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细胞后!其端粒酶活性均受到抑制!提示靶位

点
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序列干扰效果较靶位点
!?$$
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序列更为明显%结论
!

以
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聚合酶体外合成
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是一种简便&高效&

低成本的提高
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序列合成的
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干扰$
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&#就是外源或内源性双链
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可触发

同源
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的特异性降解#进而使该基因表达沉默)

!5"

*

(近年

来研究表明#端粒酶主要存在于恶性肿瘤而在大多数正常组织

中没有活性或活性极低#这表明端粒酶的激活可能是肿瘤发生

过程中的关键因素)
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(端粒酶催化亚单位$

E6L-6

&是
!

个

单拷贝基因)

%

*

#其逆转录酶催化域的编码序列具有高度保守

性(现已证明
E6L-69-/*

只在恶性肿瘤组织或肿瘤细胞

株#以及某些有高度再生能力的自我更新组织$如子宫内膜&中

表达#其表达水平与端粒酶活性表达一致#被认为是端粒酶活

性的限速决定因素)
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(因此#
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是一个抑制肿瘤

的潜在靶点(本实验以端粒酶
E6L-6

基因逆转录酶催化域

的编码序列为模板#体外转录合成小干扰
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&#转染

入
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细胞#达到抑制肿瘤端粒酶活性的目的#期望通过对端

粒酶表达的
-/*8

能有效地抑制大多数肿瘤的生长#而对体细

胞没有影响#从而为肿瘤治疗提供一种新途径(
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的定性分析
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的定量分析
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端粒酶活性的定性检测
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银染法(
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端粒酶活性的定量检测
!

采用
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的定性分析结果
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纯度较

高#经
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分析#未见较多流产型的
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#见图
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对
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细胞端粒酶活性影响的比较

A#B

!

=8-/*

对
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细胞端粒酶活性的影响
!

端粒酶活性的

定性检测结果见图
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的
Q;:C

细胞裂解

液%

"

组!针对
E6L-6"$%'

#

"$?'

序列的
=8-/*
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的
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细胞裂解液(
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$
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#与
!

组比较(

B

!

讨
!!

论

近年来#

-/*8

作为一种新兴的沉默特异基因序列的方

法#以其高特异性'高效'快速'可靠'操作简单等独特优势吸引

了广大研究者的关注)

?53

*

(因为针对基因不同位置所设计的

=8-/*

在诱导
-/*

干扰中的作用效力是不同的(本研究针

对
E6L-6

基因设计了
"

条
=8-/*

#比较两者干扰的作用(结

果发现#将
"

条
=8-/*

转染进入
Q;:C

细胞中#利用
6-*+5

银

染法和
+,-5LXZ7*

法检测端粒酶的活性#两者都可以对
Q;:C

细胞端粒酶活性进行抑制#就是将
E6L-6

基因进行封闭#说

明本研究设计的
"

个靶位点都是有效的靶位点(

在对合成的
-/*

进行定性'定量前#由于反应混合物中

既含有蛋白$

6?-/*

聚合酶&又含有核苷三磷酸$

/6+

&'磷酸

鸟苷$

T4+

&和
./*

模板#必须对它们进行处理后才能进行紫

外分光光度测量(本研究采用
./*

酶
-

处理标本来去除

./*

模板#用酚"氯仿抽提出蛋白组分#加入乙酸钠来进行乙

醇沉淀#避免
/6+

'

K/6+

和
-/*

同时沉淀下来(发现合成

的
-/*

纯度较高#未见较多流产型
-/*

#考虑这和
-/*

设

计'合成的改进有很大关系(

本研究就是利用
-/*8

特有的优势#针对
E6L-6

基因外

显子设计了
"

段
=8-/*

#一段是针对
E6L-6!?$$

#

!?3$

序

列#另一段是针对
E6L-6"$%'

#

"$?'

序列#看在不同的靶位

点抑制的效果是否不同#选择出抑制效果较好的靶位点(本实

验利用
&#"c

台盼蓝染色法检测出
"&&>

F

=8-/*

转染对细胞

生存能力几乎没什么影响(接着就采用磷酸钙共沉淀的方法

将
"&&>

F

=8-/*

转染到
Q;:C

细胞中#用
6-*+5

银染和

6-*+5+,-LXZ7*

的方法对端粒酶的活性进行定性和定量的

检测(结果发现#

"

段
=8-/*

都对端粒酶有抑制作用#针对

E6L-6!?$$

#

!?3$

序列抑制率在
@3c

#而针对
E6L-6

"$%'

#

"$?'

序列的抑制率在
?%c

#可见后者的抑制效果明显

好于前者#证明后者是较好的靶位点(同时证明针对靶基因不

同的位点设计的
=8-/*

在诱导
-/*8

的作用效力是不同的(

这与
L:GC=E8B

等)

(

*的报道相一致(
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#明显高于健康体检组的$

!#$"Y&#''
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F
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X

#差异

有统计学意义$

B

$

&#&%

&(有文献研究认为#

44

患者血清

$

"

54T

升高的机制可能为!$

!

&肿瘤细胞本身合成和分泌
$

"

5

4T

加速%$

"

&大量的正常细胞被破坏#使
$

"

54T

释放增加%

$

'

&肿瘤细胞直接浸润肾组织#导致肾脏损伤#肾小管重吸收功

能受损#

$

"

54T

排泄减少#血
$

"

54T

水平升高更显著)

35!&

*

(此

外#相关资料表明#

$

"

54T

是所有参数中与肿瘤负荷最相关的

参数#直接反映了
44

患者的体内肿瘤负荷)

!!5!"

*

(

本文还针对
$

"

54T

对
44

的诊断价值进行了
-2,

曲线

分析#发现如果按照血清
$

"

54T

的生物参考区间作为
44

诊

断临界值的话#其敏感度较高#但特异度则相当一般#诊断价值

不高(笔者所在实验室血清
$

"

54T

的生物参考区间为
&#?&

#

!#3&9

F

"

X

#如果以
!#3&9

F

"

X

作为
44

诊断临界值的话#虽

然其敏感度可达
(3#3c

#但其特异度才
"3#!c

#诸如高血压'

淋巴瘤'肾脏疾病等均可引起血清
$

"

54T

水平高于生物参考

区间(当血清
$

"

54T

水平为
"#3?9

F

"

X

时#其诊断敏感度和

特异度均较高#分别为
?(#3c

和
?@#?c

#可作为
44

的最佳

诊断临界值(因此#笔者认为区分生物参考区间与最佳诊断临

界值的概念是相当重要的(当血清
$

"

54T

水平在生物参考区

间内#由于其诊断敏感度较高#可基本排除
44

的可能性%当

血清
$

"

54T

水平介于生物参考值与最佳诊断临界值之间#由于

其诊断特异度较一般#只能提示患者可能有
44

'非霍奇金淋巴

肿瘤'肾脏疾病等疾病%当
$

"

54T

水平大于最佳诊断临界值时#

其诊断特异度及敏感度均较高#诊断
44

的可能性较大(

综上所述#由于
$

"

54T

是由人体的组织细胞分泌#其血清

水平受人体组织及器官病变的影响较大#其诊断特异度较一

般(因此#确定
44

血清
$

"

54T

的最佳诊断临界值显得尤其

重要#在保证敏感度的同时#可进一步提高其诊断的特异度(

需要说明的是#不同试剂的检测原理及试剂组成不同(因此#

本文得到的最佳诊断临界值不一定适合于使用其他品牌的仪

器和试剂的实验室(
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#以其特有的优势#必将会推动肿瘤的治疗#使肿瘤在

基因治疗方面拥有美好的前景(
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