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验证急性早幼粒细胞白血病$
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%蛋白的存在及定位'

方法 采用蛋白质印迹法验证患者血肿瘤细胞中性

粒细胞弹性蛋白酶$
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白的表达(
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双染色免疫荧光法检测患者血肿瘤细胞中
>\5FT'T

(

的表达及定位(

JAQK
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DA

双染色激光共聚焦法

检测患者血肿瘤细胞中
>\5FT'T

(

的表达及定位'以重组腺病毒
'*F>M

感染的
>ZC

细胞中
>\5FT'T

(

蛋白的表达及定位

作阳性对照#以正常人血中性粒细胞中野生型
T'T

(

的表达和定位作阴性对照'

结果 阳性对照组设置成功'

'D\

患者血

肿瘤细胞中存在
>M

且有
>\5FT'T
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蛋白表达'细胞免疫荧光法&激光共聚焦法检测结果提示
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患者血肿瘤细胞
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蛋白的表达主要位于胞核'

结论 成功用
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>\5FT'T
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蛋白的存在并推测其

定位#为进一步研究
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的早期诊断及复发监测提供了新思路'
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急性早幼粒细胞白血病$
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%是一类造血干细胞的恶性克隆性疾

病#在
J'Z

分型中被定义为急性髓细胞白血病
6%

型)

#

*

#其特征是发生
7

$

#$

(

#B

%$

#$
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!!

(

#B

a
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%染色体

易位#形成早幼粒细胞白血病
F

维甲酸受体
(

融合基

因$

6DC;=E=

!

%

)
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*

#约
G"̂

的
'D\

患者表现为出

血并发症)

%

*

#发病迅速#致死率高'现在临床上把具

有融合基因
6DC;=E=
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作为
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的主要诊断依
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型
%
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'本文研究的是长型$
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型%'该

融合基因表达的
D6\FT'T

(

融合蛋白干扰了野生

型
T'T
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的信号传递和
D6\

及其核体$
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%的正

常结构与功能)

$

*

#在
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的发生&发展中起了关键

作用'但
D6\FT'T
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融合蛋白并非始终以整体的

形式发挥作用'
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合蛋白切割成相对分子质量为
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的缺失核定

位信号的早幼粒白血病蛋白)
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$
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分子质量为
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的带核定位信号的维甲酸受体
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%两种变异蛋白'且文献)
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*报道#
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转染入早期髓细胞中#很容易发展成为
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白血病细胞(但将其转染入晚期髓细胞#却不能发展

为
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细胞'
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含
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被裂解#其发生
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的概率仅为
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富含
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的早期髓细胞'

本课题前期研究中#我们选择
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作为
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代表细胞株'由于
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中不含有
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#我们构建

了重组腺病毒
'*F>M

#将
>M

转入
>ZC

细胞来模拟

这种切割作用变化#并证实了这种切割会造成相应

蛋白分布位置的变化)
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'在
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患者的疾病发展

早期有
>M

的作用#因此在本实验中我们希望通过

收集初诊
'D\

患者的血液并分离得到肿瘤细胞#用

感染成功的
>ZC

细胞做阳性对照#来验证是否在患

者的疾病发展中也存在这种切割作用#并对切割产

物
>\5FT'T
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蛋白进行验证和定位#为以后运用于

临床奠定基础'
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材料和方法
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标本来源 急性早幼粒细胞白血病患者血样

$经确诊为
6%F\

型%及正常人血样皆由重庆医科大

学附属第一医院提供#

#"

例患者为
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#
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岁女性#

均为初诊#未经治疗#白血病细胞含量均大于
B"̂

'

正常人血来源于
!$

#

%$

岁健康体检女性'重组腺

病毒
'*F>M

和
'*FUg

$空载%由本课题组前期构建

保存#

>ZC

细胞株由重庆医科大学临床检验诊断学

实验室保存'
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细胞的
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Y-I(/
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蛋白提取试剂盒&

TAD'

细胞裂解液&核染料
DA

和

?'DA

均购自碧云天生物技术研究所(兔抗人
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抗&兔抗人
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Y
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北京中杉金桥生物技术有限公司#引物合成由生工

生物工程$上海%股份有限公司完成'
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阳性对照组细胞的制备
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细胞用含
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优质胎牛血
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度孵箱内常规培养#每
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换液传代#选择对数

生长期的细胞用于后续实验'
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重组腺病毒感染
>ZC

细胞感染效率检测 用

重组腺病毒
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'*M);
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F>M

和阴性对照腺病毒
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感染
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细胞#

CEL

后收集细胞#流式细胞仪检

测感染效率'效率合格后#收集细胞用于后续实验'
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检测感染细胞中
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的表

达 取对数生长期的
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细胞分别感染重组腺病

毒
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各
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物进行
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'通过查询
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#找到
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基因的
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进行
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琼脂糖凝胶电泳检
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人外周血肿瘤细胞和中性粒细胞的提取 取
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新鲜抗凝血#与
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稀释液
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混匀后小心

加于
C,\

人血中性粒细胞分离液液面上#

$""̀

1

离心
!$,-2

'此时离心管中由上至下细胞分
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层#

弃去第
#

层和第
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层#收集第
%

层和第
C

层#放入含

#",\DZ5

的试管中#充分混匀后#以
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离心
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洗涤#去上清后加入
%

#

$

倍体积的红细胞裂

解液#吹打混匀#反应
!,-2

后
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1

离心
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然后再用
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反复洗涤
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次#离心后即为所需的肿

瘤细胞$对照组为中性粒细胞%#可用于后续实验'
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血肿瘤细胞
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(

蛋白的表达与定位

分别收集患者血肿瘤细胞&正常人血中性粒细胞以

及重组腺病毒
H

'*M);
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感染
CEL

后的
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细

胞#

TAD'

裂解后提取细胞总蛋白#用
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法定量#
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蛋白进行
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转膜法转至
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多抗$

$̂

脱脂奶

粉
#j$""

稀释%#

C_EL

'洗膜!用
QZ5Q

洗
!

次#

每次
#",-2

#再用
QZ5

洗
#",-2

#加入羊抗兔
A

O

Y

$

$̂

脱脂奶粉
#j#"""

稀释%#

%B_

孵育
#L

#然后

洗膜$步骤同上%'于暗室化学发光显影成像'以
"

F

)(7-2

作为内参'

#<&

!

血肿瘤细胞
>\5FT'T

(

蛋白表达的检测 采

用蛋白质印迹法'分别收集患者血肿瘤细胞&正常

人血中性粒细胞&重组腺病毒
H

'*M);

8

F>M

感染
CEL

后的
>ZC

细胞#按说明书分别提取胞核蛋白#用

ZK'

法定量#分别取
#""

$

O

蛋白#进行
5?5FD'YM

电泳#以半干转膜法转至
D=?J

膜上#用含
$̂

脱脂

奶粉的
QZ5Q

封闭
CL

后#加入兔抗人
T'T

(

多抗

$

$̂

脱脂奶粉
#j$""

稀释%#

C_EL

'洗膜!用

QZ5Q

洗
!

次#每次
#",-2

#再用
QZ5

洗
#",-2

#加

入羊抗兔
A

O

Y

$

$̂

脱脂奶粉
#j$""

稀释%#

%B_

孵

育
#L

#然后洗膜$步骤同上%#最后进行化学发光显

色和成像分析'以
V-;7/2+V

%

作为核内参'

#<B

!

血肿瘤细胞
>\5FT'T

(

蛋白的表达及定位

#<B<#

!

免疫荧光法 分别收集患者血肿瘤细胞&正

常人血中性粒细胞&重组腺病毒
H

'*M);

8

F>M

感染

CEL

后的
>ZC

细胞#用
DZ5

洗
%

次#各取
#"

$

\

涂

片(用
Ĉ

多聚甲醛固定
!",-2

后#

DZ5

漂洗
%

次(

再用
"<#̂ Q1-7/2WF#""

透膜处理
#$,-2

'

#"̂

山

羊血清室温封闭
%",-2

#加上兔抗人
T'T

(

抗体

$封闭血清
#j!""

%#

C_

过夜'

DZ5

洗
%

次#加上

JAQK

标记的荧光二抗$封闭血清
#j!""

%#

%B_

孵

育
#L

'

DZ5

洗
%

次#加入核染色液
?'DA$,-2

#

DZ5

漂洗
%

次#用
B"̂

甘油封固#荧光显微镜下观

察拍照'

#<B<!

!

激光共聚焦显微镜法 除核染液换成
DA

外#制作片子方法与
#<B<#

项下免疫荧光相同'以

红绿双色荧光通道扫描观察'绿光的激发波长为

CEE2,

#在
&""2,

波长以上观察'红光的激发波

长为
$C"2,

#在
&""2,

波长以上观察'每张切片

选取荧光表达最强的
#"

个视野观察并由计算机扫

描软件
\'5'J3-7+

进行扫描分析'

#<E

!

统计学处理 采用
5D55#B<"

统计软件#用

570*+27

/

;"

检验及方差分析进行统计学分析#所有

实验独立重复
%

次#

TQFDKT

及蛋白质印迹结果均

用
h0)27-7

8

@2+

进行灰度分析#实验结果的计量数

据以
#

5d(

表示#检验水准$

!

%为
"<"$

'

E

!

结
!

果

!<#

!

阳性对照组细胞的制备
!

感染病毒
CEL

后#

感染效率达到
B"̂

#

E"̂

'

DKT

结果显示#

'*F>M

感染组特异性条带位于约
E"%I

H

处#大小符合预

期(而
'*FUg

空载组在相同位置未出现条带'结果

说明
'*F>M

感染组中
HI

基因成功表达其
,T>'

$图
#

%'

图
(

!

!BLJ@!

产物凝胶电泳图

F2

C

(

!

T,1,1,*7+8

0

?8+,929+,961785!BLJ@!

0

+8/6*79

6

!

?\!"""

(

#

!

'*F>M

O

1/0

H

(

!

!

'*FUg

O

1/0

H

!<!

!

血肿瘤细胞中
>M

的检测
!

患者组&正常人

组&转染
>ZC

组$阳性对照组%在
!G"""

附近均出现

了与
>M

蛋白相对分子质量大小相近的特异性条

带'这说明患者血肿瘤细胞和正常人血中性粒细胞

中均含有
>M

#能发生融合蛋白被切割的情况

$图
!

%'

图
E

!

蛋白质印迹验证患者血肿瘤细胞中的
"G

F2

C

E

!

U,97,+-;18772-

C

.-.1

4

92985,-V

4

3,"G

,K

0

+,9928-2-

0

,+2

0

?,+.1;188/7638+*,11985#JS

0

.72,-79

#

!

>/1,)3

O

1/0

H

(

!

!

'D\

O

1/0

H

(

%

!

D/;-7-:+(/271/3

O

1/0

H

<

Z N);7L+

a

0)27-7)7-:+

O

1)

H

L;4/1 '<>M

!

>+071/

H

L-3

+3);7);+<,f%

#

#

5d(

+

%C!

+
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蛋白印迹法检测血肿瘤细胞
>\5FT'T

(

蛋白

的表达 患者组和转染
>ZC

组$阳性对照组%均在

相对分子质量约
&#"""

处出现了与
>\5FT'T

(

蛋

白相对分子质量大小相近的特异性条带#而正常人

血细胞在相同位置未出现条带'这说明可以通过蛋

白质印迹检测患者血肿瘤细胞中
>\5FT'T

(

蛋白

的表达情况#以
V-;7/2+V

%

作为对照#其相对分子

质量约为
!""""

$图
%

%'

!<C

!

患者血肿瘤细胞中
>\5FT'T

(

的表达及定位

!<C<#

!

免疫荧光法 患者血肿瘤细胞中
JAQK

染色

区域与胞核
?'DA

染色几乎重叠#说明
>\5FT'T

(

蛋

白在患者血肿瘤细胞中主要在胞核内表达#与转染

>ZC

组$阳性对照组%相同'而正常人血中性粒细胞

中
JAQK

染色区域明显大于胞核
?'DA

染色区域#且

胞核区域染色较浅#推测正常人血中性粒细胞中野生

型
T'T

(

蛋白主要在胞质表达$图
C

%'

图
&

!

蛋白质印迹检测患者血肿瘤细胞
"S)L!#!

!

蛋白的表达

F2

C

&

!

U,97,+-;18772-

C

.-.1

4

92985"S)L!#!

!

0

+87,2-

,K

0

+,9928-2-

0

,+2

0

?,+.1;188/7638+*,11985#JS

0

.72,-79

#

!

>/1,)3

O

1/0

H

(

!

!

'D\

O

1/0

H

(

%

!

D/;-7-:+(/271/3

O

1/0

H

<Z

N);7L+

a

0)27-7)7-:+

O

1)

H

L;4/1 '<>\5FT'T

(

!

>0(3+)1

3/()3-S)7-/2;-

O

2)3F1+7-2/-()(-*1+(+

H

7/1)3

H

L)<

"

6

%

"<"$:;

2/1,)3

O

1/0

H

(

,f%

#

#

5d(

图
M

!

细胞免疫荧光图

F2

C

M

!

!,96179852336-85168+,9*,-*,

?'DA

!

C

/#

&F*-),-*-2/F!F

H

L+2

8

3-2*/3+

(

JAQK

!

J30/1+;(+-2-;/7L-/(

8

)2)7+

(

'D\

!

'(07+

H

1/,

8

+3/(

8

7-(3+0P+,-)<@1-

O

-2)3,)

O

2-4-()7-/2

!

C̀""

+

CC!

+
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急性早幼粒细胞白血病患者血肿瘤细胞
>\5FT'T

(

蛋白的表达与定位

!<C<!

!

激光共聚焦显微镜法 患者血肿瘤细胞中

JAQK

染色区域与胞核
DA

染色几乎重叠#推测
>\5F

T'T

(

蛋白在患者血肿瘤细胞中主要在胞核内表

达#与阳性对照组相同'正常人血中性粒细胞中

JAQK

染色区域明显大于胞核
DA

染色区域#且胞核

区域染色较浅#推测野生型
T'T

(

蛋白在正常人血

中性粒细胞中在胞质&胞核皆有表达#且主要在胞质

表达$图
$

%'

图
O

!

激光共聚焦图

F2

C

O

!

!,96179851.9,+*8-58*.132*+89*8

0

,

DA

!

D1/

H

-*-0,-/*-*+

(

JAQK

!

J30/1+;(+-2-;/7L-/(

8

)2)7+

(

'D\

!

'(07+

H

1/,

8

+3/(

8

7-(3+0P+,-)<@1-

O

-2)3,)

O

2-4-()7-/2

!

C̀""

&

!

讨
!

论

维甲酸是来自维生素
'

与细胞分化相关的一

个信号分子家族'生理活性维甲酸通过
T'T

和

TWT

受体介导细胞的转录'

=E=

!

基因染色体易

位#致维甲酸信号受损#导致
'D\

的发生'我们通

过前期研究证实了
>M

对
D6\FT'T

(

切割作用的

存在#且
D6\

$

>\5

c

%能够促进细胞增殖#并可能通

过上调
B+0F!

和
+;)

<

+

基因的表达&下调
B&5

基因

的表达抑制细胞凋亡)

#"

*

'而
>\5FT'T

(

具有促进

细胞增殖的作用#并通过上调
+;)

<

+

基因的表达#抑

制
'QT'

诱导的细胞分化)

##

*

'且
>\5FT'T

(

蛋白

+

$C!

+
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与
9I-

a

0-3-2#

蛋白&

.Q=#

蛋白&谷氨酸氨连接酶等

均有相互作用)

#!F#C

*

'

>\5

是存在于某些蛋白质上

的特殊序列#是介导其入核的特殊信号'

>\5

通过

被相应的核转运蛋白识别后#与核孔蛋白相互作用#

帮助含
>\5

的货物蛋白通过核孔到达细胞核)

#$

*

'

因此我们推测
>\5FT'T

(

蛋白中
>\5

信号区域在

定位中有重要作用'我们发现
>M

切割以后#与野

生型相比#原先主要在胞核的
D6\

蛋白变成
D6\

$

>\5

c

%蛋白并大部分转移至胞质#而原本主要在

胞质表达的
T'T

(

蛋白在切割后#成为
>\5FT'T

(

蛋白而迁至胞核'我们以这一系列的变化为线索#

展开
>\5FT'T

(

蛋白的作用机制和检测方法相关

研究'

随着近年来对
'D\

的诊断和治疗的研究逐渐

深入#包括染色体分析&荧光标记的原位杂交技术

$

430/1+;(+2(+/,(/"* L

8

I1-*-S)7-/2

#

JA5V

%等)

#&

*

'D\

常规临床诊断方法逐渐被广泛应用#但
'D\

的确诊仍停留在骨髓细胞形态学和细胞遗传学检测

上#方法较为单一'最新的研究中对其他检测指标

的探索较少'最新有关于肾母细胞瘤
#

基因

$

X-3,;

/

70,/1#

#

JF#

%在
'D\

中高表达的报道#

但具体机制和特异性尚不明确)

#B

*

'因此#本课题希

望通过研究
>\5FT'T

(

蛋白#开发一种简便&灵敏&

快速&经济&准确的
E6C

基因诊断技术应用于临床'

'D\

是急性髓细胞白血病的一个特殊亚型#其

特点是白细胞异常增生#分化阻滞于早幼粒细胞阶

段'其血液学特点表现为外周血及骨髓中出现大量

形态异常的早幼粒细胞'外周血白细胞分类计数异

常#以早幼粒细胞为主#可高达
G"̂

'因此
'D\

患

者外周血中存在大量的早幼粒细胞#本研究标本采

用
'D\

患者外周血的早幼粒细胞和正常人外周血

中性粒细胞'本课题希望通过对
'D\

患者血肿瘤

细胞中
>\5FT'T

(

蛋白的存在及定位的验证#为

'D\

早期诊断和复发检测新的指标提供思路'故

本研究在前期成功重组腺病毒
'*F>M

的基础上用

%

种方法验证了
'D\

患者血肿瘤细胞中
>\5F

T'T

(

蛋白的存在及定位#以正常人血中性粒细胞

作阴性对照#已感染了重组腺病毒
'*F>M

的
>ZC

细胞作阳性对照'先将重组腺病毒
'*F>M

的
>ZC

细胞#用
DKT

验证感染成功#证明其作为
'D\

疾病

阳性对照组模型的可行性(再用蛋白质印迹法验证

急性早幼粒细胞白血病患者血肿瘤细胞中
>M

的表

达#证明该患者作为
'D\

疾病模型的可行性'再通

过蛋白质印迹法&细胞免疫荧光法&激光共聚焦显微

镜观察法检测该患者血肿瘤细胞中
>\5FT'T

(

蛋

白的表达及定位'实验结果显示#成功获得阳性对

照组'成功在患者血肿瘤细胞中检测到
>M

表达#

通过蛋白质印迹法检测到患者血肿瘤细胞中
>\5F

T'T

(

的表达#并通过细胞免疫荧光法&激光共聚焦

显微镜观察法推测其主要位于胞核'当然#这
%

种

方法的方法学评价和其他新的检测方法有待进一步

实验论证和探索'针对
'D\

患者不同疾病阶段进

行分组#观察
>\5FT'T

(

蛋白的定位研究仍需要进

一步探索'

综上所述#本研究成功用
%

种方法验证了
'D\

患者血肿瘤细胞中
>\5FT'T

(

蛋白的表达#并明确

其定位于胞核#为进一步研究
'D\

的临床诊断和治

疗提供了新思路'

M
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