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&是一组动脉硬化血

管病中常见的(最重要的一种*
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5

聚合酶

链反应$

.45-_.

&和
>?"@?!BCD@

检测
/_2X-&

在
2/

患者中

的表达变化#旨在了解其在
2/

发病机制中的作用#进一步探

讨其在
2/

发生(发展中的意义'

A

"

资料与方法

A(A

"

一般资料
"

2/

组!选择本院确诊的
2/

患者
&'

例#符合

欧洲心脏病学会和美国心脏病联合委员会$

3/_

"

2__

&

2/

诊

断标准*

E

+

#其中男
%$

例#女
H

例%年龄$

E%($i%'(+

&岁'对照

组!选择
&'

名健康体检者#其中男
%$

例#女
H

例%年龄$

E&(,i

$(H

&岁#冠状动脉造影正常#无冠心病和心肌梗死相关临床症

状#血清肌钙蛋白
9

$

K4!9

&阴性$

$

*(%!

N

"

Q8

&'

A(B

"

仪器与试剂
"

-_.

分析仪$

279,$**

&(人单个核细胞分

离液$上海沪峰生物科技有限公司&(

.12

提取试剂盒$

;!5

S;@AD

N

?!

&(逆转录试剂盒$大连宝生物公司&(

-_.

引物$上海生

物工程公司&等'

A(C

"

方法

A(C(A

"

标本采集及单个核细胞分离
"

无菌操作采静脉血
'

Q8

#用乙二胺四乙酸二钾$

30425̂

&

&抗凝#使用人单个核细

胞分离液密度梯度离心分离单个核细胞'加入
%Q84.9WDC

#

+̀*a

保存'

A(C(B

"

抽提单个核细胞总
.12

"

取经
4.9WDC

处理好的匀浆

单个核细胞室温静置#加入
*(&Q8

氯仿#剧烈震动
%E"

#室温

静置
&Q;!

%

)a

(

%&***F

N

离心
%EQ;!

#移上层水相至新
3-

管#加
*(EQ8

异丙醇#混匀后室温静置
%*Q;!

%

)a

(

%&***F

N

离心
%*Q;!

#弃上清液#用
$EG

乙醇洗涤沉淀#

)a

(

$E**F

N

离心
EQ;!

#弃上清液#空气中干燥%

&*

(

8

无
.12

酶水溶解

总
.12

#

H*a

(孵育
%*Q;!

'紫外分光光度仪检测提取的总

.12

浓度#

+̀*a

保存'

A(C(C

"

引物设计与合成
"

根据
/_2X-&

基因在
-JBQ?P

中

查到的
:?!76!V

序列#按照引物设计原则设计引物#由上海生

物工程公司合成#见表
%

'

表
%

""

引物设计与合成

基因名称 引物名称 引物序列$

Ed5'd

& 最佳退火温度$

a

& 产物长度$

B

#

&

/_2X-&

上游引物$

Y

&

_4:42:__22_44:_24:4:2:2 EH )E'

下游引物$

.

&

__2:::224:24424__2:4:42:

$

56K@;!

上游引物$

Y

&

4_24:22:4:4:2_:44:2_24__:4 EH &H$

下游引物$

.

&

_442:22:_2444:_::4:_2_:24:

,

%E*%

,

国际检验医学杂志
&*%&

年
E

月第
''

卷第
,

期
"

9!@\86BX?P

!

X6

O

&*%&

!

TDC(''

!

1D(,



A(C(D

"

.45-_.

检测
/_2X-&Q.12

表达
"

以
.12

为模

板#利用大连宝生物公司逆转录反应试剂盒进行
.45-_.

反

应'反应条件为
E*a'*Q;!

#

,)a&Q;!

#然后
,)a'*"

#

EHa'*"

#

$&a&Q;!

#

'*

个循环'

.45-_.

反应完成后取
'

(

8.45-_.

产物在
%G

琼脂糖凝胶中于
+*T

恒压电泳
'*

Q;!

#紫外透射仪观察并拍照'图片经图像分析软件
76!P/K6!

进行光密度值扫描分析#计算各泳道
/_2X-&

与内参照
$

56K5

@;!

光密度之比作为
/_2X-&

相对含量值'

A(C(E

"

>?"@?!BCD@

检测
/_2X-&

蛋白表达
"

取单个核细胞

$

%F%*

H

&裂解后以
7A6PRDAP

法测定蛋白浓度#

7/2

为标准品%

每个标本取
E*

N

蛋白进行
/0/5-2:3

电泳#然后将蛋白电转

至
-T0Y

上#

3_8

法显色'

A(D

"

统计学处理
"

采用
/-//%E(*

统计软件进行分析'组间

比较采用独立样本
=

检验#检验水准!

#

h*(*E

'

B

"

结
""

果

B(A

"

外周血单个核细胞
/_2X-& Q.12

表达
"

2/

组

/_2X-&

和
$

56K@;!

的光密度值分别为
*(&$HHi*(*+&,

(

*(E$'%i*(%+'&

%对照组分别为
*()H&)i*(%')%

(

*(E,+&i

*(&*,'

'

2/

组
/_2X-&Q.12

表达量显著高于对照组#差

异有统计学意义$

D

$

*(*E

&'

B(B

"

外周血单个核细胞
/_2X-&

蛋白表达
"

2/

组单个核细

胞
/_2X-&

蛋白表达比对照组明显升高#差异有统计学意义

$

D

$

*(*E

&#见图
%

'

图
%

""

外周血单个核细胞
/_2X-&

蛋白表达

C

"

讨
""

论

/_2X-&

是 由
/_2X-&

基 因 编 码 的 一 种 蛋 白#是

/_2X-

蛋白家族主要成员之一#在进化过程中相对保守#其

分布于胞内具有循环作用的细胞器的膜及分泌囊泡中(高尔基

体及胞膜等#主要功能是在后期高尔基体转运途径中作为携带

者将细胞内物质运送到细胞表面#主要包括分选(囊泡转运体

的形成及胞吞"胞吐作用等*

H5$

+

'

人类
/_2X-&

基因定位于
%E

f

&'5

f

&E

染色体上#编码的

蛋白与其他囊泡转运膜蛋白一样形成复合体#

/_2X-

包括同

源多聚体*

+

+

'

/_2X-"

广泛存在于跨膜结构的整合蛋白中如

胞内具有循环作用的细胞器的膜及分泌囊泡等#因此#其参与

了细胞内囊泡转运过程*

,

+

'基因敲除
/_2X-&

会阻止起始阶

段的囊泡转运途径*

%*

+

#从而严重影响囊泡转运体的转运活性#

细胞功能会受到严重损害*

%%5%&

+

'本研究采用
.45-_.

和

>?"@?A!BCD@

比较
2/

患者和健康者外周血单个核细胞

/_2X-&Q.12

表达水平的差异#发现
2/

患者
/_2X-&

Q.12

和蛋白水平均明显升高$

D

$

*(*E

&#表明
/_2X-&

可

能参与了
2/

发病机制'结合本研究结果#作者认为
2/

患者

外周血单个核细胞
/_2X-&

基因表达增高#是由于患者血液

中胆固醇含量升高所产生的代偿反应#而
/_2X-&

基因表达

高(低可能是
2/

发病机制的重要环节之一'

总之#本研究结果提示#

/_2X-&

参与了
2/

的发生以及

发展#可能是
2/

潜在的预防或治疗靶点#深入研究
/_2X-&

会为
2/

的预防和治疗提供新的思路'

参考文献#

*

%

+ 张艳波#王军
(

端粒(端粒保护蛋白与动脉粥样硬化的研究进展

*

\

+

(

国际检验医学杂志#

&*%%

#

'&

$

%*

&!

%*$+5%*+%(

*

&

+ 林伟华#何艳#黄秀红#等
(

凝血纤溶系统标志物动态变化在冠状

动脉粥样硬化性心脏病的应用研究*

\

+

(

国际检验医学杂志#

&*%%

#

'&

$

%&

&!

%&$,5%&+*(

*

'

+

X6C

ON

;!612

#

D̂"@DQ6ADS69T

#

TDPDC6

N

;!611(4M?

N

?!?"DR6@M?AD5

"KC?AD";"6!PK6AP;DS6"KJC6AP;"?6"?"

*

\

+

(̂C;!X?P

$

XD"V

&#

&*%%

#

+,

$

'

&!

%)5%+(

*

)

+

/;!

N

C?@D!0.

#

>J44

#

_6"@C?\0(4MA??Q6QQ6C;6!/_2X-"

$

"?KA?5

@DA

O

K6AA;?AQ?QBA6!?

#

AD@?;!"

&

6A?M;

N

MC

O

A?C6@?P

#

ADPJK@"DRP;"5

@;!K@

N

?!?"M6S;!

N

";Q;C6A"JBK?CCJC6AP;"@A;BJ@;D!"

*

\

+

(\_?CC/K;

#

%,,$

#

%%*

$

%$

&!

&*,,5&%*$(

*

E

+

2C

#

?A@\/

#

4M

ON

?"?!^

#

2!@Q6!3

#

?@6C(X

O

DK6AP;6C;!R6AK@;D!A?P?5

R;!?P6KD5!"?!"J"PDKJQ?!@DR4M?\D;!@3JAD

#

?6!/DK;?@

O

DR_6A5

P;DCD

NO

"

2Q?A;K6!_DCC?

N

?DR_6AP;DCD

NO

_DQQ;@@??RDA@M?A?P?R;5

!;@;D!DRQ

O

DK6AP;6C;!R6AK@;D!

*

\

+

(\2Q _DCC_6AP;DC

#

&***

#

'H

$

'

&!

,E,5,H,(

*

H

+

XK1?L\2

#

/D

N

66APX

#

86Q

#

?!1X

#

?@6C(eV@H

#

#

6

#

A?!

O

C6@?P

/12.3?""?!@;6CRDA?!PD

#

C6"Q;KA?@;KJCJQ5:DC

N

;@A6!"

#

DA@

*

\

+

(\

7;DC_M?Q

#

%,,$

#

&$&

$

&+

&!

%$$$H5%$$+'(

*

$

+

>J44

#

_6"@C?\0(3S;P?!K?RDAKDCDK6C;W6@;D!6!P;!@?A6K@;D!B?5

@L??!'$6!P',V0;"DRDAQ"DR"?KA?@DA

O

K6AA;?AQ?QBA6!?

#

AD5

@?;!"

$

/_2X-"

&*

\

+

(\_?CC/K;

#

%,,$

#

%%*

$

%'

&!

%E''5%E)%(

*

+

+

>J44

#

_6"@C?\0(3S;P?!K?RDAKDCDK6C;W6@;D!6!P;!@?A6K@;D!B?5

@L??!'$6!P',V06;"DRDAQ"DR"?KA?@DA

O

K6AA;?AQ?QBA6!?

#

AD5

@?;!"

$

/_2X-"

&*

\

+

(\_?CC/K;

#

%,,$

#

%%*

$

%'

&!

%E''5%E)%(

*

,

+

X6@@M;?"]\

#

]6!=

#

/M;?CP"2

#

?@6C(/JBK?CCJC6ACDK6C;W6@;D!DR@M?

6!@;P?

#

A?""6!@5"?!";@;S?!DA?

#

;!?

#

MA;!?@A6!"

#

DA@?A

*

\

+

(7X_1?JAD"5

K;

#

&**,

#

%*

!

HE(

*

%*

+

8;6D]

#

cM6!

N

\

#

/M?"@D

#

6C/

#

?@6C(1D!A?PJ!P6!@RJ!K@;D!DR"?5

KA?@DA

O

K6AA;?AQ?QBA6!?

#

AD@?;!;"DRDAQ";!P?!"?KDA?S?";KC?

?UDK

O

@D";"

*

\

+

(2Q\-M

O

";DC_?CC-M

O

";DC

#

&**+

#

&,)

$

'

&!

_$,$5

+*,(

*

%%

+

0;?A;!

N

:]

#

_MJAKM\

#

1JQ6@6X(/?KA?@DA

O

_6AA;?AX?QBA6!?

-AD@?;!&.?

N

JC6@?"_?CC5"JAR6K?46A

N

?@;!

N

DR7A6;!5?!A;KM?P16

<

"

]<3UKM6!

N

?A1]3E

*

\

+

(\7;DC_M?Q

#

&**,

#

&+)

$

&*

&!

%'+,&5

%',*'(

*

%&

+

XD@68\

#

.6Q"P?!23

#

8;JX

#

?@6C(/_2X-';"6KDQ

#

D!?!@DR

@M?/6CQD!?CC65;!PJK?P@JBJC6A!?@LDAV6!PA?S?6C"6!;!@?A6K@;D!

B?@L??!B6K@?A;6C?RR?K@DA"6!P

#

D"@5

N

DC

N

;@A6RR;KV;!

N

*

\

+

(_?CCX;5

KADB;D

#

&**,

#

%%

$

+

&!

%&'H5%&E'(

$收稿日期!

&*%&5*%5*+

&

$上接第
%*E*

页&

""

病房和门诊患者分离的表皮葡萄球菌耐药率比较分析*

\

+

(

世界

感染杂志#

&**'

#

&

$

'

&!

&)5&$(

*

,

+ 张培#王卫文#夏永祥
(

医院葡萄球菌的临床分布及其耐药性分析

*

\

+

(

国际检验医学杂志#

&*%%

#

'&

$

+

&!

,*&5,*)(

*

%*

+刘昭升#谢素贞#闫蕾#等
(

福建地区真菌性角膜炎的流行病学研

究*

\

+

(

国际眼科杂志#

&**,

#

,

$

E

&!

,$H5,$$(

*

%%

+王鸿利
(

实验诊断学*

X

+

(

北京!人民卫生出版社#

&*%*

!

',)5',E(

*

%&

+史伟云#谢立信#刘昭升#等
(

部分板层角膜移植术治疗真菌性角

膜炎的初步报告*

\

+

(

中国实用眼科杂志#

&**%

#

%,

$

%%

&!

+&H5+&+(

*

%'

+夏季
(

分子生物学技术应用于病原微生物分子分型的研究进展

*

\

+

(

国际检验医学杂志#

&*%*

#

'%

$

%%

&!

%&$+5%&$,(

$收稿日期!

&*%&5*%5*+

&

,

&E*%

,

国际检验医学杂志
&*%&

年
E

月第
''

卷第
,

期
"

9!@\86BX?P

!

X6

O

&*%&

!

TDC(''

!

1D(,




