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端粒酶在细胞永生化中的应用
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!摘!要"!细胞永生化是目前细胞生物学研究的热点和难点之一% 位于真核生物细胞染色体末端

的端粒可以稳定染色体!而由+A2和蛋白质组成的端粒酶以自身 +A2为模板合成端粒% 因此!将

外源性端粒酶逆转录酶",I+,#基因转染至目的细胞!则可能诱导细胞发生永生化% 本文从端粒&

端粒酶&端粒酶在细胞永生化中的应用&端粒酶在传代细胞系中的应用&存在问题与展望等五个方

面进行了综述!以期为相关研究人员提供参考%
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!!细胞永生化 "C7KKFJJD\]:KFb:]FD8# 指体外培养

的细胞经过自发的或受外界因素的影响从增殖衰

老危机中逃离!从而具有无限增殖能力的过程& 自

然界中自发永生化的几率非常小!啮齿类动物为

$#

-)

($#

-5

! 而人类细胞则小于 $#

-$" *$+

& 细胞永

生化与端粒"]7KDJ7\7#和端粒酶"]7KDJ7\:G7#有密

切联系& 端粒除保持染色体完整性外! 还作为细

胞生存期限的关键性调控因子存在!端粒功能障碍

会导致细胞增殖衰竭或凋亡&

端粒酶的催化亚单位端粒酶逆转录酶"]7KDJd

7\:G7\7_7\G7]\:8GC\FE]:G7! ,I+,#在端粒酶的激活

中起着关键作用& 目前!应用端粒酶来延长细胞的

生命期是近年来的研究热点之一& 相对于病毒)原

癌基因等永生化基因!,I+,具有许多优越性& 端

(%)(
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粒酶转染建立的永生化细胞保持了正常细胞的生

理特性!具有正常的生长速率!正常的核型!呈现生

长锚着依赖性和接触生长抑制性!因而是一种非常

理想的细胞来源*$+

&

CD端粒和端粒酶

端粒是位于真核细胞线性染色体末端的特殊

结构!由简单的 <A2串连重复序列和一系列相关

的蛋白质组成!即<A2蛋白复合物& 端粒 <A2由

若干个不含功能基因的简单重复的非编码序列构

成& 端粒的两条<A2链长度也不一样!以人为例!

其中具有一条单链富含6,!比它的互补链富/2单

链多出 )# (&## 个核苷酸&

端粒酶是一种合成和延伸端粒的核糖核蛋白&

正常细胞内检测不到端粒酶活性!因此正常细胞分

裂次数是有限的!不能无限增殖& 但是恶性肿瘤细

胞的增殖并不使端粒区缩短! 因此具有无限增殖的

能力!这是因为细胞中端粒酶被激活*"+

!它的作用在

于补充细胞分裂中丢失的端粒!维系细胞稳定&

端粒酶由三部分组成$ 端粒酶+A2"]7KDJ7\:G7

+A2!,+或,+/# 模板)端粒酶相关蛋白",.U# 和

,I+,& ,I+,的表达水平高低决定端粒酶活性!被

认为是调节端粒酶活性的重要限速步骤之一&

,I+,在进化上相对保守!几乎所有物种均含有 5

个逆转录酶元件和 $ 个端粒酶特异性元件& 对人)

鸡)猴)大鼠)仓鼠)蟾蜍等 5 个不同物种 ,I+,的

基因序列比较可以发现!其功能元件是相对保守的

"图 $#& 在原代培养的细胞中稳定表达人端粒酶

催化亚基"T,I+,#基因能稳定端粒的长度!使细胞

易于永生化!因此 T,I+,的激活是细胞永生化的

重要步骤&

注$C,I+,$鸡端粒酶逆转录酶%g,I+,$蟾蜍端粒酶逆转录酶%T,I+,$人端粒酶逆转录酶%

J,I+,$猴端粒酶逆转录酶%\,I+,$大鼠端粒酶逆转录酶%T:J,I+,$仓鼠端粒酶逆转录酶%

图 CD不同物种的8!28基因比较

ED端粒酶在细胞永生化中的应用

"0$!端粒酶的优越性!到目前为止!采用传统方

法已经构建了许多种永生化细胞系!但是各种细胞

永生化的方法都有着显著的局限性& 它们往往出

现有别于正常细胞的特征!如细胞形态改变)核型

改变)具有致瘤性%另外!有些细胞的生长失去接触

性抑制!成为转化细胞& 而 ,I+,介导的永生化细

胞是正常细胞!而非转化细胞& 研究表明!它们具

有正常生长率)核型!呈现接触抑制和锚着依赖性!

不具有致癌性和软琼脂克隆形成能力等*&+

& 其次!

,I+,介导的永生化细胞已通过了@$ 期和@" 期!

同生殖干细胞一样!是真正意义上的永生化&

T,I+,-永生化细胞兼具原代细胞的原始特

性!以及传代细胞系的连续培养能力& 在获得两种

类型细胞优点的同时!避免了它们的缺陷& 表 $

中!对常见的四种细胞类型的特性进行了简要

比较&

表 CD四种细胞类型的特征比较

原代细胞

T,I+,-

永生化

细胞

癌! 病毒-

永生化

细胞

传代

细胞系

模拟体内组织表型 iiii iii ii i

遗传稳定性 二倍体
二倍体*

假二倍体

假二倍体*

非整倍体
非整倍体

增殖能力 i iii iii iii

供应能力 i iii iii iii

实验可重复性 低 良好 良好 良好

费用 高 中 低 低

使用方便性 i ii ii iii

"0"!端粒酶在人类细胞永生化中的应用!$113 年!

9DP8:\等*)+首先将外源性 T,I+,导入人视网膜色
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素上皮细胞和包皮成纤维细胞获得成功& 后续研

究发现!此类细胞可持续增殖!至少达未转染细胞

.<G的 " (% 倍& YF7G7\等的研究结果表明!外源

表达 T,I+,即足以使肾近端小管上皮细胞永生

化!永生化细胞的各项表型与原代细胞一致!经过

连续 1# 次群体倍增后!转化细胞依然保持良好的

遗传稳定性*5+

& 美国/KD8]7CT与67\D8 公司合作推

出第一种商品化的永生化正常细胞系 T,I+,-

+.I$!其较正常细胞增殖快!平均每周达 ) -5 .<G!

其传代多于 $)#代!其中有 %个克隆多于 %##代*'+

&

全球最大的生物材料资源中心美国典型培养

物保藏中心"2,//#也致力于人类细胞的 T,I+,

永生化细胞系的构建& 目前已构建了 $# 余种

T,I+,永生化细胞系!并实现了商品化& 同时!

2,//还发布了 T,I+,永生化细胞系的质量控制

标准!包括,+2.试验检测 T,I+,活性)核型分析)

免疫化学和细胞特定标志的流式细胞术等!以保证

细胞质量始终处于良好的可控状态&

国内研究者也在 T,I+,永生化人类细胞系方

面进行了一些研究& 如吕丽萍*3+将编码 T,I+,的

基因转入成人肝细胞!筛选出了经 T,I+,修饰后

的成人肝细胞!细胞株可连续传代培养& 与原代成

人肝细胞相比!转化细胞对 =9>的易感性未见明

显改变&

"0%!端粒酶在哺乳动物细胞永生化中的应用!来

源于靶宿主组织的原代动物细胞!是病毒增殖的最

理想工具& 尽管极少的原代细胞可自发永生化!但

是其基因型不稳定!甚至与原代细胞表型存在较大

差异& 例如 有研究者采用 4>&# 病毒!使猪肺泡巨

噬细胞".2@#永生化!但永生化细胞不支持猪繁殖

与呼吸综合征病毒".++4>#的复制*1+

& 进一步的

研究发现!这些细胞均不能表达 .++4>进入细胞

的受体 E/<$5%

*$#+

& 这一研究也进一步证实了病

毒转化细胞!可能会导致原代细胞表型的改变&

因此!研究者们转而采用表达 T,I+,转化的

方法!使原代细胞永生化& 如针对采用病毒永生化

.2@出现的问题!4:OD8O:等*$$+将 T,I+,C<A2转

染.2@细胞!稳定转染细胞能组成型表达 T,I+,

蛋白!使细胞永生化& 该 .2@永生化细胞未影响

细胞表面/<$5% 受体的表达水平& 因此!这一新型

细胞系有利于 .++4>病毒的分离和增殖!并可作

为病毒致病性和免疫功能研究的有效工具&

除了.2@外!其它猪的原代细胞!也有成功采

用 T,I+,获得永生化的报道& 例如 4:̂F87等采用

T,I+,基因转染技术!获得了永生化的猪输卵管上

皮细胞系,I+,-V.I/!该细胞具有端粒酶活性!

并与上皮细胞标志物角蛋白具有免疫反应 *$"+

&

潘小平等*$%+将含 T,I+,真核表达的载体转染

到原代猪肝细胞!经6&$3 筛选!获得耐药性的猪肝

细胞克隆并传代 % 代& 原代细胞和转化细胞培养

上清中分泌白蛋白和尿素氮在前 % 天无统计学差

异".k#0#)#& 此后!有研究者*$&+将编码 E/U-87D

-T,I+,真核表达质粒导入原代培养的猪小肠上

皮细胞!得到抗6&$3 阳性细胞群!并传至 3# 代&

.:J7K:等*$)+发现对于驴)普通斑马和细纹斑

马等 % 种马属动物!仅表达外源 T,I+,尚不足以使

其原代成纤维细胞永生化& 但是!若同时表达

T,I+,和 T,I+/!则可检测到端粒酶活性以及端粒

的延长!并能使 % 种动物的原代成纤维细胞细胞永

生化&

现有的研究结果表明!将 T,I+,转入牛的体

细胞和胚胎细胞!能延长其端粒长度!并增强端粒

酶活性& 对于牛源原代细胞!有报道称仅转化

T,I+,!就能使牛毛细管内皮"9/I#细胞通过衰老

期!获得永生化& 令人费解的是!尽管转化细胞可

检测出很高的端粒酶活性!但这些稳定转染的细

胞!端粒的长度却随着细胞传代而逐渐缩短*$5+

&

后来!YF7̂;7等将 T,I+/和 T,I+,表达质粒!分

别注射至牛囊胚细胞!发现外源表达 T,I+/能增

加牛囊胚细胞的端粒酶活性和端粒长度%而且共表

达 T,I+,和 T,I+/组!与单独表达 T,I+/组相

比!端粒的长度没有增加*$'+

& 以上结果表明!

,I+/是牛囊胚细胞端粒酶活性的限速因素之一&

对于山羊的原代细胞!国内也有一些成功的报

道& 例如杨艳将 T,I+,基因导入山羊卵巢间质原

代细胞!建立了永生化山羊卵巢间质细胞系& 转染

细胞系无致瘤性转化!同时保持了正常细胞的生物

学特性*$3+

& 随后!赵晓娥等*$1+用将 T,I+,基因转

染到山羊胎儿成纤维细胞中!结果外源性 T,I+,

基因可以延长胎儿成纤维细胞在体外培养的寿命!

())(
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降低细胞凋亡率&

此外!在永生化鼠类细胞方面!目前已有大量

成功的报道& 最近!对于鼠的骨髓间充质干细

胞*"#+和造骨细胞*"$+等原代细胞的永生化又取得了

成功&

"0&!端粒酶在禽类动物细胞永生化中的应用!

T,I+,在永生化禽类原代细胞方面!很少有成功的

报道& 最早的报道是 67D\OFDG等""##)#将 T,I+,

转染鸡胚成纤维细胞"/If#!在转染的/If中检测

到 T,I+,表达!却没有检测到端粒酶活性或稳定

的端粒长度!并且转染的 /If与正常 /If经历同

样世代后开始衰老凋亡*""+

&

随后!有研究者对这一问题进行了更深入的研

究!他们构建了多种<%N!的表达载体!转染/If细

胞& 结果可以检测到 <%N!的表达!并伴随着内源

<%NL!N的表达& 但是在这些转染的/If细胞中端

粒酶活性未持续存在*"%+

& 这一结果提示!/If细

胞中可能缺少某些端粒保护蛋白的支持&

国内也有一些相关的研究报道& 如孙莹等检

测了鸡胚成纤维细胞"/If#和马立克氏淋巴瘤细

胞系"@<//-@49$#的端粒酶活性!发现 CT,I+,

是端粒酶活性的主要限速步骤之一!也可能是导致

马立克氏病淋巴瘤的重要因素*"&+

& 还有研究人员

构建了 T,I+,基因真核表达载体并转染 /If!转

染后可观察到绿色荧光*")+

& 但是!这一研究在近

三年来均未见后续报道!因此!不能确定是否会如

上文中67D\OFDG等报道的那样!在转染的/If中检

测到 T,I+,表达!却没有检测到端粒酶活性或稳

定的端粒长度&

虽然目前还未见采用 T,I+,成功永生化 /If

的报道!但是!在鸡的羽髓干细胞却有成功的先例&

徐玉林将 T,I+,转染羽髓干细胞获得稳定传代的

细胞!检测到端粒酶的活性& 永生化细胞具有较强

的生命活力!并仍然保留正常的生物学特性*"5+

&

GD端粒酶在传代细胞系中的应用

/\7:等于 "##5 年首次报道了 T,I+,对永生

化细胞体外培养特性的影响!过量表达 T,I+,的

永生化中国仓鼠卵巢细胞系 /=Vc$ 在批次培养

中的细胞凋亡明显减少)活细胞密度显著提高)培

养时间明显延长*"'+

& 这一研究结果为组成型过量

表达 T,I+,能有效地改善永生化细胞的生长特

性)提高细胞培养效率提供了肯定的依据&

刘红等研究发现!T,I+,组成型过量表达可降

低>7\D细胞的贴附生长依赖性和对血清的依赖程

度!是有应用潜力的改良哺乳动物细胞体外培养性

状的技术途径*"3+

&

T,I+,-永生化技术!还可用于细胞系基因功

能研究& 例如!有研究者将野生型和间隙连接蛋白

基因 &% "/g&% # 缺失型鼠的造骨细胞系!采用

T,I+,-永生化后进行研究!明确了 /g&% 在早期

分化和矿化阶段的作用*"1+

&

HD问题与展望

从目前的研究结果来看!细胞永生化过程中端

粒的维持并非全部依赖于端粒酶的激活!约有 %#h

的永生化人细胞系并不表达端粒酶& 在一段时期

内!研究者们一直试图解释这部分细胞在不表达端

粒酶活性的情况下!如何保持甚至是延长端粒的长

度!并提出了多种假说& "#$" 年 GCF78C7杂志上发

表了一篇论文!对此进行了解释!指出 $# -$)h的

人类癌细胞并不表达端粒酶的活性!而是利用端粒

替代延长"2H,#机制!该机制不同于通常采用的通

过端粒酶延长端粒的机制*%#+

&

尽管鸡的端粒酶活性重建取得了一定进展!

但是目前尚未见到利用CT,+和 CT,I+,建立鸡的

永生化细胞的报道!有些问题仍有待进一步探索和

研究& 相信随着研究的不断深入!鸟类的端粒生物

学将被完整地阐明!将为人类最终阐明衰老和癌症

等疾病的发生机制奠定基础&

另外!并非所有类型的细胞都能通过这种方法

建立永生化细胞系!甚至对于同一种细胞!不同的

研究得到不同的结果& 细胞永生化虽是目前细胞

生物学研究的热点之一!但有许多问题尚未解决!

如细胞的衰老机制)一些细胞循环的分子机理以及

对不同的细胞采用何种永生方法等方面还有待研

究& 这些问题的阐明!有利于了解细胞增殖与衰老

的分子机制!为治疗肿瘤)控制肿瘤细胞增殖以及

器官移植奠定坚实的基础&
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