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染色体端粒研究的进展

汪国 顺 潘惟钧 程中 和

(北京大学生物学系 100871) 

端拉 ( Telomere)向成真核生物染色体的天

然末端。早在本世纪 40 年代，人们;就发现其

对于染色体的稳定有着十分重要的作用:X 射

线辐射能引起染色体突变，但在染色体末端区

域却很少有缺失与倒位等现象发生; 当染色体

发生断裂H才，其断端不同于天然末端， 具有 站

性， 能在断端处发生融合， 形成多着丝点的环

状或串状等!畸形染色休[1] 。

几十年来，端性被看成是染色休的重要结

构之一，然而人们对它的结构却 一无所知， 随

着分子生物学的发展和对 DNA 复制 机制l 研究

的深入 ， 端位问题又再一次从分子水平上提出

来。 DNA 复制的起始是由 RNA聚合酶在起始

因子的作用下与 DNA 母链结合， 合成一段

RNA 引物，提供一个 3'端瓷基，这样 DNA

聚合酶才能够接着这条引物对母链进行延伸复

制。当链复j\JIJ延伸反应启动后， 5 '端的 RNA

引物便被降解掉， 在新链的 5'端;就留下了一段

空缺而无法填补， 因为任何 DNA 聚合酶都不

能从线性 DNA 的 5 '端部起始合成一段 DNA

链， 而只能从已有链的 3亿0日 端使链延伸。 这

样随着细胞的分裂， DNA 每复制一次， 母链

5'端与 RNA 引物结合的那一段 DNA 无法拷

贝到子链中去， 势必造成 DNA 链愈来愈短，

遗传信息不断丢失。这就是由 Watson 首先提

出的 DNA 末端复制l难题[ 2 ] 。

当然，自然界中各种生物都有各自巧妙的

方法迥避和解决了这一难题。原核生物如细菌

将自己的 DNA 永久性环化， 这种首尾相连的

形式使新链的 3'-0日 端继续向前延伸 ， 而j补 t

RNA 引物被消除后所留下的空缺。 儿噬菌体

DNA 虽是一个线性分子， 它的两个 f端都有

一个 12 b. P. 长的单股互补突出，一旦它感染

细胞后q 就能借助互补突出暂时环化:达到完

全复 11\ IJ 的目的。许多动物病毒 DNA 也为线

线句 它们以核酸多联休方式复ffílJ或末端过剩等

机制j克服了 DNA 复制的 5 " 端缺失[3]。

真核生物的染色体 DNA 都是:线性分子，

它们又泣通过什么方法来达到完全复制的呢?

这个问题一直到 7 0 年代末，由于端粒的分子

结掏的发现，才被真正搞清楚。

一、端粒的 DNA 序列与结构

尽管端粒的概念是k研究高等生物时提出

的 ， 但真正弄清它的分子结构却是在单细胞的

原生生物 l扫完成的。 1978 年 Blackburn 等问

对 四膜虫的 rDNA 进行研究，首次发现四膜

虫 rDNA 分子末端是一连串的六核昔酸重复，

尸'CCCCAA5 ' 1 
序列为 ls ,GGGGTT 3 ' J n 这种重复一般可达几
十次， 总长度为 370-52 0 b. p 。 并发现四膜

虫不同株之间以及不同种之间的 rDNA 末端结

构完全一样，而且这种重复序列总有着某些特

性。 ① GT 链的 5'-3 ' 方向总是指向染色体的

末端，而 CA 链的 5'→ 3 ' 则相反指向染色体中

心。 ③当用限制性内切酶把 rDNA 分子切成

几段， 电泳时发现末端片段长短不一，形成一

个参差不齐的条带， 表明这一六核音酸111复的

重复次数不完全均一。③提纯的天然 rDNA 的

陈阅i首先生与丁明孝老师对本文提出过修改革;

见， 谨表感谢。
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1993 年

的引物。④ rDNA 分子的最末端不能进行末端

标记， 因而推断 rDNA 的分子末端不是游离

的 ， 而是一个回忻结构。

才、民据以上的研究结呆，他们画出了四膜虫

的 rDNA 分子末端结构快式(图 1 )。
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端柑序列(ZDn 区域可以直接用 E ， ω 的
DNA 聚合酶 I 做缺口平移标记 而掺入 α_32p

dNTP， 丧明该链区内有缺口 ( NiCk ) 因而有游

离的 3 1 端起基存缸，可以直接作为攻台w;~合成
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四膜虫大核rDNA 的来端结构[ 4 ]

(a) 迥文对称的 rDNA。

( b ) 末端几百个碱}J;对. 显示 G.T2 链}r;).\(的末端回折; G:f2 链(大;但线)和 C.T2 链(小粗线)内的特异性缺
刻、如箭头所示， 简头方向表示 5 ' -+3气 展靠内的缺刻远离其分子TY.f瑞 100 b .p. 。

(c ) C.A， 链中两个相邻缺刻区域的 DNA 序列。

困 1

由于 DNA 链的回折而形成了一个发夹形结

仰， 且这 -特殊结构是由于 G-G 配对所造成

的， 为氢键所稳定。 G-G 自己对是不遵循 Wat­

son-Crick 的 G-C rq~划规律的。富含 G链的这

些特性对于端粒 DNA 的复制有着重要的意

义。

在细胞中 ， 端粒 DNA 总是在!非组蛋白成

份的蛋白质结合， 形成一个复合体，构成染色

体或染色质的天然末端。这种 DNA 和蛋白质

的复合体常常表现为典型的异染色质或构成染

色体的末端结节[ 7 J 。

1986 年 Gottschling & Zakian 在尖毛虫
Oxytricha 中发现了与端粒 DNA 结合的特异

性蛋白质，其分子量为 55 KD, 26 KD。它们

与端~0l DNA 结合， 这种结合能抗高盐抽捉平1 1

进一步的研究点明，四膜虫内不仅 rDNA

而且其他大核 DNA 分子都拥有同一样的末端

结构。

四膜虫端粒 DNA 结向的发现守，致了许多

其它物种染色体端来主结构的相继发现。表 1 所

列是不同物种的端粒序列的重复单位 [ 5 J 。

由表中可以看出， 端粒 DNA 序列广泛存

在于真核生物的染色体末端， 而且它们基本上

都有着与四快虫端粒序列相同的特点，例如总

有一条链富含有 G ，其 51→ 3 1方向总是 指向

染色休末端，且比反向链长出若干个核昔酸而

造成一种末端突出等。

Henderson 2!罪 [ ð J 川 j 非变性聚丙烯航胶凝胶

电泳、 吸热变性分析，以及 lH 和 31p 的核磁

共振光谱分析丁端脏的 JÞ!瑞结构，证实J飞顶端
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表 1 不同物种的端粒重复 ，

端粒亟复单位. I 生物 休 I t~ 类
人 Homosapiens 11哺乳

绒泡菌 Ph)咽rum 1粘其因

AGGGTT I双泡菌 Didy川川 |粘其菌
11*泡的 NeurospOra I钱其监i

|锥虫阳刚;oma I动基体原虫
短脱虫 Crithidia 励基体原出

!四版!l!. Tetrahyme凡。|纤毛原虫GGGG T'r ， '~，vç --，-， --_._ - _. _-. _- , 
!瞬膜虫 σ~aucoma I纤毛原虫

尖毛虫 Oxytricha I纤毛原虫

GGGGTTTT I棘尾虫 Sty~onychia I纤毛原虫
ìli宇仆虫 Eup~otes 纤毛原虫

GGG(G川TTj草履虫 P川ECium i纤毛原虫

AGGG订(T/C ) 如虫 Pla叫ium ，球原虫

AGGGTπ |拟蓝芥菜 Arabido川 |高等植物
--一一:. :.:._:____ IJ"-"=".I 1 /K .., ~v .~_::__ I~双子叶)

A吧GTTTT 怜liVi Chla哩~dOnto/~~ J芝雪一
国生酵母 S刷zosacch-:酵母
~aromYCe3 pombe I 

Gt ,_,\T ' " ._ .-:. < 
\l - 3}.... I酿酒酵qJ Sacc阳romy-I醉时

Ices cereVtsta 1 

l网柱每菌 Dictyoste- I 
G(H)A Ilium l细胞粘莓菌

告各端粒序;YIJ均只列出富含 G 的那条链，而且其

5'斗'方向均朝!句染色体的天然水端。

核酸酶的处础，但却蚕白质变性剂敏感，因此

推测这种结合是紧密的非共价结合刊]。

Raghuraman & Cech(1 989 )发现尖毛虫

。xytricha 的端植蛋白能与 端粒 DNA 手t 体外

组装成复合体， 并推测出了端植 DNA 与端粒

蛋白的结合模式(9 ) 。

二、端粒酶的发现及端粒 DNA 的合成

为什么端粒的存在可以使染色体 DNA 完

全复制l而不会有末端遗传信息的丢失? 端粒

DNA 本身又是怎样复制的呢?

原生动物学的研究表明 : 纤毛原 虫(如四

膜虫、游仆虫)都有两个细胞核， 大核为营养

枝， 丑因活跃j也转录，负责着个体的表型特

征; 小核是生殖核， 其基因不表达，负担着种

质遗传， 在有性生殖(接合 )的过程中，大核是

由小该发育而成。发 育时， 小 核的单拷贝

rRNA 基因被剪切下来成为染色体的游离基

因， 经过扩增和多倍化， 最后的 rDNA 分子

多达 1 万个。分析这些 rDNA分子， 其末端都

具有端粒序列，即为 (GGGGTT )n 的六核苦酸

重复片段，而从小核 rRNA 基因两侧则找不到

相应的重复片段的模板。很显然，这些末瑞巫

复并非小核遗传的 ， 而是在大核发育过程中添

加到染色体两端的 ( 10 ] 。

1984 年 Shampay [l l] 等为了研究酵母染色

体的端粒结构 ， 构建了一个线性 DNA 质位，这

个线性质粒的一端带有酵母的端粒重复( G1 _ 

3 T) ， 另一端带有四膜虫的端粒重复 (G4TZ ) 。

当这个质粒转化酵母后，发现经过扩增，原有

的四膜虫端粒序列仍都保留着，但 在其后 面

(最末端)又加上了酵母的端位重复。因而推测

端粒的复 ;IJIJ是一种无模板复制，并猜想有一种

具有末端转移酶活性的物质负责着将端粒

DNA 片段加到染色体上。 以此为契机， Blac­

kburn 实验室(I Z ] 利用四膜虫的无细胞 抽提物

在体外进行了端粒"加尾"实验。用合成的四膜

虫米端重复(G4TZ )4 做为引物， 并加入同位素

标记的 dGTP 和 dTTP， 发现四膜虫的 抽提物

能使引物向前延伸上百个核昔酸， 而且是以每

6 个核昔酸为单位延长。如果加入的是酵母端

粒序歹1) ， 则 "尾巴"上加上的仍是;四膜虫的端粒

重复。若用 PBR3ZZ 片段做引物，不能使链延

长。用四膜虫端粒 DNA 的另一条链(CCCCA­

A )4 {拉引物，也不能加尾。 当把反应基质加热

至 90 "c或用蛋白酶处理后， 即失去活性。因而

得出了许多重要的结论: ①端糙的加尾方向

是按富含 G链的 5' 端到 3' 端， 每次是以 TT­

GGGG 为一个单位重复加上的。②它是无模

板重新合成 de novo synthesis ③能特异性

识别拟被加尾的末端序列。④是一种蛋白质

的鸭所催化的反应。并把这种酶称为端粒转移

酶， 现简称端粒网(T巳lomerase) 。
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Greider and Blackburn[l 3 ] 对四膜虫的端

粒酶蛋白进行了分离纯化。该酶的分子置在

200- 500 KD 之间。如此大的分子量， 以及对

RNA 酶的极为敏感性， 说明了端粒 酶是一种

RNP 结构c

198 9 年 Greider 等又对端粒酶中的 RNA

成份进行了克隆有1 序歹IJ 分析， 发现端位酶

RNA 是一个 159 碱挂的小 RNA， 其中 46 ， 47 

和 48 位的核昔酸被修饰过，而这一位置恰恰

有 CAACCCCAA (t0 序列 结构。用反义 RNA

封闭该区域，能师;住IJ端粒酶的活性， 从而提出

了端粒酶 RNA 的 CAACCCCAA 序歹IJ是该酶

的一个活性位点，并为合成 TTGGGG 的端位

重复提供模板[ 14] 。

1990 年 Blackburn 实验室的余国良(Yu )

等对四膜虫端粗酶 RNA 的基因的核心序列

5 ' CAACCCCAA 3' 进行了点突变， 后将其插入

质粒转化四膜虫，果然发现受体细胞后代的染

色体两末端出现相应突变的端粒序列，从而以
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端粒酶反应机1hlj : cl爬行"模型

图 2 由于发生链内 轧/G. 配对形成局部双
链并使链移位， 似尺蟠虫爬行， 故称为
"lncøwørm Model " 。

实验遗传学方法在基因水平上证实了端粒酶
RNA 的核心序列是拷贝端粒 DNA 的模板[ 1 5] 。

最近从游仆; 虫的端粒酶中发现了相似的

核心 RNA 片段 CAAAACCCCAAAA 以做为

游仆虫 的端粒草复 GGGGTTTT 的合成模

板[5] 。

端粒酶是如何合成端位 DNA 的呢? 人们

根据端位 DNA 以及端胆酶的特性提出端粒延

长的 "爬行"模型( 图 2 ) 。

从图 2 中可以否出，端粒合成必须有三个

步骤 : ①端~}ì:酶对已有的末端的识别和l结合。

②根据内设的 RNA 模板添加互补的核背自主

并聚合。③移位使端拉里复得以连续拷贝。

端粒酶能够"自 主"地对端粒 DNA 的 G­

富含链进行加尾延 i乏，而 G-富含链又能通过

G-G 配对使其终端形成国 J斤，这样 DNA 复制

时，新链 5'端缺失就可以得到补齐( I到 3 )。这

就是其该生物解决 DNA 末端复制难题的方

j去 。

三、瑞粒的其他特性与功能

( 一 ) 端粒与非组蛋白结合

端粒 DNA 总是和非组蛋白紧密结合。 四

!民虫大核 DNA 的 ( G.T2 )n重复片段不能被小球

菌核酸酶所消化，这种受保护的片段长度可达

300- 400 b. P. ， 并且让作为一个整体受到保

护的。所以端位 DNA 并不形成核小体结

构[1 6 ， 17]。游仆虫和尖毛虫的端粒结合蛋白已

经被找到 [ 8 ，.IJ]。 这种核酸与蛋白质的结合关系

可以从许多种生物的染色体制l片中看到 ， 用蛋

白质银染的方法对粗线期的人卵细胞染色体进

行染色，发现端粒部位出现浓染，而其它部位

出现不完全染包或不染色[ 18]。爪拾灯刷染色

体中也能见到顶端有球形结节的结构[ 1 9]。这

些端粒蛋白质就象|坷顶 IpiJ+盖在线性 DNA 两

端，使其末端具有隋性，保持着遗传系统的稳

定，并有可能参与染色体的空间组织。

( 二)染色体的端位可以相互"并合"

无论是同源染色体还址异源染色体，它们
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围 3 线性 DNA 复制时 5' 端缺失补齐机制

的端粒常常会发生 暂时 的井合。 第一次减数

分裂前期，端;f)L聚集在一 起， 并处于核膜周

围 ， 这样染色休就呈现出一种"花束"状排列

( bouquet orientation ) [ 2 0] 。 双翅 目染色体的双

线期 ， 异 i原染色休相互配对(异位配到 川才， 端

粒的并合参与了这一过程的友生 [ 2 1 ， 2 2 ] 。 人

卵细胞的粗线期染色体(联会复合体形成的早

期)，染色体的问己对首先发生于染色体 末端的

端粒位贵[ 18]。爪蛤的灯刷染色体末端也出 现

相互融合现象[ 19]。洋葱根尖细胞问期 染色体

的瑞机似乎足以成到的方式相联合 [2 3] 。

休外的端杭 DNA 也有相互利l附的现象。

Lipps 发现提纯的尖毛虫大核 DNA 相五 jf: 合

成大的多聚体， 并认为是由于端粒 DNA 间相

互并合所造成的 [叫。 Oka 又对这一现象进行

了研究， 他们发现这种粘附现象明显不同于互

补单链间的阳对 [ 2G] 。

这种端性与端粒间的相互作用意义还不十

分沾楚.人们认为它一定影响 着染色体的行

为， 如基因草纠以及基因表达。 这一方而还需

要进一步的研究。

(三 ) 端粒的长度与 序列变化及其引起的

细胞效应

端舵的民度与序列变化常常伴随着一些有

趣的生物学现象发生。余国良等 ( YU ) [1 5] 用显

微注射的方注:附天然的以及人工突变的端粒酶

RNA 基因 导入四膜虫。 结果发现z 注射天然

野生型基因 lí~ !Jl1膜虫与未注射的对照组没有差

异。而注入突变基因的 四 膜 虫 变得形态异

常巨大 、 jf3状不规则并且老化。大多数后代都

死掉。 检查其端粒 DNA， 发现已掺入突变序

列， 且长度耍么比平均长得多，要么短得多 ，

表现为揣粒长度调节机制!紊乱或端粒延长系统

缺陷。

酵母 estI 株是一种不能有效进行线性染色

体复制的突变株， 它的端粒长度随着细胞分裂

而缩短，同时它的活力、 集落形成能力也不断

下降而最终出现老化[叫。

Harley 寄~m人的端拉!在复片段 ( TTAGG-'

G ) 3 儿'探针对胎儿的细胞株、 新生儿细胞株以

及青年和老年的细胞株的端粒长度进行了研

究‘ 发现随着年龄的增长， 人的成纤维细胞的

端;性序列长度不断下降[27] 。

端站立 DNA 和着丝粒 DNA 一样是一种结

构 DNA， 以上的研究成果表明 : 端粒结构不

仅仅是为染色体的完全复制所必需，而且端粒

的变化可以引起细胞形态乃至于生命状态的变

化， 因此可以推测: 端粒在参与细胞功能的同

时，还参与着细胞结构的构建。

( 四 ) 端粒与 :攘膜的关系

本世纪初， 许多细胞学家就发现动 、 植物

细胞中期 、 间期染色休有不随机分布性。 他们

常常看到端粒位于核膜附近， 总是位于与着丝

粒相对的位置， 并把 这一现象称为 " Rabl 定

向 "[2 8 ] 。

Fussel1 用 3H-T 对洋葱根尖细胞进行脉冲

标记，发现无论是 G) 期、 S 期、 G2 期还是早

前期 ， 其染色体的走向都和分裂末期的染色体
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一样， 着丝M[异染质聚集于核的一边， 而端粒

则位于名丝粒的气才侧，成i放在状分布，端柏.和

着丝粒均与核膜逼近，并认为可能正是这种与

核膜的紧密结合关系 ， 绊;冉着细胞染色体的宅

间定向，使得染色体所携带的信息能有秩序而

又有效地复制表达l23 ] 。

Mathod 用光镜摄像系统对果蝇唾腺的多

线染色体进行断层分析，计算机重建了唾腺染

色体的三维空间模型，也发现染色体的顶端常

位于核膜下(2 Q] 。

(五) 端粒与细胞核骨架的关系

Shoeman 等在体外进行了中间纤 维 蛋白

Vimentin 和 Lamins 与不同蒜核苦酸序列之间

的吸附实验。发现端粒序歹Ij与中间纤维蛋白有

很高的亲和性，并把这种亲和部位 确定到 N

端的螺旋区[ 3 0 ] 。

Olins 等从游仆虫中分离出端位蛋白 ， 分

子量为 55 kD，用特异性的中间纤维单克隆抗

体进行免疫印迹，发现 55 kD 和 68 kD 条带处

有阳性反应。 因而他推断端位蛋白与中间纤维

以及 Lamin有关，可能它们共同组成大核的核

骨架系统[ 31] 。

我们实验室用 HeLa 细胞为材料， 用选择

性抽提方洁，分离 H-\ f主忏架，并从而得到与核

骨架紧密结合的 DNA， 然后用人的端粒序列

为探针与之杂交，结果表明端粒富积在核骨架

上，因此， 从一方面证明了染色体端粒与核骨

架的结合关系 (32] 。

总之，端粒的研究已经从研究其 DNA 序

列及其与染色体复制关系发展到对其多方陌生

物学功能的研究。 目前人们尤为感兴趣的是它

与陆骨架.(包括核纤层 )以及染色体空间定位的

关系 ; 端粒酶做为反转录酶 的 一 种特 殊类型

(酶自身含有其作用底物愤极)所具有的生物学

特性等。

摘 要

tI;M校为真核生物染色体的天然末端。. 它对

站已:外的 f.ó í:之以及染缸体的元:r:::豆，WJ有着十分

重要的作用。许多种生物的端粒 DNA 分子结

构及其复制 -1~ L jj]IJ 口被阐明，不少资料显示端粒

在细胞中有着特殊的行沟， ;)í:推测端位可能参

与了 染色体的空间组织等核功能。
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人嗜中性白细胞活化蛋白-1 /白细胞介紊乱的研究进展

会冬雁 侯云J生

(r归国预防医学科学院病毒学研究所病毒基因工科国家重点实验 r1I 北京 ， 100052) 

细胞因子 (cytokine )是由人体及动物休的

各种细胞所产生的一类负责调节免疫反应强度

与时相的低分子盎(< 8 0 kD)糖蛋 白 ， 通常' 以

自分泌或旁分地的方式在一定的时间与空间内

通过与受休结合而发挥极其 强有力 (一般在皮

序尔水平即有效)的作用。各种细胞因子既相

互联系又相互拮抗， 构成细胞因子网络 ( cyto­

kine network ) [l)。人 l哺 中 14: 向细 胞 活 化蛋

白 -1 /白细胞介京-8 ( neutrophil activa ting 

protein- 1/ interleukin-8 , N AP- l / IL-8 HI近年

来阳明的一种新的细胞因子， 有 关 i亥 因子的研

究进展，可从一个侧面反映日前有关细胞因子

的研究方怯、 内容及特点。

一、 NAP-1 /IL-8 的研究历史

传统的细胞免疫学根据l嚼巾 '1 '1: t l 细胞随环

境中化半物质的浓度梯度进行定向移动的生物

学现象描述了 11吉巾性自细胞趋化因子的活性，

同样也描述了Ilf!i ti I 'I' Þ. ~!细胞活化 !母 子及淋巴细

胞活化因子的 ì~. -t'l:。在 198 7 年间，若干个不同

的研究小姐先后独立地阐明了暗中性白细胞活

化因子的…级结构。但 由于各小姐的研究出

友点及沿袭用有不同，因此造成同一种细胞因

子采用多种命名的忻况。在文献巾出现过的该

因子曾用名包括: 耳1 核细胞j)J;t性的暗中 11: 自细

胞.活化 因子 ( monocyte-derived neutrophil 

activating factor , MDNAF )[ 2 ) 、 单按细胞源性

的 n吉中性白细胞 趋化 闪子(monocy te-deri v ed 

neutrophi l chemotactic factor, MDNCF ) 、 暗

中性自主Illll但活化因子 (NAF ) [ 3 )、嗜中性自 !III胞

活化蛋白- 1 ( neutrophil-activating protein- l)、

粒细胞趋比肤 ( granulocyte ch emota ctic pep­

tiäe, GCP ) [ 4 ] 、 淋巴细胞源性的暗中性 !三|细胞

活.{七月t ( lymphocyte- derived neutrophil activ ­

ating peptide, LYNAP ) [町、 T 淋巴细胞趋化

因子 ( T-lymphocyte chemotactic factor ) [町等

等。这些命名反映了该网子的多种活性、多种

产生细胞及多种效应细胞，但也造成一定的混

乱与不便。有鉴于此， 1 98 8 年 12 月在伦敦召开

的新啃巾性白细胞活化肤同际会议白建议将

该因子统一命名为自细胞介素_8[7 )。但由干发

现该因子代表着结向及功能相似的一个蛋白质

超家族 、 因此白细胞介东斗的命各也受到质疑。

随后提出了一个暂定名 = 嗜中性自细胞活化蛋

白 -1 / 白细胞介京-8(NAP-1 / IL-8 ) ，目前被

散文献所接安， 9
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