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要!端粒酶在正常体细胞中极少表达!而在大多数人类恶性肿瘤和细胞系中高度表达!这暗示着端粒酶活

性可能与肿瘤密切相关'本研究以人乳腺癌细胞株
L6,

A

7!C

接种裸鼠形成的肿瘤组织块为实验材料!通过检测端粒

酶活性&端粒长度及细胞凋亡的情况!观察端粒酶
R@K

模板定点突变的作用'结果显示(

U8708TR

组样本的端粒

酶活性低于对照组!端粒长度短于对照组!细胞核形态不够稳定!有较多细胞凋亡的现象!而对照组细胞核形态稳

定!较少发生细胞凋亡'以上结果提示着端粒酶
R@K

模板定点突变在一定程度上改变了人乳腺癌细胞株
L6,

A

7!C

的端粒酶活性&端粒长度及细胞凋亡发生率'

关键词!人乳腺癌细胞株
L6,

A

7!C

#端粒酶活性#端粒长度#细胞凋亡

中图分类号!
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引
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端粒是真核细胞线性染色体末端的特殊结构#

由非编码
S@K

重复序列和端粒结合蛋白构成'

%

(

%

端粒在细胞持续分裂中逐渐缩短#达到极限长度时

会引发细胞衰老及死亡'

$7!

(

%若端粒的长度得到稳

定维持#细胞就可能推迟衰老和死亡%端粒的延伸

需要端粒酶的作用%端粒酶的结构主要由三部分组

成!端粒酶逆转录酶"

8TR8

$)端粒酶
R@K

"

8TR

$

及端粒酶相关蛋白'

E

(

%端粒酶以自身
R@K

为模板#

在
8TR8

的催化下逆转录合成端粒
S@K

并添加至

端粒的末端#使端粒得到延伸#但端粒酶在正常体细

胞中不表达#而在大多数人类恶性肿瘤和细胞系中高

度表达%这提示着端粒酶活性与肿瘤密切相关#因此

以端粒酶为靶标的肿瘤治疗研究受到广泛的关注%

8TR8

和
8TR

均对端粒酶活性具有重要作

用%研究表明#人端粒酶逆转录酶"

08TR8

$的表达

水平与端粒酶活性呈正向相关'

#7C

(

#以及显性失活

08TR8

"

S(G3+,+<7+1

4

,<3:108TR8

#

S@708TR8

$

的表达会抑制人肝癌细胞的端粒酶活性并下调端粒

平均长度'

F

(

%

8TR

分为模板区和非模板区#模板区

序列决定端粒酶所合成端粒
S@K

的序列特异性#

非模板区则提供底物的结合位点'

&

(

%

08TR

含有

EE#

个核苷酸#模板区为
#o7J9KKJJJ9KKJ7

!o

'

%"

(

#位于
ED

$

#D

区段%研究表明#在人肿瘤细胞

中表达模板突变的
08TR

"

U8708TR

$可导致端粒

酶活性的改变以及突变端粒
S@K

的合成#但对肿

瘤细胞生长的抑制作用不明显'

%%

(

%

_3G

等'

%$

(发现

在前列腺"

Y@J,d

$和乳腺"

UJM7C

$肿瘤细胞系中

低水平表达
U8708TR

可抑制肿瘤细胞生长并诱

导细胞凋亡%

Y3

等'

%!

(发现在肿瘤细胞中过表达

U8708TR

#可抑制肿瘤细胞生长%

5<(0*

和
L-,6c7

a)*+

发现在肿瘤细胞中过表达
U8708TR7ECK

可

抑制肿瘤细胞生长并诱导细胞凋亡'

%E

(

%这表明#端

粒酶
R@K

模板的突变可在一定程度上改变某些类

型肿瘤细胞的端粒酶活性#抑制其生长以及诱导细

胞凋亡%人端粒酶
R@K

模板序列含有
%%

个核苷

酸#定点突变对不同类型肿瘤细胞的作用程度仍需



要深入研究%

因此本研究通过检测人乳腺癌细胞株
L6,

A

7!C

肿

瘤组织块的端粒酶活性)端粒平均长度及细胞凋亡率#

并对比
U8708TR

组与对照组的结果#可获知
08TR

模板定点突变的作用及程度#为端粒酶与肿瘤关系的

深入研究)肿瘤治疗药物的研发和改进提供参考%

!

!

实验材料与方法

%?%

!

材料

人乳腺癌细胞株
L6,

A

7!C

的肿瘤组织块为本实

验室所有#是将
L6,

A

7!C

细胞株接种至裸鼠增殖形

成的肿块组织+

8

E

S@KY3

4

,;1

)

*8,

g

酶)

R@,;1

抑

制剂)

I@8d

)

9+3:1*;,-W1+(G36S@KTH<*,6<3(+

试剂盒购自
8,_,R,

公司+固相
R@,;1

清除剂购自

北京天恩泽基因科技有限公司+焦磷酸二乙酯

"

STdJ

$)聚乙二醇辛基苯基醚"

8*3<(+Q7%""

$)

-

7

巯

基乙醇)二硫苏糖醇"

S88

$)购自生工生物工程"上

海$股份有限公司+乙二醇二乙醚二胺四乙酸

"

TW8K

$)乙基苯基聚乙二醇"

@d7E"

$)

U

4

J-

$

购自

53

4

G,

公司+苯甲基磺酰氟"

dU5M

$购自
L3(L,;36

P+6

公司+脱氧胆酸钠购自
KG*1;6(

公司+苏木精染

色液购自碧云天生物技术研究所+接头与引物均为

生工生物工程"上海$股份有限公司合成%

%?$

!

方法

%?$?%

!

端粒酶活性的测定

端粒酶的提取参考
W(--,0(+

的方法'

%#

(

%取

%""G

4

人乳腺癌细胞株
L6,

A

7!C

的肿瘤组织块移入

预冷的研钵中#加液氮研磨至粉末#加
$""

"

Y

预冷的

端粒酶裂解液"

%"GU 8*3;7OJ-

"

A

OC?#

$+

%GU

TW8K

"

A

OF?"

$+

"?%GUdU5M

+

#GU

-

7

巯基乙醇+

%X@d7E"

+

"?$#GU

脱氧胆酸钠+

%"X

甘油+

%#"GU

@,J-

+

%GUU

4

J-

$

$及
%""9R@,;1

抑制剂#充分匀

浆后将研磨液转入
%?#GYTd

管#置于冰上
$#G3+

#

%D"""*

&

G3+

离心
$"G3+

#取上清保存于
BF"Z

%通

过
@,+(S*(

A

$"""5

A

16<*(

A

0(<(G1<1*

测定端粒酶提

取液总蛋白的含量#重复
!

次#取平均值%

酶促反应采用陈波的方法'

%D

(

%酶促反应体系

"

#"

"

Y

$!

$?#

"

Y8*3;7OJ-

"

%U

#

A

OF?!

$#

%"

"

Y

U

4

J-

$

"

$#GU

$#

#

"

YTW8K

"

%""GU

$#

$?#

"

Y

_J-

"

%U

$#

"?#

"

Y8*3<(+Q7%""

"

%"X

$#

"?#

"

Y

S88

"

%"" GU

$#

#

"

YL5K

"

%""+

4

&

"

Y

$#

%

"

Y

I@8d

"无
IJ8d

#各
$?# GU

$#

!

"

Y

前导引物

"

$"GU

$#

%

"

Y

端粒酶提取液总蛋白"

$

"

4

&

"

Y

$#

%&

"

YSTdJ7O

$

N

%酶促反应设正常组及灭活处理

组"灭活条件!

D#Z

#

%"G3+

$#酶促反应条件!

$!Z

#

!"G3+

+

D#Z

#

%"G3+

%反应完毕后将酶促反应液与

#"

"

Y

氯仿混合#通过常规短片段
S@K

回收方法回

收酶促反应产物%通过
@,+(S*(

A

$"""5

A

16<*(

A

0(7

<(G1<1*

测定
;;S@K

含量#重复
!

次#取平均值%

%?$?$

!

端粒长度的测定

从人乳腺癌细胞株
L6,

A

7!C

的肿瘤组织块中提

取人类基因组
S@K

#提取操作使用宝生物工程"大

连$有限公司的
9+3:1*;,-W1+(G36S@KTH<*,67

<3(+

试剂盒#具体步骤参见该试剂盒说明书%根据

@JLP

数据库人类基因组
S@K

设计出可特异性扩

增人类
%F

号染色体短臂端粒的上游引物%

接头制备体系"

E"

"

Y

#

#

"

U

$!

%"

"

Y$"

"

U

Y3+c%

+

%"

"

Y$"

"

UY3+c$

+

$

"

Y%"],I,

A

<1*a)..1*

"

%""GU8*3;7,61<,<1

"

A

OC?#

$+

%""GU U

4

7,61<,<1

+

#""GU_7,61<,<1

$+加入
%F

"

Y

无菌蒸馏水#混匀#

!"""*

&

G3+

离心
%#;

+

&EZ

#

S@K

变性
!G3+

#于室温

缓慢冷却
$"G3+

#重复
S@K

加热变性及降温复性的

操作两次%接头标记为
Y3+c1*

%将基因组
S@K

与

Y3+c1*

进行连接%连接体系!

%

"

Y%"]8ES@KY3

4

7

,;1L)..1*

+

%"""+

4

基因组
S@K

样品+

"?#

"

Y#

"

U

Y3+c1*

+

"?#

"

Y!#"9

&

"

Y8

E

S@KY3

4

,;1

+用
IIO

$

N

补至
%"

"

Y

#混匀后
%DZ

连接过夜+

D#Z

#

%#G3+

终止

反应%加入
E"

"

Y

无菌蒸馏水#浓度稀释至

$"+

4

&

"

Y

#作为
dJR

反应模板于
EZ

保存%

dJR

体系!

$?"

"

Y%"]dJRL)..1*

"

U

4

$\

d-);

%#GU

$#

%?D

"

YI@8dU3H<)*1

"

$?#GU

$#

"?$

"

Y

上游引物"

$"

"

U

$#

"?$

"

YY3+c$

"

$"

"

U

$#

%"?F

"

Y

IIO

$

N

#

#

"

Y

模板
S@K

"

$"+

4

&

"

Y

$#

"?$

"

Y8,

g

酶

"

# 9

&

"

Y

$%

dJR

反应参数!

&EZ ! G3+

#"

&EZ

E#;

#

#EZE#;

#

C$Z#";

$

]!D

个循环#

C$Z

延伸

%"G3+

%凝胶电泳分析
dJR

产物#采用
%?$X

琼脂

糖凝胶#

E>

&

6GE"G3+

电泳#放入
%?"

"

4

&

GY

溴化

乙锭溶液中染色
$"G3+

#自来水中脱色
$"G3+

%通

过
5

=

+W1+1

凝胶电泳成像分析系统在
$#E+G

波长

下进行成像#最后用
W1+18((-;

软件对电泳结果进

行定量分析#以
$#"a

A

G,*c1*

的
%"""a

A

S@K

条

带为标准#计算出端粒
;G1,*

区的总量及
%

&

$

总量

处的分子量#由此确定端粒平均长度%计算方法!端

粒长度
^

"

U7S7d7K

$

a

A

"

U

!端粒平均分子量#即
%

&

$

总量处的分子量+

S

!上游引物与端粒的距离+

d

!

上游引物的长度+

K

!

Y3+c%

的长度%$

%?$?!

!

细胞核形态的观察

人乳腺癌细胞株
L6,

A

7!C

肿瘤组织块的石蜡切

E#C
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片可通过常规动物组织石蜡切片制作方法获得%切

片厚度设定为
D

"

G

#染色方法为
M1)-

4

1+

染色法%

在肿瘤组织块脱水之前先利用苏木精对其进行短暂

染色#方便观察其在石蜡中的位置%封片完成后即

可在高倍显微镜下观察肿瘤组织块细胞核的形态%

'

!

结果与分析

$?%

!

端粒酶活性的测定结果分析

端粒酶活性的高低可以根据正常组
;;S@K

含

量与灭活处理组
;;S@K

含量的差值来判断%根据

表
%

中的数据#可知对照组
J%

样本的正常组与灭

活处理组的
;;S@K

含量差值为
CFD+

4

#

U8708TR

组
U%

)

U$

)

U!

和
UE

样本的
;;S@K

含量差值分

别为
$"$

)

E""

)

$#!+

4

和
C!%+

4

#均低于对照组样

本%这提示着
U8708TR

组样本的端粒酶活性低

于对照组的端粒酶活性%

表
!

!

人乳腺癌细胞株
,;4

O

+$#

肿瘤组织块

TM+RMS/

组和对照组的端粒酶活性

人乳腺癌

细胞株

L6,

A

7!C

样品

正常酶促

反应
;;S@K

含量&
+

4

酶灭活酶促

反应
;;S@K

含量&
+

4

两组
;;S@K

含量的

差值&
+

4

U% !C%%n%!" !#"&n%## $"$

U$ E"$%n%!" !D$%nC# E""

J% EDDCn%%# !FF"n$# CFD

U! !F"#nE# !##$n$F $#!

UE E$"!nF# !EC$n!! C!%

$?$

!

端粒
dJR

产物的电泳结果分析

人类基因组
%F

号染色体短臂的端粒进行
dJR

扩增后#将
dJR

产物进行琼脂糖凝胶电泳#然后利

用
W1+18((-;

软件进行定量分析电泳结果"见图

%

$#得到
dJR

产物总量及
%

&

$

总量处的
S@K

分子

量#从而可计算出
U8708TR

组和对照组的端粒平

均长度"见表
$

$%图
%

显示#对照组
J%

样本的产物

条带亮度最大#表
$

的数据可以证实这一点#对照组

J%

的
dJR

产物总量为
&"$?&"&+

4

#

U8708TR

组样

本
U%

)

U$

)

U!

和
UE

的
dJR

产物总量分别为

DDF[#F#

)

C%#?#""

)

CE&?D%D+

4

和
FE%?D"C +

4

#

均小于对照组+通过
S@K

分子量的计算#得到对照

组样本
J%

的
%F

号染色体短臂的端粒平均长度是

E&Fa

A

#

U8708TR

组样本
U%

)

U$

)

U!

和
UE

的端粒

平均长度分别为
E!%

)

EC&

)

E$$a

A

和
EC#a

A

#均小于对

照组%这提示着
U8708TR

组样本的端粒平均长度

小于对照组样本的端粒平均长度%

U

!

$#"a

A

S@KY,II1*U,*c1*

+

%

!

U8708TR

组样本
U%

+

$

!

U87

08TR

组样本
U$

+

!

!对照组样本
J%

+

E

!

U8708TR

组样本
U!

+

#

!

U8708TR

组样本
UE

图
%

!

人类
%F

号染色体短臂端粒
dJR

扩增产物电泳结果

表
'

!

人类
!%

号染色体短臂端粒
N[/

扩增

产物定量分析结果

人乳腺癌细胞株

L6,

A

7!C

样本

dJR

产物

总量&
+

4

%

&

$

总量的

分子量&
a

A

端粒平均

长度&
a

A

U% DDF?#F# CD# E!%

U$ C%#?#"" F%! EC&
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肿瘤组织块石蜡切片的结果分析

人乳腺癌细胞株
L6,

A

7!C

肿瘤组织块石蜡切片

在高倍光学显微镜下可观察到被
5603..

试剂染成紫

红色的细胞核的具体形态"见图
$

$%结果显示!

U8708TR

组样本
U%

)

U$

)

U!

和
UE

的细胞核形

态不稳定#大小不均一#发生较多细胞核固缩导致的

致密浓染以及染色质边缘化现象#而对照组样本
J%

的细胞核形态较稳定#大小较均一#与
U8708TR

组样本类似的细胞凋亡现象较少发生%这表明

U8708TR

组样本的细胞凋亡率高于对照组样本的

细胞凋亡率%

"

,

$!

U8708TR

组
U%

样本+"

a

$!

U8708TR

组
U$

样本+"

6

$!对照组
J%

样本+"

I

$!

U8708TR

组
U!

样本+"

1

$!

U8708TR

组
UE

样本

图
$

!

人乳腺癌细胞株
L6,

A

7!C

肿瘤组织块
U8708TR

组与对照组的细胞核形态"

]%"""

$
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研究端粒酶
R@K

模板定点突变对人乳腺癌细

胞株
L6,

A

7!C

的作用主要从三个方面入手#分别为

检测细胞内端粒酶的活性)端粒的平常长度以及细

胞凋亡的情况%这三个对象在自然状态与突变状态

之间的差异可以让我们得到该突变的作用及程度%

本研究中端粒酶活性的测定结果能直接反映出

端粒酶
R@K

模板的突变对端粒酶活性的影响%端

粒酶提取液中端粒酶的活性维持效果在很大程度上

决定了测定结果的准确性#因此在制备端粒酶提取

液时需要在提取过程中保持端粒酶在细胞内的活

性%通过清除实验器皿和试剂的
R@,;1

#在端粒酶

提取液中加入
R@,;1

抑制剂#以及将提取液分装冻

存这三个步骤可有效地维持端粒酶
R@K

的完整

性#从而保持其自然活性%酶促反应过后#测定正常

组和灭活处理组酶促产物
;;S@K

含量及计算其差

值可得到样本的端粒酶活性#结果表明对照组的端

粒酶活性大于
U8708TR

组样本的端粒酶活性#这

提示着人端粒酶
R@K

模板定点突变在一定程度上

改变了端粒酶活性%

本研究中测定端粒平均长度的方法是在端粒

!o

端
W

悬突单链上连接特殊接头#在端粒上游设计

特殊引物#通过
dJR

扩增出染色体的端粒#利用凝

胶成像系统和
W1+18((-;

软件定量分析得到端粒

的平均长度%通过在提取过程中保持基因组
S@K

完整性以及确定
dJR

扩增最佳条件可有效地保证

结果的准确性%结果显示
U8708TR

组样本的端

粒平均长度均小于对照组样本的端粒平均长度#这

提示着人端粒酶
R@K

模板定点突变在一定程度上

改变了端粒的平均长度%造成这个现象的原因可能

是
8TR

改变下调了端粒酶活性#从而延缓端粒延

伸速度#最终使得
U8708TR

组样本的端粒平均长

度小于对照组样本的端粒平均长度%

本研究中通过制作人乳腺癌细胞株
L6,

A

7!C

肿

瘤组织块的石蜡切片#然后利用
M1)-

4

1+

染色法对

细胞核进行染色#最后可在高倍光学显微镜下清晰

地看到肿瘤组织块的细胞核形态结构%结果显示

U8708TR

组样本的细胞核形态各异#大小不均一#

发生较多细胞核致密浓染)染色质边缘化的现象#而

对照组的细胞核形态稳定#大小较均一%这提示着

人端粒酶
R@K

模板定点突变在一定程度上诱导了

人乳腺癌细胞株
L6,

A

7!C

发生细胞凋亡%造成这种

现象的原因可能是端粒酶
R@K

模板的定点突变导

致端粒酶活性的下降#使得端粒无法有效延伸#从而

影响端粒结构的稳定性#最终促进了人乳腺癌细胞

株
L6,

A

7!C

的细胞凋亡%

本研究提示着端粒酶
R@K

模板定点突变可能

在一定程度上改变了人乳腺癌细胞株
L6,

A

7!C

的端

粒酶活性)端粒平均长度和细胞凋亡率%该结果可

为端粒酶与肿瘤关系的深入研究提供参考%
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