
畜牧兽医学报
!

!""#

!

$"

"

#

#$

%$%"!%$%'

!"#$%&#&'()$'($&#*++#&",)("$-()("$

牛肺泡巨噬细胞微小
GH?

的克隆与鉴定

徐广贤!张
!

艳!贾
!

浩!周
!

萍!王玉炯"

"宁夏大学生命科学学院!银川
(*''#"

#

摘
!

要"

]3/089BC

"

K39BC

#是一类长
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%

#)

个核苷酸的内源性非编码单链小分子
9BC

!其异常表达将会导致

生理的异常和疾病的产生&为了研究
K39BC6

在牛肺泡巨噬细胞抗菌机制中的作用!构建了牛肺泡巨噬细胞

K39BC/<BC

文库!从
&$H

个克隆中筛选出
##

个
K39BC6

!其中有
"+

个
K39BC6

在牛的
K39?-61

数据库中没有

发现!但是有
H

个
K39BC6

与人和"或#鼠中的序列完全同源!因此!将它们命名为
?2-!K39!"&"
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K39!"+"

'
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和
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%另外有
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个
K39BC6

在所有
K39!

?-61

数据库中都没有发现!有待进一步研究&这些数据为研究
K39BC6

调控牛肺泡巨噬细胞抗菌机制奠定了基

础&
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K39BC

#是一类长约
##

个核苷酸

的内源性非编码单链小分子
9BC

!可调节与其序列

互补
K9BC

的表达!普遍存在于高等生物界!在不

同物种间具有高度的保守性!其表达具有高度组织

特异性'保守性和时序性!能通过与靶基因
K9BC

特异性的碱基配对导致其降解或翻译阻遏!从而参

与个体发育'细胞分化'细胞增殖'物种进化以及疾

病发生过程中的基因表达调控+

"!*

,

&

K39BC

表达具

有严格的时间和组织特异性!其异常表达将会导致

生理的异常和疾病的产生+
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牛肺泡巨噬细胞是胞内寄生菌"如牛结核分枝

杆菌'副结核分枝杆菌等#的主要靶细胞!在胞内寄

生菌的发生'发展过程中起着重要的作用!肺泡巨噬

细胞的增殖与凋亡对于胞内寄生菌的侵袭与在细胞

内存活起着决定性的作用+

H!"$

,

!有关
K39BC6

在牛

肺泡巨噬细胞抗菌机制中的作用尚未见到报道&作
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期 徐广贤等$牛肺泡巨噬细胞微小
9BC

的克隆与鉴定

者拟通过分离纯化牛肺泡巨噬细胞!提取
K39BC

'

构建
K39BC/<BC

文库!克隆测序牛肺泡巨噬细

胞
K39BC

分子!以期发现在牛肺泡巨噬细胞特异

性表达的
K39BC

分子!研究
K39BC

分子对牛肺泡

巨噬细胞抗菌活性的调节机制&
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凝
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受态细胞由本实验室保存&
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牛肺泡巨噬细胞的分离与纯化培养

取健康新鲜宰杀的中国黑白花奶牛"雌性!

*

岁#肺脏!表面用生理盐水冲洗干净!再将
#'''

%

&'''KG

的
<]A]

培养液经气管灌入!轻轻按摩

肺脏
*

%

"'K3.

!再经气管倒出!用灭菌的纱布将洗

液过滤!除去胶原纤维和黏液!

#'''0

.

K3.

!"

!离心

*K3.

!弃上清!将细胞再用
<]A]

培养液轻轻悬

浮!离心!洗涤
$

次!最后用含有
"'̂

胎牛血清

<]A]

培 养 液 悬 浮 沉 淀!将 细 胞 调 整 到

#d"'

)

KG

!"

!然后加入
)

孔培养板!每孔加
$KG

!置

$(`

'

*̂ ;Y

#

培养
#

%

$L

后!弃上清!用
<]A]

培养液洗涤
#

%

$

遍!洗去悬浮的未贴壁细胞&
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!

牛肺泡巨噬细胞总
GH?

的提取与
I.GH?

分

离回收

!!

将经过纯化培养的巨噬细胞培养上清弃去!然

后直接加入
9BC!=84Z

试剂!按照试剂盒的操作说

明!直接提取巨噬细胞的总
9BC

&将总
9BC

用含

有
HK84

.

G

!"尿素的变性聚丙烯酰胺凝胶电泳后!

切出含有目的
K39BC

分子的凝胶块!然后参照

=K-449BC >14AP20-/238. b32

操作说明!进行

K39BC

分离回收&

%]$

!

2JH?

文库的构建

"%&%"

!

K39BC*c

端去磷酸化
!!

将回收的
K39!

BC

加入碱性磷酸酶混匀后!在
$(`

反应
"L

!使
*c

端去磷酸化!防止自连!然后利用苯酚-氯仿-异戊醇

提取法纯化回收去磷酸化的
K39BC

&

"%&%#

!

K39BC$c

端与生物素化的
9BC

-

<BC

接

头连接
!!

用
:

&

<BC

连接酶将
*c

端去磷酸化的

K39BC

和
$c

端标记了生物素的接头"

*c!;C:;!

>C:;;:>;C>>;:C>C>C;!$c

#连接!然后利用

标记亲和素的磁珠反应!最后利用磁力架回收
$c

端

连有接头的
K39BC

分子&

"%&%$

!

*c

端磷酸化反应与
9BC

-

<BC

接头连接
!

!

将
$c

端连有接头的
K39BC

分子!加入
:&,84

N

!

.Q/4182371b3.-6

混匀后!在
$(`

反应
"L

!使
*c

端

磷酸化!然后利用苯酚-氯仿-异戊醇提取法纯化回

收磷酸化的
K39BC

&然后用
:

&

<BC

连接酶将
*c

端磷酸化的
K39BC

和
*c

端接头"

*c!CCC>C:;!

;:>;C>>:>;>:;C!$c

#连接!然后利用磁力架

回收
K39BC

分子&

"%&%&

!

K39BC

分子
/<BC

第一链的合成
!!

以

*c

端和
$c

端都连有接头的
K39BC

分子为模板!用

反转录引物"

*c!>:;:;:C>;;:>;C>>C:;>C!

:>!$c

#!进行
K39BC

分子
/<BC

第一链的合成!

/<BC

合成的总体积为
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#

G

!加入
"'KK84

.

G
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!
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!

*dEQWW10&

#

G

!
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反转录酶
"

#

G

"
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#
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酶抑制剂
"

#

G

"

&'F

.

#

G

!"

#!

<A,;

处理水

+

#

G

!反转录条件是
&#`"L

!

(#`*K3.

&反应

结束后!利用标记亲和素的磁珠回收合成的
/<BC

第一链&

"%&%*

!

K39BC

分子
/<BC

第二链的合成'克隆与

测序
!!

用
*

#

G'%"K84

.

G

!"

B-YR

将结合在磁

珠上的
/<BC

第一链洗脱下来!作为
,;9

模板!然

后利用上游引物"

S

$

*c!CCC>C:;;:>;C>>:!

>;>:;C!$c

#和下游引物"

9

$

*c!>:;:;:C>;;:!

>;C>>C:;>C:>!$c

#进行
/<BC

第二链的合成&

,;9

条件如下$

+& `

预变性
#K3.

%然后
+& `

$'6

!

)' ` $'6

!

(# ` $'6

!

"*

个循环%

(# `

$K3.

&

,;9

产物
& `

保存&

,;9

结束后!用
#̂

琼脂糖凝胶电泳检测!并回收
)'

%

('E

5

的目的片

段!克隆到
:

载体!对阳性克隆进行测序&

!

!

结
!

果

经纯化培养的肺泡巨噬细胞提取总
9BC

后!

用
"#̂

聚丙烯酰胺凝胶电泳检测提取的牛肺泡巨

""&"
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噬细胞总
9BC

!可以很清楚地看到!提取的
9BC

各条带清晰分明!没有弥散托尾!这表明提取的

9BC

质量较好!没有降解"图略#&以
*c

端和
$c

端

都连有接头的
K39BC

分子为模板!进行
,;9

扩

增!合成
/<BC

!以
#̂

琼脂糖凝胶电泳进行检测!在

)'

%

('E

5

有一特异性目的条带!说明成功的构建

了
/<BC

文库!回收
)'

%

('E

5

左右的目的片段!将

其克隆到
:

载体!并对阳性克隆进行测序!作者共

挑取了
&$H

个克隆!利用
B;?D

中的
?4-62.
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X

1/26

-
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-#对测序结果进行比对分

析!共筛选出
##

个
K39BC6

"表
"

#!其长度在
"+

%

#*E

5

!个别的长度为
")

%

"(E

5

!都能够在牛基因组

中找到相应的位置&

表
%

!

牛肺泡巨噬细胞
I.GH?)

的克隆与鉴定

9,C+1%

!

H*P1+I.GH?).81/-.<.18<4*I-61C*P./1,+P1*+,4I,24*
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期 徐广贤等$牛肺泡巨噬细胞微小
9BC

的克隆与鉴定

'

!

讨论与小结

牛肺泡巨噬细胞是胞内寄生菌的主要靶细胞!

有关
K39BC6

对肺泡巨噬细胞的抗菌机制调节的

研究!未见报道!作者首次建立了牛肺泡巨噬细胞

K39BC/<BC

文库!并从中发现
"+

个新的
K39!

BC6

分子!其中有
H

个
K39BC6

与人和"或#鼠中的

序列完全同源!因此!将它们命名为
?2-!K39!"&"

'

?2-!K39!"H(

'

?2-!K39!"+"

'

?2-!K39!&&H

'

?2-!K39!

*H+

'

?2-!K39!H($

'

?2-!K39!&)$

和
?2-!K39!*)#

&

另外有
""

个
K39BC6

在所有
K39?-61

数据库中都

没有发现!其功能尚属未知!有待进一步研究&本研

究为进一步研究
K39BC6

调控牛肺泡巨噬细胞的

抗菌机制提供了有用的帮助&
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