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　　[摘　要 ]　通过反转录 PCR (R T 2PCR ) 测定了肝窦内皮细胞和枯否细胞中 bcl22 和 GA PDH mRNA 的半衰

期。结果表明, 在窦内皮细胞中 bcl22 和 GA PDH mRNA 的半衰期分别为 6. 13 和大于 20 h, 在枯否细胞中 bcl22 和

GA PDH mRNA 的半衰期分别为 5. 86 和 13. 74 h。

[关键词 ]　R T 2PCR; 窦内皮细胞; 枯否细胞; mRAN 半衰期

[中图分类号 ]　Q 344+ . 13　　　　　　　[文献标识码 ]　A [文章编号 ]100022782 (2001) 0120015204

　　DNA 通过转录把所携带的遗传信息传递给

mRNA , mRNA 再经翻译过程表达出蛋白质。已知

mRNA 的含量和稳定性直接影响着基因表达的最

终结果。所以, 了解各种mRNA 的稳定性对于基因

表达调控的研究十分重要。

1　材料和方法
1. 1　材　料

　　化学试剂　所用化学试剂都是化学纯度并来自

于商业途径。DN ase É 购于Beoh ringer (M annheim ,

德国) , R everse T ransk rip tion System 和 RN asin 来

自于 P rom ega (M annheim , 德国) , R PM É 1640 培

养基 和 胶 原 酶 来 自 B ioch rom (Berlin, 德 国 ) ,

A ctinom ycin D 购于 F luka (德国)。

R T 2PCR 反应引物　从 Genbank 获得大白鼠

bcl22 和 GA PDH 基因的DNA 序列并设计了合成这

2 个 基 因 的 引 物。 bcl22 的 正 向 引 物 为

CGTCA TAA CTAAA GA CA CCCC (85～ 105) , 反向

引物为 T TCA TCTCCA GTA TCCCA CTC ( 339～

319 ) ; GA PDH 的 正 向 引 物 为

A CCA CA GTCCA T GCCA TCA C (591～ 610) , 反向

引 物 为 TCCA CCA CCCT GT T GCT GTA ( 1042～

1023)。

实验动物　W istar 大白鼠。

1. 2　方　法

窦内皮细胞和枯否细胞的分离　窦内皮细胞和

枯否细胞从大白鼠纤维化的肝脏中按照V ogl 等[1 ]

和陈宏等[2 ]的方法分离。

细胞培养[3 ]和A ctinom ycin D 处理　将细胞在

R PM I 1640 培养基中制成悬浮液, 然后在 37℃, 体

积分数 5% CO 2 中培养 20 h 贴壁后, 用质量浓度为

2～ 3 ΛgömL 的A ctinom ycin D 的新培养基更换旧

培养基并继续培养。A ctinom ycin D 能够阻断转录过

程, 在加入A ctinom ycin D 后不同时间点即: 0, 2. 5,

5. 0, 7. 5 和 10 h 分别收获细胞并用 PBS 液洗

2 次　　　　　　　　　　　　。

总RNA 的分离　采取快速法从细胞中分离总

的 RNA , 即细胞洗涤离心后将 200 ΛL 溶液 A

(10 mmolöL T risöHC lpH 7. 5; 0. 15 molöL N aC l; 1.

5 mmolöL M gC l2; 体积分数 0. 65% N P240) 加到细

胞沉淀物中, 15 s 旋转振荡。通过 800×g, 4℃, 4 m in

离心除去细胞核, 上清液转入另一干净试管。然后加

入 30 Λmolöm in 无 RNA 酶的DN ase É , 37℃温浴

30 m in。之后样品转到已放有 200 ΛL 溶液 B

(7 molöL H arnstoff; 质量体积 1% SD S; 0. 35 molöL
N aC l; 10 mmolöL ED TA ; 10 mmolöL T risöHC l

pH 7. 5 ) 的试管中, 混合后用酚∶氯仿∶异戊醇

(25∶24∶1) 提取, 然后用 2. 5 倍体积分数 100% 乙

醇沉淀。15 000 röm in (Eppendorf) 离心、体积分数

70% 乙醇洗, 气干后溶解在 10 ΛL D EPC2H 2O 中。用

260 nm 波长分光光度计确定浓度后, - 80℃保存备
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用。

mRNA 的反转录　终体积为 20 ΛL 的反转录

反应混合物 (含 1 Λg 总 RNA , 0. 5 Λg O ligo (dT ) 15,

20 Λmolöm in RN asin R ibonuclease Inh ibito r,

5 mmolöL M gC l2, 10 mmolöL T risöHC l, pH 9. 0,

50 mmolöL KC l, 体积分数 0. 1% T riton X2100,

1 mmolöL dN T P) 在 PCR 仪中 42℃进行 1 h, 以获

第 1 条 cDNA 链。

PCR 反应　在终体积为 25 ΛL 的 PCR 反应物

中, 含 5 ΛL 第 1 条 cDNA 链反转录产物, 1 ΛL

25 mmolöL M gC l2, 2 ΛL 10 ( 反 转 录 缓 冲 液,

12. 5 pmol 正 向 引 物, 12. 5 pmol 反 向 引 物,

4. 17 Λmolöm in T aq DNA Polym erase, 加超纯水到

25 ΛL。PCR 反应在 PTC2200 Cycler (B iozym , 德

国) PCR 仪中进行, 反应的程序为 94℃变性 1 m in,

60℃复性 1 m in, 72℃链延长 2 m in 30 个循环, 最后

一步延长 72℃ 10 m in。

反应产物的电泳与分析　PCR 扩增后, 反应产

物在质量浓度 15 göL 的琼脂糖凝胶, TBE 缓冲液

中, 60 V 电泳 1. 5～ 2. 0 h。电泳后琼脂糖凝胶在

Sybr Green É (用 TBE 缓冲液 1∶10 000 稀释) 中

染色 30 m in。然后在凝胶成像仪 (H ero lab,W iesloch,

德国) 上观察、照相。带的量化分析通过计算机

Im age2P rgramm 进行。每一实验来自 5～ 8 个独立的

细胞制剂。

2　结果与分析

电泳后基因 bcl22 出现 1 条 250 bp 的特异性扩

增带, 对于基因 GA PDH 出现 1 条 451 bp 的特异性

扩增带 (图 1)。由于A ctinom ycin D 是一个转录阻断

剂, 在加入A ctinom ycin D 后, RNA 的转录停止。从

图上可以看出, 随着A ctinom ycin D 处理时间的延

长,mRNA 的量逐渐减少。这说明RNA 在不断地降

解。这些带经计算机 Im age2P rgramm 程序量化分析

后, 根据获得数据得出mRNA 的降解曲线图 (图 2

～ 5) , 并计算了 bcl22 和 GA PDH mRNA 在窦内皮

细胞和枯否细胞中的半衰期 (t1ö2) , 其结果为 bcl- 2

mRNA 在窦内皮细胞和枯否细胞中分别为 6. 13 和

5. 86 h。GA PDH mRNA 在窦内皮细胞和枯否细胞

中分别为大于 20 和 13. 47 h。

图 1　在枯否细胞中, bcl22 和 GA PDH 基因R T 2PCR 扩增产物电泳凝胶图

M. 100 bp DNA L adder 分子大小M arker; R 0～R 10. 用A ctinom ycin D 处理时间; R 0. 0 h; R 2. 5. 2. 5 h; R 5. 0. 5 h; R 7. 5. 7. 5 h; R 10. 10 h

F ig. 1　E lectrophoresic gel patterns of amp lified p roducts of bcl22 and GA PDH 2genes by R T 2PCR

M. M o lecular size m arker 100 bp DNA L adder; R 0～ R 10. T reatm ent tim e w ith actinom ycin D; R 0. 0 h; R 2. 5. 2. 5 h; R 5. 0. 5 h; R 7. 5. 7. 5 h; R 10. 10 h

　　研究结果表明, 同一基因的mRNA 在不同细胞

中的降解速率不同, 不同基因的mRNA 在同一细胞

中的降解速率也不同。这两个基因的mRNA 在枯否

细胞比在窦内皮细胞中的降解速度快。在加入

A ctinom ycin D 后细胞培养的过程中, 我们也观察到

在 7. 5 h 时间点之后所收获的枯否细胞比窦内皮细

胞明显少, 这说明枯否细胞比窦内皮细胞对

A ctinom ycin D 更敏感, 在A ctinom ycin D 处理之下

更易死亡。

3　讨　论

利用R T 2PCR 测定mRNA 的半衰期是一种新

的方法, 它比杂交分析法简便, 快速、所需样品量少,

准确性高, 是一个值得借鉴的方法。它的基本原理是

细胞中mRNA 的分子数多, 经反转录所得到的第 1

条 cDNA 链的分子也多, 反应产物的量与 PCR 反应

溶液中 cDNA 分子的浓度成正比。然而由于PCR 扩

增曲线的特性, 即 PCR 扩增产物增加到一定量时,

扩增产物将不再按级数增加。所以, 在利用R T 2PCR
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测定mRNA 的降解速率时, 根据引物和扩增片断的

长度, 需要摸索一个最佳的反应循环数目。为此, 本

试验用了 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 个反应循环作

筛选试验, 在 10, 15 和 20 个循环的不同试验中, 产

物太少, 不易分析。在 35, 40, 45 个循环中, 由于产物

太多, 致使在A ctinom ycin D 处理后的不同时间的

样品几乎显出相同强度的带纹, 故也不能采纳。反应

循环在 25～ 30 周期之间比较理想, 即能得出足够的

扩增产物, 又能显出不同时间组的差异。

相同mRNA 在不同细胞中的降解速率及不同

mRNA 在相同细胞中降解速率的差异与机体基因

调控机制有关。在基因表达调控中, 调控可以发生在

DNA 水平上, 也可发生在转录和翻译水平上 [4 ]。

RNA 的稳定性是基因在翻译水平上调节的重要方

式之一。在哺乳动物中, 不同的mRNA 的稳定性差

异很大, 半衰期为 0. 5～ > 20 h, 甚至几天。一般持

家基因mRNA 的寿命长, 而与细胞分裂和坏死有关

基因mRNA 的寿命短。GA PDH 是细胞生命代谢必

须的酶, 因而其寿命比 bcl22 的长。mRNA 的寿命延

长, 增加了细胞内部mRNA 的浓度, 从而提高了蛋

白质合成的起始速度。

图 2　在窦内皮细胞中 bcl22 mRNA 降解的

曲线图 t1ö2= 6. 13 h.

F ig. 2　D iagram of bcl22 mRNA degradation in sinuso idal

endo thelial cells. t1ö2= 6. 13 h.

图 3　在枯否细胞中 bcl22 mRNA 降解的

曲线图 t1ö2= 5. 86 h.

F ig. 3　D iagram of bcl22 mRNA degradation in Kupffer

cells. t1ö2= 5. 86 h.

图 4　在窦内皮细胞中 GA PDH mRNA 降解的

曲线图 t1ö2> 20 h.

F ig. 4　D iagram of GA PDH mRNA degradation in sinuso idal

endo thelial cells. t1ö2> 20 h.

图 5　在枯否细胞中 GA PDH mRNA 降解的

曲线图 t1ö2= 13. 74 h.

F ig. 5　D iagram of GA PDH mRNA degradation in

Kupffer cells. t1ö2= 13. 74 h.
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H alf life determ ination of bcl22 and GA PDH mRNA in sinuso idal endo thelial

cells and Kupffer cells of rat liver

CHEN Hong1, R. Dargel2, C. Schreckenberg2, S. Vogl2

(1 College of A nim al S cience and V eterinary M ed icine, N orthw est S cience and T echnology U niversity of

A g ricu lture and Forestry , Y ang ling , S haanx i 712100, China)

(2 Institu te of P athobiochem istry ,M ed ical Faculty , F ried rich2S chiller2U niversity , D 207740 J ena, Germ any )

Abstract: In the study, half lives of bcl22 and GA PDH mRNA w ere determ ined in iso lated sinuso idal

endo thelial cells (SEC ) and Kupffer cells (KC ) of rat livers during T h ioacetam ide2induced F ibrosis by R T 2
PCR. T he results show ed that half lives of bcl22 and GA PDH mRNA w ere 6. 13 hours and over 20 hours

respectively in sinuso idal endo thelial cells, and 5. 86 hours and 13. 74 hours respectively in Kupffer cells.

Key words: R T 2PCR; sinuso idal endo thelial cells; Kupffer cells; mRNA half life; determ ination
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A morpho logical study of the genesis and

developm ent of goat em bryo heart

HOU L ing- l ing, ZHANG Yong
(College of A nim al S cience and V eterinary M ed icine, N orthw est S cience and T echnology U niversity of

A g ricu lture and Forestry , Y ang ling , S haanx i 712100, China)

Abstract: T h is paper observes the genesis and developm en t of em bryo heart in goat by ligh t m icroscope.

T he results indicate: T he em bryo at the age of 15 days and 20 hours is undergo ing differen tiation phase of

em bryon ic layer. T he m icrovascular p rimordium appears in the m esoderm at th is stage; T he paired endocardinal
heart tubes com e to lie bilateral to the fo regut at the stage of 16- 18 days and fused to a single tube in ven tral

to the fo regut at the stage of 18 - 20 days. A t th is tim e, ex ternal morphogen ic movem en t and in ternal

partition ing p rocess ach ieve at the age of 20- 34 days. F rom 34 to 105 days, em bryo heart develop s further and

goes in to m ature stage. T h is experim en t finds that the fibrop lastic triangle of the cardiac skeleton is composed of
dense connective tissue at the beginn ing of genesis and then changes in to hyaline carttilage w ith the developm en t

of em bryo,w h ich show s the species specificity.

Key words: goat em bryo; genesis and developm en t; heart
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