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　　【摘要】　目的　分离 、提纯人心肌肌球蛋白(HCM)及其重链(HCMHC), 为心肌显像及其显像剂抗 HCMHC抗体

的研究打基础。方法　参考猪心肌肌球蛋白制备方法 , 做了较大改进后 , 提取了 HCM , 用盐酸胍裂解 HCM制备了

HCMHC。用 SDS - PAGE(梯度)电泳测定分子质量 ,用检测无机磷的方法测定 HCM的 ATP酶活力 ,用 Ellm an氏试剂

测定游离巯基。将 HCMHC免疫动物 , 用 ELISA法测定了血清抗体效价。结果　HCMHC的相对分子量为 200 ×103 ,
纯度大于 80%;被免疫的 BALB /C小鼠血清的抗体滴度最高达 107 , 细胞融合率达 80%。结论　研制的 HCMHC具有

良好的免疫学活性 , 为下一步抗 HCMHC单链可变区抗体(ScFv)及其放射性核素受体显像的研究打下了基础。
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【Abstract】　Objective　To isola te, extrac t and pu rify human ca rdiacmyo sin(HCM) and hum an ca rdiacmyosin heavy

chain(HCMHC) for it's nex t study o f myocardid im age and the an tibody aga inst HCMHC im ag ing reagen.t M ethods　F irst

ex trac tHCM from human heart m usc le tissue and prepa re HCMHC from the HCM , detec te cha racte ristics including pro tein

concentration, m o lecularw e ight, enzym atic ac tivity and free SH groups of theHCM and theHCMHC , prepare hyb ridom a cell

line s of HCMHC , and exam ine the imm uno logy activ ity o f the HCMHC. R esu lts　24m g HCM w ere extrac ted from 127g hu-
m an card iac muscle tissue, and 9. 1mg HCMHC w ere prepared. E le crtropho resis o f SDS - PAGE(grad ient) showed that the

band o fHCMHC located a t 200 kD , which w as the sam e of that o f lite ra tures, purity of HCMHC is h igher than 80%. The

specific ac tivity of ATPase ofHCM is good. The highest titer o f an ti -HCMHC se rum is about 107. The fusion ra te was 80%.

Conc lusions　HCMHC has good immuno logy activ ity, for it's nex t study o f the antibody aga instHCMHC sing le chain fragm en t

va riable (ScFv) radionuc lide receptor imag ing.
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基金项目:国家自然科学基金项目(批准号:39970223)
作者单位:中国医学科学院中国协和医科大学放射医学研究所 , 天津市

分子核医学重点实验室 ,天津　300192
作者简介:宋娜玲(1970～ ),女 ,助理研究员 ,研究方向:分子核医学。
通讯作者:赵启仁(E -m ail:zhaoq iren98@ yahoo. com. cn)

　　心肌显像能直接判断在急性心肌梗死等病理情况下 , 心
肌损伤的部位 、面积与程度。而抗人心肌肌球蛋白重链(hu-

m an cardiacm yosin heavy cha in, HCMHC)抗体被认为是最有前

途的放射免疫显像剂之一 [ 1, 2] 。 在正常情况下肌球蛋白存在
于心肌细胞质内。 当心肌细胞坏死时 , 细胞膜受损 , 肌球蛋白

重链暴露 , 并能较长时间停留在坏死细胞内。用放射性核素标
记的抗 HCMHC抗体能特异地与 HCMHC结合 , 浓集于坏死心

肌细胞处而显像 , 并据此作出诊断。它的优点是显像时间长 、
特异性好和能早期诊断。 抗 HCMHC抗体能探测膜完整性的

早期破坏 , 能特异地区分死亡和存活的心肌细胞 , 并可测定细
胞活力大小。为了进一步改进抗 HCMHC抗体的显像效果 ,需

要研制抗 HCMHC单链可变区抗体 [ 3, 4] 。为此 , 作为基础 ,我们
首先进行 HCM和 HCMHC的研制 、特性鉴定和制备抗 HCMHC

的杂交瘤细胞株。

1　材料与方法
1. 1　材料

1. 1. 1　主要试剂　5 -腺苷三磷酸二钠盐 (ATPNa2 2H2O),
华美生物工程公司;DEAE - Sephadex A - 50凝胶 , 高 、低分子

量标准蛋白 HMW -SDS, Phast Ge lG radient 8 - 25和 Phast Ge l

SDS Buffer S trips ,瑞典 pharm ac ia公司;盐酸胍 ,美国 P romega

公司;十二烷基硫酸钠(SDS), 上海化学试剂采购站;不完全福
氏佐剂和完全福氏佐剂 , 美国 G IBCO 公司;DMEM 培养基 ,

HAT选择培养基 ,美国 L ife techno log ies公司。

1. 1. 2　主要仪器　1 /100000精密电子天平 , 德国 Sartorius公

司;低温高速离心机(SCR20BA型 ), 日本 H itach i公司;超速低
温离心机(L

7
- 80型和 J

2
-MC型),美国 Beckm an公司;UV -

3000紫外分光光谱仪 ,日本岛津公司 ;Phast System水平电泳

系统 , 瑞典 Pha rm ac ia公司;垂直板电泳系统和 DOC1000图像

分析系统 , 美国 B io -Rad公司。

1. 2　方法
1. 2. 1　HCM的提取和纯化　取健康人意外死亡者心肌(经死

者家属同意)127g,经过捣碎 、先后三次匀浆 、七次低温高速离

心(其中一次超速离心 , 且每步离心后都留样 , 共留 7个样

品)、冰浴 、多次不同离子浓度缓冲液溶解 、二次饱和硫酸胺盐

析等步骤 ,得到 HCM 粗品。用 DEAE - Sephadex A - 50凝胶

柱层析 , 纯化 HCM粗品。每次上样体积 41m l,含约 1%粗品 ,

上样速度为 10m l /h, 约为洗脱速度的一半。上样后 ,停 30m in,

以便吸附。然后用线性盐梯度(0. 05m ol /L ～ 1. 0mo l /L KC l)洗
脱液洗脱 , 洗脱速度 4m l 12m in- 1 管 - 1。测定收集的各管

样品在 280nm处光密度(OD280nm)值 , 绘制柱层析图谱 , 据此收

集蛋白峰。把收集的各蛋白峰溶液透析 40h, 除盐。 最后 , 用

PEG - 20000进行浓缩。
1. 2. 2　HCM及 HCMHC的特性鉴定

1. 2. 2. 1　蛋白浓度测定　用考马斯亮蓝法测定蛋白浓度。在

试管(均为双管)中分别加入 0、10、 20、30、 40、 50、60μl标准蛋

白溶液 , 用双蒸水补足到 60μl。每管加 3m l考马斯亮蓝染色

溶液 , 混匀 ,室温下保温 15m in测定 OD595nm , 作标准曲线。同
法配制各待测样品并测定 OD595nm值。从标准曲线上求出待测

值 , 此法测定蛋白质量浓度范围为 0. 01 ～ 1. 0g /L。
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1. 2. 2. 2　SDS -PAGE(梯度)凝胶电泳测定相对分子质量 [ 5, 6]

　在一瓶标准蛋白中加入 100μl标准蛋白溶解液溶解 , 即标

准蛋白工作液 , 4℃保存。在 20μl待测样品中加入 20μl样品

溶解液和 60%蔗糖溶液 10μl。但终浓度应在 20 ～ 30ng 每种

蛋白 - 1 μl- 1。将不同浓度的标准蛋白工作液 10μl、加入了溶
解液的样品分别混匀 , 100℃加热 5m in。在 Phast Ge l梯度 8 ～

25%凝胶片上样 1μl。电泳条件参照说明书并改进。染色和
脱色各 2h,其间更换脱色液 4次。加保护液保存。

1. 2. 2. 3　HCM 的 ATPase活力测定　先制作无机磷校正曲

线 , 每个待测样品均为平行双管。 每管中加反应液 100μl, 加
入待测样品 (先稀释至约 1g /L蛋白)80μl, 再加入 5mmo l /L

ATP溶液 20μl, 37℃水浴保温 15m in, 然后向每管加入 50μl

15%三氯醋酸 , 冰浴 10m in,再向每管加入 0. 75m l双蒸水 ,将全

部试管在 1 000 rpm离心 10m in, 小心吸取上清液 ,用于待测磷。
对各管的上清液分别加入下列各种试剂:0. 5m l 15%三氯醋

酸 、0. 4m l酸性钼酸钠溶液(0. 1mo l /L钼酸钠和 24%硫酸)工
作液 , 摇匀后 15s, 再加入 0. 3m l 0. 0185%孔雀绿溶液 , 反应

2m in后 , 加入 2m l 7. 8%硫酸 , 室温放置 1h, 用同上方法测定
OD625nm值。从校正曲线上查出对应的磷值 , 算出酶活力。

1. 2. 2. 4　HCM游离巯基的测定　把半胱氨酸系列标准溶液
50μl分别加入不同的试管中 ,每管分别加入 50μl E llm ans溶液

和 900μl 0. 1m o l /L磷酸盐缓冲液 ,混匀 ,室温放置 15m in, 测定
OD412nm , 制作标准曲线。取各样品 50μl(蛋白质浓度约 1g /L),

分别加入试管。每管再加入冰乙酸 13μl、E llm ans溶液 50μl和

0. 1m o l /L 磷酸盐缓冲液 900μl。 室温放置 15m in, 测定

OD412nm。

1. 2. 3　HCM重链的制备 [ 7] 　纯化后的 HCM经 PEG - 20000

浓缩至 8m l,边搅拌边缓慢加入固体盐酸胍至浓度为 5m o l /L,
再加入巯基乙醇至质量浓度为 0. 01m o l /L。在冷柜内冰浴下

静置 3h。加入等体积冰预冷的双蒸水 , 再缓慢滴加 4倍体积

冰乙醇 , 沉淀 ,冰浴 20m in, 10 000 rpm离心 20m in, 收集沉淀 ,用

0. 6m o l /L KC l溶液充分溶解 ,然后加二巯基苏糖醇(DTT)和苯
甲基磺酰氟 (PMSF)使终质量浓度分别为 1mm o l /L和 0. 1

mm o l /L。加 50%甘油 ,分装 , - 20℃保存 ,此为 HCMHC;同时 ,
离心后的上清透析除盐 , 用 PEG - 20000浓缩 , 制备 HCMLC ,

此 HCM LC可用于制备抗 HCMLC抗体 [ 8] 。
1. 2. 4　抗 HCMHC杂交瘤细胞的制备　采用经典杂交瘤技术

原理 , 用 HCMHC抗原免疫 BALB /C小鼠 , 取出脾细胞与体外
培养 SD2 /O的骨髓瘤细胞相融合。通过克隆化使阳性杂交瘤

细胞成为纯一的单克隆系 ,进而获得单克隆抗体。
1. 2. 4. 1　HCMHC免疫小鼠和 ELISA检测其血清抗体效价水

平　选择 6 ～ 8周龄的纯系 BALB /C小鼠(雌雄不限)20只 ,随
机平分为两组。用 HCMHC作为免疫原。免疫前用 0. 025mo l /

L T ris -HC l缓冲液 , pH 7. 6(含 0. 03m ol /L KC l, 0. 01mo l /L巯

基乙醇),透析 HCMHC 24h, 除去盐和甘油。初次免疫每只小
鼠腹腔注射 40μgHCMHC抗原量 , 注射体积为 500μl。 3 ～ 4周

后第一次加强免疫 , 2周后进行第二次加强免疫 ,均为 20μg /只

HCMHC ,融合前 3d进行冲击免疫 , 40μg /只 HCMHC。用 ELISA

(Enzym e - L inked Imm unoso rbent A ssay,酶联免疫吸附试验 )检
测血清抗体效价。

1. 2. 4. 2　细胞融合　制备饲养细胞 、脾细胞和 SP2 /0骨髓瘤

细胞。将 1×108脾细胞与 2×107 ～ 3×107骨髓瘤细胞在离心

管中混匀 , 1000rpm离心 5m in, 弃上清 , 在 37℃水浴中 , 均匀转
动离心管 ,并轻轻加入 0. 7m l 50% PEG -4000, 进行细胞融合。

静置 30s后 , 缓慢加入无血清培养液 ,终止融合。离心弃上清 ,
弹散细胞并重悬于 HAT(hypoxan thine次黄嘌呤 、 am inopte rin氨

基喋呤 、 thym idine胸腺嘧啶核苷)培养液中 , 混匀 , 接种于铺有
饲养细胞的 96孔板中 , 37℃、 5%CO2及饱和湿度下孵箱培养

观察。

1. 2. 4. 3　杂交瘤细胞的选择性培养及筛选　用 HAT培养液

培养 3 ～ 5d后 , 融合的杂交瘤细胞成簇生长 , 成为小的细胞集

落 , 此时非杂交瘤细胞几乎全部死亡。 7 ～ 10d后改用次黄嘌

呤及胸腺嘧啶核苷(HT)培养液培养。 14d后改用普通培养液

培养 , 此时杂交细胞可布满培养孔底部约 1 /2或 1 /3。 即可用
ELISA方法对培养液作特异性抗体检测 , 确定抗体阳性孔并对

抗体阳性高滴度细胞立刻进行单个细胞培养。
1. 2. 5　单克隆抗体制备及 HCMHC免疫学活性检测　应用有

限稀释法对杂交瘤细胞进行克隆化。把克隆化后仍分泌高滴

度抗体的杂交瘤细胞用体外法进行大量繁殖。在液氮内冻存。
用 ELISA方法对 HCMHC进行免疫学活性检测。对抗 HCMHC

杂交瘤细胞 , 经复苏 、培养和传至培养瓶中扩大培养 , 再经 4 ～
5d后 , 取培养液待用。 用样品缓冲液把 HCMHC稀释成不同

浓度(40m g /L, 20 m g /L, 10 m g /L),以 0. 1 m l /孔的量分别包被

在 96 孔板上 , 4℃下过夜。 弃去孔内液体并用洗涤液

(KH2PO4 0. 2g, Na2HPO 4 2. 9g, NaC l 8g, TW een -20 0. 5m l, 定
容至 1000m l,调 pH至 7. 4)洗板 3次 ,然后按 ELISA法对培养

液进行检测。

2　结果
2. 1　HCM 和 HCMHC的研制　从 127g人心肌组织中提取了

约 24mg HCM纯品 , 制备了 9. 1m gHCMHC。图 1为纯化 HCM

的柱层析图谱 , 图中蛋白峰清晰 ,第Ⅰ和Ⅱ峰为杂蛋白峰 , Ⅲ峰

为 HCM , 而Ⅴ峰可能为聚合蛋白峰。

图 1　HCM的 DEAE -Sephadex A - 50柱层析图

2. 2　HCM和 HCMHC的特性鉴定

2. 2. 1　蛋白浓度的测定　用考马斯亮蓝法测得了提取过程中
各步留样 、HCM 和 HCMHC等的蛋白浓度并计算了总蛋白量。

从表 1中可见 , 随着提取过程的进行 , 在杂蛋白逐渐去除的同
时也伴随着 HCM的损失 ,总蛋白量逐渐减少。

表 1　HCM提取过程各步骤留样的蛋白测定结果

序号 样品名称 总体积(m l) 总蛋白(mg)

1 心肌捣碎液 777. 0 6 402. 5

2 离 2前匀浆液 500. 0 2 350. 0

3 离 2后过滤液 410. 0 2 464. 1

4 离 3后沉淀匀浆 280. 0 1 929. 2

5 超速离心上清液 220. 0 1 644. 2

6 离 5沉淀匀浆液 270. 0 689. 0

7 离 7后上清液 366. 0 317. 8

8 HCM 粗品 75. 3 　 80. 0

9 HCM 纯品 48. 3 　 24. 0

10 HCMHC 4. 3 　 9. 1

2. 2. 2　SDS— PAGE(梯度)凝胶电泳　用 SDS— PAGE(梯度)
凝胶电泳测定了各留样蛋白的浓度 , 结果见图 2。图中可见:

蛋白质高分子质量和低分子质量标准的各蛋白位置合理 、清
晰 , 说明本电泳方法可靠;1、2、3、 5、 6和 8号样品 , 正是从提取

开始到结束顺序的留样 , 可见随提取过程的进行 , 各样品的杂
蛋白成分越来越少 , 而目标蛋白 HCMHC带越来越明显 , 所占
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含量比越来越大 , 说明提取方法合理可行;HCMHC分子质量

为 200×103 , HCM LC分为两条 , LC
1
和 LC

2
分子质量分别为 24

×103和 20×103 , 结果正确;这里要强调指出 , HCM整分子质
量为 470×103 , 但在 SDS— PAGE(梯度)凝胶电泳中 , 在 SDS

作用下 , 本身分解为 HCMHC和 HCMLC , 所以本电泳图中的
HCMHC就反映了 HCM ,所以在 1、2、3、5、6和 8号样品中的电

泳图中都有 HCMHC和 HCM LC 蛋白带出现;样品 8中只有

HCMHC蛋白带 , 但伴有少量 HCMLC, 可能与分离 HCM LC不

完全有关。用电泳图像分析系统对电泳图进行了分析 ,结果显
示 , 从最初捣碎液到最后的第 7次离心的上清液 , HCMHC由

16. 48%增至 63. 42%, 而 HCMHC样品中的 HCMHC纯度大于

80%。

1.留样 1　 2.留样 3　3.留样 5　 4.高分子质量标准蛋白

5.留样 6　 6.留样 8　 7. 低分子质量量标准蛋白　 8. HCMHC

图 2　提取过程留样电泳图
2. 2. 3　HCM的 ATP酶活力测定　实验测得无机磷的校正曲

线 , 其直线回归方程为 y = - 0. 7156 +34. 4871x, r =0. 9956。
据此测定了 HCM 提纯过程全部留样的 ATP酶活力 , 结果显示

随提取过程的进行 , ATP酶的比活力总体上是逐渐增加的 , 并
随 HCM 纯度增加而增加 , 而总活力随提纯步骤逐渐降低 , 这

与 HCM 也在逐步减少是一致的。
2. 2. 4　HCM 游离巯基的测定　HCM 游离巯基测定结果为

105 gHCM 有 4个游离巯基 , 表明所提纯的 HCM分子的二硫键

未破坏 , 基本保持了完整性。

2. 3　HCMHC杂交瘤细胞的制备

2. 3. 1　用 ELISA方法测定免疫小鼠血清中抗 HCMHC抗体的

效价　实验结果见表 2。由表可见 , 第二组免疫小鼠血清中抗
HCMHC抗体效价最高 , 为 107 , 一月后重测此组血清效价 , 无

明显区别 , 这说明所提纯的 HCMHC具有较好的免疫原性。
表 2　ELISA法测定抗体效价结果

组别 免疫小鼠(只) 免疫剂量(μg /只) 血清效价

第一组 　　10 40 最高达 105

第二组 　　10 40 最高达 107

2. 3. 2　细胞融合　参考经典的细胞融合技术 , 把体外培养的

SP2 /0骨髓瘤细胞与免疫小鼠的脾细胞进行融合 ,经过多次实
验 , 融合率达 80%左右。

2. 3. 3　用 ELISA法检测 HCMHC免疫学活性　表 3的实验结

果表明:所制备的 HCMHC样品的 OD值已达到或超过阳性对

照( +)的 OD值 , 远高于阴性对照( -)和空白对照的 OD值 ,
差异均非常显著;三种不同包被浓度样品的 OD值无明显差

异 , 包被浓度可控制在 5 ～ 10m g /L, 最大不宜超过 10m g /L;从
表 3测定结果与相应的电泳图谱综合分析证实所研制的 HC-

MHC可满足实验要求 , 并具有良好的免疫学活性;实验结果还
表明 , 样品中加入 50%甘油保护 , 对包被及测定结果无明显影

响 , 使用时可不必透析。
表 3　ELISA法检测 HCMHC免疫学活性的结果(OD

280nm
)

包被浓度(m g /L)

40 20 10

样品 1 1. 001 0. 975 0. 964

2 1. 051 1. 039 1. 018

3 1. 139 1. 125 1. 120

4 0. 932 0. 918 0. 919

均值 1. 031 1. 041 1. 005

阳性对照(+) 5 0. 961 0. 932 0. 935

阴性对照( -) 6 0. 147 0. 121 0. 126

7 0. 136 0. 131 0. 127

均值 0. 142 0. 126 0. 127

空白对照 8 0. 077 0. 078 0. 066

3　讨论

3. 1　HCM的提取　人死后随着时间的推移 , 心肌细胞中的肌
球蛋白分子会不断与肌动蛋白结合成肌动球蛋白。在肌球蛋

白的提取过程中 , 虽然理论上肌动球蛋白分子可以被加入的
ATP和 M g2 +逆转成肌动蛋白和肌球蛋白 , 但是在实际中有相

当大的比例不能逆转。所以 , 最好是人死后短时间内取材 , 并
- 18℃下保存。提取的全过程必须保持在 4℃环境下 , 否则 ,

肌球蛋白的聚合作用极其显著。肌球蛋白分子随温度升高 ,分
子间聚合率会明显增加 , 而且聚合一旦形成 , 极少有被逆转的

可能。在提取中我们用缓冲液匀浆 、补加 KC l等方法 ,增加蛋
白溶解度 , 防止聚合。 在 HCM 纯化中 , 我们选择了磷酸钾缓

冲液系统加 KC l的线性梯度(0. 05 ～ 1m o l /L)洗脱液 , 这样不
仅能充分溶解肌球蛋白 , 而且能有效地防止肌球蛋白的聚合。

在肌球蛋白提取的全过程中 , 肌球蛋白 ATP酶经历进行

性的变性 , 并且有可能水解生成两个片段。为防止或减少这种

影响 , 我们在提取过程中的大多数溶液中加入 PM SF、DTT和
EDTA。其中 , PMSF是丝氨酸蛋白酶抑制剂 , 能有效阻止肌球

蛋白的水解作用。 DTT是还原蛋白质二硫键的试剂 , 在反应中
DTT形成一个含分子内二硫键的稳定六元环 , 用作巯基保护

剂。 EDTA作为络合剂和金属掩蔽剂 , 与金属离子结合 , 保护
肌球蛋白的活性。

3. 2　特性鉴定　近年来 ,有应用 MADI -TOF质谱仪进行 HC-
MHC的鉴定 ,这是一种相对和绝对定量蛋白异构体的特殊方

法 [ 8] 。本实验在对 HCM和 HCMHC鉴定中 , 首先进行 SDS -

PAGE不连续电泳 ,但由于 HCM及其亚基分子质量较大 , 分离

效果不好。考虑到 PAGE(梯度)凝胶电泳具有浓缩作用 , 可以
直接测定天然状态蛋白质的分子质量。于是改用垂直板 SDS

- PAGE(梯度 )凝胶电泳 ,但因需时较长 ,温度升高 , 导致凝胶
变性等原因 , 未获理想效果。又经过反复筛选认为水平电泳的

凝胶可在冷却板上得到充分的冷却 , 又可在凝胶上加高压 , 使

电泳时间大大缩短和分辨率明显提高。因此选用了 Pharm acia

公司的 Phast System自动水平电泳系统。先进行了 PAGE(梯

度)为 8 ～ 25%的电泳 , 未获得理想结果 , 可能是由于 HCM 分

子质量较大的原因。据此又进行了 SDS - PAGE(梯度 )凝胶

(8 ～ 25%)电泳 ,一方面利用梯度凝胶的分子筛作用 , 另一方
面利用 SDS将大分子 HCM 解离成重链和轻链亚基测定其分

子质量 , 最终获得较为理想的结果 ,如图 3所示。 表明我们改
进的电泳方法是非常有效的。

3. 3　HCMHC的制备　在 HCMHC的制备中 ,由于盐酸胍的作
用 , 使HCM次级键被破坏 , 引起其天然构象 (下转第 134页 )
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LDH系胞质酶 ,正常情况下不能透过细胞膜 , 但当细胞受

到损伤时 , 细胞膜通透性增强 , LDH会从细胞质内漏出 ,细胞质

内 LDH减少 ,培养液中 LDH增多 ,测定培养液中 LDH 浓度可

反映心肌细胞的损伤情况。结晶紫实验的原理是结晶紫染色

可通过细胞的特定摄生法而选择性地被细胞核吸收 , 死亡的细

胞几乎不吸收结晶紫染料 , 而被核(DNA)吸收的结晶紫又可为

有机溶媒提取 , 通过测定提取液的光密度值(OD), 就可测定活

细胞的数量 [ 7] 。MTT法亦可通过所测细胞的 OD值不同反映

活细胞数的变化。本研究中 , 照射后 48h流式细胞仪检测细胞

凋亡 , 结果显示不同剂量的 60 Co γ射线照射均可促进细胞凋

亡 , 而且随着照射剂量的增加 , 细胞凋亡增加 。照射后 48h的

心肌细胞的培养上清中的 LDH 浓度较未照射组明显升高 , 与

照射剂量呈量效关系 ,说明 60C o γ射线照射可对心肌细胞造成

一定程度的损伤。结晶紫染色与 MTT法得到的结果相类似 ,

照射后 48h各组细胞 OD值间无明显差异 ,照射后 120h照射组

细胞的 OD较为照射组明显降低 ,与照射剂量相关 ,亦说明 60Co

γ射线对体外培养的心肌细胞有毒性作用 , 照射后 48h各组间

OD值无明显差异考虑与在细胞的损伤早期结晶紫染色及 MTT

法不够敏感有关 ,在照射后 48h时细胞活性下降 , 早期凋亡细

胞增多 , 但仍可摄取结晶紫及 MTT, 故各组细胞所测 OD值差

异不明显 , 在照射后 120h,细胞功能进一步受损 , 结晶紫及 MTT

摄取能力下降 , 导致 OD值较为照射组明显下降 。

上述结果均提示 60C o γ射线照射体外培养的心肌细胞对

其有直接损伤作用 , 降低细胞活性 , 促进凋亡细胞。根据放射

生物学的理论 , 心肌细胞属于终末分化细胞 , 对辐射敏感性较

低。本研究的实验结果则提示 60 Co γ射线照射可直接损伤体

外培养的心肌细胞 , 促进细胞凋亡。体外培养的心肌细胞的放

射损伤机理目前尚不明确。有报道心肌细胞放射损伤可致线

粒体结构破坏 , 功能受损 , 导致能量代谢障碍 [ 8] 。在本研究中

发现 ,照射后各组细胞的细胞周期未见明显差异 , 照射后 48h

细胞心肌细胞凋亡率增加 ,在照射后 12h,心肌细胞内质网和线

粒体明显损伤(结果未在该文中显示 ), 由此考虑 ,照射后线粒

体及其他细胞器功能障碍受导致细胞功能障碍 , 细胞活力下

降 ,细胞凋亡增多 , 但 γ射线致心肌细胞损伤的机理仍需进一

步研究。

参考文献:

[ 1] 吴德昌.放射医学 [ M ] . 北京:军事医学科学出版社 , 2001.

[ 2] Schu ltz -Hec to r S. Radiation - induced hea rt disea se:rev iew

of experimenta l data on dose response and pa thogenesis[ J] .

Int J Radiat Bio.l 1992;61(2):149 - 160.

[ 3] G aya AM , Ashford RF. Card iac comp lica - tions of radia tion

therapy[ J] . C lin Onco l(R Co ll Radio l). 2005;17(3):153

-159.

[ 4] Lauk S, T ro tt KR. Endo the lial ce ll pro li - fe ra tion in the rat

hea rt fo llow ing loca l hea rt irrad ia tion[ J] . In t J Radia t Bio .l

1990, 57(5):1017 - 1030.

[ 5] S tew art JR, Fa ja rdo LF, G ille tte SM , e t a .l Radiation inju ry to

the heart[ J] . In t J Rad ia t Onco l B io l Phy s. 1995, 31(5):

1205 - 1211.

[ 6] 杨晓宁 , 田宗文 , 黄焕斌 , 等. 新生大鼠心肌细胞的体外培

养 [ J] . 解剖学杂志 , 2005, 28(3):361 - 362.

[ 7] 陈军 ,战洪生. 结晶紫染色测定法在抗肿瘤药物筛选中的

应用.癌症 , 1997, 16(3):231 - 232.

[ 8] C illiers GD, H arper IS, Lochne rA. Radiation induced chan-

ges in the u ltrastructure and m echan ica l function o f the rat

hea rt[ J] . Radiothe rOnco .l 1989;16 (4):311 -326.
(收稿日期:2007 -01 - 15)

(上接第 131页)

解体 , 但不涉及 HCM共价键 (肽键和二硫键等)的破裂 , 其一
级结构 HCMHC、HCM LC保持完好。盐酸胍变性剂存在时 , 变

性的 HCM 保持溶解状态。 为防止在溶液中加入乙醇时产生
放热反应引起蛋白质变性 , 我们把乙醇进行了充分预冷 , 而且

整个操作在 4℃冰柜中进行。加入乙醇是为了使重链沉淀 , 再
经离心将其分离出来 。

3. 4　HCMHC杂交瘤细胞的制备　为了使产生的杂交瘤细胞
稳定 , 使用的 SP2 /0骨髓瘤细胞来自与被免疫动物同一个品系

的 BALB /C小鼠品系。一般认为 , 在最后一次加强免疫后第三
日取脾进行融合为好 。我们选用 PEG作为融合剂。处于 50%

PEG浓度的的高渗环境中 , 细胞呈现交融和皱缩的状态 , 所以
在用预温的无血清培养液稀释时 ,开始要缓慢 , 边加边轻轻地

震荡 , 使细胞的渗透压与外环境逐步平衡 , 否则会由于突然处
于低渗状态中 , 大量水分涌入细胞膜中而使细胞崩解。在融合

过程中 , 必须选择合适的 PEG分子质量 、温度以及作用时间 ,
以免影响融合效果。

4　结论

本实验取得了良好的结果 ,为下一步抗 HCMHC单链可变

区抗体及其放射性核素受体显像的研究打下了基础。
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