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　　摘要：为了建立高品质的犬肾（ＭＤＣＫ）单克隆细胞系，使用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９技术实现 ＭＤＣＫ细胞 ＩＦＮ－β１基因的
敲除，构建细胞培养禽流感病毒（ＡＩＶ）增殖体系。首先，根据 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的技术要求构建了 Ｃａｓ９表达载体和
ｓｇＲＮＡ载体；然后，用３种载体共转染ＭＤＣＫ细胞，通过 ＧＦＰ阳性特征分选单细胞克隆，单细胞克隆培养在９６孔板
中。通过ＰＣＲ扩增和对ＩＦＮ－β１靶序列进行测序，确定了阳性ＭＤＣＫ单细胞克隆中ＩＦＮ－β１的敲除。结果成功构建
了具有ＩＦＮ－β１敲除的ＭＤＣＫ单细胞克隆细胞系，与原始细胞相比，该细胞系的病毒增殖能力提高。
　　关键词：ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９；犬肾（ＭＤＣＫ）细胞；ＩＦＮ－β１；禽流感病毒（ＡＩＶ）；增毒能力

　　中图分类号：Ｓ８５２．６５＋７　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０２０）０７－００５９－０６

收稿日期：２０１９－０７－０４

基金项目：国家重点研发计划（编号：２０１７ＹＦＤ０５００７０６）；江苏省自然

科学基金面上项目（编号：ＢＫ２０１５１３６０）。

作者简介：曹兴林（１９９３—），女，山西天镇人，硕士研究生，从事动物

用生物制品及工程技术的研究。Ｅ－ｍａｉｌ：１２６０５６４１８１＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：冯　磊，博士，副研究员，主要从事兽用生物制品工程技术

研究，Ｅ－ｍａｉｌ：ｆｅｎｇｌｅｉ＠ｊａａｓ．ａｃ．ｃｎ；徐业芬，教授，主要从事西藏高

原动物免疫遗传和生理学研究，Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｚｌｚｘｙｆ＠１６３．ｃｏｍ；

Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｚｌｚｘｙｆ＠１６３．ｃｏｍ。

　　禽流感（ＡＩ）是由禽流感病毒（ＡＩＶ）引起的禽
类烈性传染病，由于其血清型多，易发生变异［１－３］，

给国际养禽业造成了巨大的经济损失，而且在人类

公共卫生上也造成重大影响［４－７］，从而引起了研究

人员的高度关注。犬肾（ＭＤＣＫ）细胞是目前用于禽
流感病毒增殖主要的宿主细胞［８－９］。有研究表明，

当禽流感病毒在ＭＤＣＫ细胞中的连续传代时，其增
殖效率呈现出逐渐下降的趋势。甚至在连续增殖

到某一代次时，禽流感病毒的增殖效率会出现断崖

式下降。造成这一情况的原因目前尚不明确，但与

子代病毒粒子中缺陷型病毒粒子占比的逐渐增加

有关。而这种缺陷型病毒粒子的生成又与宿主细

胞Ⅰ型干扰素介导的宿主细胞天然免疫拮抗病毒
增殖有关。有关文献表明，ＩＦＮ－β１在禽流感病毒
感染ＭＤＣＫ细胞的过程中可以诱发细胞产生天然

免疫拮抗病毒增殖的信号通路，在病毒吸附、转运、

逆转录、复制以及芽殖等多个过程对病毒的增殖进

行干扰。同时释放到胞外的 ＩＦＮ－β１可通过细胞
膜上的干扰素识别受体［１０－１１］，激活未被禽流感病毒

感染的正常细胞的天然免疫系统，使得禽流感病毒

在细胞间的传播受到抑制。

ＣＲＩＳＰＲ是细菌和古细菌用来对抗入侵病毒及
外源 ＤＮＡ的免疫防御系统。因其机构为成簇规律
性间隔短回文重复序列，被命名为 ＣＲＩＳＰＲ［１２］。目
前ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９已经成为第三代基因编辑手段，较
传统基因编辑工具锌指核酸酶（ＺＦＮｓ）和转录激活
因子样效应核酸酶（ＴＡＬＥＮｓ）而言，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
操作简便、突变率高［１３－１５］。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因编辑
技术已成功应用于各种体外和体内基因敲除模型

的建立，成为重要的基因工程技术手段［１６－１８］。

综上所述，通过基因工程手段敲除 ＭＤＣＫ细胞
的干扰素ＩＦＮ－β１基因编码片段，去除细胞的主要天
然免疫信号传递分子，为提高禽流感病毒在 ＭＤＣＫ
细胞中的增殖效率提供新思路和新种质资源。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试验材料　ＭＤＣＫ细胞购自 ＡＴＣＣ－
ＣＣＬ３４、ＡＩＶ－Ｈ９亚型病毒：Ａ／ｃｈｉｃｋｅｎ／Ｊｉａｎｇｓｕ／０２／
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０９（简称ＪＳ０２），由国家兽用生物制品工程技术研究
中心分离、保藏；ｐＣＭＶ－ＭＣＳ－ＩＲＥＳ－ｅＧＦＰ、ｐＵＣ－
ｓｇＲＮＡ－ｃｌｏｎｉｎｇ载体由国家兽用生物制品工程技术
研究中心实验室构建提供。

１．１．２　试剂　ＤＮＡ连接酶 ＳｏｌｕｔｉｏｎⅠ、ＮｈｅⅠ、Ｘｈｏ
Ⅰ购于ＴａｋａｒａＢｉｏ有限公司；限制性内切酶ＢｂｓⅠ－
ＨＦ购于ＮＥＢＬａｂｓ；质粒 ＤＮＡ提试剂盒，转染试剂
购于ＱＩＡＧＥＮ公司；ＦＢＳ血清购于 Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ；
ＤＭＥＭ培养基来自本研究所；琼脂粉 Ａｇｅｒ购于
Ｂｉｏｆｒｏｘｘ公司 ；氨苄，薄型琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试
剂盒购于ＲＥＮＥＲＡＹＢｉｏｃｈｎｏｌｏｇｙ。
１．１．３　仪器梯度　ＰＣＲ仪，Ｂｉｏｍｅｔｒａ公司；核酸电
泳仪，全自动凝胶成像分析系统，上海天能公司；超

微量紫外分光光度计，ＮａｎｏＤｒｏｐｏｎｅ；ＣＯ２细胞培养
箱Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ；水浴锅，低速离心机离心机，北
京鼎昊源科技有限公司；高速离心机，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司。

１．２　方法
１．２．１　ｓｇＲＮＡ引物的设计及构建分析　犬 ＩＦＮ－
β１的基因序列（ＧｅｎｅＩＤ：４８１５５８），根据 Ｃａｓ９蛋白
识别序列要求，并考虑序列的特异性以及可能的编

辑脱靶效率，选取ＧＣＴＣＡＴＧＧＣＡＡＧＡＧＣＣＡＴＧＧＴＧＧ
为靶序列 １，ＧＡＴＡＡＴＣＴＧＴＡＡＧＴＡＴＡＴＴＡＡＧＧ为靶
序列２。针对这２条靶序列，设计２对ＤＮＡｏｌｉｇｏ引
物用于 ｓｇＲＮＡ表达载体的构建，序列如下：
ｓｇＲＮＡ－１－Ｆ：５′－ＣＡＣＣＧＧＣＴＣＡＴＧＧＣＡＡＧＡＧＣＣＡ
ＴＧＧ－３′；ｓｇＲＮＡ－１－Ｒ：５′－ＡＡＡＣＧＣＣＡＴＧＧＣＴＣＴ
ＴＧＣＣＡＴＧＡＧＣ－３′；ｓｇＲＮＡ－２－Ｆ：５′－ＣＡＣＣＧＧＡＴＡ
ＡＴＣＴＧＴＡＡＧＴＡＴＡＴＴＡ－３′；ｓｇＲＮＡ－２－Ｒ：５′－ＡＡＡ
ＣＧＴＡＡＴＡＴＡＣＴＴＡＣＡＧＡＴＴＡＴＣ－３′。２对靶序列引
物分别经退火处理，连接至经 ＢｂｓⅠ（购自 ＮＥＢ）处
理的 ｐＵＣ－ｓｇＲＮＡ－ｃｌｏｎｉｎｇ载体，获得 ｐＵＣ－
ｓｇＲＮＡ１和ｐＵＣ－ｓｇＲＮＡ２，用于后续转染试验。
１．２．２　ｐＣａｓ９－ＩＲＥＳ－ｅＧＦＰ载体的构建　根据犬
的蛋白质翻译密码子偏好性，优化Ｃａｓ９蛋白编码序
列，并在该序列２端各加入１条 ＳＶ４０病毒的 ＮＬＳ
序列。化学合成该序列（南京金斯瑞生物科技有限

公司），用于载体构建。ＰＣＲ扩增 Ｃａｓ９片段
（引物－Ｆ：５′－ＧＧＧＣＴＡＧＣＡＴＧＧＣＣＣＣＡＡＡＧＡＡＧＡ
ＡＧ－３′；引物－Ｒ：５′－ＧＧＣＴＣＧＡＧＣＣＣＣＡＡＣＣＣＣＧ－
３′），产物经ＮｈｅⅠ和ＸｈｏⅠ处理。
１．２．３　细胞的转染和分选　根据转染试剂
（Ｑｉａｇｅｎ）的配制及使用说明，配制含有 １．０μｇ

ｐＣａｓ９－ＩＲＥＳ－ＧＦＰ，各 ０．５μｇｐＵＣ－ｓｇＲＮＡ１和
ｐＵＣ－ｓｇＲＮＡ２的转染复合物，经转染ＭＤＣＫ细胞后
２４ｈ，于荧光显微镜下观察转染情况，对照细胞无绿
色荧光，转染细胞若转染成功，即呈现绿色。转染

后４８ｈ内对转染阳性细胞进行 ＦＡＣＳ细胞分选，将
阳性细胞单克隆分选至含有 １０％ ＦＢＳ血清的
ＭＤＣＫ细胞培养基中，设置每孔单个细胞克隆。置
于正常培养环境下继续培养１周待用。
１．２．４　单克隆细胞鉴定　待单细胞克隆恢复生长，
制作细胞克隆复板，用于细胞克隆的继续培养以及

细胞克隆的基因组 ＤＮＡ的提取鉴定。针对犬
ＩＦＮ－β１基因序列合成ＰＣＲ扩增引物Ｆ：５′－ＡＴＧＡ
ＡＡＧＧＧＡＧＡＡＣＴＧＡＡＡＧＴＧＧＧ－３′和Ｒ：５′－ＧＴＣＡＡ
ＧＣＡＴＣＧＴＣＣＡＴＴＣＣＧＡＧＡＧ－３′。经 ＰＣＲ扩增
（９８℃，３０ｓ；９８℃１５ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃２０ｓ，３５个
循环；７２℃ １０ｍｉｎ）。鉴定单克隆 ＭＤＣＫ细胞的扩
增片段，经 ＰＣＲ产物测序结果，确定基因敲除的细
胞克隆。

１．２．５　Ｈ９亚型禽流感病毒的增殖及血凝效价的
测定

１．２．５．１　Ｈ９亚型禽流感病毒的增殖　ＭＤＣＫ母细
胞、细胞克隆接种于６孔板中，待汇合度达到９５％，
以１％的接毒量加入 Ｈ９亚型禽流感病毒 ＪＳ０２株，
同时添加８μｇ／ｍＬ的ＴＰＣＫ处理的胰蛋白酶用于病
毒增殖，接毒３ｄ后反复冻融培养物，测定子代病毒
ＨＡ效价。并按照上述接毒操作进行病毒的连续传
代，分别于不同代次测定病毒ＨＡ效价。
１．２．５．２　Ｈ９亚型病毒 ＨＡ效价的检测　采新鲜
ＳＰＦ公鸡血，经抗凝处理，以 ＰＢＳ清洗血球３次，配
制成１％鸡血球 ＰＢＳ液。在 ＨＡ检测９６孔板上用
定量稀释器于每排各孔中加ＰＢＳ２５μＬ。以稀释器
吸取２５μＬ待测样品于第一孔中，连续对倍稀释该
样品至第１１孔，弃去２５μＬ，第１２孔不加样品作为
对照。每孔中补加２５μＬＰＢＳ，然后每孔分别加入
２５μＬ１％鸡血球 ＰＢＳ液，在振板器上振动２０ｓ，室
温下作用３０～４０ｍｉｎ。作用结束后依据血球凝集程
度判定反应结果，以出现完全凝集的最大稀释度为

该样品的血球凝集效价，以ｌｏｇ２／２５μＬ来表示。

２　结果与分析

２．１　ｐＣａｓ９－ＩＲＥＳ－ｅＧＦＰ载体构建
Ｃａｓ９编码序列的 ＰＣＲ产物核酸电泳结果如图

１－Ａ所示，ｐＣａｓ９－ＩＲＥＳ－ｅＧＦＰ载体经 ＮｈｅⅠ和
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ＸｈｏⅠ双酶切处理，产生４２２７ｂｐ和５７１４ｂｐ的２条
片段，电泳结果如图１－Ｂ所示，结果正确，ｐＣａｓ９－

ＩＲＥＳ－ｅＧＦＰ载体用于转染试验。

２．２　细胞转染结果
瞬时转染 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的 ３质粒进入

ＭＤＣＫ细胞２４ｈ后，于荧光显微镜下观察转染结果
（图２）。结果显示，阴性对照 ＭＤＣＫ细胞无绿色荧
光，转染后ＭＤＣＫ细胞呈现绿色荧光，图２－Ｂ箭头
所指荧光代表转染成功的ＭＤＣＫ细胞。

２．３　细胞流式分选
转染４８ｈ内，以ＢＤＦＡＣＳＤｉｖａ８．０．１流式细胞

仪进行细胞分选（图 ３），绿色荧光表达强度最高
（Ｔｏｐ１％～２％）的阳性 ＭＤＣＫ细胞被分选至９６孔

板，形成单细胞克隆。

２．４　目标序列的ＰＣＲ扩增及产物测序比对
待９６孔板中单细胞克隆生长恢复，达到８５％

的生长汇合度，进行细胞复板操作。将复板后细胞

克隆分别进行基因组 ＤＮＡ抽提及目标片段的 ＰＣＲ
扩增，结果如图４所示。对照细胞的扩增片段大小
为７６７ｂｐ，备选克隆的扩增片段如图４中１～１９号
泳道所示。根据备选克隆的 ＰＣＲ扩增产物的条带
大小，将克隆１的２５０ｂｐ左右条带、克隆３的２５０ｂｐ
左右条带、克隆８的１０００ｂｐ左右条带、克隆１０的
２５０ｂｐ左右条带、克隆１３的２５０ｂｐ左右条带、克隆
１４的２５０ｂｐ左右条带、克隆１５的１０００ｂｐ左右条
带、克隆１６的２５０ｂｐ左右条带进行切胶回收并做
ＰＣＲ产物测序，与对照细胞的犬 ＩＦＮ－β１基因的编
码序列进行比对分析。ＤＮＡ测序及比对结果如图５
所示，可见备选克隆中的 ＩＦＮ－β１基因编码序列在
２个靶向切割位点处出现了大片段的缺失或者大片
段的随机插入，说明对ＭＤＣＫ细胞进行 ＩＦＮ－β１基
因序列的编辑改造是有效的。
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２．５　ＩＦＮ－β１编码序列敲除阳性细胞克隆的生长
能力比较

对备选阳性细胞克隆进行了生长能力比较，结

果（表１）显示，经过 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统操作之后的
细胞克隆，生长能力有所差异，表现为生长速率减

慢，最大细胞密度降低等。细胞克隆１、克隆３、克隆
１０、克隆１４、克隆１６的细胞生长速率相对较快，以
这５株细胞克隆进行禽流感病毒的增殖比较试验。
２．６　ＩＦＮ－β１编码序列敲除阳性细胞克隆的病毒
增殖能力比较

对细胞克隆１、克隆３、克隆１０、克隆１４、克隆１６
以及ＭＤＣＫ原始细胞的病毒增殖能力进行比较，结
果（表２）表明，细胞克隆１表现出最好的病毒增殖
效果，Ｈ９亚型禽流感病毒 ＪＳ０２株在该细胞克隆中
获得连续增殖的能力，ＨＡ效价逐步升高并维持在
最高的水平。

３　结论与讨论

先天免疫反应是抵御病毒感染的第一道防线。

宿主细胞内的模式识别受体（ＰＲＲ）感知病原体相
关的分子模式，在触发一系列信号级联反应后，宿

主的防御机制被激活［１９］。在病毒感染后，引起干扰

素（ＩＦＮ）的产生和分泌，这对先天免疫是至关重要
的并且对适应性免疫也具有深远影响。干扰素信

号传导会诱导 ＩＦＮ刺激基因（ＩＳＧ）的转录，其进一
步加强机体对病毒感染的免疫应答［２０］。Ⅰ型干扰
素的主要有抗病毒、抗寄生虫、抗菌、抗肿瘤等功

能，其中抗病毒是 ＩＦＮ－Ⅰ最重要的功能之一。
ＩＦＮ－β的表达增加并且延长了ＩＳＧ的表达，ＩＦＮ－β
再作用于邻近细胞，并通过正反馈机制增强Ⅰ型
ＩＦＮ的诱导表达［２１］。对基于体外培养细胞作为增

毒基质的系统而言，获得 ＩＦＮ－β基因敲除的细胞

克隆，进而对培养群体产生均质化，提高禽流感病

毒的增殖能力和连续传代效果，为解决当前禽流感

细胞疫苗的生产瓶颈问题提供了一条新思路。

ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ系统是一种适应性免疫系统，可保
护细菌和古细菌免受噬菌体和质粒的入侵［１５］，是由

ｓｇＲＮＡ引导的 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ核酸酶系统，ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９针对含有三核苷酸原间隔序列（ＰＡＭ）并与
ｓｇＲＮＡ互补的基因组序列进行基因切割，从而实现
基因编辑。在Ｃａｓ９对靶位点进行切割后，产生的双
链断裂（ＤＳＢｓ）可通过非同源末端连接（ＮＨＥＪ）或同
源重组定向修复（ＨＤＲ）进行修复［２２］。与 ＺＦＮ７［２３］

和ＴＡＬＥＮｓ［２３－２４］技术相比，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９敲除位点
的设计更容易、特异性高、高效且非常适合高通量

和多重化的系统；与 ＲＮＡｉ相比，ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ敲除
等位基因通常会导致更明显的表型、更高的信噪比

和更低的假阳性［２５］。ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统的简便性、
方便性和有效性使其被运用在包括基因组编辑、基

因功能调查以及在动物细胞和人体细胞的基因治

疗等多个方面［２６］。在原核生物 ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ适应
性免疫系统中通过设计ｇＲＮＡ序列几乎可以编辑任
何类型细胞中的任一基因，从而实现敲除突变。

本试验利用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统成功构建敲除
了ＩＦＮ－β１编码序列的 ＭＤＣＫ单细胞克隆。该克
隆生长旺盛、病毒增殖能力维持较高水平，为禽流

感病毒抗原的规模增殖及相关机理研究奠定了试

验基础。根据 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９系统进行基因编辑的
优势，我们接下来将利用成功构建的 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９
系统进行更多细胞基因上的改造。通过将ＣＲＩＳＰＲ／
Ｃａｓ９技术与单细胞分析技术的进步相结合，在研究
病毒感染细胞后的先天性免疫反应，分析细胞免疫应

答时病毒与细胞关键免疫基因之间的相互依赖性，期

望能对病毒与其宿主之间的关系提供新的见解。
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表１　不同细胞克隆的生长效率比较

时间

（ｄ）
活细胞密度（×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ）

克隆１ 克隆３ 克隆８ 克隆１０ 克隆１３ 克隆１４ 克隆１５ 克隆１６

０ ３．００ ３．００ ３．００ ３．００ ３．００ ３．００ ３．００ ３．００

１ ５．８８ ６．２１ ３．１２ ６．８７ ４．８７ ６．１２ ３．１１ ５．４３

２ １１．２０ １２．１１ ６．３８ １４．２１ ５．５１ １３．１２ ３．８７ １１．２１

３ １８．８０ ２０．１３ １０．１９ ２６．３１ ６．９８ ２４．２７ ４．８７ １９．８２

４ ２９．８８ ３０．１１ ９．１１ ３１．３５ ７．７５ ２１．１１ ６．８９ ２３．８９

表２　不同细胞克隆对Ｈ９亚型禽流感病毒ＪＳ０２株的连续增殖比较

ＭＤＣ细胞
Ｈ９亚型禽流感病毒ＪＳ０２株ＨＡ效价（ｌｏｇ２／２５μＬ）

第１代 第５代 第１０代 第１５代 第２０代 第３０代

母细胞 ６ ７ ８ ７ ５ ４

克隆１ ８ １０ １０ １０ １１ １１

克隆３ ８ ８ ８ ９ １０ １０

克隆１０ ８ ９ ９ ９ １０ １０

克隆１４ ７ ８ ８ ９ ９ ９

克隆１６ ８ ８ ８ ９ ９ ９
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ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｐｏｒｔｓ，２０１５，５：１５５７７．

［１７］ＴｓｃｈａｈａｒｇａｎｅｈＤＦ，ＬｏｗｅＳＷ，ＧａｒｉｐｐａＲＪ，ｅｔａｌ．ＵｓｉｎｇＣＲＩＳＰＲ／

Ｃａｓｔｏｓｔｕｄｙｇｅｎｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｍｏｄｅｌｄｉｓｅａｓｅｉｎｖｉｖｏ［Ｊ］．ＴｈｅＦＥＢＳ

Ｊｏｕｒｎａｌ，２０１６，２０１６，２８３（１７）：３１９４－３２０３．

［１８］ＫｏｎｅｒｍａｎｎＳ，ＢｒｉｇｈａｍＭＤ，ＴｒｅｖｉｎｏＡＥ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｏｍｅ－ｓｃａｌｅ

ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎｂｙａｎｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９ｃｏｍｐｌｅｘ

［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０１４，５１７（７５３６）：５８３－５８８．

［１９］ＴｈｏｍｐｓｏｎＭＲ，ＫａｍｉｎｓｋｉＪＪ，Ｋｕｒｔ－ＪｏｎｅｓＥＡ，ｅｔａｌ．Ｐａｔｔｅｒｎ

ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓａｎｄｔｈｅｉｎｎａｔｅｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｖｉｒａｌ

ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｖｉｒｕｓｅｓ，２０１１，３（６）：９２０－９４０．

［２０］ＷｉｌｓｏｎＥＢ，ＢｒｏｏｋｓＤＧ．ＤｅｃｏｄｉｎｇｔｈｅｃｏｍｐｌｅｘｉｔｙｏｆｔｙｐｅＩ

ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｔｏｔｒｅａｔｐｅｒｓｉｓｔｅｎｔｖｉｒａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｔｒｅｎｄｓｉｎ

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１３，２１（１２）：６３４－６４０．

［２１］ＣｈｅｏｎＨＪ，Ｈｏｌｖｅｙ－ＢａｔｅｓＥＧ，ＳｃｈｏｇｇｉｎｓＪＷ，ｅｔａｌ．ＩＦＮβ－

ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｉｎｃｒｅａｓｅｓｉｎＳＴＡＴ１，ＳＴＡＴ２，ａｎｄＩＲＦ９ｍｅｄｉａｔｅｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ｔｏｖｉｒｕｓｅｓａｎｄＤＮＡｄａｍａｇｅ［Ｊ］．ＴｈｅＥＭＢＯＪｏｕｒｎａｌ，２０１３，３２

（２０）：２７５１－２７６３．

［２２］ＪｉｎｅｋＭ，ＣｈｙｌｉｎｓｋｉＫ．，ＦｏｎｆａｒａＩ，ｅｔａｌ．Ａｐｒｏｇｒａｍｍａｂｌｅｄｕａｌ－
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　　ＲＮＡ－ｇｕｉｄｅｄＤＮＡｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｉｎａｄａｐｔｉｖｅｂａｃｔｅｒｉａｌｉｍｍｕｎｉｔｙ．

［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０１２，３３７：８１６－８２１．

［２３］ＳａｎｄｅｒＪＤ，ＤａｈｌｂｏｒｇＥＪ，ＧｏｏｄｗｉｎＭＪ，ｅｔａｌ．Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ－ｆｒｅｅ

ｚｉｎｃ－ｆｉｎｇｅｒｎｕｃｌｅａｓｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｂｙｃｏｎｔｅｘｔ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｓｓｅｍｂｌｙ

（ＣｏＤＡ）［Ｊ］．ＮａｔｕｒｅＭｅｔｈｏｄｓ，２０１１，８（１）：６７－６９．

［２４］ＷｏｏｄＡＪ，ＬｏＴＷ，ＺｅｉｔｌｅｒＢ，ｅｔａｌ．Ｔａｒｇｅｔｅｄｇｅｎｏｍｅｅｄｉｔｉｎｇａｃｒｏｓｓ

ｓｐｅｃｉｅｓｕｓｉｎｇＺＦＮｓａｎｄＴＡＬＥＮｓ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０１１，３３３（６０４０）：

３０７－３０７．

［２５］ＲｏｗｅｎａＤＪ，ＭｏｒｅｔｔｉＦ，ＭｃＡｌｌｉｓｔｅｒＧ，ｅｔａｌ．ＦｕｎｃｔｉｏｎａｌＣＲＩＳＰＲ

ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｉｄｅｎｔｉｆｉｅｓｔｈｅｕｆｍｙｌａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙａｓａｒｅｇｕｌａｔｏｒｏｆ

ＳＱＳＴＭ１／ｐ６２［Ｊ］．Ｅｌｉｆｅ，２０１６，５：ｅ１７２９０．

［２６］ＬｉａｎｇＰ，ＸｕＹ，ＺｈａｎｇＸ，ＤｉｎｇＣ，ｅｔａｌ．ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９－ｍｅｄｉａｔｅｄ

ｇｅｎｅｅｄｉｔｉｎｇｉｎｈｕｍａｎｔｒｉｐｒｏｎｕｃｌｅａｒｚｙｇｏｔｅｓ［Ｊ］．Ｐｒｏｔｅｉｎ＆Ｃｅｌｌ，

２０１５，６（５）：３６３－３７２．

卢　霞，邓志军，刘梦华，等．辣椒基因组ＳＳＲ引物的开发及品种纯度分子鉴定［Ｊ］．江苏农业科学，２０２０，４８（７）：６５－６８．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２０．０７．０１１

辣椒基因组 ＳＳＲ引物的开发及品种纯度分子鉴定
卢　霞，邓志军，刘梦华，赵玉虎，司龙亭，李文虎，阿　门

（江苏绿港现代农业发展有限公司，江苏宿迁２２３８００）

　　摘要：辣椒是世界上重要的蔬菜作物之一，基因组简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｓ，简称ＳＳＲ）标记的开发对
于辣椒分子育种和杂交种子纯度检测具有重要意义。为了检测辣椒品种绿陇３号杂交种子的纯度，基于辣椒全基因
组序列开发了７５对ＳＳＲ标记。结果表明，只有ＳＳＲ标记ｐ５０对父母本的扩增结果表现为带型清晰、共显性，且具有高
多态性，可进一步用于杂交种的纯度检测。为了确保标记ｐ５０的准确性和可靠性，对其ＰＣＲ产物进行了进一步测序。
测序结果表明，在父母本中分别扩增出了２５１、２９３ｂｐ的序列。用标记ｐ５０对绿陇３号辣椒进行纯度检测，结果显示，
种子纯度为１００％，鉴定结果与田间纯度一致。新ＳＳＲ分子标记的开发，为辣椒杂交种子纯度的鉴定提供了参考，也
为辣椒种质资源遗传多样性分析及分子育种研究奠定了基础。

　　关键词：辣椒；ＳＳＲ；分子标记；种子纯度鉴定
　　中图分类号：Ｓ６４１．３０３　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０２０）０７－００６５－０４
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记辅助育种与种子纯度鉴定工作。Ｅ－ｍａｉｌ：１３４４９６３７５１＠

ｑｑ．ｃｏｍ。
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Ｅ－ｍａｉｌ：２５８２２５９９７２＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　 　 辣 椒 （Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ Ｌ．）属 于 茄 科
（Ｓｏｌａｎａｃｅａｅ）辣椒属（Ｃａｐｓｉｃｕｍ），是我国的主要蔬菜
作物之一，既可鲜食，又是重要的调料。辣椒品种

的好坏对其产量及品质均有直接而明显的影响，因

而辣椒新品种的选育至关重要。利用杂种优势选

育优质高产的杂交种，是辣椒育种中行之有效的途

径。目前，我国辣椒生产已经广泛使用杂交种，但

是在实际制种过程中，由于人工去雄不及时、外来

花粉干扰、母本自交、机械混杂等均影响了种子纯

度，因此，为了保证辣椒种子的质量，纯度鉴定是种

子销售中不可或缺的重要步骤［１］。在传统的形态

学角度，辣椒种子的纯度鉴定主要依赖于果型、株

型、绒毛等田间表型，其检测周期长、用地多，不仅

费时费工，而且易受环境因素的影响，难以满足当

年的生产需求。

近年来，分子生物学的发展使种子纯度鉴定进

入基因水平。用分子标记鉴定种子纯度采用电泳

方法检测基因组 ＤＮＡ的结构与组成，通过分析
ＤＮＡ水平上的差异来检验品种纯度与真实性，其遗
传性稳定、多态性高，不受发育阶段、取材部位等环

境因素的制约，目前ＤＮＡ分子标记技术已经被广泛
用于辣椒、番茄、茄子、黄瓜、西葫芦、西瓜等主要蔬

菜作物的鉴定与纯度检测中［２－８］。目前，在利用

ＤＮＡ分子标记检测辣椒种子纯度方面已有部分研
究，刘子记等对辣椒杂交种简单重复序列（ｓｉｍｐｌｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｓ，简称ＳＳＲ）分子标记鉴定结果及表
型鉴定结果进行比较分析，结果表明，筛选出的ＳＳＲ
分子标记可用于热辣 ３号杂交种纯度的快速鉴
定［９］；张曼用筛选出的标记ＣＡ８８５分别对２份辣椒
品种Ｆ１代杂交种的９６株单株进行纯度检测，检测
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