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Abstract 

· AlM ： To study the restrain effects of telomerase 

inhibitor IFN—o【2b (Interferon—oc 2b) on the telomerase 

activity to uveaI melanoma ceIls of human eyes． 

·M ETHODS： Using IFN—a 2b individually with different 

c0ncentrati0n and time acted on the prima ry cuItu red 

uveaI melanoma celIs of human eyes and com pared with 

the controls． The changes of telomerase activity were 

observed by PCR—ELlSA and PCR—PAGE． The restrain 

results were com pared with a one—way analysis of 

variance(ANOVA)． 

·RESULTS：The tolemerase activity depressed as the 

increasing cOncentration and time of IFN一。c 2b．Significant 

inhibition appear at the c0ncentration attained 5OkU／L or 

the time attained 24 hours．At the point which 500 kU／L or 

the time attained 48 hours the tolemerase activity depressed 

very obviously． 

·CONCLUSl0N： As an effective telomerase inhibitor， 

IFN—a 2b can depress the tolemerase activity of uveal 

melanoma cells effectively．And it appeared concentration 

and time dependency． 

· KEYW ORDS： telomerase inhibitor；uveal melanoma； 

IFN—o(2b 

Cheng H，Xia Y，Lu XM，et a1．Inhibition effects of IFN一仪 2b on 

telomerase activity to cultured uveal melanoma of human eyes．／nt J 

Ophthahnol(Guoj7}~nke Zazhi 2009；9(3)：466—468 

摘要 

目的：研究端粒酶抑制剂 IFN一 2b对人葡萄膜黑色素瘤 

细胞端粒酶活性的抑制作用。 

方法：采用原代培养的人葡萄膜黑色素瘤细胞，用特定时 

间下不同浓度以及特定浓度下不同时间的端粒酶抑制剂 

IFN—oL 2b作用于体外培养的黑色素瘤细胞，并设立空白对 

照组。采用 PCR—ELISA法及 PCR—PAGE法测定细胞中端 

粒酶活性的变化，采用单因素方差进行统计分析。 

结果：随着 IFN— 2b浓度的增加及作用时间的延长，端粒 

酶的活性出现逐步的下降，在药物浓度达到50kU／L以及 

作用时问达到24h后，出现明显的抑制作用，并在500kU／L 

及48h达到抑制高峰。 

结论：IFN— 2b可有效降低体外培养的人葡萄膜黑色素 

瘤细胞的端粒酶活性，并呈浓度和时间依赖性。 

关键词：端粒酶抑制剂；葡萄膜黑色素瘤；IFN—ot 2b 
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0引言 

端粒酶在多数恶性肿瘤中呈现高表达，已成为恶性肿 

瘤的标记物之一。它因能够修补不断缩短的染色体末梢 

结构一端粒，使其具有无限增殖能力。抑制端粒酶的活 

性，可使肿瘤细胞恢复正常的凋亡过程 ，从而达到杀灭肿 

瘤细胞的作用 。我们采用端粒酶抑制剂干扰素 IFN．ot 

2b(Interferon一 2b)，作用于体外培养的恶性黑色素瘤细胞， 

以观察其对眼部恶性肿瘤细胞端粒酶活性的抑制作用。 

1材料和方法 

1．1材料 2004—07／2007—07葡萄膜黑色素瘤患者行眼球 

摘除术后的新鲜标本 l0例，1例为睫状体黑色素瘤 ，其余 

为脉络膜黑色素瘤。男6例，女4例；年龄27．0～53．0(平 

均 43．4)岁；均经病理学检查证实为脉络膜黑色素瘤。 

DMEM／F12 1：1十粉培养基为美国 INVITROGEN公司产 

品；胎牛血清购自杭州四季青生物工程材料研究所；胰蛋 

白酶为美国Sigma公司产品；IFN—ot 2b为先灵葆雅公司生 

产。葡萄膜黑色素瘤组织取 自局部麻醉下摘除的眼球，摘 
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除后 1h内取材。在无菌条件下，沿肿瘤对侧与肿瘤最大 

径平行剖开眼球，取出玻璃体及表面的视网膜组织。切取 

部分新鲜的有光泽的肿瘤组织置人 DMEM／F12加胎牛血 

清的培养液中，用眼科小剪刀将其剪碎并反复吹打，制成 

悬液 ，按(6～8)×10 个／L的细胞数接种于 6孔培养板 

中，加入 DMEM／F12胎牛血清培养液 ，置于 50mL／L CO， 

培养箱，37℃孵育，24h后即可见细胞伸 出伪足，贴壁 良 

好。置换培养液 ，去除细胞碎片及没有活性的游离细胞 。 

常规培养，待细胞基本融合时传代。将稳定生长的第 3代 

细胞接种于载玻片上，经 PBS液洗涤后 ，依次用甲醛、生 

理盐水及丙酮各原位固定 lOmin，应用黑色素细胞瘤特异 

性抗原 HMB 45对固定的细胞进行免疫组织化学染色。 

显微镜下判定细胞的纯度。 

1．2方法 将稳定生长的第 3代肿瘤细胞以 1×10 的细 

胞数接种于96孔培养板 ，培养 3d后，细胞贴壁 良好 ，置换 

新 鲜 培 养 液 200txL，加 入 不 同 浓 度 的 IFN一仅 2b。 以 

50000kU／L为最大浓度，分为5组，其余各组用无菌注射 

用水按 1／10稀释，浓度分别为 5000，500，50，5kU／L，同时 

设立 无 菌 注射 水 对 照组。药 物作 用 时 间 72h。另 以 

5O00kU／L为标准浓度 ，按照 96，72，48，24及 12h分别加 

入不同的孔中，以上每组均设 4个复孔。达到上述设定时 

间后，用胰酶 EDTA液消化获得细胞悬液，PBS洗涤后离心 

弃上清，立即加裂解液 200~L，冰浴 30min，4~C 15O00r／min 

离心 25min，取上清液约 160IxL分装 于 4个 Eppendoff管 

中保 存 于一80℃，取 稀 释 液 lOlL置 于 85℃ 水 浴 锅 中 

lOmin，灭活端粒酶，另取稀释液及灭活端粒酶的稀释液各 

2 L分装于两个 PCR(聚合酶链反应 )管 中，各加 lOlL 

TRAP(端粒重复放大测定法 ，telomerase repeat amplification 

protocol assay)反应混合液、Taq酶 33．34nkat及去离子水 

48 ，混匀后置 PCR循环仪中进行扩增反应 ，30℃保温 

30min，以完成端粒酶介导 的端粒延伸过程，循环参数为 

94℃ 30s，55℃ 30s，循环 34次。加 PCR反应产物 5 L到 

预先包被有链霉素亲和素的微孔板中，37℃孵育 1h，通过 

生物素链霉亲和素反应将端粒酶阳性产物 固定在微孔板 

上，1 XWashing Bufier清洗 5次后，加入含抗一DNP(二硝基 

苯酚)抗体的辣根过氧化物酶使其与端粒酶 阳性 PCR产 

物中的 DNP结合 ，室温下孵育 30min，加入 TMB显色剂 

100fxL显色 6min，最后加入终止液，酶标仪检测 450nm及 

690nm的吸光度值，端粒酶活性按公式 A=A le-A treated 

计算。同时将聚丙烯酰胺和甲叉聚丙烯酰按 19：1的比例 

及 5 X TEB缓冲液制备成聚丙烯酰胺凝胶，放置至少 1h 

使凝 胶 聚合 完全。然后 置 于垂直凝 胶 电泳仪 预 电泳 

30min。常规上样、银染及显色。本实验各组标本端粒酶 

活性的 PCR聚丙烯酰胺凝胶 电泳检测方法，均为按照 

TRAPeze ELISA端粒酶检测试剂盒的说明进行实验设计。 

所有检测标本均设立阳性及阴性对照。为保证实验的准 

确性 ，共设立 3种对照组 ：(1)污染控制对照组 ：仅加入裂 

解缓冲液，排除加样及操作过程中的污染造成的假阳性结 

果。(2)阴性对照组 ：鉴于端粒酶对温度敏感 ，高温下可 

降解灭活 ，故每个样本在检测前均提取 lOIxL经 80℃高温 

灭活设立 自身阴性对照组。(3)阳性对照组 ：同时设立端 

粒酶阳性细胞(1 000个)和端粒酶寡核苷酸(均为试剂盒 

中提供)两种阳性对照。 

统计学分析：采用SPSS 14．0统计软件包中单因素方 

差分析进行处理并进行两两 比较，P<0．05为有统计学 

意义 

表 1 IFN-o[2b对细胞端粒酶活性的影响 

2结 果 

2．1 PCR-ELISA 用不同浓度的 IFN．Ot 2b依次处理同样 

数量的脉络膜黑色素瘤细胞后，其端粒酶活性随着药物浓 

度的增大而逐渐下降，在药物浓度达到 50kU／L时，即可 

看到端粒酶活性开始大幅度下降 ，达到 500 kU／L时其活 

性与对照组相 比有显著性差异 (P<0．O1，表 1)。而用 

5O00kU／L的相同浓度处理细胞后 ，可以看到随着药物作 

用时间的延长 ，细胞端粒酶的活性也逐渐降低，在 24h即 

可出现端粒酶活性的抑制，48h与对照组有显著性差异(P< 

0．01，表 1)。但 IFN—OL 2b在最大浓度及最大作用时问均 

不能使端粒酶活性完全消失。但与对照组相比表明，在不 

同浓度的IFN— 2b及其不同作用时间梯度中的端粒酶活 

性，差异均有统计学意义(P<0．05)。 

2．2 PCR-PAGE 端粒酶活性按照待测组和污染控制对 

照组吸光度值之差△4计算。经 PCR后电泳可产生 36bp 

的内标带。此带在每条泳道中均应出现。端粒酶阳性对 

照和端粒酶阳性 的样本 TRAP产物行 电泳后均显示为 4 

条以上从 50bp开始的，相隔 6bp的梯形条带以及下方一 

条 36bp的内标带 ，条带越多 ，端粒酶活性越强。阴性对照 

和端粒酶阴性的标本只见到 36bp的内标带或梯形条带少 

于 4条。结果显示 ，表示端粒酶活性 的显色条带 ，随着 

IFN—Ot 2b的浓度增加及作用时间的延长越来越少。在浓 

度达 到 50kU／L后，条带 数 量 明显下 降，5O00kU／L及 

50O00kU／L浓度下的条带均少于 4条。而在时间梯度组， 

当作用时间达到24h后显色条带开始逐渐减少，48h后活 

性明显下降，而 72及 96h显色条带均少于 4条。表明其 

端粒酶活性已经很低(图 1 A，B)。 

3讨论 

端粒酶作为绝大多数恶性肿瘤的标记物，已在绝大多 

数恶性肿瘤中检测到高度表达⋯，而大多数正常组织中缺 

乏，使得从抑制端粒酶活性人手，开创新型的抗肿瘤疗法 

成为可能，并有望为恶性肿瘤的治疗寻找到新的突破 口。 

研究表明，去除端粒酶的活性，癌细胞的端粒将逐渐缩短 

并失去其无 限增殖能力 ’ 。脉络膜黑色素瘤是成年人 

最常见的眼内恶性肿瘤，由脉络膜内黑色素细胞或色素痣 

恶变而来。因其恶性度高，疗效差，目前仍有40％ ～50％ 

的死亡率 ，故探索新的、有效的治疗方法，一直是其研究 

的热点。我们的研究已表明，93．3％的葡萄膜黑色素瘤中 

端粒酶呈高表达，故抑制其端粒酶活性 ，有可能为葡萄膜 

黑色素瘤的治疗寻求新的方法。近年来的研究表明，IFN—Ot 

2b具有降低端粒酶活性的作用 ，成为一种新型的端粒酶 
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图 1 IF N —

CX 2 b 对 端 粒 酶 的 影 响 A ：十 扰 素 浓 度 5 0 0 0 0
，

5 0 0 0
，

5 0 0
，

5 0
，

5
，

Ok U／L ；B ：作 用 时 间

抑 制 剂 ， 也 为 其 抗 肿 瘤 作 用 的 原 理 增 加 了 新 的佐 证 。 我 们

发 现 ， 葡 萄 膜 黑 色 素 瘤 细 胞 的 端 粒 酶 活 性 随 着 I F N — Ot 2 b

的 药 物 浓 度 的 增 加 而 逐 渐 降 低 ， 在 5 0 k U／L 的 浓 度 之 前 ，

端 粒 酶 活 性 仅 略 微 下 降 ， 而 达 到 5 0 0 k U ／L 后 即 出 现 显 著

的下 降趋 势 ，
5 0 0 0 k U ／L 之 后 即 维 持 在 低 水 平 。 与 此 同 时 ，

我 们 在 研 究 巾 发 现 ， 细 胞 在 I F N — Ot 2 b 浓 度 达 到 5 0 0 k U ／L

之 后 即 出现 大 量 死 亡 ， 但 细 胞 端 粒 酶 活 性 的 明显 降 低 出 现

在 5 0 k U ／L 的 浓 度 点 上 ， 表 明 端 粒 酶 活 性 的 下 降 先 于 细 胞

的 死 亡 ， 细 胞 端 粒 酶 活 性 的 降 低 有 可 能 是 细 胞 死 亡 的 原

凶 。 在 5 0 0 0 k U ／L 的 固 定 浓 度 时 ， 随 着 作 用 时 间 的 延 长 ，

其端 粒 酶 活 性 及 细 胞 抑 制 率 出 现 与 浓 度 梯 度 相 似 的 变 化 ，

端 粒 酶 活 性 在 2 4 h 出 现 明 显 下 降 ， 在 7 2 h 其 下 降 趋 势 逐 渐

趋 缓 ， 其 活 性 维 持 在 低 水 平 ， 但 两 种 方 法 均 未 能 使 端 粒 酶

活 性 完 全 消 失 。 从 凝 胶 电 泳 的 图 象 可 以 看 出 ， 随 着 药 物 浓

度 及 作 用 时 间 的 增 加 ， 端 粒 酶 的 显 影 条 带 越 来 越 少 ， 在 浓

度 达 到 5 0 k U ／[ ． 以 上 及 时 问 达 到 2 4 h 后 ， 端 粒 酶 活 性 条 带

均 降低 到 4 条 以 下 ， 清 楚 地 显 示 出 其 抑 制 作 用 。 降 低 端 粒

酶 活 性 的 机 制 ， 目前 尚不 十 分 清 楚 ， 但 可 能 与 其 能 影 响 端

粒 酶 的催 化 亚 基 一 端 粒 酶 逆 转 录 酶 ( h u m a n t e l o m e r a s e r e —

v e r s e t r a n s c r i p t a s e
，

h T E R T ) 及 c ～ M y c 基 凶 有 关 。 研 究 表

明 ，
c — M y c 基 冈 的 高 表 达 对 h T E R T 的 表 达 有 至 关 重 要 的 影

响
” ’ ⋯

， 而 h T E R T 的 高 表 达 又 可 引 起 端 粒 酶 活 性 的 增 高 。

W a n g 等
” 0

用 反 转 录 病 毒 将 c — M y c 基 因 转 至 人 上 皮 细 胞

中 ， 结 果 发 现 其 h T E R T 水 平 增 高 了 5 0 倍 。 而 A k i y a m a

等
” 0

及 孟 志 强 等
一 。

发 现 ，
I F N —

d 2 b 可 有 效 降低 D a u d i 细 胞

中及 肝 癌 细 胞 c — m y c 基 因 的水 平 ， 因 此 ，
I F N — a 2 b 降 低 葡 萄

膜 黑 色 素 瘤 细 胞 的 端 粒 酶 活 性 很 可 能 是 通 过 c — M y c —

h T E R T 一 端 粒 酶 这 样 一 个 作 用 轴 来 完 成 。 最 近 人 h T E R T 的

结 构 和 h T E R T 基 冈 已 被 识 别
” ” 川

， 发 现 在 h TE R T 基 因 5
’

端 的 部 分 启 动 子 编 码 中包 含 有 数 个 c - M y c 蛋 白联 结 的 位

点 ( E ． B o x ) ， 转 染 表 达 c — M y c 的 质 粒 后 ，
h T E R T 的 表 达 大 大

提 高 ， 而 端 粒 酶 活 性 也 升 高 ， 这 说 明 h T E R T 基 因 是 c — M y c

转 录 的 目标
” 。

。 但 干 扰 素 对 癌 细 胞 的 作 用 机 制 很 复 杂 ，

细胞 表 面 存在 着 干 扰 素 的 受 体 ， 干 扰 素 通 过 与 受 体 结 合 ，

对 多 种 细 胞 因 子 产 生 调 节 作 用 ， 包 括 生 长 因 子 、 蛋 白激 酶

和 酪 氨 酸 激 酶 、 信 号 传 递 过 程 及 诱 导 分 化 等 ， 且 有 文 献 报

道 I F N 一 仅 2 b 对 细 胞 周 期 也 有 影 响 ， 因 此 亦 可 能 存 在 另 外

的机 制 。

I F N 一 仪 2 b 是 由 白细 胞 产 生 的 具 有 抗 增 殖 活 性 的 细 胞

因 子 ， 是 肿 瘤 生 物 治 疗 中重 要 的 免 疫 调 节 剂 。 目前 利 用 基

冈 工 程 重 组 的 人 干 扰 素 已 广 泛 应 用 于 病 毒 性 疾 病 和 恶 性

肿 瘤 的 治 疗 中 。 近 年 来 已 陆 续 有 研 究 从 其 降低 端 粒 酶 的

角 度 来 剖 析 其 对 全 身 恶 性 肿 瘤 的 治 疗 作 用 及 作 用 机 制 。

本 研 究 表 明 ，
I F N — Ot 2 b 作 为 一 种 端 粒 酶 抑 制 剂 ， 可 有 效 降

低 脉 络 膜 黑 色 素瘤 细 胞 端 粒 酶 活 性 ， 从 而 抑 制 肿 瘤 细 胞 的

生 长 ， 有 望 为 脉 络 膜 黑 色 素 瘤 的 临 床化 疗 提 供 更 多 的 理 论

依 据 和 思 路 。
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