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ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｏｃｔ．２０１４，Ｖｏｌ．３５（Ｓｕｐｐｌ）

ＬｅｃｔｉｎＢｌｏｔ检测施万细胞在生理和病理状态Ｎ寡糖链合成情况。

【结果】　（１）β１，４ＧａｌＴＶｍＲＮＡ在坐骨神经夹伤后２周与切断１周时表达水平明显增高，与正常对照组及

其他各组相比，差异有统计学意义（犘＜０．０５），原位杂交结果显示β１，４ＧａｌＴＶ主要表达于Ｓ１００阳性的施万细胞

中。β１，４ＧａｌＴＶｍＲＮＡ的表达水平与体内炎症模型中ＬＰＳ作用的浓度和作用时间有关，具有剂量和时间依赖

性。（２）体外细胞培养时β１，４ＧａｌＴＶｍＲＮＡ的表达水平及Ｎ糖链的合成也与ＬＰＳ的作用时间和作用浓度有

关。干扰β１，４ＧａｌＴＶ的表达后可明显抑制Ｎ糖链的合成。

【结论】　β１，４ＧａｌＴＶ主要定位于施万细胞中，与正常生理状态下的施万细胞相比，无论是坐骨神经损伤或

炎症等病理状态下体内的施万细胞，还是ＬＰＳ处理的体外培养的施万细胞，其β１，４ＧａｌＴＶ的表达均有不同程度

的变化，提示β１，４ＧａｌＴＶ在施万细胞的生理病理过程均发挥重要的作用。干扰了施万细胞中β１，４ＧａｌＴＶ表

达后其Ｎ糖链的合成也显著减少，证实了β１，４ＧａｌＴＶ与Ｎ糖链的合成密切相关。

　　关键词：β１，４半乳糖基转移酶Ｖ；施万细胞；脂多糖；Ｎ糖链；大鼠
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　　【目的】　探讨Ｇｌｕ对ＮＳＣｓ向神经元分化的影响。

【方法】　分离培养孕１５ｄＳＤ大鼠皮质ＮＳＣｓ，将传至第４代的ＮＳＣｓ行ＮＲ１细胞流式分析并以１×１０
５ 个／

ｍＬ的密度，接种于置有包被多聚赖氨酸盖玻片的２４孔培养板各孔内分化培养，分为ｃｏｎｔｒｏｌ、Ｇｌｕ、Ｇｌｕ＋ＭＫ８０１（０

ｈ）（０ｈ加 ＭＫ８０１）、Ｇｌｕ＋ＭＫ８０１（２４ｈ）（２４ｈ加 ＭＫ８０１）组培养１、３、７、１４ｄ后行ＤＣＸ／Ｈｏｅｃｈｓｔ、ＴＵＮＥＬ／Ｈｏ

ｅｃｈｓｔ、ＭＡＰ２／Ｈｏｅｃｈｓｔ免疫荧光双标检测。

【结果】　４３％的ＮＳＣｓＮＭＤＡ受体主要功能亚基ＮＲ１阳性；１ｄ时Ｇｌｕ组、Ｇｌｕ
＋
ＭＫ８０１（２４ｈ）组ＤＣＸ神经

元前体细胞明显多于ｃｏｎｔｒｏｌ、Ｇｌｕ＋ ＭＫ８０１（０ｈ）组，３ｄ时 ＭＫ８０１（２４ｈ）组ＤＣＸ神经元前体细胞最多，Ｇｌｕ组

ＤＣＸ神经元前体细胞数量有所下降，但多于其余两组，至７ｄ时 ＭＫ８０１（２４ｈ）组ＤＣＸ神经元前体细胞仍较多，

Ｇｌｕ组ＤＣＸ神经元前体细胞与其余两组差异无统计学意义，１４ｄ时４组几乎未见ＤＣＸ神经元前体细胞，ＭＡＰ２／

Ｈｏｅｃｈｓｔ免疫荧光双标检测，ＭＫ８０１（２４ｈ）组 ＭＡＰ２阳性神经元明显多于其它３组；ＴＵＮＥＬ／Ｈｏｅｃｈｓｔ免疫荧光

双标显示：３、７、１４ｄ时Ｇｌｕ组ＴＵＮＥＬ凋亡细胞明显多于其它３组。

【结论】　Ｇｌｕ可通过ＮＭＤＡ受体促进ＮＳＣｓ向神经元分化，并在神经元成熟过程中促进其凋亡，此作用可被

ＭＫ８０１阻断。

　　关键词：谷氨酸；神经干细胞；分化；凋亡
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　　【目的】　探讨ＤＮＭＴ１和其特异性ｍｉＲＮＡ二者在 Ｈｃｙ致泡沫细胞形成过程中的作用，阐明特异性 ｍｉＲＮＡ
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与ＤＮＭＴ１相互调控的分子机制。

【方法】　培养ＴＨＰ１单核源性泡沫细胞，油红Ｏ染色鉴定；生物信息学预测调控ＤＮＭＴ１的特异性ｍｉＲＮＡ；

运用ｑＲＴＰＣＲ和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测不同浓度Ｈｃｙ（０、５０、１００、２００、５００μｍｏｌ／Ｌ）及１００ｍｏｌ／ＬＨｃｙ＋叶酸＋维生素

Ｂ１２（Ｈ＋Ｆ＋Ｖ）干预泡沫细胞后，ｍｉＲ１４８ａ和ＤＮＭＴ１的表达。使用慢病毒ｍｉＲ１４８ａｍｉｍｉｃ和ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ分别过表

达和抑制ｍｉＲ１４８ａ，检测其对ＤＮＭＴ１表达的影响；针对ｍｉＲ１４８ａ与ＤＮＭＴ１特异性结合的碱基位点，构建野生

型（Ｗｔ）和突变型（Ｍｕｔ）的３’ＵＴＲ荧光素酶报告质粒，与ｍｉＲ１４８ａｍｉｍｉｃ共转染，运用双荧光素酶报告基因检测

系统检测ＤＮＭＴ１荧光素酶活性。采用胆固醇检测试剂盒分析ｍｉＲ１４８ａ过表达或抑制后对细胞内胆固醇含量的

影响。用１００ｍｏｌ／ＬＨｃｙ干预泡沫细胞，通过甲基化特异性ＰＣＲ（ｎＭＳＰＣＲ）检测ｍｉＲ１４８ａ启动子区甲基化改变，

同时构建ＤＮＭＴ１重组质粒并感染泡沫细胞，检测ＤＮＭＴ１过表达后ｍｉＲ１４８ａ启动子区ＤＮＡ甲基化变化。

【结果】　分析提示调控ＤＮＭＴ１的特异性 ｍｉＲＮＡ为 ｍｉＲ１４８ａ；不同浓度 Ｈｃｙ干预泡沫细胞后，ＤＮＭＴ１表

达降低，ｍｉＲ１４８ａ表达升高，以１００μｍｏｌ／ＬＨｃｙ组改变最为明显，差异均有显著性（犘＜０．０５）；给予１００μｍｏｌ／Ｌ

Ｈｃｙ＋叶酸＋维生素Ｂ１２后上述情况改善（犘＜０．０５）。过表达 ｍｉＲ１４８ａ后ＤＮＭＴ１ｍＲＮＡ和蛋白水平明显下

降，而抑制ｍｉＲ１４８ａ后ＤＮＭＴ１ｍＲＮＡ和蛋白水平明显升高，差异均有显著性（犘＜０．０５）。将 ＷｔＤＮＭＴ１３’

ＵＴＲ荧光素酶报告质粒与ｍｉＲ１４８ａ共转染，荧光素酶活性显著下降（犘＜０．０５）；将 ＭｕｔＤＮＭＴ１３＇ＵＴＲ荧光素酶

报告质粒与ｍｉＲ１４８ａ共转染，荧光素酶活性无明显改变。提示ｍｉＲ１４８ａ可能通过与ＤＮＭＴ１的 ｍＲＮＡ３’ＵＴＲ

碱基ＵＧＣＡＣＵＧ发生互补配对结合，从而靶向抑制其表达。过表达 ｍｉＲ１４８ａ后，细胞内总胆固醇和游离胆固醇

含量明显增加；沉默ｍｉＲ１４８ａ后，细胞内总胆固醇和游离胆固醇含量明显降低（犘均＜０．０５）；而细胞内胆固醇酯

含量无明显变化。给予１００μｍｏｌ／ＬＨｃｙ干预泡沫细胞后，ｍｉＲ１４８ａ甲基化呈显著下降趋势；给予叶酸＋维生素

Ｂ１２干预后，ｍｉＲ１４８ａ甲基化水平较 Ｈｃｙ显著升高（犘均＜０．０５）。过表达ＤＮＭＴ１后，ｍｉＲ１４８ａ启动子区ＤＮＡ

甲基化水平升高（犘＜０．０５）。

【结论】　ｍｉＲ１４８ａ是ＤＮＭＴ１的特异性ｍｉＲＮＡ，其可能通过直接与ＤＮＭＴ１３’ＵＴＲ部分碱基序列 ＵＧＣＡ

ＣＵＧ发生互补配对结合影响ＤＮＭＴ１表达；ｍｉＲ１４８ａ可通过增加泡沫细胞内总胆固醇和游离胆固醇含量参与

Ｈｃｙ致泡沫细胞的形成过程；ＤＮＭＴ１在ｍｉＲ１４８ａ启动子区甲基化过程中发挥重要作用。

　　关键词：关键词：ＭｉＲ１４８ａ；ＤＮＭＴ１；同型半胱氨酸；泡沫细胞
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　　【目的】　探讨ＥＲＯ１αＤＮＡ甲基化和组蛋白甲基化相互作用调控ＥＲＯ１α基因表达介导同型半胱氨酸致肝脏

脂代谢紊乱的分子机制。

【方法】　建立ａｐｏＥ／小鼠 ＨＨｃｙ模型，分为对照组、ＡｐｏＥ／对照组、ＨＨｃｙ组和干预组。检测肝脏脂质沉积

情况、ＴＣ、ＴＧ及ＤＮＭＴ１含量、ＥＲＯ１α及Ｇ９ａ的表达；ｎｔＭＳＰＣＲ法检测ＥＲＯ１αＤＮＡ甲基化改变；ＣＨＩＰｑＰＣＲ

法检测 Ｈ３Ｋ９ｍｅ２含量；不同 Ｈｃｙ刺激 ＨＬ７７０２肝细胞，验证ＥＲＯ１α表达及甲基化程度；构建ＥＲＯ１α和ＤＮＭＴ１

的重组表达及沉默载体，检测肝细胞内ＴＣ和ＴＧ含量变化；ＡＺＣ及Ｂｉｘ０１２９４干预细胞后，分别检测 Ｈ３Ｋ９ｍｅ２表

达及ＥＲＯ１α甲基化水平。

【结果】　ＨＨｃｙ组小鼠肝脏脂质面积和血脂水平显著高于对照组，ＴＣ、ＴＧ与其血清 Ｈｃｙ水平呈正相关。与

对照组相比，各组中ＥＲＯ１α的表达下降，与 ＨＨｃｙ组相比，干预组中ＥＲＯ１α表达升高，均与蛋白检测结果趋势一
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