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体外构建的小片段发夹 ＲＮＡ对肿瘤细胞
端粒酶基因表达的干扰

张琴，巢时斌，付文金，罗建新，李登清，彭剑雄

（中南大学湘雅医学院 检验医学系，湖南 长沙 ４１００１３）

　　摘要：目的　探讨针对端粒酶 ｈＴＥＲＴ基因的小片段发夹 ＲＮＡ对人肿瘤细胞（ＨｅＬａ）端粒酶基因的
干扰及对肿瘤端粒酶的抑制作用。方法　体外合成制备 ｓｈＲＮＡ，并用磷酸钙转染法转染 ＨｅＬａ细胞，分

别用 ＴＲＡＰ－银染法和 ＰＣＲ－ＥＩＡ法检测端粒酶活性。结果　将制备的 ４６个碱基的小片段发夹 ＲＮＡ

转染 ＨｅＬａ细胞后端粒酶活性明显下降。结论　ｓｈＲＮＡ对肿瘤端粒酶 ｈＴＥＲＴ基因表达有明显的干扰作

用，可望为临床开展对其他肿瘤端粒酶基因干扰抑制的实验研究奠定基础。

［中国普通外科杂志，２００８，１７（２）：１４８－１５２］
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　　ＲＮＡ干扰现已逐渐成为一种新的基因功能
研究和疾病治疗的简便而有效的工具［１］。用小干

扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）靶向抑制人
类端粒酶活性已成为肿瘤治疗的新策略。目前常

用于构建小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）的方法主要为化学
合成；用 Ｔ７ＲＮＡ聚合酶体外合成法或通过构建载
体在细胞内表达的方式来生成所需的干扰 ＲＮＡ
片段。化学合成法成本较高，而构建表达载体则

操作烦琐。经典的 Ｔ７ＲＮＡ聚合酶体外合成 ｓｉＲＮＡ
的方法由于其简便而受到人们的青睐［２－３］。建立

一种简捷的短链 ＲＮＡ制备方法将有利于 ＲＮＡ干
扰研究的广泛开展。Ｄｏｎｚｅ等［４］应用 Ｔ７ＲＮＡ聚合
酶体外合成的方法制备 ｓｉＲＮＡ，成功地诱导出
ＲＮＡ干扰现象。本研究用该法合成一种针对人端
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粒 逆 转 录 酶 （ｈｕｍａｎ ｔｅｌｏｍｅｒｅ ｒｅｔｒｏｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ，
ｈＴＥＲＴ）基因的 ｓｈＲＮＡ，并探讨该 ｓｈＲＮＡ对人肿瘤
细胞（ＨｅＬａ）端粒酶基因表达产生的沉默作用。
以期为临床开展其他肿瘤端粒酶基因干扰抑制的

实验研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞　人宫颈癌细胞 ＨｅＬａ由本校细胞
中心提供

１．１．２　 主 要 试 剂 　 （１） ｓｉＲＮＡ 合 成 材 料：
Ｔ７ＲＮＡ聚 合 酶 （Ｆｅｒｍｅｎｔａｓｌｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅｓ，美 国），
ＤＮａｓｅＩ（ＲＮａｓｅｆｒｅｅ）（ＷｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌＣｏｒｐ．
美国），ＲＮａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（ＢＢＩ，美国），ＤＥＰＣ（上海生
工生物工程有限公司）以及 ＮＴＰ（ＡＴＰＧＴＰＣＴＰ
ＵＴＰ）（Ａｍｒｅｓｃｏ，美国）。（２）ＴＲＡＰ－银染法材料：
１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ（上海生工生物工程有限公司），
ＴａｑＤＮＡ聚合酶（上海生工生物工程有限公司），
引物 ＴＳ为 ５′ＡＡＴＣＣＧＴＣＧＡＧＣＡＧＡＧＴＴ３′；ＣＸ
为 ５′ＣＣＣＴＴＡＣＣＣＴＴＡＣＣＣＴＴＡＣＣＣＴＴＡ３′。以

上引物均由上海生工生物工程有限公司合成。所

有引物用双蒸馏水（ＤＤＷ）溶解为 １０ｍｍｏｌ／Ｌ。端
粒酶检测试剂盒（宝灵曼公司，德国），丙烯酰胺、

甲叉双丙烯酰胺（ＢＢＩ，美国）。
１．２　实验方法
１．２．１　 ｓｈＲＮＡ的 ＤＮＡ模 板 　 模 板 设 计 根 据
ｈＴＥＲＴ基因 １６３１～１６４９位的碱基序列。（１）特
异性 ｓｈＲＮＡ的 ＤＮＡ模板结构：上链为 ５′ＴＡＡＴＡＣ
ＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＧＴＴＧＧＣＴＧＴＧＴＴＣＣＧＧ
ＴＴＣＧＣＣ３′；下链为 ５′ＡＡＡＡＧＧＧＧＴＴＧＧＣＴＧ
ＴＧＴＴＣＣＧＧＣＧＡＡＣＣＧＧＡＡＣＡＣＡＧＣＣＡＡＣＣＣ
ＣＴＡＴＡＧＴＧＡＧＴＣＧＴＡＴＴＡ３′。（２）非特异性
ｓｈＲＮＡ的 ＤＮＡ模板结构：上链为 ５′ＴＡＡＴＡＣＧＡＣ
ＴＣＡＣＴＡ ＴＡＧ ＧＧＧＴＴＧＧＴＴＧＴＧ ＴＴＣＣＧＧ ＴＴＣ
ＧＣＣ３′；下链为 ５′ＡＡＡＡＧＧＧＧＴＴＧＧＴＴＧＴＧＴ
ＴＣＣＧＧＣＧＡＡＣＣＧＧＡＡＣＡＣＡＡＣＣＡＡＣＣＣＣＴＡ
ＴＡＧＴＧＡＧＴＣＧＴＡＴＴＡ３′（下划线的碱基是两者
的不同之处）。以上引物由上海生工生物工程有

限公司合成。
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图１　ｓｈＲＮＡ模板的构建表达示意图（以特异链为例） 图２　特异性ｓｈＲＮＡ与非特异性 ｓｈＲＮＡ的结构图比较　　
中间打一横杠处为两者的序列区别，仅为其中的一个碱基对

１．２．２　ｓｈＲＮＡ的制备　分别将特异序列和非特

异序列合成所需的 ２条 ＤＮＡ模板链（ＰＡＧＥ纯

化）用双蒸馏水溶解为 １０μｍｏｌ／Ｌ。取相同体积

的上链和下链混匀。９５℃变性５ｍｉｎ后自然冷却

退火，两条链即形成了部分双链的 ＤＮＡ模板。按

如下程序建立 ２０μＬ反应体系合成 ｓｈＲＮＡ：焦碳

酸 二 乙 酯 （ＤＥＰＣ）水 ５．５ μＬ， ＤＮＡ 模 板

（１０μｍｏｌ／Ｌ）６μＬ，ＰＥＧ８０００（６０ｍｇ／ｍＬ）１μＬ，

５×缓 冲 液 ４μＬ，ＲＮａｓｅ抑 制 物 ０．５μＬ，ＮＴＰ

（５０ｍｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，Ｔ７ＲＮＡ聚合酶 （２０Ｕ／μＬ）

２μＬ。混匀后 ３７℃水浴反应 ４ｈ。加入 ＤＮａｓｅⅠ

（５Ｕ／μＬ）０．５μＬ３７℃水浴１５分钟以消化 ＤＮＡ

模板终止反应。取出反应管，每管加入 ３ｍｏｌ／Ｌ

的乙酸钠 ３μＬ；混匀后加入 ３倍体积的无水乙

醇，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ。去上清液，沉淀用

７０
$

乙醇清洗 １次，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ；去

９４１
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上清液，倒置干燥；沉淀用 ２０μＬ１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ
Ｃｌ（ｐＨ７．６）ＥＤＴＡ（０．０８ｍｍｍｏｌ／Ｌ）溶液溶解；
于 ９５℃变性 ５ｍｉｎ后自然冷却退火。
１．２．３　 ｓｈＲＮＡ的变性聚丙烯酰胺凝胶电泳
（ＰＡＧＥ）鉴定　变性聚丙烯酰胺凝胶（ＰＡＧ）中含
有饱和浓度的尿素，在高压电泳（６００Ｖ）过程中
产热使 ＲＮＡ链变性保持单链状态。不同浓度的
ＰＡＧ有不同的分辨率。４６ｎｔ的 ｓｈＲＮＡ进行 １４％
变性 ＰＡＧＥ电泳。以银染定性判断电泳结果［５］，

用紫外分光光度计定量。ＲＮＡ产量按 ２０μｇ／ＯＤ
计算。

１．２．４　细胞培养、转染　用含 １０％小牛血清的
ＲＰＭＩ—１６４０培养液于 ３７℃，５％ ＣＯ２培养 ＨｅＬａ
细胞，用胰蛋白酶消化洗脱，离心对数生长期细

胞，细胞用 Ｈａｎｋ′ｓ液漂洗 ２次。按 １０５细胞／孔
加入 ６孔板中继续于 ５％ ＣＯ２，３７℃培养。在其
长到培养板面积的 ６０％ ～７０％时进行转染。转
染方法采用磷酸钙共沉淀法。

１．２．５　端粒酶活性检测
１．２．５．１　细胞裂解液制备　按 Ｋｉｍ法［６］制备：

用胰蛋白酶消化 ＨｅＬａ细胞，用冰冷的０．１ｍｍｏｌ／Ｌ
磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗 ２次后，按 １μＬ／３０００个
细胞加入预冷的裂解液；吹打细胞悬液，冰浴

３０ｍｉｎ后，４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ３０ｍｉｎ，取上清
液。酚试剂法测定蛋白浓度，用 １×ＴＲＡＰ缓冲液
稀释裂解液蛋白浓度至 ０．３ｇ／Ｌ。
１．２．５．２　端粒重复扩增法（ｔｅｌｏｍｅｒｉｃｒｅｐｅａｔａｍｐｌｉ
ｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｔｏｃｏｌ，ＴＲＡＰ）－银染法 　 反应体系为
３０μＬ，包 含 １０×ＴＲＡＰ 缓 冲 液，３ μＬ，ｄＮＴＰｓ
（０．５ｍｍｏｌ／Ｌ），３μＬ，ＴＳ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），１．５μＬ，
ＭｇＣｌ２（１５ｍｍｏｌ／Ｌ），３μＬ，标本裂解液（空白以
ＤＤＷ代替），４μＬ，ＤＤＷ １３．６μＬ，其上覆盖石蜡
油 ２５μＬ；１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｓ，２５℃ ３０ｍｉｎ，
９５℃ ３ｍｉｎ。ＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ），０．４μＬ；
ＣＸ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）１．５μＬ；９４℃ ３０ｓ，５０℃ ３０ｓ，
７２℃９０ｓ，进行３３个循环；７２℃５ｍｉｎ后保存在４℃。
１．２．５．３　多聚酶链反应 －酶免疫测定法 　
（ＰＣＲＥＩＡ）检测定量端粒酶活性 按试剂说明书

进行。

２　结　果

２．１　合成 ｓｈＲＮＡ的 ＰＡＧＥ鉴定
Ｔ７ＲＮＡ聚合酶体外合成的 ｓｈＲＮＡ进行变性

ＰＡＧＥ，可见一明显的区带，大小约 ４６ｂｐ，同时可
见有流产型 ＲＮＡ（图 ３）。
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图 ３　ｓｈＲＮＡ产物 １４％变性 ＰＡＧＥ银染结果　　
１～５：不同反应条件的 ｓｈＲＮＡ产物图；６：反应
条件 １的 ＲＮＡ产物用 ＲＮａｓｅＡ处理 ３０ｍｉｎ；
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

２．２　合成 ｓｈＲＮＡ的紫外分光光度法测定结果
Ｔ７ＲＮＡ聚合酶 ５次体外合成的 ｓｈＲＮＡ紫外

分光光度法测定结果显示 ５次合成的 ｓｈＲＮＡ
ＯＤ２６０／２８０介于 １．８～２．０之间，提示纯度较
好。且 ５次 体 外 合 成 ｓｈＲＮＡ 产 量 平 均 值 为
７．１４μｇ，产量较高（表 １）。

表１　合成的ｓｈＲＮＡ紫外分光光度法测定结果

１ ２ ３ ４ ５

　ＯＤ２６０／２８０ １．８６２ １．９４１ １．７９７ １．７６４ １．９５１

　ＯＤ２６０ ０．３５１ ０．３２５ ０．３６０ ０．３６１ ０．３９４

　ＲＮＡ产量μｇ ７．０２ ６．５０ ７．２０ ７．１２ ７．８８

２．３　ｓｈＲＮＡ的特异性对 ＨｅＬａ细胞端粒酶活性
的影响

分别转染 ２００ｎｇ的特异性 ｓｈＲＮＡ和非特异性
ｓｈＲＮＡ于 ＨｅＬａ细胞后，用 ＴＲＡＰ银染法和 ＰＣＲ
ＥＩＡ法检测相应端粒酶活性，均可观察到只有特
异性的 ｓｈＲＮＡ引起明显端粒酶活性抑制，而非特
异性 ｓｈＲＮＡ则否（图 ４－５）。
２．４　ｓｈＲＮＡ的剂量与干扰效应的关系

分别转染 １０，２０，５０，１００，２００，４００ｎｇｓｈＲ
ＮＡ４８ｈ后显示 １０ｎｇ和 ２０ｎｇｓｈＲＮＡ对端粒酶活
性抑制不显著，而 ５０，１００，２００，４００ｎｇｓｈＲＮＡ均
可明显抑制端粒酶活性（图 ６－７）。
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第２期 张琴，等：体外构建的小片段发夹ＲＮＡ对肿瘤细胞端粒酶基因表达的干扰
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图４　ｓｈＲＮＡ的特异性对 ＨｅＬａ细胞端粒酶活性的作用　　
Ｂ：以 ＤＤＷ进行 ＰＣＲ端粒酶空白对照；Ｎ：用 ＲＮａｓｅＡ
处理３０ｍｉｎＨｅＬａ细胞裂解液的端粒酶阴性对照；Ｐ：无
ｓｈＲＮＡ转染的阳性对照；１：转染特异性ｓｈＲＮＡ后４８ｈ；
２：转染２００ｎｇ非特异性 ｓｈＲＮＡ后４８ｈ的 ＨｅＬａ细胞端
粒酶活性；Ｍ：ＰＢＲ３２２ＤＮＡ／ＨａｅⅢ ｍａｒｋｅｒ
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图５　ｓｈＲＮＡ的特异性对 ＨｅＬａ细胞端粒酶活性的影响　　
以阳性对照端粒酶活性的 ＴＲＡＰＥＩＡ法测定的吸光度
Ａ值为１００％，转染特异性 ｓｈＲＮＡ和非特异性 ｓｈＲＮＡ
各２００ｎｇ后４８ｈ端粒酶活性的吸光度及其百分比
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图６　ｓｈＲＮＡ的剂量与干扰效应的关系　　Ｂ：以ＤＤＷ进行
ＰＣＲ端粒酶空白对照；Ｎ：用 ＲＮａｓｅＡ处理３０ｍｉｎＨｅＬａ
细胞裂解液的端粒酶阴性对照；Ｐ：无 ｓｈＲＮＡ转染的阳
性对照；１～６：转染１０ｎｇ，２０ｎｇ，５０ｎｇ，１００ｎｇ，２００ｎｇ
及４００ｎｇｓｈＲＮＡ４８ｈ后ＴＲＡＰ－银染法检测ＨｅＬａ细胞
端粒酶活性的ＰＡＧＥ电泳图
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图７　不同剂量的ｓｈＲＮＡ对端粒酶活性的抑制效率　　以阳
性对照的端粒酶活性的 ＴＲＡＰＥＩＡ法测定的吸光度 Ａ
值为１００％，转染不同ｓｈＲＮＡ量后端粒酶活性的吸光度
与其比较的百分比

３　讨　论

研究表明端粒酶与肿瘤的关系密切；端粒酶

在 ９５％的人类肿瘤细胞系及 ８５％ ～９５％的恶性
肿瘤组织呈阳性，其中包括大部分常见的普通外

科肿瘤如肝癌、胃癌、结直肠癌、胰腺癌、前列腺

癌等［６］。而正常体细胞端粒酶一般为阴性。因此

端粒酶在肿瘤的诊断和辅助治疗中具有潜在的

应用价值［７］，ｈＴＥＲＴ是端粒酶活性的主要限速因
子，其表达主要限于肿瘤细胞，已成为肿瘤治疗

的一个新的理想靶点［８］。靶向 ｈＴＥＲＴ的药物如核
苷类似物、非核苷类催化抑制剂以及靶向 ｈＴＥＲＴ
ｍＲＮＡ的反义核苷酸和纺锤状核酶均在各自研究
中显示出对肿瘤端粒酶活性的抑制［９］，表明靶向

ｈＴＥＲＴ基因表达的策略系一有潜力的肿瘤治疗新
途径。

ＲＮＡ干扰是生物体在进化中获得的抵御外源
核酸侵入基因组及调控基因表达的一种方式。

其机制为不同类型的双链 ＲＮＡ，如 ｄｓＲＮＡ或 ｍｉＲ
ＮＡ前体，在胞质内 ＲＮａｓｅⅢ 样酶 Ｄｉｃｅｒ的作用下，
迅速加工成 ２１至 ２８个核苷酸的短双链 ＲＮＡ，即
ｓｉＲＮＡ或 ｍｉＲＮＡ等。短双链 ＲＮＡ解链后其中一
条单链与胞质内其他蛋白质形成效应复合物，如

ＲＮＡ诱 导 的沉 默复 合物 （ＲＮＡｉｎｄｕｃｅｄｓｉｌｅｎｃｉｎｇ
ｃｏｍｐｌｅｘ，ＲＩＳＣ）、ＲＮＡ诱 导 的 翻 译 沉 默 复 合 物
（ＲＮＡｉｎｄｕｃｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｎａｌ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ，ＲＩＴＳ）及
ｍｉＲＮＰ等。ＲＩＳＣ引导与其中单链序列完全互补
的 ｍＲＮＡ发生特异性降解；ｍｉＲＮＰ可导致靶 ｍＲＮＡ
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发生翻译抑制；而 ＲＩＴＳ复合物则可引起异染色质
浓缩，从而可分别在转录水平、翻译水平和染色

体水平调节基因表达，最终引起目的基因表达下

调，是迄今为止发现的较简便且有效的基因沉默

工具［１０］。目前采用 ｓｉＲＮＡ阻断肿瘤的 ｈＴＥＲＴ基
因表达已在胃癌、肝癌和宫颈癌的部分细胞进行

了初步尝试［１１－１３］，端粒酶活性明显降低并使肿瘤

细胞增殖受到显著抑制。其实现 ＲＮＡ干扰所使
用的载体为体外构建质粒或逆转录病毒表达载

体的方法。新近研究显示细胞内 ｓｈＲＮＡ较相应
序列的 ｓｉＲＮＡ具有更高的干扰效率 ［１４］。该 ＲＮＡ
链除中间几个碱基序列之外其余的碱基序列均

互补。因在自然状态下互补结合形成 Ｕ字形，状
似发夹故称为发夹状 ＲＮＡ。目前国内外合成
ｓｈＲＮＡ的方法主要基于构建表达载体使其模板
ＤＮＡ线性化，尔后用转染细胞并在转染细胞内表
达的方法。用表达载体进行 ＲＮＡｉ的一个问题是
其载体的构建操作程序烦琐，且表达载体在细胞

内的转录易受多种因素的影响。Ｍｉｌｌｉｇａｎ等［１５］改

进的部分双链 ＤＮＡ模板，Ｔ７ＲＮＡ聚合酶体外合
成的方法为体外制备 ＲＮＡ提供了一便捷的方法。
该方法的特点在于 ＤＮＡ模板为部分双链：上链为
仅仅 １７个 Ｔ７启动子碱基，下链为 １７个 Ｔ７启动
子碱基加上目的 ＲＮＡ的 ＤＮＡ模板。利用 Ｔ７ＲＮＡ
聚合酶特异性的识别，结合 Ｔ７启动子后即可沿
着下链的 ＤＮＡ模板前移转录生成 ＲＮＡ链。Ｄｏｎｚｅ
等［４］应用这种方法合成两条互补的 ２１ｎｔ的 ＲＮＡ
链变 性 退 火 形 成 ｓｉＲＮＡ。笔 者 用 该 法 合 成 的
ｓｈＲＮＡ经 ＰＡＧＥ鉴定及 ＲＮＡ酶消化实验证实为期
望的 ４６ｂｐ的小片段发夹 ＲＮＡ。将上述合成的
ｓｈＲＮＡ转染 ＨｅＬａ细胞后，用银染及 ＥＩＡ检测显示
端粒酶活性明显下降。表明体外制备的 ｓｈＲＮＡ
对 ＨｅＬａ细胞的端粒酶基因表达产生了沉默作用。

本研究用 ｓｈＲＮＡ的设计系依据冷泉港实验室
的干扰 ＲＮＡ软件设计［１６］，选用端粒酶 ｈＴＥＲＴ基
因 １６３１～１６４９的一段序列为制备 ｓｈＲＮＡ的模
板。非特异性 ｓｈＲＮＡ与特异性 ｓｈＲＮＡ差异仅是
其中的一个碱基对（图 ２）。结果显示只有特异
性的 ｓｈＲＮＡ对 ｈＴＥＲＴ基因有沉默作用。

文献报告 ＲＮＡ干扰在线虫体内仅需几个分
子的 ｄｓＲＮＡ即可启动 ＲＮＡ干扰，在哺乳动物实验
中，多数实验采用 ＲＮＡ剂量为 １５０～２５０ｎｇ［４，１６］。
笔者分别以 １０～４００ｎｇ的 ｓｈＲＮＡ转染 ＨｅＬａ细
胞，在 ４８ｈ后收集细胞测定端粒酶活性。显示 １０
～２０ｎｇ的 ｓｈＲＮＡ不能启动 ＲＮＡ干扰，５０ｎｇ以上
时，ＲＮＡ干扰作用明显，端粒酶活性降低。但在
１００～２００ｎｇ时已达到最大的抑制效率。说明

ＲＮＡ干扰和转染的 ｓｈＲＮＡ量并不呈剂量依赖性。
综上所述：本研究体外构建的 ｓｈＲＮＡ对端粒

酶 ｈＴＥＲＴ基因的表达进行沉寂干扰，ＨｅＬａ细胞的
端粒酶活性明显抑制；表明该 ｓｈＲＮＡ对肿瘤细胞
的端粒酶基因表达产生了有效的沉寂作用，为端

粒酶阳性肿瘤的实验性治疗研究提供了新的途

径。
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