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摘　要:【目的】观察全反式维甲酸(ATRA)和 1 , 25-二羟维生素 D3(VD3)大肠癌细胞株诱导分化过程中端粒酶活性的变

化 ,并对其 RNA组分 hTR进行检测。【方法】ATRA 和 VD3 对大肠癌细胞进行诱导分化 , 在进行细胞活力测定 、细胞增殖测

定 、流式细胞仪(FCM)分析细胞周期及碱性磷酸酶比活性测定的同时 , 分别在诱导后第 2 天 、第 4 天和第 6 天用 TRAP 法检

测其端粒酶活性的变化 ,并同时用 RT-PCR的方法对端粒酶的 RNA 组分进行检测 , PAGE 观察结果。【结果】TRAP 法检测

端粒酶活性 ,结果显示在诱导分化的第2 天后活性减弱 , 第 4天 、第 6 天其活性受到明显抑制。利用 RT-PCR法检测各阶段端

粒酶 RNA 组分无明显改变。【结论】ATRA 和 VD3 诱导大肠癌细胞分化过程中端粒酶活性明显抑制 , 但 RT-PCR检测其

RNA 组分无改变。
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Abstract:【Objective】To observe the change of telomerase activity and hTR expression in differentiating

colon cancer cells induced by ATRA and VD3.【Methods】The colon cancer cells w ere induced and dif ferentiated

by ATRA and VD3 and their telomerase activity and RNA expression were tested on the secondary , fourth and

six th day respectively.PAGE was used to observe the results.【Result】The telomerase activity is inhibited

g radually on secondary , fourth and sixth day , but RNA expression didn' t change.【Conclusion】The telomerase

activi ty is inhibited obviously in differentiating colon cancer cells induced by ATRA , VD3 , but thei r RNA com-

ponents keep constant using RT-PCR for detection.
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　　端粒酶是一种在胚胎时期完成染色体端粒合

成不可缺少的核糖核酸逆转录酶 ,在组成上包括有

蛋白质组分和 RNA 组分 。正常情况下 ,当胚胎发

育完成以后 ,端粒酶活性就被抑制 ,所以在正常人

体细胞中是检测不到端粒酶活性的。自 1994年首

次在癌细胞株中检测到端粒酶活性以后 ,近年来已

有研究证明 ,85%以上的恶性肿瘤细胞中端粒酶活

性为阳性而正常细胞和良性肿瘤中则为阴性[ 1 , 2] ,
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这一发现使人们认识到人端粒酶作为一种新的肿

瘤标记物 ,势必与恶性肿瘤的发生发展有密切的关

系。本研究以全反式维甲酸和 1 ,25-(OH)2VD3 对

大肠癌细胞进行诱导分化 ,检测癌细胞在向正常转

化过程中各阶段端粒酶活性的改变 ,并同时对转化

细胞的端粒酶 RNA 组分进行检测 ,以探讨癌细胞

诱导分化过程与端粒酶活性及其 RNA组分变化的

关系 。

1　材料与方法

1.1　主要材料和试剂

大肠癌细胞株为本室保存细胞;细胞培养试

剂 、RT-PCR试剂购自北京天象人公司;纯化试剂 、

TRAP 检测试剂购自宝灵曼公司;PCR引物:TS 引

物 5′-AATCCG TCGAGCAGAGT T-3′,CX 引物 5′-

CCCTTACCCTTACCCTTACCCTTA-3′由加拿大

真达公司合成。

1.2　细胞培养及各项诱导分化指标的检测

培养液 RPM I 1640(含双抗及 φ=15%的小

牛血清),大肠癌细胞株 ,置 37 ℃, φ=5%CO2 饱

和湿度孵箱培养 ,每 48 h 弱光下换液 ,取对数生长

期细胞进行实验。将 10-3 mol/L AT RA 及 10-4

VD3 溶于 DMSO 中备用。使用时用培养液稀释成

10
-6

mol/ L 及 10
-7
mol/L 进行实验 。在对诱导分

化细胞进行以下有关端粒酶检测的同时 ,已进行了

细胞活力测定 、细胞增殖测定 、流式细胞仪(FCM)

分析细胞周期及碱性磷酸酶比活性测定 ,从检测结

果确认了细胞已诱导分化[ 3] 。

1.3　端粒酶活性的检测

参照文献[ 3]合成 CX和 TS 引物 ,建立端粒酶

活性检测的 TRAP 法 。

分别在加药后的第 2天 、第 4天和第 6天收集

细胞 ,计数。按 20 μL/106 个细胞制备端粒酶粗提

液 ,每份扩增取 5 μL 反应 ,用 TRAP 法检测各阶段

细胞粗提物的端粒酶活性(方法参照文献[ 4] 进

行),端粒酶作用参数 25 ℃,25 min , PCR反应参数

94 ℃　30 s , 50 ℃　30 s ,72 ℃　1 min　30 s ,共

30次循环 ,最后 72℃　10 min。反应完成后取扩

增产物 10μL用 w =12%(Acr∶Bis　29∶1)聚丙烯

酰胺凝胶电泳 ,银染显色 ,观察结果 ,拍照。

1.4　端粒酶 RNA组分的检测

对各阶段端粒酶粗提物用蛋白酶 K 消化 ,取

消化产物 10 μL 来进行 RT-PCR ,具体方法参见文

献[ 5 ,6] , PCR参数为 94 ℃　45 s , 55 ℃　45 s , 72

℃　90 s ,共 30个循环 ,最后 72 ℃　10 min 。扩增

产物用 w =5%聚丙烯酰胺凝胶电泳检测 ,银染显

色 ,观察结果 ,拍照。

2　结　果

2.1　各阶段细胞端粒酶活性的改变

TRAP 法检测 ATRA 、VD3 诱导分化各阶段大

肠癌细胞的断粒酶活性:1为 Marker;2 、6 、9 为未

经诱导分化的大肠癌细胞;3 , 4 , 5 分别为 ATRA 、

VD3 以及两者合用诱导第 2 天检测结果;7 , 8为第

4天;10 ,11为第 6天 ATRA和 VD3 诱导细胞的检

测结果 ,其活性均明显被抑制 ,尤其在第 4 天后条

带明显减弱且有片段变小现象(图 1)。

图 1　诱导分化各阶段端粒酶活性的检测

Fig.1　TRAP-Test of telomerase activity of

differentiating colon cancer cells

Lane 1:Marker;Lane 2 , 6 , 9:No-differen tiat ing cells;Lane 3 ,

4, 5:T he results of the secondary day , 3:ATRA-different iat ing cells ,

4:VD 3-dif ferentiat ing cells , 5:ATRA and VD 3-dif ferentiating cells;

Lane 7 , 8:The result s of the fou rth day , 7:AT RA-dif ferentiating

cells;8:VD3-di fferent iating cells;Lane 10 , 11:The result s of the

sixth day , 11:ATRA-dif ferentiating cells;11:VD3-dif ferentiating

cells

2.2　RT-PCR检测各阶段细胞端粒酶 RNA组分

扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳:1为 Marker ,3

为未经诱导分化的癌细胞 , 4 为 ATRA 、VD3 诱导

后转化细胞的检测结果 ,显示各细胞提取物均可通

过 RT-PCR扩增出特异性条带 ,相互间并无明显差

异(图 2)。
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图 2　诱导分化各阶段 RT-PCR 检测结果

Fig.2　RT-PCR test of inducing cells

Lane 1:PCR Marker;Lane 3:No-inducing cells;Lane 4:The

resul ts of ARTA-VD 3 inducing cells

3　讨　论

自从 Kim等[ 4] 1994年首次发现端粒酶特异地

存在于恶性肿瘤细胞而在正常人体细胞为阴性以

后 ,近年来已有研究证明端粒酶与细胞的永生化机

制和恶性肿瘤的形成有密切关系。本研究以

TRAP 法检测大肠癌细胞在经全反式维甲酸诱导

分化后不同阶段细胞的端粒酶活性 ,发现在经诱导

分化后的 48 h ,其活性已有所减弱 ,在诱导后的第

4天和第 6天其端粒酶活性明显受到抑制 ,无明显

的梯形条带且扩增片段有下移(片段变小)的迹象。

本研究的结果说明 ,在经诱导分化剂诱导癌细胞向

正常细胞转化的过程中 ,其端粒酶的活性也随之受

到抑制 ,进一步证明了端粒酶确是一种很有价值的

肿瘤标记物 。下一步要考虑的是这种诱导分化过

程中端粒酶活性的抑制究竟是何种机制所致 ,在本

实验过程中 ,曾在检测未经诱导分化的大肠癌细胞

端粒酶活性时加以分化细胞提取物 ,发现它并不抑

制癌细胞中的端粒酶活性 ,说明在诱导分化过程中

端粒酶活性的抑制并不是由于诱导分化剂可直接

抑制端粒酶活性也并非是产生了某种抑制因子。

究竟其机制如何 ,还有待进一步的研究 。

通过 RT-PCR来检测诱导分化细胞中端粒酶

的 RNA 组分 ,发现在诱导分化的各阶段以 RT-

PCR仍可检测到端粒酶的 RNA 组分 ,与未经诱导

分化的大肠癌细胞相对照并无明显区别 ,说明端粒

酶的 RNA组分并不和细胞的恶性程度相对应。
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肝豆状核变性分子生物学研究
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肝豆状核变性又称Wilson 病(WD), 是一种较常见的以铜代谢障碍为特征的常染色体隐性遗传病 , 其世界发病率为 1/ 2

～ 1/20 万 ,故开展该病的分子生物学研究 , 对WD基因进行定位 ,并开展WD 的症状前诊断 、早期诊断和杂合子检出 , 以达到

降低WD发病率 , 提高人口素质 , 在我国具有迫切性和一定优越性。本研究首次在国内系统地开展了 WD 的分子生物学研

究。通过 RFLP(限制性片段长度多态性)连锁分析和微卫星 DNA 标记多态性分析 , 首次系统地计算 5 个标记位点与WD位
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