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摘要

研究背景与 目的

线粒体是细胞核和其他细胞组分之 间发生信息交换的 中 心 ， 它通过调节能量产生和

代谢物供应 ， 以满足细胞的能量供给 。 当线粒体无法产生 ＡＴＰ 或代谢物 ， 或合成 ／降解

蛋 ｆ

＇

Ｊ 质 ， 底物 （ 如氧气 ） 影响 电子传递链 （ ＥＴＣ ） 功能时 ， 或发生 引 起线粒体蛋 白 受

损 的遗传改变时 ， 就会 出现线粒体功能障碍 。 线粒体功能障碍可导致多种线粒体疾病 ，

包括 多 巴胺祌经 元损伤 。 尽管神经元中 的线粒体密度可能低于其他细胞 （
如肌细胞 ）

， 但

大脑消耗的氧气和葡萄糖几乎是其他组织的十倍 ， 因此线粒体功能障碍对多 巴胺能神经

元的影响不容忽视 。

ｍ ｉ Ｒ －２ １ ４ －

３ ｐ 表达 的改变 己经被证实与几种神经系统疾病有关 ， 包括阿尔茨海默病

（ ＡＤ ） 、 帕金森病 （
ＰＤ

）
、 多发性硬化症 （ Ｍ Ｓ ） 和亨廷顿病 ， 在课题组之前 的研究 中我

们发现 ， 过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ 可能会通过影响 自 噬影响多 巴胺神经元功 能 ， 但 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ

能否通过其他方式影响 多 巴胺神经元功能还 尚不清楚 。 因 此我们 构建 了 过表达 ／抑制

ｍ ｉＲ －２ Ｍ－

３ ｐ 及对照稳转株 ， 通过蛋 白 组学和转录组学联合分析发现 了线粒体功 能的改

变可能是 ｍ ｉＲ －２ ： ｌ ４ －

３ Ｐ 影响 多 巴胺祌经元功能的重要 因素 ， 且 ＧＦＭ １ 可能是其 中 的关键

蛋 白 。

线粒体延伸 因子 Ｇ １ （ ＥＦＧ １ ） 山 Ｇ ＦＭ １ 核基因编码 ， 是线粒体翻译过程 中核糖体

易位所需的关键成分 。 ＧＦＭ １ 蛋 白 表达变化可能会对线粒体翻译过程造成影响 ， 进而 引

起线粒体功能障碍 。

据此 ， 本课题组将构建过表达 ／抑制 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 的 ＳＨ ＳＹ ５Ｙ 稳转株 ， 并检测过表达

ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ 对于线粒体功能障碍 以及 多 巴胺神经元活力 的影响 以及过表达 ＧＦＭ １ 能否

对其进行挽救 ， 来探究减轻 多 巴胺神经元损伤 以及线粒体功能障碍的方法 。

研究方法

ｌ ． ｍ ｉ Ｒ －２ ｌ ４ －

３
ｐ 靶埜因 的筛选

通过慢病毒构建过表达 ｍ ｉ Ｒ －２ １ ４ －３
ｐ 及对照稳转株 ， 利用 蛋 白组学检测和转录组学

联合分析过表达 ｍ ｉ Ｒ －２ １ ４ －

３
ｐ 后差异表达的蛋 白 和基 因 ， 并通过富集分析体现这些差异

蛋 白 和基因 的分布 以及功能 ， 通过 ＰＰ Ｉ 网络分析 了解这些差异蛋 白 和差异基因 的相互作

用情况筛选 出相互作用较强的关键基因 ， 通过将蛋 白组学分析和转录组学所筛选 出 的关

Ｉ






键蛋 白 和关键基 因与 ｍ ｉＲ － ２ １ ４ －

３
ｐ 的靶基 因 取交集 ， 筛选 出 ｍ ｉＲ －２ 丨 ４ －

３
ｐ 的靶基因 ， 通过

ＷＢ 验证 ｍ ｉＲ－２ １ ４ －

３
ｐ 与靶基因 的靶 向 关 系 。

２ ．探究 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ 对线粒体功能障碍和神经元活力 的影响

通过 ＲＯ Ｓ 检测试剂盒 ， 细胞耗氧率率检测试剂盒 ， ＡＴＰ 检测试剂盒 ， ＥＬ Ｉ ＳＡ 检测

试剂盒检测 。 分别检测过表达 ／抑制 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ 的 ＳＨ ＳＹ ５Ｙ 稳转株 中活性氧 ， 细胞耗氧

率 ， ＡＴＰ 含量 ， 线粒体呼吸链复合物 Ｉ ， 线粒体呼吸链复合物 ＩＶ 的变化 ， 来探究 ｍ ｉＲ －

２ １ ４ －

３ ｐ 对线粒体功能障碍的影响 。 通过 ＣＣＫ ８ 检测过表达 ＧＦＭ １ 且过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ

的 ＳＨ ＳＹ ５Ｙ 稳转株中神经元活力 的变化 。

３ ．探究 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ 调控 ＧＦＭ １ 影响线粒体功能和神经元活力

使用 瞬时转染方法构建过表达 ＧＦＭ １ 且过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ 的 ＳＨ ＳＹ ５Ｙ 细胞 ， 用

ＷＢ 检测过表达效率 ， 通过 ＲＯＳ 检测试剂盒 ， 细胞耗氧率率检测试剂盒 ， ＡＴＰ 检测试

剂盒 ，
ＥＬ Ｉ ＳＡ 检测试剂盒检测 。 分别检测过表达 ＧＦＭ １ 和 对照质粒的 ＳＨ ＳＹ ５Ｙ 稳转株

中活性氧 ， 细胞耗氧率 ， ＡＴＰ 含量 ， 线粒体呼吸链复合物 Ｉ ， 线粒体呼吸链复合物 ＩＶ

的 变 化 ， 来探 宄过表达 ＧＦＭ １ 对 线 粒体功 能 障碍 的 影 响 。 通过 ＣＣＫ ８ 检测 过表达

ＧＦＭ １ 和对照质粒 的过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ 的 ＳＨ ＳＹ ５Ｙ 稳转株中神经元活力 的变化 。

研究结果

１ ． 通过蛋 白组学和转录组学联合分析预测过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ 可能会影响线粒体功

能 ， 影响线粒体功能 的关键基 因可能是 ＧＦＭ １ ， 通过 ＷＢ 验证得 出 在过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 后 ＧＦＭ １ 表达受到抑制 。

２ ． 过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ 可 以促进活性氧的生成 ， 引 起细胞耗氧率的 降低 ， ＡＴＰ 含量

的 降低 ， 线粒体呼吸链复合物 Ｉ ， 线粒体呼吸链复合物 ＩＶ 的表达下 降 。 抑制 ｍ ｉＲ －２ １ ４
－

３
ｐ 则逆转此调控 。

３ ． 过表达 ＧＦＭ １ 可 以挽救 ｍ ｉＲ －

２ １ ４ －

３ ｐ 引 起的线粒体功能障碍和神经元活力下降 ，

减少活性氧的生成 ， 提高细胞耗氧率 ， 增加 ＡＴＰ 含量 ， 线粒体呼吸链复合物 Ｉ ， 线粒

体呼吸链复合物 ＩＶ 的表达提高 。

结论

本研宄发现 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ 上调可 以 引 起线粒体功能障碍和神经元活力下降 ， 且 ｍ ｉＲ －

２ １ ４ －

３
ｐ 可通过调控 ＧＦＭ １ 的表达影响线粒体功 能和神经元活力 。 这为治疗 多 巴胺神经

元相关疾病提供 了 新的治疗思路 。

关键词 ： ｍ ｉＲ－２ １ ４ －

３
ｐ ； 蛋 白 组学 ； 转录组学 ； 多 巴胺能神经元 ； 线粒体功能障碍

Ｉ Ｉ
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ｐ 表达的改变最初发生在脑组织 中 ，

随后通过外泌体介导 的转运进入 伞身循环系统 ， 包括血液 。

１ ４这种错综复杂的相互作用

强调 了ｍ ｉＲ －２ １ ４
－

３ ｐ 作为神经退行性疾病动态和临床相关生物标志物的潜力 。

２ 线粒体功能障碍

线粒体是细胞核和其他细胞组分之 间发生信息交换的 中心 ， 通过调节能量产生和代

谢物供应 ， 以满足细胞的 能Ｍ供给 。

Ｉ ５ 线粒体含有 自 己 的基因组 ， 这在动物细胞的细胞

器 中是独
一

无二 的 。 该摇 因 组编码 １ ３ 种呼吸链蛋 白 。

１ ６ 线粒体的嵴 中发现 了许多特定

线粒体蛋 白 的亚结构域 ， 特别是 ＯＸＰＨＯ Ｓ 蛋 白 。

１ ７这些细胞器被称为细胞的
“

发 电站
”

，

通过氧化磷酸化产屯 ＡＴＰ 。

ｌ ｓ此外 ， 线粒体还负责钙处理 、 细胞凋亡 、 细胞信号传导和

ＲＯ Ｓ 的产生 。 在某呰愦况下 ， 线粒体会变得功能失调 。 线粒体功 能障碍 ， 定 义为无法

产生 ＡＴＰ 或代谢物 ， 或导入 ／输 出 蛋 白 质 ， 当底物 （ 如氧气 ） 限制 电子传速链 （ ＥＴＣ ）

的功能吋 ， 或线粒体蛋 白 受损产生遗传改变 ， 就会 出现线粒体功能障碍 。

１ ９

。 虽然轻微

或短暂 的线粒体功能障碍会诱发适应性应激反应 ， 但持续的线粒体功能障碍通常会导致

线粒体 自 噻消 除线粒体
２ °

。 细胞可 以包含
一

组具有功能性和功能失调 的线粒体 。 功能失

调 的线粒体可 以发送信号来诱导应激反应 ， 例如诱导线粒体热休克蛋 白 （ Ｈ ＳＰ ） 的生成 ，

直到线粒体 自 噬消 除它们 。 线粒体 自 噬受损可导致功能失调 的线粒体积聚和钙稳态破坏 、

１



第
一

部分 利 用 蛋 白组学 以 及转录组学联合分析方法预测 ｍ ｉ Ｒ －

２ １ ４ 调控 多 巴胺能神经元功能 的机制

ＲＯＳ 过量产生 以及代谢物和 ＡＴＰ 生成的丧失 ， 所有这些都会导致细胞死亡 。

２ １ ２ ２

线粒体的基本功能是通过氧化磷酸化 （ ＯｘＰｈ ｏ ｓ ） 系统产生 ９ ０％ 以上 的细胞能量 。

２ ３

通过氧化磷酸化生成 ＡＴＰ 是
一

种非常有效的有氧呼吸方法 ， 这是动物 、 植物和大 多数

微生物生命形式能量代谢的核心 。 它 比仅 由糖酵解产生 的底物水平磷酸化更有效 。 因此 ，

毫无疑 问 ， 影响线粒体进行这
一

重要过程能力 的缺陷将严重影响 ＡＴＰ 的产生 ， 并对细

胞功能有害 。 ＡＴＰ
（
磷酸化 ）

的产生与穿过线粒体 内 膜 的质子动 力紧密耦合 ＇ 传统上 ，

线粒体被认为是 Ｒ０ Ｓ 的主要来源 。 目 前 已确定至少 １ ０ 种 ＲＯＳ 产生 的潜在来源 。

２ ４

线

粒体呼吸链复合物 Ｉ
 （
ＮＡＤＨ 脱氢酶 ）

和 １ １ １
（
泛素细胞色素 ｃ 还原酶尸 是最重要 的 ＝ 通过

复合物物 Ｉ 和 Ｉ Ｉ 将 电子转移到辅酶 Ｑ 或泛醌中产生泛醇 （
还 原泛醌 ， ＱＨ ２

）
， 泛醇通过半

醌 阴离子 （

＊

Ｑ
－

）再生辅酶 Ｑ 。 可 以将 电子转移到分子氧 ， 导致超氧化物 的形成 。

２ ６

线粒

体疾病是 由线粒体或核基因组突变 引 起的线粒体呼吸链功能障碍 引 起的 。 是
一

种原发性

疾病 ， 是 由基 因组间信号传导失败导致 ｍ ｔＤＮＡ 缺失积 累 引 起的 。 这些 ｍ ｔＤＮＡ 缺陷 和

呼吸链异常与许 多神经退行性疾病的发病机制有关 ， 包括帕金森病 。

２ ７线粒体疾病
一直

与神经功能缺陷有关 ， 并经常致残 。

２ ８

３ 线粒体功能障碍与多巴胺神经元

线粒体功能障碍可导致多种神经退行性疾病 。 神经和神经肌 肉综合征是线粒体疾病

最常见 的 临床表现 ＝

２ ９ 尽管神经元 中 的线粒体密度可能低于其他细胞
（
如肌细胞 ）

， 但大

脑消耗 的氧气和葡萄糖几乎是其他组织的十倍 。

３ （ １

有很多 原 因可 以解释为什么 中枢神经系统
（
ＣＮＳ

）特别容 易 受到线粒体功能障碍的影

响 。 首先 ， 大脑是高度代谢活跃的 ， 因此容易发生生物能量衰竭 。 其次 ， 与其他组织相

比 ， 大脑对 ＲＯ Ｓ 的抗氧化防御较少 。

３ １

第三 ， 大脑 中 的大 多数神经元都是有丝分裂后

不可替代的 （
室下 区 、 嗅上皮和海马除外 ）

３ ２

。 任何神经元损伤如果不 以某种方式得到缓

解 ， 对细胞来说都是致命的 。 神经元对线粒体代谢产生 的 ＡＴＰ 有持续 的 高需求 。 这 反

映在神经元细胞体 、 轴突 、 突触前终末和树突分支的高线粒体质量上 。

３ ２

为 了支持这种

代谢需求 ， 线粒体必须是高度动态的 ， 它们需要不断地移动 、 融合和分裂 。 线粒体对于

ＡＴＰ 的生成是必不可少的 ， ＡＴＰ 在很多线粒体活动 中起着至关重要 的作用 。

３ ３ 在 ＰＤ 过

程 中 ， 氧化应激增加导致线粒体功能障碍 ， 从而导致线粒体 ＲＯ Ｓ 增加和线粒体 ＤＮＡ

缺失 。 线粒体 ＲＯ Ｓ 激活 ａ －

ｓｙｎｕｃ ｌ ｅ ｉ ｎ ， 导致 ａ －

ｓｙｎｕｃ ｌ ｅ ｉｎ 在细胞质 中 聚集 。 这些聚集体 引

起 内 质 网功能障碍 、 突触功能障碍 、 线粒体呼吸链复合物 １ 和 ３ 的抑制 以及路 易 小体的

形成 。 路 易 小体通过增加 ｔｎｆ
－ａ 、 ｉ ｌ

－

 １ 和 ｉ ｌ
－

６ 引 起小胶质细胞活化 ， 从而导致细胞凋

亡 、 神经 炎症和神经元死亡 。

３（ ３ ５

２
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４ 线粒体 Ｇ 伸长因子 １ ＧＦＭ １

Ｈ ａｍｍ ａｒ ｓｕｎｄ 等人在染色体 ３
ｑ
２ ５ 上发现并分离 了 线粒体 Ｇ 伸长因子 的完整编码序

列 ， 并将其定位在染色体 ３
ｑ
２ ５ ． １

－

ｑ２ ６ ． ２ 上 。

３ ６在哺乳动物线粒体 中 ， 线粒体 Ｇ 伸长 因子

有两种亚型 ，
ＥＦＧ １ 和 ＥＦＧ２

，

ＥＦＧ １ 催化线粒体上的 ｔＲＮＡ ｎｉ ｔ 易位 ， 而 ＥＦＧ２ 只参与线粒

体的循环 。

３ ７ 人类 ＥＦＧ １ 的 突变可导致致命的肝性脑病 Ａ 这表 明 ＥＦＧ Ｉ 对人类线粒体

蛋 白 的生物合成至关重要 。 线粒体延伸 因子 Ｇ １（ ＥＦＧ １ ） 由 ＧＦＭ １ 核基 因编码 ， 是线

粒体翻译过程中核糖体 易位所 需的关键成分 。 ＧＦＭ Ｉ 是
一

种 ＧＴＰ 酶 ， 可催化肽基 －

ｔＲＮＡ

从核糖体受体位点 （ Ａ 位点 ） 转移到肽基位点 （ Ｐ 位点 ） ， 使核糖体沿着 ｍＲＮＡ 向 前移

动
一

个密码子 ， 从而能够通过氨酰 ：堪 ４ＲＮＡ 识别 Ａ 位点 中 的新密码子 ， 从而产生新 的

延 伸周 期 。

３ ９４ １

线粒体核糖体转运 ｍＲＮＡ
－

ｔＲＮＡ 模块依赖核糖体小亚基 的保守运动 和

线粒体延伸 因子 Ｇ １ 的高度保守特征 。 Ｇ ＦＭ １ 不仅控制 Ｓ ＳＵ 的构象变化 以促进 ｔＲＮＡ 的

运动 ， 而且还导致线粒体 ＬＳＵ ＧＴＰａ ｓ ｅ 相关 中心 的大量重排 。

４夂《

５ｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ

Ｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ 是保守 的非编码小 ＲＮＡ ， 在基 因转录 中发挥重要作用 。

４ ４

目 前 ，
己鉴定

出 ２ ０００ 多种 ｍ ｉＲＮＡ ， 并 ｗ
ｊ

＇

在 ｈ ｔ ｔ
ｐ

： ／／ｗｗｗ ． ｍ ｉＲｂ ａ ｓｅ ． ｏ ｒｇ 上查询 。 ｍ ｉＲＮＡ 的表达取决于细

胞种类和组织的不 同 。 ｍ ｉ ＲＮＡ 被认为影响不 同 的细胞活动 ， 包括衰老 、 复制性衰老 、

细胞增殖和发育 。

４ ５ 成熟 的 ｍ ｉ Ｒ ｎ ａ 有 １ ８ －２４ 个核苷酸长 ， 是细胞 内基因表达可逆调控 的

主要参与 者 。 它们 已在细 間 、 病毒 、 植物和动物 中被探索和表征
４Ｍ ７

。 ｍ ｉＲＮＡ 的作用

模式 己被充分证 明
；每
一

种都与
一

组特定 ｍＲＮＡ 的 ３
’

ＵＴＲ 区域完全或部分互补结合 ， 导

致 ｍＲＮＡ 转录物被翻译抑制 。

？ ４ ９

６ 线粒体呼吸链复合物

呼吸链复合物是细胞中最大的膜蛋 白复合物之
一

。 它们通过
一

些氧化还原辅助 因子 ，

包括黄素 、 铁硫簇 、 血红素和离子 ， 将 电子从 ＮＡＤＨ 和琥珀酸盐转移到分子氧 中 ＝

线粒体呼吸链复 合物 Ｉ

（
ＮＡＤＨ ：泛醌氧化还原酶

）
在细胞代谢 中起核心作用 。 它将线粒体

基质 中 的 ＮＡＤＨ 氧化为 ＮＡＤ＋ ， 提供还原等量物来支持三羧酸循环 （
Ｋ ｒｅｂ ｓ 循环 ）

和脂肪

酸 的 Ｐ
－复合体 Ｉ

， 这也是活性氧 （
ＲＯ Ｓ

）产生 的主耍来源之
一

， 它对线粒体和氧化应激有

巨 大 的影 响 。 线粒 体 呼吸 链复 合物 Ｉ（
ＮＡＤＲ

？

泛 醌 氧化还 原 酶或 ＮＡＤＨ 脱氢 酶 ） 是

ＯＸＰＨＯ Ｓ 的重要 电子传递入 口 点 。 线粒体呼吸链 复合物 Ｉ 是线粒体呼吸链的第
一

个酶线

粒体呼吸链复合物 。 它通过氧化线粒体基质 中三羧酸
（
ＴＣＡ

）循环 、 线粒体脂肪酸 Ｐ
－氧化

（
ＦＡＯ

）
和氨基酸分解代谢产生的 ＮＡＤＨ 发挥作 用 。

５ １？
线粒体呼吸链复合物 Ｉ Ｉ 琥珀酸脱

３
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２ １ ４ 调控多 巴胺能神经元功能 的机制

氢酶 ， 是柠檬酸循环的
一

部分 ， 催化玻珀酸盐氧化为富马酸盐 ， 并将泛醌还原为泛醇 。

５ ４ 线粒体呼吸链复合物 Ｉ Ｉ Ｉ
， 也称为细胞色素 ｂ ｃ ｌ ， 将 电子从 ＱＨ ２ 转移到细胞色素 ｃ 与

质 子在 ＩＭＭ 上 的 易位耦合在
一

起 。

５ ５

线粒体呼吸链复合物 ＩＶ又 名 细胞色素 ｃ 氧化酶 ，

催化 电子传递的最后
一

步 ， 将细胞色素 中 的 电子传递给氧气反应 中 心 。

５ ６它编码的三个

亚基 （ ＭＴ－ＣＯ ｌ 、 ＭＴ－Ｃ０２ 和 ＭＴ－Ｃ０ ３ ） 的 ｍ ｔＤＮＡ 序 列 中 的许多突变是 ＣＯＸ 缺乏症和

线粒体疾病的致病原 因 。

５ ７

７ｍ ｉＲＮＡ 与与线粒体功能障碍

许多 ｍ ｉＲＮＡ 靶 向 与线粒体功能相关的蛋 白 质 的 ｍＲＮＡ ， 如 ＬＲＲＫ ２ 、 Ｄ Ｊ
－

１ 、 Ｐ ＩＮＫ －

Ｉ 、 Ｐａ ｒｋ ｉ ｎ 和 电压依赖性 阴离子选择性通道－

１（ ＶＤＡＣ ｌ ｈ
５ ８

ｍ ｉ Ｒ －

１ ４４ －

３
ｐ 是 ＡＴＰ 的负调

节 因 子 ， 通过下调 ＰＧＣ －

ｌ
ａ

，ＴＦＡＭ 来降低线粒体功能 。 在 Ｍ ＰＴＰ 暴露的 ＳＨ －

ＳＹ ５Ｙ 细

胞 中 转染 ｍ ｉＲ－

１ ４４ －

３
ｐ 模拟物可降低 ＡＴＰ 表达 ， 并减轻 Ｍ ＰＴＰ 诱导 的线粒体功能障碍 。

５ ９

ｍ ｉＲ －

７ 表达的增加 降低 了ｍ ＰＴＰ 通道的打开 ， 减少 了 线粒体的断裂 ／去极化 ， 减轻 了氧

化应激和前凋亡蛋 白 的释放 。 此外 ， 它还通过下调 ＮＬＲＰ ３ 炎症小体来降低促炎细胞因

子 的水平 。

Ｍ
ｉ ， ｍＲ －

１ ４５ －

３
ｐ 调节 ＤＪ

－

１ 蛋 白 的表达并维持线粒体稳态 。 在 ＰＤ 患者 中 ，

ｍ ｉＲ －

１ ４ ５
－

３
ｐ 的过表达导致 ＤＪ

－

１ 减少 ， 从而增加氧化应激 。

６ １

ｍ ｉＲ －

１ ２４ 在大脑 中大量表

达 ， 调节 ＰＤ 中 的细胞存活 、 自 噬 、 线粒体功能障碍 。 通过这些功能 ， 它表现 出 神经保

护作用 。

６２

ｍ ｉＲ－４２ ５ 在神经保护 中 的作用 己在 Ｃ ５ ７ＢＬ ／６ 小 鼠 ＰＤ 模型 中得到证 明 。 它的

抑制促进线粒体在细胞体 内 的积累 ， 并伴随着 ＲＯ Ｓ 产生 的增加 。

６ ３

ｍ ｉＲ －

１ ４６ ａ 通过抑制

ｐ
ａ ｒｋ ｉ ｎ 促进线粒体碎片化 。 发现其水平在 ＰＤ 中升高 。 用抗 ｍ ｉＲ －

１ ４ ６ ａ 转染鱼藤酮暴露

的 ＳＨ －ＳＹ ５Ｙ 细胞导致细胞免于线粒体碎裂和氧化应激 。

６ ４

ｍ ｉＲ －

１ ８ １ ａ 和 ｍ ｉＲ －

１ ８ １ ｂ 调控

参与线粒体生物发生和 自 噬 的关键基 因 。 这些 ｍ ｉＲＮＡ 负靶 向 ＮＲＦ １ 、 细胞色素加氧酶

１ １（ Ｃ０Ｘ １ ］ ） 和辅酶 Ｑ 结合蛋 白 １ ０Ｂ（ ＣＯＱ １ ０Ｂ ） 。 研宄表 明 ， ｍ ｉＲ －

１ ８ １ ａ／ｂ 的下调刺

激 了线粒体的生物进程 。 ｍ ｉＲ －

１ ８ １ ａ／ｂ 沉默可保护细胞在 ＦＣＣＰ 处理后免受线粒体损伤 。

６ ５

基于 以上研 究 目 的我们将通过慢病 毒 转染方法构 建过表达 ／抑 制 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 的

ＳＨＳＹ ５Ｙ 细胞稳转株 ， 在 用 蛋 白 组学和转录组学联合分 析发现过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 对

ＳＨ ＳＹ ５Ｙ 细胞线粒体产生 了较大影响 ， 并找 出 了 过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 影响线粒体功能障

碍 的关键基因 。 通过 ＷＢ 检测过表达 ／抑制 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ 的 ＳＨ ＳＹ ５Ｙ 细胞稳转株 中 ＧＦＭ １

的表达 ， 通过 ＲＯ Ｓ 试剂盒检测过表达 ／抑制 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ 的 ＳＨ ＳＹ ５Ｙ 细胞稳转株 中 的活

性氧的生成 ， 利用细胞耗氧率检测试剂盒检测过表达 ／抑制 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 的 ＳＨ ＳＹ ５Ｙ 细胞

稳转株 中 的细胞耗氧率变化 利用 ＡＴＰ 检测试剂盒测试剂盒检测过表达 ／抑制 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

４
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３
ｐ 的 ＳＨ ＳＹ ５Ｙ 细胞稳转株 中 ＡＴＰ 含量的变化 。 童年过 ＥＬ Ｉ ＳＡ 试剂盒测试剂盒检测过表

达 ／抑制 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ 的 ＳＨ ＳＹ ５Ｙ 细胞稳转株 中线粒体呼吸链复合物 Ｉ 和线粒体呼吸链复

合物 ＩＶ 的变化 。 通过 ＣＣＫ ８ 检测测试剂盒检测过表达 ／抑制 ｍ ｉＲ －

２ １ ４ －

３
ｐ 的 ＳＨ ＳＹ ５Ｙ 细胞

稳转株中对神经元活力 的影响 。 之后通过瞬时转染过表达 Ｇ ＦＭ １ 挽救过表达 ｍ ｉＲ －２ ］ ４ －

３
ｐ 引 起的线粒体功能障碍和神经元损伤 ， 通过 ＷＢ 检测瞬时转染 Ｇ ＦＭ １ 的效率 ， 通过

ＲＯ Ｓ 检测试剂盒 ， 细胞耗氧率率检测试剂盒 ， ＡＴＰ 检测试剂盒 ， ＥＬ Ｉ Ｓ Ａ 检测试剂盒 ，

分别检测过表达 ＧＦＭ １ 且过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４
－

３ ｐ 的 ＳＨ ＳＹ ５Ｙ 稳转株 中 活性氧 ， 细胞耗氧率 ，

ＡＴＰ 含量 ， 线粒体呼吸链复合物 Ｉ ， 线粒体呼吸链复合物 ＩＶ 的变化 ， 通过 ＣＣＫ ８ 检测过

表达 ＧＦＭ １ 且过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ 的 ＳＨ ＳＹ ５Ｙ 稳转株 中 神经元活力 的变化 。 揭示过表达

ｍ ｉ Ｒ －２ １ ４ －

３ ｐ 对于线粒体功能障碍 以及祌经元活力 的影响 以及过表达 Ｇ ＦＭ １ 能 否对其进

行挽救 。

５
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部分 利 用 蛋 白组学 以及转录组学联合 分 析方法预测 ｍ ｉ Ｒ －

２ １ ４ 调控 多 巴胺能神经元功能 的机制

第一部分 利用蛋 白组学以及转录组学联合分析方法预测 ｍ ｉＲ－２ １ ４ －

３ｐ 调控多巴胺能神经元功能的机制

ＳＨ－ＳＹ５Ｙ 细胞系是
一

种源 自 ＳＫ －Ｎ －ＳＨ 细胞系 的人类祌经母细胞瘤细胞系 ， ＳＫ －Ｎ－

ＳＨ 细胞系是从
一

名 患有转移性神经母细胞瘤 的 ４ 岁 女性骨髓活检 中培养 出来的
６ ６

。 ＳＨ －

ＳＹ ５Ｙ 细胞己被广泛用 于神经元近似和解剖神经退行性疾病和疼痛疾病的致病分子机制 。

６ ７ －

６ ９

蛋 白 质组学工具能够对组织 、 血浆 、 血清和脑脊液进行深度蛋 白质分析 ， 以发现生

物标志物 。

？
。 目 前 ， 自 下而上的蛋 白 质 组学方法是首选方法 。 它利用液相色谱与 串联

质谱 （ ＬＣ －Ｍ Ｓ ／Ｍ Ｓ ） 联用来鉴定 和定量来 自 溶解和胰蛋 白 酶消化蛋 白 的胰蛋 白酶肽 。

７ １
－
７ ２

多年来 ， 转录组学技术提供 了 多种所涉及 的分子途径的非常重要 的信息 ， 从而可 以

识别可能对诊断和预后有用 的特定生物标志物 。

７ ３
＿

７ ５

在课题组之前 的研宄 中 ， 我们发现 了ｍ ｉＲ －

２ １ ４
－

３
ｐ 在 ＰＤ 中 的 作用 ， 重 点关注其对

自 噻和 多 巴胺能神经元活力 的影响 。 使用体外和体 内 模型 ， 我们证 明 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ 抑制

自 噬并促进多 巴胺能神经元凋亡 。

７ ６但 引 起多 巴胺能神经元凋亡的途径很 多 ， 许多 因素 ，

包括氧化应激 、 炎症 、 线粒体功能障碍 、 细胞凋亡和 自 噬 ，

７ ７７ ８在其 中 都起着重要 的致

病作用 。

因此 ， 我们用慢病毒转染的方式构建 了过表达 ／抑制 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 的 ＳＨ －Ｙ ５Ｙ 稳转株 ，

对其进行 了 蛋 白 质组学和转录组学测序 ， 通过蛋 白 组学和转录组学联合分析 ， 找 出过

ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ 影响多 巴胺能神经元的机制 ， 以及调控这
一

机制 的主要基 因 。

１ 材料与方法

１ ． １ 实验材料

１ ． １ ． １ 实验细胞

（ １ ） 人神经母细胞瘤细胞 ＳＨ －ＳＹ ５Ｙ ， 购买于 中科院上海细胞库 。

（ ２ ） 人肾上皮细胞 ２ ９ ３Ｔ
， 购买于 中科院上海细胞库 。

１ ． １ ． ２ 质粒

（ １ ） 慢病毒包装质粒 ｐ ｓＰＡＸ２ 、

ｐ
ＭＤ２ ．Ｇ 由南京 中 医药大学基础医学院教师赠予 。

（ １） 慢病毒载体质粒ＬＶ ３ （Ｈ ｌ ／ＧＦＰ＆Ｐｕ ｒｏ ）

－

ｓｈＮＣ 、 ＬＶ ３ （Ｈ Ｉ ／Ｇ ＦＰ＆Ｐｕ ｒｏ ）

－ｈ ｓａ
－ｍ ｉＲ －

２ １ ４
－

３
ｐ

ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏ ｒ 、 ＬＶ ３
（
Ｈ ｌ ／ＧＦＰ＆Ｐｕｒｏ ）

－

ｈ ｓａ
－ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ
ｍ ｉｍ ｉ ｃ ｓ由上海吉玛制药技术有限

６
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

公司 构建 。

ＬＶ３（Ｈ ｌ ／ＧＦＰ＆ Ｐ ｕ ｒｏ ） 慢病毒载体质粒 图谱及ＬＶ３（Ｈ ｌ ／ＧＦＰ＆ Ｐｕ ｒｏ ）
－

ｓｈＮＣ 、

ＬＶ３（Ｈ ｌ ／Ｇ ＦＰ＆ Ｐｕ ｒｏ ）
－

ｈ ｓａ
－ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ

ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏ ｒ ，ＬＶ ３（Ｈ ｌ ／ＧＦ Ｐ＆Ｐｕ ｒｏ ）

－

ｈ ｓａ
－ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ

ｍ ｉｍ ｉ ｃ ｓ 测序结果如 图 １ ． １ 所示 。

Ａ ＲＳＶ
 ｐ

ｒ ｏｍ ｏ ｔ ｅ ｒＢ
－－Ｍ ＊ ｉ ＶＭ ｔ ｔ ｖ ｉ ＊ ｉ

ｌ ｍ ａ ｒ
 ＆ ｆ

Ａ ｍ ｎ ｉ ｎ ｌ
ｉ ｎ ３ 
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－

、
 ＊ ■


“ ” ａ 
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＿

， ｉ ｗ 、 ？ －  ？

＂

Ｈ ＩＶ －
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ｐ

ｓ ｉ

ｐ
ａｃ ｋ
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ｆ

 ａ 

＂
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图 １ ． １ＬＶ ３ （ Ｈ １ ／Ｇ Ｆ Ｐ＆ Ｐ＿ ） 慢病毒载体质粒图谱及质粒测序结果

Ａ ．ＬＶ３ （Ｈ ｌ ／ＧＦＰ＆ Ｐ ｕ ｒｏ ） 慢病毒载体质粒图谱 ； Ｂ ．ＬＶ３ （Ｈ ｌ ／ＧＦＰ＆Ｐｕｒｏ ）
－

ｓｈＮＣ 慢病毒质粒测序结果 ； Ｃ ．

ＬＶ３ （Ｈ ｌ ／Ｇ ＦＰ＆ Ｐｕ ｒｏ ）

－ｈ ｓ ａ
－ｍ ｉ Ｒ －２ １ ４ －

３
ｐ
ｍ ｉｍ ｉ ｃ ｓ慢病毒质粒测序结果 ；

Ｄ ．ＬＶ３ （Ｈ ｌ ／ＧＦＰ＆ Ｐｕｒｏ ） ４ｉ ｓ ａ
－ｍ ｉＲ－

２ １ ４ －

３ ｐ
ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏ ｒ 慢病毒质粒测序结果 。

１ ． １ ． ３ 实验仪器

仪器名称


生产厂家


酶标仪 Ｂ Ｉ ０
－

ＲＡＤ 公司 （美 国 ）

电泳仪 Ｂ Ｉ Ｏ
－

ＲＡＤ 公司 （美国 ）

生物安全柜益世科生物

二氧化碳培养箱 Ｔｈ ｅｒｍｏＳ ｃ ｉ ｅｎｔ ｉ ｆ ｉ ｃ

７
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２ １ ４ 调控多 巴胺能神经元功能的机制

四度冰箱 美菱

负二十度冰箱 美菱

负八十度超低温冰箱 美菱

台式离心机 Ｔｈ ｅ ｒｍｏＳ ｃ ｉ ｅ ｎ ｔ ｉ ｆ ｉ ｃ

微量离心机 Ｔｈ ｅ ｒｍｏＳ ｃ ｉ ｅ ｎ ｔ ｉ ｆ ｉ ｃ

酶标仪 Ｔｈ ｅ ｒｍｏＳ ｃ ｉ ｅｎ ｔ ｉ ｆ ｉ ｃ

紫外微量分光光度仪 Ｅｐ ｐ ｅｎｄ ｏ ｒ ｆ

梯度ＰＣ Ｒ仪 Ｂ ｉ ｏ
－

Ｒａ ｄ

荧光定量ＰＣＲ仪 ＭＥＴＴ ＬＥＲＴＯＬ ＥＤＯ

电子天平 Ｂ ｉ ｏ
－

Ｒａ ｄ

迷你垂直 电泳槽 韦克斯

迷你转膜槽 韦克斯

化学发光成像仪 ＦｒＯ ｔ ｅ ｉ ｎ ｓ ａｍｐ ｌ ｅ

涡旋混匀仪翌圣生物

摇床 Ｋ ｙ ｉ ｉ ｎ Ｂ ｅ ｌ ｌ Ｌ ａｂＩ ｎ ｓ ｔ ｒｕｍ ｅｎ ｔ ｓ

恒温金属加热器 Ｔｈ ｅ ｒｍｏＳ ｃ ｉ ｅｎ ｔ ｉ ｆ ｉ ｃ

电热恒温水槽上海精宏实验设备有限公司

电子显微镜 Ｎ ｉ ｋ ｏｎ

荧光显微镜 Ｎ ｉ ｋｏｎ

细胞计数板 Ｈａｕ ｓ ｓ ｅ ｒ ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｔ ｉ ｆ ｉ ｃ

纯水仪 ＭＥＲＣＫ

制冰机 常熟市雪科 电器有限公司

高压灭菌锅致微 （ 厦 门 ） 仪器有限公司

转膜仪 Ｂ Ｉ ０ ＲＡＤ 公 司 （ 美 Ｗ ）

实时荧光定量 ＰＣＲ 仪 Ｔｈ ｅ ｒｍｏＦ ｉ ｓ ｈ ｅ ｒ 公司 （ 美 国 ）

非接触式超声破碎仪器 Ｄ ｉ ａ ｇｅｎ ｏ ｄｅ（ 比利时 ）

紫外微量分光光度仪 Ｅｐｐ ｅｎ ｄ ｏｒｆ（ 中 国 ）

超速离心机 贝克曼公 司 （ 美国 ）

移液器 普诺恩生物技术有限公 司

抗体孵育盒 普诺恩生物技术有限公 司

程序降温盒 普诺恩生物技术有限公司

细胞刮刀 普诺恩生物技术有限公 司

ＥＰ 管


普诺恩生物技术有限公 司

８
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１ ． １ ． ４ 实验试剂

试剂名称
 圭产厂害

ＭＥＭ 高糖培养基 Ｇ ｉ ｂ ｃ． ｏ （ 美国 ）

青链霉素混合液 （ １ ００ Ｘ ） 索莱宝生物科技有限公 司 （ 中 国 ）

嘌呤霉素 索莱 ： ｋ生物科技有 限公司 （ 中 国 ）

胰蛋 白酶 尤 ＥＤＴＡ 消 化液 Ｇ  ｉ ｂｃ ｏ （ 美 国 ）

胎牛血淸 （ ； ｉ ｈ ｃｏ 公 ＂
！ ｜（ 美 国 ）

１ ０ Ｘ ＴＢＳＴ 缓冲液 塞维 尔生物科技有限 公 司 （ 中 国 ）

ＢＣＡ 蛋 白定量试剂盒 雅酶肀物科技有限 公司 （ 中 国 ）

尚效 Ｒ Ｉ ＰＡ 裂解液 索莱宝生物科技冇限公司 （ 中 国 ）

Ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎ

—

抗稀释液 野云天生物科技有限 公司 （ 中 国 ）

ＰＡＧ Ｅ 凝胶快速制备试剂盒 雅酶生物技术有限公司 （ 中 国 ）

Ｏｐ Ｕ
－

ＭＥＭＩ 减血清培养基 （ 含 Ｌ
－

谷氨酰 Ｇ ｉ ｂ ｃ ｏ （ 美国 ）

胺 ）

ＰＭＳＦ 索莱宝生物科技有限公司 （ 中 国 ）

Ｔ ｒ ｉ ｚ ｏ ｌ Ｇ Ｉ ， ＰＢ Ｔ ０（ 美 国 ）

含 ＤＡＰ Ｉ 抗荧光淬灭封片剂 索莱宝生物科技有限 公司 （ 中 国 ）

二 甲 基亚砜 （ ＤＭ Ｓ０ ） 索莱宝生物科技有限公司 （ 中 国 ）

Ｑｕ 彳 ｃ ｋ Ｓ ｈｕ ｔ ｔ ｌ ｅ
－

Ｅ ｎ ｈ ａｎｃ ｅｄ （增强型转染试苏州博奥龙免疫技术有限公司 （ 中 国 ）

剂 ） ｔ

磷酸盐缓冲液 （ＰＢ Ｓ ） Ｉ Ｘ 普诺恩生物科技有限公司

ＲＮＡ 提取试剂盒 贝 贝生物科技有限 公司 （ 中 国 ）

Ｗｅ ｓ ｔ ｅ ｒｎ
—

抗二抗去除液 （弱碱性 ）碧云天生物科技有限公司 （ 中 国 ）

Ｆａ ｓ ｔＰｕｒ ｅＣｅ ｌ  ｌ ／Ｔ ｉ ｓ ｓ ｕ ｅＴｏｔ ａ ｌＲＮＡ诺唯赞公 司 （ 中 国 ） ）

Ｉ ｓ ｏ ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎＫ ｉ ｔ

无血清细胞冻存液 新赛美生物科技公司 （ 中 国 ）

海美溴铵福麦斯公司 （ 中 国 ）

多色预染蛋 白 Ｍａｒｋ ｅ ｒ 雅酶生物科技冇限 公司 （ 中 国 ）

脱脂奶粉 索莱宝生物科技冇限公 闰 （ 屮 国 ）

５ Ｘ ＳＤ Ｓ 上样缓冲液 普诺恩生物科技有限公 司 ）

电泳液 １ ０＊（ Ｔｒ ｉ ｓ ／ＳＤ Ｓ／甘氨酸 ） ） 普诺恩生物科技有限公司 ）

】 ． ２ 主要试剂配制

１ ． ２ ． １ 细胞培养相关试剂的配制

细胞培养基 ： 在生物安全柜 中 ， 向 ５ ０ｍ ｌ 离心管 中 加入 ４ ５ｍ ｌ ＤＭＥＭ 高糖培养基 以

９



第
一

部分 利 用 蛋 白组学 以 及转录组学联合分析方法预测 ｍ ｉ Ｒ －

２ １ ４ 调控 多 巴胺能神经元功能的机制


及 ５ｍ 丨 胎牛血清 ， 吹打混匀 ， 用封 口 膜封 闭管 口 后转移至四度冰箱 中暂存 。

１ ． ２ ． ２Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎＢ ｌｏ ｔ 相关试剂的配制

（ １ ） 向 １ ０ ０ｍ ｌ １ ０ Ｘ 电泳缓冲液 中加入 ９ ００ｍ ｌｄｄＨ ２Ｃ＾稀释为 １ Ｌ １Ｘ 电泳液 ， 震荡摇

匀 。 配置完成后 ， 记录配置时 间及溶液名称 ， 置于室温暂存 。

（ ２ ） 转膜缓冲液 （ ｌ

ｘ
） ： 量取 ｌ 〇 〇ｍ ｌ 的 １ ０ Ｘ 转膜缓冲液 ， 用 ８ ０ ０ｍ ｌ 去离子水 以及

１ ０ ０ｍ ｌ 甲醇定容至 １ Ｌ ， 振荡混匀 ， 记录配置时 间及溶液名称 ， 置于室温暂存 。

（ ３ ）ＴＢ ＳＴ （ ｌ
ｘ

） ： 量 取 ｌ 〇 〇ｍ ｌ的 １ ０ Ｘ ＴＢ ＳＴ
， 加入９００ｍ ｌ ｄｄＨ２０

，
稀释为 １ Ｌ １ Ｘ

ＴＢ ＳＴ 溶液 ， 振荡混匀 。 记录配置时间及溶液 名称 ， 置于室温暂存 。 。

（ ４ 〕 封 闭液 ： 在封 闭操作前 ， 配置 ５％脱脂牛奶 。 用 电子天平称量 〇 ． ５ ｇ 脱脂奶粉 ，

向 其 中 加入 Ｉ ＸＴＢ ＳＴ 缓冲液 ， 定容为 １ ０ｍ ｌ

，涡 旋振荡使其充分混匀并放置于摇床上

１ ００ ｒ
ｐ
ｍ ／ｍ ｉｎ摇ｌ Ｏｍ ｉ ｎ 。

（ ５ ）
—

抗稀释液 ： 配置 ３％脱脂牛奶作为
一

抗稀释液 （ 现用现配 ） ， 用 电子天平称

量 〇 ． ３ ｇ 脱脂奶粉 ， 向其 中加入 Ｉ ＸＴＢ ＳＴ 缓冲液 ， 定容为 １ ０ｍ ｌ
，
涡旋振荡使其充分混匀

并放置于摇床上 ｌ 〇 〇 ｒ
ｐ
ｍ ／ｍ ｉ ｎ 摇 １ ０ｍ ｉ ｎ 。

１ ． ２ ． ３ 药物的配制

ＭＰＰ
＋

液配制 ： 使用 ＰＢ Ｓ 溶液溶解 ＭＰＰ＋粉末 ， 配置成 ３ ０ｍＭ 的母液放入
一

８ ０

°

Ｃ冰

箱 中暂存 ， 使用 时使用 ＤＭＥＭ 培养基稀释至 １ ． ５ｍＭ 进行使用 ， 以防止反复冻融影响药

物作用效果 。

１ ． ２ ． ４ＬＢ±咅养基及甘油菌液的配制

（ １ ） ＬＢ 固体培养基的制备 ： 将 １ ０ ｇ 胰蛋 白 胨固体粉末 、 ｌ Ｏ
ｇ
Ｎ ａＣ ｌ 、 ５ ｇ 酵母提取物 、

琼脂粉 １ ５
ｇ 全部加入蒸馏水 中 ， 定容至 １ Ｌ

， 搅拌使其充分溶解 ， 调节 ＰＨ 值到 ７ ．２ 左右 ，

将其分装 ， 使用透气膜对其进行封 口 ， 丨 ２ １

°

Ｃ高压灭菌 １ ５ｍ ｉ ｎ ， 灭菌后培养基冷至不烫

手时再加入氨苄抗生素 ， 摇匀倒板 。 倒好的含抗生素的平板 ４
°

Ｃ保存 ， ２ 周 内 用完 。 。

（ ２ ） ＬＢ 液体培养基的制备 ： 将 １ ０
ｇ 胰蛋 白胨 ，

５ ｇ 酵母粉 ， ｌ Ｏ
ｇ
Ｎ ａＣ ｌ 全部加入蒸馏

水 中 ， 定容至 １ Ｌ ， 搅拌使其充分溶解 ， 调节 ＰＨ 值到 ７ ． ２ 左右 ， 并进行分装 ， 使用透气

膜对其进行封 Ｕ ， １ ２ １

°

Ｃ高压灭菌 １ ５ｍ ｉ ｎ ， 备用

（ ３ ） 甘油菌液的制备 ： 使用 ｄｄＨ２０ １ ： １ 稀释甘油 ， 配置为 ５ ０ ％甘油溶液 ， 用移

液枪混匀 。 贴好灭菌指示带 ， 放入高压灭菌锅 中进行高压灭菌 。 （ １ ２ １

°

Ｃ ， ３ ０ｍ ｉ ｎ ）
，
灭

菌结束后做好记录 ， 放入 ４ 度冰箱 中 备用 。

１ ． ３ 实验方法

１ ０
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１ ． ３ ． １ 细胞培养

（ １ ） 细胞复苏 ： 提前将水浴锅预热至 ３ ７

°

Ｃ
’

， 同时预热配置好 的 ＤＭＥＭ 高糖培养基 。

从液氮罐 中取 出冻存 的细胞 ， ， 快速将其放入 ３ ７
°

Ｃ水浴锅 中 ， 以 防止细胞死亡 。 在水

浴锅 中八字摇晃冻存管 ， 使细胞分布均匀 ， 待细胞 ｙｅ 全溶解后将其迅速转移至 ｌ 〇ｍ ｌ 离

心管 内 ，
１ ０ ０ ０ｒ

ｐ
ｍ 离心 ５ｍ ｉ ｎ 。 在离心结 束 后 弃 去 上清 ， 用 移液枪加入 丨 ｍ 丨 预热好 的

ＤＭＥＭ 高糖培养基 ， 用移液枪缓慢吹打细胞混悬液 ， 使其均匀分布 。 向 ２ ５ｃｍ ２ 无菌培

养瓶 中 加入 ４ｍ ｌＤＭＥＭ 高糖培 养基 ， 再 向 培养瓶 屮 加 入 丨 ｍ ｌ 细胞混悬液 。 八字摇匀 使

细胞均匀分布在瓶底 。 放置到显微镜下观察细胞密 度 以 及分布情况 。 最后将其移入到

３ ７

°

Ｃ培养箱 中培养 。

（ ２ ） 细胞传代 ： ４ ８ ｈ 后将细胞从培养筘 屮 収 出 ， Ａｉ微镜下观察细胞的密度 以及生

长状态后进行传代操作 。 弃去 ＤＭ ＥＭ 高糊培养 加入 Ｉ ｍ Ｉ ＰＢ Ｓ ， 洗去残留培养基 。

加入 ｌ ｍ ｌ 胰酶 ， 放入 ３ ７

°

Ｃ培养筘 中 消化 ｌ ｍ ｉ ｎ 。 加 入 Ｉｍ Ｌ ＤＭＥＭ 高糖培养基终止消化 ，

使用移液枪将混合液转移至离 心管 内 ， 配平后 放 入离心机 中 离心 （ ｌ 〇〇〇 ｒｐｍ ，

５ｍ ｉｎ ） 。 弃

上清并加入 ｌ ｍ ｌＤＭＥＭ 高糖培 养猫Ｍ悬细胞 。 Ａ Ｗ 个 ２ ５ｃｍ ２ 无菌培养瓶 中 分别加入

４ｍ ｌＤＭＥＭ 高糖培养基 ， 再 向 两 个培养瓶 屮 加入 ０ ． ５ｍ ｌ 细胞混悬液 。 ８ 字摇匀使细胞均

匀分布在瓶底 。 放置到显微镜下观察细胞密度 以及 分布情况 。 最后将其移入到 ３ ７

°

Ｃ培

养箱 中培养 。

（ ３ ） 细胞冻存 ： 将细胞从培养箱 中取 出 ， 显微镜下 观察细胞的密度 以及生长状态

后进行冻存操作 。 弃去 ＤＭ ＥＭ 高糖培养基 ， 加入 Ｉ ｍ ｌ ＰＢ Ｓ ， 洗去残 留培养基 。 加入 ｌ ｍ ｌ

胰酶 ， 放入 ３ ７

°

Ｃ 培养箱 中 消化 ｌ ｍ ｉ ｎ 。 加入 ｌ ｍＬ ＤＭＥＭ 高糖培养基终止消化 ， 使用移

液枪将混合液转移至 离心管 内 ， 配平后放入离心机中离心 （ １ ０００ ｒｐｍ ，

５ｍ ｉｎ ） 。 弃上清并

加入 ｌｍ ｌ 细胞冻存液重悬细胞 。 吹打混匀后将混合液转移至冻存管 中 ， 放置到 －

８ ０

°

Ｃ冰

箱 中暂存 ， 如需长期保存 ， 需在
一

周 内将细胞从－

８ ０

°

Ｃ冰箱转移至液氮罐 中储存 。

１ ． ３ ． ２ 质粒转化 、 扩增及提取

（ Ｉ ） 质粒的转化

１ ） 从负八十度冰箱 中取 出 ＤＨ ５ａ 感受态细胞 ， 立 即 放在冰上 ， 静置 ３
－

５ 分钟 ， 待

细胞融化后 ， 向其 中加入待转化质粒 ， 轻弹管壁混匀 ， 冰上静置 ３ ０ｍ ｉ ｎ 。

２ ） 提前将水浴锅加热至 ４２

°

Ｃ ， 将 ＤＨ ５ａ 感受态细胞放于水洛锅 中 ， 热激 ４ ５ ｓ
，
热激

之后 ， 迅速将细胞转移至冰上 ， 静置两分钟 。

３ ） 向 ＤＨ ５ａ 感受态细胞中加入 ９００ｙ ］ 不含抗生素 的 Ｌ Ｂ 培养基 ， 轻轻吹打混匀 ，

将其放入 ３ ７

°

Ｃ摇床 中 ， ２ ０ ０ｒｐｍ 复苏 １ 小时 。

４ ） 从摇床 中取出离心管 ， ５ ００ ０ ｒ
ｐ
ｍ 转速离心 ３ 分钟 ， 将上清弃去 ， 吹打混匀剩余

菌液 ， 使用接种棒将其均匀涂布在加入氨苄抗生素 的 ＬＢ 固体培养基 中 。

５ ） 将涂布均匀 的 ＬＢ 平板正面放置于 ３ ７

°

Ｃ培养箱 中 ， １ ０ 分钟后观察平板吸收情况

Ｉ Ｉ
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部分 利 用 蛋 白 组学 以 及转录组学联合分析方法预测 ｍ ｉ Ｒ －２ １ ４ 调控 多 巴胺能祌经元功能的机制

后将平板倒置 ， 培养 １ ２ －

１ ６ 小时 。

（ ２ ） 质粒 的扩增

１ ） 向 １ ２ｍ ］ 摇菌管 中加入 ４ｍ ｌ 左右 ＬＢ 液体培养基 ， 并加入适量的氨苄抗生素 。 加

入要接种 的菌种 ， 放于 ３ ７

°

Ｃ摇床中 ， ２ ００ ｒ
ｐ
ｍ 培养 １ ２ －

１ ６ 小时 。

２ ） 将摇菌管 中菌液分装至离心管 中 ， １ ３ ０ ００ ｒｐ
ｍ 离心 ２ 分钟 。

３ ） 弃去离心管 中 的 ＬＢ 培养基 ， 加入 ２ ５ ０ｕ ｌ Ｂ ｕ ｆｆｅｒ Ｐ ｌ ／ＲＮａ ｓｅ Ａ 混合液 ， 高速涡旋 ，

充分混匀至混合液 中 没有沉淀为止 。

４ ） 往重悬液 中 加入加 入 ２ ５ ０ｕ ｌＢｕ ｆｆｅ ｒＰ２
，
颠倒混匀 ， 重复 ８

－

１ ０ 次 ， 直至混悬液变得

澄清透 明粘稠为止 。

５ ） 加入 ３ ５ ０ｕ ｌＢｕ ｆｆｅ ｒＰ ３
，

立 即颠倒 ８
？

１ ０ 次让溶液彻底 中和 。

６ ） 将混悬液放入离心机中进行离心 ， １ ３ ０００ ｒｐｍ 转速离心
一

分钟 。

７ ） 将 Ｈ ｉＰｕ ｒｅ ＤＮＡＭ ｉ ｎ ｉ Ｃ ｏ ｌｕｍ ｎＩＶ 装在收集管 中 。 将上清液转移到收集管 中 ， 放

入离心机中进行离心 ， 丨 ３ Ｏ Ｏ Ｏ ｒ
ｐ
ｍ 转速离心

一

分钟 。

８ ） 弃 去 滤 液 ， 向 柱 子 中 加 入 ５ ０ ０ｕ ｌ Ｂｕ ｆｆｅ ｒ ＰＷ ｌ ， 放入 离 心 机 中 进 行 离 心 ，

１ ３ ０ ０ ０ ｒ
ｐ
ｍ 转速离心

一

分钟 。

９ ） 弃 去 滤 液 ， 向 柱 子 中 加 入 ６００ｕ ｌＢ ｕ ｆｆｅｒＰＷ２ 。 放 入 离 心 机 中 进 行 离 心 ，

１ ３ ０ ０ ０ ｒ
ｐ
ｍ 转速离心

一

分钟 ＜ ：

１ ０ ） 弃去滤液 。 将柱子放入离心机 中进行离心 ， １ ３ ０ ００ ｒｐｍ 转速离心三分钟 。

１ ２ ） 把柱子套在 灭菌 的 １ ． ５ｍ 丨 离心管 中 。 加入 ３ ０ －

１ ０ ０ｕ ｌ Ｅ ｌｕｔ ｉｏｎ Ｂｕｆｅｒ 至柱子的膜中

央 ＝ 静置 Ｉ 分钟 ， 放入离心机 中进行离心 ， １ ３ ０００ｒｐｍ 转速离心
一

分钟 。

１ ３ 使用 紫外分光度计测定质 粒浓度 ， 做好标记后放入负 四十度冰箱储存 。

１ ． ３ ． ３ 慢病毒包装 、 过滤及浓缩

（ １ ） 慢病毒包装

１ ） 铺板 ＨＥＫ －

２ ９ ３Ｔ 细胞 ， 六孔板每孔接种 １ ０
５ 个细胞 ， 加入 ２ｍ ｌ 配置好的 ＤＭＥＭ

高糖培养基 ， 镜下观察细胞是否均匀分布 ， 转移至 ３ ７

°

Ｃ细胞培养箱中培养 。

２ ） 第二天 ： 向 ２０ ０Ｕ Ｌ 生理盐水 中加入 ２ ０ Ｐ Ｌ 转染试剂和 ８ Ｕ Ｌ 质粒 ， 吹打混匀 。

向 Ｏｐ ｔ ｉ

－ＭＥＭ Ｉ 减血清培养基 中加入此混合液 ， ８ 字摇匀 。 将孔板转移至 ３ ７

°

Ｃ培养箱 中

培养 。

３ ） 第三天 ： 弃掉 Ｏｐ ｔ ｉ

－ＭＥＭ Ｉ 减血清培养基 ， 换液为 ＤＭＥＭ 高糖培养基 ， 转移至

３ ７

°

Ｃ细胞培养箱中培养 。

（ ２ ） 慢病毒过滤

１ ） 第 四到六天 ： 分别在慢病毒转染后 的 ２４ｈ 、 ４ ８ｈ 、 ７２ｈ 后观察各孔板中 荧光密度 ，

若焚光密度达到百分之八十 以上 ， 则 收取病毒液 。 用 １ ０ ｍＬ 无菌注射器吸取含有慢病

１ ２





南京 中 医药大学硕士论文


毒 ， 通过 ０ ．４５
ｐｍ 针头式过滤器过滤 。 将收集的病毒液分装至离心管中 ， 标好收集时间

以及转染病毒种类 。

（ ３ ） 慢病毒浓缩

１ ） 超高速离心管 中 加入收集好的慢病毒液 ， 两两配平 ， 重量差要在 ５ ０ｍｇ 以下 ，

液面不要过高 ， 需低于管 口
一

厘米 以上 。

２ ） 超速离心机中 ４
°

Ｃ ，４００００
ｇ ， 离心 ２ ｈ ， 离心结束弃上清 ， 加入 １ ／ １ ００ 的 ＰＢ Ｓ

重悬沉淀 ， 分别放置到 四度冰箱和 负八十度冰箱中保存 ， 四度冰箱可保存
一

周左右 ， 负

八十冰箱中可保存 ２ －

３ 个月 。

１ ． ３ ．４ 病毒滴度测定

（ １ ）９６ 孔板 中每孔铺板 ４ Ｘ １ ０
４

个细胞并加入 Ｉ Ｏ Ｏ
＾
ＬＤＭＥＭ 高糖培养基 ， 八字摇

匀细胞 ， 镜下观察细胞分布 ， 随后将孔板转移至 ３ ７

°

Ｃ培养箱中培养 。

（ ２ ） ２４ｈ 后取 １ ０
）

ｉＬ 病毒液 ， 以 丨 ： ９ 的 比例混合病毒液和 ＤＭＥＭ 高糖培养基 ， 混

匀后再取 １ ／ １ ０ 混合液重复此操作 ， 此过程共重复 ９ 次 （ 如 图 １ ．２ ） 。 弃去孔板中培养基 ，

加入混匀 的病毒液 ， 转移至 ３ ７

°

Ｃ培养箱 中培养 ２４ｈ 。

（ ３ ） 弃去孔板中液体 ， 加入 ＤＭ ＥＭ 高糖培养基 。

（ ４ ） 换液 ４ ８ ｈ 后 ， 根据最后
一

孔细胞荧光数计算病毒滴度＝最后孔 中 的荧光细胞

数／病毒原液量／ Ｉ Ｅ －

８（ ＴＵ／
ｍ
Ｌ ） 。

病毒原液第 １ 管第 ２管第 ３管第４管 第 ９管第 １ ０管

ｌ 〇ＨＬ １ ０
ｆ
ｉＬ ｌ Ｏ

ｆ
ｉＬ １ ０

／

ｉＬ
 ｌ Ｏ

ｆ
ｉＬ １ ０ｕＬ

’、 ’＾’＾＾ｚ＾Ｚ^
？
？ＯＯＯＯＯＣ ）

／ Ｉ ｉ ｌｌ
＇ ＂

 Ｉ Ｉ
ＶＳ／ ＇ＳｒＶ／Ｖ／

１ Ｅ＋ １ ｈＬ １ Ｅ＋ 〇ｈＬ ｉ Ｅ －

ｌ
ｆ
ｉＬ １ Ｅ －

２
ｊ
ｉＬ ？？？ Ｉ Ｅ －

７ｎＬ Ｉ Ｅ － ８ｈＬ

图 ｌ ． ２ 慢病毒原液稀释操作方法

１ ． ３ ． ５ 稳转株的构建

（ １ ） 六孔板每孔种 ４ Ｘ １ ０４ 个 ＳＨ ＳＹ ５Ｙ 细胞并加入 ２ｍ ｌＤＭＥＭ 高糖培养基 ， 八字

摇匀孔板 内细胞 ， 显微镜下观察细胞分布情况 ， 随后转移至 ３ ７

°

Ｃ培养箱 中培养 。

（ ２ ） 第二天从培养箱中取 出孔板并弃去培养基 ， 加入 ｌ ｍ ｌＯｐ ｔ ｉ
－ＭＥＭ Ｉ 减血清培养

基 （含 ０ ． ５％
ｐｏ ｌｙ

ｂ ｒｅｎｅ ）
，再加入 ｌ ｍ ｌ 浓缩后的病毒液 （从负八十度冰箱 中取 出 的慢病毒

只 可使用
一

次 ， 反复冻融后感染效率会 明 显下降 ）
，

８ 字摇匀 并转移至 ３ ７

°

Ｃ培养箱 中培

养２４ｈ 。

（ ３ ） 第三天 ， 弃去孔板 中培养液 ， 加入 ＰＢ Ｓ 润洗后 加入 ２ｍ ｌＤＭＥＭ 高糖培养基

转移至 ３ ７
°

Ｃ培养箱中培养 。

１ ３
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部分 利 用 蛋 白 组学 以及转录组学联合分析方法预测 ｍ ｉＲ－

２ １ ４ 调控多 巴胺能神经元功能的机制

（ ４ ） 第 四天开始加入嘌呤霉素筛选稳转株 ， 每隔
一

天换液
一

次 ， 重复
一

周 左右可

得 目 的稳转株 。

１ ． ３ ． ６ 蛋白组学

用慢病毒分别构建过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ （ ｎ

＝

３ ） ， 抑制表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ（ ｎ
＝

３ ） 及对照

（ ｎ
＝
３ ） 的 ＳＨ －ＳＹ ５Ｙ 稳 转 株 ， 送 上 海 伟 寰 生 物 科 技 有 限 公 司 进 行 Ｄ ＩＡ（ Ｄａｔａ

ｉ ｎ ｄｅ
ｐ
ｅｎｄｅｎ ｔａｃｑｕ ｉ ｓ ｉ ｔ ｉｏｎ） 蛋 白组学检测 。

１ ． ３ ． ６ ． １ 差异蛋白识别

在获得 ｐ 值后进行多重假设检验和校正 。 筛选标准为 ｌ〇ｇ
２ ＦＣ（ 折叠变化 ） ＞

１ 或＜－

１ ，

调整后 的 Ｐ 值 （ Ｑ 值 ） ＜０ ． ０ ５ 。 并使用热 图和火山 图来可视化这些差异蛋 白

丨 ． ３ ． ６ ． ２ 差异蛋白功能富集分析

ＧＯ 功能富集分析是对基 因和蛋 白功能进行限定和描述 ， ＧＯ 功能富集分析中包括

对生物过程 （ ＢＰ ） 、 分子功能 （ ＭＦ ） 、 细胞组件 （ ＣＣ ） 的分析 。 ＫＥＧＧ 是 了 解基因 高

级 功 能通路和 生 物 系 统 的 数据 库 资 源 。 将筛选 的 差 异 蛋 白 上传 到 ＤＡＶＩＤ 数据 库

（ ｈ ｔｔｐ ｓ ： ／／ｄａｖ ｉｄ ． ｎｃ ｉｆｃ ｒｆ．

ｇｏｖ
／） ， 进行 ＧＯ 功 能 富集 分 析和 ＫＥＧＧ 通路 分析 ， 并使 用 Ｒ

ｇｇｐ ｌ 〇ｔ２ 包将其可视化 。 采用 费歇尔精确双端检验方法进行检验 ， Ｐ －

ｖａ ｌ ｕｅ 值小于 ０ ． ０ ５ 为

显著 。

１ ． ３ ． ６ ． ３ＰＰ Ｉ 网络分析

使用检索相互作用 蛋 白 的检索 网 站 Ｄ ａｖ ｉｄ（ ｈ ｔｔ
ｐ ｓ ： ／／ｃｎ ． ｓ ｔ ｒ ｉｎｇ

－ｄ ｂ ． ｏ ｒｇ／ ） 预测这些差异

蛋 白 的 ＰＰ Ｉ 网络 ， 并在 Ｃｙｔｏ ｓｃ ａｐｅ 软件 ３ ． ６ ． １ ． １ ７ 中 可视化这些差异蛋 白 。 接下来 ， 使用

Ｃｙｔｏ ｓ ｃ ａｐｅ 软件的 ＭＣＯＤＥ 插件 ， 通过边和节点 的关系 ， 筛选 出其 中关键的子网络和蛋

白 。 选择标准 如 下 ： ＭＣＯＤＥｓ ｃｏｒｅ ｓ＞ ５
，ｎｏｄｅｓｃｏ ｒｅｃｕ ｔ

－ｏｆｆ 

＝

０ ． ２
，

ｄｅ
ｇ
ｒｅｅｃｕｔ

－

ｏｆｆ 

＝
２ ，Ｍ ａｘ

ｄｅｐ ｔｈ
＝

１ ００
，ｋ

－

ｓ ｃｏ ｒｅ
＝
２

１ ． ３ ． ７ 转录组学

用慢病毒分别构建过表达 ｍ ｉＲ－２ １ ４ －

３ｐ（ ｎ
＝

５ ， 抑制表达 ｍ ｉＲ － ２ １ ４－

３
ｐ（ ｎ

＝

５ ） 及对照

（ ｎ
＝
５） 的 ＳＨ －ＳＹ ５Ｙ 稳 转 株 ， 送 到 欧 易 有 限 公 司 进 行 Ｄ ＩＡ（Ｄ ａｔａ ｉ ｎｄｅｐ ｅｎｄｅｎ

ｔ

ａｃｑｕ ｉ ｓ ｉ ｔ ｉｏｎ） 转录组学检测 ＝

１ ． ３ ． ７ ． １ 差异基因识别

选取蛋 白组学 中过表达组相对于对照组下降的基因进行差异基因识别 ， 如果这些基

因在转录组学测试 中 ， ｐ
－

ｖ ａ 丨ｕｅ 值小于 ０ ． ０ ５ ， 这些基因将被选取为转录组学 中 的差异基

１ ４
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因

１ ． ３ ． ７ ． ２ 差异基因功能富集分析

ＧＯ 功能 富集分析是对基 因和蛋 白 功能进行 限定和描述 ， ＧＯ 功能富集分析 中包括

对生物过程 （ ＢＰ ） 、 分子功 能 （ ＭＦ ） 、 细胞组件 （ ＣＣ ） 的分析 。 Ｋ ＥＧＧ 是 了解基因高

级 功 能通路 和 生物 系 统 的 数 据 库 资 源 。 将 筛 选 的 差 异 基 因 上 传 到 ＤＡＶＩＤ 数据 库

（ ｈｔｔｐ ｓ ： ／／ｄａｖ ｉ ｄ ． ｎ ｃ ｉ ｆｃ ｒｆ． ｇｏｖ／） ， 进 行 ＧＯ 功 能 富 集 分 析 和 ＫＥＧＧ 通 路 分析 ， 并 使 用 Ｒ

ｇｇｐ
ｌｏ ｔ２ 包将其可视化 。 采用 费歇尔精确双端检验方法进 行检验 ，

Ｐ －ｖａ ｌ ｕ ｅ 值小于 ０ ． ０ ５ 为

显著 。

１ ． ３ ． ７ ． ３ＰＰ Ｉ 网络分析

使用检索相互作用 基 因 的 检索 Ｍ 站 Ｄ ａｖ ｉ ｄ （ ｈ ｔ ｔ ｐ ｓ ： ／／ｃｎ ． ｓ ｔ ｒ ｉ ｎｇ
－ｄｂ ． ｏ ｒｇ／ ） 预测这些差异

Ｓ 因 的 ＰＰ Ｉ 网络 ， 并在 Ｃ ｙ ｔｏ ｓ ｃ ａ ｐ
ｅ 软件 ３ ． ６ ． １ ． １ ７ 屮 可视化这些差异基因 。 接下来 ， 使用

Ｃ ｙ ｔｏ ｓｃａｐｅ 软件的 ＭＣＯＤＥ 插件 ， 迎过边 和 点 的关 系 ， 筛选 出其 中 关键的子 网络和基

１对 。 选择标准 如 下 ： ＭＣＯＤ Ｅｓ ｃｏ ｒｅ ｓ＞ｘｎ ｏ ｄ ｅｓ ｃ ｏ ｒｅｃ ｕ ｔ

－ｏ ｆｆ

＝

０ ． ２
，
ｄ ｅｇ ｒｅ ｅｃｕ ｔ

－

ｏｆｆ 

＝
２

，
Ｍ ａｘ

ｄ ｅ ｐ ｔｈ
＝

１ ００
，ｋ

－

ｓｃｏ ｒｅ
＝

２

１ ． ３ ． ８ 关键基因的选取

在 ｍ ｉ ｃ ｒｏＲＮＡ 耙 基 闲 的 预 测 网 站 １

’

３ 丨职 〖 ５ （； ３ 丨 １
（

１川
丨

＇

？ ： ／／＼＼
，

＼＼
１

＇

＾ ＾１ 丨卻 １ ５ 〇 ３ １１ ． 〇巧／
）预 测 １１＾ １１

－

２ １ ４ －

３
ｐ 的靶基因 ， 与 蛋 丨

：
｜ 组学分析 屮 选収 的关键 迸 ｜

＇

丨
， 转录组学分析 中选取的关键基

闪取交集 ， 得 出 ｍ ｉ Ｒ －

２ １ ４ －

３
ｐ 调控线粒体功能障码的又键诳 Ｉ

＇

丨
。

１ ． ３ ． ９ 蛋 白提取及浓度检测

（ 丨 ） 细胞蛋 內 样本提収 取 出 细胞弈 去上沾 Ｐ Ｂ Ｓ 洗二遍 ， 向六孔板 中每个孔加入

１ ０ ０
 Ｉ

＾Ｌ 的 含冇 ２％ＰＭ ＳＦ
， １ ％

ｐ
ｉ 的 Ｒ Ｉ ＰＡ 裂解液 ， 〗〒了

？

冰上裂解 ２ ０ｍ ｉｎ 。 待其充分裂解

后 ， 用 刮刀将细胞刮下 ， 转移至 ｅ
ｐ 符 屮 ， 甸隔 十 分钟振荡混匀

－

次 ， 重复三次 ，
４

°

Ｃ
，

１ ２ ０ ００ｒ／ｍ ｉ ｎ 离心 ３ ２ ０ｍ ｉ ｎ ， 离心结朿 丨ｎ
？

吸取上溃至 １ ． ５ｍ ＬＥＰ 管 中 ， 用 ＢＣＡ 蛋 白检测试

剂盒检测蛋 白浓度 。

（ ２ ） 测定 蛋 內浓度 使测定蛋 內 浓度前 ， 以 Ａ 液 与 Ｂ 液 ５ ０ ： １ 的 比例配置 ＢＣＡ 工

作液 ， 吹打混匀 。 向 ９ ６ 孔板 中加入不 同浓度 的标准 品 以及稀释 １ ０ 倍的待测样 品 。 并 向

每个标准 品孔 中加入 ２ ００Ｈ Ｌ ＢＣＡ 工作液 ， 放入 ３ ７

°

Ｃ 培 养箱避光孵 育 ３ ０ｍ ｉｎ ．酶标仪波

长调为 Ａ ５ ６２ ， 测定 ２ 蛋 白浓度 。

１ ． ３ ． １ ０Ｗｅｓ ｔｅｒｎＢ ｌ ｏ ｔ（ＷＢ ）

（ １ ） 制胶 ： 从四度冰箱 中取 出 １ ２ ． ５％的分离胶 ， 根据配胶试剂盒说明 （ ５ｍ ｌＡ 液 ，

１ ５
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５ｍ ｌ Ｂ 液 ，
１ ２ （Ｈｉ ＬＡ Ｐ Ｓ ） 配好分离胶并充分混匀 ， 加入 ４ ． ５ｍ ｌ 混匀后的分离胶至制胶板中 ，

注意缓慢加入 ， 不要产生气泡 ， 向胶板 中 加满 ｄｄＨ ２０ 。 待胶凝固 后 ， 将 ｄｄＨ２０ 倒 出 。

配置 １ ２ ． ５％上层浓缩胶 （ １ ． ５ｍ ｌＡ 液 ，
１ ． ５ｍ ｌＢ 液 ，

２ ０
＾
ｉＬＡＰ Ｓ ） ， 混匀上层浓缩胶后 ， 取

１ ． ５ｍ ｌ 加入到制胶板 中 ， 向制胶板 中迅速插入十孔梳 ， 插入时要小心 ， 避免产生气泡 。 。

（ ２ ） 煮蛋 白 ： 测定 出 蛋 白浓度后 ， 向 蛋 白溶液 中加入适量的 ５ ｘ上样缓冲液和 Ｒ ｉ

ｐａ

裂解液 ， 混匀 后将其放入 已经预热至 丨 〇 〇

°

Ｃ 的恒温金属加热器 中 ， 加热 ２ ５ｍ ｉ ｎ
，转移至负

八十冰箱 中保存 。

（ ３ ） 上样 ： 从冰箱 中取 出 煮好 的蛋 白 。 在上样前使用 离心机将样 品摇匀 ， 将配制

好 的胶板放到 电泳槽里 ， 向其 中 加满稀释好 的 Ｉ
Ｘ 电泳液 ， 缓慢拔 出梳子 。 将待测蛋 白

和 ｍ ａｋ ｅ ｒ 分别加 入对应孔道 ， 在外槽 中加入外槽体积
一

半的 电泳液 ， 盖好 电泳槽盖子 。

（ ４ ） 电泳 ： 恒压 ８ ０Ｖ 开始 电泳 ，
２０ｍ ｉ ｎ 后 ， 待蛋 白跑到下层胶 以后 ， 调整 电压为

１ ２ ０Ｖ ， 时 间设置为 ７ ０ｍ ｉ ｎ 。 根据 目 的蛋 白 和 内 参蛋 白 的分子量确定停止 电泳的时间 。

（ ５ ） 转膜 ： 将裁剪好 的 ＰＶＤＦ 膜放入 甲醇 中激活 ｌ Ｏｍ ｉ ｎ
，
制作转膜三 明治并将其放

入转膜槽 ， 在 外槽放入冰袋并加满转膜液 。 盖上盖子后将其放入冰盒 中 ， 开始转膜

（ ２ ５ ０ｍＡ
，

４ ０ｍ ｉ ｎ ） 。

（ ６ ） 洗膜 ： 转膜结束之后从三 明治 中取 出条带放入孵育盒中 ， 加入 １ Ｘ ＴＢ ＳＴ 溶液 ，

放置于摇床上 ｌ Ｏ Ｏ ｒ
ｐ
ｍ ／ｍ ｉ ｎ 进行洗膜 ， 重复三次 ， 每次 ８ｍ ｉ ｎ 。

（ ７ ） 封 闭 ： 弃去 １ Ｘ ＴＢ ＳＴ 溶液 ， 加入 ５ ％脱脂牛奶 ， 放置于摇床上 ５ ０ ｒ
ｐ
ｍ ／ｍ ｉ ｎ 孵

育 ｌ ｈ ．

（ ８ ） 洗膜 ： 弃去脱脂牛奶溶液 ， 放置于摇床上 ｌ ＯＯ ｒｐ
ｍ ／ｍ ｉ ｎ 进行洗膜 ， 重复三次 ，

每次 ８ｍ ｉ ｎ 。

（ ９ ） 孵育
一

抗 ： 弃去 ＴＢ ＳＴ
， 加入

一

抗溶液 ， ４

°

Ｃ过夜孵育 。

（ ８ ） 复温 ： 回收
一

抗 ， 加入 １ Ｘ ＴＢ ＳＴ 溶液 ， 放置于摇床上 ｌ ＯＯ ｒ
ｐ
ｍ ／ｍ ｉｎ 进行洗膜 ，

重复三次 ， 每次 ８ｍ ｉｎ 。 。

（ ８ ） 孵育二抗 ： 使用 二抗稀释液稀释二抗 ， 放置于摇床上 ５ ０ ｒｐｍ ／ｍ ｉ ｎ 孵育 ｌ ｈ 。 孵

育结束后 回收二抗 ， 加入 １ Ｘ ＴＢ ＳＴ 溶液 ， 进行洗膜 ， 重复三次 ， 每次 ８ｍ ｉｎ 。 。 。

（ ９ ） 化学发光 ： 以 Ａ 液和 Ｂ 液 １ ： １ 比例配置化学发光液 ， 放置于暗室避光 ， 将

条带放入其 中充分浸润后进行上机检测 。

（ １ ０ ） 洗去
一

抗二抗 ： 上机检测后加入 ｄｄＨ２ ０ 进行洗去
一

抗二抗 ， 放置于摇床上

ｌ Ｏ Ｏ ｒｐｍ ／ｍ ｉ ｎ 漂洗 ５ｍ ｉ ｎ 。 弃去 ｄｄＨ２ ０ ， 加入
一

抗二抗去除液 ， 放置于摇床上 １ ０ ０ ｉｐｍ ／ｍ ｉ ｎ

漂洗 ｌ Ｏｍ ｉ ｎ ．弃去
一

抗二抗去除液 ， 加入 １ Ｘ ＴＢ ＳＴ 溶液 ， 放置于摇床上 ｌ ＯＯ ｒ
ｐ
ｍ ／ｍ ｉｎ 进 行

洗膜 ， 重复三次 ， 每次 ５ｍ ｉ ｎ ， 结束后弃去 ＴＢ ＳＴ 溶液 ， 加入
一

抗过夜孵育 。

１ ． ３ ． １ １ＲＮＡ 的提取

１ ６
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（ １ ） 六孔板每孔种 丨 〇
５ 个细胞 ， 向每个孔板 中加入 ５ ０ ０ｕ ＬＢｕ ｆｆｅ ｒ ＲＬ

，
于摇床上震荡

１ ５ｍ ｉ ｎ
，
收集裂解后 的细胞溶液至 Ｆａｓ ｔＰｕ ｒｅ

ｇ
ＤＮＡ －Ｆ ｉ ｌ ｔｅ ｒＣ ｏ ｌ ｕｍ ｎ ｓＩ ＩＩ 中 ， 放入离 心机 中进

行离心 （ 丨 ２ ０ ０ ０ ｒｐｍ ，

３ ０ ｓ ）
， 收集滤液 。

（ ２ ） 每个收集管 内 加入 ２ ５ ０Ｈ Ｌ 无水 乙醇 ， 涡旋混匀 。

（ ３ ） 向 Ｆ ａ ｓ ｔＰｕ ｒｅＲＮＡＣ ｏ ｌ ｕｍ ｎ ｓＩ Ｉ Ｉ 中加 入步骤二得到 的混合液 ， 放入离心机 中进行

离心 （ １ ２ ０ ０ ０ ｒ
ｐ
ｍ

，

３ ０ ｓ ） ， 倒弃滤液 。

（ ４ ） 加入７ ０ ０ ｎ
Ｌ Ｂｕｆｆｅ ｒ ＲＷ Ｉ

，

１ ２ ０ ０ ０ｒｐｍ ， 放入离心机 中进行离心 （ １ ２０ ０ ０ ｒｐｍ ，
３ ０ ｓ ） ，

倒弃滤液 。

（ ５） 加 入 ７ ０ ０
卜
ｉ ＬＢ ｕ ｆ

＇

ｆｅ ｒＲＷ ２（
己 加 入 无 水 乙 醇 ）

， 放 入 离 心 机 中 进 行 离 心

（ １ ２ ０ ０ ０ ｒ
ｐ
ｍ

，

３ ０ ｓ ）
， 倒弃滤液 。

（ ６ ） 重复上
一

步骤 。

（ ７ ） 弃滤液 ， 放入离心机 屮进行离心 （ １ ２ ０ ０ ０ ｒ
ｐｍ ，

６ ０ ｓ ） 。

（ ８ ） 小心将吸附柱转移至新的 离心 彳 １

？

屮 ， Ｍ吸附柱 中 央悬空滴加 Ｉ ＯＯ
ｊ
ｉＬ 的 ＲＮａ ｓｅ

－

ｆｉ

－

ｅｅｄｄＨ２０
，
室温静置 １ｍ ｉ ｎ

， 放入 离 心机 屮进 行 离 心 （ 丨 ２ ０ ００ ｉｐｍ ，

６０ ｓ ） ， 即得所需的 ＲＮＡ

样本 。

（ ９ ） 提取的 ＲＮＡ 放Ｔ －

８ ０ 冰 筘 保存 。

１ ． ３ ． １ ２ 弓 ｜物序歹 Ｉ

Ｊ

所用 引 物 出上海生 Ｉ ：行 限 公 … 介成提供 ， 弓
丨 物序列如表 １ ． １ 所示 ：

表 １ ． １ 引 物序列

引 物 名 称 引 物序列 （ ５
＜－

３
＇

）

ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡ

ｍ  ｉ Ｒ －

２ 丨 ４ －

３
ｐ

：洛环 引 物
ＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＡＣＴＧＣＣ

ｍ ｉ Ｒ －２ １ ４ －

３
ｐ

－ ＦＧＣＡＣＡＧＣＡＧＧＣＡＣＡＧＡＣＡ

ｍ ｉ Ｒ－２ Ｉ ４
－

３ ｐ
－ＲＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ

Ｕ ６
－Ｆ ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ

Ｕ ６
－ＲＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ

１ ． ３ ． １ ３ｍ ｉＲＮＡ的ｑ
ＰＣＲ

（ １ ） 去除ｇ
ＤＮＡ

１ ） 根据诺唯 赞试剂盒Ｈ ｉ Ｓ ｃ ｒ ｉ

ｐ
ｔ？ Ｉ Ｉ ＩＲＴＳ ｕ

ｐ
ｅ ｒＭ ｉ ｘｆｏ ｒ

ｑ
ＰＣＲ的说 明 ， 用ＲＮ ａｓｅ

－

ｆｒｅｅ

离心管配制如表 １ ． ２ 所示的反应体 系 ：

１ ７



第
一

部分 利 用 蛋 白 组学 以及转录组学联合分析方法预测 ｍ ｉ Ｒ －

２ １ ４ 调控 多 巴胺能神经元功能 的机制

表 １ ． ２ 去除 ｇ
ＤＮＡ 反应体系

试剂成分 体积

ＲＮ ａ ｓ ｅ
－

ｆｒｅｅｄ ｄＨ ｚＯ ｔｏ ］ ０

５
ｙ
ｇＤＮＡｗ ｉ

ｐ
ｅ ｒＭ ｉｘ ２

 ｜

ｉ Ｌ

模板ＲＮＡ ２ ０ ０ｎ ｇ

２ ） 轻轻吹打混匀配好的反应体系 ， ４ ２
°

Ｃ 放置 ２ｍ ｉ ｎ 。

（ ２ ）ｍ ｉ ＲＮＡ 逆转录合成 ｃＤＮＡ

１） 将上
一

步反应 体系按照表 １ ． ３ 配置逆转录反应体系 。

表 １ ． ３ｍ ｉＲＮＡ 逆转录反应体系



试剂名称


试剂用量


ＲＮ ａ ｓ ｅ
－ ｆｒｅ ｅｄ ｄＨ ｚＯ ｔｏ２ ０

 （

ｉ Ｌ

上 步 的混合液 丨 〇
ｍ
ｌ

Ｓ ｔ ｅｍ
－

ｌ ｏ ｏ
ｐｐ

ｒ ｉｍ ｅ ｒ
 （
２
 ｆ

． ｉＭ
） １

 ｜

ｉＬ

ｌ 〇 ｘ ＲＴｍ ｉｘ ２
 （

ｉＬ

Ｈ ｉ Ｓ ｃ ｒ ｉ

ｐ
ｔ  Ｉ ＩＥ ｎ ｚｙｍ ｅＭ ｉ ｘ ２

ｐＬ

２ ） 吹打混匀后瞬时离心 ， 然后在 ＰＣＲ 仪 中按表 １ ． ４ 中 的反应条件进行逆转录 ：

表 １ ．４ｍ ｉＲＮＡ 逆转录反应条件



反应温度


２ ５
°

Ｃ ５ｍ ｉ ｎ

５ ０

°

Ｃ １ ５ｍ ｉ ｎ

８ ５
°

Ｃ ５ｍ ｉ ｎ

（ ３ ）ｍ ｉＲＮＡ的
ｑ
ＰＣＲ

１） 将逆转录好 的反应体系 ， 按照试剂盒 Ｃ ｈ ａｍＱ
Ｕ ｎ ｉ ｖ ｅ ｒｓａ ｌＳＹ ＢＲ

ｑ
ＰＣＲＭ ａ ｓ ｔｅ ｒＭ ｉｘ

说明 ， 在 ＲＮａ ｓ ｅ
－ｆｒｅｅ 八连排 中遵表 １ ． ５ 所示配置反应体系 ：

表 １ ． ５ｍ ｉＲＮＡ 的 ｑ
ＰＣＲ 反应体系



试剂成分


２ ；＜ Ｃｈ ａｍＱ
Ｕ ｎ ｉ ｖ ｅ ｒ ｓ ａ ｌＳＹＢＲ

ｑ
ＰＣＲＭ ａ ｓ ｔｅ ｒ Ｍ ｉｘ １ ０ｕ Ｌ

Ｐ ｒ ｉｍ ｅ ｒ Ｆ
 （

１ ０
 ｜

． ｉＭ
） ０ ．４ｕ Ｌ

１ ８
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

Ｐ ｒ ｉｍ ｅｒ Ｒ
（

１ ０
 ｜

＾Ｍ
） ０ ．４ｕＬ

ｃＤＮＡ ２ ０ ０ｎ ｇ

ｄｄＨ ２〇 ｔｏ２ ０
 （

ｉ Ｌ

２ ） 将配好的反应体系和混匀 、 离心 ， 注意不要有气泡 。 按表 １ ． ６ 反应程序设置进

行 ｑＰＣＲ 反应 。

表 丨 ． ６ｍ ｉＲＮＡ 的 ｑ
ＰＣＲ 反应程序



反应步骤


＼ｍ


＇

Ｕ＆


时间

Ｓ ｔａｇ
ｅ１预变性Ｒｅｐ

ｓ ： １ ９ ５
°

Ｃ ３ ０ｓｅｃ

９ ５
°

Ｃ １ ０ｓ ｅ ｃ

Ｓ ｔａｇｅ２循环反 丨

、Ｖ：Ｒｅ ｐ ｓ ： ４ ０

６ ０

°

Ｃ ３ ０ｓ ｅｃ

９ ５
°

Ｃ １ ５ｓｅ ｃ

Ｓ ｔａ
ｇ
ｅ３溶解 曲线Ｒｅ

ｐ
ｓ ：
 １ ６０

°

Ｃ ６ ０ｓ ｅｃ



９５
°

Ｃ


１ ５ｓｅｃ

１ ． ４ 统计分析

论文 中所冇实验均仏 （次 以 丨 ： 屯 从结災 ， 采州 丨 １１＾ ６ ＿１ 软件对 ＼＾ ５ １６０１ ８ １ 〇 １ 结果进

行统计分析 ， 采川 Ｇｒａｐｈ Ｐａ
ｄＰ ｒ ｉ ｓｍ８ 软件作 阁 分祈数据 ， 实验数据 以均值±标准差

（ Ｍ ｅａｎ±Ｓ ． Ｅ ．Ｍ ） 表示 。 两 纟Ｈ ． 比较使川独 、＞：样 木 ｔ 检验 ， 两组以上数据 比较使用 Ｓ ｔｕｄｅｎｔ
－

Ｎ ｅｗｍ ａｎＫｅｕ ｌ ｓ检验 ， 尸 ＜０ ． ０ ５托小
？

ｊＬ
－

Ｙ ｆ 统差异 。

２ 结果

２ ． １ 过表达／抑制 ｍ ｉ Ｒ －２ １ ４ －３
ｐ 稳转株的构建

使用三质粒系统转染 ２９ ３Ｔ 细胞并在荧光显微镜下观察转染效率 ， 如 图 ２ ． １ Ａ 所示 ，

在转染ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ
ｍ ｉｍ ｉ ｃ ｓ 、 ｍ ｉ Ｒ －２ １ ４ －

３ ｐ
ｎ ｃ 、 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ｐ
ｉｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏ ｒ质 粒的２ ９ ３Ｔ 细胞中 ，

荧光强度都达到 了９ ０％ 以上 ， 说 明转染效率较高 ， 包装慢病毒成功 。

通过 ｑｐ
ｃ ｒ 检测慢病 毒 构建过表达 ／抑制 ｍ ｉＲ －２ ！ ４ － ３

ｐ 的 稳转株 的转染效率 。 如 图

２ ． １ Ｂ 所示 ， 与对照相 比 ， ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ
ｍ ｉｍ ｉ ｃ ｓ 转染 的 Ｓ Ｈ － ＳＹ ５ Ｙ 细胞 中 ｍ ｉＲ －

２ １ ４ －

３ ｐ 的表

达量 明 显增加 ， ｍ ｉＲ －２ １ ４－

３
ｐ

ｉｎｈ ｉｂ ｉ ｔｏ ｒ 转 染 的细胞 中 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ｐ 表达量 明 显 降低 ， 其结

果变化均具有统计学差异 ， 说明成功构建出过表达／抑制 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ｐ 的稳转株 。

１ ９
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２ １ ４ 调控多 巴胺能神经元功能的机制

Ａ Ｂ

明场 荧光

！

■圓ｒ
．^

＿＿１疆
■ 钃 ！Ｕ
图 ２ ． １ 过表达／抑制 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 的 ＳＨ －ＳＹ ５Ｙ 稳转株的构建

Ａ ．２ ９ ３ Ｔ 慢病毒包装荧光表达 ；
Ｂ ．

ｑ
ＰＣＲ 检测过表达 ／抑制 ｍ ｉＲ－２ １ ４ －

３
ｐ 的 ＳＨ －

ＳＹ ５Ｙ 稳转株 中

ｍ ｉＲ －２ １ ４ －３ ｐ表达量 。

＊ ＊

ｐ
＜

０ ． ０ １ ０ ． ０ ００ １

２ ． ２ 差异蛋 白识别

通过 Ｄ ＩＡ 检测 了过表达的 ｍ ｉＲ－２ １ ４ －

３
ｐ ， 抑制表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ 和对照 ＳＨ －ＳＹ ５Ｙ 稳

定瞬时株 中 的差异表达蛋 白 ， 使用 热 图和火 山 图来可视化这些差异 蛋 白 。 在过表达

ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ｐ 组中 共有 ２２ １ 个蛋 白被下调 ，
７２ 个蛋 白被上调 。 在抑制表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 组

中共有 １ ２ ８ 个蛋 白被下调 ， １ １ ９ 个蛋 白被上调 。

Ａ Ｂ ？ 卬


ａｍ
一

麵＿ｍｍ ｋ ０８

二 １ １ ＊ｄｏｗｎ

■
择－Ｊ ｉｒ
Ｂ１


－４０ －

２０ ？

？ ２０ ４ ０

５■＾９？－ＳＳＥＳ
ｇ

｜ ｌｏｇＦＣ

ｆｃＳ ！

，

ｃ

ｉｉ

ｍ ｌ
￣

ｌｉ
￣

 ． 二

Ｓ
：ＩＪＬ

； ｉ ； ｉ ｆ ｉ ｉ ２ ｝－４０－

２０．黼 ２０ ４０

ｌｏｇｆｃ

２ ０
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图 ２ ． ２ 过表达／抑制 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ｐ 差异蛋 白识别

Ａ 用 热 图表示过表达 ／抑制 ｍ ｉＲ－２ １ ４ －

３ｐ 后差异蛋 白 表达的上调 ／下调情况 ， 红色代表上调 ， 蓝色代表

下调

Ｂ 用 火 山 图表示过表达 ｍ ｉＲ －

２ １ ４ －３
ｐ 后差异蛋 白 的上调 ／下 调情况 ， 红色代表上调 ， 蓝色代表下 调 ，

｜

ｌ ｏｇ
ＦＣ

｜ 

＞  １ ，ｐｖ ａ ｌｕｅ＜０ ． ０ ５

Ｃ 用火 山 图表示抑制表达 ｍ ｉＲ－２ １ ４ －

３
ｐ 后差异蛋 白 的上调 ／下调情况 ， 红色代表上调 ， 蓝色代表下调 ，

｜

ｌ ｏｇＦＣ ｜ 

＞  １ ，ｐｖａ ｌ ｕ ｅ＜０ ． ０ ５

２ ． ３ 差异蛋白富集分析

利用 ＤＡＶ ＩＤ６ ． ８ 在线工具 ， 对差异蛋 白进行 了功能和通路富集分析 。 包括对生物

过程 （ ＢＰ ） 、 分子功能 （ Ｍ Ｆ ） 、 细胞组件 （ ＣＣ ） 分析 以及 ｐａ
ｔｈｗａｙ 通路分析 。 在过表达

ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ 组中 ， 富集的生物过程为线粒体翻译 ， 细胞分裂 ， 蛋 白酶体介导的泛素依

赖蛋 白分解代谢过程 ， 泛素依赖蛋 ｆｔ 分解代谢过程 ， 凋亡过程负 向调控 ， 染色质 的组织 ，

富集的细胞组件为线粒体大核糖体亚基 ， 线粒体 ， 胞质 ， 细胞质 ， 核浆 ， 细胞核 ， 线粒

体基质 ， 中心体 ， ＲＮＡ 中 Ｉ

＇

ｎＨ本 ， 线粒体 内膜 ， 胞 内膜结合细胞器 ， 核体 ， 细胞质核周

区 ， 大分子复合物 ， 胞质囊泡 ， 细胞外泌体 ， 细胞骨架 ， 富集的分子功能为蛋 白结合 ，

转录抑制 因子活性 ， ＡＴＰ 结 合 ， 小 Ｇ 蛋 白酶结合 ， 微管蛋 白 结合 ， 相 同蛋 白 质结合 ，

染色质结合 ， 富集的途径为朊病毒疾病 ， 帕金森病 ， 肌萎缩侧索硬化症 ， 阿尔茨海默病

以及代谢途径 。 说明过表达 ｍ ｉ Ｒ －２ １ ４ －

３
ｐ 对线粒体组分和功能有较大影响 ， 同时也会影

响泛素蛋 白 ， ＡＴＰ 结合 ， 染色质等 。 其 中
一

些差异蛋 白 与神经退行性疾病如帕金森病 ，

肌萎缩侧索硬化症 ， 阿尔 茨海默病 饤 关 ， 这些差异蛋 白主要是线粒体核糖体亚基 以及蛋

白酶体亚基 。

在抑制 ｍ ｉＲ－２ １ ４ －３ ｐ 组 巾 ， ｆｒ：过衣达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ 组中 ， 富集的生物过程为 ＲＮＡ 聚

合酶 Ｉ Ｉ 启动子的转录正调控 ， ｄ ｎ ａ 模板化的转录正调控 ， 富集的细胞组件为早期 内吞

体 ， 细胞质 ， 胞质 。 细胞外泌体 ， 线粒体基质 ， 线粒体 ， 粘着斑 ， 细胞膜 ， 富集的分子

功能为蛋 白结合 ， 金Ｍ离子结 合 ， 相 Ｍ 的蛋 白 质结合 ， 富集的途径为嗜 中性粒细胞脱颗

粒 ， 先天免疫系统 。 说 明抑制 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 对线粒体组分和功能有较大影响 ， 同时也会

影响转录和翻译过程 。

２ １
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２ １ ４ 调控多 巴胺能神经元功能的机制

Ａ Ｂ

ｉｎ ｉ ｏＭｎａ ｉＭｉ ｌ
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图 ２ ． ３ 差异蛋 白 富集分析

Ａ 用气泡图表示过表达 ｍ ｉＲ－２ １ ４
－

３ ｐ 后差异蛋 白 的功能和通路富集分析情况 ， 选取蛋 白数量大于 １ ０

的功能和通路富集集合 ， ｐｖ ａ
ｌ ｕｅ

，

０ ． ０ ５
， 富集分析的类别包括生物过程 （ Ｂ Ｐ ） 、 分子功能 （ ＭＦ ） 、

细胞组件 （ ＣＣ ） 分析 以及 ｐａ ｔｈｗ ａｙ 通路分析 ， 不同类别用不 同形状表示 ， 每个富集集合所包含蛋 白

的 多少 用 点的大小表示

Ｂ 用气泡图表示抑制表达 ｍ ｉＲ－

２ １ ４ －

３
ｐ 后差异蛋 白 的功能和通路富集分析情况 ， 选取蛋 白数量大于

１ ０ 的功能和通路富集集合 ， ｐｖ ａ ｌｕｅ
，
０ ． ０ ５

，
富集分析的类别包括生物过程 （ Ｂ Ｐ ） 、 分子功能 （ ＭＦ ） 、

细胞组件 （ ＣＣ ） 分析 以及 ｐ ａｔ
ｈｗａｙ 通路分析 ， 不 同类别用不同形状表示 ， 每个富集集合所包含蛋 白

的 多少用 点的大小表示

２ ． ４ 蛋 白组学 Ｐ Ｐ Ｉ 网络分析

对过表达 ｍ ｉＲ －

２ １ ４ －

３
ｐ 组的差异蛋 白 使用 ＳＴＲＩＮＧ 在线数据库获取蛋 白 相互作用数

据 ， 使用 Ｃ
ｙ
ｔｏ ｓｃ ｓａ

ｐ
ｅ 软件建立

一

个有 ３ ５ ２ 个节点和 ７ ８ ８ 条边的 ＰＰ 丨 网络 （ 筛选条件为网

络相互作用的得分大于 ０ ．４ ） 。 蛋 白 由节点表示 ， 而蛋 白之间 的连接 由边表示 ， 由 蛋 白节

点 半径大小来体现 蛋 白 相 互作 用 强弱 。 为 了 确 定其 中 起 到关键作用 的 蛋 白 ， 通过

ＭＣＯＤＥ 插件 鉴 定 了 关键 蛋 白 ， 包含 以 下 ２０ 个蛋 白 （ Ｋ ＩＦ １ ４ ，ＧＦＭ １ ， ＭＲＰＬ４０ ，

ＩＮＣＥＮ Ｐ ，ＧＴＳＥ １ ，ＳＰＡＧ ５ ， ＮＵＳＡＰ １ ，ＭＲＰＬ２ １ ，ＺＷ ＩＮＴ ，ＰＣＬＡＦ ，ＭＲＰＬ３ ８ ，

２２
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

ＭＲＰＬ３ ３ ，ＮＤＣ ８０ ，ＭＲＰＬ １ ３ ，ＭＴＥＲＦ４ ，ＨＥＬＬＳ ，ＫＮ ＳＴＲＮ ，ＭＲＰＬ２ ３ ， ＣＤＣＡ ８ ） 。

这些蛋 白 与线粒体翻译 ， 有丝分裂 ， 细胞周 期有关 。 这些提示我们 ， 过表达 ｍ ｉＲ－２ １ ４
－

３
ｐ 可能对线粒体功能 以及细胞增殖影响较大 。

Ａ Ｂ

ｍｍ

釋 心

邊 ９

图 ２ ． ４ 差异蛋 白相互作用 网络分析

Ａ 运用 ｓ ｔｒ ｉｎｇ 在线数据库获取蛋 白相互作用 数据 ， 使用 Ｃｙ ｔｏ ｓ ｃ ｓ ａｐｅ 软件建立
一

个有 ３ ５２ 个节点和 ７ ８ ８

条边的 ＰＰ Ｉ 网络 ， 筛选条件为网络相互作用得分大于 ０ ．４ ， 蛋 白互作网络图 中 各个点交互越密 ， 则代

表这些点所代表的蛋 白 相互作用越强

Ｂ 通过 Ｃｙｔｏ ｓ ｃ ｓａｐｅ 软件 中 的 ＭＣＯＤＥ 鉴 定关键蛋 白 ， 筛选标准为 ＭＣＯＤ Ｅｓ ｃ ｏｒｅ ｓ
＞５

，
ｎ ｏｄ ｅｓｃｏｒｅｃｕ ｔ

－

ｏ ｆｆ
＝

０ ．２
，

ｄｅｇｒｅｅｃｕｔ
－

ｏ ｆｆ 

＝

２
， Ｍａｘｄｅ

ｐ
ｔ ｈ

＝

丨 ００
，

ｋ
－

ｓｃｏ ｒｅ

＝

２ ， 共鉴定 出２ ０个关键蛋 白

２ ． ５ 差异基因识别

通过 Ｄ ＩＡ 检测 了 过表达 的 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ ， 抑制表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 和对照 ＳＨ －ＳＹ５Ｙ 稳

定瞬时株 中 的差异表达基因 ， 在过表达 ｍ ｉＲ －２ ］ ４ －３
ｐ 组 中 ， 在蛋 白组学下调 的基因里 ，

在转录组学检测 中 ， 共有 １ ９２ 个基因被下调 ， １ ７０ 个基因被上调 。

２ ． ６ 差异基因富集分析

利用 ＤＡＶ ＩＤ６ ． ８ 在线工具 ， 对差异基因进行 了 功能和通路富集分析 。 包括对生物

过程 （ ＢＰ ） 、 分子功能 （ ＭＦ ） 、 细胞组件 （ ＣＣ ） 分析 以及 ｐ
ａ ｔｈｗａｙ 通路分析 。 富集的生

物过程为线粒体的翻译 ， 基因质泛素化 ， 基因酶体介导 的泛素依赖基因分解代谢过程 ，

细胞分裂 ， 基因质 多聚泛素化 ， ＤＮＡ 修复 ， 富集的细胞组件为线粒体大核糖体亚基 ，

２ ３
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第
一

部分 利用 蛋 白组学以及转录组学联合分析方法预测 ｍ ｉＲ －

２ １ ４ 调控多 巴胺能神经元功能的机制

线粒体 ， 胞质 ， 细胞质 ， 核浆 ， 中 心体 ， 线粒体基质 ， 线粒体 内膜 ， 核体 ， 细胞核 ， 胞

内膜结合细胞器 ， 中 间体 ， 大分子复合物 ， 富集的分子功能为基因结合 ， 基因 Ｃ 端结合 ，

转录抑制 因子活性 ， ＤＮＡ 结合 ， 富集 的途径为脊髓小脑共济失调 ， 朊病毒疾病 ， 阿尔

茨海默病 。 说 明过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －３
ｐ 可能通过转录对线粒体组分和功能 ， 基 因泛素化有

较大影响 ， 同时也会影响基因结合等过程 。 其 中
一

些差异基因 与神经退行性疾病如脊髓

小脑共济失调 以及阿尔茨海默病有关 ， 这些差异基因主要是线粒体核糖体亚基 以及基因

酶体亚基 。
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－
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－ １ ２ ５

ｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ ｂ ｉ ｎｄ ｉ ｎｇ
－



４８ １ ２

图 ２ ． ５ 差异基因富集分析

用气泡图表示过表达 ｍ ｉＲ－２ １ ４ －

３ ｐ 后差异基因 的功能和通路富集分析情况 ， 选取基因 数量大于 １ ０ 的

功能和通路富集集合 ， ｐｖａ ｌｕｅ＜０ ． ０ ５
，
富集分析的类别包括生物过程 （ ＢＰ ） 、 分子功能 （ＭＦ ） 、 细胞组

件 （ ＣＣ ） 分析 以及 ｐ ａｔｈｗａｙ 通路分析 ， 不同类别用不 同形状表示 ， 每个富集集合所包含基因数量的

多少用 点的大小表示

２ ． ７ 转录组学 ＰＰ Ｉ 网络分析

对转录组学分析 中过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 组下调 的差异基因使用 ＳＴＲ ＩＮＧ 在线数据库

建立
一

个有 １ ８ １ 个节点和 ２ １ ４ 条边的 ＰＰ Ｉ 网络 （ 筛选条件为 网络相互作用 的得分大于

０ ． ４ ） 。 基因 由节点表示 ， 而基因之间 的连接由边表示 ， 由基因节点半径大小来体现基因

相互作用 强弱 。 为 了 确定其 中起到关键作用 的基因 ， 通过 ＭＣ０ＤＥ 插件鉴定 了 关键基

因 ， 包 含 以 下９个 基 因 （ ＭＲＰＬ４０ ，ＭＲＰＬ３ ３ ， ＭＲＰＬ ３ ８ ， ＭＲＰＬ２ １ ， ＨＭＧＮ １ ，

ＭＲＰＬ １ ３ ，ＧＦＭ １ 。 ＭＲＰＳ ３ ０ ，ＭＲＰＬ２ ８ ） 。 这些基因与线粒体翻译有关 。 这些提示我们 ，

２４
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过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ 可能对线粒体功能影响较大 。

Ａ Ｂ

＿ 〇

Ｍ

響
職＿严

５

職

ＧＰ Ｉ
ＨＮ １ＰＰＰ １Ｒ １ ２Ｃ咖 １

图 ２ ． ６ 转录组学 Ｐ Ｐ 丨 网络分析

Ａ 运用 ｓ ｔ ｒ ｉｎｇ 在线数据库获取基因相 互作用数据 ， 使用 Ｃｙｔ ｏ ｓｃ ｓａｐｅ 软件建立
一

个有 １ ８ １ 个节点和 ２ １ ４

条边的 Ｐ Ｐ Ｉ 网络 ， 筛选条件为网络相互作用得分大于 ０ ．４ ， 基因互作网络图 中各个点交互越密 ， 则代

表这些点所代表的蛋 白 相互作用越强

Ｂ 通过 Ｃｙｔｏ ｓｃ ｓａｐｅ 软件 中 的 ＭＣＯＤＥ 鉴 定关键蛋 白 ， 筛选标准为 ＭＣＯＤＥｓ ｃ ｏ ｒｅ ｓ＞５
，

ｎｏｄｅｓ ｃｏ ｒｅｃ ｕ ｔ
－

ｏ ｆｆ 

＝

０ ＿ ２
，
ｄｅｇ

ｒｅｅｃ ｕ ｔ
－

ｏ ｆｆ 

＝
２

，Ｍ ａｘｄ ｅｐ
ｔｈ
＝

１ ００
，
ｋ
－

ｓｃｏ ｒｅ
＝

２ ， 共鉴定 出９个关

键基因

２ ． ８ 关键基因的选取

在ｍ ｉ ｃ ｒｏＲＮＡ耙 基 因 的 预 测 网 站Ｔａｒｇｅｔ ｓｃａｎ （
ｈｔｔｐｓ

： ／／ｗｗｗ ． ｔａｒｇｅ ｔ ｓｃ ａｎ ． ｏ ｒｇ／）预 测ｍ ｉＲ－

２ １ ４ －

３
ｐ 的靶基因 ， 与蛋 白组学分析中选取的关键蛋 白 ， 转录组学分析 中选取的关键基

因取交集 ， 得 出 ｍ ｉ Ｒ －２ １ ４ －

３
ｐ 调控线粒体功能障碍的关键蛋 白 Ｇ ＦＭ １ 。

〇

２ ５





第
一

部分 利用 蛋 白组学 以及转录组学联合分析方法预测 ｍ ｉＲ－

２ １ ４ 调控多 巴胺能神经元功能的机制

１ ３ １ ０

ｆ

０ Ｓ

Ｓ９Ｃ７

Ｓ ｉｚｅ
 ｏｆ ｅａｃｈ 

ｌ ｉｓｔ

ｗａｓ

〇 ｌ ｆ ｔ

＂ ＾

ｎｉｇ^

ｃ ｒ〇 ｅａｏ
＞ｎ ｃｓ  ｏｏｎ ｔ  〇 ＞

〇 ？ ■ ？
？
＇ ｔａｒｇｍｔａｅａｒ

ｒｙ ｒｓｅｎｃ ？ｏｗ ？ｓ  ｓｏ＾ ｉ

Ｎｕｒｒ ＞^ｅｒ  ｏｆ ｅｌｅｍｅｎ ｔｓ ｓｐｅａｆｉｃ
 （
ｆ
） 

ｏｔｂｙ Ｚ ３ ｉ ：ｓｔｓ

——Ｂ——
３ （

＊ １ ？

２ 琪 ）

图 ２ ． ７ 关键基因 的选取

在ｍ ｉ ｃ ｒｏＲＮＡ粑莊因的预测 网站Ｔ ａｒ ｇｅ ｔ ｓ ｃ ａｎ （
ｈ ｔ ｔ ｐ ｓ ： ／／ｗｗｗ ．ｔａｒ ｇ ｅ ｔ ｓ ｃ ａｎ ． ｏｒ ｇ／ ） 预测ｍ ｉ Ｒ

－

２ １ ４
－

３ｐ

的靶基因 ， 与蛋 白组学分析 中选取的关键蛋 白 ， 转录组学分析中选取的关键基因取交集 ， 得 出

ｍ ｉ Ｒ
－

２ １ ４
－

３ｐ 调控线粒体功能障碍的关键蛋 白 ＧＦＭ １

２ ． ９ｍ ｉＲ －２ ｌ ４ －

３ ｐ 调控 ＳＨ ＳＹ５Ｙ 细胞 ＧＦＭ Ｉ 蛋 白表达

在构建过表达 ／抑制 ｍ ｉＲ－２ ｌ ４－

３ｐ 的稳转株后 ， 用 ＷＢ 检测 ＧＦＭ １ 蛋 白 的表达情况 ，

在过表达 ｍ ｉＲ －２ ｌ ４ －

３ ｐ 以后 ， ＧＦＭ Ｉ 蛋 白表达下 降 ， 在抑制 。 表达 ｍ ｉＲ －２ ｌ ４ － ３
ｐ 以后 ，

ＧＦＭ Ｉ 蛋 白表达上升 。

Ａ Ｂ

ｎｃ ｉ ｎｍ ｉ＿！＿＿

，

２ ０
ｎ本 寒 寧 拿




ｎ


Ｇ ＦＭ １

 丨

晒 ＾｝
； ： Ｉ

ｆ］
Ｉ

（

３
－

ｔｕｂ ｌ ｉ ｎ

ｊ＾＾
ｍａｍ£ ＨＩＰ

＾ １

ｎ ｃ ｉ ｎｍ ｉ

图 ２ ． ６ｍ ｉＲ－２ １ ４ －３
ｐ 对 ＰＤ 细胞模型凋亡的影响

Ａ ．ＷＢ 检测过表达 ／抑制 ｍ ｉＲ－２ １ ４ －

３
ｐ 稳转株 中 ＧＦＭ Ｉ 蛋 白 的表达 ；

Ｂ ． 对 ＧＦＭ Ｉ 蛋 白 相对

２ ６
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表达量的统计 。

＊

ｐ
＜０ ． ０ ５ ，＊ ＊

ｐ
＜０ ． ０ 】 ，

＊ ＊ ＊

ｐ
＜０

． ０ ０ １

３ 讨论

此部分主要通过蛋 白 组学和转录组学联合分析找 出 了过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ 可能会影

响 ＳＨ ＳＹ ５Ｙ 细胞的线粒体功能 ， 并且影响线粒体功能的关键蛋 白可能是 ＧＦＭ １ 。

蛋 白 质 组学 作为
一

种强大而有效的蛋 白 质鉴定 ／定量工具 ，

一

直在帮助阐 明线粒体

蛋 白 在各种疾病 中 的参与 。 虽然转录组只代表 了 最终决定细胞形式和功能 的生物学

的
一

个层面 ， ０ ４其动态性 质 反映 了环境影响 的影响 以及潜在 的遗传和表观遗传景观 。 因

此 ， 转录组趟
…

个夼 食信 息 的 中 间地带 ， 可 以揭示疾病生物学的重要见解 。

Ｓ ２差异表达

基闻 （ ＤＥＧ ｓ ） 足发观与 不 同疾病 （ 如癌症或神经系统疾病 ） 相关的生物学途径的重要

靶标 。 ＤＥＧ 分析 的 丨

：
丨 标足发现与 未受影响 的对照组相 比 ， 在疾病 中可能上调或下调 的

基因 。 不 同基因 的过度表达或表达不足可能导致代谢 、 免疫和其他途径的改变 ， 从而导

致疾病 。

８ ３ ！ ｛ ４

在生物倍 总学领域 ， 已经提 出 了 几种计算方法来解决各种 问题 。

８ ５ 基于基

因本体 （
ＧＯ

）和 Ｋ ＥＧＧ 途径 ， 将功 能基 因 聚类到不 同 的生物过程 中 ， 也有助于解决这些

问题 。

＆ ８ ７

ＰＰ Ｉ 网络分析提供 了
－

个整体框架来阐 明基因表达程序的拓扑结构和功能组

织 。 值得注意的是 ， 在平均农达水平没有变化的情况下 ， 网络结构可能会发生变化 。 因

此 ， 网络分析方法可 以拙 获其他分析方法无法检测到 的隐蔽疾病相关特征 。

％ ８ ９

经过蛋 白组学和 转朵 纟Ｕ
＇

７
：联 介分析 ， 我们发现在 ｍ ｉＲ － ２ Ｍ－

３ ｐ 过表达后 ， 线粒体成

分和功能受到 了较大影响 ， 在饭 丨

＇

丨
组学 和转录组学 的 富集分析 中 ， 线粒体大核糖体亚基 ，

线粒体基质 ， 线粒体 内膜 屮 的蛋 １

＇

１ 农达都受到抑制 ， 线粒体翻译过程受到 了较大影响 。

在蛋 白 组学和转录组学联合 分析 的 ＰＰ 丨 网络分析 中 ，
Ｍ ＲＰＬ４ ０ ， ＭＲＰＬ３ ３ ，ＭＲＰＬ ３ ８ ，

ＭＲＰＬ２ １ ，ＭＲＰＬ １ ３ ，Ｇ ＦＭ １ 。 Ｍ Ｒ ＰＳ ３ ０ ，ＭＲ ＰＬ２ ８ 被认为是相互作用较为强烈 的基因 ，

这些基因均与线粒体相关 ， 其 屮 Ｍ ＲＰＬ４ ０ ， Ｍ Ｒ ＰＬ ３ ３ ，ＭＲＰＬ ３ ８ ，ＭＲＰＬ ２ １ ， ＭＲＰＬ １ ３ ，

ＭＲＰＳ ３ ０ ，ＭＲＰＬ２ ８ 均 足线粒体核糖体蛋 ｆｔ ，Ｇ ＦＭ １ 为线粒体 Ｇ 伸长因子 １ ， 该基 因催

化线粒体上的 ｔＲＮＡｍ ｔ 易 位 ， 足线粒体翻译当 中 的重要蛋 白 。

影响线粒体成分和功能 的 关键基 Ｗ 可 能是 ＧＦＭ Ｉ ， 并通过 ＷＢ 验证 了 过表达后 ，

ＧＦＭ １ 蛋 白表达受到抑制 ， 线粒体蛋 內 由 由线粒体 ＤＮＡ 和核 ＤＮＡ 编码的蛋 白 质组成 。

编码这些蛋 白 质 的基 因组突变导致蛋 白 质 改变和蛋 白 质缺乏 。 调节线粒体行为并与线粒

体动力学 、 呼吸和代谢 、 线粒体 Ｉ
ｔ

ｌ 噬和线粒体蛋 白输入途径等相关的缺陷蛋 白可导致线

粒体功能障碍 。 许 多 以线粒体功能障碍为特征 的疾病 己被描述 ， 例如心血管疾病

癌症 ９ ２

、 年龄相关代谢和Ｋ他疾病
９ ２

－

９ ４

、 祌经系统疾病
９ ５和胰岛素抵抗 Ｉ Ｉ 型糖尿病 。

９ ６

但过表达 ｍ ｉ Ｒ － ２ １ ４ －

３
ｐ
ｒ 如何影响线粒体功能 ， ＧＦＭ １ 蛋 白 在其 中如何发挥调控作 用 ，

还未得到验证 ， 我们将在接下来的实验 中探索这
一

过程 。

２ ７



第三部分 ｍ ｉ Ｒ－

２ Ｉ ４
－

３ ｐ 通过调控 ＧＦＭ 丨 影响线粒体功能 以及 多 巴胺能神经元功能

第二部分 ｍ ｉＲ－２ １ ４ －

３ｐ 调控线粒体功能以及多 巴胺神经元功能

线粒体通过呼吸作用和氧化磷酸化作用产生 ＡＴＰ ， 是细胞能量 的主要来源 。 它 由

复合物 Ｉ
－

ＩＶ 组成 ， 在线粒体 内 膜上形成质子梯度 。 随后质 子从线粒体基质 向膜 间 空 间

的移动产生 了 电化学梯度 。 电梯度驱动 ＡＤＰ
（
二磷酸腺苷 ）

通过 ＡＴＰ 合成酶 （复合体 Ｖ
）
合

成 ＡＴＰ 。

９ ７

ＲＯ Ｓ 产生导致的压力增加是多 巴胺能神经元死亡的主要机制之
一

， 线粒体复

合物 Ｉ 被认为是 ＲＯＳ 的主要来源之
一

。

第
一

部分 的研宄 中 ， 我们通过蛋 白 组学和转录组学联合分析发现 ， 在 ｍ ｉ Ｒ －

２ １ ４ －

３
ｐ

过表达之后 ， 许多与线粒体相关 的蛋 白 受到抑制 ， 因此我们推测 ， 过表达 ｍ ｉＲ －

２ １ ４ －

３
ｐ

可能会 引 起线粒体功能障碍 。 因此 ， 我们将在第二部分的研究 中测定 多项线粒体相关指

标 ， 如活性氧生成 ， 细胞耗氧率 ， ＡＴＰ 含量 ， 线粒体呼吸链复合物 Ｉ ， 线粒体呼吸链复

合物 ＩＶ蛋 白 表达 ， 来验证过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 后 ， ＳＨ ＳＹ ５Ｙ 细胞的线粒体功能是否受到

抑制 ， 以及 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 过表达之后 ， 多 巴胺神经元活力是否下降 。

１ 材料与方法

１ ． １ 实验材料

１ ． １ ． １ 实验细胞

实验细胞同第
一

部分 １ ． １ ． １

１ ． １ ． ２ 质粒

质 粒 同第
一

部分 １ ． １ ． ２

Ｕ ． ３ 实验仪器

仪器名称


生产厂家


酶标仪 Ｂ ＩＯ －ＲＡＤ 公司 （ 炎国 ）

电泳仪 Ｂ ＩＯ －ＲＡＤ 公 司 （ 美 国 ）

屮物安伞祀 益址科生物

二 化碳培养箱 Ｔｈ ｅ ｒｍ ｏＳ ｃ ｉ ｅｎ ｔ ｉ ｆｉ ｃ

四 度冰 箱美菱

负 二十度冰箱


美菱

２ ８
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

负八十度超低温冰箱美菱

台式离心机 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓ ｃ ｉｅｎｔ ｉｆｉ ｃ

微量离心机 ＴｈｅｒｍｏＳｃ ｉ ｅｎｔｉｆｉｃ

酶标仪 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓ ｃｉｅｎｔ ｉｆｉｃ

紫外微量分光光度仪 Ｅ
ｐｐ

ｅｎｄｏｒｆ

梯度 ＰＣＲ 仪 Ｂ ｉｏ－Ｒａｄ

荧光定量 ＰＣＲ 仪ＭＥＴＴＬＥＲ ＴＯＬＥＤＯ

电子天平 Ｂ ｉｏ－Ｒａｄ

迷你垂直 电泳槽 韦克斯

迷你转膜槽 韦克斯

化学发光成像仪 ＦｒＯｔｅ ｉｎ ｓａｍｐ ｌｅ

涡旋混匀仪翌圣生物

摇床 Ｋｙ 〗 ｉｎ －Ｂｅ 丨 ＩＬａｂ  Ｉｎｓ ｔｒｕｍｅｎｔｓ

恒温金属加热器 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓ ｃ ｉ ｅｎｔｉｆｉｃ

电热恒温水槽上海精宏实验设备有限公司

电子显微镜 Ｎ ｉｋｏｎ

焚光显微镜Ｎ ｉｋｏｎ

细胞计数板 Ｈａｕｓｓｅｒｓｃ ｉｅｎ ｔｉｆｉｃ

纯水仪ＭＥＲＣＫ

制冰机 常熟市雪科电器有限公司

高压灭菌锅致微 （ 厦门 ） 仪器有限公司

转膜仪 ＢＩＯ－ＲＡＤ 公司 （ 美国 ）

实时荧光定量 ＰＣＲ仪 ＴｈｅｒｍｏＦ ｉｓｈｅｒ公司 （美国 ）

非接触式超声破碎仪器Ｄ ｉａｇｅｎｏｄ
ｅ （ 比利时 ）

紫外微量分光光度仪 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ（ 中 国 ）

超速离心机 贝克曼公司 （美国 ）

移液器 普诺恩生物技术有限公司

抗体孵育盒普诺恩生物技术有限公司

程序降温盒 普诺恩生物技术有限公司

细胞刮刀 普诺恩生物技术有限公司

ＥＰ 管


普诺恩生物技术有限公司

１ ． １ ．４ 实验试剂

２９
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３ ｐ 通过调控 ＧＦＭ １ 影响线粒体功能 以及 多 巴胺能神经元功 能

试剂 名称


生产厂家


ＯｘｙｇｅｎＣｏｎ ｓｕｍｐｔｉ ｏｎＲａｔｅ
（
ＯＣＲ

） 
Ｐ ｌａ ｔｅ

Ａ ｓ ｓ ａｙ 

Ｋ ｉ ｔ
－细胞氧消耗量检测试剂盒 左克生物 （ 中 国 ）

ＡＴＴ 含量检测试剂盒 索莱宝牛物科技有限公司 （ 中 国 ）

ＲＯＳ 活性氧检测试剂盒 索莱宝生物科技有限公司 （ 中 国 ）

ＣＣＫ ８ 试剂盒 南京安友生物科技公司 （ 中 国 ）

人线粒体呼吸链复合物 Ｉ（ ｃｏｍ ｐ
ｌ ｅｘ ｌ ） 酶

联免疫吸附测定试剂江莱生物 （ 中 国 ）

人线粒体呼吸链复合物 ＩＶ（ ｃｏｍ
ｐ

ｌ ｅｘ Ｉ ） 酶江莱生物 （ 中 国 ）

联免疫吸附测定试剂

１
－ 屮基斗苯基吡啶离子 （ＭＰｒ ）ＭＣＥ（ 美国 ）

ＤＭＥＭ 高糖培养基 Ｇ ｉｂ ｃｏ（美 国 ）

青链霉素混合液 （
１ ００ Ｘ

） 索莱宝生物科技有限公司 （ 中 国 ）

嘌呤霉素 索莱宝生物科技有限公司 （ 中 国 ）

胰蛋 白酶－无 ＥＤＴＡ 消化液 Ｇ ｉｂ ｃｏ （ 美国 ）

胎牛血清 Ｇ ｉｂ ｃｏ 公司 （ 美国 ）

１ ０ Ｘ ＴＢＳＴ 缓冲液 塞维 尔生物科技有限公司 （ 中 国 ）

ＢＣＡ 蛋 白 定量试剂盒雅酶生物科技有限公司 （ 中国 ）

高效 Ｒ ＩＰＡ 裂解液 索莱宝生物科技有限公 司 （ 中 国 ）

Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎ
—

抗稀释液 碧云天生物科技有限公 司 （ 中 国 ）

ＰＡＧＥ 凝胶快速制备试剂盒雅酶生物技术有限公司 （ 中国 ）

Ｏ
ｐ
ｔｉ

－ＭＥＭ Ｉ 减血清培养基 （含 Ｌ －谷氨酰 Ｇ ｉｂｃｏ（ 美国 ）

胺 ）

ＰＭＳＦ 索莱宝生物科技有限公司 （ 中 国 ）

Ｔｒ ｉｚｏ ｌ ＧＬＰＢＩＯ（美国 ）

含 ＤＡＰＩ 抗荧光淬灭封片剂 索莱宝生物科技有限公司 （ 中 国 ）

二 甲基亚砜 （ ＤＭＳＯ ） 索莱宝生物科技有限公司 （ 中 国 ）

Ｑｕ ｉ ｃｋＳｈｕｔｔ ｌｅ
－Ｅｎｈａｎｃｅｄ

（增强型转染试剂 ）
ｔ苏州 博奥龙免疫技术有限公司 （ 中 国 ）

磷酸盐缓冲液 （
ＰＢ Ｓ

）
１ Ｘ 普诺恩生物科技有限公 司

ＲＮＡ 提取试剂盒 贝 贝生物科技有限公司 （ 中 国 ）

１ ． ２ 主要试剂配置

３ ０
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１ ． ２ ． １ 细胞培养相关试剂的配制

细胞培养相关试剂的配置同第
一

部分 １ ． ２ ． １ 。

１ ． ２ ． ２ＬＢ 培养基及甘油菌液的配制

ＬＢ 培养基及甘油菌液的配制相关试剂 的配置 Ｎ 第
一

部分 １ ． ２ ． ２ 。

１ ． ３ 实验方法

１ ． ３ ． １ 过表达／抑制 ｍ ｉＲ－２ １ ４ －

３
ｐ 稳转株的构建

过表达 ／抑制 ｍ ｉＲ －

２ １ ４ －

３
ｐ 稳转株的构建 ＿ 第

一

部分 １ ． ３ ． １

－

１ ． ３ ． ５

１ ． ３ ． ２ 细胞活力检测

（ １ ）９６ 孔板铺板待测细胞 ， 待测细胞分 为对照组 、 处理组 、 空 白 组 （ 只加培养

基 ） ， 每孔种 ２ Ｘ １ ０４ 个细胞 ， 镜下观察细胞分布状况 ， 随后转移至 ３ ７

°

Ｃ培养箱 中培养 。

（ ２ ）２４ｈ 后 ， 弃去原培养旌 ， 加入 １ ０ ０ Ｐ ＬＭ Ｐ Ｐ＋溶液 （ １ ． ５＿ ） ， 随后转移至 ３ ７

°

Ｃ

培养箱 中培养 。 。

（ ３ ） ４ ８ｈ 后 ， 弃去原培养 使用 ＤＭ ＥＭ 高糖培养基 以 丨 ： １ ０ 的 比例稀释 ＣＣＫ －

８

试剂 ， 随后转移至 ３ ７

°

Ｃ培养箱 中培养 。

（ ４ ） 从培养箱 中取 出 ９ ６ 孔板 ， 注总避光 ， 使用 酶标仪检测各孔 ＯＤ 值 （ 吸光度设

定为４ ５ ０ ｎｍ ） 。

（ ５ ） ７ ２ｈ 后 ， 弃去原培养基 ， 使 ｊ ｜ 」 ＤＭ ＥＭ 高糖培养基 以 １ ： １ ０ 的 比例稀释 ＣＣＫ －

８

试剂 ， 随后转移至 ３ ７

°

Ｃ培养筘 中培养 。

（ ６ ） 从培养箱 中取 出 ９ ６ 孔板 ， 注怠避光 ， 使用酶标仪检测 各孔 ＯＤ 值 （ 吸光度设

定为４ ５ ０ ｎｍ ） 。

１ ． ３ ． ３ＲＯ Ｓ 活性氧检测

（ １ ） 使用 前用 ＰＢ Ｓ 或者无血清培养基稀释 ＤＨＥ 红色荧光母液至 ５
？

２０ｕＭ

（ ２ ）２４ 孔板 ， 细胞量每孔 ｌ ｘ ｌ Ｏ
５ 时 ， 加入的染色量 ２ ０ ０ｕ ｌ

，
工作液浓度在 ５

－

２ ０ｕＭ
，
室

温避光孵 ｕ６０ｍ ｉ ｎ 或 ３ ７ １：孵育 ３ ０ －４０ｍ ｉ ｎ 。

（ ３ ） 去除染色液 ， 用 ｌ ｘ ＰＢ Ｓ 浸洗 ２ 次后 ， 显微镜检测 ， 设发射波长为 ５ ７０ｎｍ 。

１ ． ３ ． ４ 细胞耗氧率检测

（ ｉ） 将 １ ０ （Ｈ ｉ 丨 含有细胞的培养基悬液 （
２ －４ Ｘ １ ０ ６ｃｅ Ｈ ｓ ／ｍ ｌ

）播种至 Ｂ ｌ ａｎ ｋ３ 孔 ， １ ０ ０
ｎ

ｌ

含有细胞 的 Ｗｏｒｋ ｉ ｎｇ
ｓｏ ｌ ｕ ｔ ｉ ｏｎ 悬液 （

２￣４ Ｘ １ ０ ６ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ｍ ｌ

）播种至样 品 孔 （
黑色透 明 底 ９ ６ 孔

板
）

＝

（
２
？

４ Ｘ １ ０ ５ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ／ｗ ｅ ｌ ｌ

）

３ １
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（ ２ ） 向 Ｂ ｌ ａｎ ｋ １ 孔中加入 １ ０ ０ … 培养基 ，
Ｂ ｌ ａｎ ｋ２ 孔 中加 入 １ ０ ０ … Ｗｏ ｒｋ ｉ ｎ

ｇ
ｓ ｏ ｌ ｕ ｔ ｉ ｏ ｎ 。

（ ３ ） 将孔板放入预设在 ３ ７

°

Ｃ 的荧光酶标仪 ， 培养 ３ ０ｍ ｉ ｎ 。

（ ４ ）Ｂ ｌ ａｎｋ １ 孔 ，
Ｂ ｌ ａｎｋ２ 孔 ，

Ｂ ｌ ａｎ ｋ３ 孔 中加入 １ ０ 丨 培养基 。

（ ５ ） 立即 向每孔滴入 １ 滴 Ｍ ｉ ｎ ｅｒａ ｌＯ ｉ ｈ 。

（ ６ ） 将孔板放入预设在 ３ ７

°

Ｃ 的荧光酶标仪 ， 培养 ５ｍ ｉ ｎ ？

（ ７ ） 使用 酶标仪 的持续读数模式 ， 每 隔 １ ０ｍ ｉ ｎ 检测
一

次 ， 持续 ２ ００ｍ ｉ ｎ 。
（
Ｅｘ ：

５ ００ｎｍ
，

Ｅｍ ：６ ５ ０ｎｍ
，
底部读数模式 ）

（ ８ ） 使用 同仁化学研究所的 自 动计算表格 ， 输入荧光强度计算 出 ＯＣ Ｒ 值 。

１ ． ３ ． ５ＡＴＰ 含量测定

（ １ ） ｌ ＯＯ Ｏｒｐｍ 离心细胞 ５ｍ ｉ ｎ
，弃去上清液 ， 以 丨 ０

４

（ 细胞数 ） ： １ 〔 提取液 ／ｍ ｌ ） 的 比

例 向细胞中加入配置好的提取液 ， 超声破碎细胞 丨 ｍ ｉ ｎ
，
再次离心细胞 （ ］ ０ｍ ｉ ｎ

，

１ ０００ ０ ｒｐ
ｍ ，

４

°

Ｃ ）
，将上清液与 ５ ０ ０ｍ ｌ ｌ 氯仿混合 ， 祸旋混合 ， 再次离心 （ ３ｍ ｉ ｎ

，

１ ０ ０ ００ ｒ
ｐ
ｍ ，４

°

Ｃ ） ， 离

心结束后将待测样 品于冰上暂存 。

（ ２ ） 酶标仪预热 ３ ０ｍ ｉ ｎ 以上 ， 调节波长到 ３ ４０ｎｍ 。

（ ３ ） 标准溶液的稀释 ： 用 １ ． ５ｍ ｌ 的 ｄｄＨ２０ 稀释 ｌ Ｏ Ｏ ｕ Ｌ 标准溶液 （ １ ０ ｕ ｍ ｏ ｌ ／ｍ ｌ ）
，

得到浓度为 ０ ． ６２ ５ｕｍ ｏ ｌ ／ｍＬ 的标准液 ， 用移液枪吹打混匀 。 在 ９ ６ 孔 ＵＶ 板 中加入 ：

试剂名称 （ Ｕ Ｌ ）



测定管


标准管


样本 ２ ０

０ ？６ ２ ５ｕｍｏ ｌ ／ｍＬ标准液 ２ ０

试剂
一

 １ ２ ８ １ ２ ８

工作液


５ ２



５ ２



（ ４ ） 加样表 ：

充分混合后 ， 立 即测定 ３ ４ ０ｎｍ 下 １ ０ ｓ 的吸光值 Ａ １ ， 将酶标仪温度调至 ３ ７

°

Ｃ测定其

在 ３ｍ ｉ ｎ ｌ ０ ｓ 时 的吸光值 Ａ ２ 。 分别计算 Ａ Ａ 测 定 ＝Ａ ２ 测 定 －Ａ １ 测定 ，
Ａ Ａ 标准＝Ａ２ 标准 －

Ａ １标准 。 ＡＴＰ含量 （
ｕ ｍ ｏ ｌ ／ １ ０

６

ｃ ｅ ｌ ｌ ）＝Ａ Ａ 测定 ／（ Ａ Ａ 标准 ／Ｃ标准 ） Ｘ Ｖ 提取 ／５
＝

０ ． １ ２ ５

ＸＡＡ 测定 ／ △Ａ 标准

１ ． ３ ． ６ＥＬ Ｉ ＳＡ

（ １ ） 贴壁细胞去 除培养上清 ， 用预冷 ＰＢ Ｓ 轻轻清洗 ， 然后用胰蛋 白酶消化 ，
１ ０ ０ ０

３ ２
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

Ｘ
ｇ 下离心 ５ 分钟后收集细胞 ； 悬浮细胞可直接离心收集 。 收集的细胞用预冷 ＰＢ Ｓ 清洗

３ 次 ， 每 １ Ｘ １ ０
６ 个细胞中加入 １ ５ ０ －２００ ｐ ｌ ＰＢ Ｓ 重悬 （每 ｌ ＯＯ

ｕ ｌＰＢ Ｓ 中 加入 １
＾

１ 蛋 白酶抑制

剂 ） 并通过反复冻融 （

＿

８ ０

°

Ｃ ， ４ －

８ 小时 ／次 ， ５ 次 以上 ） 。 提取液于 ２ －

８

°

Ｃ ， １ ５ ００ Ｘ ｇ 离

心 １ ０ 分钟 ， 取上清检测 。

（ ２ ） 从四度冰箱中取 出 Ｅ ｌ ｉ ｓａ 试剂盒 ， 于室温中静置 ６０ｍ ｉｎ 。

（ ３ ） 设置三组样本组复孔 ，

一

个空 白孔 ， 六个标准孔 ， 向 各标准孔中分别加入 ５ ０

ｕＬ的浓度分别为 １ ． ２ ５ｎｇ／ｍ ｌ 、 ２ ． ５ ｎｇ／ｍｋ５ ｎｇ／ｍ ｌ 、 ７ ． ５ ｎｇ／ｍ ｌ 、 １ ０ ｎｇ／ｍ ｌ 、 ２０ ｎｇ
／ｍ ｌ的标准

品溶液 。

（ ４ ） 样本孔中加待测样本 ５ ０ｕ Ｌ
；
空 白孔什么也不加 。

（ ５ ） ．除空 白孔外 ， 标准品孔和样本孔中每孔加入辣根过氧化物酶标记的检测抗体

ｌ ＯＯｕＬ
，
加样后 ， 使用封板模封板 ， 转移至 ３ ７

°

Ｃ培养箱中孵育 ６０ｍ ｉｎ 。

（ ６ ） ．使用 ＰＢ Ｓ 溶液稀释 洗涤 液 ， 向 各反应孔 中 分别加入 ３ ５ ０ｕＬ 洗涤液并静置

１ ｍ ｉｎ
，弃去液体并拍干 ， 重笈此操作 次 ， 完成洗板 。

（ ７ ） ． 以 １ ： １ 的 比例配置 Ａ 、 Ｂ 底物混合液 ， 每个反应孔 中 加入 １ ００ｕＬ 底物混合

液 ， 使用封板膜进行封板 ， 转移 令 ３ ７

°

Ｃ培养箱 中反应 １ ５ｍ ｉ ｎ ， 每孔加入终止液 ５ ０ Ｗ Ｌ
，

使用酶标仪测定 各孔 ＯＤ 值 ， 吸光度设置为 ４ ５ ０ｎｍ 。

１ ． ４ 统计分析

论文中所有实验均有三次 以上重复结果 ， 采用 ＩｍａｇｅＪ 软件对 Ｗｅ ｓｔｅｒｎＢ ｌｏｔ 结果进

行统计分析 ， 采用 Ｇ ｒａ
ｐｈ

Ｐ ａｄＰ ｒ ｉ ｓｍ８ 软件作图分析数据 ， 实验数据 以均值±标准差

（ Ｍ ｅａｎ±Ｓ ．Ｅ ．Ｍ ） 表示 。 两组 比较使用 独立样本 ｔ 检验 ， 两组 以上数据比较使用 Ｓ ｔｕｄｅｎｔ
－

Ｎ ｅｗｍ ａｎＫｅｕ ｌ ｓ 检验 ， Ｒ０ ． ０ ５ 衣示具有统计学差异 。

２ 结果

２ ． １ｍ ｉＲ －

２ １ ４ －

３
ｐ 调控多 巴胺能神经元活力 、 线粒体功能障碍

２ ． １  ？  １ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 对 ＰＤ 细胞模型活力的调控

分别 向过表达／抑制 ｍ ｉ Ｒ
－

２ １ ４
－

３ ｐ 的稳转株中 加入 １ ．５ｍＭ 的 ＭＰＰ＋溶液 。 分别在 ２４ｈ

和 ４８ １１ 后测定细胞活力 。 如 图 ２ ． ４ ． 八 所示 ， ２仙 后 ， 过表达 １ １ １ 丨 １？ ２ １ ４
－

３ 口 稳转株细胞活

力 明 显下降 ， 而抑制 ｍ ｉ Ｒ ２ １ ４ ３ｐ 的稳转株 ， 细胞活力上升 。 如 图 ２ ． ４ ． Ｂ 所示 ， 随着时

间 的增加 ， 过表达 ｍ ｉ Ｒ ２ １ ４
－

３ ｐ 稳转株细胞活力下降更加 明 显 ， 而抑制 ｍ ｉ Ｒ
－

２ １ ４
－

３ｐ 的稳

转株 ， 细胞活力继续上升 。 这
一

现象表明过表达 ｍ ｉ Ｒ
－

２ １ ４ ３ Ｐ 可能具有细胞毒性 ， 对多

巴胺神经元造成损伤 。

３ ３
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２ １ ４－

３ｐ 通过调控 ＧＦＭ １ 影响线粒体功能 以及多 巴胺能神经元功能

Ａ Ｒ＾ 本？ ＊ ＊° 本 本 本 本

１
￣

Ｉ

＊？ ＊ 本 本 本 本 本

１ Ｉ

１ ． ５
－

，＊ ＊ ２ ．〇

１＊ ＊ ＊

＇￣￣

Ｉ

ｎ ｜

１ －５
－

ｆｉ
＞１ ． ０

－

 ｜

—

｜ ^

Ｉ 吾
１ ．０

＿

门
Ｉ ＞

＝ ０ ． ５
－

－Ｌ－ｔ
；

５ ００ － ５
－

ｒｈ

０ ． ０


１



１



ｒ

— ０ ． ０
＿ ＿

ｎｔ
－

 Ｉ

ｎｃ ｉｎｍ ｉ ｎｃ ｉｎｍ ｉ

２４ ｈ ４８ ｈ

图 ２ ．４ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ 对多 巴胺能神经元活力 的调控

ＣＣＫ ８ 检测 ＭＰＰ＋处理过表达／抑制 ｍ ｉ Ｒ －２ １ ４
－

３ ｐ 的 ＳＨＳＹ ５Ｙ 细胞稳转株的细胞活力 ＾＊ ＊
Ｐ＜０ ． ０ １ ，

＊ ＊ ＊
Ｐ ＜０ ． ０ ０ １ ，＊ ＊ ＊ ＊

Ｐ＜ ０ ． ００ ０ １ ， ，

２ ． １ ． ２ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ 对 ＳＨ ＳＹ ５Ｙ 细胞线粒体功能障碍的影 口向

使用活性氧检测试剂盒检测过表达 ／抑制 ｍ ｉＲ－２ １ ４－

３
ｐ 的稳转株中活性氧的生成情况 ，

荧光越强 ， 则说明活性氧的产生越多 ， 观察荧光产生情况 ， 在过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ｐ 以后 ，

活性氧的生成明显增加 。 细胞的氧气主要在线粒体氧化磷酸化过程中被消耗 ， 以产生三

憐酸腺苷 （
ＡＴＰ

）
， 因此耗氧率 （

ＯＣＲ ：Ｏｘｙｇ ｅｎＣ ｏｎ ｓｕｍ
ｐ
ｔ ｉｏｎＲａｔｅ

）是分析线粒体功能的
一

个

指标 。 使用细胞耗氧量检测试剂盒检测过表达 ／抑制 ｍ ｉＲ －２ １ ４
－

３
ｐ 的稳转株的细胞耗氧率 ，

在过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ｐ 以后 ， 细胞耗氧率明 显降低 ， 而在抑制表达 ｍ ｉＲ －

２ １ ４ －

３
ｐ 以后 ， 细

胞耗氧率略有升高 。 使用 ＡＴＰ 检测试剂盒检测过表达 ／抑制 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 的稳转株的细胞

耗氧率 ， 在过表达 ｍ ｉＲ－

２ １ ４ －

３
ｐ 以后 ， 细胞 ＡＴＰ 含量明 显降低 ， 而在抑制表达 ｍ ｉＲ－ ２ １ ４－

３
ｐ 以后 ， 细胞 ＡＴＰ 含量略有升高 。 使用 Ｅ ｌ ｉ ｓａ 试剂盒检测过表达 ／抑制 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ｐ 的稳

转株 中线粒体复合物 Ｉ ， 线粒体复合物 ＩＶ 的表达情况 ， 在过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ｐ 以后 ， 线

粒体复合物 Ｉ ， 线粒体复合物 ＩＶ 的表达 明显下降 ， 而在抑制表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －３
ｐ 以后 ， 线

粒体复合物 Ｉ ， 线粒体复合物 ＩＶ 的表达明 显下降 。 过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 以后 ， 会 引 起活

性氧生成增加 ， 细胞耗氧率降低 ， 线粒体复合物 Ｉ ， 线粒体复合物 ＩＶ 的表达下降 ， 这些

结果表 明 ， 在过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ 以后 ， ＳＨ ＳＹ５Ｙ 细胞线粒体功能受到 了 明显影响 ， 引

发了线粒体功能障碍 。

３ ４
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

Ａ明场ＤＨＥ Ｂ Ｃ

ｉｆｌ；
 ： ， ｒ

＾￣
＜

１ ５
ａ

ｊ
Ｉ

＊＊＊＊

ｉＨｉｉＨｉ＾ｉｈ．
ｐ

ｉ．ｒｘ
̄

￥ ｂｏ
－

 Ｉ

—
，

ｉ 广

ｓ＿＿ｌ ：ｎｉ

０ － ５
－

ｉｍＭＷＭ ｏ
ｌＵＵＵ签

Ｊ Ｕ Ｕ Ｕ
ｎ ｃ ｉ ｎｍ ｉ ｎｃ ｉ ｎｍ ｉ

＊ ＊ ＊ ＊

Ｄ


１ Ｅ
＊ ＊

＊ ＊ ＊ ＊ １ ５
－

１＊？ 本 ＊

  

本 聿 Ｃ

１ ５

ｌｒ
 ２ｊ，

Ｉ＊ ｌ ｉ 〇
－

ｎ
１ １ ． ０

－

ｒ
－

， １Ｔ

１ Ｉ ＼）
ｔ ｇ

ｏ ． ｓ
－

８ｎ ８

〇 ． 〇
ｉ ｉ

，

－ Ｎ
｜

Ｈ
｜

ｉ 〇 ， 〇
ｉ ．ｖ

ｔ＾ ｉ

，

ｉ ． ．

ｎｃ Ｉｎｍ ｉ ｎ ｃ ｉ ｎｍ ｉ

图 ２ ． ５ 过表达 ｍ ｉＲ － ２ １ ４ －

３
ｐ 对线粒体功能的影响

ＡＲ０Ｓ 活性氧检测试剂盒检测转染过表达 ／抑制 ｍ ｉ Ｒ
－

２ １ ４
－

３ ｐ 的 ＳＨ ＳＹ５Ｙ 稳转株的活性氧生成情况 ；

Ｂ ？ 细胞耗氧率检测试剂 盒检测转染过表达 ／抑制 ｍ ｉ Ｒ
－

２ １ ４
－

３ ｐ 的 ＳＨＳＹ５Ｙ 稳转株的细胞耗氧率 ，

＊Ｐ

＜ ０ ？０５
，

林Ｐ＜０ ？０ １
，
林＊Ｐ＜０ ． ００ １ ；Ｃ ．ＡＴＰ 含量检测试剂盒检测转染过表达／抑制 ｍ ｉ Ｒ

＿

２ １ ４ ３ ｐ

的 ＳＨＳＹ ５Ｙ 稳转株的 Ａ ＴＰ 含量 ，

＊Ｐ＜ ０ ．０ ５
，

林Ｐ＜０ ．０ １ ，＊林Ｐ＜０ ＿０ ０ １ ；Ｄ 人线粒体呼吸链复合物

ＩＥ ｌ ｉ ｓ ａ 酶联免疫吸附测定试剂盒检测转染过表达 ／抑制 ｍ ｉ Ｒ
－

２ １ ４
－

３ ｐ 的 ＳＨＳＹ ５Ｙ 稳转株 的线粒体呼

吸链复合物 Ｉ 蛋 白 表达量 ，

林Ｐ＜０ ． ０ １ ，＊＊＊Ｐ＜０ ． ０ ０ １ ，
林林Ｐ＜０ ． ０ ０ ０ １

；Ｅ 人线粒体呼吸链复

介物 ＩＶ Ｅ ｌ ｉ ｓ ａ＿联免疫吸 附测 定 试剂 盒检测转染过表达 ／抑制 ｍ ｉ Ｒ
－

２ １ ４
－

３ ｐ 的 ＳＨ Ｓ Ｙ ５ Ｙ 稳转株的线粒

体呼吸链复合物 ＩＶ蛋 白 表达量 ，

＊Ｐ＜ ０ ． ０ ５
，

林Ｐ＜０ ． ０ １ ，
林＊Ｐ＜０ ．０ ０ １

３ 讨论

Ｍ ｉ ｃ ｒｏＲＮＡ（ ｍ ｉＲＮＡ ） 是小的 、 保守的非编码 ＲＮＡ（ 平均 ２２ 个核苷酸长 ） ， 通过

与信使 ＲＮＡ（ｍＲＮＡ ） 的互补结合在转录后调节基因表达 。

１ Ｇ Ｑ

ｄ ａ 己经发现 了 多种影响

线粒体功能 的 Ｍ ｉ ｃ ｒｏＲＮＡ ，ｍ ｉＲ －

７４３ ａ 可抑制苹果酸脱氢酶活性 。

１ （ ５ １ 苹果酸脱氢酶参与

ＴＣＡ 循环 中苹果酸氧化为草酰乙酸 ， 产生 ＮＡＤＨ 。 ｍ ｉＲ－

２ ３ ａ／ｂ 也 已知通过下调谷氨酰胺

３ ５
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２ １ ４
－

３ ｐ 通过调控 ＧＦＭ １ 影响线粒体功能 以及多 巴胺能神经元功能


酶 来 破 坏ＴＣＡ循 环
１ Ｑ ２

。 此 外 ， ｍ ｉＲ －２ １ ０
１ Ｑ ３

， ｍ ｉＲ －

３ ３ ８
１ Ｍ

和ｍ ｉＲ －

３ ４ ａ 。

１ （ １ ５

抑 制 参 与

ＯＸＰＨＯＳ 的酶的活性 。 神经元中产生 的大部分 ＡＴＰ 来 自 ＯＸＰＨＯＳ ， 因此这
一

过程的抑

制会阻止神经元满足其高能量需求 ， 从而导致神经元死亡 。 ｍ ｉＲ －

１ ６
－

５
ｐ

１ Ｑ ６
，ｍ ｉＲ －

１ ９５
１ Ｑ ７

和 ｍ ｉＲ －２９ｂ
１ Ｑ ８

可破坏线粒体膜 电位和完整性 ， 而 ｍ ｉＲ－

７ 已知可稳定膜 电位 。

１ Ｗ 能量产

生的减少也会抑制神经元传递信号的能力 。

Ｍ ｉ ｃ ｒｏＲＮＡ 调控的线粒体功能障碍引 起细胞凋亡进而 引 起神经元凋亡 。 ｍ ｉＲ－７
１＇

ｍ ｉＲ － ９ ８
Ｕ Ｇ

， ｍ ｉＲ－

３ ０
ｍ

，ｍ ｉＲ －

１ ３２ ／２ １ ２
１ １ ２ 和 ｍ ｉＲ －４ ８４

１ １ ３ 被发现通过影响线粒体功能抑制细

胞凋亡 。 相反 ， ｍ ｉＲ－ Ｗ －

Ｓ
ｐ

１ 。 ６

， ｍ ｉＲ－

３４ａ
１ １ ４

， ｍ ｉＲ －

３ ７ ５
１ １

３

， ｍ ｉＲ －

１ ２ ５ ｂ
１ １ ６

， ｍ ｉＲ－２９ ａ
１ １ ７

， ｍ ｉＲ －

２％
１ １

８ 和 ｍ ｉＲ －

１ ４０
１ １ ９通过影响线粒体功能诱导细胞凋亡 ，

在第二部分研宄 中 ， 我们发现 ， 在 ｍ ｉＲ－

２ １ ４ －

３ ｐ 过表达后 ， ＳＨ ＳＹ５Ｙ 细胞 内 活性氧

生成增加 ， 耗氧量下降 ， ＡＴＰ 含量下降 ， 线粒体呼吸链复合物 Ｉ ， 线粒体呼吸链复合物

ＩＶ表达下降 。 这
一

系列变化 引 起了线粒体功能障碍 ， 进而 引 起 了 多 巴胺能神经元活力下

降 。 但 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 如何调控线粒体功能 ， 进而 引 起 多 巴胺能神经元功能下 降的机制还

没有研宄清楚 。 在第
一

部分 中 ， 我们通过蛋 白组学和转录组学联合分析发现 ＧＦＭ １ 可

能是 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 调控线粒体功能 的关键基因 ， 我们将在接下来 的实验中进行验证 ， 来

探究 ｍ ｉＲ－２ １ ４ －

３ｐ 是否能够通过调控 ＧＦＭ １ 影响线粒体功能进而影响 多 巴胺能神经元凋

亡 。

〇

３ ６
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

第三部分 ｍ ｉＲ－２ １ ４ －

３ ｐ 通过调控 ＧＦＭ １ 影响线粒体功能以及多 巴胺

能神经元功能

在第二部分中 ， 我们探宄 了ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 对于线粒体功能 以 及 多 巴胺能神经元功能

的影响 ， 我们发现在过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －３ｐ 后 ， 引起 了线粒体功能障碍和 多 巴胺能神经元

活力 下降 。 但 ｍ ｉＲ －２ １ ４
－

３
ｐ 调控这

一

生命活动 的机制 尚不清楚 。 在第
一

部分当 中 ， 我们

发现在过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 后 ， ＧＦＭ １ 蛋 白 表达下降 。 且我们通过蛋 白 组学和转录组学

联合分析发现 ， ＧＦＭ １ 可能是 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ｐ 调控线粒体功能 以及多 巴胺能神经元的关键

基因 ， 在第三部分中 ， 我们将对此机制设计实验进行验证 。

１ 材料与方法

１ ． １ 实验材料

１ ． １ ． １ 实验细胞

１ ． １ ． ２ 质粒

（ 丨 ） 过表达质粒 ＰＥＧ Ｆ Ｐ －Ｎ １

－Ｇ ＦＭ 丨 由擎科生物科技公 司合成质粒图谱如 图所示 。

Ｔｈ？ （
？ ｆＭ 

ｗｍ 
ｃ ｌ ｏ ｎ？ｄ 

ｍ  Ｐ Ｅ ０ Ｆ Ｐ － Ｎ １

ｂ
ｙ

Ｓ
．

Ｘｈｅ ｌ
． ３Ｘ ｌ

Ｎ Ｊ０Ｕ ３ ２ １ ４ －

Ｘ ，

Ｓ
＇

Ｘ ｈ ｏ ｌ

－

 ３

＇

 Ｐ ？ ｔ ｌ＼Ｎ ．

Ｐ Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ － Ｎ １ Ｉ  Ｉ

ｗ
图 ３ ． 丨 过表达质粒ＰＥＧＦＰ－Ｎ １

－ＧＦＭ １ 图谱 ；

Ｕ ． ３ 实验仪器

仪器名称


生产厂家


酶标仪 Ｂ ＩＯ －ＲＡＤ 公司 （美国 ）

电泳仪 Ｂ ＩＯ －ＲＡＤ 公司 （美国 ）

生物安全柜


益世科生物

３ ７



第三部分 ｍ ｉＲ－

２ １ ４
－

３ ｐ 通过调控 ＧＦＭ １ 影响线粒体功能 以及多 巴胺能神经元功能

二氧化碳培养箱 Ｔｈｅ ｒｍ ｏＳ ｃ ｉ ｅｎ ｔ ｉｆｉ ｃ

四度冰箱美菱

负 二十度冰箱 美菱

负八十度超低温冰箱 美菱

台式离心机 Ｔｈ ｅｒｍ ｏＳ ｃ ｉ ｅｎ ｔ ｉｆｉ ｃ

微量离心机 Ｔｈ ｅ ｒｍ ｏＳ ｃ ｉ ｅｎ ｔ ｉｆｉ ｃ

酶标仪 Ｔｈ ｅ ｒｍ ｏＳ ｃ ｉ ｅｎ ｔ ｉｆｉ ｃ

紫外微量分光光度仪 Ｅ
ｐｐｅｎｄｏｒｆ

梯度ＰＣＲ仪 Ｂ ｉｏ －Ｒａｄ

荧光定量ＰＣＲ仪ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ

电子天平 Ｂ ｉｏ
－Ｒａｄ

迷你垂直 电泳槽 韦克斯 ．

迷你转膜槽 韦克斯

化学发光成像仪 Ｆ ｒＯ ｔ ｅ ｉｎ ｓ ａｍｐ ｌｅ

涡旋混匀 仪翌圣生物

摇床 Ｋｙ ｌ ｉｎ －Ｂｅ ｌ ｌＬａｂ 丨ｎ ｓ ｔｒｕｍ ｅｎｔｓ

恒温金属加热器 Ｔｈ ｅｒｍ ｏＳ ｃ ｉ ｅｎｔｉｆｉ ｃ

电热恒温水槽上海精宏实验设备有限公 司

电子显微镜 Ｎ ｉｋｏｎ

劳光显微镜 Ｎ ｉｋｏｎ

细胞计数板 Ｈ ａｕｓ ｓｅｒｓ ｃ ｉ ｅｎｔ ｉｆｉ ｃ

纯水仪ＭＥＲＣＫ

制冰机 常熟市雪科 电器有限公 司

似 １ 丨 火 蘭锅 致微 （ Ｍ Ｎ ） 仪器有限公 Ｗ

转膜仪 Ｂ ＩＯ －ＲＡＤ 公司 （美 国 ）

实时荧光定ｍ ＰＣＲ 仪 Ｔｈｅｒｍ ｏＦ ｉ ｓｈｅ ｒ 公 丨 丨

： ］
（ 美 国 ）

非接触式超声破碎仪器 Ｄ ｉａｇｅｎｏ
ｄ ｅ（ 比利时 ）

紫外微量分光光度仪 Ｅｐ ｐ ｅｎ ｄｏ ｒ ｆ（ 中 国 ）

超速离心机 贝 克曼公司 （ 美 国 ）

移液器 普诺恩生物技术有限公 司

抗体孵育盒 普诺恩生物技术有限公 司

程序降温盒 普诺恩生物技术有限公 司

细胞刮刀 普诺恩生物技术有限公 司

ＥＰ 管


普诺恩生物技术有限公 司

３ ８




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

１ ． １ ．４ 实验试剂

１ ． ２ 主要试剂配制

主要试剂配制 同第二部分 １ ． ２ 。

１ ． ３ 实验方法

１ ． ３ ． １ 细胞培养实验

细胞培养实验步骤同第
一

部分 １ ． ３ ． １ 。

１ ． ３ ． ２ 质粒转化 、 扩增

质粒转化及扩增实验步骤 同第 ： ：部分 １ ． ３ ． １ 。

１ ． ３ ． ３ 过表达 ＧＦＭ １ 瞬转细胞的构建

１ ） 第
一

天 ： 铺板过表达 ｍ ｉ Ｒ －

２ １ ４ －

３
ｐ 的 ＳＨ ＳＹ ５Ｙ 细胞 ， 六孔板每孔接种 １ ０ ５ 个细

胞 ， 加入 ２ｍ ｌ 配置好的 ＤＭ ＥＭ Ａ糖培 养接 ， 镜下观察细胞是否均匀 分布 ， 转移至 ３ ７

°

Ｃ

细胞培养箱 中培养 。

２ ） 第二天 ： 向 ２ ００＾＾ ＾ 丨 丨盐水 屮 加入 ２ ０ ｕ Ｌ 转染试剂和 ８ Ｕ Ｌ ＧＦＭ １ 质粒 ， 吹打

混匀 。 向 Ｏｐｔ ｉ
－ＭＥＭ Ｉ 减 血沾Ｍ 养难 中 加入此混合液 ， ８ 字摇匀 。 将孔板转移至 ３ ７

°

Ｃ培

养箱中培养 。

３ ） 第三天 ： 弃掉 Ｏ
ｐ

ｔ ｉ

－Ｍ ＥＭ Ｉ 减 血洁培 养站 ， 换液为 ＤＭＥＭ 高糖培养基 ， 转移至

３ ７

°

Ｃ细胞培养箱 中培养 。

１ ． ３ ． ４ 细胞活力检测

细胞活力检测 Ｎ第 二 部分 １ ． ３ ． ２

１ ． ３ ． ５ ＲＯ Ｓ 活性氧检测

ＲＯ Ｓ 活性氧检测 同第 二部分 １ ． ３ ． ３

１ ． ３ ． ５ 细胞耗氧率检测

细胞耗氧率检测 同 第二部分 １ ． ３ ．４

１ ． ３ ． ６ＡＴＰ 含量测定

ＡＴＰ 含量测定 同第二部分 １ ． ３ ． ５

１ ． ３ ． ７ＥＬ ＩＳＡ

３ ９
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２ １ ４
－

３ ｐ 通过调控 ＧＦＭ １ 影响线粒体功能 以及多 巴胺能神经元功能

ＥＬ Ｉ ＳＡ 同第二部分 １ ． ３ ． ６

１ ．４ 统计分析

论文中所有实验均有三次以上重复结果 ， 采用 Ｉｍａ
ｇ
ｅＪ 软件对 Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎＢ ｌｏ ｔ 结果进

行统计分析 ， 采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰ ｒ ｉ ｓｍ８ 软件作 图分析数据 ， 实验数据 以均值±标准差

（ Ｍ ｅａｎ± Ｓ ．Ｅ ．Ｍ ） 表示 。 两组 比较使用独立样本 ｔ 检验 ， 两组 以上数据 比较使用 Ｓ ｔｕｄｅｎ ｔ
－

Ｎｅｗｍ ａｎＫ ｅｕ ｌ ｓ 检验 ， 户＜０ ． ０５ 表示具有统计学差异 。

２ 结果

２ ． １ 过表达 ＧＦＭ １ 效率的检测

用过表达 Ｇ ＦＭ １ 以及 ＮＣ 质粒分别转染 ＳＨ －ＳＹ ５Ｙ 细胞 ， 用 ＧＦＭ １ 抗体通过 ＷＢ 检

测 ＧＦＭ １ 过表达效率 ， 结果如图 ３ ．２ 所示 ， 与转染空质粒组相 比 ， 转染过表达 ＧＦＭ １ 的

细胞中 ＧＦＭ １ 表达量 明 显增加 ， 说 明成功构建 出过表达 ＧＦＭ １ 的 ＳＨＳＹ ５Ｙ 细胞 ， 且转

染效率较高 。

Ａｍ ｉｍ ｉ
＋ｎｃｍ ｉ

＋Ｇ ＦＭ １
Ｂ 

，



ｊ ４
＊ ＊ ＊ ＊

ＧＦＭ １ｆｌＨｖ

基２
＿



至

Ｐ
－

ｔｕ ｂ ｌ ｉｎ 迮 １
＇



Ｑ ｉ ｉ ｌ

ｍ ｉｍ ｉ
＋ ｎｃｍ ｉ

＋Ｇ ＦＭ １

图 ３ ． ２ＧＦＭ ｌ 过表达效率检测

Ａ ．ＷＢ 检测细胞中 ＧＦＭ １ 蛋 白 表达水平 ； Ｂ ． ．对 ＧＦＭ １ 蛋 白 相对表达量的统计 。

＜ ０ ． ００ ０ １

２ ． ２ 过表达 Ｇ ＦＭ １ 逆转 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 对神经元活力 、 线粒体功能障碍的调控

２ ． ２ ． １ 过表达 ＧＦＭ １ 挽救 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 对神经元活力的抑制

分别 向过表达 Ｇ ＦＭ １ 及 ＮＣ 的质 粒分别处理的过表达 ｍ ｉ Ｒ －２ １ ４
－

３ｐ 的稳转株 中加入

１ ． ５ｍＭ 的 ＭＰＰ＋溶液 。 分别在 ２４ｈ 和 ４ ８ｈ 后测定细胞活力 。 如 图 ３ ． ３ ．Ａ 所示 ， ２４ｈ 后 ，

４ ０
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过表达 ＧＦＭ １ 的过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ 稳转株细胞活力 明 显上升 。 如 图 ３ ． ３ ．Ｂ 所示 ， 随着

时 间的增加 ， 过表达 ＧＦＭ Ｉ 的过表达 ｍ ｉＲ －

２ １ ４ －

３
ｐ 稳转株细胞活力上升更加明显 。 这

一

现象表 明过表达 ＧＦＭ １ 可能挽救过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －３
ｐ 对多 巴胺神经元造成的损伤 。

Ａ ６

２ ． ０
－

１ ２ ． ５
－

｜

＊ ＊ ｋ ｋ

艺１ ５
－ＪＬ．＾

２ ０
￣

Ｔ

１ Ｉ ｒ ｓ
－

？
１〇

－

 Ｉ＂

＞＞１ ． ０
－



２０５
＂

 ０ ． ５
－

０ ０ Ｉ Ｉ

 Ｉ
Ｉ Ｉ


Ｉ


Ｉ 〇 〇 ＩＩ


Ｉ
 Ｉ Ｉ

 Ｉ
Ｉ

ｍ ｉｎｃ ｍ ｉ ＧＦＭ ｔｍ ｉ ｎｃｍ ｉＧＦＭ Ｉ

２４ｈ ４８ｈ

图 ３ ． ３ 过表达 ＧＦＭ Ｉ 后 ２４ｈ ， ４ ８ｈ 后的细胞活力检测

ＣＣＫ ８ 检测过表达 Ｇ ＦＭ Ｉ 后细胞活力变化 。

＊ ＊

ｐ
＜ ０ ． ０ １

２ ． ２ ． ２ 过表达 ＧＦＭ １ 挽救 ｍ ｉＲ－２ １ ４ －

３ ｐ 对线粒体功能障碍的影响

使用活性氧检测试剂盒检测过表达 Ｇ ＦＭ Ｉ 且过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 的 ＳＨＳＹ ５Ｙ 细胞中

活性氧的生成情况 ， 荧光越强 ， 则说 明活性氧的产生越多 ， 观察荧光产生情况 ， 在过表

达 ＧＦＭ １ 以后 ， 活性氧的生成明 显减少 。 细胞 的氧气主要在线粒体氧化磷酸化过程 中

被消耗 ， 以产生三憐酸腺苷 （
ＡＴＰ

）
， 因此耗氧率 （

ＯＣ Ｒ ：Ｏｘｙｇ
ｅｎＣ ｏｎ ｓｕｍｐ ｔ ｉｏｎＲ ａｔｅ

）是分析

线粒体功能 的
一

个指标 。 使 用 细胞耗氧量检测试剂盒检测过表达 ＧＦＭ Ｉ 的 的过表达

ｍ ｉ Ｒ －２ １ ４ －

３
ｐ 的 ＳＨＳＹ ５ Ｙ 细胞的细胞耗氧率 ， 在过表达 Ｇ ＦＭ １ 以后 ， 细胞耗氧率明显上

升 ， 使用 ＡＴＰ 检测试剂盒检测过表达 ＧＦＭ 丨 的的过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４－

３
ｐ 的 ＳＨ ＳＹ ５Ｙ 细胞的

细胞耗氧率 ， 在过表达 ＧＦＭ １ 以后 ， 细胞 ＡＴＰ 含量略微上升 ， 使用 Ｅ ｌ ｉ ｓ ａ 试剂盒检测过

表达 ＧＦＭ １ 的 的过表达 ｍ ｉ Ｒ －２ １ ４ －

３
ｐ 的 ＳＨ ＳＹ ５ Ｙ 细胞 中线粒体复合物 Ｉ ， 线粒体复合物

ＩＶ 的表达情况 ， 在过表达 Ｇ ＦＭ １ 以后 ， 线粒体复合物 Ｉ ， 线粒体复合物 ＩＶ 的表达 明 显

上升 。 过表达 ＧＦＭ Ｉ 以后 ， 会引 起活性氧生成减少 ， 细胞耗氧率提高 ， 线粒体复合物

Ｉ ， 线粒体复合物 ＩＶ的表达升高 ， 这些结果表明 ， 过表达 ＧＦＭ １ 可 以挽救过表达 ｍ ｉＲ －

２ １ ４ －

３
ｐ 对线粒体功能障碍的影响 。

４ １





第三部分 ｍ ｉＲ－

２ １ ４
－

３ｐ 通过调控 ＧＦＭ １ 影响线粒体功能 以及多 巴胺能神经元功能


Ａ Ｂ Ｃ

ＤＨ Ｅ

｜偏ｌ］ ｎ 「

編■ 领龜
Ｄ ２ ． ５

－

， ２ ． ０
－

．

Ｉ
２ ０ ＇
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ｍ ｉ ｎ ｃ ｍ ｉ Ｇ ＦＭ １ｍＭ ｉ ｃ ｍ ＜ Ｇ Ｆ Ｍ １

图 ３ ． ４ 过表达 ＧＦＭ ｌ 对对线粒体功能的影响

ＡＲＯ Ｓ 活性氧检测试剂盒检测转染过表达 ／对照 Ｇ ＦＭ １ 的过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ｐ 的 ＳＨ ＳＹ ５Ｙ 稳转株的活

性氧生成情况 ；
Ｂ ． 细胞耗氧率检测试剂盒检测转染过表达 ／对照 ＧＦＭ ｌ 的过表达 ｍ ｉＲ－２ １ ４ －

３
ｐ 的

ＳＨ ＳＹ５Ｙ 稳转株的细胞耗氧率 ，

＊ ＊

ｐ
＜ ０ ． ０ １

；Ｃ ．ＡＴＰ 含量检测试剂盒检测转染过表达 ／对照 ＧＦＭ １ 的

过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 的 ＳＨ ＳＹ ５Ｙ 稳转株的 ＡＴＰ 含量 ，

＊ ＊

ｐ

＜
０ ． ０ １

；Ｄ 人线粒体呼吸链复合物 ＩＥ ｌ ｉ ｓａ 酶

联免疫吸附测定试剂盒检测转染过表达 ／对照 ＧＦＭ １ 的过表达 ｍ ｉＲ－２ １ ４ －

３ ｐ 的 ＳＨＳＹ５Ｙ 稳转株的线粒

体呼吸链复合物 Ｉ 蛋 白表达量 ，

＊ ＊

ｐ
＜ ０ ． ０ １

；
＊
Ｅ 人线粒体呼吸链复合物 ＩＶＥ ｌ ｉ ｓ ａ 酶联免疫吸附测定试

剂盒检测转染过表达／对照 ＧＦＭ １ 的过表达 ｍ ｉＲ－２ １ ４
－

３
ｐ 的 ＳＨ ＳＹ５Ｙ 稳转株的线粒体呼吸链复合物 ＩＶ

蛋 白表达量 ，

＊ ＊

ｐ
＜ ０ ．０ １ ；

４２
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３ 讨论

在前两部分研究结果 的基础上 ， 第三部分核心是探究 ｍ ｉＲ －２ １ ４
－

３ ｐ 调控线粒体功能

障碍的 具体机制 。 在第
一

部分 的 蛋 白组学和转录组学联合分析 中 ， 我们预测 ＧＦＭ １ 可

能是影响线粒体功能的关键蛋 白 ， 并通过 ＷＢ 验证在过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 的 ＳＨ －

ＳＹ ５Ｙ 稳

转株 中 ＧＦＭ １ 蛋 白 表达受到抑制 。 我们运用过表达 ＧＦＭ １ 质粒和对照质 粒分别瞬时转

染过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 的 ＳＨ －ＳＹ ５Ｙ 稳转株 ， 运用 ＷＢ 检测过表达效率 ， 确认瞬时转染成

功 。 在 ＧＦＭ １ 过表达之后 ， 由 于过表达 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 所 引 起的线粒体功能障碍和 多 巴胺

能神经元活力下降情况得到缓解 。 活性氧生成减少 ， 细胞耗氧率和 ＡＴＰ 含量恢复 ， 线

粒体呼吸链复合物 Ｉ 和 复合物 ＩＶ 表达提高 ， 实验结果说 明 ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３ ｐ 可 以靶 向 调控

ＧＦＭ １
，
ＧＦＭ １ 蛋 白 过表达会影响 线粒体功能和 多 巴胺能神经元功 能 ， 据此可 以认定

ｍ ｉＲ －２ １ ４ －

３
ｐ 可能调控 ＧＦＭ １ 来影响线粒体功能 ， 进而影响多 巴胺能神经元功能 。

线粒体拥有 自 己 的母 系遗传站 Ｗ 组 （ 线粒体 ＤＮＡ
；
ｍ ｔＤＮＡ ） ， 并含有 由 ｍ ｔＤＮＡ 编

码 的 线 粒 体 蛋 白 。 在 人 类 中 ， 打 １ ３ 种 蛋 白 质 由 ｍ ｔＤＮＡ 编 码 。 这些 疏 水 蛋 白 是

ＯＸＰＨＯ Ｓ 复合物 的核心亚基 。 它们憾 览合物 Ｉ 的 ７ 个亚基 Ｃ ＮＡＤＨ － 泛醌氧化还原酶

（ＮＤ １
－ＮＤ ６ 和 ＮＤ４Ｌ ） 的 １

－

６ 链和 ４Ｌ 链 ） 、 釔 合物 １ 丨 丨 的
一

个亚基 （ 细胞色素 ｂ ） 、 复合

物 ＩＶ 的 ３ 个亚基 （ 细胞色素 ｃ 氧化酶 （ ＣＯＸ 卜Ｃ０Ｘ ３ ） 的亚基 １

－

３ ） 和 ＦｏＦ ｌ ＡＴＰ 合酶

复合物的两个亚基 （ ＡＴＰ 合酶亚站 ａ （ ＡＴＰ６ ） 和 ＡＴ Ｐ 合酶蛋 白 ８ （ ＡＴＰ ８ ） ） 。

１ ２ Ｑ 它们 的

翻译需要专用 的蛋 白 质 合成机制 ， 独立于其细胞质对应物 ｍ
。 大约 １ ５ ０ ０ 个核基因归 因

于线粒体生物发生和代谢 ｜ ２ ２

， 其 屮 约 １ ０％ 被认 为在线粒体翻译中发挥作用 １ ２ ３
。 由于线

粒体保留 了专 门 的线粒体蛋 ｜

＇

ｌ 质 合成机制来合成 ｍ ｔＤＮＡ 编码 的蛋 白质 ， 因此线粒体延

伸 因子基 因 的突变会导致线粒体翻译缺陷 。 迄今为止 ， 己经描述 了三种线粒体延伸 因子 ：

ＥＦ －Ｔｕ Ｃ ＴＵＦＭ ） 、 ＥＦ －Ｔｓ（ Ｔ Ｓ ＦＭ ） 和ＥＦ
－Ｇ １ （ Ｇ ＦＭ １） 。 Ｅ Ｆ －Ｇ ｌ

（
ＧＦＭ ｌ

）
是
一

种ＧＴＰ酶 ，

通过去除去 乙酰化的 ｔＲＮＡ 并用肽猙 －

ｔＲＮＡ 代 矜 它 ， 强制 ｍ ｔＤＮＡ 编码的 ｔＲＮＡ 通过线

粒体核糖体的延伸依赖性运动 。

１ ２４ 线粒体通过氧化磷酸化 （ ＯＸＰＨＯ Ｓ ） 产生 ＡＴＰ ， 这

一

过程取决于五种线粒体蛋 白 复合物 （ 复合物 Ｉ 到 Ｖ ） 的协 同作用 。 复合物 〖 ，
Ｉ Ｉ Ｉ ， ＩＶ

和 Ｖ 都包含至少
一

个 ｍ ｔＤＮＡ 编码 的亚基 ， 而 纪合物 丨 丨 完全 由 核 ＤＮＡ 编码 。

１ ２ ５

因此 ，

预计任何延伸 因子 的缺陷都会导致 多 种 ＯＸ ＰＨＯ Ｓ 相关复合物的异常 ， 这是
一

种线粒体

功能障碍 ， 被称为联合氧化磷酸化缺陷 ， 所有二种线粒体延伸 因子的突变都与严重的线

粒体疾病表型有关 。

１ ２ ６

在本研宄 中我们发现过表达 Ｇ ＦＭ Ｉ 后 ， 线粒体复合物 Ｉ 和线粒体复合物 ＩＶ表达得

到 了提高 ， 我们推测 ， 可能是过表达 ＧＦＭ １ 之后 ， 影响 了 线粒体氧化磷酸化过程 ， 导

致线粒体复合物 Ｉ 和 复合物 ＩＶ 的表达 ， 由 于线粒体氧化磷酸化是线粒体 ＡＴＰ 的 只要产

生途径 ， 因此过表达 Ｇ ＦＭ １
，氧化磷酸化过程之后 ， 会影响 ＡＴＰ 的生成进而影响氧气 的

４ ３



第三部分 ｎ ｉ ｉＲ －

２ 丨 ４
－

３ ｐ 通过调控 Ｇ ＦＭ １ 影响线粒体功能 以及 多 巴胺能神经元功能

消耗 ， 致使细胞耗氧率提升 ， 活性氧生成减少 ， 这
一

系列过程 引 起 了 线粒体功能障碍 ，

进而影响 了 多 巴胺能神经元功能 。

４ ４
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全文结论

我们通过蛋 白组学和转录组学联合分析预测过表达 ｍ ｉ Ｒ －

２ １ ４ －

３
ｐ 可能会影响线粒体

功能 ， 影响线粒体功 能 的关键基 因 可 能是 ＧＦＭ １ ， 通过 ＷＢ 验证得 出 在过表达 ｍ ｉＲ －

２ １ ４ －

３ ｐ 后 ＧＦＭ １ 表达受到抑制 。 过表达 ｍ ｉ Ｒ －２ ｌ ４ －

３ ｐ 可 以促进活性氧的生成 ， 引 起细胞

耗氧率 的 降低 ， ＡＴＰ 含量 的 降低 ， 线粒体呼吸链 复 合物 Ｉ ， 线粒体呼吸链复合物 ＩＶ 的

表达下 降 。 这些结果说 明 过表达 ｍ ｉＲ －２ ｌ ４ －

３
ｐ 可 以 引 起线粒体功 能障碍 ， ＣＣＫ ８ 验证过

表达 ｍ ｉＲ －２ ］ ４
－

３
ｐ 会 引 起多 巴胺神经元活力下降 。 抑制 ｍ ｉＲ －２ １ ４

－

３ ｐ 则逆转此调控 。 过表

达 ＧＦＭ １ 可 以挽救 ｍ ｉＲ －

２ １ ４
－

３
ｐ 引 起 的线粒体功能障碍和神经元活力下 降 ， 减少活性氧

的生成 ， 提高细胞耗氧率 ， 增加 ＡＴＰ 含量 ， 线粒体呼吸链复合物 Ｉ ， 线粒体呼吸链复

合物 ＩＶ 的表达提尚 。

综合 以上结果 ， 本研宄发现 ｍ ｉ Ｒ －

２ ｌ ４ －

３
ｐ
上调可 以 引 起线粒体功能障碍和神经元活

力下降 ， 且 ｍ ｉＲ －

２ １ ４ －

３ ｐ 可迎过调控 Ｇ ＦＭ Ｉ 的农达影响线粒体功能和 多 巴胺神经元活力 ，

这为治疗多 巴胺神经元相关疾病提供 丫 新 的治疗思路 。

４ ５
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５Ｌ ｖ
，Ｇ ．ｅ ｔａ ｌ ．Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ＲＮＡ ２ １ ４ｐｒ ｏ ｔ ｅ ｃ ｔ ｓｃ ａｒ ｄ ｉ ａ ｃｍｙ ｏ ｃ ｙ ｔ ｅ ｓａｇａ ｉ ｎ ｓ ｔＨ２ ０ ２ ｉ ｎ ｄｕ ｃ ｅ ｄ ｉ ｎ ｊ ｕｒ ｙ ．

Ｊ ｏｕｒｎ ａ ｌｏ ｆｃ ｅ ｌ ｌ ｕ ｌ ａｒｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｓ ｔ ｒ ｙ１ １ ５
，９ ３

－

１ ０ １
，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ ０ ０ ２ ／ ｊ ｃｂ ．２ ４ ６ ３ ６ （２ ０ １ ４ ） ．

６Ｄｕ ａｎ
，Ｑ ．ｅ ｔａ ｌ ．Ｍ ｉ ｃ ｘ

＇

〇ＲＮＡ
－

２ １ ４Ｉ ｓＵｐｒ ｅｇ ｕ ｌ ａ ｔ ｅ ｄｉ ｎＨ ｅ ａｒ ｔＦａ ｉ ｌ ｕ ｒ ｅＰ ａ ｔ ｉ ｅ ｎ ｔ ｓａ ｎ ｄ

Ｓ ｕｐｐｒ ｅ ｓ ｓ ｅ ｓＸ ＢＰ ｌ

－

Ｍ ｅ ｄ ｉ ａ ｔ ｅ ｄＥｎ ｄ ｏ ｔ ｈ ｅ ｌ ｉ ａ ｌＣ ｅ ｌ ｌ ｓＡｎ ｇ ｉ ｏ ｇ ｅ ｎ ｅ ｓ ｉ ｓ ．Ｊ ｏ ｕ ｒ ｎ ａ ｌｏ ｆｃ ｅ ｌ ｌ ｕ ｌ ａ ｒ

ｐ ｈｙ ｓ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ２ ３ ０ ， １ ９ ６４ １ ９ ７ ３
，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ ０ ０２ ／ ｊ ｃ ｐ ． ２ ４ ９４ ２ （ ２ ０ １ ５ ） ．

７Ｓ ｕｎ
，Ｍ ．

，Ｙ ｕ
，Ｈ ．

，Ｚ ｈ ａｎ ｇ ，Ｙ ．

 ，Ｌ ｉ
，Ｚ ．＆Ｇ ａ ｏ

，Ｗ ．Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏＲＮＡ
－

２ １ ４Ｍ ｅ ｄ ｉ ａ ｔ ｅ ｓ Ｉ ｓ ｏｐｒ ｏ ｔ ｅｒ ｅ ｎ ｏ ｌ

ｉ ｎ ｄ ｕ ｃ ｅ ｄＰ ｒ ｏ ｌ ｉ ｆ ｅ ｒ ａ ｔ ｉ ｏ ｎａｎ ｄＣｏ ｌ ｌ ａｇ ｅｎＳ ｙ ｎ ｔ ｈ ｅ ｓ ｉ ｓｉ ｎＣａｒ ｄ ｉ ａ ｃＦ ｉ ｂｒｏ ｂ ｌ ａ ｓ ｔ ｓ ．Ｓ ｃ ｉ ｅｎ ｔ ｉ ｆ ｉ ｃ

ｒ ｅｐ ｏｒ ｔ ｓ５
， １ ８ ３ ５ １

， ｃ ｌ ｏ ｉ ： １ ０ ．１ ０ ３ ８ ／ ｓ ｒ ｅ ｐ ｌ ８ ３ ５ １ （ ２ ０ １ ５ ）
．

８Ｂ ａ ｇ ｅ ｇ ｈ ｎ ｉ
ｆＳ ．Ａ ．ｅ ｔａ ｌ ．Ｃ ａｒ ｄ ｉ ａ ｃｆ ｉ ｂｒ ｏｂ ｌ ａ ｓ ｔ

－

ｓ ｐ ｅ ｃ ｉ ｆ ｉ ｃｐ ３ ８ａＭＡＰｋ ｉ ｎ ａ ｓ ｅｐｒ ｏｍｏ ｔ ｅ ｓ

ｃ ａｒ ｄ ｉ ａ ｃｈ ｙ ｐ
ｅ ｒ ｔ ｒ ｏｐ ｈ ｙｖ ｉ ａａｐ ｕ ｔ ａ ｔ ｉ ｖ ｅｐ ａｒａ ｃ ｒ ｉ ｎ ｅｉ ｎ ｔ ｅ ｒ ｌ ｅ ｕｋ ｉ ｎ

－

６ｓ ｉ ｇｎ ａ ｌ ｉ ｎｇｍ ｅ ｃ ｈ ａｎ ｉ ｓ ｍ ．ＦＡ Ｓ ＥＢ

ｊ
ｏ ｕ ｒ ｎ ａ ｌ ：ｏ ｆ ｆ ｉ ｃ ｉ ａ ｌｐ ｕ ｂ ｌ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆｔ ｈ ｅＦ ｅ ｄ ｅ ｒ ａ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆＡｍｅ ｒ ｉ ｃ ａｎＳ ｏ ｃ ｉ ｅ ｔ ｉ ｅ ｓｆ ｏ ｒ

Ｅ ｘ ｐ ｅ ｒ ｉ ｍｅ ｎ ｔ ａ ｌＢ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ３ ２
，４ ９ ４ １

－

４ ９ ５ ４
，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．１ ０９ ６ ／ｆ ｊ ．２ ０ １ ７ ０ １ ４ ５ ５ＲＲ （

２ ０ １ ８ ） ．

９Ｊｕ ｎ ｋ ｅ ｒ
，Ａ ．ｅ ｔａ ｌ ．Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ＲＮＡｐ ｒ ｏ ｆ ｉ ｌ ｉ ｎ ｇｏ ｆｍｕ ｌ ｔ ｉ ｐ ｌ ｅｓ ｃ ｌ ｅｒ ｏ ｓ ｉ ｓｌ ｅ ｓ ｉ ｏ ｎ ｓｉ ｄ ｅ ｎ ｔ ｉ ｆ ｉ ｅ ｓ

ｍ ｏ ｄ ｕ ｌ ａ ｔ ｏ ｒ ｓｏ ｆ ｔ ｌ ｉ ｅｒ ｅ ｇ ｕ ｌ ａ ｔ ｏ ｒ ｙｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎＣＤ ４ ７ ．Ｂ ｒ ａ ｉ ｎ ：ａｊ ｏ ｕ ｒｎ ａ ｌｏ ｆｎ ｅｕｒｏ ｌ ｏ ｇｙ １ ３ ２
，３ ３ ４ ２

３ ３ ５ ２
，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ ０ ９ ３ ／ ｂ ｒ ａ ｉ ｎ ／ ａｗｐ ３ ０ ０ （ ２ ０ ０ ９ ） ．

１ ０Ｈ ｏ ｓ ｓ
，Ａ ．Ｇ ．ｅ ｔａ ｌ ．ｎ ｉ ｉ Ｒ １ ０ｂ ５ ｐｅ ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ ｉ ｎＨ ｕ ｎ ｔ ｉ ｎ ｇ ｔ ｏ ｎ

’

ｓｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅｂｒ ａ ｉ ｎｒ ｅ ｌ ａ ｔ ｅ ｓｔ ｏ

ａ ｇ ｅｏ ｆｏ ｎ ｓ ｅ ｔａ ｎ ｄ ｔ ｈ ｅｅ ｘ ｔ ｅ ｎ ｔｏ ｆｓ ｔ ｒ ｉ ａ ｔ ａ ｌｉ ｎ ｖ ｏ ｌ ｖ ｅｍ ｅ ｎ ｔ ．ＢＭＣｍ ｅ ｄ ｉ ｃ ａ ｌｇ ｅ ｎ ｏｍ ｉ ｃ ｓ８
，１ ０

，

ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ １ ８ ６ ／ ｓ ｌ ２ ９ ２ ０
－

０ １ ５
￣

００ ８ ３
－

３ （ ２ ０ １ ５ ） ．

１ １Ｖ ｉ ｓｗａ ｍｂ ｈ ａ ｒ ａｎ
，Ｖ

．

 ，Ｔ ｈ ａｎ ｓ ｅ ｅｍ
，Ｉ ．

 ，Ｖ ａ ｓ ｕ
，Ｍ ．Ｍ ．

 ，Ｐ ｏ ｏｖ ａ ｔ ｈ ｉ ｎ ａ ｌ
，Ｓ ．Ａ ．＆Ａ ｎ ｉ ｔ ｈ ａ

，Ａ ．

４ ６




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

ｍ ｉ ＲＮＡｓａ ｓｂ ｉ ｏｍａｒｋ ｅｒ ｓｏｆｎ ｅｕｒｏ ｄ ｅ ｇ ｅｎ ｅｒａ ｔ ｉ ｖ ｅｄ ｉ ｓ ｏｒ ｄ ｅｒ ｓ ．Ｂ ｉ ｏｍａｒｋｅｒ ｓｉ ｎｍｅ ｄ ｉ ｃ ｉ ｎｅ１ １
，１ ５ １

－

１ ６７
，

ｄｏ ｉ ： １ ０ ．２２ １ ７／ｂｍｒａ
－

２ ０ １ ６
－

０２４２ （２ ０ １ ７ ） ．

１ ２Ｗａｎｇ ，Ｚ ．Ｈ ．ｅ ｔａ ｌ ．Ｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ
－

２ １ ４ｐａｒ ｔ ｉ ｃ ｉ ｐａｔ ｅ ｓｉ ｎｔ ｈ ｅｎ ｅｕｒｏｐｒｏｔ ｅ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅｅｆｆｅｃ ｔｏｆ

Ｒｅ ｓ ｖｅｒａｔｒｏ ｌｖ ｉ ａｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｉ ｎｇａ
－

ｓ ｙｎｕ ｃ ｌ ｅ ｉ ｎｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｉ ｎＭＰＴＰ
－

ｉ ｎｄｕ ｃ ｅ ｄＰａｒｋ ｉ ｎ ｓ ｏｎ

，

ｓｄ ｉ ｓｅａｓ ｅ

ｍｏｕｓｅ ．Ｂ ｉ ｏｍｅ ｄ ｉ ｃ ｉ ｎ ｅ＆ｐｈａｒｍａｃ ｏ ｔｈ ｅｒａｐｙ
＝Ｂｉ ｏｍｅｄ ｅｃ ｉ ｎ ｅｋｐｈａｒｒａａｃ ｏ ｔ ｈ ｅｒａｐ ｉ ｅ７４

，２５２
－

２ ５ ６
，

ｄｏ ｉ ： １ ０ ． １ ０ １ ６／ ｊ ．ｂ ｉ ｏｐｈａ ． ２ ０ １ ５ ．０８ ．０２ ５ （２ ０ １ ５ ） ．

１ ３Ｌ ｉ
，Ｌ ．ｅｔａｌ ．Ｓ ｅｒｕｍｍ ｉＲ

－

２ １ ４
－

３ｐＳ ｅｒｖｅ ｓａ ｓａＢ ｉ ｏｍａｒｋ ｅｒｆｏｒＰｒｏｄｒｏｍａ ｌＰａｒｋ ｉ ｎ ｓｏｎ

＊

ｓ

Ｄ ｉ ｓｅａｓ ｅ ．Ｆｒｏｎ ｔ ｉ ｅｒ ｓｉ ｎａｇ ｉ ｎｇｎ ｅｕｒｏ ｓ ｃ ｉ ｅｎ ｃ ｅ１ ３
，７００９ ５９

，ｄｏ ｉ ： １ ０ ． ３ ３８ ９／ｆｎａｇ ｉ ．２０２ １ ． ７００９ ５９

（２０２ １ ） ．

１ ４Ｗａｎｇ ，Ｌ ．＆Ｚｈ ａｎｇ ，Ｌ ．Ｃ ｉ ｒ ｃｕ ｌ ａ ｔ ｉ ｎｇＥｘ ｏ ｓｏｍａ ｌｒａ ｉＲＮＡａｓＤ ｉ ａｇｎｏ ｓ ｔ ｉ ｃＢ ｉ ｏｍａｒｋ ｅｒ ｓｏ ｆ

Ｎｅｕｒｏ ｄｅｇｅｎｅｒａｔ ｉ ｖ ｅＤ ｉ ｓ ｅａ ｓｅ ｓ ．Ｆｒｏｎｔ ｉ ｅｒ ｓｉ ｎｍｏ ｌ ｅｃｕ ｌ ａｒｎｅｕｒｏ ｓ ｃ ｉ ｅｎｃ ｅ １ ３
，５ ３

，

ｄｏ ｉ ： １ ０ ． ３ ３８９／ｆｎｍｏ ｌ ． ２０２０ ．０００ ５ ３（２ ０２０ ） ．

１ ５Ｃｈ ａｎ ｄ ｅ ｌ
，Ｎ ．Ｓ ．Ｍ ｉ ｔ ｏｃｈ ｏｎ ｄｒ ｉ ａａｓｓ ｉ ｇｎａ ｌ ｉ ｎｇｏｒｇａｎ ｅ ｌ ｌ ｅ ｓ ．ＢＭＣｂ ｉ ｏ ｌ ｏｇｙ１ ２

ｆ３４
，

ｄｏ ｉ ： １ ０ ．１ １ ８ ６／ １ ７ ４ １
－

７ ００７
－

１ ２
－

３４ （２ ０ １ ４ ）
．

１ ６Ｎｅ ｕｐｅｒ ｔ
，Ｗ ．＆Ｈｅｒｒｍａｎｎ

，Ｊ ．Ｍ ．Ｔｒａｎ ｓ ｌ ｏ ｃａｔ ｉ ｏｎｏｆｐｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ｓｉ ｎｔ ｏｍ ｉ ｔ ｏｃｈｏｎｄｒ ｉ ａ ．Ａｎｎｕａ ｌ

ｒ ｅｖ ｉ ｅｗｏｆｂ ｉ ｏｃｈｅｍ ｉ ｓ ｔｒｙ７ ６
，７ ２ ３

－

７４９
，ｄｏ ｉ ： １ ０ ． １ １ ４６／ａｎｎｕｒ ｅｖ ． ｂ ｉ ｏ ｃｈ ｅｒａ ． ７６ ．０ ５２ ７ ０５ ． １ ６ ３４０９

（２００ ７ ） ．

１ ７Ｖｏｇｅ ｌ
，Ｆ ．

，Ｂｏｒｎ ｈ ｏｖｄ
，Ｃ ．

，Ｎｅｕｐ ｅ ｒ ｔ
，Ｗ ．＆Ｒ ｅ ｉ ｃｈ ｅｒ ｔ

，Ａ ．Ｓ ．Ｄｙｎａｍ ｉ ｃ

ｓｕｂｃｏｍｐａｒ ｔｍｅｎｔ ａ ｌ ｉ ｚ ａ ｔ ｉ ｏ ｎｏｆｔ ｈ ｅｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈｏｎ ｄｒ ｉ ａ ｌｉ ｎｎ ｅｒｍｅｍｂｒａｎ ｅ ．Ｔｈ ｅＪｏｕｒｎａｌｏｆｃ ｅ ｌ ｌ

ｂ ｉ ｏ ｌ ｏｇｙ１ ７ ５
，２ ３ ７

－

２ ４７
，ｄｏ ｉ ： １ ０ ．１ ０８ ３／ ｊ ｃ ｂ ．２０ ０６０ ５ １ ３８ （２０ ０６ ） ．

１ ８ｖ ａｎｄ ｅｒＢ ｌ ｉ ｅｋ
，Ａ ．Ｍ ．

，Ｓ ｅ ｄｅ ｎ ｓ ｋ ｙ ，Ｍ ．Ｍ ．＆Ｍｏｒｇａｎ ，Ｐ ．Ｇ ．Ｃｅ ｌ ｌＢ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇｙｏｆｔｈ ｅ

Ｍｉ ｔ ｏｃｈｏｎｄｒ ｉ ｏｎ ．Ｇ ｅｎｅ ｔ ｉ ｃ ｓ２ ０７
，８ ４ ３

－

８ ７ １
，ｄｏ ｉ

： １ ０ ．１ ５ ３４／ｇｅｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｓ ．１ １ ７ ．３００２ ６２ （２０ １ ７ ） ．

１ ９Ｍａｒ ｔ ｉ ｎｕｓ
，Ｒ ．Ｄ ．ｅ ｔａ ｌ ．Ｓ ｅ ｌ ｅ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅｉ ｎ ｄｕ ｃ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆｍ ｉ ｔ ｏｃｈ ｏｎ ｄｒ ｉ ａ ｌｃｈａｐｅｒｏｎｅ ｓｉ ｎｒｅ ｓｐｏｎ ｓ ｅ

ｔ ｏｌ ｏ ｓ ｓｏｆｔ ｈ ｅｍ ｉ ｔｏｃ ｈｏｎ ｄｒ ｉ ａ ｌｇｅ ｎｏｍｅ ．Ｅｕｒ ｏｐ ｅａｎｊ ｏｕｒｎａ ｌｏｆｂ ｉ ｏｃｈ ｅｍ ｉ ｓ ｔｒｙ２４０
，９８

－

１ ０３
，

ｄｏ ｉ ： １ ０ ． １ １ １ １ ／ ｊ ．１ ４３２
－

１ ０３ ３ ． １ ９ ９ ６ ．０ ０９８ｈ ．ｘ （ １ ９ ９６ ） ．

２ ０Ｒａｎ ｄ ｏｗ
，Ｆ ．＆Ｙｏｕ ｌ ｅ

，Ｒ ．Ｊ ．Ｓ ｅ ｌ ｆａｎ ｄｎｏｎ ｓ ｅ ｌ ｆ ：ｈ ｏｗａｕ ｔ ｏｐｈａｇｙｔａｒｇｅ ｔ ｓｍｉ ｔ ｏ ｃｈ ｏｎ ｄｒ ｉ ａａｎ ｄ

ｂａｃ ｔ ｅｒ ｉ ａ ．Ｃ ｅ ｌ ｌｈ ｏ ｓ ｔ＆ｍ ｉ ｃｒｏｂ ｅ１ ５
，４ ０ ３

－

４ １ １
，ｄｏ ｉ ： １ ０ ． １ ０ １ ６／ ｊ ．ｃｈ ｏｍ．２ ０ １ ４ ．０３ ．０ １ ２ （２０ １ ４ ） ．

２ １Ｂｒｅ ｉ ｔ ｅ ｎｂａｃ ｈ
，Ｍ ．ｅ ｔａ ｌ ．Ｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏｎｄｒ ｉ ａｉ ｎａｇｅ ｉ ｎｇ ：ｔｈ ｅｒ ｅｉ ｓｍｅ ｔ ａｂｏ ｌ ｉ ｓｍｂｅｙｏｎｄｔｈｅＲ０Ｓ ．

ＦＥＭＳｙ ｅ ａ ｓ ｔｒ ｅ ｓ ｅａｒ ｃ ｈ１ ４
， １ ９ ８

－

２ １ ２
，ｄｏ ｉ ： １ ０ ． １ １ １ １ ／ １ ５６７

－

１ ３６４ ．１ ２ １ ３４ （ ２ ０ １ ４ ） ．

２２Ｇｏｍｅ ｓ
，Ｌ ．Ｃ ．＆Ｓ ｃｏｒｒ ａｎｏ

，Ｌ ．Ｍ ｉ ｔ ｏｃｈ ｏｎｄｒ ｉ ａ ｌｍｏｒｐｈ ｏ ｌ ｏｇｙｉ ｎｍ ｉ ｔ ｏｐｈａｇｙａｎｄ

ｍａ ｃ ｒｏａｕ ｔ ｏｐｈａｇｙ ．Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｉ ｍ ｉ ｃ ａ ｅ ｔｂ ｉ ｏｐｈｙ ｓ ｉ ｃａａｃ ｔａ １ ８ ３ ３
，２０５

—

２ １ ２
，

ｄｏ ｉ ： １ ０ ．１ ０ １ ６／ ｊ ．ｂｂａｒａｃｒ ．２ ０ １ ２ ．０２ ．０ １ ２ （２０ １ ３ ） ．

２ ３Ｍ ｉ ｔ ｃｈｅ ｌ ｌ
，Ｐ ．Ｃｏｕｐ ｌ ｉｎｇｏｆｐｈ ｏ ｓｐｈ ｏｒｙ ｌ ａｔ ｉ ｏｎｔ ｏｅ ｌ ｅ ｃ ｔ ｒｏｎａｎ ｄｈｙ ｄｒ ｏｇｅｎｔｒ ａｎ ｓ ｆｅｒｂｙａ

ｃｈ ｅｍ
－

ｏ ｓ ｉＢｏ ｔ ｉ ｃｔ ｙｐｅｏｆｍｅ ｃｈ ａｎ ｉ ｓｍ．Ｎａｔｕｒ ｅ１ ９ １
，１ ４４

－

１ ４８
，ｄｏ ｉ ： １ ０ ．１ ０ ３８／ １ ９ １ １ ４４ａ０ （ １ ９６ １ ） ．

２４Ｓ ｔａｒｋｏｖ
，Ａ ．Ａ ．Ｔｈ ｅｒ ｏ ｌ ｅｏｆｍ ｉ ｔ ｏ ｃｈｏｎ ｄｒ ｉ ａｉ ｎｒｅａｃ ｔ ｉ ｖ ｅｏｘｙｇ ｅｎｓｐ ｅｃ ｉ ｅ ｓｍｅ ｔ ａｂｏ ｌ ｉ ｓｍａｎｄ

４ ７
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ｓ ｉ ｇｎ ａ ｌ ｉ ｎ ｇ ．Ａ ｎ ｎ ａ ｌ ｓｏ ｆ ｔ ｈ ｅＮ ｅｗＹ ｏｒ ｋＡ ｃ ａ ｄ ｅｍｙｏ ｆＳ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ｓ １ １ ４ ７
，３ ７ ５ ２

，

ｄ ｏ ｉ ：  １ ０ ． １ １ ９ ６ ／ ａ ｎ ｎ ａ ｌ ｓ ． １ ４ ２ ７ ．０ １ ５ （ ２ ０ ０ ８ ） ．

２ ５Ａ ｎ ｄ ｒ ｅ ｙ ｅ ｖ ，Ａ ．Ｙ ．

，

Ｋｕ ｓ ｈ ｎ ａｒ ｅ ｖ ａ
，Ｙ ．Ｅ ．＆Ｓ ｔ ａｒｋ ｏ ｖ

，Ａ ．Ａ ．Ｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄｒ ｉ ａ ｌｍ ｅ ｔ ａ ｂ ｏ ｌ ｉ ｓ ｍｏ ｆ

ｒ ｅ ａ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅｏｘ ｙ ｇ ｅｎｓ ｐ ｅ ｃ ｉ ｅ ｓ ．Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅｍ ｉ ｓ ｔ ｒ ｙ ．Ｂ ｉ ｏ ｋ ｈ ｉ ｍ ｉ ｉ ａ７ ０
，２ ０ ０

－

２ １ ４
，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ ０ ０ ７ ／ ｓ ｌ ０ ５ ４ １ ０ ０ ５

０ １ ０ ２
－

７ （ ２ ０ ０ ５ ）
．

２ ６Ｐ ｈ ａ ｎ ｉ ｅ ｎ ｄ ｒ ａ
，Ａ ．

 ，Ｊ ｅ ｓ ｔ ａ ｄ ｉ
，Ｄ ．Ｂ ．＆Ｐ ｅ ｒ ｉ ｙ ａ ｓ ａｍｙ ，Ｌ ．Ｆｒ ｅ ｅｒ ａ ｄ ｉ ｃ ａ ｌ ｓ ：ｐ ｒ ｏ ｐ ｅ ｒ ｔ ｉ ｅ ｓ

，ｓ ｏ ｕ ｒ ｃ ｅ ｓ
，

ｔ ａ ｒ ｇｅ ｔ ｓ
，ａ ｎ ｄｔ ｈ ｅ ｉ ｒｉ ｍｐ ｌ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｉ ｎｖ ａｒ ｉ ｏ ｕ ｓｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅ ｓ ． Ｉ ｎ ｄ ｉ ａ ｎｊ ｏ ｕ ｒ ｎ ａ ｌｏ ｆｃ ｌ ｉ ｎ ｉ ｃ ａ ｌ

ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｓ ｔ ｒ ｙ ：Ｉ Ｊ ＣＢ３ ０
， １ １ ２ ６

，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．１ ０ ０ ７ ／ ｓ ｌ ２２ ９ １

－

０ １ ４ ０ ４４ ６ ０ （ ２ ０ １ ５ ） ．

２ ７Ａ ｎ ｄ ｅ ｒ ｓ ｏ ｎ
，Ｓ ．ｅ ｔａ ｌ ．Ｓ ｅ ｑｕ ｅ ｎ ｃ ｅａ ｎ ｄｏｒ ｇ ａｎ ｉ ｚ ａ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆｔ ｈ ｅｈ ｕ ｍａ ｎｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌｇ ｅ ｎ ｏｍ ｅ ．

Ｎ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ２ ９ ０
，４ ５ ７

－

４ ６ ５
，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．１ ０ ３ ８ ／２ ９ ０ ４ ５ ７ ａ ０ （ １ ９８ １ ）

．

２ ８Ｍ ｃ Ｆ ａ ｒ ｌ ａ ｎ ｄ
，Ｒ ．

 ，Ｔ ａ ｙ ｌ ｏｒ
，Ｒ ．Ｗ ．＆Ｔｕ ｒ ｎ ｂｕ ｌ ｌ

，Ｄ ．Ｍ ．Ａｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｌ ｏ ｇ ｉ ｃ ａ ｌｐ ｅ ｒ ｓ ｐ ｅ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅｏ ｎ

ｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅ ．Ｔｈ ｅＬ ａｎ ｃ ｅ ｔ ．Ｎｅｕｒ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ９
，８ ２ ９

－

８ ４ ０
，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ ０ １ ６ ／ ｓ ｌ ４ ７ ４

－

４ ４ ２ ２ （ １ ０ ）
７ ０ １ １ ６ ２ （ ２ ０ １ ０ ） ．

２ ９Ｄ ｉＤｏ ｎ ａ ｔ ｏ
，Ｓ ．Ｄ ｉ ｓ ｏｒ ｄ ｅ ｒ ｓｒ ｅ ｌ ａ ｔ ｅ ｄｔ ｏｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌｍｅ ｍｂｒａｎ ｅ ｓ ：ｐ ａ ｔ ｈ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙｏｆ ｔ ｈ ｅ

ｒ ｅ ｓ ｐ ｉ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ ｙｃ ｈ ａ ｉ ｎａｎ ｄｎ ｅｕｒ ｏ ｄ ｅ ｇ ｅ ｎ ｅ ｒ ａ ｔ ｉ ｏｎ ．Ｊｏｕｒ ｎ ａ ｌｏ ｆｉ ｎｈ ｅ ｒ ｉ ｔ ｅ ｄｍ ｅ ｔ ａｂ ｏ ｌ ｉ ｃｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅ２ ３
，

２ ４ ７ ２ ６ ３
，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ ０ ２ ３ ／ａ ： １ ００ ５ ６ ８４ ０２ ９４ ２ ９ （ ２ ０ ００ ） ．

３ ０Ｋ ｌ ｅ ｃ ｋ ｅ ｒ
，Ｔ ．＆Ｗ ｅ ｓ ｔ ｅ ｒｍａｎｎ

，Ｂ ．Ｐ ａ ｔ ｈｗａｙ ｓｓ ｈ ａｐ ｉ ｎ ｇｔ ｈ ｅｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌ ｉ ｎ ｎ ｅ ｒｍ ｅｍｂ ｒ ａ ｎ ｅ ．

Ｏｐ ｅ ｎｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ１ １
，２ １ ０ ２ ３ ８

，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．１ ０ ９ ８ ／ｒ ｓ ｏ ｂ ．２ １ ０２ ３ ８ （２ ０ ２ １ ） ．

３ １Ｇ ｏ ｕ ｌ ｄ
，Ｅ ．Ｈ ｏｗｗ ｉ ｄ ｅ ｓ ｐｒ ｅ ａ ｄｉ ｓａ ｄ ｕ ｌ ｔｎ ｅ ｕ ｒｏ ｇ ｅ ｎ ｅ ｓ ｉ ｓｉ ｎｍａｍｍ ａ ｌ ｓ ？Ｎ ａ ｔ ｕｒ ｅｒ ｅ ｖ ｉ ｅｗ ｓ ．

Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ８
，４８ １ ４ ８ ８

，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ ０ ３ ８ ／ｎｒ ｎ ２ １ ４ ７ （２ ０ ０ ７
） ．

３ ２Ｓ ｈ ｅ ｎ ｇ ，Ｚ ．Ｈ ．＆Ｃａ ｉ
，Ｑ ．Ｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏｎ ｄｒ ｉ ａ ｌｔ ｒ ａｎ ｓ ｐ ｏ ｒ ｔｉ ｎｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｎ ｓ ：ｉ ｍｐ ａ ｃ ｔｏ ｎｓ ｙ ｎ ａｐ ｔ ｉ ｃ

ｈ ｏｍ ｅ ｏ ｓ ｔ ａ ｓ ｉ ｓａｎ ｄｎ ｅ ｕｒ ｏ ｄ ｅ ｇ ｅ ｎ ｅｒ ａ ｔ ｉ ｏｎ ．Ｎａ ｔｕｒ ｅｒ ｅ ｖ ｉ ｅｗ ｓ ．Ｎｅ ｕｒｏ ｓ ｃ ｉ ｅｎ ｃ ｅ １ ３
，７ ７

－

９ ３
，

ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ ０ ３ ８ ／ ｎ ｒ ｎ ３ １ ５ ６ （ ２ ０ １ ２ ） ．

３ ３Ｋ ｌ ｅ ｍｍ ｅ ｎ ｓ ｅ ｎ
，Ｍ ．Ｍ ．

 ，Ｂ ｏｒ ｒｏｗｍａｎ
，Ｓ ．Ｈ ．

 ，Ｐ ｅ ａｒ ｃ ｅ
，Ｃ ．

，Ｐｙ ｌ ｅ ｓ
，Ｂ ．＆Ｃｈ ａ ｎ ｄｒ ａ

，Ｂ ．

Ｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄｒ ｉ ａ ｌｄ ｙ ｓ ｆｕ ｎ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎｉ ｎｎ ｅｕｒ ｏ ｄ ｅ ｇｅｎ ｅｒ ａ ｔ ｉ ｖ ｅｄ ｉ ｓ ｏｒ ｄ ｅｒ ｓ ．Ｎｅ ｕｒ ｏ ｔ ｈ ｅ ｒ ａｐ ｅ ｕ ｔ ｉ ｃ ｓ ：ｔ ｈ ｅ

ｊ ｏ ｕ ｒ ｎ ａ ｌｏ ｆｔ ｈ ｅＡｍ ｅ ｒ ｉ ｃ ａｎＳ ｏ ｃ ｉ ｅ ｔ ｙｆ ｏ ｒＥｘ ｐ ｅ ｒ ｉ ｍ ｅ ｎ ｔ ａ ｌＮ ｅｕｒｏ Ｔｈ ｅｒ ａｐ ｅｕ ｔ ｉ ｃ ｓ２ １
，ｅ ０ ０ ２ ９ ２

，

ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ ０ １ ６／ ｊ
．ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｔ ．２ ０ ２ ３ ． １ ０ ．０ ０２ （ ２ ０ ２ ４ ） ．

３ ４Ａ ｃ ｉ ｎ
－

Ｐ ｅ ｒ ｅ ｚ
ｔＲ ．＆Ｅ ｎｒ ｉ ｑ ｕ ｅ ｚ

，Ｊ ．Ａ ．Ｔ ｈ ｅｆｕ ｎ ｃ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆｔ ｈ ｅｒ ｅ ｓ ｐ ｉ ｒ ａ ｔ ｏｒ ｙｓ ｕｐ ｅ ｒ ｃ ｏｍ ｐ ｌ ｅ ｘ ｅ ｓ ：

ｔ ｈ ｅｐ ｌ ａ ｓ ｔ ｉ ｃ ｉ ｔ ｙｍｏ ｄ ｅ ｌ ．Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｉ ｍ ｉ ｃ ａｅ ｔｂ ｉ ｏ ｐｈｙ ｓ ｉ ｃ ａａ ｃ ｔ ａ １ ８ ３ ７
，４４ ４ ４ ５ ０

，

ｄ ｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ０ １ ６ ／ ｊ
．ｂｂ ａ ｂ ｉ ｏ ．２ ０ １ ３ ．１ ２ ． ０ ０ ９ （ ２ ０ １ ４ ）
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，

４ ９





个人简 历 及论文发表情况


２ ８ １

－

２ ９ ７
，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ ０ １ ６ ／ ｓ ０ ０ ９２ ８ ６ ７ ４ （ ０４ ） ０ ００ ４ ５

－

５ （ ２ ０ ０４ ）
．

４ ９Ｃｈ ａ ｎ
，Ｓ ．Ｐ ．＆Ｓ ｌ ａ ｃ ｋ

，Ｆ ．Ｊ ．ｍ ｉ ｃ ｒ ｏＲＮＡ ｍ ｅ ｄ ｉ ａ ｔ ｅ ｄｓ ｉ ｌ ｅ ｎ ｃ ｉ ｎ ｇ ｉ ｎ ｓ ｉ ｄ ｅＰ ｂ ｏ ｄ ｉ ｅ ｓ ．ＲＮＡ

ｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ３
，９ ７

－

１ ０ ０
，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． ４ １ ６ １ ／ｒ ｎ ａ ．３ ．３ ．３ ４ ９ ９ （２ ０ ０ ６ ）

．

５ ０Ｓ ｏ ｕ ｓ ａ
，Ｊ ．Ｓ ．

，Ｄ

’

Ｉ ｍｐｒ ｉ ｍａ
，Ｅ ．＆Ｖｏｎ ｃ ｋ

，Ｊ ．Ｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌＲ ｅ ｓ ｐ ｉ ｒ ａ ｔ ｏ ｒ ｙＣ ｈ ａ ｉ ｎＣ ｏｍｐ ｌ ｅ ｘ ｅ ｓ ．

Ｓ ｕ ｂ
－

ｃ ｅ ｌ ｌ ｕ ｌ ａ ｒｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅｍ ｉ ｓ ｔ ｒ ｙ８ ７
，

１ ６ ７
－

２ ２ ７
，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．１ ０ ０ ７ ／ ９ ７ ８

－

９ ８卜 １ ０
－

７ ７ ５ ７
－

９ ７ （ ２ ０ １ ８ ） ．

５ １Ｈ ｉ ｒ ｓ ｔ
，Ｊ ．Ｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏｎ ｄｒ ｉ ａ ｌｃ ｏｍｐ ｌ ｅ ｘＩ ．Ａｎ ｎ ｕ ａ ｌｒ ｅ ｖ ｉ ｅｗｏ ｆｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｓ ｔ ｒ ｙ８ ２

，５ ５ １

－

５ ７ ５
，

ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ １ ４ ６ ／ ａ ｎ ｎ ｕｒ ｅ ｖ
￣

ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅｍ
￣

０ ７ ０ ５ １ １

－

１ ０ ３ ７ ０ ０ （２ ０ １ ３ ） ．

５ ２Ｌ ａｕ ｂ ｅ
，Ｅ ．

 ，Ｍ ｅ ｉ ｅｒ
－

Ｃｒ ｅ ｄ ｏ
，Ｊ ．

 ，Ｌａｎ ｇ ｅｒ ，Ｊ ．Ｄ ．＆Ｋ ｉｉ ｈ ｌ ｂｒ ａ ｎ ｄ ｔ
，Ｗ

．Ｃ ｏ ｎ ｆ ｏ ｒｍ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ａ ｌｃ ｈ ａｎ ｇ ｅ ｓ

ｉ ｎｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄｒ ｉ ａ ｌｃ ｏｍｐ ｌ ｅ ｘＩｏ ｆｔ ｈ ｅｔ ｈ ｅｒｍｏｐ ｈ ｉ ｌ ｉ ｃｅ ｕ ｋ ａ ｒ ｙ ｏ ｔ ｅＣ ｈ ａ ｅ ｔ ｏ ｍ ｉ ｕ ｎ ｉｔ ｈ ｅ ｒ ｍｏ ｐ ｈ ｉ ｌ ｕ ｉ ｉ ｉ ．

Ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅａ ｄ ｖ ａ ｎ ｃ ｅ ｓ８
ｆｅ ａ ｄ ｃ ９ ９ ５ ２

，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ １ ２ ６ ／ ｓ ｃ ｉ ａ ｄ ｖ ． ａ ｄ ｃ ９ ９ ５ ２ （ ２ ０ ２ ２ ） ．

５ ３Ｖ ｅ ｒ ｃ ｅ ｌ ｌ ｉ ｎ ｏ
，Ｉ ．＆Ｓ ａ ｚ ａ ｎ ｏ ｖ

，Ｌ ．Ａ ．Ｔ ｈ ｅａ ｓ ｓ ｅｍｂ ｌ ｙ ，ｒ ｅ ｇ ｕ ｌ ａ ｔ ｉ ｏ ｎａ ｎ ｄｆｕ ｎ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆｔ ｈ ｅ

ｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌｒ ｅ ｓｐ ｉ ｒ ａ ｔ ｏｒ ｙｃ ｈ ａ ｉ ｎ ．Ｎａ ｔ ｕ ｒ ｅｒ ｅ ｖ ｉ ｅｗ ｓ ．Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａｒｃ ｅ ｌ １ｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇｙ２ ３
， １ ４ １ １ ６ １

，

ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ ０ ３ ８ ／ Ｓ ４ １ ５ ８ ０
－

０ ２ １

－

０ ０ ４ １ ５
－

０ （ ２ ０２ ２ ） ．

５ ４Ｈａｇ ｅ ｒ ｈ ａ ｌ ｌ
，Ｃ ．Ｓ ｕ ｃ ｃ ｉ ｎ ａ ｔ ｅ ：ｑｕ ｉ ｎ ｏ ｎ ｅｏ ｘ ｉ ｄ ｏｒ ｅ ｄｕ ｃ ｔ ａ ｓ ｅ ｓ ．Ｖ ａｒ ｉ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｓｏ ｎａｃ ｏ ｎ ｓ ｅ ｒ ｖ ｅ ｄ ｔ ｈ ｅｍｅ ．

Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｉ ｍ ｉ ｃ ａｅ ｔｂ ｉ ｏｐｈ ｙ ｓ ｉ ｃ ａａ ｃ ｔ ａ １ ３ ２ ０
，１ ０ ７

－

１ ４ １
，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．１ ０ １ ６ ／ ｓ ０ ０ ０ ５ ２ ７ ２ ８

（
９ ７

）
０ ０ ０ １ ９

－

１ （ １ ９ ９ ７ ）
．

５ ５丁 ｒｕ ｍｐ ｏｗ ｅｒ
，Ｂ ．Ｌ ．＆Ｇ ｅ ｎ ｎ ｉ ｓ

，Ｒ ．Ｂ ．Ｅ ｎ ｅｒ ｇ ｙｔ ｒ ａｎ ｓ ｄ ｕ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎｂ ｙｃ ｙ ｔ ｏ ｃ ｈ ｒ ｏｍｅｃ ｏ ｍｐ ｌ ｅ ｘ ｅ ｓ ｉ ｎ

ｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄｒ ｉ ａ ｌａｎ ｄｂ ａ ｃ ｔ ｅｒ ｉ ａ ｌｒ ｅ ｓ ｐ ｉ ｒ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ：ｔ ｈ ｅｅ ｎ ｚ ｙｍｏ ｌ ｏｇ ｙｏ ｆｃ ｏｕ ｐ ｌ ｉ ｎ ｇｅ ｌ ｅ ｃ ｔ ｒ ｏ ｎｔ ｒ ａｎ ｓ ｆ ｅ ｒ

ｒ ｅ ａ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ ｓｔ ｏｔ ｒ ａｎ ｓ ｍ ｅ ｒ ｎｂ ｒ ａ ｎ ｅｐ ｒ ｏ ｔ ｏ ｎｔ ｒ ａｎ ｓ ｌ ｏ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ．Ａ ｎ ｎ ｕ ａ ｌｒ ｅ ｖ ｉ ｅ ｗｏ ｆｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｓ ｔ ｒ ｙ６ ３
，

６ ７ ５
－

７ １ ６
，ｄ ｏ ｉ  ： １ ０ ．１ １ ４ ６ ／ ａ ｎ ｎ ｕｒ ｅ ｖ ． ｂ ｉ ．６ ３ ．０ ７ ０ １ ９４ ．０ ０ ３ ３ ３ １ （ １ ９ ９４ ） ．

５ ６Ｓ ｈ ａｒｍａ
，Ｖ ．

 ，Ａ ｌ ａ
－

Ｖ ａｎ ｎ ｅ ｓ ｌ ｕ ｏ ｍａ
，Ｐ ．

，Ｖａ ｔ ｔ ｕ ｌ ａ ｉ ｎ ｅ ｎ
，Ｉ ．

 ，Ｗ ｉ ｋ ｓ ｔ ｒ ｏｍ
，Ｍ ．＆Ｒ ｏ ｇ ，Ｔ ．Ｒ ｏ ｌ ｅｏ ｆ

ｓ ｕ ｂ ｕ ｎ ｉ ｔＩ Ｉ Ｉａｎ ｄｉ ｔ ｓｌ ｉ ｐ ｉ ｄ ｓｉ ｎｔ ｈ ｅｍｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａｒｍ ｅ ｃ ｈ ａｎ ｉ ｓｍｏ ｆｃ ｙ ｔ ｏ ｃ ｈ ｒ ｏｍ ｅｃｏ ｘ ｉ ｄ ａ ｓ ｅ ．

Ｂ ｉ ｏ ｃ ｈ ｉ ｍ ｉ ｃ ａｅ ｔｂ ｉ ｏｐ ｈ ｙ ｓ ｉ ｃ ａａ ｃ ｔ ａ１ ８ ４ ７
，６ ９ ０ ６ ９ ７

，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．１ ０ １ ６ ／ ｊ
．ｂｂａｂ ｉ ｏ ．２ ０ １ ５ ．０４ ．０ ０ ７ （

２ ０ １ ５ ） ．

５ ７Ｄ ｉ Ｍａｕ ｒ ｏ
，Ｓ ．

 ，Ｔ ａｎ ｊ ｉ
，Ｋ ．＆Ｓ ｃ ｈ ｏｎ

，Ｅ ，Ａ ．Ｔ ｈ ｅｍａｎ ｙｃ ｌ ｉ ｎ ｉ ｃ ａ ｌｆａ ｃ ｅ ｓｏ ｆｃ ｙ ｔ ｏ ｃ ｈｒ ｏｍｅｃ

ｏ ｘ ｉ ｄ ａ ｓ ｅｄ ｅ ｆ ｉ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｙ ．Ａ ｄ ｖ ａｎ ｃ ｅ ｓｉ ｎｅｘｐ ｅ ｒ ｉ ｍｅ ｎ ｔ ａ ｌｍ ｅ ｄ ｉ ｃ ｉ ｎ ｅａｎ ｄｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ７ ４ ８
，３ ４ １ ３ ５ ７

，

ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ ００ ７ ／９ ７ ８
－

ｌ

－

４ ６ １ ４
－

３ ５ ７ ３
－

０ １ ４ （２ ０ １ ２ ） ．

５ ８Ｎ ｉ ｅ ｓ
，Ｙ ．Ｈ ．ｅ ｔａ ｌ ．Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏＲＮＡＤｙ ｓ ｒ ｅ ｇｕ ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎｉ ｎＰ ａｒｋ ｉ ｎ ｓ ｏｎ

’

ｓＤ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅ ：ＡＮａｒ ｒ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ

Ｒ ｅ ｖ ｉ ｅ ｗ ．Ｆ ｒ ｏ ｎ ｔ ｉ ｅ ｒ ｓｉ ｎｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ１ ５
，６６ ０ ３ ７ ９

，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．３ ３ ８ ９ ／ ｆｎ ｉ ｎ ｓ ．２ ０ ２ １ ． ６６ ０ ３ ７ ９ （ ２ ０ ２ １ ） ．

５ ９Ｌ ｉ
，Ｋ ．

，

Ｚ ｈ ａ ｎ ｇ ，Ｊ ．

 ，Ｊ ｉ
，Ｃ ．＆Ｗ ａｎ ｇ ，ＬＭ ｉ Ｒ

－

１ ４ ４
＿

３ ｐａｎ ｄ Ｉ ｔ ｓＴ ａｒ ｇ ｅ ｔＧ ｅ ｎ ｅＰ

－

Ａ ｍｙ ｌ ｏ ｉ ｄ

Ｐｒ ｅ ｃ ｕ ｒ ｓ ｏ ｒＰ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎＲ ｅ ｇ ｕ ｌ ａ ｔ ｅ卜Ｍ ｅ ｔ ｈ ｙ ｌ

－

４
－

Ｐ ｈ ｅ ｎ ｙ ｌ
—

１
，

２
－

３
，

６
－

Ｔ ｅ ｔ ｒ ａ ｈ ｙ ｄ ｒ ｏｐ ｙ ｒ ｉ ｄ ｉ ｉ ｉ ｅ Ｉ ｎ ｄｕ ｃ ｅ ｄ

Ｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌＤ ｙ ｓ ｆｕ ｎ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ ．Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ｅ ｓａｎ ｄ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ３ ９
ｆ ５ ４ ３

－

５４ ９
，

ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．１ ４ ３ ４ ８ ／ｍ ｏ ｌ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ．２ ０ １ ６ ．０ ０ ５ ０ （ ２ ０ １ ６ ） ．

６ ０Ｚ ｈ ｏ ｕ
，Ｙ ．ｅ ｔａ ｌ ．Ｍ ｉ ｃ ｒｏ Ｒ ＮＡ

－

７ｔ ａｒ ｇ ｅ ｔ ｓＮ ｏ ｄ
－

ｌ ｉ ｋ ｅｒ ｅ ｃ ｅ ｐ ｔ ｏ ｒｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ３ ｉ ｎ ｆ ｌ ａｕｍ ｉ ａ ｓ ｏ ｎ ｉ ｅ ｔ ｏ

ｍ ｏ ｄ ｕ ｌ ａ ｔ ｅｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｉ ｎ ｆ ｌ ａ ｉｍｎ ａ ｔ ｉ ｏ ｎｉ ｎｔ ｈ ｅｐ ａ ｔ ｈ ｏ ｇ ｅ ｎ ｅ ｓ ｉ ｓｏ ｆＰａ ｒ ｋ ｉ ｎ ｓ ｏ ｎ

’

ｓｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅ ．Ｍｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａｒ

ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｄ ｅ ｇ ｅ ｎ ｅ ｒ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ１ １
，２ ８

，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．１ １ ８ ６ ／ ｓ ｌ ３ ０ ２ ４ ０ １ ６
－

００ ９ ４ ３ （ ２ ０ １ ６ ）
．

５ ０



南京 中 医药 大学硕士论文

６ １Ｃｈ ｅ ｎ
，Ｙ ．ｅ ｔａ ｌ ． Ｉ ｎ ｃ ｒｅ ａ ｓ ｅ ｄＳａ ｌ ｉ ｖ ａｒ ｙ ｉｎ ｉ ｃ ｒｏＲＮＡ ｓＴ ｈ ａ ｔＲ ｅ ｇｕ ｌ ａ ｔ ｅＤＪ

－

１Ｇ ｅ ｎ ｅＥ ｘｐｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎａ ｓ

Ｐｏ ｔ ｅ ｎ ｔ ｉ ａ ｌＭａｒ ｋ ｅ ｒ ｓｆ ｏ ｒＰ ａ ｒ ｋ ｉ ｎ ｓ ｏ ｎ

’

ｓＤ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅ ．Ｆｒ ｏ ｎ ｔ ｉ ｅ ｒ ｓｉ ｎａｇ ｉ ｎ ｇｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ １ ２
，２ １ ０

，

ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．３ ３ ８ ９／ ｆ ｎ ａ ｇ ｉ ．２ ０ ２ ０ ．０ ０ ２ １ ０ （ ２ ０ ２ ０ ） ．

６ ２Ａ ｎ ｇ ｅ ｌ ｏｐ ｏ ｕ ｌ ｏ ｕ
，Ｅ ．

 ，Ｐ ａｕ ｄ ｅ ｌ
，Ｙ ．Ｎ ．＆Ｐ ｉ ｐ ｅ ｒ ｉ

，Ｃ ．ｍ ｉ Ｒ
－

１ ２ ４ａｎ ｄＰ ａｒｋ ｉ ｎ ｓ ｏｎ

＇

ｓｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅ ：Ａ

ｂ ｉ ｏｍａ ｒｋ ｅ ｒｗ ｉ ｔ ｈ ｔ ｈ ｅ ｒ ａｐ ｅ ｕ ｔ ｉ ｃｐ ｏ ｔ ｅ ｎ ｔ ｉ ａ ｌ ．Ｐｈ ａ ｒｍａ ｃ ｏ ｌ ｏ ｇ ｉ ｃ ａ ｌｒ ｅ ｓ ｅ ａｒ ｃ ｈ １ ５ ０
， １ ０ ４ ５ １ ５

，

ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．１ ０ １ ６ ／ ｊ ．

ｐ ｈ ｒ ｓ ．２ ０ １ ９ ． １ ０ ４ ５ １ ５ （ ２ ０ １ ９ ） ．

６ ３Ｈ ｕ
，Ｙ ．Ｂ ．ｅ ｔａ ｌ ．ｍ ｉ Ｒ

—

４ ２ ５ｄ ｅ ｆ ｉ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｙｐ ｒ ｏ ｍ ｏ ｔ ｅ ｓｎ ｅ ｃ ｒ ｏｐ ｔ ｏ ｓ ｉ ｓａ ｎ ｄｄ ｏｐ ａ ｍ ｉ ｎ ｅ ｒ ｇ ｉ ｃ

ｎ ｅｕｒｏ ｄ ｅ ｇ ｅ ｎ ｅ ｒ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｉ ｎＰ ａｒｋ ｉ ｎ ｓ ｏ ｎ

’

ｓｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅ ．Ｃ ｅ ｌ ｌｄ ｅ ａ ｔ ｈ＆ｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅ １ ０
，５ ８ ９

，

ｃｌ ｏ ｉ ： １ ０ ．１ ０ ３ ８ ／ ｓ ４ １ ４ １ ９ ０ １ ９ １ ８ ０ ９
－

５ （ ２ ０ １ ９ ） ．

６ ４Ｊ ａ ｕ ｈ ａ ｒ ｉ
，Ａ ．

，Ｓ ｉ ｎ ｇ ｈ ，Ｔ ．

 ，Ｍ ｉ ｓ ｈｒ ａ
，Ｓ ．

 ，Ｓ ｈ ａ ｎ ｋ ａ ｒ
，Ｊ ．＆Ｙ ａｄ ａｖ

，Ｓ ．Ｃ ｏ ｏ ｒ ｄ ｉ ｎ ａ ｔ ｅ ｄＡ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆ

ｉｎ ｉ Ｒ １ ４ ６ ａａｎ ｄＰ ａ ｒｋ ｉ ｎＧ ｅ ｎ ｅＲ ｅ ｇｕ ｌ ａ ｔ ｅＲｏ ｔ ｅ ｎ ｏ ｎ ｅ
－

ｉ ｎ ｄ ｕ ｃ ｅ ｄＮ ｅ ｕｒ ｏ ｄ ｅ ｇ ｅ ｎ ｅ ｒ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ．Ｔ ｏｘ ｉ ｃ ｏ ｌ ｏｇ ｉ ｃ ａ ｌ

ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ｓ ：ａ ｎｏ ｆ ｆ ｉ ｃ ｉ ａ ｌｊ ｏ ｕ ｒ ｎ ａ ｌｏ ｆｔ ｈ ｅＳ ｏ ｃ ｉ ｅ ｔ ｙｏｆＴｏｘ ｉ ｃ ｏ ｌ ｏｇ ｙ １ ７ ６
，４ ３ ３ ４ ４ ５

，

ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．１ ０ ９ ３ ／ ｔ ｏｘ ｓ ｃ ｉ ／ｋ ｆａａ０ ６ ６ （ ２ ０ ２ ０ ） ．

６ ５Ｉ ｎ ｄ ｒ ｉ ｅ ｒ ｉ
，Ａ ．ｅ ｔａ ｌ ．ｎ ｉ ｉ Ｒ １ ８ １ ａ／ ｂｄ ｏｗ ｒｕ ｅ ｇ ｕ ｌ ａ ｔ ｉ ｏ ｎｅ ｘ ｅ ｒ ｔ ｓａｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅａ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｎ

ｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅｍ ｏ ｄ ｅ ｌ ｓ ，ＥＭ Ｂ Ｏｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒｍ ｅ ｄ ｉ ｃ ｉ ｎ ｅ １ １
，

ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．１ ５ ２ ５ ２ ／ ｅ ｍｍｍ ．２ ０ １ ７ ０ ８ ７ ３ ４

（ ２ ０ １ ９ ） ．

６ ６Ｂ ｉ ｅ ｄ ｌ ｅ ｉ

＇

，Ｊ ．Ｌ ．

 ，Ｒ ｏ ｆ ｆ ｌ ｅ ｒ
－

Ｔ ａ ｒ ｌ ｏ ｖ
，Ｓ ．

 ， ｖＳ ｒ ｈ ａ ｃ ｈ ｎ ｅ ｒ
，Ｍ ．＆Ｆ ｉ

＇

ｅ ｅ ｄｍａｎ
，Ｌ ．Ｓ ．Ｍ ｕ ｌ ｔ ｉ ｐ ｌ ｅ

ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｔ ｒ ａｎ ｓ ｍ ｉ ｔ ｔ ｅ ｒｓ ｙｎ ｔ ｈ ｅ ｓ ｉ ｓｂ
ｙｈ ｕ ｎ ｕ ｉ ｎｎ （Ｈ ｉ ｒ ｏ ｌ ） ｌ ａ ｓ ｔ ｏｍａｃ ｅ ｌ ｌｌ ｉ ｎ ｅ ｓａｎ ｄｃ ｌ ｏ ｎ ｅ ｓ ．Ｃａｎ ｃ ｅ ｒ

ｒ ｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ３ ８
，３ ７ ５ １

－

３ ７ ５ ７ （ １ ９ ７ ８ ） ．

６ ７Ｇ ｏ ｒ ｄ ｏｎ
，Ｊ ．

 ，Ａｍ ｉ ｎ ｉ
，Ｓ ．＆Ｗ ｈ ｉ ｔ ｅ

、

，

Ｍ ．Ｋ ＊Ｇ ｅ ｎ ｅ ｒ ａ ｌｏ ｖ ｅ ｒｖ ｉ ｅ ｗｏ ｆｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｎ ａ ｌｃ ｅ ｌ ｌｃ ｕ ｌ ｔ ｕｒ ｅ ．

Ｍ ｅ ｔ ｈ ｏ ｄ ｓ ｉ ｎｍｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａｒｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ （ Ｃ ｌ ｉ ｒ ｔ ｏ ｎ
，Ｎ ． Ｊ ． ） １ ０ ７ ８

，１

－

８
，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ ０ ０ ７ ／９ ７ ８ １

－

６ ２ ７ ０ ３ ６４ ０
－

５ｊ （ ２ ０ １ ３ ） ．

６ ８Ｓ ｌ ａ ｎ ｚ ｉ
，Ａ ．

，Ｉ ａ ｎ ｎ ｏ ｌ ｏ
，Ｇ ．

 （Ｒ ｏ ｓ ｓ ｉ
，Ｂ ．

，Ｚ ｅ ｒｍ ｒ ｏ
，Ｅ ．＆Ｃｏ ｎ ｓ ｔ ａｎ ｔ ｉ ｎ

，Ｇ ．Ｉ ｎｖ ｉ ｔ ｒ ｏＭｏ ｄ ｅ ｌ ｓｏ ｆ

Ｎ ｅ ｕｒｏ ｄ ｅ ｇ ｅ ｎ ｅ ｒａ ｔ ｉ ｖ ｅＤ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅ ｓ ．Ｆｒ ｏ ｎ ｔ ｉ ｅ ｒ ｓ ｉ ｎｃ ｅ ｌ ｌａ ｎ ｄｄ ｅ ｖ ｅ ｌ ｏ ｐｍｅ ｎ ｔ ａ ｌｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ８
，３ ２ ８

，

ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．３ ３ ８ ９ ／ ｆ ｃ ｅ ｌ ｌ ．２ ０２ ０ ．０ ０ ３ ２ ８ （ ２ ０ ２ ０ ）
．

６ ９＼ ｉ ｎ
，Ｋ ．

 ，Ｂａ ｉ ｌ ｌ ｉ ｅ
，Ｇ ．Ｊ ．＆Ｖ ｅ ｔ ｔ ｅ ｒ

， Ｉ ．Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｎ ａ ｌｃ ｅ ｌ ｌｌ ｉ ｎ ｅ ｓａ ｓｍ ｏ ｄ ｅ ｌｄ ｏｒ ｓ ａ ｌｒ ｏ ｏ ｔ

ｇ ａｎ ｇ ｌ ｉ ｏ ｎｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｎ ｓ ：Ａ ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｃ ｒ ｉ ｐ ｔ ｏ ｍ ｉ ｃｃ ｏｍｐ ａｒ ｉ ｓ ｏｎ ．Ｍｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａｒｐ ａ ｉ ｎ １ ２
，

ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ １ ７ ７ ／ １ ７ ４ ４ ８ ０ ６ ９ １ ６ ６ ４ ６ １ １ １ （２ ０ １ ６ ） ．

７ ０Ｇ ｅ ｙ ｅ ｒ ，Ｐ ．Ｒ ．

 ｔ ｌ ｉ ｏ ｌ ｄ ｔ
， Ｉ ， ．Ｍ ．

 ，Ｔ ｅ ｕ ｐ ｓ ｅ ｒ
，Ｄ ．＆Ｍａｎ ｎ

，Ｍ ．Ｒ ｅ ｖ ｉ ｓ ｉ ｔ ｉ ｎ ｇｂ ｉ ｏ ｍａｒ ｋ ｅ ｒｄ ｉ ｓ ｃ ｏ ｖ ｅ ｒ ｙ

ｂ
ｙｐ ｌ ａ ｓ ｍａ ｒ

ｊ ｒ ｏ ｔ ｔ ｉ ｏ ｍ ｉ ｃ ｓ ．Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａｒｓ ｙ ｓ ｔ ｅ ｍ ｓｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ１ ３
，９ ４ ２

，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ ５ ２ ５ ２ ／ｍ ｓ ｂ ．２ ０ １ ５ ６ ２ ９ ７

（ ２ ０ １ ７ ） ．

７ １Ｈ ｏ ｎ ｄ ｉ ｕ ｓ
，Ｄ ．Ｃ ．ｅ ｔａ ｌ ．Ｐｒ ｏ ｆ ｉ ｌ ｉ ｎ ｇｔ ｈ ｅｈ ｕｍａｎｈ ｉ ｐｐ ｏ ｃ ａｍｐ ａ ｌｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｏｍ ｅａ ｔａ ｌ ｌｐ ａ ｔ ｈ ｏ ｌ ｏ ｇ ｉ ｃ

ｓ ｔ ａ ｇｅ ｓｏ ｆＡ ｌ ｚ ｈ ｅ ｉ ｍ ｅｒ

＊

ｓｄ ｉ ｓ ｅａ ｓ ｅ ．Ａ ｌ ｚ ｈ ｅ ｉ ｍ ｅｒ

’

ｓ＆ｄ ｅｍ ｅ ｎ ｔ ｉ ａ ：ｔ ｈ ｅｊ ｏｕｒｎ ａ ｌｏ ｆｔ ｈ ｅＡ ｌ ｚ ｈ ｅ ｉ ｍｅ ｉ

＾
ｓ

Ａ ｓ ｓ ｏ ｃ ｉ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ１ ２
，６ ５ ４

￣

６ ６ ８
，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．１ ０ １ ６ ／ ｊ ． ｊ ａ ｌ ｚ ． ２ ０ １ ５ ． １ １ ． ０ ０ ２（ ２ ０ １ ６ ） ．

７ ２Ｈ ｏ ｎ ｄ ｉ ｕ ｓ
，Ｄ ．Ｃ ．ｅ ｔａ ｌ ．Ｐｒｏ ｔ ｅ ｏｍ ｉ ｃ ｓａ ｎ ａ ｌ ｙ ｓ ｉ ｓｉ ｄ ｅ ｎ ｔ ｉ ｆ ｉ ｅ ｓｎ ｅｗｍａｒｋ ｅ ｒ ｓａ ｓ ｓ ｏ ｃ ｉ ａ ｔ ｅ ｄｗ ｉ ｔ ｈ

５ １
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ｃ ａｐ ｉ ｌ ｌ ａｒ ｙｃ ｅ ｒ ｅ ｂ ｒ ａ ｌａｍｙ ｌ ｏ ｉ ｄａｎ ｇ ｉ ｏ ｐ ａ ｔ ｈ ｙ ｉ ｎＡ ｌ ｚ ｈ ｅ ｉ ｍ ｅ ｒ

’

ｓｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅ ．Ａ ｃ ｔ ａｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｐ ａ ｔ ｈ ｏ ｌ ｏｇ ｉ ｃ ａ

ｃ ｏｍｍｕ ｎ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｓ６
，４ ６

，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．１ １ ８ ６ ／ ｓ ４ ０ ４ ７ ８ 〇 １ ８ 〇 ５ ４ 〇 ２ （ ２ ０ １ ８ ） ．

７ ３Ｒ ｅ ｃ ａｂ ａ ｒ ｒ ｅ ｎ Ｌ ｅ ｉ ｖ ａ
，Ｄ ．＆Ａ ｌ ａ ｒ ｃ ｏ ｎ

，Ｍ ．Ｎ ｅｗｉ ｎ ｓ ｉ ｇ ｈ ｔ ｓ ｉ ｎ ｔ ｏｔ ｈ ｅｇ ｅ ｎ ｅｅ ｘｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ

ａ ｓ ｓ ｏ ｃ ｉ ａ ｔ ｅ ｄ ｔ ｏａｍｙ ｏ ｔ ｒ ｏｐ ｈ ｉ ｃ ｌ ａ ｔ ｅ ｒ ａ ｌ ｓ ｃ ｌ ｅｒ ｏ ｓ ｉ ｓ ．Ｌ ｉ ｆ ｅ ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ｓ １ ９ ３
， １ １ ０

－

１ ２ ３
，

ｄ ｏ ｉ ：  １ ０ ．１ ０ １ ６ ／ ｊ ．ｌ ｆ ｓ ．２ ０ １ ７ ． １ ２ ．０ １ ６ （ ２ ０ １ ８ ）
．

７ ４Ｐｒ ａ ｄ ａ ｔ
，Ｐ ．Ｆ ．ｅ ｔａ ｌ ．Ｍｕ ｓ ｃ ｌ ｅｇ ｅ ｎ ｅｅ ｘ ｐｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ ｉ ｓａｍ ａ ｒ ｋ ｅ ｒｏ ｆａ ｍ ｙ ｏ ｔ ｒ ｏ ｐ ｈ ｉ ｃｌ ａ ｔ ｅｒ ａ ｌ

ｓ ｃ ｌ ｅ ｒ ｏ ｓ ｉ ｓｓ ｅ ｖ ｅ ｒ ｉ ｔ ｙ ．Ｎ ｅ ｕ ｒ ｏ
－

ｄ ｅ ｇ ｅ ｎ ｅ ｒ ａ ｔ ｉ ｖ ｅｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅ ｓ９
，３ ８ ５ ２

，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ １ ５ ９ ／ ０ ０ ０ ３ ２ ９ ７ ２ ３ （ ２ ０ １ ２
）

．

７ ５Ｓ ａ ｒ ｉ ｓ
，Ｃ ．Ｇ ．ｅ ｔａ ｌ ．Ｗｅ ｉ ｇｈ ｔ ｅ ｄｇ ｅ ｎ ｅｃ ｏ ｅｘ ｐｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎｎ ｅ ｔ ｗｏ ｒ ｋａ ｎ ａ ｌ

ｙ ｓ ｉ ｓｏ ｆｔ ｈ ｅｐ ｅｒ ｉ ｐｈ ｅｒａ ｌ

ｂ ｌ ｏ ｏ ｄｆｒ ｏｍＡｍ ｙ ｏ ｔ ｒ ｏｐ ｈ ｉ ｃＬ ａ ｔ ｅ ｒ ａ ｌＳ ｃ ｌ ｅ ｒ ｏ ｓ ｉ ｓｐ ａ ｔ ｉ ｅ ｎ ｔ ｓ ．Ｂ Ｍ Ｃｇ ｅ ｎ ｏ ｍ ｉ ｃ ｓ １ ０
，４０ ５

，

ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ １ ８ ６／ １ ４ ７ １

－

２ １ ６ ４ １ ０ ４ ０ ５ （
２ ０ ０９ ） ．

７ ６Ｄ ｏ ｎ ｇ ，Ｈ ．ｅ ｔａ ｌ ．ｍ ｉ Ｒ
＿

２ １ ４
－

３ｐｐｒ ｏｍｏ ｔ ｅ ｓｔ ｈ ｅｐ ａ ｔ ｈ ｏ ｇ ｅ ｎ ｅ ｓ ｉ ｓｏ ｆＰ ａ ｒ ｋ ｉ ｎ ｓ ｏｎ

’

ｓｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅｂ ｙ

ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｉ ｎ ｇａｕ ｔ ｏｐ ｈ ａｇ ｙ ．Ｂ ｉ ｏｍ ｅ ｄ ｉ ｃ ｉ ｎ ｅ＆ｐ ｈ ａｒｍａ ｃ ｏ ｔ ｈ ｅ ｒ ａ ｐ ｙ
二Ｂ ｉ ｏｍ ｅ ｄ ｅ ｃ ｉ ｎ ｅ＆ｐ ｈ ａｒｍａ ｃ ｏ ｔ ｈ ｅ ｒ ａｐ ｉ ｅ

１ ７ １
， １ １ ６ １ ２ ３

，ｄ ｏ ｉ ：１ ０ ．１ ０ １ ６／ ｊ ．ｂ ｉ ｏｐｈ ａ ．２ ０ ２４ ．１ １ ６ １ ２ ３ （ ２ ０ ２ ４ ） ．

７ ７Ｈ ａ ｌ ｄ
，Ａ ．＆Ｌ ｏ ｔ ｈ ａｒ ｉ ｕ ｓ

，Ｊ ．Ｏｘ ｉ ｄａ ｔ ｉ ｖ ｅｓ ｔ ｒ ｅ ｓ ｓａ ｎ ｄｉ ｎ ｆ ｌ ａｍｍ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｉ ｎＰａ ｒ ｋ ｉ ｎ ｓ ｏｎ

’

ｓｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅ ：

ｉ ｓ ｔ ｈ ｅ ｒ ｅａｃ ａｕ ｓ ａ ｌ ｌ ｉ ｎｋ ？Ｅｘ ｐ ｅｒ ｉ ｍｅ ｎ ｔ ａ ｌｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ １ ９ ３
， ２ ７ ９ ２ ９ ０

，

ｄ ｏ ｉ  ：  １ ０ ．１ ０ １ ６ ／ ｊ ．ｅ ｘ ｐ ｎ ｅｕｒ ｏ ｌ ．２ ０ ０ ５ ．０ １ ．０ １ ３ （ ２ ０ ０ ５ ） ．

７ ８Ｄ ｉ ａ ｓ
，Ｖ ．

 （Ｊｕｎｎ ，Ｅ ．＆Ｍｏｕｒａｄ ｉ ａｎ
，Ｍ ．Ｍ ．Ｔｈ ｅｒ ｏ ｌ ｅｏ ｆｏ ｘ ｉ ｄ ａ ｔ ｉ ｖ ｅｓ ｔ ｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｎＰ ａｒ ｋ ｉ ｎ ｓ ｏ ｎ

’

ｓ

ｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅ ．Ｊ ｏ ｕ ｒ ｎ ａ ｌｏ ｆＰ ａｒｋ ｉ ｎ ｓ ｏｎ＾ｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅ３
，４ ６ １ ４ ９ １

，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． ３ ２ ３ ３ ／ ｊ ｐ ｄ １ ３ ０ ２ ３ ０ （ ２ ０ １ ３ ） ．

７ ９Ｒａ ｈ ｍａ ｎ
，Ｊ ．＆Ｒ ａ ｈ ｍａ ｎ

，Ｓ ．Ｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌｍ ｅ ｄ ｉ ｃ ｉ ｎ ｅ ｉ ｎｔ ｈ ｅｏｍ ｉ ｃ ｓｅ ｒ ａ ．Ｌ ａ ｎ ｃ ｅ ｔ （ Ｌ ｏ ｎ ｄ ｏ ｎ
，

Ｅ ｎ ｇ ｌ ａｎ ｄ ）３ ９ １
，２ ５ ６ ０

－

２ ５ ７４
，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．１ ０ １ ６ ／ ｓ ０ １ ４ ０

－

６ ７ ３ ６ （ １ ８ ）
３ ０ ７ ２ ７

－

ｘ （ ２ ０ １ ８ ）
．

８ ０Ｇｒ ｅ ｇ ｅ ｒ ｓ ｅｎ
，Ｎ ．

，

Ｈａｎ ｓ ｅｎ
，Ｊ ．＆Ｐａ ｌ ｍｆ ｅ ｌ ｄ ｔ

，Ｊ ．Ｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｏｍ ｉ ｃ ｓ ａｔ ｏ ｏ ｌｆｏｒｔ ｈ ｅ

ｓ ｔ ｕ ｄｙｏ ｆｍ ｅ ｔ ａｂ ｏ ｌ ｉ ｃｄ ｉ ｓ ｏｒ ｄ ｅ ｒ ｓ ．Ｊｏｕｒｎ ａ ｌｏ ｆｉ ｎ ｈ ｅ ｒ ｉ ｔ ｅ ｄｍ ｅ ｔ ａｂ ｏ ｌ ｉ ｃｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅ３ ５
，７ １ ５

－

７ ２ ６
，

ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ ０ ０ ７ ／ ｓ ｌ ０ ５ ４ ５
￣

０ １ ２
－

９４ ８ ０
－

３ （
２ ０ １ ２ ） ．

８ １Ｃ ａ ｌ ｖ ｏ
，Ｓ ．Ｅ ．＆Ｍｏ ｏ ｔ ｈ ａ

，Ｖ ．Ｋ ．Ｔ ｈ ｅｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄｒ ｉ ａ ｌｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｏｍ ｅａ ｎ ｄｈ ｕｍａｎｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅ ．Ａｎ ｎｕ ａ ｌ

ｒ ｅ ｖ ｉ ｅｗｏ ｆｇ ｅ ｎ ｏｍ ｉ ｃ ｓａ ｎ ｄｈ ｕｍａｎｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｓ１ １
，２ ５

—

４ ４
，ｄ ｏ ｉ ：  １ ０ ． １ １ ４ ６／ ａｎ ｎ ｕｒ ｅｖ ｇ ｅ ｎ ｏｍ 〇 ８ ２ ５ ０ ９

－

１ ４ １ ７ ２ ０ （ ２ ０ １ ０ ）
．

８ ２Ｐ ｉ ｃ ｅ ｌ  １ ｉ
，Ｓ ．Ｓ ｉ ｎ ｇ ｌ ｅ

－

ｃ ｅ ｌ ｌＲＮＡ
￣

ｓ ｅ ｑｕ ｅ ｎ ｃ ｉ ｎ ｇ ：Ｔｈ ｅｆｕ ｔ ｕｒ ｅｏ ｆｇ ｅ ｎ ｏｍｅｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇｙｉ ｓｎ ｏｗ ．ＲＮＡ

ｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ１ ４
，６ ３ ７ ６ ５ ０

，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ ０ ８ ０ ／ １ ５４ ７ ６ ２ ８ ６ ．２ ０ １ ６ ．１ ２ ０ １ ６ １ ８ （
２ ０ １ ７ ） ．

８ ３Ｊ ｉ ａ ｎ ｇ ，Ｈ ．ｅ ｔａ ｌ ．Ｉ ｄ ｅ ｎ ｔ ｉ ｆ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆａｓ ｅ ｌ ｅ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅａｎ ｄｄ ｉ ｒ ｅ ｃ ｔＮＬＲＰ ３ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒｔ ｏｔ ｒ ｅ ａ ｔ

ｉ ｎ ｆ ｌ ａｍｍａ ｔ ｏ ｒ ｙｄ ｉ ｓ ｏｒ ｄ ｅ ｒ ｓ ．Ｔｈ ｅＪ ｏ ｕ ｒ ｎ ａ ｌ ｏ ｆｅ ｘ ｐ ｅ ｒ ｉ ｍ ｅ ｎ ｔ ａ ｌｍ ｅ ｄ ｉ ｃ ｉ ｎ ｅ２ １ ４
，３ ２ １ ９ ３ ２ ３ ８

，

ｃｌ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ ０ ８ ４ ／ ｊ ｅ ｎ ｉ ．２ ０ １ ７ １ ４ １ ９ （２ ０ １ ７ ） ．

８ ４Ｒ ｏ ｄ ｒ ｉ ｇ ｕ ｅ ｚ Ｅ ｓ ｔ ｅ ｂ ａ ｎ
，Ｒ ．ｋＪ ｉ ａ ｎ ｇ ，Ｘ ．Ｄ ｉ ｆ ｆｅ ｒ ｅ ｎ ｔ ｉ ａ ｌｇ ｅ ｎ ｅｅ ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｉ ｎｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅ ：ａ

ｃ ｏｍｐ ａ ｒ ｉ ｓ ｏ ｎｂ ｅ ｔ ｗｅ ｅ ｎｈ ｉ ｇ ｈ
－

ｔ ｈ ｒ ｏｕ ｇ ｈ ｐｕ ｔｓ ｔ ｕ ｄ ｉ ｅ ｓａ ｎ ｄｔ ｈ ｅｌ ｉ ｔ ｅ ｒ ａ ｔ ｕ ｒ ｅ ．ＢＭＣｍ ｅ ｄ ｉ ｃ ａ ｌｇ ｅ ｎ ｏ ｍ ｉ ｃ ｓ１ ０
，

５ ９
，ｄ ｏ ｉ ： ｌ （ ） ．１ １ ８ ６／ ｓ ｌ ２ ９２ ０ ０ １ ７ ０ ２ ９ ３

－

ｙ （
２ ０ １ ７ ）

．

５ ２
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８ ５Ｗ ｅ ｉ
，Ｌ ．

 ，Ｗ ａｎ
，Ｓ ．

 ，Ｇｕ ｏ
，Ｊ ．＆Ｗｏ ｎ ｇ ，Ｋ ．Ｋ ．Ａｎ ｏ ｖ ｅ ｌｈ ｉ ｅ ｒ ａ ｒ ｃ ｈ ｉ ｃ ａ ｌｓ ｅ ｌ ｅ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅｅ ｎ ｓ ｅ ｍｂ ｌ ｅ

ｃ ｌ ａ ｓ ｓ ｉ ｆ ｉ ｅ ｒｗ ｉ ｔ ｈｂ ｉ ｏ ｉ ｎ ｆ ｏ ｒｍａ ｔ ｉ ｃ ｓａｐ ｐ ｌ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ．Ａｒ ｔ ｉ ｆ ｉ ｃ ｉ ａ ｌｉ ｎ ｔ ｅ ｌ ｌ ｉ ｇ ｅ ｎ ｃ ｅｉ ｎｍ ｅ ｄ ｉ ｃ ｉ ｎ ｅ８ ３
，

８ ２ ９ ０
，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ ０ １ ６ ／ ｊ ．ａｒ ｔ ｍｅ ｄ ．２ ０ １ ７ ．０２ ．０ ０ ５ （２ ０ １ ７ ） ．

８ ６Ｇ ｅ ｎ ｅＯｎ ｔ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙＣ ｏ ｎ ｓ ｏｒ ｔ ｉ ｕｍ ：ｇｏ ｉ ｎ ｇｆｏｒｗａｒ ｄ ．Ｎｕ ｃ ｌ ｅ ｉ ｃａ ｃ ｉ ｄ ｓｒ ｅ ｓ ｅ ａｒ ｃ ｈ４ ３
，Ｄ １ ０ ４ ９ １ ０ ５ ６

，

ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．１ ０ ９ ３ ／ ｎ ａ ｒ ／ ｇ ｋ ｕ ｌ ｌ ７ ９ （
２ ０ １ ５ ） ．

８ ７Ｋ ａ ｎ ｅ ｈ ｉ ｓ ａ
，Ｍ ．

 ，Ｓ ａ ｔ ｏ
，Ｙ ．

，Ｋ ａｗａ ｓ ｈ ｉ ｍａ
，Ｍ ．

 ，Ｆｕ ｒ ｕｍ ｉ ｃ ｈ ｉ
，Ｍ ．＆Ｔ ａｎ ａ ｂ ｅ

，Ｍ ．ＫＥＧＧａ ｓａ

ｒ ｅ ｆ ｅ ｒ ｅ ｎ ｃ ｅｒ ｅ ｓ ｏｕ ｒ ｃ ｅｆ ｏ ｒｇ ｅ ｎ ｅａ ｎ ｄｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎａｎ ｎ ｏ ｔ ａ ｔ ｉ ｏｎ ．Ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ｉ ｃａ ｃ ｉ ｄ ｓｒ ｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ４ ４
，Ｄ ４ ５ ７

－

４ ６ ２
，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ ０ ９ ３ ／ ｒ ｉ ａ ｒ ／ ｇｋ ｖ ｌ ０ ７ ０ （ ２ ０ １ ６ ） ．

８ ８Ｈ ｕ ｄ ｓ ｏ ｎ
，Ｎ ．Ｊ ．

 ，Ｄ ａ ｌ ｒ ｙ ｍｐ ｌ ｔ、 Ｂ ．Ｐ ．＆Ｒ ｅ ｖ ｅｒ ｔ ｅ ｒ
，Ａ ．Ｂ ｅ ｙ ｏｎ ｄｄ ｉ ｆｆ ｅ ｒ ｅ ｎ ｔ ｉ ａ ｌｅ ｘ ｐｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ ： ｔ ｈ ｅ

ｑ ｕ ｅ ｓ ｔｆｏｒｃ ａｕ ｓ ａ ｌｍｕ ｔ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｓａ ｒ ｉ ｄｅ ｆｆｅ ｃ ｔ ｏ ｒｍｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ｅ ｓ ．ＢＭＣｇ ｅ ｎ ｏ ｍ ｉ ｃ ｓ １ ３
，３ ５ ６

，

ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．１ １ ８ ６ ／ １ ４ ７ １

－

２ １ ６ ４
－

１ ３
－

３ ５ ６ （ ２ ０ １ ２ ） ．

８ ９ｄ ｅｌ ａＦｕ ｅ ｎ ｔ ｅ
，Ａ ．Ｆ ｒ ｏ ｍ

’

ｄ ｉ ｆｆ ｅ ｒ ｅ ｎ ｔ ｉ ａ ｌｅ ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ

１

ｔ ｏ
１

ｄ ｉ ｆｆ ｅ ｒ ｅ ｎ ｔ ｉ ａ ｌｎ ｅ ｔ ｗ ｏ ｒ ｋ ｉ ｎ ｇ

’



ｉ ｄ ｅ ｎ ｔ ｉ ｆ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆｄ ｙ ｓ ｆｕ ｎ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ ａ ｌｒ ｅ ｇ ｕ ｌ ａ ｔ ｏ ｒ ｙｎ ｅ ｔｗｏｒｋ ｓ ｉ ｎｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅ ｓ ．Ｔｒ ｅ ｎ ｄ ｓ ｉ ｎｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｓ ：

Ｔ Ｉ Ｇ２ ６
，３ ２ ６ ３ ３ ３

，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ ０ １ ６ ／ ｊ ． ｔ ｉ ｇ ．２ ０ １ ０ ．０ ５ ．０ ０ １ （２ ０ １ ０ ） ．

９ ０Ｋｕ ｍａｒ
，Ｖ ．ｅ ｔａ ｌ ．Ｃ ｈ ｒ ｏ ｎ ｉ ｃＰ ｒ ｅ ｓ ｓ ｕ ｒ ｅＯ ｖ ｅ ｒ ｌ ｏ ａ ｄＲ ｅ ｓ ｕ ｌ ｔ ｓ ｉ ｎＤ ｅ ｆ ｉ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｙｏ ｆＭ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌ

Ｍ ｅｍｂｒ ａｎ ｅＴｒ ａ ｎ ｓ ｐ ｏ ｒ ｔ ｅ ｒＡ ＢＣ Ｂ ７Ｗ ｈ ｉ ｃ ｈＣ ｏ ｎ ｔ ｒ ｉ ｂｕ ｔ ｅ ｓｔ ｏＩ ｒ ｏ ｎＯｖ ｅ ｒ ｌ ｏ ａ ｄ
，Ｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌ

Ｄ ｙ ｓ ｆｕｎ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ
，Ｍ ｅ ｔ ａ ｂｏ ｌ ｉ ｃＳ ｈ ｉ ｆ ｔａ ｕ ｄＷｏ ｒ ｓ ｅ ｕ ｓＣａ ｒ ｄ ｉ ａｃＦｕ ｎ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ ．Ｓ ｃ ｉ ｅｎ ｔ ｉ ｆ ｉ ｃ

＇

ｒ ｅｐｏｒ ｔ ｓ９
， １ ３ １ ７ ０

，

ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．１ ０ ３ ８ ／ ｓ ４ １ ５ ９ ８
－

０ １ ９Ｈ ９ ６ ６ ６
－

０ （ ２ ０ １ ９ ） ．

９ １Ｎｕ ｎ ｅ ｓ
，Ｊ ． ［

）

．Ｓ ．ｅ ｔａ  １ ．Ｃ 〇 Ｉ

＊

， ｘ ｐ ｏ ｓ ｕ ｒ ｅｏ ｆＣ ａ ｒ ｄ ｉ ｏ ｍ ｙ ｏ ｃ ｙ
ｔ ｅ ｓｔ ｏＩ ＦＮ

ｙａ ｎ ｄＴＮ Ｆ
－

ａＩ ｎ ｄｕ ｃ ｅ ｓ

Ｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌＤ ｙ ｓ ｆ ｕ ｎ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎａ ｎ ｄＮ ｉ ｔ ｒ 〇
－

（ ） ｘ ｉ ｄ ａ ｔ ｉ ｖ ｅＳ ｔ ｒ ｅ ｓ ｓ ：Ｉ ｍｐ ｌ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｓｆ ｏ ｒ ｔ ｈ ｅ

Ｐ ａ ｔ ｈ ｏ ｇ ｅ ｎ ｅ ｓ ｉ ｓｏ ｆＣ ｈ ｒ ｏ ｎ ｉ ｃＣｈ ａｇａ ｓＤ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅＣ ａ ｒ ｄ ｉ ｏｍ ｙ ｏ ｐ ａ ｔ ｈ ｙ ．Ｆｒ ｏｎ ｔ ｉ ｅ ｒ ｓｉ ｎｉ ｍｍｕｎ ｏ ｌ ｏ ｇ ｙ １ ２
，

７ ５ ５ ８ ６ ２
，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．３ ３ ８ ９ ／ ｆ ｉ ｍ ｉ ｎｕ ．２ ０ ２ １ ．７ ５ ５ ８ ６ ２ （ ２ ０ ２ １ ）

．

９ ２Ｗａｎ ｇ ，Ｙ ．

，Ｚ ｈ ａｎ ｇ ，Ｊ ．

，Ｌ ｉ
，Ｂ ．＆ ｌ ｉ ｅ

，Ｑ ．Ｙ ．Ｐｒ ｏ ｔ ｅ ｏｍ ｉ ｃａｎ ａ ｌ ｙ ｓ ｉ ｓｏ ｆｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ａ ：

ｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｉ ｃ ａ ｌａ ｎ ｄｃ ｌ ｉ ｎ ｉ ｃ ａ ｌｐ ｒ ｏ ｇｒ ｅ ｓ ｓ ｅ ｓ ｉ ｎｃ ａ ｎ ｃ ｅ ｒ ．Ｅ ｘ ｐ ｅ ｒ ｔｒ ｅ ｖ ｉ ｅｗｏ ｆｐｒ ｏ ｔ ｅ ｏ ｍ ｉ ｃ ｓ １ ４
，８ ９ １ ９ ０ ３

，

ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．１ ０ ８ ０ ／ １ ４ ７ ８ ９ ４ ５ ０ ．２ ０ １ ７ ． １ ３ ７ ４ １ ８ ０ （２ ０ １ ７ ） ．

９ ３Ｂ ｏｒ ｎ ｓ ｔ ｅ ｉ ｎ
，Ｒ ．

 ，Ｇ ｏ ｎ ｚ ａ ｌ ｅ ｚ
，Ｂ ．＆Ｊ ｏ ｈ ｎ ｓ ｏｎ

，Ｓ ．Ｃ ．Ｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌｐ ａ ｔ ｈｗａ ｙ ｓ ｉ ｎｈ ｕ ｍａｎ

ｈ ｅ ａ ｌ ｔ ｈａ ｎ ｄａ ｇ ｉ ｎ ｇ
．Ｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ｏ ｎ５ ４

，７ ２
￣

８ ４
，ｄ ｏ ｉ  ： １ ０ ．１ ０ １ ６／ ｊ

．ｍ ｉ ｔ ｏ ．２ ０２ ０ ．０ ７ ．０ ０ ７ （ ２ ０ ２０ ） ．

９ ４Ｎ ａ ｔ ａ ｒ ａ ｊ ａ ｎ ，Ｖ ．ｅ ｔａ ］ ．Ｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ａ ］Ｄ ｙ ｓ ｆｕｎ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎｉ ｎＡｇ ｅ Ｒ ｅ ｌ ａ ｔ ｅ ｄＭ ｅ ｔ ａｂ ｏ ｌ ｉ ｃＤ ｉ ｓ ｏ ｒ ｄ ｅ ｒ ｓ ．

Ｐｒ ｏ ｔ ｅ ｏ ｍ ｉ ｃ ｓ２ ０
，ｅ ｌ ８ ０ ０ ４ ０ ４

，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．１ ０ ０ ２ ／ｐ ｍ ｉ ｃ ．２ ０ １ ８ ０ ０４ ０４ （２ ０ ２０ ）
．

９ ５Ｗ ａ ｎ
ｇ ，Ｌ ．ｅ ｔａ ｌ ．Ｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎｄ ｙ ｓ ｆｕｎ ｃ ｔ ｉ ｏｎ ｉ ｎｐ ａ ｔ ｈ ｏ ｇ ｅｎ ｅ ｓ ｉ ｓｏ ｆｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｌ ｏ ｇ ｉ ｃ ａ ｌ

ｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅ ｓ ． Ｆｒ ｏ ｎ ｔ ｉ ｅ ｒ ｓ ｉ ｎｍｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａｒ ｎ ｅｕｒ ｏ ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ １ ５
，９ ７ ４ ４ ８ ０

，

ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．３ ３ ８ ９ ／ ｆｎ ｍｏ ｌ ．２ ０２ ２ ．９ ７ ４ ４ ８０ （ ２ ０ ２ ２ ）
．

９ ６Ｇ ｏｍ ｅ ｓ
，Ｋ ．Ｐ ．ｅ ｔａ ｌ ．Ｐｒ ｏ ｔ ｅ ｏｍ ｉ ｃＡ ｎ ａ ｌ

ｙ ｓ ｉ ｓＳ ｕｇｇ ｅ ｓ ｔ ｓＡ ｌ ｔ ｅ ｒ ｅ ｄＭ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏｎ ｄｒ ｉ ａ ｌＭ ｅ ｔ ａｂ ｏ ｌ ｉ ｃ

Ｐｒ ｏ ｆ ｉ ｌ ｅＡ ｓ ｓ ｏ ｃ ｉ ａ ｔ ｅ ｄＷ ｉ ｔ ｈＤ ｉ ａｂ ｅ ｔ ｉ ｃＣ ａ ｒ ｄ ｉ ｏ ｍ ｙ ｏ ｐ ａ ｔ ｈ ｙ ．Ｆｒ ｏｎ ｔ ｉ ｅ ｒ ｓ ｉ ｎｃ ａｒ ｄ ｉ ｏ ｖ ａ ｓ ｃ ｕ ｌ ａｒｍｅ ｄ ｉ ｃ ｉ ｎ ｅ

９
，７ ９ １ ７ ０ ０

，ｄ ｏ ｉ  ： １ ０ ．３ ３ ８ ９／ ｆ ｃ ｖｍ ．２ ０ ２ ２ ．７ ９ １ ７ ０ ０ （
２ ０２ ２ ） ．

５ ３



个人 阂历 及论文发表情况

９ ７Ｓ ｕ ｂ ｒ ａｍ ａ ｎ ｉ ａｍ
，Ｓ ．Ｆ ．＆Ｃｈ ｅ ｓ ｓ ｅ ｌ ｅ ｔ

，Ｍ ．Ｆ ．Ｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌｄ ｙ ｓ ｆｕ ｎ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎａｎ ｄｏｘ ｉ ｄａ ｔ ｉ ｖ ｅ

ｓ ｔ ｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｎＰａ ｒ ｋ ｉ ｎ ｓ ｏ ｎ

’

ｓｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅ ．Ｐ ｒ ｏ ｇ ｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｎｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｖ １ ０ ６
－

１ ０ ７
， １ ７

－

３ ２
，

ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ ０ １ ６ ／ ｊ ．

ｐｎ ｅ ｕ ｒ ｏｂ ｉ ｏ ．２ ０ １ ３ ．０ ４ ．０ ０ ４ （ ２ ０ １ ３ ） ．

９ ８Ｓ ｃ ｈ ａｐ ｉ ｒａ
，Ａ ．Ｈ ．ｅ ｔａ ｌ ．Ｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌｃ ｏｍｐ ｌ ｅ ｘ Ｉｄ ｅ ｆ ｉ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｙｉ ｎＰａｒｋ ｉ ｎ ｓ ｏｎ

＇

ｓｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅ ．

Ｊ ｏｕ ｒｎ ａ ｌｏ ｆｎ ｅ ｕｒ ｏ ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ｓ ｔ ｒ ｙ５４
ｆ８ ２ ３ ８ ２ ７

，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ １ １ １ ／
ｊ ． １ ４ ７ １

－

４ １ ５ ９ ． １ ９ ９ ０ ．ｔ ｂ０ ２ ３ ２ ５ ．ｘ （ １ ９ ９ ０ ） ．

９ ９Ｈ ａ ｔ ｔ ｏｒ ｉ
，Ｎ ．

 ，Ｔ ａｎ ａｋ ａ
，Ｍ ．

，Ｏ ｚ ａｗａ
，Ｔ ．＆Ｍ ｉ ｚ ｕ ｎ ｏ

，Ｙ ．Ｉ ｍｍｕ ｎ ｏ ｈ ｉ ｓ ｔ ｏ ｃ ｈ ｅ ｉ ｎ ｉ ｃ ａ ｌｓ ｔ ｕ ｄ ｉ ｅ ｓｏ ｎ

ｃ ｏｍｐ ｌ ｅ ｘ ｅ ｓＩ
，Ｉ Ｉ

，Ｉ Ｉ Ｉ
，ａｎ ｄＩ Ｖｏ ｆｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｉ ｎＰ ａ ｒ ｋ ｉ ｎ ｓ ｏｎ

’

ｓｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅ ．Ａ ｎ ｎ ａ ｌ ｓｏ ｆ

ｎ ｅ ｕｒｏ ｌ ｏｇｙ３ ０
，５ ６ ３ ５ ７ １

，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．１ ０ ０２ ／ ａ ｎ ａ ．４ １ ０ ３ ０ ０ ４ ０ ９ （ １ ９ ９ １ ） ．

１ ０ ０Ｏ
＇

Ｂｒ ｉ ｅ ｎ
，Ｊ ．

 ，Ｈ ａ ｙ ｄ ｅ ｒ ，Ｈ ．

 ，Ｚ ａ ｙ ｅ ｄ
，Ｙ ．＆Ｐ ｅ ｎ ｇ ，Ｃ ．Ｏ ｖ ｅ ｒ ｖ ｉ ｅ ｗｏ ｆＭ ｉ ｃ ｒ ｏ ＲＮＡＢ ｉ ｏ ｇ ｅ ｎ ｅ ｓ ｉ ｓ

，

Ｍ ｅ ｃ ｈ ａ ｎ ｉ ｓ ｍ ｓｏ ｆＡ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎ ｓ
，ａｎ ｄＣ ｉ ｒ ｃ ｕ ｌ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ．Ｆｒ ｏ ｎ ｔ ｉ ｅ ｒ ｓ ｉ ｎｅ ｎ ｄｏ ｃ ｒ ｉ ｎ ｏ ｌ ｏｇ ｙ９

，４ ０ ２
，

ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．３ ３ ８ ９ ／ ｆ ｅ ｎ ｄ ｏ ．２ ０ １ ８ ．００ ４ ０２ （
２ ０ １ ８ ） ．

１ ０ １Ｓ ｈ ｉ
，Ｑ ．＆ ．Ｇ ｉ ｂ ｓ ｏｎ

，Ｇ ．Ｅ ．Ｕｐ ｒ ｅ ｇ ｕ ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆｔ ｈ ｅｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌｍ ａ ｌ ａ ｔ ｅｄ ｅｈ ｙｄｒ ｏ ｇ ｅ ｎ ａ ｓ ｅｂ ｙ

ｏ ｘ ｉ ｄ ａ ｔ ｉ ｖ ｅｓ ｔ ｒ ｅ ｓ ｓｉ ｓｍ ｅ ｄ ｉ ａ ｔ ｅ ｄｂ ｙｍ ｉ Ｒ ７ ４ ３ ａ ．Ｊ ｏ ｕ ｒ ｎ ａ ｌｏ ｆｎ ｅ ｕ ｒｏ ｃ ｈ ｅｍ ｉ ｓ ｔ ｒ ｙ１ １ ８
，４ ４ ０

一

４ ４ ８
，

ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ １ １ １ ／ ｊ ．１ ４ ７ １

－

４ １ ５ ９ ．２ ０ １ １ ．０ ７ ３ ３ ３ ．ｘ （ ２ ０ １ １ ） ．

１ ０ ２Ｇ ａｏ
，Ｐ ．ｅ ｔａ ｌ ．ｃ

－

Ｍｙ ｃｓ ｕ ｐｐｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎｏ ｆｍ ｉ Ｒ
－

２ ３ ａ／ｂｅ ｎ ｈ ａ ｎ ｃ ｅ ｓｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄｒ ｉ ａ ｌｇ ｌ ｕ ｔ ａｍ ｉ ｎ ａ ｓ ｅ

ｅ ｘ ｐｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎａｎ ｄｇ ｌ ｕ ｔ ａｍ ｉ ｎ ｅｍｅ ｔ ａｂ ｏ ｌ ｉ ｓｍ ．Ｎ ａ ｔ ｕｒ ｅ４ ５ ８
，７ ６ ２ ７ ６ ５

，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．１ ０ ３ ８／ｎ ａ ｔ ｕｒ ｅ ０ ７ ８ ２ ３

（ ２ ０ ０ ９ ） ．

１ ０ ３Ｃｈ ｅ ｎ
，Ｚ ．

，
Ｌ ｉ

，Ｙ ．

 ，Ｚ ｈ ａ ｎ ｇ ，Ｈ ．

 ，Ｈｕ ａｎｇ ，Ｐ ．＆Ｌ ｕ ｔ ｈｒ ａ
，

Ｒ ．Ｈ ｙ ｐ ｏ ｘ ｉ ａ
—

ｒ ｅ ｇ ｕ ｌ ａ ｔ ｅ ｄｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ＲＮＡ ２ １ ０

ｍｏ ｄｕ ｌ ａ ｔ ｅ ｓｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏｎ ｄｒ ｉ ａ ｌｆｕ ｎ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎａ ｎ ｄｄ ｅ ｃ ｒ ｅ ａ ｓ ｅ ｓ Ｉ Ｓ ＣＵａ ｎ ｄＣ ０ Ｘ １ ０ｅ ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ ．Ｏｎ ｃ ｏｇ ｅ ｎ ｅ２ ９
，

４ ３ ６２ ４ ３ ６ ８
，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．１ ０ ３ ８ ／ ｏ ｎ ｃ ．２ ０ １ ０ ．１ ９ ３ （ ２ ０ １ ０ ）

．

１ ０４Ａ ｓ ｃ ｈ ｒ ａｆ ｉ
，Ａ ．ｅ ｔａ ｌ ．Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏＲＮＡ

－

３ ３ ８ｒ ｅ ｇｕ ｌ ａ ｔ ｅ ｓｌ ｏ ｃ ａ ｌｃ ｙ ｔ ｏ ｃ ｈ ｒ ｏｍ ｅｃｏ ｘ ｉ ｄａ ｓ ｅＩ ＶｍＲＮＡ

ｌ ｅ ｖ ｅ ｌ ｓａｎ ｄｏｘ ｉ ｄａｔ ｉ ｖ ｅｐ ｈ ｏ ｓ ｐ ｈ ｏ ｒ ｙ ｌ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｉ ｎｔ ｈ ｅａｘ ｏｎ ｓｏ ｆｓ ｙｍｐ ａ ｔ ｈ ｅ ｔ ｉ ｃｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｎ ｓ ．Ｔｈ ｅＪ ｏｕｒｎ ａ ｌ

ｏ ｆｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ：ｔ ｈ ｅｏ ｆｆ ｉ ｃ ｉ ａ ｌｊ ｏ ｕ ｒ ｎ ａ ｌｏ ｆｔ ｈ ｅＳ ｏ ｃ ｉ ｅ ｔ ｙｆ ｏ ｒＮ ｅ ｕ ｒ ｏ ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ２ ８
，１ ２ ５ ８ １ １ ２ ５ ９ ０

，

ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．１ ５ ２ ３ ／ ｊ ｎ ｅ ｕｒ ｏ ｓ ｃ ｉ ．３ ３ ３ ８
－

０ ８ ．２ ０ ０ ８ （ ２ ０ ０８ ） ．

１ ０ ５Ｓ ａｒ ｋ ａｒ
，Ｓ ．ｅ ｔａ ｌ ．Ｅ ｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎｏ ｆｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ＲＮＡ

＿

３ ４ ａｉ ｎＡ ｌ ｚ ｈ ｅ ｉ ｍ ｅ ｒ

’

ｓｄ ｉ ｓ ｅａ ｓ ｅｂｒａ ｉ ｎｔ ａｒ ｇｅ ｔ ｓ

ｇ ｅ ｎ ｅ ｓ ｌ ｉ ｎ ｋ ｅ ｄｔ ｏｓ ｙ ｎ ａｐ ｔ ｉ ｃｐ ｌ ａ ｓ ｔ ｉ ｃ ｉ ｔ ｙ ，ｅ ｎ ｅ ｒｇ ｙｍ ｅ ｔ ａｂｏ ｌ ｉ ｓ ｍ
，ａｎ ｄｒ ｅ ｓ ｔ ｉ ｎ ｇｓ ｔ ａ ｔ ｅｎ ｅ ｔｗｏ ｒｋ

ａｃ ｔ ｉ ｖ ｉ ｔ ｙ
．Ｂｒ ａ ｉ ｎｒ ｅ ｓ ｅ ａｒ ｃ ｈ１ ６ ４ ６

， １ ３ ９
－

１ ５ １
，ｄ ｏ ｉ ：１ ０ ． １ ０ １ ６ ／ ｊ

．ｂ ｒａ ｉ ｎ ｒ ｅ ｓ ．２ ０ １ ６ ．０ ５ ．０ ２ ６ （ ２ ０ １ ６ ） ．

１ ０ ６Ｋ ｉ ｍ
，Ｙ ．Ｊ ．ｅ ｔａ ｌ ．ｎ ｉ ｉ Ｒ

－

１ ６
￣

５ ｐｉ ｓｕ ｐ ｒ ｅ ｇｕ ｌ ａ ｔ ｅ ｃ ｌｂ
ｙａｍｙ ｌ ｏ ｉ ｄ３ｄ ｅｐ ｏ ｓ ｉ ｔ ｉ ｏｎｉ ｎＡ ｌ ｚ ｈ ｅ ｉ ｍ ｅｒ

’

ｓ

ｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅｍ ｏ ｄ ｅ ｌ ｓａｎ ｄ ｉ ｎ ｄ ｕ ｃ ｅ ｓｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｎ ａ ｌｃ ｅ ｌ ｌａｐ ｏ ｐ ｔ ｏ ｓ ｉ ｓｔ ｈ ｒ ｏｕ ｇｈｄ ｉ ｒ ｅ ｃ ｔｔ ａｒ ｇ ｅ ｔ ｉ ｎ ｇａｎ ｄ

ｓ ｕ ｐ ｐｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ ｏ ｆ ＢＣＬ
－

２ ．Ｅ ｘ ｐ ｅ ｒ ｉ ｍ ｅｎ ｔ ａ ｌｇ ｅ ｒ ｏｎ ｔ ｏ ｌ ｏ ｇｙ １ ３ ６
， １ １ ０ ９ ５ ４

，

ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ ０ １ ６／ ｊ ．ｅ ｘ ｇ ｅ ｒ ．２ ０ ２ ０ ．１ １ ０９ ５ ４ （
２ ０２ ０

） ．

１ ０ ７Ｚ ｈ ａ ｎ ｇ ，Ｒ ．ｅ ｔａ ｌ ．Ｍ ｉ Ｒ
－

１ ９ ５ｄ ｅ ｐ ｅ ｎ
ｄ ｅ ｎ ｔｒ ｏ ｌ ｅ ｓｏ ｆｍ ｉ ｔ ｏ ｆｕ ｓ ｉ ｎ ２ ｉ ｎｔ ｈ ｅｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏｎ ｄｒ ｉ ａ ｌ

ｄ ｙ ｓ ｆｕ ｎ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆｈ ｉ ｐｐｏ ｃ ａｍｐ ａ ｌｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｎ ｓｉ ｎＳ ＡＭＰ ８ｍ ｉ ｃ ｅ ．Ｂ ｒ ａ ｉ ｎｒ ｅ ｓ ｅ ａ ｒ ｃ ｈ１ ６ ５ ２
，１ ３ ５ １ ４ ３

，

ｄ ｏ ｉ ：  １ ０ ． １ ０ １ ６／ ｊ ．ｂｒ ａ ｉ ｎｒ ｅ ｓ ．２ ０ １ ６ ．０ ９ ．０４ ７ （ ２ ０ １ ６ ）
．

５ ４




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

１ ０ ８Ｌｕ ｎ ｇｕ ，Ｇ ．

 ，Ｓ ｔ ｏ ｉ ｃ ａ
，Ｇ ．＆Ａ ｍｂ ｒ ｕ ｓ

，Ａ ．Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ＲＮＡｐ ｒ ｏｆ ｉ ｌ ｉ ｎ ｇａ ｎ ｄｔ ｈ ｅｒ ｏ ｌ ｅｏ ｆｍ ｉ ｃ ｒ ｏＲＮＡ
－

１ ３ ２

ｉ ｎｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｄ ｅ ｇ ｅ ｎ ｅ ｒ ａ ｔ ｉ ｏ ｎｕ ｓ ｉ ｎ ｇａｒａ ｔｍｏ ｄ ｅ ｌ ．Ｎ ｅｕｒｏ ｓ ｃ ｉ ｅ ｎ ｃ ｅ ｌ ｅ ｔ ｔ ｅ ｒ ｓ５ ５ ３
， １ ５ ３ １ ５ ８

，

ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．１ ０ １ ６ ／ ｊ
．ｎ ｅ ｕ ｌ ｅ ｌ ．２ ０ １ ３ ．０ ８ ．０ ０ １ （ ２ ０ １ ３ ） ．

１ ０ ９Ｃ ｈ ａｕ ｄ ｈ ｕ ｉ

＇

ｉ
，Ａ ．Ｄ ．

 ，Ｃｈ ｏ ｉ
，Ｄ ．Ｃ ．

 ，Ｋ ａｂａｒ ｉ ａ
，Ｓ ．

 ，Ｔ ｉ

＇

ａｎ
，Ａ ．＆Ｊ ｕ ｎ ｎ

，Ｅ ．Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ＲＮＡ
＇

７

Ｒ ｅ ｇｕ ｌ ａ ｔ ｅ ｓｔ ｈ ｅＦ ｕ ｎ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆＭ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌＰｅ ｒｍｅ ａ ｂ ｉ ｌ ｉ ｔ ｙＴ ｒａｎ ｓ ｉ ｔ ｉ ｏ ｎＰｏ ｒ ｅｂ ｙＴａ ｒｇｅ ｔ ｉ ｎ ｇ

ＶＤＡ Ｃ １Ｅ ｘ ｐｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ ．Ｔｈ ｅＪ ｏ ｕｒ ｎ ａ ｌｏ ｆｂ ｉ ｏ ｌ ｏ ｇ ｉ ｃａ ｌｃ ｈ ｅｍ ｉ ｓ ｔ ｒ ｙ２ ９ １
，６４ ８ ３

－

６ ４ ９ ３
，

ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ ０ ７ ４ ／ ｊ
ｂ ｃ ．Ｍ ｌ １ ５ ．６ ９ １ ３ ５ ２ （ ２ ０ １ ６ ） ．

１ １ ０Ｃｈ ｅ ｎ
，Ｆ ．Ｚ ．

 ，Ｚ ｈ ａｏ
，Ｙ ．＆Ｃ ｈ ｅ ｎ

，Ｈ ．Ｚ ．Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏＲＮＡ ９ ８ｒ ｅ ｄｕ ｃ ｅ ｓａ ｍ ｙ ｌ ｏ ｉ ｄＰ

－

ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ

ｐ ｒ ｏ ｄｕ ｃ ｔ ｉ ｏｎａｎ ｄ ｉ ｍ ｐ ｒ ｏ ｖ ｅ ｓｏ ｘ ｉ ｄ ａ ｔ ｉ ｖ ｅｓ ｔ ｒ ｅ ｓ ｓａ ｎ ｄｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ａ ｌｄ ｙ ｓ ｆｕ ｎ ｃ ｔ ｉ ｏ ｎｔ ｈ ｒ ｏｕ ｇ ｈｔ ｈ ｅ

Ｎ ｏ ｔ ｃｈｓ ｉ ｇ ｎ ａ ｌ ｉ ｎ ｇｐ ａ ｔ ｈｗ ａ ｙｖ ｉ ａ Ｉ Ｉ Ｅ Ｙ ２ ｉ ｎＡ ｌ ｚ ｈ ｅ ｉ ｍｅ ｒ

’

ｓｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅｍ ｉ ｃ ｅ ．Ｉ ｎ ｔ ｅ ｒ ｎ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ａ ｌｊ ｏ ｕ ｒ ｎ ａ ｌｏ ｆ

ｍｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａｒｍｅ ｄ ｉ ｃ ｉ ｎ ｅ４ ３
，

９ １ 

－

１ ０２
，

（ ｌ ｏ ｉ ： １ ０ ．３ ８ ９ ２／ ｉ ｊｍｍ ．２ ０ １ ８ ．３ ９ ５ ７ （２ ０ １ ９ ） ，

１ １ １Ｌ ｉ
，Ｊ ＿ｅ ｔａ ｌ ．ｍ ｉ Ｒ

－

３ ０ｒ ｅ ｇ ｕ ｌ ａ ｔ ｅ ｓｍ ｉ ｔ ｏ ｃ ｈ ｏ ｎ ｄ ｉ

＇

ｉ ａ ｌｆ ｉ ｓ ｓ ｉ ｏｎｔ ｈ ｒ ｏｕ ｇ ｈ ｔ ａｒｇ ｅ ｔ ｉ ｎ ｇｐ ５ ３ａｎ ｄｔ ｈ ｅ

ｄ ｙ ｎ ａｍ ｉ ｎ ｒ ｅ ｌ ａ ｔ ｅ ｄ ｐ ｒ ｏ ｔ ｅ ｉ ｎ
－

１ ｐ ａ ｔ ｈｗａ ｙ ．ＰＬ ｏ Ｓ ｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｓ ６
， ｅ ｌ ０ ００ ７ ９ ５

，

ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ ３ ７ １ ／ ｊ ｏｕ ｒ ｎ ａ ｌ ． ｐ ｇ ｅ ｎ ． １ ０ ０ ０ ７ ９ ５ （ ２ ０ １ ０ ） ．

１ １ ２Ｗ ｏ ｎ ｇ ，Ｈ ．Ｋ ．ｅ ｔａ ｌ ．Ｄ ｅ
－

ｒ ｅ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎｏ ｌ

＇

Ｆ ０ Ｘ０ ３ ａｄ ｅ ａ ｔ ｈａｘ ｉ ｓｂ
ｙｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ＲＮＡ １ ３ ２ａｎ ｄ ２ １ ２

ｃ ａｕ ｓ ｅ ｓｎ ｅｕ ｒ ｏ ｎａ ｌａｐ ｏ ｐ ｔ ｏ ｓ ｉ ｓ ｉ ｎＡ ｌ ｚ ｈ ｅ ｉ ｍ ｅ ｒ

’

ｓｄ ｉ ｓ ｅ ａ ｓ ｅ ．Ｈｕｍａｎｍｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａ ｒｇ ｅ ｎ ｅ ｔ ｉ ｃ ｓ２ ２
，３ ０ ７ ７

３ ０ ９ ２
，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．１ ０ ９ ３ ／ｈｒａｇ ／ ｄ ｄ ｔ ｌ ６ ４ （ ２ ０ １ ３ ） ．

１ １ ３Ｌ ｉ ｕ
，Ｘ ．ｅ ｔａ ｌ ．Ｂ ｙｔ ａｒｇｅ ｔ ｉ ｎ ｇａｐｏ ｐ ｔ ｏ ｓ ｉ ｓｆａ ｃ ｉ ｌ ｉ ｔ ａ ｔ ｏ ｒＢＣＬ２ Ｌ １ ３

，ｍ ｉ ｃｒｏ ＲＮＡ ｉ ／ ｉ ｉ Ｒ
－

４ ８４

ａ ｌ ｌ ｅ ｖ ｉ ａ ｔ ｅ ｓｃ ｅｒ ｅ ｂ ｒ ａ ｌｉ ｓ ｃ ｈ ｅ ｍ ｉ ａ ／ ｒ ｅ
ｊ
ｏ ｅ ｒ ｆｕ ｓ ｉ ｏ ｎ ｉ ｎ ｊ ｕ ｒ ｙ

－

ｉ ｎ ｄ ｕ ｃ ｅ ｄｎ ｅ ｕ ｒ ｏ ｎ ａ ｌａ ｐ ｏｐ ｔ ｏ ｓ ｉ ｓｉ ｎｍ ｉ ｃ ｅ ．

Ｂ ｉ ｏ ｅｎ ｇ ｉ ｎ ｅ ｅ ｒ ｅ ｄ１ ２
，９ ４ ８

－

９ ５ ９
，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ． １ ０ ８ ０ ／ ２ １ ６ ５ ５ ９ ７ ９ ．２ ０ ２ １ ．１ ８ ９ ８ １ ３ ４ （

２ ０ ２ １ ）
．

１ １ ４Ｌ ｉ ｎ
，Ｑ ．

 ，Ｍａ ｏ
，Ｙ ．

 ，Ｓ ｏ ｎ ｇ ，Ｙ ．＆Ｈ ｕ ａｎ ｇ ，Ｄ ．Ｍ ｉ ｃ ｒ ｏ ＲＮＡ
－

３ ４ ａ ｉ ｎ ｄｕ ｃ ｅ ｓａｐ ｏｐ ｔ ｏ ｓ ｉ ｓ ｉ ｎＰＣ １ ２

ｃ ｅ ｌ ｌ ｓｂ ｙｒ ｅ ｄｕ ｃ ｉ ｎ ｇＢ
－

ｃ ｅ ｌ １ｌ
ｙ ｍ ｐ ｈ ｏ ｍａ２ａ ｎ ｄｓ ｉ ｒ ｔ ｕ ｉ ｎ

－

１ｅ ｘｐｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ ．Ｍ ｏ ｌ ｅ ｃ ｕ ｌ ａｒｍｅ ｄ ｉ ｃ ｉ ｎ ｅ

ｒ ｅ ｐ ｏｒ ｔ ｓ１ ２
，５ ７ ０ ９ ５ ７ １ ４

，ｄ ｏ ｉ ： １ ０ ．３ ８ ９２ ／ｍｍｒ ．２ ０ １ ５ ．４ １ ８ ５ （ ２ ０ １ ５
）

．

１ １ ５Ｗａｎ ｇ ，Ｑ ．

 ，Ｇ ｅ
，Ｘ ．

，Ｚ ｈ ａ ｎ ｇ ，Ｊ ．＆Ｃｈ ｅ ｎ
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