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利用分子生物学方法构建早期内吞体相关蛋白
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%慢病毒载体!并感染犬的巨噬细胞
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!建立稳定表达
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的
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细胞系&方法
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将聚合酶链反应"
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%扩增得到的
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和慢病毒载体
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双酶切后连接!构建慢病毒表达载体
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!经酶切'测序鉴定重组质粒&将重组载体与包装系

统
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质粒共转染
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细胞!包装慢病毒并测定滴度&将构建好的慢病毒表达载体感染
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细胞!通过实时荧光定量
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%和
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检测
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细胞中
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的过表达情况&进一步

利用查菲埃立克体感染稳定表达
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的
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细胞&结果
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经双酶切分析和测序!证实插入

序列正确!成功构建慢病毒表达质粒!并成功包装成慢病毒!病毒滴度为
#A#'

8

9B

#

CD

$病毒液有效感染
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细胞!依据
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的结果证实
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在
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和蛋白水平都成功过表达&用查菲埃立克体感染稳定表达
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的
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细胞
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后!细胞感染率降低!

查菲埃立克体在细胞内的增殖被抑制&结论
"

成功构建了绿色荧光蛋白标记的携带
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基因的慢病毒载体
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!建立稳定高表达
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的犬巨噬细胞系
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过表达后!查菲埃立克体的繁殖受

到抑制&

关键词"查菲埃立克体$
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早期内吞体相关蛋白
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查菲埃立克体为一类革兰阴性专性细胞内寄生

病原体'是重要的人兽共患自然疫源性疾病病原体&

该病原体通过受体介导的内吞侵入宿主细胞'在细胞

质空泡中'以膜包裹的包涵体形式生存和繁殖&诸多

研究表明(

#3$

)

'查菲埃立克体通过抑制吞噬体溶酶体

的融合'从而逃避宿主杀伤并导致宿主的持续性感

染'但其机制尚不清楚&本课题组前期研究发现'查

菲埃立克体吞噬体虽然具有早期吞噬体标记分子

/O?(

'且空泡型腺苷三磷酸酶为阳性'但是缺乏溶酶

体标记分子'导致吞噬体的发育成熟及其与溶酶体的

融合受到了抑制(

%

)

&

早期内吞体相关蛋白
#

$

!!"#

%为
/O?(

重要的

效应分子之一'通过与活化形式的
/O?(

$

/O?(309-

%

相互作用在早期吞噬体的发育成熟过程中发挥关键

作用(

*

)

&以往的研究以及本课题组前期的研究均证

实了查菲埃立克体感染宿主细胞后'

/O?(

存在于吞

噬体上'但吞噬体与溶酶体融合受到了抑制'本课题

组推测
/O?(

的效应分子
!!"#

在病原体感染过程中

发挥重要作用&为验证此假设'本研究拟构建
!!"#

的慢病毒表达载体系统'建立稳定转染的
+,)$

细胞

系'探索
!!"#

过表达后对细胞感染率及病原体繁殖

的影响'为进一步阐明查菲埃立克体导致宿主持续感

染的致病机制提供理论和实验依据&
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材料与方法
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试剂
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慢病毒载体
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*包装质粒
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"
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连接酶购自上海生工公司+质

粒抽提试剂盒购自
Ĉ5

R

O

公司+胎牛血清*

+[![

培养基*

[![

培养基购自
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产物快

速胶回收试剂盒*质粒抽提试剂盒*实时荧光定量

-./

$

:
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%试剂盒均购自
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公司+
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单克

隆抗体购自
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公司+兔抗鼠
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R

03,/-

购自

中山生物技术有限公司+
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细胞*查菲埃立克体分

离株由美国德克萨斯医学院病理系于学杰教授惠赠+

$8%9

细胞由陆军军医大学药学与检验医学系临床微

生物与免疫学教研室惠赠&
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引物设计与目的片段的扩增
"

使用
97KW@6

法提

取犬巨噬细胞总
/G"

'反转录获得
M+G"

'以
M+G"

为模板扩增目的基因&从
G.\Y

数据库中搜索到

!!"#

序列'交由上海吉凯生物有限公司进行引物合

成&上游引物序列!
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00" ""9 90. "3%̀

'下游引物序列为!
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下划线区为酶切位点'上游引物酶切位点为
\OC,

"

'下游引物酶切位点为
"

R

5
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&以含有待扩增序列

的
+G"

为模板进行
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扩增&

-./

反应条件!
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预变性
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'

()a*'<

'

2$a((<

'共

%'

个循环+最后
2$a

延伸
#'CK>

&
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琼脂糖凝胶电

泳回收基因片段&
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慢病毒表达载体
01$)23!!"#

的构建与鉴

定
"

-./

扩增产物经
#F

琼脂糖凝胶电泳'回收目的

片段并纯化&目的片段进行
\OC,

"

和
"

R

5

"

双酶

切'并与慢病毒表达载体
01$)2

连接&连接产物转

化感受态受体菌
!&M@6K+,(O

'经氨卞抗性筛选'挑取

单菌落增菌后抽提质粒'对质粒进行
\OC,

"

和
"

R

5

"

双酶切鉴定&经双酶切及
-./

鉴定阳性的重组质

粒送上海生工公司测序&
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"
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慢病毒的包装和滴度测定
"

将成功构建

的
01$)23!!"#

载体与
$

种辅助包装载体
4

,56
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57#&

'
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4

,56

4
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混合'按照
Y>SK=7@

R
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公司
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脂质

体转染试剂盒说明共转染
$8%9

细胞&

%2a

孵育
)I

后弃掉培养基'

-\_

洗涤
%

次'加入新鲜培养基'

%2a

继续培养
*)I

&收集含有病毒颗粒的
$8%9

细胞上

清'

*a*'''A

R

离心
#'CK>

'去除细胞碎片'以
'&*(

#

C

滤器过滤上清液'获得慢病毒原液'并使用逐孔稀

释法测定病毒滴度&测定前
#Q

'按照每孔
#A#'

* 个

细胞将
$8%9

细胞接种于
8H

孔板'每孔接种
#''

#

D

'

%2a

*

(F .̂

$

条件下培养
$*I

&准备
)

个
!

4

管'每

管中加入
8'

#

D

无血清培养基'取待测定的病毒原液

#'

#

D

加入到第
#

管中'混匀后取
#'

#

D

加入到第
$

管中'依次倍比稀释至最后
#

管&选取所需细胞孔'

弃去原孔中
8'

#

D

培养液'加入
8'

#

D

对应稀释好的

病毒原液'

%2a

*

(F .̂

$

条件下继续培养'

$*I

后加

入完全培养基
#''

#

D

'

8HI

后观察荧光表达情况&根

据表达绿色荧光蛋白的细胞数计算病毒滴度&病毒

滴度$

9B

"

CD

%

b0E-

阳性细胞数"稀释倍数&

>&B

"

慢病毒感染
+,)$

细胞及
:

-./

鉴定
!!"#

表

达
"

将生长状态良好的
+,)$

细胞接种在
H

孔板'每

孔
$A#'

( 个细胞'培养过夜&细胞密度达到
2'F

$

)'F

时'按照慢病毒转染复数$

[ Ŷ

%
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进行转染&弃
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去细胞上清液'加入
01$)23!!"#

慢病毒与无血清

培养基的混合液'加入
-@6

P

?75>5

至终浓度为
H

#

R

"

CD

&同时设立慢病毒空载体
01$)2

对照组'培养条

件同
01$)23!!"#

慢病毒感染组&

#$I

后更换细胞

上清为新鲜
[![

培养基'继续培养
2$I

'在荧光显

微镜下观察
01$)23!!"#

慢病毒感染组细胞内
0E-

表达'计算慢病毒感染效率&分别收集
01$)23!!"#

慢病毒载体和
01$)2

慢病毒空载体感染的
+,)$

细

胞'提取各组细胞总
/G"

&采用
9O]O/O

公司
:

-./

试剂盒检测
!!"#

表达水平&以总
/G"

反转录生成

M+G"

'以
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为模板进行实时定量
-./

扩增&
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90"0""0..999..."."3%̀

+反应条件!

8(a

%'<

+

8(a(<

'

H'a%'<

'

*(

个循环+

8(a#(<

'

((

a%'<

'

8(a#(<

&应用相对定量法进行数据分析&

C/G"

的相对表达量用
$

c

%%

.?方法来表示'其中
%

.?

b

目的基因
.?

值
c

内参基因
.?

值'

c

%%

.?b

对照组

%

.?

平均值
c

各样品
%

.?

值&

$

c

%%

.?反映实验组相对

对照组样品目的基因的相对表达水平&

>&C

"

;5<=57>?6@=

检测感染细胞
!!"#

的表达
"

分

别收集
01$)23!!"#

慢病毒感染组和
01$)2

慢病毒

空载体组的
+,)$

细胞'用
*a

预冷的
-\_

洗涤细胞

%

次'

)''7

"

CK>

离心收集细胞&加入预冷的含有酶抑

制剂
-[_E

的细胞裂解液
/Y-"

'冰浴
(

$

#'CK>

后

刮取细胞至离心管'冰浴超声
%

次'每次
#'<

&

*a

条

件下'

#''''7

"

CK>

离心后收集上清'加入上样缓冲

液'并于
#'' a

煮沸
#' CK>

&蛋白经
#$F _+_3

-"0!

分离后'将凝胶电转印至硝酸纤维素膜上'用

(F

脱脂奶粉封闭过夜以阻断非特异性结合位点&利

用
!!"#

单克隆抗体作为一抗'

,/-

标记的兔抗鼠

Y

R

0

作为二抗'进行
;5<=57>?6@=

检测'同时以
\_"

作为阴性对照&

>&D

"

+,)$

细胞感染率及胞内查菲埃立克体繁殖检

测
"

当细胞感染率达到
8'F

时'收集细胞'

[![

培

养基洗涤后'加入不含新生牛血清的
[![

细胞培养

液'重悬细胞'加入玻璃珠'利用震荡器破碎细胞$

%

次'

%'<

"次%'

*a

'

*''A

R

离心
%CK>

去除细胞核和

未破碎的细胞'利用
(

#

C

过滤器分离获得不含宿主

细胞的查菲埃立克体&待
+,)$

细胞及稳定高表达

!!"#

的
+,)$

细胞密度约为
H'F

时'加入不含宿主

细胞的查菲埃立克体$

[ Ŷb('

!

#

$

#''

!

#

%'

%2 a

*

(F .̂

$

孵箱培养
#$

*

$*

*

%H

*

*)

*

H'

*

2$I

后'参考文

献(

(

)的方法'通过
+KUU3LNKX

染色分别检测
+,)$

细

胞组及高表达
!!"#+,)$

细胞组在不同感染时间

的细胞感染率并计数细胞内染成紫色的查菲埃立克

体桑葚状包涵体数目&

>&E

"

统计学处理
"

采用
_-__#8&'

软件进行数据分

析'符合正态分布的计量资料采用
3dH

表示'组间均

数比较采用两独立样本的
?

检验'

I

%

'&'(

为差异具

有统计学意义&

?

"

结
""

果

?&>

"

重组慢病毒载体
01$)23!!"#

的酶切鉴定与

测序
"

经过
-./

扩增及
#F

琼脂糖凝胶电泳检测'所

得产物
!!"#

基因片段大小为
*''?

4

'与预期大小相

符&

-./

产物酶切后'与载体
01$)2

连接'转化感受

态受体菌
+,(O

'经氨卞抗性筛选挑取单个菌落增菌

后'抽提质粒'经
\OC,

"

和
"

R

5

"

双酶切后电泳检

测'在
*''?

4

处可见酶切片段'见图
#

&初步证实目

的基因已经插入到质粒载体
01$)2

中&重组质粒测

序结果表明'目的基因成功克隆入慢病毒载体'其序

列与
05>5\O>X

中公布的完全一致&

""

注!

#

为
01$)23!!"#

双酶切后的产物+

$

为标准带

图
#

""

重组慢病毒载体
01$)23!!"#

的双酶切鉴定

?&?

"

慢病毒载体
01$)23!!"#

的包装与病毒滴度

测定
"

将构建的慢病毒载体
01$)23!!"#

及包装质

粒载体共转染
$8%9

细胞'收集浓缩病毒液&慢病毒

表达载体中含有绿色荧光蛋白报告基因标记'可通过

荧光显微镜计数荧光细胞'结合稀释倍数计算病毒滴

度&荧光显微镜观察可见大量绿色荧光'见图
$

&提

示转染成功&本次构建病毒滴度为
#A#'

8

9B

"

CD

&

""

注!

"

为
01$)23!!"#

转染
$8%9

细胞后白光图像$

A$''

%+

\

为

01$)23!!"#

转染
$8%9

细胞后绿色荧光图像$

A$''

%

图
$

""

慢病毒载体转染
$8%9

后
0E-

表达

?&@

"

慢病毒
01$)23!!"#

感染
+,)$

细胞
"

携带

!!"#

基因的慢病毒感染
+,)$

细胞后'荧光显微镜

可观察到绿色荧光蛋白的表达'感染率为
)'F

以上'

见图
%

&

?&A

":

-./

检测
!!"#C/G"

的表达
":

-./

检测

结果显示'

01$)23!!"#

慢病毒载体与
01$)2

病毒

空载体感染的
+,)$

细胞表达
!!"#

存在差异'

01$)23!!"#

慢病 毒感染组
!!"#

表 达丰 度 是

#

(82#

#

国际检验医学杂志
$'#8

年
)

月第
*'

卷第
#(

期
"

Y>=ZDO?[5Q

!

"N

R

N<=$'#8

!
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!

G@&#(



01$)2

慢病毒空载体对照组的
#$$2%*%&)$(

倍

$

I

%

'&'(

%'见图
*"

&

?&B

"

;5<=57>?6@=

检测感染细胞中
!!"#

的表

达
"

01$)23!!"#

及
01$)2

病毒空载体感染
+,)$

细胞
2$I

后'

;5<=57>?6@=

检测目的蛋白
!!"#

的表

达&与
01$)2

慢病毒空载体对照组相比
01$)23

!!"#

慢病毒感染组在相对分子质量
#2A#'

% 处检测

到一条明显的蛋白条带'而空载体对照组未检测到蛋

白条带&结果提示'慢病毒载体
01$)23!!"#

感染

的
+,)$

细胞中
!!"#

蛋白稳定表达'见图
*\

&

""

注!

"

为慢病毒
01$)23!!"#

感染
+,)$

细胞后白光图像$

A

$''

%+

\

为慢病毒
01$)23!!"#

感染
+,)$

细胞后绿色荧光图像$

A

$''

%

图
%

""

慢病毒感染
+,)$

后
0E-

表达

""

注!

"

为
:

-./

检测
!!"#C/G"

的表达'

01$)23M@>=7@6

表示

01$)2

慢病毒空载体对照组'

01$)23!!"#

表示
01$)23!!"#

慢病

毒感染组+

\

为
;5<=57>?6@=

检测
!!"#

蛋白的表达'

#

表示
01$)2

慢

病毒空载体对照组&

$

表示
01$)23!!"#

慢病毒感染组

图
*

"":

-./

及
;5<=57>?6@=

检测
!!"#

的表达

?&C

"

!!"#

过表达可抑制细胞感染及细胞内查菲埃

立克体桑葚状包涵体繁殖
"

如图
(

所示'查菲埃立克

体分别感染
+,)$

细胞及稳定高表达
!!"#

的
+,)$

细胞
%HI

后'高表达
!!"#+,)$

细胞组的细胞感染

率低于对照组的'差异具有统计学意义$

I

%

'&'(

%+高

表达
!!"#+,)$

细胞组细胞内查菲埃立克体包涵体

数目低于对照组'差异具有统计学意义$

I

%

'&'(

%&

感染后
*)I

'高表达
!!"#+,)$

细胞组细胞内包涵

体数目少于对照组'差异具有统计学意义$

I

%

'&'(

%'

但两组细胞感染率差异无统计学意义$

I

&

'&'(

%&感

染
$Q

后'高表达
!!"#

的
+,)$

细胞组与
+,)$

细

胞组的细胞感染率及胞内包涵体数目差异均无统计

学意义$

I

&

'&'(

%&结果表明'在感染后的
%HI

'细胞

感染率有所下降'胞内查菲埃立克体的增殖受到一定

程度的抑制&

""

注!

"

为细胞感染率的比较+

\

为包涵体数目的比较

图
(

""

!!"#

过表达对细胞感染及细胞内查菲埃

立克体桑葚状包涵体繁殖的影响

@

"

讨
""

论

""

立克次体目*无形体科*埃立克体属的查菲埃立

克体'是一种寄生于单核细胞内的革兰阴性病原体&

该病原体于
#8)2

年首次被报道'

#88#

年从患者血液

中获得分离鉴定(

H

)

&其所致疾病为单核细胞埃立克

体病$

,[!

%'是一种经蜱传播的人兽共患病&近年

来'世界范围内查菲埃立克体感染的报道逐年上升'

目前已成为世界性关注的疾病(

23)

)

&美国已将其列为

法定上报传染病&分子流行病学证据提示我国存在

人埃立克体病感染和流行的危险(

83#'

)

&然而'我国对

埃立克体的研究开展较晚'临床确诊病例较少'埃立

克体导致宿主持续感染的机制研究还尚属空白&因

此'有必要及时深入开展埃立克体的相关研究'明确

其与宿主相互作用模式和致病机制'为埃立克体的防

控提供参考和指导&但是'查菲埃立克体为专性细胞

内寄生病原体'无法在体外培养基中分离培养'其基

因敲除技术也面临巨大挑战'并且缺乏有效的研究工

具'很大程度上制约了其与宿主细胞相互作用机制的

研究&

/O?

蛋白是一类属于
/O<

蛋白家族的小
09-

酶'人的
/O?

蛋白包括
H'

多个成员'

/O?

蛋白家族成

员可以特异性地定位于胞质中的某些亚细胞器(

##

)

'参

与调节细胞内的蛋白转运过程'包括囊泡的形成*迁

移和融合过程(

#$3#*

)

&

/O?(

主要位于早期内体'控制

#

H82#

#

国际检验医学杂志
$'#8

年
)

月第
*'

卷第
#(

期
"

Y>=ZDO?[5Q

!

"N

R
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!
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早期内体间的融合与成熟(

#(

)

'可作为早期吞噬体的标

记分子&

/O?(

存在活化和失活两种功能状态'与

0+-

结合时处于失活状态'而与
09-

结合时为活化

状态&

!!"#

是
/O?(

蛋白重要的效应分子'

!!"#

与

/O?(309-

相互作用使早期吞噬体发育为晚期吞噬

体&以往的研究发现
!!"#

存在于查菲埃立克体吞

噬体上(

#H

)

+另有研究报道'

!!"#

短暂$宿主细胞吞噬

乳胶珠的
#I

内%地募集于乳胶珠吞噬体上'但在结核

分枝杆菌吞噬体上未检测到
!!"#

(

#2

)

+课题组前期利

用密度梯度离心法成功获得了查菲埃立克体吞噬体'

并将吞噬体进行质谱分析'质谱结果显示查菲埃立克

体吞噬体具有早期吞噬体标记分子
/O?(

'但未检测

到
!!"#

及溶酶体标志分子(

%

)

'推测可能原因!

!!"#

短暂的一过性地出现在查菲埃立克体吞噬体上'并与

/O?(

相互作用促进吞噬体的发育'但本课题组提取

吞噬体并进行质谱检测是在感染率达到
8'F

'此时距

病原体感染宿主细胞已有
$

$

%Q

的时间&基于以上

论述'

/O?(

的效应分子
!!"#

成为进一步研究查菲

埃立克体抑制吞噬体溶酶体融合机制的关键分子之

一'如果可以获得
!!"#

的过表达细胞株'将为下一

步研究查菲埃立克体致病机制提供实验基础&

犬的巨噬细胞
+,)$

细胞是查菲埃立克体的易

感细胞'因此本研究选用
+,)$

细胞作为工具细胞&

慢病毒载体是在人类免疫缺陷病毒
#

型基础上改造

而成的一种能高效地将目的基因有效地整合到宿主

染色体上并达到持久性表达的病毒载体系统&与其

他反转录病毒相比'慢病毒不仅对分裂细胞和非分裂

细胞均具有感染能力'而且具有长期稳定表达*对组

织器官无毒性作用*外源基因片段容量大等优点&为

了获得长期稳定表达
!!"#

的细胞株'本研究选用慢

病毒载体&

本研究首先采用分子生物学技术和基因工程技

术'构建了慢病毒表达质粒
01$)23!!"#

'经测序证

实插入片段序列准确无误&将慢病毒重组载体

01$)23!!"#

转染
$8%9

细胞'结果证实病毒具有良

好的滴度及转染效率&然后'利用构建成功的
!!"#

慢病毒载体感染犬的巨噬细胞
+,)$

'通过
:

-./

和

;5<=57>?6@=

从
C/G"

及蛋白水平检测
+,)$

细胞

中
!!"#

的表达情况'结果显示慢病毒成功感染

+,)$

细胞&那么'

!!"#

过表达后'是否会降低病原

体在胞内的繁殖呢, 本课题组又进一步用查菲埃立

克体感染稳定表达
!!"#

的
+,)$

细胞'结果发现在

感染后的
%HI

'细胞感染率有所下降'胞内查菲埃立

克体的增殖受到一定程度的抑制'但病原体没有能够

被完全清除&这一结果提示'

/O?(

与单一效应分子

!!"#

相互作用不足以完全清除病原体+宿主细胞多

种分子在吞噬体与溶酶体融合以及吞噬溶酶体形成

中均发挥作用'其他分子'如
/O?2

*

/O?2

的效应分子

/YD-

"

/̂-#D

*

/O?2

与
/O?(

的共同效应分子
[@>#

"

.MW#

'在查菲埃立克体吞噬体成熟*吞噬溶酶体形成*

清除病原体过程中发挥的作用仍有待后续实验进一

步研究&

A

"

结
""

论

""

综上所述'本实验成功构建了
!!"#

慢病毒表达

载体'建立
+,)$3!!"#

稳定转染细胞系'

!!"#

过表

达后'病原体的繁殖受到抑制'为进一步研究查菲埃

立克体抑制吞噬体溶酶体融合机制提供实验基础&

但是'本研究仍存在一些不足'

!!"#

过表达后'尽管

在一定程度上对查菲埃立克体的繁殖起到了抑制作

用'但并未清除病原体&其他效应分子的作用及这些

分子与
!!"#

协同在促进吞噬体成熟*吞噬溶酶体形

成*有效清除病原体中发挥的作用有待进一步研究'

本课题组将会在后续研究中不断探索&
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表达量显著增加'同时发现亲本株细胞与耐药株细胞

的
CK/3$#)

表达量差异无统计学意义$

I

&

'&'(

%'说

明耐药的发生可能与
CK/3$#)

表达量无关&在含有

一定量顺铂的培养基中
CK/3$#)

"耐顺铂
_K,O

的增

殖速度和
Y.

('

显著低于耐药株'但与亲本株无差异'

说明虽然耐药的发生过程与
CK/3$#)

无关'但过量表

达
CK/3$#)

后可以增加耐药株细胞对顺铂的敏感性&

之后的划痕试验和
97O><V566

试验均证实了
CK/3$#)

对耐药株细胞迁移和侵袭能力的抑制'这与目前大多

研究结果相一致&

本研究通过持续缓慢增加顺铂浓度的方法成功

构建了
_K,O

耐药株'慢病毒转染法建立了过表达

CK/3$#)

的
_K,O

细胞株及耐药株&与
_K,O

及耐顺

铂
_K,O

相比'

CK/3$#)

"耐顺铂
_K,O

细胞株的
CK/3

$#)

表达量显著升高+在含有顺铂培养液中'耐顺铂

_K,O

的克隆增殖与
Y.

('

显著高于
_K,O

与
CK/3$#)

"

耐顺铂
_K,O

'

CK/3$#)

"耐顺铂
_K,O

的划痕愈合率与

细胞穿膜次数显著低于
_K,O

及耐顺铂
_K,O
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论
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基因可能不参与宫颈癌细胞的耐药发

生'但对于已经发生耐药的宫颈癌细胞'转染
CK/3$#)

基因后使基因过表达
CK/

'则可以增加对顺铂的敏感

性'同时迁移和侵袭能力下降'对于临床耐药而导致

化疗失败的患者而言'提供了一条新的科研和治疗
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