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$释放量的方法%方法
!

分离培养新生大鼠心肌细胞%细

胞培养液样品用乙腈沉淀蛋白!离心后取上清液进样用于
+4T6

分析%

+4T6

检测采用岛津
3-4&*/

高效液相色谱仪!用
-%?

色谱

柱分离!外标法定量!检测波长为
++?02

%结果
!

色谱峰分离良好!线性方程为*

5

j>+%&)%2_?;<'?<

!相关系数"
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+4T6

线性检测范围为
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!

%*>'*

&

29G
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%结论
!

该实验为检测心肌细胞蛋白降解提供了一种精确&简单&可行的方法%
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甲基组氨酸$

+42ABD
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+4T6

&是存在于肌细胞

肌动蛋白和肌球蛋白中的一类转录后修饰的氨基酸#是组氨

酸
4B7#/

复合体发生甲基化的产物)

%

*

'由于缺乏特异性的

B7#/

#肌肉蛋白质分解代谢时释放的
+4T6

不能作为
B7#/

的底物再循环参与新肽链或蛋白质的合成#因此#

+4T6

可以

作为肌细胞蛋白质降解的生物指标)

%4&

*

'在一定条件下#测定

体外培养的心肌细胞培养液中的
+4T6

释放量能够间接反映

心肌细胞肌纤维蛋白的降解率'为此#本研究首次建立了一种

快速(灵敏的通过高效液相色谱法分离(测定心肌细胞培养液

中
+4T6

含量的方法'
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材料与方法

>'>

!

材料

>'>'>

!

实验动物
!

选择出生
%

!

+8

的
,"

大鼠#清洁级#由中

山大学实验动物中心提供'

>'>'?

!

主要试剂和仪器
!

"TUT

"

$%&

培养基$
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L
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)

型胶原酶 $

!:MF9

&(胰蛋白酶 $
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&(胎牛血清$
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FG90A
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溴脱氧尿嘧啶核苷$

(4MH9298A9N
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甲基组氨酸标准品$

,:

1

2C

公司&(色谱纯甲醇 $天地公司&(显

微成像分析系统$

Ĝ

L

2

J

I.

&(

3-4&*/

高效液相色谱仪$岛津公

司&(

-%?

色谱柱$

&(*22\)'<22

#

(

&

2

#日本
!3,F:A0FA.

公司&等'

>'?

!

方法

>'?'>

!

原代心肌细胞培养
!

按照文献)

+4)

*培养方法#无菌条

件下开胸取出新生大鼠完整心脏#浸于
"46C0PQ.

液中#冲去

血污'在超净台内#去除心底结缔组织和心房#剪开心室#将心

室心肌组织剪碎成约
%22

+ 大小#以
*'*([

)

型胶原酶消化#

+>]

恒温槽轻轻振荡
&D

#之后再以
*'%&([

胰酶消化
&

!

+

次#每次
(2:0

#直至不见细胞团块'收集细胞悬液至含
%*[

胎牛血清的培养基中#以
&**

目筛网过滤后接种至培养瓶#置

于
+>]

(

([ -̂

&

培养箱内
<*2:0

#用差时贴壁法去除成纤维

细胞'心肌细胞以
(\%*

(

"

23

的密度接种于
<

孔板#加
*'%

229G

"

3VH8f

抑制成纤细胞生长#加入青霉素及链霉素各
%**

f

"

23

防止细菌污染'

>'?'?

!

心肌细胞免疫化学染色
!

制作心肌细胞爬片后#以

)[

多聚甲醛固定
&(2:0

%再以
+[ 6

&

^

&

室温下孵育
%*2:0

%

OV,

冲洗
+

次#每次
(2:0

%取出含细胞的玻片#滴加非免疫动

物血清#室温下孵育
%*2:0

%去除血清#滴加
#

4CFB:0:0

一抗$

%g

&**

&#

)]

过夜'次日再用
OV,

冲洗后加生物素标记的二抗#

室温下孵育
&*2:0

后用
OV,

冲洗'滴加链霉素抗生物素
4

过

氧化物酶#室温下孵育
%*2:0

#用
OV,

冲洗后
+

#

+Q4

二氨基联

苯胺$

+

#

+Q48:C2:09MA0W:8:0A

#

"/V

&显色
%*2:0

#流水冲洗%苏

木素染色#脱水#中性树胶封片#镜下观察'

>'?'@

!

高效液相色谱仪检测心肌细胞
+4T6

!

$

%

&衍生试剂

的配制'称取邻苯二甲醛$

4̂

J

DBDCGCG8AD

L

8A

#

Ô/

&

(&2

1

#加

甲醇
)'(23

#溶解后加
&4

巯基乙醇
(**

&

3

#用
*')29G

"

3

的硼

酸缓冲液定容至
%*23

#冰箱内保存'$

&

&

+4T6

标准液的配

制'精密称取
)'(+2

1

的
+4T6

标准品#溶解于
*'%29G

"

3

的

盐酸中#配成浓度为
&'?<229G

"

3

的标准液#放在冰箱内备

用'$

+

&色谱条件'

&(*22\)'<22

不锈钢
-%?

色谱柱#柱

温
)*]

'流动相
/

为四氢呋喃
g

甲醇
g*'%29G

"

3

乙酸钠溶

液
j(g;(g;**

$

e

"

e

"

e

&#流动相
V

为甲醇#梯度洗脱#流速

为
*'?23

"

2:0

'检测波长为
++?02

'$

)

&样品处理方法'收

集心肌细胞培养液至
%'(23

离心管中#取
*'(23

样品加入

%**

&

3

乙腈萃取#以离心半径
?F2

#

%+**H

"

2:0

#

%(]

#旋涡

混合
+*.

'$

(

&衍生化反应'将上述处理后的样品离心后取上

清液
%**

&

3

加入衍生化试剂
%**

&

3

和
*')29G

"

3

的硼酸缓

)+&&

重庆医学
&*%%

年
?

月第
)*

卷第
&&

期



冲液
%23

#旋涡混合
&*.

用直径
*'&&

&

2

的针头过滤器过滤

后立即进样
&*

&

3

分析'$

<

&定量方法'外标法定量#用
+4T6

标准品准确配成一定浓度标准液#进
(

个梯度体积的标准液#

用峰面积作标准曲线'将样品中
+4T6

的峰面积带入#计算

其含量'

?

!

结
!!

果

?'>

!

心肌细胞的鉴定及纯度
!

倒置显微镜下观察#培养
)?D

的心肌细胞已展开#

?*[

融合成片#搏动呈同步性'

#

4CFB:0:0

免疫细胞化学染色显示#阳性率大于
;;[

#培养
)D

后的心肌

细胞已达到实验要求#见封
)

图
%

'

?'?

!

色谱分离
!

细胞培养液中除了含有
+4T6

外#还含有其

他氨基酸以及其他有机化合物'这些物质都可以与
Ô/

反

应对
+4T6

的检测产生干扰'本实验色谱条件经过反复优

化#

+4T6

标准液及细胞培养液标本柱前衍生(洗脱后#使

+4T6

与其他杂质在
+*2:0

内得到很好分离而无干扰$图
&

&'

图
&

!!

色谱图 #箭头所指处为
+4T6

$

?'@

!

标准曲线
!

配置
+4T6

标准液的浓度分别为
%*>'&

(

(+'(

(

&<'?

(

%+')

(

<'>

(

+'+

(

%'<

&

29

"

3

'以
+4T6

的色谱峰面

积$

5

&为纵坐标#浓度$

2

&为横坐标#利用
+4T6

标准品的不同

浓度与各自对应的面积建立回归方程!

+ j>+%&)%6_

?;<'?<

#相关系数
;j*';;;?

'结果显示#

+4T6

在浓度
%'<

!

%*>'*

&

29

"

3

范围内与峰面积线性关系良好$图
+

&'

图
+

!!

+4T6

标准曲线

?'A

!

样品检测
!

将收集的心肌细胞培养液按样品处理方法进

行提取#得提取液#进样
&*

&

3

检测#每个样本重复测
+

次'所

检测的培养液中
+4T6

浓度为
)'?

!

<?'+

&

29

"

3

'

@

!

讨
!!

论

与其他器官一样#心肌细胞蛋白质转换也是蛋白质合成与

降解之间有序(受调控的动态平衡)

(

*

'蛋白转换同时存在于心

肌细胞肥大和萎缩这两种不同的病理过程中#只是相对比例不

同)

<

*

'从细胞水平看心肌肥大和萎缩的根本原因是肌纤维蛋

白的增多和减少#即只有细胞体积改变而没有细胞数量变

化)

>

*

'对心肌细胞蛋白降解的检测将有助于评价抗肥大及抗

萎缩药物的治疗效果#以及客观地寻找有效逆转心肌肥大和心

肌萎缩的药物'因此#有必要建立一种快速(简单(可靠的检测

心肌细胞蛋白降解率的方法'

以往的研究表明#通过测定尿内或骨骼肌组织中的
+4T6

含量可用于研究骨骼肌蛋白分解代谢)

?4%*

*

#但是心肌细胞蛋白

降解的检测方法未见相关报道'本研究首次建立了高效液相

色谱法检测体外培养心肌细胞中
+4T6

含量的方法#并将此

应用于心肌细胞蛋白降解的测定'本实验采用四氢呋喃
4

甲醇

作为流动相#获得
+4T6

的色谱图#

+4T6

在
++?02

处有最大

吸收#并用标准品制备标准曲线#建立回归方程'收集的细胞

培养液加入乙腈后分离出
+4T6

'采用梯度洗脱的方法使
+4

T6

衍生物的峰与其他衍生物的峰分离#并选用
Ô/

进行衍

生化#过滤后立即进样#测定
Ô/

衍生反应后的
+4T6

氨基

酸衍生物'此方法衍生后
+4T6

的稳定性强#而且
+4T6

的分

离时间短#谱峰干扰少#变异系数小#检测灵敏度(精密度均较

高#适用于低含量
+4T6

标本的检测#为开展心肌肌纤维蛋白分

解代谢研究提供了可靠的方法'经过一系列的优化实验#本研

究得出了该简单(快速(准确测定心肌细胞培养液中
+4T6

含量

的方法#并作为判断心肌细胞蛋白降解的一种特异性指标'所

得结果重复性较好#适用于基础和临床研究'
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