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端粒是染色体末端一种特殊的富含鸟嘌呤

( guanosine, G)的结构。国外多项研究发现 [ 1, 2]在某

些离子条件下 , 端粒 3′富含 G的尾链可以在分子

内折叠或分子间相互作用形成特殊的二级结构 ,

即鸟嘌呤四链体( guanosine- quardruplex structure ,

G4)。此结构由三个平行排列的平面状四分体堆积

而成 ; 每个四分体由 4 个 G通过分子间氢键连接

构成。进一步研究发现 [ 3] 端粒酶对端粒 DNA引物

的识别是其链状结构而非特异的序列。G4 的形成

改变了端粒末端 3′单链的链状结构 , 并对端粒酶

活性产生影响 [ 4]。因此 , 寻找 G4 在细胞内存在的

实验证据有十分重要的意义。国外学者 [ 1]通过核磁

共振 ( nuclear magnetic resonance , NMR) 氢谱、晶

体衍射法在体外证实了 G4 结构的存在。为了进一
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加速 d(TTAGGG)4、d(TTAGGG)5 在凝胶中迁移速度。【结论】在体外 ,K+、Na+可诱导含端粒重复序列的核苷酸
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Abstract: 【Objective】 To observe the effects of K+ or Na+ on the second structure of the oligonucleotides

containing telomeric repeats in vitro.【Methods】 In the presence of K+ or Na + , the spectrum changes of the

oligonucleotide d (TTAGGGT) containing telomeric repeats were observed using nuclear magnetic resonance (NMR)

spectrometer. The mobility of d(TTAGGG)3, d(TTAGGG)4 and d(TTAGGG)5 were surveyed using polyacrylamide gel

electrophoresis under non- denaturing condition.【Results】In the buffers consisting of K+ or Na+ , the nucleotide d

(TTAGGGT) showed three peaks meaning G- quartet formation within the“chemical shift”field of 11～12 ppm ; and

the ability that K+ stabled G- quadruplex structure was more powerful than that of Na+. Both K+ and Na+ were able to

speed mobility of d(TTAGGG)4 and d(TTAGGG)5 in the gel eletrophoresis .【Conclusion】Both K+ and Na+ are able to

induce the oligonucleotides containing telomeric repeats to form G- quadruplex structure in vitro.
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图 1 常温下 d(TTAGGGT)的 NMR 检测结果

Fig1 The results of NMR of the oligonucleotide d

(TTAGGGT) at room temperature

A:At the absence of Na+, the d(TTAGGGT) only showed a series

of sharp peaks within the“chemical shift”field of δ7～9 .B: In the

presence of Na+ , the d (TTAGGGT) showed additional three peaks

within the“chemical shift”field of δ11～12

步丰富 G4 在细胞内存在的实验证据 , 本文拟通过

两个体外实验观察 K+、Na+ 对富含端粒重复序列

寡核苷酸的二级结构的影响 , 以探讨细胞内液中

K+、Na+是否利于端粒末端形成 G4, 为深入研究端

粒维持机制奠定理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料与主要仪器

NMR 氢谱测试用寡核苷酸(5′- TTAGGGT- 3′)

和凝胶电泳用寡核苷酸 d(TTAGGG)3、d(TTAGGG)4
及 d(TTAGGG)5 由上海生物工程公司合成。重水、

氯化钾(KCl)、氯化钠(NaCl)、乙二胺四乙酸(EDTA)、

磷酸二氢钾(KH2PO4 )、磷酸二氢钠(NaH2PO4)、聚丙

烯 酰 胺 由 Sigama 公 司 提 供 。 NMR 氢 谱 仪

( AVANCE300MHz 型 ,美国 BRUKER 公司 )、恒压

电泳仪( Bio- Rad 型美国)。

1.2 配制 NMR 氢谱仪测试缓冲液及测试样品液

用含体积分数 10% 重水的去离子水溶液配

制含 100 mmol/L KCl+ 1 mmol/L EDTA+ 50 mmol/

L KH2PO4 (pH 7.0)及含 100 mmol/L NaCl+ 1 mmol/

L EDTA+ 50 mmol/L NaH2PO4 (pH 7.0)的两种样品

测试缓冲液。取 0.5 mL上述含 K+或 Na+的测试缓

冲液 , 溶解约 5 mmol 的 d(TTAGGGT)寡核苷酸作

为试验组测试样品 ;另设一空白对照管 , 用 0.5 mL

含体积分数 10%重水的去离子水(不含 K+或 Na+)

溶解约 5 mmol 的 d(TTAGGGT)寡核苷酸。

1.3 NMR 氢谱检测

首先在常温 ( 25 ℃)下对经过 K+ 或 Na+ 缓冲

液处理过的测试样品及空白对照管内的样品进行

NMR 氢谱测定 , 测试条件用 1- 1 回声波序列 , 每

个光谱均进行 128 次扫描 ,扫描间歇期为 2S。通过

观察受测试 d(TTAGGGT)寡核苷酸在相应区域共

振频率的变化检测代表有鸟嘌呤四分体形成的氢

键波峰。然后分别在 25 ℃、35 ℃、45 ℃、55 ℃、65

℃下进行连续的 NMR 变温测定 , 观察 K+ 或 Na+

稳定 G4 结构的作用强度。数据处理通过其计算机

内置软件程序进行相应处理。

1.4 非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳

合成含 50 mmol/L KCl 或 50 mmol/L NaCl 的

1×TBE 电解缓冲液( 40 mmol/L Tris-硼酸 , 1 mmol/

L EDTA, pH 8.0)。分别将约 10 "mol 的 3 种寡核
苷酸 d(TTAGGG)3、d(TTAGGG)4 和 d(TTAGGG)5 溶

入上述含 K+ 或 Na+ 的缓冲液中 , 于 90 ℃下孵育

5 min, 再回复到 4 ℃放置 30 min。分别将上述 3

种样品加样至含 K+ 或 Na+ 的 150 g/L非变性聚丙

烯酰胺凝胶上 ,于 4 ℃下 , 8～10 U/cm,10 W下进行

电泳。

2 结 果

2.1 K+、Na+ 促进维持 G4 结构的氢键形成

25 ℃下 , 对照管内 d(TTAGGGT)NMR 氢谱表

现为在 δ7～9 区域内有一系列高低不平的较锐利

波峰存在(图 1A),这是单链 d(TTAGGGT)碱基结构

中氢原子所处化学环境所致 , 是该寡核苷酸本身

固有的 NMR 光谱特性。当经过 K+或 Na+缓冲液处

理的 d(TTAGGGT) 进行 NMR 光谱检测时 , 除了在

δ7～9 区域内有一系列特征性波峰存在外 , 在 δ11～

12 区域内还有 3 个明显的强波峰出现(图 1B) , 这

表明受测试样品 d(TTAGGGT)内的某些碱基之间

形成了氢键。氢键是端粒 G4 主要组成成分四分体

内四个鸟嘌呤连结排列形成一个平面结构的主要

化学功能键 ,在 K+、Na+存在下 d(TTAGGGT)分子间

有氢键出现 ,表明其有 G4 结构存在。

在 NMR 变温实验中 , 于 25 ℃、35 ℃、45 ℃、

55 ℃时 , 在 K+存在下 , 在 δ11～12 区域内 , d

A

B
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(TTAGGGT) 均会出现代表有氢键形成的 3 个波

峰 ; 而在 Na +条件下 , 当变温至 55 ℃时 , d

(TTAGGGT)在δ11～12 区域内形成的波峰消失。这

表明 K+ 比 Na+ 具有更强的诱导、稳定 G4 结构形

成的能力。

2.2 K+、Na+促进含有四个端粒重复序列的寡核

苷酸形成紧凑的 DNA 二级结构

对含有端粒重复序列不同重复次数的 3 种寡

核苷酸进行非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳。正常情

况下 , 这些寡核苷酸在凝胶中的迁移速度主要依

赖于它们自身的长度 , 即 d(TTAGGG)3 迁移速度最

快而 d (TTAGGG)5迁移速度最慢 (图 2A)。当 50

mmol/L K+或 50 mmol/L Na+ 加入缓冲液中时 , 3 种

寡核苷酸在凝胶中的迁移速度出现了不连续 , d

(TTAGGG)4 及 d(TTAGGG)5 迁移的速度明显加快 ,

几乎与 d(TTAGGG)3 的迁移速度相同 (图 2B)。这

表明 K+、Na+ 可诱导单链多个端粒重复序列的核

苷酸发生分子内折叠 , 使其空间分子构象变小 , 而

且至少需要分子内 TTAGGG重复出现 4 次。

3 讨 论

端粒 3′末端的单链可以形成各种折叠结构 ,

多数结构不稳定 , 在 40～50 ℃下就“熔化”掉 ;但形

成的 G4 结构较稳定。根据 G4 的分子特征及螺旋

取向 ,它可分为 3 类[1]:①四个单链分子间的 G4 称

为平行型 G4;②含两个 TTAGGG的单链可分子内

自身折叠 , 通过 G- G碱基对形成发夹型结构 , 称

发夹型 G4;③较长的 3′突出单链通过几次分子内

折叠形成分子内自身折叠型 G4。由于 G4 结构对

端粒功能有重要影响 , 且其结构变化与细胞的繁

殖、生长、分化、衰老及凋亡等细胞基本生命活动

密切相关 [5];尤其是大量研究发现 [ 4,5]G4 结构可以

抑制端粒酶活性 , 因此引起了人们广泛的研究兴

趣。

人们发现四膜虫和纤毛虫端粒 DNA 能在酵

母中维持微小的染色体稳定 , 尽管它们的核苷酸

序列不同 , 但端粒 DNA具有一个普遍的共同结构

主框架。这提示端粒 DNA在体内有独特的折叠结

构。另外 , 在细胞周期中 , 在复制、重组、转录和

DNA延长过程中 ,双链 DNA在细胞内会短暂地分

离为单链 ,存在一个时期可使富 G单链稳定存在 ,

为其形成 G4 结构提供了机会。近年研究 [ 6]发现有

几种 DNA解旋酶能解旋 G4 结构。这些研究发现

均提示 G4 结构是细胞内瞬时存在的正常结构。

NMR 氢谱是一种利用核磁共振现象和化学

移位作用进行一系列特定原子核及其化合物分析

的方法 , 以在相应化合物固有频率的位置上显示

波峰来表示。NMR 常用于 DNA、RNA等生物大分

子三维结构和动力学分析。当核苷酸在 K+、Na+ 存

在下形成 G4 时 ,其原始分子结构的化学环境发生

改变 , 故在 NMR 氢谱相应的化学移位处出现代表

有 3 个四分体形成的 3 个氢键波峰 ; 因此利用

NMR 氢谱仪可检测含端粒重复序列核苷酸形成

的代表有 G4 存在的波峰。在 NMR 氢谱检测中 ,

K+、Na+ 可使 d(TTAGGGT)原始的 NMR 光谱图形

发生变化 , 在 δ11～12 处出现了代表维持 3 个四分

体聚集在一起的 3 个氢键波峰。依据此寡核苷酸

碱基序列特点 , 形成的 G4 是四分子 d(TTAGGGT)

之间形成的平行型结构。NMR 氢谱变温实验发现

K+ 比 Na+ 显示出具有更强的稳定 G4 结构的能

力 ,这与细胞内高 K+ 低 Na+的生理环境密切相关 ,

图 2 d (TTAGGG)3、d (TTAGGG)4、d (TTAGGG) 在非变

性聚丙烯酰胺凝胶电泳中的迁移速度变化

Fig.2 The mobility changes of d (TTAGGG)3, d

(TTAGGG)4 and d (TTAGGG)5 in the polyacry-

lamide gel electrophoresis under non-denatur ing

conditions

A: At the absence of K+ ; B: in the presence of K+ ; Lane 1, 2

and 3 represent d (TTAGGG)3, d (TTAGGG)4 and d (TTAGGG)5

respectively

A

B
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[1]

也提示细胞内液中的 K+、Na+ 利于端粒重复序列

形成 G4 结构。

研究发现端粒重复序列寡核苷酸在单价离子

存在下可形成多种二级结构 [7], 使其在非变性聚丙

烯酰胺凝胶电泳中的迁移速率提高 ;因此 , 非变性

聚丙烯酰胺凝胶电泳是检测端粒重复序列寡核苷

酸中二级结构存在的有用工具。笔者对上述 3 种

寡核苷酸进行了非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 , 发

现在 K+、Na+ 存在下 , d(TTAGGG)4 及 d(TTAGGG)5
迁移的速度明显加速 , 几乎与 d(TTAGGG)3 的迁移

速度相同 , 这提示此两种寡核苷酸有紧凑的二级

结构形成。这是证明端粒重复序列在细胞内可形

成 G4 结构的另一间接证据。

K+、Na+ 是维持细胞生存环境的重要物质。细

胞内外 K+、Na+ 的分布对维持细胞渗透压、细胞形

态及正常生理功能十分重要。本研究在细胞生理

浓度范围内选择 K+、Na+的体外实验浓度 , 且研究

结果表明 K+、Na+ 可诱导含端粒重复序列的核苷

酸形成 G4 结构并可稳定此结构 , 这提示细胞内液

中的 K+、Na+是诱导端粒 3′末端单链形成 G4 的基

础条件 ,这进一步为证实 G4 在细胞内存在提供了

有力的实验证据。值得注意的是 ,尽管富含端粒重

复序列的寡核苷酸在体外 K+、Na+ 影响下可形成

G4, 但体内 G4 的形成要复杂得多 ; 因为大多数端

粒在细胞周期中处于双螺旋状态下。另外 ,体外分

子间 G4 形成需要较高的 DNA浓度 , 而这在体内

是不能实现的。虽然体内 G4 结构还未能得到直接

证实 , 但目前多项研究结果 [ 2,8]均已间接证明其在

细胞内的客观存在。
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