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端粒酶分析方法的研究进展"
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关键词"端粒&

!

端粒酶&

!

端粒酶活性&

!

测定方法

!"#

!

"$78#9#
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7)11;7"9<85+"8$76$"97"#7$86

文献标识码"

0

文章编号"

"9<85+"8$

!

6$"9

"

"#56<8̂5$8

!!

端粒和端粒酶是近年来生命科学研究的热点之一$其在肿

瘤临床检测与治疗中已得到广泛研究$但在生殖领域尚属起步

阶段)人端粒酶活性#

=0

%是精子发生高度敏感性和特异性的

标志物$生殖细胞中端粒酶的检测特别是对原发性无精子症患

者睾丸灶性精子发生的诊断具有重要的临床意义'

"

(

)

?

!

=0

检测的研究进展

!!

=0

的早期检测是
(>F);

'

6

(建立的端粒重复序列延伸法$

即利用端粒酶自身反转录合成端粒末端片断的特性进行端粒

合成$然后通过加入
S;A12

破坏端粒模板$采用
"6g

聚丙烯酰

胺电泳分离$放射显影可见阳性条带)该方法稳定性较好$但

所需标本量大$敏感性差$实验复杂$所需时间长)

c)H

等'

8

(建立端粒重复扩增法#

=S0Q

%$该法将端粒酶的

反应产物应用聚合酶链反应#

QRS

%大量扩增$使测定的敏感性

提高了约
"$$$$

倍$是近年来被全世界普遍采用的方法$但该

法需将扩增产物在聚丙烯酰胺凝胶电泳后进行放射显影$因使

用放射性同位素标记$易有放射性污染且价格昂贵$方法十分

繁杂$临床推广应用受到一定限制)

"##9

年德国
&>2BF);

*

2F

公司用标记地高辛探针检测端粒

酶扩增产物$推出端粒酶
5,-./0

检测试剂盒$该法极大简化了

QRS

产物检测操作步骤$

+B

内即可得到检测结果$但试剂盒

不同批号间常出现较大差异$且试剂价格极为昂贵$临床无法

常规应用)虽现已有公司提供地高辛标记的引物$但该试剂是

否稳定$尚待进一步探讨)

@

!

=0

的改进检测技术

!!

目前研究
=0

定量检测方法是为了减少繁锁费时的
QRS

检测步骤$改进循环条件$提高敏感性和线性)端粒酶表达常

见方法有电泳法和酶免法)

@7?

!

改良端粒重复序列扩增#

=S0Q

%

5

银染法
!

利用端粒酶

在体外的
S40

模板区为模板$在适宜的寡核苷酸链的末端添

加
9

个碱基的重复序列特性$采用
QRS

方法扩增此重复序列$

并进而用聚丙烯酰胺凝胶电泳显示
9

个碱基差异的梯带)根

据
c)H

等'

8

(的端粒重复片段扩增方法$首先合成
"

个
"̂ ;@

的

=/

做上游引物$端粒酶结合
=/

末端的
a==

并合成
0aaa=5

=0a

$然后每经过
"

次转位合成
"

个
aa==0a

的
9

核碱基重

-

8̂<6
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复序列$端粒酶灭活后$加入
Rb

做下游引物$经过多次变性
Z

退火
Z

延伸$扩增端粒酶延伸产物)阳性结果在凝胶电泳上显

示相隔
9L

J

的梯状条带$条带的多*寡*深或浅表示
=0

大小)

采用银染方法用于
=S0Q5QRS

标记染色$既解决了同位素的

放射性污染问题$又简便*安全*省时$敏感性较溴化乙锭染色

高
!

"

"$

倍'

+

(

)另外$硝酸银染色仅在可见光下即可观察$实

验结果还可经凝胶干燥后长期保存)因此$该方法有望成为生

殖细胞
=0

检测及恶性实体瘤早期诊断*高危患者筛选及微转

移癌灶的追踪等新的分子生物学方法)

@7@

!

聚合酶链反应
5

酶免法#

QRS5,-./0

%

!

检测原理为端粒

酶自带模板将端粒重复片段#

==0aaa

%加到生物素标记*人

工合成的
Q"5=/5

引物的
8h

端$经
QRS

反复扩增
Q"5=/

和
Q6

引物间的特异产物$产生含有端粒酶特异的
9

核苷酸重复序列

的
QRS

产物)将
QRS

产物变性后$与地高辛标记$并对端粒

重复片段特异的探针杂交$杂交产物通过生物素标记的引物固

定在抗菌药物蛋白包被的微孔板上)然后采用与过氧化物酶

结合的抗地高辛抗体#

0;@)53.a5Q]3

%检测经固定的
QRS

产

物)最后加入过氧化物酶的反应底物
=(&

$便可产生一着色

反应产物$测定
+!$;H

和
9#$;H

的吸光度#

0

%值)根据公式

0_0+!$Z09#$

)

端粒酶
QRS5,-./0

方法简单*方便*敏感$

QRS

扩增以

后$通过特异性探针与
QRS

变性产物杂交而检测$特异性强$

可以避免
QRS

反应后的假阳性和假阴性$且易于定量$是检测

=0

较理想的方法$将有更广泛的临床应用前景)

@7A

!

荧光素
5

抗荧光素系统检测法
!

由于荧光素标记引物较

为简便*稳定$用荧光素
5

抗荧光素系统代替地高辛
5

抗地高辛

耦联法$效果良好)该法有较好的敏感性与重复性$较银染法

更为简便快速$无同位素污染$检测成本低$有较好的推广应用

价值)

@7B

!

端粒酶相关功能蛋白的检测
!

目前研究发现
=0

至少受

端粒酶
S40

#

B=S

%*端粒酶相关蛋白#

=Q"

"

=-Q"

%及端粒酶催

化亚单位#

B=,S=

%的影响)

B=S

是合成端粒
340

的模板$

提供模板合成端粒重复序列)端粒酶在其
8h

端生成
+!"

个核

苷酸的转录产物)反转录是在
!h

末端
+9

"

!8

个核苷酸处发

生$该反应靠近端粒
340

序列)分析
B=S

的
6

级结构$可预

测
=0

)目前用以预测
B=S

的
6

级结构的方法是研究
B=S

的

+

个构成组件$包括
RS6

"

RS8

结构域$

ARS+

"

RS!

结构域$

%

"

0R0

#

RS9

"

RŜ

%盒$

RS<

结构域'

!

(

)

=Q"

"

=-Q"

的功能尚未

阐明$可能不仅是结构蛋白$还是一种调节端粒酶与其他分子

相互作用的调节亚单位)

B=,S=

是
=0

调节的主要部分$对

=0

表达及维持端粒长度起决定性作用)有学者使用
=A

P

(A;

荧光检测系统建立了实时定量
S=5QRS

检测
B=,S=

相关基

因表达)

@7C

!

=0

相关调节因子检测
!

=0

在人体细胞受到严格的调

控$这个调控过程涉及一些蛋白激酶$如
B=,S=

基因在体外

磷酸化的蛋白激酶
0c=

$被确定为
=0

负调节的蛋白激酶
E5

0&-

)蛋白激酶
R

家族的成员是端粒酶反转录酶在体外磷酸

化$导致
=0

$刺激
B=,S=

启动子活性的关键酶)激酶
/SR

作为
=0

的负调节$负责
B=,S=

在氧化应激反应过程中的磷

酸化反应)其他几个激酶#如
,Sc"

"

6

和
\4c

%也被认为负责

=0

调控$但其作用机制尚不清楚'

95#

(

)

A

!

结
!!

语

!!

近年来$有关端粒酶的研究异常活跃$绝大多数生物细胞

340

的端粒随着细胞分裂而缩短$当缩短到一定长度$即达到

危机点时$细胞不再分裂而衰老*死亡$少数细胞逃逸危机点$

激活端粒酶$从而永生或恶变'

"$

(

)正常机体细胞中
=0

不表

达$而在干细胞*生殖细胞和
#$g

的恶性肿瘤细胞中却特异性

地表达'

""5"8

(

)随着对端粒酶结构*功能及调控的深入研究$其

在细胞永生化及癌变中的作用也有了新的认识$生殖细胞中可

检测到
=0

$端粒酶在人类生殖发育中发挥着重要作用$可通

过端粒酶的研究来探索影响人类生殖能力的相关因素及机制$

以期对人类生殖功能*胚胎质量进行监控)有研究表明$端粒

酶
S40

基因在男性不育症患者睾丸组织中的表达与生殖细

胞的分布定位一致$在精细胞不发育患者睾丸组织中无端粒酶

S40

基因的表达$提示
=0

的缺乏可能是生殖细胞发育停滞

的原因之一'

"+

(

)

目前$端粒酶分析方法尚缺乏标准化$随着端粒酶检测技

术的进一步发展$可制订
=0

定性及定量的标准化检测方法$

从而研究端粒酶的表达在相关疾病监测*疗效和预后判断中的

作用)深入研究端粒酶在男性生殖生理及病理学意义$探讨激

素及其他药物治疗的端粒酶机制$使端粒酶技术成为诊断及治

疗男性生殖疾病的重要手段之一)
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人类
=

辅助细胞#

=B

%亚群的特征是其产生的细胞因子种

类不同'

"

(

)其中以分泌白细胞介素
56

#

.-56

%和干扰素
5

!

#

.T45

!

%为主的称为
=B"

$主要介导细胞免疫等&分泌
.-5+

*

.-5!

*

.-5

9

*

.-5"$

*

.-5"8

等称为
=B6

$主要介导体液免疫和过敏反应'

6

(

)

=B"

和
=B6

分别介导
6

类应答不仅在宿主防御机制中发挥不

同作用$也参与不同免疫病理过程)持续
=B"

细胞强烈应答

可能与自身免疫病等有关)过度
=B6

细胞应答$则可能在遗

传易感的个体引发过敏特应性)

传统认为过敏反应的主要机制是
=B"

"

=B6

免疫功能失衡

所致气道炎性变化*多种细胞浸润*气道组织结构改变'

8

(

)上

市后中药注射剂作为注入性#可溶性%抗原$引起的过敏反应属

于
$

型超敏反应#

$

型变态反应%$故
$

型超敏反应是上市后中

药注射剂免疫毒性监测的重点内容)多种原因导致的
=B"

"

=B6

偏移贯穿于过敏反应各个阶段'

+

(

)

?

!

上市后中药注射剂过敏反应监测背景

!!

全世界每年约有千种以上的新化合物作为商品进入人类

的环境$在现有上市药用化合物中$有相当数量未进行免疫毒

理学评价)中药注射剂作为我国特有的中药创新剂型$与传统

中药剂型相比有生物利用度高*起效迅速*作用可靠等优点$主

要应用在心脑血管疾病*肿瘤*感染性疾病*呼吸系统疾病$以

及一些危急重症的抢救和治疗中)中药注射剂发挥临床疗效

的同时其安全性也被广泛关注$并成为制约其进一步现代化和

国际化的瓶颈之一)国际组织免疫毒性研究指南提示体液免

疫超敏反应*免疫刺激的关键指标为研究上市后中药注射剂免

疫毒理学作用监测提供了一定的依据)

上市后中药注射剂多成分复杂且有效成分尚不完全清楚$

研究表明$与中药注射剂有关的药品不良反应#

03S

%中$

#6g

属于变态反应#

0S

%$解决中药注射剂引起的变态反应是中药

注射剂研制的一项重要工作'

!

(

)

@

!

上市后中药注射剂过敏反应的监测依据

!!

美国国立变态反应和感染性疾病研究所#

4.0.3

%与食物

过敏及急性全身过敏反应联盟#

T004

%制订的急性全身过敏

反应的诊断标准包括!皮肤过敏反应*呼吸道过敏反应*消化道

过敏反应等'

9

(

)可对
#!g

的患者作出急性全身过敏反应的

诊断)

上市后中药注射剂相关
03S

主要是速发型$其中发生率

最高的是以
$

型变态反应为主的急性变态反应$一般认为与遗

传*免疫及对生理*药理介质反应异常有关'

<

(

)有统计显示$

8<+

例中药注射剂
03S

的发生时间$在用药后数秒至
9$H);

之内者
6!9

例$占
<$g

'

!

(

)

A

!

=B?

'

=B@

监测

A7?

!

=B"

"

=B6

监测对过敏反应特异性诊断的意义
!

有研究

发现$

=

淋巴细胞的免疫调节作用失常#

R3+

X

=B"

细胞功能不

足$

R3+

X

=B6

细胞功能亢进$

=B"

"

=B6

比值低于正常%$与
$

型过敏反应发生密切相关)

=B"

"

=B6

失衡是哮喘发病的关键

机制'

^

(

)

.-5+

*

.-56

*

.T45

!

的相互作用是维持
=B"

"

=B6

平衡

的关键)

=B"

"

=B6

失衡尤其是
=B6

应答增强并分泌
.-5!

等

诱导嗜酸性粒细胞浸润是哮喘发病的重要因素)

A7@

!

=B"

"

=B6

的监测方法
!

#

"

%酶联免疫吸附法测定可溶性

细胞因子反映总细胞因子分泌量$但不能确定分泌特定细胞因

子的细胞亚群)#

6

%流式细胞术能实现单细胞水平的细胞因子

检测$逐渐成为鉴别
=B"

和
=B6

细胞亚群的重要手段)一般

认为$

=B"

的表型为
R3+

X

.T45

!

X

$而
=B6

的表型为
R3+

X

.-5

+

X

'

#

(

)

B

!

=B?

'

=B@

型相关细胞因子作为过敏反应特异性诊断

B7?

!

.-5+

!

免疫球蛋白
,

#

.

*

,

%抗体在速发型过敏反应机制
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