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为了避免瞬时转染的质粒
\)#

污染造成的假阳性结果#在总

')#

提取环节作者采用了能有效去除
\)#

污染的
')#

S

KF

S

$MKF

试剂盒%在
$0'

的环节#以相应的
')#

作为模板来

作对照以保证
')#

质量)结果表明#未转染和转染空载体的

细胞没有出现
*,-?

S

左右的
>2\5

条带#而转染重组质粒的

细胞中#可以明显观察到
*,-?

S

左右的
>2\5

条带#说明转染

重组质粒细胞能够有效转录表达
>2\5

%

5

组细胞中内参

a#$\>

表达一致%以提取的
5

组细胞中总
')#

为模板#做

>2\5

*

a#$\>

的
$0'

#未见目的条带#说明所提取的
5

组细

胞中的总
')#

不含有
\)#

污染$图
*

&)

!!

&

!

&HKUFK

%

"

*

*

!转染重组质粒组#

"

以其
\)#

为模板#

*

以其

')#

为模板%

5

*

-

!转染空载体组#

5

以其
\)#

为模板#

-

以其
')#

为

模板%

!

*

7

!未转染组#

!

以其
\)#

为模板#

7

以其
')#

为模板)

图
*

!!
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方法检测重组质粒转染
2&X0E

后的表达

C+C+C

!

免疫荧光*蛋白质印迹法检测重组质粒转染
2&X0E

后

的表达
!

作者通过
'@/$0'

检测到
S

YZYb"/>2\5

转染
2&/

X0E

后
>2\5

能够有效转录表达#继而通过免疫荧光*蛋白质

印迹对其蛋白在细胞和培养上清中的表达进行了检测)免疫
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荧光结果表明#未转染组和转染空载体组均未见荧光#转染重

组质粒组可见明亮的鲜红色荧光#主要表达于细胞质$图
5

&)

蛋白质印迹结果显示#内参
a#$\>

在各组细胞之间表达量

均一致#说明各组之间具有可比性%未转染组和空载体转染组

中不表达
>2\5

#而
>2\5

在转染了重组质粒的细胞和细胞上

清中表达#说明转染重组质粒后#

>2\5

蛋白能被表达且分泌

到细胞质中$图
-

&)

!!

阳性部分为明亮的鲜红色荧光)

图
5

!!

重组质粒转染
2&X0E

后表达
>2\5

蛋白

%免疫荧光$

8*,,

&

!!

"

!未转染组%

*

!转染空载体组%

5

!转染重组质粒组%

H

*

?

!

5

组细胞

中蛋白%

Q

!

5

组细胞上清中蛋白)

图
-

!!

蛋白质印迹法检测目的蛋白表达

!!

#

!转染重组质粒组%

2

!转染空载体组%

0

!未转染组)

图
!

!!

]/2

纸片扩散法检测
5

种不同培养

上清浓缩液的抑菌试验结果

C+C+D

!

]/2

纸片扩散法检测转染重组质粒的
2&X0E

无血清

上清浓缩液的抗菌活性
!

>2\5

作为人体重要的内源性抗生

素对真菌和
a

4

*

a

i细菌有抗菌活性#所以#挑选了一种常见

的口腔致病真菌$

0#

&#

*

种
a

4细菌$

W0

*

$#

&和
*

种
a

i细菌

$

X#

*

2X

&作为试验菌)抗菌活性实验结果显示#转染重组质粒

的
2&X0E

无血清上清经
*,

倍浓缩后#对白色念珠菌
0#

*大

肠埃希菌
W0

*金黄色葡萄球菌
X#

*绿脓杆菌
$#

和枯草芽孢

杆菌
2X

产生明显的抑菌环$图
!

&)证实
S

YZYb"/>2\5

转染

2&X0E

后分泌至上清的
>2\5

具有生物学活性#能够抑制真

菌*细菌生长#尤其是它能抑制真菌#更能显示出它的功能强大

和优越性)

D

!

讨
!!

论

机体损伤后出现协调的愈合过程#其中包括多种细胞*细

胞因子和细胞外基质之间错综复杂的网络作用)

2&X0E

促进

伤口愈合的功能性特征包括!能够移行到创伤或炎症的部位#

参与受损组织的再生与重建#刺激固有的祖细胞增殖和向不同

方向分化#通过分泌生长因子和重新塑造细胞来促进受损细胞

的恢复#发挥特殊的免疫调节和抗炎作用'

*

#

<

(

)因为对
2&X0E

的生物学特性有了更多的了解#所以#临床试验也把
2&X0E

作为一种修复细胞和$或&外源基因载体来促进创伤愈

合'

*

#

</=

(

)

局部微生物的持续感染也是创面慢性难愈或不愈的原因

之一)有证据表明#无论何种类型的微生物#当每克组织中大

于或等于
",

7 时#就和愈合受损密切相关'

",

(

)防御素有明显

的杀菌和抑菌作用#并有抗真菌和中和毒素的作用#其效果与

防御素量呈正相关'

""/"*

(

)由于其独特的作用机制#几乎无耐

药性#其中
>2\5

在人类预防和治疗感染性疾病方面发挥了

重要作用#其在很小剂量范围内就表现出对革兰阳性菌的抗菌

活性#同时其抗菌活性是非盐离子浓度敏感性的#也不引起溶

血#相对分子质量小*合成快*弥散快#不影响口腔内环境微生

态菌群#不伤害人体组织细胞#是理想的抗口腔内感染的活性

抗菌肽)研究显示
>2\5

有特殊的生物学功能#如!化学诱

导#因此#能够连接先天性免疫和获得性免疫'

"5

(

)

>2\5

的重

组体和化学合成的
>2\5

的抗菌性和生物学特性与分离出来

的天然肽没有区别'

"-

(

)除了抗菌活性#

>2\5

还有免疫调节

的特性#如!对
@

淋巴细胞和未成熟的树突细胞的化学诱导#

所以#在获得性免疫中扮演一个重要的角色)

本实验选用了
S

YZYb"/(QE

真核表达质粒载体#其优点!

和染色体不发生整合%该载体是瞬时表达#更适合用于创面基

因治疗%没有细胞毒性效应产物产生)因此#作者构建了

>2\5

基因真核表达质粒载体#以期
>2\5

发挥抗菌活性#体

外试验更进一步证实了该载体能够有效表达
>2\5

#且分泌出

的
>2\5

的蛋白具有抗菌活性)

本实验选择特异性能抗细菌*抗真菌并能中和毒素的

>2\5

作为活性生物分子#根据质粒载体构建流程#通过常规

的分子生物学技术成功地构建了
S

YZYb"/>2\5

重组质粒载

体#用
'@/$0'

*免疫荧光和蛋白质印迹法检测到重组质粒转

染
2&X0E

后的目的基因表达#

]/2

纸片扩散法证实了重组质

粒转染
2&X0E

后表达
>2\5

的功能#具有抗菌活性#为后续

进一步移植转染了重组质粒的
2&X0E

*体内表达分泌
>2\5

防御感染以促进组织损伤恢复奠定了实验基础#同时由于

>2\5

显示出较强的抗真菌的活性#为其治疗口腔内真菌感染

带来十分广阔的应用前景)
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#

>BKTBBA)d+$BGF9GCHIBR(FEF9QJ

O

(HIEGF(QFII

GJFKH

SO

'

d

(

+0MKKb

S

C9b9QBI

#

*,,6

#

"=

$

!

&!

7!,/7!5+

'

=

(

2CH9QB$

#

'B?F

O

$a

#

XC((B9E$d+&FEF9QJ

O

(HIEGF(QFIIE

!

KFNCECGC9

:

JCEGBK

O

QB9QF

S

GEH9AHEEH

O

E

'

d

(

+0FIIXGF( 0FII

#

*,,<

#

-

$

*

&!

5"5/5"!+

'

",

(
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