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　　摘　要：目的　观察携带有人β神经生长因子（βＮＧＦ）重组质粒的骨髓基质干细胞（ＢＭＳＣ）的生物学特性。方法　培养小鼠

ＢＭＳＣ，采用脂质体Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００（Ｌｉｐ２０００）转染方法将含有人βＮＧＦ基因的重组质粒转染至含有绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）基

因的小鼠ＢＭＳＣ中，利用酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）的方法检测其βＮＧＦ蛋白的表达水平。结果　采用脂质体Ｌｉｐ２０００转染方法

能成功地将βＮＧＦ重组质粒转染至ＢＭＳＣ，转染后细胞出现βＮＧＦ基因的表达，并且其表达的βＮＧＦ蛋白能有效地保护转染过程

中对细胞的损害。结论　经转染后携带βＮＧＦ基因质粒的小鼠ＢＭＳＣ仍有增殖、分化能力，并且具有了βＮＧＦ蛋白的表达能力。
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　　骨髓基质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｓｔｒｏｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣ）

作为细胞水平治疗疾病的主要来源之一，其具有自身的优势，

如分化潜能好、来源丰富、不存在胚胎干细胞移植所带来的伦

理学问题，又可用于自体移植，免除了宿主可能的免疫排斥反

应，具有良好的应用前景［１］。它可分化为各种类型的间充质细

胞，在适当的条件下，ＢＭＳＣ也可跨胚层分化为非间充质细胞，

近来Ｊｉａｎｇ等
［２］研究表明，ＢＭＳＣ还能产生神经细胞。此外，

ＢＭＳＣ在体外能被神经营养因子（ＮＴＦＳ）诱导分化为多种成体

细胞，分泌一系列细胞因子，促进神经元生长发育，因此被视为

多种组织细胞移植的替代来源及基因治疗的有效运载工具，已

成为细胞移植与基因治疗领域中的研究热点。神经生长因子

（ＮＧＦ）属于神经营养因子家族（ＢＤＮＦ），是由ＬｅｖｉＭｏｎｔａｌｃｉｎｉ

于２０世纪５０年代在小鼠骨肉瘤细胞中发现的第１个ＮＴＦＳ，

后来又相继发现了睫状 ＮＴＦＳ、胶质细胞源性 ＮＴＦＳ等，他们

与ＮＧＦ共属于ＢＤＮＦ。其中，对于ＮＧＦ的研究一直占有很大

的比重，也是目前研究最为透彻的，本实验通过Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ

ｎｅＴＭ２０００（Ｌｉｐ２０００）转染人βＮＧＦ重组质粒至小鼠ＢＭＳＣ，观

察细胞的生长情况，同时利用酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）检测

细胞上清液中人βＮＧＦ 水平，从而进一步了解体外条件下

ＮＧＦ对小鼠ＢＭＳＣ生长情况的影响，为神经退行性疾病及神

经损伤的细胞治疗和基因治疗提供科学的理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料　重组质粒ｐｃＤＮＡ３βＮＧＦ为本实验室构建；脂质

体Ｌｉｐ２０００转染试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；含绿色荧光蛋白

（ＧＦＰ）的荧光ＢＭＳＣ、ＤＭＥＭＦ１２ＢＭＳＣ培养基、胎牛血清、Ｌ

谷氨酰胺及青霉素、链霉素购自赛业公司；质粒提取试剂盒、凝

胶回收试剂盒购自北京康为世纪科技有限公司；ＬＢ培养基、

ＪＭ１０９大肠埃希菌、异丙基硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）、５溴４氯３

吲哚ｂｅｔａＤ半乳糖苷（Ｘｇａｌ）购自桂和试剂公司；Ｔ４ＤＮＡ连

接试剂盒及限制性内切酶 ＨｉｎｄⅢ、ＸｈｏⅠ购自ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公

司；ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自北京艾德莱生物科技有限公司；０．２５％

胰蛋白酶乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）购自 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；ＣＤ３４、

ＣＤ４４、ＣＤ１１７ 及同型对照流式抗体购自 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ 公司；

ＥＬＩＳＡ试剂盒购自达科为公司。

１．２　方法

１．２．１　ＢＭＳＣ的培养　（１）细胞复苏：将－２００℃液氮保存的

细胞取出，立即放入３７℃恒温水浴锅内迅速解冻，并不断地摇

动，使管中液体迅速融化，约１～２ｍｉｎ后待冻存管内液体完全

解冻后取出并用乙醇棉球擦拭冻存管外壁，将细胞从冻存管中

吸出到已加入５ｍＬ培养基的１２ｍＬ离心管内，混匀后放入离

心机１５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，观察到细胞沉淀，吸弃上清液并

加入４ｍＬ新鲜培养基，用吸管反复、轻柔抽吸培养基，使细胞

从离心管底壁上脱落，并制成单细胞悬液。收集细胞悬液接种

于一次性２５ｃｍ２ 培养瓶中，置于３７℃５％ＣＯ２ 孵育箱中培

养，隔２ｄ换液１次，倒置显微镜下观察细胞形态及生长情况。

（２）小鼠ＢＭＳＣ的传代：待培养瓶内细胞融合至８０％～９０％时

开始传代，吸去培养液，以预热的ＰＢＳ缓冲液轻轻冲洗后，吸

去ＰＢＳ。加入０．７０～１．００ｍＬ的０．２５％胰蛋白酶ＥＤＴＡ，于

培养箱中孵育２～３ｍｉｎ，至于显微镜下观察细胞形态变化，带

镜下细胞之间突起消失、变圆后，加入含１０％胎牛血清的

ＤＭＥＭＦ１２新鲜培养基终止消化，用吸管轻轻吹打数次，移至

１５ｍＬ的离心管内，１２００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，观察管底细胞沉
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淀，弃去上清液，以含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭＦ１２培养液重

悬，用吸管轻柔吹打成细胞悬液，按１∶２的比例分装入新的培

养瓶中，置于３７℃５％ＣＯ２ 饱和湿度的培养箱中继续培养。

以后待细胞铺满瓶底８０％～９０％时重复以上步骤传代。

１．２．２　对 ＢＭＳＣ进行流式表型鉴定　待细胞传至第４代

９０％左右，吸去培养基用ＰＢＳ充分洗涤细胞２次，加入０．２５％

胰蛋白酶室温消化１ ｍｉｎ，加入新鲜含 １０％ 胎牛血清的

ＤＭＥＭ培养基终止消化，放入１５ｍＬ离心管中１２００ｒ／ｍｉｎ离

心５ｍｉｎ，弃去上清液，用ＰＢＳ洗涤后轻柔吹打成单细胞悬液

并计数，调整细胞浓度为５×１０５ 个／ｍＬ，按流式抗体说明书操

作步骤各管加入适量ＦＩＴＣＣＤ４４、ＦＩＴＣＣＤ４５、ＦＩＴＣＣＤ５４，每

管设立同型对照，４℃避光孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤后重悬，过滤

后上机检测并分析。

１．２．３　重组质粒的提取与鉴定　将含有连接好的ｐｃＤＮＡ３β

ＮＧＦ质粒的感受态大肠埃希菌，按质粒提取试剂盒说明书提

取重组质粒，质粒提取反应如下：取转化后含有重组质粒的阳

性克隆菌夜１０ｍＬ加入离心管中，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ收

集细菌，弃其上清液，向留有细菌的离心管中加入５００μＬ

Ｂｕｆｆｅｒｐ１重悬细菌，再加入５００μＬＢｕｆｆｅｒｐ２以裂解菌体，室温

放置５ｍｉｎ，见溶液变得清亮黏稠后，加入５００μＬＢｕｆｆｅｒＥ３，上

下颠倒８次，室温放置５ｍｉｎ，见形成白色絮状沉淀，１２０００ｒ／

ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，吸取上清液加入ＥｎｄｏＲｅｍｏｖｅｒＣｏｌｕｍｎ中，

将其放入收集管中，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心过滤１ｍｉｎ，将其滤液转

入新的ＥＰ管中，向滤液中加入４５０μＬ异丙醇混匀，将混合液

移至吸附柱中，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，向吸附柱中加入６００

μＬＢｕｆｆｅｒＰＷ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，重复上述步骤１次，

１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，取出吸附柱并室温下干燥５ｍｉｎ，将

吸附柱移至一新的ＥＰ管中，向吸附柱中间膜加入１００μＬＥｎ

ｄｏｆｒｅｅＢｕｆｆｅｒｐＥＢ，室温放置５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ收

集重组质粒。将其进行 ＨｉｎｄⅢ、ＸｈｏⅠ双酶切及测序鉴定后，

－２０℃保存备用。

１．２．４　脂质体Ｌｉｐ２０００转染重组质粒ｐｃＤＮＡ３βＮＧＦ　将培

养好的ＢＭＳＣ消化离心后，轻柔吹打成密度为１×１０６ 个／ｍＬ

的细胞悬液，并将欲转染的细胞分为４组，重组质粒组：脂质体

Ｌｉｐ２０００包裹的重组质粒转染；Ｌｉｐ２０００组：脂质体Ｌｉｐ２０００转

染；空质粒组：为脂质体Ｌｉｐ２０００包裹的空质粒转染；阴性对照

组：含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液。按１×１０５ 个／

ｍＬ的密度接种于３５ｍｍ培养皿内加入３ｍＬ含１０％胎牛血清

的ＤＭＥＭＦ１２培养基，培养２４ｈ后，细胞达到６０％～８０％融

合，在转染前１ｄ，换无血清培养基培养１ｄ，按脂质体Ｌｉｐ２０００

转染试剂操作说明书进行转染。将４μｇ质粒溶于２５０μＬ无

血清无双抗培养基中，得到 Ａ液，将１０μＬ脂质体Ｌｉｐ２０００溶

于２５０μＬ无血清无双抗培养基中，得到Ｂ液，孵育５ｍｉｎ，将Ａ

液与Ｂ液混匀，轻轻混匀在室温下孵育２５ｍｉｎ。重组质粒组

与空质粒组培养皿中加入混合液５００μＬ以及２ｍＬ无血清无

双抗培养基，脂质体转染组加入脂质体Ｌｉｐ２０００５００μＬ以及２

ｍＬ培养基，Ｌｉｐ２０００组加２．５ｍＬ培养基，将４组细胞放入３７

℃５％ＣＯ２ 饱和湿度的培养箱中培养８ｈ后更换含１０％胎牛

血清及双抗的培养基，转染后４８ｈ后，观察细胞形态及βＮＧＦ

蛋白表达水平。

１．２．５　ＥＬＩＳＡ检测转染重组ＢＭＳＣ中βＮＧＦ蛋白表达　于

倒置光学显微镜下观察转染４８ｈ后各组细胞生长情况，收集

转染后４８ｈ各组细胞上清液，按达科为人βＮＧＦＥＬＩＳＡ检测

试剂盒说明书操作步骤，检测各组细胞上清液中βＮＧＦ蛋白

表达水平。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，在 ＷｉｎｄｏｗｓＸＰ

系统下操作。对小鼠ＢＭＳＣ进行３种表面抗原ＣＤ３４、ＣＤ４４、

ＣＤ１１７流式细胞仪表型鉴定，其阳性表达率用％表示；对各组

βＮＧＦ蛋白表达水平用ＥＬＩＳＡ检测，各组间均数比较采用单

因素的方差分析和独立样本的狋检验，以犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　重组质粒双酶切水平　重组质粒ｐｃＤＮＡ３βＮＧＦ经限

制性内切酶 ＨｉｎｄⅢ和ＸｈｏⅠ双酶切后，酶切片段与插入基因

片段大小相符约７２５ｂｐ，见图１。

２．２　ＢＭＳＣ表型鉴定　对培养细胞进行细胞表面抗原标志的

流式细胞鉴定，每种抗体各测定６次，进行标准差分析，结果显

示，细胞 ＣＤ３４、ＣＤ４４、ＣＤ１１７表面抗原表达阳性率分别为

（９５．０８±３．１１）％、（９６．２８±２．２７）％、（２．２４±０．７２）％，见图２。

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；１：连接前ＮＧＦ；２：重组质粒；３：双酶切重组质粒。

图１　　重组质粒双酶切鉴定

２．３　ＥＬＩＳＡ检测重组质粒βＮＧＦ蛋白表达水平　βＮＧＦ蛋白

ＥＬＩＳＡ检测结果表明，重组质粒组为（１７４．９１±４．７１）ｐｇ／ｍＬ，空质

粒组、Ｌｉｐ２０００组、阴性对照组分别为（５．９４±０．９１）、（５．７１±０．５０）、

（５．７９±０．８０）ｐｇ／ｍＬ，重组质粒组βＮＧＦ蛋白表达水平明显高于

其他组βＮＧＦ蛋白表达水平，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．４　转染后各组小鼠ＢＭＳＣ形态观察　荧光显微镜下可以

看到培养瓶中细胞集落多，细胞规则，呈长梭形、椭圆形，折光

性强，细胞间相互融合基本铺满瓶底。与空质粒组、Ｌｉｐ２０００

组比较，重组质粒组的细胞形态良好；而与阴性对照组比较，细

胞形态无较大差别，见图３。

图２　　细胞表面抗原ＣＤ３４、ＣＤ４４、ＣＤ１１７流式细胞仪表型鉴定
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　　Ａ：重组质粒组；Ｂ：空质粒组；Ｃ：Ｌｉｐ２０００组；Ｄ：阴性对照组。

图３　　转染后显微镜下各组细胞形态观察（×２００）

３　讨　　论

本实验采用的靶细胞为ＢＭＳＣ，它具有植入反应弱、外源

目的基因在ＢＭＳＣ中转染效率高并能稳定高效表达，利用基

因修饰后的ＢＭＳＣ进行动物移植已开始做一些临床实验
［３４］，

葛圣雷等［５］选用良好的ＢＭＳＣ进行耳蜗移植实验，实验成功

证明了其内耳移植的可行性，本研究将重组质粒转染至小鼠

ＢＭＳＣ，为下一步动物移植提供了实验支持。

将目的基因βＮＧＦ导入ＢＭＳＣ，这就需要基因导入载体，

目前比较常见的基因导入载体有病毒载体和非病毒载体，但是

每一种载体都有其自身的局限性，病毒载体有病毒复制可能和

严重的细胞毒性甚至引发机体Ｔ细胞介导的免疫反应等，本

实验选用的非病毒载体脂质体Ｌｉｐ２０００则是现在极为常用的

阳离子脂质体转染试剂，它在提高了转染效率的同时，也降低

了细胞毒性，减小其自身缺点［６］，但对细胞仍有一定影响，空质

粒组、Ｌｉｐ２０００组与阴性对照组细胞图片比较，可以明显地看

到脂质体Ｌｉｐ２０００对细胞的损伤。

近年来研究表明ＢＤＮＦ具有营养及诱导ＢＭＳＣ分化的作

用，体外研究表明，ＢＤＮＦ可诱导ＢＭＳＣ向神经元样细胞分

化［７］，其机制目前认为是与受体信号传导系统有密切关系，β

ＮＧＦ作为发现及研究较早的 ＮＴＦＳ之一，和ＢＤＮＦ受体结合

后可以激活一系列细胞生物反应，促使ＢＭＳＣ从未分化状态

的细胞向成熟神经元分化和发育［８］。周琼等［９］研究表明，β

ＮＧＦ可诱导ＢＭＳＣ定向分化为神经元样细胞且存活时间长，

１００ｎｇ／ｍＬ的βＮＧＦ可以起到较好的促进ＢＭＳＣ向神经元样

细胞分化的作用，总之，βＮＧＦ对中枢及周围神经元的发育、

分化、生长、再生和功能特性的表达均具有重要的调控作用，并

且还对损伤及老化的神经细胞有一定的保护和修复作用［１０］。

在外周神经系统的病变及一些神经元退行性疾病，例如早老年

性痴呆症、老年性耳聋的治疗方面具有良好的应用前景［１１］，近

年研究表明，耳蜗毛细胞和螺旋神经元的减少和退化是老年性

耳聋的关键因素［１２１４］，基于βＮＧＦ具有的营养神经元、促进突

起生长及诱导干细胞分化为神经元的生物学特性，为了更好地

将其应用于老年聋的临床研究，能够高效、稳定表达βＮＧＦ基

因的细胞模型就显得必不可少，本实验建立了含βＮＧＦ基因

的细胞系，为该基因对于听力学进一步的功能研究建立了切实

可靠的实验基础。

有研究学者将βＮＧＦ蛋白转入ＧＦＰ转基因小鼠的ＢＭ

ＳＣ中，并利用免疫组织化学检测到βＮＧＦ蛋白的表达，在本

实验中，将已经构建好的βＮＧＦ重组质粒载体转染进小鼠

ＢＭＳＣ，首先对细胞进行流式细胞学表型鉴定，然后收集细胞

上清液，利用ＥＬＩＳＡ检测法确定目的蛋白是否在ＢＭＳＣ中持

续表达。其中各组细胞图片对比可直观下观察各组细胞形态；

而ＥＬＩＳＡ是从蛋白质水平上显示有人βＮＧＦ蛋白表达，重组

质粒组表达量为（１７４．９１±４．７１）ｐｇ／ｍＬ，通过ＥＬＩＳＡ检测结

果以及重组质粒组与其他组细胞图片比较发现，重组质粒组细

胞形态规则，呈长梭行，细胞质、细胞核清晰，生长情况明显优

于其他组。因此，本研究认为已将构建的重组载体导入小鼠

ＢＭＳＣ，并可以表达βＮＧＦ，且表达的βＮＧＦ蛋白具有减少转

染过程中对细胞的损害，营养及保护靶细胞的作用。

另外，ＧＦＰ是细胞研究的常用蛋白标记
［１５］，是一种能在现

代细胞生物学和分子生物学研究与临床检测中发挥重要作用

的较理想的报告基因，具有荧光标记的细胞在体内易于追踪，

可观察其在体内的生长情况。本实验将ＮＧＦ重组质粒转染至

含有ＧＦＰ的小鼠ＢＭＳＣ，利用其标记特性为下一步动物移植

体内示踪、定外及分布提供基础。

综上所述，本研究结果表明，构建的重组质粒载体ｐｃＤ

ＮＡ３βＮＧＦ成功导入含有ＧＦＰ的小鼠ＢＭＳＣ内，转染后小鼠

ＢＭＳＣ仍有增殖、分化能力，并且具有了表达βＮＧＦ蛋白能

力，通过以上的研究，为下一步探讨表达βＮＧＦ蛋白的ＢＭＳＣ

移植至体内并促进老年性耳聋听功能恢复的研究探索奠定基

础，同时为疾病的基因治疗与应用提供了实验依据。
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构域［２，６］。研究ＳＩＧＩＲＲ的相互作用蛋白，对阐明ＳＩＧＩＲＲ负

调控分子机制具有重要意义。本研究将包含 ＴＩＲ结构域的

ＳＩＧＩＲＲ胞内区（４８０～１２３０ｂｐ）编码序列亚克隆至ＣｙｔｏＴｒａｐ

系统中的诱饵载体ｐＳｏｓ中。经酶切、序列分析鉴定，证实正确

构建了诱饵质粒ｐＳｏｓＳＩＧＩＲＲ。将其与空载体ｐＭｙｒ共转化

感受态酵母菌后，结果证明当ｐＭｙｒ质粒不表达诱饵相互作蛋

白时，ｃｄｃ２５Ｈ温度敏感突变型酵母细胞不能获得在３７℃下

ＳＤ／Ｇａｌａｃｔｏｓｅ（ＵＬ）平板上生长的能力，Ｒａｓ途径未被激活，证

明所构建的诱饵质粒不具有自激活作用；而定位检测组（ｐＳｏｓ

ＳＩＧＩＲＲ＋ｐＭｙｒＳＢ）共转化入感受态酵母菌后，可在３７℃，

ＳＤ／Ｇａｌａｃｔｏｓｅ（ＵＬ）平板上能形成菌落，提示当融合诱饵蛋白

中的Ｓｏｓ与定位于细胞膜上的ＳＢ（ＳｏＳｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ）蛋白结

合后激活了 Ｒａｓ途径，使温度突变型酵母菌ｃｄｃ２５Ｈ 恢复了

３７℃条件下生长的能力，提示融合诱饵蛋白ＳｏｓＳＩＧＩＲＲ表达

后位于酵母菌细胞质中；且从酵母生长状态看，此诱饵质粒对

酵母菌无毒性作用；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转化酵母菌蛋白表达情

况，证明ＳｏｓＳＩＧＩＲＲ融合蛋白可稳定表达。诱饵质粒ｐＳｏｓ

ＳＩＧＩＲＲ的成功构建及其自激活作用检测，为进一步利用

ｐＳｏｓＳＩＧＩＲＲ从人肺ｃＤＮＡ文库中需找出新的与ＳＩＧＩＲＲ相

互作用蛋白、研究ＳＩＧＩＲＲ的调控机制及避免实验中出现假阳

性结果奠定了实验基础。

参考文献：

［１］ ＴｈｏｍａｓｓｅｎＥ，ＲｅｎｓｈａｗＢＲ，ＳｉｍｓＪＥ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＳＩＧＩＲＲ，ａｍｏｌｅｃｕｌｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇａｎｏ

ｖｅｌｓｕｂｔｙｐｅｏｆｔｈｅｉｌ１ｒｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ［Ｊ］．Ｃｙｔｏｋｉｎｅ，１９９９，１１

（６）：３８９３９９．

［２］ ＷａｌｄＤ，ＱｉｎＪ，ＺｈａｏＺ，ｅｔａｌ．ＳＩＧＩＲＲ，ａｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｏｒ

ｏｆｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１ｒｅｃｅｐｔｏｒｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．

ＮａｔＩｍｍｕｎｏｌ，２００３，４（９）：９２０９２７．

［３］ＺｈａｎｇＣ，ＷｕＸ，ＺｈａｏＹ，ｅｔａｌ．ＳＩＧＩＲＲｉｎｈｉｂｉｔｓｔｏｌｌｌｉｋｅ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ４，５，９ｍｅｄｉａｔｅｄｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓｉｎｈｕｍａｎａｉｒ

ｗａｙｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＭｏｌＢｉｏｌＲｅｐ，２０１１，３８（１）：６０１

６０９．

［４］ 陈旭昕，吴学玲，陈华萍，等．ＳＩＧＩＲＲ过表达对ＬＰＳ诱导

的 Ｈ２９２细胞ＮＦκＢ活性的影响［Ｊ］．重庆医学，２０１１，４０

（８）：７３２７３４．

［５］ＣｈｅｎＸ，ＺｈａｏＹ，ＷｕＸ，ｅｔａｌ．Ｅｎｈａｎｃｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｉｎ

ｇｌｅｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＩＬ１ｒｅｃｅｐｔｅｒｒｅｌａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌｅａｍｅｌ

ｉｏｒａｔｅｓＬｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｉｎｄｕｃｅｄａｃｕｔｅｌｕｎｇｉｎｊｕｒｙｉｎ

ｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｓｈｏｃｋ，２０１１，３５（２）：１９８２０４．

［６］ ＱｉｎＪ，ＱｉａｎＹ，ＹａｏＪ，ｅｔａｌ．ＳＩＧＩＲＲｉｎｈｉｂｉｔｓｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１

ｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｄ ｔｏｌｌｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４ｍｅｄｉａｔｅｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ｔｈｒｏｕｇｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２００５，２８０

（２６）：２５２３３２５２４１．

［７］ 药立波，常智杰．医学分子生物学实验技术［Ｍ］．北京：人

民卫生出版社，２００３：２７８２９３．

［８］ＦｉｅｌｄｓＳ，ＳｏｎｇＯ．Ａｎｏｖｅｌｇｅｎｅｔｉｃｓｙｓｔｅｍｔｏｄｅｔｅｃｔｐｒｏ

ｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，１９８９，３４０（６２３０）：

２４５２４６．

［９］ 张树民，陈英碚．酵母双杂交体系的新发展［Ｊ］．国外医学

遗传学分册，１９９９，２２（５）：２２５２２７．

［１０］张迪，霍兢，顾科隆，等．酵母双杂交技术进展［Ｊ］．高技术

通讯，２０００，１０（３）：９８１０１．

［１１］徐静，万家余，高宏伟，等．朊蛋白（ｐｒｐ２３２３１）酵母双杂

交诱饵载体的构建及其自激活作用的检测［Ｊ］．江西农业

学报，２００８，２０（４）：８３８５．

［１２］ＩｍｍｉｎｋＲＧ，ＡｎｇｅｎｅｎｔＧＣ．Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒｓｄｏｉｔｔｏ

ｇｅｔｈｅｒ：ｔｈｅｈｏｗｓａｎｄｗｈｙｓｏｆｓｔｕｄｙｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎ

ｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＰｌａｎｔＳｃｉ，２００２，７（１２）：５３１５３４．

［１３］ＭｏｅｒｄｙｋＳｃｈａｕｗｅｃｋｅｒＭ，ＤｅＳｔｅｐｈａｎｉｓＤ，ＨａｓｔｉｅＥ，ｅｔａｌ．

Ｄｅｔｅｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｉｎｖｅｓｉｃｕｌａｒｓｔｏｍａ

ｔｉｔｉｓｖｉｒｕｓｕｓｉｎｇａｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｙｅａｓｔｔｗｏｈｙｂｒｉｄｓｙｓｔｅｍ

［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌＭｅｔｈｏｄｓ，２０１１，１７３（２）：２０３２１２．

［１４］ＷｕＴ，ＹｕａｎＦ，ＣｈａｎｇＨ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｎｏｖｅｌ

ａｎｇｉｏｇｅｎｉｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１ａｎｄｉｔｓａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｗｉｔｈｈｙａｌｕｒｏｎｉ

ｄａｓｅｏｆｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｓｕｉｓｓｅｒｏｔｙｐｅ２［Ｊ］．ＭｉｃｒｏｂＰａｔｈｏｇ，

２０１０，４９（１／２）：３２３７．

［１５］吴涛，常海涛，谭臣，等．利用酵母双杂交系统筛选与猪２

型链球菌透明质酸酶（ＨＹＬ）相互作用的蛋白质［Ｊ］．中国

兽医学报，２００９，２９（９）：１１４９１１５４．

［１６］ＧａｒｌａｎｄａＣ，ＤｉＬｉｂｅｒｔｏＤ，ＶｅｃｃｈｉＡ，ｅｔａｌ．Ｄａｍｐｉｎｇｅｘｃｅｓ

ｓｉｖｅｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｔｉｓｓｕｅｄａｍａｇｅｉｎ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｂｙＴｏｌｌＩＬ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ８／ｓｉｎｇｌｅＩｇ

ＩＬ１ｒｅｌａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ａｎｅｇａｔｉｖｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｏｆＩＬ１／ＴＬＲ

ｓｉｇｎａｌｉｎｇ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，２００７，１７９（５）：３１１９３１２５．

［１７］ＸｉａｏＨ，ＧｕｌｅｎＭＦ，ＱｉｎＪ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＴｏｌｌｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１ｒｅ

ｃｅｐｔｏｒｍｅｍｂｅｒＳＩＧＩＲＲｒｅｇｕｌａｔｅｓｃｏｌｏｎｉｃｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｈｏｍｅ

ｏｓｔａｓｉｓ，ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ，ａｎｄｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．Ｉｍｍｕｎｉｔｙ，

２００７，２６（４）：４６１４７５．

［１８］ＧａｒｌａｎｄａＣ，ＲｉｖａＦ，ＶｅｌｉｚＴ，ｅｔａｌ．Ｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ

ｔｏｃｏｌｉｔｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｃａｎｃｅｒｏｆｍｉｃｅｌａｃｋｉｎｇＴＩＲ８，ａｎｉｎ

ｈｉｂｉｔｏｒｙｍｅｍｂｅｒｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１ｒｅｃｅｐｔｏｒｆａｍｉｌｙ［Ｊ］．

ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００７，６７（１３）：６０１７６０２１．

（收稿日期：２０１３０９０８　修回日期：２０１３１２１５）

（上接第１１６３页）

　　２０１１，４９（７）：５５７５６１．

［１１］石庆秋，张学荣，宋慧，等．广西眼镜蛇蛇毒神经生长因子

基因在ＮＩＨ３Ｔ３细胞中的表达［Ｊ］．广西医科大学学报，

２０１０，２７（６）：８４６８４９．

［１２］ＳｅｉｄｍａｎＭＤ，ＡｈｍａｄＮ，ＢａｉＵ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆ

ａｇｅｒｅｌａｔｅｄｈｅａｒｉｎｇｌｏｓｓ［Ｊ］．ＡｇｅｉｎｇＲｅｓＲｅｖ，２００２，１（３）：

３３１３４３．

［１３］刘强和，罗香林，耿宛平，等．快速老化小鼠的听功能和耳

蜗螺旋神经元的增龄性变化［Ｊ］．山东大学耳鼻喉眼学

报，２００８，２２（３）：２１５２１７，２２１．

［１４］刘强和，罗香林，耿宛平，等．快速老化小鼠的听功能和耳蜗

毛细胞的增龄性变化［Ｊ］．华夏医学，２００８，２１（２）：２１３２１５．

［１５］ＶａｒｇｈｅｓｅＨＪ，ＤａｖｉｄｓｏｎＭＴ，ＭａｃＤｏｎａｌｄＩＣ，ｅｔａｌ．Ａｃｔｉｖａ

ｔｅｄｒａｓｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｂａｌａｎｃｅａｎｄ

ｅａｒｌｙｓｕｒｖｉｖａｌｏｆｄｅｖｅｌｏｐｉｎｇｍｉｃｒｏｍｅｔａｓｔａｓｅｓ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ

Ｒｅｓ，２００２，６２（３）：８８７８９１．

（收稿日期：２０１３１０１０　修回日期：２０１３１２１９）

７６１１重庆医学２０１４年４月第４３卷第１０期




