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摘要 丫一微管蛋白是一种新发现的与微管形成有关的蛋白质〔’�
。

利用 �� � 技术从一种下毛类

纤 毛虫

—
八肋游仆虫大核 �� � � 中扩增 出 �一微管蛋白基因并对其核昔酸序列进行了分析

。

用抗�一微管蛋白的多克隆抗体标记八肋游仆虫发现
�
�一微管蛋白存在于八肋游仆虫的纤毛

、

棘毛的基部

—
即基体的部位

。

另外
,

在有些分裂间期及有丝分裂期的小核内以及部分大核

内也发现有�一微管蛋白的存在
。

关键词 纤毛虫
,

微管蛋白
,

聚合酶链反应

微管是真核细胞中细胞骨骼的主要组成部分
,

在细胞的有丝分裂
、

减数分裂
、

细胞间物

质运输
、

信息传递
、

及细胞形状的维持等过程 中起重要作用
。

微管来源于微管组成 中心

��� � �

珑
��� �� �� 

� � �� 二�� �� �� �
�� �

。

多数动物中
,

微管组成中心由一对中心粒和周围

的不定形物质组成

—
二者构成中心体 ���

�
�� �� �� �

。

对真核生物中心体的成分已进行过

大量的研究 ��一��
,

其 中丫一微管蛋 白被认为是中心体的一个重要的组成成分
。

�一微管蛋 白最

初发现于曲霉 ��� 
��� �� ��� �中�� 

,

随后在哺乳动物
、

两栖动物
、

昆虫中也克隆了�
�� 微管蛋白基

因并对�
� 微管蛋 白在这些动物细胞中的存在部位及可能的功能进行了研究探讨�� 一��

,

认为

犷微管蛋白与微管的形成有关并确定微管的极性
。

到 目前为止
,

对纤毛虫微管组成中心的成分了解甚少
。

纤毛虫 中存在有许多微管组

成 中心
,

如 基体
,

但 没有 典型 的 中心粒 和 中心体
。

细 胞分 裂 时纺锤 体 的微管 由核 液

��� �� �� �� �� �中的微管组成中心形成
〔�一��

。

利用曲霉 的�一微管蛋 白基因杂化八肋游仆虫

� � � 表明
,

在八肋游仆虫中也存在有犷微管蛋白基因
�’��

。

本研究的目的在于在弄清八肋

游仆虫�一微 管蛋 白基 因核昔酸序列的同时
,

研究其基因产物

—
�一微管蛋 白在八肋游仆

虫中存在的部位
,

以便进一步探讨�一微管蛋白的功能及纤毛虫 中微管的形成机制
。

材料和方法

�
�

� 细胞及培养条件

物
。

二 者均 培养 于

实验对象八肋游仆虫
,

以长绿梭藻 ��� ��� ��
� � ��  � �� ��

� ��  �为食

�� � 培 养液 中 ��
�

�� � � � � � �� ��
,

�
�

� � �� ��  � � �

� � � �
� ,

�
·

� �� � � � � � �� � �
� ,

�
·

� �

�� �
� � � � � � ��

� ,

�� � � � � � �� �
�

� � �

叽

,

�
�

� � � � � � � � �

,

�
�

� � � � � � � �

中
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� � �� �
� ,

�
�

�林� � � � � �� � �
。,

�
�

�卜� � � � � �� � �
�

�
。

�
�

� �  ! 抽提及多聚酶链反应 八肋游仆虫 � � � 抽提根据 �� �� ��� 等 � ‘�方法并加 以改

进
。

首先 加 ��� � � � � �� � � � � � � � � �� �一� � � � ��
�

� � � �
�

�� � � � � �
盯� 门 �� �� � � �

� � �� 并放置 于 �� ℃ �� � 使细胞 溶解
,

用 苯酚 � 氯仿 ��� �� 抽提 去除 蛋 白质
,

经透析 后

� � � 用乙醇沉淀
。

取 ���� � � � 为模板
,

分别加人缓冲液
、

人工合成的一对引物
、

� ��  
、

� �� 多聚酶
,

其

最终体积用 � ��
�
� 加至 �� � , �

。

� � � 循环 � � 周期
,

每一循环为
�

� � �� 变性 �� ��
,

� � ℃退火

�� ��
,

� � �� 合成延长反应 �� ��
。

将 �� � 扩增出的片段分别克隆到质粒载体 � � �阶
� ���� � ��  ! 中

,

用 ��� �
�护

’�〕终止法

测其核昔酸序列
。

�
�

� 抗体 本实验所用抗体由法国 � �� ��� �� 大学 诵�� �� � �� � �� 教授提供
。

此抗体为针对

�一微管蛋 白一保守片段制得
,

具体制备方法见 �� ��� 等 �� ”
。

�
�

� 免疫萤光反应 取八肋游仆虫培养液 �� ��密度约 � � � � 细胞 � � ��
,

加等量含 �� 吐温

� 一 �� � 的 �既� 缓 冲 液 �� ���
� � � � 巧详 � ,

�
�

�� � � � � � � �详 � ,

�� � � � � � � � � � �
,

�� � � � � � � � ��
�

�
,

放置 ���
� ,

再加 �� �含 � � 多聚 甲醛 �� ��� �� �� ��  !�� �的 ��� � 缓冲
液 �多聚甲醛的最终浓度为 �� �

。

吸取八肋游仆虫放于事先 用纯酒精处理过的盖玻片上

�每 盖玻 片上 �� 闪�
,

置 �� ℃ 干燥 �� � ��
,

使 八肋 游仆 虫贴 于盖 玻 片上
。

用 � � � � 溶液

【��� � � �  ! ∀ #∃
%一C I ( P H 7

.
4 )
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o
l / L

M
g C 1

2

] 冲洗多次后
,

加 20卜l抗 Y一微管蛋白抗体
,

2 8 oC 放置 6om in
。

用 T B s T 溶

液冲洗之后加 20“1 FI T C
一小 鼠抗兔 IgG (l:200 )

,

2 8 ℃放置 6om ln
。

用 TB s T 溶液冲洗多次

后
,

用 a ti fl u or封片液封片
。

最后
,

在萤光显微镜下观察结果
。

2 结果与讨论

2
.
1八肋游仆虫中的丫一微管蛋白基因

利用 P C R 从八肋游仆虫 D N A 中扩增出 5 个互相衔接的Y
一微管蛋白基 因片段

。

由这

些片段 的叠加得 出八肋游仆虫大核 D N A 的Y一微管蛋 白基因的全长区域
。

序列分析结果

表 明
,

此八肋游仆虫 的Y
一微管蛋 白由 4 61 个氨基酸组成

。

与在曲霉中发现的 丫一微管蛋 白

具有 61% 的一致性
。

在开放读框 (o pe n Re ad ing F rallle )中有两个内含子
,

其大小分别为

26 个 碱 基 对 (b P) 和 36 个 碱 基 对 (bp)
。

在 氨 基 酸序 列 的 321 至 336 位 上
,

其 序 列 为

N V IQ G D V D pT Q V H K S L
,

与 制 备 Y
一 微 管 蛋 白 抗 体 时 所 用 的 人 工 合 成 的 多 肤

(M IQ G EA
D pT D V H K S L) 仅有 4 个氨基酸不同

。

另一方面
,

在这一区域 的
a 和 p

一微管蛋

白[
’4
]与Y一微管蛋白相 比有较大的差异性 (图 l)

。

因此
,

选择这一抗体来研究Y一微管蛋 白在

八肋游仆虫中的定位减少了与
a一和 p

一微管蛋 白出现交叉反应的可能
,

以保证了实验结果

的准确性
。

2. 2
Y

es

微管蛋白在八肋游仆虫中的定位

用 Y一微管蛋 白抗体标记后
,

萤光显微镜观察结果表明八肋游仆虫 中有三种结构被 Y-

微管蛋白抗体所标记
:
所有基体 (B as al bo dies )

、

小核内及大核内
。

图版 IA 示八肋游仆虫之背面
。

被标记的有背触毛列 (D K
:d ors al ki ne ties) 的基体和
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位 于 身 体 左 前 方 的 部 分 口 围 带 (A Z M
:

ad ora l zone o f m em branelles)的基体
。

口

围带和小核因不在聚焦面上而显得模糊
。

图版 IB 示 同一八肋游仆虫的腹面
。

被

标 记 的 有 口 侧 膜 (P M
: p盯or al

m em branelles)与 18 个 棘毛基 部 的基体 [9

个腹额棘毛 (Fv
C :fr onto v ers e ei币);5 个横

棘毛 (T C
:
tra
nsvers e ci币);以及 4 个尾棘毛

(C C
:caudal ei币)1

。

在左前方较亮 的一点

为标记了的小核 (硒
:m iero nuelei)

。

图版 IC 示一个高倍放大了的小核
,

核

处于细胞分裂间期
。

核 内物质标记均匀
,

呈

点状
。

在其它细胞的小核内也 同样 发现约

有 7一 10 个被标记 了的亮点
。

细胞左侧的

N llQ G EA D PT D V H K SL 用于制备抗体 的短肤

卜V IQ G D V D P T Q V H K S L
一
tu b

u
l
Ln o

f 五h P I‘, te s

( 刁〕V V P K D V N A A V A T IK 一t ll b
ll
l
ln

M S T K E V D E Q M L N V Q N K p
一
tu b

u
l i
n

〕
f l二俘Jlo te s

o f 五初P lo te s

图 1 用于制备抗体的短肤序列与八肋游仆虫 丫一微管

蛋白第 3 21 至 33 6 个氨基 酸序列 的比较
,

及 与八肋游仆

虫 中a一和 p
一微管蛋白中相应部位的 比较

。

日9
.
1 C o m pe

n s o n
be tw

ee n th e seq u e nc
e of a sy n th eti e

ollg o pe P ti d
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ag
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n s
t w
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e

h th
e

an
ti b 浏y w as P ro duc

ed
,

an
d th

e c o

rre

s

po

n
di

n
g re g

l o n s o
f y

一 , a 一 田记 p
一
tu b ul i

n

o
f 云 o c lo ‘

、

a r
i
n a 故s

-

口围带的基体恰巧位于聚焦面上
。

在一些大核 中也有类似于在小核内观查察到的点状标

记物 (未附图片)
。

在对照实验 中
,

八肋游仆虫用多聚甲醛固定
,

经冲洗后用 T B S T 取代抗丫一微管蛋 白抗

体 28 ℃放置 60 m in
,

以后同步骤 1
.
4

。

观察结果表明
,

在基体及核内没有标记
。

在另一组对

照实验 中
,

即用人工合成的用以制备抗体的短肤先与抗体混合放置于 28 ℃ 60 m in
,

然后再

按方法 1
.
4 去标记八肋游仆虫

。

结果是在基体及核 内没有标记
。

以上结果表明
,

在基体
、

小核
、

大核 内观察到标记为Y一微管蛋 白的特异性标记
。

此研究结果表明
,

在八肋游仆虫中虽然没有中心体
,

但仍有Y一微管蛋 白的存在
。

丫一微

管蛋 白在八肋游仆虫中存在于所有基体中
:
背部纤毛 (氏rsal

cilia) 的基体
,

棘毛 (a rri )的

基体以及微膜 (M
em bra ne lle S)的基体

,

另外还存在于大小细胞核内的核液中
。

我们推测
,

Y 一微管蛋白是纤毛虫 中几乎所有的微管组成中心的组成成分
。

是这类动物 中在大量的微

管网络的形成过程中所必需的成分
。

关于在减数分裂过程中Y一微管蛋 白在八肋游仆虫大

小核内的数量和位置的变化及丫一微管蛋 白在微管形成中的作用正在研究中
。
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