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犃犛２４３

犆犚犖犇犈靶向调控犿犻犚１８６影响胶质瘤干细胞生物学行为的分

子机制

刘啸白，李方方，李东阳，武云昊，吕沐天；指导教师：王　萍，薛一雪

中国医科大学临床医学七年制

　　【目的】　存在于脑胶质瘤组织中的胶质瘤干细胞（ＧＳＣｓ）与恶性脑胶质瘤的发生、发展和复发密切相关。长

链非编码ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）的转录和功能失调能够参与肿瘤的发生发展。结直肠肿瘤差别表达基因（ＣＲＮＤＥ）属于

ｌｎｃＲＮＡ，有报道ＣＲＮＤＥ在胶质瘤组织中的表达上调。本项目旨在研究ＧＳＣｓ中异常表达的ＣＲＮＤＥ是否影响

ＧＳＣｓ的生物学行为及相关的分子机制。

【方法】　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ＧＳＣｓ和ｎｏｎＧＳＣｓ中ＣＲＮＤＥ和ｍｉＲ１８６的表达水平以及ＣＲＮＤＥ对ｍｉＲ１８６

的成熟体、初级转录本和前体表达的影响。双荧光素酶报告基因实验验证ＣＲＮＤＥ与ｍｉＲ１８６以及ｍｉＲ１８６与靶

基因间存在靶向结合。ＲＩＰ和ＲＮＡｐｕｌｌｄｏｗｎ实验检测ＣＲＮＤＥ与ｍｉＲ１８６和Ａｇｏ２之间的相互作用。ＣＣＫ８细

胞活力检测、流式细胞术、ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移、侵袭实验验证ＣＲＮＤＥ和ｍｉＲ１８６对ＧＳＣｓ的增殖、凋亡、迁移和侵袭的

影响。建立ＧＳＣｓ裸鼠移植瘤模型验证ＬｖｓｈＣＲＮＤＥ和ＬｖｍｉＲ１８６单独或联合应用对人ＧＳＣｓ裸鼠移植瘤的生

长及荷瘤鼠生存时间的影响。

【结果】　ＧＳＣｓ中ＣＲＮＤＥ的表达较ｎｏｎＧＳＣｓ组显著上调；ＧＳＣｓ中ｍｉＲ１８６的表达水平较ｎｏｎＧＳＣｓ组显著

下调。沉默ＣＲＮＤＥ显著抑制了ＧＳＣｓ的增殖、凋亡、迁移和侵袭。通过生物信息学软件分析，预测到ＣＲＮＤＥ与

ｍｉＲ１８６存在结合位点，并通过双荧光素酶报告基因实验证明了ＣＲＮＤＥ与 ｍｉＲ１８６的结合作用，明确了结合位

点。在ＧＳＣｓ中，ＣＲＮＤＥ能够结合Ａｇｏ２，并与ｍｉＲ１８６存在相互作用。下调ＧＳＣｓ中ＣＲＮＤＥ的表达能显著上调

ｍｉＲ１８６的成熟体表达，而初级转录本和前体的表达均未见明显变化。过表达ｍｉＲ１８６显著抑制了与ＧＳＣｓ增殖、

凋亡、迁移和侵袭相关蛋白ＸＩＡＰ、ｎｏｇｇｉｎ、ＭＡＰＫ１和ＰＡＫ７的表达；沉默ｍｉＲ１８６则显著上调了上述蛋白的表达。

ｍｉＲ１８６能够靶向结合ＸＩＡＰ、ｎｏｇｇｉｎ、ＭＡＰＫ１和ＰＡＫ７基因的３’非翻译区。沉默ＣＲＮＤＥ后通过上调 ｍｉＲ１８６

的表达，促进ｍｉＲ１８６对靶基因ＸＩＡＰ、Ｎｏｇｇｉｎ、ＭＡＰＫ１和ＰＡＫ７的负性调控，抑制了ＧＳＣｓ的增殖、凋亡、迁移和

侵袭；过表达ＣＲＮＤＥ结果则与之相反。与ＬｖｓｈＣＲＮＤＥ和ＬｖｍｉＲ１８６单用相比，两者联合应用能够显著抑制人

ＧＳＣｓ裸鼠移植瘤的生长，延长荷瘤鼠生存时间。

【结论】　ＣＲＮＤＥ通过结合并负性调控 ｍｉＲ１８６的表达，减弱 ｍｉＲ１８６对靶基因 ＸＩＡＰ、Ｎｏｇｇｉｎ、ＭＡＰＫ１、

ＰＡＫ７的调节，影响ＧＳＣｓ的生物学行为。该研究能够为脑胶质瘤的治疗和药物研发提供新策略。

　　关键词：ＣＲＮＤＥ；ｍｉＲ１８６；胶质瘤干细胞；增殖；凋亡；迁移；侵袭
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家族性胆固醇血症患者犔犇犔犚基因新突变位点的鉴定与分析

杨　淇
１，范亮亮２，黄　皓

２，郭　帅
２，刘宇星２；指导教师：项　荣

１．中南大学２０１２级临床医学五年制

２．中南大学２０１２级生物学

　　【目的】　家族性高胆固醇血症（ｆａｍｉｌｉａｌｈｙｐｅｒｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｅｍｉａ，ＦＨ）主要是由于低密度脂蛋白受体（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙ

ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬＤＬＲ）基因突变而导致的常染色体显性遗传性疾病，其临床表现为多发黄色瘤、高水平血浆、

低密度脂蛋白（ＬＤＬＣ）、早发性冠心病等。本研究拟通过收集ＦＨ家系，并对其先证者及家系成员进行相关致病

基因（ＬＤＬＲ、前蛋白转化酶枯草杆菌蛋白酶ＰＣＳＫ９）的检测和分析，明确这些家系的血脂基因型，同时为血脂类疾
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病诊断、治疗和临床遗传学的开展提供理论基础。

【方法】　收集２０个左右ＦＨ家系先证者及家系成员的血标本，测定所有研究对象的总血脂（ＴＣ）、甘油三酯

（ＴＧ）、ＬＤＬＣ以及高密度脂蛋白（ＨＤＬＣ）含量，记录患者及家系的详实临床数据资料。用Ｑｉａｇｅｎ试剂盒从外周

血提取基因组ＤＮＡ并鉴定，运用多聚酶链式反应（ＰＣＲ）结合直接测序方法，检测ＬＤＬＲ基因、ＰＣＳＫ９基因，将核

苷酸序列分析结果与ＧｅｎＢａｎｋ比对，运用 ＭｕｔａｔｉｏｎＴａｓｔｅｒ、Ｐｏｌｕｐｈｅｎ２、ＳＩＦＴ等软件对突变位点进行预测和鉴定，

分析突变所导致的蛋白结构变化及其与血脂表型的相关性。

【结果】　（１）临床收集了２０个ＦＨ家系，每个家系中均存在多个（≥３）血浆ＴＣ和ＬＤＬＣ水平明显增高的患

者。（２）在１３个家系中检测到ＬＤＬＲ基因突变，１个家系中检测到ＰＣＳＫ９基因突变（ｐ．Ｅ６７０Ｇ）。（３）ＬＤＬＲ突变

中，１个是新的缺失突变（ｃ．２０００＿２０００ｄｅｌＧ），１个是新的纯合点突变（ｐ．Ｆ２０２Ｓ）。（４）预测软件预测发现的ＬＤＬＲ

新突变（ｃ．２０００＿２０００ｄｅｌＧ、ｐ．Ｆ２０２Ｓ）均为致病突变，Ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ建模显示ｃ．２０００＿２０００ｄｅｌＧ突变导致ＬＤＬＲ蛋白

胞内区发生截断，而ｐ．Ｆ２０２Ｓ突变导致ＬＤＬＲ配体结合域发生了改变，且患者血脂异常、黄色瘤等临床表现较其

他家系患者更为明显。

【结论】　ＦＨ中６０％左右为ＬＤＬＲ的突变。本研究发现了２个新的ＬＤＬＲ基因致病突变位点，且基因型和血

脂表型密切相关。我们的发现扩充了ＬＤＬＲ基因的突变数据库，并为血脂临床遗传学的开展提供了理论支持。

　　关键词：血脂异常；低密度脂蛋白受体；基因突变

犛３　病原生物与微生物学，感染与免疫
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抗日本血吸虫单抗识别曼氏血吸虫表面蛋白的研究

朱峰宇，崔士祥；指导教师：沈际佳

安徽医科大学２０１１级生物技术

　　【目的】　证明本实验室所制备的抗日本血吸虫表面蛋白（Ｓｊ２９）的单克隆抗体可识别曼氏血吸虫表面蛋白

（Ｓｍ２９），拓宽抗Ｓｊ２９单克隆抗体的用途，为今后研发检测血吸虫病的通用型试剂盒打下基础。

【方法】　通过基因工程技术和分子生物学技术扩增曼氏血吸虫表面蛋白基因（Ｓｍ２９）并与Ｔ载体连接，连接

产物转化至感受态细胞（大肠埃希菌），挑取单菌落，摇菌，提质粒双酶切鉴定，测序，再将测序正确的Ｓｍ２９基因与

真核表达载体ｐＥＧＦＰＣ２连接，构建重组真核表达质粒，再将该重组质粒转染至真核细胞ＣＯＳ１中表达，荧光显

微镜观测转染效率。最后用蛋白质印迹技术和细胞爬片免疫组化两种方法验证抗Ｓｊ２９单克隆抗体和兔日本血吸

虫感染血清能否识别Ｓｍ２９蛋白。

【结果】　经酶切后，琼脂糖凝胶电泳鉴定显示，所得的条带的位置及大小均与目的基因的位置及大小相一致，

并且目的基因测序结果的相似度为９９％，其中１％突变的碱基为无义突变类型，对蛋白的表达没有影响。荧光显

微镜下观察转染效率为３０％～４０％。用日本血吸虫表面蛋白（Ｓｊ２９）和曼氏血吸虫表面蛋白（Ｓｍ２９）分别作为一抗

进行蛋白质印迹，其结果显示此株抗Ｓｊ２９单克隆抗体均能识别上述两种蛋白，并且其识别日本血吸虫表面蛋白

（Ｓｊ２９）的位置位于２０ｋｄ左右，而其识别曼氏血吸虫表面蛋白（Ｓｍ２９）的位置位于５５ｋｄ左右，这两种结果均符合预

期结果。以抗Ｓｊ２９的单克隆抗体和日本血吸虫感染的兔血清分别为一抗作免疫组化，其结果均呈阳性，其对照组

分别以ＰＢＳ和正常兔血清为一抗，结果均呈阴性。说明抗Ｓｊ２９的单抗不仅可以识别Ｓｍ２９蛋白，同时感染兔血清

中的抗体也可以识别曼氏血吸虫表面蛋白（Ｓｍ２９），进一步提高了以后研发检测血吸虫病通用试剂盒的可行性。

【结论】　抗Ｓｊ２９单克隆抗体能识别Ｓｍ２９蛋白，为今后研发检测血吸虫循环抗原的通用型试剂盒打下基础。

　　关键词：日本血吸虫；曼氏血吸虫；膜蛋白；免疫诊断；单克隆抗体
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