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溃疡性结肠炎$
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%属于炎症性肠病$

'B%

%'好

发于直肠和乙状结肠,
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O0

的发病机制目前尚未

完全明确'其与环境(遗传(感染(细胞凋亡及免疫

等多种因素相关)有研究显示'肠道黏膜细胞对维

持肠道微生态平衡具有重要作用'而肠道黏膜细胞

凋亡率升高将导致肠道黏膜屏障受损,
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)肠道黏膜

屏障受损与
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久治不愈(病情反复密切相关)
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个序列相似(结构相仿的核苷酸组成

的
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分子'其序列高度保守'存在于基因组中内

含子的非编码区,
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)研究表明'
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主要与细胞

凋亡(细胞周期调控相关,
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)本研究探讨了
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过表达对
O0

小鼠结肠组织的影响及可能的机制'

以期为
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的治疗提供新的思路)
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公司%'裂解液$美国
B%

公司%'

@J,94

检测试

剂盒$上海碧云天公司%'水合氯醛$天津福星公

司%'

B0"

蛋白定量测定试剂盒$上海碧云天公司%'
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染色试剂盒$北京索莱宝公司%(
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公司%'兔单克隆

抗
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$南京建成公司%'
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发光试剂盒$美国
@Q9:2<

公司%)仪器"垂直电泳槽(稳压稳流电泳仪(
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反应扩增仪$美国
B*<-E3P

公司%)本研究由

沈阳万类生物公司设计引物'引物序列见表
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)('F@!B=

乙醇溶液$
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的乙
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组小鼠'并将结
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上游"
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'X-0CCC@@@@"00"""0"C"0"00@-#X
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上游"

'X-00""""@"00"C"C0@"0C0@-#X

下游"

'X-000C@"0@"C0@C0"@C0C0""-#X

?@1!

上游"

'X-@000@"C0@"00"""0@C""0-#X

下游"

'X-"""0C0@0@@CC@"00""""0@-#X

O%

上游"

'X-0""0@@0@@"0"CCC"00@"C0-#X

下游"
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疾病活动指数$
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具体如下"体质量无下降'粪便正常且无便血计
"

分&体质量下降
%

'F

'粪便松散且无便血计
!

分&

体质量下降
'F

&

!"F

'粪便松散有便血计
)

分&

体质量下降
!!F

&

!'F

'稀便'有便血计
#

分&体

质量下降
"

!'F

'稀便'肉眼血便计
(

分)

!('

!

>1

染色观察小鼠结肠组织病理变化
!

将固定于
(F

多聚甲醛溶液中的结肠组织取

出'然后进行脱水(透明(石蜡包埋和切片'对组织

切片进行脱蜡(水化(染色和封片)利用显微镜观

察切片)

!(%

!

@O!1$

法检测小鼠结肠组织细胞凋亡

情况
!

将小鼠结肠组织从
(F

多聚甲醛溶液中取出'

制成石蜡切片&采用
#F

过氧化氢溶液室温孵育

'2*,

'

"("' 2<4

#

$

枸橼酸盐溶液
!"" Z

修复

!"2*,

'

!'F

脱脂奶粉溶液封闭
!Q

'之后用
!0'""

@O!1$

检测液室温孵育
$"2*,

'

!0'""

荧光素抗

体
#&Z

孵育
%"2*,

'

><9;Q+6

室温孵育
'2*,

'封

片'利用荧光显微镜观察并拍照)结果判定标

准"凋亡细胞的细胞核呈黄棕色或黄褐色'并且

呈散状分布'周围无炎性细胞浸润'核固缩或核

碎裂)凋亡指数
,

$凋亡阳性细胞核数#总细胞

数%

/!""F

)

!(&

!

E@-?0E

法检测小鼠结肠组织中
B*2

2E!"

%

?@1!2E!"

的表达水平
!

从
.*"Z

冰箱中取出小鼠结肠组织
*"2

I

'加

入
E!"*+<?4J+!"""

(

$

剪碎'研磨匀浆'室温中

加入各项反应试剂'

#&Z

温育'

%"2*,

&

&"Z

温育

!"2*,

)以
O%

为内参'

$'Z!"2*,

&

$'Z'+

'

%"Z#'+

'

("

个循环)采用
)

.

,,

06法对实验数据进

行分析)

!(*

!

U9+69:,B4<6

法检测小鼠结肠组织中
B*2

蛋

白的水平

从
.*"Z

冰箱中取出小鼠结肠组织'加入裂解

液,组织体质量$

2

I

%

0

裂解液$

(

$

%

,!0$

-'

(Z

离

心
)"2*,

'提取上清液中的总蛋白'利用
B0"

蛋白

检测试剂盒检测样本总蛋白浓度&随后加入
)'F

的

上样缓冲液'沸水浴
!"2*,

变性&应用
=%=-?"C1

凝胶配置试剂盒进行电泳&完毕后将蛋白转移至

?G%#

膜上)

!0(""

兔单克隆
B*2

一抗
(Z

孵育

过夜'

!0!("">E?

标记羊抗兔
'

I

C

室温孵育
!Q

'

用
10$

发光液避光显影)应用
'23

I

9L-

K

:<%("

软
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对值)
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统计学方法
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软件进行统计学分析)服从正

态分布的计量数据以均数
-
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讨论

O0

患者多伴有肠道炎性反应和肠道黏膜溃疡

性损伤'主要表现为腹痛(腹泻等,

&

-

)研究发现'

O0

是诱发结直肠癌的危险因素,

*

-

)

O0

的病因较为复

杂'其发病机制尚未完全阐明'多数学者认为其发

病机制可能与遗传(环境(免疫(肠道菌群失调及黏

膜细胞过度凋亡等因素有关,

$-!)

-

)

O0

反复发作可

能是因结肠黏膜细胞凋亡增多导致屏障功能受损

所致,

!#

-

)因此'抑制肠道黏膜细胞凋亡可能对
O0

的肠道屏障修复起重要作用)本研究给予小鼠

)('F@!B=

乙醇溶液灌肠构建
O0

模型'通过慢

病毒转染
2*E-!&

使之过表达抑制肠道黏膜细胞凋

亡'观察
O0

小鼠的症状及结肠黏膜病理变化'并探

究其机制)

本研究基于小鼠的症状(体征(

%"'

评分和小

鼠结肠组织病理学检查'评价
O0

造模成功与否'结

果显示'与正常小鼠相比'
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模型小鼠出现明显的
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O0

症状及体征'并且
%"'

评分明显升高'小鼠结肠

组织出现明显病理损伤'表明
O0

小鼠模型造模成

功)本研究观察了慢病毒介导
2*E-!&

过表达对

O0

小鼠的影响'并通过光镜观察各组小鼠结肠的

病理变化'结果表明过表达
2*E-!&

可能减轻
O0

小

鼠结肠组织的病理损伤'使得溃疡得到抑制并逐渐

愈合)本研究结果表明'

O0

小鼠结肠黏膜细胞的

凋亡指数显著增加'导致溃疡加重'而过表达
2*E-

!&

可使小鼠结肠黏膜细胞的凋亡指数明显下降&同

时'本研究进一步验证了
B*2 2E!"

(

?@1!

2E!"

及
B*2

蛋白的表达情况'也得出上述结论)

提示过表达
2*E-!&

可能是通过降低
B*2

蛋白表达

而抑制了
?@1!

#

"H6

通路'下调
O0

小鼠结肠黏膜

细胞的凋亡'从而使得
O0

小鼠的结肠组织溃疡受

到抑制)

综上所述'过表达
2*E-!&

对
O0

小鼠具有保护

作用'其机制可能与降低
B*2

蛋白表达及抑制

?@1!

#

"H6

通路有关'推测
2*E-!&

可能是
O0

的

新靶点'但其具体机制还需要进一步探究)
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