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Abstract
AIM: To investigate the apoptosis-inducing 
effect of retroviral vector containing antisense 
human telomerase RNA (hTR) on hepatocellular 
carcinoma (HCC) cell line BEL-7402.

METHODS: The complete virus was obtained 
by importing the sense and antisense hTR into 
the PT67 cell line with electroporation. Bel-7402 
cell line was then transfected with the virus. The 
therapeutic effect was evaluated by cell growth 
curve. MTT assay and flow cytometry were used 
to investigate the apoptosis of BEL-7402 cells.

RESULTS: After transfection with retroviral 
vector, the growth of BEL-7402 cells was obvi-
ously inhibited. The apoptotic rate was signifi-
cantly higher in the cells transfected with anti-
sense hTR than that in the cells transfected with 
sense hTR and normal saline controls (61.32% ± 
2.24% vs 23.02% ± 2.13%, 4.11% ± 1.00%, P < 0.01), 
and the apoptotic rate was more significant 
when the antisense hTR-transfected cells were 
treated with 5-FU (71.71% ± 2.53%).

CONCLUSION: hTR can induce significant 
apoptosis of BEL-7402 cell line, and it plays a 
synergic role with 5-FU.
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摘要
目的: 探讨逆转录病毒载体介导的反义端粒
酶抑制基因对肝癌细胞系BEL-7402的凋亡诱
导作用. 

方法: 用电穿孔的方法把正、反义端粒酶抑
制基因导入包装细胞, 包装出完整的病毒, 用
此病毒感染肝癌细胞系BEL-7402, 绘制细胞
生长曲线来研究其抗肿瘤疗效. 应用MTT、
流式细胞术研究细胞凋亡情况. 

结果: 肿瘤细胞感染逆转录病毒后, 肿瘤生长
受到明显抑制, 转染反义hTR病毒组BEL-7402
细胞凋亡率显著高于转染正义hTR病毒和生
理盐水组(61.32%±2.24% vs  23.02%±2.13%, 
4.11%±1.00%, P <0.01), 转染反义hTR与5-FU
联用细胞凋亡率更高, 为71.71%±2.53%.

结论: 反义端粒酶抑制基因能明显抑制肿瘤
细胞的体外生长, 与抗肿瘤药物5-FU有协同
作用, 联合用药可以增强疗效, 具有明显抗肿
瘤作用.

关键词: 重组逆转录病毒载体; 基因疗法; 肝细胞癌; 

反义hTR

马进财, 刘吉勇, 刘绍玲. 逆转录病毒载体介导的端粒酶抑制基

因促进肝癌细胞凋亡. 世界华人消化杂志  2006;14(10):989-992

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/989.asp

0  引言

原发性肝癌为我国常见的恶性肿瘤之一, 也是
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■背景资料
目前肝癌的治疗
仍以手术切除为
首选的治疗方案,
但手术切除的突
出问题是术后的
复发率高, 手术切
除率低, 加上绝大
多数患者在确诊
时已属临床中晚
期, 失去了手术治
疗的机会. 肝癌的
基因治疗作为一
种新的治疗方法, 
越来越受到重视.



我国恶性肿瘤防治研究的重点 .  肿瘤是细胞

“增生性疾病”, 更是细胞死亡异常的疾病. 肿
瘤细胞凋亡调控对于肿瘤的发生、发展有着极

其重要的作用, 为人们认识和防治包括肝癌在

内的恶性肿瘤及其他重大疾病指出了新的方向. 
而端粒及端粒酶的发现更为肝癌的治疗增添了

新的途径. 反义核酸技术特异性的封闭靶基因

序列, 可从分子水平上抑制病毒基因的复制、

转录和翻译, 从而达到抗病毒的目的. 我们旨在

探讨反义端粒酶抑制基因诱导肝癌细胞凋亡, 
抑制端粒酶活性, 从而抑制肝癌细胞的生长, 为
肝癌基因治疗提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 

1.1.1 细胞系 包装细胞系PT67细胞购自上海中

科院细胞库, NIH3T3购自山东医学科学院, 人肝

癌细胞系BEL7402为本实验室常规保存. 含有新

霉素磷酸转移酶Ⅱ(NeoR)重组逆转录病毒载体

pLXSN由本实验室常规保存. pLXSN-hTR-Eco R
Ⅰ和pLXSN-hTR-Bam HⅠ质粒由刘吉勇教授构

建[1]. PT67和NIH3T3细胞分别用含200 mL/L,  
100 mL/L小牛血清的HG-DMEM培养液增殖, 
维持液为含20 mL/L小牛血清的HG-DMEM培

养液. 超速冷冻离心机, 为Beckman Coulter公司

产品. 
1.1.2 试剂 HG-DMEM、RPMI-1640、G418购
自Gibco公司. 小牛血清购自杭州四季青公司. 
Annexin Ⅴ、溴化内锭(PI)为美国Sigma公司产品.
1.2 方法 

1.2.1 包装重组病毒 pLXSN-hTR-Eco RⅠ和

pLXSN-hTR-Bam HⅠ质粒用电穿孔的方法分别

导入包装细胞系PT67细胞中. 分别将电转后的

PT67细胞接种在24孔板上, 50 mL/L CO2, 37℃
孵箱中孵育24 h. 待细胞长到50%铺满时加入含

有G418浓度为300 μg/mL HG-DMEM培养液培

养2 w k, 挑选阳性克隆用H G-D M E M培养液

培养. 
1.2.2 病毒原液提取和滴度测定 待G418抗性

PT67细胞长至近满瓶时提取培养液, 用0.45 μm
的滤器进行过滤, 滤液在4℃ 20 000 g离心2 h, 
离心管置于冰浴条件下, 1 mL/L完全营养液回

悬沉淀, 回悬时使用同一吸管以避免损失, 约
每15 min吹打一次, 避免产生气泡. 用pLXSN-
hTR-Eco RⅠ和pLXSN-hTR-Bam HⅠ质粒转染

得到的病毒上清分别称为正义h T R病毒和反
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义hTR病毒. 感染前24 h将NIH3T3细胞按1×
105/孔接种6孔板, 过夜. 感染当天, 移去培养液, 
加入低血清的培养液1 mL, 分别加入两种方法

浓缩的病毒上清以及浓缩以前的病毒上清各

10 μL, 50 μL, 100 μL, 每种浓度各种两孔, 再
加入800 mg/L的polybrene储液至终浓度8 mg/
L. 37℃感染2-3 h, 加入低血清培养液3 mL将
polybrene稀释至2 mg/L, 培养48 h. 用选择培

养液1∶4分传NIH3T3细胞, 培养3 d. 用含G418
最小致死剂量400 m g/L的选择培养液, 共培

养7-10 d后. 待克隆扩散前进行克隆计数. 按
RCFU/mL = 克隆数/病毒原液体积来计算病毒

滴度. 
1.2.3 重组病毒感染BEL7402细胞及基因转导鉴

定 感染前24 h将BEL7402细胞按1×105/孔接

种6孔板, 过夜. 感染当天, 移去培养液, 加入低

血清的培养液1 mL, 分别加入浓缩的病毒上清

100 μL, 再加入800 mg/L的polybrene储液至终

浓度8 mg/L. 37℃感染2-3 h, 加入低血清培养液

3 mL将polybrene稀释至2 mg/L, 继续培养. 选
感染3 d的BEL7402细胞常规方法提取DNA, 进
行PCR扩增及凝胶电泳, 如果BEL7402感染了重

组逆转录病毒, 则在相应的区域出现条带. 
1.2.4 细胞生长曲线 BEL7402细胞按1×105/孔接

种6孔板, 分别加反义hTR病毒+5-FU、反义hTR
病毒、5-FU、正义hTR病毒+5-FU、正义hTR病
毒和生理盐水. 各组分别命名为A、B、C、D、

E、F组, 以下分组方法相同. 在第1, 3, 5, 7天分

别取各组细胞以4 g/L台盼蓝拒染的方法计数活

细胞, 绘出生长曲线, 并按下列公式计算细胞生

长抑制率. 细胞生长抑制率 = (对照组细胞数-处
理组细胞数)/对照组细胞数×100%. 
1.2.5 MTT对细胞增殖凋亡的检测 BEL7402细胞

按1×103/孔接种96孔板, 于24, 48, 72 h分别加

入反义hTR病毒、5-FU、反义hTR病毒+5-FU、

正义hTR病毒+5-FU、正义hTR病毒和生理盐水, 
每组5个复孔. 于24, 48, 72 h分别加MTT 20  μL, 
37℃孵育4 h后终止培养, 吸净上清, 每孔加SDS 
200  μL振荡10 min, 使结晶充分溶解. 490 nm
酶联免疫检测仪测吸光值. 
1.2.6 流式细胞仪对细胞凋亡的检测 BEL7402
细胞按1×105/孔接种6孔板, 细胞长至50%铺满

时分别加反义hTR病毒、5-FU、反义hTR病毒

+5-FU、正义hTR病毒+5-FU、正义hTR病毒和

生理盐水. 72 h进行流式细胞检测. 采用Annexin 
Ⅴ加溴化内锭(PI)双染分析方法. 具体操作步骤

www.wjgnet.com

■研发前沿
在正常细胞恶变
过程中, 癌基因激
活或抑癌基因失
活激活了端粒酶, 
使染色体端粒稳
定地维持在一定
长度, 从而使癌细
胞得以持续增殖. 
因此端粒酶不但
成为一种新的肿
瘤标志物, 而且也
成为肿瘤基因治
疗的新理想靶点.
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按说明书进行, 染色后Annexin Ⅴ阳性加PI阴性

者为凋亡细胞. 流式细胞仪检测凋亡率.

2  结果

2.1 病毒滴度及基因转导鉴定(图1) 浓缩逆转录

病毒滴度为0.95×106. 目的基因片段为490 bp, 
加上基因载体上的引物片段50 bp共540 bp. 从
图1可以看出阴性对照在540 bp处没有条带, 说
明其不含有目的基因. 而逆转录病毒感染的细

胞、阳性对照在540 bp处有条带, 说明病毒感

染的细胞含有目的基因.
2.2 细胞生长曲线及细胞生长抑制率 从表1细胞

生长抑制率可以看出随时间延长, 细胞生长抑

制率逐渐增大,  A组最明显(表1), 生长曲线见

图2.

2.3 MTT检测结果 MTT检测病毒感染后肝癌细

胞BEL7402生长抑制情况, 发现各组生长中A组

生长抑制最明显(图3).
2.4 流式细胞检测结果 除C、D两组之间外, 其
余各组之间P <0.01, 有显著差异(表2).

3  讨论

端粒酶是由小分子R N A和蛋白质组成的一种

特殊核糖核蛋白逆转录酶. 人端粒酶包括3个组

分: 端粒酶RNA(human telomerase RNA, hTR)、
端粒酶相关蛋白(telomerase-associated protein, 
TEPⅠ)和端粒酶催化亚单位(telomerase catalytic 
subunit, hTERT). 端粒酶以自身hTR为模板, 逆
转录合成端粒, 端粒是染色体末端的保护性结

构, 为一段高度重复的碱基序列, 其作用是维持

染色体的稳定性和完整性, 防止染色体断裂和

重组. 
绝大多数正常体细胞端粒酶呈阴性, 端粒

在细胞分裂过程中逐渐缩短, 使细胞进入衰老

状态, 即第一死亡期(M1期), 细胞停止分裂而死

亡, 若细胞被病毒感染或抑癌基因突变, 则可越

过M1期继续分裂, 端粒渐缩短直至达到关键阈

值, 即第二死亡期(M2期), 绝大多数细胞死亡, 
极少数细胞在此阶段激活端粒酶使端粒功能恢

复, 细胞永生化并发展成为肿瘤细胞. 端粒酶通

过维持端粒长度, 在细胞衰老、永生化和癌变

图  1  PCR凝胶电泳图谱. 1: 阴性

对照; 2: 逆转录病毒感染的细胞; 

3: 阳性对照; 4: 100 b DNA ladder 

Marker.
    

表  1  细胞生长抑制率

		                         时间	

	               3 d                       5 d                         7 d

A组                  -0.022                 0.567                  0.727

B组                  -0.076                 0.533                  0.679

C组                  -0.027                 0.54                    0.67

D组                  -0.021                 0.547                  0.6

E组                  -0.021                 0.32                    0.36

F组

分组

图  2  感染病毒后肝癌细胞BEL7402生长曲线.

图  3  MTT检测病毒感染后肝癌细胞BEL7402生长抑制情况.

    

表  2  流式细胞检测结果 (mean±SD, %)

分组	                                                   凋亡细胞比率

A组	                                               71.71±2.53

B组	                                               61.32±2.24

C组	                                               36.82±2.42

D组	                                               36.46±1.71

E组	                                               23.02±2.13

F组	                                                 4.11±1.00

■应用要点
反义hTR与5-FU
联合用药, 可以提
高疗效, 相应减少
5-FU的用量, 降低
其毒副作用, 对于
治疗肝癌有一定
价值.
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过程中发挥重要作用. 他的表达水平与恶性肿

瘤的发生、发展和预后密切相关, 因此已成为

新的肿瘤标志物和治疗靶点. 在绝大多数恶性

肿瘤细胞中高表达, 他通过延长端粒而维持肿

瘤细胞的持续增殖能力. 因此, 端粒酶不但成为

一种新的肿瘤标志物, 而且也成为肿瘤基因治

疗的新理想靶点. 
由于反义核酸技术特异性封闭靶基因序列, 

可以从复制、转录和翻译水平发挥作用, 具有

高稳定性和特异性. 因而在基因调控及治疗中

备受重视. 研究报道hTR的反义核酸可以抑制端

粒酶的活性, 从而抑制肿瘤细胞的增殖生长[2-3]. 
已有文献报道反义hTR对乳腺癌、宫颈癌、胃

癌和结直肠癌等多种肿瘤细胞有抑制作用[4-7]. 
有研究表明, 以hTR为靶目标的反义基因治疗能

抑制端粒酶活性并进一步诱导肿瘤细胞凋亡[8-9]. 
本研究发现反义hTR抑制肿瘤细胞生长, 引

起细胞凋亡具有时间依赖性[7]. 肿瘤细胞在其端

粒酶受到抑制后仍需经过一些细胞分裂周期才

出现凋亡. 推测可能由于端粒酶活性被抑制后

需经过一段时间大量消耗的端粒无法补充才导

致细胞死亡. 这与Feng et al [5]报道的用反义hTR
转染人Hela细胞增殖23-26个周期以后细胞开始

死亡结果较接近. 反义hTR与5-FU有明显的协同

作用, 联合用药, 可以提高疗效, 同时可以相应

减少5-FU的用量, 减少其毒副作用. 反义hTR治
疗肝癌具有潜在的临床应用价值. 
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第十八届全国中西医结合防治消化系统疾病学术会议
本刊讯  第十八届全国中西医结合防治消化系统疾病学术会议将于2006-08在哈尔滨举行, 现将征文通知公布

如下:

1 稿件要求及截稿日期

全文(3000字), 结构式摘要(1000字), 电脑打印(附软盘)或E-mail, 2006-05-31截稿.

2 联系方式

哈尔滨市南岗区学府路45号解放军第211医院中医科 孙旗立; 邮编: 150080; 电话: 0451-57752440; E-mail: 

211zyke@163.com.


