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特异性人端粒酶催化亚单位基因小干扰 RNA 对

HeLa 细胞生长的抑制作用

李欣沈志伟薛晓荣刘民汤华*

(天ì P 1'( :f'1 人学大ilt 111 IJ ntr科学中心实验言， J(ì在 300070)

摘要 通过设计并化学合成人端粒酶催化亚单位(hTERT)特异性 siRNA，观察其对 hTERT

表达水平及肿瘤细胞生长的影响。将hTERT-siRNA 以脂质体法转染入 HeLa 细胞，应用 RT-PCR 、

实时定量 TRAP 、 Western 印迹、软琼脂克隆形成实验、荷瘤裸鼠肿瘤内注射等方法检测细胞内

hTERTmRNA、蛋白质表达水平及对肿瘤细胞生长的影口向。 RT-PCR、实时定量 TRAP 和 Western

印边的结果显示 hTERT-siRNA 明显降低了 HeLa 细胞内 hTERT 的 mRNA 及蛋白质表达水平并伴

随有端粒晦活性的下降。克隆形成实验表明 hTERT-siRNA组的体外肿瘤形成能力受到抑制。荷瘤

裸鼠肿瘤内注射 hTERT-siRNA 使肿瘤平均体积显著小于对照组。 TUNEL 凋亡检测表明 hTERT­

siRNA 转染组的凋亡率明显高于对照组。研究表明 hTERT 特异性 siRNA 可以明显抑制 HeLa 细胞

内 hTERT 的表达水平，对其生长有明显抑制作用，是一种有前途的肿瘤治疗新方法。

关键词 站j粒酶; RNA 1'.扰:人端粒酶催化亚单位; HeLa 细胞

tIj粒土t':种特异的维持染色体结构和功能;加国

起平:要作用的染巴体末瑞结构。端粒DNA及其相关

蛋白保护染色体末tAj不被降解和异常重组发生[11 0

lPtìJ粒相关进'é (1 r~l rr: l•里的称之为主;1j粒酶的分子则是

维持瑞粒长山的京安机|素。在用1月白发育过科中，各

组织细胞 rr~lJ 水干表达此酶1fî性， r(l]在健康个体的大

多数休细胞 11 1 几乎不能检测出端粒酶的活性 ， i义自i

't 1i白细胞、.ì1i IÍU. '1' 细胞、 j敢沾的淋巴细胞等少数细

胞巾有低水、|吁I{J~ ;r;tt[川， {li大多数的恶性肿瘤细胞

中端粒酶都!JJU出较高水平的活性。这为人们寻找

有效地特异性抑制，告↑-lU'H!白细胞生长提供了-个重

宦靶位。人类的端粒酶仓酶片13 部分组成:端粒酶

RNA (hTR) 、立~ld*\L酶相关蛋白(TP1)、端粒酶催化

I[JI.单位(hTERT) ， ~{中 hTERT 是合成端粒酶全酶的

限制↑吁:1材案，只:表达水、F1. 1-ij ~尚粒酶的活性密切相

关[5 "71 。研究丘明， hTERT 的高表达能通过分化剌

激来拍J i!jIJ细胞的调亡，导致细胞的本生化[川。端粒

酶表达的激币对于恶性肿瘤细胞的无限增殖性来说

几乎是必不 pT少的条件，也是肿瘤细胞恶性转化的

共同通路。这种特性使其 u益成为恶性肿瘤诊断和

判断预后的 个重~标志物。更有意义的是人们可

以将具作为肿捕括:疗的一个特异性高、治疗谱广的

靶{V:点。 Fl 前己纤有人应用反义核酸技术、核酶、

分化诱导剂等方法抑制端粒酶的活性，从而抑制了

肿瘤细胞的生长[9 ' 1010 RNA T扰(RNAi)技术是近些

年来发展起来的可以特异性降低细胞内特定 mRNA

表达水平的转录后基因沉默技术[ 111 。现己证明将

19-23 nts 的双链小I扰 RNA (siRNA) 导入哺乳动物

细胞中可以前导 RNAi 效应。 RNAi 技术特异性高，

压具有比反义核酸技术更强的抑制作用，操作也更

加简单，是?中很有前洼的思 iJ:1 治疗 }j法。

本研究的 H 的是想探讨通过院用 hTERT特异性

siRNA 来降低 HeLa 细胞内 hTERT 的表达水平，从

而产生对肿瘤生长抑制作用的 I~J行性。

1 材料与方法
1.1 材料

1.1.1 细胞株 人目剑皑细胞系HeLa* 白本实验

束的保存株，细胞用含 10% 阶牛血洁(天津血研所) , 

100μg/ml 链霉素， 100 U/m1 青霉素的 RPMI1640

(Gibco)培养液培养于 37 'C 、 5% CO2 培养箱中。
1.1.2 siRNA的设计及合成 使用 Ambion公司的

siRNA 设计软件，根据 hTERT 珞囚的 cDNA 序列
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(nm_003219)进行设计。设计出的 hTERT-siRNA 相

应于其序列的 1 799-1 821 核昔酸处，共 23 个碱基

长， siRNA 每条链的 3' 端外加 2 个 TT 的突出端。

其序列为:有义链 5' -AGC AAG UUG CAA AGC 

AUUGGAAUTT-3' 反义f连5'-AUUCCAAUGCUUUG

CAA CUU GCU TT-3' 。作为对照的大肠杆菌。-半

乳糖昔酶基因 siRNA 定位于其 CDS 的 689-709 核昔

酸，共 21 个碱基长，在 siRNA 每链的 3' 端外加 2

个 TT 的突出端，其序列为:有义链 5' -GAC UAC 

ACA AAU CAG CGA UUU TT-3'; 反义链 5'-AAA

UCG CUG TUU UGU GUT GUC TT-3' 。它们分别由

美国 Gibco 和中国奥科公司化学合成，经 PAGE 纯

化并返火形成双链。

1.1.3 实验动物 6周龄的BALB/C雌性裸鼠，购

买于中国医学科学院实验动物研究所。

1.2 方法

1.2.1 细胞转染 采用脂质体转染法。用于 RT­

PCR、实时定量 TRAP 和软琼脂克隆形成实验的

HeLa 细胞转染方法为: (l) A 组转染针对端粒酶的

hTERT-siRNA+ 脂质体， (2) B 组转染作为无效对照

的针对 β 半乳糖昔酶的。-ga1-siRNA+ 脂质体， (3) C 

组转染作为对照的空脂质体。转染前二天，以

lxl06 个 Iml 将 HeLa 传代于 100 ml 培养瓶中，待

细胞生长至 60%时吸去培养液，用 PBS 浸洗 2 次，

然后每个瓶中加入 6 ml 含 110μg siRNA+60μg 

Lipofectamine™ 2 000 (Invitrogen)的无血清培养基。

转染 4h后添加 6 ml 新鲜含 10% 胎牛血清的全培养

基，转染 12 h 后全部更换为新鲜的含 10% 胎牛血

清的全培养基。用于 Western 印迹的 HeLa 细胞的

共转染方法为: (1) A' 组共转染 pcDNA3/hTERT.myc

和 hTERT-siRNA、脂质体， (2) B' 组共转染pcDNA31

hTERT.myc 和 ß-gal-siRNA、脂质体， (3) C' 组转

染 pcDNA3/hTERT.myc 和脂质体。转染前一天，以

lx 106 个 Iml 将 HeLa 传代于 60 mm 平皿中，待细

胞生长至 60%时吸去培养液，用 PBS 浸洗 2 次，然

后每个平皿中加入1.4ml含2.5 μ，g pcDNA3/hTERT-myc 

真核表达质粒+26μg siRNA+ 22.5μg Lipofectamine™ 

2000 (Invitrogen)的无血清培养基，转染 4h后添加

3 ml 新鲜含 10% 胎牛血洁的全培养基，转染 12 h 后

全部更换为新鲜的含 10% 胎牛血清的全培养基。转

染之后 48 h 收集细胞，做软琼脂克隆形成实验或提

取 RNA 做 RT-PCR、实时定量 TRAP，或裂解细胞

做 Western 印迹。

1.2.2 RT-PCR 采用 TRIzol 方法分别提取转染

·研究论文·

后 HeLa 细胞的总 RNA。逆转录在 42 'C ，进行 60

min，逆转录酶为 Superscript II 0 PCR 扩增 hTERT

mRNA 片段的引物为:上游: 5' -GGC AGG TGT 

ACG GCT TCG TGC-3' ，下游: 5'-CGC TCG TAG 

TTG AGC ACG CTG-3' ;循环条件为: 94 'C 1 

min , 66 'C 2 min , 31 个循环。扩增 P 肌动蛋白

的引物为:上游 5' -CGT GAC ATT AAG GAG AAG 

CTG-3' , -F游 5' -CT A GAA GCA TTT GCG GTG 

GAC-3' ;循环条件为: 94 'C 1 min , 52'C 1 min , 

72 'C 2 min , 31 个循环。 PCR 产物进行含 EB 的

1% 琼脂糖电泳，紫外光 F观察结果。

1.2.3 Western 印迹 与 pcDNA3/hTERT.myc 真

核表达质粒分别共转染 hTERT-siRNA/ß-gal-siRNAI 

脂质体的 3 组 HeLa 细胞，转染之后 48 h 分别收集。

用 PBS 浸洗一遍之后用 RIPA 裂解液裂解。总蛋白

经10% SDS-PAGE分离之后电转移(400 mA,120 min) 

到硝酸纤维素膜上(Millipore ) , 5 %脱脂奶粉封闭液

封闭 1 h , 4'C与一抗温育过夜(对于 hTERT.myc 融

合蛋白的检测用 Upstate 公司的兔抗 -MYC 抗体;对

于内参 α微管蛋白的检测用 Sigma 公司的鼠抗 α微

管蛋白) ，然后室温与辣根过氧化物酶标记的二二抗

温育2h(对于hTERT.myc融合蛋白检测斗抗用Sigma

公司的抗兔 IgG; 对于内参 α 微管蛋白的检测二抗

用 KPL 公司的抗鼠 IgG)，最后用化学发光检测试剂

盒(Perkin Elmer)检测，用 X 射线胶片(柯达)显影。

1.2.4 实时定量T队P(RQTRAP) ①细胞提取液

的准备:细胞沉淀重悬于 3 … [3-cholamidopropyl­

dimethy lammonio ]-1-propane-sulfonate 裂解液中(1 000

个 /μ1) 。冰上温育 30mino4'C ， 16000g 离心

20 min，将上清液立即 -80 'C保存。检测蛋白质浓

度。端粒酶用 1 mg/ml DNase-free 的核糖核酸酶A

(Sigma-Aldrich) , 37 'C , 20 min 灭活。② RQ­

TRAP: SYBR Green RQ-TRAP 实验:在 25 ml 

SYBR Green PCR Master Mix (Biosystems)中加入细胞

提取液(1 000 个细胞)， 0.1 mg 端粒酶引物 TS 和

0.05 mg锚定反向引物ACX，号|物序列描述见文献[12] 。

使用 ABI Prism Thermal Cycler (Biosystems) , 25'C 

温育 20 min，扩增 35 个 PCR 循环(95 'C 30 s, 60 'C 

90 s ，两步 PCR)。以高过背景 10 个标准差的荧光

值作为默认的阔荧光强度值，在扩增曲线上作图确

定阔循环值(threshold cycle, Ct) 0 Ct 值与标准曲线

比较计算每组细胞的相对端粒酶活性(RTA)[标准曲

线由系列稀释(1 000 , 100 , 10 , 1 个细胞)的未经

处理 HeLa 细胞的提取液绘制得到]。各组端粒酶的
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相对沾'性(RTA)用相对于未处理 HeLa 细胞端粒酶洁

性的口分数表辰。

1.2.5 软琼脂克隆形成实验 分别转染 hTERT-

siRNA、白-gal-siRNA 和~脂质体的 3 组细胞，转染之

后 48 h 分别收集，丹:用 2xRPMI1640 全培养基重悬

为单细胞悬液。 F层胶准备:在 6 孔板中铺 0.5%

的 YJ~琼脂椭胶 1.6 ml1 孔，并静置待其J疑国。 0.3%

L民胶准备:将前述1.2 ml 包含 2.4x 103 个 HeLa 细

胞的 2xRPMIl 640 "'Î':培养基与1.2 ml 、 0.6% 融化并

冷却什~ 37-38 oC 的琼脂糖凝胶混合，然后把混合后

含细胞的 0.3% 凝胶立即铺于凝国的下层琼脂糖胶

上。仔 l二层胶脱困后，每孔添加 2 ml RPMI1640 

仓培养粟，并且f手 3 天更换此培养基。每组细胞设

3 个平行复孔。 在 37 'C 、 5%C02 培养箱中培养 15 天

盯在倒置也做镜(10x 10)下计数每孔 20 个视野的总细

胞克隆数(以>50 个细胞的细胞集落为克隆形成标准)。

1.2.6 荷瘤裸鼠的 siRNA 治疗性实验 收集对数

生长期的 HeLa 细胞，用 RPMI1640全培养基重悬为

0.8x 107 个 1m!. 于棵鼠背部皮下接种 0.1 mlo 6 天

之后将裸鼠随机分为 2 组， 4 只/组，并接受第 a次

siRNA- 脂质体(60μ 11 只)肿瘤内注射:A 组注射

hTERT-siRNA+Lipofectamine™ 2000, B 主且注射。-gal­

siRN A + Li pofectamine TM2000，注射时分 3-4 点进

行。 60μ1 siRNA- 脂质体的制作方法:按每 ml 混

合物含 18.5μg siRNA+I0μg Lipofectamine™2000 将

siRNA和脂质体溶于 5%葡萄糖溶液中。以后每 3 夭

肿捕内注射」次，共 4 次。第一次注射后 19 天处

死裸鼠，实验中止。用游标仨尺测量肿瘤的长径和

矩径，比较仔细裸鼠肿瘤体积大小(体积 =0.5x 长径

×短径 2) 并称量肿瘤湿重。

1.2.7 TUNEL 法4金测细月包凋亡 TUNEL 原位凋

亡检测试剂盒购臼罗氏公司。 HeLa细胞分别经转染

hTERT-siRNA+ 脂质体、 ß-gal-siRNA+ 脂质体或宅

脂质体(如前所述)后两天，按 TUNEL 试剂盒的操作

说明操作。 JK{ í象系统为 Nikon ECLIPSE 80i 荧光显

微镜，品的镜 F观察(400x) ，随机选取 3 个视野，记

F 调亡细胞数和未调亡细胞数。细胞凋亡率

(apoptosis rate)= 阴亡细胞数 I(凋亡细胞数+未凋亡

细胞数)xlOO% 。

1. 2.8 统计学处理 数据表示为均数土标准差的

形式，应用 SPSS 1 1. 5 统计软件，采用方差分析

(one-way ANOVA)进行统计学分析。

2 结果

2.1 hTERT -siRNA 转染 HeLa 细胞后特异性地

抑制 hTERT mRNA 和蛋白质的表达，端粒酶

的活性也受到抑制

HeLa 细胞经脂质体法分别转染 hTERT-siRNA 、

作为对照的 ß-gal-siRNA、空脂质体。转染之后 48 h , 

用RT-PCR方法来比较各组转染细胞内 hTERT mRNA

的含量，并用实时定量 TRAP 方法比较各组的端粒

酶活性。结果表明 hTERl二siRNA 组的 HeLa 细胞较

ß-gal-siRNA 及空脂质体组的 HeLa 细胞 hTERT

mRNA 的水平明显下降(罔 1时，且 hTERT-siRNA 组

端粒酶的活性仅为对照组的约 1/3(A组的相对活性为

24.3% , B 、 C 组的相对洁性均为 64.2% ，图 lc) , 

而 B 、 C 两组 hTERTmRNA 的水平及端粒酶活性相

比没有明显差别。转染 pcDNA3/hTERT.myc 真核表

达质粒的 HeLa 细胞内可以表达 hTERT.myc 融合蛋

白，通过 MYC 抗体的 Western ~[J迹检测表明共转

染 hTERT-siRNA 的 HeLa细胞与共转染。-gal-siRNA

及仅共转染脂质体的 HeLa 细胞相比 hTERT.myc 融

合蛋自的表达水平明显降低(图 lb)。实验结果表明

转染 hTERT-siRNA 后可以特异性地降低 HeLa 细胞

内 hTERT mRNA 及蛋白质的表达水平，并且降低

端粒酶的活力。

2.2 hTERT -siRNA 转染 HeLa 细胞后明显抑制

了其体外生长能力

通过软琼脂克隆形成实验来检验转染 hTERT­

siRNA 后对细胞体外生长能力是否有影响。将转染

了 hTERT-siRNA ， ß-gal-siRNA，空脂质体的 HeLa

细胞接种在 0.3% 的软琼脂凝胶中。培养 15 天后，

通过显微镜(10xl0)计数每孔20个视野的克隆形成总

数(图 2 示 3 个复孔的平均值及标准差)。各组克隆数

量如下(均数±标准差)， A 组(hTERT-siRNA) (1.00:t 

1.00)个， B 组(自-gal-siRNA) (4.33 :t0.577)个， C 组(空

脂质体)(4.00:t 1.00)个， A 组与 B 、 C 两组相比克隆

形成的数量明显减少(n=3 ， P<0.05 , one-way ANONA) , 

|而jB 、 C 两组之间没有明显差别(n斗 ， P >0.05 , one­

way ANONA)。实验结果表明，转染 hTERT-siRNA

后， HeLa 细胞的体外肿瘤形成能力受到明显抑制。

2.3 hTERT-siRNA 肿瘤内注射可以抑制裸鼠

HeLa 细胞移植瘤的生长

检验hTERT-siRNA的肿瘤内注射能古对裸鼠的

HeLa 细胞移植瘤生长远;抑制作用。建立HeLa 荷瘤

鼠模型后用 siRNA- 脂质体进行二了 4 次肿瘤内注射泊

疗。实验结束时， hTERT-siRNA 组的肿瘤体积

(5 523.058 :t42.523) mm3 要小 T ß-gal-siRNA 组
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图 1 HeLa 细胞转染 hTERT-siRNA 后 hTERT 的 mRNA 水平、蛋白质水平及端粒酶活性的改变

(a)RT-PCR: HeLa 细胞转染 hTERT-siRNA JCj hTERT mRNA 的表达水平明显降低。 (b)Western 6[J迹:共转染 pcDNA3/hTERT.myc 真核

表达质粒和1 hTERT-siRNA/ß-gal-siRNA/ 脂质体的 HeLa 细胞，以-tk myc 抗体检测 hTERT.myc 融合蛋白的友达情况， .ffiL~J~其衣达被

明显抑制。 (c) 实时定是 TRAP 的扩增曲线罔。 A: 转染 hTERT-siRNA 的 HeLa 细胞; B: 转染 ß-gal-siRNA 的 HeLa 细胞: C: 转

染空脂质体的 HeLa 细胞。 A': 共转染 pcDNA3/hTERT.myc 和 hTERT-siRNA 的 HeLa 细胞:B 气共转染 pcDNA3/hTERT. myc 

和 ß-gal-siRNA 的 HeLa 细胞: C'. 共转染 pcDNA3/hTERT. myc 和脂质体的 HeLa 细胞。

1.000 E一 l

。 。
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。
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图 2 不同处理组在软琼脂中的克隆形成数量(3 个复孔平均

值)
转染后 15 天用倒置显微镜(1 0xl0)计数每孔中 20 个视野的克隆形

成总数(图中显示为每iaì3 个孔的平均值及标准差) 0 A: 转染

hTERT-siRNA 的 HeLa 细胞: B: 转染。-gal-siRNA 的 HeLa 细

胞: C: 转染空脂质体的 HeLa 细胞。

(11 636.53土 1 74 1.088 )mm3 (n=4 , P<0.05 , one-way 

ANOVA) (图 3) 。

2.4 hTERl喃喃iRNA 转染 HeLa 细胞的凋亡率明

显高于对照组

转染后 2 天用 TU阳L法检测 3 组细胞的凋亡情

况。如表 1 所示 hTERT-siRNA 转染 HeLa 细胞组的凋

25 30 35 

16000 

14000 

12000 

ê 10000 

E8000 

怪 6000
f • =士

4000 

2000 

0 
hTERT-siRNA ß-gal-siRNA 

组圳

图 3 荷瘤裸鼠经 siRNA 干扰治疗后的肿瘤体积

表 1 分别计数每组 3 个随机视野的凋亡率

凋亡率(%)

分组
第个视野 第二个视野 第」个视野

hTERT-siRNA 组 84.2 90.9 85.7 

自-gal-siRNA 组 3.6 。 4.3 

Lipofectamine only 组 10 6.3 10.6 

亡率明显高于自-gal-siRNA 和 Lipofectamine only 组。

图 4 示荧光显微镜下每组 3 个随机视野中的一 4个。
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hTERT-siRNA ß-gal-siRNA Lipofectam ine only 

图 4 TUNEL 5去检测的细胞;用亡情况(400x)

上面的 图片为明场照片 ， 下面为相对应的荧光场照片

3 讨论
端粒是真核细胞线性染色体末端的特殊结构，

是由富含G 的 DNA重复序列和端粒结合蛋白所构成

的一种核蛋白复合体 。 人和其他哺乳动物的端粒

DNA 序列由 5'-TTAGGG- 3 ' 重复序列组成，长度大

约为 5-1 5 kb 不等[1 3 ] 。 端粒的存在维持了染色体结

构的完整性和稳定性 ， 可防止染色体 DNA 的降解、

重组和末端融合 。 在大多数体细胞周期的 S 期中 ，

染色体DNA进行半保留复制， 由于子代链 5' 端阳~A

引物被降解后不能被重新合成，端粒DNA会不断缩

短 ， 每个周期约损失 50-65 bp 。当端粒的长度缩

短到一个临界值后 ， 染色体末端的稳定机制将被破

坏 ， 导致细胞生理功能紊乱 ， 进入危象期 ， 最终

死亡。 多数恶性肿瘤中端粒酶被活化 ， 可以依赖、 自

身 RNA模板使端粒得以重新填充， 端粒长度不随细

胞分裂次数的增加而缩短 ， 甚至还会延长， 帮助细

胞跨越衰老、危象达到永生化 。

研究中我们根据以上原理，利用 RNA 干扰技

术可以高效、 特异敲低细胞内特定 mRl'司A 水平的特

性，探索能否通过导入 hTERT 特异性 siRNA 来敲

低 HeLa 细胞内 hTERT 的水平，从而产生对肿瘤生

长的抑制作用 。

实验中 ， RT-PCR 和 Western 印迹结果显示转

染hTERT-siRNA可以明显抑制细胞中hTERT~A

和蛋白质的表达水平 。 实时定量 TRAP(RQ TRAP) 

方法显示转染 hTERT-siRNA细胞的端粒酶活性降低

到仅为两个对照组细胞端粒酶活性的约 113 。 这一

方面证明了转染 hTERT-siRNA 可以特异、有效地

敲低肿瘤细胞内 hTERT mRNA 和蛋白质水平 ， 下

调端粒酶活性 ， 同时也印证了 hTERT mRNA 水平

与端粒酶活性呈密切正相关的观点[弘7] 。 在软琼脂克

隆形成实验中 ， 转染 hTERT- siRNA 组的克隆形成

数量明显少于两个对照组， 提示 hTERT表达水平的

降低(伴随端粒酶活性的下降)可以抑制 HeLa 细胞的

体外肿瘤形成能力 。 在荷瘤裸鼠的 siRNA 治疗性实

验中 ， 转染 hTERT-siRNA 的裸鼠在实验终点时肿

瘤体积小于对照组 ， 提示 hTERT 表达的下调可以抑

制 HeLa细胞的体内肿瘤形成能力 。 为了探索实验中

观察到的转染 hTERT-siRNA 后 HeLa 细胞发生的表

型变化，我们又用 TUNEL 的方法检测了 hTERT­

s iRNA 对于细胞凋亡的影响 。 实验结果明确提示

hTERT- siRNA 在转染之后 48 h 就可以特异性诱导

HeLa 细胞发生凋亡。

根据已经建立的模型， hTERT mRNA 表达水

平降低伴随着端粒酶活性的下降， 导致肿瘤细胞的

染色体不能由于端粒酶对端粒长度的维持作用而得

以稳定，肿瘤细胞跨越危象获得永生性的物质基础

消失 ， 最终引起肿瘤细胞的死亡 。 实验中观察到

HeLa细胞转染hTERT-si阳'l'A后体外的肿瘤生长和体

内肿瘤形成能力都受到明显的抑制 ， 这种表型变化

的机制可能包括 hTERT 水平的降低诱导肿瘤细胞的

凋亡或者引起细胞周期的停滞 [ 1 4 - 1 7] 。 本研究中用

TUNEL 的方法证明凋亡机制参与了这种表型的变

化。 近年来己经有一些研究者发现 hTERT表达受抑
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制后可以引起细胞的调亡。推测可能是端粒酶活性

的下降引起肿瘤细胞端粒长度的进行性缩短，激活

细胞内的DNA损伤修复机制，进一步激活细胞的凋

亡途径。如 Shammas 等[17]发现端粒酶活性受抑制

后， HR23B 可以感知端粒长度的缩短， HR23B 介

导属于 p53 家族的 p73 表达水平的 t调，而后者可

以引起许多线粒体凋亡途径相关蛋白水平的上调。

同时 Shammas 等还发现端粒酶水平的下降可以上调

Fas 、 FasL 、 caspase-8 表达水平，提示死亡受体

相关途径的激活也参与此凋亡过程。目前多数的研

究者认为端粒酶相关的调亡需要由端粒长度缩短介

导，并且需要数周的延迟时间。但实验中我们的实

验结果显示hTERT-siRNA转染之后48h就可以引起

HeLa细胞发生调亡。这一发现与 Zhang 等[18]的研究

结果相似，作者认为对于端粒长度己经很短的肿瘤

细胞，细胞每次分裂后的生存能力都需要端粒酶活

性的支持， →且端粒酶活性受到抑制将立即引起细

胞凋亡机制的激活。同时，近年来也有多篇报道提

示 hTERT 存在非端粒延长的作用，如与线粒体凋亡

途径密切相关等[19 ， 2叫也是实验中观察到现象的可

能机制。

·研究论文·

本研究应用脂质体转染法成功将针对端粒酶催

化亚单位(hTERT)基因的 siRNA 导入到 HeLa 细胞内

及裸鼠皮下移植瘤内，降低了 hTERT mRNA 的表

达水平，并发现能抑制肿瘤的生长。希望能为宫颈

癌今后的基因治疗提供一个新的思路。
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Growth Inhibition of Uterine Cervix Cancer Cells (HeLa) by an siRNA 

Targeting Human Telomerase Catalytic Subunit Gene 

Xin Li, Zhi-Wei Shen, Xiao-Rong Xue, Min Liu, Hua Tang* 
(刀'anjin L扩e Science Research Center， 刀anjin Medical Universi凯刀anjin 300070, China.) 

Abstract In this study, we aimed to observe the effect of chemically synthesized human telomerase 

catalytic subunit (hTERT)-oriented siRNA in cultured cellline and in a mouse xenograft model. Transfected hTER下

siRNA into HeLa cells, then using the R下PCR， RQ TRAP, Western blot, soft agar colony forming assay, and 

intratumoral injection of hTERτcsiRNA in a mouse xenograft model to investigate the level of hTERT mRNA and 

protein, the activity of telomerase, energy for growth of HeLa in vitro and in vivo. The result of RT-PCR, Western 

blot and RQ TRAP had showed that after transfected with hTERT-siRNA, the level of hTERT mRNA and protein 

decreased, and the activity of the telomerase was depressed obviously. The colony forming assay showed that 

energy for growth of hTERτcsiRNA group was lower than that of the two control groups. The animal experiments 

showed that the cancer growth of hTERT-siRNA group was depressed. TUNEL assay showed an increased apoptosis 

rate in hTERT-siRNA group. Our study have showed that hTERT-siRNA can inhibit the expression of hTERT and 

depress the growth of the HeLa cells by inducing apoptosis in vitro and in vivo. 
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