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猪杀菌(通透性增加蛋白基因
29:*+

载体构建

及干扰效果评价

吴正常%

!殷学梅%

!夏日炜%

!孙寿永%

!朱国强0

!吴圣龙%

"

!包文斌%

"

"

%'

扬州大学动物科学与技术学院!扬州
001&&/

(

0'

扬州大学兽医学院!扬州
001&&/

#

摘
!

要!本研究旨在构建并筛选猪"

-:99"'+

2

$

#

5@<

基因的高效
,$@2=

干扰载体!为在细胞水平上研究猪
5@<

基

因的功能和作用机制提供基础'参照猪
5@<

基因"

J7-KA-W

登录号$

:_)*.0R(

#全长编码区序列!设计其特异性发

夹
,$@2=

干扰片段!并将其克隆插入
;

9<2=.'0!JI

%

:8J_U8$@

干扰载体中!构建猪
5@<

基因
)

个干扰
,$@2=

表达载体
@K%

&

@K0

&

@K*

和
@K)

!

%

个阴性对照
2?

!并通过
U?@

和测序进行验证!构建成功后转染猪小肠上皮细胞

LU:?![0

并检测其干扰效率'结果发现!所构建的
)

个特异性
,$@2=

载体均可显著降低猪
5@<

基因
8@2=

表达

"

@

$

&'&1

#!其中
@K)

载体干扰效果最好!其干扰效率达到
./X

'本研究成功筛选可靶向干扰猪
5@<

基因的高效

,$@2=

!为今后在细胞水平进一步研究
5@<

基因对猪肠道革兰阴性菌感染抗性的作用及其机制奠定了试验基础'

关键词!猪(

5@<

基因(

,$@2=

载体(

@2=

干扰

中图分类号!

>(0('0
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文献标志码!
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文章编号!

&*..!./.)
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收稿日期!
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基金项目!国家自然科学基金"
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#(江苏省科技支撑计划

"
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K:0&%)*1R

#(江苏高校优势学科建设工程资助项目"

U=U<

#

作者简介!吴正常"
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#!男!江苏南京人!博士生!主要从事猪遗传育种研究!
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通信作者!包文斌!博士!研究员!主要从事猪抗病育种研究!

:!8A$B

$
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!H

g3'7"3'9-

(吴圣龙!研究员!博导!主要从事猪遗传育种研究!

:!8A$B

$
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29:*+>H
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IacF7-
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!9FA-
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!

bL2]37!87$

%

!

]L=@$!C7$

%

!

>a2>F#3!

H

#-
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%

!

cSaJ3#!

G

$A-

6

0

!

Ia>F7-

6

!B#-

6

%

"

!

K=MI7-!D$-

%

"

"

%O=+66&

7
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!)(>$6-"(&)"&$)4F&",)+6+
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!

W$)

7

Q,+:N)(J&'9(#

/

!

W$)

7

Q,+:001&&/

!
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(

0O=+66&

7
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2

%&#&'()$'

/

8&4("()&

!

W$)

7

Q,+:N)(J&'9(#

/

!

W$)

7

Q,+:001&&/

!
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#

+A25=.05

$

PF$,,43"

H

CA,9#-"3947"4#9#-,45394A-",7B7944F77EE$9$7-4,$@2=$-475E757-97O794#5

E#5

;

#59$-75@<

6

7-7

!

CF$9F

;

5#O$"7"4F7E#3-"A4$#-E#5,43"

H

$-

6

4F7E3-94$#-A-"879FA-$,8#E

;

#59$-75@<

6

7-7A44F797BB3BA5B7O7B'@7E755$-

6

4#4F7CF#B79#"$-

6

,7

G

37-97#E

;

#59$-75@<

6

7-7

"

J7-KA-WA997,,$#--38D75

$

:_)*.0R(

#!

;

#59$-75@<,

;

79$E$9FA$5

;

$-,$@2=E5A

6

87-4,

C757"7,$

6

-7"A-"$-,7547"$-4#

;

9<2=.'0!JI

%

:8J_U8$@O794#5'_#35

;

A$5,#E,$@2=7Q

;

57,!

,$#-O794#5,

"

@K%

!

@K0

!

@K*

!

@K)

#

A-"#-7

;

A$5#E-7

6

A4$O79#-45#B

"

2?

#

C7579#-,453947"D

H

U?@A-",7

G

37-9$-

6

O75$E$9A4$#-'PF7-4F7AD#O7O794#5,C75745A-,E7947"$-4#LU:?![0$-47,4$-AB

7

;

$4F7B$AB97BBA-"E354F754F7$-475E757-977EE794CA,"747947"'PF757,3B4,,F#C7"4FA4)5@<!,

;

7!

9$E$9,$@2=O794#5,ABB57"397"4F75@<

6

7-78@2=7Q

;

57,,$#-

"

@

$

&'&1

#

'V7A-CF$B74F7$-475!

E757-977EE794#E@K)O794#5CA,4F7D7,4

!

CF#,77EE$9$7-9

H

57A9F7"./X'PF$,,43"

H

,3997,,E3BB

H

,9577-7"#344F77EE$9$7-4,$@2=O794#5CF$9F9#3B"7Q9B3,$O7B

H

$-475E757

;

#59$-75@<

6

7-77Q

;

57,,$#-

!

CF$9F

;

5#O$"7"7Q

;

75$87-4ABDA,$,E#5E354F75,43"

H

$-

6

4F75@<

6

7-7E3-94$#-A-"879FA-$,8E#54F757!
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5A8!-7

6

A4$O7DA9475$A$-E794$#-$-

;

#59$-7$-47,4$-AB45A94A44F797BB3BA5B7O7B'

B1

7

C3=,2

$

;

#59$-7

(

5@<

6

7-7

(

,$@2=O794#5

(

@2=$-475E757-97

!!

杀菌%通透性增加蛋白"

KA9475$9$"AB

%

;

7587AD$B!

$4

H

!$-957A,$-

6;

5#47$-

!

KUL

#是嗜中性粒细胞"

U#B

H

!

8#5

;

F#-39B7A5-7345#

;

F$B,

!

UV2,

#分泌的一种阳

离子抗菌糖蛋白!不仅可以杀灭革兰阴性细菌

"

J5A8!-7

6

A4$O7DA9475$AB

!

J2K

#&中和内毒素"脂多

糖#!还具有促进补体活化&抑制炎性介质释放和抗

真菌等功能!在机体天然防御系统中发挥着重要作

用)

%!0

*

'目前
KUL

已被认为是极有发展前途的新一

代高效杀菌&中和内毒素的药物蛋白!在抗微生物感

染中具有良好的应用前景'

='?F#9WAB$-

6

A8

等)

*

*

人工合成了含有人
KUL

两个活性区域"氨基酸
/&

"

//

和
%)(

"

%.%

#的衍生肽!这两个活性区域分别具

有杀菌和中和内毒素作用'

@'J'\$44B7

等)

)

*对
KUL

结构与功能的研究发现
KUL

具有结合并中和肝素

的功能!可能具有抑制血管生成作用(

>'=B7QA-"75

等)

1

*研究表明!

KUL

第
%)(

"

%.%

位氨基酸"第
*

个

结构域#多肽在活体内具有强大的抗真菌活性'相

对于人
5@<

基因功能的研究来说!猪
5@<

的研究

相对滞后!猪
5@<

基因位于染色体
R

G

0%!0*

!包含

%1

个外显子和
%)

个内含子)

.

*

!目前已经研究表明

5@<

基因外显子
)

和
%&

多态性与猪对沙门氏菌的

易感性有关!进而把
5@<

基因确立为抗病育种候选

基因)

R

*

'肠毒素性大肠杆菌
_%(

"

:?:?_%(

#菌株

是引起仔猪腹泻和水肿病的主要革兰阴性菌!本课

题组前期研究发现!猪
5@<

基因
8@2=

表达水平

与
LO"+6(_%(

菌株感染有关)

(!%&

*

'

LO"+6(_%(

菌株

主要依靠菌毛黏附于小肠上皮细胞!从而引起仔猪

发病!因此猪
5@<

基因是否具有抵抗
LO"+6(_%(

菌

株感染作用有待细胞水平上进一步验证'

@2=

干

扰"

@2=$-475E757-97

!

@2=$

#是一种利用
@2=

分子

在
8@2=

水平关闭相应序列基因的表达或使其沉默

的技术!也就是序列特异性的转录后基因沉默!

@2=$

技术已经成为研究基因功能的一种重要手段'

本研究以猪
5@<

基因为研究对象!设计合成多

个
,$@2=

表达载体!分别转染猪小肠上皮细胞

LU:?![0

!通过分析其转染效率及对
5@<

基因表达

水平的影响来评价干扰效果!筛选得到靶向该基因

的高干扰效率
,$@2=

!为今后在细胞水平开展猪

5@<

基因的功能研究及其作用机制奠定试验基础'

#

!

材料与方法

#D#

!

材料

%'%'%

!

菌株和细胞
!!

干扰载体
;

9<2=

PV

.'0!

JI

%

:8J_U8$@

购 自
L-O$45#

6

7-

公 司 "

?A4AB#

6

2#'T)/*.!&&

#!克隆宿主菌大肠杆菌"

L9",&'(",($

"+6(

#

<S1

&

由本实验室保存!

LU:?![0

小肠上皮细

胞系由美国宾夕法尼亚大学惠赠'

%'%'0

!

试剂与酶
!!

载体构建试剂盒
K\M?T!

$P

PV

U#BLL8$@@2=$:Q

;

57,,$#-Z794#5T$4C$4F

:8J_U

购 自
L-O$45#

6

7-

公 司 "

?A4AB#

6

2#'

T)/*.!&&

#&胎牛血清&

<V:V

培养基"

JLK?M

公

司!美国#&

\$

;

#E794A8$-7

PV

0&&&P5A-,E794$#-@7A!

6

7-4

&

U357\$-WS$U357UBA,8$"<2=T$4

"

L-O$45#!

6

7-

!

?A4AB#

6

2#'T0%&&!&*

#&

P)<2=\$

6

A,7

&

\$

6

A!

4$#-K3EE75

&

=--7AB$-

6

K3EE75

&

P@LcM\

均购自
L-O$45#!

6

7-

公司(

>bK@

;

578$Q:QF$

P

"

PATA@A

!大连#&脂质

体
\$

;

#E794AL-$-7PV0&&&

"

L-O$45#

6

7-

!美国#'

#D!

!

引物与
29:*+

设计

根据已发表的猪
5@<

和
A!@EG

基因序列设

计
@7AB!4$87U?@

引物'

5@<

基因引物设计参照

2?KL

"

F44

;

$%%

CCC'-9D$'-B8'-$F'

6

#O

%#中
2V

0

&&%%1/*&R

序列!遵循跨外显子设计等原则利用

U5$8757Q

;

57,,0'&

软件进行设计!由上海英骏生物

技术有限公司合成'

5@<

基因预期扩增片段长度

为
%*.D

;

!正向引物$

1Y!=P=P?J==P?PJ?J!

?P??J=!*Y

(反向引物$

1Y!PPJ=PJ??==??=P!

P?PJP??!*Y

'以
A!@EG

作为内参基因!正向引

物$

1Y!=?=P?=P???PJ?PP?P=?PJJ!*Y

(反向

引物$

1Y!?P?JJ=?J??PJ?PP?=?!*Y

!预期扩增

片段长度为
%(RD

;

'

运用
L-O$45#

6

7- @2=$<7,$

6

-75

软件!对猪

5@<

基因"

J7-KA-W

登录号$

:_)*.0R(

#编码区不

同位置靶序列!设计
)

条
,$@2=

干扰序列"

@K%

&

@K0

&

@K*

和
@K)

#和
%

条阴性对照序列"

2?

#"表

%

#!并运用
K\=>P

工具将选定序列与猪基因组进

行比对!确保序列的特异性'模板"

1Y

-

*Y

#设计包

括$"

%

#正义链
1Y

端添加
PJ?PJ

!反义链
1Y

端添加

??PJ

("

0

#

0%-4

干扰序列的互补序列("

*

#正义链

B##

;

环$

JPPPPJJ??=?PJ=?PJ=?

!反 义 链

B##

;

环$

JP?=JP?=JPJJ??====?

'

0/)



!

*

期 吴正常等$猪杀菌%通透性增加蛋白基因
,$@2=

载体构建及干扰效果评价

表
#

!

29:*+

载体序列及引物设计

S.A81#

!

29:*+-1053=21

M

<1/01./,

F

=9G1=,129

;

/

,$@2=

载体名称

,$@2=O794#5-A87

干扰序列

L-475E757-97,7

G

37-97

8$@2=

寡聚单链
<2=

"

1Y

-

*Y

#

8$@2=#B$

6

#875$gA4$#-,$-

6

B7!,45A-"7"<2=

@K% =P==?JP??PPP???===JP=

_

$

PJ?PJ=P==?JP??PPP???===JP=JPPPP!

JJ??=?PJ=?PJ=?P=?PPPJJ==JJ=?JPP=P

@

$

??PJ=P==?JP??PP??===JP=JP?=JP?=!

JPJJ??====?P=?PPPJJJ===JJ=?JPP=P?

@K0 =PP?PJP??=?PPPJJ?PJP?

_

$

PJ?PJ=PP?PJP??=?PPPJJ?PJP?JPPPPJ!

J??=?PJ=?PJ=?J=?=J??=JPJJ=?=J==P

@

$

??PJ=PP?PJP??=?PJJ?PJP?JP?=JP?=J!

PJJ??====?J=?=J??===JPJJ=?=J==P?

@K* =?===JJPJ=JJP?==JJ??=

_

$

PJ?PJ=?===JJPJ=JJP?==JJ??=JPPPP!

JJ??=?PJ=?PJ=?PJJ??PPJ?P?=??PPPJP

@

$

??PJ=?===JJPJ=J?==JJ??=JP?=JP?=!

JPJJ??====?PJJ??PPJ=??P?=??PPPJP?

@K) P??=JJ=J?=J?PPJPP?==?

_

$

PJ?PJP??=JJ=J?=J?PPJPP?==?JPPPPJ!

J??=?PJ=?PJ=?JPPJ==?=?PJ?P??PJJ=

@

$

??PJP??=JJ=J?=JPJPP?==?JP?=JP?=J!

PJJ??====?JPPJ==?==J?PJ?P??PJJ=?

2? ===PJP=?PJ?J?JPJJ=J=?

_

$

PJ?PJ===PJP=?PJ?J?JPJJ=J=?JPPPPJ!

J??=?PJ=?PJ=?JP?P??=?J?=JP=?=PPP

@

$

??PJ===PJP=?PJ?JPJJ=J=?JP?=JP?=J!

PJJ??====?JP?P??=?J?J?=JP=?=PPP?

#D'

!

9:*+

载体构建及验证

%'*'%

退火
!!

将
)

对合成好的
8$@2=

寡聚单链

<2=

用
""S

0

M

溶解成
%&&

'

8#B

,

\

^%

!退火体系

为
0&

'

\

$

%&lMB$

6

#A--7AB$-

6

D3EE750

'

\

!正义链

"

%&&

'

8#B

,

\

^%

#

1

'

\

!反义链"

%&&

'

8#B

,

\

^%

#

1

'

\

!

""S

0

M(

'

\

'将
)

份上述
MB$

6

#

混合物在
/1

i

加热
18$-

!然后放置室温自然冷却
0&8$-

!形成

双链
<2=

'

%'*'0

!

连接和转化
!!

将退火的双链
<2=

继续

稀释成
%&-8#B

,

\

^%浓度!用
P)<2=

连接酶将退

火产物和
8$@2=

表达载体
;

9<2=

PV

.'0!JI

%

:8J_U8$@

连接!反应体系为
0&

'

\

$

1lB$

6

A4$#-

D3EE75

缓冲液
)

'

\

!

;

9<2=.'0!JI

%

:8J_U

载体

0

'

\

!退火产物"

%&-8#B

,

\

^%

#

)

'

\

!

P)<2=

连接

酶"

%a

,

'

\

^%

#

%

'

\

!

""S

0

M/

'

\

!在室温条件下

连接
*&8$-

'将重组质粒转化感受态细胞
<S1

&

!

琼脂平板培养菌落!

*Ri

培养过夜'

%'*'*

!

阳性克隆载体筛选和鉴定
!!

每组挑选
)

个大小适宜的单菌落接种于
*8\\K

液体培养基

"含
=8

;

%&&-

6

,

8\

^%

#

*Ri

摇床振荡培养
%0F

!

将菌液以
;

9<2=

PV

.'0!JI

%

:8J_U8$@

载体通用

引物"正向测序引物$

1Y!JJ?=PJJ=?J=J?PJ!

P=?==!*Y

!反向测序引物$

1Y!?P?P=J=P?==?!

?=?PPPJP!*Y

#进行
U?@

筛选含有插入片段序列

的阳性克隆'进一步测序验证重组克隆中插入序列

是否与设计的
MB$

6

#

序列一致'验证无误后扩增质

粒!制备纯化的重组质粒
<2=

'

#D%

!

干扰效果评价

%')'%

!

细胞培养及转染
!!

利用普通质粒小抽试

剂盒抽提重组质粒!猪小肠上皮细胞系
LU:?![0

在

08\

完全培养液"

_%0

"

<V:V %̀z%

!

%&X

胎牛

血清#进行培养!培养条件为
Ri

&

1X ?M

0

'按照

%'&l%&

. 的密度接种于
.

孔板!培养至
R&X

"

(&X

时进 行 转 染 处 理'参 照 脂 质 体
\$

;

#E794AL-!

$-7PV0&&&

说明书!分为
1

组$

@K%

组&

@K0

组&

@K*

组&

@K)

组和阴性对照组
2?

!每组
*

个重复!

转染
0)F

后提取细胞总
@2=

'

%')'0

!

检测
5@<

基因
8@2=

表达情况
!!

转染

0)F

后!利用
P5$g#B

法分别提取
1

组细胞的总

@2=

!反转录合成
9<2=

!应用
>bK@

试剂盒!以

A!@EG

作为内参基因!进行实时荧光定量
@P!

U?@

反应!

U?@

扩增目的
<2=

片段反应体系为
01

'

\

$模板
%'&

'

\

!

%& lU?@D3EE750'1

'

\

!

V

6

0k

"

0188#B

,

\

^%

#

%'1

'

\

!引物"

%&

'

8#B

,

\

^%

#各

*/)
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&'1

'

\

!

"2PU

"

%&88#B

,

\

^%

#

&'1

'

\

!

F$

P

酶 "

1

a

,

'

\

^%

#

&'0

'

\

!以及
""S

0

M%('*

'

\

'反应条

件$

/1i

变性
%18$-

后!扩增程序$

/1i0&,

!

.0i

0&,

!

R0i0&,

!

**

个循环后!

R0i

延伸
R8$-

!

)i

保

存'收集熔解曲线!相对定量的结果采用
0

^

,,

?4法进

行处理!计算
5@<

基因
8@2=

相对表达量'

!

!

结
!

果

!D#

!

阳性克隆菌液
LR:

检测及克隆测序鉴定

每组挑选菌落进行培养!用载体通用引物扩增!

得到
U?@

产物!经
%X

琼脂糖凝胶电泳检测!

U?@

产物片段大小约为
0R(D

;

!与预期结果相符!表明

@K%

&

@K0

&

@K*

&

@K)

和阴性对照
2?

均为阳性克隆

"图
%

#'阳性克隆经测序!测序结果"图
0

#与设计的

序列完全吻合!表明猪
5@<

基因的
,$@2=

干扰载

体构建成功'

!D!

!

重组表达质粒转染效率

重组质粒
;

9<2=

PV

.'0!JI

%

:8J_U8$@!@K%

"

@K)

分别转染
LU:?![0

小肠上皮细胞!在倒置荧光

显微镜下观察可见靶细胞发出绿色荧光"图
*

#!这

表明通过重组表达质粒转导入细胞的
5@<

干扰片

段均可在靶细胞中有效表达'

!D'

!

干扰载体对
($A

基因表达的影响

猪
5@<

基因
,$@2=

重组质粒转染猪
LU:?![0

小肠上皮细胞!每组设置
*

个重复!分别转染
0)F

!

提取细胞
@2=

进行
@P!U?@

分析!结果见图
)

'

与阴性对照组"

2?

#相比!

@K%

&

@K0

&

@K*

和
@K)

均

显著降低了
5@<

基因在猪
LU:?![0

小肠上皮细胞

中的表达量"

@

$

&'&1

#!它们的干扰效率分别为

)(X

&

.*X

&

).X

和
./X

!由此可以看出
@K)

载体的

干扰效果最好'

%

"

)'@K%

&

@K0

&

@K*

和
@K),$@2=

重组质粒(

2'

阴性对

照(

K'

空白对照(

Z'

;

9<2=

PV

.'0!JI

%

:8J_U8$@

空载

体(

V'<2=

相对分子质量标准

%!)'@K%

!

@K0

!

@K*A-"@K),$@2=579#8D$-A-4

;

BA,8$",

!

57,

;

794$O7B

H

(

2'27

6

A4$O79#-45#B

(

K'KBA-W9#-45#B

(

Z'

;

9<!

2=

PV

.'0!JI

%

:8J_U8$@O794#5

(

V'<2=8A5W75

图
#

!

菌液
LR:

产物鉴定结果

E9

;

D#

!

:12<853?A.051=9.8LR:

F

=3,<052

'

!

讨
!

论

@2=

干扰是高度保守的双链
@2=

"

<#3DB7!

,45A-"7"@2=

!

",@2=

#介导的相应
8@2=

降解的

基因沉默机制!作为沉默特定基因的新技术!为基因

功能的研究提供了一种高效&简便的方法)

%%!%*

*

'

@2=$

首先是
,$@2=

的获得!目前
,$@2=

的获得

图
!

!

($A

基因
%

个
29:*+

干扰序列插入
F

0)*+S4&D!JTU

(

>GTEL

(

G9:

载体的位置模式图$

+

%和测序图$

I

%

E9

;

D!

!

Z30.593/G3,18G.

F

$

+

%

./,21

M

<1/09/

;

G.

F

$

I

%

3?%29:*+9/51=?1=1/0121

M

<1/0123?($A

;

1/19/21=51,9/53

561

F

0)*+S4&D!JTU

(

>GTEL

(

G9:-1053=

)/)



!

*

期 吴正常等$猪杀菌%通透性增加蛋白基因
,$@2=

载体构建及干扰效果评价

@K%

&

@K0

&

@K*

和
@K)

分别代表了
;

9<2=

PV

.'0!JI

%

:8J_U8$@!@K%

&

@K0@K*

&

@K)

质粒侵染
LU:?![0

小肠上皮

细胞荧光显微镜观察结果

@K%

!

@K0

!

@K*A-"@K)57

;

57,7-4EB3#57,97-978$95#,9#

;

7#D,75OA4$#-#ELU:?![0$-47,4$-AB7

;

$4F7B$AB97BB,$-E7947"

D

H;

9<2=

PV

.'0!JI

%

:8J_U8$@!@K%

!

@K0

!

@K*

!

@K)

图
'

!

($A

干扰质粒侵染
@L>RJd!

小肠上皮细胞荧光显微镜观察

E9

;

D'

!

E8<3=1201/01G90=3203

F

13A21=-.593/3?@L>RJd!9/51259/.81

F

956189.8018829/?1051,A

7

($A9/51=?1=1/01

F

8.2G9,

K?'

空白对照(

2?'

阴性对照(

@K%

&

@K0

&

@K*

和
@K)'

干

扰载体'

A

&

D

和
9'

不同字母之间差异显著"

@

$

&'&1

#'

内参基因为
A!@EG

!

) *̀

K?'KBA-W9#-45#B

(

2?'27

6

A4$O79#-45#B

(

@K%

!

@K0

!

@K*

A-"@K)'L-475E757-97O794#5'A

!

D

!

9'<$EE757-4B74475,57!

;

57,7-4,$

6

-$E$9A-4"$EE757-97

"

@

$

&'&1

#

'PF757E757-97

6

7-7CA,A!@EG

!

) *̀

图
%

!

干扰载体转染猪
@L>RJd!

小肠上皮细胞后
($A

基

因
G:*+

的相对表达量

E9

;

D%

!

>H

F

=12293/81-183?($AG:*+9/

F

3=09/1@L>RJd!

9/51259/.81

F

956189.8018825=./2?1051,C9569/51=?1=J

1/01-1053=

方式有多种!最常用的是人工化学合成与载体表达!

化学合成的
,$@2=

不仅成本高!在体外也容易被

@2A,7

降解!转染至细胞内起瞬时干扰作用!不能

长期稳定地发挥作用!效果不稳定!尤其对于一些原

代细胞!转染效率偏低!降低了试验结果的可靠性'

其次是
,$@2=

设计!一般
@2=$

成功与否关键在于

,$@2=

的设计!许多学者在大量试验基础上总结了

详细的
,$@2=

设计原则)

%)!%1

*

'然而大多数情况下!

在所设计的
,$@2=,

中!一般只有
%

%

1

能有效地沉

默目的基因)

%.

*

!因此高干扰效率
,$@2=,

的筛选对

今后试验开展至关重要'本研究在此基础上!以

;

9<2=

PV

.'0!JI

%

:8J_U8$@

为
,$@2=

的表达

载体!成功构建了猪
5@<

基因的
)

种特异性
,$@2=

表达载体!分别通过转染猪小肠上皮细胞!评价其干

扰效率'结果发现!构建的干扰载体中干扰效率最

高能达到
./X

!并且显著降低了
5@<

基因在猪小

肠上皮细胞中的表达水平'

近年来!有关学者对
KUL

蛋白结构和功能已经

进行了比较系统的理论研究'

KUL

蛋白
2

末端区

具有较强的杀灭革兰阴性菌和中和内毒素作用!其

\U>

结合区域位于
(&

"

%&&

氨基酸(而
?

末端区能

避免
KUL

蛋白被细胞内酶消化降解!保持
KUL

蛋白

结构的稳定性!同时还可以增强机体细胞的免疫调

理作用)

%R!%(

*

!研究表明!

KUL

蛋白或其功能性氨基酸

片段对大肠杆菌&志贺痢疾杆菌&沙门氏菌&变形杆

菌&奈瑟球菌等多种革兰阴性菌具有的抑制或杀灭

作用!且这种抑制或杀灭作用与其和细菌相互作用

的时间有关)

%/!0&

*

!结合
KUL

功能来看!

KUL

具有很强

的杀菌能力!而大肠杆菌
_%(

菌株是肠道中主要的

革兰阴性菌!也是导致断奶仔猪腹泻的主要病原菌'

本课题组前期研究发现猪
5@<

基因表达上调与

_%(

大肠杆菌抗性相关)

(!%&

*

!由此推测猪
KUL

可能

也具有杀灭
_%(

大肠杆菌的作用!但这均有待进一

步在细胞水平上进行相关验证与分析'本试验成功

筛选可靶向干扰猪
5@<

基因的高效
,$@2=

!下一步

可以利用本试验成功构建的高干扰效率
,$@2=

载

体来转染猪小肠上皮细胞系!同时结合猪小肠上皮

1/)
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细胞与革兰阴性菌的体外黏附试验!在细胞水平上进

一步研究猪
5@<

是否可以抑制或杀灭革兰阴性菌'

除此之外!还可以进一步分析
5@<

干扰是否可以影

响到其调控通路中其它基因的表达!为
5@<

基因作

用机制的研究提供一定的依据'

参考文献$

:1?1=1/012

%!

)

%

*

!

I:L>>[

!

Va:\\MT

!

ZL?PM@V

!

74AB'PF75#B7#EB$!

;

#

;

#B

H

,A99FA5$"7,$-4F7A94$#-#E4F7DA9475$9$"AB

%

;

7587!

AD$B$4

H

!$-957A,$-

6

-7345#

;

F$B

;

5#47$-#-4F7DA9475$AB7-O7!

B#

;

7

)

[

*

'I<>>:)+6

!

%/()

!

%*0

"

.

#$

*%&/!*%%1'

)

0

*

!

LMZL2:2 V

!

:\=K=?S U

!

I:L>>['=-#

;

,#-$9

E3-94$#-#E4F7-7345#

;

F$BDA9475$9$"AB

%

;

7587AD$B$4

H

$-957A,$-

6;

5#47$-"7

;

7-",#-D#4F$4,2!A-"?!4758$!

-AB"#8A$-,

)

[

*

'@'+"H$#6!"$4-"(N-!

!

%//R

!

/)

"

0&

#$

%&/R*!%&/R('

)

*

*

!

?SM?T=\L2J=V =

!

V?TL22:b?:

!

@L2=\<L

V

!

74AB'=

;

7

;

4$"7"75$O7"E5#8F38A-DA9475$9$"AB

%

;

7587AD$B$4

H

!$-957A,$-

6;

5#47$-

"

KUL

#

7Q754,DA9475$!

9$"ABA94$O$4

H

A

6

A$-,4J5A8!-7

6

A4$O7DA9475$AB$,#BA47,

#D4A$-7"E5#89B$-$9AB9A,7,#ED#O$-78A,4$4$,

)

[

*

'%&#

8("'+1(6

!

0&&R

!

%01

"

0

#$

(&!/&'

)

)

*

!

\LPP\:@J

!

T:\2:@<2

!

\LV:

!

74AB'_3-94$#-!

AB"#8A$-,#E579#8D$-A-4DA9475$9$"AB

%

;

7587AD$B$4

H

!

$-957A,$-

6;

5#47$-

"

5KUB0*

#)

[

*

'I5(+6=,&>

!

%//)

!

0./

"

*

#$

%(.1!%(R0'

)

1

*

!

=\:]=2<:@>

!

K@=V>M2 [

!

_M\:b @

!

74AB'

U5#4794$#-E5#87-"#4#Q78$AD

H

A"7-#O$5AB!87"$A47"

6

7-745A-,E75#EF38A-DA9475$9$"AB

%

;

7587AD$B$4

H

!$-!

957A,$-

6;

5#47$-

)

[

*

'56++4

!

0&&)

!

%&*

"

%

#$

/*!//'

)

.

*

!

>SL] I

!

V:\\:2?=VU V =

!

PaJJ\: ? T'

?#8

;

7479<2=9B#-$-

6

A-"

;

#B

H

8#5

;

F$,8,A4

;

#59$-7

KUL

$

A,,#9$A4$#-,C$4FDA9475$ABB#A"A-"$883-757!

,

;

#-,745A$4,$-

;

$

6

,

)

?

*

'UBA-4A-"=-$8ABJ7-#87

?#-E757-97U5#977"$-

6

,

!

0&&*

$

0*%'

)

R

*

!

?S@L>PMUS:@TP

!

PSMV=>[>

!

>SL] I

!

74

AB

!

J7-74$98A5W75,E#5$8

;

5#O7""$,7A,757,$,4A-97$-

A-$8AB,

"

KUL

#)

?

*

'a-$47">4A47,

!

T$-"?#"7

$

=%

!

UA!

47-4=

;;

B$9A4$#-

$

0&&)&0*)/(&

!

2#O01'

)

(

*

!

叶
!

兰!訾
!

臣!刘
!

璐!等
'

仔猪
5@<

基因表达水平

与大肠杆菌
_%(

菌株感染的关系)

[

*

'

遗传!

0&%%

!

**

"

%%

#$

%001!%0*&'

b:\

!

cL?

!

\La \

!

74AB'>43"

H

#-4F757BA4$#-,F$

;

D74C77-4F77Q

;

57,,$#-#E5@<

6

7-7A-"L9",&'(",($

"+6(_%($-E794$#-$-

;

$

6

B74,

)

[

*

'G&'&4(#$9

!

0&%%

!

**

"

%%

#$

%001!%0*&'

"

$-?F$-7,7

#

)

/

*

!

\La\

!

I=2J[

!

cS=MNS

!

74AB'J7-74$9OA5$A4$#-

$-7Q#-%&#E4F75@<

6

7-7$,A,,#9$A47"C$4FL9",&K

'(",($"+6( _%(,3,97

;

4$D$B$4

H

$->34A$

;

$

6

B74,

)

[

*

'

A&)&

!

0&%*

!

10*

$

R&!R1'

)

%&

*

!

cSa[

!

cL?

!

Iac?

!

74AB'=

6

7!"7

;

7-"7-47Q

;

57,!

,$#-#E4F75@<

6

7-7$->34A$

;

$

6

B74,

)

[

*

'A&)&#8+6

;&9

!

0&%*

!

%0

"

0

#$

0%0&!0%0.'

)

%%

*

!

:\K=>SL@>V

!

S=@KM@PS[

!

I:K:@T

!

74AB'

=-AB

H

,$,#E

6

7-7E3-94$#-$-,#8A4$98A88AB$A-97BB,

3,$-

6

,8ABB$-475E75$-

6

@2=,

)

[

*

'8&#,+49

!

0&&0

!

0.

"

0

#$

%//!0%*'

)

%0

*

!

尹志红!王恩峰!白
!

瑞!等
'@2=$

对小鼠胚胎成纤

维细胞中
8=%@

基因表达的影响)

[

*

'

畜牧兽医学报!

0&%)

!

)1

"

0

#$

0%(!00)'

bL2cS

!

I=2J:_

!

K=L@

!

74AB':EE794#E@2=$

#-V?%@7Q

;

57,,$#-$-8#3,778D5

H

#E$D5#DBA,4,

)

[

*

'

!"#$%&#&'()$'($&#*++#&",)("$-()("$

!

0&%)

!

)1

"

0

#$

0%(!00)'

"

$-?F$-7,7

#

)

%*

*

!

徐正刚!杨
!

伦!曾勇庆!等
'@2=

干扰沉默
@<E%

基

因肉兔模型的构建)

[

*

'

畜牧兽医学报!

0&%)

!

)1

"

1

#$

R1&!R1.'

]acJ

!

b=2J\

!

c:2JbN

!

74AB'?#-,45394$#-#E

45A-,

6

7-$95ADD$48#"7BD

H

@2=$-475E757-9$-

6

UL<%

6

7-7

)

[

*

'!"#$%&#&'()$'($&#*++#&",)("$ -()("$

!

0&%)

!

)1

"

1

#$

R1&!R1.'

"

$-?F$-7,7

#

)

%)

*

!

Pa>?S\P'>7B794$#-#E,$@2=,7

G

37-97,E#58A8!

8AB$A-@2=$

)

[

*

'=+64-

B

'()

7

G$'1@'+#+"

!

0&&.

!

"#$

$

%&'%%&%

%

;

"D'

;

5#4)**/'

)

%1

*

!

<=\\=>=

!

[MS2>PM2 K S'<7,$

6

-A-"9F78$9AB

8#"$E$9A4$#-#E,

H

-4F74$9,F#54,F@2=,A,

;

#47-4@2=$

45$

66

75,

)

[

*

'8&#,+498+65(+6

!

0&%*

!

/)0

$

0R/!0/&'

)

%.

*

!

T=U=<L=>K

!

K@L<:=a!=2<:@>:2=

!

?SL>=!

@L_Z'L-475E757-97#EF7

;

A4$4$,?O$53,@2=57

;

B$9A!

4$#-D

H

,F#54$-475E75$-

6

@2=,

)

[

*

'@'+"H$#6!"$4

-"(N-!

!

0&&*

!

%&&

"

)

#$

0&%)!0&%('

)

%R

*

!

\LPP\:@J

!

T:\2:@<2

!

\LV:'_3-94$#-AB"#!

8A$-,$-957A,$-

6;

5#47$-

"

5KUL0*

#

#E579#8D$-A-4

KA9475$9$"AB

%

;

7587AD$B$4

H

!$-957A,$-

6;

5#47$-

)

[

*

'I5(K

+6=,&>

!

%//)

!

0./

"

*

#$

%(.1!%(R0'

)

%(

*

!

MML?:

!

I:L>>[

!

<M:@_\:@V:

!

74AB':-"#4#Q!

$-!-7345AB$g$-

6;

5#

;

754$7,#E4F701 W< 2!4758$-AB

E5A

6

87-4A-"A-7CB

H

$,#BA47"*&W<?!4758$-ABE5A

6

!

87-4#E4F711!.& W< DA9475$9$"AB

%

;

7587AD$B$4

H

!$-!

957A,$-

6;

5#47$-#EF38A--7345#

;

F$B,

)

[

*

'ILM

B

8&4

!

%//%

!

%R)

$

.)/!.11'

)

%/

*

!

I:L>> [

!

K:?T:@<LP:!Na=J\L=P= >

!

:\>!

K=?SU'@7,$,4A-97#E

6

5A8!-7

6

A4$O7DA9475$A4#

;

3!

5$E$7"DA9475$9$"ABB73W#9

H

47

;

5#47$-,

$

57BA4$#-4#D$-"!

$-

6

A-"DA9475$ABB$

;

#

;

#B

H

,A99FA5$"7,45394357

)

[

*

'I

=6()<)J&9#

!

%/(&

!

.1

"

*

#$

.%/!.0('

)

0&

*

!

\:ZbM'=-7345#

;

F$B!"75$O7"A-4$!$-E794$O78#B793B7

$

DA9475$9$"AB

%

;

7587AD$B$4

H

!$-957A,$-

6;

5#47$-

)

[

*

'!)#(>(K

"'+1!

7

&)#9=,&>+#,&'

!

0&&&

!

))

"

%%

#$

0/01!0/*%'

"编辑
!

郭云雁#

./)




