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狆犜狀５犌犉犘转座质粒用于耐药鲍曼不动杆菌生物被膜相关基因

的研究
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　　【立论依据】　鲍曼不动杆菌（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｂａｕｍａｎｎｉｉ，ＡＢ）是一种革兰氏阴性球杆菌，是引起院内感染的主

要菌种之一，多重耐药和泛耐药ＡＢ菌株感染更是给临床治疗带来极大的困难。生物被膜形成能力与ＡＢ耐药以

及致病性密切相关。寻找ＡＢ生物被膜形成的关键基因对于ＡＢ相关疾病的预防和控制具有重要意义。转座子

是一段特殊的ＤＮＡ片段，在转座酶的作用下，可随机插入细菌基因组，使插入基因失活，改变相关表型。应用转

座子随机突变策略可以找出特定表型对应的基因，但是以传统的抗生素抗性基因作为报告基因显然不能满足对多

重耐药菌株的研究。

【设计思路】　绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）因为不需要单独加入底物并且易于观察而被广泛用来标记生物分子或细

胞。已有研究表明，ＧＦＰ基因插入细菌的染色体上后，可以有效地对细菌进行标记。基于转座质粒以及ＧＦＰ的特

点，本研究拟构建具有Ｔｎ５转座子和ＧＦＰ基因的ｐＴｎ５ＧＦＰ转座质粒，利用ＧＦＰ作为报告基因，构建临床分离的

多重耐药ＡＢ突变文库，进而筛选出ＡＢ生物被膜形成的关键基因，并对其功能进行研究。

【实验内容】　以ｐＧＦＰｍｕｔ３．１质粒为模板，扩增ＧＦＰ基因，将其连接入含有Ｔｎ５转座子的ｐＲＬ２７质粒，构建

ｐＴｎ５ＧＦＰ转座质粒。利用该质粒对多重耐药ＡＢ菌株进行转座子突变，构造突变文库。对突变株的生物被膜情

况进行分析，确定转座子插入位点，找出生物被膜形成的关键基因，并对其功能进行研究。

【材料】　临床多重耐药ＡＢ两株，Ｒ００５和Ｒ０３６，自北京大学人民医院获得。常用工具菌Ｅ．ｃｏｌｉＣＣ１１８λπ和

Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α。ｐＲＬ２７和ｐＧＦＰｍｕｔ３．１质粒由原实验室毕业研究生提供。

【可行性】　已成功构建了ｐＴｎ５ＧＦＰ转座质粒，该质粒在容纳菌株Ｅ．ｃｏｌｉＣＣ１１８λπ具有绿色荧光表型，并已

通过预实验初步确定了两株多重耐药ＡＢ生物被膜形成能力和最适实验条件。

【创新性】　本研究将ＧＦＰ报告基因的便捷性以及转座质粒的转座性结合起来，有效解决了因耐药性而无法

对泛耐药菌株构建突变文库的问题，结果直观，易于筛选，可行性高。

　　关键词：转座子；ＧＦＰ；多重耐药菌；鲍曼不动杆菌；生物被膜
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结核分枝杆菌３８犓犇蛋白对小鼠树突状细胞的功能影响
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　　【立论依据】　结核分枝杆菌（ＭＴＢ）是结核病的病原菌，属胞内寄生菌。ＭＴＢ感染机体后由抗原提呈细胞

（ＡＰＣ）将抗原分子提呈给初始Ｔ细胞，诱导体内产生以细胞免疫为主的适应性免疫应答。树突状细胞（ＤＣ）作为

提呈能力最强的ＡＰＣ在机体抗结核免疫中起着重要作用。有研究表明 ＭＴＢ可通过影响ＤＣ的功能来调节淋巴

细胞的应答。如Ｐａｌｍａ等发现 ＭＴＢ的ＰｓｔＳ１蛋白可刺激ＤＣ诱导记忆性Ｔ细胞增殖并分泌更多的ＩＦＮγ和ＩＬ
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２２；Ｂｙｕｎ等则发现Ｒｖ０３１５（一种新的 ＭＴＢ抗原）可促进ＤＣ的成熟进而诱导Ｔｈ１型免疫应答。而３８ＫＤ蛋白作

为 ＭＴＢ的一种具有强免疫原性的免疫原，其对树突状细胞的影响尚不清楚。本课题通过体外诱导表达 ＭＴＢ

３８ＫＤ蛋白，刺激小鼠ＤＣ，研究其相关分子的变化情况，以明确３８ＫＤ蛋白对ＤＣ的功能影响。

【设计思路】　构建３８ＫＤ载体，诱导蛋白表达纯化后体外刺激小鼠ＤＣ，在不同时间点检测ＤＣ相关分子表达

情况。

【实验内容】　３８ＫＤ蛋白基因从 ＭＴＢ提取扩增验证后，将其构建到ｐＥＴ２８ａ质粒上转入大肠杆菌ＢＬ２１

（ＤＥ３），ＩＰＴＧ诱导蛋白表达并纯化，以不同浓度３８ＫＤ蛋白刺激小鼠骨髓源ＤＣ，在不同时间点用流式细胞术检测

表面ＣＤ１１ｃ、Ｂ７、ＭＨＣⅡ等分子表达、ＥＬＩＳＡ检测培养上清ＩＬ４、ＩＬ１０、ＩＬ１２、ＩＦＮγ分泌情况。

【材料】　昆明小鼠、ＭＴＢ菌株、质粒ｐＥＴ２８ａ、ＢＬ２１（ＤＥ３）、ＤＮＡ纯化试剂盒、质粒提取试剂盒、ＳＤＳＰＡＧＥ配

胶所需试剂、相关细胞因子ＥＬＩＳＡ检测试剂盒、荧光标记抗体（抗ＣＤ１１ｃ、Ｂ７、ＭＨＣⅡ）等。

【可行性】　已有研究表明 ＭＴＢ的抗原成分与ＤＣ有关，３８ＫＤ蛋白作为 ＭＴＢ的主要免疫原，极有可能对ＤＣ

的功能有一定的影响；项目组已构建３８ＫＤ蛋白原核表达载体，并参与发表相关科研文章，具有一定的结核研究基

础，并可提供相关理论和技术支持。

【创新性】　本课题首次观察 ＭＴＢ３８ＫＤ蛋白对小鼠ＤＣ的影响，为后续抗 ＭＴＢ感染机制的研究提供理论基

础。
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栀子柏皮汤与阿苯达唑对肝吸虫感染大鼠肝胆管的保护作用
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　　【立论依据】　肝吸虫可引起宿主肝胆管炎症，严重感染导致门脉区肝纤维组织增生和肝细胞萎缩变性。阿苯

达唑广泛应用于肝吸虫病治疗，但存在与成虫寄生部位隔离、副作用大、患者依从性不佳等不足。栀子柏皮汤具有

消炎、抗菌、解热、护肝、利胆等作用。

【设计思路】　本研究拟用栀子柏皮汤和阿苯达唑按析因设计治疗肝吸虫感染模型大鼠，通过观察各组大鼠的

胆汁分泌量、肝功能血清学指标及肝胆管组织病理学改变，初步探讨栀子柏皮汤和阿苯达唑对肝胆管的影响及其

相互作用，为其临床应用提供实验依据。

【实验内容】　（１）建立肝吸虫感染大鼠模型；（２）动物分组及处理：动物按２×２析因设计分组，各治疗组接受

相应药物治疗，模型组取等量生理盐水灌胃，平行操作；（３）胆汁引流术测胆汁流量；（４）腹主动脉取血，检测血清谷

丙转氨酶 （ＡＬＴ）、谷草转氨酶 （ＡＳＴ）、总胆红素（ＴＢＩＬ）、透明质酸酶（ＨＡ）、层粘连蛋白（ＬＮ）和Ⅲ型前胶原（ＰＣ

Ⅲ）水平；（５）大鼠肝胆管组织病理学检查。

【材料】　（１）含肝吸虫囊蚴的麦穗鱼；（２）１８０～２２０ｇＳＤ大鼠５０只；（３）栀子、黄柏、甘草；（４）透明质酸酶

（ＨＡ）、层粘连蛋白（ＬＮ）和Ⅲ型前胶原（ＰＣⅢ）试剂盒。

【可行性】　（１）栀子柏皮汤具有护肝利胆、消炎抗菌的作用，阿苯达唑可杀灭肝吸虫成虫，本研究从消灭病原

体和保护宿主两方面联合用药以增强疗效，在理论上具备可行性；（２）本课题预实验中已成功建立肝吸虫囊蚴感染

大鼠模型；（３）课题组成员已掌握动物实验技术；（４）实验室具备相应的实验设备和器材。

【创新性】　本实验首次采用析因设计的方法来研究栀子柏皮汤与阿苯达唑对肝吸虫感染大鼠肝胆管的影响，

既探讨栀子柏皮汤对肝吸虫感染大鼠的保肝利胆作用，又探讨阿苯达唑对肝吸虫的直接杀灭效果，并分析栀子柏

皮汤与阿苯达唑之间的交互作用。实验结果可为栀子柏皮汤临床应用于肝吸虫病的治疗提供科学依据。

　　关键词：栀子柏皮汤；阿苯达唑；肝吸虫感染；肝胆管
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