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)是肠道
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细胞分泌的由
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个氨基酸残基组成的肠促

胰岛素激素!对胰岛
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细胞的分化"增殖起重要作用!具有促进

胰岛素分泌"降低血糖的作用.
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类似物基因进行串联并将其插入真核表达载体中.

3

/

#

本实验以诱导凋亡的
"

2;$2!

细胞为基础!初步探讨新型

N:D52(

类似物基因对其凋亡的影响!为糖尿病基因治疗提供

实验基础#

$

!

材料与方法

$+$

!

细胞株"质粒与试剂
!

小鼠胰岛素瘤细胞株
"

2;$2!

由广

东医学院生化研究所张志珍教授馈赠#重组表达质粒
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细胞培养
!

以含
(*W [<#

的
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!换不含
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基培养#以.载体(

#
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)*脂质体(
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)
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/的比例按说明书

进行转染!

)3N

后观察绿色荧光蛋白的表达并在每孔的四角

和中间各取
(

个视野!计算细胞总数和
:[5

阳性细胞!根据公

式*转染效率
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阳性细胞+细胞总数!计算转染效率#
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复孔!培养
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倍的羊抗鼠
%

L

:2F65

!每孔
(""

#

D

!

&1`

摇床孵育
)N

!清洗(方法同上)-每孔加底物液
(""

#

D

!

&1`

温

浴
&"P.0

后加
*"

#

D)PM@

+

D

的
F

)

#d

3

终止反应-用酶标仪
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处测定吸光度#以未用于培养细胞的培养液及空载

体转染细胞培养液作为阴性对照#
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!
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接种于
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分为
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组为正常对照组-
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诱导重

组载体转染组-

$
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4c7

诱导凋亡组#细胞融合度达
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时!
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染色!荧光显微镜观察细胞核形态变化#
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诱导凋亡
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当细胞融合度达
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诱
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试剂盒检测!用酶标仪在
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处测定吸

光度#
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统计学处理
!
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统计软件进行数据分析#
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转染
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细胞的转

染效率
!

将细胞转染
)3N

后!在荧光显微镜下可以观察到
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表达(图
(
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细胞培养液
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含量检测
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各组细胞培养液检测
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吸光度值结果见表
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诱导后形态变化
!
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细

胞呈多边形贴壁生长!细胞间隙紧密(图
)4
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诱导
)"N

后!细胞体积缩小!细胞失去突触!间隙明显增大并皱缩呈球形

变圆!逐渐漂浮于培养液中!培养液中可见细胞碎片(图
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经
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后!荧光显微镜下可见对照组细胞染色质均匀一致!呈弥散均

匀荧光(图
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)-经
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诱导后!细胞呈现凋亡特征性变化!
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花瓣状的碎片(图
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经空载体转染的细胞培养液
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经重组质粒转染的细胞培养液
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图
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诱导前后细胞形态变化
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*转染空载体并经
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细胞#

图
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重组载体转染对细胞凋亡的影响$

_)""

&

%+G

!

Y#;2(

检测细胞增殖及细胞毒性改变
!

不同处理组细

胞经
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检测吸光度值及细胞存活率结果见表
)

#

表
)

!!

各组细胞
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检测吸光度值及存活率
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比较$
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!

讨
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论

近年来!糖尿病的患病率在世界各国迅速增长!在发展中

国家更呈流行态势.
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#糖尿病的发病与胰岛
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细胞功能密切

相关!而胰岛
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细胞的凋亡是导致胰岛
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细胞功能障碍的重要

因素.
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细胞的增殖"分化及凋亡中发挥重

要作用.
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"

2;$2!

胰岛瘤细胞为凋亡模型!通过基因转

染观察新型
N:D52(

基因对其凋亡的影响#

Q

%6C#)2C:[5

为真核表达载体!通过脂质体转染法可将

携带目的基因的重组载体转染入细胞内#

Q

%6C#)2C:[5

是以

:[5

作为报告基团的真核表达载体!属于双顺反子表达模式!

,

,&3(
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其多克隆位点和
C:[5

编码区基因之间设计有核糖体进入位

点!确保插入的
N:D52(

基因与
:[5

编码基因共同转录!但翻

译合成的
N:D52(

并不与
:[5

融合!可保证
N:D52(

的构象与

生理活性#脂质体作为体内和体外输送载体的工具!其介导的

外源基因导入法以无毒"无免疫原性!简单高效而备受青睐.

,

/

#

采用以上载体和转染方法即可在保证目的蛋白的天然生理活

性!也可获得较高的转染效率和表达量#

:[5

观察及细胞培

养液
N:D52(

含量检测结果均提示重组载体成功转染至靶细

胞!且目的基因得以表达#

"

2;$2!

细胞是以经
#G3"

病毒转染的胰岛细胞为基础构

建的!有较好的稳定性!能够分泌胰岛素"胰高血糖素和生长抑

素!对氧化损伤敏感!可作为研究
:D52(

功能的来源细胞#目

前认为!

4c7

通过产生超氧自由基!损伤细胞膜结构而导致胰

岛
"

细胞受损#氧自由基可造成细胞膜产生脂质过氧化作用!

线粒体氧化应激使胞内活性氧增加!进而触发核因子
)

<

(

0K2

>@A=BU=>?MB

!

7[2

)

<

)"

$2HK0

氨基端激酶(

>2HK072?ABP.0=@Z.2

0=/A

!

H7̂

)"丝裂原活化蛋白激酶
Q

&'

亚族(

Q

&'P.?M

L

A02=>?.2

S=?AJ

Q

BM?A.0Z.0=/A

!

Q

&'945̂

)的激活!从而诱导胰岛
"

细胞

的凋亡.

("

/

#本研究中!

FMA>N/?

染色显示!经诱导后
"

2;$2!

细

胞核体积缩小!形态变圆!出现明显的核碎裂现象!说明
4c7

可诱导
"

2;$2!

细胞凋亡!尽管转染空载体和转染重组载体的

细胞均出现了细胞凋亡现象!但多数转染空载体的细胞已处于

核碎裂阶段!而多数转染重组载体的细胞都处于核固缩状态#

Y#;2(

在电子耦合剂存在的情况下!可以将线粒体内的部分

脱氢酶还原为橙黄色的甲月替(

UMBP=0X=0

)#细胞增殖越快!

颜色越深!细胞毒性越大!颜色越浅-颜色的深浅与吸光度值成

正比#本研究中!

Y#;2(

实验结果显示!转染重组载体后细胞

的毒性作用减低#综上所述!经重组载体转染后的细胞毒性减

低!凋亡率下降#

体外实验表明!若在诱导大鼠胰岛细胞
6%7P*U

凋亡的同

时将
:D52(

加入细胞培养液中!

6%7P*U

细胞内抗凋亡基因

<>@2)

表达增加!而凋亡基因
<4c

表达下降!说明
:D52(

对胰

岛细胞的抗凋亡作用源于其对凋亡相关基因的调控.

((

/

#也有

研究发现!

:D52(

能够通过抑制
7[2

)

<

的表达!而抵抗由白介

素
2(

"

介导的大鼠胰岛素细胞
%7#2(

的凋亡.

()

/

#本研究采用

基因转染的方式!将
)_G=@)2N:D52(

成功转染入
4c7

诱导

凋亡的
"

2;$2!

细胞!并使其分泌!发现
N:D52(

的表达对胰岛

"

细胞的凋亡具有一定的影响#笔者将在后续实验中在细胞

内基因表达水平对
N:D52(

抗凋亡机制进一步研究!为糖尿病

的基因治疗提供一定的实验基础#
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