
细胞共育 5天 ,通过
3
H标记靶细胞检测 CT L

活性。结果显示 ,用 B7+
CD48+

Ag104A免疫

的小鼠抵抗野生型肿瘤的攻击 ,而 CD48+

Ag104A免疫的小鼠无保护免疫性 , B7
+

CD48
+

Ag104A具有 CT L杀伤活性 ,对 NK

敏感的 Y AC-1细胞系有杀伤作用 ,尽管杀伤

水平较低。另一组实验 ,用照射的 Ag104A细

胞在体外不断刺激正常脾细胞 ,一种代表

CT L系 , YLI和克隆 c18,对野生型 Ag104A

具有高的杀伤活性 ,但没有溶解其它靶细胞

的能力 ,包括同基因的肿瘤系 Ag104B、

UV4102Pro和 UV 6132APro等。从而说明 ,

用 B7+
CD48+

Ag104A免疫小鼠能够产生

对 Ag104特异的 CD8+ 、 M HC Ⅰ 限制的

CT L。

将照射 ( 30Gy )和未照射的 B7-K1735肿

瘤片段植入皮下 , 33天后再用 V-K1735肿

瘤片段植入皮下 ,发现辐射消除了 B7-K1735

诱导其后攻击的保护能力
[23 ]
。 用受照射

( 100Gy, 12. 8Gy /min)的 32Dp210 /clone26

或 32Dp210 /B7-1 /clone2细胞株 ( 106细胞 /

只 )通过静脉注射免疫 C3H /HeJ小鼠 ,以 2

周为 间隔 , 末次 免疫 后 2 周用 10
6
个

32Dp210 /clone26细胞再通过静脉注射攻

击 ,未显示出对后来攻击的保护性反应。小鼠

被以更大量细胞 ,即 10
7
个照射的 32DcB、

32Dp210 /clone26 或 32Dp210 /B7-1 /clone2

细胞株皮下注射 ,末次免疫后 2周再攻击仍

无保护性免疫。这可能是照射的细胞通过缩

短细胞在体内寿命 ,损伤抗原呈递减少抗原

产生 ,改变宿主状态或其他机制 ,而消除 B7

表达细胞免疫的潜能
[22 ]
。

Chen等研究证实 ,应用同一细胞量 ,照

射的肿瘤片段比新鲜切除的肿瘤片段作用要

小。因此 ,指出照射的细胞不能作为有用的

免疫治疗剂。在体内 ,照射过的肿瘤片段可以

很快死亡 ,并被排出 ,不能诱导长期的有力的

免疫应答。然而 ,辐射可以改变个别肿瘤的抗

原性 ,以致相关抗原丢失 [ 7]。
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端粒与染色体不稳定性

上海医科大学放射医学研究所 (上海 , 200032)　朱涵能综述　程文英审校

摘　要: 端粒 ( telome re)存在于染色体两端 ,由端粒 DNA和端粒蛋白质组成 ,端粒部分富含鸟

嘌呤 ,是高度保守的串联重复排列的核苷酸序列。端粒不仅与端粒酶、肿瘤和细胞衰老过程密切相

关 ,而且在染色体不稳定性过程研究中占重要地位。
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关键词: 端粒　染色体不稳定性

　　端粒在细胞正常生理功能运转过程中起

重要作用 ,涉及到染色体末端复制、端粒酶作

用机理、肿瘤及衰老等多方面问题 ,端粒的缺

失将造成多种病理状况 ,直接影响到细胞的

生存 ,随着人们对端粒酶研究的日益重视 ,端

粒与染色体不稳定性的关系及机理的探索已

引起普遍关注。这为进一步研究肿瘤发生、衰

老及细胞毒性作用机理提供理论基础。

1　端粒的结构和功能

端粒 ( telomere)是真核细胞染色体末端

的 DN A序列 ,其主要功能是保持染色体的

稳定 ,早在 30年代 ,爱丁堡大学 Muller就注

意到染色体在其末端带有一种具有稳定性作

用的特殊成份 , M uller从西腊文的 “末端”

( telos)和“部分” ( m ero s)创造了端粒 ( telom-

ere)这个学术术语。另一遗传学家 M cClin-

tock观察到 ,如果没有端粒 ,染色体之间就

会相互粘连 ,结构发生变化 ,并可能以其它方

式表现出错误的行为 ,如融合、重排和易位、

形成双着丝粒染色体等 ,而这些错误能够严

重地威胁染色体的生存和复制 ,可致使容纳

染色体的细胞死亡和错误复制 [ 1]。

端粒由端粒 DN A和端粒蛋白质组成 ,

其端粒 DN A是富含鸟嘌呤 ( G)的高度保守

的重复核苷酸序列 ,不同物种的端粒 DN A

序列并不一致。1978年 , Blackbur n首次发现

一种具有纤毛的单细胞池塘生物四膜虫的端

粒中含有一种极短的多次重复的简单核苷酸

序列 ( T TGGG) n,之后的文献报道了人和小

鼠的端粒以 TT AGGG重复序列为特征。 不

同有机体之间端粒中重复亚单位数目不同 ,

甚至在同一有机体的不同细胞之间也不同 ,

人和其它哺乳类动物的端粒 DN A序列由 5′

→ 3′方向的 ( T TAGGG) n反复串联组成 ,在

人类 10～ 15kb,为非结构基因 ,不具备编码

蛋白质的功能。由于染色体端粒部分富含鸟

嘌呤 ,端粒部分往往在链内和链间形成非

Watson-Crick的 G-G碱基配对 ,并且形成鸟

嘌呤四联体 ,中间配位结合一个一价的金属

离子。 端粒 DN A的 3′端较 5′端伸出 12～

16bp,向内弯曲呈帽状 ,保护染色体 ,防止其

断裂、重组或降解 ,尤其是一些外切酶、连接

酶、 DN A损伤检查点等因素的作用 ,还参与

染色体在核内的定位及基因表达的调整 [ 2]。

端粒被认为是细胞有丝分裂的“生物

钟” ,由于存在着“末端复制问题” ,端粒的长

度 ,随着细胞的每一次分裂而进行性缩短。在

初期阶段 ,正常细胞保持有较长的端粒 ,但随

细胞分裂数的增加而缩短。 从细胞培养实验

中观察到 ,细胞每分裂一次 ,丢失 50～ 200个

端粒核苷酸序列 ,至死亡前约丢失 4000个核

苷酸 ,新生儿的细胞在体外培养中可分裂 70

～ 90次 ,而 70岁老人的细胞则只能分裂 20

～ 30次
[3 ]
。 当端粒缩短到某一关键长度时 ,

受 RB、 p53基因调控 ,细胞分裂停止 ,部分细

胞发生凋亡 ,细胞进入第一个危机期 ( M 1) ,

此时当抑癌基因发生突变 ,癌基因活化或

SV 40、 HPV转染 ,可使少量细胞脱离 M 1期

继续分裂 ,端粒 DN A的进一步丢失 ,使细胞

进入第二危机期 ( M 2) ,少数细胞激活端粒酶

活性 ,形成永生化细胞或癌细胞 ,其余则死

亡
[4 ]
。 此时的癌细胞及端粒酶阳性永生化细

胞的端粒均较短 ,相反 ,端粒酶阴性永生化细

胞和端粒酶阴性的正常细胞如精子及卵细胞

却有非常长的端粒 ,这说明除了端粒酶活化

因素外 ,细胞还可利用重组等其它机理来维

持端粒长度
[5～ 7 ]

。

2　影响端粒形成和延长的因素

Est1蛋白推测为酵母端粒酶的组成成

份之一 ,能够特异性地与酵母 RN A TLC1共

同沉淀 ,由此形成的免疫沉淀物有类似端粒

酶的活性 ,当 Estl基因发生突变时 ,可影响
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端粒长度的变化 ,其功能在于 Estl基因的丢

失导致端粒酶 RN A模板的丢失 ,而 Est l可

作为端粒末端结合蛋白 ,成为端粒酶作用的

识别位点与酵母鸟嘌呤丰富的端粒寡核苷酸

区结合 ,从而调控端粒重复序列的合成 [8 ]。

影响端粒合成的因素有多种 ,其中端粒

酶是重要的因素之一 ,根据端粒酶、端粒假

说 ,在复制前 ,端粒酶首先要在 3′末端添加 4

～ 6个核苷酸的单链 ,才能保证子链和母链

保持同一长度 ,此过程需要螺旋酶或核酸酶

的存在 ,否则 ,端粒酶对染色体的钝头寡核苷

的延长无活性 [9 ] ,其它如端粒结合蛋白、多聚

酶、 DN A复制因子等都能通过激活端粒酶来

影响端粒的延长。 但也有人认为端粒长度与

端粒酶活性并不一致 ,端粒长度由细胞分裂

次数和端粒酶活性之间的平衡来决定 [10 ]。

有实验表明 ,虽然端粒酶在大多数肿瘤

细胞及永生化细胞内呈阳性 ,然而其活性的

强弱与肿瘤的临床病理特征之间无显著相关

性
[11 ]
。 Rogalla在检测了端粒长度与乳腺癌

病人的年龄、肿瘤大小、淋巴结情况和类固醇

受体情况等因素相关性后发现 ,端粒长度与

肿瘤致癌过程的不同阶段无关
[ 12]
。

CDC13蛋白为端粒 DN A连接蛋白 ,具

有双重功能 ,一方面所在端粒部位起到延长

和保护作用 ,另一方面又可主动或被动地调

节端粒酶在染色体末端的作用 ,从而控制端

粒的长度 [13 ]。

人端粒蛋白 TRF含有一个 Myb类的

DN A连接重复序列 ,和一个氨基末端酶活性

功能区 ,免疫荧光标记反应表明 TRF可特异

性地与端粒 DN A存在于人分裂间期和中期

的细胞染色体末端形成特殊的核蛋白复合

物 ,实验发现 ,染色体末端结合保护性端粒蛋

白 ,如 TRF的失活 ,可提高由端粒磨损所形

成的不良结果的危险性 [14 ]。

人端粒重复序列结合因子 TRF1在端粒

酶阳性肿瘤中的过度表达 ,可导致端粒的逐

渐缩短 ,作为端粒延长的抑制因子 ,以负反馈

机理稳定端粒的长度 ,控制其变化
[1 5]
。

3　端粒与染色体不稳定性

染色体不稳定性的延迟是指子代细胞表

现出的非稳定性畸变及父代细胞所没有的稳

定性畸变 ,由于染色体不稳定性传递 ,受外界

因素影响的细胞后代可出现多种畸变 ,体内

和体外均可出现。

染色体端粒中的重复序列对外界影响因

素诱生的不稳定性异常敏感 ,常常在这些重

复序列中优先发生断裂 ,端粒的丢失导致染

色体不稳定性频率的增加 ,由此介入染色体

不稳定性延迟表达的过程中 [16 ]。

虽然端粒所具有的是无转录活性 ,且非

编码 DN A序列 ,然而端粒所处的位置表明

其对染色体稳定性具有重要的调节作用 [17 ]。

一定长度的端粒是保持染色体稳定性的必

需 ,当细胞处于传代早期时 ,端粒较长 ,染色

体稳定性较好。 Fila tov对体外成纤维细胞实

验表明 ,细胞在培养前期具有正常的染色体

组型 ,当端粒长度随着细胞的多次分裂、衰老

而逐渐缩短 ,此时染色体畸变率上升 ,端粒连

接、易位和双着丝粒形成显著性增加 ,认为端

粒磨损、 G2周期检查点功能失活以及染色体

数目和结构的变化是造成染色体不稳定性的

综合因素
[18 ]
。有人通过放射线照射体外培养

细胞证实了染色体不稳定性与端粒缩短密切

相关 [ 19]。

大量文献表明 ,染色体稳定性的丧失是

体外细胞的转导、永生化和肿瘤恶变的重要

标志 ,双着丝粒、易位和端粒连接等染色体畸

变随着衰老和肿瘤发生、发展而频率上升 ,值

得注意的是 ,肿瘤细胞和衰老细胞都具有较

短的端粒。 由于短端粒所引起的多种畸变是

造成染色体不稳定性的重要原因之一 [20 ]。

Bauf f ler实验发现 ,染色体上的易碎点与端

粒重复序列相关 ,染色体上的放射敏感点存

在于端粒部位 ,由于外界影响因素的作用使

端粒物理性缩短 ,同样可造成多种畸变 ,使染
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色体稳定性减弱
[21 ]
。

染色体端粒丢失后的修复是重新建立稳

定性的重要途径 ,主要有以下几个方面: ( 1)

利用端粒酶活性来合成端粒 ,有文献报道 ,

100%的肺癌细胞存在端粒酶 ,同时含有大量

的环状染色体和双着丝粒体 ,端粒酶活性可

维持细胞生存
[22 ]

; ( 2)通过与周期染色体重

组 ,从而获得缺失的 DN A部分和端粒 ; ( 3)

端粒缺失染色体在细胞第一次分裂前 ,或若

干次分裂后丢失 ,产生非整倍体细胞 [23 ]。

4　展望

端粒作为染色体重要组成部分 ,是维持

染色体稳定性的重要环节。端粒与衰老、肿瘤

和染色体畸变关系方面仍存在许多值得研究

的地方 ,如端粒的长度检测可确定生理年龄

及判定肿瘤细胞 ,而端粒和端粒酶的相互作

用机理仍需进一步阐明 ;端粒是否可作为电

离辐射损伤的计量指标 ;辐射敏感性与端粒

的相关性研究等。 围绕着端粒与染色体不稳

定性的进一步研究将有助于上述问题的解

决。
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基因表达系列分析及其应用

北京放射医学研究所 (北京 , 100850)　葛世丽综述　吴德昌审校

摘　要:基因表达系列分析 ( SAGE)使同时、定量分析诸多转录本成为可能 ,从而可进行有机

体正常、发育、疾病状态基因表达的定量比较。 本文就该方法的原理、步骤及应用加以综述。

关键词: 基因表达系列分析　基因表达谱　 cDN A标签

　　随着人类基因组计划的即将完成 ,科学

家已经获得有关人类、线虫、微生物和植物基

因组 DN A序列的大量数据
[ 1～ 2]。因此 ,应用

先进的技术进行基因表达及功能的研究 ,及

时有序地获取 m RN A水平、蛋白质水平的表

达信息 ,已成为新的挑战 [ 4～ 8]。以肿瘤相关基

因为例 ,有癌基因、抑癌基因、 DN A修复基

因、与肿瘤细胞的侵袭及转移相关的基因、Ⅱ
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