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摘要： 旨在构建猪繁殖与呼吸综合征病毒 （ＰＲＲＳＶ） ＮＳＰ４ 蛋白及其 ３ 个主要结构域的过表达慢病毒载体， 包装慢病毒并检测 ４ 种慢病毒在人单

核细胞白血病细胞 ＴＨＰ－１ 和猪肺泡巨噬细胞 ＰＡＭ 中的表达。 试验以质粒 ｐＸＪ４１－ＨＡ－ＮＳＰ４ 为模板， 分别扩增 ＮＳＰ４ 全长及其 ３ 个结构域 ＮＳＰ４－Ｄ
Ⅰ、 ＮＳＰ４－ＤⅡ、 ＮＳＰ４－ＤⅢ片段， 连接到 ｐＣＤ５１３Ｂ 慢病毒表达载体中， 构建重组质粒 ｐＣＤ５１３Ｂ－ＮＳＰ４、 ｐＣＤ５１３Ｂ－ＮＳＰ４－ＤⅠ、 ｐＣＤ５１３Ｂ－ＮＳＰ４－Ｄ
Ⅱ、 ｐＣＤ５１３Ｂ－ＮＳＰ４－ＤⅢ； 将慢病毒重组质粒与包装质粒 ｐＬＰ１、 ｐＬＰ２、 ｐＬＰ ／ ＶＳＶＧ 共转染ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞， 包装获得 ４ 种重组慢病毒 ｒＬＶ－ＮＳＰ４、
ｒＬＶ－ＮＳＰ４－ＤⅠ、 ｒＬＶ－ＮＳＰ４－ＤⅡ、 ｒＬＶ－ＮＳＰ４－ＤⅢ， 并感染 ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞测定病毒滴度； 分别将 ４ 种重组慢病毒感染 ＴＨＰ－１ 细胞、 ＰＡＭ 细胞，
荧光显微镜观察目的蛋白表达， 荧光定量 ＰＣＲ （ｑＰＣＲ） 检测目的基因转录水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测不同感染时间目的蛋白表达水平。 结果： ４ 种

慢病毒 ｒＬＶ－ＮＳＰ４、 ｒＬＶ－ＮＳＰ４－ＤⅠ、 ｒＬＶ－ＮＳＰ４－ＤⅡ、 ｒＬＶ－ＮＳＰ４－ＤⅢ 感染 ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞的病毒滴度分别为 ２􀆰 ２×１０６、 ２􀆰 ８×１０６、 ２􀆰 ５×１０６和

２􀆰 ５×１０６ ＴＵ ／ ｍＬ； 荧光显微镜观察显示 ４ 种慢病毒感染 ＴＨＰ－１ 细胞和 ＰＡＭ 细胞后阳性细胞数均随时间的增加而增多； ｑＰＣＲ 结果表明目的基因转

录水平在慢病毒感染后 ６０ ｈ 内随着感染时间增加而升高； Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 表明 ４ 种慢病毒能够成功感染 ＴＨＰ－１ 细胞和 ＰＡＭ 细胞并稳定表达相应的目

的蛋白， 且蛋白表达水平随着感染时间增加而升高。 综上， 本研究成功包装 ＰＲＲＳＶ ＮＳＰ４ 及其 ３ 个主要结构域重组过表达慢病毒， 为进一步研究

ＰＲＲＳＶ ＮＳＰ４ 及其 ３ 个结构域的功能奠定了基础。
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ｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｗｉｔｈｉｎ ６０ ｈ ａｆｔｅｒ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． Ｔｈｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｅｓ ｗｅｒｅ ａｂｌｅ ｔｏ ｓｕｃｃｅｓｓ⁃
ｆｕｌｌｙ ｉｎｆｅｃｔ ＴＨＰ－１ ａｎｄ ＰＡＭ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔａｒｇｅｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ， ａｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎ⁃
ｃｒｅａｓｅ ｉｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ． Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ， ｔｈｅ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｌｙ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ ｏｆ ＰＲＲＳＶ ＮＳＰ４ ａｎｄ ｉｔｓ ｔｈｒｅｅ ｍａｉｎ ｄｏｍａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｓｕｃｃｅｓｓ⁃
ｆｕｌｌｙ ｐａｃｋａｇｅｄ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｈｅｒｅ， ｗｈｉｃｈ ｌａｉｄ ｔｈｅ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＲＲＳＶ ＮＳＰ４ ａｎｄ ｉｔｓ ｔｈｒｅｅ ｄｏｍａｉｎｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ＰＲＲＳＶ； ＮＳＰ４； ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ； ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 猪繁殖与呼吸综合征 （ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ
ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ， ＰＲＲＳ ） 是 由 ＰＲＲＳ 病 毒

（ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ，
ＰＲＲＳＶ） 引起的一种高度接触性传染病， 俗称猪蓝

耳病。 ＰＲＲＳＶ 感染猪体后可导致母猪返情、 流产、
产死胎或弱仔、 仔猪死亡及各种年龄的猪不同程度的

呼吸道症状， 并且破坏猪的免疫系统， 引起混合感染

或继发感染。 目前尚无特异性针对 ＰＲＲＳＶ 的抗病毒

药物， ＰＲＲＳＶ 的不断重组与变异也使疫苗效果十分

有限。
ＰＲＲＳＶ 基因组为单股正链、 不分节段的 ＲＮＡ，

能够编码 ８ 个结构蛋白和 １４ 个非结构蛋白 （ ｎｏｎ －
ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＮＳＰ） ［１－２］。 其中非结构蛋白 ＮＳＰ４
是一种具有 ３Ｃ 样丝氨酸蛋白酶活性 （３Ｃ－ｌｉｋｅ ｓｅｒｉｎｅ
ｐｒｏｔｅａｓｅ， ３ＣＬＳＰ） 的主要蛋白酶， 不仅在病毒的复制

和致病过程中起核心作用， 还能抑制宿主免疫应答，
影响细胞正常功能的发挥［３－４］。 ３ＣＬＳＰ 的晶体结构揭

示了 ＮＳＰ４ 蛋白主要由 ３ 个结构域组成， 两个反向平

行 β 折叠桶结构域Ⅰ （Ｄｏｍａｉｎ Ⅰ， ＤⅠ）， 结构域Ⅱ
（Ｄｏｍａｉｎ Ⅱ， ＤⅡ） 和 Ｃ 末端的结构域Ⅲ （Ｄｏｍａｉｎ
Ⅲ， ＤⅢ）， 不同结构域行使不同的功能［５］。 ＮＳＰ４ 活

性位点位于 Ｎ 端两个 β 桶状结构域之间， 并且含有

一个典型的催化三联体， 由第 ３９ 位组氨酸 （Ｈｉｓ）、
第 ６４ 位天冬氨酸 （Ａｓｐ） 和第 １１８ 位丝氨酸 （ Ｓｅｒ）
构成［６－７］。 Ｑｉ 等［８］发现 ＮＳＰ４ ＤⅢ通过结合 β２ 微球蛋

白 （β２Ｍ） 基因的启动子区降低基因的转录和翻译，
下调细胞表面猪主要组织相容性重复合体 Ⅰ 类

（ＳＬＡ－Ｉ） 的表达； 于莹等［９］的研究显示猪的 ＲＮａｓｅ Ｌ
与 ＮＳＰ４ ＤＩ 相互作用， 发挥抗 ＰＲＲＳＶ 活性。 因此，

得到 ＮＳＰ４ 不同结构域的表达蛋白对研究 ＮＳＰ４ 蛋白

的功能具有重要的意义。
常见的转染技术包括病毒感染、 脂质体转染等方

式。 脂质体转染方便快捷， 但细胞毒性大， 且有些细

胞无法成功转染。 与腺病毒载体相比， 慢病毒载体具

有明显的优势， 对分裂细胞和非分裂细胞均具有感染

力， 转染效率较腺病毒高， 且能将目的基因整合至宿

主细胞的染色体中， 实现目的基因稳定表达［１０］。
本研究分别构建了过表达 ＮＳＰ４ 全长基因以及 ３

个主要结构域 ＮＳＰ４－ＤⅠ、 ＮＳＰ４－ＤⅡ、 ＮＳＰ４－ＤⅢ的

４ 种重组慢病毒载体， 包装慢病毒并感染 ＴＨＰ－１ 细

胞及 ＰＡＭ 细胞进行表达鉴定， 为进一步研究 ＰＲＲＳＶ
ＮＳＰ４ 及其 ３ 个结构域的功能奠定基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

人胚胎肾上皮细胞 （ＨＥＫ－２９３Ｔ）、 猪肺泡巨噬

细胞 （ＰＡＭ） 由本实验室保存； 人单核细胞白血病

细胞 （ＴＨＰ－１） 由山东大学基础医学院高成江教授

惠赠； ｐＸＪ４１－ＨＡ－ＮＳＰ４ 为本实验室构建保存； 慢病

毒空载体 ｐＣＤ５１３Ｂ， 包装质粒 ｐＬＰ１、 ｐＬＰ２、 ｐＬＰ ／
ＶＳＶＧ 由扬州大学兽医学院商邵彬教授惠赠。
１􀆰 ２　 主要试剂

ＥｃｏＲⅠ、 ＮｏｔⅠ限制性内切酶、 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、
高糖型 ＤＭＥＭ 细胞培养基、 ＲＰＭＩ－１６４０ 细胞培养基、
胎牛血清 ＦＢＳ 均购自 Ｔｈｅｒｍｏ 公司； 化学感受态

ＤＨ５α、 ＲＮＡ－ｅａｓｙＴＭ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ 均购自南京诺唯

赞生物科技股份有限公司； 质粒小提试剂盒、 ＤＮＡ
回收试剂盒均购自天根生化科技有限公司； 聚凝胺
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ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ 购自北京索莱宝科技有限公司； β－ａｃｔｉｎ 抗

体购自 Ａｂｗａｙｓ 公司； 鼠源 ＦＬＡＧ Ｍ２ 单克隆抗体购自

Ｓｉｇｍａ 公司； 辣根过氧化物酶 （ＨＲＰ） 标记羊抗鼠

ＩｇＧ 购自武汉博士德生物工程有限公司。
１􀆰 ３　 引物设计与合成

根据 ＰＲＲＳＶ ＮＳＰ４ 的晶体结构［５］和 ＮＳＰ４ 截短突

变体结构域示意图［８］确定主要结构域并绘制 ＮＳＰ４ 及

其 ３ 个结构域蛋白结构图， 结合 ＮＳＰ４ 基因序列

（ＧｅｎＢａｎｋ 登 录 号： ＨＱ３１５８３６􀆰 １ ） 设 计 目 的 基 因

ＮＳＰ４、 ＮＳＰ４－ＤⅠ （１～８０ ａａ）、 ＮＳＰ４－ＤⅡ （６０～ １５６
ａａ） 和 ＮＳＰ４－ＤⅢ （１５７～２０４ ａａ） 的扩增引物。 上游

引物添加 Ｆｌａｇ 标签序列和 ＥｃｏＲⅠ酶切位点， 下游引

物添加 ＮｏｔⅠ酶切位点， 由北京擎科生物科技有限公

司合成 （表 １）。

表 １　 目的基因引物信息

引物名称 引物序列 （５′→３′）

ＮＳＰ４－Ｆ ＧＣＧＧＡＡＴＴＣＣＡＣＣＡＴＧＧＡＴＴＡＣＡＡＧＧＡＴＧＡＣＧＡＣＧＡＴＡＡＧＧＧＣＧＣＴＴＴＣＡＧＡＡＣＴＣＡＡＡＡＧ

ＮＳＰ４－Ｒ ＴＡＴＧＣＧＧＣＣＧＣＴＣＡＴＴＡＴＴＣＣＡＧＴＴＣＧＧＧＴＴＴＧＧＣＡＧ

ＮＳＰ４－ＤⅠ－Ｆ ＧＣＧＧＡＡＴＴＣＣＡＣＣＡＴＧＧＡＴＴＡＣＡＡＧＧＡＴＧＡＣＧＡＣＧＡＴＡＡＧＧＧＣＧＣＴＴＴＣＡＧＡＡＣＴＣＡＡＡＡＧ

ＮＳＰ４－ＤⅠ－Ｒ ＴＡＴＧＣＧＧＣＣＧＣＴＣＡＴＴＡＧＧＴＴＴＴＧＧＧＡＧＣＡＧＣＣＣＣＴＴ

ＮＳＰ４－ＤⅡ－Ｆ ＧＣＧＧＡＡＴＴＣＣＡＣＣＡＴＧＧＡＴＴＡＣＡＡＧＧＡＴＧＡＣＧＡＣＧＡＴＡＡＧＧＴＡＡＡＡＧＧＡＧＡＣＴＴＴＧＣＣＡＴＡ

ＮＳＰ４－ＤⅡ－Ｒ ＴＡＴＧＣＧＧＣＣＧＣＴＣＡＴＴＡＧＧＧＣＧＴＡＡＣＡＣＴＡＣＡＡＡＡＣＴ

ＮＳＰ４－ＤⅢ－Ｆ ＧＣＧＧＡＡＴＴＣＣＡＣＣＡＴＧＧＡＴＴＡＣＡＡＧＧＡＴＧＡＣＧＡＣＧＡＴＡＡＧＡＴＣＡＡＧＣＴＧＡＧＣＧＡＧＴＴＧＡＧＴ

ＮＳＰ４－ＤⅢ－Ｒ ＴＡＴＧＣＧＧＣＣＧＣＴＣＡＴＴＡＴＴＣＣＡＧＴＴＣＧＧＧＴＴＴＧＧＣＡＧ

　 　 注： 下划线部分为酶切位点序列， 上游引物 ＥｃｏＲⅠ酶切， 下游引物 ＮｏｔⅠ酶切； 加粗部分为 Ｆｌａｇ 标签序列， 斜体部分为 ＮＳＰ４ 基因的部分

序列。

１􀆰 ４　 慢病毒表达质粒构建和鉴定

以前期构建质粒 ｐＸＪ４１－ＨＡ－ＮＳＰ４ 为模板， 选用

对应的引物， ＰＣＲ 分别扩增 ＮＳＰ４、 ＮＳＰ４ － Ｄ Ⅰ、
ＮＳＰ４－ＤⅡ、 ＮＳＰ４－ＤⅢ基因序列， 反应条件为 ９８ ℃
预变性 ３ ｍｉｎ； ９８ ℃ １０ ｓ、 ５８ ℃ ５ ｓ、 ７２ ℃ ４５ ｓ， ３５
个循环； ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物进行琼脂糖凝

胶电泳， 并参照天根普通琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂

盒说明书切胶回收目的基因片段。 用限制性内切酶

ＥｃｏＲⅠ和 ＮｏｔⅠ将胶回收产物和 ｐＣＤ５１３Ｂ 载体进行双

酶切并纯化， Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶 ４ ℃过夜连接。 重组质

粒转化至 ＤＨ５α 中， 并涂布在氨苄抗性的 ＬＢ 平板

３７ ℃过夜培养。 挑取单克隆菌落扩大培养， 用质粒

提取试剂盒提取质粒， 选择经 ＥｃｏＲⅠ和 ＮｏｔⅠ双酶切

鉴定正确的质粒， 送至北京擎科生物科技有限公司

测序。
１􀆰 ５　 慢病毒包装和收集

ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞接种于 １０ ｃｍ 细胞培养皿， 含

１０％ ＦＢＳ 的高糖型 ＤＭＥＭ， ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 过夜培

养。 培养至细胞密度为 ８０％左右按照 ｐＬＰ１ ∶ ｐＬＰ２ ∶
ｐＬＰ ／ ＶＳＶＧ ∶ 重组质粒＝ １ ∶ １ ∶ １ ∶ ３ 比例转染。 ４８ ｈ
后收集上清液， ４ ℃、 ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心、 过滤、 分装

后冻存于－８０ ℃。
１􀆰 ６　 慢病毒滴度测定

ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞接种于 ９６ 孔细胞板过夜培养，
用含 ２％ ＦＢＳ、 ８ μｇ ／ ｍＬ 聚凝胺的 ＤＭＥＭ 培养基 １０

倍梯度稀释得到 １０－１、 １０－２、 １０－３共 ３ 个浓度梯度的

病毒液。 待细胞密度为 ８０％左右， 弃去细胞培养液，
用不同浓度的病毒液各 １００ μＬ 分别感染 ＨＥＫ－２９３Ｔ
细胞， 未接毒细胞设为阴性对照， 每个浓度设置 ３ 个

重复。 感染慢病毒 ４８ ｈ 后用荧光显微镜观察荧光，
计算病毒滴度。 病毒滴度 （ＴＵ ／ ｍＬ） ＝ 绿色荧光细胞

数量×病毒的稀释倍数 ／病毒液体积。
１􀆰 ７　 慢病毒感染细胞及目的基因的转录水平检测

ＴＨＰ－１ 细胞、 ＰＡＭ 细胞接种 １２ 孔细胞板， 过夜

培养。 待细胞密度为 ８０％ 左右更换含 ２％ ＦＢＳ、
８ μｇ ／ ｍＬ 聚凝胺的 ＲＰＭＩ－１６４０ 细胞培养基， 设置感

染复数 （ＭＯＩ） 为 ５， 用慢病毒 ｒＬＶ －ＮＳＰ４、 ｒＬＶ －
ＮＳＰ４－ＤⅠ、 ｒＬＶ－ＮＳＰ４－ＤⅡ、 ｒＬＶ－ＮＳＰ４－ＤⅢ分别感

染两种细胞。 感染 ３６、 ４８、 ６０ ｈ 后观察荧光表达情

况， 并按 ＲＮＡ － ｅａｓｙＴＭ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ 说明书提取

ＲＮＡ， 反转录为 ｃＤＮＡ 后用荧光定量 ＰＣＲ （ ｑＰＣＲ）
检测细胞中目的基因的转录水平。 根据 ＰＲＲＳＶ －
ＮＳＰ４ 基因序列设计 ｑＰＣＲ 引物， 由北京擎科生物科

技有限公司合成 （表 ２）。
１􀆰 ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测目的基因的蛋白表达

４ 种慢病毒感染 ＴＨＰ －１、 ＰＡＭ 细胞后， 分别于

３６、 ４８、 ６０ ｈ 提取细胞总蛋白样品， 进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
电泳。 采用湿法转印将蛋白转印至 ＮＣ 膜， 用 ５％脱

脂奶粉室温封闭。 一抗使用 １ ∶ ２ ０００ 稀释的鼠源

Ｆｌａｇ 和 β－ａｃｔｉｎ 抗体， 二抗使用 １ ∶ ８ ０００ 稀释的 ＨＲＰ
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标记的羊抗鼠 ＩｇＧ 抗体。 用化学发光试剂盒进行显

色， ＢＩＯ－ＲＡＤ 凝胶成像仪进行曝光检测。

表 ２　 ｑＰＣＲ 引物信息

引物名称 引物序列 （５′→３′） 引物长度 ／ ｂｐ

ＮＳＰ４－Ｆ ＧＡＴＴＧＣＣＣＧＡＡＴＴＧＧＣＡＡＧＧ ２０

ＮＳＰ４－Ｒ ＴＧＡＡＡＣＡＧＡＡＧＧＣＧＡＡＣＣＣＡ ２０

ＮＳＰ４－ＤⅠ－Ｆ ＣＣＣＴＣＡＣＴＧＡＡＣＡＣＣＧＴＣＡＡ ２０

ＮＳＰ４－ＤⅠ－Ｒ ＡＡＡＣＣＣＴＡＧＣＴＧＡＧＴＴＧＣＣＣ ２０

ＮＳＰ４－ＤⅡ－Ｆ ＧＡＴＴＧＣＣＣＧＡＡＴＴＧＧＣＡＡＧＧ ２０

ＮＳＰ４－ＤⅡ－Ｒ ＴＧＡＡＡＣＡＧＡＡＧＧＣＧＡＡＣＣＣＡ ２０

ＮＳＰ４－ＤⅢ－Ｆ ＡＧＣＴＧＡＧＣＧＡＧＴＴＧＡＧＴＧＡＡ ２０

ＮＳＰ４－ＤⅢ－Ｒ ＡＧＣＡＧＧＧＣＡＣＡＡＡＧＡＴＣＴＧＡ ２０

１􀆰 ９　 数据统计与分析

采用 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 对数据进行分析， Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ
Ｐｒｉｓｍ ８ 绘制数据图表； 组间比较采用单因素方差分

析， Ｐ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异显著， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 表示差异极

显著。

２　 结果

２􀆰 １　 慢病毒表达质粒的构建与鉴定

以 ｐＸＪ４１ －ＨＡ －ＮＳＰ４ 为模板， 分别扩增 Ｆｌａｇ －
ＮＳＰ４、 Ｆｌａｇ－ＮＳＰ４ －ＤⅠ、 Ｆｌａｇ －ＮＳＰ４ －ＤⅡ和 Ｆｌａｇ －
ＮＳＰ４－ＤⅢ， 琼脂糖凝胶电泳结果如图 １Ａ， 扩增条带

清晰， 无杂带， 片段长度分别为 ２９７、 ３４８、 ２０１、
６６９ ｂｐ 左右， 符 合 预 期； 回 收 酶 切 产 物 连 接 至

ｐＣＤ５１３Ｂ 表达载体构建重组质粒 ｐＣＤ５１３Ｂ － Ｆｌａｇ －
ＮＳＰ４、 ｐＣＤ５１３Ｂ－Ｆｌａｇ－ＮＳＰ４－ＤⅠ、 ｐＣＤ５１３Ｂ－Ｆｌａｇ－
ＮＳＰ４－ＤⅡ、 ｐＣＤ５１３Ｂ－Ｆｌａｇ－ＮＳＰ４－ＤⅢ； 重组质粒双

酶切鉴定结果如图 １Ｂ， ４ 个重组质粒酶切后分别得

到了符合载体长度和目的基因长度的片段； 重组质粒

测序结果与目的基因序列进行比对， 序列一致， 说明

表达质粒构建成功。

Ａ􀆰 ＰＣＲ 扩增产物， 其中 Ｍ 为 ＤＬ５０００ Ｍａｒｋｅｒ， １ 为 Ｆｌａｇ－ＮＳＰ４， ２ 为 Ｆｌａｇ－ＮＳＰ４－ＤⅠ， ３ 为 Ｆｌａｇ－ＮＳＰ４－ＤⅡ， ４ 为 Ｆｌａｇ－ＮＳＰ４－ＤⅢ； Ｂ． 双酶切

图谱， 其中 Ｍ 为 ＤＬ１００００ Ｍａｒｋｅｒ， １ 为 ｐＣＤ５１３Ｂ－ＮＳＰ４， ２ 为 ｐＣＤ５１３Ｂ－ＮＳＰ４－ＤⅠ， ３ 为 ｐＣＤ５１３Ｂ－ＮＳＰ４－ＤⅡ， ４ 为 ｐＣＤ５１３Ｂ－ＮＳＰ４－ＤⅢ。

图 １　 重组质粒的构建及鉴定

２􀆰 ２　 慢病毒滴度测定

将病毒液按照 １０－１、 １０－２、 １０－３稀释后感染ＨＥＫ－
２９３Ｔ 细胞， ４８ ｈ 后荧光显微镜观察不同浓度病毒液

的荧光表达 （图 ２）。 经计算， ｒＬＶ－ＮＳＰ４ 病毒滴度为

２􀆰 ２×１０６ ＴＵ ／ ｍＬ； ｒＬＶ－ＮＳＰ４－ＤⅠ病毒滴度为 ２􀆰 ８×１０６

ＴＵ ／ ｍＬ； ｒＬＶ－ＮＳＰ４－ＤⅡ病毒滴度为 ２􀆰 ５×１０６ ＴＵ ／ ｍＬ；
ｒＬＶ－ＮＳＰ４－ＤⅢ病毒滴度为 ２􀆰 ５×１０６ ＴＵ ／ ｍＬ。
２􀆰 ３　 重组慢病毒在 ＴＨＰ－１ 细胞、 ＰＡＭ 细胞中的表

达情况

　 　 重组慢病毒 ｒＬＶ－ＮＳＰ４、 ｒＬＶ－ＮＳＰ４－ＤⅠ、 ｒＬＶ－
ＮＳＰ４－ＤⅡ、 ｒＬＶ－ＮＳＰ４－ＤⅢ 以 ＭＯＩ ＝ ５ 感染 ＴＨＰ－１
细胞、 ＰＡＭ 细胞， 感染 ３６、 ４８、 ６０ ｈ 后的荧光表达

情况如图 ３。 与 ３６ ｈ 相比， ４ 种慢病毒感染 ＴＨＰ －１
细胞和 ＰＡＭ 细胞 ４８ 及 ６０ ｈ， 阳性细胞数均有显著

增加。
２􀆰 ４　 ｑＰＣＲ 检测目的基因转录水平

根据统计结果可见， 与 ３６ ｈ 相比， ＴＨＰ－１ 细胞

感染 ４ 种慢病毒 ４８ 和 ６０ ｈ 的目的基因 ｍＲＮＡ 转录水

平均有显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 在 ＰＡＭ 细胞上， 感染

ｒＬＶ－ＮＳＰ４ 和 ｒＬＶ－ＮＳＰ４－ＤⅢ ４８ ｈ 后目的基因 ｍＲＮＡ
转录水平升高明显 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 感染 ｒＬＶ－ＮＳＰ４－Ｄ
Ⅰ、 ｒＬＶ－ＮＳＰ４－ＤⅡ转录水平显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
感染 ６０ ｈ 后， ４ 种目的基因 ｍＲＮＡ 转录水平均显著

上调 （Ｐ＜０􀆰 ０１） （图 ４）。
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图 ２　 慢病毒滴度测定

图 ３　 慢病毒感染 ＴＨＰ－１ 细胞 （Ａ） 和 ＰＡＭ 细胞 （Ｂ） 不同时间荧光表达
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图 ４　 ｑＰＣＲ 检测不同感染时间 ＴＨＰ－１ 细胞 （Ａ） 和 ＰＡＭ 细胞 （Ｂ） 中目的基因转录水平差异

２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测目的基因的蛋白表达

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明慢病毒 ｒＬＶ－ＮＳＰ４、 ｒＬＶ－
ＮＳＰ４－ＤⅠ、 ｒＬＶ－ＮＳＰ４－ＤⅡ、 ｒＬＶ－ＮＳＰ４－ＤⅢ均能够

成功感染 ＴＨＰ－１ 细胞和 ＰＡＭ 细胞并过表达相应的目

的蛋白， 感染时间为 ６０ ｈ 时目的蛋白表达最明显

（图 ５）。

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测不同感染时间 ＴＨＰ－１ 细胞和 ＰＡＭ 细胞中目的蛋白表达水平

３　 讨论

ＰＲＲＳＶ 的 ＮＳＰ４ 基因序列高度保守， ＮＳＰ４ 蛋白

不仅是病毒增殖过程中起重要作用的蛋白酶， 更是

ＰＲＲＳＶ 抑制宿主免疫反应、 诱导宿主凋亡的重要蛋

白。 Ｗｅｉ 等［１１］ 发现 ＮＳＰ４ Ａｓｐ１８５ 突变后会削弱 ＮＳＰ４
的催化活性， 证明了 Ａｓｐ１８５是高致病性 ＰＲＲＳＶ （ＨＰ－
ＰＲＲＳＶ） 发挥拮抗 ＩＦＮ －Ⅰ表达功能的关键位点；
Ｚｈａｏ 等［１２］ 通过将 ＮＳＰ４ 转染 Ｍａｒｃ － １４５ 细胞发现

ＮＳＰ４ 通过切割外源性锌指抗病毒蛋白 （ＺＡＰ） 下调

ＺＡＰ 的表达， 且 Ｓｅｒ１８０突变 ＮＳＰ４ 切割 ＺＡＰ 的能力下

降； Ｊｉａｏ 等［１３］ 将 ＮＳＰ４ 转染 ＨＥＫ－２９３Ｔ 细胞， 证明

ＮＳＰ４ 在 Ｅ３７８ 位点切割 ＩＫＫβ， 以抑制 ＮＦ－κＢ 信号通

路的激活。 如今， 有效防控 ＰＲＲＳ 仍是农畜行业世界

性难题， 深入研究 ＰＲＲＳＶ ＮＳＰ４ 引起免疫逃逸、 免

疫抑制的机制， 可为弱化 ＰＲＲＳＶ 和开发安全有效的

疫苗提供理论基础。
ＰＲＲＳＶ 作为一种免疫抑制性病毒， 主要感染肺

泡巨噬细胞， 研究 ＮＳＰ４ 调节宿主免疫反应机制常需

要转染巨噬细胞。 Ｌｉｕ 等［１４］的研究表明 ＰＲＲＳＶ ＮＳＰ４
和 ＮＳＰ１α 在肺泡巨噬细胞中会减弱 ＭＨＣ－Ｉ 分子 β２Ｍ
的表达从而干扰病毒抗原肽的呈递， 最终影响 ＭＨＣ－
Ｉ 类分子上呈现的肽的数量和质量； 黄琛［１５］ 在 ＰＡＭ
细胞中验证 ＨＰ－ＰＲＲＳＶ ＮＳＰ４ 可抑制 ＶＩＳＡ 蛋白表达
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水平， 且 ＨＰ－ＰＲＲＳＶ ＮＳＰ４ 比经典毒株 ＣＨ－１ａ ＮＳＰ４
更能抑制 ＩＦＮ－β 的产生。 免疫细胞转染效率低一直

是其基因改造的一个难题， 慢病毒载体可以将病毒

ＤＮＡ 高效整合到非分裂细胞基因组中， 因此可以转

导脂质体难转染的血液前体细胞、 神经细胞、 淋巴细

胞和巨噬细胞［１６］。 颜文杰等［１７］ 用腺病毒、 慢病毒、
脂质体 ２０００ 这 ３ 种方法转染 ＴＨＰ－１ 细胞， 发现脂质

体 ２０００ 对 ＴＨＰ－１ 细胞毒性较大， 细胞死亡率高， 转

染效率极低， 而用慢病毒转染当 ＭＯＩ ＝ ６０ 时， 转染

率可以达到 ９２％左右。 Ｌｉｕ 等［１８］利用慢病毒载体将特

异性 纳 米 抗 体 （ Ｎｂ４１、 Ｎｂ４２、 Ｎｂ４３ ） 基 因 导 入

Ｍａｒｃ－１４５ 细胞， 发现了 Ｎｂ４１ 和 Ｎｂ４３ 可以通过识别

ＮＳＰ４ 功能表位抑制 ＰＲＲＳＶ 复制。 ＮＳＰ４ 蛋白不仅是

病毒增殖过程中起核心作用的 ３ＣＬＳＰ 活性蛋白酶，
更是 ＰＲＲＳＶ 抑制宿主免疫反应、 诱导宿主凋亡的重

要蛋白质， 本研究包装的 ４ 种慢病毒 ｒＬＶ －ＮＳＰ４、
ｒＬＶ－ＮＳＰ４－ＤⅠ、 ｒＬＶ－ＮＳＰ４－ＤⅡ、 ｒＬＶ－ＮＳＰ４－ＤⅢ
能够成功感染 ＴＨＰ－１ 和 ＰＡＭ 细胞， 可以用于后续研

究 ＰＲＲＳＶ 免疫抑制机制时筛选 ＮＳＰ４ 发挥作用的关

键结构域， 也可以作为开发基于 ＮＳＰ４ 靶点的抗病毒

药物时基因改造的高效工具。
慢病毒对不同细胞的感染能力有区别， 造血细胞

和一些上皮细胞系的慢病毒感染效率较低， 需要使用

高 ＭＯＩ［１９－２０］。 本试验 ４ 种慢病毒同样 ＭＯＩ 感染

ＴＨＰ－１ 细胞的效率比感染 ＰＡＭ 细胞效率低， 这与其

不同的细胞特性有关， 后续考虑通过超滤离心管或

ＰＥＧ ８０００ 浓缩慢病毒， 增加感染 ＭＯＩ 提高慢病毒对

ＴＨＰ－１ 等悬浮细胞的感染效率。
综上所述， 本研究分别构建了 ＮＳＰ４ 及其 ３ 个主

要结构域 ＮＳＰ４－ＤⅠ、 ＮＳＰ４－ＤⅡ、 ＮＳＰ４－ＤⅢ的过表

达慢病毒载体， 并获得能在 ＴＨＰ－１ 及 ＰＡＭ 细胞中稳

定表达的 ４ 种慢病毒， 为进一步研究 ＮＳＰ４ 及其结构

域在 ＰＲＲＳＶ 感染和免疫调控中机制奠定了基础， 为

ＰＲＲＳＶ 相关疫苗研发提供了技术支持。
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