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　　【立论依据】　作为一种新型而广泛存在的第二信使，环鸟苷二磷酸（ｃｄｉＧＭＰ）调控细菌的运动性、生物膜合

成、细菌毒性、细胞周期等多种生理过程；而这些功能均与细菌的致病性及耐药性密切相关。在细菌中，环鸟苷二

磷酸的代谢及胞内水平是由两种催化功能相反的酶共同起作用：鸟苷酸环化酶（ｄｉｇｕａｎｙｌａｔｅｃｙｃｌａｓｅ，ＤＧＣｓ）将两

分子ＧＴＰ转化生成一分子ｃｄｉＧＭＰ；而环鸟苷二磷酸特异的磷酸二酯酶 （ｐｈｏｓｐｈｏｄｉｅｓｔｅｒａｓｅ，ＰＤＥｓ）则将ｃｄｉ

ＧＭＰ分解为ｐＧｐＧ，并最终水解为ＧＭＰ。鸟苷酸环化酶具有高度保守的ＧＧＤＥＦ蛋白结构域，环鸟苷二磷酸特异

的磷酸二酯酶则具有ＥＡＬ结构域或较为少见的 ＨＤＧＹＰ结构域，这些蛋白统称为环鸟苷二磷酸代谢蛋白（ｃｄｉ

ＧＭＰｍｅｔａｂｏｌｉｚｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｓ）。铜绿假单胞菌模式菌株ＰＡＯ１中有多达３８个含ＧＧＤＥＦ及ＥＡＬ结构域的蛋白；然

而，环鸟苷二磷酸是水溶性的小分子化合物；细胞内却存在如此多的担负环鸟苷二磷酸代谢功能的基因，这些具有

“重叠性”的基因功能及其相互协调的机制完全不清楚。

【设计思路】　基因突变将导致表型变化，由此将表型与基因型相联系，从而使得对特定基因功能进行分析成

为可能。

【实验内容】　本项研究利用细菌表型分析及ＰＣＲ手段，比较不同的基因在细菌的生物膜合成及泳动性中的

作用。

【材料】　以课题组拥有的多个ＧＧＤＥＦ及ＥＡＬ结构域突变的铜绿假单胞菌突变菌株为主要研究对象。

【可行性】　（１）已经拥有多个环鸟苷二磷酸代谢相关的突变菌株，实验材料有所保证；（２）涉及到的实验方法，

例如细菌培养及ＰＣＲ，均较为规范和易于掌握。

【创新性】　本项研究中涉及到的多个基因均未见详细的分析、鉴定；我们将以野生型为对照，在确定基因型的

基础上，对突变体菌株的表型进行较为精细的分析、比较，由此为未来进一步的研究工作奠定基础。
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　　【立论依据】　犬亚型博卡病毒 ＭＶＣ属于细小病毒家族成员。病毒能够在不同的物种及生物体间发生种属

间的感染和疾病传播，关于博卡病毒在不同物种间的传播和感染方面的报道甚少。实验指导教师在前期研究发

现，博卡病毒 ＭＶＣ的感染性克隆载体能够在一些非犬来源的细胞系中进行ＤＮＡ的复制并形成完整具有感染能

力的病毒颗粒，但是 ＭＶＣ并不能感染这些细胞系。ＭＶＣ能否感染犬来源的 ＭＤＣＫ细胞系，其感染能力如何？

这就是我们实验设计的出发点。

【设计思路】　用犬来源 ＷＲＤ细胞（ＭＶＣ的嗜性细胞，感染的阳性对照）和 ＭＤＣＫ细胞系作为感染对象，采

用不同感染滴度 ＭＶＣ与２种细胞孵育，用免疫荧光技术、ＲＴＰＣＲ观察细胞中是否有病毒基因表达；采用 ＭＴＴ

法观察细胞增殖能力的变化，依此确认 ＭＶＣ对 ＭＤＣＫ细胞的感染能力。
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