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端粒酶是一种维持染色体结构和功能稳定的核

糖核蛋白体聚合酶，其激活与肿瘤恶性行为关系密

切 [1]。抑制肿瘤端粒酶活性能导致癌细胞增殖和侵
袭减弱[2]。PTEN基因是近年发现的一种具有双特异
性磷酸酶活性的抑癌基因，参与细胞生长及肿瘤细

胞浸润、血管发生及肿瘤转移的调节 [3]，并且具有

抑制端粒酶活性的作用 [4]。多西环素是一种传统的
抗生素，近年发现其新用途，具有抗肿瘤侵袭和转

移的作用[5]。本文报道PTEN基因转染联合多西环素

对人高转移性涎腺黏液表皮样癌细胞系增殖和端粒

酶活性的影响，探讨两者是否有协同抑癌效应。

1 材料和方法

1.1 主要试剂和仪器
含野生型PTEN抑癌基因cDNA重组逆转录病毒

表达质粒pBp-PTEN及空载体pBabe-puro质粒（pBp）
（美国加州大学Ludwig癌症研究所Furnari教授构建并
惠赠），多西环素（doxycycline hyclate，简记为Doxy，
Sigma公司，美国），RPMI 1640培养基（Gibco公司，
美国），胎牛血清（杭州四季青公司），脂质体试剂

盒（Gibco公司，美国），端粒酶重复扩增法-酶联免
疫吸附（telomerase repeat amplification protocol en-
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[摘要] 目的 探讨外源性PTEN抑癌基因联合多西环素对人黏液表皮样癌细胞系端粒酶活性的影响。方法 用脂
质体将野生型PTEN基因导入黏液表皮样癌细胞系，再用不同质量浓度的多西环素处理细胞，采用MTT比色法测定
细胞存活，用端粒酶重复扩增法-酶联免疫吸附（TRAP-ELISA）测定细胞端粒酶活性。结果 与对照细胞比较，野
生型PTEN基因明显增加癌细胞对多西环素的敏感性，增敏比为1.65～4.75倍。PTEN基因转染或多西环素诱导癌细
胞端粒酶活性明显下降（P＜0.05），二者联合应用对癌细胞端粒酶活性抑制更为显著（P＜0.01）。结论 PTEN抑癌基
因联合多西环素对人黏液表皮样癌细胞系端粒酶活性具有显著的协同抑制效应。
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PTEN tumor suppressor gene combined with doxycycline inhibites telomerase activity in human mucoepi-
dermoid carcinoma cell line LIU Bin, WU Jun-zheng, GUAN Su-min，LI Yan, XU Xiao-fang.（Dept. of Oral
Biology, School of Stomatology, The Fourth Military Medical University, Xi′an 710032, China）
[Abstract] Objective To investigate the effect of PTEN tumor suppressor gene combined with doxycycline on
telomerase activity in human mucoepidermoid carcinoma cell line. Methods The wild-type PTEN tumor suppressor
gene or empty vector was introduced into mucoepidermoid carcinoma cell line in vitro, then the cancer cells were
treated with doxycycline. Cancer cell survival was determined by MTT assay. Telomerase activity was determined
using telomerase repeat amplification protocol-enzyme-linked immunosorbent assay（TRAP-ELISA）. Results Compared
to the control cells, cancer cells transfected with the wild-type PTEN gene showed growth inhibition and increased
sensitivity to doxycycyline, and the ratio of augment of drug sensitivity was 1.65-4.75. The telomerase activity in
cancer cells treared with PTEN gene transfection or doxycycline alone decreased, however, telomerase activity in
combined group decreased more remarkably. Conlusion PTEN gene in combination with doxycycline has significant
inhibitory effect on telomerase activity in cancer cells.
[Key words] doxycycline； mucoepidermoid carcinoma； telomerase
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zyme-linked immunosorbent assay，TRAP-ELISA）检
测盒（Boehring Mannheim公司，德国），GenAmp
9600型PCR仪（Bio-Rad公司，美国），EL312型ELISA
读数仪（Bio-Tek公司，美国）。
1.2 细胞系及培养
人高转移性涎腺黏液表皮样癌细胞系M3SP2由

第四军医大学口腔医学院生物学教研室建立。细胞
用体积分数为10%胎牛血清的RPMI 1640培养液，
在37℃、体积分数为5%CO2及饱和湿度条件下培养。
1.3 基因转染
按照本课题组以前的实验方法进行[6]。简言之，

按柱离心式质粒抽提纯化试剂盒的方法，提取和纯

化质粒pBp-PTEN及空载体pBp。按Lipofectamine脂
质体试剂盒的方法，将pBp-PTEN或pBp质粒导入
M3SP2细胞，0.5 μg·mL-1嘌呤霉素筛选阳性克隆并

扩大培养、鉴定。实验细胞命名为M3SP2-PTEN，
对照细胞命名为M3SP2-pBp。
1.4 药物敏感性试验
将每毫升1×104个的M3SP2-pBp和M3SP2-PTEN

细胞悬液，分别以每孔100 μL接种于96孔培养板
中，培养24 h后，加入100μL含梯度质量浓度（0、10、
50 mg·L-1）Doxy的培养液，每组平行4个样本，继续
培养至第1、3、5天时，终止培养，按常规MTT比色
法[3]测定各孔细胞吸光度值A，绘制Doxy剂量效应曲
线和时间效应曲线，计算半数抑制浓度（the half
maximal inhibitory concentration，IC50）和增敏倍数。
1.5 端粒酶活性检测
实验分4组，第1组为M3SP2-pBp细胞；第2组

为M3SP2-PTEN细胞；第3组为M3SP2-pBp细胞加
10 mg·L -1Doxy（简记为M3SP2-pBp/Doxy），第4组
为 M3SP2 -PTEN细胞加 10 mg·L -1Doxy（简记为
M3SP2-PTEN/Doxy）。分别制备细胞悬液，接种于
100 mL培养瓶培养，培养24 h后，1、2组更换新鲜
培养液，3、4组更换含10 mg·L-1 Doxy的培养液，培
养至第4天时，收获1×106个细胞，参照文献应用

TRAP-ELISA方法检测细胞端粒酶活性 [7]。在ELISA
读数仪上测定在450 mn/630 nm的吸光度值A，以A
值作比较，判定相对端粒酶活性。
1.6 统计学处理
实验数据应用SPSS 1l.0软件进行t检验。

2 结果

2.1 PTEN基因联合Doxy对黏液表皮样癌细胞体外
生长的影响

Doxy对M3SP2-pBp和M3SP2-PTEN细胞体外生
长的抑制效应呈现剂量依赖性和时间依赖性的特点

（图1）。Doxy作用于M3SP2-pBp细胞第1、3、5天时
半数抑制剂量（IC50）分别为41.8、24.1、8.6 mg·L-1；

Doxy作用于M3SP2-PTEN细胞第1、3、5天时IC50分
别为8.8、6.6、5.2 mg·L-1，M3SP2-PTEN细胞对Doxy
的敏感性分别增加了4.75、3.65和1.65倍, 结果表明
转染外源性PTEN抑癌基因的M3SP2-PTEN细胞对
Doxy的敏感性明显增加。10 mg·L-1 Doxy作用癌细胞
5 d时，单用Doxy组和Dxoy联合PTEN转染组的细胞
生长抑制率分别为57.6%和83.3%。

图 1 Doxy对M3SP2-pBp和M3SP2-PTEN细胞的剂量效应曲线
Fig 1 Dose-effect curve of M3SP2-pBp and M3SP2-PTEN cells

exposed to Doxy

2.2 PTEN基因联合Doxy对黏液表皮样癌细胞端粒
酶活性的影响

M3SP2-pBp、M3SP2-PTEN、M3SP2-pBp/Doxy
和M3SP2-PTEN/Doxy组细胞相对端粒酶活性检测结
果分别为0.175、0.139、0.131和0.084（图2）。黏液
表皮样癌细胞与阳性对照（K562细胞）比较，保持较
高的端粒酶活性，但是当转染外源性野生型PTEN抑
癌基因导致癌细胞端粒酶活性明显下降（P＜0.05）。
单用Doxy处理也同样诱导癌细胞端粒酶活性明显下
降（P＜0.05）。然而，PTEN抑癌基因联合Doxy对黏液
表皮样癌细胞端粒酶活性抑制更为显著，差别有统

计学意义（P＜0.01）。

图 2 PTEN基因和Doxy对癌细胞端粒酶活性的影响
Fig 2 Effect of PTEN gene and Doxy on telomerase activity in

cancer cells
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3 讨论

人端粒酶是一种核蛋白复合体，它主要是由端

粒酶催化亚基（human telomerase reverse transcrip-
tase，hTERT）、端粒酶RNA模板和端粒酶相关蛋白-
1三部分组成，其主要功能在于合成端粒序列以维
持其长度的稳定性，它能够以自身的RNA为模板，
合成TTAGGG重复序列，补偿端粒的丢失和阻止端
粒的缩短，使细胞逃脱程序性死亡或者无限增殖[1]。
端粒酶的激活能使肿瘤细胞获得无限增殖的能力，

可能与肿瘤的分化、复发、侵袭和转移有关[8-9]。大
多数肿瘤组织中端粒酶具有很高的活性。在涎腺恶
性肿瘤中（包括黏液表皮样癌）均有hTERT mRNA阳
性表达，其活性与涎腺癌的病理分级有关，其恶性

程度越高，hTERT mRNA表达越强 [5]。研究[2]表明，

抑制肿瘤端粒酶活性能导致癌细胞增殖抑制、凋亡
增加和侵袭减弱。因此，端粒酶成为近年来恶性肿
瘤治疗研究的重要靶标。

PTEN基因是迄今唯一发现的具有双特异性磷酸
酶的抑癌基因，它具有脂质磷酸酶活性和蛋白磷酸

酶活性，能使某些磷脂或蛋白激酶去磷酸化，在多

种细胞活动过程中发挥重要作用[3]。近年来，研究[4]

表明，转染野生型PTEN基因也能够抑制肿瘤细胞端
粒酶活性。
多西环素是一种常用的四环素类半合成抗生

素，临床用于呼吸道感染、泌尿道感染、胆道感染
及牙周病等。近年来，为传统抗感染老药多西环素
开发出新的用途，研究表明它对高侵袭性的胰腺癌

具有明确的增殖抑制作用[5，10]，与传统化疗药顺铂联

合应用具有协同抑制乳腺癌转移的作用[11]。
人涎腺高度恶性黏液表皮样癌具有侵袭性强、

转移率高和预后差的临床特点。该肿瘤临床治疗失
败的最主要原因就在于很难控制肿瘤细胞的侵袭和

转移。本课题组以前的研究 [12]表明，转染野生型

PTEN抑癌基因对高转移性涎腺黏液表皮样癌细胞系
生长、黏附、运动和侵袭等生物学行为具有抑制作
用。考虑到肿瘤侵袭特性与端粒酶活性有密切关
系，而PTEN抑癌基因和多西环素都具有抗侵袭作
用，将廉价多西环素与独特基因疗法联合应用能否

增强PTEN基因的抑制肿瘤增殖和端粒酶活性作用
呢？

本实验结果表明，外源性PTEN抑癌基因导入高
转移性黏液表皮样癌细胞能够诱导癌细胞增殖抑

制，并且增强癌细胞对多西环素的敏感性以及导致

端粒酶活性显著下降。文献报道PTEN抑癌基因抑制
端粒酶活性的机制可能是通过抑制Akt激酶活化，

下调端粒酶关键组分hTERT mRNA水平，进而导致
端粒酶活性降低 [4]。本研究还显示多西环素对黏液
表皮样癌细胞体外生长具有显著的抑制效应，并呈

现剂量依赖性和时间依赖性的特点。多西环素抑制
癌细胞生长的作用机制与PTEN基因抑癌机制有相同
之处，对PI3K信号转导通路起负调节作用，抑制癌
细胞生长[13]。与PTEN抑癌基因转染或多西环素单用
比较，PTEN抑癌基因联合应用多西环素对高转移性
黏液表皮样癌细胞增殖和端粒酶活性的抑制作用更

显著。其作用机制可能与PTEN基因抑制端粒酶活
性，进而增强癌细胞对多西环素的敏感性有关，有

关其精细机制仍需深入研究。最近本课题组的实验
证实，PTEN抑癌基因联合应用多西环素对高转移性
黏液表皮样癌细胞体外侵袭具有协同抑制效应。总
之，该研究尝试用价格低廉、无明显毒副作用的多
西环素促进PTEN基因抑制癌细胞增殖和端粒酶活
性，可为基因治疗与传统抗感染药物联合用于肿瘤

治疗提供新的思路。
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率高达77%有一定区别，这可能由于其病例较少有
关，仅有22例。
统计学分析结果显示，有临床症状与无临床症

状的粪肠球菌检出率无统计学差异（P＞0.05），但在
咬合痛与非咬合痛的病例中粪肠球菌的检出率有显

著性差异（P＞0.05），提示粪肠球菌可能是导致咬合
痛的主要病原菌。有临床症状且有根尖周明显破坏
的病例较无临床症状无根尖周破坏的病例粪肠球菌

检出率高（P＜0.05），有根尖周破坏的病例与无根尖
周破坏的病例中粪肠球菌的检出率存在显著性差异

（P＜0.05）。表明再治疗根管内粪肠球菌的检出率与
根尖周破坏呈正相关，而在根尖周破坏的情况下，

有症状的病例较无症状的病例粪肠球菌检出率高。
Kayaoglu等[7]研究发现，粪肠球菌定植于根管系统，

引起牙髓根尖周病的主要毒力因子有聚集物质、肠
球菌表面蛋白、肠球菌胶原蛋白黏附素、脂磷壁
酸、透明质酸酶及溶细胞素等。透明质酸酶能够降
低体内透明质酸的活性，升高组织液的渗透能力，

导致细胞肿胀坏死，这可能与粪肠球菌引起的根尖

周组织的咬合痛有关。溶细胞素能抑制细胞的自我
修复，促使局部恶化，损害细胞膜，这可能导致了

根尖周病变不愈合或产生新的根尖周病变。
PCR技术能够应用于细菌检测的关键是核糖体

RNA，是所有生物中最保守的大分子物质[8-9]，本实

验针对粪肠球菌16S rRNA的保守区域设计特异的寡
核苷酸引物，对其进行特异的扩增，进而达到鉴别

粪肠球菌的目的。PCR能识别复杂根管环境中死菌
或者有活力但是无法用培养法培养出的粪肠球菌所

释放的DNA[10]，对粪肠球菌检测的精确度明显大于

传统的微生物培养法，确保了实验的准确性。
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