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犃犛２１８

金乌贼墨多糖的制备及对多氯联苯引起的生殖细胞损伤的缓解

作用

葛兴朝，刘　蕊；指导教师：武艳群

济宁医学院２０１２级生物技术

　　【目的】　多氯联苯（ＰＣＢ）在工业上曾作为电介质、润滑剂、增塑剂被广泛应用，是种难分解的氯代芳烃族内分

泌干扰物，由于过去大量使用且难分解并通过生物链累积，因此ＰＣＢ在环境中仍然普遍存在，对动物和人体的生

殖系统、免疫系统等造成巨大伤害。诱导氧化损伤是ＰＣＢ生殖毒性机制中一个最重要的途径，那么具有抗氧化活

性的物质就有可能预防ＰＣＢ的毒性。乌贼墨是由软体动物乌贼墨囊中的分泌腺合成的，含有多种海洋活性物质。

而乌贼墨多糖是从乌贼墨中分离提取得到的一种新型海洋活性物质，最近的研究结果表明，其具有较高的体外抗

氧化活性。由于ＰＣＢ能引起自由基的产生和氧化损伤，而乌贼墨多糖具有清除自由基的作用，加之目前关于乌贼

墨多糖与ＰＣＢ相互作用的机理还未有报道。为此，本研究以小鼠生殖细胞作为模型，探讨并阐明金乌贼墨多糖缓

解ＰＣＢ引起的生殖毒性作用，为动物食源性乌贼墨多糖用于防治氧化性ＰＣＢ生殖毒性提供理论指导。

【方法】　采用木瓜蛋白酶水解和Ｓｅｖａｇ结合的方法提取和纯化金乌贼墨多糖，并采用高效液相色谱对其进行

分析鉴定。建立小鼠生殖细胞体细胞无血清共培养模型，确定ＰＣＢ对生殖细胞的毒性作用依赖的剂量和作用时

间。不同剂量水平的金乌贼墨多糖与ＰＣＢ联合作用，分析金乌贼墨多糖对多氯联苯引起的生殖细胞损伤的缓解

作用。

【结果】　高效液相色谱及光谱分析结果显示，经木瓜蛋白酶水解和Ｓｅｖａｇ结合的方法所制备的金乌贼墨多糖

成分均一，分子量约为３７ｋｕ。１０μｇ／ｍＬ的ＰＣＢ会导致小鼠生殖细胞核染色质固缩，细胞出现脱落和崩解，产生

严重的细胞毒性。添加金乌贼墨多糖则可缓解ＰＣＢ的细胞毒性，细胞活性得到恢复。

【结论】　实验表明，具有抗氧化活性的金乌贼墨多糖能够缓解ＰＣＢ的氧化损伤，防止ＰＣＢ的生殖毒性。

　　关键词：金乌贼墨多糖；多氯联苯；生殖细胞；小鼠

犃犛２１９

来源于一株嗜热菌的犔阿拉伯糖异构酶的分离纯化及其蛋白

质印迹分析

张　冉，董超男；指导教师：常允康

济宁医学院２０１２级生物技术

　　【目的】　Ｌ阿拉伯糖异构酶（ＬＡＩ）是生物转化生产功能性糖Ｌ阿拉伯糖的关键酶。尽管对ＬＡＩ的研究已

达数十年，但直到２００６年，首个来源于大肠杆菌（犈．犮狅犾犻）的ＬＡＩ（ＥＣＡＩ）的晶体结构才被解析出来，但其最高分辨

率仅为２．６，且只解析出了单酶的空间结构。到目前为止，虽然对ＬＡＩ的研究不断深入，但是未见有其晶体结构

的相关报道。我们在研究过程中发现ＬＡＩ家族蛋白难以结晶，因此本文拟通过研究来源于一株嗜热菌的ＬＡＩ，

研究导致其不能结晶的可能原因。

【方法】　通过分子克隆手段，实现嗜热菌ＬＡＩ编码基因在犈．犮狅犾犻中的异源表达；通过镍柱亲和层析纯化得

到ＬＡＩ纯酶；通过ＳＤＳＰＡＧＥ及蛋白质印迹检测，分析ＬＡＩ在溶液中的状态。

【结果】　ＳＤＳＰＡＧＥ结果显示，ＬＡＩ经过镍柱纯化后基本可达到电泳纯，即只有一条蛋白条带；蛋白质印迹

结果显示，在目的蛋白条带上下方存在多条蛋白条带，上方条带可能是ＬＡＩ发生聚集所致，下方条带可能是ＬＡＩ
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被降解所致。

【结论】　实验表明，ＬＡＩ在溶液中不是以均一形态存在的，可能存在多种形态，而且ＬＡＩ易被降解。因此，

影响ＬＡＩ结晶的可能原因包括蛋白聚集所导致的构象不均一以及目的蛋白被降解。

　　关键词：Ｌ阿拉伯糖异构酶；蛋白质印迹；降解；聚集

犃犛２２０

犘犓犃信号通路通过犆犚犈犅正性调控犝犛犘２２基因的转录激活

张昭雪，徐秋琴，陈　；指导教师：熊建军，周小鸥

九江学院基础医学院２０１２级医学检验

　　【目的】　通过对原癌基因ＵＳＰ２２的５’端启动子活性分析，获得ＰＫＡ信号通路调控 ＵＳＰ２２转录激活的直接

证据并探索其中机制。

【方法】　克隆ＵＳＰ２２基因５’端核心启动子，定向插入荧光素酶报告载体ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ；重组质粒经脂质体转染

人宫颈癌 ＨｅＬａ细胞１２ｈ后，分别采用ＰＫＡ信号的激动剂Ｆｏｒｋｓｌｉｎ和抑制剂 Ｈ８９刺激；双萤光素酶实验分析

ＵＳＰ２２启动子片段的相对活性；在此基础上，利用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测Ｆｏｒｋｓｌｉｎ和 Ｈ８９对内源性 ＵＳＰ２２表达影

响，以获得ＰＫＡ信号通路调控 ＵＳＰ２２转录激活的直接证据；采用ＤＮＡ定点突变技术，剔除该启动子区一个典型

的ＣＲＥＢ／ＡＴＦ结合位点，经Ｆｏｒｋｓｌｉｎ和 Ｈ８９处理，双萤光素酶检测以证实ＰＫＡ信号通路通过ＣＲＥＢ／ＡＴＦ反应

元件调控ＵＳＰ２２的转录；最后，联合染色质免疫共沉淀（ＣｈＩＰ）与ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ实验观察 Ｈ８９对转录因子ＣＲＥＢ

与ＵＳＰ２２启动子结合能力的影响。

【结果】　ＵＳＰ２２基因的启动子活性及内源性ｍＲＮＡ表达受到ＰＫＡ通路抑制剂 Ｈ８９的显著抑制，但并未因

为ＰＫＡ的激活而出现明显上调；破坏ＣＲＥＢ／ＡＴＦ结合位点可消除 ＵＳＰ２２启动子对 Ｈ８９的反应性；Ｈ８９抑制

ＣＲＥＢ与ＵＳＰ２２启动子中ＣＲＥＢ／ＡＴＦ反应元件的结合导致ＵＳＰ２２转录活性的下降。

【结论】　ＣＲＥＢ／ＡＴＦ结合位点控制着ＵＳＰ２２基因的常规表达；ＵＳＰ２２的转录受到ＰＫＡ信号通路的正性调

控；ＰＫＡ信号通路通过转录因子ＣＲＥＢ实现上述功能。

　　关键词：ＵＳＰ２２基因；ＰＫＡ信号通路；ＣＲＥＢ；转录调控

犃犛２２１

基于信号通路网络交互研究复叶耳蕨总黄酮诱导犅犕犛犆狊成骨

分化的分子机制

罗　超，黄淑萍，邱淑玲；指导教师：殷嫦嫦

九江学院２０１１级临床医学

　　【目的】　探究复叶耳蕨总黄酮对大鼠骨髓间充质干细胞（ＢＭＳＣｓ）增殖、定向成骨分化的影响以及相关信号

通路。

【方法】　采用差速贴壁法体外分离、纯化和培养大鼠骨髓间充质干细胞，取Ｐ３代细胞，采用 ＭＴＴ法检测细

胞生长曲线、流式细胞术测定细胞表面标志。实验采用不同浓度的复叶耳蕨总黄酮培养基对大鼠ＢＭＳＣｓ定向诱

导分化，观察ＢＭＳＣｓ诱导分化过程中诱导细胞的形态；测定诱导细胞碱性磷酸酶（ＡＬＰ）活性和组织化学染色观察

钙化结节形成能力；采用ＲＴＰＣＲ和ＥＬＩＳＡ法检测ＢＭＳＣｓ诱导分化过程中的 ＷＮＴ和ＢＭＰ通路转导体及其交

汇靶点Ｒｕｎｘ２相关基因表达。
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