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ＰＲＲＳＶ Ｎｓｐ４ 基因突变株对 β２Ｍ 表达的影响
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(１.南京农业大学动物医学院免疫学研究所 /教育部动物卫生与食品安全国际联合研究实验室 /
江苏省动物免疫学工程实验室ꎬ江苏 南京 ２１００９５ꎻ２.中国农业科学院上海兽医研究所ꎬ上海 ２００２４１ꎻ

３.苏州市相城区农业技术综合服务中心ꎬ江苏 苏州 ２１５１３１ꎻ４.宁夏回族自治区动物疾病预防控制中心ꎬ宁夏 银川 ７５００１１)

摘要:[目的]本试验旨在探究猪繁殖与呼吸综合征病毒(ＰＲＲＳＶ)Ｎｓｐ４ 基因是否在抑制细胞 β２Ｍ 表达方面发挥关键性作

用ꎬ以进一步研究 ＰＲＲＳＶ 对抗原递呈的免疫抑制机制ꎮ [方法]建立 ＰＲＲＳＶ 的反向遗传平台并成功拯救出 ＰＲＲＳＶ 野生毒

株 ＳＨ２０２０ꎮ 根据之前对 Ｎｓｐ４ 基因不同结构域的研究以及氨基酸位点功能预测ꎬ在其 Ｄｏｍａｉｎ Ⅱ和 Ｄｏｍａｉｎ Ⅲ分别筛选出

３ 个和 ５ 个不同的氨基酸位点ꎬ并在病毒感染性克隆质粒上对这些位点进行不同的氨基酸替换突变ꎬ再将构建好的感染性

克隆质粒转染 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞以拯救各个 Ｎｓｐ４ 突变 ＰＲＲＳＶ 病毒ꎬ将拯救的 ＰＲＲＳＶ 病毒以 ＭＯＩ ＝ ０.０２ 感染 ＰＡＭ 细胞ꎬ并通

过 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证 ＰＲＲＳＶ Ｎｓｐ４ 基因是否能够在 ＰＡＭ 细胞 β２Ｍ 表达方面发挥作用ꎮ [结果]成功拯救出

ＰＲＲＳＶ Ｄ２￣５(Ｎｓｐ４￣Ａ８０Ｌ)突变毒株ꎬ并且在 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞上的生长动力学特性与野生毒株 ＳＨ２０２０ 相似ꎻ而 Ｎｓｐ４ 基因其余

位点突变则会导致 ＰＲＲＳＶ 生长受到显著抑制从而无法进行试验ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 试验结果证实 ＰＲＲＳＶ Ｄ２￣５ 毒

株能够显著促进 β２Ｍ 在 Ｍａｒｃ￣１４５ 和 ＰＡＭ 细胞的表达ꎬ而野生毒株 ＳＨ２０２０ 则表现出了对 β２Ｍ 表达的抑制作用ꎮ [结论]
Ｎｓｐ４ 基因在 ＰＲＲＳＶ 抑制细胞 β２Ｍ 表达方面发挥重要作用ꎬ并且 Ｎｓｐ４￣Ａ８０Ｌ 突变能够显著促进 β２Ｍ 的表达ꎮ
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Ｆｏｏｄ ＳａｆｅｔｙꎬＭｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ / Ｊｉａｎｇｓｕ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ ＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬＮａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ

Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００９５ꎬＣｈｉｎａꎻ２.Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ＩｎｓｔｉｔｕｔｅꎬＣｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ
Ｓｈａｎｇｈａｉ ２００２４１ꎬＣｈｉｎａꎻ３.Ｓｕｚｈｏｕ Ｘｉａｎｇｃｈｅｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ Ｓｅｒｖｉｃｅ Ｃｅｎｔｅｒꎬ

Ｓｕｚｈｏｕ ２１５１３１ꎬＣｈｉｎａꎻ４.Ｎｉｎｇｘｉａ Ａｎｉｍａｌ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ Ｃｏｎｔｒｏｌ ＣｅｎｔｅｒꎬＹｉｎｃｈｕａｎ ７５００１１ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅｓ]Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ(ＰＲＲＳＶ)
Ｎｓｐ４ ｇｅｎｅ ｐｌａｙｅｄ ａ ｋｅｙ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ β２Ｍ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎꎬｗｈｉｃｈ ｌａｉｄ ａ ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＰＲＲＳＶ ｏｎ ａｎｔｉｇｅｎ ｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ]Ｉｎ ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔꎬｔｈｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｏｆ ＰＲＲＳＶ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄꎬ
ａｎｄ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ＰＲＲＳＶ ｓｔｒａｉｎ ＳＨ２０２０ ｗａｓ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｓａｖｅｄ. Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｒｅｓｅａｒｃｈ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｍａｉｎｓ ｏｆ Ｎｓｐ４ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ
ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｉｔｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬｔｈｒｅｅ ａｎｄ ｆｉｖｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｉｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ＤｏｍａｉｎⅡａｎｄ Ｄｏｍａｉｎ Ⅲ ｏｆ ＮＳＰ４ ｇｅｎｅ ｗｅｒｅ
ｓｃｒｅｅｎｅｄꎬａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ｖｉｒａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｃｌｏｎｉｎｇ ｐｌａｓｍｉｄｓ. Ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ
ｃｌｏｎｅ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅｎ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ Ｍａｒｃ￣１４５ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｒｅｓｃｕｅ Ｎｓｐ４ ｍｕｔａｎｔ ＰＲＲＳＶ ｖｉｒｕｓｅｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｃｕｅｄ ＰＲＲＳＶ ｖｉｒｕｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｉｎｆｅｃｔ ＰＡＭ ｃｅｌｌｓ ａｔ ａ ＭＯＩ ｏｆ ０.０２ꎬａｎｄ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｖｅｒｉｆｙ ｗｈｅｔｈｅｒ ＰＲＲＳＶ Ｎｓｐ４ ｇｅｎｅ ｃｏｕｌｄ ｐｌａｙ ａ ｒｏｌｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ β２Ｍ ｉｎ ＰＡＭ ｃｅｌｌｓ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ]Ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ Ｄ２￣５(Ｎｓｐ４￣Ａ８０Ｌ)ｗａｓ ｒｅｓｃｕｅｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙꎬｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒ ｏｆ ｇｒｏｗｔｈ
ｋｉｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈａｔ ｏｆ ｗｉｌｄ ｓｔｒａｉｎ ＳＨ２０２０ꎻｂｕｔ ｏｔｈｅｒ ｍｕｔａｎｔ ｓｉｔｅｓ ｏｆ Ｎｓｐ４ ｇｅｎｅ ｌｅｄ ｔｈｅ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｔｏ ｔｈｅ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ＰＲＲＳＶ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｎｏｔ ａｃｃｅｓｓｉｂｌｅ ｔｏ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ａｓｓａｙ. Ｉｔ ｗａｓ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｔｈａｔ Ｄ２￣５ ｓｔｒａｉｎ ｃｏｕｌｄ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ β２Ｍ ｏｎ
ｔｈｅ Ｍａｒｃ￣１４５ ａｎｄ ＰＡＭ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｓｔｒａｉｎ ＳＨ２０２０ ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｔｏ ｔｈｅ β２Ｍ.
[Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ]Ｎｓｐ４ ｇｅｎｅ ｐｌａｙｓ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ β２Ｍ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｉｎ ＰＲＲＳＶ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ Ｎｓｐ４￣Ａ８０Ｌ
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ｍｕｔａｔｉｏｎ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ β２Ｍ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:ＰＲＲＳＶꎻＮｓｐ４ꎻβ２Ｍꎻｒｅｖｅｒｓｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｐｌａｔｆｏｒｍꎻｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎｓ

猪繁殖与呼吸综合征(ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅꎬＰＲＲＳ)是危害养猪业的重要疾病

之一ꎬ临床症状主要是妊娠母猪流产、早产、产死胎和木乃伊胎以及各阶段育肥猪的呼吸系统疾病[１]ꎬ造
成的经济损失巨大[２]ꎮ 其病原 ＰＲＲＳＶ(ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ)最显著的特征是

容易发生基因重组[３－５]ꎬ并且能够引起猪体的免疫抑制[６－７]ꎬ从而导致该病毒能够长久存在猪体内ꎬ并且造

成其他病原的继发感染ꎬ最终加剧了 ＰＲＲＳＶ 对猪体的危害[８－１０]ꎮ
目前对该病防控的一大挑战是临床上 ＰＲＲＳＶ 感染康复猪会持续向外排毒而造成猪群不断感染ꎮ 已

有研究表明ꎬＨＰ￣ＰＲＲＳＶ 会对抗原递呈分子的表达进行抑制ꎬ比如 ＳＬＡ￣Ⅰ或者 β２Ｍ 分子[１１－１３]ꎻ细胞对

ＰＲＲＳＶ 抗原递呈效率的降低ꎬ最终使得对 ＣＴＬ 细胞的活化受到抑制ꎮ 细胞免疫抑制导致了胞内感染的

ＰＲＲＳＶ 不能有效被清除ꎬ从而导致 ＰＲＲＳＶ 可以在细胞内持续存在ꎮ 这种原因被推测是健康猪持续向外

排毒的关键因素ꎮ 但目前这些研究结果只是在质粒上被证实ꎬ在病毒上的效果如何并未被试验证实ꎮ
ＳＬＡ￣Ⅰ又称猪主要组织相容性复合体Ⅰ类(ＭＨＣ￣Ⅰ)抗原ꎬ由重链 ＳＬＡ￣Ⅰ(ＳＬＡ￣Ⅰ ＨＣ)和轻链 β２－

微球蛋白(β２Ｍ)组成异源二聚体[１４]ꎮ 通常 ＳＬＡ￣Ⅰ异二聚体首先在内质网(ＥＲ)形成ꎬ然后被蛋白酶体消

化的抗原肽通过 ＴＡＰ(与抗原加工相关的转运体)转化至内质网ꎬ与 ＳＬＡ￣Ⅰ异源二聚体结合ꎬ形成异源三

聚体 ＳＬＡ￣Ⅰ复合物并在细胞表面展示[１５]ꎮ 这种异三聚体 ＳＬＡ￣Ⅰ复合物可以激活 ＣＴＬ 细胞ꎮ 由于 β２Ｍ
在细胞免疫中发挥的关键作用ꎬＰＲＲＳＶ 和其他一些病原亦进化出上述提到的相关免疫逃逸机制ꎬ并造成

机体的持续隐性带毒感染[１６－１７]ꎮ
本实验室已经在质粒水平上证实了 Ｎｓｐ４ 基因能够抑制 β２Ｍ 的表达[１３]ꎬ因此ꎬ在病毒水平上进一步

证实 Ｎｓｐ４ 基因是否在抑制 β２Ｍ 表达方面发挥关键作用显得尤为重要ꎮ 本研究通过建立 ＰＲＲＳＶ 反向遗

传平台来获得 ＨＰ￣ＰＲＲＳＶ 亲本毒株 ＳＨ２０２０ꎬ通过构建 Ｎｓｐ４ 各种突变毒株来验证对 β２Ｍ 的作用ꎬ以筛选

出在抑制 β２Ｍ 表达方面发挥作用的关键氨基酸位点ꎬ为 ＰＲＲＳ 的防治提供新思路ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１.１.１　 细胞和病毒　 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞(非洲绿猴肾上皮细胞)及高致病性 ＰＲＲＳＶ 毒株 ＳＨ２０２０ 均由本实验

室提供ꎮ ＰＡＭ(猪肺泡巨噬细胞)由本实验室分离保存ꎮ 相关突变毒株由本实验室构建并拯救ꎮ
１.１.２　 主要试剂与仪器　 ＤＭＥＭ(Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ Ｅａｇｌｅ’ｓ ｍｅｄｉｕｍ)购自 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓꎬＩｓｒａｅｌꎻ胎牛

血清( ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬＦＢＳ)购自 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓꎻＰＲＲＳＶ Ｎ 和 Ｎｓｐ４ 多抗由本实验室制备并保存ꎻ细
胞转染试剂为 Ｘ￣ｔｒｅｍｅＧＥＮＥ ＨＰ ＤＮＡ Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ Ｒｅａｇｅｎｔ(Ｒｏｃｈｅ)ꎻ猪 β２Ｍ 单抗和 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８－标记山

羊抗鼠 ＩｇＧ 购自赛默飞ꎻ双荧光素酶报告基因检测试剂盒购自 ＰｒｏｍｅｇａꎻＴＲＩｚｏｌ 试剂购自 ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎻＲＮＡ
反转录酶 ＨｉＳｃｒｉｐｔ®Ⅲ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ ｑＰＣＲ(＋ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ)购自 Ｖａｚｙｍｅ Ｂｉｏｔｅｃｈ Ｃｏ.ꎻ荧光定量 ＰＣＲ 酶购

自诺唯赞ꎻ普通琼脂糖凝胶 ＤＮＡ 回收试剂盒、无内毒素质粒大提试剂盒均购自天根生化科技有限公司ꎻ
限制性内切酶购自 Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓꎻ荧光定量仪购自 Ｂｉｏ￣ｒａｄ 公司ꎻ恒温二氧化碳无菌细胞培养箱购自

赛默飞ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 ＰＲＲＳＶ 感染性克隆质粒的构建　 １)ｐＡＣＹＣ￣１７７ 质粒的改造:首先将 ＣＭＶ 启动子通过同源重组方

法插入 ｐＡＣＹＣ￣１７７ 质粒上ꎬ再将人工合成的填充片段( ｓｔｕｆｆｅｒ ｆｒａｇｍｅｎｔꎬ包含 ＮｏｔⅠ、ＳｒｆⅠ、ＰｓｔⅠ、ＰｍｅⅠ、
ＡｃｌⅠ、ＡｓｃⅠ、ＳｇｒＡⅠ、ＢｇｌⅠ内切酶位点)通过同源重组的方法插入人巨细胞病毒启动子(Ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓꎬ
ＣＭＶ)序列之后ꎻ构建了 ｐＡＣＹＣ￣１７７ 改造质粒ꎬ命名为 ｐ１７７ꎮ

２)ＰＲＲＳＶ ＳＨ２０２０ 感染性克隆质粒的构建ꎮ 将 ＳＨ２０２０ 全序列预先分成 ４ 段ꎬ然后通过 ＰＣＲ 分别对

每个片段进行扩增ꎮ 获得每个片段后ꎬ分别使用 ＮｏｔⅠ/ ＰｓｔⅠ、ＰｓｔⅠ/ ＡｃｌⅠ、ＡｃｌⅠ/ ＡｓｃⅠ、ＡｓｃⅠ/ ＳｇｒＡⅠ对 ４
个 ＰＣＲ 扩增片段进行酶切ꎬ然后将 ４ 个酶切片段分别插入改造的 ｐ１７７ 质粒上ꎬ再对插入的片段分别进行

验证并测序ꎮ 将构建正确的质粒命名为 ｐＳＨ２０２０[１８－１９]ꎮ
１.２.２　 ＰＲＲＳＶ ＳＨ２０２０ 株的拯救　 将构建好的感染性克隆质粒 ｐＳＨ２０２０ 与转染试剂按体积比 ３ ∶１ 预先

８０５



　 第 ３ 期 康磊ꎬ等:ＰＲＲＳＶ Ｎｓｐ４ 基因突变株对 β２Ｍ 表达的影响

混合ꎬ然后滴加至预先铺好的 ６ 孔板中ꎬ３７ ℃、５％ＣＯ２ 培养箱培养 ４８ ｈ 后收集病毒培养液ꎻ传至第 ３ 代后

进行免疫荧光检测( ＩＦＡ)验证ꎮ 先将 Ｎ 多抗以体积比 １ ∶４００ 进行稀释ꎬ然后 ３７ ℃孵育 ＰＲＲＳＶ ＳＨ２０２０ 株

感染的 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞 １.５ ｈꎬ再加 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ 二抗孵育 １ ｈꎬ用倒置显微镜观察ꎮ
１.２.３　 β２Ｍ 与 Ｎ 基因荧光定量检测　 用 ＴＲＩｚｏｌ 收集细胞后提取总 ＲＮＡꎬ再依据 ＨｉＳｃｒｉｐｔ®Ⅲ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ
ｆｏｒ ｑＰＣＲ(＋ｇＤＮＡ ｗｉｐｅｒ)进行 ＲＮＡ 反转录ꎮ 以 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ依据 Ｔａｑ Ｐｒｏ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
说明书进行 ｑＰＣＲꎮ 反应体系:２×Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬꎬ模板 ２ μＬꎬ引物对(１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ－１)各
０.４ μＬꎬＲＮａｓｅ￣ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ ７.２ μＬꎮ 反应程序:９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ３０ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ９５ ℃
１ ｍｉｎꎬ５８ ℃ ３０ ｓꎬ９５ ℃ ３０ ｓꎮ 同时设定阴性对照ꎬ获得 ＣＴ 值ꎮ 采用 ２－ΔΔＣＴ法计算目的基因 ｍＲＮＡ 的表达

水平ꎮ 所有处理组均重复检测 ３ 次ꎮ 引物详见表 １ꎮ
１.２.４　 β２Ｍ 与 Ｎ 蛋白表达量检测 　 使用 ＲＩＰＡ 裂解液(含有蛋白酶抑制剂)提取细胞总蛋白ꎬ再采用

ＢＣＡ 法对收取的蛋白进行浓度测定ꎮ 根据 ＢＣＡ 测定结果将各组蛋白浓度调整一致ꎮ 加入 ５×上样缓冲液

混匀后煮沸 １０ ｍｉｎꎬ用 １５０ ｇ􀅰Ｌ－１聚丙烯酰胺琼脂糖凝胶(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)电泳分离蛋白样品ꎬ再转印到硝酸纤

维素膜上ꎮ 进行牛奶封闭、孵育 ＰＲＲＳＶ Ｎ 蛋白多克隆抗体(１ ∶４００)或者 β２Ｍ 单抗ꎬ再用孵育辣根过氧化

物酶标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ(Ｈ＋Ｌ)(１ ∶５ ０００)等步骤检测目标蛋白ꎮ
１.２.５　 突变毒株与亲本毒株生长动力曲线比较　 参照之前报道的方法[２０]ꎬ分别将拯救的 ＰＲＲＳＶ Ｎｓｐ４￣
Ａ８０Ｌ 突变毒株 Ｄ２￣５ 和 ＳＨ２０２０ 野生毒株以 ＭＯＩ＝ ０.０１ 感染 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞ꎬ以进行生长速率比较ꎮ 在不同

时间点收集细胞上清液后保存于－８０ ℃ꎬ测 ＴＣＩＤ５０ꎮ
表 １　 荧光定量 ＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｑＰＣＲ

基因 Ｇｅｎｅ 引物名称 Ｐｒｉｍｅ ｎａｍｅ 引物对序列 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(５′→３′) 片段长 / ｂｐ Ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ

β２Ｍ(ｐｉｇ)(Ｆ１４８６８) 　 　 β２Ｍ￣Ｆ / Ｒ 　 ｃｃｃｇａａｇｇｔｔｃａｇｇｔｔｔａｃｔｃａｃｇ / ａｃｔｇｃｔｃｃｇｃｇｔｔｃａｔｃｔｔｃｔｃ １４０
ＧＡＰＤＨ(ｐｉｇ)(ＮＭ＿００１２０６３５９) 　 　 ＧＡＰＤＨ￣Ｆ / Ｒ 　 ｃａｇｇｇｃｔｇｃｔｔｔｔａａｃｔｃｔｇｇｃａ / ｃｃｇｔｇｇｇｔｇｇａａｔｃａｔａｃｔｇｇａａｃａ １０５
β２Ｍ(ｍｏｎｋｅｙ)(ＮＣ＿０２２２７８) 　 　 β２Ｍ￣Ｆ / Ｒ 　 ｃｔｃａｃｇｃｃａｔｃｃａｃｃａｇａｇａａｔｇ / ｃａａｇｔｃｔｇａａｔｇｃｔｃｃａｃｔｔｔｔｃｃｃ １３３
ＧＡＰＤＨ(ｍｏｎｋｅｙ)(ＮＷ＿０２３６６６０６３) 　 　 ＧＡＰＤＨ￣Ｆ / Ｒ 　 ｃｔｔｃａａｃａｇｃｇａｃａｃｃｃａｃｔｃ / ｃａｃｃｃｔｇｔｔｇｃｔｇｔａｇｃｃａａａｔｔｃ １１８
Ｎ(ＳＨ２０２０)(ＯＰ８５２５６９) 　 　 Ｎ￣Ｆ / Ｒ 　 ｃａａｔｃａｇｃｔｇｔｇｃｃａａａｔｇｃｔｇｇ / ｇａｃｇｔｃａｔｃｔｔｃａｇｔｃｇｃｔａｇａｇｇ １３３

２　 结果与分析

２.１　 ｐＡＣＹＣ￣１７７ 质粒的改造

为了使 ＰＲＲＳＶ 的基因序列插入到 ｐＡＣＹＣ￣１７７ 质粒上ꎬ对其进行了改造(图 １－Ａ)ꎮ 将 ＣＭＶ 启动子引

入质粒上ꎬ对插入的 ＣＭＶ 片段进行 ＰＣＲ 扩增验证并测序ꎮ 片段长度为 ８５０ ｂｐꎬ测序结果亦符合预期(图
１－Ｂ)将人工合成的填充片段( ｓｔｕｆｆｅｒ ｆｒａｇｍｅｎｔ)多克隆位点插入 ＣＭＶ 启动子ꎬ电泳验证 ＰＣＲ 扩增产物为

２２０ ｂｐ 左右ꎬ条带大小符合预期并且测序结果正确ꎮ 上述结果证实成功得到了目标质粒 ｐ１７７ꎮ

图 １　 ｐＡＣＹＣ￣１７７ 质粒引入 ＣＭＶ 和填充片段

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ＣＭＶ ａｎｄ ｓｔｕｆｆｅｒ ｆｒａｇｍｅｎｔ ａｒｅ ｉｎｓｅｒｔｅｄ ｉｎｔｏ ｐＡＣＹＣ￣１７７ ｐｌａｓｍｉｄ
　 　 Ａ.ｐＡＣＹＣ１７７ 质粒改造模式图 Ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｐＡＣＹＣ１７７ ｐｌａｓｍｉｄ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎꎻＢ.ＣＭＶ 片段和填充片段

的 ＰＣＲ 扩增电泳验证 ＣＭＶ ｆｒａｇｍｅｎｔ ａｎｄ ｓｔｕｆｆｅｒ ｆｒａｇｍｅｎｔ ａｒｅ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ.
Ｍ. ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１. ＣＭＶ 片段 ＣＭＶ ｆｒａｇｍｅｎｔꎻ２. 填充片段 Ｓｔｕｆｆｅｒ ｆｒａｇｍｅｎｔ.

２.２　 ＰＲＲＳＶ ＳＨ２０２０ 株基因全序列的扩增

为了获得 ＰＲＲＳＶ ＳＨ２０２０ 株的全长序列ꎬ将其全长序列分成 ４ 段(图 ２－Ａ)ꎬ每个片段大小分别约为

５.０、５.２、１.８ 和 ３.５ ｋｂꎮ 对 ＰＣＲ 扩增的片段进行电泳验证并测序ꎬ结果显示各个片段大小符合预期并且测

序结果正确(图 ２－Ｂ)ꎮ
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图 ２　 ＰＲＲＳＶ ＳＨ２０２０ 株基因全序列结构(Ａ)和电泳验证(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ(Ａ)ａｎｄ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ(Ｂ)ｏｆ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ＰＲＲＳＶ ＳＨ２０２０ ｓｔｒａｉｎ

２.３　 ｐＳＨ２０２０ 感染性克隆的获得

为了得到 ＰＲＲＳＶ ＳＨ２０２０ 毒株的感染性克隆质粒(图 ３－Ａ)ꎬ将 ＰＣＲ 扩增得到的 ４ 个片段分别采用酶

切连接的方式逐一插入 ｐ１７７ 质粒ꎮ 将全长序列用预期设计好的 ＮｏｔⅠ和 ＳｇｒＡⅠ对感染性克隆质粒进行

双酶切验证ꎬ对切下来的 ＰＲＲＳＶ ＳＨ２０２０ 全序列进行电泳验证ꎬ其结果为 １５ ｋｂ 左右ꎬ大小符合预期ꎮ 对

构建好的感染性克隆进行测序验证ꎬ其序列与扩增片段序列一致(图 ３ －Ｂ)ꎮ 此结果证明成功得到

ｐＳＨ２０２０ 感染性克隆质粒ꎮ

图 ３　 ＳＨ２０２０ 全长序列插入 ｐ１７７ 质粒构成 ｐＳＨ２０２０ 感染性克隆质粒

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｐＳＨ２０２０ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｃｌｏｎｅ ｐｌａｓｍｉｄ ｉｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ｏｆ ＳＨ２０２０ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｐ１７７ ｐｌａｓｍｉｄ
　 　 Ａ. ｐＳＨ２０２０ 感染性克隆质粒模式图 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｐＳＨ２０２０ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｃｌｏｎｅ ｐｌａｓｍｉｄꎻＢ. ＮｏｔⅠ和 ＳｇｒＡⅠ双酶切 ｐＳＨ２０２０ 质粒电

泳验证 Ｔｈｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｏｆ ＮｏｔⅠａｎｄ ＳｇｒＡⅠｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐＳＨ２０２０ ｐｌａｓｍｉｄ ｉｓ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ.

图 ４　 ＳＨ２０２０ 感染性克隆质粒转染 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞并进行免疫荧光检测和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ(ＷＢ)验证

Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＳＨ２０２０ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｃｌｏｎｅ ｐｌａｓｍｉｄ ｉｓ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ Ｍａｒｃ￣１４５ ｃｅｌｌ ａｎｄ ｖｅｒｉｆｉｅｄ
ｂｙ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ(ＩＦＡ)ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ(ＷＢ)

　 　 Ａ. 拯救的 ＰＲＲＳＶ ＳＨ２０２０ 毒株进行 ＩＦＡ 试验 Ｔｈｅ ｒｅｓｃｕｅｄ ＰＲＲＳＶ ＳＨ２０２０ ｓｔｒａｉｎｓ ｔｅｓｔｅｄ ｆｏｒ ＩＦＡꎻＢ. 对拯救的 ＰＲＲＳＶ ＳＨ２０２０
株的 Ｎ 蛋白进行 ＷＢ 检测 Ｔｈｅ Ｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｃｕｅｄ ＰＲＲＳＶ ＳＨ２０２０ ｓｔｒａｉｎ ｉｓ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ＷＢ ａｓｓａｙ.

２.４　 ＰＲＳＳＶ ＳＨ２０２０ 毒株的拯救与鉴定

为了拯救出病毒ꎬ将无内毒素大提的感染性克隆质粒 ｐＳＨ２０２０ 与转染试剂 Ｘ￣ｔｒｅｍｅＧＥＮＥ ＨＰ ＤＮＡ 按

３ ∶１ 比例混合ꎬ加入至提前 ２４ ｈ 培养铺好 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞的 ６ 孔板中ꎬ７２ ｈ 后收集病毒培养液ꎮ 传至第 ３
代ꎬ４８ ｈ 后可出现明显的病变ꎮ 使用本次试验制备的 Ｎ 蛋白多抗对拯救的 ＳＨ２０２０ 病毒进行免疫荧光检

测ꎬ可以看到阳性组有很明显的荧光ꎬ而阴性对照组没有绿色荧光(图 ４－Ａ)ꎮ 对 ＳＨ２０２０ 感染的细胞进行

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测ꎬ依然能够在 ＳＨ２０２０ 阳性对照组看到 Ｎ 蛋白条带(图 ４－Ｂ)ꎮ 此结果证实ꎬ利用构建的

感染性克隆质粒 ｐＳＨ２０２０ 成功拯救出 ＳＨ２０２０ 病毒ꎮ
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图 ５　 突变毒株的构建以及位点筛选

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｔａｎｔｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｉｔｅｓ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ
　 　 Ａ. ＰＲＲＳＶ Ｎｓｐ４ ＤｏｍａｉｎⅡ相关突变位点模式图 Ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ Ｎｓｐ４ ＤｏｍａｉｎⅡ̄ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓꎻＢ. ＰＲＲＳＶ Ｎｓｐ４ ＤｏｍａｉｎⅢ相关突变位点模

式图 Ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ＰＲＲＳＶ Ｎｓｐ４ Ｄｏｍａｉｎ Ⅲ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓꎻＣ. Ｄ２￣５ 和 ＳＨ２０２０ 在 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞上的 ＩＦＡ 试验 ＩＦＡ ａｓｓａｙ ｆｏｒ Ｄ２￣５ ａｎｄ
ＳＨ２０２０ ｏｎ Ｍａｒｃ￣１４５ ｃｅｌｌｓꎻＤ. ＰＲＲＳＶ Ｎｓｐ４ ＤｏｍａｉｎⅡ相关突变毒株的 Ｎ 基因相对拷贝数 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ Ｎ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｎｓｐ４ Ｄｏｍａｉｎ Ⅱ̄
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓꎻＥ. ＰＲＲＳＶ Ｎｓｐ４ Ｄｏｍａｉｎ Ⅲ相关突变毒株的 Ｎ 基因相对拷贝数 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ Ｎ ｇｅｎｅ ｏｆ Ｎｓｐ４ Ｄｏｍａｉｎ Ⅲ￣
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓꎻＦ. ＰＲＲＳＶ Ｎｓｐ４ ＤｏｍａｉｎⅡ相关突变毒株在 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞上对 β２Ｍ 表达的影响 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＲＲＳＶ Ｎｓｐ４ Ｄｏｍａｉｎ Ⅱ̄

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｕｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ β２Ｍ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｉｎ Ｍａｒｃ￣１４５ ｃｅｌｌｓ. ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗∗Ｐ<０.０００ １. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ.

２.５　 Ｎｓｐ４ 基因中抑制 β２Ｍ 表达的氨基酸位点筛选

为了在 Ｎｓｐ４ 基因中筛选到抑制 β２Ｍ 表达的关键氨基酸位点ꎬ在 Ｄｏｍａｉｎ Ⅱ(结构域Ⅱ)和 Ｄｏｍａｉｎ Ⅲ
分别选择 ３ 个(图 ５－Ａ)和 ５ 个(图 ５－Ｂ)氨基酸位点ꎬ用不同的氨基酸进行替换突变ꎮ 选择这 ８ 个位点进

行突变的主要原因:第一ꎬＤｏｍａｉｎ Ⅱ中的 Ｋ１３８ 和 Ｑ１３９ 位点为推测的 Ｓ１ ｐｏｃｋｅｔ 氧负离子洞中 ３ 个氨基酸

中的第 ３ 个残基ꎬ其主要功能为直接催化底物的氧化反应ꎻ第二ꎬＡ８０ 位点为 ＰＲＲＳＶ 不同毒株之间的差异

位点ꎬ并且与 Ｎｓｐ４ 的酶活性中心形成的催化三聚体在空间上都位于 Ｄｏｍａｉｎ Ⅱ和 Ｄｏｍａｉｎ Ⅲ交界处ꎬ因此

推测 Ａ８０ 亦具有某些生物学功能[２１]ꎮ 第三ꎬ在 Ｄｏｍａｉｎ Ⅲꎬ选择 ５ 个相关位点进行氨基酸替换突变ꎻ这
５ 个位点能够形成疏水结构ꎬ以推测某种生物学功能ꎬ并且本实验室之前的研究证实 Ｄｏｍａｉｎ Ⅲ对 β２Ｍ 具

有抑制作用ꎬ因此ꎬ对其进行氨基酸位点突变以验证是否能够在病毒水平上验证其功能ꎮ 最终在病毒上对
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选择的这 ８ 个氨基酸位点进行突变验证ꎬ共构建 １７ 个不同重组病毒感染性克隆(Ｄｏｍａｉｎ Ⅱ包含 ７ 个重组

病毒感染性克隆ꎬＤｏｍａｉｎ Ⅲ包含 １０ 个重组病毒感染性克隆)ꎮ
将转染细胞的突变毒株感染性克隆传 ３ 代后ꎬ对这些突变毒株 Ｎ 基因进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 定量ꎮ 结果显

示ꎬ只有 Ｄｏｍａｉｎ Ⅱ中的 Ｄ２￣５ 突变毒株(Ｎｓｐ４￣Ａ８０Ｌ)的 Ｎ 基因拷贝数较高ꎬ其余突变毒株的 Ｎ 基因拷贝数

都明显较低ꎬ其 ＣＴ 值与阴性对照没有明显区别(图 ５－ＣꎬＤ)ꎮ 另外ꎬ对拯救的病毒进行 ＩＦＡ 检测ꎬ其他突

变毒株的荧光强度亦不像野毒株 ＳＨ２０２０ 和 Ｄ２￣５ 突变毒株那样典型ꎮ 综合判断ꎬ只有 Ｄ２￣５ 突变毒株被成

功拯救ꎮ
将 Ｄ２￣５ 突变株和 ＳＨ２０２０ 株以 ＭＯＩ＝ ２ 感染 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞 ３６ ｈ 后对试验组进行 β２Ｍ 荧光定量检测ꎮ

结果显示ꎬＳＨ２０２０ 株具有抑制 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞 β２Ｍ 的作用ꎬ而 Ｎｓｐ４ 基因在突变后(即 Ａ８０Ｌ 突变)的 Ｄ２￣５
突变株ꎬ能够使得 ＳＨ２０２０ 株对 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞 β２Ｍ 的抑制作用消失ꎬ并且能够使突变毒株在感染 ３６ ｈ 后

促进 β２Ｍ 的表达ꎮ 上述结果提示 Ｎｓｐ４ Ａ８０ 位点在抑制 β２Ｍ 表达方面发挥重要作用ꎮ

图 ６　 Ｄ２￣５突变毒株在 ＰＡＭ 细胞上的验证

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｄ２￣５ ｍｕｔａｎｔ ｏｎ ＰＡＭ
　 　 Ａ. Ｄ２￣５ 和 ＳＨ２０２０ 株的生长动力特性比较 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｇｒｏｗｔｈ ｋｉｎｅｔｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｄ２￣５ ａｎｄ ＳＨ２０２０ ｓｔｒａｉｎｓꎻ
Ｂ. Ｄ２￣５和 ＳＨ２０２０ 株在转录水平上对 ＰＡＭ 细胞上 β２Ｍ 表达的影响 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｄ２￣５ ａｎｄ ＳＨ２０２０ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ β２Ｍ
ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｏｎ ＰＡＭ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｌｅｖｅｌꎻＣ. ＷＢ 检测 Ｄ２￣５ 和 ＳＨ２０２０ 毒株对 ＰＡＭ 细胞上 β２Ｍ 蛋白表达的影响 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ
ｏｆ Ｄ２￣５ ａｎｄ ＳＨ２０２０ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ β２Ｍ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＰＡＭ ｃｅｌｌｓ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎻＤ.Ｄ２￣５ 和 ＳＨ２０２０ 试验组中 β２Ｍ 与

ＧＡＰＤＨ 灰度比值比较 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｇｒａｙ ｒａｔｉｏ ｂｅｔｗｅｅｎ β２Ｍ ａｎｄ ＧＡＰＤＨ ｉｎ Ｄ２￣５ ａｎｄ ＳＨ２０２０ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ. ∗∗∗Ｐ<０.００１.

２.６　 Ｎｓｐ４￣Ａ８０Ｌ 基因突变毒株(Ｄ２￣５)对 ＰＡＭ 细胞表达 β２Ｍ 的影响

在初步筛选到 Ｎｓｐ４ 抑制 β２Ｍ 氨基酸位点并在 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞上验证后ꎬ将突变毒株 Ｄ２￣５ 再次感染

ＰＡＭ 细胞来验证其对 ＰＡＭ 细胞 β２Ｍ 的作用ꎮ 将 Ｄ２￣５ 和 ＳＨ２０２０ 株以 ＭＯＩ＝ ０.０１ 感染 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞ꎬ比
较 Ｄ２￣５ 和 ＳＨ２０２０ 株的生长动力曲线并对不同时间点的毒价(ＴＣＩＤ５０)进行测定ꎮ 结果证实 Ｄ２￣５ 突变毒

株和 ＳＨ２０２０ 株具有相似的病毒复制能力(图 ６－Ａ)ꎮ
将 Ｄ２￣５ 和 ＳＨ２０２０ 株以 ＭＯＩ＝ ０.０２ 分别感染 ＰＡＭ 细胞ꎬ培养 １８ ｈ 后对各试验组 β２Ｍ 基因表达水平

进行定量ꎮ 在转录水平ꎬ对各组细胞进行 ＲＮＡ 抽提并反转录ꎬ对 β２Ｍ 基因进行荧光定量ꎬ发现 Ｄ２￣５ 试验

组的 β２Ｍ 基因表达水平是 ＳＨ２０２０ 组的 ３.０４ 倍ꎬ是阴性对照组的 １.８ 倍(图 ６－Ｂ)ꎮ 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 对这
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２ 个试验组 β２Ｍ 蛋白表达水平进行比较(图 ６－Ｃ)ꎬ结果证实 Ｄ２￣５ 试验组的 β２Ｍ 表达水平是 ＳＨ２０２０ 组

的 １.６４ 倍ꎬ是阴性对照组的 １.３４ 倍ꎬ而野毒株 ＳＨ２０２０ 在转录水平和翻译水平都对 ＰＡＭ 细胞的 β２Ｍ 蛋白

具有明显的抑制作用(图 ６－Ｄ)ꎻ而 Ｎｓｐ４ 表达量在 Ｄ２￣５ 试验组明显降低(图 ６－Ｃ)ꎮ 综上所述ꎬＰＲＲＳＶ
ＳＨ２０２０ 株 Ｎｓｐ４ 基因在抑制 β２Ｍ 蛋白表达方面发挥关键性作用ꎻ对其进行 Ａ８０Ｌ 突变ꎬ突变毒株 Ｄ２￣５ 能

够促进 ＰＡＭ 细胞 β２Ｍ 蛋白的表达ꎮ

３　 讨论

免疫逃逸现象在很多病毒中都存在ꎬ其中研究较多的病毒包括 ＨＩＶ、Ｍｏｕｓｅ Ｎｏｒｏｖｉｒｕｓ、Ｃｏｗｐｏｘ Ｖｉｒｕｓ 以

及 ＳＡＲＳ￣ＣｏＶ￣２ 等ꎮ 一般都是通过不同的方式来逃逸免疫系统的识别和攻击ꎬ从而在宿主体内进行高效

复制ꎻ其中最重要的一种方式为通过不同的感染机制来抑制 ＭＨＣ￣Ⅰ的表达ꎬ导致抗原递呈受阻ꎬ降低了

ＣＴＬ 的识别抗原和活化效率ꎬ最终导致细胞免疫活性受到抑制[１６ꎬ２２－２３]ꎮ 同理ꎬＰＲＲＳＶ 中亦存在细胞免疫

逃逸机制ꎮ 已有研究证实 ＰＲＲＳＶ 中的一些基因在抑制抗原递呈方面发挥作用[１７ꎬ２４]ꎬ导致免疫识别效率

降低ꎬ但具体机制并不十分清楚[２５－２６]ꎮ
另外ꎬＰＲＲＳＶ 中存在一些基因能够抑制 ＳＬＡ￣Ⅰ的表达ꎬ比如 Ｎｓｐ１α、Ｎｓｐ２ＴＦ 和 ＧＰ３ 基因[１１]ꎬ但这些

研究结果都是基于质粒表达蛋白后对细胞的作用进行分析的ꎬ在病毒上并未研究这些基因到底如何发挥

作用ꎮ 而对 ＨＰ￣ＰＲＲＳＶ 的研究中ꎬ已证实 Ｎｓｐ１α 基因在病毒水平上能够通过泛素化－蛋白酶体途径下调

ＳＬＡ￣Ⅰ的表达ꎬ最终破坏 ＳＬＡ￣Ⅰ在细胞膜上的表达[１７]ꎮ Ｎｓｐ４ 基因目前只是在质粒水平上证明了其具有

进入细胞核的定位信号序列[２７] 并能够与 β２Ｍ 结合抑制 β２Ｍ 的转录[１３]ꎬ但目前并未在病毒水平上证实

Ｎｓｐ４ 基因功能ꎮ 本次试验通过反向遗传技术对 ＰＲＳＶ Ｎｓｐ４ 基因筛选的氨基酸位点进行突变ꎬ对得到的突

变毒株进行验证ꎬ最终证明 Ｎｓｐ４ 基因在抑制 β２Ｍ 表达方面发挥关键性作用ꎬ并且 Ｄ２￣５ 突变株在 ＰＡＭ 细

胞中产生的 Ｎｓｐ４ 蛋白明显少于 ＳＨ２０２０ 野生株ꎻ基于此ꎬ我们推测主要原因是由于 Ｄ２￣５ 突变株在感染细

胞 Ｎｓｐ４ 蛋白量表达减少ꎬ导致其对细胞 β２Ｍ 基因启动子结合量减少ꎬ最终对 β２Ｍ 基因抑制的效率降低ꎮ
此研究结果为进一步揭示 ＰＲＲＳＶ 的细胞免疫抑制机制打下基础ꎮ

在构建的 １７ 个重组毒株中ꎬ只有来自 Ｄｏｍａｉｎ Ⅱ的 Ｄ２￣５ 重组病毒可以成功拯救ꎬ而其余的 １６ 个重组

病毒无法成功拯救ꎬＮ 基因拷贝数较低ꎬ基本传至第 ３ 代后 ＩＦＡ 就无法检测出其荧光ꎻ说明 Ｎｓｐ４ 蛋白中的

大多数氨基酸位点对 Ｎｓｐ４ 基因功能的发挥以及 ＰＲＲＳＶ 的生命活动都起着关键性作用ꎮ 对于具体的

ＰＲＲＳＶ 毒株而言ꎬ其氨基酸位点是不可替代的ꎬ也揭示了 ＰＲＲＳＶ 毒力可能是多个基因联合决定的ꎮ
ＰＲＳＶ Ｄ２￣５ 突变病毒与野生亲本毒株 ＳＨ２０２０ 对比试验揭示了 Ｎｓｐ４ 基因在抑制细胞 β２Ｍ 表达方面发挥

重要作用ꎬ这是国内外该研究领域首次发现的关于 ＰＲＲＳＶ 的一种重要致病机制ꎮ 另外ꎬ在 Ｎｓｐ４ 基因

Ｄｏｍａｉｎ Ⅱ中筛选的 Ａ８０Ｌ 氨基酸位点对 ＰＲＲＳＶ 在抑制抗原递呈方面的进一步研究提供了新的理论ꎬ本次

试验结果也对疫苗的开发提拱了一种新的思路ꎮ 有研究表明ꎬＮ 蛋白亦拥有较好的抗体中和表位[２４]ꎬ但
目前的疫苗形态在诱导 Ｎ 蛋白中和抗体方面效果不佳ꎬ这是阻止 ＰＲＲＳＶ 免疫逃逸的一个很重要障碍ꎻ因
此ꎬｍＲＮＡ 疫苗、病毒载体等新形态疫苗亦是未来需要重点专注的方向[２９]ꎮ

综上所述ꎬ本研究证实了 Ｎｓｐ４ 在 ＰＲＲＳＶ 抑制细胞 β２Ｍ 表达方面发挥主要作用ꎻ并且验证了 Ａ８０Ｌ 突

变毒株能够促进 ＰＡＭ 细胞 β２Ｍ 的表达ꎬ为进一步研究 ＰＲＲＳＶ 的免疫抑制机制奠定理论基础ꎮ
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