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超薄层等电聚焦电泳对自血病小鼠胞惊和

牌淋白细胞脱氢酶同立酶的分析
言，

式 并

(内蒙古医学院第一附院内科〉

合英

〈内蒙古屋学院中心研究室)

应用等电聚焦技术分析白血病细胞乳酸脱

氢酶同工酶， 对于了解白血病细胞代i射及基因

突变可能具有一定芳、义 ， 而过去有关报道极

少。 本文采用这种技术对正常纯系小鼠的5 和
在此品系町'建立的可移植性白血病小鼠 L 615 

胸腺及 !!丰洲、 巴细胞进衍了乳酸月ji氢酶 ( LÐH)同

工酶研究， 以扣索黑白 JÚl. ;肩动物淋巴，细胞脱氢

陪同工酶的变化。 ，

材料和方法

一、实验动物

正常纯系小鼠 G I 5 和可移植性!当 IfrL病小鼠 L G15 

名 :~O 只〈巾罔眩 ' J二科学院 血1i1f所招供 ) ; 体 主J ] 8• 20 

"3'l , 6 ._._- 8 周自?。

二、胸腺、 膊淋巴细胞的分离及样晶制备

乙自迷麻醉， 挖右~!tE求放出席贼，日处死小鼠， 职，~匈

l跺及脾脏， 生理盐水洗净.rm'污， 置于干净玻硝板上，

用细玻璃栋轻轻挤压， 使其释战肉i炼，RfF陶。 去f轿1

余的结缔组织包l眩， 收集挤压出的细胞， 用生理盐水

将其稀释成细胞垃液， 然后将此总液淌力日在淋巴细胞

分离液上而(此分离液由上海生物制品厂提供 ， 20 "C 

~~ 3 --_ r1 次 ， 用 2 ml 1=.:rrn盐水洗涤 4 次 ， 最后得到分

离纯化的淋巴细胞。 ‘取少 !ι 1:l:f{胞;录片做出fi崎萨二?市民

染色、 过氧化酶染色和糖原虫'也。ì-.!r;i型号细胞浓度大约

为 6 欠 1Ù9/ml ， 然后说:融 5 次。用 1 000 转/分，离心

5 分钟， 取土 ji!if({u，挟，十平品。

豆、等电聚焦电泳

1. 仪器 稳流稳 压电n 仪、 I;~ /-j:梢 ( 困盘及平

板， 都强有绝缘冷却系统)、 pH 11 、光2，，夜扫描仪。

2 . 超薄昆等 巾，聚焦 rp" j'， !; I;;J: 胶!军为 0 . 7mm ， 凝

胶浓度 T =' S % ， 交联成 c = 3% , 才i批二 7勾子我休 Am­

pholine (pH 3.5一 1 0 .亿 瑞典 LKB 产品 ) 在凝胶中的

浓度为 2 % 。 聚焦电{~~~ ;tE 0 <'c - 4 oc的环境丁进行，

开始时用恒流， f!íl 0 . 5 mA/cm 凝胶， 当 电压逐j斩上

升到 600 V 时改为恒月~ 600 V , ~耳继续 I:fL泳到咆流为

' 0 时停止电泳。将i屁胶放入乳酸脱雪;酶染色液中 [ !J ，孵

育 1 小时(3 7 'c ì兑箱内 )， 最后扫描:~i二楚 。

3 . 测凝胶 pH 才:在度和 i同工酶:W 的等 Fl~点 凝胶有

效长度为 !O cm ， 将其从阳极到阴才J}_等分 2 0 份， 每份

jJ口脱气JX熬7)\ 1 ml ， 搅f;:;气凝!眩， 于室温下过夜 (→直

在负 Et~的相1气锻内)， i~'\; }，3用小型玻JI~~ 电极测 pH 值，

以 i庭胶长为横座标，每段凝胶的 pH值为纵座标， 绘

时 d = 1. 077 土 0.002 3'Uml ) ，用 1500 转/分离也，'/15 pH 曲线〈图 1 )。 按照下列公式求各同工酶带 在染色

分钟， I汲取淋巴细胞层， 如有红细胞污染， 可重复分 前迁移距离， 在 pH 曲线上找出相应的 pI 值。

染色后同工酶带迁移距离
甲工酶带染色的-迁移距离 丁厂一 一染色~-~~一 -寸染色前胶长
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-、胸服和脾淋巴细胞的分黯纯鹰在细胞

组成 细胞分离后i ~':J~ ) :i' ，做活规染色及组织化
学染色， =-YC: íJ~~观主气 "计数 200 个细胞， 淋巴细

胞分 lì~ ~)t~应 在 98% 以上。 JEI;~ 小鼠和 自 I fl1 病

小鼠)向腺淋 |;11细 JJpl J~.~_~一样，过氧化酶及糖)京

出:色都旦阴性; 而!}号;林巳细胞的形态差 别极 四、罔工酶带产生人工假象的检测 用合

大， 正常 615 小鼠脾淤 巴细胞大都是)!占1体小、 1 %、 2%和 3 % A mpholine 1'1:) ì:疑胶i斤:1)日极 、

胞核致沓的成熟分化细胞，过氧化酶和糖原染 i丘，阴极加样和将样品Ìm\合子版胶ì:\~t j，夜 ， 结果同

色都是阴性1 白血 病 L 6 15 小鼠牌淋巴细胞只 工酶带的数量和等电点都没有 改 变。如 果 在

有1'0-15%为胞休小、 核致密的成熟细胞 ， 只 LDH 同工酶显色(:i<J孵商液中不刀口底物(即乳酸

余 85-;-一90%是胞体大 、 价疏松的幼稚_01细胞， 的) ， 酶反应呈阴性。根据上述实验结果可以

过氧化酶染色阴性， 精原染色'里强 11日性。 4 认为本实验无人工假象及杂质。

二、胸腺淋巴细胞 LDH 罔尘酶 i 两种"(]" 'I 、飞， ~ 主、 . LQ，H同Z酶带的等电点 根 据实验

鼠胞腺削、 巴细胞可分出 12 条同工酶带(图 2 中 所测得的数据给 pH 曲线(因 1 ), 通过此 [1 1.1纹

的 Th) ， 其归 白相同等电点的同工附带扫描值 确定两种小鼠淋巴细胞同工商fj等 !也点，扫范围

无显著性芳异(P;:' 0 .05 ， 、 表 1 儿 ' 在 pH 3.62一7.20 内 。

三、牌淋巴细胞 LDH 同工酶 615 小陆 六\ 等电骤焦 LDH 同工酶带归属 用盘

有 10 条带 ， L G 15 有' 9 条 件 (图 2 中的 SP) ， 状聚丙烯酌胶凝)J交电泳 后再聚焦 电泳证实

两种小鼠脾淋巴细胞 LDH 同工商fij酶谱不同，除 LDH-1 、 -2 、 -3 分别是等电聚焦的 第 1 、 2 、

第 3 、 4 和 9 带外， 其它具有相同等电点的阔 3 带 ， LDH-4 是第1 5 、 6 带 ， LDH-5 是第 7 一
工酶带扫描值有显著或极显著性差异〈表 2 )q 11 带P图 3 ) 0 i'这与宽献报道 一致户]， " 即 LDH

_7. J8 
-7.10 
-7.02 
-6.76 
-6.43 

-6.14 

-5.74 
-5.29 
-4.96 
-4.581 
-4.21 
-3.94 
-3.62 

PI 

C::::J 

口
o 
巳]
C::::J 

二
白
口
口
口
一

E主
巳3

口
口
C::::I 

ε:::J t:=l 
t::;:;:::2 = 
~ ~ 

Th. L615 Th. 615 

a 
C:::J 
o 
口
C::::J 

朋 1

4. :f~t状聚丙炜酸版 iN: }狡电泳 jE再聚焦电泳 先

用 "11性 pH- 一不连续j;<统 [ 1 J分离胸n:R淋巴细胞 LDH，

可以分tH [)条带 ， 分别取下 5 条带的凝胶， ~j\t碎后用

作，问:品进行等也聚焦电脉。 ，

SP. L615 一­
SP. 615 

615 和 L 61 5 小鼠胸腺(Th )、院 (SP )

淋巴细胞 LDH !司工商

图 2

果 ，~.j: 
~ 
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褒 1 615 和 L 615 IJ、阻脚腺淋巴细胞 LDH 罔工鹰扫描值比鞍

M士SD (1一1 3 ， l)fI极王阴极 JJ tÅl{自 〉

阻 例编号 1 2 3 4" 5 6 8 9 7 
、

:' .74 6 .14 6 . 43 

] 0 

6.76 

11 12 13 

别 ， 数 pI 3. 62 3.94 4.21 ~ .~8 4 . 96 5.29 7 . 02 7 . 10 7.18 

6] 5 30 1.27 5 .58 13.86 9.12 0 .16 1.31 7.28 ]3.99 18 . 74 ] 5 . 41 12. 23 1 . 05 0 
土 土土 绢士、 土士土土士士 士 土

0 . 38 0.96 2.27 2.11 0.04 0 . 6] ].50 2.70 4. 74 4.10 2 . 82 0 . 38 

L 615 30 1 .44* 6 .35*13 .37. 9.61' 0.15* 1.32* 6.02*13.82*17 . 11*16 . 26*13 . 30* 1. 25. 
±士士主土士土士士:t :t士 0

0.26 1.16 2.10 2 .56 0.04 0.22 . 1.84 2.28 2.15 2.91 2.05 0 . 46 

'P> 0.05 

褒 2 615 和 L 61 5 小鼠"淋巴细胞 LDH 同工酶扫描值比较

鼠 例编号 1 - 2 3 i .f 5 6 7 8 9 10 11 12 13 
'(1 

另1] 数 ÞI 3 . 62 -3.94 ?!~在1 仁 58 4.96 5.26 5.74 6.14 6 . 43 6 . 76 7 . 02 7.10 7.18 
I 

615 30 。 1.6O rL 3 :5·、0 i1.，7. 52. 017.1619.16 22. 17 24 . 9314.493. 23 。 。

+ 斗斗 士 + + + 士 + + + 
0.35 0.82 0 . 56 0 . 49 1. 52 2 .73 3.03 2 . 98 2. 30 0 . 32 

L 615 30 o 0.. 与..4p. ~. 8 7，. 0.. 0.* 5.71**18.11**25 . 77*19 . 53**23 . 38**1 . 96**0.64.. r-; _-j- C+ + + 土 + 土 + 士
'0; S9 0'.王6 1.68 2.22 2.38 ~.17 2.68 0.54 0.20 

.P> 0.05 ..p< 0 . 01 E二3 r ‘ 
C二l - 7. 02 

E二1 [二3 -6. 76 

E二3 乙二3 -6.43 

E二3 C二二i -6.14 

c=:二二3 己二二3 -5.74 

- 5. 29 
-4.96 

E二2 -4.58 

E二3 C二3 -4.21 
c二::J l 1 LDH- 3 -3.94 
c=二2 C二:::1-3.62

t 

:LDH-4 Th LDH-2 LDH-5 LDH-l 1'1 

图 3 LDH 罔工酶.丙烯醺除报配电泳和等电聚焦的声呼应关系

(Th， 胸牒1 1.DH-1、 -2、 -3、斗、 -5 分别是其等电聚焦的图形)

在等电聚集;后从 阳根到阴极 1 -'-11 带分别是 腺及)j!~l淋巴细胞 LDH 同工酶 ，可以分出 5 条以

Hh H3Ml 、 H2M ! ， K、 HM! (可以分出两 条

带)、 M'~ ， M !M2、 M!M; ， ，MIM!~ M!。在

M! 的近阴极端;还可分出 1 - - 3 条很 弱的带。

讨 论

用等电聚焦电泳分析 615 和 14 615 、小鼠胸

上的同工附带， 其-等电点 在 3 . 62-7. 20 范围

内 。m tit状聚丙烯盼胶凝胶电泳后再聚焦电泳，

以及排除产生同工.酶带人工假象的可能性等实

验证实 LDH 等电聚 焦，后各同 工 酶的 归属，、

LDH 等电聚焦后的第 4 带(文献上称为肾脏1丰

富型带， 即 K[2 1 ) ， ， 其含量在两种小鼠脾淋巴
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细胞内无显著性差异，它究竟归于 l)}j~一种同工 用小鼠其白血病细胞浸润组织器官 具 在选择

酶， 本文未做详细研究， 有待进一步探讨。 性， 这与文献报道[ 5 J一致。

文献报道[句，由于肿瘤组织的'迅速生长和

旺盛的无氧酵解，肿瘤细胞 的 LDH 同工酶 M

亚基含量增加， H亚基含量减少。 本实验则发

现 L 61 5 小鼠脾淋巴 细 胞以 M2 亚 基为 主的

LDH 同工酶'出:增多和以H亚基为主 的同工酶

带减少较明显。这种变化的原因是由于肿榴细

胞基因表达发生改变所致，还是由于转录后化

学修饰发生变化所致，有待进一步研究。

有人报道[灯， 小鼠 LDH 基因突变可以导

致 LDH 同工酶等电点增高;本实验 的结果是

白血病细胞 LDH 同工酶等电点与 正常细胞相

同， 所以jfu测白血病细胞的 LDH 基因 可鼠没

有发生突变， LDH 同工酶的变化可能 是通过

其它机制。 ，

另外， 实验E发现， 白血病细胞漫润脾脏

高达 80% 以上， 而且两种小鼠同 工酶酶谱也

不同 z但胸腺几乎不被浸润(细胞形态及同工酶

酶谱在两种小鼠间基本相同)，说明本 实验所

摘 要

用高分辨力的等也更 í'" 技 术 分析 615 和

L 615 小鼠胸腺及脾淋巴细胞 LDH 同工酶 ， 表

明两种小鼠胸腺淋巴细胞同工酶酶谱相同， 具

有相同等电点的条带含量无显著性差异F 而两

种小鼠脾淋巴细胞同工酶酶谱不同，某些具有

相同等电点的同工酶带含量有显著或极显著性

差异。
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一个能封闭造血在且细胞对重组人 IL3 反应

的单克隆抗体一-HI98

陈 王章 i尤拉诚杨希峰 列、 同哲 宁钟元 ;汤 吴 华 ~:t世和j 巧: 月 未

吃、"P国医学科学院血液学研究所〉

造血， ì)i'.]节分子的研究是当前 i jtjE跃的强
域， 四种集落剌激 因子 (CSP) : IL 3 (多能

CSF) 、 GM-CSF、 G一CSF、 M-CSF 都已有重

组产品， 在临床试用亦已显示可喜的结果[I J 。

但是， 相应因子受体的研究进展缓慢'0' 由于在

造血细胞表面受体含量甚微，很难1!，lj备抗体，

而天然自己体的亲合力一般较差， 使研究受体十

分困难。目前研究比较 清楚 的 受 体 只有 M­

CSF 受体ω 找[l J 酋 :J lX .ì豆-← 个与革~[~1 耳L枝细胆分

化抗原反应的!单克隆抗体 (单抗)HI 98 ， 又利;
HIM l [2 J 。 因 其 相 应抗原分 布特殊， Lewis 

(1 989 )报道 HI 98 单抗能将异性抑制 1 251一重组

人 IL 3 与 KG 1 靶细胞的结合， 而不影响 1 251_

重组人 GM一CSF， 1 2 51一蓝组人 G-CSF 和 1 251_

IL 4 与榈应靶细胞的结合[3] ， 提示 HI 98 可能

是一种抗人 IL 3 受体相关分子 的 单 扰。 这一

设想曾引起今年维也纳第四届人类白细胞分化

抗原会议中F一些专家的重L 1;}~ u 本文报告月1生物
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