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端粒酶活性检测的几种方法

张敏 *，美耕思 ， 周艳妮

(陕西师范大学生命科学学院，西安 710062 )

摘 要:端粒酶活性检测方法的不断发展改进为癌症的诊断治疗以及人们对衰老的进一步

研究提供了新途径和新思路。 近年来端粒酶活性的检测方法有 : (1)基本方法。 (2)TRAP 法。 (3)改

良的 TRAP 法 。 (4)间接检测法等。
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端粒酶和细胞衰老、永生化及癌变均密切相

关，而端粒酶的活化是以上各变化过程的一个重要

事件。端粒酶结构和功能的特殊性使得其活性的测

定在整个端粒、端粒酶与衰老和癌症的关系研究中

显得尤为重要，人们试图从这里找到一条诊治癌症

和延缓衰老的新途径。

1 端粒和端粒酶
1. 1 端粒

端粒是真核生物染色体末端特殊的 DNA 一蛋白

质结构 ， 含多个重复序列， 人和大多数脊椎动物的

端粒重复序列为 5'_πAGGG-3' 同时端粒结构的形成

和功能维持需要端粒结合蛋白的直接或间接参与 。

正常细胞在分裂过程中，因其端粒DNA 不能完全复

制而导致部分重复序列的丢失，而当端粒缩短到临

界长度(人类约为 5-7kb)时，细胞停止分裂并开始衰

老死亡。

1. 2 端粒酶

有少数正常细胞(如永生细胞系)及绝大多数恶

性肿瘤细胞可逃逸这一临界点，因为其含有活化的

端粒酶系统，说明活化的端粒酶可能对癌细胞的生

长和存活是必需的[1] 。端粒酶是一种核糖核蛋白复

合体，是由 RNA和蛋白质亚基组成的一种特殊的逆

转录酶， 其可利用自身的 RNA模板合成末端 DNA ，

并添加到染色体末端以克服末端序列的丢失，从而

使细胞获得无限增殖能力 [2 ] 。

端粒酶蛋白催化亚基(TERT或TRT)具有反转录

酶的主要特征，其表达在出生后即被抑制，但大量

研究显示在原发性肿瘤、癌细胞系和永生化细胞系

中可检测到 TERT 的表达，其与端粒酶活性的表达

水平一致，与端粒酶的活化过程密切相关[川]。

2 端粒酶活性的检测方法

2.1 基本方法一一端粒重复序列延伸法

这是 1985 年 Greider 等最早提出的端粒酶活性

检测方法[8] 。 通过细胞提取液与寡核昔酸引物的保

温 ， 具活性的端粒酶利用所提供的原料以自身的

RNA 为模板在引物的 3' 端添加 DNA序列，通过聚

丙烯酌肢凝胶电泳和放射自显影显示结果。 此方法

灵敏度较低 ， 所需样本量大，因此并不实用。

2.2 TRAP5去
1994 年 Kim 等建立端粒重复序列扩增法

(Telomeric repeat amplification protocol ，TRAP)。其

基本原理和步骤为 : ①利用 CHAPS 去污剂从组织

或细胞中制备端粒酶提取液。② TRAP 反应(或

PCR 扩增) : 利用端粒酶的逆转录酶活性在非端粒

引物TS(5 '-AACCGTCGAGCAGAGTT_3')3'末端合成

端粒重复序列，然后将反应产物进行 PCR 扩增 ， 同

时引入下游引物 CX[5 ' - (CCCTTA)3CCCTAA-3'] ，反

应体系中含有[α_32P]dGTP 或[α_32P]dCTP 以标记产

物。③反应产物经聚丙烯酷服凝胶电泳和放射性自

显影检测 。 阳'性结果在凝胶电泳上显示相隔 6bp的梯

状条带， 多用条带深浅表示端粒酶活性大小。 通过这

种方法， Kim 检测到大多数人类恶性肿瘤细胞(约

85 %) 中存在端粒酶活性，而同一个体的大多数正

常组织中没有，这表明端粒酶可以作为恶性肿瘤的

标记物之一应用于癌症诊断[9]0 TRAP 法由于应用
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PCR 技术对端粒酶合成的端粒 DNA 进行扩增，大

大提高了检测的灵敏度和速度 ， 目前应用较广[ 1 0-

l3] ， 同时随着该方法的使用 ， 端粒酶及其调控机制

的研究有了飞速发展。但 TRAP 方法尚有不足之

处: 属于定性检测，对活性程度的判定较困难:

应用放射性同位素标记有一定的危险性等。

2.3 改良 TRAP 法

2.3.1 TRAP- 银染法 由于同位素标记的不安全

性，有学者在反应体系中以非同位素标记的 dNTP

替代 a_32p 标记的 dCTP，把 TRAP 反应产物在聚丙

烯酌肢凝胶电泳之后进行银染显示梯状条带，建立

TRAP- 银染法。该方法在保留了上述 TRAP 法灵敏

度高、特异性强等优点的基础上 ， 缩短了检测所需

时间，避免了同位素的放射污染 ， 同时重复性较

好，己在临床上癌症诊断方面得到广泛应用 [14.16) 。

2.3.2 TRAP-涣化乙绽(EB)法 Saleh等使用 EB 染色

简化井改进了传统的 TRAP 法。 也是以非放射性元

素进行标记 ， 反应产物在聚丙烯肤肢凝胶电泳之后

经 EB 染色后在紫外灯下照相，同样显示梯状条带。

结果表明，对于粗抽提物而言 ， EB 染色具有足够

的可信度和灵敏度，同时又经济省时，便于在临床

上推广使用[ 17) 。

2.3.3 TRAP- 杂交保护(HPA)法 Hirose 等建立了

TRAP- 杂交保护 ( hybridization protection assay , 

HPA ) 法[川，以克服 TRAP 方法中进行凝胶电泳需

要时间较长的问题。其基本原理是利用叮咬醋标记

的化学发光球体探针， 一个球体分子仅与一个端粒

酶反应产物分子杂交， 所以化学发光强度直接与产

物分子的数量相对应，这一点对端粒酶活性定量分

析是必须的 。 对此法的进一步改良将针对提高定量

的准确性 ， 包括解决组织抑制剂问题和改进捡测中

的判断标准等。 该方法目前为一种快速、灵敏、 半

量化并可进行大量肿瘤样品临床诊断的检测方法[19 ，
20) 

2.3 .4 TRAP- 闪烁接近 ( SPA) 法 由于电泳操作

过程较繁琐， Savoysky 等将 TRAP 法与闪烁邻近分

析(scinωlationpr'。对rnity assay, SPA)结合建立τRAP-SPA

法[2 1)。其基本原理是将 CX 引物 5' 端用生物素标记，

在存在 3H-dTTP 的条件下进行 PCR 扩增，然后反应

产物与链霉抗生素蛋白包被的荧光液态球相混合，

激发含有3H 的核酸液闪并产生信号，再由液闪计数

仪计数[22)。张黎明等用此方法检测乳腺癌和肝癌等

组织样品的端粒酶活性， 显示与 TRAP- 银染法所测

结果一致[23) 。

2.3.5 TRAP- 酶联免疫吸附测定.(ELISA)法 1996 年

德国 Boehrioger ~annheirn公司研制出了 TRAP-ELISA

试剂盒，之后这种方法被广泛应用于端粒酶活性分

析[24 ，25 )。其原理是利用 TRAP法处理细胞或组织， 并

对端粒酶反应产物进行 PCR扩增，引物 TS 用生物素

标记，扩增产物与地高辛标记的探针杂交，并与包

被有亲和素的微孔板结合，再用酶标记的抗地高辛

抗体检测并显色，酶标仪测定结果。 Wu 等比较了

分别基于电泳和 ELISA 的 TRAP法用于半定量检测端

粒酶活性的精确程度，发现 ELISA 法比前者更不易

受到其他因素的影响，并认为将电泳和 ELISA 法结

合起来检测端粒酶活性具有更好的优越性[26) 。

2.4间接检测法

上述方法都是直接检测端粒酶活性，鉴于现普

遍认为端粒酶催化亚基 TERT 的表达与端粒酶活性

水平成正相关，因此可通过检测 TERT 的rnRNA 或

蛋白表达来间接检测端粒酶活性 。

2.4.1 原位杂交(in situ hybridization ，ISH)法 人们通

过标记探针与TERT mRNA作原位杂交来检测后者的

原位表达，间接检测端粒酶活性。 Saretzki 等应用荧

光原位杂交等方法在 20 例肺癌细胞系中也发现

hTERT rnRNA表达与端粒酶活性之间有强相关性[6) 。

范松青等利用此法检测人恶性黑素瘤中的 hTERT

mRNA ， 发现恶性黑素瘤不但有 hTERT rnRNA 高表

达，而且其表达在转移性恶性黑素瘤中较原发性恶

性黑素瘤有增加趋势 ， 提示 hTERT mRNA 可间接

反映恶性黑素瘤中的端粒酶活性[271 。 但 Karnradt 等

应用此方法检测人前列腺癌中 hTERT mRNA 的表

达，同时应用 TRAP-ELISA 法检测其端粒酶活性，

发现二者表达水平并不一致[刀] 。

2.4 .2 逆转录- 聚合酶链反应(reverse transcription­

polymerase chain reaction, RT-PCR)方法 其原理是

首先提取组织或细胞中的总 RNA，然后在 TERT 基

因引物参与和逆转录酶的催化下进行逆转录反应 ，

合成的 cDNA 作为模板再进行 PCR 反应，对扩增产

物进行琼脂糖凝胶电泳检测并对结果进行凝胶图像

分析。 Wisman 等在人卵巢癌中利用此方法检测了

hTERT 的mRNA表达， 并用 TRAP 法检测端粒酶活

性， 结果同样证实二者均存在于恶性肿瘤中并且表

达模式相同[ 1 0]。近几年许多研究应用此方法半定量

检测 TERT mRNA 的表达与否和相对表达量的多

少，从而间接表示端粒酶活性[7 . 门 ， 16 ， 28 ) 。
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2.4 . 3 免疫组织化学(immunohistochemistry ， IHC)方

法 其原理是制备抗 TERT 部分多肤的抗体，利

用抗原与抗体结合的特异性来原位检测组织或细胞

中 TERT 的表达，同时借助组织化学方法显示抗原

抗体的反应部位，间接推测端粒酶活性。大多数科

学家认为免疫组织化学的检测结果与 TRAP 法基本

符合阳，29-3 1] 。 但 Tahara 等应用此方法发现，人结肠

癌组织中 hTERT 的蛋白表达并不总是伴随着端粒酶

活性的升高[3 2 ] 。

3 结语
TRAP 法及其各种改良方法可直接检测端粒酶

活性，比较灵敏、迅速且重复性好，目前在肿瘤

诊断方面应用最广。 原位杂交、 逆转录一聚合酶链

反应和免疫组化方法均属间接检测法，虽然目前普

遍认为 TERT 的 mRNA 或蛋白表达和端粒酶活性之

间具有相关性，但这些间接检测法的准确性仍有待

进一步研究。 同时以上方法都不能完全定量地检测

细胞中端粒酶活性，目前学者已纷纷致力于这方面

的研究 ， 这无疑将会成为端粒酶活性检测方法及其

相关研究的一次巨大飞跃 。

人类恶性肿瘤细胞中普遍存在着较高的端粒酶

活性，其己被广泛认为是恶性肿瘤诊断和治疗的相

关靶点[33] 。 因此，进一步深入研究端粒酶激活与调

控机制，有助于阐明肿瘤发生 、 发展的机制，也

为利用端粒酶进行临床早期诊断和治疗提供理论依

据，而端粒酶活性检测方法的不断改进和发展必将

有力地推动这些领域的研究 。
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Detection Methods for Telomerase Activity 

ZHANGMin飞 XI Geng Si, ZHOU Yan Ni 

( College of Life Science, Shanxi Normal Universi砂， Xi ' an 710062, China ) 

Abstract: At present, there are many m ethods to detect telomerase activity , as follows: i , T he basic 

method. ii, Telomeric repeat amplication protocol(TRAP). iii, A dvanced TRAP. 的， Indirect detection 

m ethod. Continuous development of the de tection method for telomerase activity will provide a new 

ch annel for cancer diagnosis and treatmen t. 

K ey word s : telomerase; cance r; activity d etec tion 
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