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为诱饵、运用酵母双杂交系统从人心脏ｃＤＮＡ文库中筛出了多个阳性克隆，ＴＭＥＤ４是７个阳性蛋白之一。相关

文献报道，ＴＭＥＤ４在细胞的凋亡中起促进作用，而ＴＭＥＤ４表达的沉默，不仅可以促进 ＨＳＰ７０的表达，也提高了

ＨＳＰ７０和Ａｐａｆ１的结合能力，从而对细胞的凋亡起到了抑制作用。

【设计思路】　３Ａ是否在细胞凋亡中有作用；进一步论证３Ａ与ＴＭＥＤ４存在相互作用；是否是３Ａ和ＴＭＥＤ４

的相互作用影响了细胞凋亡。

【实验内容】　ＡｎｎｅｘｉｎＶ法分别检测ｐＢｕｄＣＥ４．１３Ａ＋ｂｒｅｆｅｌｄｉｎＡ、ｐＢｕｄＣＥ４．１＋ｂｒｅｆｅｌｄｉｎＡ比较两组细胞的

凋亡情况；ＣＯＩＰ、激光共聚焦显微镜观察进一步论证３Ａ与ＴＭＥＤ４存在相互作用及共定位；动物感染ＣＶＢ３后蛋

白质印迹法检测 ＴＭＥＤ４的表达；ＡｎｎｅｘｉｎＶ 法及蛋白质印迹等实验分别对ｐＢｕｄＣＥ４．１３Ａ＋ｓｈＴＭＥＤ４、

ｐＢｕｄＣＥ４．１３Ａ＋Ｃｏｎｔ．ｓｈＲＮＡ两组细胞的凋亡情况和 ＨＳＰ７０、ｃａｓｐａｓｅ３的表达情况进行检测和分析。Ａｎｎｅｘｉｎ

Ｖ法及蛋白质印迹等实验中每一实验组及对照组均采取多组平行实验分别按０、６、１２、１８、２４、３０、３６、４２ｈ等不同

时间进行相关实验操作。

【材料】　成年 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，ＴｕｒｂｏＦｅｃｔ，ｂｒｅｆｅｌｄｉｎＡ，ＴＭＥＤ４Ａｎｔｉｂｏｄｙ，ＨＳＰ７０Ａｎｔｉｂｏｄｙ，ｃａｓｐａｓｅ３Ａｎｔｉ

ｂｏｏｄｙ，ＴＭＥＤ４ｓｈＲＮＡＰｌａｓｍｉｄ等。

【可行性】　本课题理论依据充足可行；课题所采用的各项技术已较熟练的掌握；课题所需器材完备，资金充

足。

【创新性】　本课题的前期研究基础具有原创性且实验设计方案均为本组成员独立完成；ＴＭＥＤ４是一个新发

现且研究尚不足的蛋白，我们的研究成果必然会丰富ＴＭＥＤ４在细胞内的功能且关于ＣＶＢ３３Ａ与ＴＭＥＤ４的相

互作用对细胞结构和功能影响机制的研究在国际上属于首次。

　　关键词：ＣＶＢ３３Ａ；ＴＭＥＤ４；相互作用；细胞凋亡；ＨＳＰ７０；ｃａｓｐａｓｅ３
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微环境对巨噬细胞杀菌能力的影响

雷　山，王嘉琦，李　雪，钟禨；指导教师：刘靖华

南方医科大学２０１１级医学实验技术

　　【立论依据】　根据活化状态及功能，巨噬细胞主要分为 Ｍ１型巨噬细胞、Ｍ２型巨噬细胞。不同组织中的巨噬

细胞具有不同的膜表面抗原及受体，对于来源于同一种组织不同区域的巨噬细胞，其表型也具有明显的差异性，

这证实了局部微环境对巨噬细胞表型的影响。本课题组的前期工作发现，经腹腔注射ＬＰＳ的小鼠腹腔巨噬细胞

与体外ＬＰＳ处理的腹腔巨噬细胞在形态及吞噬杀菌能力上存在明显差异，提示微环境对巨噬细胞的吞噬能力有

显著影响。

【设计思路】　巨噬细胞吞噬功能差异与亚细胞结构之间的联系；巨噬细胞吞噬功能差异与其分型之间的联

系；微环境与巨噬细胞分型及吞噬能力之间的联系。

【实验内容】　分别取未进行预处理、在体和离体ＬＰＳ预处理后腹腔巨噬细胞进行形态学比较和亚细胞结构

观察，检测吞噬和杀菌能力，并用抗体标记其表面分子，利用流式细胞仪，检测吞噬能力与分型之间的关系；分别用

ＬＰＳ／ＩＦＮγ和ＩＬ４诱导出 Ｍ１型、Ｍ２型巨噬细胞，观察细胞形态并检测其吞菌和杀菌能力；分别取正常小鼠和腹

腔注射ＬＰＳ预处理２４ｈ小鼠的腹腔灌洗液、体外经ＬＰＳ预处理后腹腔巨噬细胞培养液上清进行细胞因子检测。

【材料】　６～８周的Ｃ５７小鼠；流式细胞仪、荧光倒置显微镜、标准细胞间及相关细胞培养等仪器设备；ＩＬ４、

ＬＰＳ、胞培养基等试剂。

【可行性】　本实验设计思路清晰，逻辑性强，实验方法成熟。所在实验室拥有流式细胞仪等相应的仪器设备，

具备完成实验的所有条件；前期已有一定实验结果，为实验的实施打下良好的基础

【创新性】　巨噬细胞的分型是最近炎症免疫相关研究的热点。现阶段对其分型的研究多集中在表面抗原与

·３５１·



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报 ２０１４年１０月第３５卷（增刊）

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

受体方面，对分型与吞噬能力之间的关系却少有研究。本实验通过对不同微环境中的巨噬细胞进行研究，探索其

吞噬能力的差异与分型的关系，期望能从一个新的角度来阐述微环境对巨噬细胞杀菌能力的影响，为临床防治感

染提供全新的思路与方向。

　　关键词：Ｍ１／Ｍ２型巨噬细胞；ＬＰＳ；微环境；吞噬
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晚期糖基化终产物诱导内皮细胞通透性增高的机制

张伟金１，周晓燕２，吴　洁
３，徐　静

３；指导教师：黄巧冰，郭晓华

１．南方医科大学２０１０级临床八年制

２．南方医科大学２０１２级病理生理学硕士研究生

３．南方医科大学２０１１级临床八年制

　　【立论依据】　晚期糖基化终产物（ａｄｖａｎｃｅｄｇｌｙｃａｔｉｏｎｅｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＡＧＥｓ）可通过［Ｃａ
２＋］通道诱导细胞凋亡，

而ＡＧＥｓ是否也能通过该通道诱导内皮细胞通透性增高尚不清楚，若我们能够证实，将对于糖尿病防治及其并发

症的控制具有重大指导意义。

【设计思路】　用ＥＧＴＡ抑制外钙内流，研究［Ｃａ
２＋］在ＡＧＥｓ介导的肌动蛋白骨架的改变，通透性的增高以及

ｍｏｅｓｉｎ磷酸化中所起的作用。

【实验内容】　探讨ＡＧＥｓ介导肌动蛋白丝Ｆａｃｔｉｎ改变的剂量和时间效应；证实 ＥＧＴＡ对ＡＧＥｓ介导内皮细

胞骨架肌动蛋白改变的抑制作用；探讨ＡＧＥｓ引起内皮细胞通透性增高的时间和剂量效应；证实ＡＧＥｓ介导内皮

细胞通透性的改变是［Ｃａ２＋］依赖性的；探讨 ＡＧＥｓ引起 ｍｏｅｓｉｎ蛋白磷酸化的时间和剂量效应；验证 ＡＧＥｓ引起

ｍｏｅｓｉｎ蛋白磷酸化是［Ｃａ２＋］依赖性的。

【材料】　激光共聚焦显微镜，跨上皮细胞电阻检测仪，倒置显微镜，垂直电泳仪，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ培养皿，低温离心

机，ＰｅｔｒｉＤｉｓｈ培养皿，ＨＵＶＥＣＳ细胞株，胰蛋白酶，Ｍｏｅｓｉｎ抗体及磷酸化 Ｍｏｅｓｉｎ抗体，罗丹明鬼笔环肽，胎牛血

清，磷酸盐缓冲液，０．５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００，４％多聚甲醛固定液，ＦＩＴＣ标记的右旋糖干，ＥＧＴＡ标准溶液，细胞裂解液，

封闭缓冲液，Ｔｒｉｓ盐缓冲液，ＴＢＳＴ缓冲液，电泳加样缓冲液，Ｔｒｉｓ溶液。

【可行性】　本项目假设有类似文献支持，有一定的理论基础。本研究团队近年来一直在休克微循环实验室从

事ＡＧＥｓ和内皮细胞通透性方面的工作。经过多次试验，已掌握一定的技术手段和研究数据。我们的预实验结果

已经显示ＡＧＥｓ刺激脐静脉内皮细胞呈浓度和时间效应，且ＥＧＴＡ能有效地抑制了 ＡＧＥｓ在第８小时诱导的通

透性的增高。

【创新性】　本研究将首次阐述ＡＧＥｓ是否依赖于［Ｃａ
２＋］导致内皮细胞通透性的增高，目前国内外还未有论文

涉及此话题，研究结果将进一步揭示ＡＧＥｓ在糖尿病并发症、动脉粥样硬化相关疾病的机制。

　　关键词：晚期糖基化终产物；细胞骨架；通透性；［Ｃａ
２＋］
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淫羊藿甙促成骨细胞分化的分子机制研究

水一方１，王　欢
２，吴宗方２；指导教师：马长艳

１．南京医科大学２０１１级生物技术

２．南京医科大学２０１１级临床医学七年制

　　【立论依据】　骨质疏松症是以骨量减少和骨的微观结构退化为特征，导致骨的脆性增加以致易于发生骨折的
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