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转录靶向猪瘟病毒３′犝犜犚狊犺犚犖犃细胞株

干扰猪瘟病毒增殖的检测

郭抗抗，徐　浩，张彦明，张为民，冶贵生，熊奎州，谢林红，党如意

（西北农林科技大学动物医学院，杨凌７１２１００）

摘　要：对筛选的转录猪瘟病毒石门株３′ＵＴＲｓｈＲＮＡ的ＰＫ１５细胞株Ｐ１（１１４～１３２位）、Ｐ２（１３６～１５４位）和

Ｐ３（２０９～２２７位）分别接种猪瘟病毒（ＣＳＦＶ），在接毒后第７２和９６小时用半定量反转录聚合酶链式反应（ＲＴ

ＰＣＲ）检测ＣＳＦＶ犖犛３基因及β犪犮狋犻狀基因，以研究构建细胞株在转录水平上对ＣＳＦＶ增殖干扰的效果；接毒后第

７２、９６和１４８小时以酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）方法检测细胞 ＮＳ３蛋白表达量，通过ＯＤ４９０值分析构建细胞株在

病毒蛋白表达水平上对ＣＳＦＶ增殖的影响。检测结果表明：（１）接毒后第７２和９６小时 Ｐ１、Ｐ２和Ｐ３细胞株中

犖犛３基因的量明显减少，与接毒的空白ＰＫ１５细胞比较差异显著（犘＜０．０５），说明Ｐ１、Ｐ２和Ｐ３细胞株转录的

ｓｈＲＮＡ能干扰ＣＳＦＶＲＮＡ的转录；（２）接毒后第７２和９６小时Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３细胞株中ＮＳ３蛋白的表达量明显少于

接毒的ＰＫ１５细胞（犘＜０．０５），说明转录的ｓｈＲＮＡ在病毒蛋白水平上能干扰ＣＳＦＶ犖犛３基因的表达，但接毒后第

１４８小时干扰效果有所降低。
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　　猪瘟病毒（Ｃｌａｓｓｉｃａｌｓｗｉｎｅｆｅｖｅｒｖｉｒｕｓ，ＣＳＦＶ）

是黄病毒科（Ｆｌａｖｉｖｉｒｉｄａｅ）瘟病毒属（Ｐｅｓｔｉｖｉｒｕｓ）的

重要成员，基因组为单股正链ＲＮＡ，全长约１２ｋｂ，

含有一个大的开放阅读框（ＯＲＦ）。ＣＳＦＶＯＲＦ编

码一条由结构蛋白和非结构蛋白组成的多聚蛋白，

此多聚蛋白由３８９８个氨基酸残基组成，能进一步

被蛋白酶加工成ＣＳＦＶ所需的各种功能蛋白。ＣＳ

ＦＶ基因组结构从５′到３′端依次为５′非翻译区（５′

ＵＴＲ）、Ｎｐｒｏ、Ｃ、Ｅｒｎｓ（Ｅ０）、Ｅ１、Ｅ２、Ｐ７、ＮＳ２３、ＮＳ４Ａ、

ＮＳ４Ｂ、ＮＳ５Ａ、ＮＳ５Ｂ和３′非翻译区（３′ＵＴＲ）。３′

ＵＴＲ由２２６～２４３个核苷酸组成，其末端缺乏ｐｏｌｙ

（Ａ）尾结构，在瘟病毒属内保守性很高。据 Ｋｈｒｏ

ｍｙｋｈ等
［１］证实，黄病毒３′ＵＴＲ及５′ＵＴＲ参与了

病毒的复制调控，与病毒ＲＮＡ聚合酶对ＲＮＡ模板

链的识别有关。Ｂｅｈｒｅｎｓ又进一步证实 ＣＳＦＶ 的

３′ＵＴＲ的确参与了病毒 ＲＮＡ 的复制过程，缺失

３′ＵＴＲ序列将使得病毒核酸无法进行复制
［２］。

ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）是近年来发

现的在生物体内普遍存在的一种古老的生物学现

象，是由双链ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）介导的、由特定酶参与

的特异性基因沉默现象，它在转录水平、转录后水平

和翻译水平上阻断基因的表达［３］。ｓｉＲＮＡ（Ｓｍａｌｌ

ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）是ｄｓＲＮＡ由Ｄｉｃｅｒ处理

之后的产物，它同样能激活ＲＮＡｉ途径来抑制基因

表达。ｓｈＲＮＡ（ＳｍａｌｌｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ，ｓｈＲＮＡ）在细

胞内可自动被加工成ｓｉＲＮＡ，从而引起靶基因的沉

默。本实验室构建了针对 ＣＳＦＶ３′ＵＴＲ１１４～

１３２、１３６～１５４和２０９～２２７位的重组干扰质粒，通

过转染ＰＫ１５细胞，经Ｇ４１８抗性筛选得到转录靶

向ＣＳＦＶ３′ＵＴＲ１１４～１３２、１３６～１５４和２０９～２２７

位ｓｈＲＮＡ的ＰＫ１５细胞株（Ｐ１、Ｐ２和Ｐ３），并对

Ｐ１、Ｐ２和Ｐ３细胞株在ＲＮＡ 水平和蛋白水平上

干扰ＣＳＦＶ的增殖情况进行了检测。

１　材料和方法

１１　试剂和毒株

　　ＤＭＥＭ培养基和Ｇ４１８为Ｇｉｂｃｏ公司产品；胎

牛血清购自中国医学科学院生物工程研究所；Ｔｒ

ｉｚｏｌ 为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 产 品；ＩｎｖｉＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ Ｆｉｒｓｔ

ＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ为 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ产品；

Ｅｘ犜犪狇酶购自ＴａＫａＲａ公司；ＣＨＥＫＩＴＨＣＶＡＮ

ＴＩＧＥＮ购自ＩＤＥＸＸ；ＣＳＦＶ石门株购自中国兽医

药品监察所。

１２　转录猪瘟病毒３′犝犜犚狊犺犚犖犃细胞株的建立

　　分别设计了３对针对猪瘟病毒石门株３′ＵＴＲ

１１４～１３２、１３６～１５４和２０９～２２７位的干扰片段，分

别与干扰载体ｐＧｅｎｅｓｉｌ１连接，转化ＤＨ５α细胞，筛

选阳性克隆得到重组干扰质粒ｐＧｅｎｅ１、ｐＧｅｎｅ２和

ｐＧｅｎｅ３，脂质体介导转染重组干扰质粒至ＰＫ１５

细胞，经Ｇ４１８抗性筛选得到３株转录靶向猪瘟病

毒石门株３′ＵＴＲｓｈＲＮＡ的ＰＫ１５细胞株，分别命

名为Ｐ１、Ｐ２和Ｐ３，将得到的细胞株于液氮中保

存。细胞株的建立部分见文献［４］。

１３　转录猪瘟病毒３′犝犜犚狊犺犚犖犃细胞株的复苏

与接毒

　　复苏保存的Ｐ１、Ｐ２和Ｐ３株细胞株于６孔板

内。待孔内细胞铺满８０％时，用无血清无抗生素的

ＤＭＥＭ培养基冲洗３次，加入ＣＳＦＶ稀释液，３７℃

吸附２ｈ。吸附结束后用４％（体积分数）胎牛血清

的ＤＭＥＭ于３７℃５％ＣＯ２培养。同时以同样方式

处理的ＰＫ１５细胞为阳性对照，设空白对照（不接

ＣＳＦＶ作为阴性对照），培养条件同前。

１４　引物的设计

　　根据ＣＳＦＶ石门株犖犛３和β犪犮狋犻狀基因（内参）

序列，使用引物设计软件Ｐｒｉｍｅｒ５．０和Ｏｌｉｇｏ６．０分

别设计用于检测ＣＳＦＶ石门株犖犛３和β犪犮狋犻狀基因

的１对引物，引物由上海生物工程有限公司合成，引

物序列如下，ＮＳ３Ｆ：５′ＧＴＧＴＡＡＴＣＡＴＣＡＡＡＣＴ

ＧＴＣＣ３′；ＮＳ３Ｒ：５′ＣＡＡＧＣＴＴＡＴＧＡＧＴＧＧＡ

ＡＴＡＣ３′。βａｃｔｉｎＦ：５′ＴＴＣＣＴＴＣＴＴＧＧＧＴＡＴ

ＧＧＡＡＴ３′；βａｃｔｉｎＲ：５′ＧＡＧＣＡＡＴＧＡＴＣＴＴ

ＧＡＴＣＴＴＣ３′。

１５　犆犛犉犞犚犖犃的提取及犮犇犖犃合成

　　接毒后第７２和９６小时分别提取Ｐ１、Ｐ２和Ｐ

３细胞、阳性对照细胞、阴性对照细胞的总 ＲＮＡ。

具体操作参照 ＴｒｉｚｏＬ? ＬＳＲｅａｇｅｎｔ试剂盒和Ｉｎ

ｖｉＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ试

剂盒说明书进行。

　　取总ＲＮＡ１１μＬ加入到２０μＬ反转录体系中，

内含下游引物（２０ｐｍｏｌ／μＬ）１μＬ、５×ＲＴＢｕｆｆｅｒ４

７４７
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μＬ、ｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ、鼠源反转录酶（Ｍ

ＭＬＶ，２００Ｕ／μＬ）１μＬ、ＲＮＡ酶抑制剂（２０Ｕ／μＬ）

１μＬ，４２℃水浴６０ｍｉｎ后，７０℃１０ｍｉｎ灭活反转录

酶，－２０℃备用。

１６　犘犆犚扩增条件的优化

　　提取接ＣＳＦＶ后第７２小时后的ＰＫ１５细胞（阳

性对照）的总ＲＮＡ，反转录合成ｃＤＮＡ分别做ＣＳＦＶ

犖犛３基因引物和β犪犮狋犻狀基因引物在相同反应体系下

２２、２４、２６、２８、３０、３２、３４和３６个循环的ＰＣＲ。ＣＳＦＶ

犖犛３基因引物反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃６０

ｓ，５５℃６０ｓ，７２℃９０ｓ，７２℃１０ｍｉｎ；β犪犮狋犻狀基因引物

反应条件：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃３５ｓ，４８℃４５ｓ，

７２℃４５ｓ，７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ反应体系：模板ｃＤＮＡ１

μＬ，上下游引物各１μＬ，ｄＮＴＰｓ２μＬ，Ｅｘ犜犪狇酶０．５

μＬ，１０×ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补足２５μＬ。扩增后各

取５μＬ混合后进行琼脂糖凝胶电泳检测。

１７　犆犛犉犞犖犛３基因及β犪犮狋犻狀 基因半定量 犚犜

犘犆犚

　　按上述优化的ＰＣＲ扩增条件分别检测接毒后

第７２和９６小时Ｐ１、Ｐ２和Ｐ３株细胞培养物，阳

性对照ＰＫ１５株细胞培养物中 犖犛３基因的量，通

过分析比较，评价干扰ｓｈＲＮＡ在转录水平上对ＣＳ

ＦＶ增殖的影响。同时做阴性对照。

１８　猪瘟抗原犈犔犐犛犃检测

　　按照猪瘟抗原检测试剂盒操作说明分别检测

Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３株细胞培养物及阳性ＰＫ１５株细胞培

养物接毒后第７２、９６和１４８小时 细胞中 ＣＳＦＶ

ＮＳ３蛋白的表达量，通过比较 ＯＤ４９０值评价干扰

ｓｈＲＮＡ在病毒蛋白水平上对ＣＳＦＶ增殖的影响。

同时做阴性对照。

２　结　果

２１　复苏转录犆犛犉犞３′犝犜犚不同狊犺犚犖犃的犘１、

犘２和犘３细胞株

　　由于选用以绿色荧光蛋白基因为报告基因的

ｐＧｅｎｅｓｉｌ１干扰载体，复苏后状态稳定的Ｐ１、Ｐ２

和Ｐ３细胞株均表达绿色荧光蛋白（图１）。

Ａ．Ｐ１细胞株；Ｂ．Ｐ２细胞株；Ｃ．Ｐ３细胞株

Ａ．Ｐ１ｃｅｌｌｓｔｒａｉｎ；Ｂ．Ｐ２ｃｅｌｌｓｔｒａｉｎ；Ｃ．Ｐ３ｃｅｌｌｓｔｒａｉｎ

图１　复苏稳定的犘１、犘２、犘３细胞株 （×１００）

犉犻犵．１　犘１，犘２，犘３犮犲犾犾狊狋狉犪犻狀狊犪犳狋犲狉狉犲犮狅狏犲狉狔（×１００）

２２　犘犆犚扩增条件的优化

　　ＣＳＦＶ 犖犛３与β犪犮狋犻狀 基因引物相同体系下

２２、２４、２６、２８、３０、３２、３４和３６个循环的ＰＣＲ结果

显示（图２～４），以３０个循环为ＰＣＲ扩增最佳循环

数。此时，ＣＳＦＶＲＮＡ与βａｃｔｉｎＲＮＡ拷贝数均处

于明显的上升期。

２３　半定量犚犜犘犆犚检测结果

　　Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３及ＰＫ１５细胞接种ＣＳＦＶ后第７２

和９６小时，犖犛３与β犪犮狋犻狀基因ＲＴＰＣＲ电泳结果

（图５、６）表明Ｐ１、Ｐ２和Ｐ３细胞株中犖犛３基因的

转录量明显小于接毒的ＰＫ１５细胞，说明其能干扰

ＣＳＦＶ在细胞中的增殖。ＳＰＳＳ软件分析β犪犮狋犻狀与

ＣＳＦＶ犖犛３基因ＲＴＰＣＲ电泳吸光度结果的比值

（图７）显示，在Ｐ１、Ｐ２和Ｐ３细胞株中犖犛３基因

的量明显减少，与接毒的ＰＫ１５细胞比较差异显著

（犘＜０．０５），说明 Ｐ１、Ｐ２和 Ｐ３细胞株转录的

ｓｈＲＮＡ能干扰ＣＳＦＶＲＮＡ的转录。

２４　犆犛犉犞犈犔犐犛犃检测结果

　　Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３及空白ＰＫ１５细胞接毒后第７２、

９６和１４８小时的ＣＳＦＶＮＳ３蛋白ＥＬＩＳＡ检测结果

８４７
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２２～３６．ＰＣＲ循环数；Ｍ．ＤＮＡ分子质量标准，图３

同

２２３６．ＰＣＲｃｙｃｌｉｎｇｎｕｍｂｅｒ；Ｍ．ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ．Ｔｈｅ

ｓａｍｅａｓＦｉｇ．３

图２　接毒后第７２小时犘犓１５细胞中β犪犮狋犻狀基因

不同循环数犘犆犚结果

犉犻犵．２　犇犻犳犳犲狉犲狀狋犮狔犮犾犲狊犘犆犚狅犳β犪犮狋犻狀犵犲狀犲犻狀犘犓１５

犮犲犾犾狊狋狉犪犻狀犪狋狋犺犲７２狀犱犺狅狌狉狆狅狊狋犻狀犳犲犮狋犻狅狀狅犳

犆犛犉犞

图３　接毒后第７２小时犘犓１５细胞中犖犛３基因

不同循环数犘犆犚结果

犉犻犵．３　犇犻犳犳犲狉犲狀狋犮狔犮犾犲狊犘犆犚狅犳犖犛３犵犲狀犲犻狀犘犓

１５犮犲犾犾狊狋狉犪犻狀犪狋狋犺犲７２狀犱犺狅狌狉狆狅狊狋犻狀犳犲犮

狋犻狅狀狅犳犆犛犉犞

（图８）显示，接毒后的Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３细胞株中 ＮＳ３

蛋白的表达量明显少于接毒的ＰＫ１５细胞（犘＜

０．０５）。说明转录的ｓｈＲＮＡ在病毒蛋白水平上能

干扰ＣＳＦＶ犖犛３基因的表达。但接毒后第１４８小

时后干扰效果有所降低。

３　讨　论

３１　ＣＳＦＶ３′ＵＴＲ是病毒基因组复制的主要调

控位点，存在着２个稳定的茎环结构基序 （Ｓｔｅｍ

图４　β犪犮狋犻狀 与犖犛３基因不同循环数电泳吸光

度值曲线

犉犻犵．４　犜犺犲狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆狅犳狋犺犲狅狆狋犻犮犪犾犱犲狀狊犻狋狔

（犗犇）犪狀犱犮狔犮犾犻狀犵狀狌犿犫犲狉犳狅狉β犪犮狋犻狀犪狀犱

犖犛３犵犲狀犲狅犳犘犓１５犮犲犾犾犪狋狋犺犲７２狀犱犺狅狌狉

狆狅狊狋犻狀犳犲犮狋犻狅狀狅犳犆犛犉犞

Ｍ．ＤＮＡ分子质量标准；１．ＰＫ１５细胞株；２．Ｐ１

细胞株；３．Ｐ２细胞株；４．Ｐ３细胞株；５．阴性对

照

Ｍ．ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１．ＰＫ１５ｃｅｌｌｓｔｒａｉｎ；２．Ｐ１

ｃｅｌｌｓｔｒａｉｎ；３．Ｐ２ｃｅｌｌｓｔｒａｉｎ；４．Ｐ３ｃｅｌｌｓｔｒａｉｎ；

５．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

图５　犘１、犘２、犘３、犘犓１５细胞株接种猪瘟病毒后

第７２小时β犪犮狋犻狀与犖犛３基因犘犆犚结果

犉犻犵．５　犘犆犚狅犳β犪犮狋犻狀犪狀犱犖犛３犵犲狀犲犻狀犘１，犘２，

犘３犪狀犱犘犓１５犮犲犾犾狊狋狉犪犻狀狊犪狋狋犺犲７２狀犱

犺狅狌狉狆狅狊狋犻狀犳犲犮狋犻狅狀狅犳犆犛犉犞

ｌｏｏｐｍｏｔｉｆ，ＳＬ），ＳＬⅠ和ＳＬⅡ，在二者之间有一段

较长的单链间隔序列 ＳＳ（Ｓｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄｅｄｉｎｔｅｒｖｅ

ｎｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅ，ＳＳ）。研究证实，ＳＬⅠ和ＳＳ基序在

病毒基因组 ＲＮＡ复制过程中起着重要的作用
［５９］。

研究还发现ＣＳＦＶ３′ＵＴＲ中的２１ｎｔ的核苷酸是

ＣＳＦＶ复制所必需，缺失该序列将不能起始 ＲＮＡ

合成，且只有该序列而无其余序列的３′ＵＴＲ能起

始合成，但起始效率急剧下降［１０１１］。在 ＣＳＦＶ３′

ＵＴＲ中的２１ｎｔ的核苷酸序列中，２１６位的Ｔ是起

９４７
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１．ＰＫ１５细胞株；２．Ｐ１细胞株；３．Ｐ２细胞株；４．

Ｐ３细胞株；Ｍ．ＤＮＡ分子质量标准

１．ＰＫ１５ｃｅｌｌｓｔｒａｉｎ；２．Ｐ１ｃｅｌｌｓｔｒａｉｎ；３．Ｐ２ｃｅｌｌ

ｓｔｒａｉｎ；４．Ｐ３ｃｅｌｌｓｔｒａｉｎ；Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒ

图６　犘１、犘２、犘３、犘犓１５细胞株接种猪瘟病毒后

第９６小时β犪犮狋犻狀与犖犛３基因犘犆犚结果

犉犻犵．６　犘犆犚狆狉狅犱狌犮狋狊狅犳β犪犮狋犻狀犪狀犱犖犛３犵犲狀犲狅犳犘

１，犘２，犘３犪狀犱犘犓１５犮犲犾犾狊狋狉犪犻狀狊犪狋狋犺犲９６狋犺

犺狅狌狉狆狅狊狋犻狀犳犲犮狋犻狅狀狅犳犆犛犉犞

Ｐ．ＰＫ１５细胞株；ｂ１．Ｐ１细胞株；ｂ２．Ｐ２细胞

株；ｂ３．Ｐ３细胞株

Ｐ．ＰＫ１５ｃｅｌｌｓｔｒａｉｎ；ｂ１．Ｐ１ｃｅｌｌｓｔｒａｉｎ；ｂ２．Ｐ２

ｃｅｌｌｓｔｒａｉｎ；ｂ３．Ｐ３ｃｅｌｌｓｔｒａｉｎ

图７　犖犛３与β犪犮狋犻狀基因电泳犗犇比值

犉犻犵．７　犜犺犲狆狉狅狆狅狉狋犻狅狀犪犾犻狋狔狅犳狋犺犲犃犌犈狉犲狊狌犾狋狊狅犳

狋犺犲犖犛３犪狀犱β犪犮狋犻狀犵犲狀犲犪狋狋犺犲７２狀犱犪狀犱

９６狋犺犺狅狌狉狉犲狊狆犲犮狋犻狏犲犾狔

始合成的关键碱基，突变将导致ＲＮＡ合成不能起

始；突变２１９位的Ｇ和２２８位的Ｃ会导致起始能力

急剧下降，而突变２１２位的Ｔ不影响起始过程，但

会降低 ＲＮＡ 的合成效率，导致合成量减少
［１２１４］。

进一步的研究结果证实，ＣＳＦＶ３′ＵＴＲ在病毒的

复制过程中能与病毒的ＲＮＡ 复制酶结合，起始病

毒基因组的复制，且３′末端的 ＣＣＣＧＧ 序列是结合

复制酶所必需的，缺失该序列会导致与病毒复制酶

结合能力的丧失［１５］。本试验构建的干扰载体分别

靶向ＣＳＦＶ石门株３′ＵＴＲ的１１４～１３２位、１３６～

１５４位和２０９～２２７位，包含了上述ＣＳＦＶ复制所必

Ｐ．ＰＫ１５细胞株；ｂ１．Ｐ１细胞株；ｂ２．Ｐ２细胞

株；ｂ３．Ｐ３细胞株；ｎ．阴性对照

Ｐ．ＰＫ１５ｃｅｌｌｓｔｒａｉｎ；ｂ１．Ｐ１ｃｅｌｌｓｔｒａｉｎ；ｂ２．Ｐ２

ｃｅｌｌｓｔｒａｉｎ；ｂ３．Ｐ３ｃｅｌｌｓｔｒａｉｎ；Ｎ．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎ

ｔｒｏｌ

图８　犘１、犘２、犘３和犘犓１５细胞株接种犆犛犉犞

后第７２、９６和１４８小时 犖犛３蛋白犈犔犐犛犃

检测结果

犉犻犵．８　犜犺犲犈犔犐犛犃狉犲狊狌犾狋狊狅犳犖犛３狆狉狅狋犲犻狀狅犳狋犺犲犘

１，犘２，犘３犪狀犱犘犓１５犮犲犾犾狊狋狉犪犻狀狊犪狋狋犺犲

７２狀犱，９６狋犺犪狀犱１４８狋犺犺狅狌狉狆狅狊狋犻狀犳犲犮狋犻狅狀

狅犳犆犛犉犞狉犲狊狆犲犮狋犻狏犲犾狔

需的２１ｎｔ的核苷酸。

３２　βａｃｔｉｎ是肌动蛋白的一种，它在各种组织和

细胞中的表达相对稳定，作为内参基因已广泛运用

于ＲＴＰＣＲ中。在瘟病毒属中 犖犛３基因高度保

守，ＣＳＦＶ是瘟病毒属的重要成员，因此试验分别选

用β犪犮狋犻狀和犖犛３基因作为半定量ＲＴＰＣＲ的检测

基因。徐兴然［１６］报道，ＣＳＦＶ感染ＰＫ１５细胞后其

基因组ＲＮＡ高速复制，在７２ｈ达到高峰；在感染后

８ｈ能检测到负链ＲＮＡ，负链ＲＮＡ在病毒增殖过

程中维持在较低的水平。ＣＳＦＶ 感染ＰＫ１５细胞

后８ｈ能检测到具有感染性的子代病毒，病毒的感

染滴度在８～２０ｈ高速增长，２４～４８ｈ增长速度减

慢，ＴＣＩＤ５０在感染后４８～５４ｈ达到高峰，能在７２ｈ

之内维持较高的感染滴度。据郭慧琛［１７］、田宏［１８］等

报道，运用直接荧光抗体染色法发现在接种ＣＳＦＶ

石门株６ｈ时，ＰＫ１５细胞质中就隐约可见绿色荧

光；９ｈ后荧光充满胞质；７２ｈ后整个视野中的细胞

几乎全被感染；随着培养时间的延长，细胞内荧光强

度逐渐减弱，但感染细胞的数目增加。故本次试验

ＲＴＰＣＲ和ＥＬＩＳＡ检测的时间段分别选为接毒后

７２、９６小时和７２、９６、１４８小时，以便能更准确地判

断Ｐ１、Ｐ２和Ｐ３细胞株干扰ＣＳＦＶ的增殖情况。

试验中ＥＬＩＳＡ阳性对照组的结果与上述报道一致。

０５７
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３３　结果显示，将构建的３个靶向ＣＳＦＶ３′ＵＴＲ

不同位点的干扰载体转染ＰＫ１５细胞并经筛选得

到的细胞株Ｐ１、Ｐ２及Ｐ３能干扰ＣＳＦＶ石门株在

ＰＫ１５细胞中的增殖（犘＜０．０５）。而按照猪瘟抗原

检测试剂盒的判定标准，在接毒后第７２和９６小时，

Ｐ１、Ｐ２及Ｐ３细胞株的ＥＬＩＳＡ结果均为可疑，接

毒１４８小时后，Ｐ１、Ｐ２及Ｐ３细胞株的ＥＬＩＳＡ结

果均可判为阳性。笔者分析，虽然Ｐ１、Ｐ２及Ｐ３

细胞株在接种病毒时均有荧光，但是由于在ｐＧｅｎｅ

ｓｉｌ１中荧光蛋白报告基因与插入的干扰靶序列是

分属不同的启动子位于载体的不同区段中，因此细

胞发荧光并不能肯定干扰靶序列也转录了，从而发

荧光的细胞也可能不能干扰ＣＳＦＶ的增殖，这与笔

者在半定量ＲＴＰＣＲ中也能不同程度地检测到ＣＳ

ＦＶ犖犛３基因的结果一致。
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