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不同海拔地区人群环氧合酶２表达的检测及分析

袁　汶
１，周晶萍２

（青海省人民医院：１．输血科；２．检验科，青海西宁８１０００７）

　　摘　要：目的　探讨高原人群血清ＣＯＸ２ｍＲＮＡ水平的变化。方法　选取海拔４７５０ｍ雁石坪地区８０例男性汉族筑路工

人，年龄１８～４５岁，平均３３．５岁，另选取西宁地区海拔２２６０ｍ健康体检人群男性８６例，年龄１８～４５岁，平均３２．６岁。采用基

因扩增法对上述人群进行血清ＣＯＸ２ｍＲＮＡ水平的检测。结果　高原人群的ＣＯＸ２ｍＲＮＡ表达与西宁较低海拔人群比较，差

异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　高原缺氧环境血液中ＣＯＸ２ｍＲＮＡ处于高水平状态。
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　　环氧合酶２（ＣＯＸ２）是一种可诱导性酶，在正常生理状态

下多数组织内检测不到，缺氧后能检测到ＣＯＸ２的表达，与高

原心脏病有相关。雁石坪地区海拔４７５０ｍ，笔者通过对８０例

筑路工人进行血清ＣＯＸ２ｍＲＮＡ检测，并与西宁地区的健康

人群进行比较，探讨高海拔地区人群血液ＣＯＸ２ｍＲＮＡ水平

的变化，以期为保障高原地区工作者的健康提供参考依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取来自雁石坪汉族筑路工人，年龄１８～５０

岁，平均３３．５岁，８０例，均为男性；对照组为西宁地区健康体

检人群，均为男性８６例，年龄１８～４５岁，平均３２．６岁。

１．２　仪器与试剂　主要试剂包括总ＲＮＡ提取试剂盒为德国

Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒｍａｎｎｈｅｉｍ公司产品；Ｏｌｉｇｏ（ｄｔ）１５、ｒＲＮＡｓｉｎ为美国

Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品；ＴａｑＤＮＡ 聚合酶为 Ｓａｎｇｏｎ公司产品；

ＰＣＲ扩增仪为美国ＢｉｏＲａｄ公司产品。

１．３　方法

１．３．１　标本采集　对雁石坪汉族筑路工人抽取静脉血并分离

血清，于－７０℃保存，１０ｄ内完成检测。

１．３．２　实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＣＯＸ２ｍＲＮＡ　使用总

ＲＮＡ提取试剂盒提取总ＲＮＡ。ＣＯＸ２引物序列设计如下，上

游引物：５′ＣＴＧＴＡＴＣＣＣＧＣＣＣＴＧＣＴＧＧＴＧ３′；下游引

物：５′ＡＣＴ ＴＧＣ ＧＴＴ ＧＡＴ ＧＧＴ ＧＧＣ ＴＧＴ ＣＴＴ３′。经

ＰＣＲ扩增后，目的片段长度为２７９ｂｐ。βａｃｔｉｎ的引物序列如

下，上游引物：５′ＣＣＡＡＧＧＣＣＡＡＣＣＧＣＧＡＧＡＡＧＡＴＧＡ

３′，下游引物：５′ＡＧＧＧＴＡＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＣＣＧＣＣＡＧＡ

Ｃ３′。经ＰＣＲ扩增后，目的片段长度为５８７ｂｐ。本实验中，使

用０．５μｇ总ＲＮＡ进行检测。ＣＯＸ２和βａｃｔｉｎＰＣＲ的具体循

环参数如下。ＣＯＸ２：９４℃２ｍｉｎ；９４℃１ｍｉｎ，７２℃５ｍｉｎ，共

３０个循环；７２℃７ｍｉｎ。βａｃｔｉｎ：９４℃ ２ｍｉｎ；９４℃ １ｍｉｎ，

５５℃１ｍｉｎ，７２℃１ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。循环完

成后，取１０μＬ在２％琼脂糖凝胶上电泳、照相、扫描，用Ｔｉｇｅｒ

图像分析软件进行分析，结果以ＣＯＸ２／βａｃｔｉｎ的吸光度（Ａ

值）比值表示。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计分析，计量

资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

海拔４７５０ｍ的高海拔地区人群血清ＣＯＸ２ｍＲＮＡ的水

平［（２．４８±１．２６）ｎｇ／ｍＬ］，与２２６０ｍ 西宁地区人群血清

ＣＯＸ２ｍＲＮＡ水平［（０．１２±０．０６）ｎｇ／ｍＬ］比较，差异有统计

学意义（犘＜０．０５），见表１。

表１　　高海拔地区与西宁地区人群血清ＣＯＸ２ｍＲＮＡ

　　　　水平（ｎｇ／ｍＬ，狓±狊）

所处地区 狀 ＣＯＸ２ｍＲＮＡ水平

高海拔地区 ８０ ２．４８±１．２６

西宁地区 ８６ ０．１２±０．０６

３　讨　　论

环氧合酶（ＣＯＸ）是花生四烯酸代谢中ＣＯＸ途径的限速

酶，存在两种同工酶［１］：结构性ＣＯＸ１和诱导性ＣＯＸ２。前者

在人体多种组织和细胞中均有表达，主要调节生理前列腺素的

合成，后者在正常组织中水平很低，其表达受细胞内外许多刺

激因素的影响，在病理生理反应过程中，诱导产生［２］。自从

ＣＯＸ２被发现以来，引起了广泛关注。对缺氧性损伤的研究

提示，缺氧后ＣＯＸ２的表达与高原心脏病有相关。青海地处

青藏高原，平均海拔在３０００ｍ以上，低氧、低气压、寒冷、多风

沙、紫外线辐射强，环境气候恶劣，高原缺氧环境对机体生理功

能有损伤，对反映心、肺、肾等脏器功能指标都有影响，这在以

往研究中已被证实［３５］。高原缺氧使肺细小动脉发生痉挛，加

之高原地区继发红细胞增多，血液黏稠度增大形成细小血栓，

致肺循环阻力升高，进而发展为肺动脉高压，导致发生高原心

脏病。本文结果显示，海拔４７５０ｍ地区人群，ＣＯＸ２ｍＲＮＡ

均处于高表达状态，与海拔２２６０ｍ的健康人群比较，差异有

统计学意义（犘＜０．０５）。多数研究发现ＣＯＸ２表达可被缺氧、

药物、内毒素等各种刺激因素所诱导［６］，文献［７８］研究，大鼠

脑缺血后，灶性缺血区ＣＯＸ２ｍＲＮＡ和蛋白水平有大量的增

加。心力衰竭患者心肌的纤维瘢痕部位均有丰富的 ＣＯＸ２

ｍＲＮＡ和蛋白的表达
［９１０］。本研究中，高海拔地区 ＣＯＸ２

ｍＲＮＡ处于高表达状态，符合上述报道，可能是低氧、低气压

刺激诱导所致。因此，在高原ＣＯＸ２ｍＲＮＡ处于高表达状态

时，可以提示高原缺氧环境对人体器官可能造成器质性改变，

同时也提示在高原工作的人群要关注身体健康，定期体检，合

理膳食，尽可能将高原心脏病的发生风险降到最低。
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１２０例高危ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ检测结果分析

张凤芹，张清泉，侯素平，冀雪霞，张宪军，杜素果

（哈励逊国际和平医院病理科，河北衡水０５３０００）

　　摘　要：目的　分析高危人乳头瘤病毒（ＨＰＶ）Ｅ６／Ｅ７ｍＲＮＡ检测结果在宫颈病变的不同情况时的意义。方法　应用支链

ＤＮＡ技术检测宫颈脱落细胞和宫颈组织中的 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ。结果　细胞学异常组阳性率显著高于细胞学正常组（犘＜０．

０５）；宫颈癌前病变和宫颈癌之间阳性率比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　宫颈上皮的异常与高危 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ

的转录有关，在宫颈癌筛查中检测高危 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ的转录具有临床应用价值。

关键词：人乳头瘤病毒；　Ｅ６／Ｅ７ｍＲＮＡ；　宫颈病变；　支链ＤＮＡ技术
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　　宫颈癌是女性生殖道发病率和死亡率最高的恶性肿瘤，属

于感染性疾病，但可以预防、治疗甚至治愈。高危型人乳头瘤

病毒（ＨＰＶ）的癌基因Ｅ６／Ｅ７的表达必须通过Ｅ６／Ｅ７ｍＲＮＡ。

它们的表达会导致宿主细胞恶性转化。本研究旨在探讨 ＨＰＶ

Ｅ６／Ｅ７ｍＲＮＡ在宫颈病变中检测的意义。

１　资料与方法

１．１　标本来源　２０１１年１０月至２０１４年３月在哈励逊国际和

平医院、衡水市第二人民医院、衡水市第四人民医院就诊的患

者，年龄２１～６５岁，有性生活的妇女，共１２０例。

１．２　仪器与试剂　主要仪器包括电热恒温鼓风干燥箱、冷光

仪。高危 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ检测试剂盒为科蒂亚生物有限

公司产品。

１．３　方法　标本的采集与保存：（１）细胞标本的采集用细胞采

样器的中央刷毛部分轻轻的深插入子宫颈管内，按同一个时针

方向转动采样器５～８周后，将收集的细胞放入细胞保存液中。

（２）宫颈组织用蜡块包埋的组织，切片，脱蜡至水，用刀片刮下。

操作严格按试剂盒说明书进行。

２　结　　果

２．１　未确诊宫颈癌人群的检测结果分析　７９例未确诊宫颈

癌者的标本按细胞学检查结果分为细胞学结果正常组和细胞

学结果异常两组，两组间进行ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ阳性率的比

较。５３例细胞学结果正常者的Ｅ６／Ｅ７ｍＲＮＡ阳性率为５１％

（２７／５３），２６例细胞学结果异常者Ｅ６／Ｅ７ｍＲＮＡ（ＨＰＶ）的阳

性率为８５％（２２／２６），两组阳性率进行比较，差异有统计学意

义（犘＜０．０５）。

２．２　对宫颈癌术后人群检测结果的分析　７例细胞学结果正

常者 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ阳性者５例，阳性率为７１％（５／７），１

例细胞学结果异常者Ｅ６／Ｅ７ｍＲＮＡ为阳性。由于例数太少无

法进行统计学分析。阳性拷贝值范围为１２１．７５０～３１５４５ｃｏｐ

ｉｅｓ／ｍＬ，应注意密切随访。

２．３　组织学标本的检测　一共对３４例组织学标本进行了检

测，根据组织学类型将标本分为两组：宫颈鳞状细胞癌组（１２

例）和癌前病变组（２２例）。２２例癌前病变组标本的 ＨＰＶＥ６／

Ｅ７ｍＲＮＡ检测的阳性率为９１％（２０／２２），宫颈鳞状细胞癌组

标本的 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ检测阳性率为１００％（１２／１２），两

组间的阳性率进行比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。宫颈

癌前病变组 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ检测值的范围为３２．８７０～１１

２７４．４６０ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，宫颈鳞状细胞癌组 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ

检测值的范围为１５５１６．４００～２４６４１０．８９０ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ。宫颈

鳞状细胞癌组标本的阳性拷贝值均值高于宫颈癌前病变组

标本。

３　讨　　论

９９．７％的宫颈癌合并 ＨＰＶ感染
［１］，行 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲ

ＮＡ检测更能反映 ＨＰＶ感染的危害程度
［２］。ＨＰＶ感染后，其

ＤＮＡ能够整合到宿主细胞ＤＮＡ中，ＨＰＶＥ６、Ｅ７蛋白表达，

使抑癌蛋白Ｐ５３、Ｒｂ失活，最终会导致宫颈上皮细胞的恶性增

生［３５］。

通过对１２０例 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ检测结果分析发现高

危 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ的阳性率随细胞的异常而上升；ＣＩＮ者

的 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ阳性表达高达９１％；宫颈癌术后仍有

７１％的患者高危 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ为阳性。宫颈鳞状细胞

癌患者 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ阳性表达高达１００％且宫颈鳞状

细胞癌阳性拷贝值范围为１５５１６～２４６４１ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，远高于

无鳞状上皮细胞内病变者的 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ阳性拷贝值

范围４０～２０６９ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ。

宫颈上皮的异常与高危 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ的转录有关，

在宫颈癌筛查中检测高危 ＨＰＶＥ６／Ｅ７ｍＲＮＡ的转录具有临

床应用价值。
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