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Abstract:Objective　Tostud ytheeffectof γ raysontelomeraseactivit yinhumancervixcarcinomacellline

HeLa. Methods　HeLacellswasirradiatedwith 0.5～12Gyofγ raysandtelomeraseactivit ywasdetermined

byTRAP 2ELISAat24h,72hand120hafterirradiation. Results　Telomeraseactivit yincreasedinadose 2de2
pendentmannerbetween 0.5～1.5G y at24hafterirradiation.Thede greeofincreasereducedbetween2 ～

3Gy.Thetelomeraseactivit ya gainincreasedinadose 2dependentmannerbetween4 ～12Gyat24hafterradia 2
tion,butitreducedinadose 2dependentmannerat72hand120hafterirradiation. Conclusion Theu p2regula2
tionoftelomeraseactivit yinHeLacelllineat24hafterhi ghdose γ radiationma ysu ggestitreleasefrom

DNA.Theu p2regulationofitafterlowdoseirradiationma ysu ggesttheinvolvementoftelomeraseinDNAre 2
pair.
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摘　要 :目的　探讨γ射线对人宫颈癌细胞系 HeLa端粒酶活性的影响。方法　不同剂量的γ射线照射

HeLa细胞后 24h、72h、120h, 用 TRAP2ELISA法检测端粒酶的活性。结果　γ射线照射细胞后 24h, 较低

剂量 (0.5～1.5 ) Gy时 , 端粒酶的活性呈剂量依赖式增加 ; (2～3) Gy时增加的幅度减低 ;而较高剂量 (4

～12) Gyγ射线照射时 ,又呈剂量依赖式增加。与照射后 24h 相比 ,在较高剂量 (4～12) Gy照射后 72h

及 120h, 酶的活性呈剂量依赖式减少。结论　HeLa细胞在较高剂量γ射线照射后 24h 出现的端粒酶活

性上调反应 ,可能是其组分从 DNA释放增加或者与端粒酶的核内位置调节有关 ; 较低剂量照射后的上

调反应 ,可能与 DNA的修复 ,稳定断裂的染色体有关。
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0　引言

端粒酶在恶性肿瘤的发生与发展中起着重要作

用。许多研究表明 ,放射线能影响端粒酶的活性。

较低剂量 LET 射线能增加端粒酶的活性 ,而较高剂

量射线则抑制端粒酶的活性[1-3] 。此研究在宫颈

癌细胞 HeLa 尚未见报导。本实验采用 Telomerase

TRAP2ELISA 法检测人宫颈癌细胞系 HeLa经不同

剂量γ射线照射后不同的时间 ,端粒酶活性的变化

情况 ,以探讨端粒酶与放射的关系。

1　材料与方法

1.1 　材料 　人宫颈癌细胞系 HeLa 由本室保存。

TelomeraseTRAP 2ELISA 试剂盒购自瑞士 Roche公

司。1640 培养基购自 GIBCOBRL 公司 ,其余试剂

均为国产优质分析纯。PCR22400 型热循环仪

(PerkinElmer ) ,酶标免疫测定仪 (Bio2RadModel

550) 。

1.2 　方法

1.2.1 　细胞培养 　人宫颈癌细胞系 HeLa 培养于

含 10% 灭活的小牛血清的 RPMI1640 培养液中。

培养条件为 37℃,5%CO 2 ,饱和湿度 ,每隔 2～3天

用0.25% 胰酶/ 0.02% EDTA 消化 ,以 1∶2 传代一

次。

1.2.2 　放射　待细胞生长至融合状态后 ,室温 ,接

受 (0.5 ～12) Gy的60Coγ射线照射。吸收剂量率为

68.92 cGy/min, 照后 24h、72h、120h 收集细胞。

1.2.3 　TRAP2ELISA 法检测细胞端粒酶的活性　

端粒酶活性的检测按试剂盒说明书的方法进行。检

测设阳性对照和阴性对照。阳性对照 :恒表达端粒

酶活性的 293 细胞提取物 (试剂盒备有) ;阴性对照 :

对细胞提取物进行 65℃水浴处理 10min。具体步骤

如下 : (1)制备细胞提取物 :收集各组培养细胞 2 ×

105 个 ,加裂解液 200μl, 冰浴 30min, 低温离心

·33·肿瘤防治研究 2004 年第 31卷第 1期



20min, 吸取上清 ; (2) TRAP 反应 :取 3μl 细胞提取

物加入 PCR 反应混合物。25℃,20min, 引物延伸。

94℃,5min, 端粒酶灭活。94℃,30 秒 ,变性 ;50 ℃,

30秒 ,退火 ;72 ℃,90 秒延伸 ;共循环 30 个周期。

72℃,10min, 平衡。(3)杂交与 ELISA: 取 5μl 扩增

产物 ,加 20μl 变性剂室温下孵育 10min 。加入

225μl杂交缓冲液 ,充分混匀 ,37 ℃,摇晃孵育 2h。

加入 100μl 杂交混合液于预先包被的反应板

(MTP ) ,使杂交产物与 MTP 上的链酶亲和素相结

合 ,37 ℃,再孵育 1h。洗板 3次。加入 100μl抗地高

辛过氧化物酶工作液 ,室温 ,30min 。洗板 5次。加

TMB100μl 显色 ,室温 15min。最后加 100μl 终止

剂 ,终止颜色变深 ,30min 内在酶标仪上读 450 的吸

光度 (以 655 的波长为参考) 。(4)结果的解释 :阴性

对照 ,A必须0.25 , 否则整个实验包括 TRAP 反应

重做 ;阳性对照 ,A 必须 1.5 ,否则整个实验包括

TRAP 反应重做 ;样本 ,从样本的吸光度值减去阴性

对照的平均吸光度值。

1.3 　统计学处理 　每个样本重复实验 3 次 ,用

SPSS 10.0 软件对所得的资料进行方差分析。

2　结果

不同剂量的60 Coγ射线对 HeLa细胞端粒酶的

活性的影响 ,见表 1、图 1。

　表 1　不同剂量γ射线对 HeLa细胞端粒酶活性的影响

照射剂量
( Gy)

照射后时间

24h 72h 120h

0 1.552 ±0.023 1.566 ±0.023 1.629 ±0.060

0.5 1.775 ±0.059 1.230 ±0.020 1.053 ±0.021

1.0 2.291 ±0.014 1.820 ±0.015 1.736 ±0.018

1.5 2.347 ±0.019 1.929 ±0.025 1.980 ±0.025

2.0 2.131 ±0.049 1.919 ±0.016 1.743 ±0.022

3.0 2.105 ±0.067 1.131 ±0.015 1.463 ±0.026

4.0 2.260 ±0.032 1.037 ±0.017 1.409 ±0.055

6.0 2.349 ±0.026 1.048 ±0.022 1.002 ±0.007

8.0 2.646 ±0.031 0.844 ±0.013 0.875 ±0.022

12.0 2.745 ±0.036 0.652 ±0.028 0.595 ±0.016

　　

　　由表 1、图 1可以看出 ,HeLa 细胞受照后 24h,

低剂量 (0.5～1.5 ) Gy时 ,端粒酶活性呈剂量依赖式

增加 ( P < 0.05 ) ; (2～3) Gy时 ,其增加的幅度减低 ,

而较高剂量γ射线 (4～12) Gy照射后 ,端粒酶活性

又随照射剂量的增加而增加 ( P < 0.05 ) 。与照射后

24小时相比 ,细胞受较高剂量照射后 72、120 小时 ,

端粒酶的活性随着剂量的增加而减少 ( P < 0.05 ) 。

照射后 72、120 小时端粒酶活性的整体水平较 24小

图 1　不同剂量γ射线对 HeLa细胞端粒酶活性的影响

时低 ( P < 0.05 ) ,但是 ,照后 72 小时与 120 小时相

比 ,端粒酶活性变化无显著性差异 ( P > 0.05 ) 。

3　讨论

近年来许多研究发现 ,电离辐射或紫外线可以

影响端粒酶的活性。一般认为 ,低至中等剂量的低

LET 射线可以诱导端粒酶的活性增加 ,而较高剂量

的射线则抑制端粒酶的活性[1-3] 。但是各个实验

室所用的剂量有很大不同 ,而且不同的细胞 ,端粒酶

活性开始增加、达到峰值及维持的时间均不相同。

到目前为止 ,还没有足够的证据来推断辐射后 ,端粒

酶活性变化的普遍特点。

本实验首次用低至高 8个不同剂量的γ射线照

射 HeLa 细胞 ,观察其照射后 24、72 及 120 小时端

粒酶活性变化的特点。研究发现 ,HeLa 细胞经低剂

量 (0.5～1.5 ) Gyγ射线照射后 24h, 端粒酶活性呈

剂量依赖式增加 ,这种上调反应与先前的研究一致 ;

(2～3) Gy时 ,其增加的幅度减低 ;较高剂量 (4～12)

Gy照射时 ,端粒酶活性没有受到抑制 ,而又呈剂量

依赖式增加 ,但是照射后 72 及 120 小时 ,端粒酶活

性是呈剂量依赖式下降的 ,12Gy时降至最低 ,分析

这种现象的原因 ,我们推测可能是较低剂量γ射线

照射后 ,端粒酶活性上调因子被激活 ,端粒酶活性增

加 ;随着照射剂量逐渐增加 ,上调因子受抑制 ,下调

因子被激活 ,端粒酶活性下降 ;但是同时 ,受照剂量

越大 ,DNA 结构改变越严重 ,致使端粒酶组分从

DNA释放越多 ,弥补了下调因子的作用 ,从而使端

粒酶活性呈上升趋势。我们知道 ,离子射线可以导

致 DNA2DNA 及 DNA 与蛋白质交联 ,还能使与染

色质相连的可溶性蛋白释放出来[4] ; 近来研究发

现 ,细胞周期 ,放射线导致的 DNA 结构的改变可以

使端粒酶在核内的位置发生改变 ,从而调节端粒酶

的活性[5] 。SatinG. 等用 10Gyγ射线照射呈指数

生长的 HeLa细胞后 ,发现端粒酶活性增加 ,但是其

具有催化活性的组分 hTERT 的 mRNA 并没有增

加[6] 。因此较高剂量γ射线照射后 24小时 ,端粒酶
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的活性增加 ,可能是因为放射导致的 DNA 结构发

生改变 ,从而使与 DNA 相连的端粒酶释放出来 ,照

射的剂量越大 ,DNA 结构的改变越严重 ,端粒酶释

放得就越多 ,以至于超过了下调因子的作用。表现

为细胞照射后 24小时随着照射剂量的增加 ,端粒酶

的活性逐渐增加。

本研究还发现较高剂量γ射线照射后 72 及

120小时 ,端粒酶的活性呈剂量依赖式下降 ,可能是

因为端粒酶逐渐恢复至原来的位置 ,或被释放的端

粒酶因为被逐渐降解而随着时间的延长而逐渐减

少 ,使下调因子的作用被显现出来 ,表现为较高剂量

γ射线照后 72及 120 小时 ,端粒酶的活性呈剂量依

赖式下降。由此可以看出 ,端粒酶的活性调节是一

个复杂的过程 ,与多种因素有关 ,其具体的机制有待

于进一步深入的研究。

本实验中低剂量γ射线照射后端粒酶的活性增

加一直持续至照射后 120 小时。这种增加 ,可能与

其参与 DNA 损伤的修复有关。Hande 等用端粒肽

核酸探针通过 FISH 发现 ,在 X线诱导的染色体断

裂部位有新形成的端粒片段 ,25% ～50%的片段长

度在 200bp～1Kb 之间 ,推测这些重复片段是通过

端粒酶添加上去的[7] 。端粒酶缺乏、端粒较短的细

胞系及鼠 ,放射诱导的 DNA 断裂的修补更慢 ,染色

体畸变更加严重[8] 。在体动物肿瘤的研究发现 , 端

粒酶抑制剂可以增加放射敏感性 ,推测可能与端粒

酶参与 DNA 损伤修复有关[9] 。

因此 ,本实验中低剂量射线照射后诱导端粒酶

的活性增加 ,可能与端粒酶参与 DNA 损伤的修复

有关。我们将对此进行进一步的研究。
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