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　　摘要：通过对猪乳汁Ｅｘｏｓｏｍｅ中总ｍｉＲＮＡ进行分离提取，以验证其对猪繁殖与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）的抑制
作用。首先提取猪乳汁中的Ｅｘｏｓｏｍｅ，并将提取的Ｅｘｏｓｏｍｅ对感染 ＰＲＲＳＶ的 ＭＡＲＣ－１４５细胞进行初步处理，于２４、
４８ｈ后进行病毒滴度测定，并在 ＭＡＲＣ－１４５细胞上接种 ＰＲＲＳＶ病毒 ９６ｈ后对细胞形态进行观察；随后对猪乳
Ｅｘｏｓｏｍｅ中的总ｍｉＲＮＡ进行进一步提取，用提取的总ｍｉＲＮＡ处理感染ＰＲＲＳＶ的 Ｍａｒｃ－１４５细胞，于２４、４８ｈ后进行
病毒滴度测定，同时也在ＭＡＲＣ－１４５细胞上接种 ＰＲＲＳＶ病毒９６ｈ后对细胞形态进行观察。结果表明，转染猪乳
Ｅｘｏｓｏｍｅ和转染猪乳Ｅｘｏｓｏｍｅ总ｍｉＲＮＡ细胞中的ＰＲＲＳＶ滴度都显著低于转染ＰＢＳ（阴性对照）；同时相对于阴性对照
组，转染猪乳Ｅｘｏｓｏｍｅ和转染猪乳Ｅｘｏｓｏｍｅ总ｍｉＲＮＡ的细胞形态排列较紧密，边缘较清晰整齐。说明猪乳Ｅｘｏｓｏｍｅ中
存在与抑制ＰＲＲＳＶ复制有密切关系的ｍｉＲＮＡ，本研究将为ＰＲＲＳ的预防和治疗提供新的理论依据和途径。
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　　猪繁殖与呼吸综合征（ＰＲＲＳ），又称猪蓝耳病，是由猪繁
殖与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）引起的一种高传染性的疾病，
给养猪业造成了巨大的经济损失［１－２］。研究发现，许多

ｍｉＲＮＡ与抑制ＰＲＲＳＶ复制也有密切的关系［３］。ｍｉＲＮＡ是一
类小分子非编码单链ＲＮＡ，大小为１８～２５ｂｐ，广泛存在于动
物和植物中，并作为重要转录后调节因子调控基因的

表达［４］。

最近，研究证明ｍｉＲＮＡ可以通过外胞体（Ｅｘｏｓｏｍｅ）进入
循环系统而发挥生物学作用［５］。Ｅｘｏｓｏｍｅ是一类由细胞通过
内吞作用形成直径为３０～１００ｎｍ的小囊泡，它通过融合细胞
内的多泡体而释放到细胞外环境，在细胞间行使信号交流，是

一种新型的细胞间信息交流方式［６］。同时，研究发现 ｍｉＲＮＡ
可包裹于母乳 Ｅｘｏｓｏｍｅ中，母畜可以通过乳 Ｅｘｏｓｏｍｅ将
ｍｉＲＮＡ传递给仔畜，并发挥生物学作用［７］。

目前，关于猪乳 Ｅｘｏｓｏｍｅ中与抑制 ＰＲＲＳＶ复制有关的
ｍｉＲＮＡ的研究还未见报道，因此本研究将以延边地区的长白
猪为材料，分离猪乳 Ｅｘｏｓｏｍｅ并提取总 ｍｉＲＮＡ，在细胞水平
上验证其对猪繁殖与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）的抑制作用。
本研究将为ＰＲＲＳ的预防和治疗提供新的理论依据和途径。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞和病毒　Ｍａｒｃ－１４５细胞和ＰＲＲＳＶ，由延边大学

动物传染病实验室保存。

１．１．２　主要试剂　无水乙醇、ＣＨＣｌ３和异丙醇，购于北京佳
兰生物科技公司；Ｔｒｉｚｏｌ试剂，购于 Ｏｍｅｇａ公司；Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，购于大连 ＴＡＫＡＲＡ公司；ＤＭＥＭ液体培养基、胰蛋
白酶和青霉素、链霉素，购于 ＧＩＢＣＯ公司；胎牛血清，购于浙
江杭州四季青生物工程材料有限公司；细胞培养耗材，购于北

京佳兰生物科技公司；ｍｉＲＮＡ提取试剂盒，购于北京佳兰生
物科技公司。

１．１．３　主要仪器　高速大容量冷冻离心机、核酸蛋白测定
仪、紫外／可见光分光光度计（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；细胞培养ＣＯ２
培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ公司），－８０℃超低温冰箱（ＲＥＶＣＯ公司）；
普通冰箱（ＳＡＮＹＯ公司）；倒置生物显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；
分析天平（梅特勒－托利多仪器上海有限公司）；超高速离心
机（美国贝克曼公司）；超净工作台（江苏苏州净化公司）；超

纯水系统（广东广州誉维生物科技仪器有限公司）。

１．２　方法
１．２．１　猪乳Ｅｘｏｓｏｍｅ的分离　收集２００～３００ｍＬ延边地方
长白母猪（６头）分娩后初乳和常乳的混合样，立即放入
－８０℃ 冰箱储存备。后将 －８０℃冰箱的乳样解冻，
３０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心４０ｍｉｎ，取上清，去掉乳腺细胞碎片和乳
脂蛋白等杂质；之后１２０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心４０ｍｉｎ，取上清，进
一步去掉乳脂蛋白、酪蛋白和一些细胞碎 片；最后

１５００００ｒ／ｍｉｎ４℃超高速离心３ｈ，获得猪乳Ｅｘｏｓｏｍｅ。
１．２．２　猪乳 Ｅｘｏｓｏｍｅ中总 ｍｉＲＮＡ的分离　根据 ｍｉＲＮＡ提
取试剂盒步骤（北京佳兰生物科技公司）进行 ｍｉＲＮＡ提取，
最后用核酸蛋白测定仪测定总ＲＮＡ浓度，放入－３０℃备用。
１．２．３　细胞水平验证猪乳Ｅｘｏｓｏｍｅ对ＰＲＲＳＶ复制的影响
１．２．３．１　Ｍａｒｃ－１４５细胞的培养　从液氮罐中取出保存的
Ｍａｒｃ－１４５细胞，迅速放入预热好的３７℃水浴锅中，反复摇

—４４１— 江苏农业科学　２０１８年第４６卷第５期



动，使管中液体快速融化。后在离心机中１５００ｒ／ｍｉｎ离心，
５ｍｉｎ后在超净台中吸去上清液，加入１ｍＬ含有１０％ ＦＢＳ的
ＤＭＥＭ培养基，用玻璃吸管轻轻吹打形成细胞悬液。最后将
细胞悬液转移至２５ｍＬ细胞培养瓶中，补加含有１０％ ＦＢＳ的
ＤＭＥＭ培养基至７ｍＬ，放入３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱内培养。
待细胞铺满细胞瓶底后进行传代，在超净台中吸弃旧的培养

基，加入２ｍＬＰＢＳ缓冲液洗涤细胞，弃去，然后向细胞瓶中加
入１ｍＬ细胞消化液，轻轻摇匀使消化液润到所有细胞，在
３７℃ 培养箱作用３ｍｉｎ后显微镜下观察，在细胞变圆并有少
量细胞脱落漂浮时，立即吸取消化液，加入 ３ｍＬ含有 １０％
ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养基，用玻璃吸管反复吹打，使细胞完全脱
离瓶底，最后根据细胞的量将细胞转移到新的细胞培养瓶中，

补充培养基至５ｍＬ，盖好瓶盖，放入３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱
内培养。

１．２．３．２　Ｅｘｏｓｏｍｅ对ＭＡＲＣ－１４５的转染　按“１．２．３．１”节
传代方法将ＭＡＲＣ－１４５细胞传代到６孔细胞培养板上，将
铺好细胞小心置于５％ ＣＯ２细胞培养箱中，当细胞生长至密
度约７０％时，开始进行转染；取 ２ｍＬＥＰ管，加入 ５０μＬ
ＤＭＥＭ和１０μＬＥｘｏｓｏｍｅ（２０ｎｇ／１００μＬ），轻微混匀；之后将
混合液体加入到ＭＡＲＣ－１４５细胞中，置于５％ ＣＯ２细胞培养
箱中继续培养，另设阴性对照组，阴性对照组所用试剂为

ＰＢＳ，转染过程与前述相同。
１．２．３．３　ＰＲＲＳＶ的接毒试验和滴度测定　按“１．２．３．２”节
方法进行 Ｅｘｏｓｏｍｅ转染２４ｈ后，加入 ＭＯＩ为０．５的 ＰＲＲＳＶ
病毒液，放入３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中２４、４８ｈ，收集上清，进
行病毒滴度测定。取出细胞瓶，－２０℃反复冻融３～４次，转
移细胞培养物至大离心管中，３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ收集上
清液，将收集得到病毒悬液，以１０倍稀释（１０－１～１０－８）后，将
各稀释度的病毒液接种于９６孔板中的 ＭＡＲＣ－１４５细胞，按
Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ的方法进行病毒 ＴＣＩＤ５０滴度测定。同时，在
９６ｈ后利用倒置显微镜进行细胞病变效应观察。
１．２．４　细胞水平验证猪乳 Ｅｘｏｓｏｍｅ中总 ｍｉＲＮＡ对 ＰＲＲＳＶ
病毒复制的影响

１．２．４．１　Ｍａｒｃ－１４５细胞的培养　细胞的培养方法见
“１．２．３．１”节。
１．２．４．２　总 ｍｉＲＮＡ对 ＭＡＲＣ－１４５的转染　取２．０ｍＬＥＰ
管，加入不含血清的 ＤＭＥＭ和 ５００ｎｇ的总 ｍｉＲＮＡ，配制成
ｍｉＲＮＡ终浓度为５０ｎｍｏｌ／Ｌ的混合液，之后按“１．２．３．２”节
方法进行转染。之后将混合液体加入到 ＭＡＲＣ－１４５细胞
中，置于５％ ＣＯ２细胞培养箱中继续培养，另设阴性对照组，
试剂采用ＰＢＳ。
１．２．４．３　ＰＲＲＳＶ接毒试验和滴度测定　ＰＲＲＳＶ接毒试验和
滴度测定方法同“１．２．３．３”节。

２　结果与分析

２．１　猪乳Ｅｘｏｓｏｍｅ对ＰＲＲＳＶ病毒复制抑制结果
本试验在６孔板上对 ＭＡＲＣ－１４５细胞进行培养，之后

用 Ｅｘｏｓｏｍｅ和 ＰＢＳ进行转染，２４ｈ后感染 ＰＲＲＳＶ，并在
ＰＲＲＳＶ感染后２４、４８ｈ时收集上清，测定其 ＴＣＩＤ５０。结果表
明，转染猪乳 Ｅｘｏｓｏｍｅ细胞中的 ＰＲＲＳＶ滴度显著低于转染
ＰＢＳ（阴性对照）细胞中的 ＰＲＲＳＶ滴度。结果初步说明猪乳

Ｅｘｏｓｏｍｅ对ＰＲＲＳＶ的复制起到了抑制作用（图１）。
　　同时，本试验在 ＭＡＲＣ－１４５细胞上接种 ＰＲＲＳＶ９６ｈ
后，在显微镜下对 ＭＡＲＣ－１４５细胞的形态进行观察。由图
２、图３可知，猪乳Ｅｘｏｓｏｍｅ组中ＭＡＲＣ－１４５细胞的形态仍呈
不规则的多边形，排列较紧密，边缘较清晰整齐。而阴性对照

组（ＰＢＳ组）中ＭＡＲＣ－１４５细胞形态消失，皱缩、塌陷，边缘
不清晰，贴壁细胞出现灶状聚集，大量细胞脱落悬浮。进一步

说明，猪乳Ｅｘｏｓｏｍｅ抑制了ＰＲＲＳＶ在Ｍａｒｃ－１４５细胞上产生
的病变反应。证明猪乳 Ｅｘｏｓｏｍｅ与抑制 ＰＲＲＳＶ复制有密切
的关系。

２．２　猪乳 Ｅｘｏｓｏｍｅ中总 ｍｉＲＮＡ对 ＰＲＲＳＶ病毒复制抑制
结果

本试验对猪乳Ｅｘｏｓｏｍｅ总ｍｉＲＮＡ进行进一步提取，同样
按上述方法在６孔板对 ＭＡＲＣ－１４５细胞进行培养，后用提
取的总ｍｉＲＮＡ和ＰＢＳ对细胞进行转染，２４ｈ后感染ＰＲＲＳＶ，
分别在２４、４８ｈ时收集上清，测定其 ＴＣＩＤ５０。由图 ４可知，
ｍｉＲＮＡ处理组中的 ＰＲＲＳＶ滴度显著低于阴性对照组（ＰＢＳ
处理组）的ＰＲＲＳＶ滴度，说明猪乳Ｅｘｏｓｏｍｅ中的ｍｉＲＮＡ对
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ＰＲＲＳＶ的复制起抑制作用。
　　同样本试验在ＭＡＲＣ－１４５细胞上接种ＰＲＲＳＶ病毒９６ｈ
后，在显微镜下对 ＭＡＲＣ－１４５细胞的形态进行观察。由图
５、图６可知，ｍｉＲＮＡ处理组中 ＭＡＲＣ－１４５细胞的形态仍呈
不规则的多边形，排列较紧密，边缘较清晰整齐；而阴性对照

组（ＰＢＳ处理组）中 ＭＡＲＣ－１４５细胞形态开始变形或消失，
细胞边缘不清晰，贴壁细胞出现灶状聚集，大量细胞脱落悬

浮。此结果也进一步说明，猪乳Ｅｘｏｓｏｍｅ中的某些ｍｉＲＮＡ抑
制了ＰＲＲＳＶ在Ｍａｒｃ－１４５细胞上产生的病变反应。证明猪
乳Ｅｘｏｓｏｍｅ中存在与抑制ＰＲＲＳＶ复制有密切的关系ｍｉＲＮＡ。

３　结论与讨论

ｍｉＲＮＡ对病毒调节作用是人们广泛关注的热点之一，其
实ｍｉＲＮＡ几乎参与调控了各个领域的所有细胞生命活动的
发生［４］。成熟的ｍｉＲＮＡ一般是长度约为２２ｂｐ单链ＲＮＡ，成
熟的 ｍｉＲＮＡ与 ＲＮＡ诱导的沉默复合体（ＲＮＡ－ｉｎｄｕｃｅｄ
ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｃｏｍｐｌｅｘ，ＲＩＳＣ）结合，然后与靶基因的３′端非编码区
（３′－ＵＴＲ）互补，调节基因表达，发挥相应的调节功能［８］。

ｍｉＲＮＡ从发现开始就受到病毒学研究者的高度重视，被认为

是抗病毒感染的最有效方法之一。而研究表明，ｍｉＲＮＡ可包
裹于母乳的Ｅｘｏｓｏｍｅ中，母猪可以通过乳 Ｅｘｏｓｏｍｅ将 ｍｉＲＮＡ
传递给仔猪并发挥生物学作用［７］。如 Ｚｈｏｕ等在猪乳外胞体
中发现了大量免疫相关的ｍｉＲＮＡ，这些ｍｉＲＮＡ约有５９种，其
中ｍｉＲ－１４８ａ、３０ｂ、１８２和２００ｂ的丰度排在前１０位，并且初
乳中的数量要高于常乳，而且可抵抗恶劣的环境［９］。因此，

关于乳 Ｅｘｏｓｏｍｅ中 ｍｉＲＮＡ功能的研究正成为国内外研究的
一个新的热点。但关于猪乳 Ｅｘｏｓｏｍｅ中与抑制 ＰＲＲＳＶ复制
有关的ｍｉＲＮＡ的研究还未见报道，因此本试验首次对猪乳外
胞体总ｍｉＲＮＡ对猪繁殖与呼吸综合征病毒复制抑制作用进
行了研究。

本试验首先对猪乳Ｅｘｏｓｏｍｅ进行提取并在ＭＡＲＣ－１４５细
胞上初步验证Ｅｘｏｓｏｍｅ是否对ＰＲＲＳＶ的复制有抑制作用。通
过病毒滴度测定和细胞病变观察，证实 Ｅｘｏｓｏｍｅ能显著抑制
ＰＲＲＳＶ的复制。为了验证 Ｅｘｏｓｏｍｅ对 ＰＲＲＳＶ复制的抑制是
否通过其含有ｍｉＲＮＡ起作用，本试验对Ｅｘｏｓｏｍｅ的ｍｉＲＮＡ进
行了进一步提取，并通过病毒滴度测定和细胞病变观察证实，

提取ｍｉＲＮＡ能显著抑制ＰＲＲＳＶ的复制。综合上述，通过猪乳
Ｅｘｏｓｏｍｅ中ｍｉＲＮＡ可以抑制ＰＲＲＳＶ复制。本试验结果将为下
一步采用生物信息学及分子生物学等方法对猪乳Ｅｘｏｓｏｍｅ中
的具体ｍｉＲＮＡ的挖掘并进行功能验证、在细胞水平和活体水
平上分析具体抑制 ＰＲＲＳＶ复制的 ｍｉＲＮＡ功能及确定猪乳
Ｅｘｏｓｏｍｅ中ｍｉＲＮＡ抑制 ＰＲＲＳＶ病毒复制的机理提供实验基
础，将为ＰＲＲＳ的防治和药物开发提供一个新的思路。
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