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犅犛５８

探索薄层色谱法在桉叶油含药血清制备中的应用

郭炳阳１，徐明振２；指导教师：余永莉

１．遵义医学院２０１２级临床医学

２．遵义医学院２０１３级临床医学

　　【立项依据及设计思路】　跟随指导教师做实验发现，所制备的桉叶油含药血清品质因为没有相关检测数据而

不能保证，甚至是否真的含有研究的药物都值得怀疑。查阅文献发现液／气质联用法可以检测，但仪器昂贵，上机

样品要求高，需要专业技术人员，且桉叶油成分复杂使得检测所需的标准品难以配置而放弃此方法检测。在《有机

化学》学习中了解到薄层色谱法（ＴＬＣ）是一种快速分离和定性分析少量物质的实验技术，其优点是操作方便、设备

简单、结果显示快速。结合其原理，与指导教师讨论其应用于判定桉叶油含药血清品质及指导桉叶油含药血清制

备方案选择的可行性。拟探索ＴＬＣ定性和半定量检测性能能否满足桉叶油含药血清制备过程中判定血清中是否

含有原药成分和新生成分，指导给药剂量、方式和采血时间的选择的实验要求。

【实验内容】　（１）ＴＬＣ能否制备桉叶油浓度比色卡。（２）ＴＬＣ能否检测出桉叶油含药血清中是否含有原药成

分和新生成分，并运用液相色谱检测验证实验结果。（３）ＴＬＣ半定量检测性能能否满足指导桉叶油含药血清制备

过程中给药剂量、方式及采血时间选择的实验要求。

【材料】　清洁级小鼠，薄层硅胶板，液相色谱仪，桉叶油。

【可行性】　（１）研究者具有较强的动手能力和灵敏的思维能力，指导教师多年从事桉叶油研究，有丰富的科研

经历，可以保证实验顺利开展。（２）预实验和实验结果表明：①ＴＬＣ可以定性检测桉叶油含药血清含有原药成分。

②其他条件一致，不同时间点收集的血清ＴＬＣ显色存在颜色梯度差。③其他条件一致，不同剂量桉叶油灌胃所制

备血清ＴＬＣ显色也存在颜色梯度差。提示ＴＬＣ可以用于指导桉叶油含药血清制备的方案选择和血清品质的定

性鉴定，满足了实验要求。

【创新性】　用实验验证了经济、简便、快速易行的ＴＬＣ可以取代液／气质联用技术，满足桉叶油含药血清制

备中血清制备的方案选择和血清品质的定性鉴定的实验要求，也为ＴＬＣ推广应用到制备其他中药含药血清提供

了参考方法和实验依据。
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犘犈犌诱导金钗石斛原生质体融合

吴贵英１，祝　飞
１，沈　访

１，乔晓颖２；指导教师：徐德林

１．遵义医学院２０１１级临床医学

２．遵义医学院２０１２级临床医学

　　【立论依据】　金钗石斛（Ｄｅｎｄｒｏｂｉｕｍｎｏｂｉｌｅ）在治疗心血管疾病、提高机体免疫功能、抗疲劳等方面具有显著

功效，在国内外具有广阔的市场前景。然而由于生长缓慢、繁殖率低等生物学特性，以及生态环境的破坏和长期过

度采挖等因素，金钗石斛野生资源日渐枯竭，严重制约了市场需求。利用现代生物技术选育出优良种苗，拓展金钗

石斛种质资源，为金钗石斛的产业化生产奠定基础。

【设计思路】　本研究拟采用原生质体培养结合细胞融合的方法，将含有不同优良性状的两个品系进行原生质

体制备和ＰＥＧ诱导细胞融合，从杂种细胞中筛选出兼具二者优良性状的异源四倍体细胞株。

【实验内容】　本研究以金钗石斛种子为外植体进行组培，诱导产生愈伤组织，进而通过酶解的方法已经获得
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两个品系高密度、高纯度和高活力的原生质体，进一步研究不同条件下ＰＥＧ对金钗石斛细胞融合的影响，筛选出

最适宜金钗石斛同核体和异核体细胞融合的条件，最后综合显微观察、核型分析和ＰＣＲ检测的结果，鉴定出融合

两个品系原生质体、细胞生长旺盛的细胞系。

【材料】　本研究采用两个金钗石斛研究材料：一个为指标性成分含量高、药用品质优良、源自于贵州赤水的品

系，另一个为植株生长力旺盛、茎粗大、抗逆性强、农艺性状优良的云南瑞丽品系。

【可行性】　米尔斯坦和科勒用细胞融合技术制备单克隆抗体成功，１９８４年获诺贝尔医学与生理学奖后，该技

术被广泛应用于生物、医药、农业研究领域，并成功获得白菜、甘蓝、番茄和马铃薯的融合杂种细胞。若获得四倍体

金钗石斛，可以拓展它的野生资源，成为解决金钗石斛现面临问题的重要方法之一。

【创新性】　通过本研究有望培育出药用品质优良、生物量高、产业应用潜力大的异源四倍体细胞株，拓展金钗

石斛的种质资源，有望进一步将该细胞株系诱导成再生苗，直接应用于生产实践，有助于贵州金钗石斛产业健康可

持续的发展。

　　关键词：赤水金钗石斛；ＰＥＧ；原生质体；细胞融合；异源四倍体
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基于犜犉犎犅细胞轴探讨白芍总苷治疗犆犐犃小鼠的作用机制

马梦佳，杨学安，吴晔华，李雪亮，谢天宇；指导教师：徐　琦

新疆医科大学２０１２级临床医学

　　【立论依据】　类风湿关节炎是一种以慢性侵蚀性关节炎为特征的全身性自身免疫病，其发病原因尚不明确，

Ｂ细胞产生的抗体在ＲＡ的发病机制中起着重要作用，ＴＦＨ是辅助Ｂ细胞主要的Ｔ细胞亚群。白芍总苷具有多

途径抑制自身免疫反应，对类风湿关节炎具有确切疗效，因此，拟基于ＴＦＨＢ细胞轴探讨白芍总苷治疗ＣＩＡ小鼠

的作用机制。

【设计思路】　通过白芍总苷对牛Ⅱ胶原诱导关节炎（ＣＩＡ）小鼠脾脏中ＴＦＨＢ细胞表型、ｍＲＮＡ表达水平、血

清中相关细胞因子、Ｉｇ亚类的影响，初步探讨白芍总苷治疗ＣＩＡ小鼠中对ＴＦＨＢ细胞轴的影响。

【实验内容】　将ＤＢＡ小鼠分为白芍总苷组、益赛普组、布洛芬组、模型组以及空白组，每组１５只小鼠。通过

牛Ⅱ胶原与弗氏佐剂１ｄ，１４ｄ免疫小鼠，建立ＣＩＡ小鼠模型。末次免疫后，各实验组小鼠隔日灌胃给药，并采用

关节炎指数（ＡＩ）评分法每日评价小鼠关节炎症程度，至第２８天。采用流式细胞术检测脾脏中ＣＤ３＋ＣＤ４＋ＣＸ

ＣＲ５＋ＩＣＯＳ＋ＴＦＨ细胞及Ｂ细胞的表型；荧光定量ＲＴＰＣＲ法检测脾脏中Ｂｃｌ６和ＩＣＯＳ表达水平；酶联免疫吸

附实验（ＥＬＩＳＡ法）检测血清中相关细胞因子ＩＬ２１、ＩＬ１７、ＴＧＦβ以及Ｉｇ不同亚类的水平；免疫组化方法检测脾

脏中ＣＸＣＲ５＋ＩＣＯＳ＋ＴＦＨ细胞、Ｂ细胞的分布及滑膜处炎细胞的浸润。

【材料】　流式细胞术抗体、细胞因子ＥＬＩＳＡ检测试剂盒、荧光定量ＰＣＲ试剂盒等。

【可行性】　小组成员已掌握了ＣＩＡ小鼠模型的建立方法以及小鼠的灌胃，尾静脉注射等实验技术，已发表相

关ＳＣＩ论文一篇。新疆医科大学基础医学院形态中心实验室及病原生物学重点实验室可提供实验所需设备及相

关实验指导。

【创新性】　ＴＦＨ是辅助Ｂ细胞功能主要的Ｔ细胞亚群，ＴＦＨ对Ｂ细胞的相关调节作用在ＲＡ发病中相关

机制的研究较少；白芍总苷对ＲＡ治疗作用的机制尚未有定论，通过测定小鼠脾脏中Ｂｃｌ６和ＩＣＯＳ转录水平，从

转录水平、细胞因子水平及细胞水平探讨白芍总苷对ＴＦＨ细胞的影响和作用机制。

　　关键词：白芍总苷；ＴＦＨ细胞；Ｂ细胞；ｍＲＮＡ；细胞因子
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