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两种动物ＤＮＡ不同比例混合的混合检材。引物设计与合成：设计４对种属特异性引物和１对无种属特异性的

ＮＤ３引物，并合成ＣＯＩ基因的标准引物。ＰＣＲ扩增：①以１０种动物基因组ＤＮＡ为模板，分别用自行设计的４对

引物进行扩增，以检验引物种属特异性；②以１０种动物不同浓度基因组ＤＮＡ为模板，分别用对应种属特异性的

引物进行扩增，以检验引物扩增效能；③以降解检材基因组ＤＮＡ为模板，分别用自行设计引物和标准引物进行扩

增，以评估引物应用价值。ＰＣＲ复合扩增：在确定自行设计引物特异性、扩增灵敏度的基础上，通过调整引物量和

退火温度构建含有５对引物的复合扩增体系，并用于单一样本和混合样本基因组ＤＮＡ的扩增。扩增产物检测：

用聚丙烯凝胶电泳结合银染的方法检测各种动物模板ＤＮＡ的扩增效果，以判定引物的扩增特异性和灵敏度，及

降解检材和混合检材的扩增效果；用循环测序的方法获得各扩增产物的碱基序列，并通过ＢＬＡＳＴ软件与ＤＮＡ数

据库比对及遗传距离分析，判定检材的种属来源。

【实验材料】　常见家禽（鸡、鸭、鹅、鹌鹑、鸽子）和常见家畜（水牛、黄牛、山羊、绵羊、马、驴、犬）共７科１８种动

物及人类血液样本各５例。

【可行性】　（１）不同种属动物ＣＯＩ基因序列可从相应ＤＮＡ数据库获得；（２）熟练掌握引物设计的操作方法和

ＰＣＲ技术；（３）具备本研究所需的各种仪器、设备和试剂。

【创新性】　为法医物证降解检材的种属鉴定提供一种有效的方法。
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　　【立项依据】　Ｇｈｒｅｌｉｎ和ｎｅｓｆａｔｉｎ是两种主要由胃粘膜Ｘ／Ａ样细胞分泌的激素，对于全身的能量代谢有重要

的调控作用，其作用基本上是相互拮抗的。例如，给予ｇｈｒｅｌｉｎ后，动物摄食、体重增加，白色脂肪组织中脂质沉积

增加，胰岛素敏感性下降，而ｎｅｓｆａｔｉｎ的作用却是相反的。因此ｇｈｒｅｌｉｎ和ｎｅｓｆａｔｉｎ的平衡对于代谢综合征的改善

有重大意义。人体内的脂肪组织分为两种，不同于以储能为主要功能的白色脂肪组织，棕色脂肪组织与非颤栗性

产热有关，其活性受多种因素的调节。棕色脂肪细胞特异性表达解偶联蛋白１（ＵＣＰ１），使得能量以热能的形式释

放出去而不是转化为ＡＴＰ。近年来的研究表明，成年人的身体中依然存在棕色脂肪组织，并且其活性与肥胖成负

相关，表明棕色脂肪组织可能对能量代谢有重要的调节作用。在能量代谢的调控过程中，ｇｈｒｅｌｉｎ和ｎｅｓｆａｔｉｎ可能

对棕色脂肪组织的功能有着调控作用。

【设计思路】　研究主要采用体外实验的方法，培养分离的乳鼠原代前棕色脂肪细胞，诱导分化，在分化过程中

的不同时间给予一定剂量的ｇｈｒｅｌｉｎ或ｎｅｓｆａｔｉｎ的刺激，然后观察激素对于细胞分化的影响。

【实验内容】　分离出生两天内的乳鼠原代前棕色脂肪细胞，分化并给予激素刺激，一定时间后收细胞提取

ＲＮＡ和蛋白进行ＲＴＰＣＲ、蛋白质印迹、ＣｏＩＰ检测，测定线粒体功能、拷贝数等实验，同时进行 ＨＥ、Ｏｉｌｒｅｄ染色

等，从而在分子水平上和形态学上检验激素对棕色脂肪细胞分化的影响。

【材料】　Ｃ５７小鼠，ｇｈｒｅｌｉｎ和ｎｅｓｆａｔｉｎ多肽，多种抗体、引物、试剂等。

【可行性】　Ｇｈｒｅｌｉｎ和ｎｅｓｆａｔｉｎ已经被证实对多个与能量代谢相关的靶器官的功能有调控作用，并且与肥胖

的形成和肥胖后一系列的代谢改变有关。而肥胖的过程中，棕色脂肪组织的活性明显下降。最近有研究表明ｇｈ

ｒｅｌｉｎ受体敲除后，棕色脂肪组织中 ＵＣＰ１的表达量上升；寒冷刺激下，被激活的ｎｅｓｆａｔｉｎ＋神经元与调控棕色脂肪

组织活性的神经元存在共定位，说明两种激素可能与棕色脂肪组织的功能相关。

【创新性】　本研究探索胃肠道激素对棕色脂肪细胞功能的影响，把胃肠道和棕色脂肪组织有机的联系在了一

起，为解决代谢综合征提供了一条新思路。
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