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犅犛２２５

犈犜犛１在多巴胺能神经元发育中的作用

崔洋洋，李雪廷，朱　凯；指导教师：袁　栎

南京医科大学２０１２年级临床医学

　　【立论依据】　帕金森病是第二大神经系统退行性病变，主要多发于６０岁以上的老年人。其基本病理改变是

特异性多巴胺能神经元因各种原因渐行性退变坏死，数量减少，致使多巴胺释放减少，但具体机制不明。从多巴胺

能神经元发育的角度或许能解释多巴胺释放减少的分子机制。多巴胺神经元发育的各个阶段都有转录因子基因

参与调控，如ＳＨＨ、ＦＧＦ、Ｎｕｒｒ１、Ｐｉｔｘ３、Ｍａｓｈ１等。这些因子决定了多巴胺能神经元发育的命运并控制了一些重

要的发育过程。作为转录因子，ＥＴＳ１表达于发育中的脑组织。在前期研究发现ＥＴＳ１影响胚胎神经发育的基础

上，过表达ＥＴＳ１抑制酪氨酸羟化酶（ＴＨ）的表达。但ＥＴＳ１在多巴胺能神经元发育的哪一阶段发挥作用，如何发

挥作用均未阐明。

【设计思路】　利用非洲爪蟾作为模式动物，通过过表达或封闭ＥＴＳ１表达，检测在多巴胺能神经元发育的不

同阶段标志基因的表达，探讨ＥＴＳ１影响多巴胺能神经元发育的阶段；进而寻找ＥＴＳ１的下游靶基因。

【实验内容】　 选择分裂良好的非洲爪蟾胚胎，利用显微注射方法注射ＥＴＳ１ｍＲＮＡ或反义寡核苷酸，实现

ＥＴＳ１的过表达或基因封闭，在神经发育的不同阶段收集胚胎，提取ＲＮＡ或蛋白质，利用定量ＲＴＰＣＲ、整胚原位

杂交及蛋白质印迹方法检测标志基因的表达改变。之后，通过萤光素酶报告基因方法检测ＥＴＳ１对其靶基因的转

录调控。

【材料】　非洲爪蟾胚胎，ＥＴＳ１ｍＲＮＡ、反义寡核苷酸，原位杂交用探针及其他试剂，ＲＴＰＣＲ、蛋白质印迹试

剂，报告基因检测系统，其他常规试剂。

【可行性】　 本课题建立在前期预实验的基础上，研究方向明确；非洲爪蟾胚胎体积大，易于进行显微注射；胚

胎在体外发育，便于随时观察表型。

【创新性】　发现新的调节多巴胺能神经元发育的转录因子ＥＴＳ１及其作用机制，为探讨帕金森病的发生机理

提供新的线索。
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犓犆犖犈１蛋白胞外肽段功能的研究

贺彬婵１，郑　雅
２；指导教师：李小青

１．南通大学２０１１年级临床

２．南通大学２０１１年级口腔

　　【立论依据】　ＫＣＮＥ１／ＫＣＮＱ１（ＩＫｓ）为电压依赖性钾离子通道，介导心肌细胞动作电位复极化３期中的ＩＫｓ

电流。ＫＣＮＥ１的突变会造成高致死性的ＬＱＴ综合症（Ｖ型）。ＫＣＮＥ１为通道调控亚基，对通道功能的实现具有

重要意义。在其调控下，通道表现为缓慢激活特征，失活速度减慢，并且通道电导率明显增大。ＫＣＮＱ１单独形成

的通道，表现为快速激活和快速失活，通道电导性较小。ＫＣＮＥ１是由１２９个氨基酸构成的单次跨膜蛋白，分胞外

段（Ｎ端），跨膜段（Ｍ段）和胞内段（Ｃ端）。Ｎ端包含４２个氨基酸，关于该段的功能，研究极少，对其认识仍不全

面，仅被报道与蛋白转运有关。本课题主要探究该蛋白 Ｎ端的功能，研究关于该段可能有的更多的生理功能，并

分析该段核心功能区段。

【设计思路】　通过分子技术制备ＫＣＮＥ１的Ｎ端缺失突变体，将其分别与ＫＣＮＱ１共表达：以蛋白质印迹技

·７５１·



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）

术获得上述突变体的蛋白表达差异图谱，从而了解各个突变体的蛋白表达差异；以细胞免疫染色方法观察各突变

体的亚细胞定位情况，从而了解Ｎ端缺失的部位对细胞定位的影响；以全细胞膜片钳技术检测各突变体（与ＫＣ

ＮＱ１共表达）的通道电流特征，从而了解Ｎ端缺失的部位对ＫＣＮＥ１功能的影响。最后，通过以上数据的综合分

析评估ＫＣＮＥ１Ｎ端的功能，以及Ｎ端的核心功能部位。

【实验内容】　 ＫＣＮＥ１的Ｎ端缺失突变体的制备及其蛋白表达；野生型和突变体（与ＫＣＮＱ１共表达）的细胞

免疫染色；利用全细胞膜片钳技术，获得各缺失突变体与ＫＣＮＱ１共表达后的通道功能的电生理数据。

【材料】　ＫＣＮＥ１、ＫＣＮＱ１哺乳动物细胞系表达质粒；哺乳动物表达细胞系 ＨＥＫ２９３。

【可行性】　缺失突变体制备技术成熟，其他各项实验技术为实验室常用技术；理论基础充分，思路清晰；经文

献查证对于ＫＣＮＥ１胞外段功能研究的尚无此类报道，因此该项目具有研究意义。

【创新性】　采用缺失突变体技术，通过多种实验方法从多个角度探讨蛋白特定部位的功能，是首次较深入探

讨ＫＣＮＥ１蛋白特定区域的功能，对蛋白功能的深入了解，有助于积累临床治疗的理论依据。

　　关键词：ＩＫｓ；ＫＣＮＥ１；缺失突变体；ＬＱＴＳ
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在小鼠肝纤维化中β犮犪狋犲狀犻狀信号转导途径是否介导瘦素抑制

犛犚犈犅犘１犮的表达

林永萍１，苟惠清２，肖　宇
３，袁　雄

４；指导教师：朱蕙霞

１．南通大学医学院２０１２级临床
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　　【立论依据】　肥胖易发肝纤维化并且大多数肥胖病人会有高瘦素血症。脂肪因子瘦素在肝纤维化的发生中

发挥着独一无二的作用。在肝纤维化的发生中肝星状细胞（ＨＳＣｓ）的激活是一个关键的步骤而且固醇调节元件结

合蛋白（ＳＲＥＢＰ１ｃ）能够抑制 ＨＳＣｓ的激活。在已有的研究中，Ｌｅｐｔｉｎ可以抑制ＳＲＥＢＰ１ｃ的表达而导致肝纤维

化，βｃａｔｅｎｉｎ途径可以调节跟脂肪细胞分化有关的基因转录调节因子的表达，因此我们旨在认清βｃａｔｅｎｉｎ途径能

否介导在小鼠肝纤维化中瘦素抑制ＳＲＥＢＰ１ｃ表达的作用。

【设计思路】　确认Ｌｅｐｔｉｎ与βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的关系；研究βｃａｔｅｎｉｎ是否介导Ｌｅｐｔｉｎ诱导ＳＲＥＢＰ１ｃ表达

的降低；βｃａｔｅｎｉｎ信号通路对ＳＲＥＢＰ１ｃ表达的影响。

【实验内容】　小鼠肝纤维化模型制备、ＨＳＣｓ分离与培养、蛋白质印迹分析、ｍＲＮＡ分离和ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检

测、质粒的制备和质粒转染检测分析、各蛋白表达的免疫组化及免疫荧光分析、肝纤维化组织检测、抑制剂的使用、

荧光素酶的检测。

【材料】　Ｌｅｐｔｉｎ，ＭａｌｅＣ５７ＢＬ／６Ｊｏｂ／ｏｂｍｉｃｅ，Ａｄ．ＤＫＫ１，Ａｄ．Ｆｃ，ＨＳＣｓ，ＳＲＥＢＰ１ｃ，ｐｒｉｍｅｒｓ，ｐｌａｓｍｉｄｐＳＲＥＢＰ１ｃ

Ｌｕｃ，Ｐｌａｓｍｉｄｐｄｎｃａｔｅｎｉｎ，ｐｌａｓｍｉｄｐｗｔｃａｔｅｎｉｎ，ｐｌａｓｍｉｄＰｌｘｒｅｌｕｃ，ｎｏｒｍａｌｓｅｒｕｍ。

【可行性】　肝纤维化与 ＨＳＣｓ的激活密不可分，而 ＨＳＣｓ的激活是和瘦素水平的上调以及连续的ＳＲＥＢＰ１ｃ

表达的下调联系在一起的；相关实验表明βｃａｔｅｎｉｎ信号转导途径可以调节脂肪细胞的增殖与分化也参与了胆管

结扎导致的肝纤维化，所以就很有必要去研究肝纤维化中Ｌｅｐｔｉｎ、βｃａｔｅｎｉｎ以及ＳＲＥＢＰ１ｃ三者之间的关系。

【创新性】　确定βｃａｔｅｎｉｎ信号传导通路在Ｌｅｐｔｉｎ诱导肝纤维化中的作用，以及βｃａｔｅｎｉｎ信号通路对ＳＲＥＢＰ

１ｃ表达的影响，可为以瘦素作为靶点治疗肝纤维化提供新的见解。

　　关键词：Ｌｅｐｔｉｎ；βｃａｔｅｎｉｎ；ＳＲＥＢＰ１ｃ；ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌ
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