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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。
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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。
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