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食管鳞状上皮不典型增生中

端粒酶逆转录酶的表达

余红平 徐顺清 刘力 施侣元 鲁文红

【摘要】 目的 探讨端粒酶逆转录酶（!"#"）与食管黏膜鳞状上皮不典型增生恶性转化的关系
及其作用。方法 应用端粒末端重复序列扩增技术（$%&’(%)*+)%,%-$-(,&*.*+-$*’/,)’$’+’&，"#01）和
原位杂交技术检测23例食管黏膜鳞状上皮不典型增生患者组织、45例食管鳞癌患者组织及66例正
常组织标本中端粒酶活性及其!"#"(#70的表达。结果 正常组织标本均未检测出端粒酶活性，

食管黏膜鳞状上皮不典型增生组端粒酶活性检出率为22839（46／23），显著高于正常组（!4:;8<5，

!!=8=;）；食管鳞癌组端粒酶活性检出率为<>849（4;／45），显著高于不典型增生组（!4:668?;，!!
=8=6）。正常组织!"#"(#70无表达，不典型增生组阳性表达率为2<859（4?／23），显著高于正常

组（!4:>855，!!=8=6）；食管鳞癌组阳性表达率为<48<9（42／45），显著高于不典型增生组（!4:

38?4，!!=8=6）。!"#"(#70表达与端粒酶活性显著相关（!4:;3856，!!=8==6）。结论 !"#"
(#@0表达与端粒酶活性呈高度一致性，提示!"#"在端粒酶活性调节中可能起关键性作用，并与
食管黏膜鳞状上皮不典型增生细胞恶性转化密切相关，!"#"有望成为食管鳞癌的新的、有价值的生
物标志物。
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基金项目：国家自然科学基金资助项目（?555=;3=，?=63=5=?）
作者单位：2?==?=武汉，华中科技大学同济医学院环境医学研

究所（余红平、徐顺清、鲁文红），临床药理研究所（刘力），流行病与卫

生统计学系（施侣元）

前病变，食管黏膜鳞状上皮不典型增生者患食管癌

的危险性增高，约3=9的食管黏膜鳞状上皮不典型
增生的患者最终发展为食管鳞状细胞癌［6，4］。端粒

酶是一种核糖蛋白酶，目前研究发现在大多数人体

正常细胞中端粒酶无活性，而在永生化和5=9的人
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癌细胞中端粒酶具有活性，端粒酶活化在细胞癌变

增殖和肿瘤的发生发展中起重要作用［!］。因此对

端粒酶的研究将对肿瘤的诊断与治疗具有重要意

义。为探讨端粒酶与食管鳞状上皮不典型增生恶性

转化的关系，本项研究对食管鳞状上皮不典型增生

组织中端粒酶活性及其逆转录酶的表达情况进行了

检测并与食管鳞癌及癌周正常组织进行比较，探讨

端粒酶与食管鳞状上皮不典型增生恶性转化的关系

及其在食管鳞癌发生发展过程中的作用。

材料与方法

"#材料来源：收集$%%%年"月至$%%$年"%月
武汉同济医院和湖北省肿瘤医院食道黏膜不典型增

生患者活检组织标本&’份（其中男性患者!(例，女
性)例，年龄!(!*’岁，平均&)#+岁）；食管鳞癌患
者手术切除标本$)份（其中男性患者$!例，女性+
例，年龄!!!’&岁，平均**#*岁）；同一患者手术标
本距肿瘤边缘*,-以上切取正常组织（病理证实无
癌）""份（其中男性患者)例，女性$例，年龄&!!
’!岁，平均*+#$岁）。所有病例均经病理诊断证实。
标本取到后立即放至经二乙基焦碳酸酯（./01）处
理过的/2管内，3’%4冻存备用。

$#端粒酶活性检测：
（"）端粒酶提取：组织标本取*%!"%%-5置匀
浆器内，立即加入预冷的裂解液$%%"6［"%--76／8
9:;<=>16（2>’#*）；"--76／8 ?516$；"--76／8
/@9A；*--76／8二巯基乙醇；%#*B1>A0C；"%B
甘油；%#"--76／80?CD］。混匀后，冰上匀浆，吸
取匀浆于一新的预冷管中，冰上裂解"E，"+%%%
:／-;F&4离心$%-;F，吸取上清于一新的预冷管
中，采用G:HIJ7:I法［&］进行蛋白含量测定，上清于

3(%4储存。测定前将提取液的蛋白含量调整为

$"5／"6。
（$）端粒酶活性检测：采用端粒重复序列扩增技
术［!］（KL67-L:;,:L2LHKH-26;J;,HK;7F2:7K7,76，9MA0）
检测端粒酶活性，反应体积$*"6，反应体系含

$%--6／89:;<=>16（2>(#!），"#*--76／8?516$，

+!--76／8 N16，%#%%*B 9OLLF=$%，"--76／8
/@9A，%#""5／-6 GCA，&--76／8 亚 精 胺，

*%"--76／8IP90，$Q9HR酶，%#"+"59C引物
（*’=AA911@91@A@1A@A@99=!’）加+"5组织蛋
白，混匀后!%4保温!%-;F，)%4!-;F灭活端粒
酶，加%#"!"5 1S 引 物（*’=11199A11199A

11199A1119AA=!’），混匀后在01M仪上进行!!
个循环，循环参数为)&4 !%<，*%4 !%<，’$4
"#*<，最后于’$4延长"%<。阴性对照：按""5／"6
于端粒酶提取液加入MPH<L，!’4温育$%-;F，以破
坏端粒酶MPA模板。取*"6扩增后产物在"$B聚
丙烯酰胺凝胶上进行电泳分离，"(%T!E。按"U
"%%%%的比例用9G/配制CVGM=@:LLF染料，将电
泳后凝胶浸入染液&%-;F，观察并记录结果，存在

+W2梯状条带者为阳性，无+W2梯状条带者为阴性。

!#原位杂交方法检测E9M9表达：切片用二甲
苯充分脱蜡!梯度乙醇水化!*B>$X$／甲醇室温
处理!%-;F!./01 水清 洗! 蛋白酶 N 消化
（$%%"5／-6），!’4 $-;F!*Y0GC 清洗 ! 次，

./01水清洗"次!滴加预杂交液每片$%"6，!’4
$E!滴加杂交液每片$%"6，用原位杂交专用的盖玻
片盖在切片上，将切片放入含$%B的甘油的湿盒
中，&$4杂交$%E!揭掉盖玻片，用!’4水温的$Y
CC1清洗$次，每次*-;F，%#*YCC1清洗$次，每
次"*-;F，%#$YCC1清洗$次，每次"*-;F!滴加
正常马血清封闭，!’4!%-;F!滴加碱性磷酸酶标
记的抗地高辛抗体孵育，!’4"E!%#*--76／8
0GC洗&次，每次*-;F!四氮唑蓝（PG9）、甲苯胺
蓝（G1Z0）暗处显色!充分水洗，梯度乙醇脱水，二
甲苯透明，甘油明胶封片。

&#结果判断：细胞质中出现蓝紫色染色者为阳
性。阴性对照：以0GC缓冲液代替杂交液作阴性
对照。

*#统计学分析：用卡方检验进行资料统计学
分析。

结 果

"#不同食管病变组织端粒酶活性：端粒酶阳性
标本经9MA0扩增后表现为每间隔+W2的梯形条
带。""份正常食管黏膜组织标本均未检测出端粒
酶活性，不典型增生组端粒酶活性检出率为&&#’B
（$"／&’），食管鳞癌组为(+#$B（$*／$)）。正常组与
不典型增生组粒酶活性检出率比较差异有显著性意

义（#$[*#()，!"%#%*）；而不典型增生组端粒酶活
性检出率亦显著低于鳞癌组（#$[""#!*，!"%#%"）
（图"）。

$#E9M9-MPA在不同病变食管组织中的表
达：E9M9-MPA阳性反应物质呈蓝紫色，位于细
胞浆中。""份正常食管黏膜组织均无 E9M9
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!"#$的表达。%&份食管鳞状上皮不典型增生组
织中’(例 )*"* !"#$ 表达阳性，阳性率为

%+,-.（’(／%&）；’-份食管鳞癌组织中’&份表达阳
性，阳性率达+’,+.（’&／’-）。不典型增生组)*"*
!"#$阳性表达率显著高于正常组（!’/0,--，!!
1,12）；鳞癌组)*"*!"#$阳性表达率显著高于
不典型增生组（!’/&,(’，!!1,12）。

3"&：食管鳞癌组织；-，33：不典型增生组织；+，31：正常食管组织

图! 不同食管病变组织端粒酶活性检测结果

(,端粒酶活性与)*"*!"#$表达的关系：在

+&份癌周正常组织、不典型增生组织和鳞癌组织标
本中，&-份)*"*!"#$的表达与端粒酶活性呈一
致性，其中%(份检测到)*"*!"#$表达，其酶活
性为阳性；(0份未检测到)*"*!"#$表达，其酶
活性为阴性。)*"*!"#$表达与端粒酶活性显
著相关（!’/2&,-3，!!1,113）（表3）。

表! 端粒酶活性与)*"*!"#$表达的关系

端粒酶活性
)*"*!"#$表达

4 5 !’值

4 %( ( 2&,-3
5 2 ’0

注：!’/2&,-3，!!1,113，说明端粒酶活性与)*"*!"#$表

达显著相关

讨 论

大多数人类恶性肿瘤及永生化细胞中，端粒酶

活性显著升高，而在正常细胞（生殖细胞、胚胎细胞

除外）和组织中几乎不表达，其在人类恶性肿瘤总的

表达率为+2.左右，说明端粒酶在肿瘤的发生发展
中起非常重要的作用［(］。但是端粒酶在不同组织

来源的肿瘤形成过程中的激活阶段不同，肝癌、胃肠

部肿瘤等端粒酶的激活在癌前病变阶段即可检

出［2，0］。多数研究表明)*"*与细胞端粒酶活性高
低密切相关。在原发性肿瘤、癌细胞系及端粒酶阳

性表达的组织中)*"*!"#$均有较高水平表达，
但是在端粒酶阴性的组织中则检测不到)*"*
!"#$表达。改变)*"*中的氨基酸，端粒酶活性

将减低或消失［&］。将)*"*导入人体正常体细胞，
端粒酶活性被诱导激活［+，-］，因此)*"*被认为是
端粒酶活性的限速因子。本研究用*"$6法和原
位杂交法对33份癌旁正常组织、%&份食管黏膜不
典型增生活检组织和’-份食管鳞癌组织等不同阶
段的食管组织的端粒酶活性和)*"*!"#$表达
进行了检测。结果发现33份正常食管组织中端粒
酶活性和)*"*!"#$均无表达；不典型增生组端
粒酶活性检出率和)*"*!"#$表达率分别为

%%,&.、%+,-.，均显著高于正常组；’-份食管鳞癌
组端粒酶活性检出率高达+0,’.，)*"*!"#$表
达率亦明显升高，达+’,+.。可见不仅在食管鳞癌
组织端粒酶活性和)*"*!"#$高表达，而且在食
管黏膜不典型增生组织，端粒酶活性和)*"*
!"#$已有一定程度表达。此时这些细胞的端粒
酶已经重新被激活，它们已具有进一步演变为癌细

胞的潜能。这些获得端粒酶活性的细胞可能发生克

隆性无限增殖直到恶性转化。临床上食管鳞状上皮

不典型增生患者如果检测端粒酶活性或)*"*
!"#$阳性表达应予以高度重视，密切观察。宋敏
等［31］对乳腺导管单纯增生、乳腺不典型增生和乳腺

癌组织中)*"*!"#$表达检测发现，在乳腺导管
单纯性增生组织中端粒酶活性)*"*!"#$无表
达，在不典型增生组织和癌组织中)*"*!"#$表
达明显增强，认为)*"*表达与乳腺导管不典型增
生细胞的恶性转化密切相关。杨仕明等［33］对正常

胃黏膜、慢性萎缩性胃炎、肠上皮化生异型增生及胃

癌组织端粒酶活性进行检测，发现慢性萎缩性胃炎、

异型增生及胃癌组织端粒酶活性显著高于正常组。

789:等［2］采用"*;6<"和#8=>)?=9杂交分析了不
同胃黏膜中)*"*基因的变化，发现胃癌组织中黏
膜)*"*基因表达高达311.，肠上皮化生为&-.，
而正常组织中无表达，而且)*"*基因表达与端粒
酶活性一致。@8ABCDE>等［3’］研究了肿瘤发生过程中

)*"*!"#$的变化，结果发现)*"*出现在肿瘤的
早期阶段，并随着恶性程度的增加，其表达量亦增加。

表明端粒酶不仅在肿瘤组织，而且在癌前病变或在癌

前疾病亦有表达。本研究发现，从食管黏膜正常组织

到食管黏膜鳞状上皮不典型增生组织到食管鳞癌组

织，)*"*表达率明显升高，与相应组织中端粒酶活
性检出率的变化趋势基本一致，并且)*"*阳性表达
与端粒酶活性有显著相关性。提示在食管鳞癌发生

发展过程中，)*"*是一个较好的生物标记物。而且
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原位杂交技术对!"#"的检测可以在原位间接反映
端粒酶活性，克服了"#$%法的这一缺陷，并获得与
生化活性测定方法相一致的结果，因此!"#"有望成
为临床早期诊断食管不典型增生组织癌变潜能和趋

势的新的有价值的肿瘤标记物。
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·疾病控制·

舟山群岛&@@@!DLLD年孕妇弓形虫感染情况调查

贺能 吴金华

为了解舟山群岛孕妇弓形虫感染情况及其相关危险因

素，舟山市妇幼保健院于&@@@!DLLD年对舟山群岛GKEK例
孕妇弓形虫感染情况进行了监测，结果报告如下。

&7弓形虫感染率：调查孕妇GKEK例，共发现阳性人数
&A@例，平均阳性率D7KD[。采用间接酶联免疫吸附试验检
测V>Y阳性&D&例，占E&7D[，V>’阳性DE例，占&E7E[。
D7年龄分布：!DL岁组阳性率为D7@A[（&／MA），DL!岁
组D7MG[（KA／DBD@），DG!岁组D7K@[（GK／DLED），ML!岁组
M7&M[（DA／BKE），"MG岁组为A7&&[（M／BM），呈随年龄增加
而上升的趋势。经卡方检验（"D\D7&G，!#L7LG），各年龄组
差异无统计学意义。

M7职业分布：农民阳性率为D7@@[（EK／DEB@），工人
D7BL[（AD／&GGM），教师&7AA[（@／KDK），干部&7GM[（A／
DKD），商业D7D&[（G／DDB），其他人员D7GD[（M／&&@），经卡方
检验（"D\G7KA，!!L7LG），不同职业阳性率差异有统计学意
义。

A7动物接触史：农村孕妇家中大部分养有牲畜，其中养
猫的孕妇弓形虫感染率为M7L[（DE／@MD）高于不养猫者
&7&E[（DM／&@AB），经卡方检验（"D\&D7LA，!!L7L&），差异
有统计学意义。

G7不同饮食习惯的孕妇弓形虫感染率：对其中DMKG名

作者单位：M&KLLL浙江省舟山市妇幼保健院健教科（贺能），保
健部（吴金华）

孕妇进行饮食习惯调查，发现吃鸡肉、鸭肉、牛肉的孕妇弓形

虫感染率分别为A7@M[、A7ED[和G7BM[，均高于不喜欢食
用组，经卡方检验两者差异有显著性意义。

K7弓形虫感染与异常妊娠结局的关系：&A@例阳性孕妇
妊娠结局出现流产M例，早产D例，死胎死产A例，出现各种
先天缺陷&K例，其异常妊娠结局的发生率为&K7E[（DG／
&A@），高于未感染孕妇M7M[（&ED／GGMB），经统计学检验
（"D\BG7D@，!!L7L&），两组差异有统计学意义。

B7讨论：本次监测孕妇弓形虫感染率为D7KD[，低于崔君
兆报道的我国&G省市自治区人群平均阳性率A7EK[。监测
结果显示：常吃未熟透鸡肉、鸭肉和牛肉等可能是孕妇感染弓

形虫的危险因素之一。据文献报道，浙江省牛的弓形虫感染

率为AM7AL[，鸡感染率为&G7LL[，鸭感染率为&B7LL[。舟山
居民喜欢吃白切肉，这种肉类多半是整体加工，多为半生熟，

居民带回家后一般不再加工，另外还存在砧板污染。因此，对

孕妇、育龄妇女进行预防弓形虫病的卫生教育，不吃未煮熟的

肉类、蛋类等卫生措施亦很重要。本次监测还显示，弓形虫感

染阳性孕妇出现畸形儿的危险性比正常孕妇高&M7&倍，再一
次提示弓形虫感染与致畸的关系密切。尤其在我国推行一对

夫妇只生一个孩子的计划生育政策下，更应加强致畸因素的

研究和预防工作，以提高生育的质量。

（收稿日期：DLLMFL&F&L）
（本文编辑：张林东）
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