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模拟日光犝犞犅辐射经犇犖犃甲基化诱导人皮肤犎犪犆犪犜细胞恶

性转化

田　琦，董新航，张英超，陈园婧；指导教师：韩彦，阎春玲

青岛大学医学院２０１１级临床医学五年制

　　【目的】　建立模拟日光ＵＶＢ辐射诱导的人ＨａＣａＴ细胞恶性转化的模型，从Ｐ１６和ＲＡＳＳＦ１Ａ基因甲基化和

ＧＡＤＤ４５α、ＤＮＭＴｓ蛋白表达的角度，研究模拟日光ＵＶＢ辐射诱导的人 ＨａＣａＴ细胞恶性转化的分子机制。

【方法】　ＣＣＫ８法确定模拟日光ＵＶＢ辐射诱导的 ＨａＣａＴ细胞恶性转化的单次辐射剂量；Ｇｉｍｓａ染色从细胞

形态角度初步确立模拟日光ＵＶＢ辐射诱导的 ＨａＣａＴ细胞恶性转化的终点；软琼脂克隆形成实验、明胶酶谱法检

测 ＭＭＰ９蛋白酶的分泌确立ＵＶＢ辐射诱导人 ＨａＣａＴ细胞恶性转化模型的成功建立。实验设计分为２组：正常

对照组、模拟日光ＵＶＢ模型组。ＲＴＰＣＲ检测甲基转移酶ＤＮＭＴｓ（ＤＮＭＴ１、ＤＮＭＴ３ａ、ＤＮＭＴ３ｂ）ｍＲＮＡ的经时

表达；蛋白质印迹法检测ＧＡＤＤ４５α、ＤＮＭＴ３ｂ、Ｐ１６及ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白经时表达。高分辨率熔解曲线（ＭＳＨＲＭ）

检测Ｐ１６、ＲＡＳＳＦ１Ａ基因甲基化程度的经时改变。收集每４次辐射后的结果进行讨论。

【结果】　ＵＶＢ单次辐射剂量１０ｍＪ／ｃｍ
２
×２０次，成功建立模拟日光 ＵＶＢ辐射诱导的人 ＨａＣａＴ细胞恶性转

化模型；首次通过 （ＤＮＭＴ１、ＤＮＭＴ３ａ、ＤＮＭＴ３ｂ）ｍＲＮＡ的经时表达证实模拟日光 ＵＶＢ辐射诱导的人 ＨａＣａＴ

细胞中ＤＮＭＴ１和ＤＮＭＴ３ａ的表达量与ＵＶＢ辐射前相比无统计学差异，而ＤＮＭＴ３ｂ的ｍＲＮＡ和蛋白的表达与

辐射前相比随辐射次数增加逐渐升高，辐射２０次后其表达量达到高峰（犘＜０．０５）；ＧＡＤＤ４５α蛋白的经时变化显

示ＵＶＢ辐射４次时即可检测到其表达量达到高峰，随后其表达量随辐射次数增加逐渐下降，辐射２０次后其蛋白

表达达到低谷（犘＜０．０５）；Ｐ１６和ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白的经时变化显示随 ＵＶＢ辐射次数增加其蛋白表达量逐渐下降，

ＵＶＢ辐射２０次后Ｐ１６和ＲＡＳＳＦ１Ａ蛋白表达达到低谷（犘＜０．０５）。

【结论】　在国际上首次建立模拟日光ＵＶＢ辐射诱导的人 ＨａＣａＴ细胞恶性转化模型，揭示Ｐ１６和ＲＡＳＳＦ１Ａ

基因的高甲基化与 ＨａＣａＴ细胞恶性转化密切相关，并且是ＤＮＭＴ３ｂ和ＧＡＤＤ４５α参与调控Ｐ１６和ＲＡＳＳＦ１Ａ基

因的高甲基化，而不是ＤＮＭＴ１和ＤＮＭＴ３ａ。

　　关键词：紫外线Ｂ；恶性转化；ＧＡＤＤ４５α；ＤＮＡ甲基化；ＤＮＭＴｓ
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人胚胎干细胞诱导分化角膜内皮细胞

孙　琳；指导教师：吴欣怡

山东大学２０１０级临床医学八年制

　　【目的】　体外模拟角膜内皮细胞（ｃｏｒｎｅａｌｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＣＥＣ）的发育过程，利用生长因子和细胞外基质构

建微环境，制备适当的条件培养基诱导人胚胎干细胞（ｈｕｍａｎｅｍｂｒｙｏｎｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌ，ｈＥＳＣ）分化为ＣＥＣ。

【方法】　用丝裂霉素Ｃ处理胚鼠成纤维细胞（ｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｎｉｃｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＭＥＦｓ），接种于明胶预包被培养

皿内做饲养层细胞。ｈＥＳＣｓ接种于 ＭＥＦｓ饲养层，传代并免疫荧光鉴定。分割ｈＥＳＣｓ克隆团块，用拟胚体（ｅｍ

ｂｒｙｏｎｉｃｂｏｄｉｅｓ，ＥＢｓ）培养基悬浮培养形成球形的ＥＢｓ。用丝裂霉素Ｃ处理角膜基质细胞，接种于明胶预包被培养

皿内做饲养层细胞。ＥＢｓ接种于膜基质细胞饲养层，将ＳＶ４０转染的人晶状体上皮细胞接种于ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室与

ＥＢｓ共培养，ＥＢｓ逐渐分化形成类角膜内皮细胞。环钻钻取新鲜猪眼球中央角膜片，脱细胞处理后，机械切取脱细

胞猪角膜基质（ａｃｅｌｌｕｌａｒｐｏｒｃｉｎｅｃｏｒｎｅａｍａｔｒｉｘ，ＡＰＣＭ），即获得ＡＰＣＭ支架。倒置显微镜下剖切ＡＰＣＭ后板层，

甘油脱水。将ｈＥＳＣｓ来源的类角膜内皮细胞接种于ＡＰＣＭ后弹力层表面构建ＣＥＣ植片，培养７ｄ。
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【结果】　ｈＥＳＣｓ培养６ｄ后可于饲养层上形成类圆形克隆团，在悬浮培养基中悬浮培养形成ＥＢｓ。ＥＢｓ于角

膜基质成纤维细胞饲养层上与人晶状体上皮细胞系共培养，ＥＢ面积逐渐增大，中央部分形态发生变化，形成单层

排列的多边形细胞。免疫荧光检测，可表达类角膜内皮细胞标记物 Ｎａ＋／Ｋ＋
ＡＴＰａｓｅ。类角膜内皮细胞接种于

ＡＰＣＭ支架培养，ＨＥ染色证实后弹力层表面形成单层类角膜细胞结构。

【结论】　目前已经完成了ｈＥＳＣ、人角膜基质成纤维细胞和人晶状体上皮细胞系的培养。实现了ｈＥＳＣｓ向角

膜内皮细胞的诱导分化。完成了ＡＰＣＭ的制备和鉴定。并成功以ｈＥＳＣ和 ＡＰＣＭ 构建了组织工程角膜内皮植

片。植片的功能有待动物实验进一步研究。

　　关键词：人胚胎干细胞；角膜内皮细胞；分化
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基于犇犅犘的脑血栓患者阿司匹林用药前后蛋白质组学研究

李宗泽１，李子全２，王苗苗１，马永琛３；指导教师：刘师莲

１．山东大学２０１０级临床医学五年制

２．山东大学２００９级临床医学五年制

３．山东大学２００９级临床医学七年制

　　【目的】　寻找并鉴定脑血栓患者阿司匹林用药前后差异表达的血浆特异蛋白，探讨阿司匹林与维生素Ｄ结

合蛋白（ＶｉｔａｍｉｎＤｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＤＢＰ）相互作用进而预防血栓形成的详细机制，筛选与ＤＢＰ清除血栓作用相关

的候选蛋白，形成网络级联。

【方法】　于潍坊市益都中心医院获取初发脑血栓患者血浆样本１８例［男性９例，女性９例，平均年龄

（５８．１１±７．９５）岁］。将１８例患者随机分为３组（性别、年龄相匹配），分别混合３组用药前后血浆样本，构建６组

样品池。针对样品池进行蛋白质提取及定量后，行固相ＰＨ双向凝胶电泳（２ＤＥ）。运用ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ２ＤＥｌｉｔｅ６．

０软件比对用药前后２ＤＥ图谱，基于蛋白质点灰度与体积变化，选取差异表达蛋白质点行基质辅助激光解析电离

化飞行时间质谱法（ＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＭＳ）和串联质谱法（ＭＳ／ＭＳ）分析以鉴定蛋白质，并对差异蛋白应用ＩＰＡ（Ｉｎｇｅ

ｎｕｉｔｙＰａｔｈｗａｙＡｎａｌｙｓｉｓ）软件构建生物信号网络图谱。运用蛋白质印迹法验证用药前后血浆中ＤＢＰ和肌动蛋白

（ａｃｔｉｎ）的表达差异。应用免疫共沉淀法验证ＤＢＰ与ａｃｔｉｎ相互作用。

【结果】　针对考马斯亮蓝染色得到的２ＤＥ图谱，ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ２ＤＥｌｉｔｅ６．０软件共筛选出１２５６个蛋白点，其

中２２８个具有表达量的差异。筛选差异超过１．５倍的３０个蛋白质点行质谱分析得到２８项检测结果（比对概率分

数大于５５分的结果有意义），包括ＤＢＰ及与ＤＢＰ作用相关联的１１种差异蛋白：ａｃｔｉｎ、结合珠蛋白、Ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎ

ｇａｍｍａｃｈａｉｎ等。蛋白质印迹结果发现，ＤＢＰ用药后（１１４．０４±１６．６９）较用药前（６６．３３±５．６１）表达显著上调，ａｃ

ｔｉｎ则由（１８５．３９±３．０９）下调至（９９．３４±１０．６５）（两者犘均 ＜０．０１），与２ＤＥ结果相一致。免疫共沉淀结果证实

ＤＢＰ与ａｃｔｉｎ可直接作用，形成复合物。

【结论】　脑血栓疾病具有发病率高、致残率高、死亡率高的特点，本实验采用临床样本，针对阿司匹林与ＤＢＰ

在预防血栓形成作用机制中的争论点，首次在中枢系统发现阿司匹林与ＤＢＰ存在相互作用，使ＤＢＰ表达上调，从

而结合血浆ａｃｔｉｎ防止其进一步聚合，发挥预防血栓形成的作用，ＤＢＰ可作为预防心脑血管血栓性疾病的靶点应

用于临床实验与治疗。此外，本实验筛选出ＤＢＰ作用相关蛋白质，通过ＩＰＡ显示Ｆｉｂｒｉｎｏｇｅｎｇａｍｍａｃｈａｉｎ与ＡＴ

ＩＩＩ作用直接相关，可为阿司匹林预防和治疗血栓形成提供作用靶点。

　　关键词：阿司匹林（乙酰水杨酸）；脑血栓；ＤＢＰ；血浆蛋白质组学
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