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新发现的人体组织内原虫致病性研究

吴维清；指导教师：朱淮民，彭　恒

第二军医大学２０１０级临床医学五年制

　　【目的】　研究新发病原体的感染途径和致病性。

【方法】　建立持续的病原体体外培养。筛选合适培养基，患者样本培养，并进行形态学观察；建立动物感染模

型。实验小鼠用病原体培养物，经腹腔和经口两种给药方式感染。每天观察小鼠的基本情况，并定期收集小鼠粪

便检查；小鼠死亡后解剖，取脏器进行大体观察、病变组织的病理学及免疫组织化学染色观察。取培养物用真核生

物小核糖体ＲＮＡ通用引物和棘阿米巴通用引物进行ＰＣＲ扩增。

【结果】　经口感染的小鼠全部存活，一般情况无显著变化。收集小鼠粪便，观察到与培养物中相似原虫。腹

腔注射原虫的小鼠很快出现精神不振、活动度低以及食欲下降等表现，并在２ｄ内死亡。死亡小鼠解剖，大体标本

观察：肝脏和肺脏色泽暗淡。ＨＥ染色：小鼠的肺组织有大量的炎症细胞浸润，血管扩张，肺泡间隔因炎性水肿变

宽甚至融合，并观察到较多的近似球形寄生物，也有长条不定形状结构。肝脏和肺脏出现小灶性的坏死。免疫组

织化学观察：肺组织中观察到较多的黑褐色颗粒，肝脏中黑褐色颗粒少见。棘阿米巴通用引物ＰＣＲ扩增得到的条

带经测序显示为一种棘阿米巴（犃犮犪狀狋犺犪犿狅犲犫犪犵狉犻犳犳犻狀犻）。经阅读文献，该棘阿米巴的形态与病变组织中所见长条

不定形状结构相似，而球形结构不符合棘阿米巴的形态，该球形物可能未被扩增。

【结论】　该寄生物为原生动物，可能为混合种类感染，其中有犃．犵狉犻犳犳犻狀犻，而球形原生动物的分类地位仍不

清楚。感染方式可能为经口感染，在某种条件下，可穿过肠壁血管造成其他脏器的病变。新病原体主要对肺脏和

肝脏损伤严重，毒力较强，可致小鼠死亡。
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　　【目的】　全世界有１．７亿丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）携带者，其中８０％以上的 ＨＣＶ感染会慢性

化，由其所致的肝硬化、肝癌发病率逐年升高。针对丙肝，世界公认的方法是干扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，ＩＦＮ）治疗，但其副

作用较多，且对部分患者疗效不佳。新近研究表明髓样树突状细胞（ｍｙｅｌｏｉｄｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ，ｍＤＣｓ）功能失调可能

是ＨＣＶ感染慢性化的重要原因，但其具体机制尚不明确。胞内泛素剪辑蛋白Ａ２０，又称肿瘤坏死因子α诱导蛋白

３（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎ３，ＴＮＦＡＩＰ３），作为新近被发现的免疫负调控分子，可通过负反馈机

制调控ＴＮＦＲ、ＲＩＧ１及ＴＬＲ信号通路诱导的免疫反应，但目前其在 ＨＣＶ感染病程中的作用尚不清楚。本实验

拟通过检测不同人群中ｍＤＣ中Ａ２０表达及其对不同刺激的反应，同时分析其与相关免疫促进／抑制分子的关系，

揭示ｍＤＣ中Ａ２０分子在 ＨＣＶ慢性感染中的作用，为丙肝治疗提供新靶点。

【方法】　（１）收集健康及丙肝患者外周血并分为４组：健康组、未治疗组（ＨＣＶ感染时间＞１年）、治疗组

（ＩＦＮα治疗１～６个月）、持续病毒学反应组（丙肝治愈），分离外周血单核细胞并提纯 ｍＤＣ，用流式细胞术测定

ｍＤＣ纯度，用ＲＴＰＣＲ法测定各组 Ａ２０ｍＲＮＡ表达；（２）体外用ｐｏｌｙＩＣ和（或）ＩＦＮα刺激健康组及未治疗组

ｍＤＣ，用ＲＴＰＣＲ法测定Ａ２０表达；（３）处理同（２），用流式细胞术测定ＨＬＡＤＲ、ＣＤ８６、ＣＣＲ７、ＩＬ１０、ＩＬ１２等细胞

因子的表达水平，分析Ａ２０与其相关性。
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【结果】　与健康组相比，治疗组 ｍＤＣ中 Ａ２０表达显著下降，另两组则无统计学差异。与健康组相比，单用

ｐｏｌｙＩＣ处理时，未治疗组Ａ２０水平下降不明显；而单用ＩＦＮα或ｐｏｌｙＩＣ＋ＩＦＮα处理则无上述差异。ＩＦＮα刺激

后各组ｍＤＣ中 Ａ２０、ＩＬ１２表达较未处理前下调，ＨＬＡＤＲ、ＣＤ８６、ＣＣＲ７则上调；Ａ２０表达水平与 ＨＬＡＤＲ、

ＣＤ８６、ＣＣＲ７及ＩＬ１２呈负相关，与ＩＬ１０正相关。

【结论】　ＨＣＶ感染后ｍＤＣ失能，其Ａ２０持续处在正常水平，阻碍免疫反应活化致使感染慢性化；该过程可

能与 ＨＬＡＤＲ、免疫共刺激分子ＣＤ８６、ＣＣＲ７及免疫活化因子ＩＬ１２表达下调，免疫抑制因子ＩＬ１０上调有关。相

反，ＩＦＮα可以改善ｍＤＣ功能并下调Ａ２０表达，增强机体免疫功能、促进 ＨＣＶ清除。因此，Ａ２０沉默法可能成为

丙肝治疗新策略。
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　　【目的】　我国是汉坦病毒所致肾综合征出血热发病情况最为严重的国家，作为传统预防措施的灭活疫苗在预

防出血热发生中发挥了巨大的作用，然而仍存在免疫原性低，生产运输保存不便，免疫后机体不能获得长效免疫记

忆能力等缺陷。为克服传统灭活疫苗的诸多不足，近年研究多集中在核酸疫苗的探索上。常规ＤＮＡ疫苗表达的

蛋白属内源性抗原，抗原提呈细胞（ＡＰＣ）启动 ＭＨＣＩ类抗原加工途径，向ＣＤ８＋Ｔ细胞提呈 ＭＨＣＩ／抗原肽复合

物，而ＣＤ４＋Ｔ细胞不能被有效活化。溶酶体是外源性抗原加工途径 ＭＨＣⅡ类分子器室（ＭⅡＣ）的重要组成部

分。我们课题组利用溶酶体相关膜蛋白（ＬＡＭＰ）胞浆尾的靶向作用（可与内吞体／溶酶体膜结合并翻转其中），将

汉坦病毒胞膜糖蛋白（Ｇｎ）基因插入ＬＡＭＰ分子ｌｕｍｉｎａｌｄｏｍａｉｎ和ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ／ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｔａｉｌ之间，使Ｇｎ直

接进入 ＭⅡＣ，从而实现内源性抗原的 ＭＨＣⅠ类加工途径向 ＭＨＣⅡ类加工途径的转化。由此，不仅可同时激活

细胞免疫应答和体液免疫应答，还可获得较好的长效免疫记忆能力，保护机体免受汉坦病毒的感染和疾病的发生。

【方法】　构建质粒ｐＶＡＸＧｎ、ｐＶＡＸＬＡＭＰ、ｐＶＡＸＬＡＭＰ／Ｇｎ，转染２９３Ｔ细胞鉴定目的蛋白表达；高纯度

去内毒素质粒免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，设立灭活疫苗对照组；通过间接ＥＬＩＳＡ和中和试验评价体液免疫应答；采用酶

联免疫斑点试验（ＥＬＩＳｐｏｔ）与细胞杀伤试验共同评价特异性细胞免疫应答；夹心ＥＬＩＳＡ和实时定量ＰＣＲ（ｑＲＴ

ＰＣＲ）检测攻毒后体内各组织病毒载量评价保护效力。

【结果】　成功构建载体并有效表达目的蛋白；实验组小鼠血清特异性抗体和中和抗体效价都明显高于各对照

组，脾淋巴细胞特异性分泌ＩＦＮγ和ＣＴＬ杀伤活性亦均高于其他各组，体外结果表明：即使与传统灭活疫苗相比，

特异性细胞与体液免疫应答均显著增强；体内攻毒试验显示，实验组小鼠体内无汉坦病毒特异性抗原检出，表明接

种该疫苗可保护个体免受病毒感染；增强免疫观察到表位扩展，且仅在ＬＡＭＰ重组疫苗免疫小鼠组检测到长效记

忆性免疫应答。

【结论】　汉坦病毒胞膜糖蛋白与人溶酶体相关膜蛋白嵌合基因疫苗能够获得良好的特异性免疫应答，同时具

有很好的对抗病毒感染的保护效力和长效免疫记忆，这些都提示该新型汉坦病毒基因疫苗未来在临床上的应用

前景。
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