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"是最常见的过氧化物酶体病#主要侵犯肾上腺

和脑白质等器官$
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发病由
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基因突变引发#该基
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*FA Ĝ@PL

!,

(

VA=<?>Z)3W+

J

?G

C

IEPL=E

!

2L@

(

:'':%'

"为
)@PL@L

R

E>

公司产品$限制性内切酶
3

J

>

&

!

2L@

(

O'"%:

"为
W01

公司产品'

f)!

原核融合表达载体
J

f0e/7!/

#

%

0$-?G<1H/#"

和
eH"/.GAE

为本室保存'质粒提取纯化试剂盒

!

J

GL=I<B,<><X<@2L@

(

3:87&

"为
\I<

R

L

公司产品'

YE=@EP>

.G?@@<>

R

GAI<>LGPEL

R

E>@

!

2L@

(

=-/#'79

"购自
)L>@L-PAU

公司$

鼠抗人
+H3*

单克隆抗体!

I?A=EL>@</LBPE>?GEAS?B

C

=@P?

J

D

C

J

P?@E<>I?>?-G?>LGL>@<.?B

C

#

2L@

(

,+1#":#

"购自
2DEI<-?>

公

司'羊抗鼠
K

R

f

!

Z4H

")

*EP?h<BL=E/2?>

;

A

R

L@EB+FF<><

J

APE

R

?L@

L>@</I?A=EK

R

f

!

Z4H

"#

2L@

(

U./#&'(

*为
3L@L=DEE@

公司产品'

医用
e

射线胶片为柯达
e/\,+!

'

1!

蛋白纯化试剂盒!

,L

R

/

>Ef)!

!,

*P?@E<>*AP<F<-L@<?>)

C

=@EI2L@

(

!,#7'

"为
*P?IE

R

L

公司产品$

A$B

!

引物设计
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原核表达载体
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型的重组质粒模板$
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突变体重组质粒的测序
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人工

诱导突变的
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种突变体重组质粒送往上海生物工程技术公司

测序$人工诱导突变的序列和参考文献报道的突变基因序列
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突变体部分序列划线处表示突变密码子所在的位置#箭
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&之间出现
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条较浓的蛋白区带#其相对分子质量与预
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融合蛋白的免疫印迹鉴定
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空质粒菌体其蛋白质均未出

现显色反应#

K*!f

诱导后含重组质粒菌体其蛋白质以及其纯

化产物均能与鼠抗人
+H3*

单克隆抗体结合#进行特异性反

应$与蛋白质相对分子质量标准进行比较#该条带位于
79b
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& 与
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& 之间#约
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突变体%
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突变体融合蛋白!纯化后"'
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为蛋白

相对分子质量标准$
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突变体%
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突变体%
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突变体重组质粒%野生型
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重组质粒的菌体!

K*!f
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为含野生型
W13

重组质粒的菌体!

K*!f

诱导前"'
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作为
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结构域之一的
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结合区!

W13

"#在
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2V+

的转运过程中起着重要作用$该结构域位于过氧化物酶

体的细胞浆面#具有
+!*

酶的活性#通过结合和水解
+!*

为

转运提供能量#从而发挥作用$如果
+!*

结合区的重要氨基

酸发生改变#尤其是保守氨基酸发生突变#将引起其
+!*

酶活

性的降低或消失#严重的则导致
e/+H3

)

7/(
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$利用大鼠肝细胞

的过氧化物酶体#
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*研究各种因素对
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结合和

水解
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的影响#结果显示#当缺少
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和
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紧密结合'当
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#4 存在时#结合的
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就水解为
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#且
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离开
+H3*

#促进下一个
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和
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的结合$

本研究利用
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原核表达载体#成功构建了
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蛋白
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部分的原核表达载体#其中包括通过人工诱

导突变获得的
&

个突变体的原核表达载体#并在
0$-?G<1H#"

进行表达$野生型的重组载体测序结果与
fE>1L>S

的参考序

列完全相同#突变型的重组载体测序结果与相应家系先证者的

突变位点完全符合$表达产物的蛋白质印迹也显示#大小约为

7'$(b"'

& 的蛋白质区带能被特异性单克隆抗体所识别#并通

过
f)!

蛋白纯化试剂盒获得较高纯度的目的蛋白$

&

个

+H3*

突变体的成功构建为进一步研究基因突变对
+H3*

功

能和结构的影响奠定了基础#为了解
e/+H3

的分子发病机制

创造了条件$
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各分组血细胞分析结果比较#见表
#

!

7

$

表
#

!!

组合
+

血细胞分析结果比较

项目 前!

Cd5

" 后!

Cd5

"

!

值

白细胞!

b"'

8

&

H

"

:$"%d"$98 :$':d"$87 "$79

红细胞!

b"'
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&

H

"

&$87d'$7: &$89d'$(' "$7#"

血红蛋白!

R

&

H
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"":$:7d#9$%(""%$9&d#9$(" 6'$#9&

血小板!

b"'

8

&

H

"

"87$&#d77$%9"8($7%d7($:8 '$"78

表
&

!!

组合
1

血细胞分析结果比较

项目 前!

Cd5

" 后!

Cd5

"

!

值

白细胞!

b"'

8

&

H

"

9$'(d#$(: %$8&d#$8& "$&&"

红细胞!

b"'

"#

&

H

"

7$:%d'$(# 7$:(d'$(" "$(7%

血红蛋白!

R

&

H

"

"&7$%(d&7$7: "&($(8d&7$&7 6'$&(#

血小板!

b"'

8

&

H

"

#&&$87d(($#" #&&$%9d(%$88 '$"(7

表
7

!!

组合
2

血细胞分析结果比较

项目 前!

Cd5

" 后!

Cd5

"

!

值

白细胞!

b"'

8

&

H

"

%$(:d#$7" %$79d#$7: "$7&'

红细胞!

b"'

"#

&

H

"

7$&"d'$7% 7$#8d'$(' "$79#

血红蛋白!

R

&

H

"
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血小板!

b"'

8

&

H

"

#"&$(8d78$'" #"&$"9d('$&# '$":&

C

!

讨
!!

论

负压真空管采血代替了传统的一次性注射器采血$全封

闭采血有效避免了院内感染#能准确定量%更好地保持了标本

的原始性状#提高了标本质量#减少误检和再检$针管内表面

极度光滑#管壁最薄#采血速度快#细胞破损少$真空凝血管内

壁经过无菌和硅化处理#确保光滑%有效防止溶血#从而保证凝

血指标检测结果的准确性$

本实验结果可以看出#不同采血顺序血细胞分析结果之间

差异无统计学意义!

"

$

'$'(

"#即真空采血顺序改变对血细胞

分析结果未造成影响$其中组合
+

反映了其他添加剂交叉污

染对血细胞分析结果未产生影响#可能与双向采血针表面极度

光滑有关#其不易黏附各类添加剂#因而能保证检验结果的准

确$组合
1

和组合
2

重点反映了不同顺序及位置变化也未造

成结果变化#这可能与采血顺利%组织损伤小%外源性凝血因子

进入试管含量低有关$

在组合顺序中均把第一管采血作为血细胞分析管#这是由

于在日常工作中#血细胞分析为常规项目#且大多数单独检验

的比较多#探讨第一管与其他顺序之间的差异变化意义更大#

为单独检验血细胞分析结果的准确性与可靠性提供依据$当

然#前提是必须一针见血#以防止组织损伤#外源性凝血因子进

入试管#影响实验结果)

"

*

$

严格控制采血量#血液与抗凝剂比例必须适当$血液比例

过低或过高#都会对结果产生影响$由于小孩或老人静脉不易

抽血#操作不规范使血量与抗凝剂达不到合格比例及医护人员

不科学地选取采血部位#两者血样均被不同程度稀释#致使检

测结果减低)

#

*

$如果血量少#浓度增高#中性粒细胞会肿胀分

叶消失#血小板会肿胀%崩解#产生正常血小板大小的碎片#使分

析结果产生错误)

&

*

$抽血量过多#抗凝剂不足#会造成血细胞的

微小凝集#影响结果$本研究采血量控制在
"$'

!

#$'IH

$

关于血液标本的放置时间长短对血细胞%血小板各参数有

影响#自血液分析仪应用于临床以来均有报道)

7/:

*

$血液标本

在采集
7D

内测定#血细胞%血小板各参数基本无变化#标本的

保存方法对标本的对血小板计数也会造成影响#血液标本室温

下放置时间过短#用
03!+/X

#

作抗凝剂时#会使血小板形态

发生变化$在采血后
&'I<>

内形成血小板可逆聚集体#使血

小板计数下降#在采血
&'I<>

后进行分析可提高结果的正确

性$血液标本室温下也不可放置时间过长#因为血小板可逆聚

集体在采血
&'I<>

后解散$血小板是体积较小的细胞#胞膜

薄#易于黏附%聚集和破坏$室温下离体时间过长#可发生变

形%自溶%体积缩小#标本放置时间越长破坏越多$标本放置时

间太长#易产生巨大血小板#这种巨大血小板分布于红细胞直

方图
"''

%

#('>I

处#引起血小板计数偏低$因而#血液标本需

不断混匀#

#D

内完成测定$同时要注意#

03!+

依赖的
K

R

,

抗体可引起白细胞计数和血小板减少#可造成血涂片时白细胞

聚集)

%

*

$

总之#在多试管的采血中#真空血常规管不受采血顺序及

位置的制约#方便实用#既能保证采血质量又能减少传统注射

器采血中的诸多影响因素#为提高血细胞分析结果的准确性和

精密度打下基础$
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