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　　摘要：猪源抗菌肽主要包括防御素（ｄｅｆｅｎｓｉｎｓ）和 ｃａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎｓ两大家族，ｃａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎｓ是一类在结构上存在很大差
异，含有保守 ｃａｔｈｅｌｉｎ区域的抗菌肽。猪繁殖与呼吸综合征（ＰＲＲＳ）是猪的一种高度传染性疾病，对养猪业造成了巨
大的经济损失，ＰＲＲＳＶ已成为严重威胁我国养猪业发展的重要传染病之一。主要研究猪感染 ＰＲＲＳＶ后体内
ｃａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎｓ抗菌肽的表达情况，以期为ＰＲＲＳＶ新药物的开发提供思路。结果表明，ＰＲ３９、ＰＧ１、ＰＧ１－５、ＰＭＡＰ２３的表
达受到ＰＲＲＳＶ的影响，猪在感染ＰＲＲＳＶ后，脾脏、肺、肺门淋巴结中的ＰＲ３９、ＰＧ１、ＰＧ１－５、ＰＭＡＰ２３表达量均上调，其
中ＰＲＲＳＶ对ＰＲ３９与ＰＧ１－５表达的影响较大。
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　　抗菌肽是动物天然免疫反应的重要组成部分，具有广谱
抗菌活性，对细菌、真菌、原虫和病毒均具有较强的杀伤作

用［１］，另外还可以抗癌、促进伤口愈合，因此具有较大的药用

开发价值。抗菌肽是生物体经诱导产生的具有抗菌活性的小

分子多肽，在机体抵抗病原入侵中起着重要作用［２］，具有分

子量小、抗菌谱广、抗菌活性高、不易使病原菌产生耐药性、不

破坏动物体细胞、无免疫原性等优点。抗菌肽作用机制独特，

主要有膜作用机制和胞内作用机制。最新研究表明，抗菌肽

还存在其他的杀菌机制，Ｃｈｕ等研究发现，抗菌肽α－ｄｅｆｅｎｓｉｎ
６可以结合到鼠伤寒沙门氏菌表面，通过自我组装，在细菌周
围形成一些小纤维和纳米样纤维，从而减少细菌黏附到肠道

黏膜，以达到保护机体的目的［３］。汪以真发现，猪源 ｈｅｐｃｉｄｉｎ
能够使大肠杆菌Ｋ８８聚集成团，形成网状结构包裹［４］。

猪源抗菌肽主要包括防御素（ｄｅｆｅｎｓｉｎｓ）和 ｃａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎｓ
两大家族，目前已发现了约 ３０种猪源抗菌肽，其中
Ｃａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎｓ有 ＰＲ －３９、ＰＧ１－５（ｐｒｏｔｅｇｒｉｎ）、ＰＦ１－２
（ｐｒｏｐｈｅｎｉｎ）和ＰＭＡＰ等４类抗菌肽［１］。ｃａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎｓ基因由４
个外显子和３个内含子组成，１～３个外显子编码 Ｎ－端信号
肽区域（ＰＲＥ）和保守的 ｃａｔｈｅｌｉｎ区域（ＰＲＯ），第４个外显子
编码Ｐｒｏ区的最后几个残基和高度特异的 Ｃ－端成熟肽区
域。与其他抗菌肽相比，ｃａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎｓ家族的抗菌活性更
强［５－６］，抗菌作用迅速［７］，对耐药菌株也具有较强的活性［８］、

低的溶血活性以及细胞毒性，在新型抗菌药物开发领域显示

出巨大的潜力［９］。

猪繁殖与呼吸综合征（ＰＲＲＳ）是猪的一种高度传染性疾
病，最早在北美洲和欧洲发现，我国于１９５５年首次分离到猪
繁殖与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）。ＰＲＲＳＶ可引起妊娠母猪
流产、死胎、木乃伊胎及产弱仔等繁殖障碍，并可引起各年龄

阶段猪的呼吸道症状，仔猪死亡率高，同时还会导致免疫抑制

和持续性感染等症状。ＰＲＲＳＶ对我国乃至世界养猪业造成
了巨大的经济损失，已成为严重威胁养猪业发展的重要传染

病之一，而现有疫苗及药物效果均不理想［１０］。本试验主要研

究猪感染ＰＲＲＳＶ后体内 ｃａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎｓ抗菌肽的表达情况，为
ＰＲＲＳＶ新药物的开发提供思路。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　试验材料　ＰＲＲＳＶ由国家野生动物疫病研究中心保
存，ＰＲＲＳＶ感染１月龄无特定病原体（ＳＰＦ）猪（２４头），分别
于感染后１２、２４、７２、１６８ｈ取样（以未感染病毒的１月龄 ＳＰＦ
猪６头作为对照），取肺脏、肺门淋巴结、脾脏、肝脏、骨髓等
组织，将样品置于冻存管中，液氮速冻，－８０℃保存。
１．１．２　试剂　超纯 ＲＮＡ提取试剂盒（ＵｌｔｒａｐｕｒｅＲＮＡＫｉｔ），
购自北京康为世纪生物科技有限公司；ＳｕｐｅｒｍｏⅢＭ－ＭＬＶ反
转录酶，购自北京百泰克生物技术有限公司；ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ、
ＲｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ和Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８Ｐｒｉｍｅｒｓ，购自宝生物工程
（大连）有限公司（ＴａＫａＲａ）；ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＧｒｅｅｎｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ，
购自北京全式金生物技术有限公司。

１．２　方法
１．２．１　ＲＮＡ的提取及ｃＤＮＡ的合成　采用超纯ＲＮＡ提取试
剂盒（ＵｌｔｒａｐｕｒｅＲＮＡＫｉｔ）取冻存组织进行总 ＲＮＡ提取，操作
过程按照试剂盒说明书进行。琼脂糖凝胶电泳检测 ＲＮＡ的
质量，紫外分光光度计下测定ＲＮＡ浓度，随后进行反转录，合
成ｃＤＮＡ第一链。以合成的 ｃＤＮＡ作为 Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲ（即
实时定量ＰＣＲ）分析的模板，－２０℃保存备用。
１．２．２　Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲ　Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲ（实时定量 ＰＣＲ）
引物（由上海英骏生物技术有限公司合成）序列［１，１１］见表１，
按照北京全式金生物技术有限公司 ＴｒａｎｓＳｔａｒｔＧｒｅｅｎｑＰＣＲ
ＳｕｐｅｒＭｉｘ说明书进行 Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲ，反应体系：Ｐ１０．５μＬ，
Ｐ２０．５μＬ，２×ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ

ＴＭ ＧｒｅｅｎｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ１２．５μＬ，
ＰａｓｓｉｖｅＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅ０．５μＬ，模板１．０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１０．０μＬ。
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表１　Ｃａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎ引物序列

Ｃａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎ引物 引物序列

（５′→３′）
核苷酸位置

（ｎｔ）
ＰＣＲ产物长度

（ｎｔ）

ＰＲ－３９ ＣＴＧＧＴＣＡＣＴＧＴＧＧＣＴＴＣＴＧＣＴ ５３～７４ １２７
ＧＡＧＡＴＴＡＧＣＴＴＣＣＧＡＧＧＡＣＴＧＣ １５７～１７９

Ｐｒｏｔｅｇｒｉｎ－１ ＡＡＣＧＧＧＣＧＧＧＴＧＡＡＡＣＡＧＴ ３０１～３２０ ９５
ＣＣＣＣＴＧＡＣＡＣＣＴＴＧＡＡＣＣＴＣＡ ３９５～３７４

Ｐｒｏｔｅｇｒｉｎ－４ ＣＧＧＡＧＣＴＧＴＧＴＧＡＣＴＴＣＡＡＧＧＡＧＡＡ ２７８～３０２ １８９
ＧＴＣＣＧＡＣＡＣＡＧＡＡＧＣＡＧＡＴＣＣＡＡＣＣ ４６６～４４２

Ｐｒｏｔｅｇｒｉｎ１－５ ＣＧＧＡＧＣＴＧＴＧＴＧＡＣＴＴＣＡＡＧＧＡＧＡＡ ２７８～３０２ １８７
ＴＧＣＣＧＴＣＧＣＡＡＣＣＧＴＣＡＴＣＣＴ ４６４～４４４

ＰＭＡＰ２３ ＣＧＧＡＧＣＴＧＴＧＴＧＡＣＴＴＣＡＡＧＧＡＧＡＡ ２９１～３１５ １６４
ＡＡＡＴＴＴＧＧＧＴＴＴＣＴＧＴＧＧＣＣＧＡＣＧ ４５４～４３１

ＰＭＡＰ３６ ＣＧＧＡＧＣＴＧＴＧＴＧＡＣＴＴＣＡＡＧＧＡＧＡＡ ２９１～３１５ ２１５
ＡＣＣＣＡＡＧＧＧＴＡＴＴＧＡＧＣＣＧＡＣＡＡＴ ５０５～４８２

ＰＭＡＰ３７ ＣＧＧＡＧＣＴＧＴＧＴＧＡＣＴＴＣＡＡＧＧＡＧＡＡ ２９１～３１５ １５９
ＴＣＣＧＡＣＣＡＣＧＡＴＣＡＣＴＧＡＧＧＡＡＡＴ ４４９～４２６

Ｐｒｏｐｈｅｎｉｎ１／２ ＣＧＧＡＧＣＴＧＴＧＴＧＡＣＴＴＣＡＡＧＧＡＧＡＡ ２８０～３０４ ３６３
ＡＡＡＧＧＴＧＧＡＧＧＣＧＧＡＧＧＧＡＡＣＣＡ ６４３～６２１

β－ａｃｔｉｎ ＡＴＣＧＴＧＣＧＧＧＡＣＡＴＣＡＡＧＧ ２５６～２７４ １０９
ＧＧＣＡＧＣＴＣＧＴＡＧＣＴＣＴＴＣＴＣ ３６４～３４５

反应程序：９５℃３０ｓ；９５℃５ｓ，５５℃１５ｓ，７２℃１０ｓ，４０个循
环。相对定量分析参照２－ΔΔＣＴ法［１２］。实时定量 ＰＣＲ分析共
进行３次生物学重复。

２　结果与分析

２．１　ＰＲ３９的表达情况
猪感染ＰＲＲＳＶ之后，在脾脏、肺、肺门淋巴结中均检测到

ＰＲ３９的表达，且随着感染时间的增长，表达量也有所变化。
如图１所示，猪感染 ＰＲＲＳＶ后，ＰＲ３９在脾脏中的表达量在
０．５、１、３和７ｄ的４个感染时间段中，感染１ｄ后表达量最
高，其次为感染０．５ｄ；猪感染ＰＲＲＳＶ后，ＰＲ３９在肺中的表达
量在０．５、１、３和７ｄ的４个感染时间段中，感染１ｄ后表达量
最高，其次为感染３ｄ；猪感染ＰＲＲＳＶ后，ＰＲ３９在肺门淋巴结
中的表达量在０．５、１、３和７ｄ４个感染时间段中，在感染１ｄ
后表达量最高，然后依次是感染０．５、３、７ｄ，但感染０．５ｄ和
３ｄ后的表达量差异不大。

综上所述，猪感染 ＰＲＲＳＶ后，ＰＲ３９在肺、肺门淋巴结和
脾脏３种组织中的表达量均呈现先升高后降低的趋势，且都
是在感染１ｄ后表达量达到最高值。

２．２　Ｐｒｏｇｅｒｉｎ１的表达情况
猪感染ＰＲＲＳＶ之后，在脾脏、肺、肺门淋巴结中均检测到

Ｐｒｏｇｅｒｉｎ１（ＰＧ１）的表达，感染时间不同，其表达量有所变化，
但差异较小。如图２所示，猪感染 ＰＲＲＳＶ后，Ｐｒｏｇｅｒｉｎ１在脾
脏中的表达量在０．５、１、３和７ｄ４个感染时间段中，在感染
１ｄ后表达量最高，其次为感染０．５、７、３ｄ；猪感染ＰＲＲＳＶ后，
Ｐｒｏｇｅｒｉｎ１在肺中的表达量在０．５、１、３和７ｄ４个感染时间段
中，在感染１ｄ后表达量最高，其次为感染３、７、０．５ｄ；猪感染
ＰＲＲＳＶ后，Ｐｒｏｇｅｒｉｎ１在肺门淋巴结中的表达量在０．５、１、３和
７ｄ４个感染时间段中，在感染１ｄ后表达量最高，然后依次是
感染０．５、３、７ｄ。综上所述，猪感染ＰＲＲＳＶ后，Ｐｒｏｇｅｒｉｎ１在脾
脏、肺和肺门淋巴结３种组织中的表达量均呈现先升高后降
低的趋势，且都是在感染１ｄ后表达量达到最高值，Ｐｒｏｇｅｒｉｎ１
的表达量在３种组织中的变化均不明显。

２．３　ｐｒｏｇｅｒｉｎ１－５的表达情况
猪感染 ＰＲＲＳＶ后，在脾脏、肺、肺门淋巴结中均检测到

Ｐｒｏｇｅｒｉｎ１－５（ＰＧ１－５）的表达，在脾脏中表达量较高，而在肺
与肺门淋巴结中表达量较少，随着感染时间的增长，表达量也

有所变化。如图３所示，猪感染ＰＲＲＳＶ后，ｐｒｏｇｅｒｉｎ１－５在脾
脏中的表达量在０．５、１、３和７ｄ４个感染时间段中，在感染
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１ｄ后表达量最高，然后依次为０．５、７、３ｄ；猪感染ＰＲＲＳＶ后，
ｐｒｏｇｅｒｉｎ１－５在肺中的表达量在０．５、１、３和７ｄ４个感染时间
段中，在感染１ｄ后表达量最高；猪感染ＰＲＲＳＶ后，ｐｒｏｇｅｒｉｎ１－
５在肺门淋巴结中的表达量在０．５、１、３和７ｄ４个感染时间
段中，在感染１ｄ后表达量最高，然后依次是感染０．５、３、７ｄ，
但感染３ｄ与７ｄ后的表达量差异不大。

综上所述，猪感染 ＰＲＲＳＶ后，ｐｒｏｇｅｒｉｎ１－５在脾脏、肺和
肺门淋巴结３种组织中的表达量均呈现先升高后降低的趋
势，且都是在感染１ｄ后表达量达到最高值，其中在脾脏中的
表达量变化较大，而在肺中的表达量变化不明显。

２．４　ＰＭＡＰ２３的表达情况
猪感染ＰＲＲＳＶ之后，在脾脏中未检测到 ＰＭＰＡ２３的表

达，肺、肺门淋巴结中检测到 ＰＭＰＡ２３的表达，且随着感染时
间的增长，肺、肺门淋巴结中ＰＭＡＰ２３的表达量有所变化。如
图４所示，猪感染ＰＲＲＳＶ后，ＰＭＡＰ２３在肺、肺门淋巴结中的
表达量在０．５、１、３和７ｄ４个感染时间段中，在感染１ｄ后表
达量最高，然后依次为感染０．５、３、７ｄ。

综上所述，猪感染ＰＲＲＳＶ后，ＰＭＡＰ２３在肺、肺门淋巴结
中的表达量均呈现先升高后降低的趋势，且都是在感染１ｄ
后表达量达到最高值。

３　讨论

抗菌肽分子量小，大部分具有１２～５０个氨基酸，具有强
碱性、热稳定性以及广谱抗菌性等特点，在农业、医药等领域

受到广泛的重视，全球科研人员对抗菌肽的作用机制、药物疗

效、安全性等进行了深入的研究，并且建立了抗菌肽数据库

（ＡＰＤ：ｈｔｔｐ：／／ａｐｓ．ｕｎｍｃ．ｅｄｕ／ＡＰ／ｍａｉｎ．ｐｈｐ）［１３］。目前，该数
据库已收录２７００多种抗菌肽，其中２７２种抗菌肽来源于细
菌，４种抗菌肽来源于古细菌，８种抗菌肽来源于原生生物、１３

种抗菌肽来源于真菌，３３５种抗菌肽来源于植物，２０４３种抗
菌肽来源于动物。这些抗菌肽具有抗细菌、抗病毒、抗真菌、

抗寄生虫、抗癌、抗原虫等活性。

研究发现，多种抗菌肽具有抗病毒活性，如抗艾滋病病

毒、疱疹病毒。ＬＬ－３７是人体内唯一的 ｃａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎｓ，通过直
接的灭活试验发现，ＬＬ－３７可以显著降低几种病毒对人的感
染［１４－１７］。动物抗菌肽通过与病毒糖蛋白或细胞表面的病毒

受体的相互作用，可以直接抑制病毒的感染，也可以通过激活

其他抗病毒反应来间接地抑制病毒感染［１８］。

本试验测定了 ＰＲＲＳＶ在感染猪后的不同时间段内，脾
脏、肺、肺门淋巴结中 ｃａｔｈｅｌｉｃｉｄｉｎｓ表达量的变化情况。研究
结果表明，ＰＲ３９、ＰＧ１、ＰＧ１－５、ＰＭＡＰ２３的表达受到 ＰＲＲＳＶ
的影响，猪感染ＰＲＲＳＶ后，脾脏、肺、肺门淋巴结中的 ＰＲ３９、
ＰＧ１、ＰＧ１－５、ＰＭＡＰ２３表达量上调，其中 ＰＲＲＳＶ对 ＰＲ３９与
ＰＧ１－５表达量的影响较大。下一步工作合成 ＰＲ３９、ＰＧ１、
ＰＧ１－５、ＰＭＡＰ２３多肽，测定抗菌肽对 ＰＲＲＳＶ的灭活效果以
及对细胞的毒性，为ＰＲＲＳＶ新药物的开发提供新的思路。
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沙地云杉、沙冬青和山杏 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应
体系优化及种间多态性比较

郑舒文，洪晓松，王　昊
（辽宁省盐碱地利用研究所，辽宁盘锦１２４０００）

　　摘要：利用ＩＳＳＲ分子标记技术对沙冬青、沙地云杉、克旗山杏和凉城山杏的ＰＣＲ反应体系进行了优化，分别建立
了适合沙地云杉、沙冬青、克旗山杏和凉城山杏的ＩＳＳＲ标记扩增体系；利用筛选出的１１个扩增条带清晰且多态性高
的引物对沙地云杉、沙冬青、克旗山杏和凉城山杏进行遗传多样性研究。其中得到清晰谱带１８７条，多态性谱带１８４
条，多态位点百分率（ＰＰＢ）为９８．４０％。应用ＰＯＰＧＥＮＥ３２分析表明：观察等位基因数（Ｎａ）为１．９８４０，有效等位基因

数（Ｎｅ）为１．６７８１，Ｎｅｉｓ基因多样度（Ｈｅ）为０．３９６４，Ｓｈａｎｎｏｎ多态性信息指数（Ⅰ）为０．５８２０。采用 ＵＰＧＡＭ法聚类
分析表明：沙地云杉、沙冬青、克旗山杏和凉城山杏可分为３类，克旗山杏和凉城山杏为Ⅰ类，沙地云杉为Ⅱ类，沙冬青
为Ⅲ类。聚类分析结果显示，除了山杏物种之间的亲缘性之外，沙冬青与山杏的亲缘关系较远，相似性较低；沙地云杉
与山杏２个不同物种却有一定的相似性。
　　关键词：沙地云杉；沙冬青；山杏；ＩＳＳＲ；体系优化；遗传多样性
　　中图分类号：Ｓ７２２．３＋４　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１８）０２－００２７－０３

收稿日期：２０１６－１０－１０
基金项目：辽宁省科学事业公益研究基金（编号：２０１５００２００９）。
作者简介：郑舒文（１９９０—），女，辽宁本溪人，硕士，研究实习员。
Ｅ－ｍａｉｌ：ｅｌｉａｎｅ１５０＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：王　昊，硕士，助理研究员，研究方向为耐盐碱植物筛选与
栽培。Ｅ－ｍａｉｌ：１３１３４１０１９５６＠１６３．ｃｏｍ。

　　沙冬青、山杏和沙地云杉都是内蒙古地区的特有植物。
沙冬青［Ａｍｍｏｐｉｐｔａｎｔｈｕｓｍｏｎｇｏｌｉｃｕｓ（Ｍａｘｉｍ．ｅｘＫｏｍ．）Ｃｈｅｎｇ
ｆ．］属于豆科蝶形花亚科沙冬青属，是古老的残遗濒危物种，
为常绿灌木，主要分布在我国西北地区，是中国北方干旱半荒

漠地区唯一的旱生常绿阔叶灌木［１－２］，具有水土保持、固沙、

观赏和药用价值［３］。沙地云杉（Ｐｉｃｅａｍｏｎｇｏｌｉｃａ）是中国稀有
珍贵树种，集中成片分布在生态环境恶劣的内蒙古自治区以

克什克腾旗的白音敖包自然保护区，具有耐旱抗寒、防风阻

沙、调节气候等特点［４］。山杏（ＳｉｂｅｒｉａｎＡｐｒｉｃｏｔ）又名西伯利亚
杏，为蔷薇科杏属植物，主要分布在俄罗斯的西伯利亚、蒙古

的东部和东南部以及我国北纬４０°地区，抗低温能力强，根系
发达，抗旱、耐瘠薄、耐盐碱，不耐涝。

内蒙古属典型的中温带季风气候，具有降水量少而不匀、

寒暑变化剧烈的显著特点［５］。这些生存并且繁衍的植物为

了适应恶劣的环境，生理性状发生改变的同时遗传因子肯定

也会发生一系列的变化。因此本研究通过４种特有物种的遗
传多样性的分析，为种间杂交育种提供理论基础，实现内蒙古

特有植物的繁衍，进而为美化内蒙古的环境作出贡献。

１　材料与方法

１．１　试验材料
摘取沙冬青、山杏、沙地云杉的种子，分装放在布袋里，放

在４℃冰箱中保存备用。
１．２　试验方法
１．２．１　基因组 ＤＮＡ提取　取各自的种子，去掉种皮，利用
ＣＴＡＢ法提取基因组ＤＮＡ。采用琼脂糖凝胶电泳的方法检测
纯度和浓度，ＵＶＰ型凝胶成像分析系统拍照记录，最后分别
装入１．５ｍＬ离心管并保存在－２０℃的条件下。
１．２．２　ＰＣＲ扩增　ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系经过优化确定为
２０μＬ，其中引物１μＬ、ＴａｑＭｉｘ１０μＬ、水８μＬ、５０ｎｇ的模板
１μＬ。引物序列由加拿大哥伦比亚大学提供，在上海生工生
物技术有限公司合成。ＰＣＲ扩增程序：９４℃预变性 ４ｍｉｎ；
９４℃ 变性４５ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，４０个循环；最后７２℃充分
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