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不同介质中分化逆转对细胞粘菌
m R N A稳定性影响
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周 世 宁

( 生物学系 )

摘 某

细胞粘菌 ( D l’ o t y os et 八
“ 。 id sc io d叫。 )发育后期细胞被重新分散于营养培养基 或缓

冲液后
, m R N A s稳定性在这二种介质中的变化相似一些 nI R N A s稳定性下降

,

快速降解
,

另一些 m R N A s不受影响
.

环状 A M P选择性地保护其中一些受快速降 解的 m R N A s .

放 线

菌酮有稳定 m R N A作用
.

受检 m R N A s在不同分化逆转介质中的相同效应表明
,

营 养 条件

不是引起分化逆转细胞m R N A 稳 定性变化的因素
.

关 . 何 细胞粘菌
,

信使R N A

细胞粘菌 ( D介勿 os et ll’ u m d l’s co 艺d 。 : m ) 是一种真核微生物
,

它具 有 明显 的分 化发

育过程和相对简单的生命循环
,

因而已成为研究发育与分化及基因表达的理想对象
.

本文研究和比较了细胞粘菌在营养培养基和缓冲液中分化逆转时对某些基因表达和

m R N A稳定性的影响 , 试验了环状 A M P及蛋白质合成抑制剂放线菌酮对 受 试 m R N A

的影响
。

1 材料和方法

.
。

1 细胞粘菌的培养及分化逆转 〔` ’

菌株 A x 一 3接种于 M E S一 H L S丰富培养基
,

22 ℃振荡培养至细胞密度约 2 x 1 0e / m l
.

细胞经过离心收集
,

用 PD F洗数次
,

重悬于 P D F
,

并以合适浓度涂布于 P D F 饱和的 滤

纸
_

E
,

经 22 ℃光照培养 1 5小时
,

巳明显聚合成团状突起形
。

用强旋转混合器旋离滤纸
,

并分散于缓冲液 M E S一 P D F 中或M E S一 H L S培养基中
,

调细胞密度至 10 叮m l 后
,

移 到

室温下的摇床
,

以 2 5 o r p m旋转使细胞保持互相分离
。

1
.

2 R N A的制备及 N o r t h e r n杂交 〔 ` ,

细胞用裂解缓冲液裂解
,

经酚氯仿提取总 R N A
.

用 2 0产g所制得的R N A进行甲醛一琼

本文 19 87年 9 月14 日收到
. 本文承美国伊利诺大学生化系钟森文博士指导
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脂塘 ( 1
.

5肠 ) 电泳分离
,

凝胶上的R N A转移至硝酸纤维纸
,

干燥后与各种以
3 2
P标记了

的 D N A探针杂交
。

.

3 D N A裸针的
a : P标记

所有探针用〔a 一 3 2p〕d A T P通过缺口翻译 〔 2 ,标记
。

探针包括细胞粘菌基因
:

E B 4
,

E B S
,

D 1 4
,

D 1 8
,

P 1 9
,

2 5 3
,

P L I
,

7 9和D i s
.

这些基因均克隆于大肠杆菌质粒 (均为

钟森文降士提供 )
.

2 结果

2
.

1 分化逆转时 m R N A往定性的变化

N o r t h e r n
杂交表明

,

在滤纸上发育至 1 5小时的细胞中
,

与基因 E B 4
,

E B S
,

D 1 4
,

D 1 8 ,
D 1 9

,

P L I ,

25 3和 79 相应的 m R N A
s已有相 当的积累

.

这一时间点相当于分 化逆

转的零时
,

从图 I A和图 ZA可以看到
,

在零时样品中上述 m R N A s呈现强烈的带
。

据观察及

文献报道 〔” “ 。 ,

在正常分化发育中。 R N A是相 当稳定的
,

半 衰期约为3一 6 小时 〔’ , 3 , ` 〕
。

当分化逆转于 M E S一 H L S 或 M E S一 p D F 时 ( 图 I A
,

图 Z A )
,

E B 4
,

E B S
,

D l s
,

D 1 9
,

P L I 和 25 3 m R N A s
的稳定性大大下降

,

细胞 分 散后 2 至 3 小 时
,

这 些 m RN A s

巳降到不能探出的水平
,

表 明它们 的半衰期大大缩短了
。

形成对照的是 D 14 和 79 在分化

逆转后 3 小时
,

尚无明显减小
,

可以认为他们是几乎不受影 响的
.

受降解 的 m R N A s

中
,

不是所有的 m R N A s
都有相同的降解速率

,
D 19 的降解 速率 较 慢 些

。

D i s m R N A

的特点是不同的
, 1 5小时发育细胞中

,

测不到它的存在
,

但细胞重分散于缓冲液 3 小时

后
,

发现它重新生成 ( 图 I A )
。

图 1 缓冲液中分化逆转和药物对也 R N A的影响
A

.

发育 1 5小时细胞被重新分散在M E S
-

P D F缓冲液中
,

2 2
O

C
,

2 50 r P皿振荡
,

每小时取样一次
,

分析 m R N A
.

o
,

1
,

2
,

和 3 表示细胞分散后的时间
,

也就是取样时间点 ( 小时 )

B
.

同 A
,

但缓冲液中含 100拼M c人 M P

C
.

同A
,

但缓冲液中含4 00户g / m l放线菌酮
F 19

.

1 E f f e e t o f d e d i f f e r e n t i a t i o n

i n b u f f e r a n d d r u g s o n m R N A

图2 营养培养基中分化逆转和药物对m RN A的

影响
A

.

发育 15 小时细胞被重新分散在M E S
一

H L S培

养基中
.

其它条件同图 I A

B
.

同 A ,但培养基中含 1。。拼M C A M P

C
.

同 A .但培养基中含 4。。“ g / m l放线菌酮

F 19
.

2 E f f e e t o f d e d i f f e r e n t i a t i o n i n

e u l t u r e m e d i u m a n d d r u g s o n m R N A
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根据上述结果可以把这些 m R N A 分成 3 类 (表 1 )
:
一类是依靠细胞间紧密接触而

合成的后 期 m R N A s 〔 ’ 。 ,

如 E B 4 ,

E B S ,

D l s ,

D 1 9 ,

P L I和 2 5 3
,

它们对发育逆转细 胞分

离很敏感
; 另一类是通用 m R N A s ,

如 D 14 和 7 9 ,

它们在细 胞聚合前后都可以 出 现
,

在

发育逆转时很稳定
,

不受影响 ; 第三类是发育早期出现 的 m R N A 〔 5。 ,

如 >11
5 ,

细胞分

化逆转后可以重新被诱导合成
。

2
.

2 环状 AM P对各类 m R N A s的作用

发育分化至 1 5小时的团状细胞被打 散
,

并重新悬浮于含 1 0仰m c A M P 的 M E S一 H L S

营养培养基或M E S
一
P D F缓冲液中

,

保持振荡速度 2 5 0印 m
,

使细胞保持分散 状态
,

在

不同的时间点收获细胞制取R N A
。

分析结果表 明 ( 图 I B和图 Z B )
,

在
c A M P 存 在下

受到阴显保护 的m R N A s是 E B 4 ,
E B S ,

D z s和 D 1 9 ,

这些 m R N A s
在分化逆转了 3 小 l于寸

后还保持相当高的水平 , 有一定保护作用的 m R N A是 P L I ,

在
c A M P存 在下

,

P L I 的降

解稍为慢些
.

与在缓冲液中一样 〔 ’ 〕 , 2 53 在营 养培养基中亦不受
c A M P保护

,

仍 然迅

速降解 ( 图 ZB )
.

D 14和 79 在逆转 3 小时后仍保持接近于零时的水平
,

被认为不 受 彭

响
.

在零时至 3 时样品中
,

D is m R N A始终没有出现
,

失去了复出的能力 ( 图 I B )
.

可见表 1 中的 3 类m R N A s
对

c A M P的反应也是不相同的
。

2
.

3 放线菌酮对 m R N A稳定性的影响

如前所述
,

细胞粘菌发育逆转时
,

一些后期 m R N A s迅速降解消失
,

而另一些 m R N A S

却不受影响
.

这样
,

细 胞的 重 新 分散似乎触发了某些专一性降解酶的合成
.

为了了解

这一问题
,

我们应用了一个蛋白质合成抑制剂放线菌酮
.

当发育后 期 ( 1 5小时 ) 细胞亚

新分散于含有放线菌酮 ( 4 0仰 g / rln ) 的缓冲液或营养培养基中
,

使分化过程 逆 转 l.tJ
,

。 R N A E B 4
,

D l s ,

D l g
,

P L I 不口2 5 3的稳定性得到了增强
, 3 小时样品中仍然

`

,,

丁以看

到他们 ( 图 I C 和图 ZC )
.

E B S受到的保护差些
,

它所呈现的带也很弱
。

D 14和 79 仍 然

象无加药物日.v]的实验那样变化不大
。

D is 在 3 小时样品中失去了复出的能力
。

一....

3 讨论

本文给出了以下结果
:

①当细胞粘菌分化逆转时
,

一些 m R N A s
稳定性下 降

,

以不

一样的速率迅速降解 , 一些不受影响
;
另一些则受逆转刺激

,

重新出现
。

②分化逆转时

不论介质是缓冲液或是营养培养基
,

对受试 m R N A s的影响相似
.

③环状 A M P或蛋白质

合成抑制剂放线菌酮对后期 m R N A s
有保护作用

.

由于分化逆转而引起的 m R N A 的迅速降解是有专一性 的
.

E B 4 ,
E B S ,

D 1 8 ,

D 1 9 ,

2 5 3和 P L I等后期 m R N A s
对逆转是敏感的

,

79 和 D 14 却不受影响
.

敏感型 m R N A 属 于

后期生成的 m R N A
.

它们与 7 9和 D 14 的不同在于对细胞与细胞之间紧密接触状态的依赖

性
.

敏感 m R N A s
的合成依赖于细胞间的紧密接触 〔 ` , 6 ,

。

分 化 逆转恰恰破坏 了 这 种按

触
,

细胞的生化途径可能需要回复到单细胞时的模式
。

而在那时期多数后 期 m R N A s
是

不存在的
。

实验表明
,

缓冲液或营养培养基对逆转状况下后期m R N A s
的稳定性影响都

是相似的
。

这一结果加强了只有细胞间的密切接触才是那些后 期 m R N A s
稳定的因素的
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观点
。

逆转时的介质的营养条件不是影响后期 m R N A 稳定性的因素
.

因而尚不 能解释为

什么细胞分散在营养培养基时会发生快速重演发育过程的作用被消除的现象
,

而在缓冲

液中则不会 〔? 。 .

环状 A M P对专一性受降解的m R N A s
有保护作用 (图 I B和图 Z B )

。

除 P L I和 25 3外
,

对 E B 4
,

E B S ,

1〕 1 8和 D 19 的保护效果都很明显
.

这种效果可 由 2 种因素促成
。

其 一 是
。 A M P能稳定那些被降解的 m R N A s ,

使其半衰期延
一

长
。

另外
, 。 A M P 可 以 刺 激 那些

m R N A s的转录 泛“ 〕
.

在我们的实验中
,

由于早期取样次数增加
,

因此可 以看到在
。
A M P

存在下分化逆转后 3 小时
,

E B 4 ,

E B S ,
D 18 和 D 19 m R N A 量达到几乎和零时一 样 的

水平
,

甚至更高
,

而 1 小时和 2 小时样品中相对地低
,

这可能是 由于稳定作用发挥得快

些
,

而刺激转录 的功能发挥得慢些
.

环状 A M P不但有稳定 m R N A 及促进某些 m R N A s合

成的作用
,

它也有封锁某些 m R N A s 合成的功能
.

在分化发育 1 5小时细胞 里检 测不 到

D is m R N A
,

发育逆转 3 小时
,

它能重新出现 (图 I A )但如有
。 A M P存在

,
D is m R N A

不能出现
。

D is 丛因在正常发育中
,

也可受到外源
c A M P的控制〔5

,

的
。

因此环状 A M P

在基因表达调节中起着重要而复杂的作用
.

放线菌酮对受降解m R N A s
也有保护作用

.

但相信它的作用机理是不同于
c A M P 的

.

由于它能抑制蛋白合成
,

当它存在时
,

酶的合成应受到抑制
。

这似乎可以认 为 m R N A之

所以受到保护
,

是有关的降解酶不能合成之故
。

这是对m R N A受逆转刺激而降解的解释

之一
,

即降解需要新合成酶
.

但是
,

放线菌酮抑制蛋 白质合成有着特殊的机理
,

它可以

使核糖体
“ 冻结 ” 在 m R N A 分子上

,

使转译无法进行 〔` 。 ,
。

假如 多 个 核 糖 体 停 留 在

m R N A上
,

那么也将会起到保护 m R N A 的作用
。

因此
,

m R N A 受分化逆转 刺激 而迅

速降解是否需要新合成专一性降解酶仍需进一步探讨
.

曰日

表 1 各类 m R N A s 的特点

T a b
.

1 C h a r a e t e r i s t i e s o f d i f f e r e n t m R N A s

分 类 m R N A 出现时间
分化逆转
影 响

e A M P

影 响
放线菌酮

影 响

用护保作后 期
m R N A

E B 4
,

E B S

D 1 8
,

D 19

P L I
,
2 5 3

发 育
1 5小时

稳定作用
迅速降解 促进合成

( 2 5 3例外 )

通 用
m R N A

D 1 4
,
7 9 营养生长

和发育期
不明显 不明显 不明显

早 期
m R N A

D is 发育早期 诱导合成 抑制合成 抑制合成
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