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#摘!要$目的!研 究 在 卵 巢 癌 细 胞 株 的 缺 氧 耐 受 现 象 中$内

源性促红 细 胞 生 成 素"1D8C@DAFA61C69$3R\#的 表 达 情 况 及 在

缺氧条件下发挥抗细胞凋亡的生理学作用$探讨3R\与卵巢

癌恶性生物学行为的关系/方法!将 卵 巢 癌 细 胞 株*.\在 缺

氧条件下培养"&’"4O(OQ$$’"4O(O,\$#$取不同缺氧时

间$应用 G00显色法检测细胞生长 活 性 变 化$流 式 细 胞 仪 检

测细胞凋亡情况$原位杂交检测3R\4PQ.的表达变化/结

果!缺氧培养(@后$凋 亡 细 胞 增 加"与 缺 氧"@相 比$B’"/
"!#$细胞生长 活 力 明 显 降 低)从 缺 氧$@开 始$3R\4PQ.
表达明显增加)缺 氧!(@后 凋 亡 细 胞 减 少$细 胞 生 长 活 力 逐

渐恢复$缺氧$)@后细胞凋亡与"@相比无显著差异/结论!
内源性3R\与缺氧耐受有关$可能参与了肿瘤细胞在缺氧条

件下的抗凋亡过程/
#关键词$内源性促红细胞生成素"缺氧耐受"卵 巢 恶 性 肿 瘤"

凋亡

#中图号$P%*%/*!!!!#文献标识码$.

F!引言

近年来$促红细胞 生 成 素"1D8C@DAFA61C69$3R\#
的非造血作用相继被阐明/许多学者在研究中发现$
在大多数人类恶性肿瘤中存在3R\的表达$蔡国青

等*!+的实验 证 实$3R\在 子 宫 内 膜 异 位 症"34>#组

织中的表达也明显升高$且与子宫内膜异位症的生物

学恶性行为密切相关$由此3R\在妇科疾病尤其是

妇科恶性肿瘤中的作 用 成 为 关 注 和 研 究 的 热 点/缺

氧也是细胞凋亡的诱导因子$但恶性肿瘤细胞通过何

种机制来对抗缺氧诱 导 的 凋 亡 尚 不 清 楚/我 们 拟 采

用 G00,原位 杂 交 等 方 法 探 讨3R\在 卵 巢 癌 细 胞

缺氧耐受中的作用/

G!材料和方法

G/G!材料!卵巢癌细胞株*.\取自第四军医大学

西京医院妇产科实验室$体外传代培养)凋亡检测试

剂盒购自北京 中 山 生 物 技 术 有 限 公 司)3R\探 针 购

自武汉博士德生物工程公司$探针寡核苷酸序列为’

3R\ ’[#,0SS.S.SS0.,,0, 00SS.SS,#
,..SS.S#*[)缺氧环境为&’"4O(OQ$$’"4O(O
,\$)有氧环境为&’"4O(O空气$’"4O(O,\$$氧

饱和度$!̂ /四唑盐"G00#,二甲基亚砜"EGI\#$
均购自 美 国I6745公 司)细 胞 培 养 基!()"购 自 于

S6a6=A公司)小牛血清购自杭州四季青公司)流式细

胞仪为美国,A;2C1D公司产品/
G/H!方法
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!/$/!!分组!体外传代培养卵巢癌*.\细胞!于培

养瓶中加入!()"完全培养液"!’"4O#O小牛血清!

$44A2#O谷氨酸钠!!"7#O青链霉素$!培养细胞至

对数生长期!使细胞密度达!U!"&#O后分为有氧%缺
氧组!有氧组置于正常*%]有氧孵箱内!缺氧组置于

*%]缺氧培养箱内继续培养/
!/$/$!G00检测!细 胞 培 养 及 分 组 同 上!取$!(!

!"!!(!$"和$)@(个 时 间 点 分 别 对 两 组 细 胞 做

G00细胞生长活力测定/用酶标仪在’%"94处测

定各组#值!使用 G6=DA>A:C3B=12软件绘图/
!/$/*!流式细胞仪检测细胞凋亡率!将两组细胞培

养至对数 生 长 期!消 化 收 集 细 胞!调 整 细 胞 密 度 为

!U!"&#O!取$!(!!(和$)@)个时间点以.991B69
f#JH0,双标记染色法!上流式细胞仪进 行 双 参 数 分

析!测定凋亡细胞的百分率/
!/$/)!原位杂交!培养细胞至对数生长期使细胞密

度达!U!"&#O!接种于(孔板内进行细胞爬片!$)@
后待细胞全部贴壁后分为有氧组%缺氧组!取$!(!!(
和$)@)个时间点进行原位杂交检 测3R\4PQ.
的表达/操作 步 骤 严 格 按 照 试 剂 盒 说 明 书 进 行/原

位杂交"E.-显色$染色标本采用组织化学半定量评

分标准进行评分&即对每张切片的阳性细胞率及阳性

细胞着色强度分别进行分级记分/每张切片任意选’
个视野!观察其阳性细胞胞质表达强度!无表达为阴

性""分$%阳性颗粒呈浅黄色为可疑阳性"!分$%浅棕

色为弱阳性"$分$%棕黄色为阳性"*分$%棕褐色为强

阳性")分$/计算阳性细胞百分数"’个 视 野 的 平 均

数$!无表达为阴 性""分$%!̂ #!’̂ 为 可 疑 阳 性"!
分$%!(̂ #’"̂ 为弱阳性"$分$%’!̂ #+’̂ 为阳性

"*分$%+(̂ #!""̂ 为强 阳 性")分$/按 公 式"阳 性

细胞表达强度U阳性细胞百分数$!#$计算出该标本的

阳性指数/
统计学处理&实验中所有数据以KjD表示!组间

比较采用IRII!"/"统计学软件进行方差分析!组间

方差不齐时采用 非 参 数 秩 和 检 验/B’"/"’认 为 具

有统计学意义/

H!结果

HIG!9;;检测!细胞缺氧培养(@后!细胞生长活

力明显降低’缺氧!(@细胞生长活力逐渐恢复!缺氧

$)@后细胞生长活力与"@相 比 无 显 著 差 异/细 胞

生长曲线出现相应的改变"J67!$/
H/H!流式细胞仪检测!缺氧诱导*.\细胞凋亡仅

发生于缺氧培养(#!(@"与"@相比!B’"/"’$!$)
@后!细胞几乎无凋亡"与"@相比!Bg"/"&!"$/有

氧培养各时相凋亡差异无显著性"05a!!J67$$/

J67!!SDA‘C@=;DL1>A:C@1=122>!!! 图!!细胞生长曲线

图

表!!不同缺氧时间*.\细胞株凋亡率

05a!!.FAFCA>6>D5C1A:*.\=122>‘6C@<6::1D19CC@8FAB6=

<17D11> "KjD$

SDA;F ( .FAFCA>6>D5C1

"@ * !/)"j"/$(

(@ ’ !’/+"j!/"$5

!"@ ’ !*/*"j!/!*5

!(@ ) &/%"j!/!(5

$"@ ) )/$"j"/(%5

$)@ ) $/"(j"/)&

5B’"/"’JD"@/

HIK!原位杂交结果!3R\4PQ.在有氧组存在弱

阳性表达!缺氧组中以阳性或强阳性表达为主!棕黄

色颗粒集中于胞质!核膜%核内可见表达!表达强度明

显高于有氧组!差异显著"B’"/"’!05a$$/

K!讨论

3R\是一 种 糖 蛋 白 细 胞 因 子!:D*)U!"*!由

!(’个氨基酸组成/3R\早期由胎肝产生!出生后主

要由肾小管间质细胞分泌/当机体缺氧时!氧分压下

降改变 了 胞 质 中 的 还 原 状 态 后 启 动 缺 氧 诱 导 因 子

"WHJ#!$最终造成3R\表达增多/d5459等($)进一

步研究证实!在3R\基因的*[#端存在低氧诱导增强

子!而在’[#端旁侧序列上含有转录因子的结合位点!
低氧条件下!这些顺势调节元件与细胞核内反式作用

因子特异性 结 合!相 互 作 用 致3R\基 因 表 达 增 强/
我们的实验结果发现!缺氧培养后卵巢癌*.\细胞

在一定时间内"(#!(@$生长活力明显抑制!凋亡率

增加’随着缺氧时间的延长!细胞生长活力逐渐恢复!
凋亡
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.!"@7DA;F"-!!"@7DA;F",!$)@7DA;F/T;5<D59C!!91=DAC6==122>"$!>1=A9<5D891=DAC6==122>"*!L65a21=122>")!5FAFCAC6==122>/

J67$!EA;a21#F5D541C1D59528>6>A9C@15FAFCA>6>A:*.\=122>‘6C@:2A‘=8CA41CD8
图$!细胞凋亡的双参数分析

表$!不同缺氧时间3R\4PQ.在*.\细胞株中的表达

05a$!3BFD1>>6A9A:3R\4PQ.69*.\=122>‘6C@<6::1D19C

@8FAB6=<17D11> #KjD$

SDA;F ( W8FAB6==A9<6C6A9 .1DAa6==A9<6C6A9

$@ * !!/("j!/$%5 */+)j"/*)

(@ ) !$/’*j!/"$a )/"!j"/%)

!(@ ) !"/(%j!/’*= $/)"j"/’+

$)@ ) !!/!"j!/!(< */!%j"/)*

5Bg"/""!!%aBg"/""")%=Bg"/"""*%<Bg"/"""$JD51DAa6==A9#

<6C6A97DA;F/

率减少%即出现缺氧耐受/通过原位杂交的方法鉴定

卵巢癌细胞系*.\中3R\4PQ.的 表 达 情 况%发

现在正常条件培养的*.\细胞存在3R\的 4PQ.
少量表达%在缺氧后表达明显增高%这提示我们3R\
与卵巢癌细胞的抗凋亡特性有着密切关联/
!!-1D95;<69等&*’发现%大鼠大脑中动脉栓塞前$)
@脑室内注射3R\%可有效减少梗死面积"X;;2等&)’

在体外缺氧条件下培养人类神经元%加入生理剂量的

人基因重组3R\#DW;3R\$后 细 胞 的EQ.断 裂 现

象明显被抑制%3R\可能通过保全基因组EQ.的完

整性和保持细 胞 膜 的 极 性 来 抑 制 凋 亡 的 诱 导&’’/据

此我们可以认为3R\在卵巢癌细胞系中的表达是一

种自分泌%即作为内源性保护因子起作用%其平时处

于静息状态或低表达%当组织受到外界不良刺激#缺

氧$后会迅速高表达以对抗缺氧的不良环境%形成卵

巢癌细胞的缺氧耐受/由 于 我 们 应 用 的 缺 氧 环 境 低

于任何体内生理条件%因此%可以推测在体内*.\细

胞通过3R\的作用更能够适应缺氧环境而生存/
缺氧 是 恶 性 肿 瘤 微 环 境 的 重 要 特 征%缺 氧 引 起

3R\迅速表达%可 以 阻 断 细 胞 死 亡%降 低 缺 氧(缺 血

所造成的组织损伤%将坏死过程推迟&(’"c5>;<5等&%’

还发现%3R\ 及 其 受 体 在 女 性 生 殖 系 恶 性 肿 瘤 中

4PQ.的表达 高 于 正 常 组 织/据 此 我 们 认 为 3R\
与卵巢癌的生长发生具有密切关系%而且在其他妇科

疾病中也起着重要作用/
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