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　　 Abstract　Objective: T o study th e bio ch emical mechanism of the acute intox ication by 1, 1-dime thy lhy-

drazine ( UDM H) th rough intrat racheal infection from the ang le of neur ot ransmitte r. Methods: Adult ma le

Wistar ra ts we re r andomized into four g r oups: 1) Normal contr ol g roup ( N CG ) ; 2 ) Low -dosage g roup

( LDG, 80mg /kg ) ; 3) M iddle-do sage g roup ( M DG, 160mg /kg ) ; 4) High-dosage g roup ( HDG, 240mg /kg ) .

The contents of GABA and g lu and th e activities of GAD and GABA-T w ere de termined at the 30th , 60th

and 90th min a fter the infection. Results: 1) The cont ent of GABA and ac tiv ity of GAD were significantly

low er in LDG, MDG and HDG than in the contr ol ( P < 0. 01) . These two indices w ere in dose-effect and

tim e-effect manners. 2) The activity o f GABA-T w as significantly low er in HDG than in the contro l ( P < 0.

05) . 3) The content o f Glu w as rema rkably highe r in MDG and HDG than in the cont rol ( P < 0. 01) . Con -

clusion: UDM H induces into xication o f the centr al nerv ous system thr ough decreasing the activ ity of GAD to

r esult in the dec rease of the content o f GABA. It also might be due to the increase Glu content in the brain.
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人 C5aR在大肠杆菌中的功能性表达及 C5a对中性粒细胞及肾小球内皮细

胞粘附的影响
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　　 C5aR具有广泛的分布 ,除髓样细胞外 ,还分布于多种脏器

的实质细胞。C5aR介导了众多的生物学效应 ,参与了许多疾病

的发生、发展 ,并在多种病变中起重要作用。然而 C5a- C5aR

系统目前还有许多未知的领域 ,亟待去深入开拓。

　　为了获得高质量充足的 C5aR材料来源 ,满足多方研究的

需要 ,我们用大肠杆菌高密度生长的优势及融合蛋白易纯化的

特点 ,构建了人 C5aR和细菌麦芽糖结合蛋白 ( MBP)基因融合

的表达质粒 C5aR-pmal-p2。通过 PCR调整了 C5aR cDNA阅

读框架 ,改变了原有 cDNA两端的酶切位点 , 缺失了起始密码

并增加了一个细菌偏性的终止子。DNA测序表明 C5aR cDN A

与表达载体中的 MBP开放阅读框架一致。将重组质粒转入

DH5α菌中 ,首次在细菌内膜上表达出了具有配体结合活性的

C5aR。Western-Bo lt和 IGSS检测表明表达的 C5aR具抗体结

合活性并且定位表达于细菌内膜。表达量占整个细菌蛋白总量

的 3. 2%。受体的放射性配体结合实验 ( RBA) 证实 125 I-C5a与

完整表达菌的结合可达饱和 ,每个细菌上 C5aR的含量不低于

60个放射性配体结合位点 ,与 C5a的亲和力接近体内正常细胞

的测定值 , kd= 3. 62nM。提示细菌内膜上的 C5aR正确折叠 ,保

持了良好的构象。

　　本研究应用 IGSS技术发现肾小球内皮细胞 ( GV EC)上分

布有 C5aR。为揭示 GV EC上 C5aR介导的生物学效应 ,本研究

还探讨了 C5a-C5aR对 Paw-GV EC粘附的影响。用微管吸吮技

术率先从生物力学角度直接定量地证实了 C5a对 Paw -

GV EC粘附特性的影响 ,经 2000 ng /ml C5a刺激 ,粘附力 ( Fa )

达到 0. 014 dyn,相对粘附应力 ( S1)达到 1720 dyn /cm 2,与对照

组均有非常显著性差异 ( P < 0. 01)。S1结果提示 C5a浓度在

2000ng /ml以下时 ,参与粘附的分子相对恒定 ,而当 C5a刺激

浓度达 2000ng /ml时 , S1显著增加 ,细胞间粘附的分子机理可

能发生变化。PMN的髓过氧化酶 ( M PO ) 检测结果表明 , PMN

与 GVEC粘附的发生依赖于 C5a刺激的剂量。本研究从不同

角度阐明了 C5a对 PMN-GVEC粘附的影响 ,为深入探讨 C5a

和 C5aR在炎症性病变中的重要作用打了下基础 ,同时为深入

研究 C5a和 C5aR提供了有用的实验工具和材料来源 ,也为其

它膜蛋白的表达及探讨外源性膜蛋白在 E . coli蛋白中正确折

叠和嵌入细胞膜的机理提供了参考。
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内皮细胞 ;中性粒细胞 ;粘附 ;微管吸吮
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