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的靶基因!构建
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靶基因荧光素酶基因报告载体!验证其与
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的对应关系%方法
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软件预测
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后用双荧光素酶检测试剂盒测定相对荧光素酶活性%结果
!

A#<O:+;

&

5:<.

=

;>?@:,

&

B#@5:<

预测交叉结果显示!
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基因
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与
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存在结合互补位点#构建
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荧光素酶报告基因重组质粒#证实
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对
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基因
7824'R.S58

具有靶向调控作

用!为下一步研究
7#8.$66

在吸入性肺损伤机制中的作用提供前期实验室数据和方法%
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重度吸入性损伤的病死率高达
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控炎症反应有关'
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*核因子
#

9

$

23.

#
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&信号转导通路的激活

和大量的巨噬细胞的浸润在
4HE

"

48J?

的病理生物学过程中

有着重要作用'
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*微
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$

7#824

&作为最大的一类基因表

达调控因子#

7#824

通过与靶
7824

的
'R.S58

区互补或部

分互补的结合#使
7824

降解或介导其翻译抑制#参与基因转

录后水平调控#在细胞发育)增殖)分化和凋亡等生物学行为中

发挥着重要作用'

)
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*本课题组证实#

7#8.$66

在免疫应答中起

重要作用'
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(

*本文拟构建
7#8.$66

靶基因荧光素酶基因报告

载体#验证其与
7#8.$66

的对应关系#为下一步研究
7#8.$66

在吸入性肺损伤机制中的作用提供前期实验室数据和方法*
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方法
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的靶基因的预测
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的靶基因#并结合文献中报道与炎症相关的基因作

为进一步筛选的条件*
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靶基因的载体的构建与鉴定
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寡核苷酸序列的合成
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从
A#<9:+;
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#以鼠类为研究对象#选定
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淋巴细胞核因子
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后续鉴定*寡核苷酸基因片段由英潍捷基$上海&贸易有限公

司合成*
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荧光素酶载体连接的

插入片段*退火体系!互补寡核苷酸片段各
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*目的基因片段保存
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荧光素酶连接载体
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%靶基因的连接!

体系!目的基因
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#连接载体
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转化
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$1%

'

HF&@"Q#JK6

&

感受态细胞冰水浴融化

$

$

!

17#,

&#加入
$$

'

H

连接产物#置于冰水浴
'67#,

#擦干离

心管后置于
01d

热休克
(%+

#迅速置于冰水浴
67#,

%加入氨

苄西林的
H9

液体培养基
/%%

'

H

#

'-d

摇床培养
$N

%吹打混

匀沉淀#取
'%%

'

H

细菌悬液均匀涂布与
47

D

M

平板上#置于

'-d

恒温箱培养
$%N

*

B&C&C&E

!

挑选菌落及重组质粒的鉴定
!

挑取白色光亮的单菌

落#接种于
67H

的
H9

液体培养基#

'-d

摇床孵育
)&6N

$致

培养基变浑浊&#按质粒抽提试剂盒实验步骤提取重组质粒%将

提取的质粒载体#用
4

D

:

%

单酶切后#

$[

琼脂糖凝胶电泳#待

溴酚蓝迁移至凝胶
1

"

'

处#用凝胶扫描系统检测
J24

的位置

及条带术%将
4

D

:

%

单酶切检测符合的样品送北京博爱永华

公司测序*

B&C&D

!

重组质粒转染与双荧光素酶活性检测
!

转染前
10N

将
1b$%

6

"

7H

的
KFL.1('4J

细胞接种于
()

孔板#每孔加

$%%

'

H

无抗
$)0%

培养基#当细胞生长密度至培养板底部的

-6[

!

/%[

时开始转染*转染分组!

D

AE8.23456M7#8.@",.

><"Q

组)

D

AE8.23486M7#8.$667#7#@+

组)

D

AE8.23486M

7#8.$66M#,N#O#>"<

组)

D

AE8.23456.7CM7#8.$66 7#7#@+

组%各组中均转入对照质粒
D

8H.5L

#按每孔
16&%

'

H"

D

>#.

AFA

培养基稀释
%&6

'

HH#

D

"I;@>7#,;

5A

1%%%

脂质体#轻柔混

合#室温静置
67#,

$小于
167#,

&%按每孔量用
16&%

'

H"

D

>#.

AFA

培养基稀释
%&1%

'

=

报告载体)

%&%$

'

=D

AE8.5L

和

%&'-6

'

H

寡核苷酸#轻柔混合%将两者混合#室温孵育
1%7#,

*

每组设
'

个复孔#分别将
6%

'

H

质粒
J24.

寡核苷酸
.

转染试剂

混合物加至
()

孔板中#稍微震荡混匀#

0N

后更换
$)0%

培养

基#

'-d

细胞培养箱共培养
10N

后*按照
JC:QHC@#I;<:+;

5A

报告基因检测试剂盒说明书进行操作#在荧光仪检测得到各组

萤火虫荧光素酶活性值$

3

&和海肾荧光素酶活性值$

8

&#取
3

"

8

为相对活性值进行数据统计*

B&D

!

统计学处理
!

采用
?B??1%&%

统计学软件进行分析#计

量资料以
JeB

表示#采用两样本
+

检验#以
!

%

%&%6

为差异有

%$%$
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统计学意义*

C

!

结
!!

果

C&B

!

靶向关系预测
!

应用
'

个软件预测及相关文献查阅#初

步筛选出
7#8.$66

相关靶点是
23456

和
5843'

$图
1

&#

7#8.

$66

与靶基因的
'R.S58

序列部分互补#与
23456

和
5843'

的+

+;;!+;

V

C;,@;+

,都在
-.7;<

以上*靶点预测结果设计的靶

基因序列及突变的对照序列#见图
'

*

图
1

!!

7#8.$66

与靶基因的
'R.S58

序列比对

图
'

!!

靶基因序列及突变序列

C&C

!

靶基因的载体的构建与鉴定
!

将目的基因与
BAE8.8F.

BG85

荧光素酶连接空载体连接#转化扩增后提取重组质粒#

进行酶切鉴定*行
4

D

:

%

单酶切可见重组质粒能够线性化#比

在
D

AE8.8FBG85

5A

HC@#I;<:@;

质粒的条带靠后#进一步测序

证实插入片段与预期设计完全相符$图
0

&*同时将上述目的

连接产物送北京博艾永华公司测序#测序结果证实与设计合成

的序列完全吻合#见图
6

*

!!

$

!

J24

分子标记物%

1

!

23456

质粒%

'

!

23456

质粒
4

D

:

%

单酶

切%

0

!

23456.7C

质粒
4

D

:

%

单酶切%

6

!

23456.7C

质粒*

图
0

!!

4

D

:

%

单酶切鉴定图

图
6

!!

靶基因及突变基因
'RS58

测序结果

C&D

!

双荧光素酶活性检测
!

为了研究
7#8.$66

是否直接调控

23456

的表达#本研究成功构建双荧光素酶报告基因载体#

通过
JC:.QHC@#I;<:+;

5A报告基因检测系统检测各组
3

和
8

#取

3

"

8

值#见图
)

*

图
)

!!

双荧光素酶活性及比值

C&E

!

各组相对荧光素酶值比较
!D

AE8.23456M7#8.@",.

><"Q

组$

11(6&/'e6)'&6%

&与
D

AE8.5AFA''M7#8$66.7#7.

#@+

组$

$11%&((e$(/&-/

&相对荧光素酶值比较差异有统计学

意义$

!

%

%&%$

&%

D

AE8.23456.ASM7#8.$66

组$

10-6&-1e

$-)&((

&与
D

AE8.23456M7#8.@",><"Q

组相比#其相对荧光素

酶值差异无统计学意义$

!

&

%&%6

&*

D

!

讨
!!

论

!!

吸入性肺损伤因发病机制错综复杂#其关键因素始终未能

得到突破性进展*临床研究和动物实验均表明炎细胞浸润)大

量自由基生成及促炎症介质在肺组织过度表达是烟雾吸入肺

损伤的早期主要病理特征'

/

(

*而
23.

#

9

信号通路的激活诱导

的失控炎症反应起着重要的促进作用'

(.$$

(

*研究表明#肿瘤坏

死因子
&

$

523.

&

&)干扰素
(

$

E32.

(

&)白细胞介素$

EH

&

.$

)

EH.)

)

EH./

)

EH.$1

)

EH.$%

)巨噬细胞炎性蛋白
.$

&

$

AEB.$

&

&)环氧化酶
.

1

$

YGf.1

&及前列腺素等炎性因子都是
23.

#

9

调控的下游基

因*大量炎症因子及炎症因子间的级联放大作用#加重吸入性

肺损伤的进展*

23456

是一种广泛表达的核转录因子#细胞外液渗透压

能能够调节其活性#在肾)脑)肺)皮肤及眼等多种组织中表

达'

$'

(

*除了在维持渗透压有重要作用外#近些年的研究表明

其在胚胎的形成和发育)肝脏解毒和肿瘤转移方面都有重要的

生物学作用*研究表明#血糖波动大的患者#血浆中促炎因子

EH.)

#

EH./

和
523.

&

等水平明显增高#且患有糖尿病微血管并

发症的患者中#外周血单核细胞中
23456

明显增多#且与弹

性反应增强子结合蛋白的
J24

结合能力明显增多'

$0

(

*在海

水诱导的吸入性肺损伤模型中#肺组织中
23456

及炎症因子

在
7824

和蛋白水平上表达量上升*并且体外实验使用

23456+#824

抑制
23456

的表达后
D

.23.

#

9

和炎症因子

水平的显著下降'

$6

(

*因此#笔者猜想
23456

与肺损伤关系

密切#可能参与
23.

#

9

信号转导通路激活#从而调节吸入性肺

损伤*

7#824

作为最大的一类基因表达调控因子#在维持自身

的稳态#调节机体的生长发育及疾病的发生)发展方面起着重

要的作用*

7#8.$66

参与机体对炎症刺激的应答#维持机体的

免疫功能'

$).$-

(

*研究表明#

7#8.$66

通过其靶基因
ELL

激酶家

族)

?7:!1

)

3:+

相关死亡蛋白等减少
23.

#

9

通路的激活#以及次

级效应方式抑制炎症因子的表达#从而减少对机体的损伤*

本研究结果证实#

7#8.$66

能够与
234567824.'RS58

互补结合#负向调控海参荧光素酶的表达*吸入性损伤的研究

一直是国内外研究的焦点#本课题组立足
7#824

#拟在
4HE

)

23456

和
23.

#

9

架起桥梁#在基因层面转录后水平研究

4HE

*本实验成功构建荧光素酶报告基因重组质粒#并验证

7#8.$66

对
23456

基因
7824'R.S58

具有靶向调控作用*

为进一步研究
7#8.$66

在吸入性肺损伤机制中的作用奠定了

基础*
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