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摘要 目的  将人 ƒ 基因转染至野生型粟酒裂殖酵母细胞中 并观察依地福新对重组酵母的促凋亡作用 ∀方法  抽提 ∏

细胞的 ×2°≤ 制备 ∏ 细胞的 ⁄ °≤ 扩增人 ƒ 基因 将人 ƒ 基因克隆到 ∞° ÷ 2 质粒中构建 ∞° ÷ 2

2ƒ 穿梭载体 电转化穿梭载体到野生型粟酒裂殖酵母细胞中 应用 • 鉴定蛋白表达产物 应用依地福新诱

导重组酵母产生凋亡应答 ∀结果  在 个酵母转化单菌落中 筛选到一个有表达活性的 ∞° ÷ 2 2ƒ 重组子 且依地福

新能诱导此重组子的凋亡 ∀结论  成功构建 ∞° ÷ 2 2ƒ 穿梭载体并转入到相应的野生型粟酒裂殖酵母细胞中 且转化

子具有表达活性 ∀依地福新可能通过 ƒ 诱导酵母细胞凋亡 ∀
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  ƒ 是近年来研究得最为深入的有关细胞凋亡的膜表面

分子 阐明它们在凋亡中的作用机制 对深入了解细胞凋亡

的机制有重要的意义 ∀酵母作为一种容易进行操作的生物

模型 广泛应用于异基因表达和结构与功能的研究中 ≈ ∀尽

管酵母细胞可能缺乏某些与高等生物相似的凋亡调节因子

的同功异构体 但在某些生理情况下 如突变体 !乙酸处理

等 或在异源表达哺乳动物促凋亡基因时 可观察到细胞的

凋亡 ≈ ∀大量的证据显示 多细胞生物和其他真核细胞生物

细胞死亡过程具有共同的起源 ∀从酵母细胞到哺乳动物细

胞 基本的 !关键的凋亡调节因子是保守的 ∀

依地福新是目前所发现的第一个通过激活细胞内 ƒ

≤⁄ 死亡受体而起作用的抗癌药物 ∀因此 在粟酒裂殖酵

母中表达 ƒ 并观察其对酵母存活的影响 将有助于进一步

了解抗肿瘤醚酯类药物 ) ) ) 依地福新对不同凋亡通路之间

的相互作用关系 从而阐明该药诱导凋亡过程中的未知的许

多下游事件 ∀

1  材料与方法

1 1  菌株和质粒

大肠杆菌菌株 ⁄ Α粟酒裂殖酵母 Σχηιζοσαχχηαροµ ψχεσ

ποµ βε, Σ. ποµ βε 菌株 λευ υρα η 表达质粒 ∞° ÷ 2

∏ 血细胞凝集素 ∏ 细胞均由西班牙

萨拉曼卡大学的 ƒ ∏ 教授赠送 ∀ ∞° ÷ 2

质粒含 启动子 ! 和 基因 启动子可以通过

硫胺素调节表达 基因编码血细胞凝集素抗原决定簇 ∀

1 2  酶和试剂

限制性内切酶为 产品 × 酶 ×° ⁄

2溴 2 2氯 2 2吲哚半乳糖苷 2 2 2 2 2 2Β2⁄2

÷ 2 异丙基 2Β2⁄2硫代半乳糖苷 2 2

Β2⁄2 °× 胶回收试剂盒 ≥ 和 °≤

引物均为上海生工生物工程有限公司产品 连接酶和

⁄ ∞
×

ƒ ∏ × ∞ ≥ 试剂盒购自于 °

公司 抗 抗原决定簇抗体 !抗 ƒ 抗体 羊抗鼠 °抗

体 !羊抗兔 °抗体均为 ° 公司产品 其他试剂均为市

售分析纯 ∀

1 3  ƒ 基因的合成与克隆

1 3 1  ∏ 细胞 ƒ 基因的合成  应用酚 2氯仿抽提
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2 2  穿梭载体的构建

连接产物的转化菌 提取质粒经 Σαλ和 Νοτ酶的单酶切

和双酶切 同时以 ∞° ÷ 2 为对照 酶切产物进行琼脂糖

电泳 电泳结果见图 电泳结果显示 双酶切片断长度约为

左右 大小与 ƒ 基因相当 说明 ƒ 基因已被克隆

至该位点 见图 ∀酶切验证阳性的重组质粒 经上海博亚测

序 序列正确 ∀

图 2  ∞° ÷ 2 2ƒ 穿梭载体和 ∞° ÷ 2 质粒的限制

性酶切图谱

2标记 2 ∞° ÷ 2 2ƒ 质粒 2 ∞° ÷ 2 2ƒ 经 Σαλ和 Νοτ双

酶切质粒 2 ∞° ÷ 2 2ƒ 经 Σαλ单酶切质粒 2 ∞° ÷ 2 2ƒ

经 Νοτ单酶切质粒

Φιγ 2  ° ∞° ÷ 2 2ƒ ∞° ÷ 2

2 2 ∞° ÷ 2 2ƒ 2 ∞° ÷ 2 2ƒ

Σαλ Νοτ 2 ∞° ÷ 2 2ƒ Σαλ

2 ∞° ÷ 2 2ƒ Νοτ

2 3  酵母转化子的鉴定

从酵母转化子提取的质粒 转化大肠杆菌扩增后 与

∞° ÷ 2 2ƒ 同时进行电泳试验 比较质粒大小 ∀电泳结

果见图 表明酵母质粒与重组质粒大小一致 ∀

图 3  酵母穿梭质粒和 ⁄ Α细菌质粒电泳图谱

2酵母穿梭质粒 2⁄ Α细菌质粒

Φιγ 3  ∞ ∏ ⁄ Α

2 ∞° ÷ 2 2ƒ 2⁄ Α ∞° ÷ 2 2 ƒ

2 4  蛋白表达产物的鉴定

在表达产物鉴定试验中可以看出 在未转化的酵母细胞

中 未检测到 和 ƒ 的表达 在转化了 ∞° ÷ 2 质粒

的酵母细胞中 检测到了 的表达 但未检测到 ƒ 的表

达 在转化了 ∞° ÷ 2 2ƒ 重组质粒的酵母细胞中 既检

测到 的表达 也检测到了 ƒ 的表达 ∀试验说明外源基

因得到了表达 见图 图 ∀最终 本研究在 个酵母转化

单菌落中 筛选到一个有表达活性的重组子 ∀

图 4  粟酒裂殖酵母细胞蛋白表达产物 表达图谱

2标记 2Σ. ποµ βε野生型 2Σ. ποµ βε经 基因转化型 2Σ. ποµ βε

经 基因和 ƒ 基因转化型

Φιγ 4  ∞¬ Σ. ποµ βε

2 2Σ. ποµ βε 2 2Σ. ποµ βε

2Σ. ποµ βε ƒ

图 5  粟酒裂殖酵母细胞蛋白表达产物 ƒ 表达图谱

2标记 2Σ. ποµ βε野生型 2Σ. ποµ βε经 基因转化型 2Σ. ποµ βε

经 基因和 ƒ 基因转化型

Φιγ 5  ∞¬ ƒ Σ. ποµ βε

Σ. ποµ βε 2 Σ. ποµ βε

Σ. ποµ βε ƒ

215  表达产物活性的鉴定 2凋亡细胞显微计数与流式细胞

术计数

凋亡细胞显微计数结果见表 ∀重组酵母对照组正常细

胞占计数细胞总数的 1 发生了细胞膜泡形成 !细胞核

碎裂和细胞核溶解的细胞各占计数细胞总数的 1

1 和 1 重组酵母处理组细胞正常细胞占计数细胞

总数的 1 而发生了细胞膜泡形成 !细胞核碎裂和细胞

核溶解的细胞各占计数细胞总数的 1 1 和

1 ∀两组经 ς 检验 差异有统计学意义 Π 1 ∀

° 法流式细胞术凋亡检出率 重组酵母对照组分别为

1 重组酵母处理组为 1 ∀两者之间差异也有统

计学意义 Π 1 ∀野生型酵母对照组 × ∞ 法显微计

数凋亡率为 1 ° 法检出率为 1 与重组酵母对照

组比较 差异无统计学意义 ∀

表 1  °×∞2∞×2 2 ≤ 处理细胞 后细胞凋亡计数

Ταβ 1  ∏ °×∞2∞×2 2

≤

组  别 ν
正常

细胞数

细胞膜

泡形成

细胞核

碎裂

细胞核

溶解

野生型酵母对照组

重组酵母对照组

重组酵母处理组

注 与对照组比较 ς 1 , Π 1

≤ ∏ ς 1 , Π 1
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3  讨论

凋亡是一种程序性细胞死亡 对生物体维持内环境的稳

定和多细胞生物的生存起重要的作用 ≈ ∀机体在清除自反

应免疫细胞 !病毒感染细胞和不可修复的 !有恶性转化危险

的遗传损伤细胞时都会发生凋亡 ∀凋亡是一个由许多调节

物质和效应物质组成的复杂网络 它可被各种毒素或外来信

号 如乙醇 !活性氧 ≥!各种受体的配体等 !各种细胞内活

动 如有丝分裂缺陷 !修复失败 所激活 ∀几乎所有的凋亡过

程在其最后阶段都具有独立的调节通路 凋亡具有典型的生

物化学和形态学标志 这些标志包括 激活 膜气泡

化 核 ⁄ 碎片形成和细胞皱缩 ≈ ∀

依地福新能选择性的诱导肿瘤细胞的凋亡 ∞ 诱

导的凋亡涉及 ƒ ≤⁄ 死亡受体 ! !线粒体 !活性氧 2

∏和 2 ≈ ∀ ƒ ≤⁄ 死亡受体 也称 ° 2 是肿瘤

坏死因子受体 × ƒ 家族的主要成员 它通过质膜上的 /死

亡域 0 ⁄⁄ 传导凋亡信号 用特异配体 ƒ ≤⁄ 刺激 ƒ

≤⁄ 导致受体聚集 随后形成三聚体 通过其自身的 ⁄⁄与丛

集的受体 ⁄⁄相互作用招摹 ƒ ⁄⁄
≈ ∀酵母作为一种简单的

生物模型体系 可能有助于阐明这种凋亡调节机制 ∀

在本研究中 ° 法凋亡检出率重组酵母处理组为

1 低于 × ∞ 法 ∀其检出率低的主要原因可能是由

于 × ∞ 法比较主观 且计数的细胞数只有 个左右 容

易产生偏差 ∀次要原因可能是由于 × ∞ 法无法很好地鉴

定凋亡和坏死 因此可能导致假阳性的产生 ∀比较两种方法

的凋亡检出率 两者差别不大 说明 1 Λ # 的依地福

新处理 后 细胞以凋亡为主 坏死不严重 ∀

目前 最常用的酵母表达系统是毕赤酵母的分泌表达系

统 但是这个系统的缺陷在于信号肽不能完全切除 可能会

影响目的蛋白 特别是相对分子质量较小的多肽的活性 故

本实验选用了裂殖酵母的胞内表达系统 ∀本研究在 个酵

母转化单菌落中 只筛选到一个有表达活性的重组子 ∀因

此 在裂殖酵母表达系统中 如何快速筛选目的重组子 是以

后需要研究和解决的课题 ∀ ƒ 基因在裂殖酵母中表达成

功 不仅为今后进一步研究凋亡提供了一定的基础 而且可

以用药物干预酵母 从而阐明药物诱导凋亡的途径 ∀
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鲜鱼腥草提取物对脂多糖所致小鼠肺部炎症的影响
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摘要 目的  研究鲜鱼腥草提取物对脂多糖所致小鼠肺部炎症的影响 ∀方法  采用 ≤ 小鼠鼻滴脂多糖 °≥ 建立肺部炎症

模型 检测小鼠支气管肺泡灌洗液 ƒ 中炎症细胞数和病理学观察肺组织炎症程度 ∀结果  鲜鱼腥草提取物 ∗

# 可减少小鼠 °≥所致的 ƒ中白细胞增高 还可减轻肺组织病理炎症细胞浸润 ∀结论  鲜鱼腥草提取物可以减轻

°≥所致的小鼠肺部炎症反应 减少炎症细胞浸润 ∀提示鲜鱼腥草提取物对脂多糖所致小鼠肺部炎症有抑制作用 ∀

关键词 鱼腥草提取物 脂多糖 肺部炎症
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