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)是
K>3G

基因家族的祖先基因"该基因家族在哺乳

动物细胞中广泛表达+
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$人端粒酶逆转录酶(

<89705;?)9;61
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)亦称人端粒酶催化亚基作

为其活性的限速决定因子"是端粒酶的关键成分+

&1%

,

$端粒酶

通常只在胎儿#微生物和癌细胞中保持活跃"而在大多数体细

胞中则被抑制$端粒酶的异常表达与恶性肿瘤发生#发展和预

后密切相关+
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$

K>3G+

基因的编码产物是
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降解过

程中的关键酶"提示
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可能是一个新的端粒酶负调控

因子+
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$本研究利用作者构建的稳定真核表达质粒+

#

,

"用脂质

体将其转染
H*<7

细胞"观察稳定表达
K>3G+

基因对
<BI3B

基因表达#端粒酶活性#细胞增殖#细胞凋亡及细胞周期的影

响"从而进一步探索宫颈癌基因治疗的新方法$
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质粒与细胞
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真核表达载体
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为作者

构建$人宫颈癌细胞系
H*<7

细胞由重庆医科大学生物化学与

分子生物学教研室保存$
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试剂盒
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公司)#
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生物技术公司)#

FKIK

培养基 (美国
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公司)#端粒酶活性检
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引物设计
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参考
W;0J70X

中登录的
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基因序列

(

GK
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$+%""#

)"采用
E6;9*;62,$

软件设计
EA3

引物"内参采

用
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17:5*0

"见表
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$引物均由上海生工生物工程技术服务有限

公司合成$
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基因
EA3

扩增引物序列

基因 引物序列
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上游
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制备转染用质粒
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用质粒提取试剂盒分别提取重组真核

表达质粒
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和空载体
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"用微量核

酸蛋白检测仪定量"结果为
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细胞$
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细胞培养
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将质粒转染及获得稳定表达
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的
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细胞用含
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小牛血清
+#"$

培养基于
%'_

#
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条件下

培养并传代$转染前
&"<

"取传代
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次以上且处于对数生长期

的
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细胞以
+\+$

2
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传于
&"

孔板"使细胞融合至
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*转染前用无血清
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洗涤细胞$参照脂质体
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转染试剂盒说明书进行转染!(

+

)

2$

'

C

无

血清
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分别稀释
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FG4

"室温孵育
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C

无血清
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分别稀释
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CC*
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"室温孵

育
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)将(

+
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)中的液体混合"室温孵育
&$9*0

*(

"

)将

混合液体加入
&"

孔板内"轻轻混匀"放入细胞培养箱中"
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_

#

2=A[

&

培养*(

2

)转染
#<

后更换成含
+$=

小牛血清
+#"$

培养基继续培养$转染
"!<

后"用胰蛋白酶消化细胞"重新铺

在直径为
+$:9

细胞培养皿中"待细胞贴壁后"用含
W"+!

(
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Q
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)选择性培养基加压筛选
#

周"即获得具有抗性的阳性

细胞克隆$用荧光显微镜观察细胞内绿色荧光蛋白的表达$

挑取有绿色荧光蛋白表达的细胞单克隆"扩增培养$将筛选出

的稳定表达人
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的
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细胞及稳定转染
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IWDE1G+

空

载体的
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细胞分别命名为
H*<71K>3G+

细胞和空载体转染

细胞$

!,N
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3B1EA3

法检测转染细胞
<BI3B

基因
93G4

转录水

平
!

收集
H*<71K>3G+

细胞和空载体转染细胞$用
B6*Z)?

试

剂按说明书抽提各组细胞总
3G4

"用微量核酸蛋白检测仪进

行定量检测$采用
3B1EA3

法检测+

'
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$按反转录试剂盒说明

书进行反转录!
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'
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体系中加入总
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#随机引物
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#
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逆转录酶
+

'

C

"
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水补足至
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'
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"混匀*反应条件!

&2_

#

+$9*0

"

"$_

#

#$9*0

"

'$_

#
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9*0

后终止反应$以
&

17:5*0

(

%$"R

O

)为内参进行
EA3

反应$
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'

C

体系中加入
:FG4

模板
$,2

'

C

#

EA3 9*N586;2

'

C

#

<BI3B

和
&

17:5*0

上#下游引物各
$,2

'

C

"灭菌水补足至
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'

C

"混匀$反应条件!

%$ _

#

?$9*0

"

"& _

#

&$9*0

"
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2

9*0

$以逆转录产物
:FG4

为模板进行
EA3

反应"反应体系

&$

'

C

"反应条件为
-2_

预变性
&9*0

"

-2_

变性
+2/

"

#$_

退火
+2/

"

'&_

延伸
&$/

"共
&2

个循环*

'&_

延伸
29*0

$用

&=

琼脂糖凝胶"取等体积
3B1EA3

产物电泳"并采用
J*)137(

凝胶成像系统照相$

g8705*5

@

[0;

软件测定
<BI3B

和
&

17:5*0

基因光密度值"以
<BI3B

'

&

17:5*0

比值进行分析$
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!

EA31B34E

法检测转染后对细胞端粒酶活性的影响
!

收集转染
"!

#

'&

#

-#<

的
H*<7

细胞各
+\+$

# 个"

"$$$6

'

9*0

(离心半径
+$:9

)离心
+$9*0

"沉淀加入裂解液"取上清液
&

'

C

做
B34E

反应模板$在
EA3

反应管中各加入反应混合物

"2

'

C

"混匀"离心数秒"置
&2_

水浴
%$9*0

$用
EA3

仪扩增"

各孔加入杂交反应液反应"洗板"加显色剂
4

#

J

各
+

滴"

%'_

避光显色
+$9*0

"加终止液"在酶标仪上(

"2$09

'

2-209

)测

得吸光度
4

值"判断端粒酶活性$以空载体转染细胞作为对

照组$

!,Q

!

流式细胞仪检测转染后对细胞生长周期的影响
!

实验按

下述步骤进行!(

+

)将
H*<7

细胞接种于
#

孔板中"接种密度为
+

\+$

#个'孔"孵箱中
%'_

#

2=A[

&

培养
&"<

$(

&

)质粒转染操

作方法参照脂质体
C*

O

)1P;:549*0;BK&$$$

转染试剂盒说明

书$分别用空载体
O

IWDE1G+

#重组载体
O

IWDE1G+1K>3G+

转染
H*<7

细胞"同时设立未转染质粒对照组$

%'_

#

2=A[

&

孵箱中培养
#<

"更换完全培养基"再培养
"&<

$(

%

)

EJH

清洗

细胞
&

次"

$,&2=

胰酶消化"加入完全培养基终止消化"用巴氏

管反复吹打制备成单细胞悬液"移入
IE

管中$(

"

)

"_

#

+$$$

\

Q

离心
#9*0

"弃上清液$(

2

)加入
+9CEJH

重新悬浮细胞"

"_

#

+$$$\

Q

离心
29*0

"弃上清液$(

#

)加入
%$$

'

CEJH

重

新悬浮细胞"一边振荡一边逐滴加入
'$=

预冷乙醇
+9C

$

(

'

)固定后
"_

避光过夜"送流式细胞术实验室检测"以激发波

长
"!!09

测定"并用
K)(P*5CB&,$

软件分析细胞周期分布$

"

!

结
!!

果

",!

!

转染细胞
O

IWDE1G+1K>3G+

绿色荧光蛋白的表达
!

转

染细胞
"!<

后"在荧光显微镜下可观察到强绿色荧光蛋白的

表达"见图
+

$表明构建的重组
O

IWDE1G+1K>3G+

载体已在

H*<7

细胞中稳定表达$

!!

4

!普通视野(

\&$

)*

J

!荧光视野(

\&$

)$

图
+

!!

荧光显微镜下
H*<7

细胞中绿色荧光蛋白的表达
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K

!

K7X;6+

*

+

#
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!空载体转染细胞*

&

#

"

!

H*<71K>3G+

细胞$

图
&

!!

3B1EA3

检测
<BI3B

基因
93G4

水平的表达

表
&

!!

端粒酶活性检测结果$
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)L%
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组别 吸光度值(

"2$09

'

2-209

)

对照组
+,"%V$,++

转染
"!<

组
+,&-V$,$-

"

转染
'&<

组
+,&$V$,+%

"

转染
-#<

组
+,+&V$,+&

"

!!

"

!与对照组比较"

!

#

$,$+

$

!!

4

!未转染阴性对照*

J

!空载体转染细胞*

A

!

H*<71K>3G+

细胞$

图
%

!!

K>3G+

作用
H*<7

细胞后流式检测细胞周期结果

","

!

转染细胞
<BI3B

基因
93G4

的转录水平
!

转染后
"!

&2-+

重庆医学
&$+$

年
!

月第
%-

卷第
+2

期
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H*<71K>3G+

细胞和空载体转染细胞的
<BI3B

基因
931

G4

转录水平比较"差异明显"见图
&

$

H*<71K>3G+

细胞对细

胞
<BI3B

基因
93G4

的转录具有明显抑制作用$

",#

!

转染后对细胞端粒酶活性的影响
!

与空载体转染细胞对

照组比较"转染
"!

#

'&

#

-#<

后的
H*<71K>3G+

细胞吸光度值

(

"2$09

'

2-209

)均明显降低(

!

#

$,$+

)"见表
&

$

",G

!

流式细胞仪检测细胞周期结果
!

与对照组比较"稳定表

达
K>3G+

后"

W

+

期细胞明显增加"而
H

期细胞明显减少"见

图
%

$

#

!

讨
!!

论

宫颈癌是妇科常见恶性肿瘤之一"其发病率近年来呈上升

趋势$目前宫颈癌常规手术及放#化疗治疗方法对提高患者生

存率及改善预后效果不佳"因此探索宫颈癌的基因治疗方案已

成为目前研究的热点+

!

,

$同时"进一步深入探索"对于阐明肿

瘤发生#发展的分子机制#开发新的肿瘤分子诊断和治疗方法#

降低恶性肿瘤的发病率和死亡率等都具有重要的理论和现实

意义$

科学家在
+-!"

年发现了一种能维持端粒长度的端粒酶"

并发现端粒酶能维持人类生殖细胞和癌细胞端粒的长度$端

粒酶是一种核糖核蛋白复合体"目前研究认为端粒酶复合体由

#

个部分组成+

-

,

"其核心成分为
<BI3B

+

+$

,

$

<BI3B

基因

93G4

与端粒酶活性表达一致"导入外源性
<BI3B

基因能有

效延长细胞的生命周期"甚至可使其达到永生化"且不改变细

胞的正常功能+

++

,

$下调
<BI3B

表达可引起端粒缩短"破坏染

色体稳定性而抑制细胞生长并促进细胞凋亡"逆转肿瘤细胞恶

性表型+

+&

,

$普通人类细胞稳定表达转染的端粒酶能够无限分

裂"证明了端粒的缩短控制着复制衰老+

+%1+"

,

$

D8

.

*T767

等+

+2

,

研究发现"可以利用
<BI3B

的启动子来诊断和治疗癌症$

K>3G+

在进化上非常保守"是一个重要的调节端粒酶活

性的基因$端粒酶阳性细胞中
K>3G+

基因的过表达能够加

速
<BI3B

的降解"降低端粒酶的活性"从而降低端粒的长度"

促使癌细胞衰老和死亡"而对于正常细胞则没有损伤+

+#

,

$本

研究结果证实"稳定表达
K>3G+

的
H*<7

细胞"对
<BI3B

基

因
93G4

的转录具有明显的抑制作用$而且"作者前期

KBB

法功能鉴定实验表明"转染后的
H*<7

细胞的增殖能力相

比空载体对照细胞明显降低"提示稳定表达后可抑制宫颈癌细

胞的恶性增殖+

#

,

$这种抑制作用发生于细胞周期的哪个时相

呢1 为此"本研究利用流式细胞技术对转染后细胞的细胞周期

进行分析$结果显示"与对照组比较"稳定表达
K>3G+

后"

W

+

期细胞明显增加"而
H

期细胞明显减少"提示稳定表达

K>3G+

后"其在宫颈癌细胞从
W

+

期向
H

期进展过程中发挥

了重要作用$

本研究结果表明"宫颈癌
H*<7

细胞稳定表达
K>3G+

可

从源头控制
<BI3B

基因的表达"抑制端粒酶活性"抑制宫颈

癌细胞的恶性增殖"并且抑制作用发生在细胞周期的
H

期"从

而为探索宫颈癌基因治疗的新方法提供了依据$
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