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犅犛２３

犘犜犚犉介导骨髓间充质干细胞衰老在骨质疏松中的作用及其分

子机制

陈兆煜１，周高适２，陶诗婉２，陈雪莹３，陈光宇２，葛庆舒４；指导教师：谈　智

１．中山大学医学院２０１０级临床医学五年制

２．中山大学医学院２０１１级临床医学五年制

３．中山大学医学院２０１２级临床医学五年制

４．中山大学医学院２００９级临床医学八年制

　　【立论依据及设计思路】　临床上衰老所致的骨质疏松症（ＯＰ）没有好的治疗办法，以“干细胞”作为种子细胞

的治疗策略为其提供了新的方法。骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）自身衰老可影响其向成骨细胞分化，是衰老所致

ＯＰ的重要因素。但何种机制参与调控ＢＭＳＣｓ衰老仍不明确。新近研究表明聚合酶Ⅰ转录释放因子（ＰＴＲＦ）介

导细胞衰老，但目前暂未见ＰＴＲＦ在ＢＭＳＣｓ衰老中作用的报道，我们预实验结果显示ＰＴＲＦ在老龄ＳＤ大鼠来源

的ＢＭＳＣｓ表达偏高。因此提出假说：ＰＴＲＦ可能介导ＢＭＳＣｓ衰老在ＯＰ中发挥重要的作用，调控ＰＴＲＦ的表达

可以通过延缓ＢＳＭＣｓ衰老从而抑制ＯＰ。为此提出设计思路：（１）明确ＢＭＳＣｓ衰老与ＰＴＲＦ有关；（２）证明ＰＴＲＦ

介导ＢＭＳＣｓ衰老影响成骨分化；（３）在动物模型上验证，输入上调或下调ＰＴＲＦ表达的ＢＭＳＣｓ可促进或抑制

ＯＰ。

【实验内容】　（１）对幼龄及老龄ＳＤ大鼠来源ＢＭＳＣｓ进行鉴定，比较其ＰＴＲＦ和衰老标志物ｐ２１、ｐ５３表达以

及成骨分化能力；（２）上调或下调ＰＴＲＦ对ＢＭＳＣｓ衰老及成骨分化的影响；（３）探讨ＰＴＲＦ是否通过影响成骨分化

相关蛋白碱性磷酸酶（ＡＬＰ）、骨钙素（ＯＰＮ）的表达从而导致成骨分化异常；（４）在老年性骨质疏松ＳＤ大鼠模型

上，在体输入上调或下调ＰＴＲＦ的ＢＭＳＣｓ，验证其对衰老所致ＯＰ的影响。

【材料】　动物：幼龄ＳＤ大鼠（５周）、老龄ＳＤ大鼠（３２周）、雌性ＳＤ大鼠（１０周）；抗体：ＣＤ２９、ＣＤ３４、ＣＤ４４、

ＣＤ４５（用于ＢＭＳＣｓ鉴定）；ＰＴＲＦ；ＡＬＰ、ＯＰＮ等成骨分化相关蛋白抗体；引物：（ＰＴＲＦ、Ｐ２１、Ｐ５３）；转染相关：ＰＴＲＦ

ｓｉＲＮＡ（慢病毒）、表达载体；培养相关：成骨培养基；成骨染色试剂：茜素红Ｓ。

【可行性】　（１）我们预实验结果显示ＰＴＲＦ在幼龄和老龄ＳＤ大鼠来源ＢＭＳＣｓ表达存在差异，并且与成骨分

化相关。因此本项目的提出具有坚实的实验基础，理论上可行；（２）课题组成员都参与过学校暑期及业余学生科

研项目，具有相关实验基础，技术上可行；（３）指导教师从事ＰＴＲＦ相关研究，可提供很好的支持，试剂及设备上可

行。

【创新性】　 老年化是当今中国社会面临的严重问题，本项目结合干细胞转化研究新进展，从ＰＴＲＦ介导ＢＭ

ＳＣｓ衰老影响成骨分化入手，为临床上治疗老年性ＯＰ提供一种新的安全有效的靶点。

　　关键词：骨质疏松症（ＯＰ）；骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）；聚合酶Ⅰ转录释放因子（ＰＴＲＦ）；衰老

犅犛２４

犜犚犘犕２在机械性创伤引发单核细胞犜犖犉α过量产生中的作用

及其机制

刘　畅
１，马　硕

２，任佳梦１，孙佳玉１，李新桃３；指导教师：李树壮

１．大连医科大学２０１１级临床医学五年制

２．大连医科大学２０１０级临床医学七年制

３．大连医科大学２０１１级临床医学七年制

　　【立论依据】　车祸、地震等造成的机械性创伤（ＭＴ），可以造成心脑等重要器官的继发性损伤。前期的研究
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表明，ＭＴ引发的ＴＮＦα过量产生是导致继发性心肌损伤的关键环节，然而其机制却不清楚。ＴＲＰＭ２是非选择

性阳离子通道，在氧化应激情况下开放。由于单核细胞是产生ＴＮＦα的主要细胞，故本课题以ＴＲＰＭ２为切入

点，研究 ＭＴ引发单核细胞ＴＮＦα过量产生的机制。

【设计思路】　依次解决下述三个问题：（１）ＴＲＰＭ２在 ＭＴ引发单核细胞ＴＮＦα过量产生中是否发挥重要的

作用？（２）ＴＲＰＭ２在 ＭＴ引发ＴＮＦα过量产生中的作用机制，主要观察通过ＴＲＰＭ２通道的开放是否与 ＵＣＰ２

有关？（３）通过该通道内流的钙离子，是否通过ＥｒＫ／ＮＦκＢ通路介导ＴＮＦα的过量产生？

【实验内容】　（１）在培养的单核细胞液中，分别使用ＴＲＰＭ２通道阻断剂、Ｃａ
２＋清除剂、相关溶剂和基因沉默

技术，观察在培养液中添加创伤动物血浆（ＴＰ）引发的培养液中ＴＮＦα浓度的变化；（２）使用ＴＲＰＭ２基因敲除鼠，

观察 ＭＴ造成的动物血浆中ＴＮＦα浓度变化；（３）使用膜片钳和检测细胞内钙变化，从功能上观察在单核细胞上

的ＴＲＰＭ２通道，是否参与ＴＰ引起的钙离子内流；（４）动物实验，观察 ＭＴ后，ＵＣＰ２的蛋白表达是否增强；使用

ＵＣＰ２抑制剂，观察 ＭＴ后血浆ＴＮＦα产生量的变化；（５）膜片钳观察，使用ＵＣＰ２抑制剂，观察是否可抑制ＴＰ引

起的单核细胞ＴＲＰＭ２通道开放和细胞内钙上升；（６）单核细胞培养，使用ＴＲＰＭ２阻断剂和ｓｉＲＮＡ基因沉默ＴＲ

ＰＭ２，观察培养液中添加ＴＰ后，对ＥｒＫ的表达、ＮＦκＢ的表达和核内移情况；（７）动物实验，观察ＴＲＰＭ２基因敲

除鼠和对照鼠，创伤后ＥｒＫ的表达、ＮＦκＢ的表达和核内移情况。

【材料】　使用雄性成年Ｃ５７Ｂ１６／Ｊ小鼠和ＴＲＰＭ２基因敲除鼠。

【可行性】　（１）申请人所在实验室具有完成上述实验的全部实验仪器，本课题组实验技术成熟，人员配备较

好。（２）实验所用ＴＲＰＭ２基因敲除鼠可以从日本国立自然科学研究机构获得。

【创新性】　（１）以ＴＲＰＭ２为靶点，研究其在 ＭＴ引发ＴＮＦα过量产生中的作用。（２）研究ＴＲＰＭ２通道与

ＵＣＰ２的关系。（３）观察ＴＲＰＭ２通道是否通过ＥｒＫ／ＮＦκＢ通路介导 ＭＴ引发的ＴＮＦα过量产生。

　　关键词：ＴＲＰＭ２；创伤；单核细胞；肿瘤坏死因子α

犅犛２５

基于干细胞趋化特性的微流控芯片富集分选少突前体细胞的实

验研究

郝　壮
１，全弘宇２，马　腾

１，赵柏雄３；指导教师：李红丽

１．第三军医大学２０１１级临床医学

２．第三军医大学２０１０级生物医学工程

３．第三军医大学２０１０级临床医学

　　【立论依据】　微流控芯片（ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｃｈｉｐ）是将微通道、微泵、微储液池集成一体，通过气液压等操纵细胞运

动的实验室芯片，近年在细胞分选与免疫分析等方面显示出具有高灵敏度、设备微型化等优势。目前体外快速分

离获取高纯度高活性的少突胶质前体细胞（ＯＰＣｓ）一直是难题。基质细胞衍生因子１（ＳＤＦ１）及其受体已证实广

泛分布在多种干细胞中，高表达ＳＤＦ１对神经干细胞（ＮＳＣ）具有显著的趋化吸引效应，是驱动ＮＳＣ迁移的一类关

键因子。先前对ＮＳＣ分化研究提示，钙敏感受体（ＣａＳＲ，与甲状旁腺素（ＰＴＨ）特异亲和）在ＯＰＣｓ中表达量远大

于神经元和星形胶质细胞，过表达ＣａＳＲ的ＮＳＣｓ分化为少突胶质细胞的比例增加；ＣａＳＲ敲除小鼠表现出严重的

白质发育障碍。提示ＣａＳＲ在ＮＳＣ定向少突胶质细胞分化中扮演重要作用。

【设计思路】　本研究利用ＳＤＦ１对ＮＳＣ趋化吸引的动力效应结合ＯＰＣｓ与ＰＴＨ高特异亲和性，构建含高浓

度ＳＤＦ１和ＰＴＨ的半透膜流动腔和对应收集池的微流控芯片。近膜区可富集ＯＰＣｓ并进而收集分选出高纯度

ＯＰＣｓ。

【实验内容】　（１）采用胚胎或新生大鼠脑组织制备细胞悬液。（２）以聚二甲基硅氧烷（ＰＤＭＳ）为微流控芯片

基础材料，设计含半透膜分隔的两套管道系统及对应收集池。一侧灌注ＳＤＦ１和ＰＴＨ液，一侧为受微压力驱动
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