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算阳性率和表_达强度可检测某一细胞IL一3的转 

录水平。阴性对照组(未加探针进仔杂交：用RNase 

处理载玻片后再杂交)中各组细胞均无阳性颗粒 

出现。研究结果表明：PCR法制备的hIL一3cDNA 

探针用于原位杂交具有操作简便．杂交结果直观， 

评价准确，同时探针能长期保存和避免放射性污 

染等优点。 

研究为探讨lI 一3在组织细胞中的表达及调 

控奠定了实验技术。应用原位杂交技术能从载片 

上直接观察细胞与组织的IL一3mRNA表达，若与 

免疫细胞化学技术结合后，同时可检测IL一3的蛋 

白表_达水平．从而能从基因转录和蛋白表达水平 

研究IL-3的表达与调控。 
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Preparation and application of human IL——3cDNA probe 

Wang Yaping，et aI 

Department of histology and embryology，college of basic medical sciences 

By usingthetechniques ofpolymerase chain reacti0n(PCR)．humanIL一3cDNA probewas prepared with pUC 

l8一 IL- 3 plasmid．1abeled witl1 digoxigenin—IIdUTP and identified with dot blot．W e detected the expression 

of m 一3 mRNA in murine bone marrow stromal cells，human fetal thymocytes and splenic cells by nucleic acid in 

situ hybridization．The results indicated that th e prepared IL一8cDNA probe can provide th e sensitivity and 

simplicity ofhandling needed to replace radioacfiassays 

KEY W ORDS IL一3：cDNA probe；In situ hybridization；PCR 
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肝纤维化和慢性肾功能不全患者血清Ⅳ型胶原浓度测定 

基础医学院病理生理教研室 沈 宜 范雏珂 

第二临床学院消化内科 何 松 

临床学院内科 兰 帆 

提 要 用双抗体夹心法建立人血清lv型胶原~ELISA检测法，方法快速、稳定，灵敏度为18ng／ml，批内变异系 

数为8．82％，批闻变异系数为9．28 ，回收率为95．28％，与间质胶原无交丑反应．测定110倒健康成人血清Iv型胶原浓 

度均值是84．86+19．41ng／m1．临床应用于96倒肝纤维化及30倒慢性肾功能不全患者血清Iv型胶原浓度测定．其均值 

明显高于正常人浓度．有显著差异． 

关蕾词 Iv型胶原；肝纤维化：慢性肾功能不全 

中圈分类号 t~575．2：R692．6 
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rv型胶原是构成基底膜的主要成份 特异地存在于多 

种上皮及血管内皮下 分子间形成一个有弹性的三维网状 

骨槊结构。在肝纤维化时，rv型胶原在肝血窦增生．使肝血 

窦毛细血管化 I。在慢性肾功能不金病』、中．Ⅳ型胶原在肾 

小球基底膜损伤、修复和促使肾小球硬化中具有双重作 

用．建些已日益受到人们的关注 。我们 自行建立一种快 

速、稳定的血清Iv型腔原ELISA投襁9方法 探讨肝纤维化 

病人和慢性肾功能不全病人血清rv型胶原浓度的变化。 

1 材料与方法 

1 1 血清标本 健康成人血清来自重庆市血站的健康献 

血人员。肝纤维化、肾功能不全患者血清来 自重庆医科大 

学附属第一．二医院消化内科、泌尿内科住院确诊病人．共 

计健康对照l10倒．肝纤维化96倒．肾功能不垒30例．分离血 

清 一20。C冰箱保存。 

1,2 材料 ^rv型腔原 fsigma，C7521)，人 l型胶原(Sig— 

ma，C35I1)． 

1．3 鼠抗人 rv型胶原单克隆抗体制备与鉴定．由本室研 

制．见文献 。 

1．4 兔抗人Ⅳ型胶原多克隆抗体制备与鉴定，由本室研 

制．见 文献 ． 

1_5 辣根过氧化物酶(HRP)标记兔抗』、rv型胶原多抗的 

制备与鉴定采用过碘酸氧化结合法标记兔抗人【v型胶原 

多抗．用ELISA直接法鉴定其活性和特异性。标记方法如 
一  

：6mgHRP溶于0 6ml~=蒸水-÷加0 06M NaIO 0 6ml一 

4 C40 1％乙二醇lm1-÷室温1h-÷ColⅣ多抗2ml~pH9． 

5CBS透折过夜(4。C) 加5mg／ml硼氢化钠0 3ml 4。C2h 

O．05M pH7．4PBS透析(4。C，多次换液) 分装后，一2O。C 

冻存。 

1．6 双抗体夹心Eu8A检潮法 

1．6 1 方法 在我室原建立的方法基础上进一步改进而 

来 。．直接用HRP标记兔抗人lv型胶原多抗代替兔抗』、lv 

型胶原多抗和HRP标记的羊抗兔IgG．两步化为一步 使方 

法更简便．具体操作简述如下：1：1000C[VMcAb包板4℃过 

夜，封闭，清洗后．每孔加10Oul不同浓度的rv型腔原标准品 

或待 血清(均重复双孔)，37~C1．5h，清洗，加1：300 HRP标 

记的兔抗』、lv型胶原多抗。每孔100u1．37℃1．5h．清洗，最后 

加底物OPD显色，2M H：SO．终止反应。测0D川 画出标准 

曲线．由光密度值求其血清rv型胶原浓度。 

1．6．2 方法灵敏度 ．精确度 、回收率及特 异性测定 将多 

次测定的标准曲线值绘制在坐标纸上，~．2OD．．，与Iv壹胶 

原浓度呈直线关系的浓度范田最低界作为该方法的曼t 

度．对血清标本同一次与不同痰重复测定其Iv墅胶原浓 

度 求出其批内、批间变异系数．以了解该方法的精确度．用 

已知浓度的Iv型胶原标准品与已知Iv塑胶原藏度的血清 

标本混合 铡其浓度 求其回收率．用 l型胶原代替Iv量胶 

原进行铡定．了解方法的特异性． 

1 7 临床应用 对收集的正常对照 肝纤维化、慢性功能 

不全病人血清用上述方法铡定其492nm光密度(每份血清 

标本重复双孔)，画出标准曲线．由光密度值求得血清Iv型 

胶原浓度． 

1．8 统计学处理 数据用i±s表示．统计学方法用f撞驻． 

2 结果 

2．1 HRP标记兔抗人【v型胶原多抗的活性和特 

异性鉴定结果 

采用ELIsA直接法-结果览爱1： 

表l HRP标记兔抗人【v型砬原多抗的话性和特异性鉴定 

包被抗原 OD‘．1 

包披液 

I塑胶原(125ng／m1) 

rv型胶原(16ng／m1) 

(125ng／m1) 

(500ng／m1) 

0．002 

0．002 

0．248 

0．408 

0 36 

2 2 双抗体夹心ELISA法最佳条件的选择 

用棋盘滴定法得到理想结果：包被用抗Ⅳ型 

胶原单抗浓度为1：i000稀释，HRP标记的兔抗人 

Ⅳ型胶原多抗为1：300稀释。能绘制如下标准曲 

线 

1铷  

窘 0钟 

哇 

J0： r’ ’ 

Iu“ 

Ⅳ型艇厣浓蛊 ng~m|5 

圉1 iV型胶原EuSA检测法的标准曲钱 

34l 
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2．3 方法灵敏度、精确度、回收率、特异性 

当Ⅳ型胶原浓度在16~lO00ng／ml之问时。工 

作曲线为线性．灵敏度为16ng／ml 2份血清标本分 

别 同批重复1 0次测定，平均批 内变异系数为 

8 52 ：2份血清6次不同批重复测定，平均批问变 

异系数为9．23 。将血清中加入已知量的Iv型胶 

原标准品，测得回收率为96 28％。该方法与 I型胶 

原无交叉反应 

2 4 临床应用 分别测定110例健康成年人血清 

及96例肝纤维化、30例慢性肾功能不全病人血清 

Iv型胶原浓度 结果见表2。其浓度分布情况见图 

2。 

表2 正常与肝纤维化、慢性肾功不全血清lV型脏原浓度 

+与正常比较 P<O 01 

血 

清 200 

Iv 

型 150 

艘 

叵 ∞ 

最  

度 j0 

ni m1 

[ 
● 

．0 
_

-  -  酝 蘸≤ 
· ·

。

·

· 

正常成人 肝纤维化 肾功不全 

国2 正常人与肝纤维化 慢性肾功不全血清Ⅳ型脏 

原浓度分布 

3 讨论 

固相酶联免疫吸附试验困其快速，方便、无放 

射荇染等优点，在临床和实验室工作中越来越受 

到人们重视。我们在本室已建立的血清Ⅳ型胶原 

ELISA检测法基础上，将辣根过 氧化物酶标记在 

兔抗Ⅳ型胶原多抗上，得到高特异性．高活性的酶 

标抗体，提高了原方法的精确度，减少了步骤，缩短 

了时问。为血清Ⅳ型胶原浓度测定提供一更简便、 

有效 的检测方法 

肝纤维化时．胶原 蛋白明显增加，【v型胶原大 

量沉积于血 窦壁、且血 清Ⅳ型胶原浓 度与肝纤维 

化程度密切相关 。在我们测定结果显示：肝纤维 

化血清Ⅳ型胶原浓度与正常对照有显著差异．与 

文献报导一致．支持Ⅳ型 胶原是 肝纤维化的血 清 

标志物．为临床快速方便判断肝纤维化程度提供 

帮助。 

近年来 在对慢性肾功能不全发病机制的研 

究中．发现肾小球硬化是多原因引起肾小球损伤 

后出现的共同转归，是肾功能衰竭的主要病理基 

础。肾小球基底膜增厚，肾小球系膜区为主的细胞 

外基质积聚．导致弥漫性或结节性肾小球硬化 0， 

而肾基底膜上存在多种胶原和非胶原蛋白成分， 

在数量上最多的是Ⅳ型胶原 ．Ⅳ型胶原是肾小球 

疾病 中堆积的ECM主要组份之 一㈦。肾功能衰竭 

病理过程中．血清Iv型胶原浓度有何变化?我们的 

结果显示慢性肾功能不全病人血清Ⅳ型胶原明显 

高于正常对照．与肾脏病变情况一致，可帮助判断 

慢性 肾功能不全病人肾脏病变情况，对临床诊断 

有一定的指导意义 
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Detection of serum concentration of type IV collagen with liver cirrhosis 

and chronic renal insufficiency 

Shen H ．et al 

Department of path0physi0l0gy，college of basic medical sciences 

A sandwich pe of enzyme—linked immunosorbent assay for serurll human type IV collagen was established． 

The method is fast and stable．The sensitivity of the inununoassay was 16ng／m1．The CV value of intra—assays 

was 8 52 ．and that of inter—assays was 9．23 The accuracy was 95．28％．No cross reac~on was found with type 

I collagen．The concentrations of serum TypeIV collagenfrom I10 adult healthy personswere 34 36士19．41ng／ml 

Serum samples from 96 patients wim Liver cirrhosis and 30 patients With chronic renainsufficiency showed 

increased value of serum Type IV collagen concentration compared with those from the healthy controls in a 

very significant degree． 

KEY W ORDS Type IV Collagen；Hepatic Fibrosis；Chronic Renal Insufficiency 

甲基斑蟊胺诱导HepG 细胞凋亡的实验研究 

基础医学院病理生理教研室 唐 俐 段积华 

提 要 为探讨甲基斑蟊胺对H印Gz细胞凋亡的诱导作用，揭示其抗癌机制，mMTT~ 察药物对细胞的生长 

抑制作用，用TUNEL~、流式细胞仪及光镜等技术研究癌细胞捅亡 结果表明药物对癌细胞有明显的抑制生长作用： 

光镜可见染色质蕺缩、核碎裂等改变 式细胞仪可检测到凋亡峰；6mg／ml药物作用5天，TUNEL~ 阳性．提示甲基 

斑蟊胺 可诱导HepG 细胞凋亡 

关键词 甲基斑 蟊胺 ：细胞凋 亡：肝脏肿埔细胞株 

中图分类号 R735．7 

斑蟊素(cantharidin)~我国传统中药斑蟊抗 

肿瘤作用的有效成分，临床证明对肝癌有肯定疗 

效．但有毒副作用 l。甲基斑蟊胺(N．methylcanth． 

aridinimidum)系斑蟊素的亚胺类衍生物．1临床应 

用对中、晚期肝癌有 ’定疗效，且毒性远较斑蟊素 

低 。本文采用HepG 细胞，观察甲基斑蟊胺诱导 

的细胞凋亡．以探讨其抗癌作用的机理。 

1 辅聃s杰法 

1．1 细胞 HepG 细胞系本室保存 用@10％d~q=JR清的 

RPMI 1640(Gibco)培养基，在37℃、5 CO 条件下培养 

1．2 药物 甲基斑蟊胺(N．methylcantharidinimidum) 

女．1970—07出生．助教 

由四JIl省中药研究所提供．使用时用培养液稀释至所需药 

物浓度． 

1．3 MT个斌验⋯ 取对数生长期HepG瑚 胞(5 X 10‘／m1)， 

接种于。6孔板内．20Ogl／~ 加入甲基斑蟊胺使终蕺度分别 

为5mg／ml、6mg／ml、7mg／ml、8mg／m1．每种蕺度设6十平 

行孔．另设阴性和试剂对照组 5 CO ．37~C培养68h加入5 

mg／ml MTT(Fluka)20gl，继续培养4h后．吸去培养藏，加 

ADM SO 200
．
a1．振荡5rain后用酶标仪比色测定OD值。 

根据下列公式计算 甲基斑蟊胺对HepG 细胞的抑审I 

率 

肿瘤细胞存活率=(实验组OD值／阴性对照组OD值1 

xIO0 

抑制率一1一肿瘤细胞存活率 
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