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摘 要
: 【目的】探讨 eD

s m us h 。
( D MN) 及其基 因表达水平在原发性下肢深静脉瓣膜功能不全 ( p ir m a

yr dee p

ve in 、
al

v 。 in s

iuff ic en cy
,

PD vi ) 引起的大隐静脉曲张组织中的变化
。

【方法】分别用逆转录 一 聚合酶链式 反应

( re
v e r s e t r a n s e r i p t io n 一 p o

ly m
e
ar

s e c h a in r e a e t i o n ,

RT
一
Pe R )和 w

e s t e rn b z
o t t i n g 检测 p D v l 病人曲张大隐静脉以及正常

人大隐静脉组织中 刀从V 基因和 D M N 蛋白的表达水平
,

用图像分析软件分析电泳照片
,

比较两组标本条带积分

光密度的差异
。

【结果」R-T Pc R 中
,

病例组扩增的条带积分光密度为 20 225
,

3 士 1 573
.

6
,

对 照组为 1 1 7 3 27
.

9 土

9 1 8 3
.

5 ( p < 0
.

0 1 ) ; W
e s t e r n

b l
o t t in g 中

,

病例组条带积分光密度为 16 7 86
.

9 土 3 16 9
.

3
,

对照组为 93 7 39
.

3 士

8 61 4
.

8 ( 尸 < 0
.

0 1 )
。

【结论」DM N 蛋白和 d es m us h
n
基因表达的下调可能与 PD vi 引起的大隐静脉曲张有关

。
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FI )家族
,

广泛分布于各种肌细胞
,

对于维持肌细胞

的完整性和肌 肉组织的张力起着重要作用
。

原发性

下肢深静脉瓣膜功能不全 ( p五m a汀 d e e p v e i n v a l v e

i n s u iff e i e n e y
,

P D v l ) 是血管外科的常见疾病
,

主要

表现之一就是大隐静脉 曲张
f ’ ] ,

曲张的大隐静脉和

功能不全的股浅静脉中静脉管壁平滑肌组织薄弱
、

张力减退
,

管壁扩张松弛
。

我们对 P DV I 病人曲张

大隐静脉管壁组织中 D M N 及其基因表达水平进行

检测
,

发现 DM N 在曲张大隐静脉管壁组织中表达

量显著降低
,

现报告如下
。

l 材料和方法

1
.

1 材 料
1

.

1
.

1 标 本 12 例病例组标本取 自伴有大隐

静曲张的 P Dvi 病人手术 中切除的大隐静脉组织
,

12 例对照组标本取 自非血管疾病意外死亡的正常

人大隐静脉组织
。

所有标本均在热缺血 20 m in 内

剪取隐
一
股瓣膜 区组织

,

生理盐水漂洗后立即冻存

于液氮中
。

1
.

1
.

2 试 剂 T R I z o l R e a g e n t 和 SUp E RS C R I p

T
TM

o n e 一 S t e p R T 一 p CR k i t 购 自 G I B C O B RL 公司
,

p C R 引物 由上海 申友公 司合成
,

w e s t e rn B一o t t i n g

C h e m i l u m i n e s e e n e e L u m i n o l R e a g e n t 购 自 S a n t a C ur
z

公 司
,

兔抗人单克隆 I g G 由 Y uj i M iuz n 。 教授惠赠
。

其余常用试剂主要购 自上海生物工程公司以及北

京中山试剂公司等
。

1
.

2 P C R 寡核昔酸引物

根 据 G e n B a n k 收 录 的 d e s m u s l i n e D N A 和

尽 a e t i n 碱基序列
,

用 p r im e r p r e m i e : 5
.

0 软件设计

d e s m u s l i n 及 尽 a e ti n 引物各 一对
,

分 别用于扩增

d e s m u s l i n 及 尽
a e t i n

。

尽
a e t i n 正向引物 ( fo wr

o r d )
: 5

’

一

CA T C T CTT G C T C G A AGT C CA
一

3
’ ,

反 向引 物 (
r e v e

r s e
)

: 5
’ 一

AT C AT G TT T G A GA C C竹 CA A CA
一

3
’
; d e s m

u s l i n 正 向 引 物 ( fo wr
o r d )

: 5气 e竹 G G CA GG AT
-

GA A A T A G
一

3
` ,

反向引物 (
r ve e sr e)

: 5气A A C CA G G

GT C A A C G GA A C T
一

3
’ 。

合成片段的长度分别为 30 0

b p 和 4 10 b p
。

1
.

3 组织中 d es m us h n 基因表达的检测

用 T R I oz l Rea ge in 按厂家提供的方法提取组织

总 R N A
,

紫外分光光度仪上准确定量
,

将各例样品

的 浓 度 调 节 一 致
。

然 后 使 用 SU P E sR CR IPT
T “

O n e 一 S t e p
RT

一

p CR k i t 进 行 一 步法 RT
一

p C R 检 测

de sm us h n m R N A 的 量
,

同 时 检 测 各 例 样 品 中

户ac it n 的表达量作为内参照
。

P CR 反应条件为
:
逆

转录 4 2 ℃ l h ;变性 9 4 ℃ 4 5 5 ,

退火 54 ℃ 4 5 5 ,

延伸 72 ℃ 1 m in
,

共 35 个循环 ;最后 72 ℃ 延伸 10

m in
。

反应产物在含澳化乙锭的 10 9 / L 琼脂糖凝胶

中电泳
,

用 u
vP

一

G D S 8 0 0 0 凝胶成像仪观察结果并

拍照
。

1
.

4 组织中 DM N 蛋 白含量的检测

取冻存的组织标本
,

在冰冷的含 1 m g / L 胰蛋

白酶肤 (
a p or t i n i n ) 和 10 0 m g / L 苯甲基磺酞 氟

( P M S F ) 的蛋白抽提缓冲液中冰上快速匀浆
,

4 ℃

10 0 0 0 r / m i n ( C S
一

15R 台式低温离心 机
, ; 二 7

.

3

c m ) 离 心 10 m in
,

取上 清迅 速冻 存于
一
70 ℃ 备

用
。

用 30 9 / L 牛血清白蛋白溶液作为标准蛋 白质

溶液
,

按照不 同比例稀释后测量 击
9 5

值
,

以不 同的

标准蛋白浓度对 击 9 5

值作图
,

绘制蛋白质浓度标准

曲线
。

测量各管样品上清液的 态
, 5

值
,

从曲线上查

知蛋白浓度
,

将各管蛋白浓度调整一致
。

加人含 40

g / L 十二烷基硫酸钠 ( SD )S 和 0
.

2 m ol / L 二硫苏糖

醇 ( D竹 ) 的蛋 白质上样缓冲液
,

冰上混匀后于 10 0

℃孵育 10 m in
,

每管样品取 2 0 卜L 在 80 9 / L 聚丙

烯酞胺分离胶中以 12 O V 稳压电泳 45 m in
。

随即以

恒 流 7 0 m A 3 h 将 蛋 白转移 到 聚 偏 二 氟 乙 烯

( pV DF )膜上
。

3 0 9 / L 牛血清白蛋 白 ( B SA )封闭 -

h
,

用兔抗人的单克隆 Ig G 按 l : 2 0 0 0 的稀释度与膜

一起 4 ℃轻摇孵育过夜
。

次 日用山羊抗兔并结合辣

根过氧化物酶的 Ig G 按照 1 : 5 0 0 0 的稀释度与膜孵

育 l h 以结合膜上的一抗
,

然后用 W e s te rn B l o t t i n g

e h e m il u m i n e s e e n e e

uL m ion l R e a g e n t 发光试剂 与膜

孵育 1 im
n ,

于暗室内曝光显影
。

1
.

5 统计学分析

用图像分析软件分析照片
,

用 S P S S 10
.

0 软件

包对各个条带的积分光密度值进行独立样本的 `

检验
,

检验水准
,
a = 0

.

0 5
。

2 结 果

2
.

1 D es m us il n 基因在病例组与对照组中的表达

水平

R T
一

P C R 检测显示
,

从所有病例组标本中扩增

出的条带亮度均明显弱于对照组 的扩增产物条带

(图 I A )
。

图像分析所得的各个条带的积分 光密

度值
,

病例组为 2 0 2 25
.

3 士 1 573
.

6
,

对 照组为

1 1 7 3 2 7
.

9 士 9 1 8 3
,

5 ( P < 0
.

0 1 ) ; 而 两 组 之 间

尽ac itn 条带差异无统计学意义 (积分光密度值分别
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等
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P D VI 患者曲张大隐静脉组织中 D M N 水平 的表达 2 1 9

2
.

2 w
e s t e r n b一o t it n g 检测 n M N 蛋白的表达

W e s t e m b l o t ti n g 结果显示
,

对照组中 D M N 的

表达量明显高于病例组 (图 2 )
。

得到各个条带的积

分光密度值
,

病例组为 9 3 7 3 9
.

3 士 8 61 4
.

8
,

对照组

为 16 7 8 6
.

9 土 3 16 9
.

3
,

两组差异有统计学意义 ( P

< 0
.

0 1 )
。

3 讨 论

O0C
以

00 00八钊5051

n曰n八曰nù0八曰自CUU
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图 1 P C R 扩增病例组和对照组中 de
sm us il n 表达序列的

10 9 / L 琼脂糖凝胶电泳
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T h
e

er s u l t

i n d i e a t e s t h a t D M N e x p r e s s i o n i n * h e p a r i e n t g or u p 15 s ig n i if e a n r ly l
o w e r

t ha n i n n o

mr al Pe o p l
e

为 1 1 0 9 7 5
.

8 士 5 0 9 1
.

7 和 1 1 1 0 5 5 士 5 19 4
.

5
,

P >

0
.

0 5 ) (图 I B )
。

PD vi 是血管外科的常见疾病
,

由 P D vi 引起的

大隐静脉曲张约占所有大隐静脉曲张病例的 7 0%

一
75 % 121

。

在 P DV I病人 中
,

曲张的大隐静脉与深部

的股浅静脉一样存在着管壁平滑肌薄弱
、

张力减

退
,

静脉管壁的松弛
、

扩张等形态学的变化
,

而这些

变化是全身支持组织薄弱的一个具体表现
,

有其遗

传学基础
。

详细了解这一变化背后的分子生物学事

件是明确 PD vi 引起的大隐静脉曲张的发病机理
、

指导临床治疗的有效手段
。

DM N 是一种新发现的 M
, = 16 0 火 1 0

3

大小的蛋

白质分子 3[]
,

它广泛存在于骨骼肌
、

心肌以及平滑

肌组织中
。

免疫荧光显微镜下观察发现在肌细胞的

纵切面上
,

D MN 呈条纹状排列
,

而在横切面上则呈

以嵌合体形式存在
。

电子显微镜观察发现 D M N 与

支架蛋 白 ( d es m in) 一起位于骨骼肌的 Z 线附近
。

对

DM N 进行序列分析表明它具有间质丝蛋白 ( int
e -

mr
e d i a t e p r o t e i n

,

IF ) 的信息
“ ’ ,

与第 6 型 r F 家族 中

的 s y n e m i n [ , ] ,

p a r a n e m i n [ 6 ] ,
t a n a b i n l , ]以及 n e s t i n 【“ ]在

空间结构上最为相似
,

都有一个短的 N 端
、

一个保

守的棒状区和一个长的 C 端
,

因此 D M N 可能是第

六型 IF 家族中的一员
。

IF 蛋 白 (包括 DM N 和支架

蛋白 ) 能够通过机械性地加强蛋白质分子之间的连

接来帮助维持组织结构的完整
。

体外共免疫沉淀实

验发现 D MN 能够通过它的棒状结构与支架蛋白以

及 一 种 膜 蛋 白 a
一

d y s t or b r e v i n 相 互 联 系 川
,

而

a
一

d ys tor br ve in 是肌细胞增强蛋白相关蛋白复合体

( t h
e d y s t or p h i n

一a s s o e i a te d p or te i。 。。 m p一e x
)的组分之

一
,

支架蛋 白则是 Z 带的组分之一
。

支架蛋 白环绕

肌细胞的 z 带
,

并且在相邻的 Z 带之间建立丝蛋

白桥梁
,

而 D M N 则通过 a
一

d ys t or b er vi n 和支架蛋白

形成了细胞外基质和 Z 带之间的蛋 白质连接
。

这

些蛋白连接对肌 肉组织的结构完整性来讲至关重

要
,

任何环节遭到破坏都可能影响到肌肉组织的完

整性
。
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本实验表明在 P D V I引起的曲张大隐静脉中
,

D M N 的含量 明显少于正常静脉组织
,

同时其编码

基因的表达水平也显著下调
。

虽然 DM N 的具体功

能和在此所起的作用还不清楚
,

但是这一结果至少

说 明 D M N 与该疾病 的发生发展过程有关
。

鉴于

P DV I 的原发部位
一
股浅静脉也存在着与曲张大隐

静脉相似的形态学改变
,

所以 D M N 可能在 PD V I

的发生发展 中也起着一定的作用
。

对于 D M N 与大隐静脉曲张乃至 P DV I本身的

确切关系
,

我们将继续进行深人研究
。
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组 E 蛋 白保留了其生物学活性
,

为今后重组 E 蛋白

的大规模生产及其亚单位疫苗的研制提供了有利

条件
。

用针对 -N 联甘露糖链 的内糖昔酶 H 处理重

组 E 蛋白显示
,

其相对分子质量减小 ( 5
一
6)

x 10 , ,

提示该重组 E 蛋白被添加的高甘露糖残基修饰
,

与

.P P as 勿 isr 正常加工糖基化的 E 蛋白相符 6I]
。

另一

方面
,

动物免疫试验显示
,

纯化的重组 E 蛋白可诱

导 鼠产生 D ZV 型特异 的高滴度抗体
,

其作用类似

于灭活的 DZ V 疫苗
,

表明该重组 E 蛋 白具有免疫

原性
,

但对同型病毒攻击的保护作用有待验证
。

由于该酵母系统表达产物无超糖基化现象 171
,

分泌的重组 E 蛋 白纯化方法简便
,

获得的全长蛋白

具有较完整的生物学特性
,

对于发展 D V 亚单位疫

苗具有诱人的前景
。
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