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小鼠受精卵早期发育过程中 !"#$%&’对 ()*蛋白表达及定位的影响
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摘 要 初步探讨在小鼠受精卵早期发育过程中 J_K‘8B:对 9!< 蛋白表达及定位的影响。通过显微操作技术注射野生型、持
续激活型及激酶失活型的 J_K的 4.*8，用免疫荧光方法检测 9!<蛋白的细胞定位、W/@:/6D 5(’:方法检测 9!<蛋白的表达。结
果显示在注射不同形式的 J_K 4.*8 后 9!<蛋白的表达无明显差别，但是细胞定位发生改变，J_K被激活后，9!<蛋白滞留在
胞浆中。因而初步认为在小鼠受精卵中，J_K‘8B:通过影响 9!< 的细胞定位而影响细胞周期的进程。
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小鼠受精卵早期发育集中在细胞周期进程的研

究，细胞周期进程受正、负两方面的调控。9!<蛋白
是细胞周期抑制蛋白。通过同 H;_、0-0(1D 的结合
抑制细胞周期的进程。研究显示 9!<蛋白可广泛地
抑制 各 种 0-0(1DO0B3 复 合 物，如 0-0(1D;<O03B=，
0-0(1DTO03B!，和 0-0(1D8O03B!b 其作用机制为 9!< 蛋

白的第 !< e !7 及 =I e $< 氨基处分别与 0-0(1D，03B
结合，使 0-0(1DO03B复合物地激酶活性丧失，从而使
.5蛋白不能磷酸化，使细胞生长停滞，细胞周期停
滞在 N<期［< e !］。

9!<蛋白对细胞周期的调控多集中在对其表达
的研究，近期研究表明 9!<调控细胞周期的能力还



依赖于其亚细胞定位。!"# 蛋白是核定位蛋白，发
挥功能多位于细胞核内，其定位改变将影响功能的

发挥。

蛋白激酶 $（%&$）是一种多功能丝’苏类蛋白激
酶，活化的 ()* 在介导细胞生长和增殖、细胞运动和
侵袭、细胞凋亡有重要作用。现在发现 %&$’ ()* 的
下游底物越来越多，%&$’ ()* 下游底物发挥功能多
位于核内，据报道在 +,-." 过表达细胞中，(&/ 磷
酸化 !"#蛋白 #01位使 !"#蛋白滞留在胞浆中［2］。
本实验室前期工作研究表明，%&$可促进小鼠

受精卵的发育，那么 %&$是否可通过影 !"#蛋白影
响受精卵的发育呢？因而本研究通过显微注射技

术，将野生型、持续激活型及激酶失活型的 %&$的
3-4(注射入小鼠一细胞期受精卵中，观察注射后
受精卵内 !"#蛋白细胞定位及表达情况，并对其机
制进行探讨。

! 材料与方法
!"! 材料
昆明系小鼠由中国医科大学实验动物部提供。

!$5&.%&$.6/（野生型），!$5&.378. %&$（持续激活
型）及 !$5&.%&$.&9（激酶失活型）重组质粒本实验
室博士生构建。限制性内切酶 !"#!（:;83;<*=>公
司） 3?,55(@, 3?(A+B4, 体 外 转 录 试 剂 盒
（(3CDE< 公司）+,%,5（,F ?;*G)F 9=83>*=H*）小鼠抗
!"#单克隆抗体和 :B/A（异硫氰酸荧光素）标记的兔
抗鼠 BI@ 抗体（北京中山生物技术公司）透明质酸酶
（5DI3=公司）矿物油（5DI3= 公司）$5(（5DI3= 公司）
孕马血清促性腺激素（%?5@，天津华孚高新技术生
物中心）人绒毛膜促性腺激素（JA@，北京赛生药业
有限公司）%&$ )D<=>;（G.#K）>G.LMNM 抗体（5=<*= A8OP
生物技术公司）马抗羊二抗（北京中山生物技术公

司）其他试剂为国产分析纯。

!"# 方法
!"#"! 小鼠超排卵及受精卵的采集和培养：昆明系
小白鼠，0 Q 1 周龄成熟雌鼠，腹腔注射 %?5@#RBS’
只，0NJ后腹腔注射 JA@#RBS’只，当晚与 N周龄以上
性成熟雄性昆明系小鼠合笼过夜，次日晨检查雌鼠

阴栓，有阴栓者视为交配成功，脱颈法处死雌鼠，取

双侧输卵管，剪下末端膨大置于 ?"培养液中，在实
体显微镜下撕开壶腹部，让卵细胞团自然流出，透明

质酸酶（2RR"I’3T，溶于 ?"培养液中）除颗粒细胞，
在 ?"培养液中洗 2次，在 ?#M培养液（与 ?"培养
液不同的失含有 "133EU’T 4=+AV2，无 +,%,5成分，

1W AV" K1W V"调 !+值 LX2）中洗两次后转入 #"孔
板，每孔加入 "RR"T预先在培养箱中平衡的 ?#M培
养液，上覆矿物油，在 2LY、1WAV"、饱和湿度的 AV"

培养箱内培养。

!"#"# 模板制备：取质粒 !$5&.%&$.6/（野生型），
!$5&.378. %&$（持续激活型）及 !$5&.%&$.&9（激酶
失活型）经 !"#! 酶切线性化作为模板用于体外转
录。酶切反应体系为（质粒 #"I，#R Z [ \ ’/=<]E（^D*J
$5(）""T，_C=B #RO，补水至 "R"T）。2LY酶切反应 2
J，M1Y灭活 "R3D<，然后加入 595及蛋白酶 &，1RY
反应 2R3D<，经酚：氯仿抽提后 #"RRR8’3D<离心 "3D<，
转移上层水相至一新管中，以 23EU’T 醋酸钠
（!+1X"）及无水乙醇沉淀，#"RRR8’3D<离心 #R3D<，弃
上清，加入不含 -4(酶的去离子水溶解，作为体外
转录的模板。

!"#"$ 体外转录：应用体外转录试剂盒（3?,55(@,
3?(A+B4, )D*）将上述制备好的线性模板体外转录
成带帽 3-4(。
反应体系为（" Z 4/%’A=! #R"T；#R Z 反应缓冲

液 ""T；模板 94(#"I；酶混合物 ""T补无核酸酶水
至 "R"T）。于 2LY反应 #J，然后加入 "O 94=>; B
2LY 反应 #13D<用于消化 94( 模板，用酚、氯仿抽
提纯 3-4(，经氯化锂沉淀 3-4(后 #"RRR8’3D< 0Y
离心 #13D<，弃上清，沉淀中加入 LRW乙醇洗涤后溶
解于无核酸酶污染的 133EU’T /8D> 和 RX133EU’T 乙
二胺四乙酸（,9/(，!+LX0）中，用于显微注射。同时
测定 3-4( 在 "MR<3 的吸光度来定量 3-4(。
!"#"% 3-4( 显微注射：显微注射应用 ,!!;<HE8‘
/8=<>‘;83=<显微操作系统，首先将 @#期受精卵 #1 Q
"R个移入到 ?" 液滴中，用持卵针将受精卵固定，将
吸好一定量 3-4( 的注射针刺入细胞将样品注入
胞浆。为尽量减少显微注射对受精卵的影响，一般

注入到受精卵内的样品体积为 #R!T（相当于其总体
积的 1W）。对照组为非注射组及注射 /, 缓冲液
组。

!"#"& 免疫荧光检测 !"#蛋白细胞内定位［0］：将对
照组及处理组受精卵各 "R 个移入新鲜配制的 0W
多聚甲醛液中，固定 2R3D<（2LY），然后在清洗液滴
中（含 RX#W $5( 的 %$5）清洗 2 次后，用含 RX"W
/8D*E<._#RR的 %$5处理 #13D<（2LY）以增加细胞膜
透性，用清洗液充分清洗后把卵移入封闭液滴（含

#W$5( 的 %$5）中，2LY下处理 #J。鼠单克隆 !"#
抗体室温孵育 #J或 0Y过夜。用清洗液洗卵 2遍以
充分去除未结合的抗体，然后移入二抗（:B/A标记）
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中，室温避光孵育 !"#$%，用清洗液洗 !次，去除未结
合的二抗。&’染色 (#$%，荧光镜下观察。同时，用
不加一抗的受精卵作为对照，其他处理过程与实验

组相同。

!"#"$ )*+,*-% 印迹：将处理组及对照组小鼠受精
卵各 ."" 个取出，转移到 /00*%1233 管中，("""-4#$%
离心 5#$%，弃去上清，加入 6"!7粉碎缓冲液，充分振
荡混匀，在液氮中经过 . 8 !次的冻融循环，迫使卵
细胞裂解，加入等量的样品缓冲液沸水中煮 (#$%，
用于 )*+,*-%印迹分析。样品蛋白经 6"9:;:<聚丙
烯酰胺凝胶电泳分离后，转印到硝酸纤维素膜上，与

小鼠 0.6单克隆一抗 5=孵育过夜，经 >?:洗涤后，
再与第二抗体室温孵育 .@，>>?:充分冲洗后，显色
观察。

# 结果

#"! %&’(&)* +,-((.*/ 检测 012 3 %4、56)7012及
012718的 59:;注射后 012蛋白表达情况
小鼠受精卵经注射野生型、持续激活型及激酶

失活型的 &A? #BCD，培养一定时间（5 8 (@）后，检
测 &A?蛋白的表达情况。结果如图 6。

图 6 &A? E )>、#F-<&A?及 &A?<A;的 #BCD
注射后 &A?蛋白表达情况

G$HI6 >@* *J0-*++$2% 23 &A? K3,*- &A?
L2%+,-ML,+ #BCD #$L-2$%N*L,*1

6：L2%,-2O6 $%N*L,*1 P$,@ %2,@$%H；.：$%N*L,*1 P$,@ >/ QM33*-；!：$%N*L,*1
P$,@ &A?<)> #BCD；5：$%N*L,*1 P$,@ #F-<&A? #BCD；(：$%N*L,*1 P$,@
&A?<A; #BCDI

图 . 注射 &A?<)>后的 0.6集中分布在细胞核中
G$HI. 0.6 PK+ 1*,*L,*1 $% %MLO*K- K3,*- #$L-2$%N*L,$%H &A?<)>

D：L2%,-2O；?：&’ +,K$%；R：,@* O2LKO$SK,$2% 23 0.6 I

#"# 0127%4、56)7012 及 012718 的 59:; 注
射后 <#!蛋白定位情况
小鼠受精卵经注射野生型、持续激活型及激酶

失活型的 &A? #BCD后，培养一定时间（5 8 (@）后，
免疫荧光检测 0.6蛋白的细胞定位情况，发现在注
射不同形式的 &A?后，0.6 蛋白的细胞定位发生改

变。注射 &A?<)> 后的 0.6 集中分布在细胞核中
（图 .?），注射 #F-<&A?后的小鼠受精卵中 0.6蛋白
定位在胞浆中（图 !?），而经注射 &A?<A;的 #BCD后
的小鼠受精卵中 0.6蛋白则定位在胞核中（图 5）。

图 ! 注射 #F-<&A?后的小鼠受精卵
中 0.6蛋白定位在胞浆中

G$HI! 0.6 PK+ 1*,*L,*1 $% LF,20OK+#
K3,*- #$L-2$%N*L,$%H #F-<&A?

D：L2%,-2O；?：&’ +,K$%；R：,@* O2LKO$SK,$2% 23 0.6 I

图 5 注射 &A?<A;的 #BCD后的小鼠受精卵
中 0.6蛋白定位在胞核中

G$HI5 0.6 PK+ 1*,*L,*1 $% %MLO*K- K3,*-
#$L-2$%N*L,$%H &A?<A;

D：L2%,-2O；?：&’ +,K$%；R：,@* O2LKO$SK,$2% 23 0.6 I

#"= 0127%4、56)7012 及 012718 的 59:; 注
射后 <#!蛋白的表达
用 )*+,*-% 方法检测了注射不同形式的 #BCD

后的小鼠受精卵中 0.6蛋白的表达情况，结果显示，
在注射不同形式的 #BCD后 0.6蛋白的表达没有明
显的差异（图 (）。

图 ( 注射不同形式 &A?<#BCD后 0.6蛋白表达
G$HI( >@* *J0-*++$2% 23 0.6 K3,*- #$L-2$%N*L,$%H

1$33*-*%, #BCD 23 &A?

经 GOM2L@$# T.U"（美国 DO0@K L2#0K%F）扫描分
析，0.6 蛋白表达无明显变化（如图 V，6 E ( 表达数
值分别为：!5U".；!6UW6；!"UX(；.YU(6；!!UXX）。

= 讨论
蛋白激酶 ?（0-2,*$% Z$%K+* ?，&A?）又称为

DZ,，是一种丝氨酸4苏氨酸蛋白激酶，是在 6YY6 年
作为蛋白激酶 R（&AR）的同源物而被发现的［(］。因
其蛋白质产物与 &AD，&AR有高度的同源性，所以
命名为 &A?。活化的 &A?4DZ, 在介导细胞生长和增
殖、细胞运动和侵袭、细胞凋亡和抵抗化疗、放疗方

(Y5武迪迪等：小鼠受精卵早期发育过程中 &A?4DZ,对 0.6蛋白表达及定位的影响



图 ! "#$%&’() *+,-（美国 .#/’0 &%)/012）扫描分析
得出的 /+3蛋白表达数值

"(4,! 5% 010#267 8’7 79/:7;;(%1 %< /+3 =2 "#$%&’() *+,-
3：&%18:%# 3（1%1>(1?7&8(%1）；+：&%18:%# +（ (1?7&8(%1）；@：/AB>C5
（(1?7&8(%1）；D：)2:>/AB（(1?7&8(%1）；E：/AB>AF（(1?7&8(%1）,

面有重要作用。研究证实，表达活性 .G8@ 的 HI"+J
细胞与不表达活性 .G8@ 的细胞相比无论在体内或
体外均能使 HI"+J 细胞体积增加近 + 倍［!］。活性
的 .G8 表达能刺激无血清环境中的肝星状细胞的增
殖，显性负性的 .G8 蛋白表达能抑制 KFL"（/#087#78>
M7:(N7M 4:%O8’ <0&8%:）诱发的肝星状细胞的增殖［J］。
有研究者将 .G8的 + 个磷酸化位点突变成丙氨酸，
使 .G8 失去活性，将失去活性的 .G8 用腺病毒表达
载体引入肿瘤细胞，结果发现表达高水平的磷酸化

.G8 的人类肿瘤细胞和老鼠肿瘤细胞的体外增殖被
抑制［P］。

KABQ.G8通过调节细胞周期影响细胞生长、增
殖。细胞周期的进程受细胞周期蛋白依赖性激酶

（IFA）复合物和 IFA抑制剂（IFR;）的协调作用所调
节。有研究表明，KABQ.G8 通过直接磷酸化 LSA@!
的激酶活性从而阻止 &2&#(1F3的降解，&2&#(1F3的水
平对细胞周期 L3QS的转换至关重要，LSA@!通过磷
酸化作用促进泛素介导的 &2&#(1F3的降解，KABQ.G8
磷酸化 LSA@!后激酶活性被抑制，不能介导
&2&#(1F3降解，促进细胞周期，介导细胞生长、增殖。
KABQ.G8除可作用细胞周期正调因子外，还可通过
磷酸化负调因子 IAR 来调节细胞周期。研究表明
KABQ.G8能直接磷酸化 /+J 的 5’:3EJ，导致 /+J在细
胞质中的滞留防治由 /+J 所导致的细胞周期的阻
滞［T］。KABQ.G8 还可通过磷酸化 /+35’:3DE 位点阻
止 /+3和 KIU.复合物形成，从而使 KIU.能与 FU.
聚合酶"形成复合物，促进 FU.复制，/+35’:磷酸
化能减少与 &2&#(1V>&MG+，&2&#(1F>&MGD 结合，消弱
/+3 对 &MG的抑制。

/+3蛋白是细胞周期抑制蛋白，可同 IFA W
&2&#(1复合物结合进而抑制 IFA的活性，抑制细胞
周期的进程，/+3 蛋白对细胞周期的调控多集中在
对其表达的研究，近期研究表明 /+3调控细胞周期

的能力还依赖于其亚细胞定位。/+3蛋白是核定位
蛋白，发挥功能多位于细胞核内，其定位改变将影响

功能的发挥。

本实验通过向小鼠一细胞期受精卵注射野生

型、持续激活型及激酶失活型的 KAB )XU.，培养一
定时间后，免疫荧光检测 /+3蛋白的细胞定位情况，
发现在注射不同形式的 KAB )XU.后，/+3 蛋白的
细胞定位发生改变。注射 KAB W C5 )XU.后的小
鼠受精卵中 /+3 蛋白集中分布在细胞核中，注射
)2:>KAB后的小鼠受精卵中 /+3蛋白则定位在胞浆
中，而经注射 KAB>AF的 )XU.后的小鼠受精卵中
/+3蛋白定位在胞核中。C7;87:1方法检测注射不同
形式的 )XU.后的小鼠受精卵中 /+3蛋白的表达情
况，结果显示 /+3蛋白的表达没有明显的差异。/+3
蛋白是核定位蛋白，在其 U端有核定位信号，通过
对实验结果的分析，KAB被激活后，核定位信号的某
一位点可能被磷酸化，导致 /+3 蛋白滞留于胞浆。
/+3蛋白定位改变影响功能的发挥，进而影响小鼠
受精卵早期的发育。
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