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过量氟对人成骨细胞骨分化功能的影响

陈亚茹，郝子怡，张之璐，潘　娟；指导教师：张亚楼

新疆医科大学２０１２级临床医学

　　【立论依据】　过量氟能够引起氟中毒，例如氟骨症和氟斑牙。氟骨症可致关节韧带钙化，关节强直，活动困

难，重病者丧失劳动能力。饮水型地方性氟中毒（简称地氟病）在新疆地区广泛流行，个别地区尤为突出，如阿克苏

市８１２岁儿童氟斑牙检出率高达７０．８％。虽然该病病因清楚，但是致病机制未明。观察不同剂量氟作用下对成

骨细胞凋内质网应激影响，并在此基础上探讨氟骨症发病可能的发病机制，为氟骨症的早期诊断及治疗提供科学

依据。

【设计思路】　本文拟从内质网应激和骨分化两方面对体外染氟成骨细胞进行研究，采用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ技术

和蛋白质印迹技术分别分析，并对两方面结果进行相关性分析，以期从成骨细胞内质网应激角度了解氟中毒致病

机制。采用体外细胞染氟模型，分析不同剂量氟化钠对人成骨细胞成骨分化的直接影响。

【实验内容】　不同剂量氟作用下成骨分化因子ＣＯＬ１Ａ（胶原Ｉ）、ＯＣＮ（骨钙素）的 ｍＲＭＡ表达（内参基因

ＧＡＰＤＨ）情况如下：当ＮａＦ剂量为５０００、１００００ｍｇ／Ｌ时，ＣＯＬＩＡ２ｍＲＮＡ的表达水平（７．６６±１．３４、８．９６±

２．３０）均高于对照组（１．００±０．０４，犘＜０．０５）；２００００及４００００组，ＣＯＬＩＡ２表达（２．７２±０．２３、１．４７±０．１１）与对

照组相比，差异无统计学意义（Ｐ均＞０．０５）。骨钙素ｍＲＮＡ表达在５０００ｍｇ／Ｌ组（２３．７０±１．２０）高于对照组（１．

００±０．０１，Ｐ均＜０．０１），组间比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）．其余三组表达水平（８．８２±０．２０、４．２３±０．１３、

１．２６±０．１２）高于对照，但差异无统计学意义。采用蛋白质印迹法分析内质网应激标志分子ＢＩＰ，内参基因βａｃ

ｔｉｎ。ＢＩＰ的表达从５ｍｇ／Ｌ至４０ｍｇ／Ｌ呈现明显的随着染氟剂量的增加而升高，４个剂量组的表达水平均高于对

照，尤其是ＮａＦ２０和４０ｍｇ／Ｌ两组蛋白表达高于对照组近３倍。ＢＩＰ表达与胶原Ｉ表达呈现负相关。

【材料】　合成引物、ＲＮＡ提取试剂、反转录试剂、荧光定量ＰＣＲｍｉｘ、琼脂糖、ＴＢＥ和ＤＮＡｍａｒｋｅｒ、核酸染

料．

【可行性】　以往研究未能将骨转化基因与内质网应激相联系。因此本研究在理论上是合理的。指导教师在

内质网应激和成骨分化这两方面均有过研究，是本研究的基础。新疆医科大学有完善实验设施的生物学实验室，

能够提供所有实验设备，是完成本项目的物质保障。

【创新性】　国内首次研究将染氟成骨细胞内质网应激情况与骨分化联合分析。

　　关键词：氟；人成骨细胞；内质网应激
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组胺介入鱼藤酮引起的多巴胺能神经元损伤的细胞分子机制

栾　艺
１，高昕妍１，白丛霞２，郑思涵３，陈　曦

４，王佳琪１，刘思禹３，闫　宇
４；指导教师：刘纯青

１．大连医科大学２０１１级医学检验

２．大连医科大学２０１１级临床血液检验

３．大连医科大学２０１２级医学检验

４．大连医科大学２０１０级医学检验

　　【立论依据】　帕金森病（Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）是第二常见的慢性神经系统退行性疾病。以往临床及尸检

研究发现ＰＤ病人脑内组胺能系统处在激活的状态，本实验的前期工作发现组胺可加重６ＯＨＤＡ引起的大鼠黑质

内多巴胺能神经元的早期退变过程。但黑质是个细胞成分复杂的脑区，包括多种神经元和胶质细胞，而组胺本身
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又具有双重身份：即是神经递质，又是炎性介质，这就决定了组胺介入多巴胺能神经元损伤“微环境”的复杂性。本

实验试图阐明组胺损伤多巴胺能神经元的细胞机制（黑质内哪些细胞参与）及其下游的分子机制（通过哪些受体或

炎性介质起作用）

【设计思路】　选取ＰＣ１２细胞及ＳＨＳＹ５Ｙ细胞，作为多巴胺神经元的细胞模型，以鱼藤酮造成细胞损伤，观

察组胺及其多个受体拮抗剂对细胞生长的影响，以明确组胺是否直接介入鱼藤酮引起的多巴胺能细胞的损伤及其

下游分子机制；选取 Ｗｉｓｔａｒ胎鼠腹侧中脑进行混合神经元培养，以鱼藤酮特异损伤多巴胺能神经元，观察组胺对

体系中各细胞成分形态的影响（ＧＡＢＡ、Ｇｌｕ、５ＨＴ能神经元、星形胶质细胞、小胶质细胞），以明确黑质内其他细胞

成分是否也组胺参与鱼藤酮引起的多巴胺能细胞的损伤及其下游分子机制。

【实验内容】　（１）①ＰＣ１２、ＳＨＳＹ５Ｙ细胞的培养；②ＭＴＴ法检测组胺及其多个受体拮抗剂＋鱼藤酮对ＰＣ１２

和ＳＨＳＹ５Ｙ细胞生长的影响；③如有变化，应用流式细胞仪观察细胞凋亡及应用荧光分光光度计观察细胞内钙

的变化；④如有变化，蛋白质印迹法观察其下游信号通路上某些蛋白的变化。（２）①Ｗｉｓｔａｒ胎鼠腹侧中脑神经元的

培养；②细胞化学染色法观察组胺＋鱼藤酮对体系内各细胞成分形态的影响；③如有变化，细胞化学染色法继续观

察组胺各受体拮抗剂＋鱼藤酮对该变化的影响；④如能明确某个受体介入该变化，蛋白质印迹法观察该受体下游

信号通路上某些蛋白的变化；⑤如胶质细胞也有变化，ＥＬＩＳＡ法进一步检测胶质细胞释放炎性因子的变化。

【材料】　ＰＣ１２和ＳＨＳＹ５Ｙ细胞株，Ｗｉｓｔａｒ孕鼠，培养液和血清，ＭＴＴ，组胺及其各种拮抗剂、鱼藤酮、各种蛋

白的抗体，Ｃａ检测试剂盒，ＥＬＩＳＡ试剂盒

【可行性】　（１）申请人指导教师可保证经费充足；（２）指导教师所属院系实验室具备该实验所需的所有仪器设

备；（３）已经购得ＰＣ１２和ＳＨＳＹ５Ｙ细胞，并建立 Ｗｉｓｔａｒ胎鼠腹侧中脑混合神经元培养，预实验初步发现：组胺

Ｈ１／Ｈ２受体拮抗剂Ｐｙｒｉｌａｍｉｎｅ／Ｃｉｍｅｔｉｄｉｎｅ可以减轻鱼藤酮诱导的ＳＨＳＹ５Ｙ细胞的损伤。原代神经元培养结果

显示，组胺可加重鱼藤酮引起的星形胶质细胞及小胶质细胞的增生。即，组胺介入鱼藤酮引起的多巴胺能神经元

的损伤，即有直接作用，又有间接作用。

【创新性】　 本实验试图揭示组胺参与多巴胺能神经元损伤的属性（神经机制或炎性机制），该研究对今后从

何种角度寻找神经元保护药物（受体拮抗剂或抗炎药物）具有指导意义。

　　关键词：帕金森病；组胺；ＰＣ１２细胞；ＳＨＳＹ５Ｙ细胞；腹侧中脑神经元培养
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构建果蝇疾病模型研究胶质细胞对神经退化的作用机制

吴佳琪，张海芹，史靖涵；指导教师：何淑君

同济大学２０１０级临床医学

　　【立论依据】　神经退行性疾病（ｎｅｕｒｏｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅｄｉｓｅａｓｅｓ）等病变源于中枢神经系统（ＣＮＳ，包括脑和脊髓）的

神经元丧失以及功能退化，严重危害人类健康，对家庭和社会造成沉重负担。近期研究表明胶质细胞多方参与病

变过程，包括神经元的损伤修复，以及自身细胞形态和基因表达上的改变。然而，对于胶质细胞如何参与退行性病

变的具体环节所知仍然有限，因此迫切需要建立动物模型，深入阐明其病理机制，提供由胶质细胞角度出发的崭新

临床治疗想法与思路。

【设计思路】　由于神经退行性疾病的共同特点为行动迟缓，我们选择果蝇爬行模式作为类似的行为指标，同

时利用其强大的遗传表达系统，在胶质细胞中抑制不同基因的表达，从而寻找参与的目标基因，明确其在胶质细胞

中对神经退化的机制作用。

【实验内容】　采用１００余种不同品系的果蝇进行实验，通过与对照组相比，对果蝇幼虫爬行特点进行观察和

统计学分析，筛选出３个目标基因：Ｎｅｕｒｏｇｌｉａｎ（Ｎｒｇ），Ｓｙｔａｘｉｎ１Ａ （Ｓｙｘ１Ａ），ＤａｍａｇｅｄＤＮＡｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１

（ＤＤＢ１）。下一步我们采用免疫组化方法对这些基因的织定位进行分析，明确其在神经元或胶质细胞的位置关系。
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