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　　摘要：热休克蛋白（Ｈｓｐ）是在各种生物体内广泛分布的一类具有高度保守性、短时性、多样性等特点的热应激蛋
白质，参与细胞的多种生理生化活动。已有研究表明，Ｈｓｐ４０在多种病毒感染细胞的过程中发挥重要作用，但其对猪
圆环病毒２型（ＰＣＶ２）复制的影响及机制尚不清楚。为了探究 Ｈｓｐ４０在 ＰＣＶ２感染中的生物学功能，在克隆猪 Ｈｓｐ４０
基因ＣＤＳ区全基因序列的基础上，采用双酶切位点法分别构建猪Ｈｓｐ４０基因的过表达载体和ＲＮＡ干扰载体。该研究
为猪Ｈｓｐ４０转基因细胞株的构建搭建好平台，同时也为挖掘猪Ｈｓｐ４０对ＰＣＶ２感染的响应机制提供极大的便利。
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　　猪圆环病毒２型是引起猪圆环病毒相关疾病（ＰＣＶＡＤ）
的主要病原体［１－２］，我国于２００１年首次报道该病，目前已成
为危害我国规模化猪场养猪生产的重要传染病之一［３－４］。然

而，直到现在人们对 ＰＣＶ２的复制机理和致病机制仍然不是
很清楚，尤其对 ＰＣＶ２感染过程中病毒ＤＮＡ和蛋白与宿主胞
内蛋白之间的相互作用网络及其所蕴含的生物学意义更是知

之甚少。ＰＣＶ２作为能够感染哺乳动物的最小病毒之一，其基
因组的编码能力有限，必须依赖于宿主细胞内的酶类才能完成

复制增殖，因此ＰＣＶ２不得不借助其病毒 ＤＮＡ和蛋白与宿主
细胞内的各种基因相互作用来调控宿主免疫应答，如导致细胞

因子分泌失调、免疫抑制和疾病等，从而实现其对病毒复制和

致病机制的调控［５］。其中，有关ＰＣＶ２衣壳蛋白Ｃａｐ与猪热休
克蛋白４０（Ｈｓｐ４０）互作的文献报道最早见于２００９年，但至今
仍无关于此研究的新进展，特别是它们二者之间是否真的互作

以及这种互作所蕴含的生物学意义目前尚不清楚［５－６］。

Ｈｓｐ４０是一类跨物种存在的蛋白家族，存在于各种生物
体的线粒体、核糖体、内质网等细胞器中，并对蛋白翻译、折

叠、去折叠和转运等起重要作用［７］，同时还可以通过与病毒

蛋白或病毒复制复合体结合对多数病毒的复制产生影响［８］。

其中，不仅有很多动物病毒和植物病毒，而且还涵盖了许多

ＤＮＡ和ＲＮＡ病毒。因此，既然已有研究表明ＰＣＶ２Ｃａｐ与宿
主Ｈｓｐ４０蛋白之间存在相互作用，那么就有必要进一步探究
Ｈｓｐ４０对ＰＣＶ２复制的影响及机制。

目前，研究某一基因的生物学功能往往须要使其正常的

表达量上调或者下调，其中最常用的方法就是构建其过表达

和ＲＮＡ干扰载体，其中双酶切位点法又是构建转基因载体的
最普遍方法。为此，本研究利用双酶切位点法分别构建猪

Ｈｓｐ４０基因的过表达和ＲＮＡ干扰载体，从而为其进一步的遗
传转化和稳定表达细胞系的建立奠定基础，同时为进一步明

确猪Ｈｓｐ４０基因在ＰＣＶ２病毒感染过程中的生物学功能提供
了高效便捷的方法。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　组织、菌株及载体　脾脏组织采自３日龄美系大白
猪，该猪呈 ＣＳＦＶ、ＰＲＲＳＶ和 ＰＣＶ２阴性；大肠杆菌 ＤＨ５α，购
自天根生化科技（北京）有限公司；真核表达载体ｐＥＧＦＰ－Ｃ１
和ＲＮＡ干扰载体 ｐＣＤＨ－Ｕ６－ＭＣＳ－ＥＦ１－ＧｒｅｅｎＰｕｒｏ（简写
为ｐＣＤＨ－Ｕ６），均由西北农林科技大学张彦明教授馈赠。本
试验于２０１８年上半年在玉林师范学院生物与制药学院基因
工程实验室完成。

１．１．２　主要试剂　限制性内切酶（ＥｃｏＲⅠ和 ＢａｍＨⅠ）、Ｔ４
ｌｉｇａｓｅ、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔｋｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ和Ｔｒｉｚｏｌ，
均购自ＴａＫａＲａ公司；胶回收试剂盒、高纯质粒小量提取试剂
盒和 ＵｌｔｒａＰｏｗｅｒ核酸染料，均购自北京百泰克生公司；ＤＬ
２０００和Ｔｒａｎｓ２ＫｐｌｕｓＤＮＡｍａｒｋｅｒ，均购自北京全式金公司；
Ｐｆｕ高保真扩增酶和溴化乙锭（ＥＢ），均购自 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；琼脂糖，购自美国ＢＤ公司。
１．２　方法
１．２．１　引物的设计与合成　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中登录的猪
Ｈｓｐ４０基因序列（ＸＭ＿００３１３１４０９），利用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ６．０软
件设计出用于扩增猪 Ｈｓｐ４０基因的引物，上游引物 Ｈｓｐ４０－
Ｆ：５′－ＣＧＧＡＡＴＴＣＴＡＴＧＧＣＧＧＣＴＧＣＣＧＣＧＧＡＧＴＧＣＧＡＴＧ－３′（下
划线为ＥｃｏＲⅠ酶切位点），下游引物Ｈｓｐ４０－Ｒ：５′－ＣＧＧＧＡＴＣ
ＣＴＴＡＣＴＴＡＴＣＧＴＣＧＴＣＡＴＣＣＴＴＧＴＡＡＴＣＧＣＣＡＡＡＣＴＧＧＡＡＡＡＡＧ
ＡＡＡＴＴＣ－３′（下划线为ＢａｍＨⅠ酶切位点，斜体为Ｆｌａｇ标签序
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列）。待测出克隆获得的猪 Ｈｓｐ４０基因序列后，利用 Ｔｈｅｒｍｏ
ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司的 ｓｈＲＮＡ在线设计软件（ｈｔｔｐｓ：／／
ｒｎａｉｄｅｓｉｇｎｅｒ．ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ．ｃｏｍ／ｒｎａｉｅｘｐｒｅｓｓ／）设计出猪 Ｈｓｐ４０
基因的５对干扰序列和１对阴性对照序列［９］，引物信息详见

表１。为载体构建鉴定需要，本研究参照文献［９］合成了上游
引物５′－ＴＴＣＴＴＧＧＧＴＡＧＴＴＴＧＣＡＧＴＴ－３′和下游引物５′－ＣＧＧ
ＡＧＣＣＡＧＴＡＣＡＣＧＡＣＡ－３′，分别命名为Ｕ６－Ｆ和Ｕ６－Ｒ。以上
引物全由北京华大基因公司合成。

表１　短发夹ＲＮＡ干扰序列

ｓｈＲＮＡ名称 序列

（５′→３′）

Ｈｓｐ４０－ｓｈ１Ｓ ＧＡＴＣＣＧＣＡＧＧＡＧＴＴＣＡＡＧＡＡＴＧＣＴＡＡＣＡＡＧＡＧＴＴＡＧＣＡＴＴＣＴＴＧＡＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＴＴＴＧ
Ｈｓｐ４０－ｓｈ１Ａ ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＧＣＡＧＧＡＧＴＴＣＡＡＧＡＡＴＧＣＴＡＡＣＴＣＴＴＧＴＴＡＧＣＡＴＴＣＴＴＧＡＡＣＴＣＣＴＧＣＧ
Ｈｓｐ４０－ｓｈ２Ｓ ＧＡＴＣＣＧＧＡＧＴＴＣＡＡＧＡＡＴＧＣＴＡＡＴＧＣＣＡＡＧＡＧＧＣＡＴＴＡＧＣＡＴＴＣＴＴＧＡＡＣＴＣＣＴＴＴＴＴＧ
Ｈｓｐ４０－ｓｈ２Ａ ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＧＧＡＧＴＴＣＡＡＧＡＡＴＧＣＴＡＡＴＧＣＣＴＣＴＴＧＧＣＡＴＴＡＧＣＡＴＴＣＴＴＧＡＡＣＴＣＣＧ
Ｈｓｐ４０－ｓｈ３Ｓ ＧＡＴＣＣＧＧＡＴＧＡＡＧＡＧＧＧＣＡＴＧＡＡＴＡＴＣＡＡＧＡＧＡＴＡＴＴＣＡＴＧＣＣＣＴＣＴＴＣＡＴＣＣＴＴＴＴＴＧ
Ｈｓｐ４０－ｓｈ３Ａ ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＧＧＡＴＧＡＡＧＡＧＧＧＣＡＴＧＡＡＴＡＴＣＴＣＴＴＧＡＴＡＴＴＣＡＴＧＣＣＣＴＣＴＴＣＡＴＣＣＧ
Ｈｓｐ４０－ｓｈ４Ｓ ＧＡＴＣＣＧＧＣＡＴＧＡＡＴＡＴＧＧＧＴＧＡＴＴＴＣＣＡＡＧＡＧＧＡＡＡＴＣＡＣＣＣＡＴＡＴＴＣＡＴＧＣＣＴＴＴＴＴＧ
Ｈｓｐ４０－ｓｈ４Ａ ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＧＧＣＡＴＧＡＡＴＡＴＧＧＧＴＧＡＴＴＴＣＣＴＣＴＴＧＧＡＡＡＴＣＡＣＣＣＡＴＡＴＴＣＡＴＧＣＣＧ
Ｈｓｐ４０－ｓｈ５Ｓ ＧＡＴＣＣＧＧＣＴＴＣＡＧＣＴＴＴＧＡＡＧＣＡＴＣＣＣＡＡＧＡＧＧＧＡＴＧＣＴＴＣＡＡＡＧＣＴＧＡＡＧＣＣＴＴＴＴＴＧ
Ｈｓｐ４０－ｓｈ５Ａ ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＧＧＣＴＴＣＡＧＣＴＴＴＧＡＡＧＣＡＴＣＣＣＴＣＴＴＧＧＧＡＴＧＣＴＴＣＡＡＡＧＣＴＧＡＡＧＣＣＧ
Ｈｓｐ４０－ｓｈＮＳ ＧＡＴＣＣＧＣＴＴＡＡＡＣＧＣＡＴＡＧＴＡＧＧＡＣＴＣＡＡＧＡＧＡＧＴＣＣＴＡＣＴＡＴＧＣＧＴＴＴＡＡＧＣＴＴＴＴＴＧ
Ｈｓｐ４０－ｓｈＮＡ ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＧＣＴＴＡＡＡＣＧＣＡＴＡＧＴＡＧＧＡＣＴＣＴＣＴＴＧＡＧＴＣＣＴＡＣＴＡＴＧＣＧＴＴＴＡＡＧＣＧ

　　注：下划线部分为插入序列，粗体字为ｌｏｏｐ环。

１．２．２　组织总 ＲＮＡ提取与 ｃＤＮＡ的制备　取１００ｍｇ猪脾
脏组织置于研钵中，加入适量液氮并研磨完全后，将样品移入

离心管中，利用 Ｔｒｉｚｏｌ法抽提总 ＲＮＡ，具体方法参见文献
［１０］。待测定出所提取总 ＲＮＡ浓度后，按照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ

ＲＴｒｅａｇｅｎｔｋｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ说明书制备ｃＤＮＡ。
１．２．３　猪Ｈｓｐ４０基因的扩增　以上述制备的 ｃＤＮＡ为模板，
Ｈｓｐ４０－Ｆ和Ｈｓｐ４０－Ｒ为上、下游引物，利用 Ｐｆｕ高保真酶进
行ＰＣＲ扩增，同时设立阴性对照。反应体系为：Ｈｓｐ４０－Ｆ
１．０μＬ、Ｈｓｐ４０－Ｒ１．０μＬ、２×Ｐｆｕ高保真酶１０．０μＬ、ｃＤＮＡ
１．０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ加至 ２０μＬ。反应程序包括：９５℃ ５ｍｉｎ；
９４℃４０ｓ，６８℃ ４０ｓ，７２℃ ５０ｓ，３５个循环；７２℃ １０ｍｉｎ；
４℃ 结束反应。ＰＣＲ产物用１２ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶进行电泳检
测，然后置于凝胶成像系统中观察并拍照。

１．２．４　猪Ｈｓｐ４０基因真核表达载体和ＲＮＡ干扰载体的构建
与鉴定　将上述含有目的基因片段的凝胶用手术刀快速切下
并放置于２．０ｍＬ的离心管中，按照胶回收试剂盒的说明书纯
化出ＰＣＲ产物，置于－２０℃保存。将纯化后的 ＰＣＲ产物和
真核表达载体 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１分别用 ＥｃｏＲⅠ和 ＢａｍＨⅠ进行双
酶切，反应体系为：１０×Ｋｂｕｆｆｅｒ２．０μＬ、ＢａｍＨⅠ １．０μＬ、
ＥｃｏＲⅠ１．０μＬ、ＰＣＲ产物或ｐＥＧＦＰ－Ｃ１载体加至２０μＬ。反
应条件为：３７℃２ｈ，加入２μＬ１０×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ终止酶切
反应。酶切产物再次经电泳和胶回收后，利用 Ｔ４ＤＮＡ连接
酶于４℃ 过夜条件下将ＰＣＲ产物连入 ｐＥＧＦＰ－Ｃ１载体，反
应体系为：Ｔ４ｌｉｇａｓｅ１．０μＬ、Ｔ４ｌｉｇａｓｅｂｕｆｆｅｒ１．０μＬ、ｐＥＧＦＰ－
Ｃ１载体 １．５μＬ、ＰＣＲ产物加至 ２０μＬ，最终得到重组
ｐＥＧＦＰ－Ｈｓｐ４０载体。将连接产物转化大肠杆菌 ＤＨ５α感受
态细胞，挑取单克隆菌置于ＬＢ液体培养基（Ｋａｎ＋）中扩大培
养１２～１６ｈ，按高纯质粒小量提取试剂盒说明书提取细菌质
粒，经 ＥｃｏＲⅠ和 ＢａｍＨⅠ双酶切验证后，送由北京华大基因
公司测序。应用 ＤＮＡＳｔａｒ软件（ＭｅｇＡｌｉｇｎ）对克隆获得的猪
Ｈｓｐ４０基因序列进行比对分析。将测得的猪 Ｈｓｐ４０基因序列
拷贝进ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司的 ｓｈＲＮＡ在线设计软件

并按其说明设计出相应的ＲＮＡ干扰序列，将合成的各ｓｈＲＮＡ
干扰序列按照事先设定好的 ＰＣＲ程序（９５℃ ３０ｓ；９０℃
３０ｓ；８５℃３０ｓ；８０℃３０ｓ；７５℃３０ｓ；７０℃３０ｓ；６５℃３０ｓ；
６０℃３０ｓ；５５℃３０ｓ；５０℃３０ｓ）进行退火，然后使用Ｔ４ＤＮＡ
Ｌｉｇａｓｅ将其与经ＥｃｏＲＩ和 ＢａｍＨＩ双酶切过的ｐＣＤＨ－Ｕ６干
扰载体进行４℃过夜连接，分别得到５条干扰载体（ｐＣＤＨ－
Ｕ６－Ｈｓｐ４０－ｓｈ１、ｐＣＤＨ－Ｕ６－Ｈｓｐ４０－ｓｈ２、ｐＣＤＨ－Ｕ６－
Ｈｓｐ４０－ｓｈ３、ｐＣＤＨ－Ｕ６－Ｈｓｐ４０－ｓｈ４、ｐＣＤＨ－Ｕ６－Ｈｓｐ４０－
ｓｈ５）和１条阴性对照载体（ｐＣＤＨ－Ｕ６－Ｈｓｐ４０－ｓｈＮ），分别
简写为 Ｈｓｐ４０－ｓｈ１、Ｈｓｐ４０－ｓｈ２、Ｈｓｐ４０－ｓｈ３、Ｈｓｐ４０－ｓｈ４、
Ｈｓｐ４０－ｓｈ５和Ｈｓｐ４０－ｓｈＮ，统称为重组干扰载体。以构建的
各重组干扰载体及 ｐＣＤＨ－Ｕ６空载体为模板，利用引物
Ｕ６－Ｆ／Ｕ６－Ｒ进行 ＰＣＲ扩增，反应条件为：９５℃ ５ｍｉｎ；
９４℃ ３０ｓ，５８℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，３５个循环；７２℃ １０ｍｉｎ；
４℃ 保存。ＰＣＲ产物加入１２ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶中进行核酸电
泳检测，检测正确后送由北京华大基因公司测序。

２　结果与分析

２．１　猪脾脏总ＲＮＡ的提取
利用Ｔｒｉｚｏｌ法提取猪脾脏组织总 ＲＮＡ后，取５μＬ加入

１２ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶中进行检测分析，结果可见３条清晰的电
泳条带，从下往上分别是５ＳｒＲＮＡ、１８ＳｒＲＮＡ和２８ＳｒＲＮＡ，且
条带亮度２８Ｓ∶１８Ｓ≥１（图１）。经核酸浓度测定仪检测，其
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ＝１．９６，浓度为７８０ｍｇ／Ｌ，表明所提取的总ＲＮＡ
纯度较高、完整性良好，适用于后续的ｃＤＮＡ制备。
２．２　猪Ｈｓｐ４０基因的克隆

以猪脾脏组织总ＲＮＡ反转录得到的ｃＤＮＡ为模板，Ｈｓｐ４０－
Ｆ／Ｈｓｐ４０－Ｒ为引物，进行 ＲＴ－ＰＣＲ反应。反应结束后，将
ＰＣＲ产物加入１２ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶中检测分析，结果见图２。
可见１条大小约为１４８５ｂｐ的ＤＮＡ条带，与预期结果一致。
２．３　猪Ｈｓｐ４０基因真核表达载体的构建和鉴定

将构建好的重组质粒 ｐＥＧＦＰ－Ｈｓｐ４０经 ＥｃｏＲⅠ和
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ＢａｍＨⅠ双酶切，反应体系经１２ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳检测，见
图３。可见１条大小约为４７００ｂｐ载体片段和１条大小约
１４８５ｂｐ的目的基因片段，与预测的片段大小基本一致，说明
ｐＥＧＦＰ－Ｈｓｐ４０重组过表达载体构建成功。为了进一步验证
其正确性，将酶切鉴定正确的质粒送北京华大基因公司测

序并将测序结果与已报道的猪 Ｈｓｐ４０基因序列进行比对分
析，结果发现二者之间的核苷酸序列同源性为９９．８％，氨基
酸序列同源性为９９．４％，说明猪 Ｈｓｐ４０基因克隆成功且构
建的 ｐＥＧＦＰ－Ｈｓｐ４０重组过表达载体成功，测序结果如图４
所示。

２．４　猪Ｈｓｐ４０基因ＲＮＡ干扰载体的构建和鉴定
以构建好的猪 Ｈｓｐ４０基因 ＲＮＡ干扰载体和 ｐＣＤＨ－Ｕ６

空载体为模板，Ｕ６－Ｆ／Ｕ６－Ｒ为引物，进行 ＰＣＲ扩增，扩增
产物置于１２ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳中检测，结果见图５、图６。
可见 Ｈｓｐ４０－ｓｈ１、Ｈｓｐ４０－ｓｈ２、Ｈｓｐ４０－ｓｈ３、Ｈｓｐ４０－ｓｈ４、
Ｈｓｐ４０－ｓｈ５、Ｈｓｐ４０－ｓｈＮ和ｐＣＤＨ－Ｕ６干扰质粒经引物 Ｕ６－
Ｆ／Ｕ６－ＲＰＣＲ扩增后分别得到大小约为３５９、３５９、３５９、３５９、
３５９、３５９、３００ｂｐ的ＤＮＡ条带，表明各干扰序列均已被成功插
入到ｐＣＤＨ－Ｕ６载体，即猪 Ｈｓｐ４０基因各重组干扰载体构建
成功。

３　讨论与结论

自ｄｓＲＮＡ被发现以来，ＲＮＡ干扰技术逐渐称为研究基

因功能的一种有效方法，其形成的发夹ＲＮＡ通过碱基互补配
对识别并降解与之高度保守的同源 ｍＲＮＡ，从而使基因沉
默［１１－１４］。近年来，由于ＲＮＡ干扰技术具有高效、简便和特异
性强的特点，其已被广泛应用于各种生物基因表达调控和功

能基因的挖掘与鉴定等领域，尤其在动物、植物和微生物等的

品质改良中得到成功应用［１５－１７］。目前，尽管载体构建的方法

多种多样，构建策略也逐步完善，但传统的“酶切 －连接”方
法因其操作简便、成本低廉仍是应用最普遍的方法。本研究

利用“酶切－连接”方法成功构建了猪 Ｈｓｐ４０基因的真核过
表达载体和ＲＮＡ干扰载体。

由于有关猪 Ｈｓｐ４０蛋白生物学功能的研究相对较少，所
以目前市场上或各大实验室都还没有该蛋白抗体的文献报

道，笔者在构建其真核表达载体时，在猪Ｈｓｐ４０基因的Ｃ端添
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加了１个Ｆｌａｇ标签，使将来便于猪Ｈｓｐ４０蛋白的检测。经测
序发现，插入的Ｆｌａｇ标签序列与当初设计一致，没有突变和
移码现象；与此同时，测得的猪Ｈｓｐ４０基因序列与ＧｅｎＢａｎｋ已
发表的猪Ｈｓｐ４０基因的序列同源性达９９．８％，氨基酸同源性
达９９．４％，证明克隆获得的猪 Ｈｓｐ４０基因正确，可用于后续
ＲＮＡ干扰序列设计的靶基因。

将克隆获得的猪 Ｈｓｐ４０基因序列放入 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司的 ｓｈＲＮＡ在线设计软件，笔者设计了其 ＲＮＡ
干扰序列，且此干扰序列的设计是一次性合成的，既避免了原

始的“酶切－连接”方法无一例外地需要多轮酶切连接反应，
又尽可能地降低成本。由于设计出的每一条 ｓｈＲＮＡ干扰序
列引物只有５９ｂｐ，因此将合成后的各上、下游引物经连续退
火后直接与已经双酶切过的 ｐＣＤＨ－Ｕ６干扰载体相连接。
鉴于 ５９ｂｐ这个长度太短，市场上也很少有如此低标准的
ＤＮＡｍａｒｋｅｒ可用，采用ＰＣＲ方法和基因测序法对插入的各个
ｓｈＲＮＡ干扰序列进行检测验证是可行的。由于笔者是根据
ｐＣＤＨ－Ｕ６干扰载体的全基因序列在其多克隆位点的上游和
下游分别设计引物（Ｕ６－Ｆ／Ｕ６－Ｒ）且扩增出来的基因片段
大概为３００ｂｐ，因此一旦设计出的 ＲＮＡ干扰序列成功插入
ｐＣＤＨ－Ｕ６干扰载体，那么再用引物（Ｕ６－Ｆ／Ｕ６－Ｒ）扩增构
建好的各重组干扰载体时就将会得到１条约３６０ｂｐＤＮＡ电
泳条带，由于在ＤＮＡ凝胶电泳中３６０ｂｐ显著大于３００ｂｐ，因

此可以根据ＰＣＲ扩增条带的高低大致判断出所构建的载体
是否正确。图５、图６显示，本研究构建的猪Ｈｓｐ４０基因ＲＡＮ
干扰载体经ＰＣＲ鉴定是正确的，目前有关其遗传转化和转基
因细胞株系建立的研究尚在进行中。本研究的载体构建策略

以其步骤简便、效率可观等特点可被广泛运用于各生物表达

载体及干扰载体的构建当中。本研究载体构建成功的目的是

通过转基因的方式将ｐＥＧＦＰ－Ｈｓｐ４０和 Ｈｓｐ４０－ｓｈＲＮＡ转入
ＰＣＶ２宿主细胞中并筛选出其相对应的转基因细胞株系，从
而为研究Ｈｓｐ４０对ＰＣＶ２复制的影响和机制奠定基础。
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甘草 ＭＹＢ转录因子 ＧｌＭＹＢ１０的克隆与表达分析
王佳琦，王　璐，潘玉光，鹿　通，李雅丽
（内蒙古科技大学生命科学与技术学院，内蒙古包头０１４０１０）

　　摘要：根据甘草悬浮细胞经茉莉酸甲酯（ＭｅＪＡ）诱导前后的转录组测序结果，筛选到１个响应 ＭｅＪＡ诱导的 ＭＹＢ
转录因子基因，通过克隆该基因片段并进行序列分析确定该基因编码１个甘草ＭＹＢ转录因子，将其命名为ＧｌＭＹＢ１０。
该基因开放阅读框全长为１１７２ｂｐ，编码产物包含３４０个氨基酸，对其编码产物的基本理化性质、亲水性和疏水性、保
守结构域等方面进行了生物信息学分析和预测，对 ＧｌＭＹＢ１０基因编码产物的氨基酸序列进行聚类分析。结果表明，
其与木豆中ＭＹＢ类转录因子的同源性最高。应用ｑＲＴ－ＰＣＲ分析该基因的表达水平发现，ＧｌＭＹＢ１０基因在甘草悬浮
细胞受ＭＪ诱导后的表达量明显高于未诱导组，并且诱导９ｈ后表达量最高。通过对ＧｌＭＹＢ１０基因进行克隆与表达分
析，为探索该基因在甘草悬浮细胞黄酮类化合物生物合成中的调控作用奠定基础。
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　　甘草（ＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓＦｉｓｃｈ），豆科多年生草本植物，
主要分布在内蒙古、宁夏、新疆、甘肃等西部地区，具有抗炎、

抗病毒、抗癌防癌、保肝解毒、调节免疫功能以及降血脂、抗动

脉粥样硬化等心脑血管药理活性，是应用最广的补益类药食

兼用的大宗药材［１］。近年来，由于无节制采挖、过度放牧及

不合理工农业占地等，野生甘草资源逐年锐减，栽培品种收获

期过长使得靠大面积人工栽培来满足市场需求存在诸多困

难。植物细胞大规模培养技术是目前公认的最有前景的珍贵

植物药物资源的替代生产技术之一，可以很好地解决天然植

物资源匮乏问题。但由于植物细胞遗传与生理的不稳定性及

细胞间的不一致性等各种原因，使得甘草悬浮细胞中主要目

标产物———黄酮类化合物的含量很低，阻碍了通过细胞培养

工业化生产药用成分的进程。

转录因子作为转录起始过程中 ＲＮＡ聚合酶所需的辅助
因子，可激活特定次生代谢产物系列合成酶的协同表达，有效

地促进目标次生代谢产物的合成。因而利用转录因子构建高

产的转基因细胞系成为提高产量的有效途径之一。ＭＹＢ类
转录因子是植物中数量最多、功能最多样化的一类转录因

子［２］，许多研究表明 ＭＹＢ转录因子家族在植物黄酮类化合
物合成代谢调控中发挥更主要的作用［３］。Ｍｏｙａｎｏ等发现
ＭＹＢ３４０和ＭＹＢ３０５在金鱼草花中特异表达，ＭＹＢ３０５激活了
苯丙烷代谢途径的第１个酶苯丙氨酸酶（ＰＡＬ），ＭＹＢ３４０激
活了Ｐａｌ基因启动子的转录，这２种转录因子还能激活黄酮
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