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摘要：
本研究旨在寻找戊型肝炎病毒(hepatitis E virus，HEV)
衣壳蛋白ORF2的相互作用蛋白，探讨其在HEV感染中的作用。采用酵母双杂交方法从人肝细胞文库中筛选与HEV ORF2相互作用的蛋白， Pull-down实验提示原核表达的ORF2与CD63结合较弱，而免疫共沉淀实验提示真核表达的ORF2能与CD63结合。结果显示CD63与HEV ORF2相互作用。与空白载体相比，随着TS'X'及TS'重组表达载递增，Huh7胞内CAT值逐渐降低（n＝6，P＜0.05），但TS'X'与TS'之间无显著差异(n＝6，P＞0.05)。本研究证实 HBV 3022nt-1787nt缺失突变体编码的TS'X'蛋白可抑制Huh7细胞对IFN-(的反应性，其活性与其N端TP及部分缺失的Spacer区有关。
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Establishment of a random PCR method for detecting bacteria
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Abstract：
 The purpose of the current study is to investigate the anti-IFN-( effects and to determine the functional region of the novel protein TS'X' encoded by the 3022nt-1787nt deletion mutant of hepatitis B virus (HBV). Regions coding for TS'X' (in frame with the opening reading frame of DNA polymerase, in which T stands for terminal protein, S' for partially deleted spacer region, and X' for truncated X protein) and TS' (N-terminal of TS'X' containing terminal protein and partially deleted spacer region) were amplified by means of PCR and cloned into the pcDNA3.1/HisC vector separately. The results demonstrated that, as compared to the empty vector, the intracellular CAT values were gradually reduced as paralleled with an increasing amount of TS'X' or TS' recombinant (n＝6，p<0.05), while no significant differences were observed between them (n＝6，p<0.05). It was concluded that the novel protein TS'X' encoded by the 3022nt-1787nt deletion mutant of HBV suppressed the response of Huh7 hepatocytes to IFN-(，and the N- terminal region was a functional domain for its anti-IFN-( effects.
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Epstein-Barr病毒（Epstein-Barr virus，EBV）
是第1个被发现与人类肿瘤发生相关的病毒。长久以来，EBV认为是其致病性中的重要部分，他不仅可以帮助结核菌抵抗多种恶劣的理化及宿主体内环境，有利于结核菌抵抗大多数常用的抗生素，而且已证实多种细胞壁成分与其毒力密切相关[1-2]
。此外，多种的抗结核药物，如异烟肼和乙胺丁醇，作用的靶位点位于细胞壁的代谢通路[3]。因此研究分枝杆菌细胞壁中与毒力相关的成分有可能为开发新的抗结核药提供新靶点，为发展新的预防结核病的疫苗提供新线索。
本研究利用噬菌体MycoMarT7转座子系统建立了海分枝杆菌的随机突变库，以菌落形态及索状结构的改变为筛选标志获得了3个mas同源基因的插入突变株，并探讨了其致病性。
1 材料和方法

1.1 材料
    菌株及噬菌体 海分枝杆菌（Mycobacterium marium，M. marinum
） ATCCBAA-535（M菌株）、大肠杆菌（Escherichia coli，E.coli）DH5 pir116均由加拿大多伦多大学的刘军教授馈赠，耻垢分枝杆菌（Mycobacterium smegmatis，M. smegmatis）mc2155由美国斯坦福大学Peter Small教授惠赠，分枝杆菌温敏噬菌体phagemid MycoMarT7由美国哈佛大学Rubin教授惠赠。
1.2 方法
1.2.1  病毒核酸的提取  血清经0.22 μm滤膜（Millipore公司）过滤，以去除细胞、细胞碎片以及细菌等大颗粒物质。取100 μl滤过液，加入200 μl水及200 U DNaseⅠ（Sigma公司），37 ℃孵育2 h。DNase I可降解血清中的游离宿主DNA，而病毒的核酸由于被衣壳和包膜包裹而不被消化。
1.2.2  引物设计合成及测序  测序引物TLP-15’- GCTGACCGCTTCCTCGTGC
TTTA-3’；转座子插入确认引物KmL5’- CTGGACAAGGGAAAACGC-3’，LmR5’-CAGGAGCAAGGTGAGATGAC-3’；引物的合成以及插入位点的测序均由上海Invitrogen完成。
2  结果
2.1  us3基因突变可下调l株在小鼠主要器官中的增殖
为寻找与毒力相关的基因，首先建立了一个随机突变库。利用噬菌体MycoMarT7转座系统，在卡那霉素的筛选平板上，获得了容量约4,000的转座子突变库。待到突变库中细菌生长12～14天后菌落足够大，肉眼挑选出形态改变的菌落33个。菌落形态见图1。随后，对这33株菌株进行抗酸染色，在光学显微镜下观察其索状结构，获得3株索状结构改变的突变株02C10，05A2和05A12。其抗酸染色形态见图2。
2.2 
 CA16感染16HBE后上调ILC激活相关信号分子的表达
本研究用CA16感染体外培养的人支气管上皮细胞16HBE，感染复数(multiplicity of infection，MOI)为0.1~0.2时，CA16可引起16HBE细胞发生病变(图 1A)，伴随细胞逐渐肿胀变圆及从培养瓶底部脱落这一过程的是病毒动力学增殖过程(图 1B)。呼吸道上皮细胞表面表达多种受体，如模式识别受体(pattern recognition receptor，PRR)、病原体相关分子模式(pathogen-associated molecular pattern，PAMP)和能激活免疫细胞的信号分子[27-28]。通过这些受体行使功能，呼吸道上皮细胞在天然免疫中发挥着十分重要的作用。用CA16(MOI=1)感染人支气管上皮细胞后，检测上皮细胞表达的ILC激活相关重要信号分子的转录水平，包括IFN和TNF家族。结果显示，在CA16感染早期，16HBE细胞就上调了针对ILC活化的信号分子表达，包括TNF-α、RANKL、GITRL、LIGHT。相较之下，IFN-α上调程度较低，而IFN- λ表达水平明显上升(图 1C)。结果提示，CA16感染气管内具有重要天然免疫启动作用的上皮细胞的过程实际上是一个上调组织内激活天然免疫系统信号分子的阶段。P
<0.05，差异有统计学意义。
3  讨论
在结核分枝杆菌中，pps位点（包括fadD26至fadD28的全部基因，见图3）45kb的大片段与PDIM的合成密切相关。在整个代谢途径中，PpsA-E的催化的产物为结核菌醇（phthiocerol），Mas
的催化的产物为结核蜡酸（mycocerosic acid）。随后PapA5将结核蜡酸从Mas蛋白转移到结核菌醇上并与之酯化形成PDIM，最后经由MmpL7和DrrC将PDIM转移到细胞壁。相关研究表明参与PDIM代谢及其在细胞内转移的基因突变后会导致结核分枝杆菌致病力的下降[5]。近期报道提示，PDIM缺失株在静止巨噬细胞或树突样细胞内可以长期存活，在活化巨噬细胞中却对产生的活性氮中间产物——六氯酚的敏感性增加，然而PDIM缺失的突变株的侵染细胞后，对巨噬细胞的初始表达谱没有显著影响。因此PDIM可能在帮助分枝杆菌抵抗巨噬细胞的氮氧杀菌机制中起重要作用，而对于巨噬细胞的早期表达谱的影响可能较少，但是具体机制已然不清楚。我们在海分枝杆菌中的研究结果表明，海分枝杆菌的mas基因突变亦会导致海分枝杆菌在巨噬细胞内增殖减缓，在宿主斑马鱼内很快被清除。因此，mas基因及其编码的PDIM可能对于分枝杆菌在宿主体内的存活十分重要。利用已有的海分枝杆菌mas突变株，我们可以进一步研究mas及PDIM致病的相关机制。
   海分枝杆菌的mas 基因与索状结构密切相关。 分枝杆菌索状结构的形成是多因素综合作用的结果。我们的结果显示海分枝杆菌mas基因突变后，其索状结构发生改变。因mas参与细胞壁PDIM的合成，故而mas突变株表现出的索状结构的改变可能与PDIM相关。可能PDIM的缺失影响了细菌之间结合的力度，但具体机制依然不明确。至于细菌之间特殊的索状结构排列是否有助于其在宿主体内存活抑或索状结构仅仅只是与毒力相关联的表型，还有待进一步的研究。
    本研究的发现为深入研究分枝杆菌细胞壁与毒力的关系打下了基础，并为寻找新的抗分枝杆菌药物提供了线索。
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Colonial morphology of the wild2type strain, while B is the colonial morphology of the transposon inserting mutant 02C10 ( Image taken with a Canon EOF100).
图1 海分枝杆菌在固体培养基上的菌落形态
Fig. 1  The colonial morphology of M. marinum on solid medium
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A: fliG¯ mutant. B: Wlid type strain.

图2  空肠弯曲菌fliG¯突变株小鼠空肠定植能力改变
Fig.2  Change of colonization ability on mouse jejunum in C. jejuni fliG¯ mutant
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图3  海分枝杆菌在巨噬细胞J774A11中的生长曲线

Fig.3  Growth of M. marinum wild-type and 02C10 mutant in J774A.1 cell cultures
表1  RT及 PCR引物
Tab.1  Oligonucleotides used for PCR and RT



	Name
	Sequence(5’-3’)
	Use

	SFPCV
	aaaGGCGCGCCTACGTATCCAGGGAGGCGTTACCGCAGAA
	the forward primer for PCV2 specific  ORF2

	SRPCV
	ccTTAATTAAATGACGTATCCAGGGAGGCGTTACCGCAG
	the reverse primer for PCV2 specific  ORF2

	SF11422
	GCGTCCCTCCCACATGCCTTC
	the forward primer for vCPV specific gene

	SR12582
	GCCTCGCTCACCACCTGTTTC
	the reverse primer for vCPV specific gene

	SF5
	CGTATAGGTGTTGGCTCTATGC
	the forward primer of vCPV sgmRNA2

	SR12661
	TTTACAGGTCTCGGCTTC
	the reverse primer for vCPV sgmRNA2

	Qst
	gagtgacgaggactcgagcgcatgcTTTTTTTTTTTTTT
	the primer for reverse transcription


The restriction sites are underlined.
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A:The percent of CD4+ T cell in in serum of mice immunized with PBS, A, A3, A39 and V569.  B: The ration of CD4+ T / CD8+ T in serum of mice immunized with PBS, A, A3, A39 and V569. *: P＜ 0.05;  n.s. : No difference. 
图4  V569对外周血CD4+、CD8+T细胞增殖的影响

Fig.4  The effect of v569 vaccination on CD4+ and CD8+ T in mice
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