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两个品系高密度、高纯度和高活力的原生质体，进一步研究不同条件下ＰＥＧ对金钗石斛细胞融合的影响，筛选出

最适宜金钗石斛同核体和异核体细胞融合的条件，最后综合显微观察、核型分析和ＰＣＲ检测的结果，鉴定出融合

两个品系原生质体、细胞生长旺盛的细胞系。

【材料】　本研究采用两个金钗石斛研究材料：一个为指标性成分含量高、药用品质优良、源自于贵州赤水的品

系，另一个为植株生长力旺盛、茎粗大、抗逆性强、农艺性状优良的云南瑞丽品系。

【可行性】　米尔斯坦和科勒用细胞融合技术制备单克隆抗体成功，１９８４年获诺贝尔医学与生理学奖后，该技

术被广泛应用于生物、医药、农业研究领域，并成功获得白菜、甘蓝、番茄和马铃薯的融合杂种细胞。若获得四倍体

金钗石斛，可以拓展它的野生资源，成为解决金钗石斛现面临问题的重要方法之一。

【创新性】　通过本研究有望培育出药用品质优良、生物量高、产业应用潜力大的异源四倍体细胞株，拓展金钗

石斛的种质资源，有望进一步将该细胞株系诱导成再生苗，直接应用于生产实践，有助于贵州金钗石斛产业健康可

持续的发展。
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　　【立论依据】　类风湿关节炎是一种以慢性侵蚀性关节炎为特征的全身性自身免疫病，其发病原因尚不明确，

Ｂ细胞产生的抗体在ＲＡ的发病机制中起着重要作用，ＴＦＨ是辅助Ｂ细胞主要的Ｔ细胞亚群。白芍总苷具有多

途径抑制自身免疫反应，对类风湿关节炎具有确切疗效，因此，拟基于ＴＦＨＢ细胞轴探讨白芍总苷治疗ＣＩＡ小鼠

的作用机制。

【设计思路】　通过白芍总苷对牛Ⅱ胶原诱导关节炎（ＣＩＡ）小鼠脾脏中ＴＦＨＢ细胞表型、ｍＲＮＡ表达水平、血

清中相关细胞因子、Ｉｇ亚类的影响，初步探讨白芍总苷治疗ＣＩＡ小鼠中对ＴＦＨＢ细胞轴的影响。

【实验内容】　将ＤＢＡ小鼠分为白芍总苷组、益赛普组、布洛芬组、模型组以及空白组，每组１５只小鼠。通过

牛Ⅱ胶原与弗氏佐剂１ｄ，１４ｄ免疫小鼠，建立ＣＩＡ小鼠模型。末次免疫后，各实验组小鼠隔日灌胃给药，并采用

关节炎指数（ＡＩ）评分法每日评价小鼠关节炎症程度，至第２８天。采用流式细胞术检测脾脏中ＣＤ３＋ＣＤ４＋ＣＸ

ＣＲ５＋ＩＣＯＳ＋ＴＦＨ细胞及Ｂ细胞的表型；荧光定量ＲＴＰＣＲ法检测脾脏中Ｂｃｌ６和ＩＣＯＳ表达水平；酶联免疫吸

附实验（ＥＬＩＳＡ法）检测血清中相关细胞因子ＩＬ２１、ＩＬ１７、ＴＧＦβ以及Ｉｇ不同亚类的水平；免疫组化方法检测脾

脏中ＣＸＣＲ５＋ＩＣＯＳ＋ＴＦＨ细胞、Ｂ细胞的分布及滑膜处炎细胞的浸润。

【材料】　流式细胞术抗体、细胞因子ＥＬＩＳＡ检测试剂盒、荧光定量ＰＣＲ试剂盒等。

【可行性】　小组成员已掌握了ＣＩＡ小鼠模型的建立方法以及小鼠的灌胃，尾静脉注射等实验技术，已发表相

关ＳＣＩ论文一篇。新疆医科大学基础医学院形态中心实验室及病原生物学重点实验室可提供实验所需设备及相

关实验指导。

【创新性】　ＴＦＨ是辅助Ｂ细胞功能主要的Ｔ细胞亚群，ＴＦＨ对Ｂ细胞的相关调节作用在ＲＡ发病中相关

机制的研究较少；白芍总苷对ＲＡ治疗作用的机制尚未有定论，通过测定小鼠脾脏中Ｂｃｌ６和ＩＣＯＳ转录水平，从

转录水平、细胞因子水平及细胞水平探讨白芍总苷对ＴＦＨ细胞的影响和作用机制。
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