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解。 DC-chol/DOPE 脂质体能有效地转染许多

难被转染的细胞株。与 Lipofectin 试剂相比较，

对于人的表皮样癌细胞一- A431 , DC-chol/ 

DOPE 脂质体的转染活力高 2 到 3 倍，而细胞

毒性要低得多。由于转染效率、稳定性和潜在的

安全性等特点，DC-chol/DOPE 脂质体已被批

准为第一个可应用于人类基因治疗临床试验的

阳离子脂质体试剂[叫。

今天，阳离子脂质体介导核酸转染真核细

胞已是最具创新性的、高效率的转染技术，并且

逐渐成为基因治疗领域的一种标准方法。

摘 要

阳离子脂质体介导转染是一种具创新性

的、高效的转染技术，并且逐渐成为介导核酸进

入真核细胞的标准方法。因此，如果在使用其他

的转染手段并不理想时，宜试用阳离子脂质体

介导的转染技术。
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端粒酶 RNA 和端粒酶活性在人生殖道癌细胞株中的表达 怜

郑伟石一复 谢幸程琪 i尤串生

(浙江医科大学附属妇产科医院杭州 310006)

近年来的研究发现，端粒酶的激活与恶性

肿瘤细胞的形成和发展密切相关[1.2] 。端粒

(Telomere)是位于染色体末端的 DNA 与特殊

蛋白质结合的复合体，对于维持染色体的完整

性至关重要。端粒酶(Telomerase )是一种 RNA

依赖性核酸蛋白复合体，参与合成端粒 DNA

的重复序列(TTAGGG)[飞端粒酶的激活是细

王什启

(军事医学科学院放射医学研究所北京 100039)

胞阻止端粒重复序列的缩短并获得永生化的必

要途径。在许多恶性肿瘤中显示有端粒酶活动。

现已知人端粒酶 RNA 成分 (human Telo­

merase RNA ， hTR)决定着端粒酶重复序列的

合成，并参与端粒酶的活化[气反义端粒酶

·国家自然科学基金资助项目
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RNA 可以抑制肿瘤细胞端粒酶活性，从而使肿

瘤细胞生长受到抑制[幻。本文采用反转录套式

聚合酶链反应 (RT-nested PCR) 和 PCR 端粒

重复扩增 (TRAP)方法分别检测了人宫颈癌

HeLa 和 SiHa ，绒癌 JAR 和 BeWo 以及卵巢癌

。CCI5 种细胞株中端粒酶 RNA 与端粒酶活

性的表达。探讨人端粒酶 RNA 与肿瘤细胞及

其端粒酶活化的关系。

材料与方法

1.细胞培养

人宫颈癌 HeLa 和 SiHa 细胞株及人胎盘绒毛膜癌

JAR 和 BeWo 细胞株分别由中国科学院上海细胞库和

台湾长庚医学院提供，人卵巢癌 OCCI 细胞株由香港

中文大学威尔斯亲王医院提供.上述细胞株均由我院

细胞室传代培养. HeLa 、SiHa 和 JAR 细胞株采用 RP­

MI 1640 培养液 (GIBCO 产品〉进行培养. BeWo 细胞

株采用 F 12 K 培养液 (GIBCO 产品〉进行培养.OCCI

细胞株采用 DMEM 培养液 (GIBCO 产品〉进行培养。

上述培养液均含 10%灭活胎牛血清.细胞培养均在

37 "C .5 %CO，条件下的孵育箱中进行.

2. 组织标本

收集正常富颈、卵巢及早期娃振胎盘绒毛组织，置

于一80 'C 冰箱中保存。

3. 引物设计与合成

根据 Feng 等，，'报道的 hTR 序列，设计外引物 1

为 5'-GGGTTGCGGAGGGTGGGCCT-3' ，外引物 2 为

5'-ACAGGAAAGCGAACAGCATG-3' ，扩增度为

460bp，内引物 i 为 5'-GGGAGGGGTGGTGGC­

CATTT-3'，内引物 2 为 5'-GTTTGCTCTAGA­

GAA TGAACGG-3'。扩增长度为 150 bp. 上述引物均

在美国 PE 公司 391A 型 DNA 合成仪上合成.

4. 细胞和组织 RNA 提取

采用版-ð母一步法(61提取细胞和组织、中 RNA，裂解

液成分为 4 mo1/L 异硫氨酸版， 0.5%十二炕基肌酸

纳， 300 mmo1/L NaAC (pH 4.0) , 10 mmo1 /L EDTA 

(pH 8.0) ，与等体积水饱和盼混合。取 105 培养细胞或

10一 50 mg 组织，加入上述裂解液 100μ1 ，充分混匀，加

入 50μl 氯仿，充分混匀，室温 5 分钟， 15000 rpm 离心

15 分钟;取上 层液 50 μ1 ，加入 150μl 冷无水乙醇，

一 20'C 置 30 分钟， 15000 rpm 离心 10 分钟，弃上清，沉

淀用 150μ175%冷乙醇，混合， 15000 rpm 离心 1 0 分

钟，弃上清， 6S 'C水浴干燥 10 分钟后，即进行反转景.

5. cDNA 合成

反应体积为 20μI ， RT-PCR 混合物成分为 AMV

反转录酶 (Promega 公司产品) 10 u , RNasin (Promega 

公司产品 )20u ，Tag 聚合酶 (Promega 公司产品 )1 u , 5 

mmo1/L MgC1 , 200μmol/L dNTPs , 50 mmo1 KC1 , 10 

mmo1/L Tris-HC1(pH 9.0) , 0. 1%TritonX-100 0.77 

μmo1/L ，引物各 10 pmo1/L. 取 1-2I-'gRNA 加入上述

RT-PCR 混合物 20μ1 ，在 42 "C保温 30 分钟合成 cD­

NA. 

6. PCR 扩增

按下列条件在 PE 480 型 DNA 扩增仪上进行套式

PCR 扩增，变性 94 "C 30 秒;退火 58 'C30 秒$延伸 72'C

30 秒，循环 30 次。第一次 PCR 完成后，取 1μl 第一次

扩增产物加入 19μ1PCR 混合物.其成分:1. 5 mmo1 / L 

MgC1 ，， 200 μmol/L dNTPs , 50mmo1/L KC1. 10 mmo1/ 

L Tris-HC1(pH 9.0) , 0. 1%Triton X-100 0.77μmo1/ 

L ，引物各 10 pmo1 /L ， Tag 聚合酶 1u(Promega 公司产

品) ，按第一次 PCR 扩增条件扩增后，取 PCR 扩增产

物 10μl 直接上祥于 2%琼脂糖凝胶进行电泳， 1 ng/ m1 

澳乙链染色，在紫外灯下观察并照像.

7. 瑞粒酶活性检测

根据 Kim 等(，]报道的 TRAP 方法，即端粒重复扩

增法，检测癌细胞株及正常组织中的端位酶活性.端位

酶引物 TS 和 CX 及检测试剂均由台湾长庚医学院包

家驹教授惠赠。简要步骤如下:取 5-10 X 105 细胞或

50- 100mg 组织经裂解液裂解。离心 15000 rpm 20 分

钟，分别加入 TRAP 缓冲液 4μ1 T4-gene 32 蛋白 O. 2 

μ1 ，端粒酶引物 TS，再加入引物端粒酶 CX ， 90 '('90 

秒，延伸成为双链端位酶产物，按以下条件进行 PCR

扩增， 94 "C 30 秒， 50 'C30 秒， 72 "C 30 秒，循环 35 次，

PCR 扩增产物在 10%聚丙烯酸胶凝胶中进行垂直电

泳分析，硝酸银染色.

结果

1.套式 RT-PCR 敏感性检测

取 1- 5 X 105 细胞进行 10 倍连续稀释并

抽提 RNA。并进行 RT-PCR 和套式 RT-PCR

扩增敏感性的比较。结果显示 :JAR 细胞经

10→倍稀释及套式 RT-PCR 扩增，hTR 仍为阳

性，hTR 套式 RT-PCR 扩增灵敏度高于非套式

RT -PCR 10-100 l'音 (图 1) 。
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2. 细胞株 hTR 基因表达

hTR 检测结果显示，宫颈癌 HeLa 和 Si­

Ha. 卵巢癌 OCCI 以及绒毛膜癌 JAR 和 BeWo

细胞株均呈强阳性，即出现 150 bp 的特异性扩

增片段，正常胎盘绒毛、宫颈上皮组织及卵巢组

织 hTR 呈弱阳性〈图 2) 。

图] h'] R 套式H. f-l'CR 敏感性的比较

(上图 :RT-PCR;下图 :套式 RT-PCR)l- 5:JAR 

细胞稀释倍数分别 10' ， 10' ， 10' ， 10' ， 10 稀释 ; 6: 阳性对

照 (3 X 105 日eLa 细胞); 7: 阴性对照 ; M : pBR 322/Hae 

IDNA 标准分子量。

3. 细胞株端粒酶活性检测

端粒酶活性检测结果显示，五种细胞株端

粒酶活性均呈阳性，即出现典型的间隔六个核

昔酸的端粒酶条带。正常胎盘绒毛和卵巢组织

端位酶呈弱阳性，正常宫颈组织呈阴性(图 3) 。

讨论

端粒酶的发现和它的 RNA 依赖性是肿瘤

生物学上的一个重要突破。最近的研究表明，大

多数(84.8%)恶性肿瘤显示有端粒酶活动。而

在良性肿瘤和正常体细胞中未发现端粒酶活性。

回 2 人生殖道癌细胞株及正常组织中 hTR 的表达

1. HeLa 细胞株 2. SiHa 细胞株 3. JAR 

细胞株 4. BeWo 细胞株 S. OCCI 细胞株

M : pBR 322/ Hae m DNA 标准分子量 6. 正

常胎盘绒毛组织; 7. 正常宫颈组织、 8. 正

常卵巢组织

这种显著的相关性提示着端粒酶在肿瘤细胞恶

性状态的形成和发展中，可能起关键性作用 。但

在正常卵巢和辜丸组织及造血细胞中也有端粒

酶活动[2 . 7J 。我们已证实早孕绒毛滋养细胞具有

端粒酶的活动，但足月胎盘滋养细胞中，其端粒

酶活性明显减弱(另文发表〉。我们认为卵巢组

织及早孕绒毛端位酶活化可能与卵巢生殖细胞

及胎盘滋养细胞增殖有关。宫颈癌、卵巢癌及胎

盘绒毛膜癌等 5 种永生性癌细胞株中均存在端

粒酶活动。表明端粒酶的激活对于癌细胞在得

永生性是必需的。

端粒酶是一个核酸蛋白复合体，它以酶的

RNA 成分上的一个片段为模板合成端粒的重

复序列，已有研究发现具有端粒酶活性的肿瘤

永生细胞中具有端粒酶 RNA 成分， Feng 等问

首次克隆了人端粒酶 RNA 成分 (Human Tele­

merase RNA ， hT邸，并认为在生殖细胞和肿瘤

细胞株中 hTR 基因表达强于无端粒酶活动的

正常体细胞和组织。反义 hTR 可抑制端粒酶活

动。并使端粒 DNA 缩短，从而引起细胞死亡。

此外，端粒酶 RNA 成分的表达随着肿瘤细胞
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的诱导分化以及蠕拉酶活性的降低而减弱 [IJ 。

使得人们对研究通过抑制端粒酶活性来进行抗

癌治疗发生了改厚的兴趣。但 hTR 是否参与调

控端粒酶活性以及肿瘤的什么阶段端粒酶被激

活尚有争论，最近的研究发现 hTR 的表达并不

总是与端粒酶活性表达一致，在缺乏端粒酶活

性的正常组织中也能检测到 hTR[，J。本研究采

用反转录套式 PCR 技术，设计针对 hTR 的引

物，检测了 5 种人生殖道癌细胞株 hTR ，结果

证实在上述 5 种永生性肿瘤细胞株中存在

hTR ，与端粒酶活性检测结果一致，但在正常组

织中胎盘绒毛、宫颈及卵巢组织均有微弱的表

达。

1 2 4 5 6 7 8 

图 3 人生殖道癌细胞株及正常组织

中端粒酶活性的检测

1. HeLa 细胞株 2. SiHa 细胞株 3. ]AR 细胞

株 4. BeWo 细胞株 5. OCCI 细胞株 6. 正常

胎盘绒毛组织 7. 正常宫颈组织 8. 正常卵巢

组织

研究结果裴明，端粒酶 RNA 及端粒酶激

活可能在生殖道恶性肿瘤的发生发展中起重要

作用，但 hTR 基因表达与端粒酶激活关系以及

与肿瘤发生的确切机制尚有待近一步研究。本

研究还表明，hTR 和端粒酶活性的检测方法具

有较高的灵敏度。对少量临床标本即可作出诊

断的优点，有望使其应用范围的进一步扩大。端

粒酶 RNA 检测及端粒酶活性的表达可能成为

一项有价值的肿瘤标志物。并成为临床鉴别早

期可疑肿瘤的诊断方法之一。

摘 要

本文采用反转录套式 PCR (nested RT­

PCR)和 PCR 端粒重复扩增 (TRAP)方法分别

检测了 5 种人生殖道癌细胞株端粒酶 RNA

(hTR )基因及端拉酶活性的表达。结果表明，宫.

颈癌 HeLa 和 SiHa 细胞株，绒毛膜癌 JAR 和

BeWo 细胞株及卵巢癌 OCCI 细胞株 hTR 及

端粒酶活性均呈强阳性。但正常卵巢、宫颈和胎

盘组织 hTR 和端粒酶呈阴性或弱阳性。提示反

转录套式 PCR 和端粒重复扩增法可以简便而

有效地检测端桂酶 RNA 及端粒酶活性。端粒

酶的激活与肿瘤细胞增殖密切相关，并可能成

为一项具有临床价值的肿瘤标志物。

关键词:揣粒酶 RNA 豪合酶链反应 生殖道

商细胞株
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EXPRESSION OF TELOMERASE RNA AND TELOMERASE 

ACTIVITY IN CANCER CELL LINES OF HUMAN 

REPRODUTIVE TRACT 
ZHENG Wei SHI Yi Fu W ANG Sheng Qi 

(Women' s hos户ital.Zhejiang Medical University.Hang Zhou .310006) 

ABSTRACT 

We used RT nested PCR and PCR-based TRAP method to determin the human telomerase RNA (hTR) and 

telomerase activity of five cancer cell lines of human reproductive tract. The resu!t shown that hTR is strongly ex­

pressed in the five cancer cell lines of cervical cancer. choriocarcinoma and ovarian cancer. hTR is weakly expressed in 

normal ovarian tissue .cervical tissue and term placenta tissue. lt has shown that telomerase activity was presented in 

the five cancer cell lines of human reproductive tract. and was also detected though at low levels , in normal ovarian tis­

sue. whereas it was undetectable normal cervical tissue and term placenta tissue. Our findings suggest that RT nested 

PCR is a simple and effective method with high sensitivity. The expression of hTR gene and telomerase activity associ­

ated with proliferation of cancer cells of human reproductive tract may be useful tumor markers. 

Key words: Telomerase RNA Polyrnerase chain reaction Reproductive tract Cancer Cell line 

COUP-TE 和 RAR ß 受体的表达影响癌细胞对视黄酸的敏感性畴

吴乔张晓坤. • 

(厦门大学肿瘤细胞工程国家专业实验室 36100日

视黄酸 (retinoic acid. RA)能够抑制许多

类型癌细胞的恶性生长.它的作用主要由其受

体 RARs (retinoic acid receptors) 和 RXRs

(retinoid X receptors)介导[1] ， 这些受体作为配

体撒活的转录因子，通过结合到视黄酸应答元

件 (retinoic acid response e lement . RARE) 上

调节基因的转录表达。 RARs 和 RXRs 由 3 种

不同基因 :α、日和 Y 编码，通过各自 的表达而行

使各自的功能。例如，在许多类型的癌细胞中，

RA 通过诱导其受体 RARß 的表达而抑制癌细

胞的生长山，但在另一些癌细胞中，这种抑制作

用则丧失，表明 RARß 的表达是抑制癌细胞生

长的必要因子，但不是唯一的因子，提示可能还

有其它受体参与调节癌细胞对 RA 的应答过

程。本文研究表明.COUP-TF (chicken ovalbu­

min upstream promoter transcription factor) 

可能是这类受体中的一种受体。

COUP-TF 是一种孤生受体 (orphan re­

ceptor) .属于核受体超家族成员，由两种不同

的基因编码[门。 COUP-TF 的特异性配体至今

·福建省自然科学基金(C 96002)部分资助.

…美国，加州， La Jolla 癌症研究中心. Burnham 

研究所.
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