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重组疫苗免疫小鼠和磷酸盐缓冲液"

&PR

#注射小鼠
:

淋巴细

胞表达的蛋白质组!建立差异表达蛋白谱$方法
!

以
-
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"98$8$

重组疫苗免疫小鼠为实验组!

&PR

注射小鼠为对照组!

-
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"98$8$

重

组疫苗免疫
!

周后提取两组小鼠脾脏
:

淋巴细胞总蛋白!双向电泳"

!8X-

#分离总蛋白!比较两组小鼠
:

淋巴细胞的差异表达蛋

白质$结果
!

凝胶电泳发现
""

个存在明显差异的蛋白质点!其中
7

个蛋白明显见于实验组小鼠
:

淋巴细胞中!

9

个点明显见于

对照组小鼠中$结论
!
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重组疫苗免疫小鼠与
&PR

注射小鼠
:

淋巴细胞表达蛋白质组有明显差异!差异表达蛋白对疫苗免

疫机制的研究及后续的疫苗优化具有重要意义$
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包虫病是由棘球绦虫的幼虫感染并寄生于人畜体内引发

的一种呈世界性分布的人畜共患寄生虫病#该病严重危害人畜

健康和经济发展)发展包虫病新型疫苗#进行免疫预防是预防

和控制包虫病传播最为理想的方法'

"

(

)本实验室前期已制备

出细粒棘球蚴$
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重组蛋白#初步免疫学研究表明该重

组蛋白具有良好的抗原性和免疫原性#并在小鼠中可诱导出较

高的免疫保护力'

!

(

)诱导高保护力重组疫苗的免疫保护机制

一般认为是依赖
'X9

g

:

淋巴细胞向
:A"

极化#产生高水平的

+

8

干扰素$

)[Z8

+

%#进而与巨噬细胞的活化和一氧化氮的产生

有关)但是对
:

淋巴细胞活化和向
:A"

分化的分子基础仍然

缺乏足够的认识'

$89

(

)已知细胞向特异功能细胞分化的机制是

该细胞选择性表达特异性蛋白从而使分化后的细胞产生新的

功能效应)因此#如果了解了机体在重组疫苗免疫后与无疫苗

免疫状态免疫细胞蛋白质组中的所有差异表达蛋白的变化#建

立疫苗免疫机制中细胞
8

细胞+蛋白
8

蛋白关系网络#揭示免疫

细胞蛋白表达的变化#将有利于更深入阐述免疫细胞的功能与

机制#若对差异表达蛋白上+下游分子进一步追溯研究#极有可

能发现未知的信号通路)本研究通过开展对
-

?

"98$8$

重组疫

苗免疫及无疫苗免疫宿主
:

淋巴细胞差异蛋白质组学的研

究#全面地分析了解疫苗免疫与无免疫状态下机体
:

淋巴细

胞差异表达的蛋白质成分#以期明确宿主
:

淋巴细胞在
-

?

抗

感染免疫过程中的分子基础#阐释在复杂的免疫网络中#

:

淋

巴细胞发挥效应过程中参与免疫应答的特异性分子及免疫反

应中潜藏的诸多免疫应答通路和参与分子)
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材料与方法
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实验动物及材料
!
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#
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周龄雄性
)'(

小鼠#体质量

$

"/e!

%

?

#共
"%

只#购自宁夏医科大学实验动物中心#
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?
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$8$

重组疫苗免疫其中
#

只小鼠$实验组%#磷酸盐缓冲液

$

&PR

%注射
#

只小鼠作为对照组#具体免疫方法见已发表

文献'
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仪器与试剂
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S4G>=6

M
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免疫磁珠试剂盒#

S4G>=6

M
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小鼠藻红蛋白
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标记
'X9

$

'X98&-

%抗体+

S4G>=6

M

4P4;>=E"$%8%."87.!

小鼠异

硫氰酸荧光素标记
'X1!Q

$

'X1!Q8[):'

%抗体+

S4G>=6

M

4P4;>=E

"$%8%9!8!%"

磁珠分离柱及
S464S+'RR=

H

@B@>

磁珠分离器均

购自德国美天旎公司)

[+'R'@6>;

"

流式细胞仪购自美国
PX

公司)

@0B

!

方法

@0B0@

!

脾细胞悬液制备
!

"98$8$

重组疫苗免疫
!

周后#免疫

小鼠与对照组小鼠各
#

只#颈椎脱臼处死后#置
7#2

乙醇中消

毒
$F46

&无菌取脾#匀浆#用
!FQ&PR

冲洗#

!%%

目尼龙膜过

滤#滤液置
"%FQ

离心管#加
#

#

"%

倍的红细胞裂解液溶解红

细胞#离心
#F46

$

!%%%B

"

F46

%#去上清#用
&PR

洗
!

次#离心
#

F46

$

!%%%B

"

F46

%#去上清#

/FQ

分离缓冲液重悬浮#备用)

@0B0A

!

免疫磁珠分选
:

淋巴细胞
!

在无菌工作台内将
/FQ

淋巴细胞悬液加入离心管#

$%%`

?

离心
"%F46

#弃上清#用

9%%

'

Q

缓冲液重悬浮细胞)加
"%%

'

Q'X9

g

:

淋巴细胞生物

素
';EC>@4G

混合抗体'

'X/@

+

'X9#(

+

'X""I

+

'X!#

+

'X9.I

+

:

淋巴细胞受体$

:'(

%

+

"

,

及
:=B8"".

(#混匀后
9 b

孵育
"%

F46

#加
$%%

'

Q

缓冲液及
!%%

'

Q

抗生物素
S4EB;I=@J5

磁珠#

混匀后
9b

孵育
"#F46

#加
"%FQ

缓冲液在
9b

下
$%%̀

?

离

心
"%F46

弃上清后#用
#%%

'

Q

缓冲液重悬浮细胞)将
S4G>=8

6

M

4P4;>=E

预分选细胞过滤器装配入
QR

分选柱#并置于
S48

J4S+'R

磁铁分离器中$加
$0#FQ

缓冲液冲洗细胞过滤器及

QR

分选柱备用%)将上述
#%%

'

Q

经混合抗体磁珠标记的重悬

浮细胞加入预分选过滤器$经
$%

'

F

孔径的细胞筛过滤#避免

组织块堵塞分选柱%#用
.FQ

缓冲液冲洗分选柱#将未标记的

'X9

g

:

淋巴细胞冲洗入分选柱下的干净离心管中$混合抗体

免疫磁珠标记的细胞被磁力吸附在分选柱上#此为磁珠阴性分

选方法%)将第一阶段分选出的未标记的
'X9

g

:

淋巴细胞悬

液
$%%̀

?

离心
"%F46

#弃上清)加入
/%%

'

Q

缓冲液重悬浮细

胞#并加入
!%%

'

Q

的
'X1!Q

磁珠混匀后#

9b

孵育
"#F46

#加

"%FQ

缓冲液
$%%̀

?

离心
"%F46

#弃上清)用
#%%

'

Q

的缓冲

液重悬浮细胞#并将悬液加入
SR

分选柱后用
"0#FQ

缓冲液

冲洗$

'X9

g

'X1!Q

g

:

淋巴细胞被磁力吸附于
SR

分选柱中#

此为磁珠阳性分选%)用
(&S)"19%

淋巴细胞培养基重悬培

养#并进行细胞计数与细胞活力鉴定及流式细胞术测定
'X9

g

'X1!Q

g

:

淋巴细胞纯度)

@0B0B

!

标本蛋白质的提取
!

取一定量标本组织#加入液氮在

碾钵中进行碾磨#碾至粉末状样品后#进行分装#冻存于
f/%

b

冰箱)取其样品
%0"

?

#加入裂解液
#%%

'

Q

#在漩涡混匀器

上充分混匀)再加入
#%

'

?

"

FQ(Z@5=

及
!%%

'

?

"

FQXZ@5=

#

9b

放置
"#F46

)之后
"%%%%B

"

F46

离心
$%F46

#取上清)用

PB@JD;BJ

法测定样品中蛋白质浓度)

@0B0C

!

双向电泳$

!8X-

%及染色
!

取出
9%%

'

Q

水化上样缓冲

液#加入
"%%

'

Q

蛋白
G

样品#充分混匀)取
)&T

预制胶条$

7

EF

#

H

,$

#

"%

%#于室温放置
"%F46

后#加入已混入水化上样

缓冲液的样品#再将
)&T

胶条胶面朝下置于聚焦盘中样品溶

液上#室温放置
9%F46

)在每根胶条上覆盖
"FQ

矿物油#防

止胶条水化过程中液体的蒸发)将聚焦盘放置于等电聚焦仪

中#设置等电聚焦程序进行第一向电泳)进行完第一向等电聚

焦的胶条#用滤纸吸干胶条上的矿物油及多余样品后#放置于

预先配制的丙烯酰胺凝胶上方#并加入低熔点琼脂糖封胶液#

将凝胶转移至电泳槽中#设定电泳程序#进行第二向十二烷基

硫酸钠
8

聚丙烯酰胺$

RXR8&+T-

%凝胶电泳)电泳结束后#取

出凝胶#用考马斯亮蓝染色
!A

#再用脱色液进行脱色)

@0B0H

!

图像采集与分析
!

利用
TR8/%%

扫描仪的透射模式获

取凝胶图像#之后利用
!8X-

分析软件
&XhK=5>

分析通过二维

电泳分离的蛋白质样品#分析检测差异表达蛋白)图像分析过

程包括蛋白点的检测+量化+背景消减和点的匹配#蛋白点自动

检测后进行编辑#蛋白点匹配以
:

淋巴细胞凝胶图像作为参

考胶#建立一些匹配点#然后自动匹配其他蛋白点#蛋白点等电

点和分子量采用二维校正法确定)

A

!

结
!!

果

A0@

!

分离的
:

淋巴细胞纯度及蛋白量
!

分选的小鼠脾脏单

个核细胞中的
:

淋巴细胞比例为
.10#2

#见图
"

$见,国际检

验医学杂志-网站主页.论文附件/%)裂解所得细胞总蛋白平

均为
1%

'

?

"

"%

1 细胞)

A0A

!

:

淋巴细胞
!8X-

结果
!

对照组和实验组小鼠
:

淋巴细

胞蛋白质
!8X-

图谱见图
!

$见,国际检验医学杂志-网站主页

.论文附件/%#检出蛋白点数分别为
:

淋巴细胞
9$!

+

9$#

个)

蛋白等电点和相对分子质量分布范围广#但多数集中在$

"1

#

"%7

%

"̀%

$ 区域)对两张图进行匹配比较发现有
7

个蛋白点明

显只见于
-

?

"98$8$

免疫小鼠
:

淋巴细胞#而对照组
:

淋巴细

胞未见&有
9

个蛋白点明显见于对照组
:

淋巴细胞#而
-

?

"98

$8$

免疫小鼠组
:

淋巴细胞中未见)具体蛋白点编号+等电点

和相对分子质量#见表
"

)

表
"

!!

两组小鼠
:

淋巴细胞测得差异表达蛋白点

序号 相对分子质量$

"̀%

$

% 等电点 蛋白表达变化

7 "/0!/ #0#!

上调

. !/0#7 #079

上调

"$$ $!0$9 9091

上调

"#1 $%09# /0$.

上调

".! $101$ 10$/

上调

!%" 9%011 70"/

上调

!"! 7!07# /0$/

上调

$%" !#0/9 #0$!

下调

$9! 9!09# 10!#

下调

9%$ !#017 /0$9

下调

99! 7"0!$ 90!$

下调

B

!

讨
!!

论

将蛋白质组学技术应用到寄生虫病相关基础研究始于
!%

世纪末#目前已经发表的关于寄生虫病的蛋白质组学研究资

料#多集中在血吸虫+疟疾+利什曼原虫和弓形虫等寄生虫病#

而
-

?

感染+抗感染+重组疫苗免疫保护及免疫逃避或耐受机

制相关蛋白质组研究的报道十分有限'

18/

(

)笔者期望通过开展

对
-

?

重组疫苗免疫宿主与无疫苗免疫宿主
:

淋巴细胞差异

蛋白质组学的研究#全面地分析了解疫苗免疫后与自然状态下

:

淋巴细胞差异表达的蛋白质成分#以期明确宿主
:

淋巴细

胞在
-

?

抗感染免疫过程中的分子基础#阐释复杂的免疫网络

中#主要免疫细胞在发挥效应的过程中参与免疫应答的特异性

分子及免疫反应中潜藏的诸多免疫应答通路和参与分子)

本课题组前期开展的
-

?
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究证实
'(&

具有调节炎症过程和防御感染性疾病的作用'

"!

(

)

临床常将
'(&

作为非特异性标志物#用以评估组织损伤或细

胞感染引发炎性反应的严重程度#并将其作为早期鉴别细菌与

病毒感染的指标)本研究表明#

+XY

感染亦可以引起患儿外

周血
'(&

水平的升高#这可能与
+XY

感染后机体免疫系统发

生应答反应#炎性因子上调密切相关'

"%

(

)而
(RY

感染并未引

起
'(&

水平的上调)

&':

是一种由甲状腺
'

细胞分泌的降低高钙血症的激

素#是无激素活性的降钙素的前肽物质#经细胞内蛋白水解酶

水解为降钙素后#可发挥抗炎调节因子等生物学功能)多项研

究表明#

&':

在细胞感染时明显升高#而在病毒感染时不升

高#这与本研究结果一致'

"$

(

)

综上所述#不同病毒感染引起的疾病#其血细胞常规及

'(&

水平的变化是存在明显差异的#联合血细胞常规+

'(&

及

呼吸道病毒抗原的检测#进行病毒感染性疾病的鉴别诊断#将

为临床对疾病的早期诊断#以及治疗计划的制定提供更为全面

的临床依据)

参考文献

'

"

( 刘春艳#肖艳#张辉#等
0

儿童急性呼吸道感染病毒感染特点分析

'

W

(

0

中国实用儿科杂志#

!%"%

#

!#

$

/

%!

1$"81$$0

'

!

( 王和平#郑跃杰#邓继岿#等
0

深圳市儿童医院住院儿童常见呼吸

道病毒病原学分析'

W

(

0

临床和实验医学杂志#

!%"$

#

"!

$

!"

%!

"7!!8

"7!90

'

$

( 邓继岿#郑跃杰#袁雄伟#等
0

深圳儿童急性下呼吸道感染病原学

监测'

W

(

0

中国儿童保健杂志#

!%%7

#

"#

$

$

%!

!9.8!#"0

'

9

( 李璐#史伟峰#董文
0

儿童急性呼吸道感染
.

种病原体检测和流行

病学调查'

W

(

0

国际检验医学杂志#

!%"$

#

$9

$

1

%!

1/981/#0

'

#

( 戴淑惠#任小英
0

直接免疫荧光法对儿童呼吸道病毒感染病原学

检测的临床意义'

W

(

0

中国医药指南#

!%"9

#

"!

$

"1

%!

"978"9/0

'

1

( 毛晓健#童志杰#洪捷#等
0

不同种类病毒感染导致的儿童重症社

区获得性肺炎的临床特征比较'

W

"

'X

(

0

中华妇幼临床医学杂志!

电子版#

!%"$

#

.

$

$

%!

!.#8!..0

'

7

( 周淑新#梁剑虹
0

儿童呼吸道合胞病毒感染'

W

(

0

中国全科医学#

!%""

#

"9

$

".

%!

!"778!"7.0

'

/

( 宁静
0

婴儿毛细支气管炎鼻病毒感染的临床特征'

W

(

0

实用儿科临

床杂志#

!%""

#

!1

$

"1

%!

"!7"8"!7!0

'

.

( 刘滕颖子#吕星#黄达娜#等
0!%""8!%"!

年深圳市呼吸道腺病毒分

子分型及其流行特征'

W

(

0

热带医学杂志#

!%"9

#

"9

$

"

%!

"!8"#0

'

"%

(蔡玉婵#魏琦#尧荣凤#等
09

项炎性指标在急性上呼吸道感染中

的检测意义'

W

(

0

检验医学与临床#

!%"9

#

""

$

!%

%!

!/978!/9.0

'

""

(

O@L@5@C4i

#

,;5;

M

@S

#

O@>@

M

;5=S

#

=>@G0';BB=G@>4;6I=>L==6

5=BKF46>=BG=KC461@6J'8B=@E>4<=

H

B;>=46E;6E=6>B@>4;6546

H

@8

>4=6>5L4>A@J=6;<4B@GB=5

H

4B@>;B

M

46D=E>4;6

'

W

(

0&=J4@>B)6D=E>X45

W

#

!%%!

#

!"

$

#

%!

$7%8$790

'

"!

(赵金强#徐文丽#李舟
0

降钙素原+

'8

反应蛋白在儿童急性呼吸道

感染中的应用价值'

W

(

0

中国卫生检验杂志#

!%"9

#

!9

$

"1

%!

!$#18

!$#/0

'

"$

(张骆军#刘培龙#戴世荣
0

血清降钙素原在儿童社区获得性肺炎鉴别

诊断中的临床意义'

W

(

0

国际检验医学杂志#

!%"9

#

$#

$

$

%!

$978$9/0

$收稿日期!

!%"#8%78!.

%

$上接第
$$/.

页%

及重复性实验结果显示#
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获得
/92

的良好保护性结

果#而自然感染组小鼠全部患上肝包虫病'

#

(

)疫苗免疫
!

周

后#即可在小鼠中诱导显著的细胞免疫和体液免疫反应)在疫

苗免疫和未免疫状态下#

:

淋巴细胞差异表达的蛋白极有可能

是决定免疫保护还是免疫抑制的关键所在)本项研究按照本

课题组成熟的方法构建小鼠免疫模型#将
)'(

小鼠用
-

?

"98$8

$

免疫后#分离收集
&PR

注射小鼠和
-

?

"98$8$

免疫
!

周后小

鼠脾脏和淋巴结
:

淋巴细胞样品#进行差异表达蛋白质组学

分析#了解不同免疫状态下小鼠差异表达蛋白质成分并做鉴定

分析#研究发现!

-

?

"98$8$

免疫小鼠与
&PR

注射小鼠存在
""

个差异表达蛋白#其中
7

个蛋白在
"98$8$

免疫小鼠
:

淋巴细

胞中表达上调#

9

个蛋白质在
&PR

注射小鼠中表达上调)本研

究获得了较好的
!8X-

图谱#并初步分析了部分差异表达蛋白

点#为后续进一步筛选+鉴定
"98$8$

疫苗免疫与未经免疫的
:

淋巴细胞差异蛋白质奠定了基础)
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