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1.选题的目的意义
线粒体是广泛存在于真核细胞中的半自主细胞器，有“细胞动力工厂”之称，它不仅是脂肪酸氧化、氧化磷酸化和ATP合成的主要场所，也是很多代谢活动如糖代谢、脂类代谢、细胞信号转导和凋亡的重要调控者。线粒体功能与脂类代谢、细胞凋亡、氧化应激、胰岛素抵抗、肥胖、糖尿病等代谢综合症等相关过程的发生有着密切联系。

Mark4是微管亲和性调控激酶4，是细胞微管关联蛋白（MAPs）的丝/苏氨酸激酶家族（MARKs）中的成员，MARKs家族通过磷酸化作用使得微管关联蛋白从微管上解离，进而参与微管的动力学作用、细胞分裂、细胞周期调控、细胞极性决定和细胞形态改变等机体内的多项生理调节功能，近年来，MARKs促进细胞凋亡、参与糖代谢、微管束形成、参与能量稳态调节、神经系统发育等功能被逐渐发现。
    本试验研究Mark4对3T3-L1脂肪细胞线粒体功能的影响，并预测Mark4可能通过对线粒体的影响进而影响脂肪细胞其他生理功能，为深入研究肥胖和糖尿病等疾病治疗奠定理论基础。
2.选题的依据
    Mark4，即Par-1d/MarkL1，是MAP/微管亲和力调控激酶超家族（MARKs） 
Par-1c/Mark1，Par-1b/Mark2/Emk，Par-1a/Mark3/C-TAK1和Par-1d/Mark4/KarkL1成员之一。在早期研究中，MARKs家族功能主要集中在细胞微管网络稳定性调控以及细胞极性调控方面。现今研究发现MARK4除了在细胞极性及微管稳定性方面有调控作用外，还能促进细胞凋亡、参与糖代谢、维管束形成、参与能量稳态调节、神经系统发育等。在动物细胞中，线粒体是脂肪酸氧化、氧化磷酸化和ATP合成的主要场所[1]，也是很多代谢活动如糖代谢，脂代谢，细胞信号转导和凋亡的重要调控者[2]。线粒体功能紊乱可引起一系列疾病，例如糖尿病、肥胖、癌症、衰老、心血管疾病、神经性退化疾病等。本实验室已有研究表明，Mark4可能负向调控机体能量代谢，并且同时负调控胰岛素敏感性，但是其具体机理还不清楚；此外，在这一过程中，线粒体这一在新陈代谢中起重要作用的细胞器是否参与其中，也未见研究。
3.国内外研究概况
3.1 Mar4研究概况
3.1.1 Mark4的结构与调控
MARKs家族在结构上有较高的相似性，按其功能可以分为三部分：N端的催化区域、C端的结构序列和一个可以结合泛素的区域[3]。其中的Mark4基因可编码S型和L型两个可变剪切体：其中Mark4S长达3,609bp，包括一个2,069 bp的18个外显子的开放阅读框，可编码688个氨基酸；而Mark4L的cDNA 有3,529对碱基，但是缺乏第16个外显子，只可以编码752个氨基酸。 Mark4的两个亚型中，Mark4L 由752个氨基酸残基构成，可以分为三个功能区：蛋白激酶结构域(59–314)，泛素结合区(322–369)和激酶相关结构域(703–752) 。其中激酶相关结构域和之前的649–703位氨基酸残基共同发挥作用，影响激酶的折叠和功能。此外，第65–73 位的氨基酸残基是ATP结合域，而Lys88 是ATP结合位点。Asp181 是Mark4的活性位点，其侧链的Thr214可以通过被磷酸化而激活。
3.1.2 MARKs的功能

MARKs家族通过磷酸化作用使得微管关联蛋白从微管上解离，进而参与微管的动力学作用、细胞分裂、细胞周期调控，细胞极性决定和细胞形态改变等机体内的多项生理调节功能。
在早期的研究中，MARKs家族的功能主要集中在细胞微管网络稳定性的调控以及细胞极性的调控方面。具体体现为MARKs可以磷酸化修饰Tau蛋白，从而使Tau蛋白与神经细胞的微管分离[4]。Thies等人研究中指出Tau蛋白是微管关联蛋白，它的解离能够引起神经细胞的轴突变性，微管网络的不稳定[5]。其中，Mark2的过表达在Chen等人的研究中被发现与神经细胞中轴突的形成有关，此外，Mark2还被发现能够参与细胞极性的决定[6]。
除了细胞极性以及微管稳定性方面的调控作用，MARKs家族越来越多的功能被逐渐发现。例如促进细胞凋亡、参与糖代谢、维管束的形成、参与能量稳态的调节、神经系统发育等等。有研究表明Mark2不但参与学习和记忆的调控，而且作用于生殖和免疫系统的平衡[7-8]，并且在葡萄糖代谢和能量代谢方面也有着重要的作用。例如在Hurov J等人[9]发现Mark2-/-敲除鼠在高脂日粮的诱导下，胰岛素敏感性和机体的代谢率都有所增强，而脂肪沉积和体增重有所减少，敲除鼠的白色脂肪组织（WAT)和褐色脂肪组织(BAT)中，葡萄糖的吸收较之对照组，被明显促进了。此外，对另一家族成员Mark3的研究发现这一成员在机体能量平衡的调节中也有着重要的作用。在Mark3-/-敲除鼠中，饲喂正常日粮时，敲除鼠的能量消耗增加，体脂的沉积减少，胰岛素敏感性也降低；饲喂高脂日粮时，敲除鼠体增重减少，葡萄糖吸收增强，胰岛素敏感性也增加，而且无肥胖体征或肝脏脂肪变性出现[10]。然而同为Par-1家族激酶成员的Mark4，其生理功能的研究，较之家族的其他成员较少，其具体功能目前仍不清楚。
3.1.3 Mark4研究近况

有报道称，Mark4S 亚型在脑中大量表达，这预示着该很可能参与神经元的分化，而Mark4L 亚型在肝癌细胞和神经胶质瘤细胞中表达上调，这预示着该亚型，可能会参与细胞周期调控 [3]。此外，在Sun等人[11]研究中，Mark4敲缺小鼠可通过上调棕色脂肪活性，表现出食欲过胜、活动量增多、代谢率增加的效应，从而有效抵制高脂日粮引起的肥胖。该研究进一步指出，Mark4缺乏可减轻胰岛素抵抗相关的饮食诱导肥胖，而该作用是通过增加并激活胰岛素刺激的AKT 磷酸化来实现；Mark4缺失可通过上调并活化AMPK 相关激酶来维持体内葡萄糖代谢的稳态。据已有研究表明，磷脂酰肌醇3激酶(PI3K)能够底物磷酸化作用于4,5二磷酸磷脂酰肌醇(PIP2)，从而生成3,4,5三磷酸磷脂酰肌醇(PIP3)，而PIP3能够通过PKB/Akt等下游的诸多细胞信号通路，调控细胞增殖、能量平衡、糖代谢、脂类代谢等生理反应[12-13]。此外，PI3K/Akt还能够抑制细胞的线粒体凋亡通路：首先通过磷酸化促凋亡蛋白Bad而使之发生降解，从而增加抗凋亡蛋白Bcl2和Bcl-xl的活性，最终抑制凋亡[14]。
综上所述， PI3K/Akt信号通路很可能在Mark4促进脂沉积的过程中起着重要的作用，并且涉及线粒体功能的改变。另外，PI3K/Akt信号通路可通过磷酸化从而降解IκB，然后活化NF-κB，进而促进细胞的存活。
3.2 线粒体功能相关机理的研究
在动物细胞中，线粒体是脂肪酸氧化、氧化磷酸化和ATP合成的主要场所[1]，也是很多代谢活动的重要调控者，例如糖代谢，脂代谢，细胞信号转导和凋亡[2]。线粒体功能紊乱可以引起一系列的人类疾病，例如糖尿病，肥胖，癌症， 衰老， 心血管疾病，神经性退化疾病等[15]。PGC-1α 这类共转录共激活因子是线粒体生物合成的主要诱导物[16]。许多研究表明，脂肪化的肝脏中，线粒体的超微结构出现异常，比如线粒体肿胀，线粒体嵴扭曲[17-18]。有研究表明，胆固醇合成的增加，可以抑制线粒体功能的发挥，并降低了线粒体合成蛋白质的能力，这一现象揭示了细胞脂质代谢的改变可以影响线粒体功能这一规律[19]。另有研究发现，吡格列酮可通过激活肌肉中的AMPK信号通路，从而增加血浆中脂联素的含量，并且增加有关线粒体功能和脂肪氧化中关键基因的表达[20]。据研究报道，在3T3-L1细胞的分化过程中，线粒体的异常蓄积可能与脂肪酸的氧化和葡糖糖的转运有关[21]。而Kim等人在3T3-L1前体脂肪细胞研究中，添加了诱导剂以及线粒体呼吸链的抑制剂鱼藤酮，在相关处理之后，发现脂肪细胞的分化表现异常，主要是甘油三酯形成被显著降低了。因此推测线粒体与脂代谢密切相关[22]。
最近研究表明，脂肪细胞分化过程中线粒体生物合成增加[23]，但在肥胖db/db小鼠的脂肪细胞的线粒体的数量减少[24-25]。这些数据表明，线粒体的发生是脂肪细胞分化以及代谢活动所必需的，脂肪细胞肥大过程伴随着线粒体数量的减少。mtTFA是一种重要的核编码线粒体基因，调控线粒体基质蛋白和线粒体DNA的表达[26]。EH Koh[25]研究发现腺病毒介导的NRF-1基因3T3L1 脂肪细胞中过表达增加了mtTFA 表达和 mtDNA 含量，并且伴随着脂联素分泌的增加
近年来，肥胖发生时的线粒体功能紊乱一直是研究热点。有研究报道了在啮齿动物骨骼肌中AMPK 的活化既可以增加线粒体的生物合成也可以增加线粒体的活性。而在AMPK-α2 的敲缺鼠中，PGC-1α表达量减少，和活化AMPK可增加线粒体生物合成这一结果一致[27]。在肥胖动物模型中，脂联素激活的 AMPK 可以增加肌肉和肝脏中的脂肪的氧化，并且增加胰岛素的敏感性[28]。有研究揭示，活化的AMPK 促进乙酰辅酶A羧化酶β（acetyl-coenzyme A carboxylase，ACCβ) 的磷酸化作用，减少丙二酰辅酶A的表达， 增加 CPT-1 的活性和线粒体中脂肪酸的氧化[29-30]。总的来说，这些数据皆揭示了AMPK的激动剂可以同时增加线粒体的数目和线粒体的氧化能力。AMPK/ACC2信号通路也可以为为本试验提供理论上的机理解释。 

综上所述，线粒体功能与脂代谢、细胞凋亡、氧化应激、胰岛素抵抗、肥胖、糖尿病等代谢综合症等相关过程的发。生有着密切的联系，并且其中可能涉及JNKs、AMPK-ACC、Akt等多条信号通路的参与。但是Mark4是否影响线粒体功能，又是否通过线粒体功能影响其他相关生理功能的实现，还有待研究。
4.研究内容
（1）Mark4对3T3-L1脂肪细胞中线粒体的形态学影响；

（2）Mark4对线粒体膜电位变化的影响；

（3）细胞色素C免疫荧光检测；

（4）线粒体功能关键基因的表达水平变化。
5.研究方法及技术路线
(1) 研究方法: 
培养3T3-L1脂肪细胞，转染Mark4超表达载体和干扰载体，利用荧光显微镜观察观查细胞中线粒体形态，采用流式细胞仪检测细胞中线粒体膜电位变化，通过免疫荧光染色技术测定细胞色素C的荧光变化，采用定量PCR技术和蛋白杂交等检查线粒体功能相关基因的表达水平。

(2) 技术路线:









6.预期结果
（1）阐明Mark4对线粒体功能的影响；
（2）探讨Mark4可能通过对线粒体的作用。
7.研究的创新点

本试验首次通过基因功能研究方法即超表达和干扰Mark4基因转染前体脂肪细胞系3T3-L1细胞，阐明Mark4对3T3-L1细胞中线粒体的形态学影响、线粒体发育的影响，并从信号通路对相关调控机理进行了探讨。
8.所需的主要仪器设备和试剂及工作条件
	(1) 仪器设备:PCR扩增仪(Veriti 96 Well Thermal Cycle)、电子天平、常温高速离心机、低温冷冻离心机、移液器、高压灭菌锅、凝胶成像仪、超净工作台等。


(2) 试剂：Trizol（TaKaRa公司）；质粒抽提试剂盒（Omega公司）；RevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit、Taq DNA聚合酶（Fermentas公司）；DNA Marker（天根公司）；TurboFect™ in vivo Transfection Reagent（Fermentas公司）；DMEM(高糖)干粉（Gibco公司）；HEPES、胰蛋白酶（Merck公司）；胎牛血清FBS（四季青公司）；引物（上海生工公司）；苹果酸脱氢酶1(MDH) 和细胞色素C (Cytc) 一抗（Bioword公司），二抗（武汉博士德公司）；MyHC一抗MF-20（美国DSHB公司），二抗羊抗鼠IGg2b（英骏公司）等。
9.论文工作进展安排
工作进展安排表
	时间Time
	工作进展安排Work arrangement

	2014.11-2014.12

	收集资料，撰写开题报告，学习相关实验技术

	2014.12-2015.02
	筛选Mark4干扰质粒载体，检测超表达及干扰效率

	2015.02-2015.04
	Mark4对线粒体功能相关指标的影响

	2015.04-2014.05
	整理试验数据，分析总结试验结果

	2015.06
	撰写本科学位论文，答辩


10.经费预算
经费预算表
	用途
	金额（元）

	胎牛血清
	500

	DMEM(高糖)干粉 
	200

	HEPES、胰蛋白酶
	100

	实时定量检测试剂
	500

	质粒提取试剂盒
	100

	测序费用
	100

	RNA提取试剂盒
	100

	反转录试剂盒
	300

	抗体
	400

	JC-1染液、DAPI染料
	100

	其它试剂
	400

	文印费
	200

	合计
	3000


11研究工作中面临的技术难点和拟采取的解决办法
（1）学习动物生化中脂类代谢及其调控的基础理论知识；(研读《生物化学》与《细胞生物学》等专业书籍，夯实基础知识；阅读大量文献，熟悉研究进展)
（2）掌握分子生物学中PCR和Western Blot等技术。（向老师、高年级同学请教，上网查询）
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