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小鼠 EL-4 淋巴瘤细胞中靶向 TERT 的 RNA 干涉
张 敏 郭欣欣美耕思 *

(陕西师范大学生命科学学院，西安 7 10062)

摘要 为了初步研究小 鼠肿瘤细胞端粒酶催化亚基 mTERT 的表达抑制及其对细胞增殖的

影响，本研究应用时队干涉方法，将体外转录合成的靶向 mTERT的短发夫时收(shRNA)转染至表

达mTERT 的小 鼠 EL-4淋巳瘤细胞。 RT-PCR 和 Westem b10t检测结果显示， 靶向 mTERT的 sh阳叫A

转染到小鼠 EL-4 兰田胞后， 有效抑制 了细胞中内源性 mTERT mRNA 和蛋白的表达。 Mπ 实验显示，

特染后细胞数量未见明显差异，可能缘于 TERT 抑制导致的表型滞后现象。

关键词 端粒酶催化亚基; RNA 干涉; 短发夹阳性

端粒酶是一种核糖核蛋白复合体， 其可利用自身

的 RNA模板合成末端 DNA 井添加到染色体末端以

补偿细胞分裂时染色体末端的缩短，从而使细胞获得

无限增殖能力。大多数正常细胞不含有端粒酶活性，

而少数正常细胞(如生殖细胞系和造血细胞系)及绝大

多数恶性肿瘤细胞(约 90%)可逃逸端粒缩短的临界

点，因其含有活化的端粒酶系统，通过对端粒的维持

和保护赋予细胞无限增殖的能力1 1 ， 2J 。 端粒酶催化亚

基(te1omerase reve rse transc riptase, TERT)是端粒酶

的组分之一，与端粒酶的表达高度正相关，是端粒酶

活性的主要决定因素，同样与肿瘤的发生发展有着密

切关系 [3-6] 。 因此，在肿瘤细胞中通过抑制 TERT 的

表达降低端粒酶活性，进而抑制肿瘤细胞增殖或诱导

其凋亡，成为肿瘤基因治疗的重要策略之一，目前许

多学者正在致力于这方面的研究[问]，同时， RNA 干

涉作为一项已经在多个领域展现了巨大应用前景的

新兴技术，也越来越多地被应用到以端粒酶及其

TERT 为靶点的肿瘤基因治疗研究中，目前推测细胞

增殖与端粒酶激活享有同一信号激活通道，但并不清

楚端粒酶在细胞增殖中的具体调控机制[10-1町，同时有

关小鼠 EL-4 淋巴瘤细胞端粒酶及其 mTERT 的 阳叫A

干涉研究也尚未见报道。本研究以表达 mTERT 的小

鼠 EL-4 淋巴瘤细胞为材料，应用 RNA 干涉方法，以

阳离子脂质体为转染试剂将体外转录合成的特异的

基因的调控机制和以端粒酶及其催化亚基为靶点的

肿瘤基因治疗奠定实验基础 。

1 材料与方法

1. 1 实验材料

小鼠 EL-4 淋巴瘤细胞，购于上海生化细胞所细

胞库 。

1.2 实验方法

1.2.1 shRNA 的体外转录合成

1.2 ， 1.1 靶向 mTERT 的 DNA模板设计 设计的

DNA模板包含的序列应为: 19~29个碱基长度的目的

mRNA靶序列;形成发夹的 Loop 序列 ; 19-29 个碱基

长度的目的 mRNA 靶序列的反向互补序列; T7 Pro­

moter 01igo 3 ' 端部分互补序列， 5' 端加上 AA。 并将

选中的 sh时~A 序列打乱作为负对照 。 依照以上原则

设计的 DNA 模板(E)以及阴性对照(N)序列为: E:5'­

AAG GTA CAA AGA GGC ATC TGA GTC TTG CTT 

CAC TCA GAT GCC TCT TTG TAC CTA TAG TGA-

3' , N:5' -AAG GAC TAC CGT TGT TAT AGG TGC 

TTG CTT CCA CCT ATA ACA ACG GT A GTC CTA 

TAG TGA-3' 。

卢 shRr叫A 转染至小鼠 EL-4 细胞，并于 48 h 和 96 h 分别

收获细胞，以 RT-PCR 和 Wes tern b10t 方法分别从

mRNA和蛋白水平检测细胞内源性 mTERT转录和蛋

白表达的受抑制情况。 同时进行 MTT 实验初步探

讨了靶向mTERT的时叫A干涉能否有效地导致细胞死

亡(或调亡) 。 这些将为进一步研究肿瘤细胞内 TERT

1.2 . 1. 2 靶向 mTERT 的 sh阳叫A合成 合成 DNA

模板:以上模板序列及其阴性对照序列均经过BLAST

搜索，在 EST 数据库查询，证实与其它基因序列无同

源性，并委托上海生工生物工程公司合成 。

退火反应: 合成的模板 DNA 溶解为 50 pmol/μ1 ， 
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并建立 10μl退火反应体系 : T7 Promoter 01igo 1 . 5μ1; 

模板 DNA 1μ1; 5xannealing buffer 2μ1; RNase-free 

water 5 .5μ1， 混合液 75 'C孵育 2 rnin; 

补平反应:退火反应液 10μ1 ; 10xKlenow frag­

ment exo-fill-in buffer 2μ1; dNTP rnix(2.5 mmol/L each 

dNTP) 2 μ1; Klenow fragment exo-DNA polymerase(20 

U/μ1) 1μ1 ; RNase-free water 5μ1， 37 'C孵育30 rnin; 70 'C 

灭活酶 10 rnin; 

体外转录反应 RNase-free water 2.8μ1; 补平反

应液4 μ1 ; AmpliScribe T7-flash 10xreaction buffer 2μ1; 

NTP mix (25 mmol/L each dNTP) 7.2μ1 ; 0.1 mol/L 

DTT2 μ1; AmpliScribe T7-flash enzyme solution 2μ1， 

42 'C孵育 3斗o rnin; 

shRNA 纯化: RNase-free DNaseI 1μl 消化体外

转录反应液20μ1， 37 'C孵育 15 rnin; 70 'C孵育 15 rnin 

灭活酶;酣: 氯仿抽提; shRNA沉淀; 20μ1 5xannealing 

buffer 和 80μ1 RN ase-free 水溶解 shRNA; 进一步用

MicroSpin™ G-25 柱子(Amersham)脱盐纯化，离心;

紫外分光光度计进行 shRNA 定量。

1.2.2 靶向 mTERT 的 shRNA 对 EL-4 细胞的转染

设实验组(E)、阴性对照组(N)及空白对照组(未转染

组， C)，共 3 组样本 。

转染前一天进行细胞传代，将与无血清培养液混

合的 25 μ1 shRNA 溶液加入 siIMPORTER 稀释液中，

室温孵育 5 rnin ， 以形成 shRNAl1ipid 复合物;离心细

胞，弃去培养液，再加适合的培养液使细胞终浓度达

到 1 06 cells/ml ; 6 孔板中 ， 各加 930μl 以上细胞和

shRN AIlipid复合物至每孔，轻轻混匀， 37 'C培养直至

收获细胞。

空白对照组(C)不加 shRNAllipid 复合物，其它步

骤相同 ; 每组样本设两孔重复 。

1.2.3 RT-PCR检测 转染48 h后收获细胞，离心，

弃去培养液。 Trizol 法抽提总 阳'-lA ， 紫外分光光度计

测时-.!A 纯度及浓度 。 逆转录， PCR 反应: 94 'C 5 min ; 

25 个循环(94 'C 30 s; 59 'C 30 s; 72 'C 40 s); 72 'C 5 

rmn 。 同时逆转录扩增 ß-actin 为内参照 。 mTERT 引

物 1: 5'-TCA AGA GCA GTA GTC GCC AG-3'，引物2:

5'- TCT CGG GAC AGG ATA GCA TCT-3' , mTERT 

RT-PCR 产物长度为 13 1bp ; 卢- actin 引物 1: 5'-CCT 

GTA CGC CAA CAC AGT GC-3'，引物2: 5'-ATACTC 

CTG CTT GCT GAT CC-3' 。 引物委托上海生工生

物工程公司合成。

琼脂糖j疑胶电泳， 天能凝胶成像系统扫描，图像

分析软件检测条带灰度值，以 mTERT 与 卢-actin 的

·研究论文·

灰度值之比(mTERT/ß-actin)表示mTERT mRNA 的相

对含量， SPSSl 1.0 进行方差分析检验。

1.2.4 Western blot 检测 转染 96 h 后收获细胞， -

核蛋白抽提， SDS-PAGE 电泳，蛋白质转移 4 'C 过夜，

膜封闭和抗体孵育;结果以 X 光胶片曝光并显影， 图

片扫描， 天能图像分析系统测定每个特异条带的光密

度值。

1.2.5 Mπ 实验 接种细胞， 每孔 1∞ μ1， 培养 48 h; 

每组设 4 个复孔，另外加空白对照;去培养液，每孔

加 90μl 无血清培养液及 10μ1 MTT (5 mg/m1)，培养

4 h ， 于 37 'C孵育; 每孔加 DMSO 10μ1，摇床振荡 10

rnin，至完全溶解;酶标仪 570nm 处读吸光度值 A，应

用 SPSSll .0 的 one-way A VEON对重复实验中得到

的 A 值进行统计学分析。

2 结果

2.1 RT-PCR 结果

琼脂糖凝胶电泳结果见图 1 。 应用天能凝胶成

像系统进行电泳条带的灰度值测定，以 TERT与 内参

照 ß-actin 的灰度值之比表示mTERT表达的相对含量

(表 1) 。 根据实验组(E)与阴性对照组(N) 的 TERT/

actin 值绘制柱状图(图 2) 。 根据抑制率 =1-(但ET.旧ERTla口川tυ川，，1

NTERT!.阶'actl阳tin)υ，

制率， 得到平均抑制率为 4钊4 . 0们7%(表 lη) 。 结果表明，

应用设计合成的 shRNA 转染小鼠 EL-4 淋巴瘤细胞

48 h 后， 有效抑制了细胞内源性 mTERT mRNA 的转

录表达。

2.2 Western blot 结果

Western blot 结果见图 3，根据各组条带光密度

值绘制柱状图(图 4) 。 根据抑制率 =l-(E/N)，计算转

染后 TERT 蛋白的抑制率为 49%。结果表明，应用

mTERT特异的 shRNA 转染小 鼠 EL-4 淋巴瘤细胞

~QQ þp 
1QQ þjl 
300 bjl 
200 bp 
100 bp 

M C48 N48 E48 

日-actm

T ERT 

Fig.l The results of RT-PCR experiments 
M:marker; C48,N48 ,E48: blank control, negtive control and experi 
mental group at 48 h after transfec tion 
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Repressive efficiency of RNA interference 

E2 

Table 1 

T ERT 

Ac tin 

T ERT/aclin 

Suppress ion rati o 

Av. suppression ratio 

E I ,N I: ex perimenta l group and negali ve control after fi rst transfec tion; E2 ,N2: experimenta l group and negati ve control after second 

lransfect ion; E3 ,N3 : ex perimental grou p and negati ve control after thi rd lransfection 

N3 

875 

1 103 

0 .7933 

1 552 

1 240 

1. 252 

E3 

1 066 

1 553 

0 .6864 

N2 

28 0 

565 

0 .495 6 

130 

566 

0 .229 7 

N I 

886 

744 

1. 1909 

E I 

45.17 % 53.65% 

44.07% 

33.38% 
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Fig.4 Western blot result of Iight density level at 96 h after 

transfection 

C: bl ank control; N: neglive contro l; E: ex perimental group . 

N C 
。

Experiment3 

reduplicate 

Experi ment2 

Fig.2 The relative content of TERT in 

transfection experiments 

N: negti ve contro l; E: ex perim巳nta l group 

Experiment 1 
。

96 h 后，通过抑制细胞内源性 mTERT mRNA 的转录，

进而抑制了细胞内源性 TERT 蛋白的表达， mRNA 转

录和蛋白质翻译水平的抑制程度接近 。

MTT 结果

MTT 实验中各组 A值见表 2。 统计学分析表明，

实验组与阴性对照组之间未见显著性差异(P=O.085 ) 。

2.3 

翻翩翩

60 kDa 

80 kDa 

100 kDa 

140 kDa 

200 kDa 咽翩-

讨论

Kosciolek等[ 1 6J利用刚Ai技术，特异性合成分别

靶向端粒酶 TR 和 TERT 组分的 siRNA，以评估人多

种癌细胞中 siRNA抑制端粒酶活性的能力， 结果显示

其在 HCT-15 、 Hela 、 NclH23 、 A431 等癌细胞中

3 
E96 

Fig.3 The results of Western blot experiment 

M: mark巳 r ; C96 ,N96,E96: bl ank co ntro l, negti ve contro l and 

experimenta l group al 96 h a fter transfec tion 

96 C96 M 

The average A levels in 岛1TT experiments Table 2 

Dupli cate sample 

2 

3 

4 

Average A 

E 1 ,N 1: ex perimental group and nega tive control after fi rs t transfec tion; E2 ,N2 : experimentaJ group and negati ve control after second 

transfec tion; E3 ,N3 : ex perim巳nta l group and nega ti ve controJ after third transfection. 

N3 

0 .777 

0 .783 

0 .766 

0.697 

0 .7557 

E3 

0. 68 7 

0.654 

0.723 

0.6 17 

0.6702 

N2 

0 .720 

0.67 6 

0 .73 1 

0 .623 

0.6875 

E2 

0.724 

0.728 

0 .682 

0.660 

0.698 5 

Nl 

0 .628 

0.7 55 

0 .684 

0 .77 5 

0 .7105 

E I 

0.7 12 

0 .638 

0 .673 

0.6 74 

0 .6743 
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抑制了端粒酶表达， 并且这种抑制是剂量依赖性的 。

在人 HCT-15 细胞中，转染 hTERT特异的 siRNA44 h 

后收集细胞， 当浓度为 142 nmollL 时抑制率最高， 为

65%， 而对于人纤维肉瘤 HTI080 细胞， 当 siRNA 浓

度一定时(142 nmollL)，转染 22 h 后的抑制率为 40%，

高于 46 h 的抑制率。表明 siRNA 对端粒酶的抑制是

剂量依赖性的 ， 并与转染后细胞的收集时间有关 。

张鹏辉等[ 1 7J应用RNAi技术进行了靶向hTERT基因的

治疗肝癌的研究， 定性地表明 s赋NA介导的RNAi 能

抑制 hTERT 的 mRNA 和蛋白表达。 Sciamanna 等[ 1 8J

应用 RNAi 技术对黑素瘤和前列腺癌细胞系进行

TERT 的抑制，结果发现其可抑制细胞增殖 。 我们在

小鼠 EL-4 淋巴瘤细胞中的结果同样显示，设计合成

的 mTERT特异的 shRNA 转染到小鼠淋巴瘤细胞后，

能有效抑制细胞中内源性mTERTmRNA和蛋白的表

达，导致靶基因部分沉默， 在 mRNA 和蛋白水平的平

均抑制率分别为 44% 和 49% 。 用 RT-PCR 检测到转

染 shRNA 后的 mRNA 的表达量，包括了未被转染细

胞中的 RNA 的表达量和被转染细胞中靶基因表达抑

制后残余的 RNA 量， 显示其被转染细胞和未被转染

细胞都可能存在目的基因的转录。

本研究应用M甘方法， 检测了 RNA干涉的和未

受干涉的小鼠 EL-4 细胞数量之间的差异， 结果显示

各组 A 值之间未见显著性差异， 表明靶向 mTERT特

异的 shRNA 转染到细胞后， 虽然内源的 mTERT

mRNA转录和蛋白表达均受到明显抑制， 但这种抑制

至少在 MTT 方法检测时没有导致明显的细胞死亡

(或凋亡) 0 Masutomi 等[19 J在利用功能缺失的突变型

TERT(DN-hTERη和 hTERT特异的 shRNA，对两种表

达TERT 的人纤维原细胞固和 WI-38 进行 hTERT抑

制时，并没有检测到明显的细胞死亡，这与我们的的

结果相一致， 他们同时也发现抑制后的细胞延缓进入

S 期，并且聚积于 G/M 期。 Zhang 等[20J证明向 A43 1

和 293 细胞引入外源的突变 hTERT 可以抑制细胞内

的端粒酶活性， 还发现突变的 TERT 在 24 h 开始在

细胞中聚集，同样直到 96 h 后还未观察到升高的细

胞凋亡率。 根据端粒酶及其催化亚基 TERT 的普遍

性功能， 可以添加端粒重复序列到染色体末端以维持

细胞的增殖或永生化，我们推测 TERT 的表达抑制可

能会影响细胞生长和增殖的速度， 使得细胞停滞于细

胞周期的某一时相， 但能否导致细胞凋亡却依赖于端

粒长度，由于 TERT 抑制可能存在表型滞后现象Im] ，

在检测时多数细胞的端粒还没有缩短到促发凋亡的

|陆界恒度 ， 导班随后的细胞拥亡且应通尚来启明 。

可见 TERT 的表达抑制对于细胞增殖的影响并不是

酶促型的，而是依赖于端粒长度[ 1 9] 。因此尚需做进

一步研究以分析内源性 TERT 表达抑制后对端粒长 }

度、肿瘤细胞周期及细胞增殖可能产生的影响 。
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mTERT-targeted RNA Interference in EL-4 Lymphoma Cells of Mice 

Min Zhang, Xin-Xin Guo, Geng-Si Xi* 
(College 01 Life Sciences, Shaanxi Normal Univers仰， Xi'an 710062, China) 

Abstract In order to investigate the expression inhibition and gene regulation of telomerase reverse 

transcriptase(TERT) in tumour cells of mice, designed short hairpin RNA targeted mTERT was synthesized and 

transfected into EL-4 lymphoma cells of mice through cationic liposomes. Further analysis of RT-PCR and Western 

blot indicated that the mTERT specialized shRNA effectively repressed the expressions of endogenous mTERT 

mRNA and protein after transfection, which made the targeted genes partially silent. MTT experiments demon­

strated that the amount of EL-4 cells did not show significant difference between the sample treated with TERT 

specialized shRNA and the control, which may due to the phenotypic lag phenomenon caused by the inhibition of 

telomerase. 

Key WOI由 telomerase reverse transcriptase; RNA interference; short hairpin RNA 
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