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!摘!要"!从猪肺泡巨噬细胞"+2;#中提取总 -L2为模板!采用 -81+,-法获得猪繁殖与呼吸

综合征病毒"+--07#的受体 ,̂ $5% 全基因!将该基因克隆到真核表达载体 SÊL2%4$*7) 1G.0 2

上!构建出真核重组质粒 SÊL2%4$ 1,̂ $5%!经酶切和 L̂2测序证明获得了 ,̂ $5% 基因!其序列

与_Q</9<b报道序列比较!核苷酸同源性为 664%'\$ 将测序正确的 ,̂ $5% 基因在脂质体 >BSFe

VQEU9AB<Q

8;

"### 介导下转染+]1$) 细胞!通过间接免疫荧光".a2#检测到了 ,̂ $5% 在 +]1$) 中

的表达$ 将转染的细胞感染+--07后!经.a2检测转染 ,̂ $5% 的细胞能够被+--07感染$

!关键词"!猪肺泡巨噬细胞%猪繁殖与呼吸综合征病毒%清道夫受体%,̂ $5% 基因
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<=3"+/2"$ 8FU9C-L2[9YQRUT9EUQW VTFA SFTEB<Q9CZQFC9TA9ETFS?9KQ"+2;#! 9<W U?Q< U?Q+--07TQEQUFT

,̂ $5% ÊL2[9YFNU9B<QW NX-81+,-48?QVHCCCQ<KU? ,̂ $5% [9YECF<QW B<UFSÊL2%4$*7) 1G.0 2ZQEUFT!

9<W U?HYU?QSÊL2%4$ 1,̂ $5% ZQEUFT[9YEF<YUTHEUQW48?Q,̂ $5% KQ<QQ<EFWB<K$$$) 9AB<F9EBWY[9Y%%&)

NS B< CQ<KU?! 9<W ?FAFCFKFHYEFASTBYF< Y?F[QW 664%'\ [BU? U?QYQ:HQ<EQTQSUFTUQW B< _Q</9<b"@J#$5""5#4

8?QTQEFANB<9<USC9YABW [9YUT9<YVQEUQW B<UF+]1$) EQCCY42U'" ? 9VUQTUT9<YVQEUBF<! U?QQRSTQYYBF< FV,̂ $5%

[9YEF<VBTAQW NXB<WBTQEUBAAH<FVCHFTQYEQ<EQ9YY9X".a2# [BU? U?QAF<FEC<9C9<UBNFWXFV9<UB1,̂ $5%48?Q

EQCCYB<FEHC9UQW NX+--07EFHCW NQB<VQEUQW NX.a24

>)% ?&+$3$ +2;& +--07&YE9ZQ<KQTTQEQSUFT&,̂ $5%

!! 猪繁殖与呼吸综合征"SFTEB<QTQSTFWHEUBZQ9<W

TQYSBT9UFTXYX<WTFAQ!+--0#是由猪繁殖与呼吸综合

征病毒"+--07#引起的以母猪繁殖障碍!仔猪和育

成猪呼吸道症状及高死亡率为特征的传染病($)

%

+--07感染宿主细胞首先与细胞膜表面的特异性

受体结合!利用细胞的内吞作用感染易感细胞% 目

前已被公认的+--07受体是唾液酸粘附素 0<

(")

'

硫酸乙酰肝素(%)

'波形蛋白(&) 和清道夫受体

*#$*
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,̂ $5%

())

% 清道夫受体是一种细胞表面的糖蛋白!

属于受体超家族% 它广泛分布于巨噬细胞'血管平

滑肌细胞和内皮细胞等细胞上% ,̂ $5% 是该家族

成员之一!其在 +--07感染宿主细胞中起重要

作用%

实验从+2;中扩增出 ,̂ $5% 基因!成功构建

了 ,̂ $5% 的真核表达载体% 旨在为下一步研究

+--07于 ,̂ $5% 上结合域以及与其它受体和病毒

蛋白之间的相互作用提供基础%

@A材料与方法

$4$!细胞'毒株和抗体!+--07"$"n#!/G]1"$

细胞由本实验室保存% 抗 +--07的阳性血清!由

本实验室攻毒+--07阴性仔猪获得%

$4"!菌株'载体及试剂!克隆宿主菌C8;'-,8̀+$#'

表达载体质粒 SÊL2%4$*7) 1G.0 2由本实验室

提供& S;̂ $3 181YBASCQ载体'限制性内切酶

+$?G.和 ME$-.' 8& L̂2连接酶'2;7反转录

酶'-L9YQB<?BNBUBF<均为大连宝生物工程有限公司

产品% L̂2纯化试剂盒'质粒提取试剂盒'8T9<e

Y89: L̂2SFCXAQT9YQGBK? aBWQCBUX"GBaB#!北京全式

金生物技术有限公司&鼠抗猪 ,̂ $5% 1a.8,单抗!

2N^公司&M.2_@LM.2STQS 0SB< ;B<BSTQS ]BU!M.2e

_@L公司&转染试剂 >BSFVQEU9AB<Q8;"###!8TBhFC!

.<ZBUTFKQ<公司& a.8,标记的兔抗猪 .K_"Go>#!

美国f9EbYF<公司&其它常用试剂均为国产分析纯%

$4%!引物设计与合成!根据 _Q</9<b 中登录的

+--07受体 ,̂ $5% 基因序列!利用 +TBAQT) 软件

设计了一对特异性扩增引物% 上游引物 +1,̂ 1

$5% 1a$)+ 1,___28,,28__2,222,8,2_228e

__8_,82,28_2222,8,81% +&下游引物 +1

,̂ $5% 1-$)+ 1_,8,82_288_82,88,2_2_8_e

_8,8,,8_2___2881% +% 在 其 中 分 别 引 入

+$?G.和ME$-.酶切位点"加下划线部分#% 引物

在上海生物工程技术有限公司合成%

$4&!,̂ $5% 基因的获取及测序!根据_Q</9<b 上

公布的猪 ,̂ $5% 序列"序列号$@J#$5""5#!设计并

合成一对用于扩增 ,̂ $5% 全长基因的引物% 参照

.<ZBUTFKQ< 公司的-L2提取试剂盒使用说明!用8Te

BhFC提取 +2;细胞的总 -L2!以下游特异引物和

2;7进行 ÊL2第一链的合成"总-L2$

!

K!$#

!

;

特异引物 "

!

>!$# A;WL8+$

!

>!) =-8/HVVQT&

!

>!

-L9YQ.<?BNBUFT"# J!2;7-89YQ$# J! @̂+,水补

充到 "#

!

>% 混匀后轻微离心!室温放 $# AB< 置后

转入 &" c保温 5# AB<!然后冰水中冷却 " AB<#%

反应合成的 ÊL2进行 +,-% 反应体系为 )#

!

>!

具体成分为 ÊL2#4)

!

K!$# =GBaB/HVVQT"含

;K

" o

#)

!

>!$# A;WL8+Y$

!

>!$#

!

;上下游引物

各 $

!

>!GBaB̂ L2聚合酶 "4) J!WWG

"

`补齐% 扩

增程序$6& c ) AB<!6& c %#Y!5# c %#Y!'" c

% AB< %# Y!进行 %) 循环!'" c $# AB<% 反应结束

后!使用 $4#\的琼脂糖凝胶电泳检测扩增结果%

回收目的 L̂2片段!连接到 S;̂ $3 181YBASCQ载

体!阳性质粒送上海生物工程技术有限公司测序验

证正确!命名为 S;̂ 181YBASCQ1,̂ $5%%

$4)!重组表达质粒的构建'鉴定!将 S;̂ $3 181

YBASCQ1,̂ $5% 经+$?G

"

和ME$-

"

双酶切之后!

回收约 %%&) NS 大小的 L̂2片段% 同时用 +$?G

"

和ME$-

"

双酶切 SÊL2%4$*7) 1GBY2真核表

达载体!并回收&利用 8& L̂2连接酶将回收的目

的 L̂2片段与 SÊL2%4$*7) 1GBY2进行连接!

连接产物转化于 8̀+$# 感受态!采用氨苄抗性筛选

获得的质粒经 +,-鉴定和双酶切鉴定!鉴定为阳

性的质粒送上海生物工程技术有限公司测序!测序

正确的质粒命名为 SÊL2%4$ 1,̂ $5%% 采用质粒

提取试剂盒"_Q<FSHTQ+C9YABW#提取 SÊL2%4$ 1

,̂ $5% 质粒!测定纯化后的质粒的浓度以及 2"5#

值和2"3# 值!根据 2"5#*2"3# 的比值来判断质粒

的纯度!并根据稀释度来计算质粒 L̂2的浓度%

13# c保存备用%

$45!+--07的繁殖!将;9TE1$&) 细胞过夜培养

成单层后!弃掉上清!加入种毒 $ A>"病毒量为

) =$#

54)

8,.̂)##!于 %' c作用 $ ?!加入维持液

" ;̂@;基础培养基'%\ 胎牛血清及抗生素#!培

养 % (&W!细胞病变达 ')\以上收毒%

$4'!猪肺泡巨噬细胞+2;的获得!从 % (& 周龄

的+--07阴性猪肺中提取!用灭菌的 +/0"#4#$

AFC*>!SG'4"#灌洗肺脏!用 +/0 洗涤 % 次!每次

%## T*AB<离心 $# AB<!收集的 +2;细胞分装冻存

于13# c备用$

$43!细胞培养'转染及重组质粒转染检测!+]1$)

细胞和;9TE1$&) 细胞培养于含 $#\胎牛血清的

;̂@;培养基中!%' c!)\ ,̀

" 培养箱中培养&按

>BSFVQEU9AB<Q

8;

"###试剂说明$将 $ =$#

) 个+]1$)细

胞接种于 "& 孔细胞培养板中!当细胞生长至 6)\

融合时!用 "

!

>脂质体>BSFVQEU9AB<Q

8;

"### 介导 "

!

KSÊL2%4$*7) 1GBY1,̂ $5% 重组质粒转染 +]

*$$*
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1$) 细胞!"& ?后观察瞬时表达情况!同时以 SÊe

L2%4$*7) 1GBY质粒转染作为阴性对照&将转染

&3 ?的细胞!弃掉上清!使用预冷的 ')\乙醇固定

细胞!& c放置 %# AB<!弃掉 ')\乙醇吹干!加入鼠

抗猪 ,̂ $5% 的一抗!%' c孵育 $ ? 后!使用 +/0

"#4#$ AFC*>!SG'4"#洗涤三次!) AB<*次!加入羊

抗鼠a.8,标记的二抗!%' c孵育 $ ?!弃掉!+/0洗

涤三次!每次 ) AB<% 然后加入 WWG

"

`静置 $# AB<!

吹干!荧光显微镜下观察%

$46!+--07感染 +]1$) 细胞!将转染 "& ? 的

+]1$) 细胞"转染质粒*对照#!弃掉细胞上清!使

用+/0"#4#$ AFC*>!SG'4"#洗涤 " (% 次!将稀释

的病毒液"$ =$#

)

8,.̂

)#

*A>#接入细胞感作 $ ?

后!加入 %\的细胞维持液培养 "& ? 后!弃掉上清!

使用预冷的 ')\乙醇固定细胞!& c放置 %# AB<!

弃掉 ')\乙醇吹干!加入"$)# 倍#稀释的 +--07

阳性猪血清"预实验测定最佳稀释度#!%' c孵育

$ ?后!使用 +/0"#4#$ AFC*>!SG'4"#洗涤三次!

) AB<*次!加入兔抗猪a.8,标记的二抗!%' c孵育

$ ?!弃掉!+/0 洗涤三次!每次 ) AB<&然后加入

WWG

"

`静置 $# AB<!吹干!荧光显微镜下观察%

BA结 果

"4$!,̂ $5% 基因片段的 -81+,-扩增!从猪肺

泡巨噬细胞中提取总 -L2"图 $#!利用 -81+,-

扩增技术扩增!取 $#

!

>+,-产物与 &

!

>上样缓

冲液混合后!在 $\琼脂糖凝胶上电泳!以 L̂2

;9TbQT̂ >)### 为对照!在 %### ()### NS之间有一

条特异性亮带!与预期的 %%&) NS相符"图 "#%

"4"!SÊL2%4$ 1,̂ $5%菌落+,-'酶切鉴定及测序

! 重组质粒经菌落 +,-和琼脂糖凝胶电泳检测

可见在 %%&) NS处出现目的条带"图 %#!与预期产

物片段大小一致!挑取菌落 +,-鉴定出来的单克

隆进行培养!提取质粒!经+$?G

"

和ME$-

"

双酶

切后的产物经琼脂糖凝胶电泳在 )4) bN和 %%&) NS

处出现条带!分别与 SÊL2%4$ " 1#质粒',̂ $5%

基因片段大小相符"图 &#!初步证明 ,̂ $5% 基因正

确插入 SÊL2%4$" 1#质粒中!另外经上海生物工

程技术有限公司 L̂2测序分析!重组质粒 ,̂ $5%

序列与 L,/._Q</9<b 中 @J#$5""5 序列同源性为

664%'\!没有移码和终止密码子的出现!进一步证

实重组质粒共建成功!并将其命名为 SÊL2%4$ 1

,̂ $5%%

图 @A猪肺泡巨噬细胞总7D<检测

;$ L̂2;9TbQT̂ >)###

图 BA80@IE基因*87扩增结果

;$ L̂2;9TbQT̂ >)###

图 EAP20D<EW@ L80@IE 菌落*87鉴定

*"$*
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;$ L̂2;9TbQT̂ >)###

图 FAP20D<EW@ L80@IE 双酶切鉴定

"4%!SÊL2%4$ 1,̂ $5% 转染+]1$) 细胞后荧光

显微镜观察结果!转染 &3 ? 后!将细胞固定!经间

接免疫荧光实验"图 )#% 转染重组质粒 SÊL2%4$

1,̂ $5% 的 +]1$) 细胞!在荧光显微镜下观察到

有绿色荧光的存在!结果见图 )/&而转染空载体

SÊL2%4$*7) 1G.0 2的 +]1$) 细胞!在荧光显

微镜下没有检测到有绿色荧光的 +]1$) 细胞"图

)2#% 结果表明!,̂ $5% 蛋白在 +]1$) 细胞中获

得成功表达%

2$空载体 SÊL2%4$*7) 1G.0 2&

/$重组质粒 SÊL2%4$ 1,̂ $5%

图 GA质粒转染*>L@G 细胞鉴定# XBHH$

"4&!SÊL2%4$ 1,̂ $5% 转染+]1$) 细胞后感染

+--07后荧光显微镜观察结果!转染 "& ? 后!将

细胞接入 +--07"& ? 后!进行间接免疫荧光实验

"图 5#% 转染重组质粒 SÊL2%4$ 1,̂$5%的+]1$)

细胞!在荧光显微镜下观察到有绿色荧光的+]1$)

细胞!结果见图 52&转染空载体 SÊL2%4$*7) 1

G.0 2的 +]1$) 细胞!在荧光显微镜下没有检测

到绿色荧光"图 5,#&没有转染质粒"图 5/#和没有

感染+--07的对照细胞"图 5 #̂!在荧光显微镜下

也没有绿色荧光% 证明 +--07非易感细胞系

+]1$)细胞转染 ,̂ $5% 蛋白后!能够被 +--07

感染%

2$转染重组质粒 SÊL2%4$ 1,̂ $5%&/$转染空载体 SÊL2%4$*7)

1G.0 2&,$+/0替代质粒转染& $̂+/0替代质粒转染+]1$) 细胞未

感染+--07

图 IA转染*>L@G 细胞感染*77!C鉴定# XBHH$

EA讨论与结论

据现有报道!目前已经确定在 +2;细胞上存

在着硫酸乙酰肝素"G0#!唾液酸粘附素"0<#和清

道夫 ,̂ $5% 三种 +--07受体% G0 主要吸附病毒

粒子!0<既吸附病毒又可能通过 ,̂ $5% 的协助而

介导病毒的内吞!,̂ $5% 在病毒脱衣壳和将病毒基

因组 -L2释放到细胞质的过程中发挥主要作

用() 15)

% 在+--07非易感细胞系内转染 ,̂ $5% 分

子可以被+--07感染并产生子代病毒粒子% 为深

入研究 ,̂ $5% 在病毒感染过程中的作用!79< _FTS

等人对 ,̂ $5% 蛋白结构域进行缺失和嵌合突变!通

过感染实验发现!0-,-) 是病毒感染细胞所必需

的!而氨基端的四个 0-,-和胞质尾部是非必需的

物质(')

% 但是!>QQ等人发现 ,̂ $5% 的胞质尾部能

够提高+--07复制(3)

% 最新研究发现通过基因敲

除 0<但不影响 ,̂ $5% 的表达时!并不影响 +--07

感染!说明 0<并不是促成+--07感染发病的主要

原因(6)

% +--07受体 ,̂ $5% 在病毒感染过程中起

着非常重要的作用!但是目前研究的还不是很清

楚!+--07受体之间到底怎样的互相作用!受体与

病毒之间作用位点!虽已有部分报道!但还存在争

议% ,̂ $5% 通过调控血红素与触珠蛋白复合物

"GQAFKCFNB< 1G9SUFKCFNB< EFASCQRQY!GN 1GS#的
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复合物结合 ,̂ $5% 分子时可以诱导产生细胞因子%
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等细胞因子的表达水平有所升高!

这些细胞因子的上调是否与 ,̂ $5% 分子有关!目前

还未见报道($$ 1$")
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实验从+2;细胞中扩增获得猪 ,̂ $5% 基因!

通过间接免疫荧光实验鉴定所表达的 ,̂ $5% 蛋白

可与特异性的 ,̂ $5% 单克隆抗体发生特异结合!由

此证明在+]1$) 细胞中成功表达了 ,̂ $5% 蛋白&

将转染猪 ,̂ $5% 的 +--07非易感细胞系 +]1$)

感作+--07后!细胞能够被 +--07感染并产生病

毒粒子!证明 ,̂ $5% 是 +--07感染细胞的一个主

要的受体% 实验为下一步研究 ,̂ $5% 蛋白在病毒

感染过程中的作用以及与病毒结构蛋白'非结构蛋

白或其他几个受体之间的关系奠定基础!为深入研

究+--07的感染机制提供理论基础%
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