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+缩氨酸为基础!人工合成多肽*
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+$通过用细

胞形态学观察用药后细胞的生长情况!
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法检测
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多肽对人肝细胞株
P>*)

增殖与活力

的影响!以及运用端粒酶重复序列扩增)))焦磷酸根酶联发光技术检测人肝细胞株
P>*)

端粒酶活

性!流式荧光原位杂交法检测端粒长度$研究了多肽作用于人肝细胞
P>*)

后对细胞的生长情况(

细胞端粒长度以及细胞端粒酶活性所产生的影响$研究显示
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多肽具有提高端粒酶活性!

延缓端粒缩短的作用$
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动物染色体末端$有一种被称为1端粒2的保护

性结构&端粒由
)

%

)*VQ

串联的重复序列片段

!

DDNaaa

"
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和一些结合蛋白组成&端粒的功能

除保证
X(N

完整复制外$还在维持染色体结构稳定

!保护染色体不分解和染色体重排及末端不相互融合

等"$染色体在细胞中的定位!使之不随机分布"和引

起细胞衰老等方面起着重要作用(

">@

)

&
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)等

认为端粒酶的作用主要在于延长了端粒悬垂的长

度&由于人体细胞中的端粒酶未被活化$从而导致

了端粒
X(N

缩短(

B

)

&因此$只有那些重新获得端

粒酶活性的细胞才能继续生存下去$对于那些无法

激活端粒酶的细胞将只能面临趋向衰老的结果&
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动物的一种内分泌腺
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松果体$能分泌一种名

为1
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2的缩氨酸$这种成分可被人工合成

名叫1
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2的多肽&人们不断的研究揭示出
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多肽具有许多生物活性及调节功能&其

中$俄罗斯研究人员运用胎儿肺细胞试验发现在正

常对照组细胞老化停止分裂的情况下$
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多

肽 作 用 后 的 细 胞 依 然 具 有 较 强 的 增 殖 能 力&
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多 肽 能 使 小 鼠 寿 命 延 长(

A
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&目 前$
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多肽越来越受到国外研究人员的关注$对其

抗肿瘤%抗氧化%抗衰老作用进行不断深入地了解&

目前国内还没有关于
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多肽的研究报告&

研究将初步探讨
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多肽在细胞中的初

步作用机制$观察其作用过程中对细胞的毒性情况$

对细胞的生长状态影响情况&讨论
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多肽

对细胞端粒的延长$端粒酶的激活是否更安全%

有效&
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材料和方法
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细胞株及主要试剂

人肝细胞株
P>*)

购于武汉大学中国典型培养

物培养保藏中心#
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由上海生工提供$纯度

为
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氰酸荧光素!
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序

列特异性肽核酸!
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"探针(
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)购于大连
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生物技术公司&
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细胞形态学观察

将细胞分组$加药培养
A)3

后$于倒置显微镜

下观察并拍照&然后吸出孔内液体$用
REC

洗两

遍$

#H

4

+

PNc

染色
)*H6/

后$在荧光显微镜下$用

荧光激发$并拍照&
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!DD

法检测细胞生长状态

取生长状态良好的
P>*)

细胞$用
*')#i

的胰蛋

白酶消化制成细胞悬液$计数调整细胞的密度为
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个+
HP

$取该细胞悬液
)*

+

P

接种于

FB

孔细胞培养板中$补充
"+*

+

P

培养基$常规培养

)@3

后$弃旧的培养基$加入新鲜的培养基$每种细胞

分组如下'

"

"正常对照组$加入完全培养基#

)

"补充
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组$每组加入
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$使其终浓度分别为
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$每组

均为
B

孔&加药后分别培养
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%
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和
A)3

&测定前

@3

每孔加入
)*

+

P=DD

$继续培养
@3

$小心吸出

孔内的液体$每孔加入二甲基亚砜
#*

+

P

后$放在低

速摇床上溶解
=DD

的还原产物
"*H6/

$在酶标仪

上于
@F*/H

波长测定各孔的吸光度值$由此检测细

胞的生长状态&
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细胞培养

人肝细胞株
P>*)

常规培养于含
"*i

新生小牛

血清%

"** 7
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HP

青霉素%

"**
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HP

链霉素和

*')#7
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HP

胰岛素的
MR=L"B@*

完全培养基中&

培养条件为
!Ao

和
#i2c

)

&将上述细胞随机分为

@

组'

"

"正常对照组$未经药物作用的对照组!即相

应溶剂处理组"以下图中简称
E

#
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"培养基中补充终

浓度为
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补充终浓度为
*'*")+

+

H%&

+

P

的
G

T

6;30&%/

#

@

"培

养基 中 补 充 终 浓 度 为
*'*)# B

+

H%&

+

P

的

G

T

6;30&%/

&培养一个月收集细胞&
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法检测端粒酶活性

DMNR>GPLXN

法测定基本原理$

DMNR

反应产

物有两种'

"

"端粒重复序列
R2M

扩增产生的双链

X(N

#

)

"端粒酶延长反应及
R2M

扩增的副产物焦

磷酸根!

RR

6

"&因为
RR

6

在端粒酶延长反应中释放

的数量大大小于
R2M

扩增中的数量$所以它可以忽

略不计&在
R2M

扩增中$随着一个核苷掺入
X(N

$

一个
RR

6

被释放&

R2M

扩增中释放的
RR

6

数量和

DMNR

产生的
X(N

数量成比例&因此可通过测定

DMNR

反应中
RR

6

的数量来测定端粒酶活性&

DMNR>GPLXN

测定步骤'

"

"将正常对照组及补

有
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一个月的生长状况良好的细胞用

*')#i

胰酶消化后$用冰冷的
*'Fi (02&

生理盐水

洗
)

次&再加入定量体积的生理盐水配成细胞悬

液$台盼兰染色法计数细胞$活细胞占总细胞的比例

大于
F+i

#

)

"向其中加入
)**

+

P2WNRC

裂解液$

冰上反应
!*H6/

$离心取上清液$测定总蛋白质含

量$调节蛋白质浓度为
)

4

+

P

#

!

"取所得上清液
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+

P

$加入
DMNR

缓冲液%
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和
DC

引物!

#h>NND

22aD2aNa2NaNaDD>!h

"$使终体积为
)#

+

P

&

将混合物于
!* o

反应
!*H6/

$然后于
F* o

加热

!H6/

#

@

"加入
2?

引物!

#h>222 DDN 222 DDN

222DDN 222DDN>!h

"和
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X(N
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$循

环
!!

次$最后于
A)o

再延伸
)H6/

#

#

"然后向混合

物中加入
)

+

4

NXN

$于
!Ao

培养
!*H6/

$再将其于

F*o

加热
@H6/

$使其
NXN

失活#

B

"反应产物稀释

#

倍$取
)

+

P

加入到
F#

+

PGPLXN

混合物中&在室

温下于
ER2P

微弱发光仪上记录前
B:

的发光点数&

GPLXN

混 合 物 含 有
*'" H%&

+

P D.6:>

乙 酸 盐%
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PGXDN
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"HH%&

+

P

二硫代苏糖醇%

*'@H

4

+

HPR$R

%

#H

4
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P

荧光素%

#

+

H%&

+

P

腺苷
>#h>

磷硫酸盐%

BB7

+

PNDR>

硫酸化酶和
@H

4

+

P

荧光素酶&混合物中
RR

6

的摩

尔数等于用用荧光素酶系统捡出的
NDR

量&设

"

+

4

端粒重复序列等于
!')@/H%&

核苷$则
GPLXN

混合物中
"

T

H%&

的
RR

6

来源于
!"*

T4

端粒重复序

列的延长&

9:>

!

流式荧光原位杂交法"

I%"8GI'03

#检测端粒长

度的变化

!!

取
G

T

6;30&%/

预 处 理 后 生 长 状 态 良 好 的

#]"*

# 个+
HP

细胞悬液$置于
"'#HPGR

管中$离

心去培养介质$将细胞重新悬浮于
"**

+

P

杂交液

中(

+

)

%加入
YLD2>

!

2

!

DN

)

"

!

R(N

探针&阴性对照组

以相同体积的三蒸水代替
YLD2>

!

2

!

DN

)

"

!

R(N

探

针&将样品变性后暗处室温杂交
)3

&之后$细胞用

洗液
"

洗
)

次$洗液
)

洗一次&洗液
"

含
A*i

去离

子甲酰胺%

"*HH%&

+

P D.6:>W2&

%

*'"i ECN

和

DS99/>)*

&洗液
)

为含
*'"iECN

和
DS99/>)*

的

REC

&将细胞重悬于
!**

+

P

含碘化丙锭!

RL

"的磷

酸缓冲液中$于
@o

下放置过夜$于流式细胞仪上$

由
YP>)

通道测定
RL

荧光强度$

YP>"

通道测定端粒

YLD2

线形范围内的荧光强度&为进行数据分析$细

胞控制为单一二倍体细胞&端粒平均荧光强度表示

与
YLD2>

!

2

!

DN

)

"

!

R(N

探针杂交细胞的平均荧光

强度减去无探针杂交细胞的平均荧光强度&端粒长

度与端粒平均荧光强度成正比(

F>""

)

$所以用端粒平

均荧光强度检测端粒长度变化&

;

!

结
!

果

;'9

!

细胞形态观察

光镜下直接观察
P>*)

细胞形态变化'

"

"未经药物作用的对照组&

P>*)

细胞生长良

好$细胞饱满完整$细胞间界限清楚$胞浆丰富$可见

明显核仁$荧光显微镜照片可见$胞膜光滑$荧光均

匀!如图
"
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0

"

%

K

"

"显微镜下观察并拍照的结果#

!

0

)

%

K

)

"为荧光染色处理细胞后观察拍照结果&

图
"

!

P

2

')3,%"(

多肽对
HG;W

细胞形态的影响

)

"

G

T

6;30&%/

多肽作用组'不同浓度
G

T

6;30&%/

处理
P>*)

细胞
)@

%

A)3

$双目倒置显微镜下观察$

与其相应的对照组细胞相比形态无明显差异$细胞

饱满完整&由荧光显微镜照片可知$各浓度细胞均

外形饱满%荧光发光均匀&从细胞形态的观察认为

G

T

6;30&%/

多肽对细胞的毒性小$具较安全的特点&

;:;

!

!DD

法检测结果

加入多肽
)@3

后检测显示不同浓度的
G

T

6;30&%/

多肽作用的细胞与对照组细胞的生长情况变化不明

显#

@+3

%

A)3=DD

检测显示加入
G
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多肽的细

胞生长情况显示!见图
)

"&

*'**)#B
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P

区间$细胞生长情况良好&根据
=DD

检测结果及

细胞 形 态 观 察 的 结 果$选 择
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及
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种 浓 度
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对细胞进行长期用药&

图
)
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多肽对
HG;W

细胞生长的影响
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端粒酶的活性

在
NDR>

硫酸化酶的催化下
RR

6

能和端粒酶底

物腺苷
>#h>

磷硫酸盐反应$生成
NDR

&在荧光素酶催

化下
NDR

与荧光素发出微弱光$利用微弱发光仪检

测并记录开始
B:9J

内发光的点数&

在不同浓度下培养出的
P>*)

细胞的端粒酶活

性变化情况如图
!

所示&对照组人肝细胞
P>*)

的

端粒活性非常弱$而
G

T

6;30&%/

多肽不同浓度用药组

的
P>*)

细胞的端粒酶活性明显增强$图
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显示$
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浓 度 为
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与 浓 度 为

*'*)#B
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P

端粒酶活性差别不大&端粒酶活性

与多肽间存在一定的剂量
\

效应关系&

B

表明与对照组相比
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图
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法检测
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对
HGW;

细胞端粒

酶的活性的影响"
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为正常对照组#
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端粒长度检测结果
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促进
P>*)

细胞端粒的延长
YPcb>

YLCW

的测定原理主要根据端粒由高度重复序列

DDNaaa

组成$其长度越长$所含重复碱基数目越

多$结合的
YLD2>

!

222DNN

"

!

探针就越多$其荧光

也就越强#此外$荧光强度还与每个细胞的染色体数

目有关$染色体越多$端粒就越多$荧光就越强&因

此$

YPcb>YLCW

的荧光强度直接反映了端粒长度

的变化&端粒平均荧光为与
YLD2>
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R(N

探针杂交的细胞的平均荧光减去阴性对照组细胞

!即不含探针杂交液作用的细胞"的平均荧光的差

值&在
YC2

+

YP)

散点!

RL

荧光与前散射光的直方

图
@

"图中$被圈起来的
M"

部分为二倍体细胞$在测

定该区细胞端粒特异性
YLD2

荧光&

由图
#

可知$加
G
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多肽的细胞荧光强度

与对照组细胞相比有明显提高$即施用
G

T

6;30&%/

多

肽的细胞组的端粒长度明显比对照组的细胞端粒

长$且在一定范围内有浓度依赖性&

但在浓度
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P

和
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P

之间端粒的延长长度差异不大&提示在这两浓度间

的细胞端粒的长度与
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T

6;30&%/

多肽的浓度依赖性

不大$总体来说$此结果表明
G

T

6;30&%/

多肽增加端

粒长度&
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荧光与前散射光的直方图

!!!!!!B
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端粒荧光强度的影响
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众所周知$真核
X(N

是线性
X(N

$复制时由于

模板
X(N

起始端为
M(N

引物先占据$新生链随之

延伸#引物
M(N

脱落后$其空缺处的模板
X(N

无

法再度复制成双链&因此$每复制一次$末端
X(N

就缩短若干个端粒重复序列$即出现真核细胞分裂

中的1末端复制问题2&当端粒缩短到一定程度时即

引起细胞衰老$故端粒又称1细胞分裂计时器2&虽

然端粒序列不含功能基因$但是如果没有这些类似

染色体的1帽子2!

J0

T

"结构的端粒$染色体之间就会

出 现 端
\

端 融 合 !
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"和染色体丢失
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"等变化$这些变化威胁着染色体

的正确复制和细胞的存在$因此$端粒是至关重要

的&而端粒酶可以防止端粒的缩短$它是端粒复制

所必须的一种特殊的
X(N

聚合酶$具有逆转录酶

活性$能以
3DM

!

3-H0/D9&%H9.0:9M(N

"为模板$

向染色体末端添加
DDNaaa

序列&因此$端粒长度

和端粒酶活性与细胞的衰老紧密相关&

曾有报道
G

T

6;30&%/

多肽能增强某些基因转录$

其中可能就有端粒酶基因$从而特异的激发相应蛋

白质合成&目前$在细胞试验中俄专家发现此施用

多肽后细胞传代次数较对照组明显增加$

N/6:6H%8

等研究者也发现
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多肽能使小鼠寿命延长
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"&但对此肽具体作用机制还未进

一步研究&本研究在上述结论基础上以端粒酶活性

不明显的
P>*)

细胞进行此肽作用机制的初步研究&

有关衰老和端粒酶的研究表明'端粒酶阴性的细胞

的增殖引起端粒缩短$并最终导致细胞死亡&人体

内有一些细胞属永生性细胞$如造血干细胞%生殖细

胞等$这些细胞不分裂或处于静止期时$细胞呈端粒

酶阴性#当进行细胞增殖时$细胞呈端粒酶阳性&研

究结果表明'通过
=DD

的结果选用
!

个浓度对细

胞进行培养$然后进行端粒酶检测$显示用药的细胞

端粒酶活性比对照组细胞明显提高&肝细胞
P>*)

在常规培养下呈低端粒酶活性$而在
G

T

6;30&%/

处理

后$端粒酶活性明显增高$表明
G

T

6;30&%/

多肽能有

效的促进端粒酶的合成&流式荧光原位杂交法检测

实验细胞端粒$结果表明端粒得到增加$可推测

G

T

6;30&%/

多肽可能通过激活端粒酶$间接达到增加

端粒长度的目的&因此$

G

T

6;30&%/

可能有延长细胞

寿命功能$进而可能有延缓衰老的作用&但对由端

粒非正常缩短所带来的一些疾病$如端粒异常缩短

导致的早衰等$是否可以利用此肽促进端粒酶活性$

缓解端粒的缩短进而减缓衰老进程&此多肽是否还

有其他作用机制$这还有待进一步研究&
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