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Abstract
AIM: To investigate the possible involvement of 
telomerase and telomeric repeat binding factors 
(TRF1 and TRF2) in chemotherapeutic agents-
induced DNA damage responses in gastric 
cancer cells.

METHODS: Gastric cancer cell line SGC7901 
and MKN28 were treated with various con-
centrations of etoposide for 3, 6, 12, 24 and 36 
h. Telomerase activity was measured by real-
time quantitative telomeric repeat amplification 
protocol (RTQ-TRAP) assay. The expression of 
human telomerase reverse transcriptase (hTERT) 
mRNA was detected by real time reverse tran-
scription polymerase chain reaction (RT-PCR). 
The expression of TRF1 and TRF2 were detected 

by Western blot and real time RT-PCR at protein 
and mRNA level, respectively.

RESULTS: Telomerase activity and TRF2 
mRNA expression were up-regulated at the 
early stage of drug treatment in both cell lines 
(P < 0.05). The expression of TRF1 mRNA was 
also increased, but it was not significant (P > 
0.05). The increase of telomerase activity was 
independent on hTERT mRNA levels, and TRF2 
was significantly increased both in protein and 
mRNA levels (P < 0.05). The up-regulation was 
in a drug dose-dependent manner.

CONCLUSION: Telomerase activity and TRF2 
expression is possibly involved in the responses 
of gastric cancer cells to DNA-damaging drugs.
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摘要
目的: 检测在化疗药引起胃癌细胞DNA损伤
过程中端粒酶、TRF1和TRF2的表达. 

方法:  用不同浓度足叶乙甙处理胃癌细胞
SGC7901和MKN28, 分别在3, 6, 12, 24和36 h
进行检测. 采用实时定量TRAP分析检测端粒
酶活性; 用实时RT-PCR检测hTERT mRNA表
达; 用Western blot和实时RT-PCR检测TRF1和
TRF2表达. 

结果: 两种细胞端粒酶活性及TRF2 mRNA表
达均在药物处理的早期明显增高(P <0.05), 且
显示明显的药物浓度依赖性(P <0.05); TRF1表
达稍增高, 但无统计学意义(P >0.05). hTERT 
mRNA表达无明显改变(P >0.05). TRF2表达在
蛋白和mRNA水平均增高(P <0.05).

结论: 端粒酶和TRF2参与化疗药引起的胃癌
细胞DNA损伤反应.
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■背景资料
端粒及端粒相关
因子与DNA损伤
的关系是端粒功
能研究的一个热
点 ,  而DNA损伤
修复抑制也正在
成为肿瘤治疗的
新靶点. 我们的研
究首次发现: 端粒
酶和TRF2参与化
疗药引起的胃癌
细胞DNA损伤反
应, 从而为肿瘤的
治疗提供了新的
思路.
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0  引言

足叶乙甙(etoposide)是临床常用的肿瘤化疗药

物, 主要作用机制为抑制DNA拓扑异构酶, 导
致DNA双链断裂[1]. 端粒是位于染色体末端的

DNA-蛋白结构, 由TTAGGG重复序列和大量的

端粒结合蛋白组成[2]. 其中端粒重复序列结合因

子(TRF1和TRF2)是两个主要的端粒结合蛋白, 
维持端粒的正常结构和功能[3]. 最新研究发现

TRF2能够抑制ATM依赖的DNA损伤反应, 是通

用的DNA损伤修复因子[4]. 我们检测了在胃癌细

胞中, etoposide引起的端粒酶、TRF1和TRF2表
达的改变, 探讨其在肿瘤对化疗药反应中的可

能意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 RPMI 1640培养基购自GIBCO公司; 抗
TRF1、TRF2、β-actin抗体分别购自Imgenex、
Upstate、Sigma公司; 足叶乙甙为Sigma公司

产品; SYBR Green Ⅰ为Applied Biosystems公
司产品. 人胃癌细胞系SGC7901和MKN28均
由第四军医大学全军消化病研究所保存. 分别

用2 mg/ L, 20 mg/L, 200 mg/L, 1 000 mg/L 
etoposide处理细胞, 在3, 6, 12, 24和36 h进行检测.
1.2 方法 采用SYBR Green Ⅰ嵌合荧光法进行实

时TRAP, 反应体系包括: 0.25 µg细胞提取物, 1
×SYBR Green Ⅰ缓冲液, dNTP各2.5 mmol/L, 
15 mmol/L MgCl2, 10 mmol/L EGTA, 0.2 µg T4
基因蛋白, 1 U AmpliTaq Gold聚合酶, 0.1 µg 
TS引物(5'-AATCCGTCGAGCAGAGTT-3')和
0.1 µg ACX引物[5'-GCGCGG(CTTACC)3CTA
ACC-3']. PCR反应采用ABI Prism 7700序列检

测系统: 25℃延伸20 min, 95℃ 10 min灭活端

粒酶, 以95℃ 20 s, 50℃ 30 s, 72℃ 90 s循环

40次. 以梯度稀释的293细胞提取物制作标准

曲线, 未用药SGC7901测量值的平均值设定为

100%, 比较获得其他样品的相对值. 收获细胞, 
三去污裂解液提取细胞总蛋白, Bradford法进行

蛋白定量. 120 g/L SDS-PAGE凝胶电泳分离蛋

白, 将蛋白条带转移至硝酸纤维膜上, 50 g/L脱

脂奶粉封闭后分别与TRF1, TRF2, β-actin抗体及

HRP标记的相应二抗孵育, ECL法显色, Western 
b l o t检测蛋白表达. 采用探针法进行实时RT-
PCR, 上海生工的RNA抽提试剂盒提取总RNA, 
根据SuperScript First-Strand Synthesis System 
(Invitrogen)操作说明进行逆转录反应. PCR反
应采用ABI Prism 7700序列检测系统, 引物和

探针参照文献[5]. 反应体系包括: 1×TaqMan缓
冲液, 3.5 mmol/L MgCl2, dNTP各200 µmol/L, 
400 µmol/L dUTP, 200 nmol/L引物, 80 nmol/L
探针, 0.625 U AmpliTaq Gold聚合酶. 95℃预变

性10 min, 以95℃ 15 s, 60℃ 1 min循环40次. 从
质粒AdTRF2[21]分离出mycTRF2 cDNA片段, 梯
度稀释后制作标准曲线, 未用药SGC7901测量值

的平均值设定为100%, 比较获得其他样品的相

对值.
统计学处理 采用SPSS 13.0统计学软件, 进

行ANOVA和GLM repeated measures分析.

2  结果

2.1 端粒酶活性改变 用不同浓度的etoposide处
理, 分别在3, 6, 12, 24和36 h检测端粒酶活性. 与
未处理组相比, 两种细胞的端粒酶活性在药物处

理后3, 6和12 h升高(P <0.05), 其后下降; 具有一

定程度的药物浓度依赖性(P <0.05), 但药物诱导

的端粒酶活性增高在两种细胞间无显著差别(图
1). 实时RT-PCR检测hTERT mRNA表达无明显

改变(P >0.05, 图2). 1 000 mg/L etoposide处理组

在3 h后由于死亡细胞过多, 无法进行检测.
2.2 TRF1和TRF2表达 分别用Western blot和实时

RT-PCR检测药物处理后TRF1和TRF2蛋白水平

和mRNA水平的表达. TRF2蛋白在药物处理后

24 h或36 h时增加(图3). TRF2 mRNA的增高出

现在药物处理后的早期, 在24 h和36 h下降, 其
中3 h时表达最高; 而且有明显的药物浓度依赖

性. 部分高剂量处理组由于死亡细胞过多而无

法进行检测. 药物诱导的TRF2 mRNA增高在两

种细胞间无显著差别(P >0.05, 图4). 药物处理后

TRF1表达稍增高, 但无统计学意义(P >0.05).

3  讨论

胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一, 化疗仍为其

主要的治疗手段, 但由于存在耐药性和毒副作

用, 效果不尽人意. 因此迫切需要寻求新的治疗

途径. 大部分的化疗药物通过损伤DNA发挥作

用, 而有效的DNA修复是肿瘤细胞对治疗产生

■同行评价
本 研 究 利 用 T R -
AP、R e a l  t i m e 
PCR 和Western 
b o l t 等方法检测
了胃癌细胞DNA
损伤过程中端粒
酶活性、hTERT 
m R N A 表 达 和
TRF1和TRF2表
达等指标, 采用的
方法较先进, 设计
合理, 论述清晰有
据 ,  研 究 结 果 对
于阐释端粒酶和
TRF在化疗药引
起胃癌细胞DNA
损伤反应过程中
的作用有一定意
义.
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耐受的重要原因[6]. 因此, 抑制DNA修复是提高

DNA损伤类治疗方式效果的有效方法, 最近已

有一些抑制DNA修复蛋白的药物如MGMT抑制

图  1  etoposide处理后的端粒酶活性(实时定量TRAP分析).

图  2  etoposide处理后hTERT mRNA在胃癌细胞的表达(实时RT-PCR).

图  3  etoposide处理后TRF2在胃癌细胞的表达(Western 

blot). 1: MKN28; 2: SGC7901; 3: MKN28; 4: SGC7901.
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剂, PARP抑制剂, 甲氧胺等进入临床试验[7-9], 在
与化疗或放疗的联合使用中显示了良好的前景. 
不久的将来, DNA损伤修复抑制很可能成为肿
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瘤常规治疗的一部分[10].
由六个端粒结合蛋白TRF1, TRF2, POT1, 

TIN2, TPP1和Rap1组成的复合体起着保护端

粒的作用, 被称为是遮蔽蛋白[11]. 遮蔽蛋白其

中的3个亚单位TRF1、TRF2和POT1直接识别

TTAGGG序列, 与其他3个亚单位TIN2、TPP1、
R a p1相互作用 ,  使细胞可以区分端粒结构和

DNA损伤[12-14]. 没有遮蔽蛋白的保护, DNA损伤

监测系统可能会启动DNA损伤修复途径加工

处理染色体末端[15]. 许多DNA修复因子如Ku, 
W R N, M r e11复合体等都能够在端粒被检测

到[16-18]. 以前的研究认为这些DNA修复因子是与

遮蔽蛋白相互作用, 重塑端粒DNA结构, 保护端

粒, 使之不被降解, 不引发DNA损伤反应[19]. 但
最近的研究显示了药物或射线引起的DNA损伤

能使TRF2表达增高, 或同时伴有端粒酶活性增

高, 是DNA损伤反应的早期事件[5]. Bradshaw 
et al [20]的研究中, 射线可以导致成纤维细胞TRF2
表达瞬时增高, 并且出现于DNA损伤反应的早

期; 当TRF2过表达时能抑制ATM依赖的DNA损

伤反应[21]. 在端粒, TRF2与DSBs修复的蛋白如

Ku, DNA PKcs, ERCC1/XPC, WRN等有相互作

用[22-23]; TRF2还能与ATM直接作用[24]. 抑制端粒

酶活性会使肿瘤细胞对DNA损伤敏感性增高, 易
于凋亡, 也被认为与DNA损伤修复相关[25]. 因此, 
端粒酶或端粒结合蛋白也有DNA修复功能, 可能

是细胞用于保护端粒的古老而通用的DNA修复

因子[4]. 我们的研究中, 用不同浓度的etoposide

图  4  etoposide处理后TRF2 mRNA在胃癌细胞的表达(实时RT-PCR).
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处理胃癌细胞, 分别在3, 6, 12, 24和36 h检测端

粒酶活性和TRF1、TRF2表达, 发现细胞端粒酶

活性及TRF2 mRNA表达在药物处理后均明显增

高, 且显示明显的药物浓度依赖性; TRF1表达稍

增高, 但无统计学意义; hTERT为端粒酶蛋白亚

单位, 实时RT-PCR检测hTERT mRNA表达无明

显改变, 提示端粒酶活性改变可能通过转录后

机制[26]. 与TRF2 mRNA表达不同, TRF2蛋白水

平的增高出现较晚, 可能与DNA损伤反应无关, 
而与细胞周期或凋亡等相关[5].

我们的研究结果提示: 端粒酶和TRF2参与

化疗药物引起的胃癌细胞DNA损伤反应, 为肿

瘤的治疗提供了新的思路. 但端粒酶和TRF2是
否与肿瘤对化疗的耐受性相关, 我们将通过进

一步的实验证实. 
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第十五次全国中西医结合肝病学术会议

本刊讯 第十五次全国中西医结合肝病学术会议将于2006-09在天津举行, 现将征文通知公布如下:

1 截稿日期

2006-06-15截稿

2 联系方式

上海中医药大学 胡义扬; 邮编: 201203


