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(分子自发现以来一直被公认为是
3

细胞活化一

个强有力的负性调控因子)在机体的免疫应答过程中#

O-.P0

分子为免疫细胞的激活提供了刺激信号)活化的
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细胞产生

以白细胞介素$
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等细胞因子介导的肝细胞免疫性损伤正是病毒

性肝炎的重要致病机制)本研究通过流体动力法将重组
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:89

$

93.:89

&和酶联免疫吸附测定$

U76>?
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水平和蛋白水平检测
FO-.P0.C6

<

在体内的表达水平和表

达持续时间)为进一步研究可溶性
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收集菌体#并提取质粒#紫外吸光度法鉴定备用)参照
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染液染色
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融合蛋白
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蛋白中含有人
6

<

;5G

片断#因而检测
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即可间接反

映
O-.P0.C6

<

融合蛋白的量)本研究采用抗人
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<
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多克隆抗

体作为捕获抗体包被酶标板#以人
6

<
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作为标准品#并用
P9:

标记的抗人
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单抗作为检测抗体#建立
U76>?

法检测
FO-.

P0.C6

<

融合蛋白水平)
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统计学处理
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采用
>:>>$(&%

统计学软件进行分析#计

量资料以
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表示#组间比较采用
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检验#以
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为差异

有统计学意义)
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结
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果
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双抗体夹心
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法的建立及
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在体内的即时表达
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本研究成功建立了检测
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的
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检测方法#最低检测浓度为
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%线性范围为
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"

0%%&%%,
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#图
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为不同浓度人
6

<
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标准品检测绘

制的标准曲线#

<
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a%&(-)1

#提示线性关系较好)采用建立好

的
U76>?

检测技术#测定小鼠可溶性
FO-.P0.C6
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融合蛋白

的表达#结果表明#经尾静脉注射的
K

G[4?'&$
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FO-.P0.5G

能

在体内表达#并且在
0/C

时间点分泌的量达到最高#最大量约

$1%,

<

"
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#见图
1

)

图
$

!!

可溶性整合蛋白
FO-.P0.C6

<

的
U76>?

的标准曲线

图
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!!

转染后小鼠血清
FO-.P0.C6
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浓度测定结果
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O-.P0.5GF94?

在体内的即时表达
!

本研究采用
93.

:89

技术#取小鼠肝脏用于总
94?

提取)结果表明#
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FO-.P0.5G

经小鼠尾静脉注射#能够在小鼠肝脏内表

达
FO-.P0.5G

融合基因
F94?

#并在
0/C

达到最高值#见图
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)

图
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93.:89

检测小鼠肝脏
FO-.P0.5GF94?

表达

图
0

!!

小鼠肝脏
FO-.P0.5GF94?

的表达水平
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讨
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论
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目前对
O-.P0

的研究主要集中在肿瘤方面#如卵巢癌'

(

(

*

胃癌'

$%

(等#

O-.P0

在这些癌症中均高表达)

O-.P0

在炎症方

面的研究较少#主要集中于类风湿关节炎'

$$

(

*肾病'

$1

(等自身

免疫性疾病)而关于
O-.P0

在自身免疫性肝炎中的表达情况

尚少有相关研究)本研究思路为构建表达
FO-.P0.C6

<

融合

蛋白的真核表达载体#并将该载体输入小鼠体内#使其在肝脏

内高表达可溶性
FO-.P0.C6

<

融合蛋白)

O-.P0

'

$

(在单核"巨噬细胞*

3

细胞*

O

细胞和树突状细胞

$

[8

&表面可诱导性表达#但在其他组织中不表达或低表达#说

明
O-.P0

的表达可能存在某种调控机制)为了成功表达可溶

性
FO-.P0.C6

<

融合蛋白#本研究采用了高水平真核表达系统
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G[4?'&$

$

f

&

'
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(

#

K

G[4?'&$

$

f

&在多种哺乳类细胞中稳定

转染或瞬时转染时可高表达目的蛋白)该表达系统
P?6

还具

有
8=c

启动子和新霉素抗性基因供稳定表达筛选位点#尤其

在
8̀ >.$

和
8̀ >.-

细胞中高表达)本课题前期研究已经成功

地将人
6

<

;$

!

5G

基因克隆到
K

G[4?'&$

$

f

&多克隆位点#构

建
K

G[4?'&$.C6

<

载体'

-

(

#该载体无信号肽#故不能单独表达

人
6

<

;$

!

5G

蛋白#但载体上游留取了多个酶切位点#为本研究

表达带人
6

<

;5G

标签的
FO-.P0

融合蛋白奠定了基础)带
5G

标签的融合蛋白具有如下优点'

-

(

!$

$

&

5G

可形成链间二硫键#

使目的蛋白形成二价#有利于受体交联#从而更有利于可溶性

蛋白发挥生物学功能%$

1

&因携带
5G

标签#可用蛋白
?

或蛋白

;

亲和层析法进行纯化%$

'

&使可溶性蛋白分子增大#在体内难

以降解%$

0

&应用抗
5G

抗体即可方便地检测)本研究在前期成

功克隆
FO-.P0

基因的基础上#构建了表达可溶性
FO-.P0.

C6

<

的真核表达载体
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G[4?'&$
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FO-.P0.5G

#并转染
8̀ >.-

细

胞后成功表达了可溶性
FO-.P0.C6
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融合蛋白)

流体动力法$
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,EF#G+.ME+D!
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&是将裸露

[4?

转移到肝脏的较有效的办法#目前已应用于
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卷第
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$0
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*肝细胞生长因子'

$2

(等基因在肝脏的表达#结果表明

流体动力法能非常高效的将这些基因转移到肝脏#并且获得高

水平表达)本项研究通过流体动力法将重组
K

G[4?'&$

"

FO-.P0.5G

表达载体导入小鼠体内#采用
93.:89

和
U76>?

检测法分别在
F94?

水平和蛋白水平检测
FO-.P0.C6

<

在体

内的表达水平和表达持续时间)采用建立好的
U76>?

检测技

术#测定小鼠可溶性
FO-.P0.C6

<

融合蛋白的表达#结果表明#

经尾静脉注射的
K

G[4?'&$
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FO-.P0.5G

能在体内表达#并且

在
0/C

时间点分泌的量达到最高#最大量约
$1%,

<

"

F7

)采

用
93.:89

技术#取小鼠肝脏用于总
94?

提取)结果表明#
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G[4?'&$

"

FO-.P0.5G

经小鼠尾静脉注射#能够在小鼠肝脏

内表达
FO-.P0.5G

融合基因
F94?

#也在
0/C

达到最高值)

这为进一步研究可溶性
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Â]&UQ

K

JD++#","I"+@D"

K

",@#,E,!

O-.P0#,D

K

#@CDH#EH"NEJ#E,,D"

K

HE+FE,!@CD#J+#

<

,#I#.

GE,GD

'

X

(

&8H#,X8E,GDJ

#

1%$%

#

1(

$

$

&!

12.1(&

'

$%

(

?J#

<

EF#3

#

iD,"+","]

#

P#JE@E=

#

D@EH&UQ

K

JD++#","I

O-.P0#,MH""!"I

K

E@#D,@+L#@C

<

E+@J#GGE,GDJ

K

JD!#G@+

@AF"J

K

J"

<

JD++#",E,!

K

J"

<

,"+#+

'

X

(

&>AJ

<

,̀G"H

#

1%$%

#

$%1

$

-

&!

-0/.-21&

'

$$

(郭国宁#向强#文亮#等
&O-.P0

在类风湿关节炎组织内的

表达及分布研究'

X

(

&

现代免疫学#

1%$$

#

'$

$

1

&!

$'%.$'0&

'

$1

(俞大亮#厉小梅#王喜梅#等
&

共刺激分子
O-.P0

在狼疮

性肾炎肾组织及血清中的表达'

X

(

&

安徽医学#

1%$1

#

''

$

-

&!

-('.-()&

'

$'

(

X#E,

<

X

#

]EFE@"U

#

=#

B

E\ER#X&6,@JEND,"A+!DH#NDJ

B

"I,E.

RD!

K

HE+F#![4?I"J#,N#N"G

B

@"R#,DDQ

K

JD++#",

'

X

(

&O#".

GCDFO#"

K

C

B

+9D+8"FFA,

#

1%%$

#

1/(

$

2

&!

$%//.$%(1&

'

$0

(

X#E,

<

X

#

]EFE@"U

#

=#

B

E\ER#X&6,@JEND,"A+!DH#NDJ

B

"I,E.

RD!

K

HE+F#![4?I"J#,N#N"G

B

@"R#,DDQ

K

JD++#",

'

X

(

&

O#"DCDFO#"

K

C

B

+9D+8"FFA,

#

1%$$

#

1/(

$

2

&!

$%//.$%(1&

'

$2

(

=#E"8P

#

C̀E+C#_

#

:E@#

*

,;?

#

D@EH&6,GHA+#","I@CDCD

K

E@#D

H"GA+G",@J"HJD

<

#",

#

E,#,@J",

#

E,!A,@JE,+HE@D!JD

<

#",#,.

GJDE+D+E,!+@EM#H#\D+CD

K

E@#DIEG@"J6b

<

D,DDQ

K

JD++#",#,N#N"

MA@,"@#,N#@J"

'

X

(

&="H3CDJ

#

1%$'

#

$

$

)

&!

211.2'1&

$收稿日期!

1%$2.%2.%/

!

修回日期!

1%$2.$%.$)

&

$上接第
2(0

页&

!!

'

X

(

&7E,GD@

#

1%%(

#

'-'

$

())'

&!

2/1.2(1&

'

1

(

PEJJ#,

<

@",7U

#

PE@@",9[

#

=E,

<

E,:9

#

D@EH&6,@DJHDAR#,

$-.

K

J"!AG#,

<

8[0

f

DIIDG@"J3GDHH+!DNDH"

K

N#EEH#,DE

<

D

!#+@#,G@IJ"F@CD3CDH

K

DJ@

BK

D$E,!1H#,DE

<

D+

'

X

(

&4E.

@AJD6FFA,"H

#

1%%2

#

)

$

$$

&!

$$1'.$$'1&

'

'

(

:EJRP

#

7#Z

#

]E,

<

b̀

#

D@EH&?!#+@#,G@H#,DE

<

D"I8[03

GDHH+JD

<

AHE@D+@#++AD#,IHEFFE@#",M

BK

J"!AG#,

<

#,@DJHDA.

R#,$-

'

X

(

&4E@AJD6FFA,"H

#

1%%2

#

)

$

$$

&!

$$''.$$0$&

'

0

(

7DFFDJ+?

#

="JD,"8

#

;A+@"@3

#

D@EH&3CD#,@DJHDAR#,.

$-

K

E@CLE

B

#+#,N"HND!#,CAFE,EHG"C"H#GH#NDJ!#+DE+D

'

X

(

&PD

K

E@"H"

<B

#

1%%(

#

0(

$

1

&!

)0).)2-&

'

2

(

ZCE,

<

X]

#

ZCE,

<

Z

#

7#,5

#

D@EH&6,@DJHDAR#,.$-.

K

J"!AG#,

<

8[0

f

3GDHH+#,GJDE+DL#@C+DNDJ#@

B

"IH#NDJ!EFE

<

D#,

K

E@#D,@+

L#@CGCJ",#GCD

K

E@#@#+O

'

X

(

&PD

K

E@"H"

<B

#

1%$%

#

2$

$

$

&!

/$.($&

'

)

(

7#E,

<

b>

#

7#8Z

#

ZC"A]

#

D@EH&8CE,

<

D+"I3JD

<

E,!3C$-

GDHH+MEHE,GD#,@CD!DNDH"

K

FD,@"IEGA@DE,!GCJ",#GCD

K

E@#@#+

ON#JA+#,IDG@#",

'

X

(

&O=8;E+@J"D,@DJ"H

#

1%$1

#

$1

$

$

&!

0'&

'

-

(

ZCE,

<

X:

#

]E,X

#

bAX

#

D@EH&6,GJDE+D!#,@JE@AF"JEH67.$-.

K

J"!AG#,

<

GDHH+G"JJDHE@DL#@C

K

""J+AJN#NEH#,CD

K

E@"GDHHAHEJ

GEJG#,"FE

K

E@#D,@+

'

X

(

&XPD

K

E@"H"

<B

#

1%%(

#

2%

$

2

&!

(/%.(/(&

'

/

( 中华医学会肝病学分会#中华医学会感染病学分会
&

慢性

乙型肝炎防治指南$

1%$%

年版&'

X

(

&

中国肝脏病杂志#

1%$$

#

'

$

$

&!

0%.2)&

'

(

(

OJA,@U=&;JE!#,

<

E,!+@E

<

#,

<

@CDC#+@"

K

E@C"H"

<

#GEHHD.

+#",+"IGCJ",#GCD

K

E@#@#+

!

@CD_,"!DHHC#+@"H"

<B

EG@#N#@

B

#,!DQE,!MD

B

",!

'

X

(

&PD

K

E@"H"

<B

#

1%%%

#

'$

$

$

&!

10$.10)&

'

$%

(

7#AX

#

5E,[&PD

K

E@#@#+O#,8C#,E

'

X

(

&7E,GD@

#

1%%-

#

')(

$

(2-'

&!

$2/1.$2/'&

'

$$

(

OE@EHHDJ9

#

OJD,,DJ[?&7#NDJI#MJ"+#+

'

X

(

&X8H#,6,ND+@

#

1%%2

#

$$2

$

1

&!

1%(.1$/&

'

$1

(

5J#D!FE,>7&=DGCE,#+F+"ICD

K

E@#GI#MJ"

<

D,D+#+

'

X

(

&;E+@J".

D,@DJ"H"

<B

#

1%%/

#

$'0

$

)

&!

$)22.$))(&

'

$'

(

À
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