
增殖更为有效。 IL-3可通过高亲合力的结合位点对成熟骨髓效

应细胞 (巨噬细胞 ,嗜酸性粒细胞 ,嗜碱性粒细胞 )发挥作用 ,可

促进巨噬细胞 ,嗜酸性粒细胞和嗜碱性粒细胞的活力 ,延长存

活期并抑制其死亡。而且 , rh IL-3还提高巨噬细胞和 /或嗜酸性

粒细胞的细胞毒、杀菌以及杀癌细胞的能力。 IL-3除以上的生

物学活性外 ,还能使造血系统对 EPO , GM-CSF更敏感。 通过

对 h IL-3结构与功能关系的深入研究 ,将会有助于进一步从分

子水平阐明其多种生物学功能以及作用机理。 同时 ,在深入理

解 h IL-3结构与功能关系的基础上 ,研制高活性 ,低毒副作用

的 h IL-3突变体 ,由于 h IL-3自身结构 , IL-3很难以非融合型

蛋白在大肠杆菌中高效表达。 本室应用遗传工程技术构建了

pBV220 h IL-3表达质粒 ,但在大肠杆菌中未见表达。在此基础

上 ,本研究用 PC R定点突变技术 ,将人 IL-3 N末端第 3位蛋氨

酸 ( Met 3)突变成缬氨酸 ( Val3) , N末端第 116位赖氨酸

( Ly s116)突变成缬氨酸 ( Va l116) ,以分析蛋白质在改造前后的

活性变化 ,其后 ,在大肠杆菌表达系统中表达了 hIL-3突变体。

用 h IL-3细胞依赖株检测活性 ,结果表明: 在大肠杆菌 TAP106

中表达的 pSM53MV hIL-3突变体的活性明显高于在相同宿

主菌中表达的 p SM53N hIL-3天然型。

　　将 Lys116突变为 Val116取代了野生型 Lys116后 ,经用

EMBL Seguens程序进行 IL-3突变体蛋白质二级结构分析 ,其

D螺旋的参数变化不大。 实验中所采用的大引物 PC R定点突

变方法 ,突变率可达 100%。PCR扩增产物 ,经 Sanger双脱氧法

测序证实 NhIL-cDN A与野生型的 hIL-3 cDNA完全一致 ,

Mh IL-3 cDN A和 MVh IL-3 cDNA突变体与我们预期设计的

结果一致 ,均无因 Taq DNA多聚酶的自然错配而发生非预期

的突变 ,这说明当目的 DN A序列不是很长 ,同时严格优化

PCR反应的各种条件 ,是可以得到理想的点突变的结果。 使我

们可以在基因任何位置引入点突变 ,为基因的修饰 ,蛋白质工

程的研究提供了简单、稳定的方法。

　　利用原核细胞表达真核基因因一系列的原因 ,要获得高效

表达是比较困难的。 因细菌 RNA聚合酶不能识别真核基因的

启动子 ,真核基因转录的 mRNA缺乏 Shine Dalga rno ( SD)序

列 ,因而不能结合到核糖核蛋白体 ( Ribo some)上 ,不能启动翻

译过程 ,表达的真核蛋白质在原核细胞中不稳定 ,容易被细胞

蛋白酶破坏 ,另外由于原核细胞缺乏转录后加工体系。 用于表

达的真核基因 ,必须删除信号肽编码序列 ,而且是 mRN A的反

转录产物即 cDN A,才能使表达产物为成熟蛋白形式。 所构建

的两个表达载体 , pKK233-2 h IL-3经 IPTG诱导培养后 SDS-

PAGE未见特异性表达带 ,而 pSM53 h IL-3经温度诱导培养后

SDS-PAGE在 M r 15× 103 u( 15 KD)处可见特异性表达带 ,诱

导表达的条带经免疫印迹证实为 h IL-3蛋白分子。仅是 p SM53

hIL-3 SDS-DAGE在 M r 15× 103 u( 15 KD)处可见特异性表达

带。 这可能与 hIL-3cDNA ATG与载体 SD序列之间的距离有

关 , pKK233-2 h IL-3的 pKK233-2为载体 ,利用载体上带有起

始密码子 NcoⅠ 酶切位点将 h IL-3 cDNA与载体相连 , ATG与

SD序列间距离为 8bp,而 pSM 53 hIL-3同样以 NcoⅠ 酶切位点

上的 ATG为起始密码子 ,其 ATG距 SD序列为 10 bp,是将

pSM53以 EcoRⅠ 酶切 ,填平后连接。 从此结果表明 ,虽然转录

水平是决定外源基因表达蛋白产率的重要因素 ,但仅将外源基

因置于强启动子之下远不能轻易获得高效表达 ,启动子的选

择 , SD序列与起始密码子之间的距离是相当重要的。没有一定

的固定模式。将天然型 p SM53 Nh IL-3与突变型 pSM53 MhIL-

3, pSM53 MV hIL-3在相同条件下培养诱导的包含体经变性 ,

复性制备的粗纯化 hIL-3待测上清与 pSM53质粒 , hIL-3标准

品同时用 TF-1细胞株进行体外测活。突变型 pSM 53 MV hIL-

3活性比相同条件下表达的天然型 pSM 53 N hIL-3和突变型

pSM53 MhIL-3提高了 3～ 4倍。

　　关键词　 PCR定点突变 ; h IL-3; cDNA突变体 ;高效表达 ;

PL启动子 ; h IL-3突变体

　　中图法分类号　 R392. 12

(收稿: 1996-11-29;修回: 1997-12-20)

(编辑　汪勤俭 )

骨外固定治疗长骨缺损不连接的实验研究

An experimental study on the treatment of long tubular bone defect and

nonunion with external f ixation

杨　柳　 李起鸿　　 (第三军医大学附属西南医院骨科 )重庆 , 630038

　　长骨干缺损不连接伴肢体短缩 ,一直是骨科临床治疗中最

为棘手的难题之一。 它常见于严重开放粉碎性骨折、骨折手术

感染和先天性胫骨假关节等反复多次手术失败 ,以及骨髓炎大

块死骨切除和长骨肿瘤段切除后等。 传统的治疗方法 ,如游离

植骨和带血管骨移植因受诸多病理条件的限制 ,疗效难以满

意。本研究应用 X线照片、血管造影、墨汁灌注透明切片和图像

分析、微血管铸型 SEM观察、放射微球法局部血流量测定 ,组

织学光镜观察 , BM D和 CTD测定、力学强度测试、 TGF-β 1 cD-

NA探针原位杂交等多种技术手段 ,通过 107只山羊和 68只日

本大耳白兔建立的不同实验模型 ,较为系统地研究了长骨缺损

不连的骨外固定治疗及方法的合理选择 ,初步探讨了如何促进

延长区骨愈合的方法 ( PEM F,延迟延长 , TGF-β 1)和可能机制 ,
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主要研究结果如下:

　　 ( 1)长骨缺损不连接的骨外固定治疗有两种基本方法 ,即

EECL和 SBTL ,对于骨缺损超过 20%原长度时 ,应采用 SBTL

骨外固定方法。对于缺损不超过 15% 骨长度者 ,应首选 EECL。

总之 , EECL具有方法更为简便、疗效更为确实、可避免不必要

手术的优点 ,因此两种方法的选择 ,应遵循只要断端直接对位

加压后不出现肢体远端血循环障碍为原则 ,多谱勒血流测定可

作为临床监测肢体远端血循环的重要参考指标。

　　 ( 2)实验中发现干骺端截骨术后 4 d,即重建血循环 ,延长

区血管极其丰富 ,随延长同步生长 ,并随延长区皮质和髓腔形

成而逐渐向皮质和髓腔血管衍变 ,骨缺损断端皮质血管术后 7

周即开始吻合沟通 ,对位良好的骨缺损断端 ,在牢稳加压外固

定条件下 ,可以出现骨折一期愈合 ;干骺端部位截骨延长 ,延长

区骨修复改建迅速。

　　 ( 3)节段性转移骨段在转移过程中 ,未显示血循环障碍 ,延

长区在延长过程中其血管网极为丰富 ,无连续性中断或血管稀

少缺失 ,骨缺损断端相互接触加压固定后 ,断端间皮质血管于

延长结束 2月后开始跨过间隙相互吻合沟通。表明 SBT L方法

在治疗大段骨缺损方面具有手术相对简单 ,可充分矫正缺损 ,

而且不需植骨等优点。

　　 ( 4) PEM F刺激对延长区骨修复改建有明显的促进作用 ,

但机理尚不清楚 ,需进一步研究。

　　 ( 5)截骨后不同时间开始延长 ,对延长区骨愈合具有重要

影响 ;适当的延迟延长有利于延长区骨愈合 ,最佳延迟延长应

以截骨断端血循环重建时间为依据 ;过度延迟延长可能造成延

长区骨痂断裂 ,发生骨不连。

　　 ( 6)从干骺端截骨延长开始 , TGF-β 1 m RN A表达阳性细

胞逐渐增加 , 15 d时达最高峰 ,此阶段阳性细胞主要定位于血

管内皮细胞和成纤维细胞 , 20 d后 ,延长区表达阳性细胞开始

减少 ,且主要定位于骨小梁边缘成骨细胞 ,表明 TGF-β 1在延

长区骨修复中具有重要作用。如何提高和维持 TGF-β 1 m RN A

的高水平有效表达 ,可能对促进和加速延长区骨愈合具有重要

的意义。

　　关键词　骨缺损 ;骨不连 ;骨延长 ;骨外固定

　　中图法分类号　 R683

(收稿: 1996-12-06;修回: 1996-12-31)

(编辑　冷怀明 )

胃粘膜肠上皮化生和胃癌的发生机理及其逆转与干预治疗的实验研究

Experimental studies on the mechanism of development of intestinal

metaplasia and gastric carcinoma and their differentiated therapy in rats

孙贵银　 刘为纹　　 (第三军医大学附属西南医院消化内科 )重庆 , 630038

　　本实验分别以致癌剂甲基硝基亚硝基胍 ( MNNG)联合法

莫替丁 ( F)方法和致突变剂丙基硝基亚硝基胍 ( PNNG)饮水法

等两种不同的方法成功地建立了 Wistar大鼠实验性胃粘膜肠

上皮化生模型 ;并在肠化模型和体外细胞培养的基础上 ,分别

用病理检查、生物化学、粘液组化、免疫组化、电镜和原位杂交

等手段 ,观察与探讨了肠化的组织发生、肠化与胃癌的关系以

及叶酸、β -胡萝卜素和中药方“肠化Ⅰ 号”对肠化和胃癌细胞的

逆转与干预治疗作用与机理。 主要研究结果如下 :

　　 ( 1)以饮水法给予 PNNG或小剂量 MNNG+ F(混入食料 )

是建立大鼠胃粘膜肠上皮化生模型的两种有效方法。

　　 ( 2)胃粘膜肠化可能起源于腺颈部的干细胞 ;Ⅲ型肠化与

胃癌关系密切 ;胃癌的发生方式可能有两种: ①正常胃粘膜→

肠化 (Ⅲ型 )→异型增生→胃癌 ,②正常胃粘膜→异型增生→胃癌。

　　 ( 3)自由基在实验性胃癌及其癌前病变的发生中具有一定

作用 ,外源性自由基清除剂的应用可能对胃癌及其癌前病变具

有辅助治疗作用。

　　 ( 4)超氧化物歧化酶在大鼠实验性胃粘膜癌前病变的发生

中具有一定作用 ;即使在生理状态下 ,胃粘膜也在持续不断地

受到活性氧的攻击。

　　 ( 5)在生理状态下 , Wistar大鼠胃粘膜 Mn SOD和 CuZn-

SOD mRNA的表达主要位于腺颈部 ;致癌剂 PNN G可能对

SOD mRN A的表达具有严重的损伤作用。

　　 ( 6)叶酸、β -胡萝卜素和肠化Ⅰ 号对胃癌及其癌前病变具

有良好的阻断作用。

　　 ( 7)叶酸、β -胡萝卜素和肠化Ⅰ 号的作用机理之一可能是

其自由基清除作用 ;其二 ,可能与其改变抑癌基因 p53和癌基

因 C-myc的表达 ,导致细胞凋亡有关。

　　 ( 8)肿瘤相关抗原 M G7、增殖细胞核抗原 ( PCNA )和碱性

磷酸酶是肿瘤细胞良性转化的标志物 ,可用于监测瘤细胞的生

物学行为。

　　关键词　肠上皮化生 ;诱导分化 ;叶酸 ;β -胡萝卜素 ;肠化

Ⅰ 号 ;基因表达 ;丙基硝基亚硝基胍 ;甲基硝基亚

硝基胍 ;超氧化物歧化酶

　　中图法分类号　 R735. 2

(收稿: 1996-12-03;修回: 1997-01-10)

(编辑　王　红、沈锡庚 )
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