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犅犛３４

探究３犆蛋白酶切割狆５１在犅组柯萨奇病毒致病毒性心肌炎中

的作用

宋　庆
１，王雪卿２，郎秀娟２；指导教师：钟照华

１．哈尔滨医科大学２０１０级基础医学七年制

２．哈尔滨医科大学２０１１级基础医学七年制

　　【立题依据】　Ｂ组柯萨奇病毒（ＣＶＢ）是病毒性心肌炎的主要病原体，可引发扩张型心肌病，尚无治疗药物。

ＣＶＢ的３Ｃ蛋白酶切割前体蛋白形成结构蛋白，完成病毒复制，也通过切割宿主蛋白发挥致病作用。我们发现宿

主细胞中一个长约５１ｋＤａ的蛋白质（其功能尚不清楚，暂称为ｐ５１）有３Ｃ蛋白酶的特异性酶切位点，推测ｐ５１是

ＣＶＢ的作用靶点之一，３Ｃ蛋白酶切割ｐ５１可能是ＣＶＢ致病的新机制。

【设计思路】　通过蛋白质过表达和沉默等分子生物学技术，在细胞和动物实验中证实ＣＶＢ３Ｃ蛋白酶可以切

割ｐ５１，并通过通过切割ｐ５１发挥致病作用。

【实验内容】　本实验设计通过以下４方面研究ＣＶＢ通过其３Ｃ蛋白酶切割ｐ５１致病的作用机制：（１）构建真

核表达载体质粒ｐＥＧＦＰｐ５１；（２）细胞实验确定３Ｃ蛋白酶通过特异性位点切割ｐ５１；（３）细胞实验确定ＣＶＢ通过

３Ｃ蛋白酶切割ｐ５１发挥致病作用；（４）动物实验确定３Ｃ蛋白酶可以切割ｐ５１并在ＣＶＢ致病毒性心肌炎中发挥作

用。

【材料】　ＨｅＬａ细胞；Ｂａｌｂ／ｃ小鼠；ＣＶＢ３，嗜心肌ＣＶＢ３Ｈ３株；质粒：ｐＥＧＦＰＣ１，ｐＥＧＦＰ２Ａ，ｐＥＧＦＰ３Ｃ；干扰

ＲＮＡ：通过商业渠道购买。

【可行性】　本实验设计有充分依据表明ｐ５１有ＣＶＢ３Ｃ蛋白酶的酶切位点，ＣＶＢ可能通过３Ｃ蛋白酶切割

ｐ５１发挥致病作用，从而导致病毒性心肌炎和扩张型心肌病。

【创新性】　通过本实验，我们可能揭示ＣＶＢ致病的新机制，能够更加全面地了解ＣＶＢ致病毒性心肌炎的分

子机制，为研发抗ＣＶＢ药物提供新靶点，为临床治疗提供新方向，有广泛的应用前景。

　　关键词：柯萨奇病毒；５１ｋＤａ蛋白；３Ｃ蛋白酶；致病机制
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抗碳青霉烯类产酸克雷伯菌的耐药机理

石　平，丁　?，庄小玲，姜　贺，邵　星；指导教师：金志雄

湖北医药学院，２０１１级，麻醉学

　　【立论依据】　肠杆菌科细菌是寄居肠道的一大类正常菌群，已成为病人医院获得性感染的主要来源。产酸克

雷伯菌是肠杆菌科克雷伯氏菌属的一个种，２０１１年度卫生部全国细菌耐药监测网肠杆菌科细菌耐药监测结果显

示，产酸克雷伯菌对碳青霉烯类抗生素的耐药率在５％ 以上。有研究在产酸克雷伯菌耐药基因的检测中发现了碳

青霉烯酶基因ｂｌａＫＰＣ。

【设计思路】　本课题对临床抗碳青霉烯类产酸克雷伯菌染色体或质粒介导的耐药基因进行研究，初步明确菌

株的耐药机理及发生院内感染的可能，为临床监测该细菌的耐药变化和预防或控制院内感染提供依据。

【实验内容】　（１）筛选耐碳青霉烯类产酸克雷伯菌菌株；（２）菌株的形态结构、生理生化和分子（１６ＳｒＤＮＡ）鉴

定；（３）菌株染色体、质粒耐药基因提取克隆；（４）同或异属、种敏感和耐药菌株进行遗传物质的人为干预，推测耐药

菌株发生院内感染的潜能。

【材料】　菌株来源：临床标本（痰液、血液、脑脊液等）分离得到１３株耐药菌株；抗菌药物：亚胺培南、厄他培
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南、美罗培南纸片；培养基：营养琼脂培养基；仪器：ＶＩＴＥＫ３２全自动微生物鉴定／药物分析系统，低速高速离心

机，ＰＣＲ仪，电泳仪，凝胶成像系统，—２０℃低温冰箱；试剂：Ｄ３Ｈ２Ｏ，ＰＣＲ引物，等电聚焦电泳用聚丙烯酰胺凝胶，

ＴａｑＭｉｘ（含ＫＣ１、ＴｒｉｓＨＣ１、ＭｇＣ１、ｄＮＴＰ混合物、ＰｆｕＤＮＡ聚合酶、溴酚蓝、其它增强剂与稳定剂），ＧｅｌＲｅｄ核酸

电泳染液，ＰＣＲＤＮＡＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ（１０００ｂｐ）。

【可行性】　（１）研究路线在理论和实践上都是可行的，相关的技术都比较成熟；（２）湖北医药学院具备所有相

关实验条件；（３）本课题指导教师有２０余年的微生物代谢产物及基因组研究经历，且已完成十堰地区三家三甲医

院近十年来临床耐药菌株的流行病学调查和耐药性分析；（４）现已获得耐药菌株 Ｋ．ｏｘｙｔｏｃａ，正在进行其染色体

ＤＮＡ携带耐药基因的筛查。

【创新性】　国内外对产酸克雷伯菌耐碳青霉烯类机理的研究刚刚起步，本课题拟提取耐药株质粒ＤＮＡ，分析

耐药基因，预测产酸克雷伯菌院内感染的可能。目前，国内相关报道很少，本课题为较早开展的研究。

　　关键词：产酸克雷伯菌；碳青霉烯类；耐药性；ＫＰＣ２
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犖犉κ犅在感染合胞病毒的人支气管上皮细胞凋亡中作用的探讨
吴东升１，丁　煌

１，张诗瑶２，张　
１，张晨阳１；指导教师：李　玲，刘慧萍

１．湖南中医药大学２０１２级中西医结合

２．湖南中医药大学２０１３级中医临床

　　【立论依据】　呼吸道合胞病毒（ＲＳＶ）易致呼吸道上皮细胞受损凋亡，ＮＦκＢ与细胞凋亡密切相关。建立感染

ＲＳＶ的支气管上皮细胞（ＮＨＢＥ）模型，检测ＮＨＢＥ的增值、凋亡情况及ＮＦκＢ的转位，阐明ＮＦκＢ在感染合胞病

毒的人支气管上皮细胞凋亡中的作用，为临床治疗呼吸道疾病提供新的方法和思路。

【设计思路】　建立感染ＲＳＶ的ＮＨＢＥ模型，检测细胞增值、凋亡情况以及ＮＦκＢ是否转位，定性定量地探讨

呼吸道合胞病毒（ＲＳＶ）是否通过诱导ＮＦκＢ激活介导人支气管上皮细胞（ＮＨＢＥ）凋亡。

【实验内容】　培养人支气管上皮细胞（ＮＨＢＥ），建立并鉴定ＲＳＶ感染 ＮＨＢＥ的体外细胞模型（用定量ＲＴ

ＰＣＲ法鉴定细胞模型是否成功；设正常组、水相处理组、ＲＳＶ感染组，ＭＴＴ比色法检测ＲＳＶ对 ＮＨＢＥ增殖的抑

制作用，感染组以不同滴度分为１０００、５００、１００、５０、１０ＴＣＩＤ５０５个组，感染１２、４８、７２、９６、１２０ｈ）；用 ＡｎｎｅｘｉｎＶ

ＦＩＴＣ凋亡检测试剂盒检测ＲＳＶ诱导体外培养的ＮＨＢＥ的凋亡；以免疫荧光法和蛋白质印迹法检测经ＲＳＶ处理

的人支气管上皮细胞ＮＦκＢ的激活和对细胞凋亡的影响。

【材料】　人支气管上皮细胞（ＮＨＢＥ）细胞；ＲＳＶＡ亚型原型株Ｌｏｎｇ株；细胞胞浆胞核蛋白提取试剂盒；Ａｎ

ｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ凋亡检测试剂盒；兔抗ＮＦκＢ抗体；电泳仪。

【可行性】　（１）呼吸道合胞病毒（ＲＳＶ）易致呼吸道上皮细胞受损凋亡，ＮＦκＢ与细胞凋亡密切相关，感染

ＲＳＶ的人支气管上皮细胞模型容易建立成功。（２）本组成员长期跟随老师进行呼吸合胞病毒、流感病毒的研究，

具有一定的科研基础和实验能力。（３）所需试剂、仪器、材料，医学基础实验中心基本都有配备，学校同时具备ＳＰＦ

级实验中心。

【创新性】　（１）首次从ＮＦκＢ角度探讨感染ＲＳＶ的ＮＨＢＥ模型，为临床治疗呼吸道疾病提供新的方法思路。

（２）分别使用免疫荧光法和蛋白质印迹法定性与定量检测ＲＳＶ是否通过诱导ＮＦκＢ激活介导ＮＨＢＥ凋亡。

　　关键词：呼吸道合胞病毒（ＲＳＶ）；人支气管上皮细胞（ＮＨＢＥ）；核因子ＮＦκＢ
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