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端粒酶ＲＮＡ模板定点突变对肿瘤细胞
Ｂｃａｐ－３７的作用研究

韦敬航，杨力媛，郑　洁，吕　齐，何丹枫，刘小川
（浙江理工大学生物工程研究所，杭州３１００１８）

　　摘　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Ｂｃａｐ－３７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ＲＮＡ模板定点突变的作用。结果显示：ＭＴ－ｈＴＥＲ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ＲＮＡ模板定点突变在一定程度上改变了人乳腺癌细胞株Ｂｃａｐ－３７
的端粒酶活性、端粒长度及细胞凋亡发生率。
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０　引　言

端粒是真核细胞线性染色体末端的特殊结构，
由非编码ＤＮＡ重复序列和端粒结合蛋白构成［１］。
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［２－３］。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（ＴＥＲＴ）、端粒酶ＲＮＡ（ＴＥＲ）
及端粒酶相关蛋白［４］。端粒酶以自身ＲＮＡ为模板，
在ＴＥＲＴ的催化下逆转录合成端粒ＤＮＡ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。

ＴＥＲＴ和 ＴＥＲ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（ｈＴＥＲＴ）的表达
水平与端粒酶活性呈正向相关［５－７］，以及显性失活

ｈＴＥＲＴ（Ｄｏｍｉｎａｎｔ－ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｈＴＥＲＴ，ＤＮ－ｈＴＥＲＴ）

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［８］。ＴＥＲ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ＤＮＡ的序列特异性，
非模板区则提供底物的结合位点［９］。ｈＴＥＲ含有

４４５个 核 苷 酸，模 板 区 为 ５′－ＣＵＡＡＣＣＣＵＡＡＣ－
３′［１０］，位于４６～５６区段。研究表明，在人肿瘤细胞
中表达模板突变的ｈＴＥＲ（ＭＴ－ｈＴＥＲ）可导致端粒
酶活性的改变以及突变端粒ＤＮＡ的合成，但对肿
瘤细胞生长的抑制作用不明显［１１］。Ｋｉｍ等［１２］发现
在前列腺（ＬＮＣａＰ）和乳腺（ＭＣＦ－７）肿瘤细胞系中
低水平表达 ＭＴ－ｈＴＥＲ可抑制肿瘤细胞生长并诱
导细胞凋亡。Ｌｉ等［１３］发现在肿瘤细胞中过表达

ＭＴ－ｈＴＥＲ，可抑制肿瘤细胞生长。Ｓｔｏｈｒ和Ｂｌａｃｋ－
ｂｕｒｎ发现在肿瘤细胞中过表达 ＭＴ－ｈＴＥＲ－４７Ａ可
抑制肿瘤细胞生长并诱导细胞凋亡［１４］。这表明，端
粒酶ＲＮＡ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ＲＮＡ模板序列含有１１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Ｂｃａｐ－３７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 ＭＴ－ｈＴＥＲ组与对照组的结果，可获知ｈＴＥＲ
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。

１　实验材料与方法

１．１　材料
人乳腺癌细胞株Ｂｃａｐ－３７的肿瘤组织块为本实

验室所有，是将Ｂｃａｐ－３７细胞株接种至裸鼠增殖形
成的肿块组织；Ｔ４ＤＮＡ　Ｌｉｇａｓｅ、ｒＴａｑ酶、ＲＮａｓｅ抑
制剂、ｄＮＴＰ、Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　Ｇｅｎｏｍｉｃ　ＤＮＡ　Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
试剂盒购自ＴａＫａＲａ公司；固相ＲＮａｓｅ清除剂购自
北京天恩泽基因科技有限公司；焦磷酸二乙酯
（ＤＥＰＣ）、聚乙二醇辛基苯基醚（Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００）、β－巯
基乙醇、二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、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
（ＥＧＴＡ）、乙基苯基聚乙二醇（ＮＰ－４０）、ＭｇＣｌ２ 购自

Ｓｉｇｍａ公司；苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）购自Ｂｉｏ　Ｂａｓｉｃ
Ｉｎｃ公司；脱氧胆酸钠购自Ａｍｒｅｓｃｏ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。

１．２　方法

１．２．１　端粒酶活性的测定
端粒酶的提取参考 Ｇｏｌｌａｈｏｎ的方法［１５］。取

１００ｍｇ人乳腺癌细胞株Ｂｃａｐ－３７的肿瘤组织块移入
预冷的研钵中，加液氮研磨至粉末，加２００μＬ预冷的
端粒酶裂解液（１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）；１ｍＭ
ＥＧＴＡ（ｐＨ８．０）；０．１ｍＭ　ＰＭＳＦ；５ｍＭβ－巯基乙醇；

１％ ＮＰ－４０；０．２５ｍＭ脱氧胆酸钠；１０％甘油；１５０ｍＭ
ＮａＣｌ；１ｍＭ　ＭｇＣｌ２）及１００ＵＲＮａｓｅ抑制剂，充分匀
浆后将研磨液转入１．５ｍＬ　ＥＰ管，置于冰上２５ｍｉｎ，

１６　０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取上清保存于－８０℃。通
过ＮａｎｏＤｒｏｐ　２０００Ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ测定端粒酶提
取液总蛋白的含量，重复３次，取平均值。
酶促反应采用陈波的方法［１６］。酶促反应体系

（５０μＬ）：２．５μＬ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（１Ｍ，ｐＨ８．３），１０μＬ
ＭｇＣｌ２（２５ｍＭ），５μＬ　ＥＧＴＡ（１００ｍＭ），２．５μＬ
ＫＣｌ（１Ｍ），０．５μＬ　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００（１０％），０．５μＬ
ＤＴＴ（１００ ｍＭ），５μＬ　ＢＳＡ（１００ｎｇ／μＬ），１μＬ
ｄＮＴＰ（无 ｄＣＴＰ，各 ２．５ ｍＭ），３μＬ 前导引物
（２０ｍＭ），１μＬ端粒酶提取液总蛋白（２μｇ／μＬ），

１９μＬ　ＤＥＰＣ－Ｈ２Ｏ。酶促反应设正常组及灭活处理

组（灭活条件：６５℃，１０ｍｉｎ），酶促反应条件：２３℃，

３０ｍｉｎ；６５℃，１０ｍｉｎ。反应完毕后将酶促反应液与

５０μＬ氯仿混合，通过常规短片段ＤＮＡ回收方法回
收酶促反应产物。通过ＮａｎｏＤｒｏｐ　２０００Ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏ－
ｔｏｍｅｔｅｒ测定ｓｓＤＮＡ含量，重复３次，取平均值。

１．２．２　端粒长度的测定
从人乳腺癌细胞株Ｂｃａｐ－３７的肿瘤组织块中提

取人类基因组ＤＮＡ，提取操作使用宝生物工程（大
连）有限公司的 Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　Ｇｅｎｏｍｉｃ　ＤＮＡ　Ｅｘｔｒａｃ－
ｔｉｏｎ试剂盒，具体步骤参见该试剂盒说明书。根据

ＮＣＢＩ数据库人类基因组ＤＮＡ设计出可特异性扩
增人类１８号染色体短臂端粒的上游引物。
接头制备体系（４０μＬ，５μＭ）：１０μＬ　２０μＭ

Ｌｉｎｋ１；１０μＬ　２０μＭ　Ｌｉｎｋ２；２μＬ　１０×ａｄａｐｔｅｒ　ｂｕｆｆｅｒ
（１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ａｃｅｔａｔｅ（ｐＨ７．５）；１００ｍＭ　Ｍｇ－ａｃｅｔａｔｅ；

５００ｍＭ　Ｋ－ａｃｅｔａｔｅ）；加入１８μＬ无菌蒸馏水，混匀，

３　０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｓ；９４℃，ＤＮＡ变性３ｍｉｎ，于室温
缓慢冷却２０ｍｉｎ，重复ＤＮＡ加热变性及降温复性的
操作两次。接头标记为Ｌｉｎｋｅｒ。将基因组ＤＮＡ与

Ｌｉｎｋｅｒ进行连接。连接体系：１μＬ　１０×Ｔ４ＤＮＡ　Ｌｉｇ－
ａｓｅ　Ｂｕｆｆｅｒ；１　０００ｎｇ基因组ＤＮＡ样品；０．５μＬ　５μＭ
Ｌｉｎｋｅｒ；０．５μＬ　３５０Ｕ／μＬ　Ｔ４ＤＮＡ　Ｌｉｇａｓｅ；用ｄｄＨ２Ｏ
补至１０μＬ，混匀后１６℃连接过夜；６５℃，１５ｍｉｎ终止
反应。加 入 ４０μＬ 无 菌 蒸 馏 水，浓 度 稀 释 至

２０ｎｇ／μＬ，作为ＰＣＲ反应模板于４℃保存。

ＰＣＲ体系：２．０μＬ　１０×ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ
２＋Ｐｌｕｓ

１５ｍＭ），１．６μＬ　ｄＮＴＰ　Ｍｉｘｔｕｒｅ（２．５ｍＭ），０．２μＬ
上游引物（２０μＭ），０．２μＬ　Ｌｉｎｋ２（２０μＭ），１０．８μＬ
ｄｄＨ２Ｏ，５μＬ模板ＤＮＡ（２０ｎｇ／μＬ），０．２μＬ　Ｔａｑ酶
（５ Ｕ／μＬ）。ＰＣＲ 反应参数：９４℃ ３ ｍｉｎ，（９４℃
４５ｓ，５４℃４５ｓ，７２℃５０ｓ）×３６个循环，７２℃延伸

１０ｍｉｎ。凝胶电泳分析ＰＣＲ产物，采用１．２％琼脂
糖凝胶，４Ｖ／ｃｍ　４０ｍｉｎ电泳，放入１．０μｇ／ｍＬ溴化
乙锭溶液中染色２０ｍｉｎ，自来水中脱色２０ｍｉｎ。通
过ＳｙｎＧｅｎｅ凝胶电泳成像分析系统在２５４ｎｍ波长
下进行成像，最后用Ｇｅｎｅ　Ｔｏｏｌｓ软件对电泳结果进
行定量分析，以２５０ｂｐ　ｍａｒｋｅｒ的１　０００ｂｐ　ＤＮＡ条
带为标准，计算出端粒ｓｍｅａｒ区的总量及１／２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＝（Ｍ－Ｄ－Ｐ－Ａ）ｂｐ（Ｍ：端粒平均分子量，即１／

２总量处的分子量；Ｄ：上游引物与端粒的距离；Ｐ：
上游引物的长度；Ａ：Ｌｉｎｋ１的长度。）

１．２．３　细胞核形态的观察
人乳腺癌细胞株Ｂｃａｐ－３７肿瘤组织块的石蜡切
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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６μｍ，染色方法为Ｆｅｕｌｇｅｎ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。

２　结果与分析

２．１　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ｓｓＤＮＡ含

量与灭活处理组ｓｓＤＮＡ含量的差值来判断。根据
表１中的数据，可知对照组Ｃ１样本的正常组与灭
活处理组的ｓｓＤＮＡ含量差值为７８６ｎｇ，ＭＴ－ｈＴＥＲ
组 Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３和 Ｍ４样本的ｓｓＤＮＡ含量差值分
别为２０２、４００、２５３ｎｇ和７３１ｎｇ，均低于对照组样
本。这提示着 ＭＴ－ｈＴＥＲ组样本的端粒酶活性低
于对照组的端粒酶活性。
表１　人乳腺癌细胞株Ｂｃａｐ－３７肿瘤组织块

ＭＴ－ｈＴＥＲ组和对照组的端粒酶活性
人乳腺癌

细胞株

Ｂｃａｐ－３７样品

正常酶促

反应ｓｓＤＮＡ
含量／ｎｇ

酶灭活酶促

反应ｓｓＤＮＡ
含量／ｎｇ

两组ｓｓＤＮＡ
含量的

差值／ｎｇ
Ｍ１　 ３　７１１±１３０　 ３　５０９±１５５　 ２０２
Ｍ２　 ４　０２１±１３０　 ３　６２１±７５　 ４００
Ｃ１　 ４　６６７±１１５　 ３　８８０±２５　 ７８６
Ｍ３　 ３　８０５±４５　 ３　５５２±２８　 ２５３
Ｍ４　 ４　２０３±８５　 ３　４７２±３３　 ７３１

２．２　端粒ＰＣＲ产物的电泳结果分析
人类基因组１８号染色体短臂的端粒进行ＰＣＲ

扩增后，将ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶电泳，然后利
用ＧｅｎｅＴｏｏｌｓ软件进行定量分析电泳结果（见图

１），得到ＰＣＲ产物总量及１／２总量处的ＤＮＡ分子
量，从而可计算出 ＭＴ－ｈＴＥＲ组和对照组的端粒平
均长度（见表２）。图１显示，对照组Ｃ１样本的产物
条带亮度最大，表２的数据可以证实这一点，对照组

Ｃ１的ＰＣＲ产物总量为９０２．９０９ｎｇ，ＭＴ－ｈＴＥＲ组样
本 Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３和 Ｍ４的 ＰＣＲ 产物总量分别为

６６８．５８５、７１５．５００、７４９．６１６ ｎｇ 和 ８４１．６０７ ｎｇ，
均小于对照组；通过ＤＮＡ分子量的计算，得到对照

组样本Ｃ１的１８号染色体短臂的端粒平均长度是

４９８ｂｐ，ＭＴ－ｈＴＥＲ组样本 Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３和 Ｍ４的端粒
平均长度分别为４３１、４７９、４２２ｂｐ和４７５ｂｐ，均小于对
照组。这提示着 ＭＴ－ｈＴＥＲ组样本的端粒平均长度
小于对照组样本的端粒平均长度。

Ｍ：２５０ｂｐ　ＤＮＡ　Ｌａｄｄｅｒ　Ｍａｒｋｅｒ；１：ＭＴ－ｈＴＥＲ组样本 Ｍ１；２：ＭＴ－

ｈＴＥＲ组样本 Ｍ２；３：对照组样本 Ｃ１；４：ＭＴ－ｈＴＥＲ组样本 Ｍ３；

５：ＭＴ－ｈＴＥＲ组样本 Ｍ４

图１　人类１８号染色体短臂端粒ＰＣＲ扩增产物电泳结果

表２　人类１８号染色体短臂端粒ＰＣＲ扩增
产物定量分析结果

人乳腺癌细胞株

Ｂｃａｐ－３７样本
ＰＣＲ产物

总量／ｎｇ

１／２总量的

分子量／ｂｐ

端粒平均

长度／ｂｐ
Ｍ１　 ６６８．５８５　 ７６５　 ４３１
Ｍ２　 ７１５．５００　 ８１３　 ４７９
Ｃ１　 ９０２．９０９　 ８３２　 ４９８
Ｍ３　 ７４９．６１６　 ７５６　 ４２２
Ｍ４　 ８４１．６０７　 ８０９　 ４７５

２．３　肿瘤组织块石蜡切片的结果分析
人乳腺癌细胞株Ｂｃａｐ－３７肿瘤组织块石蜡切片

在高倍光学显微镜下可观察到被Ｓｃｈｉｆｆ试剂染成紫
红色的细胞核的具体形态（见图２）。结果显示：

ＭＴ－ｈＴＥＲ组样本 Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３和 Ｍ４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Ｃ１
的细胞核形态较稳定，大小较均一，与 ＭＴ－ｈＴＥＲ
组样本类似的细胞凋亡现象较少发生。这表明

ＭＴ－ｈＴＥＲ组样本的细胞凋亡率高于对照组样本的
细胞凋亡率。

（ａ）：ＭＴ－ｈＴＥＲ组 Ｍ１样本；（ｂ）：ＭＴ－ｈＴＥＲ组 Ｍ２样本；（ｃ）：对照组Ｃ１样本；（ｄ）：ＭＴ－ｈＴＥＲ组 Ｍ３样本；（ｅ）：ＭＴ－ｈＴＥＲ组 Ｍ４样本

图２　人乳腺癌细胞株Ｂｃａｐ－３７肿瘤组织块 ＭＴ－ｈＴＥＲ组与对照组的细胞核形态（×１　０００）
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３　讨　论

研究端粒酶ＲＮＡ模板定点突变对人乳腺癌细
胞株Ｂｃａｐ－３７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ＲＮＡ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ＲＮａｓｅ，在端粒酶
提取液中加入ＲＮａｓｅ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 ＲＮＡ 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ｓｓＤＮＡ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 ＭＴ－ｈＴＥＲ组样本的端粒酶活性，这
提示着人端粒酶ＲＮＡ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

３′端Ｇ悬突单链上连接特殊接头，在端粒上游设计
特殊引物，通过ＰＣＲ扩增出染色体的端粒，利用凝
胶成像系统和 ＧｅｎｅＴｏｏｌｓ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ＤＮＡ
完整性以及确定ＰＣＲ扩增最佳条件可有效地保证
结果的准确性。结果显示 ＭＴ－ｈＴＥＲ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ＲＮＡ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ＴＥＲ改变下调了端粒酶活性，从而延缓端粒延
伸速度，最终使得 ＭＴ－ｈＴＥＲ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Ｂｃａｐ－３７肿

瘤组织块的石蜡切片，然后利用Ｆｅｕｌｇｅｎ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

ＭＴ－ｈＴＥＲ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ＲＮＡ模板定点突变在一定程度上诱导了
人乳腺癌细胞株Ｂｃａｐ－３７发生细胞凋亡。造成这种
现象的原因可能是端粒酶ＲＮＡ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Ｂｃａｐ－３７的细胞凋亡。
本研究提示着端粒酶ＲＮＡ模板定点突变可能

在一定程度上改变了人乳腺癌细胞株Ｂｃａｐ－３７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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