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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ＴＬＲ７ＯＣＴ４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、Ｔ７ＯＣＴ４、αＭＥＭ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。
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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（αｓｙｎｕｃｌｅｉｎ，αＳｙｎ）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，αＳｙｎ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，αＳｙｎ可定位于线粒体内外膜，过表αＳｙｎ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αＳｙｎＮ端结构域（α

Ｓｙｎ／Ｎ）在这个过程中起重要作用。文献报道，αＳｙｎＮ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αＳｙｎ存在相互

作用。那么，αＳｙｎ／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？αＳｙｎ／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αＳｙｎ／Ｎ和 ＶＤＡＣ１之间存在相互作用，并过表达αＳｙｎ／Ｎ，剪除αＳｙｎ／Ｎ（αＳｙｎ／

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αＳｙｎ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αＳｙｎ、αＳｙｎ／Ｎ、αＳｙｎ／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αＳｙｎ、αＳｙｎ／Ｎ、αＳｙｎ／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ＧＳＴｐｕｌｌｄｏｗｎ方法验证。

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

（４）构建αＳｙｎ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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（５）检测这些突变体和ＶＤＡＣ１之间是否存在相互作用，方法同前。

【材料】　ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，表达αＳｙｎ，αＳｙｎ／Ｎ，αＳｙｎ／ｄｅｌＮ，Ｑ６２Ａ，Ｖ６３Ａ，Ｎ６５Ａ的质粒，线粒体提取试剂盒，

ＪＣ１荧光探针（检测线粒体膜电势），ｍＰＴＰ检测试剂盒。

【可行性】　我们的前期工作提示：αＳｙｎ／Ｎ导致ｍＰＴＰ开放；αＳｙｎ和ｍＰＴＰ外膜的孔的组成蛋白ＶＤＡＣ１之

间存在相互作用；并且我们已经成功构建了过表达αＳｙｎ、αＳｙｎ／Ｎ、αＳｙｎ／ｄｅｌＮ的细胞模型；以及αＳｙｎ突变体

（Ｑ６２Ａ、Ｖ６３Ａ、Ｎ６５Ａ）；并掌握了后续实验的全部方法。

【创新性】　目前关于αＳｙｎ／Ｎ与ｍＰＴＰ相关蛋白ＶＤＡＣ１的研究未见报道，本研究尝试揭示αＳｙｎ与线粒体

膜孔蛋白之间的确切关系，对进一步明确αＳｙｎ引起线粒体介导凋亡的分子机制、明确帕金森病的致病机制具有

重要意义，进而为帕金森病治疗的新靶点探讨提供线索。

　　关键词：α突触核蛋白、帕金森病、αＳｙｎ
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狆６６
犛犺犮线粒体信号通路在氧化低密度脂蛋白诱导的巨噬细胞

凋亡中的作用
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　　【立论依据】　氧化低密度脂蛋白（ｏｘＬＤＬ）可经线粒体途径诱导巨噬细胞凋亡并影响动脉粥样硬化斑块稳定

性，但具体的分子机制尚未阐明。近有研究显示：在人内皮细胞，ｏｘＬＤＬ可通过激活蛋白激酶Ｃβ（ＰＫＣβ）与ｃ—

Ｊｕｎ氨基末端激酶（ＪＮＫ）从而使衔接蛋白ｐ６６
Ｓ
ｈｃ发生磷酸化；另有文献报道：磷酸化的ｐ６６

Ｓ
ｈｃ可转位到线粒体引

起线粒体损伤。本实验旨在探讨ｐ６６
Ｓ
ｈｃ线粒体信号通路在ｏｘＬＤＬ诱导的人巨噬细胞凋亡中的作用。

【设计思路】　本实验分两部分：第一部分拟证明ｏｘＬＤＬ可促进巨噬细胞中ｐ６６
Ｓ
ｈｃ的磷酸化及线粒体转位；

第二部分拟证明ｐ６６
Ｓ
ｈｃ磷酸化及转位在ｏｘＬＤＬ诱导的线粒体损伤、线粒体凋亡途径中起重要作用。

【实验内容】　采用序列超速离心法分离健康人新鲜血浆ＬＤＬ，继而用ＣｕＳＯ４氧化制备ｏｘＬＤＬ；体外培养

ＴＨＰ１细胞（人外周血单核细胞）并用佛波酯诱导为巨噬细胞，蛋白质印迹法检测ｏｘＬＤＬ对ｐ６６
Ｓ
ｈｃ及胞浆和线粒

体中磷酸化ｐ６６
Ｓ
ｈｃ（Ｓｅｒ３６）蛋白表达的影响；而后将细胞分为对照组、ｏｘＬＤＬ组及ｏｘＬＤＬ＋ＳｉＲＮＡｐ６６

Ｓ
ｈｃ组，用流

式细胞仪及荧光显微镜检测线粒体膜电位、线粒体内超氧阴离子及细胞凋亡的变化，蛋白质印迹法检测线粒体凋

亡途径相关蛋白的表达。

【材料】　采用含１０％ＦＢＳ的高糖１６４０培养液培养细胞；采用Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３染色检测线粒体膜电位，Ｍｉ

ｔｏＳＯＸＲｅｄ试剂盒染色检测线粒体内超氧阴离子，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ试剂盒双染检测细胞凋亡；采用ｐ６６
Ｓ
ｈｃ、ｐｈｏｓ

ｐｈｏｐ６６
Ｓ
ｈｃ（Ｓｅｒ３６）、细胞色素Ｃ、ｃａｓｐａｓｅ９等抗体检测相关蛋白的表达。

【可行性】　我们前期预实验结果显示ｏｘＬＤＬ可加速ｐ６６
Ｓ
ｈｃ磷酸化和线粒体损伤，且两者呈正相关，这为该

假说的成立提供了有力证据；实验负责人跟随导师进行科研工作两年，已熟练掌握相关实验技术；本实验承担单位

泰山医学院动脉粥样硬化研究所具备实验所需全部仪器设备，实验条件完善。

【创新性】　本实验首次研究ｐ６６
Ｓ
ｈｃ在ｏｘＬＤＬ诱导的人巨噬细胞线粒体凋亡中的作用，可进一步阐明ｐ６６

Ｓ
ｈｃ

与ＡＳ发生发展的关系，从而为ＡＳ的防治锁定新靶点。

　　关键词：ｐ６６
Ｓ
ｈｃ；巨噬细胞；动脉粥样硬化
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