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Abstract
AIM: To explore the dynamic states of and 
relationship between tankyrase and telomerase 
reverse transcriptase (TERT) in hepatocellular 
carcinoma (HCC) development in rats.  

METHODS: SD rats were assigned randomly 
to control group (n = 42) and model group (n = 
42). HCC model was induced by diethyl nitro-
soamine (DENA). Twelve rats from both groups 
were randomly executed at 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 
wk for further test. The expression of tankyrase 
and TERT was detected using Western blot and 
immunofluorescence analysis, whereas telom-
erase activity and the expression of Ki-67 were 
assayed using TRAP and immunohistochemical 
methods, respectively. 

RESULTS: Compared with the low expression 
level of telomerase and TERT in normal tissue 

and precancerous lesions, the expression level of 
tankyrase was significantly increased in inflam-
matory stage, as well as in hepatocirrhotic stage, 
especially in HCC stage, in which stage peak 
values of all these factors were obtained . The ex-
pression of tankyrase was positively correlated 
with telomerase and TERT (r = 0.898, P = 0.038; 
r = 0.943, P = 0.016), but no relationship was 
found between tankyrase and Ki-67. However, 
Ki-67 was positively correlated with telomerase 
and TERT (r = 0.986, P = 0.002; r = 0.93, P = 0.022). 

CONCLUSION: Over-expression of tankyrase 
might be one of the factors that regulates telom-
erase function as telomere elongation. Tan-
kyrase, TERT, telomerase and Ki-67 are closely 
related to HCC progression. 

Key Words: Tankyrase; Telomerase; Telomerase 
reverse transcriptase; Ki-67; Hepatocellular carci-
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摘要
目的: 探讨tankyrase与端粒酶在肝细胞肝癌发
生、发展过程中的动态变化及其相关性.  

方法: SD大鼠随机分为对照组(n  = 42)和造
模组(n  = 42), 二乙基亚硝胺诱导大鼠肝细胞
肝癌模型. 给药后3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 wk随
机处死对照组及造模组中的6只大鼠. 采用
Western blot法检测tankyrase和端粒酶逆转录
酶(telomerase reverse transcriptase, TERT)的表
达; 免疫荧光方法原位检测细胞内TERT的表
达; TRAP法检测端粒酶活性; 免疫组化方法
检测细胞增殖活性(Ki-67).  

结果: 在肝细胞癌变过程中, 相对于端粒酶、

TERT及Ki-67在正常组织和癌前病变中的低
水平表达, tankyrase在肝炎期表达就显著增加. 
但至肝硬化, 特别是肝癌期几种检测指标的表
达均至高峰. Tankyrase与端粒酶活性和TERT
的表达呈正相关(r  = 0.898, P  = 0.038; r  = 0.943, 
P  = 0.016), 但与细胞的增殖活性无相关性; 而

®

■背景资料
癌症的发生是一
个多因素相互作
用的极其复杂的
过 程 .  虽 然 迄 今
为止在癌症领域
的研究已取得了
令人可喜的成绩, 
但对其发病机制
的了解仍相当有
限. 鉴于目前未有
关于tankyrase及
其与端粒酶在肝
癌发生中的相关
报 道 ,  本 文 探 讨
tankyrase和端粒
酶在肝癌发生不
同时期的动态变
化及相关性, 以期
为今后更深入地
研究肿瘤发生机
制及诊治积累资
料. 

■同行评议者
王鲁, 副教授, 复
旦大学附属中山
医院肝外科, 复旦
大学肝癌研究所
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细胞增殖活性与端粒酶和TERT呈正相关(r  = 
0.986, P  = 0.002; r  = 0.93, P  = 0.022).  

结论: Tankyrase可能是调控端粒酶行使功
能的因素之一. Tankyrase、端粒酶、TERT
和Ki-67均与肝细胞肝癌的发生、发展密切 
相关.

关键词: Tankyrase; 端粒酶; 端粒酶催化亚基; 

Ki-67; 肝癌
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0  引言

端粒长度在维持染色体末端结构的完整性、染

色体复制及调控细胞衰老和癌症发生等诸多

细胞生物学过程中都发挥着重要作用. 其受到

端粒酶和端粒特异结合蛋白的双重调控[1]. 端
粒酶是由端粒酶逆转录酶(telomerase reverse 
transcriptase, TERT)和端粒酶RNA(telomerase 
RNA, TR)组成的核糖核蛋白复合体, 其通过在

染色体末端添加TTAGGG六聚体重复序列以维

持端粒长度的稳定, 借此防止染色体末端融合. 
而TRF1、TRF2、Tin2及tankyrase等一些端粒结

合蛋白则可通过与端粒DNA的结合, 维持并调

控端粒末端结构. 这些蛋白的表达和/或功能异

常均可引起端粒结构的改变, 从而导致端粒功

能的丧失, 最终为那些通过端粒酶的表达来恢

复端粒功能的细胞提供了选择优势. 
Tankyrase是poly(ADP-ribose)polymerase 

(PARP)家族成员之一, 其通过调控端粒酶与端

粒的结合, 间接参与端粒长度的调控[2]. 在肿瘤

发生过程中tankyrase与端粒酶的相关性尚存争

议. 鉴于目前未有关于tankyrase及其与端粒酶在

肝癌发生中的相关报道, 我们探讨tankyrase和端

粒酶在肝癌发生不同时期的动态变化及相关性, 
以期为今后更深入地研究肿瘤发生机制及诊治

积累资料. 

1  材料和方法

1.1 材料 Sprague-Dawley(SD)大鼠购于河南郑

州大学实验动物中心 ;  二乙基亚硝胺、P I购
于Sigma; Ki-67抗体购于NeoMarkers; TERT, 
tankyrase, actin抗体、化学发光试剂盒购于Santa 
Cruz; 碱磷酶标记IgM, PVTM, DAB检测试剂

盒购于北京中杉金桥; NBT/BCIP试剂盒购于华

美生物工程公司; Telo TAGGG Telomerase PCR 
ELISA试剂盒购于Roche. 3 mo平均体质量为120
±5 g的♂SD大鼠在22±3℃, 湿度40%-70%, 间
隔12 h光照的条件下饲养. 适应环境1 wk后, 随
机分为对照组(n  = 42)和造模组(n  = 42). 根据

Solt-Farber方法, 以2 g/L的二乙基亚硝胺(diethyl 
nitrosoamine, DENA)制备肝癌模型, 15 wk后停

药. 根据大鼠肝癌的诊断标准由两位病理医生

进行病理分型[3]. 造模组的病变可大致分为3阶
段: 炎症期(12 wk之前)、肝硬化期(15 wk)和肝

癌期(18-21 wk). 分别在给药后3、6、9、12、
15、18、21 wk随机处死对照组及造模组中的6
只大鼠. 取少量新鲜肝组织置于40 mL/L的多聚

甲醛, 4℃固定过夜后行石蜡包埋和HE染色. 其
余组织迅速放入液氮中冷冻, 随后置-80℃保存. 
1.2 方法 
1.2.1 Ki-67表达的检测: 组织切片经柠檬酸抗原

修复液修复, 100 mL/L山羊血清封闭. Ki-67抗
体(RM-9106)(1∶80)37℃孵育2 h后以PVTM检

测试剂盒(PV-6001)标记二抗, DAB(ZLI-9032)显
色. 以PBS代替一抗作阴性对照. 每组实验重复

3次, 每张切片至少观察5个视野. IDA-2000高清

晰度数码图像分析系统(中科院北京空海科技有

限公司)进行光密度分析. 
1.2.2 TERT蛋白表达的检测: 组织切片置柠檬

酸抗原修复液修复, 200 mL/L山羊血清封闭后, 
加抗TERT抗体(sc-7212)(1∶600)4℃孵育过夜. 
FITC标记的二抗(ZF-0311)(1∶400)25℃孵育40 
min, 20 mL/L PI室温标记细胞核后封片, 激光共

聚焦显微镜检测. PBS代替一抗作为阴性对照. 
每张切片至少采集10个视野, 记数1000个细胞. 
根据Dinser et al的免疫荧光半定量方法对TERT
蛋白的表达强度进行相对荧光强度分析[4-5]. 相
对荧光强度 = 荧光强度×面积/细胞总数. 每组

实验重复3次. 
1.2.3 TERT和tankyrase蛋白表达的检测: 细胞

总蛋白75 µg在60 mL/L SDS-PAGE中恒压电

泳后转移至硝酸纤维素膜上并用50 mL/L的脱

脂奶粉封闭. 分别加入TERT(sc-7212)(1∶300), 
tankyrase(sc-8337)(1∶500)和act in(sc-1616) 
(1∶1000)一抗4℃孵育过夜. 碱磷酶标记的二

抗(ZB-2308)(1∶1000)以NBT/BCIP试剂盒检测

TERT的表达. 辣根过氧化物酶标记的二抗以化

学发光法(sc-2048)检测tankyrase的表达. actin作
为内对照, Labworks 4.0软件(UVP, Inc. USA)定
量分析二者的表达强度. 每组实验重复3次. 

■研发前沿
探寻肝癌发生机
制是肝癌研究领
域 的 一 大 热 点 ,  
因而寻找与此相
关的分子和新的
干预治疗靶点具
有重要意义. 
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1.2.4 端粒酶活性的检测 :  用Te l o TA G G G 
Telomerase PCR ELISA试剂盒以telomeric repeat 
amplification protocol(TRAP)方法检测端粒酶活

性. 操作步骤按说明书. 端粒酶相对活性 = (样本

A 450nm-A 690nm/阳性对照A 450nm-A 690nm)×100. 每组

实验重复3次. 
统计学处理 实验数据均用mean±SD表示, 

SPSS11.0软件对实验数据进行方差分析(ANOVA)
和Spearman相关分析, P<0.05有显著性差异. 

2  结果

2.1 肝癌发生过程中细胞增殖活性变化 诱癌过

程中细胞增殖活性逐渐增强(图1). 对照组未见

Ki-67阳性表达的细胞, 造模组从诱癌的3 wk起
即可见零星分布的阳性细胞. 肝硬变至肝癌期

阳性细胞主要分布在增生结节中. 定量分析表

明炎症后期Ki-67的表达量分别是诱癌3 wk的
1.13-1.89倍. 其在肝硬变期的表达量急增至炎症

期的2.7倍. 这种高水平表达一直持续到诱癌结

束并有极显著差异(P <0.001), 提示细胞增生极

度活跃(表1). 而癌旁组织中Ki-67的表达无统计

学意义. 

2.2 端粒酶活性的变化 对照组及造模组的炎症

期和癌旁组织中端粒酶活性较低并维持在相对

稳定的水平, 端粒酶相对活性介于23.3%-41%之

间. 随着病变的演进, 端粒酶活性在肝硬化期急

增至62.8%(P  = 0.02)并在其后的癌症发生过程

中持续保持这一高水平(P <0.01)而癌旁组织无

显著性差异(表1). 
2.3 TERT蛋白表达的变化 炎症期TERT蛋白

表达强度较对照组中升高但尚未达到显著性

差异水平 .  而至肝硬化和肝癌期其表达量为

13.22-17.38, 是对照组的2.95-3.88倍, 有显著性

差异(P  = 0.044和P <0.001)(图2). 为证实免疫荧

光结果, 我们又用Western blot方法进一步验证

TERT的表达(图3). 结果发现, TERT蛋白表达变

化与免疫荧光方法所得结果基本一致(表1). 
2.4 Tankyrase蛋白表达的变化 Tankyrase蛋白在

整个诱癌过程中呈先上升后下降再上升的表

达变化趋势(图4). 对照组中tankyrase蛋白少量

表达, 炎症早期(诱癌3 wk)其表达量显著增加

(P <0.001), 至后期(12 wk)又下降至正常水平(P  = 
0.834). 但在肝硬化及肝癌阶段其表达量又激增, 

A B C

D E

图  1  大鼠肝癌发生不同时期Ki-67的表达(非生物素二步法×400). A: 正常; B: 炎症期; C: 肝硬化期; D: 肝癌期; E: 癌旁组织. 

■相关报道
多 个 研 究 小 组
的 研 究 提 示
tankyrase与端粒
酶在肿瘤发生中
具有相关性. 

表  1  Tankyrase, TERT, Ki-67和端粒酶在诱癌不同时期的表达

     
                            tankyrase	     端粒酶	                      TERT1	              TERT2	        Ki-67

正常

肝炎期

肝硬化期

肝癌期

癌旁

1Western blot; 2免疫荧光. bP<0.01 vs  正常.

  2.4±0.1

  4.2±1.3b 

14.0±0.8b

  8.4±1.3b

  3.4±0.2 

23.3±2.3

36.1±4.6

62.8±7.5b

62.9±6.6b

35.0±7.3

  1.5±0.2

  2.0±1.0

11.9±0.1b

10.3±2.7b

  2.4±1.1

  4.5±0.9

  6.4±1.7

13.2±2.3b

17.4±6.0b

  7.8±0.5

        0

  6.8±0.6b

17.9±3.2b

18.8±1.6b

  8.6±1.3b
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此时的表达量是正常组织的3.1-5.8倍(P <0.001). 
而癌旁组织tankyrase的表达无统计学意义(表1). 
2.5 Tankyrase, TERT, 端粒酶及Ki-67之间的相

关性 Tankyrase蛋白的表达与TERT(P  = 0.016, r  
= 0.943)和端粒酶(P  = 0.038, r  = 0.898)的表达变

化呈正相关关系, 而与Ki-67之间却无相关性(P  
= 0.069, r  = 0.849). 统计学分析显示TERT与端

粒酶二者呈正相关(P  = 0.006, r  = 0.97). 与TERT
蛋白的表达和Ki-67的显著性相关(P  = 0.022, r  = 
0.93)相比, 端粒酶活性与Ki-67之间的相关性达

到了极显著性水平(P  = 0.002, r  = 0.986).

3  讨论

端粒酶可通过维持端粒长度使细胞越过H a y-
flick极限, 促使细胞永生化及癌变. 正常体细胞

中端粒酶活性受到严格的调控, 而80%以上的肿

瘤细胞中端粒酶活性却显著升高[6]. 端粒酶活性

的调控主要涉及TR和TERT. 由于TR在多种组织

中都高表达, 而TERT在正常细胞中的表达通常

受到抑制, 仅在永生和肿瘤细胞中表达上调, 因

此通常将TERT的表达作为调控端粒酶活性的限

速步骤. 鉴于目前未有关于TERT蛋白在肿瘤发

生过程中动态变化的报道, 我们首先对端粒酶

与TERT蛋白在肝癌发生中的变化进行了初步

研究. 结果表明, 端粒酶活性伴随肝癌的发生、

发展逐步升高. 正常肝组织、炎症期和癌旁组

织中端粒酶活性较低, 至肝硬化和肝癌期端粒

酶活性急剧升高. 对TERT蛋白表达的定量分析

结果显示其表达变化与端粒酶活性升高的趋势

基本一致, 且二者呈正相关关系[7-8]. 提示TERT
可能调节端粒酶活性. 对细胞增殖活性的研究

发现, 细胞增殖活性与端粒酶活性和TERT表达

同步升高, 呈正相关. 因抗增殖活性因子可抑

制TERT和端粒酶活性, 进而促进肿瘤细胞的分 
化[9-10], 所以我们推测诱癌早期端粒酶活性可能

促进了细胞增生. 而后期端粒酶活性的激增可

能导致端粒功能的恢复和基因组稳定性的增加, 
促使细胞生存能力进一步增强, 使细胞向永生

化直至癌变方向发展. 同时我们还观察到同一

增生结节和癌巢中单细胞内TERT及Ki-67的异

图  3  大鼠肝癌诱癌过程中TERT的表达(Western blot). A: 正

常; B: 炎症期; C: 肝硬化期; D: 癌旁组织; E: 肝癌期. actin: 

内对照. 

A           B            C           D           E

TERT

actin

A           B            C           D           E

tankyrase

actin

图  4  大鼠肝癌发生过程中tankyrase的表达(Western blot). 
A: 正常; B: 炎症期; C: 肝硬化期; D: 肝癌期; E: 癌旁组织.   

actin: 内对照.

■创新盘点
本 研 究 首 次 对
tankyrase在肝癌
发生过程中的动
态变化进行了研
究. 

A B C

D E

图  2  大鼠肝癌诱癌过程中TERT的表达(免疫荧光). A: 正常; B: 炎症期; C: 肝硬化期; D: 肝癌期; E: 癌旁组织. FITC标记

TERT(绿色), PI标记细胞核(红色), 二者叠加呈黄色. 

50 mm 50 mm
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质性表达现象, 提示在癌变过程中癌细胞发展

的不同步性. 推测很可能只有那些增殖活性和

端粒酶活性都相对较高的细胞促进并维持肿瘤

生长. 
在由端粒酶介导的端粒延伸的癌细胞中, 

t ankyrase等端粒相关蛋白也可通过调控端粒

酶与端粒的结合, 而诱导端粒延伸[2,11-16]. 我们

采用Western blot方法分析了tankyrase在癌症

发生过程中的动态变化, 结果显示tankyrase在
诱癌过程中出现两次表达高峰, 与正常组织中

tankyrase的表达相比均有显著差异. 这两次表达

高峰之间, 即在由炎症期向肝硬化和肝癌期转

换时tankyrase表达量却降至正常肝组织表达水

平, 且癌旁组织中tankyrase的表达与正常组织相

比并无显著性差异. 提示很可能有不同类型的

tankyrase参与癌的发生. 目前研究发现, tankyrase
有1和2种. Tankyrase1表达的高低与端粒长度的

维持密切相关. 其表达过低, 肿瘤细胞可不依赖

端粒长度和端粒酶活性而被阻滞在有丝分裂后

期. 相反, 其长期过表达则有可能诱导端粒长度

以一种依赖tankyrase的PARP催化活性和端粒酶

活性的方式延伸[12,17]. 与tankyrase1相反, 体内实

验表明, tankyrase2的高表达与端粒长度的维持

无关, 但可通过耗竭NAD+, 而诱导以细胞坏死

为特征的细胞死亡[18-19]. 此外tankyrase-2在肿瘤

细胞中未有差异性表达而仅具有自身抗原的特

性[20-21]. 鉴于炎症期观察到大量的细胞坏死, 因
此此时tankyrase的高表达极有可能与tankyrase2
的高表达相关, 而肝硬变和肝癌时tankyrase的高

表达很可能由tankyrase1介导[22-23]. 由于目前未

有分别针对tankyrase1和2的特异性商业抗体, 这
一推测有待今后进一步的研究证实. 与多个小

组的研究结果相一致, 我们还发现, tankyrase不
仅在癌细胞中表达升高, 而且还与端粒酶活性

和TERT蛋白的表达呈正相关[24-25]. 提示tankyrase
可能通过ADP-核糖基化端粒长度的负调控子

TRF1(telomeric repeat binding factor 1), 从而抑制

TRF1与端粒的结合, 促进端粒酶与端粒的结合, 
间接调控端粒酶全酶的完整性和活性, 这一过程

可能更依赖于TERT蛋白的高表达[26]. 引人深思

的是, tankyrase蛋白的表达升高却与细胞的增殖

活性无关. 
肿瘤细胞中端粒的缩短可导致肿瘤细胞的

衰老和死亡, 目前已将端粒酶作为肿瘤治疗的

靶点[27-29]. 但研究发现端粒酶抑制剂不能完全

抑制端粒酶活性, 所残留的端粒酶活性和部分

缩短的端粒又可引起靶细胞对端粒酶抑制剂的

耐受性. 抑制tankyrase活性的升高不仅可以使

端粒末端得到保护, 还可阻断端粒酶与端粒的

结合, 进而诱导癌细胞的衰老, 并增加端粒酶抑

制剂的药理学效应[17,30-31]. 因此更为详尽的阐明

tankyrase在肿瘤发生中的作用, 特别是不同类型

的tankyrase在肿瘤发生中的作用将对肿瘤发生

机制的认识及肿瘤的诊治有着积极、重要意义.
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