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犃犛２５

糖基因犛犜８犛犐犃家族在人慢性粒细胞白血病多药耐药中的作用

李宏帅１，张轶男１，潘　趚
１，斯艳君１，陈丽惠１，季淑婷２；指导教师：贾　莉

１．大连医科大学２０１１级医学检验

２．大连医科大学２０１２级医学检验

　　【目的】　通过研究糖基因ＳＴ８ＳＩＡ家族在人慢性粒细胞白血病（ＣＭＬ）细胞株ＫＣＬ２２及其耐阿霉素细胞株

ＫＣＬ２２／ＡＤＲ、ＣＭＬ患者骨髓单个核细胞（ＢＭＭＣ）中表达的差异，明确糖基因ＳＴ８ＳＩＡ家族与人ＣＭＬ多药耐药的

相关性，为白血病耐药提供新的治疗策略和靶点。

【方法】　采用质谱技术检测ＫＣＬ２２及ＫＣＬ２２／ＡＤＲ细胞表面Ｎ糖链的组成差异；采用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和蛋

白质印迹法检测ＳＴ８ＳＩＡ家族在人ＣＭＬ及其耐药细胞株、ＣＭＬ患者（２８例）及ＣＭＬ耐药患者（４８例）ＢＭＭＣ中

的表达；通过ＲＮＡ干扰技术特异性下调差异表达的糖基因，检测干扰前后ＣＭＬ细胞在体内、体外对化疗药物的

敏感性、ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的激活情况及Ｐｇｐ、ＭＲＰ１的表达情况；特异性ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路抑制剂ＬＹ２９４００２

和ＡｋｔｓｈＲＮＡ分别作用于ＫＣＬ２２／ＡＤＲ细胞，检测抑制前后该细胞体内、体外对化疗药物的敏感性。

【结果】　ＫＣＬ２２和ＫＣＬ２２／ＡＤＲ细胞膜表面Ｎ糖链的组成、唾液酸具有显著差异；ＳＴ８ＳＩＡ４和ＳＴ８ＳＩＡ６在

人ＣＭＬ及其耐药细胞株、ＣＭＬ患者ＢＭＭＣ中表达具有显著差异；特异性下调ＳＴ８ＳＩＡ４或ＳＴ８ＳＩＡ６的表达，改

变ＫＣＬ２２／ＡＤＲ和ＫＣＬ２２细胞体内、体外的药物敏感性、ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路分子和Ｐｇｐ、ＭＲＰ１表达；ＫＣＬ２２／

ＡＤＲ细胞经ＬＹ２９４００２和ＡｋｔｓｈＲＮＡ分别作用后，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ主要信号通路分子表达水平降低，同时该细胞的药

物敏感性也增强（犘＜０．０５）。

【结论】　人ＣＭＬ细胞株及ＣＭＬ患者ＢＭＭＣ中ＳＴ８ＳＩＡ家族的表达具有显著差异，这些特征性改变与ＣＭＬ

多药耐药具有相关性；ＣＭＬ多药耐药性可能是通过ＳＴ８ＳＩＡ４、ＳＴ８ＳＩＡ６介导ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路调控 Ｐｇｐ、

ＭＲＰ１的表达改变实现的。

　　关键词：糖基因；ＳＴ８ＳＩＡ家族；多药耐药；ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路
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年龄相关性血清外泌体 犿犻犮狉狅犚犖犃犾犲狋７犲、犿犻狉１０１３狆及 犿犻狉

１０７在阿尔兹海默病发生中的作用及其机制研究

张鸣科１，徐　辰
２；指导教师：王　越

１．第二军医大学２０１２级临床医学五年制

２．第二军医大学２０１１级研究生

　　【目的】　通过系统性筛选阿尔兹海默病（ＡＤ）患者发生相关的血清外泌体相关ｍｉｃｒｏＲＮＡ及其靶基因的相关

研究，提示ＡＤ新的发病机制，并为ＡＤ的早期诊断和病程预测提供新的候选指标。

【方法】　通过高通量测序芯片数据比对ＡＤ患者和正常人的脑脊液和血清中的 ｍｉＲＮＡ表达谱，获取在 ＡＤ

患者的脑脊液和血清中共同下调的一组 ｍｉＲＮＡ；同时通过生物信息学预测靶向 ＡＤ的相关致病基因 ＡＰＰ、

ＰＳＥＮ１、ＰＳＥＮ２等的ｍｉＲＮＡ，取两组共有的 ｍｉＲＮＡｌｅｔ７ｅ、ｍｉｒ１０１３ｐ、ｍｉｒ１０７作为候选基因。通过荧光素酶报

告基因实验验证这一组ｍｉＲＮＡ对靶基因的抑制作用，及在人神经母细胞瘤细胞株ＳＨＳＹ５Ｙ中转入ｍｉＲＮＡ的抑

制剂检测细胞凋亡以验证ｍｉＲＮＡ的功能。通过外泌体富集试剂盒富集ＡＤ患者、正常人血清、人神经母细胞瘤细

胞株ＳＨＳＹ５Ｙ培养基中的外泌体，通过ｒｅａｌｔｉｍｅｑＰＣＲ检测上述 ｍｉＲＮＡｓ表达量及其随年龄变化情况。最后利

用不同年龄段小鼠动物模型，通过地高辛荧光标记探针进行海马区ｍｉＲＮＡｓ的原位杂交分析和小鼠血清外泌体
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的ｍｉＲＮＡｓ检测，验证外周血与脑组织ｍｉＲＮＡ随年龄改变的相关性。

【结果】　在正常人的血清外泌体中发现ｌｅｔ７ｅ、ｍｉｒ１０１３ｐ、ｍｉｒ１０７成熟体均随年龄发生显著下调，而且在

ＡＤ患者中这组ｍｉＲＮＡ的表达下调更为显著。不同年龄组正常小鼠脑组织和血清外泌体中ｍｉＲＮＡ的表达量同

样随着年龄增加而逐步下调。随后发现在ＳＨＳＹ５Ｙ细胞中过表达上述 ｍｉＲＮＡｓ可以导致 ＡＰＰ、ＰＳＥＮ１、ＰＳＥＮ２

表达发生显著下调，进一步的荧光素酶报告基因分析提示这一组 ｍｉＲＮＡ可以直接靶向 ＡＰＰ、ＰＳＥＮ１、ＰＳＥＮ２的

３’ＵＴＲ区域导致其翻译抑制。

【结论】　我们发现脑组织中的一组ｍｉＲＮＡ随着年龄的增加逐渐下调，从而解除对ＡＤ的相关致病基因的转

录后抑制，这可能是ＡＤ发生的新的分子机制并与疾病进程相关。结果还提示神经元细胞可能通过外泌体释放这

一组ｍｉＲＮＡ，并可以在患者血清中的外泌体中进行检测，因此有希望为ＡＤ患者早期诊断和病程预测提供新的无

创性诊断标志物。

　　关键词：阿尔兹海默病；外泌体；ｍｉＲＮＡ；衰老；诊断标记物
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巨噬细胞犘犘犃犚γ缺陷抑制凋亡细胞吞噬清除致小鼠伤口愈合

延迟

时荣臣；指导教师：张志仁

第三军医大学２０１２级生物技术

　　【目的】　伤口愈合对损伤组织结构重塑和功能恢复至关重要，巨噬细胞在促进伤口愈合中起重要作用，其功

能障碍导致伤口愈合延迟，给患者身心和经济造成沉重负担。但伤口愈合中巨噬细胞功能调控机制目前尚不明

确，已知过氧化物酶体增殖物激活受体γ（ＰＰＡＲγ）可通过多种机制调控巨噬细胞功能，但在伤口愈合中巨噬细胞

是否表达ＰＰＡＲγ、以及可能如何参与伤口愈合过程并不清楚，我们采用巨噬细胞特异ＰＰＡＲγ敲除小鼠进行了研

究。

【方法】　ＣｒｅＬｏｘＰ重组酶系统构建巨噬细胞特异ＰＰＡＲγ缺陷小鼠，建立小鼠皮肤切创模型，组织学技术检

测伤口愈合、炎症细胞浸润和分子表达定位，ＲＴＰＣＲ、蛋白质印迹和ＥＬＩＳＡ法比较相关分子表达高低，流式细胞

术检测细胞凋亡和巨噬细胞对凋亡细胞吞噬。

【结果】　伤口愈合过程中巨噬细胞ＰＰＡＲγ表达上调，提示巨噬细胞ＰＰＡＲγ可能影响伤口愈合；巨噬细胞

ＰＰＡＲγ缺陷小鼠伤口愈合延迟，肉芽组织生成、胶原沉积和新生血管减少，并且伤口ＴＮＦα表达显著升高；抗

ＴＮＦα抗体（ａＴＮＦα）局部治疗显著改善巨噬细胞ＰＰＡＲγ缺陷小鼠伤口愈合延迟，提示ＴＮＦα升高是导致伤口

延迟愈合重要原因；巨噬细胞ＰＰＡＲγ缺陷小鼠伤口中，巨噬细胞ＴＮＦα表达显著升高，但体外实验表明ＰＰＡＲγ

无直接抑制巨噬细胞分泌ＴＮＦα功能；进一步体外实验表明巨噬细胞ＰＰＡＲγ缺陷导致其在吞噬凋亡细胞过程中

ＴＮＦα表达显著增加，并且对凋亡细胞吞噬能力显著下降，同时体内实验发现巨噬细胞ＰＰＡＲγ缺陷小鼠伤口中

巨噬细胞吞噬凋亡细胞功能降低，并且局部凋亡细胞聚集；进一步实验发现巨噬细胞ＰＰＡＲγ缺陷小鼠腹腔和伤

口巨噬细胞吞噬相关分子表达显著降低；而采用ＰＰＡＲγ激动剂可促进小鼠伤口愈合、降低伤口凋亡细胞聚集和

局部ＴＮＦα水平。

【结论】　巨噬细胞ＰＰＡＲγ可通过促进伤口凋亡细胞吞噬清除，降低局部ＴＮＦα水平，而调控伤口愈合过程。

ＰＰＡＲγ激动剂可显著促进伤口愈合，ＰＰＡＲγ可望成为促伤口愈合的重要靶点。

　　关键词：伤口愈合；巨噬细胞；过氧化物酶体增殖物激活受体γ；吞噬；肿瘤坏死因子α；ＰＰＡＲγ激动剂
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