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候选致病基因进行序列分析，并与３００例正常对照人群的基因序列进行序列比对。

【结果】　在该家系中，４例患者均为男性，另有５例女性确认为是携带者。测序结果显示，所有患者和携带者

中ＥＤＡ基因的第２２０个密码子发生点突变（Ｃ→Ｔ），造成密码子ＣＣＡ转变为ＣＴＡ，对应的氨基酸残基由脯氨酸转

变为亮氨酸。同时，在该家系的其他健康成员以及随机选取的３００例正常对照人群中均未检测到该突变。

【结论】　ＸＬＨＥＤ是一种Ｘ连锁的遗传疾病，目前研究发现ＸＬＨＥＤ的发生发展与３个基因有关，分别是位

于Ｘｑ１２ｑ１３．１的ＥＤＡ、位于２ｑ１１ｑ４３的ＥＤＡＲ和位于１ｑ４２．２ｑ４３的ＥＤＡＲＡＤＤ。本ＸＬＨＥＤ家系是由ＥＤＡ基

因突变引起的。已知ＥＤＡ蛋白具有４个功能区，包括：跨膜区、弗林蛋白酶切割位点、（ＧｌｙＸＹ）１９胶原样结构

域、ＴＮＦ同源结构域。其中（ＧｌｙＸＹ）１９胶原样结构域及ＴＮＦ同源结构域位于细胞外，构成细胞外Ｃ末端结构

域。本课题组所鉴定的突变ｃ．６５９Ｃ＞Ｔ是一个新的，且从未被报道过的错义突变。在１９个（ＧｌｙＸＹ）胶原样结

构域中，本次鉴定的突变发生在第１３个（ＧｌｙＸＹ）的Ｙ位，造成脯氨酸残基被亮氨酸残基替代。由于脯氨酸和亮

氨酸侧链基团的差异，很可能造成肽链上该位点之后氨基酸残基的空间走向改变，影响ＥＤＡ蛋白的空间构象，进

而造成ＥＤＡＥＤＡＲ结合障碍，使之无法有效激活ＮＦκＢ的信号传导途径。进一步阻断或削弱了外胚层发育所必

须的基因表达。本课题的完成将进一步丰富ＥＤＡ基因突变谱，并为ＸＬＨＥＤ致病机制的研究提供新思路和新

线索。
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　　【目的】　本实验旨在探究ｍｉｃｒｏＲＮＡ参与调控Ｅ３大鼠高脂饮食诱导的代谢综合征（ＨＦＤＭｅｔＳ）模型肝胰岛

素受体（ＩｎｓＲ）表达下降的分子机制。

【方法】　首先根据ｍｉｃｒｏＲＮＡ数据库预测并选择可能调控ＩｎｓＲ表达的候选 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，用实时定量ＰＣＲ

法检测Ｅ３大鼠 ＨＦＤＭｅｔＳ模型肝中这些候选ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ的表达水平，选择与ＩｎｓＲｍＲＮＡ表达呈负相关的关键

ｍｉｃｒｏＲＮＡ。然后用该关键ｍｉｃｒｏＲＮＡ的模拟物和抑制剂瞬时转染大鼠肝癌细胞系ＣＢＲＨ７９１９细胞２４ｈ。无血

清培养基培养４ｈ后，用１００ｎｍｏｌ／Ｌ的胰岛素分别处理上述细胞０、５、１５ｍｉｎ，用实时定量ＰＣＲ和蛋白质印迹检测

ＩｎｓＲ、ＡＫＴ及磷酸化ＡＫＴ的表达。最后，分别构建包含ｍｉＲ４９７结合位点和突变结合位点的、野生型和突变型的

胰岛素受体 ｍＲＮＡ３′ＵＴＲ区双荧光素酶报告基因载体（简称为野生型载体和突变型载体），用ｍｉＲ４９７模拟物和

抑制剂分别与空载体、野生型载体、突变型载体转染２９３Ｔ细胞、观察萤火虫／海肾虫荧光强度比值的相对改变。

【结果】　实时定量ＰＣＲ及相关分析结果显示 ｍｉＲ４９７在Ｅ３大鼠 ＨＦＤＭｅｔＳ模型肝中表达显著上调，并与

ＩｎｓＲ表达水平呈负相关。用ｍｉＲ４９７模拟物瞬时转染ＣＢＲＨ７９１９细胞２４ｈ，ＩｎｓＲ的ｍＲＮＡ和蛋白质表达水平

与对照组相比显著下降，胰岛素处理５、１５ｍｉｎ后在ｓｅｒ４７３和Ｔｈｒ３０８位点磷酸化的ＡＫＴ与对照组相比也明显下

降；而 ｍｉＲ４９７抑制剂瞬时转染后，ＩｎｓＲ的 ｍＲＮＡ和蛋白质及胰岛素处理后ｓｅｒ４７３和 Ｔｈｒ３０８位点磷酸化的

ＡＫＴ与对照组相比明显上调，这些结果说明ｍｉＲ４９７负性调节了胰岛素受体表达。最后用 ｍｉＲ４９７模拟物分别

与空载体、野生型载体及突变型载体转染２９３Ｔ细胞后，与空载体组相比，野生型载体组相对的萤火虫／海肾虫荧

光强度比值明显下降，突变型载体组无变化，而用ｍｉＲ４９７抑制剂分别与上述三种载体转染２９３Ｔ细胞后，野生型

载体组结果恰相反、突变型载体组亦无变化；这些结果进一步提示 ｍｉＲ４９７可直接与大鼠ＩｎｓＲｍＲＮＡ的３ＵＴＲ
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区结合。

【结论】　在Ｅ３大鼠 ＨＦＤＭｅｔＳ模型肝中上调的 ｍｉＲ４９７可能通过抑制胰岛素受体的表达而导致肝胰岛素

抵抗的发生。
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　　【目的】　动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是一种慢性炎症性疾病，病变过程中单核巨噬细胞通过分泌多

种细胞因子促进炎症的发生，对ＡＳ的形成和发展起到重要的作用。因此抑制炎症性单核细胞的产生则成为预防

和治疗ＡＳ病变的关键。本实验室的前期研究证明，油酰乙醇胺（ｏｌｅｏｙｅｔｈａｎｏｌａｍｉｄｅ，ＯＥＡ）作为高效过氧化物酶体

增殖物激活受体α（ＰＰＡＲα）特异性内源性配体，能够抑制细菌脂多糖（ＬＰＳ）诱导的炎症反应，对预防和治疗 ＡＳ

具有良好的药理作用。Ｚ十八碳９烯丙磺酰胺（Ｎ１５）是一种新合成的化学药物，其化学结构与 ＯＥＡ相似，为

ＯＥＡ的衍生物，但具体药理作用尚未完全清楚。我们的前期结果表明，ＬＰＳ诱导后细胞中炎症因子ＩＬ６、基质金

属蛋白酶２（ＭＭＰ２）及基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）的表达明显增加，Ｎ１５干预后可降低ＬＰＳ诱导产生的ＩＬ６、

ＭＭＰ２及 ＭＭＰ９的蛋白表达水平，并呈现一定的剂量依赖性。在此课题中，我们采用人急性白血病单核细胞

（ＴＨＰ１），观察Ｎ１５对ＬＰＳ诱导的单核细胞炎症因子ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６、ＭＭＰ２及 ＭＭＰ９蛋白表达的影响，并

考察Ｎ１５的抗炎作用与ＰＰＡＲα受体的相关性，同时研究ＴＬＲ４信号转导通路在Ｎ１５抗炎机制中发挥的作用，明

确Ｎ１５是否具有抑制炎症反应的生物活性，并进一步阐明其抗炎的相关作用机制，为其治疗ＡＳ提供理论依据。
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　　【目的】　胶原是治疗骨软骨缺损的一种常用生物材料，但目前所使用的胶原支架的结构大多为无序（ｒａｎｄｏｍ

ｃｏｌｌａｇｅｎｓｃａｆｆｏｌｄ），不利于自体干细胞向缺损部位迁移以进行缺损修复。基质细胞衍生因子１（ｓｔｒｏｍａｌｃｅｌｌｄｅｒｉｖｅｄ

ｆａｃｔｏｒ，ＳＤＦ１）可能会促进间充质干细胞向软骨下骨迁移。本研究通过用有取向通道的胶原支架（ｒａｄｉａｌｌｙｏｒｉｅｎｔｅｄ

ｃｏｌｌａｇｅｎｓｃａｆｆｏｌｄ）替代无序胶原支架并结合ＳＤＦ１促进干细胞向缺损部位迁移迁移，提高骨软骨缺损修复的疗效。

【方法】　采用胶原冻干和热交联制作了传统的无序胶原支架和有取向的胶原支架，分别用电镜对支架通道进

行表征，并进行力学性能、细胞毒性和细胞增殖等检测；通过 ＨＥ染色和ＣＣＫ８细胞计数检测骨髓间充质干细胞

在支架内的迁移；建立新西兰兔骨软骨缺损模型，将两种胶原支架分别复合ＳＤＦ１移植到缺损部位，分别在６、１２

周收集样本，通过ＩＣＲＳ评分、ＳａｆｒａｎｉｎＯ染色以及免疫组化染色检测软骨的再生情况。
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