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要!旨在进一步揭示
>-BK

在绵羊成肌细胞中的调控机制!制备可有效失活
>-BK

基因的工具!为通过

345

干扰技术提高绵羊产肉量提供方法和理论依据'本研究以绵羊成肌细胞为试验材料!构建特异靶向绵羊
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基因的
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干扰质粒载体!将干扰效果好的质粒进一步包装为重组腺病毒!转染细胞后采用
I

3A!7@3

和
=P,QPK-[H#Q

检测
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基因以及生肌调节因子和干扰素反应基因的表达'结果表明!质粒
;N30%(

和

;N3:%%

干扰
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基因效率分别达到
*:b

和
)(b

!双元干扰质粒
;N3*d)

干扰效率最高达到
(:b

'成功包装
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重组腺病毒载体
;N:%%

和
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!病毒滴度达到
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!对成肌细胞的感染效率达到
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以
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;N:%%

和
;N*d)

对
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基因
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的表达抑制分别达到
:*b

和
1.b

!对蛋白表达抑制分别达到
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'

>-BK
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基因
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水平的极显著性下调"
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蛋白水平的显著变化&腺病毒感染成肌细

胞未引起
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基因
6345

水平的显著变化!但引起
?JK6;%

基因
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水平的极显著升高"

H

#

&'&%

#!对二者

蛋白水平均无显著影响'本研究成功构建靶向
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基因的
,N345

腺病毒载体!能有效抑制成肌细胞
X;A4

的
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和蛋白表达!并影响生肌调节因子
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基因和干扰素受体基因
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表达'
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#超家族成员之一!是能够在骨骼肌

中特异表达的一类糖蛋白!负向调控肌肉的生长和

发育'
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基因敲除的小鼠骨骼肌是野生型小

鼠的
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倍以上)
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'同样有研究发现!该基因自然突

变可导致双肌表型的牛(人(绵羊及犬等)
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'有研

究表明!
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基因在胎儿期及成年期都调控着骨

骼肌的数量)
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!因此在畜牧生产中可以通过抑制
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基因的表达增加产肉量'
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干扰通过内源性或外源性双链
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诱

发同源
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高效特异性降解!从而阻断基因表

达)
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干扰的有效性依赖于基因载体转移效

率的制约!

345

干扰的长期性可以通过基因载体产

生的
,N345,

实现'已有研究报道利用
,N345

质

粒载体和慢病毒载体成功干扰绵羊(山羊(鸡(牛等

多个物种的
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)
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!但质粒载体的转染效率会

受到细胞类型的影响!而慢病毒载体会整合到宿主

细胞基因组!并且有潜在的致病风险)
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'腺病毒

载体无论是对体外培养的细胞还是直接进入活体动

物体均具备很多优势!可以高效转染多种细胞类型!

且不会引起宿主强烈的免疫反应'

本研究通过构建绵羊
>-BK

基因的
,N345

干扰腺病毒载体!评估干扰
>-BK

效果!确定干扰

绵羊
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基因对生肌调节因子"
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#即生肌

决定因子"

X

C

#

L

P-$JDGJQ#K:

!

X

C

D:

#(成肌分化因

子 "

X

C

#

L

P-$J<$DDPKP-Q$GQ$#-5-Q$

L

P-

!

X

C

#<

#(肌

细胞生成素"

X

C

#

L

P-$-

!

X

C

#T

#和
X

C

D.

即肌调节

因子
)

"

XO,JHPKP

L

OHGQ#K

C

DGJQ#K)

!

X3Y)

#的影

响!探讨绵羊成肌细胞中
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的调控机制&同时

分析腺病毒载体感染成肌细胞后引起的副作用!检

测了干扰素诱导基因
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!

BY4T3%

#的表达

情况!为探索通过腺病毒介导
,N345

干扰绵羊
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基因提高产肉量提供理论基础'
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材料与方法
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!

材料
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腺病毒载体购

自武汉淅玛生物技术有限公司'兔抗鼠
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(
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和
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D.

多克隆抗体购自

5Z$ZG
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S37

标记山羊抗兔
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#二抗

购自天德悦生物公司'
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干扰质粒载体构建

根据
TP-\G-̂

中绵羊
>-BK

基因的
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序列"

4X
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&&%&&/)0(

#!利用武汉淅玛生物技术有

限公司设计的基因序列分析软件设计
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点!见表
%
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条位于
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编码区的
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位点"表
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期 王红娜等$腺病毒介导
,N345

干扰绵羊
>-BK

基因效果及对生肌调节因子和干扰素反应基因表达的影响

%

中
X;A4!5

和
X;A4!@

黑体所示序列#!另外
%

条参考文献)

%1

*设计!位于编码区的
0%(

位点"表
%

中
X;A4!\

和
X;A4!<

黑体所示序列#'另外设

计无特异性序列作为非靶向的阴性对照"
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#' 按 照 文

献)
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*所示方法以
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TP-P,$H!%*

为底物进行重组

7@3

!第一组引物为
5d\

!第二组引物为
@d<

'

7@3

产物纯化后用
87$B

酶切!

A)

酶连接!分别构

建单元干扰质粒载体
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(
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和双元干扰

质粒载体
;N3*d)

及双元阴性对照质粒载体
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斜体部分为
87$B

酶切位点&黑体部分为
,N345

靶位点&下划线部分为
7@3

结合序列
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干扰质粒载体筛选

转染前
0)N

!将状态良好!处于对数生长期的

细胞!按照每孔
:a%&

: 个细胞接种于
.

孔板!待细

胞汇合度达到
1&b

#

(&b

时进行转染!试验分为
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组"

;N30%(
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;N3:%%

(
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组"阴性

对照#和
4A

组"空白对照#!每组
*

个重复'将
1':

&
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2

#DPJQG6$-P*&&&

加入到
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&

?V

2

Q$!XFX

培养基混匀!将
0':

&

L

质粒
<45

加入到
%0:

&

?

V

2

Q$!XFX

培养基!然后加入
:

&

?7*&&&

混匀"

.

孔板每孔用量#'将稀释的质粒加入到稀释的
?$!

2

#DPJQG6$-P*&&&

试剂中!室温孵育
:6$-

后加入到

细胞中'

)(N

后在荧光显微镜下观察并拍照!用流

式细胞仪测定转染效率'通过
I

3A!7@3

方法检测

干扰质粒载体对
>-BK

基因的干扰效果)

%/

*

!干扰

效率
x

基因表达量下调比值%转染效率'

#B%

!

包装重组腺病毒载体

从质粒载体上通过
?3

体外同源重组将干扰效

果好的质粒载体表达框转移至
2

5"

%

7?!<F;A

AX腺

病毒表达载体上'提取质粒后利用酶切和测序鉴定

阳性克隆'用
H$"B

酶切线性化重组腺病毒
<45

转染
SFc0/*

细胞放大培养重组腺病毒!利用

A@B<:&

法检测滴度'

#B'

!

重组腺病毒感染绵羊成肌细胞

铺板前使成肌细胞的生长状态最佳!按
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.

个1孔k%接种于
.

孔板!使转染时细胞密度达到

(&b

左右'将腺病毒原液用不含抗生素的培养液稀

释
%&&

倍!转染前将旧的培养基去除!每孔加入

%6?

病毒稀释液'感染
:N

后进行换液!

0)N

后在

倒置荧光显微镜下观察细胞生长状况及绿色荧光蛋

白表达情况'

#BC

!

Z

+FE4M+

检测
-;78

基因及相关基因表达

感染
)(N

后!细胞弃培养液!每孔加入
%6?

AK$E#H

裂解细胞!按说明书进行总
345

抽提及逆

转录!以
6!HLE

作为内参基因!利用
;_\3TKPP-

法检测
>-BK

基因及生肌调节因子
>

03

:

(

>

0

+L

(

>

0

+6

和
>

03

.

!干扰素刺激基因
N!-%

和受体基

因
?JK6;%6345

的表达变化'定量
7@3

引物

见表
0

'

7@3

反应体系$

;

C

[KTKPP-

I

7@3 XG,QPKX$M

%&

&

?

!正(反向引物各
&':

&

?

!

3VU3PDPKP-JP<

C

P

&')

&

?

!

J<45

模板
%'&

&

?

!

""S

0

V

补至
0&

&

?

'

反应程序$

/:w

预变性
%&6$-

&

/:w

变性
%:,

!

.&

w

退火
.&,

并收集荧光信号!共
)&

个循环&熔解曲

线分析$

/:w%:,

!

.&

#

/:w

!

&'*w

1

,

k%生成熔

解曲线'以
6!HLE

为内参基因!

0

k

''

@Q法进行相

对定量计算!每个样品重复
*

次!取平均值'

#B$

!

\./:.17>=5:

检测
GKF,

及相关基因蛋白水

平的表达

!!

感染
10N

后!每孔加入
%&&

&

?3B75\ODDPK

裂

:*(%
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表
!

!

定量
4M+

引物参数

F0>=.!

!

41*9.1

)

0109.:.1/I51

Z

+FE4M+

基因

TP-P

参考序列

5JJP,,$#--O6[PK

引物序列"

:]!*]

#

7K$6PK,P

I

OP-JP

产物大小%
[

2

7K#"OJQ,$EP

退火温度%
w

5--PGH$-

L

QP6

2

PKGQOKP

>-BK 4X

0

&&%&&/)0(

Y

$

TT@A@@AATT55T5@T5A

3

$

@5TAATTT@@AAA5@A5@AAA5A

%:/ .&

6!HLE 4X

0

&&%%/&*/&'%

Y

$

@AT5@@AT@@T@@ATT5T555

3

$

TA5T55T5TAT5TATA@T@ATAA

%)/ .&

>

0

+L 4X

0

&&%&&/*/&

Y

$

5TTTA@@@A@T@T@@@5555T

3

$

AT@TTT5TT@TT555@5@55@5TA

%00 .0

>

03

: UX

0

&&)&&.0%/'%

Y

$

5@@5T@@@@5@@A@55TAAT

3

$

T@55A@@55T@ATT5A55TT5T

%:& .&

>

03

.

"

>;J)

#

4X

0

&&%%*)1(0'%

Y

$

T@A5@5T5@@@55T@5TT55

3

$

@T5TT@@T5AT55A@55AT@

%)* .&

>

0

+6 4X

0

&&%%1)%&/'%

Y

$

5TTAT55AT55T@@AA@T5T

3

$

A@@ATTAAT5TTT5T@AT5T

%*/ .&

N!-% UX

0

&&)&%1.&&

Y

$

@T5AA5T@@55A5@@AT5TT5T

3

$

5@T55A5@AAT5T@@5T5@AAA5

%)1 .&

?JK6;% UX

0

&&)&%%*1%

Y

$

TA5AAAT@AT@TTA5TA@T

3

$

T@ATTA5TTAT5ATTTAT

%:1 .&

Y'

上游引物&

3'

下游引物

Y'Y#K8GK"

2

K$6PK

&

3'3PZPK,P

2

K$6PK

解细胞!冰上孵育
0&6$-

!

)w

!

%0&&&K

1

6$-

k%离

心
0&6$-

!取上清!用
\@5

法测定细胞蛋白质浓

度'蛋白样品经
%0b ;<;!75TF

分离后湿转硝酸

纤维素膜"

&'):

&

6

孔径#!

*b \;5!A\;A

封闭!与

一抗"稀释度
%{%&&&

#

)w

孵育过夜'用
A\;A

洗

膜
:

次!每次
*6$-

!加入
S37

酶标二抗"稀释度

%{%&&&&

#室温孵育
%N

!

A\;A

洗膜
*

次!将
F@?

发光液滴加到膜上!反应
*

#

:6$-

'在化学发光成

像仪内进行检测'利用
B6G

L

P>AX

图像分析软件

对印迹蛋白进行灰度值统计分析!并用
%

!QO[OH$-

进

行校准'

#B&

!

统计分析

所有试验均重复进行
*

次!采用
;7;;%/'&

软

件进行统计分析!数据以+平均值
y

标准差,表示!组

间比较利用单因素方差分析!

H

#

&'&:

表示差异显

著!

H

#

&'&%

表示差异极显著'

!

!

结
!

果

!B#

!

/3+,-

干扰质粒载体的构建与验证

0'%'%

!

,N345

干扰质粒载体的构建
!!

干扰质粒

载体上只有
%

个
H7#B

酶切位点!

7@3

引物设计了
%

个
H7#B

酶切位点!而质粒能够被
H7#B

酶切出
%

条

带约
%(&&[

2

的条带!说明目的基因片段已经插入

到载体'图
%

证实本研究插入片段与载体相连!说

明成功构建了质粒载体
;N30%(

(

;N3:%%

(

;N3*d)

(

;N34@

'

X'<?0&&& 6GK̂PK

&

%';N30%(

&

0';N3:%%

&

*';N3*d)

&

)';N34@

图
#

!

重组质粒酶切鉴定图

8*

6

B#

!

F3.1./<=:5I1.259>*707:

)

=0/9*;>

@

;*

6

./:*57

.*(%
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期 王红娜等$腺病毒介导
,N345

干扰绵羊
>-BK

基因效果及对生肌调节因子和干扰素反应基因表达的影响

0'%'0

!

干扰质粒载体转染成肌细胞及干扰效果
!

!

质粒转染成肌细胞
)(N

后!荧光显微镜下拍照!

结果如图
0

所示'转染效率经流式细胞仪测定为

*:'*.b

'荧光定量
7@3

检测结果显示!与空白对

照组相比!

;N30%(

对
>-BK

基因的干扰效率达到

*:b

!

;N3:%%

干扰效率达到
)(b

!双元干扰载体

;N3*d)

抑制效率最高达到
(:b

!双元干扰效果更

明显"图
*

#'

5'

荧光条件&

\'

明场条件

5'YHO#KP,JP-JPD$PH"

&

\'\K$

L

NQD$PH"

图
!

!

质粒瞬时转染绵羊原代成肌细胞后荧光蛋白的表达"

%"]

#

8*

6

B!

!

F3..Y

)

1.//*575II=<51./2.7:

)

15:.*7*7/3..

)

9

@

5>=0/:/0I:.1:107/I.2:.;A*:3

)

=0/9*;/

"

%"]

#

与对照组相比!

""

表示差异极显著"

H

#

&'&%

#'下同

@#6

2

GKP"8$QNQNPJ#-QK#H

L

K#O

2

!

""

$-"$JGQPPMQKP6PH

C

,$

L

-$D$JG-Q"$DDPKP-JP

"

H

#

&'&%

#

'ANP,G6PG,[PH#8

图
J

!

K3+,-

质粒在绵羊成肌细胞中的干扰效果

8*

6

BJ

!

O7:.1I.1.;.II.2:/*79

@

5>=0/:/>

@

K3+,-

)

=0/9*;

!B!

!

重组腺病毒载体构建与验证

0'0'%

!

重组腺病毒载体构建与转染
!!

用
H$"

*

酶切重组腺病毒质粒!回收
<45

大片段并转染

SFc0/*

细胞'培养过程中可见明显的绿色荧光

蛋白表达!收集病毒上清!经过滤(浓缩后!测定病毒

滴度为
%a%&

/

2

DO

1

6?

k%

'重组腺病毒感染绵羊

成肌细胞
0)N

后!通过荧光显微镜可以观察到绿色

荧光!感染
)(N

后荧光强度达到最高!经流式细胞

仪测定感染效率可以达到
/&b

以上"图
)

#'

0'0'0

!

重组腺病毒感染绵羊成肌细胞对
>-BK

基因
6345

表达的影响
!!

从定量结果柱形图"图

:

#可以看出!

>-BK

基因的表达量与空白对照组

"

4A

#相比!腺病毒载体
;N:%%

干扰效率为
:*b

"

H

#

&'&%

#!

;N*d)

为
1.b

"

H

#

&'&%

#!双元干扰效

果更明显'空白组和阴性对照组间无显著差异'

0'0'*

!

重组腺病毒感染绵羊成肌细胞对
X;A4

蛋

白表达的影响
!!

经
=P,QPK-[H#Q

检测!证实干扰

组
;N:%%

和
;N*d)

的蛋白表达量相对于空白对照

极显著降低"

H

#

&'&%

#!结果如图
.

所示!干扰组

;N:%%

和
;N*d)

对蛋白的抑制率分别达到
::b

和

.)b

'空白组和阴性对照组间无显著差异'

!BJ

!

-;78

基因沉默对生肌调节因子基因表达的

影响

0'*'%

!

>;J7

基因
6345

的表达变化
!!

>-BK

基因被干扰后!

)

个生肌调节因子在干扰组中均呈

1*(%
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5'

荧光条件&

\'

明场条件

5'YHO#KP,JP-JPD$PH"

&

\'\K$

L

NQD$PH"

图
%

!

腺病毒载体感染绵羊原代成肌细胞后荧光蛋白的表达"

%"]

#

8*

6

B%

!

F3..Y

)

1.//*575II=<51./2.7:

)

15:.*7*7/3..

)

9

@

5>=0/:/0I:.1:107/I.2:.;A*:30;.75Q*1</Q.2:51

"

%"]

#

图
'

!

重组腺病毒感染绵羊成肌细胞对
-;78

基因相对表

达量的影响

8*

6

B'

!

XY

)

1.//*575I-;78

6

.7.*79

@

5>=0/:/*7I.2:.;>

@

1.E

259>*707:0;.75Q*1</Q.2:51

下降趋势并且达到极显著水平"

H

#

&'&%

#'相对于

空白对照组!在
;N:%%

和
;N*d)

干扰组中
>

03

:

表达量分别降低了
.:b

和
1/b

!

>

0

+L

分别降低了

1/b

和
10b

!

>

0

+6

分别降低了
:/b

和
1&b

!

>

03

.

分别降低了
.&b

和
.1b

"图
1

#'空白组和阴性对

照组间无显著差异'

0'*'0

!

X3Y,

蛋白的表达变化
!!

由图
(

可见!

;N:%%

(

;N*d)

干扰
>-BK

后引起
X

C

#T

在蛋白

表达水平上的极显著升高"

H

#

&'&%

#!分别增加了

%)*b

和
%:*b

!但未引起
X

C

D:

(

X

C

#<

(

X

C

D.

蛋白

表达的显著性变化'空白组和阴性对照组间无显著

差异'

5'

各组
X;A4

蛋白相对表达量&

\'=P,QPK-[H#Q

检测
X;A4

蛋白表达

5'ANPKPHGQ$ZPPM

2

KP,,$#-,#DX;A4$-"$DDPKP-Q

L

K#O

2

,

&

\'=P,QPK-[H#QG-GH

C

,$,#DX;A4

2

K#QP$-PM

2

KP,,$#-

图
C

!

重组腺病毒感染绵羊成肌细胞对
GKF,

蛋白表达量的影响

8*

6

BC

!

XY

)

1.//*575IGKF,

)

15:.*7*79

@

5>=0/:/*7I.2:.;>

@

1.259>*707:0;.75Q*1</Q.2:51

!B%

!

-;78

基因沉默对干扰素相关基因表达的影响

0')'%

!

干扰素相关基因
6345

的表达变化
!!

腺

病毒干扰载体感染成肌细胞引起的副作用!检测了

干扰素刺激基因
N!-%

和受体基因
?JK6;%

的表

达变化'发现未引起
N!-%

基因表达量的显著变化

"图
/

#!但引起
?JK6;%

基因表达量极显著升高

"

H

#

&'&%

#!与空白对照相比阴性对照上调了
%'0

倍!

;N:%%

上调了
%'*.

倍!

;N*d)

上调了
&':.

倍'

(*(%
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期 王红娜等$腺病毒介导
,N345

干扰绵羊
>-BK

基因效果及对生肌调节因子和干扰素反应基因表达的影响

图
$

!

Z

+FE4M+

检测
-:9*

基因的表达

8*

6

B$

!

Z

+FE4M+070=

@

/*/5I:3..Y

)

1.//*575I-:9*

6

.7./

5'

各组
X3Y,

蛋白相对表达量&

\'=P,QPK-[H#Q

检测
X3Y,

蛋白表达

5'ANPKPHGQ$ZPPM

2

KP,,$#-,#DX3Y,

2

K#QP$-$-"$DDPKP-Q

L

K#O

2

,

&

\'=P,QPK-[H#QG-GH

C

,$,#DX3Y,

2

K#QP$-,PM

2

KP,,$#-

图
&

!

各组
G+8/

蛋白的表达

8*

6

B&

!

F3..Y

)

1.//*575IG+8/

)

15:.*7/*7;*II.1.7:

6

15<

)

/

图
(

!

Z

+FE4M+

检测干扰素相关基因的表达

8*

6

B(

!

Z

+FE4M+070=

@

/*/5I:3..Y

)

1.//*575I*7:.1I.1571.=0:.;

6

.7./

/*(%
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0')'0

!

干扰素相关基因蛋白的表达变化
! !

=P,QPK-[H#Q

结果表明!腺病毒转染成肌细胞后未

引起
BY4T3%

和
V5;%

在蛋白表达水平上的显著

变化"图
%&

#'

5'

各组
V5;%

和
BY4T3%

蛋白相对表达量&

\'=P,QPK-[H#Q

检测
V5;%

和
BY4T3%

蛋白表达

5'ANPKPHGQ$ZPPM

2

KP,,$#-#DV5;%G-"BY4T3%

2

K#QP$-,$-"$DDPKP-Q

L

K#O

2

,

&

\'=P,QPK-[H#QG-GH

C

,$,#DBY4T3%G-"

V5;%

2

K#QP$-PM

2

KP,,$#-,

图
#"

!

各组
-̂K#

和
O8,N+#

蛋白的表达

8*

6

B#"

!

F3..Y

)

1.//*575I -̂K#07;O8,N+#

)

15:.*7/*7;*II.1.7:

6

15<

)

/

J

!

讨
!

论

345$

是一种转录后水平的基因沉默!可以使

特定基因低表达!通过载体表达
,N345

可以长期

抑制基因和蛋白表达'

>-BK

基因负向调控肌肉

的生长!因此可以利用
345$

抑制
X;A4

的功能!

得到双肌表型的动物!增加肌肉产量'

本研究首先构建
,N345

质粒干扰载体!通过

常规转染试剂
?$

2

#DPJQG6$-PAX0&&&

转染绵羊成

肌细胞!发现转染效率特别低!不足
0b

!原代细胞

本就转染率较低!成肌细胞可能更加难以转染'本

研究发现!利用新型脂质体
?$

2

#DPJQG6$-P*&&&

介

导
;N345

质粒载体转染原代成肌细胞!转染效率

能达到
*:b

'

?$

2

#DPJQG6$-P*&&&

是一种新型脂质

体!其活性不受血清和双抗的影响并且对细胞毒性

小'不过本研究中采用无血清无双抗培养基培养细

胞!利用
V

2

Q$!XFX

培养基混匀脂质体和质粒得到

的转染效率更高'为以后原代成肌细胞的质粒转染

试剂的选择和方法提供了借鉴'

本研究发现!质粒介导的
,N345

干扰效率不

稳定!难以进行后续研究!但腺病毒作为基因载体有

以下优势$可以感染分裂和非分裂的多种类型细胞!

低致病性!低免疫原性!高转染效率以及高效表达外

源基因'有报道表明!可以直接通过体内注射或血

液注射质粒
<45

!腺病毒相关载体"

55̀

#和腺病

毒载体将外源基因导入到肌肉或心肌中)

(

!

0&!0%

*

'本

研究首次利用腺病毒载体介导
,N345

干扰体外成

肌细胞
>-BK

基因表达!可为今后通过
,N345

干

扰绵羊
>-BK

基因提高其产肉量提供技术支持'

本研究发现!以质粒载体形式进行干扰试验!

;N30%(

干扰效率达到
*:b

左右!

;N3:%%

干扰效率

达到
)(b

!双元干扰载体
;N3*d)

对基因的抑制效

率高达
(:b

!但质粒干扰结果并不稳定!差异较大'

将
;N3:%%

和
;N3*d)

重组包装为腺病毒后结果与

质粒结果相似!腺病毒载体
;N:%%

干扰效率达到

:*b

!

;N*d)

干扰效率达到
1.b

!双元干扰载体效

果更好!经
=P,QPK-[H#Q

检测结果类似!并且结果重

复性高!稳定性强!可以进行后续研究'本研究构建

验证了针对
>-BK

的双元干扰载体!为以后利用

一个载体沉默
0

个不同的基因提供了方法参考'

本试验选定了
)

个与生肌相关的调节因子

>

03

:

(

>

0

+L

(

>

0

+6

(

>

03

.

!

>-BK

被干扰后影响

了其
6345

的表达!

>

03

:

下降的结果与
>'?O

等)

00!0*

*对绵羊和山羊成纤维细胞的研究结果一致!

与
5'c'7GQPH

等)

0)

*在山羊成肌细胞的研究结果类

似!但与
R'5'7GQPH

等)

0:

*在山羊成纤维细胞的研究

结果不同'

>

0

+L

与
>

0

+6

降低的趋势与
@'U'?$O

等)

%*

*对绵羊成肌细胞的研究结果一致!

5'c'7GQPH

等)

0)!0:

*在山羊成肌细胞及成纤维细胞的研究也得

出类似的结果!而
3'cO6GK

等)

0.

*对山羊成肌细胞

的研究结果为
>

0

+6

表达量是下降的!

>

0

+L

表达

量是上升的'本研究中!

>

03

.

基因的变化与
R'

5'7GQPH

等)

0:

*在山羊成纤维细胞的研究结果一致!

与
5'c'7GQPH

等)

0)

*在山羊成肌细胞的结果不同'

&)(%



!

%&

期 王红娜等$腺病毒介导
,N345

干扰绵羊
>-BK

基因效果及对生肌调节因子和干扰素反应基因表达的影响

出现结果不一致的原因可能是选择的羊品种不同以

及细胞类型不同导致的'另外!本研究通过
=P,Q!

PK-[H#Q

检测了
>-BK

基因被干扰后这
)

个生肌

调节因子的表达变化!结果与
I

3A!7@3

检测结果

并不一致!并未引起
X

C

D:

(

X

C

#<

(

X

C

D.

蛋白水平

的显著性变化!而
X

C

#T

的蛋白水平极显著升高'

出现差异的原因可能是真核基因表达的转录和翻译

发生的时间和位点存在时空间隔!而转录后又会有

转录后加工!转录产物的降解(翻译(翻译后加工

及修饰等多个环节!所以转录水平和翻译水平并不

一定完全一致)

01

*

'

,N345

介导的基因沉默的副作用之一是诱导

干扰素反应!是宿主防御表达双链
345

的一种应

答机制)

0(

*

'因此为了评价通过腺病毒介导
,N345

干扰
X;A4

引起的干扰素反应!本研究检测了干扰

素诱导基因
N!-%

和受体基因
?JK6;%

的表达情

况'

V5;

是动物感染病毒后产生干扰素诱导生成

的一种抗病毒蛋白!参与介导干扰素反应!在此过程

中干扰素结合到受体发挥作用)

0/

*

'

5'c'AK$

2

GQN$

等)

*&

*研究发现!

,N345

质粒载体瞬时转染鸡成纤

维细胞抑制
>-BK

基因后引起
N!-%

和
?JKG

"

基

因表达量
*'1

#

.')

倍的升高!

4'c';$-

L

N

等)

*%

*研

究发现!干扰山羊成纤维细胞后引起
N!-%

基因

%'.)

#

.'(*

倍的升高!在
5'c'AK$

2

GQN$

等)

*0

*的研

究中发现!利用
,N345

质粒载体抑制山羊成肌细

胞中的
>-BK

的表达!引起
N!-%

基因表达量
:

#

%%

倍的升高'本研究发现!利用腺病毒干扰载体抑

制绵羊成肌细胞中
>-BK

表达后!未引起
N!-%

基因
6345

表达的变化!但引起了
?JK6;%

基因

6345

表达的升高!暗示有干扰素反应发生!但不

是由
N!-%

途径介导!具体介导途径需要进一步研

究'同时研究发现!在蛋白水平上均未引起二者显

著性变化!由此可见!此腺病毒载体介导
,N345

引

起细胞的干扰素反应较小'

%

!

结
!

论

本研究成功构建靶向
>-BK

的
,N345

重组

腺病毒载体!对成肌细胞的感染效率在
/&b

以上!

腺病毒介导的
,N345

可以有效的降低成肌细胞内

>-BK

的表达'腺病毒介导
,N345

干扰
>-BK

基因表达可下调
)

个生肌调节因子
>

03

:

(

>

0

+L

(

>

0

+6

(

>

03

.6345

水平的表达!上调
X

C

#T

蛋白

的表达!但对
X

C

D:

(

X

C

#<

(

X

C

D.

蛋白表达水平影响

不大&对
N!-%

基因
6345

表达水平无显著影响!但

可引起
?JK6;%

基因
6345

表达水平的升高!对

V5;%

和
BY4T3%

基因蛋白表达水平均无显著影响'
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