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　　神经管发生是一个重要的涉及到建立中枢神经系统原基

的胚胎学事件 ,是指从神经板出现到神经管关闭的胚胎发育过

程。在此过程中 ,神经板必须准时准确地关闭形成神经管 ,神经

系统才能得以正常发育 ,否则将出现神经管关闭缺陷 ( Neural

tube clo sur e defect, NTCD)和随之而来的脊柱裂 ( Spina bifida)

及无脑 ( Anencephaly )等常见畸形。 为此 ,近一个多世纪以来 ,

胚胎学家和发育神经生物学家坚持不懈地应用了许多不同的

动物模型和不同的实验技术 ,试图探讨从神经板出现到神经管

闭合这一涉及多因素调控的过程及机制 ,以避免和预防 N TCD

的发生。

1　神经管发生的形态学事件

　　神经管发生经历了四个有序而重叠的阶段 ,即神经板出现

( Fo rmation of th e neurula plate )、神经板成形 ( Shaping o f the

neurula pla te)、神经板卷褶 ( Bending o f the neura l plate )和神

经褶融合 ( Fusion o f the neural fo lds)。

1. 1　神经板出现 ( Fo rmation of the neural plate) -形

态学事件之一

　　在小鼠胚胎 8. 0 d,人胚约 18 d,由外胚层细胞增厚形成神

经板。 在此过程中 ,神经板细胞增高 ,成为假复层状 ,开始表达

特有的标志分子 ,如神经细胞粘附分子 ( Neural cell adhesion

mo lecule , NCAM )等。 此时神经板内几乎没有有丝分裂后细

胞 [1] ,但其命运已经特化 [2]。很长一段时间以来 ,人们一直认为

是脊索释放某种信息诱导了神经板中将发育为未来底板

( Floo r plate)部分的分化 ,再由底板发出信息诱导了运动神经

元的形成。 研究者将鸡胚的一段脊索植入到另外的部位 ,发现

诱导了第二底板的形成。而去除脊索、底板也随之消失 [3]。而且

发现了脊索诱导底板的物质 ,称为 Sonich edgehog ,这种蛋白质

在体外培养能诱导一些细胞出现底板细胞的特征。 但是最近

Le Doua rin[4]及其同事对此提出质疑 ,他们发现底板不是由脊

索诱导的 ,而是与脊索一样来自同一前体细胞。 在鸡胚发育的

很早阶段 ,如将鹌鹑胚胎的脊索前体细胞移植到鸡胚的相应部

位 ,几天后鸡胚体内同时出现了由鹌鹑细胞形成的脊索和底

板。他们认为 ,如果按过去的观念是脊索诱导了底板的形成 ,那

么底板应由鸡胚的细胞构成。从研究基因突变的资料也支持底
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板是不依赖于脊索的 ,发现一种没有脊索的软体鱼 ( Zebrufish )

突变体 ,其底板仍能发育。另外发现在发育早期 ,有明显的脊索

细胞和底板细胞被检测到。 Le Doua rin认为 ,这种情况是由于

脊索和底板的前体细胞存在于发育的很早阶段 ,由它们同时发

育为脊索和神经管的底板。

1. 2　神经板成形 ( Shaping of the neural pla te) -形态

学事件之二

　　此阶段神经板从头尾方向增长 ,从内外方向变窄 ,从顶底

方向增厚 ,但中线上的细胞则呈楔状被锚在脊索上。 驱使神经

板成形的动力主要来自神经板内细胞行为的变化 ,称为内力

( Int rinsic fo rce)。 开始神经板的假复层细胞以梭形为主。在此

发育过程中 ,细胞平均高度增加 30% ,平均直径降低 15% [5 ] ,

认为这种细胞形状的改变至少部分是由微管调节的。这种内力

使神经板增厚的同时 ,其宽度也降低了 1 /3[6]。神经板的增长和

变窄 ,还由两个内力驱动: 一是神经上皮的重排 ,重排后沿神经

板长轴排列细胞增多。沿横轴排列的细胞减少。神经上皮重排

的机制目前还不清楚 ,但认为与细胞活性和间期核的迁移有

关 [7] ;二是由于细胞有丝分裂的纺锤体平面主要是沿神经板长

轴方向排列 ,因而分裂产生的子细胞也沿长轴排列 ,从而使神

经板增长 [8]。

1. 3　神经板卷褶 ( bending of the neural pla te) -形态

学事件之三

　　此阶段开始于神经板成形过程中 ,故与之重叠 ,有两个重

要的形态学事件发生于此阶段 ,第一是结合点 ( Hinge point

HP)的形成 ,即神经板在正中线和背外侧分别与相邻组织形成

一个正中结合点 ( Median HP, M HP )和两个背外侧结合点

( Do r so la teral hinge points, DLHPs)。 M HP是神经板沿中线与

脊索的结合部 ,贯穿整个神经板长轴 ; DLHPs是神经板背外侧

与相邻表皮外胚层的结合点 ,只存在于未来的脑和菱形窦水

平。 HP的作用是为神经管形成过程中内外力相互作用提供支

撑点。 其次由于 HP部位的神经上皮以楔状细胞为主 ,使此处

形成纵向的垄沟 ( Longitudina l furrowing ) , HP和垄沟的形成

也是受来自神经板内细胞行为的内力的驱使。开始时神经板内

的细胞为假复层 ,高度基本一致 ,其中 75%是梭形细胞 ,只有

25% 楔状细胞 ,两种细胞在神经板内随机混合排列。 而 HP形

成过程中 ,该部位的细胞高度降低了 1. 5倍 ,在 M HP和

DLHPs分别有 70%和 55%的细胞成为楔状 [9]。 细胞的楔状改

变是由于细胞周期中胞质主要集中于基部而使基部扩大 ,而微
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丝调节则使顶部收缩所致。 但是最近发现 DLHP也存在于 16

体节鼠胚胸段水平 [10]。 如用放线菌素 D( Cytochalasin D)抑制

微丝的合成从而干扰 DLHPs的形成 ,神经褶就不能跨过中线

相互融合 ,提示了 DLHPs参与了神经褶的会聚 [11]。 第二是神

经褶的出现 ( Fo rma tion o f the neural folds) ,此过程是在内、外

力作用下 ,由于 M HP处被固定 ,神经板背外侧和与之相连的表

皮外胚层升高。 在逐渐升高过程中 ,神经板外侧的基膜与各自

相连的表皮外胚层内侧的基膜相贴 ,形成成对的具有双层结构

的神经褶。 继续升高的神经摺以 M HP部位的垄沟为中轴导致

了神经沟 ( Neural g ro ove)的出现。

1. 4　神经褶的融合 ( Fusion o f the neural folds)-形态

学事件之四

　　在外力 ( Ex trinsic fo rce )的作用下 ,神经褶升高 ,在向对侧

靠拢的过程中 ,双侧的神经褶与各自相连的表皮外胚层脱离后

相互融合形成神经管的顶板 ( Roo f plate )。与此同时 ,双侧的表

皮外胚层也与各自相连的神经褶脱离后相互融合形成胚体背

部的皮肤。 此时 ,一些细胞从正在关闭的神经褶或从刚形成的

神经管顶板中迁出形成神经嵴 ,在神经褶向对侧融合的过程

中 ,由于只有 M HP作支点 ,新形成的神经管呈裂隙状 ,而在未

来脑和菱形窦水平 ,由于有 M HP和 PLHPs三个支点 ,使神经

管管腔呈宝石状。神经褶的形成和神经沟的关闭主要是外力作

用 [12] ,研究发现将神经板侧面的非神经组织与神经板分离后 ,

神经板能够经历正常的成形、垄沟形成 ,但神经褶不能形成。提

示外力来自神经板外部的相邻组织。如果将神经板腹侧的中胚

层 ,内胚层及与之相连的细胞外基质全部去除而只留下表皮外

胚层时 ,发现神经褶的升高和融合仍能发生 ,提示外力主要来

自表皮外胚层。

　　此外 ,当神经上皮楔状化被抑制 ,即消除了内力后 ,也不影

响神经褶的形成和神经沟的关闭 ,这也提示了外力的作用。 研

究发现外力也是来自细胞行为的变化 ,主要表现在以下方面。

一是在神经胚形成过程中 ,表皮外胚层细胞增加宽度和降低高

度 ,由原来的低立方转变为扁平状。 这种细胞形状的变化至少

提供了部分向中轴线扩展的外力 ,从而驱使神经褶的升高和会

聚 ;二是外胚层细胞也经历了向内侧和尾侧的排列 [13 ] ,这种细

胞行为除作用于外胚层自身从头尾方向增长外 ,也在使外胚

层在向中轴线扩展中促进神经摺的融合 ;三是表皮外胚层细胞

有丝分裂的纺锤体是沿头尾和内外两个方向排列 [8 ] ,沿内外侧

方向产生的子细胞也为神经褶的融合提供了外部力量。

　　虽然 M HP和 DLHPs不涉及到神经管的关闭。 但它们在

来自表皮外胚层的外力和来自神经板内的内力相互作用中 ,作

为支点起到了关键作用。因为神经板通过 HPs被锚在相邻组织

上呈稳定状态 ,从而在外力驱动下完成卷褶和融合 ,其结果是

形成向内卷入的神经管而不致使神经板向外膨出。但是最近出

现在不同动物的不同体轴水平和不同的时空阶段 ,神经管闭合

过程中依靠内外力的情况是不同的。有的在关闭中主要依靠外

力 ,有的则主要依靠内力 [11]。如 20～ 29体节小鼠的后神经孔在

缺乏相邻组织 (缺乏外力 )的情况下也能关闭 [14]。

　　过去认为神经管的关闭是从中段开始 ,以拉链方式 ( Zip-

ping up fa shion)向两端延伸的 ,近年研究发现神经管关闭的起

始部位多达 5个 [15]。如颈部 /后脑交界处 ,中脑 /前脑交界处 ,以

及前脑最头端等 [16]。 由于神经管各段受不同基因作用 ,因而在

神经管不同部位由于不正常关闭形成的 NTCD,其病理表现和

基因调控都是不同的。

2　影响神经管关闭的分子机制

　　神经管发生是一个多因素参与的非常复杂的胚胎学事件 ,

其中任何一个环节出现差错 ,都可能导致 N TCD发生。归结起

来这些影响因素主要来自神经管内部和外部两个方面 ,其中主

要是一些调节形态发生的保守同源基因或原癌基因在起作用 ,

尽管目前对它们的确切作用还知之甚少。

2. 1　来自神经管内部的影响因素
　　近年研究表明 ,许多基因在神经管形成过程中在神经上皮

表达 ,它们可能参与神经诱导 ( Neural induction)、细胞命运特

化及调节细胞行为等。但对这些基因的确切作用及机制还不清

楚。一种斑点突变鼠 ( Murine mutant splo tch Sp)是研究 N TCD

的成熟模型。 最近发现 Sp小鼠的神经管关闭过程中 , bcl-2等

11种基因都有改变 [17] ,提示 bcl-2参与神经管的形成。 发现在

不同致畸因子引起的不同 NTCD中 , bcl-2的表达是不一样的 ,

在 Valpric acid介导的小鼠 N TCD模型中 Bcl-2的表达增高 ,

提示了 Valpric acid引起 N TCD的机制不是增加细胞凋亡而是

改变了神经上皮的增殖速度 [18]。 两在苯妥英 ( Pheny to in)介导

的小鼠 NTCD模型 , bcl-2与 Pax-3都是降低的 ,而且 bcl-2、维

甲酸α受体 ( Re tinoic acid r ecepto r alpha )及 Pax-3的降低都是

发生在神经管关闭的后期。 而 c-jum、Ⅳ型胶原蛋白 ( col-Ⅳ )及

细胞粘附分子 N-Cadh erin等则在神经管关闭的早期降低。 仅

细胞维甲酸结合蛋白 -2( Cellular retino l binding pritein-2 RBP-

2)是在神经管关闭的中期降低 [19]。提示神经管在发育的不同时

期是受不同的基因及其产物调控的。

　　另外 ,发现在小鼠神经管形成中 , Pax-3于 E8. 5开始在背

侧和尾侧神经上皮表达 [20]。 研究发现 Pax-3基因功能丧失与

Sp小鼠有关 , Sp纯合子 ( Sp+ /Sp+ ) N TCD的发生率为 100%并

于 E16死亡。 提示 Pax-3的正常表达涉及到神经管的关闭过

程 [21]。 因而 Pax-3也是维持正常胚胎发育和存活的必需的基

因。 最近在对糖尿病鼠胚研究中发现 ,在尚未融合的神经褶顶

部出现很清晰的凋亡细胞带。 而正常情况下 ,此部位的细胞凋

亡只发生在神经褶融合以后 ,同时发现该部位的 Pax-3 m RN A

的转录下调甚至检测不到。 据此认为糖尿病鼠胚发生 N TCD

的原因是由于糖代谢异常诱导了 Pax-3的下降 ,而 Pax-3的下

降又导致未来神经管顶部的细胞发生异常凋亡所致。 目前 ,

Pax-3在神经管中作用的靶基因尚未找到 ,认为可能是下调的

Pax-3介导了细胞存活基因的失活而使细胞走向凋亡 [22 ]。
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2. 2　来自神经管外部的影响因素
　　在神经管形成过程中 ,来自外部的影响因素主要指来自非

神经上皮的一些基因的异常表达 ,从而影响神经管的关闭过

程。如对一种突变卷尾鼠 ( Curly tail)的研究中发现外力也影响

神经管的关闭过程。这种突变鼠由于后神经孔的延迟关闭导致

发生 40% ～ 60%的 N TCD胚胎。认为 Cur ly tail小鼠胚胎发生

N TCD的原因不是来自神经管内部而是来自外部 ,研究发现由

于这种突变小鼠后肠和脊索的细胞增殖缺陷 [23] ,导致胚体腹侧

过度弯曲而防碍了后神经孔的关闭而形成 N TCD。进一步研究

发现 , Curly tail胚胎的细胞增殖缺陷与维甲酸受体 β ( RARβ )

在后肠的表达降低有关 [24]。因而这是一种来自神经管外部的影

响因素。

　　另外 ,在头部表皮外胚层中表达的转录因子 AP-2及在头

部间充质中表达的 Ca r tl基因和 twist基因的降低也会引起颅

神经管的 N TCD[25]。虽然这些基因都不在神经上皮表达 ,但它

们可能是通过调节颅侧非神经上皮的细胞行为 ,从而产生外部

力量来影响颅神经管的正常关闭。

　　目前对神经管发生中的形态学事件已了解得比较清楚 ,但

对影响神经管形成的来自内部和外部的分子机制却了解甚少 ,

在这方面还有许多空白领域值得去研究 ,特别在神经管颅侧 ,

因为其分化的结构比尾侧复杂 ,因而调控其演变的基因也比尾

侧多 ,故更易受到内部和外部因素的影响而发生畸形的机会也

比尾侧多。因此深入了解神经管形成过程中的影响因素和基因

调控机制 ,将为预防 N TCD的发生带来新的策略。

　　关键词　神经胚形成 ;形态学事件 ;分子机制 ;神经管关闭
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端粒酶的结构、功能与调控 

Function, struction and regulation of telomerase

陈　兵  综述　 刘为纹　 房殿春 审校　　 (第三军医大学附属西南医院消化内科 )重庆 , 400038

　　正常细胞经过有限次数的分裂即进入衰老阶段 ,停止增殖

而最终衰亡。但肿瘤细胞似乎成功地摆脱了这种衰老的束缚 ,

表现出无限制加速增殖的永生化能力。这使人们意识到衰老与

肿瘤这两大生命科学中的难题之间可能存在着某种联系和转

换的必然环节。 近年来端粒酶 ( T elomera se )的发现和“端粒假

说 ( T elomere h ypothesis)”的提出 ,使有关衰老和肿瘤的研究

有了长足的进展。包括 Science和 Cell等在内的国际著名期刊 ,

正以逐年增加刊登论著、述评、视点文章的形式 ,对端粒 -端粒

酶这一研究方向作出了肯定 ,认为有可能对衰老、肿瘤等重大

生物学问题的解决产生深远的影响 [1, 2 ]。

1　末端复制问题与端粒假说

　　 DN A双螺旋的两条链是反向平行的。因此 ,以这两条链为

模板进行 DN A复制时 ,复制链延伸的方向一条为 3̀ → 5̀ ,另

一条是 5̀→ 3̀ 。 但生物细胞内催化 DN A复制的所有 DN A聚

合酶都只能催化 5̀ → 3̀ 的延伸 ,这是一个矛盾 [3, 4]。 冈崎片段

( Okazaki fragment)的发现使之得以解决。在复制起点 DN A的

两条链解开形成复制泡 ( Replication bubbles) , DNA向两侧复

制形成复制叉 ( Replication fo rks)。 以复制叉移动的方向为基

准 ,以 3̀ → 5̀ 模板链的复制在可沿 5̀ → 3̀ 方向连续进行 ,所形

成的 DN A复制链称为前导链 ( L eading st rand)。而以 5̀ → 3̀ 模

板链的复制也必须按 5̀→ 3̀方向进行 ,但由于是与复制叉前进

的方向相反 ,因此无法连续进行 ,而只能分段进行复制形成一

　　 　中国博士后科学基金资助 ,中博基 [1998] 6号 ,第三军医

大学基因诊疗中心科研开发基金资助

　   　陈兵 ,男 , 38岁 ,副主任医师 ,副教授 ,博士

系列 DN A片段 ,即所谓的冈崎片段。 这些冈崎片段随后由

DN A连接酶连接成完整的另一条 DNA复制链 ,又称为滞后链

( Lagging strand)。 这种前导链的连续复制和滞后链的不连续

复制称为 DN A的半不连续复制 ( Semi-discontinuous replica-

tion) ,是生物界最基本和普遍的 DN A复制方式 [3]。 然而 ,这种

方式在环状 DNA的复制中表现的似乎完美 ,但在染色体线形

DN A的复制中却存在着一些问题: ①已知的 DN A复制都需

RN A引物的参与 ,其势必占据滞后链末端的一段 DNA序列而

使之无法复制 ;② DNA连接酶的作用是连接两条紧邻的冈崎

片段 ,必须是两条紧邻的 DN A片段才能被其催化形成磷酸二

酯键 ,显然在滞后链的末端是不具备这个条件的。 这意味着在

滞后链末端的的一段 DN A序列最终未被复制 ,或换句话说每

次所复制的子代 DN A都将较其亲本 DN A丢失一段末端 DN A

序列。 这也就 是所谓 的末端 复制问 题 ( End-replica tion

problem) ,并随后为一系列实验所证实 ,所丢失的 DNA序列长

约 50～ 100bp [3, 4]。 但问题并未到此为止 ,随之而来并令人长期

困惑不解的问题是这种 “不精确” DN A复制的动因和意义是什

么 ,其在生物体中的作用和机制是什么?

　　端粒的研究开始使人们对上述问题有所了解 ,但真正较好

的回答和理解上述问题在于端粒酶的发现及其近期的较为深

入的研究。 早在 30年代末 ,诺贝尔奖金获得者 M uller首先发

现被 X线打断的果蝇染色体末端极不稳定 ,因而提出染色体末

端结构可能是为了维持染色体的稳定 ,并根据希腊文组词将其

命名为端粒 ( T elomere) [5, 6]。 70年代 Olovnikov又提出染色体

末端的丢失可能会导致细胞退出增殖假设 ,但未能提供较为直

接的证据 [5, 6]。 1978年 Blackburn等发现四膜虫的端粒是重复

串联的 5̀ -GGGGT T-3’ DNA简单序列 [3, 6]。 1985年和 Gueider

等发现一种酶 ,即端粒酶 ,可用这种简单序列给端粒 DN A“加
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