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RNA 聚合酶活性变化在 DEN 诱发大鼠肝

癌细胞核体外转录中的调节你用

~9p 君;李* 易禄尿

(第三军医大学生化教研室 重庆 630038)

真核细胞的 RNA 生物合成是在 RNA 聚

合酶催化下所进行的复杂过程。研究表明 ， 不

同肿瘤细胞 RNA 生物合成不仅异常活跃， 而

且存在着与正常细胞不同的 RNA 转录合成过

程的调节机制。本文利用 DEN 诱发的大鼠肝

癌模型，观察了肝癌细胞核 RNA 体外转录活

性， 以期探讨 RNA 聚合酶对转录的调节作用

和肿瘤发病的分子机制 。

材料 与方法

-、 材料

大鼠肝癌模型g 健康雄性 Wistar 系大鼠，体重

50一70 克， 饮水含 100 ppm 二乙基亚硝胶 (DEN) , 

12 周后改为正常水。实验 18 周时断头处死大鼠，解剖

见肝脏增大，表面布满结节， 经病理切片鉴定为肝细

胞肝癌。

主要试剂: DEN 为 Sigma 产品 ， Poly (dA-dT) 

和 α-鹅膏翠碱(α-amanitin)系 Boehringer-Mannheim

公司产品 ， 聚乙烯亚胶纤维素。EI-ce1 1ulose)为 Serva

公司产品， 3日-UTP( 22 Ci/mmol) 为中科院 原子能研

究所产品。

二、方法

1.大鼠正常肝及肝癌细胞核的分离s 按 Yu [ 川的

方法进行。沉淀的细胞核按 1 mg/ml 的 DNA 悬浮于

0 . 34 moljL 蕉糖溶液中， 制成核悬液。

2 . 模板综合型及游离型 RNA 聚合酶活性测定z

结合型 RNA 聚合酶的活性测 定按 Goodlad 的方

法[lJ 稍加改进。反应总体积为 250μ1，含 70 mmol/L 

(NH')2 SO., 0. 5 u 肌酸激酶， 0. 03 mmol/L UTP , 

2μ Ci 咀-UTP ，其他成分同文献报道。应用 1μg/ml 的

a-amanitin 以区别不同种类的 RNA 聚合酶。加入 100

μg DNA 的核悬液起动反应，于 35 "C振荡温育 30 分

钟 ， 10 %TCA-20 mmol/ L Na，PO，终止反应。酸不溶

物收集于玻璃纤维膜上， 乙醇抽洗晾干后，加闪烁液

于液闪计数仪中测量。

游离型 RNA 聚合酶测定体系总体和、 150 时，

(NH4 )2S04 为 3 5 mmol/ L , 3H-UTP 1. 2μCi，其他成

分同结合酶活性测定。 加入 100μg/mJ 放线菌素 D 以

抑制 DNA 模板， 并应用 40 问/ml 的外源性模板 Poly

( dA-dT ) ，通过加入 60 阳 DNA 的核悬液起动反应，

于 35 0C振荡温育 30 分钟终止反应，其后处理同上所

述。

3. 转录活性酶相对分子数 (relative numbers of 

transcriptionally active enzyme molecuJes)和转录延

长速度 (elongatlOn rates ) 测定g 结合型 RNA 聚合酶

· 现在第三军医大学病理生理教研室。
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活性测定体系中 3H-UTP 为 10 ~\Ci。反应终产物收集

于玻璃纤维膜上，经 0 . 4 mo! j L KOH 于 37 "C泊化过

夜 ， 以自分红为指示剂 ， HCIO" 滴定至终点。 子- 20 "C 

放置 15 分钟，经离心去除 KCIO， 沉淀 ， 上请-液真空

干燥后加蒸馆水定E溶解，点样子 PEI-纤维京 路层

板(1 0cm x 20 cm) ，用 H20 上行展开至薄层板上缘 1

cm 处 ， 空气中自 然晾干。再经 1 . 8 molj L LiCl 二次

上行展开至薄层板中央， 晾干后紫 外灯下观察。圈出

分离的 UMP 和 UR 点 ， 分别刮取于闪烁瓶中， 加 1. 0

ml 0 . 1 NHCI 于 37 "C 消化 1 小时 ， 加 0 . 55% PPO-

0 . 01% POPOP 甲苯 Triton X-l00 (3:1)闪烁液 ， 子

液闪计数仪中分别测定其放射活性 (dpm) 。

结 果

、细胞核两类 RNA 聚合酶池 (p∞1) 活

性变化

大鼠肝癌细胞核两类 RNA 聚合酶的活性

均明显高于正常的 (见表 1 )，其染色质结合的

RNA 聚合酶总活性、酶 I 和酶 E 的活性分别

为正常的1. 8、1. 3 和 2.9 倍 ; 游离的 RNA聚

71 

合酶总活性 、 酶 I 和酶 E 的活性分别为正常的

2.3 、 2.1 和 2.4 倍。染色质结合的 RNA 聚合

酶总活性中 ， 正常肝细胞的酶 I 约占70 % ( 1/ 

直 为 2.3 ) ， 而肝癌细胞的 酶 I 和 E 近似各占

50% ( 1 / TI 为 1. 0) 。

二、转录活性 RNA 褒合酶相对分子敏和

转录延长速度的改变

RNA 链经碱7](解可产生 3' 端的 UR 和内

部的 UMPo UR 代表所生成 RNA 链的相对数

目，反映了与染色质模板紧密结合的、 具有转

录活性的 RNA 聚合酶分子数目 ; 而 UMP/UR

比值则代表新生 RNA 链的平均长度， 可用于

测定一定时间内转录反应的延长速度[Z-4 10 肝

癌细胞的转录活性 RNA 聚合酶 E 分子 数目明

显高于正常肝细胞的(P<O.OOl ) ，而酶 I 的分

子数目在两组动物间则无明显差异(P>O. 05) ，

同时，肝癌细胞的 RNA 聚合酶 I 和 E 催化转

录反应的延长速度均高于正常肝细胞的 (P<

0.01 , 0.001)(见表 2 ) 。

一
酶

一
首
u

动
物
数

载 1 染色质结合的和游离的 RNA 聚合酶活性

结合酶活性 游离酶活性
(dpmjμg DNA ) (dp咽/μg DNA) 

% 酶 1 % 酶 n % 总酶 % 酶 1 % 酶 n % 

正常 12 102 . 1 土 3 . 7 100 70 . 7 士 6 . 6 69 3 1. 1 土 3.7 31 26 1. 1 士 14 . 8 100 86 . 2 土 11. 2 33 174.9士 9 . 2 67 
大鼠 (6) (6) (6) (4) (4) (4.) 

肝癌 10 183 . 3 士 17 . 4 100 93 . 5 士 7 . 1 51 89 . 8 士 17 . 4 49 606 . 0 土 23 .6 100 180 . 2 土 40 . 8 30 425 . 8 土 5 1. 0 70 
大鼠 (6) (6) (6) (4) (4) (4) 

显著性
差 别
P 值

括号中数字代表测量的总次数。

< 0 . 001 < 0 . 001 < 0 . 001 < 0 . 05 < 0. 001 < 0 . 01 

动物 3H- UR (dpmj~g DNA) 

袤 2 PEI-纤维素薄层层析后回收的 3H-UR 和 3H_UMP j3H-UR 比值

JH-UMP j 3H-UR 

数 1 n 
正常大鼠 12 402 .2 土 46 .1 7 9 1. 8土 8 3.2

(8) (8 ) 

肝癌大鼠 10 451. 3 土 70 . 7 1386.7 土 29.4

(8) (8 ) 

显著性差别 > 0 . 05 < 0 . 001 
P 值

括号中数字代表测量的总次数。

I E 

66 . 1 士 7 . 4 41 . 5 土 5 .9

(8) (8) 

86 . ] 土 7.6 91. 9 土 12 . 7

(8 ) (8) 

< 0 . 01 < 0 . 00 1 
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讨 论

肿瘤组织 RNA 生物合成 旺盛， 可能有多

方面的因素 ， 染色质构象的改变 、 活性基因的

开放、核内肿瘤相关蛋白的产生以及转录调节

因子等都在某种程度上起一定的作用。然而就

RNA 聚合酶来说， 已有学者观察到其活性或

/和含量是其正常组织的数倍乃至数 10 倍[ 5 ， 6 J 。

本实验发现， DEN 诱发的大鼠肝癌细胞内结合

型 RNA 聚合酶 I 和 E 活性均高于正常的， 与

Chester ton 的报道l7J 相近， 表明其细胞内大量

具有与编码基因结合处于转录状态的、 有高催

化效率的 RNA 聚合酶讪 p 而不依 赖于染色质

模板的游离型酶活性的变化，进一步提示 RNA

聚合酶分子本身的含量或/和性质发生了某种

变化。由于所用肿瘤组织 (或细胞)的种类和实

验方法的不尽一致， 各实验室的报道也不尽相

同凹，但多数报道以酶 I 含量或/和活性升高

为主，且有实验结果表明 RNA 聚合酶 I 活性

升高的程度与细胞恶性程度成比例[句。

比较本文对结合型 RNA 聚合酶 I 与 E 相

对活性的测量结果，正常肝细胞酶 I 的活性是

酶 直 的 2.3 倍，而'肝癌细胞酶 I 与 直 的活性几

乎相等， 这提示正常肝细胞以 rRNA 的合成占

主导地位 ， 而在肝癌细胞由 RNA 聚合酶 E 催

化的特异 mRNA á''.1生成相对增 强。

RNA 聚合酶对转录 的调节表现在转录的

起始和延长(抑或有终止)两个阶段上， 具体表

现为转录活性酶分子的多少(量)与延长转录的

催化效率(质)上。本实验迸一步发现， 肝癌细

胞 RNA 聚合酶 I 的变化仅表 现在转录延长速

度增快， 而酶卫的转录活性酶分子数和转录延

长速度均明显高于正常细胞， 这与正常肝细胞

rRNA 合成占主导地位 ， RNA聚合酶 I 多以结

合型存在有关，提示肿瘤细胞 rRNA合成的调

节主要表现在转录延长阶段， 通l过改变酶的

催化性质(变构或修饰)来增强转录速度，而

mRNA 的转录调控是在起始和延长两个阶段。

就酶的性质而言， 磷酸化修饰对酶活性 的激

活已得到人们普遍重视[切]。推测肝癌细胞

RNA 聚合酶活性增 高与其被蛋白激酶磷酸
化有关 [ 1 0 J 。

摘 要

DEN 诱发大鼠肝癌的细胞核 RNA 体外转

录合成显著增强，染色质结合型和游离型 RNA

聚合酶 I 和 卫 活性均高于正常肝细胞，而结合

型酶 I 和 E 的活性几乎各占总活性的 50%(正

常肝细胞结合型酶 I 约占 70 %) ，表明 E 类基

因的转录增强更明显。 肝癌细胞核中转录活性

RNA 聚合酶 E 的分子数为正常肝细胞核的 1. 8

倍，同时 RNA 聚合酶 I 和 E 催化转录的延长

速度为正常肝细胞核的1. 3 和 2.2 倍。结果表

明，肿瘤细胞不仅有较多的活性 RNA 聚合酶

分子， 而且催化转录(延长)的速率也增高。
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