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一种全身性代谢性骨病。骨质疏松严重威胁人类健康，且发病率呈逐年上升趋势，目前全世界约有２亿多骨质疏

松症患者。目前临床上治疗骨质疏松的化学合成药物存在毒性大、价格昂贵等问题，而天然中草药及其制剂则可

以克服上述缺点。淫羊藿（ＨｅｒｂａＥｐｉｍｄｉｉ）是目前临床上治疗骨质疏松的常用中药，已有研究显示其主要成分淫

羊藿甙（Ｉｃａｒｉｉｎｅ，ＩＣＡ）具有促成骨分化功能，但具体机制不详。ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类长度约为２０～２５ｎｔ、

在基因转录后水平发挥调控作用的小分子非编码ＲＮＡ，它几乎参与生物所有的生理病理过程。作为重要的生物

调节分子，ｍｉＲＮＡ是否参与了ＩＣＡ促成骨分化过程呢？关于ＩＣＡ促成骨分化的分子机制的研究，可以为临床上

提高淫羊藿治疗骨质疏松的效果提供理论和实验依据。

【设计思路】　首先确定ＩＣＡ促进小鼠前成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１分化的合适的时间和剂量，然后进行差异ｍｉＲ

ＮＡｓ筛选并选取部分差异ｍｉＲＮＡｓ进行验证，最后挑选ｍｉＲ２７ａ进行深入研究。

【实验内容】　（１）ＩＣＡ处理时间和剂量的确定：用 ＭＴＴ、ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ确定ＩＣＡ促 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１分化的合适的

时间和剂量。（２）差异ｍｉＲＮＡｓ的筛选：将５μＭＩＣＡ处理４８ｈ的 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１ＲＮＡ及对照进行ｍｉＲＮＡ测序和分

析。（３）差异ｍｉＲＮＡｓ的验证：挑选１５个差异ｍｉＲＮＡｓ用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ进行验证（已完成），并从中挑选ｍｉＲ２７ａ

进行深入研究。（４）ｍｉＲ２７ａ在ＩＣＡ促成骨分化中的作用及机制：① ｍｉＲ２７ａ靶基因的预测：运用 ｍｉＲＷａｌｋ在线

工具预测ｍｉＲ２７ａ的靶基因。② Ｏｓｔｅｒｉｘ是ｍｉＲ２７ａ靶基因的验证：Ａ．构建含有Ｏｓｔｅｒｉｘ３′ＵＴＲ以及ｍｉＲ２７ａ结

合位点突变的荧光素酶报告质粒；Ｂ．将ｍｉＲ２７ａ的ｍｉｍｉｃ或对照和构建的荧光素酶报告质粒共转染 ＨＥＫ２９３Ｔ

细胞，检测并比较荧光素酶活性；Ｃ．将 ｍｉＲ２７ａ的 ｍｉｍｉｃ或对照转染 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞，确定 ｍｉＲ２７ａ对 Ｏｓｔｅｒｉｘ

ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响。③ ｍｉＲ２７ａ在ＩＣＡ促成骨分化中的作用：将 ｍｉＲ２７ａ的 ｍｉｍｉｃ、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ和对照分别

转染 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞，再用ＩＣＡ处理，然后分别用ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和碱性磷酸酶染色确定ｍｉＲ２７ａ在ＩＣＡ促成骨

细胞分化中的作用。

【材料】　ＨＥＫ２９３Ｔ、ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞；ｐＧＬ３ｐｒｏｍｏｔｅｒ荧光素酶报告基因载体、ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ用引物及试

剂，蛋白质印迹用试剂及抗体；碱性磷酸酶染色用试剂。

【可行性】　我们具备本课题实施所需要的研究材料包括试剂和仪器；课题设计所用的方法均为指导教师课题

组常用的方法；本课题已顺利实施，我们目前已完成了ＩＣＡ处理时间和剂量的确定、差异ｍｉＲＮＡｓ的筛选和鉴定、

ｍｉＲ２７ａ靶基因的预测。以上实验的实施和结果的获得表明本课题在理论和技术上均可行。

【创新性】　（１）首次证明ｍｉＲＮＡｓ参与ＩＣＡ促成骨细胞分化过程；（２）首次证明ｍｉＲ２７ａ在ＩＣＡ促成骨细胞

分化中起重要作用。研究结果将进一步阐明ＩＣＡ促成骨细胞分化的分子机制，从而为提高淫羊藿的临床治疗效

果提供理论和实验依据。

　　关键词：淫羊藿甙；成骨细胞；分化；ｍｉｃｒｏＲＮＡ
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氯化钆对胰岛素原剪切的影响

王宏伟，冯勤超，王　妮；指导教师：陈园园

南京医科大学２０１２级临床医学七年制

　　【立论依据】　胰岛素是维持机体糖代谢平衡的最重要的激素。在胰岛β细胞中，胰岛素原需要经过激素原转

化酶（ＰＣ３和ＰＣ２）的剪切才能生成真正具有降低血糖作用的胰岛素。因此，激素原转化酶对胰岛素的成熟具有决

定作用。众多研究表明，糖尿病患者和动物胰岛中激素原转化酶的含量显著不足。而我们的前期实验提示，稀土

化合物氯化钆（ＧｄＣｌ３）能够增加激素原转化酶的表达量，从而促进胰岛素原的剪切成熟。

【设计思路】　糖尿病小鼠经氯化钆治疗后，检测小鼠血清中胰岛素与胰岛素原的含量，以及胰岛中激素原转

化酶的表达量。

【实验内容】　以高脂喂养的Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ糖尿病小鼠作为研究对象，随机分为两组，分别腹腔注射氯化钆（治疗
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组）和生理盐水（对照组）。注射４周后，抽取治疗组和对照组小鼠的血清，通过酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测胰

岛素原和胰岛素的含量，进而分析胰岛素的剪切成熟情况。同时，分离提纯两组小鼠的胰岛，通过实时定量ＰＣＲ

和 Ｗｅｓｔｅｒｎ方法检测胰岛中激素原转化酶（ＰＣ３和ＰＣ２）表达量的变化。

【材料】　Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠，高脂饲料，胰岛素原ＥＬＩＳＡ试剂盒，胰岛素ＥＬＩＳＡ试剂盒，ＰＣ３和ＰＣ２的引物及抗

体。

【可行性】　该实验所需要的多项实验技术，如糖尿病小鼠模型的建立、小鼠胰岛的分离纯化、胰岛素及胰岛素

原的检测等方法，均已成熟。设计实施该实验的团队，已经具备了一定的生理学、生物化学、分子生物学和细胞学

等基础知识，并且参与过多项动物及分子生物学实验，在实验的基础操作方面已十分熟练，具备参加科研的基础知

识和动手能力。同时，团队成员做事踏实认真，并能独立查阅国内外文献，具有较强的解决问题、设计实验的能力。

此外，该团队的指导教师长期从事糖尿病治疗的相关研究，能够对该课题的实施进行必要的指导。

【创新性】　氯化钆对糖尿病的治疗作用鲜有报道，且作用机制尚未阐明。氯化钆对胰岛素的作用效果及机制

尚无任何报道，本实验属首次。

　　关键词：氯化钆；胰岛素；激素原转化酶
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二甲双胍通过犇犈犆１改善２型糖尿病小鼠脂代谢紊乱

储栋宝，魏渝鉴，梁佳凤；指导教师：杨　俭

南京医科大学２０１２级临床医学

　　【立论依据】　２型糖尿病（Ｔ２Ｄ）因胰岛素分泌相对不足或靶细胞对胰岛素敏感性降低，表现高糖和高胰岛素

并存的代谢病。常与肥胖、高血压、高血脂等共同发生发展。近年发现二甲双胍（ｍｅｔｆｏｒｍｉｎ，Ｍ）不仅可下调血糖，

改善胰岛素耐量，且具有抗炎、改善脂代谢的作用，但其中机制仍不清楚。转录因子ＤＥＣ１与多种细胞功能如细胞

的增殖和分化、自身免疫性疾病以及应激反应密切相关。新近发现：ＤＥＣ１能与核受体（ＰＸＲ／ＣＡＲ／ＬＸＲ／ＰＰＡＲ）

的伴侣核受体ＲＸＲα结合，抑制代谢性核受体作用，Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ内源性ＤＥＣ１后，明显增加ＬＸＲ靶基因的表达，

ＬＸＲ在调节代谢脂类发挥重要作用，提示ＤＥＣ１参与了体内物质代谢和能量代谢。本实验室发现，高糖和高胰岛

素均能显著诱导小鼠脂肪和肝细胞ＤＥＣ１表达，同时诱导脂质合成酶表达而抑制脂质分解酶表达；动物实验也显

示在Ｔ２Ｄ小鼠脂肪和肝脏组织ＤＥＣ１表达显著增加，给予二甲双胍能下调ＤＥＣ１表达，并改善脂质代谢紊乱。因

此提出二甲双胍通过ＤＥＣ１改善Ｔ２Ｄ小鼠脂代谢紊乱的假设。

【设计思路】　在整体和离体水平研究并阐明二甲双胍通过ＤＥＣ１改善Ｔ２Ｄ小鼠脂代谢紊乱。

【实验内容】　研究二甲双胍对Ｔ２Ｄ小鼠肝脏、脂肪组织和原代小鼠肝细胞脂质代谢紊乱的作用和机制。

【材料】　雄性Ｃ５７小鼠分为对照组（Ｃ）、２型糖尿病组（Ｔ２Ｄ）和二甲双胍治疗组（Ｔ２Ｄ＋Ｍ）３组，Ｃ组普通饮

食，Ｔ２Ｄ组和Ｔ２Ｄ＋Ｍ组高脂饮食，第８周的第１天，腹腔注射３０ｍｇ／ｋｇ的链佐菌素，Ｃ组给予等体积溶剂１次，

第９周的第１天，Ｔ２Ｄ＋Ｍ组连续给予二甲双胍２０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）灌胃４周，Ｔ２Ｄ给予等体积ＮＳ。第１３周第１天处

死小鼠。称重，取肝脏组织用油红Ｏ染色观察肝脏中性脂肪积累；提取肝脏和小肠Ｓ９成分，测定肝脏甘油三酯和

总胆固醇含量；用蛋白质印迹法测定小鼠肝脏ＳＲＥＢＰ１ｃ、ＡＣＣ１和ＦＡＳ以及Ｃｅｓ１ｄ、Ｃｅｓ１ｅ的蛋白表达水平。同

时，培养原代小鼠肝细胞，在离体水平研究二甲双胍对小鼠肝细胞在高糖和高胰岛素脂质代谢的作用及其机制。

【可行性】　立项依据充分，前期结果支持，实验室有良好的经费和技术支持和保障。

【创新性】　首次提出以ＤＥＣ１为靶标治疗２型糖尿病脂质代谢紊乱。

　　关键词：２型糖尿病；二甲双胍；ＤＥＣ１；脂代谢紊乱
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