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摘要

目的: 探讨端粒酶活性的改变在大肠癌发生发展过程中的作

用以及端粒酶活性检测作为一种新的大肠癌临床诊断的生

物学标志的可行性.

方法: 采用TRAP(telomeric repeat amplification protocol)结

合聚酰胺凝胶电泳银染法检测46例配对大肠癌及癌旁组

织 4 例大肠癌肝转移病灶组织内端粒酶的活性 并用

Southern-blot-ECL (enhanced chemiluminescecce)法对上述

标本内端粒酶平均长度进行检测.

结果: 肿瘤组内端粒酶活性明显高于对应癌旁组织 在肿

瘤组织内 端粒酶的活性表达升高与大肠癌的病理学分期

呈显著相关性(P <0.01 t =8.3477) 而与肿瘤的大小

部位  肿瘤的恶性程度 分级 浸润深度 CEA表达水

平等无显著相关性 与肿瘤组相比 在肝转移病灶内 端

粒酶的活性表达无显著升高 肿瘤组内的端粒酶平均长度

明显大于对应的癌旁组织.  端粒酶平均长度与大肠癌的病理

学分期呈显著相关性.

结论: 端粒酶的活化及其长度的缩短可能成为早期检测大肠

癌癌变的临床指标.
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0   引言

大肠癌是我国最常见的恶性肿瘤之一 其发病率和死

亡率均有上升趋势 大肠癌的早期诊断尚缺乏有效的

临床指标. 近年来 端粒酶在细胞衰老和癌变过程中的

作用已受到人们的重视. 研究者普遍认为 端粒酶的激

活是肿瘤形成过程中的关键步骤 为了进一步明确端

粒酶的激活与在大肠癌形成发展过程中的确切作用

我们对46例配对大肠癌及癌旁组织 4例大肠癌肝转

移病灶组织内端粒酶的活性及端粒酶平均长度进行了

检测.

1   材料和方法

1.1材料  46例配对大肠癌及癌旁组织 例大肠癌肝转

移病灶组织均取自2000-01/2000-12我院住院手术的患者.

其中 癌旁组织均取自肿瘤切除标本的远癌断端 所有标

本均于手术切除术后20 min内取材 并迅速置-180 

液氮内冻存待用.

1.2 方法

1.2.1 端粒酶活性检测  严格按端粒反复扩增法(telomeric

amplification protocol)试剂盒说明书进行操作. (1)组织提取

液的制备: 从液氮中取出冻存组织500 mg 剪碎 清洗

离心 弃上清 组织匀浆器将组织制成匀浆 加组织裂

解液 离心 上清经蛋白定量后液氮中保存待用. (2)合

成TS和CX引物 (3)建立TRAP反应体系(50 µL) 反
应参数如下:引物延伸25  30 min 端粒酶灭活94 

5 min. 扩增: 变性94  30 s 退火50  30 s 延伸72 

90 s 循环30次 延伸72  10 s 4 抑制.

1.2.2 聚丙烯凝胶电泳 增强化学发光法(ECL)显影  取

25 µL上述PCR产物 于120 g/L非变性聚丙烯凝胶电
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泳 ECL显影. 分子量标记物为pBR322  DNA/HaeIII

Markers.

1.2.3 端粒酶末端限制性片段长度测定  采用经典法提取

组织DNA 根据260 nm处的吸收光值计算基因组DNA

浓度 取2.5 µg DNA并建立限制性内切酶消化体系
HinfI/RsaI联合酶切 琼脂糖凝胶电泳 Southern blot

印迹转膜 与生物素标记的端粒探针进行杂交 ECL

法显影. 胶片上杂交信号经光密度扫描仪(美国Bromma

公司LKB2400Gelescan XL)检测2-23 kb间吸收光度

值 按公式计算出各样本DNA 平均端粒长度

        统计学处理  t 检验

2   结果

2.1 端粒酶在大肠癌 配对癌旁组织及大肠癌肝转移组

织内的表达以PCR产物电泳后见到条带间相差 bp的

梯形条带为阳性(出现三条以上条带) 根据上述判断

标准 46例大肠癌组织中 41例端粒酶表达阳性 阳

性率89.13 % 而配对的癌旁组织中 端粒酶表达全部为

阴性 两组之间具有极显著性差异(P <0.05) 在肿瘤组

内 17例Dukes A-B期肿瘤组织中 13例端粒酶表达阳

性 阳性率为76.47 29例Dukes C-D期肿瘤组织中

28例端粒酶表达阳性 阳性率为96.55 Dukes C-D期

的阳性率显著高于Dukes A-B期(P <0.001) 例大肠癌

肝转移病灶内端粒酶表达全部阳性 因例数太少 不宜

与配对肿瘤组织进行显著性分析; 端粒酶阳性表达与肿

瘤的大小 部位 性别 浸润深度 组织学类型及分化

程度等病理学指标无显著相关性

2.2 46例大肠癌组织中不同位点端粒的平均长度  肿瘤

组端粒的平均长度为4.4 1.1 kb 癌旁组的平均长度

为9.6 1.5 kb 两组间具有显著差异(P <0.001)

2.3 46 例大肠癌组织不同临床分期与端粒长度的关系

实验结果表明 随着肿瘤分期的下降 端粒的长度显著

下降(t =8.3477 P <0.01 表 1) 端粒的长度与其他

临床病理学指标无明显相关性.

表1  直肠癌瘤的Dukes 分期与端粒长度的关系( sx ± , kb)

Dukes分期  n 端粒长度

Dukes A-B 17 6.6 1.2

Dukes C-D 29 3.7 1.1

3   讨论

染色体端粒是位于染色体末端的一种特殊结构 由串

联的短片序列和蛋白组成 在染色体的定位 复制及保

护方面起重要作用[1] 端粒序列的复制依赖于端粒酶

的作用 正常体细胞中通常无该酶的表达 随着细胞有

丝分裂次数的增加 端粒片段的长度不断缩短 细胞即

进入程序化死亡 端粒的长度被认为是细胞有丝分裂

的时钟[2]. 自 1994 年以来 国外研究表明 85 %以上

的肿瘤细胞呈端粒酶表达阳性 而正常组织中却检测

不到端粒酶的活性. 细胞提示这一分子事件与肿瘤细胞

的恶性转化及肿瘤细胞的持续分裂增殖的相关性 同

时有力的提示端粒酶的活性可作为肿瘤检测的一个特

异性指标.

        我们的实验结果表明 46例大肠癌组织中 41例

端粒酶表达阳性 阳性率89.13 % 而配对的癌旁组

织中 端粒酶表达全部为阴性 两组之间具有极显著性

差异(P <0.05) 与国外其他学者的研究结果接近[3-10]

同时 肿瘤组内端粒序列的长度显著低于配对的癌旁

组 说明端粒的缩短和端粒酶的激活间存在着某种平

衡 这种平衡的维持 使肿瘤细胞获得无限增生的能力.

        在肿瘤组内 17例Dukes A-B期肿瘤组织中 13

例端粒酶表达阳性 阳性率为76.47 % 29 例 Dukes

C-D 期肿瘤组织中 28 例端粒酶表达阳性 阳性率

为96.55 % Dukes C-D期的阳性率显著高于Dukes A-

B期(P <0.01) 同时 Dukes C-D 期的端粒长度显著

低于Dukes A-B 期(P <0.05) 这说明 晚期肿瘤中

由于细胞分裂次数的增加 进入死亡临界点的细胞数

增加 端粒的长度越来越短 端粒酶被激活的数量增加.

其他学者的实验结果表明 [ 11 ] 在早期神经母细胞瘤

中 端粒酶的表达较高 而在晚期表达较低 另外 我

们收集的 例大肠癌肝转移病灶内端粒酶表达全部阳

性. 因例数太少 不宜与配对肿瘤组织进行显著性分

析 尚不能说明端粒的表达与大肠癌肝转移之间的相关

性 但已有报道表明 端粒酶的活性与肿瘤的转移特性

有密切的关系[12] 到目前为止 这种现象的原因还不

清楚 需进一步扩大样本进行深入研究.

       实验结果表明 端粒酶的活性及端粒序列的长短

与大肠癌患者的年龄 组织学类型 浸润深度等病理学

指标无显著相关性 这与其他学者的研究结果相似[13, 14].

这说明 端粒的缩短和端粒酶的激活只是肿瘤恶变的

一个必要条件 而肿瘤细胞的分裂速度 侵袭及转移特

性可能与细胞内其他调节机制有关.

        端粒酶作为肿瘤诊断的标记物的希望已展现出光辉

的前景 已有不少学者对大肠癌患者粪便中脱落细胞

进行了端粒酶活性检测 特异性达到95.7 % 阳性预测

值达到96.4 % 充分说明了端粒酶作为大肠癌诊断标记

物的有效性和潜在的应用价值[15]. 此外 也有人提出研

制端粒酶抑制剂用于治疗恶性肿瘤 但是端粒酶在细

胞永生化过程中发挥作用的机制仍有待进一步研究. 因

此 将端粒酶真正用于临床 还需要做大量基础和临床

研究工作.
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摘要

目的: 探讨多种因子在门脉高压大鼠结肠黏膜中的表达及其

意义.

方法: 实验组大鼠行门静脉两步结扎加左肾上腺静脉结扎;

应用免疫组化SP染色法检测iNOS ecNOS ET-1 及TNF-

在大鼠结肠黏膜中的表达情况.

结果: 实验组 iNOS ET-1 及TNF- 表达较对照组增

强(2.97 0.51 vs 2.33 0.76; 2.01 0.32 vs 1.38 0.74;

2.57 0.64 vs 1.67 0.36 P <0.05) ecNOS无明显变

化(2.01 0.69 vs 1.87 0.56 P >0.05).

结论: iNOS ET-1 TNF- 参与门脉高压大鼠结肠黏膜

局部病变.

尹朝晖, 刘浔阳, 黄飞舟, 黄穰浪, 任树平. 多种因子在门脉高压大鼠结肠黏膜

中的表达. 世界华人消化杂志  2003;11(10):1640-1642
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0   引言

随着门脉高压性结肠病变(portal hypertensive colopathy

PHC)[1]概念的提出 局部体液因子的改变在PHC病因

学中的作用渐受关注 但有关此方面的报道甚少[2]. 本文

选取具有不同作用的一氧化氮合酶(NOS) 内皮素 1

(ET-1)及肿瘤坏死因子 (TNF- ) 应用免疫组化技

术检测他们在门脉高压大鼠结肠黏膜局部的表达情况

以期探讨门脉高压大鼠结肠黏膜病变中体液因子的变

化及意义.

1   材料和方法

1.1 材料  (1)动物与分组: 20只 SD大鼠 (225-275 g

购自中南大学湘雅医学院实验动物中心) 随机分成两组

实验组行门静脉两步法结扎加左肾上腺静脉结扎手术;

对照组为假手术组. (2)试剂: 兔抗大鼠ecNOS多克隆抗

体 兔抗大鼠 iNOS多克隆抗体 兔抗大鼠ET-1多克

隆抗体 山羊抗大鼠TNF- 多克隆抗体 通用型S-P

染色试剂盒 生物素标记兔抗山羊 IgG 染色试剂盒及

DAB购自北京中山生物技术有限公司.

1.2 方法  (1)动物模型制备: 对 Tanoue et al [3]方法加以改

进 应用门静脉两步法结扎加左肾上腺静脉结扎制备

门脉高压大鼠模型. (2)门静脉完全结扎后2 wk 将两

组大鼠麻醉后开腹 找到肠系膜上静脉 剪一小口 将

一根充满生理盐水的硬膜外导管置入静脉近端 以鼠

右心房水平为 0 点 测定门静脉压力. 其后小心切除
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