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染色质凝聚与细胞凋亡

间蕴刀 具~刀芬王吴华

(河北医科大学基础所细胞生物室 石家庄 050017) 

细胞调亡是由基因控制的细胞主动死亡方

式。现己知体内多种组织的细胞通过调亡途径

实现自身代谢转变;如胚胎细胞、胸腺细胞、T

和 B 淋巴细胞、晶状体细胞、肠上皮、乳腺上

皮、前列腺上皮以及成纤维细胞等。细胞调亡不

但在个体发育、免疫细胞的增殖、分化、成熟等

生理过程中具有独特的意义，而且对机体自身

监测清除突变细胞和肿瘤细胞等方面也有重要

的作用。体内自然调亡途径的紊乱可能导致发

育异常和加速肿瘤的发生和恶化。自 1972 年

Kerr 从形态学上注意到调亡现象以来，近年来

受到细胞生物学、分子生物学、免疫学、生命科

学、临床医学等相关学科的广泛重视。人们从不

同的研究角度，探讨细胞调亡的本质，并且尝试

着能进一步在治疗手段上模拟细胞调亡的过

程，提高人类对某些疾病的治疗效果。至今有关

调亡的文献报道很多，涉及面极广，现本文仅就

正常情况下染色质凝聚过程，以及细胞调亡时

染色质异常凝聚和 DNA 断片化方面的研究进

展做一梗概介绍。

一、正常细胞周期进程中

染色质 DNA 的凝聚
染色质是 由 DNA 以及约于 DNA 同等量

的碱性蛋白质，即组蛋白〈包括 H1 ， H2A ， H2B ，

H3 ， H4 组蛋白) ，以及少量的非组蛋白酸性蛋

白质〈约占染色质成分的 0.5%- 1. 5 % )和微

量的 RNAC约占染色质成分的 0.05 % )构成的

复合体。 DNA 作为染色质的主要功能成分，包

括人类在内的哺乳动物细胞核内单倍体 DNA

量约 3. 2 X 10-1Z g. DNA 分子直线长度约 1m.

人类的全部遗传信息位于其上的 3X109 C30 亿

对)的碱基对 (bp) 中，编码 50000-100000 个

基因。每个基因或基因家族所占碱基对位度不

一，如人 α 球蛋白基因家族由约 200kb; 人干扰

素基因家族约由 5-15kb 构成[叫。

由 2 X 30 亿个碱基对构成的 DNA 分子容

纳于直径约 10μm 的体细胞核内，间期 (GO ， G 1 )

细胞核内的染色质主要附着在核基质上，并随

着细胞周期由问期向分裂期过渡，DNA 逐渐凝

聚约 10000 倍形成中期染色体问。多年来，通过

对染色质形成染色体过程中结构变化和生物化

学方面的研究，目前比较一致的观点认为:染色

质凝缩大体可分为两个阶段;第一阶段，复制后

的 DNA 双螺旋凝聚成直径约 10nm 的核小体。

核小体由 H2A.H2B ， H3 ， H4 组蛋白各两个分

子构成的八聚体的轴心组蛋白 (core his tone) , 

外面由至少长约 146怜 的 DNA 双分子围绕约

两圈，以及连接组蛋白 H1 CLinker histone H1) 

共同构成。核小体之间连接 DNA CLinker 

DNA)长约 200bp 。 连接组蛋白 H1 是一个富含

赖氨酸、丝氨酸的碱性蛋白质，它的球形中心部

与轴心组蛋白的特定部位结合 ， HzN 端和

COOH 端分别与相临的核小体轴心组蛋白相

互衔接，而与连接 DNA 的接触较为松弛。一般

认为基因转录活性较高区域，组蛋白 H1 含量

较少(扩大基因的接触空间λ 间期细胞内 H1

主要分布于核被膜内面，分裂中期主要位于染

色体的 AC腺瞟岭)-T (胸腺唔陡)富集区和染

色体端粒部位[飞 H1 与 DNA 的结合主要是电

稳定性的，增加离子强度可以弱化 H1 与 DNA
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的结合，甚至使其相互分离，如应用 0.3mol/L

NaC1 或 KC1 即可由染色质抽提 H1 ，而不影响

轴心组蛋白与 DNA 的结合[5J 。

随着细胞周期由间期向分裂期过渡，连接

组蛋白 H1 磷酸化使 6一 7 个核小体围成一圈，

凝聚形成直径约 30归n旧m 的染色质基本纤维〔臼6ι川川，7叫7η]

至此 DNA 分子约凝缩了 5ωO 倍@进入分裂期，

随着 p34cdc2与其调节亚基细胞周期蛋白 B 结合

后丝氨酸/苏氨酸激酶活性的增加，细胞开始出

现核被膜崩解，微管形成等一系列改变。其中

30nm 的染色质纤维进一步完成染色体凝聚的

后一阶段，即形成直径约 225- 250nm 的染色

单体纤维，最后以甥螺、旋状态构成高度致密直径

约 70∞Onm 的分裂中期染包单体[臼8，叼

由于构成染色体的纤维包装紧密，而且缺

乏比较贴切的研究技术方面的支持，因此对于

直径约 30nm 的染色质如何凝缩成分裂中期染

色体方面，至今仍存有争论【10.11J 。目前，随着染

色体研究方法学的进步，特别是分子生物学原

位杂交技术在该领域中的应用，最近越来越多

的研究结果表明:直径 30nm 的纤维形成多量

的染色质侧环 Cchromatin loops) ，每个染色质

侧环约含 50 - 100kb 碱基对(一说为 10-

200kb 碱基对) ，基因编码即定位于其上[山5J 。

DNA 拓朴异构酶 '[ Ctopo 1)是近年来研

究最多的与染色体凝缩和结构有关的核蛋白。

哺乳动物细胞内 topo I 可分为两型，分子量

170 ， 000 道尔顿的 topo Iα 和 180 ， 000 道尔顿

的 topo '[ ßo topo '[ α 和 topo 1 ß 基因分别定

位于 17 和 13 号染色体 。 topo I ß 在细胞内表

达水平较低，而且没有细胞周期相关的变化，主

要分布于核仁区和核质内。 topo Iα 在增殖细

胞核内含量更高，具有明显的细胞周期相关性 F

G 期细胞内浓度最低，M 期浓度最高川。

除参与 DNA 的断裂和再连接外，topo Iα 

是一个重要的与细胞核、染色体凝聚及结构有

关的蛋白质，并对分裂后期染色单体的正常分

离，使细胞遗传成分均等进入两个子细胞等生

命活动十分关键。大多数的研究者认为 ;topo

Eα 在间期细胞核内主要作用于染色质 DNA

的核基质结合处，在分裂期主要作用于染色质

侧环的染色体支架结合区 Cscafford/matrix at­

tachrr阳lt regions ,SARs ,or MARs) ，并将其维

系于染色体支架。此处 DNA 序列富含 A-T ，并

高度重复和保守，缺少活性基因， S 期后期复

制，进入分裂后较早凝聚[12 ，川。哺乳动物基因

组约含 10000 个 SARs[叫，SAR 除与中期染色

体的构成有关外，尚参与完成 DNA 复制、翻

译、重组和 DNA 凝缩等细胞生命活动。就所占

比例来讲，染色体支架仅占整个染色体成分的

约 3%-4% ，除 topo i 外，近来的研究发现 z

Sc I 蛋白、 ARBP 蛋白 C attachment region 

binding protein) 以及 Mr58000 蛋白、核糖核蛋

白 (RNP)和 CENP-B 、 C 蛋白等非组蛋白均可

参与染色体的凝缩和染色体支架的构成[19-23J 。

另外，利用非洲爪瞻卵提取物研究表明 :XCAP

一C 、 E 多肤蛋白 CXenopus chromosome associ­

ated polypeptides C 、 E)亦与中期染色体的形成

和构筑有关[24. 2日。

关于染色质凝聚机制方面的研究，至今仍

是生命科学需要探求的一个重点课题。尽管有

以上诸多生物活性物质被发现，并认为与染色

质或染色体凝聚有关，但对于包括 topo ][ 在内

有关核蛋白的确切存在部位，具体作用以及功

能相互协调等方面仍不明了。

二、细胞凋亡与细胞周期相关性

近年来，细胞生物学、遗传学和生物化学对

细胞周期的综合研究取得了惊人的进展，目前

已知有 40 多种基因产物影响着细胞周期。井已

确认;p34咐与其调节亚基细胞周期蛋白素 B

结合后丝氨酸/苏氨酸激酶活性的增加是调控

细胞周期运行的关键因素 。

对于细胞调亡来说，尽管诱因可以多种多

样，但调亡一般有相似的形态学特点;核纤层蛋

白降解，使染色质由核基质脱落，逐渐瓦解、凝

聚。细胞核被膜崩解，然后细胞体积缩小，部分
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细胞器、核糖体和核碎片被细胞膜包裹形成调

亡小体，从细胞表面出芽脱落，最后被具有吞噬

功能的细胞如巨噬细胞、上皮细胞等吞噬。上述

惆亡细胞的某些表现，如核纤层蛋白降解、染色

质凝聚、核被膜崩解等表现与细胞的有丝分裂

有相似特征，因此提出了"调控细胞周期有丝分

裂的生物活性成分与细胞惆亡的发生有关"等

问题。对此，研究结果得出了不同的结论;如

Shi 等[叫用裂解素 2 (fragmentin-2)和破孔蛋

白 (perforin)诱发细胞调亡时，发现 p34cdc2可随

着调亡出现而活性增高，指出 p34呻Z的活化可

能是启动细胞调亡的因素之一。相反， Ober­

hammer 等[27]采用低温诱导 Hll-rasR3 细胞 ，

以及 Martin 等[叫用裂解素-2、破孔蛋白及多种

细胞拥亡诱发剂观察 FT-210 细胞(小鼠乳腺

癌细胞株)惆亡时均未见有 p 34 cdc2的活化，而且

核纤层蛋白的降解方式也与细胞分裂不同。由

此认为;就调亡的启动来说，细胞调亡并不都需

要 p34甜Z的活化，但不能排除某些类型的细胞

需要这一过程。再者，最近 Abend 等川采用 X

线诱导 L929 和 HL-60 细胞调亡时，可见调亡

细胞染色体的端粒有迅速丢失现象，因此，就保

持染色体的完整性方面来说，细胞调亡与细胞

分裂的机制差异明显 。

另外，细胞周期的具体时相亦与细胞调亡

密切相关。按诱发剂和细胞的类型的不同，调亡

可发生于细胞周期的不同阶段，如去除神经营

养因子的细胞多死于 G1 期，淋巴细胞在 X 射

线诱导后多影响 G1 细胞，而面类激素诱导的细

胞调亡多发生在 Go 期。但大多数诱发剂普遍作

用于 S 期，导致 DNA 单链或双链断裂，使细胞

周期停滞于 Gz 期并最终导致调亡。

我们曾应用抗癌药物鬼日唾吩昔 (VM-

26)作用于 HeLa 细胞E川l] ，经过约一个完整的

细胞周期 (24h) 后，可见有大量细胞停滞于 G2
期。应用染色体超前凝聚技术，将分裂期的

CHO 细胞与停滞于 G2 期的 HeLa 细胞相融

合，在前者的诱导下可见 G2 期 HeLa 细胞染色

体呈现较严重的断裂，从而表明;VM-26 形成

的 DNA 的断裂使细胞周期停滞的关键。但在

实验中我们也注意到Ij ;个别细胞可到达分裂中

期，尽管存在有较严重的染色体异常。这些细胞

以后的去向，是在 M 期内死亡还是进入下一个

细胞周期或继续分裂增殖，回答此问题对于基

础研究和肿瘤的临床治疗都是非常有意义的。

典型的细胞调亡形态学变化;诸如核纤层蛋白

降解、染色质由核基质脱落、凝缩，细胞核被膜

崩解等，一般是针对分裂问期细胞而言，因为该

期细胞的染色质成分具有完整的核被膜包裹。

对于 M 期细胞来说，因其核被膜己经消失，染

色质凝聚成染色体，因此以往多认为 g该期细胞

调亡需要完成胞质分裂，并重新进入下一个细

胞周期再行完成惆亡过程。但最近有研究表明:

M 期细胞调亡也可不经胞质分裂，不进入下一

个细胞周期，分裂期染色体可在此期内被粗面

内质网分隔包裹形成自噬体，使细胞调亡[叫。

由此可见，细胞调亡可有多种诱因，可以从

不同的周期时相发生，调亡途径也不止一条。因

此，搞清彼此关系，特别是明确调亡细胞形态变

化与生物化学变化之间的联系等方面内容，尚

需要进行更户泛和深入的研究。

三、染色质凝聚与细胞凋亡

尽管有报道表明不需要细胞核也可导致细

胞调亡时，但是目前检测细胞调亡的手段，诸

如超微结构、流式细胞术、 DNA 断端标记法

(Tunel 法)和 DNA 电泳方法等，仍是着重于细

胞核的变化，特别是以染色质及 DNA 的改变

为最直观的指标。惆亡细胞染色质的凝聚是一

种无序的凝聚状态，其中 DNA 的断裂是导致

染色质损伤、染色质异常凝聚的主要原因。染色

质凝聚是一个耗能过程，需要 ATP 参与，而

DNA 断裂不需 ATP 参与〔叫。

一般认为 F 细胞惆亡中 DNA 的降解主要

可分为两个步骤 z第一步是 DNA 断裂成数十

至数百 kp 碱基对不等的大分子 DNA 断片。第

二步则是 DNA 在核小体间被切断，降解成为
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180- 200bp 及其倍数大小的一系列 DNA 断

片，经核酸电泳得到明显的 DNA 阶梯为主要

特征。目前，较为一致的观点认为 g大分子 DNA

断裂即可导致染色质的异常凝聚、是细胞调亡

的关键[刑。

染色质凝聚反映了细胞调亡时普遍存在的

生物化学过程;其中包括自介素-lß 转换酶家

族、需钙蛋白酶、胶原酶、组织蛋白酶 B 和 D 等

某些蛋白水解酶活化，以及包括 nuc1 8 、 DNsae

1 DNase I 等内源性核酸内切酶的活化等。近

来多数学者倾向于 2细胞调亡时，影响染色质结

构的核蛋白水解要早于 DNA 内切酶的活化，

被水解的蛋白包括核纤层蛋白 B、 Topo 1 和

Topo I 、 组蛋白 HL p67 蛋白以及 U1 小核糖

核蛋白和胞影蛋白等。 特别是大分子 DNA 断

片的形成或可不需要核酸内切酶的直接参与，

例如有报道[叫表明 ; Topo 1 蛋白水解可同时撤

活其本身的松解 DNA 作用。由于 Topo 1 等

DNA 结合蛋白作用 于 DNA 的 MARs 或

SARs 区，因此可导致染色质 DNA 由此区脱

落，形成 50kb 左右的大分子 DNA 断片。另外，

由于 DNA 大分子断片多反映了整个染色质侧

环的断裂，而 MARs 或 SARs 区 DNA 结合蛋

白多由非组蛋白酸性蛋白质起着关键的维系作

用，因此存在这样一种可能;即细胞调亡过程

中，一系列的因素对构成染色质或染色体的酸

性蛋白质的影响要早于对组蛋白等碱性蛋白的

影响，而且或许更为重要。除此之外，细胞类型

差别，以及有关的洞亡基因表达不同也是影响

DNA 断裂方式的一个重要因素，如用 VP- 16

处理小鼠 T 淋巴细胞 .4-6h 后可见大分子

DNA 片段形成 .6-8h 后 DNA 由核小体间断

裂， 16h 后随着细胞的死亡 .DNA 的片段最大

约 30kb.形成典型的梯形电泳。另外，如用与上

述研究相同剂量的 VP-16 处理 NIH3T3 成纤

维细胞 .16h 后随着细胞几乎全部死亡，在形态

学角度虽可见核染色质凝聚，但从 DNA 中的

变化方面仅显示有 200一 250灿的 DNA 片段，

未见有核小体间断裂和梯形电泳形成川。近来

也有研究发现;晶状体透明化发育过程中调亡

细胞 DNA 的断片化不明显[38 ] 。 以上结果表明=

细胞调亡时 DNA 断片化以及典型的梯形电泳

的形成仅反映了问题的一个侧面，不应作为判

断调亡的唯一标准。

现在，越来越多的研究者注重观察细胞调

亡早期的变化，这种变化主要以染色质结构异

常为主要特征。例如，最近 Ferlini 等 [39.40]应用

流式细胞术研究 X 线诱导外周血淋巴细胞调

亡时发现;与细胞调亡后期染色质凝聚、 J用亡小

体的形成和脱落所导致的亚二倍体 (hy­

podiploid) DN A 不同，细胞调亡早期由于包括

组蛋白 H1 在内的某些与染色质构造有关的核

蛋白的改变，导致蛋白质与 DNA 的结合松散，

使异硫氨酸荧光素 (FITC) 、 7-氨基放线菌素 D

(7-AAD) , Apostain 等核酸荧光染料与 DNA

亲和量增加.{，用亡细胞表现呈超二倍体 (hyper­

diploid)DNA 状态。以上研究结果提示:细胞凋

亡过程中，于大分子 DNA 断裂、染色质凝聚之

前，染色质结构的紊乱是一个发生较早和至关

重要的阶段。

综上所述，细胞调亡是一个复杂的基因调

节过程，不同的细胞类型以及细胞周期时相的

差别均可影响惆亡的具体表现形式。 典型的染

色质异常凝聚和 DNA 片断化仅反映了调亡细

胞的生物化学和形态学方面的某些特征。现阶

段的研究趋势表明 ;采用观察细胞调亡早期变

化的检测技术，并结合诸如基因表达、以及关注

与染色质凝聚和构筑有关的核蛋白变化等方面

的研究，不但对于了解细胞调亡的机制，而且对

于探讨染色质及染色体凝聚机理等方面的问题

都具有重要意义。
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受精 Ca2+波动信号

邓涡齐

(中国科学院发育生物学研究所 北京 100080) 

迄今为止研究的所有动物卵子在受精时都

有一个共同的现象，即胞质游离 Ca2+浓度升

高，从静息状态的 40-100nmol/L 升高至 600

-1000nmo1/L 水平，并以波的形式从精卵结合

点向卵子的其他部位扩展旧。在哺乳类受精诱

导的 Ca2+浓度变化表现为有规律的跃升，即

Ca2+波动或振荡[2) 。受精诱导的 Ca2+波动可持

续达数小时之久，直至原核形成时才消失时。小

鼠卵受精诱导 Ca2+波动的特点是 s第 1 峰高而

宽，峰值达 617. 7 士 143. 5nmol/L. 峰宽

220. 1 土 43. 3sec 0 将第 1 峰放大后可观察到许

多锯齿状小峰(图1)。第 1 峰之后 Ca2+波动的
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