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端粒酶逆转录酶反义寡核苷酸对视网膜色素上皮
细胞增殖的抑制作用

朱宝义，王为农，潘小凤

摘 要 目 的 研 究 视 网 膜 色 素 上 皮 !"#$%&’()*%+,-&$)-*%$.-(%/,0)1234细 胞 中 端 粒 酶 逆 转 录 酶 !$-(5,-"’6-7"-8-"6-)$"’&69"%*$’6-，

:;1:4表达及其反义寡核苷酸<’&$%6-&6-)5(%+5&/9(-5$%=-6>7?@ABCD对其表达和细胞增生的抑制作用 >为增生性玻璃体视网膜病

变<*"5(%E-"’$%8-78%$"-57"-$%&5*’$.F>72G1D治疗探索基因治疗新途径。方法 体外培养兔眼 12; 细胞>在不同时间采用链霉亲合素

H 生 物 素 化 过 氧 化 物 酶 复 合 物I6$"-*$5’8%=%&HJ%5$%&H-&KF,-795,*(-L>7@?MND免 疫 组 织 化 学 法 检 测 :;1: 的 表 达 ；不 同 浓 度 的

:;1:O?@ABC和正义寡核苷酸<6-&6-75(%+5=-5LF&/9(-5$%=-6>7@ABCD分别作用于体外培养的 12; 细胞，采用免疫组织化学方法

检测 :;1: 的 表 达 ；四 唑 盐 比 色 法<7P::D检 测 在 不 同 浓 度 的 :;1:7?@ABC和 @ABC作 用 下 12; 细 胞 生 长 活 性 及 其 生 长 抑

制率。结果 体外培养兔眼 12; 细胞可表达 :;1:，在 Q，RS! ,5(TU7?@ABC作用下，:;1: 的表达明显受抑制；:;1:7?@ABC
能明显抑制 12; 细胞增生活性，并呈剂量依赖性。结论 :;1:7?@ABC能序列特异性地抑制 12; 细胞 :;1:表达和增生活性。

关键词 视网膜色素上皮；反义寡核苷酸类；端粒酶逆转录酶
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增 生 性 玻 璃 体 视 网 膜 病 变 I*"5(%E-"’$%8-O8%$"-5O
"-$%&5*’$.F>O2G1D是一种难治性致盲眼病>主要与视

网膜色素上皮I12;D细胞的病理性增生有关。目前

常用的玻璃体手术治疗无法从细胞水平彻底清除

病变组织且难以防止手术后再增生；一般的抗增

生药物如 QH 氟尿嘧啶、阿霉素等由于对生物组织

毒性大、选择性差难以应用。端粒（$-(5,-"-）可完

成染色体末端的复制，防止染色体免遭融合、重组

和降解。端粒酶（$-(-,5"’6-）能以自身的 1C? 组

分为模板合成端粒 BC?序列，保持端粒的长度，

从而与细胞寿命和细胞增殖密切相关。端粒酶逆

转录酶（$-(5,-"’6- "-8-"6-O$"’&69"%*$’6-，:;1:）作

为端粒酶蛋白主要组分，被称为端粒酶活性作用

的限速因子eRf。端粒酶通常在除永生细胞系外的正

常组织无活性表达，而 :;1:则可在正常组织中表

达 egf。鉴于 :;1: 在细胞增生过程中的重要作用，

我们利用反义核酸治疗技术0通过封闭 :;1: 基因

表达而抑制 12; 细胞增生0为防治 2G1 探索基因

治疗的新途径。

R 材料和方法

RhR 材料 摘取健康灰色家兔眼球0按常规酶消化

法眼杯内收获 12; 细胞，加入含 gSS,UTU新生牛

血清的改良 ;’+(- 培养液 IB/J(-995’6,5=%E%-=O;’i
+(-O,-=%/,0OBP;Pj，吹打制成细胞悬液；最后以细

胞 密 度 Q!RS^T,U 接 种 于 培 养 瓶 中 ，置 _^"、饱 和

湿度、QS,UTUONAg 的培养箱中培养和传代。取第 _
代的培养细胞>用博士德公司试剂盒作角蛋白免疫作者单位：（^RSS__）中国西安第四军医大学唐都医院眼科

·实验研究·
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¡2  ODN ¡¢£RPE ¡¢£¤¥¦              (A,    s,n=6)
¡¢ 0  m ol/L 2.5  m ol/L 5  m ol/L 10  m ol/L
ASODN TERT 0.84  0.13 0.77  0.14a 0.53  0.07b 0.49  0.09b

SODN TERT 0.84  0.13 0.87  0.12 0.82  0.15 0.79  0.09
aP <0.05 vs 0  m ol/L ¡; bP <0.01 vs 2.5  m ol/L ¡
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¡1  ODN ¡¢£RPE ¡¢£TERT¡¢£¤¥  (    s % ,n=6)
¡¢ 0  m ol/L 2.5  m ol/L 5  m ol/L 10  m ol/L
ASODN TERT 38  5 35  5a 27  6b 24  6b

SODN TERT 38  5 39  6 39  7 37  6
aP <0.05; bP <0.01 vs 0  m ol/L ¡
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组织化学检测。

$(! 方法

$)!)*+ ,-. 细胞 /.,/ 免疫化学检测 取第 0 代

的 ,-. 细胞1以细胞数为 0!$2345 的密度接种于置

有玻片的 !% 孔板6022! "! 孔#。$%&，’()"!" *+,

条件下，在含 ,(()"!" 新生牛血清的培养液培养

,-，-.，%,/ 后0 取出长有细胞的玻片用 123* 法作

4564 免疫组织化学检测：一抗为 4564 小鼠抗人

7兔、鼠#单克隆抗体7389:;< 产品#，滴度 =>=((，二抗

为羊抗鼠生物素化二抗7=>=((#。
$)!)!789: 作用下 ,-. 细胞 /.,/ 表达 寡核苷

酸 6;<=>;?@;&AB=C;DEF<@G=?@189:H备 用 原 液 的 制 备 采

用与以 /.,/7I,:J翻译启起密码子为起点的一

段序列，与该序列互补的为 JK89:，与该序列相

同 的 为 K89:， 序 列 分 别 为 L7 0MNO PJP+QPQ+PPP+
/QJ+//P+/PQ+/N#R+ SJK89:T，0?N+ JPQ+JQJ+J/P+
JQQ+QPQ+PQ/+Q+N# ?SK89:T。由上海百沃斯生物公

司 采 用 9:J 生 物 合 成 仪 合 成 ，全 硫 代 修 饰 ，聚 丙

烯酰胺凝胶电泳纯化后冻干粉保存。临用前再加

入 9U.U液，稀释成 !)0，0 和 *2! )8@!" 使用。取

第 0 代的 ,-. 细胞，以细胞数 0!*2%4I5 密度接种

于置有玻片的 !% 孔板S022! "! 孔#，常规培养 ,-/
后，吸 弃 含 血 清 培 养 液 ，每 孔 分 别 加 入 ’((! " 的

含 有 上 述 $ 种 浓 度 的 21+AB 和 1+AB 的 AC5C
液，及无 +AB 混合液的空白对 照 AC5C 液 。在

$%& 、’()"!" *+, 条 件 下 孵 育 =,/ 后 加 入 含

,(()"!" 新生牛血清的培养液 ’((! "! 孔，继续

培养 =,/，取出长有细胞的玻片按前述 123* 法作

4564 免疫组织化学检测。结果采用盲法计数，细

胞核内呈棕黄染色为阳性标志。每张培养玻片随

机选取四周及中央视野，在显微镜下计数阳性细

胞率，其平均值即代表 4564 阳性表达率。各实验

组分别与空白对照组比较， 采用方差分析行统计

学处理。

*)!)#+,-. 细胞活性检测 U//试验进行 ,-. 细

胞的活性检测。取第 0 代 ,-. 细胞，以细胞数为

*!*2V45 密 度 的 细 胞 悬 液 接 种 WX 孔 板 ，$22! "!
孔。常规培养 ,-/ 后换以含上述 $ 种浓度7每一浓

度 D 个平行孔# 的 21+AB 和 1+AB 混合液 AC5C
液，=((! "! 孔，分别作为反义组和正义对照组，并

各设空白对照。在 $%&，’()"!" *+, 条件下孵育

=,/ 后，每孔加入含 ,(()"!" 新生牛血清的培养

液 =((! " 继 续 培 养 =,/， 然 后 每 孔 吸 出 上 清 液

=((! " 再加 ’E!" C44 ,(! "，继续培养 -/ 后，

弃去上清液，加入二甲亚砜 =’(! "，振摇 =’)FG，于

酶标仪 ’’(G) 波长下测吸光度72 #。2 值用7H I9 #表
示，采用方差分析行统计学处理。

! 结果

!)$7,-. 细 胞 免 疫 组 织 化 学 鉴 定 原 代 培 养 的 兔

6J5 细胞多呈扁型或多角形，细胞质内富含棕褐

色颗粒，传代后色素颗粒消失，细胞形态转为梭

形。角蛋白阳性细胞细胞质呈棕黄色着色，阳性率

几乎达 =((K。

!)!7 JK89: 对 ,-. 细 胞 /.,/ 表 达 的 抑 制

/.,/ 免疫组织化学 检 测 显 示 阳 性 表 达 细 胞 核 呈

斑块状或点状染色，其中部分染色较淡呈弱阳性

表达（图 $）。免疫组织化学检测显示 0，$2! I;<45
的 JK89:对 /.,/ 的表达有明显的抑制作用，其

表达阳性率分别为6!3IXTY，S!%IXTZ，而空白对照

组 /.,/ 的表达阳性率为S#VI0TZ，与该对照组比

较 -+[2)2*，有显著统计学意义。K89:各浓度组作

用下的阳性表达率与空白对照组相近S-+\2)20，表 $T。
!)#+ JK89: 对 ,-. 细 胞 增 生 活 性 的 抑 制 作 用

JK89:+!)0，0 和 $2! I;<45 浓 度 组 与 2! I;<45 浓

度组比较0细胞的 J 值有显著意义。这提示 JK89:
对 ,-. 细 胞 的 抑 制 作 用 可 能 具 有 剂 量 依 赖 性 。

K89:组各浓度与 2! I;<45浓度组比较，均无显

著性的意义 S表 !T。

#+讨论

-], 主要表现为增生细胞在视网膜和玻璃体

腔形成 具 有 收 缩 能 力 的 细 胞 性 膜 ，,-. 细 胞 作 为

一类主要的细胞成分参与了这种病理性增生过程 #̂_%‘，

通过控制 ,-. 细胞增生相关基因表达而抑制其反

应性增生过程，有望防治 -],。端粒酶是一种 ,:J
依赖性的 9:J聚合酶，主要由端粒酶 ,:J 组分

#2
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!"#$、"%&" 和端粒酶相关蛋白（"%’(）) 个亚单位

组成。"& 是端粒 *+,合成的模板，"%’( 功能尚未

明确，"%&" 是端粒酶的催化亚基，是决定端粒酶

活性的限速因子。"%&" 可在端粒酶活性阴性的细

胞异位表达，从而使端粒酶活性重现，使细胞寿命

延长。-. 等/01报道 "%&" 的过度表达可引起心肌细

胞端粒酶活性显著增高，从而呈现增生、肥厚以及

寿命延长，23456347等 /81报道缺氧时大鼠肺血管平

滑肌细胞端粒酶活性显著增高，细胞寿命延长，均

提 示 "%&" 与 细 胞 增 殖 密 切 相 关 。 本 实 验 证 实 ，

&’% 细胞可表达 "%&"，其阳性表达率与细胞的增

生活性呈正相关，提示 "%&" 可能是 ’9& 的发病

机制之一。

图 (::兔 &’% 细胞 "%&" 的阳性表达 ;,<=!>??
,;-*+特异性抑制基因表达的能力的主要作

用机制之一是与翻译起始密码子结合，通过一种

直接的空间效应阻断核糖体与 6&+,结合及翻译

起始。我们采用硫代修饰的 ,;-*+@;A,;-*+$，即

核 苷 酸 片 段 骨 架 磷 上 的 羟 基 被 巯 基 取 代 。 ;A,A
;-*+无论在胞核或胞质内与 &+, 结合，均可大

量诱导激活核糖核酸酶 B，促进对 &+, 的降解；

无论在细胞内外，;A,;-*+ 均具有很强的抗核酸

酶活性 /C1。本实验结果显示，,;-*+可显著抑制

"%&" 在 &’% 细胞中的表达，这证实了 ,;-*+具

有较好的效能，而 ;-*+则对 "%&" 表达没有明显

作用。

反映细胞活性的 , 值也间接反映了细胞增生

功能状态，我们在检测 "%&" 表达同时采用 2""
比色法检测了 -*+对细胞增生的影响。统计学分

析显示 ,;-*+对 &’% 细胞的体外增生有不同程

度的抑制，并呈浓度依赖性，而 ;-*+作为 ,;-*+
的 对 照 处 理 ，则 无 显 著 性 影 响 ，从 而 显 示 出 ,A
;-*+序列特异性抑制基因表达及细胞增生的作

用。同时，在不同浓度 ,;-*+的作用下，"%&" 的

阳 性 表 达 率 与 &’% 细 胞 的 生 长 抑 制 有 明 显 相 关

性，提示 "%&" 可能是 &’% 细胞增生的机制之一。

,;-*+对 "%&" 的抑制作用则为临床上治疗 ’9&
提供一条很好的思路，但其具体机制尚需进一步

探讨。
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