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摘　要: 目的　研究人类端粒酶催化亚单位 (hT ER T )基因的

反义寡核苷酸对卵巢癌细胞的影响. 方法　采用 TRA P2
EL ISA 检测 8910 卵巢癌细胞在反义核酸处理前后端粒酶活

性的变化. 结果　hT ER T 基义反义核酸能有效抑制 8910 细

胞端粒酶活性. 结论　hT ER T 基因反义核酸能显著抑制肿

瘤细胞的端粒酶活性, 为恶性肿瘤治疗提供了一条新的有效

的途径.
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Abstract: A IM 　 To study the inh ib ito ry effect of hum an

telom erase act ivity by an an tisense o ligonucleo tide again st hu2
m an telom erase catalyt ic subun it mRNA (hT ER T mRNA ) in

ovarian cancer cells in v itro. M ETHOD S　T elom erase act ivi2
ty of cu ltu red ovarian cancer cells (8910 cells) w ith an tisense

treatm en t w as m easu red by using the TRA P2EL ISA assay.

RESUL TS　T he an tisense treatm en t cou ld effect ively inh ib it

the telom erase act ivity of 8910 cells. CONCL USION　A nti2
sense o ligonucleo tide again st hT ER T mRNA can effect ively

inh ib it the telom erase act ivity of tumo r cells and is an effec2
t ive and novel app roach fo r the treatm en t of m alignan t can2
cers.
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0　引言
人类端粒是位于染色体末端的重复DNA 序列

( T TA GGG) [ 1 ] , 有防止染色体降解、重排、缺失、断

端彼此发生融合等作用, 正常体细胞中的端粒随细胞

分裂, DNA 末端复制依赖序列丢失而进行性缩短.

端粒的缩短将导致染色体不稳定, 细胞衰老死亡. 端

粒酶是一种特殊的核糖核蛋白聚合酶, 它能以自身的

RNA 作为模板合成端粒, 弥补端粒丢失, 对维持端粒

长度, 使细胞获得永生化起重要作用[ 2 ]. 近年来大量

研究[ 3 ]表明, 端粒酶活性主要在恶性肿瘤组织细胞

中表达, 而在正常体细胞及良性肿瘤中, 除了一些具

有高度再生潜力和生殖细胞的组织外几乎不表达, 这

表明端粒酶的激活可能是肿瘤发生过程中的关键因

素. 端粒酶催化亚单位 (hT ER T ) 是一个最近才被克

隆出来的单拷贝基因[ 4, 5 ] , 其基因组含有逆转录酶催

化区域高度保守的特异序列. 现已证明 hT ER T m R 2
NA 只在恶性肿瘤组织或肿瘤细胞株以及某些有高

度再生潜力的自我更新组织 (如子宫内膜)中表达, 与

端粒酶活性表达一致, 对癌病变特异, 其上游调节对

端粒酶活性表达起重要作用, 被认为是端粒酶活性的

限速决定因素[ 6- 8 ]. 反义寡聚核苷酸是指能够特异

性抑制一个基因转录或翻译的短小RNA 片段. 反义

核酸治疗则是利用反义技术设计与异常激活或有害

基因及其m RNA 互补的反义寡核苷酸, 特异性地封

闭这些基因使其不表达或低表达, 达到减少基因产

物, 抑制细胞恶变的作用. 我们设计了一段互补于

hT ER T 基因的反义寡核苷酸, 作用于体外培养的

8910 卵巢癌细胞, 研究其对端粒酶活性的影响, 为卵

巢癌及其它肿瘤治疗尝试一条新的治疗途径.

1　材料和方法
1. 1　反义寡核苷酸合成　根据人类端粒酶 hT ER T

基因 cDNA 的序列分析, 选择起始密码子上游的 6

个碱基及后续的 11 个碱基, 共 20 个碱基作为作用

的靶序列. 反义寡核苷酸的序列为 5’2GGA GCG2
CGCGGCA TCGCGGG23’, 经计算机网上检索证实
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与 hT ER T 基因以外的已知人类基因无同源性. 另

外合成一段正义寡核苷酸序列 (5’2CCCGCGA T GC2
CGCGCGCTCC23’) 作为对照, 上述寡核酸序列由美

国 Gibco 生物公司合成.

1. 2　试剂　T elom erase2PCR 2EL ISA 检测试剂盒为

Boeh ringer M anheim 公司产品, 小牛血清为浙江四

季青公司产品, R PM I21640 培养基为 Gibco 公司产

品.

1. 3　细胞培养　8910, TC21 卵巢癌细胞株、H ela 宫

颈癌细胞株由本实验室冻存. 所有细胞在含 100 mL

·L - 1小牛血清 (56℃, 灭活 30 m in) , 1×105 IU ·

L - 1青霉素、100 m g·L - 1链霉素的 R PM I21640 培养

基, 37℃ 50 mL ·L - 1 CO 2 饱和温度下培养. 实验选

用对数生长期细胞.

1. 4　细胞的处理及标本制备　实验分为反义核酸作

用组 (A 组)、正义核酸作用组 (B 组) 及空白对照组

(C 组). 8910 细胞生长至对数生长期后, 常规消化,

接种于 24 孔培养板, 每孔接种细胞 2×105 个. 在

CO 2 培养箱中孵育过夜 (37℃ 50 mL ·L - 1 CO 2) 后,

每天往培养液中加 5 Λm o l·L - 1的寡核苷酸, 空白对

照组细胞每日加等量培养液. 分别收集寡核苷酸处

理 24, 48, 72 h 后的细胞 (调节每组细胞数为 2×106

个) , 加 PBS 500 ΛL 4℃ 3000 r·m in - 1离心 10 m in,

充分移去上清, 放- 80℃冰箱冻存备用或直接制备细

胞抽提物. 取未经任何处理的对数生长期 8910 细胞

65℃热处理 10 m in, 作为阴性对照. 同法制备不经任

何处理、同样条件下培养的 TC21 卵巢癌细胞、H ela

宫颈癌细胞标本作为端粒酶活性检测的参考.

1. 5　细胞抽提物的制备　加裂解液 200 ΛL (冻存细

胞先在冰上解冻再加裂解液) , 重新充分悬浮细胞, 冰

上孵育 30 m in, 4℃ 16 000 g 离心 25 m in, 吸取上清

备用. 取培养 24 h 的正常对照组 8910 细胞抽提物 5

ΛL , 加入 5 Λm o l·L - 1的反义寡核苷酸备用.

1. 6　RT-PCR 扩增　取上述提取液 2 ΛL , 加反应混

合液 25 ΛL (包括 dN T P、T aq 酶、生物素标记的端粒

酶引物 I 和引物Ê ) , 补充灭菌D EPC 水至 50 ΛL , 充

分混匀, 在 PCR 扩增仪上按以下步骤进行 R T 2PCR

扩增: ①引物延伸: 25℃ 30 m in 循环 1 次; ②端粒酶

灭活: 94℃ 5 m in 循环 1 次; ③PCR 扩增: 置 94℃ 30

s, 50℃ 30 s, 72℃ 90 s, 循环 29 次; ④延伸: 72℃ 10

m in.

1. 7　扩增产物中端粒酶活性的检测　①EL ISA 法:

取 5 ΛL PCR 扩增产物, 加 20 ΛL 变性试剂, 室温下

孵育 10 m in, 加 225 ΛL 杂交混合液 (含地高辛标记的

探针) 100 ΛL 充分混匀, 取 100 ΛL 混合液加在抗生

物素蛋白包被的微孔板上, 37℃摇床杂交 2 h. 弃去

EL ISA 微量板上的杂交液, 洗液充分清洗, 加 100 ΛL

和 过氧化物酶偶联的抗地高辛抗体 ( an t i2D IG2
POD ) , 室温下孵育 30 m in. 弃去 an t i2D IG2POD 液,

洗液充分清洗, 加 100 ΛL TM B 底物溶液, 室温下孵

育 15 m in, 加 100 ΛL 终止液终止反应. 在酶标仪上

测定A 450 nm值. ②丙烯酰胺电泳: 配制 125 g·L - 1, 1

mm 厚丙烯酰胺凝胶, 置于 1×TBE 电泳槽中, 取 10

ΛL PCR 产物, 加 6×上样缓冲液 3 ΛL 上样于凝胶孔

内, 150 V 电压下电泳 3 h 后取出凝胶 EB 染色, 在紫

外透射反射分析仪下观察结果并照相.

2　结果
阳性对照为 T elom erase2PCR 2EL ISA k it 中提

供的恒表达端粒酶活性的 293 细胞抽提液, 阴性对照

为经 65℃热处理 10 m in 的 8910 卵巢癌细胞.

2. 1　TRAP-EL ISA 检测结果　阳性对照细胞株 293

细胞端粒酶A 450 nm 值为 1. 43, 阴性对照 A 450 nm 值为

0. 02. 空白对照组的 8910 卵巢癌细胞, 培养 24, 48

和 72 h, A 450 nm值分别为 1. 07, 1. 09 和 1. 04. 正义核

酸处理组 8910 细胞端粒酶活性无明显变化, 处理

24, 48 和 72 h,A 值分别为 1. 08, 1. 05 和 1. 02. 8910

卵巢癌细胞经 5. 0 Λm o l·L - 1的 hT ER T 基因反义核

酸处理后端粒酶活性受到抑制, 处理 24 h 后A 450 nm

值为0. 75, 其抑制率为 23. 8%. 作用 48 h A 450 nm值为

0. 37, 其抑制率为 60%. 作用 72 h 后端粒酶活性下

降明显, A 450 nm 值为 0. 07, 其抑制率为 88. 5%. 和

8910 细胞同样条件下培养, 不作任何处理的 TC21 卵

巢癌细胞、H ela 宫颈癌细胞吸光度A 450 nm 值分别为

1. 35 和 1. 12. 用反义寡核苷酸直接作用于 8910 卵

巢癌细胞抽提物, 对端粒酶活性无影响, A 450 nm 值为

1. 10.

2. 2　丙烯酰胺电泳结果　阳性对照 293 细胞、TC21

卵巢癌细胞、反义寡核苷酸直接作用的 8910 细胞抽

提物、空白对照组及正义核酸处理组的 8910 卵巢癌

细胞, 丙烯酰胺电泳均出现间隔 6 bp 的特征性阶梯

形条带. 阴性对照和 5. 0 Λm o l·L - 1 hT ER T 基因反

义核酸处理 48 h 和 72 h 后的 8910 细胞, 未见明显的

阶梯状条带. 丙烯酰胺电泳结果与 EL ISA 方法检测

的结果相符 (F ig 1).

3　讨论
据目前已检测组织标本的统计结果分析, 恶性肿

瘤组织端粒酶检出率高达 84%～ 95% , 而良性肿瘤

及正常组织的端粒酶检出率仅 4% 左右, hT ER T 表
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达与端粒酶活性检测一致. 肿瘤治疗的理想靶点是

肿瘤生长所必需而不存在于正常细胞的细胞成分,

hT ER T 的特异性, 自然使其成为肿瘤治疗的一个理

想靶点.

图 1　TRA P2丙烯酰胺电泳检测不同处理的 8910 卵巢癌细
胞的端粒酶活性
F ig 1 　D etect ing resu lts of telem erase act ivity by TRA P2
PA GE assay in ovarian cancer cells 8910 w ith differen t treat2
m ent
L ane A～C: 8910 cells w ithout any treatm ent w ere cu ltu red fo r 24 h,
48 h, 72 h, respectively; L ane D: Extracts of 8910 cells treated w ith
an tisense o ligonucleo tide; L ane E: TC21 cells; L ane F～ H: 8910
cells w ere treated w ith an tisense o ligonucleo tide (5 Λmo l·L - 1 every
24 h) fo r 24 h, 48 h, 72 h, respectively; L ane I: N egative contro l;
L ane J: Po sit ive contro l; L ane K～M : 8910 cells w ere treated w ith
sense o ligonucletodie (5 Λmo l·L - 1 every 24 h) fo r 24 h, 48 h, 72 h,
respectively.

　　众所周知, 恶性肿瘤主要表现为细胞失去控制无
限制的增长, 而端粒酶的活化是使细胞获得无限增殖
能力成为永生化细胞的关键因素. 因此, 从理论上
讲, 如果使恶性肿瘤细胞端粒酶活性受到抑制, 便能
从根本控制或治愈恶性肿瘤. 目前研究端粒酶对恶
性肿瘤的治疗作用, 都建立在通过各种途径、各种环
节抑制端粒酶活性的基础上.

反义技术作为基因“封条”能够特异性封闭或抑
制其靶基因的表达. 目前, 端粒酶的 3 个主要组成成
分: 端粒酶 RNA (hTR )、端粒酶相关蛋白 (T P1)、端
粒酶催化亚单位 (hT ER T ) 已被鉴明, 基因序列也已
被克隆, 这为利用反义技术抑制端粒酶活性, 探索肿
瘤治疗的新途径提供了条件.

端粒酶 RNA (hTR ) 是端粒酶必要组成成分, 其
基因序列含有一段与端粒酶 RNA 重复序列
(T TA GGG) 互补的模板序列[ 9 ] , 尽管已经证明 hTR

表达与端粒酶活性表达不一致[ 10, 11 ] , 但针对 hTR 或

hTR 模板区设计的反义核酸, 肽核酸却能显著抑制
端粒酶活性[ 12, 13 ]. 因此, hTR 是反义核酸的非常好
的靶基因. T P1 是人端粒酶的结合蛋白[ 14, 15 ] , T P1

m RNA 也广泛表达在各组织中, 与端粒酶活性表达
不平行[ 6- 8 ]. 目前未见以 T P1 m RNA 作为反义核酸
靶基因的报道. hT ER T 的m RNA 表达已证明与端
粒酶活性表达到一致[ 6- 8 ] , 说明 hT ER T 可能是端粒
酶活性的主要调节因子, 这也意味着这个蛋白的

m RNA 能成为反义核酸的另一个靶基因.

我们设计了一段互补于 hT ER T m RNA 的起始
密码子附近的 20 m er 的反义寡核苷酸, 作用于表达
端粒酶活性的 8910 卵巢癌细胞, 发现该反义核酸能
抑制端粒酶活性, 特别是在反义核酸作用 2～ 3 d 后,

端粒酶活性显著下降, 而正义核酸处理组端粒酶活性
无明显改变, 同时还发现反义寡核苷酸并不直接抑制
细胞抽提物中的端粒酶活性. 这说明设计互补与

hT ER T 基因的反义寡核苷酸能以序列特异性方式
抑 hT ER T 的表达, 从而抑制端粒酶的活性, 也证明
了 hT ER T 与端粒酶活性密切相关, hT ER T m RNA

是反义核酸治疗的一个非常好的靶基因. 采用端粒
酶抑制战略进行抗癌治疗具有广谱性, 尽管本实验选
取反义核酸处理的细胞是卵巢癌细胞, 但显然也适用
于其他肿瘤细胞, 这一优势是针对其他癌基因的治疗
方法所不能具备的, 利用端粒酶抑制剂治疗肿瘤是一
条新的有效的途径.
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