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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ＲＴＰＣＲ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。
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　　【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ＲＴＰＣＲ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，ｐＥＴ２８ａ（＋）载体，ｐｃＤＮＡ３．１（＋）质粒，试剂盒，限制性内切酶，ＤＮＡ连

接酶，异丙基βＤ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。
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