
表 2　曲美他嗪对再灌注心律失常的影响

　组　别 n 室速 室颤 频发室早
房室传

导阻滞
合计

对照组 10 8 2 10 4 24

20 mg/(kg·d) 10 4 1) 1 8 1 14 1)

40 mg/(kg·d) 10 3 1), 2) 0 9 3 15 1), 2)

　　与对照组相比 , 1)P <0.01;与 20 mg/(kg·d)组相比 , 2)P >

0.05

3　讨　论

曲美他嗪对单纯的心肌缺血具有明显的治疗作用 ,但与

硝酸酯类 、β-受体阻滞剂及钙离子拮抗剂不同 , 其抗心肌缺

血时 ,并不影响心血管系统的主要血流动力学参数和心肌的

氧耗量[ 1 ～ 3] 。但对心肌缺血再灌注损伤的保护作用 , 由于这

类研究复杂 ,并难以标准化 , 不同实验之间缺乏同质性 ,且曲

美他嗪所用的剂量和途径不同 ,因而不同实验结果之间差别

很大[ 4 , 5] 。本实验通过左室内压及心电图的监测 , 发现在缺

血及再灌注后 ,经曲美他嗪预处理者 , 其再灌注心律失常的

发生率和左室内压峰值及变化速率峰值的恢复程度明显优

于对照组。同样再灌注后 ,心室复跳的速度在曲美他嗪预处

理者快于对照组并与曲美他嗪剂量相关 ,说明口服曲美他嗪

一周后对缺血再灌注心肌有保护作用。

Boucher等[ 4]对离体大鼠心脏进行缺血再复灌时发现 ,

单纯给予曲美他嗪口服[ 3 mg/(kg·d),一共 5 d] 无明显的心

肌保护作用 ,而单独在灌注液中加入曲美他嗪却能减轻心肌

的缺血再灌注损伤 ,然而当两者合用时 , 效果更明显。而本

实验在灌注液中未加用曲美他嗪 ,而仅给予该药预处理却能

观察到明显的心肌保护作用。两者的差别一方面可能与各

自所采取的缺血与再复灌方式不同有关 ,另一方面也可能与

曲美他嗪所用的剂量不同有关。本实验中曲美他嗪的用量

为 20 或 40 mg/(kg·d),大大超过 Boucher所用的剂量。

曲美他嗪对缺血再复灌损伤的保护机制 ,迄今尚未完全

弄清 ,目前一般认为曲美他嗪促进心肌细胞内能量代谢由脂

肪酸氧化为主型转移到葡萄糖氧化为主型可能是其作用的

基础
[ 6 ～ 8]

。最近 Kantor 等
[ 1]
研究发现这一过程是通过曲美

他嗪抑制线粒体内长链脂肪酸 3-酮酰辅酶 A 硫解酶来实现

的 ,其结果使细胞内的 β 氧化直接受抑制 , 并间接增加葡萄

糖的氧化分解 ,从而有利于改善缺血缺氧时葡萄糖酵解与葡

萄糖氧化失耦联 , 使细胞内的 H+浓度降低 , Na+、Ca2+聚集

减少 , 抑制自由基的形成 。在本实验中 , 离体心肌的灌注液

仅含有葡萄糖而未加任何链长的脂肪酸 ,因而不存在直接抑

制脂肪酸的 β 氧化这一途径 , 但本实验中出现阳性结果 , 说

明曲美他嗪对缺血再灌注心肌的保护作用可能不仅通过抑

制脂肪酸 β 氧化的途径起作用 , 还可能存在着多种作用机

制 , 这也是目前尚未明了之处。

总之 , 曲美他嗪是具有独特的药理作用的新一类抗心肌

缺血药物。本研究发现其口服预处理后对离体缺血再灌注

大鼠心脏有保护作用 , 它使离体缺血再灌注心脏的复跳时间

缩短 , 减轻缺血再灌注对心功能的损害。
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摘　要:【目的】克隆人 CD134 L的 cDNA ,构建人 CD134L 的原核表达载体 pGEX-4T-1/ hCD134L ,并进行序列分析。【方法】以 EB病毒

转化健康人外周血 B淋巴细胞 ,从激活的EB病毒转化的 B细胞中提取总 RNA ,采用 RT-PC R方法扩增出人CD134L cDNA ,经 BamHⅠ和 Sal

Ⅰ双酶切后 ,克隆入原核表达载体 pGEX-4T-1 ,构建高效表达载体 pGEX-4T-1/ CD134 L ,经限制性内切酶酶切分析和 cDNA序列分析鉴定重组
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质粒。【结果】人CD134L cDNA 已正确克隆到原核表达载体 pGEX-4T-1中 ,测序结果表明中国人C D134L cDNA 与GenBank国外报告的完全

一致。【结论】本研究成功构建人CD134L 的原核表达载体 ,为下一步进行人 CD134L 与自身免疫性疾病的关系奠定基础。
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　　CD134L为 CD134 的配体分子 , 是 TNF 超家族成员 Ⅱ

型跨膜糖蛋白。 CD134/ CD134L 分子是典型的双向信号系

统[ 1 , 2] 。激活的 CD4+ T 细胞上 CD134 分子的交联(cross-

linking)可导致 CD4+ T 细胞增殖 , IL-4 分泌增加 , 促使

CD4
+

T 细胞向 Th2 类细胞的分化。 激活的 B 细胞上

CD134L分子的交联可引起 B 细胞增生及特异性抗体分泌 ,

在 T 细胞依赖的 B 细胞终末分化期起关键作用。 动物实验

表明 ,利用抗 CD134L单抗在体内阻断 CD134-CD134L 间的

相互作用可抑制 CD4+ T 细胞的激活和增殖 , 对炎性肠病

(IBD)、多发性硬化症和移植物抗宿主病(GVHD)等自身免

疫性疾病有明显治疗作用[ 3 ～ 5] 。为进一步研究 CD134/

CD134L分子作用机理。我们从激活的 EBV-B 细胞中克隆

了中国人 CD134L 全长 cDNA , 并构建了其原核表达载体。

1　材料与方法

1.1　材　料

质粒 pGEX-4T-1购自 Pharmacia公司;大肠杆菌 BL21、

AET 处理的绵羊红细胞由本室提供;B95-8 细胞株为广州血

液中心付涌水博士惠赠;各种限制性内切酶 、T4 DNA 连接

酶 、UNIQ-10 柱离心式 T rizol总 RNA 提取试剂盒 、dNTP、高

保真 Taq DNA 聚合酶为上海生工生物工程公司产品;琼脂

糖胶 DNA 回收试剂盒购自宝灵曼公司。

1.2　方　法

1.2.1　EBV 转化 B 淋巴细胞的获得　①B 淋巴细胞的分

离:采用密度梯度离心法分离单个核细胞。将得到的单个核

细胞调至(2 ～ 3)×109 个/ L , 并以等体积的 10 g/ L AET 处

理的绵羊红细胞混合 , 37 ℃放置 20 min , 其间轻摇。 500 r/

min 离心 5 min ,放入 4 ℃1 h。将混合物加入淋巴细胞分离

液中 , 2 000 r/min , 离心 20 min , 吸出中间的白膜层即为所

需的 B淋巴细胞。②EBV 转化 B 淋巴细胞:B95-8 细胞置于

37 ℃、体积分数5%CO 2培养箱中培养2 d 后 , 转入34 ℃、体

积分数 5%的 CO 2 培养箱培养 2 周 , 收获含 EBV 的上清。

将B 淋巴细胞悬浮于用 B95-8 培养上清稀释(1∶1)的 RP-

M I1640 培养液中 ,调整细胞浓度至 2×109 个/ L , 分于 96 孔

细胞培养板 ,然后于 37 ℃、体积分数 5%CO2 培养箱中培养 ,

24 h后半量换液 ,以后每周半量换液 2 次。经多次传代后 ,

取细胞生长稳定 、状态良好的转化 B淋巴细胞进行实验。

1.2.2　引物设计　根据 GenBank 中 hCD134L基因序列 、载

体 pGEX-4T-1的多克隆位点及读码框架 , 经 DNAClub 软件

评价后设计合成一对引物。 P1:5′-GCGGATCCCAGATTG-

TGAAGATGGAA-3′;P2:5′-GCGTCGACCTGGTTTTAGAT-

ATTGCC-3′。引物 5′端各添加了两个保护基 , 以提高 PCR

产物的酶切效率。引物 P1 含有起始密码和 BamHⅠ酶切位

点 ,引物 P2 中含终止密码和 Sal Ⅰ 酶切位点。利用此引物

可扩增出片段大小为 607 bp 的产物 , 包括起始密码及终止

密码子在内的 hCD134L分子 cDNA全序列。

1.2.3　RT-PCR扩增 hCD134L cDNA　①EBV 转化的 B 细

胞的激活[ 6]:取 4 mL 生长良好的 EBV 转化的 B 淋巴细胞

(约 106个细胞), 加入 1.5 μL 的 PM A(5 μg/ L)和 3 μL 的

io nomycin(500 μg/ L), 在 37 ℃、体积分数 5%CO 2 培养箱中

继续培养3 d ,期间不换液 。3 d 后 , 转入10 mL 玻璃离心管 ,

1 000 r/ min ,离心 10 min ,弃去上清 , 收集细胞。 ②RT-PCR:

用 UNIQ-10 柱离心式 T rizol总 RNA 提取试剂盒抽提细胞

中的总 RNA , 逆转录合成 cDNA 第一条链 , 然后进行常规

PCR实验。扩增条件:94 ℃变性 1 min , 55 ℃退火 1 min , 72

℃延伸 1 min ,共 30 个循环。 同时设立阴性对照 , 扩增产物

经 10 g/ L琼脂糖凝胶电泳鉴定。

1.2.4　hCD134L cDNA 的克隆及鉴定 　将 PCR 产物与

pGEX-4T-1 分别用 BamHⅠ和 SalⅠ双酶切 , 10 g/ L 琼脂糖

电泳 , 试剂盒回收 ,用 T4 DNA 连接酶 18 ℃连接 16 h , 转化

BL21感受态细胞 , 筛选重组子提取质粒 DNA , PCR 及

Bam HⅠ和 SalⅠ双酶切鉴定有无插入片段 , 有插入片段的

重组子命名为 pGEX-4T-1/ hCD134L 。

1.2.5　DNA 序列测定　取酶切鉴定正确的重组质粒

pGEX-4T-1/ hCD134L 进行序列测定 , 由大连宝生生物工程

公司完成。

2　结　果

2.1　EBV转化的 B淋巴细胞株的建立

将从 B95-8 细胞中分离得到的 EBV 和成人 B 淋巴细胞

混合培养 , 2 周后 ,未转化的 B 淋巴细胞死亡 ,转化的 B 淋巴

细胞易相互粘附生长形成细胞团。选取生长良好的转化 B

淋巴细胞株多次传代 ,冻存后复苏 , 细胞仍能旺盛生长。

2.2　RT-PCR扩增 hCD134L cDNA

将 RT-PCR产物进行 10 g/ L 琼脂糖凝胶电泳 , 结果表

明 PCR扩增出一特异性条带 ,条带大小约 607 bp , 与预期的

一致(图 1)。

图 1　琼脂糖凝胶电泳分析 RT-PCR产物

M:1 kb DNA 标准;1.阴性对照;2.hCD134 L cDNA 的 RT-

PCR产物
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2.3　hCD134L cDNA的克隆与鉴定

分别将 PCR产物和 pGEX-4T-1 质粒以 Bam HⅠ和 Sal

Ⅰ酶切后 ,经 T4 DNA 连接酶连接 , 转化大肠杆菌 BL21 , 经

LBA 平板筛选阳性克隆 ,提取重组质粒 ,经酶切鉴定 , 经琼脂

糖凝胶电泳 ,出现约 4.9 kb 的质粒 DNA片段和 607 bp的目

的基因 ,重组质粒被命名为 pGEX-4T-1/hCD134L(图 2)。

图 2　重组质粒 pGEX-4T-1/CD134L的酶切分析

M1:1 kb DNA 标准;M2:Lambda DNA/ Eco1301 DNA 标准;

1:BamHⅠ和 Sal Ⅰ双酶切后的重组质粒 pGEX-4T-1/ hCD134 L;2:

BamHⅠ单酶切后的重组质粒 pGEX-4T-1/ hCD134L;3:BamHⅠ

单酶切后的空质粒 pGEX-4T-1

2.4　序列分析

对重组子 pGEX-4T-1/ hCD134L 进行双向测序 , 结果表

明与 GenBank 中报告的序列完全一致。

3　讨　论

许多研究认为 , CD134/CD134L参与了细胞与体液免疫

反应。它能协调 CD4+ T 细胞的选择 、迁移和 Th2 类细胞的

分化;还能与 CD154/ CD40、CD70/ CD27 一起共同调节 T 细

胞依赖性的 B 细胞反应[ 7] 。动物实验中通过阻断 CD134/

CD134L信号来治疗自身免疫性疾病的设想有明显优点 , 它

只针对炎症部位的 T 细胞和巨噬细胞 ,不影响外周 T 细胞

群 ,从而可避免全身免疫抑制。我们拟采用抗人 CD134L 的

单克隆抗体阻断 CD134/CD134L信号途径 , 来研究这一信号

途径在自身免疫性疾病发病过程中的作用。因此 , 本实验中

我们采用 RT-PCR方法从激活的 EBV转化 B细胞中扩增出

了中国人 CD134L 全长 cDNA , 并构建了其高效原核表达载

体 ,为 hCD134L cDNA 的表达和抗 hCD134L 单抗的制备准

备了实验材料。

　　我们选用的 pGEX-4T-1 载体是表达 GST 融合蛋白的大

肠杆菌高效表达载体 ,选择该载体的主要原因是:①其含非

常强的 tac启动子 , IPTG 可诱导目的基因的高效表达。 ②

其表达产物利于分离纯化:融合蛋白可通过谷胱苷肽-交联

葡聚糖 4B柱亲和层析纯化 ,温和的抽提条件对融合蛋白的

抗原性和功能活性影响极小。 再用凝血酶或 Xa 因子将

GST 切除 , 可方便地获得目的蛋白。我们构建的 pGEX-4T-

1/CD134L 经双酶切鉴定证实 hCD134L cDNA 已成功克隆

入 pGEX-4T-1 载体中。序列测定结果表明 , 中国人 CD134L

cDNA 序列与 GenBank 中报告的完全一致 , 为今后研究

CD134/ CD134L分子作用机理和制备抗 hCD134L 单抗打下

基础。
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摘　要:【目的】探讨谷胱甘肽硫转移酶μ基因缺失与肺癌发生的关系。【方法】采用病例-对照研究方法和 PC R检测手段分析谷胱甘肽

硫转移酶μ基因缺失在病例和对照组中的分布情况 ,并分析其与肺癌发生的关系。【结果】谷胱甘肽硫转移酶μ基因(GS TM1)缺失在病例组

和对照组中的分布存在显著差异(P <0.01),病例组中 GSTM1-/-基因型携带率较高(61%),而对照组则为 48%;GS TM1-/ -基因型是
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