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具有明显抑制
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复制的功能!不仅可以从细胞模型水平阐明抑制
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复制的关键靶基因!也为
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感染引起宿主细胞的变化以及对机体的致病机制等研究提供资料&
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#是真核生物中的特异核苷酸序

列产生的基因沉默现象!被认为有抑制病毒复制的

功能!能够简单'高效地阻抑特定基因的表达&所以

利用
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技术研究
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抑制病毒增殖时!选择

病毒基因组保守区域是关键!众所周知!选择的干扰

靶序列越保守!抑制各血清型基因复制能力会越强&
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!作为催化活性的基元其保守性最

高&研究证实
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+针对
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较保守的
2

蛋

白选取
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序列!通过一步
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法制备
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表达盒!转染
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抑制
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增殖效果明显&宋德武

等*

%*

+针对猪繁殖与呼吸综合征病毒
4>6

基因设计

了
*

个
123$

!构建
,F123

表达质粒!瞬时转染
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细

胞中的复制&可以看出!第一!上述针对的都是结构

蛋白!结构蛋白是构成一个形态成熟的病毒颗粒所

必需的蛋白质(而非结构蛋白特别是参与病毒复制

或基因表达调控的酶!对病毒复制是必需的!只有在

这些酶系统的参与下!病毒才具备复制和增殖的功

能&第二!都停留在验证干扰效果阶段!仅仅筛选到

具有抑制
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复制效果的
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复制的细胞系&
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细胞!再将其包装成为成熟的缺陷型慢病毒颗

粒后感染至
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细胞中!将其整合到
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细胞基因组染色体上!建立靶向抑制
a11;b

复制的表达
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的阳性细胞株&该细胞株的建

立将有助于阐明抑制
a11;b

复制的关键靶基因!

对病原体感染宿主的功能性进行定位!为动物抗病

育种提供新思路&
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"人胚肾#细胞'

QB54!

%)6

细胞由中国农业科学院兰州兽医研究所病毒病

研究室保存&

#C!
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慢病毒介导
/-)*+

表达载体
D

M[

$

b$L/-)*+

的构建及其鉴定
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参照
IBWEDB

:

J1S9#-B,EPP@-R
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AEQ$Y

使用

说明!分 别将
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%

].
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和
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与
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?E,W

IBWEDB
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bE4W#5

载体于
06 i

进行
J1

重组反应!

%'6F

后加
%

*

J

蛋白酶
L

终止&依据
P-V$W5#

G

E-

公

司
K-E;F#W;WX9*

转化步骤!将
J1

重组后的产物

全量转化感受态细胞
;WX9*

!随机挑取单菌落!质粒

提取试剂盒小量提取质粒!首先
aS1

扩增鉴定!然

后将阳性质粒随机送生物公司测序!两种方法均鉴

定合适的质粒即为构建的阳性质粒!分别命名为
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%
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和
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$
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D

GL$

慢病毒

的包装

!!

以
6j%&

6 的浓度将包装细胞
0/*!̂ >

接种于
.

孔细胞培养板中&待细胞密度达到
.&̀

'

(&̀

时!

利用
J$

8

TE4W$#-0&&&

将
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].
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分别与已经优化的

b$5Ba#DE5

>Q

aB4UB

G
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G

Q$Y

包装混合物共同转染

0/*!̂ >

细胞!转染后
(

'

%&F

吸出培养液!加入
*

AJ

完全培养液!培养
)(

'

<0F

后!收集包装细胞的

培养液!用
&'00

*

A

的醋酸纤维素膜过滤&上清液

即为慢病毒样粒子!置超低温冰箱备用&

#C%

!

\;0/=929395

对
H012L#%'

细胞致死浓度的检测

将
QB54!%)6

细胞按一定比例接种于
0)

孔细胞

板!

)(F

后!将
X9B,W$4$"$-

杀稻瘟菌素用细胞完全培

养基从
&'6

'

%&

*

G

1

AJ

e%依次递增稀释!用稀释后

的含杀稻瘟菌素培养基按梯度给
0)

孔细胞培养板

换液!置
*<iSK

0

培养箱!连续培养
0

周!期间可以

更换抗性溶液!

0

周后
QB54!%)6

细胞全部死亡对应

X9B,W$4$"$-

的最低浓度为
QB54!%)6

致死剂量&

#C'

!

转基因阳性细胞克隆的筛选

选取生长良好的
QB54!%)6

细胞!分别加入收获

的
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和
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慢病毒上清!置
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!

6&AJ

1

J

e%

SK

0

温箱孵育!期间每
*&A$-

摇
%

次培养瓶!持续吸附
0

F

!同时设阴性对照&吸弃感染液!加入上述已确定

致死
QB54!%)6

细胞死亡最低
X9B,W$4$"$-

浓度的

?Q@Q

完全营养液!期间继续更换抗性营养液!大

约
0

周后!细胞瓶内出现细胞克隆岛!扩大培养后!

继续抗性筛选!直至找到干扰效率较高的阳性克隆!
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期 吴锦艳等$慢病毒介导稳定表达抑制
a11;b

复制的
,F123

细胞系的建立

然后扩大培养并且传代建立稳定细胞系!将本研究

建立的稳定细胞系分别命名为
QB54
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'

QB54

%
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8

/!.

及
QB54

%
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].!SK2

&

#C$

!

稳定整合鉴定

为了鉴定
,F123

载体是否稳定整合入
QB54!

%)6

细胞基因组!取抗性筛选后扩大培养的细胞各
%

瓶"

06A

0

#!弃培养液!

%AJ

胰酶消化后!弃掉!轻拍

细胞瓶!

% AJa[;

收集整合后
QB54!%)6

!

)&&&

5

1

A$-

e%

!离心
6A$-

!细胞用
)&&

*

Ja[;

重悬!方

法参照试剂盒说明书!用基因组
?23

提取试剂盒

提 取
QB54

%
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8

/!)

'

QB54

%

8

].
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8

/!.

及

QB54

%
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].!SK2

细胞基因组
?23

!分别用上游引

物
].

启动子'下游引物慢病毒载体
b6

进行
aS1

扩增&

#C&

!

整合基因组
H012L#%'

细胞表达
/-)*+

抑制

I))KP

复制的验证

%'<'%

!

病毒接种转基因阳性细胞检测病毒感染情

况
!!

扩大培养
QB54
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'

QB54

%
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2,

8

/!.

及
QB54

%
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].!SK2

转基因细胞株!至细胞

铺满度达到
(6̀

以上!一般细胞分种后培养
)(F

就

可达到要求&三种转基因细胞!每种做
*

个平行组!

首先用维持液清洗细胞面两次!一方面可以去除代

谢产物!另一方面除去血清影响&然后每个细胞瓶

接种
0AJ QB54!%)6

细胞适应病毒*

%.

+

!其毒价为

%&

e)'0/

>SP?

6&

!感作
%F

后换用正常维持液&第一

组分别在
%0

'

0)

'

)(

及
<0F

收集病毒!冻融后测定

细胞毒价并观察细胞病变效应(第二组待
*.F

做间

接免疫荧光试验(第三组分别于
0)

'

)(

和
<0F

收病

毒!冻融后做
1EB9!W$AE1>!aS1

验证&

%'<'0

!

>SP?

6&

测定转基因阳性细胞的抗病毒效果

!!

分别取第一组制备好的病毒材料按照
%&&

*

J

病毒加
/&&

*

J

维持液依次倍比稀释!使成
%&

e%

'

%&

e%&

&选择生长良好的
QB54!%)6

细胞接种于
/.

孔培养板!

)(F

后!弃营养液!每孔加入倍比稀释的

病毒液
%&&

*

J

!每个滴度做
(

个重复&第
%%

和
%0

列每孔加入
%&&

*

J

维持液!作为阴性对照!然后将

/.

孔培养板置
*<i

含
6̀

的
SK

0

培养箱!每天观

察记录病变情况!并用
1EE"!QOE-4F

公式计算

>SP?

6&

&

%'<'*

!

间接免疫荧光验证转基因阳性细胞表达

,F123

抑制
a11;b

复制情况
!!

对第二组转基

因阳性
QB54!%)6

细胞接毒培养
*.F

后!弃去培养

液!按照常规方法以
&'6A#9

1

J

e%

!

8

H<'.

的
a[;

缓冲液洗涤细胞
0

次!加入预冷的丙酮!置
e0&i

冰箱固定
*&A$-

!

a[;

洗涤细胞
)

'

6

次!吸水纸吸

干!稀释液稀释
a11;b

阳性血清!按照一定浓度加

入一抗!置湿盒中!

*<i

作用
%F

!吸干!用
a[;

洗

涤单层细胞
)

'

6

次!吸水纸吸干!每孔加入已稀释

P̂>S

标记抗猪的二抗
P

G

I

!再孵育
%F

!吸弃液体!

a[;

洗涤!吸干后滴加
6&̀

甘油!观察结果&

%'<')

!

1EB9!W$AE1>!aS1

验证整合
QB54!%)6

细

胞对
)/

M

/

基因干扰效果
!!

针对
)/

M

/

基因设计并

合成探针法检测引物以及探针引物!同时合成
%

D$"D

#()

管家基因的引物&分别稀释成
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*

A#9

1

J

e%

!

收集第三组已经准备材料的各个时间段细胞!反复

冻融后!各取
)&&

*

J

!

>5$R#9

法分别提取其
123

!

2?0&&&

测定其浓度!稀释使所有
123

保持在一个

浓度下!每个样品
*

*

J

!引物
%

*

J

!按照
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W
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1>!aS1L$W

说明书配比!同步扩增
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M

/

和
%
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基因!每个样重复
*

次&然后!用比

较阈值法分析不同样品中
a11;b

的相对拷贝数&

!

!

结
!

果
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慢病毒介导
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构建质粒的重组鉴定
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经
J1

重组'

aS1

及测序鉴定!

证实!构建的入门载体和慢病毒载体
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已正确重组!初步证明
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重组质粒已经成功构建&
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H012L#%'

细胞抗性筛选浓度的确定

杀稻瘟菌素按一定比例稀释后!配成含抗性

?Q@Q

完全培养基!给
0)

孔正常
QB54!%)6

细胞换

液!连续观察!孔内
QB54!%)6

细胞会逐渐出现死亡

现象!

0

周后发现!最低质量浓度为
*'*

*

G

1

AJ

e%

杀稻瘟菌素孔细胞全部死亡!故将其作为转基因

QB54!%)6

细胞筛选浓度&

!CF

!

H012L#%'

细胞整合基因组阳性细胞的获得

慢病毒上清感染正常
QB54!%)6

细胞后!经适合

浓度
X9B,W$4$"$-

筛选!得到了细胞克隆!经过连续传

代和筛选!出现了
X9B,W$4$"$-

抗性的阳性克隆!细胞

扩大培养后如图
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中
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@

所示&与正常
QB54!%)6

细胞相比!整合后的细胞其形态眼观上有所改变&
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细胞基因组整合鉴定
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细胞基因组经
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启动子和慢病

毒载体
b6

引物
aS1

鉴定后!从图
0

可以看出!本研
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分别为整合基因组后
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分别为整合基因组后发生
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感染转基因前%后及发生病变的
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细胞

A9

B

C#

!

*61E0;H012L#%'

&

95=.

B
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相对分子质量标准 (
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空白对照

%'QB54

%

8

].

%

2,

8

/!)

(

0'QB54

%

8

].

%

2,

8

/!.

(
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细胞基因组整合后
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鉴定
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究构建的慢病毒携带干扰序列已经成功整合在

QB54!%)6

细胞基因组上&
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转基因阳性细胞接种
I))KP

后致细胞病变效
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及正常
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细胞接毒后第
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天!对照
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及正常
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部分细胞聚集变
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也有部分

细胞变圆!但变化程度比较轻微&第
)

天时对照病变

明显!转基因细胞病变情况类似对照第
*

天!第
6

天

时接近对照第
)

天!可见!转基因细胞表达
,F123

且

出现明显抑制
a11;b

复制现象"见图
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中
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间接免疫荧光试验验证转基因阳性细胞表达的
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及正常
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细胞接种
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的
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!同时设不接毒的细胞为阴性对照!

*.F

后!荧光显示如图
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细胞间接免疫后产生荧光比稳定整合的
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两 株 细 胞 表 达 的
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有 效 抑 制 了
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的复制和表达&
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转基因阳性细胞抗病毒结果
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及正常
QB54!%)6

细胞

接毒后!第
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天收毒!置
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反复冻融
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次!倍比

稀释!测定
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等不同时间的
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和

QB54

%

8

].

%

2;a/!.

组
>SP?

6&

值明显低于
QB54

%

8

].!SK2

及正常
QB54!%)6

对照组&说明转基因

阳性细胞表达的
,F123

具有抑制
a11;b

复制的

能力!这一结果进一步印证了-

0'6

和
0'.

.中直接观

察到的细胞病变效应结果"图
)

#&

!C(

!

).0;L=9E.),LI8)

验证整合
H012L#%'

细胞

表达
/-)*+

对
5.

?

G

基因干扰效果

!!

QB54

%

8

].

%

2,

8

/!)

'

QB54

%

8

].

%

2,

8

/!.

'

QB54

%

8

].!SK2

及正常
QB54!%)6

细胞!提取其
123

!

2?0&&&

测定质量浓度为
0&&-

G

1

*

J

e%

!如果模板

浓度太高会影响扩增曲线!故每个样品稀释为
%&&

-

G

1

*

J

e%

!在完全一致的
aS1

条件下!于同一块板

上同时扩增
)/

M

/

基因和
%

D$"#()

基因(用比较阈值

法分析不同样品中
a11;b

的相对拷贝数*

%<

+

&从

转录水平验证转基因细胞表达的
,F123

对
)/

M

/

基因干扰效果&由图
6

可知!与
QB54

%

8

].!SK2

和

)(00
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期 吴锦艳等$慢病毒介导稳定表达抑制
a11;b

复制的
,F123

细胞系的建立

B'

正常
QB54!%)6

细胞(

X'QB54

%

8

].

%

!SK2

细胞(

4'

空白对照(

"'QB54

%

8

].

%

2,

8

/!)

细胞(

E'QB54

%

8

].

%

2,

8

/!.

细胞

B'P-TE4WE"-#5AB9QB54!%)6

(

X'QB54

%

8

].

%

!SK2

(

4'S#-W5#9

(

"'QB54

%

8

].

%

2,

8

/!)

(

E'QB54

%

8

].

%

2,

8

/!.

图
F

!

转基因阳性细胞表达的
/-)*+

抑制
I))KP

复制的间接免疫荧光验证

A9

B

CF

!

,64.197

?

I))KP1.

D

;920=96595-9<9=96567/-)*+.Y

D

1.//.3<

?

=105/

B

.592

D

6/9=94.2.;;/=-16:

B

-OA+

图
%

!

接毒后转基因阳性
H012L#%'

细胞不同时间
,8OJ

'"

比较

A9

B

C%

!

86E

D

019/6567=105/

B

.592H012L#%'2.;;/c,8OJ

'"

D

6/=L957.2=9650=3977.1.5==9E.

图
'

!

).0;L=9E.),LI8)

检测转基因阳性细胞表达的

/-)*+

对
I))KP

复制的抑制效果

A9

B

C'

!

J.=.2=96567/:

DD

1.//96567I))KP1.

D

;920=96567

/-)*+ .Y

D

1.//.3 <

?

=105/

B

.592

D

6/9=94. 2.;;/

=-16:

B

-1.0;L=9E.),LI8)

正 常 细 胞
QB54!%)6

相 比!

QB54

%

8

].

%

2,

8

/!)

'

QB54

%

8

].

%

2,

8

/!.

病毒计算拷贝数在
&'&6(

以下!

对
)/

M

/

基因干扰效率达到
/&'&6̀

以上!说明
0

个

干扰组都表现出很强的抑制病毒感染的效果&

F

!

讨
!

论

本研究通过多种方法及多步骤验证!不仅筛选

到具有抑制
a11;b

复制能力的两株
,F123

!而且

成功构建了能够稳定表达
,F123

的两株
QB54!%)6

细胞 系!将 其 命 名 为
QB54

%

8

].

%

2,

8

/!)

'

QB54

%

8

].

%

2,

8

/!.

&同时!为便于验证!构建了一株表达

随机序列的
QB54

%

8

].

%

2,

8

/!SK2

细胞系&该细

胞系经过
aS1

'间接免疫荧光'

>SP?

6&

"组织细胞半

数感染量#及
1EB9!W$AE1>!aS1

等试验验证后!发

现!

a11;b

对
QB54

%

8

].

%

2,

8

/!SK2

和正常
QB54!

%)6

两者的易感性没有差异(相反!整合在
QB54!%)6

细胞上的干扰序列对应两株细胞系由于稳定表达靶

向抑制
a11;b

复制的
,F123

!而具有干扰
)/

M

/

基因表达的效果!由此说明整合在细胞上的干扰序

列获得表达!从图
%

'

6

中也可以看出干扰
a11;b

增殖效果显著&

值得注意的是!建立的
QB54

%

8

].

%

2,

8

/!)

'

QB54

%

8

].

%

2,

8

/!.

细胞系虽然实验室验证能够持

续产生干扰效果!但体内抑制病毒的效率还需要大

量试验&另外!

,$123

研究证实!载体介导
,F123

6(00
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在抑制病毒核酸复制的同时使病毒产生对
123$

的

耐受性!一方面源于体内本身就存在
,$123

!病毒

粒子会对此产生适应性耐受(另一方面由于转染

,$123

的压力以及外源的导入使得病毒粒子选择

优势得到进化!为了避免病毒对
123

干扰产生免

疫耐受!设计时尽可能选择多对针对多个靶点的

,$123

!事实上!以前的研究也证实了这点!并且得

到了重视!再者!并非所有干扰片段都能对病毒复制

产生较好的抑制效果!所以本研究最初设计了
.

对

针对
)/

M

/

基因的
,F123

!多种方法筛选!验证后!

最终才筛选到
0

对有意义序列&值得关注的最后一

点!虽然
,$123

片段比较短!仅仅
0%

'

0*X

8

!但是!

研究证实
,$123

也许会通过调节干扰素
P̂ 2

而引

起非特异免疫反应*

%(

+

!因此!如果用此做转基因动

物!

,$123

引起的副反应'注射靶点以及如何注射

等都值得我们深虑&

外源基因进入细胞通常需要-运载工具.!即载

体!目前常用的载体有慢病毒载体'逆转录病毒载

体'腺病毒载体等!各种病毒载体各具其优缺点&郑

海学等利用逆转录病毒载体系统将
><123

聚合

酶基因稳定整合在
P[!1;!0

细胞!建立稳定表达
><

123

聚 合 酶
P[1;!0

细 胞 系 从 而 体 内 拯 救

;b?b

*

%/

+

&田宏应用逆转录病毒载体系统研制猪

水疱病和猪瘟基因工程亚单位疫苗*

0&

+

!免疫动物后

抗体效价达
%k(

以上&本研究选用慢病毒载体

"

9E-W$V$5B9VE4W#5

#!其属于逆转录病毒科!是一种来

源于逆转录病毒的载体&与逆转录病毒载体相比!

虽然都是去除基因组中部分基因!并插入所需的目

的基因和标记物构建而成!但慢病毒系统转染效率

更高!因为慢病毒不但可感染分裂期细胞!而且还可

以感染非分裂期细胞!并可容纳较大的基因片

段*

0%

+

&而其他载体"如非病毒载体'腺病毒载体'腺

相关病毒载体#不具备整合到靶细胞染色体的特性!

或者只能整合到分裂细胞的染色体&另外!研究证

实自身失活慢病毒载体的安全性比逆转录病毒载体

更高*

00

+

&目前慢病毒载体系统应用于
123$

研究

已有许多成功的例子&有学者应用慢病毒介导

123$

技术!设计合成针对
830/#&'()

基因的
,$1!

23

!研究
8A;

基因对肾癌
<(.!K

细胞的作用!发

现具有抑制作用!并建立了
8A;

基因稳定干扰的人

肾癌
<(.!K

细胞系*

0*

+

&研究
,F123

沉默
H?3S%

表达对食管癌细胞
@S%&/

细胞的生长特性后证实!

慢病毒介导的干扰序列能有效抑制
@S%&/

中的

H?3S%

的表达!不仅如此!还能抑制细胞的增殖分

裂*

0)

+

&另外!以前关于
123$

的研究大部分建立在

瞬时转染基础上!只是对某个靶点的瞬时验证!仍停

留在基因水平!没有形成有形的东西&王晓红等研

究发现
Ia6

"

()!%%/的表达能够抑制
a11;b

的复制!

建立了稳定表达缺失
()!%%/

氨基酸残基"第二个胞

外区#的截短型
Ia6

的
QB54!%)6

细胞系*

06

+

&受此

启发!本研究在前人研究基础上选用慢病毒表达系

统及包装细胞系
0/*!̂ >

!将具有干扰效果
,F123

整合在
QB54!%)6

细胞基因组染色体上!并建立稳定

表达
,F123

的
QB54!%)6

细胞系!为下一步转基因

动物的研究提供理论及物质基础&

参考文献"

).7.1.52./

#!

*

%

+

!

吴
!

娟!王潇博!黄志强!等
'

抗猪呼吸与生殖综合征

病毒
2,

8

/

蛋白单克隆抗体的制备及初步鉴定*

C

+

'

中

国生物制品学杂志!

0&%0

!

06

"

/

#$

%%(&!%%()'

!

M]C

!

M32IN[

!

H]32I=_

!

EWB9'a5E

8

B5BW$#-

B-"

8

5E9$A$-B5

:

$"E-W$T$4BW$#-#TA#-#49#-B9B-W$X#"!

$E,B

G

B$-,W2,

8

/

8

5#WE$-#T

8

#54$-E5E

8

5#"O4W$VEB-"5E!

,

8

$5BW#5

:

,

:

-"5#AEV$5O,

*

C

+

'SF$-E,EJ+0')$3+

1

6(+D

3+

7

("$3/

!

0&%0

!

06

"

/

#$

%%(&!%%()'

"

$-SF$-E,E

#

*

0

+

!

IK1[3J@2\33@

!

LKK2P2@b

!

?K2SH@2!

LK3 a

!

EWB9'S#5#-BV$5O,

G

E-#AE

$

8

5E"$4W$#-#T

8

OWBW$VETO-4W$#-B9"#AB$-,$- WFE -#-!,W5O4WO5B9

8

#9

:8

5#WE$- X

:

4#A

8

B5BW$VE BA$-# B4$" ,E

Z

OE-4E

B-B9

:

,$,

*

C

+

'E0"3&("!"(5/B&/

!

%/(/

!

%<

"

%0

#$

)()<!

)(.%'

*

*

+

!

=H3K Q

!

2P2I =

!

M32I H

!

EWB9';E

Z

OE-4E

B-B9

:

,$,#T2;a/

G

E-E#T06a11;b,W5B$-,T5#A

IOB-

G

"#-

G8

5#V$-4E

!

,OXW5#

8

$4B9,#OWFE5-SF$-B

*

C

+

'

%('0/4&)&/

!

0&%*

!

).

"

%

#$

((!/.'

*

)

+

!

LMK2[

!

32;31PPH

!

a3>>23PL3L

!

EWB9'

P"E-W$T$4BW$#-#TV$5O9E-4E"EWE5A$-B-W,#T

8

#54$-E5E!

8

5#"O4W$VEB-"5E,

8

$5BW#5

:

,

:

-"5#AEV$5O,WF5#O

G

F

4#-,W5O4W$#-#T4F$AE5$449#-E,

*

C

+

'%('+3+

7:

!

0&&(

!

*(&

"

0

#$

*<%!*<('

*

6

+

!

JP\

!

=HK]J

!

=H32IC

!

EWB9'2,

8

/B-"2,

8

%&

4#-W5$XOWEW#WFETBWB9V$5O9E-4E#TF$

G

F9

:8

BWF#

G

E-$4

8

#54$-E5E

8

5#"O4W$VEB-"5E,

8

$5BW#5

:

,

:

-"5#AEV$5O,

EAE5

G

$-

G

$-SF$-B

*

C

+

'>A+->$#,+

7

!

0&%)

!

%&

"

<

#$

E%&&)0%.'

*

.

+

!

=HK] \

!

=H@2I H

!

I3K ^

!

EWB9'QOWBW$#-B9

B-B9

:

,$,#TWFE;?? ,E

Z

OE-4E A#W$T#TB a11;b

123!"E

8

E-"E-W123

8

#9

:

AE5B,E

*

C

+

'-"(8,()$

A(

1

&-"(

!

0&%%

!

6)

"

/

#$

(<&!(</'

*

<

+

!

JPC

!

I]K?

!

H]32IJ

!

EWB9'>FE$-WE5B4W$#-XE!

WDEE-F#,W3--EY$-30B-"V$5B92,

8

/$,XE-ET$4$B9

.(00



!

%%

期 吴锦艳等$慢病毒介导稳定表达抑制
a11;b

复制的
,F123

细胞系的建立

T#55E

8

9$4BW$#-#T

8

#54$-E5E

8

5#"O4W$VEB-"5E,

8

$5BW#5

:

,

:

-"5#AEV$5O,

*

C

+

'%('0/B&/

!

0&%)

!

%(/

$

%&.!%%*'

*

(

+

!

?K2IC

!

=H32I2

!

I@N

!

EWB9'>FE$-WE5B4W$#-

#T-#-,W5O4WO5B9

8

5#WE$-/D$WF5EW$-#X9B,W#AB

8

5#WE$-

XE-ET$W,WFE5E

8

9$4BW$#-#T

G

E-#W

:8

E0

8

#54$-E5E

8

5#!

"O4W$VEB-"5E,

8

$5BW#5

:

,

:

-"5#AEV$5O,()<(#'+

*

C

+

'

%('+3+

7:

!

0&%)

!

).)!).6

$

)*0!))&'

*

/

+

!

=H3KQ

!

2P2I=

!

M32IH

!

EWB9';E

Z

OE-4EB-B9!

:

,$,#T2;a/

G

E-E#T06a11;b,W5B$-,T5#AIOB-

G

!

"#-

G8

5#V$-4E

!

,OXW5#

8

$4B9,#OWFE5-SF$-B

*

C

+

'%('0/

4&)&/

!

0&%*

!

).

"

%

#$

((!/.'

*

%&

+

!

赵双成
'a11;b 2,

8

0

'

2,

8

/

与 宿 主 细 胞 蛋 白

??N*N

'

??N6

相互作用的分子机制*

?

+

'

北京$中国

农业大学!

0&%6'

!

=H3K;S'Q#9E4O9B5AE4FB-$,A,#TWFE$-WE5B4W$#-,#T

a11;b2,

8

0D$WF??N*NB-"2,

8

/D$WF??N6'

*

?

+

'

[E$

+

$-

G

$

SF$-B3

G

5$4O9WO5B9]-$VE5,$W

:

!

0&%6'

"

$-SF$-E,E

#

*

%%

+

!

曹素芳!李
!

明!王
!

岩!等
'

靶向
a11;b

核衣壳蛋

白
E

基因的
,$123

表达载体的构建及鉴定*

C

+

'

安徽

农业科学!

0&&/

!

*<

"

0(

#$

%*)/&!%*)/%

!

%*6%('

!

S3K;^

!

JPQ

!

M32I\

!

EWB9'S#-,W5O4W$#-B-"

$"E-W$T$4BW$#-#T,$123 EY

8

5E,,$#-VE4W#5WB5

G

EW$-

G

-O49E#4B

8

,$"

8

5#WE$-E

G

E-E#Ta11;b

*

C

+

'J+0')$3

+

1

!),0( !

7

'("03#0'$3 -"(&)"&/

!

0&&/

!

*<

"

0(

#$

%*)/&!%*)/%

!

%*6%('

"

$-SF$-E,E

#

*

%0

+

!

贺云霞
'

应用
123$

技术抑制猪繁殖与呼吸综合征病

毒复制的研究 *

?

+

'

哈尔滨$中国农业科学院哈尔滨

兽医研究所!

0&&.'

!

H@\N'P-F$X$W$#-#T

8

#54$-E5E

8

5#"O4W$VEB-"5E!

,

8

$5BW#5

:

,

:

-"5#AEV$5O,5E

8

9$4BW$#-X

:

123$-WE5TE5!

E-4EWE4F-#9#

G:

*

?

+

'HB5X$-

$

HB5X$-bEWE5$-B5

:

1E!

,EB54FP-,W$WOWE

!

S33;

!

0&&.'

"

$-SF$-E,E

#

*

%*

+

!

宋德武!袁
!

洁!李
!

鑫!等
'

靶向
4>6

基因脱氧核

酶抑制
a11;b

在
Q31S!%)6

细胞中的复制*

C

+

'

中

国兽医学报!

0&%%

!

*%

"

%0

#$

%./6!%<&%'

!

;K2I ? M

!

\]32C

!

JPN

!

EWB9'P-F$X$W$#-#T

a11;b5E

8

9$4BW$#-X

:

?23R

:

AE,WB5

G

EWE"W#ABW5$Y!

8

5#WE$-4>6

G

E-E$- Q31S!%)64E99,

*

C

+

'8,()&/&

J+0')$3+

1

%&#&'()$'

:

-"(&)"&

!

0&%%

!

*%

"

%0

#$

%./6!

%<&%'

"

$-SF$-E,E

#

*

%)

+

!

刘湘涛!吴锦艳!田
!

宏!等
'

一种用于抑制猪繁殖与

呼吸综合征病毒复制的
123$

及其制备方法$中国!

=J0&%0%&%(&)&%'&

*

a

+

'0&%)!&<!&0'

!

JP]N>

!

M]C\

!

>P32H

!

EWB9'3U$-"#T123$B-"

8

5E

8

B5BW$#-AEWF#"W#$-F$X$Wa11;b5E

8

9$4BW$#-

$

SF$-B

!

=J0&%0%&%(&)&%'&

*

a

+

'0&%)!&<!&0'

"

$-SF$-E,E

#

*

%6

+

!

刘湘涛!吴锦艳!田
!

宏!等
'

一种用于抑制猪繁殖与

呼吸综合征病毒复制的
%&%&,F123

及其制备方法$

中国!

=J0&%*%&<60*6%'*

*

a

+

'0&%6!/!0*'

!

JP] N >

!

M] C \

!

>P32 H

!

EWB9'3 U$-"

#T%&%&,F123 B-"

8

5E

8

B5BW$#- AEWF#" W# $-F$X$W

a11;b5E

8

9$4BW$#-

$

SF$-B

!

=J0&%*%&<60*6%'*

*

a

+

'

0&%6!/!0*'

"

$-SF$-E,E

#

*

%.

+

!

吴锦艳!田
!

宏!尚佑军!等
'

猪生殖与呼吸综合征病

毒
H2

%

N>

%

&<

株的分离鉴定及其
2,

8

0

基因的特性

分析*

C

+

'

中国兽医科学!

0&&(

!

*(

"

%0

#$

%&**!%&*<'

!

M]C\

!

>P32H

!

;H32I\C

!

EWB9'P,#9BW$#-B-"

2,

8

0

G

E-EW$44FB5B4WE5$RBW$#-#T#-E,W5B$-H2

%

N>

%

&<#T

8

#54$-E5E

8

5#"O4W$VEB-"5E,

8

$5BW#5

:

,

:

-"5#AE

V$5O,

*

C

+

'8,()&/&%&#&'()$'

:

-"(&)"&

!

0&&(

!

*(

"

%0

#$

%&**!%&*<'

"

$-SF$-E,E

#

*

%<

+

!

JPb3LLC

!

;SHQP>>I@2>?'3-B9

:

,$,#T5E9B!

W$VE

G

E-EEY

8

5E,,$#-"BWBO,$-

G

5EB9!W$AE

Z

OB-W$WBW$VE

aS1B-"WFE0

e

--

S>

AEWF#"

*

C

+

'L&#,+5/

!

0&&%

!

06

"

)

#$

)&0!)&('

*

%(

+

!

;J@?=S3

!

HKJLKQ

!

?@b@@1QC

!

EWB9'34!

W$VBW$#-#TWFE$-WE5TE5#-,

:

,WEAX

:

,F#5W!$-WE5TE5$-

G

123,

*

C

+

'E$#8&336(+3

!

0&&*

!

6

"

/

#$

(*)!(*/'

*

%/

+

!

\322

!

SH@2=C'P-W5$-,$4B-W$V$5B9$AAO-$W

:

*

C

+

'

E$#.220)+3

!

0&%0

!

%*

"

*

#$

0%)!000'

*

0&

+

!

3J[P23@

!

aP1PK]J

!

H]>@>@

!

EWB9'PAAO-E

5E,

8

#-,E,$-

8

$

G

,$-TE4WE"D$WF

8

#54$-E5E

8

5#"O4W$VE

B-"5E,

8

$5BW#5

:

,

:

-"5#AEV$5O,

"

a11;b

#*

C

+

'%&#

.220)+3.220)+

M

$#,+3

!

%//(

!

.%

"

%

#$

)/!..'

*

0%

+

!

3J[P23@

!

S3113>S

!

SH31J@\['P-WE5TE5#-!

B9

8

FB5E,

8

#-,EW#,D$-EB5WE5$V$5O,

"

a#3b

#!

WFE

8

#5!

4$-E5E

8

5#"O4W$VEB-"5E,

8

$5BW#5

:

,

:

-"5#AEV$5O,

*

C

+

'

J.)#&'

1

&'+)8

:

#+T()&B&/

!

%//(

!

%(

"

<

#$

)(6!)/&'

*

00

+

!

Kb@1@2?S

!

QP>SH@JJ 1

!

H@ ?

!

EWB9'1E!

4#AX$-B-W,D$-EXEWB$-WE5TE5#-

8

5#WE4W,,D$-EB9VE#!

9B5AB45#

8

FB

G

E,B-"Q31S!%)64E99,T5#A$-TE4W$#-

D$WFa#54$-E5E

8

5#"O4W$VEB-"5E,

8

$5BW#5

:

,

:

-"5#AE

V$5O,

*

C

+

'J4&)%('+3

!

0&&<

!

((

"

aW*

#$

/06!/*%'

*

0*

+

!

H]32IS

!

=H32I _

!

@̂2I M H'1E

G

O9BW$#-

B-"EVB,$#-#TB-W$V$5B9$AAO-E5E,

8

#-,E,X

:8

#54$-E

5E

8

5#"O4W$VEB-"5E,

8

$5BW#5

:

,

:

-"5#AEV$5O,

*

C

+

'%(D

'0/B&/

!

0&%6

!

0&0

$

%&%!%%%'

*

0)

+

!

JP@

!

;]22

!

=H3KCN

!

EWB9'.)<(#'+EVB9OBW$#-

#TB-W$V$5B9B4W$V$W

:

#TWEB,EE",B

8

#-$-,B

G

B$-,W

8

#5!

4$-E5E

8

5#"O4W$VEB-"5E,

8

$5BW#5

:

,

:

-"5#AEV$5O,

*

C

+

'

!)#(<('9,&'

!

0&%6

!

0&

"

<

#$

<)*!<60'

*

06

+

!

王晓红!宋林林!李亮亮!等
'Ia6

-

()!%%/稳定表达对猪

繁殖与呼吸综合征病毒复制的影响*

C

+

'

畜牧兽医学

报!

0&%.

!

)<

"

0

#$

*%6!*0)'

!

M32INH

!

;K2IJJ

!

JPJJ

!

EWB9'>FEETTE4W

#TIa6

-

()!%%/

,WBX9EEY

8

5E,,$#-#-WFE5E

8

9$4BW$#-

8

#5!

4$-E5E

8

5#"O4W$VEB-"5E,

8

$5BW#5

:

,

:

-"5#AEV$5O,

*

C

+

'

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

!

0&%.

!

)<

"

0

#$

*%6!*0)'

"

$-SF$-E,E

#

"编辑
!

白永平#

<(00




