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摘要 建立了分离逆转录聚合酶链反应 产物的高效液相色谱方法 反应液直接进样 用

柱分离 缓冲溶液 氯化钠线性梯度洗脱 于 处检测∀用所建立的方法分

析了大鼠肠缺血 再灌注损伤后外周血中性粒细胞 磷脂酶 的表达∀
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前言

逆转录聚合酶链反应 是以

为模板 在逆转录酶的作用下合成互补的 链

并以此为模板进行 扩增的一种方法

已广泛用于检测生物样品中 的表达∀扩增反

应后 通常用饱和氯仿抽提 产物 再进行琼

脂糖电泳或聚丙烯酰胺凝胶电泳分析∀ 与这些常用

方法相比 高效液相色谱法具有简便 快速 定量准

确和制备方便等优点 ∀ 我们建立了 反

应液直接进样进行 分析的方法 并将这一方

法用于大鼠肠缺血 再灌注损伤后外周血中性粒细

胞 磷脂酶 表达的研究∀

实验部分

仪器 材料和主要试剂

高效液相色谱仪 型

基因扩增仪∀

雄性 大鼠 军事医学科学院动物中心

逆转录酶 酶 聚合酶 华美公

司提供的 产品 Κ 相对分子

质量参照物 华美公司 相对

分子质量参照物 华美公司 ∀

三羟甲基胺基甲烷 氯化钠等 国产分析

纯试剂 氯喹 公司 ∀

动物模型和细胞分离

将大鼠随机分成对照组 损伤组和氯喹保护组∀

将动物麻醉 无菌开腹分离腹腔肠系膜前动脉

夹闭 再灌注 后心脏抽血分

离 ∀药物保护组在夹闭后 再灌注前 腹

腔注射氯喹 每 体重注射 ∀其它处理同前∀

Ρ Τ -ΠΧΡ

≅ 经 液反复清洗 次∀ 离心

沉淀 加 Λ 磷酸缓冲液

悬浮 用异硫氰酸胍 氯仿一步抽提法提取细胞总

用体积分数为 的乙醇沉淀并真空干燥∀

用提取的 Λ 用 逆转录酶和

酶 经 ε 水浴 ε 水浴 取

Λ 进行 ∀

从大鼠血小板完整 序列中具有表

达蛋白活性的区域设计出 两段引物 分别为

χ χ和 χ

χ∀ 和 各 Λ

≅ Λ 酶

ε 预变性 后 按 ε ε ε

进行 个循环 ε 延伸 ∗ ∀取 Λ

反应产物注入 系统∀

ΗΠΛΧ 分析条件

色谱柱 柱 ≅

粒度 Λ 流动相

缓冲液 含

缓冲液 含

线性梯度 开始时 后达

到 流速 检测波长 ∀

结果和讨论

Κ-∆ΝΑ -Ηινδ 相对分子质量参照物的分离

柱是以无孔亲水树脂为

基质 表面键合了二乙胺基乙基∀由于不存在孔径对

大片段 分离的限制 分辨率高 分析速度快

已开始较多地用于 片段的分析∀ 我们曾经用

柱成功地分离了核酸相对分

子质量参照物 并对乙肝病毒

基因 产物进行了分析 ∀

Κ 是 Κ 被 彻底水解
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并经加热灭活的产物 在核酸分析中也被用作相对

分子质量参照物∀该产物含有以下片段

和 ∀用选定的 系统对 Κ

进行分离的结果见图 ∀ 片段的出峰顺序与

其链长相一致 片段越长 在系统中的保留时间也越

长∀ 各片段峰的确定参照文献 ∀

图 Κ-∆ΝΑ-Ηινδ 参照物的 ΗΠΛΧ图

Φιγ Σε αρατιον οφ Κ-∆ΝΑ χλεαϖεδ

ωιτη Ηινδ - βψ ΗΠΛΧ

峰

∀

我们分别考察了梯度 流速和柱温对分离的影

响∀结果表明 浓度以 的

速度变化 流速为 此时在室温条件下能

够得到最佳的分离结果∀

大鼠肠缺血 再灌注损伤后 ΠΜΝ 磷脂酶 Α

Ρ ΝΑ 的表达

大鼠对照 损伤和氯喹保护组 磷脂酶

产物的 图谱见图 ∀ 分泌型磷脂酶

是一种 的活性酶 对 的趋化 吞噬

黏附以及呼吸爆发等功能有重要的调节作用∀ 分析

结果表明 磷脂酶 在正常免疫反应细胞中有一定

表达 图 扩增片段约为 可用 Κ

和 对产物峰进行定

性∀大鼠损伤能诱导上述细胞出现凋亡 导致基因断

裂 伴随特异磷脂酶 基因表达减少 图 ∀ 氯

喹通过早期阻断磷脂酶 活性 稳定了膜结构 减

少了凋亡细胞 从而导致扩增产物增多 图 ∀

图 大鼠对照 α 损伤 β 和氯喹保护组 χ 外周血

ΠΜΝ 分泌型磷脂酶 Α Ρ Τ -ΠΧΡ 产物的 ΗΠΛΧ图谱

Φιγ ΗΠΛΧ σε αρατιον οφ τηε Ρ Τ -ΠΧΡ ροδυχτσ οφ

σεχρετεδ ηοσ ηολι ασε Α ιν χοντρολ α ινϕυριεδ β

ανδ χηλοροθυινε ροτεχτγρου χ ανι αλΠΜΝ
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