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目的
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检测人胎胃成纤维细胞人端粒酶逆转录酶"

J54B5

%和端粒酶表达&方法
!

分离培养人胎胃成纤维细胞!细

胞角蛋白"

AW

%

.$/

免疫染色排除上皮细胞$免疫细胞化学方法检测
J54B5

表达$端粒重复序列扩增法"

5BG>

%检测端粒酶活性!

成人胃成纤维细胞作阳性对照&结果
!

分离的人胎胃成纤维细胞
AW.$/

免疫染色阴性$原位监测其胞质和胞核中均可见细颗粒

状免疫荧光$端粒酶延伸片断长度约为
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!稍长于成人胃成纤维细胞&结论
!

人胎胃成纤维细胞表达
J54B5

和端粒酶&

"关键词#

!

成纤维细胞$人端粒酶逆转录酶$端粒酶

"中图分类号#

!

B2-

"文献标识码#

!

G

"文章编号#

!

$)-$./'0/

"

1%$2

%

'1.00)(.%1

!"##E

4

2#,,+-(-$"!0<!'()&#3-*#2',#+("5*'($#&'3

F

',&2+%$+82-83',&,

"

C8/$

'

%&$

'

=&

$

#

()&*+

4

+$

'

1

#

E#$

'

*/+

$

#

F#$

'

.+#$<8)$

1

&

$

$3./

4

#,56/$5&

7

(#95,&/$5/,&:&

'0

#

58/F+,95G

77

+:+#5/?"&9

4

+5#:&

7

H+$

I

+#$

'

;/?+<#:@$+A/,9+5

0

#

@,)6

J

+

#

H+$

I

+#$

'

/'%%20

#

C8+$#

%

13./

4

#,56/$5&

7

(#95,&/$5/,&:&

'0

#

K&)58L/95"&9

4

+5#:

#

28+,?

;+:+5#,

0

;/?+<#:@$+A/,95+

0

#

C8&$

'J

+$

'

0%%%'/

#

C8+$#

&

!!

'

78,&2'%&

(

!

98

6

#%&+:#

!

5"!9I9KIIJ99O

M

:9++#",";JN<7,I9="<9:7+9:9H9:+9I:7,+K:#

M

I7+9

$

J54B5

&

7,!I9="<9:7+9#,JN.

<7,;9I7=

8

7+I:#K;#@:"@=7+I+&;#&"-),

!

3N<7,;9I7=

8

7+I:#K;#@:"@=7+I+?9:9#+"=7I9!7,!KN=IN:9!

#

9

M

#IJ9=#7=K9==+?9:99O!N!9!@

L

AW.$/#<<N,9+I7#,#,

8

&J54B5

M

:"I9#,?7+!9I9:<#,9!@

L

#,!#:9KI#<<N,";=N":9+K9,K9&59="<9:7+97KI#H#I

L

?7+7,7=

L

Q9!N+#,

8

I9="<9:#K:9

M

97I7<

M

=#;#K7I#",

M

:"I"K"=7++7

L

$

5BG>

&

?J#=9IJ9+7<97,7=

L

+#+#,7!N=I

8

7+I:#K;#@:"@=7+I

#

?J#KJ7+I"@9

M

"+#I#H9K",.

I:"=&<#,53&,

!

AN=IN:9!;#@:"@=7+I+?9:9AW.$/,9

8

7I#H9&5J9

M

"+#I#H9J54B5#<<N,"+I7#,#,

8

?7+!9I9KI9!#,@"IJK9==N=7:K

L

I".

M

=7+<7,!,NK=97:K"<

M

7:I<9,I+&G<

M

=#;#9!I9="<9:#K:9

M

97I+

$

7@"NI$-%@

M

&

#,JN<7,;9I7=

8

7+I:#K;#@:"@=7+I+?9:9=",

8

9:IJ7,

IJ"+9

$

$)%@

M

&

#,7!N=I

8

7+I:#K;#@:"@=7+I+&=-(%35,+-(

!

J54B57,!I9="<9:7+9?9:99O

M

:9++9!#,JN<7,;9I7=

8

7+I:#K;#@:"@=7+I+&

'

>#

1

?-2),

(

!

;#@:"@=7+I

%

JN<7,I9="<9:7+9:9H9:+9I:7,+K:#

M

I7+9

%

I9="<9:7+9

!!

一般认为#人端粒酶逆转录酶$

JN<7,I9="<9:7+9:9H9:+9

I:7,+K:#

M

I7+9

#

J54B5

&和端粒酶多表达于绝大部分癌细胞和

少数正常高增殖细胞如造血干细胞)基底表皮细胞等#正常成

熟细胞尤其是成纤维细胞检测不到
J54B5

和端粒酶活

性'

$.'

(

*但近年来一些研究证实
J54B5

和端粒酶在成人成纤

维细胞中有表达'

1.0

(

#以往的研究也证实了
J54B5

和端粒酶

可以在成人胃成纤维细胞中表达'

2

(

*在本项实验中#作者初步

检测了
J54B5

和端粒酶在人胎胃成纤维细胞的表达#以期弥

补有关研究的不足*
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材料与方法
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&%端粒酶检测试剂
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$中杉金桥&#

AW.$/

小鼠抗体和
[R5A
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细胞培养
!

经过学校)医院伦理委员会和人流者同意#由

引产死胎取胎胃#

'

个月胎龄*采用磁性搅拌酶分离法分离细

胞'

)

(

#接种于塑料培养皿中#常规培养*
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免疫细胞化学

染色排除上皮细胞*

@&B
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免疫细胞化学观察
!

细胞固定)透膜处理后一

抗
0Y

孵育
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#
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标记二抗常温避光孵育
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#
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核染色后封片#
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激光扫描共聚焦显微镜观察*

以
>VD

代替一抗作为阴性对照*
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端粒酶活性检测
!

采用端粒重复序列扩增法$
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上游引物!
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#下游引物!
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标记&*步骤!细

胞消化后离心#提取蛋白%取蛋白上清)上游引物与
>AB

反应

液
1%Y

温育
0%<#,

#

(%Y'<#,

灭活端粒酶*加入下游引物

和
57

c

酶进行
>AB

扩增#

>AB

反应条件为
(0Y1<#,

%

(0Y
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#
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#

'2

个循环%

-1Y2<#,

*聚丙烯

酰胺凝胶电泳
'J

*以热处理后的蛋白上清作为阴性对照#已

证明有端粒酶活性的成人胃成纤维细胞$实验室有冻存&作阳

性对照#同时对二者的端粒酶活性作比较*

GVR>:#+<'--

测

序仪分析胶图*

A

!

结
!!

果

A&@
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细胞培养
!

细胞分离后#培养到第
(

天可见成片成纤维

细胞#
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免疫染色阴性#见图
$
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表达
!

原位监测胎胃成纤维细胞
J54B5

表达

呈阳性#胞质和胞核中均可见细颗粒状
[R5A

红色荧光#阴性

对照胞质和胞核中都未见荧光#见图
1

*

A&B

!

端粒酶活性
!

胎胃成纤维细胞可观察到端粒酶延伸的端

粒片断#长度约为
$-%@

M

#略高于与阳性对照组成人胃成纤维
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细胞$

$)%@

M

&#阴性对照未见延伸的端粒片断#见图
'
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!培养
(

天细胞形态%

V

!
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免疫染色阴性*

图
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人胎胃成纤维细胞形态和
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免疫染色'
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!胞质和胞核中都有
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表达%

V

!阴性对照*

图
1

!!

人胎胃成纤维细胞
J54B5

表达
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$

!人胎胃成纤维细胞%

1

!成人胃成纤维细胞%

'

!阴性对照%

P

!
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*

图
'
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人胎胃成纤维细胞端粒酶活性

B

!

讨
!!

论

端粒酶可以通过延伸端粒长度使细胞避免老化和死亡#因

此其多与细胞增殖有关*

(2]

以上的癌细胞不同程度地表达

端粒酶'

-

(

#正常体细胞中少数增生能力强的如滋养层细胞)造

血干细胞)子宫内膜细胞等也可检测到端粒酶活性*端粒酶的

组分之一
J54B5

表达是端粒酶活性的限速步骤#其表达水平

和端粒酶的活性高低基本平行'

/.$%

(

*成纤维细胞是一种多形

性细胞#是机体组织的主要修复细胞*在静息状态下其增生较

弱或不增生#被称为纤维细胞#但在组织损伤修复过程中则表

现出多种功能活性#增殖便是其中之一'

$$

(

*在这一阶段#检测

到
J54B5

和端粒酶表达是和上述理论相符合的*成纤维细

胞的离体培养#实际上也是一个不断分裂增殖的过程#理论上

也应该有
J54B5

和端粒酶表达#不管是成人还是胎儿的#都

应如此#这在既往'

2

(和现在的研究中也得到了证实*在实际操

作中#从光镜下形态学和
J54B5

细胞免疫结果看胎胃和成人

胃成纤维细胞分裂增殖能力无明显差别#但从端粒酶的延伸片

断长度看#前者要略长于后者#说明前者的增生能力要强于后

者#这也符合常理*

成纤维细胞在组织创伤)炎症后的修复过程中发挥重要作

用#但在修复过程中#若成纤维细胞过度增殖则会引起一些病

理性变化如皮肤瘢痕)类风湿性关节炎特征性血管翳等%其他

如肺纤维化)肝硬化)心瓣膜病等都与成纤维细胞增殖有

关'

$$

(

*以往和现在的研究采用成人和胎胃成纤维细胞为工

具#证实它们都表达
J54B5

和端粒酶#这为成纤维细胞合理

修复的进一步研究打下基础%另外#也为除细胞因子外#从

J54B5

和端粒酶为切入点预防成纤维细胞修复过程中的弊端

提供了一种新的思路*
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