
NOD2 基因的 3020insC 突变频率 未发现正常对照组

3020insC 移码突变频率与 UC 及 CD 患者有显著性差

异 提示在中国湖北汉族人中 NOD2 基因 3020insC 移

码突变与 UC 及 CD 无显著相关性 不可能是 CD 的易感

基因 与日本人[3]及中国香港人[4]的结果一致. 但 CD 对

比健康对照组的 P =11.828 95% CI=0.7 205-194.17

提示NOD2基因3020insC移码突变是CD的危险因素. 由

于本组 CD 患者病例较少 有待进一步证实.

        NOD2 作为所发现的人类第一个 CD 易感基因 将

CD 的遗传易感性 机体的先天性免疫与细菌作用有

机的联系起来 在治疗 CD 的策略上重视细菌的作用.

目前 尚未在亚洲人群中发现 NOD2 的基因突变与 CD

之间存在显著相关性的报道 提示 IBD 特别是 CD

涉及多基因的遗传模式 在不同地区和人群具有明显

的种族差异性.
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摘要

目的: 建立一种可同时测定胃黏膜组织微量 γ- 氨基丁酸

(GABA)和谷氨酸(Glu)含量的高效液相色谱法.

方法: 用异硫氰酸苯酯(PITC)作衍生剂 色谱柱为 Pico/

Tag 氨基酸专用柱 梯度洗脱 紫外检测波长 254 nm.

结果: GABA 在 0.125-6.25 nmoL/mL 范围 Glu 在 0.025-

2.5 µmol/mL 范围 线性关系良好; GABA 和 Glu 加样回

收率分别为 90.4-104% 88.1-105.5%; 批内误差分别为

3.56% 和 1.12%; 批间误差分别 7.47% 和 5.98%.

结论: 本法稳定 灵敏 可用于胃黏膜组织 GABA 和 Glu

含量的检测.

朱人敏, 秦苏堤, 何小平, 汪芳裕, 李宁, 刘福坤. 高效液相色谱法测定人胃黏

膜中 γ- 氨基丁酸和谷氨酸含量. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1210-1213

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1210.asp

0   引言

γ- 氨基丁酸(γ-aminobutyric acid GABA)主要来源于三

羧酸循环中的谷氨酸(Glu) 是一种重要的抑制性神经
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递质 广泛存在于脊椎动物脑内 外周组织中含量很

低[1-3]. 近年来研究表明: GABA除了作为胃肠神经递质

还有可能作为一种胃肠激素[4] 协同 Glu 参与胃肠

黏膜细胞分裂 分化 成熟的调节[5] 抑制胃癌的发

生[4]. 随着 GABA Glu 与胃癌关系研究的不断深入 要

求建立一种快速 精确定量胃黏膜组织 GABA Glu 含

量的方法.

       国外已有文献报道 应用荧光分光光度法测定人

胃黏膜组织 GABA 含量 但灵敏度较低 干扰因素较

多[5]. 本文首次采用异硫氰酸苯酯(PITC) 柱前衍生 高效

液相色谱(HPLC)- 紫外检测法测定胃黏膜组织 GABA 

Glu 含量. 国内外未见此类报道. 该法的优点是PITC与氨

基酸反应生成能在 254 nm 下检测的 PITC- 氨基酸[6-11]

分析速度快 灵敏度高 结果令人满意.

1   材料和方法

1.1 材料  Waters 高效液相色谱仪系统(美国 Waters 公

司) 其中包括 510 泵两台 486 紫外检测器 自动梯度

控制器 控温仪及柱温箱; Pico/TagTM 工作台; 7 725 i 进

样阀(美国 Rheodyne 公司); 色谱工作站(杭州英谱公司).

γ-氨基丁酸和谷氨酸: 美国Sigma公司; 衍生剂异硫氰酸

苯酯(PITC): 美国 Pierce 公司; 乙腈 甲醇均为色谱纯:

德国 Merck 公司; 乙酸钠为分析纯: 英国普尔 BDH 化学

公司; 其余试剂均为市售分析纯试剂 水为重蒸馏水.

1.2 方法

1.2.1 色谱条件  色谱柱: Pico/Tag 氨基酸专用柱 3.9 mm×
300 mm; 流动相: 流动相 A 为乙腈 70 mmoL/L-1 醋酸

缓冲液(pH 6.5) =25 975 含 0.25 mL/L-1 的 10 mmoL/L-1

EDTA; 流动相 B 为乙腈 水 甲醇 =450 400 150.

梯度洗脱条件如表 1. 紫外检测波长254 nm; 柱温 45 ;

进样量 20 µL.

表 1  梯度洗脱程序表

时间(min)    流动相(mL/min-1)       A%            B%           曲线

起始 1.00 100 0 -

13.50 1.00   97 3 11

20.00 1.00   96 4  8

20.50 1.00   20            80  5

22.50 1.00     0          100  6

23.00 1.00 100 0  6

30.00 1.00 100                0  6

1.2.2 溶液配制  样品稀释液: 5 µmoL/L-1 的 Na2HPO4 缓

冲溶液 pH 7.4. 样品干燥液: 甲醇 1.0 moL/L-1 醋酸

钠 三乙胺 = 2/2/1(v/v/v). 衍生化试剂: 异硫氰酸苯酯

(PITC) 甲醇 乙醇 三乙胺 水 = 1/6/1/1/1 (v/v/

v/v/v); 需新鲜配制.

1.2.3 标本收集及样品前处理  于手术当天取胃癌组织

标本(约 100 mg) 同时取距癌组织边缘 5 cm 以上的胃

黏膜组织作为对照 并经病理证实为癌组织和正常组

织 迅速放入液氮中冷冻  再转移至 -70 冰箱保存

至测定. 测定时 称取 100 mg 左右的胃黏膜组织置小

研钵中 倒入液氮 待组织冷却坚硬后进行研磨 粉碎

后再加入液氮研磨 如此反复 3 次 使组织完全粉碎.

加入 400 µL 的样品稀释液将粉碎的组织完全转移到离

心管中 1 000 r/min 4 离心 5 min 上清液转移

到超滤管中 1 000 r/min 4 离心 30 min.

1.2.4 样品衍生化  取超滤液 20 µL 注入 0.5 cm 5 cm 的

玻璃试管中 冷冻干燥 然后加入干燥液 10 µL 再一

次冻干 再加入 20 µL 衍生化试剂 室温衍生 20 min 后

经冻干置冰箱 4 保存. 50 µL 样品稀释液复溶 10 µL

或 20 µL 进样.

2   结果

2.1 色谱行为  图 1 为 Glu 与 GABA 标准色谱图 各自

的保留时间分别为 Glu =3.98 min GABA =16.7 min. 图

2 为样品色谱图 从色谱图可知 该方法能很好的分离

Glu 与 GABA.

图 1  标准品色谱图.

图 2  样品色谱图.

2.2 标准曲线  分别精密配制 Glu 和 GABA 标准溶液

使其含量为 Glu: 0.025 0.05 0.1 0.25 0.5 1

2.5 µmoL/mL-1;  GABA: 0.125 0.25 0.625 1.25

2.5 6.25 nmol/mL-1. 按照样品衍生步骤衍生并 HPLC 测

定 以峰面积对质量浓度作线性回归 其线性方程为:

Glu Y=1.58×106 C+18027 相关系数 0.9 998; 最小检测

浓度 2.5 nmoL/mL-1. GABA Y=3 723.3C-547.8 相关系

数 0.9 988; 最小检测浓度 0.01 nmol/mL-1.

2.3 回收率  在混合样品超滤液中加入 Glu 和 GABA 标
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准溶液 用加样回收方法考察方法的准确度. γ- 氨基

丁酸和谷氨酸加样回收率分别为 95.4% 93.5%(表 2).

表 2  方法回收率(mean±SD)

 样品测定值     加入量       测定值 回收率(%)

    GABA 0.318 0.013   0.5 0.852 0.014  106.8 3.0

(nmol/mL-1) 0.75 1.057 0.082   95.3 5.3

      Glu 0.310 0.005   0.5 0.837 0.049  105.5 13.1

(µmol/mL-1)      1 1.234 0.036   92.5 4.4

     5 4.825 0.134   92.1 1.4

2.4 精密度  同时取某一样品超滤液三份 按衍生化法

处理测定 GABA和Glu的批内误差分别为3.56% 1.12%.

不同日取样三次 如上处理求得 GABA 和 Glu 的批间

误差分别 7.47% 5.98%.

2.5 临床应用  用该法测定了 30 例胃癌手术患者癌组织

和正常组织的 GABA 和 Glu 含量 胃癌组织 GABA 和

Glu 含量显著高于正常组织(P <0.05 表 3). 这一现象值

得引起临床重视 可以为胃癌的临床诊断和治疗提供

参考.

表 3  胃癌组织与正常胃黏膜组织 GABA 和 Glu 含量(mean±SD, n =30)

氨基酸      癌组织     正常组织   t    P

GABA(nmol/g-1) 0.832 0.576 0.362 0.417 3.29      <0.05

G l u (µmol/g-1) 1.324 0.596 0.907 0.342 2.90      <0.05

3   讨论

GABA  Glu 在胃黏膜组织含量极低 不具有紫外吸

收 也不发射荧光 因此需将他们转变为能被检测的

高灵敏度衍生化产物[6-11]. 本文用 PITC 作衍生剂与胃黏

膜组织中的氨基酸反应 衍生物经HPLC分离后紫外检

测 建立了一种更简便 更灵敏的方法 适于检测胃黏

膜组织的微量 GABA  Glu.

        本法的优点: (1)组织样品处理时 采用液氮冷冻碾

磨法碾碎胃黏膜组织 该法比电动匀浆或超声匀浆法

使组织粉碎更加完全 而且简单易行; 易于推广. (2)组织

衍生前 采用超滤法去除蛋白 不但去除完全 回收率

高 样品也没有被稀释 对于含量极低的氨基酸分析是

一个非常有效的手段 但美中不足的是成本较高 需要

超速冷冻离心机. (3)组织衍生时 采用 PITC 作为氨基

酸衍生剂 具有稳定 不会产生水解反应 也不会形成

多级衍生物的优点[6-11] 但有时过量试剂会产生干扰.

本法除了采用在衍生化后真空干燥除去过量试剂外

还通过调节流动相梯度 使试剂峰与样品峰分离完全.

(4)色谱分析时 采用 Pico/Tag 氨基酸专用柱 他是

Waters 公司的专利产品 可非常好的分离 PTC- 氨基

酸 可同时分析 18 种常用氨基酸 但有报道柱寿命短

最多能分析150个PITC样品. 在我们实际工作中采用前

处理干燥完全 乙腈冲洗再生方法 实际分析样品可

达到约 500 个. (5)实际操作时 采用 40.0 0.5 柱温

提高柱温能缩短保留时间 降低柱压 但过高的柱温

会减少分离度 使 γ- 氨基丁酸与在其后出现的瓜氨酸

以及衍生剂峰重合 因此使柱温保持在 40.0 0.5 

为最佳.

         生物样品中微量氨基酸的测定在医学领域中占重

要地位 经典的氨基酸分离方法是离子交换色谱法

此法需特殊装置 且分析时间较长 而荧光分光光度

法和氨基酸自动分析仪检测 灵敏度较低 干扰因素

较多 .测定 GABA 和 Glu 的高效液相色谱方法 多为用

邻苯二甲醛在催化剂作用下与氨基酸发生衍生化反

应 衍生物经 HPLC 分离 电化学检测或荧光检测器检

测 并且分析对象为含量较高的脑组织和血清[12-15]. 本文

采用 PITC 为柱前衍生剂 配合紫外检测仪 建立了一

种高效 稳定 简便 快捷的 HPLC梯度洗脱方法.该法

条件简便 灵敏度高 分离周期短 适于检测胃黏膜组

织中微量的GABA  Glu 应用前景广泛.
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摘要

目的: 进一步探讨促凋亡蛋白 Bid 在肝癌发生 发展过程

中的作用.

方法: 应用基因毒性化学剂二乙基亚硝胺(diethylnitrosamine

DEN)制备肝癌动物模型 通过阻断肝细胞凋亡信号传导

途径 观察肝癌发生过程中肝细胞的增生指数(BrdU LI)与

凋亡比率(AI)及与肿瘤发生的关系.

结果: (1)在 DEN 用药后的第 3 d 和第 10 d 野生型小鼠肝

细胞BrdU标记指数和凋亡细胞百分比分别明显高于Bid缺

陷小鼠(P <0.05). (2)在 DEN 用药后的第 4 mo 野生型小

鼠肝内损伤性结节的数量和表面积明显多于 Bid 缺陷小

鼠 二者间具有统计学意义(P <0.001).

结论: Bid 缺陷小鼠对 DEN 诱导的肝癌具有明显的抵抗作

用 这一作用可能与早期肝细胞凋亡有关.
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0   引言

细胞增生和凋亡之间的失平衡是肿瘤发生最根本的原

因.细胞对任何包括化学 物理和生物的有害刺激的反

应是通过自身修复 死亡 再增生等方式使机体恢复自

身平衡 细胞在损伤修复过程中的错义修复导致基因

的突变使细胞获得了异常增生能力 便发生了肿瘤.实

际上 肿瘤组织内细胞增生和凋亡比率均较正常状态

的组织有明显增加 而增生比率高于凋亡. Bid 是 Bcl-

2 家族成员中一个促凋亡蛋白 通过死亡受体激活细

胞凋亡 尤其是肝细胞的凋亡过程.我们应用化学致癌

模型和Bid缺陷小鼠研究细胞凋亡在肝癌发生的早期作

用 设想是早期凋亡刺激细胞增生 发生基因变异的细

胞较正常细胞具有明显的增生优势 通过比较野生型

和 Bid 缺陷鼠对 DEN 诱导致癌损伤的反应和观察细胞

增生和凋亡的比率进一步探讨肝癌发生的机制.

1   材料和方法

1.1 材料  C57BL/B6 小鼠 野生型和 Bid 缺陷型各

14 只 (由美国匹斯堡大学病理系荫博士提供) 分别分

为 DEN 组和对照组. DEN 组小鼠出生后第 14 d 腹腔内

注射 DEN 15 µg/g 对照组注射同体积的生理盐水 饲

养 3 10 d 和 4 及 8 mo 分别杀鼠 在杀鼠前 2 h 腹腔

注射 30 mg/kg BrdU (Sigma 美国) 收集肝组织标本

分别放置液氮中或制备石蜡切片.

1.2 方法

1.2.1 肝细胞凋亡和增生的检测  采用 TUNEL 试剂盒

(Roche 美国)检测肝细胞的凋亡 操作按照说明. 细

胞增生的检测应用抗 BrdU 单克隆抗体(Dako 公司 美

国)进行免疫组化染色.

1.2.2 特殊酶学染色  葡萄糖 -6- 磷酸酶(G-6-Pase)染色:

冰冻肝组织切片戊二醛固定后用 2 g/L硝酸银和 0.53 g/L

G-6-Pase 共同孵育 45 min 然后用 75 g/L 硫酸铵孵育

2 min 水洗后用戊二醛和冰醋酸按一定比例混合固

定 HE 染色封片. GST-pi 染色: 采用兔抗鼠 GST-pi 多

克隆抗体(StressGen 美国)进行免疫组化染色.

1.2.3 肝细胞损伤结节或肝肿瘤  HE 染色的肝组织切片

在显微镜下观察和计数肝损伤或肝肿瘤结节的数量

应用 SPOT软件计量结节的面积 求结节面积与全肝面

积的比值.

        统计学处理  细胞增生及凋亡指数和肝损伤结节的

数量及平均面积采用 Student t 检验 P 值小于 0.05 为
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