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基因工程的基本内容基因工程的基本内容1.1. 背景知识 背景知识
 2. 2. 实验过程实验过程
 3. 3. 结论结论
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背景 知识背景 知识 Oct3/4--Oct3/4--organic cation transporter 3/4organic cation transporter 3/4发育早期的干细胞的自我更新必须的转绿因子，在细胞的全发育早期的干细胞的自我更新必须的转绿因子，在细胞的全能能 // 多能性及未分化状态的调控维持中发挥重要的作用多能性及未分化状态的调控维持中发挥重要的作用 。 。
 Sox2--Sox2--SRY (sex determining region Y)-box 2SRY (sex determining region Y)-box 2维持胚胎干细胞多能性所必须的转录因子 维持胚胎干细胞多能性所必须的转录因子
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背景 知识背景 知识 C-mycC-myc使细胞无限增殖，获永生化功能，促 进细胞分裂使细胞无限增殖，获永生化功能，促 进细胞分裂的基因，的基因， mycmyc 基因参予细胞凋亡，基因参予细胞凋亡， c-mycc-myc 基因与多种肿瘤发基因与多种肿瘤发生发展有关生发展有关 ..
 klf4 klf4 kruppel-like factor 4(GKLF/EZF ) kruppel-like factor 4(GKLF/EZF )编码与肿瘤抑制及癌基因相关的转录因子，控制单细胞分化编码与肿瘤抑制及癌基因相关的转录因子，控制单细胞分化的转录网的关键调控基因。的转录网的关键调控基因。
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背景 知识背景 知识 Fbx15Fbx15-- embryonic stem marker-- embryonic stem marker受受 Oct-4Oct-4 与与 Sox-2Sox-2 的调控它可能参与泛素蛋白酶体降解途径，的调控它可能参与泛素蛋白酶体降解途径，在决定与多能性至关重要的调控蛋白的表达水平方面发挥在决定与多能性至关重要的调控蛋白的表达水平方面发挥作用 作用
 NanogNanog--embryonic stem marker--embryonic stem marker在维持干细胞的多潜能方面是必须的。在维持干细胞的多潜能方面是必须的。
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实验背景实验背景上一个实验上一个实验 (( 发表在发表在 cellcell)) 已经证实已经证实
 可以通过将可以通过将 44 种转录因子种转录因子 ((C-myc,Sox-C-myc,Sox-2,Oct3/4,klf42,Oct3/4,klf4)) 用反转录病毒导入小鼠原纤用反转录病毒导入小鼠原纤维细胞（维细胞（ MEF cellsMEF cells ）并筛选）并筛选 fbx15fbx15 的的表达而得到多潜能干细胞表达而得到多潜能干细胞 (ips cell).(ips cell).
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存在的问题：存在的问题： 1.1.Fbx15 iPS cells 与胚胎干细胞（ ES ）相比具有不同的
 基因表达和 DNA 甲基化模式 2. Fbx15 iPS cells 不能参与嵌合体胚胎的形成的形成 可能的原因：可能的原因：将将 Fbx15 的表达作为选择的标准
 不合适
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为什么选择为什么选择 NanogNanog 作为标记作为标记 原因原因一一 NanogNanog 与细胞的多潜能的与细胞的多潜能的关系更紧密关系更紧密
 NanogNanog 的缺失导致小鼠多潜能外胚的缺失导致小鼠多潜能外胚层的缺失层的缺失原因原因二二加强加强 NanogNanog 的表达，的表达， ES ES 细胞的自我更新不细胞的自我更新不需要依赖需要依赖 LIFLIF 的。而且能增加与体细胞融合的。而且能增加与体细胞融合时的时的细胞重编码效率细胞重编码效率
 原因原因三三
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实验过程实验过程1.1.Nanog iPS cells 的制备2.2.Nanog iPS cells 和 ES cells 相似性的检测3. 3. Nanog iPS cells 参与的胚胎嵌合体4.c-myc4.c-myc 的再活化导致肿瘤的形的再活化导致肿瘤的形成成
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实验方法实验方法
 流式细胞仪检测流式细胞仪检测 RED/ET recombination technique
 RT-PCRRT-PCR
 Bisulphite genomic sequencing analyses
 简单序列长度多态性简单序列长度多态性 SSLPSSLP
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简单序列长度多态性（简单序列长度多态性（ simple sequence length simple sequence length polymorphismpolymorphism ，， SSLPSSLP ）是据串联重复排列）是据串联重复排列微卫星基序微卫星基序两两侧的单一序列设计引物，侧的单一序列设计引物，对微卫星序列对微卫星序列（（ microsatellite microsatellite DNADNA 或或 simple sequence repeatssimple sequence repeats ，， SSRSSR ））进行扩增进行扩增，由微，由微卫星基序重复数目的变异而产生多态性。由于中某一特定卫星基序重复数目的变异而产生多态性。由于中某一特定的微卫星的侧翼序列通常都是保守性较强的单一序列，因的微卫星的侧翼序列通常都是保守性较强的单一序列，因而可以将微卫星侧翼的而可以将微卫星侧翼的 DNADNA 片段、测序，然后根据微卫片段、测序，然后根据微卫星的侧翼序列就可以人工合成引物进行星的侧翼序列就可以人工合成引物进行 PCRPCR 扩增，从而将扩增，从而将单个微卫星位点扩增出来。由于单个微卫星位点重复单元单个微卫星位点扩增出来。由于单个微卫星位点重复单元在数量上的变异，个体的扩增产物在在数量上的变异，个体的扩增产物在长度上的变化就产生长度上的变化就产生长度的多态性长度的多态性，这一多态性称为，这一多态性称为 SSLPSSLP ，每一扩增位点就，每一扩增位点就代表了这一 位点的一对等位基因。代表了这一 位点的一对等位基因。 SSLPSSLP 是一些长度不等是一些长度不等的重复序列、有多个等位基因位点，它们多为的重复序列、有多个等位基因位点，它们多为 2-42-4 个核苷个核苷酸序列重复（也叫微卫星标记），在不同动植物品系中其 酸序列重复（也叫微卫星标记），在不同动植物品系中其 重复次数不同，故可用重复次数不同，故可用 PCRPCR 法来检测各该多态性序列的长法来检测各该多态性序列的长度，从而度，从而快速测定出多种回交后代中标记物快速测定出多种回交后代中标记物的分离方式。的分离方式。
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Nanog iPS cells 的制备分离分离 BAC BAC 染色体（含染色体（含Nanog Nanog 基基因）因）
 Red/ETRed/ET 插入插入 GFP-GFP-IRES-PuroIRES-Puro 到到Nanog5’UTRNanog5’UTR
 BACBAC 被线性化被线性化后转入后转入 RF8 RF8 EScellsEScells
 电电穿穿孔孔
 显微注射显微注射Nanog-reporter Nanog-reporter micemice
 分离分离MEFs(MEFs(GFPGFP 阴阴性性 ))
 4 种因子反转录到Nanog-GFPIRES-Puro MEFs
 嘌呤霉素选嘌呤霉素选择择继续培养继续培养GFPGFP 阳性阳性细胞细胞
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注射进的注射进的
 GFP
 GFP
 阳性细阳性细
 胞胞
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GFP
 GFP
 阳性细胞特异
 阳性细胞特异
 地出现在地出现在胚生殖嵴胚生殖嵴
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Flow cytometry analyses
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puromycin-resistant colonies ，～ 5% were positive for GFP
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皮下注射畸形瘤的形成皮下注射畸形瘤的形成
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Nanog iPS cells 和 ES cells 相似性 相似性分析
 相似性分析
 RT-PCRRT-PCR
 Bisulphite genomic sequencing analyses
 DNA microarray analyses
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ES cells ES cells markermarker
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Nanog iPS cells 与 Fbx15 iPS cells的比较
 RT–PCR four factors (Total), endogenous transcripts only(Endo)
 transgene transcripts only (tg).
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Southern blot analyses
 ESES ESES
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在有选择药物的培养基中培养 检测稳定性
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LIF( 白血病抑制因子 ) 可维持干细胞的未分化状态 Retinoic acid( 视黄酸 ) 诱导干细胞分化
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Nanog iPS cells 参与的胚胎嵌合体 将将 15-2015-20 个雄性个雄性 Nanog iPS 细胞注射入
 C57BL/6 来源的 blastocysts( 胚泡 ) , 在将其移植到假孕小鼠的子宫内 其中 7 个克隆获得成年嵌合体 (adult
 chimaeras ) 取其中三个嵌合体与雌性的 C57BL/6 杂交得到 F1, 再将 F1 杂交得到 F2
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SSLP SSLP 分析分析
 SSLP analyses were performed for D6Mit15(DNA segment, Chr 6) .
 F1 F1 代代
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F1F1 代的细胞全部含有代的细胞全部含有 44 种转录因子种转录因子 ,, 一一半含有半含有 GFPGFP 盒盒
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褐色来自褐色来自 Nanog-iPS-mice 的贡献F2F2
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c-mycc-myc 的再活化导致肿瘤的形成的再活化导致肿瘤的形成 24 只 F1 老鼠因为疾病 , 呼吸困难或麻
 痹而死亡或被处死 . 其中 17 只在验尸的时候发现有 13 得颈部肿瘤 (neck tumours),5 只患有两种肿瘤 . 在这些肿瘤中只有 c-mys 处于活化状态 . 而在正常组织中 4 中转录因子都有低量表达 .
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结 论结 论 Nanog selection 可以获得 ips cells, 其在形
 态 , 增殖 , 畸形瘤的形成 , 基因表达 , 形成嵌合体的潜力方面都与 ES 细胞相似 .Nanog 是最主要的决定细胞多能性的因素
 Nanog iPS clones之间的生殖潜力存在较大差异 ,暗示可能还有其他的作用因素存在
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四种因子四种因子在在 Nanog iPS cells 中的高度沉默暗示 , 它们只是起诱导作用 , 而不需要长期存在 , 因此可以用瞬时表达系统如慢病毒介导系统来代替反转录介导系统 . 只有用反转录病毒导入 4 种因子才能获得
 ips,暗示反转录病毒可能激活了其他的 ips所需的基因
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Thank youThank you
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