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　　提　要　通过向密闭舱内灌注混合气体的方法 ,分别复制慢性缺氧、慢性缺氧伴二氧化碳潴留及慢性呼

吸性酸中毒大鼠模型。以地高辛标记的脑阴离子转运蛋白 ( AE3 ) cDNA探针 ,用核酸原位杂交及点杂交技术 ,

对 AE3 mRNA的分布及变化进行检测 ,结果显示:① AE3 mRNA广泛分布于脑组织 ,其中以呼吸调整中枢所

在部位脑桥深部灰质最为富集。②慢性缺氧组 AE3 mRN A的相对含量显著地低于对照组 ( P < 0. 05) ,慢性

缺氧伴二氧化碳潴留及慢性呼吸性酸中毒组均非常显著地低于对照组 ( P < 0. 01) ;③慢性缺氧伴二氧化碳

潴留及慢性呼吸性酸中毒组均非常显著地低于慢性缺氧组 ( P < 0. 01) ,但二组之间无显著性差异 ( P >

0. 05)。提示 AE3在呼吸衰竭的发生及其导致的肺性脑病中可能具有一定作用。

　　关键词　缺氧 ;二氧化碳潴留 ;脑阴离子转运蛋白 ;肺性脑病 ;氯离子通道

　　中图法分类号　 R563

　　慢性胸肺疾患当发生呼吸衰竭时 ,常因缺氧和二

氧化碳潴留引起肺性脑病 ,但其确切的机理尚未阐明。

近年的研究发现 ,细胞膜氯离子通道在神经元细胞兴

奋性中起重要的作用 [1 ] ,脑阴离子转运蛋白作为神经

元细胞膜上三种氯离子通道中的一种主要氯离子转运

载体
[2 ]
,其在呼吸衰竭时的变化尚不清楚。本研究旨在

通过原位杂交确定 AE3与呼吸中枢的位置关系 ,并通

过点杂交测定缺氧和 /或二氧化碳潴留大鼠脑桥组织

中 AE3 mRNA的变化 ,以期探讨其在肺性脑病中的作用。

1　材料与方法

1. 1　主要材料
　　质料 PRG108(含小鼠脑 AE3cDN A,美国 Stanfo rd大学

Kopito教授惠赠 ) ,地高辛标记检测试剂盒、硝酸纤维素膜为德

国 Boeh ringer产品 ,蛋白酶 K、聚蔗糖、聚乙烯吡铬烷酮、鲑鱼

精子 DNA,硫酸葡聚糖、吗啉基丙磺酸 ( M OPS)为美国 Sigma

产品 ,限制性内切酶 HindⅢ 、λDN A/ HindⅢ Marker为华美生

物工程公司产品 ,核糖核酸酶 A为 Promega产品 ,其它试剂均

为国产优质醇或分析纯。菌种 HB101为第三军医大学遗传教研

室保存菌种。IL-1303血气分析仪 , 754紫外 /可见分光光度计 ,

CSG10型双波长薄层扫描仪 , C-RIB型数据记录仪。

1. 2　动物模型制作
　　雄性 Wista r大鼠 48只 ,随机分为 4组 ,分别参照文献

[ 3～ 5 ]进行。所有大鼠均在实验舱内抽动脉血行血气分析 ,而

后断头活杀 ,迅速取出脑组织 , 1%二乙基焦碳酸酯 ( DEPC)

PBS水冲洗血迹 ,冰浴中分取大脑、中脑、脑桥、小脑各 100 mg ,

液氮存放。

1. 3　点杂交
1. 3. 1　脑组织总 RN A的提取、鉴定及定量　　按文献 [6 ]方

法进行 ,采用甲醛变性凝胶电泳及分光光度计法进行鉴定并定

量 ,使 A 260 / A280均在 2. 00± 0. 10范围内 ,并将各样本浓度调

定为 10μg /ml,以备杂交时定量。

1. 3. 2　 AE3 cDN A探针的制备　　碱变性法提取质粒 DN A、

HindⅢ酶切 ,透析袋法回收 ,参照试剂盒行地高辛随机引物标

记 ,并估测标记率。

1. 3. 3　点杂交步骤　　参照试剂盒说明行高严格度杂交 ,依

次行标准品、样品稀释→点膜、烤膜→预杂交、杂交→洗膜及免

疫检测→显色及终止反应。

1. 3. 4　结果分析　　湿膜置于 CSG10型双波长薄层扫描仪

上 ,于 540 nm处扫描 , C-RIB数据记录扫描图谱 ,以标准品各

点面积为纵坐标 ,计数各样品点 AE3 mRNA的相对含量。结果

以 x-± s表示 ,在微机上行 t检验和方差分析。

1. 4　原位杂交
1. 4. 1　切片及固定　　将麻醉后大鼠行主动脉插管 ,灌注 50

ml PBS(内含肝素 )后灌 4%多聚甲醛 250 ml,灌注后的大鼠置

4℃冰箱 4 h ,开颅取脑组织 ,置 4%多聚甲醛中后固定 6 h,转入

20%蔗糖液中脱水后。在恒冷箱切片机上冰冻切片 ,连续 3张为

一组 ,分别行常规染色 ,免疫细胞化学及原位杂交 ,切片厚度为

20μm。切片置于 4℃冷丙酮中后固定 15 min室温干燥后 ,置 -

70℃贮存备用。

1. 4. 2　原位杂交步骤参照文献 [7 ]进行

　　依次行脱水→消化→封闭→预杂交→杂交→抗体显色→

脱水→透明→封片。
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2　结果

2. 1　动脉血气分析 (见表 1)

表 1　动脉血气分析结果比较 (x-± s )

Tab 1　 Comparison of arterial blood gas analyses (x-± s )

　 Group n pH PO2 (k Pa) PCO2 ( k Pa) HCO-
3 ( mmol /L)

　 Cont rol 12 7. 32± 0. 03　　　 12. 16± 0. 98　 5. 54± 0. 82　　 21. 57± 3. 1　　

　 Hypoxia 8 7. 31± 0. 08 6. 63± 1. 70※ 5. 56± 0. 98 20. 23± 4. 28

　 Hypoxia w ith hypercapnia 9 7. 25± 0. 06△△※ 6. 37± 0. 94※ 7. 31± 0. 75△※ 25. 50± 2. 01△※

　 Respi ratory acid osi s 9 7. 24± 0. 08△※ 12. 11± 1. 45△ 8. 82± 2. 75△※ 29. 15± 2. 34△※

△: P < 0. 01, △△: P < 0. 05 v s hypoxia; ※: P < 0. 01, ※※: P < 0. 05 vs contr ol

2. 2　原位杂交
　　强杂交信号见于脑桥深部灰质、海马、中脑核团、小脑蒲氏细胞等 (见图 1～ 4)。

图 1　 AE3在大鼠脑桥灰质呈极强杂交信号　 (原位杂交× 100)

Fig 1　 AE3 shows the strongest hybr idization in the pontine gray matter signal　 ( ISH× 100)

图 2　 AE3在大鼠中脑核团呈强杂交信号　 (原位杂交× 100)

Fig 2　 AE3 shows strong hybridization signal in nucleus of midbrain　 ( ISH× 100)

图 3　 AE3在大鼠小脑蒲肯野氏细胞中呈强杂交信号　 (原位杂交× 40)

Fig 3　 AE3 shows strong hybridization signal in purkin je cells of cerebellum　 ( IS H× 40)

图 4　 AE3在大鼠海马呈强杂交信号　 (原位杂交× 40)

Fig 4　AE3 shows strong hybridization signal in hippocampus　 ( ISH× 40)
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2. 3　各组 AE3 mRNA相对含量 ( ng /mg组织 ) (见表2)

表 2　脑桥组织 AE3 mRNA的相对含量比较 (x-± s)

Tab 2　Comparison of relative contents of AE3 mRNA ( x-± s )

　 Groups n AE3 mRN A ( ng /mg)

　 Con trol 12 372. 70± 28. 92　　　　

　 Hypoxia 10 342. 20± 26. 54※

　 Hypoxia w i th hypercapnia 9 185. 95± 16. 38※※△△

　 Respi ratory acidosis 11 201. 07± 13. 25※※△△

※: P < 0. 05, ※※: P < 0. 01 vs cont rol;

△: P < 0. 05, △△: P < 0. 01 vs hypox ia

3　讨论

　　阴离子转运蛋白 ( AE)是一类分布广泛的膜蛋白 ,

其通过介导 Cl
-
/HCO

-
3 跨膜转运参与细胞内 pH、细

胞体积及细胞内氯离子浓度的调节
[8 ]
。 位于红细胞膜

上的 AE即 Band 3(又称 AE1 ) ,其在 CO2的转运和排

出中起重要作用 , AE2的分布较为广泛 ,主要位于肾小

管基质细胞 ,其在调节机体及其质细胞的酸碱及离子

浓度具有一定的作用
[9 ]
。 1989年 Kopi to首次从小鼠

脑 cDN A文库中筛选出 AE3 cDN A克隆 ,并通过细胞

转染及细胞内外 pH、离子变化的测量等证明其具有与

AE1、 AE2相似的功能 ,随后 Kudrychi分离出大鼠脑

AE3 cDN A,并证明与小鼠 AE3 cDN A高度同源 ,而与

AE1、 AE2的同源性较低 [9, 10 ] ,因此 ,本研究应用小鼠脑

特异性 AE3 cDN A探针 ,成功地检测了大鼠脑 AE3

m RNA的存在及变化情况。我们以 AE3 cDN A为探针

对鼠脑冰冻切片进行了原位杂交 ,结果显示 AE3 mR-

NA主要分布于大脑皮质Ⅱ层、Ⅴ层扣带回海马、中脑

核团、脑桥灰质等 ,其中被认为是呼吸调节中枢的脑桥

深部灰质最为富集 ,此与 Kopi to及 Kudrychi的研究

结果相似 ,说明 AE3与呼吸调节中枢具有位置相关

性。近年国外报道向离体脑片中灌注高浓度二氧化碳

气体及动物吸入高浓度二氧化碳气体 ,可引起膜电位 ,

细胞内氯离子浓度及动物行为的异常 [11, 12 ] ,提示氯离

子通道的状态改变可能是二氧化碳引起肺性脑病的中

间环节。 AE3作为神经元细胞膜上的一种主要氯离子

通道 ,尤其是其在呼吸调节中枢—脑桥灰质的富集 ,都

提示其在肺性脑病的发生中具有一定作用 ,其确切的

作用及其机理有待进一步深入研究。
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Expression of anion exchanger mRNA in brains of rats with chronic

hypoxia and hypercapnia
Zhang Xianquan, Qian Guisheng ( Depa rtment o f Repira tor y Diseases, Xinqiao Hospital, Third Militar y Medical Univ er sity ,

Chongqing , 630037)

　　 Abstract　 After three models o f hypoxia, hypoxia with hypercapnia and ch ronic acidosis w ere estab-

lished in rats by pouring the mixed gases into the chambe r, the distribution and changes o f anion exchange r 3

( AE3 ) in the brain of the rats w er e studied with in situ and do t blo t hybridization using dig oxig enin-labelled

cDN A probe. It w as found tha t: ( 1) AE3 and m RNA distributed widely in the brain tissue, especially in pon-

tine g ra y mat ter wher e the r espir ato ry center w as located. ( 2) The rela tiv e contents of AE3 and m RN A in the

brains o f experimenta l r ats w ere significantly lower than tho se of the contro ls. ( 3) The r ela tiv e contents of

AE3 and m RN A in the br ains o f ra ts with chr onic hypoxia and hyper capnia and ch ronic respir ato ry acidosis

w ere also significantly low er than those in rats with chr onic hypox ia ( P < 0. 01) but there w as no significant

difference betw een chronic hypox ia and hyper capnia and chronic respira to ry acido sis. These finding s suggest

that AE3 may play an impo r tant role in the occurr ence o f respira tor y failure and subsequent pulmona ry en-

cephalophathy.

　　 Keywords　 hypoxia; hypercapnia; anion exchanger; pulmonary encepha lopha thy; chlo ride channel; r at

骨肉瘤的临床病理与分子病理学研究—— 影响临床预后因素的探讨及 p53

抑癌基因的改变

A clinical and molecular pathological study on human primary osteosar-

coma—— prognostic factor and p53 gene changes

郭乔楠　 陈意生　　 (第三军医大学基础部病理学教研室 )重庆 , 630038

　　作者从临床病理方面对人骨肉瘤的临床预后影响因素和

分子生物学方面对 p53抑癌基因与临床病理的联系及其在骨

肉瘤发生、发展中的作用进行了较为系统的研究。 采用了组织

学、组织化学、免疫组织化学及 PCR-SSCP银染技术 ,从多层

次、多角度探讨了判断预后的模型及 p53基因的改变 ,强调了

肿瘤的生物学及分子生物学特点与临床病理间的联系 ,获得如

下结论:

　　 ( 1)单因素分析影响骨肉瘤患者临床预后的因素中 ,有显

著统计学意义的有: 患者的性别、年龄、肿瘤的发生部位 ,肿瘤

的大小、 DNA倍体状态及含量测定、 AgNORs计数、肥大细胞

计数及 PCNA、 KiS1免疫组化染色半定量分级。而骨肉瘤的组

织学分型及核丝分裂像计数对预后的判断意义不大。

　　 ( 2)多元直线回归和多元逐步回归 ,得到一个有非常显著

意义的判断预后模型。对该模型有明确影响的因素依作用大小

依次排为: DNA倍体状态及 DN A含量 ; AgNORs计数 ;肿瘤大

小 ;肿瘤发生部位 ;患者年龄 ;患者性别。

　　 ( 3)判断骨肉瘤预后模型中最好的因素为 DN A倍体状态

及 DN A含量指数。其含量指数在同一肿瘤中的值是恒定的 ,不

依组织学的改变而变化。精确测量肿瘤直径在临床上也是必要

的。而 PCNA、 Ki S1免疫组化检测肿瘤细胞增殖活性及半定量

分级仍不失为判断预后的简便、经济快捷的手段。

　　 ( 4) 96例有随访资料的人骨肉瘤标本中 , p53蛋白阳性率

为 29. 17% , p53蛋白阳性患者的半年生存率明显低于 p53蛋

白阴性患者。 p53蛋白阳性与骨肉瘤组织学分型间无明显关

系。 银染 PCR-SSCP方法检测 p53基因 5-8外显子点突变 ,得

到 SSCP阳性率为 23. 96%。 SSCP阳性患者的半年生存率明显

低于 SSCP阴性患者。 SSCP阳性与骨肉瘤组织学分型无明显

关系。 提示 p53基因改变在人骨肉瘤的发生、发展中起某种作

用。而 p53蛋白表达及 p53基因点突变有可能成为判断人骨肉

瘤恶性程度的指标。

　　 ( 5)人骨肉瘤中 p53基因点突变以第 7外显子多见。

　　 ( 6) SSCP和免疫组化的阳性符合率为 82. 14% ,具有较好

的一致性。 免疫组化不失为一种简单、经济的检测 p53基因点

突变的方法。

　　关键词　骨肉瘤 ;预后 ; p53基因
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