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TRFl 和 TRF2 在呻致 MGC803 细胞

染色体畸变中的作用

张杨苏琦宋颖唐荣军周建国董琳梁晓秋*

(南华大学肿瘤研究所，衡阳 421001)

摘要 为了分析端粒重复序列结合因 1 和 2(TRFl 和 TRF2)在呻致 MGC803 细胞染色体畸

变中的作用，探讨坤致细胞增殖及癌变的可能机制，以人MGC803 细胞为实验对象，采用染色体

分析检测畸变率及有丝分裂指数(MI) 、 Western 印边检测 TRFl 、 TRF2 、 PCNA 表达。结果表明，

0.625μmol几 AS203 处理 MGC803 细胞4 周后， PCNA表达及有丝分裂指数均高于对照组，显示细

胞分裂增殖增强;染色体分析显示畸变率明显高于对照组，畸变类型以融合染色体(即双或多着

丝粒、环形染色体)为主;同时， Western 印迹分析结果表明 TRFl 表达上升，而 TRF2 表达下降。

研究结果才是示低浓度呻通过上调 TRFl 表达和下调 TRF2表达，导致染色体畸变率增加以及基因组

稳定性下降，从而加快细胞增殖。

关键词 呻; MGC803 细胞:端粒重复序列结合因子:染色体畸变

刑是」种公认的致癌物质，大量流行病学研究

和临床观察证明:长期接触无机耐化合物可导致肝

脏损伤、周围神经病变，并可增加皮肤癌、肺癌、

膀脱癌、肝癌等多种肿瘤的发生率 [1] 。目前，关

于肺致癌分子机制的研究方面有许多有关呻导致遗

传物质改变的报道:币申能诱导细胞染色体畸变、姊

妹染色单体互换(SCE)、微核增加及 DNA 蛋白交联

等。闹可能通过诱导染色体异常改变、引起氧化应

激、影响 DNA 甲基化及 p53 基因表达等导致细胞癌

变[2-4]。端粒空间上的环状结构对于维持染色体的稳

定性至关重要，端粒重复序列结合因子 1 和 2(TRFl

和 TRF2)是维持这种环状结构的重要结合蛋白 [5] 。

TRFl 、 TRF2 表达情况的改变可能会影响染色体稳

定性，从而导致遗传物质改变。本文用低浓度碑较

长期处理 MGC803 细胞，观察肺致 MGC803 细胞染

色体畸变率的改变，及该过程中 TRFl 、 TRF2 表

达情况，进一步探讨碑致癌变的分子机制。

1 材料与方法

1.1 材料

As20} 购臼 Sigma 公司 (Lot， AI0I0)，以 PBS 溶

解为 1 mmol/L 储有液，过滤后 4 "C冰箱内保存。

使用前以 RPMI1640 培养基配成不同浓度。 RPMI

1640 培养基购白 Gibco BRL 公司。秋水仙素购自北

京华美公司; BCA 蛋白定量试剂盒为 Pierce 公司产

品; Western 印迹鲁米诺试剂盒、抗 TRFl 抗体、

抗 TRF2 抗体、二抗均为 Santa Cruz 公司产品:抗

PCNA 、 P 肌动蛋白抗体为 Neomarker 公司产品。

1.2 细胞培养

MGC803 细胞(山东师范大学生物系建株，为

人胃低分化素占液癌，从中南大学湘雅医学院肿瘤所

引进)以含 10% 灭活的小牛血洁、 100 u/ml 青霉素、

100μg/ml 链霉素的 RPMI1640 培养基，在 5%C02 、

37 "C 、湿度 959毛的二氧化碳培养箱内培养。培养

细胞单层生长、融和贴壁达 90% 时，以 0.259毛膜

蛋白酶消化，常规传代培养。取对数生长期细胞用

于实验。

1.3 染色体分析

前期 MTT 结果显示:经 1-10μmol/L AS203 处

理，人 MGC803 细胞生长抑制，出现凋亡改变;

而小于 1μmol/L AS203 作用后，细胞生长增强，故

选用小于 1μmol/L AS20 3 浓度为实验终浓度。用

0.625μmol/L AS203 处理 MGC803 细胞 2 周、 4 周，

于培养终止前1.67 h 加入终浓度为 0.4 μg/ml 秋水仙

素，常规收集细胞、低渗、固定、滴片、 10%
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Giemsa 染色。 1~HR观察 1000 个细胞，记录有丝分

裂中期细胞数量，计算奇:士生分裂指数(mitotic index , 

MI)。每组选择 100 个分散良好的中期分裂相进行镜

检分析，分别计算件组不同类明畸变染色体出现频

率。均经 2~3 名专业人员确认，并详细记录，试

验重复 3 次。

Western 印迹分析

AS203 处用细胞 2 Jt;J 、 4 }û]后收集细胞，以冷PBS

洗两次，川入适目的高盐裂解缓冲液(1 0 mmo l/L 

Hepes pH 7.9,1.5 mmollL MgCI2, 10 mmollL KC1, 0.2 

mmollL PMSF, 0.5 mmollL DTT)于 4'C裂解 10 min , 

3 000 r/min ;1勾心 15 min，弃上清液，沉淀用适量

低盐裂解绥i中液(20 mmollL Hepes pH 7.9 , 1.5 m日101/

L MgCI2, 25% in山， 10 mmol/L KC1 , 0.2 mmol/L 

EDT A , 0.2 mmo l/L PMSF, 0.5 mmo l/L DTT)重，忌，

JÆ滴川 l入 2.5 mollL KCl ;王终浓度。.4 mol/L，轩轻

扣动，冰 L也育 30 min , T仇 4 'C 肉心， 12 000 r/ 

min 肉，心 30 min , I股 Lf-l J二请液，即为细胞核蛋白，

月JBCA 法进1J 蛋 (1质íË量。调节每份样品浓山，以

+lf孔 20μg 的蛋白质量上样，样品力1I入气37;休积 2X

SDS 加样缓冲液 ， 1弗水煮沸 10 min ，纤: 10%SDS­

PAGEH交电泳后转膜， )民月j7%BSA 封闭后，加入

相应的 抗， ~1)ìj目育，用 Western 印迹鲁米诺试

研究论文.

1.5 

用

剂盒检测蛋白质表达状况。薄}iHH由仪(日本产，

型号 CS-930)测定印迹以带的光密度俏。

统计学处理

结果采用 SPSSI0.0 统计学软件过行分析，

χ2 检验 ， t 检验比较处理组与对陀、1组的怪别 c
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~Il表 l 所

结果

呻对 MGC803 细胞增殖的影晌

分裂指数可反映细胞分裂增用能力，

示对照组分裂指数为 353.1%0 ， 0.625 μmol/L As 20 开

处理 MGC803 细胞 2 周的分裂指数为 366.0%0' 与

对照组比较无差别(P>O.O日，处卫H4h可的分裂指数

为 526.3%0' 较对肝、组明思增加(P<O.OI)o PCNA 是

反映细胞增摘自E力的指标。 Western 印迹分析表明

PCNA 在 0.625μmollL AS203 处坪r. 4 J主J J口表达明 til高

于对照、组(P<0.05 )(图 1) 。显示小剂咕 As 20) 长期

处理后 MGC803 细胞增殖能力增强。

有申对 MGC803 细胞染色体畸变的影响

镜柏观察As20)'JI起MGC803细胞染色体时变的

类型主要有染色体断裂、 xX或多若丝粒染色体、环

形染色体(图 2)。如表 2 所辰。.625μmollL As 20] 处
用 MGC803 细胞 2 周日，细胞总畸变率 lj未加 AS203
的对照组比较无差别(P>0.05) 。处理 4 周后，

2 
2.1 

2.2 

1.4 

MI (%0) 

。 μmollL As ，O弓 0.625μmol/L As,O, 
352.3 353.1 
355.0 366.0 
355.7 526.3** 

AS203 对 MGC803 细胞有丝分裂指数(MI)的影响

中期细胞纪((i :ts) 

。 μmol/L As,O, 0.625μmollL As，O 飞

352.3土4.9 353.1 :t7.0 
355.0土4.3 366.0 :t3.6 
355.7 :t 2.5 526.3 :t6.0 

表 1

!Jl: JII!耐问 分析细胞个数

( }Ii]) ( 个)

o 1000 
2 1000 
41000 

Ij;Hft们利 Ilt ， **P<O.Olo 

4 斤，12 }lil 

(B) 

.{oj !!\\ 

TRFI 

TRF2 

PCNA 

(A) 

E:LZJ TRFI 
c二:::J TRF2
跚跚圃 PCNA

1.4 

1.2 

O.X 

0.6 

f一
)
…
空
v
4年Y
一
平

ß tJI l:JJ 最1' 1

图 1 0.625μmol/L As20，处理 2 周、 4 周对 MGC803 细胞 TRFL TRF2 、 PCNA 表达的影响

(A)0.625μmol/L As ，O丐处 JI Jl. MGC803 细胞 21司、 4 周后， TRFl 、 TRF2 、 PCNA 条情相对灰皮值。 (B)Western C[ J ì:!l'分析纣果 υ 经

0.625μmo l/L AS ，Ol 处州 4 周后， TRFI 、 PCNA 表达 J. 调， TRF2 表达 F调。

.1 )，飞i21 ,',] ;(.J I!\\ 
0.4 
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(B) 

图 2 0.625μmollL AS203 处理 4 周致 MGC803细胞染色体畸变

(A) 实线箭头表/JdX肴丝粒染色体，虚线箭头表示染色体断裂: (B) 简头表尔对、月二染ß休。

表 2 AS203 诱发 MGC803 细胞染色体结构畸变率

处J可'II.J I" 'J 断裂(址。 双或多着丝粒(丘s) J小形(社s) 总畸变率

()古j) 0μmol/L AS,03 0.625μmollL AS,03 0μmol!L ASzÜ3 0.625μm咀l!L ASzÜ3 0μmol/L AS,03 0.625μmollL AS20 3 (%) 

o 5.3 ;01. 5 5.3土 1.2 10.7士1. 2 10.6士0.6 2.h 1.2 2.6土0.5 18.7 
2 5 .4土0.5 8.1 ;01.0 10.3 ;00.5 14.3土1. 2 2.6 ;0 1.5 3.6;0 1.6 26.0 
45.6士0.6 10.3士1. 2* 10.6士1. 1 31.h3.2* 2.9土0.7 7.h 1. 0* 49.7* 

与 x.J )1\\ 丰Ill l.， * P<0.05 , n= 100 。

MGC803 细胞总畸变率明显高于对照组，差异有显

著件(P<O.Ol) 。对 0.625μmo l/L AS 20 3 处理后

MGC803 染色体数目进行统讨，处理组与未处理组

比较兀差别(P>0.05) 。

2.3 耐对 MGC803 细胞 TRF1 ， TRF2 表达的

影响

由 j二染色体崎变主要表现为双或多看丝粒、环

形染色体，均 Eþl 末端融合所致。因此，本实验观

察 f 影响染色体端粒结构稳远性的主要蛋白质

TRFl 、 TR凹的表达情况。 Western 印迹分析检测

MGC803 细胞经 0.625μmol/L AS203 处理不同时间

币 ， TRFl , TRF2 表达变化情况(实验重复 3 次)。

TRFl 在 0.625μmol/L AS203 处理 2 周日与对照组比

较无差别(P>0.05) ， 在处理 4 周后， TRFl 表达高

于对照组 (P<0.05)。而 TRF2 在 0.625μmol/L AS20 3 

处理 2 用盯表达x差别(P>O.O日，在处理 4 周后与

对H在组比较 Iljj ~~ f降(P<0.05)( 图 1) 。

3 讨论

本文通过对MI分析及PCNA表达分析发现:低

浓度书中处四 MGC803 细胞 4 周，可使其分裂增殖能

力增强，这将可能是导致肿瘤细胞进展或正常细胞

癌变的基础。本实验结果提后经小剂量 AS203 长期

处理的 MGC803 细胞染色体畸变率明显高于对照组

(P<0.05) 。畸变类理以融合染色休(日[J双或多着丝

粒、环形染色体)为主， ftl 染色体端端融合所致。

染色体时变分析J!JJ察的细胞经历了 A个分裂周

期，其染色体畸变是DNA损伤经过修复巨的综合表

现。染色体畸变率可以被当作判断j主传物质受到损

伤程度大小的依据16J 。动物实验表明， AS 20 3 对雄

性小鼠具有明显的遗传毒性 ， wJ使小鼠精 f的畸形

率及骨髓嗜多染红细胞(PCE)做核率增加l(P<O.OOI)

[7J o Chou 等[8]在研究 NB4 细胞对间剂产生抵抗的机

制中发现:伸剂通过降低 c-Myc 及 Spl 转录因 F洁

性，拥制编码端粒晦逆转习毛业单位的 hTERT 基因转

录，从而抑制端粒酶活性，使染色体末端融合，Jlt

而致使基因不稳定; Sciandrello 等[91研究表明:伸

剂可通过诱导 DNA低甲丑化I而使染色体重排，出现

双着丝粒染色体等畸变; Liu 哇川通过实验证实:呻

诱导氧化应j散，使端粒磨耗，染色体末端融合，从

而影响染色体稳定性。

端粒是真核生物染色体;1<端以(TTAGGG)n为特

征的一段重复序列， t己可以防止染色体末端降解、

融合、重组。空间上是 3' 端富含 G 的厅，列(称为 T

环)插入端粒重复序列的双链之间置换形成环状结

构，此环状结构亦称为 D 环。 TRFl 、 TRF2 是维

持端粒这种环状结构的重要结合蛋白 [51 0 TRFl 结合

在 T 环上，与端粒长度的调节密切相关，其结合于
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端粒DNAL的数量可作为负性的长度依赖性调节因

子; ffi镜显示在体外 TRF1 形成--{中蛋白质丝状

物，能促使两条 DNA 链相旦连接。

与 TRF1 不同， TRF2 与 D 环结合，位置重要，

是整个大 T 环得以形成的关键。除去 TRF2 的体外

T环形成率可由 42% 降到 2%-12%[ω]。通过维持端

粒功能性单链 3'-G 尾的稳定性， TRF2 起到防止其

端-端融合的作用，从而保护了染色体及细胞的完

整性。抑制 TRF2 可导致T环结构破坏或 DNA 复制

后不能再形成T 坏， 3'-G 尾丢失可出现于 DNA 复制

前或通过 DNA 复制产生钝性末端产物。由于缺乏

TRF2 功能，钝性末立南端粒不再延伸而成为 DNA 连

接酶IV的作用底物，形成非同源性末端连接(non­

homologous end joining , NHEJ) ，结果在 DNA 复

制前或后产生两个端粒问的共价融合，即端-端融

合，表现为染色体出现双或多着丝粒染色体、巧、形

染色体等畸形改变[IIJ 。

本实验运用 Western 印迹对 AS203 致 MGC803

细胞染色体畸变过程中 TRFl 、 TRF2 表达水平进行

检测，结果显示; 0.625μmol/L AS203 处理 MGC803

·研究论文·

细胞 4 周后， TRFl 表达上升、 TRF2 表达卡.降(P<

0.05)。提示 AS203 可能通过上调 TRFl 表达、 F调

TRF2 表达，改变端粒空间结构，失去其对双链

DNA 的保护作用，致使染色体畸变，基因不稳定，

肿瘤细胞进展或正常细胞癌变。

研究结果提示低浓度肺长期作用能上调 TRFl

表达、下调 TRF2 表达，致染色体末端融合为主的

染色体畸变率增加，基因组稳定性下降，而加快细

胞增殖，这也许是肺致癌的叮能机制之一气
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Role of TRFl, TRF2 in Chromosomal Aberrance of MGC803 

Cells Induced by Arsenic 

Yang Zhang, Qi Su, Ying Song, Rong-Jun Tang , Jian-Guo Zhou , Lin Dong, Xiao-Qiu Liang* 
(Institute ofOncology, Nanhua University, Hengyang 421001 , China) 

Abstract The purpose of this experiment is to investigate the role of telomeric repeat binding factor 1, 2 

(TRFl , TRF2) in the process of chromosomal aberrance of MGC803 cells induced by arsenic , and to explore the 

possible mechanism of cell proliferation and carcinogenesis induced by arsenic. Human gastric cancer MGC803 

cells were used in the experiments, the aberrated rate and rnitotic index of MGC803 cells were detected by chromo­

somal analysis. Expression of TRFl , TRF2 and PCNA were detected by Western blot. Both mitotic index and 

expression of PCNA in MGC803 cells exposure to 0.625μmol/L ASP3 for 4 week were higher than that of the 

controls. Chromosomal analysis indicated that the aberrance rates of MGC803 cells were significantly higher than 

that of the controls , and the most type of aberrances was chromosomal fusion (double or multi-centromere, ringed 

chromosome). Western blot analysis showed the expression of TRFl was up-regulated while TRF2 was down­

regulated. The present results suggest that the up-regulation of TRFl and down-regulation of TRF2 could increased 

chromosomal aberration rate and genome instability in MGC803 cells by long-term exposure to low concentration 

arsemc. 

Key words arsenic; MGC803 cell; telomeric repeat binding factor; chromosomal aberrance 
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