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【摘要】背景与目的：探讨端粒酶活性与增殖细胞核抗原 4S?,I6 在燃煤砷污染致皮肤病变中的作用及相互关系。 材料与方法：

采用端粒重复序列扩增法 4:ZIS6 和免疫组化 I[? 法检测 .+ 例砷中毒患者病损皮肤及 */ 例正常皮肤组织中的端粒酶活性和 S?,I
表达情况。 结果：砷中毒皮肤癌变组和一般病变组 4皮炎、角化过度和色素增多等 6 端粒酶活性的阳性率分别为 +/) +\和 /) /\，其

S?,I 阳性表达率分别为 +/) +\和 *5) 0\，皮肤癌变组和一般病变组间差异有统计学意义 4 . ] /) /*6；*/ 例正常皮肤组织端粒酶和

S?,I 均为阴性；端粒酶活性与 S?,I 表达呈正相关 4 I ^ /) 59+，. ] /) /*6，二者具有一致性 4 . _ /) /96，一致率为 =.) =\。 结论：端粒

酶活性增加及 S?,I 表达在砷致皮肤癌变过程中起重要作用，两者的改变具有一致性，两指标的联合检测对砷中毒性皮肤癌的判断具

有一定的参考价值。

【关键词】端粒酶；增殖细胞核抗原；砷中毒；煤；病变皮肤
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燃用高砷煤及不良生活习惯等所导致的燃煤污染

型地方性砷中毒 4以下简称砷中毒 6 于 *+05 年在贵州省

首次发现，在政府的支持和众多科研工作者多年的努力

下，病区环境污染状况逐渐好转，但我们在近 */ 年的动
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表 / 不同病变皮肤组织中的端粒酶活性及:!%"表达情况

;)/+0(-F G43? 6)(/0. 2)63(). 06F >-6-(0. +03?).)>420. 2?06>-1 !
!’ H AB A#B

态追踪调研中发现，即使完全停止砷暴露多年，患者体

内砷负荷仍居高不下，更为严重的是已发生损害的皮肤

及肝脏等损害继续发展，同时因无有效治疗方法，癌症

发病率及死亡率明显增高，皮肤癌及肝硬化是其主要死

因 I# J。为探索端粒酶活性与 :;<= 在燃煤砷污染致皮肤

病变中的作用，我们采用端粒重复序列扩增法 7,K=:9
和免疫组化 =L; 法对贵州省某县燃煤污染型砷中毒病

区 M$ 例砷中毒患者病变皮肤中的端粒酶活性和 :;<=
进行了检测，并分析其相关性。

! 材料与方法

!" ! 标本来源与处理

标本取自于知情同意下进行手术治疗的 M$ 例砷中

毒患者的病变皮肤。皮肤标本离体后立即用灭菌 :LN 冲

洗，其中部分经液氮速冻后转至 O @A P保存，用于端粒

酶活性检测；另一部分经 #A8中性甲醛固定后进行

:;<= 的检测及病理学诊断。根据病理学诊断结果将其

分为癌变组 7包括 L)G-6QN 病、鳞状细胞癌及皮脂腺癌、

重度上皮不典型增生 9和一般病变组 7皮炎、角化过度和

色素增多等 9。#A 例外科手术切除的正常皮肤组织作为

正常对照。

!" # 主要试剂与仪器

引物 ,N7 ERS==,;;’,;’=’;=’=’,,SCR 9及 ;T7ERS
;;;,,=;;;,,=;;;,,=; ;;,==SCR 9 由上海生工生物

工程技术服务有限公司合成；,0U V<= 聚合酶、F<,: 购

自华美生物工程公司；阳性对照 =E%$ 肺癌细胞株由中

国科学院上海细胞生物研究所提供。:;<= 抗体 7工作

浓度 # W MAA9 及 =L; 试剂盒为美国 N0630 ;(*X 公司产

品。

M%AA 型 :;K 仪 7美国 :Y 公司 9，VZZS! M 型电泳

仪 7 北 京 六 一 仪 器 厂 9，’-.V)2MAAA 凝 胶 成 像 系 统

7L4)SK0F 公司 9。
!" $ 端粒酶活性检测

参照 [4/ 等 IM J所述方法略加改进。取冷冻皮肤组织

置匀浆器内，立即加预冷的冲洗液 M /.，冰上匀浆，吸

取匀浆于一新的预冷管中，#A AAA ( \ /46 % P离心

# /46，弃上清后立即加预冷的 AB E". K<= 酶抑制剂和

MAA". 裂解液，混匀后冰上裂解 # ?，#D AAA ( \/46 % P
离心 MA /46 !其上清即为端粒酶提取液。用考马斯亮蓝

’SMEA 染色法测定提取液蛋白质浓度，稀释成蛋白质量

浓度为 #"> \". 后置 O @A P冰箱中备用。对数期生长

的 =E%$ 肺癌细胞作为阳性对照，其端粒酶提取方法同

前。

采用 ,K=: 法检测提取液端粒酶活性。:;K 反应体

系为 EA ".，其中含 E ] ,K=: K-0234)6 L*^^-( #A ".，
#A //). \ _ F<,: #".，M ‘ ,0U 酶，AB @"> ,N 引物 !
M". 端粒酶提取液，AB @"> ;T 引物，混匀后 CA P保温

CA /46，在 :;K 仪上按以下步骤进行引物的延伸及扩

增：$% P CA 1 变性，E% P CA 1 退火，&M P $A 1 延伸，

共进行 C# 个循环，最后 &M P延伸 #A /46。取 MA". 扩

增后产物在 #MB E8聚丙烯酰胺凝胶上进行电泳分离

7 #@A a，% ?9。用硝酸银将凝胶染色后观察结果并用凝

胶成像系统拍照。每次 :;K 反应均设阳性对照和空白

阴性对照 7K<= 酶处理样品端粒酶提取液 9。
!" % &’() 检测

采用免疫组化 =L; 法。操作过程按试剂盒说明书

进行。用 :LN 代替一抗作为阴性对照，试剂盒附带的阳

性标本作为阳性对照。

!" * 结果判断

端粒酶以出现"%条相差 D b+ 的梯度条带 7从 EA b+
开始 9 为阳性判断标准。:;<= 以细胞核出现清晰的棕黄

色着色为阳性，每例切片随机选择 E个视野，计数 EAA个

细胞，阳性细胞率"EA8为阳性标本。

!" + 统计学方法

采用 N:NN#MB A 统计软件进行!
M 检验、c41?-( 确切

概率检验及 [-6F-.. 等级相关分析，以#d AB AE 为检验

水准。

# 结 果

#" ! 病理检查结果

M$ 例患者中，皮肤癌 ## 例 7L)G-6Q1 病 D 例、鳞癌 M
例、皮脂腺癌 # 例、重度上皮不典型增生 M 例 9、一般皮

肤病变 #@ 例 7皮炎 D 例、角化过度 C 例、其他 $ 例 9，其

主要病理改变见图 # e C。

#" # 砷中毒患者不同病变皮肤组织中端粒酶活

性及 &’() 表达情况

结果见表 #、图 % e E。表 # 可见癌变组端粒酶活性

和 :;<= 阳性表达均显著高于一般病变组和正常对照

组，差异有统计学意义 7c41?-( f 1 Yg023 ,-13，’ H AB A#9。
正常对照组端粒酶和 :;<= 均为阴性。
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图 + ,-./012 病 3 4 +556 图 7 鳞状细胞癌 3 4 +556 图 8 角化过度 3 4 +556

9:;<=/ + ,-./012 >:2/?2/ -@ 2A:0 3 4 +556 9:;<=/ 7 BC<?D-<2 E/FF E?=E:0-D? -@ 2A:0 3 4 +556 9:;<=/ 8 GHI/=A/=?J-2:2 -@ 2A:0 3 4 +556

图 K 端粒酶活性检测结果 L +M阳性对照 "NKO 肺癌细胞株；7、8、P、Q：皮
肤组织端粒酶活性阴性 R K、N、SM皮肤组织端粒酶活性阳性

9:;<=/ K ’T/ =/2<FJ2 -@ J/F-D/=?2/ ?EJ:U?J:-0 +M I-2:J:U/ E-0J=-F "NKO
F<0; E?0E/= E/FF F:0/R 7、8、P、QM0/;?J:U/ J/F-D/=?2/ ?EJ:U?J:-0 :0 2A:0；K、

N、SM I-2:J:U/ J/F-D/=?2/ ?EJ:U?J:-0 :0 2A:0

图 N ,-./01B 病患者皮肤 V!%" 阳性 3",! 法 W 4 K556
9:;<=/ N V-2:J:U/ /XI=/22:-0 -@ V!%" :0 2A:0 -@ ,-./012 >:2/?2/
3",!W 4 K556

./,0
12%(324562 5789:589(;

1(85%
.(6989:2 ,2<589:2

.(6989:2
,2<589:2
1(85%

+
*
*=

-
*>
*+

*?
*@
A+

’?YF/ 7 ’T/ =/F?J:-02T:I Y/J.//0 J/F-D/=?2/ ?EJ:U?J:-0 ?0> V!%"
/XI=/22:-0

表 7 端粒酶活性与V!%"表达的关系

!" # 砷中毒患者皮肤组织中端粒酶活性与 $%&’
表达的关系

结果见表 A。砷中毒患者病变皮肤组织中端粒酶活

性与 ./,0 表达呈正相关 BC2;D2%% 等级相关系数 & E
=) @>+，’ F =) =*G，二者具有一致性 B 配对!

A E =) H，

’ I =) =>G，一致率为 HA) HJ K B + L *>G M A+N。

# 讨 论

端粒酶是由 O,0 和蛋白质组成的具有逆转录活性

的核糖核蛋白酶，能以自身 O,0 为模板合成染色体末

端的端粒 P,0。端粒是真核细胞染色体末端维持染色

体稳定和 P,0 完整复制的特殊结构，正常体细胞由于

末端复制问题，端粒随着细胞分裂而逐渐缩短，当缩短

到一定长度时即引起细胞衰老死亡。当细胞端粒酶处于

激活状态时，端粒不断得到复制延长，从而维持了染色

体的稳定性，细胞继续分裂增殖存活，因此认为它可能

与人体细胞永生化转换及肿瘤的形成有关 K? N。大量研究

表明几乎所有的永生化细胞和绝大部分恶性肿瘤组织

中均有明显的端粒酶活性 !而大多数良性肿瘤和正常细

胞则无或仅有极低的端粒酶活性 K- N。本研究结果显示 **
例砷中毒皮肤癌患者病变皮肤组织中有端粒酶活性的

*= 例，阳性率 +=) +J；而 *H 例皮肤一般病变患者及 *=
例正常皮肤组织中均未检测到端粒酶活性。表明端粒酶

活性增加与砷致皮肤癌密切相关。

./,0 是一种直接参与真核细胞增殖过程中 P,0
合成所必须的核蛋白，其表达情况能较客观地反映细胞

增殖情况，对判断肿瘤细胞的增殖活性、恶性程度和预

后有重要的价值 K> QR N。本研究中，./,0 在癌变组和一般

病变组均有表达，癌变组的阳性率 B +=) +J G显著高于一

般病变组 B *@) RJ G，提示燃煤砷污染促进人体皮肤细胞

的过度增殖可能是砷致皮肤病变乃至癌变的机制之一，

./,0 的高表达可能是砷中毒患者皮肤癌变的一个重

要标志。
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表 # ’ # 常规微核试验的优、缺点

()* 是以诱发 () 为指标来推断化合物染色体损害的试验。虽然 ()* 并不能直接观察染色体的变化和损伤，但是较之用细胞分

裂中期相直接观察法检测染色体异常，()* 显得更为简便易行，表 # ’ # 归纳列举了常规 ()* 的优、缺点。

优 点 缺 点

#+任何核型的生物材料均可用

,+试验结果可信度高

-+可长时间检出染色体异常效应

%+可以检出纺锤体毒剂

.+背景清楚

/+不需加入被检化合物以外的化学物质

&+经济、简便、快速

#+不能判定染色体异常的种类

,+

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

可能出现伪微核及假阳性结果

#+ 任何核型的生物材料均可采用

各种生物均由有种系特异性的染色体构成 0核型 1，分析染色体异常时如采用显微镜下观察分裂中期的细胞染色体，所能观察的

正处于分裂期的细胞数就较少。而 ()* 仅检测被检细胞中有无 () 出现，而不受所选择的试验材料的核型及细胞周期的影响。特别是

在监测环境水质污染中用鱼类直接分析染色体异常，常因染色体细小而辨认困难，而 ()* 则可靠易行。

迄今为止，已报道 ()* 所用试验材料的种类繁多，如植物根尖细胞、花粉母细胞、小鼠和大鼠等啮齿动物细胞、鱼类和两栖类动

物红细胞、猴与人的体细胞等各种生物材料均有应用报道。具体试验应根据试验目的，选择最合适的生物材料用于微核试验。

,+ 试验结果可信度高

()* 结果的判定是以是否出现异常的微核为指标。特别是用哺乳类动物红细胞作为试验材料的 ()*，在无核的红细胞中出现醒

目的 ()，而且易于大样本观察带 () 的红细胞，采集丰富的试验数据。与细胞分裂中期观察染色体异常和姐妹染色体交换试验 0 2341
相比，试验结果的准确度和可信度更高。

由于观察指标的单纯，因此 ()* 非常有利于用流式细胞仪和图像分析系统进行自动化检测。 +下转 ,-.页 /

! " # $

细胞永生化和无限增殖均是恶性肿瘤的重要生物

学特征，端粒酶活性与 53)6 表达在多种恶性肿瘤中都

显示有较好的相关性 78 ’#9 :。为了解砷中毒患者皮肤组织

中端粒酶的激活是否与 53)6 有关，我们对两指标相关

性进行了分析，结果发现端粒酶活性与 53)6 表达呈正

相关，二者具有一致性 053)6 阳性表达率高，端粒酶活

性亦高 1，一致率达 8,+ 8;，提示 53)6 的过度表达可能

是端粒酶激活的重要途径之一，而端粒酶的激活以及

53)6 的过度表达对砷致皮肤癌的发生发展起重要作

用，因此联合检测端粒酶活性和 53)6 表达对砷致皮肤

病变的恶性转化判断具有一定的参考价值；同时为今后

通过阻断端粒酶活化以达到预防和治疗砷性皮肤癌的

目的提供了一条新的思路。
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