
对其有不同的反应，造成不同的生理生化事件!另

有资料表 明［"］，#$%&还 可 通 过 特 异 的’#(序 列

调节基因的表达，即#$%&本身作为特异的调节因

子，修饰特异的转录调节蛋白，从而影响它们与启

动子结合蛋白之间的作用!究竟什么转录调控因子

参与了#$%&诱导)%*细 胞 凋 亡 过 程 中+),-(.,的

表达下调尚有待研究!
总之，细胞凋亡的诱发是一个多途径、多步骤

的复杂过程，涉及许多基因和生化事件!目前我们

正在用正、反义+),-(.,转染的)%*细胞，进一步

研究+),-(.,在人胚肺二倍体成纤维细胞凋亡中的

作用!
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受精鸡蛋卵黄中8J6和KJ6的分布!

雷海新 于 雷 孙立军 陈楚楚
（中国科学院生物物理研究所，北京,NN,N,）

摘要 通过对受精未孵育鸡蛋卵黄的不同部位加以考查，发 现’#(和3#(在 卵 黄 中 的 分 布 是 广 泛 存 在 的；采

用荧光试剂T80?956GG)HP和3=L8S/002对’#(和3#(进行定量分析，结果表明：’#(在 不 同 部 位 卵 黄 中 的 分

布比较均匀，且主要存在于卵黄颗粒中，而3#(的含量在胚下表层卵黄、侧面和植物极中有较大差异!
关键词 受精鸡蛋，卵黄，’#(定位，3=L8S/002
学科分类号 _GFF
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人们早已知道鸡蛋卵黄中除了有蛋白质、脂类

和多 种 无 机 盐 等 物 质 外 还 含 有 !"# 和 $"# 成

分［%］，并在鸡 早 期 胚 细 胞 内 的 卵 黄 颗 粒 中 发 现 了

!"#的存在，通过测定得知这一部分的!"#含量

大大超出了核!"#，并且是不同于线粒体!"#的

线性分子［&，’］(本 实 验 室 前 期 的 工 作［)，*］主 要 是 侧

重于对受精未孵育鸡蛋胚下卵黄的考查，并已证明

胚下表层卵黄的卵黄颗粒中含有!"#成分，在此

工作基础上本文进一步对!"#在受精鸡蛋卵黄不

同部位的存在情况作全面的分析(此外，本实验室

对胚下表层卵黄颗粒中所含!"#的性质进行的初

步研究［+］表 明 该 !"#是 一 种 甲 基 化 程 度 较 低 的

!"#分子，这预示着卵黄!"#可能具有较高的转

录活性，因而有必要对卵黄中是否存在$"#以及

其在卵黄不同部位的分布情况加以考查(

! 材料与方法

!"! 材料

受精未孵育鸡蛋京白,’,，由北京西北旺种蛋

场提供；蛋白酶-，./012公司生产；3!3，反式4
%，&4二 氨 基 环 已 烷 四 乙 酸 （5!6#），

78/19:;’’&*<，酵 母$"#， 均 为3=>?@公 司 产 品；

$=A8B0//C 购 自 .8D/1ED@0F08A/: 公 司；G=18DD，

F9@0?@1=@公司生产；异硫氰酸胍，氯化锂为国产(
!"# 方法

!"#"! 卵黄成分的分离：用分蛋器将受精鸡蛋的

卵黄和卵清分开，调整卵黄位置，使胚盘朝上，剪

去胚盘，去除部分胚盘正下方的卵黄，随后吸取卵

黄HI*?D；或 使 胚 盘 朝 下， 或 朝 侧 面， 分 别 吸 取

植物极或侧面的卵黄HI*?D，悬浮于预冷的)倍体

积FJ（HI%?8D／K"@7FL)；M7NI)） 中，小心并

充分混匀，于&%HH!离心%H?=C，所得沉淀为组

分F%；上 清 中 加 入HI)体 积 的 双 蒸 水 （OO7&L），

混匀后于&%HH!离心%H?=C，沉淀为组分F&，上

清为组分3(将两次所得沉淀分别用FJ悬 浮，与

组分3一起做显微镜检(
!"#"# 卵 黄 中!"#的 提 取、 电 泳 检 测 和 回 收 量

的 测 定： 将 组 分 F%、F& 分 别 悬 浮 于 缓 冲 液

（*H??8D／K60=:475D，M7NI*；*H??8D／KP!6#4
"@&；*??8D／K5@5D&） 中，加 蛋 白 酶 -至 终 浓 度

%>／K，3!3至%Q，**R温育*9，随后用60=:饱

和苯酚抽提两次，氯仿抽提一次，用等体积异丙醇

于S&HR沉淀%9后于*HHH!离心*?=C，NHQ乙

醇清 洗 一 次， 真 空 抽 干 后 溶 于 6P 中； 将 所 得

!"#在含有溴化乙锭的HINQ琼脂糖凝胶中电泳，

电泳 缓 冲 液 为HI*T6JP，电 压 为&I*U／1?， 电

泳后紫 外 灯 下 观 察； 利 用 78/19:;’’&*<荧 光 分 光

光度法，以!!"#为标准，测定!"#的含量［N］(
!"#"$ 卵 黄 中 $"#的 提 取 和 检 测： 用 注 射 器 吸

取’?D卵黄，注入含%&?D缓冲液$（*H??8D／K
"@5D；*H ??8D／K60=:475D，M7<IH；* ??8D／K
5!6#，M7<IH；%Q3!3；&HH?>／K蛋白酶-）的

*H?D离心管中，剧烈振荡后于’NR水浴温育%9，

间或混匀之；加入等体积的水饱和酚 （M7)IH）V
氯仿（%V%） 抽 提，)R，%&HHH! 离 心%*?=C，

上清转管后重复酚：氯仿抽提一次；上清转管，加

入<?8D／KK=5D， 混 匀 后 置 于S&HR至 少%&9；

)R，%&HHH!离心’H?=C，沉淀用N*Q乙醇清洗

一次；)R，%&HHH!离心%*?=C，沉淀真空抽干

后溶于%HH"D6P中（以上所有用具和溶液均经预

先处理 以 去 除 $"@:/活 性， 操 作 均 在)R进 行）(
所得样品在 含&H??8D／K异 硫 氰 酸 胍 和 溴 化 乙 锭

的%Q琼脂糖凝胶中电泳［<］(
!"#"% 线粒体$"#的排除（以下操作在)R下进

行）(
@I鸡胚线粒体的提取：取孵化<O的鸡胚，去

头后用HI,Q"@5D溶 液 清 洗 数 次，用 剪 刀 将 鸡 胚

剪碎，再 用HI,Q"@5D溶 液 清 洗， 去 除 血 凝 块 和

生理盐水 后 称 重，按%V%的 比 例 添 加 匀 浆 缓 冲 液

（HI%?8D／K 蔗 糖；*H??8D／K60=:475D，M7NI)；

%H??8D／KP!6#），用 玻 璃 匀 浆 器 充 分 匀 浆， 合

并匀浆 液，&HHH! 离 心%H?=C， 上 清 转 管 后 于

%*HHH!离 心&H?=C， 所 得 沉 淀 即 为 鸡 胚 线 粒

体［,］(
AI线 粒 体$"#的 排 除：取’?D卵 黄，注 入

匀浆器中，加入适量匀浆缓冲液后进行匀浆，将匀

浆液转至离 心 管 中；另 取’?D卵 黄，注 入 匀 浆 器

中，加入适量匀浆缓冲液后再加入一定量上述鸡胚

线粒 体， 匀 浆 并 将 匀 浆 液 转 至 离 心 管 中；)R，

%*HH!离 心%H?=C， 将 中 间 液 层 转 管 后 于)R，

%&HHH!离心&H?=C，小心去除上清；加入)HH"D
缓冲液$重悬沉淀，转至PMM/CO80W管中后剧烈振

荡，于’NR温育%9；用水饱和酚V氯仿（%V%）抽

提两次，上清转管后加入等体积<?8D／KK=5D，混

匀后置 于S&HR过 夜；)R，%&HHH!离 心’H?=C，

沉淀用N*Q的 乙 醇 清 洗 一 次， 干 燥 后 溶 于*H"D
6P中；用!"#"$中所述电泳检测结果(
!"#"& 卵 黄 不 同 部 位 $"#的 提 取 和 含 量 测 定：

·+<%· 生物化学与生物物理进展 ’()*+,-)./01+,-)2/34+ &HHH；#5（&）

万方数据



类似!"#"!中所述，分别从!个受精鸡蛋 的 胚 下，

侧面和植物 极 吸 取 对 应 部 位 卵 黄"#$（每 个 鸡 蛋

取%&’#$）用于卵黄()*的提取+()*含量测定

以酵 母()*为 标 准，采 用 对()*具 有 高 度 特 异

性的 荧 光 试 剂 (,-./0112进 行 测 定+具 体 方 法

（(,-./011234 ()* 56728,878,.2017912872:;,8+
4.$1<6$70 =0.-1>?=0.:6<8,2@.0#78,.2 >A118， 4=
BBCD%%E／BE／DF） 如 下：将 ()*样 品 用 3G作 适

当稀释后取B#$与等体积BHI%%%稀释的(,-./0112
试剂混匀，于黑暗中放置"#,2后在激发和发射波

长分别为CE%2#和’I%2#的 条 件 下 测 定 并 记 录

数据+

# 结果与讨论

#"! 卵黄成分的分离

卵黄 经 过 两 次 离 心 操 作 后，分 成=B、=I 及J
三个组分，经过显微镜检查表明=B 为完整的卵 黄

球；=I为 卵 黄 球 破 裂 后 所 释 放 出 来 的 卵 黄 颗 粒，

而组分J只含有少量的脂滴，既不含有卵黄球，也

不存在卵黄颗粒（图B）+

K7L

K-L

图! 卵黄中的$!和$#组分

（7）组分=B；（-）组分=I+

#"# 卵黄%&’的电泳检测

将从组分=B、=I 提取所 得 产 物 进 行 电 泳，紫

外灯 下 观 察 可 见 均 相 应 于!M)*!"#:"／$%&(#
分子 质 量 标 准IB;-处， 即 都 是 大 分 子 质 量 的

M)*分子（图I）+

’ ( )

图# 卵黄%&’
*：!M)*!"#:"／$%&(#分子质量标准；+、,：分别为

从组分=B、=I中提取所得M)*+

#"( 受精未孵育鸡蛋卵黄不同部位的%&’含量

利 用 N.1<A>8""I’E荧 光 分 光 光 度 法 测 定 受 精

鸡蛋不同部位的卵黄中所获得=B、=I 组分中M)*
的含量，结果如表B所示+

表! 受精鸡蛋卵黄不同部位的%&’和)&’含量

卵黄部位
M)*含量／$9·OPB

组分=B 组分=I =BQ=I
()*含量／#9·OPB

胚下表层 E&F ’"&E !I&’ %&C"
侧面 BB&" ’I&’ !"&E I&EF
植物极 B’&E ’’&% F%&E "&!"

另外，考虑到=B 部分的卵黄球可能杂有线粒

体成分，所以我们对从受精未孵育鸡蛋的卵黄中所

获得的=B部分进行R,<.$$不连续梯度离心［B%］，去

除可能掺杂的线粒体，之后从所获得的纯净卵黄球

中提取M)*，结 果 还 是 没 有 明 显 的 减 少，这 表 明

组分=B中线粒体的影响是很小的+另外我们还 将

组分=B 用 双 蒸 水 充 分 裂 解，之 后 回 收 卵 黄 颗 粒，

再从卵黄颗粒中提取M)*，也发现M)*的数量没

有显著的 减 少+结 合 表B中 数 据 和 以 上 实 验 的 结

果，可以认 为 卵 黄 的 不 同 部 位 都 有M)*的 存 在，

其含量没有明显的差异，并且该M)*成分主要是存

在于卵黄颗粒之中的，由此我们可以推断该M)*的

来源与卵黄颗粒的生物发生过程可能是密切相关的+
#"* 卵黄)&’的特异性

将从卵 黄 中 提 取 所 得()*与 胚()*进 行 电

泳，紫外下 观 察 可 见 卵 黄 ()*的 电 泳 图 谱 与 胚

()*明显不同，仅表现出一条较宽的()*带（图

"）+

·FEB·I%%%；#+（I） 生物化学与生物物理进展 $,-./01-2345/01-6378/
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! " #

图! 卵黄"#$的特异性

$、%：受精鸡蛋中的胚!"#；&：卵黄!"#$

%&’ 卵黄"#$的可能来源

卵黄!"#的可能来源包括以下方面：%&母体

!"#，它 们 是 在 卵 子 形 成 过 程 中 由 母 体 产 生 的，

对卵子的发育、成熟以及受精卵的分裂分化有重要

作用；’&由于卵黄("#在卵黄中的普遍存在，而

且是一种甲基化程度较低的("#分子，它可能具

有较高的转录活性［)］，因此我们推测卵黄!"#中

除母体!"#成分外，可能还有一部分来自于卵黄

本身所含("#成分的转录产物$其中我们特别感

兴趣的是是否存在由卵黄("#直接转录而来的卵

黄*!"#以及它 们 的 功 能，但 这 还 需 要 进 一 步 探

讨$另外，考虑到卵黄中可能掺杂有线粒体，我们

用内参法进行了线粒体!"#的排除实验，即同时

用鸡胚线粒体、卵黄与不同比例的鸡胚线粒体混合

物以及卵黄进 行 线 粒 体!"#的 提 取，结 果 如 图+
所示，从鸡 胚 线 粒 体 中 可 以 提 取 到 大 量 的 线 粒 体

!"#，而 卵 黄 与 不 同 比 例 鸡 胚 线 粒 体 的 混 合 物 中

! " # ’ (

图( 内参法排除线粒体"#$的干扰

$：鸡胚线粒体!"#；&、%：卵黄与鸡胚线粒体 混 合 物 中

提取所得!"#，&中加入$份 鸡 胚 线 粒 体，% 中 加 入)份

鸡胚线粒体；*、)：从卵黄中直接提取线粒体!"#的结果$

提取得到的线粒体!"#的量与所添加的鸡胚线粒

体的量成正比，这表明我们所采用的方法对卵黄中

可能掺杂有的线粒体!"#有较好的分离效果$使

用同样的方法对卵黄进行线粒体!"#的提取没有

得到阳性结果，同时卵黄!"#的电泳图谱也与线

粒体!"#有明显区别（图,），这些都表明卵黄中

可能含有的线粒体并非是卵黄!"#的来源$
! " #

图’ 卵黄"#$与鸡胚线粒体"#$的电泳图谱

$：鸡胚线粒体!"#；&：卵黄!"#；%：受精鸡蛋胚!"#$

%&) 受精鸡蛋卵黄不同部位的"#$含量

本 实 验 中 !"# 的 定 量 采 用 荧 光 试 剂 !-’./
01223进行，与传统的+4)5紫外吸收法相比，该法

具有灵敏度高，相对不受核酸提取过程中常见混杂

物的 干 扰 （!-’.0122367 !"#89%3:-:%:-.312%;23:
%3<=-:$7.>2?9>%1@1.’2A/@1.<9?:-3B.1*%:-.3AC22:，

7@DD+E55F／DF／EG）$利 用 此 法 对 从 受 精 鸡 蛋 胚

下表层、侧面和植物极卵黄提取所得!"#进行定

量的结果如表D所示$与卵黄("#在卵黄中呈现

均匀分布不同的是卵黄!"#的分布表现为胚下表

层卵 黄 中 含 量 明 显 较 低， 侧 面 和 植 物 极 卵 黄 中

!"#含量 高$卵 黄 !"#的 这 一 分 布 特 征 可 能 与

!"#的功能定位有关$
("#作为 遗 传 物 质，在 卵 黄 中 的 广 泛 存 在 可

以认为是("#的一种独特存在方式，我们对卵黄

("#的 一 些 特 性 分 析 已 经 表 明 它 具 有 不 同 于 核

("#的特征，对卵黄中("#和!"#的分布以及

含量测定为进一步探讨卵黄("#与核("#、卵黄

!"#之间的关系 以 及 其 存 在 的 意 义 和 功 能，卵 黄

!"#在卵黄中的特异分布等问题奠定了基础$
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腺相关病毒介导基因组来源的基因转移与整合!

李 斌 刘德培6） 王 晶 董文吉 郭志晨 夏 薇 梁植权

（
中 国 医 学 科 学 院

中国协和医科大学
基础医学研究所，医学分子生物学国家重点实验室，北京6IIIIE）

摘要 构建一个带"P珠蛋白基因组序列的腺相关病毒载体?]E:>MF$"FA!,2经包装成重组腺相关病毒后，转导

红系细胞2@A?印迹证实包含红系增强子、"P珠蛋白基因和 筛 选 标 志 基 因 的 前 病 毒 基 因 组 完 整 整 合 于 红 系 细 胞

基因组中2结果说明腺相关病毒载体能介导基因组序列来源的目的基因稳定整合于受体细胞基因组中2
关键词 腺相关病毒载体，基因组，目的基因，基因转移，整合

学科分类号 W89E

腺相关病毒（"/!.,P"--,&("0!/R(#<-，??]）载

体是新近发展的基因转移载体，??]属细小@A?
病毒，基因 组 全 长G8II+52构 建 ??]载 体 时，

以外 源 基 因 的 表 达 序 列 盒 代 替 ??] 的 编 码 序 列

（#!5／&"5基因），只保留其基因组两端长6GE+5负

责病毒获救、复制、包装与整合的顺式元件———倒

转重复序列（XUD）2当??]载体与携带??]编

码序 列 （#!5／&"5） 的 辅 助 质 粒 共 转 染 辅 助 病 毒

（腺病毒）感染的F7:细胞时，即能获救、复制并

!9H:计划项目资助2
6）通讯联系人2
U!$：（I6I）HEF7HG6E，3P*"($：$(</5%5<+$(&2!"-02&.2.!0
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