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犅犛２３９

犔犇犔诱导犚犃犠２６４．７细胞前后与神经节苷脂结合的蛋白质向

脂质筏的转位

吴　露，周莉娜；指导教师：武军驻

武汉大学基础医学院２０１０级临床医学八年制

　　【立论依据】　氧化修饰的低密度脂蛋白（ｏｘｉｄｉｚｅｄｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＯｘＬＤＬ）在促进动脉粥样硬化（ａｔｈ

ｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）的发生和发展中起着关键性的作用。广泛存在于食品中的反式脂肪酸，能促进ＬＤＬ的氧化修饰

最终导致ＡＳ，有实验提示，反式脂肪酸是通过细胞膜上的脂质筏引起后续导致ＡＳ的各种反应，因此抗氧化治疗

的维生素Ｅ等药物不能有效地阻止ＡＳ的发生。目前阻止体内ＬＤＬ被氧化成为治疗 ＡＳ的焦点，于是探究氧化

ＬＤＬ的分子机制变得至关重要。神经节苷脂（ｇａｎｇｌｉｏｓｉｄｅ，ＧＭ１）作为脂质筏的标志分子，已有研究显示其与ＬＤＬ

的氧化及分布密切相关，而其与ＬＤＬ氧化的识别机制以及氧化环境的建立尚有待研究。

【设计思路】　本项目通过分析ＬＤＬ诱导ＲＡＷ２６４．７细胞前后，与神经节苷脂ＧＭ１特异结合的蛋白质向脂

质筏的转位，从而找出介导ＬＤＬ在微环境中进行氧化修饰的相关蛋白质因子。

【实验内容】　 （１）细胞诱导和脂质筏分离：实验组，巨噬细胞ＲＡＷ２６４．７与ＬＤＬ共培养１５ｍｉｎ；对照组，无

ＬＤＬ刺激；密度梯度离心分离脂质筏，非标记定量蛋白质组学鉴定产生的氧化应激相关蛋白。（２）细胞蛋白—

ＧＭ１共沉淀：①收集巨噬细胞ＲＡＷ２６４．７蛋白；②脂质体制备：实验组，制备原料加有ＧＭ１；对照组：原料不含

ＧＭ１；③蛋白质ＧＭ１结合：将收集的蛋白和制备的脂质体孵育结合，收集产物；④通过ＳＤＳＰＡＧＥ，质谱分析等找

出与ＧＭ１特异结合的蛋白质分子。（３）蛋白质印迹法验证分析：分析步骤１和步骤２得到的共有蛋白，分别与

ＬＤＬ刺激细胞后分离的脂质筏成分以及与ＧＭ１特异结合的蛋白质进行蛋白质印迹法验证。

【材料】　 ＲＡＷ２６４．７细胞（武汉大学基础医学院）；ＬＤＬ（ＰｒｏＳｐｅｃＴａｎｙ公司 ）；ＧＭ１（Ｓｉｇｍａ公司）。

【可行性】　预实验初步证实了ＬＤＬ的氧化与脂质筏的形成有关；而且细胞膜“脂质筏”结构的主要组成成分

糖鞘脂之一ＧＭ１参与了ＬＤＬ的氧化，激光共聚焦显示ＧＭ１与ＬＤＬ在ＲＡＷ２６４．７细胞上的分布密切相关。

【创新性】　该项目首次证实了ＬＤＬ与氧化微环境脂质筏的形成有关，并寻找介导氧化的相关分子，从而进

一步确认ＬＤＬ氧化的具体机制。

　　关键词：动脉粥样硬化；低密度脂蛋白；ＧＭ１；ＲＡＷ２６４．７；脂质筏
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犜犌犉α对角膜内皮细胞的保护作用及机理研究

刘昭麟，吴洁丽；指导教师：李　程，刘祖国

厦门大学２０１１级临床医学

　　【立论依据】　成人角膜内皮细胞缺乏增殖能力，损伤后只能由邻近细胞的扩大移行来填补缺损区，当损伤至

一定程度时，可导致视力下降直至失明。经本课题组研究首次发现ＴＧＦα既可促进角膜内皮细胞增殖，又可维持

其正常功能，提示ＴＧＦα可用于角膜内皮损伤类疾病的治疗。

【设计思路】　阐明ＴＧＦα角膜内皮保护作用的机制，并以此为基础治疗角膜内皮损伤类疾病。

【实验内容】　（１）ＴＧＦα角膜内皮保护作用的机制研究：以原代培养的大鼠角膜内皮细胞制造划痕损伤模

型，通过蛋白质印迹实验、免疫荧光染色、实时定量ＰＣＲ、流式细胞术等方法，①检测ＴＧＦα受体ＥＧＦＲ表达量及

其循环途径的改变；②检测其与ＥＧＦＲ结合后下游信号通路的激活；③检测角膜内皮细胞周期时相及相关周期蛋

白的变化。（２）ＴＧＦα角膜内皮保护剂体内疗效评价：以超声乳化机建立角膜内皮细胞损伤动物模型，通过不同剂
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型、剂量的ＴＧＦα进行给药处理，①使用裂隙灯、共聚焦显微镜及内皮细胞计数仪等评估角膜内皮细胞的形态、数

量及功能；②以形态学及免疫组化方法检测角膜内皮细胞增殖及功能特异性蛋白表达状况；③以基因芯片的方法

检测ＴＧＦα对受损角膜内皮细胞基因表达谱的改变及影响。

【可行性】　（１）理论可行性：本项目指导教师和导师组老师是长期从事眼科研究的资深教授，且本项目已进行

部分实验，论据充分。（２）技术保障：本课题技术路线合理成熟，相关手段课题组成员在都已熟练掌握并灵活应用。

（３）实验设备保障：项目依托单位为厦门大学眼科研究所，是福建省重点研究室，拥有一批先进的实验设备及相关

技师可辅助本课题开展。

【创新性】　（１）本研究首次发现ＴＧＦα可促进角膜内皮细胞增殖，且维持其功能，其作用及机制的研究将有

利于深入了解角膜内皮细胞的再生，并可能获得理论上的突破。（２）有关角膜内皮细胞保护剂的研发尚属空白，国

内外均未见报导，本课题将提供新的治疗角膜内皮细胞损伤的途径及药物。

　　关键词：ＴＧＦα；角膜内皮细胞；增殖；迁移；角膜内皮保护剂
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犇犖犃复制起始的复制压力诱导子代细胞非对称分布的染色体

损伤

张慧慧，朱佳宁，陈　悠，杨淑芳，王　晨，章文燕；指导教师：应颂敏

浙江大学２０１１级临床医学

　　【立论依据】　细胞对染色体在有丝分裂后子代中分布的精密调控是生物遗传过程中最基本的特征之一。迄

今对染色体在有丝分裂过程中的编程机制尚不清楚。本研究着力于研究ＤＮＡ复制起始位点的复制压力所诱导

的ＤＮＡ损伤在子代细胞中的分布信息。

【设计思路】　通过对细胞周期的同步化处理，在ＤＮＡ复制起始位点诱导复制压力，再免疫荧光染色观察染

色体损伤在下一个细胞周期子细胞中的分布。从ＤＮＡ损伤的角度探讨染色体分布的可能调控机制和生理意义。

【实验内容】　（１）用去血清方法将大部分细胞同步于细胞周期的Ｇ１ 期，通过流式细胞术进行鉴定；（２）在细胞

进入Ｇ１ 期后给予血清培养，使细胞同步化开始ＤＮＡ复制，实验组给予ＡＰＨ（ＤＮＡ聚合酶抑制剂）干预，对照组给

予不含ＡＰＨ的血清。同时加入脱氧核苷酸异构物ＥｄＵ（５ｅｔｈｙｎｙｌ２’ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ）参与合成中的ＤＮＡ，并可作为

后续荧光标记ＤＮＡ复制的起始位置；（３）流式细胞术观察细胞周期进入有丝分裂 Ｍ期和到达下一个细胞周期Ｇ１

期所需的时间；（４）分别进行细胞爬片和滴片固定收样，并标染ＥｄＵ（ＤＮＡ复制起始位置）和ＦＡＮＣＤ２（ＤＮＡ损伤

修复蛋白）。观察各对子细胞中的ＤＮＡ损伤情况，并进行统计分析。观察统计染色体的断裂频率，判断断裂位点

与ＥｄＵ染色位点的相对位置关系。

【材料】　人 ＨＢＥ上皮细胞；ＦＡＮＣＤ２抗体（美国Ｇｉｂｃｏ公司）；ＡＰＨ；ＥｄＵ；１６４０培养基（美国Ｇｉｂｃｏ公司）。

【可行性】　已完成的前期实验：（１）明确了ＤＮＡ复制起始位点通过抑制ＤＮＡ聚合酶更容易导致染色体损

伤；（２）这些ＤＮＡ起始位点的损伤在有丝分裂后的两个子代细胞中呈现明显的非随机、非对称分布，表现为一个

子代细胞损伤明显增多，而另一个子细胞基本没有或很少出现损伤。这些前期实验结果与预期结果相符。

【创新性】　（１）首次在体细胞水平探讨ＤＮＡ复制起始位点的复制压力所诱导的ＤＮＡ损伤在子代细胞中的

分布信息；（２）探讨ＤＮＡ复制起始位点在复制压力下与染色体断裂的关系；（３）首次从ＤＮＡ损伤的角度阐释染色

体分布的可能调控机制。

　　关键词：ＤＮＡ复制；细胞周期；染色体非随机分布；有丝分裂
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