成都市第五人民医院科研项目实验检测分析服务
项目服务内容

1、概述
1.1分析ETBF、代谢产物BFT对肠黏膜屏障及结直肠癌的影响。
细胞水平，构建肠黏膜屏障模型，通过产肠毒素拟杆菌和其代谢产物处理，检测肠黏膜屏障破坏的相关指标。体外培养结直肠癌细胞系，通过ETBF及其代谢产物BFT作用检测结肠癌细胞系增殖、侵袭、迁移相关因子的表达；
动物水平，构建直肠癌模型小鼠，给予产肠毒素拟杆菌和其代谢产物处理，检测小肠、大肠菌落定植情况，检测病理情况，监测肿瘤体内转移情况。
1.2 解析ETBF、代谢产物BFT对肠黏膜屏障及结直肠癌的影响机制。
采用STAT3抑制剂、以及ZEB2沉默慢病毒，转染细胞及小鼠体内给药处理
构建小鼠直肠癌模型，通过ETBF的定植和BFT的处理，检测肠黏膜通透性，检测肿瘤增殖以及迁移情况，进一步解析产肠毒素脆弱拟杆菌及其代谢产物在结直肠癌中发生发展进程的作用。
2、具体内容
2.1分析ETBF、代谢产物BFT对肠黏膜屏障及结直肠癌的影响（表型研究）。
实验分组1：细胞水平，ETBF和BFT对肠黏膜屏障完整性的影响
①　结肠癌上皮细胞系Caco-2构建肠黏膜屏障模型；
②　肠黏膜屏障模型，给予1×103CFU的ETBF刺激；
③　肠黏膜屏障模型，给予1.0 nM BFT处理；
④　肠黏膜屏障模型，给予2.0 nM BFT处理；
⑤　肠黏膜屏障模型，给予5.0 nM BFT处理；
⑥　肠黏膜屏障模型，给予10.0 nM BFT处理；
以上每组给予不同处理12h、24h、48h处理后进行检测
检测指标：
（1）FITC-dextran -40 kDa检测肠上皮屏障通透性；
（2）通过跨膜电阻检测细胞膜通透性;跨膜电阻值(TEER)大于600Ω·cm2;趋于稳定;TEER下降证明屏障模型损伤；
（3）透射电镜观察上皮肠黏膜屏障结构变化；
（4）Tunel染色检测凋亡；
（5）免疫荧光检测Stat3、p-Stat3、ZEB2、E-cadheren、N-cadherin、mucin、ZO-1和occludin的表达；
（4）QPCR/WB检测Stat3、P-Stat3、ZEB2、E-cadheren、N-cadherin、mucin、ZO-1和occludin等相关因子；
实验分组2：细胞水平，ETBF和BFT对HT29/C1增殖、侵袭、迁移的影响
①　人结肠癌细胞系HT29/C1
②　人结肠癌细胞系HT29/C1，给予1×103CFU的ETBF刺激；
③　人结肠癌细胞系HT29/C，给予1.0 nM BFT处理；
④　人结肠癌细胞系HT29/C1，给予2.0 nM BFT处理；
⑤　人结肠癌细胞系HT29/C1，给予5.0 nM BFT处理；
⑥　人结肠癌细胞系HT29/C1，给予10.0 nM BFT处理；
检测指标：
（1）CCK8检测细胞活度；
（2）流式PI检测细胞凋亡；
（3）划痕实验检测细胞迁移能力；
（4）Transwell实验检测细胞侵袭能力；
（5）QPCR/WB检测Stat3、p-Stat3、ZEB2、ZO-1、mucin、occludin、E-cadheren、N-cadherin等相关因子的表达情况。
实验分组3：动物水平，产肠毒脆弱拟杆菌毒素对小鼠结肠黏膜屏障的完整性和直肠癌肿瘤的迁移侵袭影响
实验分组：
①　直肠癌模型小鼠
②　直肠癌模型小鼠，灌胃定植ETBF
③　直肠癌模型小鼠，灌胃10μg/kg BFT
④　直肠癌模型小鼠，灌胃50μg/kg BFT
⑤　直肠癌模型小鼠，灌胃100μg/kg BFT
直肠肿瘤细胞系HT29/C1，转染慢病毒，标记RFP荧光，原位接种至NGS小鼠盲肠中，以及在同一小鼠皮下注射2×106个细胞。无菌环境下继续饲养4周，小动物活体成像系统检测肿瘤细胞盲肠定植情况，确认肿瘤模型成功后，给灌胃方式喂服1×103CFU/0.4ml ETBF和不同剂量的BFT，每天1次，连续14天。
检测指标：
(1)	取小肠、大肠组织，采用FISH检测ETBF在肠道及肿瘤部位的定位；
(2)	分离血清，采用分光光度计测定二胺氧化酶（DAO）；
(3)	收集尿液样本，采用气相色谱法检测乳果糖、甘露醇和三氯蔗糖的含量。
(4)	小动物活体成像系统检测肿瘤细胞体内迁移情况
(5)	取小肠、大肠组织，HE染色检测小鼠肠道的病理变化；
(6)	取小肠、大肠组织，Tunel染色检测细胞凋亡；
(7)	FITC-右旋糖苷检测检测肠通透性；
(8)	取小肠、大肠组织，免疫荧光检测：Stat3、p-Stat3、ZEB2、E-cadheren、N-cadherin、mucin、ZO-1和occludin的表达；
(9)	取小肠、大肠组织，WB/RT-qPCR检测Stat3、p-Stat3、ZEB2、E-cadheren、N-cadherin、mucin、ZO-1和occludin相关蛋白的表达。
2.2解析ETBF、代谢产物BFT对肠黏膜屏障及结直肠癌的影响机制（机制探究）。
实验分组1：细胞水平，探究ETBF和BFT对肠黏膜屏障完整性的影响机制
①、结肠癌上皮细胞系Caco-2构建肠黏膜屏障模型；
②、肠黏膜屏障模型，给予1×103CFU的ETBF刺激；
③、肠黏膜屏障模型，给予5.0 nM BFT处理；
④、肠黏膜屏障模型，给予5.0 nM BFT和STAT3抑制剂（Brevilin A）
⑤、肠黏膜屏障模型，给予5.0 nM BFT和转染空载体慢病毒
⑥、肠黏膜屏障模型，给予5.0 nM BFT和转染ZEB2沉默慢病毒
以上每组给予不同处理12h、24h、48h处理后进行检测
检测指标：
（1）FITC-dextran -40 kDa检测肠上皮屏障通透性；
（2）通过跨膜电阻检测细胞膜通透性;跨膜电阻值(TEER)大于600Ω·cm2;趋于稳定;TEER下降证明屏障模型损伤；
（3）透射电镜观察上皮肠黏膜屏障结构变化；
（4）Tunel染色检测凋亡；
（5）免疫荧光检测Stat3、p-Stat3、ZEB2、E-cadheren、N-cadherin、mucin、ZO-1和occludin的表达；
（6）QPCR/WB检测Stat3、P-Stat3、ZEB2、E-cadheren、N-cadherin、mucin、ZO-1和occludin等相关因子；
实验分组2：细胞水平，ETBF和BFT对HT29/C1的影响机制
①、人结肠癌细胞系HT29/C1
②、人结肠癌细胞系HT29/C1，给予1×103CFU的ETBF刺激；
③、人结肠癌细胞系HT29/C1，给予5.0 nM BFT处理；
④、人结肠癌细胞系HT29/C1，给予5.0 nM BFT和STAT3抑制剂（Brevilin A）
⑤、人结肠癌细胞系HT29/C1，给予5.0 nM BFT和转染空载体慢病毒
⑥、人结肠癌细胞系HT29/C1，给予5.0 nM BFT和转染ZEB2沉默慢病毒
检测指标：
（1）CCK8检测细胞活度；
（2）流式PI检测细胞凋亡；
（3）划痕实验检测细胞迁移能力；
（4）Transwell实验检测细胞侵袭能力；
（5）QPCR/WB检测Stat3、p-Stat3、ZEB2、ZO-1、mucin、occludin、E-cadheren、N-cadherin等相关因子的表达情况。
实验分组3：动物水平，产肠毒脆弱拟杆菌毒素对小鼠结肠黏膜屏障和直肠癌肿瘤的影响机制
实验分组：
①、直肠癌模型小鼠
②、直肠癌模型小鼠，灌胃定植ETBF
③、直肠癌模型小鼠，灌胃50μg/kg BFT
④、直肠癌模型小鼠，灌胃50μg/kg BFT和20mg/kg STAT3抑制剂（Brevilin A）
[bookmark: _GoBack]直肠肿瘤细胞系HT29/C1，转染慢病毒，标记RFP荧光，原位接种至NGS小鼠盲肠中，以及在同一小鼠皮下注射2×106个细胞。无菌环境下继续饲养4周，小动物活体成像系统检测肿瘤细胞盲肠定植情况，确认肿瘤模型成功后，给灌胃方式喂服1×103CFU/0.4ml ETBF和一定剂量的BFT、20mg/kg STAT3抑制剂（Brevilin A），每天1次，连续14天。
检测指标：
（1）取小肠、大肠组织，采用FISH检测ETBF在肠道及肿瘤部位的定位；
（2）分离血清，采用分光光度计测定二胺氧化酶（DAO）；
（3）收集尿液样本，采用气相色谱法检测乳果糖、甘露醇和三氯蔗糖的含量。
（4）小动物活体成像系统监测肿瘤细胞体内迁移情况
（5）取小肠、大肠组织，HE染色检测小鼠肠道的病理变化；
（6）取小肠、大肠组织，Tunel染色检测细胞凋亡；
（7）FITC-右旋糖苷检测检测肠通透性；
（8）取小肠、大肠组织，免疫荧光检测：Stat3、p-Stat3、ZEB2、E-cadheren、N-cadherin、mucin、ZO-1和occludin的表达；
（9）取小肠、大肠组织，WB/RT-qPCR检测Stat3、p-Stat3、ZEB2、E-cadheren、N-cadherin、mucin、ZO-1和occludin相关蛋白的表达。
