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检测#在相对分子质量为$

PP

$

9$

&

h!$

% 之间有荧光

条带#目的蛋白相对分子质量为
&9h!$

%

#见图
P

)

!!

!

$

P

!

$#PAA;@

浓度
,̂ )U

诱导
$

*

!

*

"

*

%

*

:0

后菌液
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(@;=
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&

$

!$

!

!AA;@

浓度
,̂ )U

诱导
$

*

!

*

"

*

%

*

:0

后菌液
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(@;=
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!!

$

!P

!
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浓度
,̂ )U

诱导
$

*

!

*

"

*

%

*

:0

后菌液
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)

图
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!!

含重组质粒
(X"!

#

ST%

%经不同浓度
,̂)U

诱导

$

$

:0

后对其表达蛋白的
c<7=<I8.(@;=
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+

P&4

+

国际检验医学杂志
"$!!

年
&

月第
%"

卷第
4

期
!

,8=̀ X>?-<1

!

K̀8<"$!!

!

M;@#%"

!

2;#4



B

!

讨
!!

论

在蛋白研究方面#现国内多用细菌表达体系获得所需蛋

白)当利用基因工程方法表达蛋白质时#除了考虑外源蛋白表

达后的性质#还要考虑目的蛋白是否为胞外蛋白*表达量#以及

有无简单易行的纯化方法对表达的蛋白质进行纯化以获得高

纯度蛋白质)外源蛋白质的高效表达与表达系统*表达条件密

切相关)

大肠杆菌表达系统是较为常用的一种)其优点是遗传背

景比较清楚*表达水平较稳定*易操作*有许多菌株突变体和含

强启动子的载体可供选择#并且成本低*蛋白表达量高*容易纯

化等)本实验从人外周血单核细胞中提取总
*2'

#通过
R̂*

得到了人胞外段
,X.!*

(

基因#并将其插入原核表达质粒

G

T)%">

$

g

&#构建了重组表达载体
G

T)%">.,X.!*

(

)在重组

质粒的构建过程中#本实验是通过化学法将
,X.!*

(

和质粒连

接反应液转化
S3P

%

感受态#感受态是本实验室通过
R>R@

"

法

制备获得#由于多种原因导致转化效率较低#将转化后菌液涂

布到含抗生素平板上过夜培养后平板上只生长
P

个单菌落#挑

取各个单菌落进行
R̂*

检测后发现均有特异性条带#但是有

"

个单菌落的
R̂*

产物条带在阳性对照的下方$结果未给

出&#其他
%

个单菌落的
R̂*

产物条带位置正确)每个菌落均

转制新鲜的
X(

液体培养基过夜培养后送广州英伟捷基公司

测序#测序所用引物为自备
!̂

*

"̂

)测序结果在
2R(,

网站上

进行比对#发现
R̂*

产物条带位置正确的菌中均含有与胞外

段
,X.!*

(

基因完全符合的序列#而
R̂*

产物条带在阳性对

照条带下方的菌中只含有部分胞外段
,X.!*

(

基因#可能是由

于在转化过程中质粒发生基因缺失的突变所致)挑取阳性菌

落至
PAX

新鲜
X(

液体培养基过夜培养#第
"

天提取质粒)

由于不能确定回收后质粒浓度#所以在进行表达菌株转化的时

候分别取回收后质粒
"

*

P

*

/

!

X

进行转化)

("!

$

ST%

&感受态

是本实验室通过
R>R@

"

法制得)转化完成后置掌上离心机上

离心
"A68

后弃去部分上清#留
"$$

!

X

上清于管底用移液枪

轻柔混匀后涂布平板过夜培养)发现加
"

!

X

质粒进行转化所

涂布平板和加
P

!

X

质粒进行转化所涂布平板长满单菌落#

/

!

X

质粒进行转化所涂布平板无菌落生长)原因可能是
/

!

X

中质粒含量过高对感受态存在毒害作用#导致转化效率降低)

在两个长菌的平板上分别挑取
/

个单菌落进行
R̂*

鉴定#

R̂*

结果均有特异性条带并且位置正确)取其中
!

个单菌落

转至新鲜
X(

液体培养基中
%9\

*

""$I

"

A68

过夜培养#第
"

天送广州英伟捷基公司测序)测序结果在
2R(,

网站进行比

对后发现所测菌中含有与胞外段
,X.!*

(

基因完全符合的序

列)对测序正确单菌落进行
,̂)U

诱导#成功在大肠杆菌中表

达出了人胞外段
,X.!*

(

蛋白#该重组蛋白主要以包涵体形式

存在)对工程菌表达条件进行了初步的优化#结果显示#

,̂)U

浓度$

$#P

$

"#$AA;@

"

X

&对胞外段
,X.!*

(

蛋白表达量的改

变无明显影响#而
!0

之后随着诱导时间的延长蛋白表达量并

无上升趋势)

该研究结果为进一步获得人
,X.!*

(

重组蛋白#并研究其

结构*功能活性和抗体制备等奠定了一定的实验基础)
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血浆置换治疗前后患者肝功能的影响
!

经血浆置换治

疗后肝功能明显改善#

)(,X

*

S(,X

下降明显$

/

$

$#$!

&#

'X)

*

'Q)

下降明显$

/

$

$#$!

&#

'X(

明显上升)结果见表
"

)
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重型肝炎的发生是多种因素共同作用的结果#多数患者有

明显的出血症状#若救治不及时极容易导致死亡'

%

(

#因此即时

补充凝血因子#改善患者凝血机制是危急症重型肝炎患者治疗

的有效方法)血浆置换疗法作为新的治疗手段#不仅可以清除

中分子的毒性物质$氨*假神经递质*胆红素*内毒素*炎性细胞

因子&*减轻肝内炎症#同时还补充了血浆清蛋白和凝血因子#

解决低血压及水电解质紊乱#减轻患者的出血及水肿#改善肝

脏生存的内环境#促进肝细胞再生和肝功能恢复'

:

(

)

本研究结果显示#

:&

例患者经
%

$

:

次血浆置换后#肝功

能及凝血功能明显提高#临床症状大大缓解)表明人工肝疗法

可有效减轻肝脏负担#改善机体凝血功能#对重型肝炎疗效满

意#是一种有效的肝脏替代疗法)
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