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【实验内容】　（１）ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ技术检测胞中 ＭＶＣ病毒基因ｍＲＮＡ的表达：ＷＲＤ细胞、ＭＤＣＫ细胞铺６０

ｍｍ培养皿之后与 ＭＶＣ病毒孵育１ｈ后，换培养液并继续培养２４ｈ，提取细胞ＲＮＡ并进行ＰＣＲ检测；（２）免疫荧

光技术检测细胞中 ＭＶＣ病毒蛋白的表达：细胞在６孔培养板中（底部覆盖载玻片）进行细胞爬片之后，与 ＭＶＣ病

毒孵育１ｈ后，换培养液继续培养２４ｈ，通过免疫荧光技术检测 ＭＶＣ病毒蛋白的表达；（３）ＭＴＴ法观察受感染细

胞增殖及活力水平：细胞铺９６孔培养皿后与不同 ＭＶＣ病毒滴度孵育１ｈ后，换培养液继续培养７２ｈ，通过 ＭＴＴ

法观察受感染细胞增殖及活力水平。

【材料】　ＷＲＤ、ＭＤＣＫ细胞系、博卡病毒 ＭＶＣ、靶向病毒蛋白的抗体是实验室的基本储备材料；需要ＲＮＡ

提取试剂盒、反转录试剂盒、ＰＣＲ引物、荧光二抗、ＭＴＴ检测试剂盒及其他常用试剂等均可从生物试剂公司购买

或合成；实验室拥有ＰＣＲ仪、酶标仪、荧光显微镜等实验所需的主要仪器。

【可行性】　病毒能够在不同的物种及生物体间进行感染和疾病传播是本实验设计的理论前提；指导教师前期

的研究成果，为本实验设计提供了充分的、扎实的理论根据和支持。

【创新性】　研究博卡病毒 ＭＶＣ对非嗜性细胞系 ＭＤＣＫ的感染能力。实验内容迄今国内未见相关报道，在

国际上亦处前沿研究，具有创新性。
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青岛地区大肠埃希菌中整合子与耐药性的分析

周宇石，李梦娇，郭丽萍，滕浩波；指导教师：于　红

青岛大学医学院２０１０级临床医学

　　【立论依据】　大肠埃希菌是临床常见的条件致病菌，耐药率有逐年上升的趋势。近年研究表明，整合子在细

菌多重耐药性的形成和水平传播中发挥重要作用，且整合子的分布及其携带的基因盒存在明显的地区差异性。因

此，检测不同地区大肠埃希菌中整合子的分布及耐药基因盒，对于控制细菌耐药及合理应用抗菌药物具有重要的

指导意义。

【设计思路】　本研究通过检测青岛地区临床分离的大肠埃希菌中Ｉ类、ＩＩ类及ＩＩＩ类整合子的分布及携带的

耐药基因盒，分析整合子与耐药表型的关系，旨在探讨整合子在介导大肠埃希菌耐药中的作用。

【实验内容】　琼脂纸片扩散法进行药敏试验；分别设计针对Ｉ、ＩＩ、ＩＩＩ类整合子整合酶基因及可变区的ＰＣＲ引

物，ＰＣＲ检测整合子的整合酶基因，对整合酶基因阳性菌株进行可变区基因的ＰＣＲ扩增，回收纯化的ＰＣＲ产物克

隆至Ｔ载体，将筛选鉴定的重组子送往华大基因公司测序，测序结果经在线Ｂｌａｓｔ及ＤＮＡｓｔａｒ软件进行同源性比

对分析，确定整合子携带的耐药基因盒。应用ＳＰＳＳ２１．０统计软件分析大肠埃希菌耐药性与整合子的相关性。

【材料】　７８株大肠埃希菌分离自青岛市立医疗集团住院患者的各类标本，细菌ＤＮＡ提取试剂盒购自天根生

化科技有限公司，ＰＣＲ引物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成，ｐＭＤ１８Ｔ载体购自大连ＴａＫａＲａ公司。

【可行性】　前期研究结果表明：７８株大肠埃希菌对环丙沙星、左氧氟沙星、头孢唑林、头孢呋辛、复方新诺明、

氨曲南、头孢曲松及哌拉西林的耐药率均超过７０％；Ｉ类整合子的携带率为５３．８９％，其中Ｉ类整合子阳性菌株对

复方新诺明的耐药率明显高于整合子阴性菌株，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；Ｉ类整合子可变区检测出３种不同

长度的片段：２株７５０ｂｐ片段不携带耐药基因盒，８株１８００ｂｐ片段携带ｄｆｒＡ１７ａａｄＡ５基因盒，１株１２００ｂｐ片段

为ａａｄＡ２２基因盒；Ｉ类整合子阳性菌株中携带耐药基因盒的菌株占６１．９０％，对复方新诺明的耐药率明显高于基

因盒阴性菌株（犘＜０．０１）。

【创新性】　首次研究青岛地区大肠埃希菌中整合子的分布及其携带的耐药基因盒，探讨整合子与大肠埃希菌

耐药性的关系。
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