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要!旨在细胞水平上进一步探讨
H850

基因的功能及其在猪小肠上皮细胞受到
\%(

大肠杆菌"

P:",&'(",($"+D

0(

!

P."+0(

#侵染时的调控机制!为提高仔猪对
\%(

大肠杆菌病抵抗力的分子选育提供理论基础'运用
7NDE!3$4N

;B7

方法检测分析
H850

基因在大肠杆菌
\%(DU

(

\%(D9

感染和脂多糖"

Q;@

#诱导小肠上皮细胞前后的
478=

表

达差异!并采用
2N,3NT-UE#33$-

O

方法检测大肠杆菌
\%(DU

(

\%(D9

感染小肠上皮细胞前后
\L50

的蛋白表达差异&

同时设计并构建猪
H850

基因慢病毒干扰载体!筛选并获得
H850

基因稳定沉默的小肠上皮细胞系!检测
H850

基因沉默对其所在球系列鞘糖脂生物合成通路其他关键基因"

H85%
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;PT!
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;PTC

(

C*A!>R5%

(

R!A!

#表达以及小肠上皮细胞
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黏附能力的影响'结果表明!在
\%(

大肠杆菌感染和
Q;@

诱导小肠上

皮细胞后!

H850

基因的
478=

相对表达水平均极显著升高"
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#!同时大肠杆菌感染后小肠上皮细胞的

\L50

蛋白表达上升'此外!本研究成功构建
H850

基因慢病毒干扰载体!并获得
H850

基因稳定沉默的小肠上

皮细胞系&

H850

基因沉默后!其所在的球系列鞘糖脂生物合成通路其他关键基因的表达都存在不同程度的下降!

其中
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基因表达水平显著下调"
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-5*A!>%
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和
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基因表达水平极显著下调"
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#!而
C*A!>R5%

和
R!A!

基因表达水平未发生显著变化!同时
H850

基因沉默后
\%(

大肠杆菌对小肠上皮

细胞的黏附能力显著降低'结果显示!

H850

基因低表达可能不利于仔猪大肠杆菌受体的形成!以增强猪小肠上

皮细胞抵抗
P."+0(\%(

感染的能力!本试验结果同时为球系列鞘糖脂生物合成通路在仔猪抗大肠杆菌感染过程中

的作用机制研究提供一定的理论基础和依据'

关键词!猪&
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基因&
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&大肠杆菌&球系列鞘糖脂生物合成通路
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#属于产肠毒素大肠

杆菌"
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造成当今断奶仔猪腹泻高发病率和死亡率的主要病

原菌之一)

%!0
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'

\%(

大肠杆菌通过表面的宿主特异

性肠吸附菌毛"黏附素#特异性吸附于小肠上皮细胞

表面的刷状缘受体!定居并大量繁殖!随后产生肠毒

素"

C-3NT#3#[$-

#和内毒素 "
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#进入细胞内!使细胞壁损伤!刺激肠上皮细胞

分泌大量液体进入肠腔并发挥病理效应!从而导致

仔猪腹泻(脱水甚至死亡)

*!A

*

'小肠上皮细胞是猪抵

抗肠道致病菌的第一道防线!是与革兰氏阴性菌及

其释放的脂多糖"

Q;@

#直接作用的细胞!它的病变

将会导致仔猪的腹泻和水肿等症状的出现'研究发

现!大肠杆菌
\%(

受体的最小抗原决定簇为
=̂ I

血型抗原中的
%

型
I

抗原!该抗原主要由
\L50

酶

催化)

.!1

*并在球系列鞘糖脂生物合成通路中合成)

(

*

'

本课题组前期研究发现!鞘糖脂生物合成
!

球系

列通路可能对断奶仔猪
\%(

大肠杆菌抗性具有重

要的调控作用)

/

*

!并初步确定鞘糖脂生物合成
!

球系

列通路中
&

!

"

%

!
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#岩藻糖转移酶基因"

H85%

(

H850

基因#对
\%(

大肠杆菌病抗性具有关键的调控作

用)

%&

*

'

H85%

(

H850

基因在染色体上呈串联形式

排列)

%%

*

!两者共同调控
&

!

"

%

!

0

#岩藻糖转移酶的功

能活性!催化
=̂ I

血型抗原中
%

型
I

抗原的形成!

从而影响
\%(

大肠杆菌受体的形成及
\%(

大肠杆

菌的黏附)
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*

'研究发现!

H85%

基因可以影响

P."+0(\%(

受体蛋白的表达!该基因存在
0

个突变

位点
<*&1

和
<(A1

位点!且
<*&1

位点的遗传变

异可作为猪抗
P."+0(\%(

育种的遗传标记!并已实

现了多个国外品种的抗病育种)

%*!%)

*

'然而本课题

A*&0
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组及其他学者发现!在
0&

多个中国地方猪品种中

H85%

基因
<*&1

和
<(A1

位点均呈现极端偏态分

布)

%A!%(

*

&在国外猪品种中抗
P."+0(\%(

育种得以应

用的
H85%

遗传标记可能不适合中国地方猪品种!

需要寻求新的适合中国地方猪品种的重要候选基因

及其有效遗传标记&基于
H850

的生物学功能和前

期研究结果!开展
H850

基因的功能及其与
P."+0(

\%(

抗性关系的研究无疑具有重要的科学意义和应

用前景'本课题组前期在
478=

水平上的研究进

一步表明!

H850

基因在
P."+0(\%(

抗性组猪十二

指肠和空肠的表达量极显著低于敏感组!且
H850

基因的表达与
H85%

基因呈极显著正相关!两者都

参与
P."+0(\%(

的抗性调控)
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'迄今为止!关于

猪
H850

基因的研究大多集中在探讨基因多态和

表达与仔猪抗大肠杆菌病的关系!还需要在细胞水

平上开展功能研究及验证工作'
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技术是目前发展起来的基因阻断技术之

一!是现今生物学研究的一种重要手段'它能够在

细胞水平上研究基因在信号通路和动物个体中的功

能!从而改善动物的遗传性状!提高经济价值!甚至

能提高动物的抗病力!防治疾病)
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'本试验利用

大肠杆菌刺激和脂多糖"
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#

诱导处理猪肠上皮细胞系"

M;CB!?0

#!检测处理前

后
H850

基因
478=

水平相对表达量!分析大肠

杆菌感染和
Q;@

诱导条件下
H850

基因的表达变

化规律!同时设计并构建靶向猪
H850

基因的

,:78=

干扰序列及阴性对照!进行慢病毒包装!转

染猪小肠上皮细胞系!利用
7NDE!3$4N;B7

方法检

测干扰效率!选择效率最高的慢病毒进行后续功能

验证!获得
H850

基因稳定沉默的肠上皮细胞后!

分析
H850

基因沉默对其所在细胞球系列鞘糖脂

生物合成通路其他关键基因"

H85%

(

-5*A!>%

"

$

!

半乳糖苷
D!0

!

*!

唾液酸转移酶
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乙酰半乳糖胺酶
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C*A!>R5%
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乙酰基半乳糖基转移酶
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R!A!

"

8!

乙酰基半乳糖苷酶
=

##表达以及对

小肠上皮细胞
P."+0(\%(

黏附能力的影响!在细胞

水平上探讨
H850

的功能!以期为研究
H850

基因

及其所在通路在猪肠上皮细胞受到
P."+0(\%(

侵

染时的调控作用及其分子机制提供基础!同时为今

后提升仔猪抗大肠杆菌侵染能力的分子选育提供理

论依据'
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材料与方法
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!

试验材料

猪小肠上皮细胞系
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由美国宾夕法尼亚

大学惠赠&人胚肾上皮细胞
0/*5

购自中国科学院

细胞库&大肠杆菌
\%(DU

(

\%(D9

由扬州大学朱国强

教授馈赠'

]<C<

%

\%0

"

%o%

#培养基(

]<C<

培

养基(胎牛血清(

6

X

3$!<C<

(

5T

GX

,$-!C]5=@#EP!

3$#-

及
;#E

G

UTN-N

均购自
J$U9# 7̂Q

"

Q$VN5N9:-#E!

#

O

$N,

!

JTD-"$,ED-"

!

8R

!

L@=

#&

Q;@

购自
@$

O

4D

公司 "

@$

O

4D!DE"T$9:

!

@3'Q#P$,

!

<6

!

L@=

#&

5T$_#E

购自
M-W$3T#

O

N-

公司"美国#&反转录试剂盒(

@R̂ 7

定量试剂盒购自
bD_

G

4N

公司"中国!南京#&

穿梭质粒
X

JQb*

%

I%

%

J\;`;PT#

和包装质粒

X

JD

O

%

;#E

(

X

7NW

(

X

b@b!J

由上海吉玛构建制备&

78=$!<D3N

转染试剂(

5)]8=

连接酶(质粒中提

试剂盒均购自
M-W$3T#

O

N-

公司"美国#'

#E!

!

引物设计与合成

根据
JN-̂D-S

数据库提供的猪
H850

基因序

列"

L1&((%'0

#设计
)

个针对
H850

基因的短发夹

78=

"

,:#T3:D$T

X

$-78=

!

,:78=

#干扰序列"表

%

#&并设计球系列鞘糖脂生物合成通路
1

个关键基

因序列的实时荧光定量
;B7

引物'所有荧光定量

引物片段大小均在
%&&U

X

左右!且都跨外显子设

计!以避免基因组
]8=

污染&使用
A!<G;

基因作

为内参基因!规范所有其他组织产物的循环阈值

"

B5

#'同时根据大肠杆菌菌毛蛋白基因
<Q>QR

设

计荧光定量引物!并设计猪
!

D$"#()

基因的荧光定量

引物!用细胞基因
!

D$"#()

作为内参对细菌菌毛基因

<Q>QR

进行均一化'所有引物均由上海生工生物

工程有限公司合成'引物的详细信息如表
0

所示'

#EJ

!

大肠杆菌
D#&5C

(

D#&5@

菌体感染和
V61

诱导

U6NAPL!

细胞

!!

将大肠杆菌
\%(DU

(

\%(D9

分别接种于
Q̂

培养

液!

0&&T

0

4$-

p%摇菌
%0:

!

*&&&T

0

4$-

p%离心
%&

4$-

!收集菌体!用
;̂ @

缓冲液重悬洗涤并离心!重

复
*

次'最后用细胞培养液将细菌稀释至
%'&q

%&

/

B\L

0

4Q

p%

!按每孔
%4Q

的量加入细胞培养

孔!每组有
*

个平行样!

):

后收集细胞'

将
Q;@

用细胞培养液稀释至
&'%

-

O

0

4Q

p%

!

按每孔
%4Q

的量加入细胞培养孔进行诱导!阴性

对照组只加用于配置诱导液的细胞培养液!每组有

*

个平行样'分别在诱导后的
)

(

(

(

%0:

收集细胞'

.*&0



!

%%

期 孙
!

丽等$猪
H850

基因沉默对其所在通路基因表达及小肠上皮细胞
P."+0(\%(

黏附能力的影响

表
#

!

9)+HB

寡聚单链
<HB

序列

(5C-*#

!

()*,-2

3

,F*:2@924

3

-*97:54;*;<HB9*

W

?*4@*,.9)+HB9

名称

8D4N

#E$

O

#

序列"

Ar

&

*r

#

#E$

O

#,N

F

PN-9N

%\

A!5//J5J5==BB=B=B5J5B=5J=B55B==J=J=J5B=5J=B=J5J5JJ55=B=B555555J

%7

!!55/======J5J5==BB=B=B5J5B=5J=B5B5B55J==J5B=5J=B=J5J5JJ55=B=BJ

0\

A!5//J=BB=5B5=BB5JJBB==55=55B==J=J=5==55JJBB=JJ5=J=5JJ5B555555J

07

!!55/======J=BB=5B5=BB5JJBB==55=5B5B55J==5==55JJBB=JJ5=J=5JJ5BJ

*\

A!5//J=B5B5BBB55BB5B===B5B55B==J=J=J=J555J=JJ==JJJ=J=J5B555555J

*7

!!55/======J=B5B5BBB55BB5B===B5B5B5B55J==J=J555J=JJ==JJJ=J=J5BJ

)\

A!5//JJ=JB=B=B=55J55BB=5J555B==J=J==B=5JJ==B==5J5J5JB5BB555555J

)7

!!55/======JJ=JB=B=B=55J55BB=5J55B5B55J===B=5JJ==B==5J5J5JB5BBJ

8!\

A!5//55B5BBJ==BJ5J5B=BJ555B==J=J==J55=J55JJJ=B555J55JB555555J

8!7

!!55/======55B5BBJ==BJ5J5B=BJ55B5B55J===J55=J55JJJ=B555J55JBJ

斜体部分为引入酶切位点!双下划线部分为干扰序列及其互补序列!单下划线部分为
E##

X

序列

5:N$3DE$9

X

DT3,DTN3:N$-3T#"P9N"N-_

G

4N"$

O

N,3$#-E#9$

!

3:N"#PUENP-"NTE$-N,DTN3:N$-3NTVNTN-9N,N

F

PN-9N,D-"3:N$T9#4

X

EN!

4N-3DT

G

,N

F

PN-9N,

!

D-"3:N,$-

O

ENP-"NTE$-N,TN

X

TN,N-33:NE##

X

,N

F

PN-9N,

表
!

!

+*5-P72F*6A+

引物信息

(5C-*!

!

()*24.,:F572,4,.+*5-P72F*6A+

G

:2F*:

基因名称

8D4N

JN-̂D-S

登陆号

=99N,,$#-8#'

引物序列"

Ar

&

*r

#

@N

F

PN-9N

片段大小%
U

X

QN-

O

3:

H85% L1&((*

\

$

5555==JBBBBB===B5JBB

7

$

5===5BJ=BBBB=5B=JBB5B

%0.

H850 L1&((%'0

\

$

==5BBB5J=BB5B=B5BBJ5J

7

$

BJJ==B5=B==B5JB5JJBB

%0*

-5*A!>% </11A*'%

\

$

5JJ55BJ=5J=JBJ=55B==B

7

$

=55B555BBJBJBB5J555=

%)&

;PT! CL))0A10'%

\

$

BJB=B=BB55BB=J55BB=J

7

$

JJBJ===J5JB===J5B=BJ

%0*

;PTC =̂ A0/A*%'%

\

$

5JJB55BBB5J5J=5BB555B

7

$

JBB==JJ=B=BJB555B5B5B

%**

C*A!>R5% 8<

1

0%)*A%'%

\

$

JB5==JJ==B=BB=B=5JBB=

7

$

JBJ=B5B=J5J=BB55BBB=5

%*1

R!A! CL))0A1*'%

\

$

==BB5J=5JBB5J=5BBB==J

7

$

==BBB=5JB=JJ5J==JB5J

%0%

A!<G; =\&%1&1/'%

\

$

=B=5B=5BBB5JB55B5=B5JJ

7

$

B5BJJ=BJBB5JB55B=B

%(1

<Q>QR <0A*&0'%

\

$

=JJBBJ==BB===J==JB=5

7

$

5B=BB=5B=JJJ555B5J=J5

%%1

!

D$"#() 8B

1

&%&))A'*

\

$

J5BJ5=B5BB5JB55JB5J=5

7

$

BB55B5BB55BB=J=5B=5BJB

%%/

1*&0



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)(

卷
!

#E%

!

荧光定量检测大肠杆菌
D#&5C

(

D#&5@

菌体感

染和
V61

诱导
U6NAPL!

细胞后的基因表达变化

!!

利用
5T$_#E

法提取所收集细胞的总
78=

!通过

%'0Z

琼脂糖凝胶电泳和核酸%蛋白浓度测定仪

8D-#]T#

X

8]!%&&&

检测
78=

的纯度和浓度!

p1&s

保存备用'以每个个体的
78=

作为模板

按照反转录试剂盒操作程序进行
9]8=

合成$每
%&

-

Q

的反应体系中含
Aq

F

75@P

X

NT<$[

.

0

-

Q

!总

78=

不超过
A&&-

O

!

78D,N!VTNN""I

0

6

补足至
%&

-

Q

'反应条件$

0AtB%&4$-

!

A&s*&4$-

!

(As

A4$-

!

)s

保存'

荧光定量
;B7

反应体系
0&

-

Q

$

9]8=

"

%&&

"

A&&-

O

#

0

-

Q

!上下游引物"

%&

-

4#E

0

Q

p%

#各
&')

-

Q

!

A&q 76a 7NVNTN-9N ]

G

NMM&')

-

Q

!

0q

=9NK

5<

F

;B7@R̂ 7 JTNN- <D,3NT <$[%&

-

Q

!

""I

0

6.'(

-

Q

'

;B7

反应条件$

/AsA4$-

&

/As

%&,

!

.&s*),

!

)&

个循环&扩增结束后分析熔解曲

线!程序$

/As%A,

!

.&s%4$-

&

/As%A,

!

.&s

%A,

'应用熔解曲线检测其是否具有"

(Au&'(

#

s

54

扩增的特异性!每个样本进行
*

次实时
;B7

检

测!取平均值'

#E'

!

I*97*:4C-,7724

3

检测

以大肠杆菌感染前后的细胞为样本!使用
8C!

;C7

试剂盒提取细胞总蛋白!并通过
B̂=

试剂盒

检测蛋白含量!使蛋白质水平标准化'

@]@!;=JC

"

%&Z@]@!

聚丙烯酰胺凝胶电泳#$取
%&

-

Q

蛋白质

上样!

%.&b

跑胶
1&4$-

'

2N,3NT-UE#33$-

O

"蛋白

印迹#$蛋白质转移到
;b]\

"聚丙烯二氟乙烯#膜

上!与相关抗体进行免疫印迹!

\L50

抗体"

%oA&&

#

作为一抗!兔原抗体"

%o*&&&

#

M

O

J

作为二抗!

$

!D93$-

抗体作为参照'

#EM

!

干扰载体构建

将合成的
A

对
#E$

O

#

序列分别通过退火处理成

双链!克隆入
X

JQb*

%

I%

%

J\;`;PT#

载体'退火

程序$正反单链"

%&&

-

4#E

0

Q

p%

#各
A

-

Q

!退火缓冲

液"

%&q

#

0

-

Q

!双蒸水
(

-

Q

!置于
/As

加热
A4$-

!

然后室温自然冷却
0&4$-

!形成双链'连接程序$

连接缓冲液"

Aq

#

)

-

Q

!双链
]8=

"

%&-4#E

0

Q

p%

#

)

-

Q

!

X

JQb*

"

%&&-

O

0

-

Q

p%

#

0

-

Q

!

5)]8=

连接

酶"

%L

0

-

Q

p%

#

%

-

Q

!双蒸水
/

-

Q

!室温连接处理

*&4$-

'连接产物分别转化感受态细胞
]IA

&

!在

含氨苄青霉素的固体培养基上培养
%.:

!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'

#E$

!

慢病毒载体包装及滴度测定

0/*5

细胞在
*1 s

!

AZ B6

0

的培养箱中培养

至覆盖率达到
(&Z

!按照
78=$!<D3N

转染说明书

将慢病毒重组载体与包装质粒共转染
0/*5

细胞!

10:

后收集培养液
)&&&T

0

4$-

p%离心
)4$-

!取上

清!去除细胞和碎片!并用
&')A

-

4

的滤器过滤&将

病毒原液在
0&&&&T

0

4$-

p%下超速离心
0:

!去除

上清!重悬于
6

X

3$!<C<

培养液中'

用含
A

-

O

0

4Q

p%

;#E

G

UTN-N

(

%&Z \̂ @

的

]<C<

培养液!按
%&

倍梯度稀释病毒液!每梯度各

取
%&&

-

Q

加入培养有
0/*5

细胞的
/.

孔板!每梯

度
*

个重复孔'

*1 s

!

AZ B6

0

的培养箱中培养

0):

后!吸弃稀释病毒液!加
%&Z \̂ @

的
]<C<

培养液!继续培养
)(:

'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

胞平均数除以每孔中含有的慢病毒液体积'

#E&

!

病毒液侵染猪
U6NAPL!

细胞及干扰效率验证

取滴度为
%q%&

(

5L

0

4Q

p%的
X

JQb*!\L50!

,:78=

及阴性对照病毒液
%&

-

Q

!加入指数生长期

M;CB!?0

细胞的
%0

孔板中!同时设置不转染的正常

细胞组'

)(:

后观察荧光情况!使用
%&

-

O

0

4Q

p%嘌

呤霉素进行药物筛选!每
0):

换
%

次含灭嘌呤霉素

的新鲜培养液!荧光显微镜下观察阳性细胞情况!直

至正常细胞全部死亡停止加药'收集细胞总
78=

!

检测
H850

基因相对表达情况!并计算干扰效率'

#EX

!

定量检测
()*!

基因沉默对
U6NAPL!

细胞中

球系列鞘糖脂生物合成通路相关基因表达的影响

!!

选择干扰效率最高的慢病毒载体侵染后的细胞

继续培养!加嘌呤霉素维持!获得
H850

基因沉默

的
M;CB!?0

细胞系!分别将
H850

干扰组(阴性对照

组及空白对照组处理的细胞以
A'&q%&

A 个0孔p%密

度接种至
%0

孔板培养'收集细胞提取总
78=

!通

过实时荧光定量
;B7

检测
H850

基因沉默对

M;CB!?0

细胞中球系列鞘糖脂生物合成通路关键基

因表达的影响"

H85%

(

H850

(

-5*A!>%

(

;PT!

(

;PTC

(

C*A!>R5%

(

R!A!

#!比 较 分 析 干 扰

H850

基因表达对通路中其他基因表达水平的影

响!以分析
H850

基因在球系列鞘糖脂生物合成通

路中的作用'

#E#"

!

()*!

基因沉默对大肠杆菌黏附能力的影响

上述
*

组细胞按
A'&q%&

A 个0孔p%的密度分

别接种到
%0

孔板!培养至细胞铺满整个孔室'大肠

(*&0



!

%%

期 孙
!

丽等$猪
H850

基因沉默对其所在通路基因表达及小肠上皮细胞
P."+0(\%(

黏附能力的影响

杆菌
\%(DU

和
\%(D9

分别接种至
Q̂

培养液!

*1s

摇床
0&&T

0

4$-

p%培养
%0:

!

)&&&T

0

4$-

p%离心
A

4$-

收集菌体!

;̂@

缓冲液重悬洗涤并离心!重复
*

次'

用细胞培养液将细菌稀释至
%'&q%&

/

B\L

0

4Q

p%

!向

培养板中分别加入
%'&4Q

细菌悬液!各
*

个重复!

*1sAZB6

0

培养箱孵育
%:

'弃去培养孔中细菌

液!

;̂ @

洗涤
*

次!

一板用超纯水配制的
&'AZ 5T$3#-a!%&&

溶液

处理
0&4$-

!再用移液器收集细菌悬液并按
%&

倍

浓度进行梯度稀释!涂布于
Q̂

平板!

*1s

培养过

夜!统计平板上菌落个数'一板立即向其中加入

]8=

提取试剂盒裂解液!严格按照试剂盒说明提取

细胞和细菌
]8=

'以抽提细菌和细胞混合
]8=

为模板!每个样本
*

个重复孔!以相对定量模式进行

定量检测'

#E##

!

数据处理与分析

采用
0

p

%%

B3法)

0*

*处理相对定量的结果!用内参

基因对表达水平进行均一化'使用下列公式$

%%

B3v

"待测组目的基因平均
B3

值
p

待测组内参基因平均

B3

值#

p

"对照组目的基因平均
B3

值
p

对照组内参

基因平均
B3

值#'利用
@;@@%.'&

软件的一般线

性模型"

JN-NTDEQ$-NDT<#"NE

!

JQ<

#对细胞感染

细菌前后(

Q;@

不同处理时间(

78=$

基因前后的细

胞基因表达差异情况及干扰前后的细胞黏附情况进

行比较分析'

!

!

结
!

果

!E#

!

()*!

基因在大肠杆菌感染猪小肠上皮细胞

后的
F+HB

表达水平变化

!!

大肠杆菌
\%(DU

和
\%(D9

菌体分别感染
M;CB!

?0

细胞后!细胞
H850

基因的表达量呈极显著上升

"

<

%

&'&%

#!且大肠杆菌
\%(DU

感染
M;CB!?0

细胞后

的
H850

基因表达水平高于
\%(D9

感染后的细胞'

!E!

!

V61

诱导
U6NAPL!

后不同时间
()*!

基因表

达量的差异

!!

以空白对照组
H850

基因的表达量为
%

!对

Q;@

不同诱导阶段
M;CB!?0

细胞中
H850

基因的

荧光定量结果进行统计!发现在
&'%

-

O

0

4Q

p%的

Q;@

诱导后!随诱导时间的延长
H850

基因表达呈

阶梯状增长!如图
0

所示'在
Q;@

诱导
)

(

(

和
%0:

后!

H850

基因表达量均极显著高于空白对照"

<

%

&'&%

#!但
*

个不同时间点之间
H850

基因表达量

差异不显著"

<

$

&'&A

#'

ÊD-S'

空白处理组细胞&

""

'

表示差异极显著"

<

%

&'&%

#'

下表同

ÊD-S,3D-",V#T3:N9NEE,Y$3:#P3D-

G

3TND34N-3

&

" "

'

<ND-,N[3TN4NE

G

,$

O

-$V$9D-3"$VVNTN-9NUN3YNN-3:N3TND3!

4N-3,

"

<

%

&'&%

#

'5:N,D4ND,UNE#Y

图
#

!

()*!

基因在大肠杆菌菌体感染细胞后的
F+HB

相

对表达水平

D2

3

E#

!

()*F+HB*T

G

:*992,4-*Q*-,.()*!

3

*4*24@*--924P

.*@7*;C

0

+1-2%30-20#-./0

图
!

!

"E#

!

3

)

FV

Y#

V61

诱导
U6NAPL!

后
()*!

基因的表达量

D2

3

E!

!

()**T

G

:*992,4,.()*!24U6NAPL!24;?@*;C

0

"E#

!

3

)

FV

Y#

V61

!EJ

!

I*97*:4C-,7724

3

分析大肠杆菌感染
U6NAPL!

后
DZ(!

蛋白的表达

!!

从图
*

可以看出!大肠杆菌
\%(DU

和
\%(D9

感

染
M;CB!?0

后
\L50

蛋白表达水平高于对照组'

这与
478=

相对定量的结果一致'

!E%

!

干扰载体构建与慢病毒液滴度测定

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
%

个阴性对照慢病毒重组质粒

载体!分别命名为
X

JQb*!\L50!%

(

X

JQb*!\L50!0

(

X

JQb*!\L50!*

(

X

JQb*!\L50!)

和
X

JQb*!\L50!

8B

'包装成功后收集病毒液进行病毒滴度检测和计

算$

)

个干扰载体滴度均为
*q%&

(

5L

0

4Q

p%

!阴性

对照为
0q%&

(

5L

0

4Q

p%

!该滴度水平达到了细胞感

染的要求'用
6

X

3$!<C<

培养液将慢病毒液稀释至

%q%&

(

5L

0

4Q

p%

!并分装保存于
p(&s

'

/*&0
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%

"

*'\%(DU

感染组&

)

"

.'\%(D9

感染组&

1

"

/'

对照组

%!*'\%(DU$-VN93$#-

O

T#P

X

&

)!.'\%(D9$-VN93$#-

O

T#P

X

&

1!/'5:N9#-3T#E

O

T#P

X

图
J

!

DZ(!

蛋白在大肠杆菌
D#&5C

和
D#&5@

菌体感染
U6NAPL!

细胞前后的差异表达

D2

3

EJ

!

<2..*:*4725-*T

G

:*992,4,.DZ(!

G

:,7*24C*.,:*54;5.7*:+,-./0D#&5C54;D#&5@24.*@72,4

!E'

!

慢病毒载体干扰效率验证

由图
)

可知!慢病毒侵染
M;CB!?0

细胞后!细胞

能表达绿色荧光蛋白&药物筛选
10:

后均能持续稳

定表达绿色荧光蛋白!表明慢病毒载体已成功转染

细胞并稳定表达'提取总
78=

进行实时荧光定量

检测
H850

基因转录水平表达情况!由图
A

可知!

X

JQb*!\L50!0

处理的
M;CB!?0

细胞中猪
H850

基因相对表达水平为
&'%*

!干扰效率为
(1Z

!即

X

JQb*!\L50!0

干扰效率最高!可用于后续试验'

78=$

表示
H850

基因干扰!

8B

表示阴性对照'左列是荧光显微镜下观察到的细胞!右列是普通光镜下与左侧相同视野

的对照

78=$TN

X

TN,N-3H850

O

N-N$-3NTVNTN-9N

!

D-"8BTN

X

TN,N-3-N

O

D3$WN9#-3T#E'5:NENV3DTN9NEE,#U,NTWN"U

G

3:NVEP#TN,9N-9N

4$9T#,9#

X

N

!

D-"3:NT$

O

:3DTN3:N9#-3T#E#V3:N,D4NW$NY$-ENV3#U,NTWN"U

G

#T"$-DT

G

E$

O

:34$9T#,9#

X

N

图
%

!

G

RVOJPDZ(!P9)+HB

病毒颗粒侵染
U6NAPL!

细胞荧光效果%

%"[

&

D2

3

E%

!

D-?,:*9@*4@**..*@7,.

G

RVOJPDZ(!P9)+HBQ2:?9

G

5:72@-*924.*@724

3

U6NAPL!@*--9

%

%"[

&

!EM

!

()*!

基因沉默对球系列鞘糖脂生物合成通

路相关基因表达的影响

!!

由图
.

可知!

H850

基因沉默造成
-5*A!>%

(

;PT!

和
;PTC

基因表达水平极显著下调"

<

%

&'&%

#!

H85%

基因表达水平显著下调"

<

%

&'&A

#!

而
C*A!>R5%

和
R!A!

基因表达水平未发生显

著变化'

!E$

!

()*!

基因沉默对大肠杆菌黏附能力的影响

由图
1

和图
(

可以看出!细菌黏附的荧光定量

结果和菌落定量结果均显示!

H850

基因沉默后大

肠杆菌
\%(DU

和
\%(D9

对
M;CB!?0

细胞的黏附能力

均显著下降'

&)&0
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期 孙
!

丽等$猪
H850

基因沉默对其所在通路基因表达及小肠上皮细胞
P."+0(\%(

黏附能力的影响

=

"

C'

依次为
X

JQb*!\L50!%

(

X

JQb*!\L50!0

(

X

JQb*!\L50!*

(

X

JQb*!\L50!)

和
X

JQb*!\L50!8B

转染
M;CB!?0

细

胞处理

=!C'5TD-,VN93$#-$-3#M;CB!?09NEE, Y$3:

X

JQb*!\L50!%

!

X

JQb*!\L50!0

!

X

JQb*!\L50!*

!

X

JQb*!\L50!)D-"

X

JQb*!\L50!8B

!

TN,

X

N93$WNE

G

图
'

!

实时荧光定量检测
()*!

基因
F+HB

表达水平及干扰效率分析

D2

3

E'

!

()*F+HB*T

G

:*992,4,.()*!54;545-

0

929,.247*:.*:*4@**..2@2*4@

0

78=$

表示
H850

基因干扰!

8B

表示阴性对照'

"

表示差异显著"

<

%

&'&A

#'下同

78=$TN

X

TN,N-3,H850

O

N-N$-3NTVNTN-9N

!

D-"8BTN

X

TN,N-3,-N

O

D3$WN9#-3T#E'

"

4ND-,,$

O

-$V$9D-3"$VVNTN-9NUN3YNN-3:N

3TND34N-3,

"

<

%

&'&A

#

'5:N,D4ND,UNE#Y

图
M

!

()*!

基因沉默后
U6NAPL!

细胞中各基因的表达

D2

3

EM

!

NT

G

:*992,4,.

3

*4*924U6NAPL!@*--95.7*:()*!

3

*4*92-*4@24

3

ÊD-S

表示空白对照

ÊD-STN

X

TN,N-3,UED-S9#-3T#E

图
$

!

()*!

基因沉默的
U6NAPL!

细胞对大肠杆菌的黏附水平的荧光定量结果

D2

3

E$

!

()*.-?,:*9@*4@*

W

?54727572Q*:*9?-795C,?77)*5;)*92,4,.U6NAPL!@*--97,+1-2%30-20#-./05.7*:92-*4@24

3

()*!

3

*4*

%)&0
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图
&

!

()*!

基因沉默的
U6NAPL!

细胞对大肠杆菌黏附水平的菌落定量结果

D2

3

E&

!

()*@,-,42*9

W

?54727572Q*:*9?-795C,?77)*5;)*92,4,.U6NAPL!@*--97,+1-2%30-20#-./05.7*:92-*4@24

3

()*!

3

*4*

J

!

讨
!

论

鞘糖脂在免疫应答(细胞发育分化(细胞识别过

程中都发挥重要的作用)

0)

*

!它能和糖肌醇磷脂锚定

蛋白"

J;M

锚定蛋白#在反式高尔基体上形成聚集

物!然后靶向定位于极化的上皮细胞顶端域'这种

分布特性使得上皮细胞在不利环境中能免受侵害!

另外可作为肠道共生菌群黏附结合的位点)

0A!0.

*

'

因此球系列鞘糖脂生物合成通路在
P."+0(\%(

受

体形成的过程中发挥着重要的作用'目前研究表

明!球系列鞘糖脂生物合成通路中的
H850

基因与

肠道菌群以及病毒性腹泻的易感性存在着重要的联

系!了解病毒感染的整体框架!有助于提高机体对病

毒性腹泻的抵抗力)

01

*

'

H850

基因的遗传多态性

与克罗恩病等炎症性肠道疾病的易感性有着密切的

关系!它能影响肠黏蛋白的功能状态!从而影响疾病

的易感性)

0(

*

'另有研究表明!

H850

基因的遗传多

态能够影响肠黏膜和其分泌物的岩藻糖基化水平!

导致肠道菌群的生态失调!从而引起炎症反应的发

生'同时肠内微生物和细菌黏附也影响
H850

基

因的表达)

0/!*&

*

'

H850

基因催化形成的
%

型
I

抗

原"组织血型抗原#主要分布在分泌液及大量外胚层

或中胚层起源的组织中!导致了
H850

基因在肠道

组织中的高表达)

*%

*

'同时基于
H850

基因参与
P.

"+0(\%(

受体的形成!因此本试验选用小肠上皮细

胞作为试验对象!开展一系列细胞水平的研究'本

课题组研究表明!

H850

基因在
P."+0(\%(

抗性组

仔猪十二指肠和空肠的表达量极显著低于敏感组!

且
H850

基因的表达与
H85%

基因呈极显著正相

关!两者都参与
P."+0(\%(

的抗性调控)

%/

*

'本试

验结果表明!在
\%(

大肠杆菌菌体刺激和
Q;@

诱导

后!

M;CB!?0

细胞
H850

基因的表达均表现出明显

的上升'

Q;@

是大肠杆菌黏附肠上皮细胞所释放

的内毒素!其诱导细胞后
H850

基因的极显著上调

与大肠杆菌感染所引起的基因变化一致!说明

H850

基因的低水平表达有利于机体抵抗大肠杆菌

的感染'而这一结果与之前课题组在
478=,

水平

上的试验结果完全一致!进一步说明了
H850

基因的

低水平表达有助于提高仔猪对大肠杆菌病的抵抗力!

其在
P."+0(\%(

的抗性调控中发挥着重要的作用'

国外研究表明!

H850

基因敲除后岩藻糖基化

结构减少!多糖结构
QNY$,!D

增加!从而导致岩藻糖

基化黏蛋白的缺失!破坏幽门螺杆菌表达血型抗原

结合黏附素对胃黏膜的黏合!进而防治幽门螺杆菌

感染)

*0

*

'为了在细胞水平上对
H850

基因进行更

深入的功能验证!进一步构建
)

个靶向
H850

基因

的
,:78=

慢病毒干扰载体!检测干扰前后对细胞

球系列鞘糖脂生物合成通路关键基因表达和
P."+0(

\%(

黏附能力的影响'本研究结果表明!

H850

基

因干扰后其所在的鞘糖脂生物合成
!

球系列通路中

H85%

(

-5*A!>%

(

;PT!

和
;PTC

基因表达水

平显著或极显著下调!而
C*A!>R5%

和
R!A!

基

因表达水平虽有所下调!但未发生显著变化!同时其

干扰后对大肠杆菌的黏附能力显著降低'这说明

H850

基因与 球系 列鞘糖脂生物合 成通路中

H85%

(

-5*A!>%

(

;PT!

和
;PTC

等基因存在

着协同互作作用!

H850

基因的下调也将导致

H85%

(

-5*A!>%

等基因的下调'

*̂J=Q85%

酶

和
8=J=

酶主要促进
I

抗原前体物质的合成!且

8=J=

酶可以水解
6!

型糖链上的复合物&

ICa=

酶和
ICâ

酶对
I

抗原前体的合成具有反向催化

作用!两者主要参与己糖胺酶的合成&

@5*J=Q%

酶

0)&0
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!

丽等$猪
H850

基因沉默对其所在通路基因表达及小肠上皮细胞
P."+0(\%(

黏附能力的影响

主要作用于
I

抗原前体合成唾液酸!再链接于酸化

的糖配体末端形成不同的受体)

%1

*

'结合以上功能

分析推测!

H850

基因的下调一方面影响
&

!

"

%

!

0

#

岩藻糖转移酶的功能活性!减少
=̂ I

血型抗原中

的
%

型
I

抗原和
\%(

大肠杆菌受体的形成!降低对

\%(

大肠杆菌的黏附!从而参与
P."+0(\%(

的抗性

调控'另一方面!

H850

基因的下调也将导致

H85%

(

-5*A!>%

等基因的下调!抑制了
I

抗原前

体物质的合成!从而抑制
I

抗原和唾液酸的合成!

导致
\%(

大肠杆菌受体的形成受到了阻碍'此外!

H850

基因的低水平表达降低了肠黏膜和其分泌物

的岩藻糖基化水平!提高了肠黏蛋白的功能状态!促

进肠道菌群的生态平衡!使宿主增强了对细菌侵染

的抵抗力'

基于本试验研究结果!下一步将继续运用
78=

干扰技术构建共抑制或过量表达一种而抑制另一基

因表达的双向表达载体!转染小肠上皮细胞!测定对

小肠上皮细胞
\%(

大肠杆菌黏附状态的影响!从而

较准确地确定基因之间的协同或颉颃作用'同时设

计
H850

基因敲除载体!获得
H850

基因敲除猪!

在个体水平上研究
H850

基因在抵抗
P."+0(\%(

感染过程中发挥的作用'这有助于解决中国地方品

种大肠杆菌病抗性育种的问题!为今后制定抗大肠

杆菌病遗传选育策略提供一定的理论依据'

%

!

结
!

论

本研究结果表明!

H850

基因低表达可能不利

于仔猪大肠杆菌受体的形成!以增强猪小肠上皮细

胞抵抗
P."+0(\%(

感染的能力!本试验结果同时为

球系列鞘糖脂生物合成通路在仔猪抗大肠杆菌感染

过程中的作用机制研究提供一定的理论基础和

依据'
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