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【摘) 要】目的：探讨缺氧再氧合过程中 Q>!’% 基因在卵巢癌

细胞系中的表达, 方法：卵巢癌细胞系 (#RG，KG#*&!"SN 分

别在混合气体缺氧仓中缺氧 (" 13= 后更换新鲜培养液，给予

再氧合，常氧下继续培养 "，’，* M, 激光共聚焦显微镜定位，

定量检测 Q>!’% 的表达, 结果：Q>!’% 定位于细胞质, 急性

缺氧 (" 13= 后两种卵巢癌细胞系中 Q>!’% 表达量明显高于

对照组，再氧合 ’，* M 时 Q>!’% 的表达量明显降低, 两种细胞

株均表现为再氧合 ’ M 时 Q>!’% 的表达与对照相比无明显差

异（5 T ", "+），再氧合 * M 时降为最低, 结论：缺氧上调卵巢

癌细胞系中 Q>!’% 的表达，再氧合可使高表达回降,
【关键词】卵巢肿瘤；Q>!’%；缺氧；再氧合；激光共聚焦显

微镜
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JK 引言

Q>!’% 属免疫超家族成员，与肿瘤浸润转移相

关, 我们先前的研究［!］表明 Q>!’% 在卵巢癌组织中

有不同程度表达，它与卵巢癌的浸润转移有密切关

系［$］，但其作用机制尚未明了, 缺氧是实体肿瘤普遍

存在的特征［(］，Q>!’% 的 (V末端有两个缺氧反应元

件结合位点，可能与缺氧有关, 我们探讨缺氧参与卵

巢肿瘤 Q>!’% 表达的调控如下,

#K 材料和方法

#, #K 材料 K Q>!’% 1RH 由第四军医大学细胞工程

中心提供, LW-Q 由本校电镜中心提供, 卵巢癌细胞

系 (#RG，KG#*&!"SN 由本实验室提供, 混合气体缺

氧仓由西京医院神经内科提供, RP/B1=3 N.24:@.#
1.=A 血 气 分 析 仪 由 西 京 医 院 WQO 提 供, X3B#U2;
NUQ#!"$’ 型激光共聚焦显微镜和软件分析系统由

第四军医大学电镜中心提供, 胰蛋白酶购自北京生

物技术有限公司,
#, LK 方法K 取 (#RG，KG#*&!"SN 对数生长期细胞，

$, + E Y Z 胰蛋白酶液消化制成单细胞悬液，将细胞接

种到预先消毒并放置了载玻片的培养皿中，QG$ 孵育

箱培养过夜（* M）至细胞贴壁，贴壁细胞放入缺氧仓

（&+" 1Z Y Z [$，+" 1Z Y Z QG$ ）中 (" 13= 致急性缺

氧, 缺氧后的细胞分别再氧合 ’，* M, 再氧合即更换

新的细胞培养液继续在 (%\，+" 1Z Y Z QG$ 培养箱中

培养, 取对照组贴壁细胞和在混合气体培养仓中急

性缺氧 (" 13= 的贴壁培养细胞瓶送血气分析, 取出

盖玻片，", "! 11B/ Y Z，?K %, ’ 的 SXD 冲洗 $ 次，丙酮

固定液固定 !" 13= 后放入盖片染色缸中，SXD 振洗 +
13=，取出吹干，滴加 ! ]!" Q>!’% 1RH $" !Z 置湿盒

内 (%\保湿 (" ^ _" 13=，SXD 振洗 ( 次，+ 13= Y 次，吹

干，滴加 LW-Q 羊抗小鼠 WEF $" !Z，置湿盒内，(%\保

湿 (" ^ _" 13=，SXD 振洗 $ 次，+ 13= Y 次，蒸馏水振洗
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! 次，"## $% & % 缓冲甘油封片’ 激光共聚焦显微镜

（(%)*）下观察并拍照，软件定量分析’ 用于 +,-( 的

激发波长为 .// 0$，共聚焦系统由 1234567 公司提供

的软件控制，在 890:2;$<# 计算机中运行，显微镜聚

焦旋钮 由 步 进 马 达 控 制，用 于 图 像 采 集 的 物 镜 为

8=604>93?=;6@.# A 油镜’ 图像存为 "!B A "!B 像素类

型’ 利用软件在镜下随机选取 " 个细胞，对其进行

(%)* 检测定量分析，读取均数和标准差’
统计学方法：利用 )8)) 软件进行单因素方差分

析及 %)C4! 检验’

!" 结果

!’ #" 细胞终极培养液血气分析" 急性缺氧后细胞培

养液 DE F’ !G’ 8HB 为 F’ . I86；对照组 DE 为 F’ .，

8HB 为 !F’ J I86’ 缺氧仓中 DE 值试纸显示 DE " K G，

说明仓中真实的环境 8HB 远低于 F’ . I86’ 8HB 与氧

浓度（+HB ）的关系：8HB L（ 吸入气压力 M G’ BF）A
+HB ’ 当 8HB L !/’ G I86 时，+HB L B#N；且氧分压与

氧浓度成正比关系’ 本实验中 +HB O /N，符合缺氧

条件（ O !#N）’
!$ !" %&’( 检测" (C!.F 定位于细胞质中（+2P !）’
J4QH，EH4/<!#8* 细胞均在为急性缺氧 J# $20 后

(C!.F 表达量较对照组明显增加，再氧合 .，/ R 后

(C!.F 表达量明显降低（" L #’ ###）’ 采用 %)C4! 进

行均数多重比较，EH4/<!#8* 组在再氧合 .，/ R 和对

照组比较均无明显差异（" S #’ #"），余各组两两比较

均有显著统计学差异（" O #’ #"）；J4QH 组中各组比

较均有显著统计学差异（" O #’ #"，-6T !）’

Q：>3$3@U26；1：EVD3U26 ?3@ J# $20；(：EVD3U26 4@93UVP906:230 . R；C：EVD3U26 4@93UVP906:230 / R’

+2P !W (C!.F P909 9UD@9XX230 20 J4QH Y9== =209W +,-( ,+ A .##W W W 图 !W J4QH 细胞 (C!.F 表达

表 !W 缺氧再氧合过程中卵巢癌细胞系中 (C!.F 的表达

-6T !W (C!.F P909 9UD@9XX230 20 3Z6@260 Y60Y9@ Y9== =209X 7;@20P
RVD3U26 4@93UVP906:230 （# L "，$ % &，(%)*）

[@3;D J4QH EH4/<!#8*

(30:@3= .#’ . \ <’ G JB’ B \ .’ !

EVD3U26 F"’ # \ !#’ G6 <.’ F \ G’ <6

593UV . R ""’ " \ !B’ #6Y J"’ # \ !B’ !Y

593UV / R !B’ B \ B’ "6Y9 B"’ . \ .’ GY

6" O #’ #" ’& Y30:@3=；Y" O #’ #" ’& RVD3U26；9" O #’ #" ’& @93UV . R’

)" 讨论

(%)* 是在荧光显微镜成像的基础上加装激光

扫描装置，使用紫外光或可见光激发荧光探针，利用

计算机进行图像处理，从而得到细胞或组织内部微细

结构的荧光图，并能对抗原在细胞中的定位和定量作

出精确的分析，较传统的免疫组化方法更为先进’
缺氧是肿瘤微环境的一种病理生理特征’ 在实

体肿瘤中，由于肿瘤细胞增生迅速，往往造成肿瘤
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局部的缺氧坏死! 同时，缺氧作为一种应激反应还

可诱导肿瘤相关显型基因表达增加，促进肿瘤的进

展［" # $］! 我们先前的研究结果表明 %&’"( 在卵巢癌

的发生、发展、浸润转移中起重要作用，可能是卵巢肿

瘤的一个药靶分子! 本结果显示急性缺氧 )* +,- 后，

卵巢癌细胞系 ./’*01 和 )234 中 %&’"( 的表达上

调，而再氧合后卵巢癌细胞中 %&’"( 的表达下降，再

氧合 " 5 . 6 时 %&’"( 的表达接近对照组表达量，且

随着缺氧时间的延长 %&’"( 的表达逐渐降低，低于

对照组! 可见缺氧所致卵巢癌细胞系中 %&’"( 的表

达上调是可逆的，缺氧和再氧合可有效调控卵巢癌中

%&’"( 的表达，缺氧可能通过调控 %&’"( 的表达促

进卵巢癌的发生、发展!
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>A-B ;，O6<- @P，?,- ?>，+& 0*! C6< ,-IKQ<-N< HI %&’"( A-J,2
G<-G< F,RH-,N AN,L H- HMAF,A- NA-N<F N<KK R,HKHB,NAK ANJ,H-［ 9］! !
"#$%&’ ()* (+, -.)/，8**8；8)（’.）：’$:( # ’$$*!

［)］=<+<-SA PT! ;UV2’ A-L JQ+HF EFHBF<GG,H-：0AJ6HE6WG,HKHBW A-L
J6<FAE<QJ,NG［9］! 1%+.,2 (#* (+,，8**8；.：$8 # $(!

［"］X-HYK<G ;9，;AFF,G 3T! ;WEHD,A A-L HD,LAJ,M< GJF<GG ,- RF<AGJ NA-N2
<F：;WEHD,A A-L JQ+HQF,B<-<G,G［ 9］! 3%+02& 40.5+% 6+2，8**’；

)（:）：)’. # )88!
［:］0QB6 %@，ZAJNK,II< 09! C6< MH- ;,EE<K2T,-LAQ JQ+HF GQEEF<GGHF，

6WEHD,A2,-LQN,RK< IANJHF2’（;UV2’）L<BFALAJ,H-，A-L NA-N<F EAJ6H2
B<-<G,G［9］! 7+8). 40.5+% 3)#*，8**)；’)（’）：.) # ./!

［$］[,-K<W X，3G\6A+ O，1AFJ,- T，+& 0*! ;WEHD,A2+<L,AJ<L JQ+HQF
JAFB<J,-B［9］! 9+.+ 1’+%，8**)；’*（(）：:"* # :"/!
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#$ 引言$ 支原体（+WNHEKAG+A）是引起老年肺炎的病因之一，

近年来发病率呈上升趋势! 一些支原体肺炎病情重或病程迁

延，并发症和合并症多，易发生混合性感染或对抗生素耐药，

给临床诊断和治疗带来一定困难［’ # )］!

!$ 临床资料$ 8**’2*’ _ 8**)2’8 收治支原体肺炎 ’.（男 ’*，女

.）例，年龄 $8 5 () 岁，病程 8 5 ’" Y\! 患者均发病缓慢，均有

咳嗽、咳少量白痰，发热和胸痛各 ’8 例（$$! (‘）! ’. 例患者

均行胸片检查，显示两下肺渗出斑片影 ’" 例，右下肺渗出斑

片影 " 例，左下肺渗出斑片影 8 例，肺门阴影增大模糊 ’ 例!
化验血常规白细胞总数增高 $ 例，以淋巴细胞为主，血常规正

常 / 例，血常规白细胞总数正常且中性粒细胞增高 ) 例! 全部

患者符合肺炎的诊断标准，且用金标免疫斑点法测定血清肺

炎支原体 UB1 抗体阳性!
治疗应用抗生素应遵循早期、足量、针对致病菌选药的原

则，重症可联合用药，支持治疗也很必要! 我们治疗的 ’. 例

患者明确诊断后均给予大环内酯类抗生素，’: 例常规静滴红

霉素 *! / B，8 次 _ L，. 例给予口服罗红霉素 ’:* +B，8 次 _ L，另

外 $ 例病情较重，给予口服罗红霉素 ’:* +B ，8 次 _ L，静滴左

氧氟沙星 *! ’8 B，8 次 _ L，疗程 ’ 5 ) Y\，平均 ’8 L! 结果治疗

全部 有 效，治 愈 出 院，平 均 住 院 ’$ L! 治 疗 期 间 未 见 不 良

反应!

%$ 讨论$ 我们临床观察表明老年人支原体肺炎应早期、足

量、针对致病菌选用抗生素类药物是有效且安全治疗的关键!
支原体肺炎一般起病慢，可有发热，热型不定，持续时间长，个

别患者有持久地剧烈咳嗽突出! 一些难治性支原体肺炎则表

现为病情重或病程迁延，肺内外并发症及合并症多且复杂，易

发生混合感染，或有红霉素耐药［’ # )］! 我们观察的有 8 例患

者以长期低热，阵发性咳嗽为主要表现，胸部拍片示双侧肺门

淋巴结肿大，血沉轻度升高，曾在外院长期以肺门淋巴结结核

治疗无效而致病程迁延，使病情复杂，这与支原体肺炎与原发

综合征有时十分相似有关! 对这类患者必要时可检测病原体

或给予诊断性治疗!
研究表明，支原体肺炎可诱发气道高反应性引起哮喘及

毛细支气管炎样的临床表现，故单用平喘治疗效果不佳，易于

反复或难以缓解! 因此，应及时选用大环内酯类抗生素进行

病原治疗，从而使哮喘缓解成为可能［8 # "］! 在支原体检测时，

由于老年人免疫系统不全可导致缺乏血清抗体反应、抗菌素

及激素的广泛应用导致假阴性结果以及缺乏动态观察，在感

染不同时期，可能存在抗体水平滴度不同，使支原体抗体不易

被检出! 对一些老年人，特别是临床表现不典型，肺部体征

少，而一般抗感染治疗效果不佳或久咳不愈的肺部感染患者，

应严格做病原学检查! 此外，必须掌握检测支原体感染的最

佳窗口期，一般在支原体感染后 ( 5 ’* L 可获得较高阳性

结果!
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