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　　［摘要］　目的　探讨人端粒酶逆转录酶（ｈｕｍａｎｔｅｌｏｍｅｒａｓｅｒｅｖｅｒｓｅｅｎｚｙｍｅ，ｈＴＥＲＴ）调控Ｇｌｉ１的表
达及其对胃癌细胞侵袭迁移的影响。方法　 采用 ｐＩＲＥＳ２载体构建 ｈＴＥＲＴ过表达质粒，ｑＲＴＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｈＴＥＲＴ对Ｇｌｉ１表达的影响；构建Ｇｌｉ１启动子荧光素酶质粒，检测 ｈＴＥＲＴ对 Ｇｌｉ１启动
子荧光素酶活性的影响；构建 Ｇｌｉ１干扰质粒，并与 ｈＴＥＲＴ过表达质粒共转染 ＳＧＣ７９０１细胞；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
实验和划痕实验检测胃癌细胞的侵袭、迁移能力的变化；结果　过表达 ｈＴＥＲＴ显著上调 Ｇｌｉ１ｍＲＮＡ和
蛋白的表达（Ｐ＜０．０１），并显著增加 Ｇｌｉ１启动子荧光素酶的活性（Ｐ＜０．０１）；而 ｓｉＧｌｉ１显著抑制 Ｇｌｉ１
的表达；干扰Ｇｌｉ１的表达，减弱ｈＴＥＲＴ对胃癌细胞侵袭、迁移能力的影响。结论　ｈＴＥＲＴ通过促进Ｇｌｉ１
的转录，增加Ｇｌｉ１的表达，进而增强胃癌细胞的侵袭迁移。
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ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇａｎｄＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙｓ．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈＴＥＲＴａｎｄＧｌｉ１ｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．ＥｃｔｏｐｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈＴＥＲＴｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｕｓｉｎｇｐＩＲＥＳ２ｖｅｃｔｏｒ．Ａｆｔｅｒｔｈｅｄｕａｌ
ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｖｅｃｔｏｒｔｈａｔｃｏｎｔａｉｎｓｔｈｅＧｌｉ１ｐｒｏｍｏｔｅｒｗａｓｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＳＧＣ７９０１ｃｅｌｌｓ，ａｎｄｔｈｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｔｈｅｃｅｌｌｓｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＳｉＧｌｉ１ｍａｒｋｅｄｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅＧｌｉ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ａｎｄｔｈｅｄｏｗｎ
ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＧｌｉ１ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．Ｅｃｔｏｐｉｃ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈＴＥＲＴｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｎｈａｎｃｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧｌｉ１ａｔｂｏｔｈｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ（Ｐ＜
００１）．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈＴＥＲＴａｌｓｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｎｈａｎｃｅｄｔｈｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＧｌｉ１ｐｒｏｍｏｔｅｒ（Ｐ＜
００１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ｈＴＥＲＴｍａｙｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈ
ｅｎｈａｎｃｉｎｇＧｌｉ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｌｅｖｅｌ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｈｕｍａｎｔｅｌｏｍｅｒａｓｅｒｅｖｅｒｓｅｅｎｚｙｍｅ；Ｇｌｉ１；ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ；ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
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ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ

　　人端粒酶逆转录酶（ｈｕｍａｎｔｅｌｏｍｅｒａｓｅｒｅｖｅｒｓｅ
ｅｎｚｙｍｅ，ｈＴＥＲＴ）是端粒酶的一个亚单位，作为端粒酶

的限速成分在端粒酶的活化中发挥主要作用。ｈＴＥＲＴ
的表达可以代表端粒酶的活化［１－２］。既往研究表明，

端粒酶的活化以及 ｈＴＥＲＴ表达参与了肿瘤侵袭转移
过程［３－６］。经典的 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路主要由配体
Ｈｅｄｇｅｈｏｇ、跨膜蛋白受体 ｐａｔｃｈｅｄ（Ｐｔｃｈ）和 ｓｍｏｏｔｈｅｎｅｄ
（Ｓｍｏ），以及转录因子 Ｇｌｉ家族构成，其中 Ｇｌｉ家族是
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Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路中的核心成员［７］。Ｇｌｉ的激活将导
致其下游一系列分子的转录，包括上皮间叶转化（ｅｐｉ
ｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）相关因子，如
ＳＩＰ１，ＺＦＨＸ１Ｂ，ＺＥＢ２等［８－１０］。研究表明，胃癌组织

中 ｈＴＥＲＴ与 Ｇｌｉ１的表达呈显著正相关［１０］，提示

ｈＴＥＲＴ与Ｇｌｉ１之前可能存在调控与被调控的关系。
　　本研究拟观察ｈＴＥＲＴ对Ｇｌｉ１表达调控的影响，并
进一步探讨ｈＴＥＲＴ促进胃癌细胞侵袭转移的分子机
制，为基于ｈＴＥＲＴ的胃癌治疗提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试剂及仪器　　ＤＭＥＭ培养基（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司），胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；一抗兔 Ｇｌｉ１抗体（美国
ＯＲＩＧＥＮＥ公司，编号 ＴＡ８０３９６９）；双荧光素酶报告基
因检测系统（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；人胃腺癌细胞株
ＳＧＣ７９０１由本实验室保存。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　人胃腺癌细胞 ＳＧＣ７９０１用含
１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ／Ｈ培养基培养，条件为３７℃，
５％ ＣＯ２。
１．２．２　ＲＮＡ提取　　以１０６细胞／１ｍＬＴＲｉｚｏｌＲｅａ
ｇｅｎｔ的比例加入ＴＲｉｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ，按照操作说明提取细
胞ＲＮＡ，溶于４０μＬＤＥＰＣ水。
１．２．３　ｑＲＴＰＣＲ检测　　按照 ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ试剂盒
说明加入逆转录反应试剂，逆转录反应条件：３７℃，
１５ｍｉｎ；８５℃，５ｓ。合成的ｃＤＮＡ作为模板进行 ｑＰＣＲ
扩增，根据 ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ试剂盒说明加入 Ｐｒｅｍｉｘ、
ＲＯＸＤｙｅⅡ、ＰｒｉｍｅｒＲ、ＰｒｉｍｅｒＦ、ｃＤＮＡ及 Ｈ２Ｏ。ｑＰＣＲ
条件：９５℃，２ｍｉｎ；４０次循环于９５℃，１５ｓ；６０℃，３０ｓ，
采集荧光。２５μＬ反应体系，ＧＡＰＤＨ作为内参。引物
序列为：Ｇｌｉ１ＰｒｉｍｅｒＦ（５′ＧＣＧＴＧＡＧＣＣＴＧＡＡＴＣＴＧＴＧ
ＴＡＴ３′）、Ｇｌｉ１ＰｒｉｍｅｒＲ（５′ＴＧＧＡＴＧＴＧＣＴＣＧＣＴＧＴＴ
ＧＡＴＧ３′）；ＧＡＰＤＨＰｒｉｍｅｒＦ（５′ＧＧＴＧＧＴＣＴＣＣＴＣＴ
ＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡ３′）、ＧＡＰＤＨＰｒｉｍｅｒＲ（５′ＴＣＴＣＴＴＣ
ＣＴＣＴＴＧＴＧＣＴＣＴＴＧＣＴ３′）。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　采用 ＲＩＰＡ法提取 ＳＧＣ
７９０１细胞总蛋白、ＢＣＡ法测定蛋白浓度 （根据说明
书）。取２０μｇ蛋白经１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ胶分离后，湿
转（条件：恒流２００Ａ，９０ｍｉｎ）至 ＰＶＤＦ膜上，５％脱脂
奶粉封闭１ｈ，分别用抗 Ｇｌｉ１的一抗（１∶５００稀释），抗
ｈＴＥＲＴ的一抗（１∶１０００稀释），抗 ＧＡＰＤＨ的一抗
（１∶５０００稀释）孵育过夜，再与辣根过氧化物酶标记
的山羊抗小鼠ＩｇＧ孵育１ｈ，与辣根过氧化物酶标记山
羊抗小鼠 ＩｇＧ孵育 １ｈ，用ＴＢＳＴ液洗膜后曝光显色。

１．２．５　荧光素酶活性检测　　将ＳＧＣ７９０１细胞接种
于９６孔板，２４ｈ后细胞贴壁汇合率达５０％时共转染
荧光素酶质粒 Ｇｌｉ１ＰｒｏｍｏｔｅｒＬｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒ及对照
质粒ｐＲＬＴＫ、ｈＴＥＲＴ过表达质粒 ｐＩＲＥＳ２ｈＴＥＲＴ及对
照质粒ｐＩＲＥＳ２ＮＣ。转染２４ｈ以后，采用双荧光素酶
报告基因检测系统处理细胞，用 ＧｌｏＭａｘ２０／２０Ｌｕｍｉ
ｎｏｍｅｔｅｒ检测荧光强度。
１．２．６　转染　　将 ＳＧＣ７９０１细胞接种于 ６孔板，
２４ｈ后细胞贴壁汇合率达５０％进行转染，转染试剂采
用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００，转染步骤按试剂说明书推荐
步骤进行。ｓｉＮＣ的终浓度为１００ｎｍｏｌ／Ｌ，ｓｉＧｌｉ１的
终浓度为 １００ｎｍｏｌ／Ｌ；ｐＩＲＥＳ２ＮＣ的终浓度度为
６０ｎｍｏｌ／Ｌ；ｐＩＲＥＳ２ｈＴＥＲＴ的终浓度为８０ｎｍｏｌ／Ｌ。
１．２．７　质粒构建　　委托重庆吉玛基因公司构建
Ｇｌｉ１干扰质粒ｓｉＧｌｉ１；本实验室已成功构建ｈＴＥＲＴ过
表达质粒（ｐＩＲＥＳ２ｈＴＥＲＴ）及对照质粒 （ｐＩＲＥＳ２
ＮＣ）［１１］。经ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｍｅ．ｕｃｓｃ．ｅｄｕ／获得人 Ｇｌｉ１的
启动子序列，委托上海生工公司将 Ｇｌｉ１的启动子序列
克隆至ｐＧＬ３ｂａｓｉｃ位点，构建重组萤火虫荧光素酶报
告质粒ｐＧＬ３ｂａｓｉｃＧｌｉ１，经双酶切电泳及测序鉴定质
粒构建成功。

１．３　统计学方法
　　胃癌细胞的侵袭、迁移计数以及 Ｇｌｉ１启动子荧光
素酶活性的检测均采用配对ｔ检验，采用ＳＰＳＳ１９．０软
件进行统计分析。

２　结果

２．１　过表达ｈＴＥＲＴ上调Ｇｌｉ１的表达
　　分别转染 ｐｉＲＥＳ２ＮＣ及 ｐｉＲＥＳ２ｈＴＥＲＴ于 ＳＧＣ
７９０１细胞４８ｈ之后，采用ｑＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测ｈＴＥＲＴ的蛋白水平以及Ｇｌｉ１ｍＲＮＡ、蛋白的表达水
平。过表达 ｈＴＥＲＴ可明显增加 Ｇｌｉ１ｍＲＮＡ的表达，
ｐＩＲＥＳ２ＮＣ为（１．１１±０．１０），ｐＩＲＥＳ２ｈＴＥＲＴ为（４．６０±
０．８１）（Ｐ＝０．００３８）和蛋白的表达（图１）。
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１：ｐＩＲＥＳ２ＮＣ空载质粒转染；２：ｐＩＲＥＳ２ｈＴＥＲＴ过表达质粒转染
图１　过表达ｈＴＥＲＴ对ＳＧＣ７９０１胃癌细胞Ｇｌｉ１ｍＲＮＡ和

蛋白表达的影响
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２．２　过表达ｈＴＥＲＴ增强Ｇｌｉ１启动子荧光素酶活性
　　图１结果表明 ｈＴＥＲＴ可以增加 Ｇｌｉ１ｍＲＮＡ的表
达，提示 ｈＴＥＲＴ可能在转录水平调控 Ｇｌｉ１的表达。
我们进一步采用双荧光素酶实验，检测ｈＴＥＲＴ对 Ｇｌｉ１
启动子的影响。我们构建了含 Ｇｌｉ１启动子的荧光素
酶报告载体，将 ｈＴＥＲＴ过表达载体或对照载体，与
Ｇｌｉ１启动子荧光素酶载体分别共转染ＳＧＣ７９０１细胞，
４８ｈ后检测荧光素酶报告基因的活性，ｐＩＲＥＳ２ＮＣ为
（０．０９６±０．０３３），ｐＩＲＥＳ２ｈＴＥＲＴ为（０．１８８±０．０２６），
ｈＴＥＲＴ可明显增强Ｇｌｉ１启动子的活性（Ｐ＝０．００３８７４），
提示ｈＴＥＲＴ可通过促进Ｇｌｉ１的转录进而增强其表达。
２．３　ｓｉＧｌｉ１干扰Ｇｌｉ１的表达
　　采用 Ｇｌｉ１的干扰 ＲＮＡｓｉＧｌｉ１干扰 Ｇｌｉ１的表达，
如图２所示，ＳＧＣ７９０１胃癌细胞中ｓｉＧｌｉ１显著降低了
Ｇｌｉ１的表达。

! "

#$%!!!!&!!'

(

"!

#)*+,!(&!!'

(

"!

１：ｓｉＧｌｉ１；２：ｓｉＮＣ
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳｉＧｌｉ１干扰Ｇｌｉ１的表达

２．４　干扰Ｇｌｉ１的表达可显著抑制ｈＴＥＲＴ促胃癌细胞
的迁移

　　在ｈＴＥＲＴ过表达的 ＳＧＣ７９０１胃癌细胞中同时转
染ｓｉＧｌｉ１质粒，采用划痕实验观察干扰Ｇｌｉ１对胃癌细
胞迁移能力的影响。如图３所示，与 ｓｉＮＣ组相比，ｓｉ
Ｇｌｉ１组的胃癌细胞的迁移能力明显减弱，提示干扰Ｇｌｉ１
可显著抑制ｈＴＥＲＴ对胃癌细胞的迁移，ｈＴＥＲＴ有可能
通过促进Ｇｌｉ１的表达并进而促进胃癌细胞的迁移。
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Ａ：ｈＴＥＲＴ＋ｓｉＮＣ０ｈ；Ｂ：ｈＴＥＲＴ＋ｓｉＧｌｉ１０ｈ；Ｃ：ｈＴＥＲＴ＋
ｓｉＮＣ４８ｈ；Ｄ：ｈＴＥＲＴ＋ｓｉＧｌｉ１４８ｈ

图３　干扰Ｇｌｉ１的表达可显著抑制ｈＴＥＲＴ促胃癌细胞的迁移

２．５　干扰Ｇｌｉ１的表达可显著抑制ｈＴＥＲＴ促胃癌细胞
的侵袭

　　采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验验证抑制Ｇｌｉ１的表达后，过表
达ｈＴＥＲＴ的ＳＧＣ７９０１细胞侵袭能力的变化。结果显
示，共转染 ｐＩＲＥＳ２ｈＴＥＲＴ、ｓｉＧｌｉ１２４ｈ之后，相对于
ｓｉＮＣ组，ｓｉＧｌｉ１组中从膜上侧迁移至膜下侧的 ＳＧＣ
７９０１细胞数量明显减少，表明干扰Ｇｌｉ１的表达显著降
低了ＳＧＣ７９０１细胞的迁移能力（图４）。证明 ｈＴＥＲＴ
可通过Ｇｌｉ１进而促进胃癌细胞侵袭。
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Ａ：ｈＴＥＲＴ＋ｓｉＮＣ，共转染 ｐＩＲＥＳ２ｈＴＥＲＴ、ｓｉＮＣ于 ＳＧＣ
７９０１细胞；Ｂ：ｈＴＥＲＴ＋ｓｉＧｌｉ１，共转染 ｐＩＲＥＳ２ｈＴＥＲＴ、ｓｉ
Ｇｌｉ１于ＳＧＣ７９０１细胞

图４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测干扰Ｇｌｉ１的表达抑制ｈＴＥＲＴ对胃癌
细胞侵袭能力的影响　（结晶紫 ×４０）

３　讨论

　　在胃癌细胞株 ＳＧＣ７９０１中过表达 ｈＴＥＲＴ之后，
Ｇｌｉ１的ｍＲＮＡ及蛋白表达水平显著上调，且Ｇｌｉ１启动
子荧光素酶报告基因活性显著增加，而干扰 Ｇｌｉ１的表
达抑制了胃癌细胞的侵袭和迁移。提示 ｈＴＥＲＴ能够
调控Ｇｌｉ１的表达。
　　ｈＴＥＲＴ在胃癌转移的淋巴结组织中显著升高，与
胃癌淋巴结转移情况，ＴＮＭ分期，浆膜层浸润等临床
病理特征密切相关［１２－１３］。ｈＴＥＲＴ导致胃癌细胞发生
上皮间质ＥＭＴ改变，其在胃癌组织中的表达水平与
Ｓｎａｉｌ１、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ等呈正相关［１４］；干扰ｈＴＥＲＴ的表达能
够抑制胃癌细胞的 ＥＭＴ样改变和侵袭转移。有意思
的是，ｈＴＥＲＴ能够以非依赖于端粒酶活性和不改变端
粒长度的条件下，促进血管内皮生长因子表达

（ＶＥＧＦ）和肿瘤的进程［１５］。ｈＴＥＲＴ同样与肿瘤的侵
袭转移密切相关。因此，阐明 ｈＴＥＲＴ导致胃癌侵袭转
移的具体分子机制，有益于通过靶向 ｈＴＥＲＴ的表达从
而抑制肿瘤细胞侵袭转移。ｈＴＥＲＴ本质上是一种酶，
文献［１６］报道ｈＴＥＲＴ能够与ＮＦκＢ的ｐ６５亚基结合
并促进ｐ６５的入核，进而影响大部分ＮＦκＢ的下游基
因的表达；此外，研究亦表明 ｈＴＥＲＴ能够通过与 β
ｃａｔｅｎｉｎ蛋白蛋白相互作用后促进 Ｗｎｔ通路下游靶基
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因的表达［１７］。也就是说ｈＴＥＲＴ可以作为ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ，
通过影响某些转录因子的表达最终影响靶基因的表

达。据此，有理由推测ｈＴＥＲＴ引起的Ｇｌｉ１表达变化可
能原因是，ｈＴＥＲＴ作用于某些转录因子，通过与转录
因子结合后，共同作用于 Ｇｌｉ１的启动子区域，影响其
功能或者其表达水平。

　　Ｇｌｉ１是Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路中的主要成员之一，其
表达的高低显著影响了该信号通路的活性。有研究表

明，Ｇｌｉ１的转录主要受一段长达１．４ｋｂ的序列调控，
该序列包含５侧翼序列、一个非编码外显子以及４２５ｂｐ
处的内含子。Ｇｌｉ１的核心启动子区位于－３５７～＋１３０，
富含ＧＣ序列和ＣｐＧ岛，而缺乏 ＴＡＴＡ框、ＣＣＡＡＴ框。
ｃＭＹＣ和Ｔｗｉｓｔ能与该序列上的Ｅｂｏｘ结合，促进Ｇｌｉ１
的转录［１８］。Ｂｅａｕｃｈａｍｐ等［１９］报道，在 Ｇｌｉ１启动子区
域含有多个 ＥＷＳＦＬＩ１蛋白结合序列 ＧＧＡＡ，ＥＷＳ
ＦＬＩ１能与这些位点结合进而上调 Ｇｌｉ１的转录水平。
这些研究提示ｈＴＥＲＴ可能与 Ｇｌｉ１的转录因子相互作
用，共同启动Ｇｌｉ１基因的转录。本研究明确了Ｇｌｉ１在
胃癌细胞侵袭转移中的作用，证实了 ｈＴＥＲＴ通过转录
后调控Ｇｌｉ１的表达。
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