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人端粒酶逆转录酶!
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"是端粒酶的催化亚

基# 能够以端粒酶
)*+

为模板逆转录合成端粒

,*+

$

&'()'

表达与端粒酶活性密切相关#限于生

殖细胞%干细胞和
-./

以上的恶性肿瘤细胞#而在

大多数正常人体细胞中没有表达 0$1

$ 随着研究的深

入#发现
&'()'

的功能不仅仅是合成端粒#还具有

抵抗细胞凋亡的作用# 抑制肿瘤细胞
&'()'

的表

达#可引起非端粒依赖的快速凋亡 0!

#

%1

$ 本研究使用

化学合成的
23)*+

干扰前列腺癌
45%

细胞
&'()'

基因的表达#通过相关分子生物学技术检测#进一步

探讨其诱导凋亡的机制$

$

材料与方法

!"!

材 料

前列腺癌
45%

细胞购自中科院上海细胞库&新

生牛血清购自
63789

公司&

23)*+!&'()'

序列由上

海吉凯基因化学技术有限公司合成 # 靶序列为

靶向 !"#$" 的小干扰 $%& 诱导前列腺癌
'() 细胞凋亡的机制

王 建!何志巍 !广东医学院中美联合肿瘤研究所#广东 东莞
:!%;.;

"

摘 要'(目的) 研究靶向人端粒酶逆转录酶!

&'()'

"的
23)*+

诱导前列腺癌
45%

细胞凋亡
的分子机制$ (方法) 化学合成的靶向

&'()'

的
23)*+

以脂质体法转染
45%

细胞&应用寡核
苷酸芯片技术分析细胞凋亡相关基因的转录谱变化&应用

<=2>=?@ 7A9>

检测细胞中
&'()'

%肿
瘤坏死因子相关凋亡诱导配体

')+BC

% 凋亡抑制基因
D8A!!

和胞浆
5E> 8

的蛋白水平变化&流
式细胞术分析细胞凋亡率变化&比色法测定

5F2GF2=!%

和
5F2GF2=!;

的相对活性改变$ (结果)

靶向
&'()'

的
23)*+

能有效抑制
&'()'

基因表达&转染
&'()'!23)*+ H;&

后可引起
')+BC

的表达上调#

D8A!!

表达下调#

5E> 8

释放增加#

5F2GF2=!%

活性增强# 细胞凋亡率升高$ (结论)

靶向
&'()'

的小干扰
)*+

通过活化线粒体信号传导途径诱导
45%

细胞凋亡$

关键词'端粒酶逆转录酶&
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抗体购自
56746 (89:

公司!癌症基因芯

片 #

174;00<&;7; =9>67 (67/;8 (=1? @;8AB

$ 购 自

+6C6-6

公司 !

+8<:D0

%

(3%!E)+?

"

(3F!E)+?

购自
17!

G<48DH;7

公司!

(6IJ6I;!%

"

(6IJ6I;!K

活性检测试剂盒

购自
-LM

公司&

!"#

方 法

$A!A$

细胞转染

实验分为
B

组'

'

组为空白对照组!

.

组为阴性

I<-N'

对照组!

(

组为转染试剂对照组!

5

组为
I<-!

N'!*+,-+

组&

转染前一天以
!"#O

F

P

孔的细胞浓度接种于
Q

孔

板! 转染时在
B""!0

的无血清培养基中稀释
F!H

I<-N'

(加入
$F!H -N'<!R64;

试剂充分混合(室温

放置
%"><7

(形成
I<-N'P-N'<!R64;

复合物!将
I<-!

N'P-N'<!R64;

复合物加入
Q

孔板中( 轻轻混匀!细

胞在
%S#

温育
BK*

后进行转染后检测)

$A!A!

芯片杂交与检测

采用一步法提取空白对照组和干扰组细胞总

-N'T

反转录合成
/MN'

探针(用
(3%!E)+?

标记空

白对照组(用
(3F!E)+?

标记干扰组& 两种探针混合

经乙醇沉淀后加入到
!O!0

的杂交液中&标记的探针

和芯片
UF$ F><7

变性处理后( 将变性的探针滴在

盖玻片与芯片点样面之间(

QO$ #Q*

杂交&杂交后芯

片 依 次 用
! %55( VOA!W 5M5

(

OA$ "55( VOA!W 5M5T

OA$"55(

溶液清洗( 室温凉干& 芯片用
5/67'8863

BOOO

扫描仪进行扫描( 并用
1>6&;7;%AO

软件分析

(3%

和
(3F

两种荧光信号的强度比值& 用以下两个

条件作为判定基因差异表达的标准'

864<D&!AO

或
86!

4<D'OAF

!

(3F

和
(3%

其中之一荧光强度必须
&!OO

&

$A!A% X;I4;87 Y0D4

检测

转染
BK*

后(裂解细胞提取蛋白(其中
(34/

的

蛋白提取限定在不含线粒体的胞浆部分' 收集细胞

于预冷的匀浆缓冲液*

!FO>>D0P2 59/8DI;

(

!O>>D0P2

=;J;IPCZ=

(

J= SAF

(

$O>>D0P2 C(0T$AF>>D0P2 RH(0

!

(

$>>D0P2 ,M+'T $>>D0P2 M++

(

OA$>>D0P2 ?R5[

$重

悬(移入玻璃匀浆器冰浴匀浆
F><7

(匀浆液于
B$

+

$ OOO8P><7

离心
$O><7

( 共
!

次 ( 取上清于
B$

%

$! OOO8P><7

离心
$F><7

(收集上清即为不含细胞核和

线粒体的胞浆成分\B]

& 用酚试剂法进行定量后(将含

有等量蛋白的细胞裂解液用样品缓冲液溶解( 置于

5M5!?'&,

电泳分离( 用半干转方法转移至硝酸纤维

素膜(室温下封闭
$*

!分别加入特异的抗体(

B$

孵育过

夜!加碱性磷酸酶标记的二抗(

%S$

孵育
$*

(用碱性磷

酸酶显色液显色后扫描成像&

$A!AB

流式细胞术分析

转染
BK*

后收集各组细胞(

?.5

清洗
!

遍后再

用其重悬( 进行
'77;^<7 @![1+(

和
?1

的双重体外

活体染色(使用
'77;^<7 @![1+(

凋亡检测试剂盒依

照其说明书进行操作( 染色后在
2'.!['(5

流式细

胞仪上进行流式细胞计数(用
(;00_9;I4

软件进行数

据分析&

#A!AF (6IJ6I;!K

!

(6IJ6I;!%

活性分析

使用比色法检测
(6IJ6I;!K

%

(6IJ6I;!%

的活性&

!%#O

Q 个细胞经
?.5

清洗后加入
23I<I .9``;8

溶解细

胞团块( 溶解物在冰上孵育
#O><7

(

B$

离心提取总

蛋白并进行定量& 在
UQ

孔板中进行以下操作'每孔

加入
#OO!0

细胞溶解物%

FO!0 8;6/4<D7 Y9``;8

( 然后

加入
F!0

比色底物*

M,@M!JN'

$

T %S$

孵育
#*

后用

酶标仪测定
BOF7>

波长下的吸光度*

'

BOF

$(各组与

空白对照组相比(计算活性比(以此来表示
(6IJ6I;!

K

%

(6IJ6I;!%

酶活性&

!"$

统计学处理

统计学分析使用
5?55##AO

软件进行
4

检验(

?a

OAOF

为差异有统计学意义&

!

结 果

#"! *+,-+!I<-N'

抑制
*+,-+

基因表达

X;I4;87 Y0D4

结果显示 *图
#

$(

%

个对照组目的

条带的灰度没有显著差异( 而干扰组的电泳条带灰

度较
%

个对照组有明显减弱( 计算干扰抑制率为

SFAUW

& 可见( 这个
I<-N'

干扰序列可有效地抑制

*+,-+

蛋白表达&

图
# X;I4;87 Y0D4

显示几种蛋白在各组的表达情况

*+,-+

./0!!

+-'12

(34 /

"!6/4<7

'

组
.

组
(

组
5

组
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图
%

各组细胞凋亡率的流式细胞分析图

&

组
'

组

(

组
)

组

图
!

干扰组与对照组的芯片杂交扫描图

*+&,-

'./!!

!"! 0*1+*

基因
+2&

干扰对凋亡相关基因

表达的影响

图
!

为芯片杂交后的扫描结果!杂交点

由红色向绿色表示信号由强至弱!红色表示

表达上调!绿色表示表达下调!黄色表示表

达无改变" 将空白对照组和转染组的信号强

度#即
(3%

和
(34

两种荧光信号强度$分别

进行分析! 并将两组信号强度进行对比!以

差异为
!

倍以上为标准确定差异表达基因%

分析结果显示!在差异表达的基因中有两个

与细胞凋亡相关&表
$

$!其中
'./!!

表达下

调&

56789

值
":;4

$!

*+&,-

表达上调&

56789

值
#

!;:

$%而后又在蛋白水平上经
<=>7=5? @/97

进

行了验证!结果与芯片分析相一致&图
$

$%

!"# 0*1+*

基因的
+2&

干扰诱导
A(%

细胞

凋亡

用流式细胞术进行细胞凋亡率分析可

见!各对照组之间的细胞凋亡率差异无统计

学意义!而干扰组与对照组比较!凋亡率均

显著性增高 &

AB";"$

$! 说明
>8+2&

特异性抑制

0*1+*

表达能有效地诱导
A(%

细胞凋亡% 见表
!

%

!"$ 0*1+*

基因的
+2&

干扰激活凋亡的线粒体途径

转染
CD0

后!各组
(6>E6>=!D

活性比无显著性

差异!而干扰组
(6>E6>=!%

活性比与对照组比较差

异有显著性!表现为活性比增高&表
!

$%

<=>7=5?

@/97

显示! 干扰组的胞浆
(37 .

蛋白含量较对照组

也有显著的增高&图
%

$% 说明
0*1+*

基因表达被

抑制后可引起
(37 .

的释放增加和
(6>E6>=!%

的活

性增高!而对
(6>E6>=!D

的活性无明显影响%

%

讨 论

肿瘤细胞以高端粒酶活性来维持端粒长度!如

果抑制了端粒酶活性! 肿瘤细胞的端粒则不会继

续延长! 当细胞继续分裂至端粒无法保护染色体

末端时!细胞则会因为染色体的失稳'融合而最终

走向死亡" 然而进一步的研究显示!端粒酶逆转录

酶
0*1+*

活性被抑制后!肿瘤细胞在端粒出

现复制性缩短前生长迅速被抑制并发生快速

凋亡"

)65=7FG8

等H4I利用核酶来抑制卵巢癌细

胞系的
0*1+*

表达!转染核酶后三天端粒酶

活性被抑制!细胞大量死亡!而端粒没有发生

缩短"当利用该核酶对正常细胞进行处理时!

基因登录号 基因名 干扰组与对照组荧光强度比值&

(34J(3%

$

2KL"""M%% './!! !";%%

2KL""%D$"

!*+&,-

%;!C

注(荧光强度比值
"";4

为表达下调!

$!

为表达上调%

表
$

干扰组与对照组的凋亡相关差异表达基因的芯片分析结果

组别 例数
细胞凋亡率

NOP

.6>E6>=!%

活性比
NOP

.6>E6>=!D

活性比
NOP

& 4 !!!!!!MQ%C%";MR

' 4 !!!!!!S;CS%";R! $"S;4D%!;M$ $"4;$D%!;4R

( 4 !!!!!!S;DD%";D% $"4;SD%!;R! $"C;RR%%;%M

) 4 !!!!!!M;CC%%;D$

T

#%RQ#!%%Q44

T

#:SQ!#%!QMD

U

注(

T

(与对照组比较
AB:Q:$

)

U

(与对照组比较
AV:Q:4

%

表
!

各组的细胞凋亡率及
(6>E6>=!%

和
(6>E6>=!D

的活性变化

论 著
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正常细胞的生长则没有受到影响! 而后在肠癌细胞

系
&'()"

" 胃癌细胞系和人前列腺癌细胞系中#在

*+,-+

被抑制后都观察到了类似的现象./

#

01

! 说明端

粒酶除了合成端粒还有其他功能#

*+,-+

的抑制可

通过某种非端粒依赖途径引起细胞凋亡!

本研究使用化学合成的
23-45

转染前列腺癌

67%

细胞干扰其
*+,-+

的表达#通过对干扰前后的

差异表达基因的芯片分析#筛选出
!

个差异表达的

与凋亡密切相关的基因
8

其中表达上调的是
+-59:

#

表达下调的是
;<=!!

#而后又在蛋白水平上对其进行

了验证!

+-59:

属于
+4>

超家族#具有典型跨膜蛋

白结构# 与其受体结合能诱导肿瘤细胞凋亡而对正

常细胞无影响.)1

!

&?3@*

等.A1通过载体在乳腺上皮细胞

BC,72

异位表达
*+,-+

#引起了
+-59:

的表达下调#

说明
*+,-+

对
+-59:

起负调控作用!

;<=!!

能保护线

粒体外膜的完整性#防止线粒体释放一系列促凋亡因

子!

;<=!!

的过表达能通过失活
7D2ED2F!%

抑制各种因

素引起的凋亡.#G1

!

为了进一步明确
*+,-+

基因沉默诱导
67%

细

胞凋亡的机制#本研究对凋亡的死亡受体途径和线

粒体途径分别进行了探讨# 结果显示#

*+,-+

表达

被抑制后#胞浆
7H@ <

的含量增高#

7D2ED2F!%

的活性

增强# 而
7D2ED2F!)

的活性无显著性变化! 由此可

见#

23-45

抑制
*+,-+

诱导
67%

细胞凋亡是通过线

粒体途径来实现的#即
*+,-+

表达的抑制导致
;<=!

!

的水平下调# 进而引起线粒体膜通透性增强#使

7H@ <

等促凋亡因子释放增加#启动
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