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原发性胆汁性肝硬化$
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&是一种原因不明的

慢性胆汁淤积性自身免疫性疾病%好发于成年女性%
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-

个线粒体表位共同表

达%建立了检测
#6#;6(

的新方法(本实验采用另
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方法建立及临床血清检测
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羊抗人
M

5

&

%室温孵育
-+=>/
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倍标

准差(
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统计学处理
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@]@@'O)+

分析软件'计数资
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( 检

验'采用
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琼脂糖凝胶
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处

形成
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条明亮的条带%与预期目的片段大小相符

$图
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为
Z]D

三联体
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产物'

6

为
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相对分子质量标志物

图
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产物琼脂糖凝胶电泳图
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为双酶切鉴定结果'

6

为
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相对分子质量标志物

图
(

""

重组表达载体双酶切鉴定图
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蛋白表达及纯化
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结果表明%在蛋

白质相对分子质量约为
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- 处可见
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的条带%与预期的相对分子质量一致$图
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左右%亲和层析纯化后的蛋
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为蛋白相对分子质量标准'

'

为经
M]$&

诱导重组质粒转化
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表达产物的
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临床样本检测
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方法检测
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原发性胆汁性肝硬化是一种免疫介导的慢性炎

症性胆汁性肝病%是最常见的自身免疫性肝病%患病

率是自身免疫性肝炎和原发性硬化性胆管炎患病率

总和的两倍以上)

I
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%并且逐年递增%
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年我国广州
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患病率为

IJ(

"

'+++++

%多为女性%目前研究认为每
'+++

位
I+

岁以上女性中就有
'

位是
]Z2

患者)

,

*

(

#6#

是
]Z2

的血清标志物%

J,d

的
]Z2

患者

可检测出
#6#

%

'+d

$

(+d

的自身免疫性肝炎患者

呈
#6#

阳性%只有
+),d

的健康人群有
#6#

)

*

*

(有

研究表明)

O

*

%

6(

型
#6#

是检测
]Z2

灵敏度最高的

抗体%诊断灵敏度达
JId

%诊断特异度达
J,d

以上(

本实验结果显示%

#6#;6(

对
]Z2

的诊断灵敏度和

特异度略高于上述研究%分别为
J,)-d

+

JP)(d

%这主

要与样本的选取有关(

美国加利福尼亚大学
&G!@1aM"

等)

P

*于
'JPO

年鉴定出
6(

型抗体的靶抗原主要包括
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G(

+

]72;G(

和
D&72;G(

'本实验基于化学拼接法原

理获得三联体基因%将多拷贝的基因片段一次性合

成%形成一个完整的多拷贝基因片段%然后再以此为

扩增模板%构建表达载体(

WM#"&

等)

(

*使用的随机定

向串联法%利用合成
]2!

引物%通过
]2!

获得
'

个拷

贝的基因片段%通过限制性内切酶的黏性末端%将单

拷贝基因经酶切后进行自身随机串联%该法只有将自

身串联物克隆于载体后%经筛选来确定串联体中单体

数目%而且除形成期望的串联体外%单体或串联体也

可利用黏性末端自身环化%导致后续克隆失败%最终

得不到串联体'两法相比较%本实验方法虽然基因合

成的成本较高%但既简化了操作步骤%又可以避免三

联体表达载体构建出错%因此更有优势(

部分商业化的
G3M@#

试剂盒只是基于
]72;G(

这个靶抗原设计的)

J;'+

*

%因此会导致
]Z2

患者的漏检

或者误诊(本实验应用三联体作为靶抗原%成功建立

G3M@#

检测方法%对
]Z2

均有较高的灵敏度和特异

度%在保证特异度的同时也能有效地降低漏检率'据

文献报道)

'';'(

*

%

#6#

对
]Z2

的特异度并非
'++d

%

#M1

+特发性血小板减少性紫癜和系统性硬化症等患

者偶见
#6#

阳性%所以临床除了参考
#6#;6(

的

结果外%还须结合生化指标进一步明确诊断(
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