
·临床研究·

端粒酶活性在肺癌患者痰液脱落细胞中
表达的临床价值研究

王金亮　王嘉祺　安真光　居军

【摘要】　目的　探讨端粒酶活性在肺癌患者痰液中表达的临床意义。方法　运用端粒酶 PCR2酶联免疫
吸附测定法 ( ELISA)检测了 45例肺癌、25例肺部良性疾病及 2例转移性肺癌患者痰液标本中的端粒酶活性。

结果　肺癌患者痰液标本中端粒酶活性阳性率为 55. 6 %(25/ 45) ,肺部良性疾病患者的痰液标本中端粒酶活

性阳性率为 28. 0 %(7/ 25) ,二者经统计学处理有显著性差异 (χ2 = 5. 628 , P < 0. 05)。结论　检测肺癌患者痰

液中端粒酶活性检测有助于肺部良恶性疾病的诊断和鉴别诊断。
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Study on the clinical value of telomerase activity in exfoliated cells of sputum from lung cancer patients　WANG Jinl2
iang

3 , WANG Jiaqi , AN Zhengguang , JU Jun. 3 Lanzhou Medical College , Lanzhou , Cansu 730000 , P. R . China

【Abstract】　Objective　To investigate the clinical value of the detection of telomerase activity in the sputum speci2
mens of lung cancer. Methods　The telomerase activity in sputum specimens was detected in 45 case of lung cancer and 25

cases of benign pulmonary diseases and 2 cases of metastatic carcinoma of the lung by PCR2ELISA assay. Results　Twenty2
five sputum specimens from lung cancer patients were positive for telomerase activity , and the sensitivity was 55. 6 % (25/

45) ; seven sputum specimens from benign pulmonary diseases were positive , and the sensitivity was 28. 0 % (7/ 25) . Sig2
nificant difference was existed between the two groups (χ2 = 5. 628 , P < 0. 05) . Conclusion　Detection of telomerase ac2
tivity in the sputum specimens may be helpful to differentiate malignant from benign pulmonary diseases.
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　　端粒酶是一种核糖蛋白酶 ,近年来研究发现 ,其活

性在各种恶性肿瘤表达中具有高度特异性和高度敏感

性 ,而正常细胞缺乏这种酶活性[1 ]。因此 ,端粒酶在各

种恶性肿瘤标记物的诊断中越来越引人注目。过去 ,

人们对肺癌端粒酶活性的研究主要集中在手术标本

上 ,纤维支气管镜的开展为支气管刷落细胞或肺泡灌

洗液的端粒酶活性研究提供了可能[2 ]。虽然这些检查

手段对肺癌的诊断及治疗的意义是肯定的 ,但具有创

性和诊断的滞后性 ,因此我们运用 TRAP2PCR2ELISA

法对肺癌患者痰液中进行端粒酶活性检测 ,以探讨端

粒酶活性在肺癌的诊断、治疗及预后的临床意义。

1　材料和方法

1. 1　研究对象　研究对象选自甘肃省人民医院 ,兰州

作者单位 :730000　兰州医学院九七级研究生 (王金亮 ,现在郑州市第五

人民医院呼吸科) ;甘肃省人民医院 (王嘉祺) ;兰州医学院附属第二医

院 (安真光) ;甘肃省临床检验中心 (居军)

医学院第一和第二附院呼吸科及胸外科住院的肺癌患

者 45例 ,其中男性 33例 ,女性 12例 ,平均年龄 59. 4岁

(31～78岁) ,吸烟史者 32例 ,占 70 %。全部病例均经

组织学确诊 ,包括采用纤维支气管镜活检、淋巴结活

检、经皮肺穿刺或手术。其中鳞癌 19例 ,小细胞肺癌

10例 ,腺癌 10例 ,大细胞癌 2例 ,分化差未能确定细胞

类型者 4例 ,化疗患者 25例 ,未化疗患者 20例。

对照组为呼吸科同期住院患者 25例 ,男 17例 ,女

8例 ,平均年龄 60. 4岁 (26～85岁) 。其中慢性肺源性

心脏病 3例 ,慢性支气管炎合并感染 5例 ,肺炎 10例 ,

慢性肺脓疡 1例 ,支气管扩张症 2例 ,肺结核 1例 ,支

气管哮喘 3例。有吸烟史者 18例 ,占 72 %。

其他病例 2 人 ,分别为恶性淋巴瘤肺浸润患者 1

例 ;乳腺癌术后一年左上肺转移 1例。

1. 2　主要实验仪器及试剂 　HSC220R2A高速冷冻离

心机 (吉林省图门离心机厂生产) 。PCR基因扩增仪

(华美生物工程公司) ,MK22 酶标仪 (Denley drogon 公

司) ,普通离心机、振荡器、微量取样器、TRAP2Hyb2Kit
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试剂盒 (华美生物工程公司) 。

1. 3　方法

1. 3. 1　痰标本的收集与处理　所有患者事先均经检

查排除鼻咽及口腔肿瘤 ,用无菌消毒的青霉素瓶留取

患者晨起后第二口新鲜深部痰液 1～2 ml ,贮存于

- 30℃冰箱中备用。取出收集的痰标本 ,每个瓶中加

入与痰液等量的 1N NaOH碱液 (重蒸水配制)置 4℃冰

箱 24 h进行碱化处理。取溶解痰液于试管中进行离

心 ,5 000 r/ min、10 min ,弃上清液。于每个试管中加入

5 ml生理盐水 ,4℃1 000 r/ min、1 min。弃上清液 ,取沉

淀液 1滴 (约 50μl)加入 eppendorf 管中。每管中加入

150μl洗液洗涤 ,离心 1 min ,弃洗液 ,加入 50μl 裂解

液 ,悬浮混匀 ,置冰浴 30 min。4℃ 14 000 r/ min 离心

20 min ,取上清液 2μl做 TRAP反应模板。

1. 3. 2 　PCR 扩增 　于每个 TRAP 反应管中各加入

45μl反应混合物 ,加入已处理的标本 ,混匀 ,加 30μl液

体石蜡 ,离心数秒 ,置 25℃水浴箱保温 30 min ,然后在

PCR扩增仪上按以下步骤进行引物的延伸及扩增反

应 :94℃变性 120 s ;再以 94℃变性 30 s ,48℃退火 30 s ,

72℃延伸 90 s ,共 35次循环周期 ;最后 72℃延伸 300 s。

1. 3. 3　扩增产物的检测　PCR循环结束后 ,取出微孔

板 ,在各孔中加入 100μl杂交反应 B液 ,取 5μl杂交 A

液于每个 PCR扩增产物管中 ,混匀后 ,分别取 25μl 加

到微孔板中 ;设置试剂盒中配好的阴阳对照及空白对

照 ,置 37℃恒温反应 60 min。洗板 :吸干弃去各孔中的

反应液 ,每孔加洗板液 300μl ,5 s 后倾去 ,拍干 ,共 5

次。每孔加入 100μl 杂交反应液 C ,置 37℃恒温反应

15 min ,重复上述洗板过程。显色 :每孔中加入显色剂

A、B各滴 1滴 ,37℃避光显色 10 min。每孔加终止液 2

滴 ,终止反应。

1. 4　结果判断　在酶标仪上用波长 450 nm读吸光度

(A值) 。阴性对照 A值低于 0. 05 时按 0. 05 计算 ,高

于 0. 05时按实际值计算。样本 A值大于或等于阴性

对照值 2. 1倍时 ,判断为端粒酶活性阳性。

1. 5　统计学处理　组间比较用χ2、t 检验 ,组内比较

用 F检验。

2　结果

2. 1　端粒酶活性定性分析 　肺癌患者痰液中脱落细

胞的端粒酶活性阳性检出率为 55. 6 %(25/ 45) ,对照组

的端粒酶活性检出率为 28. 0 % (7/ 25) ,二者有显著性

差异 (χ2 = 5. 628 , P > 0. 05) ,化疗组肺癌患者 (不计疗

性)与非化疗组肺癌患者的痰液中端粒酶活性的阳性

检出率比较 ,两者无明显统计学差异 (16/ 25 ,64. 0 %比

9/ 20 ,45. 0 %) (χ2 = 1. 62 , P < 0. 05) 。

2. 2　端粒酶活性水平定量分析　表 1显示 45例肺癌

患者痰液中端粒酶活性水平明显高于对照组 ,二者有

显著性差异 ( t = 2. 5 , P < 0. 05) 。而肺癌组中不同细

胞类型的端粒酶活性水平相比较 ,二者无显著性差异

( F = 0. 278 , P > 0. 05) 。

表 1　肺癌组与肺部良性疾病组患者痰液中

端粒酶活性定量比较

Tab 1　Comparison of telomerase activity in sputum between

lung cancer and benign pulmonary disease

　　Groups
No. of

cases

Range of

A value

Average

A value

Lung cancer 45 0. 02920. 420 0. 136

　Squamous cell carcinoma 19 0. 03320. 420 0. 133

　Adenocarcinoma 10 0. 02920. 280 0. 136

　Small cell lung cancer 10 0. 04120. 336 0. 124

　Undifferentiated carcinoma 4 0. 05820. 313 0. 185

　Large cell carcinoma 2 0. 07220. 990 0. 085

Benign pulmonary diseases 25 0. 00220. 385 0. 068

Metastatic carcinoma of 1 0. 521

　the lung from lymphoma

Metastatic carcinoma of 1 0. 103

　the lung from mammary cancer

2. 3　端粒酶活性与肺癌部位的关系　在 45例明确诊

断的肺癌标本中 ,其中 38例是经纤维支气管镜活检证

实 ,阳性 21例 ,占 55. 3 %。其余 7例患者是在多次痰

检病理及个别患者经二次或二次以上纤支镜检查无病

理结果的情况 ,经颈淋巴结活检证实 3例 ,经皮肺活检

2例 ,胸水 1例 ,手术证实 1例 ,在这 7例患者的痰标本

中 ,端粒酶活性检测 4例阳性 (4/ 7) ,占 57. 1 % ,包括 2

例经皮肺活检者 ,1例淋巴结活检 ,1例胸水 (外周型) 。

而在 45例肺癌患者的痰标本中 ,只有 5例患者的痰检

中明确查到癌细胞 (5/ 45) ,占 11. 1 % ,与端粒酶活性阳

性率 55. 6 % (25/ 45) 相比 ,二者有显著性差异 ( P <

0. 05) 。5例痰检阳性的肺癌患者中 ,4 例患者的痰标

本端粒酶活性阳性 ,二者有明显一致性。

2. 4 　端粒酶活性表达与预后 　从 1999 年 12 月份开

始观察到 2000年 5月份结束 ,在对所有患者的跟踪调

查中 ,已有 6例端粒酶活性阳性者死亡 ,占总阳性率的

18. 2 %(6/ 33) ,其中肺癌 5 例 ,按 TNM分期 , ⅢA、ⅢB

期各 2例 ,Ⅳ期 1例 ;淋巴瘤肺浸润患者 1例。而端粒

酶活性阴性者 ,包括不同临床分期的肺癌患者 ,除 1例

乳腺癌肺转移患者死亡外 ,尚无死亡病例 ,占总阴性率

的 2. 6 %(1/ 39) 。
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3　讨论

关于端粒酶与肺癌的关系 ,文献报道很多 ,其总阳

性率在 80 %～97 %之间。这些检查结果均来源于手

术切除标本、纤支镜活检组织 ,或肺泡灌洗液。但这些

检测均为有创性 ,不适用于普查及早期诊断 ,我们从一

些膀胱癌患者尿液中端粒酶活性检测阳性研究的启示

下[3 ]
,开展了肺癌患者痰液中端粒酶活性检测 ,通过实

验发现肺癌组患者痰液中端粒酶活性阳性率显著高于

肺部良性疾病对照组。同时 ,对二者之间端粒酶活性

定量分析 ,肺癌组患者的端粒酶活性明显高于肺的良

性病变组 ,表明痰液中端粒酶活性的表达与肺癌之间

有比较明确的相关性。从而说明了这种检查方法在临

床上对肺癌的诊断确有临床价值。

端粒酶活性的检测不仅对中心型肺癌有诊断价

值 ,对外周型 (或外压型)生长的肺癌也有明确的诊断

价值。本组病例中有 7例患者经多次痰液的病理细胞

学检查及纤支镜检查结果均呈阴性 ,而痰液中端粒酶

活性阳性者竟有 4 例。Yahata 等[2 ]也有相似报道 ,即

外周型肺癌 (11/ 14) 、中心型肺癌 (7/ 8)的纤支镜刷检

细胞端粒酶活性阳性。

然而 ,本实验组的阳性率明显低于肺癌手术标本

的阳性率。研究证明 ,机体分泌物、排泄物中端粒酶活

性阳性率均较活检组织低。Kinoshita等[3 ]对膀胱肿瘤

组织、膀胱冲洗液及其随意尿液的端粒酶活性表达的

比较研究显示 :其阳性率分别是 98 %、84 %、55 % ,其随

意尿液的检测结果与本组观察相似。阳性率低的原因

分析如下 :①可能与检测标本中不含有肿瘤细胞有关 ,

或没有活的肿瘤细胞 ; ②不排除在一系列实验操作过

程中存在的技术性因素 ; ③一些肿瘤细胞不表达端粒

酶活性 ;④化疗可能对端粒酶以表达有一定的影响 ,尽

管本组结果提示化疗对痰液中端粒酶阳性检出率无明

显影响。

本组对照组端粒酶活性阳性率为 28. 0 % ,明显高

于正常组织的 10 %。资料显示对照组的端粒酶阳性

患者均有长期的慢性感染病史 ,炎症会引起端粒酶活

性的表达。慢性感染疾病不仅会导致各类炎症细胞的

长期浸润 ,还会导致组织细胞的不典型增生。张行

等[4 ]通过肺刷落细胞端粒酶活性检测证实了这一现

象。

在对本实验组患者的半年随访期间 ,肺癌组患者

有 5例端粒酶活性阳性者死亡 ,占 20 % ,而端粒酶阴

性患者均存活 ,提示端粒酶活性对预后推测有一定价

值。Hirashima 等[5 ]对 57例非小细胞肺癌患者的端粒

重复长度测定研究也发现这一类似现象 ,长度改变的

患者 (17/ 57)比没有改变的患者寿命明显缩短。其它

国外学者也证实了这一现象。

综上所述 ,我们认为端粒酶活性与肺癌的发生发

展及预后有关 ,可以作为肺癌的标志物 ,有辅助临床诊

断价值。
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