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大鼠死后心肌肌红蛋白mRNA的含量变化与死亡时问的相 

关性研究 

王全芳，邓世雄，蒋 朴，黄 海，李 虹 

(重庆医科大学基础医学院法医学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究大鼠心肌肌红蛋白(Myoglobin，Mb)mRNA的降解规律，探讨其与死亡时间(Postmortem interval，PMI)的关 

系。方法：在 25℃±1℃，65％～70％温湿度控制系统下，通过采用 RT-PCR技术检测大鼠死后心肌 Mb mRNA在体保存和离体 

保存条件下各相应时间段的含量变化，用 SPSS 17．0软件对数据进行分析。结果：大鼠死后心肌 Mb mRNA随死亡(离体 )时间延 

长而逐渐降低，且与死亡(离体)时间呈线性关系，但在体保存要比离体保存降解慢。结论：Mb mRNA的降解呈n~l~q相关性，在体 

与离体条件下的降解规律并不完全一致；Mb mRNA有望用于推断较早期死后经过时间。 
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The relation of the content changes of cardiac muscle Myoglobin(Mb)mRNA to 

degradation time in rats after death 

WANG Quan-fang，et al 

(Department ofForensic Medicine，College ofBasic Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To study the degradation regularity of Moglobin(Mb)mRNAin rats and to explore the relationship between the time 

of death．Methods：Using RT—PCR to detect the Mb mRNA levels of the corresponding time changes in rat heart after death at 25℃ ±1℃ ， 

65％ ～70％ temperature and humidity control system，and use SPSS 17．0 software for data analysis．Results：The contents of the Mb 

mRNA in rats gradually decreased with the lengthening of the postmortem interval，and it had a proximate linear relationship with the 

postmortem interva1．The degradation of Mb mRNA is lower than that in vitro．Conclusion：Mb mRNA was time—related degradation，and 

the degradation under the conditions of the law was not entirely consistent in vivo and vitro；Mb could be used for estimating the earlier 

postmortem interva1． 
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死亡时间(Postmortem interval，PMI)的推断在法医实践 

工作中发挥着举足轻重的作用 ，准确及时的推断 PMI对确定 

作案时间，认定和排除嫌疑人，划定侦查范围乃至案件侦破 

均具有非常重要的意义l1' 。随着科学信息技术的迅猛发展， 

近年来国内外学者突破了传统的检测方法和理念(如尸体现 

象：尸斑 、尸冷、尸温 、尸僵等，观察超生反应 、尸体化学、胃肠 

内容物消化程度和蛆虫生长规律等[3-5])，纷纷将分子生物信 

息学技术运用到法医学研究中，并取得了显著成果。本研究 

通过采用 RT—PCR技术检测死后大鼠心肌在体与离体保存 

条件下 Mb mRNA的降解规律 ，期望找到一种更为有效的推 

断 PMI的方法。 
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1 材料与方法 

1．1 标本的分组及采集保存 

取健康清洁 SD大鼠 100只(由重庆医科大学实验动物 

中心提供 )，重量 220～240 g，雌雄不限，按在体和离体两种 

处置方式随机分为在体实验组和离体实验组 ，每个实验组分 

为0、1、2、4、6、8、12、24、48、72 h，10个时间组，每组 5只， 

断颈处死后立即置于 25 oC±1℃，65％一70％温湿度控制系 

统中，按死后即刻 ，以及保存相应时问点提取心肌组织，立即 

置于液氮中，随后于 一80％超低温冰箱保存备用。 

1．2 试 剂和仪器 

trizole总RNA提取试剂盒及 RT—PCR试剂盒购于Takara 

公司，琼脂糖等相关试剂购于武汉博士德生物工程有限公 

司，PCR仪(美国 Bio—Rad)、凝胶成像仪(美国Bio—Rad)、紫外 
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透射反射仪(美国 Bio—Rad)、低温高速离心机 (美 国 Bio— 

Rad)等仪器均由眼科学重庆市市级重点实验室提供 ，PCR 

引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。 

1．3 RNA抽提 

准确称取心肌组织 100 mg置入研钵中，加入适量液氮研 

磨至粉末状后加入 trizole试剂 1 ml，低温高速离心机 12 000 

g离心 5 min，室温静置 5 min，与 0．2 ml氯仿充分混合，室温 

静置 5 min，低温高速离心机 12 000 g离心 15 min，取上清加 

0．4 ml异丙醇，室温静置 10 min，低温高速离心机 12 000 g离 

心 10min，倾倒上清后以75％乙醇 1 ml洗沉淀，低温高速离 

心机 12000 g离心 5min，倒去乙醇后室温干燥 RNA(2～5) 

rain，以DEPC水溶解，然后置于一80~C冰箱保存。 

1．4 RT—PCR步骤 

逆转录体系：严格按照逆转录试剂盒操作说明进行：10 Ix l 

体系，逆转录反应体系：5×PrimeScriptTM Buffer 2 l，Prime 

ScriptTM RT Enzyme Mix 0．5 l，Oligo dT Primer 0．5 1，Ran— 

dom 6 mers 0．5 l，Total RNA 2 l，RNase Free dH2O 4．5 l， 

反应条件：37~C孵育 15 min，85℃灭活 5 S；一20℃保存备用， 

实验中以未加逆转录酶作为阴性对照。 

PCR反应体系：扩增产物 509 bp，上游引物：5’一CCTG— 

GAG1Ⅵ’ATcTcACAAGTCAT一3’，下游引物 ：5’一CCCTCTAA 

GTAAcccTcTGTcT一3’，25 l体系。反应条件：95oc变性 5 

min，95℃变性 30 S，60~C退火 30 S，72℃延伸 1 min，共进行35 

个循环，72℃终末延伸 10 min。 

1．5 电泳和图像分析 

取上述扩增产物 5 LLl用 1．5％琼脂糖凝胶电泳分离 ，5 

V／cm，30 min左右，紫外透射反射仪下观察结果，凝胶成像系 

统扫描后进行图像分析。 

1．6 结果判断 

以 DL2000 DNA Marker为分子量标准 ，有 Mb 509 bp的 

目的条带为表达阳性。 

1．7 统计处理 

以条带灰度值作为Mb的相对含量，数据用 4-_s表示。以 

在体组与离体组 Mb mRNA相对含量的均数分别与 PMI作散 

点图及直线回归分析，观测其时间规律性；用 SPSS17．0统计学 

软件包对数据进行统计学处理，分别对在体实验组(72 h内)和 

离体实验组(24 h内)进行方差分析(各时间点组问为不同大鼠 

的独立数据)，其组间比较应用 Student—Newman—Keuls法进 

行 q检，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

同等条件下(温度 25 oC±1℃，湿度 65％～70％)放置 

(0～72)h的大鼠心肌标本，经提取 ，逆转录，扩增后出现电泳 

条带，肉眼观察，在体保存组 RNA随着 PMI的延长逐渐降 

低，至 72 h已检测不出；离体保存组随 PMI的延长条带逐渐 

变淡、变细，24 h后检测不出(见图 1、2)。 

在体组 Mh和离体组 Mb之间降解情况相比，离体组降 

解速度更快(详见图 3)。 

对电泳条带进行灰度扫描(Scion image)，计算出各组相 

对灰度值及半定量结果(见表 1、图 4)。 

结果分析如下 ：以上数据为检测独立样本所得，不同时 

间点所测大鼠均为不同组群体(非重复测定)。在体组和离体 

组 Mb mRNA各相应时间点相对含量的组间比较均有统计学 

意义(尸(0．05)，各组问两两比较也有统计学意义(P<0．05)，但 

各标本间比较无统计学意义(J口>0．05)，Mb相对含量的均数与 

PMI的 回归方 程及决定 系数 (R)：v一26．923x+366．41，R2= 

0．978 2；y一46．963x+343．85，R =0．9483，R 均大于0．90，直线 

相关性强(见图 5)。 

3 讨 论 

Mb是一种分子量为 17．8 kD的亚铁血红素氧合蛋白，由 
一 条肽链和一个血红素辅基组成，主要存在于人及哺乳动物 

的心肌、骨骼肌中，心肌中含量尤为丰富，主要功能是为肌肉 

组织摄取和贮存氧。Mb因分子量小，释放人血快 ，达阳性判 

断值及峰值时间短 ，升幅大，是急性心肌梗死发生后最早的 

可测的生物化学指标。国内外许多法医学者做了关于其与心 

表 1 在体组与离体组心肌 MbmRNA不同时间段扩增产物相对灰度值(n=5，；4-S) 

注：在体组与离体组分别进行组问比较 P<O．05；各相邻组间比较 P<O．05 
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图 1 在体组心肌 Mb mRNA死后不同时间段扩 

增产物电泳结果 
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图4 在体组和离体组Mb mRNA各时间段的相对含量 

源性猝死 ，毒物分析及损伤时间推断等方面的研究i ，但关 

于PMI推断的报道很少。本实验利用 RT—PCR技术对死后大 

鼠在体与离体心肌组织进行研究，期望找到更为可靠的推断 

PMI的新指标。 

在法医学实践中，特别是碎尸案件，尸体所处的环境往 

往是相当恶劣的，经过风吹雨淋，长时间太阳暴晒，原有的细 

菌 ，昆虫及人为因素等破坏后 ，体表组织已大部分失去了原 

有的检测价值，而心脏却是尸体腐败后保存相对持久的一个 

器官，往往其它器官已高度腐败时，心肌仍可被识别检测㈣。 

近年来国内外学者研究发现 RNA(尤其是 mRNA和 rRNA) 

并非想象中那样脆弱，某些组织的 mRNA有足够的稳定性可 

用 PMI的推断l 7l。InouI 等和肖俊辉【7l等做了此方面的研究 ， 

证实了其稳定性 ，但他们大部分都基于在体情况的研究，未 

涉及离体情况 ，鉴于法医工作者 的实践需要 ，本实验设置 

在 25℃±1℃，65％～70％温湿度条件下(参照重庆 当地温 

湿度情况 )对在体组与离体组大鼠心肌组织进行研究 ，利用 

RT-PCR技术对心肌 Mb mRNA进行逆转录扩增，通过电泳 

条带进行检测，获得了同样满意的结果。 

近年来随着分子生物信息技术的日益成熟和广泛应用， 

国内外众多学者已尝试从细胞分子水平进行研究，通过检测 

DNA，RNA等进行 PMI推断已有不少报道 1。基于以往学者 

的研究成果 ，本实验利用 RT-PCR技术对心肌 Mb mRNA做 

了进一步的研究。实验结果显示 ：Mb mRNA含量变化与 PMI 

之间的决定系数(R )均在 0．90以上 ，其线性相关程度很强； 

对在体组与离体组各时间段 Mb mRNA相对含量分别进行组 

间及两两比较并作统计学分析，均有统计学意义(P<O．05)， 

表明在体和离体状态下大鼠 Mb mRNA的相对含量都随死亡 

(离体)时间的延长而逐渐降低 ，并呈时间规律性 ，可以作为 

PMI推断的辅助指标 ；各标本间无统计学意义(Jp>0．05)，则表 

明本实验中各标本 Mb mRNA的含量变化与个体因素无关 ； 

在体组 MbmRNA 72 h内均可检测到，但(48～72)h内电泳 

条带已极为模糊 ，离体组 Mb仅在 24 h内检测到 ，且(12～ 

24)h内电泳条带仅存条带影 ，表明 Mb mRNA可作为早期 
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图 2 离体组心肌 Mb mRNA死后不同时间 

段扩增产物电泳结果 
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图 3 在体组与离体组(24 h内)MbmRNA相对含量均数与(离 

体 )时间关系直线回归图 

PMI推断的指标，也适宜于离体后 12 h内的 PMI检测 ；图 3 

示 Mb mRNA在体组与离体组降解规律并不完全一致，离体组 

的降解要快一些。RNA的降解速度主要与 RNA酶(RNase)含 

量及温度有关，RNase存在于各种环境 中，其理化性质稳定 ， 

有较强的生物学活性 ，主要作用于 c端和 u端残基处专一 

地催化 RNA的核糖部分使 3，5一磷酸二酯键裂开，从而发生 

降解。当组织细胞离开活体或生长环境后 ，RNase即会开始 

降解 RNA。与体内环境相比，外界环境中的 RNase丰富稳定， 

最常见的有毛发，灰尘，唾液等以及一些细菌真菌病毒也可 

产生 RNase，考虑以上因素可能会导致离体情况下 Mb mRNA 

的降解加快，因影响因素颇多，其具体原因还有待于进一步 

研究探讨。 

本实验结果发现在体与离体条件下心肌 Mb mRNA的降 

解呈时间规律性 ，可以为早期 PMI的推断提供新的思路，但 

是在法医学实践当中尸体各组织所处环境千差万别，因此， 

在进行 PMI推断时应多个指标综合应用，不适宜单独应用。 

在以后的研究中我们将运用多种技术对不同器官多个指标 

多种影响因素进行定性定量检测，为法医学实践工作提供更 

为全面的技术和理论支持。 

(致谢：衷心感谢眼科学重庆市市级重点实验室的杨培 

增教授 、彭周责、侯胜平等各位老师在本实验过程中给予的 

大力支持和 帮助 !) 
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自介素 一13(IL一13)和白介素 一18(IL一18)调节支气管哮喘大 

鼠神经生长因子 mRNA(NGF mRNA)的实验研究 
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属院临床药理研究室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：初步探讨IL一13和IL一18对支气管哮喘大鼠神经生长因子mRNA(NGF mRNA)表达的影响。方法：建立Wistar 

大鼠哮喘模型，分离脾淋巴细胞并培养，通过逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)半定量法测定 NGF mRNA的基础水平，并观察 

予以IL一18和 II，-13干预后 NGF mRNA表达的情况。结果：哮喘大鼠脾淋巴细胞在基础状态下具有表达 NGF mRNA的功能， 

并在 ConA刺激下呈时间依赖性增强。空白对照组培养脾淋巴细胞 0、12、24、48 h时基础 NGFmRNA表达量随着时间的延长逐 

渐升高，IL一13组随着时间的延长基础 NGF mRNA表达量逐渐升高。随着时间的延长，IL—l3组 NGF mRNA表达相对值逐渐升 

高，并且至 12 h后分别显著高于各时间点的空白对照组(尸l<0．O1)(表 1)。同时随着 IL一13干预浓度的依次增高，NGF mRNA表 

达相对值逐渐升高，并且分别与前一梯度低浓度处理组相比较有显著差异(P<O．05)；而随着 IL一18干预浓度的依次增高，NGF 

mRNA表达相对值却逐渐降低。结论：在哮喘中Th2类细胞因子 IL一13可上调淋巴细胞 NGFmRNA表达，Thl类细胞因子IL—l8 

可下调淋巴细胞 NGF mRNA表达，两者均呈时间和浓度依赖性；Thl／Th2类细胞因子免疫失衡可能通过调控 NGF mRNA表达 

间接促进其诱导神经源性炎症。 

【关键词】哮喘；神经生长因子；白细胞介素一13；白细胞介素一18 
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【Abstract]Objective：To investigate the effect of interleukin一1 3 and interleukin一1 8 on the expression of nerve growth factor mRNA in 

bronchial asthma model of rats．Methods：Four Wistar rats were sensitized and challenged with ovalbumin to establish an asthma model， 
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and the rat splenic lymphocytes were isolated and cultured with 
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