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Abstract :Objective　 To investigate the effect of the short hairpin RNA (shRNA) against human telom2
erase reverse t ranscriptase (h TERT) on the proliferation and apoptosis of p rostate cancer cells PC23m in

vit ro . Methods　The recombinant plasmid psilencer2TRT was transfected into prostate cancer cell line

PC23m via liposome reagent . The level of h TERT mRNA was examined by reverse t ranscription poly2
merase chain reaction (RT2PCR) . The expressions of h TERT and c2myc protein were detected by west2
ern blot analysis. The effect of h TERT shRNA on the cellular proliferation capacity of PC23m cells was

assayed by the growth curve. The cell apoptosis was detected by Hoechst33258 staining , elect ron micro2
scope , and flow cytometry analysis. Results　The vector2mediated shRNA significantly reduced the level

of h TERT mRNA by 89 . 02 % after psilencer2TRT transduction in PC23m cells. Meanwhile , the levels of

h TERT and c2myc protein were also decreased in t ransfected cells. The cell p roliferation was markedly

inhibited compared with the control cells. Partial cancer cells presented morphological changes of apopto2
sis , and the apoptosis rate was (19 . 69±4 . 75) %. Conclusion　h TERT shRNA can suppress h TERT ex2
pression and cell p roliferation , in addition to acceleration of apoptosis. This implied the possibility of

RNA interfering to h TERT as the potential method for gene therapy of prostate cancer.
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摘　要 :目的 　研究靶向端粒酶逆转录酶 (h TERT)的短发夹状 RNA (shRNA)基因转染对前列腺癌细

胞体外生长的抑制效应及其促细胞凋亡作用。方法　在脂质体介导下将针对 h TERT基因的 shRNA表

达载体 psilencer2TRT转染前列腺癌细胞 PC23m ,得到稳定细胞株 PC23m/ shRNA2TRT。采用 RT2PCR

检测 h TERT基因表达情况 ,western blot分析各组细胞 h TERT及 c2myc蛋白表达变化 ,细胞计数并绘

制细胞生长曲线 , Hoechst33258染色、透射电镜、流式细胞仪检测细胞凋亡情况。结果　重组质粒 psi2
lencer2TRT转录生成的 shRNA使实验组细胞的 h TERT基因表达显著下调 ,抑制率约为89 . 02 % ;同时

实验组细胞 h TERT及 c2myc蛋白水平较对照组有明显下降 ,细胞的生长增殖能力也显著降低 ( P <

0 . 05) ,生长速率明显变慢 ,部分细胞呈现凋亡形态学改变 ,凋亡率为 (19 . 69 ±4 . 75) %。结论　h TERT

短发夹状 RNA能有效抑制前列腺癌细胞中 h TERT表达及癌细胞生长 ,诱导 PC23m细胞凋亡 ,可望为

前列腺癌的基因治疗提供新方法。
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0　引言

RNA干扰是近几年发现和发展起来的一项新

的基因阻断技术 ,由于其具有高效的抑制作用 ,已广

泛应用于医学的多个领域[ 1 ]。人端粒酶逆转录酶基

因编码的端粒酶催化亚单位在大多数肿瘤中表达上

调并对肿瘤细胞的端粒酶活性起重要调控作用 ,是

目前肿瘤基因治疗中一个极具前景的靶点[ 2 ]。因

此 ,本研究拟通过转染针对端粒酶 h TER T 的 siR2
NA表达载体 ,使其在前列腺癌细胞 PC23m内稳定

产生特异性的短发夹状 RNA ( short hairpin RNA ,

shRNA) , 诱导 RNA 干扰 , 并探讨 shRNA 对
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h TER T、c2myc 表达及细胞增殖和凋亡的影响 ,寻

找新的前列腺癌基因治疗方法。

1　材料和方法

1 . 1　材料与试剂

质粒 p silencer2 . 12U6neo 购自美国 Ambion公

司。AnnexinⅤ2FITC试剂盒购自晶美生物技术有

限公司。

1 . 2　shRNA表达载体的构建及鉴定

本实验应用本组已成功构建的重组质粒 p si2
lencer2TR T[ 3 ] ,其合成步骤大致如下 :针对 h TER T

基因靶点 ( T T TCA TCA GCAA GT T T GGA)合成两

条寡核苷酸链 ,它包括两端的 Bam H I和 HindIII酶

切位点及反向的两个一致的靶序列 ,被 9bp 的非同

源序列的环间隔 ,3’末端加有 T T T T T T终止序列。

该正反两条寡核苷酸链退火得到双链 DNA ,并将该

退火 siRNA目的片段插入到 p silencer2 . 12U6 载体

中 ,连接产物 p silencer2TR T 转化宿主菌 D H5α并

行测序鉴定 ;阴性对照质粒 p silencer2NC由人和鼠

的非同源性靶序列构建合成。

1 . 3　细胞培养及稳定转染

人前列腺癌细胞株 PC23m接种于 6 孔板 ,在含

10 %小牛血清的 DM EM 培养基中生长至 50 %～

70 %融合。采用脂质体转染法稳定转染抑制质粒

p silencer2TR T和对照质粒 p silencer2NC ,按照转染

试剂盒说明书提供的步骤进行 ,将重组质粒与脂质

体 1∶3混合 , G418筛选阳性细胞克隆并进行实验分

组 ,转染 p silencer2TR T质粒的 PC23m细胞命名为

PC23m/ shRNA2TR T (实验组) ,转染 p silencer2NC

质粒的 PC23m 细胞命名为 PC23m/ shRNA2NC (阴

性对照组) 。未转染质粒的亲本细胞 PC23m作为空

白对照组。

1 . 4　R T2PCR检测 h TER T mRNA的表达水平

收集细胞 ,提取细胞总 RNA ,MMLV逆转录酶

进行反转录 ,相应 PCR反应体系中进行扩增 , PCR

产物经1 . 5 %琼脂糖凝胶电泳分离 ,紫外线透射仪下

观察拍照并行条带灰度分析 ,h TER T与β2actin 灰

度的比值即为 h TER T mRNA相对量 A 值。
抑制率 = A实验组 / A阴性对照组 ×100 %

1 . 5　Western blot 检测 h TER T、c2myc蛋白表达

收集细胞后加入预冷的裂解缓冲液 ,离心取上

清 ,二喹啉甲酸法测定蛋白含量。以等量蛋白上样 ,

在聚丙烯酰胺凝胶中进行电泳分离 ,电转移法将蛋

白质从 SDS2PA GE凝胶转移至聚偏二氟乙烯膜 ,室

温封闭 ,并分别加入一抗及二抗 ,碱性磷酸酶系统显

色 ,同时β2actin蛋白作为内参照。

1 . 6　细胞生长曲线测定

将 PC23m细胞及稳定表达 G418 抗性的转染

细胞以 1 ×104 / ml 的浓度接种于 24 孔板中 ,每隔

24h对每组细胞的 3个孔进行消化 ,显微镜下计数 ,

取平均值 ,共测 5 个时间点 ,以培养时间为横轴 ,细

胞数为纵轴 ,绘制生长曲线。

1 . 7　荧光染色观察细胞凋亡

采用 Hoechst33258 染色法观察凋亡细胞形

态。培养后收集各组细胞 , 4°C固定 5min ,加入 Ho2
echst33258染色液 (1∶20) ,荧光显微镜下观察拍照。

1 . 8　透射电镜观察细胞形态

收集细胞后 , D2hanks 缓冲液清洗 2 次 ,以

2 . 5 %戊二醛、1 %锇酸双固定 ,常规电镜样品制备程

序脱水、渗透、包埋 ,超薄切片 ,铀铅染色 ,透射电镜

下观察照相。

1 . 9　流式细胞仪检测细胞凋亡

采用 Annexin Ⅴ2FITC和 PI双染色流式细胞

仪法 ,具体步骤按试剂说明书进行 ,流式细胞仪检测

488nm波长处吸光度值。

1 . 10 　统计学方法

应用 SPSS11 . 5统计分析软件进行 t检验。

2　结果

2 . 1　质粒 p silencer2TR T的鉴定结果

核酸序列分析结果可证实 , shRNA 表达载体

p silencer2TR T构建成功 ,测序结果与设计的完全一

致 ,见图 1。

CGACGGCCA GT GCCAA GCT T GTCGACAAAAAA T T TCA T

CA GCAA GT T T GGACGTCT T GAA TCCAAACT T GCT GA T G

AAACGGA TCCCGCGTCCT T TCCACAA GA TA TA TAAACC

CAA GAAA TCGAAA TACT T TCAA GT TACGGTAA GCA TA T

GA TA GTCCA T T T TAAAACA TAA T T T TAAAACT GCAAAC

TACCCAA GAAA T TA T TACT T TCTACGTCACGTA T T T T GT

ACTAA TA TCT T T GT GT T TACA GTCAAA T TAA T TCTAA T

TA TCTCTCTAACA GCCT T GTA TCGTA TA T GCAAA TA T G

AA GGAA TCA T GGGAAA TA GGCCCTCT TCCT GCCCGACC

T T GGCGCGCGCTCGGCGCGCGGTCACGCTCCGTCACGT G

GT GCGT T T T GCCT GCGCGTCT T TCCACT GGGGGAA T TC

A T GCT TCTCCTCCCT T TA GT GA GGGTAA T TCTCTCTCTC

TCCCTA TA GT GA GTCGTA T TAA T TCCT TCTCT TCTA TA G

T GTCACCTAAA TCGT T GCAA T TCGTAA TCA T GTCA TA G

CT GT T TCCT GT GT GAAA T T GT TA TCCGCTCACAA T TCC

ACACAACA TACGA GCCGGAA GCA TAAA GT GTAAA GCC

T GGGGT GCCTAA T GA GT GA GCTAACTCACA T TAA T T GC

GT T GCGCTCACT G

图 1　psilencer2TRT干扰质粒的核酸序列分析

2 . 2　各组细胞中 h TER T mRNA表达水平
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琼脂糖凝胶电泳上 ,各组均可见明亮的内参照

β2actin的扩增条带 ,空白对照组 PC23m细胞和阴性

对照组 PC23m/ shRNA2NC细胞 h TER T条带较明

亮 ,两者 h TER T mRNA 的量基本一致 , h TR T/β2
actin比值 ( A )分别为0 . 84 ±0 . 16和0 . 82 ±0 . 13 ,两

者比较无显著性差异 ( P > 0 . 05 ) ;实验组 PC23m/

shRNA2TR T细胞中 h TER T mRNA 表达水平明

显降低 ,A 值为0 . 09 ±0 . 04 ,抑制率为89 . 02 % ,与阴

性对照组和空白对照组比较差异有显著性 ( P <

0 . 01) ,见图 2。

1 : DNA marker DL2000 ; 2 : PC23m ; 3 : PC23m/ shRNA2

NC ; 4 : PC23m/ shRNA2TR T

图 2　RT2PCR检测各组癌细胞 hTERT mRNA水平

2 . 3　各组细胞中 h TER T及 c2myc蛋白表达变化

Western blot 分析显示 ,空白对照组 PC23m细

胞和阴性对照组 PC23m/ shRNA2NC细胞均高表达

h TER T及 c2myc蛋白 ,蛋白条带清晰 ,两组间无明

显变化。而实验组 PC23m/ shRNA2TR T 细胞中

h TER T和 c2myc蛋白水平有不同程度的降低 ,蛋

白表达受到抑制 ,尤其以 h TER T 蛋白降低最为明

显 ,见图 3。

1 : PC23m ; 2 : PC23m/ shRNA2NC ; 3 : PC23m/ shRNA2TR T

图 3　Western blot检测各组癌

细胞 hTERT及 c2myc 蛋白表达

2 . 4　细胞体外生长情况

实验组 PC23m/ shRNA2TR T细胞生长速度明

显减慢 ,倍增时间延长 ,细胞增殖受到抑制 ( P <

0 . 05) ;而 PC23m/ shRNA2NC细胞体外增殖活跃 ,

与未转染 PC23m细胞相比增殖活性无明显改变 ( P

> 0 . 05) ,见图 4。

图 4　hTERT短发夹 RNA对 PC23m细胞增殖的影响

2 . 5　细胞荧光染色结果

部分 PC23m/ shRNA2TR T细胞呈现凋亡特征

性的形态学变化 ,细胞皱缩 ,染色强度增强 ,染色质

凝集 ,核固缩并断裂成数个大小不等的圆形颗粒及

凋亡小体 ;而 PC23m/ shRNA2NC 细胞及正常 PC2
3m细胞染色中细胞核荧光染色均匀 ,未见或少见

凋亡细胞 ,见图 5。

2 . 6　凋亡细胞超微结构观察

透射电镜观察结果显示 ,对照组细胞形态正常 ,

结构完整。实验组可见部分 PC23m/ shRNA2TR T

细胞呈凋亡形态 ,细胞体积缩小 ,胞浆浓缩 ,染色质

固缩、边集或碎裂成不规则块状 ,出现核质沿核膜内

侧排列的现象 ,见图 6。

2 . 7　细胞凋亡率检测

分析流式细胞仪双参数图发现 , PC23m 和 PC2
3m/ shRNA2NC细胞均未见明显凋亡 ,凋亡率分别

为 (0 . 94 ±0 . 29 ) %、(1 . 37 ±0 . 68 ) % ; PC23m/ shR2
NA2TR T细胞凋亡明显增加 ,凋亡率为 (19 . 69 ±

4 . 75) % ,显著高于空白对照组和阴性对照组细胞

( P < 0 . 01) 。

3　讨论

端粒酶是近年来肿瘤研究的热点之一 ,它由自

身 RNA模板 ( h TR) 、端粒酶相关蛋白 ( TP21)和端

粒酶催化亚单位 (h TER T)等部分组成 ,其异常激活

可使细胞逃避衰老、死亡而发生永生化和癌变。已

证实 ,h TER T基因在端粒酶阳性的永生化和肿瘤

细胞中高表达 ,但在端粒酶阴性的绝大多数正常体

细胞中不表达。研究发现 ,在前列腺癌中 h TER T

基因的阳性率可高达 90 % ,h TER T 表达与端粒酶

活性密切相关 ,可能是端粒酶激活的限速步骤 ,其水

平升高可能在前列腺癌的发生发展中起重要作

用[ 4 ]。并且 ,h TER T的调控是非常复杂的过程 ,它

受到细胞内多种因素的影响 ,其中 c2myc/ Max/ Mad

网络调节是一个重要环节[ 5 ,6 ]。

本组已报道应用新兴的RNA干扰技术将重组
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A : PC23m cells ; B : PC23m/ shRNA2TR T cells

图 6　电镜观察细胞的超微结构( ×5000)

A : PC23m ; B : PC23m/ shRNA2NC ; C : PC23m/ shRNA2TR T

图 7　流式细胞仪检测 hTERT shRNA介导的细胞凋亡

质粒 p silencer2TR T瞬时转染前列腺癌细胞 ,明显

降低了 h TER T表达水平 ,并显著抑制端粒酶活性 ,

从而证实了 p silencer2TR T 转录产生的 shRNA 对

h TER T基因的强大沉默效应 ,为 RNA 干扰治疗前

列腺癌提供了基础[ 3 ]。目前 ,众多研究显示 ,抑制

h TER T基因表达可选择性抑制肿瘤细胞中的端粒

酶活性而导致抗肿瘤效应[ 7 ]。因此 ,本实验利用已

构建的 p silencer2TR T重组质粒稳定转染前列腺癌

细胞 PC23m ,得到稳定细胞株 PC23m/ shRNA2
TR T ,检测发现其 h TER T基因表达显著降低 ,并且

h TER T及 c2myc蛋白水平明显下降 ,说明短发夹

状 RNA不但抑制了 h TER T基因 ,而且对其调控蛋

白 c2myc也有抑制作用 ,也进一步证实了 RNA 干

扰质粒具有稳定性好、抑制作用强、细胞摄取相对容

易等多种特点。此外我们还发现 ,实验组的前列腺

癌细胞体外生长缓慢 ,倍增时间延长 ,取对数生长期

的 PC23m/ shRNA2TR T细胞继续培养 5天后 ,部分

细胞发生凋亡 ,凋亡率可达19 . 69 % ,说明这种作用

可能与细胞周期的改变、细胞端粒酶的调节和凋亡

信号转导途径的激活有关。同时 ,结果间接提示了

前列腺癌细胞内的 h TER T 基因受 c2myc 调节 ,c2
myc可能通过激活 h TER T的表达而导致肿瘤的发

生 ,两者在细胞中过表达对于肿瘤的形成和发展具

有重要作用[ 8 ]。

目前 ,RNA干扰技术已广泛应用于基因功能、

抗肿瘤和抗病毒基因等方面的研究 ,尤其是短发夹

状 RNA的应用 ,可以对基因表达产生稳定强大的

干扰效应 ,为肿瘤的治疗提供了良好的前景[ 9 ]。在

我们的研究中 ,我们采用短发夹状 RNA 表达质粒

对肿瘤密切相关的靶基因 h TER T进行干预 ,发现

h TER T shRNA可逆转前列腺癌细胞的恶性表型 ,

这种作用不仅与端粒酶活性的抑制有关 ,可能还涉

及多种基因和信号途径的参与。因此 , 针对

h TER T基因的 RNAi技术有望成为前列腺癌治疗

的新方法。

(本文图 5见第 164页)
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