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摘!要!癌细胞的一个显著细胞遗传学特征是染色体非整倍性畸变$但其畸变的机制至今仍然不清&因此$从与染

色体分离直接相关的着丝粒点变异的角度$采用?ABCDE同步银染技术对=>?$!-细胞和@’()细胞染色体?A变

异进行了分析$以探索癌细胞非整倍性畸变的发生机制&结果表明#!%"=>?$!-细胞染色体?A缺失率为%9"’F)

迟滞复制率为&9!$F)小?A率为%9$!F)?ABCDE融合率为&9)’F$与正常人胚胎绒毛细胞染色体?A相比较$

=>?$!-细胞染色体?A缺失和?A.CDE融合显著升高!/"&9&%!’"$而?A迟滞复制和小?A两者没有显著性差

异&!!"@’()细胞染色体?A缺失率为!9"-F)迟滞复制率为&9)(F)小?A率为%9"-F)?ABCDE融合率为&9

"%F$与正常人胚胎绒毛细胞染色体?A相比较$@’()细胞染色体?A缺失和?A迟滞复制显著升高!/"&9&%!’"$

而小?A和?ABCDE融合两者没有显著性差异&提示=>?$!-细胞染色体非整倍性畸变可能主要源于?A缺失和

?ABCDE融合$而@’()细胞染色体非整倍性畸变可能主要源于?A缺失和?A迟滞复制&
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!!染色体着丝粒点!:+6QN80+N2:A8QO$简称?A"又
称动粒子!X26+Q8:38N+"$位于染色体着丝粒区$通过
特殊的银染方法可使?A被染成黑色&主要由着丝
粒蛋白!:+6QN80+N+PN8Q+26O$?/CYO"和少量着丝粒
区ZC@共同构成的一个三层盘状结构*%+&?A是细
胞分裂时纺锤丝微管在染色体上的附着点$与染色
体分离直接相关&
在细胞分裂中$染色体不分离或错误分离将导

致细胞非整倍性畸变$但其发生机制问题一直尚未
阐明$而癌细胞的一个显著细胞遗传学特征是染色
体非整倍性畸变&曾有学者提出$着丝粒区?A缺
失可能是非整倍性畸变形成的潜在根源*!$-+$[2L曾
采用抗着丝粒点抗体免疫荧光技术对肿瘤细胞染色

体?A变异进行了研究$揭示其?A缺失现象较为普
遍$因而提出肿瘤细胞染色体?A缺失是导致其非
整倍性畸变的根源所在的新机制*(+&
鉴于国内外对恶性肿瘤细胞?A变异的研究报

道较少$因此$我们从与染色体分离直接相关的?A
变异角度$采用?A.CDE同步银染技术对=>?$!-
和@’()细胞染色体?A变异进行分析$以探索?A
变异与癌细胞染色体非整倍性畸变的关系$对肿瘤
发生的早期预防提供实验依据&

%!材料和方法

@A@!细胞来源
人胃腺癌细胞株!=>?$!-"和人肺腺癌细胞株

!@’()"由重庆医科大学病理学教研室提供&

@A6!方法

%9!9%!细胞培养
将=>?$!-细胞和@’()细胞在含有%&F新生

牛血清的 EY\UB%#(&!26S2QN8L+6"培养基中培养$

?D!’F$饱和湿度$培养温度-"]&细胞处于对数
生长期时备用&

%9!9!!染色体制备

=>?$!-细胞和@’()细胞经传代后培养至($
3加入秋水仙素!终浓度&9!#L,0I"处理培养物#
3&弃掉培养液$用&9!’F浓度胰蛋白酶!上海生
工"溶液消化细胞-026$吸管轻轻吹打瓶壁使细胞
脱瓶$%&&&N,026离心%&026收集细胞&染色体制
备按如下步骤#收集的细胞经&9&"’08,,I浓度的

?̂,溶液在-"]条件下低渗处理!’026$加入’滴
固定液!甲醇#冰醋酸$-#%"预固定$%&&&N,026离心

%&026$弃掉上清液$加入固定液’0I$吸管吹打使
细胞混匀$在室温下固定-&026$%&&&N,026离心%&
026$弃掉上清液$再加入固定液’0I$在室温下重
复固定!&026$%&&&N,026离心%&026$弃掉上清
液$加入适量固定液制备成细胞悬液$滴片&
正常人胚胎绒毛取自妊娠"!%!;孕妇人工流

产绒毛$并采用直接法制备染色体标本&

%9!9-!染色体?ABCDE同步银染
制备好的染色体标本在室温下放置%&!%!A$

按我室改良的?A.CDE同步银染技术制作?A带
标本*’+&

@A7!($变异分析标准
在正常情况下$一条中期染色体着丝粒区存在

!个深染的圆形小体!见图%.1"$如果某条中期中
期染色体着丝粒区未见圆形小体或着丝粒区边缘仅

见一个$则计为?A缺失!见图%.A"’如果在着丝粒
区正中央存在一个深染小体$则计为?A迟滞复制
!见图%.:"’如果Z)>组染色体中$一条染色体的
一个或两个?A与其临近的随体区CDE处的银染物
质混合在一起$使两者不能相互区分$则计为 ?AB
CDE融合!见图%.R"’如果某条染色体?A与同一
核型中其它?A相比$形态小于%,!则计为小?A’如
果一条染色体上存在!对或!对以上?A$则计为多
重?A&
如果上述的任何一种情况是发生在!条染色体

上$则计为!次$如果发生在-条染色体上$则计为

-次$依此类推&

图@!($分析标准模式图

19正常?A!R9?ABCDE融合!:9?A迟滞复制!A9?A缺失

B,CA@!!"1’$1*$+&$)2,C#*)&2($1’18%/,/
19C8N01,?A!R9?ABCDE101,L101Q286

:9?AN+P,2:1Q286,1LL1NA!A9?A,8OO

@A;!统计学方法
实验数据采用多个样本率!! 检验$检验标准

"_&9&’$如/"&9&’$两个样本率间!实验组与对
照组间"的比较用!! 分割法$检验水准"‘_",!!D
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.%"_&9&%!’&采用aYaa%%9$统计软件对实验数
据进行处理&

!!结!果

本研究所分析的=>?$!-细胞和@’()细胞是
典型的非整倍性细胞群$其染色体数目从%-条至

%’"条变化$而大部分染色体数目集中于’!条至"#
条之间&

6A@!34(567细胞染色体($变异分析结果
分析=>?$!-细胞染色体分裂相-!$个$共计

!&%(!条染色体$检出?A缺失染色体-’!条!占%9
"’F")?A迟滞复制染色体’#条!占&9!$F")?A.
CDE融合染色体%)%条!占&9)’F")小?A染色体

-##条!占%9$!F"&分析正常人胚胎绒毛细胞染色
体分裂相-#"个$共计%#$$!条染色体$检出?A缺
失染色体(!条!占&9!’F")?A迟滞复制染色体!)
条!占&9%"F")?A.CDE融合染色体$’条!占&9
’&F")小?A染色体!$&条!占%9##F"!见表%"&
两组相比较$=>?$!-细胞染色体?A缺失和?A.

CDE融合发生率显著升高!/"&9&%!’"$而?A迟
滞复制和小?A没有显著性差异!见表!"&

6A6!9:;<细胞染色体($变异分析结果
分析@’()细胞染色体分裂相!)%个$共计

%"%’#条染色体$检出?A缺失染色体(#$条!占!9
"-F")?A迟滞复制染色体%#%条!占&9)(F")?AB
CDE融合染色体%!%条!占&9"%F")小?A染色体

!)"条!占%9"-F"&分析正常人胚胎绒毛细胞染色
体分裂相-#"个$共计%#$$!条染色体$检出?A缺
失染色体(!条!占&9!’F")?A迟滞复制染色体!)
条!占&9%"F")?ABCDE融合染色体$’条!占&9
’&F")小?A染色体!$&条!占%9##F"!见表%"&
两组相比较$@’()细胞染色体?A缺失和?A.CDE
迟滞复制发生率显著升高!/"&9&%!’"$而?ABCDE
融合和小?A没有显著性差异!见表!"&

6A7!多重($变异
我们在!个=>?$!-细胞和%个@’()细胞中

还观察到存在多重?A现象!见图("$这种现象在非
癌细胞中是极其罕见的&

表@!34(567细胞#9:;<细胞与正常人胚胎绒毛细胞染色体($缺失#($迟滞复制#($DEFG融合#小($比较

H1=8)@!(&+I1*1",&’&’($J1*,1",&’&2($8&//$($*)I8,-1",&’81CC1*$$($DEFG1+18C1+1",&’1’$

/+188($=)"?))’34(567-)88/$9:;<-)88/1’$K#+1’’&*+18)+=*%&’,-J,88,

分裂相计数

\+Q1P31O+

C50R+N

染色体计数

?3N808O80+

C50R+N

?A缺失

?AI8OO

?A迟滞复制

?AE+P,2:1Q286

I1LL1NA

?ABCDE融 合

?ABCDE

@01,L101Q286

小?A

a01,,?A

=>?$!- -!$ !&%(! -’!!%9"’F" ’#!&9!$F" %)%!&9)’F" -##!%9$!F"

@’() !)% %"%’# (#$!!9"-F" %#%!&9)(F" %!%!&9"%F" !)"!%9"-F"

/0RN7862:

S2,,2:+,,O
-#" %#$$! (!!&9!’F" !)!&9%"F" $’!&9’&F" !$&!%9##F"

表6!实验组与对照组之间统计分析%!6 检验&

H1=8)6!!"1",/",-181’18%/,/%!6")/"&=)"?))’)LI)*,+)’"18C*&#I/1’$-&’"*&8

?A缺失

I8OO

?A迟滞复制

?AE+P,2:1Q286I1LL1NA

?ABCDE融合

?ABCDE@01,L101Q286

小?A

a01,,?A

三组比较

!?80P1N+A=>?$!-$@’();2Q3Q3+:86QN8,"
/"&9&’ /"&9&’ /"&9&’ /#&9&’

=>?$!-与对照组

!?80P1N+A=>?$!-;2Q3Q3+:86QN8,"
/"&9&%!’ /#&9&%!’ /"&9&%!’ /#&9&’

@’()与对照组

!?80P1N+A@’();2Q3Q3+:86QN8,"
/"&9&%!’ /"&9&%!’ /#&9&%!’ /#&9&’

#"!!#期!!!!!!!!!!!!!何俊琳等#=>?$!-和@’()细胞染色体着丝粒点变异



图6!34(567细胞($变异

%#?A缺失’!#?A迟滞复制’-#?ABCDE融合&

B,CA6!()’"*&+)*,-$&"/%($&J1*,1",&’&234(567-)88/
%#?A,8OO’!#?AN+P,2:1Q286,1LL1NA’-#?ABCDE101,L101Q2869

图7!9:;<细胞($变异

%#?A缺失’!#?A迟滞复制’-#?ABCDE融合&

B,CA7!()’"*&+)*,-$&"/%($&J1*,1",&’&29:;<-)88/
%#?A,8OO’!#?AN+P,2:1Q286,1LL1NA’-#?ABCDE101,L101Q2869

图;!多重($变异
箭头示多重?A变异&

B,CA;!M#8",I8)-)’"*&+)*,-$&"/%($&J1*,1",&’
@NN8;26A2:1Q+O05,Q2P,+:+6QN80+N2:A8QOS1N21Q2869

-!讨!论

恶性肿瘤细胞染色体非整倍性畸变机制至今尚

不清楚&b316L提出-着丝粒爆开.导致染色单体期
外分离是其形成途径之一*#+$但从染色体?A变异
角度来探索肿瘤细胞非整倍性畸变机制的报道尚不

多见&[2L$Y1;+,+Qc$@RN2+5及I+8:1A21等*($"!)+报
道染色体?A是纺锤体微管附着)运动和细胞周期
监控的重要结构区$是染色体能否正常分离的基本
结构$无?A结构的染色体其着丝粒功能失活$不能
被纺锤丝微管附着$造成分裂中期纺锤丝微管不能
将染色单体牵引至赤道板两极$使分裂后期染色体
不能正常向两极移动而导致染色体不分离或错误分

离$从而形成非整倍性畸变&此外$对一些非癌细胞
染色体?A变异的研究也提示$染色体?A缺失的中
期染色体易于在分裂后期形成非整倍性畸变*!$-+&
本文对=>?$!-细胞和@’()细胞染色体?A变异
分析表明$其?A缺失较为普遍$而这种现象在非癌
细胞中是极其少见的*%&+$这提示=>?$!-细胞和

@’()细胞高频率的?A缺失可能与其非整倍性畸变
相关&
以往在非癌细胞染色体?A研究中曾提出?A

迟滞复制会增加非整倍性畸变风险$我们在@’()
细胞中发现存在高频率的?A迟滞复制现象$对其
可能造成的后果我们作如下解释#由于?A迟滞复
制导致中期染色体着丝粒区仅存在一个单一?A结
构$其结果是分裂后期纺锤丝微管不能将两条姊妹
染色单体正常分离$最终造成两条染色单体进入同
一细胞或发生丢失而形成非整倍性畸变&

-?ABCDE.融合!即Z)>组染色体CDE银染物
质与其临近的?A结构混合在一起"是我们过去在
非癌细胞?A研究中首次提出的一种新的细胞遗传
学现象*%&+&我们认为?A与CDE银染物质的混合
可能对纺锤丝微管与?A之间的联系产生一定的干
扰和阻碍作用$从而引起染色体非整倍性畸变&本
文研究的=>?$!-细胞存在高频率的-?ABCDE.融
合现象$我们认为-?ABCDE.融合可能是造成该癌细
胞非整倍性畸变的途径之一&
在我们所研究的这两种癌细胞株中没有发现小

?A频率显著升高$但不排除小?A会影响附着于染
色体上的微管数量$进而影响纺锤丝微管对赤道板
上染色体的平衡牵引$最终导致非整倍性畸变的发
生*%%+&
在非癌细胞中见到的双着丝粒或多着丝粒染色

体往往只在其中一个着丝粒区存在?A结构$没有

?A结构的着丝粒不能被纺锤丝微管附着$因而这类
染色体能够比较稳定地在细胞世代间传递&而在本
研究中$观察到某些=>?$!-细胞和@’()细胞染色

$!! 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!&&’!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



体存在多重?A现象$具有多重?A结构的染色体往
往不稳定$这是由于分裂后期时$附着于多重?A上
的纺锤丝微管可能会因其向两极的走向不同而形成

-后期桥.$结果易于造成染色体断裂而形成新的结
构异常染色体&由于多重?A现象在非癌细胞中极
其罕见$它是否可作为癌细胞的一种细胞遗传学标
记尚待更进一步的证实&

a156A+NO等*%!+采用免疫组织化学和细胞遗传
学技术分析了口腔癌细胞染色体分离$发现在细胞
分裂过程中$其?A蛋白成分缺陷$使纺锤丝微管对
染色体的捕获失败或造成排列障碍$从而导致染色
体不分离)丢失或分裂后期迟滞$引起染色体非整倍
性畸变的产生&?A是蛋白质和ZC@复合结构$受
特定基因控制合成$因而任何能导致这些基因活性
改变或突变的因素都可能引起?A蛋白合成障碍而
出现?A变异状况&某些癌细胞的非整倍性畸变可
能涉及到?A变异的一种或几种情况$但并非癌细
胞的所有非整倍性畸变都涉及?A变异$或许还涉
及到其它一些途径$如着丝粒爆开)纺锤体异常)姊
妹染色单体迟滞分离等&
细胞癌变是一个相当复杂的生物学过程$非整

倍性畸变是恶性肿瘤细胞的显著细胞遗传学特征$
其机制尚未阐明$它是肿瘤发生的原因还是结果$目
前也尚无定论$V1R1N25O等*%-+认为非整倍性畸变是
诱发肿瘤产生的重要因素&我们现在虽不能就此断
言?A的这些变异是癌细胞必定出现的标记特征$
但从与染色体分离直接相关的?A角度来探索癌细
胞非整倍性畸变的发生机制是有意义的$这对肿瘤
早期诊断及预防有一定的参考价值&
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