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摘要

猪流行性腹泻(Porcine epidemic di锄．hea PED)是由猪流行性腹泻病毒(PorciIle

epidemic dian．hea vims PEDV)引起一类急性、高度接触性传染病。猪感染PEDV可引

起肠道疾病，临床症状主要是仔猪的腹泻、呕吐和脱水。目前，该病在猪场频频暴发

给养猪业造成了巨大的经济损失，因此研究预防和治疗PED的新制剂对于PED的防

控具有重要的科学意义。ImA干扰(I矾A槭rence，I斟筒)现象是自然界中机体
的一种防御机制，它也是一种强大的基因沉默技术。IⅢAi是指生物体外源或者内源
dsRNA(double．straulded RNA)介导产生特异性的转录后基因沉默的现象，IⅢA诱

导的沉默复合物(RNA．induced silencing complex，I汀SC)降解靶mRNA。I矾Ai作为

一种基因阻断技术，它凭借着灵敏特异性的优点广泛应用在基因功能研究及人类疾病

治疗等领域。本研究拟通过I矾A干扰技术来抑制猪流行性腹泻病毒在Vero细胞内的

复制作用。

PEDV M和N基因在不同毒株之间保守性都很高。其中M蛋白是病毒囊膜的主

要组成成分，是跨膜糖蛋白，在病毒装配过程中起到重要作用，N蛋白与病毒基因组

I矾A构成螺旋核衣壳结构，在病毒进入细胞过程中起到很大的作用，同时也参与病

毒颗粒组装和释放过程。M和N基因都是PEDV基因组中的重要基因，均参与病毒

的复制。本研究以PEDV的M和N基因为靶基因，筛选出2个smallinterfering RNAs

(siINA)序列，然后设计1个与PEDV基因组没有同源性的siIⅢA序列作为阴性对照。
继而合成编码三对shRNA型的核苷酸链。将单链核苷酸经过退火形成双链，分别将

3对双链DNA连接克隆至pGenesil．1质粒载体的启动子下游，经过测序成功构建了

针对PEDV特异的pGenesil．M和pGenesil_N 2个siIⅢA表达质粒和1个阴性对照质

粒pGenesil—NC。

在脂质体介导下将构成的3种质粒分别转染到Vero细胞，经G418筛选及PCR

鉴定后，最终建立3个阳性重组细胞系。不同细胞系接种PEDV 48h后，检测病毒的

TCID50观察病毒滴度的变化，应用TaqMall实时荧光定量PCR方法测定病毒的mIⅢA

水平，W宅stenl-blotting检测蛋白合成表达情况。在转染特异性pGenesil．M和pGenesil．N

质粒的Vero细胞中，检测其病毒滴度、mI矾A和蛋白水平均低于转染pGenesil—NC

的阴性对照和未转染质粒的阳性对照。PEDV特异性pGenesil．M和pGenesil．N表达

质粒能够不同程度地抑制病毒在Vero细胞中IIl】ⅢA水平及M、N蛋白的合成，且

pGenesil。N质粒的抑制作用显著高于pGenesil．M质粒。综上所述，本研究证明靶向

PEDV的M和N基因的．siI矾A能够有效抑制PEDV在vero细胞内的增殖。靶位不

同的siRNA其抑制效果存在一定的差异。这些结果为研发防治PED的新制剂提供了

科学依据。

关键词：猪流行性腹泻病毒；RNA干扰；小干扰I斟A；、rero细胞；抑制作用
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Inhibitory ef亿cts of smaU interfering IU呵As on repUcation of

porcine epidemic diarrhea Virus in Vbro ceUs
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Abstract

Porcine印idemic(1iarIka(PED)is a Mghly contagious inte蚰试i疵ctious disease
of s、Ⅳine，caused by me porcine印idemic diamlea Vims(PEDV)．PEDV call cause erlt砸c

disease谢th clillical signs including diarrhea，vomiting and dehydration in neonatal piglets．
At present，me outbreal【of t11e disease in pig f缸ms has caused huge economic losses to me

pig indusny．Therefore，廿1e study of new preparations for the preVention and treatment of

PED has iInportant scientific sigIlificance for the preVention and co砷旧l of PED．The

phenomenon of RNA imerference(I矾Ai)is a defense mechamsm in natural．Thjs is a

powerful tecllIlolog)r of gene silencing．RNAi is a post traIlscriptional gene silencing

mechallism mediated by exogenous or endogenous dsRNA．RTSC degrades tlle ta玛et

mI斟A and silences it．As a gene blocking tecllllolog)，，I斟Ai is Widely used for gene
mnction research and humaJl disease讹acIllent due to its sensitiV埘and specifici够．In“s

study，inllibition of porcine epidemic diarrhea vims replication in Vero cells using I矾A
interf．erence tecllllology．

The PEDV M aIld N genes are higllly conserved锄ong di妇睹rent strains．M protein is
the main coInponent of the Viral envelope a11d is a trallsmembrane 91ycoprotein．The M

protein plays an important role in the Viral assembly process．The Nprotein foms a helicaLl

nucleoc印sid晰tll genomic RNA．N protein plays a Ve巧important role in t11e process of

vims entering tlle cell，a11d N protein also panicipates in the assembly and release of vims

particles．BothM and N genes are importallt genes in tlle PEDV genome and are involved

in the replication of the Vims．In“s咖dy，two siRNA sequences were screened矗om t11e

M a11d N genes of PEDV respectiVely．Then，a siRNA sequence that、张s non-specific to

the PEDV genome、Ⅳas designed as a negatiVe contr01．ARer t11at，three pairs of

shRNA-够pe nucleotide chains were synthesized． Sin91e-stranded nucleotides were

anllealed to mal(e me double-Strallds， respectiVely．Three pairs of double-stranded DNA

Strands、Ⅳere cloned into the downstre锄of the promoter of the pGenesil-1 plasmid．ARer
sequencing，two PEDV-specific siRNA expression plasmids(pGenesil-M aIld pGenesil-N)

and one negatiVe coIm01 plasmid(pGenesil-]NC)were success如lly constructed．

Tlle constmcted衄ee plasmids were reSpectiVely trallsfected into V色ro cells by
liposome．ARer selection witll G4 1 8 a11d PCR idemification，t11ree cell lines of correctly
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recombinant waS screened．Did’erent cell lines、vere inoculated、vith PEDV for 48 h．The

viraLl imction titers were dete肌inedby TCID50．Expression of PEDV 111I矾A aIld protein
were detected by 7I的MaIl R-eal-time quantitative PCR aIld Westem-blottillg，respectively．
As a result，in me Ver0 cells of让Ie PEDV-specific pGenesil．M aIld pGenesil．N，the vims

titer，m砌NA，aIld protein levels were a11 lower t11an tllose of the negative control

0Genesil-NC)a11d positive con仃ol of t11e non．位msfected plasmid．The PEDV-specific

pGenesil-M and pGenesiljN expression plasmids could inllibit tlle syllthesis of PEDV

mRNA a11d the M觚d N protein in Vbro ceU in various degrees．Especially，t11e inhibitory

e虢ct of pGenesil-N plasmid、ⅣaS si嘶ficantly higher t11aIl pGenesil-M plaSmids．In
conclusion，this study demonstrated mat si砌蛆targeting t11e M and N genes of PEDV can

i1111ibit恤replication of PEDV in Vero cells．Di疏rem siIⅢAs haVe di虢rent inhibitoW
e艉cts．These results provide scientific baSis for me developmem of new biologics for tlle

prevention aIld讹atment of PEDV．

Key words：porcine epidemic diarrhea Vims；RNA imerfbrence；small interfering I矾A；
vero cell；inllibiting e航ct
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H

Min

S

儿

ORF

Bp

L

Mg

OD

M[L

CDNA

Nt

肛g

RT

Real-time FQ—PCR

RNA

RT．PCR

NA

RNasin

PAGE

PCR

PBS

RNA inter士’ererlce

Small inte疵ring RNA

Shon haimin IⅢA

Deoxyribonucleoside triphospharCe

Porcine印idenlic dian．hea Vims

Ethylene bromide

Double stranded RNA

Single s舰nded I斟A

Diethypyrocart'onate

Kan锄yciIl
Luria—Bertani medium

Ethvlene di锄ine tetra acetaticacid
Kilo baSe pair

ReVolutiOns per minute

Day

N0ns仃Ilctural protein

Hour

Minute

Second

Micmliter

Open reading位IIIle

BaSepair

Liter

Milligr锄
Optical dens埘

Milliter

Deoxymonucleic acid

Nucleotide

micro铲锄
ReVerse transcription

Real—time nuorescent quantitatiVe PCR

Ribo n：hcleic add

ReVerSe订anscription polymeraSe chain reaction

Neutralizing antibodies

Ribonuclease Inhibitor

Polyac巧lamide gel electrophoresis

Polymerase chain reactiOn

Phosphate buffered saline

RNA干扰

小分子干扰RNA

短发夹RNA

三磷酸脱氧核苷
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单链RNA
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天
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升

毫克
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脱氧核糖核酸

核苷酸

微克

逆转录

实时荧光定量PCR

核糖核酸

反转录聚合酶链式反应

中和抗体

核糖核酸酶抑制剂

聚丙烯酰胺凝胶电泳

聚合酶链式反应

磷酸盐缓冲液
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1．1猪流行性腹泻病毒概述

1引言

猪流行性腹泻(Porcine epidemic diarrhea，PED)是一种高度接触性肠道传染病，是由冠状病

毒家族中的猪流行性腹泻病毒(Porcine epidemic dia玎heavims，PEDV)感染之后，引起猪的临床

症状主要有腹泻、呕吐和脱水，该病毒对初生仔猪的危害最大可引起高致死率【l，2】。该病于1971

年首次在英格兰被发现【3】，当时该病除了4～5周以下哺乳仔猪不发病，其他都与猪传染性胃肠炎

等肠道腹泻疾病相似，随后本病蔓延至欧洲其他国家[4，5】。1977年比利时的Debouck和Pensaert

等人通过电镜从病料中发现与猪传染性胃肠炎病毒无关的冠状病毒样粒子，并命名为类冠状病毒

CV777株【4】。2010年全国各地暴发了猪流行性腹泻，集中表现在仔猪腹泻、机体脱水死亡，死亡

率达到了70％v100％，造成了巨大的经济损失【6】。目前PED已经成为了我国最常见的猪传染病之

一[7】。

1．1．1 PED的流行病学

PED无明显季节性，主要通过粪．口途径传播。被病毒污染的水源、饲料、车辆或者未消毒

干净的栏舍只要被健康猪只直接或间接地接触都可感染PEDV【8】，传播PEDV的方式还包括气溶

胶传播【9】。有研究学者报道，在感染该病的母猪乳汁中能检测到PEDv【10，1l】，说明该病毒可以通

过乳汁感染仔猪。

1982年PED在亚洲首次报道，并对亚洲养猪业的影响日益严重【12】。1984年，宣华等最先证

实在国内某养猪场的猪只存在PED的感染【13】。在1984年到2010年间，国内大部分猪场为预防

该病毒的流行进行疫苗免疫接种，才使得呈现零星发病和小规模发病，没有发生大流行。20lO

年冬季，PEDV变异株开始在我国南方部分猪场流行，蔓延至周围乃至全国各地，一周龄以内的

仔猪几乎100％死亡，当时给畜禽业带来非常大的经济损失【10】。

2010年以后，我国研究学者对国内PED的分子流行病学进行大规模的调研，刘云波通过对

全国13个省市采集的2011．2012年腹泻猪的肠道粪便检测，发现这些检测腹泻样品中PEDV的

阳性率为24．49％【14】。在201 l一2014这四年间进行了大规模的腹泻样品进行检查，最终国内PEDv

阳性率高达61．10．78．49％，表现出腹泻临床症状的猪场阳性率高达71．43．83．47％，比TGEV、

PRV等引起腹泻的病毒阳性率都要高，说明我国的猪群中该病毒已经出现流行，并且在猪病毒性

腹泻中PEDV已成为主要病原【15】。

美国在2013年4月首次关于出现PED流行的报道，并在一年内广泛传播到美洲一些国家，

如加拿大、墨西哥[16'17】，之后PED又传播到亚洲的韩国和中国台湾【18’19】。相关研究员通过序列

分析对比，最终得出在遗传学上讲2013年美国暴发的PEDV毒株和中国2012年的流行毒株相近

【20】。韩国和中国台湾流行的PEDV毒株与美国流行毒株相近【18】。2014年，欧洲一些国家德国、

意大利、比利时再次暴发PED，还有荷兰、法国、葡萄牙和乌克兰等也暴发PED【2l-26】。
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1．1．2 PED的临床症状及病理变化

所有年龄阶段的猪只均能感染PEDV并发病，区别是症状和死亡率不同。其中1周龄以内的

仔猪临床症状一般会出现水样腹泻、呕吐、最终引起脱水导致死亡，死亡率高达100％；该病毒

感染年龄稍大的断奶仔猪主要表现为厌食，还会出现呕吐症状，但是死亡率只有l％一3％，远比7

日龄以内的仔猪死亡率低；PEDV感染成年种猪或育肥猪后表现多为厌食，严重感染的猪只会伴

随水样腹泻，死亡数量很少。猪被PEDv感染后，主要破坏其消化系统，所有病变主要集中在小

肠段，因为病毒在小肠粘膜上皮细胞内定植和大量复制，剖检可见小肠黏膜萎缩脱落，PEDV严

重感染的猪只小肠肠壁会充血、变薄、透明，小肠内存有一定量的淡黄色液体，其他组织器官病

变不明显【27】。

1．1．3 PEDV的病原学

PEDV在分类上属于尼多病毒目(Nidovirales)、冠状病毒科(CoronaViridae)、0【一冠状病毒

属(CoronaVims)。该病毒之所以称为冠状病毒是因为它多为球形，具有囊膜，呈皇冠状病毒粒

子。PEDV在4℃或37℃温度下pH 6．5～7．5能稳定存活，外界环境对该病毒影响较大，60℃温

度下，半小时以上病毒就会失去感染活力，并对乙醚和氯仿等有机溶剂敏感[28]。

1．1．4 PEDV的基因组结构及编码蛋白

PEDV单股正链I州A病毒，基因组全长约28 kb【29】。PEDV基因组结构如图1．1所示【30】，包

含7个开放阅读框(open reading frames，0RFs)。ORFla和ORFlb较大位于5 7UTR下游2／3基

因组，剩下的1／3基因组编码4个结构蛋白分别是S蛋白、E蛋白、M蛋白、N蛋白其中还包含

一个OI珂3非结构蛋白【31】。研究表明，在冠状病毒家族中的5 7UTR还包含一个短ORF，这个短

的OIU编码3．1 1个氨基酸不等，且不同冠状病毒之间该序列与氨基酸序列存在差异，其作用是

增强或抑制后面ORF的翻译[32】。

2
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图1．1 PEDV基因组结构及模式图

Fig．1-l Schematic representations ofPEDV genome o略aIlization and virion stlllcture
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OIUl基因大约占据了整个PEDV基因组的2／3，在病毒基因组的复制、转录方面以及病毒形

成多聚蛋白的过程中，OI强l都发挥了很大的作用。Ol强1基因组包括OIUla和OIUlb，在这两

个基因组的重叠部分包含一个假结结构(pseud01(110t stmctI鹏)，它的作用是诱导核糖体在结构

上面发生改变，使滑动序列处发生移码突变，之后产生一个多聚蛋白pplab。这个重叠部分还包

含一个“滑动序列’’(1兀兀7AAAC)【33，34】。ppla和pplb多聚蛋白经过加工后，就可以形成Nspl—Nspl6

共16个非结构蛋白【35】。

S蛋白属于I型膜糖蛋白是PEDV重要抗原蛋白之一，共编码氨基酸残基1383个，毒株不

同略有差异。S蛋白的功能是识别受体表面分子，然后使PEDV顺利进入宿主细胞产生抗体。PEDV

与宿主发生结合的过程中，S蛋白会被水解成为N端Sl和C端S2两段，S1功能独特占据基因

组的前部分(1～789aa)和S2占据了基因组的后半部分(790～1383砚)，它们的作用是融合病毒

囊膜与宿主细胞膜，从而达到将病毒的核酸顺利地释放并进入细胞质的目的【36】。不同毒株之间变

异较大是Sl区域，所以该区域在疫苗有效性及其开发方面的研究表现的非常重要，是S蛋白的

主要功能区域，发挥着病毒与受体结合的功能；跨膜的S2区域相对S1区域来说比较保守，主要

发挥膜融合功能【37】。S蛋白包含两个序列分别是COE序列和S1D序列，其中COE序列位于

499aa~638aa，S1D序列位于636aa~789aa。其中COE序列上有中和抗体表位，S1D序列中有一

个线性抗原表位和两个B细胞抗原表位，其中线性抗原表位位于697～742aa，B细胞抗原表位分

别位于74轧759砚和756～77l甜38，39】，作用是诱导产生中和性抗体【40，411。技术人员在研制亚单位

疫苗和基因工程疫苗时常用于S基因[42小】。

ORF3基因位于S、E基因之间，没有经过任何致弱处理的原代PEDV中，ORF3包含675个

核苷酸，它一共编码氨基酸残基224个。在冠状病毒家族中的所有成员基因组中都存有ORF3基

因，唯一的区别就是大小不一。例如我们研究发现在TGEV中的OI江3基因组也被划分两部分，

不同的是它被划分为ORF3a和OI讧3b【451，而猫冠状病毒如猫肠道病毒，相应区段则被划分为

ORF7a和7b[46】。研究表明，PEDV一旦经过致弱，它的基因组中OI江3随之就发生改变，病毒的

致病力会有所减弱，可能说明ORF3在PEDV毒力方面有着很大的联系【47】。为了进一步证明ORF3

是否与病毒毒力存在一定的关系，Li等将PEDV的OI讧3基因缺失，他采用的是定向重组技术达

到这一目的，之后测定病毒在细胞内的增殖含量，发现亲本毒株与OI心3基因缺失的病毒相比，

两者病毒在细胞内复制能力并没有明显差异【48】。Wallg等将PEDV的ORF3基因沉默，他利用的

是基因沉默技术，最终结论是PEDV在细胞内的增殖与OI强3基因是否沉默没有较大的联系，但

沉默ORF3基因后细胞外的病毒粒子在数量上明显降低了许多【49】。

M基因全长681bp共编码216个氨基酸。研究证明，M基因的功能是协助病毒粒子组装和出

芽，刺激机体产生免疫保护【50，51】。由于M基因在不同毒株之间高度保守，研究人员在PEDV

RT．PCR的检测时经常将M基因作为靶基因【52】。在不同PEDV毒株中研究人员发现M蛋白B细

胞抗原表位195WAFYVR200高度保守，故常用于建立PEDV表位鉴别诊断方法及设计表位疫苗

【53】。在PED血清学诊断方面M蛋白也是候选蛋白【54】。

E基因全长为231个核苷酸共编码氨基酸76个。E蛋白又被称为小膜蛋白在病毒囊膜表面含

量最少，分子量约为9kDa。E基因在不同PEDV分离毒株之间算是比较保守的。E基因的功能是

协助病毒组装和出爿55】。Ye等研究表明，小鼠肝炎病毒(MHV)的E蛋白可以干扰病毒在细胞

内的复制【56】，SARS一冠状病毒在没有N蛋白的参与下，形成病毒样粒子只需要E蛋白和M蛋白
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就可以完成【57，58】。xu等人证明PEDV感染小肠上皮细胞后，E蛋白会在细胞核与内质网中含量

增高，E蛋白在刺激内质网的同时也会激活信号通路NF．1cB，最终上调IL．8和Bcl．2的表达【59】。

N基因全长1326 bp，分子量约为58 kDa，在PEDV结构蛋白中是含量最多的，潜在的磷酸

化位点7个。病毒基因组RNA与N蛋白构成核衣壳结构，由于N蛋白中含有抗原决定簇的存在，

所以它能够产生细胞免疫，可以用来研制PED疫苗【60】。在诊断PEDV早期感染的研究中，人们

发现一旦细胞感染病毒后会产生大量的N蛋白，可以说明PEDV在增殖过程中，N蛋白起到重要

作用【6l，62】。N蛋白具有逃避宿主免疫反应的能力，可以激活卜iF．1(B通路【63，删。Huan等研究表明，

一旦N蛋白与C／EBP．B之间发生联系时，就会促进}ⅡⅥGBl的转录和释放，可以调控炎性细胞因

子的表达【65】。Jam．Ampomp锄等研究表明，PEDV毒株适应细胞传代后，N蛋白就会被3C样蛋

白酶切割，这表明适应细胞传代的PEDV可能与3C样蛋白酶介导的N蛋白切割进程有一定的关

联【66l。

1．1．5 PEDV的诊断

常用于PED诊断的方法有RT．PCR、血清中和试验(SN)、ELISA、免疫层析检测、免疫荧

光检测等。RT-PCR是PEDV检测最常用的方法【67，68】，常以保守的M基因为靶序列设计引物进行

RT．PCR检测【69】。早在2001年，Killl利用RT-PCR鉴别诊断TGEV和PEDVf70】。高灵敏性和高

特异性的血清中和试验(SN)会表现出耗时耗力的缺点。PEDV快速检测抗体或抗原的常用方法

是ELISA法，该方法适合大批量样本检测。商品化出售的针对PEDV设计的免疫层析检测(胶

体金)的试剂盒应用也较多，尽管敏感性(92％)低于RT．PCR，但是操作简便适合推广。

1．1．6 PED的疫苗研究情况

在欧洲和美洲，在猪场内控制和净化PED主要方式是通过返饲和扑杀。返饲的主要目的是

把母猪的乳汁中的IgA抗体传递给仔猪，方法是饲喂母猪处理后的感染PEDV小猪肠内容物，母

猪会产生粘膜免疫。但返饲存在很多问题，比如说会增加其他病毒的感染如PI汛SV、PIW，从

而造成更大经济损失。目前规模化猪场主要依靠生物安全管理并结合PED疫苗免疫来防控PED

的暴发，目前在市场上销售的PED疫苗主要包括三种：PED弱毒活疫苗、新型基因工程疫苗和

细胞灭活苗。

1998年，佟有恩等人在Vero细胞内把CV777毒株传至125代，成功获得PED弱毒疫苗【7l】，

与灭活苗相比，弱毒苗在主动和被动免疫方面具有一定的优势。1993年，王明等学者研制出一种

通过猪的后海穴注射法，将PED组织灭活苗进行免疫，能有效预防PED的发生【72】。在1995年

和2004哈尔滨兽医研究所分别成功研制了猪传染性胃肠炎和猪流行性腹泻二联灭活苗【，3，74】。日

韩两国防控PED也是利用PED的弱毒疫苗【75，761。Song等研究表明，给PEDV阴性妊娠母猪免疫

接种时，口服弱毒活疫苗免疫比肌肉注射免疫效果更好，在减少仔猪死淘的方面占有一点的优势，

未来PED疫苗很有可能向口服疫苗方向发展【77】。在抵抗PEDV感染时，肠道的黏膜免疫起到重

要作用。基因工程疫苗一般的给药方式是口服。徐丽丽等利用PEDV基因组中的S基因COE和

SlD序列克隆转化到致弱的伤寒沙门氏菌时，在刺激机体产生免疫方面重组菌表现出了更好的免
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疫效果，可以增强粘膜免疫和细胞免疫【43】。葛俊伟等研究说明重组乳杆菌表达COE序列的菌株

经过猪的口服后，黏膜免疫和细胞免疫都能够得到很大的提升。【781。孟凡丹等构建了一种DNA

疫苗，它能够表达PEDV的S蛋白，诱导高水平IFN吖产生，刺激细胞免疫和产生特异性的中和

抗体【79】。

1．2 RNA干扰的研究进展

I矾A干扰(鼢慵intemrellce，RNAi)现象是自然界中机体的一种防御机制，保证机体保守

性进化抵御外来病毒入侵，是指外源dsIⅢA(double stmded)进入细胞后引起同源mIⅢA降解，

导致靶基因表达发生沉默的现象【舯1。起初RNAi是在植物【80，81】和线虫【82'831上做探索，Elbashir首

次在哺乳动物发现RNAi【84】。RNAi研究性论文在Nature等高级杂志上获得发表，2006年诺贝尔

奖就颁发给了发现该项技术的两位科学家Andrew a11d Craig。该技术高特异性使得在基因功能和

人类疾病治疗等研究上应用广泛。

1．2．1 I矾Ai的研究历史

早在1990年，Jorgensen等发现将一段基因导入矮牵牛花中，牵牛花并没有变得鲜艳反而漂

白了，这种现象被称为共阻遏【85】，它是内源基因过度表达引发基因沉默的现象。1992年，Romallo

等人研究发现，粗糙脉孢菌中表达albino基因过量后，粗糙脉孢菌会出现抑制自身albino基因表

达的现象，与牵牛花出现了相似的结果，并将其称为基因抑制【86】。1994年，Cogoni发现链孢霉

菌导入类胡萝卜素基因，能压制35％左右内源基因【871。1998年，Fire a11d Mello他们在进行线虫

基因沉默的研究中，分别注射肌肉蛋白的正义IⅢA(sense RNA)、反义I矾A(antisense RNA)

和双链I斟A(double．s舰nded鼢呛，dsI斟A)，结果发现，只有在线虫体内被注射dsRNA后，罕

见的抽搐运动现象才会在子代线虫身上发生，而注射正义和反义RNA的线虫，子代线虫没有任

何表型的改变。这说明注射dsRNA后肌肉蛋白的翻译受到抑制发生基因沉默，首次在秀丽线虫

中阐明了基因沉默的机制，并将其出现的抑制现象称为转录后水平基因沉默(post．transcriptional

gene silencing，PTGS)，他们将这种dsRNA抑制基因表达的现象称为RNAi【82】。RNAi现象广泛

存在于动植物等真核生物的细胞中。自从l埘Ai发现之后，在生物的基因功能研究中得到了广泛

的应用。

1．2．2 IⅢA干扰的作用机制

根据现有的实验和理论，砌叮A沉默主要分为TGS(TraJlscriptional gene silencing)和PTGS

两种。从科学家发现的时间上来算PTGS更早一些，从研究程度上来讲PTGS研究更成熟。在真

核生物RNA的防御机制是PTGS，抵抗病毒入侵，维持基因稳定性【88】。RNAi的主要效应分子

siRNA(small inte疵ring RNA)和miIⅢA(microRNA)介导的PTGS，主要分为：效应分子特异

性降解靶mRNA和靶mRNA翻译抑制。

5

万方数据



河北农业大学全日制硕士专业学位(毕业)论文

1．2．2．1 siIⅢA引起的111】[矾A降解

细胞内的小分子siRNA在一般情况下是来源于长dsIⅢA前体分子。它可能是RNA病毒在

复制过程中生成的物质、转染人工合成的dsI斟A分子或者其他外源性转入的DNA等。胞质中的

dsIⅢA被Dicer蛋白识别，然后被降解成siIⅢA[89】；然后siRNA装载到砌SC复合体上，切割随

从链并释放，形成成熟的烈SC复合体凹】。靶IIl】刚A序列与引导链完全互补配对，启动序列特异

性切割通路，由砒SC复合体进行切割，从而使靶mIⅢA降解【9l】。RNAi中存在IⅢA聚合酶依

赖性的现象，高效的I斟Ai产生则需要更多地外源dsRNA，此时则需要si对叮A扩增，使PTGS

反应更加显著而稳定【92-94】。

在IⅢAi反应过程中siRNA与靶mImA完全互补配对是形成有效的P1’GS的关键因素，对SC

复合体AGO蛋白裂解靶mRNA【95】，其中Argonaute2(AG02)酶具有催化活性哪】。小分子双链

siI斟A在解锁过程中，随从链被分解，只有引导链保留在成熟有功能的ⅪSC复合体中。引导链

的5 7端位于AG02上IⅢ船e．1ike PIWI域具有催化活性，引导链的3’端位于PIWI．A曜onaute．Zwille

(PAz)结构域的缺口【97】。从双链siIⅢA中的引导链的5’端开始，靶mIⅢA在第10和1lbp的

位置发生裂解【98】。

1．2．2．2 miI矾A引起的mIⅢA的降解

细胞基因组自身编码可以产生微小RNA分子，这种分子具有调控活性的作用，它的作用主

要表现在生物发育和分化过程方面并起到了非常重要的作用，可以调节相关基因的表达嗍。

Ambros等实验室随后发现线虫的lin．4可以和1in一14的3 7非编码区的多个位点互补，这种互补导

致了LIN．14蛋白的产量下降【l删。在动物细胞内，独立的转录单位miRNA编码基因在RNA

polymer骶e II(PolII)启动子的调控下，核内转录出初始mim叮A转录本【101】。随后初始miI斟A

被Drosha蛋白及其辅助因子的作用下产生发夹型dsI埘A，构成miRNA的前体—Pre．miRNA【102】。

它由R肌．GTP和EXportin．5从细胞核内运输到细胞质中【103】，在细胞质中被Dicer酶等加工合成含

有miI斟A的ⅪSC复合体(miⅪSC)【l叫。

MiRNA诱导P1℃S的主要方式分为两种，一种是靶mI斟A翻译抑制，特点是靶mRNA数量

不发生改变，在动物中绝大部分miRNA不完全配对于靶mRNA，通常是以这种方式诱导PTGS

的【105】；另一种是降解靶mRNA，这种方式会使mRNA数量减少，植物的miRNA完全配对于靶

IIl】[州A，通常是以这种方式发挥抑制作用[1嗍。其中miRNA负责靶标mI州A的识别的种子序列是

5’端前2．7或8个碱基。动物中也存在miRNA不完全配对于靶mI酬A时出现靶mIⅢA降解的情

况【107】，这说明siIⅢA和miRNA引起mRNA降解过程中存在功能重叠。研究表明，Argonaute

蛋白PIWI结构域的活性位点可以剪切降解靶mRNA【108】。翻译抑制主要是指抑制起始因子的装配，

它是由Argonaute蛋白介导的【109】。miRNA有时也可以理解是翻译起始后起到抑制作用，原因是

核糖体在延伸过程中被砌SC空间上阻碍，导致降低靶mRNA的翻译效率【11 o】。

1．2．3 IⅢAi技术的应用

从发现IⅢAi到现在已经过去二十年了，在各个领域的研究中几乎都能看到IⅢAi技术的影

子。该技术逐渐发展成为一种能够代替基因敲除技术，成为一种新型的高级的工具。归纳该技术
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以广泛应用在功能基因组学、生物技术和医学上等相关领域。

1．2．3．1 RNAi用于基因组功能研究

随着砌蛆i机制的发现，以及多种生物基因组测序的完成，人们很快意识到可以利用IⅢAi

的方法，构建已知基因缺失或者表达下调的株系，可通过从基因到表型的反向遗传学方法研究该

基因的功能。利用RNAi技术研究基因功能与传统的诱变策略相比具有明显的优势。RNAi的优

势具有更高的便捷性【川】。利用I斟Ai技术研究基因功能大致分为以下几步，要对靶基因进行测序，

根据测序结果筛选合成siRNA，将siRNA植入到个体细胞内，根据个体表型变化确定基因的作用。

Maeda等利用I斟Ai技术构建靶基因缺失表型，确定出数百个基因的功能【112】。H拍onh等应用

IⅢAi技术对影响细胞分化的功能基因进行筛选，最终确认13个相关基因m3】。Paddison、Bems、

Simmer、N011en等研究人员在生物工程领域中的细胞分裂增殖、胚胎生长发育和生殖系统发育三

个方面通过IⅢAi技术对相关基因进行筛选，最终确定出关键基因【114．117】。随着科技的进步，科

学家对研究基因的手段也越来越先进，高通量测序就提供了简单快捷的途径。

1．2．3．2基因治疗

目前，世界上存在难治疗的疾病有很多，而且没有相关的高效的药物进行防治，RNAi技术

成熟以后不少的研究人员将其应用到病毒、肿瘤和癌症等领域的治疗，经过体内和体外试验证明

IⅢAi具有潜在的基因治疗效果。zender等通过导入设计的siIⅢA成功抑制Fas的下游基因

caspase8基因的表达，保护Fas抗体及肝脏【118】。Lee和Novina等研究证明siRNA有效抑制HIV

病毒的感染及复制能力【ll 9，120】。Cao等研究证明设计合成的重组PRV介导的siIⅢA可显著抑制传

统PRRSV Hl株在Marc．145细胞中mI斟A和蛋白水平的复制【121】。Li等设计表达靶向猪传染性

胃肠炎病毒M基因的短发夹RNA，抑制该病毒在猪肾细胞PK一15的增殖【122】。Pomtral(ulpipat。研

究针对csF病毒的核衣壳蛋白(C)合成siIⅢA，数据表明siRNA能够抑制CsF病毒的复制【123】。

研究肿瘤发现，它是靠许多基因、多种因素彼此作用产生的，利用IⅢAi技术沉默多个基因切断

信号通路，有效抑制肿瘤生长。研究学者Nagy等筛选出靶向erbBl基因的siI斟A，利用化学合

成并导入到细胞内，成功抑制erbBl的表达及减弱肿瘤繁殖能力【124】。通过以上研究得出在治疗基

因相关性疾病时，ImAi技术存在一定的效果和优势。

1．3研究目的和意义

中国作为世界第一生猪养殖和消费的大国，我国生猪养殖业产值占畜牧业总产值的比重达

47％，由此可见中国生猪饲养数量巨大。目前，国内养猪过程中仔猪的死亡率居高不下，PEDV

是引起仔猪高死亡率的病原之一。自2010年起该病的发病率明显升高，且发病规模较大。国内

外预防猪流行性腹泻病毒主要方法是接种疫苗，然而疫苗的免疫效果参差不齐，目前仍没有防治

PEDV的理想疫苗和药物，因此研究预防和治疗PED的新制剂显得尤为重要，对于PED的防控

具有重要的科学意义。RNAi是近年来发现的由双链siI州A介导的以序列特异性方式诱导同源靶

mRNA降解的新技术。RNAi效应具有快速、高效和高度特异性的特征，有望弥补传统抗病毒制

剂的缺陷。近来，RNA干扰技术应用于猪蓝耳病、口蹄疫、猪瘟等许多疾病，并对相应病毒取
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得了显著的基因沉默效果，这为猪流行性腹泻的有效防治提供了一种研究思路。本研究拟通过筛

选针对猪流行性腹泻病毒的M和N基因有效的siIⅢA序列，并构建特异的siRNA表达质粒，探

讨siIⅢA对猪流行性腹泻病毒复制的抑制效应，旨在开发一条新的治疗途径，为猪流行性腹泻的

防治提供一种新的思路以及解决方法。
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2．1细胞与病毒

2材料与方法

Vero细胞和PEDV HB．HS毒株，由河北农业大学兽医微生物实验室保存和分离

鉴定。

2．2主要试验仪器

2．3试验所需主要试剂

试剂名称 生产厂家

异丙醇

氯仿

琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒

I心MI．1640培养基

PrimeScriptTM l St Strand cDNA Synthesis Kit

dNTP Mixture

1 0×PCR Bu仃cr(M92+plus)

Tal(aRaTaq．Ⅲ

DL2000 DNA Markeo

6×Loading Bu仃er

Trizol

Pmdl 9．T VectOr

天津市进丰化工有限公司

天津市进丰化工有限公司

TIANGEN BIOTECH(BEIJING)

Gibco公司

宝生物工程(大连)有限公司

宝生物工程(大连)有限公司

宝生物工程(大连)有限公司

宝生物工程(大连)有限公司

宝生物工程(大连)有限公司

宝生物工程(大连)有限公司

宝生物工程(大连)有限公司

宝生物工程(大连)有限公司
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SolutOn I

Z}口坍HI、胁ndIII、S口，I

T4DNA连接酶

质粒小提试剂盒

胎牛血清

DGenesiI．1质粒

QuickShu砌e-Basic转染试剂基础型

Rabbit Anti·mouse IgG／I{IiP

p-actin MouSe Monoclonal Antibody

G418

DAB显色液

2×FaSt 1'aaM柚Mixturc

宝生物工程(大连)有限公司

宝生物工程(大连)有限公司

宝生物工程(大连)有限公司

美国BIOMIGA公司

浙江天杭生物科技股份有限公司

长沙赢润生物技术有限公司

北京博奥龙免疫技术有限公司

北京博奥森生物技术有限公司

北京博奥森生物技术有限公司

北京索莱宝生物科技有限公司

北京索莱宝生物科技有限公司

康为世纪生物科技有限公司

2．4主要试剂的配置

2．4．1 IⅢA提取所使用的试剂

0．1％DEPC水(WⅣ)：称取0．1 g DEPC，加入100 mL蒸馏水，在37℃条件下静置，待

完全溶解后，经高压灭菌后冰箱4℃保存；

75％DEPC水：100％乙醇与0．1％DEPC水按3：l的体积比配制。

2．4．2琼脂糖凝胶电泳实验使用的溶液

50×TAE电泳缓冲液：5．7l mL冰乙酸、24．2 g Tris碱、1．47 g EDTA，蒸馏水定容至100 mL，

避光保存。

1×TAE电泳缓冲液：按1：50的比例混合50×TAE电泳缓冲液和无菌蒸馏水，避光保存。

1．5％琼脂糖凝胶：琼脂糖1．5 g加入电泳缓冲液100 mL，加热沸腾，室温静置12 min后加

入商品化的5．0 pL lO m∥mL EB。

2．4．3培养基的配置

LB液体培养基：称量5．O g T巧ptone、2．5 g YeaSt extract、5．0 g NaCl，蒸馏水定容至500 mL，

pH值7．4，高压后4℃保存。

LB固体培养基(100 p∥mL)：称量5．0 g T拶ptone、2．5 g Yeast extract、5．O gNaCl，蒸馏水

定容至500 mL，pH值7．4，加入7．5 g琼脂粉，高压后冷却至40℃，无菌条件下倒入平板内，

凝固后冰箱4℃保存备用。

Kan／LB固体培养基(100¨∥mL)：称量5．0 g T巧ptone、2．5 g Yeast extract、5．0 gNaCl，蒸

馏水定容至500 mL，pH值7．4，加入7．5 g琼脂粉，高压后冷却至40℃加入10“L Kan储存液，

倒入平板4℃保存。

Kan／LB液体培养基(100 p∥mL)：500 n1L LB液体培养基加入Kan贮存液50肛L于4℃保
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存备用。

2．4．4细胞培养时所使用的溶液

0．3％胰酶溶液：取胰酶粉剂O．12 g加入40 mL PBS，滤器除菌，冰箱．20℃保存。

PBS：NaCl 6．40 g，KH2P04 0．192 g，Na2m04 1．152 g，KCl 0．16 g，无菌水定容至800 n1L，

高压后4℃保存。

7．5％NaHC03：6 g NaHC03用无菌水定容至80 mL，高压后备用。

1×RPMI．1640不完全营养液(维持液)：取I啦MI．1640粉剂加入2．2 g NaHC03无菌水定容

至1 L加入10 mL双抗，过滤除菌，4℃保存。

1×RPMI．1640完全营养液：270mL l×RPMI-1640不完全营养液，加入30 mL新生牛血清，4℃

保存。

2．4．5 WesteH卜Blotting所使用的溶液

30％丙烯酞胺：取丙烯酞胺150 gN’N’．亚甲基丙烯酞胺，定容至500mL(pHS8．8)，4℃保

存。

1．5 mo儿Tris．HCl：36．34 g Tris．碱用无菌水定容至200 mL，pH调到8．8，室温保存。

l mol／L Tris．HCl：48．4 g Tris一碱用无菌水定容至500 mL，pH调到6．8，室温保存。

10％过硫酸胺：50 g过硫酸胺，无菌水定容至500 mL，．20℃保存。

10％SDS：609 SDS无菌水定容至600mL，室温保存。

10xTBS：9．68 g Tris碱和32 g NaCl无菌水定容至l L，调pH至7．5。

TBST洗涤液：每100 mL 1×TBS中加入50儿Tween．20，混匀。

蛋白转印缓冲液：3．03 g Tris碱和14-3 g Gly溶解于0．3 L的无菌水中，加入O．2 L甲醇，定

容至l L，4℃保存。

脱脂奶粉封闭液：将7．5 g脱脂奶粉用无菌水定容至150 mL，4℃保存备用。

2．5猪流行性腹泻病毒的增殖

2．5．1 Vero细胞的复苏

取7 ml和10 ml的1640完全营养液分别加入到灭菌的12 ml离心管内，用热水温浴到40℃

左右，从液氮罐取出Vero细胞，迅速放到40℃水内快速解冻，用移液器将细胞液取出加入含有

7 ml营养液的12 ml离心管内，离心5 min。倒掉上清液，将之前准备的10 ml营养液加入到离

心管内，混匀加入到细胞瓶内，将细胞放入37℃5％二氧化碳培养箱内，次日换液。

2．5．2 PEDV的增殖传代

选取单层85％左右铺满细胞瓶的Vero细胞，PBS洗两次，然后加入l mL实验室保存的

l 1
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皿．HS株细胞毒，添加适量胰酶，放入37℃5％二氧化碳培养箱内孵育l h，然后加入9 mL 1640
细胞维持液继续培养，实时观察细胞病变情况。当细胞出现到80．90％病变(CPE)时，将细胞

放入．80℃冰箱内，然后反复冻融三次，目的是使细胞破裂释放病毒，用移液器反复吹打细胞毒

液并移入到15 mL的离心管内，2000印m离心5分钟，收集上清病毒液。

2．5．3 PEDV细胞毒的鉴定

2．5．3．1细胞毒总IⅢA的提取

根据T雕zOL试剂说明书过程如下：

取出500¨LPEDV细胞毒放于4℃离心机中，6000 rpm离心2 min抽取250止上清并移至新

的1．5 mL离心管中，加入Trizol 750“L，混匀震荡2～3 min，室温静置5 min。然后加入氯仿200

皿，震荡1 min，室温静置5 min，12000 rpm离心10 min。取上清，加入等体积异丙醇，．20℃

的环境下静置l～2 h。然后取出离心管，12000印m离心10 min，弃去上清液，尽量吸干管内残留，

然后加入75％DEPC水0．7 mL进行洗涤，8000印m离心5 min，弃去上清尽量吸干管内残留。

加入RT．PCR洗脱液20皿，溶解核酸，进行反转录。

2．5．3．2反转录合成cDNA

分：

参照PrimeScriptTM lSt StraIld cDNA Synthesis Kit说明书进行如下操作：

取新的PCR反应管，以上述提取的总I斟A为模板，配置20此反转录体系依次加入以下组

RNA

dNTP Mixture

OligO dT Primer

RT反应程序：65℃水浴5 min，冰浴3 min。

在PCR反应管中依次加入如下组分：

RNaSeFreedH20

5×PrimeScript Buf-fer

PrimeScript RTase

RNase Inhibitor

42℃水浴l h，然后70℃水浴15 min。

2．5．3．3常规PCR反应

8．0此

1．0此

1．0皿

4．5止
4．0 UL

1．O“L

0．5“L

将获得的反转录产物cDNA为模板，用检测引物上游：5’．CCAGCGlAGTTGAGATTG．3’，

下游5’一GCTCACGAACAGCCACA一3’进行常规PCR扩增，在20皿RT—PCR反应体系中依次加
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小干扰RNA抑制猪流行性腹泻病毒在Vero细胞内的复制

入如下成分：

模板

2×Es Taq MasterMix

上游引物

下游引物

RNase Free dH20

2．O儿

10．0此

1．0肚L

1．0肛L

6．0 UL

Total

35个循环 {。翼差

20．0此

，mln

30 s

30 s

40 s

10min

其扩增产物的目的条带大小应为642 bp，取7此PCR反应产物进行电泳检测(1．5％琼脂

糖凝胶)，应用凝胶成像系统观察结果。

2．6设计siI矾A序列及构建pGenesil-sbRNA质粒

2．6．1选择设计siRNA序列

根据siRNA的设计原则，应用Ambion在线软件Mp：／／mvw．thenllofisher．com／cn／zh／110me

／brands止llIlbion．h_cIIll／，筛选目的基因的siI斟A序列，针对Genballk公布的猪流行性腹泻病毒HB—HS

株(登录号JF690779)的M基因和HB-HS株(JF700126)N基因序列选择了2个siIⅢA靶位点，

另外还设计了一个与PEDV无同源性的siRNA序列作为阴性对照，记为Negative Contr01(NC)。

如表2．1

表2．1 siRNA序列

Table 2·1 siRNAsequence

2．6．2编码sIlI矾A型DNA单链的设计与合成

根据上述筛选结果编码三对shIⅢA，其中包括一对阴性对照。按照B伽H I+正义链+lo叩环

+反义链+TTTTTT+GGAA+肋硼III排列顺序设计编码sI瓜NA，其中LOOP环选择的是TTCAAGA
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GA，终止密码子为TTTTTT，选择曰删H I、肺砌III酶切位点，是便于与pGenesil-1质粒载体的

连接。核苷酸链的合成均由上海生工生物工程有限公司完成。如表2．2。

表2．2 shRNA序列

Table 2-2 shRNA sequence

名称 序列

M-TOp

M-BOttOm

N-Top

N．Bottom

NC-Top

NC．Bottom

5’．GATCCCCAACTGGTGTAACGCTAATTCAAGAGATTAGCGTTACACCAGTTGGTITTTTGGA AA．3

5’．AGCTTllCCAAAAAACCAACTGGTGTAACGCTAATCTCTTGAATTAGCGTTACACCAGTrGGG．3

5’．GATCCGCACCAAATGTTGCAGCATTrCAAGAGAATGCTGCAACATlvrGGTGCTTTT丌GGAAA．3

5。．AGCTTTTCCAAAAAAGCACCAAATGTTGCAGCATTCTCTTGAAATGCTGCAACATTTGGTGCG．3

5’．GATCCGCATTCGTATCGGTTCCATTTCAAGAGAATGGAACCGATACGAATGCTTTTTTGGAAA一3

5’．AGCTTTTCCAAAAAAGCATTCGTATCGGTTCCATTCTCTTGAAATGGAACCGATACGAATGCG-3

2．6．3表达质粒pGenesil．shRNA的构建

构建pGenesil—shI酬A质粒如图2—1，参照pGenesil一1质粒图谱，调控shRNA的启动子为hU6

启动子，shRNA插入位点是B硎H I、肺船d III。构建质粒在真核细胞内大量表达shRNA，并被胞

质中的Dicer酶等进一步加工成siRNA。
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图2-1 pGenesil-1质粒图谱

Fig．2-1 Schenlatic diagram ofplasmid pGenesil—l
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小干扰RNA抑制猪流行性腹泻病毒在vero细胞内的复制

2．6．3．1编码shI矾A序列的DNA单链的退火连接

把上述合成的DNA单链用无菌水分别配成50吣压／L的稀释液，然后按照如下列表依次加入

各反应成分，95℃水浴锅反应4 min，关闭电源过夜连接，产物一20℃保存备用。

上游引物

下游引物

10×PCRBuffer

RNaSe Free dH20

5．

5．

2．

8．

此

此

此

此

TOtal

2．6．3．2质粒pGenesil一1的双酶切及胶回收

20．0此

采用召口垅H I和觑棚III双酶切pGenesil一1质粒。按照如下列表建立20皿的酶切体系，37℃

酶切3 h。酶切产物经1％的琼脂糖凝胶电泳，按照BIOMIGA公司的胶回收试剂盒说明书进行回

收。

pGenesil一1质粒 12．0皿

B删H I 1．O此

胁玎d III 1．0儿

10×K Buffer 2．O UL

RNase Free dH20 4．O此

Total 20．0肛L

2．6．3．3退火双链DNA片段与质粒pGenesil一1双酶切产物的连接与转化

按照如下列表建立10此连接体系，然后16℃水浴连接过夜。取DH5c【感受态细胞，置冰浴

中融化后，将10皿连接产物加入，冰浴30 min，42℃热激1 min后，再冰浴1 min，加入600此

LB，37℃震荡培养60 min，2500 r／min离心6 min，弃去部分上清，剩余菌液涂布于含100肛咖L
卡那霉素抗性的LB板中，37℃恒温培养箱培养17 h。

pGenesil—l质粒双酶切产物

退火双链DNA

10×T4 DNA ligase buffer

T4 DNA ligase

5．0肛L

3．O¨L

1．0“L

1．O肛L

Total lO．O“L
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2．6．3．4阳性重组质粒pGenesil．sl浓NA的筛选及鉴定

挑取LB培养基上的白色单菌落，接种到5 mL含100“∥mL卡那霉素抗性LB液体的试管

中扩大培养，在37℃全温振荡培养箱中培养12～16 h。获得的菌液进行质粒提取，按照BIOMIGA

公司的试剂盒说明书进行，质粒采用贼I单酶切鉴定阳性重组子。按照如下列表建立10皿酶切
体系，37℃酶切2 h，1％琼脂糖凝胶电泳观察结果。将鉴定阳性质粒送往上海生工生物工程有限

公司测序。重组质粒分别命名为pGenesil-M、pGenesil-N和pGenesil-NC。

待鉴定质粒

10×buf．ferH

勋，I

RNase Free dH20

4．0此

1．0此

0．5此

4．5此

10．O此

2．7重组质粒pGenesil．sbRNA瞬时转染Vero细胞及G4 1 8筛选细胞系

2．7．1质粒瞬时转染Vero细胞

在转染前一天，将Vero细胞用胰酶消化下来，接种到24孔板中，每孔5×104一l×105个细胞

和1 mL 1640完全营养液，然后将24孔板放于37℃5％二氧化碳恒温培养箱内培养18 h。按照

QuickShuttle．Basic转染试剂说明书，分别瞬时转染pGenesil—M、pGenesi卜N和pGenesil-Nc质粒，

步骤如下：分别将2肛g质粒和4“L转染试剂混匀到100皿生理盐水中，无需等待直接加入孔内。

每种质粒重复转染3孔。转染16 h后，荧光倒置显微镜观察转染效率。

2．7．2利用G4 1 8筛选高效稳定表达质粒的Vero细胞系

2．7．2．1筛选Vero细胞G418最佳浓度的确定

使用1640完全营养液将Ver0细胞稀释至l×104个／mL，然后加入到24孔板中，每孔为1 mL

细胞液。待细胞生长24 h后，将每组加入不同浓度的G418进行浓度滴度筛选，每组设定为3孔。

G418浓度依次为0，100，200，300，400，500，600，700，800，900，1000}I∥mLll个级别。

每天观察vero细胞死亡状况，每3天更换一次培养基，G418保持相应级别浓度。Vero细胞培养

13．14天，此时确定最佳筛选浓度应该是细胞全部死亡的最低G418浓度。

2．7．2．2对转染后Vero细胞进行G418结合GFP表达的双重筛选

将2．7．1中得到重组质粒转染24 h后的Vero细胞，24孔板以每孔加入最佳浓度G418进行筛

选，筛选一周后，孔内细胞大部分死亡，存活的细胞使用荧光显微镜观察，将绿色荧光强度高的

细胞进行标记，将不表达和表达较弱的GFP Vero细胞用细胞刮刮掉，然后待存留细胞生长后，
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小干扰I矾A抑制猪流行性腹泻病毒在Vero细胞内的复制

将细胞传代到新的24孔板、12孔板、6孔板扩大培养。期间冻存部分筛选得到的阳性细胞，备

用。每次传代后，细胞营养液中均加入G418，此时G418浓度为最佳浓度的一半。将第10代细

胞利用倒置荧光显微镜观察细胞内质粒表达情况。

2．7．2．3含重组质粒Vero细胞系的PCR检测

应用Primer Premier 5．0软件，根据pGenesil一1质粒载体序列，在插入shIⅢA序列的前后端

设计出一对引物：上游5’．CTTGT仉～TTGCAGClvrATAATG．3’，下游5’．ATCATATGCTTACCG
W溘CTTG．3’，引物由上海生工生物工程有限公司合成。

将3种分别含有不同重组质粒的第lO代Vero细胞各自取500此，6000 r／min离心3 min，

弃掉上清液300此，然后将剩余细胞沉淀重悬，利用DNA提取试剂盒提取各自细胞总DNA。然

后按照如下列表建立20儿PCR体系。

PCR扩增程序：

2×Es№MaSterMix
上游引物

下游引物

DNA模板

RNase Free dH20

10皿

1．0儿L

1．0此

2．0儿L

6．0此

Total

3。个循环 {．蒌；薹

20．O“L

，mln

30 s

30 s

30 s

10min

其扩增产物的目的片段大小应为263 bp，取7此PCR反应产物进行1．5％琼脂糖凝胶电泳检

测，应用凝胶成像系统观察结果。

2．8表达不同质粒的Vero细胞系感染PEDV

将筛选得到的三种重组质粒的Verd细胞系，利用细胞完全营养液稀释细胞浓度为1×105个

／mL左右传代到24孔板，待细胞生长20 h后，每孔接种1000 TCID50单位PEDV HB—HS细胞培

养毒，同时将未转入质粒的正常Vero细胞接种PEDV细胞毒作为阳性对照。将24孔板放入37℃

5％二氧化碳恒温培养箱内孵育l h，使病毒充分吸附到Vero细胞，之后将未吸附的细胞毒液倒

掉，PBS洗两遍，每孔加入1640维持液1m1，放入37℃5％二氧化碳恒温培养箱内培养48 h采

集样品。
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2．9不同样品中PEDV感染滴度的测定

将上述收取的病毒液上清，反复冻融3次，然后冻存在．80℃备用。生长良好的普通Vero细

胞传代到96孔细胞培养板中，在37℃5％二氧化碳恒温培养箱内培养单层细胞汇合率达到80％

以上。将保存的病毒液上清按照10一、10。2、10一、10～、10一、10～、10～、10‘8稀释，取稀释后的

上清液按照每孔100此依次加入到96孔板中，每个稀释度重复12孔，5％二氧化碳恒温培养箱

内吸附l h，然后倒掉孔内液体，PBS清洗3次，加入1640维持液200此。96孔板在5％二氧化

碳恒温培养箱内培养7天，按Reed．Muench法计算病毒的TCID50。

2．10应用TaqMan实时荧光定量PCR方法检测抑制效果

2．1 O．1 PEDV TaqMall实时荧光定量PCR方法的建立

2．10．1．1 PEDV M基因标准质粒的制备

根据GenBaIll(登录的PEDv的M基因序列，利用Premier5软件设计扩增M基因的特异性引

物PEDV．MF 5’．11℃CCGTTGATGAGGTGATT一3’和PEDV．MR 5’．CCGTGTTTGGACCGGACAT

A．3’，目的片段595 bp。提取病毒RNA并进行反转录获得cDNA，然后按照如下列表建立20此

PCR扩增体系。将扩增的目的基因片段进行胶回收，具体操作过程详见琼脂糖凝胶DNA回收试

剂盒(TIANGEN BIOTECH(BEIJING)说明书。将4．5儿胶回收产物与O．5此pMDl9-T载体连

接，转化至DH50【。PCR鉴定阳性菌后，提取重组质粒并送往上海生工生物工程公司测序。测序

结果进行比对，准确无误后可做为PEDV M基因标准质粒。然后将质粒10一、10～、lO一、104、

10一、10一、10一、10一、10一、10’10稀释，将稀释后的质粒标准品做为制作标准曲线的模板，放入

4℃保存备用。

2×Es Taq MasterlvIix 10此

上游引物 1．0此

下游引物 1．0皿

模板 2．O uL

RNase Free dH20 6．0 pL

Total 20．0¨L

35个循环 {毳薹
2．10．1．2 PEDV M基因引物及相应探针的设计
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根据PEDV的M基因序列，设计扩增M基因的探针引物及相应探针。要求探针TM值要比

引物刑值高5℃以上，选择的探针引物及探针要极其保守，确保引物的特异性。探针的荧光基
团选择FAM基团，猝灭基团选择的BHQl。引物及探针序列参见表2．3，由上海生工生物工程公

司合成。

表2．3扩增M基因的引物序列及探针序列

Table 2-3 11le primer锄d probe sequences desi印ed to锄pli母M gene

2．10．1．3 PEDV TaqMaIl实时荧光定量PCR标准曲线的建立

将2．10．1．1得到的lO倍梯度稀释后的标准品和2．10．1．2合成的引物及探针进行实时荧光定量

PCR，建立标准曲线。按照如下列表建立15止体系，进行PCR扩增。每个梯度做三个重复，对

扩增结果进行分析，以排除引物二聚体及非特异性扩增的干扰。探针荧光定量PCR反应条件：

95℃l min；95℃20 s，60℃30 s，40个循环。同时设置无菌水为阴性对照。

2XF嬲t’I‘aqMaIl Mixture

PEDVF探针

PEDVR探针

PEDV．Probe

模板

砌、『弱e Free dH20

7．5 UL

0．3此

0．3“L

0．3“L

1．5 UL

5．1此

Total 15．0皿

2．10．2管家基因p．actin TaqMall实时荧光定量PCR方法的建立

2．10．2．1管家基因B-actin标准质粒的制各

根据GenBanl(登录的猴管家基因，序列号为NM001033084．1，利用Premier5软件设计扩增

管家基因的特异性引物D．actin上游5’一GCGGGAAATCGTGCGTGAC．3’和B—actin下游5’．ATG

CCCAGGAAGGAAGGTTG．3’，目的片段192bp。提取Vero细胞的总RNA，然后进行反转录获

得cDNA，按照如下列表建立20此PCR扩增体系。将扩增的目的基因片段进行胶回收，具体操

作过程详见琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒(TIANGEN BIOTECH(BEIJING)说明书。将4．5此胶

回收产物与0．5 pL pMDl9．T载体连接，转化至DH5c【。PCR鉴定阳性菌后，提取重组质粒并测
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序，测序机构是上海生工生物工程公司。测序结果进行比对，准确无误后可做为B．actin标准质粒。

然后将质粒10一、10～、10一、104、10一、10石、10～、10一、10一、l 0．10稀释，将稀释后的质粒标准

品做为制作标准曲线的模板，放入4℃保存备用。

2×Es Taq M懿terMix

D-actin上游引物

p-actin下游引物

模板

RNase Free dH20

10 UL

1．0儿

1．0皿

2．O¨L

6．0灿

35个循环 {．毳薹
2．10．2．2管家基因p—actin引物及相应探针的设计

20．0此

5 min

30 s

30 s

30 s

10min

根据p-actin管家基因序列，设计扩增管家基因的引物及相应探针。要求探针TM值要比引物

TM值高5℃以上，选择的引物及探针要极其保守，确保引物的特异性。探针的荧光基团选择

FAM基团，猝灭基团选择的BHQl。引物及探针序列参见表2．4，由上海生工生物工程公司合成。

表2-4扩增B-actin基因的引物序列及探针序列

Table 2．4 The primcr柚d probe sequences designed to锄pli母pactin gene

2．10．2．3管家基因p—actin TaqMaIl实时荧光定量PCR标准曲线的建立

将2．10．2．1得到的10倍梯度稀释后的标准品和2．10．2．2合成的引物及探针进行实时荧光定量

PcR，建立标准曲线。按照如下列表建立15 uL体系，进行PCR扩增。每个梯度做三个重复，对

扩增结果进行分析，以排除引物二聚体及非特异性扩增的干扰。探针荧光定量PCR反应条件：

95℃l min；95℃20 s，60℃30s，40个循环。同时设置无菌水为阴性对照。
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2×FaSt TaqMaJl Mixture

B-actinF探针

B—actinR探针

7．5pL

0．3此

0．3此
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小干扰I矾A抑制猪流行性腹泻病毒在Vero细胞内的复制

p-actin—Probe

模板

R]N弱eFree dH20

O．3儿L

1．5此

5．1“L

2．10．3应用TaqMaIl实时荧光定量PCR方法检测

15．0“L

将2．8采集的样品，使用Ttizol法提取总RNA，RNA用M．MLV反转录酶反转录获得cCINA，

然后以cDNA为模板分别应用PEDV实时荧光定量PCR和管家基因p-actin实时荧光定量PcR进

行检测，体系分别按照2．10．1．3、2．10．2．3进行。将获得各自的循环阈值，利用2。△△Ct方法计算结

果，整理数据。

2．11病毒蛋白Westem-blotting检测

将三种重组质粒的Vero细胞系传代到6孔板，细胞浓度为1×105个／mL左右，待细胞生长

20 h后汇合率达到80％以上时，每孔接种1000 TCID50PEDV。接毒后48 h弃去部分上清每孔留

下大约1 mL的上清液，然后刮下细胞层每孔收集到1．5 mL离心管内，1500 r／min离心10 min弃

掉上清，用预冷的PBS洗两遍，加入细胞RJPA裂解液100此，混匀使裂解液与细胞充分接触，

4℃条件下震荡20 min，14000 r／min离心15 min，快速收取64儿上清液至新的离心管内。然后

每管加入16皿的5×sDs上样缓冲液。进行12％sDs．PAGE电泳分离时，每孔加10灿样品，

电压100 V电泳1．5 h。电泳结束后取下分离胶，在去离子水中洗涤后进行Westem．blotting分析。

其中以6一actin管家基因编码表达的蛋白作为内部参照，校正蛋白质定量、上样过程中存在的误差，

以保证实验结果的准确性。具体过程如下：剪一张大小与分离胶一样的NC膜，将胶、NC膜和

转膜垫用转印缓冲液浸泡15 min。转印装置从负极到正极依次放置转膜垫、分离胶、NC膜和转

膜垫，用玻璃棒轻轻滚动以清除空气，盖上电板，接通电源，23 V恒压转印30 min。转印完毕关

闭电源取出NC膜。

免疫印迹：将转印后的NC膜置于直径8 cm平皿中，用10mL 5％脱脂奶粉4℃封闭过夜。

PBST洗膜3次，每次10 min；将NC膜置于平皿中，其中显示PEDV蛋白条带的NC膜加入l：

100稀释的鼠抗PEDV多克隆抗体，显示内参蛋白条带的NC膜加入1：2000稀释的B．actin Mouse

Monoclonal Antibody 37℃摇晃2 h；PBST洗膜3—5次，每次10 min；将NC膜置于平皿中，加入

l：2000稀释后的HRP兔抗鼠IgG，37℃摇晃2 h；PBST洗膜5次，每次10 min，洗涤要彻底。

用DAB显色15 min，直到蛋白条带清晰后加入蒸馏水充分洗涤，终止显色反应。检测及分析PEDV

M、N蛋白及内参蛋白的表达情况。

2l
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3．1 PEDV细胞毒PCR检测结果

3结果

对本实验室分离的猪流行性腹泻病毒HB—HS株经Vem细胞增殖传代后进行RT．PCR检测，

经过提取RNA、反转录获得cDNA，利用本实验PEDv检测引物进行PCR扩增，其引物扩增条

带大小为642 bp，最终结果与预期一致如图3．1，说明病毒在Vero细胞内成功增殖。

M l 2

bp

2000——_

750———’》

500———÷

图3．1 PEDVRT．PCR检测

Fig．3-l The RT-PCR detection of PEDV

注：M．2000 DNA分子标准量； 1．阴性对照；2．检测样品。

Note：M．DL2000 Maker； 1 negaliVe cOntrol； 2 samples．

3．2构建pGenesil．shIⅢA阳性重组质粒的酶切鉴定

因为pGenesil—l质粒载体中是含有两个勋，I酶切位点，在使用勋，I进行酶切后，可得到

352 bp和4505 bp两个片段。在阳性重组质粒中，双链DNA目的片段取代了原有的一段多克隆

位点，只余一个勋，I酶切位点，所以单酶切时阳性重组质粒酶切后无352 bp的小片段，只有一

条4890 bp的大片段(图3—2)，初步判定shRNA序列成功插入到载体中。阳性质粒经上海生工

生物公司测序，结果证实插入目的片段与设计的序列完全一致，将重组质粒分别命名为

pGenes订．M、pGenesil—N矛ⅡpGenes订一NC。

22
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图3-2 pGenesil—shRNA重组质粒经勋，I酶切电泳结果

Fi晷3-2 Electmphoretic identification ofpGenesil—shRNA recombined plasmids by restriction endonucleaSe

勋fI digestion

注：M DL5000DNA分子标准量：1．pGenesil_l质粒；2，3 pGenesil—M质粒：4，5 pGenesil-N质粒：6，7 pGenesil—NC质粒

Note：M．DL5000marker；1．Plasmid ofpGenesil一1；2，3 Plasmid ofpGenesil一M；4，5 P1asmid ofpGenesiI—N；6，7．Plasmid ofpGenesil·NC

3．3重组质粒pGenesil．s11I斟A瞬时转染Vero细胞及G418筛选细胞系

3．3．1重组质粒的瞬时转染结果

将事先准备好的Vero细胞接种到24孔板中，按照QuickSh州le—Basic转染试剂说明书，分别

瞬时转染pGenesil—M、pGenesil．N和pGenesil—NC质粒，每种质粒重复转染3孔。转染16 h后，

荧光倒置显微镜100倍放大观察三种质粒的转染情况。如图3．3所示，三种质粒的荧光较少，说

明瞬时转染效率较低，暂时达不到较高水平的实验要求。根据DGenesil．1质粒载体带有Neo抗性

基因，所以在瞬时转染Vero细胞效率较低时，可利用G418进行筛选最终获得质粒表达效率高且

稳定细胞系。
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图3．3荧光显微镜观察质粒瞬时转染的结果

Fig．3-3 The results of plasmid transient transfbction were obsen，ed under a nuorescence microscope

注：A pGenesil·M质粒瞬时转染组：B pGenesil—N质粒瞬时转染组：c pGenesil_NC质粒瞬时转染组；D．阴性对照

Note：：A．group of pGenesil-M plasmid仃扑siem trarIsfection；B．日oup of pGenesil-N plasmid tra璐ient transfection；C group of pGenes订-Nc

plasmid t啪sient transfection：D negative contr01

3．3．2 G41 8筛选细胞系

3．3．2．1筛选Vero细胞G418最佳浓度的确定

将Vero细胞接种到24孔板，待细胞汇合率达到50％左右时，依次加入浓度为0，100，200，

300，400，500，600，700，800，900，1000¨∥mL的G418进行滴度筛选，起初Vero细胞没有

出现死亡，随着时间的加长，加入G418高浓度的vero细胞开始出现死亡。细胞在筛选到14天

时，G418含量为400肛g／mL以上所有细胞全部死亡。所以Vero细胞最佳筛选浓度确定为400

肛∥mL。

3．3．2．2细胞系的建立

重组质粒瞬时转染Vero细胞24 h后，在24孔板中每孔加入浓度为400 U∥mL G418进行筛

选，筛选7天后，24孔板内Vero细胞大部分死亡，只留下小部分具有G418抗性的Vero细胞存

活，这些细胞质粒表达稳定。荧光显微镜下观察存活的细胞，然后扩大培养绿色荧光强度高的细

胞，历时一个月时间，筛选出稳定高效表达质粒的vero细胞系。如图3—4是第10代细胞利用倒
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置荧光显微镜100倍放大观察细胞内质粒绿色荧光表达情况。如图可见质粒在Vero细胞内高效

表达。

图3．4荧光显微镜观察Vero细胞质粒表达的结果

Fig．3-4 The results ofpIaSmid cXpression in Vero cells werc observed under a fluorescence microscope

注：A pGenesil-M质粒转染组；B．pGenesil-N质粒转染组；c pGenesil-NC质粒转染组：D阴性对照

Note：：A．group of pGenesil—M plasmid廿∞sfeclion；B gmup of pGenesil-N plasmid transfection；C．鲈oup of pGenesil·NC plasmid traIlsfection

D negatiVe control

利用DNA提取试剂盒提取第10代3种不同质粒的vero细胞总DNA，然后利用设计好的引

物建立20皿体系进行PCR扩增，其引物扩增条带大小为263 bp，PCR产物在1．5％琼脂糖凝胶

电泳鉴定最终结果与预期一致如图3-5，进一步说明成功建立了重组质粒pGenesil—M、pGenesil—N

和pGenesil．NC细胞系。
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bp

2000——-—÷

750————}

250——。。+

100——_

图3．5第10代vcro细胞质粒PCR鉴定结果

Fig．3-5 Result of Passage 1 0 Vero cens plasmid PCR

注：M DL2000DNA分子标准量；1．第10代pGenesil．M质粒细胞；2第10代pGenesil-N质粒细胞：3第10代pGenesil．NC质粒细胞；4 Vero

细胞

Note：M DL2000 marker，1 PaS娓ge 10 0f pGenesil．M plasmid cells；2．Pas蚰ge lO of pGenesil·N pIasmid cells；3．PaSsage 10 of pGenesil·NC

plasmjd cells：4 Vem cells

3．4不同样品中病毒感染滴度测定结果

三种重组质粒的Vero细胞系及未转染质粒的正常Ver0细胞分别接种1000 TCID50 PEDV，培

养48 h后反复冻融3次收取病毒上清液。然后分别进行病毒TCID50的检测，按Reed—Muench法

计算结果得出转染pGenesil．M、pGenesil．N、pGenesil—NC质粒组及阳性对照组病毒的感染滴度分

别为104·23、103 86、105+65、105 62。如图3．6所示，转染pGenesil-NC质粒的对照细胞及未转染质

粒的正常Vero细胞接种病毒48 h后的感染滴度，均高于转染pGenesil—M、pGenesil-N质粒基因

组病毒的感染滴度。未转染质粒的阳性对照组与转染质粒组进行比较，得出转染pGenesil．M，

pGenesil-N质粒组接毒48 h后病毒滴度分别降低24．5倍和57．5倍，在统计学上讲差异显著(P

<O．05)具有统计学意义。这些数据表明基于M和N基因的siRNA对PEDv在Vero细胞内的复

制过程中能够有效的降低病毒的感染滴度，其中pGenesil．N质粒的抑制效果要高于pGenesil．M质

粒，表明了不同基因的siRNA对PEDV的感染滴度会产生不同的抑制效果。
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／／／／
图3．6病毒感染滴度测定结果

Fig．3-6 Qualltity of infectious PEDV production

3．5应用TaqMan实时荧光定量PCR对对蚣干扰效果的检测结果

3．5．1 PEDV TaqMan实时荧光定量PC烁准曲线的建立结果

荧光定量标准曲线的模板选用10一．10’9倍稀释的PEDV M基因标准质粒，然后加入引物和探

针组成15此体系，进行荧光定量PCR扩增，最终获得检测PEDV TaqMall荧光定量PCR标准

曲线图3-7。标准曲线横坐标显示为DNA copies／皿数值，纵坐标显示为反应阈值循环数(cycle

qu肌t时，cq)，两者呈线性反应关系(R2=1)。根据建立的标准曲线方程，表明不同浓度质粒的

扩增与cq值存在良好的线性关系，可以用于PEDV的定量分析。
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图3—7 PEDV TaqM锄实时荧光定量PcR标准曲线图

Fig．3-7 TaqMan Real—time PCR staJldard curve舀aph for PEDV

3．5．2管家基因p．actin TaqMall实时荧光定量PC晰准曲线的建立结果

选用l 0-3．1o_9倍稀释的部分管家基因标准质粒做为荧光定量标准曲线的模板，然后加入引物

和探针组成15此体系，进行荧光定量PCR扩增，最终获得检测p-actin TaqMan荧光定量PCR标

准曲线图3—8。标准曲线横坐标显示为DNA copieS／此数值，纵坐标显示为反应阈值循环数(cycle

qu锄ti够，cq)，两者呈线性反应关系(R2=1)。根据建立的标准曲线方程，表明不同浓度质粒的

扩增与cq值存在良好的线性关系，可以用于p-actin的定量分析。
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3．5．3 TaqMan实时荧光定量PCR检测结果

三种重组质粒的Vero细胞系及未转染质粒的正常ver0细胞分别接种1000 TCID50 PEDV，培

养48h后反复冻融3次收取病毒上清液。然后用Trizol法提取样品总RNA，DNase I处理后反

转录成cDNA，然后进行TaqMaIl实时荧光定量PCR扩增，同时以转录相对保守的B．actin基因作

为内参。每个样品重复三孔，得出结果如下表3．1，然后利用平均值采用2’△△ct方法计算。将未转

染质粒的Ver0细胞阳性对照组的值设为“l”，计算出各个检测样品的相对量，结果得出阴性对照

质粒pGenesil-NC、pGenesil．M和pGenesil-N质粒的相对值分别为0．986、O．354、和O．301，质粒

pGenesil．M和pGenesil-N的抑制率分别达到64．6％和69．9％。进一步说明这两种质粒对PEDV

m砌叮A的表达具有明显的抑制作用，其中pGenesil-N质粒的抑制效果较好。

表3．1荧光定量PCR检测结果

Table 3-l The rcsultS ofReal-time qPCR

3．6针对PEDV M和N蛋白表达检测结果

三种重组质粒的Vero细胞系及未转染质粒的正常vero细胞分别接种1000 TCID50 PEDv，培

养48 h后刮下细胞层利用砌PA裂解液裂解细胞，分别提取上清液，进行Westem-bl酣mg技术检

测病毒M和N蛋白表达情况，其中M蛋白约27．6 l<D，N蛋白约58 KD，内参蛋白B．actin为43

KD。结果如图3．9所示，使用ImageJ软件分析pGenesil一M、pGenesil-N、pGenesil-NC阴性对照、

阳性对照中内参蛋白B—actin条带浓度，分别是24．96％、24．95％、25．05％、25．04％浓度相当，

保证了实验的准确性。如图3．10所示，针对转染pGenesli—M和pGenesil—N质粒的Vero细胞中病

毒的M和N蛋白条带信号强度均低于转染pGenesil．NC质粒和阳性对照的蛋白信号强度。进一

步利用ImageJ软件分析各样品中PEDv的M和N蛋白的相对含量，得出阳性对照和pGenesil_NC、

pGenesil．M和pGenesil．N M蛋白相对含量分别为29．72％、29．81％、21．53％和18．94％，N蛋白

的相对含量分别为31．07％、30．51％、20．91％和17．5l％。表明靶向M和N基因的siRNA同时

抑制了PEDV的M和N蛋白的合成，以靶位点N基因的siRNA抑制效果最强。
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图3-9 p-actin蛋白的westem-blotting分析

Fig．3-9 Analysis of p-actin protein by western—bloning

注：M Blue plus protein marker；I pGenesiI_M，2 pGenesll-N，3 pGenesil．NC；4 posjtive contro

NOte：M Blue plus protejn marker；1 pGenesil—M：2 pGenesil-N，3 pGenesil-NC：4 pOsitlve cOntrOI
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图3-10 PEDV M与N蛋白的Westem．blotting分析

Fig．3—1 0 Analysis of PEDV M and N proteins by Western-blotting

注： M Blue plus prot eln marker，l pGenesiI-M，2 pGenesll一N：3 pGenesll-NC，4 pos⋯ve controI

NOte：M Blue plus proteln marker：l pGenesmM：2 pGenesll一N；3 pGenesil—NC，4 pOsiIive contr0
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4讨论

4．1 PEDV M和N基因的si砌怆筛选及表达质粒的构建

科学家根据自然界发生的RNA干扰(RNA interference，RNAi)现象来模拟出类似的RNAi技

术用于抑制靶基因的表达，他们在研究自然界中RNA干扰的过程时发现19 bp．21 bp的siRNA是

由细胞内的Dicer酶切割双链RNA产生的并发挥其作用。RNA干扰现象是自然界中机体的一种

防御机制，是指外源dsI讯A(double s仃锄ded)进入细胞后引起同源靶mRNA降解，导致靶基因

表达发生沉默的现象。因此靶序列对RNAi的效果至关重要，我们选择的靶序列要具有一定的结

构模式和原则。靶序列的选择主要遵循以下原则：靶序列在基因上的位置很重要，尽量避开5

和3 7端的非编码区，这些区域影响siRNA复合物与mRNA结合降低IⅢAi的效果，通常起始密

码子下游50 bp．100 bp和终止密码子上游100 bp之间的序列选取目的基因；57端第一个碱基是A

或U，19位一般为G或C，1．7位富含AU；避免出现连续超过3个G或C；建议选择低GC含

量的序列，30—52％的GC含量的siRNA抑制效率更高；IⅢA聚合酶III转录终止信号是4．6个的

poly(T)，靶序列中避免出现24个T或A的情况；避免siIⅢA序列作用于复杂二级结构；经BLAST

分析，排除与其他基因同源性高的靶位点。以上原则是总结前人的研究成果。

PEDV基因组含有7个OI强s，分别是OI心1a、ORFlb、S、E、M、N和OI强3。在这7个

OI强s中，M基因和N基因在不同PEDV之间高度保守，分别编码M蛋白和N蛋白。M蛋白是

膜蛋白，主要参与病毒粒子的装配【57】。N蛋白是核衣壳蛋白是IⅢA结合蛋白，该蛋白的作用很

多主要参与基因组的转录及组装等【125】。它对病毒的复制和感染有紧密的联系【12q；因此，在本实

验中以PEDV复制和病毒粒子形成密切相关的M和N基因为靶基因，通过Ambion公司的在线

的RNAi design工具设计了多个针对M和N基因的siIⅢA，再遵循靶序列的结构模式进行筛选。

最终确定了2个siRNA序列及1个阴性对照序列。

目前来讲，siI斟A的合成方式较多，其中应用较多的是化学合成法和体内转录法。化学合成

法主要是以核苷酸为基础材料合成两条RNA单链，两条单链要具有完全互补性，然后经过退火

形成双链分子，但是此方法周期较长，作用时间短，且价格昂贵，限制推广。体内转录法是将siI矾A

的表达质粒、病毒表达载体转入细胞，在细胞内转录成shIⅢA，shIⅢA经Dicer酶剪切成siRNA，

进而诱发IⅢAi。该方法优点是对细胞特异性强，适用于基因功能的长时间研究。因此本实验就

是采用体内转录法，在筛选siIⅢA靶序列后，设计合成shRNA型DNA核营酸，它由正义链、loop

环和反义链组成，退火形成双链与pGenesil．1载体连接，构建siI酬A表达质粒。载体pGenesil．1

为RNAi载体，含有RNA聚合酶III(RNA polymerase III，RNA polIII)启动子，调控shRNA的

启动子为hU6启动子，带有EGFP荧光基团和Neo抗性基因，可在真核细胞内用G418进行筛选，

便于细胞系的建立。本研究成功构建了基于M和N基因的siRNA重组表达质粒pGenesil．M、

pGenesil-N和pGenesil．NC。
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4．2不同重组质粒转染Vero细胞及细胞系的建立

将siIⅢA表达质粒转染细胞，可以利用RNAi沉默基因来揭示人类、动植物某段基因的功能，

以及用于探索病毒传染病、肿瘤及癌症等治疗方面的新途径【127，128】。Shen等研究证明靶向PEDV M

和N基因的siRNA表达质粒能够抑制该病毒体外复制和蛋白的合成【129】。脂质体、聚合物和多肽

都属于非病毒性载体，优点是无免疫原性可递送片段大的基因等，但是在细胞转染效率方面不如

病毒性载体【130，131】，故提高转染效率是重中之重。目前载体中以脂质体应用最广泛，于是本研究

中选用脂质体转染试剂将构建的质粒转染到Vero细胞，我们利用倒置荧光显微镜查看初次转染

效率，结果显示转染效率确实较差，达不到预期转染效果，于是我们利用G418筛选阳性质粒细

胞。

G418是氨基糖类抗生素，它的结构大致与卡那霉素相似。机理是阻断蛋白质的合成，影响

80S核糖体的功能，对原核细胞和真核细胞均有毒性。G418常作为一种选择试剂用来筛选阳性

稳定转染细胞系。不同的细胞种类针对G418的最低死亡浓度是不同的，所以在筛选之前，一定

要确定G418的最佳筛选浓度。经过我们试验得出Vero细胞G418最佳筛选浓度确定为400嵋肺L，

我们就利用该浓度进行细胞的筛选。在筛选一周后，24孔板大部分的Vero细胞出现死亡，只留

下很少的存活细胞，然后利用倒置荧光显微镜观察存活的Vero细胞，再将没有绿色荧光的细胞

用无菌枪头刮掉，只繁殖培养具有绿色荧光表达的Vero细胞。本研究经过长达一个月的筛选，

我们成功建立了3种siRNA表达质粒的Vero细胞系。

4．3质粒表达的siRNA对PEDV在Vero细胞内复制的抑制效应

本研究将稳定表达siRNA质粒的Vero细胞系及未转染质粒的正常Vem细胞分别感染1000

TCID50PEDV。然后在感染24h之后，通过检测病毒1℃ID50结果显示，转染pGenesil．M，pGenesil-N

质粒组PEDV感染滴度均低于转染pGenesil-NC质粒组及阳性对照组；应用TaqMall实时荧光定

量PCR对Vero细胞中PEDV的mIⅢA进行检测，结果表明转染pGenesil．M，pGenesil-N质粒组

PEDV mRNA水平均低于转染pGenesil-NC质粒组及阳性对照组；应用Westem-blotting技术对M、

N蛋白的表达水平进行检测，结果得出pGenesil．M，pGenesil-N质粒均能抑制M和N蛋白的表

达水平。通过以上可以得出pGenesil．M，pGenesil—N质粒对PEDV在Vero细胞内的复制具有一

定的抑制作用，其中以pGenesil-N质粒抑制效果较好，表明针对不同基因构建的siIⅢA干扰质

粒对PEDV的复制会产生不同的抑制效果。

综上所述，靶向PEDV M和N基因的siRNA能够快速、特异地抑制PEDv在Vero细胞中

的复制，为进一步开展体内研究提供了基础，同时也为开展治疗PED新型制剂研究提供了重要

的试验依据。
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5结论

5．1成功构建出三个表达质粒pGenesil．M、pGenesil．N和pGenesil-NC。

5．2利用G418筛选成功获得稳定表达不同siI冰A的3种Ver0细胞系。

5．3通过病毒的TCID50、TaqMan荧光定量PCR及westem．blotcing检测结果，得出靶向M

和N基因的siRNA能够明显降低病毒感染滴度、mI酬A水平及蛋白的表达，进一步说明这两种

siRNA对PEDv在Vero细胞中的复制均起到一定的抑制作用，其中以靶向N基因的siI龇～抑制
效果较好。
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