞的分化命运不同
.

而后者认为由于紧密化所形成的紧密连接封闭了

胚内部细胞与外界环境之间的直接通路
,

导致外

表细胞与内部细胞分化形成不同的细胞系
.

由此

可 见
,

卵裂球的分化开始于紧密化的发生
.

1 紧密化现象的形态学改变和细胞极化

研究表明
,

在小鼠植人前胚胎的发育过程中
,

一直到 8
一

细胞胚胎早期
,

每个卵裂球仍是全能性

的(to tipo ten t)
,

具有分化形成各种类型的组织乃至

发育成正常个体的潜能 ;各个卵裂球仍是独立的
,

能在体视镜下清晰可辨
.

随着 8
一

细胞胚胎晚期紧

密化现象(co mP ac tion )的发生
,

细胞由圆变扁(fla L
-

tin g )
,

细胞间由点状接触变为紧密相嵌
,

难以区分
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各个卵裂球的边界 ; 卵裂球间形成各种连接
,

包括

间隙连接
、

粘附连接
、

紧密连接
,

形成一个真正的

胚胎
.

间隙连接为卵细胞间小于 l 0( 刃 D a
的分子

运输提供通道
,

这些分子多为代谢物
,

但也可以是

如
CA MP等的第二信使 ; 粘附连接通过钙依赖的

细胞质外周质区粘附素家族成员相互作用来促进

细胞间的联系 ;紧密连接则形成渗透封闭
,

以阻止

细胞间小分子 (如 N a ‘ 、

Cl
一

等)的通过
.

这些连 接

的形成
,

使原来松散接触
、

对称分布
、

无细胞问通

讯的胚胎状态转化为互相通讯
、

高度极化的紧密

联系的整体[l]
.

在紧密化过程中胚胎细胞表面和细胞成份 的

分布均发生高度极化 (po l丽za ti on )
,

形成顶区 (a l,i
-

e al doma
in )和基侧区 (baso la te o l d o m a in )(图 l)

.

:
’

0

二

图 l 紧密化过程示意图

粗圆弧线表示有微绒毛存在区 ; 细线表示无微绒毛区 ; 小 点表示细胞质极化的成分
,

如 内吞小 泡
、

肌动蛋 白纤维等
: 小

圆圈示 细胞核 ;短平行线表示间隙连接和 紧密连接
.

在紧密化 的起始阶段
,

细胞间开始相互作 用
,

间隙连接和 紧密连

接开始形成
,

内吞 小泡
、

肌动蛋 白纤维等胞质成分 出现极化 ;接着细胞开始扁平化接触
,

细胞表面 出现极化 ; 同时整个

胚胎 中的细胞核都位于卵裂球的基底侧 (胚胎中心侧 )
.
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有实验结果提示细胞表面和细胞核位置是中

国仓鼠胚胎紧密化前细胞极化的最先表现
,

早在

8
一

细胞期已发生
.

而且 细胞核迁移的方向可能与

细胞质中微管再分布的方向平行
LZ」

一些实验结

果表明
,

胞质极化对 no co daz ol e 、

细胞松弛素等破

坏细胞骨架的因素非常敏感
.

如
: 用 no co daz ol e 处

珍少舀
,

虽然不 抑制胚细胞问的扁平化接 触 (fla L
-

ti ng )和连接通讯
,

却抑制胞质极化 ;放线菌素 D 处

理既抑制胚细胞间的扁平化接触(fla tti ng )和连接

通讯
,

同时也抑制胞质极化
.

表面极化 (su rfac
e po

-

la ri ty )对这些抑制因子有更好的抵抗能力
,

一旦表

面极化建立起来
,

就能稳定保持
,

并在有丝分裂后

仍然维持
.

而且
,

极化并不需要延续的细胞间接

触
,

用实验室方法去紧密化后及在分离开的卵裂

球中极化仍然维持
L’」

.

2 紧密化现象发生的物质基础

研究表 明
,

紧密化 的发生 并不需要预 先的

D NA 复制过程
,

也不一定需要 4
一

细胞期的蛋白质

合成
.

蚜栖菌素 (一种 D NA 聚合酶抑制剂 )处理

后
,

四细胞胚的卵裂休眠
,

却与对照组胚胎在同一

时间开始发生细胞扁平化接触和极化
.

蛋 白质合

成抑制剂处理后的 4
一

细胞胚卵裂失败
,

却同样进

行极化和细胞接触扁平化
.

因此
,

4
一

细胞期胚胎可

能含有某些紧密化所需的蛋白质
.

抑制蛋 自质合

成导致 提前 的紧密化 ( p re m a tu l.e C o m p a e tio n )发

生
,

提示胚胎中含有抑制紧密化的某种活性 因子
,

而表达和维持这种 因子活性则需要蛋 白质 的合

成
.

目前尚不知道这种活性因子是什么分子川
.

2
.

1 与紧密化现象密切相关的蛋白质

已知有蛋白激酶 C
、

E
一

钙粘蛋 白
、

月
一

连环蛋白

等几种蛋白分子可能与紧密化密切相关
.

在早期发育中已知蛋白激酶 C (PKC) 是受精

和胚胎紧密化两个转变期起作用 的蛋 白激酶
.

PKC参与许多细胞活动的调节
,

特别是细胞分化

和增殖的调控
.

PK C是一个酶家族
,

已知有 PKC a 、
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月I 渭 11
、

了
、

母
、 。 、

夸
、

专
、

0 9 种同工酶
.

其中 pK Ca 、

召I
、

召11
、

y 是一类 c矿
‘

依赖的或常规的蛋白激

酶 e (e pKe ) : p KC母
、 e

、

夸
、

,
、

0 是另 一类不依赖

c扩
‘

的或新型的蛋白激酶 C(
I企KC)

.

前者的活性

依赖 c扩
十 、

二酞甘油 (D G )及 C扩
‘

磷脂酞丝氨酸

(PS )
,

后者的活性只依赖 DG/ PS 或 PMA/ 飞
.

PKC
的底物很多

,

有 l) 与信号转导有关的底物 (如生

长因子受体等)
,

2) 与控制代谢有关的底物 (如膜

上的通道和泵 )
,

3 )调节基因表达的底物 (如转录

因子
、

翻译因子及次一级的激酶等)
.

尤其是控制

细胞增殖的 3 种 PK C 底物蛋白
: D NA 拓朴异构酶

1 J a lllin B 及 MA R CKS (娜‘
s to yla te d ala n in e 一

ri eh C

k in a s e Su b s tra te
,

富丙氨酸豆范酸化的 PK C 底物 )
.

I,a uk e n CM 等的实验结果证明在小 鼠植人前胚胎

中存在 7 种构形的 PKC
,

其中一些是母源性 的
,

另

一些似乎是受精后表达的川
.

E
一

钙粘蛋白
,

又叫桑堪(胚 )粘着蛋 白
,

在钙依

赖的紧密化事件中起作用 ;其抗体抑制紧密化
,

但

不抑制间隙连接的细胞间通讯或表面极化
,

但胞

质和表面极化不再沿原来细胞间接触的垂直方向

轴而发生
.

在小 鼠胚胎中
,

在 8
一

细胞期启动的 E
-

钙粘蛋白介导的细胞粘附通过蛋白激酶 C 及其

他信号分子进行翻译后调节
.

E
一

钙粘蛋白在紧密

化过程中组织卵裂球的皮质极化川
.

研究证明早

期胚胎中并不含有有功能的 E
一

钙粘蛋白基因
,

即

使在发生 紧密化时 也是这样 ; 这可能是因为有持

久活性的母源储备的 E
一

钙粘蛋白转录子存在
.

在

卵子和植 人前胚胎 的所有阶段 均可检测到 E
一

钙

粘蛋白的表达
,

其表达量在 4
一

细胞期和 8
一

细胞期

之间迅速减少
,

随后在囊胚期显著增加
.

伴随 E
-

钙粘蛋白的表达变化方式
,

其在植人前胚胎中的

分布位置也发生明显的变化
,

在未受精卵中
,

E
一

钙

粘蛋白主要分布于卵胞质中
,

卵子表面则只有痕

迹量存在 ;其在受精后 6 一 ll h 卵子表 面的分布

量似乎与卵子活性一致
,

而研究证明 E
一

钙粘蛋 白

与极体排出无关
.

E
一

钙粘蛋 白在卵裂球表面的分

布方式一致
,

都集中与卵裂球接触的区域
.

在紧密

化过程 中 E
一

钙粘蛋 白在细胞间接触 区域积累
,

而

在非接触区域相应地减少 ;而且紧密化的 8
一

细胞

胚中 E
一

钙粘蛋白与 尽连环蛋白联合分布川
.

因为 PKC 的活化因能诱导小鼠胚胎紧密化

的提前发生
,

则在诱导发生的紧密化中有细胞粘

附系统的蛋白质成员磷酸化
,

而这些蛋白质成员

密化现象中这些蛋白质应当也发生磷酸化
.

新的
、

更特异的蛋白激酶 C 的活性抑制剂将抑制正常

发育和诱导实验中的紧密化的发生
L, 」

.

Bet a 一

连环蛋白在胚胎早期发育中的作用涉及

细胞粘附
、

细胞信号传导
、

发育方向的调控等 ;在

诱导和 自然状态的紧密化中 Be ta
一

连环蛋 白的丝

氨酸或 /和酪氨酸残基发生磷酸化川
.

Be ta
一

连环蛋

白是小 鼠卵子成熟和着床前发育中的一大酪氨酸

残基发生磷酸化蛋 白质
.

在小鼠着床前发育过程

中
,

E
一

钙粘蛋白
一

连环蛋白复合体的组分来自母源

储存和合子基因活化粘着复合体以不活化形式不

断累积和储存
,

准备为紧密化的发生及滋养外胚

层形成所用川
.

2
.

2 紧密化现象中钙离子的变化

损耗细胞外 Ca
干 干 、

干扰细胞内 Ca 干 ‘

的调节

(如阻断 Ca ‘

离子通道
,

抑制钙调整作用
,

整合包

质内在自由 Ca+ 等 )
、

干扰细胞骨架等处理
,

均会

引起紧密化的胚胎去紧密化
.

在去紧密化过程中
,

胚胎细胞内有持续
、

稳定
、

均一的 Ca
+ +

浓度上涨
.

但试验证明非特异性的 Ca
十

浓度上涨并不导致去

紧密化
.

未紧密化的胚胎
,

在上 述 处 理中没有

Ca “ 浓度的变化仁‘]
.

在紧密化过程中
,

E
一

钙粒附蛋 白与 fod ri n
共

同分布于细胞相接触区域
,

去紧密化后
,

则发生去

区域化
,

在此过程中肌动蛋白在皮质层的分布并

不变化困
.

以上试验提示着维持紧密化形态是 Ca 十 十

调

控的
,

通过调控细胞骨架成分的重新分布(而不是

重新合成 )而实现
.

3 紧密化发生的时控机制

紧密化发生的时控机制尚不知道
.

核质比虽

然能加速紧密化的发生 和囊胚的形成
,

但在调节

胚胎形态发生中并没有直接起作用
.

然而
,

一种在

l
一

细胞期和 2
一

细胞期有所改变的细胞质调节因子

以浓度依赖方式调节小鼠植人前胚胎 的形 态发

生
,

尤其是紧密化阁
.

在 4
一

细胞胚胎中已有足够数

量的紧密化所需的物质存在
.

用蛋白激酶 C 的激

活剂佛波二醋处理 4
一

细胞胚
,

能在 15 :ni n
内诱导

紧密化的发生 ;处理时间延长则导致去紧密化
,

这

可能是因为随后微丝和微管解聚所致
.

用二酞甘

油酸 (d ia eyl留e e ri d e s
)(一种更 天然 的蛋 白激酶 C

激活剂 )处理 4
一

细胞胚
,

同样诱导紧密化的发生
,
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抑制剂鞘氨醇能抑制上述实验所诱导的提前发生

的紧密化现象
,

而鞘氨醇本身能抑制正常状态的

8
一

胚胎的紧密化发生
.

有研究表明紧密化的发生

由一种不依赖于第三次细胞周期完成的生物钟所

调控 ; 已知蛋白激酶 C 调节器与提前紧密化现象

有关
,

二酞甘油酸依赖的激酶(而不是蛋白酪氨酸

酶 )可能是紧密化的上调因子回
.

有实验结果证实

二酞甘油酸依赖的激酶促进(uP o gu lat e
)召

一

连环蛋

白的再分布和紧密化的发生
,

意味着在适时的紧

密化发生中所必需的既不是酪氨酸激酶也不是酪

氨酸磷酸酶
,

紧密化的发生与 户连环蛋白的酪氨

酸磷酸化没有因果关系〔’“]
.

上述实验结果提示
:

实验中观察到的与蛋 白激酶 C 活性相关联对应

的紧密化现象与自然状态下所发生的紧密化现象

是十分相似的
.

同时
,

E
一

钙粘蛋白的单克隆抗体不

仅能阻断正常的紧密化现象
,

也能阻断佛波二醋

诱导的 4
一

细胞胚的紧密化现象
,

说明 E
一

钙粘蛋白

在这种提前紧密化现象中起作用七’」
.

前述研究结果提示翻译后修饰可能控制着紧

密化发生的时间
.

人们首先在 8
一

细胞胚中观察到

E
一

钙粘蛋白磷酸化
,

很可能与紧密化有关 ;而于无

钙培养基中培养胚胎
,

其 E
一

钙粘蛋白磷酸化被抑

制
,

同时其紧密化现象也被抑制
.

然而
,

蛋白激酶

C诱导 的磷酸化在紧密化过程 中的作用尚不 清

楚
,

在蛋 白激酶 C 活化因子诱导的提前紧密化中

并没有伴随 E
一

钙粘蛋白磷酸化的上升 ; 同时
,

二

甲基氨基嘿吟(是一种相对非特异性的蛋白激酶

抑制剂 )也能诱导提前紧密化的发生
,

但 E
一

钙粘

蛋白磷酸化并不增加
.

相应而相反地
,

细胞松弛素
D 处理可抑制胚胎紧密化 的发生

,

却并不减少伴

随正常紧密化过程的 E
一

钙粘蛋白的磷酸化
.

即 :

E
一

钙粘蛋白磷酸化与紧密化现象可相分开存在
.

与紧密化现象发生的时控机制尚不清楚一样
,

E
-

钙粘蛋 白磷酸化在 E
一

钙粘蛋 白调节的细胞粘附

特性中的作用也不清楚〔’」
.

甚少
.

大多数研究都集中在翻译后水平的调控
,

而

在基因水平的研究较少
.
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4 结语

综上所述
,

对紧密化现象的分子基础还知之


