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查菲埃立克体 120 仪X) 表面抗原蛋白基因的克隆与表达

赛 锐
,

温博海 (第三军医大学基础医学部微生物学教研室
,

重庆 《 兀。 3 8 )

提 要
:

目的 构建查菲埃立克体特异性表面抗原 1P 20 基因的原核表达质粒
,

并使该基因在 E
.

co il 中高效表达
。

方法 依据

查菲埃立克体 IP 20 基因序列设计一对特异性引物
,

用 CP R 从查菲埃立克体的基因组中扩增含有编码 1P 20 抗原决定簇的基因片段
,

而后将 cP R 产物用 T 载体克隆
。

用酶将 cP R 产物从 T 载体切下
,

将它定向插入原核表达质粒 P曰
、

1 1c 构建 P E I
,

1 I c / p 120 重组质粒 ;

用重组质粒转化 E
.

co “ B I Z I ( D璐 )
。

结果 从 DN
A 片断中扩增 出一约 1 11 9 饰 产物

,

经测序为查菲埃立克体 p 120 基因
。

I>E T l l c/

P 120 重组质粒转化的 E
.

co il 在 『 r C 的诱导下产生一分子量为 41 0 1〕的天然蛋白
,

它的产量 占细菌蛋白总量的 28 %
,

用免疫印迹分

析证明它能特异地与查菲埃立克体感染病人血清反应
。

结论 查菲埃立克体特异性的 1P 20 抗原在原核表达系统被高效表达
,

该

抗原的研制成功为制备人单核细胞埃立克体病诊断抗原和疫苗奠定了基础
。
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查菲埃立克体 ( hE
l-l ic h讯 J 坦挤

〕〔, ”
is) 是人单核细胞

埃立克体病 ( H u l ll a l l

oocmnn
yt i e e h lr i e ih o s is

,

HM E )的病

原体
,

于 199 1年首次在美国被分离鉴定
。

该病原体主

要感染人单核细胞和巨噬细胞
,

引起患者发热
、

头痛
、

肌痛等症状
,

严重者死亡
。

目前已有数千病例被确诊
,

分布于美国
、

欧洲
、

非洲 t ’ l
。

在我国云南和福建的蝉和

啮齿动物中均检测到查菲埃立克体的基因片段川
,

提

示在我国存在该病原的自然疫源地和 11M E
。

血清学分析是目前诊断 HM E 和对 H ME 做流行病

学调查的主要方法
,

但由于该病原体为严格胞内寄生

菌
,

难以通过细胞培养制备大量抗原去满足临床 H M E

的血清学诊断和流行病学调查的需要图
。

查菲埃立克

体有 120 仪旧
、

66 X( 刃
、

55 (X旧
、

科 (XX)
、

2 9 0以)
、

2 8 〕厌) 和

2 2 (X刃等 7种主要蛋白抗原
,

其中 120 (XX) 蛋白 ( 1P 20)

为细胞表面抗原
,

具有种特异性
。

编码查菲埃立克体

1P 20 抗原的基因首先被 Y u
等川 用 H M E 病人血清从

查菲埃立克体基因文库中筛得
,

该基因开放阅读框

(Ope n l℃a ( {ign f访 1l l e ,

o RF )全长为 1 884 饰
。

本研究通

过分析该抗原基因的序列结构设计引物
,

从查菲埃立

克体基因组中扩增到含有编码 1P 20 抗原决定簇的基

因片段
,

并构建了重组表达质粒 PE IT I C / P 12 0
,

经免疫

印迹证实该重组质粒在大肠杆菌胞内高效表达 的

1P 20 天然蛋白能够与 H M E 病人血清反应
。
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1 材料和方法

1
.

1 菌种和质粒

oE il DSH
Q
和 BU I ( D璐 )株

、

查菲埃立克体 ( Al
k印

l s a

株 )基

因组 DNA
、

表达质粒 P E T
~

l lC 为本室保存 ;
UP Co T 载体购 自上

海生工 (生物工程技术服务有限公司 )
。

在 P E f
~

l lC 的多克隆

位点中的 从龙 I 和 及 z爪刀 I位点为插人基因连接位点
。

1
.

2 寡核普酸引物

根据 Y 。
等川 报道 p 120 基因序列 自行设计一对特异性引

物
,

上游引物为 R (5
’ ~

。 、 T ATC C
Z、A GA C CAAG A八C AT C Ac

一
3

’

)
,

定

位于 p 120 基因序列的第 3 1 2 一 329 碱基位
,

含 八沃子I位点和起始

密码子
,

下游引物为 几 ( 5
’ -

卫以 C r C rAC AA〔:A八C CGC
J

认 T C
一
3

’

)位

于基因的第 1 6 37
一 1 62 0 位

,

含终止密码子
。

此对引物设计扩
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超声引导活检枪法与传统法肾脏活检的对比研究
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肾活检在肾脏疾病的诊断
、

治疗与判断预后等方面都有非

常重要的作用
,

但传统方法并发症多
,

本研究对比超声引导下

自动活检枪法与传统方法 肾活检
,

探讨一种更安全有效的方

法
,

提高肾脏病的诊治水平
。

1 临床资料

传统方法活检 48 例
,

活检枪法 68 例
,

均有肾活检适应症
,

无绝对禁忌症
。

原发病包括原发性肾病综合征
、

狼疮性肾炎
、

无症状蛋白尿和 /或血尿
、

不明原因急性肾衰
,

其中活检枪法还

包括慢性肾衰肾脏未缩小 2 例
、

慢性肾衰肾脏缩小 1例
。

所用

超声仪为 A
c

~
12 8 x jP 10

,

线阵式穿刺探头
,

频率为 5
一

10
n
d l z o

活检枪和穿检针均为美国 Baxd 公司生产
。

2 方法与结果

二者术前准备相同
。

每例穿刺 2 一 3 针
,

若已穿刺 3 针而

未获足够组织
,

不再继续
,

以免出现严重并发症川
。

1
998 年前

采用传统法 (负压吸引或 T山
口

cut 针手动法 )
。

负压吸引法是在

超声科体表定位后在本科室进行穿刺
。

T叶 cut 针法是在超声

引导下手动穿刺
。

19卯年 1 月后采用超声引导自动活检枪法
,

根据肾皮质厚薄和肾脏大小选择进针深度 ( 22 或 15 nlnI )
,

实时

超声引导进针
,

抵达肾包膜即屏气开枪取材
,

屏幕上可见穿刺

针迅速射人肾脏
,

全部过程仅需数秒
。

肾小球总数 > 巧 个
,

可

以满足病理诊断计成功率
。

传统法 1 次成功 32 例 ( 67 % )
,

2 次

成功 7 例 ( 15% )
,

3 次成功 3 例 ( 6 % )
,

失败 4 例 ( 12% )
。

活检枪

法 1次成功 63 例 ( 93 % )
,

2 次成功 2 例 ( 3% )
,

3 次成功 2 例
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(3 % )
,

失败 1例 ( 2% )为活检枪故障
。

并发症
:

传统法肉眼血

尿 9 例 ( 19 % )
,

肾周血肿 9 例 ( 19 % )
,

动静脉瘦 l 例 ( 2% )
,

穿通

肾盂 3 例 ( 6 % ) ; 活检枪法肉眼血尿 1例 ( 1% )
,

肾周血肿 3 例

(4 % )
。

3 讨论

活检枪法整个过程都在实时超声声像图监控下进行
,

活检

针在肾脏内停留时间极短
,

抖动小
,

成功率高而并发症少且轻
,

也给移植肾穿刺提供了一个更安全可靠的活检方法
。

穿刺儿

童 3 例
,

最小 6岁
,

均一次成功
,

无明显并发症
。

日本学者调查

2 04 5 例婴幼儿和年长儿肾活检中
,

50
.

8% 用超声引导下自动活

检枪穿刺
,

成功率达 98
.

7 %
,

肉眼血尿仅 2
.

7% 叫
,

说明年龄不

再是肾活检的限制因素
。

术前可基础麻醉 s[J
,

仍不合作酌加复

方氯丙嚓静注
,

年长儿可 口服水合氯醛
,

细针 ( 18 )G 穿刺
。

严

重腹水
、

腰背部明显水肿和显著肥胖者用活检枪法
,

选择 20 二

长针穿刺
,

全部成功
,

且操作时间很短病人可 以耐受
,

无明显并

发症
,

进一步缩小了肾活检的相对禁忌症
。
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