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胞化学
、

51 01 bl ot 等技术在小儿 A L I
J

和淋巴瘤细胞中

M D R I 基因的表达
,

认为 R T
一

P C R 和 IS H 在敏感性和

特异性相近
,

并优于 lS ot bl ot 和 免疫细胞化学 l( C C )
。

H e l e n 比较了多种检测 M D R I 的方法
,

D r i s e o l l 用 IS H

和 P C R 技术检测了 M D R 细胞的基 因表达
,

D i et el 用

P C R 的各种技术形式 (包括原位 P C R ) 讨论 了 P C R

在病理诊断中的价值
,

均一致认为 P C R 和原位杂交技

术具有最高的阳性表达 和协调一致性
。

我们的体会是

S A G
一

IS H 方法简单实用
,

杂交信号定位准确
,

一般的

实验室即可开展
,

并避免了同位素的放射性污染问题
,

具有较广泛的应用前景
。

由于原位杂交检测 M D R I 的报道不多
,

目前国内

外 尚无统一 的原位杂交检测 M D R I 阳性 的标准
。

杜

氏川建议以 阳性检出率大于 15 %为标准
,

并提出细胞

阴性
、

弱 阳性
、

阳性
、

强 阳性的反应强度分级
。

我们的体

会 是阳 性信号 的强度与检测技术 (如显影 的时间
、

浓

度
、

温度等 )关系密切
,

尚须统一显影条件
、

杂交液体

积
、

洗液的浓度
、

时间等多种 因素
,

并进一步扩大病例

数量进行研究为宜
。

总 之
,

S A G
一

IS H 不 失为 一 种 检 测 白血病 细 胞

M D R I 的好方法
,

M D R I 的检出在化疗中的作用应充

分重视
。

关键词 药物耐受性
;
白血病

;
原位杂交

;
链亲和素胶体金

中图法分类号 R 7 3 3
.
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对离子通道电活动记录 中噪声变化的初步探讨
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舒 崇湘“ 程天 民 “ 萧家思 (第三军医 大学基础医 学部生理 学教研室 ) 重 庆
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提 要 目的
:

研究放烧复合伤后血清成分对培养心肌细胞 L
一

型钙 离子通道活动作 用 中膜 片电活动背

景噪声 的变化
,

并初步探讨离子通道 电活动记录中噪声的变化
。

方法
:

膜 片钳离 子通道 C
e n

一

at t a c h ed 记录法
。

结果
:

伤后血清低分子成分作用 于心 肌细胞
,

除使通道开放增加外
,

还使膜片 噪声增 加
,

阻断钙通 道后
,

伤后

血 清成分仍 可使膜 片噪声增加
,

该作用 有浓度依赖 性与可逆性
。

结论
:

膜片 电活动背景噪声与膜 的生物 物理

学特性有关
,

膜片噪声的变化可能在一定程度上反应膜 的功能状态 的改变
。

在记录离子通道活 动时
,

一般要求尽量减小背景

噪声
,

实验 中噪声增加被认为是膜片与微 管电极之间

形成 的高阻封接松脱等系统性误差增加 lj[
,

但我们在

实验 中发现并非完全如此
。

在对放烧复合伤后血清低

分子物质影 响培养心肌细胞 L
一

型钙离子通道活动的

研究过程 中发现放烧复合伤血清低分子成分在影响通

道活动的同时背景噪声也有变化川
,

因此
,

本研究进一

步观察不同浓度 的放烧复合伤低分子成分对膜片噪声

叶本兰
,

女
,

3 4岁
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的影响
,

以期对离子通道电活动中膜噪声 的变化有所

新的认识
,

为进一步了解单通道电活 动中背景噪声的

变化及其意义提供实验依据
。

浴液后
,

噪声 水平可恢复正常
,

见附图 D
。

1 材料与方法

A

一 {
一— 一_ _三{任三三三三三三

心肌 细胞 培养采用 出生后 20 h ~ 4 8 h 的 W i、 at
r
大白 鼠乳

鼠
。

血清成份的分离采用体重 1 7 0 9一 24 0 9 的 W
l s

at
r
健康雄性

大 白鼠
,

在 “ C o 了 线 6 G y 全身 1次照射后 (照射 量率为 。
.

2 7 1 9一

。
.

2 7 5 6 G y / m ln ) 3 O m
l n
内复 合用 3 %凝 固汽 油燃 烧造 成背 部

30 % 皿度烧伤 (经病理切片证 实 )
,

伤后 6 h 取血清
,

分离出血清

低分子成分「< (8 一 1 0) 又 1 03 u 〕冷冻干燥备用
。

膜 片钳实验装置
:

微电极拉 制器 ( P P
一

83
,

日本成茂 )
、

微 电

极抛光仪 ( M F
一

83
,

日本成 茂 )
、

膜 片钳放大 器 ( C E Z
一

22 0 。
,

日本

光电 )
、

倒置显微镜 ( O l y m p u s ,

日本 )
、

微 电极操纵器 ( S M
一

2 1
,

日

本成茂 )
、

计算机 ( I B M
一

4 8 6
,

美 国 )
、

数 /模转换器 ( D ig id a t a 1 2 0 0
,

美 国 )
,

P e
l

a m p 6
.

0软件 (美 国 A x o n
)

、

激 光 打 印 机 ( H P
一

l
,

美国 )
。

通道记录用溶液包括
:

①细胞 浸浴液 ( m m ol / L )
:

K lC l心。
、

E G T A 1 0
、

H E P E S 1 0
、

G l
u e o s e 1 0

、

p H 7
.

4 ; ② 电 极 充 灌 液

( m m o l / L )
:

B a
C I

: 1 1 0
、

H E P E S 1 0
、

C h o l in e
C I 3 0

、
T T X 0

.

( )0 3
、

p H 7
.

4 ;

③盐桥液
:

B a
C 12 l l o m m o l / L

、

琼脂 19 / l
、

p H 7
.

4
。

玻 璃微 管 电极 的制 备
,

按文 献 [ 3〕方 法进 行
。

将 外 径 1
.

6

m
n l
的软质玻璃微 吸管 ( D r u n ,

m
o n S e ie n t i f iC C o

.

U S A )在微 电

极控制器上经 2次拉制成锥度约 2 00
、

尖端开 口直径 1 拜m 的微 管

电极
,

再经微 电极抛光仪 上进行热抛 光
。

电极充灌液经直经 0
.

2

拜m 的微孔滤膜 滤过后
,

从微管电极尾端正压充灌
,

用手指将 电

极尖 端 的气泡轻 轻弹 出
,

充 灌后 的微竹 电极 阻值 为 Z M几 一 5

M n
。

然后在 电极尖端 涂布 ( N
,

N
一

I ) irn
e t h y lt r in l e t h y l

s il y l
a

m in e
,

F l
u

k
a

C h
e m . e ,

S w i t h e r la n
d ) 以 降低微 管电极进 人浸 浴 液后产

生 的分布 电容
,

减少实验记录 中的系统噪声
,

提高信噪 比
。

膜片 电活动 的记 录方法同前川
.

采用 培养 2 〔 l一 s d 的大 白

鼠乳 鼠心 肌细胞
,

以 C el 卜at t a c
hed 方式 与微 管 电极在 室 温下

( 2 0 C 一 2 2 C ) 形成 高阻封接
,

在 一 50 m V 保持 电位上给予 30 0

m s
、

+ 6 0 m V 的阶跃命令
,

由 P e
l

a m p 6
.

0计 算机软 件中 C l
a

m
-

p e x
程 序进行 同步刺激 与采样记 录

,

用 V
e r a p a

m il 阻断钙通 道

电流后观察不 同浓度放 烧复合伤血 清低分子成 分对膜 片电活

动的影 响
。

附图 钙通 道被 阻断后放烧复合伤血清低分子成分

对膜片噪声的影响

3 讨论

2 结果

在刺激 同步记 录到 内向性的 B a “ +
电流活动

,

该 电流活动可

被维拉 帕米阻断
。

用 V
e r a p a

m il 1 2 5 拜g /m l 将 B a Z+ 流完全 阻断

后
,

向浴液 中加 人放烧复合 伤血清低分子 成分 10
、

20
、

沁 川 (分

别 相 当于 2 0
、

6。
、

1 0 0 闪 复合 伤 血清 中的所 含低 分子 成 分 的

量 )
,

虽然 L
一

型 C
a Z十通 道不再 开放

,

记录不到 B
a Z+
电流

,

但其噪

声 随复合 伤血清低分子作 用量的增加 而增 大
,

见 附图 A
、

B
、

C
。

更换浴液去除伤后血清低分 子作用后 噪声水平下降
,

反 复更换

我们 以前 的研究表明
,

放烧复合伤血清成分使心

肌细胞 L
一

型 钙通道开放加强
,

从而增加钙离子 内流
,

而细胞内钙离子浓度异常增加可导致心 肌细胞一系列

功能障碍 2[,
` 〕 ,

但是
,

放烧复合伤血清成分在影响钙离

子通道活 动的同时及钙通道被阻断 时
,

还可 使膜片电

活动的背景噪声增加
,

且该作用有剂量依赖性与可逆

性
,

因此提示
:

噪声可 能不应仅仅被看作是无意义的干

扰信号
,

背景噪声 的变化是否可在一定程度上反映膜

的功能状态
。

对于这一点
,

国内外资料均未进行讨论
,

一般 只要求尽量减少噪声
,

提高信噪比
,

着眼于对通道

活 动的研究川
。

一般来说
,

噪声是由实验系统所产生
,

记录到的噪

声包括电极本身的噪声
、

微电极放大器 内部的噪声和

电极与膜片形成封接产生的封接噪声 lj[
。

后者又 包括

封接阻抗的热噪声与封接后的容性 噪声
,

即膜电容产

生 的噪声
。

实验中
,

在形成 C d l
一

at t ac h e d 膜片的浴液

中加人维拉帕米后
,

再加人不 同浓度的放烧复合伤血

清低分子成份
,

虽 然膜片的钙离子通道活动被阻断
,

但

仍可使膜片的噪声发生改变
,

而且随着血清低分子作

用浓度的加大
,

噪声明显增加
,

此外
,

更换浴液 以去除

血清低分 子物质后
,

噪声可降低
,

反复更换浴液 冲洗

后
,

噪声可恢复到原来的对照水平
,

表明伤后血清低分

子 作用使 噪声增加
,

并非 由于封接形成松脱所致
,

而

且
,

在实验过程中并未改变实验系统与被钳膜片
,

表明
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噪声加大是膜片电容变化引起 的容性噪声变化
,

即该

条件下噪声的变化反映的是膜电容的 变化
。

结合我们

以前 的实验结果圈
:

烧伤血浆提取物可改变豚鼠心 肌

线粒体单位膜流动性
,

可 以认为
:

复合伤血清低分子成

分对膜片噪声 的影响
,

是改变了膜的生物物理性状的

结果
。

结合伤后血清成分对通道活动影响田与对膜片

噪声影响两方面
,

可 以推测
:

放烧复合伤血清低分子成

分作用 于心 肌细胞
,

不仅改变其 L
一

型钙通 道 的活动
,

而且影响膜的物理特性及其功能状态
,

这两方面共同

导致细胞的功能变化
,

这在伤后心功能状态变化 中可

能起重要作用
。

本研究首次对离子通道活动中膜片噪声进行了初

步探讨
,

为进一步认识单通道电活动中背景噪声 的变

化提供一些实验依据
。

但对膜片电活 动噪声变化与膜

蛋 白及膜脂质运动之间的关系有待于深入研究
,

对 于

其变化的意义尚需进一步探讨
。

关键词 离子通道
;
噪声

中图法分类号 R 3 29
.

25

参考文献

H a
m il l O P

,

M a r t y A
,

N e h e r E e t a l
.

I m p r o v e
d P a t e h

-

e la
m p t e e l、 n i (一u e s

f
o r h i g h r e s o

l
u t io n e u r r e n t r e e o r

d in g f
r o

m

e e
ll

s a n d e e l l
一

f r e e
m

e
m b

r a n e P a t e
h

e s
.

P f l
u g e r

A
r e

h iv ,

1 9 8 1 ;

3 9 1
:

8 5

叶本 兰
,

程 天 民
,

萧家 思
.

放 射损 伤
、

烧 伤与放烧 复合伤 血清

成份 心肌 细胞 钙离 子通 道 活动 的影 响
.

中 国应 用 生理学 杂

志
,

1 9 9 7 ; 1 3 ( 3 )
:

2 3 1

S a
k m

a n n B
,

N e
h

e r E
.

P a t e h e
l

a
m p t e e h n i ( l u e s

f
o r s t u

d y i n g

io n i e e
h

a n n e
l

s in e x e it a
b l

e
m

e m b r a n e s
.

A n n
R

e v P h y s i o
l

,

1 9 8 4 ; 4 6
:

4 5 5

熊 业
,

程天 民
,

陈宗荣
.

外 源性钙对放烧 复合伤早期心肌线

粒 沐呼 吸功 能的影 响
.

第三军医 大学学报
,

1 99 7 ; 1 9 (2 )
:

93

叶本兰
,

萧家思
.

烧伤 血浆 中分 子物质 对豚 鼠心肌线 粒体膜

流动性 的影 响
.

中 国应用生理学杂 志
,

1 99 2 ; 8 (4 )
:

3 69

(收稿
:

1 9 9 6
一

0 9
一

2 4 ;
修 回

:
1 9 9 7

一
1 1

一
1 3 )

(编辑 王 红 )

非手术治疗闭合性脾损伤 4 5例临床报告
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提 要 目的
:

观察 非手术治疗闭合性脾损伤 的临床意义
。

方法
:

脾损伤患者 26 3例 中
,

45 例经严格 选择

标 准和及时地救治措施选择非手术治疗
。

结果
:

3 5例成功
,

10 例 中转手术
,

全部 痊愈出院
。

结论
:

确保血 流动力

学 的稳定
,

预 防感染
.

卧床休息
,

防止再 出血是非手术治疗 脾损伤 的关键
。

我院 自1 9 7 6年 2月至 1 9 9 0年 2月
,

共收治脾损伤 26 3

例
,

采用全脾切除 8 3例
,

采用保脾技术保留脾脏 1 8。例
,

在保脾组 中
,

脾修补脾部分切除和脾动脉结扎及脾切

除 自体移植 等共 1 35 例
。

非手术治疗脾脏损伤 45 例
,

成

功 3 5例
,

1 。例中转手术
,

现将非手术治疗闭合性脾损伤

的方法报道如 下
。

脾包膜下 出血 17 例
,

脾下极 及脾背膜裂 伤伴有脾周 围少量积血

13 例
,

脾 裂伤 (l 一 2级 ) 合并 有肝包 膜下 血肿
,

肝包 膜裂伤 8例
,

脾裂 伤伴腹膜后血肿轻 度脑 外伤 7例
。

非手术治疗脾 损伤选择标 准
:

①脾损伤后经监测 血流动力

学稳 定
。

②无其 他需 要手术 处理 的腹部 脏器损 伤
,

特 别是 胃肠

道穿孔和 泌尿系损 伤
。

③ C T
、

B 超显 示脾脏损伤属 1 ~ 2级
。

④非

手术治疗脾损伤必须在有监 护条件较好的医 疗单位进行
。

I沾床资料
2 救治方法与措施

本组 病例
,

男 3 0例
,

女 1 5例
,

男 女之 比 2
:

l
,

年龄 1 0 ~ 6 0岁
。

车祸伤 2 5例 (其 中伴有肋骨 骨折
、

骨盆骨折
,

轻度脑 外伤
,

四 肢

软组织 伤 15 例 )
,

坠落 伤 5例
,

打击 伤 15 例
。

B 超
、

C T 检查
,

显示

脾破 裂一经确 诊
,

立 即建 立快 速有效 的输 液通道
,

补充平

衡液
、

血液
,

迅速 扩充血 容量
,

纠正休克 和血容 量不足
,

绝对卧

蔡志 民
,

男
,

51 岁
,

主任医 师
,

教授


