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3 讨 论 

本实验在 pPROEX一1TM基础上构建 了原核细 

胞 高效 表 达 HSP72的 pEX —HSP72重 组 质 粒。 

pPROEX一1TM的优点是能在 DH5a细菌 中高拷贝 

数复制具 有 Trcq促进子 和 LacIq基 因，单拷 贝 的 

LacIq等位基因表达过来 1O倍的 lac阻遏物，确保 

目的蛋白的紧密性调节 ，使 目的蛋白能被 IPTG高 

效诱 导表达 ，使具有 IPTG诱导启动子的质粒表达 

外源蛋 白的总量可以达到全细菌蛋 白的 3O 以上； 

pPROEX一1TM具有 6xHis—Tag结构，易分离纯化 

目的蛋白，而不影响目的蛋白结构 。 

用表达的融合蛋白制备抗体时需高浓度和高纯 

度的抗原。本实验用 Qiagen的 Ni—NTA agarose 

试剂盒提纯 His标记的 目的蛋 白，采用 大体积细菌 

裂解 液与 Ni—NTA agarose混合 ，多次洗脱 ，小体 

积溶解缓 冲液溶解 目的蛋 白的方法，纯化后用 

PEG8O0O浓缩，从而取得高浓度和高纯度的 目的蛋 

白HSP72。 

制备抗 HSP70多克隆抗体 的 目的是为了进行 

真核细胞 HSP72的相关研究 ，考虑到由原核细胞表 

达 的蛋白与真核细胞表达 的蛋 白间差异性 ，用原核 

细胞表达的蛋白质作为抗原诱导的抗体会丧失某些 

结构的特异性。为证实制备抗HSP70多克隆抗体对 

真核细胞 的作用，本实验选取人 HeLa细胞和鼠 

N18神经母细胞瘤细胞作为对象并对细胞进行热休 

克处理。结果显示，抗 HSP72多克隆抗体血清能在 

1：10 000稀释时检测出真核细胞表达的 HSP72。 

尽管 已有市售的抗 HSP72单克隆抗体 ，但其制 

备过程复杂、价格高昂，且效价不高 ，仅从 1：200 

1：1 000不等。本研究制备的HSP72抗血清不需要 

纯化则可 以直接用于对 HSP72的检测 ，在倍 比稀释 

1：100 000时，能 检测 出 2O ng以上细 菌表 达 的 

HSP72蛋 白；并且能够特异地检测 出经热休克处理 

后 HeLa和 N18细胞表达的 HSP72蛋白，证实该抗 

HSP72多克隆免疫血清的高效性和高特异性。该免 

疫血 清的制备为进行大量有关 HSP72研究提供 了 

较好 的基础 ，也提供了一条 比较简洁地制备高效多 

克隆抗体的途径，为其他抗体制备提供了一个参照。 
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缺血／再灌注联合盲肠结扎穿孔术大鼠肠系膜血管白细胞与内皮细胞的相互作用 

失血性休克导致的缺血／再灌注(HS／R)损伤常诱发脓毒症和微循环紊乱，甚至多器官功能障碍综合征(MODS)。巴西学 

者最近进行了一项研究，对大鼠实施 HS／R联合盲肠结扎穿孑L术(CLP)，随后行盲肠切除加腹腔灌洗(REL)，观察肠系膜血管 

中白细胞与内皮细胞的相互作用。实验中将 81只 Wistar大鼠(200~250 g)随机分为 3组 ：①对照组：无 HS／R损伤；②HS／R 

损伤 I组 ：HS加 25 失血量的血液进行再灌注；③HS／R损伤 Ⅱ组：HS加 25 失血量的血液以及 3倍失血量的乳酸林格液 

(LRS)再灌注。3组动物 24 h后全部行 CLP，再过 24 h行 REL 通过活体显微镜观察、免疫组化法检测细胞间黏附分子一1 

(ICAM一1)的表达来评估白细胞与内皮细胞间相互作用的变化，同时观察肺组织 ICAM 一1表达和中性粒细胞浸润情况。与 

对照组相比，HS／R损伤 I组和HS／R损伤 Ⅱ组大鼠的白细胞黏附均增加 5倍，聚集增加了 7倍；而 ICAM一1(O．5倍)和血小 

板选择蛋白(O．5倍)的表达均减少。REL可使 HS／R损伤 I组大鼠的肠系膜血管白细胞与内皮细胞间相互作用恢复正常，而 

HS／R损伤 Ⅱ组大鼠的白细胞黏附和聚集虽有所减少 ，但未恢复正常。对肺组织 ICAM一1表达和中性粒细胞浸润的观察结果 

与肠系膜血管类似。由此认为，HS／R+CLP+REL并活体观察肠系膜微循环的大鼠模型是适于研究机体局部和广泛炎症反 

应的模型。该实验结果提示，采用外科手段清除引起脓毒症的病灶对控制脓毒症和 MODS有重要意义。 
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