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ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｏｃｔ．２０１４，Ｖｏｌ．３５（Ｓｕｐｐｌ）

ＧＪＩＣ。

【材料】　ＰＣ１２细胞；ＮＧＦ；Ｃｘ４３真核表达质粒；Ｃｘ４３引物和抗体；ＣＢＸ；ＮＥＳ单克隆抗体；ＦＩＴＣＩｇＧ。

【可行性】　本研究前期研究工作通过形态学观察及Ｉｍａｇｅ软件测量显示在一定范围内，ＮＧＦ量的增加可以

有效提高ＰＣ１２细胞的分化水平，课题组成员熟练掌握相关实验的方法和技术；研究室能提供相关的仪器和材料。

实验思路清晰，实验过程明确。

【创新性】　本研究应用ＮＧＦ诱导ＰＣ１２细胞分化模型，探究Ｃｘ４３形成的ＧＪＩＣ在ＮＧＦ诱导ＰＣ１２细胞分化

过程中的作用，从而为神经损伤和修复提供新的研究依据和调控靶点。

　　关键词：Ｃｘ４３；ＧＪＩＣ；ＮＧＦ；分化；ＰＣ１２细胞
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　　【立论依据】　ＡＭＰＫ是细胞及整体能量稳态的调控器。代谢综合征状态下，机体组织广泛存在ＡＭＰＫ活性

下降，但ＡＭＰＫ如何失活仍存许多疑问。因此，弄清楚ＡＭＰＫ的失活机制对阐明代谢综合征的发病机制具有重

要意义。

【设计思路】　有研究表明 ＣＤＫ５在肥胖小鼠脂肪组织中异常激活，ＡＭＰＫα２的活性显著降低。同时，

ＡＭＰＫα２３４５和５２９位丝氨酸满足Ｃｄｋ５的底物一般都具有特定Ｓ／ＴＰＸＫ／Ｒ序列的条件。据此推测：活化的

ＣＤＫ５能够磷酸化ＡＭＰＫα２３４５和５２９位丝氨酸，进而抑制ＡＭＰＫα２的活性，参与代谢综合征的发病。本课题拟

在３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞上研究Ｃｄｋ５介导的ＡＭＰＫα２蛋白磷酸化的作用，为代谢综合征和糖尿病的治疗提供新的

思路。

【实验内容】　应用ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染技术构建Ｃｄｋ５ｓｉＲＮＡ基因的脂肪细胞系３Ｔ３Ｌ１Ｃｄｋ５ｓｉＲＮＡ实

验组及其阴性对照组细胞系３ＴＬ１ＭｏｃｋｓｉＲＮＡ（ＭｏｃｋｓｉＲＮＡ为空ｓｉＲＮＡ转染），实验分为３Ｔ３Ｌ１Ｃｄｋ５ｓｉＲＮＡ

组 ，３ＴＬ１ＭｏｃｋｓｉＲＮＡ组和３ＴＬ１组，以ＡＩＭＶ无血清培养基培养３Ｔ３Ｌ１细胞，使其自然增殖，于增殖第３天

起用ＴＮＦα作用于增殖中的３Ｔ３Ｌ１细胞，之后每２４小时以ＭＴＴ法观察细胞增殖情况；采用含胰岛素、地塞米松

与ＩＢＭＸ的分化培养基诱导分化３Ｔ３Ｌ１细胞，于诱导分化第８天起用ＴＮＦα作用于分化中的３Ｔ３Ｌ１细胞，此后

每３天以油红Ｏ染色并染料提取的半定量方法及细胞内甘油三酯测定的方法了解细胞内脂质含量；采用细胞

Ｃｄｋ５／Ｐ３５和ＡＭＰＫα２激酶活性定量检测试剂盒检测３Ｔ３Ｌ１细胞中Ｃｄｋ５和ＡＭＰＫα２的活性，蛋白质印迹的方

法检测３Ｔ３Ｌ１细胞ＡＭＰＫα２
Ｓ３４５、ＡＭＰＫα２

Ｓ５２９及ＡＭＰＫα２
Ｓ３４５、５２９磷酸化水平。从而观察ＣＤＫ５介导的ＡＭＰＫ磷

酸化对３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞增殖及分化的影响。

【材料】　３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞，ＡＩＭＶｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基，Ｃｄｋ５ｓｉＲＮＡ，ＡＭＰＫα２激酶活性定量检

测试剂盒，油红Ｏ，ＣＯ２细胞恒温培养箱。

【可行性】　Ｃｄｋ５是脯氨酸引导的丝／苏氨酸蛋白酶，特异性磷酸化其底物蛋白的丝氨酸和苏氨酸位点。其磷

酸化底物一般都有特定的Ｓ／ＴＰＸＫ／Ｒ序列。而人、大鼠和小鼠ＡＭＰＫα２蛋白序列的自动抑制区３４５位丝氨酸和

亚单元结合区域５２９位丝氨酸有共同的序列ＹＬＡＳＳＰＰＳＧＳ和ＴＧＳＴＬＳＳＶＳＰ，满足Ｃｄｋ５的底物一般都具有特定

的Ｓ／ＴＰＸＫ／Ｒ序列的条件，实验假设理论上具有可行性。

【创新性】　本课题以Ｃｄｋ５介导ＡＭＰＫα２磷酸化进而抑制其活性为切入点，探讨对３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞增殖
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及分化的影响，具有一定的创新性。

　　关键词：Ｃｄｋ５；３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞；ＡＭＰＫ
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　　【立论依据】　硒蛋白是微量元素硒发挥生物学功能的主要形式。人体中硒蛋白在抗氧化、抗肿瘤和调节免疫

等方面都具有显著的作用，其中抗氧化活性是多种硒蛋白最核心的生物学功能。研制一种具有潜在应用价值的、

类似于硒蛋白的抗氧化活性的含硒短肽具有重要意义。

【设计思路】　选取抗氧化活性最强的硒蛋白如硒蛋白Ｐ、谷胱甘肽过氧化物酶等，设计出３～５种含硒代半胱

氨酸活性中心的硒蛋白截短型的短肽，根据硒蛋白基因表达的特殊性构建其表达载体及其哺乳动物细胞表达体

系，实现此类含硒短肽的准确、高效的翻译，再通过抗氧化检测筛选出具有应用开发价值的短肽。

【实验内容】　（１）用于硒蛋白基因工程表达的哺乳动物细胞株的建立：选择在人类硒蛋白翻译过程中将编码

硒代半胱氨酸密码子ＴＧＡ正确解码时起着重要作用的３个反式作用因子，即ＳＥＣＩＳ结合蛋白２（ＳＢＰ２）、Ｓｅｃ特异

延伸因子（ＥＦＳｅｃ）和核糖体蛋白Ｌ３０（ＲＰＬ３０），将它们的编码基因分别克隆并构建为１个三基因表达载体ｐｃＤ

ＮＡ３．１ＳＢＰ２／Ｅｆｓｅｃ／ＲＰＬ３０，稳定转染 ＨｅｐＧ２细胞系获得目的基因高表达的单克隆细胞株；（２）利用生物信息学

的方法，筛选和设计硒蛋白截短型的短肽，并将其编码基因插入真核表达载体ｐｃＤＮＡ４ＨｉｓＭａｘＢ获得相应的重组

载体；（３）利用各重组载体分别对已建立的转基因细胞株进行稳定转染，使目的基因表达并纯化获得含硒短肽；（４）

利用常规的抗氧化检测方法，考察各种含硒短肽体外抗氧化活性，并筛选出最佳者用于后续研究。

【材料】　人肝癌细胞系ＨｅｐＧ２；质粒ｐｃＤＮＡ３．１、ｐｃＤＮＡ４ＨｉｓＭａｘＢ；各种基因工程工具酶及常规试剂；细胞培

养及转染试剂；抗氧化检测试剂盒等。

【可行性】　硒蛋白复杂的翻译机制已经逐渐阐明，在原核生物细胞中利用反式作用因子提高硒蛋白表达已取

得成功，为真核表达提供重要的启示，我们的设计在理论上是可行的；实验室相关技术方法及条件成熟，完全可满

足本研究的要求。

【创新性】　具有抗氧化活性的硒蛋白分子量大限制了其药用价值，我们研究中将获得截短型的含硒短肽从而

使其具有应用开发价值。此外，应用３个反式作用因子构建硒蛋白基因工程表达体系也是本研究的一个创新。

　　关键词：含硒短肽；硒蛋白；抗氧化活性；基因工程
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　　【立论依据】　肝卵圆细胞的定向分化可为肝细胞移植和生物人工肝提供丰富的肝细胞源。阐明肝卵圆细胞

分化的分子机制，是实现控制其定向分化的基础和前提。前期研究显示：ｍｉＲ３８２在肝干细胞分化过程中表达上

调，提示ｍｉＲ３８２可能促进肝干细胞的分化过程。然而，目前对于ｍｉＲ３８２在肝干细胞分化中的作用和分子机制
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