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图 OFZ S"B在脑内的降解与褪黑激素的生成

!

!!表 O 中其他潜在生物标志物与 796 肝气逆证的

关系有待于进一步研究$

本文利用代谢组学原理与技术!通过 796 肝气

逆证模型大鼠尿液代谢图谱分析!力图探明与该病证

密切相关的代谢模式!得到了 796 肝气逆证代谢轮

廓图!为肝主疏泄理论提供代谢组学新证据$ 对于调

肝方药干预该病证代谢水平上的靶成分及作用机制

还有待于进一步研究$

参考文献
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大电导钙敏感钾通道在人足月妊娠

子宫平滑肌组织中的表达
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#蛋白在人足月妊娠

未临产及临产子宫下段平滑肌组织中的表达情况!探讨 0e

P=

在分娩启动中的作用$ 方法!采用 ":3D:̀> d@1D分别测定人足月妊

娠未临产及临产子宫下段平滑肌组织中 0e

P=

蛋白
*

亚单位的表达$ 结果!人足月妊娠未临产子宫下段平滑肌组织中 0e

P=

蛋白

*

亚单位的相对表达量为 %A%- ]&A(& "2 t'#!足月妊娠临产子宫下段平滑肌组织中 0e

P=

蛋白
*

亚单位的相对表达量为 &A*& ]

&A&-"2 t%%#!二者统计学差异显著"!t&A&&'#$ 结论!人足月妊娠未临产子宫下段平滑肌组织 0e

P=

蛋白的表达高于临产子宫

下段平滑肌组织!提示 0e

P=

在宫缩发动中具有一定作用$
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#是一类可以使

平滑肌静息的细胞膜上的大蛋白分子!由形成孔道的

*

亚基和具有调节作用的
!

亚基组成$ 基础研究发

现!子宫平滑肌细胞中富含 0e

P=

通道
/%0

$

在未孕及妊娠子宫平滑肌细胞中!0e

P=

通道是最

主要的钾通道!总外向钾电流的 -&V为 0e

P=

电流
/(0

$

伴随着动作电位过程!细胞质内游离钙离子增加$ 作

为电压及细胞内钙离子的感受器!0e

P=

通道被激活!

从而使钾离子外流!使细胞膜在去极化后即刻复极化

甚至超极化!从而稳定细胞膜$

/)0

$ 所以目前认为*

0e

P=

通道在平滑肌膜电位的维持和肌紧张的调节中

起着重要的作用!是平滑肌收缩的重要调控者$

为了解子宫平滑肌细胞膜 0e

P=

的表达情况!我

们设计进行了此研究!期望为控制子宫平滑肌的收缩

提供一个靶点$

材料与方法

%A标本来源*选取长海医院 (&&* 年 O 月 W(&&+ 年 O 月!

初胎'单胎'足月未临产"D:̀Z>1> N@=d1̀!UBX#' 例和足月临

产"D:̀Z@=d1̀!UX#%% 例"孕 )+ WO( 周#'因臀位'头盆不称'羊

水过少及胎儿窘迫等原因行择期或急诊子宫下段剖宫产孕

妇!年龄 () W)* 岁!在剖宫产术中于胎儿娩出后即剪取切口

上缘近中线处少量肌条"约 &A, W%A&[#!即刻置于 %&Z@离心

管内"冰浴中#!置 N-&j保存$ 待抽提蛋白$ 本研究得到长

海医院医学伦理委员会的允许$ 各纳入研究患者均签署书面

知情同意书$

(A实验方法*"%#主要试剂及仪器来源*兔 0e

P=

*

亚单位

抗体购自 5@1Z1>:@=d3+ 山羊 =MD2> 多克隆抗体!羊抗鼠 4[QN

#<7!羊抗兔 4[QN#<7!免疫印迹化学发光试剂"RPX#购自

6=>D=P̀/L公司!硝酸纤维素膜"BP膜#购自 32[Z=公司$ , Y

电泳缓冲液!%& Y转膜缓冲液!%& YU06" E#+A*#!抗体稀释

液!组织蛋白裂解液$ 蛋白电泳仪*上海西巴斯生物技术公

司!蛋白转膜仪*021N<=; 公司! S<N(&& 紫外与可见分析装

置及 6Z=̀D?2:G分析软件*上海复日科技有限公司$ "(#子宫

平滑肌总蛋白质的抽提与定量*在含有子宫肌组织的 %&Z@离

心管内加入含有蛋白酶抑制剂的组织裂解液 ,&&

-

@!冰浴中匀

浆器匀浆!于 Oj%&&&&[离心 ,Z2>!将上清移入 R7管! N(&j

保存$ 蛋白浓度测定采用 0̀=;a1̀; 法$ ")#蛋白质聚丙烯酰

胺凝胶电泳" 6.6 N75QR##及 ":3D:̀> Nd@1D印迹杂交实验*

根据蛋白定量!各实验组取等量的总蛋白 "%&&

-

[#!加入 O Y

上样缓冲液!使后者稀释成 % Y上样缓冲液!',j变性 ,Z2>!

进行 6.6 N75QR电泳$ =MD2> 蛋白条带*制胶'上样'电泳'电

转膜'BP膜染色'封闭'加一抗/小鼠
!

N=MD2> 单克隆抗体"%q

%&&&#0!室温平摇 %C 后 Oj冰箱孵育过夜$ 加二抗 "%q%&&&

稀释的羊抗鼠 4[QN#<7#!室温振摇孵育 (C$ 加 RPX发光底

物'曝光'显影'定影!将 o线片冲净'晾干保存!备蛋白条带密

度扫描$ 0eP=

*

亚单位蛋白条带*相同蛋白样本经电泳'电转

膜'封闭$ 用新鲜抗体稀释液配制的兔源 5>D2Ne

P=

%A%

"0e

P=

#"稀释度*%q,&&#为一抗+阴性对照组*%

-

[E:ED2;:F

%

-

[=>D2d1;HOj共孵育 %(C!稀释度 %q%&&&$ 新鲜抗体稀释

液配制的 %q%&&& 的羊抗兔 4[Q一 #<7为二抗!用同样方法显

示 0e

P=

*

亚单位蛋白条带$ "O#密度扫描*应用 S<N(&& 紫

外F可见光分析仪扫描 o线片上的目的条带!用 6Z=̀Db2:G软

件进行密度定量分析$

)A数据分析及统计学处理*以 =MD2> 为内参照!将 0e

P=

与

=MD2> 蛋白密度的比值反映 0e

P=

的蛋白的相对表达量$ 以

6766%%A& 进行统计$ 建立数据库后!统计'描述各组数据的均

数'标准误并对数据进行方差齐性检验!若数据呈正态分布且

方差齐性!则对其采用 1>:G=H5B$?5!比较各组均数之间是

否有差别$ 对于非正态分布或方差不齐的样本则采用非参数

检验"f /̀3f=@G=@@23D:3D#!!_&A&, 为统计学差异显著$

结!!果

采用 ":3D:̀> d@1D的方法明确在临产和未临产子

宫肌组织中都能表达大电导钙敏感钾通道"0e

P=

#蛋

白"图 %#$ 灰度扫描后!用
!

N=MD2> 作为内参归一化

后做统计学分析$ 结果显示*未临产组子宫肌 0e

P=

*

亚单位蛋白"%A%- &̂A(&#表达高于临产组"&A*& ^

&A&-#$ 各组数据符合正态分布!且方差齐性!进行

5B$?5!!t&A&&'!差异显著!即未临产组子宫肌

0e

P=

*

亚单位蛋白表达高于临产组"图 (#$

图 LF人足月妊娠子宫平滑肌组织 ('89 蛋白的表达

UBXA足月未临产+UXA足月临产

!
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图 MF人足月妊娠子宫肌组织 ('

!9

蛋白的表达

$

与 UX比较!!_&\&%

!

讨!!论

%A0e

P=

在子宫平滑肌细胞中的功能*根据平滑肌

收缩原理*肌细胞先发生兴奋!通过兴奋 N收缩偶联

而导致粗细肌丝滑行!肌肉缩短$ 所以!肌细胞兴奋

性的高低影响子宫平滑肌的收缩性$

子宫肌兴奋性的高低主要与膜电位有关!决定膜

电位水平的主要因素是钾离子通道的数量和功能$

除了钙敏感钾通道!子宫平滑肌细胞还存在着多种钾

离子通道!如电压依赖的钾通道'5U7敏感的钾通道

等$ 妊娠子宫肌钾离子通道的种类和通道蛋白的表

达量与未妊娠子宫相比有明显不同$ 0e

P=

是人类妊

娠子宫平滑肌细胞最主要的钾通道!其电导大!表达

密度高!它在调节子宫肌细胞膜静息电位和细胞兴奋

性中发挥重要作用$

(A0e

P=

与分娩启动的关系*最初发现 0e

P=

与分

娩的关系是在 %'') 年!eC=> 报道*临产后!人类子宫

肌的 0e

P=

明显失去了钙依赖性和电压敏感性
/O0

$ 在

人类妊娠子宫肌的离体实验中!使用 0e

P=

通道的特

异性激动剂 B6%*%'!可引起强烈的舒张效应
/,0

$ 特

异性 0e

P=

通道阻断剂 2d:̀21D1I2> 可增加子宫肌收缩

的频率和强度!提示 0e

P=

在平滑肌细胞静息状态下

是激活的!对细胞和组织的功能有重要意义
/*0

$ <=J

C::@=于 (&&% 年报道*在妊娠的不同阶段!0e

P=

通道

通过改变其分布密度调节子宫平滑肌的张力
/+0

$ 这

提示*0e

P=

在宫缩发动中具有一定作用$

在本研究中!我们发现未临产子宫肌组织中

0e

P=

蛋白表达高于临产子宫肌!差异显著$ 这种量的

改变在分娩发动中具有重要意义$ 足月未临产子宫

肌的 0e

P=

蛋白升高!可提供一个有效地超极化电流!

使子宫处于兴奋抑制状态!维持妊娠的继续$ 而在临

产子宫肌!该通道表达减少!则使细胞易于兴奋!触发

子宫收缩$

)A展望*随着离子通道研究技术的进步!特别是

膜片钳技术的发展与运用!人们发现许多疾病在其发

病学的某一环节或某一阶段与离子通道功能障碍有

关$ 各种离子通道均影响子宫肌细胞内的游离

P=

( ]

!因而通过控制离子通道的活性可以调节子宫肌

的收缩!如前所述*抑制 0e

P=

的活性可以促进 P=

( ]

内

流!加强子宫肌收缩$ 但目前钾通道激动药和阻滞药

多为有机物"如 UR5#!对钾通道亚型的选择性较差!

而对通道亚型选择性相对较高的多为毒素 "如蜂毒

明肽等#!所以只能作为钾通道研究的工具药使用!

限制了它们在临床上的使用$ 令人鼓舞的是!目前有

研究发现*多种影响子宫肌收缩的因素是与 0e

P=

偶

联的$

#:@:> 应用全细胞膜片钳技术!检测到选择性
!

)

肾上腺素受体激动剂 0<X)+)OO 可使子宫肌细胞膜

的 0e

P=

通道开放增加+同时!#:@:> 进行了离体肌条

等长张力实验!发现 0<X)+)OO 对肌条具有舒张作

用!并呈浓度依赖性+而以选择性 0e

P=

阻滞剂 40Uo

将子宫肌条预孵育后!0<X)+)OO 的舒张效应减弱$

该实验提示*

!

)

受体与 0e

P=

功能上偶连!二者共同调

节子宫平滑肌的舒张
/-0

$ 另外一个子宫肌条收缩实

验中!给予钾通道阻断剂 4dUo可以阻断人绒毛膜促

性腺激素 " C/Z=> MC1̀21>2M[1>=;1D̀1EC2>!CPQ#对子

宫肌的舒张作用!提示 CPQ通过激活 0e

P=

通道发挥

作用!0e

P=

活化后!e

]

外流!膜超极化!使电压门控钙

通道失活!细胞内钙下降!引起肌细胞舒张
/'0

$ 因
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7̀1M<61MX1>; 0021@6M2! %'')!(,%*' N%,

,!eC=> <B! 6Z2DC 6e! 53Ca1̀; 9XAP1>D̀2d/D21> 1aM=@M2/ZN3:>32D2b:

E1D=332/ZMC=>>:@3D1B6%*%' N2>;/M:; :̀@=I=D21> 2> C/Z=> E :̀[>=>D

ZH1Z:D̀2/ZA#/Z<:E 1̀;! %''-! %)*(&- N(%)

*!#:@:> P.!.2=̀Z=2; .#!B=>;2>2<!"#$%A#/Z=> PC1̀21>2MQ1>=;1D̀1J

EC2> <:@=I=D21> 1a#/Z=> 7̀:[>=>D9H1Z:D̀2/Z=>; 5MD2b=D21> 1aDC:

0e

P=

PC=>>:@AUC:81/ >̀=@1aP@2>2M=@R>;1M̀2>1@1[Hw 9:D=d1@23Z!

(&&)!--!"'# *O)%& NO)%,

+!<=C::@=Be! 0=@G2̀90! 6=d=̀=D>=Z5!"#$%A71D=332/ZMC=>>:@32>

DC:C/Z=> ZH1Z:D̀2/ZARIE:̀2Z:>D=@7CH321@1[H! (&&%! -* "(# *(,,

N(*O

-!#:@:> P!.1C:>H!P=12ZC:9!"#$%AS/>MD21>=@M1/E@2>[1a) N=; :̀>1J

M:ED1̀3=>; @=̀[:M1>;/MD=>M:M=@M2/ZN=MD2b=D:; E1D=332/Z MC=>>:@3

2> C/Z=> /D:̀2>:ZH1MHD:3A8P@2> R>;1M̀2>1@9:D=d!(&&,!'& "%& # *

,+-* N,+'*

'!#:@:> P.!.2=̀Z=2; .#!B=>;2>2<!"#$%A#/Z=> PC1̀21>2MQ1>=;1D̀1J

EC2> <:@=I=D21> 1a#/Z=> 7̀:[>=>D9H1Z:D̀2/Z=>; 5MD2b=D21> 1aDC:

0e

P=

PC=>>:@/80AUC:81/ >̀=@1aP@2>2M=@R>;1M̀2>1@1[Hw 9:D=d1J

@23Z!(&&)!--!"'# *O)%& NO)%,

"收稿*(&&' N%& N%&#

!!基金项目*国家自然科学基金")&)')%)&# +美国中华医学基金"P90*'* N*,+# +北京市自然科学基金重点项目"+&&%&&O#

!!作者单位*%&&&&,!中国医学科学院基础医学研究所F北京协和医学院基础学院"李峰'陈廓'陶晓明'孙玉晶'邱长春# +北京市房山第一医院

"窦会东'肖占森'赵润田'侯淑琴# +李峰'窦会东为并列第一作者

!!通讯作者*邱长春!电子信箱*c2/MM+%(i4096A7l9PAM>

血管紧张素转移酶基因多态性与脑卒中的关系
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摘!要!目的!探讨血管紧张素转换酶 "5PR#基因插入F缺失 "4F.#多态性与北京房山地区汉族人群脑卒中的易感相关

性$ 方法!采用聚合酶链反应"7P<#方法分析 *) 例脑出血患者'+%) 例脑梗死患者和 (), 例正常对照组 5PR基因的插入F缺失

多态性!观察 ..'4.'
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基因型频率及其等位 .'4基因频率!以及其与血糖'血脂水平的联系$ 结果!房山地区汉族人群脑出血

组'脑梗死组和正常对照组相比较!) 组的 ..'4.'44基因型频率和 .'4等位基因频率无显著性差异$ 4.'44基因型的脑出血患者

和脑梗死患者的血糖水平显著高于正常对照组 "!_&A&%#!..基因型脑梗死患者的血糖水平也高于正常对照组 "!_&A&,#$

..基因型脑梗死患者的三酰甘油水平'4.型脑出血患者的总胆固醇水平均高于正常对照组!差异有统计学意义 "分别为 !_

&\&%!!_&A&,#$ 结论!5PR基因插入F缺失多态性不是脑出血和脑梗死的独立危险因素$ 但可能影响人血糖'三酰甘油和总胆

固醇的水平$
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