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hTRT 反义基因转染对人结肠癌细胞生长的抑制作用

傅桂莲，董俊红，杜培革*

(北华大学医学院检验系， 吉林 13200 1 )

摘 要:利用基因重组技术 ， hTRT 基因反向插入真核表达载体 pcDNA3.0 ，获得重组休

pcDRTRT，通过脂质体法导入人结肠癌细胞株 SW-11 1C，获得稳定转染细胞系 ， 即反义细胞，该细

胞易脱落， 出现明显生长抑制现象;失去叠落生长能力;流式细胞仪 ( FCM ) 证实导入反义hTRT

后， OO!l期细胞增加 ， 02M 和 S 期细胞减少，增殖指数(PI)降低;且不能在软琼脂中形成集落; 并

发现反义细胞中 hTRT表达水平明显下降。说明反义 hTRT基因体外导入结肠在细胞林 SW-l l1C

可以明显降低端粒酶活性，抑制结肠癌细胞的生长、增殖且能使其恶性表型发生逆转。
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中图分类号: R394.2 文献标识码 : A 文章编号: 0253-9977(2004)01-85-04 

端粒酶是细胞内维持 DNA 端粒长度的逆转录

酶 ， 其激活对细胞癌变起重要作用 。 端粒酶由端粒

酶 RNA成分、端粒酶催化亚单位(TRT)和端粒酶相

关蛋白三部分组成，其中 hTRT 是端粒酶激活的限

速因素 ， hTRT 的表达水平与细胞端粒酶的活性是

一致的[ 1 . 2] 。 为探讨 hTRT 反义基因转染对结肠癌细

胞生长的抑制作用 ， 构建了 hTRT 反义真核表达载

体， 并通过脂质体法导入人结肠癌细胞株 SW-111C

中， 以观察人结肠癌细胞的生物学行为变化，为

hTRT 反义基因治疗结肠癌提供依据 。

1 材料与方法

1. 1 材料

含 620 bp 端粒酶 hTRT 基因的 pBSTRT质粒由

北京大学病理教研室张波教授惠赠 ; pcDNA 3. 0 真

核表达载体购自 Promega 公司 ; Sa l I 、 B amHI 、

XholI 限制性内切酶、 T4 DNA 连接酶为 TakaRa 产

品 :脂质体、 MTT 、 0418 为 Sigm a 公司产品:

PCR 试剂盒为北京鼎国公司产品:免疫组化试剂盒

为北京中 山生物公司产品 。

1.2 方法

1.2.1 hTRT反义真核表达载体的构建 含 620 bp 

端粒酶 hTRT 基因的 pBSTRT 质粒用 SalI 、 BamHI

双酶切后 ， 回收 620 bp 的 hTRT 片段。在 T4DNA

连接酶作用下，反向插入真核表达载体 pcDNA 3.0 

的 BamHI 、 Xho lI 双酶切位点，构建含反义 hTRT

基因的真核表达重组体 pcDRTRT 。

1 .2 . 2 重组基因的鉴定 采用 PCR技术扩增外源性

hTRT基因，按惠赠 pBSTRT质粒基因图谱设计引物。

1 .2.3 细胞培养 SW-l l1C 细胞培养于含 10% 灭活

胎牛血清 RPMI1640 培养液中，于 37 .C , 5%C02 饱
和温度下培养。

1.2 . 4 脂质体介导重组体质粒的转染 转染前

24h，消化对数生长期细胞以 1.6 X 105/ 孔的密度接

种于六孔培养皿中 ，加入含 10%FBS 的 DMEM 2 

ml. 18-24 h 后细胞密度融合度在 40%-60% ; 取

重组体质粒 pcDRTRT及载体质粒 pcDNA3.0 各 2 问

溶解到 100 μl 无血清 、 无双抗体的 DMEM 培养基

中，放置于室温 45 min ， 然后加入到 100μl 无血

清、无双抗体的 DMEM (含有 10μ1 lipofectin)备转

染用;对培养的结肠癌细胞按照脂质体转染要求进

行处理:加入上述混合液进行培养:待细胞融合

达 60% 时更换 0418(400μg/ml)培养基筛选， 每 3 d 

换一次液， 2-3w 后抗药克隆形成 。

1.2.5 细胞生长曲线测定 Mπ法按文献[3]方法进行。

1.2.6 hTRT 表达水平的检测(免疫纽化法) 按说明

书进行 。

1.2.7 FCM检测细胞周期 取对数期生长的细胞用

0.25% 腆酶消化， 800r/min 离心 7 min ， 用无胎牛

血清的 RPMI 1640 洗 2 遍 ， 70% 乙醇固定 ， 置于 4

.C 过夜， 送检 。 FCM 检测前，加入 RNA 酶及腆
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化丙睫(PI)复染液 30 min ，检测细胞周期 。

1.2.8 软琼脂克隆实验 按文献[3)的方法进行。

1 .2 .9 统计学处理 对所得资料进行 χ2 检验及 t检

验以 P<0.05 为差异显著 。

2 结果
2.1 hTRT 反义基因真核表达重组体的构建及鉴定

hTRT反向插入 pcDNA3.0载体中的多克隆酶切

位点 BamHI 、 XholI， Neo 为该基因在结肠癌细胞内

的选择标记 。 h TR T 反向插入后因属定向克隆，

PCR 扩增出 620 bp 杂交带，阳性者即为 pcDRTRT 。

如图(1)及图 (2) 。

2 . 2 克隆的筛选

经 G418(400μg/ml)筛选 3 周后，可见克隆形成。

2.3 生长曲线的测定(MTT 法)

反义细胞较对照细胞及载体细胞生长速度减

慢，且有显著性差异(P<0.05 ) ，载体细胞与对照细胞

相比亦略有下降，但无统计学意义 ， 这可能是由于

载体对细胞的非特异性细胞毒作用。该结果提示降

低其细胞毒副作用仍是应用反义治疗中需解决的问

题。见图 (3) 。

2.4软琼脂克隆形成实验

在双层软琼脂中接种 1000 个细胞 ， 3 周后可见

对照细胞及载体细胞生长良好，均能形成明显的细胞

集落，而且数目多，平均克隆数为 5 1. 3 土 18.1(对照

组)，49. 8 士 16. 7 (载体组) ， 二者之间无显著性差异

( P>0. 05 )，克隆形成率分别是 5 . 13 % 和 4.98 % 。

反义细胞初可见极少数几个克隆，但直径小于 50

mm , 20 天后不能形成直径大于 50 mm 的集落，说

明 hTRT 反义基因转染后，细胞不依赖于锚着生长

能力丧失，细胞的恶性程度降低 。

2.5 FCM 检测各组细胞周期

反义细胞的 G0I 1 期细胞增加 ， 而 S 和 G2 期细胞
减少，增殖指数降低，见表(1)。

经 χ2 检验，对照细胞与载体细胞的细胞周期时

相没有显著性差异 (P> 0 . 05 ) ; 反义细胞与对照

细胞的细胞周期时相差异显著 ( P<0 . 05 ) 。

2.6 hTRT 反义基因转染对 SW-ll1C 细胞中 hTRT

表达水平的影响

采用免疫组化法检测各组细胞 hTRT 表达水

平，反义 hTRT 基因转染的细胞 ， hTRT 表达水平

明显降低，其中褐色为阳性信号。 见图 4 。

3 讨论

Pcmv hTRT PolyA SV.n neo unit 

BamHI Sa /l /Xhoß 

图 1 pcDRTRT 结构示意图

1057bp 

770bp 

612bp 

495bp 

392bp 

297bp 

2 3 

图 2 hTRT 基因 PCR 扩增结果

i 、 2: PCR 扩增产物; 3: Marker φ Xl74Hinc 11 digest . 

n
啕d

o
o
m
-
C
U
E
-

V

A
"
z
q
d

饨
，
"
，

A
A
U

n
U

A
U
n
υ

A
U
n
U
A
U
A
H
V
A
U
n
υ
 

E

F、
理
运
联
-
祺

.......... 对照细胞

--- 载体细胞

-←反义细胞

2 3 456 
时间(夭〉

图 3 细胞生长曲线

表 l 反义 hTRT 基因对 SW-IIIC 细胞周期的影晌

Gα1(%) S(%) G2M(%) 凹

对照细胞 52.41 8.6 29.1 47.7 

载体细胞 53.6 18.8 27.8 46.6 

反义细胞 58.6 13.7 27.7 41.1 

hTRT 仅在恶性肿瘤组织及部分癌前病变中表

达， 而正常组织少有表达[4， 5)0 hTRT 的表达水平与

细胞中端粒酶活性一致。 hTRT 导入正常人体细胞

可出现端粒酶活性，而突变和反义 hTRT 导入则降

低端粒酶的活性间 ， 因此提示 hTRT 具有调控端粒

酶活性的作用 。

本实验构建了 hTRT 反义真核表达载体 ， 采用
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图 4 反义细胞 (400 x ) 

图 4 对照细胞 (400 x ) 

图 4 载体细胞 (400 x ) 

脂质法导入结肠癌细胞 SW-l llC 中，发现反义细胞

细胞增殖速度明显降低，并出现接触性生长抑制 ;

且不能在软琼脂中形成集落:反义细胞中 hTRT 表

达水平明显降低 ， 其作用机制可能是反义 hTRT 封

闭癌细胞中内源性 hTRT mRNA ， 从而抑制其翻译

成蛋白质，使 hTRT mRNA 含量降低 。 提示反义

hTRT 可以降低端粒酶活性及部分逆转结肠癌细胞的

恶性表 型。

端粒酶活性的调节机理错综复杂，研究认为可

能与癌基因、抑癌基因、细胞分化和周期有关[口7 ， 8咄， 8剧B创飞lι 。

Zh川u [阴9饲I等应用阻断法发现细胞周期的不同阶段

活性也不同， GOI1期酶活性完全抑制 ， S 期酶活性

最高 ， G，M 期时酶活性最低说明端粒酶活性与细

胞周期密切相关[8J 。 本实验应用 FCM 检测发现反义

基因转染的细胞 G0/ 1 期细胞增加 ， S 和 G2M 期细胞
减少，细胞增殖指数降低 。 说明反义 hTRT 基因表

达阻抑细胞分裂，使其停滞 G 1 期，而不能进入 S 期，

使细胞增殖速度减慢 ， 增殖能力下降。因此现有学

者认为端粒酶反义基因治疗 ， 诱导细胞分化可能是

主要的作用机制 。

本实验结果表明反义 hTRT 转导入结肠癌细胞

后 ， 具有抑制癌细胞生长及逆转其恶性表型的作

用 。 提示 hTRT 可以作为肿瘤基因治疗的一个新的

阳 位 。
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Inhibitive Effeds of Antisense hTRT on Human Colonic Carcinoma Cells 

FU Gui Lian, DONG Jun Hong飞 DU Pei Ge 

( The Medical College of Beihua Univers句， Jilin 132001, China) 

Abstract: hTRT was reversely inserted into pcDNA 3.0 and recombinant pcDRTRT was 

obtained. Recombi nant pcDRTRT were transfected into colonic carcinoma cell line SW-ll 1C 

were transfected into colonic carcinoma cellline SW -111 C with lipofec tin and a stable transfected 

cell line, ie. SW -111 C-pcDRTRT was obtained. The transfected cells were charatered with easily 

dropping, slow growth, and loss of overlap growth ability; Flow cytometry(FCM) detection showed 

that the cell in GOII phases of SW-llIC-pcDRTRT increased, but the cells in S and G
2
M phases 

decreased; The SW -111 C-pcDRTRT cells couldn ' t form in soft agar; the hTRT' s expression of SW-

111C-pcDRTRT cells was significantly lower than that of control cells. The results indicated that 

te lomerase activity of SW-l II C cell s transfected with antisense hTRT was decreased, cellular 

growth was inhibited and cellular malignant phenotype was reversed. 

Key words: human telomerase reverse transcriptase; colonic carcinoma; antisense 

gene ther apy 

*Correspond ing author, E-mail: dupeige200 1@yahoo.com.c n 

第三届国际人类蛋白质组大会即将于 2004 年 10 月在北京召开

随着人类基因组计划的完成 ， 蛋白质组研究己成为 21 世纪生命科学发展的先导，成为生命科学乃至

自然科学最活跃的学科领域之一 。 由国际人类蛋白质组组织 (HUPO ) 发起的国际人类蛋白质组大会是蛋

白质组领域规模最大、影响最广、水平最高的国际性会议 ， 每年举办一次 。 2004 年 10 月 25 日至 27 日 ，

第三届国际人类蛋白质组大会将在北京召开 。 这将是亚太地区主办的第一次大型国际蛋白质组学大会 。

本届大会主题是 "蛋白质组 基因组的诠释 "。 会前将举办"人类蛋白质组计划"系列卫星会议及

蛋白质组研究技术培训班 。 会议同期还将举办生命科学领域相关分析仪器、 实验室技术及相关设备的大型

国际展览。 预计将有包括若于诺贝尔奖获得者及国际蛋白质组研究领域著名专家等在内的 3000 余名代表出

席。

大会由国际人类蛋白质组组织、中国人类蛋白质组组织、国家生物医学分析中心、北京市科学技术

委员会共同主办 。

有关大会的详细信息请查阅会议网站 : ww w.hup02004.c n 

电话 : 86-10-82327644 传真 : 86-10-8280251 5 E-mail: Beijing2004@ newljfe .org.cn 

通信地址 : 北京市海淀区学院路 38 号北京大学医学部会议中心一层 1 00083

联系人 : 陈宁

(第三届国际人类蛋白质组大会筹备组 )
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