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小鼠精子与子宫内膜细胞融合及嵌合细胞生物特性研究

阳　军，叶　晔，卢江浩；指导教师：王晓梅

深圳大学２０１２级临床医学

　　【立论依据】　宫颈癌和子宫内膜癌是我国妇女常见的恶性肿瘤。虽然大量的研究数据表明人乳头状瘤病毒

（ＨＰＶ）感染与宫颈癌的发生密切相关，但仍有许多妇女在未感染 ＨＰＶ情况下发生宫颈癌，因此宫颈癌的发病机

制迄今为止尚未完全阐明。一些研究发现在妇女体内存在含有Ｙ染色体的细胞，这提示精子与女性体细胞相互

作用和融合的可能，而与精子融合的体细胞是否会产生恶性特征目前尚不清楚。如果精子与宫颈或子宫内膜的直

接接触可导致细胞的融合，而融合细胞可表现恶性特征则提示无保护的性生活具有导致宫颈或子宫内膜癌患病的

风险。

【设计思路】　在体外证实小鼠精子对子宫内膜细胞的穿透性，并观察融合后嵌合细胞的生物特性及转归，通

过标志性蛋白分析完成对嵌合细胞的干细胞特性或恶性特征的初步鉴定。

【实验内容】　附睾尾和精囊部获得成年雄鼠的精子，精子获能后用特异荧光分子标记精子细胞膜或顶体结

构，然后进行精子与原代培养的雌鼠子宫内膜细胞的共培养，根据荧光染料在细胞膜的弥散特征证实精子与子宫

内膜细胞的融合。采用流式细胞仪分选嵌合细胞并进行体外的长期培养。取对数生长期的嵌合细胞进行其生物

学特性鉴定，包括：增殖能力、干性特征及恶性特征的鉴定。

【材料】　实验动物：ＳＰＦ级 ＫＭ小鼠；主要试剂：ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清、胰蛋白酶、荧光染料等；实验仪器：

二氧化碳培养箱、超净工作台、恒温水浴箱、倒置显微镜、激光共聚焦荧光显微镜、流式细胞仪等。

【可行性】　精子体细胞融合已有部分体外研究报道，本研究借鉴了这些研究的实验方法并对具体的实验方

案进行了优化。参与本研究的成员前期研究已经证实精子与宫颈癌 Ｈｅｌａ细胞的融合现象并已掌握了进行相关实

验的生物学技术。

【创新性】　小鼠精子对子宫内膜细胞穿透性的体外研究目前尚未见相关报道，本研究旨在建立一种新型的精

子子宫内膜细胞融合模型，并将对这一模型的生物特征进行初步的研究。
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　　【立论依据】　ＴＬＲ７激动剂是疫苗研发的理想佐剂，其抗肿瘤的作用表现为多效性，而肿瘤蛋白ＯＣＴ４在生

殖肿瘤中高度表达。更有研究表明，肿瘤免疫是以细胞免疫为主，而ＴＬＲ配体与蛋白的偶联能产生更强的Ｔ细

胞免疫效应。因此，本课题选择易合成及改造性强的小分子 ＴＬＲ７激动剂作为佐剂，首次将 ＴＬＲ７激动剂与

ＯＣＴ４蛋白偶联，有关研究已初步证实了偶联疫苗产生强而显著的抗肿瘤活性，具有临床应用价值。但是，ＯＣＴ４

在生殖细胞中亦高表达，该疫苗是否具有生殖细胞毒性尚需要进一步探明，为后续临床应用提供参考，此方面研究

目前尚未见相关报道。

【设计思路】　用腹腔给药的方法研究体内生长发育成熟卵母细胞的超排情况，用液滴培养法研究３种试剂对

体内发育体外成熟卵母细胞的情况，以及采用液滴包埋培养窦前卵泡模拟体外生长环境研究试剂对其体外发育成
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熟情况。

【实验内容】　选取雌性小鼠作为研究对象，分别采用体内超排、卵母细胞体外分段培养成熟技术检测ＴＬＲ７、

ＯＣＴ４以及ＴＬＲ７ＯＣＴ４作用后对卵母细胞数目、卵母细胞的成熟率以及体外培养卵泡直径与卵母细胞发育成熟

状态的影响。

【材料】　实验动物：ＳＰＦ级 ＫＭ小鼠；主要试剂：ＴＬＲ７、ＯＣＴ４、Ｔ７ＯＣＴ４、αＭＥＭ培养基、注射用青霉素钠和

硫酸链霉素、胎牛血清、矿物油、ｒＬＨ、ＦＳＨ、ＨＣＧ及ＰＭＳＧ；实验仪器：二氧化碳培养箱、－８０℃超低温冰箱、高压

湿热灭菌锅、超净工作台、恒温水浴箱、倒置显微镜、正置显微镜等。

【可行性】　本实验室创立的生殖毒性检测系统现已完善，且各实验用品来源充足，窦前卵泡体外培养技术成

熟。

【创新性】　实验材料价值大：ＯＣＴ４控制细胞多能性的作用机制目前并未明确。本实验针对Ｏｃｔ４的作用特

点研究其对女性生殖系统的影响，率先阐明Ｏｃｔ４在这一领域的具体作用价值；实验方法先进：率先将生殖工程中

的前沿技术———腔前卵泡培养成熟技术应用于本实验的检测与评价中，高度接近人体生殖细胞的环境，该技术可

靠性与准确性高；思路新：首次检测Ｏｃｔ４基因，腔前卵泡及卵母细胞发育，系统研究细胞毒性的发生过程及机制；

意义深：在基因水平研究ＴＬＲ激动剂对生殖系统的影响，从基因水平到具体性状，从微观水平到宏观水平，纵向剖

析对生殖系统的具体影响，对生殖细胞的分化、生长、应激有着举足轻重的意义。

　　关键词：ＴＬＲ７激动剂；ＯＣＴ４；生殖；毒性
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α突触核蛋白犖端结构域和电压依赖阴离子通道１相互作用

的分子机制
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　　【立论依据】　帕金森病是主要发生在中老年人群的神经系统退行性变。目前认为与基因、环境和老化相关，

三者主要作用于神经细胞线粒体导致其功能障碍。α突触核蛋白（αｓｙｎｕｃｌｅｉｎ，αＳｙｎ）是第一个发现的帕金森病致

病基因编码的蛋白，是帕金森病病理标志路易体的主要成分。但到目前为止，αＳｙｎ对细胞线粒体的致病机制尚

不十分清楚。我们课题组前期工作首次发现，αＳｙｎ可定位于线粒体内外膜，过表αＳｙｎ可以引起线粒体膜电势下

降及细胞色素Ｃ释放到胞浆诱导凋亡；进一步发现线粒体膜渗透性转换孔（ｍＰＴＰ）开放，而αＳｙｎＮ端结构域（α

Ｓｙｎ／Ｎ）在这个过程中起重要作用。文献报道，αＳｙｎＮ端的６２、６３、６５位氨基酸可能是其定位于膜的关键位点。

线粒体ｍＰＴＰ的外膜孔主要由电压依赖阴离子通道１（ＶＤＡＣ１）构成，我们预实验发现ＶＤＡＣ１和αＳｙｎ存在相互

作用。那么，αＳｙｎ／Ｎ是否和ＶＤＡＣ１发生相互作用，导致 ｍＰＴＰ开放而引起线粒体介导的凋亡呢？αＳｙｎ／Ｎ的

６２、６３、６５位氨基酸在这个过程中是否起重要作用呢？

【设计思路】　首先证明αＳｙｎ／Ｎ和 ＶＤＡＣ１之间存在相互作用，并过表达αＳｙｎ／Ｎ，剪除αＳｙｎ／Ｎ（αＳｙｎ／

ｄｅｌＮ），检测ｍＰＴＰ是否开放以及是否发生线粒体介导的凋亡。而后，构建αＳｙｎ的６２、６３、６５位氨基酸突变体，检

测过表达这些突变体对ｍＰＴＰ和线粒体介导的凋亡的影响，以及检测它们是否和ＶＤＡＣ１发生相互作用。

【实验内容】　（１）在 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞中，过表达αＳｙｎ、αＳｙｎ／Ｎ、αＳｙｎ／ｄｅｌＮ，用免疫共沉淀和免疫细胞化学的

方法检测相互作用。（２）构建带ＶＤＡＣ１基因的质粒，在ＨＥＫ２９３Ｔ细胞中分别共表达αＳｙｎ、αＳｙｎ／Ｎ、αＳｙｎ／ｄｅｌＮ

和ＶＤＡＣ１，用荧光共振能量转移（ＦＲＥＴ）的方法检测是否存在直接相互作用，并再通过ＧＳＴｐｕｌｌｄｏｗｎ方法验证。

（３）在 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞中，检测过表达αＳｙｎ、αＳｙｎ／Ｎ、αＳｙｎ／ｄｅｌＮ对 ｍＰＴＰ开放和线粒体介导的凋亡的影响。

（４）构建αＳｙｎ突变体（Ｑ６２Ａ、Ｖ６３Ａ、Ｎ６５Ａ），检测过表达这些突变体对 ｍＰＴＰ开放和线粒体介导的凋亡的影响。
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