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摘要!目的 研究反义 !"#," 基因对白血病细胞体外增殖的抑制作用! 方法 体外通过 -./012034 将已构建好的正"反
义 !"5," 真核表达载体转染 67*)白血病细胞#再经过 89%( 及 :;, 筛选鉴定分别转入了正"反义 !"5," 载体的抗性
克隆细胞 67*)<= 和 67*)<>=! 随后运用实时荧光定量 ,"<:;, 技术及 ",?:< 银染法对各组细胞内源性 !"5,"@A,B?
的表达情况及端粒酶的活性进行检测! 同时还采用 C"" 法"双层软琼脂克隆形成试验"流式细胞术观察和分析反义
!"5," 对白血病细胞体外生长增殖活力的影响及是否能诱导瘤细胞的凋亡! 结果 与空白对照"正义 !"5," 组相比#
反义 !"5," 能显著地降低 67*)细胞内源性 !"5,"@A,B? 的表达$!D)E)%%和下调端粒酶活性! 当各组细胞传至第 &’
代后#与 67*)"67*)<= 比较#67*)<>= 细胞的生长速度和集落形成能力明显地减慢和降低#同时伴有凋亡率的显著增加!
结论 反义 !"5," 在体外能抑制白血病细胞的生长增殖能力#其潜在"广谱的抗肿瘤作用的分子生物学机制可能是首
先通过抑制和下调 !"5,"表达$端粒酶活性%而最终引发瘤细胞衰亡的途径来实现的!
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OOOOOOOO人类恶性肿瘤细胞区别于正常组织细胞的最明
显生物学特性就是其与整个机体不相协调地无限增

殖分裂! 近十多年来的大量研究表明恶性肿瘤的这
种永生化能力与一种核糖核蛋白复合体的逆转录

酶’’’端粒酶的活化密切相关 (%#&)! 同样白血病及其
细胞株也不例外地存在着端粒酶活性的高表达情

况(g)! 目前已证实端粒酶至少由 &种主要成分构成#一
种为人端粒酶 ,B?$!",%组分#另一为人端粒酶逆
转录酶蛋白催化亚单位$!"5,"%#后者才是其活性表
达的关键组分和限速因子(9)!基于端粒酶在恶性肿瘤
中的这种特殊地位#本研究旨在将靶向端粒酶蛋白亚
基的反义 !"5,"基因真核表达载体转染白血病细胞
67*)#观察其对白血病细胞端粒酶基因表达"活性的
影响及体外增殖生长的抑制作用#为进一步探索恶性
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肿瘤的分子生物治疗途径奠定实验基础和理论依据!

!""材料与方法
!#!""材料
大肠杆菌 $%!&’及 ()*+宫颈癌细胞株"(*,&白

血病细胞株为本室冻存#-./%012 载体为 3456)7+
公司产品#高效真核表达质粒 -89:;<=!>!?为 @ABCD1
457)A公司产品 # 限制性内切酶 !"#(!"$%&!为
:/E公司产品! 细胞总 F:; 提取试剂 F:)+GH 试剂
盒"反转录试剂盒"质粒小量提取试剂盒"3IF 产物
回收" 凝胶回收试剂盒"/AJ5K4))L质粒试剂盒及 MN1
-)4K)8DL24+AGO)8DC5ALF)+7)AD 均为 PC+7)A 公司产品!
9:;L*C7+DC5A 试剂盒为 2+Q+F+ 产品 ! ;JB+AD+7)1L
.ILRL3IF 试剂盒为 IS5AD)8T 公司产品! .U!V 购自
上海 M+A75A#%22为美国 ;64)G85产品!
!=RLL正!反义 T2/F2基因真核表达载体的构建与鉴定
参见文献$W%方法!

!=<LL细胞培养
体外常规培养 (*,& 白血病细胞# 培液为 F3%@L

!,U&&.CX85YEF*’Z!&[胎牛血清&(HIS5A)’\双抗
!&&L]Y6S!在含 W[I^R"饱和湿度的 <_L"培养箱中培
养! 转染后筛选培液为 F3%@L!,U&‘!&[胎牛血清a
<&&L"7Y6SL.U!V!
!=ULL转染及筛选
首先将上述含有正确克隆的正" 反义 T2/F2 重

组载体经 /AJ5K4)) 试剂盒大量提取并定量# 针头滤
器除菌后备用! 待细胞生长至对数增长期时分成 <组#
即空白对照组"正义 T2/F2组和反义 T2/F2组! 将
事先准备好的质粒按 MN-)4K)8DL24+AGO)8DC5ALF)+7)AD
说明书并参考文献$,%转染 (*,&白血病细胞! UVLT后
按 !#!& 稀释传代培养#培液内加入 V&&L"7Y6SL.U!V#
约 WLJ 后对照组细胞大都死亡! 调 .U!V 浓度至 <&&L
"7Y6S以继续维持筛选作用! 最后将正"反义 T2/F2
组获得的 .U!V 抗性克隆扩大培养# 同时采用位于
-89:;<=! 载体多克隆位点两侧的 2_ 及 -89:;<=!YL
E.(反向引物进行 3IF鉴定#并分别命名为 (*,&1G"
(*,&1+G!
!=WLL实时荧光定量 F213IF对 T2/F2表达水平的检测
分别收集 (*,&"(*,&1G"(*,&1+G 各组细胞# 采用

F:)+GH 试剂盒立即提取细胞总 F:; 并定量#!V&L"
冻存! 实时在线荧光定量 F213IF 是在罗氏 *C7TD1
IH8S)4荧光定量 3IF仪上进行#所采用的试剂为罗氏
*C7TDIH8S)4L 2)S52;...L T2/F2L PN+ADCOC8+DC5AL QCD#
具体的逆转录及 3IF循环参数见操作手册! R&L"S的
3IF 反应混合物准备如下(RL"SLT2/F2 反应混合物#
&=!L"S 逆转录酶#RL"SLT2/F2 或 3E.9 检测混合物#

!<=’L"S无核酸酶水# 最后 RL"S为相应的阳标 !1W"纯
化自表达 T2/F2 永生化细胞株的阳性对照 F:;"阴
性对照无核酸酶水"待测样本 F:;&!&&bR&&LA7’! 最
后结果数据采用 *C7TDIH8S)4<=W 版本分析软件在
KRYK!模式下进行定量分析 ! T2/F2L6F:;L含量
:T2/F2&标化’以 T2/F2Y>3E.9)!&&&c的相对比值
来表示# 其中 T2/F2为端粒酶蛋白催化亚单位基因
的拷贝数#3E.9为细胞管家基因拷贝数$_%!
!=,LL端粒酶活性测定
采用非放射性 2F;31 银染法#按参考文献$V%进

行!
!=_LL细胞增殖生长能力的测定

(*,&"(*,&1G 及 (*,&1+G< 组细胞 _LJ 生长曲线的
绘制系采用 %22 法并参考文献$’%进行#酶标仪为
EC51F+JL%5J)SLWW&!双层软琼脂克隆形成试验参考文
献$’%方法!
!=VLL细胞凋亡的检测
采用 ;AA)dCALe1K@2IY3@ &3T+46CA7)A’ 双染色

法#分别收集各组细胞#用冷 3EM 洗 R 次#重悬于 !$
结合缓冲液并调细胞浓度至>RbWc$!&WY6S#取 !’WL"S
细胞悬液加 WL"SL;AA)dCALe1K@2I# 混合室温避光孵
育 !&L6CA!洗涤 !次重悬于 !’&L"SL!$结合缓冲液#加
!&L"SL3@L>R&L"7Y6ScL混合室温避光孵育 !WL6CA! 其中
有 < 管#! 管不加任何染色剂用作调电压# 另 R 管只
加 ;AA)dCALe 或 3@#用作调补偿#所有检测数据结果
经 /d-5R 软件获取分析! 检测用仪器为美国 I^]*1
2/FL/3@IML;*2F;流式细胞仪!
!=’LL统计学方法
采用 M3MM软件 !&=&版分析!

RLL结果
R=!LL正!反义 T2/F2基因真核表达载体的构建与鉴定
参见文献$W%!

R=RLL转入重组体的正!反义 T2/F2 组 .U!V 抗性克隆
转入重组体的筛选鉴定

常规提取细胞 9:;后# 采用位于 -89:;<=! 质
粒载体多克隆位点两侧的 2_ 及 -89:;<=!YE.( 反
向引物进行 3IF 扩增外源性基因片段 &图 !’!
(*,&1+G"(*,&1GL.U!V抗性克隆均可见 ! 条大小约 <U&L
X- 的特异性条带# 而空白对照组则未见# 说明 (*,&

白血病细胞已被成功地转入了正" 反义 T2/F2 外源
重组体!
R=<LL反义 T2/F2对端粒酶蛋白亚单位基因表达的影响
为了更精确地反映我们自行构建的反义 T2/F2

真核表达载体对白血病细胞端粒酶蛋白亚单位基因

表达的靶向封闭及抑制效果# 采用了 *C7TDIH8S)4 实
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表 !""各组 #$%&$"’&() 表达的实时荧光定量
*+& 检测结果 !!!!"

!"#$% &’"()*)")*+, -,".,)*/, 0!,120 -,3’.)3
45 6!70! /089 ,:;-,33*4( *( ,"<6 =-4’;

-"#$%!&’.
/0123 4567"(#$%&$"89:;
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B57C5"#$%&$ >:@D!A@E?F
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图 !""/D!? 抗性克隆外源基因片段的 *+& 扩增结果
>*=$% 120 "/;.*5*<")*4( 45 )6, ,:4=,(4’3 =,(,

5-"=/,() *( ?@%A,-,3*3)"() <4.4(*,3
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图 A"""89:;端粒酶活性的 $&)* 银染结果
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图 >""> 组细胞第 AJ 代之 E"P 生长曲线
>*=$H ?-4I)6 <’-+,3 45 )6, BJ )6 =,(,-")*4( 45 )6, H

<,.. .*(,3 *( " K,L"G *(<’#")*4(

!@?

!@:

!@D

!@A

!@;

;@?

;@:

;@D

;@A

;
! A > D J : E

89:;

89:;,C

89:;,6C

,UP

T
-!
."W

6=
25
"-"

XJ
E;

"7
’
.

时荧光定量 &$,*+& 技术对各组细胞经转染后内源
性 #$%&$"’&() 表达量的实际变化情况进行了检
测!表 !"# 正义 #$%&$ 组与空白对照组间无显著差
别$ 反义组 #$%&$"’&() 表达量则见明显下降$与
空白对照组间有极显著差异!-L;@;!"#

A@D""反义 #$%&$对白血病细胞端粒酶活性的影响
分别收集 89:;%89:;,C%89:;,6C 各组细胞$并采用

非放射性 $&)*, 银染法对其端粒酶的活性进行检测
!图 A"# 结果显示反义 #$%&$组的端粒酶活性!*+&
产物梯度条带"较空白对照组%正义 #$%&$组明显降
低!减少"$这与上述反义 #$%&$ 组能显著下调内源
性 #$%&$"’&()表达量的结果相一致#
A@J""反义 #$%&$ 对白血病细胞体外增殖的抑制作
用

分别取 89:;%89:;,C 及 89:;,6C"> 组传至第 AJ 代
的细胞来绘制 E"P生长曲线!图 >"# 从图观察 89:;,6C
细胞增殖速度较 89:;%89:;,C 细胞明显减低$以后 >"P
尤为显著!(L;@;J"# 另外双层软琼脂克隆形成试验亦
是用 > 组传至第 AJ 代的细胞来进行的$ 结果显示
89:;,6C 细胞无论在集落形成的数量或是大小上均较
89:;%89:;,C"A 组细胞明显减少%变小$差异有显著性
!(L;@;!"# 分 别 是 &89:;,6C 为 >?@> !>@J$89:;,C 为
!AJ@:E!E@;A$89:;为 !>>@>>!H@;E#

A@:""反义 #$%&$ 诱导白血病细胞凋亡
为了进一步阐明反义 #$%&$是否通过诱导肿瘤

细胞的凋亡途径来抑制肿瘤增殖$我们分别取 89:;%
89:;,C 及 89:;,6C 三组传至第 J%AJ 代的细胞来检测
!图 D"# 在第 J代时检测结果显示各组间无显著性差
异!资料未显示"#
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图 D"""三组细胞第
AJ代之凋亡百分率
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!""讨论
恶性肿瘤乃当今危害人类生命健康及导致死亡

的主要原因之一!尽管传统的手术及放化疗方法不断
发展!但对患者的治愈率仍不理想" 近年来大量的研
究发现了一种于癌细胞和正常细胞间高度差异表达

的物质#$$端粒酶!为肿瘤的分子生物学治疗带来了
新的思路和高度特异的靶点%端粒酶是一种核糖核蛋
白复合体的逆转录酶!其主要功能是维持染色体末端
端粒&#$%&’$($!作为细胞的有丝’分裂钟(决定着细胞
的剩余复制能力) 的长度% 目前已证实端粒酶在约
)*+永生细胞株和 ),+以上的恶性肿瘤组织中表达!
正常周边组织细胞却少有表达*-!.+!而且 /0120 蛋白
亚基组分才是其活性表达的决定因素*3+"因此本研究
首先采用分子克隆技术!成功地构建了能特异靶向封
闭对启动内源性 /0120基因表达起关键作用的起始
密码子前后一段序列的反义 /0120真核表达载体*4+!
为进一步研究其对白血病细胞内源性 /0120"’256
表达,端粒酶活性的影响及体外增殖生长的抑制作用
打下了坚实的实验基础%
为了更精确地反映我们自行构建的反义 /0120

真核表达载体对白血病细胞内源性 /0120"’256
表达的靶向封闭及抑制效果! 采用了 789/#:;<%$( 实
时荧光定量 20=>:2 技术对转染 ?7@,白血病细胞前

后的内源性 /0120"’256 表达量的实际变化情况
进行了检测% 结果表明正义 /0120组与空白对照组
间无显著差别!反义组 /0120"’256 表达量则见明
显下降!与空白对照组间有极显著差异&!A,B,-)% 同
时还运用我们以前建立的简便快速,敏感而有效的非
放射性 026>= 银染法 **+对转染前后各组的端粒酶活

性进行了检测! 结果显示反义 /0120组的端粒酶活
性&>:2 产物梯度条带)较空白对照组,空载体组明
显降低&减少)%以上的研究结果强烈提示我们自行构
建的反义 /0120真核表达载体确实能明显有效地封
闭和抑制 /0120"’256 的表达和下调端粒酶的活
性!在抗肿瘤靶向分子生物学治疗中有着高度特异性
和潜在应用的广泛性-同时也进一步证实了端粒酶的
活性主要由 /0120蛋白亚基决定%
另外为了探讨反义 /0120对白血病细胞的体外

增殖生长特性的改变和影响! 我们还采用了 C00
法,双层软琼脂克隆形成试验,流式细胞术分别对各
组传至第 4,.4 代的细胞进行了观察和分析% 结果与
空白对照,正义 /0120 组比较!传至第 .4 代的反义

/0120 组细胞无论在生长速度还是在集落形成的数
目,大小上均明显地减慢和降低!同时凋亡率显著地
增加-但传至第 4 代的细胞进行同样的检测实验结果
却未见明显改变 &资料未显示)% 究其原因这可能与
?7@, 白血病细胞的染色体末端的起始端粒长度有

关! 只有当端粒缩短到一定长度才引发细胞衰亡*-,+%
因此尽管转入了反义 /0120重组体的白血病细胞内
在的端粒酶活性能很快地被抑制并且不能再添加端

粒重复序列!但细胞的起始端粒长度在此却起了缓冲
作用% 因此本研究构建的反义 /0120潜在的广谱抗
肿瘤分子生物治疗机制可能是首先通过抑制和下调

/0120 表达&端粒酶活性)而最终引发瘤细胞走向衰
亡%
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