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要"为初步研究猪
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的免疫学功能!以猪颌下淋巴结
AXF4

为模板扩增
PNB@%%

基因
AXF4

并对该基

因进行了蛋白质结构预测和组织表达谱分析!将该基因与
8$

??U

L=A

载体相连获得真核表达载体
8L!6\7Y%%

!之后

转染
8̀ %2

细胞获得稳定表达细胞系'用猪伪狂犬病毒"

8\]

#刺激过表达
PNB@%%8̀ %2

细胞和对照组细胞后!

于不同时间收获细胞上清!比较两组细胞上清中病毒滴度变化'结果表明!猪
PNB@%%

的
K\b

长度为
%)&1C

J

!

编码
).(

个氨基酸!该氨基酸序列含有
*

个
6\7Y

家族保守的结构域'组织表达谱分析显示!猪
PNB@%%

在脂肪

组织&肺的表达量较高!而在心&回肠&十二指肠&直肠中的转录量较低'成功克隆了猪
PNB@%%AXF4

序列并构建

了真核转录载体
8L!6\7Y%%
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O
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检测结果表明
PNB@%%

在
8̀ %2

细胞系中成功表达'检测感染
8\]

后过

表达
6\7Y%%8̀ %2

细胞和对照组细胞上清液病毒的
657X

2&

发现过表达
6\7Y%%

组的病毒滴度始终高于对照组'

过表达
6\7Y%%

有一定的促进
8\]

增殖的作用!为进一步研究猪
6\7Y%%

在天然免疫中的作用奠定了基础'
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三基序结合蛋白"

6\7Y

#家族在人上已发现超过

1&

个家族成员'所有的
6\7Y

蛋白都含有一个由锌

指结构&

%

或
0

个
L!C#V

&

%

个卷曲螺旋"

\L55

#组成的

F

端三结构域*

%

+

'

6\7Y

蛋白功能多种多样!除了参

与细胞增殖&分化&发育&形态发生和细胞凋亡!也在

免疫相关信号通路和抗病毒免疫反应中发挥重要作

用*

0

+

'

6\7Y%%

"含有
).(

个氨基酸残基#是一种典型

的
\L55

蛋白且形成寡聚物!在细胞质与细胞核中都

存在*

*

+

'近年来有研究表明!

6\7Y%%

可以与
6L̀ %

含有接头蛋白的复合体结合!抑制
\7G!

'

介导的
7bF!

)

产生的信号通路!降低
'

型疱疹病毒感染中
7bF

的

产生量!负调控抗病毒免疫反应*
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猪伪狂犬病毒"
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#也称

为奥叶基氏病毒或猪
'

型疱疹病毒!是疱疹病毒科

中疱疹病毒甲亚科的一员!其基因组是一个双链线

性
XF4

分子*

2

+

'主要感染猪和其他家畜!在偶然

情况下也会感染野生动物*

.

+

'猜测猪
PNB@%%

基

因在病毒感染细胞过程中也可能起到负调控抗病毒

免疫反应作用'作者选择猪的
PNB@%%

基因作为

研究对象!对其进行克隆!并构建真核表达质粒
8L!

6\7Y%%

!之后转染
8̀ %2

细胞!构建稳定表达猪

PNB@%%

基因的
8̀ %2

细胞系'通过
8\]

感染过

表达细胞系!对
PNB@%%

基因对
8\]

增殖的作用

进行了初步研究'
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材料与方法
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!

细胞和病毒

猪伪狂犬病毒"

8\],RS=$-L=SRB= %̀.

#!猪肾

传代细胞
8̀ %2

细胞!非洲绿猴肾细胞
]DS#

细胞均

由本实验室保存'

#E!

!

主要试剂

猪颌下淋巴结&睾丸&肺等组织提取
\F4

反转

录的
AXF4

!大肠杆菌"

K=",&'(",($"+(6

#感受态

6#

J

%&

由本实验室保存(氨苄青霉素&嘌呤霉素为美

国
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公司产品(
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U

酶&反转录试剂盒
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公司产品(
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+热启动超保真
XF4

聚合酶&限制性内切酶

3,&

'

&

-4$

'

&

P)XF4

连接酶为
F;L

公司产品(

质粒中提试剂盒为
j74G;F

公司产品(转染试剂

6@SC#NDAR

为
6BDS<#

公司产品'

#EF

!

引物设计

参照
GD-L=-Q

中的猪源
PNB@%%

"序列号$

G455&%&&&%%.'%

#基因序列!设计了包含
3,&

'

和

-4$

'

酶切位点的扩增引物!以及用于
j!85\

定量

的特异引物'引物均由生物工程"上海#股份有限公

司合成"表
%

#'

表
#

!

扩增
4:32##

和参照基因引物
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!
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基因克隆及其促进猪伪狂犬病毒在体外增殖的研究
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!

猪
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基因序列和系统进化分析

用
F5L7

"

BRR

J

$%%

MMM'-AC$'-><'-$B'

?

#T

%

?

#SN

%

?

#SN'BR<>

#预测猪
6\7Y%%

的
5X3

序列!猪

6\7Y%%

分子大小和等电点用
XF43R=S

进行计算!

二级结构域模式分析用
3Y4\6

"

BRR

J

$%%

,<=SR'

D<C>!BD$"D>CDS

?

'"D

#'构建猪
6\7Y%%

的系统进化

树'首先 从
F5L7

数 据 库 上 下 载 不 同 物 种 间

6\7Y%%

蛋白序列!然后在
Y;G4.,#NRM=SD

中构

建系统进化树!计算方法为
FI

法'

FI

法系统进化

树的稳健性使用自展内部分枝法"

L##R,RS=

JJ

$-

?

#评

定!

L##R,RS=

J

\D

J

>$A=R$#-

为
%&&&

'

#E'

!

猪
4:32##

基因的克隆与
7TQG)N@##

表达

载体构建

利用
85\

技术!以实验室保存的猪颌下淋巴结

组织提取的
\F4

反转录成的
AXF4

为模板!扩增

得到猪
PNB@%%

基因的
AXF4

序列'产物通过

%Z

琼脂糖凝胶电泳分离回收大小为
%)*0C

J

左右

条带!并进行纯化'用
3,&

'

和
-4$

'

分别双酶切

载体
8$

??U

L=A

和纯化得到的目的片段!连接过夜后

转化
6#

J

%&

感受态细胞'将转化后的菌液涂布于

预先加入
4<

J

的
9L

琼脂平板!

*1_

过夜'挑取

单菌落扩大培养!采用菌液
85\

!琼脂糖凝胶电泳

筛选阳性克隆!命名为
8L!6\7Y%%

!送生物工程"上

海#股份有限公司测序'将鉴定正确的质粒按中提

试剂盒说明书进行提取!

d0&_

保存!备用'

#E$

!

7TQG)N@##

质粒转染
7C#'

细胞

将处于对数生长期的
8̀ %2

细胞接种于
.

孔板

中!达到
(&Z

融合度时!利用
6@SC#NDAR

进行转染'

)(B

后以
8$

??U

L=A

系统自带的
Gb8

为依据!荧光

显微镜下观察转染效率'更换含有
)

.

?

.

<9

d%嘌

呤霉素的培养基进行筛选!加压筛选
)

周后!荧光显

微镜下可见有绿色荧光且抗嘌呤霉素的阳性细胞克

隆!扩增培养即可得到稳定表达猪
6\7Y%%

的

8̀ %2

细胞系'

#E&

!

荧光定量
7J)

法检测
4:32##8)L0

转录

水平

将稳定转染
PNB@%%

基因和稳定转染
8$

??U

!

L=A

空载体的
8̀ %2

细胞!以
1'2c%&

2

.孔d%分别

接种于
.

孔板中!每组在
.

孔板中做
*

个复孔!

.B

后收集细胞!

6S$P#>

法提取细胞总
\F4

!按照反转

录试剂盒操作说明将
\F4

反转录为
AXF4

!以

AXF4

为模板!荧光定量
85\

法检测
PNB@%%<\!

F4

表达水平'两组之间比较采用
$-"D

J

D-"D-R!

,=<

J
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$
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#'

#E(
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对
7)\

增殖的影响

%'('%

!

猪伪狂犬病毒"

8\],RS=$-L=SRB= %̀.

#的

培养及预处理
!!

将实验室保存的一支
8\]

悬液

接种于长满单层
8̀ %2

细胞的
02A<

0 细胞瓶内!于

*1_

孵育
%B

后!每瓶加
(<9

含
0Z

胎牛血清的

XY;Y

维持液!培养至
0)B

细胞出现明显病变时

收获培养物'将培养物反复冻融
*

次后!

%2&&

S

.

<$-

d%离心
%2<$-

!收集病毒上清液!置
d(&_

备用'取
/.

孔微量培养板!每孔接种
%c%&

) 个

8̀ %2

细胞!待细胞长成单层后!取
%&&

.

9

制得的

病毒 悬 液!用
XY;Y

培 养 液 进 行
%&

倍 稀 释

"

%&

d%

$

%&

d%&

#!同时设立阴性对照!接种
/.

孔微量

培养板!测定所制病毒悬液的
657X

2&

'

657X

2&

计算

按
\DD"!Y@D-AB

法进行'

%'('0

!

过表达猪
6\7Y%%

对
8\]

增殖的影响
!

!

将稳定转染
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基因和稳定转染
8$

??U

L=A

空载体的
8̀ %2

细胞!以
1'2c%&

2

.孔d%分别接种

于
.

孔板中!每组做
*

个复孔!待细胞长至单层后接

种
&'%YK78\]

!

*1_

孵育
%B

后用
8L3

漂洗细

胞去除未吸附的病毒!每孔加入
0<9

含
0Z

胎牛血

清的
XY;Y

维持液继续培养'于病毒感染
%0

&

0)

&

*.B

后观察细胞病变并收集细胞上清液测定

657X

2&

'取
/.

孔微量培养板!每孔接种
%c%&

) 个

]DS#

细胞!待细胞长成单层后!取
%&&

.

9

待测细胞

上清液!用
XY;Y

培养液进行
%&

倍稀释"

%&

d%

$

%&

d%&

#!同时设立阴性对照!接种
/.

孔微量培养板!

测定
657X

2&

'

657X

2&

计算按
\DD"!Y@D-AB

法进

行'两组之间比较采用
$-"D

J

D-"D-R,=<

J

>DPRD,R

"

:

$

&'&2

#'

!

!

结
!

果

!E#

!

猪
4:32##

基因的序列分析及蛋白质二级结

构域模式

首先从
F5L7

数据库中搜索预测的猪
PNB@%%

基因的
5X3

序列"序列号为$

G455&%&&&%%.'%

#'

猪
PNB@%%

的
5X3

区长
%)&1C

J

!编码
).(

个氨基

酸"图
%

#!蛋白质的相对分子质量为
2*Q@

!等电点

为
2')&/

'

6\7Y

家族的显著特点是具有
*

个结构

域"

RS$

J

=SR$RD<#R$N

#

*

1

+

!蛋白质二级结构域模式分析

显示
6\7Y%%

蛋白含有
*

个
6\7Y

家族保守的结

构域!这三个结构域从
F

端到
5

端的顺序依次是

\7FG

结构&

0

个
L!C#V

结构域&一个卷曲结构域

%)0%
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学
!

报
)1
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!

"

A#$>D"!A#$>"#<=$-

#!此外该蛋白
5

端结构域为

8\e

结构域和
38\e

结构域'

8\e

和
38\e

结构

域组成了
L*&'0

结构域*

(

+

"图
0

#'

!E!

!

猪
4:32##

序列相似性和在不同物种间的系

统进化

在
PNB@%%

序列系统进化树上!猪和牛&虎鲸&

山羊先聚在一起!然后又与太平洋海象聚成一支!与

人和褐家鼠最后也聚成了一支'结果显示!猪和牛&

虎鲸&山羊的亲缘关系很近!其相似性高达
/(Z

&

//Z

&

/(Z

!人和猪的相似性为
10Z

"图
*

#'

!EF

!

荧光定量
7J)

分析猪
4:32##

基因的组织特

异性

为了分析猪
PNB@%%

基因
<\F4

在不同组织

中的转录及分布情况!本研究使用了猪的
%2

个组织

提取的
\F4

反转录的
AXF4

!采用荧光定量
85\

的方法进行了分析!以
<!:7C

为内参!采用与心

组织的比值作为目的基因的相对转录水平!猪

PNB@%%

基因在不同组织中的转录和分布明显不

同!在肺&脂肪组织中的转录量较高!而在心&十二指

肠&回肠&直肠中的转录量较低"图
)

#'

划线处为起始密码子!边框处为终止密码子!阴影部分从起始密码子到终止密码子依次为预测的
\7FG

&

LLKH

&

5#$>D"!5#$>"#<=$-

&

8\e

结构域和
38e

结构域'结构域起止用三角符号标注

6BD,R=SRA#"#-$,@-"DS>$-D"=-"RBD,R#

J

A#"#-$,C#VD"'6BD,B="D"

J

=SR,SD

J

SD,D-RRBD

J

SD"$ARD"\7FG"#<=$-

!

RM#L!C#V<#R$N,

!

A#$>D"!A#$>SD

?

$#-

!

8\]"#<=$-

!

38\e"#<=$-'E,D=,<=>>RS$=-

?

>DR#,$

?

-RBD,R=SR$-

?J

#$-R#SRBD

D-"$-

?J

#$-R#NRBD

J

SD"$ARD""#<=$-

%

<#R$N

%

SD

?

$#-

图
#

!

猪
4:32##

基因的
J?5

序列和氨基酸序列

I;

:

E#

!

G/*J?5+*

S

6*3.*,3108;340.;15*

S

6*3.*4=

H

4-.;3*4:32##

图
!

!

猪
G)N@##

蛋白二级结构域模式

I;

:

E!

!

5./*8,>;.841*94=

H

4-.;3*G)N@##

0)0%
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!

爽等$猪
PNB@%%

基因克隆及其促进猪伪狂犬病毒在体外增殖的研究

用
Y;G4.

软件采用邻接法构建系统进化树!不同物种
6\7Y%%

蛋白序列从
GD-L=-Q

中获得!序列号为$

I442*./%

"

3@,,AS#N=

#!

H8

1

&&))0&22&'%

"

E&'$#+#,&'(85=(585=(585

#!

H8

1

&%%*1&00.'%

"

:#&'+

?

8=>$5

?/

'8=

#!

H8

1

&&)1(&.1)'%

"

@8=#&6$

?

8#+'(8=

2

8'#

#!

H8

1

()(02/'%

"

E$)(=68

?

8=

2

$5(6($'(=

#!

H8

1

&&))&1%0*'%

"

HD+1&)8='+=F

5$'8=D(>&'

9

&)=

#!

H8

1

&&)0()&1%'%

"

H'"()8=+'"$

#!

H8

1

&&1/(.**0'%

"

E,6+'+"&18==$1$&8=

#!

H8

1

&&.2*).)0'%

"

@8=

58="868=

#!

H8

1

&&*/(&../'%

"

Q&6(="$#8=

#!

F8

1

&&%&1%*(('%

"

G+=#$8'8=

#!

H8

1

&%%2)02(1'%

"

C+5+=$

?

(&)=

#!

H8

1

&%*(0&*(2'%

"

E$

?

'$,('"8=

#!

H8

1

&&.0).2.1'%

"

N$##8=)+'>&

9

("8=

#!

H8

1

&&.%)1&)2'%

"

P8

?

$($",()&)=(=

#!

H8

1

&&(02&121'%

"

H'

/

"#+6$

9

8="8)("868=

#!

H8

1

&%&2//&.&'%

"

0+I+D+)#$$

2

'("$)$

#

6BDY;G4.,#NRM=SDM=,@,D"R#A#-,RS@ARRBD

J

B

U

>#

?

D-DR$ARSDDM$RBRBD-D$

?

BC#S!

+

#$-$-

?

<DRB#"'6BD

J

S#RD$-,D!

O

@D-AD,#N6\7Y%%NS#<"$NNDSD-R,

J

DA$D,MDSDR=QD-NS#< GD-L=-Q

!

@-"DS=AAD,,$#--@<CDS,

$

H8

1

&&))0&22&'%

"

E&'$#+#,&'(85=(585=(585

#!

H8

1

&%%*1&00.'%

"

:#&'+

?

8=>$5

?/

'8=

#!

H8

1

&&)1(&.1)'%

"

@8=#&6$

?

8#+'(8=

2

8'+

#!

H8

1

()(02/'%

"

E$)(=68

?

8=

2

$5(6($'(=

#!

H8

1

&&))&1%0*'%

"

HD+1&)8='+=5$'8=D(>&'

9

&)=

#!

H8

1

&&)0()&1%'%

"

H'"(F

)8=+'"$

#!

H8

1

&&1/(.**0'%

"

E,6+'+"&18==$1$&8=

#!

H8

1

&&.2*).)0'%

"

@8=58="868=

#!

H8

1

&&*/(&../'%

"

Q&6(="$F

#8=

#!

F8

1

&&%&1%*(('%

"

G+=#$8'8=

#!

H8

1

&%%2)02(1'%

"

C+5+=$

?

(&)=

#!

H8

1

&%*(0&*(2'%

"

E$

?

'$,('"8=

#!

H8

1

&&.0).2.1'%

"

N$##8=)+'>&

9

("8,

#!

H8

1

&&.%)1&)2'%

"

P8

?

$($",()&)=(=

#!

H8

1

&&(02&121'%

"

H'

/

"#+6$

9

8="8)("8F

68=

#!

H8

1

&%&2//&.&'%

"

0+I+D+)#$$

2

'("$)$

#

图
F

!

不同物种间
G)N@##

蛋白的系统进化分析

I;

:

EF

!

7/

D

94

:

*3*>;.>-**4=>/*G)N@##

H

-4>*;3+=-481;==*-*3>+

H

*.;*+

图
%

!

猪
4:32##8)L0

在不同组织中的相对转录量

I;

:

E%

!

)*9,>;2*

H

4-.;3*4:32##8)L0>-,3+.-;

H

>;43;3

1;==*-*3>>;++6*+

!E%

!

猪
4:32##

基因的克隆及
7TQG)N@##

重组

质粒的构建

采用降落
85\

技术!扩增
PNB@%%

基因'

85\

扩增产物经
%Z

琼脂糖凝胶电泳检测!获得单

一目的条带!目的片段大小与预期的
PNB@%%

基因

"

%)*0C

J

#一致"图
2

#'将经
3,&

'

和
-4$

'

双酶

切的载体
8$

??U

L=A

和猪
PNB@%%

基因连接!转化

6#

J

%&

感受态!经氨苄青霉素筛选!进行菌液
85\

鉴定'将鉴定为阳性的菌液送至上海生物工程股份

有限公司测序!测序结果
L>=,R

分析显示!该重组质

粒包含了猪
PNB@%%

基因
5X3

序列与两端的酶切

位点序列!提示成功构建了猪
8L!6\7Y%%

重组质

粒'

*)0%
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Y'XF4

相对分子质量标准
X90&&&

(

%'PNB@%%

的
85\

扩增产物

Y'XF4<=SQDS

"

X90&&&

#(

%'85\

J

S#"@AR#NPNB@%%

图
'

!

猪
4:32##

基因的
7J)

扩增产物

I;

:

E'

!

7J)

H

-416.>4=

H

;

:

4:32##

!E'

!

7TQG)N@##

转染
7C#'

的荧光显微镜观察

将
8L!6\7Y%%

重组质粒转染
8̀ %2

细胞!由

于
8$

??U

L=A

载体上有绿色荧光蛋白
Gb8

!转染
)(

B

后在荧光显微镜下观察转染效果"图
.

#'经嘌呤

霉素筛选
)

周后!可见单克隆出现!细胞
Gb8

表达

稳定'

!E$

!

猪
7TQG)N@##

重组质粒在细胞中的表达检

测

以
<!:7C

为内参!荧光定量检测稳定转染

8L!6\7Y%%

细胞中的
PNB@%%<\F4

的转录情

况'结果显示"图
1

#!和转染
8$

??U

L=A

组相比!稳

定转染
8L!6\7Y%%

组的
PNB@%%

转录量显著升

高!差异具有统计学意义"

:

$

&'&2

#'

!E&

!

过表达猪
G)N@##

对
7)\

病毒增殖的影响

经过测定!制得的
8\]

悬液在
8̀ %2

细胞上的

657X

2&

为
%&

d.'0*

.

&'%<9

d%

'过表达
6\7Y%%

组

4%

&

L%'8̀ %2

细胞(

40

&

4*'

转染
8$

??U

L=A

空白载体和
8L!6\7Y%%

载体
)(B

的
8̀ %2

细胞(

L0

&

L*'

分别表示转染

8$

??U

L=A

空白载体和
8L!6\7Y%%

载体
0("

的
8̀ %2

细胞

4%

!

L%'8̀ %2AD>>,

(

40

&

4*'8̀ %2AD>>,RS=-,NDARD"M$RB8$

??U

L=AD<

J

R

U

TDAR#S#S8L!6\7Y%%TDAR#S=NRDS)(B#@S,

(

L0

!

L*'8̀ %2AD>>,RS=-,NDARD"M$RB8$

??U

L=AD<

J

R

U

TDAR#S#S8L!6\7Y%%TDAR#S=NRDS0("=

U

,

"

0&&c

#

图
$

!

荧光显微镜下转染结果&

!""]

'

I;

:

E$

!

G-,3+=*.>;43-*+69>+631*-=964-*+.*3.*8;.-4+.4

H

*

&

!""]

'

与
8$

??U

L=A

空载组的细胞分别接种
&'%YK78\]

%0

&

0)

&

*.B

后!于显微镜下放大
%&&

倍观察细胞病

变情况!可以看到两组细胞于
%0B

开始出现病变!

0)B

细胞变圆形成合胞体病变明显!

*.B

细胞脱落

明显出现拉丝现象'

过表达
6\7Y%%

组与
8$

??U

L=A

空载体组的细

胞分别接种
&'%YK78\]%0

&

0)

&

*.B

后!收取细

胞上清液检测病毒滴度发现!过表达
6\7Y%%

组的

病毒滴度始终高于
8$

??U

L=A

空载体组!这种差异在

%0B

时更明显!约
%!>#

?

%&

"

:

$

&'&2

#!随着时间的

延长而缩小!提示过表达
6\7Y%%

在
8\]

感染早

期!一定程度上促进了病毒的增殖"图
(

#'

))0%
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!

爽等$猪
PNB@%%

基因克隆及其促进猪伪狂犬病毒在体外增殖的研究

5#-RS#>'

转染
8$

??U

L=ATDAR#S

组(

"

':

$

&'&2

(以
<!:F

7C

为内参

5#-RS#>'6BD8̀ %2AD>>,,R=C>

U

RS=-,NDARD"M$RB8$

??U

L=A

TDAR#S

(

"

$-"$A=RD"RBD,$

?

-$N$A=-R>DTD>=R2Z

(

<!:7C

M=,@,D"=,$-RDS-=>,R=-"=S"

图
&

!

荧光定量
7J)

检测
7C#'

细胞中
4:32##8)L0

转录水平

I;

:

E&

!

G/*>-,3+.-;

H

>;439*2*94=4:32##8)L0;37C#'

.*99+1*>*-8;3*1B

D

=964-*+.*3.*

S

6,3>;>,>;2*

"

':

$

&'&2

图
(

!

稳定表达
G)N@##

的
7C#'

细胞对
7)\

增殖的影响

I;

:

E(

!

G/*7C#'.*99++>,B9

D

*U

H

-*++;3

:

G)N@##;3=96Q

3*3.*437)\869>;

H

9;.,>;43

F

!

讨
!

论

最大的含有
\7FG

结构域的蛋白家族是三结

构域"

6\7Y

#蛋白也称为
\7FG

%

L!C#V

%

5#$>

"

\L!

55

#蛋白家族'在功能上!许多
6\7Y

蛋白家族成

员如
6\7Y(

&

6\7Y02

&

6\7Y*0

等的
\7FG

结构

具有
;*

泛素连接酶活性*

/

+

'近年来的研究表明

6\7Y

蛋白在病毒感染中调节
'

型干扰素产生的有

关信号通路!调控抗病毒免疫反应'例如!最近有研

究报道
6\7Y*0

参与病毒诱导的
Y764

泛素化修

饰!正调控
'

型干扰素表达信号通路!抑制
]3]

病

毒复制*

%&

+

'

6\7Y02

能够泛素化病毒
\F4

受体视

黄酸诱导基因
!

'

"

\7G!

'

#的
F

末端!这种改变能

够激活
\7G!

'

下游配体结合参与线粒体抗病毒信

号通路"

Y4]3

#直接引起
'

型干扰素"

7bF

#的产生

从而抑制病毒复制*

%%

+

'

6\7Y(

通过介导
64̀ %

.̀*

连接的聚泛素化!在
79!%

)

和
6Fb

"

诱导的

Fb!

&

L

激活中充当了一个关键的调节因子!而
Fb!

&

L

在免疫调节中起着关键作用!

64̀ %

也参与了模

式识别受体介导的信号通路*

%0

+

'

6\7Y%%

是
6\7Y

%

\L55

蛋白家族中
;*

泛素

连接酶中的一员!因其与人体肽相互作用而被知晓'

虽然之前也有报道称
6\7Y%%

参与了
:7]!%

复制

的抑制*

%*

+

!但最近在
e'9DD

等*

)

+的研究中发现在

:3]!%

感染中
6\7Y%%

可以和
6L̀ %

"

\7G!

'

介导

的
7bF!

)

产生信号通路的关键因子#的
550

结构域

结合抑制
7\b*

的激活最终导致
7bF!

)

产生的减

少!负调控抗病毒免疫反应!这种作用不依赖于其

\7FG

结构域'

伪狂犬病毒"

8\]

#是一种猪的
"

疱疹病毒!其

与人类病原体单纯疱疹病毒
'

型"

:3]!%

#&

:3]!0

以及水痘带状疱疹病毒有关*

%)

+

'推测在
8\]

感染

中
6\7Y%%

也可能抑制抗病毒免疫反应'作者选

择猪的
PNB@%%

基因为研究对象!对其进行克隆!

构建 真 核 表 达 载 体
8L!6\7Y%%

!之 后 用
8L!

6\7Y%%

和
8$

??U

L=A

空载体转染
8̀ %2

细胞!经嘌

呤霉素筛选后!构建稳定细胞系!探究在
8̀ %2

细胞

中过表达
6\7Y%%

对
8̀ %2

细胞感染
8\]

后的影

响'结果表明经筛选后的转染
8L!6\7Y%%

的

8̀ %2

细胞比对照组细胞
PNB@%%

基因约过表达
%

倍'在
&'%YK7

的
8\]

感染细胞
&

&

%0

&

0)

&

*.B

时!过表达
6\7Y%%

组上清中的病毒滴度始终高于

对照组!且在
%0B

时这种差异更明显"

:

$

&'&2

#!提

示过表达
6\7Y%%

在
8\]

感染早期!一定程度上

促进了
8\]

的增殖'以往有研究*

%2

+

\7G!

'

介导了

8\]

感染早期诱导的
7bF!

)

表达!推测
PNB@%%

促进
8\]

增殖的作用可能与其负调控
\7G!

'

诱导

'

型干扰素产生的信号通路有关!有待进一步研究'

参考文献&

)*=*-*3.*+

'"

*

%

+

!

Kg46K`

!

3:7FX Y

!

5:4FG6 :

!

DR=>'6\7Y

N=<$>

UJ

S#RD$-,=-"RBD$SD<DS

?

$-

?

S#>D,$-$--=RD$<!

<@-$R

U

*

I

+

'3$#N&>B558)+6

!

0&&(

!

(

"

%%

#$

()/!(.&'

*

0

+

!

仇艳光!王江雁!王
!

沛
'6\7Y

蛋白家族结构与抗病

毒功能*

I

+

'

中国免疫学杂志!

0&%*

!

0/

"

%

#$

%&1!%%&'

j7Ee G

!

W4FGIe

!

W4FG8'6BD,RS@AR@SD#N

6\7YN=<$>

U

=-"=-R$T$S=>N@-AR$#-

*

I

+

'E,()&=&M+8'F

)$6+

2

B558)+6+

9/

!

0&%*

!

0/

"

%

#$

%&1!%%&'

"

$-5B$!

-D,D

#

2)0%



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)1

卷
!

*

*

+

!

73:7̀ 4W4:

!

645:7̀ 4W4 :

!

Y7E\4e

!

DR=>'

6\7Y%%C$-",R#=-""D,R=C$>$PD,=QD

U

A#<

J

#-D-R#N

RBD=AR$T=R#S!<D"$=RD"A#N=AR#SA#<

J

>DV

"

4\5%&2

#

RBS#@

?

BRBD@C$

O

@$R$-!

J

S#RD=,#<D,

U

,RD<

*

I

+

'QKG-

0&##

!

0&&.

!

2(&

"

0&

#$

)1()!)1/0'

*

)

+

!

9;;e

!

3KFGL

!

84\̀ 5

!

DR=>'6\7Y%%-D

?

=R$TD>

U

SD

?

@>=RD,7bF

)

J

S#"@AR$#-=-"=-R$T$S=>=AR$T$R

U

C

U

R=S

?

DR$-

?

6L̀ %

*

I

+

':0+-H)&

!

0&%*

!

(

"

2

#$

D.*022'

*

2

+

!

eEH9

!

g:KEg

!

:EXY

!

DR=>'8=RB#

?

D-$A

J

,D@"!

#S=C$D,T$S@,

!

5B$-=

!

0&%0

*

I

+

'K5&'

9

B)

2

&"#7(=

!

0&%)

!

0&

"

%

#$

%&0!%&)'

*

.

+

!

35K664X'KTDST$DM#N8,D@"#S=C$D,

*

I

%

K9

+

'BR!

R

J

$%%

MMM'<DSAQTDR<=-@=>'A#<

%

<T<

%

-DST#@,

1

,

U

,!

RD<

%

J

,D@"#S=C$D,

%

#TDST$DM

1

#N

1

J

,D@"#S=C$D,'BR<>

!

0&%)!%&'

*

1

+

!

田利源!陈红星!邓继先
'

一个新的与泛素化有关的蛋

白家族/

6\7Y

家族*

I

+

'

生物技术通讯!

0&&1

!

%(

"

0

#$

01&!010'

674F9e

!

5:;F:H

!

X;FGIH'6\7Y

J

S#RD$-

$

=

N=<$>

U

$-T#>TD"$-@C$

O

@$R$-=R$#-

*

I

+

'0&##&'=B)G(+F

#&",)+6+

9/

!

0&&1

!

%(

"

0

#$

01&!010'

"

$-5B$-D,D

#

*

(

+

!

\eE3'7-TD,R$

?

=R$#-#NRBDb46%&A#-

+

@

?

=R$#-

J

=RB!

M=

U

*

X

+

'̀#-,R=-P

$

E-$TDS,$R

U

#N #̀-,R=-P

!

0&%0'

*

/

+

!

8;6\K3̀ 7YX

!

X;3:47;3\I'b@-AR$#-=-"SD

?

!

@>=R$#-#NA@>>$-!\7FG@C$

O

@$R$->$

?

=,D,

*

I

+

'3$#N&>

@+6E&66G(+6

!

0&&2

!

.

"

%

#$

/!0&'

*

%&

+

!

张
!

静
'6\7Y*0

调控病毒诱导的
'

型干扰素表达的

分子机制*

X

+

'

武汉$武汉大学!

0&%*'

g:4FGI'6BD<DAB=-$,<,#NT$S@,!$-"@AD"DV

J

SD,!

,$#-#NR

UJ

D7$-RDSNDS#-C

U

6\7Y*0

*

X

+

'W@B=-

$

W@!

B=-E-$TDS,$R

U

!

0&%*'

"

$-5B$-D,D

#

*

%%

+

!

刘
!

童!安利国!杨桂文
'6\7Y

在病毒免疫防御机制

中的作用*

I

+

'

国际病毒学杂志!

0&%0

!

%/

"

0

#$

21!.&'

97E6

!

4F9G

!

e4FGG W'6BDS#>D#N6\7Y$-

RBD$<<@-D"DND-,D=

?

=$-,RT$S@,

*

I

+

'B)#&')$#(+)$6

M+8')$6+

2

%('+6+

9/

!

0&%0

!

%/

"

0

#$

21!.&'

"

$-5B$!

-D,D

#

*

%0

+

!

97j

!

e4FI

!

Y4K 4 8

!

DR=>'6S$

J

=SR$RD<#R$N(

"

6\7Y(

#

<#"@>=RD,6Fb

"

!=-"79!%

)

!RS$

??

DSD"Fb!

&

L=AR$T=R$#-C

U

R=S

?

DR$-

?

64̀ %N#S .̀*!>$-QD"

J

#>

U

!

@C$

O

@$R$-=R$#-

*

I

+

':'+"3$#6!"$D-"(O-!

!

0&%%

!

%&(

"

)(

#$

%/*)%!%/*).'

*

%*

+

!

eE4F6

!

e4K W 6

!

:E4FGb

!

DR=>'6BDB@<=-

=-R$T$S=>N=AR#S6\7Y%%$,@-"DSRBDSD

?

@>=R$#-#N

:7]!%]

J

S

*

I

+

':0+-H)&

!

0&%)

!

/

"

(

#$

D%&)0./'

*

%)

+

!
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