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Abstract :Objective 　 To evaluate the effect s of small interfering RNA (siRNA) against either the template

RNA (h TR) or it s catalytic subunit (h TERT) of telomerase gene on the proliferation and apoptosis of

human renal carcinoma cell line 78620 cells. Methods 　78620 cells were t ransfected with h TR2siRNA or

h TERT2siRNA (100nmol/ L) . The mRNA expression of h TR and h TERT was detected by RT2PCR. The

telomerase activity was detected by telomeric repeat amplification protocol ( TRAP) . The proliferation of

78620 cells was detected by M TT assay. The apoptosis of 78620 cells was detected by TUN EL assay. Re2
sults 　The h TR and h TERT expression levels of 78620 cells were reduced significantly by h TR2siRNA

and h TERT2siRNA respectively. Both types of siRNA reduced telomerase activity ,inhibited proliferation

and increased apoptosis of 78620 cells. When cells were t reated with both h TR2siRNA and h TERT2siRNA

simultaneously ,the effect s did not exceed that seen with each separately. Conclusion 　siRNA against h TR

or h TERT gene can inhibit the proliferation and induce apoptosis by blocking telomerase activity of hu2
man renal carcinoma 78620 cells. The inhibition of telomerase by siRNA may be a rational approach in

gene therapy for renal cancer.
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摘 　要 :目的 　探讨针对人端粒酶 RNA (h TR) 及其催化亚基 (h TERT) 的小干扰 RNA ( siRNA) 对肾癌

细胞端粒酶活性及其增殖、凋亡的影响。方法 　将 h TR2siRNA、h TERT2siRNA (100nmol/ L) 单独或联

合转染人肾癌 78620 细胞 ,采用 RT2PCR 法检测 h TR、h TERT mRNA 表达 , TRA P2EL ISA 法检测端粒

酶活性 ,M TT 法检测细胞增殖 ,免疫组化 TUN EL 法检测细胞凋亡。结果 　(1) h TR2siRNA 可显著降

低 78620 细胞 h TR mRNA 表达 ( P < 0 . 01) , h TERT2siRNA 可显著降低 h TERT mRNA 表达 ( P <

0 . 01) ,但彼此互不影响。(2)二者均能显著抑制端粒酶活性 ( P < 0 . 01 , P < 0 . 01) ,并增加 78620 细胞增

殖抑制率及凋亡细胞阳性率 ( P < 0 . 01 , P < 0 . 01) 。二者联合应用与单独应用差异亦无显著性 ( P >

0 . 05) 。结论 　h TR、h TERT siRNA 通过抑制各自基因表达 ,抑制人肾癌细胞端粒酶活性 ,进而抑制增

殖、促进凋亡。
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0 　引言

端粒酶被激活导致肿瘤细胞无限增殖 ,抑制端粒

酶活性能使肿瘤细胞无法合成端粒而凋亡 ,因此是肿

瘤治疗的理想靶点[1 ] 。端粒酶主要由端粒酶 RNA

(h TR)及端粒酶逆转录酶 (h TERT)组成。端粒酶以

h TR为模板合成端粒 DNA ,h TERT 则是催化这一反

应的唯一限速酶。RNA 干扰能特异、高效阻抑靶基

因表达 ,有望成为肿瘤基因治疗的有力工具。我们应

用 RNA 干扰技术阻抑 h TR、h TERT 表达 ,观察其对

肾癌细胞端粒酶活性及增殖、凋亡的影响。
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1 　材料与方法

1 . 1 　材料

人肾癌透明细胞株 78620 由本室保存。h TR2
siRNA、h TER T2siRNA、阴性对照 siRNA、siRNA

转染试剂盒为美国 Ambion 公司产品。总 RNA 提

取试剂盒、R T2PCR 试剂盒为美国 Promega 公司产

品。TRA P2EL ISA 端粒酶活性检测试剂盒购自

Roche 公司。原位末端凋亡检测试剂盒购自 Santa

Cruz 公司。

1 . 2 　方法

1 . 2 . 1 　siRNA 的设计、合成

由 Ambition 公司设计、合成针对人端粒酶 hTR序

列及 hTERT基因显性失活突变体区 (NM003219 ,碱基

序列位置 2182～2200)的 siRNA。hTR 序列如下 :正义

链 : 5’2UU GUCUAACCCUAACU GAGtt 23’ ,反义链 3’2
ttAACA GAUU GGGAUU GACUC25’。hTERT 序列如

下 :正义链 5’2CAA GGU GGAU GU GACGGGCtt23’.反义

链 3’2tt GUUCCACCUACACU GCCCG25’。经基因库检

索确认与 hTR、hTERT以外的基因序列无同源性。

1 . 2 . 2 　细胞培养及转染

78620 细胞于含 10 %FCS 的 RPMI21640 中常

规培养 48h ,按转染试剂盒说明将 h TR2siRNA、

h TER T2siRNA 调整到终浓度为 100 nmol/ L ,单独

或联合加入培养细胞内 ,另以生理盐水 (空白对照) 、

脂质体、阴性对照 siRNA 作对照。培养 24h 后检测

h TR/ h TER T mRNA 表达及端粒酶活性 ,72h 后检

测细胞增殖及凋亡。

1 . 2 . 3 　R T2PCR

提取总 RNA ,RT2PCR 试剂盒一步法行 RT2PCR

反应。hTR 上、下 游 引 物 序 列 如 下 : 5 ’2CTGG2
GAGGGGTGGTGGCCATTT23 ’ , 5 ’2CGAACGGGC2
CA GCAGCTGACAT23 ’。 hTERT 引 物 : 5 ’2GC2
CA GAACGTTCCGCA GAGAAAA23 ’ , 5 ’2AATCATC2
CACCAAACGCAGGA GC23’。以 GADPH 基因作为内

参照。取 PCR产物于 1 %琼脂糖凝胶电泳 ,紫外照相

并扫描分析 ,以 hTR、hTERT/ GADPH 表达水平行半

定量分析。

1 . 2 . 4 　端粒酶活性的测定

采用端粒重复序列扩增2酶联免疫吸附 ( TRA P2
EL ISA) 法进行检测 ,根据 A = A 450 2A 690 计算端粒

酶活性 ,并计算与空白对照组比值。具体步骤按说

明书进行。

1 . 2 . 5 　M T T 法检测细胞增殖

处理后 78620 细胞加入 M T T10μl/ 孔 ( 5mg/

ml) ,继续培养 4h 后吸弃上清。加入二甲亚砜

100μl/ 孔 ,溶解甲瓒紫结晶 ,酶标仪 570nm 波长处

测定吸光度 A 值 ,计算抑制率。

1 . 2 . 6 　TUN EL 法检测细胞凋亡

78620 细胞于玻片上固定 ,洗片后与 Triton2100

共同孵育 2min ,滴加 TUN EL 反应混合液 ,在湿盒

中 37 ℃孵化 1h ,PBS 洗 3 次 ,二氨基联苯染色 ,洗片

后封片。高倍镜下随机计数 5 个视野 ,细胞核呈黄

褐色即为阳性 ,计算阳性细胞百分比。

2 　结果

2 . 1 　siRNA 对 78620 细胞 h TR、h TER T mRNA

表达的影响

与阴性 siRNA 对照组比较 , h TR2siRNA 组

h TR mRNA 水平明显下调 ( P < 0 . 01 ) , h TER T

mRNA 水平无明显变化 ( P > 0 . 05) 。h TER T2siR2
NA 组 h TER T mRNA 水平明显下调 ( P < 0 . 01 ) ,

h TR mRNA 水平无明显变化 ( P > 0 . 05) ,见表 1。

表 1 　hTR2siRNA、hTERT2siRNA对肾癌 78620 细胞

hTR、hTERT mRNA表达的影响

组别
h TR mRNA
表达 ( %)

h TERT mRNA
表达 ( %)

阴性 siRNA 98 . 5 ±3 . 4 96 . 1 ±0 . 9

h TR siRNA 40 . 7 ±1 . 5 3 92 . 7 ±4 . 5 #

h TERT siRNA 94 . 5 ±3 . 5 # 40 . 1 ±1 . 9 3

　　注 :与阴性 siRNA 组比较 , # P > 0 . 05 , 3 P < 0 . 01

2 . 2 　siRNA 对 78620 细胞端粒酶活性的影响

h TR2siRNA 和 h TER T2siRNA 均能明显抑制

端粒酶活性 ( P < 0 . 01) ,但二者比较差异无显著性

( P > 0 . 05) 。联用组与单用组比较差异无显著性 ( P

> 0 . 05) ,见表 2。

表 2 　hTR2siRNA、hTERT2siRNA对

肾癌 78620 细胞端粒酶活性及增殖、凋亡的影响

组别 端粒酶活性 ( %) 增殖抑制率 ( %) 凋亡率 ( %)

阴性 siRNA 96 . 5 ±1 . 4 2 . 6 ±0 . 2 9 . 3 ±1 . 4

h TR siRNA 32 . 7 ±2 . 3 3 # 63 . 6 ±1 . 6 3 # 39 . 4 ±0 . 6 3 #

h TER T siRNA 35 . 8 ±1 . 7 3 # 60 . 7 ±1 . 6 3 # 43 . 2 ±0 . 9 3 #

h TR + h TER T siRNA 33 . 9 ±4 . 3 3 # 65 . 9 ±5 . 3 3 # 45 . 2 ±4 . 3 3 #

　　注 :与阴性 siRNA 组比较 , * P < 0 . 01 ;三组之间两两比
较 , # P > 0 . 05

2 . 3 　siRNA 对 78620 细胞增殖的影响

h TR2siRNA 和 h TER T2siRNA 均能明显抑制

78620 细胞增殖 , 二者比较差异无显著性 ( P >

0 . 05) 。联用组与单用组比较差异无显著性 ( P >

0 . 05) ,见表 2。

2 . 4 　siRNA 对 78620 细胞凋亡的影响

h TR2siRNA 和 h TER T2siRNA 均能明显促进

78620 细胞凋亡 , 二者比较差异无显著性 ( P >
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0 . 05) 。联用组与单用组比较差异无显著性 ( P >

0 . 05) ,见表 2。

3 　讨论

端粒位于线性染色体末端 ,细胞每分裂一次端

粒序列缩短 50～200bp ,当缩短至临界长度时细胞

凋亡[ 2 ] 。端粒酶是催化合成并维持端粒长度的一种

核糖核蛋白 ,由端粒酶 RNA ( h TR) 、端粒酶催化亚

基 (h TER T) 组成 ,它能以 h TR 为模板 ,在 h TER T

催化下合成端粒 ,以弥补缩短的端粒[ 3 ] 。癌细胞由

于端粒酶的激活使染色体端粒维持在一定长度 ,一

方面使细胞获得永生 ,另一方面使细胞周期缩短、生

长变快[ 3 ] 。研究证实针对 h TR、h TER T 的反义核

酸能够通过抑制端粒酶活性 ,抑制多种肿瘤细胞增

殖并诱导凋亡[ 1 ,4 ] 。Kanaya 等[ 5 ]报道 h TR、h TER T

在肾癌组织的检出率分别为 80 %、86 % ,且其表达

与端粒酶活性呈正相关 ,而正常肾组织无 h TER T

表达 ,因此 h TR、h TER T 是肾癌基因治疗的有效靶

点。

RNA 干扰是由小片断双链 RNA ( siRNA) 介导

的转录后基因沉默技术。siRNA 进入细胞后与

RNA 诱导的沉默复合体 (RISC)结合 ,并在 RISC 作

用下特异性降解靶基因 mRNA ,其效率比单链反义

RNA 强 100 倍[ 6 ] ,因此 siRNA 可在体内外抑制癌

基因表达 ,并抑制肿瘤生长[ 7 ] 。本研究发现 siRNA

可抑制肾癌细胞 h TR、h TER T 基因表达 ,且具有高

度特异性。h TR、h TER T 表达抑制后 ,肾癌细胞端

粒酶活性降低。二者抑制端粒酶活性作用相仿 ,联

用亦不能增强抑制作用。我们的研究结果与 Kosci2
olek 在结肠癌、宫颈癌细胞中获得的结果一致[ 8 ] 。

本研究还发现 h TR2siRNA 与 h TER T2siRNA

具有相似的抑制肾癌细胞增殖、促进凋亡作用 ,联合

应用也不能增加其作用。肿瘤细胞端粒酶活性下降

后 ,通常需要数周时间 ,肿瘤细胞经过数代分裂使端

粒缩短至临界值后才能凋亡[ 9 ] 。但如果肿瘤细胞的

端粒加帽延长功能具有缺陷 ,肿瘤细胞也能立即出

现增殖抑制、凋亡增加[ 10 ] 。本研究 siRNA 处理后

72h 细胞即出现增殖抑制、凋亡增加 ,可能与 78620

细胞端粒加帽延长功能缺陷有关。
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