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上海四膜虫接合生殖期间皮层细胞

骨架蛋白的研究

王康乐
‘

庞延斌
�华东师范大学生物系

,

上海 �� � � ���

提 要

本文采用生化抽提
,

结合电泳及显微技术
,

对上海四膜虫��� ��� �夕� � � � � �� � � � � � �� � � �� ��
�

皮层细胞骨架�� �� �� �� ��� ��� �� �� �� �� 的蛋白组份
,

及其在接合生殖期间的变化进行了一系列的

研究
。

初次探索了 �
�

株
�

上海四膜虫在接合生殖过程中皮层细胞骨架的蛋白组份及含量
,

并分

析了它们与间期
、

接合分开时期同类蛋 自相互间的差异
。

发现在接合生殖时期 �� 一�� � 蛋白

有突出的表现
,

而 �� � � 和 � �� � 特异性地存在于接合生殖期间
,

它们与接合区膜融合的进一

步稳固
,

小核的减数分裂过程有某种联系
。

关键词 上海四膜虫
,

接合生殖
,

生化抽提
,

皮层细胞骨架蛋白
,

�� � 一�� � �

人们早已了解到
,

在纤毛原生动物细胞表面存在高度结构上的分化
,

并对之已研究多

年
。

近年来皮层 的形态发生和皮层的遗传研究引人注 目
,

尤其是纤毛虫细胞表面重要生

物学活动过程的分子基础 还没 有了解
。

� ���� � � � 等川曾用嗜热 四膜虫 ��� ��� 彻� �� �

�� �� � �� ��� �做材料
,

分离出表膜下的皮层结构影泡�� ��� ���
,

并分析了皮层骨架及内侧

膜物质的主要蛋白成份
。

另外
,

有一些是集中对骨架功能的研究
,

如 � 微管
、

居间纤维和肌

动蛋白微丝的描述及胞内定位
。

其中较多集中在皮层和 口器及它们在细胞活动中的功能

上
,

而对有性接合生殖时期的研究就少得多
。

� �� �� ��  研究了细胞骨架在游仆虫�� �� �� ��� �接合生殖过程中所具有的功能和可能起

的作用
。

他发现随着两接合细胞质膜的融合
,

融合区或称为胞质桥的部分由两接合个体

共同构筑
。

� � ��� ��
’�等仔细研究了与嗜热四膜虫接合生殖中微管蛋白有关的四膜虫

�� �� 丝状蛋白��� � � �的免疫荧光定位
,

其结果推测
,

在接合生殖中核的变化与行为不

是孤立的
,

而是与细胞骨架的结构相联系
。

但是
,

上述有关纤毛虫皮层细胞骨架的研究仅仅限于某一蛋白或某一功能
。

而有关

纤毛虫皮层细胞骨架在有性接合生殖期间各主要 阶段会发生什么变化
,

这种变化与接合

�
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,

�� �� 年 � 月 一 ��� �年� 月作为访问学者在华东师大生物系学习
。

上海四膜虫 �
、

株由北

京大学生物系陈阅增先生提供
,

特此致谢
。
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生殖过程中
,

细胞在结构
、

生理
、

生化方面的改变有些什么联系的探索却极少
。

开拓这方

面的研究
,

对全面了解纤毛虫细胞骨架在有性接合生殖过程中的组分变化及功能是极为

有意义的
。

本文以上海四膜虫 � � 株为材料
,

着重于研究探索这些问题
。

� 材料与方法

�� � 材料 自接型上海 四膜虫 � � 株
。

� � 细胞培养 际陈 ��
,

酵母提取物 �
�

��
,

葡萄糖 �� ��
,

用蒸馏水配制
,

� � �
�

�
。

在

�� ℃条件下虫口密度可达 � � ��“细胞 � � �

�
�

� 接合生殖 通过饥饿诱导四膜虫接合
,

将对数生长期的四膜虫放人无菌蒸馏水中连

续洗三次
,

每次 巧而 �
,

然后静置不动
,

�� ℃下接合对在 �� � 左右达高峰
,

经计数
,

接合率

最高达 �� �
,

重复性良好
。

�� � 染色制片 将不 同时期的虫体用醋酸洋红染色整装制片
,

观察接合的细胞学过程
,

目的为了判断收取骨架蛋白的时期�� !

� � 皮层细胞骨架的 生化抽提 活细胞用 �
�

�一 �� �� ��� � � 一��� 处理
,

其 程序如
� � � � ��� 等�

, �所描述
。

�
�

� 电泳 以上收集的皮层细胞骨架蛋白用蛋白解离液处理
,

各蛋白样品经过 �� �� �

聚丙烯酞胺凝胶电泳
,

其方法和程序根据 ��� � � � 系统�� ��

�� � 凝胶扫描 经考马氏亮蓝染色的电泳凝胶片
,

用 �� � �� �� 激光光密度凝胶扫描仪

扫描
,

波长 ��� �� �
。

� 结果

�
�

� 上海四膜虫 � ,
的皮层细胞骨架及其蛋白

四膜虫的皮层细胞骨架是联系细胞表面 的一层结构
,

类似于红细胞的 ��� ��  ! � 层
,

许多特殊的细胞构型存在其中
。

卜海四膜虫 � � 的皮层细胞骨架在相差镜下为一 透明的
“

影泡
” ,

有排列整齐的毛基体和完整 的口部结构
,

胞质溢出总是在与 口部相反的体壁部

分
。

� ��� �� � � 曾这样描述 � 表膜��� ���� �� �在膜缺少的情况下通过细胞外质�� ����� �� �可

以连在一起
。

在整个细胞的表膜下还有一个连续的纤维颗粒层
,

而与这个细胞骨架框架

相接触的维管结构又与细胞外质相连
,

部分在外
,

部分在内
。

所收集的
“

影泡
”

正是表膜下

的这一部分
。

在收集虫体提取皮层细胞骨架蛋白时
,

对营养生长期细胞我们选择中对数期
,

而对于

接合虫体和接合后体则做了一些 预备实验
,

来判断收取皮层细胞骨架的时期�图 �
,

��
。

上海四膜虫 � � 是自配型株系
,

饥饿 与配对阶段不能人为分开
。

最初出现接合对的时间是

虫体进人饥饿液后 � 一 � ��
,

接合高峰开始是 �� 一 ���
,

可持续到 �� 一�� �
,

接合对完全分

开是 � �一 �� �
。

在 ��
�

�� 为收取接合虫体皮层骨架的时间
,

接近合子核形成时期
。

在

�� 一�� � 将收取虫体分开时期细胞
,

配合镜检要求虫体 ��� �分开
。

另外
,

在收集接合生殖虫体的过程中
,

当虫体饥饿 �一�� 就开始分泌粘液
,

随着时间

延长
,

粘液分泌得越来越多
,

直至虫体接合为止
。

还发现相同培养量的虫子经过接合
,

所

收集的虫体总体积明显减少
。

因此
,

在考虑电泳蛋白样品上样量时
,

以最初培养虫量相同
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作为上样的基准
,

来比较不同时期蛋白带的变化
。

图 � 是不同时期皮层细胞骨架蛋白

�� �干� � � 图谱
。

�� 代表营养生长期
,

有明显条带 � � 条 � �
�

是接合生殖时期
,

有明显条

带 �� 条 ��
�

是虫体分开后 �分开不久
,

还未进入分裂 �有条带 �� 条
。

图 � 是凝胶扫描图

谱
,

便于直观分析
。

�
�

� 凝胶图谱重要带的描述及比较

用于现代研究的四膜虫 是自由生活的真核单细胞动物
,

它有一个具极性和一定组织

结构水平的皮层
,

这就暗示了皮层细胞骨架蛋白

在暂时的空间上 的调节的复杂模式
。

尽管最初

培养虫量一致
,

但由于经过接合生殖一系列复杂

活动
,

虫体的皮层细胞骨架蛋白总含量 明 显下

降
。

根据扫描结果
,

经计算接合时期蛋白总量占

营养期 ��
�

�� �
,

而接合分开以后蛋白总量占营

养期的 ��
�

�� �
。

对营养生长期上海 四膜虫 �

皮层细胞骨架蛋白组分及含量将另文报告
。

这

里将不同时期蛋白组分及含量 的变化作一 比较

�图 � �
。

对照文献 ���较容易确定 ��
�

�� �
、

��  !

是微管蛋白的二个亚基
,

接合与分开时期含量均

减少
。

在营养期细胞中 �� �� �
、

�� � �
、

�� � �

这三种高分子量蛋白含量仅次于微管蛋白
,

而它

们在接合时期明显减弱
,

特别是第三条带变化

大
。

最显著 的是 �� 一 �� � �
,

经 过虫 体接合
,

�� ��
、

��� � 明显减弱
,

��� � 消失
,

新出现 了

�� ��
、

�� �
。

另外
,

还发现图谱中的 � �一� �� �

蛋白经过接合也减少了
。

以上蛋白的变化与虫

体接合生殖有什么关系将在后面讨论
,

同时还有

�����
�

� � �
··

� ���� ������
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图 5 皮层细胞骨架主要蛋白图例比较

Fig s C om parative eleetroPh o retie
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许多蛋白条带的变化将要在今后进一步的实验中探讨
,

如 :10 5k D 略有增加
、

67
k D 带出

现
、

9 9 k D

、

9 4 k D 带缺失等
。

3 讨论

3
.
1 接合生殖时期皮层细胞骨架蛋白的变化

·

纤毛虫皮层可以看作是一种极其特化的细胞
“

外被
” 。

对于既是一个细胞又是一个动

物的纤毛虫来说皮层的功能是相 当重要的
,

它对于维持纤毛虫的形状
、

运动及各种常规的

细胞生命活动是不可缺少的
。

经观察发现
,

22 5k
D

、

1
50

k D

、

1
20

k D 这三种高分子量蛋白

在分子量
、

含量和图谱位置等方面均非常接近于 W IUiam s
,

文中多次提及的 A
、

B

、

C 三条

带
,

它们随着接合的过程含量降低
,

其中 22sk D
、

1 S O k D 变化明显
,

而接合分开后 120 kD

已基本消失
。

同时
,

微管蛋白的二个亚基含量也相应减弱
,

与 w iuia m slo
l曾描述的毛基体

区域蛋白相对应的部分也发生了变化
。

以上这些蛋白带都是皮层细胞骨架的主要成分
。

庞延斌等结合光镜和电镜的观察
,

确定了镰游仆虫(五即lo tes ha rP as le in )在无性分裂期间
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不仅其皮层上的纤毛器是全部更新的
,

而且皮膜结构
、

包括皮膜下微管系统也伴随皮层纤

毛器发生新老更替的变化
。

纤毛虫在接合生殖过程中
,

其皮层会不会出现变化呢? 而本

实验中皮层细胞骨架蛋白的主要成分及含量的变化显然已说明了这个问题
。

G
e

ye

r

等对游仆虫接合生殖期间的细胞动态进行了研究
,

发现在接合生殖的最初时

间里
,

两虫体的融合区域由无特征的细胞质基质构成
,

很快融合区域胞质中掺和许多微管

及绵连的滑面内质网
。

特别是胞质中的微管
,

促进胞质流向融合区
,

来稳定这一结构
。

R

on

【川等和 suh:一es se nl
’“}分别研究了嗜热四膜虫接合生殖中细胞蛋白的合成

,

发现接合

生殖不同阶段胞内所合成的蛋白质也不同
,

而接合时期与营养期相比新出现的蛋白带(凝

胶图谱)有十多种
。

N el se 讨”】等研究了嗜热四膜虫的接合生殖与
“

F
e

ne
st r

in

” ,

他通过免疫

学方法证明称为
“

F
e n e st

r
in

”

的蛋白在虫体接合生殖中相当活跃
,

与接合区的形成
,

配子

核的交换等均有联系
。

为此
,

我们认为:在实验中出现的皮层细胞骨架主要蛋白的变化是

由于虫体接合期间
,

整个细胞中不仅胞质发生变化
,

皮层及其中骨架也受到影响
,

甚至发

生了部分的不同程度上的消溶
。

又因为接合期间核物质及周围胞质均发生 了很大变化
,

这自然会影响皮层及其中骨架的组分及含量
。

3

.

2 接合生殖时期细胞膜融合区域蛋白的变化

在图 3
、

5 中均可看出
,

7 6 一88 kD 这组蛋白带在接合生殖时期和分开时期明显地要

比营养期减弱
。

同时
,

我们还做了一些对照实验
,

发现在接合生殖初期所收的蛋白中
,

83 k D 蛋白首先消失
,

可见这些蛋白带的减弱 与缺失是逐步发展的
,

并且显然与虫体的接

合生殖有关
。

W
illi

a

m s[

’4 1经多次实验
,

发现四膜虫 口部丝状系列蛋白的主要亚单位分子

量应是 79 一89 kD
,

称作
“

T et ri
ns

” ,

不同种四膜虫其亚单位的组成
、

成分还略有差异
,

我们

图谱中的 76 一88k D 可 以与
“

T et ri ns

”

相对应
,

可 以认为它们的变化是由于虫体接合而使
口部丝状蛋白变化所致

。

人们观察到I” }
,

在四膜虫接合生殖最初的阶段
,

两接合体仅仅

以 口器前端的部分相结合
,

在这一结构中无纤毛
,

表膜显得很致密
,

这时可能发生 了膜的

融合
。

随后融合膜增厚
,

面积增大
,

直至二虫体的前端紧密连接
,

此时 口的大部分结构被

重吸收
,

在电镜下仅见一些波动膜的残余
。

曹同庚等【’6 1用电镜观察发现上海四膜虫 S
,
接

合区域有大量的高尔基体膜可以直接嵌人接合膜中
,

参与接合膜的生长
。

w
of 留” ]用电

镜观察了四膜虫接合虫体的细胞骨架
,

发现两细胞的连接处包含骨架结构
,

而且在接合点

处范围内以骨架互相连接
,

这样可以说质膜的融合是骨架板紧压在一起
。

还有人用电镜

观察到!” ]
,

四膜虫 口器部分的构造在接合膜融合的全过程中大多数被重吸收(消溶)
,

新

的口器要在接合体分开以后儿小时
,

即第一次接合后体分裂以前才出现
。

这样可 以判断
,

实验中出现 的 口 器特有蛋 白带的减弱
、

消失是 由于虫体接合而 引起 口 器许多结构消溶
。

而接合后体蛋白样品是在接合体分开以后
,

还未分裂
,

口器结构也没恢复
,

所以蛋白带仍

是很弱
、

缺失
。

在比较中
,

还发现特殊的蛋白带
,

在营养期为 88 kD
,

接合时期为 gokD
、

85
k D

。

其中
gokD 带最明显

。

由于这些蛋白带是出现在 口器丝状蛋白带群中
,

所以我们推测:接合生

殖期间口部一些结构虽然消失
,

但却出现了一些新的结构或蛋白来加固接合膜
,

适应接合

生殖的需要
。

R
o n 等利用 SD S一P A G E 和放射 自显影术

,

研究了嗜热四膜虫在接合生殖

早期全细胞蛋白的变化
,

首次探寻了虫体接合期间潜伏的蛋白分子变化动态
,

发现变化较



期 王康乐等: 上海四膜虫接合生殖期间皮层细胞骨架蛋白的研究 l3

大的是 slk D 和 86kD
,

s lk D 在接合初期消失
,

同时 86 kD 出现
,

一直维持到减数分裂时

期
。

他推测
,

86
k D 蛋白的合成与减数分裂时期有关

,

而不是胞膜融合初期蛋白
,

特别是

它在细胞周期的其它阶段不 出现
。

这里的 90 kD
、

85
k D 蛋白在分子量上虽与 R on 的结

果不 同
,

但 出现 的时期却 相 似
。

作 者 曾经收集 虫体 接合最 初时期 的蛋 白进行

SD S干A G E
,

发现还没有 90k D
、

8
5k

D

,

而虫体分开以前的皮层骨架蛋白中也没有
。

所以

我们认为
,

这一蛋白与细胞融合区的进一步稳固
、

小核的减数分裂有关
,

是在特定时期皮

层骨架上出现的特殊蛋白
。
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