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ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｏｃｔ．２０１４，Ｖｏｌ．３５（Ｓｕｐｐｌ）

印迹检测ｐ５３、ＰＨＧＤＨ的蛋白表达。ＭＣＦ７（Ｐ５３ｗｉｌｄｔｙｐｅ）作为Ｐ５３的阳性对照。

【材料】　ＭＣＦ７、ＭＤＡＭＢ１５７或 ＨＣＣ１９３７、ＭＥＭ培养液（ＨｙＣｌｏｎｅＳＨ３００２４）、丝氨酸、丙酮酸、ＧＳＨ，相关

的试剂盒和试剂。

【可行性】　已进行预实验，已实践过实验内容中提及的操作，已观察到 ＭＣＦ７在丝氨酸缺乏时增殖先受抑制

后恢复、细胞内ＲＯＳ水平上升、ＰＨＧＤＨ表达上升

【创新性】　ｐ５３对肿瘤细胞代谢的影响已成为研究热点。多数肿瘤中近一半存在ｐ５３基因的突变，丝氨酸在

肿瘤增殖中的重要地位，使得丝氨酸、ｐ５３以及相关的信号调节通路和酶可能成为肿瘤治疗的新靶点。

　　关键词：丝氨酸；ｐ５３；氧化应激；代谢重构
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犚犪犳１对犎犻狆狆狅通路的调节及其对胃癌细胞生长凋亡的影响
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　　【立论依据】　Ｒａｆ１蛋白激酶是络氨酸激酶相关的信号传导途径中的重要信号分子，Ｈｉｐｐｏ通路调节细胞的

生长、增殖与凋亡，被认为与人体多种肿瘤的发生存在紧密联系；近年来有研究表明Ｒａｆ１可能通过与 Ｈｉｐｐｏ通路

核心分子 ＭＳＴ２结合从而调控细胞的凋亡；我们希望通过研究胃癌细胞中Ｒａｆ１与 Ｈｉｐｐｏ通路的联系，为肿瘤诱

导分化的临床应用提供一些新思路。

【设计思路】　建立对照组；检测Ｒａｆ１分子对胃癌细胞凋亡情况的影响；检测Ｒａｆ１对Ｈｉｐｐｏ通路核心分子的

影响。

【实验内容】　选择不同分化程度的胃癌细胞株进行培养；采用Ｒａｆ１蛋白阻断剂阻断部分细胞的Ｒａｆ１表达，

蛋白质印迹法检测阻断情况；流式细胞术检测不同浓度阻断剂处理后胃癌细胞的凋亡情况；ＣＣＫ法描绘阻断后胃

癌细胞与未经特殊处理胃癌细胞的生长曲线；蛋白质印迹法检测阻断剂处理后胃癌细胞中 Ｈｉｐｐｏ通路核心分子

ＭＳＴ２的表达水平变化。

【材料】　胃癌细胞株ＢＣＧ８２３，ＳＧＣ７９０１；Ｒａｆ１蛋白阻断剂Ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ；ＭＳＴ２及Ｒａｆ１抗体；ＣＣＫ试剂盒；细胞

凋亡与坏死试剂盒。

【可行性】　Ｒａｆ１以及 Ｈｉｐｐｏ信号通路均已被证实在肿瘤细胞的凋亡中发挥重要作用；目前已有研究支持在

部分肿瘤细胞中Ｒａｆ１与 ＭＳＴ２活性间存在关联；实验器材及细胞株均由实验室及瑞金医院消化科提供。

【创新性】　目前对Ｒａｆ１相关信号通路的研究多集中于 ＭＥＫ／ＭＡＰＫ信号通路，而对其在其他信号通路中的

作用机制的研究尚不完全成熟；在Ｒａｆ１对 Ｈｉｐｐｏ通路影响的研究中，国外多采用肝癌细胞作为研究对象，我们选

择不同分化程度的胃癌细胞进行研究，以观察Ｒａｆ１对不同分化程度的肿瘤细胞的影响，希望能进一步探究Ｒａｆ１

在肿瘤发生、发展中的作用。
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