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登革病毒狆狉犕蛋白糖基化对犃犇犈的影响
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　　【立论依据及设计思路】　登革病毒的致病作用表现复杂，目前大多数学者均认同 Ｈａｌｓｔｅａｄ等于１９７７年提出

的抗体依赖增强效应（ＡＤＥ）学说。现已知与机体免疫应答有关的病毒蛋白包括Ｅ蛋白、Ｍ蛋白和ＮＳ１蛋白。其

中，ｐｒＭ蛋白（即 Ｍ蛋白的前体）的切割是未成熟登革病毒颗粒向成熟病毒颗粒转变的关键步骤。且ｐｒＭ蛋白为

黄病毒属的主要表面抗原，能诱导机体产生特异性抗体，研究发现其亦与ＡＤＥ作用相关。同行及我们的研究均发

现ｐｒＭ抗体是诱导ＡＤＥ作用发生的主要增强型抗体。ｐｒＭ 蛋白本身为糖蛋白，其糖基化位点存在于７、３１、５２

上。目前对于ｐｒＭ蛋白各位点的糖基化作用及其机制不明，特别是其对 ＡＤＥ作用的影响尚无报道。因此，本实

验通过构建单个和多个糖基化位点突变的真核表达载体，制备突变后ｐｒＭ抗体，探讨登革病毒ｐｒＭ蛋白Ｎ糖基

化位点７、３１、５２的单个和多个位点的突变重组对其ＡＤＥ效应的影响。

【实验内容】　 通过聚合酶链式反应（ＰＣＲ）、突变体的设计与构建技术构建重组真核表达载体ｐＰＩＣＺαＡｐｒＭ，

通过毕赤酵母表达系统稳定表达并纯化蛋白，免疫小鼠，制备鼠多克隆抗体。用分析型流式细胞仪和荧光定量

ＰＣＲ两种方法检测ＡＤＥ效应。

【材料】　 酵母表达质粒ｐＰＩＣＺαＡ；菌株Ｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓｘ３３；实验小鼠；Ｃ６／３６细胞株；ＬｏＶｏ细胞株。

【可行性】　预期结果：（１）ｐｒＭ蛋白的各位点的糖基化都将对病毒的ＡＤＥ效应有所影响，且糖基化位点越多，

对ＡＤＥ效应影响越大。（２）ｐｒＭ蛋白部分位点的糖基化将对病毒的ＡＤＥ效应有所影响，且不同位点影响不同。

（３）ｐｒＭ蛋白３个位点的糖基化对病毒的ＡＤＥ效应都没有影响。

【创新性】　登革病毒是广泛流行于热带亚热带危害较大的虫媒病毒。人们对登革出血热和登革休克综合征

机制未明确。其次，从蛋白糖基化角度研究探讨ｐｒＭ蛋白参与ＡＤＥ效应的可能机制尚未见报道。本研究项目有

助于进一步探讨ＤＨＦ／ＤＳＳ的发生机制，并能为新型登革热病毒疫苗与药物的研发提供新方向或者新思路。
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　　【立论依据及设计思路】　血吸虫病是我国重点防治的重大传染病，虫卵既是主要致病因子，又是传播的关键

环节。迄今唯一有效杀虫药物吡喹酮虽能杀虫但不能清除沉积宿主肝脏和肠系膜静脉中的虫卵，且已发现吡喹酮

耐药虫株，故研发血吸虫病新型防治药物刻不容缓。众多研究确证α生育酚可明显促进哺乳动物的生殖性能，但

对无脊椎动物血吸虫的生殖作用未见报道。我们第一次证实α生育酚喂食感染血吸虫小鼠，可显著抑制血吸虫的

发育成熟。课题组拟进一步结合体内外实验，以揭示α生育酚抑制血吸虫性成熟的分子基础及相关机制。

【实验内容】　（１）α生育酚对感染小鼠血吸虫性成熟抑制作用的时间、剂量效应研究：确定作用的最佳喂食时

间和最佳浓度。（２）α生育酚抑制血吸虫性成熟的宿主普适性研究：新增ＳＤ大鼠、新西兰兔等为血吸虫感染模型。
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