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冠突伪尾柱虫接合生殖 D N A
,

R N A 和蛋白质的合成

金立培 刘振声
(中 山大学生物学系

,

广州 51 0 2 7 5 )

摘 要 利用放射 自显影术对冠突伪尾柱虫接合生殖期间其体内大分子合成进行研究
,

结

果表明
,

接合体内除第二次成熟分裂外
,

其它各次核分裂之前都须进行一次 D N A 合成
.

在大

核原基发育过程中
,

其 D N A 合成明显分为前后两个阶段
.

在接合体的老大核内持续进行低度

的 R N A 合成
,

并于接合后体分离时突然终止
.

4 d 以后
,

数枚新的大核才出现活跃的转录
.

第二

次皮膜改组启动之前
,

细胞内的蛋白质合成速率较低
,

其后显著增强
.

早期合成的 R N A 以及

蛋白质都参与了大核原基的发育
.

关键词 纤毛虫
,

冠突伪尾柱虫
,

接合生殖
,

放射自显影
,

核酸
、

蛋白质

分类号 Q 3 4 4

冠突伪尾柱虫 (尸貂 2之d
。。 ost yla 诫咖 at )有性生殖期间

,

新老核器更替
,

四次皮膜改组相继

发生
,

经历了一系列复杂的形态结构演化
〔̀

, “ 〕
.

在长达约 s d 不进食的情况下
,

有关虫体内

维持这些演化的 D N A
,

R N A 和蛋白质的合成问题
,

国内外尚未见有报道
.

为此
,

我们利用

放射自显影术对上述三种生物大分子的合成进行了研究
,

并在讨论中与其它某些纤毛虫

的情况作了比较
.

1 材料和方法

1
.

1 细胞株系和培养方法

供试材料为冠突 伪尾柱虫的 28 号和
·

46 号 2 个年青株系
,

属两个不同的交配型
.

细胞培养及接合生殖的诱导与以前的报道相同
〔` 〕

.

1
.

2 放射自显影程序

自接合对牢固形成起
,

每隔 2 ~ 4 h 分别取出不同发育时期的接合对
、

接合后体及拟

包囊
,

用培养液洗净
.

为了标记 D N A
,

R N A 和蛋白质
,

用 rP i gn
s he im 液分别配制放射性 比

强度为 5 0 m e i / L 的
3 H 一
胸昔 (

’ H
一

T )
, “ H

一

尿昔 (
3H 一 U ) 和

3
H

一

亮氨酸 (
3H 一 L e u )溶液

,

并将洗

净的细胞分别放入这三种放射性溶液中培养 1 2/ 一 4 h( 接合对培养 1 2/ 一 l h
,

后体及拟包

囊培养 2 ~ 4 h )
,

然后用新鲜不含放射性同位素的培养液冲洗细胞 8一 10 次
.

洗净的细胞
,
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一部分立即固定制片
,

另一部分继续培养数小时至数十小时后固定制片
.

取约 25 对接合体
,

50 只接合后体和拟包囊分别置于涂过蛋清的干净载玻片上
,

吸去

多余的培养液
,

用卡诺氏液 固定 10 m in
,

然后用 95 % 乙醇快速滴洗数次
,

空气干燥保存
·

制片时
,

同一发育时期的虫体设 2 ~ 5 片重复
,

未标记的虫体亦同时制片作为对照
.

清除未掺入生物大分子的放射性前体按 R ao 法
〔 3〕 ,

将
3H

一

T 或
3 H

一

U 标记的经空气干燥

的制片用 5 %三氯 乙酸 ( T C A )于 S C处理 5 m in
, 3H

一

eL
u
标记的则用 20 % T c A 于 5

`

C 处理

5 m in
,

然后用 70 % 乙醇洗 4 次约 3 h
,

再经 95 % 乙醇后空气干燥
.

将上述玻片浸入 5%
。

火棉胶 乙醇溶液内数秒钟后取出凉干
,

然后于暗房内上核子乳

胶
,

待凉于后置暗盒内于 S C曝光 4~ 6 周
,

经显影定影后染色
.

定影后的玻片于 0
.

25 %甲基绿溶液中染色约 10 m in
,

然后按常规脱水
、

透明
、

封片
.

9 夕士 旦1
` 二目 月、

.2 1 D N A 的合成

在冠突伪尾柱虫接合生殖过程中
,

自接合对牢固形成始
,

配偶双方各 自 1 枚小核开始

膨大
,

经预备分裂
,

三次成熟分裂
,

配子核迁移和受精
,

以及合子核后的两次连续分裂
,

才

分化为大
、

小核
〔’ 〕

.

经
3 H

一

T 标记观察
,

除第二次成熟分裂之前未发现有 D N A 前体掺入 核

内外
,

所有其它各次分裂之前都要经厉一个 D N A 合成期 (S 相 )
,

核 内显出大量的银颗粒

轨迹 (图版一 1)
.

其中
,

预备分裂的 S 相持续时间最长
,

约 4~ s h ; 而第二次合子后核分裂

的 S 相最短
,

仅约 l .h

当接合对 的两个成员分离之后
,

大核原基在接合后体及后来转变成的拟包囊中经历

了约 4 d 长时间的发育
〔 ,

,
2〕

.

自大核原基开始膨大时起
,

其内不断有放射性 D N A 前体掺入

( 图版一 2)
.

这种掺入十分活跃
,

并且一直持续到 多线染色体形成
,

表明大核原基 内 D N A

复制了多次
,

与染色体的形态变化相吻合
.

随着多线染色体的解体
,

大核原基经历了一段

时间的 D N A 贫乏期
.

在此期间
,

未观察到
“ H

一

T 在大核原基 内的轨迹
.

当大核原基开始收

缩而后逐渐伸长时
,

其内再一次出现放射性标记
,

并且一直持续到大核原基伸展呈长带状

而开始缀裂时止
.

在这新的一轮 D N A 复制过程中
,

自显影银粒在大核原基 内的分布是均

匀松散的
; 只是当它伸展呈长带状时

,

银粒才局部地堆积出现 (图版一 3 )
,

时而可以观察到

同一大核原基上有多处银粒局部聚集的现象
.

随后大核原基缀裂为数枚大核
,

第二次皮膜

改组完成
,

虫体开始摄食
〔2〕

.

此 外
,

在第三
、

四 2 次皮膜改组之前
,

各 自大核均有
3H

一

T 掺

入
,

分别进行了一次新的 D N A 合成
.

.2 2 R N A 的合成

在整个有性生殖过程中
,

经
3
H

一

U 示踪 观察表明
,

R N A 的合成明显分成前后两个阶

段
,

中间隔着约 4 d 的非转录时期
.

自接合对形成后至配偶分开成两个接合后体之前的约

2 4 h 内
,

一直有 R N A 放射性前体掺入某些老的大核 (图版一 4
,

5 )
,

但与非分裂期营养细胞
、

比较
,

这一阶段的 R N A 合成率是较低的
.

有趣的是
,

放射性轨迹亦在细胞质内出现
,

其分

布不是均匀分散的
,

而是集中聚积于接合体腹侧前段特定的部位 (图版一 6 )
,

示踪银粒堆

积 1一 3 团
,

多为两团
.
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在为期 4 d 多的接合后体和拟包囊 内
,

老的大核逐渐瓦解
,

其内停止了
3H

一

U 的掺入
·

而大核原基从膨大经染色体多线化
、

D N A 贫乏期至伸展呈带状这一整个时期
,

其内亦未

发现任何示踪轨迹
.

显然
,

这一 R N A 合成空白期的出现是由于老大核结构和功能的丧失

而新大核的发育尚不成熟
、

不能行使转录功能的必然结果
.

然而
,

当将 s h 和 20 h 的接合

对分别标记 40 m in
,

彻底洗净后继续培养至接合后体和拟包囊
,

在其发育的大核原基 内呈

现出明显的示踪轨迹 (图版一 7)
.

上述结果表 明
,

大核原基内所出现的 R N A 并非自身合成

的
,

而是接合体内由老大核转录并储存起来的长寿 R N A 后来转移进去的
.

当长带状的大核原基溢裂成数枚大核时
,

第二次皮膜形态发生 已经结束
,

虫体具备一

定的摄食能力
.

此时
,

虫体的大核及细胞质内突然出现强烈的示踪轨迹 (图版一 8 )
,

表明第

二阶段 R N A 合成的开始
.

这一阶段 R N A 的合成是在新大核 内进行的
,

其合成速率以示踪

银粒的疏密多寡来判断
,

比第一阶段要高得多而和非分裂期营养细胞相若
.

2
.

3 蛋 白质的合成

3H
一

eL ”
标记示踪表明

,

整个有性 生殖期间的蛋白质合成是一个连续的过程
·

就其合

成强度而言
,

明显可以分为两个时期
.

前期
,

即接合对的形成至第二次皮膜改组启动之前

的整个期间其蛋 白质合成强度较弱
,

而后期即第二次皮膜改组始动之后 的合成强度显著

增加
.

自接合对形成起至接合双方分离成接合后体之前的约 24 h 内
,

接合体细胞质内均有

低度的
3H

一

L eu 掺入 (图版一 9 )
,

示踪粒子呈松散分布并多出现在细胞腹侧
.

在接合后体

内
,

示踪银粒多较分散
,

但常伴有 1一 2 团堆积的现象
,

而呈圆球形的老大核内亦可见示踪

轨迹 ( 图版一 1 0 )
,

这些蛋 白质的出现很可能与老大核的解体有关
.

用
’ H

一

eL u
标记接合后

体幼 后制片
,

在其大核原基内显示 出银粒轨迹 ( 图版一 1 1 )
,

表明有一部分新合成的蛋白

质进入了大核原基
.

在拟包囊内
, ’ H

一

eL u 的掺入情况与接合后体相似
,

一直保持低度的蛋

白质合成
,

然而
,

当大核原基收缩并开始伸长
、

第二次皮膜形态发生启动时
,

蛋白质合成显

著加强
, “

H
一

eL u
大量而又 广泛地掺入细胞

.

这一掺入过程在各纤毛器原基形成和分化时

达到高潮 (图版一 1 2 )
,

整个细胞都有密集的示踪粒子分布
,

尤以新生的 口围带为甚
.

这一

结果表明
,

此时期所合成的大量蛋白质主要用于新的形态结构建造
·

3 讨 论

八 ) 在冠 突伪尾柱虫新核器发生过程 中
,

唯第二次成熟分裂之前没有
3H

一

T 掺入核

内
,

不进行 D N A 复制
,

说明第一
、

二 2 次成熟分裂是真正的减数分裂
,

而第三次成熟分裂

实质上是减数分裂后的一次有丝分裂
.

( 2) 在大核原基发育期间
,

放射 自显影的结果进一步证实了我们以前的观察
〔 4〕 ,

即大

核原基内存在两个明显的 D N A 合成期
,

中间被一 D N A 贫乏期分隔开来
.

在后一时期的

D N A 合成过程 中
,

从大核原基收缩至伸展呈长带状之前
,

核 内的示踪轨迹分布均匀
; 当长

带状 的大核原基形成以后
,

其上才 出现局部的示踪银粒堆积
,

D N A 这种典型的区域性合

成与该时期观察到 D N A 复制带
`

的出现相一致
〔伙 类似 的 D N A 合成模式也 见之 于游仆

虫 〔 3〕 ,

但与棘尾虫稍有 区别
,

后者大核原基第二轮的 D N A 合成一开始就是 以复制带的方

式进行的
.
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( 3) 在第三
、

四 2 次皮膜改组过程 中
,

为了解释皮膜更新象生理 改组
、

而大核的行为

似二分裂这种合二而一的发育模式
,

我们曾假设这是由于细胞内物质的积 累和结构的变

化仍达不到进行二分裂的程度
,

尤其是大核基因的拷贝数不足所致
〔 2〕

.

放射自显影的结果

正好为此提供了佐证
,

三
、

四两次皮膜改组之前均有大量 口N A 前体掺人大核
,

说明仍有增

加基因拷贝数的需求
.

( 4) 在为期约 24 h 的接合体内
,

部分老大核一直保持着低度的转录 活性
,

所合成 的

R N A 在细胞质的特定区域内还有集中堆积的现象
,

很可能其细胞质内设有专供贮存 R N A

的仓库
.

至接合后体分开后
,

细胞内突然终止 了 R N A 的合成并且一直持续到大核原基溢

裂
,

中间隔着 d4 多的 R N A 合成空白期
.

这一现象与棘尾虫的情况相似
〔5〕

.

接合对形成后
,

棘尾虫仅进行约 h6 的 R N A 合成
,

以后的发育全赖于这些预先合成的长寿 m R N A
,

而新的

大核 (原基 )要到收缩期之后才开始转录
.

然而
,

游仆虫
、

四膜虫
、

和储虫等的情况与上述现

象形成鲜明的对照
,

这些纤毛虫的老大核一直保持着转录活性
,

直至完全解体被吸收
,

且

新老大核交替过程中没有 R N A 合成空白期
.

在纤毛虫新老核器交替过程中的 R N A 合成

模式为何有如此显著的差异
,

这是否反映了它们各自在进化上的分歧状况及其亲缘关系
,

看来很有必要进行更广泛 的研究
.

( 5) 鉴于大核原基溢裂成数枚大核时才开始大量 R N A 的合成
,

此时第二次皮膜改组

已近完成
,

说明为期 4d 多的大核原基的发育以及第二次皮膜改组时的形态建造 (后者如

果不是全部也主要是 )有赖于接合体内所合成的长寿 R N A
,

发现接合时期合成的 R N A 后

来转移到 了大核原基内为此提供了实验证据
.

至于大核原基的发育为何需要 R N A 的参

与
,

这些 R N A 的种类
、

功能及其作用的机制是完全不清楚的
,

尽管 已经发现某些 R N A 可

以作为核糖核酸拟酶 i(r b oz y m es )起作用
〔6〕 ,

但进一步的研究可以从中受到某些启发
.

( 6) 自接合始至第二次皮膜改组发动之前
,

其细胞内持续地进行低度的蛋白质合成
,

某些蛋白质同样转移进 了大核原基
,

表明大核原基的发育不仅需要 R N A
,

也需要蛋白质

的参与
.
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, e x e P t th e s e e o n d

m a t u r a ti o n d i v i s i o n , a n e w D N A s y n th e s i s o e e u r s
.

D u r i n g d e v e l o Pm e n t o f th e m a e r o n u e l
e a r a n -

l a g e D N A s y n t h e s i s 15 d i v i d e d i n t o t w o Ph a s e s
.

A lo w l e v e l o f R N A s y n t h
e s i s i n t h e o l d m a c r o n u -

e le i o f e o n j u g a n t s 15 a e o n t i n u o u s P r o e e s s ,

b u t i t a b r u P t ly s t o P s w h e n t h e c o n j u g a t i n g P a r t n e r s s e P
-

a r a t e
.

A n d a r o u n d o f a e t i v e t r a n s e r i P t i o n o e e u r s d e n o v o i n t h
e e e l ls w h e n t h e m a e r o n u e le a r a n -

la g e h a s d i v i d e d in to s e v e r a l n e w m a e r o n u e le i a f t e r f o u r d a y s
.

A f t e r t h e b e g i n n i n g o f e o n j u g a t i o n

t h
e r e

15 a e o n ti n u o u s b u t s l o w s y n t h e s i s o f P r o t e i n
, a n d t h e s y n t h e s i s s P e e d s u P t o t h e o n s e t o f t h e

s e e o n d e o r t i e a l r e o r g a n iz a t io n
.

A u t o r a d i o g r a P h i c e x P e r im e n t a ls o s h o w e d t h a t s o m e R N A s s y n t h e -

s i z e d i n t h e e o n j u g a n t s a n d s o m e P r o t e i n s s y n t h e s i z e d i n t h
e e x e o n ju g a n t s a e t i v e l y Pa r t ie i P a t e i n

t h e d e v e l o Pm e n t o f th e m a e r o n u e l e a r a n l a g e n
.

K e y w o r d s e i lia t e
,

尸义 “
do

u :

ost yla 二: s at t a
, e o n j u g a t io n , a u t o r a d io g r a Ph y

, n u c l e a r a c i d
,

P r o t e in

来

eD Pa r tm e n t o f B i o l o g y
.

Z h o n g s h a n U n i v e r s i t y
,

G u a n g z h o u 5 1 0 2 7 5


