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Abstract
AIM: To explore the expression of telomerase 
reverse transcriptase (TERT) and P53 in the 
development of rat hepatocellular carcinoma 
(HCC).

METHODS: A HCC model was induced by di-
ethyl nitrosoamine (DENA); telomerase activity 
was assayed using telomeric repeat amplication 
protocol (TRAP) method, whereas the expres-
sion of TERT and P53 was determined using 
immunofluorescence and Western blot, respec-
tively.

RESULTS: Compared with low expression level 
of TERT and telomerase activity, which were de-
tected and maintained at a relative stable level in 
normal tissue and inflammatory lesion, the over-

expression of telomerase and TERT were detect-
ed in hepatocirrhosis and HCC stage. However, 
the expression of P53 was significantly increased 
in inflammatory stage, and dramatically de-
creased in hepatocirrhosis stage, even undetect-
able in HCC stage. When quantified, in inflam-
mation stage, the P53 expression level showed 
significant difference compared with control 
group (3.53% ± 0.17% vs 2.19% ± 0.15%, P = 0.00), 
whereas in hepatocirrhosis stage, the expression 
level of P53 was only 0.98%±0.05%. Contrary to 
the trend of P53 expression, the expression of 
telomerase, and TERT were very low in inflam-
mation stage, which were 34.47% ± 6.21% and 
6.43% ± 1.14%, respectively. But in hepatocir-
rhosis, telomerase activity, and TERT protein 
expression levels showed significant difference 
compared with control group and tended to 
culminate in HCC. Statistically analysis showed 
that telomerase was correlated with TERT (r = 
0.954, P = 0.046). As for P53, no relationship was 
found between P53 and telomerase and TERT.

CONCLUSION: Accelerated telomerase, and 
TERT expression with P53 inactivation might 
synergistically contribute to carcinogenesis 
and be consistent with the progression of HCC, 
therefore the three factors may be useful tools in 
diagnosis and prognosis of HCC.
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摘要
目的: 研究端粒酶逆转录酶(telomerase reverse 
transcriptase, TERT)和P53在大鼠肝癌发生过
程的动态变化. 

方 法 :  二 乙 基 亚 硝 胺 诱 导 大 鼠 肝 细 胞 癌
(hepatocellular carcinoma, HCC)的发生; 免疫
荧光方法检测TERT的表达变化; Western blot
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■背景资料
目前普遍认为肿
瘤的发生与基因
组不稳定密切相
关, 而与基因组不
稳定有关的耐药
性的产生又是肿
瘤治疗失败的主
要原因. 在众多可
能引起基因组不
稳定的相关因素
中, 端粒酶起着重
要的作用. 阐明端
粒酶在肿瘤发生
中的动态变化及
作用不仅对理解
肿瘤发生机制具
有重要的理论指
导意义, 而且在有
效防治肿瘤方面
还具有广阔的应
用前景.

■同行评议者
高润平, 教授, 吉
林大学第一医院
肝病科



方法检测P53的表达; TRAP(telomeric repeat 
amplication protocol)方法检测端粒酶活性. 

结果: 端粒酶与TERT在诱癌过程中呈逐渐升
高的趋势, 而P53在诱癌早期表达迅速升高后
在诱癌后期表达急剧下降. 定量分析表明炎
症期P53的表达显著高于正常组织(3.53%±

0.17% vs  2.19%±0.15%, P  = 0.00), 而在肝硬
化期P53的表达量仅为0.98%±0.05%, 至肝癌
病变中几乎检测不到. 与P53的表达变化趋势
不同, 端粒酶与TERT在炎症期有小幅升高, 分
别为34.47%±6.21%和6.43%±1.14%. 肝硬
化阶段端粒酶与TERT的表达迅速升高, 至肝
癌阶段达到高峰. 统计学分析显示端粒酶与
TERT的表达呈正相关(r  = 0.954, P  = 0.046), 
与P53的表达无相关性.

结论: 诱癌过程中逐渐升高的端粒酶活性和
TERT的表达与P53的失活共同促进了肿瘤的
发生, 且三者均与肝癌的发生发展相一致可作
为肝癌诊治的指标.
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端粒重复序列扩增法
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0  引言

癌细胞通过端粒酶活性的升高来维持端粒长

度的相对稳定 ,  借此为其生长提供选择优势 . 
大量的研究证实肿瘤细胞中端粒酶逆转录酶

(telomerase reverse transcriptase, TERT)的过表达

可引起细胞的永生化[1-2]. 因而TERT通常被作为

调控端粒酶活性的限速步骤而参与肿瘤的发生. 
P53是一种肿瘤抑制蛋白, 在监测DNA损伤或

基因组异常的过程中起关键作用. 其激活可以

导致细胞周期阻滞, DNA修复或细胞凋亡, 同时

P53还是TERT的负调控子[3-5]. 为验证TERT与P53
在肿瘤发生中的作用, 本研究对二者在肝细胞癌

发生过程中的动态表达变化进行了初步探索. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂SD大鼠, 月龄3 mo, 平均体质量为

120±5 g, 购于河南郑州大学实验动物中心, 在
温度22±3℃, 湿度40%-70%, 间隔12 h光照的

条件下饲养. 二乙基亚硝胺、PI购于Sigma公司; 
TERT、p53、actin抗体及化学发光试剂盒购于

Santa Cruz; FITC-IgM、碱磷酶-IgM购于北京
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中杉金桥.
1.2 方法 
1.2.1 分组及取材: 大鼠适应环境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[6]. 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 g/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. 
1.2.2 免疫荧光方法检测TERT蛋白表达: 组织

切片置柠檬酸抗原修复液修复, 200 g/L山羊血

清封闭后, 加抗TERT抗体(sc-7212, Santa Cruz) 
( 1∶6 0 0 ) 4℃孵育过夜 .  F I T C标记的二抗

(ZF-0311, 北京中杉)(1∶400)25℃孵育40 min, 
20 mg/L PI(Sigma Aldrich Chemical Co., St. 
Louis, MO)室温标记细胞核后封片, 激光共聚焦

显微镜检测并对TERT蛋白的表达强度进行相对

荧光强度分析[7-8]. 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 P53蛋白表达的检测: 细胞总蛋白75 µg
在60 g/L SDS-PAGE中恒压电泳后转移至硝酸

纤维素膜上并用50 g/L的脱脂奶粉封闭. 加入

P53(sc-6243)(1∶50)和actin(sc-1616)(1∶1000)
一抗4℃孵育过夜. ECL(sc-2048)化学发光检测

试剂盒进行显色. Labworks 4.0软件(UVP, Inc. 
USA)定量分析表达强度. Actin作为内对照. 每组

实验重复3次. 
1 .2.4 端粒酶活性的检测 :  用Te l o TA G G G 
Telomerase PCR ELISA试剂盒以端粒重复序列

扩增法(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m e a n±S D表

示, S P S S11.0软件对实验数据进行方差分析

(ANOVA), P <0.05有显著性差异, P <0.01有极显

著差异.

2  结果

2.1 肝癌发生过程中TERT蛋白表达的动态变化 
免疫荧光结果显示TERT在整个诱癌时期的表

www.wjgnet.com

■研发前沿
端粒酶和P53在肿
瘤发生中的作用
是肿瘤研究领域
的一大热点. 探寻
二者在肿瘤发生
的相互作用对肿
瘤的防治都将具
有重要的意义.
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达呈逐渐升高的趋势(图1). 对照组有少量TERT
表达. 造模组在炎症期即表达升高, 在随后的肝

硬化及肝癌期表达量激增. 定量分析显示炎症

期TERT蛋白表达强度为6.43±1.14, 与对照组

(4.48±0.09)相比未有显著性差异. 而至肝硬变

和肝癌期其表达量分别为13.47±0.66和18.36±
4.36, 是对照组的3.00-4.10倍, 有极显著性差异

(P  = 0.000, 图2A). 
2.2 端粒酶活性的变化 对照组端粒酶活性较低

为22.90%±2.33%. 造模组的炎症期端粒酶活

性为34.47%±6.21%(P  = 0.007). 随着病变的进

展, 端粒酶相对活性在肝硬化期急增至62.90%
±2.65%(P  = 0.000), 并在其后的癌症发生过程

中持续保持这一高水平(64.27%±3.30%)(P  = 
0.000, 图2B). 
2.3 P53蛋白表达的变化 Western blot检测结果

显示P53在肝癌发生过程中呈先上升后下降的

趋势(图3). 对照组有少量表达的P53. 造模组在

炎症早期P53表达骤增, 随后在炎症后期和肝硬

化期表达量将至正常以下. 至肝癌阶段几乎检

测不出. 定量分析表明正常组织P53的表达量为

2.19%±0.15%. 而在炎症期为3.53%±0.17%, 是
正常表达量的1.61倍, 有显著性差异(P  = 0.00). 
随诱癌时间的延长, 肝硬化期P53的表达量进一

步减少至0.98%±0.05%, 是正常组织的0.45倍. 
而在肝癌期几乎检测不到P53的表达(图2C).
2.4 TERT、端粒酶及P53之间的相关性 统计学

分析显示TERT与端粒酶呈正相关(r  = 0.954, P  = 
0.046), 而二者与P53均无相关性. 

3  讨论

肿瘤的发生是一多因素相互作用的极其复杂的

过程. 端粒酶在肿瘤发生中具有双重作用, 其不

仅可促进肿瘤的发生, 还可作为肿瘤抑制子抑

制肿瘤的发生. 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

性显著升高, 且研究发现其催化亚基TERT的过

表达可引起细胞的永生化[9]. P53是一肿瘤抑制

因子, 正常细胞端粒长度的程序性缩短及由此

产生的端粒功能丧失可激活依赖P53的信号通

路, 同时P53又可抑制端粒酶活性[5,10]. 故本研究

对TERT和P53蛋白在肝细胞肝癌发生的动态变

A B C D

50 mm50 mm50 mm50 mm

图  1  大鼠肝癌诱癌过程中TERT的表达(免疫荧光). A: 对照组; B: 炎症期; C: 肝硬化期; D: 肝癌期.

图  2  TERT、端粒酶及P53在大鼠肝癌发生中的变化. A: 

TERT; B: 端粒酶; C: P53. aP<0.05, bP<0.01 vs  对照组.
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■创新盘点
本研究首次运用
大鼠肝癌模型对
端 粒 酶 逆 转 录
酶、端粒酶及P53
的表达变化进行
了研究, 并对三者
的相关性进行了
初步探索. 
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化进行了初步探索. 
研究结果表明 ,  端粒酶活性随肝癌的发

生、发展逐步升高. 正常肝组织和炎症期组织

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. 癌变过程中TERT蛋白的表达变

化与端粒酶活性升高的趋势基本一致, 并呈正

相关(r  = 0.954, P  = 0.046). 提示TERT可调节端

粒酶活性且肿瘤细胞中端粒酶活性越高, 细胞

的恶性程度也越高[11-13]. 由于端粒酶的低水平

表达不仅可延长肝细胞的寿命, 还可增强其对

DNA损伤的耐受性及抑制细胞凋亡, 推测在对

照组及造模组炎症期中TERT和端粒酶的这种

表达方式对维持肝脏的正常功能起着积极的作

用[14]. 随着诱癌的进程, 端粒酶及其组分的高水

平表达促进病变由炎症期向肝硬化阶段的演进, 
并最终引起细胞不受调控的生长及癌症的发生. 
肝硬化阶段端粒酶和TERT的表达激增提示二者

的表达变化是诱癌早期事件, 因而可将异常表

达的TERT和端粒酶活性作为肿瘤诊治的早期指

标, 选择性抑制端粒酶和TERT的过表达极有可

能成为肿瘤治疗的又一可行方法[15-16]. 
肿瘤抑制因子P53在保护基因组的稳定性

方面起着重要的作用, 约60%的肿瘤细胞中可

检测到P53的失活. 本研究发现正常肝细胞P53
的表达量较低, 炎症期P53表达升高. 而肝硬化

期P53的表达量却急剧下降, 至肝癌期几乎检测

不到. 炎症期P53的表达上调可保护细胞避免

死亡并可有效剔除端粒酶受损细胞, 借此维持

正常肝细胞的数量和功能[17-19]. 在肝硬化及肝

癌期P53的表达失活不仅使其丧失了抑制肿瘤

发生的功能, 同时还可激活某些原癌基因, 从而

共同促进肿瘤的发生, 如P53的缺失可转录激活

c-Myc和TERT[20-22]. 
P53对端粒酶的调控可分为两类: (1)通过对

端粒酶全酶的亚细胞定位的直接调控; (2)通过

细胞周期的间接调控. 由于P53是TERT表达的

负调控子, 因而P53对端粒酶活性的直接调控是

通过P53与TERT启动子结合后抑制TERT的表达

实现的. 研究表明P53在其表达升高后的数小时

内就可抑制TERT的表达, 而且这种对TERT的抑

制作用不依赖于细胞周期的阻滞和凋亡. 因端

粒酶活性随细胞周期的变化而变化, 其在G1/S期
逐渐增加, S期达到高峰, G2/M期几乎不表达[23], 
所以P53又可通过调节Cyclin D1和Cyclin E的表

达间接调控端粒酶的活性[24]. 考虑到端粒酶和

TERT在整个诱癌时期的变化, P53可能对二者

的调控可能是一非常复杂的过程. 本研究发现

炎症期P53表达的升高不仅没有表现出TERT及
端粒酶的活性的显著降低, 相反, TERT及端粒

酶活性较对照组的表达还略有上升. 由于TERT
的少量增加可对抗P53引起的凋亡, 提示P53对
TERT的抑制可能需要在一定的阈值范围内实

现, 并且在P53升高的遗传背景下TERT的表达

升高可能起到延缓细胞衰老和延长细胞寿命的

作用[5,25]. 至肝硬化及肝癌时, P53的缺失使其失

去了对端粒酶及TERT表达的抑制作用, 因而促

进了二者活性的激增, 最终导致细胞向癌变方

向发展. 尽管我们的研究结果显示P53与端粒酶

和TERT在肿瘤发生中不存在相关性, 但三者在

诱癌过程中的表达变化提示P53的失活可能是

肿瘤发生过程中端粒酶活性升高和TERT过表达

所必需的. 随着端粒持续丢失、基因组不稳定

性增加, 在P53缺失的细胞中端粒酶活性的增加

有助于恢复细胞端粒的功能, 并为细胞提供选

择生长优势. 
总之, P53与TERT和端粒酶之间不仅是负调

控的关系, 很可能是一种相互拮抗的动态变化

过程. 而这种复杂的相互关系反映了一种动静

态平衡在癌症发生中的双重作用. 这种平衡的

维持对细胞是一种保护作用, 一旦被打破, 就可

能促使细胞向癌变的方向发展. 同时提示三者

可作为肿瘤诊治的候选指标.
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