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绵羊组织中朊病毒受体
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转录水平研究
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要"本研究旨在检测绵羊组织中朊病毒受体
%&'()
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+,.,/0

水平并探讨其与朊病毒组织嗜性

的关系&选用背景相似的
*

只内蒙绵羊!提取组织
,/0

!反转录
,1!-2,

构建
3(/0

模板'利用本研究前期构建

的标准质粒及标准曲线!对组织中该受体
.,/0

水平进行
,4)5!67.4

"实时#荧光定量
-2,

检测&结果表明!大脑

皮质中的受体表达水平最高"

.

#

#8#9

#!其次为心脏和脑干!中等表达的器官依次为海马(小脑(脾脏(丘脑(肠系膜

淋巴结(肝脏和肾脏!表达量最低为肺脏"

.
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#&结果提示!朊病毒受体)))
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在绵羊各

组织中的表达量高低与朊病毒的复制程度有一定的相关性!受体
+,-

%

+,

表达量较高的区域朊病毒复制水平相对

较高&结果提示朊病毒入侵机体后!组织器官
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;3聚集程度可能与受体
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表达水平相关&
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朊蛋白受体这一观点最初由
()[7FT)::7Z

在

"$$&

年提出!该研究发现在酵母双杂交系统中!朊

蛋白可与
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"层黏蛋白受体#

直接发生相互作用!同时在感染痒病 "
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#的鼠脑(脾脏及胰腺中!受体蛋白表达量显著

升高*

"

+

&

%&'()

%

*&'()+,-

%

+,

也称核糖体蛋白

;0

"

,-;0

#!是一种非整联蛋白的层黏蛋白结合蛋

白!具有调节层黏蛋白与细胞之间相互作用的功

能*

=

+

&近来!朊病毒"

-:-

;3

#感染神经细胞的研究表

明!
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+,

对于朊病毒在神经细胞

中的复制也是必需的&有研究发现针对
+,-

%

+,

的反义
,/0

(小
,/0

干扰作用和抗
+,-
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+,

抗体

均降低
+,-
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+,

的表达量!并随之阻断了朊病毒对

神经细胞的侵袭作用*

%

+

&另外!人小肠黏膜免疫组

织化学研究证实人
2)3A!=12&

肠道细胞的牛源朊

蛋白内化是通过
%&'()
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+,

调节而进

行的*

>
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!该结果进一步证实了
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作为朊病毒蛋白受体!在朊病毒复制及内化过

程中所起的决定性作用&近年来一些降低该蛋白水

平的方法有望成为治疗朊病的新途径*

9
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&

朊病毒体内复制过程中!

-:-

;3在一些组织中的

复制程度较高!如中枢脑干的
L̂4]

及外周组织中

的脾脏!相比较而言其它组织"如心肌(肺脏及肝脏#

中的复制程度则较低*

*

+

&某些学者称该现象为,朊

病毒组织嗜性-&目前关于朊病毒组织嗜性的分子

机制还不清楚!就病原
\

宿主间相互角度考虑!已有

的研究结果发现宿主朊蛋白"

-:-

2

#在体内的组织

分布是影响朊病毒复制的一个方面*

&

+

!然而宿主

-:-

2 在正常组织中的表达量并非绝对与朊病毒的

复制水平呈正相关!相关研究表明某些组织或细胞

中虽然
-:-

2 含量较高!但
-:-

;3复制水平较低*

<

+

&

显然!其它的朊病毒复制中所需的伴侣分子(蛋白影

响此过程&而近年来越来越多的研究结果已证实
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作为朊病毒重要受体!在朊

病毒体外神经细胞及体内复制过程中都起着至关重

要的作用!而且朊病毒含量较高的组织中该受体的

表达量也相对较高*

"
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+

&这些结果说明组织中朊

病毒受体
%&'()
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对于朊病毒的复

制水平可能具有某些调控作用&目前关于朊病毒受

体在组织中表达量的报道相对较少!本研究中!作者

主要研究
%&'()

%

*&'()+,-
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+,

在绵羊正常
""

个

外周和中枢器官的组织特异性表达!为揭示朊病毒

受体表达水平对组织中朊病毒复制水平的调控机制

提供新的线索&

&

!

材料与方法
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试验材料

绵羊组织样品采集自内蒙古!包括心(肝(脾(

肺(肾(肠系膜淋巴结(大脑(小脑(脑干(丘脑和海

马!
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保存&

荧光定量
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试验方法
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引物
!!

根据
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中发表的
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及
!
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基 因 保 守 序 列 "

0334ZZ7AG /D.̂ 4:

$

?c*>$&&9

和
?c===>&>

#!利用
-:7.4:98#

软件进

行引 物 设 计&目 的 基 因
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%
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!上 游$

9d!

1QQQ221Q01Q1QQ1QQ01Q2!%d

'下 游$

9d!

Q21Q001QQQ202QQ00QQ2!%d

!预计扩增片

段为
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Y

'内参基因
!

B$"#()

!上游$

9d!21Q12!

221Q102Q22121!%d

'下 游$

9d!Q1QQ1QQ1!

Q00Q21Q10Q!%d

!预计扩增片段为
"$"^

Y

&为

了避免基因组的污染!所用的特异引物根据已经发

表的绵羊
+,,

%

+,

基因序列!跨越
+,-

%

+,

基因

保守编码区
%

个外显子"第
>

外显子
\

第
*

外显

子#&

"E=E=

!

组织
,/0

提取及反转录
,1!-2,

!!

按

照
,/0

试剂盒说明!从绵羊肠道组织中提取总

,/0

!

"

$

U

总
,/0

经
V!V+b

反转录被用于合成

第一链
3(/0

模板&第一链
3(/0

合成的反应体

积为
%#

$

+

!包括
9

$

+

总
,/0

"

9

$

U

#!

"

$

+

随机引

物"

#89

$

U

.

$

+

\"

#!

*9_9.7G

后!混合物立即置

于冰上!然后加入反转录反应液!含
*

$

+9e D̂XX!
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=##N V!V+b

反转录酶!

=# N ,/)Z7G ,7̂AGD354)Z4

及
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双蒸水'反应随后在
>=_

作用
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!

&#_

孵育
"#.7G

&

3(/0

产物储存在
\=# _

备

用&利用该模板进行普通
-2,

!反应体系
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$

+

!包

>>#"



!

&

期 乔俊文等$绵羊组织中朊病毒受体
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转录水平研究

括
"#

$

+

1)

@

V7]

!

"

$

+

上(下游引物!

*

$

+

双蒸水!

=

$

+

模板'反应条件$

$9_

变性
9.7G

'

$9_

变性
=#

Z

!

9&8>

(

*#8< _

"分别为
+,-

%

+,

和
!

B$"#()

#退火

=#Z

!

&= _

延伸
=#Z

!

%9

个循环'

&= _

延伸
=#Z

!

-2,

产物经
"f

琼脂糖凝胶电泳进行分析&

"E=E%

!

相对定量法标准曲线的构建及荧光定量

-2,

检测
!!

根据阳性重组质粒的
CD

=*#G.

值!计

算质粒浓度!换算成拷贝数!然后
"#

倍梯度稀释
*

个等级!分别记为
"e"#

&

%

"e"#

=拷贝.反应\"

&

每个样品设
%

个重复!然后进行荧光定量
-2,

检

测&总反应体系为
=#

$

+

!包含
$

$

+;R̀ ,Q:44G

"

V7]

"

=e

#!

#8%

$

+

上(下游引物"

"#

Y

.A5

.

+

\"

#!

=

$

+3(/0

或质粒作为模板"

#

"#G

U

.

+

\"

#和
<E>

$

+

双蒸水&

*

个随机抽取的
,/0

样本

未经过反转录作为阴性对照&荧光定量
-2,

步骤$

9#_

预热
".7G

!

$9_

变性
9.7G

!

$9_

变性
%#Z

!

9&8>

(

*#8< _

"分别为
+,-

%

+,

和
!

B$"#()

#退火

=#Z

!

&=_

延伸
=#Z

!

<>_

读板
"Z

!

>#

个循环!延伸

=#Z

&分析扩增产物"

*#

%

$#_

#溶解曲线&反应结

束后!系统软件自动生成溶解曲线及标准曲线&

"E=E>

!

数据处理
!

仪器根据对应的每个梯度的
26

值!自动生成标准曲线!每个样品的拷贝数由系统根

据标准曲线自动计算得出&

+,-

%

+,.,/0

相对

含量为
+,-

%

+,

的拷贝数除以内参基因
!

!)367G

的

拷贝数数值&数值记录为
Eg>

&用
;-;;"%8#

软件

进行数据分析&数据分布检验利用
aA5.A

U

A:A[!

;.7:GA[GA:.)576

W
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(
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W
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W
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和
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&

LG4!P)

W

0/Lb0

用于分析不同器官之间

.,/0

的表达差异'

.

#

#8#9

视为差异显著&

!

!

结
!

果

!I&

!

,-.

!

,-

%
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!"#$%&

基因在
&&

个组织的
.J-

扩增

从绵羊
""

个组织器官提取
,/0

!反转录!以合

成的
3(/0

为模板!经特异性
+,-

%

+,

(

!

B$"#()

引

物扩增!在绵羊
""

个组织器官中均获得了预期目的

基因
+,-

%

+,

及
!

B$"#()

产物片段&大小分别为

=&#

(

"$"^

Y

"图
"

#&

!I!

!

标准曲线的构建及相关系数

-2,

产物溶解曲线分析结果显示$峰值单一!

各重复样品溶解点温度相同!说明扩增产物特异!无

引物二聚体及其它非特异扩增子&

,1!-2,

产物融

解温度
+,-

%

+,

和
!

B$"#()

分别为
<$8#

和
<$8&_

&

基线设定后!系统根据初始模板量对数与
26

值的线

"

%

""

分别为心(肝(脾(肺(肾(淋巴结(大脑(小脑(脑

干(丘脑(海马
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图
&

!

朊病毒受体
,-.

!

,-

基因及内参基因
!

!"#$%&

在

绵羊各个组织中的
.J-

扩增结果

K9

L

M&

!

234<4;6@8;>A-2N.J-*/

?

@9A9=*89>7A><834

?

<9N

>7<4=4

?

8><N,-.

!

,-*7H3>6;4(44

?L

474

!

!"#$%&

97834>:97489;;64;

性关系!生成回归曲线&回归曲线方程如下!

+,-

%

+,

$

8

h#8=&Ei&8*=

!

:

=

h#8$$$

'

!

B$"#()

$

8

h

#8=%Ei&89"

!

'

=

h#8$$&

"图
=)

!

=̂

#&回归系数表

明其构建的标准曲线中!线性关系好!同时平行组内

变异率小于
9f

&所有阴性对照均未出现可检测到

的扩增产物&

!I'

!

朊病毒受体
/-01

在绵羊各个组织的表达量

标准质粒及样品的实时荧光定量
-2,

结果表

明!同一
3(/0

模板在不同批次的荧光定量
-2,

循环中组间变化小于
9f

!同一
3(/0

模板同一批

次的荧光定量
-2,

循环中组内差异小于
=8%f

!

每一组单个器官和整体值平均数之间没有显著差

异&因此!来自
*

个动物的样本被认为是均一的!

可以满足数据分析需要&实时荧光定量
-2,

结果

显示
+,-

%

+,

在绵羊各个组织中的
.,/0

相对

表达量如表
"

所示&结果表明大脑皮质中的朊病

毒受体
+,-

%

+,

表达水平最高"

.

#

#8#9

#!其次为

心脏和脑干!中等表达的器官依次为海马(小脑(

脾脏(丘脑(肠系膜淋巴结(肝脏和肾脏!表达量最

低为肺脏"

.

#

#8#9

#&总体来看!除了中枢神经系

统器官中的丘脑和外周器官中的心脏之外!中枢

神经组织的朊病毒受体
.,/0

表达水平高于外周

器官"表
"

#&

'

!

讨
!

论

%&'()

%

*&'()+,-

%

+,

在正常朊蛋白内化及

朊病毒复制过程起着至关重要的作用!因此了解朊

9>#"



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
>#

卷
!

病毒受体在易感宿主组织中的表达情况将有助于更

好地揭示该受体对朊病毒复制的调控机制&实时荧

光定量
-2,

是一种精确定量基因表达水平的方法!

对组织中即便是低水平的
.,/0

也能进行准确的

定量*

"#!""

+

&在本研究中!为了避免样品处理过程中

人为造成的误差对初始模板量的影响!选用了相对

荧光定量
-2,

方法&另外!为了排除基因组
(/0

的污染!设计目的基因
+,-

%

+,

引物时!跨越了编

码区
%

个外显子"

+,-

%

+,

基因组含有
&

个外显子!

*

个内含子#&

)E+,-

%

+,

基因标准曲线'

Ê

!

B$"#()

基因标准曲线
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+, .,/0Z6)GF):F3D:[4

'
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!
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图
!

!

,-.

!

,-

及
!

!"#$%&

的标准曲线
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表
&

!

朊病毒受体
,-.

!

,-/-01

在绵羊组织中的相对实

时荧光定量
.J-

结果#

'P(

$
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器官
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U

)GZ

+,-

%

+,.,/0

转录水平

+,-

%

+,.,/06:)GZ3:7

Y

67AG54[45

心脏
T4):6 %E=*99g#E=<9<

肝脏
+7[4: "E>9&9g#E"9"9

脾脏
;

Y

544G =E>99<g#E#<"=

肺脏
+DG

U

#E#"9"g#E##%&

肾脏
a7FG4

W

"E>=%>g#E#>#*

肠系膜淋巴结

V4Z4G64:735

W

.

Y

IAGAF4

"E9">%g#E"><=

大脑
/4A3A:64] %E&<&<g#E"$>9

小脑
24:4̂455D. =E9%#9g#E=9>%

脑干
:̀)7GZ64. =E<&=$g#E=&<=

丘脑
1I)5).DZ "E*"*&g#E"$%*

海马
T7

YY

A3).

Y

DZ =E9999g#E=">&

本研究前期构建的荧光定量
-2,

标准曲线重

复性和线性关系均较好!目的基因和内参基因的相

关系数
:

= 均大于
#8$$9

!可以保证后续基因检测结

果的准确性&荧光定量
-2,

研究结果显示!朊病毒

受体基因广泛分布于绵羊各个组织器官!且在各个

组织中
.,/0

表达水平各异&先前的研究结果已

经证实
+,-

%

+,.,/0

水平与该受体蛋白表达水

平呈正相关!即该受体
.,/0

表达量高低可直接代

表该蛋白的表达量高低*

$

+

&中枢器官中!大脑皮质

处该受体表达量最高!这与最近的研究结果一致&

该研究利用免疫组织化学和免疫印迹的方法也同样

证实了在成年鼠脑中该受体的高表达*

"=

+

'表达量其

次为心脏和脑干!表达量最低的为肺脏&值得注意

的是!大脑皮质和脑干都是朊病毒感染动物中
-:-

;3

复制水平较高的区域*

"%!"9

+

&外周器官中!受体表达

量最高的为心脏!其次为脾脏和淋巴结!而对于朊病

毒外周感染机制来说!脾脏和淋巴结也是
-:-

;3复制

程度较高的区域*

"*!"&

+

&尽管作者的研究发现
+,-

%

+,

在肺脏中的表达水平很低!但是该结果与先前

关于恶性肺癌人肺细胞研究中结果相一致!该研究

也发现了肺脏中
+,-

%

+,

的表达*

"<

+

'另外!研究发

现!肾脏及肝脏中
+,-

%

+,

的表达量较低!而这些

器官中相对来说朊病毒的复制水平也较低&据报道

肾脏及肝脏在某些炎性病变发生的时候!才会检测

到朊病毒粒子*

<

+

&

*>#"



!

&

期 乔俊文等$绵羊组织中朊病毒受体
%&'()

%

*&'()+,-

%

+,.,/0

转录水平研究

综上所述!朊病毒受体
!+,-

%

+,

在绵羊各个组

织中的表达量高低与朊病毒的复制程度有一定的相

关性!

+,-

%

+,

表达量较高的区域则朊病毒复制水

平相对较高&作者推测朊病毒入侵机体后!组织器

官
-:-

;3聚集的易感性可能与
+,-

%

+,

表达水平相

关&另外!

+,-

%

+,

基因的在各个组织的广泛分布

及其在不同器官中的不同表达形式一定程度上证实

了
+,-

%

+,

蛋白具有丰富的生物学调控功能&
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