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靶向猪瘟病毒N S 3 基因 shRNA
干扰载体的构建与鉴定

Ξ

冶贵生, 张彦明, 徐　浩, 郭抗抗
(西北农林科技大学 动物科技学院, 陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　利用RNA 干扰在线生物学软件分析猪瘟病毒N S 3 基因, 设计针对N S 3 基因不同位置的小发卡

RNA (sho rt hairp in RNA , shRNA )干扰序列 (其结构特征为正链 (19n t) 2环 (9n t) 2负链 (19n t) )。化学合成这些序列,

并退火连接为双链干扰片段, 将双链干扰片段定向克隆到干扰载体中, 构建重组载体 pGene2N S321, pGene2N S322

和 pGene2N S323, 转化DH 5Α大肠杆菌感受态细胞, 对转化产物进行 kan+ 筛选, 碱裂解法提取重组质粒, 将酶切鉴

定为阳性的质粒测序。结果显示, 双链干扰片段克隆方向正确, 序列中未出现核苷酸的插入, 缺失等突变现象。表明

靶向猪瘟病毒N S 3 基因 shRNA 干扰载体构建成功。
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Abstract: 19n t in terferencing sequences fo r select ing differen t po sit ion s of N S 3 gene w ere designed fo r

Sence2L oop 2A n tisence by u sing b io logy softw are after analysising N S 3 gene of classic sw ine fever viru s.

T hen, these sequences of chem ical syn thesis w ere annealed fo r doub le st rands in terference segm en t, w h ich

w as m ade direct ional clon ing to in terferecing p lasm id to con struct recom b inat p lasm ids pGene2N S321,

pGene2N S322 and p 2Gene2N S3. T he resu lts ind ica ted that segm en ts w ere cloned righ t ly and there w asn’t

nucleo t ide in sert ion and nucleo t ide delet ion, and recom b inan t shRNA in terference p lasm ids target ing to

N S 3 gene of CSFV w as successfu lly con structed,w h ich w as basic fo r research ing N S gene.
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　　猪瘟 (C lassica l Sw ine Fever, CSF ) 是由猪瘟病

毒 (CSFV ) 引起的猪的一种高度接触性传染病。该

病流行广泛, 发病率高, 危害极大, 被O IE 列为A 类

动物疾病。CSFV 是黄病毒科瘟病毒属成员, 基因组

为单股正链RNA , 全长约 12 kb, 含有一个大的开放

阅读框 (OR F)。CSFV OR F 编码一条由结构蛋白和

非结构蛋白组成的多聚蛋白, 此多聚蛋白含 3898 个

氨基酸残基, 可进一步被蛋白酶加工成病毒所需的

各种功能蛋白。CSFV 基因组结构从 5′到 3′依次为

5′2非翻译区、N p ro、C、E rns (E0)、E1、E2、P7、N S223、

N S4A、N S4B、N S5A、N S5B 和 3′2非翻译区, 5′2端无

帽子结构, 3′2端无 po ly (A )尾巴。其中,N S 223 基因

编码的蛋白被加工后形成的p 80 蛋白在病毒的生命

活动中起着重要的作用。
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RNA 干扰 (RNA in terference, RNA i) 是由双

链 RNA 介导的、能在转录后水平特异性降解生物

体的mRNA , 从而使基因的表达发生沉默的一种新

技术, 是生物体一种古老的防御机制[1 ]。由U 6 启动

子 转 录 的 小 发 卡 RNA ( sho rt hairp in RNA ,

shRNA ) 在细胞内会自动被加工成 siRNA 分子, 从

而引发靶基因的沉默。RNA i 自 1998 年 F ire 等[2 ]首

次在线虫中发现并证实后, 经过几年的不断发展, 逐

渐显示出其在基因功能研究方面的巨大潜力。CS2
FV 正链RNA 病毒基因组兼具病毒mRNA 和复制

模板的作用, 其核酸类型完全符合RNA i 对靶基因

的要求。为了研究N S 3 基因在CSFV 复制与增殖中

的作用, 本研究针对N S 3 基因设计 3 个不同位置的

特异性干扰序列, 构建重组干扰载体, 并对其进行了

鉴定, 以期为N S 基因的功能研究奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　载体、毒株和菌株　pGenesil21 载体购自武

汉晶赛生物工程技术有限公司; 猪瘟病毒石门株购

自中国兽医药品监察所; DH 5Α菌株为西北农林科

技大学动物科技学院重大动物疫病防治与畜产品安

全研究室保存。

1. 1. 2　试剂B am H É、H indË 和 E coR É 　购自宝

生物 (大连)有限公司; 凝胶纯化回收试剂盒、质粒纯

化试剂盒购自安徽优晶生物工程有限公司。

1. 2　CSFV N S 3 基因特异性干扰序列的设计

根据干扰序列设计原则, 利用生物软件设计

CSFV N S 3 基因 3 个位置的小发卡 RNA ( sho rt

hairp in RNA , shRNA ) , 其结构为: 正链 (19 n t) - 环

(9 n t) - 负链 (19 n t) , 序列上游含B am H É 酶切位

点, 下游含 H indË 酶切位点, 负链与转录终止信号

之间设计了一个 E coR É 酶切位点 (图 1)。设计完成

的干扰序列经与 GenBank 基因库比对后, 排除了非

CSFV N S 3 基因被沉默的可能性。本研究干扰序列

的转录是以重组干扰载体 (图 2) 中的U 6 启动子所

启动, 干扰序列转录起始碱基为 G, 以连续的 T 作

为转录终止信号。

1. 3　CSFV N S 3 基因干扰序列的退火连接

连接体系为 30 ΛL , 其中 pGene2N S3212Sen se 2

ΛL , pGene2N S3212A n tisen se 2 ΛL , 退火缓冲液 6

ΛL , 灭菌水 20 ΛL。混匀后, 90 ℃孵育 3 m in, 然后缓

慢降至室温。其他干扰序列的退火连接反应同上。
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1. 4　重组质粒 pGene2N S321 的构建、转化及转化

产物的筛选

　　取上述连接产物 2 ΛL 与经B am H É、H indË
双酶切并纯化回收的线性干扰载体 pGenesil21 1

ΛL , 在 1 ΛL T 4 DNA 连接酶的作用下 16 ℃连接 3

h, 构建重组质粒 pGene2N S321, 加入到按常规法制

备的DH 5Α感受态细胞中, 并涂布于 Kan+ 的平板

中, 37 ℃温育 12～ 15 h。重组质粒pGene2N S322 和

pGene2N S323 的构建、转化及筛选方法同上。

1. 5　重组质粒 pGene2N S321 的提取与鉴定

挑取上述 Kan+ 平板中的单菌落, 碱裂解法提

取质粒。取 1 ΛL E coR É 限制性内切酶, 3 ΛL 质粒,

1 ΛL 酶切缓冲液, 5 ΛL 灭菌水组成 10 ΛL 的反应体

系, 37 ℃孵育 3 h。反应结束后以M arker DL 2000

作为核酸分子量标准, 进行 10 göL 琼脂糖凝胶电泳

分析。重组质粒pGene2N S322 和pGene2N S323 的提

取鉴定方法同上。将鉴定出的阳性重组质粒送上海

生工有限公司测定序列。

2　结果与分析

2. 1　重组质粒的质量

　　重组质粒电泳结果表明, 质粒条带清晰, 含量大

(图 3) , 适合作为酶切鉴定的模板。

2. 2　重组质粒的酶切鉴定结果

将N S 3 基因特异性干扰片段与 pGenesil21 载

体连接后的转化子用 E coR É 酶切, 电泳结果表明,

在约 400 bp 处出现预期的目的片段 (图 4) , 表明干

扰序列与干扰载体重组成功。

图 3　重组质粒电泳结果

1. pGene2N S321; 2. pGene2N S322; 3. pGene2N S323

F ig. 3　A garo se gel electropho resis of recom binan t p lasm id

　

图 4　重组质粒的 E coR É 酶切鉴定结果

M. M arker DL 2000; 1. pGene2N S321;

2. pGene2N S322; 3. pGene2N S323

F ig. 4　E coR É restriction analysis of recom binan t p lasm id

2. 3　重组质粒的序列测定结果

结果表明, 干扰序列克隆正确, 其中不存在核苷

酸的缺失、插入等突变现象, 说明靶向N S 3 基因的

shRNA 重组干扰载体构建成功。

3　讨　论

本研究之所以采用构建靶向CSFV N S 3 基因

重组干扰载体的方法产生 siRNA 分子, 是因为载体

中的U 6 启动子具有确切的转录起始位点, 而且以

4～ 6 个连续的胸腺嘧啶为转录终止信号, 转录生成

的 shRNA 分子在细胞内稳定, 能被自动加工成为

siRNA 分子。这些 siRNA 分子与核酶复合物结合

形成诱导沉默复合物 (RNA induced silencing com 2
p lex, R ISC)。R ISC 可将双链 siRNA 分子解链并释

放掉其中的一条链, 形成含有单链干扰分子的沉默

复合物, 该复合物通过碱基互补配对的原则与靶

mRNA 分子结合, 并在距离 siRNA 5′端大约 10 个

碱基处切割靶基因[3 ] , 且 siRNA 分子呈逐级放大的

增长[4 ] , 从而实现N S 3 基因的沉默。而且, 以载体法

产生 shRNA 分子具有简便、易操作的特点, 避免了

化学合成 siRNA 所需费用较高和体外转录法生成

的 siRNA 分子易被RN ase 降解的问题。

为了方便对重组干扰载体进行鉴定, 本研究在

设计干扰序列时在转录终止信号“T T T T T T ”与

H indË 酶切位点之间加了一个 E coR É 酶切位点,

这样可以利用载体自身含有的 E coR É 酶切位点, 切

出一个含有U 6 启动子和干扰序列的片段, 进而通

过琼脂糖凝胶电泳方便的鉴定重组载体的重组效

果, 避免了通过聚丙烯凝胶电泳分析经B am H É 与

H indË 酶切小片段带来的繁琐步骤。本试验所用的

真核干扰表达载体 pGenesil21, 是以 pEGFP2C1 质

粒为骨架改造获得的, pGenesil21 载体中的 neo 真

核细胞抗性基因为靶基因在哺乳动物细胞中的长期

基因沉默研究提供了前提条件; 而且此载体含有

EGFP 绿色荧光蛋白报道基因, 可以方便的在荧光

显微镜下观察转染效果。
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本试验之所以选择N S 3 基因作为靶基因, 是因

为瘟病毒N S3 蛋白具有丝氨酸蛋白酶、N T Pase、解

螺旋酶活性[5 ]。CSFV 与同属的牛病毒性腹泻病毒

(BVDV ) 基因组序列具有高度同源性, BVDV N S3

蛋白的产生一般与病毒的致细胞病变效应 (CPE) 密

切相关[6 ]。p 80 蛋白通过水解N T P 获得能量使结合

在模板链上的RNA 或DNA 解脱下来, 从而使新合

成的RNA 链与模板链分离。因此, 瘟病毒p 80 蛋白

在病毒的复制及病毒与宿主细胞的相互关系中起着

极为重要的作用[7 ]。

国外学者为了研究病毒非结构蛋白基因的生物

学功能, 将 RNA 干扰技术应用于病毒基因沉默的

研究中。靶向 SA R S 病毒RNA 聚合酶的 siRNA 分

子, 阻断了病毒对V ero 细胞的致细胞病变效应, 并

且还阻断了病毒RNA 以及蛋白的合成, 抑制了病

毒的复制[8 ]。T eresa 等[9 ]构建了针对口蹄疫病毒

(FM DV )非结构蛋白 2B 基因编码区的 shRNA 分

子, 将这些小干扰RNA 分子转染猪体细胞, 然后接

种 FM DV , 结果表明针对 2B 基因的 shRNA 分子

至少能沉默 4 种血清型的 FM DV。基于上述的研究

成果, 本试验设计针对CSFV N S 3 基因的特异性干

扰序列, 并成功构建了靶向N S 3 基因的重组干扰载

体, 为 CSFV N S 3 基因在病毒复制、增值以及致细

胞病变中的生物学功能的研究奠定了基础。
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