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	学生曾经参与科研的情况
王然，参与湖南品信生物公司《牛蛙核型分析和人体遗传病分析》项目（2015）。
张美慧曾参与植物组培相关实验项目研究，并发表过相关论文。
于佳薇熟练掌握细胞培养相关实验技能。
    蔡迪在2014-2015年独立负责进行分子生物学及基因工程相关项目的研究，熟悉相关文献及数据库检索和软件应用。

	指导教师承担科研课题情况
1、国家自然科学基金项目，31540055，绿腿腹露蝗种团的种界确定及物种形成模式研究，2016/01-2016/12，15万元，在研，参加；
2、湖南省自然科学基金面上项目，15JJ2197，合叶蜂属物种分化与系统发育研究，2015/01-2017/12，4万元，在研、主持；
3、国家自然科学基金青年项目，31201736，中国钩瓣叶蜂族系统分类和支序生物地理研究，2013/01-2015/12，24万元，已结题、参加；
4、国家自然科学基金面上项目，31172142、世界蕨叶蜂科系统分类研究、2012/01-2015/12、60万元、已结题、参加；
5、湖南省自然科学基金面上项目，12JJ3029，利用DNA条形码对合叶蜂属昆虫隐存种现象的研究，2012/01-2014/12，3万元，已结题、参加；
6、国家自然科学基金面上项目，30771741、中国三节叶蜂科系统分类和支序生物地理研究、2008/01-2011/12、28万元、已结题、参加；
7、国家自然科学基金面上项目，30571504、世界广义叶蜂属种团分化及中国叶蜂属系统分类研究、2006/01-2008/12、24万元，已结题、参加。

	项目研究和实验的目的、内容和要解决的主要问题
1、 实验目的
通过研究不同患病和突变体小鼠淋巴细胞染色体核型差异以及端粒酶活性相关基因表达量，在分子水平上阐明端粒酶合成相关基因与染色体核型特征之间的关系，为阐明人的染色体核型变异与端粒酶合成相关基因表达的关系奠定基础。
2、 实验内容
本项目实验分为两个阶段：
第一阶段，经过之前的比较和基础研究，拟定以小鼠为实验基础材料进行基础研究。
1、 小鼠细胞培养及材料准备
2016年5月到7月，进行小鼠细胞培养和繁殖，采用胚胎干细胞培养技术系统探究细胞增殖与分化的机制，以便为后续实验提供大量实验基础材料。
2、 淋巴细胞突变体材料获得及染色体核型分析
从研究所和其他大学研究所获取先天性疾病小鼠如先天性心脏病小鼠、唐氏综合症小鼠和后天疾病如小鼠急性髓系白血病（排除遗传影响），此外，还可以通过电离辐射和化学物质诱导健康小鼠发病如用conA活化淋巴细胞的染色质免疫小鼠使其患系统性红斑狼疮（SLE）（小鼠对外界环境的变化敏感，不耐冷热，对疾病抵抗力差）。
实验同时选取突变体细胞（先天性和后天性）和正常小鼠细胞，设置两组实验组和一组对照组，在经过多次传代培养后，小鼠细胞各选取3个不同代次，在观察分裂中期细胞最多的时间，取出后低渗(0．075％KCl)固定，并用Giemsa染液染色制片，光学显微镜观察相应的染色体特征。
3、端粒酶活性检测
    在经过多次传代培养后，选取与染色体核型分析的相同3个代次的细胞，进行端粒酶活性PCR—ELISA检测，亦可用端粒酶活性试剂盒进行检测。
4、明晰端粒酶合成相关基因与染色体核型之间的关系
用基因组试剂盒抽提新鲜细胞RNA，再使用逆转录方法得到cDNA，采用半定量PCR的方法检测基因诱变处理过的细胞和正常细胞中端粒酶合成相关基因表达量，明晰不同类型小鼠染色体核型特征与端粒酶合成相关基因表达量之间的关系。
第二阶段，基于对小鼠细胞的研究，初探人体细胞核型染色体核型变异与端粒酶关系。
1、 人体细胞材料获取
    与湖南品信公司合作，基于公司与医院长期合作关系可较易获得人体细胞样本，利用体细胞培养技术增殖细胞获取实验材料。
2、 人体细胞染色体核型分析
    基于小鼠淋巴细胞核型分析，在人体骨髓、淋巴、精细胞进行初步探究。
3、端粒酶活性检测
在小鼠模型基础上构建人体细胞端粒酶活性检测方法。
4、初步探究人体端粒酶合成相关基因与染色体核型之间的关系
比较小鼠细胞模型与人体细胞异同，在阐明小鼠染色体核型特征与端粒酶合成相关基因表达量之间关系的基础上，初步探究人类染色体核型变异与端粒酶关系。
3、 待解决的问题
1、患病小鼠染色体核型和健康小鼠染色体核型的区别和端粒酶活性变化。
2、患先天性染色体缺陷病的小鼠和后天环境因素所致病小鼠的染色体核型区别及端粒酶活性差异。
3、如何更快速、更精确地测定人的染色体核型及其端粒酶活性。
4、人体细胞核型变异与小鼠淋巴细胞核型变异有哪些异同。
5、明晰染色体核型与端粒酶活性表达基因之间的联系。

	国内外研究现状和发展动态
一、染色体核型分析研究现状
㈠分析方法
    核型(Karyotype）一词在20世纪20年代首先由苏联学者T. A. Levzky等人提出。核型分析的发展有三项技术起了很重要的促进作用，一是1952年美籍华人细胞学家徐道觉发现的低渗处理技术，使中期细胞的染色体分散良好，便于观察(许可芬 1984)；二是秋水仙素的应用便于富集中期细胞分裂相；三是植物凝集素（PHA）刺激血淋巴细胞转化、分裂，使以血培养方法观察动物及人的染色体成为可能(罗琛 1993; 许可芬 1984)。
核型是指染色体组在有丝分裂中期的表型，包括染色体数目、大小、形态特征等。核型分析是对染色体进行测量计算的基础上，进行分组、排队、配对并进行形态分析的过程(卢龙斗等 2000)。
核型分析是生物学、医学领域中常用实验技术之一。传统核型分析工作主要是通过制备、选择与获得分散良好的中期分裂相细胞后，再经过较繁杂的操作流程才可获得较好的实验结果(吴政安 1982)。为使核型分析更趋便捷，图像处理与分析结果更可靠，目前许多公司生产出全自动专业核型分析系统。但价格昂贵，只能表达一个物种的核型模式(李树深等 1981)。
核型分析对于探讨人类遗传病的机制、物种亲缘关系与进化、远缘杂种的鉴定等都有重要意义。将一个染色体组的全部染色体逐个按其特征描绘下来，再按长短、形态等特征排列起来的图像称为核型模式图。
1960年，丹佛会议上，提出了人类有丝分裂染色体命名标准体制草案，为以后的所有命名方法奠定了基础。1963年，伦敦会议上，正式批准Patan 提出的A、B、C、D、E、F、G七个字母表示七组染色体的分类法。1966年，芝加哥会议上，提出人类染色体组和畸变速记符号的标准命名体制(王亚军等 2000)。
染色体核型分析技术目前仍没有任何技术可以完全取代，FISH技术可作为染色体核型分析的有益补充(王薇等 2014)。在染色体核型分析中，应用R显带技术可检出56．99％的急性髓细胞白血病患者染色体异常，且主要为染色体特异性重排，部分核型异常与特定的FAB亚型相关，这可有助于急性髓系白血病的诊断及分型(徐本锦和刘玲 2015)。
㈡病理中的应用
WHO分类标准认为，急性髓系白血病(acutemyeloid leukemia，AML)中重现性染色体异常具有相近的生物学发病机制，需专门作一类处理，从而使细胞遗传学异常成为AML分层治疗的重要依据(李蓉蔚 2013; 刘振明等 2015)。很多克隆性染色体异常在急性白血病研究中逐渐被发现，但不同地域、不同种族的患者人群中，染色体异常情况可能有所不同。一些特定的染色体异常与FAB亚型密切相关，可以作为白血病分型的参考(袁雅红等 2013)。
近年来随着分子生物学与细胞遗传学的发展，对ALL的发病机制得到了更深入的认识。目前ALL分型主要根据WHO提出的骨髓细胞形态学、免疫表型、细胞遗传学、分子生物学(MICM)标准，并按免疫表型、外周血白细胞、融合基因及染色体改变等进行危险度分级(李蓉蔚 2013)。
目前AML的治疗上取得明显进步，很大程度上是建立在按MICM分级进行的AML分层治疗的基础上。作为ALL最常见的异常染色体核型，Ph染色体存在约20％的ALL病例。t(9；22)(q34；q11)易位产生BCR／ABL融合基因，BCR／ABL融合蛋白具有很强的酪氨酸激酶活性，导致下游一系列信号持续磷酸化，致使造血干细胞增殖失控、抗凋亡和黏附功能缺陷，是成人ALL预后不良的标志睛1。然而分子靶向药物伊马替尼的应用，较大程度地提高Ph阳性ALL的临床疗效。Ph阳性ALL治疗上的进步，进一步提示我们很有必要对ALL进行MICM分级的分层治疗(张清健等 2013)。裸鼠体内接种和体外传代相结合，分别自人红白血病细胞系K562、人粒细胞白血病细胞系~L-60建立的K562-n、~L60-n细胞系在裸鼠体内具很高的致瘤性，这两个细胞系非常适合人白血病治疗的体内实验研究。许小平在《裸鼠高致瘤性人白血病细胞系染色体核型分析》提到，K562-n和HL60-n细胞系致瘤性增高，并非仅与单一的基因改变有关，而是涉及了多条染色体的复杂变化(刘玉昆等 2013)。
研究表明其中促进生长的基因和抑制生长的基因之间的平衡发生了新的变化(高文娟等 2008; 马志斌等 2007; 钟天映等 2009)。其中究竟具体涉及哪些促癌基因、抑癌基因的表达尚不清楚。
在染色体核型分析中发现染色体异常在对恶性血液病患者诊断分型、预后评估、病情监测都具有重要价值，并对规范化、标准化及个体化治疗策略的实行发挥极其重要的作用。
二、端粒酶活性研究现状
㈠端粒酶发现与发展
端粒是指真核生物线形染色体的天然末端。含有许多简单重复的DNA序列及相关蛋白质。对于特定的真核生物物种，它具有特征性的端粒DNA序列。人类的这段序列为TTAGGG(高文娟等 2008)，端粒被证实有稳定染色体,防止染色体末端融合，保护染色体结构基因，调节正常细胞生长等多种重要的生物学功能(马志斌等 2007)。
由于DNA聚合酶无法复制DNA序列的最末端的一部分序列。所以端粒DNA序列会逐渐变短，这个现象被认为与细胞的凋亡有关(龚光明等 2004)。而Blackburn实验室首次发现并纯化了一种具有端粒特异性末端转移酶活性的物质．并将其命名为端粒酶(telomerase)。它是一种能延长并维持端粒长度的核酸蛋白酶，向端粒末端添加TTAGGG序列，从而延缓细胞凋亡，使细胞趋向增殖化(徐庆华和朱宝生 2012)。
㈡端粒酶活性检测方法
①传统检测方法
    Kim开发的以聚合酶联反应（Polymerase Chain Reaction）PCR 为基础的端粒重复序列扩增法（Telomeric Repeat Amplification Protocol）TRAP因其超高的灵敏度已被发展为端粒酶活性的标准分析方法(朱军等 2012)。TRAP分析法能够实现高通量高灵敏度的检测。无疑是一个功能强大的测定方法但保留着PCR放大技术带来的缺点 此外TRAP法需要使用昂贵的设备和试剂相当耗时，再加上抑制端粒酶活性已被提议作为人类癌症治疗的潜在方法而TRAP在筛选有效的端粒酶抑制剂如G-四联体配体时易受PCR-派生产物的影响因此该方法存在很多局限性(Zimmermann, Set al. 2003)。
②最新检测方法
   替代传统的TRAP分析法研究者们已经开发了许多PCR-free分析方法并将之应用到端粒酶活性的检测中例如光学传感器表面等离子共振电致化学发光电化学检测和指数等温扩增分析等(马志斌等 2007)。
③端粒酶活性与肿瘤
    端粒酶对保存染色体DNA序列的完整和维持细胞的周期有着重要作用，但同时研究也发现80％以上的永生性细胞株和肿瘤细胞株中端粒酶活性表达较高（Prockop DJ.，1997），当端粒酶反应超越了细胞的增殖限制。就可能成为诱发恶性肿瘤发生的一个重要因素。
1989年，Morin在来自人类恶性肿瘤的传代细胞系—HeLa细胞中发现了端粒酶活性，继之，Counter等又在腹水转移的卵巢癌中检测到了端粒酶活性，引起了人们对端粒酶与细胞永生化和肿瘤发生关系的注意，1994年,Kim等建立了检测端粒酶活性的TARP（telomeric repeat amplification protocol）法，并以此方法检测发现，端粒酶在绝大多数恶性肿瘤组织、永生细胞系和生殖细胞中呈阳性，而在绝大多数正常组织、正常细胞培养和良性肿瘤均为阴性。Kim等人的杰出工作，引来了世界范围的端粒酶研究热潮。TARP法及由其衍生出的方法具有高度敏感（可从只有10个细胞的标本中测出端粒酶活性）、高度特异和比较快速与简便等优点，是迄今国际上应用最普遍的端粒酶活性检测方法(Zimmermann, Set al. 2003)。
端粒酶在85%~100%的肝细胞肝癌（HCC）呈阳性或强阳性，而在正常组织均为阴性；Kishimoto的一项研究发现，端粒酶在HCC和从癌周组织中分离得的白细胞中呈阳性，而在用抗“CD45”和“CD15”单克隆抗体包被的磁珠去除了白细胞后的癌周慢性肝病组织为阴性，提示慢性肝病组织中的端粒酶活性是由白细胞的存在所致大多数乳腺癌均表达端粒酶活性。(Bruder SP,Jaiswal N，1997)
大多数乳腺癌均表达端粒酶活性，Hoos等的一项研究中，25例乳腺癌全部测到了端粒酶活性100%。
端粒酶在(绝大多数可达100%）膀胱上皮癌呈阳性。在膀胱上皮癌患者的膀胱冲洗液和由尿排出的自然脱落细胞中亦可测出端粒酶活性。Lee等报道，膀胱移行细胞癌（TCC）患者的膀胱冲洗液有(95.7%)可测到端粒酶活性，而用细胞学检查只有(69.7%)为阳性(Deng W．Obrocka M．Fischer I)。
端粒酶在约90%以上的恶性肿瘤中呈阳性，其活性的表达被认为是恶性肿瘤发生发展中的一个关键事件，是恶性肿瘤细胞得以无限增殖的必需条件。端粒酶的临床应用前景除了可被作为分子标记物而对恶性肿瘤进行诊断、鉴别诊断、预后判断及疗效判断外，尚可或更有意义的是可将其作为分子靶点而对大多数恶性肿瘤进行治疗。但通过抑制端粒酶活性而治疗恶性肿瘤尚存在较大困难，原因主要是由于端粒酶在干细胞和生殖细胞中亦呈阳性表达。由于端粒酶及其h1ERT亚单位在肿瘤发生发展过程中的重要作用，以及它在肿瘤组织中表达的相对特异性，端粒酶在肿瘤的诊断及治疗中将可能发挥重要的作用。以端粒酶为靶点治疗恶性肿瘤是目前很受重视的一个研究方向，成功的关键在于能找到一种既可特异性地抑制端粒酶活性，又不损伤正常细胞的端粒酶抑制剂，而现在还有待探究(何敏 2001)。
体外长期培养扩增的人骨髓基质干细胞染色体核型未发现异常改变，端粒酶活性也未发现异常的表达。
目前的研究主要对造血系细胞染色体核型的分析较多，以研究而在对组织工程的种子细胞体外大规模扩增培养条件下，细胞的染色体核型是否发生异变及与端粒酶相关表达基因方面的研究几乎没有。
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	本项目学生有关的研究积累和已取得的成绩
（1） 牛蛙血细胞染色体核型分析研究
   牛蛙的染色体制片我们采用血细胞染色体制备法，各操作环节计量恒定，便于质控，秋水仙素处理、离心、低渗处理、固定、滴片及Giemsa染液（PBS：Giemsa原液=9:1）染色后，在低倍镜下观察，再用高倍镜寻找清晰分散的中期分裂相，然后转换油镜仔细观察，显带合格标准为100×10镜下染色体的特征性带纹区域可辨认。
设置四组实验组：
    实验组1：用0.4%氯化钾溶液在37℃水浴中处理20min。
   实验组2: 用0.075%的氯化钾溶液在37℃水浴中处理50min
   实验组3：用0.4%的氯化钾溶液在37℃水浴中处理50mi
实验组4：用0.075%的氯化钾溶液在37℃水浴中处理20min	




表1  牛蛙染色体的测量结果
	组别
Groups
	相对长度
Relative length
	臂比指数
Armratio
	类型
Type

	实验组1
	62. 84 ±1. 02
	1. 35 ±0. 07
	m

	实验组2
	66. 89 ±1. 58
	1. 08 ±0. 04
	m

	实验组3
	54. 88 ±1. 09
	1. 28 ±0. 05
	m

	实验组4
	54. 63 ±1. 16
	1. 37 ±0. 06
	m



从表1可见, 牛蛙染色体中有4对小型染色体,没有观察到大型染色体染色体数目观察统计了雄蛙50 个染色体标本, 染色体数目在25条或25条以下的细胞占8%,含有27条或27条以上染色体的细胞占4% , 含26条染色体的细胞占88% 。因此, 牛蛙(♂)的血细胞染色体数目可以确定为26条(2n =26)。染色体特征染色体分析结果说明雄蛙不同个体之间的各号染色体没有明显区别, 没有发现异形的染色体。
[image: 染色质丝1xiugai][image: 细胞1]

图一 牛蛙骨髓细胞染色质丝            图二  牛蛙血细胞未完全破裂

对第一次操作失败分析：
（1）在牛蛙剥皮取血细胞时，牛蛙肢体还有直觉，说明牛蛙脑髓破坏不完全，重新捣毁。
   （2）第一次油镜分析的时候，细胞并未破裂，无法观察到染色体，低渗液配比出现问题，重新配置。（如图二）
（二）小鼠睾丸细胞染色体核型分析研究
我们取雄性小鼠睾丸细胞进行染色体核型分析，与处理牛蛙血细胞所不同的是，我们采用倒置染色法——在玻璃板上用废旧载玻片作支架，使标本载玻片的标本面向下放置到支架上，在玻璃板和标本载玻片之间滴加Giemsa染液，目的一可以节省染料，二可以避免染液快速挥发，三可以防止染色颗粒沉淀，影响观察，然后镜检。
实验结果分析：

[image: ][image: ][image: ]
图三 染色体中期       图四 染色体中期未摔开     图五 染色体间期
      （10*40）               （10*40）              （10*40）
图三：此图接近染色体分裂期的中期，染色体较粗，已发生固着，但是程度还不够。在40*10的镜下看到的染色体应为颗粒状，隐约能看到颗粒中的分叉。图四：此图明显为染色体的中期，可以清楚地看到从两级发出的纺锤丝牵拉染色体到细胞的赤道板。但是细胞膜没有摔破，无法确认染色体的个数。
图五：此图为染色体的分裂间期或分裂期前期，染色体还较细，呈丝状。
反思与总结：经过观察，发现中期的细胞较少，而且很多细胞堆叠在一起，没有摔开。 
（1）秋水仙素：注射量，处理时间（并非越长越好）。
（2）解剖小鼠取睾丸减少附带组织，并用生理盐水冲洗干净，避免附带血污影响观察。（3）低渗液的量可以稍多一些。低渗时间应掌握准确，低渗液预热 全程恒温处理 （随时滴片观察细胞形态，确定低渗终点），低渗后的细胞吹打时动作要轻，避免细胞溢出。
（4）恒温水浴箱的温度计不太灵敏，用自己的温度计。
（5）固定液的量以及固定的时间。
（6）离心速度不能高于 1000 r/min，离心之后用气泡法吹散细胞时要适当延长时间。
（7）摔细胞的高度适宜。
（8）用质量好的显微镜“Z”字型仔细观察。
通过比较，小鼠为哺乳动物，且最新研究表明人与小鼠的基因约98%~99%相同，因此选取小鼠为研究人体细胞核型变异与端粒酶之间的关系更具有代表性。
（三）人体血淋巴细胞染色体核型分析研究
我们将人外周血淋巴细胞染色体标本放入染色缸，用Geimsa染色液染色10-15分钟→在盛水塑料杯中冲涮→风干→镜检，将细胞内所有染色体按一定顺序排列起来，代表着某一个体所有细胞的染色体组成，包括数目、形态、大小等，根据染色体的形态、大小及着丝粒的位置，将染色体分为七组,分为A、B、C、D、E、F、G等七组和一组性染色体，来进行核型分析。


[image: 重新曝光 hexing2][image: 11]
图为在显微镜下观察到的染色体


A组染色体：包括1～3号染色体。长度最长，1号和3号染色体为中央着丝粒，2号染色体为亚中央着丝粒染色体。
B组染色体：包括4～5号染色体，长度次于A组；亚中央着丝粒染色体，短臂较短。
C组染色体：包括6～12号和X染色体，中等长度，亚中央着丝粒染色体。
D组染色体：包括13～15号染色体，具有近端着丝粒和随体。
E组染色体：包括16～18号染色体，16号染色体着丝粒在 3/8处，17号和 18号染色体着丝粒约在 1/4处。
    F组染色体：包括19号和20号染色体，中央着丝粒。
G组染色体：包括21号、22号和Y染色体，是染色体组中最小的，为近端着丝粒的染色体。21号和22号染色体具有随体。


	项目的创新点和特色
    端粒酶是一种可以维持端粒长度的RNA酶，端粒酶与恶性肿瘤之间令人惊异的相关性，使它在肿瘤的治疗上有望成为行之有效的新的靶目标。但淋巴细胞染色体核型和端粒酶活性结合起来研究鲜有报道。
    本项目拟取小鼠细胞传代培养3个不同代次并通过研究不同患病小鼠淋巴细胞染色体核型差异与端粒酶活性结合起来研究，检测端粒酶基因表达量，在分子水平阐明端粒酶合成相关基因表达量与染色体核型之间的关系，这是本项目的主要创新点。
该成果将为以后从分子水平研究染色体核型特征与端粒酶活性相关基因的关系及调控人类核型变异奠定理论基础。



	项目的技术路线及预期成果
本项目技术路线图如下：

[image: 核型分析技术路线图1(1)]



	年度目标和工作内容（分年度写）

	年度
	工作任务

	2016年4月－2017年3月
	①完成小鼠的培养与繁殖及先天性疾病小鼠的获取。
②完成小鼠淋巴细胞的体外培养和传代培养。
③完成突变体小鼠的诱变。

	2017年4月－2017年3月
	①完成三种实验组小鼠的染色体核型分析。
②完成三种实验组小鼠的端粒酶活性检测。
③在分子水平上完成端粒酶基因表达量的检测。

	2018年4月－ 2019年3月
	①阐明端粒酶合成相关基因与染色体核型之间的关系。
②人体细胞的体外培养和增殖并进行染色体核型分析和端粒酶活性检测。
③初步探究人类染色体核型和端粒酶合成相关基因间关系，撰写并发表论文，撰写结题报告。
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