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摘　要：本试验旨在构建４条鸡斑联蛋白（ｚｙｘｉｎ）基因的ＲＮＡｉ慢病毒载体，对其进行滴度测定，并进行有效干扰靶

点的筛选，为以后开展鸡狕狔狓犻狀基因抗球虫机理的研究奠定基础。提取鸡胸腺组织的ＲＮＡ，反转录，扩增狕狔狓犻狀基

因的编码区，并将其克隆到真核表达载体Ｐｅｘ６上。设计针对狕狔狓犻狀的ｓｈＲＮＡ序列，应用基因重组技术插入到

Ｌｖ３慢病毒表达载体中，将ｌｖ３ｓｈＲＮＡ载体与包装质粒ｐＧａｇ／Ｐｏｌ、ｐＲｅｖ、ＰｖｓｖＧ共转染２９３Ｔ细胞，进行病毒包装。

将得到的病毒原液１０倍稀释６个梯度，分别转染２９３Ｔ细胞，进行滴度的测定。将构建好的４条慢病毒载体与

Ｐｅｘ６ｚｙｘｉｎ真核表达载体共转染２９３Ｔ细胞，运用ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法进行有效干扰靶点的筛选。构建

４条针对目的基因狕狔狓犻狀的ＲＮＡｉ慢病毒穿梭质粒表达载体ＣＯ１、ＣＯ２、ＣＯ３、ＣＯ４和１个阴性对照质粒，经测序鉴

定正确；共转染２９３Ｔ细胞包装病毒并浓缩后滴度达１×１０８ＴＵ·ｍＬ－１，适合感染目的细胞，经过筛选，ＣＯ３对

狕狔狓犻狀在２９３Ｔ细胞中的表达干扰效果最佳。成功构建了狕狔狓犻狀基因ＲＮＡ干扰慢病毒表达载体，并进行了有效干

扰靶点的筛选，为进一步研究狕狔狓犻狀基因的功能奠定了基础。
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　　鸡球虫病是由艾美耳属球虫寄生于鸡肠道内引

起的一种寄生虫病［１］。据统计全世界每年因鸡球虫

病的损失约８０亿美元，仅美国年损失就高达４５亿

美元［２］，中国每年因该病损失为６亿～１８亿元
［３］。

通常初次感染球虫幸存下来的鸡由于产生了特异的

保护性免疫力，可以在至少几个月内抵抗球虫的再

次感染［４］。自然宿主的免疫是有物种特异性的，以至

于免疫一种艾美耳种属的鸡对其他球虫也敏感。而

且，不同艾美耳种属的球虫在感染宿主也具有组织与

器官特异性，柔嫩艾美耳球虫（犈犻犿犲狉犻犪狋犲狀犲犾犾犪），主要

感染盲肠，破坏肠黏膜，引起肠管炎症、坏死［５］。

斑联蛋白（ｚｙｘｉｎ），又叫ｚｙｘｉｎ２蛋白，是一种锌

指结合的磷蛋白，是肌动蛋白丝装配的调节物。该

蛋白的Ｎ端是富含脯氨酸的区域，而Ｃ端包含有３

个串联的ＬＩＭ锌指结构区域
［６］。ｚｙｘｉｎ通过和其他

蛋白的协同可以影响细胞的运动、肿瘤细胞的生长

和迁移以及调节有丝分裂的进行，并在细胞核中起

转录激活子的作用，同时还对微丝等细胞骨架的组装

起作用［７］。其具有细胞内信号转导的功能，可以在富

含肌动蛋白的黏着斑结构中集聚，并顺着肌动蛋白骨

架移动，是一种具有细胞骨架肌动蛋白调节功能的胞

内蛋白。在创伤修复、细胞迁移、细胞黏附、上皮间质

转化期间，斑联蛋白起到重塑肌动蛋白细胞骨架的作

用［８１０］。ｚｙｘｉｎ在动物组织中广泛表达
［８］。但至今其

在组织细胞的生命过程中的作用还不清楚［１１］。

Ｙ．Ｈ．Ｈｏｎｇ等
［１２］在Ｅ．Ｓ．Ｋｉｍ等

［１３］进行的

鸡抗球虫病数量性状基因座的精确定位的基础上，

研究发现鸡１号染色体上的微卫星标记ＬＥＩ００７１

和ＬＥＩ０１０１之间的区域与艾美尔球虫抗性相关，其

试验结果证明，该区域内的狕狔狓犻狀基因的５个ＳＮＰ

位点和犆犇４基因的１个ＳＮＰ位点同球虫病抗性指

标β胡萝卜素、ＮＯ

２＋ＮＯ


３ 浓度有显著的相关。因

此，该基因的ＳＮＰ位点可作为鸡艾美尔抗球虫病抗

性育种分子遗传标记进行标记辅助选择，狕狔狓犻狀基

因是一种与鸡球虫病抗性相关的候选基因。

本研究通过构建针对鸡狕狔狓犻狀基因的慢病毒干

扰载体，并验证其干扰效率，筛选有效的干扰靶点，

为以后狕狔狓犻狀基因与柔嫩艾美耳球虫病抗性的相关

性研究的开展奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

ＤＮＡ 内切酶，ＤＮＡ 连接酶 （＃ＥＬ００１１）和

ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（＃ＳＭ０１６１）均购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；

琼脂糖（ＲＴ１０１）和ＤＮＡ凝胶回收试剂盒（ＤＰ２０９

０３）购自天根生化科技有限公司；中量抽提试剂盒

（ＡＰＭＤＰ２５）购自杭州爱思进生物技术有限公

司；酵母提取物（ＬＰ００４１）胰蛋白胨（ＬＰ００４２）购自

ＯＸＯＩＤ公司；琼脂（０２０１Ｇ１６）购自捷瑞公司；ｚｙｘｉｎ

全基因以及４条干扰片段由上海吉玛公司合成，

Ｐｅｘ６ｚｙｘｉｎ过表达载体由上海吉玛公司合成，感受

态大肠杆菌，２９３Ｔ细胞均购自上海吉玛公司；Ｋａ

ｎａｍｙｃｉｎ（ＤＨ１７７６．１）购自Ｊａｐａｎ公司；Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ

（ＤＨ０２２１．１）购自Ｓｉｇｍａ公司；ＳＤＳ（Ｓ０２２７）购自

ＢＢＩ公司；穿梭质粒 Ｌｖ３和包装质粒ｐＧａｇ／Ｐｏｌ、

ｐＲｅｖ、ＰｖｓｖＧ购自上海吉玛公司；ｚｙｘｉｎ一抗购自
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ｓｉｇｍａ公司，二抗购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。

１．２　真核表达载体犘犲狓６狕狔狓犻狀构建及表达验证

提取鸡胸腺组织的ＲＮＡ，反转录。设计针对鸡

狕狔狓犻狀基因编码区序列的引物（表１），上下游引物分

别加上犖犺犲Ⅰ和犛犪犾Ⅰ酶切位点及保护碱基。ＰＣＲ

扩增，并将其连接到真核表达载体Ｐｅｘ６上，转化感

受态细胞，挑取阳性克隆进行双酶切鉴定并测序，利

用质粒提取试剂盒提取测序鉴定正确的重组质粒。

表１　狕狔狓犻狀基因编码区扩增引物

犜犪犫犾犲１　犃犿狆犾犻犳犻犲犱狆狉犻犿犲狉狅犳狕狔狓犻狀犮狅犱犻狀犵狉犲犵犻狅狀

引物ｐｒｉｍｅｒ 序列　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

上游引物Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ５′ＧＡＴＡＧＣＴＡＧＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＣＴＴＣＴＣＣＡＧＧＴＡＣＣＣＣＡ３′

下游引物 Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ５′ＧＡＴＣＧＴＣＧＡＣＧＣＡＣＧＣＴＧＴＴＴＴＡＧＣＡＣＧＡＡＣＡＧＴＧＴＧＡＣ３′

　　利用脂质体法将Ｐｅｘ６ｚｙｘｉｎ真核表达载体转

染到２９３Ｔ细胞中，并设立空白和阴性对照，４８ｈ后

将２９３Ｔ细胞利用Ｔｒｉｚｏｌ法提ＲＮＡ、反转录并进行

ＲＴＰＣＲ检测。

１．３　鸡狕狔狓犻狀基因慢病毒干扰载体的构建、包装以

及有效干扰靶点的筛选

１．３．１　狕狔狓犻狀慢病毒干扰载体的构建 根据鸡狕狔狓

犻狀基因（ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．ＮＭ＿００１００４３８６）

核苷酸序列，按照ｓｉＲＮＡ设计原理并应用上海吉玛

公司设计软件，设计４条ｓｉＲＮＡ序列和１条阴性对

照序列（犖犆）（表２），应用ＢＬＡＳＴ工具将选定序列

与鸡基因组进行比对，确保序列的唯一性。Ｌｖ３

ｓｈＲＮＡ模板中的ｌｏｏｐ结构选用了ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ

以避免形成终止信号。正义链模板的５′端添加了

ＧＡＴＣＣ，与犅犪犿ＨⅠ酶切后形成的黏端互补；反义

链模板的５′端添加了ＡＡＴＴＣ，与犈犮狅ＲⅠ酶切后形

成的黏端互补。４条干扰序列分别命名为犆犗１、

犆犗２、犆犗３和犆犗４，阴性对照命名为ｓｈＮＣ。制备双

链ＤＮＡｏｌｉｇｏ，连接经犅犪犿ＨⅠ和犈犮狅ＲⅠ双酶切线

性化Ｌｖ３载体，转化感受态大肠杆菌。所得质粒用

犈犮狅ＲⅠ进行单酶切鉴定，并测序。

表２　４条干扰序列和阴性对照以及依据干扰序列合成的模板

犜犪犫犾犲２　犉狅狌狉犻狀狋犲狉犳犲狉犲狀犮犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊犪狀犱狀犲犵犪狋犻狏犲犮狅狀狋狉狅犾犪狀犱狋犲犿狆犾犪狋犲狊狊狔狀狋犺犲狊犻狕犲犱狅狀狋犺犲犫犪狊犻狊狅犳犻狀狋犲狉犳犲狉犲狀犮犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊

干扰片段名称

Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｓｅｑｕｅｎｃｅｎａｍｅ

干扰序列

Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｓｅｑｕｅｎｃｅ

上下游模板

Ｆｏｒｗａｒｄａｎｄｒｅｖｅｒｓｅｔｅｍｐｌｅｔ

犆犗１
ＧＣＡＣＧＴＡＣＴＡＴ

ＧＴＡＴＧＡＡＡＴＧ

Ｆ５′ＧＡＴＣＣＧＣＡＣＧＴＡＣＴＡＴＧＴＡＴＧＡＡＡＴＧＴＴＣＡＡＧＡＧＡ

ＣＡＴＴＴＣＡＴＡＣＡＴＡＧＴＡＣＧＴＧＣＴＴＴＴＴＴＧ３′

Ｒ５′ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＡＧＣＡＣＧＴＡＣＴＡＴＧＴＡＴＧＡＡＡＴＧＴＣＴ

ＣＴＴＧＡＡＣＡＴＴＴＣＡＴＡＣＡＴＡＧＴＡＣＧＴＧＣＧ３′

犆犗２
ＧＣＣＴＣＣＣＡＡＴ

ＴＴＣＡＣＣＴＡＴＧＣ

Ｆ５′ＧＡＴＣＣＧＣＣＴＣＣＣＡＡＴＴＴＣＡＣＣＴＡＴＧＣＴＴＣＡＡＧＡＧＡＧ

ＣＡＴＡＧＧＴＧＡＡＡＴＴＧＧＧＡＧＧＣＴＴＴＴＴＴＧ３′

Ｒ５′ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＡＧＣＣＴＣＣＣＡＡＴＴＴＣＡＣＣＴＡＴＧＣＴＣＴ

ＣＴＴＧＡＡＧＣＡＴＡＧＧＴＧＡＡＡＴＴＧＧＧＡＧＧＣＧ３′

犆犗３
ＧＡＡＡＣＴＣＴＣＣ

ＴＣＴＧＡＣＣＡＴＧＡ

Ｆ５′ＧＡＴＣＣＧＡＡＡＣＴＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＣＡＴＧＡＴＴＣＡ

ＡＴＧＧＴＣＡＧＡＧＧＡＧＡＧＴＴＴＣＴＴＴＴＴＴＧ３′

Ｒ５′ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＡＧＡＡＡＣＴＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＣＡＴＧＡ

ＴＣＴＣＴＴＧＡＡＴＣＡＴＧＧＴＣＡＧＡＧＧＡＧＡＧＴＴＴＣＧ３′

犆犗４
ＧＣＴＣＣＴＴＣＡＡ

ＡＣＴＣＴＡＣＡＡＧＡ

Ｆ５′ＧＡＴＣＣＧＣＴＣＣＴＴＣＡＡＡＣＴＣＴＡＣＡＡＧＡＴＴＣＡ

ＡＧＡＧＡＴＣＴＴＧＴＡＧＡＧＴＴＴＧＡＡＧＧＡＧＣＴＴＴＴＴＴＧ３′

Ｒ５′ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＡＧＣＴＣＣＴＴＣＡＡＡＣＴＣＴＡＣＡＡＧＡ

ＴＣＴＣＴＴＧＡＡＴＣＴＴＧＴＡＧＡＧＴＴＴＧＡＡＧＧＡＧＣＧ３′

狊犺犖犆
ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣ

ＧＴＧＴＣＡＣＧＴ

Ｆ５′ＧＡＴＣＣＧＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴＴＴＣＡＡＧＡＧ

ＡＡＣＧＴＧＡＣＡＣＧＴＴＣＧＧＡＧＡＡＣＴＴＴＴＴＴＧ３′

Ｒ５′ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＡＧＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ

ＴＣＴＣＴＴＧＡＡＡＣＧＴＧＡＣＡＣＧＴＴＣＧＧＡＧＡＡＣＧ３′
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１．３．２　慢病毒包装收集和滴度测定　　２９３Ｔ细胞

在１０ｃｍ培养皿中培养至８０％～９０％融合时，接种

１５ｃｍ培养皿。洗涤，胰酶消化，细胞悬液接种于１５

ｃｍ培养皿中，用含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ 培养过夜。

无菌的５ｍＬ离心管中加入１．５ｍＬ无血清ＤＭＥＭ

培养基，按比例加入含目的序列的穿梭质粒和包装

质粒（ｐＧａｇ、ｐＲｅｖ、ｐＶＳＶＧ），混匀，取另一支无菌

的５ｍＬ离心管，加入１．５ｍＬ无血清ＤＭＥＭ，再加

入３００μＬＲＮＡｉｍａｔｅ，混匀，室温放置５ｍｉｎ后将

两管混合，室温放置２０～２５ｍｉｎ。在３７ ℃，５％

ＣＯ２培养箱中温育４～６ｈ，吸弃转染液，加入２０ｍＬ

含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养液。在３７℃下，用５％

的ＣＯ２ 继续培养７２ｈ。４℃，４０００ｒ·ｍｉｎ
－１离心４

ｍｉｎ。低速离心后，将离心管上清液倒入５０ｍＬ注

射器内，用０．４５μｍ 过滤器过滤。滤液在离心机中

进行超速离心，４℃，８０００ｒ·ｍｉｎ－１，２０ｍｉｎ，得到

浓缩液。－８０℃冰箱保存。

重悬２９３Ｔ细胞，按３×１０４·孔－１的浓度接种

９６孔板。将慢病毒原液 １０μＬ，用１０％ＦＢＳ 的

ＤＭＥＭ 培液十倍稀释６个梯度，加入到９６孔板中，

每孔加入１００μＬ稀释的病毒液，同时设空白对照

组，于３７℃下，用５％的ＣＯ２ 培养２４ｈ。吸弃病毒

液，加培养液，继续培养７２ｈ，通过荧光显微镜计数

荧光细胞，结合稀释倍数计算病毒滴度。

１．３．３　慢病毒干扰载体筛选　　培养２９３Ｔ细胞，

细胞悬液接种于６孔板中。将慢病毒原液２００μＬ，

用含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养液十倍稀释。吸去６

孔板中的培养液，每孔加入上述稀释的病毒液１

ｍＬ，同时设空白对照组，于３７℃，５％ ＣＯ２ 培养２４

ｈ。重悬细胞，按１０×１０５·孔－１的浓度接种６孔

板，混匀后３７℃，５％ＣＯ２培养２４ｈ。在１．５ｍＬＥＰ

管中加入２５０μＬＯｐｔｉＭＥＭＩ，再加入４μｇＰｅｘ６

ｚｙｘｉｎ载体，混匀，取另一１．５ｍＬＥＰ管，加入２５０

μＬＯｐｔｉＭＥＭＩ，加入１０μＬＲＮＡｉｍａｔｅ，混匀，室

温放置５ｍｉｎ后将２管混合，室温放置２０～２５ｍｉｎ。

吸去６孔板中的培养液，每孔加入１０００μＬ无血清

的ＤＭＥＭ 培养液。将转染混合物逐滴加入６孔板

中，混匀后，在培养箱中温育４～６ｈ。吸弃转染液，

加入１５００μＬ含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ 培养液。３７

℃，５％ＣＯ２继续培养２４～４８ｈ，观测结果并收样进

行鸡狕狔狓犻狀基因ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测。鸡狕狔狓犻狀基

因和ＧＡＰＤＨ引物采用软件Ｐｒｉｍｅｒ５设计，引物序

列如 下，狕狔狓犻狀 引 物 Ｆ：５′ＧＧＡＣＴＧＣＴＡＴＧＣＴ

ＧＧＡＡＣＣＣＴＧ３′，Ｒ：５′ＧＧＴＡＴＧＡＧＴＴＡＣＣＧ

ＧＴＧＧＣＣＴＴＣ３′；犌犃犘犇犎 引 物 Ｆ：５′ＣＡＴ

ＧＡＧＡＡＧＴＡＴＧＡＣＡＡＣＡＧＣＣＴ３′，Ｒ：５′ＡＧＴＣ

ＣＴＴＣＣＡＣＧＡＴＡＣＣＡＡＡＧＴ３′。应 用 Ｔｒｉｚｏｌ裂

解细胞提取细胞总 ＲＮＡ。将 ＲＮＡ反转录为ｃＤ

ＮＡ。实时定量ＰＣＲ反应体系为：上下游引物各位

０．０８μＬ，ＣＤＮＡ２μＬ，ＴａｇＤＮＡ聚合酶０．４μＬ，２

×定量 ＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ 加至２０

μＬ。ＰＣＲ反应条件如下：９５℃，３ｍｉｎ；９５℃，３０ｓ；

６２℃，４０ｓ，共４０个循环。

利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法进行干扰效率的检测，

采用ｚｙｘｉｎ兔多克隆抗体来检测慢病毒干扰载体侵

染后７２ｈ不同样本的ｚｙｘｉｎ表达情况。

２　结　果

２．１　犘犲狓６狕狔狓犻狀构建及转染２９３犜细胞后犚犜犘犆犚

检测

　　经双酶切鉴定并测序，Ｐｅｘ６ｚｙｘｉｎ构建正确。

利用脂质体法将Ｐｅｘ６ｚｙｘｉｎ真核表达载体转染

到２９３Ｔ细胞中，并设立空白和阴性对照，４８ｈ后将

２９３Ｔ细胞利用Ｔｒｉｚｏｌ法提ＲＮＡ、反转录并进行ＲＴ

ＰＣＲ检测。Ｐｅｘ６ｚｙｘｉｎ真核表达载体转染２９３Ｔ细

胞４８ｈ后观测到红色荧光，表明Ｐｅｘ６ｚｙｘｉｎ真核表

达载体成功转染进２９３Ｔ细胞，ＲＴＰＣＲ检测结果表

明狕狔狓犻狀基因在２９３Ｔ细胞中成功表达（图１）。

４８ｈＢ．空白细胞对照；４８ｈＮＣ．空载体阴性对照；４８ｈ

ＺＹＸ．过表达载体转染后４８ｈ狕狔狓犻狀基因表达量

４８ｈＢ．Ｂｌａｎｋｅｔｃｅｌｌｓｃｏｎｔｒｏｌ；４８ｈＮＣ．Ｎｕｌｌｖｅｃｔｏｒｃｏｎ

ｔｒｏｌ；４８ｈＺＹＸ．狕狔狓犻狀ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌａｆｔｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｖｅｃｔｏｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ（４８ｈ）

图１　狕狔狓犻狀基因在２９３犜细胞中的表达水平（以４８犺犖犆
的表达量为１）

犉犻犵．１　犜犺犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犾犲狏犲犾狅犳狕狔狓犻狀犻狀２９３犜犮犲犾犾狊狑犻狋犺

狋犺犲犱犲犳犻狀犻狋犻狅狀狅犳４８犺犖犆狋狅犫犲１

２．２　犚犖犃干扰慢病毒载体的构建与鉴定

鸡狕狔狓犻狀基因ｓｈＲＮＡ核苷酸序列犆犗１、犆犗２、
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犆犗３和犆犗４经退火形成双链ＤＮＡｏｌｉｇｏ，用犅犪犿Ｈ

Ⅰ和犈犮狅ＲⅠ双酶切Ｌｖ３载体后，将线性化载体与

ＤＮＡＯｌｉｇｏ经Ｔ４连接酶连接，产物转化ＤＨ５α感

受态细胞，挑选阳性克隆进行犈犮狅ＲⅠ单酶切鉴定，

酶切初步鉴定正确（图２）。经序列测定表明ｓｈＲ

ＮＡ序列插入正确（图３）。

１．ＬａｍｂｄａＤＮＡ相对分子质量标准；２．犆犗１重组质粒电泳条带；３．犆犗２重组质粒电泳条带；４．犆犗３重组质粒电泳

条带；５．犆犗４重组质粒电泳条带；６．Ｅｃｏ１３０ＩＤＮＡ相对分子质量标准；７．犆犗１单酶切电泳条带；８．犆犗２单酶切电

泳条带；９．犆犗３单酶切电泳条带；１０．犆犗４单酶切电泳条带

１．ＬａｍｂｄａＤＮＡｍａｒｋｅｒ；２．犆犗１ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｓｔｒｉｐ；３．犆犗２ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏ

ｒｅｓｉｓｓｔｒｉｐ；４．犆犗３ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｓｔｒｉｐ；５．犆犗４ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｓｔｒｉｐ；６．

Ｅｃｏ１３０ＩＤＮＡｍａｒｋｅｒ；７．犆犗１ｓｉｎｇｌｅｅｎｚｙｍｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｓｔｒｉｐ；８．犆犗２ｓｉｎｇｌｅｅｎｚｙｍｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｓｔｒｉｐ；９．

犆犗３ｓｉｎｇｌｅｅｎｚｙｍｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｓｔｒｉｐ；１０．犆犗４ｓｉｎｇｌｅｅｎｚｙｍｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｓｔｒｉｐ
图２　重组质粒电泳（犃）及其单酶切鉴定（犅）

犉犻犵．２　犈犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊狉犲狊狌犾狋狊狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱（犃）犪狀犱犻狋狊狊犻狀犵犾犲犲狀狕狔犿犲犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀（犅）

图３　犆犗３重组阳性克隆测序结果

犉犻犵．３　犆犗３狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆狅狊犻狋犻狏犲犮犾狅狀犲狊狊犲狇狌犲狀犮犻狀犵狉犲狊狌犾狋狊

２．３　慢病毒颗粒包装及滴度测定

重组慢病毒质粒Ｌｖ３ｚｙｘｉｎｓｈＲＮＡ和包装质

粒混合物共同转染２９３Ｔ细胞，在倒置荧光显微镜

下，观察各孔细胞，２４ｈ后呈绿色荧光，细胞生长状

态良好，表明病毒包装成功。收集病毒上清液，测得

病毒滴度为１×１０８ＴＵ·ｍＬ－１。

２．４　犚犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚有效靶点筛选

将包装好的ｚｙｘｉｎＲＮＡｉ慢病毒颗粒分别感染

２９３Ｔ细胞，在荧光显微镜下观察，荧光细胞数量在

５０％以上者，表明感染效率大于５０％，结果表明各

内源性靶点的慢病毒均能有效感染２９３Ｔ细胞（图

４）。提取细胞总 ＲＮＡ 进行 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ 发现

ｚｙｘｉｎｓｉＲＮＡＣＯ３靶点在２９３Ｔ细胞中对鸡狕狔狓犻狀

基因的表达有较好的干扰效果，从统计结果可以发

现犆犗３靶点的干扰效率约为６０％（图５）。

采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法分析转染慢病毒干扰

载体７２ｈ后的试验组和对照组（β犪犮狋犻狀）细胞中

狕狔狓犻狀基因的表达差异（图６Ａ）。结果表明在转染

狕狔狓犻狀基因慢病毒干扰载体７２ｈ后，犆犗１和犆犗３的

干扰效率最高，均在９０％以上（图６Ｂ）。
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ａ、ｂ、ｃ、ｄ、ｅ分别为犆犗１、犆犗２、犆犗３、犆犗４、犖犆侵染２９３Ｔ细胞后荧光显微镜观察

ａ，ｂ，ｃ，ｄ，ｅａｒｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆ２９３Ｔｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙ犆犗１，犆犗２，犆犗３，犆犗４，犖犆
图４　慢病毒侵染２９３犜细胞荧光显微镜观察（１８０×）

犉犻犵．４　犉犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲狅犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳２９３犜犮犲犾犾狊犻狀犳犲犮狋犲犱犫狔狏犻狉狌狊（１８０×）

７２ｈ１．空白细胞；７２ｈ２．ｌｖ３ｎｃ＋空质粒；７２ｈ３．ｌｖ３ｎｃ

＋狕狔狓犻狀过表达质粒；７２ｈ４．犆犗１＋狕狔狓犻狀过表达质粒；

７２ｈ５．犆犗２＋狕狔狓犻狀过表达质粒；７２ｈ６．犆犗３＋狕狔狓犻狀过

表达质粒；７２ｈ７．犆犗４＋狕狔狓犻狀过表达质粒。下图同

７２ｈ１．Ｂｌａｎｋｃｅｌｌｓ；７２ｈ２．ｌｖ３ｎｃ＋ｅｍｐｔｙｐｌａｓｍｉｄｓ；

７２ｈ３．ｌｖ３ｎｃ＋狕狔狓犻狀ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｓ；７２ｈ４．犆犗１

＋狕狔狓犻狀ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｓ；７２ｈ５．犆犗２＋狕狔狓犻狀ｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｓ；７２ｈ６．犆犗３＋狕狔狓犻狀ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓ

ｍｉｄｓ；７２ｈ７．犆犗４＋狕狔狓犻狀ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｓ．Ｔｈｅ

ｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

图５　狕狔狓犻狀狊犺犚犖犃慢病毒对鸡狕狔狓犻狀基因在２９３犜细胞

中表达的干扰效率

犉犻犵．５　犜犺犲犻狀狋犲狉犳犲狉犲狀犮犲犲犳犳犻犮犻犲狀犮狔狅犳狕狔狓犻狀狊犺犚犖犃犻狀狋犲狉

犳犲狉犲犻狀犵狕狔狓犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀２９３犜犮犲犾犾狊

图６　狕狔狓犻狀狊犺犚犖犃慢病毒干扰鸡狕狔狓犻狀基因在２９３犜细

胞中表达的 犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋分析

犉犻犵．６　犜犺犲犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犻狀狋犲狉犳犲狉犲狀犮犲狅犳狕狔狓

犻狀狊犺犚犖犃犻狀狋犲狉犳犲狉犲犻狀犵狕狔狓犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀２９３犜

犮犲犾犾狊

３　讨　论

目前，国外关于人类狕狔狓犻狀基因方面的研究报
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道较多，在人类组织中广泛表达，在有丝分裂期间

狕狔狓犻狀和其他基因通过形成一个调节复合物控制了

有丝分裂的进行［１４１５］。尽管鸡狕狔狓犻狀和人的狕狔狓犻狀

有约６０％的序列相似性，但其功能的相似性却较

高［１３］。本研究成功利用鸡狕狔狓犻狀基因真核表达载

体转染２９３Ｔ细胞，ＲＴＰＣＲ结果表明狕狔狓犻狀真核

表达载体在２９３Ｔ细胞中成功表达。为以后利用

２９３Ｔ细胞对鸡狕狔狓犻狀基因干扰载体的筛选提供了

可能性。但究竟能不能利用２９３Ｔ细胞在细胞水平

上对鸡狕狔狓犻狀基因的功能进行更深入的研究，还需

要进一步探索。

ＲＮＡｉ与真核生物的发育、癌症的发生、基因表

达的调控和抵抗病毒感染密切相关，具有重要的生

物学意义，并显示了良好的应用前景。近年来，随着

ＲＮＡｉ技术的发展，其在畜牧兽医领域也得到了广

泛的应用，尤其是针对一些严重威胁畜禽生产、危害

人类健康的疾病及特定基因功能的研究中取得了一

定的研究进展［１６］。控制鸡球虫病的方法主要是通

过药物治疗和球虫病疫苗的免疫接种，尽管球虫病

治疗药物和疫苗研制等不断创新，但要从根本上解

决问题，必须从分子遗传学的角度对鸡球虫抗性相

关基因进行研究，从而为培育鸡球虫病抗病群体用

于家禽生产奠定基础，也为实施无公害生产提供条

件。为了进一步探索狕狔狓犻狀基因与鸡球虫病的相关

性及作用机理，作者成功构建了针对鸡狕狔狓犻狀基因

的４个不同靶点的干扰载体，在２９３Ｔ细胞中初步

证明这４个靶点均对狕狔狓犻狀基因在２９３Ｔ细胞中的

表达有干扰效果，其中犆犗３的干扰效果最好，这为

以后对于鸡狕狔狓犻狀基因与鸡球虫病抗性的相关性以

及其功能的研究奠定了基础。
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