
素对血管功能调控存在双向作用 ,血管处于收缩或舒张
何种状态可能与胰岛素影响血管收缩和舒张机制有关。
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文章编号:1000-5404(2001)04-0467-01 经验与短篇

大鼠肺微血管内皮细胞的 G蛋白亚型鉴定

Identification of protein G subtypes in rat pulmonary microvascular endothelial cells

方传彪 ,孙耕耘 ,葛东强 ,杨　青　　(第三军医大学附属新桥医院全军呼吸内科研究所 , 重庆 400037)

　　本实验拟在体外培养大鼠肺微血管内皮细胞(RPMVECs)
的基础上 , 用免疫细胞化学 S-P 法和免疫荧光细胞化学间接法
检测 RPMVECs膜 G蛋白亚型。

1　材料和方法

1.1　材料
　　DMEM培养干粉(美国 GIBICO公司);荧光(FITC)结合的羊
抗兔抗体 、兔抗大鼠 IgG 抗体免疫血清(北京中山公司);Gsα、
Giα和 Gqα兔抗大鼠抗体(IgG)(Santa Cruz Biotechnology.Inc)。

1.2　检测 RPMVECs G蛋白亚型方法
1.2.1　免疫细胞化学 S-P 法　　RPMVECs 经 4%多聚甲醛固

定 , 3%H2O2 封闭 , 10%山羊血清孵育后加入 1∶150 第一抗体
(Gsα、Giα和Gqα兔抗大鼠抗体), 对照组加入兔抗大鼠 IgG免疫

血清 , 4 ℃过夜 , PBS 漂洗后加入 1∶200 生物素标记第二抗体 ,
孵育 30 min 后加入链亲和素-过氧化物酶 , PBS漂洗后加入新鲜
配制的 0.03%H2O2/ 0.05%DAB ,显色 10 min后终止反应。
1.2.2　免疫荧光细胞化学间接法　　RPMVECs 经 4%多聚甲

醛固定 ,山羊血清+0.3%Triton X-100孵育后加入 1∶150 的第一
抗体 , 对照组加入兔抗大鼠 IgG 免疫血清 , PBS 漂洗后加入
1∶150 第二抗体(FITC), 置荧光显微镜下观察。

2　结果

　　免疫细胞化学 S-P法:RPMVECs 分别与 Gsα、Giα和 Gqα兔

抗大鼠抗体结合后染为棕黄色 ,对照组为阴性。 免疫荧光细胞
化学间接法:RPMVECs分别与 Gsα、Giα和 Gqα兔抗大鼠抗体结

　　基金项目:国家自然科学基金资助项目(30070334)
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合后再与 FITC 标记的羊抗兔抗体结合而呈黄绿色荧光 , 对照
组为阴性。

3　讨论

　　本实验按文献[ 1] 成功地分离 、培养并鉴定 RPMVECs。G
蛋白存在于细胞膜内侧面 ,故用 Triton X-100增加膜通透性而不
改变膜抗原性。
　　免疫细胞化学 S-P 法是标记抗体与标本中抗原结合 , 用
PBS 洗去未结合成分 ,然后用辣根过氧化物酶显色。 在用第一
抗体前 ,加入制备第一抗体的动物非免疫血清封闭细胞上带电
荷基团 , 除去第一抗体的非特异结合 , 减少非特异性背景染
色[ 2] 。本实验用兔抗大鼠 IgG 免疫血清替代 Gα抗体作为对
照。重复 4次 , 结果 RPMVECs分别与 Gsα、Giα和 Gqα兔抗大鼠
IgG 抗体结合而被染为棕黄色 , 对照组为阴性。 免疫荧光细胞

化学间接法是第一抗体与标本结合 , 然后再与 FITC 标记的第

二抗体结合 ,阳性结果为发出黄绿色荧光。本实验第一抗体分
别为兔抗大鼠 IgG 抗体。对照组用兔抗大鼠免疫血清替代第
一抗体。重复 4次 , 结果 RPMVECs分别与 Gsα、Giα和 Gqα兔抗
大鼠 IgG抗体结合后 , 与 FITC 标记二抗再结合发出黄绿色荧

光 ,对照组为阴性。
　　本实验表明 , RPMVECs 存在 Gsα、Giα和 Gqα3 种 G 蛋白亚

型。为研究G 蛋白在信号转导中的作用打下基础。
　　关键词:G蛋白;微血管内皮细胞;鉴定
　　中图法分类号:R322.13　　　文献标识码:B
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