
论著 文章编号:1000-5404(2003)19-1748-03

hTERT基因转染对人胚胎成纤维细胞表型的影响

梁光萍 ,罗向东 ,杨宗城 ,陈　建 ,苏踊跃 ,刘月明　　(第三军医大学附属西南医院全军烧伤研究所 , 创伤复合伤国家重点
实验室 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨外源性人端粒酶蛋白催化亚单位(hTERT)基因转染人胚胎成纤维细胞(hEFs)后细胞是否存在恶

性表型。方法　应用脂质体法将 pIRES2-EGFP-hTERT正义重组质粒及 pIRES2-EGFP 空载质粒分别导入原代培养 hEFs ,

Western blot分别检测 hTERT mRNA和蛋白质的表达。采用染色体核型分析 、裸鼠皮下致瘤性实验 、DNA 倍体实验分析转

染细胞是否存在恶性表型。结果　原代培养 hEFs 中存在较弱水平的 hTERT 基因 mRNA 及蛋白质表达 , 但外源性 hTERT

基因转染的胚胎成纤维细胞 hTERT mRNA及蛋白表达显著增加。hTERT转染后细胞染色体仍为 23对 , 且均为正常二倍体

细胞;裸鼠皮下不具有成瘤的能力。结论　外源性 hTERT 基因转染的胎儿成纤维细胞不具有恶性表型。
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Effects of hTERT gene transfection on the phenotypes of human embryonic fibroblasts
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　　Abstract:Objective　To explore the effects of exogenous human telomerase reverse transcriptase (hTERT)on

the phenotypes of human embryonic fibroblasts (hEFs).Methods　Sense recombinant plasmid pIRES2-EGFP-

hTERT and empty vector plasmid pIRES2-EGFP were transfected into primary cultured hEFs by lipofectin reagent.

Then hTERT expression and protein expression were analyzed respectively by Western blotting.Tumorigenecity in

nude mice was analyzed and chromosome karyotype and cell DNA ploidy analyses were performed in the transfected

and untransfected cells.Results　Low level of hTERT expression was found in the primary cultured hEFs.Exoge-

nous hTERT expression of hEFs increased significantly after hTERT transfection.Moreover , there were still 46 chro-

mosomes in hTERT-transfected hEFs without abnormal DNA ploidy.No tumorigenecity was found in the nude mice.

Conclusion　There are no malignant phenotypes in hTERT-transfected hEFs.
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　　皮肤组织工程作为组织工程研究中的一个热点 ,

是将可降解的生物支架材料与具有永生化能力的种子

细胞一起培养 ,从而形成类似正常人皮肤结构的活体

组织的工程技术 。其中 ,获得具有永生化能力的种子

细胞是其能否顺利实施的关键
[ 1]
。在正常体细胞中重

建端粒酶活性 ,可使细胞寿命得到延长 ,但其在肿瘤细

胞中的过量表达又使得癌细胞得以无限增殖
[ 2]
。本研

究采用人端粒酶催化亚单位(hTERT)转染的人胚胎成

纤维细胞(hEF)作为模型 ,探讨了外源性 hTERT 基因

对hEF 表型的影响 ,以期为端粒酶转染的成纤维细胞

应用于皮肤组织工程奠定基础 。
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1　材料和方法

1.1　pIRES2-EGFP-hTERT 正义荧光真核表达载体的

构建 、正常人胚胎成纤维细胞的培养及 hTERT

基因转染

　　具体步骤见文献[ 3] 。

1.2　Western blot 检测转染 hEFs外源性 hTERT蛋白表达

　　当正常 hEFs 、hEF-hTERT及 hEF-EGFP达 90%融合时 ,以M-

PERtm(Pierce Company)蛋白提取液分别处理细胞 , 收集细胞总

蛋白 , BCA法定量后经 SDS-PAGE ,电转膜 , 免疫抗体反应 ,最后

化学增强发光法(ECL)显带。

1.3　染色体核型分析
　　取达到对数生长期的 hEF-hTERT 细胞一瓶 , 加入秋水仙

素 , 37 ℃孵育 2 h ,收集细胞 ,低渗处理 , 甲醇 冰醋酸(3∶1)预固

定 5 min , 离心沉淀再固定 ,最后制成单细胞悬液滴于预冷的载

玻片上 , Giemsa染色 10～ 15 min ,光学显微镜下观察。
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1.4　流式细胞仪检测DNA倍体

　　消化 hEFs、hEF-EGFP、hEF-hTERT细胞各一瓶并计数 ,使细

胞数达到 1×106 ml , 经 70%乙醇固定 , PI 染色 , 上机检测 DNA

倍体。

1.5　裸鼠皮下致瘤性实验
　　裸鼠 6只 , 雌雄兼用 ,随机分为 3 组 , 每组 2 只 , 饲养在 SPF

(Specific pathogen free)条件下 , 各组裸鼠左侧背部皮下接种

HepG2肝癌细胞株作为对照 , 右侧皮下接种同样数量的 hEF-

hTERT , hEF-EGFP和 hEF 细胞。每隔 7 d 观察肿瘤形成情况并

测量大小 ,连续观察 8 周。

2　结果

2.1　pIRES2-EGFP-hTERT 正义重组载体及 pIRES2-

EGFP空载 hEFs细胞内转染及鉴定
　　采用 Lipofectin 将 hTERT正义重组质粒及空载质粒转染至

原代hEFs 中 ,经高浓度 G418 筛选3 周后形成克隆 , 挑取重组质

粒及空载质粒克隆各一个 , 扩增后分别命名为 hEF-hTERT 和

hEF-EGFP。Western blot检测发现 , hEFs 和 hEF-hTERT、hEF-EG-

FP中均有 hTERT 蛋白质表达 , 但 hEF-hTERT 细胞中 hTERT 蛋

白表达明显高于 hEF-EGFP 和 hEFs ,见图 1。

2.2　染色体核型分析
　　hEF-hTERT细胞体外经长期传代后 ,染色体数目为 46 条 ,

与正常体细胞染色体数目相同 ,见图 2。

2.3　流式细胞仪检测细胞 DNA倍体

　　转染细胞和未转染细胞中均未发现 DNA异倍体 , 见图3。

1:hEFs;2:hEF-hTERT;3:hEF-EGFP;

图 1　外源性 hTERT在 hEFs细胞中的表达

Fig 1　Expression of exogenous hTERT in hEFs

图 2　hEF-hTERT细胞染色体核型分析

Fig 2　Analysis of chromosome karyotype of hEF-hTERT

2.4　裸鼠皮下致瘤性实验
　　在接种 4×106 只的情况下 , 8 周后 , 裸鼠注射 HepG2 细胞

左侧均长出肿瘤 ,成瘤率为 100%, 而注射 hEF、hEF-EGFP、hEF-

hTERT细胞裸鼠右侧皮下成瘤率为 0 , 见图 4。

A:hEF;B:hEF-EGFP;C:hEF-hTERT

图 3　hTERT基因转染对 hEFs细胞 DNA倍体的影响

Fig 3　Effects of hTERT gene on DNA ploidy of hEFs

A～ C:HepG2 cell;Right:A:hEFs;B:hEF-EGFP;C:hEF-hTERT

图 4　裸鼠皮下致瘤性实验

Fig 4　Subcutaneous tumorigenesis experiment in nude mice
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3　讨论

　　端粒酶是近年来组织工程和肿瘤研究中的热点。

它能以自身 RNA为模板 ,合成端粒重复序列加至新合

成的 DNA链末端 ,从而防止染色体末端丢失及解决末

端复制难题。在端粒酶的三个亚单位中 , hTERT 是端

粒酶活性的限速成分
[ 5 , 6]
。由于绝大多数正常体细胞

中无 hTERT 表达 ,因而这些细胞无端粒酶活性 ,细胞

随有丝分裂不断缩短 ,最后衰老死亡。目前已有研究

表明 ,在正常体细胞中重建端粒酶活性 ,可延缓细胞衰

老 ,但其过量表达则是引起肿瘤细胞无限增殖的一个

重要因素
[ 7]
。因此研究外源性 hTERT 基因转染是否

会导致人正常体细胞发生潜在的恶性变对其在组织工

程中的应用显得极为重要。为此 ,我们选择了作为真

皮主要成分之一的成纤维细胞为模型 ,将 hTERT 真核

表达载体与空载体分别导入原代培养的 hEFs ,并就转

染hEFs是否具有恶性表型进行了初步研究 。

　　通过Western blot检测 ,我们发现原代培养的 hEFs

中即存在 hTERT 的翻译 ,但外源性 hTERT转染使培养

的hEFs中 hTERT蛋白表达显著增强。染色体核型分

析显示 ,hTERT 转染细胞染色体数目仍为 46条 ,与正

常体细胞染色体数目一致 。进一步以正常 hEFs作为

参照 ,经流式细胞术测定传至 75代的转基因成纤维细

胞DNA倍体 ,未发现任何异倍体细胞。裸鼠皮下接种

实验中 ,所有裸鼠注射 HepG2细胞一侧均长出实质性

肿瘤包块 ,而注射 hEFs及转染细胞的一侧未见任何结

节或包块生成 ,提示由 hTERT 基因激活的端粒酶并不

是使细胞无限增殖 ,肿瘤发生的一个必要条件 ,肿瘤形

成同时还必须具有其它一些基因的改变 ,单纯往正常

体细胞中导入 hTERT 基因并不能致细胞发生恶性变;

相反 ,在正常体细胞中导入外源性 hTERT 基因 ,激活

端粒酶 ,使端粒长度得以维持 ,从而可以减少因染色体

端粒丢失而导致的基因不稳的机率 。结合我们以往的

研究结果
[ 4]
,hTERT基因转染可是 hEFs端粒酶活性明

显增加 ,端粒长度延长 ,从而使 hEFs体外培养时间延

长。因此 ,可以认为 hTERT 转染的胎儿成纤维细胞不

具有恶性表型 ,从而有可能成为组织工程中真皮的种

子细胞。
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