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呼吸道合胞病毒空斑形成实验的条件优化
于 莉 ， 吴 璇 ， 汪旻旻 ， 黄升海

摘要 采用空斑形成实验方法测 定 呼吸道合胞病毒 （
ＲＳＶ

）ＲＳＶ 为 国际标准株 Ｌｏｎ
ｇ 株 ， 以上均 由 安徽医科大学

的滴度 ， 加 人覆盖层倒 置培养 ２７
、
３〇

＇
３ ４

、
４〇ｈ 后经 固 定 染微生物学教研室保存 。

色 、剔除覆盖层后 ， 可 见清晰透明 空斑 ， 边缘清晰 、形态均 为１ ． ２ 主要试剂 新生牛血清 （ 杭州 四 季青公 司 ） ；

圆形或类圆形 ， 空斑直径分别 为 １
、

１ ． ５
、
３

、
５左右 。 加人ＤＭＥＭ 培养基 （ 美 国 Ｇ ｉｂ ｃｏ 公 司 ） ； 琼脂糖 （ 上海生

覆盖层后培养病毒的时间 可 以影 响 ＲＳＶ 最终所形成 的空斑
王生物工程股份有 限公 司 ） ；

６ 孔细胞培养板 （ 中 国
大小 ， 并且随着时间 的延长空斑逐渐增大 ， 在 ３〇

￣

３４ｈ 所形
Ｎ ｅ ｓ ｔＢＫ） ｔｅｃｈｎＧ ｌＧ

ｇｙ 公司 ） 。

成的空斑大小最佳 ’ 易于计数 。 病毒的稀释度也会影响空斑
１ ３ 细胞培养及病毒增殖 用含 新 牛 清

最终形成的数量 ，通着稀释度 的增加 ， 空赚量逐渐减少 。
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－田胞 ， 长至 ％ 寸 ， 用
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合时 ， 弃去培养液 ，

ＰＢＳ 冲洗 ２ 次 ， 取 １ ０ｍ ｌＲＳＶ 加
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－２ 细胞 中 ，

３ ７Ｔ ：

、
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２ 条件下孵育 ，

１ ５
̄

ＲＳＶ
） 被认为是引起世界范 围 内婴幼儿严重下呼吸３ ０ｍ ｉ ｎ 摇晃 １ 次 ；

２ｈ 后 ， 弃去上清液 ， 加人含 ３％ 新

道感染最常见的病原体 ， 也是引起免疫力低下患者 生牛血清 的 ＤＭＥＭ 病毒维持 液 １ ０ｍ ｌ
，

３ ７１
、
５％

和老年人下 呼 吸道感 染 的病原体之一
［

卜 ３
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。 因此ｃ〇
２ 条件下衅 育 ；

至 Ｈ ｅｐ
－２ 细 胞典型 融 合病 变 达

ＲＳＶ 越来越受到重视 ， 而对 ＲＳＶ 致病机制 的研究及
９０％￣ １ ００％ 时 ，将细胞刮下 ，

４ｔ
、
３０００ｒ／ｍ ｉ ｎ 离心

抗 ＲＳＶ 药物和疫苗 的研发均需对 ＲＳＶ 的滴度进行
１ 〇ｍ ｉｎ

， 收集上清液分装后冻于 －

８０１ 或液氮罐 中

定量测定 。 国 内外通常采用空斑计数对病毒进行滴

度检测 。 该实验采用 甲酸 － 结晶紫空斑法在原有的
Ｈ 自斑形成实验 实验过程 ： ① 以 ５ ＿ ０ ｘ １ ０

５

的

空斑形成实验方法上 ，
通过对营养覆盖物培养

密度接种 Ｈｅ
ｐ

－

２ 细胞于 ６ 孔细胞培养板 中 ， 置于 ３ ７

时间 的改变 ， 就 ＲＳＶ 在 人喉癌上皮细胞 （
ｈｕｍ ａｎ ｌ ａ ｒ

－叫 培养箱 中培养 ， 使其 ２４ｈ 内 长成单层 ；

ｙ
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） 上在培养时 间

② 在冰盘上用 ＤＭＥＭ 将 ＲＳＶ 作 １ ０ 倍连续 系列稀

及病毒稀Ｍ改顿餅下所職空麵大小及数
释 （ 图 １

） ， 即在—制 ２ｍ ｌ 的 ＥＰ 管 巾先加人 １ ＿８

量进行研究 ，Ｍ进行条件航 。 拟达到植报好
ｍ ｌＤＭＥＭ
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的实验条件 ， 能够更精确地对病毒滴度进行检测 ， 并
＇

混勾后的该 ＲＳＶ 病毒悬液的
＾
释度为 １ ０

１

，取混合

且重复性綱
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较好 ， 为临床病程＿撕提供更議
翩 Ｑ ． ２ｍ ｌ 病毒悬液加人第二支 即 管 中 ， 该管 中

〇 的病毒稀释度 为 １ 〇
２

， 依此类推作 系列稀释 ， 则得
多Ｈ＾ ＇ °

 到连续 １ 〇 倍稀释的病毒悬液 。 随着稀释度的增加 ，

１ 材料与方法 病毒的毒力逐渐减弱 ；③ 弃去细胞培养板 中各孔 中

１ ． １ 细胞及病毒 Ｈｅ
ｐ

－２ 细胞为人喉癌上皮细胞 ，

的培养液 ，取稀释度 为 １ ０
７
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的病毒悬液 １ｍ ｌ

 加入培养板 中 ， 剩下 １ 孔不加病毒仅加入 １ｍ ｌ 的

２０ １ ６ ０ １ １ ８ 接收 ＤＭＥＭ 作为正常对照 ， 置 ３７＾
、
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２ 培养箱 中
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０ ． ５ ％ 室温下水平放置 １ ５ｍ ｉ ｎ 使其凝 固 ； ⑤ 置于重要原因 ， 在 婴幼儿 中有较高 的发病率及死亡率 ， 而

３ ７１
、
５％Ｃ （ ）

２ 培 养箱 中 倒 置培养 ｔ 分别 培养 ２ ７
、且可 以 引 起 中耳炎 及 呼吸暂停等一 系列疾病

－
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３ ０
、
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、
４０ 丨 〗 后取出 培养板 ，每孔加人 ２ｍ ｌ 含 甲 醛的在全球不 同地 区统计每年 因 ＫＳＶ 感染死亡 的 人数

结晶紫 固定过夜 。 次 日 剔除覆盖层 ， 用 自 来水轻轻高达 １ ６ 万 ， 而 因 并 发 ＲＳＶ 感染 死亡 的 人数近 ６０

冲洗后 即可观察到清晰的空斑 。万
〃 １

。 因此 ， 检测 、 预防和治疗 ＲＳＶ 感染 的研究非

０ ． ２ ｍ ｌ ＲＳＶ 常重要 。 而在进行上述 ＫＳＶ 相关基础研究时 ， 首先
？

要对 ＫＳＶ 病毒的滴定进行测定
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图 ｉｕ ｓ ｖ 作 ｎ 丨 倍连续 系 列稀释

２

加入营养琼脂植盖层分别倒置培养 ２７
、
３０

、
３４

、Ｆ．
？

^
４０ｈ 后 ， 每孔加入 ２ｍ ｌ 含 ４％ 甲醛的结晶紫溶液 固

犯使 Ｕ 汜 ＂
１ 见 ． 丨川 ＼ 拟 苫⑷心 培 泠 ２ ７

定染色过夜 ， 剔除植盖层 ， 用 自絲轻轻冲洗后可 Ｘ见

察到直径约 １ｍｍ
、形态 为 圆形或者类 圆形的空斑 ，

边缘整齐 ， 清晰透 明 ；
丨 １随着病毒 稀释 ） ３ｉ 的把

＇ 加 ， ９图 ３ 加入覆盖层倒置培养 ３０ｈ 后经 固定染色 、

斑的数量逐渐减少 ： 该培养时间点所形成的空斑面 剔 除 覆盖层所形成 的空斑

积较小 ， 不易于计数 （ 图 ２
） 。 培养 ３０ｈ 及 ３４ｈ 的细 Ａ

： 空 「 １ 对照 ；

Ｂ － ｈ病毒 稀 释度分别 为 １ ０
７
￣

１ ０
＂

胞培养板剔除覆盖层后 ，可观察到 比 ２７ｈ 的空斑略Ｐ

大 ， 直径分 别约 为 丨 ． ５ 和 ３ｍｍ
， 该时 Ｎ段 内 形 成 的

空斑较易于观察计数 ， 且空斑的数量亦随着病毒 的 １ｍｆｆｉＴＯ
ｌ
Ｙ

ｉ
ｉ 抒逐 渐减 少 （ 阳 ３

￣ ４
）

ｉ

ｆ
ｌ

ｌ

Ｊ
ｖＨＭＯ Ｉ ＇

直径为 ５ｍｍ 左右的大空斑 ， 不易 于计数 ， 空斑形成

的数量与病毒的稀释程度呈反 比 （ 图 ５
） 。

＿

图 ４ 加入覆盖层倒置培养 ３４ｈ 后经 固定染色 、

ｆ賺觀层祕 成 的 空斑

Ａ  ： 空 白对照 ；

Ｂ 
￣

Ｆ
： 病毒稀释度分別 为 １  （Ｔ

７
￣

 １  （ ） 

１ 丨

Ｗ－由 于 ＫＳＶ 是 ＲＮＡ 病毒 ， 属于副黏病毒属 ， 对其

进行病毒滴度 的测定 比 ［ ） Ｎ Ａ 病 毒更难 此前也有

图 ２ 加入覆盖层倒置培养 ２７固定染色 、学者用免疫法测定 Ｒ ＳＶ 滴度 ， 但是－旦 ＲＳＶ 融合

剔 除覆盖层所形成的 空斑 （
Ｆ

） 蛋 白 突
＇变 ， 抗 勺单克 ｆ

ｔ抗体 ＇就会失

Ａ
： 空 白 对照 ；

丨 ｉ

－

Ｆ

’

： 病毒稀 释度分别 为 〗 （ ）

７
 ＊ ？

丨 （厂
１ １效 ， 从而导致空斑实验失败

Ｋ

。 而传统的病毒空斑

技术操作较繁杂 ， 影响病毒空斑形成的 因 素较多 ，
且

３＾ 用 中性红染色 的标本 不能 固 定保存针对这些

ＲＳＶ 是婴幼儿细 支气管 炎 和病毒性肺 炎 的最问题本研究采用 甲 醛 － 结 晶 紫空斑法对 ＲＳＶ 进行
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空斑形成实验的研究 。 甲 醛 － 结晶紫空斑法是利用确 ，
且重复性好 ，能够为临床病程的判断提供更准确

病毒感染细胞后形成一个局 限性 的病变细胞区 ， 由的参考信息 ， 更好地为临床服务

于结晶紫是碱性染料 ，
可 以与细胞核中 的核酸结合 ，本实验 中 只对 ＲＳＶ 病毒 的 空斑形成实验做 了

把核染成紫色 。 正常细胞经结 晶紫染色后呈紫 色 ，条件优化 ， 没有 以其他的病毒作为对照 ； 另外也只做

经甲 醛作用 固定于培养板上 。 而病毒感染所致病变了不同培养时间和病毒稀释度这两个方面的影响 因

的细胞则不能固定 ， 被 自 来水 冲掉形成空斑 ， 肉 眼可素 ， 对琼脂糖浓度等条件并没有进行探讨 ， 有待进一

见圆形或类圆形斑 。 理论上
一个最初感染细胞的病步完善 。

毒颗粒形成
一

个空斑 ， 经结晶 紫染色后 即可直接 肉Ｈ
、

＃

眼观察 、计数空斑 ， 精确测定病毒感染单位量
［

Ｋ ｌ

。
＂

ＩＮ ａ ｉ ｒ Ｈ
，Ｎ ｏ ｋ ｅｓＤ Ｊ

，Ｇｅ ｓｓ ｎ ｅ ｒＢ Ｌ）
，ｅ ｔａ ｌ ．Ｇ ｌ ｏｂ ａ ｌｂ ｕ ｒｄ ｅ ｎｏ ｆ ａｃ ｕ ｔ ｅ

八■

＜

 ＇

， ｌ ｏｗ ｅｒ ｒｅｓ
ｐ

ｉ ｒａ ｔｏ ｒ
ｙ ｉ ｎ ｆｅｃ ｔ ｉ ｏ ｎ ｓｄ ｕ ｅ ｔｏｒｅ ｓ

ｐ
ｉ ｒａ ｔｏ ｒ

ｙｓ
ｙ
ｎ ｃ

ｙ
ｔ ｉ ａ ｌｖ ｉ ｒｕ ｓ ｉ ｎ

＊

 ｙ
ｏ ｕ ｎ

ｇ
ｃ ｈ ｉ ｌ ｄ ｒｅ ｎ

： 
ａｓ

ｙ
ｓ ｔｅｍ ａ ｔ ｉ ｃ ｒｅ ｖ ｉ ｅｗａ ｎｄｍｅ ｔ ａ

－

ａｎ ａ ｌ

ｙ
ｓ ｉ ｓ

 ［ 
Ｊ ．Ｉ ＾ ｉ ｎ

－

Ａ ｃ ｅ ｔ
，２０ １ ０ ，３ ７ ５ （

９ ７ ２５
）  ： 

１ ５ ４ ５
－

５ ５ ．

Ｉ

［
２Ｈａ ｌ ｌＣＢ ．Ｒ ｅ ｓ

ｐ
ｉ ｒａ ｔ ｏｒ

ｙ
ｓ
ｙ
ｎ ｃ

ｙ
ｔ ｉ ａ ｌｖ ｉ ｒｕ ｓ ｉ ｎ

ｙ
ｏ ｕ ｎ

ｇ 
ｃｈ ｉ ｌ ｃ ｌ ｒｅｎ

［ 
Ｊ

 ］
．Ｌａｎ ？

ｃ ｅ ｔ
，２０ １ ０

，３ ７ ５ （
９ ７ ２ ５ ）  ： 

１ ５ ００
－

２ ．

［
３

］ 朱童娜 ，
吴 璇 ， 邱 欢 ， 等 ． 呼吸道合胞病毒感染人肺上皮

Ｆ．ＥＤ 细胞诱导氧 化 应 激对 ｔ ［ ．Ｒ７ 基 因 及 其 下 游 因子表 达 的影 响

ｆ
ｒ

＇

 ［ Ｊ ］
． 安徽 医科大学学报 ，

２０ 丨 ４
，４９ （

１ 丨

） ：
１ ５ ３ ９

－

４ ３ ．

［
４

］Ｄ ｕ ｌ ｂ ｅ ｃ ｃ ｏＲ ．Ｐ ｒｏ ｄ ｕｃ ｔ ｉ ｏｎ ｏ ｆ
ｐ

ｌ ａ
ｑ
ｕ ｅｓ ｉ ｎｍｏ ｎ ｏ ｌ ａ

ｙ
ｅ ｒ  ｔ ｉ ｓｓ ｕ ｅｃｕ ｌ ｔ ｕ ｒｅ ｓｂ

ｙ

ｓ ｉ ｎ
ｇ

ｌ ｅ
ｐ

ａ ｒｔ ｉ ｃ ｌ ｅｓ ｏ ｆ ａ ｎａ ｎ ｉ ｍａ ｌｖ ｉ ｒｕ ｓ
［ 
Ｊ

］
．Ｐ ｒｏ ｃＮ ａ ｔ ｌＡ ｃ ａｄＳ ｃ ｉＵ Ｓ Ａ

，

１ ９ ５ ２
，３ ８ （ ８ ）  ：

７４７
－

５ ２ ．

［

５
 ；Ｍ ｃＫ ｉ ｍｍ

－ Ｂ ｒｅ ｓｃｈ ｋ ｉ ｎ ＪＬ ．Ａｓ ｉ ｍ
ｐ

ｌ ｉ ｆ ｉ ｅｄ
ｐ

ｌ ａ
ｑ
ｕ ｅａｓｓａ

ｙ
ｆｏ ｒ ｒｅ ｓ

ｐ
ｉ
ｒａ ｔｏ ｒ

ｙ

ｓ
ｙ
ｎ ｃ

ｙ
ｔ ｉ ａ ｌｖ ｉ ｒｕ ｓ

－

ｄ ｉ ｒｅ ｃ ｔｖ ｉ ｓ ｕ ａ ｌ ｉ ｚａ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆ
ｐ

ｌ ａ
ｑ
ｕ ｅ ｓｗ ｉ ｔ ｈ ｏｕ ｔ ｉ ｍｍ ｕ ｎ ｏｓ ｔ ａ ｉ ｎ

图５加入覆盖层倒 置培养经 固定 染 色 、

 ｉ ｎ
ｇ ［ Ｊ

Ｊ

．

． ，
Ｖ ｉ ｒ〇 ，Ｍ ｅ ｔ ｈｏ ｄ ，

，２００４ ．
１ ２〇

（
，

） ：
． １ ３ ７ ．

剔 除覆盖层所形成 的全斑 ［
６

］Ｃ ｈｅｎＹＷ
，Ｈ ｕ ａ ｎ

ｇ
ＹＣ

，
Ｈ ｏ ＴＨ

，ｅ ｔ ａ ｌ ．Ｖ ｉ ｒａ ｌ ｅ ｔ ｉ ｏ ｌ ｏ
ｇｙｏ

ｆ ｂ ｉｘ ｊ ｎ ｃ ｈ ｉ

ａ
： 空 白 对照 ；

ｂ
？

ｆ
： 病毒稀释度分别为 ｉ ｏ

－

Ｌ ｋｔ
１ １

Ｔ
．

 ，
？

ｏ ｌ ｉ ｔ ｉ ｓａｍ ｏ ｎ
ｇｐ

ｅｏ ｉ ａ ｔ ｎ ｃ ｉ ｎ
ｐ
ａ ｔ ｉ ｅ ｎ ｔ ｓ ｉ ｎｎ ｏ ｒ ｔ ｈ ｅ ｒｎ ｌ ａ ｉ ｗ ａ ｎｗ ｉ ｔ ｈｅｍ

ｐ
ｈ ａｓ ｉ ｓ

ｏｎｎ ｅｗ ｌ

ｙ
ｉ ｄ ｅｎ ｔ ｉ ｆｉｅｄ ｒｅ ｓ

ｐ
ｉ ｒａ ｔ ｏ ｒ

ｙ
ｖ ｉ ｒｕ ｓ ｅ ｓ

 ［ 
Ｊ
 ］

．ＪＭ ｉ ｃ ｒｏｂ ｉ ｏ ｌ Ｉｍｍ ｕ ｎ ｏ ｌ

应用此法测定 ＲＳＶ 滴度简便易 行 、 耗时短 、 成Ｗｅ ｅ ｌ
，２０ 丨 ４

，４ ７
（
２

） ：

１ １ ６
－

２ 丨 ．

本低 ， 能准确测定病毒的滴度 ， 还可保 留 实验结果 ，

［
７

］ 朱传凤 ？ 傅生芳 ， 寇桂英 ， 等 ． 人呼吸道合胞病毒黏附蛋 白 片

并且重复性好 ，具有较高 的稳定性
｜

９
］

。 但是影响空
２Ｄ １ ２

’２ ５

（ ４ ）
－

３ ８ ９ 
－

９２

斑形成的 因素有很 多 ， 本研究 主要检测 了 在其他 条 ｘ ｌｌＴ ，ｕ ，ｖ
１ 
ｏ Ｓｎ ｉ ｎ ｏ ｉ ｉ

 Ｊ Ｊ ，Ｕｏ ｎ ｅｎＫ ． Ｌ
， Ｉ ｈ ｕ ｎ ｉａｒ ｎ

，ｅ ｔ ａ ｌ ．Ｙ ｏ ｕ ｎ
ｇ 

ｌ ｎ ｌ ａ ｎ ｔ ｓ  ｃ ａｎ ｄ ｅ
－

件不变的情况下 ， 培养时 间 及病毒毒力 变 化对空斑
ｖ ｅ ｌ ｏ

ｐｐ
ｒｏ ｔ ｅ ｃ ｔ ｉ ｖｅ ｌ ｅ ｖ ｅ ｌｓｏ ｆｎ ｅｕ ｔ ｒａｌ ｉ ｚ ｉ ｎ

ｇａ
ｎ ｔ ｉ ｂｏｄ

ｙ
ａｆｔ ｅ ｒ ｉ ｎｆｅ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎｗ ｉ ｔ ｈ

大小及其数量的影 响 。 研究显示 ，

ＲＳＶ 空斑形成实 ｒｅ ｓ
ｐ

ｉ ｒａ ｔ ｏ ｒ
ｙ

ｓ
ｙ
ｎ ｃ

ｙ
ｔ ｉ ａ ｌｖ ｉ ｒｕ ｓ

［ Ｊ ］
． Ｊ Ｉ ｎｆｅｃ ｔＤ ｉ ｓ

，

２ ００ ８
，

１ ９ ８
（
７

）  ： 
１ ００ ７

验中 ， 感染 ＲＳＶ 后加人覆盖层培养病毒 的时间 可 以
－

ｉ ｓ ．

影响 ＲＳＶ 最终所形成的空斑大小 ， 并且随着时间 的 ［
９

： 蒋 虹 ． 乔红伟 ’ 丛 器 ， 等 ． ＳＡ ＲＳ － Ｃ ｏＶ 细胞空賴验 ［ Ｊ
：

．

Ｌｋ 全 斑 渐 ｂ 大 。 在 加 人 Ｓ ｉ 层 后 ｎ 养 心 、 ｋ ［
１ ０

］
王金华 ， 陈爱欢 ． 甲 基纤维素 － 结 晶紫空斑法在呼 吸道 合胞

ＲＳ＼ 的 Ｈ ｅ
ｐ

－２ 细胞 ３ ０
￣

３ ４ 丨 １
， 得到 的 空斑清晰且易病毒检测 中 的应 用 ［

■ ！ ］
． 中华 临 床 医师杂志 ，

２０ １ ３
，７ （

２３
） ：

于计数 ； 而且随着病毒的毒力减弱 ，空斑的数量逐渐 １ ０８０６
－

８ ．

减少 。 该条件下得到 的空斑敏感性更高 、定量更精

Ｃｏｎｄ ｉ ｔ ｉｏｎｏｐ ｔ ｉｍ ｉｚａ ｔ ｉｏｎｆｏｒｐ ｌａｑｕｅ

ｆｏｒｍ ｉｎｇｔｅｓｔｏｆｒｅｓｐ ｉｒａ ｔｏｒｙｓｙ
ｎｃｙ ｔ ｉａ ｌｖ ｉ ｒｕ ｓ

Ｙ ｕＬ ｉ

，ＷｕＸｕ ａ ｎ
，Ｗ ａｎ

ｇ
Ｍ ｉ ｎｍ ｉ ｎ

，ｅ ｔａ ｌ

｛
Ｄｅｐ ｔｏｆ 

Ｍ ｉｃｒｏ ｂ ｉｏ ｌｏｇｙ ，Ａ ｎｈ ｕ ｉＭｅｄ ｉｃａ ｌＵｎ ｉｖｅ ｒｓ ｉ ｔｙ 
＾Ｈｅｆｅ ｉ２３００ ３ ２

）

Ａ ｂｓ ｔ ｒａ ｃ ｔＲｅｓ
ｐ

ｉ ｒａ ｔｏ ｒ
ｙ

ｓ
ｙ
ｎ ｃ

ｙ
ｔ ｉ ａ ｌｖ ｉ ｒｕ ｓ

（
ＲＳＶ

） ｔ ｉ ｔ ｅ ｒｓｗｅ ｒｅ ｉ ｎ ｖ ｅ ｓ ｔ ｉ

ｇ
ａ ｌ ｅｄｂ ｙｐ

ｌ ａｑ ｕ ｅ
ｆｏ ｒｍ ａ ｔ ｉ ｏ ｎａ ｓ ｓ ａ

ｙ
．Ｃ ｌａ ｒ ｉ ｔ

ｙ
ａｎｄｂｏｕｎ ｄ －

ａ ｉ７ｃ
ｌ ｅ ａ ｒ

ｐ
ｌ ａ
ｑ
ｕｅｓｃ ｏ ｕ ｌ ｄｂｅｖ ｉ ｓ ｉ ｂ ｌ ｅａ ｆｔ ｅ ｒｆｉ ｘ ｅｄｄ

ｙ
ｅ ｉ ｎ

ｇ
ａｎ ｄｒｅｍ ｏ ｖｅｄｃ ｏ ｖｅ ｒｓａ ｆｔ ｅ ｒ

ｊ
ｏ ｉ ｎ ｉ ｎ

ｇ
ｃｏ ｖｅｒｉ ｎ

ｇ
ｃｕ ｌ ｔ ｉ ｖａ ｔ ｉ ｏ ｎ２７

，３０ ，



？

５ ９ ８
？安徽 医科大 学 学报 ／４ ｃ ；ｇＭｅｃ＾ｃ ｔ＞ｉ （ｚ ／ｋ ／Ｉ ｎ ／ｍ ｆ２０ １ ６Ａ

ｐ
ｒ

；

５ １
 （
４

）

网 络 出 版 时 间 ：
２０ １ ６

－

３
－

８８
：
２９

：
０２网 络 出 版地址 ：

ｈ ｔ ｔ
ｐ ：

／／ｗｗｗ ． ｃｎｋ ｉ ． ｎ ｅ ｔ／ ｋ （ ：ｍｓ／ ｄｅ ｔａ ｉ ｌ／３４ ． １ ０６５ ．Ｒ ． ２０ １ ６０３０８ ． ０８２９ ． ０６ ６ ． ｈ ｔｍ ｌ

胰腺癌缺失基因 ＤＰＣ４ 在牙龈癌中的表达

张 强
＇

， 刘继刚
２

，杨 国海
３

， 刘 江
４

，刘 昊
５

摘要 应用免疫组织化学技术 和 Ｒｅａ ｌ
－

ｔ ｉｍｅＰＣＲ 法检测 ３ ３型中表达 、分布及变化情况 ，有助于为临床检测牙龈

例牙龈癌 （ 高分化 ！ ５ 例 ， 中分化 丨 〇 例 ， 低分化 ８ 例 ） 和 ８ 例癌进行早期确诊和制定合理的治疗方案提供参考和
正常牙龈组织 中 ＤＰＣ４ 蛋 白 和 ｍＲＮＡ 的表达情况 。 结果显借鉴的指标 。

示 ， 牙龈癌组织 ＤＰＣ４ 阳性细胞百分 比显著低于正常牙龈组
°

织
， 高分化 、 中分化 、低分化牙龈癌和牙龈组织的 ＤＰＣ４ 蛋 白１ 材料与方法

相对表达 、
ｍＲＮＡ 表达差异有统计学意 义 （

Ｐ＜ ０ ． ０５
） 。 提示Ａｎ ＾ ｆ，ｈｈ？

牙麵 ＤＰＣ４雜降低 ，
可能与牙龈癌的发生与发展有关 。

、 、

． 材料 牙龈癌Ｕ蜡标本来 自 十北理工大

关键词 胰腺癌缺失翻 ４
； 牙龈癌 ； 免疫组织化学 ；

Ｒｅａ ｌ
－

学麵医院 口腔领面外科 ， 共 ３ ３ 例 ， 其中髙分化 Ｉ ５

ｔ ｉｍｅＰＣＲ 例 ， 中分化 １ ０ 例 ， 低分化 ８ 例 。 所有病例经病理学

中 图分类号 Ｒ７ ８０ ． ２ 确诊
，术前未进行放疗化疗 。 正常牙龈组织 ８ 例 ， 为

文献标志码 Ａ 文章编号 １ ０００
－

１ ４９ ２ （
２〇 １ ６

）
〇４

＿

〇５ ９ ８
－

〇３随机从癌旁牙龈组织 中 获取 。 鼠抗 ＤＰＣ４ 抗体和

ＰＣＲ 相关试剂购 自 武汉博士德生物工程有限公 司 ；

牙龈癌有较高的发病 、转移和复发率 ， 绝大多数免疫组化试剂盒购 自 北京 中杉金桥生物技术有限公

为高分化 的鳞状上皮 细胞癌
［

１

］

。 研究 与 牙龈癌 的司 。

发生 、转移 、预后有关的生物学指标将有助于合理应１ ． ２ 方法

用综合性治疗方法 ，提高患者的生存率及生存质量 。 １ ． ２ ． １ 免疫组织 化 学检测 石蜡切 片常规脱蜡至

胰腺癌缺失 基 因 ４
（

ｄｅ ｌ ｅ ｔｅｄｉｎｐａｎ ｃ ｒｅａ ｔ ｉ ｃｃ ａｎｃ ｅ ｒ４
，水 ，

３ ％Ｈ
２

０
２ 溶液室温封 闭 内 源性过 氧化物酶活

ＤＰＣ４
） 是最近几年在胰腺癌 中 发现 的

一

种新型肿性 ， 抗原热修复和 ５％Ｂ ＳＡ 封闭后 ，

一抗 ４ｔ 孵育过

瘤抑制基因 ，其主要作用为调节细胞 的生长 、分化 、 夜 （

一抗浓度为 １ ： １ ５０
） ，

ＤＡＢ 显色 。
ＤＰＣ４ 以细胞

凋亡
２ ４

１

。 研究 ＤＰＣ４ 基因 和蛋 白在牙龈癌不同类胞质和 （ 或 ） 细胞核 内 出现棕黄色颗粒为 阳性表达 。



 高倍镜下 ， 随机选择 １ ０ 个视野 ， 计算 阳性细胞数 占

２０ １ ６ ０ １ １ ８ ？视野总细胞数的平均百分 比 。 同 时应用 Ｉｍａ
ｇ
ｅ

－Ｐｒｏ
－

ｐ
ｌｕｓ６ ．〇 软件分析系统对其 阳性细胞表达的光密度

２０ １ ５００ ８７
）＿

作者单位 ： 华 北 理 工 大学 附顧 院
１

口 腔科 、

５

神 经 内 科 ， 唐 山进行定量分析 ， 测定其积分光密度 （
ｉｎ ｔｅ

ｇ
ｒａ ｌｏ

ｐ ｔ ｉ ｃａ ｌ

０６ ３ ０００ ｄ ｅｎ ｓ ｉ ｔ
ｙ ，Ｉ０Ｄ

） 值 。

２

遵化市 人 民医院 口 腔科 ， 遵化 〇６４２〇〇 １ ． ２ ．２Ｒｅａｌ
－

ｔ ｉｍｅＰＣＲ 法 检 测提 取 石 蜡 组织
３

唐 山 工人 医院分院 口 腔科 ， 唐 山 〇６３ 〇〇〇 ＤＮＡ
， 进 行 ＰＣＲ 扩 增 。

ＤＰＣ４ 上 游 引 物 ５
，

－ＡＧ －

４

华北理工大学基础 医学 院 ’ 唐 山 〇？ 〇〇〇

 ＧＣＴＡＡＣＴＣＡＴＣＴＧＧＡＴＣＧ －３

，

， 下 游 引 物 ：
５

，

－ＧＣ －

作者简介 ： 张 强 ， 男 ， 硕士 ， Ｍ往任麵 ；

 ＣＡＣＴＴＣ ＣＧＣＡＴＴＡＣ ＣＴＧ ３

＇

ＰＣＲ 扩 ｉ
尚 冬件 － ９４ 丈

刘 昊 ， 女 ，
主任 医师 ，

硕 士生 导师 ， 责任作 者 ，

。 曰 才Ｕ４＾
、

ｕ ｈ ａｏ９ ３ ８＠  １ ６ ３ ． ｒａｍ ４ｍ ｉ ｎ
 ；

９４Ｔ ；

、
３０ｓ

 ；

５ ５Ｘ ；

、
３０ｓ

 ；

７ ２Ｔ ：

、
２５ｓ

 ；

３ ５个循

３４
，
ａｎｄ４０ｈ ．Ｒｏｕｎｄｏ ｒｃ ｌａｓｓｒｏｕｎｄｐ ｌａ

ｑ
ｕ ｅｍ ｏｒｐ

ｈｏ ｌｏ
ｇ

ｉ ｅ ｓａｎｄｐ ｌａｑ
ｕ ｅ ｓ ｉｎ１

，

１ ． ５
，３ａｎｄ５ｍｍｄ ｉａｍｅ ｔｅｒｗ ｅ ｒｅ

ｆｏ ｒｍｅｄ ｉｎｄ ｉｆｆｅｒｅｎ ｔｌａ
ｙ
ｅ ｒ ｉ ｎｖｅｒｓ ｉｏｎｔｒａ ｉｎ ｉｎ

ｇ
ｔ ｉｍｅ

，ｒｅ ｓ
ｐ
ｅ ｃ ｔ ｉ ｖｅ ｌ

ｙ
．Ｐｌ ａｑｕ

ｅ ｓｓ ｉ ｚｅｗｈ ｉ ｃｈｗａ ｓｆｏｒｍｅｄｂ
ｙ
ＲＳＶｃ ｏｕ ｌｄｂｅａｆ

？

ｆｅｃ ｔ ｅｄｂ
ｙ

ｖ ｉ ｒｕ ｓ ｉ ｎｃｕｂ ａ ｔ ｉ ｏｎｔ ｉｍ ｅａｆｔｅ ｒａｄｄｅｄ ｌａ
ｙ
ｅ ｒａｎｄ

ｐ
ｌａ
ｑｕｅ ｓｄ ｉｍｅｎｓ ｉ ｏｎ ｓｗｅ ｒｅ ｉｎｃ ｒｅａ ｓｅｄ

ｇ
ｒａｄｕａｌｌ

ｙ
ｗ ｉ ｔｈ ｔｈｅｔ ｉｍｅｅｘ

？

ｔｅｎｄ ｉｎ
ｇ

ｉ ｎｔｈ ｅ
ｐ

ｌａ
ｑ
ｕ ｅｆｏｒｍａ ｔ ｉ ｏｎａ ｓ ｓ ａ

ｙ
ｆｏｒＲＳＹ ．Ｔｈ ｅ

ｐ
ｌａ
ｑ
ｕｅｓｗ ｅｒｅｅａｓ

ｙ
ｔｏｂｅｃｏｕｎ ｔｅｄｄｕ ｒ ｉｎ

ｇ
３０？ ３４ｈ ｉｎｗｈ ｉ ｃ ｈｔｈｅ

ｂｅ ｓ ｔｓ ｉ ｚｅａｎｄｎｕｍｂｅ ｒｏｆ
ｐ

ｌａ
ｑ
ｕ ｅ ｓｃｏｕ ｌｄｂｅｄｅ ｔｅｃ ｔｅｄ ．Ｔｈ ｅｎｕｍｂ ｅｒｏｆ

ｐ
ｌａ
ｑ
ｕｅｓｆｏ ｒｍ ｅｄｅ ｖ ｅｎ ｔｕ ａ ｌ ｌ

ｙ
ｃｏｕ ｌｄａｌ ｓｏｂｅａｆｆｅｃ ｔｅｄ

ｂ
ｙ ｔｈｅｄ ｉｌｕｔ ｉｏｎｏｆｖ ｉ ｒｕ ｓａｎｄｗ ｉ ｔｈ ｔｈｅ ｉ ｎｃ ｒｅａｓｅｏｆｄ ｉ ｌｕ ｔ ｉ ｏｎｄｅ

ｇ
ｒｅ ｅ ｓ

， ｔｈ ｅｒｅｄ ｕｃ ｔ ｉ ｏｎｏｆ
ｐ

ｌ ａｑ
ｕ ｅ

ｑｕａｎ ｔ ｉ ｔ ｉ ｅｓｗａ ｓｏｂ ｓｅｒｖｅｄ ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓｒｅｓ
ｐ

ｉ ｒａｔｏｒ
ｙ

ｓ
ｙ
ｎｃ

ｙ
ｔ ｉａ ｌｖ ｉ ｒｕ ｓｅ ｓ

；ｐ
ｌａ
ｑ
ｕｅｆｏ ｒｍ ｉ ｎ

ｇ
ａｓｓａ

ｙ ；ｆｏｒｍａｌｄｅｈ
ｙ
ｄ ｅ ｃ ｒ

ｙ
ｓ ｔａ ｌｖ ｉ ｏ ｌ ｅ ｔ


