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· 临 床 研 究 · 

端粒酶活性及端粒酶逆转录酶 mRNA的表达对 

眼眶肿瘤的诊治 

岳 岩 魏锐利 蔡季平 李 由 

The guidance 0f tel0merase actiVity and human telOmerase reVerse transcriptase 

mRNA expressiOn 0n the diagn0sis and treatment 0f Orbital tum Or 
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Abstract objective lt is determined that activition of telomerase is a criticle step in the path。genesis and development 

0f tum0ur，and human telomerase reverse transcriptase(hTERT)p1ays an imp0rtant role in the regulation 0f actiViti0n of 

tel0merase．Present study was 【0 detect tel0merase activity and e pression of hTERT mRNA in 0cu1ar ma1ignant tum0ur． 

Ⅳ【eth0ds Te1omerase activity was detected in 83 samp1es of malignant tum0ur tissues and a djacent non—tumour orbital tissues， 

1 65 samples 0f benign tumour tissues and 6 samples 0f n0rmal orbital tissues using tel0merase repeat ampli cati0n protoc0l 

(TRAP)method．RT—PCR assay was used to detect the expression of hTERT mRNA in above—menti0ned tissues．The relati0nship 

between telomerase activity and hTERT mRNA expression was ana1yzed in the samples． Results In 254 cases(337 samples)， 

the tel0merase activity and hTERT mRNA were positively e pressed in ma1ignant tumour samples，adjacent n0n-tumour 0rbital 

samples，benign tumour samples with the p0sitive rate 95．2％ (79／83)，97．6％ (81／83)，3．6％ (3／83)，4．8％ (4／83)，3％ 

(5／165)，3．63％ (6／165)，respectively．Tel0merase activi y was n0t detected in 6 normal 0rbital samples．Th positive rate of 

tel0merase activity and hTERT mRNA in mahgnant tum0ur tissues was signi cantly higher than other tissues(P<0．O 1)．A 

signi矗cant c0Ⅱelati0n between telomerase activitv and hTERT mRNA expression was f0und in orbital tissues． COnclusi0n 

These results indicate that detection of telomerase activity and hTERT mRNA e pressi0n are usefl】1 adjuvant meth0ds f0r diagnosis 

and differential diagnosis of orhital mmours． 

Key wOrds orhital tum0ur ； telomerase； human tel0merase reverse transcriptase 

摘要 目的 研究眼眶肿瘤组织 中端粒酶的活性和端粒酶逆转 录酶 (hTERT)mRNA的表达在眼眶肿瘤发生和发展 

中的作用。 方法 对 83例眼眶恶性 肿瘤组织及癌旁组织 、165例眼眶 良性肿瘤组织和 6例正常眼眶组织利用端粒重复 

序列扩增技术 (TRAP)检测端粒酶 的活性 ，利用 RT—PcR法对端粒酶逆转 录酶 mRNA的表达情况进行研究。分析端粒酶 

活性的表达与 hTERT mRNA表达之间的相关性。 结果 254例(337份)标本中，眼眶恶性肿瘤组织、癌旁组织、良性肿 

瘤组织的端粒酶活性及 hTERT mRNA阳性率分别 为 95．2％ (79／83)、97．6％(81／83)；3．6％ (3／83)、4．8％ (4／83)；3％ 

(5／165)、3．63％(6／165)；6份正常眼眶组织未检测 到端粒酶活性及 hTERT mRNA的表达 。眼眶恶性肿瘤组织与其他眼 

眶组织相比 ，端粒酶活性及 hTERT mRNA阳性率差异均有统计学意义(P<O．O1)，端粒酶活性表达与 hTERT mRNA表达 

趋势呈一致性。 结论 眼眶病变组织端粒酶活性及 hTERT mRNA表达水平的检测对眼眶肿瘤早期诊断具有应用价值。 

关键词 眼眶肿瘤 ；端粒酶 ；人端粒酶逆转 录酶 
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目前认为细胞永生化是肿瘤形成 的关键步骤，端 

粒酶激活是细胞永生化 的关键⋯ 。人端粒 酶逆转录 
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酶(human telomerase reverse transcriptase，hTERT)是人 

端粒酶的催化亚基，在端粒酶活性水平调节及肿瘤形 

成中起关键作用 。我们采用银染一TRAP法检测 83 

份眼眶恶性肿瘤组织及癌旁组织 、165份眼眶 良性肿 

瘤组织和 6份正 常眼眶组织标本 的端粒酶活性 ，利 
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用 R T — P C R 法 检 测 端 粒 酶 逆 转 录 酶 m R N A 的 表 达 情

况 ， 探 讨 二 者 在 眼 眶 肿 瘤 诊 断 及 预 后 判 断 中 的 临 床

价 值 。

1 资 料 与 方 法

1 ． 1 标 本 来 源

收 集 2 0 0 5 年 2 月 一 2 0 0 7 年 8 月 我 科 手 术 切 除 并

经 病 理 证 实 的 眼 眶 肿 瘤 组 织 标 本 3 3 7 份 ， 取 自 2 5 4 例

患 者 ；其 中 男 1 2 3 例 ， 女 1 3 1 例 ；年 龄 7 ～ 7 6 岁 ， 平 均

5 6 ． 5 岁 。 3 3 7 份 标 本 中包 括 恶 性 肿 瘤 组 织 标 本 8 3 份 、

癌 旁 组 织 8 3 份 ( 肿 瘤 旁 外 观 正 常 的 脂 肪 组 织 ) 、 良 性

肿 瘤 组 织 标 本 1 6 5 份 以 及 正 常 眼 眶 组 织 标 本 6 份 ( 取

自猝 死 的 眼 部 正 常 的 青 壮 年 ) 。 患 者 术 前 均 未 经 放 射

疗 法 、 化 学 疗 法 和 免 疫 治 疗 等 。 眼 眶 恶 性 肿 瘤 包 括 泪

腺 上 皮 性 恶 性 肿 瘤 3 2 份 、 恶 性 淋 巴 瘤 2 8 份 、 绿 色 瘤 2

份 、 横 纹 肌 肉瘤 6 份 、 眼 眶 转 移 性 恶 性 肿 瘤 7 份 及 眼 眶

继 发 性 恶 性 肿 瘤 8 份 。 眼 眶 病 变 及 正 常 眼 眶 组 织 切 除

后 立 即 取 标 本 ，

一 8 0 qC 保 存 备 用 。

1 ． 2 引 物

引 物 设 计 参 照 文 献 [ 3 ] ， 由 上 海 生 工 生 物 工 程 公

司 合 成 ， 序 列 及 目 的 片 段 大 小 见 表 1
。

T S
、

C X 为 端 粒

酶 延 伸 所 需 引 物 ，
2 5 4 例 眼 眶 组 织 标 本 h T E R T m R N A

检 测 采 用 G A P D H 作 为 对 照 。

表 1 端 粒 酶 活 性 及 h T E R T m R N A 检 测 引 物

T a b l e 1 P r i m e r o f t e l o m e r a s e a c t i v i t y d e t e c t i o n

1 ． 3 端 粒 酶 活 性 的 检 测

采 用 K i m 等
旧 。

的 T R A P 法 进 行 端 粒 酶 活 性 的

检 测 。

1 ． 4 h T E R T 表 达 水 平 的 检 测 ( R T — P C R 法 )

按 T r i z o l 一 氯 仿 一 异 戊 醇 一 步 法 提 取 细 胞 总 R N A
，

用 紫 外 分 光 核 酸 蛋 白分 析 仪 ( D U 6 4 0 型 ， 美 国 B e c k m a n

公 司 ) 测 定 R N A 浓 度 ， 用 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 法 鉴 定 R N A

的 完 整 性 。 取 上 述 制 备 的 R N A 样 品 2 5 斗L
， 按 2 0 斗L

体 系 进 行 逆 转 录 ：总 R N A 2 肛 g ，
0 ． 5 Ix g ／Ix L O l i g o ( d T )

1 2 ～ 1 8 斗 L
， 用 D E P C 水 加 至 2 0 斗L 后 ，

7 0 ℃ 变 性 5 m i n
，

冰 上 骤 冷 。 5 × 缓 冲 液 4 肛L
，

1 0 m m o l ／L d N T P 1 斗L
，

2 0 U ／¨ L R N a s i n e 1 tx L
，

3 7 ℃ 孵 育 5 m i n
， 力Ⅱ 2 0 U ／斗L

逆 转 录 酶 2 ¨ L
，

3 7 ℃ 孵 育 6 0 m i n 。 反 应 结 束 后 ，
7 0 ℃

变 性 1 0 ra i n
， 冰 上 骤 冷 1 0 ra i n

， 用 于 P C R 扩 增 或 一 2 0 ℃

保 存 备 用 。 取 上 述 逆 转 录 产 物 2 斗L 于 2 5 肛L 反 应 体 系

中 行 P C R 扩 增 。 反 应 体 系 包 括 5 × 缓 冲 液 2 ． 5 ¨ L
，

M g C l
：

1 ． 5 m m o l ／L
，

d N T P 2 0 0 p , m o l ／L
， 端 粒 酶 逆 转 录 酶

引 物 2 0 0 p m o l ／L
， 以 G A D P H 1 0 0 p m o l ／L 为 内 参 照 ，

T a q

酶 2 U
， 反 应 条 件 为 9 4 ℃ 5 m i n

， 遇 热 变 性 后 按 h T E R T

9 4 ℃ 3 0 S
，

6 0 ℃ 3 0 S
，

7 2 ℃ 4 5 S
，

3 0 个 循 环 ， 最 后 7 2 ℃

延 伸 2 ra i n 。

1 ． 5 统 计 学 方 法

采 用 S A S 8 ． 2 统 计 学 软 件 进 行 统 计 学 分 析 ， 计 量

资 料 所 有 数 据 均 以 z ± s 表 示 。 端 粒 酶 活 性 与 h T E R T

m R N A 表 达 大 样 本 率 的 比 较 采 用 z
。

检 验 ， 小 样 本 率 的

比 较 采 用 F i s h e r 精 确 概 率 法 ；配 对 资 料 率 的 比 较 采 用

M c N e m a r 检 验 。
P < 0 ． 0 5 为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

2 结 果

2 ． 1 端 粒 酶 活 性 检 测 结 果

银 染 的 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 中 端 粒 酶 活 性 阳 性 表 现 为

每 间 隔 6 b p 出 现 的 梯 形 条 带 。 8 3 份 眼 眶 恶 性 肿 瘤 组

织 标 本 端 粒 酶 阳 性 率 9 5 ． 2 ％ ( 7 9 ／8 3 ) ；癌 旁 组 织 标 本

端 粒 酶 阳 性 率 3 ． 6 ％ ( 3 ／8 3 ) ；眼 眶 良 性 肿 瘤 组 织 标 本

端 粒 酶 阳 性 率 3 ％ ( 5 ／1 6 5 ) ， 阳 性 者 中 4 份 为 良性 淋 巴

组 织 增 生 性 病 变 ；正 常 眼 眶 组 织 端 粒 酶 活 性 表 达 均 为

阴 性 ( 图 1 ) 。 眼 眶 恶 性 肿 瘤 组 织 与 其 他 眼 眶 组 织 相

比 ， 差 异 均 有 统 计 学 意 义 ( P < 0 ． 0 1 ) ( 表 1 ) 。

图 1 眼 眶 恶 性 肿 瘤 组

织 端 粒 酶 活 性 检 测 结

果 所 有 恶 性 肿 瘤 样 本

与 阴 性 对 照 组 ( N ) 相 比 均

表 现 为 端 粒 酶 活 性 阳 性 ，

即 每 间 隔 6 b p 出 现 的 梯 形

条 带 P ： 阳 性 对 照 细 胞

4 0 b p ( 人 胚 肾 2 9 3 细 胞 ) N ：

黼 阴 性 对 照 ( 1 × C H A P S 裂

解 缓 冲 液 代 替 ) 1
、

5 ： 泪

2 ． 2 h T E R T m R N A 的 表 达

全 部 标 本 的 逆 转 录 产 物 以 内参 照 G A P D H 为 引 物
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图 2 眼 眶 恶 性 肿 瘤 组 织 h T E R T m R N A 检 测 结 果 恶 性 肿 瘤 组 织 标 本 1
、

4 h T E R T m R N A 检

测 均 表 现 为 阳 性 ，
2 表 现 为 弱 阳 性 ， 标 本 3 h T E R T m R N A 检 测 表 现 为 阴 性 ， 标 本 3 阴 性 结 果 的 出 现 可

能 与 取 材 部 位 有 关 M ：D N A 分 子 质 量 标 准 P ：阳 性 对 照 ， 系 S M M C 一 7 7 2 1 细 胞 N ：阴 性 对 照 ， 系 正

常 成 人 成 纤 维 细 胞 1 ：眼 眶 恶 性 淋 巴 瘤 2 ：复 发 性 泪 腺 恶 性 混 合 瘤 3 ：眼 眶 继 发 性 恶 性 肿 瘤

4 ：眼 眶 横 纹 肌 肉瘤

F i g ． 2 D e t e c t i o n r e s u l t o f o r b i t al e x e i s i o n a l t i s s u e h T E R T m R N A e x p r e s s i o n h T E R T tu R N A d e t e c t i o n a s

m a s c u l i n e i n 1 a n d 4 b a n d s a n d a s w e a k l y m a s c u l i n e i n 2 b a n d a n d n e g a t i v e i n 3 b a n d ． T h e a b s e n t

e x p r e s s i o n o f h T E R T m R N A m a y h e r e l a t e d t o m a t e r i a l o r i g i n e M ：D N A m a r k e r P ：p o s i t i v e c o n t r o l N ：

n e g a t i v e c o n t r o l 1 ： o r b i t a l m a l i g n a n t l y m p h o m a 2 ： l a c r i m a l g l a n d m a l i g n a n t m i x e d t u m o u r 3 ： o r b i t a l

s e c o n d m a l i g n a n t n e o p l a s m 4 ：o r b i t a l r h a b d o m y o s a r c o m a m a l i g n a n c y t i s s s u e

扩 增 的 P C R 产 物 均 为 阳 性 。 h T E R T 亚 单 位 在 眼 眶 恶

性 肿 瘤 组 织 标 本 中 阳 性 率 为 9 7 ． 6 ％ ( 8 1 ／8 3 ) ；在 癌 旁

组 织 标 本 中 的 阳 性 率 为 4 ． 8 ％ ( 4 ／8 3 ) ；在 眼 眶 良性 肿

瘤 组 织 标 本 中 阳 性 率 为 3 ． 6 ％ ( 6 ／1 6 5 ) ；正 常 眼 眶 组 织

h T E R T m R N A 表 达 均 为 阴 性 ( 图 2 ) 。 眼 眶 恶 性 肿 瘤 组

织 与 其 他 眼 眶 组 织 相 比 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P <

0 ． 0 1 ) ( 表 2 ) 。

3 讨 论

端 粒 是 真 核 生 物 染 色 体 末 端 的 特 殊 结 构 ， 人 染 色

体 的 端 粒 是 由许 多 6 个 碱 基 重 复 序 列 ( T T A G G G ) 所 组

成 ， 长 度 为 5 0 0 0 ～ 1 5 0 0 0 b p
⋯

， 目 前 发 现 细 胞 染 色 体

端 粒 的 改 变 及 细 胞 正 常 生 命 周 期 的 缺 陷 可 使 细 胞 永

生 化 ， 形 成 肿 瘤 。 端 粒 酶 是 1 个 核 糖 核 蛋 白 酶 复 合

表 2 眼 眶 切 除 组 织 端 粒 酶 活 性 及 h T E R T m R N A 表 达 的 比 较

T a b l e 2 O r b i t a l e x c i s i o n a l t i s s u e t e l o m e r a s e a c t i v i t y a n d h T E R T m R N A e x p r e s s i o n

2 ． 3 端 粒 酶 活 性 与 h T E R T 亚 单 位 表 达 的 关 系

眼 眶 恶 性 肿 瘤 组 织 及 癌 旁 组 织 端 粒 酶 活 性 与

h T E R T m R N A 表 达 趋 势 呈 现 明 显 的 一 致 性 ( 表 3
，

4 ) 。

表 3 眼 眶 恶 性 肿 瘤 组 织 端 粒 酶 活 性 与

h T E R T m R N A 表 达 的 比 较

T a b l e 3 C o m p a r i s o n o f o r b i t a l e x c i s i o n a l t i s s u e t e l o m e r a s e a c t i v i t y

a n d h T E R T m R N A e x p r e s s i o n

x
。

2 ． 0 0
，

P = 0 ． 1 5 7 3 ( M c N e m a r t e s t )

表 4

T a b l e 4

癌 旁 组 织 端 粒 酶 活 性 与 h T E R T m R N A 表 达 的 比 较

C o m p a r i s o n o f t e l o m e r a s e a c t i v i t y i n a d j a c e n t n o n � t u m o u r

o r b i t a l t i s s u e a n d h T E R T m R N A e x p r e s s i o n

Y
。

= 1 ． 0 0
，

P = 0 ． 3 1 7 3 ( M e N e m a r t e s t )

物 ， 能 重 新 合 成 端 粒 D N A 重 复 序 列

( T T A G G G ) 。 研 究 表 明 ， 端 粒 酶 是 由

h T E R T
、 人 端 粒 酶 R N A 组 分 ( h u m a n

t e l o m e r a s e R N A c o m p o n e n t
，

h T E R C ) 、 人

端 粒 酶 相 关 蛋 白 1 ( h u m a n t e l o m e r a s e —

a s s o c i a t e d p r o t e i n 1
，

h T E P l ) 及 其 他 相 关

蛋 白 组 成 的
心 0

。 端 粒 酶 利 用 其 自 身

h T E R C 所 携 带 的 R N A 为 模 板 ， 在

h T E R T 的 逆 转 录 催 化 活 性 下 ， 将 端 粒 重

复 序 列 合 成 到 染 色 体 末 端 、 补 偿 了 D N A 复 制 过 程 中端

粒 的 丢 失 ， 稳 定 了 端 粒 的 长 度 。 所 以 端 粒 酶 对 于 维 持

肿 瘤 细 胞 的 无 限 增 生 是 重 要 的 。 端 粒 酶 活 性 在 绝 大 部

分 永 生 化 细 胞 、 恶 性 肿 瘤 细 胞 及 生 殖 细 胞 中表 达 阳 性 ，

而 正 常 细 胞 不 表 达 端 粒 酶 活 性
” 。

。 本 研 究 发 现 眼 眶

恶 性 肿 瘤 组 织 端 粒 酶 活 性 阳 性 率 ( 9 5 ． 2 ％ ) 明 显 高 于

眼 眶 良性 病 变 ( 3 ％ ) 及 正 常 眼 眶 组 织 ( 0 ％ ) ， 这 与 文 献

报 道 结 果 相 一 致
¨ ’

。 值 得 指 出 的 是 ，
5 份 端 粒 酶 活 性

阳 性 的 眼 眶 良 性 病 变 组 织 中 ，
4 份 为 良性 淋 巴 组 织 增

生 性 病 变 组 织 ， 这 与 大 多 数 正 常 组 织 和 良性 病 变 不 同 。

在 淋 巴 系 统 ， 淋 巴 滤 泡 细 胞 本 身 具 有 较 高 水 平 的 端 粒

酶 活 性 ， 激 活 的 淋 巴 细 胞 也 有 一 定 的 端 粒 酶 活 性
¨ 。

，

h T E R T m R N A 在 良性 淋 巴 组 织 增 生 性 病 变 中 的 表 达

主 要 局 限 于 生 发 中 心 ， 非 生 发 中 心 偶 尔 可 见 较 弱 的 阳

性 信 号 ， 提 示 h T E R T m R N A 的 表 达 与 细 胞 增 生 活 性 较

为 一 致
" 。

。 因 此 认 为 银 染 一 T R A P 法 结 果 易 受 少 数 具

有 端 粒 酶 活 性 的 正 常 体 细 胞 的 影 响 ， 在 此 情 况 时 ， 我 们

可 采 用 原 位 杂 交 法 检 测 端 粒 酶 基 因 ， 明 确 定 位 ， 以 克 服

上 述 缺 点 。

h T E R T 是 逆 转 录 酶 家 族 的 1 个 成 员 ， 是 1 个 约
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40 0O0 bp的单拷贝基因，hTERT具有端粒酶催化活性 

作用 ，大部分恶性肿瘤细胞表 达 hTERT，正 常组织不 

表达 hTERT，而 hTERC及 hTEPl在肿瘤组织 及正常 

组织中均可表达 ，hTERT在恶性肿瘤的端粒酶激活 中 

起关键作用 ，在端粒酶阴性的细胞中导人 hTERT即 

可检测到端粒酶活性 ，这说明 hTERT的激活对肿瘤细 

胞中端粒酶活性 的激活是“足够的和必需 的”。所 以 

在端粒酶的激活过程 中，hTERT基因在细胞 中的表达 

是决定端粒酶活性 的限速 步骤 。有研 究表明，hTERT 

较端粒酶更 能准确地 反映肿瘤生物学特性 。本研 

究检测到眼眶肿瘤中 hTERT阳性率为97．6％ ，其 阳性 

率和表达水平 明显高于眼眶 良性病 变及 正常眼 眶组 

织 ，所有端粒酶阳性 的眼 眶肿瘤 hTERT均 阳性 ，而另 

有 2份 hTERT阳性的肿瘤组织未检测到端粒酶活性。 

本研究结果支持在 hTERT mRNA水平的上调是细胞 

永生化 、肿瘤恶性进展 中端粒酶激活的一个关键步骤。 

出现 hTERT阳性 同时端粒酶阴性的原因，可能是 

hTERT表达上调达到一定 阂值才能激活端粒酶 ；检测 

hTERT和端粒酶活性 的肿 瘤标本来 自同一肿瘤 的不 

同部位 ，而肿瘤存在异质性 ；另外 ，除了 hTERT表达上 

调外可能还需要其他因素一起来激活端粒酶。 

本实验中端粒酶活性检测所采用的 TRAP法能够 

检测到 10个肿瘤 细胞 的端粒酶活性 ，具有高度敏感 

性 ，常规病理学检查 不能发现的肿瘤细胞可能经端粒 

酶活性检测能够体现” 。因此 ，端粒酶活性表达在眼 

眶肿瘤方面的深入研究可为眼眶肿瘤的诊断及手术治 

疗提供客观、准确的实验室检验依据。我们推测术前 

细针抽吸少量肿瘤组织进行端粒酶活性检测有助于临 

床医师对肿瘤进行准确的定性诊断。 

相关研究发现癌旁组织端粒酶活性增高的原因可 

能来 自肿瘤直接浸润 、微转移灶 、多中心发生及淋巴细 

胞浸润4个方面。Kishimoto等⋯ 对癌旁组织端粒酶 

活性 的来源 进行 了研究 ，他 们采 用 携带抗 CD45及 

cD15的磁珠剔除了癌旁组织内的白细胞，发现剔除白 

细胞后的癌旁组织端粒酶表达阴性 ，被剔 除出来 的白 

细胞端粒酶表达阳性 ，而对照组癌旁组织端粒酶表达 

也呈阳性，认为癌旁组织端粒酶阳性是由于淋巴细胞 

性浸润所致。Youssef等  ̈采用原位一TRAP法对癌旁 

组织端粒酶活性进行研究后认 为，癌旁组织端粒酶活 

性并非完全 由浸润性淋 巴细胞所致。所以对癌旁组织 

端粒酶活性的来源有必要进行深入研究，如果癌旁组 

织端粒酶活性的表达是由肿瘤直接浸润或微转移灶所 

造成 的，那么对 眼眶恶性肿 瘤切除 的范 围应进 一步 

研究 

端粒酶和 hTERT有望成为新的眼眶肿瘤辅助诊 

断及治疗的新靶点。如果阻断端粒酶 的激活，就可能 

阻断细胞的恶性进展。到 目前为止 ，hTERT表达水平 

调节的机制 尚不清楚 ，研究工作才刚刚起步 ，主要包括 

siRNA干扰技术、免疫治疗、逆转录抑制剂等方法。其 

中 siRNA干扰技术 目前研究较深入 ，Li等 应用针对 

wT—hTERT的 siRNA联合突变的 hTERc(端粒酶 RNA 

模板 )能显著抑制端粒酶的活性 。因此将端粒酶作为 

靶点 ，抑制其活性的研究可能为眼眶肿瘤 的治疗开拓 

新的途径 。 
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