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真核细胞重复顺序 DNA 研究的一些进展

张玉现

(中国科学院上海细胞生物学研究所 )

自 1 968 年 Britten 等川发现真核细胞基因

组普遍分布有重复顺序以来， 对重复顺序的重

复频率、 在基因组和染色体上的分布、 其有否

转录产物以及有否功能等方面开展了一系列

的研究。 综合现 已有的资料， 对 重 复 顺序

DNA 的起源 、 演变及功能等有如下几种推论 z

(1 ) 重复顺序 DNA 中相当部分是无意义的，

即所谓的"自私"DNA J (2) 在基因组上，重复

顺序和单一顺序呈间隔排列， 因而推测一些散

布的重复顺序可能作为基因间的问隔顺序 ;(3)

卫星 DNA 在染色体上的分布特征， 提示其具

维持染色体结构的功能J ( 4 ) 部分重复顺序的

转录呈时、 空间的动态变化， 可能对其邻近基

因的表达起调控作用J ( 5 ) 在演化过程中，重

复顺序不断地变异，为新基因的形成打下基

石出J ( 6 ) 有证据指出，大多数哺乳类重复顺序

家族是通过回位机制J (Retroposition mechanis­

m) ， 由功能基因演化而来[ 2] 。

基因多态性的分子基础

在遗传病中， 除去几个已知与单基因缺损

有关外，大多数遗传特征尚难以基因定位。近

十年来， 限 tlllJ片段长度多态性(Restriction fra ­

gmen t length polymorphism , RFLP)研究提示

了一条探索遗传病分子基 础的途径。 Kan 和

Dozy [3]最先在人的 自一珠蛋白基 因中 发 现了

DNA 多态性位点， 至今已发现有多种 RFLP。

RFLP 在基因组上的分布各异，有的位于编码

顺序内，有的则在编码顺序外。这种多态性变

化可遗传， 因此有可能与有缺陷的基因紧密联

锁。

在人的基因多态性的研究中指出，由 14-

65 个核音酸构成的重复单位 (Repea t unit) 的重

复串联是人类基因多态性的重要来源之一，称

可变的串联 重复 (Variable tandem repea ts , 

VTR时 ， 又称为小卫星 (Minisa tellite )。 人基因

组分布有大量的 VTRs。 由于 VTRs 重复单位

数目的变化，或者由于 VTRs 区的高度不稳定

性而导致重排等，使人基因组显示出限制性片

段长度的变异 [ 4 ] 。

人类服岛素基因的高度多态性是由于富

G+C 的串联重复j顺序 ACAGGGGTGTGGGG

的丰度发生变化， 重复单位数目的变化范围是

26-209 个问。引起 Ha-ras 基因多态性的分

子基础是与 Ha-ras 编码顺序紧密连接的，由

CACTCCCCCTTCTCTCCAGGGGAGCCA 核

心顺序重复串联 组成的重复顺序 DNA[6 ] 。

Simmler 等[ 7 ]发现人的假常染色体区是减数分

裂期发生重组的热点区，与分布于该区的小卫

星 DNA 有关。

由于串联重复顺序区的易变性是可以检测

的， 因而作为探针， 用于家系分析和亲代身份

的鉴定，以及探讨肿瘤易感人v羊的遗传基础。

KrontiJis 等 [8 ] ， Hayward 等[叫 ， Corell 等 [10 1
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的工作认为，由 Ha-ras 连接的 VTR 产生的等

位基因与肿瘤易感性有关。 但也有文献报道，

认为两者问无明显相关性。 Jeffreys 等 [11 ]工作

肯定地认为，人 DNA 的串联重复超易变 区的

自发突变率高，因而易产生新的长度等位基因 ，

在家系追踪中可以检出。他们在人的肌红蛋白

基因的内含子区筛得一由 4 个 33 bp 顺序串联

组成的小卫星 DNA o 33 bp 顺序中有共同核心
顺序 GGAGGTGGGCAGGAAGG ， 可用于家

A 
系分析。

调节控制基因的表达

以鸟类和哺乳类的前病毒基因组两端的长

末端重复顺序 (Long terminal repeat , LTR) 的

调控作用研究得较多。 LTR 的 U 3 区顺序有

TATA, CAAT 和 AATAAA 转录调节信号。

前病毒 5'LTR 起启动 子作用 ， 3'LTR 则起多

聚腺苦酸化和终止作用。当转录从上游阅读至

LTR 时，则此 LTR 显示终止子作用 。 当从LTR

下游起始转录时，此 LTR 则呈现强的启动子

作用。另外，在 LTR 还有与 SV4ij增强子核心顺

序同源的顺序，主要作用于邻近基因的活化。

Cheng 等[ 12]将 LTR 与胸腺昔激 酶基因连

接后构建质粒，转染 LTK- 细胞。 LTR 能促使

胸腺昔激酶基因的转录和胸腺苦激酶的产生。

Cullen 等比较了几个鸡逆转录病 毒 LTR 的促

转录活性，由于 LTR 增强子顺序活性各异 ， 所

以其转录活性不同。 Gowda 等 [ 1 3 ]构建了含有

LTR-ne。一LTR 和 LTR-CAT-LTR 质粒， 并在

上游 LTR 的→2 99 和 -140 部位造成顺序缺损。

转染细胞后测其转录水平。结果指出，在LTR的

U3 区内一208一- 20 1 NT 和 -141一-1l9NT

顺序是转录必需的。

人的 Alu 短重复顺序也 具有调控作用。

Chung 等〈川从膜岛素剌激肝癌细胞生长后的

rnRNA 构建的 cDNA 库中 ， 筛选到一个与 Alu

核心顺序有 83%同源性的 cDNA。膜岛素短期

处理或处理后早期 ， 均能 诱导此 Alu 转录本

的出现和增加9 Perely喜ina 等[1 5]从 HeLa 细胞

得到的与 Alu 重复顺序结合的蛋白，能与SV， o

病毒基因组的调控区 相 互作用。 Podgornaya

等[ 1 6]的实验表明， Alu 重复顺序 DNA 与人核

蛋白有多位点结合。

小鼠 B2 重复顺序的转录产物 B2RNA ， 在

转化细胞、 胚胎细胞以及血清剌激下的小鼠成

纤维细胞中的积累， 推测它也具一定的调控作

用。 Clemens[17]比较了 B2RNA 共同顺序 (Con-

sensus) 与几种可诱导的 mRNA 的顺序，发现

B2RNA 与几种 rnRNA 3' 端顺 序间有一定的

顺序互补性。有证据指出， 真核细胞 rnRNAs

对核酸酶的敏感性 与其 3' 端结构 有 关。

B2RNA3' 端顺序的互补，使 rnRNA 能抵抗核

酸酶的作用 ， 增强了 rnRNA 的稳定性。换句

话说 ， BzRNA 起到调节细胞质中 rnRNA 浓度

的作用。

以 AATGGA6 个 bp 为顺序单位的重复

顺序可介导病毒诱导的人干扰素自 基因的转录

活性。 Fujita 等[ 1 8]用化 学合成的 6 bp 寡聚核

苦酸串联重复顺序为核心顺序， 能起到增强子

作用。

在细胞生长分化和胚胎发育中的作用

Kuroíwa 等从小鼠中度重复顺序 DNA 库 ，

筛选在细胞核中表达的中 度重复顺序 DNA，

分析其表达特征可归纳为三类 : (1)优先在一

类器官中表达l ( 2 ) 在所有器官内都表达 ; ( 3) 

在部分器官中表达。 又已知几种重复顺序转录

本与细胞生长分化和发育有关， 如(1)从相关

的结构基因得来的 rnRNA，如组蛋白 ，肌动蛋

白 mRNA; (2) 小核 RNA; (3) hnRNA 和一

些胞质 polyA RNA 中含有重复顺序转录本;

(4) rRNA 等。但有关这方面的研究， 大多是

分析重复顺序 DNA 与细胞生长分 化 的相关

性。

Vasseur 等[1 9 ]在小鼠胚胎发生早期 ， 分析

B2 重复顺序的转录产物。 B2RNA 的积累与卵

裂有关。在胚泡中， 内部细胞比滋养外胚层含

有更多的 B~RNA9 而在 7 .5 天胚胎中 ，B~RNJ\
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仅见于外胚层和申胚臣。 Davidson 等问]以爪

瞻为材料， 指出，卵细胞营养细胞月1重复顺序

mRNA表达很微弱，后随细胞分裂逐步增加，至

原肠胚期达最高水平， 成年时又 下降。 Young

等 [ 2 1 J 以果蝇为材 料，其 Copia 和 412 重复顺

序的表达与果蝇发育阶段有关。近二、 三年

来， U 1 小分子 RNA 与胚胎发育阶段的相关

性，引起人们的注意。各种重复顺序家族在胚

胎发育不同时期转录水平各异的结果提示，重

复顺序元件在胚胎发育过程中可能作为协调调

节顺序起作用。

Brulet 等 [ 22J从小鼠筛选到 一具 有转座子

结构的中度重复顺序 DNA，命为 E. T 家族，

在未分化的胚胎癌细胞系中有转录，但诱导细

胞分化后， 检测不出其转录本。Chou 等(1984 )

用二甲基亚帆(DMSO)处理 HL60 细胞使达到

终末分化。从终未分化细胞的 mRNA 逆转录

得 cDNA ， 50%含有重复顺序。含重复顺序的

百分比，比相应的对照组高 20 倍;其中有的含

有 Alu 顺序。 Herget 等 [2 3 J体外培养诱导大鼠

成肌细胞L 细胞分化形 成肌管。从分化肌细

胞 mRNA 的 cDNA 库中筛选得到 一些具阶段

专一性 的 cDNA ( Stage-specific cDNA)，含 有

重复顺序组分。进一步以阶段专一的 cDNA 中

之- pL 6~411 为探针，与成肌细胞和肌管形

成过程的胞质 RNA 进行分子杂交反应，分析

重复顺序元件在细胞分化中的可能作用。结果

表明 ， 与 pL 6-411 相关的转录本在 La 细胞肌

管形成过程中逐步表达和积累。在 pL 6-411 

上有 TGGCA结合蛋白识别部位。已知TGGCA

结合蛋白的结合部位多见于转录的增强子， 腺

病毒复制起点， 以及一些基因 DNA 的超敏感

点。 所以，推测 TGGCA 结合蛋白与靶部位的

相互作用， 调节了阶段和组织专一的基因表

达。

G laichenha us 等[叫从多瘤病毒转化的、以

及正常大鼠成纤维细胞的 cDNA 基因库中筛选

出 4 个 cDNA 克隆。进一步分析结果指出，在

这 4 个 cDNA 中均含有一段共有的重复顺序 ，

有 110 bp ， 1:(: ， 其产物与细胞生长状态相关。另

外， 在 Ha-ra s 和 myc 基因转化的细胞中，其

转录水平也可提高 10-5 0 倍。 Kirschmei町等

(1982 , 1 983)在休外用化学致癌剂、放射等方

法诱发恼齿类细胞转化过程中，伴随一系列含

有类 LTR 顺序的表达。 Housey 等(19 85)在体

内用化学致癌剂诱发皮肤细胞癌变后，检测到

一系列含有 LTR 顺序的表达。推测在细胞转

化过程， 一些调节基因转录的 DNA 顺序的结

构和功能可能发生紊乱，或者伴有内源性逆转

录病毒的表达。我们实 验室在 DENA 诱发大

鼠肝癌发生过程中观 察到 ， 与中度重复顺序

DNA 互补的肝核 RNA 逐步减少[25 J。从大鼠

重复顺序 DNA 库筛选 得一约 5 kb 重复顺序

DNA 片段 ， L 5 B-4。其转录本在大鼠肝和肝

癌细胞核、 质中的分布有差异。与正常肝细胞

相对比，其转录本在肝癌细胞核中减少z 而在

肝癌细胞多聚核蛋白体 RNA 中，不但 相对量

增加、而且还呈现有 3 条与 L5B-4 D~A 片段

可杂交的 RNA 带谱， 正常肝细胞多聚核蛋白

体 RNA 中则无。与处于不同生长时态和病态

的肝组织 RNA 对 比分析结果指出， 肝癌细胞

出现的 3 条 RNA 带谱具有一定的专一性。已

知 L 5B-4 DNA 的一段亚片段对转录起负调

控作用 ， 推测其在肝细胞癌变中可能起一定作
用 [ 26 J 。

Flores 等[川在小鼠心脏细胞观察到，位于

染色体外的、 由不同 重 复 顺序组成的共价

闭合 DNA 量的变化， 与小鼠年龄有一定相关

性。

用于探讨种属关系及其演化意义

对巳知高度重复顺 序与 中 度重复 顺序

DNA 的分析， 及其与某些功能基因同源性的

比较， 提供证据指出， 大多数哺乳类散布的重

复顺序家族是起源于功能基因。又由于所有真

核细胞重复顺序结构间极少相似， 所以，长的

散布重复顺序(LlNES)和短的散布重复顺序

(SINES) 的产生机制各异。一般它们可通过转
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l血 、 复制 、 重排或整 合 等 方 式 演变，而 回

位过 程对 LlNES 和 SINES 的 形成是共同

的。

从 SINES 顺序分析结果中发现， SINES 

中有的与 tRNA 有部分顺序同源性， 而且结构

上， 甚至次级结构上也很相似F 有的则与小分

子 RNA 基因有部分顺序同 源性。如恼齿类 2

型 Alu 顺序家族、大鼠 ID 核心顺序、小鼠 B2
家族、 兔 C 家族、牛或绵羊 73 bp 重复顺序和

小鼠 Bl 家族均分别 与不同的 tRNA 顺序有同

源性; 人的 Alu 顺序家族和小鼠 Bl 家族则与

7 SRNA 有同源性。 'ï SRNA 基因从果蝇到人

类是高度保守的，而与之有部 分同源性的人

A lu 顺序和 Bl 家族则分别在一定范围内分布 ，

少保守。 也就是说， 咱齿 类 的 SINES 在灵长

类中没有发现，反之也同。可能它们的亲代起

源是同一的，在演化过程中， 发生变化后不断

扩增而形成不同的家族 ( 28- 3 1 J 。

对于 LlNES，除 去 长短上与 SINES 有不

同外， 仍具有开放 阅读 框码 (ORF ) 。 如大鼠

2 . 4 kb 重复顺序， 在一条链上有两个 ORF，在

另一条链上有一个 ORF，有多肤顺序的起始

信号和终止信号。 根据核苦酸顺序推测出的氨

基酸顺序， 其 中有一个膜多肤顺序( 32 J 。 小鼠

LlMd 元件的顺序分析，具有两个 ORF，推导

出氨基酸 顺 序与 逆转录 酶的一些区段有同

源 ( 33J。人 TßG 41 是 Kpn 家族中的成员之一 ，

可代表全长F 其一些区段分别与人脑啡吹原

3' 旁侧顺序 、 人 U 3snRNA假基因旁侧顺序、

人免疫球蛋白加工基因 3' 旁侧 顺序、小鼠激

肤释放酶和大鼠促乳素的内含子区有 同 源 性

外，从其 ORF 核苦酸顺序推导出的氨基酸顺

序， 与人的转铁蛋白和乳转铁蛋白有高度同源

性 ( 34J 。

从上述有关重复顺序 DNA 起源及其演化

过程的资料 ， 人们设想利用经筛选得具有一定

专一 性 的重复顺序 DNA 片段，可进行有关

种属关系及其在生物演化中作用等方面的研

究，

摘要.

本文从如下几方面介绍了真核细胞重复顺

序 DNA 结构功能研究的一些进展 : (1) 串联

重复顺序是构成基因多态性的分子基础， 基因

多态性分析已用于家系分析J ( 2 ) 一些短的重

复顺序如 LTR 上具有转录调节信号， 对基因

表达起调控作用 J ( 3) 一些重复顺序的表达，

与细胞生长分化有一定的相关性; (4) 重复顺

序在种属演化中具有一定的意义。
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小鼠胃粘膜细胞和人胃癌细胞间隙连接的超微

结构研究与促癌变剂的影晌来

高 羔 林仲翔吕桂芝周立新 幸f，亚外

(北京市肿瘤防治研究所细胞生物学研究室 )

鲁崎唔吴莲英

(中国科学院生物物理研究所电镜室 )

间隙连接介导的细胞连接通讯在调控细胞

增殖和分化中有重要作 用 [1- 4]。早期的 研

究[5 ， 6] 发现肿瘤细胞缺乏连接通讯功能。进一

步的研究[川口 ]表明肿瘤细胞连接通 讯 抑制 的

程度与细胞的恶性程度，特别是与细胞的锚着

不依赖性增殖能力和转移能力呈正相关F 许多

促癌变剂有抑制细胞连接通讯的作用。由此提

出的假说认为细胞连接通讯的抑制是癌变机理

的一部分， 很可能是癌变促进(Tumor P romo:-: 

tion) 的关键因素，细胞连接通讯的抑制使癌变

启动细胞(Initiated Cells)得以逃避周围细胞的

调控而继续恶变和扩增最后形成癌肿[ 11 ， 1 2 ] 。 日

益增多的关于细胞连接通讯研究资料支持这一

假说F 指出细胞连接通讯功能在癌变促进的过

程中逐渐丧失 [1 1 -1 3 ] 。

细胞连接通讯依赖于相邻细胞膜上间隙连

接的数目和/或其通透性的大小。冷冻 蚀刻电

镜技术能够提供间隙连接结构的基础资料， 对

于了解与细胞连接通讯变化有关的癌变机理是

十分必要 的， 然 而 这 样的研究报道还不

多 [ 14 ， 15] 。 我们 曾观察到人胃癌 MGC-=80 3 细胞

缺乏间隙连接通讯功能[18] ， 提示细 胞连接通

讯抑制也是胃癌癌变的机理之一。为了解细胞

连接通讯抑制的超微结构基础以及与促癌变可

能的连系， 本工作应用冷冻蚀刻电镜技术比较

观察胃癌 MGC:-8 03 细胞与正常小鼠胃粘膜上

* 才写工作由国家自然科学基金项目资助，
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