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)"

循

环)

$("L%"#%)

%

%

循环'用
%H

琼脂糖凝胶电泳

检测扩增产物'

%.(

!

细胞周期及凋亡的检测
!

重悬细胞于
GP<

中%密度为
',%"

+

+

#C

'乙醇固定过夜%碘化丙啶

液染色%经
%""

目尼龙网过滤后%上
P:/T#$)!G"

I9<3C"*

型流式细胞仪测定细胞周期分布及细胞

凋亡情况'

Q!

期阻滞是通过测定细胞内
BJ?

的

含量而将
Q!

+

F

期#

*

倍体
BJ?

$和
Q%

期#双倍体

BJ?

$的细胞区分开'

%.#

!

统计学分析
!

采用
!4/:&

和
<G<<%%.'

统计

软件对数据库进行统计处理及图表分析'两组均数

间比较采用
"

检验%以
H05

表示%

@

#

"."'

为差异

有显著性'

2

!

结果

!.%

!8

/BJ?"=

8

:

重组质粒和转染细胞的鉴定
!

将

重组质粒送上海生工公司测序鉴定%显示
8

/BJ?"

=

8

:

真核表达载体构建成功#图
%

$'转染
8

/BJ?

=

8

:

#

-

$后的
7:&$

细胞分别编号为
%

"

%*

号%对照

细胞为
%'

"

%#

号#其中
%'

号和
%+

号分别是人工合

成的
7IO=

8

:

保守基因和
=

8

:

变异基因$'

>A"

G9>

和凝胶电泳检测细胞中
=

8

:

的表达%可见各细

胞
>A"G9>

产物均有明显的
=

8

:

条带'

各质粒的测序结果显示序列质量较好%无明显

重叠峰%双向测定的序列一致性好%经
PC?<A

软件

分析证实为目的基因序列'

图
%

!

重组质粒测序鉴定图

D'

8

*.$/

!

<:

Y

(:)/:#$

8

+N;:/+#R%)$)-

8

&$'#%@'

!.!

!

流式细胞仪检测细胞周期及凋亡结果
!

将重

组质粒瞬时转染
7:&$

细胞%转染对照实验观察到

各株细胞转染率相同%均为
++H

"

(%.'H

'

!*,

后

检测各株细胞的细胞周期和凋亡率'转染各重组质

粒后
7:&$

细胞的周期分布及凋亡率见图
!

及表
%

'

-

#")
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!""&

年
&

月第
#

卷第
'

期
!
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! "

# $

!!

?

(保守序列
=

8

:

转染的
7:&$

细胞
Q!

期阻滞图)

P

(合成变异株
=

8

:"K<

转染的
7:&$

细胞
Q!

期阻滞图)

9

(保守序列
=

8

:

转染的
7:&$

细胞

凋亡图)

B

(合成变异株
=

8

:"K<

转染的
7:&$

细胞凋亡图

图
!

!

未转染以及转染
=

8

:

野生株
7:&$

细胞周期&凋亡率的变化

D'

8

*.$2

!

Q!$;;:'-$)@$

8

+

8

-+'%';$-%+%)7:&$/:&&'-;$)'N:/-:@U%-,U%&@7IO"%=

8

:+;=

8

:.-;N;$

5

#:)-'

表
%

!

M(;T$-

重组细胞的细胞周期阻滞和凋亡率

0,69$/

!

Q!$;;:'-$)@$

8

+

8

-+'%';$-%+%)7:&$/:&&'-;$)'N:/-:@U%-,@%NN:;:)-#(-$-:@7IO"%=

8

:N;$

5

#:)-'

编号 主要变异位点
O

8

;

分型
细胞周期阻滞

#

Q!

%

H

$

凋亡率#

H

$ 编号 主要变异位点
O

8

;

分型
细胞周期阻滞

#

Q!

%

H

$

凋亡率#

H

$

% &*Q ?! !).!#0%."# %&.#!0).%' %" +)A 9 )%.+'0!.%% !(.*'0%.!&

! ("O ?! !*.!+0".#% !%.+!0!.*! %% +)I 9 )".''0%.*% !+.*+0%.!*

) #+Q ?! !*."(0".#' !".++0%.(# %!

保守序列
P9 )&.*"0!.%( )*.%*0).'!

* #+Q ?! !%.#+0%.+% %&.!)0".&! %) ("I 9

+

P9 )#.*#0%.)( )".%!0!.*%

'

$

("O ?! %&.#'0%.&# %(.%'0%.') %* #&< 9

+

P9 )+.)&0!.*) !&.%)0".&+

+ &*! ?! !%.))0%.(' %#.++0!.)' %'

合成保守序列
O

8

; )!.+(0%.() !#.))0!.))

( #'G ?! !".)%0%.)! %(.&)0".&* %+

合成变异株$

O

8

;"K< %+.'!0%.+! %).')0)."*

#

保守序列
P )'.!%0!.)% )".#*0%.(' %(

转染空质粒细胞
8

/BJ? %+.)!0!.(& %!.'#0!.(%

& #&? ?P )!.*%0%.+' !#."*0!.#( %#

未转染细胞 空白
%*.+(0".)( %%.+(0".!*

!!$

人工变异株

3

!

讨论

7IO"%

基因组包括
&

个结构基因和辅助基因%

各基因产物分别在组成病毒结构&调节各项功能和

复制&发病机制中发挥作用'

7IO"%=

8

:

基因是病

-

&")
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期
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毒的调节基因之一%其表达产物
O

8

;

蛋白在病毒复

制过程中具有多种功能(#

%

$影响反转录过程的准确

性)#

!

$作为前融合复合体的一个组成部分参与病毒

BJ?

转运至细胞核)#

)

$使感染细胞周期发生
Q!

期阻滞)#

*

$诱导被感染细胞的凋亡)#

'

$与宿主基因

共同反式激活
7IO"%

的
CA>

!

)$*

"

'

O

8

;

对
?IB<

的致病过程极其重要%其氨基酸序列某些位点的变

异可能会使病毒的复制能力减弱&疾病过程进展延

缓%但具体的有临床意义的变异位点及其影响机制

仍处于探索中'

研究发现!

'

"

%

O

8

;

通过激活
?A>"9,T%

介导的

检查点#

/,:/T

8

+%)-

$通路%干扰细胞周期调节因子

及
F!S!"!>S

通路而导致细胞
Q!

期停滞'

?A>

通路与检查点
BJ?

损伤修复密切相关!

+

"

%

?A>

通

过磷酸化与检查点激酶
%

#

/,:/T

8

+%)-T%)$':"%

%

9,T%

$多种因子作用%使细胞分裂停止%从而进行

BJ?

修复或诱导细胞凋亡'

O

8

;

可直接与
?A>

或
?A>

相关性蛋白质结合或诱导的核突起%影响

染色体结构活化
?A>

%使细胞在
Q!

期停滞!

(

"

'此

外%

O

8

;

也能直接结合细胞染色质%导致细胞
BJ?

损伤%间接激活
?A>

通路'细胞周期蛋白依赖性

激酶#

/

6

/&%)@:

8

:)@$)-T%)$':

%

9BS

$通过磷酸化和

去磷酸化作用调控细胞周期!

#

"

'在细胞分裂的
Q!

期%细胞周期调节蛋白依赖性激酶
8

)*

&

/@/!

与细胞

周期蛋白
P%

#

/

6

/&%)P%

$相互作用调节
Q!

期向
F

期的转变'

O

8

;

诱导的
Q!

期阻滞在
7IO"%

的感染中为病

毒提供了多种选择优势%包括在
Q!

期通过增强

7IO"%

的
CA>

的激活提高病毒量%抑制宿主免疫

应答'例如通过其诱导
Q!

期阻滞和抑制
A

细胞增

殖的能力来抑制
A

细胞克隆扩增%从而抑制病毒抗

体的产生'然而%

O

8

;

诱导细胞周期阻滞和凋亡的

相互关系尚不明了'支持这
!

种功能之间存在联系

的是观察到(表达
=

8

:

的细胞通过
Q!

期依赖的方

式产生凋亡%而通过咖啡碱抑制细胞周期阻滞能极

大地削弱
=

8

:

的凋亡诱导功能!

&

"

'

Q!

期阻滞和凋

亡诱导同时需要
?A>

的这一发现为这种关系提供

了较好的解释'

O

8

;

激活
BJ?

损伤检查点激酶

?A>

%然后依次传达这一激活信号到下游途径网

络%从而实现
Q!

期阻滞和细胞凋亡功能'这些结

果与
O

8

;

导致或模拟不可修复性
BJ?

损伤%并导

致
O

8

;

表达细胞滞留在
Q!

期%最终凋亡而死亡的

结果一致!

%"

"

'

本课题的序列研究中%我院学者!

%$!

%

%%

"曾观察

到
7IO"%=

8

:

序列
9

末端某些位点变异对感染者

的临床过程有所影响%并已通过实验证实了这些变

异位点能使其致
7:&$

细胞凋亡的能力发生变化%

但是否同时对其致
Q!

期停滞能力发生类似变化未

予观察'国外有报道认为!

%

"

%

O

8

;

致感染细胞凋亡

的功能与其致细胞周期阻滞功能相关'由于不同地

区的
7IO"%

流行株有所差异%且不同人种有宿主特

异性%而国内尚缺乏此方面的相关研究%因此观察中

国感染者
7IO"%=

8

:

基因多态性规律及其临床意

义%为进一步探索基因干预的新位点打下了基础%具

有重要的科学价值'

本文探讨了中国
7IO"%=

8

:

变异序列致细胞周

期阻滞和细胞凋亡的能力及两者之间的可能关系%

发现
7IO"%=

8

:

保守序列可明显地使
7:&$

细胞发

生
Q!

期阻滞%同时也导致细胞凋亡)而
9

末端截断

的
=

8

:

基因却不能导致这些现象%并和转染空载体

或未转染载体的
7:&$

细胞表现相似#

@

"

"."'

$'

另一方面%中国感染者
7IO"%=

8

:

序列的
("O

&

#'G

&

#+Q

或
&*Q

位点突变较
O

8

;

保守序列致感染

细胞
Q!

周期阻滞和凋亡的能力下降%有统计学意

义#

@

#

"."'

$%但仍高于转染空载体或未转染载体

的
7:&$

细胞'对本实验研究
=

8

:

基因多个变异的

分析显示%

=

8

:

诱导
Q!

期阻滞的程度与其凋亡水平

可能相互关联%提示两者的发生机制可能有一定的

关联%是一个值得进一步探讨的方向'
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#

!FP

$

"

SF

"

对氨基水杨酸钠#

G?<

$

"

丙硫异烟

胺#

%)!%A7

$

"

9GF

%结合本院
!"")

年
(

月,

!""(

年
(

月间分离自
%""

例结核病患者的结核杆菌对

%"

种抗结核药物的体外耐药性测定结果
<F

"

IJ7

"

>KG

"

?FS

"

!FP

"

C

"

氧氟沙星#

2KC3

$

"

G?<

"

%)!%A7

"

9GF

%可以看出
9GF

在本地区为

较敏感的抗结核药之一%与李辉等!

'

"的研究相似'

并且
9GF

对肝功能及听力影响较小%明显优于
<F

和
SF

)对肾功能影响比较明显%主要引起氮质潴

留&肌酐清除率下降和电解质紊乱%但本组未见严重

肾损害病例'

9GF

与
<F

&

?FS

均为单向耐药%

9GF

与吡嗪酰胺#

G0?

$连用在细胞内外酸碱环境

下都有杀菌作用%是一种具备完整杀菌活性的组合'

静滴型
9GF

由于是通过静脉途径用药%避免了其

肌内注射后局部容易出现的硬结&疼痛'随着
<F

耐药率的不断升高!

+

"

%临床上有替代
<F

的可能'

左氧氟沙星#

CO3

$是氧氟沙星的
C"

光学异构

体%其主要作用是抑制
BJ?

旋转酶的活性%阻碍细

菌
BJ?

的复制而发挥抗菌作用%已有采用含环丙

沙星或氧氟沙星方案治疗肺结核病成功的报道!

(

"

'

CO3

对巨噬细胞内外的结核菌均有很好的杀菌抑

制作用%最低抑菌浓度#

FI9

$为
".!'

$

5

+

#C

%低于

氧氟沙星的
FI9

#

".'

$

5

+

#C

$%其强度为氧氟沙星

的
!

倍%此药正逐步取代氧氟沙星而成为
FB>"AP

的主要治疗药物%在
W72

耐多药结核的抗菌治疗

中已被推荐!

#

"

'

CO3

是第三代喹诺酮类抗菌药物%

作用强%抗菌谱广%与其他抗结核药无交叉耐药性)

属于浓度依赖型杀菌药物%半衰期为
#,

%按药代动

力学日剂量应集中应用%以达到较高的血药浓度%优

化抗菌活性%加快杀菌速度%并降低耐药性的发生)

但浓度越高%其不良反应及毒性的发生率也越高'

G?<

可预防耐
IJ7

菌群的产生%是
IJ7

的有

效联用药物%但其口服用量大%且胃肠道反应明显%

患者不愿接受'静滴型
G?<

由于是通过静脉途径

用药%避免了上述不良反应'

本研究治疗组化疗方案采用了至少
)

种二线药

物及其他可能敏感药物组成多药联合%总疗程
%+

个

月%与国内外报道的推荐方案!

&

"基本相符'本治疗

组患者取得了较好的疗效(痰菌阴转率达
#).))H

%

肺部病灶显著吸收率为
+).))H

%空洞闭合率

(%.*)H

%明显优于对照组%与国内相关报道!

%"$%%

"大

体相近'说明
9GF

&

CO3

及
G?<

联合化疗方案在

FB>"GAP

的治疗中是有效的方案之一'

!参 考 文 献"

!

%

"

!

中华人民共和国卫生部新闻办
.

卫生部公布
!""*

年第三季度

全国法定报告传染病疫情!

<

"

.

北京%

!""*

(

++.

!

!

"

!

中国防痨协会
.

结核病诊断细菌学检验规程!

M

"

.

中国防痨杂

志%

%&&+

%

%#

#

%

$(

!#$)%

%

#'.

!

)

"

!

中华医学会结核病科学会
.

肺结核化学疗法疗效考核!

M

"

.

中华

结核和呼吸杂志%

%&#!

%

'

#

+

$(

)#%$)#'.

!

*

"

!

林善
.9GF

在耐多药结核病治疗中的地位!

M

"

.

临床肺科杂志%

!"")

%

#

#

)

$(

!++$!+(.

!

'

"

!

李辉%孙秀玲%张清华%等
.

结核杆菌对
&

种抗结核药物的体外

敏感性测定!

M

"

.

中国新药与临床杂志%

%&&&

%

%#

#

+

$(

*"+$*"(.

!

+

"

!

A$,$+

5

&(S

%

S%*T%)2

%

S$;$

5

+*A

%

!"#$.7%

5

,%)%-%$&$)@$/"

Y

(%;:@@;(

5

;:'%'-$)/:%)

8

(&#+)$;

6

-(R:;/(&+'%'%)A(;T:

6

!

M

"

.A(R:;C()

5

B%'

%

%&&*

%

('

#

'

$(

)!*$)!(.

!

(

"

!

秦金陵%丁占祥%任宙辉
.

氧氟沙星治疗耐多药肺结核近期疗效

观察!

M

"

.

临床肺科杂志%

!""+

%

%%

#

%

$(

%"($%"#.

!

#

"

!

孙丽萍%王庆枫%吴晓光
.

可乐比妥治疗肺结核的临床研究!

M

"

.

中国防痨杂志%

!"""

%

!!

#

*

$(

+)$+'.

!

&

"

!

王琳
.

耐多药结核菌感染的研究进展!

M

"

.

国外医学内科学分

册%

%&&&

%

!+

#

%%

$(

*#'$*#(.

!

%"

"张艳霞%富新伟%李青%等
.

耐多药肺结核
!*#

例近期疗效观察

!

M

"

.

临床肺科杂志%

!"")

%

#

#

'

$(

*(!$*().

!

%%

"朱莉贞%傅瑜%初乃惠%等
.

利福类联合多种药物长疗程方案治

疗耐多药肺结核!

M

"

.

中华结核和呼吸杂志%

!""+

%

!&

#

#

$(

'!"

$'!*.

!上接第
)%"

页"

!

(

"

!

K(;(-$A

%

A$T:#(;$7

%

C%$+0V

%

!"#$.G,+'

8

,+;

6

&$-%+)+N

,%'-+):7!?3$)@$/-%=$-%+)+NF;:%%

%

>$@'"

%

$)@JR'%%)

;:'

8

+)':-+;:

8

&%/$-%+)"@:

8

:)@:)-BJ?@+(R&:"'-;$)@R;:$T'

%)@(/:@R

6

#$##$&%$)BJ?-+

8

+%'+#:;$':I/&:$=$

5

:/+#

8

&:"

4:'

!

M

"

.P%+9,:#

%

!"")

%

!(#

#

!!

$(

!")")$!")%!.

!

#

"

!

W$)

5

3.B($&;+&:+N-,:7IO"%=

8

;

8

;+-:%)-,:#+@(&$-%+)+N

-,:%##()%*$-%+);:'

8

+)':+NA/:&&'

!

M

"

.Q:):'B:=

%

!""%

%

%'

#

!!

$(

!&!!$!&)).

!

&

"

!

0,+(PP

%

!&&:@

5

:<M.A,:BJ?@$#$

5

:;:'

8

+)':

(

8

(--%)

5

/,:/T

8

+%)-'%)

8

:;'

8

:/-%=:

!

M

"

.J$-(;:

%

!"""

%

*"#

#

+#%%

$(

*))$

*)&.

!

%"

"

0,(V

%

Q:&R$;@7?

%

>+',$&F

%

!"#$.9+#

8

$;%'+)+N/:&&/

6

"

/&:$;;:'-

%

-;$)'$/-%=$-%+)

%

$)@$

8

+

8

-+'%'%)@(/:@R

6

-,:'%#%$)

%##()+@:N%/%:)/

6

=%;('<IO$

5

#$)@,(#$)%##()+@:N%/%:)/

6

=%;('-

68

:%=

8

;

5

:):'

!

M

"

.O%;+&

%

!""%

%

('

(

)(&%$)#"%.

!

%%

"郑煜煌%张春迎%何艳%等
.

不同变异位点的
7IO"%=

8

;

重组真

核表达载体对转染细胞凋亡作用的观察!

M

"

.

中华医学杂志%

!""&

%

#&

#

&

$(

+%*$+%&.

-

*%)

- 中国感染控制杂志
!""&

年
&

月第
#

卷第
'

期
!

9,%)MI)N:/-9+)-;+&O+&#J+'<:

8

!""&


