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目的
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#
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#复制的影响$方法
!

将
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感染性克隆
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)*+-."

及其启动子
,

)*+!(/0

分别转染
)1

,
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细胞!加入不同浓度的重组人
'(!"#

蛋白!采用酶联免疫吸附试

验"

4('56

#检测细胞上清液中乙型肝炎表面抗原"

)*76

8

#和乙型肝炎
1

抗原"

)*16

8

#水平%荧光定量聚合酶链反

应检测细胞闭合环状
9:6

"

0009:6

#的水平%采用
(/;<=>;1?1@

荧光检测仪分析
)*+

启动子活性的变化$

结果
!

'(!"#

能够抑制细胞上清液中
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8

和
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8

的水平及细胞内
)*+0009:6

的拷贝数!并下调
)*+

启

动子的活性$结论
!

'(!"#

能够在
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细胞中抑制
)*+

的复制$
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乙型肝炎病毒$

)*+

%感染严重危害人类健康#目前全球

约有
".#

亿
)*+

携带者#每年被感染的人数达
#%%%

万#死于

)*+

感染相关疾病的人数约
-%%

万)白细胞介素$

'(

%

!-3

家

族是一类由异源二聚体分子组成的细胞因子#其成员包括
'(!

-3
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'(!3"
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'(!3A

和
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是新发现的细胞因子#由病毒
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"
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%和
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两个亚基构成#是一种免疫抑

制性细胞因子#在自身免疫性疾病及感染性疾病中起到重要的

作用+

-
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)本研究旨在探讨
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对
)*+

复制的影响#为
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的免疫调控治疗提供一定的理论基础)现报道如下)
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材料与方法
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细胞系与试剂
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购自武汉大学典

型培养物保藏中心(
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感染性克隆
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)*+-."

及
)*+

全基

因启动子
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)*+!(/0

由本科构建+
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(重组人
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(转染试剂
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公司(乙型肝炎表面抗原$
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方法

$./.$
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细胞培养及转染
!
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,
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细胞培养在含
-%T

小牛血

清的
RPU'-&$%

培养基中#于
#TQV

3

#

"AW

细胞培养箱中培

养)转染前将
)1

,

23

细胞接种
3$

孔板#待细胞生长至丰度

X%T

!

B%T

时#将质粒
9:6

和
(<

,

>G10?I;<=13%%%

转染试剂分

别稀释在无血清无双抗的
RPU'-&$%

培养基中后混匀#室温下

作用
3%;<=

#将配制好的转染液加入细胞培养板中#细胞置

QV

3

培养箱内继续培养)

$././
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酶联免疫吸附试验$

4('56

%

!

采用
)*+4('56

检测

试剂盒测定细胞上清液中
)*76

8

和
)*16

8

的水平#检测方

法按试剂盒说明书进行操作#实验重复
"

次)

$./.'

!

荧光定量聚合酶链反应$

PQR

%测定
!

提取的
)*+

闭

合环状
9:6

$

0009:6

%#采用
)*+0009:6

试剂盒进行荧光

定量
PQR

#按试剂盒操作说明进行#实验重复
"

次)

$./.1

!

荧光素酶的测定
!

细胞转染后
$XF

后#去除上清液#

洗涤后加入裂解液裂解细胞 $每孔
-%%

"

(

%)取
3%

"

(

的细胞

裂解液和
#%

"

(

的荧光色素酶底物混匀#用
(/;<=>;1?1@

荧光

检测分析仪进行测定#实验重复
"

次)

$.'

!

统计学处理
!

采用
5P55-B.%

统计软件进行分析#计量

资料以
AY=

表示#组间比较采用
5

检验#以
B

$

%.%#

为差异有

统计学意义)

/
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!!
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8

和
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8

水平比较
!

随

着
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蛋白浓度的不断增加#
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和
)*16

8

的水平逐渐

下降#见表
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)表明
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蛋白能够在
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,
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细胞抑制
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76
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和
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的合成和分泌#呈剂量依赖效应)
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蛋白不同浓度下
)*76
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和
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8

!!!!

水平比较%
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;(

(

'(!"#

蛋白浓度

$

=

8

"

;(

%

)*76

8

)*16

8

% %.XA3Y%.-%" %.AB$Y%.--3

3% %.&#$Y%.%X& %.#$"Y%.%X"

"

#% %.$X#Y%.%&& %.$%-Y%.%#X

"

-%% %.$X#Y%.%&& %.3XAY%.%$3

"

!!

注!与
%=

8

"

;(

比较#

"

B

$

%.%#

)

/./

!

'(!"#

蛋白不同浓度下
)*+0009:6

拷贝数比较
!

'(!

"#

蛋白浓度在
%

*

3%

*

#%

*

-%%=

8

"

;(

#

0009:6

拷贝数分别为

#.&3]-%

&

*

".&#]-%

#

*

A."&]-%

$

*

-.3$]-%

$

0>

,M

"

;(

)随着

'(!"#

蛋白浓度的不断增加#

)*+0009:6

的拷贝数不断降

低#表明
'(!"#

蛋白能够抑制
)*+0009:6

的拷贝#呈剂量依

赖效应)

/.'

!

'(!"#

蛋白不同浓度下
)*+

启动子活性比较
!

随着
'(!

"#

蛋白浓度的不断增加#荧光素酶的活性不断降低#分别为

$

-%#3.AYX&.&

%*$

&#3."Y#".B

%*$

$"X.3Y"X.3

%*$

3"B.&Y

33.-

%

R̂ (

"

"

8

蛋白)结果表明
'(!"#

能够抑制
)*+

启动子

活性#呈剂量依赖效应)

'

!

讨
!!

论

慢性
)*+

感染的自然病程分为
$

个阶段!免疫耐受期*

免疫清除期*非活动或复制期和再活动期)研究表明#细胞因

子介导的免疫反应在
)*+

转归过程中起到重要作用#很多
'(

都能够影响
)*+

的复制#如
'(!-3

*

'(!3-

和
'(!3A

等+

"!A

,

#但目

前关于
'(!"#

对
)*+

复制影响的相关研究还较少)

本研究主要探讨了
'(!"#

对
)*+

复制的影响#本研究结

果表明#

'(!"#

能够在
)1

,

23

细胞抑制
)*76

8

和
)*16

8

的

合成和分泌#并且抑制
)*+0009:6

的拷贝#充分证明了
'(!

"#

能够在细胞水平抑制
)*+

的复制#进一步研究发现#

'(!"#

通过抑制
)*+

启动子的活性来抑制
)*+

的复制)

作为一种免疫抑制因子#

'(!"#

主要通过抑制
C

细胞的分

化和效应功能来发挥其免疫抑制作用#在小细胞肺癌*自身免

疫病*前列腺炎*系统性红斑狼疮和白血病等多种疾病发病过

程中起到一定作用+

X!-"

,

)

(</

等+

-$

,研究证实#慢性
)*+

感染

的患者循环
Q9$

_

C

细胞可以检测到
'(!"#

的表达#而在健康

对照组检测不到#表明
)*+

可以诱导
Q9$

_

C

细胞合成分泌

'(!"#

)因此#

)*+

感染诱导了机体的免疫应答#免疫细胞可

能通过分泌细胞因子如
'(!"#

等进而抑制病毒的复制)

'(!-3

家族的成员如
'(!-3

和
'(!3A

均能抑制
)*+

的复

制#作者前期的研究工作证实
)*+

能够促进
'(!3A

表达的升

高#进一步研究表明
'(!3A

能够抑制
)*76

8

和
)*16

8

的合成

和分泌#并且抑制
)*+9:6

的复制#其机制是通过调节
$

型

和
%

型干扰素的表达来实现的+

"

,

)本研究中#证实了
'(!"#

能

够抑制
)*+

的复制#

'(!"#

能否在动物水平抑制
)*+

的复

制#其具体的机制尚待进一步研究)
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