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'转

染后
0IJ

加
$''D

7

+

Z

["

5

67

89D

6

N.G!:

筛选!

""

U

左右形成细胞克隆!挑取单个克隆在
5

67

89D

6

!

N.G!:

压力下扩大培养!并按常规方法冻存'

#G&

!

抗性细胞系中绿色荧光蛋白"

EIJ

#表达的观察

质粒
2

*+,34(%$!5

67

89

中增强型
<]/

启

动子后为
4(

启动子!启动
-J*+,

转录!其后为普

通
<]/

启动子表达的
TYE

!所以可观察到绿色荧

光蛋白!可据此判断质粒是否转入细胞!并且启动了

-J*+,

的转录'

#GK

!

双标准曲线相对定量法检测特异性
'0)*+

抑

制
):

复制的效率

"%(%"

!

标准品的制备
!!

根据
*+,

提取试剂盒

说明书!从
M*,

株细胞毒悬液中提取总
*+,

!用

9B.

7

9U3

和
E8.D@8

反转录成
N1+,

!反应体系$模板
>

"

Z

!

>b*3:RVV@80

"

Z

!

U+3E

"

"'DD9B

+

Z

["

#

#

"

Z

!

*+A-@.GJ.H.C98'%>

"

Z

!

E8.D@8#%'

"

Z

!

9B.

7

9U3

#%'

"

Z

!

,]/

反转录酶
#

"

Z

!

1ME<

水
0%>

"

Z

!于

0#a

!

"J

!并用引物
+!R

2

&

+!B9X

扩增一段
")IH

2

1+,

!克隆到
2

]1"I!3

载体上!转化
15>

(

大肠杆

菌感受态细胞!提取质粒!初步酶切鉴定后!送测序'

鉴定正确后!大量提取并纯化阳性质粒!用分光光度

计测定纯度和浓度'以此为基础!

"'

倍递增稀释!

作为标准品模板使用'

"%(%#

!

*@AB!C.D@*3!E<*

试验
!!

于
"''3<=1

>'

接毒后
#0

&

0I

&

&#

&

)(J

分别取出一培养板!将细胞

反复冻融
#

次!将平板上每孔中所有细胞及上清取

出'取其中
$''

"

Z

细胞悬液!用
38.Q9B

提取核酸!

用
E8.D@8

&

9B.

7

9U3

反转录获得
N1+,

'取
N1+,

产物
"%'

"

Z

为模板!

?S:*

$

E8@D.PMPB$

C

3]酶进

&"$



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
0"

卷
!

行
*@AB!C.D@*3!E<*

'同时进行
!

D$"#()

标准品和

目的基因标准品扩增!建立双标准曲线'反应结果

用公式计算$

Yc

"样本相对数值.样本内参照数

值#."对照相对数值.对照内参照数值#!获得样本相

对定量数值'每个样本均进行
$

次重复'

#GL

!

病毒感染力测定"

B@4,

&"

#

于接毒后
0IJ

将
#0

孔板反复冻融
#

次!将相

应孔的细胞及上清一起放入
"%>DZ

无菌离心管中!

每孔细胞做
"'

倍系列稀释!设
&

个稀释度!每个稀释

度设
(

个重复!

>'

"

Z

+孔["

!然后加入"

$

#

>

#

b"'

0

个+

DZ

!"的
:5;

细胞
"''

"

Z

+孔["

!

0IJ

后荧光

抗体染色!荧光显微镜下观察各孔荧光灶情况!按

;d8H@8

法计算
3<=1

>'

+

DZ

["

"

>'KN@BBNRBCR8@.G!

V@NC.9R-U9-@

#'每个稳定表达
-J*+,

的细胞株重

复
$

次试验!分别测定各细胞株的
3<=1

>'

'

#GM

!

直接免疫荧光法检测特异性
'0)*+

抑制
):

复制效率

!!

胰酶消化
-.*+,

稳定表达细胞株!传入
#0

孔

板!

$& a >K<_

#

培养箱培养
#'J

!每孔内接入

"''3<=1

>'

</?!""

!接毒后
0IJ

取出培养板!直接

免疫荧光染色后荧光显微镜下观察!

#''b

紫外视野

下!每孔随机选取
#'

个视野!以数码相机拍照!在

EJ9C9-J9

2

软件辅助下计数有荧光染色的细胞数

目!以每孔
#'

个视野荧光细胞的平均数作为病毒增

殖的定量指标!以待检细胞株与空载体对照细胞株

荧光细胞数目的百分比作为
*+,

干扰效果的定量

评价指标,

)

-

'

#GN

!

O-'.-52971.

检测
):*

蛋白的表达

接毒后
0IJ

!用预冷的细胞裂解液"

>'DD9B

+

Z

["

38.-!5<B

2

5I%'

!

">'DD9B

+

Z

["

+A<B

!

"''D

7

+

Z

["

E]?Y

!

"K+E!0'

!蛋白酶抑制剂
"

片+

"'DZ

["

#

裂解上述细胞'裂解上清经
?1?!

聚丙烯酰胺凝胶

电泳"

?1?!E,TM

#后转膜!以
>

7

+

Z

["脱脂奶粉室

温封闭
"J

!依次加入鼠抗狂犬病病毒
+

蛋白单克

隆抗体"

"e"''

稀释!

$&a"%>J

#!

5*E

标记的山

羊抗小鼠
=

7

T

"

"e#'''

稀释!

$&a"%>J

#!进行免

疫印迹检测'抗原抗体复合物用化学发光试剂显

色!同时用抗
%

!ANC.G

的单克隆抗体检测其表达作为

内参照'

#G#"

!

统计学方法

所得数据采用
?E??"$%'

软件分析!数据分别

从
$

次重复试验获得!组间比较用
_G@!XA

6

,+_!

/,

进行方差分析!

A

#

'%'>

为差异显著'

!

!

结
!

果

!G#

!

重组干扰载体的鉴定和阳性克隆细胞的筛选

靶向
*/.

基因的
0

个重组质粒用
G"+*

&

酶

切!

'%IK

琼脂糖凝胶电泳分析正确!经序列测定确

认无误后!各质粒以
Z.

2

9V@NCAD.G@

介导分别转染

:5;

细胞!经
T0"I

抗性筛选的转染细胞与对照细

胞!

""U

左右形成稳定的阳性克隆!存活的阳性克

隆细胞即是后续试验所用的稳定转染细胞'各株细

胞分别命名为
:5;!+"

&

:5;!+#

&

:5;!+$

&

:5;!

+0

和空质粒对照
:5;!

2

4(%$

'

!G!

!

扩大培养的阳性克隆细胞的荧光镜检结果

筛选的阳性稳定转染细胞!经扩大培养后!细胞

中载体的
G8HA

基因表达稳定!荧光蛋白表达效率

高!细胞生长状况良好"图
"

#'

!G%

!

荧光定量
J@)

试验结果

#%$%"

!

标准曲线的建立
!!

将提取的质粒
*/+!

3

载体!分光光度计测定其
_1

值后!按公式计算质

粒拷贝数!

"e"'

递增稀释!做
(

个梯度!得到标准

曲线'经
,:=&'''?1?

分析软件分析其
*

# 值达

到
'%))

!表明检测数据具有很高的相关性'

#%$%#

!

样品扩增实时检测结果
!!

为了检测
*/

.

基因特异
-.*+,

干扰病毒效果!样品提取总

*+,

后!反转录后进行荧光定量
E<*

!将各细胞株

中相应的
D*+,

经
!

D$"#()

校正后!与空载体相比!

并计算抑制率"图
#

#'结果显示!接毒后
0IJ

!

:5;!+#

抑制病毒效率最高!为
))K

%其次为

:5;!+"

!抑制效果为
(&%&#K

%

:5;!+$

抑制率为

$I%>)K

%

:5;!+0

为
""%$$K

'另外!对稳定表达

-J*+,

的
:5;!+"

&

:5;!+#

&

:5;!+$

&

:5;!+0

细胞!接入
"''3<=1

>'

病毒后!

#0

&

0I

&

&#

&

)(J

对病

毒的抑制效率基本保持不变'

!G$

!

病毒感染力测定结果

将
"''3<=1

>'

病毒接入稳定表达
-J*+,

的

:5;

细胞!

0IJ

后检测各个细胞株
3<=1

>'

!表明

:5;!+"

&

:5;!+#

&

:5;!+$

&

:5;!+0

&

:5;!

2

4(%$

的细胞株
3<=1

>'

平均值分别为
#%$)b"'

0

&

>%I(b"'

$

&

#%($b"'

>

&

>%""b"'

>

&

>%(0b"'

>

3<=1

>'

+

DZ

["

!比空载体
:5;!

2

4(%$

表达细胞株

毒价分别低
#0

&

)(%#

&

#%"0

和
"%"

倍"图
$

#'经过

单因素方差分析!

:5;!+"

&

:5;!+#

组与空载体

表达组之间病毒滴度差异极显著"

A

#

'%'"

#!

:5;!+$

&

:5;!+0

组与空载体表达组之间病毒滴

I"$



!

$

期 杨瑞梅等$靶向狂犬病病毒
.

基因
-J*+,

抑制狂犬病病毒复制的研究

度差异显著"

A

#

'%'>

#!表明
:5;!+"

&

:5;!+#

&

:5;!+$

&

:5;!+0

细胞株对
*/

复制都能产生抑

制作用!而
:5;!+"

&

:5;!+#

抑制效果强'

,%:5;

细胞中
TYE

的表达%

:%

光学显微镜下细胞

,%TYE-CAHB

6

@P

2

8@--@U.G:5;N@BB

%

:%<@BBACB.

7

JCD.N89-N9

2

@

图
#

!

阳性克隆细胞扩大培养后的荧光镜检结果
!

$"P

I0

C

Q#

!

I7;15-'/-2/-5-';7.'13/;7.;502

C

785

C

-7

<

/712-/-77'315

5-/1R90282.

6

78'R0D'

!

$"P

图
!

!

)-87S.0R-)BSJ@)

试验结果计算得到的抑制效率

I0

C

Q!

!

B(--330/0-2/

<

1302(090.01298'-D12.(-5-';7.'135-87S

.0R-)BSJ@)

与空载体细胞对照组比较!

"表示差异显著"

A

#

'%'>

#!

""

表示差异极显著"

A

#

'%'"

#'

"%:5;!+"

细胞株%

#%:5;!

+#

细胞株%

$%:5;!+$

细胞株%

0%:5;!+0

细胞株%

>%

:5;

空载体细胞株%

(%

病毒对照

"

%A

#

'%'>

!

""

%A

#

'%'"

!

N9D

2

A8@UX.CJ:5;!

2

4(%$

@D

2

C

6

W@NC98N9GC89B

7

89R

2

%"%:5;!+"N@BB-C8A.G

%

#%

:5;!+#N@BB-C8A.G

%

$%:5;!+$N@BB-C8A.G

%

0%:5;!+0

N@BB-C8A.G

%

>%:5;!

2

4(%$@D

2

C

6

W@NC98N9GC89B

%

(%*/.G!

V@NC@UN@BBN9GC89B

图
%

!

'()*+

对
=>?

细胞上
):

毒价的影响

I0

C

Q%

!

42(090.012-33-/.13'()*+12.(-.0.5-13):12=>?/-77'

!G&

!

直接免疫荧光"

,I+

#试验结果

将稳定表达
-J*+,

的细胞株传入
#0

孔细胞

培养板!次日接入
"''3<=1

>'

狂犬病病毒
</?!""

株!继续培养!在接毒后
0IJ

进行
1Y,

检测'结果

显示!

*/

在
:5;!

2

4(%$

空载体细胞上感染后!经

荧光抗体染色形成的荧光数目为每视野平均
"I>'

个!约为视野总细胞数的
&'K

'各稳定转染细胞株

每视野荧光细胞数为
:5;!

2

4(%$

细胞的
"K

#

I#K

!其中病毒增殖水平低的为
:5;!+#

"

"K

#和

:5;!+"

"

$"K

#%而
:5;!+$

"

>0K

#和
:5;!+0

"

I#K

#"图
0

#对病毒的抑制水平较弱'

,%:5;!+"

%

:%:5;!+#

%

<%:5;!+$

%

1%:5;!+0

%

M%

:5;!

2

4(%$

%

Y%

细胞对照

,%:5;!+"

%

:%:5;!+#

%

<%:5;!+$

%

1%:5;!+0

%

M%

:5;!

2

4(%$

%

Y%<@BBN9GC89B

图
$

!

直接免疫荧光检测
'()*+

抑制狂犬病病毒复制
!

$"P

I0

C

Q$

!

)-

6

70/8.01213):02/-77'.5802''.897

<

-T

6

5-''02

C

'0)S

*+

"

D-.-/.-D9

<

,I+

%

$"P

#

!GK

!

O-'.-52971.

结果

用抗狂犬病病毒
+

蛋白单克隆抗体进行
F@-C!

@8GHB9C

分析!证明
:5;!+#

和
:5;!+"

细胞株能

使
*/+

蛋白明显减少!

:5;!+$

使
+

蛋白部分

减少!

:5;!+0

抑制
*/+

蛋白作用不明显"图
>

#'

说明
:5;!+#

和
:5;!+"

抑制病毒作用强!

:5;!

+$

和
:5;!+0

抑制作用弱!这与直接免疫荧光和

荧光定量
E<*

结果一致'同时检测
%

!ANC.G

的表达

作为内参照'

"%:5;!

2

4(%$

空载体对照%

#%

细胞对照%

$%:5;!+"

%

0%

:5;!+#

%

>%:5;!+$

%

(%:5;!+0

"%:5;!

2

4(%$@D

2

C

6

W@NC98N9GC89B

%

#%:5;N@BB-N9GC89B

%

$%:5;!+"

%

0%:5;!+#

%

>%:5;!+$

%

(%:5;!+0

图
&

!

O-'.-52971.

检测
'()*+

对
):*

蛋白表达的抑制

I0

C

Q&

!

42(090.01213):*

6

51.-02-T

6

5-''0129

<

'()*+-TS

6

5-''02

C

/8''-..-'D-.-/.-D9

<

O-'.-52971.

)"$
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!
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学
!

报
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!

%

!

讨
!

论

*+,.

技术可用于有效抑制特定基因表达!由

于
-.*+,

分子小&能特异性结合并切割病毒
D*!

+,

&持续作用时间长!因而在抗病毒感染方面展现

了巨大潜力!在细胞上和实验动物体内均有
-.*+,

有效抑制病毒复制的报道,

"'!""

-

!

-.*+,

也有望成为

治疗
*/

早期感染的药物!当有跨血脑屏障物质介

导时
-.*+,

可能进入中枢神经系统而干扰病毒复

制!为狂犬病的中后期治疗带来曙光'

*/

是一种不分节段的负链
*+,

病毒!其基因

组
*+,

不能作为模板翻译蛋白质!必须首先合成

D*+,

才能进行蛋白质合成'一般情况下!

*/

*+,

聚合酶并不识别裸露的
*+,

模板!只能识别

被
+

蛋白包装成核衣壳的
*+,

'

*/+

蛋白在使

*+,

基因组和反基因组衣壳化的过程中起重要作

用!因此!可能与转录和复制之间的开启和关闭有

关'针对
*/.

基因
D*+,

设计的
*+,

干涉试

验!有较大机会获得良好的干涉效果,

"#!"0

-

'

目前狂犬病
-.*+,

研究已取得了一定进展'

张守峰等,

)

-针对
*/8

&

.

&

=

基因!设计小干扰

*+,

!获得
#

个抑制效率高的
-.*+,

!其中有一个

是针对
.

基因
")

位的
-.*+,

%其次!

#''&

年巴西

:8AGUf9

等,

">

-针对
*/.

基因保守区合成
-.*+,

!

用转染试剂
Z.

2

9V@NCAD.G@#'''

瞬时转染
:5;

细

胞!使病毒滴度比对照大约降低了
>

倍'

由于
-.*+,

质量及其瞬时转染效果的影响因

素过多且难于控制!本试验首先进行了
-.*+,

稳定

转录细胞系的构建并检测其对
*/

感染的干扰效

果!以此筛选有效的
-.*+,

序列'仅用一种方法检

测病毒含量的变化!结果可能会因为方法本身或操

作中不可避免的一些原因产生误差!所以作者根据

该病毒特点使用了直接免疫荧光&

*@AB!C.D@E<*

&

3<=1

>'

&

F@-C@8GHB9C

检测病毒数量&病毒
D*+,

含量和核蛋白的变化!从而全面&准确的确定
*+,

的干扰效果'

0

种检测结果一致表明
:5;!+#

&

:5;!+"

在病毒感染
0IJ

后!均显示了较好抑制作

用'

本研究针对
*/.

基因!设计
0

对
-J*+,

!其

中
:5;!+#

对病毒抑制效率最高!接毒后
0IJ

!

3<=1

>'

比对照降低
)(%#

倍!显示了较好抑制作用%

其次!

:5;!+"

比对照降低
#0

倍!而
:5;!+$

&

:5;!+0

对病毒的抑制作用不明显!说明目的
D*!

+,

的靶序列及其所处位置不同!干涉效果往往有

极大差异'从接毒后不同时间的检测结果来看!各

稳定表达细胞株在接毒后
)(J

内对病毒抑制效果

相似!在此时间段内抑制效果没有明显降低'

由于
*/

在细胞上不产生病变!检测细胞上的

狂犬病病毒!最常用和国际认可的方法是直接免疫

荧光染色!即以
Y=3<

标记的单抗为一抗染色%由于

稳定表达
-J*+,

的
:5;

细胞同时表达
TYE

!而

TYE

也为绿色!这样就需比较载体表达绿色荧光蛋

白与直接免疫荧光抗体染色中荧光染料
Y=3<

染色

效果的不同'首先!有绿色荧光蛋白的细胞!整个细

胞都呈绿色!细胞核不可见%而
Y=3<

染色细胞中!

细胞核暗褐色!不发绿光'另外!在预试验中!作者

也证明了两者并不互相干扰!对表达大量
TYE

的

:5;

细胞!当用冷
I'K

丙酮
0a

固定
$'D.G

!进行

常规荧光抗体染色!结果只有荧光抗体染色细胞!而

无绿色荧光蛋白'推测可能的原因是丙酮作用下!

细胞膜孔径增大!细胞膜和细胞质中的
TYE

被
E:?

洗去'所以!对已表达绿色荧光蛋白的
:5;

细胞!

仍然可以用直接免疫荧光法进行病毒检测'

综上所述!本试验成功设计和构建了
*/.

基

因
-.*+,

表达质粒!转染
:5;

细胞!建立了抗性

细胞系!通过
*@AB!C.D@E<*

&

3<=1

>'

&直接免疫荧

光和
F@-C@8GHB9C

试验筛选出能高效抑制
*/

复制

的靶位点!从而为
*/

基因功能研究&抗病毒药物的

开发奠定了基础'
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