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成一个复杂环境!病原菌侵入和肠道菌群失衡都可

能造成肠道疾病的发生!如产肠毒素大肠杆菌就是

在仔猪断奶时引起腹泻和水肿病的主要病原菌'因

此对
I

6

F((

基因功能的研究有利于解释其在猪肠

道疾病发生及免疫调控中的作用机制!而肠上皮细

胞系作为体外水平研究基因功能的有效模型!可用

于模拟
I

6

F((

基因在肠道中的免疫调控作用'在

国内外相关研究中!尚未见关于靶向猪
I

6

F((

基

因的
,F234

表达载体或者敲除的研究报道'鉴于

I

6

F((

基因在猪肠道抵御病原感染调控中的重要

作用!本试验首次通过构建靶向猪
I

6

F((

基因的

,F234

表达载体!筛选高效的干扰序列并包装成慢

病毒载体!以猪肠上皮细胞系"

M]@?!_0

#为素材!获

得稳定沉默
I

6

F((

基因的猪肠上皮细胞!为

Z

E

;((

的功能以及
C52,

%

M5!%2

信号通路在猪肠

道免疫应答和抗病原的作用机制研究提供宝贵的试

验材料'

#

!

材料与方法

#E#

!

材料

干扰载体
R

7;34

CZ

.'0!KJ

%

@AKa]!A$2

(

R

Z;!

%(C

(

R

7;34*'%

"

q

#(

R

;̀ 3200%

(

R

5D-9$.p*

%

b1!

;@<C

载体(载体构建试剂盒
X5̀ ?L!$C

CZ

]#8MM

A$2234$@H

R

ID,,$#-bD79#IL$9T$9F@AKa]

(

]B7UB

6

$-

6

Z$H

(

C);34

连接酶(高纯度质粒提取

试剂盒(脂质体
0&&&

(

CI$G#8

均购自
M-V$9I#

6

D-

公司

"美国#&克隆宿主菌大肠杆菌"

G:",&'(",($"+0(

#

;Q1

%

由本实验室保存!

M]@?!_0

小肠上皮细胞系

由美国宾夕法尼亚大学惠赠&胎牛血清(

;Z@Z

和

`

R

9$!Z@Z

培养基均购自
K$W7#

公司 "美国#&

<NX2

R

IDA$H@H5$

D

购自
CBLB2B

公司"中国!大

连#'

#E!

!

引物设计及序列合成

根据
I

6

F((

基因编码序列"

3Z

1

&&%&///0*'%

#

设计
)

个针对
I

6

F((

基因的干扰序列!序列情况

见表
%

&设计
I

6

F((

编码区克隆
]?2

引物!见表
0

&

设计实时荧光定量
]?2

引物!见表
*

'

#EH

!

干扰载体构建

将合成序列的
8̀$

6

#;34

序列通过退火处理!

克隆入
R

7;34.'0!KJ

%

@AKa]

载体'方法如下$

将
1

对
8̀$

6

#

各自退火成双链!正反单链各
1

'

5

"

%&&

'

A#8

/

5

c%

#!退火缓冲液 "

%&n

#

0

'

5

!双蒸

水
(

'

5

!置于
/1m

加热
1A$-

!然后放置室温自然

冷却
0& A$-

!形成双链'

)

'

5

双链
;34

"

%&

-A#8

/

5

c%

#!

0

'

5

R

7;34.'0!KJ

%

@AKa]

"

%&&

-

6

/

'

5

c%

#!

%

'

5C);34

连接酶 "

%^

/

'

5

c%

#!

)

'

5

连接缓冲液 "

1n

#!

/

'

5

双蒸水!室温连接处理

*&A$-

'连接产物分别转化感受态细胞
;Q1

%

!从

含大观霉素固体培养板上挑取多个单克隆提取质粒

并进行测序验证'经测序验证序列连接正确后!抽

提高纯度质粒备用'
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基因干扰重组慢病毒载体的构建(病毒包装及效果评价
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F((!2 ?4KCK4CK44??K?4KK4C

=!AF;!a K44KKC?KK4KC?44?KK4CC

=!AF;!2 ?K?C??CKK44K4CKKCK4C

#E%

!

表达载体构建

I

6

F((

基因克隆入
R

Z;!%(C

载体!测序验证

序列正确后用
?$3Q

*

%

G"+2

*

各
%

'

5

!

1

'

5%&n

WOSSDI

!

1

'

5C4

克隆质粒!

*(

'

5

双蒸水!

*=m

酶

切
0F

'

R

7;34*'%

"

q

#质粒进行相同酶切处理!琼

脂糖凝胶电泳并回收酶切的目的片段'用
C);34

连接酶连接回收的片段与载体!

&'1

'

5C);34

连

接酶!

0

'

5

回收片段!

%

'

5

线性载体!

%

'

5

连接缓

冲液 "

%&n

#!

1'1

'

5

双蒸水!室温连接
0F

'连接

产物转化感受态细胞
;Q1

%

!从含氨苄青霉素培养

板上挑取多个单克隆提取质粒!并进行测序验证'

经测序验证连接序列及方向正确后!摇菌并抽提高

纯度质粒备用'

#E$

!

细胞转染及干扰效率验证

将干扰载体和高表达载体共转染
Q@L0/*

细

胞进行干扰效果评价!挑选干扰效果最好的载体'

六孔板中
;Z@Z

"

%&Y

胎牛血清#培养
Q@L0/*

细

胞覆盖率至
(&Y

左右时!进行转染&用无血清
`

R

9$!

Z@Z

轻洗细胞
0

次!加入
%'1A5`

R

9$!Z@Z

&分

别用
01&

'

5`

R

9$!Z@Z

稀释
)

个干扰质粒以及阴

性对照质粒各
*

'

6

!轻轻混匀后各加入
%

'

6

高表达

质粒载体&用
01&

'

5`

R

9$!Z@Z

稀释
%&

'

5

脂质体

0&&&

试剂!轻轻混匀!室温孵育
1A$-

&将两种稀释

液轻轻混合!室温放置
0&A$-

&将每管
1&&

'

5

脂质

体
!

质粒复合物慢慢加入到各细胞孔中!轻轻混匀&

每个处理重复
*

孔'

*=m

!

1Y

的
?̀

0

培养箱中培

养
.F

后!换不含抗生素完全培养液继续培养过夜

观察荧光表达情况'

细胞瞬时转染
)(F

后!提取总
234

'按照

/1.
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CBLB2B

试剂盒说明进行实时荧光定量
]?2

!检测

细胞中目的基因的干扰情况!干扰效率为
%!0

c

11

?9

'

#E&

!

慢病毒载体包装及滴度测定

利用
KB9DTB

E

重组技术将挑选干扰效果最好

的载体重组克隆到慢病毒载体&并利用
0/*C

细胞

进行慢病毒的包装&将病毒原液浓缩!并测定病毒滴

度'

G$

1

*

线性化处理干扰质粒!纯化收集酶切产

物'通过
X]

重组系统将干扰序列重组到
R

;̀ 32

00%

载体!继而通过
52

重组系统将干扰序列重组

到
R

5D-9$.'*

%

b1!;@<C

载体中'转化挑取克隆!测

序正确重组质粒克隆命名为
R

5D-9$!Z

E

;((!,F2!

34

!进行大量諷液培养并抽提质粒'

/

'

6

]B7UB

6

$-

6

Z$H

"

R

5]%

!

R

5]0

!

R

5]

%

b<!

bK

#和
*

'

6R

5D-9$!Z

E

;((!,F234

质粒加入
%'1

A5`

R

9$!Z@Z

!取
*.

'

5

脂质体
0&&&

加入
%'1A5

`

R

9$!Z@Z

!室温静置
1A$-

!轻轻将两者混合!室温

放置
0&A$-

'

0/*C

细胞的
%&7A

培养皿换
1A5

`

R

9$!Z@Z

!将
*A5

混合液加入培养皿中'

*=m

!

1Y ?̀

0

的培养箱中培养!

.F

后换
;Z@Z

"

%&Y

胎

牛血清#完全培养液'

)(F

后收集细胞培养上清!

*&&&I

/

A$-

c%离心
%&A$-

!去除细胞和碎片!并用

&')1

'

A

的滤器过滤&将病毒原液在
1&&&&

6

下超

速离心
0F

!去除上清!重悬于
#

R

9$!Z@Z

培养液中'

用含
(

'

6

/

A5

c%

]#8

E

WID-D

(

0Y aX<

的

;Z@Z

培养液!按
%&

倍梯度稀释病毒液!每梯度各

取
%&&

'

5

加入培养有
0/*C

细胞的
/.

孔板!每梯

度
*

个重复孔'

0)F

后!在荧光显微镜下观察各孔

中荧光细胞数量!病毒滴度为各孔中表达荧光的细

胞数平均数除以每孔中含有的慢病毒液体积'

#E(

!

病毒液感染猪小肠上皮细胞

取滴度为
%n%&

(

Ĉ

/

A5

c%的
R

5D-9$!Z

E

;((!

,F234

及阴性对照病毒液
%&

'

5

!分别加入指数生

长期
M]@?!_0

细胞
%0

孔板中!

0)F

后观察荧光情

况!并于
*.F

收集总
234

&检测
Z

E

;((

相对转录

情况!并计算干扰效率'

!

!

结
!

果

!E#

!

载体构建

通过对所挑取阳性克隆进行测序验证!最终获

得连接正确的
)

个干扰和
%

个阴性质粒载体!分别

命名 为
R

7;34.'0!KJ

%

@AKa]!,F234!%

(

R

7;!

34.p0!KJ

%

@AKa]!,F234!0

(

R

7;34.'0!KJ

%

@AKa]!,F234!*

(

R

7;34.'0!KJ

%

@AKa]!,F2!

34!)

!

R

7;34.'0!KJ

%

@AKa]!,F234!3?

!测序

图谱见图
%

&以及
%

个
Z

E

;((

高表达载体!命名为

R

7;34*'%!Z

E

;((

'

!E!

!

干扰效率验证

通过干扰载体与高表达载体共转染
0/*

细胞!

实时荧光定量检测
I

6

F((

基因转录水平!由图
0

可知!

%

号干扰载体处理的
0/*

细胞中猪
I

6

F((

基

因相对转录水平为
&'*.

!干扰效率为
&'.)

!即
R

7;!

34.'0!KJ

%

@AKa]!,F234!%

干扰效率最高!用

于慢病毒包装'

!EH

!

慢病毒液滴度测定

包装载体和慢病毒载体
R

5D-9$!Z

E

;((!,F234

共转染
0/*

细胞!

0)F

后荧光显微镜下观察到绿色

荧光!见图
*]

!说明包装成功!可用于病毒液收集及

浓缩处理'

病毒液梯度稀释后用于病毒滴度检测!

R

5D-9$!

Z

E

;((!,F234

病毒颗粒感染细胞
0)F

后各孔的

荧光情况见图
*

!图中
4

(

@

的处理分别加入浓缩

病毒液量为
0n%&

c*

(

0n%&

c)

(

0n%&

c1

(

0n%&

c.

(

0n%&

c=

/

A5

c%

'每个处理孔均可观察到发绿色荧

光的细胞!说明所包装慢病毒颗粒能够实现对细胞

的感染&且每孔发出绿色荧光细胞的数量随病毒液

梯度浓度变化呈现倍数差异!由此能够判断滴度检

测的准确性!并通过
@

处理孔中观察到的少量表达

绿色荧光细胞进行病毒滴度"

Ĉ

/

A5

c%

#的计算!

病毒滴度的计算公式为$平均每孔荧光细胞个数%病

毒液体积'"

*&q*0q*=

#%

*

%"

0n%&

c=

#

t%p.1n

%&

(

Ĉ

/

A5

c%

!该滴度水平达到了细胞感染的要

求'用
`

R

9$!Z@Z

培养液将慢病毒液稀释至
%n

%&

(

Ĉ

/

A5

c%

!并分装保存于
c(&m

'

!E%

!

干扰病毒颗粒对猪小肠上皮细胞
-

E

FII

表

达的干扰效率

R

5D-9$!Z

E

;((!,F234

慢 病 毒 颗 粒 液 感 染

M]@?!_0

细胞
0)F

后观察荧光效果!由图
)

可见荧

光表达率较高!能够用于
I

6

F((

基因表达水平检

测和 干 扰 效 率 的 分 析'由 图
1

可 知!

R

5D-9$!

Z

E

;((!,F234

病毒颗粒对
M]@?!_0

的
I

6

F((

基

因的干扰效率为
./'*Y

'与干扰效率筛选结果相

近!可用于
I

6

F((

基因在肠上皮细胞中免疫相关

功能分析'

&..
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基因干扰重组慢病毒载体的构建(病毒包装及效果评价

%

(

)'

R

7;34.'0!KJ

%

@AKa]!,F234!%

(

R

7;34.'0!KJ

%

@AKa]!,F234!0

(

R

7;34.'0!KJ

%

@AKa]!,F234!*

(

R

7;34.'0!KJ

%

@AKa]!,F234!)

&

3?'

R

7;34.'0!KJ

%

@AKa]!,F234!3?

'下图同

%!)'

R

7;34.'0!KJ

%

@AKa]!,F234!%

!

R

7;34.'0!KJ

%

@AKa]!,F234!0

!

R

7;34.'0!KJ

%

@AKa]!,F234!*

!

R

7;34.'0!KJ

%

@AKa]!,F234!)

&

3?'

R

7;34.'0!KJ

%

@AKa]!,F234!3?'CFD,BADB,WD8#T

图
#

!

干扰载体测序结果

N5

4

E#

!

F1,-,

Y

7,6056

4

/,-789-3:569,/:,/,60,Q,093/-

3?

和
%

(

)

依次为阴性和
)

个干扰质粒载体与高表达载体共转染
0/*

细胞处理

3?B-"%!)

!

$-9OI-

!

ID

R

ID,D-99FD0/*7D88,7#9IB-,SD79D"W

E

S#OI$-9DISDID-7DVD79#I,B-"9FD-D

6

B9$VD

R

8B,A$"VD79#I

ID,

R

D79$VD8

E

9#

6

D9FDIT$9FI

6

F((#VDI!DH

R

ID,,$#-VD79#I

图
!

!

实时荧光定量检测
-

E

FII

基因
J)*+

转录水平及干扰效率分析

N5

4

E!

!

F1,J)*+8,Q,83:-

E

FII

4

,6,.6@91,569,/:,/,60,,::505,60

C

@,9,09,@A

C

),.8P95J,2Z)

H

!

讨
!

论

Z

E

;((

是作为
C52,

%

M5!%2

信号通路中一个

关键接头分子!激发
3a!

)

X

构成炎症反应通路!在

传递炎症信号和增强炎症强度!引发肠道炎症介质

的释放中具有重要的作用*

/

+

'

Z'5#$BII#

等通过合

%..
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病毒包装共转染
0)F

后荧光显微镜拍照"

%&&n

#&

4

(

@'

加入浓缩病毒液量分别为
0n%&

c*

(

0n%&

c)

(

0n%&

c1

(

0n%&

c.

(

0n%&

c=

/

A5

c%

"

)&n

#

]'CFD

R

F#9##S8D-9$V$IO,

R

B7UB

6

DW

E

9FDS8O#ID,7D-7DA$7I#,7#

R

D0)F#OI,BS9DI7#9IB-,SD79$#-

"

%&&n

#&

4!@';$,!

R

#,D"ID,

R

D79$VD8

E

T$9F0n%&

c*

!

0n%&

c)

!

0n%&

c1

!

0n%&

c.

!

0n%&

c=

/

A5

c%

7#-7D-9IB9D"V$IO,

"

)&n

#

图
H

!

病毒包装及病毒滴度检测"

!%1

#

N5

4

EH

!

F1,8,695Q5/7-

>

.0O.

4

,.6@Q5/7-959,/9,-956

4

图
%

!

>

?,695PG

C

LIIP-1)*+

病毒颗粒侵染
T2<ZPa!

细胞
!%1

荧光效果"

%""̀

#

N5

4

E%

!

F1,:873/,-0,695J.

4

,3:T2<ZPa!0,8856:,09,@A

C>

?,695PG

C

LIIP-1)*+Q5/7-.:9,/!%137/-

"

%""̀

#

成
I

6

F((

基因
CM2

结构域的多肽模拟物!成功干

扰
Z

E

;((

的二聚体化作用*

%&

+

'肠道致病性大肠杆

菌主要通过释放内毒素"

5]<

#引起肠道疾病的发

生!

C52)

是识别
5]<

的主要受体*

%%

+

'

C52)

信号

通路主要通过
Z

E

;((

依赖和
Z

E

;((

非依赖途径

传导!对于
I

6

F((

基因的功能分析有助于解释致

病性大肠杆菌引起断奶仔猪腹泻和水肿病的分子机

制'

研究表明!

I

6

F((

基因缺陷小鼠表现出对
5]<

刺激的抗性!而野生型个体在注射
5]<

后大部分死

亡*

%0

+

'果蝇中
I

6

F((

的过表达能诱导抗菌肽的产

生!而在
I

6

F((

基因突变体中则相反*

%*

+

'有研究

表明
Z

E

;((

在
5]<

诱导的
<C4C*

磷酸化和

<̀ ?<*

表达过程中起到显著的调控作用!且发现

Z

E

;((

缺陷小鼠可以抵抗
5]<

所引起的食欲不

振*

%)

+

'另外!神经方面研究表明
Z

E

;((

缺陷会造

成小鼠认知和行为障碍*

%1

+

'

随着分子生物技术的发展!各种基因修饰技术

0..
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基因干扰重组慢病毒载体的构建(病毒包装及效果评价

图
$

!

>

?,695PG

C

LIIP-1)*+

病毒颗粒对
T2<ZPa!

细胞

-

E

FII

基因干扰效果

N5

4

E$

!

F1,569,/:,/,60,,::505,60

C

3:

>

?,695PG

C

LIIP-1)P

*+Q5/7-5615A5956

4

-

E

FII

4

,6,56T2<ZPa!0,88

应用于基因功能分析'其中!慢病毒载体法已成熟

用于转基因细胞(胚胎和动物个体的制备*

%.

+

'对于

I

6

F((

基因功能的研究方法主要依靠基因敲除技

术获得基因缺失型突变个体!分析其在信号通路中

作用'基因敲除后!依赖于
Z

E

;((

的信号通路被

中断!免疫信号传递过程发生改变!虽然能突出目的

基因的重要功能!但是不能分析
Z

E

;((

表达水平

差异所引起的免疫反应变化'而
234$

技术"

234

$-9DISDID-7D

#能在一定水平上沉默靶基因的表达!

为基因不同表达水平功能分析提供可能!杨浩等通

过构建
=>H

基因短发夹
234

慢病毒干扰载体感

染猪前体脂肪细胞!结果发现
=>H

基因表达的降

低能够促进猪前体脂肪细胞分化*

%=

+

&同样!程佳等

利用慢病毒介导
,F234

干扰猪
>?A)

基因!发现

>?A)

基因也起着抑制猪前体脂肪细胞成脂分化的

作用*

%(

+

'此外!

234$

技术还被用于抗病毒以及人

类疾病的治疗研究等 *

%/!0&

+

'周谦君等针对猪

I

6

F((

基因设计并人工合成双链
,$234

分子!成

功干扰猪外周血树突状细胞
I

6

F((

基因的表

达*

0%

+

!而人工合成
,$234

作用的局限在于不能实

现靶基因的长期稳定沉默!慢病毒载体介导的基因

整合则能实现外源
,F234

高效稳定表达!从而起

到稳定沉默靶基因的效果'本研究通过靶向

I

6

F((

基因设计并成功构建了
)

个干扰的
,F234

表达载体!通过共转染干扰效率筛选试验!发现
)

个

干扰载体均能对
I

6

F((

基因起到显著的干扰作

用!但针对不同靶点的序列表现出不同的沉默效率!

其中
%

号干扰载体沉默效率最高'同时!成功将其

包装成慢病毒!获得了较高滴度的慢病毒液'通过

侵染
M]@?!_0

细胞系!沉默效率接近
=&Y

!能成功

应用于稳定沉默
I

6

F((

基因小肠上皮细胞系的建

立和靶基因功能影响的测定'

鉴于
Z

E

;((

在
C52,

%

M5!%2

信号通路发挥的

重要作用!本研究成功构建包装了慢病毒介导的

I

6

F((

基因干扰载体!得到良好的侵染和干扰效

果!并成功获得
I

6

F((

基因稳定沉默的猪肠上皮

细胞!为
Z

E

;((

及
C52,

%

M5!%2

信号通路在猪肠

道病原微生物感染所引起的天然免疫分子作用机制

研究奠定了基础'
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