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　　摘 　要 :目的　研究肝癌细胞端粒酶逆转录酶 (htert ) 活性与 c2myc 的表达及其在肝癌发生中的调控机

制。方法　TRAP2ELISA 法和 RT2PCR 分别测定肝癌细胞株端粒酶活性、htert 和 c2myc 表达 ;将 c2myc 表

达质粒与含有 htert 启动子序列的报告基因质粒共转染 COS27 细胞后测定启动子活性。结果 　肝癌细胞株

均有端粒酶活性表达 ;htert 和 c2mycmRNA 表达明显增高 ;外源性 c2myc 可上调 htert 启动子活性。结论 　

在肝癌细胞株中 ,c2myc 和 htert 的表达均增强且有着重要的相关性 ;c2myc 对 htert 基因调控可能是激活端

粒酶诱发肝癌发生的重要途径。
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　　Abstract:Ob jective 　Toinvesti gatetheactivit yofhumantelomerasereversetranscri ptase (htert ) andthe

expressionofc 2mycinhe patomacelllines,whichma yre gulatethe pathwa yinhe patictumouri genesis. Methods

　TRAP2ELISAmethodwasusedtodeterminethetelomeraseactivit yinhe patomacelllines,andtheex pression
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andhtert,andtheu p2regulationoftelomeraseactivit ywhichcontributestothehe paticcarcino genesisma ybe

conferredthrou ghtransactivationofhtertb yc 2myc.
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　　人类细胞端粒酶含有多个蛋白质亚单位 ,其中人

端粒酶逆转录酶 (humantelomerasereversetranscri p2
tase,htert )在肿瘤细胞中表达明显增强 ,在正常细胞

中受到抑制 ,其表达水平与端粒酶活性显著相关 ,对

端粒酶活性表达起限速作用。c2myc 则由 myc 原癌

基因编码 ,参与细胞的分化与增殖 ,其调控、表达异常

与肿瘤发生密切相关。最近的研究发现 htert 被激活

可能和 c2myc 的高表达有关[1] 。

　　本实验检测了不同肝癌细胞株的端粒酶活性、

htert 和 c2mycmRNA 的表达 ,同时利用体外瞬时转

染技术 ,测定了外源性 c2myc 对 htert 启动子的调控

作用 ,以期进一步了解 htert 和 c2myc 在肝癌发生机

制中的相互作用。

1 　材料与方法

1.1 　细胞 　肝癌细胞株 HepG2 、HepG126、SMMC2
7721 和正常肝细胞株L02 以及猴肾细胞 COS27 由上

海市国家人类基因组南方研究中心提供。

1.2 　质粒 DNA 　c2myc表达质粒 (pMT2Twtmyc)含有

3.8Kb 的 c2myccDNA 片段 ,对照质粒 (pMT2T ) 不含
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插入片段 ;htert 启动子报告基因质粒 TERTLuc(800)

含有 800b phtert 启动子序列、连接萤虫素酶报告基因

(Fireflyluciferase) 。以上质粒由哥伦比亚大学 Kou2
JueyWu 教授惠赠[2] ;pRLSV40 质粒 (连接报告基因

Renillaluciferase) ,购自 Promega公司。

1.3 　端粒酶活性测定 　TRAP2ELISA 定性检测肝

癌细胞株 HepG2 、HepG126、SMMC27721 以及肝细胞

株 L02 端粒酶活性 ,方法见引文[3] 。

1.4 　设计 RT2PCR 引物 　htert 引物 :sense5 ′2CGG

AAGAGTGTCTGGAGCAA 23′,antisense5 ′2GGA

TGAAGCGGAGTCTGGA 23′;PCR 反应条件

94 ℃45 秒 ,57 ℃60 秒 ,72 ℃60 秒 ,31 个循环[4] 。c2
myc 引物 :sense5 ′2TACCCTCTCAACGACAGC

AG\|3 ′,antisense5 ′2TCTTGACATTCTCCT

CGGTG 23′;PCR 反应条件 94 ℃30 秒 ,60 ℃60 秒 ,

68 ℃120 秒 ,30 个循环[5] 。以上引物由上海申友公

司合成。

1.5 　RT2PCR 测定肝细胞株 L02 和各肝癌细胞株

htert 及 c2mycmRNA 表达 　分别将 HepG2、HepG126、

SMMC27721 和 L02 以 5 ×105/ 皿接种于 60mm 培养皿

(Nunc) ,加入含 10% 胎牛血清 ( HighClone) 的新鲜

DMEM 培养液培养 3d 后 ,用 Trizol试剂 ( Gibco)抽提总

RNA并作逆转录反应 1h, 取 0.8μl 逆转录产物为模板

分别进行 PCR 扩增 ,以 2.0% 琼脂糖凝胶电泳观察

htert 和 c2mycmRNA 的表达。

1.6 　外源性 c2myc 对 htert 启动子的调控 　将构建

好并经测序的 pMT2Twtm yc、pMT2T 、TERTLuc

(800)质粒转化为感受态大肠杆菌 ,大量扩增阳性克

隆 ,用 QIAGEN 2tip100 试剂盒 (Qiagen) 抽提、纯化质

粒 ,配成工作浓度 (0.5μg/μl) 。猴肾细胞 COS27 以 5

×105/ 孔接种于六孔培养板 (Nunc ) ,24h 后细胞至

对数生长期 ( 约 60% ～ 80% 融合 ) , 将 1.0 μg

TERTLuc (800 ) 分别与 1.0μg pMT2Twtm yc 和 1.

0μg pMT2T 混合 ,并以脂质体2DNA 复合物的形式

(比例为 1∶5)加入上述细胞培养孔中 ,同时转染内对

照 pRLSV40 质粒 ,24h 后更换含 10% 胎牛血清的新

鲜培液。37 ℃细胞培养箱继续培养 24h 后 ,用预冷

的 PBS 洗 3 遍 ,以 1 ×PLB 裂解液消化、裂解细胞后 ,

再用 Luciferase 试剂盒 ( Promega) 及萤虫素酶测定仪

(Berthold )测定萤虫素酶活性。萤虫素酶活性值以均

数±标准差 ( �x ±s) 表示 ,并以两组萤虫素酶活性比

值计算报告基因相对活性。各组复设 2 盘 ,重复 3

次。

2 　结果

2.1 　不同细胞株端粒酶活性的测定 　TRAP2ELISA

法测定各肝癌细胞株端粒酶活性。从表 1 可见 ,三株

肝癌细胞株均表现较高的端粒酶活性 ,L02 未见明显

的端粒酶活性表达。
　　表 1 不同细胞株端粒酶活性测定

细胞株 OD 值 ( �x ±s)

L02 0.522 ±0.016

HepG2 2.683 ±0.145 3

HepG126 2.437 ±0.091 3

SMMC27721 2.088 ±0.237 3

　　3 与对照组相比 P <0.05

2.2 　不同细胞株 htert 和 c2mycmRNA 的表达 　

RT2PCR 测定各肝癌细胞株 htert 和 c2mycmRNA 的

表达 ,结果见图 1、图 2。HepG2 、HepG126、SMMC2
7721htert 和 c2mycmRNA 表达较强 ;L02 未见明显

表达。

2.3 　c2myc 对 htert 启动子的调控作用 　将 c2myc 表

达质粒 pMT2Twtm yc 或空载质粒 pMT2T 分别与

TERTLuc (800)共转染至 COS27 细胞 ,结果显示外源

性 c2myc 可显著上调 htert 启动子的活性 ,是对照组

的 4.33 倍 (图 3 略) 。

1 　RT2PCR 测定不同细胞株 c2mycmRNA 的表达

1.100b pmarker;2.L02;3.He pG2;4.He pG126;5.SMMC 27721

2 　RT2PCR 测定不同细胞株 htertmRNA 的表达

1.100b pmarker;2.He pG2;3.He pG126;4.SMMC 27721;5.L02

3 　讨论

　　端粒酶在细胞永生化和恶性肿瘤发生中起重要作

用 ,其催化亚单位—htert 对端粒酶活性表达最为关键 ,

许多研究已证实 ,htert 活性上调是端粒酶激活的重要

途径 ,也可能成为肿瘤基因治疗的一个理想靶点。对

htert 的研究揭示 :在肿瘤细胞中 ,htert 的高表达往往

伴有 c2myc的活性增强 ;htert 启动子序列存在多个与
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c2myc蛋白结合的顺式作用元件—E 盒 ,推测 c2myc 可

能参与 htert 和端粒酶的激活过程[1,6] 。

　　为研究肝癌细胞端粒酶和 htert 活性的表达与 c2
myc 调控之间的关系 ,本实验首先检测了不同肝癌细

胞株的端粒酶活性 ,结果显示三株肝癌细胞株均有较

高的端粒酶活性表达 ,说明端粒酶在肝癌细胞发生发

展过程中起着重要的作用。

　　为明确肝癌细胞株端粒酶活性上调是否伴随

htert 和 c2myc 表达的增强 ,本实验分别检测了不同

肝癌细胞株 htert 和 c2mycmRNA 的表达。结果 :在

肝癌细胞中 htert 和 c2myc 的表达均明显增强 ,表明

c2myc 与 htert 的表达与端粒酶的激活和肝癌的发生

可能存在密切关系。

　　目前的一些研究推测 ,c2myc 的高表达可能导致

htert 的活性增强 ,这或许是许多肿瘤发生的重要途

径之一[2,6] 。我们的相关实验说明 ,htert 启动子序列

尤其以临近转录起始位点 800bp 的序列中 ,存在着调

控 htert 表达的重要顺式作用元件 ,包括 c2myc、SP1、

AP2 等多个反式作用因子的结合位点 ,特别是 E 盒 ,

可能是 htert 基因调控的主要靶位点[7] 。为进一步明

确 c2myc 对 htert 启动子调控作用 ,本实验利用体外

瞬时共转染方法 ,将 c2myc 表达质粒和连接报告基因

的 htert 启动子质粒一起转染至 COS27 细胞 ,结果是

外源性 c2myc 表达可明显激活 htert 启动子的活性 ,

进一步证实 c2myc 对 htert 的激活有着重要的调控作

用。

　　端粒酶在肿瘤发生和细胞永生化过程中的作用

已成为肿瘤研究的热点 ,且端粒酶基因调控的研究也

日益为人们所重视。本课题通过对肝癌细胞 c2myc

与 htert 活性及调控的研究 ,不仅初步证实了二者在

部分肝癌发生机制中的相关性 ,也为端粒酶基因调控

研究提供了新的思路 ,可望为肿瘤的基因治疗提供更

有力的手段。
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1 　病案摘要

　　女 ,14 岁 ,学生。因发现双乳肿块半

年余 ,于 1995 年 1 月 17 日就诊。半年前

无意中发现双侧乳腺有多个黄豆大小的

肿块 ,无红、肿、痛和乳头溢液 ,后双侧乳

腺迅速增大。患者尚未初潮 ,家中无乳

腺肿瘤病病史。体检 :心、肺、肝、脾未发

现异常。双乳呈球形膨隆 ,皮肤高度紧

张 ,部分区域静脉怒张 ,乳头未发育 ,无

溢液 ,左乳肿块约 13.0 ×12.0 φ 2 ,右乳肿

块约 16.0 ×15.0 φ 2 ,均呈多个结节 ,占据

整个乳腺 ,质地硬、边清 ,有一定活动度。

锁骨上及腋窝未扪及肿大淋

巴结。针吸细胞学提示 :乳

腺纤维腺瘤 ,部分细胞有异

形。于 1995 年 1 月 24 日在

插管全麻下予双侧乳腺切除术。术中见

肿块呈结节状 ,结节大小不等 ,小如黄

豆 ,最大约 8.5 ×8.5 ×6.0 φ 3 。病理报

告 :双侧乳腺多发性巨纤维腺瘤并局灶

性癌变。术后未予放疗、化疗。随访 6 年

余 ,未见复发。

2 　讨论

　　女性乳腺属内分泌系统的组成部分

之一 ,当女孩发育到一定的年龄阶段 ,体内

的激素水平增高且又不太稳定 ,而乳腺组

织对雌激素、孕激素的敏感性较高 ,当这种

刺激和反映仅限于乳腺组织的一部分时 ,

就会产生局部的纤维腺瘤。巨纤维腺瘤发

病极少 ,一般发生在青年妇女 ,多见于 20

岁前后 ,单侧 ,病程也较慢。而青春前期女

性双侧同时发生巨纤维腺瘤并癌变少见报

道 ,该病愈后良好 ,但需与乳癌、叶状囊肉

瘤和恶性淋巴瘤鉴别 ,以免误治。

(李奇明校对)
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