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1994年Kim等[1】利用端粒重复序列扩增(telomeric repeat

amplification protocol，TRAP)方法检测了101种肿瘤标本和

100个独立的永生化细胞系、发现90种肿瘤标本和98个永

生化细胞系中含有端粒酶活性，而同时检测的良性肿瘤及正

常体细胞中未发现端粒酶活性。许多证据12·31表明，除了生殖

细胞、胚胎干细胞、活化的淋巴细胞、月经期的子宫内膜组织

及表皮的基底层细胞外，大部分的体细胞端粒酶呈阴性，而

在约85％一95％的人类肿瘤中端粒酶被激活。因此。端粒酶重

新激活是癌变细胞一个带有普遍性意义的生物学标志．被认

为是细胞癌变的一个重要细胞生物学异常事件，是细胞永生

化及肿瘤发生的关键步骤．成为目前最为广谱的肿瘤分子标

志物及肿瘤诊断、预后判断的新指标[4】。

1端粒酶活性检测

经典的TRAP是在聚合酶链式反应(polymerase chain re—

action。PCR)基础上测定端粒酶活性。其基本原理是利用

CHAPS去污剂提取端粒酶后．将反应体系中下游引物CX

[5"-(CCCT—TA)3CCCTAA一3’]用石蜡层与其他反应隔开，在

石蜡层上利用端粒酶的逆转录酶活性在非端粒核酸TS(5 7一

AACCG7rCGAG—CAGAGn’-3’)引物3’末端合成端粒重复序

列，然后将反应产物进行PCR扩增，石蜡层在高温时熔化，

CX引物加入到反应体系中。反应体系中含有标记物『d一32

P]dGTP或[d一32 P]dCTP。由于端粒酶每合成一个7兀’AGGG

就需要RNA模板重新定位，因此，反应产物在聚丙烯酰胺凝

胶电泳上显示为相隔6 bp的梯状条带，即可检测出含

1，】AGGG的小片段。

TRAP法由于利用PCR技术对端粒酶合成的端粒DNA

进行扩增．因此能从104个正常细胞中检出混杂在其中的一

个肿瘤细胞，这大大提高了检测的敏感性、速度和效果。此方

法较可靠，目前应用最多。但TRAP法的缺点在于：①电泳结

果与端粒酶活性程度呈非线性相关，使得测定端粒酶相对活

性较困难；②有些组织标本中含有多聚酶抑制剂，可能有假

阴性结果；(爹由于必须制备细胞或组织提取物，因此不能做

原位细胞水平的检测；④应用同位素为标记具有一定的不安

全性；⑤组织中存在的炎症细胞和淋巴滤泡可出现假阳性。

此后．许多学者在经典TRAP法的基础上又进行了改

进，形成了以下几种较实用的检测方法。

1．1半定量TRAP法Wright等嘲在TRAP法基础上设计了

1条150bp的内对照寡核苷酸．是在TS和CX核苷酸引物3

端加入与编码鼠肌蛋白第97—132位氨基酸相重叠的15个

碱基，由于内对照足够长，故不会干扰端粒梯状条带的出现，

而且利用内对照及加热灭活对照在凝胶图象分析系统中对

条带进行半定量分析，使样本间相互比较成为可能，同时内

对照也能鉴别出含有多聚酶抑制物引起的假阴性，从而使

TRAP结果更为可靠、灵敏。

1．2酶联免疫吸附一TRAP(enzyme—linked immunosorbent as．

say—TRAP，TRAP—ELISA)法 1995年，Lungu等[61建立了
TRAP-EHSA法。其基本原理是利用端粒酶在生物素标记的

引物上加入多个7兀AGGG端粒重复序列，模板在用生物素标

记的引物进行PCR扩增后，其反应产物与地高辛标记的探针

杂交，然后再与链霉抗生物素蛋白包被的微量滴定板结合．

抗地高辛过氧化物酶和产物生成有颜色的底物。再用酶标仪

测量结果，根据颜色的深浅进行半定量分析。此法比起经典

TRAP法更为先进，实验周期短，无放射污染，并减少由污染

造成的反应性假阳性结果。其检测端粒酶的特异性和敏感度

均与同位素法相当，可以一次处理大量的样本，是临床测定

端粒酶活性的首选方法之一。

1．3银染一TRAP(silver staining—TRAP．SS—TRAP)法 虽然

对端粒酶活性进行定量测定多采用经典的TRAP法。但此法

存在着放射污染、操作费时、推广困难等缺陷。因此，在经典

TRAP法的基础上加以改良，采用银染替代同位素显影，建立

了简便、快速、敏感、特异且能定量检测端粒酶活性的非核素

SS—TRAP法川。该法在TRAP反应体系中引入了内对照、’rSR8

定量标准及多种对照设置，通过PCR、电泳、银染、凝胶成像

及灰度扫描。使端粒酶活性定量研究成为可能。只需2 h，使

显影时间大为缩短。银染法与放射性同位素法有着相同的敏

感度和特异性，但所需时间大为缩短，且避免了同位素污染

的危害，使得该法更有利于在临床推广。

1．4 接近闪烁分析一TRAP(scintillation proximity assay—
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TRAP，SPA—TRAP)法为了解决聚丙烯酰胺凝胶电泳操作

繁琐等问题，FajkusIs]建立了TRAP结合接近闪烁分析法。即
在96孔板上将CX引物57端生物素标记2斗l Ci[Me一3H]

，ITI’P取代[0l一32 P]dGTP，PCR扩增31个循环，吸取40汕l反

应物与50仙l的链霉抗生物素蛋白包被的液态微球相结合，

由于生物素，H标记的反应产物与微球相结合，因此当其接

近反应发生器时能激发，H的核酸液闪．从而产生信号，并由

液闪计数器计数。未结合3H标记的游离核酸的能量被吸收

在分析缓冲液中，不能激发液闪，故不会干扰实验结果。

1．5 细针穿刺一TRAP(fine needle aspiration—TRAP．FNA—

TRAP)法G6mez Sdez[91认为细针抽吸和FNA-TRAP分析端

粒酶活性是检测端粒酶活性高灵敏度和高准确度的方法。细

针穿刺是很好的诊断方法，可以有90％左右的准确率。由于

端粒酶的检测可在几个细胞中进行，用细针穿刺抽吸仅取得

小块组织活检．在细胞学检测无法确诊时。端粒酶活性的测

定有助于确定诊断【101。乳腺癌早期如导管原位癌与小叶原位

癌在钼靶上不易诊断．端粒酶则相反．有很高的阳性表达率。

但在一些特殊情况下有一定的缺陷：①细胞量少加上标本可

能会因失去组织结构造成辨认困难；②确切性受到主观因素

的影响大。

1．6定量端粒重复序列扩增(real—time quantitative-TRAP，

RTQ—TRAP)法传统TRAP和其他传统PCR方法一样，也

存在不少问题．如动力学范围有限和终点检测PCR产物使精

确测定端粒酶活性很困难。而RTQ—TRAP法【111采用荧光染料

SybrGreenl．在PCR反应过程中和扩增产物双链DNA特异

结合，产生荧光信号。可根据每一次循环延伸步骤时密封测

试管内反应物产生的荧光信号强度实时检测PCR产物数量。

其主要优点为：在扩增早期检测PCR产物，此时有足够的反

应成分，尚未出现PCR产物累积的抑制作用，保证了端粒酶

活性的精确定量，避免了传统TRAP方法终点测定的可能变

异。实时密封技术使PCR扩增和测定同时完成，避免了PCR

后步骤．使端粒酶检测的线性和敏感性可达细胞水平。使端

粒酶活性的测定更快捷、更简便、更适于大规模样本分析。

1．7原位TRAP法 应用组织提取液进行端粒酶活性检测，

属于非原位性方法。为了能够了解每个细胞的端粒酶活性，

Ueham等【·q建立了原位TRAP法，其基本原理是用带荧光标

记的引物鸭及CX在细胞内进行TRAP反应，然后通过检测

细胞的荧光量来判定端粒酶活性。此方法能比较详细地观察

到具有端粒酶活性细胞的形态，从而能更好地了解端粒酶在

不同细胞中的分布情况，同时也能鉴别出由炎症细胞引起的

假阳性。但此法目前只适用于培养细胞和脱落细胞，在组织

切片中原位检测的实验尚在摸索中。

2人端粒酶逆转录酶(human telomerase reverse transcrip-

tase，hTERT)的检测

hTERT又称端粒酶催化亚基，其基因位于5p15．33，长度

约为40 kb，相对分子质量为127x 103的核蛋白，其功能是催

化激活端粒酶。hTERT是近年来在端粒酶研究中发现的端粒

酶激活的限速决定因子．是调节端粒酶活性的最重要成份。

相对于端粒RNA亚基和端粒酶相关蛋白在组织中广泛表

达．hTERT仅在肿瘤组织中表达，检测hTERT比端粒酶活性

具有更高的特异性和灵敏度【13】。

2．1免疫组织化学方法其原理是制备抗hTERT部分多肽

的抗体，利用抗原与抗体结合的免疫组织化学方法来检测细

胞中hTRET的含量，从而推测端粒酶活性。该方法的检测结

果与TRAP法基本符合．操作较简便，易掌握。此方法是通过

检测端粒酶催化亚单位的表达来间接推测端粒酶活性，故其

准确性还有待研究f14】。

2．2原位杂交法 1997年Yoshida等115]建立了人端粒酶

RNA的原位杂交法。该法采用35S—U7rP标记的单股RNA探

针．在原位检测石蜡包埋组织中的端粒酶活性。原位杂交和

RT—PCR使hTR和hTERTmRNA检测变得容易，进而对存档

组织的端粒酶活性进行评价。进一步可得到的制成石蜡包埋

组织的抗体．使能够进行相对半定量分析，使端粒酶活性与

组织细胞形态结合起来观察【161。原位杂交法与PCR—TRAP法

相比，敏感度高达83％。

3联合检测方法

虽然端粒酶在肿瘤组织中表达率很高，但某些良性病变

也能检测到端粒酶活性，说明端粒酶活性是细胞增殖的生物

学指标，而并非恶性变独有标志。因此，单独用端粒酶诊断恶

性肿瘤和对化疗预后评估时要慎重，应考虑到假阳性或假阴

性的可能．而结合肿瘤的其他标志物或方法检测，可提高检

测准确度。

3．1与血清乳酸脱氢酶(1actate dehydrogenase，LDH)联合检

测端粒酶是一种逆转录酶，与细胞恶变、永生化有关。血清

LDH是糖代谢中的主要酶类，与细胞的增殖有关。因此，在恶

性疾病中研究其细胞端粒酶活性和血清LDH的变化有着重

要的意义。研究【t71表明，细胞端粒酶活性和血清LDH活性均

与体内肿瘤负荷呈良好的相关性，两者结合能更可靠地反映

白血病细胞总数。其水平对疾病的进展、恶性程度及预示早

期复发等方面有着重要的临床意义，进而可指导治疗方案的

选择。

3．2与癌胚抗原(carcinoembryonic antigen，CEA)联合检测

CEA是一种相对分子质量约18x10，的糖蛋白，目前CEA检

测易产生假阳性结果，限制其进一步应用。研究旧显示，两项

标志物联合检测可提高诊断特异性，提示联合检测可提高确

诊率．弥补单项标志物检测的不足。

3．3与K—ms基因突变联合检测 K—ras基因突变位点固定

(主要集中在第12密码子)，检测方便，但单一K—ras基因诊
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断胰腺癌同样存在特异性与灵敏度低的局限性，在胰腺良性

病变中也发现了K—ras基因突变，而联合检测端粒酶和胰液

中K—ra8基因可提高诊断胰腺癌的特异性【191。近期的研究(201表

明．联合检测端粒酶与粪便中的K—ras基因也可以提高大肠

癌的确诊率。

3．4与血清癌抗原125(cancer antigen 125，CAl25)联合检

测CAl25是位于大多数上皮性卵巢癌表面的糖蛋白抗原，

作为敏感的肿瘤标志物，已被广泛用于临床。目前，血清

CAl25测定多用于观察上皮性卵巢癌患者的治疗效果、病情

变化和预示预后Iz”。在研究[221中将卵巢上皮癌术前或每次化

疗前CAl25与腹水或腹腔冲洗液中脱落细胞端粒酶活性的

检测结合．以供评价腹腔化疗疗效。

3．5联合应用PCR一高效液相色谱仪定量检测 Kim等[11和

一些学者检测手术标本端粒酶活性时均采用蛋白定量方法

表示结果。而组织中除了肿瘤细胞外还存在间质蛋白，单纯

的采用蛋白定量不能够较好地反映肿瘤细胞数，同时也无法

对端粒酶活性做出准确的定量。在对肿瘤细胞计数时，采用

高效液相色谱仪定量分析端粒酶扩增后DNA产物．排除了

组织间质蛋白的影响，取得较好的实验结果吲。因此适用于对

其他肿瘤细胞，良、恶性胸腹水的鉴别，并可通过检测尿脱落

细胞端粒酶活性辅助临床诊断膀胱癌。

4展望

随着分子生物实验技术的发展，端粒酶检测的准确率特

别是在肿瘤恶变中的阳性检出率有了很大地提高，其中以

TRAP为基础的检测法直接检测端粒酶活性，较可靠、灵敏；

原位TRAP法及端粒酶活性原位检测法虽然也是在组织细

胞原位直接检测端粒酶活性，但还存在一些缺陷；原位杂交

及免疫组化法由于均属端粒酶间接检测法，因此其敏感度和

特异性尚待进一步研究。

5参考文献

1 Kim NW，Piatyszek MA，Prowse KR，et a1．Specific association of

human telomerase activity with immortal cells and cancer．Science，

1994，266：2011-2015．

2 Gladych M，Wojtyla A，Rubis B，et a1．Human telomerase expression

regulation．BiochemCellBiol，2011，89：359-376．

3 Nauh JC，Mallet M，Pilaff C，et a1．High frequency of telomerase re—

verse—-transeriptase promoter somatic mutations in hepatocellular ear—

cinoma and preneoplastic lesions．Nat Commun，2013，4：2218．

4黄志伟，隋英丽．反义端粒酶RNA抑制肿瘤细胞的研究进展．中

国现代普通外科进展，2012，15：978—980．

5 Wright WE，Shay JW，Piatyszek MA．Modifications of a telomeric re—

peat amplification protocol(TRAP)result in increased reliability，lin—

earity and sensitivity．NucleicAcidsRes，1995，23：3794-3795．

6 Lungu 0，Sun XW，Wright TC，et a1．A polymerase chain reaction

enzyme—-linked immunosorbent assay method for detecting human pa—

pillomavirus in cervical carcinomas and high—grade
cervical cancer

precursors．ObstetGynecol，1995，85：337—342．

7李艳，佟玲霞，李立安，等．卵巢肿瘤组织中端粒酶活性的表达．中

国优生与遗传杂志，2012，20：12—14．

8 Fajkus J．Detection of telomerase activity by the TRAP assay and its

variants and alternatives．Clin Chim Acta，2006，371：25—31．

9 Grmez Srez JM，Diagnostic usefulness of tumor markers in the thyroid

cytological samples extracted by fine-needle aspiration biopsy．Endocr

Metab Immune Disord Drug Targets，2010，10：47—56．

10Fischer G，Tutuncuoglu O，Bakhshandeh M，et al，Diagnostic value

of telomerase expression in breast fine-needle aspiration biopsies．Di—

agn Cytopathol，2007，35：653-655．

11HuangYP，LiuZS，TangH，et a1．Real-timetelomeric repeat ampli—

fieation protocol using the duplex scorpion and two reverse primers

system：the high sensitive and accurate method for quantification of

telomerase activity．Clin Chim Acta，2006，372：1 12-1 19．

12 Uehara H，Nakaizumi A，Iishi H，et a1．In situ telomerase activity in

pancreatic juice may discriminate pancreatic cancer from other pan—

creatic diseases．Pancreas，2008，36：236—240．

13 Palani J，Lakshminarayanan V，Kannan R．Immunohistochemical de—

tection of human telomerase reverse transcfiptase in oral cancer and

pre—cancer．Indian J Dent Res，201 1，22：362—363．

14 Palani J，Lakshminarayanan V，Kannan R．Immunohistoehemical de—

tcction of human telomerase reverse transcriptase in oral cancer and

pre—cancer．Indian J Dent Res，201 1，22：362．

15 Yoshida K，Sugino T，Tahara H，et a1．Telomerase activity in bladder

carcinoma and its implication for noninvasive diagnosis by detection of

exfoliated cancer cellsin urine．Cancer，1997，79：362—369．

16Wang Y，Meeker AK，Kowalski J，et a1．Telomere length is related to

alternative splice patterns of telomerase in thyroid tumors．Am J

Pathol，2011，179：1415—1424．

17侯艳秋，王建宁．急性白血病端粒酶和乳酸脱氢酶活性检测的临

床意义．中国临床研究，2007，20：463—465．

18李晓慧，张淑荣，薛承岩，等．检测CEAmRNA、CKl9mRNA和端粒

酶监测肺癌血液转移的应用价值．承德医学院学报，2012，29：

l 58—159．

19Huang C，Wang WM，Gong JP，et a1．Oncogenesis and the Clinical

Significance of K—ras in Pancreatic Adenocarcinoma．Asian Pac J

CancerPrev，2013，14：2699—2701．

20王向阳，张克难，冯安明，等．大肠癌粪便p53、K—ras基因及端粒

酶活性联合检测的临床研究．实用医学杂志，2010，26：2566—

2568．

21 Mili7删c M，Bosk。Vic V'Alanac№JIet
(下接第132页)

万方数据



·132‘ 塞旦捡堕医厦苤盍2Q13堡§旦筮5鲞箜2塑￡biⅡ￡墼』QH塑鱼丛￡!世￡丛里B!h!!Q匝虫』女塑2Q13，y!!：5：盟Q：2

且透析后BNP水平较透析前有所下降，差异均有统计学意 BNP、CysC是肾脏损伤的敏感指标，是判断肾小球、。肾小

义，提示CRF患者血液中BNP存在异常，而透析可降低其 管功能的理想标志物，可为临床提供积极合理透析的检测数

BNP水平及改善患者生存质量。 据，对维系患者生存质量及提高长期存活率具有重要意义。

CysC是半胱氨酸蛋白酶抑制剂超家族成员之一，在

GFRi>40 ml／min，只有CysC水平升高，且不受肌肉、年龄、性

别、饮食和炎性反应等影响，含量稳定，是一种敏感、可靠、简

便的与肾小球滤过率有关的内源性GFR标志物⋯。由于

CysC分子量小，能自由通过肾小球滤过膜，并在近曲小管几

乎被完全重吸收，所以正常尿液标本中几乎不含CysC。但在

肾功能损伤时，其在尿中的浓度可升高200倍，可以反映非

少尿缺血一中毒性肾小管坏死的严重程度，是肾衰患者进行

肾脏替代治疗的预测指标[55]。尿CysC能更稳定、敏感、特异

地反映肾小管功能，适合于CRF患者血液透析前后的动态病

情观察，估计血液透析的效果，决定血液透析时间的长短。本

文研究结果显示CRF患者透析前、后其血CysC、尿CysC水

平均高于对照组，而透析后血CysC、尿CysC水平均较透析前

有所下降，且差异均有统计学意义，说明CysC水平可用于

CRF患者病情监测，透析有利于CRF患者血CysC、尿CysC

水平的改善。

2003年McCullough等[71首次报道了心衰患者的血清

BNP浓度与肾小球滤过率估测值之间有相关性。CRF患者

BNP水平升高与其心功能状态的关系，一直争论很大阻10]。笔

者认为，CRF时。肾脏结构严重损害，钠肽受体减少，水钠潴

留，血容量增加，刺激BNP分泌，导致血浆游离BNP增加。

BNP升高进一步引起肾小球滤过压增加和肾脏毛细血管对

白蛋白的通透性增加，使血清CysC增加和尿蛋白分泌增加。

大量蛋白从肾小球滤过后引起小管间质损害，CysC不能被肾

小管重吸收，尿中含量增加。肾小管萎缩引起“无小管”肾小

球，导致肾小球萎缩，肾小管周围毛细血管床减少引起肾小

球毛细血管内压升高，引起肾小球硬化，肾脏功能严重受损，

如此进入一个恶性循环。本文研究结果中CRF患者BNP、血

CysC、尿CysC均高于对照组，且差异均有统计学意义，与上

述推论一致。
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