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犎２犓犫／犗犞犃２５７２６４复合体的原核表达、折叠、纯化与鉴定

丁　双
１，顾冬梅２，许文锦２；指导教师：沈传来

１．东南大学２０１０级临床医学七年制

２．东南大学２０１０级护理学

　　【目的】　目前ｐＭＨＣ复合体（即 ＭＨＣ分子与抗原肽的复合体）常被用来检测特异性Ｔ细胞的数量，还是Ｔ

细胞功能分析、抗原表位验证以及Ｔ细胞靶向治疗等诸多方面的有力工具。但是其制备技术复杂，复性、折叠和

纯化等步骤受多种因素限制，产出效率较低。国内目前尚无生产厂家，一定程度上限制了我国基础与临床免疫学

的更快发展。本实验旨在制备小鼠 Ｈ２Ｋｂ／ＯＶＡ２５７２６４复合体，验证其正确构象和与特异性Ｔ细胞ＴＣＲ有效结合

的功能，为在小鼠模型中进行移植排斥和肿瘤的生物治疗研究提供靶向工具。

【方法】　利用ＩＰＴＧ诱导编码小鼠 Ｈ２Ｋ
ｂ蛋白重链的重组质粒和ＯＶＡβ２ｍ 融合蛋白的重组质粒在大肠杆

菌ＢＬ２１中表达；通过超声粉碎、洗涤、化学纯化等方法收集两种重组蛋白，经ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定重组蛋白的纯度和

分子大小；再经稀释复性法在体外折叠并超滤浓缩；利用尺寸排阻层析法在ＦＰＬＣ系统中纯化收集 Ｈ２Ｋｂ／ＯＶＡ

复合体，经ＢＣＡ法蛋白定量后分装保存；通过包被细胞大小的ＰＬＧＡ微球，用 Ｈ２Ｋｂ分子构象特异性单抗进行荧

光染色，经流式分析验证该复合体的空间构象；利用ＯＶＡ抗原特异性的ＯＴ１细胞株和流式细胞术分析检测该自

制分子与ＴＣＲ的结合能力。

【结果】　两种重组质粒在大肠杆菌中表达后，经ＳＤＳＰＡＧＥ分析分子量同预计大小相等；复性、折叠、ＦＰＬＣ

系统纯化洗脱后得到３个峰，其中第一个洗脱峰经ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定证实含有重链蛋白和轻链蛋白，为 Ｈ２Ｋｂ／

ＯＶＡ复合体峰；流式荧光染色分析显示：该复合体包被ＰＬＧＡ后能与构象特异性抗体呈有效结合，提示构象正

确；用该分子制备的ＰＥ标记的 Ｈ２Ｋｂ／ＯＶＡ四聚体染色ＯＴ１转基因鼠的脾细胞，经流式检测：ＯＴ１细胞占脾细

胞群的１６．３５％。

【结论】　利用大肠杆菌成功表达了小鼠 Ｈ２Ｋ
ｂ分子的重组重链和轻链，并经体外折叠和纯化成功制备了构象

正确、能与特异性ＴＣＲ结合的 Ｈ２Ｋｂ／ＯＶＡ复合体。

　　关键词：ＭＨＣ；小鼠 Ｈ２Ｋ
ｂ／ＯＶＡ复合体；折叠；纯化；ＦＡＣＳ检测
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磁场下制备的γ犉犲２犗３膜对成骨细胞分化作用的效果研究

单世豪，黄继青，陈奕含，李雪琼；指导教师：刘　璇

东南大学２０１１级生物工程

　　【目的】　骨质疏松症已成为世界公共卫生问题，针对骨质疏松症的基础及临床研究是目前国际研究的热点。

目前已有实验证明ＰＬＡ／γＦｅ２Ｏ３ 复合膜对于细胞的分化具有促进作用，但是由于复合膜是自然晾干的，纳米磁性

材料分布不均，对细胞的生长不利，为了将这种材料的性能优化，根据在磁场下，磁性纳米粒子分布更加均匀的特

性，通过实验验证在磁场下制备的磁性纳米材料对于细胞分化的促进作用更加明显。

【方法】　因为ＰＬＡ在复合膜中起到支架和黏附作用，所有本项目将首先在磁场条件下组装纳米材料膜（γ

Ｆｅ２Ｏ３ 膜），研究其对成骨细胞的影响。利用ｑＰＣＲ、ＡＬＰ等检测方法对不同组细胞的分化情况进行对比，并分析

各项检测结果得出结论。然后进一步在γＦｅ２Ｏ３ 膜的基础上用ＰＬＡ粘附，并对其对于成骨细胞的生长分化的作

用进行研究。

【结果】　ＡＬＰ染色结果：在磁场下制备的纳米磁性材料上接种的细胞染色明显比自然晾干的磁性纳米材料
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上接种的细胞颜色深且分散；ｑＰＣＲ检测结果：Ｏｃ、ＢＭＰ２、ＡＬＰ三种成骨细胞标志性基因的ｑＰＣＲ结果显示，在磁

场下制备的纳米磁性材料上接种的细胞几种标志性基因含量明显比自然晾干的磁性纳米材料上接种的细胞含量

多，且随着磁场强度的增强，基因含量随之增多。

【结论】　自然干的纳米材料＋玻片上接种的细胞分化情况明显不如在磁场下组装的纳米基底，而且在不同场

强下组装的纳米基底中随着场强增大，细胞分化生长均越来越好。磁场下组装的纳米材料对于细胞分化的促进作

用要优于自然晾干的复合膜，且随着场强的增大，促进作用愈加明显。

　　关键词：成骨细胞；ＰＬＡ／γＦｅ２Ｏ３ 复合膜；细胞分化；磁性纳米材料；磁场
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犖犃犇犘犎氧化酶来源的活性氧在２型糖尿病发生发展中的作用
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２；指导教师：施冬云
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　　【目的】　探讨ＮＡＤＰＨ氧化酶来源的活性氧在糖尿病发生发展中起到的作用。

【方法】　我们建立了长时程高脂饮食结合小剂量链脲佐菌素（ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｔｏｃｉｎ，ＳＴＺ）诱导的大鼠模型来模拟人

类２型糖尿病。在此模型基础上，运用常规的形态学和生物化学测定有关蛋白质的含量；运用免疫放射法测定胰

岛素的含量。通过对糖代谢通路关键酶、血糖、胰岛素的测定来判定大鼠糖尿病的发生、发展。通过对大鼠体内

ＲＯＳ、ＭＤＡ、ＴＯＡＳ的测定来判定大鼠体内氧化应激的状态。通过测定葡萄糖６磷酸脱氢酶及糖原磷酸化酶的活

性来反映大鼠糖代谢通路的变化。

【结果】　ａｐｏｃｙｎｉｎ可以明显降低糖尿病大鼠的血糖升高水平，于此同时，在ａｐｏｃｙｎｉｎ的干预下，糖尿病大鼠体

内的氧化应激的水平比其它各组明显降低，其还可降低糖尿病大鼠肝脏糖原分解关键酶的活性、使其更接近于正

常水平。

【结论】　ＮＡＤＰＨ氧化酶来源的活性氧可能通过糖原分解通路，对２型糖尿病的发生发展发挥作用。

　　关键词：糖尿病；ＮＡＤＰＨ氧化酶；ａｐｏｃｙｎｉｎ；氧化还原微环境；血糖
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犜犛犆１基因对调节性犜细胞发育分化的免疫调控作用

韩　霏；指导教师：刘光伟

复旦大学基础医学院２０１０级临床医学八年制

　　【目的】　本研究利用ＴＳＣ１的Ｔ细胞特异缺失小鼠探讨ＴＳＣ１对Ｔ细胞尤其是调节性Ｔ细胞（Ｔｒｅｇ）发育的

免疫调控效应。

【方法】　主要应用Ｔ细胞特异性ＴＳＣ１基因敲除小鼠（Ｌｃｋｃｒｅ；ＴＳＣ１ｌｏｘｐ／ｌｏｘｐ）及细胞分子免疫学技术，阐

明ＴＳＣ１基因对ＣＤ４
＋
Ｔｒｅｇ发育分化及其免疫功能的重要调控作用和规律。

【结果】　（１）ＴＳＣ１基因缺失小鼠，其胸腺ＣＤ４
＋
ＣＤ８

－
Ｔ（ＣＤ４ＳＰ），ＣＤ８＋ＣＤ４－Ｔ（ＣＤ８ＳＰ），ＣＤ４－ＣＤ８－Ｔ（ＤＮ）

和ＣＤ４
＋
ＣＤ８

＋
Ｔ（ＤＰ）细胞百分率无显著差异；（２）ＴＳＣ１基因缺失小鼠ＣＤ４＋Ｆｏｘｐ３

＋
Ｔｒｅｇｓ百分率和细胞绝对数均

明显增加；（３）小鼠外周免疫器官（脾脏）的ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｆｏｘｐ３
＋
Ｔ细胞百分率和绝对数均无显著差异；（４）小鼠胸

腺中ＣＤ４
＋
ＣＤ２５

＋
Ｆｏｘｐ３

－
Ｔ细胞百分率和绝对数有下降的趋势；（５）小鼠胸腺中Ｔｒｅｇ其他亚型如ＣＴＬＡ４以及

ＧＩＴＲ型均有所增加。
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