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·基础研究·

端粒酶抑制因子 ＰｉｎＸ１基因在鼻咽癌细胞中的
表达及作用效应分析

赖肖芬，申聪香，文　忠，钱宇虹

（南方医科大学附属珠江医院 耳鼻咽喉头颈外科，广东 广州　５１０２８２）

　　摘　要：　目的　探讨 ＰｉｎＸ１基因在鼻咽癌细胞中的表达及其作用效应分析。方法　构建
包含全长人 ＰｉｎＸ１基因序列的质粒载体 ｐＥＧＦＰＣ３ＰｉｎＸ１及 ＰｉｎＸ１的小干扰 ＲＮＡ，ＰｉｎＸ１ＦＡＭ
ｓｉＲＮＡ。脂质体法转染人鼻咽癌 ５８Ｆ细胞，采用 ＲＴＰＣＲ检测 ＰｉｎＸ１基因和端粒酶催化亚单位
（ｈＴＥＲＴ）ｍＲＮＡ的表达；分别采用 ＳｔｒｅｔｃｈＰＣＲ、ＭＴＴ及流式细胞仪检测肿瘤细胞端粒酶活性、增殖
能力 及 凋 亡 改 变 。结 果 　 成 功 构 建 ＰｉｎＸ１基 因 质 粒 载 体 及 合 成 其 小 干 扰 ＲＮＡ。转 染 鼻 咽 癌
５８Ｆ细胞后，ＰｉｎＸ１ｍＲＮＡ的表达水平显著提高，ｈＴＥＲＴｍＲＮＡ的表达水平下降了 ２９．９％，端粒
酶活性显著降低，肿瘤细胞增殖能力受到抑制，诱导鼻咽癌细胞凋亡率从未转染的 １９．２７％ ±
０．７６％增加至转染后的 ４９．７３％ ±２．７０％（Ｐ＜０．０５）；转染 ＰｉｎＸ１基因的小干扰 ＲＮＡ（ＰｉｎＸ１
ＦＡＭｓｉＲＮＡ），结果显示 ＰｉｎＸ１ｍＲＮＡ的表达水平下降 ７０％，而鼻咽癌 ５８Ｆ细胞的增殖能力、端
粒酶活性和 ｈＴＥＲＴ的表达以及细胞凋亡率未受到显著影响。结论　外源 ＰｉｎＸ１基因可在鼻咽癌
细胞中高表达，显著抑制该肿瘤细胞中端粒酶活性及其 ｈＴＥＲＴｍＲＮＡ表达，抑制鼻咽癌细胞增殖
并诱导肿瘤细胞凋亡增加。沉默鼻咽癌细胞中 ＰｉｎＸ１基因后，ＰｉｎＸ１基因的抑制性功能相应地受
抑制。施加正反调节因素后的结果表明 ＰｉｎＸ１基因是一个潜在的端粒酶活性抑制剂，可能通过靶
向抑制端粒酶途径来影响肿瘤的发生发展，本研究将为鼻咽癌的靶向基因治疗开辟新领域。
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　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰｉｎＸ１ｇｅｎｅａｎｄｉｔｓｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｅｆｆｅｃｔｓｉｎｈｕｍａｎ
ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＮＰＣ）ｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｓｏｆｈｕｍａｎＰｉｎＸ１（ｐＥＧＦＰＣ３ＰｉｎＸ１）
ａｎｄｉｔｓｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ（ＰｉｎＸ１ＦＡＭｓｉＲＮＡ）ｗｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａｎｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＮＰＣ５８Ｆｃｅｌｌｓｂｙ
ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００．Ｆｉｒｓｔ，ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｏｆＰｉｎＸ１ｗａｓｅｘａｍｉｎｅｄｗｉｔｈＲＴＰＣＲ．Ａｎｄｔｈｅｎ，ｉｔｓｅｆｆｅｃｔｓｏｎ
ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｏｆｔｅｌｏｍｅｒａｓｅｃａｔａｌｙｔｉｃｓｕｂｕｎｉｔ（ｈＴＥＲＴ），ｔｅｌｏｍｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ，ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｗｅｒｅ
ｅｘａｍｉｎｅｄｕｓｉｎｇｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴＰＣＲ，ｓｔｒｅｔｃｈＰＣＲ，ＭＴＴａｓｓａｙａｎｄｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ
Ｔｈｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎｉｎｇｐｌａｓｍｉｄｓｗｅｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ．Ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓａｌｓｏｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆｐＥＧＦＰＣ３ＰｉｎＸ１ ａｎｄ ＰｉｎＸ１ＦＡＭｓｉＲＮＡ ｉｎｔｏＮＰＣ ５８Ｆ ｃｅｌｌｓ
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ｉｎｃｒｅａｓｅｄＰｉｎＸ１ｍＲＮＡ ｂｙ１．６ｆｏｌｄａｎｄｒｅｄｕｃｅｄＰｉｎＸ１ｍＲＮＡ ｂｙ７０％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＰｉｎＸ１ｄｅｃｒｅａｓｅｄｈＴＥＲＴｍＲＮＡｂｙ２９．９％ （Ｐ＜０．０５），ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄｔｅｌｏｍｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ（Ｐ ＜
０．０５），ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈ，ｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｔｉｃｉｎｄｅｘｆｒｏｍ１９．２７％ ±０．７６％ｔｏ４９．７３％ ±２．７０％
（Ｐ ＜０．０５）．ＴｈｅｓｔｕｄｙｆｕｒｔｈｅｒｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｓｉｌｅｎｃｉｎｇＰｉｎＸ１ｄｉｄｎｏｔａｌｔｅｒａｌｌｔｈｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＮＰＣ５８Ｆ
ｃｅｌｌｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈ，ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｏｆｈＴＥＲＴ，ｔｅｌｏｍｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｔｉｃｉｎｄｅｘ（Ｐ ＞
０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｐＥＧＦＰＣ３ＰｉｎＸ１ｉｎｔｏＮＰＣ５８Ｆｃｅｌｌｓｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ｈｕｍａｎｔｅｌｏｍｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｈＴＥＲＴ，ｄｅｃｒｅａｓｅｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈａｎｄｉｎｄｕｃｅａｐｏｐｔｏｓｉｓ．Ｂｅｓｉｄｅｓ，ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆｕｎｃｔｉｏｎｓ
ｃａｎ’ｔｗｏｒｋｂｙｓｉｌｅｎｃｉｎｇＰｉｎＸ１ｗｉｔｈＰｉｎＸ１ＦＡＭｓｉＲＮＡ．Ｔａｋｉｎｇｔｏｇｅｔｈｅｒ，ＰｉｎＸ１ａｓａｎｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｔｅｌｏｍｅｒａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｈａｓａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｐｏｔｅｎｔｉａｌｔｏｔｕｍｏｒｔａｒｇｅｔｅｄｇｅｎｅｔｈｅｒａｐｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；ＰｉｎＸ１ｇｅｎｅ；ｓｉＲＮＡ；Ｔｅｌｏｍｅｒａｓｅ；Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　鼻咽癌是我国南方最常见的恶性肿瘤
之一，目前的放化疗治疗手段虽在不断 完

善，但并未明显提高鼻咽癌的长期生存率及

改善生存质量。因此，探索鼻咽癌的发病机

制及新的安全有效的治疗方法成为鼻咽癌

治疗的关键。

笔者前期研究发现［１２］，在 包 括 ８８％ 的
鼻咽癌组织及 １００％ 鼻咽癌 ＨＮＥ１细 胞 株
中均有 端 粒 酶 活 性 增 高 和 ｈＴＥＲＴ高 表 达。
以端粒酶为靶点的肿瘤靶向基因治疗成为

热点，也为鼻咽癌的治疗提供了新思路。

ＰｉｎＸ１（Ｐｉｎ２／ＴＲＦ１ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１）基
因作为一个潜在的内源性端粒酶抑制剂被

发现。有学者发现，ＰｉｎＸ１基因能够抑制部
分肿瘤细胞中的端粒酶活性，诱导该类肿瘤

细胞凋亡［３６］，但在另一些研究中却得出相

反的结果。ＰｉｎＸ１基因在不同肿瘤中的作用
机制可能不同，对肿瘤细胞端粒酶 ／端粒的
调控作用机制比较复杂。为探讨 ＰｉｎＸ１对
鼻咽癌及其端粒酶活性调控中的作用机制，

笔者成功构建 ＰｉｎＸ１基因表达载体及小干
扰 ＲＮＡ，对其在鼻咽癌细胞中表达及作用效
应进行了探讨，报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料
奥地利新生牛血清购自广州威佳公司；

脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ＴＭ购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公 司；ＲＴＰＣＲ试 剂 盒 购 自 大 连 宝 生 物
工程有限公司；噻唑蓝（ｔｈｉａｚｏｌｙｌｂｌｕｅ，ＭＴＴ）
购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，端粒酶活性检测试剂
盒购自日本东洋纺公司；引物均由上海英骏

公司合成。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养及细胞转染　人鼻咽癌
５８Ｆ细胞株及人脐静脉内皮细胞 ＥＣＶ３０４
分别在 ＲＰＭＩ１６４０及 ＤＭＥＭ完全培养基（含
１０％ＮＣＳ）中 ３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养，
常规消化传代。采用脂质体转染质粒载体

及 ｓｉＲＮＡ，转染 ２４～４８ｈ荧光显微镜下观
察细胞荧光。具体步骤参照说明书。

１．２．２　 质粒构建及 ｓｉＲＮＡ体外化学合成
　ｐＥＧＦＰＣ３ＰｉｎＸ１、ｐＥＧＦＰＣ３质 粒 载 体 由
武汉三鹰生物技术有限公司构建，具有卡那

霉 素 抗 性。 针 对 ＰｉｎＸ１ 基 因 的 ｓｉＲＮＡ
（ＰｉｎＸ１ＦＡＭｓｉＲＮＡ ｓｅｎｓｅ：５′ＧＵＡＡ ＡＧＡＵ
ＧＵＧＧ ＡＡＡＧ ＵＵＡＴ Ｔ３′，ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：５′ＴＴＣＡ
ＵＵＵＣＵＡＣＡＣＣＵＵＵＣＡＡＵ３′）由上海吉玛
公司合成。

１．２．３　实验分组　Ａ组：ｐＥＧＦＰＣ３ＰｉｎＸ１
组（转染带 ＰｉｎＸ１基因的质粒）；Ｂ组：ｐＥＧ
ＦＰＣ３组 （转 染 不 带 ＰｉｎＸ１基 因 的 空 质
粒）；Ｃ组：脂质体组（只加脂质体）；Ｄ组：
空白细胞组（常规培养的 ５８Ｆ细胞，不加
任何干扰因素）；Ｅ组：ＰｉｎＸ１ＦＡＭｓｉＲＮＡ组
（转染针对 ＰｉｎＸ１基因的小干扰 ＲＮＡ）。
１．２．４　 ＲＴＰＣＲ 法 测 定 鼻 咽 癌 细 胞 中
ＰｉｎＸ１基因及端粒酶催化亚单位（ｈＴＥＲＴ）的
ｍＲＮＡ表达水平　转染 ４８ｈ后，Ｔｒｉｚｏｌ提取
细胞总 ＲＮＡ，采用 ＡＭＶ逆转录合成 ｃＤＮＡ，
参照 ＴＡＫＡＬＡ 的 ＲＴＰＣＲ 试 剂 盒 说 明 书 操
作，ＰｉｎＸ１ｍＲＮＡ ＰＣＲ反 应 条 件：９４℃ 预 变
性 ２ｍｉｎ，９４℃变性 １ｍｉｎ，５５℃退火 １ｍｉｎ，
７２℃延伸 ２ｍｉｎ，扩增 ２５个循环，最后 ７２℃
再延伸 ５ｍｉｎ。ｈＴＥＲＴｍＲＮＡ ＰＣＲ反 应 条 件
为：９４℃ 预 变 性 ４ ｍｉｎ，９４℃ 变 性 ３０ ｓ，
４９℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸 ４５ｓ，扩增 ３０个
·２６１·
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循环，７２℃再延伸 ５ｍｉｎ。均采用 ＧＡＰＤＨ作
为内参照。ＰＣＲ产物经 １％琼脂糖凝胶电泳
鉴定，ＵＶＩ凝胶成像系统摄像。Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软

件 分 析 条 带 灰 度 值，用 ＰｉｎＸ１／ＧＡＰＤＨ 和
ｈＴＥＲＴ／ＧＡＰＤＨ分别代表 ＰｉｎＸ１ｍＲＮＡ及 ｈＴＥＲＴ
ｍＲＮＡ的相对表达量。引物序列见表 １。

表 １　ＰｉｎＸ１、ｈＴＥＲＴ、ＧＡＰＤＨ的 ＲＴＰＣＲ引物序列

基因 正义引物５′３′ 反义引物５′３′ 产物大小（ｂｐ）

ＰｉｎＸ１ ＴＴＴＴＣＴＣＧＡＧＡＴＧＴＣＴＡＴＧＣＴＧＧＣＴＧＡＡＣＧ ＴＴＴＴＧＡＡＴＴＣＴＣＡＴＴＴＧＧＡＡＴＣＴＴＴＣＴＴＣ ９８７

ｈＴＥＲＴ ＣＣＧＡＧＴＧＡＣＣＧＴＧＧＴＴＴＣＴＧＴＧ ＧＧＡＡＧＣＧＧＣＧＴＴＣＧＴＴＧＴＧ ６７０

ＧＡＰＤＨ ＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴ ＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴＴＧＧＧ ２０５

１．２．５　ＭＴＴ法检测鼻咽癌细胞增殖能力
鼻咽癌细胞 ５８Ｆ接种于 ９６孔板，转染，分
别在 ０、２４、４８、７２ｈ四个时间点采用 ＭＴＴ
比色法检测细胞增殖状态，以 ４９０ｎｍ波长
的吸光度值 ＯＤ４９０量化活细胞数。绘制生
长曲线，并计算各组的生长抑制率。细胞生

长抑制率（ＩＲ）＝（对照组 ＯＤ４９０－干扰组
ＯＤ４９０）／对照组 ＯＤ４９０×１００％。
１．２．６　ＳｔｒｅｔｃｈＰＣＲ法检测细胞端粒酶活性
鼻 咽 癌 细 胞５８Ｆ接 种 于９６孔 板 ，转 染 ，
４８ｈ后采用 ＳｔｒｅｔｃｈＰＣＲ法检测细胞端粒酶
活性，具体方法 参 照 ＴｅｌｏＣｈａｓｅｒ试 剂 盒 说 明
书操作。

１．２．７　细胞凋亡分析　鼻咽癌细胞 ５８Ｆ
接种于 ９６孔板，转染，４８ｈ后收集细胞，用
预冷的 ＰＢＳ洗 涤，结 合 缓 冲 液 重 新 悬 浮 细
胞，使其浓度为 １×１０６／ｍｌ，采用 ＡｎｎｅｘｉｎＶ／
ＰＩ（碘化丙锭溶液）染色，流式细胞仪分析
细胞凋亡情况，凋亡指数（ＡＩ）＝（凋亡细胞
数 ／癌细胞总数）×１００％。
１．３　统计学分析

采用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行数据分析，除细
胞增殖实验（ＭＴＴ）用两因素析因设计的方差
分析 外，其 余 均 用 ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ方 差 分
析，Ｐ ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＲＴＰＣＲ检测细胞 ＰｉｎＸ１ｍＲＮＡ的表达
结果 显 示 各 组 均 能 扩 增 出 ９８７ｂｐ的

ＰｉｎＸ１基 因 片 段 。ｐＥＧＦＰＣ３ＰｉｎＸ１能 使
５８Ｆ细胞 ＰｉｎＸ１ｍＲＮＡ的表达水平显著上
调 １．６倍 （Ｐ ＜０．０５）；ＰｉｎＸ１ＦＡＭｓｉＲＮＡ

转染 后，ＰｉｎＸ１ ｍＲＮＡ 的 表 达 水 平 下 降 了
７０％，有 效 地 沉 默 了 ＰｉｎＸ１基 因 的 表 达；
ｐＥＧＦＰＣ３组、脂质体组及空白细胞组之间
ＰｉｎＸ１ｍＲＮＡ的 表 达 无 统 计 学 意 义 （Ｐ ＞
０．０５）。见图 １和表 ２。

图 １　ＲＴＰＣＲ法检测细胞 ＰｉｎＸ１基因 ｍＲＮＡ表达
　　ａ：ｐＥＧＦＰＣ３ＰｉｎＸ１组；ｂ：ｐＥＧＦＰＣ３组；ｃ：脂 质 体

组；ｄ：空白细胞组；ｅ：ＰｉｎＸ１ＦＡＭｓｉＲＮＡ

表 ２　ＰｉｎＸ１ｍＲＮＡ表达水平检测（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

实验分组 ｍＲＮＡ

ｐＥＧＦＰＣ３ＰｉｎＸ１组 １．５９９±０．１０２

ｐＥＧＦＰＣ３组 １．１０３±０．１６０

脂质体组 １．０４１±０．１２９

空白细胞组 １．０００±．０．１６０

ＰｉｎＸ１ＦＡＭｓｉＲＮＡ组 ０．３０３±０．０４８

　　注：单因素方差分析显示组间差异Ｆ＝３９．６２６，Ｐ＝０．０００。进

一步两两比较，表示与空白细胞组比较，Ｐ＝０．０００；表示与空

白细胞组比较，Ｐ＝０．０００；不带表示与空白细胞组比较无统计学

意义

２．２　细胞增殖实验结果
采 用 两 因 素 析 因 设 计 方 差 分 析 进 行

５８Ｆ细胞增殖情况的分析。结果发现组间
差 异 有 统 计 学 意 义 （Ｆ＝３５．８７０，Ｐ＝
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０．０００），结合 ＳＮＫ多 重 比 较 结 果，ｐＥＧＦＰ
Ｃ３ＰｉｎＸ１组的 ＯＤ４９０值（珋ｘ±ｓ＝２．１５±
０．２７）显 著 低 于 空 白 细 胞 组 （珋ｘ±ｓ＝
２．５２±０．５０），两 者 相 比 有 统 计 学 意 义
（Ｐ ＝０．０３８），提示 ｐＥＧＦＰＣ３ＰｉｎＸ１显著
抑 制 细 胞 的 增 殖。 ｐＥＧＦＰＣ３组、脂 质 体
组、ＰｉｎＸ１ＦＡＭｓｉＲＮＡ组与空白细胞组比较
无统计学意义（Ｐ ＞０．０５），表明此 ３种处
理对细胞的增殖能力无显著影响；不同时间

点也 有 统 计 学 意 义 （Ｆ＝４３７．６２１，Ｐ＝
０．０００），结 合 ＳＮＫ多 重 比 较 结 果，０、２４、
４８、７２、９６ｈ不同时间点的 ＯＤ４９０值随时
间增加而增大；时间与组别间存在交互效应

（Ｆ ＝４．５９２，Ｐ ＝０．０００），说明两组间的
差异随时间变化而变化。以细胞在不同时

间点的 ＯＤ４９０值绘制细胞生长曲线，并计
算出细胞生长抑制率（图 ２），ＭＴＴ增殖实验
显示 ｐＥＧＦＰＣ３ＰｉｎＸ１对 ５８Ｆ细胞增殖呈
显 著 的 抑 制 作 用，ＰｉｎＸ１ＦＡＭｓｉＲＮＡ 对 ５
８Ｆ细胞增殖无显著影响

图 ２　细胞生长抑制率

２．３　ｈＴＥＲＴｍＲＮＡ的表达水平和端粒酶活
性检测结果

２．３．１　ｈＴＥＲＴｍＲＮＡ的表达　结果显示转
染 ｐＥＧＦＰＣ３ＰｉｎＸ１可使 ｈＴＥＲＴｍＲＮＡ表达
水平 下 降 达 ２９．９％，而 转 染 ＰｉｎＸ１ＦＡＭ
ｓｉＲＮＡ沉 默 ＰｉｎＸ１的 表 达 与 空 白 细 胞 组 的
ｈＴＥＲＴｍＲＮＡ表 达 水 平 差 异 无 统 计 学 意 义
（Ｐ ＝０．７５７）。见表 ３和图 ３。
２．３．２　端粒酶活性检测　结果显示鼻咽
癌 ５８Ｆ细胞端粒酶活性呈强阳性，对照细
胞 ＥＣＶ３０４端粒酶活性呈弱阳性。ｐＥＧＦＰ
Ｃ３ＰｉｎＸ１转染后能使鼻咽癌细胞端粒酶活

性降低，而 ＰｉｎＸ１ＦＡＭｓｉＲＮＡ对 ５８Ｆ细胞端
粒酶活性无显著影响。组间差异有统计学意

义（Ｆ ＝５９．４３６，Ｐ ＝０．０００）。见图 ４。

图 ３　ｈＴＥＲＴｍＲＮＡ的表达水平
　　ａ：ｐＥＧＦＰＣ３ＰｉｎＸ１组；ｂ：ｐＥＧＦＰＣ３组；ｃ：脂质

体组；ｄ：空白细胞组；ｅ：ＰｉｎＸ１ＦＡＭｓｉＲＮＡ组

表 ３　ｈＴＥＲＴｍＲＮＡ表达检测（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

实验分组 ｈＴＥＲＴｍＲＮＡ

ｐＥＧＦＰＣ３ＰｉｎＸ１组 ０．７０１±０．０８８

ｐＥＧＦＰＣ３组 ０．９２８±０．１１０

脂质体组 ０．９７４±０．０４８

空白细胞组 １．０００±０．０８８

ＰｉｎＸ１ＦＡＭｓｉＲＮＡ组 １．０２４±０．１４５

　　注：单因素方差分析显示组间差异Ｆ＝５．６０８，Ｐ＝０．０１２。进一

步两两比较，表示与空白细胞组比较，Ｐ＝０．００３；表示与空白

细胞组比较，Ｐ＝０．７５７；不带表示与空白细胞组比较无统计学意义

图 ４　细胞端粒酶活性
　　注：通过 ＳｔｒｅｔｃｈＰＣＲ法评价 ５组细胞中端粒酶活性的

强弱。从图中可见：人脐静脉内皮细胞 ＥＣＶ３０４端粒酶

呈弱阳性，正常鼻咽癌细胞 ５８Ｆ端粒酶强阳性，ｐＥＧＦＰ

Ｃ３ＰｉｎＸ１质粒 明 显 抑 制 鼻 咽 癌 细 胞 端 粒 酶 的 活 性，而

ＰｉｎＸ１ＦＡＭｓｉＲＮＡ、脂质体、ｐＥＧＦＰＣ３处理均对端粒酶活

性无显著影响

２．３．３　细胞凋亡检测　ＡｎｎｅｘｉｎＶ（－）／ＰＩ
（－）为活细胞（左下象限），ＡｎｎｅｘｉｎＶ（＋）／
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ＰＩ（－）为早期凋亡细胞（右下象限），Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ（－）／ＰＩ（＋）为 晚 期 凋 亡 细 胞 （右 上 象
限），凋亡指数（ＡＩ）＝凋亡细胞数 ／总细胞
数 ＝早期凋亡指数 ＋晚期凋亡指数。结果显
示 ｐＥＧＦＰＣ３ＰｉｎＸ１转染后 ５８Ｆ细胞凋亡指

数（珋ｘ±ｓ＝４９．７３±２．７０％）较空白对照细
胞组（珋ｘ±ｓ＝１９．２７±０．７６％）显著升高
（Ｐ ＜０．０５）。 ｐＥＧＦＰＣ３组、脂 质 体 组、
ＰｉｎＸ１ＦＡＭｓｉＲＮＡ组与空白细胞组细胞凋亡
指数无统计学意义（Ｐ ＞０．０５）。见图 ５。

图 ５　流式细胞仪测细胞凋亡
　　ａ：ｐＥＧＦＰＣ３ＰｉｎＸ１组；ｂ：ｐＥＧＦＰＣ３组；ｃ：脂质体组；ｄ：空白细胞 ５８Ｆ组；ｅ：ＰｉｎＸ１ＦＡＭｓｉＲＮＡ组。（注：右

上、右下象限代表凋亡细胞，左下象限代表正常细胞。如图所示，ｐＥＧＦＰＣ３ＰｉｎＸ１组中凋亡细胞明显较其余 ４组多）

３　讨论

　　ＰｉｎＸ１基因是近年来发现的一个端粒酶
和端粒共调控基因，编码一种 Ｐｉｎ２／ＴＲＦ１结
合蛋白。Ｂａｎｉｋ等［７］分 析了 ＰｉｎＸ１、ｈＴＥＲＴ与
ｈＴＲ三者之间的关系，认为 ＰｉｎＸ１可直接结
合 ｈＴＥＲＴ和 ｈＴＲ，但 ＰｉｎＸ１与 ｈＴＲ的结合取
决于 ｈＴＥＲＴ的存在，ＰｉｎＸ１抑制端粒酶的活
性是通过结合 ｈＴＥＲＴｈＴＲ的复合体而实现
的。Ｃｈｅｎ等［８］研究发现，ＰｉｎＸ１使用不同的
片 段 分 别 与 Ｐｉｎ２／ＴＲＦ１ 和 ｈＴＥＲＴ 结 合，
ＬＰＴＳ／ＰｉｎＸ１（２５４２８９）与 Ｐｉｎ２／ＴＲＦ１结
合，而 ＬＰＴＳ／ＰｉｎＸ１（２９０３２８）与 ｈＴＥＲＴ结
合，在体外 ＬＰＴＳ／ＰｉｎＸ１（２９０３２８）显示较
强的端粒酶活性抑制作用，可导致端粒 缩

短，引起细胞凋亡。ＰｉｎＸ１蛋白全长 ３２８ａａ，
Ｎ端（ａａ１１４２）和 Ｃ端（ａａ２５４３２８）各含
一个 ｈＴＥＲＴ结合位点，高表达 ＰｉｎＸ１Ｃ端片
段能显著抑制细胞端粒酶活性，缩短端粒并

抑制端粒酶阳性肿瘤细胞体内外生长，但对

端粒酶阴性细胞的端粒长度无影响［９１０］。因

此，ＰｉｎＸ１被认为是端粒酶抑制剂或抑癌基
因。在部分肿瘤如胃癌及肝癌［４６］中的研究

中也证实 ＰｉｎＸ１基因能够抑制肿瘤细胞中
的端粒酶活性从而诱导肿瘤细胞凋亡。

然而，有学者持不同的观点，Ｓｕｎ等［１１］和

孙洁等［１２］在急性早幼粒细胞白血病（ＡＰＬ）
的研究 中 发 现，肿 瘤 的 分 化 过 程 中，ＰｉｎＸ１
ｍＲＮＡ的表 达 与 端 粒 酶 活 性 的 调 控 方 向 一
致，认 为 ＰｉｎＸ１的 表 达 变 化 可 能 为 继 发 于
ｈＴＥＲＴ表达变化的一种反应，目的是保持端
粒酶活性的稳定。还有一种观点认为，在前

列腺癌［１３］、胃肠道癌［１４］及 髓母细胞瘤［１５］中

ＰｉｎＸ１基因的表达与端粒酶活性无显著性关
联，它并非抑制端粒酶活性的关键因素，可

能是基因的多态性现象。最近，关于 ＰｉｎＸ１
的动力学研究以及功能性研究也取得了一

些新进展。Ｙｕａｎ等［１６］研究表明，ＰｉｎＸ１在细
胞间期定位于核仁和端粒，而在有丝分裂期

聚集于染色体周围和动粒外板，用 ｓｉＲＮＡ抑
制 ＰｉｎＸ１的表达使有丝分裂期的染色体丧失
正确分离的能力，表明 ＰｉｎＸ１在染色体有丝
分 裂 期 的 正 确 分 离 中 发 挥 重 要 作 用。Ｌｉ
等［１７］进一步发现，ＰｉｎＸ１在有丝分裂期是通
过核仁素聚集至染色体周围，并促进染色体

的中板集合。以上研究结果提示，ＰｉｎＸ１基
因在不同的肿瘤中对端粒酶 ／端粒的调控作
用不同，机制不同，目前对 ＰｉｎＸ１的作用缺乏
统一认识，其内在的原因与机制需进一步深

入探讨。

本研究成功构建了针对 ＰｉｎＸ１基因的表
达 载 体 ｐＥＧＦＰＣ３ＰｉｎＸ１ 和 小 干 扰 ＲＮＡ
（ＰｉｎＸ１ＦＡＭｓｉＲＮＡ），转 染 鼻 咽 癌 ５８Ｆ细
·５６１·
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胞后，ＲＴＰＣＲ法检测发现 ｐＥＧＦＰＣ３ＰｉｎＸ１
能使 ＰｉｎＸ１ｍＲＮＡ 表 达 显 著 增 高 １．６倍，
ＰｉｎＸ１ＦＡＭｓｉＲＮＡ可使 ＰｉｎＸ１ｍＲＮＡ表 达 降
低 ７０％，表 明 成 功 构 建 上 调 及 沉 默 ＰｉｎＸ１
基因表达水平的肿瘤细胞模型，这为进一步

的研究 ＰｉｎＸ１和鼻咽癌细胞的关系奠定了
基础。 本 实 验 结 果 显 示，ｐＥＧＦＰＣ３ＰｉｎＸ１
转染鼻咽癌细胞后，肿瘤细胞 ｈＴＥＲＴｍＲＮＡ
的表达和端粒酶活性明显受到抑制 （与转

染前比较），鼻咽癌 ５８Ｆ细胞增殖受到抑
制，细胞凋亡率明显增加。ＰｉｎＸ１ＦＡＭｓｉＲ
ＮＡ沉默 ＰｉｎＸ１表达后发现，肿瘤细胞端粒
酶活性、生长增殖及细胞凋亡均未发现显著

改变。即 ＰｉｎＸ１基因的抑制性功能相 应 的
不能发挥出来。对其现象的解释可能是：鼻

咽癌细胞内源性 ＰｉｎＸ１的表达量很低甚至
缺如，即使采用 ｓｉＲＮＡ沉默，也对端粒酶活
性影 响 不 大。 也 有 可 能 是 实 验 中 ＰｉｎＸ１
ＦＡＭｓｉＲＮＡ作用于细胞中 ＰｉｎＸ１基因的时间
较短（４８ｈ），可能还未观察到肿瘤细胞生
物学行为改变的现象。总的来说，本实验结

果提示，通过向肿瘤细胞中加入外源 ＰｉｎＸ１基
因，能够通过靶向抑制肿瘤细胞端粒酶活性

诱导肿瘤细胞凋亡，证实 ＰｉｎＸ１基因是一个潜
在的端粒酶活性抑制剂。这为包括鼻咽癌在

内的恶性肿瘤的靶向基因治疗开辟新领域。
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