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犅犛３１０

人疱疹病毒６型犇犚７蛋白在神经胶质瘤发生中的作用研究

周　帅，李明月，沈曦月；指导教师：李凌云

南京医科大学２０１２级生物技术

　　【立论依据】　神经胶质瘤是人类最常见的颅内原发性肿瘤，恶性程度高，对人类健康造成严重威胁。近年来

有关神经胶质瘤和病毒感染相关的证据逐渐增多。人疱疹病毒６型 （ｈｕｍａｎｈｅｒｐｅｓｖｉｒｕｓ６，ＨＨＶ６）是一类嗜人

淋巴细胞的双链ＤＮＡ病毒，分为 ＨＨＶ６Ａ和６Ｂ两个亚型。ＨＨＶ６是一种肿瘤相关病毒，近年来国内外文献均

报道在胶质瘤标本中 ＨＨＶ６ＤＮＡ和蛋白的阳性率明显高于对照组，表明 ＨＨＶ６感染在神经胶质瘤的发生中具

有重要作用，但是起关键作用的病毒基因及机制仍不十分清楚。ＨＨＶ６ＤＲ７基因是潜在的转化基因，其表达产

物是一种转录激活子。文献报道ＤＲ７蛋白能导致ＮＩＨ３Ｔ３细胞体外转化以及裸鼠皮下成瘤，ＤＲ７蛋白还可以和

肿瘤抑制基因ｐ５３结合导致ｐ５３功能缺失。为探究 ＤＲ７在神经胶质瘤发生中的作用，我们通过免疫组化检测了

神经胶质瘤组织中ＤＲ７的表达，发现神经胶质瘤组织中ＤＲ７的阳性率明显高于瘤旁及正常组织。

【设计思路】　首先明确ＤＲ７蛋白对神经胶质瘤细胞增殖、侵袭和转移的影响，然后深入研究引起上述变化的

分子机制，并在体内进一步证实ＤＲ７蛋白对神经胶质瘤肿瘤形成能力的影响。

【实验内容】　（１）构建ＤＲ７过表达载体，建立ＤＲ７过表达稳定转染细胞系。（２）细胞水平上研究ＤＲ７蛋白对

细胞增殖，侵袭和转移等生物学功能的影响。（３）运用基因芯片，ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和蛋白质印迹等技术确定引起上

述变化的机制。（４）体内验证ＤＲ７蛋白对神经胶质瘤细胞肿瘤形成能力的影响。

【材料】　 ＨＨＶ６标准株，Ｕ８７细胞株，ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂，蛋白质印迹用试剂及抗体，裸鼠。

【可行性】　 （１）理论依据充分。ＨＨＶ６是嗜神经的ＤＮＡ病毒，可长期潜伏于中枢神经系统。潜伏期的

ＨＨＶ６基因组可整合于宿主染色体，一旦宿主免疫力下降则再激活，激活的 ＨＨＶ６表达多种病毒蛋白，其中

ＤＲ７是具有反式激活能力的转化基因。（２）有前期结果。我们已成功建立了ＤＲ７过表达稳定转染细胞系，ＭＴＴ

和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验均表明ＤＲ７蛋白能明显促进Ｕ８７细胞的增殖和侵袭。

【创新性】　本研究基于临床，运用分子生物学的相关技术，首次研究 ＨＨＶ６ＤＲ７在神经胶质瘤发生发展中

的作用，将为神经胶质瘤的预防及治疗提供新靶点。

　　关键词：人疱疹病毒６型；ＤＲ７；神经胶质瘤；肿瘤发生

犅犛３１１

日本血吸虫犘犘２犆蛋白磷酸酶的鉴定与功能研究

毛勇安１，周　桥
２；指导教师：冯金荣

１．南通大学２０１２级临床医学

２．南通大学２０１１级口腔医学

　　【立论依据】　日本血吸虫广泛流行于我国长江流域及以南地区，累计感染者超过８０００万，对人类的危害极

大。目前日本血吸虫全基因组测序工作已经完成，但对于其重要基因的功能的研究却较少。

【设计思路】　蛋白质的可逆磷酸化是真核细胞的一个关键调控机制，其中蛋白磷酸酶是生物体内重要的调节

因子，广泛参与细胞周期循环、细胞分化与凋亡、信号转导等生命活动。目前，蛋白磷酸酶在寄生虫生长发育过程

中的作用已逐渐受到人们的重视。在血吸虫的研究中发现，外源的丝氨酸
"

苏氨酸蛋白磷酸酶可诱导小鼠产生有

效的保护性免疫，抑制虫体的繁殖。而在弓形虫中的研究还发现，提高其ＰＰ２Ｃ磷酸酶活性可显著抑制虫体的繁

殖。而在酿酒酵母等模式生物中的研究均发现，ＰＰ２Ｃ磷酸酶在细胞周期循环等过程中也发挥着重要的作用。但
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迄今为止，对于日本血吸虫ＰＰ２Ｃ蛋白磷酸酶的认识却几乎空白，本课题对其功能的研究有助于血吸虫病的临床

治疗和新药的研发。

【实验内容】　采用ＰＣＲ等方法克隆日本血吸虫ＰＰ２Ｃ蛋白磷酸酶编码基因，构建原核表达载体；进行诱导表

达，并检测表达产物的去磷酸化活性；利用ＲＴＰＣＲ检测ＰＰ２Ｃ蛋白磷酸酶的组织特异性；利用融合ＰＣＲ方法构

建带有酿酒酵母启动子的日本血吸虫ＰＰ２Ｃ基因，并导入酿酒酵母ＰＰ２Ｃ缺失株，检测其与酿酒酵母ＰＰ２Ｃ功能上

的联系。

【材料】　本实验主要以日本血吸虫为实验材料，同时，实验中还会利用酿酒酵母ＰＰ２Ｃ蛋白磷酸酶缺失株；原

核表达载体采用ｐＥＴ２８ａ，酿酒酵母表达载体采用ｐＲＳ３１６和ｐＨＡＣ１８１。

【可行性】　前期我们已经鉴定了白念珠菌中的ＰＰ２Ｃ蛋白磷酸酶，建立了成熟的研究方案。此外，经过序列

分析，我们已经初步找到日本血吸虫中编码ＰＰ２Ｃ蛋白磷酸酶的１０个基因，经过生物信息学方法分析其具有

ＰＰ２Ｃ催化结构域。

【创新性】　本研究首次对日本血吸虫的ＰＰ２Ｃ蛋白磷酸酶进行鉴定和功能研究，对于理解其在日本血吸虫生

命活动中的作用有重要意义，可为血吸虫病的防治提供理论指导。

　　关键词：日本血吸虫；ＰＰ２Ｃ蛋白磷酸酶；去磷酸化活性

犅犛３１２

周期型马来丝虫犕２９基因疫苗的制备与应用

张　波
１，刘　芹

２，李　涛
１；指导教师：方　政

１．南通大学２０１２级临床医学

２．南通大学２０１２级口腔医学

　　【立论依据】　丝虫病是一种严重危害人类健康的疾病，全球受威胁人口超过１１亿。如何抵御丝虫感染和侵

袭，除药物和防蚊外，免疫预防被视为一种重要的具有持效性的措施。本课题以我国流行的周期型马来丝虫为研

究对象，克隆和表达周期型马来丝虫 Ｍ２９编码基因，建立 Ｍ２９基因真核表达体系，进行其表位基因原核及真核表

达，重组构建马来丝虫 Ｍ２９表位基因疫苗，并进一步进行免疫学研究应用，筛选新的预防丝虫感染疫苗候选分子，

为最终研制开发出具有保护作用的抗丝虫感染基因工程疫苗并进入临床奠定基础。

【设计思路】　进行研究方案及技术路线的自主设计，学习课题中所要求的引物的设计和合成技术，克隆和扩

增周期型马来丝虫 Ｍ２９编码基因。通过ＲＴＰＣＲ技术和体外特异性扩增技术，进行马来丝虫 Ｍ２９表位基因原核

及真核的重组质粒构建以及免疫学研究与应用。

【实验内容】　克隆和扩增周期型马来丝虫 Ｍ２９编码基因；构建含目的基因的原核及真核表达质粒；ＨｅＬａ细

胞培养及转染技术实验；周期型马来丝虫 Ｍ２９基因疫苗免疫接种与检测。

【材料】　犈．犮狅犾犻ＤＨ５α大肠埃希菌，ｐＥＴ２８ａ（＋）载体，ｐｃＤＮＡ３．１（＋）质粒，试剂盒，限制性内切酶，ＤＮＡ连

接酶，异丙基βＤ硫代半乳糖苷酶，咪唑。

【可行性】　课题研究将在指导教师专用科研实验室进行，备有课题研究所需各种仪器设备，该课题是指导教

师科研项目中的子项目，具有前期工作的基础。同学们利用课余时间查阅资料；到实验室进行科研实际操作；由指

导教师进行理论和实际操作方面的指导；有实验室在读研究生的实际带教。同学们通过理论学习和实际操作实践

掌握相关技术，培养动手能力，按期完成计划项目。

【创新性】　（１）以我国流行的周期型马来丝虫为研究对象，进行基因工程疫苗的研究。（２）采用先进的哺乳动

物 ＨｅＬａ细胞作为真核表达系统，具备完整的蛋白质组装和修饰系统，表达产物的构象接近天然蛋白质。（３）通过

设计Ｂ细胞表位，进行马来丝虫 Ｍ２９表位基因疫苗叠加免疫研究。

　　关键词：周期型马来丝虫；肌球蛋白；基因；疫苗
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