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　　摘　要 :目的　检测胸水脱落细胞端粒酶活性 ,为临床鉴别良恶性胸水提供诊断依据。方法　离心收集

各种类型胸水的脱落细胞 ,TRAP 2PCR\|ELISA 银染法检测脱落细胞端粒酶活性。结果　心力衰竭、肝硬

化、尿毒症、肺炎、结核性胸膜炎胸水脱落细胞不能检出端粒酶活性 ,而癌性胸水 91.42% 端粒酶阳性 ,端粒

酶活性检测对恶性胸水诊断的敏感性为 91.42%, 特异性为 100%, 显著高于其他检测方法。结论　端粒酶

活性检测可作为临床良恶性胸水鉴别诊断的依据之一。
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　　胸腔积液可由许多疾病引起 ,病因不同 ,治疗方

案及预后均不相同。癌性胸腔积液为肿瘤细胞脱落

远处播散种植而来 ,胸水中的细胞成分不同于良性渗

出液及漏出液。由于胸腔转移瘤瘤细胞数量有限 ,致

胸水常规检查、脱落细胞涂片很难发现1。因此 ,有必

要建立新的检测指标以区分良恶性胸水。近年来人

们认识到肿瘤发生的根本原因是端粒酶的激活 ,其活

性检测对于肿瘤定性诊断具有重要意义[2] 。本实验

在 Kim方法的基础上采用改良的 TRAP2ELISA 法

对胸腔积液脱落细胞端粒酶活性进行定性定量研究 ,

为端粒酶活性检测用于临床鉴别诊断提供实验依据。

1　资料与方法

1.1 　标本来源

1998 年 5月～1999 年 5月 1年间本院内科住院

病例 ,其中男性 30例 ,平均年龄 49.3 岁 ,女性 20例 ,

平均年龄 43.6 岁。心力衰竭胸水 3 例 ,结核性胸膜

炎腹水 5例 ,尿毒症胸水 2例 ,肝硬化胸水 2例 ,大叶

肺炎胸水 3例 ,癌性胸水 35例 (其中肺癌 12例 ,淋巴

瘤 8 例 ,纵隔肿瘤 7 例 ,胸膜间皮瘤 5 例 ,食道癌 3

例) 。

1.2 　阳性对照细胞株

K2562, 购自中科院细胞所。TRAP2ELISA 试
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剂 :宝灵曼公司 ( Cat.No.1854666 ) 。PAGE 胶电泳

及银染试剂 :5 ×TBE;3M 乙酸钠 ,10% 过硫酸胺 ,

40%丙烯酰胺 ,TEMED 。

1.3 　仪器

BeckmanCS 215R 低温离心机 ,Perkimn 2Elmer

gene9600PCR 仪 ,∑960 酶标仪 ,Heras 孵箱 ,Hoefer

垂直电泳仪。

2　方法

2.1 　标本制备

常规胸腔穿刺抽取腹水 10ml,3000 转/分 ,离心

10min, 弃上清 ,蒸馏水作用 30 秒以破坏红细胞 ,冷

PBS洗 2次。以下操作在冰上进行 :加裂解液 200ul,

混匀 ,冰浴 120min,16,000 g低温离心 20min, 取上清

175ul 置液氮保存 ,同时测蛋白含量。

2.2 　细胞培养

K2562 肿瘤细胞株培养于含 10%热灭活小牛血

清、100u/ml 青霉素、50μg/ml 链霉素的 DMEM 培养

基中。细胞培养密度为 0.5 ×106～1 ×106/ml, 每 2

～3天传代 1次 ,取对数生长期细胞用于实验。

2.3 　TRAP2PCR2ELISA 　见文献[3] 。

2.4 　LDH、胸水细胞学检查、血清综合指标 (AFP、

CEA、CA系列)由本院检验科及病理科检测。

2.5 　统计学分析　χ2检验。

3　结果

3.1 　细胞数量与端粒酶活性的关系

为探讨细胞数量与端粒酶活性的关系 ,我们以

TRAP2ELISA 检测端粒酶阳性细胞株 K2562 在 10～

10,00000 个范围内的端粒酶活性及其与细胞数的关

系 ,结果发现 ,端粒酶活性与细胞数量呈正相关。 r

=0.87, P <0.05, 见图 1。

图 1　端粒酶活性与细胞数的关系

3.2 　胸水脱落细胞端粒酶活性定性检测的实验结

果 ,见表 1。

　　端粒酶的 PCR 扩增产物浓缩后用 40%PAGE

胶电泳 ,然后硝酸银染色 ,结果所示为端粒酶特异性

62bpLadder 。

3.3 　胸水脱落细胞端粒酶活性定量分析结果

良性胸水 OD度值均小于 0.1, 而恶性胸水吸光

度值均大于 0.2, 结果见表 2。
　　　表 1 各类型胸水端粒酶阳性检出例数

组别 例数 端粒酶阳性 (例数)

心力衰竭 3 0

尿毒症 2 0

肝硬化 2 0

结核性胸膜炎 5 0

肺炎 3 0

肺癌 12 12

淋巴瘤 8 8

纵隔肿瘤 7 5

胸膜间皮瘤 5 5

食道癌 3 2

　　表 2 胸水脱落细胞端粒酶活性定量检测结果

组别 例数 吸光度值 (4502690)

K2562阳性对照 0.419 ±0.032

阴性对照 0.001 ±0.002

心力衰竭 5 0.003 ±0.002

尿毒症 2 0.001 ±0.001

肝硬化 2 0.002 ±0.002

结核性胸膜炎 5 0.002 ±0.011

肺炎 3 0.004 ±0.002

肺癌 12 0.412 ±0.032

淋巴瘤 8 0.336 ±0.037

纵隔肿瘤 7 0.422 ±0.018

胸膜间皮瘤 5 0.364 ±0.016

食道癌 3 0.411 ±0.018

3.4 　端粒酶活性检测对癌性胸水的检出率与其他检

测指标的比较 ,结果见表 3。
表 3　端粒酶与其他检测指标对癌性胸水的检出率比较

端粒酶
LDH胸水/LDH

血清( >1为阳性)

胸水脱

落细胞

血清综合指标

(AFP、CEA、CA)

阳性例数 32 13 11 15

阳 性 率

( %)
91.42 37.14 31.42 42.85

　　各检测指标对癌性胸水检出的敏感性及特异性 ,

结果见表 4。
表 4　各检测指标对癌性腹水检出的敏感性及特异性

端粒酶 LDH 细胞学 血清综合指标

敏感性 91.42 37.14 31.42 42.85

特异性 100 33.33 100 80.00

阳性预测值 100 76.47 100 83.33

阴性预测值 83.33 33.33 51.72 37.50

　　在 35例癌性胸水中 ,端粒酶阳性占 32 例 ,阳性
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率为 91.42%, 其中原因不明胸水 4例中经多次胸膜

活检诊断为纵隔肿瘤转移者 2例 ,其端粒酶活性值均

大于 0.2 。

4　讨论

　　1994 年 Kim建立了定性检测端粒酶活性的敏感

的 TRAP 法 ,以后许多学者在 TRAP 的基础上进行

了改进 ,如 CorinneChadeneau 用32 P标记 CTP, 通过

检测产物凝胶电泳条带的放射活性反映端粒酶的活

性。Savoysky将 TRAP 与闪烁亲和相结合 ,其扩增

的端粒重复序列为含生物素的3 H标记的产物 ,扩增

后加亲和素标记的荧光微球使标记生物素的3 H掺入

的扩增产物与荧光微球亲和 ,激发产生光波信号 ,最

后液闪计数。该方法虽然检测速度快、敏感性强、特

异性好 ,但需要同位素 ,容易造成污染。本实验采用

宝灵曼公司推荐的 ELISA 法检测端粒酶活性 ,以代

替放射性同位素 ,操作方便、简单、快速、安全、结果重

复性好。

　　本研究表明 TRAP2ELISA 检测端粒酶活性在一

定范围内与细胞数及蛋白含量呈正相关 ( r =0.87, P

<0.05; ) 。检测端粒酶活性的最佳条件是细胞数 1×

100～6或抽提物蛋白含量 0.003μg～30μg。当抽提物蛋

白含量大于 30μg时 ,反应体系中的蛋白质会抑制端

粒酶活性造成假阴性结果。为避免上述情况的发生 ,

在出现假阴性结果时 ,对抽提物进行倍比稀释后再进

行检测 ,或在 TRAP 反应前精确计数细胞、测定蛋白

质含量。

　　端粒酶激活在肿瘤发生发展过程中的作用已日

益被人们关注 ,许多实验指出端粒酶活性检测有助于

检出早期肿瘤。癌性胸水的形成从根本上说是由于

肿瘤细胞脱落或胸膜腔种植所致 ,胸水常规癌细胞检

出率低主要是由于细胞数量少所致 ,胸膜活检的假阴

性是由于穿刺部位的盲目性造成。TRAP2ELISA 通

过扩增端粒酶产物及酶联免疫比色来确定 ,可检出

10 个左右的癌细胞 ,这是其敏感性高的根本所在。

本实验对 50例胸水病人进行端粒酶活性检测的结果

表明 :癌性胸水端粒酶阳性率为 91.42%, 显著高于

胸水常规及胸膜活检对恶性胸水的检出率 ( P <0.01 )。

心力衰竭、肝硬化、尿毒症性胸水与静脉压增高有关 ,

多为漏出液 ,胸水脱落细胞为间皮细胞 ;结核性胸膜

炎胸水以淋巴细胞增多为主 ,肺炎主要为粒细胞渗

出。间皮细胞、淋巴细胞、粒细胞均非永生化细胞 ,均

不表达端粒酶活性[4] ,因此 ,这部分胸水脱落细胞端

粒酶检测阴性 ;癌性胸水时 ,尽管原发灶症状还未表

现出来 ,但转移瘤细胞因其不同于正常细胞具有无限

增殖的恶性生物学特征 ,所以端粒酶阳性。

　　临床上 ,胸膜活检、胸水细胞学检查是常规诊断

手段之一 ,阳性结果一直被认为是诊断上的金标准 ,

多次活检可提高肿瘤的检出率。但由于其受经验、技

术条件及细胞数量的限制 ,有些癌性胸水仍很难定性

诊断。在我们的 4例原因不明性胸水的病例中 ,其中

有 2例通过多次胸膜活检确诊为胸膜间皮瘤 ,而这 2

例病人一次胸水脱落细胞端粒酶活性值均在 0.35 以

上 ;另外 2 例通过纵隔活检确诊为纵隔肿瘤胸腔转

移 ,其胸水脱落细胞端粒酶活性值均大于 0.2, 端粒

酶活性增高诊断肿瘤性胸水的阳性预测值达 100%;

结核性胸膜炎胸水中 ,其中 1 例吸光度值为 0.128,

这种轻微增高可能与胸水中记忆 B淋巴细胞增多并

激活有关[5] 。LDH、AFP、CEA、CA等单项检测对肿

瘤的诊断率显著低于端粒酶活性检测及细胞学检查。
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