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究成果，例如组织工程学应用、抗肿瘤靶点等，探讨ｐｉＲＮＡＰＩＷＩ通路是否具备相同的应用与靶点价值是本实验设

计的核心所在。

【设计思路】　热休克蛋白９０（ｈｏｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ９０）参与了ｐｉＲＮＡ负载到ＰＩＷＩ蛋白的关键过程，通过使用其

抑制剂１７ＡＡＧ能够间接的抑制ｐｉＲＮＡＰＩＷＩ通路，同时以神经母细胞瘤的肿瘤干细胞为实验对象，探讨抑制

ｐｉＲＮＡＰＩＷＩ通路对于肿瘤干细胞“干性”的影响

【实验内容】　以小儿最常见的颅外实体瘤神经母细胞为实验对象：（１）神经母细胞瘤干细胞的富集：使用依托

泊苷处理肿瘤细胞，进行肿瘤干细胞的富集。（２）实验对象的分组：①维甲酸组作为对照组；②１７ＡＡＧ组；③

ＲＮＡｉＰＩＷＩＬ２组。（３）实验检测指标：①ＰＩＷＩＬ２ｍＲＮＡ的检测；②细胞干性的评价：检测相关基因ＯＣＴ４、ＳＯＸ２、

ＣＭＹＣ与ＮＭＹＣ基因的表达，甲基化相关酶（ＤＮＭＴ１、ＤＮＭＴ３）的表达，同时进行形态学观察、细胞凋亡以及细

胞周期的监测。③ｐｉＲＮＡＰＩＷ通路功能的检测：检测代表性的转座子Ｌｉｎｅ１、ＩＡＰ的表达，以及ＰＩＷＩＬ２蛋白的表

达。

【材料】　神经母细胞瘤细胞系ＩＭＲ３２、ＳＫＮＳＨ、ＳＨＳＹ５Ｙ；ＨＳＰ９０抑制剂１７ＡＡＧ。

【可行性】　本实验室已在神经母细胞瘤的相关研究中取得研究成果，发表ＳＣＩ论文，同时本实验的参与团队

在校学习期间深入实验室研究过程之中，掌握了一定的实验技能。

【创新性】　探讨使用ｐｉＲＮＡＰＩＷＩ通路的间接抑制剂１７ＡＡＧ，从而研究抑制该通路对于神经母细胞瘤干细

胞“干性”所造成的影响，为研究靶向抑制ｐｉＲＮＡＰＩＷＩ通路作为抗肿瘤治疗新靶点奠定理论基础，同时亦为未来

开发基于ｐｉＲＮＡ的组织工程学重编程细胞的新靶点进行前瞻性研究。

　　关键词：ｐｉＲＮＡ；ＰＩＷＩ；肿瘤干细胞；１７ＡＡＧ
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犕狔狅犇对癌症骨骼肌转移的抑制作用研究

蔡长景，吴梓依，沈栖霞，杨文倩，张淑军；指导教师：刘　持

中南大学２０１１级临床医学五年制

　　【立论依据】　国内外研究表明：（１）骨骼肌，淋巴管分布广泛，血供丰富，但未有癌症转移到骨骼内生长。（２）

ＭｙｏＤ是骨骼肌成肌调节因子，有以下作用：让某些细胞转化为骨骼肌细胞。人工合成高亲和力的 ＭｙｏＤ，可与分

化抑制因子ＩＤ结合，抑制癌细胞增殖。预实验结果显示：骨骼肌细胞因子作用：（１）抑制癌细胞增殖；（２）使癌细

胞的生长形态变为梭状或细长状。

【设计思路】　 猜想：ＭｙｏＤ是抑制癌细胞转移到骨骼肌内生长的内源性细胞因子。体外实验：（１）骨骼肌细

胞与癌细胞共培养探索骨骼肌细胞对癌细胞的影响。（２）在癌细胞培养基中添加 ＭｙｏＤ探索 ＭｙｏＤ对癌细胞增殖

及迁移能力的影响。（３）构建ｓｉＲＮＡ靶向沉默 ＭｙｏＤ骨骼肌细胞株与癌细胞共培养探索其它细胞因子对癌细胞

增殖的影响。体内实验：构建裸鼠肿瘤模型，肿瘤部位注射 ＭｙｏＤＭｙｏＤ是内源性抑制肿瘤生长的因子。若实验

假设不成立，则寻找新的细胞因子，进行新的探索。

【实验内容】　实验组：（１）在癌细胞培养基中添加 ＭｙｏＤ。（２）骨骼肌细胞、ｓｉＲＮＡ靶向沉默骨骼肌细胞与癌

细胞共培养２４ｈ。（３）构建裸鼠肿瘤模型，往肿瘤部位注射骨骼肌细胞培养上清液、ＭｙｏＤ。对照组：（１）在癌细胞

培养基中添加ＤＭＥＭ。（２）癌细胞与癌细胞共培养２４ｈ。（３）构建裸鼠肿瘤模型，往肿瘤部位注射生理盐水。Ｂｒｄｕ

测细胞增殖率，流式、ＷＢ测蛋白表达，电镜、光学显微镜下观查细胞生长形态以及超微结构，称量体重等观察肿瘤

生长。

【材料】　人骨骼肌细胞，人乳腺癌细胞（淋巴转移），人肝癌细胞（血道转移），人鼻咽癌细胞（高转移率），裸鼠。

实验采用空隙为０．４μｍ的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ嵌入式培养板。

【可行性】　本实验理论基础牢靠、前期研究充足，实验设计切合实际。
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【创新性】　新思路、新分子，从骨骼肌转移癌低发生率出发，寻找内源性的癌症治疗分子或者靶点。

　　关键词：骨骼肌；癌症；转移癌；ＭｙｏＤ
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人肝癌乳酸脱氢酶的细胞膜定位和酶学特性研究

谭嘉男，周　睿，黄锡泰，周腾龙；指导教师：胡旭初

中山医学院２０１０级临床医学八年制

　　【立论依据及设计思路】　已有研究表明在人肝癌组织中，间质细胞的线粒体会在癌细胞的驱动下会发生线粒

体自噬，只进行糖酵解，且糖酵解相关酶的表达水平显著升高，尤其是间质细胞特异高表达ＬＤＨＡ（乳酸脱氢酶

Ａ），将糖酵解产物丙酮酸转化成乳酸，排出间质细胞。而排出的乳酸被邻近的肝癌细胞摄取，肝癌细胞特异表达

ＬＤＨＢ，将乳酸转变成丙酮酸。肝癌细胞具有完整的氧化磷酸化过程，能利用间质细胞提供的乳酸，经三羧酸循

环、糖异生和脂肪合成，为肿瘤细胞的增殖提供物质和能量。间质细胞的糖酵解和肿瘤细胞的氧化磷酸化之间代

谢偶联，是维持肿瘤细胞快速增殖的重要机制。前期实验发现肝癌细胞表达膜型ＬＤＨＢ，而膜型ＬＤＨＢ的功能尚

不清楚。本课题拟研究ＬＤＨＡ和ＬＤＨＢ在人肝癌间质细胞和肝癌细胞中的表达和定位和酶学特征，阐述ＬＤＨ

在肝癌组织能量代谢偶联过程中的生化机制，同时评价ＬＤＨ作为人肝癌能量代谢干预靶点的可能性。

【实验内容】　第一部分：人体肝癌组织标本中肝癌细胞和间质细胞线粒体功能和反向 Ｗａｒｂｕｒｇ效应的检测，

利用免疫组化的方法检测线粒体标志物和线粒体自噬标志物及ＬＤＨＡ和ＬＤＨＢ的表达分布；第二部分：建立肝

癌细胞ＳＭＭＣ７７２１和正常人成纤维细胞的共培养体系；第三部分：检测ＬＤＨ在肝癌细胞及肝癌相关成纤维细胞

中的膜定位及表达水平；第四部分：对细胞膜上的ＬＤＨ进行酶活性检测，明确其酶活性和代谢特征；第五部分：在

细胞水平上研究ＬＤＨ抗体，抗寄生虫药，单羧酸转运体抑制剂对能量代谢偶联的抑制作用；第六部分：裸鼠模型

的抗体和阿苯达唑的抗肿瘤实验。

【材料】　人肝癌ＳＭＭＣ７７２１细胞株及成纤维细胞株，特异性ＬＤＨ抗体，抗寄生虫药物（吡喹酮，阿苯达唑），

免疫组化相关材料，ｑＰＣＲ相关材料，免疫印迹相关材料，ＭＴＴ比色法相关材料。

【可行性】　本实验室已完成了人ＬＤＨＡ和ＬＤＨＢ的克隆表达和酶学特性研究，已实验证实人肝癌细胞

ＳＭＭＣ７７２１只表达ＬＤＨＢ，且定位于细胞膜上。

【创新性】　提出肝癌组织中，间质细胞和实质细胞分别表达膜型ＬＤＨＡ和ＬＤＨＢ，不仅负责丙酮酸和乳酸之

间的相互转化，而且可能是产物的转运体；抗寄生虫ＬＤＨ的抗体和药物可以抑制人ＬＤＨ的酶活性，抑制肿瘤的

生长和转移。

　　关键词：肝癌；乳酸脱氢酶；抗寄生虫药
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