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盘基网柄菌发育中尿囊酸酶表达的

定量定位研究

代　卉，　侯连生
（华东师范大学 生命科学学院，上海　２０００６２）

摘要：用免疫荧光技术对 ＫＡｘ３多细胞发育不同阶段的尿囊酸酶进行定位观察，用 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ分析野生型细胞ＫＡｘ３和突变型细胞ＡＫ１２７多细胞发育中尿囊酸酶的表达情况．结果显

示：在细胞聚集阶段，尿囊酸酶在盘基网柄菌细胞膜附近存在较多；在细胞丘阶段，尿囊酸酶在

细胞丘外层细胞中荧光强度较强；在蛞蝓体阶段，尿囊酸酶在前柄细胞中的表达量明显多于前

孢子细胞；在子实体成熟的过程中，在前柄细胞区与前孢子细胞区交界处荧光强度最强，该区域

内细胞将分化成前柄细胞Ｂ．据此推测尿囊酸酶的定位表达可能与盘基网柄菌细胞分化的类型

相关．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：在ＫＡｘ３发育过程中尿囊酸酶的表达量呈现出逐渐上升的趋势，

发育至１８ｈ左右达到最大值；而ＡＫ１２７中尿囊酸酶的表达量始终在低水平徘徊．这表明ｇｐ１５０

的缺失影响了尿囊酸酶的表达．实验结果提示，尿囊酸酶的表达量与发育时间有关，并且这种表

达量的变化与ｇｐ１５０存在着密切的关系．
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０　引　　言

野生型盘基网柄菌多细胞发育的不同阶段形态各不相同，因此，将其大致地分为了４个

发育阶段：细胞聚集阶段、细胞丘阶段、蛞蝓体阶段和由孢子细胞与柄细胞构成的子实体阶

段［１］．盘基网柄菌的多细胞发育始于生存环境中食物的缺乏．饥饿的盘基网柄菌细胞会分泌

ｃＡＭＰ诱导临近细胞向其聚集形成细胞丘，然后在细胞分化因子的作用下开始初步分化，形

成前柄细胞（ｐｒｅｓｔａｌｋｃｅｌｌ，ｐｓｔ）和前孢子细胞（ｐｒｅｓｐｏｒｅｃｅｌｌ，ｐｓｐ）．前柄细胞分化比较复杂，

又进一步分化成各种亚型：位于细胞丘顶端是前柄细胞Ａ （ｐｒｅｓｔａｌｋＡｃｅｌｌ，ｐｓｔＡ），表达前

柄细胞特异基因ｅｃｍＡ；而前柄细胞Ｂ（ｐｒｅｓｔａｌｋＢｃｅｌｌ，ｐｓｔＢ）则位于细胞丘底部，表达ｅｃｍＢ

特异基因．蛞蝓体阶段，细胞分化进一步明显：前端形成由前柄细胞Ａ和前柄细胞Ｏ（ｐｒｅｓ

ｔａｌｋＯｃｅｌｌ，ｐｓｔＯ）组成的前柄细胞区；后端则大部分为ｐｓｐ细胞；底部仍有少量ｐｓｔＢ细胞存

在，被称之为后卫细胞；此外，在ｐｓｔＯ细胞与ｐｓｐ细胞的交界处也存在ｐｓｔＢ细胞．进入拔顶

阶段后，可以在前柄细胞区检测到新形成的前柄细胞ＡＢ（ｐｒｅｓｔａｌｋＡＢｃｅｌｌ，ｐｓｔＡＢ），它同时

表达犲犮犿犃和犲犮犿犅 基因．在盘基网柄菌的整个发育过程中，ｐｓｔＯ细胞可分化成ｐｓｔＡ细胞，

ｐｓｔＡ细胞可分化成ｐｓｔＢ细胞，并最终形成柄细胞；而ｐｓｐ细胞最终形成成熟的孢子
［１，２］．因

此与前柄细胞分化相关的因子引起了我们的研究兴趣．有研究报道氨可以抑制盘基网柄菌

在多细胞发育过程中细胞对ｃＡＭＰ的趋化作用
［３］；氨通过抑制细胞分化因子的累积可抑制

柄细胞的发育，并促进孢子细胞的成熟；氨刺激前孢子细胞基因表达的同时抑制前柄细胞基

因的表达［４，５］；嘌呤代谢途径中产生的氨在机体缺乏氮源时可作为氮的来源［６］．本实验室筛

选到的相关基因尿囊酸酶（ａｌｌａｎｏｉｃａｓｅ，ＥＣ３．５．３．４）是生物体嘌呤代谢途径中一种重要的

酶，可水解尿囊酸为尿素和乙醛酸，在低等生物中还可进一步分解成为氨和二氧化碳［７］，可

见尿囊酸酶与氨的代谢有着密切关系．但是盘基网柄菌发育过程中尿囊酸酶的分布位置和

表达情况未见报导，故本文对此进行了研究，为深入探讨尿囊酸酶对细胞发育过程的影响提

供理论依据．

１　材料与方法

１．１　细胞株与细胞培养

盘基网柄菌ＫＡｘ３与ＡＫ１２７均为加拿大多伦多大学Ｄｒ．Ｓｉｕ实验室提供，按Ｓｕｓｓｍａｎ

法［８］将盘基网柄菌ＫＡｘ３和ＡＫ１２７培养于ＳＭ 培养基上并喂食以克雷伯氏菌，收集生长

对数期的细胞，并用磷酸缓冲液（ｐＨ６．４）将待发育的细胞洗净．

２６
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１．２　细胞发育

１．２．１　盖玻片上的细胞发育

用ＰＤＦ缓冲液（ＭｇＣｌ２０．５ｇ，硫酸链霉素０．５ｇ，ＫＣｌ１．５ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４１．６ｇ，

ＫＨ２ＰＯ４１．６ｇ，加水至１Ｌ，ｐＨ６．４）配制成２×１０
６ 个／ｍＬ的细胞悬浮液，在预先涂有

０．１％（狑／狏）多聚赖氨酸的盖玻片上加５００μＬ细胞悬浮液，静置１５ｍｉｎ，吸去４００μＬ上清

液．将盖玻片放在湿盒中，置于２４℃恒温培养箱中开始发育．

１．２．２　琼脂板上的细胞发育

用ＰＤＦ缓冲液配制成２×１０８ 个／ｍＬ的细胞悬浮液，铺５００μＬ悬浮液在２％的琼脂板

上，放入２４℃恒温箱中进行发育．每隔２ｈ收集发育细胞．细胞计数，按１×１０７个／管分装于

各ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中．

１．３　免疫荧光

将发育至不同阶段的ＫＡｘ３细胞放入４℃冰箱预冷１ｍｉｎ，室温下用３．７％甲醛溶液

（ｐＨ６．４）固定细胞１５ｍｉｎ，再用－２０℃预冷的含１％甲醛的甲醇溶液固定５ｍｉｎ，１％ＢＳＡ

封阻２０ｍｉｎ，然后用抗尿囊酸酶蛋白的抗体孵育１ｈ（１∶５００），０．０５％ＰＢＳＴ缓冲液洗３次

后，用ＦＩＴＣ标记的羊抗兔ＩｇＧ室温孵育１ｈ（１∶１００），再用０．０２％ＰＢＳＴ缓冲液洗３次，最

后用封片液封片，置于荧光显微镜下观察．

１．４　蛋白免疫印迹

每隔２ｈ收集ＫＡｘ３发育至不同阶段的细胞，按Ｌａｅｍｍｌｉ（１９７０）法进行ＳＤＳＰＡＧＥ电

泳［９］．每管加入１００μＬ上样缓冲液，沸水煮５ｍｉｎ，电泳后进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ转膜１．５ｈ，用

５％脱脂奶粉封闭硝酸纤维薄膜，在１∶２０００比例稀释的抗尿囊酸酶蛋白的抗体溶液和按１∶

１０００比例稀释的鼠源ＧＡＰＤＨ溶液中孵育２ｈ，用碱性磷酸酶标记的羊抗兔ＩｇＧ检测已连

接的抗体，并用碱性磷酸酶标记的羊抗鼠ＩｇＧ检测内参ＧＡＰＤＨ．最后用ＮＢＴ／ＢＣＩＰ显色，

拍照，结果用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ（ＢｉｏＲａｄ公司）软件分析．

每隔２ｈ收集ＡＫ１２７发育至不同阶段的细胞，按上述步骤进行蛋白免疫印迹实验．

２　结　　果

２．１　尿囊酸酶在盘基网柄菌ＫＡｘ３中的定位观察

在细胞发育初期，主要发生细胞间相互接触，然后粘连在一起的事件．这些细胞经免疫

染色后，在细胞与细胞接触区域能见到明显的尿囊酸酶强荧光，而在细胞内部，荧光强度则

比较均匀，表明此时尿囊酸酶主要集中在细胞膜附近区域（见图１Ａ箭头所示）．发育至细胞

丘阶段，此时细胞分化尚不明显，但细胞丘的最外层细胞中尿囊酸酶荧光最强，表明尿囊酸

酶在最外层细胞中表达量最多（见图１Ｂ和１Ｃ箭头所示）．在蛞蝓体阶段，细胞出现明显分

化．蛞蝓体主要分化成两个区域，前端为前柄细胞区，后部为前孢子细胞区．本文观察到蛞蝓

体前端的荧光明显强于蛞蝓体后部，这意味着前柄细胞中尿囊酸酶的表达多于前孢子细胞

（见图１Ｄ箭头所示）．在蛞蝓体发育至成熟子实体的过程中，从总体上看来，前柄细胞区内

尿囊酸酶的表达量高于前孢子细胞区内尿囊酸酶的表达量．但是由于前柄细胞发生了亚型

分化，尿囊酸酶荧光强弱也发生了变化．起初整个前柄细胞区荧光强度基本一致（见图１Ｅ

箭头所示），但是随着发育的进行，荧光强度开始发生变化，在前柄细胞区与前孢子细胞区交

界处，荧光开始变强（见图１Ｆ中箭头所示）．随着发育时间的增加，前柄细胞和前孢子细胞
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趋于成熟，两者交界处的荧光染色愈发显得强烈（见图１Ｇ箭头所示）．

注：Ａ为细胞聚集阶段，Ｂ、Ｃ为细胞丘阶段，Ｄ为蛞蝓体阶段，ＥＧ为子实体的形成阶段；标尺５０μｍ

图１　ＫＡｘ３多细胞发育不同阶段中尿囊酸酶的荧光定位

Ｆｉｇ．１　ＬｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆａｌｌａｎｏｉｃａｓｅｉｎｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｓｔａｇｅｓｏｆＫＡｘ３

２．２　尿囊酸酶的定量表达

为了进一步探究尿囊酸酶在盘基网柄菌发育中的作用，用蛋白免疫印迹法研究了盘基

网柄菌发育各时间段尿囊酸酶的表达情况．

在盘基网柄菌ＫＡｘ３细胞整个发育阶段，尿囊酸酶都有表达（见图２），并且随着发育

进程，呈现逐渐上升的趋势，在１８ｈ达到最多，１８ｈ之后，其表达量骤然下降（见图４）．

ＡＫ１２７细胞是ｇｐ１５０蛋白的基因被剔除的盘基网柄菌突变细胞．在ＡＫ１２７整个多细胞发

育期间，依然观察到尿囊酸酶能够表达（见图３），但是除了发育８ｈ时尿囊酸酶的表达量有

所增加外，其余时间段尿囊酸酶的表达量便不再呈现上升趋势，而是在一个相对较低的范围

内波动（见图４）．

３　分析讨论

３．１　关于尿囊酸酶在盘基网柄菌多细胞发育过程中的定位分析
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注：４２ｋＤ为尿囊酸酶的分子量［１０］，３６ｋＤ为内参ＧＡＰＤＨ的分子量

图２　盘基网柄菌ＫＡｘ３细胞发育不同时期尿囊酸酶免疫印迹

Ｆｉｇ．２　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｌｌａｎｏｉｃａｓｅｄｕｒｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｓｔａｇｅｓｏｆＫＡｘ３

注：４２ｋＤ为尿囊酸酶的分子量，３６ｋＤ为内参ＧＡＰＤＨ的分子量

图３　盘基网柄菌ＡＫ１２７细胞发育不同时期尿囊酸酶免疫印迹

Ｆｉｇ．３　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｌｌａｎｏｉｃａｓｅｄｕｒｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌｓｔａｇｅｓｏｆＡＫ１２７

图４　ＫＡｘ３和ＡＫ１２７发育不同阶段尿囊酸酶的表达变化

Ｆｉｇ．４　Ａｌｌａｎｏｉｃａｓｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ

ｓｔａｇｅｓｏｆＫＡｘ３ａｎｄＡＫ１２７

通过观察发现，尿囊酸酶在盘基网柄菌多细胞发育中的定位具有时空性．聚集初期，细

胞尚未进行分化，尿囊酸酶在两细胞接触区域较多，说明其可能参与了细胞最初聚集过程的

调控．细胞丘阶段，尿囊酸酶则在细胞丘的外层细胞中大量表达，而这些外层细胞有着分化

发育为柄细胞的潜质．随着发育的进行，细胞开始了初步分化，特别是蛞蝓体阶段，在形态上

能清楚地观察到蛞蝓体分成前后两个部分，前１／５为前柄细胞区，后４／５为前孢子细胞区，

从实验结果可以看到，尿囊酸酶在蛞蝓体前１／５处的荧光强于后４／５，表明尿囊酸酶在蛞蝓

体前柄细胞中的表达量要多于前孢子细胞．在形成成熟子实体的过程中，总体上尿囊酸酶

前柄细胞中的表达量多于前孢子细胞，但是随着细胞进一步分化，在前柄细胞的某一区域内

荧光逐渐增强，说明这个区域内尿囊酸酶的表达量越来越高．国外学者研究认为，在前柄细

胞区与前孢子细胞区交界处的细胞将会分化成ｐｓｔＢ细胞
［１，２］．结合实验结果，提示尿囊酸酶

与ｐｓｔＢ细胞的分化有着密切的关系．综上所述，细胞开始分化发育后，在前柄细胞中尿囊酸

酶的表达一直多于前孢子细胞，由于前柄细胞亚型分化开始，在前柄细胞内荧光强弱出现变

化，在ｐｓｔＢ细胞中表达量逐渐增多．因此细胞发育的不同时期尿囊酸酶蛋白在不同类型细

胞中的表达有差异，说明该蛋白定位表达与细胞类型分化有着密切的关系．

３．２　关于尿囊酸酶在两种类型的细胞中表达量的初步分析

对尿囊酸酶在两种类型盘基网柄菌发育中的表达情况进行比较发现，尽管尿囊酸酶在
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ＫＡｘ３多细胞发育过程中一直都有表达，但其呈现出与发育过程相关的变化趋势．在发育

前１８ｈ，尿囊酸酶的表达量呈现缓慢上升的趋势，至１８ｈ表达量最多，随后尿囊酸酶的表达

量急剧下降，此时正处于子实体的形成阶段．子实体是由纤维化的柄支持着大量的休眠孢

子，分析认为导致尿囊酸酶急剧下降的原因有二：一是细胞发育至子实体阶段，柄细胞开始

发生凋亡逐步成为死细胞，尿囊酸酶蛋白的表达量逐渐减少；二是前孢子细胞开始发育成成

熟的孢子，孢子细胞是休眠细胞，新陈代谢处在很低的水平，所以随着前孢子细胞分化的进

行，细胞的新陈代谢也逐渐减慢，结果导致了尿囊酸酶蛋白含量的下降．虽然在ＡＫ１２７多细

胞发育过程中尿囊酸酶蛋白一直都有表达，但是发育８ｈ时后尿囊酸酶的表达量不升反降，

并在一个相对较低的范围内波动．从实验结果中可看到ＫＡｘ３细胞和ＡＫ１２７细胞中尿囊

酸酶的表达趋势有明显差别．ＡＫ１２７是犔犪犵犆基因被剔除的细胞，其发育只能停滞在细胞

松散聚集阶段，不能完成整个发育过程．犔犪犵犆基因编码膜蛋白ｇｐ１５０分子，而ｇｐ１５０是通

过异噬性相互作用来调节盘基网柄菌多细胞的发育［１１］．这也就意味着ｇｐ１５０的缺失影响

了尿囊酸酶的表达，而且据报道ｇｐ１５０是在多细胞发育１０ｈ后才开始表达的
［１２］．ＫＡｘ３细

胞发育１０ｈ后，尿囊酸酶的表达量明显增加，这与ｇｐ１５０蛋白的表达时间存在一定的相关

性．与此相反，ＡＫ１２７细胞除了在发育８ｈ时，作为一种补偿效应，尿囊酸酶的表达突然上

升外，其他时间段都在一个较低的表达范围内波动，与ＫＡｘ３细胞中尿囊酸酶的表达有明

显差别．因此，尿囊酸酶的表达受到了ｇｐ１５０的影响，但是两者间是直接地相互影响，还是间

接地相互影响，尚不清楚，需要做进一步的研究．
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