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Abstract　Telomeres are the repetitive G2rich DNA sequences at the end of chromosomes and shorten at each round of cell
division. Besides the incomplete DNA synthesis , single and double DNA strand breaks , if not repaired , also contribute to
the telomere shortening. To assess the frequency of strand breaks in proliferating Hela cells , telomere fragments were re2
leased by alkaline denaturing and electrophoresis from cells embedded in agarose , blotted onto membrane , and detected by
probe specific to telomere sequence. The quantity of telomere fragments released was estimated to be less than 0. 4 % of
the total telomere content , which corresponded to less than one break per cell. Since the mean length of the terminal re2
striction fragments of the cells was about 7 kbp , the fragments detected would lead to less than 19 bp in mean telomere
shortening [ Acta Zoologica S inica 49 (6) : 873 - 877 , 2003 ] .
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　　端粒是真核细胞染色体末端由富含 G的 DNA

序列和蛋白质组成的复合物。人类端粒 DNA 为

( TTA GGG) n六聚体重复序列 , 长度约为几千至几

万个碱基对。端粒在维持染色体的稳定中起重要作

用 (Blasco et al . , 1997 ; Lee et al . , 1998 ; van

Steensel et al . , 1998) 。由于 DNA半保留复制不能

完整复制线性 DNA模板链的 3′末端 , 细胞每分裂

一次都要造成端粒序列的丢失。在人永生细胞如生

殖细胞、癌细胞中 , 端粒的丢失由端粒酶在端粒末

端合成端粒 DNA来进行补偿。人的正常体细胞中

由于没有明显的端粒酶活性 , 无法维持端粒的长

度 , 细胞每分裂一次端粒将缩短约 30～200 bp。由

于这一原因 , 人正常体细胞只能分裂有限的次数 ,

即具有 Hayflick 极限 ( Hayflick et al . , 1961) 。当

端粒随着细胞分裂而缩短到临界长度时 , 细胞将失

去分裂能力 , 停止增殖 , 表现为细胞增殖性衰老

(Lundblad et al . , 1989 ; Yu et al . , 1990) 。

人正常体细胞随着细胞分裂而发生端粒缩短。

目前认为造成端粒缩短的主要因素有两个 : 一是细

胞分裂时端粒末端的不完全复制 , 二是发生在端粒

区的 DNA损伤。这两个因素对端粒缩短的相对贡

献目前还不明确。端粒末端的不完全复制产生 3′

末端单链悬突 (3′overhang) , 实验测量几种人细胞

端粒末端单链悬突长度的结果表明 , DNA 的不完

全复制可以解释 70 %～90 %的端粒丢失 ( Huffman

et al . , 2000) 。然而 , 另有报道表明在正常培养条

件下人成纤维细胞的端粒区约有 4 或 5 个单链断

裂。这样高的断裂数则说明端粒单链断裂可以解释

绝大部分端粒的缩短 , 因此细胞生理代谢中的氧化

损伤造成的端粒单链断裂可能是端粒缩短的主要原

因 (Sitte et al . , 1998 ; von Zglinicki et al . , 2000) 。

除了染色体 DNA末端复制问题导致端粒缩短

外 , 发生在端粒区的 DNA 断裂如果没有被修复 ,

端粒碎片在细胞分裂、DNA复制时将脱离染色体 ,



也会造成端粒的丢失。对于端粒末端不完全复制和

端粒 DNA链断裂这两个因素 , 它们在端粒缩短中

的贡献程度在已有的报道中结论不一致。有报道指

出 , 端粒末端未复制部分的长度与细胞端粒缩短的

速度成正比 , 说明端粒末端的不完全复制是端粒缩

短的主要因素 ( Huffman et al . , 2000) 。另一方

面 , 氧胁迫可以导致人成纤维细胞端粒 DNA单链

断裂并加速细胞的复制性衰老 ( von Zglinicki et

al . , 1995) 。更有报道指出 , 端粒 DNA 单链断裂

的积累是端粒缩短的主要原因 ( von Zglinicki et

al . , 2000) 。

有关端粒单链断裂的工作利用了 S1 核酸酶对

DNA的水解特性 , 即在低浓度时切割有单链断裂

位点的双链 DNA , 将单链断裂转化为双链断裂 ,

然后根据 S1核酸酶水解前后端粒限制性酶切片段

长度的变化来计算单链断裂的数量。我们认为通过

S1核酸酶水解测量单链断裂数量的方法可能存在

两个方面的问题。一是 S1 核酸酶并非具有严格的

酶切位点特异性 , 在低浓度时它以切割单链断裂为

主 , 但是它同时也切割双链 DNA , 在高浓度和低

盐浓度时以切割双链断裂为主。无缺刻的 0115μg

线状质粒 pBR322 DNA 在 1198 单位 S1 核酸酶作

用下 , 用原子力显微镜观察显示 35 %的质粒产生

了断裂碎片 ( Umemura et al . , 2000) 。因此非特

异性的切割双链有可能造成链断裂偏多的假象。二

是 S1核酸酶会水解端粒 3′末端单链悬突 , 人为低

估了 S1核酸酶处理后的端粒限制酶切片段长度。

为了进一步探讨 DNA 损伤造成的 DNA 链断

裂在端粒丢失中的贡献程度 , 我们借鉴单细胞凝胶

电泳技术 ( Single cell gel electrophoresis assay ,

SCGE) , 在碱性条件下原位裂解细胞 , 通过电泳释

放 DNA断裂片段 , 使用端粒探针检测端粒碎片。

通过计算端粒 DNA 碎片量占细胞总端粒 DNA 量

的比例 , 估算出端粒区链断裂的数量以及它所引起

的端粒丢失 , 以此来了解端粒 DNA链断裂对端粒

丢失的贡献。

1　材料与方法

111　细胞培养

人宫颈癌 Hela 细胞 (A TCC , USA) 在 37℃、

5 % CO2条件下培养于含 10 %胎牛血清 (杭州四季

青公司) , 100 U/ ml青霉素钠 (石家庄制药集团有

限公司) 和 100 U/ ml硫酸链霉素 (华北制药股份

有限公司) 的 Minimum Essential Medium (MEM ,

GIBCO/ BRL , USA) 培养基中。

112　检测端粒末端限制片段 ( TRF) 的细胞处理

处于指数生长期末的细胞用 0125 %胰蛋白酶

消化收获后用 PBS 洗涤。然后悬浮于适量 PBS ,

并与等体积低熔点琼脂糖混合成含 018 %琼脂糖

( GIBCO/ BRL , USA) 的细胞悬液 , 细胞浓度为

105/ 100μl。将细胞悬液灌注于体积为 100μl 有机

玻璃模子中并放置于 4℃约 10 min使之凝固。细胞

琼脂糖小块在细胞裂解液 ESP (015 mol/ L ED TA ,

p H 910 , 1 % sodium lauroylsarcosine , 1 mg/ ml pro2
teinase K) 中于 50℃轻摇裂解 48 h。裂解后用 1

mmol/ ml苯甲基磺酰氟 ( PMSF) 洗涤两次 , 每次

2 h , 随后用 TE (p H 714) 洗涤 3 次 , 每次 2 h。

细胞小块 (约含 015～1μg DNA) 用限制性内切酶

Hinf Ⅰ ( Promega , USA) 酶切 4 h , 反应体积 250

μl。用 25 mmol/ L ED TA终止反应。

113　检测端粒断裂碎片的细胞处理

收获的细胞同上在 37℃与等体积琼脂糖混合

制成细胞琼脂糖小块。为避免光氧化引起 DNA的

损伤 , 下面的步骤于暗处进行 : 细胞小块于碱性裂

解液 ( 215 mol/ L NaCl , 100 mmol/ L Na2 ED TA ,

1 % sodium lauroylsarcosine , 1 % Triton X100 , 10 %

DMSO , 10 mmol/ L Tris2HCl , p H 1010) 中室温裂

解 1 h , 然后在碱变性液 (333 mmol/ L NaOH , 1

mmol/ L Na2 ED TA , p H 1310 ) 中室温变性 1 h

(Rapp et al . , 2000) 。

114　电泳及端粒 D NA检测

将处理后的细胞块置于 018 %琼脂糖凝胶 , 在

TAE电泳缓冲液中室温下 5 V/ cm电泳 2 h。电泳

结束后将 DNA 转至尼龙膜 ( Hybond2N + mem2
branes , 0145μm , Pall , USA) 上 , 转移缓冲液为

20×SSC。转移结束后用地高辛 (DIG) 标记的端

粒探针试剂盒 ( Telo TA GGG Telomere Length As2
say Kit , Roche , Germany) 检测端粒碎片。化学发

光杂交信号用胶片 (Lumi2Film Chemiluminescent

Detection Film , Roche , Germany) 曝光。

115　端粒碎片量的定量检测

用图像分析软件 Image J (N IH) 采集迁移出

细胞小块外的端粒片段信号的光密度。实验中以

105个细胞的端粒限制性酶切片段 ( TRF) 作为内

标 , 用于计算群体细胞的总端粒量。因 DNA断裂

而产生的端粒碎片只占总端粒的很小部分 , 为了增

强其信号 , 测定端粒碎片时采用的细胞数为 2 ×

106。细胞中端粒断裂碎片占其总端粒的比例可以
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计算为 : (端粒碎片信号/ TRF信号) × (测量端

粒碎片所用细胞数/测量 TRF所用细胞数)

2　结　果

211　Hinf Ⅰ内切酶浓度对细胞端粒末端限制片段

释放的影响

每个细胞块处理的酶量从 01375 增加到 6 u

时 , 端粒片段释放量逐渐增加 , 细胞小块内的端粒

信号逐渐减少。当酶量为 6 u/细胞块时 , 端粒限制

性酶切片段完全释放至凝胶中 (图 1) 。在后续的

实验中我们选择 6 Hinf Ⅰu/ 105细胞这个酶浓度来

测定总端粒量。

图 1　不同 Hinf Ⅰ浓度下 Hela细胞端粒末端

限制片段的释放

Fig11　Terminal restriction fragments ( TRF) released

from agarose plugs as a function of Hinf Ⅰ

endonuclease concentration

每细胞块中细胞数量均为 105 ( Each plug has 105 cells) 　1 : 无

酶切的阴性对照 ( Plug without Hi nf Ⅰdigestion) 　2～7 : 酶量

分别为 01375、0175、115、3、4 和 6 u/细胞块 ( Plug digested

with 01375 , 0175 , 115 , 3 , 4 , 6 units of Hi nf Ⅰ respectively)

212　Hela细胞端粒末端限制片段的检测灵敏度

不同数量细胞的端粒限制性酶切片段检测结果

见图 2。所得到的端粒限制性酶切片段信号随细胞

数量减少而降低。在细胞数量为 1125×104 时端粒

限制性酶切片段的信号很微弱 , 在细胞数量为

6125×103时基本检测不到信号。这一结果给出本

实验方法对细胞端粒区 DNA断裂频率的大致检测

下限。该结果表明这个方法检测端粒限制性酶切片

段的下限约为 1125×104个细胞。这些细胞的端粒

量可折算为我们用来检测端粒碎片时用的 2 ×106

个细胞的端粒量的 016 %。一个细胞的染色体数量

为 46 , 由于一个染色体有两个端粒 , 这样一个细

胞则有 92 个端粒。如果平均每个细胞在端粒区

DNA上出现断裂的总数为一个 , 由于 DNA断裂的

随机性 , 端粒碎片的平均长度将为端粒平均长度的

一半 , 这一端粒碎片将占总端粒量的 015/ 92 , 或

0154 % , 接近 1125×104个细胞的端粒量 , 可以被

检测出来。

图 2　不同数量的 Hela细胞在 Hinf Ⅰ酶切后

释放端粒末端限制片段

Fig12　Terminal restraction fragment ( TRF) released from

different number of Hela cells by 6 units Hinf Ⅰdigestion

1～4 : Hela 细胞数量分别为 5 ×104、215 ×104、1125 ×104、

6125×103 , Hi nf Ⅰ酶用量均为 6 u ( Telomeres restriction frag2

ments released by digestion with 6 units of Hi nf Ⅰ from 5 ×104 ,

215×104 , 1125×104 , 6125×103 Hela cells , respectively)

213　Hela细胞在正常培养下端粒链断裂碎片的检

测

Hela细胞端粒限制性酶切片段和端粒链断裂

碎片的检测结果见图 3。其中端粒限制性酶切片段

用于计算细胞的端粒总量 , H2O2 处理的细胞作为

端粒断裂的阳性样品。图 3中端粒探针的杂交信号

显示正常培养条件下 Hela 细胞的端粒碎片很少

(第 5 , 6道) 。通过图像分析软件定量图 3 , 得知迁

移出细胞小块的端粒碎片约占其总端粒量的

018 %。这些端粒碎片包括发生在端粒区和非端粒

区的断裂所产生的并能够进入琼脂糖胶的碎片。发

生在端粒区的断裂所产生的碎片不会大于端粒长

度。发生在非端粒区的断裂 , 其片段会大于端粒长

度。如果只计算与端粒限制酶切片段 ( TRF) 相对

应区域的端粒碎片来衡量发生在端粒区的断裂 , 则

其信号约只占其总端粒量的 014 % , 由此数据可以

估算出每个细胞在端粒区平均所发生的断裂数少于

一个断裂 , 由于所用细胞的端粒限制酶切片段
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( TRF) 的平均长度约为 7 kbp , 它所贡献的端粒丢

失将少于 315 kbp/细胞 , 或少于 19 bp/端粒

(3500/ 4/ 46) 。

图 3　Hela细胞端粒碎片的检测

Fig13　Detection of terminal restriction

fragments ( TRF) in Hela cells

1 : 分子量 Marker 　2 , 3 : 105 Hela 细胞的端粒末端限制片段

( Terminal restriction fragments from 105 Hela cells) 　4 : 106 Hela

细胞经 291μmol/ L H2O2 处理后释放的端粒碎片 ( Telomeric

fragments from 106 Hela cells treated by 291μmol/ L H2O2) 　5 ,

6 : 2×106 Hela细胞碱性裂解后释放的端粒碎片 ( Telomere frag2

ments from 2×106 Hela cells)

3　讨　论

为了探讨由端粒链断裂引起的端粒丢失及其在

端粒缩短中所做的贡献 , 我们借鉴了单细胞凝胶电

泳的方法来测定细胞因 DNA断裂而引起的端粒丢

失。单细胞凝胶电泳 , 又称彗星电泳 , 是一种在单

细胞水平上检测真核细胞 DNA损伤与修复的方法

( Gedik et al . , 1992) 。它将分散的细胞包埋于琼脂

糖中 , 经碱性裂解细胞、变性 DNA , 用电泳将

DNA碎片与未损伤的染色体 DNA分离开来。与单

细胞凝胶电泳方法不同的是我们将足够数量的细胞

包埋于小体积的琼脂糖块中进行处理和电泳 , 测定

的是细胞群体的 DNA 碎片。通过端粒探针进行

Southern杂交即可测定端粒碎片的释放 , 通过与端

粒限制性酶切片段即细胞总端粒量相比较 , 可以评

估端粒的断裂程度。

我们用人宫颈癌 Hela 细胞作为细胞模型 , 检

测了端粒因 DNA链断裂 (包括单链断裂和双链断

裂) 所释放的端粒碎片。由于所培养的细胞持续地

分裂 , 所测定的端粒碎片代表一个细胞周期中出现

的断裂。结果显示 Hela细胞在正常培养条件下所

释放的端粒碎片量不到细胞总端粒量的 1 % , 对应

于端粒限制性酶切片段长度部分的端粒碎片量不到

细胞总端粒量的 015 %。这一数据所对应端粒限制

性酶切片段范围内的单链断裂数小于每个细胞一

个。由于我们所用的 Hela细胞的端粒限制酶切片

段 ( TRF) 的平均长度约为 7 kbp , 以此作为端粒

长度的近似 , 则每个细胞一个单链断裂将在细胞分

裂中导致约 315 kb的单链 , 或平均每个端粒 19 bp

的端粒丢失。Huffman et al . (2000) 曾同时测定

过几种人细胞的端粒缩短速度和代表 DNA不完全

复制的 3′末端单链悬突长度 , 发现端粒的缩短速

度为 50～100 bp , 其中 DNA不完全复制所贡献的

端粒缩短为 40～80 bp , 而且与端粒的缩短速度成

正比 , 说明 DNA不完全复制是端粒缩短的主要原

因。我们的实验表明在正常条件下端粒区的 DNA

链断裂对于端粒丢失起着一定作用 , 但并非主要因

素 , 人细胞端粒末端复制问题应该是端粒缩短的主

要原因。
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