
第 2 1卷第 0 1期
9 9 19年 10月

第 三
T C A A ACD E AM I AE

军 医 大 学

72 6M I D E CI N AE

学 报 V
ol

.

2 1
,

N o
.

1 0

M I L I T A R I S T E R T I A E O
e t

.

1 9 9 9

文章编号
:
1 0 0 0

一
5 4 0 4 ( 1 9 9 9 ) 1 0

一
0 7 2 6

一
0 3

人端粒酶亲和纯化方法的建立及其初步鉴定
’

陈 兵
` .

刘为纹

重庆
,

4 0 0 0 3 8

房殿春 府伟灵
`
” 杨金亮 杨仕明 周子成 (第三军 医 大学附属西南 医 院消化内科 )

提 要 目的
:

建立一种亲 和纯化人端粒酶 的手段
.

方法
:

酶切 鉴定 人端粒酶 R N A h( T R )质粒
,

所切 下

的 h T R
c D N A 片段用生物素标记后 与链霉 亲和素琼脂糖珠藕连

,

用高端粒酶 活性的 胃肿瘤细胞 提取液与之

反应
,

利用端粒酶核糖核蛋 白的特性
,

形成链霉 亲和素琼脂糖 珠
一

生物素标 记 h T R c D N A
一
h T R

一

端粒酶蛋 白组

份 复合物
,

核 酸解 离液洗脱 后获 得亲 和纯人端粒酶
。

其活性 用宝 灵曼 公 司端 粒酶 试剂 盒检 测
,

定量 利用

B ce k m
a n D U

一
6 4 0 检测仪进行

。

结果
:

酶切鉴定 的结果与 h T R 质粒 图谱吻合
。

生物索 h T R c D N A 与链霉亲和

素琼脂糖珠祸连 量为 31
.

71 拜g
,

祸连率为 98
.

38 %
。

纯化后的端粒酶活性保持 良好
,

相对纯化程度为 108
.

46
。

结论
:

本研究中建立的方法是一种可行 的端粒酶纯化手段
,

可用于人端粒 酶的深人研究
。
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:

A

端粒酶可能是 目前已知的特异性最好 的广泛肿瘤

标志
,

但其临床应用迄今未能得以普及推广
,

原因之一

是人端粒酶 ( H u m a n t e l o m
e r a s e ,

h T R ) 的蛋 白组份仍

不十分清楚 lj[
。

为此
,

我们利用端粒酶的 R N A 结合蛋

白特性
,

尝试建立一种亲和纯化人端粒酶的手段
,

以期

获得具有完整活性的亲和 纯人端粒酶并推动人端粒酶

结构及应用性研究的深人
。

藕 连量 (拜g ) -
加入核 酸量印 g ) 一 收集液核酸量印 g)

祸连琼脂糖珠体积 ( m l)

。 连率 〔% ,
, 吐毯竿黯儡譬矗笋

丝量`̀
鱼

又 ,。 。%

1 材料与方法

1
.

1 h T R c D N A 片段的获取及标记

含 h T R e D N A 的 p G R N 8 3 质粒 由美 国 V il l
e p o n t e a u

博 士

惠赠
。

采用 材 Z“ I 和 S al 工酶切 鉴定
,

电泳 洗脱 法 回收 h T R
c -

D N A 片段
,

光敏 生物索标记盒 (军事 医 学科学院 )进行标记
,

核

酸蛋 白含量用美 国 B ce k m
a n D U

一
6 4 0 核酸蛋 白检测仪测定

.

1
.

2 细胞提取液和端粒酶活性的检测

S G C 7 9 O I 人 胃癌细胞系 由军事医学科学院引进
,

端粒 酶活

性采用宝灵 曼公司端粒 酶 P C R
一
E L IS A 试剂 盒检测川

,

细胞提

取液参照该试剂盒说 明进行
。

1
·

3 端杜酶亲和琼脂糖珠的制备 .s[ 们

将生物素标记的 h T R
c
D N A 和链霉亲和 素琼脂糖珠 (SI G

-

M A )置 于结合缓冲液 ( 1 0 %甘 油
,

1 2 m m o l / L H E P E S p H 7
.

9
,

4 m m o
l / L T

r is
·

C I p H 7
,

9
,

6 o m m o
l / L K C I

,

0
.

5 m m o
l / L

P M S F
,

1 m m
o l / L E D T A 和 D T T ) 中

,

室 温摇 床 上孵 育 Z h
,

4
0

C
、
1 o o o r

/ m in 离心 5 m in 制得
。

按以下公式计算辆连量和藕

连率
:

中国博士后科学基 金和总后 勤部博士后 科学基 金资助

项 目

陈 兵
,

男
,

3 8 岁
,

副主任 医师
,

副教授

基 因 诊断与治疗 中心

1
·

4 纯化和鉴定程序 〔2一 5 〕

人端粒酶 亲和琼脂糖 珠用 含 。
.

5 9 / L B S A 的结合缓 冲液

流洗 2 次和结合 缓冲液流洗 1 次
,

加人对 结合缓 冲液透析后 的

细 胞提 取液
,

室温 摇床上 孵育 Z h
,

用结合缓冲液 流 洗 2 次
,

4
0

C
、
1 0 0 0 r

/m i n 离心 5 m i n
,

加人核酸解离液 (宝灵曼 ) 室温 3 0

m in ,, 4
O

e
、

1 0 0 0 :
/m in 离心 5 m in

,

重 复此解离过 程共 3 次
,

收

集合并解离液后对结合缓冲液透析
,

测定蛋 白含量 和端粒酶活

性
。

按以 下公式计算相对纯化程度
:

` 、 , 儿二 ` _ 纯化后端粒酶 活性
、 ,

纯化前 蛋白含量
相对纯 化程 度 ~ 誉果兰樱偿婴粤碑弄 x 毛翌杂樱老月

es

要蜻誉,“
`

,
一

「 U
’

一 ~ 纯化前端粒酶 活性
“

纯化 后蛋白含量

2 结果

2
.

1 端拉酶亲和琼脂糖珠制备结果

p G R N 83 质粒 酶切鉴定 结果与其物理图谱吻合
,

见图 1
。

将

获得 的 3 2
.

23 “ g 生 物素 h T R c
D N A 片段与 1 m l 链霉亲和素

琼脂糖珠藕 连
,

收集液核 酸量为 0
.

52 拌 g
,

藕 连量 为 3 1
.

7 1 拌g
,

祸连率为 9 8
.

3 8 %
。

这些 结果说明端粒酶亲和琼脂糖珠上藕连

的核酸 片段正确 且藕连方案可行
。

2
.

2 细胞提取液制备和端粒酶纯化鉴定结果

细胞提取 液与端粒 酶亲 和琼脂糖珠孵育后 流洗液 的端粒

酶活性显著低于 细胞 提取液 和解离 液 ( P < 0
.

01 )
,

而其 蛋 白含

量与细胞提取液接 近且与解离液差别悬殊
,

提示细胞提取液 中

的多数端粒酶已 结合到端粒 酶亲和琼脂糖珠 上
。

细胞提取液和

解离液 ( 含纯化 的端粒酶 ) 在蛋 白浓度上 同样差别悬殊
,

但端粒

酶活性 无 显 著 差 异 ( P > 0
.

0 5 )
,

据 此 计 算 得 相 对 纯 化 度 为

1 0 8
.

46
。

这些数据说 明端粒酶得 到纯化且活性保持良好
,

见表 1
。
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,

I
矛

i u W e i w e n ,

F a n g D i a n e h u n ,

F u W e i l i n g
,

Y a n g J i
n g l i a n g

,

Y a n g s h im i n g
,

Z h o u Z i e h e n g ( D e p a r t -

m
e n t o

f G
a s t r o e n t e r o

l
o g y ,

S
o u t h w e s t e r n

H
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,

T h i r
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,

C h o n g c一in g
,

4 0 0 0 3 5 )

A b s t r a c t O b jec ti v e : T o e s t a
b l i

s
h

a m e t h
o d f o r a f f in it y p u r if i

e a t i o n o
f h

u m a n t e
l o m e r a s e

.

M e th o d s :

A

f r a g m e n t o f h u
m

a n t e lo m w r a s e R N A ( h T R e D N A ) w a s p u r if ie d a n d e o l le e t e d w i t h e
l
e e t r o e l u t io n a f t e r t h e

f
r a g m e n t w a s id

e n t if i
e
d w i t h r e s t r ie t io n e n z y m e

d ig e s t io n
.

T h e a f f i
n i t y e

h
r o m a t o g r a P h y b

e a
d

s
w

e r e P r e P a r e
d

w i t h b in d i n g o
f b io t i n y la t e d h T R e D N A f r a g m e n t w it h

s t r e p t a v id in a g a r o s e
b

e a d s
.

T h
e P u r if i

e a t io n w a s
b

a s e
d

o n t h
e r i b o n u e

l
e o p r o t e i n p r o p e r t y o

f t e lo m
e r a s e w i t h h T R e D N A

e o nr p le m e n t a r y t o h T R t e m p l
a t e e o m p o n e n t

.

A f t
e r

b in d i n g r e a e t io n b e t w e e n t h
e e a n e e r e e

ll
e x t r a e t w it h h ig h t e l

o m e r a s e a e t i
v
it y

a

耐 t h e a
ff i币 t y e h r o -

m
a t o g r a p h y b e a d s w a , s e t u p , a e o m p l e x o f t h e a f f in i t y e h r o m a t o g r a p h y b e a d

一 t e lo m e r a s e w a s f o r m e d
.

B o u n d

t e lo m
e r a s e w a s e l u t e

d w it h
n u e le ie a e id d e n a t u r a t io n r e a g e n t

.

T e
l
o
m

e r a s e a e t i v i t y w
a s

d
e t e e t e d w i t h t e

l
o m

-

e r a s e P C R
一

E L I S A
.

T h
e 〔 lu a n t i t y o f p r o t e in a n

d
n u e

l
e ie a e id w a s a s s a y e

d w i t h B e e k m a n
D U

一
6 4 0 s p e e t r o p h

o -

t o m e t e r
.

R e s u lt s : T h
e r e s u

l t
o f r e s t r ie t i o n

f
r a g m

e n t a n a
ly

s i s t a ll i
e
d w it h t h

e s t r u e t u r a
l m a p o

f h T R p l
a s m id

v e e t o r
.

T h
e b i

n
d in g cl u a n t i t y a n

d t h
e r a t e o f b io t in y l

a t e d h T R
e D N A w it h s t r e p t a v

id i
n a g a r o s e b e a

d
s w e r e 3 1

.

7 1 拜 9 a n d 9 5
.

3 5%
r e s p e e t iv e l y

.
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一
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.

4 6
.
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O
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o
d P r o v id

e s a
f
e a s i b l

e t o o
l f

o r f u r t h
e r s t u

d i
e s o f h

u m a n t e
lo m e r a s e

.

K e y w o r d s t e lo m
e r a s e ; r i b o n u e l e o P r o t e in ; a f f in i t y P u r if i

e a t io n ; g a s t r ie n e o P l
a s m

` 佘心汹凌盆跳彭谧龚息二̀减心渡聋息冰城` 袋` 翻以` 杂澎汾减给袋心翔豁治减` 城恕江踌̀ 盛` 二裂 ;̀ 三戈或￡龚̀ 或̀ 缓男盔蕊冰奋染裂注欲犯“ 吮住介嗯公汾欲荞鳍峨绘或残峨日生{杂盖乍介东毕`或
,嵘布

岁

以

文章编号
:
1 0 0 0

一
5 4 0 4 ( 1 9 9 9 ) 1 0

一
0 7 2 8

一
0 2

方丝弓矫治技术结合上领前牙平面导板矫治重度深覆胎

T r e a tm e n t o f d e e P o v e r b i t e b y u s i n g e d g e w i s e a P P l i a n e e s i n e o n j u n e t i o n

w i t h a g u id i n g
一
P l a t e

黄新理
`

许 鹏 (第三军医 大学附属大坪医 院口 腔科 ) 重庆
,

4 0 0 0 4 2

在 正畸的临床工作中
,

对前牙 深覆胎矫治成功的关键取决

于咬合的打开及领间关系的调整
,

作者采用 上领前牙的平面导

板结合 E d示w is 。
技术联合矫治

,

收到满意 的临床效果
。

1 临床资料与方法

前 牙深覆矜 l 度 35 例
,

男 15 例
,

女 2 。 例
,

平均 年龄 1 4
.

5

岁
,

其 中 15 岁以 下 2 0 例
,

伴后牙锁胎者 6 例
; A n

gl
e l 类 7 例

,

A n g le l 类 2 8 例
。

3 5 例错胎根据牙齿拥挤度及胎关系调整的需求
,

除 5 例不

拔牙者
,

其余均拔除牛降
。

3 5 例均进行 x 线头影 测量分析
,

测
-

- - - -

一
” ”

一
”

’

4 {4
“

一
“ ` 一 `

~
’

“
`

~ 一 ~ 仍 ,

~
尸子 “ , ’

囚

量治疗前后覆胎情况
。

小平导的制作
:

平
间或

平畔
邻间沟

,

半
的 ,

侧形成平 面导板
,

其高度使后牙胎 间距打开 1~ Zm m
,

嘱患者

全天戴用
,

直到 打开 咬合
。

矫治步骤
:

对 35 例患者
,

先用 iN
一

iT 丝排齐牙列
,

并用摇椅

弓打 开咬合
。

待牙列基本排齐后
,

即戴 小平导
,

戴小平导期间可

拉尖牙 向远 中
。

对 A
n

gl
e 贾类错胎

,

也 可行 l 类牵 引
,

待咬合打

开后
,

即停戴小平导
,

随后按 E d ge w i se 矫治方法进行治疗
。

X 线头影 测量
:

矫治前后 分别拍摄 X 线头颅侧 位片
,

选 择

有关测量指标
,

测量 结果采 用配对 t 检验
。

2 结果

黄新理
,

女
,

36 岁
,

主治医师
,

学士

用 E d ge w i s e
矫治 器结合 小平导完 成矫治的时 间为 ( 13

.

8

士 4
.

8 ) 个 月
,

打开咬合 的时 间为 2~ 4 个 月
。

X 线 头影测 量结

果
,

见表 1
。

固定矫治器结合小平 导矫治方法在少 年与成年人之间
,

其

打开咬合的量值
,

所需 时间及速度差异均无显著差异
。
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