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【摘+ 要】目的：构建端粒保护蛋白 -QQ! 短发夹 LOM表达载
体，探讨抑制 -QQ! 表达后对端粒 @OM 损伤及细胞增殖的影
响, 方法：体外构建端粒保护蛋白 -QQ! K5LOM逆转录病毒表
达载体 K5-QQ!#"!，K5-QQ!#"$，与表达外源性 -QQ! 的 -QQ!#
NM质粒共同转染 $&(- 细胞，W.K?.B8 X/:? 检测 K5-QQ! 抑制
外源性 -QQ! 蛋白表达；L-#QGL检测 K5-QQ! 抑制小鼠胚胎成
纤维细胞（1:6K. .1EB7:83; C3EB:E/2K?，D0U）内源性 -QQ!
1LOM的表达, 再用 K5-QQ! 分别感染 M-D Y Z Y D0U 和
M-D [ Z [ D0U细胞后，分别采用细胞生长曲线和 XB>I掺入法
检测细胞增殖，免疫荧光 Z端粒肽核酸荧光原位杂交法（ FU Z
QOM#UFPN）检测端粒功能障碍诱导损伤灶（-FU）的形成, 结
果：K5-QQ!#"! 和 K5-QQ!#"$ 均能明显抑制外源性 -QQ! 蛋白
和内源性 -QQ!1LOM的表达，K5-QQ!#"! 和 K5-QQ!#"$ 作用于
原代培养的 D0UK后细胞生长缓慢，XB>I 阳性细胞数量分别
占’, "]和 ’, %]，显著低于对照细胞的 $&, (]（> ^ ", "!，
> ^ ", "!）；而细胞表现为体积变大，形态扁平等类似细胞衰老
的形态学改变；FU Z QOM#UFPN法检测结果显示，K5-QQ! 作用于
M-D Y Z Y D0U细胞后导致端粒 @OM 损伤标志物 [磷酸化的
N$M_（!#N$M_）和 <(XQ! 损伤灶（-FU）的形成，定量结果显
示约 <"]的 M-D Y Z Y细胞中出现至少 < 个 -FU；而在 K5-QQ!
作用后的 M-D [ Z [细胞中，端粒 !#N$M_ 和 <(XQ! 形成的 -FU
数量显著减少，出现 < 个 -FU 的细胞数量不足 <]，与对照组
细胞相比无显著性差异, 结论：抑制 -QQ! 表达后诱发端粒
M-D依赖的 @OM 损伤反应，进而抑制细胞增殖，促进细胞衰
老,
【关键词】端粒；短发夹 LOM；@OM；损伤反应
【中图号】L(&$+ + +【文献标识码】M

FG 引言
端粒位于真核细胞染色体的末端，由串联重复的

@OM和端粒结合蛋白组成，其主要功能是保持染色
体的完整性，同时也是细胞生存期限的关键调控因
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子［!］" 对肿瘤的研究发现，大多数肿瘤细胞在分裂增
殖过程中保持稳定的端粒长度，因而通过干涉端粒的

结构和功能有可能控制肿瘤发展［#］" 目前发现端粒
保护蛋白主要有 $ 个亚单位：%&’!，%&’#，%()#，
&*+!，,-%! 和 %,,!，他们共同组成端粒保护蛋白复
合体（./0120345）［6］，其中 %,,! 是形成蛋白复合体的
关键因子之一［7 8 9］" 我们通过采用靶向端粒结合蛋
白 %,,! 小片段干扰 &):（ ;4&):）技术，构建 %,,!
短发夹 &):（ ;/&):）逆转录病毒介导的表达载体，
观察抑制 %,,! 表达后所诱导的端粒 <): 损伤反应
以及对细胞增殖和衰老的影响"

!" 材料和方法
!" !" 材料 " 构建 %,,! 的 ;/&): 寡核苷酸和 ,=&
引物由美国 .4>?* 公司合成；&): 提取试剂盒、&%@

,=&反应试剂盒、转染试剂 14+AB0C2*?450（ (5D423A>05
公司）；限制性内切酶 !"#!，$%&&"，’()E#（F4A1*@
G;公司）；$@H#:I 鼠 ?:G（美国 J+;2*20 公司）；凝胶
成像系统（美国 :1+/* (55A20C/ 公司）；,=& 扩增仪
,%=@#KK L5>450 =MC103（美国 NO &0;0*3C/ 公司）；
FI7! 型显微镜（日本 -1M?+P;公司）"
!" #" 方法
!" #" ! Q %,,! ;/&): 表达载体的构建 Q 小鼠 %,,!
的 ?&): 序列来自 R05F*5S（R(：##T#6U#6），参照
;4&):靶点设计原则，设计如表 !" 合成的正义链和
反义链经变性和退火反应后形成双链 <):，用限制
性内切酶 !"#!和 ’()E#将其定向克隆至逆转录病
毒载体 &023A@+.P+03（含有嘌呤霉素抗性筛选标记），
经 $%&&"和 ’()E#酶切鉴定得到的阳性克隆 &023A@
+.P+03@;/%,,!，简称 ;/%,,!"

表 !Q ;/%,,!@K! 和 ;/%,,!@K# 的碱基序列

项目 碱基序列 位点

;/%,,!@K! 正义链 9V *+,--== ::%=:RR:%%=:R:%R%R=:R %%=::R:R: =%R=:=:%=%R::%==%R:%%%%%%%: 6V 7TW X 9KW

反义链 9V +*-,,::::: ::%=:RR:%%=:R:%R%R=:R %=%=%%R:: =%R=:=:%=%R::%==%R:%%RRR 6V

;/%,,!@K# 正义链 9V *+,--== ::R=%R%R%%=:=%R%R%=%R%%=::R:R: =:R:=:=:R%R::=:=:R=%%%%%%%: 6V W6! 8 W9!

反义链 9V +*-,,::::: ::R=%R%R%%=:=%R%R%=%R %=%=%%R:: =%R=:=:%=%R::%==%R:%%RRR 6V

划线部分为 %,,! 的 ?&):特异核苷酸序列，斜体部分为限制性内切酶位点，R:%==为 !./H"粘性末段序列，:R=%%为 ’()E#粘性末段序列"

!" #" #Q 细胞培养和转染Q 将质粒 ;/%,,!@K! 和 ;/%@
,,!@K# 分别转染病毒包装细胞 #U6%，转染操作按 14@
+AB0C2*?450 ,1P;说明进行：% 接种 ! Y !K9 个 #U6%细
胞于 !K C?细胞培养盘中，6WZ，9K ?[ \ [ =-# 培养

过夜；& 更换为无血清 <NLN，逐滴加入转染试剂
[4+AB0C2*?450（含 7 ’> ;/%,,! 质粒 <):），培养 7 X $
/后，更换为完全 <NLN培养基培养；( 分别于培养
#7，7T / 后收集 #U6% 细胞培养上清感染 NL’ 细胞，
W# /后加入 # ?> \ [嘌呤霉素进行筛选"
!" #" 6Q ]0;2035 F1A2 检测 ;/%,,! 抑制外源性 %,,!
表达Q 细胞转染 W# /后收集 #U6%细胞，超声破碎细
胞后，7Z，!K KKK "离心 #K ?45，收集上清进行蛋白
质定量测定" 取 9K ’> 蛋白质经 .<. 聚丙烯酰胺凝
胶电泳分离后电转移至 ,^<’膜，以抗@H: 抗体检测
%,,!@H:的表达水平"
!" #" 7Q &%@,=&检测 ;/%,,! 抑制 NL’内源性 %,,!
?&):的表达Q 收集含有逆转录病毒的 #U6%细胞培
养上清，以 N-( _ 9KK 的病毒滴度感染 NL’ 细胞，7T
/后重复感染 ! 次，W# / 后收集细胞提取总 &):，采
用 &%@,=& 检测 ;/%,,!@K! 和 ;/%,,!@K# 对 NL’ 细
胞内源性 %,,! 在转录水平表达的干扰作用" %,,!

上游引物序列：9V :%R%==R:%%=:RRR%%R=%RR
6V，下 游 引 物 序 列：9V %=:%:==%RRR%%::=%@
=:R:=%=%R 6V" 同时扩增 R:<,H 作为内参" R:<@
,H 上游引物序列：9V %=:==:==:%RR:R::RR=
6V，下游引物序列：9V R=%::R=:R%%RR%RR%R=:
6V" ,=&反应条件：U7Z 9 ?45，U7Z 6K ;，99Z 6K ;，
W#Z 6K ;，共 #9 个循环"
!" #" 9Q 细胞生长曲线和 F3EJ 掺入实验Q NL’ 细胞
经含有 ;/%,,!@K! 和 ;/%,,!@K# 表达质粒的逆转录病
毒感染后，加入 # ?> \ [嘌呤霉素筛选 # ‘S获得稳定
表达 ;/%,,!@K! 或 ;/%,,!@K# 的细胞" 然后按 9 Y
!K7 \孔接种于细胞培养 $ 孔板中，分别于第 K，#，7，$，
T 日作细胞计数，绘制细胞数量 8时间的生长曲线"
同时按 # Y !K7 \孔的细胞接种 T 孔的 C/*?G03;14E0，培
养过夜后加入 F3EJ（终浓度为 !K ’?A1 \ [），继续培
养 ! /，固定细胞后以抗 F3EJ抗体检测掺入 F3EJ 后
的细胞及其数量"
!" #" $Q 免疫荧光 \端粒肽核酸荧光原位杂交法（ (’ \
,):@’(.H）检测端粒功能障碍诱导的损伤灶（%(’）Q
将逆转录病毒介导的 ;/%,,! 分别感染 :%N a \ a NL’
和 :%N 8 \ 8 NL’细胞，# ?> \ [嘌呤霉素筛选 # ‘S" 按
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! " #$% &孔接种 ’()*+,-./01, 培养过夜，按文献［2］行
34 & 5678439: 法检测端粒上磷酸化的 :!7; 和
<=>5# 的 ?34形成@ 同时 A,.B,-C >/DB 检测细胞中磷
酸化的 :!7;（!8:!7;）水平@
统计学处理：实验结果中两组计量资料之间的

比较，采用 ! " #进行 $检验@

!" 结果
!# $" 逆转录病毒介导的 %&’(($ 质粒的鉴定和功能
检测 " 按上述描述的方法构建逆转录病毒介导的
.(?55# 质粒@ .(?55# 质粒经限制性内切酶 %&’E"
和 ()*1#酶切后，琼脂糖凝胶电泳结果显示约为 =$$
+F的片段，而空载体酶的片段为 !%$ +F左右，与预期
值一致，即 .(?55# 的大小为 2$ +F 左右（图 #7）@
.(?55# 与表达外源性的 ?55#8:7 质粒共同转染
!G=? 细胞后，A,.B,-C >/DB 结果显示 .(?55#8$# 和
.(?55#8$! 均能明显抑制外源性 ?55# 蛋白的表达
（图 #>）@ E?85HE结果表明 .(?55#8$# 和 .(?55#8$!
分别有效地降低了 IJ4 细胞内源性 ?55# 在转录水
平的表达（图 #H）@

7：.(?55# 经 %&’E"和 ()*1#酶切；>：A,.B,-C >/DB 检测 .(?55# 作

用后外源性 ?55# 蛋白的表达水平；H：E?85HE电泳@ I：标准分子质

量；K：空载体；#：.(?55#8#；!：.(?55#8!；?L+L/0C：加样的蛋白量；

M75N:：内参@

图 #O .(?55# 质粒的构建和鉴定及其功能检测

!# !" 抑制 ’(($ 表达对细胞增殖的影响" 与对照组
细胞相比，.(?55# 作用于原代培养的 IJ4. 后，细胞
生长明显减缓@ >-1P 细胞增殖掺入实验进一步证
实，>-1P阳性细胞数量在空载体质粒转染的对照细
胞组中占 !G@ =Q，在 .(?55#8$# 或 .(?55#8$! 作用后
的细胞分别仅占 R@ $Q（ $ S ##@ %G，+ T $@ $#）和
R@ UQ（ $ S #$@ G2，+ T $@ $#）@ 增殖受到抑制的细胞
在显微镜下表现为体积变大、形态扁平等类似细胞衰

老的形态学改变（图 !）@
!# )" 抑制 ’(($ 表达对端粒 *+, 损伤反应的影响
" .(?55# 作用于 7?I V & V 细胞后，!8:!7; 明显增
高，而在 7?I W & W细胞中则未检测到（图 =7）；在空载

体质粒转染的 7?I V & V细胞中 !8:!7;形成 ?34的阳
性率为 <Q，在 .(?55#8$# 或 .(?55#8$! 作用后的
7?I V & V细胞则分别为 %<Q（ $ S #<@ %G，+ T $@ $#）和
%$Q（ $ S ##@ !2，+ T $@ $#）；<=>5# 在空载质粒转染
的 7?I V & V对照细胞中形成 ?34 的阳性率为 %@ $Q，
而在 .(?55#8$# 或 .(?55#8$! 作用后的 7?I V & V细胞

中 ?34分别为 %!Q（ $ S #%@ U!，+ T $@ $#）和 =<Q
（ $ S G@ GU，+ T $@ $#）；?55# 受到抑制后，7?I V & V细

胞中 !8:!7; 形成 ?34 的信号（绿色）、<=>5# 形成
?34的信号（绿色）与端粒 5678439: 杂交的信号
??7MMM8439:（红色）相重合，表明 N67 损伤反应发
生在染色体的端粒@ 定量分析显示，大约 <$Q 的
7?I V & V细胞中出现至少 < 个由 !8:!7;或 <=>5# 形
成的 ?34（图 =>，H）；7?I W & W细胞在 .(?55# 作用后
的细胞中形成 ?34 的数量与空载体转染细胞相比无
明显差异，7?I W & W细胞中出现 < 个 ?34 的细胞数量
不足 <Q（图 =N），表明抑制 ?55# 表达后诱导端粒发
生了 7?I依赖的的 N67损伤反应@

7：转染空载质粒的 IJ4.；>：.(?55# 作用于后的 IJ4.@

图 !O 抑制 ?55# 对细胞增殖的影响O " %$$

)" 讨论
端粒除保持染色体的完整性外，在调控细胞的增

殖能力方面起着关键性作用@ 哺乳动物细胞通过端
粒上特有的蛋白区分正常染色体末端不被识别为损

伤的 N67而诱发 7?I（)B)X0)8B,/)CY0,’B).0) *LB)B,1）
或 7?E（)B)X0)8B,/)CY0,’B).0) )C1 E)1= -,/)B,1）介导的
N67损伤反应［U］，出现 N67 损伤蛋白 <=>5# 和 !8
:!7;在端粒的聚积，导致细胞增殖衰竭或凋亡［R］@
端粒功能障碍引起的细胞增殖衰竭和凋亡是机体清

除衰老细胞的一个重要途径，也是机体构成的一道重

要癌变防御屏障@ 大多数肿瘤细胞在分裂增殖过程
中保持稳定的端粒长度，因而在肿瘤细胞中诱导端粒

功能障碍有可能成为新的治疗策略@
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!："#$%#&’ ()*%检测 !+, - . - 和 !+, / . / 细胞中的 !012!3；(：45 .

67!05481显示 !+, - . -和 !+, / . /细胞端粒中 !012!3形成的 +45；

9：45 . 67!05481显示 !+, - . -和 !+, / . /细胞端粒中 :;(6< 形成的

+45；=：定量分析 !012!3和 :;(6< 在 !+, - . -和 !+, / . /细胞端粒

中 +45的形成> ?：空载体；<：$@+66<0<；2：$@+66<>

图 ;A 抑制 +66< 表达诱发细胞端粒 !+,依赖的 =7!损伤反
应

A A 端粒保护蛋白在调控端粒的结构和功能方面起
着关键性作用> 最近 BC9*’’*& 等［D］发现，+66< 表达
的缺失可以导致端粒保护蛋白复合体的形成障碍，

9@#’等［<E］则发现 +66< 具有调控胞核输出通路信号
作用，直接调节其他端粒保护蛋白亚单位在核内水

平> 鉴于 +66< 在端粒保护蛋白复合体中的重要功
能，我们设想是否可以通过抑制 +66< 表达而诱导端
粒功能障碍、抑制细胞增殖，为此我们构建了针对

+66< 的 $FG7!表达载体（ $@+66<），并观察其对端粒
=7!损伤反应的影响>

,H5细胞经 $@+66< 作用后，内源性 +66< IG7!
表达受到完全抑制，伴随细胞生长明显迟缓，(&JK 摄
入细胞的阳性率较空载质粒转染的细胞减少 ; 倍左

右；同时 $@+66< 作用后细胞出现体积变大，形态扁平
等细胞衰老的形态学表现> 结果说明经 $@+66< 抑制
内源性 +66< 表达后可以抑制细胞增殖，导致细胞衰
老>
真核细胞的端粒 =7!隐藏于保护蛋白复合体之

中，从而避免被细胞自身的 =7! 损伤检控机制识别
为 =7!双链断裂（J*LM)#0$%&N’J M&#NO，=8(）而诱导
=7!损伤反应> 抑制 +66< 表达导致细胞衰老是否
可以归因于 =7! 损伤反应而引起的端粒功能障碍
呢？为此我们对端粒 =7! 损伤反应进行了检测，结
果显示，经 $@+66< 作用抑制 +66< 表达后，=7! 损伤
蛋白 12!3的磷酸化水平明显增高，+45$ 发生率在
$@+66< 作用后的 !+, - . -细胞中达到 PEQ R P:Q，
明显高于转染空载质粒的 !+, - . - 对照细胞的

P> EQ R:> EQ；而且 !012!3和 :;(6< 形成的 +45信
号与端粒 67!05481 杂交信号相重合，表明 =7! 损
伤反应发生在染色体的端粒> 在 +66< 缺失的
!+, - . -细胞中大约 :EQ 的细胞中出现至少 : 个
+45，但 !+, 敲除（!+, / . /）细胞在 +66< 表达抑制
后，!012!3 并无显著改变，也极少见到 !012!3 或
:;(6< 在端粒上形成 +45，表明抑制 +66< 表达诱导
的端粒 =7!发生损伤反应依赖于 !+,>
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