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M 蛋白基因 shRNA 抑制 PRRSV 在 Marc145 细胞中复制的研究 

黄  娟，姜  平，李玉峰，蒋文明 

（南京农业大学动物医学院/农业部动物疫病诊断与免疫重点开放实验室，南京 210095） 

 
摘要：【目的】通过靶向 PRRSV 基因组中的 M 基因的 siRNA 来抑制 PRRSV 在 Marc145 细胞中的复制。【方法】

构建 4个能转录小发夹 RNA（shRNA）的质粒，将其与靶蛋白表达质粒共转染 HEK293A 细胞，观察荧光或进行半定

量 PCR；或将其转染 Marc145 细胞，感染 PRRSV 后进行 IFA、TCID50和实时 PCR 检测。【结果】shRNA 表达质粒对 M

融合蛋白表达的抑制率约为 50％，使 M 真核质粒表达蛋白的 mRNA 水平降低 54%～64%，表达的 shRNA 在 PRRSV 感

染后 48 h 使病毒的 TCID50和 mRNA 水平均降低到 1/10～1/100 倍，间接免疫荧光结果表明 shRNA 表达质粒转染孔

的荧光细胞数显著减少。【结论】shRNA 表达质粒特异性的抑制了靶蛋白 M 和 PRRSV 的复制，靶向 PRRSV 基因组 M

基因不同区域的 siRNA 可以作为控制该病毒传播的候选策略。 
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Inhibition of Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus 
Replication by Short Hairpin RNA Targeting to M Protein Gene 
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Abstract:【Objective】To evaluate the inhibition ability of siRNAs targeting to M protein gene of porcine reproductive and 
respiratory syndrome virus.【Method】shRNA-expressing plasmids were constructed and delivered to HEK293A or Marc145 cells, 
efficiency of RNA interfering was assayed by semiquantitative RT-PCR, indirect immunofluorescence assay (IFA), virus titre of 
TCID50 and real time PCR. 【Result】After cotransfection with fusion-protein expressing plasmids, the fluorescence in HEK293A 
cells treated by shRNA expressing plasmids became obviously weaker compared to those cotransfected with target gene expressing 
plasmid and pSUPER plasmid. Different shRNA expressing vectors were also cotransfected into HEK293A cells with vectors 
expressing M proteins of PRRSV, and the mRNA level of M protein was inhibited by 54%-64% assayed by semi-quantitative PCR. 
These plasmids expressing shRNA were also delivered into Marc145 cells. After infection, these cells showed a significant decrease 
in virus yield when compared to control cells, by detection using virus titers (TCID50), IFA and real-time RT-PCR. 【Conclusion】
siRNA targeting to M protein gene of PRRSV could inhibit M protein expression and PRRSV replication in Marc145 cells. 
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0  引言 

【研究意义】猪繁殖与呼吸综合征病毒（porcine 
reproductive and respiratory syndrome virus，PRRSV）

是尼多病毒目动脉炎病毒科成员，主要引起母猪早产、

流产等繁殖障碍，仔猪、育肥猪呼吸困难及育成猪类

流感疾病[1]。目前该病在许多养猪国家爆发流行，成

为威胁养猪业安全的重要病原之一。虽然预防 PRRSV
的疫苗有灭活苗和弱毒苗，然而，疫苗的使用只能够

提供部分保护使机体不再出现临床症状，不能阻止再



260              中  国  农  业  科  学    41 卷 

次感染。而且，弱毒苗毒株在自然状态下还有可能发

生毒力返强现象[2]，并经过胎盘传播给胎儿，造成感

染猪群的持续感染[3]，使得一些常规的疫苗很难取得

理想的效果。因此，迫切需要开发一种新型的、能对

所有 PRRSV 病毒株提供保护的抗病毒措施。【前人

研究进展】RNA 干扰（RNA interfering，RNAi）是由

双链 RNA（dsRNA）引发的信使 RNA（mRNA）序

列特异性消减现象，是一种保守的抗病毒机制。研究

发现将 21～23nt 的小分子干扰 RNA 双链（small 
interference RNA，siRNA）或载体 DNA 转录[4]的发夹

RNA（short hairpin RNAs，shRNAs）导入细胞，可以

抑制同源的内源或病原 mRNA 的表达。近几年，RNAi
技术已被用于干预乙肝病毒[5]、爱滋病毒[6]、流感病毒[7]

等人类病毒和口蹄疫病毒[8]、猪圆环病毒[9]等动物病毒

的感染研究中，科学家们甚至应用 RNAi 技术建立了

治疗阿森默氏综合征的小鼠动物模型[10]，这些研究成

果无疑为控制 PRRSV 感染的研究带来了曙光。据

He[11]和 Lu[12]报道靶向 PRRSV N 蛋白的 shRNA 能抑

制该病毒在细胞中的复制，笔者 [13]也报道了靶向

PRRSV GP5 和 N 蛋白的 shRNA 能抑制该病毒在细胞

中的复制。【本研究切入点】而对于 ORF6 编码的、

与 GP5 形成异源二聚体的糖基化膜蛋白 M 的 RNA 干

扰研究尚未见报道。【拟解决的关键问题】本研究的

目的是构建靶向 PRRSV M蛋白基因的 shRNA表达质

粒，通过与 M 蛋白真核表达质粒共转染，观察 shRNA
的基因沉默作用，并探讨靶向 M 蛋白 shRNA 能否抑

制 PRRSV 在细胞中复制及其机理。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

Marc145 细胞、美洲型 PRRSV S1 株（TCID50为

106.8·ml-1）、美洲型特异性单克隆抗体 JP24（针对 N
蛋白）、质粒 pSUPER、pEGFP-N1、真核表达质粒

pcDNA-M（包含完整的 S1 株 ORF6）均由本实验室

保存；其它试剂及材料购自生物公司。 
1.2  方法 

1.2.1  siRNA的设计与shRNA表达质粒的构建  根据

siRNA 设计的一般策略及 PRRSV S1 株基因组序列 
（GenBank 登陆号：AF090173），设计了 4 个 siRNA
片段，其靶位点序列及在 M 基因中的位置分别为

pSUPER-M1（187 bp）：GCGCACTTTCAGAGTACAA；

pSUPER-M2（205 bp）：ATAAGGTCGCGCTCACTAT；
pSUPER-M3（275 bp）：GGAAATTCATCACCTCCAG；

pSUPER-M4（379 bp）：GCAAATGATAACCACGCAT。
shRNA 表达质粒的构建及鉴定同 Huang J[13]。 
1.2.2  M-EGFP 融合表达质粒的构建与融合蛋白表

达  以 pcDNA-M 质粒为模板扩增 M 基因，引物序列

为 P1（含 Hind Ⅲ）：ATCAAGCTTATGGGGTCGTCC 
TTAG，P2（含 BamHⅠ）：TGCGGATCCAGTTTGGCA 
TATTTGAC，扩增片段大小为 543 bp。PCR 产物用

Hind Ⅲ/BamHⅠ双酶切后胶回收，并插入到 pEGFP- 
N1 质粒中 EGFP 基因的上游。将融合表达质粒转染

HEK293A 细胞，并于转染后 24、48 和 72 h 于荧光倒

置显微镜下观察绿色荧光。 
1.2.3  shRNA 表达质粒对靶基因在蛋白质水平上的

特异性抑制  将 shRNA 表达质粒分别与融合表达质

粒等量共转染 HEK293A 细胞。每个转染孔质粒总量

为 0.4 µg，shRNA 表达质粒和融合表达质粒各 0.2 µg，
每个转染孔重复 3 个孔。分别在转染后 24、48 和 72 h
于荧光倒置显微镜下观察绿色荧光。 
1.2.4  shRNA 表达质粒在 mRNA 水平上对 M 蛋白表达

的抑制  将 shRNA表达质粒与 pcDNA-M真核表达质

粒等量共转染 24 孔细胞培养板中的 HEK293A 细胞。

每个转染孔质粒总量为 1.0 µg。转染后 48 h 提取细胞

总 RNA 反转录，半定量 PCR 检测 M 蛋白 mRNA 水

平，并以 GAPDH 基因作为内参。 
1.2.5  shRNA表达质粒抑制PRRSV在 Marc145细胞中

复制  将 shRNA 表达质粒分别转染 Marc145 细胞，

96 孔板 0.4 µg/孔（24 孔板 0.8 µg/孔）。同时转染

pSUPER 作为载体对照，设定无质粒转染孔作为病毒

感染对照，每个质粒转染 3 个孔。转染 24 h 后，以

100TCID50 的病毒液感染各孔细胞（24 孔板：200 
TCID50 /孔），病毒感染后约 48 h，96 孔板转染孔进

行间接免疫荧光实验和病毒滴度的测定（按常规方法

进行），24 孔板转染孔提取细胞培养物总 RNA 反转

录，参考黄娟等[14]报道的方法进行实时 PCR，同时绘

制标准曲线及设定不加 cDNA 的阴性对照。 

2  结果与分析 

2.1  shRNA 表达质粒的构建与鉴定 

用 EcoRⅠ/KpnⅠ将重组质粒和空质粒分别进行

双酶切，pSUPER 质粒双酶切后产生一个 263 bp 的小

片段，重组质粒经双酶切后产生一个 327 bp 的小片段

（图 1）。将重组质粒送 Invitrogen 公司测序，测序结

果与设计的目的序列相同，表明重组质粒含有正确的

目的序列，可进一步用于 RNA 干扰试验。 
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M：1kb plus DNA ladder；1：pSUPER 空质粒；2～5：pSUPER-M1，
pSUPER-M2，pSUPER-M3，pSUPER-M4 
M: 1kb plus DNA ladder; 1: pSUPER; 2-5: pSUPER-M1, pSUPER-M2, 
pSUPER-M3, pSUPER-M4, respectively 
 
图 1  shRNA 表达质粒的双酶切鉴定 
Fig. 1  Identification of the recombinant plasmids with KpnⅠ 

and EcoRⅠ restriction enzymes digestion 
 

2.2  M-EGFP 融合表达质粒的构建与表达 

将 PCR 产物在 10 g·L-1琼脂糖凝胶上电泳，扩增

产物大小在 500 bp 左右，与预期相符。重组质粒以

Hind Ⅲ和 BamHⅠ双酶切，切出与预期大小相符的外

源片段（图 2），表明重组质粒构建成功，命名为 pM- 
EGFP-N1。将该质粒转染 HEK293A 细胞，24～72 h
后均可见到荧光的表达（图 3）。 
2.3  shRNA 表达质粒对靶基因在蛋白质水平上的特

异性抑制   
将 shRNA 表达质粒及 pSUPER分别与 pM-EGFP- 

N1 共转染 HEK293A 细胞，48 h 后观察荧光，发现与

对照相比（即 pM-EGFP-N1 与 pSUPER 共转染的孔），

shRNA 表达质粒共转染细胞的孔荧光均有不同程度的

减弱，荧光细胞数减少，其中 pSUPER-M2 和 pSUPER-  

 
 
M：1kb plus DNA ladder；1：M 基因扩增产物；2：pM-EGFP-N1 Hind
Ⅲ/BamHⅠ双酶切 
M: 1kb plus DNA ladder；1：PCR product of M protein gene; 2: 
pM-EGFP-N1 digested by Hind Ⅲ/BamHⅠ 

 

图 2  融合表达质粒的构建与鉴定 

Fig. 2  Identification of fusion-protein expressing plasmid 

 

 

 

 

 

 

      

 

图 3  融合蛋白表达的鉴定（10×20） 

Fig. 3  Expression of fusion-protein（10×20） 

 
M3 质粒共转染的孔荧光减少得较为明显，为 50%左

右（图 4）。 

 
 
 
 
 
 
 
 

图 4  不同 shRNA 对靶基因融合蛋白的抑制（10×10） 

Fig. 4  Inhibition of the expression of fusion protein by different shRNA expressing plasmid (10×10) 
 

2.4  shRNA 表达质粒在 mRNA 水平上对 M 蛋白表达的

抑制 

以每个样品的反转录产物为模板，扩增 M 基因和

内参 GAPDH，PCR 产物分别取等量经 10 g·L-1的琼脂

糖凝胶电泳分离。并在 Labworks 分析系统上进行图象

处理及灰度分析（图 5）。结果表明，shRNA 表达质 

粒对 M 蛋白的抑制率在 54%～64%之间（图 6）。 
2.5  shRNA表达质粒抑制PRRSV在Marc145细胞中复制 

将 4 个 shRNA 表达质粒及 pSUPER 质粒分别转

染 Marc145 细胞，转染后 24 h 感染 PRRSV，病毒感

染后 48 h，将一块 96 孔细胞板冻融，分别测定各孔病

毒滴度（TCID50），发现 shRNA 表达质粒转染孔的 
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N1-M4: pSUPER-M1, pSUPER-M2, pSUPER-M3, pSUPER-M4 
 
图 5  半定量 PCR 检测各 shRNA 对 M 蛋白表达的抑制  
Fig. 5  Inhibition detected by semiquantitative RT-PCR 
 

 

 
图 6  半定量 PCR 检测 M蛋白相对表达水平 

Fig. 6  Relative expressing of M detected by semiquantitative 
RT-PCR 

 
TCID50降低 1/10～1/100 倍（图 7），其中 pSUPER-M2
的抑制率最高，降至 1/100（P＜0.05）。另一块 96 孔

细胞板用冷乙醇固定后，与单抗 JP24 及 FITC 标记羊

抗鼠 IgG 反应，在荧光显微镜下观察，与未转染孔及 

pSUPER 转染孔相比，各 shRNA 表达质粒转染孔的荧 
光染色细胞数均显著降低（图 8）。将 24 孔细胞板冻

融，提取RNA反转录，进行实时PCR，结果发现 shRNA
表达质粒转染孔的病毒 mRNA 水平也显著降低（P＜
0.05，表），其中 pSUPER-M2 的抑制率最高。 
 

 
 
图 7  TCID50检测 shRNA 对 PRRSV 复制的抑制作用 
Fig. 7  Suppression of viral replication in Marc145 cells by 

RNAi detected by TCID50 
 
表  实时 PCR 检测 shRNA 表达质粒对 PRRSV 的抑制作用 

Table  Detection of PRRSV N protein gene by real-time PCR 

 
Cycle threshold(CT)* 

(Mean±SD) 
TCID50·ml-1(log10) 
（Mean±SD） 

Virus control 11.72±0.88 4.6±0.26 

pSUPER 11.58±1.29 4.64±0.38 

pSUPER-M1 15.38±0.59 3.53±0.17 

pSUPER-M2 17.22±3.83 3.00±1.12 

pSUPER-M3 14.85±1.07 3.69±0.31 

pSUPER-M4 15.865±1.83 3.39±0.53 

* CT =-3.429 log10TCID50 +27.49 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
图 8  IFA 检测 shRNA 对 PRRSV 复制的抑制（10×20） 

Fig. 8  Suppression of viral replication by RNAi detected by IFA 
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3  讨论 

RNAi 的抗病毒机制可以用来预防和治疗病毒感

染，如口蹄疫病毒[8]、流感病毒[7]等，但在 PRRSV 上

的研究还少见，到目前为止尚没有靶向 PRRSV M 蛋

白基因序列的 siRNA 研究。非糖基化的膜蛋白（M）

是 PRRSV 主要的结构蛋白之一，与 GP5 蛋白形成异

源二聚体，构成 PRRSV 病毒囊膜蛋白的主要组成成

分，它运输 GP5、M 蛋白至高尔基体，也可能参与病

毒出芽，还参与病毒与猪肺泡巨嗜细胞类肝磷脂受体

的吸附过程。研究[15]发现马动脉炎病毒粒子的产生依

赖于两个主要的被膜蛋白，当 GP5 或 M 蛋白缺失时，

没有病毒粒子释放，此前笔者的研究也证实 GP5 蛋白

表达的抑制显著影响了 PRRSV 的复制[13]，进一步证

实了 GP5 蛋白是病毒复制的必需基因这一假设，那么

M 蛋白是不是也是病毒复制的必需基因呢，本研究对

此比较关注，因此选择了 M 基因作为靶基因。虽然各

shRNA 表达质粒表达 shRNA 的效率没有进行鉴定，

shRNA 抑制病毒复制后其它蛋白的表达水平也没有

进一步检测，但是本研究确实证实了靶向 PRRSV 
ORF6 的 shRNA 能在病毒整体水平上抑制病毒的复

制。 
本研究将 shRNA 表达质粒及 EGFP 和 M 融合表

达质粒分别两两共转染 HEK293A 细胞，通过 EGFP
报告基因的表达来观察 shRNA 诱导的 RNA 干扰对融

合蛋白的影响。荧光总强度的检测发现各 shRNA 不同

程度降低了融合蛋白的表达，其中 pSUPER-M2、
pSUPER-M3 质粒共转染的孔荧光减少较为明显，约

为 50%左右，但是并没有完全抑制细胞表达荧光蛋白。

可能原因有：转入 shRNA表达质粒的细胞表达 shRNA
的强度不同；shRNA 表达质粒与融合表达质粒共转染

后，shRNA 表达质粒与融合表达质粒表达效率或启动

表达的时间不同，导致表达的 shRNA 与融合蛋白的含

量不对等，在 shRNA 的表达尚未到达有效作用浓度

时，己经有部分绿色荧光蛋白 RNA 转录并表达，并

且 EGFP 具有较长的半衰期（在 24 h 以上），稳定性

好，它可以在一些表达水平很低的细胞中进行积累，

这样就会干扰 shRNA 真实的抑制效果[16]。本研究还

将 shRNA表达质粒与表达PRRSVM蛋白的pcDNA-M
分别两两共转染 HEK293A 细胞，通过半定量 PCR 检

测 M 蛋白的 mRNA，结果表明，shRNA 表达质粒对

M 蛋白的抑制率在 36%～69%之间，一方面用另一套

靶蛋白表达系统验证了 shRNA 的抑制作用，另一方面

探讨了 shRNA 对靶蛋白 mRNA 水平的抑制作用，从

而更为客观地评价 shRNA 的效率。 
本研究发现靶向同一基因的不同 siRNA抑制病毒

活性不同，这种抑制效率的差异性也被其他研究者所

证实[8]。RNAi 的效率与靶 mRNA 的二级结构有关，

mRNA 靶序列上的蛋白也会导致位置效应[17]，shRNA
表达质粒表达 shRNA 的水平也有可能不同，其他因素

如 siRNA表达质粒的特性[4]、5'siRNA的磷酸化效率[18]

也会影响 siRNA 的活性。同一 shRNA 对融合蛋白、

pCDNA3 真核表达质粒表达的蛋白及 PRRSV 全病毒

的抑制效率也不尽相同，可能与所表达的蛋白质的组

装、高级结构有关，也可能是由于在不同细胞内

shRNA 表达质粒表达 shRNA 的水平不同，或者是由

于质粒表达的蛋白较为单纯，而病毒复制过程较为复

杂，合成的结构蛋白之间相互会发生作用，一些病毒

复制过程中的调控原件屏蔽了靶蛋白上的 siRNA识别

位点[17]，不同形式表达的靶蛋白半衰期也不尽相同，

可能也干扰了对 shRNA 抑制效果的正确评价[16]。转

染效率、出现病毒逃逸突变株也可能影响了 RNA 干

扰的效果。 
本研究表明靶向 M 蛋白基因的 shRNA 能够抑制

PRRSV 在 Marc145 细胞中复制，但是这种抑制作用尚

需在猪肺泡巨嗜细胞（PAM）或猪体内进一步试验验

证，shRNA 导入到组织器官的途径也尚需进一步研

究。 

4  结论 

本研究成功构建了 4 个靶向 PRRSV M 蛋白基因

的 shRNA 表达质粒，证实了该 shRNA 不仅能够抑制

M 蛋白的表达和转录，还能抑制 PRRSV 在 Marc145
细胞中的复制，为研究病毒与受体相互作用、病毒结

构蛋白在复制周期中的作用以及 PRRSV 的防控提供

了新的手段和思路。 
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