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端粒酶抑制剂对不同非整倍体状态的人结肠癌

HCT116细胞增殖及凋亡的影响
胡腾惠1  徐兴祥2*

(1中南大学湘雅二医院, 长沙 410013; 2扬州大学苏北人民医院, 扬州 225001)

摘要      该文研究端粒酶在人结肠癌HCT116高非整倍体变异组及低非整倍体变异组细胞中的

表达差异及其端粒酶抑制剂3′-叠氮-3′-脱氧胸苷(3′-Azido-3′-deoxythymidine, AZT)对2组细胞增殖及

凋亡的影响。取HCT116细胞加入盐酸强力霉素16 h后撤药, 称为高非整倍体变异组; 另取HCT116
细胞不作任何处理, 设为对照组, 称为低非整倍体变异组; 在撤药后第11 d, 采用100、250 μmol/L的
AZT处理2组细胞72 h, 并分别设立空白对照组(未加AZT的高非整倍体变异组及低非整倍体变异

组)。采用染色体滴定法进行染色体计数。采用Western blot检测MAD2L1、PUMA、BAX、P21、
γ-H2AX蛋白质水平。采用荧光定量PCR检测hTERT、PUMA、BAX、NOXA、P21基因表达, 端粒

酶活性试剂盒检测端粒酶活性, CCK-8法检测细胞生存率。实验结果表明, 采用盐酸强力霉素诱导

HCT116细胞的非整倍体率可达到77.33%; 高非整倍体变异组细胞hTERT基因的表达及端粒酶活性

明显高于低非整倍体变异组; 加入AZT后, 高非整倍体变异组P21、γ-H2AX蛋白质水平上升程度较

整倍体明显, 低非整倍体变异组PUMA、BAX蛋白质水平上升程度较高非整倍体变异组明显。该

研究表明, 盐酸强力霉素可以诱导非整倍体形成, 高非整倍体变异组的端粒酶活性及hTERT基因表

达高于低非整倍体变异组, AZT可以对高非整倍体变异组和低非整倍体变异组细胞产生增殖抑制

作用、DNA损伤作用、细胞周期阻滞作用、诱导凋亡作用。
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Abstract       The aim of the study was to study the differences of telomerase activities and the hTERT gene 
expression in high aneuploid variation group and low aneuploid variation group of HCT116 cells and the influence 
of telomerase inhibitor 3′-Azido-3′deoxythymidine (AZT) on cell proliferation and apoptosis of two group cells. 
One group of HCT116 cells were added into doxycycline, known as high aneuploid variation group. One group of 
HCT116 cells were added nothing, known as control group (low aneuploid variation group). After the withdrawal 
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of doxcycline, the two groups were dealt with 100, 250 μmol/L AZT for 72 hours, control blank group and AZT-
dealt group were established. The chromosomes numbers of two groups were counted by karyotype analysis. The 
protein levels of MAD2L1, PUMA, BAX, P21, γ-H2AX were detected by Western blot. Fluorescent quantitative 
PCR was used to detect the gene expression of PUMA, BAX, NOXA, P21, hTERT. The telomerase activity of 
two groups were detected by the Telomeric Repeat Amplification Protocol (TRAP). CCK-8 was used to detect 
cell survival after added into AZT. The experiment results showed that the aneuploidy rate of cells could reach to 
77.33% while added into doxycycline hydrochloride, the hTERT gene expression and telomerase activity of Dox(+) 
group were significantly higher than that of Dox(–) group. The P21, γ-H2AX protein levels of two groups were 
increased. The degree of increasing of Dox(+) group was more obvious. The PUMA, BAX protein expression of 
Dox(–) group increased after AZT, while it didn’t increase of Dox(+) group. It was showed that doxycycline can 
induce aneuploidy, the hTERT gene expression and telomerase activity of Dox(+) group were significantly higher 
than that of Dox(–) group. AZT could inhibit cell proliferation, produce DNA damage and cell cycle arrest of two 
group cells.

Keywords       telomerase; aneuploidy; AZT; cell proliferation; apoptosis

端粒是位于真核生物染色体末端的线性结构, 
具有抑制染色体末端进行重组及融合的功能, 从而

维持染色体的稳定性。端粒在细胞复制的过程中会

不断缩短, 而端粒酶能够维持端粒长度, 从而促使细

胞不断地进行复制[1]。研究表明, 超过90%的恶性肿

瘤具有端粒酶活性, 而在正常细胞与组织中, 则只能

在淋巴细胞、造血细胞、生殖细胞等具有增殖潜能

的细胞中检测到端粒酶活性[2-3]。这就充分表明, 端
粒酶可以作为一种肿瘤分子标志物。非整倍体是指

个别染色体减少或增加一条或几条而导致染色体数

目非整倍数, 所以称为非整倍体, 是细胞分裂时染色

体分离、染色体丢失、染色体易位异常的结果。非

整倍体严重威胁人类的健康, 如某些先天性畸形综

合征、自发性流产、死胎形成等主要原因就是非整

倍体[4], 90%的实体瘤和50%的血液肿瘤也是非整倍

体[5]。研究发现, 端粒酶及非整倍体在肿瘤的发生发

展中起重要作用, 但端粒酶在不同非整倍体状态细

胞中的表达是否具有差异, 端粒酶抑制剂3′-叠氮-3′-
脱氧胸苷(3′-Azido-3′-deoxythymidine, AZT)对不同

非整倍体状态的细胞功能有何影响, 目前尚不清楚, 
本研究拟对这些问题进行探讨。

端粒酶由人端粒酶逆转录酶(human telomerase 
reverse transcriptase, hTERT)、端粒酶RNA组分、

端粒酶相关蛋白组成, 能以自身RNA为模板, 将端

粒DNA送至真核细胞染色体末端, 使端粒延长。

hTERT在端粒酶的激活过程中起关键作用, 端粒

酶活性的表达与其密切相关[6-7]。研究表明, 部分

肿瘤细胞由于端粒酶的作用, 能无限增殖, 从而成

为永生化细胞[8-9]。细胞周期包括G1期、S期、G2

期、M期。当细胞衰老或DNA损伤时, 诱导P21转
录增强, 抑制cyclin-CDK2磷酸化活性, 将细胞阻滞

在G1期[10-11]。组蛋白H2AX的磷酸化(histone H2AX 
phosphorylation, γ-H2AX)是H2AX组蛋白家族中的

一个独特成员, 在真核生物中高度保守, 当DNA双

链发生损伤时, γ-H2AX可迅速发生磷酸化反应[12-13]。

P53上调凋亡调控因子 (P53 upregulated modulator of 
apoptosis, PUMA)是细胞凋亡过程中P53的下游靶基

因, 紫外线、缺氧、γ射线等均会上调野生型P53基
因。P53的重激活可以增强PUMA表达, 解除大B细
胞淋巴瘤(B-cell lymphoma-extra large, Bcl-XL)和B
细胞淋巴瘤-2(B cell lymphoma-2, Bcl-2)对促凋亡蛋

白Bcl-2拮抗剂(Bcl-2 antagonist/killer, Bak)和Bcl-2 X
相关联基因(Bcl-2 associated X, BAX)的抑制作用, 增
加膜通透性, 释放凋亡蛋白酶和细胞色素c, 启动胱

冬肽酶(caspase)反应, 诱发细胞凋亡[14]。有丝分裂

阻滞缺陷2样蛋白1(mitotic arrest deficient 2 like 1, 
MAD2L1)是纺锤体组装检查位点(spindle assembly 
checkpoint, SAC)的成分, 如果SAC在有丝分裂过程

中出现异常, 则会导致染色体的错误分离, 形成非

整倍体[15]。

1   材料与方法
1.1   材料及分组

1.1.1   材料      人结肠癌HCT116细胞来源于苏北医
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院实验中心。胎牛血清购自杭州四季青公司。端粒

酶抑制剂3′-叠氮-3′-脱氧胸苷(AZT)购自TCI公司。

盐酸强力霉素及吉姆萨染液购自上海索莱宝生物

科技有限公司。Nocodazole及Eukitt®快速硬化封片

剂购自Sigma公司。MG132购自Selleckchem公司。

端粒酶活性试剂盒购自Roche公司。MAD2L1购自

R&D Systems公司。逆转录试剂盒购自Thermo公司。

荧光定量试剂购自Vazyme公司。PUMA、BAX、

P21、γ-H2AX抗体、抗兔、鼠的第二抗体均购自

Merk Millipore公司。

1.1.2   实验分组      人HCT116细胞培养于含10%灭

活胎牛血清、100 U/mL青/链霉素DMEM培养基中, 
置于37 °C、5% CO2的细胞培养箱中培养。取处于

对数生长期的HCT116细胞加入1/1 000的0.2 mg/mL
盐酸强力霉素(doxycycline)。作用16 h后, 撤掉盐酸

强力霉素, 设为高非整倍体变异组[Dox(+)]; 并设立

不加盐酸强力霉素的HCT116细胞作为对照组, 称为

低非整倍体变异组[Dox(–)]。撤药当天为第1 d, 在
撤药后第11 d, 采用100、250 μmol/L的AZT处理2组
细胞72 h, 并设立空白对照组。

1.2   检测指标 
在盐酸强力霉素撤掉后第11 d对2组细胞进行

染色体滴定。取撤药后第3 d、第6 d、第11 d的2组
细胞, 检测MAD2L1蛋白质水平。在撤药后第11 d
检测2组细胞hTERT mRNA水平及端粒酶活性, 荧光

定量PCR检测0、100、250 μmol/L AZT作用72 h后
PUMA、BAX、NADH氧化酶亚基(NADH oxidase 
subunit, NOXA)、P21 mRNA水平, Western blot检测0、
100、250 μmol/L AZT作用后PUMA、P21、BAX、

γ-H2AX的蛋白质水平。

1.3   实验方法

1.3.1   染色体滴定      取撤药后生长至第11 d的高非整

倍体变异组及低非整倍体变异组细胞, 加入80 ng/mL
的有丝分裂抑制剂(nocodazole)和10 μmol/L的蛋白酶

体抑制剂MG132, 在37 °C孵箱中孵育6 h后, 按照染色

体滴定的步骤进行处理[16], 然后滴于玻片上, 待玻

片晾干后使用吉姆萨染液进行染色, 待晾干后采

用Eukitt®快速硬化封片剂进行封片, 封片后在100×
的油镜下进行观察计数, 选取150个细胞进行拍照

并对其染色体数目进行计数。将染色体数目为45
条或46条的定义为整倍体(根据ATCC细胞库中关于

HCT116细胞染色体核型的描述), 将染色体数目不

是45或46条的细胞定义为非整倍体。

1.3.2   荧光定量PCR检测      hTERT、PUMA、BAX、
NOXA、P21 mRNA水平      在撤药后第11 d对2组细

胞hTERT mRNA基因进行测定, 在撤药后第11 d加入

0、100、250 μmol/L AZT, 作用2组细胞72 h后, 检测

PUMA、BAX、NOXA、P21基因表达。hTERT正向

引物: 5′-AAG TTC CTG CAC TGG CTG ATG-3′, 反
向引物: 5′-GCT TTG CAA CTT GCT CCA GAC-3′。
并使用GAPDH作为内参。按照RNA提取步骤[17]提

取总RNA, 采用酶标仪进行定量, 逆转录反应采用

Thermo逆转录试剂盒, 逆转录完毕后, 采用SYBR 
Green荧光定量试剂, 进行荧光定量扩增。设置反

应体系为: 95 °C 5 min; 95 °C 10 s, 60 °C 30 s, 共
40个循环; 95 °C 15 s, 60 °C 1 min, 95 °C 15 s, 终
止反应。

1.3.3   端粒酶活性检测      收集撤药后第11 d的高

非整倍体变异组及低非整倍体变异组细胞(2.5×103

个), 按照试剂盒说明书制备端粒酶提取液[18], 并
进行PCR扩增, PCR条件如下, 25 °C引物延伸15 min, 
94 °C端粒酶灭活5 min; 扩增共30个循环: 94 °C变性

30 s, 50 °C退火30 s, 72 °C延伸90 s; 72 °C延伸10 min; 
4 °C保存PCR产物。取扩增产物2.5 μL, 进行ELISA反

应。从酶标仪上读取其在450 nm处的D值, 以690 nm
处作为参考波长。端粒酶活性(relative telomerase 
activity, RTA)计算公式为: RTA=ΔA/AS.IS/[(ATS8–
ATS8.0)/ATS8.IS]×100%。ΔA=AS–ASO, 若ΔA大

于2倍的ASO则判定为端粒酶阳性; AS: 样品吸光

度; ASO: 热处理后样品吸光度; AS.IS: IS样品吸光

度; ATS8: 对照模板吸光度; ATS8.0: 裂解液吸光度; 
ATS8.IS: 对照模板的IS吸光度。由试剂盒提供阳性

对照(为含有端粒重复序列的DNA片段), 阴性对照

为将端粒酶提取物在85 °C环境中处理10 min。
1.3.4   CCK-8检测细胞活力      采用CCK-8法[19]检测

细胞活力。取撤药后第11 d对数生长期的高非整倍

体变异组及低非整倍体变异组细胞, 按4×103/孔接种

于96孔培养板, 每孔加液量为100 μL。2组分别设立

AZT处理组和空白对照组, AZT的终浓度分别为: 0、
100、200、250、500、1 000 μmol/L, 每个组均重复

5个复孔。空白对照组为未加药的高非整倍体变异

组及低非整倍体变异组细胞, 并设立调零孔。加药

完毕后将孔板放入恒温培养箱内培养24、48、72 h
后加入10 μL CCK-8, 再放入恒温培养箱内继续培养
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4 h后在酶标仪上测在450 nm时的D值。实验重复3
次。细胞活力%=(D加药细胞–D空白)/(D对照细胞–D
空白)×100%。

1.3.5   Western blot检测PUMA、P21、BAX、γ-H2AX、

MAD2L1蛋白质水平      采用Western blot检测2组细

胞撤药后第3 d、第6 d、第11 d MAD2L1蛋白质水平

变化, 在撤药后第11 d加入0、100、250 μmol/L AZT, 
作用2组细胞72 h后, 检测PUMA、BAX、NOXA、

P21蛋白质水平。采用裂解液裂解细胞后获得总蛋

白。采用Bradford法[20]于575 nm处测定总蛋白浓度。

然后, 配制12%的SDS-PAGE分离蛋白质样品, 上样

量为60 μg, 采用PVDF膜进行转膜, 恒压2 h, 5%的脱

脂奶粉封闭1.5 h, 一抗4 °C封闭过夜。TBST洗涤3
次后于室温孵育二抗1 h, 采用ECL化学发光剂进行

显色, 采用凝胶成像系统进行显影并拍照。目的蛋

白质的灰度值与内参α-tubulin灰度值的比值代表样

品中目的蛋白的相对含量, 采用Image Lab软件对蛋

白质灰度值进行分析。

1.4   统计学分析

所有数据采用SPSS 18.0进行统计学分析, 两
样本均数比较采用t检验, 两独立样本率比较采用χ2

检验, 组内比较及组间比较采用双因素方差分析, 
P<0.05为具有统计学差异。

2   结果
2.1   高非整倍体变异组及低非整倍体变异组细胞

染色体滴定

在低非整倍体变异组的150个细胞中, 有12个
是非整倍体, 其非整倍体率为9.33%; 在高非整倍体

变异组的150个细胞中, 共有116个细胞为非整倍体, 
非整倍体率为77.33%(表1)。
2.2   MAD2L1蛋白质水平比较

在撤掉盐酸强力霉素第3 d后, 高非整倍体变异

组MAD2L1蛋白质水平明显下降, 与低非整倍体变

异组相比, 2组比较具有统计学差异(P<0.05); 第6 d
时, 高非整倍体变异组MAD2L1逐渐恢复; 第11 d时, 
MAD2L1完全恢复正常(图1)。
2.3   hTERT mRNA水平及端粒酶活性比较

低非整倍体变异组及高非整倍体变异组细胞

在第11 d hTERT mRNA水平分别为1.00和1.51、端

粒酶活性为(3.52±0.23)和(2.88±0.08)。高非整倍

体变异组hTERT mRNA水平及端粒酶活性明显

高于低非整倍体变异组, 组比较具有统计学差异

(P<0.05, 图2)。
2.4   AZT对低非整倍体变异组及高非整倍体变异

组细胞增殖的影响

由图3A可以观察到, 随着AZT浓度的升高和处

表1   高非整倍体变异组和低非整倍体变异组细胞第11 d染色体滴定结果比较

Table 1   Karyotype analysis of Dox(+) and Dox(–) group cells at day 11

组别

Groups

数量

Amounts

非整倍体率(%)                             各种细胞核型的染色体数目

Percentage of 

aneuploidy (%)

                                            Chromosome numbers of indicated karyotype

37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 66

Dox(-) 150 9.33 　 　 　 　 　 2 1 1 69 69 1 2 1 2 　 2 　 　 　

Dox(+) 150 77.33 2 3 3 7 8 13 11 19 15 19 17 8 8 5 4 2 1 3 2

A: MAD2L1蛋白质水平变化; B: MAD2L1蛋白灰度值分析。***P<0.001, 与Dox(–)组比较。

A: MAD2L1 protein levels; B: the gray-value of MAD2L1 protein. ***P<0.001 vs Dox(–) group.
图1   加入盐酸强力霉素后不同时间MAD2L1蛋白质水平变化

Fig.1   The alteration of MAD2L1 protein levels after doxycycline at different time points
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理时间的延长, 低非整倍体变异组细胞存活率不断

降低。由图3B可以观察到, 随着AZT浓度的升高

和处理时间的延长, 高非整倍体变异组细胞存活率

不断降低。由图3C可以观察到, 在AZT作用72 h后, 
高非整倍体变异组细胞的存活率均低于低非整倍体

变异组, 2组细胞在0、100、200、250、500 μmol/L
处具有统计学差异(P<0.05)。AZT对2组细胞生

长的抑制作用与药物处理时间及浓度呈正相关。

AZT对高非整倍体变异组的细胞增殖抑制作用更

明显。
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A: hTERT mRNA levels of Dox(+) and Dox(–) group; B: telomerase activity of Dox(+) and Dox(–) group. *P<0.05. 

图2   作用2组细胞11 h后hTERT mRNA水平及端粒酶活性变化

Fig.2   The alteration of hTERT gene expression and telomerase activity after 11 h of exposure
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图3   不同浓度AZT作用2组细胞24、48、72 h后的细胞存活率

Fig.3   Dox(+) and Dox(–) group cells were exposed to various concentrations AZT after 24, 48, 72 h of exposure
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图4   不同浓度AZT作用后2组细胞PUMA、BAX、NOXA、P21 mRNA水平

Fig.4   PUMA, BAX, NOXA and P21 mRNA levels of two groups treated with various concentrations AZT

2.5   AZT对PUMA、BAX、NOXA、P21 mRNA
水平变化影响

如图4所示, 采用100、250 μmol/L的AZT作用

低非整倍体变异组及高非整倍体变异组细胞72 h
后, 2组细胞PUMA、BAX、NOXA、P21 mRNA水

平均随着AZT浓度的增加和时间的延长而增高, 2
组细胞对AZT均具有药物浓度和时间依赖性。随着

药物浓度的增加, 低非整倍体变异组PUMA、BAX、
NOXA mRNA水平上升程度较高非整倍体变异组上

升明显, 低非整倍体变异组PUMA mRNA水平在0、
100、250 μmol/L处为1.00、2.68、3.49, BAX mRNA
水平在0、100、250 μmol/L处为1.00、1.89、2.22, 
NOXA mRNA水平在0、100、250 μmol/L处为1.00、
2.34、2.44; 高非整倍体变异组细胞在PUMA mRNA水

平 在0、100、250 μmol/L处为1.00、1.94、2.01, BAX 
mRNA水平在0、100、250 μmol/L处为1.00、1.54、1.85, 
NOXA mRNA水平在0、100、250 μmol/L处为1.00、
1.42、1.97; 2组细胞PUMA、BAX、NOXA mRNA水

平在100、250 μmol/L处具有统计学差异(P<0.05); 
随着药物浓度的增加, 高非整倍体变异组P21 mRNA
水平上升程度较整倍体组明显, 低非整倍体变异组

P21 mRNA水平在0、100、250 μmol/L处为1.00、3.38、

4.91, 高非整倍体变异组P21 mRNA水平在0、100、
250 μmol/L处 为1.00、3.67、5.78, 2组 细 胞 在100、
250 μmol/L处均具有统计学差异(P<0.05)。此结果

表明, AZT对高非整倍体变异组细胞周期阻滞作用

较低非整倍体变异组明显, AZT诱导低非整倍体变

异组凋亡作用较高非整倍体变异组明显。

2.6   PUMA、P21、BAX、γ-H2AX蛋白质水平

如图5所示, 与空白对照组相比, 低非整倍体

变异组细胞PUMA、BAX蛋白质水平上升, PUMA
蛋白质水平在100、250 μmol/L处具有统计学差

异(P<0.05), BAX蛋白质水平在250 μmol/L具有统

计学差异(P<0.05)。与空白对照组相比, 高非整倍

体变异组细胞PUMA、BAX蛋白质水平上升不明

显(P>0.05)。与空白对照组相比, 2组细胞γ-H2AX、

P21蛋白质水平上升, 在100、250 μmol/L处均具有

统计学差异(P<0.05)。随着AZT药物浓度的增加, 高
非整倍体变异组γ-H2AX、P21蛋白质水平上升程

度较低非整倍体变异组明显, 低非整倍体变异组细

γ-H2AX蛋白质水平在0、100、250 μmol/L为1.00、
2.23、3.94, P21蛋白质水平在0、100、250 μmol/L为
1.00、1.97、3.43; 高非整倍体变异组细胞γ-H2AX蛋

白质水平在0、100、250 μmol/L为1.00、2.93、5.32, 
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P21蛋白质水平在0、100、250 μmol/L为1.00、3.02、
5.91, 2组细胞在100、250 μmol/L处具有统计学差异

(P<0.05)。以上结果表明, AZT对高非整倍体变异组

的细胞周期阻滞作用及DNA损伤作用较整倍体明

显, AZT对低非整倍体变异组的凋亡作用较高非整

倍体变异组明显。

3   讨论
非整倍体与肿瘤形成之间的关系一直备受关

注。有人认为, 非整倍体只是肿瘤形成过程中的一

个产物; 有人认为, 非整倍体可以促进肿瘤形成。对

于特定的非整倍体核型分析表明, 非整倍体既可以

促进也可以抑制肿瘤的形成。在老鼠模型中, 多出

来的16号染色体可以抑制结肠腺瘤性息肉病转变为

结肠癌[21]。具有3条21号染色体的人与正常人相比, 
得实体瘤的可能性更小。而具有3条8号染色体会促

进血液方面的肿瘤发生, 25%的慢性粒细胞白血病

及10%~15%的急性粒细胞白血病以及5%的急性淋

巴细胞白血病患者会出现3条8号染色体[22-23]。低频

率的染色体错误分离会通过产生促进肿瘤形成的核

型而促进肿瘤形成。当染色体发生错误分离的频率

太高, 细胞则无法产生促进肿瘤形成的核型。

研究表明, 一系列细胞压力因子可以导致非

整倍体的形成[24-30]。Meena等[16]通过采用慢病毒敲

除连接蛋白β3(gap junction protein beta 3, GJB3)、
松弛素/胰岛素样家庭肽受体1(relaxin/insulin like 
family peptide receptor 1, RXFP1)、氧类固醇结合

蛋白3(oxy-sterol binding protein like 3, OSBPL3)、
StAR相关的脂质转移域9(StAR related lipid transfer 
domain containing 9, STARD9)等基因获得非整倍体, 
这些基因与肿瘤形成及整倍体形成的相关通路有

关。Li等[31]通过运用siRNA敲低MAD2L1获得非整

倍体。既往研究中尚未有人采用盐酸强力霉素诱导

非整倍体, 据相关报道表明, 盐酸强力霉素可能可以

A: PUMA、γ-H2AX、P21、BAX蛋白质水平变化;  B: PUMA、γ-H2AX、P21、BAX蛋白质灰度值分析。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001。
A: PUMA, γ-H2AX, P21, BAX protein level; B: the gray-value of PUMA, γ-H2AX, P21, BAX protein level. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

图5   不同浓度AZT对2组细胞PUMA、BAX、P21、γ-H2AX蛋白质水平的影响

Fig.5   Effect of AZT on PUMA, BAX, P21, γ-H2AX protein levels of Dox(+) and Dox(–) group cells
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诱导非整倍体。本研究就这一问题进行尝试, 证实

盐酸强力霉素可以诱导非整倍体。我们就盐酸强力

霉素诱导非整倍体的机制进行研究发现, 在撤药后

第3 d, 非整倍体细胞MAD2L1表达完全消失。这表

明, 盐酸强力霉素可以通过破坏纺锤体组装检查位

点的成分MAD2L1, 导致染色体的错误分离, 继而形

成非整倍体。随着撤药时间的增加, 细胞MAD2L1
逐渐恢复正常, 表明不健康的非整倍体细胞大量死

亡, 而存活下来的非整倍体则可以继续生长及增殖。

与既往通过shRNA敲除相关基因或采用siRNA敲低

MAD2L1等方法相比, 采用药物诱导非整倍体的方

法操作简便, 价格便宜, 为之后非整倍体的获得提供

了一个简单易行的方法。

AZT是应用最广的一种端粒酶抑制剂, 能阻断

端粒复制模板与单核苷酸之间的结合, 使肿瘤细胞

维持端粒长度的机制遭到破坏, 从而导致端粒随着

自身染色体复制而逐渐缩短, 最终促进肿瘤细胞发

生衰老及凋亡[32-34]。本研究2组细胞加入AZT后, 通
过CCK-8实验表明, AZT可以抑制高非整倍体变异

组及低非整倍体变异组细胞增殖, 具有药物浓度及

时间依赖性, AZT对高非整倍体变异组的增殖抑制

作用更明显。

本研究结果表明, AZT可以对高非整倍体变异

组及低非整倍体变异组细胞产生细胞周期阻滞作

用、DNA损伤作用、促凋亡作用, AZT对高非整倍

体变异组的细胞周期阻滞作用及DNA损伤作用较

整倍体明显, AZT对低非整倍体变异组的促凋亡作

用较高非整倍体变异组明显。我们知道, 非整倍体

在促进或抑制肿瘤形成的过程中具有双重作用, 特
定的染色体核型可以产生特定的肿瘤, 通过干扰纺

锤体组装检查位点的功能形成的非整倍体在早期多

以凋亡为主。本研究通过加入盐酸强力霉素诱导非

整倍体后, 经过一段时间的休整后加入AZT, 在这段

时间内, 不利于生存的非整倍体大量死亡, 而存活下

来的非整倍体则可能由于获得特定的染色体核型则

发挥着促进肿瘤形成作用。其促肿瘤形成作用足以

对抗AZT诱导的凋亡作用, 从而导致非整倍体的凋

亡程度不如整倍体明显。低非整倍体变异组细胞

PUMA、BAX蛋白质水平与基因表达趋势一致, 非
整倍体细胞出现PUMA、BAX、NOXA基因的表达

上升, 而相应的蛋白质水平未上升, 是由于盐酸强力

霉素破坏了高非整倍体变异组细胞凋亡基因翻译到

蛋白质这一过程, 还是由于高非整倍体变异组细胞

的凋亡通路有别于低非整倍体变异组细胞, 尚有待

进一步研究。

综上所述, 该研究结果表明, 盐酸强力霉素可

以通过破坏纺锤体组装检查位点的MAD2L1蛋白获

得非整倍体, hTERT基因表达与端粒酶活性在不同

非整倍体状态结肠癌细胞中具有差异, 端粒酶抑制

剂可以抑制不同非整倍体状态细胞的增殖能力、促

进细胞凋亡、产生DNA损伤作用、诱导细胞周期阻

滞。而关于高非整倍体变异组与低非整倍体变异组

的细胞凋亡通路尚有待进一步研究。
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