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被降解所致。

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

影响ＬＡＩ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。
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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
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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ｐＧＬ３Ｂａｓｉｃ；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 Ｈ８９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ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测Ｆｏｒｋｓｌｉｎ和 Ｈ８９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 Ｈ８９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ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ实验观察 Ｈ８９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 Ｈ８９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 Ｈ８９的反应性；Ｈ８９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。
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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
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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ＲＴＰＣＲ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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