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摘要  [ 目的] 探讨端粒酶RNA 亚基( chTR) 的短发 RNA( shRNA)shRNA 对 MDCC- MSB1 细胞端粒酶活性的影响。[ 方法] 设计合成 chTR
shRNA 并构建表达载体, 转染MDCC- MSB1 细胞 ,应用改良TRAP 法检测端粒酶活性。[ 结果] 与对照组相比 , 转染24 h 后 , 各组端粒酶活
性变化不明显 ;转染48 h 后 ,端粒酶活性均显著地下降 , 且针对模板区设计的干扰载体pSi- chTR- sh1 转染后抑制效果最明显。[ 结论]
chTR shRNA 表达载体能够有效地抑制 MDCC- MSB1 细胞的端粒酶活性。
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Abstract  [ Objective] The ai mof this study was to investigate the inhibitory effects of shRNA of chTR on telomerase activity in MDCC- MSB1 cells .
[ Method] The artificially designed and synthesized short hairpin RNA(shRNA) of chicken telomerase RNA( chTR) was used to construct the expression
vector that was subsequentlytransfected to MDCC- MSB1 cells , then the telomerase activity of these cells was measured by i mproved TRAP method . [ Re-
sult] Compared to the CKgroup , the telomerase activities i nthe treat ment cells showed no obvious decrease in24 hafter transfection, while decreased re-
markably 48 hlater , among whichinthe cells transfected by interference vector pSi- chTR- sh1 presented the most obvious i nhibitory effects . [ Concl usion]
This vector coul d effectively inhibit the telomerase activities in MDCC- MSB1 cells .
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  端粒酶是1985 年 Greider 和 Blackburn 首次从四膜虫细

胞提取物中发现的一种由RNA 和蛋白质组成的核糖核蛋白

复合体 , 具有逆转录酶活性[ 1] 。该酶在85 % 以上的恶性肿瘤

发展进程中都有表达, 但良性病变和正常组织中除生殖细胞

和干细胞外均不表达。由于其广泛表达和可能作为癌症治

疗的新靶点 , 使得端粒酶成为目前全世界的研究热点, 并成

为诊断恶性肿瘤的重要标记物之一。端粒酶由3 个主要亚

单位构成: 端粒酶 RNA( telomerase RNA , TR) 、端粒酶逆转录

酶(telomerase reverse transcriptase ,TERT) 和端粒酶相关蛋白

(telomerase - associated protein ,TP) 。TR 是端粒合成重复序列

的模板, 在不同物种之间其一级结构有很大差别, 其链长及

核苷酸序列均不相同。但这些不同来源的TR 的二级结构却

比较保守[ 2] 。

RNA 干扰( RNA interference ,RNAi ) 是最近几年发现和发

展起来的一门在转录水平上的基因阻断技术[ 3] 。反义 RNA

与正链 RNA 形成双链 RNA 可特异性地抑制靶基因的表达 ,

因而可人为地引入与内源靶基因具有相同序列的双链 RNA

( 有义 RNA 和反义 RNA) , 诱导内源靶基因的 mRNA 降解, 达

到阻止基因表达的目的[ 4] 。而小分子干扰 RNA( small inter-

fering RNA,si RNA) 是比较广泛的端粒酶抑制剂[ 5] 。因此, 该

研究根据 TR 基因序列设计并合成编码短发夹( shRNA) 的

DNA 序列, 构建shRNA 表达载体, 转染 MDCC- MSB1 细胞, 探

讨TR 对端粒酶活性的影响 , 以期为研究端粒酶和肿瘤之间

关系奠定基础。

1  材料与方法

1 .1  材料与试剂  菌株与质粒载体: 大肠杆菌( Escherichi a

coli ) JM109 感受态菌和p Silencer 1 .0- U6( Ambion) 由吉林大学

畜牧兽医学院生物化学与分子生物学研究室保存。MDCC-

MSB1 细胞系购于中国兽医药品监察所。酶与试剂 :λ- EcoT14

Ⅰdigest( 19 329、7 743、6 223 、4 254、3 472 、2 690 、1 882、1 489 、

925、421 、74 bp) 、DNA 连接酶、Taq DNA 聚合酶、Apa Ⅰ、EcoRⅠ、

Xho Ⅰ、Hind Ⅲ均购于TaKaRa 公司;DNA 小片段凝胶回收试

剂盒购于上海道普化素国际贸易有限公司。

1 .2 试验方法

1 .2.1  shRNA 序列设计和筛选。在 GenBank 内搜索已知

chTR 序列, 编号为 NR 001594 , 利用专业网站以 Ambion 的在

线服务软件( http :/ / www.ambion .com/ techlib/ misc/ si RNA find-

er .html) 设计 siRNA 序列作为候选序列, 并利用专业网站

( http :/ / www. bioinfo . rpi . edu/ applications/ mfold/ cgi- bin/ rna-

form1 .cgi) 对 chTR 序列进行二级结构模拟。chTR 二级结构

的保守序列分析和检索分析, 按照 pSil encer 1 .0 - U6 hygro

si RNA Expression Vector 的说明进行。如图1 , 在19 nt 目的基

因的正义链和反义链寡核苷酸序列之间加入9 nt 的 Loop

( TTCAAGAGA) , 使其能形成发夹结构, 并在反义链的3′端加

入RNA polymerase Ⅲ的终止序列TTTTTT , 再分别加上 Apa Ⅰ和

EcoRⅠ酶切位点。最终设计合成针对 chTR 基因的模板区、

假结区和CR4 - CR5 区的shRNA 如下:

sh1A:TGTGCCTAACCCTAATCGGTTCAAGAACCGATTAGGGTTAGGC

ACATTTTTT ;

sh1B:AATTAAAAAATGTGCCTAACCCTAATCGGTCTCTTGAACCGAT

TAGGGTTAGGCACAGGCC ;

sh2A:TTACTCGCTGACTTTCAGCTTCAAGAGAGCTGAAAGTCAGCG

AGTAATTTTTT ;

sh2B:AATTAAAAAATTACTCGCTGACTTTCAGCTCTCTTGAAGCTGA

AAGTCAGCGAGTAAGGCC ;

sh3A:AAGAGTTCGCCTCTGTCAGTTCAAGAGACTGACAGAGGCGA

ACTCTTTTTTTT ;

sh3B:AATTAAAAAAAAGAGTTCGCCTCTGTCAGTCTCTTGAACTGA

CAGAGGCGAACTCTTGGCC。

1 .2 .2 pSi- chTR-shRNAs 质粒载体的制备。用 EcoR Ⅰ和

Apa Ⅰ双酶切 pSilencer1 .0 - U6 的质粒。将编码 shRNA 的
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DNA 链退火合成双链, 与p Silencer1 .0 - U6 片段连接, 转化

JM109 感受态菌 , 提质粒 , 分别用 Hi nd Ⅲ和 Xho Ⅰ酶切鉴定 ,

将酶切正确的质粒送往上海生工生物工程技术有限公司进

行测序鉴定。

图1 U6 启动驱子驱动的shRNA 设计策略

Fig .1 The designstrategy of U6-promotedshRNA

1.2.3  细胞培养和质粒的转染。MDCC- MSB1 细胞用含有

10 %的小牛血清的 MEM 培养基培养于37 ℃、5 % CO2 培养

箱。转染前1 d 将细胞培养基换成无血清无双抗的培养基 ,

按脂质体转染说明进行转染, 将脂质体与质粒按( 3∶2) ～

( 6∶1) 的比例混合孵育, 多点分散地滴加到细胞中,3～6 h 后

换成完全培养基。

1 .2 .4 端粒酶活性检测。将采用该研究组的改进 TRAP[ 6]

法检测 , 所使用引物为 CS : ( 5′- TCACCTTGTAATCCGTCGAG-

CAGAGTT-3′) TS( 5′- CAACATCTCCACTACCTTCTAACCGTAACC -

3′) 。用CHAPS 裂解液裂解细胞提取端粒酶, 于 - 80 ℃保存

备用。取细胞裂解液加入含有反应混合液的PCR 管中于25

℃作用20 min , 然后再按下列条件进行PCR 反应: 90 ℃预变

性3 min 后于94 ℃30 s , 60 ℃ 45 s , 72 ℃60 s 进行30 个循

环。取15 μl PCR 产物进行PAGE 凝胶电泳, 然后银染观察

结果。

2  结果与分析

2 .1  pSi- chTR-shRNAs 质粒载体的制备结果  分别用 Xho

Ⅰ和 Hi nd Ⅲ酶切鉴定pSi- chTR-shRNAs 质粒, 因为p Silencer 1 .

0 - U6 质粒载体用 Apa Ⅰ和 EcoR Ⅰ双酶切时已经将 Xho Ⅰ、

Hi nd Ⅲ酶切位点切除, 又因设计的序列内部均不存在特异的

酶切位点, 所以用限制性内切酶 Xho Ⅰ、Hi nd Ⅲ 进行酶切鉴

定时, 插入合成的 DNA 形成新的环状质粒载体不能被线性

化, 图2 , 图3 为pSi- chTR- shRNAs 酶切鉴定结果。将酶切鉴

注 :1 ～3 为 pSi- TER-sh1 、pSi- TER-sh2 、pSi- TER-sh3 的酶切结果 ;4 .

λ- EcoT14 I digest ; 5 ～7 为分别的未酶切的质粒对照。

Note :1 - 3 , the enzyme digestion results of pSi- TER-sh1 , pSi- TER- sh2

and pSi- TER-sh3 respectively ; 4 , λ- EcoT14 I digest ; 5 - 7 , Con-

trol plasmid without enzyme digestion.

图2 Hind Ⅲ酶切质粒的鉴定结果

Fig .2 Identificationresults of plasmid digested by Hind Ⅲ

定正确的质粒送往上海生工生物技术有限责任公司测序, 测

序结果如图4。将经过验证质粒构建命名为pSi- chTR-sh1 、

pSi- chTR-sh2、pSi- chTR-sh3。

注 :1 ～3 分别为pSi- TER-sh1 、pSi- TER- sh2 和 pSi- TER-sh3 的酶切结

果 ;4 .λ- EcoT14 I digest ; 5 ～7 为分别的未酶切的质粒对照。

Note :1 - 3 , the enzyme digestion results of pSi- TER-sh1 , pSi- TER- sh2

and pSi- TER-sh3 respectively ; 4 , λ- EcoT14 I digest ; 5 - 7 , con-

trol plasmid without enzyme digestion.

图3 为 Xho Ⅰ酶切质粒的鉴定结果

Fig .3 Identificationresults of plasmid digested by Xho Ⅰ

注 :1 .pSi- chTR-sh1 ;2 .pSi- chTR- sh2 ;3 .pSi- chTR-sh3 。

Note :1 , sequencing results of pSi- chTR-sh1 ; 2 , sequencing results of pSi- chTR- sh2 ; 3 , sequencing results of pSi- chTR-sh3 .

图4 pSi- chTR-sh1、pSi- chTR-sh2、pSi- chTR-sh3 的测序结果

Fig.4 Thesequencingresults of pSi- chTR-sh1, pSi- chTR-sh2and pSi- chTR-sh3

2 .2 端粒酶检测结果  采用该研究组改良的TRAP 法分别检

测转染pSi- chTR-shRNAs 后24 h 和48 h 的端粒酶活性, 结果表

明,与对照组相比, 转染24 h 后, 各组端粒酶活性变化不明显;

转染48 h 后, 端粒酶活性均显著地下降, 且针对模板区设计的

干扰载体pSi- chTR-sh1 转染后抑制效果最明显( 图5) 。

3  讨论

端粒酶是当今引人注目的抗肿瘤治疗新靶点之一。研

究发现 , 各种体外培养的肿瘤细胞株和大多数人类恶性肿瘤
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注 :1 ～3 分别为转染 pSi- TER-sh1 , pSi- TER- sh2 , pSi- TER-sh3 24 h

活性水平 ;4 为未转染的 MDCC- MSB1 的活性水平 ;5 ～7 分别为

转染pSi- TER-sh1 , pSi- TER- sh2 ,pSi- TER- sh3 48 h 活性水平 ;8 为

转染空质粒活性水平。

Note :1 - 3 stand for 24 h activity level with transfecting pSi- TER-sh1 ,

pSi- TER- sh2 and pSi- TER-sh3 respectively ; 4 ,the activity level of

untransfected MDCC- MSB1 ; 5 - 7 stand for 48 h activity level with

transfecting pSi- TER-sh1 , pSi- TER-sh2 and pSi- TER- sh3 respec-

tively ; 8 , the activity level with transfecting empty plasmid .

图5 TRAP 法检测转染后端粒酶活性水平

Fig.5 The detectionof telomerase activitylevel by TRAP method

都有较高的端粒酶活性[ 7] 。它可使缩短的端粒不断修复, 从

而使细胞发生永生化和癌变。TR 是端粒合成重复序列的模

板, 构成端粒酶主要亚单位, 具有介导端粒酶组装、活性调

节、与其他相关蛋白结合等功能。不同来源的TR 在二级结

构上比较保守, 有P2a、P2b 、P3、P4 、P5、P6、P7a、P7b、P8a 和P8b

等10 个螺旋结构域和假结区、CR4- CR5 区、BoxH/ ACA 区及

CR7 区4 个保守区。RNA 干扰技术是一门新兴基因沉寂技

术, 是针对转录后阶段的基因沉默, 相对于传统基因治疗在

基因水平上进行敲除, 整个流程设计更简便, 且作用迅速, 效

果明显 , 为基因治疗开辟了新途径[ 8] 。

该研究构建了3 个针对 chTR 的shRNA 载体 , 经酶切鉴

定表明载体构建成功。通过端粒酶活性检测法TRAP 法检测

干扰载体转染 MDCC- MSB1 细胞后的端粒酶活性, 与对照组

比较, 在24 h 时端粒酶活性变化不显著, 在48 h 时端粒酶活

性显著降低, 而3 个干扰载体中 , 针对模板区设计的干扰载

体 pSi- chTR-sh1 转染 后抑制 效果 最明 显。针 对 chTR 的

shRNA 能有效地降解 chTR , 抑制端粒酶活性, 并且与 chTR 的

二级结构有关。因此, 干扰RNA 可以抑制 MDCC- MSB1 细胞

端粒酶活性, 为应用RNA 干扰技术治疗肿瘤提供理论依据。
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表1 淡水鱼体内汞含量

Table 1 Mercury content infresh water fish mg/ kg

品种
Varieties Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

平均值
Mean value

白鲢鱼Silver carp 0 .218 0 .220 0 .213 0 .225 0 .219

武昌鱼Blunt-snout 0 .190 0 .183 0 .188 0 .178 0 .185

鲶鱼 Catfish 0 .200 0 .210 0 .208 0 .205 0 .206

黑鱼 Mullet 0 .163 0 .160 0 .165 0 .163 0 .163

草鱼 Grass carp 0 .148 0 .143 0 .150 0 .153 0 .148

鲤鱼 Carp 0 .223 0 .235 0 .225 0 .233 0 .229

胖头鱼Fat head fish 0 .225 0 .233 0 .228 0 .233 0 .230

罗非鱼Tilapia 0 .173 0 .170 0 .173 0 .175 0 .173

花鲢鱼Spotted silver carp 0 .160 0 .163 0 .165 0 .165 0 .163

鲫鱼 Crucian carp 0 .188 0 .190 0 .190 0 .178 0 .187

3  结论与讨论

( 1) 10 种市售淡水鱼体内汞含量均符合国家标准。

( 2) 实验用的各种玻璃器皿必须用稀硝酸浸泡处理, 以

清除汞及其他金属离子的污染。

( 3) 实验中产生的汞废气必须用高锰酸钾溶液吸收, 不

能直接排放到空气中, 以免对人造成危害。

( 4) 样品处理应注意的问题。消化过程中由于硝酸用

量大 , 消化彻底后需要加水回流10 min 以上 , 使剩余二氧化

氮等氮氧化物排尽 , 消除由于残存的氮氧化物对测定结果

的严重干扰, 保证实验结果的准确性。

( 5) 仪器操作应注意的事项。测汞仪的光路、气路要干

燥、光滑、无水汽凝集 , 否则会产生汞吸附, 降低检测灵敏

度。每次加入样品液前要将测汞仪清洗干净。
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