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以端粒酶为靶标抗癌药物筛选模型建立及端粒酶抑制剂筛选
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Determination of Telomerase from HeLa Cells as a Target for

Screening Antitumor Agents
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Abstract 　Telomerase , a ribonucleoprotein enzyme , has been found in immortalized but not in most somatic
adult human tissues , and thus emerged as a novel target for cancer chemotherapy. Recently it has been found
that telomerase is a fruitful target for oncologic drug development . A new method for screening antitumor agents
by using telomerase as a target has been established according to the phenomena that the enzyme activity can be
affected by some types of antitumor agents or chemicals. The telomerase was extracted from HeLa cells. The
telomeric repeat amplification protocol ( TRAP) was used to measure enzyme activity. Telomerase activity can
be inhibited by 4 kinds of chemical compounds.
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　　新药研究与开发离不开筛选模型 ,而筛选模型

的关键是寻找、确定和制备药物筛选靶 ———药靶. 近

来研究表明 ,端粒酶与恶性肿瘤的发生和发展有着

密切的关系 ,端粒酶在恶性肿瘤细胞中表达率占

80 %～90 % ,而在正常体细胞中不表达[1～4 ]
. 这表明

端粒酶在维持肿瘤细胞的增殖中起着重要作用. 抑

制端粒酶的活性有可能抑制肿瘤的生长 ,因而端粒

酶被认为是恶性肿瘤诊断和治疗的新靶标. 以端粒

酶为抗癌药物作用的靶标 ,建立抗癌药物筛选模型 ,

在分子水平上筛选针对端粒酶的抑制剂 ,进而获得

特异性高、针对性强、毒副作用小的新型广谱的抗癌

药物 ,成为探索癌症治疗新途径. 本实验采用端粒重

复扩增法 (TRAP) ,以 HeLa 细胞为材料 ,提取并建立

了端粒酶活性测定方法 ,并以该酶为靶标 ,建立了筛

选抗癌药物的新方法 ,并从 91 种小分子化合物中筛

选到了 4 种具有开发潜力的抑制剂.

1 　材料和方法

111 　试剂

HeLa 细胞株为本室保存 ; TRAP 法测定端粒酶

活性用引物由本室合成 ,正向引物 (TS)为 :5′2A A T C

C GT C GA GCA GA GT T23′,逆向引物 (CX)为 : 5′2

C C C TA C C C T TA C C C T TA C C C TAA23′;端粒酶

活性检测试剂盒由本室制备 ; CHAPS (32cholami2do2
propyl2dimethylammonoio212propanesulfonate ) 为 Sigma

公司产品 ; Taq 酶和 dNTP 为 Promega 公司产品 ;

DMEM 培养基为 Gibco 公司产品 ;其它试剂均为进

口和国产分析纯试剂 ;小分子化合物由郑州大学药

物所提供 ,均为化学合成或从中药提取的单体有机

化合物. 高三尖杉酯碱和三尖杉酯碱由杭州民生制

药厂生产 ,环磷酰胺由上海第十二制药厂生产 ,32氨
基苯甲酰胺 (3AB)为 Sigma 产品 ,羟基喜树碱由黄石

市第三制药厂生产 ,平阳霉素由天津市河北制药总

厂生产 ,顺铂由冶金部贵金属研究所生产 ,丝裂霉素

C为日本协和发酵工业株式会社生产 ,羟基脲为

Fluka 产品.
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112 　方法

11211 　制备端粒酶提取液 　用含 10 %小牛血清的

DMEM培养液进行 HeLa 细胞培养 ,收获细胞 ,用

PBS洗两次 ,离心收集细胞. 参照 Kim 等[1 ] 的方法制

备端粒酶提取液. 每 10
6 细胞加 100μl 细胞裂解缓

冲液 (10 mmolΠL Tris2HCl ,pH 715 ,1 mmolΠL MgCl2 ,1

mmolΠL EGTA , 011 mmolΠL PMSF , 5 mmolΠL 巯基乙

醇 ,015 %CHAPS ,10 %甘油) ,冰浴裂解细胞 30 min.

于 4 ℃16 000 g 离心 25 min. 收集上清液 ,用考马斯

亮蓝法测定蛋白质浓度 ,小量分装 , - 70 ℃冻存.

11212 　药物对端粒酶活性的影响 　对 Kim 等的方

法加以改进 ,由本室制备端粒酶活性检测试剂盒. 91

种不同的化合物和 9 种常用抗癌药物分别用无菌水

或二甲基亚砜溶解. 在反应体系中加入 015μl (016

μg 蛋白)端粒酶提取液 ,25μl 端粒酶活性测定反应

液 ,0125μl 化合物或抗癌药物 , Taq 酶 2 U ,室温放

置 15 min , 再加入 013μl TS引物 ,30 ℃反应 20 min.

再加 CX引物 013μl ,石蜡油 20μl . 按如下条件进行

PCR 扩增 :94 ℃变性 30 s ,60 ℃退火 30 s ,72 ℃延伸 30

s ,在 PTC251B 型 DNA 合成仪上扩增 30 个循环. PCR

产物在 10 %聚丙烯酰胺凝胶中电泳 ,银染色. 染色

方法如下 :1. 将聚丙烯酰胺凝胶用 5 倍凝胶体积的

固定液 (固定液为含 10 %乙醇和 015 %乙酸的水溶

液)浸没 ,充分振荡 5 min ;2. 向固定液中加入 20 %的

硝酸银贮存液使固定液中硝酸银的终浓度为

012 % ,振荡染色 5～10 min ;3. 倾去染色液 ,将凝胶

用水洗涤 2～3 次 ,每次 30 s ,倾干水分 ;4. 将凝胶转

移到 5 倍凝胶体积的显色液 (显色液为含 3 %氢氧

化钠和 011 %甲醛的水溶液) 中 ,振荡 ,直至条带出

现 ,一般约需 3～10 min 左右 ;5. 将显色液倾去 ,用水

洗涤 1～2 次 ,将凝胶转移到固定液中 ,固定 5 min 即

可. 用 Bio2Rad 图像分析仪进行观察并照相.

11213 　药物对 Taq 酶活性的影响 　用本室制备荧

光蛋白基因扩增试剂盒检测药物对端粒酶活性的影

响. 取 25μl 扩增反应液 ,加入 015μl 含荧光蛋白基

因片段的 pEGFP 质粒 ,0125μl 化合物或抗癌药物 ,2

U Taq 酶 ,石蜡油 20μl ,室温放置 15 min. 按如下条

件进行 PCR 扩增 :94 ℃变性 30 s ,60 ℃退火 30 s ,72 ℃

延伸 30 s ,在 PTC251B 型 DNA 合成仪上扩增 30 个循

环. PCR 产物在 2 %琼脂糖凝胶中进行电泳 , EB 染

色 ,用 Bio2Rad 图像分析仪进行观察并照相.

11214 　药物对 HeLa 细胞生长的抑制 　HeLa 细胞

用含 10 %小牛血清的 DMEM 培养液进行细胞培养 ,

在 96 孔细胞培养板中 ,每孔加 3 ×103 细胞 (012 ml)

培养过夜 ,再分别加入 H9、H13、H30 号和 B1 号化合

物 ,浓度为 6 mgΠL、3 mgΠL、1 mgΠL 和 015 mgΠL ,每个

浓度 3 孔 ,并设置阴性对照. 24 h 换液 ,同时加入化

合物 ,培养 72 h ,用 MTT染色 ,492 nm测定光吸收.

2 　结果

采用本实验方法筛选了 91 种分离纯化的天然

和化学合成的小分子化合物 ,以及 9 种常用抗癌药

物.小分子化合物由三大类构成 ,一类是酚类糖苷 ,

一类是糖类衍生物 ,另一类是冬凌草甲素衍生物. 实

验中阴性对照为热灭活 HeLa 细胞提取液 ,端粒酶已

经失活 ,故在凝胶电泳图谱中不显示条带 ;阳性对照

为未经处理的 HeLa 细胞提取液 ,端粒酶活性保持良

好 ,故在凝胶电泳图谱中显示条带. 实验中银染结果

越接近阴性对照 ,表明端粒酶活性越低 ,化合物对端

粒酶的抑制效果越好 ;实验中银染结果越接近阳性

对照 ,表明化合物对端粒酶的抑制作用越弱或没有

作用. 91 种小分子化合物对端粒酶活性抑制筛选中

发现 H9、H13、H14、H30 和 B1 对端粒酶活性有抑制

Fig. 1 　Effect of chemicals on telomerase activities

1. Positive control ; 2. Negative control ; 3. B1 ; 4. D1 ; 5. E ;

6. H30 ; 7. H14 ; 8. H13 ; 9. H11 ; 10. H7 ; 11. H9 ; 12. H5 ; 13.

H3 (Concentration of all chemicals is 200 mgΠL)

作用 ( Fig. 1) . 在 9 种常用抗癌药物中 ,发现羟基喜

树碱对端粒酶活性有抑制作用 ( Fig. 2) . 为了证明药

物的作用是针对端粒酶还是 Taq 酶 ,进行了药物对

Taq 酶作用实验 ,结果表明 B1 和羟基喜树碱对 Taq

酶有不同程度的抑制作用. H9、H13、H14 和 H30 对

Taq 酶无明显作用 (Fig. 3) . 因此 ,可以初步认定化合

物 H9、H13、H14 和 H30 在体外对端粒酶活性有抑制
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作用.

为了检测 B1、H9、H13 和 H30 在细胞水平对细

胞生长的影响 ,将不同浓度的 B1、H9、H13 和 H30 加

到 HeLa 细胞培养液中 ,作用 72 h ,结果表明均对

HeLa 细胞生长有抑制作用 (Fig. 4) ,并且有一定的剂

量依赖关系.

Fig. 2 　Effect of antitumor drugs and chemicals on telomerase

activities

1 :Cyclophosphamide (10 mgΠL) ; 2 :Hydroxyurea (10 mgΠL) ; 3 :Mi2

tomycin C(4 mgΠL) ; 4 :3AB (200μmolΠL) ; 5 : Pingyangmycin (10

mgΠL) ; 6 :HHT(10 mgΠL) ; 7 : HT(10 mgΠL) ; 8 : Hydroxycampto2

thecin(10 mgΠL) ; 9 : Cis2platinum complex (10 mgΠL) ; 10 : H86

(200 mgΠL) ; 11 :H90 (200 mgΠL) ; 12 :Negative control ; 13 :Posi2

tive control

Fig. 3 　Effect of antitumor drugs and chemicals on Taq activities

1. Negative control ; 2. Positive Control ; 3. Hydroxycamptothecin ;

4. H5 ; 5. H7 ; 6. H9 ; 7. H13 ; 8. H14 ; 9. H30 ; 10. B1

3 　讨论

由于端粒酶在细胞内有重要作用及与癌症有着

密切的关系 ,人们对端粒酶的研究将愈来愈受到重

视. 抑制端粒酶活性的研究虽然才刚刚起步 ,但由于

端粒酶自身的特殊性 ,在反义核酸、核酶及小分子抑

制剂方面都取得了可喜的进展. Norton 等[5 ] 针对端

粒酶 RNA 模板区设计合成了不同长度的反义硫代

Fig. 4 　Inhibition of proliferation of HeLa cells by different concen2

tration of B1 ,H9 ,H13 and H30

寡核苷酸 (PS)和肽核酸 (PNA) ,PS 和 PNA 对细胞抽

提物中的端粒酶和细胞内的端粒酶均有不同程度的

抑制效果. Kanazawa 等[6 ] 设计了一种锤头型核酶

(TeloRZ)抑制端粒酶的活性. Yegorov
[7 ] 和Blackburn[8 ]

实验表明 ,逆转录酶抑制剂 ddG 、AZT和 Carbovir 可

以抑制端粒酶的活性. Xu 等[9 ] 用细胞分化诱导剂全

反式视黄酸 (ATRA) 和 1α,252二羟维生素 D3 (VD3)

分别诱导 HL60 细胞分化 ,通过细胞分化途径间接

抑制端粒酶. 本实验针对端粒酶分子作用机制试图

寻找针对端粒酶的小分子药物 ,通过抑制端粒酶活

性特异性抑制恶性肿瘤细胞的生长. 为此 ,我们建立

了端粒酶抑制剂筛选模型 ,利用 Kim 等建立的 TRAP

端粒酶活性测定方法 ,首先在体外筛选能够抑制

TRAP 反应的可能的端粒酶抑制剂 ,然后直接利用

PCR 扩增反应对抑制 TRAP 反应的化合物是否是抑

制 Taq 酶活性进行确证 ,避免造成假阳性 ;在此基

础上进行细胞水平的抑制癌细胞生长研究 ,在 9 种

已知癌症治疗药物和 91 种化合物中初步筛选到了

H9、H13、H14 和 H30. 其在体外可以抑制端粒酶的活

性 ,检测的 H9、H13 和 H30 对培养的 HeLa 细胞生长

具有抑制作用 ,表明该类化合物具有抗癌的潜力. 但

对于该类化合物的特异性还需要进一步深入研究.

本实验采用改进的银染方法进行端粒酶活性测定 ,

避免了使用同位素带来的诸多不便. 在银染显色液

中用氢氧化钠代替一般 DNA 银染中使用的碳酸氢

钠 ,使染色时间大大缩短 ,染色过程不超过 30 min ,

而且操作也较一般 DNA 银染色方法简便 ,重复性

好. 非常适合大规模的药物筛选.

目前以端粒酶为靶标开发新型抗癌药物受到广

泛的关注. 本实验采用的筛选方法直接针对端粒酶

分子 ,可以在分子水平上针对特定的分子机制进行
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抗癌药物的筛选 ,避免了针对细胞进行药物筛选的

盲目性 ,因此该方法具有直接、快速、简便的优点 ,非

常适合于大规模的药物筛选. 因此在新药开发中 ,作

为一种新的手段有重要意义. 随着对端粒酶结构、作

用机制、表达调控和端粒酶与癌症关系的深入研究 ,

通过抑制端粒酶的活性抑制癌细胞的生长会有很大

的潜力 ,有望成为今后治疗癌症的一种有效广谱的

手段.
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