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　　摘要：目的　应用新型核酸荧光染料 ＳｙｂｒＧｒｅｅｎＩ检测端粒酶活性，并探讨该酶活性在结直肠癌
临床诊断中的意义。方法　用端粒重复扩增（ＴＲＡＰ）结合 ＳｙｂｒＧｒｅｅｎＩ技术检测 ４６例结直肠癌及 １９

例癌旁组织中端粒酶的活性。结果　ＳｙｂｒＧｒｅｅｎＩ能清晰显示端粒酶扩增后的条带。端粒酶活性在

结直肠癌中阳性率为 ８９．１３％，在癌旁组织中未发现端粒酶活性。端粒酶活性与细胞分化程度、

Ｄｕｋｅｓ分期、有无淋巴结转移均无关。结论　用 ＳｙｂｒＧｒｅｅｎＩ检测端粒酶活性对于诊断结直肠癌具有

重要的临床辅助价值。
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　　 端粒（ｔｅｌｏｍｅｒｅ）是位于真核生物染色体末端的
一种特殊结构，由端粒 ＤＮＡ和端粒蛋白质组成［１］。
端粒酶本身是一种逆转录酶，它以自身 ＲＮＡ为模
板，逆转录合成端粒 ＤＮＡ，可以避免因 ＤＮＡ复制时
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端粒缩短所致的细胞衰亡，使细胞获得无限增殖的

能力。大多数恶性肿瘤中可检测到端粒酶的活性，

而正常体细胞不表达或微弱表达端粒酶活性，端粒

酶激活是肿瘤形成的重要机制之一 ［２］。为了进一

步探 讨 端 粒 酶 在 恶 性 肿 瘤 中 的 表 达，本 实 验 在

Ｋｉｍ［３］等 报 道 的 端 粒 重 复 扩 增 法 （ｔｅｌｏｍｅｒｉｃｒｅｐｅａｔ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｔｏｃｏｌ，ＴＲＡＰ）基础上结合应用新型荧

光染料 ＳｙｂｒＧｒｅｅｎＩ（ＳＧＩ）染色法对结直肠癌端粒

酶活性进行测定分析，探讨 ＴＲＡＰＳＧＩ法在临床
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肿瘤诊断中的应用价值。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　标本来源　４６例结直肠癌组织和 １９例癌

旁正常黏膜组织（距离肿瘤组织 １５ｃｍ以外）为湘

雅医院 ２００４年 ４月 ～２００４年 ７月手术切除标本，

经病理检查鉴定。４６例临床标本中男 ２６例，女 ２０

例，年龄 ２９岁 ～７５岁，平均 ５２岁。

１．１．２　 主 要 试 剂 和 仪 器 　 引 物：ＴＳ５′ＡＡＴＣ

ＣＧＴＣＧＡＧＣＡＧＡＧＴＴ３′；ＣＸ ５′ＣＣＣＴＴＡＣＣＣＴＴＡＣＣＣＴ

ＴＡＣＣＣＴＡＡ３′（长沙虹宇科技 有限公司）。另 备

１００００×ＳＧＩ（上海开放科技有限公司），Ｍａｒｋｅｒ：

ｐＢＲ３２２／ＨａｅＩＩＩ（上海生工生物有限公司），Ｔｈｅｒｍｏｌ

ＨｙｂａｉｄＰｘ２热循环仪（英国 ＴｈｅｒｍｏｌＨｙｂａｉｄ公司），

ＤＹＹＩＩＩ型垂直电泳槽（北京六一仪器厂）及 ＤＹＹ

ＩＩＩ５型稳压稳流电泳仪（北京六一仪器厂）。

１．２　方法

１．２．１　待测样本的处理　取新鲜组织称重，用冰

冷 的 ０．１ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ清 洗 ２次 后，用 ＨＥＰＥＳ液

（１０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ，１．０ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，１．０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＭｇＣｌ２，１０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ）清洗 １次，放入玻璃匀浆器

中，在冰浴中匀浆 １０ｍｉｎ，按 ４μＬ／ｍｇ组织加入冰冷

的裂 解 液 （１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，１．０ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，

１．０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，０．１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ，５．０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＢＭＥ），继续匀浆 １０ｍｉｎ，再冰浴 ３０ｍｉｎ，在 ４℃条件

下，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ３０ｍｉｎ，取上清。酚试剂法测

定蛋白浓度，用 １×ＴＲＡＰｂｕｆｆｅｒ稀释成最适宜蛋白

浓度为 ０．３ｇ／Ｌ的待测样品。

１．２．２　 端 粒 重 复 序 列 扩 增［３］　 反 应 体 系 为

３０μＬ，含有 １０×ＴＲＡＰｂｕｆｆｅｒ（２００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，

０．０５Ｖ／ＶＴｗｅｅｎ２０，６３０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，１ｍｇ／ｍＬＢＳＡ，

１ｍｍｏｌ／Ｌ ＥＧＳＡ）３μＬ，０．５ ｍｍｏｌ／Ｌ ｄＮＴＰ３μＬ，

１０μｍｏｌ／ＬＴＳ引物 １．５μＬ，１５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２３μＬ，

标本 ４μＬ，石蜡油 ２５ｍＬ，１２０００ｒ／ｍｉｎ，离心 ５ｓ，

２５℃ ３０ｍｉｎ，９５℃ ３ｍｉｎ，再加入 ５Ｕ／μＬＴａｑＤＮＡ

聚合酶 ０．４μＬ，１０μｍｏｌ／ＬＣＸ引物 １．５μＬ，以 ９４℃

３０ｓ，５０℃ ３０ｓ，７２℃ ９０ｓ进 行 ３０个 循 环，最 后

７２℃保温 ５ｍｉｎ。阴性对照：待测样品用 ＲｎａｓｅＡ核

酸酶于 ３７℃处理 ３０ｍｉｎ，阳性对照：为 Ｈｅｌａ细胞。

１．２．３　电泳分析　取 １５μＬＰＣＲ产物加入 ５μＬ载

样缓冲液和 １００×ＳＧＩ染料 ２μＬ，混匀，避光放置

１０ｍｉｎ，于 １２％聚丙烯胺凝胶电泳分析，取出凝胶

直接在紫外透射仪上观察区带并照像。

２　结　果

２．１　ＴＲＡＰＳＧＩ法检测端粒酶活性

ＴＲＡＰ产物 ＰＡＧＥ电泳后，经 ＳＧＩ染色显示出

的清晰的梯状条带（附图）。

１：阴性对照；２～５：阳性组织；６：阳性对照；７：阴性组织；

８：Ｍａｒｋｅｒ

附图　结直肠癌组织中端粒酶活性检测结果

２．２　结直肠癌及癌旁组织端粒酶活性阳性率

４６例结直肠癌组织中，检测出端粒酶活性 ４１

例，阳性率 ８９．１３％；１９例癌旁正常黏膜组织中，

未见端粒酶活性阳性者。

２．３　端粒酶活性与临床资料的联系

根据结直肠癌的细胞分化程度、Ｄｕｋｅｓ分期、有

无淋巴转移进行分组，各组端粒酶活性阳性率的比

较无显著性差异（均 Ｐ＞０．０５）（附表）。

附表　端粒酶活性表达

临床资料 　　ｎ 　　阳性 阳性率（％）

　细胞分化 高分化 　　２１ 　　１９ ９０．４８

中分化 　　１９ 　　１７ ８９．４７

低分化 　　 ６ 　　 ５ ８３．３３

　分期 Ａ 　　 ９ 　　 ８ ８８．８９

Ｂ 　　１５ 　　１３ ８６．６７

Ｃ 　　１５ 　　１４ ９３．３３

Ｄ 　　 ７ 　　 ６ ８５．７１

　淋巴结转移 有 　　２５ 　　２２ ８８．００

无 　　２１ 　　１９ ９０．４８

４８１
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３　讨　论

ＴＲＡＰ法是 Ｋｉｍ等人［３］率先建立的端粒酶活性

检测方法。该法的产物分析应用系同位素法，方法

烦琐，检测时间长，而且存在同位素污染的危险。

本实验利用一种新型的核酸染料 ＳＧＩ，这种染料

是一种非对称花菁类化合物，与核酸有极高的亲和

力，对核酸测定具有较银染法更高的灵敏度。Ｇｏｔｔ

ｌｉｅｂ等［４］报道用改良的银染法检测双链 ＤＮＡ灵敏

度为 ５ｎｇ，而 ＳＧＩ染色法检测双链 ＤＮＡ灵敏度可

达 ０．５ｎｇ［５］。利用其对核酸测定的高灵敏度可进

一步提高 ＴＲＡＰ法检测的能力。此外 ＳＧＩ染色法

还具操作简便，使用安全，价格便宜等优点［５］，更

适合临床广泛应用。

结直肠癌是严重威胁人类生命的恶性肿瘤之

一，目前除早期诊断手术切除外，无其他更好的治

疗手段，所以，结直肠癌的早期诊断有其重要意义。

本实验对 ４６例结直肠癌组织中，检测出端粒酶活

性 ４１例，阳性率 ８９．１３％；１９例癌旁正常黏膜组

织中，未见端粒酶活性阳性者，与国外文献报道一

致［６，７］，提示端粒酶活化可能为结直肠癌细胞无限

增殖所需，端粒酶有望成为结直肠癌诊断的标志

物。端粒酶活性肿瘤临床病理因素的联系也在一

些肿瘤中如乳腺癌［８］甲状腺癌［９］被发现，结直肠

癌端粒酶活性与肿瘤的细胞分化程度、Ｄｕｋｅｓ分期、

有无淋巴转移无直接关系（Ｐ＞０．０５），这表明，端

粒酶的激活可能在结肠癌的早期就发挥着生物学

活性，所以，能破坏端粒酶激活的过程或破坏其激

活的生物环境，就有可能抑制癌症的发生。总之，

端粒酶活性普遍存在于结直肠癌组织中，可作为结

直肠癌的基因标志物。检测结直肠癌组织中端粒

酶活性对于结直肠癌的早期诊断、早期治疗有一定

的意义。
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