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辐射小鼠肠上皮细胞损伤相关基因的初步鉴定
’

挤论著幸

王 军平二 胡川 阂 柔永萍 程天民 (第三军医大学预防医学系防原 医学教研室
、

全军复合伤研究所 ) 重庆
,
4 0 0 0 3 8

提 要 目的
:

寻找肠上皮细胞辐射损伤相关基 因
,

探讨 辐射致 肠上皮损伤的分子发生机制
.

方法
:

用

m R N A 差异显示技 术比较研究 12 G y 丫射线辐射损伤前后小 鼠小肠上皮细胞间基 因表达 的异同
,

分离并克

隆差异表达基因片段
,

斑点杂交验证其表达特异性
。

结果
:

寻找并成功地克隆到一条辐射损 伤特异表达基 因

片段 R S :
。

结论
: R S : 所代表的基因有可能为新发现 的肠上皮辐射损伤相关基因

。
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肠上皮细胞是构筑肠道屏障的主要组成部分
,

在

维持机体生命活动中居重要地位
,

因对辐射敏感
,

肠上

皮细胞是辐射损伤的主要靶细胞之一
。

在核爆炸
、

核事

故和腹部放疗等情况下
,

肠上皮会经历一系列病理变

化
,

但其分子层次的发生机制尚未阐明 lj[
。

为此
,

我们

运用 新近发展起来 的 m R N A 差异显示 ( D i f f e r e n t i a l

d i s p l a y
,

D D )技术 [ ,
·
3〕

,

比较研究 T 1 2 G y y 射线照射

前后小 鼠小肠上皮细胞间基因表达的差异情况
,

并对

差异表达基因片段进行克隆与初步鉴定
,

以期获得辐

射损伤相关基 因
,

进而为揭示电离辐射诱导肠上皮细

胞损伤的分子机制提供实验依据
。

材料与方法

1
.

1 动物致伤及分组

健康雄性昆明种小 鼠
,

体重 20 ~ 25 9
。

分正常和放射损伤

组
,

放射损伤组予以
6O
C

o 7 射线 12 G y 全身一次性照射
.

照射距

离 一 s m
,

照射剂量率为 0
.

1 2 5 G y / m in
。

1
.

2 肠 上皮细胞的分 离

正常及照后 3 h 小 鼠脱颈致死
,

采用 E va ns 等闭的方法分

离小肠上皮细胞
,

显微镜 下观察细胞形态并计数
。

1
.

3 总 R N A 的提取

采用异硫氰 酸肌一步法分 别提取两种 细胞 总 R N A
,

紫外

分光检测提取结果
,

以 O D 26 。

/ O D 28 。

值接近 2
.

0 为纯度满意
,

同

时进行甲醛变性琼脂糖凝胶电泳检测 R N A 的完整性
。

1
.

4 D D R T
一

P C R

1
.

4
.

1 引物 3’ 端锚定引物 共 4 条
:
T 1 l( A G C ) N

,

其 中 N

分别为 4 种碱基 中的一 种
; 5’ 端任意 引物共 4 条

,

分别为
: 5’

-

A G CC A CC A T G
一
3

` 、
5

, 一

G G A G G A G A A G
一
3
` 、

5
`一
G C A T G G T G

-

G C
一
3
` 、
5气 C T T C T C C T CC

一
3

`

(北京中科院微 生物研究所 贝克曼

实验室合成 )
。

1
.

4
.

2 单链
。 D N A 的合成 分别 以 4 条 3

`

端锚定引物对正

常及照后 3 h 肠上皮细 胞总 R N A 进行逆转 录反应
,

反应体积

为 2 0 拌 l
,

每 管 含 2 拌g R N A
,

l 尸m o l / L 3
,

端锚 定 引 物 T l l

( A G C ) N
,

s o U 的 A M V 逆转录酶 ( P r o m e g a
公司产品 )

,

4 2
0

C
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解放军总

后勤部杰 出人才基金
、

重庆市 中青年科研基 金资助

二 王军平
,

男
,

26 岁
,

助教
,

博士研究生

水浴 l h
,

反应产物稀释 5 倍后进人下一步反应
。

1
.

4
.

3 差异显示 P C R 反应体积为 2 5 川
,

含 1 闪稀释后逆

转录产物 ; 1 拜m of / L 对应 的 3
,

端锚定引物 ; 1 拜m ol / L 任一种 5
`

端任意引物
; 1

.

5 拌m o l / L M g C I: ; 2
.

5 拌m o l / L d N T p 混合物
; 5

拌C i [
3 2
P } d A T P (北京亚辉公司产品 ) ; 3 U 的 T

a q 酶 (华美生物

工程公 司产 品 )o 在 A m p ilt or
” 兀型 P C R 扩增仪上按 以下条气

进行 P C R 扩增
:
9 4

0

C 9 0 5 ,

4 2 oC 90 5 ,
7 2℃ 6 0 5 ,

反应 4 0 个循

环
,

再 7 2℃ 延伸 10 m in
。

同时设一对 照管
,

除模板为未经逆转

录的总 R N A 外
,

其它条件 同上
。

1
.

5 差示 P C R 产物 的 电泳及放射 自显影

CP R 产 物 5 拌l 加 l 拌l 载样缓冲液 ( P r o m
e g a

公 司产 品 ) 混

合
,

在 6%变性测序胶上
,
SO W 恒功 率电泳 6 h

,

然后 进行放射

自显影 2 4~ 4 8 h
。

1
.

6 差异条带的 回收

根据放射自显影结果
,

从胶 上割下辐射损伤后 的肠上皮细

胞与正常肠上皮细胞 间差异 显示的 区带
,

加 10 0 川 双蒸水
,

室

温放置 1 0 m i
n ,

沸水煮 1 5 m i n
,

按方法 1
.

4
.

3 再次进行 P C R (此

次不加同位素 )
,

以 扩增得 到的
c D N A 片段

。

1
.

7 差异表达基因片段的克隆

用 K le n o w 酶 (华美 生物再程公 司产 品 )将 再次 P C R 产物

补平
,

纯化后连接于预先经 S二 a l 酶 (宝灵曼公司产品 )切过的

pG E M
一

3z f( + )测序质粒载体中
,

转化大肠 杆菌 D H a5
,

经蓝
一

白

筛选 鉴定重组子
。

1
.

8 探针标记及斑点杂交

以 E co R I
、

S al l (宝灵曼公 司产品 )双 酶切含有差异表达

基 因片段的 阳性重组质粒
,

回收
、

纯化 差异 表达基因片段
,

对其

进 行地高辛标记 (地高辛标记 ik t 购 自德国宝灵 曼公 司 )
,

然后

用其对正常及照射损伤肠 上皮细胞总 R N A 进行斑点杂交
。

2 结果

2
.

1 小肠上皮细胞总 R N A 的提取

提取分离后 的小肠 上皮细胞总 R N A
,

经 甲醛变性凝胶 电

泳显示可见 2 8 5
、
1 8 5

、
5 5 r

R N A 3 条带和介于它们之 间呈 云

雾状的 m R N A
,

表明 R N A 分子完整
,

没有发生降解
。

同时用总

R N A 为模 板进行 P C R 扩 增
,

测 序胶 电泳未 见条带 出现
,

说 明

R N A 中没有 D N A 的污染
。

2
.

2 D D R T
一

P C R

P C R 产物经 测序胶电泳展示可 见每个样 品约有数 十至上
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2 例临床同种异体原位肝移植成功 消息

T w o c a s e s o f s u c c e s s f u l o r t h o t o P i c l i v e r t r a n s P l a n t a t i o n

最 近
,

我院肝胆外科中心成功地完成了 2 例临床同种异体原位肝移植
。

例 1
,

男性
,

3 6 岁
。

诊断
:

①肝细胞癌
,

右肝前叶
、

左肝内叶
,

巨块型
,

伴门静脉左
、

右支癌栓 ; ②肝炎后肝硬变
。

经肝动脉化疗后 10 天
,

于 5 月 7 日在全麻下行原位肝移植术
。

手术历时 12 小时 40 分
,

经过顺利
。

术后无外科并

发症发生
。

术后联合应用 环抱霉素 A
、

霉酚酸醋 (晓悉 )
、

甲基强的松龙三联抗排异反应
,

术后 2 周时出现急性排斥

反应
,

经大剂量 甲基强 的松龙冲击治疗后控制
。

术后 40 天出院时
,

肝酶谱及胆红素水平降至 正常
,

血清白蛋白及

凝血酶原水平正常
,

已恢复正常生活
。

例 2
,

男性
,

34 岁
。

诊断
:

①肝细胞癌
,

左
、

右肝
,

弥漫型
,

伴门静脉左
、

右支癌栓 ; ②肝炎后肝硬变
。

于 6 月 2 2 日

在全麻下行原位肝移植术
。

手术历时 n 小时
,

经过顺利
。

术后病情平稳
。

在短 时期内
,

完全依靠 自己的力量
,

连续 2 例临床原位肝移植的成功
,

标志着我院肝胆外科 中心 已熟练掌握

了此项新技术
。

( 西南 医 院 供稿 )


