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代谢，最终以单体结构通过肾小球的滤过进入尿液。前期研究发现胃癌患者尿液中的ＥＬ含量明显低于正常人，

胃癌患者血液中ＥＬ代谢终产物以二聚体形式存在。因此，我们推测正常人血液中可能存在与ＥＬ蛋白靶向锚定

的蛋白，可将血液中的ＥＬ二聚体降解为单体。而胃癌患者血液中由于缺少这一靶蛋白，致使ＥＬ二聚体无法分解

为单体从尿液中排除。因此，本课题拟在血液中寻找ＥＬ相互作用蛋白并分析其对ＥＬ二聚体的降解作用，为寻找

胃癌早期诊断和治疗的靶标提供重要理论依据。

【设计思路】　首先筛选正常人和胃癌患者血液中与ＥＬ蛋白相互作用的靶蛋白；然后检测靶蛋白在正常人及

胃癌患者组织、血液及尿液中的差异性表达；分析靶蛋白表达与ＥＬ二聚体表达的相关性，以及靶蛋白的表达水平

与临床病例信息的ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析，分析靶蛋白与肿瘤大小、肿瘤分期和预后的相关性。

【实验内容】　（１）免疫沉淀及质谱分析技术钓取正常人和胃癌患者血液中与ＥＬ蛋白相互的诱饵蛋白。（２）

蛋白质印迹及免疫组化技术测定靶蛋白在临床样本蛋白表达水平，分析靶蛋白表达水平与ＥＬ二聚体表达水平的

相关性。（３）Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析靶蛋白与肿瘤大小、肿瘤分期和预后等病例信息的相关性。

【材料】　正常人及胃癌患者的组织、血液及尿液标本。免疫沉淀、质谱分析、蛋白质印迹及免疫组化等试验的

相关耗材。

【可行性】　前期工作已证明胃癌患者与正常人血液中ＥＬ二聚体的结构及表达量的差异是导致胃癌患者尿

液中的ＥＬ含量明显降低的主要原因，此外项目组前期已经建立了基于免疫沉淀技术及质谱技术的靶蛋白调取体

系及硬件设施，具有完成本实验的能力。

【创新性】　首次对尿液中筛选出的可以用于胃癌早期诊断的标志物ＥＬ在机体出现差异表达的机制进行深入

分析；通过ＥＬ蛋白相互作用的靶蛋白的筛选及功能分析，为开发肿瘤早期诊断和治疗的靶标提供重要理论依据。
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　　【立论依据】　胶质瘤是中枢神经系统肿瘤中最常见的恶性肿瘤。由于外科技术难以做到病理学上的全切除，

术后复发率非常高。在前期实验中我们发现Ｃ６胶质瘤细胞ｍｉＲ１２４含量显著低于与正常大鼠大脑组织，且转染

ｍｉＲ１２４后，Ｃ６胶质瘤细胞数明显减少。我们应用ｍｉｃｒｏＲＮＡ靶基因信息软件查到ｓｍａｄ４的ｍＲＮＡ与ｍｉＲ１２４

３ｐ有３个结合位点，ｓｍａｄ４可能是ｍｉＲ１２４的靶基因。由此推测 ｍｉＲ１２４可能通过抑制ｓｍａｄ４的蛋白表达对胶

质瘤细胞起作用。

【设计思路】　本实验以大鼠Ｃ６胶质瘤细胞为研究对象，通过人为转染ｍｉＲ１２４，分析其对ｓｍａｄ４蛋白表达的

影响，并确定ｓｍａｄ４为ｍｉＲ１２４新靶基因，从而探索ｍｉＲ１２４对促进Ｃ６胶质瘤细胞凋亡的新作用机制。

【实验内容】　（１）通过ｑＲＴＰＣＲ检测正常大鼠大脑、Ｃ６胶质瘤细胞、转染后的Ｃ６胶质瘤细胞中 ｍｉＲ１２４的

表达水平。（２）转染外源ｍｉＲ１２４观察Ｃ６胶质瘤细胞的生长状态。（３）结合蛋白质印迹和ＴＵＮＥＬａｓｓａｙ方法，比

较分析ｍｉＲ１２４转染前和后Ｃ６胶质瘤细胞凋亡差异。（４）通过ｑＲＴＰＣＲ检测比较分析转染ｍｉＲ１２４前后Ｃ６胶

质瘤细胞中ｓｍａｄ４ｍＲＮＡ的表达变化。（５）用蛋白质印迹检测转染ｍｉＲ１２４前后的Ｃ６胶质瘤细胞中Ｓｍａｄ４表达

变化。（６）以ｓｉＲＮＡＳｍａｄ４抑制ｓｍａｄ４基因的表达后，再转染 ｍｉＲ１２４ｍｉｍｉｃ，通过蛋白质印迹和细胞荧光染色方

法比较分析细胞增殖的变化。

【材料】　Ｃ６胶质瘤细胞，Ｌｉｐｏ２０００脂质体，ｍｉＲ１２４ｍｉｍｉｃ，实时ＰＣＲ仪，超净台，孵箱，相差显微镜，荧光显

微镜，ＰＣＲ相关试剂，蛋白质印迹相关试剂，ＴＵＮＥＬａｓｓａｙ试剂盒，Ｓｍａｄ４抗体等。

【可行性】　前期研究已证实人工转染ｍｉＲ１２４后其细胞数明显降低，ｓｍａｄ４的蛋白水平下调；通过ｍｉｃｒｏＲＮＡ
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靶基因信息软件查到ｓｍａｄ４可能是ｍｉＲ１２４的另一个靶基因；项目组成员已熟练掌握研究所需要各种实验技术；

实验设备齐全，具有完成上述实验的基本仪器设备。

【创新性】　我们将证明：ｍｉＲ１２４通过抑制ｓｍａｄ４的蛋白表达，调控ｓｍａｄ４，抑制胶质瘤细胞的增殖且促进死

亡。已有研究表明ｍｉＲ１２４通过抑制靶基因ＳＴＡＴ３的蛋白表达对胶质瘤起作用，但目前尚无关于 ｍｉＲ１２４与

ｓｍａｄ４之间作用关系的报道。

　　关键词：ｍｉＲ１２４；胶质瘤；ｓｍａｄ４；凋亡
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犎犐犉１α信号通路相关分子在胃癌中的表达及其对细胞增殖与

侵袭的影响研究
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　　【立论依据】　缺氧诱导因子１α（Ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１α，ＨＩＦ１α）是参与低氧环境中细胞适应性调节的关

键转录因子，通过结合于靶基因上游转录调节区的低氧反应原件调控多种分子的表达。ＨＩＦ１α的异常增高参与

了多种癌症的发生发展，课题组前期研究揭示了胃癌组织中存在着 ＨＩＦ１α的高表达现象，但是 ＨＩＦ１α的异常表

达通过哪些下游靶基因及信号通路来实现对胃癌细胞的增殖、侵袭的调控尚不清晰。因此，高通量筛选及验证

ＨＩＦ１α下游靶基因，构建 ＨＩＦ１α信号网络并进行功能分析，为深入理解以 ＨＩＦ１α为核心的信号通路相关分子对

胃癌细胞增殖与侵袭的影响奠定重要理论基础，同时也为阐明胃癌发生、发展机理，寻找胃癌早期诊断和治疗的靶

标提供科学依据。

【设计思路】　本设计旨在前期研究基础上，检测胃癌细胞中 ＨＩＦ１α的表达变化，结合转录组学及数据库信

息绘制与细胞增殖及侵袭相关的 ＨＩＦ１α调控网络图；利用ＲＮＡｉ技术沉默 ＨＩＦ１α，检测其靶基因的表达，探讨转

染后对肿瘤细胞增殖及侵袭的影响。

【实验内容】　（１）结合转录组及数据库信息，初步构建胃癌中 ＨＩＦ１α调控网络，ＲＴｑＰＣＲ及蛋白质印迹对

ＨＩＦ１α及靶基因进行验证；（２）ｓｉＲＮＡ技术对胃癌细胞 ＨＩＦ１α进行敲除，ＲＴｑＰＣＲ、蛋白质印迹检测敲除后 ＨＩＦ

１α及其靶基因表达；（３）ＭＴＴ及ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测有效基因敲除后胃癌细胞株的增殖能力及侵袭性变化。

【材料】　（１）胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１，细胞转染相关材料及试剂，ＨＩＦ１α及其靶基因引物、抗体，逆转录及实时

定量ＰＣＲ试剂，蛋白质印迹相关试剂。（２）转录组学信息，ＴＲＥＤ数据库，ｃｙｔｏｓｃａｐｅ做图软件等计算机工具。

【可行性】　课题组前期利用外显子芯片、ＲＴｑＰＣＲ及蛋白质印迹法证实 ＨＩＦ１α在胃癌组织中呈高表达，并

且结合ＴＲＥＤ数据库及胃癌基因表达谱筛选出胃癌中 ＨＩＦ１α可能的靶基因。以上工作为进一步探索 ＨＩＦ１α作

用的下游靶基因及其对胃癌细胞增殖及侵袭性的影响及机制研究提供了思路及实验基础。此外，项目组具有完成

信号调控网络研究的硬件设施及研究基础，为项目的顺利实施奠定基础。

【创新性】　将高通量组学、生物学实验及计算生物学技术紧密联合，探讨 ＨＩＦ１α信号通路对胃癌细胞增殖

及侵袭性的影响及可能的机制。

　　关键词：ＨＩＦ１α；胃癌；ｓｉＲＮＡ；ＴＲＥＤ
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