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【结果】　体外培养的细胞表达ＢＭＳＣｓ细胞表面标志；复叶耳蕨总黄酮对ＢＭＳＣｓ增殖具有一定的抑制作用；

促进ＢＭＳＣｓ分化为成骨细胞；增强ＡＬＰ活性和钙结节形成；上调 ＷＮＴ通路转导体βｃａｔｅｎｉｎ、ｃｙｃｌｉｎＤ１和ＢＭＰ通

路转导体ＢＭＰ２、ＢＭＰ４、两条通路交互靶点Ｒｕｎｘ２以及骨桥蛋白、骨钙蛋白和Ⅰ型胶原基因表达。

【结论】　复叶耳蕨总黄酮能够上调ＢＭＰ和 ＷＮＴ通路，促进网络靶点Ｒｕｎｘ２表达，从而促进大鼠ＢＭＳＣｓ定

向分化为成骨细胞。
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及在小鼠１细胞期受精卵中的功能验证
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　　【目的】　筛选与蛋白激酶 Ｗｅｅ１Ｂ相互作用的候选分子，证实该蛋白与 Ｗｅｅ１Ｂ的相互作用及作用机制，并进

一步探讨其对小鼠受精卵早期发育的影响，本研究对揭示小鼠受精卵早期发育的分子机制和生殖机理具有十分重

要的意义，为优化人类辅助生殖提供理论和实验依据。

【方法】　构建ｐＧＢＫＴ７Ｗｅｅ１Ｂ诱饵质粒并转入酵母感受态细胞中检测其对酵母的毒性、自激活能力以及表

达情况，再将含有ｐＧＢＫＴ７Ｗｅｅ１Ｂ的酵母感受态细胞与人卵巢ｃＤＮＡ文库相融合，利用酵母双杂交系统筛选出阳

性克隆，提取阳性克隆的酵母质粒转化大肠杆菌后进行测序鉴定。经酵母重新转化验证后，在哺乳动物细胞中使

用免疫共沉淀和免疫荧光共定位的方法确定候选分子与 Ｗｅｅ１Ｂ蛋白激酶的相互作用。过表达或降低筛选分子，

并显微注射入小鼠１细胞期受精卵中观察 Ｗｅｅ１Ｂ的蛋白激酶活性和定位的变化及候选分子是否通过 Ｗｅｅ１Ｂ调

控小鼠受精卵的早期发育。

【结果】　以小鼠 Ｗｅｅ１Ｂ编码基因的ｐｃＤＮＡ３．１／Ｖ５ＨｉｓＴＯＰＯＷｅｅ１ＢＷＴ野生型质粒为模板，设计特异性

引物构建出ｐＧＢＫＴ７Ｗｅｅ１Ｂ诱饵质粒；诱饵质粒ｐＧＢＫＴ７Ｗｅｅ１Ｂ对酵母感受态细胞无毒性，无自激活能力，通过

蛋白质印迹法验证其在酵母感受态细胞中表达；酵母双杂交系统从人卵巢ｃＤＮＡ文库中筛选出了９个与 Ｗｅｅ１Ｂ

蛋白激酶存在相互作用的蛋白；免疫共沉淀证实蛋白激酶 Ｗｅｅ１Ｂ与ＫＨＤＲＢＳ３蛋白在 ＨＥＫ２９３细胞中存在相互

作用；免疫荧光共定位确定蛋白激酶 Ｗｅｅ１Ｂ与 ＫＨＤＲＢＳ３蛋白在小鼠受精卵中共定位；干预 ＫＨＤＲＢＳ３影响

Ｗｅｅ１Ｂ的蛋白激酶活性和定位，并影响小鼠受精卵的早期发育。

【结论】　成功构建ｐＧＢＫＴ７Ｗｅｅ１Ｂ质粒，并以此为诱饵，利用酵母双杂交系统从人卵巢ｃＤＮＡ文库筛选出

ＫＨＤＲＢＳ３蛋白；免疫共沉淀证实ＫＨＤＲＢＳ３与 Ｗｅｅ１Ｂ存在相互作用，且二者在小鼠１细胞期受精卵中共定位。

以上提示ＫＨＤＲＢＳ３蛋白可能通过调控 Ｗｅｅ１Ｂ的蛋白激酶活性和定位进而参与小鼠受精卵的早期发育。
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