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大肠癌是人类最常见的恶性肿瘤之一, 大肠癌的早

期诊断是提高大肠癌患者生存率及生活质量的关键所在。

由于年老体弱及合并有心脑血管并发症, 许多老年患者

常不能耐受电子结肠镜等有创检查。近年研究发现, 端粒

酶的活化是肿瘤细胞获得“永生化”的关键步骤[1-3]。但

目前关于端粒酶对大肠癌诊断意义的研究均建立在侵入

性取材的基础上, 寻找简单、敏感、特异性高的非侵入性

取材方式诊断大肠癌具有广阔的应用前景。正常肠道黏膜

每天都有大量细胞更新脱落入肠腔 , 随粪便排出体外 , 

检测粪便中肠道黏膜脱落细胞端粒酶的活化有可能为结

直肠癌无创诊断的新途径。本研究分析了 30 例大肠癌、

30例大肠腺瘤患者及 20例正常对照组粪便肠脱落细胞端

粒酶活性表达及对应的 30 例大肠癌组织、30 例大肠腺瘤

组织、20 例正常对照黏膜组织端粒酶活性的表达情况, 以

探讨粪便肠脱落细胞端粒酶活性检测在大肠癌早期诊断

中的潜在应用价值。 

1  对象与方法 

1.1  对象   

选取 2009 年 10 月～2010 年 10 月广州军区武汉总医

院收治的 30 例老年大肠癌、30 例老年大肠腺瘤、20 例非

大肠癌对照组标本, 均经手术或内镜病理证实。30 例大

肠癌患者中, 男 21 例, 女 9 例, 年龄 65～82 岁, 平均

（72.5±8.3）岁; 30 例老年大肠腺瘤患者中, 男 19 例, 女

11 例, 年龄 65～80 岁, 平均（70.3±6.5）岁; 另选择 20

例年龄、性别匹配的志愿者为正常对照组, 其肠镜检查均

为阴性结果。粪便标本于术前或内镜检查前收集, 收集后

2 h 内送至实验室, 分装后置－80℃冰箱。 

1.2  主要试剂 

端粒酶 PCR-ELISA 检测试剂盒, 引物 5′-AATCCG- 

TCGAGCAGAGTT-3′。 

1.3  方法 

1.3.1  端粒酶提取  取保存备检的粪便肠脱落细胞 , 手

术或肠镜切除的肿瘤、腺瘤、正常黏膜组织标本 30 mg, 经

PBS 或生理盐水漂洗, 4℃10000 r/min 离心 1 min, 弃上清, 

将沉淀组织捣碎, 加入 150 µl洗液洗涤, 4℃10000 r/min 离

心 1 min, 弃洗液。沉淀加入 50µl 细胞裂解液悬浮, 置冰

浴 30 min, 4℃14000 r/min 离心 20 min, 取上清 2µl 做为端

粒重复扩增程序（telomeric repeat amplification protocol, 

TRAP）反应模块。 

1.3.2  PCR 反应扩增  提取液在 PCR 循环仪进行端粒重

复序列扩增。取 TRAP 反应管, 各加入 45µl 反应混合物, 

并加入 2 µl 已处理的标本, 混匀, 加入 30 µl 液体石蜡, 离

心数秒, 置 25℃水浴保温 30 min, 取出后于 PCR 仪上进

行扩增反应。 

1.3.3  产物杂交和 ELISA反应  按端粒酶 PCR-ELISA检

测试剂盒说明进行。 

1.3.4  酶标仪结果判定  波长 450/595nm 处读取吸光度

（OD）值。空白对照, OD 值≤0.01; 阴性对照, OD 值≤

0.025; OD 值＜0.05 为阴性, OD 值＞0.05 为阳性。 

1.4  统计学处理 

应用 SPSS10.0 统计软件进行统计学处理, 采用c2 检

验进行显著性检验。P＜0.05 为差异有统计学意义。 

2  结  果 

2.1  各组一般临床特征比较 

大肠癌组、腺瘤组、正常对照组的年龄、性别差异

均无统计学意义（P＞0.05）。 

2.2  粪便肠脱落细胞端粒酶活性检测   

大肠癌组及腺瘤组粪便肠脱落细胞端粒酶阳性表达

率均显著高于对照组（83.3%，63.3% vs 5.0%，P＜0.01）, 

大肠癌组亦显著高于腺瘤组（83.3% vs 63.3%，P＜0.05）。 
 

2.3  黏膜组织端粒酶活性检测   

大肠癌组及腺瘤组组织细胞端粒酶活性阳性表

达率均显著高于正常对照组（90.0%，73.3% vs 5.0%，

P＜0.01） , 大肠癌组与腺瘤组比较 , 组织细胞端粒酶

活性差异亦具有统计学意义（90.0% vs 73.3%，P＜

0.05）。27 例大肠癌组织端粒酶表达阳性的患者中有 25
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例其对应的粪便肠脱落细胞端粒酶活性也呈阳性表达 ; 

22 例大肠腺瘤组织端粒酶表达阳性的患者有 19 例其对

应的粪便肠脱落细胞端粒酶活性也呈阳性表达。  

3  讨  论 

大肠癌是人类最常见的恶性肿瘤之一, 发病率及死

亡率呈逐年增高趋势。大肠癌的早期诊断是提高大肠癌患

者生存率及生活质量的关键所在。传统的检测手段如结肠

镜、钡灌肠气钡双重造影等检查因为禁食、导泻等肠道准

备 , 检查过程痛苦而繁琐 , 而老年患者作为大肠癌的高

发人群常因合并有心脑血管及其他系统并发症而无法耐

受上述检查。而粪便潜血试验及血清肿瘤标记物检测如癌

胚抗原等作为无创检测手段, 由于缺乏敏感性及特异性, 

其临床应用价值受到质疑。现代医学亟需一种简便、无创、

安全、可靠的技术来替代上述传统的大肠癌检测手段。粪

便基因检测由于具备上述诸多优势 , 已成为近年来欧美

等国大肠癌研究的热点[4,5]。 

有研究指出, 正常肠道黏膜每天都有大量细胞更新

脱落入肠腔, 随粪便排出体外[6]。而大肠癌细胞增殖代谢

较正常肠道黏膜细胞更为旺盛 , 只要采取适当的方法提

取出粪便中脱落细胞的 DNA, 经过 PCR 扩增相关突变基

因 , 再通过适当的方法对扩增产物进行分析 , 即可以通

过粪便途径对大肠癌进行早期诊断。 

大肠癌的发生是一个多因素、多阶段、多步骤渐进

演化的过程, 该过程涉及到众多基因及基因调控的异常。

端粒和端粒酶是近年来生命科学研究的热点。端粒是真核

生物细胞染色体末端一种由简单重复序列及相关蛋白组

成的结构, 其生物学功能是防止染色体 DNA 降解、末端

融合、非正常重组, 从而保证染色体的完整性和稳定性。

端粒酶属于逆转录酶 , 是核糖核蛋白复合体 , 激活后能

以自身的 RNA 为模板, 合成端粒序列并加到染色体的 3′

端, 填补复制过程中新合成的 DNA 链 5′端留下的缺口, 

使端粒延长, 从而延长细胞寿命。端粒酶活化在细胞癌变

中起重要作用 , 由于端粒酶的激活 , 使端粒的长度维持

一种动态平衡 , 细胞得以无限期的增殖下去 , 肿瘤细胞

获得了永生化能力。 

本研究结果显示, 大肠癌患者粪便中端粒酶活性检

测阳性率为 83.3%, 在腺瘤患者粪便中端粒酶活性检测

阳性率为 63.3%, 较正常对照组检出率明显升高。粪便

肠脱落细胞基因突变体、肿瘤标志物的检测能否忠实反

映大肠肿瘤组织的异常状况 , 即肿瘤组织与粪便中基因

突变体检出的符合率 , 近年的研究结果给予了肯定的回

答 [7,8]。本组 27 例大肠癌组织端粒酶表达阳性的患者有

25 例其对应的粪便肠脱落细胞端粒酶活性也呈阳性表

达。22 例大肠腺瘤组织端粒酶表达阳性的患者有 19 例其

对应的粪便肠脱落细胞端粒酶活性也呈阳性表达也说明

了这一点。 

本研究表明, 粪便端粒酶活性检测对于早期诊断大

肠癌及癌前病变具有较高的价值。粪便端粒酶活性检测有

望成为大肠癌, 尤其是老年大肠癌患者早期无创诊断的

一个新途径。 
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