
书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报 ２０１４年１０月第３５卷（增刊）

ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｏｃｔ．２０１４，Ｖｏｌ．３５（Ｓｕｐｐｌ）

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。
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　　【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。
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