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摘要：几乎所有类型的人类肿瘤都可以检测到端粒酶的活性，通过抑 制 端 粒 酶 逆 转 录 酶 基 因（ＴＥＲＴ）表 达 降 低 端 粒

酶活性可能是进行抗肿瘤治疗的一个新靶点。本试验通过构建靶向端粒酶ＴＥＲＴ 基因的ｓｈＲＮＡ（Ｓｈ１，Ｓｈ２和Ｓｈ３）

表达质粒载体转染 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细胞抑制ｃｈＴＥＲＴ 基因表达，从而降低端粒酶活性及细胞增殖。Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ结

果显示，Ｓｈ１和Ｓｈ３在质粒载体 转 染 细 胞 后４８，７２，９６ｈ显 著 抑 制ｃｈＴＥＲＴ 基 因 表 达（Ｐ＜０．０５），且 呈 持 续 效 果；

ＴＲＡＰ法端粒酶活性分析显示，Ｓｈ１和Ｓｈ３在质粒转染细胞７２ｈ显著降低端粒酶活性；流式细胞分析显示，Ｓｈ３在转

染后７２ｈ显著降低了Ｓ期细胞的比例（Ｐ＜０．０１），Ｇ２／Ｍ期细胞比例显著上升（Ｐ＜０．０１），Ｇ０／Ｇ１期细胞比例没有明

显变化（Ｐ＞０．０５），抑制了 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细胞的增殖。结果提示，ｓｈＲＮＡ通过抑制ＴＥＲＴ 基因表达可有效降低端粒

酶活性，阻滞肿瘤细胞的增殖，为抗癌症治疗提供了新的备选方案及具有参考价值的基础科学数据。
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　　端粒（ｔｅｌｏｍｅｒｅ）是存在于真核细胞染色体末端

的一段特殊 的ＤＮＡ－蛋 白 质 复 合 体“帽 子”结 构，对

于染色体的稳定性及复制有着极其重要的意义［１－３］。
正常的体细胞在进行了一定次数的分裂之后，随着

端粒的缩短将步入程序化的衰老与凋亡，但是癌细

胞却获得了端粒酶的重新激活使其可以保持“永生

化”，因此端粒酶的重新激活成为细胞癌化的标志，
为癌症的临床诊断提供了潜在的标志物［１，４－６］。

端 粒 酶 由 端 粒 酶 ＲＮＡ（ｔｅｌｏｍｅｒａｓｅ　ＲＮＡ，

ＴＥＲ）、端 粒 酶 逆 转 录 酶（ｔｅｌｏｍｅｒａｓｅ　ｒｅｖｅｒｓｅ　ｔｒａｎ－
ｓｃｒｉｐｔａｓｅ，ＴＥＲＴ）和 端 粒 酶 相 关 蛋 白（ｔｅｌｏｍｅｒａｓｅ－
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ，ＴＡＰ）３个 主 要 亚 单 位 构 成。

ＴＥＲ以自身的ＲＮＡ为模板在染色体的末端添加新

的端粒重复序列，维持端粒的稳定，如果缺失或突变

ＴＥＲ基因会导致端粒的缩短和细胞的死亡；ＴＥＲＴ
与ＴＥＲ一样，体 内ＴＥＲＴ的 破 坏 消 除 了 端 粒 酶 活

性并致端粒缩短；而关于端粒酶相关蛋白的研究证

实端粒酶相关蛋白并不局限于有端粒酶活性的组织

和细胞系，各组织的水平差异与端粒酶的活性无关，
因此 端 粒 酶 的 活 性 并 不 由 端 粒 酶 相 关 蛋 白 决

定［７－１０］。ＣＨＡＮＧ等［１１］发现人端粒酶逆转录酶基因

（ｈＴＥＲＴ）表达水平随着端粒酶活性的 增 加 而 成 比

例地增加，并在正常和癌组织中存在差异性表达，而
其他组份（ＴＥＰ１，ｈＴＥＲ，ｈＳＰ９０，Ｐ２３和ｄｙｓｋｅｒｉｎ）在
整个酶调节过程中均维持高水平但不发生变化，且

在正常和 癌 组 织 中 都 有 表 达。此 外，ｈＴＥＲＴ 的 启

动子在正常人体细胞总是处于失活状态，而在永生

化及恶性转化细胞中被激活，这表明ＴＥＲＴ 基因的

异常表达是端粒酶活性异常的重要前提，端粒酶活

性的调控主要是通过ｈＴＥＲＴ 基因的转录调控来实

现的，因此认为ｈＴＥＲＴ 对端粒酶激活有限速效应，

ｈＴＥＲＴ 一旦被 表 达，就 和 其 他 几 种 亚 单 位 一 起 组

装成具有高活性的端粒酶全酶［１２－１３］。
本研究以马立克病肿瘤淋巴母细胞系（ＭＤＣＣ－

ＭＳＢ１细胞）为肿瘤细胞模型，假设可以采用ｓｉＲＮＡ
干扰技术沉默端粒酶活化的限速因素———端粒酶逆

转录酶基因（ＴＥＲＴ）进行干 扰 抑 制 端 粒 酶 活 性，从

而阻滞肿瘤细胞的增殖，期望为靶向端粒酶的抗肿

瘤治疗提供新的思路及备选方法。

１　材料与方法

１．１　材料　ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细胞购 自 中 国 兽 药 检 查

所；ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ　１．０－Ｕ６购自 美 国 Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
公司；ＤＨ５α感受态细胞由本实验室保存；转染试剂

ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００购自 美 国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公 司；限

制性核酸 内 切 酶 ＨｉｎｄⅠ、ＡｐａⅠ、ＸｈｏⅠ、ＥｃｏＲⅠ，

ＲＮＡ酶 抑 制 剂ＲＮａｓｉｎ（４０Ｕ／μＬ）、Ｔ４ＤＮＡ连 接

酶，ｐｆｕ　ＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）及ｄＮＴＰ均购宝生物

工程（大 连）公 司；ＲＮＡ 抽 提 试 剂 盒 Ｅａｓｙ　ＰｕｒｅＴＭ

ＲＮＡ　Ｋｉｔ，ｃＤＮＡ反转录试剂盒Ｔｒａｎｓ　Ｓｃｒｉｐｔ　Ｆｉｒｓｔ－
Ｓｔｒａｎｄ　ｃＤＮＡ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｓｕｐｅｒ　Ｍｉｘ和 ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ
Ｐｒｏｂｅ　ｑＰＣＲ　Ｓｕｐｅｒ　Ｍｉｘ均 购 自 北 京 全 式 金 生 物 技

术有限公司；ＴＲＡＰ－银染法端粒酶活性检测试剂盒

购自天津市灏洋生物制品科技有限责任公司。

１．２　ｓｈＲＮＡ（ｓｍａｌｌ　ｈａｉｒｐｉｎ　ＲＮＡ）设 计 与 合 成　根

据已发 表 鸡 端 粒 酶 逆 转 录 酶（ｃｈＴＥＲＴ）基 因 序 列

（ＧｅｎＢａｎｋ登陆号：ＡＨ０１３７１０．２），采用ｓｉＲＮＡ在线

设 计 分 析 软 件 ｓｉＤＥＳＩＧＮＴＭ （ｈｔｔｐ：／／ｄｈａｒｍａｃｏｎ．
ｇｅｌｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅｓ．ｃｏｍ／ｄｅｓｉｇｎ－ｃｅｎｔｅｒ／？ｒｅｄｉｒｅｃｔ＝ｔｒｕｅ）进

行ｃｈＴＥＲＴ 基因ｓｉＲＮＡ的设计与分析［１４－１５］。经过

综合分析ｓｉＲＮＡ序列的（Ｇ＋Ｃ）％、Ｔｍ值、内部发

夹结构等理化参数以及其反向序列与靶序列的同源

性，选择ｓｉＤＥＳＩＧＮＴＭ设计分析得 分 最 高、且ＧＣ含

量在３０％～５０％的３个序列作为ｃｈＴＥＲＴ 基因的

ｓｉＲＮＡ候选序 列；同 时 通 过 打 乱ｓｉＲＮＡ 候 选 序 列

方式设 定 阴 性 对 照，且 其 与 细 胞 内 基 因 没 有 同 源

性［１６］。
根据ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ　１．０－Ｕ６质 粒 Ｕ６启 动 子 启 动 表

达小干扰ＲＮＡ的 特 性，设 计 合 成ｓｈＲＮＡ的ＤＮＡ
序列（Ｓｈｓ：Ｓｈ１，Ｓｈ２和Ｓｈ３）及 阴 性 对 照ｓｈＲＮＡ的

ＤＮＡ序 列（ＳｈＣｔｒｌ）（Ｃ．ｓｈＲＮＡ 编 码 链；Ｕ．ｓｈＲＮＡ
互补链）（表１）。分别设计包含ｃｈＴＥＲＴ 基因３个

候选ｓｉＲＮＡ序列 正 义 链 和 反 义 链 的ｓｈＲＮＡ　ＤＮＡ
序列，并在ｓｉＲＮＡ序列正义链和反义链之间加入间

隔序列ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ，使ｓｉＲＮＡ序列的正义链和
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反义链核苷酸序列可以形成“发夹结构”，构成ｓｈＲ－
ＮＡ，并在反义链的３’端加入ＲＮＡ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅⅢ的

终止 序 列 ＴＴＴＴＴＴ。最 后 根 据ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ　１．０－Ｕ６

质粒载体的多克隆酶切位点设置添加酶切位点Ａｐａ
Ⅰ和ＥｃｏＲⅠ（图１ａ）［１４，１７－１９］。上 述ｓｈＲＮＡ序 列 由

宝生物工程（大连）公司合成。

图１　ｓｈＲＮＡ设计、ｐＳｉ－ｓｈＲＮＡｓ构建以及干 扰 质 粒 转 染 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细 胞　ａ．靶 向ｃｈＴＥＲＴ 基 因ｓｈＲＮＡ设 计 策 略；ｂ．ｐＳｉ－
ｓｈＲＮＡｓ（Ｓｈ１，Ｓｈ２ａｎｄ　Ｓｈ３）干扰质粒载体；ｃ．ｐＳｉ－ｓｈＲＮＡｓ（ｐＳｉ－ｓｈ１、ｐＳｉ－ｓｈ２、ｐＳｉ－ｓｈ３和ｐＳｉ－ｓｈＣｔｒｌ）质粒转染细胞

表１　靶向ｃｈＴＥＲＴ 基因ｓｈＲＮＡｓ序列

ｓｈＲＮＡｓ 　　　　　　　　　　　　　　　ｓｈＲＮＡｓ序列 （５′→３′）

Ｓｈ１
Ｃ：ＡＡＴＴＡＡＡＡＡＡＧＧＴＣＴＧＧＴＴＡＴＣＡＧＣＣＴＴＣＴＣＴＣＴＴＧＡＡＧＡＡＧＧＣＴＧＡＴＡＡＣＣＡＧＡＣＣＧＧＣＣ

Ｕ：ＧＧＴＣＴＧＧＴＴＡＴＣＡＧＣＣＴＴＣＴＴＣＡＡＧＡＧＡＧＡＡＧＧＣＴＧＡＴＡＡＣＣＡＧＡＣＣＴＴＴＴＴＴ

Ｓｈ２
Ｃ：ＡＡＴＴＡＡＡＡＡＡＧＣＣＡＴＡＡＣＡＡＡＴＧＣＣＧＧＴＴＣＴＣＴＣＴＴＧＡＡＧＡＡＣＣＧＧＣＡＴＴＴＧＴＴＡＴＧＧＣＧＧＣＣ

Ｕ：ＧＣＣＡＴＡＡＣＡＡＡＴＧＣＣＧＧＴＴＣＴＴＣＡＡＧＡＧＡＧＡＡＣＣＧＧＣＡＴＴＴＧＴＴＡＴＧＧＣＴＴＴＴＴＴ

Ｓｈ３
Ｃ：ＡＡＴＴＡＡＡＡＡＡＧＡＴＣＣＣＡＡＧＧＧＡＴＡＣＴＡＴＧＴＣＴＣＴＴＧＡＡＣＡＴＡＧＴＡＴＣＣＣＴＴＧＧＧＡＴＣＧＧＣＣ

Ｕ：ＧＡＴＣＣＣＡＡＧＧＧＡＴＡＣＴＡＴＧＴＴＣＡＡＧＡＧＡＣＡＴＡＧＴＡＴＣＣＣＴＴＧＧＧＡＴＣＴＴＴＴＴＴ

ＳｈＣｔｒｌ
Ｃ：ＡＡＴＴＡＡＡＡＡＡＣＴＴＣＣＧＡＣＴＡＴＴＧＧＴＣＴＧＧＴＣＴＣＴＴＧＡＡＣＣＡＧＡＣＣＡＡＴＡＧＴＣＧＧＡＡＧＧＧＣＣ

Ｕ：ＣＴＴＣＣＧＡＣＴＡＴＴＧＧＴＣＴＧＧＴＴＣＡＡＧＡＧＡＣＣＡＧＡＣＣＡＡＴＡＧＴＣＧＧＡＡＧＴＴＴＴＴＴ

　　注：Ｃ．编码链；Ｕ．互补链。斜体下划线．ＥｃｏＲⅠ和ＡｐａⅠ酶切位点

１．３　ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ　１．０－Ｕ６－ｓｈＲＮＡｓ重 组 质 粒 构 建 与

ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细胞转染　ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ１．０－Ｕ６质粒载体

经ＤＨ５α感受态细胞克隆扩增后进行质粒抽提，－
２０℃保存备 用。分 别 取 合 成 的ｓｈＲＮＡ　ＤＮＡ序 列

（１．０ｇ／Ｌ）的互补链和编码链２μＬ，加入４６μＬ退火

缓 冲 液 中 （１００ ｍｍｏｌ／Ｌ 乙 酸 钾，３０ ｍｍｏｌ／Ｌ
ＨＥＰＥＳ－ＫＯＨ，ｐＨ　７．４，２ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸镁）中，９０℃
３ｍｉｎ，３７℃１ｈ，使ｓｈＲＮＡ的编码链和互补链退火

形成双链ＤＮＡ。ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ１．０－Ｕ６质粒载体与ｓｈＲ－
ＮＡ双 链ＤＮＡ经 ＡｐａⅠ和ＥｃｏＲⅠ双 酶 切 位 点 连

接，连接产物经ＤＨ５α感受态细胞克隆后抽提ｐＳｉ－
ｌｅｎｃｅｒ　１．０－Ｕ６－ｓｈＲＮＡｓ重组 质 粒 进 行 测 序 鉴 定（图

１ｂ）。

ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细 胞 经 复 苏 后 采 用 含１０％胎 牛

血清、１％青 霉 素 和 链 霉 素 的 ＭＥＭ 培 养 液 于５％

ＣＯ２、３７℃培养箱中进行 悬 浮 培 养。于 转 染 前２４ｈ

对 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细胞进行无血清、无双抗的分瓶过

夜培养，细胞密 度 为１．０×１０７个／ｍＬ。成 功 构 建 的

ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ　１．０－Ｕ６－ｓｈＲＮＡｓ重 组 质 粒ｐＳｉ－ｓｈ１、ｐＳｉ－
ｓｈ２、ｐＳｉ－ｓｈ３及ｐＳｉ－ｓｈＣｔｒｌ经大量制备后，采用Ｌｉ－

ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００介 导 法 进 行ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ　１．０－Ｕ６－
ｓｈＲＮＡｓ重组质粒 的 细 胞 转 染，于 转 染 后６ｈ更 换

含血清和抗生素的 ＭＥＭ培养基（图１ｃ）。

１．４　ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细 胞ｃｈＴＥＲＴ 基 因 相 对 表 达 量

分析　根据已发表ｃｈＴＥＲＴ 基因序列（ＧｅｎＢａｎｋ登

陆号：ＡＨ０１３７１０．２），采用Ｐｒｉｍｅｒ　ｅｘｐｒｅｓｓ　２．０软 件

设计用于Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ的 引 物 及 探 针；同 时 以 鸡

三磷酸 甘 油 醛 脱 氢 酶 基 因（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓ－
ｐｈａｔｅ　ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ，ＣＢ０１８３４３）作为内

参基因，设计引物及探针，上述Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ的引

物及探针由宝生物工程（大连）公司合成（表２）。

分 别 于 ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ　１．０－Ｕ６－ｓｈＲＮＡｓ（ｐＳｉ－ｓｈ１、
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ｐＳｉ－ｓｈ２、ｐＳｉ－ｓｈ３及ｐＳｉ－ｓｈＣｔｒｌ）重组质粒转染 ＭＤ－
ＣＣ－ＭＳＢ１细胞后４８，７２，９６ｈ收 集 转 染 细 胞，应 用

ＲＮＡ抽提试剂盒Ｅａｓｙ　ＰｕｒｅＴＭ　ＲＮＡ　Ｋｉｔ抽提 ＭＤ－
ＣＣ－ＭＳＢ１细胞总ＲＮＡ，并以此为模板，采用Ｔｒａｎｓ
Ｓｃｒｉｐｔ　Ｆｉｒｓｔ－Ｓｔｒａｎｄ　ｃＤＮＡ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｓｕｐｅｒ　Ｍｉｘ试

剂盒反转录成ｃＤＮＡ，Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ检测ｐＳｉｌｅｎｃ－
ｅｒ　１．０－Ｕ６－ｓｈＲＮＡｓ 转 染 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１ 细 胞 的

ｃｈＴＥＲＴ 基因相对表达量。采用ＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ　７０００

实时 荧 光 定 量ＰＣＲ仪（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公 司，
美国）和 ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ　Ｐｒｏｂｅ　ｑＰＣＲ　ＳｕｐｅｒＭｉｘ试 剂

盒，按试剂盒实验说明书推荐反映体系（２０μＬ）进行

试验。反 应 条 件：９４℃预 变 性３０ｓ，然 后 以９４℃
５ｓ，６０℃３０ｓ反应４０个循环。每个样品做３个重

复，测定Ｃｔ值，以 内 参 基 因ＧＡＰＤＨ 为 对 照 计 算

△Ｃｔ值，以 阴 性 对 照 组 ｐＳｉ－ｓｈＣｔｒｌ为 对 照 计 算

△△Ｃｔ值，然后计算２－△△Ｃｔ值。

表２　ｃｈＴＥＲＴ 和ＧＡＰＤＨ 基因实时荧光ＰＣＲ引物和探针

基因名称 引物和探针序列 （５′→３′）

ｃｈＴＥＲＴ

Ｆｏｒｗｏｒｄ－５′－ＧＴＣＡＧＡＧＣＧＡＡＧＴＣＡＴＣＡＣＡＡＧＡＡＴ－３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ－５′－ＴＧＧＣＡＡＡＡＣＴＣＴＧＡＡＧＴＧＡＣＡＡＣ－３′

Ｐｒｏｂｅ－ＦＡＭ－ＡＴＧＧＡＴＡＣＴＣＣＴＴＧＣＴＧＧＡＴＧＡＧＡＡ－ＥＣＬＩＰＳＥ

ＧＡＰＤＨ

Ｆｏｒｗｏｒｄ－５′－ＴＴＧＴＴＴＣＣＴＧＧＴＡＴＧＡＣＡＡＴＧＡＧＴＴＴ－３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ－５′－ＣＴＣＡＣＴＣＣＴＴＧＧＡＴＧＣＣＡＴＧＴ－３′

Ｐｒｏｂｅ－ＦＡＭ－ＡＴＡＣＡＧＣＡＡＣＣＧＴＧＴＴＧＴＧＧＡＣＴＴＧＡＴＧＧＴ－ＥＣＬＩＰＳＥ

１．５　ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ　１．０－Ｕ６－ｓｈＲＮＡｓ转 染 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１
细胞 端 粒 酶 活 性 分 析　分 别 于ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ　１．０－Ｕ６－
ｓｈＲＮＡｓ（ｐＳｉ－ｓｈ１、ｐＳｉ－ｓｈ２、ｐＳｉ－ｓｈ３及ｐＳｉ－ｓｈＣｔｒｌ）重

组质粒转染 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细胞４８ｈ和７２ｈ后收集

转染细胞，采用ＴＲＡＰ（ｔｅｌｏｍｅｒａｓｅ　ｒｅｐｅａｔ　ａｍｐｌｉｆｉｃａ－
ｔｉｏｎ　ｐｒｏｔｏｃｏｌ，ＴＲＡＰ）－银染法端粒酶活性检测试剂

盒进行端粒酶活性检测，所有操作参照试剂盒说明

书进行。ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细 胞 端 粒 酶 活 性 测 定 引 物

Ｔ１： ５′－ＴＣＡＣＣＴＴＧＴＡＡＴＣＣＧＴＣＧＡＧＣＡＧＡＧ－
ＴＴ－３′；Ｔ２：５′－ＣＡＡＣＡＴＣＴＣＣＡＣＴＡＣＣＴＴＣＴＡ－
ＡＣＣＧＴＡＡＣＣ－３′。端粒酶活性测定产物经１０％非

变性聚丙烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 后 进 行 凝 胶 银 染 结 果 分

析［２０－２１］。

１．６　ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ　１．０－Ｕ６－ｓｈＲＮＡｓ转 染 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１
细胞周 期 分 析　ｐＳｉ－ｓｈ３及ｐＳｉ－ｓｈＣｔｒｌ重 组 质 粒 转

染 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细 胞７２ｈ后 收 集 转 染 细 胞，ＰＢＳ
洗涤 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细胞３次，重悬于流式细胞染色

液，调 整 细 胞 数 量 为１０７个／ｍＬ。取２×１０６个 细 胞

加入流式管，经离心沉淀后，缓慢加入１ｍＬ预冷的

７０％乙醇固定 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细胞，充分混匀后，４℃
静置固定３０ｍｉｎ。离心 沉 淀，弃 上 清，加 入２００μＬ
ＰＩ染色液重悬细胞，同时加入ＲＮＡ酶，充分混匀后

４℃静 置 染 色３０ｍｉｎ，经 再 次 离 心 沉 淀 后 重 悬 于

２００μＬ流式细胞染色液中流式上样分析。

１．７　统计分析　所有数据均采用Ｇｒａｐｈｐａｄ　Ｐｒｉｓｍ
６和ＳＰＳＳ　１６．０软 件 进 行 数 据 的 统 计 学 分 析，所 有

结果用（ｘ±ｓ）表示；＊＊Ｐ＜０．０１表示差异极显著，

０．０１＜＊Ｐ＜０．０５表示差异显著，＃Ｐ＞０．０５表示没

有显著性差异。

２　结果

２．１　ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ　１．０－Ｕ６－ｓｈＲＮＡｓ重 组 质 粒 鉴 定　鉴

于ｓｈＲＮＡｓ长度仅为５３ｎｔ的短链ＤＮＡ，常规的双

酶切结合琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 鉴 定 不 能 准 确 确 认ｓｈＲ－
ＮＡｓ的 插 入，为 保 证 重 组 质 粒ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ　１．０－Ｕ６－
ｓｈＲＮＡｓ构建的正确性，对构建的ｐＳｉ－ｓｈ１、ｐＳｉ－ｓｈ２、

ｐＳｉ－ｓｈ３及ｐＳｉ－ｓｈＣｔｒｌ重组质粒进行了测序鉴定，测

序鉴定结果显示Ｓｈ１、Ｓｈ２、Ｓｈ３及ｓｈＣｔｒｌ均已正 确

插入ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ　１．０－Ｕ６质 粒，成 功 构 建 了ｐＳｉ－ｓｈ１、

ｐＳｉ－ｓｈ２、ｐＳｉ－ｓｈ３及ｐＳｉ－ｓｈＣｔｒｌ质粒。

２．２　ｓｈＲＮＡ　Ｓｈ１及Ｓｈ３成 功 抑 制 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细

胞ｃｈＴＥＲＴ 基 因 表 达　采 用 成 功 构 建 的ｐＳｉ－ｓｈ１、

ｐＳｉ－ｓｈ２、ｐＳｉ－ｓｈ３ 及 ｐＳｉ－ｓｈＣｔｒｌ质 粒 转 染 ＭＤＣＣ－
ＭＳＢ１细 胞 检 测ｓｈＲＮＡｓ是 否 可 以 抑 制 ＭＤＣＣ－
ＭＳＢ１细 胞 端 粒 酶ｃｈＴＥＲＴ 基 因 的 表 达。Ｒｅａｌ－
ｔｉｍｅ　ＰＣＲ结果显示，在ｐＳｉ－ｓｈ１、ｐＳｉ－ｓｈ２、ｐＳｉ－ｓｈ３及

ｐＳｉ－ｓｈＣｔｒｌ质粒转染 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细胞４８，７２，９６ｈ
后，Ｓｈ１抑制ｃｈＴＥＲＴ 基因表达量相对阴性对照组

ｐＳｉ－ｓｈＣｔｒｌ分别 下 降 了４５％，６６％，４４％；Ｓｈ２抑 制

ｃｈＴＥＲＴ 基因表达 量 相 对 阴 性 对 照 组ＳｈＣｔｒｌ分 别

下降了１４％，６％，４％；Ｓｈ３抑制ｃｈＴＥＲＴ 基因表达

量相 对 阴 性 对 照 组ｐＳｉ－ｓｈＣｔｒｌ分 别 下 降 了５９％，

８９％，７１％。经统计学分析，Ｓｈ１和Ｓｈ３均显著抑制

了端粒酶ｃｈＴＥＲＴ 基因的表达（Ｐ＜０．０５），且 在 转

染后７２ｈ表现出最强的抑制效率，而在转染后９６ｈ

３５３２　中 国 兽 医 学 报　２０１７年１２月　第３７卷　第１２期　Ｃｈｉｎ　Ｊ　Ｖｅｔ　Ｓｃｉ　Ｄｅｃ．　２０１７　Ｖｏｌ．３７　Ｎｏ．１２



抑制效率虽然持续，但是已有所减弱；而Ｓｈ２对端粒

酶ｃｈＴＥＲＴ 基因表 达 的 抑 制 与 阴 性 对 照 组ＳｈＣｔｒｌ
相比没有显著性差异性（Ｐ＞０．０５）（图２）。上 述 结

果证实，ｓｈＲＮＡ　Ｓｈ１和Ｓｈ３可 以 显 著 降 低 ＭＤＣＣ－
ＭＳＢ１细胞端粒酶ｃｈＴＥＲＴ 基 因 的 表 达，然 而Ｓｈ１
和Ｓｈ３对ｃｈＴＥＲＴ 基 因 表 达 的 抑 制 是 否 会 降 低 端

粒酶活性仍需进一步证实。

图２　ｓｈＲＮＡ抑制 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细胞ｃｈＴＥＲＴ 基因表达　
注：与ｓｈＣｔｒｌ对照组相比，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；＃
Ｐ＞０．０５。下同

２．３　ｓｈＲＮＡ　Ｓｈ１及Ｓｈ３有 效 降 低 了 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１
细胞端粒酶活性　ＴＥＲＴ作为端粒酶活化过程的限

速因素，抑制ＴＥＲＴ 基因的表达会导致端粒酶活性

的降低。在此，采用ＴＲＡＰ－银染法分析了ｐＳｉ－ｓｈ１、

ｐＳｉ－ｓｈ２、ｐＳｉ－ｓｈ３ 及 ｐＳｉ－ｓｈＣｔｒｌ质 粒 转 染 ＭＤＣＣ－
ＭＳＢ１细胞４８ｈ和７２ｈ对细胞端粒酶活性的影响。
结果显示，与 阴 性 对 照 组ＳｈＣｔｒｌ相 比，在 质 粒 转 染

细胞４８ｈ，Ｓｈ１和Ｓｈ３对端粒酶活性抑制效果较弱，

７２ｈ时，Ｓｈ１和Ｓｈ３均 可 明 显 抑 制 端 粒 酶 活 性；而

Ｓｈ２始终对端粒酶活性没有明显的抑制效果（图３）。
上述结果与ｃｈＴＥＲＴ 基 因 表 达 量 分 析 一 致 的，Ｓｈ１

和Ｓｈ３可 以 通 过 抑 制ｃｈＴＥＲＴ 基 因 的 表 达 降 低

ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细胞端粒酶活性。

图３　ｓｈＲＮＡ有效降低了 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细 胞 端 粒 酶 活 性　
１～４．转然后４８ｈ端粒酶活性；５～８．转染后７２ｈ端粒

酶活性。１，５．Ｓｈ１；２，６．Ｓｈ２；３，７．Ｓｈ３；４，８．ＳｈＣｔｒｌ

２．４　ｓｈＲＮＡ　Ｓｈ１及Ｓｈ３抑 制 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细 胞 增

殖　端粒酶的重新激活是细胞癌化的标志，端粒酶

活性的抑制可以有效降低肿瘤细胞的增殖，基于上

述ｓｈＲＮＡｓ（Ｓｈ１、Ｓｈ２和Ｓｈ３）在不同时间点对 ＭＤ－
ＣＣ－ＭＳＢ１细胞ｃｈＴＥＲＴ 基因表达量和端粒酶活性

的抑制，选 取ｐＳｉ－ｓｈ３及ｐＳｉ－ｓｈＣｔｒｌ质 粒 转 染 ＭＤ－
ＣＣ－ＭＳＢ１细胞，采用流式细胞术分析了质粒转染细

胞７２ｈ后Ｓｈ３对 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细 胞 周 期 的 影 响。
结果显示，与阴性对照组相比，Ｓｈ３显著降低了Ｓ期

细胞的比例（Ｐ＜０．０１），Ｇ２／Ｍ期细胞比例显著上升

（Ｐ＜０．０１），Ｇ０／Ｇ１期细胞比例没有明显变化（Ｐ＞
０．０５）（图４）。

图４　ｓｈＲＮＡｓ制 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细 胞 增 殖　ａ．ｐＳｉ－ｓｈＣｔｒｌ转 染 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细 胞７２ｈ细 胞 周 期 变 化；ｂ．ｐＳｉ－ｓｈ３转 染 ＭＤＣＣ－
ＭＳＢ１细胞７２ｈ细胞周期变化；ｃ．Ｓｈ３显著抑制降低了Ｓ期细胞的比例，抑制 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细胞增殖
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３　讨论

近年来关于人和动物的肿瘤研究发现端粒酶的

激活是细胞永生化过程中的重要事件之一，是细胞

癌化的标志，几乎所有类型的人类肿瘤都可以检测

到端粒酶的活性［５－６，２２］。１００余株永生化细胞的端粒

酶活性检测也 显 示９８％的 细 胞 株 存 在 端 粒 酶 的 活

性，从而提示端粒酶活性的抑制可能是进行抗肿瘤

治疗的一个新靶点［２３－２６］。在本研究中，采用ｓｈＲＮＡ
（ｓｍａｌｌ　ｈａｉｒｐｉｎ　ＲＮＡ）成 功 抑 制 了 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细

胞ｃｈＴＥＲＴ 基因的 表 达，降 低 了 端 粒 酶 活 性，阻 滞

ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细胞的增殖，为靶向端粒 酶 的 抗 肿 瘤

治疗提供新的思路及备选方法。

ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细 胞 是 一 种 细 胞 结 合 性 疱 疹 病

毒（ＭＤＶ）感染鸡导致的传染性淋巴组织增生肿瘤，
导致鸡马 立 克 氏 病（Ｍａｒｅｋ’ｓ　ｄｉｓｅａｓｅ，ＭＤ）［２７］。在

对 ＭＤ肿瘤 端 粒 和 端 粒 酶 的 研 究 中 发 现 肿 瘤 细 胞

的端粒长度较正常细胞明显缩短，端粒酶活性显著

升高，说明 ＭＤ肿 瘤 的 形 成 也 与 端 粒、端 粒 酶 存 在

着密切的相关性。由于该病人工诱发简单，可 采 用

疫苗来预防，而且肿瘤细胞表现出较高的端粒酶活

性，因此是较为理想的肿瘤研究模型，为研究端粒酶

在肿瘤形成过程中的活性调控及抗肿瘤研究提供了

较为理想的细胞株系［２８－３０］。因此在本研究中我们采

用 ＭＤ肿瘤 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细胞作为实验模型。

ＲＮＡ干 扰（ＲＮＡ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）是 一 种

由双 链 ＲＮＡ 诱 发 的 基 因 沉 默，首 次 报 道 于１９９８
年，它将目的基因所对应的双链ＲＮＡ导入生物体，
在细胞内 与 细 胞 成 份 形 成 ＲＮＡ 诱 导 沉 默 复 合 体

（ＲＮＡ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ　ｃｏｍｐｌｅｘ，ＲＩＳＣ），在 ＲＩＳＣ
的作 用 下，以 双 链 ＲＮＡ 分 子 中 的 反 义 链 为 指 导

ＲＮＡ，使与其同源的ＲＮＡ降解，从而达到阻抑基因

表达的目 的［３１］。然 而 我 们 以 往 的 研 究 证 实ｓｉＲＮＡ
直接 转 染 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细 胞 诱 导 的 基 因 沉 默 效 应

具有时效性，在 一 定 时 间 内，ｓｉＲＮＡ对ｃｈＴＥＲＴ 基

因的表达具有很高的抑制效率，但随着时间的延长，
其作用效率降低甚至丧失［３０］。同时，针对不同细胞

的转染需要进行费时和费力的转染程序优化过程，
且即使同样的细胞在同样的转染条件下也可能因为

细胞代次的不同而导致转染效率的改变，这些因素

直接影响试验的重复性和研究结果的可 靠 性［１７－１９］。
因此，构建 表 达 载 体 表 达ｓｈＲＮＡ成 为 唯 一 有 可 能

进行长期基因沉默研究的选择。在本研究中我们针

对ｃｈＴＥＲＴ 基因设计了针对不同靶位点的ｓｉＲＮＡ，

合成其对应的ＤＮＡ序列并克隆到ｓｈＲＮＡ表达 载

体中，通过将重组质粒导入 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细胞研究

ｃｈＴＥＲＴ 基因下 调 对 端 粒 酶 活 性 及 细 胞 增 殖 的 影

响。
依据ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ　１．０－Ｕ６质 粒 Ｕ６启 动 子 启 动 表

达小干扰ＲＮＡ的特性以及ｓｈＲＮＡ的设计原则，根
据已发表ｃｈＴＥＲＴ 基 因 序 列 采 用 在 线 设 计 软 件 设

计了ｓｈＲＮＡ干 扰 序 列，并 选 取 预 测 评 估 干 扰 效 果

最优的３个ｓｈＲＮＡ 进 行 合 成 并 构 建 干 扰 质 粒 载

体，同 时 设 置 阴 性 对 照 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１ 细 胞。

ｃｈＴＥＲＴ 基因相对表达量Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＰＣＲ分析结果

显示，质粒转 染 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细 胞 后４８，７２，９６ｈ，

Ｓｈ１和Ｓｈ３均 显 著 抑 制 了 端 粒 酶ｃｈＴＥＲＴ 基 因 的

表达，且在转染后７２ｈ表 现 出 最 强 的 抑 制 效 率，而

在转染９６ｈ抑 制 效 率 虽 然 持 续，但 是 已 有 所 减 弱；
而Ｓｈ２对于端 粒 酶ｃｈＴＥＲＴ 基 因 则 没 有 显 著 抑 制

性，提示ｐＳｉ－ｓｈ１和ｐＳｉ－ｓｈ３对ｃｈＴＥＲＴ 基因的表达

呈现持续 性 抑 制。不 同 于 我 们 以 往 研 究 中ｓｉＲＮＡ
对ｃｈＴＥＲＴ 基因的瞬时抑制，为研究端粒酶活性对

于肿瘤细胞 增 殖 提 供 了 有 利 的 工 具［３０］。同 时 也 发

现在３个ｓｈＲＮＡ中Ｓｈ１和Ｓｈ３发挥了对目的基因

的抑 制 效 果，而Ｓｈ２并 没 有 发 挥 抑 制 作 用，提 示

ｓｈＲＮＡ对目的基因的干扰效 果 单 单 依 靠 模 型 预 测

是不可靠的，只 有 通 过 试 验 才 能 确 证ｓｈＲＮＡ对 目

的基因的干扰效果。
是否Ｓｈ２不能 干 扰ｃｈＴＥＲＴ 基 因 的 表 达 就 不

能抑制端粒酶的活性呢？答案似乎是肯定的。在对

ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细胞端粒 酶 活 性 的 分 析 中，Ｓｈ２依 然

不能降低端 粒 酶 的 活 性。而 对ｃｈＴＥＲＴ 基 因 具 有

显著抑制效果的Ｓｈ１和Ｓｈ３在质粒载体转染后２４，

４８ｈ 均 显 著 降 低 了 端 粒 酶 的 活 性，间 接 提 示

ｃｈＴＥＲＴ 基因的转录对于端粒酶活性的重要性，与

ＣＨＡＮＧ等［１１］关于ｃｈＴＥＲＴ 基因表达水平与端粒

酶活性的研究结果一致，进一步证实ｃｈＴＥＲＴ 基因

对端粒酶具有限速作用。
靶向抑制ｃｈＴＥＲＴ 基 因 表 达 的 最 终 目 的 是 降

低端粒酶活性，从而阻滞肿瘤细胞的增殖。本 研 究

结果证实Ｓｈ１和Ｓｈ３可以显著抑制ｃｈＴＥＲＴ 基因

的表达并抑制端粒酶活性，为了进一步证实ｓｈＲＮＡ
通过抑制端粒酶活性阻滞肿瘤细胞增殖的作用，试

验选择３个ｓｈＲＮＡ中对ｃｈＴＥＲＴ 基因表达及端粒

酶活性 有 最 优 抑 制 效 果 的Ｓｈ３对 其 阻 滞 ＭＤＣＣ－
ＭＳＢ１细胞增殖的效果进行探讨。基于上述研究知

道 在 质 粒 载 体 转 染 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细 胞７２ｈ时，

ｓｈＲＮＡ对ｃｈＴＥＲＴ 基因的表达和端粒酶活性的抑
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制效果最优，因 此 本 试 验 于ｐＳｉ－ｓｈ３质 粒 载 体 转 染

ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细 胞 ７２ｈ 时 研 究 了 其 对 ＭＤＣＣ－
ＭＳＢ１细胞增 殖 的 抑 制 作 用。结 果 显 示，Ｓｈ３成 功

阻滞 了 ＭＤＣＣ－ＭＳＢ１细 胞 增 殖，证 实 以 端 粒 酶

ＴＥＲＴ 基因为 端 粒 酶 活 性 抑 制 靶 点 阻 滞 肿 瘤 细 胞

增殖的可能性，同时提示ｃｈＴＥＲＴ 基因作为靶向端

粒酶靶点抗肿瘤的新途径，同时也证实以往研究对

端粒酶活性和肿瘤形成的关系，阐明端粒活性对肿

瘤增殖的重要性，此外证实了ｃｈＴＥＲＴ 基因通过调

控端粒酶活性对肿瘤增殖的影响［３２－３５］。
在本研究中基于ｓｉＲＮＡ技术构建ｓｉＲＮＡ质粒

表达载体ｓｈＲＮＡ成功抑 制 了ｃｈＴＥＲＴ 基 因 表 达、
降低端粒酶活性阻滞了肿瘤细胞的增殖，为抗癌症

治疗提供了新的备选方案及具有参考价值的基础科

学数据。
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