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端粒3′末端突出单链可形成四链状DNA结构[1]，

即鸟嘌呤- 四链体（guanine- quadruplex, G4）。在体

外已发现有多种形式的G4结构[2- 3]，含单个G丰富重

复序列的核苷酸可形成四分子间G4结构；而含有2

个或多个端粒重复序列的核苷酸可形成两个分子间
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[摘要] 目的 探讨阿霉素诱导端粒重复序列核苷酸形成G4及其抑制Tca8113细胞端粒酶介导的端粒延伸反应的

功能作用。方 法 通过非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳迁移实验来分析不同质量浓度的阿霉素对d（TTAGGG）3、

d（TTAGGG）4和d（TTAGGG）5迁移速度的影响以及对d（TTAGGG）4、d（TTAGAG）4、d（TTAGGG）5和d（TTAGGGT）电泳

的影响；用二甲基硫酸盐（DMS）甲基化保护实验分析d（TTAGGG）4和d（TTAGAG）4中G的甲基化作用；利用经典端

粒重复序列扩增法（TRAP）和改良TRAP- G4检测法分析阿霉素抑制Tca8113细胞端粒酶介导的端粒延伸反应的特

点。结果 质量浓度为5.00 μg/mL阿霉素可使部分线性d（TTAGGG）4和d（TTAGGG）5转变成有二级结构的复合物，

呈现为新的高速迁移条带。质量浓度为1.25 μg/mL阿霉素可保护端粒重复序列中G免遭甲基化作用。质量浓度为

2.50、1.25 μg/mL阿霉素在TRAP检测中可部分抑制端粒延伸反应，而在TRAP- G4检测中可完全抑制端粒延伸反

应。结论 阿霉素可通过诱导端粒重复序列形成分子内G4结构抑制端粒酶介导的端粒延伸反应。
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by telomerase of Tca8113 cells HU Xiao- wen1，2, HUANG Hong- zhang1, YU Dong- sheng1. （1. Dept. of Oral and

Maxillofacial Surgery, The Second Affiliated Hospital, Sun Yat- Sen University, Guangzhou 510120, China；2. Dept.

of Oral and Maxillofacial Surgery, The Affiliated Stomatology Hospital, Sun Yat- Sen University, Guangzhou 510120,

China）

[ Abstract] Objective To study the effects of adramycin to disturb telomeric extention reaction mediated by

telomerase of Tca8113 cells by inducing oligonucleotides that contain telomeric repeats to form guanine- quadruplex

（G4） structures. Methods In the presence of adriamycin, d（TTAGGG）4, d（TTAGAG）4, d（TTAGGG）5 and d（TT-

AGGGT） were analyzed by electrophoretic mobility shift assay. The mobility of d（TTAGGG）3, d（TTAGGG）4 and

d（TTAGGG）5 in native polyacrylamide electrophoresis were observed. Methylation protection experiments were performed

to investigate the effects of adriamycin on methylation of guanine in d（TTAGGG）4 and d（TTAGAG）4. The traditional

telomeric repeats amplification protocol（TRAP） and modified TRAP- G4 assays were, respectively, used to analyze

the different characteristcs of adriamycin′s inhibiting telomeric extension mediated by telomerase of Tca8113 cells.

Results At 5.00 μg/mL of adriamycin, conversion of some of linear d（TTAGGG）4 and d（TTAGGG）5 to the new,

high- mobility bands formed by complex with special second structures were found in the mobility shift assay. Adriamycin

at 1.25 μg/mL protected the G in d（TTAGGG）4 from methylating. Adriamycin at 2.50 μg/mL or 1.25 μg/mL partially

inhibited the telomeric extension lengthened by telomerase of Tca8113 cells in TRAP assay, but completely did so

in TRAP - G4 assay. Conclusion Adriamycin is able to disturb telomeric extention mediated by telomerase of

Tca8113 cells by inducing oligonucleotides that contain telomeric repeats to form intra- molecular G4 structures.

[Key words] adriamycin； Tca8113 cells； telomeric extension reaction
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G- G发卡型结构或分子内折叠型G4结构。G4在端粒

酶催化的端粒延伸反应过程中的重要调节作用已受

到人们的重视，能够特异作用于G4的小分子化合物

对靶向端粒的肿瘤治疗有重要意义[4- 6]。研究[7]发现，

某些蒽醌类化合物具有诱导G4形成和稳定G4结构的

作用，而且在一些肿瘤细胞株内显示出抑制端粒酶

活性及对肿瘤细胞生物学性状产生影响的特性。阿

霉素是蒽醌类抗肿瘤药物的主要代表，为了解阿霉

素在G4形成中的作用及G4形成在Tca8113细胞端粒

酶活性调控机制中的作用，本研究观察阿霉素诱导

端粒重复序列核苷酸形成G4的功能作用及其诱导G4

形成对Tca8113细胞端粒酶介导的端粒延伸反应的

影响，为证明G4结构是新型端粒酶抑制剂设计的靶

点提供实验证据。

1 材料和方法

1.1 药品与主要试剂

阿霉素（深圳万乐药业有限公司，批号922001）,

端粒酶检测试剂盒（美国罗氏生物公司），Tris- 盐

酸、Tris- 硼酸、二硫苏糖醇、乙二胺四乙酸、牛血

清白蛋白、聚丙烯酰胺、二甲基硫酸盐（dimethyl

sulfate，DMS）、β- 巯基乙醇、六氢吡啶、DMEM

（dulbecco′s modified eagle′s medium）培养基（Sigma

公司，美国）。

1.2 寡核苷酸及引物的合成

凝 胶 电 泳 迁 移 实 验 用 核 苷 酸 d（TTAGGGT）、

d（TTAGGG）3、d（TTAGGG）4、d（TTAGGG）5、d（TTA-

GAG）4和端粒酶活性测定用核苷酸引物TsG4 [5′-

（GGGATT）3GGGTT- 3′]、Ts（5′- AATCCGTCGAGCA-

GAGTT- 3′）、 Cxext [5′- GTG（CCCTTA）4 - 3′]、 NT

内参照正向引物（5′- ATCGCTTCTGGCCTTTT- 3′）、

TSNT内参照反向引物（5′- ATTCCGTCGAGCAGAGT

TAAAAGGCCGAGAAGCGAT- 3′）均由上海生物工程

公司合成。

1.3 非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳迁移实验

将5 nmol的上述凝胶电泳迁移实验用核苷酸分

别与10 μL缓冲液（浓度为50 mmol/L pH为7.5 Tris-

盐酸 , 浓度为10 mmol/L MgCl2, 浓度为0.1 nmol/L

EDTA和质量浓度为1.5 μg/mL牛血清白蛋白）在25 ℃

下充分混合后孵育10 min，每份样品中加入阿霉素，

使其质量浓度分别达到1.25、2.50、5.00 μg/mL，室

温下继续孵育4 h。首先分析不同质量浓度阿霉素对

d（TTAGGG）3、d（TTAGGG）4和d（TTAGGG）5迁移速度

的影响，然后分析其对d（TTAGGG）4、d（TTAGAG）4、

d（TTAGGG）5和d（TTAGGGT）电泳的影响。依据这两

个不同实验目的取相应样品混合物10 μL，然后加

2 μL负载缓冲液，于4 ℃在1×Tris- 盐酸电泳缓冲液

中行12%非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳。另外, 用类

似物d（TTAGAG）4代替d（TTAGGG）4在同样条件下进

行电泳迁移实验作为对照。

1.4 DMS甲基化保护实验

5 nmol的d（TTAGGG）4及d（TTAGAG）4分别与上

述10 μL相同缓冲液混合，25 ℃下孵育10 min，每份

样品中加入阿霉素，使其质量浓度分别达到1.25、

2.50、5.00 μg/mL，室温下继续孵育4 h。将DMS加

入到上述含不同质量浓度阿霉素的混合液中，使

DMS终体积浓度为0.1%, 室温下甲基化10 min，随

后加入2 μL浓度为7.2 mol/L β- 巯基乙醇终止甲基化

反应。随后样品进行乙醇沉淀，经六氢吡啶处理后

进行12%变性聚丙烯酰胺凝胶电泳。

1.5 Tca8113细胞培养

人舌鳞癌Tca8113细胞（上海交通大学医学院附

属第九人民医院惠赠）生长于含体积浓度为10%小牛

血清的DMEM培养基中，置于37 ℃、体积分数为5%

CO2、饱和湿度细胞培养箱内传代培养，选用对数

生长期细胞进行端粒酶提取。

1.6 端粒酶提取

收集对数生长期Tca8113细胞1×106个，PBS冲

洗，离心5 min，去除上清，用预冷的端粒酶裂解

液于0 ℃冰上孵育30 min。于4 ℃ 16 000 r/min，离

心30 min，吸上清, 经Bradford法蛋白定量后备用。

1.7 端粒酶介导的端粒延伸反应

分别采用经典端粒重复序列扩增法（telomeric

repeat amplification protocol, TRAP）和参考文献[8]中

改良端粒重复序列扩增法（modified telomeric repeat

amplification protocol, TRAP - G4）检 测 阿 霉 素 对

Tca8113细胞端粒酶介导的端粒延伸反应的影响。

在TRAP- G4检测方法中，Ts引物变为TsG4：5′-

（GGGATT）3GGGTT- 3′，取25 μL端粒酶PCR反应混

合液加入反应管内，再分别加入3.5 pmol TsG4引

物、18 pmol Ts引物、22.5 pmol Cxext引物、7.5 pmol

NT内参照正向引物、0.01 nmol TSNT内参照反向引

物、2 μg端粒酶提取液、储备浓度阿霉素或三蒸水，

使PCR反应混合液总体积达到50 μL，阿霉素作用质

量浓度分别达到1.25、2.50、5.00 μg/mL。30 ℃下孵

育30 min，90 ℃下灭活端粒酶1 min。随后进行30个

PCR循环：92 ℃ 30 s, 55 ℃ 30 s，72 ℃ 90 s。在经

典TRAP检测中，其PCR反应混合液内不加入TsG4引

物，其余PCR反应条件相同。分别取上述不同TRAP

检测反应产物15 μL，并与2 μL负荷缓冲液混合并加

样至12%非变性聚丙烯酰胺凝胶中进行电泳, 凝胶

经银染法显色。
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2 结果

2.1 不同质量浓度阿霉素作用下寡核苷酸非变性凝

胶电泳迁移情况

2.1.1 阿霉素可诱导含端粒重复序列的核苷酸形成

紧凑的DNA二级结构 在梯度质量浓度阿霉素作用

下，线性d（TTAGGG）4的非变性凝胶电泳迁移情况

发生了改变。在质量浓度为1.25 μg/mL阿霉素作用

下，出现一个新的清晰的快速迁移条带。随阿霉素

质量浓度增加，此快速迁移条带更清楚，几乎所有

线性d（TTAGGG）4均转变成快速迁移的条带（图1）。

当用类似物d（TTAGAG）4代替d（TTAGGG）4在同样条

件下进行电泳迁移实验后，未见高速迁移条带出现

（图1）。

1～4依次为质量浓度0.00、1.25、2.50、5.00 μg/mL阿霉素对d（TT-

AGGG）4的作用；5～8依次为质量浓度0.00、1.25、2.50、5.00 μg/mL阿

霉素对d（TTAGAG）4的作用

图 1 不同质量浓度阿霉素对d（TTAGGG）4和d（TTAGAG）4非变

性凝胶电泳的影响

Fig 1 Effects of adriamycin at different concentrations on d（TT-

AGGG）4 and d（TTAGAG）4 in native polyacrylamide elec-

trophoresis

一般情况下，线性d（TTAGGG）3、d（TTAGGG）4

及d（TTAGGG）5进行凝胶电泳迁移实验时，它们的

迁移速度主要依赖于其自身相对分子质量大小、序

列长度及二级空间结构，因此，线性相对分子质量

最小的d（TTAGGG）3迁移速度最快，而相对分子质

量最大的d（TTAGGG）5迁移速度最慢（图2）。在质量

浓度为5.00 μg/mL阿霉素存在下，上述三种线性核

苷酸在凝胶中的迁移速度发生了改变，d（TTAGGG）4

及d（TTAGGG）5的迁移速度明显加快，差不多与

d（TTAGGG）3一致（图2）。

2.1.2 阿霉素易诱导含端粒重复序列的核苷酸形成

分子内G4结构 d（TTAGGGT）只含有一个端粒重

复序列，如果阿霉素与其作用，只能形成分子间G4

结构，在凝胶中会出现较低迁移速度的条带。但

d（TTAGGGT）电泳迁移实验结果显示：每条泳带处

均出现明显“拖尾”现象（图3），未出现分子间四

聚体结构形成的低速迁移条带。d（TTAGGG）5含有5

个端粒重复序列，它既可形成分子内G4，也可形成

分子间G4。在梯度质量浓度阿霉素作用下，泳道内

均出现新的快速迁移条带；随阿霉素作用质量浓度

增加，快速迁移条带更加清楚，无低速迁移条带出

现 （图3）。上述电泳迁移实验结果提示，阿霉素容

易诱导含端粒重复序列的核苷酸形成分子内G4结

构，而非分子间G4结构。

1～3依次为没有阿霉素作用下的d（TTAGGG）3、d（TTAGGG）4及

d（TTAGGG）5迁移速度；4～6依次为质量浓度为5.00 μg/mL阿霉素作

用下的d（TTAGGG）3、d（TTAGGG）4及d（TTAGGG）5迁移速度

图 2 阿霉素对d（TTAGGG）3、d（TTAGGG）4及d（TTAGGG）5在

非变性凝胶电泳中迁移速度的影响

Fig 2 Effects of adriamycin on the mobility of d（TTAGGG）3,

d（TTAGGG）4 and d（TTAGGG）5 in native polyacrylamide

electrophoresis

1～4依次为质量浓度为1.25、2.50、5.00、0.00 μg/mL阿霉素对

d（TTAGGGT）的作用；5～8依次为质量浓度0.00、1.25、2.50、5.00 μg/mL

阿霉素对d（TTAGGG）5的作用

图 3 不同质量浓度阿霉素对d（TTAGGGT）和d（TTAGAG）5非变

性凝胶电泳的影响

Fig 3 Effects of adriamycin at the different concentrations on

d（TTAGGGT） and d（TTAGAG）5 in native polyacrylamide

electrophoresis

2.2 阿霉素保护端粒重复序列中鸟嘌呤免遭甲基化

在 质 量 浓 度 为 1.25 μg/mL阿 霉 素 的 作 用 下 ，

d（TTAGGG）4所有的G均可得到保护，未受DMS的

甲基化作用。相反，用类似物d（TTAGAG）4代替

d（TTAGGG）4时，即使在质量浓度为5.00 μg/mL阿霉

素作用下，也未检测到阿霉素对G的保护；在变性

凝胶电泳中，有对应于d（TTAGAG）4中两个G处断裂

的线性DNA片段泳带出现（图4）。

2.3 阿霉素诱导G4形成抑制Tca8113细胞端粒酶介

导的端粒延伸反应

Tca8113细胞的TRAP检测结果表明，细胞内有

端粒酶活性存在，银染的凝胶中有“梯形”带出现。

当反应混合物内分别含有质量浓度为1.25、2.50、

5.00 μg/mL阿霉素时，凝胶中“梯形”条带逐渐减
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少；随阿霉素质量浓度增加，“梯形”条带逐减少更

明显（图5）。在TRAP- G4测定中，无阿霉素存在时，

TsG4被Tca8113细胞端粒酶延伸形成典型“梯形”

条带，只有TsG4与Cxext间形成的二聚体。在质量浓

度为1.25、2.50、5.00 μg/mL阿霉素存在下，TsG4延

伸 完 全 受 到 抑 制 ， 无 “ 梯 形 ” 条 带 出 现 ， 甚 至

TsG4- Cxext二聚体形成也受到抑制（图5）。

1～3依次为质量浓度为0.00、1.25、2.50 μg/mL阿霉素对d（TTAG-

GG）4的作用；4～6依次为质量浓度0.00、1.25、2.50 μg/mL阿霉素对

d（TTAGAG）4的作用

图 4 阿霉素对d（TTAGGG）4及d（TTAGAG）4甲基化保护的影响

Fig 4 Effects of adriamycin on methylation of guanine in d（TTA-

GGG）4 and d（TTAGAG）4

1～4依次为质量浓度为5.00、2.50、1.25、0.00 μg/mL阿霉素对

Ts引物的作用；5、9为空白；6～8，10依次为质量浓度为5.00、2.50、

1.25、0.00 μg/mL阿霉素对TsG4 的作用

图 5 阿霉素对Tca8113细胞端粒酶介导的引物Ts和TsG4端粒

延伸反应的影响

Fig 5 Effects of adriamycin on telomeric extension mediated by

telomerase of Tca8113 cells in the presence of primer Ts

or TsG4, respectively

3 讨论

研究[9]表明，端粒功能主要依赖于其结构而非

长度，端粒稳定对细胞生命维持十分重要。本研究

通过比较d（TTAGAG）4和d（TTAGGG）4的非变性凝胶

电泳迁移实验，结果发现阿霉素可促使含端粒重复

序列的核苷酸形成高度有序的紧凑二级结构，GGG

串联区是阿霉素诱导紧凑二级结构形成的重要前提

条件。阿霉素对线性d（TTAGGG）3、d（TTAGGG）4及

d（TTAGGG）5在凝胶电泳中迁移速度的影响提示，

阿霉素可使至少含4个GGG串联的线性核苷酸结构发

生改变，使其空间分子构象发生变化，形成紧凑的

二级结构，导致迁移速度加快。因为G4结构比非结

构 性 单 链 DNA迁 移 速 度 快 ， 结 合 d（TTAGGG）4 及

d（TTAGGG）5序列特点，形成的紧凑二级结构主要

为分子内G4结构。这与Fletcher等[10]相关研究结果类

同。另外在阿霉素作用下，d（TTAGGGT）在电泳迁移

实验中出现明显“拖尾”现象，无清楚的慢速迁移

条带出现。这些拖尾是部分核苷酸在阿霉素作用下

形成的异常分子间不稳定多聚体，其空间结构及相

对分子质量大小不一致，从而导致“拖尾”现象。

而d（TTAGGG）5在迁移实验中只出现了明显的快速

迁移条带。这些迁移实验结果提示，阿霉素更容易

选择性诱导端粒重复序列形成分子内G4结构。这也

许与阿霉素生物化学性质有关。

通过非变性电泳迁移实验可以推测阿霉素对紧

凑二级结构中G- G连接的Hoogsteen氢键有保护稳定

作用。为了验证这个假设，本研究进行了DMS甲基

化保护实验。DMS可特异对G中N7进行甲基化，使G

中C8—C9链对碱裂解具有特异敏感性，使核苷酸片

段降解，形成长短不一的DNA分子，在变性凝胶电

泳中出现降解片段。在阿霉素作用下，经DMS处理

的d（TTAGGG）4在变性凝胶电泳中未出现降解片段；

而类似物d（TTAGAG）4中的G未受到保护，其变性电

泳中出现降解片段，这表明阿霉素能有效保护含有

GGG串联的核苷酸中G残基免遭DMS甲基化，利于

G- G连接的Hoogsteen氢键稳定，促进G4形成。在本

系列以前研究中，本研究小组曾利用核磁共振氢谱

仪观察到阿霉素对端粒重复序列核苷酸氢谱图产生

影响，使其形成的代表有G四分体形成的Hoogsteen

氢键波峰增宽增高。这两个实验结果一致。

分子内G4形成至少需要有4个TTAGGG存在。经

典TRAP检测中，Ts引物不含G重复序列，所以只有

在4个TTAGGG合成后方可检测到借助G4作用剂而抑

制端粒酶引导的延伸反应。在此条件下产生的“梯

形”条带代表了1～4个TTAGGG重复序列的延伸和Ts-

Cxext二聚化体形成。在阿霉素作用下，TRAP测定

显示端粒延伸抑制与阿霉素质量浓度间有剂量依赖

性关系。质量浓度为1.25 μg/mL开始出现端粒延伸

抑制，质量浓度为5.00 μg/mL几乎完全抑制端粒延

伸，但已得到部分延伸的Ts引物（少于4个TTAGGG

序列）与Cxext间形成的二聚化体“梯形”条带仍可

出现，这是因为只有在合成4个TTAGGG后，TRAP
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法才可检测到抑制端粒延伸作用。因此，Ts- Cxext

二聚体的形成会使TRAP法中通过分子内G4形成对

端粒延伸的抑制作用受到掩盖。为了解决这一问

题，Gomez等 [8]在传统TRAP法基础上进行了改良，

建立了TRAP- G4检测法，对Ts进行修饰，正向引物

变成了易于形成分子内G4结构又可被端粒酶延伸的

TsG4。TsG4被设计成类似端粒序列的GGG区，同时

又尽可能减少与逆向引物Cxext异常二聚化，所以序

列中TTA被替换成ATT。当无阿霉素存在时，TsG4

被Tca8113细胞端粒酶延伸形成典型“梯形”条带。在

质量浓度为1.25、2.50 μg/mL阿霉素存在下，TsG4

延伸完全受到抑制，包括TsG4- Cxext二聚体形成也

受到抑制，这是由于TsG4在受端粒酶延伸作用之前

已受到阿霉素的作用使之形成分子内G4，所以不能

与Cxext间的碱基配对形成二聚体。由于质量浓度为

1.25、2.50 μg/mL阿霉素在经典TRAP法中只能部分

抑制端粒酶的延伸作用，至少会有Ts- Cxext二聚体

存在，因此，TRAP- G4中检测结果显然是由于阿霉

素使TsG4形成稳定分子内G4结构所致。用Ts和TsG4

引物进行检测可以区别出以G4为基础的端粒酶抑制

作用特点，也可有效帮助快速筛选具有端粒酶抑制

作用的G4作用剂。

总之，本研究对阿霉素在G4形成中的作用及对

Tca8113细胞端粒酶活性的影响特点进行了初步探

讨。研究结果表明，阿霉素可诱导端粒序列核苷酸

形成分子内G4结构，保护四分体中G免遭甲基化，

可通过诱导G4形成抑制Tca8113细胞端粒酶介导的

端粒延伸反应。
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