
2022年苏州大学苏州医学院学生课外科研项目申报指南

	学院或科研院所
	基础医学与生物科学学院

	学科领域
	生物能学，代谢调控

	研究方向、内容简介
   代谢性疾病如肥胖症(obesity)， 2型糖尿病（type 2 diabetes mellitus, T2DM），非酒精性脂肪肝病（NAFLD）等疾病是发病率逐年上升的世界性健康问题。这些疾病相互关联，与肝脏功能密切相关。肝脏是人体中最重要的代谢器官之一，对代谢稳态的调控至关重要。过氧化物酶体和线粒体对肝细胞解毒和代谢功能必不可少。线粒体是动物细胞中除细胞核外唯一的含有基因组的亚细胞器。线粒体具有完整的基因复制，修复，转录，翻译等系统；并参与合成包括酮体、脂质、固醇、血红素等重要分子。更重要的是，线粒体是细胞的动力工厂。糖，脂肪，氨基酸等能源物质最终在线粒体内完全氧化分解。肝细胞也富含过氧化物酶体。过氧化物酶体具有脂肪酸氧化和脂质合成的双重功能。极长链脂肪酸，植烷酸,多不饱和脂肪酸，2-羟基化脂肪酸等必须经过氧化物酶体氧化才可被转运至线粒体被完全氧化。另一方面，单烷基甘油醚脂和烷基醚卵磷脂等脂质的合成都起始于过氧化物酶体。肝细胞过氧化物酶体还是胆汁酸合成的重要场所。
    过氧化物酶体与线粒体间有着密切的物质交换。然而二者互作方式并不完全清楚，二者互作如何影响肝细胞的代谢功能更有待进一步研究揭示。​ACOT8是过氧化物酶体酰基辅酶A硫酯酶，对多种链长的脂酰辅酶A有亲和力，可已将酰基辅酶A分解成脂肪酸及自由辅酶A。故ACOT8可能控制过氧化物酶体部分脂质的外排。同时ACOT8对过氧化物酶体多条脂质代谢通路活性也有一定的调节作用。
    本项目通过ACOT8敲降的肝细胞模型的研究，初步确立肝细胞ACOT8敲降可降低细胞氧化磷酸化的效率。同时，我们已完成多种肝细胞系ACOT8敲降的稳转模型的建立，并完成细胞呼吸，线粒体复合酶体活性，复合酶体水平，线粒体膜电位的测定，并对敲降细胞的细胞内磷脂、脂肪酸水平进行了测定，初步确定了后期研究的方向。但ACOT8敲降通过什么通路作用于线粒体并降低了细胞氧化磷酸化速率，原因并不清楚。该医学院学生课外研究项目，欲通过基于质谱的蛋白组学的研究，对比ACOT8敲降/过表达的情况下，细胞蛋白组的变化，对组学结果进行通路分析，并对相关通路进行进一步的验证，为阐明ACOT8调节肝细胞线粒体氧化磷酸化速率的可能机制奠定基础 (图1)。
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图1.过氧化物酶体ACOT8对影响线粒氧化磷酸化水平模型图
    在课外科研实践中，学生将进行1. 蛋白组学样品的准备及提交。2.对蛋白组学结果进行分析和作图；并根据分析结果确定后续研究的相关蛋白和通路。 3.对显著改变的通路进行WB验证。4. 同时学生将通过相关蛋白的过表达/敲降，验证ACOT8敲降是否通过影响该通路来降低复合酶体含量从而影响细胞呼吸。

	目前研究水平及指导学生项目情况（包括最新进展、指导过‘创新性实验项目’或‘莙政学者’的情况）

该项目已完成多种肝细胞系ACOT8敲降的稳转模型的建立，并完成细胞呼吸，线粒体复合酶体活性，复合酶体水平以及线粒体膜电位的测定，以及细胞磷脂、脂肪酸水平的测定等。部分结果如下：
过氧化物酶体ACOT8敲降导致细胞OXPHOS功能的降低：为探讨过氧化物酶体ACOT8对细胞代谢的影响，我们首先在肝细胞中进行了过氧化物酶体ACOT8的敲降，并对敲降细胞中线粒体氧化磷酸化系统的活性进行了测定。ACOT8敲降使得细胞最大呼吸和基础呼吸速率降低（Fig. 2A）。同时线粒体氧化磷酸化系统复合酶体酶活测试显示，ACOT8敲降使得线粒体复合酶体I， 复合酶体IV以及柠檬酸合酶活性降低，且线粒体复合酶体I，IV 含量降低（Fig. 2B and 2C）。这些都说明过氧化物酶体ACOT8的活性对细胞线粒体氧化磷酸化系统活性至关重要。
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图2.过氧化物酶体ACOT8敲降影响线粒体OXPHOS功能。A. Huh-7细胞ACOT8敲降对细胞呼吸的影响B. ACOT8 敲降细胞线粒体复合酶体I、IV活性降低，柠檬酸合酶活性降低C.  ACOT8敲降细胞线粒体复合酶体亚基表达降低 * P<0.05, ** P<0.01, NS, non-significant. Values are means (SEM (n = 3-4)

该项目未参与创新性实验项目’或‘莙政学者’。

	对项目实施人的要求（需注明适合指导学生的年级专业，医学院现有专业：生物技术、生物信息学、食品质量与安全、生物制药、临床医学、儿科学、医学影像学、放射医学、口腔医学、预防医学、法医学、药学、中药学、护理学、医学检验技术）
临床医学等医学专业二-三年级，生物技术，生物信息学等


	可提供的指导教师及联系方式（注明研究方向，限一位指导教师）

	姓名
	职称
	联系邮箱
	研究方向

	刘晶晶
	副高
	liujingjing@suda.edu.cn
	生物能学，代谢调控


