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量子点标记自杀基因靶向脂质体在肝癌诊治一体化中的应用研

究
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　　【目的】　自杀基因／前体药物系统抗肿瘤作用效果显著，但自杀基因肿瘤靶向识别性差而限制其临床应用。

基于叶酸偶联脂质体（ＦＬ）的生物相容性及靶向性、量子点（ＱＤ）荧光标记的高灵敏性及光稳定性、ＨＳＶｔｋ自杀基

因独特的旁观者效应，本研究拟开发多功能纳米载体叶酸靶向量子点标记的 ＨＳＶＴＫ基因脂质体（ＦＬ／ＱＤ

ＴＫ），并检测此载体系统在肝癌诊治一体化中作用。

【方法】　构筑ＦＬ／ＱＤＴＫ并进行表征后，利用 ＭＴＴ法、激光共聚焦荧光显微镜、活体荧光成像仪及裸鼠移

植瘤模型等方法对其体内外靶向性成像和治疗肝癌的作用及生物安全性进行研究。

【结果】　多功能纳米载体ＦＬ／ＱＤＴＫ合成方法稳定，形貌均一，对叶酸受体高表达的Ｂｅｌ７４０２肝癌细胞表现

出较强的选择性杀伤作用，而对叶酸受体低表达的 ＨｅｐＧ２细胞靶向杀伤作用较弱。ＦＬ／ＱＤＴＫ可实时示踪ＴＫ

基因在Ｂｅｌ７４０２荷瘤裸鼠体内的运输与分布，实现了在肿瘤部位的靶向富集，系统性给药并联合ＧＣＶ取得了良

好的抗肿瘤效果，同时对各脏器组织形态学和血清学指标无影响。

【结论】　新型多功能纳米载体ＦＬ／ＱＤＴＫ可在体外靶向和选择性杀伤叶酸受体高表达肝癌细胞，在体内可

视化示踪ＴＫ基因治疗肿瘤并具备了较好的生物安全性，ＦＬ／ＱＤＴＫ作为一种潜在的高效低毒的纳米药物有望

应用于肝癌的诊治一体化。
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犅犮犾２抑制剂犛１诱导的卵巢癌细胞凋亡对自噬影响的实验研究
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　　【目的】　凋亡与自噬密切相关，但二者之间的关系尚需进一步探究。本研究利用Ｂｃｌ２抑制剂Ｓ１建立卵巢癌

细胞（ＳＫＯＶ３）凋亡模型，初步探究Ｓ１诱导的ＳＫＯＶ３细胞中凋亡对自噬的影响。

【方法】　培养ＳＫＯＶ３细胞。用 ＭＴＴ法检测Ｓ１对细胞生存率的影响。用流式细胞术检测细胞凋亡率。用

蛋白质印迹方法检测凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３和自噬相关蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３的变化。用免疫荧光技术检

测Ｂｅｃｌｉｎ１及ＬＣ３蛋白的表达情况。在Ｓ１作用的基础上，应用广谱ｃａｓｐａｓｅ抑制剂ＺＶＡＤ抑制ｃａｓｐａｓｅ后，检测

ＳＫＯＶ３细胞中自噬相关蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３的变化。

【结果】　Ｓ１能够降低ＳＫＯＶ３细胞的生存率；增加ＳＫＯＶ３细胞的凋亡率。与对照组（０ｈ）相比，Ｓ１组（２、４、

８、１２、２４、４８ｈ）中的Ｂｃｌ２蛋白表达持续降低，Ｂａｘ及ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达持续增高，呈现出明显的时间依赖性；Ｓ１组

（２、４、８、１２、２４、４８ｈ）中自噬的发生也呈时间依赖性，但自噬并不是持续增强的，在１２ｈ时，自噬相关蛋白Ｂｅｃｌｉｎ１

和ＬＣ３蛋白表达水平最高，１２ｈ后则呈下降趋势，Ｂｅｃｌｉｎ１和ＬＣ３的荧光结果也表现出一致的现象。与Ｓ１单独作

用（８、２４ｈ）相比较，给予广谱ｃａｓｐａｓｅ抑制剂ＺＶＡＤ，８ｈ结果显示Ｂｅｃｌｉｎ１及ＬＣ３蛋白的表达水平基本无变化，而

２４ｈ结果显示Ｂｅｃｌｉｎ１及ＬＣ３蛋白的表达水平显著增高，同时荧光实验也显示出同样的结果。
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【结论】　在ＳＫＯＶ３细胞中，Ｓ１通过抑制Ｂｃｌ２、促进Ｂａｘ释放，诱导细胞发生凋亡，并呈时间依赖性增强。同

时Ｓ１通过抑制Ｂｃｌ２，释放自噬起始基因Ｂｅｃｌｉｎ１，诱导自噬发生。但是自噬并未始终呈时间依赖性增强，自噬水平

在Ｓ１长时间作用下反而出现下降的趋势。据此推测，随着Ｓ１诱导凋亡的不断增强，大量活化的ｃａｓｐａｓｅ可能通过

裂解自噬起始基因Ｂｅｃｌｉｎ１，从而抑制Ｂｅｃｌｉｎ１诱导的自噬。
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　　【目的】　对野生型人ＩＬ２９受体结合区域的氨基酸残基进行定点改造，以期获得抗肿瘤活性更高的ＩＬ２９变

异体。

【方法】　采用ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ网络服务器对ＩＬ２９与ＩＬ２８进行同源建模，再用Ｚｄｏｃｋ软件对ＩＬ２９与其受

体结合亚基（ＩＬ２８Ｒ１）进行刚性蛋白质蛋白质对接，然后用ＲｏｓｔｔａＤＯＣＫ软件对获得的ＩＬ２９受体复合物结构模

型进行精细对接及优化。用ＰｙＭｏｌ软件分析确定ＩＬ２９肽链中与受体结合部位的关键氨基酸位点，然后以不同氨

基酸进行置换和分子对接分析，用 ＭＭＰＢＳＡ法计算各位点氨基酸置换前后的结合自由能差（ΔΔＧ），选择ΔΔＧ

差值大的氨基酸种类和位点为改造位点。设计定点突变引物，采用大引物ＰＣＲ方法，将拟改变的氨基酸的编码碱

基通过ＰＣＲ扩增引入野生型ＩＬ２９基因进行置换，然后将获得的ＩＬ２９变异体基因插入质粒ｐＰＩＣ９Ｋ构建重组表

达质粒，经测序鉴定后转化毕赤酵母进行发酵表达，发酵液经超滤浓缩和除盐后，采用ＳＰＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ阳

离子交换层析纯化表达产物，用ＳＤＳＰＡＧＥ和蛋白质印迹分析鉴定表达产物。将重组野生型ＩＬ２９、重组ＩＬ２９变

异体设置高（１０００ｎｇ／ｍＬ）、中（５００ｎｇ／ｍＬ）、低（５０ｎｇ／ｍＬ）三个剂量组，分别对胃癌细胞ＳＧＣ７９０１、结肠癌细胞

ＨＣＴ８进行培养，同时设置空白对照和阴性对照组，以重组人ＩＦＮα２ｂ药品为阳性对照组。用 ＷＳＴ８法检测各组样

品对肿瘤细胞增殖的抑制率，统计分析各组样品对肿瘤细胞抑制效应的差异。

【结果】　经定点改造和重组表达及纯化，获得２个变异体ＩＬ２９Ｌ（３３Ｌｙｓ→３３Ａｒｇ单点突变体）和ＩＬ２９Ｚ

（３３Ｌｙｓ→３３Ａｒｇ、３５Ａｒｇ→３５Ｌｙｓ双点突变体）；ＷＳＴ８法预试验结果显示，与阴性对照组比较，重组野生型ＩＬ２９高

剂量组对胃癌细胞ＳＧＣ７９０１、结肠癌细胞 ＨＣＴ８的增殖抑制率分别为１５．７６％ （犘＜０．０５）、１０．７０％ （犘＜０．０５）；

重组变异体ＩＬ２９Ｚ高剂量组对ＳＧＣ７９０１的抑制率为５２．１７（犘＜０．０１），对 ＨＣＴ８无明显抑制效应；重组ＩＬ２９

Ｌ高剂量组对ＳＧＣ７９０１、ＨＣＴ８的抑制率分别为１２．７４％ （犘＜０．０５）、１１．８０％ （犘＜０．０５）。

【结论】　通过定点突变方法对人ＩＬ２９进行定点改造，可望获得抗肿瘤活性更高的ＩＬ２９变异体。
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长
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　　【目的】　结直肠癌占全国肿瘤死亡人数的第５位。奥沙利铂是治疗晚期结直肠癌的一线药物，但它有神经毒
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