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5<N

#上游

*&&&L

C

区域的序列特征分析结果!在上下游引物

的
1[

端分别引入
T,+

.

和
I

;

)

.

酶切位点和相应

的保护碱基!设计不同片段长度的上游引物及共同

下游引物&引物序列见表
%

&

表
#

!

)234

5

基因启动子不同长度片段引物序列

G6@>2#

!

G52-2

N

L237208

?

/)(2/-80/703-4/L74)3

1

452=2740/08)234

51

232

引物名称

4@2=

片段长度%
L

C

7̂@

D

2=-8

上游引物序列"

1[

)

*[

#

#̂7S@7"

C

7$2=7

下游引物序列"

1[

)

*[

#

3=U=7,=

C

7$2=7

C

N_*!*&)/ *&)/

"

a*&)/

!

u%

#

ENNNN<5EE55NNNNNE<<55EN<55E5E5<NNN

C

N_*!%/.: %/.:

"

a%/.:

!

u%

#

ENNNN<5EEEE5NE5N<5E55NE<EEN55NE

C

N_*!/(( /((

"

a/((

!

u%

#

ENNNN<5EE5E55N<N5N5<N5N5555<E5555N

EENE<EN5NN<EENE5!

EE<55E5N5NEEN<5

!!

以鸡基因组
M45

为模板!通过
P7$2=9<53

1

Z@VM45P#>

B

2=7@,=

进行
PE3

扩增不同长度片

段!经
%'&o

琼脂糖凝胶电泳检测后进行胶回收!将

纯化'加
5

后的
PE3

产物与
C

ZM

<Z

!%/< =̀68#7

连

接!并转化至感受态细胞
MF1

%

中!经双酶切鉴定及

测序正确后!构建正确的
<5

克隆载体&

%'0')

!

D$)+

8

基因启动子不同片段重组载体的构

建
!!

用
I

;

)

.

和
T,+

.

分别双酶切克隆载体和

C

N_*'&!L@,$6

载体!酶切片段回收纯化后!连接&

转化后!经双酶切鉴定及测序正确后!分别命名

C

N_*

%

*&)/

'

C

N_*

%

%/.:

'

C

N_*

%

/((

&

%'0'1

!

D$)+

8

基因启动子定性分析
!!

将细胞接

种于
%0

孔板!细胞浓度约
1c%&

1孔a%

!待细胞完全

贴壁生长至
(&o

左右时!参照
_$

C

#Q=68@2$-=

<Z

0&&&

使用说明书!将重组质粒
C

?N̂ P!4%

%

*&)/

转染至

M̂!%

细胞中!同时设置阳性对照组"

C

?N̂ P!4%

转

染细胞#和阴性对照组"

C

?N̂ P!4%!EZ !̀

转染细

胞#!转染
0)A

后于荧光倒置显微镜下观察荧光表

达情况&

%'0'.

!

细胞瞬时转染及其
1!5W@"6

和
<95

诱导对

D$)+

8

基因启动子活性的影响
!!

转染前!将细胞

接种于
0)

孔板!细胞数
0'1c%&

1孔a%

!待细胞完全

(:%0
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1!5W@"6

和
<95

对鸡
D$)+

8

基因启动活性及
?9E

多能性维持的影响

贴壁生长至
(&o

左右时!参照
_$

C

#Q=68@2$-=

<Z

0&&&

使用说明书!分别将重组质粒和内参质粒
C

3_!

9̀ )&

以
*1p%

的比例共转染至
M̂!%

细胞中!同时

设置阴性对照组"

C

N_*!L@,$6

质粒与
C

3_!9̀ )&

质

粒共转染#!转染
)(A

后收集细胞!进行双荧光素酶

活性检测&每组
*

次重复&

转染后
%0A

换液时!添加不同浓度的
1!5W@"6

和
<95

对转染重组质粒的
M̂!%

细胞进行诱导!

*.

A

后进行双荧光素酶活性检测!找到最适宜的诱导

浓度&然后以最适浓度设立
1!5W@"6

和
<95

单独

诱导组或联合添加诱导组!通过检测双荧光素酶活

性检测二者的诱导效果&

%'0':

!

双荧光素酶活性检测
!!

将收集后的细胞

用
:&

/

_

的
PX9

重悬后!加入到
/.

孔酶标板中!参

照
MI@>!_I6$Q=7@,=

1

3=

C

#78=75,,@

B

9

B

,8=2

试剂

盒说明书步骤!检测双荧光素酶活性&启动子活性

值为荧光素酶相对活性值"

3=>@8$U=>I6$Q=7@,=@68$U!

$8

B

#即萤火虫荧光素酶活性值%海肾荧光素酶活性

值&采用,平均值
r

标准差-的形式表示&

%'0'(

!

1!5W@"6

和
<95

诱导对
?9E

体外培养条件

下多能性的影响
!!

为了验证
1!5W@"6

和
<95

对

?9E

体外多能性的影响!选择第
*

代生长良好的

?9E

接种到
0)

孔板中!接种密度为
%&

1 孔a%

!培养

基中添加最适浓度的
1!5W@"6

和
<95

进行诱导&

接种后每隔
0"

在荧光倒置显微镜下观察细胞!并

对诱导至第
%&

天 的细胞进行
99?5!%

间接免疫荧

光检测&

!

!

结
!

果

!C#

!

鸡
)234

5

基因启动子区生物信息学分析和甲

基化水平检测

对
D$)+

8

启动子区域进行转录因子结合区域

预测后发现!在
D$)+

8

基因启动子的
a*&)/

!

a%/.:L

C

存在
NE4̂

'

<6Q*

和
P1*

等转录因子结

合位点!而在
a%/.:

!

a/((L

C

存在
C

*&&

和
9P%

%

9P*

等调控元件&甲基化预测结果显示!在
a%*(:

!

a%0(1L

C

和
a%1:

!

u1.L

C

分别存在
%&%

和
%&*

L

C

的
E

C

N

岛&

!C!

!

鸡
)234

5

基因启动子区不同长度片段的
.Q*

扩增

%o

琼脂糖凝胶电泳检测结果表明!所获得的不

同长度片段的
PE3

产物大小分别与预期设计的长

度相一致"图
%

#!表明成功获得了目的
M45

片段&

Z'M45

相对分子质量标准(

%

!

*'PE3

扩增产物

Z'%TLM452@7T=7

(

%!*'PE3

C

7#"I68,

图
#

!

)234

5

基因不同长度片段启动子的
.Q*

扩增

;)

1

C#

!

.Q*

?

/09L74-089)882/234>23

1

45

?

/0(042/-

!CF

!

鸡
)234

5

基因启动子不同长度片段载体的构建

用
I

;

)

.

和
T,+

.

双酶切
*

个不同长度片段

载体!

%o

琼脂糖凝胶电泳检测"图
0

#!分别获得相

应启动子片段和载体片段两条清晰的条带!大小与

预期结果相符合!且测序结果经对比后也一致!说明

载体构建正确!可用于后续试验&

Z'M45

相对分子质量标准(

%

'

*

'

1'

C

N_*

%

*&)/

'

C

N_*

%

%/.:

和
C

N_*

%

/((

重组质粒双酶切(

0

'

)

'

.'

C

N_*

%

*&)/

'

C

N_*

%

%/.:

和
C

N_*

%

/((

重组质粒单酶切

Z'M_1&&&M45 2@7T=7

(

%

!

*

!

1'M#IL>=7=,87$68$#-=-!

W

B

2="$

D

=,8$#-

C

7#"I68,#Q

C

N_*

%

*&)/

!

C

N_*

%

%/.:@-"

C

N_*

%

/((

(

0

!

)

!

.'9$-

D

>=7=,87$68$#-=-W

B

2="$

D

=,8$#-

C

7#"I68,#Q

C

N_*

%

*&)/

!

C

N_*

%

%/.:@-"

C

N_*

%

/((

图
!

!

?

TOF

'

F"%E

(

?

TOF

'

#E&'

和
?

TOF

'

EII

重组载体的

酶切鉴定

;)

1

C!

!

S9234)8)764)0308

?

TOF

'

F"%E

&

?

TOF

'

#E&'639

?

TOF

'

EII@

B

/2-4/)74)0323[

B

(29)

1

2-4)03

!C%

!

鸡
)234

5

基因启动子活性的定性分析

为检测片段
a*&)/

!

u%L

C

是否具有启动子

活性!将
C

?N̂ P!4%

%

*&)/

'

C

?N̂ P!4%

'

C

?N̂ P!4%!

EZ !̀

转染
M̂!%

细 胞&结果表 明!

C

?N̂ P!4%

%

*&)/

转染的
M̂!%

细胞表达
N̂ P

"图
*5

#!但其荧光

强度较强启动子
EZ`

驱动的阳性对照质粒
C

?N!

P̂!4%

弱"图
*X

#!而缺失
EZ`

的阴性对照质粒

C

_$-T=7!?N̂ P!

在细胞中未检测到
N̂ P

的表达"图

*E

#&因此!

a*&)/

!

u%L

C

片段具有启动子活性&

/:%0
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基因启动子
_F"%E

"

#̀@

?

片段的活性检测
%"Y

;)

1

CF

!

G52

?

/0(042/674)=)4

B

924274)030875)7V23)234

5

_F"%EH̀ #@

?

%"Y

!C$

!

鸡
)234

5

基因启动子系列缺失片段活性比较

用构建的
*

个重组载体和
C

3_!9̀ )&

载体分别

共转染
M̂!%

细胞!

C

N_*!X@,$6

质粒作为阴性对照!

检测各自启动子活性"图
)

#&结果表明$与
C

N_*!

X@,$6

相比较!鸡
D$)+

8

基因启动子系列缺失片段

都表现出一定的活性!重组质粒
C

N_*

%

%/.:

的启动

子活性最强!说明
D$)+

8

基因启动子的
a%/.:

!

a//(L

C

和
a*&)/

!

a%/.:L

C

具有重要的调控

元件&

图
%

!

)234

5

基因启动子不同长度片段在
<;H#

细胞中的活性

;)

1

C%

!

,74)=)4

B

089)882/234

?

/0(042/-08)234

51

232<;H#72>>-

!C&

!

$H,[697

和
GD,

诱导对
)234

5

基因启动子活

性的影响

由图
)

可知!

C

N_*

%

%/.:

的活性最高!因此选

a%/.:

!

u%L

C

进行诱导活性检测&

M̂!%

细胞经

C

N_*

%

%/.:

转染后!采用不同浓度梯度"终浓度分

别为
%

'

1

'

%&

和
%1

/

2#>

0

_

a%

#的
1!5W@"6

对其进

行诱导!通过检测双荧光素酶活性确定最佳诱导浓

度&不同浓度的诱导结果显示$与对照组相比!终浓

度为
%&

/

2#>

0

_

a%的
1!5W@"6

的诱导效率最高"图

15

#&

D$)+

8

基因启动子区的甲基化检测结果显

示!用
1!5W@"6

处理后明显降低了
D$)+

8

基因的甲

基化水平&分别设置
)

个不同浓度梯度"

&'%

'

&'1

'

%'&

和
%'1

/

2#>

0

_

a%

#的
<95

进行诱导!终浓度为

%'&

和
%'1

/

2#>

0

_

a%时可极显著提高其启动活性

"图
1X

#&因此!选择
<95

的最佳诱导浓度为
%'&

/

2#>

0

_

a%

&

用
C

N_*

%

%/.:

转染
M̂!%

细胞后!培养基中分

别单独添加或者联合添加终浓度为
%&

/

2#>

0

_

a%

1!5W@"6

'

%m&

/

2#>

0

_

a%

<95

对其进行诱导&结果

显示!联合添加
1!5W@"6

和
<95

后使
a%/.:

!

u%

L

C

片段的转录活性显著高于单独添加组"图
1E

#&

!C'

!

$H,[697

和
GD,

诱导激活
)234

5

基因维持

JDQ

体外培养多能性的影响

取培养第
*

代纯化后的
?9E

细胞进行
1!5W@"6

和
<95

的诱导试验!结果显示!诱导
."

后!对照组

细胞大量分化!细胞克隆无法维持!而
1!5W@"6

和

<95

诱导组克隆明显!

1!5W@"6u<95

联合诱导组

细胞克隆数量显著多于对照组(诱导至第
%&

天!对

照组细胞完全分化!没有细胞克隆!而诱导组存在大

量细胞克隆!联合诱导组克隆数量显著多于其他
*

组"图
.5

和
X

#&

取诱导至
%&"

的细胞进行
99?5!%

间接免疫

荧光试验!结果显示!对照组没有明显的
?9E

克隆!

而
1!5W@"6

组和联合组细胞克隆明显"图
:

#&实时

&(%0
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1!5W@"6

和
<95

对鸡
D$)+

8

基因启动活性及
?9E

多能性维持的影响

5'1!5W@"6

最佳诱导浓度的筛选(

X'<95

最佳诱导浓度的筛选(

E'1!5W@"6

和
<95

联合诱导效果检测

5'<A=#

C

8$2@>$-"I68$#-6#-6=-87@8$#-,67==-$-

D

#Q1!5W@"6

(

X'<A=#

C

8$2@>$-"I68$#-6#-6=-87@8$#-,67==-$-

D

#Q1!

5W@"6

(

E'<A=6#2L$-@8$#-$-"I68$#-=QQ=68#Q1!5W@"6@-"<95#-D$)+

8D

=-=

C

7#2#8=7

图
$

!

$H,[697

和
GD,

诱导对
)234

5

基因启动活性的影响

;)

1

C$

!

J88274-08$H,[697639GD,)39L74)0303)234

5?

/0(042/674)=)4

B

5'

不同诱导组
?9E

细胞克隆
)&c

(

X

和
E'

第
.

和第
%&

天不同诱导组
?9E

的克隆数量

5'?9E6=>>6>#-=#Q"$QQ=7=-8$-"I68$#-

D

7#I

C

)&c

(

X@-"E'<A=-I2L=76#2

C

@7@8$#-#Q"$QQ=7=-8

D

7#I

C

@88A=.8A

@-"%&8A$-"I68$#-

图
&

!

$H,[697

和
GD,

诱导对
JDQ

体外分化的影响

;)

1

C&

!

G5228827408$H,[697639GD,)39L74)03034529)882/234)64)0308JDQ6376894
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DDJ,H#

间接免疫荧光$

,%"Y

%和
)234

5

定量检测$

U

%

;)

1

C'

!

S((L308>L0/2-72372-46)3)3

1

08DDJ,H#

$

,%"Y

%

639/26>4)(2

N

L634)464)=2924274)0308)234

5

$

U

%

荧光定量检测结果发现对照组
D$)+

8

基因表达量

随着诱导天数延长持续下降!而试验组
D$)+

8

基因

维持相对稳定的水平!进一步表明!

1!5W@"6

和
<95

可有效地维持鸡
?9E

在体外培养过程中的多能性&

F

!

讨
!

论

本实验室一直致力于鸡
?9E

向雄性生殖细胞

分化的研究!由于
?9E

是原代细胞!在长时间的体

外培养过程中会发生老化和自发分化!致使其丧失

多能性!严重影响体外遗传修饰和定向诱导分化的

效率&因此!如何在体外培养条件下使鸡
?9E

较长

时期处于未分化状态和维持多能性就显得尤为重

要&尽管许多研究表明添加
_Ŷ

或
XZP)

等细胞

因子能够维持
?9E

细胞的多能性*

%*!%)

+

!但需将
?9E

生长于饲养层细胞上或在培养基中添加细胞因子'

生长因子'激素'胎牛血清或血清抽提物等&最新的

研究结果表明!利用一些特定的小分子化合物和无

任何生长因子的基础培养基就能很好地维持
?9E

的不分化状态和多能性!尤其是目前已从化学分子

库中筛选出一些小分子化合物!并且成功地应用于

?9E

多能性维持的研究中!这些小分子化合物的应

用简化了试验步骤'无需制备饲养层细胞!且避免了

动物源性污染!使得培养体系的组分具体化!对延长

?9E

在体外培养条件下多能性的维持具有重要的

意义&

M45

甲基化"

M45 2=8A

B

>@8$#-

#是发现较早

的一种重要的
M45

表观遗传修饰方式&具体指的

是在
M45

甲基转移酶"

M45 2=8A

B

>87@-,Q=7@,=

!

MZ<

#的催化作用下!生物体内甲基被选择性地添

加到
M45

序列的
EN

两个核苷酸的胞嘧啶上!形成

1!

甲基胞嘧啶的过程&甲基化发生会导致核小体之

间发生紧密结合从而使基因的表达受到抑制&但

是!通过添加小分子化合物使基因发生去甲基化可

使基因再次表达&

1!5W@"6

就是一种临床普遍应用

且效果极佳甲基化抑制剂!大量研究表明!对于因发

生甲基化而造成表达沉默的基因!采用
1!5W@"6

进

行处理后!基因能够重新得到表达*

%1!%.

+

&为了研究

M45

甲基化对鸡
D$)+

8

基因启动子活性及表达的

0(%0



!

%0

期 张亚妮等$

1!5W@"6

和
<95

对鸡
D$)+

8

基因启动活性及
?9E

多能性维持的影响

影响!本研究对
D$)+

8

基因启动子区的甲基化进行

预测!发现在
a%..0

!

a%:.)L

C

和
a0(/0

!

a0//*L

C

分别存在
%&*

和
%&0L

C

的
E

C

N

岛!因此

采用
1!5W@"6

处理转染
C

N_*

%

%/.:

双荧光素酶报

告基因载体的
M̂!%

细胞!检测
D$)+

8

启动子的活

性变化以分析
M45

甲基化程度对启动子活性及表

达的影响(与对照组相比较!经
1!5W@"6

处理后

C

N_*

%

%/.:

的转录活性提高
(

倍!进一步推测采用

1!5W@"6

处理后抑制了
D$)+

8

基因启动子区的甲

基化!从而促使其启动活性增强&由于
D$)+

8

基因

的表达活性增强!有利于维持
?9E

的多能性!促使

大量的
?9E

克隆出现&

组蛋白乙酰化是一个可逆的反应!包含组蛋白

乙酰转移酶"

F$,8#-=@6=8

B

>87@-,Q=7@,=

!

F5<

#和组

蛋白去乙酰化酶"

F$,8#-="=@6=8

B

>@,=

!

FM5E

#!二

者相互进行反应&组蛋白的乙酰化有利于
M45

与

组蛋白八聚体的解离!核小体结构松弛!从而使各种

转录因子和协同转录因子能与
M45

结合位点特异

性结合!激活基因的转录&组蛋白的去乙酰化!使得

其与带负电荷的
M45

紧密结合!染色质致密卷曲!

基因的转录受到抑制&曲古抑菌素"

<7$6A#,8$-5

!

<95

#能够与
FM5E

结合!抑制组蛋白去乙酰化!促

进基因表达*

%:!%(

+

&

3'E#88=72@-

等*

%/

+研究证实!可

以通过改变基因富集区域和已知基因远距离区域的

组蛋白乙酰化来调节整个基因组的染色质结构&本

试验中!为进一步验证
D$)+

8

基因的表达是否存在

组蛋白修饰!采用组蛋白去乙酰化酶抑制剂
<95

来

诱导
D$)+

8

启动活性&分别探索了
)

个不同浓度

梯度的
<95

对
D$)+

8

基因启动活性的影响!发现

终浓度为
%'&

和
%'1

/

2#>#_

a%时均可极显著提高

D$)+

8

启动活性!表明
D$)+

8

基因存在组蛋白修

饰作用&即通过
<95

处理后!抑制了组蛋白的去乙

酰化!促进
D$)+

8

基因的转录!使其在
?9E

的表达

量增多!促使较多数目的
?9E

克隆出现!延长
?9E

体外培养的多能性&

综上表明!本研究成功构建了
C

?N̂ P!4%

%

*&)/

!对
D$)+

8

启动子活性进行定性验证!证明其

具有启动活性(通过构建包含
*

个不同长度
D$)+

8

基因启动子片段的荧光素酶报告载体!分别转染了

M̂!%

细胞!说明
D$)+

8

基因启动子的
a%/.:

!

a//(L

C

具有正调控元件!而在
a*&)/

!

a%/.:

L

C

具有负调控元件&根据对
D$)+

8

基因启动子区

的甲基化分析结果!发现添加
1!5W@"6

后能明显促

进
D$)+

8

基因的启动活性!进一步表明该基因的启

动受到甲基化水平的调控!这与
E?̂

细胞和
?9E

细胞
D$)+

8

基因的甲基化检测水平相一致!提示分

化的细胞中
D$)+

8

低表达可能是由于甲基化修饰

造成的&

<95

的联合添加进一步提高了
D$)+

8

基

因的启动活性!说明
D$)+

8

基因的表达亦受到乙酰

化水平的调控!提示在后续的研究中!如果要在体外

通过提高
D$)+

8

基因的表达量而延长
?9E

细胞的

多能性维持时间可通过添加诱导剂
1!5W@"6

和

<95

来实现&此外!本研究通过启动子预测软件

P7#2#8=796@-

和
<̂ 9?53EF"@8@L@,=

预测分析

后发现$在
D$)+

8

基因启动子的
a*&)/

!

a%/.:

L

C

存在
NE4̂

'

<6Q*

和
P1*

等转录因子结合位点!

双荧光素酶活性检测结果显示!缺失该段导致

D$)+

8

的转录活性提高!因此!下一步将定点缺失

该结合位点!进一步验证
D$)+

8

的启动子活性!进

而阐明鸡
D$)+

8

基因转录调控机制!为有效地提高

D$)+

8

的表达水平提供参考依据&

参考文献$

*282/2372-

%!

*

%

+

!

9GZ?3F

!

_YGK

!

Z5_5̀ ?3!\3<?N5_^

!

=8@>'

454\N$,@T=

B

Q@68#7Q#7$-"I68$#-#Q

C

>I7$

C

#8=-6

B

$-L#U$-=@"I>8Q$L7#L>@,8,

*

K

+

'K!)(3-"(

!

0&%%

!

(/

"

/

#$

0:&(!0:%.'

*

0

+

!

<F?G4Y99?4<]

!

9Y_̀ 5KE'9S$86A$-

D

#-

C

>I7$!

C

#8=-6

B

$

@

C

=7,

C

=68$U=#-8A=L$#>#

D

$6@>7=

R

I$7=2=-8#Q

4@-#

D

*

K

+

':,(4+1A'$)1C -+"9+)5 > >(+4-"(

!

0&%%

!

*..

"

%1:1

#$

0000!000/'

*

*

+

!

ZY<9GY;

!

<\;GJ5]5O

!

Y<\F F

!

=8@>'<A=A#!

2=#

C

7#8=$-4@-#

D

$,7=

R

I$7="Q#72@$-8=-@-6=#Q

C

>I!

7$

C

#8=-6

B

$- 2#I,==

C

$L>@,8@-"?96=>>,

*

K

+

'7&44

!

0&&*

!

%%*

"

1

#$

.*%!.)0'

*

)

+

!

EF5ZX?39Y

!

9Y_̀ 5K

!

E\_XO M

!

=8@>'4@-#

D

,@Q=

D

I@7",

C

>I7$

C

#8=-6

B

@-"2="$@8=,

D

=72>$-="=U=>!

#

C

2=-8

*

K

+

'D$#/'&

!

0&&:

!

)1&

"

:%:*

#$

%0*&!%0*)'

*

1

+

!

M533F

!

Z5O9F53O

!

X?4̀ ?4Y9<O4'\U=7=V!

C

7=,,$#-#Q454\N$-AI2@-?96=>>,=-@L>=,Q=="!

=7!Q7==

D

7#S8ASA$>=$-"I6$-

DC

7$2$8$U==68#"=72Q=@!

8I7=,

*

K

+

'=&F&4+

;

3&)#

!

0&&.

!

%**

"

.

#$

%%/*!%0&%'

*

.

+

!

;GYK;? ]

!

5̀4 ZY_ 5

!

X3Y4;F\̂ X

!

=8@>'

P<?4@-"<3P1*$-"=

C

=-"=-8>

B

,I

CC

7=,,4@-#

D

=V!

C

7=,,$#-$-,

C

=72@8#

D

#-$@>,8=26=>>,

*

K

+

'-#&37&441

=&F

!

0&%&

!

%/

"

:

#$

/:/!/(('

*

:

+

!

JF54NK

!

]54NH

!

EF?4X

!

=8@>'?V

C

7=,,$#-#Q

4@-#

DD

=-=

C

7#2#8=,4YF*<*6=>>

C

7#>$Q=7@8$#-

*

K

+

'

*(%0



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
).

卷
!

>(+",&3>(+

;

,

6

1C&17+33/)

!

0&&1

!

**(

"

0

#$

%&/(!

%%&0'

*

(

+

!

OGK

!

\̀MO54Y; Z 5

!

9ZGN5!\<<\ ;

!

=8@>'

Y-"I6="

C

>I7$

C

#8=-8,8=26=>>>$-=,"=7$U="Q7#2AI!

2@-,#2@8$66=>>,

*

K

+

'-"(&)"&

!

0&&:

!

*%(

"

1(1(

#$

%/%:!

%/0&'

*

/

+

!

9Y_̀ 5K

!

4YEF\_9K

!

<F?G4Y99?4 < ]

!

=8@>'

4@-#

D

$,8A=

D

@8=S@

B

8#8A=

C

>I7$

C

#8=-8

D

7#I-",8@8=

*

K

+

'7&44

!

0&&/

!

%*(

"

)

#$

:00!:*:'

*

%&

+

!

Z\\4KF

!

;]\49

!

KG4 ? ;

!

=8@>'4@-#

D

!$-!

"I6=""="$QQ=7=-8$@8$#-#Q

C

1*!"=Q$6$=-82#I,=@,87#!

6

B

8=,$-8#L7@$-6@-6=7,8=2!>$T=6=>>,

*

K

+

'>(+",&3

>(+

;

,

6

1C&17+33/)

!

0&%%

!

)%0

"

%

#$

%:1!%(%'

*

%%

+

!

4Y9FYY<

!

\Y;5]5O

!

Y9FYM5O

!

=8@>'E8XP!$-8=7!

@68$-

D

X<XW$-6Q$-

D

=7

C

7#8=$-

"

EYXJ

#

C

7#2#8=,

C

7#!

>$Q=7@8$#-@-"N%

%

987@-,$8$#-$-=2L7

B

#-$6,8=26=>>,

U$@4@-#

D

*

K

+

'K>(+47,&3

!

0&%0

!

0(:

"

%1

#$

%0)%:!

%0)0)'

*

%0

+

!

F53< 5 F

!

F53<_?O_

!

YX35FYZ Z

!

=8@>'Y!

"=-8$Q$6@8$#-

!

6>#-$-

D

@-"=V

C

7=,,$#-@-@>

B

,$,#Q8A=

C

>I7$

C

#8=-6

BC

7#2#8$-

D

4@-#

DD

=-=,$- 2#I,=@-"

AI2@-

*

K

+

'=&F=

6

)

!

0&&)

!

0*&

"

%

#$

%(:!%/('

*

%*

+

!

OY4Ne_

!

4YEF\_9K

!

EF5ZX?39Y

!

=8@>'XZP

$-"I68$#-#QY"

C

7#8=$-,,I

CC

7=,,=,"$QQ=7=-8$@8$#-@-"

,I,8@$-,=2L7

B

#-$6,8=26=>>,=>Q!7=-=S@>$-6#>>@L#!

7@8$#-S$8A9<5<*

*

K

+

'7&44

!

0&&*

!

%%1

"

*

#$

0(%!0/0'

*

%)

+

!

;G45<F <

!

95X5!?_!_?Y_ Z ;

!

5_Z\G!

95Y__?5;F Z

!

=8@>'̂N̂ ,8$2I>@8$#-#Q8A=?7T%

%

0,$

D

-@>>$-

D

6@,6@"=87$

DD

=7,87@-,$8$#-#Q

C

>I7$

C

#8=-8

=2L7

B

#-$6,8=2 6=>>,Q7#2 ,=>Q!7=-=S@>8#>$-=@

D

=

6#22$82=-8

*

K

+

'=&F&4+

;

3&)#

!

0&&:

!

%*)

"

%.

#$

0(/1!

0/&0'

*

%1

+

!

王
!

海
'1!

氮杂
0

/

!

脱氧胞苷联合曲古抑菌素
5

对人

胃癌
9NE!:/&%

细胞生长'

3=

C

7$2#

基因甲基化水平

及表达的影响*

M

+

'

合肥$安徽医科大学!

0&%0'

]54NF'?QQ=68,#Q1!5W@!0

/

!"=#V

B

6

B

8$"$-=@-"87$!

6A#,8@8$- 5 #-=V

C

7=,,$#-

!

2=8A

B

>@8$#-#Q7=

C

7$2#

D

=-=@-"8A=

D

7#S8A#QAI2@-

D

@,87$66@-6=76=>>>$-=

9NE!:/&%

*

M

+

'F=Q=$

$

5-AI$ Z="$6@> G-$U=7,$8

B

!

0&%0'

"

$-EA$-=,=

#

*

%.

+

!

刘林青
'1!

氮杂
!0!

脱氧胞苷及曲古抑菌素
5

对胃癌

细胞株
9NE!:/&%

及其
EF̂ 3

基因表达的影响*

M

+

'

合肥$安徽医科大学!

0&%*'

_YG_e'<A==QQ=68,#Q1!5W@!0

/

!"=#

DB

6

B

8$"$-=6#2!

L$-="S$8A <7$6A#,8@8$- 5 #-8A=

C

7#>$Q=7@8$#-@-"

EF̂ 3=V

C

7=,,$#-#Q

D

@,87$66@-6=76=>>>$-=9NE!:/&%

*

M

+

'F=Q=$

$

5-AI$Z="$6@>G-$U=7,$8

B

!

0&%*'

"

$-EA$!

-=,=

#

*

%:

+

!

丁
!

辉
'

组蛋白去乙酰化酶抑制剂曲古菌素
5

治疗

膀胱癌的相关作用机制研究*

M

+

'

兰州$兰州大学!

0&%*'

MY4NF'<A=2=6A@-$,2,8I"

B

#QA$,8#-="=@6=8

B

>@,=

$-A$L$8#787$6A#,8@8$- 5 #- L>@""=7 6@-6=7

*

M

+

'

_@-WA#I

$

_@-WA#IG-$U=7,$8

B

!

0&%*'

"

$-EA$-=,=

#

*

%(

+

!

王雅新
'

曲古抑菌素
5

"

<95

#在
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