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Abstract
AIM: To elucidate the biological function and 
molecular mechanism of telomerase in immortal 
and/or tumor cells. 

METHODS: Based on the principle of the yeast 
two-hybrid technology, the recombinant of human 
telomerase catalytic subunit bait fusion gene was 
constructed by DNA recombination technique, 
which was employed to screen cDNA libraries. The 
positive clones were confirmed by β-galactosidase 
colony-lift filter assay and furthermore the obtained 
plasmids cDNA sequences were compared with 
the isogenous sequences in GenBank. 

RESULTS: The gene phenotypes of AH109 and 

Y187 yeast strains were stable and there was no 
leak expression of His. The recombinant of hu-
man telomerase catalytic subunit bait fusion gene, 
which was named as pGBKT7-hTERT, was con-
structed, and its bait fusion protein had no toxic 
effects on AH109 yeast cells and no activation ef-
fect on the autonomous reporter gene LacZ. Twen-
ty-eight Ade+, Leu+, Trp+, and His+ clones were 
screened from the cDNA libraries and 12 Ade+, 
His+ and LacZ+ clones were obtained by the print 
analysis of β-galactosidase colony-lift filter assay. 
Of the 12 positive clones, 5 library plasmids pos-
sessed the effect of autonomously activating the 
reporter gene, so they were removed. There were 
7 true positive clones among the library plasmids, 
2 of which were found repeated after sequenc-
ing. The six obtained plasmids cDNA sequences 
were compared with the isogenous sequences in 
GenBank by Blast software via Internet. Finally, 6 
recorded cDNA sequences were obtained, includ-
ing T-STAR, PAWR, I-1, SMARCB1, LOXL3 and 
HKR3. 

CONCLUSION: The 6 obtained telomere-
associated proteins may help us understand 
the structure of telomerase holoenzyme and the 
biological function and molecular mechanism of 
telomerase in tumor and/or immortal cells, pro-
viding a theoretical basis for the tumor genesis, 
aging and prevention. 

Key Words: Telomere; Telomerase; Telomere-asso-
ciated protein; Yeast two-hybrid technology; Tumor
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摘要
目的: 进一步了解端粒酶的生物学功能及其
在永生化或肿瘤细胞中作用的分子机制, 筛选
新的端粒相关蛋白分子. 

方法: 基于酵母双杂交技术原理, 采用DNA
重组技术构建诱饵融合蛋白表达载体, 筛选
cDNA文库, β-半乳糖苷酶滤膜影印分析确证
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®

■背景资料
端粒酶与多种肿
瘤关系十分密切, 
如胃癌、肝癌、

食 管 癌 、 结 肠
癌、肺癌和胰腺
癌等, 尽管已清楚
端粒相关蛋白如
hTERT参与对端
粒酶活性的调控, 
但目前对端粒酶
全酶结构仍不清
楚. 深入研究端粒
酶全酶结构, 进一
步了解肿瘤发生
的病理机制, 可能
成为肿瘤检测指
标、治疗的新靶
位.

■同行评议者
张志坚, 教授, 福
州总医院消化内
科; 周晓东, 研究
员, 中山大学附属
二院医学研究中
心



阳性克隆, 对阳性克隆质粒测序并在GenBank
进行cDNA序列同源性比较.  

结果: AH109、Y187酵母菌基因表型稳定, 无
His渗漏表达. 成功构建端粒酶催化亚单位诱
饵融合蛋白表达载体pGBKT7-hTERT, 其表
达的融合蛋白对AH109酵母细胞生长无毒性
且不具有激活自身报告基因(LacZ)的作用. 
从cDNA文库中筛选到Ade+、Leu+、Trp+和
His+阳性克隆28个, β-半乳糖苷酶菌落影印滤
膜分析筛选到Ade+、His+和LacZ+阳性克隆
12个, 其中有5个文库质粒具有自身激活报告
基因的作用, 予以弃除. 7个阳性克隆质粒测
序发现有2个为重复序列, cDNA序列同源性
比较最终获得6个已收录人cDNA序列, 他们
分别为T-STAR、PAWR、I-1、SMARCB1、
LOXL3和HKR3. 

结论: 获取新的端粒相关蛋白可了解端粒酶
全酶的结构及其在肿瘤、细胞永生化的生物
学功能及分子机制, 为肿瘤、衰老的发生及防
治奠定重要的理论基础.

关键词: 端粒; 端粒酶; 端粒相关蛋白; 酵母双杂交

技术; 肿瘤
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0  引言

端粒是真核生物细胞染色体末端一种由许多简

单重复序列及其相关蛋白组成的结构, 具有防止

染色体末端丢失、核酸外切酶降解和染色体之

间端端融合等重要功能, 以维持染色体结构的稳

定[1-4]. 端粒酶是延长端粒、维持端粒稳定、促使

细胞不断增殖、永生化的主要机制[5-11]. 尽管人们

已发现多种端粒相关蛋白共同参与了对端粒、

端粒酶的调控[12-19], 但至今人们对端粒酶全酶结

构、组装及解聚以及端粒相关蛋白间的联系、

怎样协同参与端粒、端粒酶的调控目前仍然不

清楚. 因此, 获取新的端粒相关蛋白可以进一步

了解端粒酶的生物学功能及其在永生化或肿瘤

细胞中作用的分子机制, 为肿瘤、衰老的发生及

防治奠定重要的理论基础. 为此我们采用酵母双

杂交技术进行端粒相关蛋白分子的筛选工作.

1  材料和方法

1.1 材料 AH109、Y187酵母报告宿主菌株, 酵
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母双杂交系统-3质粒: pGBKT7、pGBKT7-53、
pGBKT7-Lam、pGADT7、pGADT7-T及pCL-1,  
预转化Y187人睾丸cDNA文库, YPD、SD合成

省却培养基、特异成分缺省混合氨基酸: -Leu、
-Trp、-His、-Leu/-Trp、-Leu/-His/-Trp、-Ade/-
Leu/-His/-Trp(Clontech公司); 大肠杆菌E.coli . 
DH5α由中国人民解放军第三军医大学分子遗

传教研室保存; hTERT cDNA质粒pGRN145由美

国Geron公司惠赠; T4 DNA连接酶、质粒提取试

剂盒(Roche公司); 限制性核酸内切酶Eco RⅠ、

NotⅠ、Hin d Ⅲ(New England公司), 3-AT(Sigma
公司),  l/Hin dⅢ Marker(华美公司). 90、150 mm
培养平皿.
1.2 方法 
1.2.1 酵母菌株表型鉴定: 将AH109、Y187酵
母单菌落划线于准备好的单个SD/-Leu、SD/-
Trp及含0、2.5、5、7.5、10、12.5、15 mmol/L 
3-AT浓度的SD/-His平板, 30℃倒置培养3-4 d. 
1 . 2 . 2  质 粒 的 转 化 与 扩 增 ( 氯 化 钙 法 ) :  将
pGBKT7, pGBKT7-53, pGBKT7-Lam, pGADT7, 
pGADT7-T, Pcl-1等质粒转化入E.coli  DH5α中. 
pGBKT7、pGBKT7-53、pGBKT7-Lam质粒

转化菌株铺LB平板(Kana), pGADT7、Pcl-1、
p G A D T7-T质粒转化菌株铺L B平板(A m p). 
hTERT cDNA质粒pGRN145转化菌涂于LB平板

(氯霉素), 质粒提取试剂盒纯化质粒. 
1 .2 .3 端粒酶催化亚单位诱饵融合蛋白载体

重组体的构建:  E c o RⅠ、N o t Ⅰ双酶切质粒

p G R N145、p G B K T7, 电洗脱法回收目的片

段. 载体: 插入片段摩尔比为1∶3. 将pGBKT7-
hTERT连接产物转化入E.coli  DH5α, 涂于LB
琼脂(K a n a)平板. 质粒提取试剂盒纯化质粒. 
Eco RⅠ、NotⅠ双酶切及Hin d Ⅲ单酶切鉴定

pGBKT7-hTERT重组体. 将pGBKT7-hTERT
及pGBKT7、pGBKT7-53、pGBKT7-Lam等

质粒转化入酵母细胞株A H109, p G A D T7、
p G A D T7-T、P c l1等质粒转化入酵母细胞

Y187(乙酸锂法). 同时将空菌AH109接种于YPD
琼脂平板上, 对比平板上酵母菌生长情况. 采用

β-半乳糖苷酶菌落影印滤膜分析检测pGBKT7-
hTERT是否具有自身激活报告基因(LacZ)的作

用. 酵母交配实验进一步验证端粒酶催化亚单

位诱饵融合蛋白表达载体pGBKT7-hTERT是否

具有自身激活报告基因(LacZ)的作用, 按表1进
行交配. 将pGBKT7-hTERT转化菌株AH109与人

睾丸cDNA文库Y187转化菌株混合过夜培养(酵

www.wjgnet.com

■研发前沿
本研究成功的从
cDNA文库中筛选
到新的端粒相关
蛋白, 这些端粒相
关蛋白可能参与
对端粒酶活性的
调控, 但其对端粒
酶活性调控作用
的分子机制亟待
研究. 
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母交配法), 以每200 μL涂于150 mm SD/-Leu/-
Trp/-His平板, 30℃倒置培养6-7 d, 将直径>1 mm
的克隆接种于SD/-Ade/-Leu/-Trp/-His平板, 30℃
倒置培养8-10 d. β-半乳糖苷酶菌落影印滤膜分

析筛选Ade+、His+、LacZ+阳性克隆. 
1.2.4 阳性酵母细胞克隆的进一步确证: 将Ade 
+、His+、LacZ+阳性克隆涂于SD/-His/-Leu/-
Trp平板培养6-7 d, 反复3次. 再转至SD/-Ade/-
His/-Leu/-Trp平板培养8-10 d. 每次均挑LacZ+
阳性克隆进入下一轮培养. 提取Ade+、His+、
LacZ+阳性酵母细胞克隆质粒后转化入E.col i  
DH5α, 转化菌涂于LB平板(Amp+), 提取纯化质

粒. 乙酸锂法将pGBKT7-hTERT、pGBKT7、
pGBKT7-Lam质粒转化入酵母细胞Y187, 涂于

筛选平板SD/-Trp. 将阳性文库质粒、pGADT7
转化入酵母细胞AH109, 涂于筛选平板SD/-Leu. 
酵母交配实验验证文库质粒与hTERT作用的特

异性. 真阳性克隆质粒cDNA测序并将序列输入

计算机, 应用标准核酸BLAST软件与GenBank库
中所有核酸序列进行同源性比较. 

2  结果

AH109、Y187酵母菌落在YPD平板上生长良

好, 直径可达2 mm, 但不能在SD/-Trp、SD/-
Leu平板上生长. 同时, 无论有无3-AT的存在, 
AH109、Y187酵母菌株也不能在SD/-His平板

中生长. pGBKT7, pGBKT7-53, pGBKT7-Lam, 
pGADT7,  pGADT7-T , Pcl-1等质粒转化入E.coli  
DH5α均经Hin dⅢ、Eco RⅠ酶切鉴定证实. 质
粒pGRN145含有hTERT cDNA全长编码基因

3.4 kb, 经Eco RⅠ酶切鉴定证实. pGRN145、载

体pGBKT7质粒经Eco RⅠ、NotⅠ双酶切, 电
洗脱法回收目的片段3.4 kb、载体片段7.3 kb. 
通过T4 DNA连接酶将hTERT cDNA定向克隆

入pGBKT7. 提取质粒后经Eco RⅠ、NotⅠ双酶

切及Hin d Ⅲ单酶切证实hTERT cDNA与载体

pGBKT7连接(图1). pGBKT7-hTERT重组体及pG-
BKT7、pGBKT7-53、pGBKT7-Lam, pGADT7、
pGADT7-T、Pcl1等质粒经乙酸锂法成功转化

入酵母细胞, 并经提取酵母质粒转化入E.co l i  
DH5α, 提取质粒再经酶切鉴定证实. pGBKT7-
hTERT转化菌株经过2-4 d培养, 直径1-2 mm. 说明

pGBKT7-hTERT重组体表达的融合蛋白对AH109
酵母细胞生长无毒性. β-半乳糖苷酶菌落影印滤

膜分析检测显示, pGBKT7-hTERT、 pGBKT7、
pGBKT7-Lam转化菌连续观察8 h, 未见有呈色

现象. 而Pcl1转化菌在反应40 min时出现蓝色, 并蓝色, 并色, 并
随时间延长颜色逐渐加深(图2). 说明pGBKT7- 
hTERT无激活自身报告基因(LacZ)的表达. 酵母

交配实验进一步验证了pGBKT7- hTERT不具有

激活自身报告基因(LacZ)表达的作用. cDNA文库

筛选到Ade+、Leu+、Trp+、His+阳性克隆28个, 
β-半乳糖苷酶菌落影印滤膜分析显示, 1 h始现蓝蓝

色的阳性克隆有7个, 3 h始现蓝色的阳性克隆有蓝色的阳性克隆有色的阳性克隆有

5个, 其余克隆在连续观察8 h后仍无明显色泽改

变, 共筛选到Ade+、His+、LacZ+阳性克隆12个
(图3). 质粒互换酵母细胞后交配实验, β-半乳糖

苷酶菌落影印滤膜分析显示pGBKT7-hTERT转
入Y187细胞也无激活报告基因的活性(图4); 有5
个文库质粒具有自身激活活性, 予以弃除. cDNA
序列同源性比较: 7个阳性克隆质粒测序中有2
个为重复序列, 同源序列比较获得6个已收录人

cDNA序列, 他们分别是: T-STAR、PAWR、 I-1、他们分别是: T-STAR、PAWR、 I-1、们分别是: T-STAR、PAWR、 I-1、、PAWR、 I-1、PAWR、 I-1、、 I-1、 I-1、、
SMARCB1、LOXL3和HKR3.、LOXL3和HKR3.LOXL3和HKR3.和HKR3.HKR3. 

3  讨论

目前有关端粒酶发挥作用时的三级/四级结构及

■创新盘点
本研究采用酵母
双杂交技术成功
筛选到新的端粒
相关蛋白. 

表  1  酵母双杂交相关质粒转化株交配分组

     
实验	        

质粒1	                   质粒2	  SD选择培养基
编号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

pGBKT7

pGBKT7

pGBKT7-hTERT

pGBKT7-hTERT

pGBKT7-Lam

pGBKT7-Lam

pGBKT7-53

pGBKT7-53

pGADT7

pGADT7-T

pGADT7

pGADT7-T

pGADT7

pGADT7-T

pGADT7

pGADT7-T 

Pcl-1

-Leu/-Trp

-Leu/-Trp

-Leu/-Trp

-Leu/-Trp

-Leu/-Trp

-Leu/-Trp

-Leu/-Trp

-Leu/-Trp 

-Leu

1       2        3       4        5       6

图  1  pGBKT7-hTRT质粒. 1: λ/DNA Hin dⅢ marker; 2:  

pGBKT7-hTRT质粒; 3: pGBKT7-hTRT(Eco RⅠ); 4:  

pGBKT7-hTRT(Not Ⅰ); 5: pGBKT7-hTRT(Eco RⅠ, Not
Ⅰ 7.3, 3.4 kb); 6: pGBKT7-hTRT(HindⅢ 4.9, 4.3, 1.5 kb). 
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■应用要点
本研究提出了新
的 端 粒 相 关 蛋
白, 对今后端粒酶
与肿瘤、肝纤维
化、高血压等疾
病的关系及作用
机制有重要的启
迪.

端粒酶与端粒相互作用的动力学变化并不清楚, 
有关端粒酶全酶在细胞核如何装配, 在DNA复

制期装配与拆装的动态变化等问题均有待于进

一步深入研究, 初步估测哺乳生物端粒酶全酶

分子质量大于1000 kDa[19], 在生理或病理情况下

可能还有其他蛋白参与端粒酶结构和功能的调

控[12,18]. 研究表明hTERT仅在端粒酶阳性的肿瘤

组织和永生化细胞系中表达, 在端粒酶阴性的

正常组织中不表达, 与端粒酶活性水平保持一

致[21-27], 对端粒酶活性发挥十分重要的调控作用. 
hTERT与hTR可以构成端粒酶的基本核心, 以端

粒酶RNA为模板复制、延长端粒. 因此hTERT
是筛选cDNA文库以获取端粒相关蛋白编码基

因的良好靶蛋白. 而且酵母双杂交技术的成熟

运用, 也为我们能够获得端粒相关蛋白分子提

供了重要研究手段. 酵母双杂交技术又称“相

互作用陷阱”(interaction trap)是近10余年来建

立的研究蛋白质间相互作用的分子生物学方

法, 在对酵母转录因子GAL4的认识基础上, 由
Stanley Fields和Ok-kyu Song于1989年提出并初

步建立的, 这种研究蛋白质间相互作用的实验

方法已得到广泛的应用. 他不仅可鉴定已知蛋

白质间是否具有相互作用, 而且还有助于发现

许多与已知蛋白质发生作用的未知蛋白质编码

基因. GAL4转录调控蛋白通常为结构上可以分

开、功能上相互独立的两个结构域组成: DNA

结合区(DNA-binding domain, DNA-BD)和转录

活化结构域(active domain, AD). DNA-BD和AD
单独分别作用不能激活转录反应, 当两者发生

相互作用时, 则呈现完整的GAL4转录因子活性, 
使启动子下游基因得到转录. 构建两种不同的

克隆载体用于制备这两种GAL4结构域与有相

互作用可能性的两种蛋白的融合基因, 重组的

杂合蛋白在酵母中一起表达, 并被引导到酵母

胞核. 如果两种杂合蛋白的非GAL4部分相互作

用, 则使DNA-BD和DNA-AD栓在一起, 双杂合

蛋白的相互作用使GAL4的转录活化功能再现, 
激活报告基因(lacZ和His3)的表达, 通过检测酵

母菌株的表型而验证蛋白质间相互作用的存在. 
His是筛选阳性酵母克隆的报告基因之一, 

其条件表达构成一非常有效的生长选择手段, 
加速从大量酵母转化株中筛选表达两种相互作

用蛋白质转化株的过程. 但是部分酵母菌存在

His渗漏表达现象, 即在SD/-His平板上可以生

长. 3-AT是酵母His 3蛋白(His 3p)的竞争性抑制

剂, 可抑制某些报告株中低水平的His渗漏表达. 
我们将AH109、Y187酵母菌分别涂于0、2.5、
5、7.5、10、12.5、15 mmol/L等不同3-AT浓度

的SD/-His琼脂平板上, 结果发现, 无论有无3-AT
的存在, AH109、Y187酵母菌株均不能在SD/-
His平板上生长, 表明AH109、Y187酵母菌无

His渗漏表达现象, 无须在筛选平板中加入3-AT, 
His可以作为一非常有效的筛选报告基因. 而且

AH109、Y187酵母菌也不能在SD/-Leu、SD/-
Trp平板上生长, 只能在全培养基YPD平板上生

长. 显示AH109、Y187酵母菌株的基因表型适

宜于后续筛选cDNA文库的需要. 
为此, 我们首先成功构建了hTERT诱饵融合

蛋白表达载体pGBKT7-hTERT, 为获取与hTERT
相互作用的端粒相关蛋白分子奠定了良好的

实验基础. 由于某些蛋白质在酵母菌株内表达

A B C D

图  2  β-半乳糖苷酶菌落影印滤膜分析. A: pGBKT7-hTERT转化株; B: pGBKT7-Lam转化株; C: pGBKT7转化株; D: Pcl1

转化株.

图  3  Ade+、His+和LacZ阳性克隆.
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■名词解释
1 端粒: 是真核生
物细胞染色体末
端一种由许多简
单重复序列及其
相关蛋白质组成
的结构. 
2 端粒酶: 端粒酶
是一种核糖核蛋
白酶, 由RNA和端
粒相关蛋白组成
的复合体, 具有逆
转录酶活性.

时可能对酵母产生一定的毒性作用, 如使酵母

体内的信号传导通路阻断, 干扰酵母中正常基

因的表达调控, 抑制酵母细胞的分裂, 使酵母细

胞不能在选择性培养基上生长, 即使培养时间

延长酵母菌落直径也不超过1 mm, 由此使得对

某些种类的蛋白质不能在该系统中进行分析. 
hTERT诱饵融合蛋白表达载体转化菌株经过2-4 
d的培养, 直径达1-2 mm, 并随培养时间延长菌

落逐渐增大. 表明hTERT诱饵融合蛋白对宿主菌

无毒性作用. 另外, 本身就有转录激活活性的蛋

白质会直接激活报告基因的表达, 也不能作为

诱饵蛋白. 我们利用灵敏的β-半乳糖苷酶菌落滤

膜影印分析证实hTERT诱饵融合蛋白无自身激

活活性, pGBKT7-hTERT符合筛选cDNA文库的

要求. 
pGBKT7-hTERT转化菌株AH109与cDNA

文库转化菌株Y187杂合成为二倍体细胞后, 通
过二级报告基因His表达而在SD/-His/-Leu/-Trp
缺陷培养基上生长, 将His+Leu+Trp+阳性克隆

菌株转至高选择条件SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp平
板上, 通过二级报告基因Ade表达去除部分假阳

性. 最后通过β-半乳糖苷酶菌落影印滤膜分析

对Ade+His+Leu+Trp+阳性克隆检测二级报告基

因LacZ表达进一步弃除部分假阳性. 经测序及

同源性分析最终确定了6个与pGBKT7-hTERT
发生作用的阳性克隆. 他们分别是: S-STAR、

PAWR、I-1、SMARCB1、LOXL3和HKR3. 至
今人们尚未认识到这些基因与端粒酶有什么 
联系. 

这一组可能是端粒相关蛋白的编码基因

的功能是什么呢? 初步研究显示: HKR3[28]、

SMARCB1[29-30]、PAWR[31]与肿瘤的发生有关. 
T-STAR参与了细胞永生化转变的过程, 可能与

细胞跨越增殖危机有密切联系[32]. LOXL3可能

与肝纤维化形成有一定的联系. 咪唑1受体与血

压增高有关[33], 但高血压与端粒酶之间的作用机

制并不清楚. 深入研究这6个可能是端粒相关蛋

白生物学功能及其与hTERT的调控机制无疑将

会进一步了解端粒酶全酶结构及其在肿瘤、细

胞永生化、肝纤维化、心血管等疾病中的生物

学功能及分子机制, 可为肿瘤、衰老的发生及

防治奠定重要的理论基础. 
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