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!!'摘要(!目的!探讨干燥综合征抗原Y基因!BBT"及其蛋白在大鼠早期心肌缺血组织中的表达)方法!健

康;)大鼠随机分为手术组+非手术对照组和假手术组&根据缺血时间分为&.01+!K.01+#&.01+%&.01+!"&.01

和"'&.01亚组&依据缺血部位将手术组又分为心肌缺血组和心肌非缺血组)手术组每亚组%只大鼠&非手术对照

组及假手术组中的每亚组'只)通过实时荧光定量D(V测定每个样本BBT基因的表达水平&运用 ?+43+*1/5-3

和免疫荧光技术检测;;Y蛋白的表达)结果!BBT基因表达在急性心肌缺血早期呈下调趋势&心肌缺血!"&.01

组BBT.VJC表达降低&与&.01组及非手术对照组相比&差异具有统计学意义!!$&$&K"#与心肌缺血&.01组

相比&;;Y蛋白在心肌缺血%&.01组的组织中的表达降低!!$&$&K"#心肌缺血%&.01和!"&.01&;;Y蛋白在非

缺血组中的表达高于缺血组!!$&$&K")缺血心肌组织中&;;Y蛋白主要位于心肌细胞核&胞浆及部分心肌细胞的

细胞膜上也有少量表达)结论!;;Y在急性心肌缺血后呈现差异性表达&可能参与早期缺血心肌的病理生理过

程)
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4327+-H.P-,2*802504,L+.0201*234N

'J,GK;F-B(!!;;Y!!V+25A30.+D(V!!?+43+*1/5-3!!V23
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!!流行病学资料显示&冠心病的发病率呈逐年增

高趋势&已经成为严重威胁人类生命健康的主要疾

病之一
/!0)然而&目前缺乏行之有效的特异性生物
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学标记物用于临床诊断和心源性猝死的法医学鉴

定&因此&寻找新的早期心肌缺血特异性标志物就显

得尤为必要)近年来&人们致力于研究能更灵敏的

反映急性心肌缺血特异性的生化标志物&目前临床

上常用的生化指标主要有肌钙蛋白
/"0+心脏型脂肪

酸结合蛋白!:FCYD"/#0+(反应蛋白!(VD"/'0
等)

然而&这些生化指标各有缺点)例如&肌钙蛋白在心

肌缺血"%'L后才会在血浆中出现&出现时间偏

晚&这势必给死亡时间极短暂的法医学鉴定带来困

难&而后面的"种生化指标&其特异性较差)

本课题组前期运用抑制消减杂交技术筛选出干

燥综合征抗原Y!;;Y"基因在大鼠急性心肌缺血早

期存在差异性表达&心肌缺血"L内的实时荧光定

量D(V初步验证了该结果
/K0)本实验是前期研究

的延续&运用相关实验技术从转录和翻译两个层面

检测BBT基因在急性心肌缺血早期!心肌缺血'L

内"的表达情况&旨在为急性心肌缺血的早期诊断和

心源性猝死的法医学鉴定提供依据)

1!材料和方法

1L1!材料

组织蛋白裂解液!碧云天&中国"#兔抗大鼠;;Y

多克隆抗体!C>U>C&中国"#山羊抗兔荧光标记二

抗体!中杉&中国"#C@@50+8Y0-4P43+.4WK&&定量

D(V仪#蛋白电泳仪!Y0-*28&美国"#凝胶成像分析

仪!百乐&美国")

1L/!方法

1L/L1!动物模型!!#%只健康雄性;)大鼠购自四

川大学实验动物中心&心肌缺血模型制作同文献/K0

方法&术前采用!&[水合氯醛麻醉)实验动物随机

分为#大组$手术组+非手术对照组!1-1A-@+*230-1&

J="和假手术组)假手术组与手术组处理相同&但

只穿线于心肌冠脉部分&不结扎)J=组行麻醉&不

手术)在手术组中&依据心肌有无缺血又将标本分

为心肌缺血组和非缺血组)动物组织样本提取参照

文献
/K0
进行&取缺血区中心心肌组织为缺血组样本&

缺血区旁&$K,.处心肌组织为非缺血组心肌样本)

缺血组+非缺血组和假手术组按术后时间段的不同

又分为%个亚组&即&.01+!K.01+#&.01+%&.01+

!"&.01和"'&.01)手术组每亚组%只大鼠&J=

组及假手术组中的每亚组'只&每种实验方法需%'

只大鼠&#种实验技术方法共需大鼠!#%只!J=组

及假手术组样本在不同实验中共用")

1L/L/!实时荧光定量D(V反应!引物设计及组织

总VJC的提取方法参照文献
/K0
完成)实验采用

;cYVZ*++15嵌合荧光法及双标准曲线法进行)

具体步骤$D*+.0RMRI2j!&#9&V=gV+H+*+1,+

)P+8!K&^"&$'#9&上下游引物!"&@.-5*#9"

&$'#9&,)JC"#9&反应体系为"&#9)反应条

件$XK\&!&4#XK\&K4&%&\&#'4&'&个循环&反

应最后设定XK\!K4&%&\!.01&XK\!K4&%&

\!K4以作熔解曲线分析)实验中&BBT和$A2,301

基因的标准品和待测样本同步进行并设定相同的扩

增曲线阈值)待测样本及实验标准品设复孔"个&

并设阴性对照)根据双标准曲线换算基因相对表达

量)BBT基因相对表达量]待测样本BBT含量*$A

2,301含量)

1L/L2!组织样本;;Y蛋白检测

1L/L2L1!组织总蛋白提取及处理!将所取大鼠心

肌组织放入"$&.9离心管中&加入B&&#9蛋白裂

解液&同时加入!K#9DG;F!蛋白酶抑制剂"&匀

浆)'\!"&&&**.01离心K.01&取上清液于干净

离心管中&加入等体积的"^上样缓冲液&沸水浴

K.01&b"&\冻存备用)

1L/L2L/!?+43+*1/5-3实验!利用商品化的大鼠

;;Y蛋白的特异性抗体&实验&同时设内参蛋白

ZCD):作为对照)具体步骤如下$以每孔!"#9样

品上样&并设 G2*S+*作为对照#转膜$D>)F膜&

!&&[甲醇浸泡"&%#&4&去离子水浸泡".01&缓冲液

洗膜K.01&恒压%K>转膜"L#小心取出D>)F膜&

再放入!&&[的甲醇中浸泡!K%"&4&晾干#孵育一

抗$一抗的工作浓度&;;Y为!_#&&&&ZCD): 为

!_'&&&&'\过夜#孵育二抗$二抗稀释度&;;Y!山

羊抗兔"为!_%&&&&ZCD):!山羊抗小鼠"为!_

"#&&&&室温轻摇!L#洗膜&显色)实验数据采集$使

用凝胶成像分析软件!i621303P-1+"采集目的蛋白

!;;Y"和内参蛋白!ZCD):"的光密度值!已减去膜的

背景光密度值"&;;Y的光密度值*ZCD):的光密度

值的比值即为校正后该样本;;Y蛋白的表达水平)

实验重复"次&取其均值)

1L/L3!免疫荧光染色实验!心肌组织经'&7*9多

聚甲醛灌注+固定&#&[蔗糖脱水&冷冻包埋剂

!=$($I$"包埋&冰冻切片完成免疫荧光染色)具体

步骤$冰冻切片&室温干燥过夜#KK\干燥箱中烘烤

"&.01#DY;漂洗#次&每次K.01##[3*03-1Ag!&&

处理组织!K%"&.01##[ Y;C#W \孵育#&.01#

DY;漂洗!%"次&每次K.01#用 DY;!含&$#[

3*03-1"稀释兔抗大鼠的;;Y抗体至!_K&&'\冰箱

W!X
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过夜阴性对照不加;;Y抗体#DY;漂洗#次&每次

K.01#用DY;!含&$#[3*03-1"稀释荧光二抗!山羊抗

兔"至!_!&&&#W\孵育!L#DY;漂洗#次&每次

K.01#甘油缓冲液封片&荧光显微镜采图)采用

U.27+AD*-D564K$&图像分析系统进行平均光密度

!C=)"值测定)每个时间点'张切片&每张切片随机

#个视野&计算出;;Y蛋白平均表达水平)

1L/L6!统计学方法!所有数据均采用,2a?表示)

对不同时间段缺血心肌和非缺血心肌采用配对@检

验&组间比较采用方差分析及两两比较的)检验&

!$&$&K为差异具有统计学意义)

/!结果

/L1!44.<:SE在大鼠心肌组织中的表达

BBT.VJC随心肌缺血时间延长其在大鼠心

肌组织表达水平降低&于心肌缺血后!"&.01&BBT

.VJC表达水平明显降低&与心肌缺血&.01组及

J=组相比&差异具有统计学意义!!$&$&K")心肌

缺血"'&.01组心肌组织BBT .VJC表达有所增

加&但各组间或组内各时间点比较&BBT .VJC表

达差异无统计学意义!!'&$&K")见图!)

/L/!""U蛋白在大鼠心肌组织中的表达

?+43+*1/5-3实验结果显示&与心肌缺血&.01

组相比&;;Y蛋白在心肌缺血%&.01组的心肌组织

中表达降低&差异具有统计学意义!!]&$&"K"#与

J= 组 相 比&;;Y 蛋 白 在 心 肌 缺 血 #& .01 及

!"&.01后的心肌组织中的表达降低&差异均具有统

计学意义!!$&$&K&!$&$&&!")此外&缺血与非缺

血组间比较&在心肌缺血%&.01+!"&.01时&;;Y

蛋白在缺血心肌组织中的表达低于其在非缺血区心

肌组织中的表达&差异均具有统计学意义!!$

&$&K")见图"+图#)

图1!44.<:SE在各组心肌组织中的表达!!!图/!""U蛋白在各组心肌组织中的表达

T#A1!.YWF,BB#;(B;R44.<:SE#(>%,<G;$'F-#'?>#BB&,B#(,'$%AF;&W!!!T#A/!.YWF,BB#;(B;R""U#(>%,<G;$'F-#&<#(,'$%AF;&W

GU$GP-,2*802504,L+.02#JU$J-1A04,L+.02#;=$;L2.A-@+*230-1#J=$J-1A-@+*230-1N"!$&$&K&!"&.01GU7*-6@O4$&.01GU

7*-6@218J=7*-6@#&!$&$&K&#&.01GU7*-6@O4$J=7*-6@#""!$&$&K&%&.01GU7*-6@O4$&.01GU7*-6@#)!$&$&K&!"&.01

GU7*-6@O4$!"&.01JU7*-6@## !$&$&&!&!"&.01GU7*-6@O4$J=7*-6@

图2!""U蛋白在各组心肌组织中的表达

T#A2!.YWF,BB#;(;R""U#(>%,<G;$'F-#&<#(,'$%AF;&W

/L2!大鼠心肌组织中""U蛋白的免疫荧光染色

;;Y蛋白主要位于大鼠心肌细胞核&胞浆及部

分心肌细胞的细胞膜上也有少量表达);;Y蛋白的

表达水平在心肌缺血后呈下降趋势&但各组间或组

内各时点间比较&差异均无统计学意义!!'&$&K")

见附表+图')

附表!""U蛋白在各组心肌组织中的表达!&) *̀"

Q'=?,!.YWF,BB#;(B;R""UWF;>,#(!EH9*'?&,"#(>%,<G;$'F-#'?>#BB&,B#(,'$%AF;&W!&) *̀"

GU!,]%" JU!,]%" ;=!,]'" J=!,]'"

&.01 #"$BKa"$B# ##$%#a&$W' #!$#Wa!$K% #"$B'a!$!X

!K.01 "X$!"a!$W" #&$"Wa'$"" #&$B#a&$BB #"$B'a!$!X

#&.01 "B$K#a!$W# "X$#Xa#$WX #!$KWa!$#& #"$B'a!$!X

%&.01 "B$"Ba!$#X "B$X%a!$K# #!$W&a!$B! #"$B'a!$!X

!"&.01 "'$X"a!$B# "X$BBa#$!# #&$WWa&$WB #"$B'a!$!X

"'&.01 "X$XKa"$#! ##$!&a&$'X #&$%&a&$WK #"$B'a!$!X

B!X
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图3!""U蛋白在大鼠心肌组织中的表达)\T!V/00

T#A 3 ! .YWF,BB#;( ;R ""U #( >%, <G;$'F-#&< #( F'>B_

\<<&(;R?&;F,B$,($,B>'#(#(A!V/00

C$MR@*+440-1-H;;Y01.P-,2*806.233L+30.+-H%&.012H3+*

04,L+.02#Y$J+7230O+,-13*-5

2!讨论

;;Y是原发性干燥综合征的特异性自身抗原之

一)研究表明/%0
;;Y蛋白和92蛋白是同一种物质&

因此称之为;;Y*92蛋白);;Y蛋白在体内的功能

尚未完全阐明&有研究表明/W0&;;Y蛋白可能参与

3VJC的转运及 VJC聚合酶=的转录调控&通过

与未成熟小VJC的结合&保护未成熟小VJC不

被核酶消化等&是VJC代谢的重要调控元件之一)

;;Y蛋白也是乙型肝炎病毒!#TR"VJC的结合

蛋白&以磷酸化依赖模式结合在 #TR VJC分子

上&与#TR.VJC在宿主细胞内的稳定性和蛋白

质表达之间存在一定的相关性
/B0)(243*-等

/W0
研究

表明&;;Y*92是一种钙调节素的结合蛋白&参与钙

代谢及酶活性的调节&可能与心肌收缩力等功能相

关);;Y蛋白在正常心肌组织中有表达&在室间隔

缺损心肌组织中的表达呈下调趋势
/X0)

本研究结果显示&心肌缺血时BBT基因的表达

呈下调趋势&心肌缺血!K.01&BBT基因表达降低&

心肌缺血#&.01后BBT基因表达相对增加&心肌

缺血后"L&BBT 基因表达急剧下降&较心肌缺血

&.01组及 J= 组明显降低!!$&$&K")另外&从

?+43+*1/5-3实验结果也可以看出&心肌缺血后

;;Y蛋白的表达水平呈下降趋势&该结果与BBT

.VJC的表达趋势一致&与心肌缺血&.01组相

比&;;Y蛋白在缺血%&.01组的表达降低!!$

&$&K")BBT基因及其蛋白在缺血心肌组织中的表

达下调&可能与缺血心肌功能代偿作用有关);;Y

蛋白参与多种基因的转录调控&其表达降低将有可

能影响到某些基因的表达&如编码炎症细胞因子基

因+调节心肌细胞凋亡相关因子的基因等&从而削弱

因炎症反应+细胞凋亡等病理改变对心肌组织的进

一步损伤
/!&0)此外&缺血组与非缺血组组间比较结

果显示&于心肌缺血!L和"L&;;Y蛋白在非缺血

组中的表达明显高于缺血组!!$&$&K")目前尚不

清楚BBT基因差异表达!转录和翻译"上的分子作

用机制&可能也是一种代偿机制);;Y蛋白是多种

基因的调控因子&;;Y蛋白的表达增加将有可能增

加对心肌组织具有保护作用的相关基因的表达水

平&从而增强了心肌组织的抗损伤能力&如热休克蛋

白!L+23A4L-,S@*-3+01&:;D"基因&抑制心肌细胞凋

亡的相关基因等)有研究表明&缺血心肌组织中

:;D蛋白的表达显著增加
/!!0)此外&本研究中&免

疫荧光染色发现&各组中;;Y蛋白表达比较差异无

统计学意义&表明;;Y的表达水平没有受到手术+

应激及其它不良因素的影响&心肌缺血动物模型的

制备安全可靠)

免疫荧光染色结果采用图像分析软件进行平均

光密度测定&以此来反映出;;Y蛋白在心肌组织中

的表达水平&但由于该技术在蛋白定量检测上的局

限性&在心肌组织;;Y蛋白定量上未能显示出与

?+43+*1/5-3实验同样的结果&组间或组内比较&差

异均无统计学意义)心肌缺血后&;;Y蛋白除了在

心肌细胞核+胞浆中表达外&部分心肌细胞膜上也有

弱表达)在正常组织中&;;Y蛋白应主要在细胞核

中表达&有研究表明/!"0&在发生生理性或病理性细

胞凋亡时&;;Y蛋白可以出现细胞膜上表达&此表达

特点可能与干燥综合征的发病机制有关)有关心肌

缺血后;;Y蛋白在心肌细胞膜上表达&目前尚无文

献报道&其分子机制及意义尚不清楚&有待于进一步

探讨)

由此可见&BBT基因及其蛋白的表达与心肌供

血状态有关&深入研究;;Y蛋白在心肌组织中的作

用机制&可能为心肌缺血的早期诊断+治疗及心源性

猝死的法医学鉴定提供理论依据)但是&该研究在

人类心肌缺血的早期诊断上尚存在一定的局限性&

血液中;;Y蛋白的表达水平及BBT 基因!白细胞

核中"转录水平与心肌缺血的相关性研究可能弥补

此方面的不足&有待于进一步研究)
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第$期 张!琴等$职业生命质量量表!'()+,-""的研制

其进行效度和信度考核%是保证该量表收集可靠信

息的必要步骤(通过以上分析结果表明%调整为+

维度模型后的'()+,-"量表满足作为职业生命质

量测量工具的效度和信度要求%也基本符合最初的

理论构想%可用于中小学教师的职业生命质量研究(

根据最终确定的量表结构特征%我们将量表正式命

名为.'()+,-"量表/%意为包括+维度-"条目的

职业生命质量测试量表(

本次研究按照.设计一个简明)方便的量表/的

原则%设计时尽量选择概况性的)简明的条目%最终

形成的量表结构简单%使用较为方便%与职业卫生其

他研究如职业紧张)职业倦怠等同时调查也较方便(

'()+,-"量表具有以下特点$$符合职业卫生视

角%便于揭示职业与劳动者的关系%便于指导职业卫

生服务(%简明扼要%具有较强的实用性)科学性和

可操作性(量表一共包括-"个条目%使用方便%应

答者平均/#!%A=3即能完成(

同时结果也提示%作为职业生命质量研究的工

具%本量表还有待发展%需进行大规模的调查研究%

修订出适合中国国情的版本(因此%在以后的研究

中%建议利用 '()+,-"量表对其他职业人群进行

测试%以便检验其在其他职业人群中是否适用%进而

改善其通用性#同时可根据具体情况对其中的个别

问题进行必要的修订或补充%以便进一步完善

'()+,-"的结构并丰富其内涵#还可以进行常模的

研究%以便提出职业生命质量的参比数据(此外%

'()与职业紧张)职业倦怠等可能存在密切的关

系%如果能将'()与职业紧张)职业倦怠等研究联

系起来%探讨其联系及区别%将有助于更加深入地认

识职业生命质量(
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