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摘 要
:

着丝粒
、

端粒和复制起点是保持染色体在有丝分裂时稳定性的重要组分
,

利 用酵母染色体的这 些组

分
,

198 3 年人们首次成功地构建了酵母人工染色体(YAC)
.

此后
,

生物学家对于构建以人类为代表的哺乳动物

的人工染色体产生 了极大的兴趣
,

并于 199 7 年成功地构建了第一条人类人工染色体(HA C)
.

人工染色体具有

极其重要的理论和实际意义
,

不仅可 以作为研究必需组分的基础
,

还为基因治疗开辟了一条新的途径
.

目前
,

人们正致 力于人工染色体的 实际 应用的研究
,

并期望在包括绿色植物 的更多物种中构建人工染色体
,

前景十

分广阔
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真核生物的染色体由 D NA 与多种特异的蛋

白质结合组成
,

是遗传物质的载体
.

所谓人工染色

体
,

就是利用已知染色体结构和功能的必须组分
,

人工构建的小于天然染色体但能在宿主细胞中象

正常染色体一样复制
、

分离和传递的 D NA 结构
.

着丝粒
、

端粒和复制起点是维持染色体稳定

和保证细胞分裂时染色体行为正确的必须组分
.

无论是多细胞生物还是单细胞生物
,

其繁殖都是

以细胞分裂为基础的
.

在细胞分裂过程中
,

染色体

首先需要进行 D NA 复制
,

产生染色单体
,

凝缩并

排列于赤道板上
,

然后在纺锤丝的牵引下染色单

体两两分离
,

移向细胞两极
.

在减数分裂过程中还

涉及同源染色体之间的联会
、

交换和分离
.

正是着

丝粒
、

端粒和复制起点保障了生物体内这一复杂
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过程的正常进行
,

因此人工染色体必须具备上述

3 个成分 (或功能相同的替代成分)
,

才有可能在

宿主细胞中稳定存在并有效遗传
.

人工染色体的构建最初是在酵母中完成 的
,

酵母人工染色体早已成为克隆大片段外源基因的

常用载体
.

随着人类人工染色体的成功构建
,

人工

染色体在基因治疗
、

动植物遗传改 良和遗传设计

等方面的巨大应用前景展现在人们的面前
,

人工

染色体及其必须组分的研究已成为当今生物学研

究的热点
,

本文将对这方面的研究进展作一综述
.

着丝粒

在细胞分裂中期
,

纺锤丝微管结合到染色体

着丝粒区域的着丝点上
,

牵动染色体有规律地分

配到子细胞中
.

纺锤丝为什么能附着着丝粒区域 ?

着丝粒区域的 D N A 序列有何特异性 ? 这些 问题

困扰了生物学家近半个世纪
.

最早对着丝粒 D N A 的结构和功能的研究是

在酵母中进行的
.

酵母的每个着丝粒只与一根纺

锤丝微管相连
,

着丝粒两侧邻近都有基因
.

通过分

离与着丝粒相连的已知基因
,

进行染色体步查
,

并

通过功能验证
,

可 以得到酵母 的着丝粒
.

1980 年

克隆得到了来自酵母第三条染色体区域的着丝粒

(c E N3) {’
,

, J
.

之后科学家们相继分离出了酵母所

有 16 条染色体的着丝粒
.

对这 16 条染 色体着丝

粒 D N A 结构和序列 分析表明
,

酵母着丝粒 DNA
由约 120 bp 保守的 D NA 序列构成

,

称为着丝粒

D NA 序列 (
Ce n tro me re DNA

elem e n t
,

CD E )
.

CD E 分

为 I
、

11
、

111三个 区域
.

CDEI 是一段较为保守包含 8 个核昔酸的序

列 (R T CA CRTG
,

R 表示嘿吟 )
.

CDEl l 是一段 78 -

86 bp 的富含 AT 的 DN A 序列
、

cD EI n 是一段非常

保守包含 26 个核昔酸的序列 (T G了门叮TG N卫叮C
-

CGA AANNN AA A从
,

Y 表示嘀吮
,

N 表示 A
、

G
、

C
、

T )[
3

.

4 ]

继酵母之后人们把有关着丝粒的研究逐步深

人和扩展到哺乳动物
.

其中在老鼠中发现的小卫

星区 (m in o r sa te llite )1, ]
,

猪的染色体着丝粒区的约

为 4 00 bp 的延伸片段t6J
,

以及人和其它灵长类 的
a 一

卫星 D
NA 川

,

被认为是行使着丝粒功能的区域
.

人类的
a 一

卫星 D NA
,

是唯一 已知的人类着丝粒专

一的 DNA 序列
,

由 17 1 bp 的单体串联重复序列排

列成 2 00
一 9 以洲〕kb 不等的高度重复区域

.

人类着

丝粒区域重 复单元的拷贝数
、

插人 的基因 以及

DNA 长度在 23 对染色体中存在较大的差异
.

利用人工合成的
a 一

卫星 D N A 片段和包含有
a 一

卫星 D NA 的人的第 21 条染色体的 YAC 克隆的

研究表明
, a 一

卫星 D NA 的重复序列足够完成着丝

粒功能肋1
.

但是缺少
。 一

卫星 D NA 的着丝粒同样

能完成正常的功能
,

至少发现 了 17 条缺少
a 一

卫

星 D N A 的人类染色体
,

这些染色体在非
a 一

卫星

D NA 区形成 了新的着 丝粒
,

并 与着丝 粒蛋 白结

合
.

进一步的分析表明这些区域的 DNA 结构并没

有发生变化
,

只不过是同一序列 的两种不同的功

能状态【’“J
.

由此看来
, 。 一

卫星 DNA 对着丝粒的功

能并不是 必须的
.

既然 着丝粒并不 要求特定的

D NA 序列
,

拥有较大的可塑性
,

那么如何解 释着

丝粒总是持续并有效地在同一 区域形成呢 ? 有人

认为机体中存在着丝粒激活的机制
,

激 活可能偏

向于
a 一

卫星 D NA 这样有特定的二级结构
、

富含

AT 的重复序列
.

其它的 D NA 序列也可被激活
,

只

不过频率相对较小【”〕
.

与酵母和哺乳动物相比
,

关于高等植物着丝

粒的分子结构的报道相对较少
,

在玉米
、

水稻等物

种中有少量报道【”〕
.

随着模式植物拟南芥基因组

测序完成〔”」
,

关于高等植物着丝粒区域的 D N A 结

构的研究
,

也正在逐步深人
.

在拟南芥的五条着丝

粒区域都存在与人类着丝粒区域
a 一

卫星 D NA 大

小和组成相似的 17 8 bp 的串联重复序列 (被称为

At co n)
.

At co n 的总长度均在 l 《X幻 kb 以上
,

为 中度

重复序列
,

占基因组的 2 % 一 5 %
,

只比 占基因组

8 % 的 18 5 ~ 25 5 rD NA 少
.

At con 区域同人类的
a -

卫星 D
NA 组成相似(都富含 AT )

,

并且 At co n
序列

内重组率大大降低
,

因此有可能是着丝粒的功能

组分
.

除 At c on 外
,

在拟南芥着丝粒区域还发现了

其它的 D N A 重复序列
,

如反转座子
、

转座子 和微

卫星 DNA 等
,

甚至还有功能基因 [ ’4
,

”J
.

虽然目前还没有发现各物种间着丝粒序列明

显的同源性
,

但对真菌
、

哺乳动物和植物着丝粒区

域的 D
NA 序列研究表明

,

真核生物的着丝粒区域

存在一些共性
:
都含有大量的串联重复序列

,

富含

AT
,

含有类似端粒的序列 [’6 」等
,

这些共性可能与

着丝粒的功能和来源密切相关
.

人们根据已有的

资料推测高等真核生物着丝粒的功能和属性也许

并不依赖于 D NA 的碱基序列
,

而是与三级结构或

少数核昔酸产生的曲度有关〔’7J
.

但是要正确解释

着丝粒的结构与功能的关系
,

了解其作用的机理
,

仍需对各物种着丝粒序列进行深人的研究
.
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2 端粒

端粒是真核生物染色体必需组分中研究得最

为清楚的结构
.

真核生物端粒的结构极为相似
,

都

是由 5 一 8 bp 的串联重复序列及其相关的蛋白质

因子组成的复合体
.

如拟南芥的端粒由 CCC I
,

A
-

从7 个碱基的重复序列组成
,

延伸致 2 一 3 kh L’“」
.

端粒位于染色体 DN A 的末端
,

一条链富含 C
,

一

条链富含 G
,

富 G 链的 3
’

端指向染色体末端
,

呈单

链伸出
,

通过非 W as to n 一

Cric k 方式 G = C 链内配

对
,

在其它蛋白质因子 (如端粒结合蛋白)的稳定

作用下
,

折叠成四棱结构
,

端粒具有保持染色体的稳定性
、

保证染色体

的精确复制从而维持染色体长度的完整性 的功

能
.

以前一般认为是端粒酶的作用保持了端粒的

完整性
,

这是因为端粒的结构和端粒酶的作用解

决了在 D NA 复制时由于后随链的不连续复制和

引物的切割所造成的末端的缩短
.

端粒酶上存在

1
.

5 个单位的与端粒串联重复序列互补的 R NA 序

列
,

以这一序列作为模板
,

在端粒酶 (具逆转录酶

活性 )的作用下可 以使缩短的端粒延长
.

近几年

的研究表明
,

端粒的长短及端粒酶的活性同细胞

的衰老和肿瘤的发生有密切关系
.

哺乳动物胚原

细胞端粒酶的活性较高
,

端粒的长度也未因细胞

分裂的周而复始而缩短
.

klJ ]JX 热的体细胞内几乎

没有端粒酶的活性
,

染色体的端粒随着细胞的分

裂逐渐缩短
,

细胞因此失去增殖能力
.

在一些肿瘤

细胞里端粒酶重新获得 了活性
,

这些 细胞在有丝

分裂过程中端粒不至于缩短
,

染色体结构稳定
,

因

此细胞能维持旺 盛 的分裂能力
,

成 为永生 细

胞洲
.

最近科学家们发现除端粒酶外
,

与端粒单链

结合的蛋白 (如纤毛虫 的犯BP 蛋 白
,

人的 Po t 蛋

白 )对于保持端粒的完整性也有很大的作用
.

对于

人类端粒的研究表明
,

至少在哺乳动物中端粒存

在三个相互转化的过程
: t

一

环 (t
一

loo Ps )
,

Po tl p 圈(

Po 即
一

bo un d) 以及端粒酶结合期 L‘ , , 」
.

另外并非所

有生物的端粒都是由简单的端粒重复 D NA 组成
.

在果蝇及其它双翅目的昆虫中不存在特异的端粒

DN A
,

而是由蛋白质结合在染色体的顶端
,

象帽子

一样
,

保护双链 D NA 末端免受核酸酶的攻击或发

生染色体之间的连接反应
.

端粒的另一功能
,

即维

持染色体长度的稳定性
,

则 由反转录转座子 HeT-
A 和 TA RT 来实现

L

圳
.

因此
,

研究端粒结合蛋白对

理解端粒的结构和功能具有重大意义
,

这一领域

的研究必将深人下去
.

3 复制起点

几乎所有真核生物和原核物的染色体
,

无论

其形状是线状的还是环状
,

D NA 的复制都是 由处

在双螺旋结构内部的特定的起始部位开始的
,

这

一特定的部位称为复制起点(O吨in )
.

原核生物由

于染色体很小
,

通常一个复制起点就可 以完成

D NA 的复制
.

而真核生物由于拥有庞大的基 因组

和染色体
,

不可能由单一的复制起点完成 D NA 的

复制
,

因此有多个复制起点
,

并且复制起点的数目

往往超过完成染色体复制的需要回
.

在真核生物

中
,

起点识别复合体 (。ri , re e o , itio n C o l二p le
x

)识

别并与 复制起点相结合
,

在起 始 活化 因子 (如

M CM )的作用下
,

D N A 双链解开形成复制环
,

之后

由引物
、

DNA 聚合酶与模板结合启动复制
.

有关真核生物复制起点的研究是以酵母的 自

主复制序列 (A
u to ma tie R e p lie a tio n 氏卿e n e e ,

A l飞5 )

的研究为基础的
.

利用质粒可以分离得到酵母的
AHS 片段

,

含有 ARS 的质粒在酵母细胞中可以 自

主复制洲
.

典型的 ARs (如 ARs l) 包含 4 个 DN A

序列区
:
A

、

B l 、

玩
、

几[25J
.

其中 A 区在不同的起点

间高度保守
,

包含绝对必需 的 中心序列 (A/ T I
,

I
, -

TAT口AT T以lT )
,

而 B 区在不 同 的起点间变化

较大
.

继酵母之后
,

在其它的物种如脉抱菌
、

豁菌
、

线虫
、

果蝇
、

玉米
、

水稻中也分离出了 A R S
,

它们在

酵母细胞中具有相应的功能
.

利用其它方法
,

在豌

豆和果蝇中确定的复制起始 区含有与 A R S 中心

区相似的富含 AT 的序列比
,

川
.

但是
,

有人认为高

等真核生物对复制起始序列的要求并不像酵母那

样严格
,

甚至可能没有序列上的要求
,

而主要与染

色体的结构特征相关L洲
一

刘
.

遗传物质的复制是细胞生命周期的基本环

节
,

这一过程的物理化学特征早在 1958 年就得到

了确定 [3lJ
.

但是关于真核生物复制的生化过程的

研究仍在进行当中
.

随着基因组时代的来临
,

人们

对于真核生物染色体 D
NA 复制起始的研究逐步

深入
,

了解并控制复制的机理和过程被认为是新

世纪生物学家面临的巨大挑战
、

4 酵母的人工染色体

19 83 年
,

Mu rra y 和 szo s

tak 在大肠杆菌质粒
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pBR 32 2 中加人酵母的着丝粒
、

ARS 序列及 四膜虫

核糖体 RN A 基因
: D NA (Tr )末端序列 (这一序列

结构上与端粒相似
,

具有简单串联重复序列并且

能保持染色体末端不被降解和重组
,

同时使染色

体末端复制完全 )
,

构建了长度为 ro
.

7 kb 的短着

丝粒的环状质粒
.

用这一质粒转化酵母菌
,

质粒变

为线状 (Y】」科)
,

成为第一个酵母人工染色体(Ye -

as t A lti fic ial Chro mo so m e ,

YAC)
.

这一构建的人工染

色体在有丝分裂 时稳定性较差
,

丢失率为每代

39 %
,

而自然的染色体在有丝分裂中的丢失率为

每代 2 x ro
一 ’
左右

.

之后
,

Mu IT ay 和 Sz os tak 又 以大肠杆菌 la lll〔la

噬菌体为基础
,

加上酵母着丝粒
、

ARS 和四膜虫 Tr

末端及基因 T R I〕1 和 HI S3
,

构建成长度为 55 一 56

kb 的 YA C 质粒 Y」」{理 1 和 Y曰犯2
.

新构建的 YA C

有丝 分 裂 的 稳定 程 度 上 升
,

后代传递率大于

9 9 %
.

但与天然的酵母染色体相比
,

其稳定性还是

低了 2 个数量级
,

而且减数分裂 的分离比率也与

期望值有很大偏差
.

这可能是 由于染色体的结构

序列在 YAC 中不如它们在天然染色体中协调
.

如

Tl 末端可能不能完全像真正 的酵母端粒那样发

挥作用 ; CE N 的片段还不 够大 ; 只有一臂有 A咫

等等 [3 2 :
.

YA C 的成功构建为我们理解着丝粒
、

端粒等

功能组分在酵母染色体中的作用提供了依据
,

同

时也对有丝分裂
、

染色体断裂机制的研究
、

细胞同

步研究和染色体进化等方面的研究有着重大的意

义
.

不仅如此
,

YA C 的出现还为基因克隆提供了

新型载体
,

为构建高等生物的基 因组文库提供了

技术 支持
,

在传统的克隆载体中
,

基因插人的容量

是有限的
: 入噬菌体载体的最大容量为 25 kb

,

粘粒

(c os m 记 )系列载体最大容量为 50 kb
,

噬菌体 Pl 系

列载体最大容量为 loo kb
,

因此这些载体的克隆

容量在分析较大的基因或对某些疾病进行
“

步查
”

时就显得微不足道 了
,

因为那些基因可能长达 1

一 Z M b
.

YA C可以允许大至 I M b 的 D NA 插入
,

并

能在酵母菌中稳定地复制传代
.

目前
,

YA C 已广

泛地应用于基因克隆和基 因组文库的构建上
,

在

人类
、

小鼠
、

果蝇
、

拟南芥
、

水稻等高等生物中均构

建了高质量的 YA C 文库
.

在构建 YA C 文库的基

础上
,

1992 年 ro 月美国科学家完成了人 Y 染色

体及 Zl q 的物理图并随后完成 了相应 的测序工

作
t33)

,

2以刃 年完成的水稻的物理图谱也是采用 了

狱c 克隆冈
.

由于 YA c 在稳定性等方 面存在不

足
,

因此人们又构建了基于单拷贝质粒 F 因子的

细菌人工染色体 (BAC) 和基于噬菌体 Pl 的人工

染色体(PA C )
.

BAC 和 PA C 不仅具有较大的克隆

容量(300 kb 左右)
,

可以通过电击高效转化
,

而且

比 YAC更稳定
,

因此具有广阔的应用前景
.

200 1

年公布的人类基因组序列 的草图
,

就是以构建全

基因组的 BAc 库为基础进行测序的扛35, 划
.

5 人工染色体研究的新纪元

YA C 虽然在文库构建
、

基 因克隆和细胞分裂

机制的研究等领域起了巨大的作用
,

但 Y-A C 却只

能在低等单细胞生物酵母中稳定存在
,

难以用来

转化高等生物
.

随着对基因组学研究的深人
,

对多

细胞生物细胞分裂机制的了解
,

以及对高等动植

物着丝粒
、

端粒和 自主复制 因子的克隆和序列分

析
,

自 20 世纪末人们逐渐把注意力放在 了对动植

物尤其是对人类的人工染色体 (H Lll n an AI. tific ial

Ch ro mo so me
,

H AC) 的研究上
,

从而使人工染色体的

研究进人一个新纪元
.

人类人工染色体将为基因治疗提供有效的手

段
.

目前的基因治疗都是把 目标基因用脂质体包

被或用重组病毒转人受体
,

由于细胞总是在不断

地分裂当中
,

要保持外源基因在细胞中的稳定性

和长期的效果十分困难
.

另一方面载体病毒的基

因可能对人体产生危害
,

而病毒蛋白还有可能诱

使病人机体产生免疫反应的危险训
.

而 H Ac 的组

成成分都是来源于人类自身的基因组
,

因此可 以

同细胞中正常的染色体一样复制
、

分裂
、

稳定遗

传
,

并且不会对受体产生毒害
.

因此应用 H AC 有

可能解决基因治疗中的难题
.

199 7 年
,

美国 E ri c
湖畔的 Cle v e la n d 城的 Ca se

We
st e m R es erv e

公布他 们 已构 建成 功第一 代

H A C
,

这是第一条构建成功的哺乳动物 的人工染

色体
.

他们采用来源于人类 17 号染色体的 2
.

7 kb

的 a 一

卫星 D NA 的克隆进行体外连接
,

得到与 自然

染色体相似长度的串联重复序列
.

然后将这长于

1 Mb 的 a 一

卫星 D NA 的串联重复序列与人类端粒

重复序列 (叨人GG G )以及高分子量的基因组 D N A

混合
,

将这些裸露的外源 D NA 用脂质体转人培养

的癌细胞
.

结果在培养细胞中发现了微小染色体

(m ini ch
~

s

om
e
)

.

多数情况下细胞中只存在单个

的微小染色体
,

这些微小染色体在有丝分裂 时丢

失率小于 0
.

5 %
,

说明人工染色体能够保持 拷 贝

数的精确稳定 [s]
.



生 命 科 学 研 究 2(X) 2 年

随后 Ike no 等采用另一种方法得到了人类人

工染色体
.

他们用两个 loo kb 的含有
a 一

卫星 D NA
的 YA C 克隆在酵母的重组缺陷株中繁殖

,

然后利

用重组蛋白的瞬时表达得到了与端粒和选择标记

相连的 YAC 克隆
.

转化培养的癌细胞
,

发现 只有

一个 YAC克隆能在癌细胞中形成人工染色体
,

表

明不是所有的
a 一

卫星 D NA 的片段都具有着丝粒

功能[ , 」
.

H erin in g 等人用 1 Mb 的包含
a 一

卫星 D NA

和其他单拷贝 D N A 的 YAC 克隆与端粒重复序列

和推测的复制起点连接
,

转化培养的癌细胞
,

也成

功地得到了人类的人工染色体L38, 30J
.

除了人类人工染色体之外
,

在锥虫
、

果蝇等生

物中也有应用人工染色体技术研究着丝粒或基因

表达的报道阳 ,’lJ
.

植物作为人类赖以生存的基础
,

其人工染色体的构建也具有十分重要的意义
,

但

与 HA C 相 比
,

植物人工染色体的研究起步较晚
,

直至 20 世纪的最后一年
,

才报道 了在拟南芥
、

玉

米和水稻中开展人工染色体的研究
.

美国芝加哥

大学 Pre us s
博士领导的实验室在精细分析拟南芥

着丝粒区 DNA 序列的基础上
,

正在构建各种组合

的微染色体(m ini ch ro mo
s

om
e
)

,

以确定着丝粒 区的

功能序列侧 旧 本国家遗传所的研究人员采用了

几个包含着丝粒区域的水稻 YA C 克隆同已被克

隆的端粒序列 和 ARS 进行同源重组 (含选择标

记 )
,

正在把筛选到的重组产物转化培养的水稻细

胞以期得到水稻的人工染色体[’3]
.

随着拟南芥基因组测序的完成
,

构建植物人

工染色体被郑重地提到议事日程上
.

在 2 0 以) 年的
“

第十一届国际拟南芥
”

会议上确定的 2
000

一 2 01 0

拟南芥十年发展计划中
,

提出将构建植物的人工

染色体
,

作为植物功能基因组研究和构建虚拟植

物的重要基础和技术手段 〔44 洲
.

植物人工染色体

可以作为载体搭载所有功能未知的基 因
,

从而可

以研究这些基因在植物生长
、

发育等方面的功能
.

因此
,

植物人工染色体将为最终创造出计算机模

拟下的虚拟植物奠定基础
.

与其它转基因方法相

比
,

搭载在人工染色体上的外源基因可能避免目

前遗传转化随机插入带来的基因沉默和受体植株

生活力下降等弊端
,

这将给植物转基因产业带来

无限商机
.

染色体是基因的载体
,

基因组是染色体

的集合
.

在对功能基因组深人研究和虚拟植物发

展的基础上
,

人们还可以采用人工染色体作为元

件
,

在上面装载完成植物正常生理功能所必须的

基因
、

人们希望高效表达 的功能基因和相应的调

控序列
,

从而组装成各式各样新型的
“

人造
”

植物
.

人工染色体极其必需组分的分子生 物学研

究
,

已经被越来越多的生物学家所关注
.

相信在不

久的将来
,

人工染色体的研究与应用将日趋完善
,

从而推动细胞生物学
、

分子生物学乃至整个生命

科学向纵深发展
,

将生物技术引至出神人化的

境地
.
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