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经验交流

用链亲和素
一

胶体金原位杂交方法检测 白血病多药耐药基因的表达

T h e e x P r e s s i o n o f l e u k e m i e e e l l M D R l g e n e d e t e e t e d b y S A G
一

I S H

张 勇
`

张一军 夏顺中 周成康 (第三军医 大学附属西南 医 院血液 内科 ) 重庆
,
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提 要 目的
:

检测 白血病患者骨髓单个核细胞多药耐药基因 ( M D R )I 的表达
。

方法
:

链亲和素
一

胶体金

原位 杂 交 (S A G
一

I S H )
。

结果
:

52 例 患者 中 24 例 (朽
.

2 % ) M D R I 呈 阳性 表达
,

其 中初 治 组 阳 性 1 0 / 2 8 -

35
.

7 %
,

复发难治组 1 2 / 18 一 6 6
.

7 %
,

两组相差 显著 ( P < 0
.

0 5 )
。

持续完全缓解组 14/ 一 2 5
.

0 %
。

结论
:

S A G
-

I S H 检测 M D R I 方法简便
,

敏感且特异
,

并能准确定位
,

可预测 白血病对化疗 的敏感性及预 后
,

为制定化 疗

方案提供依据
。

目前治疗 白血病 的主要方法仍为化疗
,

而化疗成

功的 主要障碍之一是白血病细胞对化疗药物的交叉 耐

药性
。

1 9 7 0 年 B ie d l e r 和 R i e h m 首次描述了肿瘤细胞

多药耐药性 ( M u l t i d r u g r e s i s t a n e e ,

M D R )
,

现 已证 明

M D R 家族是 由 M D R I 和 M D R 3 组成
,

但仅 M D R I 及

其基 因产物起着多药耐药性的作用
。

国 内外不少学者

用 R T
一

P C R [`〕
、

N o r t h e r n 杂交仁2 〕
、

S l o t 印迹杂交 [ 3二等多

种方法检测 了白血病多药耐药基因 ( M D R I )
,

但选择

链 亲和 素
一

胶体金原位杂交 ( S t r e p t a o id i n g o ld i n s i t u

h y b r id i z a t io n ,

S A G
一

I S H ) 检测 M D R z 的报道不多仁月
。

我 们采用光敏生物 素 ( A g )标记 M D R I c D N A 探针
,

以链亲和素 ( A b 卜胶体金为检测系统作骨髓中单个核

细胞的原位杂交
,

现将结果报道如下
。

材料与方法

梯度 离心
,

制备单 个核细胞
,

调 细胞浓 度至 (2 一 3 ) x l0
5

/ L
,

离

心涂片机甩片
,

玻片风干 3 0 m in
,

一 2 。仁 密闭保存备用
。

原位 杂交 (I S H )
:

细 胞甩 片 自然风 干
.

魂%多 聚甲醛 室温 固

定 l ( ) 了川 , 1 ,

蛋白酶 K ( 4 2, g /
n , I

、

5 0 2
,
1 /片 ) 消化 1 5 o l in

,

乙醇系列

梯 度脱水
,

风 干玻 片
,

每片加杂交液 50 川 (先 经 煮沸 变 性 5

m in
,

然后 迅速置冰 中冷却 )
,

盖上封 口膜
,

4 2 C 湿盒 中杂交 6 h

一 1 6 6 h 或过夜
。

取 出玻片
,

洗 I ( 2 又 S S C 一 0
.

1 % S D S ) 和洗 江

( 0
.

2 火 S S C 一 0
.

1 % 6 S D S ) 分别 洗 片
,

3 % B S A 室 温 封 闭 2 5

m in
,

弃封 闭 液
,

加 链 亲 和素一胶 体 金 50 川 /片 室 温 孵 育 45

n 、 in
,

l 义 P B S 和双蒸水分别漂洗 2 遍
,

暗室 内银 显影 5 nr i n 一 1 0

m in
,

蒸馏 水洗片
,

苏木 素或伊 红复染
,

光 学树脂胶 封片
,

镜 检
。

阳性结果判定
:

细胞浆中散 在或满 布黑 褐色颗 粒
;
阴性 结果判

定
:

细胞浆中无 黑褐色颗粒
。

阳性对 照设置
:

设置 一含已知靶序

列 曾用该探针 做原位 杂交获 阳性结果 的细胞
; 阴性 对照设 置

:

不加探针 的对照
。

统计学处理采用 才 检验
。

病 例
:

1 9 9 5 年 5 月至 1 9 9 7 年 2 月住 院治疗 的急性 白血病

5 0 例和慢性粒 细胞 白血病急变 2 例
。

其 中急性 髓细胞 白血病

( A M I
J

) 30 例
,

急 性淋 巴 细 胞 白血 病 ( A L L ) 20 例
;
初 治 组 28

例
,

复发难 治组 18 例
,

持续完全缓 解组 4 例
;
男性 33 例

,

女性

17 例
;
年龄 8~ 73 岁

,

中位数年龄 4 2 岁
。

全部病例均符合 国内

1 9 8 6 年天 津会议确定的诊断标准和 1 9 8 7 年苏州会议 确定 的疗

效标准
。

主要试剂
:

M D R I c D N A ( 1 5 7 b p ) 探针
,

光敏生物素及链亲

和素
一

胶 体金
,

均 由北京军科院附属 3 07 医 院提供
;
淋 巴细胞分

离液由上海生化试剂厂提供
;
其余试剂 自行配制

。

标 本制备
:

抽取 Z m l 骨髓液
,

肝素抗 凝
,

淋巴 细胞 分离液

2 结果

白血 病骨髓单个核 细胞 M D R I 基 因的表达
:

52 例 中有 24

例 M D R I 阳性
,

阳性率 2 4 / 5 2 一 46
.

2 %
。

其 中初 治组 1 0 / 2 8一

3 5
.

7 %
,

复 发难 治组 1 2 1/ 8 一 6 6
.

7 %
,

持续 完 全 缓解 组 14/ -

25
,

。%
。

阳性率初 治组 与复 发难 治组 相 差显 著 ( 尸 < 0
.

0 5 )
。

A M L 和 A L L 两组 M D R I 阳性率 差异不显著
。

3 讨论

在 M D R I 的检测方法中以 P C R 和 IS H 较为敏感

和可靠
。

B r o p h y [ 5 〕比较 了原位杂交
、

R T
一

P C R
、

免疫细

张 勇
,

男
,

3 1 岁
.

主治医 师
,

硕士
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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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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
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