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视黄酸对淋巴细胞膜转铁蛋白受体 m R N A 水平影响的研究
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提 要 在本研究中观察了一定剂量范围 ( 2
.

5 x 1 0 一
`
~ 2

.

5 x 1 0 一
’

m o
l / L )视黄酸 ( r e t in o i。 a e i d

,

R A )对

淋 巴 细胞膜上的转铁蛋白受体 (C D 71 ) m R N A 的影响
。

结果显示
:

大剂量 R A ( 2
.

5 x 10
一 `

m ol / L )显著抑制

C D 71 m R N八 产生
,

且这种抑制作用不能被加入的外源性人重组 白介素 2 ( hr IL
一

2) 所逆转
, 2

.

5 x 1 0 一 ’
~ 2

.

5

x l 。 ’ ` m ol / L R A 则能增加 C D 71 m R N A 含量
,
2

.

5 火 1 0 一
’

m ol / L R A 作用不明显 (与二甲基亚矾 ( D M S O )

溶剂对照 比 )
。

提示大剂量 R A 可能直接在基因转录水平上抑制了 C D 71 D N A 转录为 m R N A
。

关键词 维甲酸 ,淋巴细胞 ( D 71 分子

中图法分类号 R s 2 9
.

2 4 ;
R g s 6

淋 巴细胞膜上 的转铁蛋 白受体 ( C D 7 1) 是淋 巴细

胞膜上一重要的分化抗原
,

由 90 k D 两亚单位组成
,

它

可与 F 。
一饱和 的转铁蛋 白结合

,

内在化 介导细胞对

F e + +
的摄取

〔 `〕 ,

因此 C D 71 分子与淋巴细胞增殖分化

密切相关
。

静止淋巴细胞很少或不表达 C D 71 分子
,

淋

巴细胞受有丝分裂剂或特异性抗原活化后 C D 71 表达

明显增加
,

它与 C D 2 5
、

C D 3 o
、

C D 7 0等被认为是细胞活

化过程中期的活化标志物
「, 〕 ,

用 C D 71 单抗封闭其与配

体的结合
,

淋巴 细胞增殖受抑
,

细胞大部分受阻于 G
l

期 〔 3二。

有研究 显示视黄酸 ( R A ) 能直接作用于 T
、

B 淋

巴细胞
,

影响细胞因子分泌和 C D 2 5
、

C D 71 等膜分化抗

原表达
。

本实验 从转录水平上研 究一定剂量范围 R A

对 C D 71 分子表达的影响
,

以推动 R A 免疫调节作用分

子机制的研究
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

PT fR
一
2质粒由 k u h n

博士惠赠
,

人重组 IL
一
2冻干品为本校

免疫教研室生产 ;地高辛标记多聚核昔检测试剂盒 (肠 9 D N A

l
a
b

e
l li

n g a n d d
e t e e t i o n

k i t )
、
D N A + H in d 1 m

a r
k

e r
为德国

玩
e
h

r i n g e r
M

a n n h
e im 公司产品

,
焦碳酸二 乙醋 ( D E P C )为 F l u -

k
a
产品

,

G
u a n id in e

为 S ig m a ) 产品
;

大肠杆菌限制性 内切酶

( E e o R I )为华美公司产品
,

硝酸纤维素 ( N C )膜为美国 P r o
m

e g a

产品
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 D N A 片段扩增
、

酶切及片段 回收
:

质粒转化大肠杆菌

H B 1 01
,

经含氨节青霉素的 L B 培养基筛选
,

转化阳性菌落接种

于含氨节青霉素的 L B 液体培养基中
,

用氛霉素扩增质粒
,

碱变

性法大量提取质粒
。

E co R I 酶切
,
。

.

8 %琼脂糖凝胶电泳将载体

与 目的基因分开
,

电泳洗脱方法回收 D N A 片段
.

经酚氮仿抽

提
,

乙醇沉淀纯化 C D 7 i c D N A 片段
。

L .2 2 公 g 标记 C D 71
c D N A 探针制备

:

将纯化后的目的基因

片段 1
.

0 拜g
,

1 0 0 ℃煮沸 1 0 m i n 变性
,

迅速置 一 2 0℃ 1 0 m i n ,

加

入六聚核昔酸混合物及 dN T P 标记用混合底物
,

在 lK en
o w 大

片段酶存在下37 ℃反应 20 h
,

煮沸10 m in 后一 20 ℃保存备用
。

1
.

2
.

3 人外周血淋巴细胞的分离
、

培养
:

取健康献血员新鲜肝

素抗凝静脉血
,

按常规方法无菌分离淋巴细胞
,

洗涤后用 10 %

F C S 的 R P M l l 6 4 o液悬起细胞
,

调整细胞浓度为 s x 一。 `
个 /m l

,

于 24 孔板中培养细胞 ; R A 用 D M SO 配成不同浓度
,

加入细胞

培养液中使终浓度分别为 2
.

5 只 1 0 一 `
~ 2

.

5 x 1 0一 ’ m ol / L
,

同时

设立加相应量 D M SO 无 R A 的溶剂对照
,

以 P H A 刺激培养 48

h
。

用异硫氰酸肌法抽提细胞总 R N A
,

R N A保存于 一 20 ℃备用
。

1
.

2
.

4斑点印迹杂交

1
.

2
.

4
.

1 标准品及稀释方法
:

取一定量纯化的 P T f R
一
2质粒在

紫外分光上测 0
.

D 2 60
,

计算其浓度
,

按 3倍稀释法依次稀释成

1 7 4 5
,
5 8 1

.

6 7
,
1 9 3

.

8 9
,
6 4

.

6 3
,
2 1

.

5 4
,
7

.

1 8
,
2

.

3 9
,
0

.

8 0
,
0

.

2 7
,
0

.

0 9 p g /拜l
。

1
.

2
.

4
.

2 点膜
、

预杂交及 杂交
:

N C 膜 依次用 dd H ZO
、

20 x

S S C
、

0
.

1% D E P C 浸湿后 自然凉干备用
。

一 20 ℃保存的 R N A 加

变性液 ( 2 0 只 SS C : 3 7% 甲醛 l : 1 ) 1 2 拜l 稀释
,

全部溶解后 6 5 ,C水

浴 15 m in
,

依次取标准品及样品 2 川点于 N C 膜上
,

80
`

C烤膜 2

h
。

将膜用 4 0 m l 预杂交液 ( 5 火 S S C
,
0

.

5 %封阻试剂
,
0

.

1 % N
一

十

二烷酸肌氨酸钠
, 。

.

02 % S D )S 封于塑料袋中
,

65 ℃ 预杂交过夜
,

然后将膜取出于另一塑料袋中
,

加入 2
.

s ml 杂交液 (含 iD g 标

记 C D 7 1 e
D N A 探针 2 0 拜l

,

5 0 % 甲酞胺
、
5% 封阻试剂

、

5 又 S SC
、

0
.

2% N
一

十二烷酞肌氨酸钠
,
0

.

0 2% S D S )
,
4 2 ℃杂交 Zo h

。

1
.

2
.

4
.

3 洗膜及显色
:
N C 膜在室温下 2 x S SC

,
0

.

1纬 S D S 洗

膜 s m i n x Z次
,
6 5℃ 用 0

.

1 又 S S C
,
0

.

1 % S D S 洗膜 1 5 m in x Z次
,

再在室温用 Z x S S C 漂洗一次
,

再次封阻膜 45 m in
,

按试剂盒提

供方法加入显色剂显色 24 h
,

然后终止反应
.

1
.

2
.

5 定量分析
:

湿膜用 C S g 。。 0型 (日本 )薄层色谱扫描仪扫

描
,

根据扫描的波形面积在半对数坐标纸上作图
,

由标准曲线

可查出各样品点所含 R N A 相当于同源 D N A 的量
。

结果

C D 7 1 e D N A 片段酶切鉴定

P T f R
一
2质粒大量扩增

、

纯化后
,

取 l 严1质粒用 E e o R I 3 7℃
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咽喉表面麻醉法的改进

T h e im P r o v e m e n t o f P h a r y n g o l a r y n g e a l s u r f a c e a n e t h e s i a

陈小宏 马惟力 (第三军医大学西南医院耳鼻咽喉科 ) 6 3 0 0 3 8

目前使用的普通咽喉喷雾器效率较低
,

操作较复杂
.

病人

痛苦较大
,

我们对其稍加改进后
,

在施行咽 喉表面麻醉术时效

果甚好
。

现报道如下
:

三通管上端口

!

扣暇气

翁 喷杆

1 器材及方法

普通咽喉喷雾器
,

带刻度细长玻璃瓶
,

三通管
,

氧气瓶及减

压流量计各一
,
1 %盐酸地卡因溶液若干

。

按附图连结
二
施术时

患者取坐位
,

先开启氧气阀及流量计
,

氧气流量调节在 SL /m in

左右
,

麻醉咽部时嘱患者 自然张 口发
“

阿
”

音
,

麻醉喉部时则牵

舌发
“
衣

”
音

,

与此同时用右手食指按住三通管上端口
,

地卡因

即从喷嘴喷出
。

取开食指
,

喷雾停止
。

为防止呛咳及地卡因中

毒
,

宜采用间歇喷雾
。

一带刻度细长玻璃瓶

1 %盐酸地卡因

附图 改进之咽喉喷雾器示意图
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