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论著·临床研究

再生障碍性贫血患儿骨髓造血干细胞
端粒酶活性及相关基因表达的研究

王西阁　周玉洁　王丹凤　王璇

（郑州大学第三附属医院儿内科，河南 郑州　４５００５２）

　　［摘　要］　目的　探讨再生障碍性贫血（简称再障）患儿骨髓造血干细胞端粒酶活性及端粒酶逆转录酶
（ｈＴＥＲＴ）基因和端粒酶ＲＮＡ组分（ｈＴＥＲＣ）基因的表达变化和关系。方法　用重复序列扩增（ＴＲＡＰ）银染法和实
时荧光定量ＲＴＰＣＲ法分别检测５２例慢性再障患儿（ＣＡＡ组）、１３例急性再障患儿（ＳＡＡ组）和２１例骨髓造血正
常儿童（对照组）端粒酶活性及 ｈＴＥＲＴ和 ｈＴＥＲＣｍＲＮＡ的表达。结果　ＣＡＡ组、ＳＡＡ组端粒酶活性和 ｈＴＥＲＴ
ｍＲＮＡ水平均高于对照组（Ｐ＜０．０１），且 ＣＡＡ组端粒酶活性和 ｈＴＥＲＴｍＲＮＡ水平较 ＳＡＡ组升高（Ｐ＜０．０５）；
ｈＴＥＲＣｍＲＮＡ在各组间表达差异无统计学意义（Ｐ＝０．８１２）；ｈＴＥＲＴｍＲＮＡ的表达水平与端粒酶活性呈正相关（ｒ＝
０．６６０，Ｐ＜０．０１）。结论　端粒酶活性的表达变化与儿童再障发病及发展过程有关，ｈＴＥＲＴ表达在端粒酶活性调节
过程中起重要作用。 ［中国当代儿科杂志，２０１３，１５（１）：２５－２８］
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ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ（ｈＴＥＲＴ）ｗｉｔｈｔｅｌｏｍｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｔｈｅｍａｒｒｏｗｈｅｍｏｐｏｉｅｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｓｏｆｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈａｐｌａｓｔｉｃａｎｅｍｉａ（ＡＡ）．
Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＦｉｆｔｙｔｗｏｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈｃｈｒｏｎｉｃＡＡ，１３ｃｈｉｌｄｒｅｎｗｉｔｈａｃｕｔｅＡＡａｎｄ２１ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｓｗｅｒｅｅｎｒｏｌｌｅｄｉｎｔｈｅｓｔｕｄｙ．
ＴｅｌｏｍｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍＲＮＡｏｆｈＴＥＲＴａｎｄｈＴＥＲＣｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＴｅｌｏｍｅｒｉｃＲｅｐｅａｔＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｐｒｏｔｏｃｏｌ（ＴＲＡＰ）ｗｉｔｈｓｉｌｖｅｒｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｒｅａｌｔｉｍｅＱＰＣＲｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｌｅｖｅｌｓｏｆｔｅｌｏｍｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｂｏｔｈｔｈｅ
ｃｈｒｏｎｉｃａｎｄａｃｕｔｅＡＡｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．ＴｈｅＡＡｇｒｏｕｐｓｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈＴＥＲＴｍＲＮＡｔｈａｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．ＴｈｅｃｈｒｏｎｉｃＡＡｇｒｏｕｐｈａｄｈｉｇｈｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈＴＥＲＴ
ｍＲＮＡａｎｄｔｅｌｏｍｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｔｈａｎｔｈｅａｃｕｔｅＡＡｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ｈＴＥＲＣｍＲＮＡａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＝０．８１２）．ＴｈｅｒｅｗａｓａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈＴＥＲＴ
ｍＲＮＡａｎｄｔｅｌｏｍｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ（ｒ＝０．６６０，Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｅｌｏｍｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｍａｙｂｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎ
ｔｈｅｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＡＡ，ａｎｄｈＴＥＲＴｐｌａｙｓａｃｒｕｃｉａｌｒｏｌｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｅｌｏｍｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ．

［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１３，１５（１）：２５－２８］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ａｐｌａｓｔｉｃａｎｅｍｉａ；Ｔｅｌｏｍｅｒａｓｅ；Ｍａｒｒｏｗｈｅｍｏｐｏｉｅｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌ；Ｃｈｉｌｄ

　　既往许多学者认为再生障碍性贫血（简称再
障）是一种免疫介导的骨髓衰竭性疾病，然而近年

来也有研究发现再障的发病与宿主遗传易感性相

关。端粒酶是一种能够以自 ＲＮＡ组分为模板在染
色体末端添加端粒重复序列的核酸蛋白复合体酶，

主要由端粒酶 ＲＮＡ组分（ｈＴＥＲＣ）与端粒酶逆转录
酶（ｈＴＥＲＴ）构成，在维持端粒长度和稳定性方面发

挥重要作用。有研究表明全血细胞减少患者外周血

粒细胞端粒长度缩短，且缩短程度与患者疾病持续

时间存在相关性［１］。那么，关于再障患儿骨髓造血

干细胞端粒酶活性水平如何，是否随端粒长度改变

而变化以及与上述两个基因的表达是否相关尚未见

研究报道，因此本研究对此进行了初步探讨。

·５２·
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１　资料与方法

１．１　研究对象
收集２０１１年６月至２０１２年６月郑州大学第三及

第一附属医院经临床和实验室初次确诊的再障患儿

６５例为病例组，诊断标准参考《小儿再障诊疗建议》［２］，
其中慢性再障（ＣＡＡ）５２例，男２８例，女２４例，中位年
龄７．２岁（１～１５岁）；急性再障（ＳＡＡ）１３例，男８例，女
５例，中位年龄５．３岁（２～１３岁）。随机选择于郑州大
学第三附属医院就诊并排除血液系统疾病及其他重大

恶性肿瘤患儿２１例为对照组，其中男１３例，女８例，中
位年龄７．６岁（１～１４岁）。３组患儿既往均未给予输
血及免疫抑制剂治疗，且年龄、性别在３组间差异无
统计学意义。

１．２　主要试剂及仪器
ＴＲＡＰＰＣＲ银染法端粒酶活性检测试剂盒购自南

京凯基公司；Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自美国ＭＲＣ公司；逆转录试
剂盒及荧光定量ＰＣＲ试剂盒购自北京康为世纪公司；
引物由上海生工生物工程公司设计合成。骨髓造血干

细胞分离液和重悬液均购自天津灏洋试剂公司。

１．３　端粒酶活性检测
１．３．１　骨髓造血干细胞的分离及端粒酶的提取　
　取新鲜抗凝骨髓３ｍＬ，用骨髓造血干细胞重悬液
和分离液重悬并分离造血干细胞，按试剂盒说明提

取造血干细胞端粒酶。用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测端粒酶提取
蛋白浓度，并根据结果用 Ｌｙｓｉｓｂｕｆｆｅｒ将浓度调至
１μｇ／μＬ，－８０℃冻存备用。
１．３．２　ＴＲＡＰＰＣＲ银染法测端粒酶活性　　参照
试剂盒说明书，反应体系共５０μＬ，包括５μＬ１０×
ＴＲＡＰｂｕｆｆｅｒ，１．５μＬｄＮＴＰｓ，１μＬ端粒酶 ＴＳ引物，
１μＬ端粒酶ＣＸ引物，１μＬ内参模板，１μＬ内参引
物，０．５μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶，２μＬ端粒酶提取物，
然后加入双蒸水至５０μＬ。反应条件：ＰＣＲ扩增仪
上３０℃保温３０ｍｉｎ，９５℃ 预变性５ｍｉｎ；９４℃变性
３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃延伸 ６０ｓ，共３５个循环；
最后７２℃，延伸 １０ｍｉｎ。取 ９μＬＰＣＲ产物加上
１μＬ１０×上样缓冲液，在电压１７．５Ｖ／ｃｍ，１０％非变
性聚丙烯酰胺凝胶上垂直电泳１ｈ，电泳缓冲０．５×
ＴＢＥ。电泳后的凝胶立即按试剂盒说明书进行硝酸
银染色。显影用 ＧＥＬＯＧＩＣ２００ＩＭＡＧＩＮＥＳＹＳＴＥＲＭ
进行扫描并以 ＭｕｌｔｉＡｎａｌｙｓｔ软件计算条带面积的吸
光度（Ａ）值。端粒酶活性以 ＴＰＧ［３］表示：ＴＰＧ＝［（ｘ－
ｘ０）／ｃｘ］／［（ｒ－ｒ０）／ｃｒ］×１００，其中 ｘ、ｘ０、ｒ、ｒ０、ｃｘ、ｃｒ

分别为标本端粒酶条带、标本热灭活后端粒酶条带、

阳性对照、空白对照、内参照和阳性对照内参照的Ａ
值。其中标本热灭活即标本经８５℃１０ｍｉｎ灭活端
粒酶，空白对照即不向反应体系中添加提取液，阳性

对照为购买试剂盒时所配。

１．４　ｈＴＥＲＴ及ｈＴＥＲＣｍＲＮＡ表达检测
采取Ｔｒｉｚｏｌ裂解法提取细胞总 ＲＮＡ，按照反转

录试剂盒说明书，将提取的２０μＬ总 ｍＲＮＡ反转录
成ｃＤＮＡ，并将反应产物进行荧光定量 ＰＣＲ反应。
ＰＣＲ反应体系总体积为５０μＬ，包括２×ＵｌｔｒａＳＹＢＲ
Ｍｉｘｔｕｒｅ（ＷｉｔｈＲＯＸ）２５μＬ，上下游引物 （１０μＭ）各
１μＬ，模板２μＬ，ＤＥＰＣ水１９μＬ。反应条件为９４℃
预变性１０ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５８℃退火３０ｓ，７２℃
延伸６０ｓ，共３５个循环；最后７２°Ｃ延伸１０ｍｉｎ。目
的基因引物序列如下所示，ｈＴＥＲＴ上游：５′ＧＣＣＴ
ＴＣＣＡＣＣＧＴＴＣＡＴＴＣＴＡ３′，下游：５′ＡＣＴＣＧＣＴＣＣＧＴ
ＴＣＣＴＣＴＴＣ３′，片段长度９６ｂｐ；ｈＴＥＲＣ上游：５′ＧＣ
ＣＴＴＣＣＡＣＣＧＴＴＣＡＴＴＣＴＡ３′，下 游：５′ＡＣＴＣＧＣＴＣ
ＣＧＴＴＣＣＴＣＴＴＣ３′，片段长度２４６ｂｐ；内参ＧＡＰＤＨ上
游：５′ＴＣＧＴＧＧＡＡＧＧＡＣＴＣＡＴＧＡＣＣ３′，下游：５′ＡＧＧ
ＧＡＴＧＡＴＧＴＴＣＴＧＧＡＧＡＧ３′，片段长度１１６ｂｐ。结果
以ＣＴ值输出，采用相对定量法２ΔΔＣＴ计算。
１．５　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件对数据进行统计学分
析，定量资料采用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间
比较采用单因素方差分析，组间比较采用 ＬＳＤ法，
关联分析用线性相关分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　端粒酶活性、ｈＴＥＲＴ及 ｈＴＥＲＣｍＲＮＡ表达
结果

ＣＡＡ组、ＳＡＡ组端粒酶活性和ｈＴＥＲＴｍＲＮＡ表
达水平均高于对照组（Ｐ＜０．０１），且 ＣＡＡ组端粒酶
活性和 ｈＴＥＲＴｍＲＮＡ表达水平较 ＳＡＡ组升高（Ｐ
＜０．０５）。而３组间ｈＴＥＲＣｍＲＮＡ表达水平差异无
统计学意义（Ｐ＝０．８１２）。见图１和表１。
２．２　端粒酶活性、ｈＴＥＲＴ及 ｈＴＥＲＣｍＲＮＡ表达
相关性分析

ｈＴＥＲＴｍＲＮＡ的表达与端粒酶活性呈正相关（ｒ＝
０．６６０，Ｐ＜０．０１），ｈＴＥＲＣｍＲＮＡ的表达与端粒酶活
性及ｈＴＥＲＴｍＲＮＡ表达均无明显相关性（分别 Ｐ＝
０．１９３和０．７４６）。见图２。

·６２·
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　　图１　端粒酶活性银染条带图　Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：阳性对照；２：标
本热灭活后对照；３：空白对照；４～５：对照组；６：ＳＡＡ组；７～８：ＣＡＡ组。

　　表１　３组端粒酶活性、ｈＴＥＲＴ及 ｈＴＥＲＣｍＲＮＡ表达
的比较　（ｘ±ｓ）

组别 例数 ｈＴＥＲＣ ｈＴＥＲＴ 端粒酶活性

对照组 ２１ １．２±０．６ １．２±０．７ ２３．５±９．１
ＣＡＡ组 ５２ １．１±０．５ ９．９±１．１ａ ４１．３±１０．３ａ

ＳＡＡ组 １３ １．２±０．５ ５．１±０．９ａ，ｃ ３１．９±８．５ａ，ｂ

Ｆ值 ０．２０９ ６０５．９４０ ２６．０１０
Ｐ值 ０．８１２ ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与 ＣＡＡ组比较，Ｐ＜０．０５；ｃ：与

ＣＡＡ组比较，Ｐ＜０．０１
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　　图２　ｈＴＥＲＴｍＲＮＡ的表达与端粒酶活性相关关系图
（ｎ＝８６）

３　讨论

再障病因和发病机制复杂，但目前认为造血干

细胞的损伤是其病理生理学改变的主要原因，表现

为骨髓增生能力降低，全血细胞减少。既往研究提

示 Ｔ细胞介导的骨髓特异性自身免疫反应是其主
要发病机制，如免疫调节细胞的异常［４５］、细胞活化

信号的异常［６］等，然而近年研究发现再障的发病表

现出一定的宿主遗传易感性［７］，特别是端粒酶活性

及其相关基因表达与再障的发病机制的关系，受到

越来越多研究者的关注。

端粒是真核细胞染色体末端富含 Ｇ的 ＤＮＡ重
复序列，由 ＤＮＡ及其相关蛋白组成，其功能是完成
染色体末端的复制，使染色体免遭融合、重组和降

解，在稳定染色体方面发挥重要作用。端粒酶是一

种能延长端粒末端的核酸蛋白酶，人类端粒酶主要

由ＲＮＡ成分（ｈＴＥＲＣ）、端粒酶逆转录酶（ｈＴＥＲＴ）
和相关蛋白 １（ｈＴＥＰ１）三部分组成，它以其自身的
内源性ＲＮＡ为模板，向端粒末端添加（ｑＴＡＧＧＧ）ｎ
序列，维持端粒的长度与结构完整。ｈＴＥＲＴ作为
ＲＮＡ依赖的 ＤＮＡ聚合酶，以其ＲＮＡ组分的碱基为
模板与端粒重复序列进行碱基互补配对，在合成、延

伸碱基序列中起催化作用。ｈＴＥＲＴ只在有端粒酶
活性的细胞中，如生殖细胞、各种具有分裂增殖能力

的细胞和绝大多数肿瘤细胞中表达，并与端粒酶活

性呈正相关，是端粒酶起作用的关键结构和主要调

控亚单位［８］。本研究结果提示 ｈＴＥＲＴ的表达水平
与端粒酶活性高低一致，而ｈＴＥＲＣ的表达高低与端
粒酶活性无明显相关性，说明在端粒酶的自身表达

调节过程中，ｈＴＥＲＴ和 ｈＴＥＲＣ可能独立发挥功能，
其中ｈＴＥＲＴ表达水平是决定端粒酶活性高低的限
速步骤。

造血干细胞在表达端粒酶的情况下，随着年龄

的增长其端粒仍然会丢失。因此，伴随器官的老化，

端粒缩短，而端粒酶的功能缺失突变又会加剧端粒

缩短。患有先天性角化不良（ＤＣ）、特发性肺纤维化
（ＩＰＦ）和再障的病人其端粒酶发生突变最终导致端
粒缩短加速，组织器官更新能力过早丧失，其寿命也

因此缩短［９］。这些现象表明端粒长度和端粒酶活

性直接影响干细胞的分化和自我更新的能力。Ｂａｌｌ
等［１］和 Ｂｒｕｍｍｅｎｄｏｒｆ等［１０］运用流式细胞术及荧光

原位杂交等技术分析了再障患者外周血粒细胞和淋

巴细胞的端粒长度，都发现再障患者外周血粒细胞

的端粒长度较对照组明显缩短。Ｙａｍａｇｕｃｈｉ等［１１］对

２０５例再障患者外周血粒细胞的ＴＥＲＴ、角化不良蛋
白１基因、非组蛋白染色体蛋白２基因、核仁蛋白
１０基因进行测序，提出 ｈＴＥＲＴ杂合子突变可能通
过单倍剂量不足引起端粒酶功能下降，致使端粒缩

短，造血干细胞造血功能缺陷。而儿童年龄较小，造

血干细胞自我更新和增生潜能较成人高，其端粒缩

短程度不明显，那么再障儿童端粒酶活性及相关基

因的表达水平究竟如何？

再障患者骨髓处于低增生状态，本研究结果中

再障患儿骨髓端粒酶活性及 ｈＴＥＲＴ的表达均高于
·７２·
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对照组。分析原因可能是：正常骨髓造血干细胞寿

命一定，虽然端粒在细胞分裂过程中会不断缩短，但

属于生理范围的缩短，因此端粒酶只保持较低活性

状态，即所谓的生理性抑制状态。因此研究中对照

组骨髓端粒酶活性处于低水平状态。但端粒若缩短

加速，端粒酶则会通过提高自身活性来维持端粒长

度的平衡状态［１２］。本研究中再障患儿骨髓造血干

细胞端粒酶活性升高，也与端粒和端粒酶之间的这

种类似“负反馈”的机制相一致。而 Ｂａｌｌ等［１］研究

提示端粒缩短与患者疾病持续时间存在相关性，因

此再障患儿端粒酶活性则可能通过上述的负反馈机

制，在自身可调控的范围内，与疾病持续时间成呈正

相关，本研究结果也显示ＣＡＡ患儿骨髓的平均端粒
酶活性高于 ＳＡＡ患儿，考虑正是因为 ＣＡＡ患儿病
程较ＳＡＡ患儿持续长，继而端粒酶活性也有更充足
的时间进行代偿性升高所致。

另外有研究显示端粒酶活性与干细胞的细胞周

期密切相关，在不同细胞周期中也表现不同活性程

度，其活性在细胞从 Ｇ０期进入 Ｓ期时被激活，在 Ｓ
期的酶活性高于Ｇ１及Ｇ０／Ｍ期［１３］。当再障患儿骨

髓造血功能降低时，机体可能在一定范围通过一系

列生理代偿调节机制刺激骨髓造血干细胞增殖分

化，例如 Ｂ细胞和 Ｔ细胞的激活能上调端粒酶的活
性，有可能会促使Ｇ０／Ｍ期细胞进入Ｓ期，而使测得
的端粒酶活性增高，端粒酶活性增高又进一步刺激

骨髓造血干细胞造血功能提高，从而减少端粒的侵

蚀甚至使端粒延长［１３１４］。而也有研究证实，富集后

的再障组和正常组造血干细胞进行体外集落培养，

两组的集落形成无显著性差异，对造血生长因子的

反应性基本相同，提示再障的前体细胞增殖分化功

能与正常者相比并无显著异常［１５］。通过以上分析，

提示大部分再障患儿骨髓造血干细胞端粒酶活性升

高可能尚属于机体能调节的范畴。但若存在基因缺

陷，随病程时间进一步延长，病情恶化而超出机体生

理调节范畴，其端粒酶活性和相关基因表达如何仍

值得深入研究与探索。

本研究发现再障患儿骨髓造血干细胞端粒酶活

性和ｈＴＥＲＴｍＲＮＡ表达水平在不同分型中表现不
同，提示两者可能成为反映骨髓增殖能力的指标，这

对判断儿童再障临床分型及疾病转归有一定参考意

义。目前再障治疗主要措施仍是免疫抑制治疗和骨

髓移植，虽然随着相关科学和技术的进步，其疗效肯

定［１６］，但与之相关的药物毒性以及移植相关并发症

却不容忽视。端粒酶活性的负反馈调节机制提示在

寻找新的再障治疗方法时，可以从怎样提高端粒酶活

性的基因水平进行进一步研究，为其如何提供更安全

有效的治疗路径打开新的思路。今后如何结合再障

患儿骨髓的造血微环境、免疫学异常及细胞遗传学

改变等，深入探讨端粒酶及其相关基因在其发病与演

变中的意义，将为其进一步研究带来新的发现。
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