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Abstract 
AIM: To investigate the effect of As2O3 on the expression of telomerase reverse transcriptase 
mRNA in ACC-2 cells. METHODS: ACC-2 cells were cultured. The different drug concentration gra-
dient (0, 1.0, 2.0, 4.0, 8.0 μmol/L) of As2O3 were applied to ACC-2 cells for 24 h and 48 h respec-
tively. The hTERT mRNA expression of ACC-2 cells before and after As2O3’s induction was detected 
by RT-PCR. RESULTS: RT-PCR results showed that hTERT mRNA expression was significantly 
higher in the control group, while after As2O3 action to ACC-2 cell for 24 h and 48 h, with the in-
crease of As2O3 concentration (1.0 μmol/L, 2.0 μmol/L, 4.0 μmol/L, 8.0 μmol/L), hTERT mRNA ex-
pression decreased gradually (P < 0.01). CONCLUSION: As2O3 can induce apoptosis of ACC-2 cells 
by downregulating hTERT mRNA transcript expression. 
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摘  要 

目的：探讨As2O3对ACC-2细胞端粒酶hTERT mRNA表达的影响。方法：进行ACC-2细胞培养，将As2O3

建立不同药物浓度梯度(0、1.0、2.0、4.0、8.0 μmol/L)分别作用于ACC-2细胞24 h，48 h，应用RT-PCR
方法，检测As2O3作用前后，ACC-2细胞的hTERT mRNA表达水平。结果：RT-PCR结果显示，在未经药

物作用、作为对照组的正常培养的ACC-2细胞中，hTERT mRNA呈现明显高表达；在As2O3作用于ACC-2
细胞后24 h与48 h时，随As2O3药物浓度的增高(1.0 μmol/L、2.0 μmol/L、4.0 μmol/L、8.0 μmol/L)，
hTERT mRNA表达逐渐降低(P < 0.01)。结论：As2O3可下调ACC-2细胞的hTERT mRNA转录表达，来诱

导ACC-2细胞凋亡。 
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1. 引言 

腺样囊性癌(adenoid cystic carcinoma, ACC)为恶性肿瘤，其特征为缓慢地局部浸润性生长，且很容易

局部复发与远处转移[1]。ACC 恶性程度比较高，属上皮性肿瘤，可发生于全身各处，于眼眶部好发于泪

腺[2] [3]。泪腺 ACC 的平均发病年龄为 40 岁左右，女性稍多见，是一种浸润性极强预后很差的肿瘤，很

难根治，多数会局部复发，死亡率较高，其 15 年存活率不到 20% [4]。ACC 的临床治疗一直以来就是一

个难点，化疗的反应率不高，有针对性的靶向治疗可能是一种选择[5]，寻找有效的化疗药物成为临床基

础研究的当务之急。 
三氧化二砷(arsenic trioxide, As2O3)是最古老的毒物之一，无臭无味，外观为白色霜状粉末，故称砒

霜。作为抗肿瘤药物，在治疗急性早幼粒细胞白血病方面已较为成熟，尤其对于复发病例[6] [7] [8]。另

外，还可用于肝癌[9]、肺癌[10]等的治疗。对于 ACC 的治疗目前仅限于实验室的研究中[11]。 
本研究旨在探询端粒酶 hTERT-mRNA 表达对 As2O3 诱导人腺样囊性癌 ACC-2 细胞凋亡的影响，为

临床应用提供可靠的理论依据。端粒(telomere)是真核细胞染色体末端的特殊结构，可稳定染色体的功能，

防止染色体 DNA 降解、末端融合，保护染色体结构基因 DNA，调节正常细胞生长。人端粒是由 6 个碱
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基重复序列(TTAGGG)和结合蛋白组成。正常细胞由于线性 DNA 复制 5’末端消失，随着体细胞不断增殖，

端粒逐渐缩短，当细胞端粒缩至一定程度，细胞停止分裂，处于静止状态。Counter CM 称端粒为正常细

胞的“有丝分裂钟”(mitotic clock) [12]，端粒长短和稳定性决定了细胞寿命，并与细胞衰老和癌变密切

相关。端粒酶(telomerase)是使端粒延伸的反转录 DNA 合成酶，是由 RNA 和蛋白质组成的核糖核酸-蛋白

复合物，其中 RNA 为模板，蛋白具有催化活性，以端粒 3’末端为引物，合成端粒重复序列。主要特征是

用自身携带的 RNA 作模板，以 dNTP 为原料，通过逆转录催化合成模板链 5’端 DNA 片段或外加重复单

位。端粒酶的活性在真核细胞中可检测到，其功能是合成染色体末端的端粒，使因每次细胞分裂而逐渐

缩短的端粒长度得以补偿，进而稳定端粒长度。值得注意的是，恶性肿瘤细胞具有高活性的端粒酶，能

维持癌细胞端粒的长度，使其无限制扩增。而正常体细胞的增殖能力则非常有限，其端粒越来越短，端

粒酶的活性不高。在端粒结合蛋白质方面，人端粒酶蛋白质部分的催化亚基编码基因也已经被克隆鉴定，

命名为人端粒酶逆转录酶(human Telomerase Reverse Transcriptase, hTERT)基因。该基因含有一个端粒酶

特异基序(telomerase-specific motif)，翻译 48 个氨基酸的蛋白质序列。hTERT 基因仅在肿瘤细胞——永生

化的(immortal)细胞中表达，因此，hTERT 基因更显示出肿瘤特异性诊断和治疗的潜在应用价值[13] [14]。 
我们前面的研究已经表明，As2O3 作用于 ACC-2 细胞，可通过降低线粒体膜电位从而引起细胞凋亡

[15]。本部分实验我们针对端粒酶 hTERT mRNA 表达对 As2O3 诱导人腺样囊性癌 ACC-2 细胞凋亡的影响

进行研究，用 RT-PCR 检测端粒酶 hTERT 亚基的表达，从端粒酶角度对 As2O3 诱导腺样囊性癌 ACC-2
细胞凋亡可能的分子机制进行研究。 

2. 材料与方法 

2.1. 实验标本、主要试剂、实验仪器 

2.1.1. 实验标本 
腺样囊性癌 ACC-2 细胞株由青岛大学附属医院中心实验室提供，经细胞复苏，RPMI-1640 + 10%胎

牛血清培养液常规细胞培养，2~3 天换液或传代一次，取指数生长期细胞用于实验。 

2.1.2. 主要试剂 
注射用三氧化二砷(Arsenic Trioxide for Injection)：北京双鹭药业股份有限公司。 
PrimeScript RT-PCR 试剂盒：日本 Takara 公司。 
引物合成：由上海生物工程公司合成。 

2.1.3. 主要实验仪器 
PCR 仪 GeneAMP PCR System 9600：美国 PE 公司。 
Vilber Lourmat 凝胶成像系统：法国 VILBER LOURMAT 公司。 

2.2. 实验分组 

用 50 ml (25 cm2)培养瓶培养 ACC-2 细胞，分为对照组(0 μmol/L As2O3处理组)、1.0 μmol/L、2.0 μmol/L、
4.0 μmol/L 和 8.0 μmol/L As2O3 处理组，分别培养 24 h、48 h。 

2.3. RT-PCR 检测端粒酶 hTERT mRNA 表达的实验步骤 

2.3.1. 总 RNA 抽提 
用不含小牛血清的 RPMI 1640 培养液洗涤收集的 ACC-2 细胞 2 次，计数 5 × 106 细胞，加入 Eppendorf

管，离心沉淀后加 Trizol 试剂 1 ml，抽提总 RNA。 



姜涛 等 
 

 
98 

2.3.2. cDNA 链合成 
按逆转录试剂盒说明操作。终体积 20 μl，其中总 RNA 4 μl，随机引物 1 μl，5 × buffer 4 μl，核糖核

酸酶抑制剂(RNasin) 1 μl，10 mmol/L dNTP 2 μl，鼠白血病病毒反转录酶(M-MuLVRT) 1 μl，ddH2O 7 μl。
PCR 扩增仪上运行：25℃ 10 分钟，42℃ 60 分钟，70℃ 10 分钟；4℃保存。 

2.3.3. PCR 
1) 引物：hTERT 和作为内参照的 hGAPDH PCR 反应寡核苷酸引物由上海 Sangon 合成。 

 
PCR 引物序列 

Primer primer sequences    product size(bp) 

5’-ATTGGAATCAGACAGCACTTGAA-3’ 
hTERT                                                                        165 

5’-TCCCACGACGTAGTCCATGTT-3’ 
 

5’-TCATGGGTGTGAACCATGAGAA-3’ 
hGAPDH                                                                      146 

5’-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3’ 

 
2) PCR 反应体系为 50 μl，在 200 μl 反应管中加入以下试剂 

 
成分 体积 

10× PCR buffer 
10 mM  MgCl2 

10 mM  dNTPs 
20 mM  primer1 
20 mM  primer2 

5U Taq DNA polymerase 
cDNA 
ddH2O 

5.0 μl 
5.0 μl 
2.0 μl 
2.0 μl 
2.0 μl 
1.0 μl 
8.0 μl 

25.0 μl 

 
3) PCR 仪 GeneAMP PCR System 9600：美国 PE 公司。 
4) PCR 反应程序如下 

 
Prog1 94℃ 5 min 1 cycle 

Prog2 
 
 

Prog3 

95℃ 

58℃ 

72℃ 

72℃ 

30 s 
30 s 
20 s 

10 min 

 
 

30 cycles 
1 cycle 

 
5) Agarose 电泳及结果分析 
取 PCR 扩增产物 5 μl 在 1.5%琼脂凝胶(含 0.5 μg/ml 溴化乙锭)，90 V 电压下电泳 20~30 min，用 Vilber 

Lourmat 凝胶成像系统进行目的基因表达水平分析。 
将电泳后的琼脂糖凝胶置于琼脂糖凝胶自动图像分析仪下进行扫描，然后用 Quantity one 图像分析软

件对电泳图进行定量分析，将所得出的各电泳条带光密度值与同一样品所测出的内参电泳条带的光密度

值 OD 进行比较。 
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2.4. 统计学处理 

采用 SPSS19.0 统计学软件处理数据。数据用 x s± 表示，显著性检验水准 α = 0.05，P < 0.05 有统计

学意义，组间比较用方差分析。 

3. 结果 

RT-PCR 结果显示，在未经药物作用、作为对照组的正常培养的 ACC-2 细胞中，端粒酶 hTERT 亚基

的 mRNA 呈现明显高表达；在 As2O3 作用于 ACC-2 细胞后 24 h 与 48 h 时，随 As2O3 药物浓度的增高(1.0 
μmol/L、2.0 μmol/L、4.0 μmol/L、8.0 μmol/L)，端粒酶 hTERT 亚基的 mRNA 表达逐渐降低(图 1，图 2)。 

以 hTERT 基因表达的相对光密度值代表 hTERT 基因的表达强度。不同浓度、处理时间 hTERT mRNA
表达量差异有显著统计学意义(24 h，F = 322.38，P < 0.01；48 h，F = 1730.23，P < 0.01；表 1)。 
 

 
(M：Marker 0：对照组 1：1.0 μmol/L As2O3组，2：2.0 μmol/L As2O3组，4：4.0 μmol/L As2O3

组，8：8.0 μmol/L As2O3组) (左图：hTERT；右图：GAPDH) 

Figure 1. Expression levels of hTERT mRNA in ACC-2 cells before and after 
As2O3 treatment (24 h) 
图 1. As2O3 作用前、后(24 h)的 ACC-2 细胞 hTERT 的 mRNA 表达水平 

 

 
(M：Marker 0：对照组 1：1.0 μmol/L As2O3组， 2：2.0 μmol/L As2O3组， 4：4.0 μmol/L 
As2O3组，8：8.0 μmol/L As2O3组) (左图：hTERT；右图：GAPDH) 

Figure 2. Expression levels of hTERT mRNA in ACC-2 cells before and after 
As2O3 treatment (48 h) 
图 2. As2O3 作用前、后(48 h)的 ACC-2 细胞 hTERT 的 mRNA 表达水平 
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Table 1. Expression of hTERT mRNA in different concentration and treatment time ( x s± ) 
表 1. 不同浓度、处理时间 hTERT mRNA 表达量( x s± ) 

As2O3浓度(μmol/L) 
处理时间(h) 

24 h* 48 h# 

0 221.67 ± 5.51 141.00 ± 1.73 

1 183.00 ± 8.89 115.33 ± 1.15 

2 144.33 ± 7.57 91.73 ± 4.06 

4 105.67 ± 5.51 73.70 ± 0.82 

8 45.57 ± 4.45 24.77 ± 0.47 

经方差分析，*不同浓度 As2O3作用 24 h 的 ACC-2 细胞 hTERT mRNA 表达水平差异有显著统计学意义(F = 322.38，P < 0.01)，#不同浓度 As2O3

作用 48 h 的 ACC-2 细胞 hTERT mRNA 表达水平差异有显著统计学意义(F = 1730.23，P < 0.01) 

4. 讨论 

端粒酶(Telomerase)是一种核糖核蛋白复合物，在维持端粒长度方面有重要作用。正常人大部分体细

胞中检测不到端粒酶[16]。一些良性病变组织[17]，体外培养的成纤维细胞中也测不到端粒酶活性。但在

生殖细胞睾丸[18]、卵巢[19]、胎盘及胎儿细胞中此酶为阳性。恶性肿瘤细胞具有很高的端粒酶活性，端

粒酶阳性的肿瘤有卵巢癌[20]、淋巴瘤[16]、急性白血病[21]、乳腺癌[22]、结肠癌[23]、肺癌[24]等等。

端粒酶异常高表达与恶性肿瘤发生、发展及预后密切相关，端粒酶的活性被认为是肿瘤细胞增殖与肿瘤

进展的关键因素，还有一些疾病如骨髓衰竭综合征、先天性角化不良、再生障碍性贫血、特发性肺纤维

化、肝硬化等也与端粒酶基因突变有关[25] [26]，端粒酶活性的调控可能成为这些疾病尤其是恶性肿瘤的

治疗方法。人端粒酶包括三种组分：端粒酶 RNA(human telomerase RNA, hTR)、端粒酶逆转录酶(human 
telomerase reverse transcriptase, hTERT) [27] [28]及连结二者的端粒酶连结蛋白(telomerase associated pro-
tein 1, TP1) [29]。其中 hTERT 与端粒酶活性密切相关，被认为是大多数细胞端粒酶激活的限速酶[30]。 

本研究结果发现，As2O3 可以诱导腺样囊性癌 ACC-2 细胞的凋亡，RT-PCR 结果显示，在未经药物

作用、作为对照组的正常培养的 ACC-2 细胞中，端粒酶 hTERT 亚基的 mRNA 呈现明显高表达；在 As2O3

作用于 ACC-2 细胞后 24 h 与 48 h 时，随 As2O3 药物浓度的增高(1.0 μmol/L、2.0 μmol/L、4.0 μmol/L、8.0 
μmol/L)，端粒酶 hTERT 亚基的 mRNA 表达逐渐降低。端粒酶 hTERT 亚基在 ACC-2 细胞的转录水平高

表达，与报道的恶性肿瘤中 hTERT 的高表达相一致[20] [21] [22] [23] [24]。As2O3 作为抗肿瘤药物，在转

录水平可明显抑制 ACC-2 细胞的 hTERT 表达，并随着药物浓度的增高，ACC-2 细胞的 hTERT 表达逐渐

降低。推论 As2O3 可通过抑制 ACC-2 细胞的 hTERT 表达，抑制端粒酶激活，抑制甚至缩短其端粒的长

度，引起 ACC-2 细胞生长能力下降，并伴有细胞周期阻滞及细胞凋亡。 
端粒酶的活化是一个多步骤、多因素参与的复杂的过程，其活性调控不仅与生长因素有关，而且与

一系列癌基因、抑癌基因、蛋白酶类等有关[31]。Bashash D 等[32]的研究证实，抗肿瘤药物、端粒酶抑

制剂 BIBR 1532 对急性早幼粒细胞白血病(APL)NB4 细胞的直接短期细胞毒性，就是通过 p21 的诱导、

bax/bcl-2 平衡比率失衡以及下调 c-myc 和 hTERT 的转录来实现的。Huang ST 等[33]的研究发现，黄芩中

的活性化合物-汉黄芩素可诱导人粒细胞性白血病细胞(HL-60 细胞)凋亡，他们认为，这种抑制 HL-60 细

胞生长的作用就是部分通过 bax/bcl-2 细胞凋亡诱导途径，以及通过抑制 hTERT 启动子介导的 c-myc 基

因来抑制端粒酶活性而实现的。Park SE 等[34]的研究发现，蛹虫草水提取物可诱导人肺癌 A549 细胞凋

亡，通过下调人端粒酶逆转录酶(hTERT)，c-myc 和 Sp1 表达，产生剂量依赖性端粒酶活性抑制。他们认

为，蛹虫草水提取物通过外在的信号级联的死亡受体介导途径和内在的线粒体介导的 caspase 途径诱导
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A549 细胞凋亡。也可得出蛹虫草水提取物所致的凋亡是通过抑制 hTERT 的转录活性，从而降低端粒酶

活性所致的结论。Yang SM 等[35]的研究则从另一个角度提出了治疗恶性肿瘤的思路，他们在体外，用

反义 hTERT 基因(ahTERT)真核表达载体，通过基因重组技术转染人胃癌 SGC-7901 细胞株，结果表明，

ahTERT 转染后，SGC-7901 细胞的增殖显著受到抑制。进一步研究表明，在 ahTERT 转染的 SGC-7901
细胞中，其端粒酶活性，端粒长度，hTERT 基因、bcl-2 基因和 c-myc 基因的 mRNA 和蛋白表达下降。

但是，人类端粒酶 RNA(HTR)和端粒酶相关蛋白 1 (TP1)的转录在转染细胞和未转染细胞中无明显影响。

流式细胞仪分析显示，在 ahTERT 转染的细胞，其 G0/G1 期积聚，增殖指数(PI)下降。此外，在裸鼠皮下

注射 ahTERT 转染的细胞后发现无致瘤性，而在注射对照未转染的细胞的小鼠中，可观察到可触及的肿

瘤。研究表明，外源性 ahTERT 可以抑制增殖，通过抑制端粒酶活性、端粒酶逆转录酶、c-myc 和 bcl-2
表达，而部分逆转 SGC-7901 细胞的恶性表型。针对 hTERT 的反义技术，可能是一个潜在的胃癌治疗方

法。我们的研究也证实，As2O3 可通过下调 ACC-2 细胞的 hTERT mRNA 转录表达，来诱导 ACC-2 细胞

凋亡。As2O3 可能通过癌基因、抑癌基因、蛋白酶类的多步骤、多因素参与的复杂过程，来调控腺样囊性

癌 ACC-2 细胞端粒酶活性，从而诱导 ACC-2 细胞凋亡，发挥其抗癌作用。 
hTERT 的调控因子很多，包括正相调节因子和负相调节因子，且这些调节因子间可能存在协同或拮

抗作用。从上面的讨论中可以看出，bcl-2、c-myc 可能是 hTERT 的正相调节因子，对 hTERT 起协同作

用。 
综上所述，As2O3 可通过下调 ACC-2 细胞 hTERT mRNA 转录表达，来诱导 ACC-2 细胞凋亡。 
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