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摘要： 利用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术构建 Ｒａｓ ＧＴＰ 酶激活蛋白 ＳＨ３ 结构域结合蛋白 ２ （Ｇ３ＢＰ２） 基因敲除的 ２９３Ｔ 细胞系， 并初步探讨了

Ｇ３ＢＰ２ 基因缺失对于塞内卡病毒 Ａ （Ｓｅｎｅｃａｖｉｒｕｓ Ａ， ＳＶＡ） 增殖的影响。 采用激光共聚焦试验观察病毒感染是否引起应激颗粒的产生； 设计、 构

建靶向 Ｇ３ＢＰ２ 基因的 ｐｘ４５９－ｓｇＲＮＡ 表达载体并转染进 ２９３Ｔ 细胞； 通过嘌呤霉素压力筛选以及亚克隆得到细胞株， 经过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、 基因测序的

方式鉴定细胞株； ＣＣＫ－８ 法测定细胞增殖速度； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、 ＲＴ－ｑＰＣＲ、 噬斑试验分别检测 ＳＶＡ 感染后病毒蛋白 ＶＰ１ 的表达水平、 ＶＰ１ 的拷贝

数和细胞上清液的病毒滴度； 设计并构建 ＳＶＡ 核糖体进入位点 （ＩＲＥＳ） 的双荧光素酶报告系统， 双荧光素酶报告试验测定病毒启动子的启动活

性。 结果： 病毒感染引起应激颗粒的产生； 筛选得到 １ 株 Ｇ３ＢＰ２ 基因缺失 １０ ｂｐ 的 ２９３Ｔ 细胞系 （ＨＥＫ ２９３Ｔ Ｇ３ＢＰ２－ ／ －）， 其细胞活力与未敲除细

胞相比无显著差异； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、 ＲＴ－ｑＰＣＲ、 噬斑试验均显示 Ｇ３ＢＰ２ 敲除后显著抑制了病毒的增殖； 双荧光素酶报告试验表明 Ｇ３ＢＰ２ 敲除后下

调了病毒的翻译启动活性。 综上， 本研究获得了 １ 株 ＨＥＫ ２９３Ｔ Ｇ３ＢＰ２－ ／ －细胞系， 该细胞通过下调病毒的启动活性抑制病毒的增殖， 为进一步探

讨 Ｇ３ＢＰ２ 对 ＳＶＡ 复制的影响奠定基础。
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　 　 塞内卡病毒又称塞内卡病毒 Ａ （Ｓｅｎｅｃａｖｉｒｕｓ Ａ，
ＳＶＡ）， 属于微 ＲＮＡ 病毒科， 为无囊膜的正股单链

ＲＮＡ 病毒［１］。 ２０１５ 年首次在我国发现， 该病毒会引

起母猪的水疱病与新生仔猪的急性死亡［２－３］。 其基因

组全长约 ７􀆰 ３ ｋｂ， 由核糖体进入位点 （ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｒｉｂｏ⁃
ｓｏｍａｌ ｅｎｔｒｙ ｓｉｔｅ， ＩＲＥＳ） 启动翻译并编码 １ 个多聚蛋

白， 由自身编码的酶蛋白切割成 １２ 个成熟蛋白［４－５］。
为了能更有效地防控 ＳＶＡ 感染， 有必要研究其致病

机制。
真核细胞为了规避热应激、 渗透压应激、 氧化应

激以及病毒感染等环境压力所带来的损害， 会精细地

调节细胞内的各个生理过程。 对于蛋白翻译过程， 细

胞内的多种真核翻译起始因子 （ｅＩＦ） ２α 磷酸化激酶

会依据当前所面对的应激快速完成活化， 如 ＨＲＩ （氧
化应激、 热应激）， ＧＣＮ２ （饥饿、 紫外照射）， ＰＫＲ
（ｄｓＲＮＡ） 和 ＰＥＲＫ （内质网应激）， 磷酸化 ｅＩＦ２α 引

起后续的信使核糖核蛋白体 （ｍＲＮＰ） 组装失败与翻

译停滞， 导致 ４８Ｓ ｍＲＮＰｓ 大量的积聚并形成动态致

密的颗粒， 称之为应激颗粒［６］。 面对病毒感染， 应

激颗粒是先天免疫中的重要一环。 病毒在长期的对抗

过程中也进化出多种多样的应对策略。 微 ＲＮＡ 病毒

有着独特的翻译启动方式， 它不依赖常规的帽启动，
而是借助 ＩＲＥＳ 作为自身的启动子执行自身的蛋白翻

译启动， 因此在一定程度上可以逃逸 ｅＩＦ２α 磷酸化所

引起的翻译阻滞［７］。 除了改变翻译启动方式， 病毒

也进化出多种调控应激颗粒形成的机制。 埃博拉病毒

（ＥＢＯＶ） 的 多 功 能 蛋 白 ＶＰ３５ 可 以 结 合 病 毒 的

ｄｓＲＮＡ， 从而阻碍 ＰＫＲ 对 ｄｓＲＮＡ 的识别， 无法完成

ＰＫＲ 的激活， 进一步抑制 ｅＩＦ２α 的磷酸化， 最终阻

止应激颗粒的形成［８］； 寨卡病毒 （ＺＩＫＶ） 感染可以

促进了 ｅＩＦ２α 的去磷酸化， 破坏 ｅＩＦ２α 与 ｅＩＦ２β 的结

合， 使 ４８Ｓ ｍＲＮＰｓ 积聚减少从而抑制了应激颗粒的

产生［９］； ｅＩＦ４ＧＩ 通过与 Ｒａｓ ＧＴＰ 酶激活蛋白 ＳＨ３ 结

构域结合蛋白 （Ｇ３ＢＰ） １ 的 ＲＢＤ 区结合对于典型应

激颗粒的形成至关重要， 肠道病毒 ７１ 型 （ＥＶ７１） 的

２Ａ 蛋白可以对 ｅＩＦ４ＧＩ 进行切割， 破坏 ｅＩＦ４ＧＩ －
Ｇ３ＢＰ１ 的相互作用， 进一步影响后续应激颗粒的组

装［１０］； 在脊髓灰质炎病毒 （ＰＶ） 感染的早期阶段，
该病毒会诱导应激颗粒的形成， 然而随着感染进入晚

期， ＰＶ 会利用其 ３Ｃ 蛋白酶来剪切 Ｇ３ＢＰ１， 不仅抑

制应激颗粒的进一步形成， 还能直接使现有的应激颗

粒发生解聚［１１］； 猪流行性腹泻病毒 （ＰＥＤＶ） 通过诱

导细胞凋亡激活 Ｃｓｐａｓｅ－８， Ｃｓｐａｓｅ－８ 可以对 Ｇ３ＢＰ１
进行切割， 进而导致应激颗粒的解聚［１２］。

本研究采用 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 基因编辑技术构建得

到 Ｇ３ＢＰ２ 基因敲除的 ２９３Ｔ 细胞系， 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ、 ＲＴ－ｑＰＣＲ 和噬斑试验探究 Ｇ３ＢＰ２ 缺失对 ＳＶＡ
增殖的影响， 并构建 ＳＶＡ ＩＲＥＳ 启动相关的双荧光素

酶报告系统， 探究 Ｇ３ＢＰ２ 对 ＳＶＡ 启动的影响， 为进

一步研究 ＳＶＡ 与应激颗粒的作用关系奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试验材料

ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞、 ＢＨＫ 细胞， ｐｘ４５９、 ｐＧＬ３ 以及

ｐＲＬ－ＴＫ 质粒， 均由本实验室保存。 ＳＶＡ ＶＰ１ 蛋白单

抗为 本 实 验 室 制 备， ＳＶＡ 毒 株 ＳＶＶ － ＣＨ － ＳＤ
（ＧｅｎＢａｎｋ： ＭＨ７７９６１１） 为本实验室分离保存。 引物

均由金斯瑞生物科技股份有限公司合成。
Ｇ３ＢＰ２ 兔多抗、 ａｃｔｉｎ 鼠多抗、 羊抗鼠 ４８８ 与羊

抗兔 ５９６ 购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司； Ｔ４ ＰＮＫ、 ＢｂｓⅠ购自

ＮＥＢ 公司； 大肠杆菌 ＤＨ５α 购自吐露港生物科技股

份有限公司； Ｔ４ 连接酶、 ＸｈｏⅠ、 ＢｇｌⅡ购自赛默飞

世尔科技公司； 胶回收、 质粒提取试剂盒购自康为世

纪生物科技股份有限公司； Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 转染试

剂购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司； ＤＮＡ 提取试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ
公司； ＣＣＫ－８ 和双荧光素酶报告基因试剂盒购自碧

云天生物科技股份有限公司； ＤＭＥＭ 培养基购自

Ｇｉｂｃｏ 公司； 共聚焦小皿购自白鲨生物科技股份有限

公司； 多聚赖氨酸购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司； 低熔点琼脂购

自 Ｍｄｂｉｏ 公司； ＲＮＡ 提取试剂盒、 ２ × Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 ２ × Ｔａｑ Ｐｌｕｓ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ、 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ｑ ＲＴ
ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ 和 ＡｃｅＱ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ 购自诺唯赞生物科技股份有限公司。
１􀆰 ２　 ｓｇＲＮＡ 及相关鉴定引物设计

ｓｇＲＮＡ 引物设计， 根据 ＮＣＢＩ 人源 Ｇ３ＢＰ２ （Ｇｅｎ⁃
Ｂａｎｋ： ＮＭ＿００１４００００４􀆰 １） 基因组序列信息， 选取第

２ 个外显子区域作为靶向区， 利用 ｓｇＲＮＡ 在线设计网

站 Ｂｅｎｃｈｌｉｎｇ 设计 ３ 条 ｓｇＲＮＡ， 在上下游 ５′端分别添

加 ＣＡＣＣ 与 ＡＡＡＣ。 依据基因测序特点， 在作用靶点

前后 １００ ｂｐ 处设计检测引物。 以人源 Ｇ３ＢＰ２、 ＳＶＶ－
ＣＨ－ＳＤ 和 ＧＡＰＤＨ （ＧｅｎＢａｎｋ： ＮＭ＿００１２５６７９９􀆰 ３） 的

序列信息为模板， 通过 ＳｎａｐＧｅｎｅ 设计 Ｇ３ＢＰ２ 检测、
ｑＧ３ＢＰ２、 ＳＶＡ ＩＲＥＳ、 ｑＶＰ１、 ｑＧＡＰＤＨ 的引物。 详见

表 １。
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表 １　 引物序列

基因名称 上游引物 （５′→３′） 下游引物 （５′→３′）

Ｇ３ＢＰ２－ｓｇＲＮＡ ＣＡＣＣＧＡＧＴＧＡＴＧＧＡＧＴＡＧＴＴＧＴＣＣ ＡＡＡＣＧＧＡＣＡＡＣＴＡＣＴＣＣＡＴＣＡＣＴＣ

Ｇ３ＢＰ２ 检测 ＣＴＴＧＡＧＴＴＣＴＡＣＴＡＧＧＴＴＧＧＴＧＣ ＴＴＧＴＴＣＣＴＣＴＴＣＴＡＣＴＴＣＡＴＣＴＴＣＴＧＡＴＴＣ

ｑＧ３ＢＰ２ ＡＡＡＡＴＧＣＴＡＡＣＡＧＴＧＧＴＴＡＣＴＡＴＧＡＡＧＣＴ ＧＴＧＧＴＴＣＴＴＧＴＧＧＣＡＧＡＧＡＡＡＣＡＧ

ＳＶＡ ＩＲＥＳ ＣＧＧＧＧＴＡＣＣＴＴＴＧＡＡＡＴＧＧＧＧＧＧＣＴＧＧＧＣ ＧＧＡＡＧＡＴＣＴＴＴＡＣＧＴＣＴＴＣＡＡＡＧＧＴＧＣＣＡＧＡＧ

ｑＶＰ１ ＧＣＴＴＡＴＧＴＴＴＣＴＣＴＣＡＡＣＣＡＴＣＣＣＴ ＧＴＡＧＧＧＣＡＣＡＴＡＴＧＣＧＴＣＴＧＡＧ

ｑＧＡＰＤＨ ＡＴＧＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ ＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＧＧ

１􀆰 ３　 激光共聚焦试验

采用多聚赖氨酸浸润共聚焦小皿 ５ ｍｉｎ， 随后将

ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞以 ２×１０５ 铺入处理过的共聚焦小皿，
２４ ｈ 后 ＳＶＡ 以 １０ ＭＯＩ （感染比） 接种于 ＨＥＫ ２９３Ｔ
细胞 ６ ｈ 作为试验组， 阳性对照采用 ２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的

亚砷酸钠处理 １ ｈ， 采用无菌 ＰＢＳ 润洗 ３ 次； 用 ４％
的多聚甲醛室温固定 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗去多聚甲醛； 用

０􀆰 １％ Ｔｒｉｔｏｎ 室温透膜 １５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗去透膜液； 用

５％的牛血清白蛋白 （ＢＳＡ） 室温封闭 ３０ ｍｉｎ， ＰＢＳ
洗去封闭液； Ｇ３ＢＰ２ 与 ＶＰ１ 按照 １ ∶ ２００ 配制一抗孵

育液， ４ ℃过夜孵育， 回收一抗并用 ＰＢＳ 洗去残留的

一抗； 采用羊抗鼠 ４８８ 与羊抗兔 ５９６ 以 １ ∶ ２００ 配制

二抗孵育液， 室温避光孵育 １ ｈ， 用 ＰＢＳ 洗去二抗；
最后用 ＤＡＰＩ 孵育 １０ ｍｉｎ， 用 ＰＢＳ 洗净残留的 ＤＡＰＩ。
使用激光共聚焦显微镜观察结果。
１􀆰 ４　 ｐｘ４５９－Ｇ３ＢＰ２－ｓｇＲＮＡ 质粒的构建与鉴定

将合成的 Ｇ３ＢＰ２ － ｓｇＲＮＡ 上下游引物稀释为

１００ μｍｏｌ， 退 火 体 系 共 ２０ μＬ： 上 下 游 引 物 各

１􀆰 ２５ μＬ， ２ μＬ １０×Ｔ４ ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ Ｂｕｆｆｅｒ、 ０􀆰 ５ μＬ Ｔ４
ＰＮＫ、 １５ μＬ ｄｄＨ２Ｏ。 退火程序为： ３７ ℃孵育６０ ｍｉｎ，
９５ ℃ ５ ｍｉｎ， 随后以 ５ ℃ ／ ｍｉｎ 降至 １０ ℃。 采用 Ｂｂｓ
Ⅰ线性化 ｐｘ４５９， 以 １％的琼脂糖凝胶进行分离， 切

胶进行片段的回收。 酶切产物与退火产物按照 １ ∶ ７
的比例， １６ ℃过夜连接。 将连接产物转化进入 ＤＨ５α
感受态细胞中。 ３７ ℃摇床复壮 １ ｈ， 将所有菌体涂布

于含有氨苄青霉素的 ＬＢ 固体培养基， ３７ ℃倒置培养

１５ ｈ。 挑取菌落进行扩大培养， 提取质粒进行测序验

证， 测序正确的质粒命名为 ｐｘ４５９－Ｇ３ＢＰ２－ｓｇＲＮＡ。
１􀆰 ５　 ＨＥＫ ２９３Ｔ Ｇ３ＢＰ２－ ／ －细胞系的筛选与鉴定

绘制 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞上嘌呤霉素的杀灭曲线， 明

确嘌呤霉素浓度后， 将 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞以 ３×１０５铺入

６ 孔板， 待细胞长至 ６０％ ～ ７０％， 利用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
３０００ 将 ｐｘ４５９ －Ｇ３ＢＰ２－ｓｇＲＮＡ 转染进 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细

胞， 转染 ｐｘ４５９ 作为阴性对照， 并设置不转染组作为

ＭＯＣＫ 组。 转染 ２４ ｈ 后， 依据筛选得到的浓度进行

细胞筛选， 待不转染组细胞全部死亡后， 将剩下的细

胞通过有限稀释法， 按照 １ 孔 １ 个细胞铺入 ９６ 孔板，

横向编号为 １～１２， 纵向编号为 Ａ～Ｈ。 １０ ｄ 后单细胞

团成型， 对其进行扩大培养。 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

扩大培养后的细胞团是否敲除干净。 对敲除干净的细

胞进行 ＤＮＡ 的提取， 利用检测引物扩增目的片段，
测序分析缺失类型。
１􀆰 ６　 细胞增殖速度分析

将 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞和 ＨＥＫ ２９３Ｔ Ｇ３ＢＰ２－ ／ －细胞以

１×１０４铺入 ９６ 孔板进行连续培养， 以 ２４ ｈ 为间隔，
按照 ＣＣＫ－８ 说明书测定 ２４、 ４８、 ７２ 和 ９６ ｈ 这 ４ 个

时间点的吸光值， 以此反映不同细胞系的增殖速度。
１􀆰 ７　 病毒基因组拷贝数的测定

将 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞和 ＨＥＫ ２９３Ｔ Ｇ３ＢＰ２－ ／ －细胞以

１×１０５铺入 １２ 孔板， 待细胞长满单层， 以 １ ＭＯＩ 进行

接毒， ６ ｈ 后弃上清液， 用 ＰＢＳ 小心润洗细胞， 用

ＲＬ ｂｕｆｆｅｒ 裂解细胞， 按照试剂盒说明书提取细胞中

的总 ＲＮＡ。 按照说明书配置体系 １， 即： １ μｇ 总

ＲＮＡ， ４ μＬ ４×ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ Ｍｉｘ， ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ 补

至 １６ μＬ， ４２ ℃ 孵育 ２ ｍｉｎ； 随后配置反应体系 ２，
即： 在体系 １ 中加入 ４ μＬ ５×ＨｉＳｃｒｉｐｔⅡ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ，
反转录程序为 ５０ ℃ １５ ｍｉｎ、 ８５ ℃ ５ ｓ。

荧光定量 ＰＣＲ （ＲＴ －ｑＰＣＲ） 扩增体系： ｃＤＮＡ
模板 ２ μＬ， 上 下 游 引 物 各 ０􀆰 ４ μＬ， ５０ × ＲＯＸ
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅ ０􀆰 ４ μＬ， ２ × ＡｃｅＱ ｑＰＣＲ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ６􀆰 ８ μＬ。 反应条件： ９５ ℃
预变性 ５ ｍｉｎ； ９５ ℃ １０ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， ４０ 个循环。 得

到 ＶＰ１ 与 ＧＡＰＤＨ 的 Ｃｔ 值后计算基因的相对含量。
１􀆰 ８　 病毒蛋白表达量的测定

将 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞和 ＨＥＫ ２９３Ｔ Ｇ３ＢＰ２－ ／ －细胞以

１×１０５铺入 １２ 孔板， 待细胞长满单层， 以 １ ＭＯＩ 进行

接毒， ６ ｈ 后弃上清液， 用预冷的 ＰＢＳ 小心润洗细

胞， 每孔加入 １００ μＬ ＲＩＰＡ， 在冰上裂解 １０ ｍｉｎ， 收

集进入离心管， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ ４ ℃离心 １０ ｍｉｎ， 收集

上清液进入新的离心管， 加入 ２５ μＬ ５×Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ
后， 煮样器上 １００ ℃处理样品 １０ ｍｉｎ。 采用 １０％的聚

丙烯酰胺凝胶进行蛋白分离， 随后用半干转印仪进行

转印。 完成转印后， 采用 ５％脱脂乳封闭 ２ ｈ， ＰＢＳＴ
洗涤 ３ 次， 每次 ５ ｍｉｎ； 按 １ ∶ ５ ０００ 稀释 Ｇ３ＢＰ２、
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ＶＰ１ 和 ａｃｔｉｎ 抗体， 在摇床上室温孵育 ２ ｈ， 回收一抗

ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 加入对应的种属源的二抗， 摇床上

室温孵育 ４５ ｍｉｎ， ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 随后在蛋白曝光

仪下进行曝光分析。
１􀆰 ９　 病毒滴度测定

将 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞和 ＨＥＫ ２９３Ｔ Ｇ３ＢＰ２－ ／ －细胞以

１×１０５铺入 １２ 孔板， 待细胞长满单层， 以 １ ＭＯＩ 进行

接毒， ６ ｈ 后无菌收取细胞培养液备用。 将 ＢＨＫ 细胞

以 ３×１０５ 铺入 ６ 孔板， 待细胞长满单层， 弃去上清

液， 将收取的细胞液用 ＤＭＥＭ 进行倍比稀释， 每孔

接种 １ ｍＬ， 做 ３ 个重复组。 ３７ ℃ ５％ ＣＯ２温箱孵育

２ ｈ， 弃去孵育液后加入 ２ ｍＬ 含 ２％营养液的低熔点

琼脂， ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２温箱继续培养 ２ ～ ３ ｄ， 统计产

生的噬斑个数， 计算病毒滴度 （ＰＦＵ ／ ｍＬ）。
１􀆰 １０　 ＳＶＡ ＩＲＥＳ 双荧光素酶报告系统构建及鉴定

按照 ＴＲＩｚｏｌ 法， 提取病毒全长 ＲＮＡ， 进行反转

录得到 ｃＤＮＡ， 配置 Ｐｈａｎｔａ 体系： ２ μＬ ｃＤＮＡ， 上下

游引物各 １ μＬ， ２ × Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ２５ μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ １９ μＬ。 反应程序： ９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎ； ９５ ℃
１５ ｓ， ５６ ℃ １５ ｓ， ７２ ℃ ３０ ｓ， ３５ 个循环； ７２ ℃
１０ ｍｉｎ。 １％的琼脂糖凝胶电泳分离目的片段， 胶回

收片段。 将胶回收的 ＤＮＡ 片段与 ｐＧＬ３ 同时进行酶

切， 酶切产物再通过胶回收， 使用 Ｔ４ 连接酶 １６ ℃进

行过夜连接， 载体与片段的摩尔比为 １ ∶ ７。 随后将

连接产物转化进入 ＤＨ５α 感受态细胞中， ３７ ℃复壮

１ ｈ， 涂布于含氨苄青霉素的 ＬＢ 固体培养基， ３７ ℃
倒置培养 １５ ｈ。 挑取菌落进行菌落 ＰＣＲ， 鉴定阳性

菌落， 随后扩大培养阳性菌落， 提取质粒并进行测

序， 确定序列正确性， 将质粒命名为 ｐＧＬ３ － ＳＶＡ
ＩＲＥＳ。

将 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞和 ＨＥＫ ２９３Ｔ Ｇ３ＢＰ２－ ／ －细胞以

１×１０５铺入 １２ 孔板， 待细胞长至 ６０％ ～ ７０％， 利用

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 将 ｐＧＬ３－ＳＶＡ ＩＲＥＳ 转入以上 ２ 种

细胞， 进行 ３ 个重复。 ２４ ｈ 后按照说明书室温裂解细

胞， 添加对应荧光素并测定其化学发光情况。
１􀆰 １１　 数据统计分析

所有 试 验 至 少 重 复 ３ 次， 结 果 相 同。 使 用

ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０１ 软件进行数据分析， 所有数据

均表示为来自 ３ 个独立试验的 “平均值±标准差”。

２　 结果

２􀆰 １　 ＳＶＡ 感染后宿主蛋白 Ｇ３ＢＰ２ 的表达变化

为了探究 Ｇ３ＢＰ２ 蛋白在 ＳＶＡ 感染中的作用， 检

测内源性 Ｇ３ＢＰ２ 蛋白是否受 ＳＶＡ 感染的影响， 本研

究采用 ＳＶＡ （ＭＯＩ ＝ １） 感染长满单层的 ＨＥＫ ２９３Ｔ
细胞 ６ ｈ， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ｑＰＣＲ 试验分别检测蛋白表

达水平与 ｍＲＮＡ 的拷贝数， 结果显示 ＳＶＡ 接毒 ６ ｈ
后 Ｇ３ＢＰ２ 的蛋白水平与 ｍＲＮＡ 的含量均显著提升

（图 １ Ａ、 Ｂ）。
２􀆰 ２　 ＳＶＡ 感染后宿主蛋白 Ｇ３ＢＰ２ 的聚集形态变化

ＳＶＡ （ＭＯＩ＝ １０） 感染 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞 ６ ｈ， 未接

毒组作为阴性对照， 亚砷酸钠处理组作为阳性对照，
通过共聚焦观察应激颗粒是否形成。 结果显示 （图
２Ａ）， 未接毒组 Ｇ３ＢＰ２ 呈现弥散分布， 亚砷酸钠处

理后， Ｇ３ＢＰ２ 明显聚集成点状的应激颗粒， ＳＶＡ 感

染同样可以引起细胞内 Ｇ３ＢＰ２ 聚集成点状的应激颗

粒。 与阴性对照组相较而言， 应激颗粒形成显著增

多， 统计分析 ＳＶＡ 感染显著引起 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞产生

应激颗粒 （图 ２Ｂ）。
２􀆰 ３　 ＨＥＫ ２９３Ｔ Ｇ３ＢＰ２－ ／ － 细胞系的构建、 筛选和

鉴定

　 　 按照退火程序进行 ｓｇＲＮＡ 退火， 将其与线性化

的 ｐｘ４５９ 进行连接构建重组质粒， 测序结果表明， 重

组质粒 ｐｘ４５９－Ｇ３ＢＰ２－ｓｇＲＮＡ 构建成功 （图 ３Ａ）。 将

亚克隆得到的细胞与 ＨＥＫ ２９３Ｔ 以及转染 ｐｘ４５９ 空载

的 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞进行裂解， 结果显示 Ｄ５、 Ｅ３ 细胞

株无 Ｇ３ＢＰ２ 蛋白表达 （图 ３Ｂ）， 取 Ｄ５ 细胞与 ＨＥＫ
２９３Ｔ 细胞进行 ＤＮＡ 提取， 采用检测引物扩增， 测序

结果显示 ＨＥＫ ２９３Ｔ Ｇ３ＢＰ２－ ／ － 细胞 ２ 号细胞株中

Ｇ３ＢＰ２ 缺失 １０ ｂｐ， 造成基因的移码突变 （图 ３Ｃ），
成功得到 １ 株 Ｇ３ＢＰ２ 基因敲除细胞株。 ＣＣＫ－８ 法结

果表明， ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞与 ＨＥＫ ２９３Ｔ Ｇ３ＢＰ２－ ／ － 细胞

在增殖速度上没有显著差异 （图 ３Ｄ）， 说明 Ｇ３ＢＰ２
基因的缺失不影响 ＨＥＫ ２９３Ｔ 的细胞活力。

注： ∗∗表示 Ｐ＜ ０􀆰 ０１， 下同。
Ａ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｏｌｔ 检测 ＶＰ１ 与 Ｇ３ＢＰ２ 的表达； Ｂ． ＲＴ － ｑＰＣＲ 检测

Ｇ３ＢＰ２ 的 ｍＲＮＡ 相对表达水平。

图 １　 ＳＶＡ 感染后宿主蛋白 Ｇ３ＢＰ２ 的表达变化
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Ａ． 激光共聚焦检测 ＳＶＡ 感染引起应激颗粒产生情况 （比例尺＝ １０ μｍ）； Ｂ． 统计分析应激颗粒产生情况。

图 ２　 ＳＶＡ 感染引起应激颗粒产生

Ａ． ｐｘ４５９－Ｇ３ＢＰ２－ｓｇＲＮＡ 质粒构建； Ｂ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｇ３ＢＰ２ 蛋白表达； Ｃ． Ｄ５ 细胞株基因测序； Ｄ． ＣＣＫ－８ 测定细胞活力。

图 ３　 ＨＥＫ ２９３Ｔ Ｇ３ＢＰ２－ ／ －细胞系的构建、 筛选和鉴定

２􀆰 ４　 Ｇ３ＢＰ２ 缺失对 ＳＶＡ 复制的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｏｌｔ 结果说明敲除 Ｇ３ＢＰ２ 后， ＳＶＡ 在

ＨＥＫ ２９３Ｔ Ｇ３ＢＰ２－ ／ －细胞系中的 ＶＰ１ 蛋白表达量显著

下调 （图 ４Ａ）。 统计噬斑发现， ＨＥＫ ２９３Ｔ 中的病毒

滴度达到 ２􀆰 ９×１０４ ＰＦＵ ／ ｍＬ， 而 ＨＥＫ ２９３Ｔ Ｇ３ＢＰ２－ ／ －

中的病毒滴度为 ２􀆰 ６×１０３ ＰＦＵ ／ ｍＬ， 两者相差 １１ 倍

（图 ４Ｂ）。 ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测发现 Ｇ３ＢＰ２ 敲除后下调了

ＶＰ１ 的 ｍＲＮＡ 水平 （图 ４Ｃ）。 上述结果说明 Ｇ３ＢＰ２
的缺失能抑制 ＳＶＡ 在宿主细胞中的复制。
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Ａ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测病毒蛋白 ＶＰ１ 的表达情况； Ｂ． 噬斑试验检测病毒滴度； Ｃ． ＲＴ－ｑＰＣＲ 检测病毒 ＶＰ１ 基因 ｍＲＮＡ 水平。

图 ４　 敲除 Ｇ３ＢＰ２ 对 ＳＶＡ 增殖的影响

２􀆰 ５　 敲除 Ｇ３ＢＰ２ 基因对 ＳＶＡ 启动活性的影响

ＰＣＲ 扩增重组质粒 ＩＲＥＳ 片段经凝胶电泳分离进

行胶回收， 将 ＩＲＥＳ 片段和 ｐＧＬ３ 用 ＸｈｏⅠ和 ＢｇｌⅡ进

行双酶切， 过夜连接； 扩大培养阳性菌落， 随后将质

粒进行测序， 结果显示插入的片段与 ＩＲＥＳ 参考序列

一致， 将构建的重组质粒命名为 ｐＧＬ３ － ＳＶＡ ＩＲＥＳ

（图 ５Ａ）； 将该质粒分别转染进入 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞与

ＨＥＫ ２９３Ｔ Ｇ３ＢＰ２－ ／ －细胞， ２４ ｈ 后双荧光素酶报告试

验表明， Ｇ３ＢＰ２ 敲除下调了 ＳＶＡ 的 ＩＲＥＳ 启动活性

（图 ５Ｂ）。 结果说明 Ｇ３ＢＰ２ 可能通过下调 ＳＶＡ 的启

动活性来抑制病毒的增殖。

Ａ． ｐＧＬ３－ＳＶＡ ＩＲＥＳ 质粒构建； Ｂ． 双荧光素酶报告试验检测 ＳＶＡ ＩＲＥＳ 启动活性。

图 ５　 敲除 Ｇ３ＢＰ２ 对 ＳＶＡ ＩＲＥＳ 启动活性的影响

３　 讨论

ＳＶＡ 是我国新发现的猪水疱病病原体， 因其感

染症状与口蹄疫相似， 大大提升了防治难度； 同时作

为微 ＲＮＡ 病毒， 易发生突变， 疫苗研制推进缓慢。
当前缺乏对应的疫苗用于疾病防控， 因此对于 ＳＶＡ
的致病机理的探索显得尤为重要。

应激颗粒作为先天免疫的一部分， 在应激颗粒形

成时， ＲＮＡ 结合蛋白可以结合正在执行翻译的

ｍＲＮＡ， 进而阻滞蛋白的翻译； 同时募集大量先天免

疫信号分子， 并提供良好的抗病毒反应平台； 还可以

将病毒颗粒进行隔离。 本研究首先证明 ＳＶＡ 感染会

引起 ＨＥＫ ２９３Ｔ 细胞产生应激颗粒。 有研究发现，
Ｇ３ＢＰ 家族蛋白在应激颗粒的形成过程中起着关键的

调控作用［１３］， 因此针对应激颗粒骨架蛋白 Ｇ３ＢＰ２ 设

计并构建了 ｐｘ４５９－ｓｇＲＮＡ， 转染进 ＨＥＫ ２９３Ｔ， 通过

嘌呤霉素压力筛选以及有限稀释法进行亚克隆， 最终

筛选得到 １ 株 Ｇ３ＢＰ２ 基因移码突变的细胞株， 且细

胞活力与未敲除细胞系没有显著差异。 这为进一步研

究 ＳＶＡ 的复制机制及其与应激颗粒相互作用奠定了

基础。
应激颗粒的产生通常会抑制病毒的增殖， 但也存

在病毒可以通过募集 Ｇ３ＢＰ 蛋白进入其复制核心， 阻

碍正常应激颗粒的形成而形成杆状的非经典应激颗

粒， 并促进自身的复制［１４］。 本研究通过比较 ＳＶＡ 在

敲除细胞系与未敲除细胞系中的增殖， 发现敲除细胞

系中胞内的 ＶＰ１ 蛋白的表达量与 ｍＲＮＡ 水平均显著

降低， 胞外的病毒滴度也显著降低， 表明 Ｇ３ＢＰ２ 基
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因的缺失抑制了 ＳＶＡ 的增殖， 这说明 ＳＶＡ 存在借助

Ｇ３ＢＰ２ 蛋白促进自身复制的策略。
为了逃逸应激颗粒， 许多病毒进化出了多种利用

Ｇ３ＢＰ 蛋白协助自身增殖的方式。 例如， 猪繁殖与呼

吸综合征病毒 （ ＰＲＲＳＶ） 利用病毒复制酶蛋白

ＮＳＰ１β 劫持 Ｇ３ＢＰ１ 来抑制 ＰＫＲ 激活， 使得形成的应

激颗粒无法促进Ⅰ型干扰素通路的激活， 而无法抑制

病毒［１５］； 新型冠状病毒 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ 则是通过 Ｎ 蛋

白促进 Ｇ３ＢＰ２ 与 ＴＲＩＭ２５ 的相互作用， 形成ＴＲＩＭ２５－
Ｇ３ＢＰ２－Ｎ 蛋白复合物， 抑制 ＴＲＩＭ２５ 泛素化 ＲＩＧ －
Ⅰ， 进而影响干扰素通路的传导［１６］； 诺如病毒 （ｎｏ⁃
ｒｏｖｉｒｕｓ） 甚至需要通过 Ｇ３ＢＰ１ 蛋白才能完成 ＶＰｇ 与

核糖体蛋白的组装， 在 Ｇ３ＢＰ１ 敲除细胞系中诺如病

毒的复制受到显著抑制［１７］。 本研究探讨了 Ｇ３ＢＰ２ 是

否通过促进 ＳＶＡ 的翻译启动影响病毒复制， 设计并

构建了 ｐＧＬ３－ＳＶＡ ＩＲＥＳ 重组质粒， 双荧光素酶报告

试验结果显示， Ｇ３ＢＰ２ 的敲除下调了 ＳＶＡ ＩＲＥＳ 的启

动活性， 这说明 Ｇ３ＢＰ２ 通过调控 ＳＶＡ ＩＲＥＳ 启动活性

促进病毒的增殖。 本研究尚未进行更为深入的机制探

讨， 今后将继续利用构建的 Ｇ３ＢＰ２ 敲除细胞系研究

ＳＶＡ 如何利用 Ｇ３ＢＰ２ 调控 ＩＲＥＳ 的翻译机制， 以期为

ＳＶＡ 感染的防治提供新思路。
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