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外源性人端粒酶逆转录酶基因转染对正常人毛乳头细胞的影响

刘官智，伍津津，朱堂友，鲁元刚，杨亚东，杨桂红* * （第三军医大学大坪医院野战外科研究所皮肤科，重庆市创伤愈合与
组织工程研究所，重庆 %"""%&）

* * 摘* 要：目的* 研究外源性人端粒酶逆转录酶（+,-./ 0123-14.51 4161451 04./574890.51，+:;<:）基因转染对体外培养
正常人毛乳头细胞的影响。方法* 采用脂质体转染法，将 +:;<: 基因导入体外培养的正常人毛乳头细胞，经 =%!’ 筛选
得到阳性克隆，连续传代培养。检测转染细胞内 +:;<: 基因的整合和表达情况，初步分析转染细胞的生物学特性。
结果* 转染后获得 ! 个阳性细胞克隆，扩大培养后细胞生长良好，传代次数增加，已连续传至 ($ 代。检测证实转染细胞
内 +:;<:基因在 >?@、-<?@ 和蛋白质水平均有表达，且此转染细胞具有体外培养正常毛乳头细胞的生物学特性。
结论* 外源性 +:;<:基因转染可以延长体外培养正常人毛乳头细胞的寿命且可保持其正常的生物学特性。
* * 关键词：毛乳头细胞；端粒酶；人端粒酶逆转录酶；转染
* * 中图法分类号：<(&&A ))；<(%$A $；<()%A &* * * 文献标识码：@

!""#$% &" ’()*+ %#,&)#-*.# -#/#-.# %-*+.$-01%*.# 2#+# %-*+."#$%0&+ &+ ’()*+ 3#-4
)*, 1*10,,* $#,,.
BCD =,./#E+8，FD G8/#H8/，IJD :./K#L3,，BD M,./#K./K，M@?= M.#N3/K，M@?= =,8#+3/K（>19.40-1/0 3O >14-.0323#
KL，C/5080,01 3O P,4K14L <151.47+，>.98/K J35980.2，:+84N Q8280.4L Q1N87.2 D/8614580L，R+3/KS8/K %"""%&，R+8/.）

* * 56.%-*$%：!"#$%&’($* :3 8/61508K.01 0+1 1OO170 3O +,-./ 0123-14.51 4161451 04./574890.51（+:;<:）K1/1
3/ /34-.2 +,-./ N14-.2 9.9822. 71225A )$&*+,-* :+1 +:;<: K1/1 T.5 8/043N,71N 8/03 7,20,41N /34-.2 +,-./
N14-.2 9.9822. 71225 UL B89353-1#-1N8.01N 04./5O17083/，0+1/ 0+1 93580861 71225 T141 5121701N T80+ =%!’A @O014
0+1 93580861 71225 T141 9.55.K1N 3/，0+1 8/01K4.083/ ./N 1V9415583/ 3O +:;<: K1/1 T141 N101701N ./N 0+1 U8323K#
87.2 7+.4.7014850875 3O 0+1 04./5O1701N 71225 T141 ./.2LE1NA .$-/0&-* @ 93580861 7122 723/1 T.5 5121701N，./N 0+1
($0+ 9.55.K1 3O 04./5O1701N N14-.2 9.9822. 71225 T.5 3U0.8/1N 53 O.4A ;V9415583/ 3O +:;<: K1/1 T.5 N101701N 3/
>?@，-<?@ ./N 943018/ 216125A :+1 04./5O1701N 71225 9355155 0+1 U8323K87.2 7+.4.7014850875 3O /34-.2 +,-./
N14-.2 9.9822. 71225A 1+2%0/-’+2 * :+1 28O159./ 3O /34-.2 +,-./ N14-.2 9.9822. 71225 7./ U1 1V01/N1N UL
+:;<: K1/1 04./5O17083/，./N 0+1 04./5O1701N 71225 W119 0+1 /34-.2 U8323K87.2 7+.4.7014850875A
* * 7#8 9&-3.：N14-.2 9.9822. 71225；0123-14.51；+,-./ 0123-14.51 4161451 04./574890.51；04./5O17083/

* * 毛乳头细胞在毛囊生长发育和周期性再生调控中
起主导作用［! X %］。研究毛乳头细胞生物学功能变化的

调控机制对毛囊生物学有重大意义［(，$］。在通常的体

外培养条件下，毛乳头细胞经过十几次的传代后就会

停止增殖，发生衰老和死亡，因此极大地限制了其研究

和应用。将外源性人端粒酶逆转录酶（+,-./ 0123-14#
.51 4161451 04./574890.51，+:;<:）基因转入目的细胞，
可诱导细胞端粒酶活性，延缓细胞衰老，甚至使细胞永

生化，是目前建立永生化细胞系的一种常用手段［Y］。

因此，我们应用基因转染技术，将外源性 +:;<: 基因
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导入体外培养的正常人头皮毛乳头细胞，以期延长毛乳

头细胞的寿命，甚至使细胞逾越危机期，实现永生化。

:; 材料与方法

!A !* 材料
* * 正常人头皮取自 ! 位整形美容门诊手术患者（患者已签署
知情同意书），女性，(" 岁。+:;<:荧光真核表达载体 9C<;P&#
;=[]#+:;<:（+:;<:全长 7>?@ 克隆至 9C<;P&#;=[] 荧光真
核表达载体的 !"#<!酶切位点之间），由第三军医大学西南医
院消化内科杨仕明教授惠赠。主要试剂：>Q;Q、胎牛血清购
自 =8U73公司，B893O170.-8/1:Q&""" 转染试剂盒购自 C/68043K1/
公司，$%& >?@ 酶、<:#]R< 试剂盒、>B &""" >?@ 标准购自
:.^.<.公司，免疫印迹试剂盒购自碧云天生物技术研究所，人
血管内皮生长因子（_;=[）;BCP@ 试剂盒购自晶美生物公司，
+:;<:多克隆抗体、"平滑肌肌动蛋白（"#5-330+ -,5721 .708/，
"#PQ@）单克隆抗体购自中杉公司。
!A &* 方法
!A &A !* 毛乳头细胞的分离与培养* * 采用伍津津等［Z］的酶消
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化法分离培养毛乳头细胞。

!" #" #$ 基因转染及阳性克隆的筛选 $ $ 扩增并提取质粒，将
产物按其构建时的方法进行酶切鉴定［%］。将培养的第 & 代毛
乳头细胞接种至 % 孔板，按 ’()*+,-./0(1,23#444 说明书进行基
因转染。#5 6后传代，57 6 后倒置荧光显微镜下观察荧光，部
分细胞有绿色荧光蛋白表达后，加入 544 !8 9 0: 的 ;5!7 进行
筛选，待对照组未转染细胞全部死亡后，将 ;5!7 浓度降为
#44 !8 9 0:继续维持筛选，直至出现阳性细胞克隆，滤纸片法将
细胞克隆移至 #5 孔板扩大培养。
!" #" &$ <=>检测 62?>2基因整合$ $ 提取第 & 代未转染毛乳
头细胞、第 &4 代转染毛乳头细胞和 @,’/ 细胞的基因组 ABC，
@,’/细胞为阳性对照。62?>2 上游：DEF=;;CC;C;2;2=2;F
;C;=CCF&E，下游：DEF;;C2;CC;=;;C;2=2;;CF&E，<=>产物
!5D G)。反应条件：HD I预变性 D 0(1；<=> 循环：H5 I &4 J，
D& I 5D J，K# I ! 0(1，&4 个循环，最后 K# I延伸 !4 0(1。
<=>产物以 #L琼脂糖凝胶电泳鉴定。
!" #" 5$ >2F<=>检测 62?>2 0>BC 表达$ $ 提取第 & 代未转
染毛乳头细胞、第 &4 代转染毛乳头细胞和 @,’/ 细胞的总
>BC，逆转录反应合成 -ABC。62?>2 引物序列及产物大小同
!" #" &，内参照 ;C<A@上游：DEFC==C=C;2==C2;==C2=C=F&E，下
游：DEF2==C==C===2;22;=2;2CF&E，<=>产物5D# G)。反应条件
同 !" #" &，<=>产物以 #L琼脂糖凝胶电泳鉴定。
!" #" D$ M,J.,N1 G:*. 检测 62?>2 蛋白表达 $ $ 取第 & 代未转
染毛乳头细胞、第 &4 代转染毛乳头细胞和 @,’/ 细胞，制备蛋
白样品，电泳、转膜后，以 62?>2 多克隆抗体为一抗，行免疫印
迹检测。

!" #" %$ 生物学特性鉴定
!" #" %" !$ 细胞形态学观察$ $ 在倒置显微镜下观察转染毛乳
头细胞和未转染毛乳头细胞的形态。

!" #" %" #$ 细胞生长曲线测定$ $ 将第 & 代未转染毛乳头细胞
和第 &4 代转染毛乳头细胞接种于 #5 孔板，每孔细胞数 !" D O
!45。隔日计数 ! 次，根据细胞数绘制其生长曲线。
!" #" %" &$ "FP3C免疫组化染色$ $ 取第 & 代未转染毛乳头细
胞和第 &4 代转染毛乳头细胞，行常规细胞爬片，采用 PF< 免疫
组化试剂盒、ACQ显色试剂盒，按说明书进行操作。
!" #" %" 5$ 染色体核型分析$ $ 取第 &4 代转染毛乳头细胞，加
入终浓度为 4" 5 !8 9 0: 的秋水仙素，&K I培养 5 6，收集细胞，
经低渗、固定、制片后行 ;(,0J/染色，油镜观察。
!" #" %" D$ ?’RPC法检测 S?;T 水平$ $ 收集第 &、H 代未转染
毛乳头细胞和第 &4 代转染毛乳头细胞的培养上清，采用人
S?;T ?’RPC试剂盒测定 S?;T含量。
!" &$ 统计学处理
$ $ 计量资料以 !! U "表示，采用 P<PP !&" 4 统计软件对毛乳头
细胞上清中 S?;T水平进行单因素方差分析。

!" 结果

#" !$ 转染阳性克隆的筛选
$ $ 转染 57 6后在倒置荧光显微镜下观察，部分毛乳头细胞核
见均一绿色荧光（图 !）。加入 544 !8 9 0:的 ;5!7 进行筛选，第
# 天即有部分细胞死亡，第 !4 天未转染细胞全部死亡，而转染
细胞仍有部分细胞存活，将 ;5!7 浓度降为 #44 !8 9 0: 继续维

持筛选，& 周后出现 ! 个阳性细胞克隆。扩大培养后细胞生长
良好，增殖能力强，现已连续传至 &D 代，传代中细胞生长增殖
速度无明显变化。

图 #" 转染后绿色荧光蛋白在细胞中的表达
（倒置荧光显微镜 O 54）

#" #$ <=>检测 62?>2基因整合
$ $ <=>产物电泳鉴定结果显示，转染毛乳头细胞和 @,’/ 细
胞扩增后均可见 !5D G) 的 62?>2 特异性条带，而未转染毛乳
头细胞未扩增出任何条带（图 #）。表明 62?>2 基因已稳定整
合入转染毛乳头细胞的基因组中。

! " # $
# %%% &’!

" %%% &’!
()% &’!
)%% &’!
#)% &’!
"%% &’! "*+,-+（".) &’）

3：ABC标准（A’ #444）；!：@,’/细胞；#：转染毛乳头细胞；&：未转
染毛乳头细胞

图 !" 细胞基因组 $%&中 ’()*(基因 +,*产物电泳图

#" &$ >2F<=>检测 62?>2 0>BC表达
$ $ 所有细胞均有 5D# G)的内参照 ;C<A@特异性扩增条带，
转染毛乳头细胞和 @,’/ 细胞扩增后有 !5D G) 的 62?>2 特异
性条带，而未转染毛乳头细胞未扩增出 62?>2特异性条带（图
&）。表明转染毛乳头细胞稳定表达 62?>2 0>BC。

! " # $

# %%% &’!

" %%% &’!
()% &’!
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3：ABC标准（A’ #444）；!：@,’/细胞；#：转染毛乳头细胞；&：未转
染毛乳头细胞

图 -" ’()*(基因 *(.+,*产物电泳图

#" 5$ M,J.,N1 G:*.检测 62?>2蛋白表达
$ $ 结果显示转染毛乳头细胞和 @,’/细胞在相对分子质量 !#K
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$%&!处见 ’()*(蛋白特异性条带，而未转染毛乳头细胞无此蛋白
条带（图 +）。表明转染毛乳头细胞稳定表达 ’()*(蛋白。

! " #

!$%&’%!"()!*#"

%：未转染毛乳头细胞；,：转染毛乳头细胞；!：-./0细胞
图 !" #$%&$蛋白’()*(+, -./*检测结果

,# 1" 生物学特性鉴定
,# 1# %" 细胞形态学观察" " 倒置显微镜下见转染毛乳头细胞
呈梭形，细胞质丰富，随着细胞数目增多，逐渐出现融合前凝集

性生长，与未转染毛乳头细胞形态和生长特性基本相同。

,# 1# ," 细胞生长曲线" " 细胞生长曲线显示转染毛乳头细胞
生长速度较未转染毛乳头细胞明显提高（图 1）。表明外源性
’()*(基因转染对毛乳头细胞生长增殖有促进作用。
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图 0" 毛乳头细胞生长曲线

,# 1# !" !2345免疫组化染色" " 免疫组化显示转染毛乳头细
胞和未转染毛乳头细胞细胞质 !2345染色均阳性。
,# 1# +" 染色体核型分析 " " 转染毛乳头细胞的核型显示，共
,!对染色体，其中含 66性染色体，仍为二倍体细胞，染色体形
态结构正常。

,# 1# 1" 毛乳头细胞上清中 7)89 水平 " " 结果显示，第 ! 代
未转染毛乳头细胞和第 !& 代转染毛乳头细胞上清中分泌的
7)89水平无显著差异［（!::# 1% ; <%# =:）、（!+=# =1 ; =,# :!）
>? @ AB，! C &# &1］，但均显著高于第 : 代未转染毛乳头细胞上清
中分泌的 7)89水平［（,%+# DD ; <%# <:）>? @ AB，! E &# &%］。

1" 讨论

" " 细胞永生化是指细胞获得持续生长增殖能力的特
性。此过程包含端粒维持机制的激活和某些生长调控

通路的改变，因此永生化细胞系不仅具有无限的生长

增殖潜力，还表现出生长增殖速度的提高。细胞自发

性永生化的概率非常小，而人类细胞则更罕见。因此，

学者们通过基因转染等技术将外源性永生化基因转入

目的细胞内，以增加永生化的发生概率，进而建立永生

化细胞系。

" " ’()*(基因在衰老中的作用是近年研究热点，它
对端粒酶的激活起关键作用。当外源性 ’()*( 基因
转入目的细胞并有效表达后，可激活细胞端粒酶，维持

端粒长度，使细胞染色体稳定而直接逾越危机期，发生

永生化［D］。’()*( 基因介导的永生化细胞系已逾越
危机期，且保留了更多正常细胞的生物学特征，同胚胎

干细胞一样，是真正意义上的永生化。目前应用 ’()*(
基因已建立了许多永生化细胞系［:］，但尚少见应用

’()*(基因构建永生化人毛乳头细胞的相关报道。
" " 我们利用基因转染技术，将外源性 ’()*( 基因导
入体外培养的正常人毛乳头细胞，经 8+%D 筛选获得
阳性细胞克隆。扩大培养后细胞生长良好，增殖速度

较未转染毛乳头细胞明显提高，且传代次数增加，现已

连续传至 !1 代，传代中细胞生长增殖速度无明显变
化。通过 FG*、*(2FG* 及 H.IJ.KL MBNJ 法检测证明
’()*(基因已稳定整合入毛乳头细胞的基因组中，在
A*O5和蛋白质水平稳定表达。进一步研究其生物学
特性，结果显示，转染毛乳头细胞形态和生长特性与未

转染毛乳头细胞基本相同，!2345 染色阳性，染色体
核型正常，表明其具有体外培养正常毛乳头细胞的特

征而无转化特征。毛乳头细胞可分泌多种细胞因子，

对毛囊生长发育、周期性调控及毛发生长起重要作用，

7)89是毛乳头细胞分泌的多种细胞因子之一，我们
以毛乳头细胞培养上清中分泌的 7)89水平来代表其
分泌功能，研究结果显示转染后长期传代的毛乳头细

胞上清中 7)89水平与低代未转染毛乳头细胞无显著
差异，但较高代未转染毛乳头细胞显著增高，表明转染

毛乳头细胞具有正常毛乳头细胞的分泌功能。

" " 本研究表明，外源性 ’()*( 基因转染可以延长体
外培养正常人毛乳头细胞的寿命且可保持其正常的生

物学特性。但这些细胞能否真正实现永生化，以及这些

细胞在长期传代过程中外源性基因是否会丢失，其生物

学特性和功能是否会发生改变等，还需要进一步研究。
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