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【设计思路】　本实验拟建立免疫性肝损伤模型，从细胞、蛋白、基因水平对Ｔｈ１７、Ｔｒｅｇ细胞数量及功能进行

评估，探究Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞失衡与肝损伤的相关性及机制。并采用ＬＢＨ５８９分别从体内、体外观测免疫调控效

果。

【实验内容】　Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为两组。尾静脉注射ＣｏｎＡ建立模型组（ＣＣ），ＰＢＳ注射建立对照组（ＨＣ）。

ＣＣ组自第六周始腹腔注射ＬＢＨ５８９（乙组），甲组注射ＰＢＳ至建模结束，血清学肝功能检测及肝脏病理分析确定建

模成功。取外周取血检测ＴＩＭＰ１、ＨＡ水平。取ＰＢＭＣ体外细胞培养，用不同浓度ＬＢＨ５８９处理（Ｇ２、Ｇ３），ＰＢＳ

处理作为对照组（Ｇ１），ＥＬＩＳＡ检测上清液ＩＬ１７、ＩＬ６等相关细胞因子的含量。ＦＣＭ检测Ｔｈ１７细胞和Ｔｒｅｇ细胞

频率变化，计算Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ比值；免疫组织化学法检测Ｆｏｘｐ３、ＲＯＲγｔ蛋白表达情况；ＥＬＩＳＡ法检测外周血ＩＬ１７、

ＩＬ６等相关细胞因子。

【材料】　健康的雄性ｗｉｓｔａｒ大鼠、流式细胞仪、ｃｏｎＡ（白色冻干粉）、ＯＬＹＭＰＵＳ４００自动生化仪，免疫组化试

剂、ＥＬＩＳＡ反应试剂盒、ＴＩＭＰ１单克隆抗体试剂盒、ＤＭＳＯ溶剂、大鼠透明质酸ＥＬＩＳＡ试剂盒、９６孔培养板。

【可行性】　 课题思路逻辑、合理、创新，前期预结果良好。具备该课题实施所需的人员素质和实验环境。课

题指导教师多年来致力于肝病的免疫学研究，并取得一定成果。所属实验室为山东省十二五重点实验室，国家级

实验与教学示范中心，具有完善的实验科研环境。

【创新性】　肝病临床难治，关键在于机制不清。本课题首次提出把各细胞亚群的网络平衡学说应用于疾病的

研究，认为肝病的发展演变，关键在于Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞亚群的失衡，为肝病发生发展机制提供了理论依据。并通

过阻断ＳＴＡＴ３免疫调控Ｔｈ１７／Ｔｒｅｇ细胞平衡状态，以期肝脏损害发生改变，从而达到抑制病情的治疗目的，为其

临床治疗提供新的线索。

　　关键词：Ｔｈ１７细胞；Ｔｒｅｇ细胞；ＳＴＡＴ３；肝损伤
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　　【立论依据】　蛋白质磷酸化是细胞信号转导的重要调控机制，由蛋白磷酸酶和蛋白激酶协同调控。人体内由

１００多个酪氨酸磷酸酶和近４０个丝氨酸／苏氨酸磷酸酶完成大约２万５千个蛋白的去磷酸化反应，其磷酸酶与底

物的作用机制及其选择性是细胞信号转导的核心问题之一。丝氨酸／苏氨酸磷酸酶有十分重要的作用，而许多底

物仍然未知，所以我们主要研究此类磷酸酶。ＰＰＭ１Ａ是金属离子依赖性蛋白磷酸酶，属于丝氨酸／苏氨酸磷酸酶

中的ＰＰ２Ｃ家族，目前已经有人对其进行了一些研究，因此我们将ＰＰＭ１Ａ作为本课题的切入点。

【设计思路】　首先，本课题将对ＰＰＭ１Ａ的催化机制及底物特异性进行研究。然后，基于对ＰＰＭ１Ａ催化机理

的阐明，本课题将发明一种全新的底物陷阱技术———ｓｕｂｓｔｒａｔｅｔｒａｐｐｉｎｇ，从而为整个ＰＰ２Ｃ磷酸酶家族底物的阐明

带来革命性的变化。我们将利用这种新发展的底物陷阱技术，发现重要的ＰＰ２Ｃ磷酸酶家族成员，如ＰＰＭ１Ｄ和

ＰＰＭ１Ｇ的未知底物。Ｓｕｂｓｔｒａｔｅｔｒａｐｐｉｎｇ是一种发现酶的未知底物的新方法。由于酶与底物反应迅速，没有充足

的时间捕捉底物的信息，而酶的“陷阱突变体”可以结合底物但不水解底物，即底物亲和力、底物特异性不变，但催

化活性降低，从而可以帮助我们找到未知底物。

【实验内容】　（１）构建ＰＰＭ１Ａ的不同突变体，用小分子底物ｐＮＰＰ和短肽分别进行酶学分析，找到ｔｒａｐｐｉｎｇ

ｍｕｔａｎｔ；（２）ＧＳＴｐｕｌｌｄｏｗｎ验证找到的突变体的可行性；（３）将ＰＰＭ１Ａ的研究方法推广到ＰＰＭ１Ｄ和ＰＰＭ１Ｇ，进
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行酶学分析、免疫沉淀、质谱分析、ＧＳＴｐｕｌｌｄｏｗｎ验证，从而找到未知底物。

【材料】　大肠杆菌ｐＮＰＰ分子筛ＰＣＲ试剂 浓缩柱 酶标板 多肽底物等。

【可行性】　（１）已探索出一种ＰＰＭ１Ａ的突变体，对底物的特异性和亲和力不变，但催化活性很弱。（２）已表

达纯化出ＰＰＭ１Ｄ和ＰＰＭ１Ｇ的部分突变体，并进行了酶学分析。

【创新性】　（１）揭示ＰＰＭ１Ａ最基本的催化机制与酶学特性；（２）首次在丝氨酸／苏氨酸蛋白磷酸酶家族中提

出底物陷阱分子技术，在未来科研与临床应用中拥有广阔的前景。

　　关键词：底物陷阱技术；催化机制；ＰＰＭ１Ａ；ＰＰＭ１Ｄ；ＰＰＭ１Ｇ
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　　【立论依据】　淋巴酪氨酸磷酸酶（ＬＹＰ）是经典ＰＴＰ家族的非受体型成员之一，在免疫细胞的信号调控中发

挥关键作用。研究显示，ＬＹＰ的单核苷酸多态Ｃ１８５８Ｔ与多种自身免疫性疾病相关，该单核苷酸多态使ＬＹＰ产生

功能增强型的Ｒ６２０Ｗ 突变，因此，发展ＬＹＰ抑制剂是治疗自身免疫性疾病的一种潜在方法。

【设计思路】　我们的目的是快速、高通量地从化合物库中筛选ＬＹＰ抑制剂，进行生化研究，筛选出潜在的抑

制剂，并排除假阳性结果、筛选对ＬＹＰ具有选择性的抑制剂，并利用晶体结构分析、构建点突变等方法探究抑制剂

与ＬＹＰ作用的分子机制，同时研究抑制剂在体内的作用效果，为加快临床抗自身免疫药物的研究做贡献。

【实验内容】　我们应用了靶点结合基础上的虚拟筛选方法来确定ＬＹＰ的抑制剂，并把筛选方法和酶活测定

结合在一起。主要的研究内容如下：（ａ）运用虚拟筛选方法从化合物库中选择ＬＹＰ的潜在抑制剂。（ｂ）初筛，测定

抑制剂浓度为１０μＭ时ＬＹＰ对ｐＮＰＰ的水解能力，选择使ＬＹＰ活力降低的化合物进一步研究。（ｃ）测定抑制剂的

ＩＣ５０，排除初筛时的假阳性。（ｄ）测定抑制剂对其他ＰＴＰ的ＩＣ５０，检测抑制剂的选择性。（ｅ）测定抑制剂对ＬＹＰ

的林贝双倒数曲线，确定结合方式。（ｆ）将ＪｕｒｋａｔＴ细胞与抑制剂孵育，给予ａｎｔｉＣＤ３刺激，检测ＴＣＲ信号通路

中ＥＲＫ、ＬＣＫ的磷酸化水平。

【材料】　大肠杆菌ｐＮＰＰ分子筛ＰＣＲ试剂 浓缩柱 酶标板等。

【可行性】　我们根据晶体结构筛选到了２３种可能的新型抑制剂，其中９个在体外酶活实验中对ＬＹＰ蛋白有

较好的抑制结果，这些抑制剂的Ｋｉ均小于３０μｍｏｌ／Ｌ。其中，抑制效果最好的４个（Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３和 Ｍ４）抑制剂对

其它磷酸酶具有一定的选择性。进一步结果显示这些化合物是ＬＹＰ的竞争性抑制剂，抑制效果最好的是 Ｍ１，其

Ｋｉ是２．８７μｍｏｌ／Ｌ。细胞实验显示 Ｍ１和 Ｍ２能够上调ＴＣＲ介导的信号途径。

【创新性】　（１）利用虚拟筛选的方法筛选ＬＹＰ的抑制剂；（２）通过寻找蛋白磷酸酶的抑制剂来探索自身免疫

疾病的治疗靶点。

　　关键词：虚拟筛选；ＬＹＰ；抑制剂
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