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　　摘要：猪繁殖与呼吸综合征（ＰＲＲＳ）是由猪繁殖与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）感染引起的一种危害大、控制难的猪
传染性疾病。ＰＲＲＳＶ必须通过特异性受体诱导才能入侵宿主细胞，而ＣＤ１６３就是其中一个关键受体。在获得靶向作
用ＣＤ１６３基因ｍｉＲＮＡ的基础上，进一步研究发现过表达 ｍｉＲ－１８１ｃ、ｍｉＲ－４２６２可极显著抑制细胞内 ＣＤ１６３ｍＲＮＡ
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现ｍｉＲ－４２６２具有抑制ＰＲＲＳＶ增殖的作用，但其具体的分子作用机制还有待进一步深入研究。
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｍｓｑｌｆｅ＠１６３．ｃｏｍ。

　　猪繁殖与呼吸综合征（ｐｏｒｃｉｎｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅａｎｄｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＰＲＲＳ）是由猪繁殖与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）感
染引起的一种危害极大的传染性免疫抑制性疾病，以妊娠母

猪的繁殖障碍（流产、死胎、木乃伊胎）及各种年龄猪特别是

仔猪的呼吸道疾病为特征。１９８７年猪繁殖与呼吸综合征首
次在美国暴发，几年之内 ＰＲＲＳ便席卷了北美洲、欧洲、亚太
地区，至今仍在世界范围内流行。特别是近年来由高致病性

ＰＲＲＳＶ引起的突发疫情高热病在我国很多省份暴发和流行，
仔猪致死率高，给我国养猪业造成了巨大的经济损失［１］。由

于ＰＲＲＳＶ具有变异快且复杂、免疫抑制、存在抗体依赖性增
强作用等特征，目前采用疫苗等手段未能取得满意的效果，防

治ＰＲＲＳ仍然是养猪业的重大难题之一。
ＰＲＲＳＶ有一个典型的生物学特征就是具有严格的宿主

和细胞嗜性，它只感染猪，不感染其他物种，且主要感染单核

巨噬细胞系中分化完全的细胞，尤其是猪肺泡巨噬细胞

（ｐｏｒｃｉｎｅａｌｖｅｏｌａｒｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ＰＡＭ）。在体外，ＰＲＲＳＶ可在
ＰＡＭ和猴肾细胞系及其衍生细胞系（Ｍａｒｃ－１４５、ＭＡ－１０４
等）中增殖。宿主细胞膜上的一些特异性受体的存在与否决

定了该细胞对ＰＲＲＳＶ的易感性，而 ＣＤ１６３就是 ＰＲＲＳＶ感染

宿主细胞的最关键受体之一，它参与介导病毒的内吞和增

殖［２］。例如，在 ＰＲＲＳＶ非易感细胞系（ＢＨＫ－２１、ＰＫ－１５、
ＮＬＦＫ）中转染ＣＤ１６３真核表达质粒可以使这些细胞系感染
ＰＲＲＳＶ并在细胞内产生子代病毒粒子［３－４］。采用 ＣＤ１６３的
抗体处理ＰＡＭ可以有效阻止 ＰＲＲＳＶ的感染［３］，且永生化的

ＰＡＭ细胞系因无法正常表达ＣＤ１６３而变为ＰＲＲＳＶ非易感细
胞［５］。不仅如此，ＣＤ１６３的表达量与ＰＲＲＳＶ复制效率呈正相
关，上调ＣＤ１６３表达会增加病毒增殖，而下调 ＣＤ１６３表达可
降低病毒增殖［６］。

ＭｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一类长约２２个碱基、高度保守的
内源性非编码ＲＮＡ分子，能够互补或部分互补地与靶ｍＲＮＡ
结合，使ｍＲＮＡ降解或介导其翻译抑制，作为重要的转录后
调节因子调控基因的表达［７］，ｍｉＲＮＡ几乎参与调控了各个领
域的所有细胞生命活动的发生，在哺乳动物中可能负责调控

约５０％的编码基因［８］。在病毒感染和宿主天然免疫中，

ｍｉＲＮＡ也发挥着重要作用，参与病毒与宿主的互作，一方面，
宿主ｍｉＲＮＡ可以作用于病毒基因组ＲＮＡ抑制病毒增殖［５，９］，

另一方面，病毒释放的 ｍｉＲＮＡ可作用于宿主基因抑制天然
免疫［１０－１１］。

在前期工作中，笔者利用双荧光素酶报告系统筛选获得

了３个可靶向作用ＣＤ１６３基因３′非翻译区的ｍｉＲＮＡ，分别为
ｍｉＲ－１８１、ｍｉＲ－２３、ｍｉＲ－４２６２［１２］，本研究将进一步分析其
对ＣＤ１６３基因表达调控效应及对ＰＲＲＳＶ感染增殖的抑制效
果，为进一步获得抗ＰＲＲＳＶ增殖的功能ｍｉＲＮＡ奠定基础。

１　材料与方法

１．１　细胞和病毒
Ｍａｒｃ－１４５细胞系，来源于华中农业大学，用含１０％胎牛

血清的ＤＭＥＭ培养基（购自 ＨｙＣｌｏｎｅ）于５％ ＣＯ２、３７℃培养
箱中培养。ＰＲＲＳＶ－ＷＵＨ３毒株，由华中农业大学分离保存，
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用于细胞感染试验。

１．２　ｍｉＲＮＡ模拟物和抑制物
ｍｉＲＮＡ模拟物由上海吉玛制药技术有限公司人工合成，

其序列如表１所示。
表１　ｍｉＲＮＡ模拟物序列

ｍｉＲＮＡ模拟物 序列（５′→３′）
ｍｉＲ－１８１ｃ模拟物 ＡＡＣＡＵＵＣＡＡＣＣＵＧＵＣＧＧＵＧＡＧＵ
ｍｉＲ－２３ｂ模拟物 ＡＵＣＡＣＡＵＵＧＣＣＡＧＧＧＡＵＵＡＣＣ
ｍｉＲ－４２６２模拟物 ＧＡＣＡＵＵＣＡＧＡＣＵＡＣＣＵＧ
ｍｉＲ－ＮＣ模拟物阴性对照 ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ

１．３　ｍｉＲＮＡ模拟物转染和ＰＲＲＳＶ感染
转染２４ｈ前，消化 Ｍａｒｃ－１４５细胞，并通过细胞计数板

对细胞悬浮液进行计数，以１×１０５个／孔细胞进行均匀地铺
板，细胞长满８０％的计数板时开始转染。各 ｍｉＲＮＡ模拟物
按一定浓度（２０、５０、６０、１００ｎｍｏｌ／Ｌ）稀释后与脂质体
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００（购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）共孵育制备混合液，将混
合液加入细胞培养基中，然后在５％ ＣＯ２、３７℃条件下培养
２４ｈ后收集细胞或细胞上清液，进行病毒感染。同时设置各
种对照，Ｍｏｃｋ组为转染空白对照组，仅加入了转染试剂处理
细胞，为转染 ｍｉＲＮＡ模拟物；ＮＣ组为 ｍｉＲ－ＮＣ模拟物阴性
对照组；ＮＴＣ组为病毒感染空白对照组，采用ＰＢＳ处理细胞。
１．４　ＰＲＲＳＶ感染

接种病毒前，先将病毒原液置于冰上慢慢融化。Ｍａｒｃ－
１４５转染 ２４ｈ后，用 ＰＲＲＳＶ－ＷＵＨ３感染细胞［感染复数
（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）为０．１］，感染２４ｈ后收集细胞
或细胞上清液。

１．５　ＲＮＡ提取及ＲＴ－ＰＣＲ
细胞或细胞培养液总 ＲＮＡ采用 Ｔｒｉｚｏｌ（购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）

提取。反转录采用 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ
（购自ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ），荧光定量 ＰＣＲ采用 ＳＹＢＲ Ｓｅｌｅｃｔ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘｆｏｒＣＦＸ（购自 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）染料，相对定量
ＰＣＲ采用ＧＡＰＤＨ基因做内参。病毒ＲＮＡ的绝对定量，采用

含有ＰＲＲＳＶ病毒基因组片段（１３８ｂｐ）的ｐＭＤ－１８Ｔ载体（购
自ＴａＫａＲａ）作为标准品制作标准曲线。每个试验至少重复３
次。定量ＰＣＲ所用引物的详细信息如表２所示。

表２　定量ＰＣＲ所用引物

引物
序列

（５′→３′）
退火温

度（℃）
产物大

小（ｂｐ）

ＣＤ１６３上游引物 ＴＣＡＧＧＡＡＡＣＣＡＧＴＣＣＣＡＡＡＣ ５５ １０３
ＣＤ１６３下游引物 ＣＡＣＴＣＴＣＴＡＴＧＣＡＧＧＣＣＡＣＡ
ＰＲＲＳＶ上游引物 ＣＧＣＣＡＧＴＧＴＡＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣ ５５ １３８
ＰＲＲＳＶ下游引物 ＣＡＴＴＧＣＣＡＡＡＣＡＣＣＡＣＴＴＴＧ
ＧＡＰＤＨ上游引物 ＧＴＣＴＧＧＡＡＡＡＡＣＣＴＧＣＣＡＡＧ ５５ １００
ＧＡＰＤＨ下游引物 ＡＣＣＴＧＧＴＧＣＴＣＡＧＴＧＴＡＧＣＣ

１．６　统计分析
数据用“平均值±标准差”表示；采用Ｓｔｕｄｅｎｔｓｔ检测统计

数据，Ｐ＜０．０５、Ｐ＜０．０１分别表示差异达到显著、极显著水平。

２　结果与分析

２．１　调控ＣＤ１６３基因ｍＲＮＡ表达的ｍｉＲＮＡ验证
在前期研究中发现ｍｉＲ－１８１、ｍｉＲ－２３、ｍｉＲ－４２６２均可

靶向与 ＣＤ１６３基因的３′非翻译区结合［１２］，为了验证这３个
ｍｉＲＮＡ是否能调控 ＣＤ１６３基因 ｍＲＮＡ表达，本研究通过转
染ｍｉＲ－１８１ｃ、ｍｉＲ－２３ｂ、ｍｉＲ－４２６２的模拟物在细胞内过表
达各ｍｉＲＮＡ，检测 ＣＤ１６３基因 ｍＲＮＡ表达量的变化情况，进
一步验证候选ｍｉＲＮＡ对ＣＤ１６３的靶向调控作用。由图１可
知，与转染空白对照组相比，转染不同浓度梯度（２０、５０、
１００ｎｍｏｌ／Ｌ）的 ｍｉＲ－１８１ｃ、ｍｉＲ－４２６２均可极显著抑制
ＣＤ１６３基因 ｍＲＮＡ表达量（Ｐ＜０．０１），而只有转染高浓度剂量
（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）的ｍｉＲ－２３ｂ才能显著抑制 ＣＤ１６３基因的表达
（Ｐ＜０．０５）。转染各浓度梯度的阴性对照 ｍｉＲ－ＮＣ组的
ＣＤ１６３基因 ｍＲＮＡ表达水平与空白对照Ｍｏｃｋ组无显著差异
（Ｐ＞０．０５）。可见ｍｉＲ－１８１、ｍｉＲ－４２６２均可靶向作用ＣＤ１６３
基因抑制其ｍＲＮＡ表达，且ｍｉＲ－４２６２的抑制效果最佳。

２．２　ｍｉＲＮＡ抑制病毒增殖的效应检测
ＣＤ１６３是 ＰＲＲＳＶ感染宿主细胞的关键受体，而 ｍｉＲ－

１８１、ｍｉＲ－４２６２又可在一定程度上抑制 ＣＤ１６３基因表达，因
此，进一步在Ｍａｒｃ－１４５细胞中检测了ｍｉＲＮＡ抑制病毒增殖
的效应。细胞转染６０ｎｍｏｌ／Ｌ的各ｍｉＲＮＡ模拟物２４ｈ后，再
用ＰＲＲＳＶ感染（ＭＯＩ＝０．１），感染２４ｈ后分别检测细胞内和
细胞培养液中ＰＲＲＳＶＲＮＡ的含量。由图２、图３可知，与转

染阴性对照 ＮＣ组相比，转染 ｍｉＲ－１８１ｃ、ｍｉＲ－２３ｂ、ｍｉＲ－
４２６２均能极显著地抑制细胞内和细胞培养液中的 ＰＲＲＳＶ
ＲＮＡ含量（Ｐ＜０．０１），其中 ｍｉＲ－４２６２的抑制效果最好，可
使细胞内病毒含量下降８７％。

３　讨论与结论

研究表明，ｍｉＲＮＡ在病毒与宿主的互作中扮演着重要的
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角色，它们可以靶向作用病毒入侵的细胞关键因子［１３－１４］，或

是直接作用于病毒基因组［１５－１６］。鉴于ＰＲＲＳＶ入侵靶细胞必
须依赖宿主细胞的特异性受体表达这一典型生物学特性，从

ＣＤ１６３这个关键受体入手，筛选鉴定获得调控 ＣＤ１６３基因表
达的ｍｉＲＮＡ，从而找到抑制ＰＲＲＳＶ感染增殖的功能ｍｉＲＮＡ。
在前期的研究工作中，通过生物信息学预测和双荧光素酶报

告系统发现ｍｉＲ－１８１ｃ、ｍｉＲ－２３ｂ、ｍｉＲ－４２６２均可靶向作用
ＣＤ１６３基因［１２］，本研究进一步证实 ｍｉＲ－１８１ｃ、ｍｉＲ－２３ｂ、
ｍｉＲ－４２６２均可显著抑制ＰＲＲＳＶ在细胞中复制增殖，但是这
３个ｍｉＲＮＡ抗ＰＲＲＳＶ增殖的分子机制可能不完全相同。

２０１３年，Ｇｕｏ等首次发现 ｍｉＲ－１８１可以直接作用于
ＰＲＲＳＶ基因组ＲＮＡ，使病毒基因组降解发挥抗病毒效应［１７］。

同年，Ｇａｏ等研究发现 ｍｉＲ－１８１可以靶向作用受体基因
ＣＤ１６３的 ３′ＵＴＲ，抑制受体基因 ＣＤ１６３的表达，从而阻止
ＰＲＲＳＶ增殖［１８］，本研究结果与之相符。但是，值得关注的一

个问题是本研究发现 ｍｉＲ－４２６２、ｍｉＲ－１８１ｃ对 ＣＤ１６３基因
ｍＲＮＡ水平抑制效果相当（图１），但是 ｍｉＲ－４２６２对细胞内
和细胞液中释放的病毒含量的抑制效果却显著高于

ｍｉＲ－１８１ｃ（Ｐ＜０．０５），这暗示着这２个 ｍｉＲＮＡ抑制 ＰＲＲＳＶ
的分子机制并不完全相同。通过生物信息学预测分析发现，

ｍｉＲ－４２６２除了可靶向作用ＣＤ１６３基因外，还能靶向调控另
外一个ＰＲＲＳＶ的关键受体基因 ＣＤ１６９。ｍｉＲ－４２６２可能可
以同时靶向作用ＣＤ１６３、ＣＤ１６９这２个ＰＲＲＳＶ的关键受体基
因，进而提高了阻断 ＰＲＲＳＶ增殖的能力；另外一个原因可能
是 ｍｉＲ－４２６２还参与调节天然免疫信号通路，促进Ⅰ型干扰
素的表达，从而提高抗病毒增殖效应。在细胞中转染

６０ｎｍｏｌ／Ｌ的ｍｉＲ－４２６２，同时用 ５μｇ／ｍＬＰｏｌｙ（Ｉ∶Ｃ）（聚肌
苷酸胞苷酸，购自ＩｎｖｉｖｏＧｅｎ公司）处理，１５ｈ后用 ＭＯＩ＝０．１
剂量的ＰＲＲＳＶ感染２４ｈ，发现与转染ｍｉＲ－ＮＣ对照组相比，

过表达ｍｉＲ－４２６２可显著上调Ⅰ型干扰素 ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－β
的表达，说明ｍｉＲ－４２６２可一定程度解除ＰＲＲＳＶ对Ⅰ型干扰
素的抑制，然而具体分子机制还有待进一步深入研究。

转染低浓度剂量（２０、５０ｎｍｏｌ／Ｌ）的 ｍｉＲ－２３ｂ并不显著
抑制ＣＤ１６３基因ｍＲＮＡ的表达，即使是转染１００ｎｍｏｌ／Ｌ剂量
的ｍｉＲ－２３ｂ也只能抑制１１％的 ＣＤ１６３基因 ｍＲＮＡ表达量
（图１），然而ｍｉＲ－２３ｂ却能大幅度抑制 ＰＲＲＳＶ在细胞内的
复制与病毒的释放（图 ２、图 ３）。因此，ｍｉＲ－２３ｂ的抗
ＰＲＲＳＶ增殖效应并不是通过抑制受体 ＣＤ１６３基因实现的。
Ｚｈａｎｇ等研究发现，ＰＲＲＳＶ基因组 ＲＮＡ中含有 ｍｉＲ－２３ｂ的
作用靶点，表明ｍｉＲ－２３ｂ可能与ＰＲＲＳＶＲＮＡ靶向结合抑制
病毒增殖［１９］。同时，Ｚｈａｎｇ等还发现 ＰＲＲＳＶ感染后，
ｍｉＲ－２３能通过激活ＩＲＦ３／ＩＲＦ７诱导产生Ⅰ型干扰素，进一
步抑制病毒感染［１９］。

ＰＲＲＳＶ具有严格的细胞嗜性，入侵靶细胞依赖宿主细胞
上特异性受体的表达，而 ＣＤ１６３就是 ＰＲＲＳＶ入侵的一个关
键受体基因。在获得靶向作用 ＣＤ１６３基因的 ｍｉＲＮＡ的基础
上，进一步在细胞水平证实了 ｍｉＲ－１８１ｃ、ｍｉＲ－２３ｂ、ｍｉＲ－
４２６２具有抑制ＰＲＲＳＶ增殖的效应，其中 ｍｉＲ－４２６２抑制效
果最佳。３个 ｍｉＲＮＡ抑制 ＰＲＲＳＶ增殖的分子机制不尽相
同。ｍｉＲ－１８１ｃ是同时通过靶向作用ＰＲＲＳＶ基因组ＲＮＡ和
抑制ＰＲＲＳＶ关键受体ＣＤ１６３发挥抗病毒作用；ｍｉＲ－４２６２是
通过靶向抑制 ＰＲＲＳＶ关键受体 ＣＤ１６３和 ＣＤ１６９，同时参与
诱导产生Ⅰ型干扰素抑制病毒增殖；ｍｉＲ－２３ｂ则可能是直接
通过激活ＩＲＦ３／ＩＲＦ７诱导产生Ⅰ型干扰素抑制病毒感染。本
研究首次发现ｍｉＲ－４２６２具有抑制ＰＲＲＳＶ增殖的作用，其具
体分子作用机制还有待更进一步的深入研究。
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产反式 －４－羟脯氨酸重组大肠杆菌的构建及优化
刘笑尘１，高　爽１，许　伟２，戴良英１

（１．湖南农业大学植物保护学院，湖南长沙４１０１２８；２．布莱尼斯生物科技有限公司，江苏无锡 ２１４１００）

　　摘要：反式－４－羟脯氨酸为手性亚氨基酸，是一种被广泛应用于医疗、美容、化工、畜牧领域的生产原料。通过以
下工作构建了１株能够高效表达反式－４－脯氨酸羟化酶基因的重组大肠杆菌：（１）使用ＪＣＡＴ软件优化反式－４－脯
氨酸羟化酶的编码区基因序列，改变 １４１个碱基（替换了 １３８个同义密码子），使其 ＣＡＩ指数由 ０．３９６５优化至
０．９２７７，Ｃ／Ｇ由７３．６２６３％优化至５９．７０６９％，优化ｍＲＮＡ延伸效率；（２）优化非编码区序列，选择色氨酸启动子并进
行简化，使ＲＢＳ区包含ＳＤ序列，在ＲＢＳ区前添加ｇ１０－Ｌ翻译增强子，使用ＲＮＡｓｔｒｕｃｔｕｒｅ软件优化起始区序列的二级
结构，增强ｍＲＮＡ的起始效率；（３）构建重组大肠杆菌ＤＨ５α／ｐＵＣ－１９－ｐＨ，优化宿主及质粒载体，最终得到的重组菌
ＤＨ５α／ｐＵＣ－１９－ｐＨ比酶活达到０．０１０８Ｕ／ｍｇ。
　　关键词：反式－４－羟脯氨酸；重组大肠杆菌；起始效率；延伸效率；优化
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　　羟基脯氨酸（Ｈｙｐ）是一种手性亚氨基酸，被广泛应用于
医疗保健、美容、化工、畜牧等领域［１］。最初人们通过水解哺

乳动物的胶原蛋白［２］来获取反式 －４－羟脯氨酸，但此法有
许多弊端［３］。

１９９９年，研究人员筛选得到指孢囊菌 ＲＨ１，从该菌中提
取到能高效表达的反式 －４－脯氨酸羟化酶，并获得反式 －
４－脯氨酸羟化酶基因序列，之后该研究团队又将获得的基因
序列和脯氨酸代谢过程中的关键酶基因成功导入大肠杆菌质

粒中获得重组工程菌，在以葡萄糖为碳源的发酵体系中，发酵

４ｄ后可得２５ｇ／Ｌ的反式－４－羟脯氨酸，大大提高了反式－
４－羟脯氨酸的发酵效率［４－６］。日本协和发酵生物技术公司

也确立了反式－４－羟脯氨酸的高效微生物发酵生产法［７］。

但该技术在国内仍有待优化。本研究为构建１株能够高
效表达反式－４－脯氨酸羟化酶基因的重组大肠杆菌，尝试优
化反式－４－脯氨酸羟化酶的编码区基因序列，并通过添加
ｇ１０－Ｌ翻译增强子、ＳＤ序列、优化 ｍＲＮＡ起始区二级结构、
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