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【结论】　在ＳＫＯＶ３细胞中，Ｓ１通过抑制Ｂｃｌ２、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Ｂｃｌ２，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ＩＬ２９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ＩＬ２９变

异体。

【方法】　采用ＳＷＩＳＳＭＯＤＥＬ网络服务器对ＩＬ２９与ＩＬ２８进行同源建模，再用Ｚｄｏｃｋ软件对ＩＬ２９与其受

体结合亚基（ＩＬ２８Ｒ１）进行刚性蛋白质蛋白质对接，然后用ＲｏｓｔｔａＤＯＣＫ软件对获得的ＩＬ２９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ＩＬ２９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 ＭＭＰＢＳＡ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ＩＬ２９基因进行置换，然后将获得的ＩＬ２９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ＳＰＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ阳

离子交换层析纯化表达产物，用ＳＤＳＰＡＧＥ和蛋白质印迹分析鉴定表达产物。将重组野生型ＩＬ２９、重组ＩＬ２９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

ＨＣＴ８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 ＷＳＴ８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ＩＬ２９Ｌ（３３Ｌｙｓ→３３Ａｒｇ单点突变体）和ＩＬ２９Ｚ

（３３Ｌｙｓ→３３Ａｒｇ、３５Ａｒｇ→３５Ｌｙｓ双点突变体）；ＷＳＴ８法预试验结果显示，与阴性对照组比较，重组野生型ＩＬ２９高

剂量组对胃癌细胞ＳＧＣ７９０１、结肠癌细胞 ＨＣＴ８的增殖抑制率分别为１５．７６％ （犘＜０．０５）、１０．７０％ （犘＜０．０５）；

重组变异体ＩＬ２９Ｚ高剂量组对ＳＧＣ７９０１的抑制率为５２．１７（犘＜０．０１），对 ＨＣＴ８无明显抑制效应；重组ＩＬ２９

Ｌ高剂量组对ＳＧＣ７９０１、ＨＣＴ８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ＩＬ２９进行定点改造，可望获得抗肿瘤活性更高的ＩＬ２９变异体。
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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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