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及分化的影响，具有一定的创新性。
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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

ＮＡ３．１ＳＢＰ２／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：ｍｉＲ３８２在肝干细胞分化过程中表达上

调，提示ｍｉＲ３８２可能促进肝干细胞的分化过程。然而，目前对于ｍｉＲ３８２在肝干细胞分化中的作用和分子机制
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仍知之甚少。

【设计思路】　本项目拟利用肝细胞生长因子（ＨＧＦ）诱导大鼠肝前体细胞 ＷＢＦ３４４向肝实质细胞分化的细

胞模型，观察ｍｉＲ３８２在肝前体细胞 ＷＢＦ３４４分化进程中的表达变化，并从功能学和分子标志物两方面检测该

ｍｉｃｒｏＲＮＡ分子对肝卵圆细胞分化的作用，并通过寻找该ｍｉｃｒｏＲＮＡ分子的靶基因初步明确ｍｉＲ３８２调控肝干细

胞分化的分子机制。

【实验内容】　（１）建立 ＨＧＦ诱导大鼠肝上皮样干细胞 ＷＢＦ３４４肝向分化的细胞模型，并通过糖原染色和肝

分化标志物的检测证实该模型的有效性。（２）通过ｑＰＣＲ的方法检测 ｍｉＲ３８２在整个诱导分化进程中的表达变

化。（３）从功能学指标和分子标志物指标两方面检测 ｍｉＲ３８２过表达或者低表达对 ＷＢＦ３４４细胞分化的影响。

（４）ｍｉＲ３８２通过靶向抑制候选靶基因Ｅｚｈ２的表达提高肝干细胞的分化能力。

【材料】　 大鼠肝前体细胞 ＷＢＦ３４４，肝细胞生长因子 ＨＧＦ，Ｔｒｉｚｏｌ试剂，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂，ＭｉＲ

３８２ｍｉｍｉｃｓ等等。

【可行性】　（１）项目组成员均系统学习了细胞生物学和分子生物学的知识和实验操作技能，对科研有浓厚的

兴趣，并已加入指导教师课题组进行科研项目训练。（２）项目指导教师承担的浙江省教育厅课题（Ｙ２０１３３００３１）包

含肝干细胞定向分化的研究，积累了丰富的肝实质细胞诱导分化经验。

【创新性】　（１）本项目首次研究ｍｉＲ３８２在肝干细胞分化中的作用，该研究有助于我们认识ｍｉＲ３８２的功能。

（２）本项目首次提出ｍｉＲ３８２通过调控表观遗传修饰酶Ｅｚｈ２的表达影响染色质修饰状态并参与肝干细胞分化的

作用机制，本实验数据将丰富我们对肝干细胞分化过程中表观遗传修饰的认识，具有一定的理论意义。

　　关键词：Ｄｌｋ１Ｄｉｏ３ｍｉｃｒｏＲＮＡ簇；ｍｉＲ３８２；ＷＢＦ３４４；肝卵圆细胞分化
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　　【立论依据】　原发性肾上腺皮质功能减退症是临床上一类内分泌疾病，主要是由于双侧肾上腺绝大部分或全

部被毁，从而导致体内出现肾上腺皮质激素分泌不足而产生的临床表现。故其现阶段治疗以肾上腺皮质激素替代

治疗为主。但长期激素替代治疗难以达到合理的剂量，且激素替代治疗不但在应激反应中无效，还可能存在副作

用和潜在的风险。而通过干细胞技术诱导属于成体干细胞的脂肪干细胞（ＡＳＣｓ）向肾上腺皮质细胞分化并移植来

恢复自身的分泌肾上腺皮质激素能力，既可解决激素替代疗法的剂量问题，又可弥补肾上腺细胞移植存在的供体

来源及免疫排斥的不足，也能应对其它干细胞移植带来的较难获得、伦理及安全性等问题。

【设计思路】　本研究通过改变培养条件，加入视黄酸、ＡＣＴＨ、低钾、血管紧张素、肾上腺组织上清液诱导

ＡＳＣｓ表达合成类固醇激素的关键酶Ｐ４５０ｓｃｃ、ＣＹＰ１１Ｂ等和表达ＡＣＴＨＲ情况，探讨产生有功能的ＡＳＣｓ来源的

肾上腺皮质样细胞方法，判断是否产生有功能的肾上腺皮质样细胞，并将其移植至切除肾上腺大鼠模型肾包膜下，

观察其生存情况和产生肾上腺皮质激素的能力。

【实验内容】　观察诱导液对ＡＳＣｓ增殖、分化、形成肾上腺皮质样细胞的影响，及特异标志表达情况。测定诱

导后培养液中皮质酮、醛固酮浓度及其变化情况，判断是否产生有功能的肾上腺皮质样细胞。观察诱导分化的

ＡＳＣｓ，搭载在明胶海绵上移植入切除肾上腺的大鼠模型肾包膜下，宿主大鼠的生存情况，测定血液中皮质酮、醛固

酮的浓度，并取移植物切片观察。

【材料】　实验动物为ＳＤ大鼠，其它实验材料主要有ｑＰＣＲ、免疫细胞化学及蛋白质印迹等实验方法相关材

料。
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