
 ／
ｖ

学校代码 ： １０２ ８ ５

学号 ：
２０ １ ６４２ ２ １０４０

＾ ＳＯＯＣＨＯＷＵＮＩＶＥＲＳ ＩＴＹ



ＢｍＣ ＰＶ感染对家垂ｃ ｉ ｒｃ ＲＮ Ａ ｓ表达的影响


及，隱，賴Ｉ
Ｒｅｓｐｏｎｓｅｏｆ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡｓｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎｔｏＢｍＣ ＰＶ ｉ ｎｆｅｃ ｔ ｉｏｎａｎｄ

ｔｈｅｔｕｎｃ ｔ ｉｏｎｏｆ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ５ ６５ ５ ｉ ｎｓ ｉ ｌｋｗｏｎｎ ，Ｂｏｍｂｙｘｍｏｒｉ

研 究 生 姓 名

指导教师姓名


５＾５

专 业 名 称


生物化学与分子生物学


： ：

丨

：研 究 方 向


基因功能研究


所 在 院 部


基础医学与生物科学学院

论文提交 日 期


２崎 ０６月




苏州大学学位论文独创性声明

本人郑重声明 ： 所提交的学位论文是本人在导师的指导下 ， 独立

进行研究工作所取得的成果 。 除文 中 已经注 明 引 用 的 内容外 ， 本论文

不含其他个人或集体 已经发表或撰写过的研宄成果 ， 也不含为获得苏
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＿
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

中文摘要

中文摘要

随着 ＲＮＡ －

ｓｅｑ 技术的发展 ， 环状 ＲＮＡ
（
ｃ ｉｒｃＲＮＡ

）作为
一

种新式非编码 ＲＮＡ 被

推至公众视野下 。 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 是通过
“

头到尾
”

反 向剪接从典型的剪接体 中产生的 ，

具有
一

定 的组织和发育阶段特异性 。 迄今为止 ， ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 的
一些功能己经得到确认 ，

它能够充 当 ｍ ｉＲＮＡ 海绵 以调控靶基因表达 、 参与调控转录过程 、 与 自 身 ｍＲＮＡ

的经 典剪接相竞争 、 与 蛋 白质 互作 ， 并 具有编码蛋 白 的潜能 。 家蚕是鱗翅 目 昆虫

的典型代表 ， 具有重要 的农业和经济意义 。 家蚕质 型 多 角 体病毒

ｃｙ
ｔｏｐ

ｌ ａ ｓｍ ｉ ｃ
ｐｏ ｌ ｙｈｅｄｏ ｓ ｉ ｓｖ ｉ ｒｕ ｓ ，ＢｍＣ ＰＶ ） 能特异地感染家莖的 中肠上皮细胞 ， 引 发

家蚕 中肠型脓病 ， 危害养蚕业 。 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 在调节真核生物的基 因表达 、 调控生长发

育和病理进程 中发挥重要作用 ， 但是关于家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 表达对 ＢｍＣ ＰＶ 的感染应

答及家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡｓ 的功能 尚未可知 。

本研 宄采用 高通测序法测定正常 中肠组织 （ 对照 ） 和 ＢｍＣ ＰＶ 感染的 中肠组织

（ 试验 ） 中 家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡｓ 的表达谱 。 从对照和试验样 品 中分别检测到 了９７ ５ ３ 和

７４７ ５ 个 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ ， 其中共表达的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 有 ６０ ８ ５ 个 ， 在对照和试验样 品 中 分别

有 ６４６ 和 ７３ ７ 个 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 特异性表达 。 共检测到差异表达 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ ３ ６ ３ ８ 个 ， 其

中 ４００ 个 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡｓ 差异表达倍数变化 彡 ２ ． ０
（／

？＜０ ． ０ ５ ， ＦＤＲ＜０ ． ０５
）

， 病毒感染后 ２ ９４

个上调 ， １ ０６ 个 下调 。 通过 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析 大体上注释 了差异 表达 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ

亲本基因 的主要功能 。 基于差异表达的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 与 ｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ
（
ｍ ｉＲＮＡ

）结合位点

之间 的相关性分析 ， 构建 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －ｍ ｉＲＮＡ 相 互作用 网络 ， 推断 出 了１ ３ 个 ｍ ｉＲＮＡ ｓ

与 １ ９３个ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ间 的 相 互 作 用 。 ｂｍｏ －ｍ ｉＲ －

３ ３ ８ ９
－

５
ｐ

，ｂｍｏ －ｍ ｉＲ －７４５
－

３ｐ和

ｂｍｏ
－ｍ ｉＲ－

３ ２ ６２分别 与３ ０ ，３ ４ 和 ３ ４ 个 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ互作 。 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

８ １ １ ５ ， ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

９４４４ ，

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

４５ ５ ３ ，ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

０ ８ ２７和ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

６６４９分别含有６ 、 ５ 、 ４ 、 ４和４个ｍ ｉＲＮＡ

结合位点 。 同时还发现 ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａｓ 选择性环化是家蚕的普遍特征 ， 许 多 家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ

的
ｊ
ｕｎｃ ｔ ｉｏｎ 位点傍侧序列符合典型的 ＧＴ／ＡＧ 剪接信号 。

家 蚕ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５序 列 长 度 为５ ６３ｂ
ｐ

， 由 家 蚕ｈ ｉ ｓｔｏｎｅ
－

ｌｙｓ ｉｎｅ

Ｎ －ｍｅｔｈｙ ｌ ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｅｇｇ
ｌｅｓ ｓ（

ＬＯＣ １ ０ １ ７４２９ ５ ０
） 基 因 的 第９ －

１ ３外 显 子环 化 而 成 。

ＲＴ－

ｑＰＣＲ 结果显示过表达 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 后其亲本基因 ＬＯＣ １ ０ １ ７４２ ９ ５ ０ 的转录水平

Ｉ
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ＢｍＣＰＶ 感染对家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 表达的影响及 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５６Ｓ５ 的功能

显著降低 ， 但 Ｗｅｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ ｔ ｉｎｇ 检测结果显示组蛋 白 甲基化水平却有所升高 。 细胞

免疫荧光结果显示 ， ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６ ５ ５ 在核 、 质 中均有分布 ， 而 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ 与家

蚕 ＮＦ９０ 蛋 白具有非序列依赖性共定位 。 通过 ｃ ｉｒｃＲＮＡ－ｍｉＲＮＡ ｐｕｌ ｌｄｏｗｎ 和双荧光

素报告系统证实 ， ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 能够起到 ｂｍｏ －ｍｉＲ－

３ ３ ９ １
－

５ｐ 海绵作用 ， 从而激活

下游祀基因家蚕组蛋 白去 乙酸化酶 Ｒｐｄ３ （
５ｏｍ办ｘｍｏｒ ｚ

＇

ｈｉ ｓｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙ ｌａｓｅＲｐｄ３ ，

ＸＭ
＿

００４９３ １ ３ ８ ３ ． ２
）和家香神经肽受体Ａ３ ５

（
５ｏｗｔｙｊｃｍｏｒ／ｎｅｕｒｏｐ

ｅ
ｐ

ｔｉｄｅｒｅｃｅｐ
ｔｏｒＡ３ ５ ，

ＮＭ
＿

００ １ １ ３４２ ７９ ． １
）的表达 。 通过 ＲＴ－

ｑＰＣＲ 检测过表达 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 细胞中凋亡相

关基因 的表达水平 ， 发现过表达 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６５ ５ 可导致家蚕 ｐ５ ３ 样蛋 白基因

ｍｏｒ／ ｐ
５ ３

－

ｌ ｉｋｅ ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉｎ ｍＲＮＡ ， ＫＣ２４３ １ ４７ ． １

）
、 家蚕信号转导和转录激活因子 紅４ ；Ｔ基

ＳｉＢｏｍｂｙｘｍｏｒｉｓ ｉｇｎａ ｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃ ｔ ｉｖａ ｔｏｒｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ，ＮＭＯＯ １ １ ６３ ９ １ ６ ． １
）

，

家蚕ｓｗｒｖ ｚ

＿

ｖ ＊

＇

？ －

／基 因 ｍｏｒｆｓｕｒｖｉｖｉｎ－

１ ，ＸＭ
＿

０ １ ２６８ ８６７９ ． ２
）
表达水平下调

〇？＜０ ． ０ ５
）

。 流式细胞术显示 ， 过表达 ｃｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 促进细胞增殖并抑制细胞凋亡 。

通过 ｃｉｒｃＲＮＡ－

ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｕｌｌｄｏｗｎ 和质谱鉴定发现 ， ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６５ ５ 可能与线粒体硫胺

素焦磷酸盐载体 、 琥珀酸脱氢酶组装因子 ２ －Ｂ 、 动力蛋 白 ｐ 链等蛋 白质相互作用 。

另外 ， 我们还发现过表达 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 对 ＢｍＣＰＶ 增殖复制有抑制作用 ， 但随着

ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６５ ５ 浓度的增加抑制减弱 。

生物 信 息 学 分析结果 显示 ， ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ 具 有 ｍ６Ａ 甲 基化修饰位 点

（
ＧＧＡＣＣ

）
， 并且包含

一

个跨 ｄｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ 反向剪接位点 的开放阅读框 ＯＲＦ １ ， 可

能 编 码 含 有 １ ２２ 个 氨 基 酸 残 基 的 蛋 白 ｃ ｉｒｃＲ－Ｐ １ ２２ 。 合 成 其 特 异 性 小 肽

ＲＲＮＳＶＲＴＮＡＳＡＲＳＲＦＡＣ ， 并制备兔源多克隆抗血清 ， 用 Ｗｅｓｔｅｍ Ｂ 丨ｏｔｔｉｎｇ 可在家

蚕 中肠 中检测到 ｃ ｉｒｃＲ－Ｐ １ ２２ 蛋 白 的表达 。 ＢｍＮ 细胞和家蚕中肠组织的免疫荧光结

果显示 ， ｃ ｉｒｃＲ －Ｐ １ ２２ 主要定位于细胞质 中 。 Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示 ， 过表达

ｄｒｃＲ －Ｐ １ ２２ 蛋 白后组蛋 白 甲基化水平有所抑制 。

关键词 ： 家蚕 ；
ｃｉ ｒｃＲＮＡ ｓ ； 高通量测序 ； ＢｍＣＰＶ ：ｍｉＲＮＡ 海绵 ； 编码蛋 白

作者 ： 王章艳

指导老师 ： 贡成 良

Ｈ
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Ｒｅｓｐｏｎｓｅｃ ｉｒｃＲＮＡｓｅｘｐｒｅｓ ｓｉｏｎｔｏＢｍＣＰＶｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

ａｎｄｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６５５ｉｎｓ ｉｌｋｗｏｒｍ
，

Ｂｏｍｂｙｘｍｏｒｉ

Ａｂ ｓｔｒａｃｔ

Ｗ ｉ ｔｈｔｈｅｄｅｖｅ ｌｏｐｍｅｎ ｔｏ ｆＲＮＡ －

ｓｅｑ
ｔｅｃｈｎｏ ｌｏｇｙ，ｃ ｉ ｒｃｕ ｌ ａ ｒＲＮＡ

（
ｃ ｉｒｃＲＮＡ

）
ｈａｓｂｅｅｎ

ｐ
ｕ ｓｈ ｅｄ ｉｎ ｔｏ ｔｈ ｅ

ｐｕｂ ｌ ｉ ｃｖ ｉ ｅｗａ ｓａｎｅｗｔｙｐｅｏ ｆ ｎｏｎ －

ｃｏｄ ｉｎｇ
ＲＮＡ ．Ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ

ｐ ｒｏｄｕｃｅｄｆｒｏｍ

ａ ｔｙｐ ｉ ｃａ ｌｓｐ
ｌ ｉ ｃｅｏ ｓｏｍｅｂｙ

＂

ｈｅａｄ －

ｔｏ
－

ｔ ａ ｉ ｌ

＂

ｂａｃｋｓｐ
ｌ ｉ ｃ ｉｎ

ｇ ，ａｎｄ ｉ ｔｈａｓ ｔ ｉ ｓｓｕ ｅａｎｄ

ｄ ｅｖｅ ｌｏ
ｐ
ｍｅｎ ｔ ａ ｌｓ ｔａｇｅｓｐｅｃ

ｉ ｆｉｃ ｉ ｔ
ｙ

．Ｔｏｄ ａ ｔｅ
，ｓｏｍ ｅ ｆｕｎｃ ｔ ｉｏｎ ｓｏ ｆｃ ｉ ｒｃＲＮＡｈａｖｅｂ ｅｅｎ

ｉｄｅｎ ｔ ｉｆｉ ｅｄ
，ｗｈ ｉ ｃｈｃａｎａｃ ｔａｓｍ ｉＲＮＡｓｐｏｎｇｅｓ ｔｏｒｅ

ｇ
ｕ ｌ ａ ｔｅ ｔ ａ ｒｇｅ ｔｇｅｎｅｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ

，

ｐａｒ
ｔ ｉ ｃ ｉｐａ ｔｅ ｉｎｔｈｅｒｅｇｕ ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ｔ ｒａｎ ｓｃ ｒ ｉｐｔ ｉｏｎａ ｌ

ｐ
ｒｏｃ ｅｓｓｅ ｓ

，ｃｏｍｐｅ ｔｅｗ ｉ ｔｈｃ ｌ ａ ｓ ｓ ｉ ｃ ａ ｌｓｐ
ｌ ｉ ｃ ｉｎｇ

ｏ ｆｓｅ ｌ ｆ
－ｍＲＮＡ

， ｉｎｔｅｒａｃ ｔｗ ｉ ｔｈｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎｓ
，ａｎｄｈａｖｅｔｈｅｐｏ ｔｅｎ ｔ ｉ ａ ｌｔｏｅｎｃｏｄ ｅｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎ ｓ ．

Ｓ ｉ ｌｋｗｏ ｒｍ ｉ ｓａｔ
ｙｐ ｉ ｃａ ｌｒｅ

ｐ
ｒｅｓｅｎ ｔａ ｔ ｉｖｅｏｆ ｌ ｅ

ｐ ｉｄｏｐ
ｔｅｒａｎ ｉｎｓｅｃ ｔ ｓａｎｄｈ ａ ｓ ｉｍｐｏ ｒｔａｎｔ

ａｇｒ ｉｃｕ ｌ ｔｕｒａ ｌａｎｄｅｃｏｎｏｍ ｉ ｃｓ ｉ

ｇｎ ｉ ｆ ｉ ｃａｎｃｅ ．Ｂｏｍｂｙｘｍｏｒｉｃｙｔｏｐ ｌ ａ ｓｍ ｉ ｃｐｏ ｌｙｈｅｄｏｓ ｉ ｓｖ ｉ ｒｕｓ

（
ＢｍＣ ＰＶ

）ｃａｎｓｐｅｃ
ｉ ｆｉ ｃａ ｌ ｌｙ ｉ ｎ ｆｅｃ ｔｔｈｅｍ ｉｄｇｕ

ｔｅ
ｐ ｉ ｔｈｅ ｌ ｉ ａ ｌｃｅ ｌ ｌ ｓｏ ｆｔｈｅｓ ｉ ｌｋｗｏｒｍ

，ｃａｕ ｓ ｉｎｇ

ｓ ｉ ｌｋｗ ｏ ｒｍｍ ｉｄｇｕ ｔ
ｐｏ ｌ

ｙ
ｈｅｄｒｏ ｓ ｉ ｓ

，ｗｈ ｉ ｃｈ ｉ ｓｈａｒｍｆｉｉ ｌｔｏｔｈｅｓｅｒ ｉｃｕ ｌ ｔｕ ｒｅ ｉｎｄｕｓ ｔｒｙ
．Ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ

ｐ
ｌａｙｓａｎ ｉｍ

ｐ
ｏ ｒｔａｎ ｔｒｏ ｌ ｅ ｉｎｒｅｇｕ ｌ ａ ｔ ｉｎｇｇｅｎｅｅｘｐ ｒｅｓ ｓ ｉ ｏｎ

，ｇｒｏｗ ｔｈａｎｄｐａ ｔｈｏｇｅｎｅｓ ｉ ｓｉｎ

ｅｕｋａ ｒｙｏ ｔ ｅｓ ，ｂｕ ｔｔｈｅ ｉ ｎｆｅｃ ｔ ｉ ｏｎｒｅｓｐｏｎ ｓｅｏ ｆｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ ｓｔｏＢｍＣＰＶａｎｄｔｈｅ ｆｕｎｃ ｔ ｉｏｎｏ ｆ
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ＢｍＣＰＶ感染对家蛋 ｃ ｉｒｃＲＮＡ ｓ 表达的影响及 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
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５６５５ 的功能
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和 ５

’

末端在 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 中是

相连的 。 这种特殊结构使其不 易被 ＲＮ ａ ｓｅ Ｒ 和其他核酸外切酶降解
［

１
，
２

］

， 比线性 ＲＮＡ

表达 更加稳定 。 ］ ９７９ 年首次通过 电子显微镜发现 了ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ， 但在当时它被认为足

低丰度的错误剪接的副产物
ｔ
３

］

。 随着 ＲＮＡ －

ｓｅｑ 技术的发展 ， ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 作为
－

种新型

非编码 ＲＮＡ 被推至公众视野下 。 后续研究发现 ， ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 是通过
“

头到尾
”

反向

剪接从典钽的剪接体 中 产生的 ， 其 ｉｖ冇
一

定的组织和 发育阶段特异性
［
４

］

， 并 ａ 中－ 个

基因可以产生
一

种 以上含有外 显子 ， 内 含子或外显子 － 内 含子的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 。

１ ． １ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 的 类 型及形 成机制

产生 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的途径有很 多 ， 这主要取决于供体转录物的来源 。 如 图 １
－

１ ， （ ａ ）

途径可产生外显子环状 ＲＮＡ（ ｃ ｉｒｃＲＮＡ ）
１
５

］

， 它是通过非典型剪接 （ 即反 向剪接 ）

形成的 。 其 ５
’

剪切位点 （ ５

’

ｓ ｓ ， 供体位点 ） 与 ３

’

剪切位点 （ ３

’

ｓ ｓ ， 受体位点 ） 通过

独特的
“

头对尾
”

连接而成 。 此过程中 ＲＮＡ 结合蛋 白 （ ＲＢＰ ｓ ） 或作用 因子能够将

两个侧翼 内 含子桥接在
一

起 ， 然后去除 内 含子 以形成 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 。 （ ｂ ） 途径可形成外

显子 － 内舍子环状 ＲＮＡ（ Ｅ Ｉｃ ｉＲＮＡ ）
［
６

］

。 Ｉｎｔｒｏｎ ｌ 和 Ｉｎ ｔｒｏｎ３ 中 的反向瓦补序列 （ 紫色

箭头标示 ） 可 以进行配对 ， 使 Ｅｘｏｎ３ 的 ５

’

ｓ ｓ 与 Ｅｘｏｎ２ 的 ３

＇

ｓ ｓ 相互靠近 ， 在 Ｅｘｏｎ２

和 以〇 １１３ 之间形成保留 内 含子的环化 ， 从而生成外显子 － 内 含子 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 。 此外 ，

与 经 典剪接 相 结合 的 反 向 剪接可 能形 成 由 Ｅｘｏｎ２ 和 Ｅｘｏｎ３ 构成 的 多 外 显 子

ｃ ｉｒｃＲＮＡ 。 （ ｃ ） 途径可 以形成 内 含子环状 ＲＮＡ（ ｃ ｉＲＮＡ ）
ｍ

， 前体 ｍＲＮＡ 通过经典

的剪接机制切除套索 内 含子 ， 并且共有 ＲＮＡ 序列 （ 黄色条 ） 的存在避免 了套索 内

含子的脱支 以形成稳定的 ｃ ｉＲＮＡ 。

１
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＜ ， ＾． Ｐ ｒｅ － ｍ ＲＮＡ

５：麵 

“

＿ ？一＾２２＊？、 ：二

Ｓ
＇

ＳＳ＼ｊ ｓｓ ５ ｓｓ ／ ５
＇

ＳＳ ３
＊

ＳＳ
＾

＾
＊

＊
＊

＾
１

１ ＊

＊ ＊
＊ ＊＾ ！＾

＂ ＊
＊ ＊

＾＾ ＊
！＾＾

＇ 」
？ … ｔ ｒ

４ｆｘＭｒ ｒ＾
ｗ

￣＇，
、

（
ａ

）

／ （
ｂ

） Ｉ ｛
Ｃ

）

． ｎ ｔ ｒｏｎ １＊ ＾ ４

Ｒ ＮＡ －ｂ ｉ ｎｄ ｉ ｎｇｍｊＬＪＳｒ＾＾广 」二 Ｉ ｎ ｔ ｒｏ ｎ  ｌ ａ ｒ ｉ ａ ｔ

ｐ
ｒｏｔｅ ｉ ｎｓ

￣

ｎ （ ｒｏｎ ２ Ｂａｓ，
ｐａ ｉ ｒ ｉｎｇＴｎ ｌｎ＾ＳＶ

｜ ？ ， ｜ ０＾ 

Ｔ— ＇

１０Ｔ ：打 ？

【
＼ ．

？

？ ‘

－

Ｊ
ｒ
３ ｓｓ

Ｂ ａｃｋｓ ｐ ｉ  ｉｃ ｉ ｎｇ ８ ａ ｃ ｋ ？ｐＨｃ ｉｎｇ 

ａｎｄ？ＶＢ ａｃ ｋ ｓｐ ｌ ｉｃ ｉ ｎｇ

ｃａ ｎｏｎ ｉ ｃ ａ ｌ ｓｌ ｉｃ ｉｎｇ 
／ ＾  ｆ

？ 置Ｃ ｉ ｒｃＲＮ場ＭＥ ｌ ｃ ｉ ＲＮＡＱＣ ｉ ＲＮ Ａ＞

＼＾Ｊ．Ｊ
图 １

－

１ 单个基 因 产 生 的 不 同 类型 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ

Ｆ ｉ

ｇ
１

－

１Ｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎ ｔｔｙｐ ｅ ｓｏ ｆ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ
ｐ ｒｏｄｕｃ ｅｄｂｙ

ｔｈｅｓ ｉ ｎｇ
ｌ ｅ

ｇ ｅｎｅ

１ ． ２ ｃ ｉｒｃＲＮＡ 的 功 能研究

据报道 ， 外显子 － 内 含子环状 ＲＮＡ（ Ｅ ｌ ｃ ｉＲＮＡ ） 和 内 含子环状 ＲＮＡ（ ｃ ｉＲＮＡ ）

主要定位于细胞核
［
８

，
９

］

， 而外显子 ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ 主要被发现于细胞质 中
［

１ （ ）
］

。 ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ 的

定位可能与其功能密切相关 ， 迄今为止 ， ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 的
一

些功能 己经得到确认 。

２ ． ３ ． １ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ充 当ｍ ｉＲＮＡ海绵

微小 ＲＮＡ（ ｍ ｉ ｃ ｒｏＲＮＡ ，ｍ ｉＲＮＡ ） 是
一

类小的 （ 大约 ２ ０ｎ ｔ 左右 ） 非编码 ＲＮＡ ，

能与 ｍＲＮＡ 的 ３

‘

非翻译 区 （ ３

‘

ＵＴＲ ） 相结合 ， 从而抑制蛋 白 质翻译或促进 ｍＲＮＡ

降解 ［
１ １

］

。

一

些环状ＲＮＡ含有ｍ ｉＲＮＡ应答兀件 （
ｍ ｉＲＮＡ ｒｅ ｓｐｏｎ ｓｅｅ ｌ ｅｍｅｎｔ ， ＭＲＥ

）
，

能够 通过碱基 互 补配对 与 ｍ ｉＲＮＡ 相 结 合 ， 充 当 竞争性 内 源 ＲＮＡ
（
ｃｏｍｐ

ｅ ｔ ｉｎｇ

ｅｎｄｏｇｅｎｏｕ ｓＲＮＡ ，ｃ ｅＲＮＡ
）

， 从而解除 ｍ ｉＲＮＡ 对其下游 ￥Ｅ基因 的抑制 ， 并上调耙

基因 的表达水平 。 这种海绵 作用 最有力 的证据来源于 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ Ｃ ｉ Ｒ Ｓ －

７ 的研究
［

｜ ２
］

，

此环状 ＲＮＡ 源于 ＣＤＫ １ 基因 ， 其含有超过 ７０ 个 ｍ ｉＲ －

７ 的潜在结合位点 ， 可充 当

ｃｅＲＮＡ ， 成为 ｍ ｉＲ －

７ 的
“

超级海绵
”

以发挥特定 的生物学效应 。 ｃ ｉ ｒｃＣＣ ＤＣ ６６ 能够

通过抑制 ｍ ｉＲ － ９ ３ ， 促进 ｃ
－ＭＹＣ 表达 ， 进

一

步促进细胞凋亡
［

｜ ３
］

。 在肝癌 （ ＨＣＣ ）

发生的进程 中 ， 环状 ＲＮＡ ｃ ｉ ｒｃＭＴＯ ｌ 可 以充当 ｍ ｉＲ －９ 的海绵 ， 以抑制肝癌的发生
［

１ ４
］

。

９



ＢｍＣＰＶ 感染对家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 表达的影响及 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５５ 的功能


第
一

聿

ｃ ｉｒｃＭＴＯ ｌ 被证明在肝细胞肿瘤 中 是低表达的 ， 是癌症理想的有价值的生物标志物 。

然而值得注意的是 ， 虽然这种
“

海绵
”

作用机制是迄今为止研究最深入的 ， 但这

种调控的相对重要性仍然不 明确 ， 因为大多数 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 不包含许 多 ｍ ｉＲＮＡ 的潜在

结合位点 。

２ ． ３ ． ２ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 参与调控转录过程

环状 ＲＮＡ 可 以通过与转录机制相互作用来调节亲本来源基因 的表达水平 。 研

究发现定位于细胞核的 Ｅ Ｉｃ ｉＲＮＡ 可与 ＲＮＡ 聚合酶 Ｉ Ｉ 结合并改变其转录活性 。 据

报道 ， 环状 ＲＮＡ Ｅ Ｉ ｃ正 ＩＦ ３ Ｊ 能够与 小核核糖核蛋 白 Ｕ １ 及 Ｅ Ｉ Ｆ３ Ｊ 泊 动子序 列相结合 ，

顺式增强亲本基因 Ｅ Ｉ Ｆ３ Ｊ 的转录水平
［

｜ ５
］

。 例如 ， 当 ＭＢ Ｌ 蛋 白 高表达于细胞 内 时 ，

环状 ＲＮＡ ｃ ｉ ｒｃＭＢ Ｌ 可 以 与此亲本蛋 白 相结 合起到 负 反馈调节作用 ， 从而抑制 ＭＢＬ

转录物的进
？

步产生 ［

１ ６
］

。

２ ． ３ ＿ ３ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 生物发生与经典剪接相 竞争

现在许多报道都专注于 鉴定 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 的转录功能 ， 但是 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 生物发生其

本身可能就存在潜在的功能 。 大 多 数 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 来源于蛋 ｄ 质编码外显子 ， 其表达

会竞争性影响前体转录本的经典剪接机制 ， 从而导致亲本 ｍＲＮＡ 基因低水平表达 。

据报道 ， ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｃ ｉ ｒｃＭＢＬ 与肌强直营养不 良 （ ｍｙｏ ｔｏｎ ｉｃｄｙｓ ｔｒｏ
ｐ
ｈｙ ， ＭＤ

）
疾病 的发

生有关 ， 其可通过调节前体 ｍＲＮＡ 的活性来调节 ＭＢＬ ｍＲＮＡ 及 ｃ ｉｒｃＭＢＬ 的形成 ，

这样参与肌强直性营养不 良疾病发生的过程 。 ｃ ｉ ｒｃＭＢＬ 的反 向 剪接机制会与线性转

录本 ＭＢＬ 的经典剪接机制发生转录竞争
［

１ ６
］

， 从而 ＭＢＬ 功能缺失 导致 ＭＤ 发生 。

２ ． ３ ．４ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 与蛋 白 质 相 互作用

除 了 能够结合 ｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ 之外 ， 环形 ＲＮＡ 还可 以与特定的 ＲＮＡ 结合蛋 白

（ ＲＢＰ ） 相结合 ， 以调节相应靶标 ＲＮＡ 的基因表达 。

一些 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 已被证明能

够与 ＲＢＰ 相关联来调节转录 ， 以阻止核运输 。 例如 ， ｃ ｉ ｒｃ
－Ｆｏｘｏ ３Ｈｊ

■

以与 ＦＡＫ 和 Ｈ ＩＦ －

１ ａ

蛋 白 结合 ， 从而阻止它们 的核转位 ， 导致其抗衰老和抗应激的功能降低 ［

｜ ７
］

。 环状

ＲＮＡ 能够结合 ， 存储和隔离 ＲＢＰ ｓ ， 起到 ＲＢＰ 海绵 的作用 。 环状 ＲＮＡ 可 以与 ＨｕＲ
，

ＫＳＲＢＰ
，
ＴＴＰ

， 
ＡＵＦ １ 及其他有力调控的 ＲＮＡ 结合蛋 白互作 ， 进而影响 各 自 靶 ｍＲＮＡ

的生物学效应 。

一

些研究发现 ， ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 还能够通过结合 ＲＢ Ｐ ｓ 来调节反 向 剪接

以及 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 生物发生
［

１ ８
＿

２ １

］

。 如 由 ＩＬＨ 基因产生的 ｄｓＲＮＡ 结合蛋 白 ＮＦ９０／ＮＦ １ １ ０ ，

能够直接调节 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 的反向剪接并且还响应于病毒感染
［
２２

］

。 在非感染状态下 ，

３
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ＮＦ９０／ＮＦ １ １ ０ 在细胞核 内通过增强 内含子互补序列的结合来促进 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 的生物发

生 ， 并可作为 ｃ ｉｒｃＲＮＰｓ 输出到细胞质 。 病毒感染后 ， ＮＦ９０／ＮＦ １ １ ０ 从 ｃ ｉｒｃＲＮＰ ｓ 上

解离下来 ， 通过与病毒 ｍＲＮＡｓ 结合起到抗病毒免疫效应 。

２ ． ３ ． ５ｃ ｉｒｃＲＮＡ 编码蛋 白

大多数 ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ 是非编码 ＲＮＡ ， 但据报道 ，

一些 ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ 具有潜在的 内 部

核糖体进入位点 （ ＩＲＥＳ ） ， 可将环状 ＲＮＡ 序列翻译成蛋 白 质
［
２ ３

］

。 许多这些 ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ

使用宿主 ｍＲＮＡ 的起始密码子 ， 并具有进化上保守 的终止密码子
［
２４

］

。 环状 ＲＮＡ

ｃ ｉｒｃ
－ＺＮＦ６０９ 与线性转录本

一

样 ， 含有
一

个开放阅读框 （ ＯＲＦ ） ， 使得这种环状 ＲＮＡ

可以翻译成特定的蛋 白 质 以调控成肌细胞增殖
［
２ ５

］

。 然而 目 前仅有少量的报道称环形

ＲＮＡ 可 以 与核糖体相结合 ， 并且这些小肽 的功 能仍是未知 的 。 后续研究 发现

Ｃ ｉｒｃＧｐｒｃ５ ａ 在膀胱癌 中表达上调 ， 它具有编码多肽的潜力
［
２６

］

， 并通过肽依赖性方式

起作用 ， 促进膀胱肿瘤的发生和转移 。 ｃｉｒｃＧｐｒｃ５ ａ 编码的小肽能够与 Ｇ
ｐｒｃ５ ａ 基因

相结合 ， 通过 ｃ ｉｒｃＧｐｒｃ ５ ａ
－

ｐｅｐ
ｔｉｄｅ －Ｇｐｒｃ５ ａ 网络来耙向膀肮癌发挥作用 。

一

种常见的 ＲＮＡ 转录后碱基修饰 （Ｎ６－ 甲基腺嘌呤 ， ｍ６Ａ ） 也被证明有助于

ｃ ｉｒｃＲＮＡ 的翻译起始
［
２ ７

］

。 大量研究表明 ＲＮＡ 甲基化在调节基因表达 、 维持 ＲＮＡ

结构稳定性 、 ｍＲＮＡ 剪接 、 ＲＮＡ 编辑 、 ｍＲＮＡ 降解及翻译起始中起重要作用 。 大

多数 ＲＮＡ 甲基化酶的识别位点是
“

ＲＲＡＣＨ
”

序列 ［
２ ８

］

， 其中各碱基的分布概率如

下 ：

［
Ｇ／Ａ／Ｕ

］ ［
Ｇ＞Ａ

］
ｍ６ＡＣ

［
Ｕ＞Ａ＞Ｃ

］
。 ｍ６Ａ

＇

修饰被认为是
一

个动态可逆 的过程 （ 图

１
－２ ） ， 这个过程是 由

一

个多蛋 白 复合体介导产生的 ， 甲基化转移酶 （Ｗｒｉ ｔｅｒｓ ） 、 去

甲基化酶 （ Ｅｒａｓｅｒｓ ） 和 甲基化阅读蛋 白 （ Ｒｅａｄｅｒｓ ） 等蛋 白质都共同参与调控
［
２ ９

］

。

其中 甲基化转移酶是
一

种重要的催化酶 ， 包括 ＭＥＴＴＬ３ 、 ＭＥＴＴＬ １ ４ 、 ＷＴＡＰ 和

ＫＩＡＡ １ ４２９ 等 ， 其主要作用就是催化 ＲＮＡ 上腺嘌呤的第 ６ 位 Ｎ 原子发生 甲基化修

饰 。 去 甲基化酶属于 ＡＬＫＢ 蛋 白家族 ， 包括 ＦＴＯ 和 ＡＬＫＨＢ ５ 等 ， 它 的作用 是将

已发生 ｍ６Ａ 修饰的碱基去 甲基化 。 甲基化阅读蛋 白是
一

种特殊的 ＲＮＡ 结合蛋 白 ，

包括 ＹＴＨ 和 ＨＮＲＮＰ 等蛋 白 ， 其功能在于识别并结合已发生 ｍ６Ａ 修饰的碱基 ，

进而激活其下游通路如介导 ｍＲＮＡ 的降解等 。

４
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ｗ ｉａｐ ，？ ｖｒｉ〇
？ Ｋ ＩＡＡ １ ４ ７ ９Ｆ

＾＊ＨＮＲＩ？

Ｎ Ｎ＼
 ^

＼Ｕ
Ｎ

、ｕ
ｍ Ｒ Ｎ Ａ＼＾ ＼ Ｖ＾ ｖ

Ａ
＼ ？

Ｖ？
ＡＩ ＫＢＨ Ｓｙ

＊

ｆ 
ｌ ａ ｓｅ ｒ ｓ

图 １

－

２ｍ ６Ａ 修饰相 关 的 甲 基化转移酶 、 曱 基化 阅 读 蛋 白 和去 甲 基化酶

Ｆ ｉ

ｇ
１

－２ＴｈｅＷｒ ｉ ｔ ｅ ｒｓ ，Ｒｅ ａｄ ｅ ｒｓａ ｎｄＥ ｒａｓｅｒｓｏ ｆ ｍ６Ａｍｏｄ ｉ ｆｉｃ ａ ｔ ｉｏｎ

目 前关于 ｔｎ６Ａ 修饰在非编码 ＲＮＡ 家族 中 的 调控作用越来越受到关汗 ， 如 ｍ ６Ａ

能够调控 ｐ ｒ ｉ

－ｍ ｉ ＲＮＡ 识别
［
３ Ｑ

］

，ｍ６Ａ 中 基化修饰能够调控 Ｌｎ ｃＲＮ Ａ ＦＯＸＭ ｌ

－ＡＳ 促进

癌细胞增殖
［
３ ｌ

］

〇 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 的 ｍ６Ａ 修饰可能影响 ＲＮＡ 的 命运及功能 ， 据报逍 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ

中广泛存在 ｉｎ６Ａ 修饰 Ｉ Ｉ呈现细胞特异性
［
３ ２

］

。

２ 家蚕对 ＢｍＣ ＰＶ 的感染应答

中 国古代
“

男耕女织
”

的经济模式是农业生产的传统生活模式 ， 家蚕在中 国 己有

数千年的饲 痒 丨刀 史 ， 苏州 蚕业发达 ， 丝绸 私富 ，

“

苏绣
”

史足皁禅 １
丨 丨

： 界 。 家 质 喂 多

角体病 ｔ丨
Ｉ少ｘｍｏｎ

＇

ｃｙｔｏｐ
ｌ ａｓｍ ｉ ｃ

ｐｏ ｌ ｙ
ｈｅｄｏ ｓ ｉ ｓｖ ｉ ｒｕｓ ，

ＢｍＣ ＰＶ ）＂ Ｊ

＂

以通过污染桑经

服感染家蚕 ， 从而 引 起家蚕中肠型脓病 ， 对养蛋业造成很 人损 道 。 近年来 ， ＢｍＣ ＰＶ

苏州株 （ ＢｍＣ ＰＶ－ＳＺ ） 的全基因组序列 分析和克隆工作 己经完成 ， 为后续蚕病的防

治奠定 了 袪础 ［
３ ３

］

。

２ ． １ 家蚕

家蚕 是
一

种 在 中 国具有重要经济意 义 的鱗翅 Ｈ 昆虫 ， 可生产

丝绸 ， 也是用于研究动物生长 发 ｆｆ 、 分化 、 免疫调 节 、 遗传和 突 变 的最佳模型之

一 ［
３ ４

］

。 目 前家蚕的基因组测序 已全部完成 ， 在过去 １ ０ 年 间 ， 人们 己构建 了 家蚕精

细 的基 因组序列和遗传变异 图谱 ， 而随荇生物信息学 的迅 砧发展 ， 家蚕相 关的生

物信息及功能基因 分析平 台也 Ｎ 趋完善 ［
３ ５

］

。 大 多数研 究 己 从基闵 水平 、 蛋 白水平

探讨 了 家蚕丝蛋 白 合成 、 变态 发 育 、 性別决定等的 分＋机制
［

３ ５
］

， 何 对 ｒ
－

家蚕 出编

５
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码基因 的调控机制研宄甚少 。 目 前全基因组分析揭示了
一些特异性 ｍｉｃｍＲＮＡ ｓ 在

蚕丝蛋 白合成调节 及胚胎发生和变态过程中发挥着重要作用 ［
３ ７

］

。 据报道家蚕中

枢 ｌｎｃＲＮＡｓ
（
Ｌｏｎｇ ｎｏｎ

－

ｃｏｄ ｉｎｇ
ＲＮＡｓ

）能够参与蛋 白翻译 、 易位和分泌的过程
［
３ ８

］

。

２ ． ２ 家蚕病毒 ＢｍＣＰＶ

质型多角体病毒 （ ＣＰＶ ） 是呼肠孤病毒科中
一

类特殊的 昆虫病毒病原体 ， 其

多角体蛋 白包涵体 内含有塔状单层衣壳 ， 能够侵入细胞并调控 内源 ＲＮＡ 转录
［
３ ９

］

。

感染性 ＣＰＶ 衣壳包含 １ ０ 段双链 ＲＮＡ（ ｄｓＲＮＡ ） 基因组 ［
４ ＜）

］和 ６ 种结构蛋 白
［
４ １

］

。 在

负染色电子显微镜的观察下 ， ＣＰＶ 为单壳二十面体 ， 直径为 ６００Ａ ， 具有 １ ２ 个特

征性的塔状突起结构 。 这些突起大多 由 Ａ 、 Ｂ 两个部分组合而成 ， Ａ 突起不通透 ，

Ｂ 突起为 中 空管状结构
［
４ ２

１

， ＣＰＶ 病毒的 ｍＲＮＡ 可通过 Ａ 、 Ｂ 突起之间的缝隙或 Ｂ

突起释放出来 ［
４３＃ ］

。

据报道 ， 家蚕质型多角体病毒 ｗｏｒ ｚ

＇

ｃｙｔｏｐ ｌａｓｍｉｃｐｏ ｌｙｈｅｄｏｓ ｉ ｓｖｉｒｕ ｓ
，

ＢｍＣＰＶ ） 的 １ ０ 条 ｄｓＲＮＡ（ Ｓ １
－ Ｓ １ ０ ） 每个都含有

一

段完整的开放阅读框 （ ＯＲＦ ） ，

其中 片段 １ ， ２ ，３ ，４ ，６ 和 ７ 都编码病毒核心蛋 白 ， 而片段 ５ ，８ 和 ９ 则编码非结

构蛋 白 ， 其最小片段 １ ０ 为多角体蛋 白基因 ， 可编码多 角体蛋 白外壳的主要成分
［
４５

］

。

ＢｍＣＰＶ 的 Ｓ １ 片段全长为 ４ １ ９０ｂｐ ， 含有编码病毒衣壳蛋 白 ＶＰ １ 的 ＯＲＦ 序列 ， 分

子量约为 １ ４８ｋＤａ ， 其功能主要是参与病毒粒子的装配 。 而 Ｓ ７ 片段全长为 １ ５ ０ １ ｂｐ ，

可编码结构蛋 白 ＶＰ７ （ ５ ５ｋＤａ 左右 ） ， 已有研宄表明 ， ＶＰ７ 与 ＢｍＣＰＶ 病毒的增殖

复制密切相关 ［
４６

１

通过光学显微镜和扫描 电子显微镜的观察 ， 可将 ＢｍＣＰＶ 分为 ９ 个菌株 （ Ｉ ，

Ｈ ， Ｐ ，Ａ ，Ｂ ， Ｂ ｌ ，Ｂ２ ，Ｃ １ 和 Ｃ２ ）
［
４７

’

４ ８
］

。 这些病毒可在家蚕中肠上皮细胞的细胞

质 中产生大量的蛋 白 质封 闭体 ， 即 多角体 ［
４ ９＾

。 多角体是病毒编码 的蛋 白 质 ， 许

多病毒粒子被包埋在多角体中
［
５ １

＞

５ ２
］

。 这些多角体对非离子和离子洗涤剂都具有较

高的耐受性 ， 所 以其功能之
一

是在疾病的水平传播过程 中 ， 保障病毒粒子免于恶

劣环境的影响
［
４Ｍ ９

］

。 多角体的 另
一

个功能是确保将病毒粒子传送至中肠细胞 ， 其

多角体蛋 白在 胃 肠道中会被碱性破坏 ， 随后病毒衣壳被释放 、 结合并穿透上皮细

胞膜 ， 将病毒的遗传物质注入宿主细胞的细胞质 中 ， 最终完成病毒 的入侵 。 在病

毒复制 的过程中 ， 被感染细胞的细胞质 中会产生大量的多角体蛋 白并且 由于代谢

负担 ， 最终导致细胞死亡 ［
５ １

］

。 家蚕胚胎细胞系 （ ＢｍＥ ） 与家蚕卵巢细胞系 （ ＢｍＮ ）

６
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是家蚕的两个重要 的细 胞系 。 ＢｍＣ ＰＶ 对 ＢｍＮ 细 胞具有较强的感染性 （ 图 １

－

３ ） 。

ｗ＾１

Ｗ ＼Ｉ、 二

＾ Ｉ ｒ

^

ｔ ．
． ＊ ＊ ８ ＊

＊
＾ ｊ （

ｔｅ． ｊｔ

． ？物 ｉ ．

ｖｖ
Ｑ

图 １

－

３ 感 染 ＢｍＮ 细胞 ７ 天后 ＢｍＣ ＰＶ 多 角 体 的 光学显微照 片

Ｆ ｉ

ｇ
１

－

３Ｌ ｉ

ｇｈ ｔｍ ｉ ｃ ｒｏｇｒａ
ｐ
ｈ ｓｏ ｆ ＢｍＣ ＰＶ

ｐｏ ｌ

ｙ
ｈｅｄ ｒａ ｉ ｎ ｆｅｃ ｔ ｅｄＢｍＮｃ ｅ ｌ ｌ ｓｆｏ ｒ７ｄ ａ

ｙ
ｓ

ＢｍＣ ＰＶ 发病周 期长 ，

？

般潜伏 １

－

２ 个龄期 。 受感染家蚕 的特征 足休ｆｅ灰黄 ，

胸部半透 明呈
“

空头状
”

， 发育不齐 ， 食欲减退 ， 呆伏 四 周 。

－

些病毒会随着粪便

排 出体外 ， 继而感染其他健康家蚕 。 随着感染的进行 ， 家蚕中肠 由 青绿变为 白 色 ，

且在 中肠后部可 以观察到乳 白 色横 向皱纹 ， 这是 ＢｍＣ ＰＶ 发病的典型症状 ［
５ ２

］

。

２ ． ３ 家 蚕对 ＢｍＣ ＰＶ 的 感 染应 答

家蚕质型 多 角 体病毒 （ ＢｍＣＰＶ ） 是家蚕 」 丨 ：要的病原体之
？

， 对蚕 桑牛：产造成

了 严重地破坏 。 到 目 前为止 ， 除综合预防外 ， 尚 未有对 ＢｍＣ ＰＶ 引 起的疾病进行有

效治疗的 方法 ， 闪此许 多研宄从转录 纟 丨 １水平 阐 叫 广家蚕 对 ＢｍＣ ＰＶ 感 染 的 免疫应汽

及宿主与 ＢｍＣ ＰＶ 之间 的互作机制 ， 为 ＢｍＣＰＶ 感染疾病 的防治奠定理论基础 。

对感染 ＢｍＣＰＶ 的 ４００８ 家蚕品 系的 中肠组织进行数字基因表达分析 ， 从对照

及 ＢｍＣ ＰＶ 感染的 家蚕幼虫中 共检测到 ７ ５ ２ 个差 异表达基Ｗ ， 其 屮 ６４９ 个基Ｗ 表达

上调 ， １ ０３ 个基因表达下调 。 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析结果显示 ， 其 中 ３ ３４ 个基因参与核

糖体和 ＲＮ Ａ 转运途径 ， 并在表达谱 屮 检测到差异表达的基因 参 Ｌ
」

＿

倍 号传导 、 基闽

表达 、 代谢过程 、 细 胞死亡 、 结合和催化活性变化 。 研 究表 明钙调 蛋 白 ， ＦＫ ５ ０６

结合蛋 白 和蛋 白激酶 ｃ 抑制基因 表达水平的 ｈ 调 ｎ
ｊ能导致 ｒＢｍＣ ＰＶ 感染细胞 屮钙

依赖性的细胞凋 Ｉ

＇

： ， 以保护悄主免受 ＢｍＣ ＰＶ 的侵害
［

５ ３
］

。 另 外通过微阵列 系统 比

７
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较正常家蚕及 ＢｍＣＰＶ 感染 ２４ 、 ４８ 、 ７２ｈ 后家蚕幼虫 中肠组织中 的差异表达基因 ，

分别获得 了２５ ８ 和 ９５ １ 个差异表达基因 。 ＫＥＧＧ 通路分析表明 ， 参与代谢途径的

大多数基因表达下调 ， 而各种免疫相关基因 （ 包括脂肪酶 ， 热休克蛋 白 ， 细胞色

素 Ｐ４５０ 和核糖体 Ｐ０ 蛋 白 ）的表达均上调 ， 可见鉴定的差异表达基因可能对 ＢｍＣＰＶ

感染有反应 ［
５４

］

。 越来越多 的证据表明 ， ｍｉＲＮＡ 可 以通过调节宿主抗性基因或病毒

基因 的表达来破坏病毒复制 ， 并在调节宿主与病原体的相互作用 中起关键作用 。

将 ＢｍＣＰＶ 感染后家蚕和正常家蚕进行高通量测序 ， 对差异表达 ｍ ｉＲＮＡ 的预测靶

基因通过生物信息学进
一

步分析发现 ｍ ｉＲＮＡ 靶标参与家蚕的天然免疫过程 。 如

ｂｍｏ
－ｍ ｉＲ－

１ ４ 在接种病毒 ７２ｈ 后 的 中肠组织中表达下调 ， 己有实验证明 ｍｉＲ－

１ ４ 具

有抑制细胞凋亡的作用 ， 而细胞凋亡能够通过脱落受感染的细胞在抗病毒防御机

制 中发挥作用 ， 所以 ｂｍｏ －ｍ ｉＲ－

１ ４ 可能在家蚕与 ＢｍＣＰＶ 的相互作用 中起作用
［
５ ５

］

。

这些研宄结果从 ｍＲＮＡ 、ｍｉＲＮＡ 水平揭示 了家蚕抗 ＢｍＣＰＶ 感染的分子机制 ，

但是 目 前关于 ＢｍＣＰＶ 感染后家蚕 ｃ ｉｒｃＲＮＡ ｓ 的免疫应答机制还没有涉及 ， 家蚕

ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ 的功能研究可能对家蚕疾病的治疗具有潜在意义 。

３ 研究 目 的与研究内容

３ ． １ 研究 目 的和意义

家蚕是鳞翅 目 昆虫的典型代表 ， 具有重要 的农业和经济意义 。 家蚕的繁殖成

本低 ， 生长时间短 ， 遗传背景清晰 ， 并且拥有大量与人类同源的基因 ， 因此在生

命科学研宄方面具有诸多应用潜力 。 蚕病
一直 以来危害蚕桑业 ， 对我国 国 民经济

造成 了严重损伤 ， 家蚕质型多角体病毒 （ ＢｍＣＰＶ ） 又是主要的家蚕病毒之
一

。

ＢｍＣＰＶ 是
一

种无包膜的 ｄｓＲＮＡ 病毒 ， 其能特异地感染家蚕的 中肠上皮细胞 ， 引

发家蚕中肠型脓病 ， 最终导致养蚕业歉收 。

环状 ＲＮＡ （ ｃ ｉｒｃＲＮＡ ） 是
一

种不含 ５

’

末端帽子和 ３

’

末端 ｐｏ ｌｙ（
Ａ

）
尾巴 ， 并 以共

价键形成封闭环形结构 的非编码 ＲＮＡ 分子 ， 是近年来 ＲＮＡ 领域最新的研究热点 。

目 前 己在多种生命体中发现了ｃｉｒｃＲＮＡｓ 的广泛分布 ， 并且 ｃ ｉｒｃＲＮＡ ｓ 具有很多重

要的生物学功能 ， 例如它能够充当 ｍｉＲＮＡ 海绵 以调控靶基因表达 ， 能够参与调控

转录过程 ， 能够与 自 身 ｍＲＮＡ 的经典剪接相竞争 ， 能够与蛋 白 质互作 ， 能够编码

小肽 ， 且可作为
一

些癌症的潜在标记物 。

８
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目 前 己有研究表明 ， ＢｍＣＰＶ 感染家蚕 中肠后 ， 家蚕的 ｍＲＮＡ ｓ 、 ｍ ｉＲＮＡ ｓ 和

蛋 白 质 的表达模式都发生 了 变化 ， 这些研究为 了解家蚕对 ＢｍＣ ＰＶ 的感染反应 、 宿

主与 ＢｍＣＰＶ 之间 的互作提供 了 新的线索 。 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 在调节真核生物的基因表达 、

调控生长发育和病理进程中起着重要作用 ， 但是关于 ＢｍＣＰＶ 感染后 ， 家蚕 中肠

ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ 表达模式的变化及家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 的功能仍无相关报道 。

因此在本研究 中 ， 我们对 ＢｍＣＰＶ 感染中肠和健康的 家蚕 中肠进行 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ

高通量测序 ， 分析 ＢｍＣ ＰＶ 感染后 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 表达模式的变化 ， 对差异表达 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ

的亲本基因进行功能注释 ， 利用生物信息学的方法构建 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －ｍ ｉＲＮＡ －ｍＲＮＡ 调

节网络 ， 进
一

步对调 节网络中 的基因进行功能分析 ； 在此基础上 ， 选择差异表达

的 ｄｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ ， 从其表达模式 、 与 ｍ ｉＲＮＡ 和 蛋 白 亙作 、 编码蛋 白 的潜在性及

其作用等方面研宄其功能及作用 机制 。 相 关研 究结 果不仅可 以 从全基 因组水平 明

确 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 表达对 ＢｍＣ ＰＶ 的感染应答 ， 也可为理解 ＢｍＣ ＰＶ 与宿主互作机制提供

新的线索 ， 为 ＢｍＣ ＰＶ 感染疾病的防治提供潜在的分子靶标 。

３ ． ２ 研究 内 容

３ ． ２ ． １ＢｍＣＰＶ 的感染对家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 表达模式的影 口向

（
１
）
家蚕 中肠 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的特性

（
２

）
差异表达 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的筛选

（
３

）
差异表达前 ２ ０ 的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡｓ 亲本基因 的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 通路富集分析

（
４

）
ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －ｍ ｉＲＮＡ 互作网络的构建

（
５

）家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的验证

３ ． ２ ． ２ 家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ 的功能及作用机制

（
１
）
ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ

＿

５ ６５ ５的
一

般特征

（
２

）
ｃ ｉｒｃＲＮＡ

＿

５ ６ ５ ５ 的表达模式及对 ＢｍＣ ＰＶ 的感染应答

（
３

）体外转录法构建 ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ 及 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５６ ５ ５ 表达载体的构建

（
４

）
ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ

＿

５ ６ ５ ５ 对其亲本基因表达的影响

（
５

）
ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ

＿

５６５ ５ 在 ＢｍＮ 细胞中 的定位及与 蛋 白 Ｎ Ｆ９０ 的共定位

（
６

）
ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ

＿

５６ ５ ５ 竞争结合 ｍ ｉＲＮＡ 对靶基因 的调节作用

（
７

）
ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ

＿

５ ６ ５ ５ 对细胞免疫 、 凋亡相关基因表达的影响

（
８

）
ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ

＿

５６ ５ ５ 对 ＢｍＣＰＶ 增殖复制 的影响

９
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３ ． ２ ． ３ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 具编码蛋 白 的功能

⑴ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ 编码蛋 白 的潜在性预测及 Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ ｔ ｉｎ
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（
２

）
ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ 编码蛋 白 在 ＢｍＮ 细胞及家蚕 中肠 中 的免疫荧光定位

⑶ ｐ
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Ｉ
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｜ＪＳＳＳ ｃ２Ｓ

染 对 來 蚕 中＿＿ ＿


１


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－
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［
Ｊ

］
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２
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［
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

第二聿

第二章 ＢｍＣＰＶ 感染对家蚕中肠组织中 ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ 表达

模式的影响

摘要 ： 目 前家蚕质 型 多 角 体病毒 （
ＢｍＣ ＰＶ

）感染发病 的机制 尚 不 明确 ， 己有越

来越 多 的证据表 明 ， 作为竞争性 内源 ＲＮＡ ｓ 或正 向调节因子 的环状 ＲＮＡ
（
ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ

）

在调节真核生物的基因表达 中起着重要作用 ， 因此推断其可能在 ＢｍＣＰＶ 感染进程

中 发挥作用 。 为探讨 ＢｍＣ ＰＶ 感染后 家蚕 中肠 中 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 的表达及生物学功能 ，

采用 高通测序法测定 了 正常 屮 肠组织 （ 对照 ） 和 ＢｍＣ ＰＶ 感染的 屮肠组织 （ 试验 ）

中 家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的表达谱 。 从对照和试验样 品 中 分别检测到 了９７ ５ ３ 和 ７４７ ５ 个

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ ， 其 中共表达的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 有 ６０ ８ ５ 个 ， 在对照和试验样品 中 分 别有 ６４６

和 ７ ３ ７ 个 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 特异性表达 。 共检测到差异表达 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ３ ６ ３ ８ 个 ， 其中 ４００

个 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 差异表达倍数变化 多 ２ ． ０
（ｐ
＜０ ． ０ ５ ，ＦＤＲ＜０ ． ０ ５

）
， 病毒感染后 ２９４ 个上调 ，

１ ０６ 个下调 。 通过 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析大体上注释 了 差异表达 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 亲本基

因 的主要功能 。 基于差异表达 的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ ｓ 与 ｍ ｉｃｒｏＲＮＡ
（
ｍ ｉＲＮＡ

）结合位点之间 的

相关性分析 ， 构建 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －ｍ ｉＲＮＡ 相互作用 网络 ， 推断 出 １ ３ 个 ｍ ｉＲＮＡ ｓ 与 １ ９ ３

个ｃ ｉ ｒｃＲＮＡｓ间 的相互作用 。 ｂｍｏ
－ｍ ｉＲ －

３ ３ ８９ －

５
ｐ

， ｂｍｏ
－ｍ ｉＲ －

７４５ －

３ｐ
和ｂｍｏ －ｍ ｉＲ －

３ ２６２

分 别 与３ ０
，

３４和３ ４个ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ互 作 。 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

８ １ １ ５ ，ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

９４４４ ，

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

４５ ５ ３ ， ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

０８ ２ ７和ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

６６４９分别含有６ 、 ５ 、 ４ 、 ４和４个ｍ ｉＲＮＡ

结合位点 。 同时还发现 ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ ｓ选择性环化是家蚕 的普遍特征 ， 许 多 家香 ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ ｓ

的
ｊ
ｕｎｃ ｔ ｉｏｎ 位点傍侧序列符合典型 的 ＧＴ／ＡＧ 剪接信号 。 我们的研究首次显示 了

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 对病毒感染的反应 。 因此本研 究为 ＢｍＣＰＶ 发病进程中 ｃ ｉｒｃＲＮＡ －ｍ ｉＲＮＡ

互作提供 了新 的视角 ， 为今后研宄 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 在 ＢｍＣ ＰＶ 发病机制 中 的潜在作用 奠

定 了基础 。

关键词 ： 家蚕 ；
ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ； 高通量测序 ；

ＢｍＣＰＶ
；ｍ ｉＲＮＡ

１ 引 言

环状ＲＮＡ
（
ｃ ｉｒＲＮＡ

）
是共价形成的闭环结构 ， 其不具有 ５

’

到 ３
’

端极性 ， 也不含有

ｐｏ ｌｙ（
Ａ

）
尾巴 ， 它们被认为是

一

类新的非编码ＲＮＡ ， 重塑 了我们对于ＲＮＡ生物学的

１ ５
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理解ｍ 。 因为它们特殊的结构 ， 相 比于线性ＲＮＡ ， ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ在体 内 高度稳定
［
２

］

。

ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ的共价 闭环结构不仅有利于保护其免受核酸外切酶的降解 ， 而且还有益

于其作反义ＲＮＡ ， 适体 ， 核酶或小干扰ＲＮＡ的应用
［
３

—

６
］

。 Ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ存在于所有生命

中 ， 并且 已经从病毒
［
７

］

， 植物
［
８

］

， 古细菌
Ｍ和动物

［
２

，

１ （ ）
＇

１ ２
］

中得到鉴定 。

由于其丰富性和稳定性 ， ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ比非环状ＲＮＡ更具微小ＲＮＡ
（
ｍｉＲＮＡｓ

）
海绵

吸 附 作用
［

１ ３
］

。 ｍ ｉＲＮＡｓ对 于 调节 蛋 白 质表达和 细胞生理具有重要作用 ， 因 此

ｃｉｒｃＲＮＡｓ可能在调节细胞生理过程如细胞增殖和分化 中 发挥作用
［

１ ４
］

。 据报道 ，

ｃｉｒｃＲＮＡｓ可作为ｍｉＲＮＡ海绵起作用 ， 能够 自 然隔离和竞争性抑制ｍ ｉＲＮＡ活性 以调

节靶基因表达
［

１ ３
］

。 已有报道表明 ， 环状ＲＮＡ Ｃ ｉＲＳ －７含有ｍｉＲ －７的 多个结合位点 ，

这使得 它 能够吸 附这种ｍ ｉＲＮＡ
［ 

１ ５
］

。

一

种称为性 别 决定簇Ｙ的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ包 含许 多

ｍ ｉＲＮＡ结合位点 ， 具有ｍ ｉＲ －

１ ３ ８海绵作用 ［
１ ６

］

。 Ｃ ｉｒｃＨＰＫ３含有 ９个ｍ ｉＲＮＡ的 １ ８个潜

在结合位点 ， 可直接结合并抑制ｍ ｉＲ－

１ ２４ ，
—

种众所周 知 的肿瘤抑制 因子
［
２

］

。 软骨

细胞外基质相关的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ通过吸附ｍ ｉＲ－

１ ３ ６海绵 ， 来调节基质金属蛋 白酶 １ ３的表

达 ， 且参与软骨细胞外基质 降解
［

１ ７
］

。

除 了 结合ｍ ｉＲＮＡｓ之外 ， ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ还调节线性ＲＮＡ的可变剪接和转录 。 例如 由

剪接因子ＭＢＬ的第二外显子产生的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡＭｂ ｌ ， 其与经典 的前体ｍＲＮＡ剪接竞

争 ， 调节亲本基因 的表达
［

１ ８
］

。 最近的研究报道表明 ， 多种 ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ可 以在体外或

体 内 翻译成蛋 白质 ， 因为它们的起始密码子上游具有 内部核糖体进入位点
［

１ ９
］

。 据

报道 ， ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ也可 以修饰结合因子细胞定位及功能
［气 此外 ， 有证据表明稳定

的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ ｓ可以被逆转录并整合到基因组中 ， 从而形成ＲＮＡ衍生的假基因
［
２ １

］

。

许多研究表明 ｃ ｉｒｃＲＮＡ丰度 ， 定位 ， 功能和结构可 以改变 ， 以响应细胞中 的各

种刺激或病理状况 。 暴露于这些条件可能会改变 ｃ ｉｒｃＲＮＡ与ＤＮＡ ， ＲＮＡ或蛋 白质 的

相互作用 ， 这可能会影响核糖核蛋 白复合物的成分
［
２ （ ）

］

。

许多研究小组 已从 ｍｉＲＮＡ ，ｍＲＮＡ 以及蛋 白 质表达谱的变化探讨 了家蚕质型

多角体病毒 （
ＢｍＣＰＶ

）
感染的发病机制 。 ＢｍＣＰＶ 感染中肠后 ， ５ ８ 种 ｍｉＲＮＡｓ 的表

达呈现显著差异 ［
２２

］

。 下
一

代测序结果显示 ， ＢｍＣＰＶ 感染后 ， １ ６７ 个基因表达上调 ，

１ ４ １ 个基因表达下调 。 有
一些基因可能参与家蚕对 ＢｍＣＰＶ 的免疫反应

［
２ ３

］

。 通过数

字基因表达分析 ， 在感染 ＢｍＣＰＶ 的 ４００ ８ 家蚕品种的 中肠中共检测到 ７ ５２ 个差异

表达基因 ， 其中 ６４９ 个上调 ， １ ０ ３ 个下调 。 表达谱分析显示 ， 大多数差异表达的基

１ ６



ＢｍＣＰＶ 感染对家蚕 ｃ ｉｒｃＲＮＡ ｓ 表达的影响及 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
一

５ ６ＳＳ 的功能


第二聿

因参与信号传导 、 基因表达 、 代谢过程 、 细胞死亡 、 结合和催化活性的变化
［
２４

］

，

一

些重要的差异表达基 因参与信号转导 、 酶活性和细胞凋亡的变化
［
２ ５

］

。 通过 ｉＴＲＡＱ

蛋 白 质组学研究 了ＢｍＣＰＶ 感染后家蚕 中肠中 的蛋 白 质 表达模式 ， 结果显示 １ １ 种

差异表达的蛋 白 质 与免疫应答有关 ［
２ ６

］

。 然而 ， 有关 ＢｍＣＰＶ 感染后家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ

表达水平仍不清楚 。 在本研究中 ， 我们对 ＢｍＣ ＰＶ 感染后家蚕中肠 中 的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ

进行 了全面分析 ， 以阐 明病毒感染后家蚕基因组编码的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的潜在功能 。

２ 材料与方法

２ ． １ 实验材料

２ ． １ ． １ 载体 、 菌种与也物材料

载体 ： ｐＭＤ １ ９ －Ｔ 载体为 Ｉｎｖ ｉ ｔｒｏｇｅｎ 公 司 产 品 ， 载体 图谱详 见附录
－ －

。

菌种 ： Ｔｒａｎｓ５ａ 购 自 北京全式金生物公 Ｒ
］ （
Ｔｒａｎ ｓＧ ｅｎＢ ｉｏ ｔｅｃｈ

）

生物材料 ：

大造 品种家蚕 由 本实验室保存 ； 家蚕质 型 多 角体病毒 （
ＢｍＣ ＰＶ

） 由 苏州 大学基

础医学与生物科学学院分子生物学研究室保存 。

２ ． １ ． ２ 工具酶及试剂盒

ＲＮＡ ｉ ｓｏＰ ｌ ｕ ｓ 试剂 为 大连宝 生物有 限 公 司 （
ＴａＫａＲａ

）产 品 。 ＤＮＡ 标准 分子量

Ｍａｒｋｅｒ 、 反转录试剂盒 、 ＳＹＢＲ Ｇ ｒｅｅｎ 试剂盒均购于北京全式金生物公 司
（
Ｔｒａｎ ｓＧ ｅｎ

Ｂ ｉｏ ｔｅｃｈ
）

。 Ｒ ｉｂｏｎｕｃ ｌ ｅａｓｅＲ为Ｅｐ ｉｃ ｅｎｔｒｅ公 司产品 。 ＤＮＡ Ｔａｑ聚合酶购于Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ

公 司 。 ＤＮＡ 胶 回 收试剂盒购于 Ａｘｙｇｅｎ 公 司 。 ＤＮ ａ ｓ ｅ ｌ 、 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶均为赛默飞

世尔科技有限公 司 （
Ｔｈｅｒｍｏｆｉ ｓｈｅｒ

）产品 。

２ ． １ ． ３ 其他试剂

胰蛋 白胨 、 琼脂糖 、 氨苄青霉素购于上海生工生物 Ｘ程有限 公 司 。 酵母提取

物 、 平衡酿购于 Ｓｏ 丨 ａｒｂ ｌｏ 公司 。 琼脂粉购于 Ｂ ｉｏｓｈａｒｐ 公 司 。 Ｇ ｅｌＲｅｄ 购于 Ｂ ｉ ｏｔ ｉｕｍ

公 司 。 其余试剂均为 国产分析纯 。

２ ． １ ．４ 常用仪器见附录二

２ ． ２ 试剂 配制

２ ． ２ ． １ＬＢ 液体培养基

１ ７



第二聿


ＢｍＣＰＶ 感染对家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 表达的影响及 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６Ｓ５ 的功能

胰蛋 白胨 ｌ Ｏｇ

Ｎ ａＣ ｌ １ ０ｇ

酵母提取物 ５ｇ

用去离子水溶解粉末 ， 并定容至 １Ｌ ， ３ｍ ｌ 每试管分装 ， １ ２ １

°

Ｃ 高压湿热灭菌

３ ０ ｍｉｎ ， 存于室温 。

２ ．２ ．２ＬＢ 固体培养基

胰蛋 白胨 ｌ 〇ｇ

ＮａＣ ｌ １ ０ｇ

酵母提取物 ５
ｇ

琼脂粉 １ ５ｇ

用去离子水溶解粉末 ， 并定容至 １ Ｌ ， １ ２ １

°

Ｃ高压湿热灭菌 ３ ０ ｍ ｉｍ 冷却至约

５ ０

°

Ｃ再加入 １ ／ １ ０００ 体积的抗生素 ， 铺制平板 ， 存于 ４

°

Ｃ 。 当铺制 Ｚｅｏｃ ｉｎ 抗性的平

板时 ， 使用低盐培养基 ， 即加入的 ＮａＣ ｌ 量减半 。

２ ． ２ ． ３氧辛 （
ａｍｐ ｉｃ ｉ ｌ ｌ ｉｎ ，Ａｍｐ）抗生素

氨苄青霉素 〇 ． ｌ
ｇ

粉末溶于 ｌ ｍＬ 去离子水 ， 存于 ４
°

Ｃ 。

２ ．２ ．４７ ５ｍｍｏｌ／Ｌ Ｃ ａＣ ｌ２

称量 ８ ． ２ ５
ｇ 无水 Ｃ ａＣ ｌ

２ 溶于去离子水 ， 并定容至 １０００ｍＬ ， 高压湿热灭菌 ，

存于 ４
°

Ｃ ？

２ ． ２ ． ５５ ｘＴＢＥ 缓冲液贮存液

Ｔｒｉ ｓ碱 ５４ｇ

硼酸 ２ ７ ． ５ｇ

０ ＿ ５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ ２０ｍｌ

将粉末溶于去离子水 ， 并定容至 １ Ｌ ， 调 ｐＨ 至 ８ ． ０ ， 工作液用去离子水稀释至

０ ． ５ ＞＜
， 存于室温 。

２ ．２ ． ６ １
％琼脂糖 （

Ａｇａｒｏｓｅ
）

琼脂糖 ｌ ｇ

０ ． ５
ｘＴＢＥ缓冲液 ｌ ＯＯｍＬ

加热使粉末充分混匀溶解 ， 冷却至 ５ ０

°

Ｃ左右 ， 添加 ５
ｐ
Ｌ Ｇ ｅ ｌＲｅｄ ， 混匀后灌制

凝胶 。

１ ８



ＢｍＣＰＶ 感染对家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 表达的影响及 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５Ｓ 的功能


第二章

２ ． ３ 实验方法

２ ． ３ ． １ＢｍＣＰＶ 病毒接种家蚕
［
２ ７

］

实验组 ： 将 ＢｍＣＰＶ 多 角体原液用 蒸馏水稀释至浓度约为 １ 〇
６

个 多 角 体 ／ｍＬ ，

均匀涂布于新鲜擦净的桑叶上 ， 晾干后添食 ３ 龄 １ 天的 家蚕 ８ 小时 ， 于 ２６

°

Ｃ 、

７０％－

８ ５％湿度环境下饲养 。 病毒接种后 ， 于 ６ 、 １ ２ 、 ２４ 、 ４８ 及 ７２ 小时分别剖取 ３ ０

头家蚕的 中肠 ， 于 －

８ ０

°

Ｃ保存备用 。

对照组 ： 将涂布无菌水的新鲜擦净的桑叶 ， 添食 ３ 龄 丨 天 的家蚕 ， 其余步骤

同 上 。

２ ． ３ ． ２ 测序样品送样

测序样 品送 Ｆｔ海欧 易 生物医学科技有限 公切 进行 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 高通量测序 。

２ ． ３ ． ３ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 高通量测序流程

（ １ ）ＲＮＡ 提取 ： 分别将上述对照组及实验组 ６ 、 １ ２ 、 ２４ 、 ４ ８ 、 ７ ２ｈ 的所有 中

肠混合 ， 并使用 ＲＮＡ ｉ ｓｏＰ ｌｕ ｓ 试剂提取总 ＲＮＡ 。 用 ＤＮ ａｓｅ ｌ 处理总 ＲＮＡ 样 品 ， 以

消 除 ＤＮＡ 污染 。

（ ２ ）ＲＮ ａｓｅＲ 消化 ： 取 ２０吨 总 ＲＮＡ 于 ７０

°

Ｃ温育 ５ｍ ｉｎ ， 再加入 ３ ｐＬＲｎａｓｅＲ

于 ３ ７

°

Ｃ孵 育 ｌ Ｏｍ ｉｎ ， 尔后用 盼 ／氯仿抽提 。

（ ３ ）Ｒｉｂｏ－Ｚｅｒｏ去除ｒＲＮＡ ： 取上述ＲＮ ａ ｓｅＲ消化的１ 阽
ＲＮＡ ， 使用Ｒｉｂｏ

－Ｚ ｅｒｏ

Ｇｏ ｌｄ 试剂盒 （ Ｉ ｌ ｌｕｍ ｉ ｎａ 公 司 ） 去除 ｒＲＮＡ ｓ ， 然后使用 Ａｍｂ ｉｏｎＲＮＡ 片段化试剂盒

（ ＴｈｅｒｍｏＦ ｉ ｓｈｅｒ 公 司 ） 将 ＲＮＡ 片段化 。

（ ４ ） 第
一

和第二链 ｃＤＮＡ 的合成 ： 将 ８
｜

ｘＬ 的第
一

链合成预混液和 Ｓｕｐｅｒｓｃ ｒ ｉｐ ｔ

Ｉ Ｉ 逆转录酶添加到去除 了ｒＲＮＡ 的 ＲＮＡ 中 ， 并在 ２５

°

Ｃ下孵 育 ｌ Ｏｍ ｉ ｎ ， ４２

°

Ｃ孵育

１ ５ｍ ｉｎ ， 再 ７０

°

Ｃ孵育 １ ５ｍ ｉｎ 。 然后 ， 将 ５ ｐＬ 的末端修复混合液与 ２０ｐＬ 第二链预混

液混合 ， 并在 １ ６

°

Ｃ 下孵育 ６０ｍ ｉｎ 。

（ ５ ） ３
’

末端的腺苷酸化和测序接头 （
Ａｄａｐｔｅｒ

）的连接 ： 加入 １ ２ ． ５ ＾Ｌ Ａ 加尾混合

液 ， 亍 ３ ７

°

Ｃ 下孵育 ３ ０ｍ ｉｎ ， 再 ７０

°

Ｃ孵育 ５ｍ ｉｎ 。 然后加入 ２ ． ５ ｎ
Ｌ 连接混合液和 ２ ． ５ ｐＬ

ＲＮＡＡｄａｐｔｅｒＩｎｄｅｘ ， 在 ３ ０

°

Ｃ 下孵育 ｌ Ｏｍ ｉｎ ， 最后加入 ５
｜

ａＬ 连接终止缓冲液 以阻止

反应 。

（ ６ ） ＲＮＡ 测序文库制备和 Ｉ ｌ ｌｕｍ ｉｎａ 测序 ： 将上述构建好的文库用 Ａｇ
ｉ ｌ ｅｎｔ２ １ ００

Ｂ ｉｏａｎａ ｌｙｚ ｅｒ 质检合格后 ， 使用 Ｉ ｌ ｌｕｍ ｉｎａＨ ｉ Ｓ ｅｑＴＭ２ ５ ００ 测 丨予仪进行 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 测序 。

１ ９



第
一

章


ＢｍＣＰＶ感染对家蚕 ｃｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 表达的影响及 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

Ｓ６５５ 的功能

使用Ｂｏｗ ｔ ｉｅ２软件 （
ｈｔｔｐ ： ／／ｂｏｗ ｔｉｅ

－ｂ ｉｏ ． ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ ．ｎｅｔ／ｂｏｗ ｔｉｅ２／ｍａｎｕａ ｌ ＿ ｓｈｔｍ ｌ
）将ｃ ｌｅａｎ

ｒｅａｄｓ 与参考基因组进行 比对 。 对于 ｕｎｍａｐｐｅｄｒｅａｄｓ ， 使用反向剪接 （
ｂａｃｋ－

ｓｐ
ｌ ｉｃｅ

）算

法挑选 出 位 点 。 最后使 用 由 上海 欧 易 生物 医 学科技有 限 公 司 开发 的软件验证

ｃ ｉｒｃＲＮＡ ， 并 以此作 为 参 考 序 列 进 行 后 续 分析 。 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 的 表 达 水 平 通过

ＲＰＭ
（
Ｍａｐｐｅｄｂ ａｃｋ－

ｓｐ ｌ ｉｃ ｉｎｇ ｊ
ｕｎｃｔｉｏｎｒｅａｄ ｓ

ｐｅｒｍｉ ｌ ｌ ｉｏｎｍａｐｐｅｄｒｅａｄｓ
）
进行测量 。

２ ． ３ ． ４ 生物信息学分析

将所鉴定的差异表达 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 的亲本基因进行 ＧＯ
（
ＧｅｎｅＯｎｔｏ ｌｏｇｙ）功能注释和

ＫＥＧＧ
（
ＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃ ｌｏｐｅｄ ｉａｏｆＧｅｎｅ ｓａｎｄＧｅｎｏｍｅ ｓ

）
Ｐａｔｈｗａｙ分 析 。 ＧＯ分 析

（
ｈｔｔｐ 

： ／／ｗｗｗ ．ｇｅ
ｎｅｏｎｔｏ ｌｏｇｙ ． ｏｒｇ）用于构建 多种生物基因及基因产物的注释 ， 其涉及生

物过程 （
Ｂ ｉｏ ｌｏｇｉ ｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ ， ＢＰ

）
， 细胞组成 （

Ｃｅｌ ｌｕ ｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ， ＣＣ
）
和分子功能

（
Ｍｏ ｌｅｃｕｌａｒｆｌｍｃｔｉｏｎ ， ＭＦ

）
领域 。

－

ｌｏ
ｇ

ｌ Ｏ 值 （ ｐ 值 ） 表不富集分数 ， 代表差异表达基

因 中 ＧＯ 富集的显著性 。 我们还对差异表达基因进行 了ＫＥＧＧ 通路分析 ， 其涵盖

了分子 间相互作用及其网络 。 另外 ，

－

ｌ〇ｇ ｌ 〇 值 （
Ｐ 值 ） 表示富集分数 ， 显示 Ｐ ａｔｈｗａｙ

相关性分析的显著性 。 使用 ｍ ｉＲａｎｄａ 软件预测 ｍｉＲＮＡ 耙标 ， 并从 ｍｉＲＢａｓｅ 下载

ｍｉＲＮＡ 序 列 。 对于 ｍｉＲＮＡ 靶基 因 预测 ， 我们 从 ＮＣＢ Ｉ 的 ＵｎｉＧｅｎｅ 数据库

（
ｈｔｔｐ ： ／／ｗｗｗ ．ｎｃｂ ｉ ．ｎｌｍ ．ｎｉｈ ． ｇｏｖ／ｓ ｉｔｅｓ／ｅｎｔｒｅｚ ？ｄｂ＝ｕｎ ｉｇｅ

ｎｅ
）提取家蚕所有的３

’

非翻译区

（
３

’

－ＵＴＲ
）

， 并利用 Ｐ ＩＴＡ 程序验证 ｍ ｉＲＮＡｓ 及其靶标相互作用 的可能性 。 根据最初

的预测 ， 我们挑选并分析了Ｇ ｉｂｂｓ 标准 自 由 能为 ２ ５ｋｃａｌ／ｍｏ ｌ 的靶基因 。 我们根据

ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ

？

的共同靶 ｍ ｉＲＮＡ 构建了ｍｉＲＮＡ －

ｃ ｉｒｃＲＮＡ 网络 。 使用基于 ＴａｒｇｅｔＳ ｃａｎ 和

ｍｉＲａｎｄａ的Ａｒｒａｙｓｔａｒｍ ｉＲＮＡ祀标预测软件预测ｃｉｒｃＲＮＡｓ 、 ｍｉＲＮＡ和ｍＲＮＡｓ之

间 的相互作用
［
２ ８

’
２９

］

。

２ ． ３ ． ５ 实时荧光定量 ＰＣＲ
（
ＲＴ－

ｑＰＣＲ）

用 ２
＾
ｉｇ 或 ４

｜

ｉｇ
ＲＮＡ 为模板量 ， 按照上述 ＲＮＡ 反转录步骤 ， 得到 ｃＤＮＡ ， 以

ｃＤＮＡ 为模板 ， 进行 ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 。 反应体系如下 ：

２ ｘ
ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ Ｔｉｐ

Ｇｒｅｅｎ
ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭ ｉｘ １ ０

｜

ａＬ

Ｐｒｉｍｅｒ１ ＋２
（

１
｜

＾Ｍ
） ｌ

＾
ｉＬ

ｃＤＮＡ Ｔｅｍｐ ｌａｔｅ ２
｜

ｉＬ

ｄｄＨ２０ ７
｜

ｉＬ

各组份混匀 ， ３ ５００ｉｐｍ 离心 ５ｍ ｉｎ 。 ＰＣＲ 程序设置如下 ？

？

９５

°

Ｃ预变性 ３ｍｉｎ ， ９５

°

Ｃ

２ ０
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变性 １ ０ ｓ ， ６０

°

Ｃ１ｍ ｉｎ ， 反应进行 ４０ 个循环并添加熔解 曲线 。 每个样 品 设置 ３ 组重

复 ， 选择某
一

基因为 内 参 ， 其他基因 的相对表达量用 ２

＿Ｍｅ ｔ

计算 ， 差异显著性使用

ＳＰ Ｓ Ｓ 软件计算 。

２ ． ３ ． ６Ｔｏ ｔａ ｌＲＮＡ的提取

培养的细胞 ／适置组织 冷研钟进行研麽 ）

＿

弃尽培养基 ， １ＸＰＢＳ＊麯胞层

加入 ｌｍＬ ＲＮＡｉｓｏ Ｐｔａｓ ． 水平放置片刻并
“

八 划动 ． 使用 ＲＮａｓｅ －ｆｒｅｅ＾头轻轻吹打脱落

吸取上述液体 ， 加入到 ＲＮａｓｅ
－ｆｒｅ＾Ａ、管 中 吹打悬评 ． 冰盒上静置 ５ｍｊｎ

４
°

Ｃ １ ２０００ｉｐｎ＾５心 ５ｍｉｎ

取上请 ， 加入 ２００
＞
１Ｌ三氰 甲烷 ． 于旋

＾
仪充分振荡 ＩｍｉａＳ乳白状 ， 无分相

静置 Ｓｍｉｎ ，４
°

Ｃ１ ２０００ｉｐｍ｜＾ ｉ心 

１ ５ｍｉｎ

取上淸 （勿吸白色相 ） ， 加
＾
等体和异丙醉 ， 吹打涯匀

＂

静罝 ｌ Ｏｍｉｎ ，
４
°
Ｃ１ ２０００ｉｐｍｉ？心 ｌＯｍｉｎ

弃上淸 ， 沉淀中加入 ｌｍＬ７ ５％乙醉 （ ＤＥＰＣ水Ｒ制 ） ， 轻弹使沉淀５浮

， ，

４
°

Ｃ １ ２０００ｔｐｍＳ ｉ心 ５ｍｉｎ

弃上清 ． 倒扣于吸水纸上
：

沉淀千燋 ５
－

ｌ ＯｍｉｎＳ透明

加入适 ｊｊＤＥＰＣ水 ，

＿

混匀 ，

－ ８０
°
Ｃ保存

使用 ？４？１〇 １＞〇＾置 １０说浓度及純度 （ ０￡１
＞
（：水为￥白 对照 ）

２ ． ３ ． ７ＲＮＡ 反转录步骤

ＲＮＡ棋板 ２ｐｌ１置于冰盒涯匀

ＲａｎｄｏｍＰｒｉｍｅｒ ｌ
｜
ｉＬＦ６ ５

°

Ｃ５ｍｂ

０
°

Ｃ２ｎｍ

ＲＮａｓｅ
－ｆｒｅｅＷａｔｅｒ５

＾
ｉＬ」

再次

ＲｅａｃｔｋｍＭｉｘ １ ０＾Ｌ

ｃｖｒ ，ＴＬ置于冰盒混勾
ＥｎｚｙｍｅＭａ ｌ ＾Ｌ ２５

°

Ｃ ｌ 〇ｍａ

ｇｐ
ＤＮＡ Ｒｅｍｏｖｏｒ ｌ

｜
ｉＬ一

１

混勾 ， 若产物用 于 ＰＣＲ ， 则 ４２
°

Ｃ金属浴反应 ３ ０ｍ ｉｎ
； 若产物用 于定量 ＰＣＲ ，

则 ４２

°

Ｃ金属浴反应 １ ５ｍ ｉｎ ， 最后 ８ ５

°

Ｃ 反应 ５ ｓ 。

２
． ３ ． ８ 聚合酶链式反应 （ ２ ５＾Ｌ 反应体系 ）

２ １
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ｌ Ｏ ｘＰＣＲｂｕｆｆｅｒ
（
Ｍｇ

２ ＋

ｆｒｅｅ
） ２ ． ５

ｊ

ｎＬ

Ｍｇ

２ ＋

（
２ ５ｍＭ

） １

單

ｄＮＴＰ
（
２ ． ５ｍＭ

） ２＾Ｌ

模板 （
ＤＮＡ 、 ｃＤＮＡ 和质粒等 ） １缽

Ｐｒｉｍｅｒ１ ＋２
（

ｌ
ｊ

ａ ．Ｍ
） ｌ

ｊ

ｘＬ

Ｔａｑ ＤＮＡ聚合酶 （
ｌ Ｕ／叫 ） ｌ ｐＬ

ｄｄＨ２０ １ ６
＾
ｉＬ

将上述液体于混旋仪混匀 ， 使用 ＰＣＲ 仪进行实验 ， 程序设定如下 ： ９４

°

Ｃ预变

性 ５ｍｉｎ ，９４
°

Ｃ变性 ３ ０ｓ ， ５ ５

°

Ｃ（ 可设置退火温度梯度 ） 复性 ３ ０ｓ ， ７２

°

Ｃ延伸 ５ ０ ｓ（ 由

片段大小决定 ） ， ３ ０ 个循环后 ， ７２

°

Ｃ延伸 ｌ Ｏｍｉ ｉｉ ， 存于 ４
°

Ｃ 。

２ ． ３ ． ９ 琼脂糖凝胶电泳及 ＤＮＡ 胶 回收

将 ５ ｘＴＢ Ｅ 缓冲液贮存液配制成 ０ ． ５ ＸＴＢＥ 工作液 ， 加入 电泳槽至浸没 １％琼脂

糖凝胶的胶板 ， 将 ＰＣＲ 产物加入 ３ ｇＬ １ ０Ｘｌｏａｄ ｉｎｇｂｕｆｆｅｒ 加样 ， 再加入 ３ ｐＬ ＤＮＡ

Ｍａｒｋｅｒ 点样 ， ５０ －

１ ００Ｖ 电泳至溴酚蓝跑于胶 中 间位置 ， 于紫外凝胶成像仪下观察 ，

紫外下切割 目 的胶条 。

将上述已切割的目 的胶块称重 “Ｍａ ｇｐ ｌＯＯ
ｆ

ｉｌ体积 ）



 １

加入３Ｘ凝胶体賴的ＢｉｆｅＤＥ－Ａ镕液 ， 浴加热至完全燦化

 ４

加入０ ．５Ｘ ＢｔｆｅｒＤＥ－Ａ钵积的ＢｔｆｅｒＤＥ－

３Ｂ榕液 ， 襪匀为蓄色液体
（若目的Ｄｆｋ片段小于４０（細 ， 则霈要加入ＤＣ凝胶体积的异丙酵 ）

■— ． ． ．Ｉ＿ ． ． ． ．— ． ．  — ．■

＂

将上述液钵转移至ＤＮＡ制練 （置于城离心管 ） ，
１２０義 心 ！－ ？ｔ

加入 ＳＯＯｐＬ Ｂ＾ａｒ

￣

Ｗ １潘衷 ， １２？Ｋｋｐｉ＾ ／６ ３０ｓ

 ｝Ｍｍ
加入７００＾？＾ 琢猶液 （ 已加指定体积乙酵 ） ， １ ２細＾

｜
？１＾心３＆

＂弃滤液

加入７（Ｋ＾ ＢｉｆｅｒＷ２＾（ 已加指定体积乙酵 ） 》 １ ２從＿油离心 ！—

，

ｒ弃滤液 ， 再次 ！ ２０（ＫｋｐＢ＾心

将测灰制备管置于渚铮的 ｉ ． ５ ｉａＬ离
￥
管中 ， 往膜中央加入２５

｜
ｉＬ去离子水

１
１



室溫静置 ！▲ 再 １顶 心 ｌ—ａ ， 洗脱Ｄｉｍ

２２
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２ ． ３ ． １ ０ 感受态细胞的制备

吸取 ３
（
ｉＬ Ｔｒａｎｓ Ｓｇ接种

ｆ
３ｍＬＬＳ液体培养基

［
３ ７Ｘ

１番床培＃过夜

￣̄

吸取 ３０吐 上述培养液 ， 分装接种于 ３？Ｌ ＬＢ＾体培养基

丄
３ ７你床 ３ｈＭ獅

 Ｘ

吸取上述培养液 １ ． ５ｍＬ每ｇ加入到ＥＰｆｆ中 ， Ｏｉ ｌ ＯｎＡｉ

４
°
Ｃ ５０００ｔｐｍｉ＾心 ５ｍ ｉｎ

弃上清 ， 倒扣于吸水纸上 ， 加入 ７ ５〇ＭＬ ＣａＣｌ
２（７５ ｍｍｏＩ

．

＇

Ｌ） 吹打愚袢

０
ｃ

Ｃｉ＾ ３０ｎｉｔｎ
，４

°

Ｃ５０００ｉｐｍ？ ＾ Ｌ＇
５ｍｉｎ

Ｔ

弃上清 ． 倒扣于吸水纸上 ． 加入 ２００
ｆ
ｉＬ Ｃａａ

：（７ ５咖〇 丨１） 吹打悬袢

 Ｉ

。讀置４咕可用或者毎管加入 ２〇ｎＬ灭菌甘油 ，

－

８０
°

Ｃ长期保存

２ ． ３ ． １ １ 连接转化

ＤＮＡ 连接反应体系 （ ２ ５
ｐ Ｌ ） ：

目 的片段 （ 胶 冋收或酶切产物 ） １ ２
Ｍ
Ｌ

ＰＭＤ １ ９
－Ｔ载体 ０＞ Ｌ

ｌ 〇 ｘ
Ｔ４ ｌ ｉｇａ ｓｅｂｕｆｆｅｒ ２ ． ５ ｎ

Ｌ

Ｔ４ ＤＮＡ ｌ ｉ ｇａ ｓｅ（ ３ ５ ０ＵＶＬ ） １

ｐ
Ｌ

ｄｄＨ
２
０ ９

ｐ Ｌ

瞬离混匀上述液体 ， 于 １ ６

°

Ｃ金属浴 中连接过夜 。

将上述 ＤＮＡ 连接产物添加 至感受态细胞悬液 ， 吹打混匀 ， （ＴＣ 放置 ３ ０ｍ ｉｎ ，

４２

°

Ｃ热激 ９０ ｓ ， 再 ０

°

Ｃ放置 ５ｍ ｉ ｎ 。 每管加入 ｌ ｍＬＬＢ 液体培养基 ， ３ ７

°

Ｃ 摇床培养 ｌ ｈ ，

５ ０００ ｒ
ｐｍ 离心 ５ｍ ｉｎ 收集菌液 ， 留 下 ２０ 〇 ｎ

Ｌ 培养液吹打混匀 。 使用涂 布棒将菌液均

匀涂布于含 Ａｍｐ 的 ＬＢ 固体培养基上 ， ３ ７

°

Ｃ培养箱先正放 ３ ０ｍ ｉｎ ， 再倒置过夜 。

挑取单个菌落至 ３ｍＬ 含 Ａｍｐ 的 ＬＢ 液体培 养基中 ， ３ ７

°

Ｃ摇床培养 ８ｈ ， 经菌液 ＰＣＲ

再次鉴定 ， 送苏州泓迅生物科技有限公 司 进行 Ｓ ａｎｇｅｒ 测序 。

２ ＿ ３ ＿ １ ２ 家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡｓ 的验证

为 了验证 已 鉴定的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 的真实性 ， 随机选取不㈣表达水平的 ６ 种 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ，

根据每个 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 的剪接位点 ， 分别设计发散性 引 物来进行 ＰＣＲ ， ＰＣＲ 产物进
一

２ ３
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步用 Ｓ ａｎｇｅｒ 测序进行证实 ， 用 于验证 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 引 物序列如表 ２－

１ 。

表 ２ －

１ｃ ｉｒｃＲＮＡ 验证所用 发散性 引 物序列

Ｔａｂ ｌｅ２ －

１Ｄ ｉｖｅｒｇｅｎｔ Ｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｃ ｉｒｃＲＮＡ Ｖａｌ ｉｄａｔｉｏｎ

引 物名称上游 引 物序列 （
５

’

ｔｏ ３

＇

） 下游 引物序列Ｐ ｔＷ
）

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
一

０ ８ ２７ＧＧＣＴＴＣＡＧＧＴＣＴＣＴＧＴＧＡＡＣＧＣＴＣＡＡＧＧＣＴＣＴＧＴＡＣＧＴＧＡＧＣ

ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

１ １ ９３ＣＡＴＡＧＴＣＧＴＧＴＣＣＡＡＣＧＧＣＴＧＧＡＡＧＴＴＣＧＧＣＧＴＧＣＡＧＡＣＧＧＡ

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ３ ４ ９３ＴＡＣＣＡＣＣＡＣＡＧＧＴＣＣＡＧＣＡＧＧＣＴＧＧＣＧＡＣＧＴＴＧＴＴＧＴＴＣＡＧ

ｃ ｉｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ＣＴＴＣＴＴＣＧＧＣＴＧＣＧＡＧＣＡＡＡＧＴＡＣＴＡＣＴＣＧＧＧＴＧＴＣＧＴＴＧＣＣ

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

６ ０ ３ １ＣＣＡＴＧＴＴＧＡＧＡＴＣＧＴＣＧＧＣＴＧＣＣＧＧＣＧＡＧＧＴＴＧＴＡＡＴＡＡＡＣＡＧ

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

０９ ６２ＧＡＴＣ丁ＣＡＧＧＡＧＴＡＣＣＧＣＧＴＴＧＴＣＴＧＧＣＧＣＡＧＧＡＡＧＴＧＡＡＡＣＧ

２ ． ３ ． １ ３ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 表达水平的验证

为 了 验证来 自 Ｃ ｉ ｒｃ ｓｅｑ 的数据 ， 随机选择 ５ 个 ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ
（
ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ

＿

１ １ ９３ ，

ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

２４３ ９ ， ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ ， ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

６０３ １ ， ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

０９６２
）
用 实时定量ＰＣＲ

进行了验证 。 用于验证 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 表达水平的特异的发散性引 物如表 ２
－２ 所示 ， 使

用 Ｐ
－

ａｃｔｉｎ 基因为 内 参 。

表 ２ －２
ｑＰＣＲ 验证所用发散性 引 物序列

Ｔａｂ ｌ ｅ２
－２Ｄ ｉｖｅｒｇｅｎｔ Ｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒ

ｑＰＣＲ

引物名称上游引 物序列
（
５

＇

ｔ〇 ３

＇

）下游 引物序列
（
５

＇

ｔ〇 ３ ］

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ １ １ ９３ＴＣＧＧＣＧＴＧＣＡＧＡＣＧＧＡＣＣＧＡＣＣＡＡＡＴＴＴＧＣＣＡＣＣＡＴＡＴＣＴ

ｃ ｉｒｃＲＮＡ
一

５６５ ５ＧＣＣＡＡＡＣＧＣＧＡＧＡＣＴＣＡＣＴＡ ＴＴＣＧＣＡＣＧＣＴＧＴＴＴＣＧＣＣＧＧ

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ６ ０３ １ＧＣＧＣＴＧＣＧＧＴＡＡＴＧＡＧＧＡＡＴＴＣＧＣＡＣＡＴＡＡＣＡＣＧＡＣＡＡＣＴ

ｃ ｉｒｃＲＮＡ ０９ ６２ＴＴＴＣＴＧＧＣＧＣＡＧＧＡＡＧＴＧＡＡＧＡＣＧＧＣＡＣＴＣＧＡＣＴＧＣＴＴＣＴ

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ２４３ ９ＣＣＧＧＡＣＴＡＣＧＡＣＡＡＣＧＡＧＣＴＣＣＧＴＡＧＡＴＧＡＡＧＧＣＧＣＡＣＣ

Ｐ
－

ａｃ ｔ ｉ ｎ ＣＴＧＣＧＴＣＴＧＧＡＣＴＴＧＧＣＣＧＡＧＧＧＡＧＣＴＧＣＴＧＧＡＴ

３ 结果与分析

３ ． １ 家蚕 中肠 ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ 的特性

用 Ｃ ｉｒｃＳ ｅｑ 研究 了家蚕中肠 ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ 的表达 ， 通过高通量测序在对照家蚕中

肠检测 到数千个 ｄｒｃＲＮＡ 转录本 。 在 去除低质量数据后 ， 从对照家蚕 中肠 的

１ ０ １
，
９８ １

，
４７０ 个 ｒａｗｒｅａｄｓ 中得到 １ ００

，

４ １ ５
，
７６４ 个 ｃ ｌ ｅａｎｒｅａｄｓ 。 从家蚕中肠中共鉴定 出

９
，

７５３ 个 ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ ， 这些 ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ 的平均长度为 ｌ
，

２００ｎｔ ， 而最大长度为 ９４
，
０３ ０ｎｔ ，

２４
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最小长度仅为 ５ ４ｎ ｔ ？ 家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 候选物的大小范 阐 从小 ｆ２ ００ｎ ｔ 至 大 Ｐ２ ，
０００ｎ ｔ ．

其 中 大 多数为 ２ ００ ｎ ｔ 至 ｌ
，
５ ００ｎ ｔ（ 图 ２

－

１ Ａ ） 。 鉴定的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的 ＧＣ 含量范围 为

４ ５ ％ 至６ ５ ％ （ 图２
－

１ Ｂ ） ？

Ｌ？ｎｇｍ Ｄ ｉ ｓ ｔ
ｒ ｉｂｕ ｔ ｉｏｎ

 Ｏ ｆ Ａ？
－

Ｃ ｉ ｒ ｃＲＮＡ

遍 ＩｈｉｉｉｉｎＪ
Ｓ？？ ？ ？ ？ ？？ １？？？？？ ｆ？？ ？？ Ｉ

ＣＳＣＣ ｏ ｎ ｔｅｎ ｔＦ ｒｅｑ ｉｊ ｅ ｎ ｃ？Ｄ ｉ ｓ ｔ ｒ ｉ ｂｕ ｔ ｉ ｏ ｎ

Ｂ

ｇ Ｊ ｜

§ ｉＬｌ

｜？Ｓ （

ｋ

Ｓ ［｜］

Ｔ

ｓ

ＪＩ

ｆ ｊ｜

ｌ

０
— ｆＬ－ｒｉＴｈｔｌ
 Ｉ ｌｍ ｔｋＷｌＨ＾，

ｒ



１



１



１



１

３０ＡＯ５０６０ ７ ０

ＧＯｃｏｎ ｔｏ ｎ ｔ

图 ２
－

１ 家蚕 中 肠 ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ ｓ 的 特性

Ａ ：ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ 的 长度 分布 ；
Ｂ

： 中 肠 ｃ ｉ ｒｃ ＲＮ Ａ 的 ＧＣ 含量

Ｆ ｉｇ
２ －

１Ｃｈａｒａｃ ｔｅｒ ｉｚａ ｔ ｉｏｎｏ ｆ ｔｈｅ ｉｄ ｅｎ ｔ ｉｆｉｅｄｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓｆｒｏｍ ｔｈｅｓ ｉ ｌｋｗ ｏ ｒｍｍ ｉ ｄ
ｇｕ ｔ

Ａ ：Ｔｈ ｅ ｌ ｅｎ
ｇ

ｔｈｄ ｉ ｓ ｔ ｒ ｉ ｂ ｕ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆ  ｔ ｈｅ ｉ ｄ ｅｎ ｔ ｉ ｆｉ ｅｄｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ
；Ｂ

：
Ｔｈ ｅＧＣｃｏｎ ｔｅ ｎ ｔｏ ｆ  ｔｈ ｅ

ｉ ｄ ｅ ｎ ｔ ｉ ｆｉ ｅｄｃ ｉ ｒｃ ＲＮ Ａ ｓ ｉ ｎ ｔ ｈ ｅｍ ｉ ｄ
ｇ
ｕ ｔ

通过反向剪接形成的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡｓ 不同 ｆ线性 ＲＮＡ 的经典剪接 ， 但它们通常 都

是通过前体 ｍＲＮＡ 的 可变剪接形成的 。 为 ｆ全面 ／解 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的起源 ， 对相应基

因 的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的线性转呆木进行 了 注 ｆｆ ， 并 丨ｉ报据 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 丨 ｔ
： 列 作 染色休上的位

置分析 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 在基因组中 的分布 。 结果显示 ， 根据基因组中 ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ ｓ 的定位 ，

可将 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡｓ 分为 ５ 类 ， 包括 ９３ ． ７ ９
°

／。有义重叠 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ ， ３ ． １ ２ ％外显子 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ ，

２ ． ２ ９ ％基因 间ｃ ｉ ｒｃＲＮＡｓ ，０ ． ２９ ％内含子ｃ ｉｒｃＲＮＡ ｓ和０ ． ３４％反义ｃ ｉ ｒｃＲＮＡｓ ， 其中大

２ ５
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多数 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 都来源于有义重叠方式 （ 图 ２ －２ ） 。 比较试验样品和对照样品之间

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的来源 ， 没有观察到 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的起源在二种样品 间存在显著差异 ， 表 明

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 的形成机制不受 ＢｍＣＰＶ 感染所影响 （ 图 ２
－

２ ） 。

义
＊

ｎ乂
＊

Ｈ ，ＵＴ ｌ ａ
ｐ ｜

川ｕ ｉｖＲＮＡ 

？

＇淀 ■存兔緣 篇邊

ｃ  ｉｒｅ ＲＮＡ．ｓ
＊ ｍ ｋ ｌ

ｇ
ｕ ｔ （ｔｏ ｌ

＇

Ｐ 
Ｖ ＞

ｍ ｔ ｒｏｍｃ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 

－ ｃ ｉｒｃ ＲＮ ．Ａ．ｓ
－

ｎｉ ｋ ｌ

ｇ
ｕ ｔ ｉ〇ＨＵｒｏ ｌ

＞

ｍ ｌ ｅ ｒ
ｇ
ｅｎ ｉ ｃ ａｒｃＲＮＡ 

－

ｆ

ｉ

ｃ ｘｏｎ ｉｃ ｃ ｉ ｒ ｃＲ ＮＡ 

－

１

ａ ｎ ｔ ｉ
ｓｅ ｎ ｓｅ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 

－

ｉ Ｉ ｉ ｉ １

０２Ｍ４ （ ？ Ｋ ）６０００８０ｆＫ  丨ＫＪｉ ＨＸ ）

Ｎ ｕｍ ｂｅ ｒ ｏｆ ｃ ｉｒｃ ＲＮＡｓ

图 ２ －２ 家蚕 中 肠 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的种类和数 目

Ｆ ｉ ｇ
２

－

２Ｔｙｐｅｓａｎｄｎｕｍｂｅ ｒｓｏ ｆ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓｄ ｅ ｔｅｃ ｔ ｅｄｆｒｏｍｔｈｅｍ ｉ ｄ
ｇｕ ｔ ｓｏ ｆ ｓ ｉ ｌ ｋｗｏ ｒｍ ｓ

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的剪接信号位点 分析结果显示 ， 家蚕中肠 中 的大 多数 ｃ ｉｒｃＲＮＡ ｓ 剪接

信号为典型 的 ＧＴ／ＡＧ 序列 ， 与哺乳动物相似 （ 图 ２
－

３ ） 。 使用 发散性 引 物来验证

试验样 品 的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ ， 发现家蚕中肠 中 的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 存在可变剪接 ，

一

对发散 引 物

可 以 同 时鉴 定到带有不 同 ｂ ａｃｋ
－

ｓｐ
ｌ ｉ ｃｅｄｊ

ｕｎｃ ｔ ｉ ｏｎ ｓ 的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 。 这些结果表 明 ，

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的环状可变剪接具有普遍性 。

５ Ｓ

Ｃ
＇

ｉｒｃｈａ ｊ ｉｅ －ｈｕｍ ｉｉ ｎ ｉＳ ｉ ｌｋｗｏｎｎ

图 ２
－

３ 人类和 家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的 剪接信号

Ｆ ｉ

ｇ
２ －

３Ｓ
ｐ

ｌ ｉ ｃ ｅｓ ｉ

ｇ
ｎａ ｌ ｓｏ ｆ  ｔｈｅ ｉ ｄ ｅｎ ｔ ｉ ｆｉ ｅｄｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ ｉ ｎｈｕｍ ａｎ ｓａｎｄｓ ｉ ｌｋｗ ｏｒｍ ｓ

３ ． ２ 差异表达 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的线性转录本的 注释及鉴定

高通量测序是研究ＲＮＡ生物学功能的有效方法 。 Ｃ ｉ ｒｃ Ｓ ｅｑ分别在对照和试验样

２ ６



ＢｍＣ ＰＶ 感染对家蚕 ｃ ｉ ｒ ｃＲ ＮＡ ｓ 表达的影响及 ｃ ｉ ｒｃＲ Ｍ Ａ
＿

５ ６５ ５ 的功能  第二章

品 中检测到 ９
，
７ ５ ３和 ７

，

４ ７ ５个 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 。 基于 ＲＰＭ调查 了 
ＢｍＣＰＶ感染的 中肠和对照

家蚕中 肠 中 ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ ｓ的表达水平 ， 结 果显示在检测 样 品 中 没有发现异常表达 （ 阁

２ －４Ａ ） 。 两 个样 品 中共表达的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ有 ６０ ８ ５个 ， 而在对照和试验样 品 屮特异性

犮达的 ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ ｓ分 別为 ６４６和 ７ ３ ７个 （ 图 ２
－４Ｂ ） 。

在 ＢｍＣ ＰＶ感染的 屮肠 中 ， Ｃ ｉ ｒｃ Ｓ ｅｑ共鉴定 出 ３ ６ ３ ８个表达 失调 的 ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ ｓ 。 在对

照 和试验样 木 中 ， 迪过过滤 分析发现ＢｍＣ ＰＶ感染后 ４００ 个 ｃ ｉｒｃＲＮＡ ｓ Ａ Ｗｍ差 异表

达
（
倍数变化 彡 ２ ． ０ ，

ｐ
＜０ ． ０ ５ ，ＦＤＲ＜０ ． ０ ５

）
， 其 中 ２９４个 ｋ调 ， １ ０６个下调 （ 图 ２

－４Ｃ ， Ｄ ） 。

ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ３ １ １ ２（ 估 数变化 ：

？

２ ５ ４４ ） 足 ＢｍＣ ＰＶ感染 Ｇｈ 调衣达Ｍ 多 的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ之

—

， 它 Ｈ 于 有 义 屯＃ ｃ ｉ ｎ：ＲＮＡ ，
丨１ ． 几最密 Ｗ 相 关 的线性转朵物足 家企血影蛋 Ｉ

＇

丨 Ｐ链

丨 丨
红细 胞 喂 （

ＸＭ ０ １ ２ ６ ８ ９ ５ ０ ０ ． Ｉ
）

。
｜
ｆ ｌ 丨 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ４６ ７ ２ 足 丨

、

？

调 及达Ｍ 衫 的 ｃ ｉ ｒｃ ＲＮ Ａ ， 它也

Ｍ
？

冇 义 电替 ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ ， 并 １ Ｌ Ｋ敁密 切 相 Ｘｉ的线性转籴物足家蚕钠依 赖性Ｋ养鉍接

酸竹运蛋 丨

＇

ｌ （
ＸＭ （ ） ０４９２ ６９ ８ ３ ． ２

）
。

Ａ

—

ｊ

－

ｂＭ ｉ ｄ
ｇ
ｒｎ ＾

－
 

：一 １ｒ 

ａ^

ｖＸＺｙ
Ｍ ｉ ｄ

ｇ
ｕ ｔ

－ＢｍＣ ＰＶ

Ｃ

 ｜
？ …

Ｚ辑 Ｄ

，

， ． 〇 〇 ， 〇 〇 〇〇 ｉ ｉｐ ｒｅ
ｇ
ｕ ｌ ａ ｔ ｃｄｃ ｉ ｒ ｃＲＮＡ ｓｄｏｗｉ ｉｒ ｅ

ｇ
ｉ ｉ ｌ ａ ｔ ｅｄ  ｃ ｉ ｒｃＲＮＡｓ

ｍａ ａｎ  ｏ ｌ  ｎａ ｔｍ ＡＭ ｉ ｉＭ ｊ ｃｏｕｎ ｌ ｉ

图 ２
－４ 正常 中 肠和 ＢｍＣ ＰＶ 感 染 中 肠 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的 表达谱

Ａ ： ＢｍＣ ＰＶ 感 染 中 肠和对照 中 肠 中 ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ ｓ 的 Ｒ ＰＭ 值 ； Ｂ ：
正常 中 肠和 Ｂ ｎｉＣ ＰＶ

感染 中 肠 中 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的 Ｖｅｎｎ 分析 ；
Ｃ ： 差 异表达的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ

；Ｄ ： 正 常 中 肠和

ＢｍＣＰＶ 感染 中肠 中 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 之间 的显著差异表达 （ 倍数 变化 ２ ． ０ ，

／
Ｋ０ ． ０ ５ 和 ＦＤＲ

＜０ ． ０ ５ ）

２ ７



第二聿


ＢｍＣＰＶ 感染对家蚕 ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ 表达的影响及 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６５５ 的功能

Ｆ ｉｇ
２ －４Ｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎ

ｐｒｏ ｆｉｌｅ ｓｏｆ ｃ ｉｒｃＲＮＡ ｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂ
ｙ
Ｃ ｉｒｃＳ ｅｑ

ｉｎｎｏｒｍａｌｍｉｄｇｕ
ｔ ｓａｎｄ

ＢｍＣＰＶ－

ｉｎｆｅｃ ｔｅｄｍｉｄｇｕｔ ｓ

Ａ ：Ｂｏｘ
ｐ ｌｏｔｓｏｆ ｔｈｅＲＰＭｖａ ｌｕｅｏｆ ｔｈｅｃｉｒｃＲＮＡｓ ｉｎｔｗｏ

ｇｒｏｕｐｓ
；Ｂ ：Ｖｅｎｎａｎａｌｙｓ ｉ ｓｏｆ ｔｈｅ

ｃ ｉｒｃＲＮＡ ｓｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎｎｏｒｍａｌａｎｄＢｍＣＰＶ－

ｉｎｆｅｃ ｔｅｄｓ ｉ ｌｋｗｏｒｍ ｍｉｄｇｕｔｓ
；Ｃ ：ＭＡ ｏｆ

ｄ ｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉａｌｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｃ ｉｒｃＲＮＡｓ
；Ｄ ：Ｔｈｅｓ ｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄ ｉｆｆｅｒｅｎｔｉａ ｌｅｘｐｒｅｓ ｓ ｉｏｎｏｆ

ｃ ｉｒｃＲＮＡｓｂｅｔｗｅｅｎｎｏｒｍａｌａｎｄＢｍＣＰＶ－

ｉｎｆｅｃｔｅｄｓ ｉ ｌｋｗｏｒｍ ｍ ｉｄｇｕｔｓ
（
ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ ２ ． ０

，

ｐ
＜〇 ． 〇 ５ａｎｄＦＤＲ＜０ ． ０ ５

）

基于其倍数变化的差异表达前 ２０ 的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ ｓ 如表 ２ －

３ 所示 。 根据预测 的

ｃｉｒｃＲＮＡ－ｍ ｉＲＮＡ 网络 ， 家蚕神经肽受体 Ａ３ ５
（
ＮＧＲ－Ａ３ ５

）
和家蚕 Ｗｎｔ ｌ

（
ＷＮＴ －

ｌ
） 蛋 白

受差异表达前２０的ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ
（
ｃ ｉｒｃＲＮＡ

＿

５６５５ 、 ｃｉｒｃＲＮＡ
＿

９５ ８２
）
的调控 。

表 ２ －

３ 在 ＢｍＣＰＶ 感 染 中 肠 中 差 异表达前 ２０ 的 ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ

Ｔａｂ ｌｅ２ －

３Ｔｈｅｔｏｐ
２０ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｅｄｃ ｉｒｃＲＮＡｓｉｎＢｍＣＰＶ ｉｎｆｅｃｔｅｄｍ ｉｄｇｕｔ

Ｎ ａｍｅＦｏ ｌｄ Ｃｈａｎｇｅ ｌｏｇ２Ｆｏ ｌ ｄＣｈａｎ
ｇ
ｅＰｖａ ｌ ｕ ｅＴｙｐｅ Ｂ ｅ ｓｔ ｒｅ ｌ ａ ｔｅｄ ｌ ｉｎ ｅａｒ



ｔｒａｎｓｃｒ ｉｐ ｔ
（
Ｇｅｎ ｅ ｓｙｍｂｏ ｌ

）

Ｕ
ｐ
ｒｅｇｕ ｌ ａ ｔ ｉｏｎ

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

３ １ １ ２２ ５ ４４ ． ２ ８９ １ ５ ７ 丨  １ ． ３ １ ３ ０４ ６ ９３０ ． ００ １ ６２４ｓｅｎ ｓｅ
－ ｏｖｅｒ ｌ ａｐｐ ｉｎｇＸＭ

＿

０ １ ２６８ ９５ ０ ０ ． １

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
—

９ ５ ８ ２ 】 ６ ０５ ＿ ３ ２ ５ ３ ０ １１ ０ ． ６４８ ６４９９ ６０ ． ００２６ ６７ｓｅｎ ｓｅ
－

ｏ ｖｅｒ ｌ ａｐｐ ｉｎｇＸＭ
＿

０ １ ２６９６ ７ ２ ６ ． １

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ９０ ８ １ １ ４ ７９ ． １ ２０４８ ２ １ ０ ． ５ ３ ０ ５２ ３ ８ ６０ ． ００２９４６ｓｅｎ ｓｅ
－ｏ ｖｅｒ ｌ ａ

ｐｐ
ｉ ｎｇＸＭ

—

０ １ ２６９６２ ８ １ ． １

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

７４ ５４ １ ２０６ ． ５ １ ８ ０７２ １ ０ ． ２ ３ ６ ６３ ３ ８ １０ ． ００２６７ ｓｅｎ ｓｅ
－

ｏｖｅｒ ｌ ａｐｐ ｉｎｇＸＭ」 ）  １ ２６９４ ５ ３ ６ ． １

ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

２９ ５２９９９ ． ５４２ １ ６ ８ ７９ ． ９６ ５ １ ２３ ６２２０ ． ００４９４ ｓ ｅｎｓｅ
－

ｏ ｖｅｒ ｌ ａｐｐ
ｉ ｎｇＸＭ

＿

０ １ ２６ ８ ９３４ ７ ． １

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

３ ４ ９ ３ ８ ２２ ． ８ ５ ５４２ １ ７９ ． ６８４４ ９ ５ １ ５ ７０ ． ００６ ５ ２３ａｎｔ ｉ ｓｅｎ ｓｅ ＸＭ
＿

０ １ ２６ ８ ９ ７６７ ． １

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ ７ ７７ ． ４２ １ ６ ８６ ７９ ． ６０２ ５ ５ ３ ５４ ３０ ． ００ ７０９２ｓｅｎ ｓｅ－ｏ ｖｅｒ ｌａｐｐ ｉｎｇＸＭ：０ １ ２６ ９４３４ ８ ． Ｉ

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ二４ ５ ５ ３ ７ ７２ ． ３ ７ ３４９４９ ． ５ ９ ３ １ ５４ ８４ ５０ ． ００４３６２ｓｅｎ ｓｅ
－

ｏｖ ｅｒ ｌ ａｐｐ
ｉｎ
ｇＮＭ

￣

００ １ １ １ ３ ２６ ５ ． １

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ３ １ ０ Ｉ７４ ２ ． ０ ８４ ３ ３ ７３９ ． ５ ３ ５４ ３ ９３４ ７０ ． ００４ ５ ７９ｓｅｎ ｓｅ
－ｏｖｅｒ ｌ ａ

ｐｐ ｉｎｇＸＭ二０ １ ２６ ８ ９ ５００ ． １

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

６０ ３ １７３ １ ． ９８ ７９ ５ １ ８９ ． ５ １ ５ ６ ７６ ０９２０ ． ００７７ ５ ８ｓ ｅｎ ｓｅ
－

ｏｖｅｒ ｌ ａｐｐ
ｉｎｇＸＭ＾Ｏ  １ ２６ ９２ ６ １ ３ ． １

Ｄｏｗｎ ｒｅ
ｇ
ｕ ｌ ａｔ ｉｏｎ

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

０３ ２７０ ． ００４４ ３ ２ １ ２ ７－

７ ． ８ １ ７７ ８ ５ ０２ ９０ ． ０ １ ８ ５ ９ ８ｓ ｅｎｓｅ－

ｏｖｅｒ ｌａｐｐ
ｉｎｇＸＭ

＿

０ １ ２６ ９０ ５ ３ ５ ． １

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

２ ８ ７３ ０ ． ００ ３ ８ ７ １ ３ １ ３－

８ ． ０ １ ２９ ６ １ １ ５２０ ． ０ １ ５６ ９５ｓｅｎｓｅ
－ｏｖ ｅｒ ｌ ａｐｐ ｉｎｇＸＭ

＿

００４９２４ ７８ １ ． ２

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ８ １ ６２０ ． ００２９ ８ １ ５ ８ ３－

８ ． ３ ８ ９７０ ５ ７ ７ １０ ． ０２ １ ２７ ７ｓｅｎ ｓｅ
－ｏｖｅｒ ｌ ａｐｐ

ｉｎｇＸＭ
＿

０ １ ２６ ９ ５ ３ ３４ ． １

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ６６４９ ０ ． ００ ２８ ５ ７４６ ８－

８ ．４５ １ ０４７ １ ４ １０ ． ００ ８ ５９３ｓｅｎ ｓｅ
－ｏｖｅｒ ｌａｐｐ ｉｎ

ｇＸＭ
＿

００４９２９ ７９ ９ ． ２

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ３ ４ ５ ００ ． ００２ ５ １ ４０４－

８ ． ６３ ５ ７ ７６ ５ ５ ２０ ． ００ ８ ５ ０ １ｓｅｎ ｓｅ
－ｏｖｅｒ ｌａｐｐ ｉｎ

ｇＸＭ

￣

０ １ ２６ ８ ９ ７３ ７ ， １

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

１ ８ ７ ５０ ． ００ ２０ ３ １ ４６ ６－

８ ． ９４３２ ６３ １ ３ ４０ ． ００ ７６ ０５ｓｅｎ ｓｅ
－ｏｖｅｒ ｌ ａｐｐ

ｉ ｎｇＸＭ＾Ｏ  １ ２６９７ ８４４ ． １

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ８７００ ０ ． ００ １ ９４２３ ６－

９ ． ００ ７ ９７３ ９ １ ６０ ． ００ ７２ ７７ｓｅｎ ｓ ｅ
－ｏｖｅｒ ｌ ａｐｐ

ｉｎｇＸＭ
＿

００４９ ３２ ６ ３ ０ ． ２

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

３ ５ ０ ８０ ． ００ １ ８ ９ ７ ８ ５ ６－

９ ． ０４ １ ４ １ ３ ３ ９ ６０ ． ０２ ５ ５ ７ ８ｓｅｎ ｓｅ
－

ｏｖｅｒ ｌ ａｐｐ ｉｎｇＸＭ
＿

００４９２５ ４０２ ． １

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ７４７４ ０ ． ００ １ ７ ８ ３ １ ８４－

９ ． １ ３ １ ３ ２９ ０３ ２０ ． ００ ６ ７ ０８ｓｅｎ ｓｅ
－

ｏｖｅｒｌａｐｐ
ｉｎｇＸＭ

—

００４９ ３ ０ ９８ ０ ． ２
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图 ２
－ ６ 显著上调 （ 上 图 ） 和下调 （ 下 图 ） ｍＲＮＡ 的 ２ ０ 个 ＫＥＧＧ 通路
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根据高通量ＲＮ Ａ测序结果构建 ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ－ｍ ｉＲＮＡ相互作用 网络 ， 构建的调节 网

络 图包含 了 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ和ｍ ｉＲＮＡ ｓ之间互作关系前 ３ ００名 ， 对此互作关系按超几何分
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８ 通过 ＲＴ－ ＰＣＲ 和 Ｓ ａｎｇｅｒ 测序验证 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 表达 （ 箭头处表示 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的拼

接位点 ）

Ｆ ｉ

ｇ
２ －
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为 了解 ＢｍＣ ＰＶ 感染后 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 表达水平的变化 ， 对 ５ 种 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的表达水

平
（
ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ

＿

１ １ ９３ ， ２４３ ９ ，５ ６５ ５ ， ６０３ １ 和 ０９６２
）进行 了 研 宄 ， 结果显示所选择的

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的表达水平的变化是 由 ＢｍＣ ＰＶ 感染 弓 ｜ 起 （ 图 ２ －９ ） ， 且表达趋势与 Ｃ ｉ ｒｃ Ｓ ｅｑ

结果
一

致 。

３ ２
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１ ０ 不 同 发育 阶段 家蚕 中 肠 中 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的相对表达丰度

Ａ ： ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ６０ ３ １ 的相对表达丰度 ； Ｂ ： ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ０９６ ２ 的相对表达丰度
Ｆ ｉ ｇ

２
－
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５ ６ ５ ５ 的功能

为进
一

步 明确家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的表达模式 ， 我们分别在五龄三天家蚕的性腺 、

丝腺 、 马 氏管 、 头 、 脂肪体 、 中肠组织 中 荧光定量 ＰＣＲ 检测家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的相对

表达丰度 。 结果显示 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

６０ ３ １ 的相对表达丰度在丝腺中最高 ， 其他组织 中表

达水平差异不大 （ 图 ２ －

１ １ Ａ ） 。 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

０％ ２ 在头部表达水平最高 ， 上调 了 １ ０ 倍

左右 ， 而在丝腺中表达水平最低 （ 图 ２ －

１ １ Ｂ ） 。

Ａ Ｂ

４
＇

 １ ５
－

Ｉ ： ：ｉ １

１ °
－

Ｈ

ＶＶ

图 ２ －

１ １ 家蚕五龄三天 不 同 组织 中 ｃ ｉｒｃＲＮＡ ｓ 的相对表达丰度

Ａ ：ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ６０ ３ １ 的相对表达丰度 ；
Ｂ ：ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ０％２ 的相对表达丰度

Ｆ ｉ

ｇ
２ －

１ １Ｔｈｅｒｅ ｌ ａ ｔ ｉ ｖｅａｂｕｎｄ ａｎｃｅｏｆ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ ｉ ｎｄ ｉ ｖｅｒｓ ｅｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ｓ ｉ ｎ３

ｒｄ

ｄａｙ
ｏ ｆ５ ｔｈ ｉｎ ｓ ｔａｒ

Ａ ：Ｒ ｅ ｌ ａ ｔ ｉｖ ｅａｂｕｎｄ ａｎｃ ｅｏ ｆ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

６０ ３ １
；Ｂ ：Ｒｅ ｌ ａ ｔ ｉｖｅａｂｕｎｄａｎ ｃ ｅｏ ｆ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ

＿

０９６２

４ 讨论

ＢｍＣ ＰＶ 是
一

种家蚕特异性病原体 ， 可 以经 口 感染 。 己许多研究报道 了ＢｍＣ ＰＶ

感染后 ｍＲＮＡ ｓ 和 ｍ ｉＲＮ Ａ ｓ 表达水平的变化 ， 全面阐释 了这些 ＲＮＡ 在病毒感染过

程 中 的功能 。 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 发现于 ２ ０ 世纪 ９０ 年代 ， 是
一

种 由反向剪接 （ 环化 ） 方式形

成 的新 型非编 码 ＲＮＡ
［

１Ｗ （ ）
］

。 目 前 己经在不 同 细 胞系 和 不 同 物种 中 鉴 定 了 许 多

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 。 但至今我们仍不知道这种 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 是否在无脊椎动物 的 家蚕 中转录 ，

以 及这些新型 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的表达是否受 ＢｍＣ ＰＶ 感染 的影响 。 为 了 更好地理解这些

问题 ， 在 本研宂 中对 ＢｍＣＰＶ 感染中肠和正常的 家蚕中 肠进行高通量测序分析 。 在

正常和 ＢｍＣＰＶ 感染的家蚕中肠 中 发现了 数千种 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ ， 与在人类及其他物种

中被鉴定 出 来的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ

—

样 ， 这些 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 具有类似的特性 。 例如 ， 大多 数

家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的形成机制与其他物种类似 ， 都是利用 保守 的 ＧＴ／ＡＧ 剪接信号 ，

３４
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而 ＢｍＣＰＶ 感染对 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 的形成机制无影响 。 反向剪接和外显子跳跃被认为是

产生哺乳动物外显子 ｃ ｉｒＲＮＡ ｓ 的两种不 同机制
［
３ １

］

。 经典的剪接体被用于进行反向

剪接 ［
３ ２

］

。 通过比较分析 ， 我们得 出 结论 ： 家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的形成机制使用保守 的经

典 ＧＴ／ＡＧ 剪接信 号 ， 并且该机制在 ＢｍＣＰＶ 感染的反应 中没有变化 ， 这表 明

ｃ ｉｒｃＲＮＡ 的选择性环化是家蚕的共同特征 。 在本研究 中 发现的
一

个有趣的现象 ， 在

家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 中 存在可变剪接亚型 。 起源于反 向剪接 的外显子的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 与它

们 的线性转录本共表达 。 单个基 因座可 以通过可变反 向剪接位点选择和 ／或可变剪

接位点的选择产 牛． 多 种 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ
［
３ ３

］

。 己有的研究结果显示 ， ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的可变剪接

也普遍存在于 １ ０ 种 人细胞系和 ６２ 种果蝇样 品
［
３ ４

］

。 因此 ， 可 以认 为这种可变剪接

不同物种 中是保守 的 。 在 ＢｍＣＰＶ 感染的家蚕屮肠 中 ， 相同亲本基因线性转录本 ｎ
ｊ

表达小 Ｎ类 型 的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ ， 这暗不着它们在 中肠 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的调 节 中 起重要作用 。

ＲＮＡ 错误 的选择性剪接被认为是
一

些癌症 发生的重要 因 素 ， 这与 ＢｍＣ ＰＶ 感染是

否相关有待进
一

步地研宄
［
３ ５

］

。

ＢｍＣＰＶ 感染后 ， 许多 ｍＲＮＡ ｓ 和 ｍ ｉＲＮＡ ｓ 的表达模式发生 了 变化 。 然而 ，

ＢｍＣＰＶ 感染后 家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的表达模式 尚不明确 。 因此在本研究中 ， 用 Ｃ ｉ ｒｃＳｅｑ

研究 了ｃ ｉｒｃＲＮＡ 的表达水平 ， 结果显示在正常和 ＢｍＣＰＶ 感染的 中肠 中 分别有 ６４６

和 ７ ３ ７ 个 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 特异性表达 ， 且这两个样 品有 ６０ ８ ５ 个相 同 的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 。 其 中 ，

在 ＢｍＣＰＶ 感染的 中肠 中 鉴 定 出 ２９４ 个上调和 １ ０６ 个下调的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ（ 倍数变化

彡 ２ ． ０ ，／
？
＜０ ． ０ ５和ＦＤＲ＜０ ． ０ ５ ） 。

此外 ， 通过ＧＯ和ＫＥＧＧ分析探讨ＢｍＣ ＰＶ感染后 家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ的 生物学功能和

其潜在 的作用机制 。 ＧＯ富集分析显示 ，

一

些基因涉及生物过程 ， 细胞组成和分子

功能的 调节 。 本研宂发现在上调 的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ ｓ的分子功能中 ， 排名 前 ： ｉ的ＧＯ条 目 分

别为镁 离子结合 、 磷脂酰肌醇结 合和磷脂 易位ＡＴＰ酶活性 。 在 卜

■

调 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ的分子

功能中 ， 排名 前三的 是催化活性 、 氧化还原酶活性和 水解酶活性 。 显然 ， 差异表

达 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ的ＫＥＧＧ通路包括Ｎｏ ｔｃｈ信号通路 ， ＡＢＣ转运蛋 臼 和 ＦｏｘＯ信 号通路 。 这

些发现表明 ，

一

些 ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ可能参与 了 ＢｍＣＰＶ感染 的 发展和进展 。

ＢｍＣＰＶ特异性感染家蚕中肠的上皮细胞 ， 伴随疾病的发展 ， 中肠后 部呈乳 白

色 ， 因此 中肠 的吸收和消化功能受到 巨大损伤 。 对失调 的前 ２０的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ的 下游

ｍ ｉＲＮＡｓ的靶基因进行分析 ， 结果显示它们 中 的大 多数参与运输和吸收 ， 这表明这

３ ５
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Ｓ６ ＳＳ 的功能

些基因表达量的减少可能造成 了蚕的发育迟缓 。 此外 ， 由于 中肠蠕动涉及消化和

排便 ， ＢｍＣＰＶ感染的蚕会失去食欲并且变得懒散 ， 这可能是动力蛋 白和驱动蛋 白

基因表达水平下调所致 。

当用ＢｍＣＰＶ感染蚕时 ， 家蚕免疫系统被激活 以产生免疫球蛋 白样 的蛋 白和抗

病毒因子 。 在本研宄中 ， 许多 免疫基因表达水平上调 ， 且它们是排名前 ２０的上调

ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ的下游ｍｉＲＮＡ ｓ的靶基因 。 据报道 ， ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ可充当ｍ ｉＲＮＡ海绵起作用 ，

能够 自 然隔离和竞争性抑制ｍｉＲＮＡ活性以调节靶基因表达 。 在ＢｍＣＰＶ感染后 ， 在

家蚕 中 肠 中 鉴定 出 数百个差异表达的 ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ ， 这可能有助于研宄 ｃ ｉｒｃＲＮＡ和

ｍ ｉＲＮＡ之间的相互作用 。 许多环状ＲＮＡ起着海绵作用 ， 如Ｃ ｉＲＳ －７ 、 性别决定区域

Ｙ和Ｃ ｉｒｃＨＩＰＫ３ ， 都包含许多ｍｉＲＮＡ的结合位点
［
２

’
１ ３

’

１ ６
］

。 鉴于 １１１？１１＾ ８在８ １１１〇＾感染

的进展 中起着重要作用 ，

一

些 ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ可能通过与ｍ ｉＲＮＡｓ相互作用参与 ＢｍＣＰＶ

感染进程 。 在本研宄中 ， 建立了 
ｃｉｒｃＲＮＡ－ｍ ｉＲＮＡ相互作用 网络 ， 以预测 ｃｉｒｃＲＮＡｓ

和ｍ ｉＲＮＡｓ之间 的关系 。 基于序列分析 ， 在大多数鉴定 的ｃｉｒｃＲＮＡ ｓ中发现 了
一

个或

多个ｍ ｉＲＮＡ结合位点 ， 例如ｂｍｏ
－ｍｉＲ－２７ ８

－３
ｐ可结合ｃ ｉｒｃＲＮＡ

＿

９４４４ ，ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

８ １ １ ５ ，

ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

４５ ５ ３和 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

６６４９ 。 之前的研 宄表明 ｂｍｏ －ｍｉＲ－

２ ７ ８
－

３
ｐ能够负调控家蚕

幼虫胰岛素相关肽结合蛋 白基因的表达 ， 且它可 以正 向调节ＢｍＣＰＶ的ｍＲＮＡ转录

水平
［
３ ６

］

。 表明 ｂｍｏ －ｍｉＲ－２７ ８ －

３ｐ可能与宿主基因组编码的 ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ相互作用 ， 从而

在ＢｍＣＰＶ复制 中发挥重要作用 。 从相互作用 网络可 以看 出 ， ｂｍｏ －ｍ ｉＲ－

３ ３ ８９
－

５ｐ ，

ｂｍｏ
－ｍｉＲ－７４５ －３ｐ和ｂｍｏ －ｍ ｉＲ－

３ ２６２分 别 与３ ０ ， ３４和３４个ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ相 关 。

ｃｉｒｃＲＮＡ
＿

８ １ １ ５ ， ｃｉｒｃＲＮＡ
＿

９４４４ ， ｃｉｒｃＲＮＡ
＿

４５ 
５ ３ ， ｅｉｒｃＲＮＡ

＿

０ ８２７和 
ｃ ｉｒｃＲＮＡ

＿

６６４９分

别含有６ 、 ５ 、 ４ 、 ４和 ４个ｍｉＲＮＡ的结合位点 。 这些结果表明 ， ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ可能通过结

合调节相关基因表达的ｍ ｉＲＮＡｓ来影响ＢｍＣＰＶ感染的进程 ， 尽管确切 的调节机制

仍需要进
一

步地研究 。

总之 ， 这些发现为将来防治 ＢｍＣＰＶ 感染提供 了潜在的靶标 ， 并且为 ＢｍＣＰＶ

感染生物学提供了 新的视角 。 对本研宄中鉴定的 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 的后续研究 ， 将集中于

它们与 ＢｍＣＰＶ 感染及其生物学功能的关联 。

３ ６
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ｇｃ ｉ ｒｃｕ ｌ ａｒＲＮＡ ｓ
［
Ｊ

］
．Ｎ ａ ｔ

Ｂ ｉｏ ｔｅｃｈｎｏ ｌ
，２０ １ ４

，
３ ２ ： ４ ５ ３

－

６ １ ．

［
３ ２

］
Ｓ ｔａｒｋｅＳ

，Ｊｏ ｓ ｔＩ
，Ｒｏｓ ｓｂａｃｈＯ

，ｅ ｔａ ｌ ．Ｅｘｏｎｃ ｉ ｒｃｕ ｌ ａｒｉ ｚａ ｔ ｉｏｎｒｅｑｕ ｉｒｅｓｃ ａｎｏｎ ｉｃａ ｌｓｐ ｌ ｉ ｃｅ

ｓ ｉｇｎａ ｌ ｓ
［
Ｊ

］
．Ｃ ｅ ｌ ｌＲｅｐｏ ｒｔ ｓ

，２０ １ ５
，１ ０ ： １ ０３

－

１ １ ．

［
３ ３

］Ｚｈ ａｎｇＸＯ ，ＤｏｎｇＲ ，ＺｈａｎｇＹ，ｅ ｔａ ｌ ．Ｄ ｉ ｖｅｒｓｅａ ｌ ｔｅｒｎａ ｔ ｉ ｖｅｂａｃｋ －

ｓｐ ｌ ｉ ｃ ｉｎｇａｎｄ

ａ ｌ ｔｅｒｎａ ｔ ｉｖｅｓｐ
ｌ ｉ ｃ ｉｎｇｌａｎｄ ｓｃａｐｅｏ ｆｃ ｉ ｒｃｕ ｌ ａ ｒＲＮＡ ｓ

［
Ｊ

］
．Ｇ ｅｎｏｍｅＲｅｓ

，２０ １ ６
，

２６ ： １ ２７ ７
—

８ ７ ．

［
３ ４

］
Ｇ ａｏＹ

，Ｗａｎｇ
Ｊ

，ＺｈｅｎｇＹ，ｅ ｔａ ｌ ．Ｃ ｏｍｐ ｒｅｈｅｎｓ ｉｖ ｅ ｉｄｅｎ ｔ ｉ ｆｉ ｃａｔ ｉｏｎｏ ｆ ｉｎ ｔｅｒｎａ ｌｓ ｔ ｒｕｃｔｕｒｅ

ａｎｄａ ｌ ｔｅｒｎａ ｔ ｉ ｖｅｓｐ ｌ ｉ ｃ ｉｎｇ
ｅｖｅｎ ｔｓ ｉｎｃ ｉ ｒｃｕ ｌ ａｒＲＮＡ ｓ

［
Ｊ
］

．Ｎ ａ ｔＣｏｍｍｕｎ
，２０ １ ６

，
７ ： １ ２ ０６０ ．

［
３ ５

］
Ｓ ｃｏｔｔ ｉＭＭ

，Ｓｗ ａｎｓｏｎＭＳ ．ＲＮＡ ｍ ｉ ｓ
－

ｓｐ ｌ ｉ ｃ ｉｎｇ
ｉｎｄ ｉ ｓｅａｓ ｅ

［
Ｊ

］
．Ｎ ａ ｔＲｅｖＧ ｅｎｅ ｔ ｉｃ ｓ

，
２０ １ ６

，

１ ７ ： １ ９
－

３ ２ ．

［
３ ６

］
ＷｕＰ

，Ｑ ｉｎＧ
，Ｑ ｉ ａｎＨ

，ｅ ｔａ ｌ ．Ｒｏ ｌｅ ｓｏｆｍ ｉＲ －２ ７ ８ －

３ｐ ｉｎＩＢＰ２ｒｅｇｕ ｌ ａ ｔ ｉｏｎａｎｄＢｏｍｂｙｘ

ｍ ｏｒ ｉｃ
ｙ
ｔｏｐ ｌ ａｓｍ ｉ ｃ

ｐｏ ｌｙｈｅｄｒｏ ｓ ｉ ｓｖ ｉｒｕ ｓｒｅｐ ｌ ｉｃａ ｔ ｉｏｎ
［
Ｊ
］

．Ｇ ｅｎｅ
，２０ １ ６

，
５ ７ ５

： ２６４
－

９ ．

３ ９
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ＢｍＣＰＶ 感染对家蚕 ｃｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 表达的影响及 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ 的功能

第三章 家香 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 的功能及作用机制

摘要 ： 家 蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ 序 列 长 度 为 ５６３ｂｐ ， 由 家 蚕 ｈｉｓｔｏｎｅ －

ｌｙｓ ｉｎｅ

Ｎ －ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｅ
ｇｇ

ｌｅ ｓ ｓ（
ＬＯＣ １ ０ １ ７４２９ ５０

）基 因 的第９
－

１ ３外 显 子环化而成 。

ＲＴ－

ｑＰＣＲ 结果显示过表达 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ 后其亲本基因 ＬＯＣ １ ０ １ ７４２９ ５ ０ 的转录水平

显著降低 ， 但 Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔｔｉｎｇ 检测结果显示组蛋 白 甲基化水平却有所升高 。 细胞

免疫荧光结果显示 ， ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ 在核 、 质 中均有分布 ， 而 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 与家

蚕 ＮＦ９０ 蛋 白具有非序列依赖性共定位 。 通过 ｃ ｉｒｃＲＮＡ－ｍｉＲＮＡ ｐｕｌ ｌｄｏｗｎ 和双荧光

素报告系统证实 ， ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 能够起到 ｂｍｏ
－ｍｉＲ－３ ３ ９ １

－５ｐ 海绵作用从而激活下

游 ＩＧ基因家香组蛋 白 去 乙酰化酶Ｒｐｄ３ （
５ｏ ／ｎ６ｙｘｍｏｒｆｈ ｉ ｓ ｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅＲｐｄ３ ，

ＸＭ
＿

００４９３ １ ３ ８ ３ ． ２
）
和家蚕神经肽受体Ａ３ ５

（
５ｏｍ＆ｙ：ｃｍｏｒ／ｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅｒｅｃｅｐｔｏｒＡ３ ５ ，

ＮＭ
＿

００ １ １ ３４２ ７９ ． １
）
的表达 。 通过 ＲＴ－

ｑＰＣＲ 检测过表达 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６５ ５ 细胞中凋亡相

关基因的表达水平 ， 发现过表达 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ 可导致家蚕 ｐ ５ ３ 样蛋 白基因 （
Ｓｏｗ办ｘ

ｗｏｒｉ ｐ５ ３
－

ｌ ｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍＲＮＡ ， ＫＣ２４３ １ ４７ ． １
）
、 家蚕信号转导和转录激活因子 基

［^ ｛
Ｂｏｍｂｙｘｍｏｒｉｓ ｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐ ｔ ｉｏｎ ，ＮＭ

—

００ Ｉ Ｉ ６３ ９ １ ６ ． １
）

、

家蚕 ■ｙｗｍＶｋ－ ｉ基 因 ｍｏｎ

＿

ｓｕｒｖｉｖｉｎ－

１ ， ＸＭ
＿

０ １ ２６８８６７９ ． ２
）表达 水平 下调

（ｐ
＜０ ． ０ ５ ）

。 流式细胞术显示 ， 过表达 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６ ５ ５ 促进细胞增殖并抑制细胞凋亡 。

通过 ｃ ｉｒｃＲＮＡ－

ｐｒｏ ｔｅ ｉｎ
ｐｕ ｌ ｌｄｏｗｎ 和质谱鉴定发现 ， ｃ ｉｒｃＲＮＡ

＿

５ ６ ５ ５ 可能与线粒体硫胺

素焦磷酸盐载体 、 琥珀酸脱氢酶组装因子 ２ －Ｂ 、 动力蛋 白 ＾ 链等蛋 白 质相互作用 。

另 外 ，

？

我们还发现过表达 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 对 ＢｍＣＰＶ 增殖复制有抑制作用 ， 但随着

ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６５ ５ 浓度的增加抑制减弱 。

关键词 ： ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６５ ５
；ｍｉＲＮＡ 海绵作用 ； 组蛋 白 甲基化 ； 细胞增殖与凋亡 ；

表达模式 ；
ＢｍＣＰＶ

１ 引 言

随着 ＲＮＡ 深度测序技术与生物信息学的高速发展 ， 已发现 ｃ ｉｒｃＲＮＡ ｓ 在不同

物种 中广泛表达 ［
１ ４

］

。 典型的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 由 反 向剪接产生 ， 即 ３
’

末端和 ５

’

末端通过共

价键连接而成
［
Ｍ

］

。 环状 ＲＮＡ 本质上对核酸外切酶具有抗性 ， 这使得它相 比于线

４ ０
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＿

５６５５ 的功能


第三章

性 ＲＮＡ 具有更高的稳定性 ， 并且 ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ 具有组织或发育阶段特异性 ［
２

，

Ｉ （Ｕ Ｉ

］

， 这

也暗示 了 它们具有重要 的生物功能 。 到 目 前为止 ， 已经证 明 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 可 以作为

ｍ ｉｃｒｏＲＮＡ 海绵
［

１ ２“ ４
］

， 对神经元有调节作用
［

１ ５
］

， 并能够调控细胞核基因转录
［

１ ６
］

。

ｃ ｉｒｃＲＮＡ 还可 以结合 、 存储 、 分类和隔离蛋 白质 ， 并作为蛋 白 质 －蛋 白 质互作调节

的动 态支 架
［

１ ７
］

。 如
一

种 由 人 白 细胞 介 素增 强 子 结 合 因 子 ３
（
ｈｕｍａｎ ｉｎ ｔｅｒ ｌｅｕｋ ｉｎ

ｅｎｈａｎｃｅｒ ｂ ｉｎｄ ｉ ｎｇ
ｆａｃ ｔｏ ｒ３

）
ＩＬＦ ３基因产生的ｄ ｓＲＮＡ结合蛋 白ＮＦ９０／Ｎ Ｆ １ １ ０ ， 能够直接

调节 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 的反向剪接并且对病毒感染产生响应 ［
１ ８

］

。 Ｎ Ｆ９０／Ｎ Ｆ １ １ ０ 在核 内 促进

ｃ ｉｒｃＲＮＡ 生物发生 ， 还能与细胞质 中 成熟 的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 相结 合 。 病毒感染后 ， 部分

Ｎ Ｆ９０ ／Ｎ Ｆ １ １ ０ 核输 出到细胞质 ， 同时
一

些 Ｎ Ｆ９ ０／Ｎ Ｆ １ １ ０ 从 ｃ ｉ ｒｃＲＮＰＭ合物上释放 出

来 ， 并与病毒 ｍＲＮＡ 结合来响应抗病毒免疫 。 并且这种效应不具有序列依赖性 ，

因此多种 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 可 以 与此类蛋 白质 相关联 以响应免疫应答 。 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 通常被认

为是非编码 ＲＮＡ
［
３

’
１ ２

’
１ ５

１

， 但是最新的研究报告显示 ， 环状 ＲＮＡ 上
一

些短开放阅读

框 （
ｓＯＲＦ ｓ

）
可 以编码功 能性 小肽

［
１ ９

＿

２ ４
］

， 例 如
一

些 内 源性 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓｃ ｉ ｒｃＺＮ Ｆ６０９ ，

ｃ ｉ ｒｃＭｂ ｌ ， ｃ ｉ ｒｃ
－ＦＢＸＷ７和ｃ ｉ ｒｃＳＨＰＲＨ都能够在体 内进行翻译 ［

２ ５
－

２ ９
］

。

家蚕质 型 多 角 体病毒 ｃｙｔｏｐ
ｌ ａｓｍ ｉ ｃ

ｐｏ ｌｙｈｅｄｏ ｓ ｉ ｓｖ ｉ ｒｕｓ ，ＢｍＣＰＶ
）
是

呼肠孤病毒科质 型 多 角 体病毒属 的典型种 ， 其 多 角 体蛋 白 包涵体 内含有塔状单层

衣壳 ， 感染性衣壳 内 包含 １ ０ 段双链 ＲＮＡ
（
ｄ ｓＲＮＡ

）基因组
＿
和 ６ 种结构蛋 白

［
３ １

］

， 能

够侵入中肠细胞并调控 内源 ＲＮＡ 转录
［
３ ２

］

。 已知 ＢｍＣ ＰＶ 的 Ｓ １ 片段主要参与病毒

粒子的装配 ， 而 Ｓ ７ 片段可编码结构蛋 白 ＶＰ ７
（
５ ５ｋＤａ 左右

）
， 与 ＢｍＣＰＶ 病毒 的增

殖复制密切相关
［
３ ３

］

。

前面我们通过高通量测序技术 ， 对 ＢｍＣ ＰＶ 感染后 家蚕来源的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 进行

了 鉴定及功能注释 ， 推测这些家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 可能参与宿 主甚因 的 表达调控 ， 并对

ＢｍＣＰＶ 病毒的增殖复制有所影响 。

家 蚕ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
—

５ ６５ ５是 由ｈ ｉ ｓ ｔｏｎｅ
－

ｌｙｓ ｉｎｅＮ －ｍｅｔｈｙ ｌ ｔ ｒａｎｓ ｆｅ ｒａ ｓｅｅｇｇ ｌ ｅｓ ｓ

（
ＬＯＣ １ ０ １ ７４２９５０

）
基因 的第 ９

－

１ ３ 外显子环化而成 ， ＢｍＣＰＶ 感染后 ， 其表达水平 明

显提高 。 本研究通过构建 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 过表达载体 ， 探讨 了 其对宿主亲本基 因 、

家 蚕 免 疫 凋 亡 基 因 、 细 胞 周 期 及 凋 亡 、 ＢｍＣＰＶ 增 殖 复 制 的 影 响 。 通 过

ｃ ｉｒｃＲＮＡ －ｍｉＲＮＡｐｕ ｌ ｌｄｏｗｎ和 双 突 光 素 报 告 系 统 ， 建 立 了ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ －

ｂｍｏ
－ｍ ｉＲ －

３ ３ ９ １
－

５ｐ
－ 家 蚕 组 蛋 白 去 乙 酿 化 酶 Ｒｐｄ３ 的 互 作 网 络 。 并 通 过

４ １
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ＢｍＣＰＶ 感染对家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡｓ 表达的影响及 ｃｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６Ｓ５ 的功能

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ－

ｐｒｏｔｅ ｉｎ ｐｕｌ ｌｄｏｗｎ和质谱鉴定ＲＢＰｓ ， 发现ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５可能与
一

些蛋 白

互作发挥功能 。 另外还发现 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６５ ５ 对 ＢｍＣＰＶ 病毒的增殖复制有反馈调节

作用 。

２ 材料与方法

２ ． １ 实验材料

２ ． １ ． １ 载体 、 菌种与生物材料

载体 ： 体 内成环载体 ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ 、 无缝克隆的 ｐＩＺＴ－ＬｃＲ－５ ６５ ５ 体内成环载体均

由苏州视迅生物技术有限公司构建 ； 萤火虫荧光素酶报告载体 ｐ〇 ｔｕ－Ｌｕｃ －ｍｔＸ 由 本

实验室朱敏构建并保存 ； 海肾荧光素酶载体 ｐＲＬ
－ＴＫ 均 由苏州大学卫正国老师馈

赠 。

菌种 ： Ｔｒａｎｓ５ａ 购 自 北京全式金生物公 司 （
ＴｒａｎｓＧｅｎ Ｂ ｉｏ ｔｅｃｈ

）

生物材料 ：

家蚕卵巢细胞系 （
ＢｍＮ

）
由本实验室保存 ； 家蚕 ＮＦ９０ 鼠抗由本实验室蒋梦生制

备并保存 ；
ＢｍＣＰＶ ＶＰ ７ 鼠抗 由本实验室何蕾制备 ； 家蚕质型多角体病毒 （

ＢｍＣＰＶ
）

由苏州大学基础医学与生物科学学院分子生物学研究室保存 。

２ ． １ ．２ 工具酶及试剂盒

Ｔ７ＲＮＡ Ｐｏ ｌｙｍｅｒ＆ｓｅ 、 Ｓ ｔｒｅｐ
ｔａｖｉｄｉｎ Ａｇａｒｏ ｓｅＲｅｓｉｎ 、 ＲＮＡ－Ｐｒｏｔｅ ｉｎＰｕｌ ｌ

－Ｄｏｗｎ试剂

盒均为Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ公司产品 。 Ｄｕａｌ
－Ｌｕｃ ｉｆｅｒａｓｅＲｅｐｏｒｔｅｒＡｓｓａｙＳｙｓ ｔｅｍ试剂盒为

Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品 。 Ｔｒｙｐ ｓ ｉｎ－ＥＤＴＡ Ｓｏ ｌｕｔｉｏｎ购于ＢＢ Ｉ生命科技公司 。 ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ凝

胶配制试剂盒 、 细胞周期与细胞调亡检测试剂盒均购于 Ｂ ｅｙｏｔｉｍｅ 公司 。 Ａｎｎｅｘ ｉｎ

Ｖ－ＰＥ／７ －ＡＡＤ 凋亡检测试剂盒购于北京博奥龙免疫技术有限公司 。 Ｔ４ＲＮＡ Ｌｉｇａｓｅ１

为 ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢ ｉｏ ｌａｂ ｓ 产 品 。 ２４ 孔板 专用 细胞爬 片 为 ＷＨＢ 公 司 产 品 。

Ｓ ｔｒｅｐ ｔａｖｉｄｉｎ
（
Ｃｙ３ ）抗体为Ｇｅｎｅ Ｔｅｘ产品 。

２ ． １ ． ３ 其他试剂

昆虫细胞培养基 ＴＣ －

１ ００ 购于 ＧＩＢＣＯＢＲＬ 公司 。 胎牛血清 （
ＦＢ Ｓ

）购于 Ｂ Ｉ 公司 。

Ｚｅｏｃ ｉｎ 抗生素 、 Ｔｒｉｓ 碱均购于 Ｓｏ ｌａｒｂ ｌｏ 公司 。 脂质体为 Ｒｏｃｈｅ（德 国 ） 公司产品 。

Ｓ ｔａｂｌｅＰｅｒｏｘｉｄｅＳ ｏ ｌｕｔ ｉｏｎ稳定剂和Ｌｕｍｉｎｏｌ／ＥｎｈａｎｃｅｒＳｏ ｌｕｔｉｏｎ增强剂均购于Ｔｈｅｒｍｏ

公司 。 牛血清 白 蛋 白 〇
Ｂ ＳＡ

）
、 双色预染蛋 白 Ｍａｒｋｅｒ 均购于为上海生工生物工程有

４２
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限公司 。 ａ －Ｔｕｂｕ ｌ ｉｎ 抗体购于 Ｐｒｏｔｅ ｉｎ ｔｅｃｈ 。 组蛋 白 Ｈ３Ｋ９ｍｅ３ 多 克隆抗体购于 Ａｂｓ ｉｎ

公司 。 ＨＲＰ 标记 山 羊抗 鼠 ＩｇＧ 、 ＨＲＰ 标记 山 羊抗兔 ＩｇＧ 均购于 Ｔ ＩＡＮＧ ＥＮ 公 司 。

Ｃｙ３ 标记 山 羊抗兔 ＩｇＧ 购于 Ｓ ｅｒｖ ｉｃｅｂ ｉｏ 公司 。 防焚光萍灭封片剂 （Ｆ ｌｕｏｒｏｍｏｕｎ ｔ

？

Ａ
ｑｕｅｏｕｓＭｏｕｎｔ ｉｎｇ

Ｍｅｄ ｉｕｎ ） 购于Ｓ ｉ

ｇｍａ公司 。 ＤＡＰ Ｉ购于Ｂ ｉｏ ｓｈａｒｐ公 司 。

其他试剂 同第二章 。

２ ． １ ．４ 常用 仪器见附录二

２ ． ２ 试剂 配制

２ ． ２ ． １ 昆虫细胞培养基

ＴＣ －

１ ００培养基 ２２ ． ０９ｇ

碳酸氢钠 〇 ． ３ ５ ｇ

粉末溶解于 去离子水 ， 调 ｐ
Ｈ 至 ６ ． １ ０ ， 并定容至 １ Ｌ 。 ０ ． ２２

ｐｍ 滤膜去除杂菌 ，

分装存于 ４

°

Ｃ ， 并于使用 之前加入 １ ０％ＦＢ Ｓ 。

２ ． ２ ． ２ ｌ 〇 ｘＴｒ ｉ ｓ
－ＳＤ Ｓ电泳缓冲液

Ｔｒ ｉ ｓ碱 ３ ０ｇ

甘氨酸 １ ４４ｇ

ＳＤＳ １ ０ｇ

粉末溶解于去离子水 ， 并定容至 １ Ｌ ， 存于室温 。

．

２ ． ２ ＿ ３２ ｘ ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ上样缓冲液

０ ． ５ｍｏ ｌ ／ＬＴｒ ｉ ｓ Ｃ Ｉ ５ ０ｍＬ

ＳＤＳ 干粉 ４ｇ

溴酚蓝 ２０ｍｇ

甘油 ２０ｍＬ

粉末溶于去离子水 ， 并定容至 ｌ ＯＯｍＬ ， 使用 前加入 ｌ ｍｏ ｌ／ＬＤＴＴ 至终浓度为

２００ｍｏ ｌ ／Ｌ 。

２ ．２ ． ４３％Ｂ ＳＡ ： 称取 ３ ｇ
ＢＳＡ 粉末溶解于 １ ＯＯｍＬＰＢＳＴ ， 现配现用 。

２ ． ２ ． ５ＰＢ ＳＴ

Ｔｒ ｉ ｓ碱 ３
ｇ

ＮａＣ ｌ ８ｇ

ＫＣ １ ０ ＿ ２ｇ

吐温 ２００ ｐ
Ｌ

粉末溶解于去离子水 ， 并定容至 １ Ｌ ， 存于室温 。

４ ３
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２ ． ２ ． ６ 转膜缓冲液

Ｔｒｉ ｓ碱 ５ ． ８ｇ

甘氨酸 ２ ． ９ｇ

ＳＤＳ ０ ． ３７ｇ

甲醇 ２００ｍＬ

再添加去离子水并定容至 １ Ｌ ， 存于室温 。

２ ． ２ ． ７ 碘化丙啶染色液〇Ｐ
Ｉ
）

染色缓冲液 ６ｍＬ

碘化丙啶染色液 （
２ ０Ｘ

）３ ０〇ｎＬ

ＲＮａｓｅ Ａ
（
５０Ｘ

） １ ２０＾Ｌ

将上述液体混合均匀 ， ４１避光储存 ， 当 日 使用 。

２ ．２ ． ８ 免疫荧光相关试剂

４％多聚 甲醛 ： 称取 ４ｇ 多聚 甲醛干粉 ， ４０

°

Ｃ水浴溶解于 ｌ ＯＯｍＬ 去离子水 中 。

０ ． １％Ｔｒｉｔｏｎ－

１ ００ ： 吸取ｌ
｜

ｘＬ Ｔｒｉ ｔｏｎ
－

１ ００加入到ｌ ＯｍＬ ＰＢ ＳＴ中 ， 充分混匀 。

２ ． ２ ． ９ 银染相关试剂 （现配现用 ）

固定液 ： 量筒量取 ２０ｍＬ 无水 甲醇和 ５ｍＬ 冰 乙酸 ， 并用去离子水补充至 ５ ０ｍＬ 。

敏化液 ： 称取 Ｏ ． ｌ ｇ 硫代硫酸钠和 ３ ．４ｇ 无水乙酸钠 ， 溶解于 １ ５ｍＬ 无水 甲醇 ，

并用去离子水补充至 ５ ０ｍＬ 。

硝酸银溶液 ： 称取 ０ ． １ ２５ｇ 硝酸银溶于 ５ ０ｍＬ 去离子水 ， 避光贮存 。

显色液 ： 称取 １ ．２ ５ｇ 无水碳酸钠＾再添加 ２０ ｐＬ 甲醛溶液 ， 并加入去离子水补

充至 ５０ｍＬ 。

终止液 ： 称取 ０ ．２ｇ 甘氨酸溶解于 ５０ｍＬ 去离子水 。

２ ． ３ 实验方法

２ ． ３ ． １ＢｍＣＰＶ 病毒粒子的制备

按 
０ ． １ｍｏ ｌ／ＬＮａ２ＣＯ ３

： ０ ． ｌｍｏ ｌ／Ｌ ＮａＨＣ０
３

＝
９ ： １的 比例配置 

ＢｍＣＰＶ
多角体裂解液 ，

加入 ｌｍＬ 裂解液到 ２ ｘ
〗 〇

ｓ

ＢｍＣＰＶ 多角体 中 ， 至澄清 ， ３ ７

°

Ｃ ？４０

°

Ｃ放置 ｌ Ｏｍ ｉｎ ， 再

用 １Ｍ ＨＣ １ 调 ｐ
Ｈ 至 ８ ． ０ ，１ ２０００ｒ

ｐｍ 离心 １ ５ｍｉｎ 取上清 ， 用 ０ ．２２
ｐ
ｍ 滤膜过滤两次 ，

即为 ＢｍＣＰＶ 病毒粒子溶液 ， ４
°

Ｃ保存 。

２ ． ３ ． ２ｄｒｃＲＮＡｓ 的体夕卜转录制备

（ １ ） 设计带有 Ｔ７ 启动子序列 的 ｃｉｍＲＮＡｓ 正向 引 物及相应的反 向 引 物 （ 见表

４４
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３ －

１ ） ， 提取家蚕 中肠 ＲＮＡ ， 并反转录成 ｃＤＮＡ ， 进
一

步 以此 ｃＤＮＡ 为模板 ， 通过

ＰＣＲ 获得 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５
（
ＬＯＣ １ ０ １ ７４２９ ５ ０

）的线性 ＤＮＡ ； 以带有 Ｇ ＦＰ 序列 的质粒为

模板 ， 通过 Ｔ７ －

ｃ ｉ ｒｃＧＦＰ 引 物对 ＰＣＲ 扩增 出 含 Ｔ ７ 启动子的线性 ＧＦＰ ＤＮＡ ， 胶 回收

后 ， 作为 Ｔ７ 体外转录的模板 。

表 ３
－

１ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的体外转录制备所 涉及的 引 物

Ｔａｂ ｌｅ３
－

１Ｐｒ ｉｍｅｒｓｕ ｓｅｄｆｏ ｒ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ
ｐ ｒｅｐａ ｒａｔ ｉ ｏｎｂｙ

ｔ ｒａｎｓｃｒ ｉｐ ｔ ｉｏｎ ｉｎｖ ｉ ｔｒｏ

Ｆｏ ｒｗ ａ ｒｄ
ｐ

ｒ ｉｍｅｒｓ Ｒｅｖ ｅ ｒ ｓｅ
ｐ
ｒｉｍ ｅ ｒｓ

Ｔ７
－

ｃ ｉ ｒ ｃＧ Ｆ ＰＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＣＡＡＧＣＴＧＧＴＡＧＴＴＧＴＡＣＴＣＣＡＧＣＴＴＧＴＧ

ＡＣＣＣＴＧＡＡＧＴＴＣ

Ｔ７
－

ｃ ｉ ｒｃ ５ ６ ５ ５ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＣＧ ＡＡＡＣＡＣＧＧＴＡＡＴＴＡＴＴＡＡＣＴＧＧＡＴＴＣ



ＧＣＧＴＧＣＧＡＡＣＡＡ


注 ： Ｆ划线处为 Ｔ７＾子序列

（ ２ ） 体外转录 （ ２０
＾
ｉＬ 反 ）

、Ｖ：体 系 ） ：

Ｉ ０ Ｘ Ｔ７ＲＮＡＰｏ ｌ

ｙｍ ｅ ｒａ ｓｅＢ ｕ ｆｆｅ ｒ ２
＼

ｘＬ

ＤＴＴ
（
５０ｍＭ

） ２
＾
ｉＬ

ＮＴＰ或Ｂ ｉ ｏ ｔ ｉｎＲＮＡ  ｌ ａｂｅ ｌ ｉ ｎｇ
Ｍ ｉｘ

（
１ ０ｍＭ

） ２
＼

ｉＬ

ＤＮＡ Ｔｅｍｐ ｌ ａ ｔｅ
（
５ ０ｎｇ

－

１

 ｜

ｉ
ｇ ） ３

｜

ａＬ

Ｔ７ＲＮＡ Ｐｏ ｌｙｍｅｒａｓｅ
（
５ ０Ｕ ／

＾
ｉＬ

） １

 ｜

ｊＪＬ

ＲＮ ａｓｅ
－

ｆｒｅｅＷａ ｔｅ ｒ １ ０
｜

ｉＬ

将上述液体混匀 ， ３ ７

°

Ｃ 反应 ２ｈ 。 然后 加入 ２＾ＬＤＮ ａｓ ｅ Ｉ 酶 （
Ｉ Ｕ ／

＾
ｉＬ

）和 ２
ｐＬ

Ｂｕｆｆｅｒ
（
＋ＭｇＣ ｌ

２ ）
在３ ７

ａ

Ｃ消化 １ ５ｍ ｉｎ 。

酚 ／氯仿纯化 ＲＮＡ ：

４ ５
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上述转录产物用ＤＥＫ冰补充至 １ ５０
｜
Ａ

１
加入ＴｒｉｓｉＳ ／三氯甲炼 （ ７５

［
｜Ｌ／７ ５

｜

ｉＬ） ， 充分振荡 ． 静置免ｄａ

，
，

ＡＸ  １ ２０（Ｋｋ
｜
ｗｎ＾ｉ＇

Ｊ？ａ

取上分相 ？ 加入 丙酵鹿勾 ，

弃上搆 ， 加入 Ｓ（％Ｌ ７Ｓ％乙醉 （ ＤＥＰＣ水ｌａ制 ） ， 轻弹使拆淀悬浮

４＾ １２０？ｋ
｜Ｍｉ＾＾＇ ５ｔ？ａａ

弃上清 ， 倒扣于吸水纸上 ， 沉淀千嫌至透明

， １
，

加入适量Ｅ？Ｃ水充分溶解 ， 存于 －

８０
°

Ｃ

使用 ！＾？〇 〇１１ ）

｛
＞＿置 １＾灰浓度及纯度 （ ＤＥＰＣ水为空白对照 〉

（ ３ ） 体外环化 （ ２０ｐＬ 反应体系 ） ：

１ 〇 ｘＲｅａｃ ｔ ｉｏｎＢ ｕｆｆｅｒ ２ｐ ．Ｌ

ＡＴＰ
（
ｌ ＯｍＭ

） ２＾Ｌ

ＲＮＡ Ｔｅｍｐ
ｌ ａｔｅ ８

卩Ｌ

Ｔ４ＲＮＡ Ｌｉｇａｓｅ Ｉ
（
５ ０Ｕ ／ｎＬ） ２

｜

＾Ｌ

ＰＥＧ ８０００
（
５ ０％

） ｌ
｜

ａＬ

ＲＮａｓｅ
－ｆｒｅｅＷａｔｅｒ ５

ｆ

ｘＬ

将上述液体混匀 ， 于 ２ ５

°

Ｃ金属浴反应 ３ｈ 。 之后再通过酷 ／氯仿纯化 ＲＮＡ（步

骤同上 ） 。

（ ４ ） 消化线性 ＲＮＡ（ ３ ０ｐＬ 反应体系 ） ：

ＲＮＡ（ 环化产物使终浓度为 ２〇ｎｇ ） ２０＾Ｌ

ＲＮａｓｅＲ
（
２０Ｕ构 ０ ． ５＾Ｌ

ｌ 〇 ｘＲＮａｓ ｅ Ｒ Ｂ ｕｆｆｅｒ ３
＾
ｉＬ

ＲＮａｓｅ
－

ｆｒｅｅＷａｔｅ ｒ ６ ． ５
｜

ｘＬ

将上述液体混匀 ， ３ ７

°

Ｃ金属浴反应 １ ５ｍｉｎ ， 再反转录 、 ＰＣＲ 接头序列并 Ｓａｎｇｅｒ

测序验证成环 ， 再次酚 ／氯仿纯化 ＲＮＡ ， 存于 －

８ ０

°

Ｃ待用 。

２ ． ３ ． ３ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ

（ １ ） 将玻璃板洗净 、 晾干 、 固定 （ 于水平桌面对齐基座 ） 。

（ ２ ）ＳＤＳ
－ＰＡＧＥ 凝胶配制 ：

４ ６
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１ ２％分离胶 （
５ｍＬ

） ５％浓缩胶 （
２ｍＬ

）

ｐＨ ８ ＿ ８ ，ｌＭ Ｔｒ ｉ ｓｐＨ６ ． ８ ， ｌＭ Ｔｒｉ ｓ

蒸馏水 ｌ ． ＯｍＬ １ ． ４ｍＬ

３ ０％Ａｃｒ－Ｂ ｉ ｓ
（
２９ ： ｌ

） ２ ． ０ｍＬ ０ ． ３ ３ｍＬ

Ｔｒ ｉ ｓ １ ． ９ｍＬ ０ ． ２ ５ｍＬ

１ ０％ ＳＤＳ ０ ． ０５ｍＬ ０ ． ０２ｍＬ

１ ０％凝胶聚合催化剂〇 ． 〇 ５ｍＬ ０ ． ０２ｍＬ

ＴＥＭ ＥＤ ０ ． ００２ｍＬ ０ ． ００２ｍＬ

先将分离胶注入到玻璃板夹层 中 ， 再用蒸馏水封平 ， 室温放置至分离胶凝固 ，

倒 出 蒸馏水 ， 并用滤纸条吸干残液 ， 再注入浓缩胶 ， 插入上样梳 ， 避免产生气泡 。

（ ３ ） 室温放置至胶凝固 ， 将胶板放置于 电泳槽 中 ， 加入 Ｉ

ｘＴｒ ｉ ｓ
－ ＳＤ Ｓ 电泳缓冲

液 ， 拔去上样梳 ， 用微量加样器加入
一

定量的蛋 白 Ｍ ａ ｒｋ ｅｒ 和蛋 白 样 品 （ 己加入等

体积 ２ ＞＜ ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 上样缓冲液于 １ ００
°

Ｃ煮沸 ５ｍ ｉｎ ） 。

（ ４ ） 盖上 电泳盖 ， 在蛋 白 电泳及转移系统上 设置程序 ： 先 ６０Ｖ 电泳 ３ ０ｍ ｉｎ ，

再 １ ２０Ｖ 跑胶至适 当位置 ， 待 电泳结束 ， 撬开玻璃板拿 出 凝胶 。

２ ． ３ ． ４Ｗｅｓ ｔｅｒｎＢ ｌｏ ｔｔ ｉｎｇ

（ １ ） 转膜 ： 将 ＳＤＳ －ＰＡＧ Ｅ 电泳后 的凝胶裁剪成所需 大小 ， 同时剪切相应大小

的 ＰＶＤＦ 膜于无水 甲醇 中 活化 ｌ Ｏｍ ｉｎ 。 使用镊子按照
“

滤纸 、 凝胶 、 ＰＶＤＦ 膜 、 滤

纸
”

的顺序于 黑板面 （ 负极 ） ， 并赶走各层之间 的气泡 ， 放入转 印槽中 ， 加入转膜

缓冲液 ， 四面用冰袋降温 ， 于 １ ００Ｖ 电泳 ３ ０ｍ ｉｎ（ 电泳时间 由 蛋 白 大小确 定 ） 。

（ ２ ） 封 闭 ： 加入
一

定体积的 ３％Ｂ ＳＡ 浸没 ＰＶＤ Ｆ 膜 ， ４

°

Ｃ封闭过夜 。

（ ３ ）
—

抗包被 ： 用 ３％Ｂ ＳＡ 按照 丨 ： ５ ０００ 的 比例稀释特异性
…

抗 ， 将上述封 闭

的 ＰＶＤＦ 膜于 ３ ７

°

Ｃ摇床孵 育 ２ｈ 。

（ ４ ） 二抗包被 ： 用 ＰＢＳＴ 高转速洗膜 ３ 遍 ， 每遍 ｌ Ｏｍ ｉｎ ， 再加入用 ３％ＢＳＡ

稀释的二抗溶液 （ １ ： １ ００００ ） ， ３ ７

°

Ｃ摇床孵育 ｌ ｈ 。

（ ５ ） 曝光显色 ： 用 ＰＢ ＳＴ 高转速洗膜 ３ 次 ， 每次 ｌ Ｏｍ ｉｎ ， 用 １ ： １ 体积混合的

稳定剂和增强剂滴于 ＰＶＤＦ 膜上 ， 用曝光仪成像 ， 使用 Ｉｍａｇｅ 软件对曝光条带进

行灰度扫描计算 。

２ ． ３ ． ５ 流式细胞仪检测细胞周 期

（ １ ） 细胞同步化 ：

４ ７
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将 １
－２ Ｘ

１ ０
５

个 ＢｍＮ 细胞平铺于六孔板 ，
待细胞密度达到 ７０

－

８０％且细胞生长状

态 良好时 ， 弃去 旧培养基 ， 无菌 １
ＸＰＢ Ｓ

“

８ 字
”

混匀清洗细胞三次 ， 再加入无血清

培养基饥饿处理 ４８ｈ ， 弃去旧培养基 ， 加入有血清培养基连续培养 １
－２ 天 ， 进行后

续瞬时转染 。

（ ２ ） 细胞样品处理 ：

弃去旧培养基 ， ｌ
ｘＰＢ Ｓ 清洗细胞三次 ， 添加 ｌｍＬ ０ ．２５％胰酶消化 ５ｍｉｎ ， 待细

胞出现间隙 ， 添加等体积有血清培养基终止其消化 。 轻轻吹下细胞收集于 ＥＰ 管中 ，

４
°

Ｃｌ ＯＯＯｒｐｘｎ 离心 ５ｍｉｎ ， 弃上清 。 加入预冷 ｌ
ｘ ＰＢ Ｓ 重悬细胞 ， ４

°

Ｃｌ ＯＯＯｒｐｍ 离心

５ｍ ｉｎ ， 弃上清 （ 此步骤重复三次 ） 。 加入 ｌｍＬ 预冷 ７０％乙醇重悬细胞 ， ４
°

Ｃ 固定

１ ２
－２４ｈ ， 再 ４

°

Ｃｌ ＯＯＯｒｐｍ 离心 ５ｍｉｎ ， 弃上清 。 加入 ｌｍＬ 预冷 ｌ
ｘＰＢ Ｓ 重悬细胞 ， ４

°

Ｃ

ｌ ＯＯＯｒｐｍ 离心 ５ｍｉｎ ， 弃上清 。 添加 ５ ０ （ＶＬ Ｐ 丨 混合液重悬细胞 ， ３ ７

°

Ｃ避光孵育 ３ ０ｍ ｉｎ ，

２４ｈ 内 完成流式检测 。

（ ３ ） 流式细胞仪检测分析 ：

将上述细胞样品加入到流式管 内 ， 在激发波长 ４８ ８ｎｍ 处 ， 使用流式细胞仪

（ Ｂ ｅｃｋｍａｎＣ ｏｕ ｌｔｅｒ 公司 ， 型号 ＦＣ －５００ ） 检测红色荧光及光散射情况 ， 并用分析软

件对细胞 ＤＮＡ 含量和光散射情况进行分析 。

２ ． ３ ．６ 流式细胞仪检测细胞凋亡

（ １ ） 设 门及调补偿 ：

当流式检测 的细胞中含有 ＧＦＰ 蛋 白影响时 ， 需设置 ５ 组对照 。 准备不含 ＧＦＰ

蛋 白 的细胞 ； 含 ＧＦＰ 蛋 白细胞和不含 ＧＦＰ 蛋 白细胞各
一

半 ； 不含 ＧＦＰ 蛋 白
“

半

死半活
”

细胞 （ 即细胞分为两份 ，

一

份 ｌ 〇〇

°

Ｃ煮沸 ５ｍ ｉｎ ， 再与另
一

份室温混匀 ） ，

加入 ５ ｐＬ Ａｎｎｅｘ ｉｎ Ｖ－ＰＥ单独染色 ； 不含 ＧＦＰ 蛋 白
“

半死半活
”

细胞 ， 加入 １ ０
｜

＿ｉＬ７
－ＡＡＤ

单独染色 ？

， 含 ＧＦＰ 蛋 白细胞和不含 ＧＦＰ 蛋 白细胞各
“

半死半活
”

， 加入 ５ｐＬＡｎｎｅｘ ｉｎ

Ｖ－ＰＥ及１ ０ｐＬ７ －ＡＡＤ染色 。

（ ２ ） 样品处理及流式检测 ：

将转染后的细胞 ， 弃去旧培养基 ， ｌ
ｘ ＰＢＳ 清洗细胞三次 ， 添加 ｌｍＬ 不含 ＥＤＴＡ

胰酶消化 ５ｍ ｉｎ ， 待细胞出现间隙 ， 添加等体积有血清培养基终止其消化 。 收集细

胞于 ＥＰ 管 中 ， ４
°

Ｃｌ ＯＯＯｔｐｍ 离心 ５ｍ ｉｎ ， 弃上清 。 用去离子水按照 １ ： ４ 的 比例稀释

结合缓冲液 ， 加入预冷 ｌ
ｘ ＰＢ Ｓ 重悬细胞 ， ４

°

Ｃｌ ＯＯＯｒｐｍ 离心 ５ｍ ｉｎ ， 弃上清 （此步

４ ８
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骤重复两次 ） 。 再加入 ２ ５ ０ｐＬ 结合缓冲液 以重悬细胞 ， 并且调整细胞密度为 ｌ
ｘ

ｉ 〇
６

个 ／ｍＬ 。 吸取 ｌ ＯＯｐ
Ｌ 细胞悬液 ， 加入 ５ ｎＬ Ａｎｎｅｘ ｉｎ Ｖ－ＰＥ 及 １ 〇ｈＬ ７

－ＡＡＤ ， 混匀 后于

３ ７

°

Ｃ避光孵育 １ ５ｍ ｉｎ ， 最后添加 ４００＾Ｌ 预冷 ｌ
ｘ ＰＢＳ 重悬细胞 ， ２４ｈ 内 完成流式检

测 。

２ ． ３ ． ７ 细胞免疫荧光

（ １ ） 用镊子 向 ２４ 孔板 中放入细胞爬片 ， 将 ２ ｘ
ｌ 〇

５

个细胞平铺于爬片上 ， 培养

至细胞密度为 ７０ －

８ ０％且生长状态 良好 ， 进行转染 。

（ ２ ） 弃 旧 培 养基 ， ｌ
ｘ ＰＢＳ 洗细胞两次 ， 添加 ５ ０〇ｎ

Ｌ４％ 多聚 甲 醛 固 定 １ ５ｍ ｉｎ

（ 摇床慢摇 ） 。

（ ３ ） 加入 ＰＢＳＴ 洗 ３ 次每次 ５ｍ ｉｎ ， 再添加 ５ ００ｎＬ ０ ． １ ％ Ｔｒ ｉ ｔｏｎ
－

１ ００ ， 摇床慢速

孵 育 ｌ Ｏｍ ｉ ｎ 。

（ ４ ） 弃通透液 ， 加入 ＰＢ ＳＴ 洗 ３ 次每次 ５ｍ ｉｎ ， 再加入 ５％ Ｂ ＳＡ 浸没爬片 ， 室

温封闭 ２ｈ 。

（ ５ ） 弃封闭液 ， 加入用 ５％ＢＳＡ 稀释 的特异性
＋？

抗 （ １ ： １ ０００ ） ， 室温孵育 ２ｈ 。

（ ６ ） 弃
一

抗 ， ＰＢＳＴ 洗 ３ 次每次 ５ｍ ｉｎ ， 再加入用 ５％ＢＳＡ 稀释的 Ｃ ｙ３ 标记荧

光二抗 （ １ ： ２００ ） ，３ ７

°

Ｃ避光孵育 ｌ ｈ 。

（ ７ ） 弃二抗 ， ＰＢ ＳＴ 洗 ３ 次每次 ５ｍ ｉｎ ， 再加入 ｌ ＯＯ ｐＬ ＤＡＰ Ｉ 溶液 （ １ ： １ ０００ ） ，

避光孵育 １ ０ｍ ｉｎ 。

（ ８ ） 弃 ＤＡＰ Ｉ 溶液 ， ＰＢＳＴ 洗 ３ 次每次 ５

＿

ｍ ｉｎ 。 取出 爬片 ， 细胞面 向 上于室温

避光晾干 ， 滴加 ｌ ＯｐＬ 防荧光淬火封片剂于载玻片上 ， 再将细胞面朝 下轻轻按在载

玻片上 （ 防止气泡的产生 ） 。

（ ９ ） 避光于蔡 司激光扫描共聚焦显微镜 （ 型 号 ＬＳＭ－

８００ ） 下拍照 。

２ ． ３ ． ８ 双荧光素酶报告系统

通过分析 家 蚕 ｃ ｉｒｃＲＮＡ ｓ 的高通量测序数据可 知 ， ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５５ 能够吸 附

ｂｍｏ －ｍ ｉＲ－

３ ３ ９ １
－

５ｐ ， 调控下游靶基因家蚕神经肽受体 Ａ ３ ５
（
ＮＭ

＿

００ １ １ ３４２ ７９ ． １
）
和 家蚕

组蛋 白 去 乙酰化酶 Ｒｐｄ３ （
ＸＭ

＿

００４９３ １ ３ ８ ３ ． ２
）的表达 。

（ １ ）ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５与ｂｍｏ －ｍ ｉＲ －

３ ３ ９ １
－

５ｐ结合位点预测

ＲＮＡｈｙｂｒｉｄ （
ｈ ｔｔｐｓ ： ／／ｂ ｉｂ ｉ ｓｅｒｖ ． ｃｅｂ ｉ ｔｅｃ ．ｕｎ ｉ

－ｂ ｉｅ ｌ ｅｆｅ ｌｄ ．ｄｅ／ｍａｈｙｂ ｒ ｉｄ？ ｉｄ
＝
ｍａｈｙｂ ｒ ｉｄ

＿

ｖ ｉｅｗ
＿

ｓｕｂｍ ｉ ｓ ｓ ｉｏｎ
）
是
一

种 基于 ｍ ｉＲＮＡ －

ｔａｒｇｅｔ 碱基互补配对匹 配度和 能量稳定性来预测

４ ９
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＿

５ ６ ５ ５ 的功能

ｍ ｉ ＲＮＡ 结合位点 的软件 ， 利用 该软件将 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 与 ｂｍｏ
－ｍ ｉ Ｒ －

３ ３ ９ Ｉ
－

５
ｐ 进行

序 列 比对 ， 结果见图 ３
－

１ 。

Ｔ ａｒ ｇ ｅｔ ：ＪＪＴ０１２６９４３４８．１

ｌ ｅｎｇ ｔ
ｈ ：５ ６ ３

１ｉ ＲＨＡ ：ｂｍ ｏ 

－

ｊｈ２Ｋ－

ＪＪ９ ｌ 

－５ｐ

ｌ ｅｎｇ ｔ
ｈ ：２ ７

ｍｆ ｅ ：
－

２ ７ ． ３ｋ ｃ ａｌ／ｍｏ ｌ

ｐ
￣

ｖａｌｕ ｅ ：ｕｎｄｅｆ ｉｎ ｅ ｄ

Ｐｏｓｉ ｔｉ ｏｎ ：３０３

ｔ ａ ｒ ｇ ｅ ｔ５

’

Ｇ ＡＡＣＡＧＧＡＣＡＵＣＧＣＡＡＧＵＡ ３

，

ＧＵＧＡＡＧＧＵＣＧＧ ＡＵ ＧＣＣＡＣＧＡＣＣ

ＵＡＣＵＵＣＣＡＧＵＵＩＩＡ ＵＧＧＵＧＣＵＧＧ

ｍ ｉＲＮＡ３

，

ＧＧＵＣ Ａ５
’

图３
－

１ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５与ｂｍ ｏ
－ｍ ｉＲ －

３ ３ ９ １

－

５ ｐ
结合位点预测

Ｆ ｉ ｇ
３

－

１Ｂ ｉｎｄ ｉ ｎｇ
ｓ ｉ ｔｅｏ ｆ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ

＿

５ ６ ５ ５ａｎｄｂｍｏ －ｍ ｉＲ －

３ ３ ９ １
－

５ ｐ

（ ２ ）ｂｍｏ
－ｍ ｉＲ －

３ ３ ９ １
－

５ ｐ 与靶 ｍＲＮＡ 结合位点预测

使 用 ＲＮＡｈｙｂ ｒ ｉ ｄ 软 件 将 ｍ ｉＲＮＡ 与 其 下 游 靶基 因 家 蚕 神 经 肽 受 体 Ａ３ ５

（
ＮＧＲ －Ａ３ ５

）
和家蚕组蛋 白去 乙酰化酶 Ｒ

ｐ
ｄ ３ 的 ｒ ＵＴＲ 进行序列 比对 ， 结果见图 ３

－２ 。

Ａ Ｂ

Ｔ ａｒ ｇ ｅ ｔ ：Ｍ
＿

００ １ １３４２ ７９．１ Ｔ ａ ｒ ｇ ｅ ｔ ：ＸＰ
＿ 
００４９３１３８３． ２

ｌ ｅｎ
ｇ
ｔ ｈ ：２４ ５ ｌ ｅｎ ｇ ｔ ｈ ：２ ０ ９ ７

■ ｉＲＪＡ ： ｌ ｉＲＭＡ ：ｂＭ〇
－

ＭｉＫ
－

３Ｊ９Ｊ
－

Ｓｐ

ｌ ｅｎ ｇｔ ｈ ：２ ７ ｌ ｅｎ ｇ ｔ ｈ ：２ ７

ｍｆ ｅ ：
－

２ １ ． ８ｋ ｃ ａｌ／ ｍ ｏ ｌｍｆ ｅ ：
－

３ １ ． １ｋ ｃ ａｌ／ｍ ｏ ｌ

ｐ
－

ｖ ａ ｌｕｅ ：ｕｎｄｅ ｆ ｉｎ ｅ ｄ ｐ
－

ｖ ａｌｕｅ ：ｕｎｄｅｆ ｉｎｅ ｄ

Ｐｏｓｉ ｔｉ ｏｎ ：￥９ Ｐｏｓｉ ｔｉ ｏｎ ：１８８２

ｔ ａ ｒ
ｇ
ｅ ｔ５

，

ＣＵＡＧＣＵＵＧＵＧＣ３
，

 ｔ ａ ｒ ｇ
ｅｔ５

’

ＵＵＡＡＵＣ Ｃ３

’

ＵＣＡＵＧＡＧＧＧＵＧＵＧＧＣＧＣＧＧＣＵ ＵＣＯＵＧＧＧＧＣＧＭＣＣＡＣＧＡＣＣ

ＧＧＵＡＣＵＵＣＣＡＵＧＣＵ ＧＵＧＣＵＧＧ ＧＧＵＡＣＵＣＣＧＣＵＵＧＧＵＧＣＵＧＧ

ｍ ｉ ＲＮＡ３

＇

 ＵＵＡＵＧＡ５
＊

ｍ ｉＲＮＡ３

’

 ＵＡＵＵＡＵＡ５

’

图 ３
－２ｂｍｏ

－ｍ ｉＲ －

３ ３ ９ １
－

５ ｐ 与 下 游靶基 因 结合位点预测

Ａ ：ｂｍｏ
－

ｍ ｉ Ｒ －

３ ３ ９ １
－

５ｐ 与 家香神经肽受体 Ａ ３ ５ 结合位点
；
Ｂ ：ｂｍｏ －ｍ ｉＲ －

３ ３ ９ １

－

５ｐ 与 家

蚕组蛋 白 去 乙酰化酶 Ｒｐｄ ３ 结合位点

Ｆ ｉｇ
３

－

２Ｂ ｉ ｎｄ ｉｎｇ
ｓ ｉ ｔｅｏ ｆ ｂｍｏ －ｍ ｉＲ －

３ ３ ９ １
－

５
ｐ

ａｎｄｄｏｗｎ ｓ ｔｒｅａｍ ｔ ａ ｒｇｅｔ
ｇｅｎｅ

Ａ ：Ｂ ｉ ｎｄ ｉｎｇ
ｓ ｉ ｔｅｏ ｆ ｂｍｏ

－ｍ ｉＲ －

３ ３ ９ １
－

５
ｐ

ａｎｄＢｏｍｂｙｘｎ ｉ ｏｒｉｎｅｕ ｒｏｐ
ｅｐ ｔ ｉｄｅｒｅｃｅｐ ｔｏ ｒ Ａ ３ ５

；Ｂ ：

Ｂ ｉｎｄ ｉ ｎｇ
ｓ ｉ ｔ ｅｏ ｆ ｂｍｏ

－ｍ ｉＲ －

３ ３ ９ １
－

５ ｐ
ａｎｄＢｏｍ ｂｙｘｍ ｏｒ ｉｈ ｉ ｓ ｔｏｎｅｄ ｅａｃ ｅ ｔｙ ｌ ａ ｓｅＲｐｄ ３

５ ０
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５ ６ＳＳ 的功能


第三聿

（ ３ ） 构建萤火虫荧光素酶表达载体

设计特异性引 物 （ 表 ３
－２ ） ， 以 ｐ

Ｏ ｔｕ －Ｌｕｃ －ｍ ｔＸ 载体为模板 （ 本实验室朱敏构建 ，

即在 ｐＧＬ３ 载体上插入 了家蚕卵巢瘤基因启动子 ｐｏｔｕ 驱动的 Ｌｕｃ 基因表达盒 ） ，

利用 ＰＣＲ 技术在 Ｉｍｃ 基因 的 ３

’

末端加上与 ｂｍｏ
－ｍ ｉＲ －

３ ３ ９ １
－

５ｐ 互作 的靶基因 ３

’

ＵＴＲ

序列 ， 分别获得 Ｌｕｃ－ｍｕ ｔ（ 突变对照 ） 、 Ｌｕｃ －Ａ３ ５ 和 Ｌｕｃ －Ｒｐｄ ３ 目 的片段 ， 胶 回 收

后 ， 克隆进 ｐＭＤ １ ９
－Ｔ

（
Ｓ ｉｍｐ

ｌ ｅ
）载体 ，得到 ｐ

ＭＤ １ ９
－Ｌｕｃ 载体 。 再用 Ｓｗ Ｉ 和 邪ａ ｌ 双酶

切 ， 并克隆进 Ｎ样双酶切的 ｐ〇 ｔｕ
－Ｌｕｃ －ｍ ｔＸ 载体 ， 获得 ｐ

Ｏ ｔｕ
－Ｌｕｃ －ｍｕｔ 、 ｐＯ ｔｕ－Ｌｕｃ

－Ａ ３ ５

和 ｐ
０ ｔｕ －Ｌｕｃ

－Ｒ
ｐ
ｄ３ 载体 。 最后这些载体经 和处ｃ ｌ 双酶切可切 出对应 的 目 的片

段 ， 表明载体 已按设计要求构建 。

表 ３
－

２ 荧光素酶报告载体构建所涉及的 ＰＣＲ 引 物序 列

Ｔａｂ ｌ ｅ３ －

２ＰＣＲ
ｐ ｒ ｉｍ ｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｆｏ ｒ ｌｕｃ ｉ ｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒｖｅｃ ｔｏ ｒ ｃｏｎ ｓ ｔ ｒｕｃ ｔ ｉｏｎ

引 物 名 称 引 物序 列
（
５＼Ｔ ） ＿ 切 位 点

Ｌｕ ｃ － ｍ ｕ ｔ
－

１ ＣＣＣＧＧＧＣＡＴＧＧ ＡＡＧＡＣＧＣＣＡＡＡＡＡＣ Ｓｗｉ ａ ｌ

Ｌ ｕ ｃ
－ ｍ ｕ ，

－

２ｌＯ＾ＧＴＣＴＴＧＴＣＴＧＣ

Ｕ
ＣＣＴＡＧ

ｆ

ＴＴＡＣＡＣＧＧＣＧＡＴＣＴＴ偏

Ｌｕ ｃ
－Ａ ３ ５

－

１ ＣＣＣＧＧＧＣＡＴＧＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＡＡＡＡＣ Ｓｍａ ＼

ＴＣＴＡＧＡ ｌＧＡＧＣＣＧＣＣＧＡＣＡＡＣＣＡＧＣＣＡＣＴＣＣＴＣＡＡＴＧＡＧｆｒＴＡＣＡ…

ＬＵ Ｃ －Ａ３ ５
＇

２

ＣＧＧＣＧＡＴＣＴＴＴＣＣＧＣ

湖

Ｌｕ ｃ
－ Ｒｐｄ ３

－

１ ＣＣＣＧＧＧＣＡＴＧＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＡＡＡＡＣ Ｓｍ ａ ｌ

． ＿—ＴＣＴＡＧＡ ｌＧＧＧＴＣＧＴＧＧＧＴＴＣＧＡＴＴＣＣＣＡＣＡＣＧＡＡ
ｌ
ＴＴＡＣＡＣＧＧＣＧ…

Ｌ ｕ ｃ
－ Ｒ

ｐｄ ３
－

２＾

ＡＴＣＴＴＴＣＣＧＣ
＿


— １

注 ： 下划线表示酶切位点 ；方框处为 ｂｍｏ －ｍ ｉＲ －

３ ３ ９ １
－

５ｐ 耙位点

（ ４ ） 双荧光素酶报告系统试验按如下流程进行 （ 设置 ３ 组重复 ）

５ １
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＿

Ｓ ６Ｓ５ 的功能

将８祕细＿匀平铺于２４孔板 ， 待细胞密織 ７０％＞ ８＿＆细胞状态＿时进行转染
＿

丁
？￣̄

将 为Ａ 、 Ｂ两管每孔 ＊

Ａ管 ＊ ！
｜
＊Ｌ 衡质体加入到９９成 无血清培养基中 ， 静置Ｓｏｂ

Ｂ＾ ！

｜

ＦＩｑｃ２
｜
ｔｇ

Ｒｂｃ０ ．２
｜
ｉｇ用无血清培养基补足至ＫＫ）

｜
ｉＬ ， 静置５ｉｄａ

质粒 ｉ 、 ２ 、 ３邱

ｊ 

ｆ



Ａ 、 ＿涯句 ’ 静置 ３０ｍ ｉａ
， 弃尽２讯板旧培养基 ，

再加从血雜雜
ｆ

可
”

轻插 ， 弃尽雜基

滴入上述齡液 ， 加入 ３Ｑ〇ｈＩ无血清 补＾Ｍ ＳＯＯ＾每孔 ，

“

咩
”

混匀

”转染４ －他

弃尽无血清培养基 ， 細有血＿縫继纖养備

弃尽培养基 ＩＸ ＰＢ＿胞层两遍


舍

将５Ｘ解麟释至 ＩＸ ． 每孔加入撕 床 １ ５ｍｋ

■ ｉ

将细臟吹起于ＥＰ管中 ， 使用ＮａｎｏＤＫ＾ Ｉ定蛋白漆度

｜
使用蛘臟检＿難

蛋白定置成 １ ００
｜
ｉｇ ， 向 Ｉ ＯＯｕＬ ＬＡＲＤ中加入蛋白裂解液 ， 涯勾后立即■置

４
￣

＇

立即加入 ＫＫ）
ｊ
ｉＬ Ｓｔｏｐ＆Ｇｋ＞ｒｅａｇｏｔｆ测置 ， 即可得到Ｒａｔｉｏ

｜ Ｉ ＿

以
“

实验组Ｒ＾
＇对照组Ｉｔｏｉｏ

”

作为
一组数僮 ， 取 ３组重复做柱形图

２ ． ３ ． ９ｃ ｉｒｃＲＮＡ－ｍｉＲＮＡ
ｐ
ｕｌ ｌｄｏｗｎ

首先配制 多核糖体裂解液 ：

Ｔｒｉ ｓ ＨＣ Ｉ ０ ． １ ５ ７６ｇ

ＫＣ １ ０ ． ３ ７２ ７ｇ

ＭｇＣ ｌ
２ ０ ． ０５０８ｇ

ＮＰ －４０ ２ ５〇ｎＬ

用 〇丑？ （： 水定容至 ５０也 ， 调 卩１１ ７ ． ５ 。

再配制ＴＥＮＴ Ｂｕｆｆｅｒ ：

ＴｒｉｓＨＣ １ ０ ． ０７ ８ ８ｇ

ＮａＣ ｌ ０ ． ７ ３ ０ ５
ｇ

ＥＤＴＡ ０ ． ０ １ ４６ｇ

ＴｒｉｔｏｎＸ－

１ ００ ２ ５ ０＾Ｌ

５ ２



ＢｍＣＰＶ  ｊｇ ｊ ｊｆｅＸ ｓｆｊｔＳ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５５ 第三聿

用 ０￡？ （： 水定容至 ５〇 １１＾ ， 调 卩 １＾ ８ ． ０ 。

首先设计靶向 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 反向剪接位点的生物素标记探针 （ 见下表 ） ， 序

列 ５
’

端添加生物素标记 ， 送于上海生工生物工程有限公司合成 。

表 ３
－

３ 靶向 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 反向 剪接位点 的生物素标记探针

Ｔａｂ ｌｅ３
－

３Ｂ ｉｏｔ ｉｎ
－

ｌ ａｂｅ ｌｅｄ
ｐ ｒｏｂｅｆｏ ｒ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ

＿

５ ６５ ５ｂａｃｋｓｐ
ｌ ｉｃ ｉｎｇ ｊ

ｕｎｃ ｔ ｉｏｎ

ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ Ｐ ｒｏ ｂｅ ｓｅ
ｑ
ｕ ｅｎ ｃｅ Ｂ ｉ ｏ ｔ ｉ ｎ  ｌ ａｂｅ ｌ ｅ ｓ ｉ ｔ ｅ

ｃ ｉ ｒｃ ＲＮＡ
—

５ ６ ５ ５ＧＴＴＡＡＴＡＡＴＴＧＣＣＧＧＣＧＡＡＡＣＡＧＣＧＴＧＣ ５

＇

ｂ ｉｏ ｔ ｉ ｎ

再按如下步骤进行实验 ：

（ １ ） ｌ
ｘ ＰＢ Ｓ 清洗细胞屋 ， 加入 ｌ ｍＬ 多核糖体裂解液和 ｌ Ｏ＾Ｌ ＰＭ Ｓ Ｆ 混匀 ， 冰

上放 ｌ Ｏｍ ｉｎ ， 吹 下细胞 ｆ ＲＮ ａｓｅ
－

ｆｒｅｅ 管 ， 苒 ４

°

Ｃ １ ２０００ｒｐｍ 离心 １ ５ｍ ｉｎ ， 取上清 。

（ ２ ） 吸取上述 １ ５ ０＃ 裂解液 ， 加入 ２ 〇ｎ
Ｌ 牛物素标记探针 （ 浓度为 ２００

ｐｍｏ ｌ ）

和 ｌ ＯＯｕＬ ＴＥＮＴ Ｂｕｆｆｅｒ ， 于 ＤＮＡ 混合仪在室温下孵育 ｌ ｈ 。

（ ３ ） 用 ｌ ＯＯ＾Ｌ ＴＥＮＴＢｕｆｆｅｒ 清洗 ５ ０吣 链霉 素琼脂糖树脂 ， 离心取沉淀 。

（ ４ ） 将上述裂解液与探针 的混合物 ， 加入到链霉素琼脂糖树脂 中 混匀 ， 于

ＤＮＡ 混合仪在 ２ ５

°

Ｃ 孵 育 ３ ０ｍ ｉｎ 。

（ ５ ） 再用 Ｉ ＯＯｈＬ ＴＥＮＴ Ｂｕｆｆｅｒ 清洗链霉素琼脂糖树脂 ３ 次 ， 每次 ４
°

Ｃ４０００ｒｐｍ

离心 ５ｍ ｉｎ ， 弃上清 。

（ ６ ） 用 ＲＮＡ ｉ ｓｏＰ ｌｕ ｓ 等试剂提取 Ｐｕ ｌ ｌＤｏｗｎ 下来的 ＲＮＡ（ 步骤 同 第二章 ） 。

（ ７ ） 根据预测的与 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ 互作 的 ｂｍｏ
－ｍ ｉＲ －３ ３ ９ １

－

５ｐ 序列设 计反转录

引 物 （
ＲＴ－

ｐ ｒ ｉｍ ｅｒ
）

（ 下划线处为通用 落环结构 ） ， 和 ＰＣＲ 引 物序列如 下 （ 表 ３
－４ ） ：

表３
－４ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ

＿

５ ６５ ５ －ｍ ｉＲＮＡ的ＰＣＲ引 物

Ｔａｂ ｌ ｅ３
－４ＰＣＲ

ｐ
ｒ ｉｍｅｒｆｏ ｒ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ

＿

５ ６ ５ ５
－ｍ ｉＲＮＡ

ｍ ｉ ＲＮ Ａ ＲＴ－

ｐ
ｒ ｉ ｍｅｒ Ｆｏ ｒｗ ａｒｄ

ｐ
ｒ ｉｍ ｅ ｒＲ ｅｖｅ ｒｓ ｅ

ｐ
ｒ ｉｍ ｅｒ

ｂｍｏ
－ ｍ ｉ Ｒ －

３ ３ ９ １

－

￣￣

ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ

￣￣

ＧＡＧＧＴＣＧＴＧＧＴＡＴＴ

￣

ＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧ

５ ｐＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＣＣＡＴＧＡＡＧＴＣＧＴＡＣＣ ＴＡＴＴＣ

将提取的 ＲＮＡ 进行反转录 ， 步骤同第二章 ， 其 中 使用 ｍ ｉＲＮＡ －ＲＴ 引 物代替随

机 引 物 。

（ ８ ） 使用设计的 ｍ ｉＲＮＡ 上下游 引 物 ， 以上述反转录产物为模板进行 ＰＣＲ ，

胶 回收 目 的条带并连接 Ｔ 载体进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序验证 （ 测序 比对见附录七 ） 。

２ ． ３ ． １ ０ 抽提质粒

５ ３
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

Ｂ ｎｉＣ ＰＶ 感染对家蚕 ｃ ｉ ｒ ｃＲＮＡ ｓ 表达的影响及 Ｃ ｉ ｒ ｅＲＮＡ
＿＿

５ ６５ ５ 的功能

质粒 ＤＮＡ 的快速抽提按 以下流程进行 。

＂

＾取 ３吐克隆菌液 ， 接种于 ３ｍＬ含抗生素的ＬＢ液体培养基 中 ，
３ 床过夜

 ｉ

将上述菌液 １ ． ５ｍＬ每管倒入灭菌的ＥＰ管 中

’
，

４
°

Ｃ１ ２０００ｒｐｍｉ＾ 

心  ｌｍｉｎ

弃上清 ， 加入２５０
｝
ｉＬ ８ｒｆｅｆＳ ｉ溶液 （ 已加 ＲＮ ａｓｅ Ａ ） ， 吹打悬浮

力 １ １入２ ５ ０
｜

ｘＬ ＢｕｆｆｅｆＳ ２箱液 ， 温和缓慢上下翻转 ４
－献 ， 充分裂解成透亮溶液

 ＾

加入 ３ ５ 〇 ｍＬＢｕｆｆｅｒＳ３溶液 ， 混和缓慢上下翻转 ６
－盼义 ， 至出现 白色沆淀

４
Ｓ
Ｃ１ ２ ０００ｒｐ

ｍ尚心 
ｉ Ｏｍ ｉ ｉｉ

 ｊ

取上清转移至ＤＮＡ制备管 （ 置于 ２ｍＬ离心管 ） ， 室温静置 ２ｍｉｎ

４ 

ａ

Ｃ１ ２０００ｒｐｍ离心 
１

ｍｉｎ ， 弃滤液

加入 ５ ００ｐＬＢｕｆｆｅｒＷ １溶液 ， ＰＣ１ ２０００ｒｐｍ尚心 
Ｉｍｉａ

弃滤液

加入 ７ ０（＾Ｌ ＢｔｆｅｒＷ２溶液 （ 已加指定体积乙醇 ） ， ４
ｓ

Ｃ １ ２０００ｒｐｍ离心

Ｊ弃滤液

加入７ （％Ｌ ＢｔｆｅＷ ２箱液 （ 已加指定体积乙醇 ） ，

■

ｉｍ ＯＯＯｒｐｍ离心 Ｉｍｉｎ

＾弃滤液 ， 再次 ４
Ｓ

Ｃ １ ２ ０００ｒｐｎ满心 Ｉｍｉ ｎ

将ＤＮＡ制备管置干诘诤的 １ ． ５ｍＬ离心管中 ， 往膜 中央加入６０
｜

ｘＬ预热的去离子水

 ｉ

室溫静置 〗ｍ ｉｎ ， 再４
°

＜：１ ２００ ０１ｐｍ离心 Ｉｍｉｎ ， 洗脱质粒

２ ． ３ ． １ １ 双酶切

按照如 下 ２ ０
｜

ｉ Ｌ 反应体系反应 ：

质粒样品 ５
｜

＿ｉ Ｌ

ｌ 〇 ｘＢ ｕ ｆｆｅ ｒ ２
ｐ
Ｌ

限制性核酸 内 切酶 １ ｌ

＾
Ｌ

限制性核酸 内 切酶 ２ Ｉ ＾ Ｌ

ｄｄＨ
２
０ ｌ ｌ

＾
Ｌ

将上述液体混匀 ， ３ ７

°

Ｃ快酶酶切 ３ ０ｍ ｉ ｎ 或者 ３ ７

°

Ｃ慢酶酶切 ２ ｈ ３ ０ｍ ｉ ｎ 。 再将产

物经过琼脂糖凝胶 电泳分离 ， 胶 回收 目 的条带 ， 连接转化 ， 挑斑摇菌 ， 抽提质粒 ，

再次双酶切 、 凝胶 电泳鉴定 。

５４



ＢｍＣＰＶ 感染对家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 表达的影响及 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ 的功能


第三聿

２ ． ３ ． １ ２
ｐ

ＩＺＴ－ＬｃＲ及
ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ －

５ ６５ ５成环载体转染

（ １ ） 将 ｌ
－２ ｘ ｌ 〇

５

个 ＢｍＮ 细胞平铺于六孔板 内 ， 待细胞密度至 ７０％ －

８ ０％且生

长状态 良好时进行瞬时转染 。

（ ２ ） 不 同剂量的质粒 （
１呢 、 ２阳、 ３呢）分别用无血清 昆虫培养基补足到 ｌ ＯＯｐＬ ，

２ ｐＬ 脂质体与 ９ ８
｜

ａＬ 无血清培养基混合 ， 将上述液体混合并静置 ３ ０ｍ ｉｎ 。

（ ３ ） 将 ２００ｐＬ 混合液滴加至六孔板 ， 用无血清培养基补足至 ｌ ｍＬ ，

“

８

”

字混

匀后于 ２６

°

Ｃ细胞培养箱饥饿 ４ －

６ｈ ， 再更换含血清培养基继续培养 ４ ８ｈ 后收集细胞 。

２ ． ３ ． １ ３ｃ ｉ ｒｃＲＭＡ
一

５ ６ ５ ５ 对宿主免疫 、 凋 亡相关基因表达 的影响

根据家蚕免疫和凋亡相关通路的基因序列 设计定量 ＰＣＲ 引 物 ， 选择在病毒感

染情况下仍表达稳定 的 家蚕翻译起始 因子 Ｔ ＩＦ －４Ａ 作为 内 参
［
３ ４

］

， 各 引 物序列 如表 ３
－

５

所示 。

表 ３
－

５ 荧光定量 ＰＣＲ 引 物序 列

Ｔａｂ ｌ ｅ３
－

５Ｐ ｒ ｉｍｅｒｓｆｏ ｒＲｅａ ｌ
－

ｔ ｉｍｅＰＣＲ

目 的 Ｓ因 卜 ．游 引 物 （ ５

‘

－

３

＇

） 下游 引 物 （ ５

＇

－

３

’

）

ＢｍＳｕｎｎ ｖ ｉｎ
－

ｌ （
ＸＭ０ １ ２ ６ ８ ８ ６７ ９ ． ２ ）ＧＧＡＧ ＡＣＧ ＡＣＧＧＧＴＣＧＣＣＡＣＴＣＣＧＧＣＴＣＧＴＴＧＡＡＧＴＡＣＧＧＣＴＣ

ＢｍＰ５３
 （
ＫＣ２４ ３ １ ４ ７ ． １

）ＧＡＧＴＣＧＡＧＡＧＡＴＧＣＡＴＣＣＡＧＣＣＣＧＣＡＧＴＡＣＴＧＣＡＣＧＴＣＧＴＴＧ

ｆｉ ／ｗ ／ ｌｐｒｔ （
ＸＭ ０ ２ １ ３ ５ ３ ５ ８ ０ ． １

）ＴＣＧＡＧＡＧＴＧＣＡＧＧＣＧＴＧＣＴＣＧＣＧＴＡＴＧＡＣＧＴＡＣＧＴＧＡＴＧＴＴＣ

（
ＮＭ ００ １ １ １ ４ ５ ９４ ． １

）ＣＡＧＧ ＡＴＴＣＧＣＣＴＣＡＣＡＧＴＣＡＣＣＡＧＴＴＣＧＧＧＡＴＧＣＴＴＣＣＴＣＧＡＴ

ｆｉｍ ．Ｓｒ，４ ｒ
（
ＮＭ ００ １ Ｉ ６ ３ ９ １ ６ ． １

）ＧＡＧＣＧＴＴＡＴＧＧＡＣＧＡＧＡＡＧＣＣＣＴＧＧＴＴＧＣＣＧＴＧＧＡＣＴＡＴＧ

ＴＩＦ－

４Ａ
 （
Ｘ Ｒ

＿

０ ０２４ ３ １ ２ ８ ３ ． Ｉ

）ＧＡＡＴＧＧＡＣＣＣＴＧＧＧＡＣＡＣＴＴＣＴＧＡＣＴＧＧＧＣＴＴＧＡＧＣＧＡＴＡ

２ ． ３ ． １ ４ＢｍＣ ＰＶ 病毒感染对 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 表达模式的影响及 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 对其亲本基

因表达的调控

为研究家蚕 ｄ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ 在不 同组织 、 不 同 发育阶段的表达模式和 ＢｍＣＰＶ

感染不 同时相表达水平的变化 ， 我们设计特异性 引 物进行实时定量 ＰＣＲ 验证 。 并

设计 了ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 的亲本基因 欠Ｍ ７Ｊ
（
ＬＯＣ １ ０ １ ７４２９５０

）定量 ＰＣＲ 引 物 ， 验证

过表达 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 对其表达调控的影响 ， 所涉及 引 物如表 ３
－

６ 所示 。

５ ５
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

ＢｍＣＰＶ 感染对家蚕 ｄｒｃＲＮＡｓ 表达的影响及 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５６５５ 的功能

表 ３
－

６
ｑＰＣＲ 验证所用 引 物序列

Ｔａｂ ｌｅ３
－

６Ｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒ
ｑＰＣＲ

引 物名称上游 引物序列 （５

＇

ｔｏ３
’

）下游 引物序列 （
５

＿

ｔ〇 ３
’

）

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ＧＣＣＡＡＡＣＧＣＧＡＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＴＣＧＣＡＣＧＣＴＧＴＴＴＣＧＣＣＧＧ

ＢｍＨＫＭＴｓ ＴＴＧＣＡＣＧＣＣＧＧＡＣＡＧＡＧＣＣＴＣＣＴＧＣＡＧＣＴＣＣＡＧＧＴＡＧＡＧＣ

Ｔ ＩＦ
－４Ａ ＧＡＡＴＧＧＡＣＣＣＴＧＧＧＡＣＡＣＴＴＣＴＧＡＣＴＧＧＧＣＴＴＧＡＧＣＧＡＴＡ

２ ． ３ ． １ ５ｃｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 对 ＢｍＣＰＶ 增殖复制的影响

为研究家蚕 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 与 ＢｍＣＰＶ 的互作 ， 设计了ＢｍＣＰＶＳ Ｉ 片段和

ＢｍＣＰＶ Ｓ７ 片段的特异性定量 引 物 （ 表 ３
－７ ） ， 调查过表达 ｃ ｉｒｃＲＮＡ

＿

５ ６５ ５ 对病毒增

殖复制 的影响 。

表 ３
－７ 评估 ＢｍＣＰＶ 增殖的定量 引 物

Ｔａｂ ｌｅ３
－

７
ｑＰＣＲ Ｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏ ｆ ＢｍＣＰＶ ｒｅｐ ｌ ｉｃａｔ ｉｏｎ

Ｈ 的基因 （ ＧｅｎｅＢ ａｎｋ 登录号 ）上游 引 物序列 （
５

’

ｔｏ ３
ｉ

）下游 引 物序列 （
５

’

ｔｏ ３
’

）

ＢｍＣＰＶＳ １
（
ＧＵ ３ ２ ３ ６ ０ ５ ． １

）ＧＧＴＣＴＣＧＡＣＧＴＧＡＡＴＡＣＣＧＡＴＣＧＴＣＴＧＣＴＴＣＡＣＴＡＧＣＡＣＧ

ＢｍＣＰＶＳ ７
（
ＧＱ １ ５ ０ ５ ３ ８ ． １

）ＣＡＯＧＣＡＧＡＡＣＣＧＣＡＡＣＴＡＴＣＧＧＴＧＡＴＧＣＴＣＧＴＴＣＧＴＧＧＴＧＴ

ＴＩＦ－

４ＡＧＡＡＴＧＧＡＣＣＣＴＧＧＧＡＣＡＣＴＴＣＴＧＡＣＴＧＧＧＣＴＴＧＡＧＣＧＡＴＡ

２ ． ３ ． １ ６ｃ ｉｒｃＲＮＡ－

ｐ
ｒｏｔｅ ｉｎ

ｐｕｌ ｌｄｏｗｎ

（ １ ） 生物素标记的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 的体外制备 （ 步骤同前 ） 。

（ ２ ） １ 卟８ ３ 清洗细胞 （
２ ＼

１ 〇
５

）两遍 ， 弃尽液体 ， 加入 ５〇〇此 １＾匕 ８ １１１＾ 、 ５０

ＰＭＳＦ 及 ５ ｐＬ 磷酸酶抑制剂 。使用细胞刮子收集细胞于 ＲＮａｓｅ
－

ｆｒｅｅ 管中 ， 置于 ＤＮＡ

混合仪上 ４
°

Ｃ裂解 ２ｈ ， 再 ４

°

Ｃ ｌ ２０００ｒｐｍ 离心 ｌ Ｏｍｉｎ ， 留存蛋 白上清 。

（ ３ ） 生物素标记的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 与链霉亲和素磁珠相结合 ：

① 吸取 ５０卟 磁珠于 ＲＮａｓ ｅ
－ｆｒｅｅ 管中 ， 放置于磁柱上 ， 待沉淀吸附于管壁上 ，

弃上清 。

② 添加 １ ０〇ｎＬ ２０ｍＭ Ｔｒｉ ｓ
－ＨＣ ｌ

（ｐＨ７ ． ５
）
混匀磁珠 ， 再置于磁柱上弃上清 （按此

步骤清洗磁珠两次 ） 。

③ 加入 ５ ０
（

ｊＬｌ
ｘＲＮＡＣ ａｐ

ｔｕｒｅＢ ｕｆｆｅｒ 混勾重悬磁珠 ， 再添加
一

定体积的生物

素标记的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ（每 ５０卩Ｌ 磁珠加入 ５０－

１ ００ｐｍｏ ｌｃ ｉｒｃＲＮＡ ） ， 置于 ＤＮＡ 混合仪上

超慢速室温孵育 １ ５
－

３ ０ｍｉｎ 。

（ ４ ） 生物素标记的 ｃｉｒｃＲＮＡ 与 ＲＢＰｓ 相结合 ：

５ ６
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① 将上述磁珠放置于磁柱上 ， 待沉淀吸附于管壁上 ， 弃上清 。

② 吸取 １ ００ｐＬ ２０ｍＭ Ｔｒｉｓ
－ＨＣ ｌ

（ｐ
Ｈ ７ ． ５

）
混匀磁珠 ， 再置于磁柱上弃上清 （ 按此

步骤清洗磁珠两次 ） 。

③ 将 丨 〇 ｘＰｒｏ ｔｅ ｉｎ－ＲＮＡＢ ｉｎｄ ｉｎｇＢｕｆｆｅｒ用ＲＮ ａｓｅ
－

ｆｒｅｅＷａｔｅｒ稀释至 ｌ
ｘ

， 加入

ｌ ＯＯ
ｆ

ｉＬ 此 丨
ｘＢｕ ｆｆｅ ｒ 重悬磁珠 ， 置于磁柱上弃上清 。

④ 加入如 下 ｌ ＯＯ＾
Ｌ 反应体系 ：

ｌ 〇 ｘＰ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ
－ＲＮＡ Ｂ ｉｎｄ ｉｎｇ

Ｂｕ ｆｆｅｒ １ ０
（

ｉＬ

Ｇ ｌｙｃｅ ｒｏ ｌ ，５ ０％ｍ ３ ０＾Ｌ

蛋 白 （浓度＞２ｍｇ／ｍＬ
） ４０

＾
ｉＬ

使用 ＲＮ ａｓｅ
－

ｆｒｅｅ Ｗａ ｔｅｒ 补足到 １ ００
｜

ｉＬ ， 混勾后加入到磁珠 中 ， 于 ＤＮＡ 混合仪

上超慢速 ４

°

Ｃ 孵育 ３ ０
－

６０ｍ ｉｎ 。

（ ５ ） 洗脱ＲＢＰ ｓ ：

① 将磁珠置于磁柱上弃 ｈ清 ， 加入 １ ００
｜

＿ｉＬ ｌ
ｘＷａ ｓ ｈＢ ｕｆｆｅ ｒ 重悬磁珠 ， 于磁柱

上弃上清 （ 按此步骤清洗磁珠三次 ） 。

② 加入 ５ ０
｜

ａＬＢ ｉｏ ｔ ｉｎＥ ｌｕ ｔ ｉ ｏｎＢｕｆｆｅｒ 重悬磁珠 ， 于 ＤＮＡ 混合仪上超慢速 ３ ７

°

Ｃ

轉 育 丨 ５
－

３ ０ｍ ｉｎ 。

③ 置于磁柱上取上清于 ＲＮ ａ ｓｅ
－

ｆｒｅｅ 管 中 ， 再加入等体积蛋 白 上样缓冲液于

Ｉ ００

°

Ｃ
煮沸５ｍ ｉｎ 。

（ ６ ）ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 凝胶 电泳 （ 步骤 同前 ） 。

２ ． ３ ． １ ７ 银染与质 谱鉴定

（ １ ） 固 定 ： 将上述 电泳后凝胶浸没于 固定液 中 ， 摇床孵育大 丁
－

３ ０ｍ ｉｎ 。

（ ２ ） 敏化 ： 宑固 定液 ， 将凝胶浸没于敏化液 中 ， 摇床孵育 ３ ０ｍ ｉｎ 。

（ ３ ） 漂洗 ： 弃敏化液 ， 用 去离子水浸没清洗凝胶 ， 洗三遍每遍 ５ｍ ｉｎ 。

（ ４ ） 染色 ： 加入
一

定体积的硝酸银溶液浸没凝胶 ， 避光摇床染色 ３ｍ ｉｎ 。

（ ５ ） 漂洗 ： 弃染色液 ， 用 去离子水浸没清洗凝胶 ， 洗两遍每遍 ５ｍ ｉｎ 。

（ ６ ） 显色 ： 加入
一

定体积的显色液浸没凝胶 ， 时刻观察颜色变化 ， 待 出现清

晰蛋 白 条带时 ， 立即取出凝胶 。

（ ７ ） 终止 ： 加入
一

定体积的终止液浸没凝胶 ， 摇床孵育 ｌ Ｏｍ ｉｎ 。

（ ８ ） 漂洗 ： 弃终止液 ， 用 去离子水浸没清洗凝胶 ， 洗三遍每遍 ５ｍ ｉｎ 。

５ ７
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（ ９ ） 质谱鉴定 ： 于 明亮灯光下割取差异条带 ， 并将这些差异条带送到上海 中

科新生命生物科技有限公司进行质谱鉴定 。

３ 结果与分析

３ ． １ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６５ ５的
一般特性

由家蚕 Ｃ ｉ ｒｃ Ｓ ｅｑ 结果可知 ， ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ 是 由 与经典 ＧＴ ／ＡＧ 剪接相结合的反

向剪接形成的 多 外显子 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ， 相 比于正常对照 ， 在 ＢｍＣ ＰＶ 感染的 中肠 中其表

达水平显著上调 ７ ００ 多倍 。

家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 的全长序列 为 ５ ６ ３ ｂｐ ， 其亲本基因为家蚕组蛋 白 －赖氨酸

Ｎ － 甲 基 转 移 酶 （
５ｏ ／ ７ ；６

＿

ｖ．ｖｍｏｒ ｉｈ ｉ ｓ ｔｏｎｅ －

ｌ

ｙｓ ｉ ｎ ｅＮ －ｍｅ ｔｈｙ ｌ ｔ ｒａｎ ｓ ｆｅ ｒａｓｅｅｇｇ ｌｅ ｓ ｓ ，

ＬＯＣ １ ０ １ ７４ ２ ９ ５ ０
）

， 简 称 为 ５ ／？／／尺ＭＫ 基 因 。 利 用 ＮＣＢ Ｉ 上 Ｓ ｐ
ｌ ｉｇｎ 在 线 软 件

（ ｈ ｔ ｔｐ ｓ ： ／／ｗｗｗ ． ｎｃｂ ｉ ． ｎ ｌｍ ． ｎ ｉｈ ． ｇｏｖ ／ｓｕ ｔ ｉ ｌ ｓ ／ ｓｐ
ｌ ｉ

ｇｎ／ｓｐ
ｌ ｉｇｎ ． ｃｇ ｉ ？ ｔｅｘ ｔ

ｐ ａｇｅ
＝

ｏｎ ｌ ｉ ｎｅ＆ ｌ ｅｖｅ ｌ

＝

ｆｏｎｒｉ ）

分析 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ 的形成方式 ， 可知 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 是 由其来源基因上第 ９ 位到

第 １ ３ 位的五个外显子环化而成 （ 见图 ３
－

３ ） 。

？
ｚ

， 、
、

＇
、

ｚ
、

、

、








１２３９１ ０１ １１ ２１ ３

 ［＿

图３
－

３ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５的组成

Ｆ ｉ

ｇ
３

－

３Ｔｈｅｃｏｍｐ
ｏ ｓ ｉ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ

＿

５ ６ ５ ５

使用 发散性 引 物来验证试验样 品 的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ ， 并通过 Ｓ ａｎｇｅｒ 测序验证 （ 图

３
－４ ） ， 实验证 明测序结果与预测结果

一

致 。

５ ８
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／Ｍｌ１
－

７／

ＡＡＴＡＡＴＴＧＣＣＧＧＣＧＡＡＡＣＡＧＣＧＴＧ

１ ５ ０ １ ６ ０ １ ７ ０

￣̄

ＡＴＡＴＴＧＣＣＧＧＣＧＡＡＣＡＧＣＧＴＧ

ｊｐ

ｒ ｉ

 ｊ ｜

ｐ｜１

＂＂

１
，

「

＿

１

ｆ

、

｜

丨 ｜

ｆ Ｉ

Ｊ

＇
＂

 ｒ １
̄

ｉ Ｉ Ｉ

Ｉ



 ／ １／ ＼ －ｌｖ１＞， ，
』」 ；

，
么 丄 －

ｉ／＇ ／＼ Ｌｋ Ｌ】 ｉ】ａ

图 ３
－４Ｓ ａｎｇ ｅ ｒ 测序验证 ｃ ｉ ｒｃＲＮ ＡＪ ６ ５ ５ 表达

Ｆ ｉｇ
３

－４Ｖａ ｌ ｉｄ ａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ｅｘｐ ｒｅｓ ｓ ｉｏｎｂｙ
Ｓ ａｎｇｅｒｓ ｅｑｕｅｎｃ ｉ ｎｇ

３ ． ２ ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ ５ ６ ５ ５６勺表达模式及对 ＢｍＣ ＰＶ 的 感 染应 答

荧光定量 ＰＣ Ｒ 检测 ｃ ｉ ｒｃ ＲＮ Ａ ５ ６ ５ ５＋ Ｍ 发 育 阶段 的 家蚕 屮 肠 屮 的 相 对 炎达

丰度 ， 结釆显示 ， 家企 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ 在 ５ 龄 ３ 天 屮肠 屮 的 相对表达丰度谅 高 ， 与

在 ３ 龄第 ３ 天 中肠 屮 的 表达水平相 比上调 了２ １ 倍 （ 阁 ３
－

５ ） 。

４０
－

ｉ

ｃ

３０
－

－

Ｔ
－

Ｉ２？ －－

ｒ１
１

ｊＩ
、？、？

＾ ｖ／＾，
、
０

＞
°

＾^

图 ３
－

５ 不 同 发育 阶段家蚕 中 肠 中 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ 的相对表达丰度

Ｆ ｉ

ｇ
３

－

５Ｔｈ ｅｒｅ ｌ ａ ｔ ｉ ｖｅａｂｕｎｄ ａｎｃ ｅｏ ｆ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ５ ６ ５ ５ ｉ ｎｍ ｉ ｄｇｕ ｔ ｉ ｎｄ ｉ ｖｅ ｒｓｅｄ ｅｖ ｅ ｌ ｏ
ｐ
ｍ ｅｎ ｔ ａ ｌ

ｓ ｔａｇｅ

５ ９
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取五龄 ３ 天家蚕 的性腺 、 丝腺 、 马 氏管 、 头 、 脂肪体 、 中肠 、 蚕血和表皮 ，

提取 ＲＮＡ 后 ， 荧光定量 ＰＣＲ 检测 ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ ５ ６ ５ ５ 的相对表达丰度 。 结果显示 ，

ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ
＿

５ ６ ５ ５ 在头部相对表达丰度最高 ， 其次是马 氏管 ， 在皮肤 中表达量最低 （ 图

３
－

６ ） 。

８０
－

．

Ｉ６０
－Ｔ

给

Ｑ ．

ｘ４０
－

■■

：卜
ｉｉ ｔ
＾

Ｉ中 Ｉ



ｒ
̄

图 ３
－６ 家蚕五龄三天 不 同 组织 中 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６５ ５ 的相对表达丰度

Ｆ ｉｇ
３

－

６Ｔｈ ｅｒｅ ｌ ａ ｔ ｉｖ ｅａ ｂ ｕｎｄ ａｎｃｅｏ ｆ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ ｉ ｎｄ ｉ ｖｅ ｒｓ ｅｔ ｉ ｓ ｓｕｅ ｓ ｉ ｎ３

， ｄ

ｄａｙ
ｏ ｆ ５ ｔ ｈ

ｉ ｎ ｓ ｔａ ｒ

三龄起蚕感染 ＢｍＣ ＰＶ ， 取感染后不 同时相 （ １
－

１ ２ 天 ） 的 中肠及对应的 正常中

肠 ， 提取总 ＲＮＡ ， 并用 随机 引 物反转录成 ｃＤＮＡ ， 通过 ＲＴ－

ｑＰＣＲ 检测 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５

表达量的变化情况 。 其 中第
一

天为三龄起蚕 ， 第五天 四龄蚕眠起 ， 第十天五龄蚕

眠起 。 结果显示 （ 图 ３
－

７ ） ， 三龄起蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 的表达水平很高 ， 尔后逐渐下

降 ， 至 四 龄 蚕眠 起时 又 开 始 升 高 ， 随 后 呈现 下 降趋 势 ， 五龄三天家 蚕 中 肠 中

ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 的 表 达 水 平 最 高 。 相 比 于 正 常 中 肠 对 照 ， ＢｍＣ ＰＶ 感 染 后

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ 的表达水平均呈现出 显著上调 ， 说 明 ＢｍＣ ＰＶ 感染能够驱使家蚕

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 的表达水平应激上调 。

６ ０
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ｇ
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■ＩＢｍＣ ＰＶ ｉ ｎ ｆｅｃ ｔｅｄｍ ｉ ｄ ｇ ｕ ｔ

ｃ３０
－

０

０）

Ｑ ．

Ｓ２〇
－

１

〇
－Ｊ＾０＾Ａ＊Ａ＊胡 －

、１、 ｔ？＜
３ ＜〇Ａ ＜

ｂＡ、
〇、

、＜Ｖｔ／ｄ

３ ｒｄ ｉ
ｎｓ ｔａ ｒ４ ｔｈ ｉ ｎｓ ｔａ ｒ５ ｔｈ ｉ ｎｓ ｔａ ｒ

图 ３
－ ７ 中 肠 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ

＿

５ ６ ５ ５ 表达对 ＢｍＣ ＰＶ 的感染应 答

Ｆ ｉ

ｇ
３

－

７Ｒｅ ｓｐｏ ｎ ｓｅｏ ｆ ｅｘｐ ｒｅｓ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ ｉ ｎｍ ｉ ｄｇｕ ｔｔｏＢｍＣ ＰＶ ｉ ｎ ｆｅｃ ｔ ｉ ｏｎ

３ ． ３ 体 外转录法构 建 ｃ ｉ ｒｃ ＲＮ Ａ ｓ 及 ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ ５ ６ ５ ５ 表达载体的 构 建

疗先 利川 ＰＣＲ 诀得带心 Ｔ ７动 ｒ序 列 的 家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ ５ ６ ５ ５ 及 ｃ ｉ ｒｃ ＲＮ ＡＧ Ｆ Ｐ

（ 对照 ） 的线性 ＤＮＡ ， 以胶冋收 ＰＣＲ 产物 （ 见图 ３
－

８ ） 作为模板 ， 使用 Ｔ ７ＲＮＡ

聚合酶体外转录成 ＲＮＡ ，ＤＮ ａｓｅ ｌ 消化去除质粒 ＤＮＡ 后 ， 在 ＲＮＡ 连接酶的作 用

卜环化成 ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ ， 通过 ＲＮ ａ ｓｅ Ｒ 酶消化 ２ ：

？

除线性 ＲＮ Ａ 后 ， 茯 ｃ ｉ ｒｃ ＲＮＡ 。 为 了 确

ｉ人按 设 丨
丨

？

要求成功制 ＆
？

／ｃ ｉ ｒｃ ＲＮ Ａ ， 通过发 敗 引 物 ＰＣ Ｒ 扩 Ｊｆｌ
ｊ
ｕ ｎｃ ｔ ｉ ｏｎｓ ｉ ｔ ｅ ， 然 丨 Ｉ Ｉ

？

克

降进 丁－我 体进 彳 ／ ８ ３ １屯 ０ 「 测序 ， 结 果 显不 ， （； 丨 １

－

１； １＾ 八 的
」
１１ １１ （： １ 丨 〇 １１ ５如

１

：；

＇

观论序 列 ）匕 令

－

致 （测序结果见附录七 ） ， 说明通过体外转录法成功构建 了ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 。

６ １
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一
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ｐ
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Ｈ
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７ ５ ０Ｉｉ
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ＥＢＨ
２ ５０ ２ ５ ０ｒ

１ ００ １ ０ ０

图 ３
－

８ 带有 Ｔ７ 启动子序 列 的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ
（
Ｔ７

－

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
）线性分子 的 制 备

Ｍ ：ＤＮＡ ｍａ ｒｋｅｒ
； １ ：Ｔ ７

－

ｃ ｉ ｒｃＧ Ｆ Ｐ ＰＣＲ产物 ；
２ ：Ｔ７ －

ｃ ｉ ｒｃ ５ ６ ５ ５ＰＣＲ产物

Ｆ ｉ ｇ
３

－

８Ｌ ｉｎｅａｒｍ ｏ ｌ ｅｃｕ ｌ ｅ ｓｏ ｆ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ
（
Ｔ７

－

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
）
ｗ ｉ ｔｈＴ７

ｐ ｒｏｍ ｏ ｔ ｅｒｓｅｑ
ｕ ｅｎｃ ｅ

Ｍ ：ＤＮＡ ｍ ａ ｒｋ ｅｒ
； １ ：ＰＣＲ

ｐ ｒｏｄｕｃ ｔｏ ｆ Ｔ７
－

ｃ ｉ ｒｃＧＦＰ
；２ ：ＰＣＲ

ｐ ｒｏ ｄｕ ｃ ｔｏ ｆ Ｔ７ －

ｃ ｉ ｒｃ ５ ６ ５ ５

已有研究表 明 果蝇 ／ａｃｃｍｄ 基因 的侧翼 内 含子序列能够在果蝇和人体细胞中

有效驱动 多 种 外 显 子 的环化
［
３ ５

］

。 根据此 研 究结果 ， 我 们 设计 了 家蚕细 胞 内 的

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 的表达载体 ｐ
ＩＺＴ－Ｌ ｃＲ 及 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ 表达载体 ｐ

ＩＺＴ－ＬｃＲ －

５ ６５ ５ 的构建方

案 （ 图 ３
－９ ）

， 由 苏州泓迅生物技术有限公司 完成构建 （ 构建方案见附录三 ） 。

将不 同剂量的体 内 成环载体 ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ －

５ ６ ５ ５ 转染进 ＢｍＮ 细胞 ， ４８ ｈ 后收集细

胞 ， 并通过 ＲＴ－

ｑＰＣＲ 检测细胞中 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 的表达水平 。 结果如 图 ３
－

１ ０ 所示 ，

不 同 剂量 （
１ 吨 、 ２叫 、 ３阳 ）的 ｐ ＩＺＴ－ ＬｃＲ －

５ ６ ５ ５ 载体均能在 ＢｍＮ 细胞 中成功表达出

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ ， 且相 比于对照 （ 转染相应剂量的 ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ 载体 ） ， ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５

的表达水平呈现 出 剂量依赖性显著上调 ， 并当转染最高剂量 ３ ＾ｇ 时 ， ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ
＿

５ ６５ ５

的表达水平上调 了１ ６００ 倍左右 。 再将此 ｑ
ＰＣＲ 产物胶 回 收后 ， 克隆进 Ｔ 载体进行

Ｓ ａｎｇｅ ｒ 测序验证 ， 结果显示所测序列 与 ｄｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 接头序列 完全匹配 ， 说明

ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ －

５ ６ ５ ５ 载体确实能在 ＢｍＮ 细胞 内有效驱动 ＲＮＡ 环化 （ 测序结果见附录

七 ） 。

６ ２
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图 ３
－９ ｃ ｉ ｒｃ ＲＮ Ａ －

５ ６ ５ ５ 表达栽体 ｐ
ｌＺＴ－ ＬｃＲ －
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图 ３
－

１ ０
卩
７丁－

１＾ １１
－

５ ６ ５ ５在 １３ 丨 １心 细胞 中 表达 （：＾＿八 ５ ６ ５ ５ （

＊ ＊ ＊

尸
＜０ ． ００ １ ，

＊ ＊

／
７
＜０ ． ０ １ ）
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Ｆ ｉｇ
３

－

１ ０
ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ －

５ ６５ ５ｏｖｅｒｅｘｐ ｒｅ ｓｓ ｉｏｎｖｅｃ ｔｏ ｒｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓｅ ｓｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ｉｎＢｍＮｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

（

＊ ＊ ＊

＾
＜〇 ． 〇〇 ｌ ，＊ ＊

ｐ
＜〇 ． 〇 ｌ）

３ ． ４ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６５ ５ 对其 亲本基 因 表达的影响

有研究报道指 出 ， ｄ ｒ ｃＲＮＡ 可反馈调控其亲本基因线型转录本的表达 ［
３Ｗ ７

］

。 为

探讨 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ 对其亲本基因表达调控的影响 ， 我们用 ｌ ｍＬ 无血清培养基将

ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ 和 ｐ
ＩＺＴ－ＬｃＲ －

５ ６ ５ ５ 按不 同剂量 （
ｌ

ｊ

ａｇ
、 ２阳 、 ３呢 ）分别转染 ２ ｘ

１ ０
ｓ

个 ＢｍＮ 细

胞 ， ４ ８ ｈ 后收集细胞 ，

ｑ
ＰＣＲ 定量检测其亲本基因 的转录情况 。 结果如 图 ３

－

１ １ 所

示 ， 过表达 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ 后 ， 其亲本基因 的相对表达水平都呈现 出 显著下调 ， 且

当细胞中存在高水平的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 时 ， 其亲本基因 的表达量相 比于对照下调 了

３ 倍左右 ， 可见过表达 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ 对其亲 本基因 的转录起到 明 显 的抑制作用 。

１ ． ５
－

１

口ｐ ｌ ＺＴ－

ＬｃＲ

｜
＊ ＊ ＊ ＊

■ｐ ＩＺＴ－

Ｌｃ Ｒ－ ５６５５

ｓ ｉ〇
－

ｎｎｎ

！Ｔ

ｌ

〇

Ｉｉｉ
ｏ ．ｏ

－ １—１￣ —— ■——￣ｌ
Ｔ
？—

Ｍ９

图 ３
－

１ １ 过表达 ｃ ｉｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ 对其亲本基 因 表达的抑制 （

＊ ＊

ｐ
＜０ ． ０ １）

Ｆ ｉ

ｇ
３

－

１ １Ｒｅｇｕ ｌ ａ ｔ ｉｏｎｏ ｆ ｈｏ ｓ ｔ
ｇｅｎｅｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｂｙ

ｏｖｅｒｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉｎｇ
ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５

（

＊

Ｖ＜０ ． ０ １）

已知ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５亲本基因为５ｏｗ６
＿
ｙｘ ｗｏｒ ／ｈ ｉ ｓｔｏｎｅ－

ｌｙｓ ｉｎｅＮ －ｍｅ ｔｈｙ ｌ ｔｒａｎ ｓｆｅｒａｓｅ

ｅｇｇ ｌ ｅ ｓ ｓ
（
ＬＯＣ １ ０ １ ７４２ ９ ５ ０

）
， 这种组蛋 白 甲基转移酶能够特异性地使家蚕 卵巢 中组蛋

白 Ｈ ３ 的第 ９ 位赖氨酸发生三 甲 基化 ， 从而影响基 因组 中异染色质 的结构和
一

些生

长相关基因 的表达 ［

３ ８
］

。

不 同剂量 （
丨 吨 、 ２吨 、 ３吨 ）的 ｐ

ｌＺＴ－Ｌ ｃＲ 和 ｐ
ＩＺＴ－ＬｃＲ －

５ ６ ５ ５ 载体转染进 ２ ｘ
ｌ 〇

８

个

ＢｍＮ 细胞 ， ４ ８ ｈ 后提取细胞总 蛋 白 ， 用组蛋 白 Ｈ ３ Ｋ９ｍ ｅ３ 多克隆兔抗作为特异性
一

抗 ， Ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎＢ ｌ ｏ ｔ ｔ ｉｎｇ 检测家蚕组蛋 白 甲 基化程度 。 结果显示 ， 在 ＢｍＮ 细胞 系 中 可

以检测到 １ ５ｋＤ ａ 大小的 Ｈ３ 组蛋 白 第 ９ 个赖氨酸二基 甲基化
（
Ｈ ３Ｋ９ｍｅ３

）蛋 白 （ 图

６ ４
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Ｎ Ａ

＿

５ ６ ５ ５ 的功能 第三韋

３
－

１ ２Ａ ） ， 且 从 灰 度 扫描结 果 （ 图 ３
－

１ ２Ｂ ）Ｈ
ｊ

■

以 看 出 ， 转 染 ｌ

Ｍ ｇ
、 ２

ｐ ｇ
、 ３

ｎｇ 的

ｐ
ＩＺＴ－ＬｃＲ －

５ ６ ５ ５ 载体后 ， 细胞 中 Ｈ ３ Ｋ９ｍ ｅ ３ 蛋 白 的水 ｆ
？

显 著 ｋ调 ， 分 別 为对照 的 １

倍 、 １ ． ５ 倍及 ２ ． ０ 倍 。 表 明过表达 ｃ ｉ ｒ ｃ； ＲＮＡ ５ ６ ５ ５ 促进 丫饥蛋 白 Ｈ ３ Ｋ ９ 发牛
？

： 甲 基化 。

Ａ

，舞０^
１ ５ ｋＤ ａ

斯－

＿＿Ｈ ３Ｋ９ｍｅ ３

５ ５ｋＤ ａ痛＿＾ｍｍ
一

广
＿ａ

－Ｔｕｂｕ ｌ ｉ ｎ

Ｂ

＜

３，

１＇ ５
＇

…

□ｐ ｌ ＺＴ －

Ｌｃ Ｒ

ｇ２ ．〇
－＊ ＊Ｈｉｐ ｌ ＺＴ －

Ｌｃ Ｒ －

５６５５

丨
：：

ｎ ｌｎ ｌ

２ ｓ ＜

ｖ
－

ｂ

Ｍ Ｓ

图 ３
－

１ ２ 过表达 ｐ ＩＺＴ－ Ｌｃ Ｒ －

５ ６ ５ ５ 对组蛋 白 曱 基化的影响 （

＊ ＊

Ｖ＜０ ．
（ ） （ ） １ ，＊

＞＜０ ． ０ １ ）

Ａ ：Ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎＢ ｌ ｏ ｔ ｔ ｉ ｎｇ 检测 过表达 ｐ
ｌＺＴ－ ＬｃＲ －

５ ６ ５ ５ 对组蛋 白 甲 基化的 影响

（ ｐ
ＩＺＴ－ＬｃＲ －

１ 、

－

２ 、

－

３ 分别 为 转 染 １ 、 ２ 、 ３
卜

ｉ ｇ 的 ｐ ｌＺＴ－ Ｌ ｃＲ 我体 ４ ８ ｈ 后收细胞蛋 白 ，

ｐ
ＩＺＴ－ ＬｃＲ －

５ ６ ５ ５
－

丨 、

－

２ 、

－

３分别 为 转 染 丨 、 ２ 、 ３
（

ｉｇ的ｐ
ｌＺＴ－ Ｌ ｃ Ｒ －

５ ６ ５ ５载体４ ８ ｈ后收

细胞蛋 白 ， 组 蛋 白 甲 基化
一抗 为 Ｈ ３ Ｋ ９ｍ ｅ ３ 兔抗 ， 内 参

一抗 为 ａ －Ｔｕ ｂ ｕ ｌ ｍ 鼠抗 ，
二

抗分别 为 Ｈ Ｒ Ｐ 标记 山 羊抗兔 Ｉ

ｇ
ＣＪ 和 Ｈ Ｒ Ｐ 标记 山羊抗 鼠 Ｉ

ｇ
Ｃｉ ） ；Ｂ ：Ｗｅ ｓ ｔ ｅ ｒｎＢ ｌｏ ｔ ｔ ｉ ｎ ｇ

条带灰度扫描结 果

Ｆ ｉ

ｇ
３

－

１ ２Ｅ ｆＴｅｃ ｔｏ ｆ ｏｖｅ ｒｅ ｘ
ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｎ

ｇｐ
ｌＺＴ－ Ｌ ｃＲ －

５ ６ ５ ５ｏｎｈ ｉ ｓ ｔｏｎｅｍｃ ｔ ｈ ｙ ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎ （
＊ ＊ ＊

／
？＜０ ． ００ １ ，

＊ ＊

／
？
＜０ ． ０ １）

Ａ ：Ｅ ｆＴｅ ｃ ｔｏ ｆ ｏｖ ｅ ｒｅｘ
ｐ

ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｎｇｐ
ｌＺＴ－ Ｌ ｃ Ｒ －

５ ６ ５ ５ｏｎｈ ｉ ｓ ｔｏｎｅｍ ｅ ｔ ｈｙ ｌ ａ ｔ ｉｏ ｎｗ ｉ ｔ ｈＷｅ ｓ ｔ ｅ ｒｎ

ｂ ｌｏ ｔｔ ｉ ｎｇ
ｔｅｓ ｔ

（ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ －

ｌ 、

－

２ 、

－

３ ： ｃｅ ｌ ｌ ｓｔｒａｎ ｓｆｅｃ ｔｅｄｂｙ
１ 、 ２ 、 ３

｜

ｉ
ｇｐ

ｌＺＴ－ＬｃＲａｎｄｃｏ ｌ ｌ ｅｃ ｔｅｄ

ｐ ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎａ ｆｔ ｅ ｒ４ ８ ｈ ，

ｐ
ｌＺＴ－ Ｌ ｃ Ｒ －

５ ６ ５ ５
－

１ 、

－

２ 、
－

３ ： ｃｅ ｌ ｌ ｓ ｔ ｒａｎ ｓ ｆｅｃ ｔ ｅｄｂｙ １ 、 ２ 、 ３
ｐｇｐ

ｌＺＴ－ＬｃＲ －

５ ６ ５ ５

６ ５
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

ＢｍＣ ＰＶ 感染对家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 表达的影响及 ｃ ｉ ｒ ｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ 的功能

ａｎｄｃｏ ｌ ｌ ｅｃ ｔ ｅｄ
ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎａ ｆｔｅ ｒ４ ８ ｈ

，Ｈ ３Ｋ９ｍｅ３Ｒａｂｂ ｉ ｔＰｏ ｌ

ｙ
ｃ ｌｏｎａ ｌ Ａｎｔ ｉｂ ｏｄｙ

ａｎｄａ ｌ

ｐ
ｈａ

Ｔｕｂｕ ｌ ｉ ｎＭｏｕ ｓ ｅＭ ｃＡｂａ ｒｅ ｔｈｅ
ｐ ｒ ｉｍ ａｒ

ｙ
ａｎ ｔ ｉｂｏｄｙ ，ｔｈ ｅｓｅｃｏ ｎｄａｎｔ ｉｂｏｄｙ

ａ ｒｅＨＲＰ －

ｌ ａｂｅ ｌ ｅｄ

Ｇ ｏ ａ ｔＡｎ ｔ ｉ

－Ｒ ａｂｂ ｉ ｔＩ

ｇＧａｎｄＨＲ Ｐ －

ｌ ａｂｅ ｌ ｅｄＧ ｏ ａ ｔ Ａｎ ｔ ｉ

－

ｍｏｕ ｓｅＩ
ｇＧ） ；Ｂ ：Ｇ ｒａｙ ｓ ｃ ａ ｌ ｅｏ ｆ

Ｗｅｓ ｔ ｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ ｔ ｉ ｎｇ
ｉｍ ａｇｅ

３ ． ５ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 在 ＢｍＮ 细胞 中 的 定位及与 蛋 白 ＮＦ９ ０ 的共定位

文献报道外显子 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 主要定位于细胞质 中
［
３ ９

］

， 家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ 是 由 ５

个外显子环化而成 。 为 了 明 确其在细胞 中 的定位 ， 我们将体外转录并环化 的生物

素标记的 １ ５
ｐｍｏ ｌｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －

５ ６ ５ ５ 、 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －Ｇ ＦＰ 分别转染进 ＢｍＮ 细胞 ， ４ ８ ｈ 后收

集细胞进行免疫荧光实验 ， 然后在蔡 司 （
ＬＳＭ－

８ ００
）激光共聚焦显微镜下使用 相 同曝

光值观察与拍照 。 以 ＢｍＮ 细胞作 为空 白 对照 ， 结果如 图 ３
－

１ ３ 所示 ， ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －Ｇ ＦＰ

主要定位于细胞质 中 ， ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ 在核 、 质 中均有分布 。

ＤＡＰ ＩＣｙ３Ｍｅｒ
ｇ
ｅ

Ｂｍ Ｎ

ｃ ｉ ｒｃ ＲＮＡ －

一＇

… ：

：

，＼Ｉ
＇ —

Ｇ Ｆ Ｐ ；

厂
：

：£ ， ３ ３

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －

图 ３
－

１ ３ 免疫 荧光检测 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －

５ ６ ５ ５ 、 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ－Ｇ ＦＰ 在 ＢｍＮ 细胞 中 的 定位

Ｃｙ３ ： Ｃ ｙ
３ 标记的 生物素抗体 ；

ＤＡ Ｐ Ｉ ： 核 染料 ；
ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －

５ ６ ５ ５ 、 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －Ｇ ＦＰ ： 由 生

６ ６
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—

５ ６５ ５ 的功能 第三章

物素 ＮＴＰ ｓ 制 备的环状 ＲＮＡ 转染进 ＢｍＮ 细胞

Ｆ ｉ

ｇ
３

－

１ ３Ｉｍｍ ｕｎｏｆｌ ｕｏ ｒｅ ｓ ｃｅｎｃｅｄｅ ｔ ｅｃ ｔ ｉ ｏｎｔｈ ｅ ｌ ｏｃ ａ ｔ ｉ ｏｎｏｆ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －

５ ６ ５ ５ 、 ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ －Ｇ Ｆ Ｐ

ｉ ｎＢｍＮｃｅ ｌ ｌ ｓ

Ｃ ｙ３ ：Ｂ ｉ ｏ ｔ ｉｎｙ ｌ ａ ｔ ｅｄａｎ ｔ ｉ ｂｏｄｙ
ｌ ａｂ ｅ ｌ ｅｄｗ ｉ ｔｈＣ ｙ３ ；ＤＡ Ｐ Ｉ ：Ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ａ ｒｄ ｙｅ ；ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －

５ ６ ５ ５ 、

ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ －Ｇ Ｆ Ｐ ：ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ ｓ
ｐ ｒｅ

ｐ
ａ ｒｅｄｂｙ

ｂ ｉ ｏ ｔ ｉ ｎＮＴＰ ｓｔ ｒ ａｎ ｓ ｆｅｃ ｔ ｅｄ ｉ ｎ ｔｏＢｍＮｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

已有研究表 明 ， 在哺乳类细胞中 ＮＦ９０／Ｎ Ｆ １ １ ０ 蛋 白能够非序列依赖性地结合

ｃ ｉ ｒｃ ＲＮ Ａ ， 并在环状 ＲＮＡ 反 向 剪接调控和抗病毒感染上起到重要作用
［

１ ８
］

。 为 了研

究家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ 足 否能
１

ｊＮ Ｆ９０ 蛋 白 相 纟 介 以 发挥作 川 ， 分 别转染 １ ５
ｐ
ｍ ｏ ｌ 斗：物素

标记的线性化ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －

５ ６ ５ ５ 、 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －

５ ６ ５ ５和ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －Ｇ ＦＰｆＢｍＮ细胞 ， ４ ８ ｈ

后收集细胞用 家蚕 Ｎ Ｆ９０
（
ＸＰ

＿

０２ １ ２０ ３ １ ８ １
． １

）
鼠抗 （ 本实验室蒋梦生制备 ） 进行免疫

焚光实验 。 在蔡 司 （
ＬＳＭ－

８ ００
）激光共聚焦显微镜下观察环状 ＲＮＡ 和 Ｎ Ｆ９０ 蛋 白 的

共定位 ， 从图３
－

１ ４可见线性化ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －

５ ６ ５ ５ ，ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －Ｇ ＦＰ 、 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －

５ ６５ ５均能

４ＮＦ９０ 蛋 白 共定位 ， 说 明 家蚕 Ｎ Ｆ９０ 也能够非序列依赖性地结合 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 。

ＤＡ Ｐ ＩＣｙ３


Ｆ １ＴＣＭ ｅ ｒ
ｇ
ｅ

ｕ ｉ ｖ ＲＷ  Ｉ
＂

？． ３

；

； ９
；

 ｉ

５ ６”

ＨＢＨ

ｃｃｒｎａ ．

１ＢＨＨＩＨＩ

图３
－

１ ４共聚 焦观察 
ＢｍＮ细胞 中 线性化 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －

５ ６ ５ ５ 、 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －Ｇ ＦＰ 、 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －

５ ６５ ５

与 Ｎ Ｆ９０ 蛋 白 共定位

ＤＡ Ｐ １ ： 核 染枓 ；
Ｆ ＩＴＣ ： Ｆ ＩＴＣ 标记的 山 羊抗鼠 Ｉ ｇＧ ；Ｃ ｙ３ ： Ｃ

ｙ３ 标记的 生物素抗体

６ ７
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Ｆ ｉ ｇ
３

－

１ ４Ｃ ｏ ｌｏ ｃ ａ ｌ ｉ ｚａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ  ｌ ｉ ｎｅａ ｒＲＮＡ５ ６ ５ ５ ．ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －Ｇ Ｆ Ｐ ，ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ－

５ ６ ５ ５ｗ ｉ ｔｈＮ Ｆ９０

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉｎ ｉ ｎＢｍＮｃｅ ｌ ｌ ｓｂｙ

Ｉｍｍ ｕｎｏ ｆｌｕｏ ｒｅ ｓｃｅｎｃｅｔｅ ｓ ｔ ｓｗ ｉ ｔｈｃｏｎ ｆｏｃ ａ ｌｍ ｉ ｃ ｒｏ ｓ ｃｏｐｙ

ＤＡＰ Ｉ ：Ｎ ｕ ｃ ｌ ｅａｒｄｙｅ ；Ｆ ＩＴＣ ：Ｆ ＩＴＣ －

ｌ ａｂｅ ｌ ｅｄＧ ｏ ａ ｔ Ａｎｔ ｉ

－ｍｏｕ ｓｅＩｇＧ ；Ｃｙ３ ：Ｂ ｉ ｏ ｔ ｉｎｙ ｌ ａ ｔｅｄ

ａｎ ｔ ｉ ｂｏｄｙ
ｌ ａｂ ｅ ｌ ｅｄｗ ｉ ｔ ｈＣ ｙ３

３ ． ６ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ 竞争结合 ｍ ｉＲＮＡ 对下游靶基 因 的影响

环状 ＲＮＡ 广为人知 的功能是可 以起到 ｍ ｉ ｃ ｒｏＲＮＡ 海绵作用 ［
１ ２

＿

１ ４
］

， 我们从家蚕

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 的高通量测序数据 中 ， 通过生物信息学 的方法筛选 出 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ 能

够吸附 ｂｍｏ
－ｍ ｉＲ －

３ ３ ９ １
－

５
ｐ

， 调控下游靶基因家蚕神经肽受体 Ａ ３ ５ （
ＮＧＲ －Ａ３ ５

）和家

蚕组蛋 白 去 乙酰化酶 Ｒ
ｐ
ｄ ３ 的表达 （ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ 与 ｂｍｏ －ｍ ｉＲ －

３ ３ ９ １

－

５
ｐ 结合位点

预测 、 ｂｍｏ
－ｍ ｉＲ －

３ ３ ９ １
－

５ ｐ 与靶 ｍＲＮＡ 的结合位点预测 图 见本章 ２ ． ３ ． ８ ） 。

为 了验证上述 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ－ｍ ｉＲＮＡ －ｍＲＮＡ 互作 网络 ， 探讨 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ 能否充

当 ｍ ｉＲＮＡ 海 绵 以 解 除 其 对 下 游 靶 基 因 表 达 的 抑 制 作 用 ， 我 们 首 先 通 过

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －ｍ ｉＲＮＡｐｕ ｌ ｌｄｏｗｎ 实验洗 月兑 目 的 产 物 ， 并 利 用 特 异 性 引 物对 予页测 的

ｂｍｏ
－ｍ ｉＲ －

３ ３ ９ １
－

５ｐ 进行 ＰＣＲ 扩增 ， 然后胶 回 收 目 的片段 ， 克隆进 Ｔ 载体进行 了

Ｓ ａｎｇｅｒ 测序验证 ， 序列 比对结果显示 ， 所克隆的序列 与 ｂｍｏ
－ｍ ｉＲ －

３ ３ ９ １
－

５ ｐ 对应区

域 的 序 列 完 全
一

致 （ 见 附 录 七 ） ， 可 见 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ 确 实 能 够 海 绵 吸 附

ｂｍ ｏ
－

ｍ ｉＲ －

３ ３ ９ １
－

５ ｐ 〇

为 了进
一

步确认 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ 通过与 ｂｍｏ
－ｍ ｉＲ －

３ ３ ９ １
－

５ ｐ 互作调节下游耙基因

的表达 ， 我们构建 了家蚕萤火虫荧光素酶表达载体 （ 构建方法见本章 ２ ． ３ ． ８ ） ， 分

别为ｐ
〇 ｔｕ

－Ｌｕｃ －ｍｕ ｔ（ 突变对照 ） 、 ｐＯ ｔｕ
－Ｌｕｃ －Ａ ３ ５和ｐ

Ｏ ｔｕ －Ｌｕｃ － Ｒｐｄ ３载体 ， 这些载

体最终经 公ｍ／ Ｉ 和 ＾Ｚ＾ Ｉ 双酶切鉴定 （ 图 ３
－

１ ５ ） 。

ｂｐ ｂ
ｐＭ ２ ｂｐＭ ３

８ 〇〇〇ｉｉｎｉＨｆｌＫ
ｍｍｍｈｍ

ｓＭＢ

ｉ 〇〇 ｉ 〇〇刚

６ ８
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一
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图３
－

１ ５
ｐＯ ｔｕ－Ｌｕｃ－ｍｕｔ／

－Ａ３ ５ ／
－Ｒｐｄ ３酶切鉴定

Ｍ ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ
；１ ： 重组质粒

ｐ
Ｏ ｔｕ－Ｌｕｃ －Ａ ３ ５经 ｉＳＶｗａ ｌＡＹｆｅａ ｌ双酶切鉴定 ；

２ ： 重组

质粒 ｐ
Ｏ ｔｕ －Ｌｕｃ －Ｒｐｄ３ 经 Ｓｍａ ｌＡＹ＆ａ ｌ 双酶切鉴定 ；

３ ： 重组质粒 ｐ
Ｏ ｔｕ－Ｌｕｃ －ｍｕ ｔ 经

Ｓｗａ ｌＡＹｋｉ ｌ 双酶切鉴定

Ｆ ｉｇ
３

－

１ ５Ｅｎｚｙｍｅｄ ｉｇｅ ｓ ｔ ｉｏｎｉｄｅｎｔ ｉｆｉ ｃａｔ ｉｏｎｏ ｆ
ｐＯ ｔｕ －Ｌｕｃ －

ｍｕ ｔ／
－Ａ ３ ５ ／

－Ｒｐｄ３

Ｍ ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ； １ ：ｅｎｚｙｍｅｄ ｉｇｅ ｓ ｔ ｉｏｎｏ ｆ ｒｅｃｏｍｂ ｉｎａｎ ｔ
ｐ ｌ ａｓｍ ｉｄ

ｐ
Ｏ ｔｕ －Ｌｕｃ －Ａ３ ５ｂｙ

Ｓｍａ ｌｌＸｂａｈ２ ：ｅｎｚｙｍｅｄ ｉ

ｇｅｓ ｔ ｉ ｏｎｏｆ ｒｅｃｏｍｂ ｉ ｎａｎ ｔ
ｐ ｌ ａｓｍ ｉｄ

ｐ
Ｏ ｔｕ

－Ｌｕｃ
－

Ｒｐｄ ３ｂｙ

ＳｍａＶＸｂａ Ｖ
，３ ：ｅｎｚｙｍｅｄ ｉｇｅ ｓ ｔ ｉｏｎｏｆ ｒｅｃｏｍｂ ｉｎａｎｔ

ｐ
ｌ ａ ｓｍ ｉ ｄ

ｐ
Ｏ ｔｕ － Ｌｕｃ －ｍｕ ｔｂｙ

Ｓｍａ ＶＸｂａ ｌ

用ｌｍＬ无血清培养基将２
（

ｉｇｐＯ ｔｕ
－Ｌｕｃ －ｍｕ ｔ 、 ｐＯ ｔｕ －Ｌｕ ｃ －Ａ３ ５和ｐ０ ｔｕ － Ｌｕｃ －Ｒｐｄ３

载体分别与不 同剂量 （
丨 Ｈｇ 、 ２吨 、 ＞ｇ ）的 ｐ

ＩＺＴ －ＬｃＲ －

５ ６ ５ ５ 载体共转染 ２ ｘ
１ ０

ｓ

个 ＢｍＮ

细胞 （ 阳性对照 ） ， 片设置 ｐ
ＩＺＴ －ＬｃＲ 载体 阴 性对照 ， 以 ｐＲＬ

－ＴＫ 载体为 内 参 ， 转

染 ６０ｈ 后检测 萤 火虫荧 光素酶活与海肾荧光素酶活 的 比值 。 结 果 （
ｎ
＝
３

）
显示 ， 在

ｐ
０ ｔｕ－Ｌｕｃ －Ｒ

ｐｄ３ 组中 （ 图 ３
－

１ ６Ｂ ） ， 相 比与对照 ， 随着细胞 中 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 表达量

的增加 ， 荧光素酶 比活呈现显著上升趋势 ， 由此说 明 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 能够通过作用

ｂｍｏ
－ｍ ｉＲ－

３ ３ ９ １

－

５
ｐ 来激活下游靶基因 家蚕组蛋 白 去 乙酰化酶 Ｒ

ｐ
ｄ３ 的表达 。 而在转

染 ｐＯ ｔｕ
－Ｌｕｃ －Ａ ３ ５ 组中 （ 图 ３

－

１ ６Ｃ ） ， 与 阴性对照相 比 ， 随转染 ｐ
ＩＺＴ－ＬｃＲ－

５６ ５ ５ 量的

增加 ， 荧光素酶比活大致呈现 以剂量依赖方式上升 。 在 ｂｍｏ
－ｍ ｉＲ －

３ ３ ９ １
－

５
ｐ 互作位

点突变 的 Ｌｕｃ －ｍｕ ｔ 组中 （ 图 ３
－

１ ６Ａ ） ， 转染 ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ －

５ ６５ ５ 细胞的荧光素酶 比活与

转 染 ｐ
ＩＺＴ － ＬｃＲ 的 阴 性 对 照 并 无 明 显 差 异 ， 可 见 靶 基 因 位 点 突 变 导 致 了

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 作用 ｂｍｏ －ｍ ｉＲ －

３ ３ ９ １
－

５ ｐ 激活下游耙基因 表达的功能丧失 。

综上所述 ， 可 以认为 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 能够海绵吸附 ｂｍｏ －ｍ ｉＲ －

３ ３ ９ １
－

５
ｐ

， 以激活

下游靶基因家蚕组蛋 白去 乙酰化酶 Ｒ
ｐ
ｄ３ 、 家蚕神经肽受体 Ａ ３ ５ 的表达 。

６ ９
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Ａ， ５ ．

■ｐ ｌＺＴ－ ＬｃＲ－ ５６５５

〇）ＴｔＣＺ１ｐ ｌＺＴ－ ＬｃＲ

）

：

ｊ｜ｊ

Ｂ叩

２０ ， ＊ ＊＊



ｍｐ ｌ ＺＴ－ ＬｃＲ－ ５６５５

｜ １ ５
．

ｉ

＿口ｐ
ｌ ＺＴ－ Ｌｃ Ｒ

ｉ ：：
Ｉ ｎＩ ｎＩ ｎ

＿——Ｈ
ｒ

ｌ———＂Ｊ


Ｎ^

ｃ
Ｍ９

２ ＊ °＂

■ ｐ ｌ ＺＴ－

ＬｃＲ－ ５６５５

茗□ｐ ｌ ＺＴ－

ＬｃＲ

ｃ１ ． ５
－

芝
＊＊ ＊

ｉ ｉ ．〇
－

—

＾＾■ 円

！■｜■
〇 〇Ｊ＿＾Ｊ＿——Ｈ

Ｔ
ｉ＿——■

丨

■ ■

＼ ＜

ｖ３

Ｍ９

图 ３
－

１ ６ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 与 ｂｍｏ
－ｍ ｉＲ －

３ ３ ９ １
－

５ ｐ 互作对下 游靶基 因 的调 节作用

（

＊ ＊ ＊

／
？
＜０ ？ ０ ０ １ ，

＊ ＊

／
？
＜０ ？ ０ １ ，

＊

／
？
＜０ ． ０ ５）

Ａ ： 共转染ｐ
ｌＺＴ－ＬｃＲ －

５ ６ ５ ５ 、

ｐＯ ｔｕ －Ｌｕｃ －ｍｕ ｔ和ｐ
Ｒ Ｌ －ＴＫ

；Ｂ ： 共转染ｐ
ｌＺＴ－ＬｃＲ －

５ ６ ５ ５ 、

ｐ
Ｏ ｔｕ －Ｌｕｃ －Ｒ

ｐ
ｄ ３和

ｐ
ＲＬ －ＴＫ

；Ｃ ： 共转染
ｐ

ｌＺＴ－ＬｃＲ －

５ ６ ５ ５ 、

ｐ
Ｏ ｔｕ －Ｌｕｃ －Ａ３ ５和

ｐ
ＲＬ －ＴＫ

Ｆ ｉ ｇ
３

－

１ ６Ｍｏｄｕ ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ｄｏｗｎ ｓ ｔ ｒｅａｍｔａｒｇｅ ｔ
ｇｅｎ ｅｓｂｙ

ｉ ｎ ｔｅｒａｃ ｔ ｉｏｎｏ ｆ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ａｎｄ

ｂｍ ｏ
－ｍ ｉＲ －

３ ３ ９ １
－

５ ｐ（

＊ ＊ ＊

；
？
＜０ ‘ ００ １ ，

＊ ＊

／
７
＜０ ‘ ０ １ ，

＊

／
？
＜０ ． ０ ５

）

７０
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Ａ ：ｃ ｅ ｌ ｌ ｓｃｏ
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５ ６ ５ ５ 对细胞免疫 、 凋 亡相 关基 因 表达的 影响

用 ｌ ｍ Ｌ 无血淸培养榷将 ３ Ｍ ｇ 的 ｐ
ｌＺＴ－ＬｃＲ 和 ｐ

ＩＺＴ－ Ｌｃ Ｒ －

５ ６ ５ ５ 戟休分 別转染进

２ ｘ
 ｌ 〇

ｘ

个 ＢｍＮ 细胞 内 ， ４ ８ 丨 １ 后提取细胞总 ＲＮ Ａ ， ＲＴ－

ｑ
ＰＣ Ｒ 检测 家蚕先天 免疫 、 凋

亡相关苺Ｗ 的表达水平 。 结果 如 阁 ３
－

丨 ７ 所示 ， 过表达 ｃ ｉ ｒｃ ＲＮＡ ５ ６ ５ ５ 对 先 尺凋 Ｉ

＇
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坫 丨
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ａ
ｉ ｕ 对照

相比下调 了２ ． １ ２ 倍 ， 己有报道称 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ 通路与 果蝇的抗病毒效应密 Ｗ相 关

我们排断 ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ ５ ６ ５ ５ 吋 以通过影响细胞 的 免疫 丨

、

Ｖ： 荇 ， 从 ｉ
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图 ３
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１ ７ 过表达 ｃ ｉ ｒｃ ＲＮ Ａ ５ ６ ５ ５ 对 宿 主免疫 、 凋 亡相 关基 因 表达的影响 （

＊

／
７＜０ ． ０ ５ ）
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３
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已 知家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ 的 来源基因 是组蛋 白 甲基转移酶 ， 并 ｆｌｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６５ ５

通过 ｍ ｉＲＮＡ 海绵作用 的下游靶基因 是组蛋 白 去 乙酰化酶 Ｒｐｄ３ ， Ｗ此我 们推测

ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ ５ ６ ５ ５ 的功能 ｎ
ｊ

？

能
１

ｊ组蛋 白 的修饰密切相关 。 真核生物的染色休足 由组蛋

白 包裹 ＤＮ Ａ 构成的 ， 这些组蛋 白 在细胞周 期与凋亡进程 中扮演着重要角 色 ［

４ １

］

。

７ １
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一

步 明 确家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ 对 ＢｍＮ 细胞周 期与凋亡的影响 ， 分别转染
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剂量的 ｐ
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５ ６ ５ ５ 时 ， Ｓ 期细胞 比例是对照 的 １ ． ２ ３ 倍 。 随着转染剂量的增加 ，
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图 ３
－

１ ８ 过表达 ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ －

５ ６５ ５ 对 ＢｍＮ 细胞周 期 的 影响

７２
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ＩＺＴ－ＬｃＲ －

５ ６ ５ ５ 载体 ；
Ｇ ： 细胞周 期 分布 图
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细胞凋 Ｉ

＇
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５ ６ ５ ５ 剂 ５ ： 的增加 ， 丈验组晚 期凋

亡的细胞比例 分别为 ２ ５ ． １ ５％ 、 １ ６ ． ２６％ 、 １ ７ ． ６６％ ，Ｓ相应的对照组 （ ４９ ． ７８％
，３ １ ． ９ ８％

，

３ １ ． ９２％ ） 相 比 ， 均有 明 显 的降低 ， ＩＩ早期凋 亡的细胞 比例也呈现出相 同趋势 ， 说
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ｆ ｒｕ ｕ？

图 ３
－

１ ９ 过表达 ｐ
ＩＺＴ－ Ｌ ｃＲ －

５ ６ ５ ５ 对 ＢｍＮ 细胞凋 亡 的影响

（ 横坐 标 ： Ａｎｎ ｅｘ ｉ ｎ Ｖ－ＰＥ 荧光 ；
纵坐 标 ： ７

－ＡＡＤ 荧光 ；
左上 象限 ：坏死细胞

；
左 下 象

限 ：活 细胞 ；
右上 象限 ：晚期 凋 亡 细胞 ：右 下 象限 ：早期 凋 亡 细胞 ）

Ａ ： 力口 ｌ ｐｇ ｐ
ＩＺＴ－ＬｃＲ载体

；

Ｂ ：
加 如ｇ ｐ

ＩＺＴ－ Ｌｃ Ｒ载体 ；
Ｃ ：
加３ ｐ ｇ ｐ

ＩＺＴ－ＬｃＲ载体 ；

Ｄ ：
力口 ｌ

ｊ

＿ ｉｇ ｐ
ＩＺＴ－ＬｃＲ －

５ ６ ５ ５载 体 ；
Ｅ ：

力口２
｜

＿ ｉｇ ｐ
ＩＺＴ－ ＬｃＲ －

５ ６ ５ ５载体
；

Ｆ ：
力口３ ｐｇ

７ ３
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ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ －

５６５ ５载体

Ｆ ｉｇ
３

－

１ ９Ｅ ｆｆｅｃｔｏｆ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓ ｓ ｉｎｇｐ
ＩＺＴ－ＬｃＲ－

５ ６５ ５ｏｎｃｅ ｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆ ＢｍＮｃｅ ｌ ｌ ｓ

（
Ａｂ ｓｃ ｉｓ ｓａ ：Ａｎｎｅｘ ｉｎ Ｖ－ＰＥｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ

；ｏｒｄ ｉｎａｔｅ ：７ －ＡＡＤｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
；
ｕｐｐ ｅｒｌｅｆｔ

ｑｕａ
ｄｒａｎｔ ：ｎｅｃｒｏｔｉｃｃｅｌ ｌ ｓ

；
ｌｏｗｅｒｌ ｅｆｔ

ｑｕａｄｒａｎｔ ：ｌ ｉｖｉｎｇ
ｃｅｌ ｌｓ

；
ｕｐｐｅｒｒｉｇｈｔ

ｑｕａｄｒａｎｔ ：ｌａｔｅ

ａ
ｐ
ｏｐｔｏ ｔ ｉｃｃｅｌ ｌ ｓ

；
ｌｏｗｅｒｒｉｇｈｔ

ｑｕａｄｒａｎｔ ：ｅａｒｌｙ
ａｐｏｐｔｏｔ ｉｃｃｅ ｌ ｌ ｓ

）

Ａ ：ｌ ｐｇ ｐ
ＩＺＴ－ＬｃＲ ｖｅｃｔｏｒ

；Ｂ ： ２
ｊ

ｘｇ ｐ ＩＺＴ－ＬｅＲ ｖｅｃｔｏｒ
；Ｃ ：３

ｊ

ｘ
ｇ ｐ

ＩＺＴ－ＬｃＲ ｖｅｃｔｏｒ
；Ｄ ：ｌ

｜

＿ｉｇ

ｐ
ＩＺＴ－ＬｃＲ－

５ ６ ５ ５ｖｅｃｔｏｒ
；Ｅ ：２

ｊ

ｘｇ ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ －

５６ ５ ５ｖｅｃｔｏｒ
；Ｆ ：３

ｊ

ａｇｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ－５ ６５ ５ｖｅｃ ｔｏｒ

３ ． ８ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６ ５ ５ 对 ＢｍＣＰＶ 增殖复制 的影响

己有文献报道 ＢｍＣＰＶ 的 Ｓ Ｉ 片段编码的 ＶＰ １ 蛋 白主要参与病毒粒子的装配 ，

Ｓ ７ 片段可编码结构蛋 白 ＶＰ７ ， 并与 ＢｍＣＰＶ 病毒的增殖复制密切相关 ［
３ ３

］

。 为 了研

究过表达 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６５ ５ 对 ＢｍＣＰＶ 病毒增殖复制 的影响 ， 用 ｌｍＬ 无血清培养基将

不同剂量 （
１

ｐｇ 、 ２ｐｇ 、 ３ ｐｇ）的 ｐ
ＩＺＴ－ＬｃＲ 和 ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ－

５６５ ５ 载体分别转染到 ２ ｘ  １ 〇
８

个

ＢｍＮ 细胞中 ， ４ ８ｈ 后加入 １ （ＶＬ 的 ＢｍＣＰＶ 病毒粒子感染细胞 ， ４８ｈ 后利用荧光定

量 ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔ ｉｎｇ 分别检测细胞 内 ＢｍＣＰＶ 的 ＶＰ １ 、 ＶＰ７ 基因表达水平和

病毒 ＶＰ７ 的蛋 白水平 。 结果显示 ， 过表达 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６５ ５ 后 ， ＢｍＣＰＶ 的 ＶＰ １ 基因

表达水平没有明显变化 （ 图 ３
－

２０Ａ ） ， 但是在低剂量转染组 （ ｌ Ｍｇ 、 ２
＾
ｉｇ ） ， ＢｍＣＰＶ

的 ＶＰ ７ 基因表达水平有所降低 （ 图 ３
－

２０Ｂ ） ， 但在高剂量转染组 （ ３ ｐｇ ）ＶＰ７ 基因

表达水平高于相应的对照组 。 从 Ｗｅ ｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔｔｉｎｇ 的灰度扫描结果也可 以看 出 （ 图

３
－２ １ ） ， 转染不同剂量 （

１略 、 ２阳、 ３呢）的 ｐ
ＩＺＴ－ＬｃＲ－

５６５ ５ 载体后 ， 病毒的 ＶＰ７ 蛋

白水平分别为对照的 ０ ． ３ 倍 ， ０ ． ６ 倍和 １ ． ２ 倍 ， 其变化趋势与定量 ＰＣＲ 的检测结果

一

致 ， 说明低浓度 ｃｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 对病毒的增殖有抑制作用 ， 但是这种抑制作用随

着浓度的增加而减弱 。

７ ４
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￣
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图 ３
－

２ ０ 过表达 ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ５ ６ ５ ５ 对 ＢｍＣ ＰＶ 增 殖复制 的 影响 （

＊ ＊

尸
＜ ０ ． ０ １ ，

＊

／
Ｋ０ ． ０ ５ ）

Ａ ： 转 染 １ 、 ２ 、 ３ ｐ ｇ的ｐ
ＩＺＴ－ ＬｃＲ及

ｐ
ｌＺＴ－ ＬｃＲ －

５ ６ ５ ５我体对ＢｍＣ ＰＶ的Ｖ Ｐ １基 因 的

ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 检测 ；

Ｂ ： 转 染 丨 、 ２ 、 ３咫 的ｐ
ＩＺＴ－ Ｌｃ Ｒ及

ｐ
ＩＺＴ－ Ｌ ｃ Ｒ －

５ ６ ５ ５我体对ＢｍＣ ＰＶ

的 Ｖ Ｐ ７ 基 因 的 ＲＴ－

ｑ
ＰＣ Ｒ 检测

Ｆ ｉ

ｇ
３

－

２ ０Ｅ ｆｆｅｃ ｔｏ ｆ ｏｖ ｅ ｒｅｘ
ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎｏ ｆ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ｏ ｎ

ｐ ｒｏ ｌ ｉ ｆｅ ｒａ ｔ ｉ ｏ ｎａｎｄｒｅ
ｐ

ｌ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆ

ＢｍＣ ＰＶ （

＊ ＊

／
？
＜０ ？ ０ １ ，＊

／
？＜０ ． ０ ５）

Ａ ：ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲｄ ｅ ｔ ｅｃ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ Ｖ Ｐ  １

ｇ
ｅｎ ｅｏ ｆ ＢｍＣ ＰＶｂｙ

ｔ ｒａｎ ｓ ｆｅｃ ｔ ｉ ｎｇ
１ 、 ２ 、 ３

｜

ｉｇ
ｏ ｆ

ｐ
ｌＺＴ－ＬｃＲ

ａｎｄ
ｐ

ＩＺＴ－ＬｃＲ －

５ ６ ５ ５ｖｅｃ ｔｏ ｒｓ
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（
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５ ６ ５ ５ｖｅｃ ｔｏ ｒｓ
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图 ３ －

２ １ 过表达 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 对感染细胞中 ＶＰ７ 蛋 白 水平的影响 （

＊ ＊ ＊
ｐ
＜０ ． ００ １）

Ａ ： 过表达
ｐ

ＩＺＴ－ＬｃＲ－

５ ６ ５ ５对ＶＰ ７蛋白 的Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎＢ ｌｏｔｔ ｉｎｇ
检测 （ ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ－

１ 、

－２ 、

－

３ 分别 为 转染 丨 、 ２ 、 ３吨 的 ｐ
ｌＺＴ－Ｌ ｃＲ 载体 ， ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ －

５ ６ ５ ５
－

１ 、

－２ 、

－

３ 分别 为 转染

１ 、 ２ 、 ３呢 的 ｐ
ＩＺＴ－ＬｃＲ －

５ ６ ５ ５ 载体 ，
ＶＰ ７

—抗为 实验室 自 制 鼠抗 ， 内 参
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－Ｔｕｂｕ ｌ ｉ ｎ

鼠抗 ，
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ｇ
Ｇ ）
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３ ． ９ ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ ５ ６ ５ ５ 与 蛋 白 的 相互作 用

为 ／ 研 究 ｃ ｉ ｒｄｌＮＡ ５ ６ ５ ５ 能 否通过与 某些 蛋 白 质 互作 发挥作 用 ， 我们通过

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －

ｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ
ｐ

ｕ 丨 １ｄｏｗ ｎ 实验捕获与 ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ ５ ６ ５ ５ 互作 的候选蛋 白 （ 图 ３
－

２ ２ ） ，

并同时设置ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －Ｇ ＦＰ和线性化ｃ ｉｒｃＲＮＡ －

５ ６ ５ ５对照 。 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －

ｐ ｒｏｔｅ ｉｎ
ｐｕ ｌ ｌｄｏｗｎ

沉淀 复合物 Ｓ Ｄ Ｓ ＰＡＧ Ｅ 分离后 ， 经银 染发现 ２ 条差异带 ， １ 号条带 （ ３ ２ ｋＤ ａ 左 八 ）

为 ｃ ｉｒｃＲＮＡ －

５ ６ ５ ５ 线性分子特有 ， ２ 号条带 （ ４０ｋＤ ａ 左右 ） 为 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －

５ ６５ ５ 特有 ，

割胶 Ｎ 收 差异 条带 ， 并送至上海 中 科新生命生物科技有限 公 进行 质谱筛选与 鉴

定 （ 附录八 ） 。

ｋＤ ａ
ｍ

■ｉｉｉｉｆｌ ｉ

５０＾

雪ｖ

踢篇 ｆｒｎｍ
ｆ ｉ

＇、 潘痛
ｉ

２ ５

ｍ

图３
－

２ ２ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５
ｐ ｕ

ｌ ｌｄｏｗ ｎ蛋 白 后ＳＤ Ｓ － ＰＡＧ Ｅ分析 （ 银染 ）

Ｆ ｉ ｇ
３

－ ２２ＳＤ Ｓ
－ＰＡＧ Ｅａｎａ ｌｙ ｓ ｉ ｓｏ ｆ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ５ ６５ ５

ｐ
ｕ ｌ ｌｄｏｗ ｎ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ（ｓ ｉ ｌ ｖ ｅ ｒｓ ｔ ａ ｉ ｎ ｉ ｎｇ

）

与 ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ ５ ６ ５ ５ 线性 分子互作的候选蛋 白 有 ＧＴ Ｐ 酶活化蛋 白 异构体 Ｘ Ｉ 、 ＧＴＰ

酶活化蛋 白 异构体 Ｘ Ｉ 等 （ 表 ３
－

８ ） ， 与 ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ ５ ６ ５ ５ 互作 的候选宿主蛋 白为胆碱 －

磷酸胞 ｆｆ酰转移酶 Ｂ 亚型 Ｘ２ 、 线粒体硫胺素焦磷酸盐载体 、 琥珀 酸脱氢酶组装 因

子 ２
－Ｂ 、 动力蛋 白 ｐ 链 、 液泡蛋 白 分选相 关蛋 白 １ １ 同源物等 ， ｃ ｉｒｃＲＮＡ

＿

５ ６ ５ ５ 与这

些宿主蛋 白 的 互作有待后续验证 。

７ ７
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＿
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表 ３ －

８Ｐｕｌ ｌｄｏｗｎ 筛选 出 的互作蛋 白 的质谱鉴定

Ｔａｂ ｌｅ３
－ ８Ｍａ ｓｓＳｐｅｃ

ｔｒｏｍｅｔｒｉｃＩｄｅｎｔｉｆｉｃａ ｔｉｏｎｏｆ Ｉｎｔｅｒａｃ ｔｉｏｎＰｒｏｔｅｉｎｓＳｃｒｅｅｎｅｄｂｙ

Ｐｕｌ ｌ

Ｄｏｗｎ

Ｎｏ ． Ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎ Ｎａｍ ｅ Ａｃｃｅｓ ｓ ｉｏｎ Ｎｏ ．ＭＷ
 （
ｋＤａ

）
／ ｐ ｉ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

１ＧＴＰａｓｅ
－

ａｃ ｔ ｉｖａ ｔ ｉｎｇ ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉｎ  ｉ ｓｏ ｆｏｒｍＸ２ＸＰ

＿

００４９２４６２ １ ． １ １ ４ ８４９２ ． ６／９ ． １ ５ＬＴＰＦＦＦＫ

ＧＴＰ ａｓｅ－ａｃ ｔ ｉｖａ ｔ ｉｎ
ｇ ｐ

ｒｏ ｔｅ ｉｎ  ｉ ｓｏｆｏ ｒｍ Ｘ ＩＸＰ
＿

０２ １ ２０２６ １ ４ ． １ １ ４ ８ ７ １ ２ ． ７ ／９ ． １ ５ＬＴＰＦＦＦＫ

２ｃｈ。 丨 ｉｎｅ
－

ｐｈｏ ｓ
ｐ
ｈ ａ ｔｅ ｃ

ｙ
ｔ ｉｄｙ

＾
ｔｒａｎ ｓｆｅｒａｓ ｅ ＢＸＰ〇〇４９２２９ ８ ８ ． １４４４ ８ ５ ． ８ ／５ ． ７ ９ＹＥＡＶＲＨＣＲ

ｉ ｓｏ ｆｏｒｍ Ｘ２
一

ｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎ ｄ ｒ ｉ ａｌ  ｔｈ ｉ ａｍ ｉｎｅ
ｐｙｒｏｐｈｏ ｓｐ ｈ ａ ｔｅ

ＸＰ００４９ ３２ ９２ ０ ． １ ３ ６ ０ ７ ５ ／９ ． ３ ２ＬＱ ＩＱＧＦＱＱＨＲ
ｃａｒｒ ｉ ｅｒ

－^

ｓｕｃｃ ｉｎ ａ ｔｅ ｄ ｅｈｙｄ
ｒｏ

ｇ
ｅｎ ａｓｅ ａｓ ｓｅｍｂ ｌ

ｙ 
ｆａｃ ｔｏ ｒ

ＸＰ〇２ １ ２〇４ ９ １ ８ 丨 １ ７ ２４ ６ ． ８ ／９ ． ２ ８ＥＦＤＮＥ ＩＭＮＬＬＫ
２

－Ｂ
， 
ｍ ｉ ｔｏ ｃｈｏｎｄ ｒ ｉａ ｌ  ｉ ｓｏｆｏｒｍＸ Ｉ

－

ｄｙ
ｎｅ ｉｎ ｂｅｔａ ｃｈ ａ ｉ ｎ

， 
ｃ ｉ ｌ ｉ ａｒｙ

－

ｌ ｉｋ ｅＸＰ
一

０ １ ２５ ４ ５ ２４ ０ ．２５ ２ ７６ ７５ ． １ ／５ ． ３ １ＧＬＦＥＲＤＫ

ｖａｃ ｕｏ ｌ ａｒ
ｐｒｏ ｔｅ ｉｎｓｏｒｔｍｇ

－ａｓ

＾

ｏｃ ｉ ａ ｔｅｄ
ｐｒｏ ｔｅ ｉｎ

Ｘｐ
＿

〇 ］ ２５４ ５ ｇ 〇 ９ ， １ １ ８ １ ５ ７ ／６ 〇 ５ＭＱＥＧＱ ＳＫ

４ 讨论

通过对家蚕 ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ 高通量测序结果的分析 ， 我们推测 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６５５ 可能

在宿主基因 的表达调控及 ＢｍＣＰＶ 的感染应答方面发挥重要的作用 。 研宄发现果蝇

基因 的 内含子 １ 、 ２ 反向重复序列能够有效驱动果蝇和人体细胞中多种外

显子 的环化 ［
３ ５

］

， 据此我们 构建 出 家蚕 ｃ ｉｒｃＫＮＡ 的表达载体 ， 并 ｑＰＣＲ 验证 了

ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ 的表达量在 ＢｍＮ 细胞中上调 了上千倍 ， 表明家蚕 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 体

内 成环载体 （ｐＥＴ
－ＬｃＲ－５ ６５ ５

）
己成功构建 。 据报道 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 能够在转录及转录后水

平上调控其亲本基因 的表达
［
４２

］

，

一

方面 ， ｃｉｒｃＲＮＡ 是 ｍＲＮＡ 的共转录产物
，
环状

ＲＮＡ 的形成与线性 ＲＮＡ 之间存在竞争性平衡关系 ， 进而影响亲本基因的转录及

蛋 白翻译 。 另
一

方面 ， ｃ ｉｒｃＲＮＡ 可 以与特定的 ＲＮＡ 结合蛋 白相互结合影响亲本基

因 的表达 。 过表达 ｃｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 后 ， ＲＴ－

ｑ
ＰＣＲ 结果显示其亲本基因家蚕组蛋 白 甲

基转移酶的转录水平显著降低 。 其原因可能是转染进细胞的 ｃｉｒｃＲＮＡ
＿

５６ ５ ５ 竞争性

结合 了ＲＮＡ 聚合酶 Ｉ Ｉ ， 从而使得 ＲＮＡ 聚合酶 Ｉ Ｉ 无法正常结合到亲本基因 的上游

启动子处 ， 抑制 了基因 的转录起始 ［
４ ３

］

。

己知 ｃｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ 亲本基因为家蚕组蛋 白 甲基转移酶 ， 它能够特异性地使家

蚕卵巢中组蛋 白 Ｈ３ 的第 ９ 位赖氨酸发生三 甲基化 ， 在异染色质 的形成及基因表达

调控等方面扮演重要 角 色 ［
３ ８

］

。 Ｗｅｓ ｔｅｒｎＢ ｌｏｔｔｉｎｇ 检测过表达 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６５ ５ 对

Ｈ３Ｋ９ｍｅ３ 蛋 白 的影响 ， 结果显示 Ｈ３Ｋ９ｍｅ３ 蛋 白 水平有
一

定程度提高 。 组蛋 白 甲

７ ８
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＿
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

第三聿

基化在调节基因 的活性方面发挥着重要作用 ，
已有研宄表明 Ｈ ３Ｋ９ 甲 基化的功能因

发生的 区域而异 ， 如 Ｈ ３Ｋ９ 甲基化发生在启动子上时会导致基因沉默 ， 但是在某些

基因编码 区发生 甲基化却可 以促进基因转录
［
４４

］

。 组蛋 白 甲基化修饰 的紊乱会导致

癌症的产生 ， 如 Ｈ ３Ｋ９ 组蛋 白 甲基转移酶 Ｇ ９ａ 能够使细胞粘附分子 Ｅ
ｐ

－ＣＡＭ 沉默

以促进肺癌侵袭与转移 ［
４ ５

］

， 组蛋 白 去 甲基化酶 ＪＭＪＤ２Ｂ 可 以协调 Ｈ ３Ｋ４／Ｈ ３Ｋ９ 甲

基化促使激素反应性乳腺癌产生
［
４ ６

］

。 因此可 以推测 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 可能通过提升

Ｈ ３Ｋ ９ｍｅ３ 的水平在 ＢｍＮ 细胞的增殖与凋亡方面发挥重要作用 。

环状 ＲＮＡ 广泛具有 ｍ ｉ ｃｍＲＮＡ 海绵 的作用 ， 这种海绵作用最有 力 的证据来源

于 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ Ｃ ｉＲＳ －

７ 的研 究 ［
４ ７

］

， 此环状 ＲＮＡ 包含 ７０ 多个 ｍ ｉＲ－

７ 的潜在结合位点 ，

可充 当 ｃ ｅＲＮＡ ， 对肿瘤 的 发生 具有深远 的 影响 。 我们通过 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －ｍ ｉＲＮＡ
ｐ

ｕ ｌ ｌ

ｄｏｗｎ 和双焚光素报告 系统 以验证筒通量测序数据 中 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ －ｍ ｉＲＮＡ －ｍＲＮＡ 的互

作 网络 ， 结果可知 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 能够起到 ｂｍｏ －ｍ ｉＲ －

３ ３ ９ １

－

５ｐ 海绵作用来激活 Ｆ游

靶基因 家蚕组蛋 白 去 乙酰化酶 Ｒｐｄ３ 和家蚕神经肽受体 Ａ３ ５ 基因 的表达 。 组蛋 白 乙

酰化和基 因 的转录激活相关 ， 且组蛋 白 间 的修饰作用 是互相平衡的竞争性修饰
［
４ ８

］

。

甲 基化的 Ｈ ３Ｋ９ 能够与组蛋 白 去 乙酰化酶共同作用 使组蛋 白 脱 乙酰化而致使染色

质 紧缩 ， 最终导致基因转录阻滞 。 我们推测 ｄ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ 的功能与组蛋 白 的修

饰密切相 关 ， 在真核生物中 ， 组蛋 白 在细胞周 期 与凋亡进程 中都起到重要的作用 ，

通过流式细胞仪检测 发现过表达 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 能够促进细胞增殖 ， 抑制细胞凋亡 。

已有研究表 明 ， 纳米粒子 Ｔ ｉ０２ 能够刺激家蚕神经肽受体上调表达 ， 促进家蚕的摄

食 ， 生长和吐丝 ［
５ （ ）

］

。 家蚕神经肽受体 ＢＮＧＲ －Ａ ２ １ 通过激活 Ｇｑ 和 Ｇ ｓ 信号级联反应 ，

导致细胞 内 ｃＡＭＰ 积 累 ， Ｃ ａ

２ ＋

动 员和 ＥＲＫ １ ／２ 磷酸化 ， 在调节幼虫生长和蚕丝生产

中 起着重要作用 ［
５ ｜

］

。 ＜＾奶人
＿

５ ６ ５ ５ 可能通过调节家蚕祌经肽受体 Ａ３ ５ 基因 的表达 ，

影响家蚕的生长 ， 食欲和纺丝 。

过表达 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ 后 ， ＲＴ－

ｑＰＣＲ 检测显示家蚕免疫相关基因 ＳＭ Ｔ

１

比于对

照下调 了２ ． １ ２ 倍 ， 已知 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ 通路与果蝇的抗病毒效应密切相关 ［

４ （）
］

， 因此推

断过表达 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 可能与 ＢｍＣＰＶ 病毒的增殖复制相关 ， 并影响细胞的免疫

应答 。接着我们过表达 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ ， 分别利用 ｑＰＣＲ 和 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ 检测 ＢｍＮ

细胞 内 ＢｍＣ ＰＶ 的 ＶＰ １ 和 ＶＰ７ 的基因表达水平和病毒 ＶＰ ７ 的蛋 白 水平 。结果显示 ，

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５６５ ５ 对 ＢｍＣＰＶ 增殖复制 的反馈调节作用 。 ＢｍＣＰＶ 感染后 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５

７ ９



第三聿


ＢｍＣＰＶ 感染对家蚕 ｃｉｒｃＲＮＡ ｓ 表达的影响及 ｒｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５Ｓ 的功能

表达水平上调 ， ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６ ５ ５ 水平 又反过来影响 ＢｍＣＰＶ 的感染 ， 低浓度 的

ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６５ ５ 能够有效抑制病毒 的增殖复制 ， 但随着浓度的增加该抑制作用呈现

减弱的趋势 ， 因此 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 对 ＢｍＣＰＶ 的增殖复制有精细调节作用 。

通过 ｃ ｉｒｃＲＮＡ－

ｐｒｏｔｅ ｉｎ
ｐｕｌ ｌｄｏｗｎ 和质谱鉴定发现 ， ｃ ｉｒｃＲＮＡ

＿

５６５ ５ 与胆碱 －憐酸

胞苷酰转移酶 Ｂ 亚型 Ｘ２ 、线粒体硫胺素焦磷酸盐载体 、琥珀酸脱氢酶组装因子 ２ －Ｂ 、

动力蛋 白 Ｐ 链 、 液泡蛋 白分选相关蛋 白 １ １ 同源物等蛋 白质相互作用 。 磷酸胆碱胞

苷酰转移酶在神经元生长方面具有重要作用 ［
５２

］

。 硫胺素能够响应外界刺激来促进

线粒体氧化 ， 较快释放活性氧 （
ＲＯ Ｓ

）从而介导下游信号转导的激活
［
５３

］

。 拟南芥根部

的正常生长需要琥珀酸脱氢酶组装因子 ２ 的参与 ［
５４

］

。 胞 内 膜泡运输 由动力蛋 白驱

动 ， 而液泡蛋 白分选相关蛋 白 １ １ 基因 的错义突变与神经轴索萎缩症密切相关 ［
５ ５

］

。

在 ＢｍＣＰＶ 感染应激下 ， ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ 可能与这些宿主蛋 白互作 ， 致使家蚕发育

瘦小 、 食欲减退 、 行动迟缓 ， 但其相互作用 的验证及机制仍有待后续研究 。
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，
２０ １ ２ ．

［
５４

］
Ｈｕａｎｇ

Ｓ
，
Ｔａｙ ｌ ｏ ｒＮＬ

，ＳｔｒｏｈｅｒＥ
，ｅｔａ ｌ ．Ｓｕｃｃ ｉｎａｔｅｄｅｈｙ

ｄｒｏｇｅｎａｓｅａ ｓ ｓｅｍｂ ｌｙ
ｆａｃｔｏ ｒ２

ｉｓｎｅｅｄｅｄｆｏｒａｓｓｅｍｂ ｌｙ
ａｎｄａｃ ｔ ｉｖｉ ｔｙｏ ｆｍｉ ｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｌｃｏｍｐ ｌｅｘＩＩａｎｄｆｏｒｎｏｒｍａｌ

ｒｏｏｔｅｌｏｎｇａｔｉｏｎｉｎ Ａｒａｂ ｉｄｏｐ ｓ ｉ ｓ
［
Ｊ
］

．Ｐ ｌａｎｔ Ｊｏｕｒｎａｌ
，
２０ １ ３

，
７３

（
３
）

： ４２９
－４４ １ ．

［
５ ５

］
Ｌｕｃｏ ｔＫＬ

 ，
Ｄ ｉｃｋ ｉｎｓｏｎＰＪ

 ，
ＦｉｎｎｏＣＪ

 ，
ｅｔａｌ ．Ａ Ｍｉ ｓ ｓｅｎｓｅＭｕ ｔａｔｉｏｎ ｉｎｔｈｅＶａｃｕｏ ｌａｒ

Ｐｒｏｔｅ ｉｎＳｏｒｔｉｎｇ
１ １（

ＶＰＳ １ １）
ＧｅｎｅＩｓＡｓ ｓｏｃ ｉａｔｅｄｗ ｉ ｔｈＮｅｕｒｏａｘｏｎａｌＤｙｓｔｒｏｐｈｙ

ｉｎ

Ｒｏｔｔｗｅ ｉ ｌｅｒＤｏｇｓ ［
Ｊ
］

．Ｇ３ －ＧｅｎｅｓＧ ｅｎｏｍｅｓＧｅｎｅｔｉｃ ｓ
，
２０ １ ８

，８ （
８
）

：ｇ３
． ２００３ ７６ ． ２０ １ ８ ．

８４
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＿

Ｓ ６Ｓ５ 的功能


第四章

第四章 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６ ５ ５ 具编码蛋白 的功能

摘要 ： ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５长５ ６３ ｂｐ ， 起源于家蚕ｈｉ ｓｔｏｎｅ－

ｌｙｓ ｉｎｅＮ －ｍｅｔｈｙ ｌ ｔｒａｎ ｓｆｅｒａ ｓｅ

ｅｇｇ
ｌｅｓ ｓ

（
ＬＯＣ １ ０ １ ７４２９ ５ ０

）
的 第 ９ －

１ ３ 个 外 显 子 。 生 物 信 息 学 分 析 结 果 显 示 ，

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 具有 ｍ６Ａ 甲基化修饰位点 （
ＧＧＡＣＣ

）
， 并且包含跨 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ

＿

５ ６ ５ ５ 反

向 剪接 位 点 的 开 放 阅 读 框 ０ＲＦ １ ， 可 能 编 码 含 有 １ ２ ２ 个 氨 基 酸 残 基 的 蛋 白

ｃ ｉ ｒｃＲ －Ｐ １ ２２ 。 合成其特异性小肽 ＲＲＮ ＳＶＲＴＮＡ ＳＡＲ ＳＲＦＡＣ ， 并制备兔源多 克隆抗血

清 ， Ｗｅｓ ｔｅ ｒｎＢ ｌｏｔｔ ｉｎｇ 可在家蚕 中肠 中检测到 ｃ ｉ ｒｃＲ － Ｐ １ ２２ 蛋 白 的表达 。 ＢｍＮ 细胞和

家蚕 中 肠组织 的 免疫 焚光结 果 显示 ， ｃ ｉ ｒｃＲ － Ｐ １ ２２ 主要 定位于细胞质 中 。 Ｗｅ ｓｔｅｒｎ

ｂ ｌ ｏ ｔ ｔ ｉｎｇ 结果 显示 ， 过表达 ｃ ｉｒｃＲ －Ｐ １ ２ ２ 蛋 白 后组蛋 白 甲 基化水平Ｗ所抑制 。

关键词 ： ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ ；ｃ ｉ ｒｃＲ －Ｐ １ ２２ ； 细胞定位 ；
Ｈ ３Ｋ９ｍｅ３

１ 引言

环状 ＲＮＡ（ ｃ ｉｒｃＲＮＡ ） 被认为是真核细胞中 功能性的非编码转录物 ［
｜

］

。 最近的

研究表明 ， 尽管 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 通常在细胞中 以低水平表达 ， 但它们可能参与许 多生理

及病理过程 ， 如基因调控 ， 组织发育和癌症发生
［
２

］

。 大量研究报道 了ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 及

其相 关 的功能 ， 如 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 可 以作为 ｍ ｉＲＮＡ 海绵起作用 ［
３

］

， 从而减少 ｍ ｉＲＮＡ 靶

向 ｍＲＮＡ 的能力 。 虽然 ｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ 海绵功能 已得到很好地验证 ， 但是 只有少数

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 含有 多个 ｍ ｉ ｃ ｒｏＲＮＡ 的结合位点 ， 这表明 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 可能具有 尚未探索到 的

功能
［
４

’
５

】

。

最新的研宄表 明 ， 当 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 含有 由 内 部核糖体进入位点 （ ＩＲＥ Ｓ ） 驱动 的开

放阅读框 （ ＯＲＦ ） 时 ， 可 以翻译功能性蛋 白 质 。 ｃ ｉ ｒｃ
－

ＳＨＰＲＨ 能够翻译 出
一

个 １ ７ｋＤａ

的小肽 ＳＨＰＲＨ－

１ ４６ａａ ， 它 能保护 ＳＨＰＲＨ 免于泛素蛋 白 酶体 的 降解 ， 而稳定 的

ＳＨＰＲＨ 可 以作为 Ｅ３ 连接酶对 ＰＣＮＡ 进行泛素化修饰 ， 最终导致细胞增殖和致瘤

性受到抑制
［
６

］

。 其他研究发现 ， 运用 核糖体新生链复合物结合 ＲＮＡ 测序 （ ＲＮＣ －

ｓｅｑ ）

分析得知 ，

一

种长链非编码 ＲＮＡ（ Ｌ ＩＮＣ －Ｐ ＩＮＴ ） 产生的 内源性 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 能够编码

调节肽 。 此肽能够直接与 聚合酶相关因子复合物 （ ＰＡＦ ｌ ｃ ） 相互作用 并抑制 多种癌

基 因 的转录延伸 ， 从而抑制胶质母细胞瘤肿瘤的发生 ［
７

］

。

８ ５
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ＢｍＣＰＶ 感染对家蚕 ｃｉｒｃＲＮＡｓ表达的影响及 ｅ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６５５ 的功能

目 前 ， 已有两大策略用 于鉴定 ｃｉｒｃＲＮＡ 的翻译潜能 ，

一

种是 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 具有潜

在的 内部核糖体进入位点 （ ＩＲＥ Ｓ ） ， 另
一

种是 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 存在 ｍ６Ａ 甲基化修饰位点 。

Ｎ６
－腺苷酸 甲基化 （ ｍ６Ａ ） 是真核生物中

一

种常见的转录后修饰 ， 其己被证明

在癌症发生 ［
８
１

、 神经发育 ［
９

］

、 病毒感染
［
１ Ｇ

］

、 千细胞分化 ［
１ １

］

中发挥作用 。 大多数 ＲＮＡ

甲 基化酶 的 识别位 点是
“

ＲＲＡＣＨ
”

序 列
［

１ ２
］

， 其 中 各碱基 的分布概率 如 下 ：

［
Ｇ／Ａ／Ｕ

］ ［
Ｇ＞Ａ

］
ｍ６ＡＣ

［
Ｕ＞Ａ＞Ｃ

］
。 ｘｎ６Ａ 修饰被认为是

一

个动态可逆的过程 ， 由 甲基化

转移酶 （Ｗｒｉｔｅｒｓ ） 、 去 甲基化酶 （ Ｅｒａｓｅｒｓ ） 和 甲 基化阅读蛋 白 （ Ｒｅａｄｅｒｓ ） 等蛋 白 质

共同调控
［

１ ３
］

。 ｍ６Ａ 修饰的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 被证明有助子 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 的翻译起始 ［
１ ４

］

， 其翻译

的多肽可能具有重要的生物学和临床意义 。

前面的研宄 己经明确 了 家蚕 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６５ ５ 在宿主基因表达调控中 的重要作

用 ， 及其对 ＢｍＣＰＶ 病毒的增殖复制的影响 。 本研宄在预测家蚕 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ 翻

译蛋 白 的基础上 ， 通过 ＾＾８１６！１＾ １ （＾ 、 免疫荧光证实 （＾１＾八
＿

５６ ５ ５ 可 以编码蛋 白 。

２ 材料与方法

２ ． １ 实验材料

２ ． １ ． １ 载体与生物材料

载体 ： 带有 Ｔ７ 启 动子序列的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ 线性分子克隆进 ｐＭＤ １ ９ －Ｔ 载体 由

本人上
一

章构建 ； ｐ ＩＺＴ／Ｖ ５
－Ｈ ｉ ｓ 载体 由本实验室保存 。

菌种 ： Ｔｒａｎｓ５ ａ ？ 购 自 北京全式金生物公司 （
ＴｒａｎｓＧｅｎ Ｂ ｉｏｔｅｃｈ

）

生物材料 ：

家蚕卵巢细胞系 （ ＢｍＮ ） ， 由本研宄室保存 ； 家蚕中肠组织冰冻切片 由苏州堪

赛尔生物技术有限公司制备 ； 由南京金斯瑞生物科技有限公司人工合成 ｃ ｉｒｃＲ －Ｐ １ ２２

特异性小肽
“

ＲＲＮ ＳＶＲＴＮＡＳＡＲＳＲＦＡＣ
”

， 并制备其兔源多克隆抗血清 。

２ ． １ ． ２ 工具酶及试剂盒

Ｔｒｉ ｓ
－Ｔｒｉｃ ｉｎｅ－ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 凝胶制备试剂盒购于 Ｓｏｌａｒｂ ｉｏ 公司 。

２ ． １ ． ３ 其他试剂

超低分子量蛋 白 Ｍａｒｋｅｒ 、 ２ ＞＜Ｔｒ ｉｃ ｉｎｅ 上样缓冲液均购于 Ｒｅａ ｌＴｉｍ ｅｒ 公 司 。

ｌ
ｘＴｒ ｉ ｓ

－

ｔｒｉｃ ｉｎｅ － ＳＤＳ －ＰＡＧＥ电泳缓冲液 （ 阴极 －

） 、 ｌ ｘＴｒ ｉ ｓ
－

ｔｒｉｃ ｉｎｅ－ＳＤＳ －ＰＡＧＥ电泳缓冲

液 （ 阳极＋ ） 均购于 Ｓｏ ｌａｒｂ ｉｏ 公司 。 ａ－Ｔｕｂｕｌ ｉｎ 抗体购于 Ｐｒｏｔｅ ｉｎｔｅｃｈ 。 ＨＲＰ 标记 山

８ ６
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羊抗鼠 ＩｇＧ 、 ＨＲＰ 标记 山 羊抗兔 ＩｇＧ 均购于 Ｔ ＩＡＮＧＥＮ 公司 。 Ｃｙ３ 标记 山 羊抗兔

ＩｇＧ购于Ｓ ｅｒｖｉｃｅｂ ｉｏ公 司 。

其余试剂 同第三章 。

２ ． １ ． ４ 常用仪器见附录二

２ ． ２ 试剂 配制

２ ． ２ ． １ 免疫荧光相关试剂

３％Ｈ ２
０

２
： 吸取 ３ ００卟 Ｈ ２０ ２ 溶液加入到 １ ０ｍＬ 去离子水中 ， 混合均匀 。

０ ． ３％ Ｔｒ ｉ ｔｏｎ －

１ ００ ： 吸取 知ＬＴｒ ｉ ｔｏｎ
－

１ ００加入到 １ ０ｍＬＰＢＳＴ中 ， 充分混匀 。

其他试剂配制 同第三 章 。

２ ． ３ 实验方法

２ ． ３ ． １Ｔｒ ｉ ｓ
－Ｔｒ ｉｃ ｉｎｅ

＿ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ凝胶 电泳

（ １ ） 将玻璃板洗净 、 晾千 、 固 定 （ Ｔ水 平桌面对 齐基座 ） 。

（ ２ ）Ｔｒ ｉ ｓ
－Ｔｒ ｉ ｃ ｉｎｅ －ＳＤＳ

－ＰＡＧＥ凝胶配制 ：

分离胶夹层胶浓缩胶

２０％ ／４ ． ５ｍＬ １ ０％ ／２ｍＬ４％ ／２ｍＬ

４９ ． ５％Ｔ３％Ｃ ／ ０ ．４０ ７ｍＬ ０ ． １ ６０ｍＬ

４９ ． ５％Ｔ６％Ｃ １ ． ８２ｍＬ ／ ／

凝胶缓冲液 １ ． ５ ０ｍＬ ０ ． ６６ ７ｍＬ ０ ．４９６ｍＬ

５ ０％
甘油 ０ ． ９６ｍＬ ／ ／

ｄｄＨ ２
０ ０ ． ２ ２ｍＬ ０ ． ９２６ｍＬ １ ． ３４４ｍＬ

１ ０％ＰＡＧＥ胶凝固剂４〇ｎ
Ｌ ２〇ｈＬ ２０＾Ｌ

ＰＡＧＥ 胶促凝剂 ５卟 ３ ＾
Ｌ ３ ＾Ｌ

先将分离胶注入到玻璃板夹层 中 ， 再用蒸馏水封平 ， 室温放置至分离胶凝固 ，

去除蒸馏水 ， 并用滤纸将残 留 的水尽量吸去 。 再注入夹层胶并用 蒸馏水封平 ， 室

温放置至夹层胶凝 固 ， 去除蒸馏水 ， 并用滤纸将残留 的水尽量吸去 。 最后注入浓

缩胶并用 蒸馏水封平 ， 插入上样梳 ， 避免气泡产生 。

（ ３ ） 室温放置至胶凝固 ， 将胶板放置于 电泳槽 中 ， 再将 电泳槽放入冰水浴中 ，

外槽加入 ｌ
ｘＴｒ ｉ ｓ

－

ｔｒｉｃ ｉｎｅ－ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 电泳阳极缓冲液 ， 然后 内槽加入 电泳阴 极缓冲

液 ， ３ ０Ｖ 预 电泳 ｌ Ｏｍ ｉｎ 。 拔去上样梳 ， 用微量加样器加入
一

定量的蛋 白 Ｍａｒｋｅｒ 和

蛋 白样品 （ 己加等体积 ２ ｘＴｒ ｉＣ ｉ Ｍ ｅ 上样缓冲液于 １ ００

°

Ｃ煮沸 ５ｍ ｉｎ ） 。

８ ７
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ＢｍＣＰＶ 感染对家蚕 ｃ ｉｒｃＲＮＡ ｓ 表达的影响及 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５６５５ 的功能

（ ４ ） 盖上电泳盖 ， 在蛋 白 电泳及转移系统上设置程序 ．

？ 先 ３ ０Ｖ 电泳 ｌ ｈ ， 再

１ ００Ｖ 跑胶至适当位置 ， 待 电泳结束 ， 撬开玻璃板取 出凝胶 。

２ ． ３ ．２ＷｅｓｔｅｒｎＢ ｌｏｔｔｉｎｇ

（ １ ） 转膜 ： 将 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 电泳后的凝胶裁剪成所需大小 ， 同时剪切相应大小

的 ＰＶＤＦ 膜于无水 甲醇 中活化 ｌ Ｏｍｉｎ 。 使用镊子按照
“

滤纸 、 凝胶 、 ＰＶＤＦ 膜 、 滤

纸
”

的顺序于黑板面 （ 负极 ） ， 并赶走各层之间 的气泡 ， 放入转印槽中 ， 加入转膜

缓冲液 ， 四面用冰袋降温 ， 于 １ ００Ｖ 电泳 １ ５ｍ ｉｎ（ 电泳时间 由蛋 白大小确定 ） 。

（ ２ ） 封闭 ： 加入
一

定体积的 ３％ ＢＳＡ 浸没 ＰＶＤＦ 膜 ， ４

°

Ｃ封闭过夜 。

（ ３ ）
—

抗包被 ： 用 ３％Ｂ ＳＡ 按照 １ ： １ ０００ 的 比例稀释特异性
一

抗 ， 将上述封闭

的 ＰＶＤＦ 膜于 ３ ７

－

Ｃ摇床孵育 ２ｈ 。

（ ４ ） 二抗包被 ： 用 ＰＢＳＴ 髙转速洗膜 ３ 遍 ， 每遍 ｌ Ｏｍｉｎ ， 再加入用 ３％Ｂ ＳＡ

稀释的二抗溶液 （ １ ： １ ００００ ） ，３ ７

°

Ｃ摇床孵育 ｌ ｈ 。

（ ５ ） 曝光显色 ： 用 ＰＢ ＳＴ 高转速洗膜 ３ 遍 ， 每遍 ｌ Ｏｍｉｎ ， 用 ：ｈ ｉ 体积混匀 的

稳定剂和增强剂滴于 ＰＶＤＦ 膜上 ， 用曝光仪成像 。

２ ． ３ ． ３ 免疫荧光

（ １ ） 将冰冻切片置于室温 ３ ０ｍｉｎ ， 然后加入丙酮浸没切片 ， 再置于 ４
°

Ｃ 固定

ｌ Ｏｍ ｉｎ ，ＰＢ ＳＴ 洗 ３ 次每次 ５ｍｉｎ ， 再加入 ３％Ｈ２０２ 避光处理 １ ０ｍｉｎ 〇

（ ２ ） 加入 ＰＢ ＳＴ 洗 ３ 次每次 ５ｍｉｎ ， 再添加
一

定体积的 ０ ．３％ Ｔｒｉｔｏｎ－

１ ００ ， 摇床

慢速透化 １ ５ｍｉｎ 。

（ ３ ） 弃通透液 ， 加入 ＰＢＳＴ 洗 ３ 次每次 ５ｍｉｎ ， 再加入 ５％Ｂ ＳＡ 浸没爬片 ， 室

温封闭 ２ｈ 。

（ ４ ） 弃封闭液 ， 加入用 ５％ ＢＳＡ 稀释的特异性
一

抗 （ １ ： １ ０００ ） ， 室温孵育 ２ｈ 。

（ ５ ） 弃
一

抗 ， ＰＢＳＴ 洗 ３ 次每次 ５ｍｉｎ ， 再加入用 ５％ＢＳＡ 稀释的 Ｃｙ３ 标记荧

光二抗 （ １ ：２ ００ ） ， ３ ７

°

Ｃ避光孵育 ｌ ｈ 。

（ ６ ） 弃二抗 ， ＰＢ ＳＴ 洗 ３ 次每次 ５ｍ ｉｎ ， 再添加 ｌ ＯＯ＾Ｌ ＤＡＰ Ｉ 溶液 （ １ ： １ ０００ ） ，

避光孵育 ｌ 〇ｍｉｎ 。

（ ７ ） 弃 ＤＡＰ Ｉ 溶液 ， ＰＢ ＳＴ 洗 ３ 次每次 ５ｍｉｎ 。 取出爬片 ， 细胞面 向上于室温

避光晾干 ， 滴加 ｌ Ｏ＾Ｌ 防荧光淬灭封片剂于载玻片上 ， 再将细胞面朝下按压在载玻

片上 （ 防止气泡的产生 ） 。

８ ８
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（ ８ ） 避光于徕卡激光扫描共聚焦显微镜下拍照 。

２ ． ３ ＿４ ｐ ＩＺＴ－ＯＲＦ ｌ载体构建

（ １ ） 根据预测 的 ０ＲＦ １ 全长序列设计 ＰＣＲ 引 物序列如下 （表 ４－

１ ） ：

表 ４－

１０ＲＦ １ 的 ＰＣＲ 引 物

Ｔａｂ ｌ ｅ４－

１ＰＣＲ
ｐ ｒ ｉｍｅｒ ｆｏｒＯＲＦ １

引 物 名 称 引 物序 列
（
５
＾
３

＇

） 酶切 位点

０ＲＦ １

－ Ｆ ＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＴＣＧＴＧＴＧＧＧＣＣＡＴＧＡＡ ＥｃｏＲ ｌ

ｎ Ｒ ｎＲ ｜ＣＧＴＧＣＧＣＴＴＧＣＧＴＴＴＧＴＴＣＧＣＡＣＧＣＴＧＴＴＴＣＧＣＣＧＧＴＡＡＴＴＡＴＴＡ
Ｏ Ｋｈ＂ Ｋ
 ＡＣＴＧＧＡＴＴ

 ＣＣＧＣＧＧＣＴＡＴＧＧＣＣＧＣＣＴＴＣＴＴＣＧＧＣＴＧＣＧＡＧＣＡＡＡＧＣＧＧＣＴＣ？． ．

０ ＲＦ １

－ Ｒ ２ ＣＧＴＧＣＧＣＴＴＧＣＧＴＴＴＧ


５〇ｄ ｌ

＾

注 ： 下划线表示酶切位点

（ ２ ） 首先 以带有 Ｔ７ 启 动子序列 的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ 线性分子栽体为模板 ， 利用

上述 ０ＲＦ １
－Ｆ 和 ０ＲＦ １

－Ｒ １ 引 物进行 ＰＣＲ ， 胶 回收 Ｈ 的 条带 ， 然后 以此胶 回 收产物

为模板 ， 利用 ０ＲＦ １
－Ｆ 和 ０ＲＦ １

－Ｒ２ 引 物进行 ＰＣＲ ， 由此获得 ０ＲＦ １ 全长序列 。 胶

回收后 ， 克隆进 ｐ
ＭＤ １ ９ －Ｔ

（
Ｓ ｉｍ

ｐ
ｌ ｅ

）载体进行 Ｓ ａｎｇｅ ｒ 测序验证 （ 测序 比对见附录七 ） 。

再用 ￡ｃｏ／？ Ｉ 和 Ｓａｃ Ｉ Ｉ 双酶切 ， 并 克隆进 同 样双酶切 的 ｐ
ＩＺＴ／Ｖ ５

－Ｈ ｉ ｓ 载体 ， 获得

ｐ
ＩＺＴ－ＯＲＦ ｌ 载体 。 最后载体经 ￡ｃｏ／？ Ｉ 和 Ｓａｃ Ｉ Ｉ 双酶切可切 出 对应的 ｎ 的片段 ， 表 明

载体 己按设计要求构建 。

其他实验方法 同第三章 。

３ 结果与分析

３ ． １ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 编码蛋 白 的潜在性预测及 Ｗｅｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔ ｔ ｉｎｇ 验证

最新研究表明 存在 ｍ６Ａ 修饰位点的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 能够翻译功能性 多肽
［

｜ ４
］

， 为研宄

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 是否具有编码蛋 白 的潜能 ， 利 用 生物信息学方法对 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５

全长序列进行 ｍ６Ａ 修饰位点及开放读码框 （
ＯＲＦ

）预测 。 在 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 上预测到

存在 ｍ６Ａ 修饰位点 （
ＧＧＡＣＣ

）
， 推测跨 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ

＿

５ ６ ５ ５ 的反 向剪接位点存在
一

个能

够编码 １ ２２ａａ 的蛋 白 （
ｃ ｉｒｃＲ －Ｐ ］ ２２

）的开放 阅读框 ＯＲＦ １ （ 如 图 ４ －

１ ） ， 其 中 Ｎ 端 ９９ 个

氨基酸序列与其亲本基因 ｈｉ ｓｔｏｎｅ
－

ｌｙｓ ｉｎｅＮ －ｍｅｔｈｙ ｌ ｔｒａｎ ｓｆｅｒａｓｅｅｇｇ ｌ ｅ ｓ ｓ
（
ＬＯＣ １ ０ １ ７４２９ ５ ０

）

９ －

１ ３ 外显子的氨基酸序列对应 ， Ｃ 端 ２ ３ 个氨基酸序列为 ｄｒｃＲ－Ｐ １ ２ ２ 特异性序列 。

为 了验证 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 编码 ｃ ｉ ｒｃＲ －Ｐ １ ２ ２ ， 委托南京金斯瑞生物科技有限公司 人工

８ ９
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ＢｍＣＰＶ 感染对家蚕 ｃ ｉ ｒ ｃＲＮＡ ｓ 表达的影响及 ｃ ｉ ｒ ｃＲ ！ＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 的功能

合 成 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 编 码 的 蛋 白 ｃ ｉ ｒｃＲ －

Ｐ １ ２２ 的 接 头 肽 段 部 分

（
ＲＲＮ ＳＶＲＴＮＡＳＡＲ ＳＲＦＡＣ

）
， 并根据此抗原肽制 备兔源 多克隆抗血清 （ 见附录六 ） 。

０

， 丨
？

久
ｂａｃｋ－

ｓ
ｐ ｌ ｉｃ ｉｎｇ

ｊ
ｕｎｃ ｔ ｉｏｎ＼

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
—

５ ６５ ５

５ ６ ３ ｂｐ Ｉ

Ｊ／

ＯＲＦ １ａｍ ｉｎｏａｃ ｋｌｓｅ ｑ ｕｅｎ ｃｅ ：

Ａ ｌ＼＾ＷＡＭＫＮ Ｖ
ｒ

ＦＳ ＦＷＶＫＶＲ ＩＱ Ｉ ＞ ＩＡＰＫＳＴＴＳＡＹＴＴＣＴＶＫ ｌＤ ｆ ＫＴＫＮＰＦＲＴＬＳＡＲＣ ＬＡ Ｉ Ｉ

ＳＥＰＰＮＡＲ ＩＴ ｉＧＴＲ ！ ＩＡ Ｉ ．ＦＫＮＴＴＫＳＫ］ＶＩＥＮＷＳＧＶＶＡＥｒＰＮＰ＼
７

ＮＮＹＲＲＮ ＳＶＲＴＮＡＳＡＲＳＲ

ＦＡＲＳＲＲＲＲＰ

图 ４ －

１ 在 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 上预测 的 ｍ６Ａ 修饰位点 、 ＯＲＦ 及编码 的氨基酸序 列

Ｆ ｉｇ
４ －

１Ｔｈｅ
ｐｕ ｔ ａ ｔ ｉｖｅｍ６Ａｓ ｉ ｔｅ

，
ＯＲＦａｎｄ ｉ ｔ ｓａｍ ｉｎｏａｃ ｉ ｄｓｅｑｕ ｅｎｃｅ ｉ ｎｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５

为 了验证家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 能否编码蛋 白 ｃ ｉ ｒｃＲ －Ｐ １ ２２ ， 取家蚕 中肠组织并裂

解蛋 白 ， Ｔｒ ｉ ｓ
－Ｔｒ ｉ ｃ ｉｎ ｅ

－ Ｓ Ｄ Ｓ － ＰＡＧＥ电泳后使用Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎＢ ｌ ｏ ｔ ｔ ｉ ｎｇ
检测ｃ ｉ ｒｃＲ －Ｐ １ ２２蛋 白

的表达 。 结果如 图 ４ －２ 所示 ， 在家蚕中肠组织 中检测到 了 １ ４ｋＤ ａ 大小 的 ｃ ｉ ｒｃＲ － Ｐ １ ２２

蛋 白 ， 说 明 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 确实能够编码蛋 白 。

９ ０
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Ｐ Ｖ 感染对家蚕 ｃ ｉ ｒｃ Ｋ ．Ｎ Ａ ｓ 表达的影响及 ｄ ｒ ｃＲＮ Ａ
＿

５ ６５ ５ 的功能 第 四 章

１ ４ｋＤａ ｃ ｉｒｃＲ －Ｐ １ ２ ２

５ ５ ｋＤ ａ
＇

ａ －Ｔｕｂｕ ｌ ｉｎ

图 ４ － ２ 家蚕 中 肠组织 中 ｃ ｉ ｒｃＲ － Ｐ １ ２ ２ 蛋 白 检测

（ 多 肽特异性一抗 为 ｃ ｉ ｒｃＲ － Ｐ １ ２ ２ 兔抗 ， 内 参
一抗为 ａ －Ｔｕ ｂ ｕ ｌ ｉ ｎ 鼠抗 ，

二抗分 别 为

Ｈ Ｒ Ｐ 标记 山羊抗兔 Ｉ ｇＧ 和 Ｈ Ｒ Ｐ 标记 山 羊抗鼠 Ｉ

ｇ
Ｇ ）

Ｆ ｉ

ｇ
４ －

２Ｄ ｅ ｔ ｅｃ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ｃ ｉ ｒｃ Ｒ － Ｐ １ ２ ２
ｐ

ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ｉ ｎ ｔ ｈ ｅｍ ｉｄ ｇｕ ｔｏ ｆ ｓ ｉ ｌ ｋｗｏ ｒｍ

（
ｃ ｉ ｒｃＲ －Ｐ １ ２２Ｒａｂｂ ｉ ｔＰｏ ｌ

ｙ
ｃ ｌ ｏｎａ ｌＡｎ ｔ ｉｂｏｄｙ

ａｎｄａ ｌ

ｐ
ｈ ａＴｕｂｕ ｌ ｉｎＭ ｏｕ ｓｅＭｃＡ ｂａ ｒｅ ｔｈｅ

ｐ
ｒ ｉｍ ａ ｒ

ｙ
ａｎ ｔ ｉ ｂｏｄ

ｙ ， ｔ ｈ ｅｓ ｅｃｏ ｎｄａ ｎ ｔ ｉ ｂｏｄ ｙａ ｒｅＨ Ｒ Ｐ －

ｌ ａ ｂ ｅ ｌ ｃｄＧ ｏ ａ ｔＡ ｎ ｔ ｉ

－ Ｒ ａ ｂ ｂ ｉ ｔ Ｉ

ｇＧａｎｄ

Ｈ Ｒ Ｐ －

ｌ ａｂ ｅ ｌ ｅｄＧ ｏａ ｔＡ ｎ ｔ ｉ

－ ｍ ｏｕ ｓｅ Ｉ

ｇ
Ｇ

）

３ ． ２ ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ ５ ６ ５ ５ 编码蛋 白 在 ＢｍＮ 细胞及 家 蚕 中 肠 中 的 免疫 荧 光定位

将 ２ ｘ
ｌ 〇

５

个细胞平铺于 ２４ 孔板的细胞爬片上 ， 待细胞密度为 ７０％－

８０％且生长

状态 以 好时 ， 用 ｌ ｍ Ｌ 尤 血济培养褚将 ３
卜

ｉ

ｇ ｐ
ｌＺＴ－ Ｌｃ Ｒ －

５ ６ ５ ５ 和 ｐ
ＩＺＴ－ ＬｃＲ （ 叫性 对照 ）

分别转染进 ＢｍＮ 细胞 。 用 无血清培养基稀释合成的 ｄ ｒＣＲ － Ｐ １ ２２ 接头肽至终浓度 为

ｌ ５
ｎｇ

／ｍ Ｌ ， 培养 ｌ ｈ 后 宑 ｉ；Ｍ Ｉ
丨培养基 ， 川 禽血淸培养棊选续培养 （ 阳ｆｔ对照 ） ， ４ ８ ｈ

Ｍ 收 集 细 胞 做 免疫 荧 光 实验 。 在 激 光 共 聚 焦 品 微 镜 下 观 察 ， 我 们 可 以 发 观

ｃ ｉ ｒｃＲ －Ｐ １ ２２ 蛋 白 主要定位于细胞质 中 （ 图 ４－

３ ） 。

９ １
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Ｍｅｒｇｅ

：■■■
Ｌ

，ｓ

’

ｆｅ！纏
１

響抛 …娜

图 ４ －

３ 免疫荧光检测 ｃ ｉ ｒｃＲ － Ｐ １ ２２ 蛋 白 在 ＢｍＮ 细胞 中 的 定位

一抗 ： ｃ ｉ ｒｃＲ －Ｐ １ ２２ 兔抗 ；

二抗 ： Ｃｙ３ 标记 山 羊抗兔 Ｉ
ｇ
Ｇ

；ＤＡＰ Ｉ ： 核 染枓

Ｆ ｉｇ
４ －

３Ｉｍｍｕｎｏ ｆｌｕｏｒｅ ｓ ｃｅｎｃ ｅｄｅ ｔｅｃ ｔ ｉｏｎ ｔｈｅ ｌｏｃａ ｔ ｉｏｎｏ ｆ ｃ ｉ ｒｃＲ －Ｐ １ ２２
ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎ ｉｎＢｍＮｃｅ ｌ ｌ ｓ

Ｐ ｒ ｉｍ ａ ｒｙ
ａｎｔ ｉ ｂ ｏｄｙ ：ｃ ｉ ｒｃＲ －Ｐ  １ ２ ２Ｒａｂｂ ｉ ｔＰｏ ｌ ｙｃ

ｌｏｎａ ｌＡｎ ｔ ｉｂｏｄ ｙ ；Ｓ ｅｃｏｎｄａｎ ｔ ｉｂｏｄｙ ：

Ｃｙ３
－

ｌ ａｂ ｅ ｌ ｅｄＧ ｏ ａ ｔＡｎ ｔ ｉ

－Ｒ ａｂｂ ｉ ｔＩ
ｇ
Ｇ

；ＤＡＰ Ｉ ：Ｎ ｕ ｃ ｌ ｅ ａｒｄｙｅ

家蚕中肠组织的免疫荧光结果如 图 ４ －４ 所示 ， 以未免疫兔血清作为对照 ， 在用

ｃ ｉ ｒｃＲ －

Ｐ １ ２２ 抗体作为特异性
一

抗的实验组 中检测到 了红色荧光 ， 并且定位于细胞质

中 。

９ ２
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ＤＡ Ｐ ＩＣｙ３Ｍ ｅｒ
ｇ
ｅ

ｃ ｈｖ ｋ － ｎ ： ２

图 ４ －４ 免疫 荧光检测 ｃ ｉ ｒｃＲ －

Ｐ １ ２ ２ 蛋 白 在 家蚕 中 肠 中 的 定位

一抗 ： ｃ ｉ ｒｃＲ － Ｐ １ ２ ２ 兔抗 ；

二抗 ： Ｃ
ｙ
３ 标记 山 羊抗兔 Ｉ

ｇＧ ；ＤＡ Ｐ Ｉ ： 核 染枓

Ｆ ｉ

ｇ
４ －４ Ｉｍｍ ｕ ｎｏ ｎ ｕｏ ｒｅ ｓ ｃ ｅｎ ｃ ｅｄ ｅ ｔｅｃ ｔ ｉ ｏ ｎ ｔ ｈｅ ｌ ｏｃ ａ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆ ｃ ｉ ｒｃ Ｒ －

Ｐ １ ２ ２
ｐ ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ｉ ｎ ｔｈ ｅｍ ｉ ｄ

ｇｕ ｔ

ｏ ｆ ｓ ｉ ｌ ｋｗ ｏ ｒｍ

Ｐ ｒ ｉｍ ａ ｒｙ
ａｎ ｔ ｉ ｂｏｄ

ｙ
：ｃ ｉ ｒｃＲ － Ｐ １ ２ ２Ｒ ａｂｂ ｉ ｔＰｏ ｌ ｙｃ ｌ ｏｎ ａ ｌＡ ｎ ｔ ｉ ｂｏｄ ｙ ；Ｓ ｅｃｏ ｎｄａ ｎ ｔ ｉ ｂｏｄｙ ：

Ｃ ｙ３
－

ｌ ａｂ ｅ ｌ ｃｄＧ ｏ ａ ｔＡ ｎ ｔ ｉ

－ Ｒ ａｂｂ ｉ ｔ Ｉ

ｇＧ ；ＤＡ Ｐ Ｉ ：Ｎ ｕｃ ｌ ｅ ａ ｒｄ
ｙｅ

３ ． ３
ｐ

ＩＺＴ －Ｏ Ｒ Ｆ ｌ 栽体 构 建及 ｃ ｉ ｒｃＲＮ Ａ ５ ６ ５ ５ 编码蛋 白 对 Ｈ ３ Ｋ ９ｍ ｅ ３ 的 影响

为 广探索 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ５ ６ ５ ５ 编码蛋 白 的生物
＇

７：功能 ， 我们构 ｉＢ ／ｐ ＩＺＴ －Ｏ Ｒ Ｆ 丨 载

体 （构建方法见本章 ２ ． ３ ． ４ ） ， 此载体最终经 五ｃｏ／？ Ｉ 和 Ｓａｄ ｉ 双酶切鉴定 （ 图 ４ －

５ ） 。

９ ３
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ｂｐＭ １

５ 〇〇〇

３ ０００

２０００

ｚ
°

＝—
１ ００

图 ４ －

５
ｐ

ＩＺＴ－ＯＲＦ ｌ 载体酶切鉴定

Ｍ ：ＤＮＡ ｍ ａ ｒｋｅｒ
； １ ： 重组质粒ｐ

ＩＺＴ－ＯＲＦ ｌ经￡ｃｏ ／？ ＩＡＳ＾ Ｉ Ｉ双酶切鉴定

Ｆ ｉ

ｇ
４ －

５Ｅｎｚｙｍ ｅｄ ｉ ｇ
ｅ ｓ ｔ ｉ ｏｎ ｉ ｄｅｎ ｔ ｉｆｉｃ ａ ｔ ｉ ｏｎｏｆ

ｐ
ＩＺＴ－ＯＲＦ ｌ

Ｍ ：ＤＮＡｍａ ｒｋ ｅｒ
； １

：ｅｎｚｙｍ ｅｄ ｉ ｇ ｅ ｓ ｔ ｉｏｎｏ ｆｒｅｃｏｍｂ ｉ ｎａｎ ｔ
ｐ

ｌ ａ ｓｍ ｉ ｄ
ｐ ＩＺＴ－ＯＲＦ ｌｂｙ

ＥｃｏＲＶＳａｃＷ

我们从编码 ＯＲＦ １ 的 ｄ ｒＣＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 的来源基因家蚕组蛋 白 甲基转移酶入手 ，

分别用 ｌ ｍＬ 无血清培养基将不 同剂量
（

丨

｜

ｉｇ 、 ２
｜

ａｇ 、 ３ Ｈｇ ）的 ｐ ＩＺＴ／Ｖ ５
－Ｈ ｉ ｓ 和 ｐ ＩＺＴ－ＯＲＦ ｌ

载体分别转染到 ２ ｘ
 ］ 〇

８

个 ＢｍＮ 细胞中 ，
４ ８ｈ 后利用 Ｗ ｅ ｓ ｔ ｅｒｎＢ ｌｏｔ ｔ ｉ ｎ

ｇ 技术检测 了 过

表达 ｃ ｉ ｒｃＲ －Ｐ １ ２ ２ 蛋 白 对 Ｈ ３Ｋ ９ｍ ｅ３ 的影响 。 结果显示 ， 在 ＢｍＮ 细胞中 能够检测到

１ ５ ｋＤ ａ 左右 的 Ｈ ３Ｋ９ｍｅ３ 蛋 白 （ 图 ４ －

６Ａ ） ， 且从灰度扫描结果 （ 图 ４ － ６Ｂ ） 可 以看

出 ， 相 比于空载对照组 ， 转染 １明 、 ２网 、 ３
（＾ 的 ？ １２丁－０虹 １ 载体后 ， 细胞中 犯〇 １＾ ３

蛋 白 的表达量显著下调 ， 分别为对照的 １ ． １ ９ 倍 、 ０ ． ５ ９ 倍和 ０ ． ５４ 倍 ， 并呈现出
一

定

的剂量依赖性 。 由此可知 ， 过表达 ｃ ｉ ｒｃＲ － Ｐ １ ２２ 蛋 白抑制 了 组蛋 白 Ｈ ３Ｋ９ 发生三 甲

基化 。

９ ４
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图 ４ － ６ 过表达 ｐ
ＩＺＴ－Ｏ Ｒ Ｆ ｌ 对组蛋 白 甲 基化的影响 （

＊ ＊ ＊

尸
＜０ ． ００ １ ，＊ ＊

尸
＜０ ． ０ １）

Ａ ：Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎＢ ｌｏ ｔ ｔ ｉ ｎｇ检测过表达 ｐ
ｌＺＴ－Ｏ Ｒ Ｆ ｌ 对组蛋 白 曱 基化的影响 （ ｐ

ＩＺＴ／Ｖ ５
－Ｈ ｉ ｓ

－

ｌ 、

－ ２ 、

－

３ 分别 为 转 染 １ 、 ２ 、 ３咫 的 ｐ
ＩＺＴ ／Ｖ ５

－Ｈ ｉ ｓ 载体 ４ ８ ｈ 后收细胞蛋 白 ， ｐ
ＩＺＴ－ＯＲ Ｆ ｌ

－

１ 、

－２ 、

－

３ 分别 为 转染 １ 、 ２ 、 ３咫 的 ｐ
ＩＺＴ－Ｏ Ｒ Ｆ ｌ 载体 ４ ８ ｈ 后收细胞蛋 白 ， 组蛋 白 曱 基

化一抗 为 Ｈ ３ Ｋ ９ｍｅ ３ 兔抗 ， 内 参
一抗 为 ａ －Ｔｕｂｕ ｌ ｉ ｎ 鼠抗 ，

二抗分别 为 Ｈ ＲＰ 标记 山 羊

抗兔 Ｉ

ｇ
Ｇ 和 Ｈ Ｒ Ｐ 标记 山羊抗 鼠 Ｉ

ｇ
Ｇ）

；Ｂ ：Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎＢ ｌ ｏ ｔ ｔ ｉ ｎ
ｇ 条带灰度扫描结 果

Ｆ ｉ
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＿

Ｓ６５５ 的功能

４ 讨论

ｃ ｉｒｃＲＮＡ

—直以来被认为是非编码 ＲＮＡ ， 但是最新的研究表明存在 ｍ６Ａ 修饰

位点 的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 能够翻译蛋 白 以发挥功能 ［
１ ４

］

。 我们通过生物信息 学预测得知

ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６５ ５ 具有 ｍ６Ａ 甲基化修饰位点 （
ＧＧＡＣＣ

）
， 并且包含跨 ｃｉｒｃＲＮＡ

＿

５ ６５５ 反

向剪接位点的开放阅读框 ＯＲＦ １ ， 推测其可能编码含有 １ ２２ 个氨基酸残基的蛋 白

ｃ ｉｒｃＲ －Ｐ １ ２２ 。

人工合成 ｃ ｉｒｃＲ－Ｐ １ ２２ 蛋 白跨 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６５ ５ 反 向剪接位点 的接头肽段部分

“

ＲＲＮＳＶＲＴＮＡＳＡＲＳＲＦＡＣ
”

并根据此抗原肽制备兔源多克隆抗血清 ， 使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ

Ｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ 技术在家蚕中肠组织中检测到 了ｃ ｉｒｃＲ－Ｐ １ ２２ 蛋 白 的表达 。
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（
ＬＯＣ １ ０ １ ７４２９５０

） 第９
－

１ ３外显子的氨基酸序列对应 ， 因
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检测过表达 ｃ ｉｒｃＲ－Ｐ １ ２２ 蛋 白对 Ｈ３Ｋ９ｍｅ３ 蛋 白 的影响 ， 结果显示 Ｈ３Ｋ９ｍｅ ３ 蛋 白水

平有
一

定程度抑制 。 己知 甲基化的组蛋 白 是基因活性调节过程的主要参与者 ， 其

与异染色质抑制 ， 启动子调控和 ＤＮＡ 甲基化的抑制状态紧密相关
［

１ ５
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。 我们推测

ｃ ｉｒｃＲ－Ｐ １ ２２ 蛋 白可能通过抑制 Ｈ３Ｋ９ｍｅ３ 的水平在 ＢｍＮ 细胞周期与细胞凋亡方面

起到重要作用 ， 但其具体的生物学功能还有待进
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１ ． 己取得的成果

（ １ ） 家蚕 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ 能够海绵吸附 ｂｍｏ
－ｍｉＲ－

３ ３９ １
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５ｐ 来激活下游靶基因

家蚕组蛋 白 去乙酰化酶 Ｒｐｄ３ 、 家蚕祌经肽受体 Ａ３ ５ 基因 的表达 。

（ ２ ） 过表达 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６５ ５ 能够抑制其亲本基因 的表达 ， 促进细胞增殖 ， 抑

制细胞凋亡 ， 对 Ｂ ｒｎＣＰＶ 的增殖复制起到反馈调节作用 。

（ ３ ）ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ 能够与
一些宿主蛋 白互作 。

（ ４ ）ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ 能够编码蛋 白 ｃ ｉｒｃＲ －Ｐ １ ２２ ， 且过表达 ｃ ｉｒｃＲ－Ｐ １ ２２ 蛋 白对

Ｈ ３Ｋ９ｍｅ３ 蛋 白水平有
一

定程度抑制 。

２ ．有待进行的研宄

ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 编码蛋 白 的功能还需要进
一

步研宄 。

９ ８
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附录
一

附录一 载体图谱

１ 、 ｐ
ＭＤ １ ９ －Ｔｓ ｉｍｐ

ｌ ｅ载体

ＪＴ
－

Ｖ ｅ ｃ ｔｏ ｒ
ｐ
Ｍ Ｄ １ ９

＼／ 、 ｔ
Ｔ
—

ｆｃｏＲ Ｖ
（
Ｔ

－

Ｃ ｌ ｏ ｎ ｉ ｎ
ｇ

Ｓ ｉ ｔ ｅ
）

Ｙ （
Ｓ ｉｍ

ｐ ｌ ｅ
）ｎ

２ 、 ｐ ＩＺＴ／Ｖ ５
－Ｈ ｉ ｓ载体

圓 ｓａａｌＥｓａ


丨

Ｓｐ ｌＺＴ／Ｖ５ －Ｈ ｉｓＳ

＾３３３６ｂｐ眉

Ｖ＊／
９ ９
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＿

５ ６ ５ ５ 的功能

３ 、 ｐＧＬ３ 载体

Ｓｙｎ ｔｈｅｔ ｉｃｐｏ ｉ ｙ （
Ａ

）

＾
 ｓ ｉｇｎ ａ ｌ

／ 
ｔ ｒａｎｓｃ ｒ ｉ ｐ ｔ ｉｏｎａ ｌ

ｐａｕｓｅｓ ｉ ｔｅ

＼
— Ｌ （

ｆｏ ｒｂａｃｋｇ ｒｏｕｎ ｄ

Ａｍ ｐ
ｆ

 ｒｅｄｕｃ ｔ ｉｏｎ
）

／ Ｉｐｒｉ ｆ ｉ

／Ｗ ／
Ｍ ｌ ｕ ｌ １ ５

／ Ｎｈｅ ｌ２ １

／ｒ＼／Ｓｍａ ｉ２８

Ｉｏ ｒ ｉ ｐ Ｇ Ｌ３
－

Ｂ ａ ｓ ｉ ｃ ｌ＿ＪｊＸｈｏ ｌ３２

Ｖｅ ｃ ｔ ｏ ｒ
？

ｌ
？

ｘ
Ｂ
ｇ

ｆ＂３６

＼ （
４８ １ ８ｂ ｐ ） 丨

５３

Ａ ／／ ＩＮｃｏ ｌ８６

２０ １ ０Ｓａ ｌ ！ ／ｕｃ ＋／／
Ｉ

２００４ＢａｍＨ Ｉ＼ ／／
Ｎａ ｒ ｊ １ ２ １

－－

ＳＶ４０ ｌａ ｔｅ

ｐｏ ｌｙ （
Ａ

）ｓ
ｉｇ ｎ ａ ｌ^

（
ｆｏ ｒ ｌｕｃ＋ｒｅｐｏ ｒ ｔｅ ｒ

） Ｉ

Ｈｐａ ｌ１ ９０２Ｘｂａ ｌ１ ７４２

４ 、 ｐＲＬ
－ＴＫ载体

２２２３ＢａｍＨ ＼ ｏ ｒ ，

＼

ＳＶ４０ ｌａ ｔｅ ＾＾ ＼

ｐ〇 ｉ

ｙ （
Ａ

）／ ＼

１ ９７ ｌ Ｘ．ａ ｜

－ＳＨｍ
Ｂｇｎ ， １

＼＼ （
４０４５ｂｐ ）

＼＼＼ Ｒ ／ｙｃ＾＾＾Ｈ ＳＶ ＴＫ

＼ ＼
＼ ｊ７ Ｐ ｒ ｏｍ ｏ ｔｅ ｒ

＼＼
，

／＼
＾
Ｐ ｒｏｍｏ ｔｅ ｒＡ．

１Ｌ／
＞
Ｓ，
－

＾
＾＾－

ＥｃｏＲ Ｉ６４９

＾
Ｗ／ｎ ｄ Ｉ Ｉ Ｉ７６０

（

１ ０４０
）
Ｃｓｐ４５ ｌ

＾Ｘ
Ａ／ｈｅ ｌ １ ０２４

１ ００



ＢｍＣＰＶ 感染对家蚕 ｒｉ ｒｃＲＮＡ Ｓ 表达的影响及 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５６５５ 的功能


附录二 常用仪器

仪器名称


生产公 司


ＰＣＲ 仪 ＴＰ６００日 本 ＴａＫａＲａ 公司

１ ／ １ ００００ 分析天平ＢＳ １ ２４Ｓ北京赛多利斯仪器系统有限公 司

ｐＨ 计 Ｄｅ ｌ ｔａ ３ ２０梅特勒 －托利多仪器 （ 上海 ） 有限公司

超声波清洗器ＫＱ
－

５ ００ＤＢ昆 山 市超声仪 器有限公司

恒温金属浴ＣＨＢ －

１ ０杭州 大和热磁 电子有限公 司

落地式冷冻离心机ＣＦ １ ５Ｄ２Ｕ 本 Ｈ ｉ ｔａ ｃｈ ｉ 公 ４

台式冷冻 离心机Ｐ ｉ ｃｏ ｌ ７美 国 Ｔｈｅｒｍｏ 公 司

台式空气恒温振荡器ＱＹＣ２００上海福玛实验设 备 有限 公 司

超微量分光光度计Ｎ ａｎｏＤｒｏｐ
－２０００美 国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆ ｉ ｓｈ ｅｒ 公 司

流式细胞仪 ＦＣ －

５ ００美 国 Ｂｅ ｃｋｍａｎＣｏｕ ｌ ｔｅ ｒ 公 司

化学发光仪Ｇ ｌｏｍａｘ －Ｅ６０８ ０美 国 Ｐ ｒｏｍｅｇａ 公 司

垂 直 电泳槽Ｍ ｉｎ ｉＰｒｏ ｔｅａｎ ３Ｃ ｅ ｌ ｌ美 国 Ｂ ｉｏＲａｄ 公司

电热鼓风干燥箱Ｃ Ｓ １ ０ １
－

３ＥＢ重庆 四达实验仪器有限公 司

生化培养箱 ＳＨＰ －

２ ５ ０上海精宏 实验设备有限公 司

可调式恒温摇床０４ １ ０００６上海福玛实验设 备有限公 司

凝胶成像系统Ｇ ｅ ｌＤｏｃＸＲＳｙｓ ｔｅｍ美 国 Ｂ ｉｏＲａｄ 公 司

超低温冰箱 ７０ ５美 国 Ｆｏｒｍａ 公 司

优 普超纯水机ＵＰＴ－

Ｉ Ｉ Ｉ
－

５Ｔ成都超纯科技有限公 司

荧光倒置 显微镜Ｎ ｉｋｏｎ ＴＥ２０００ －Ｕ日 本 Ｎ ｉｋｏｎ 公 司

ＤＮＡ 混 合仪ＤＨ －

１ １杭州 新芝公 司

荧光定量 ＰＣＲ 仪Ｂ ＩＯ －ＲＡＤ ＣＦＸ ％美 国 Ｂ ＩＯ －ＲＡＤ 公 司

立式高压蒸汽灭菌锅ＬＤＺＸ －

５ ０ＫＢ上海 申 安医疗器械厂

电热恒温水浴锅Ｈ ．Ｈ ． Ｓ上海医疗器械五厂

加热搅拌器 ７ ８
－

１江苏省金坛市 荣华仪器制造有限公司

核酸 电泳仪ＤＹ－Ａ上海西 巴斯生物技术有限公司

脱色摇床 ＴＳ
－

１ ００海 门 市其林 贝 尔仪器制造有限公司

激光共聚焦显微镜ＬＳＭ－

８００德 国卡尔蔡司 公司

１ ０ １
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５６ ５ ｉ ｆ ｉ 的功能

附录三 体内成环载体构建方案

１ 、 体 内成环载体 ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ 的构建
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ＡＴＴＧＧＧＧＡＡＴＡＡＡＴＴＴＡＡＡＴＡＡＡＴＡＡＡＴＴＴＴＧＧＧＣＧＧＧＴＴＴＡＧＧＧＣＧＴＧＧＣＡＡＡＡＡＧＴＴＴ

ＴＴＴＧＧＣＡＡＡＴＣＧＣＴＡＧＡＡＡＴＴＴＡＣＡＡＧＡＣＴＴＡＴＡＡＡＡＴＴＡＴＧＡＡＡＡＡＡＴＡＣＡＡＣＡＡＡＡＴＴＴ

ＴＡＡＡＣＡＣＧＴＧＧＧＣＧＴＧＡＣＡＧＴＴＴＴＧＧＡＣＧＧＴＴＴＴＡＧＧＧＣＧＴＴＡＧＡＧＴＡＧＧＣＧＡＧＧＡＣＡＧ

ＧＧＴＴＡＣＡＴＣＧＡＣＴＡＧＧＣＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＡＴＣＡＡＧＡＡＴＡＴＡＴＡＴＡＣＴＴＴＡＴＡＣＣＧＣＴＴＣＣＴＴＣＴ

ＡＣＡＴＧＴＴＡＣＣＴＡｒｎＴＴＣＡＡＣＧＡＡＴＣＴＡＧＴＡＴＡＣＣＴＴＴＴＴＡＣＴＧＴＡＣＧＡＴＴＴＡＴＧＧＧＴＡＴＡＡＴ

ＡＡＴＡＡＧＣＴＡＡＡＴＣＧＡＧＡＣＴＡＡＧＴＴＴＴＡＴＴＧＴＴＡＴＡＴＡＴＡＴＴＴＴＴＴＴＴＡＴＴＴＴＡＴＧＣＡＧ 
Ａ

Ａ ，［

ＡＧＴＣＣＧＣＧＧＴＴＡＡＴＴＡＡＣ ｉＡＴＣｌ Ｇ ＜ ｉ ＴＡＡＣＣＧＡＡＴＴＣＧＣＧＧＣＣＧＣＡＴＧＣＡＴＧＡＧＣＴＣＡＧＣ （３ｔ

ＡＡＧＴＡＴＴＣＡＡＡＡＴＴＣＣＡＡＡＡＴＴＴＴＴＴＡＣＴＡＧＡＡＡＴＡＴＴＣＧＡＴＴＴＴＴＴＡＡＴＡＧＧＣＡＧＴＴＴＣＴＡ

ＴＡＣＴＡＴＴＧＴＡＴＡＣＴＡｒＴＧＴＡＧＡＴＴＣＧＴＴＧＡＡＡＡＧＴＡＴＧＴＡＡＣＡＧＧＡＡＧＡＡＴＡＡＡＧＣＡＴＴＴＣ

ＣＧＡＣＣＡＴＧＴＡＡＡＧＴＡＴＡＴＡＴＡＴＴＣＴＴＡＡＴＡＡＧＧＡＴＣＡＡＴＡＧＣＣＧＡＧＴＣＧＡＴＣＴＣＧＣＣＡＴＧＴＣ

ＣＧＴＣＴＧＴＣＴＴＡＴＴＡＴＴＴＴＡＴＴＡＣＣＧＣＣＧＡＧＡＣＡＴＣＡＧＧＡＡＣＴＡＴＡＡＡＡＧＣＴＡＧＡＡＧＧＡＴＧＡ

ＧＴＴＴＴＡＧＣＡＴＡＣＡＧＡＴＴＣＴＡＧＡＧＡＣＡＡＧＧＡＣＧＣＡＧＡＧＣＡＡＧＴＴＴＧＴＴＧＡＴＣＣＡＴＧＣＴＧＣＣ

ＡＣＧＣＴＴＴＡＡＣＴＴＴＣＴＣＡＡＡＴＴＧＣＣＣＡＡＡＡＣＴＧＣＣＡＴＧＣＣＣＡＣＡＴＴＴＴＴＧＡＡＣＴＡＴＴＴＴＣＧＡ

ＡＡＴＴＴＴＴＴＣＡＴＡＡＴＴＧＴＡＴＴＡＣＴＣＧＴＧＴＡＡＡＴＴＴＣＣＡＴＣＡＡＴＴＴＧＣＣＡＡＡＡＡＡＣＴＴＴＴＴＧＴＣ

ＡＣＧＣＧＴＴＡＡＣＧＣＣＣＴＡＡＡＧＣＣＧＣＣＡＡＴＴＴＧＧＴＣＡＣＧＣＣＣＡＣＡＣＴＡＴＴＧＡＡＣＡＡＴＴＡＴＣＡＡ

ＡＴＴＴＴＴＴＣＴＣＡＴＴＴＴＡＴＴＣＣＣＣＡＡＴＡＴＣＴＡＴＣＧＡＴＡＴＣＣＣＣＧＡＴＴＡＴＧＡＡＡＴＴＡＴＴＡＡＡＴＴＴＣＧ

ＣＧＴＴＣＧＣＡＴＴＣＡＣＡＣＴＡＧＣＴＧＡＧＴＡＡＣＧＡＧＴＡＴＣＴＧＡＴＡＧＴＴＧＧＧＧＡＡＡＴＣＧＡＣＴ ＼ＣＣＧＧ

Ｔ

注 ： 绿色荧光为果蝇 ｌ ａｃｃ ａ ｓ ｅ２ 内 含子 １ 的 １ ２ ８
－

５ ４ ８ｍ 区域 ； 黄色荧光为多克隆

位点 ： Ｓｐｅ Ｉ
，
Ｓ ａｃ Ｉ Ｉ

，Ｐ ａｃ Ｉ
，Ｂｇ ｌ ｌ ｌ

，Ｂ ｓ ｔＥ Ｉ Ｉ
，
ＥｃｏＲＩ

，Ｎｏ ｔ ｌ
，
Ｎ ｓ ｉ ｌ

，

Ｓａｃ Ｉ
； 灰色为果蝇ｌ ａｃｃ ａｓｅ２内

含子 ２ 的 １ １ ６９
－

１ ７０ ７ｎ ｔ 区域 ； 斜体为 Ｋｐｎ ｌ 位点 ； 下划线为 Ａｇｅ ｌ 位点 。

合成上述序列 ， 并克隆进 ｐ ＩＺＴ－Ｖ ５ ／Ｈ ｉ ｓ 的 Ｋｐｎ Ｉ ／Ａｇｅ ｌ 位点 ， 完成载体构建 。

２ 、 体 内 成环载体 ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ －

５ ６ ５ ５ 的构建

Ｏ Ｇ ＴＡ Ｃ（ ＡＡＡＣＡＡＧＡＧＡＧＡＡＴＧＣＴＡＴＡＧＴＣＧＴＡＴＡＧＴＡＴＡＧＴＴＴＣＣＣＧＡＣＴＡＴＣＴＧＡＴＡＣＣＣ
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＞

〇Ｈ Ｏ Ｕ １ １ １ ０

ｒ ｒ
－


 （ ■

－

，

＊
－
ｖＡ

１￥^
Ｔ 

－ Ｃ ＧＣ Ｃ Ｃ ＶＧ Ｃ Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ Ｔ  ；

＇

Ｇ ＧＴ  Ｃ   Ｃ Ｇ Ｃ Ｃ ＣＣ － Ｃ Ｔ  ＴＧ   Ｃ
，

 Ｔ Ｔ  Ｖ

＇

 ｒ ：  Ｃ Ｔ Ｃ Ｉ
Ｔ Ｉ Ｔ Ｖ Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ Ｔ

－

Ｉ Ｃ  Ｉ  Ｃ Ｇ  Ｖ Ｃ  Ｃ Ｃ Ｃ Ｃ  Ｉ Ｔ ｉ Ｇ  Ｔ Ｉ  Ｔ  ｉ

８ ９ ０ ９ ０ ０ ９ １ ０ ９ ２ ０ ９ ３ ０ ９ ４ ０ ９

Ｃ Ｇ Ｃ Ｇ Ｔ Ｔ Ｃ Ｇ Ｃ  ． Ｔ Ｔ ＣＣＣ Ｔ Ｇ Ｃ Ｔ Ｇ Ｇ ＴＣ ＧＧ Ｔ  Ｔ Ｃ Ｔ ＧＴＧ Ｔ Ｔ Ｇ Ｇ Ｇ ＧＴ Ｃ ＧＣ ＴＣ Ｃ Ｇ ＧＴ

１ ０ ５
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ＢｍＣＰＶ感染对家蚕 ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ 表达的影响及 ｃ ｉｒｃｌＷＡ
＿

５６５５ 的功能

附录四 ＲＴ－

ｑＰＣＲ 原始数据

表 １ 家香 ｃｉｒｃＲＮＡｓ 表达量驗证 （ ｎ
＝
３）

ｃ ｉｒｃＲＮＡ来源 Ｃ ｔ
－ ＴＩＦ－４ＡＣｔ

－

ｃ ｉｒｃＲＮＡ ２

＂ＡＡＣ ，

正常中肠 ２３ ． ６０
，

２２ ． ９３
，

２０ ． ７２３ １ ． ３ ０
，

３ １ ．２２
，
３ ０ ． ４３ １ ． ００

ｃ ｉｒｃＲＮＡ
一

１ １ ９３
￣

ＢｍＣＰＶ 感染中肠２ ７ ． ８４
，

２５ ． ８ ９
，

２ ５ ． ５３ １ ． ３ ９
，

３ １
． ０２

，

３ ０ ． ８０ １ ５ ． ９８

正常中肠 ２ ３ ． ６０
，
２２ ． ９３

，

２３ ． ３０３０ ． １ ２
，

３０ ． ３ ０
，

２９ ． １ ７ １ ． ００

ｃ ｉｒｃＲＮＡ
一

２４３ ９
一

ＢｍＣＰＶ感染中肠２ ５
． ５０

，

２５ ． ８９
，
２３ ． ５０２ ８ ． １ ２

，

３ ０ ． ０３
，
２９ ． ２８ ８ ．４７

正常 中肠 ２３ ． ６０
，

２２ ．９ ８
，

２ ７ ． ８４２９ ． １ ８
，

２６ ． ６ １
，

３ １ ． ０９ １ ． ００

ｃ ｉｒｃＲＮＡ５ ６５ ５
一

ＢｍＣＰＶ感染 中肠２ １ ． ７６
，
２ １ ． １ ５

，

２５ ． ５２５ ． ５ ６
，

２ ３ ． ３４
，

２ ７ ． ２ ３ ３ ． ０７

正常 中肠 ２３ ． ６０
，
２ ２ ．９ ８

，

２４ ． １ １ ３ ０ ． ６０
，

２９ ． ９ １
，

２７ ． ９９ １ ． ００

ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

６０３ １
＿

ＢｍＣＰＶ感染中肠２４ ． ０ ８
，
２３ ．４６

，

２７ ． ８４２７ ． ９９
，
３ ０ ． １ ８

，
３ ０ ． ４９３ ． ８ ６

正常 中肠 ２２ ． ９３
，

２２ ． ５ ９
，

２２ ． ８ １３ ０ ． ７
，
２６ ． ７ ６

，
３４ ．２０ １ ． ００

ｃ ｉｒｃＲＮＡ０９６２
—

ＢｍＣＰＶ 感染中肠２０ ． ５ ５
，
２ １ ． ５ ８

，
２３

．
１ ４ ２７ ． ６７

，
２４ ． ７５

，
３ ０ ． ６８５ ． ９９

表 ２ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ 在 ５ 龄 ３ 天家蚕不 同组织 中 的表达模式 （ ｎ
＝

３）

组织 Ｃ ｔ
－ ＴＩＦ －４ＡＣ ｔ

－

ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５Ｔ
隐

性腺 ２ １ ． ８０
，

２ １ ． ３ ５
，

１ ６ ．４４２４ ． ２３
，
２ ３ ． ８ ８

，

２０ ．４８ １ ２ ． ３ ０

丝腺 ２ ３ ． ７３
，
２０ ． ６７

，
２ １ ． ２２２ ８ ． ６ １

，

３ １ ．４５
，
３ １ ． ５ ３ ０ ． ２７

马 氏管 ２３ ． ０８
，
２２ ． ２０

，
２０ ． ０６２ ５ ． ８２

，
２４ ．２０

，

２ １ ． ４３ ２ ３ ． ７９

头 ２４ ． ３ ４
，
１ ８ ． ０５

，

１ ８ ． １ ６２４
． ７ ５

，

１ ９ ． ０２
，
１ ９ ． ９０ ４０ ．４ １

脂肪体 ２３ ． ５ ６
，
２３ ． ３ ５

，

１ ７ ．４９２ ７ ． ８４
，
３０ ． ７４

，

２３ ． ６２ １ ． ００

中肠 ２４ ． １ ８
，
２３ ． １ ５

，

２２ ． ８９２ ８ ． ３ ６
，

３０ ． ９２
，

２６ ． ５９ ２ ．４ １

皮肤 ２３ ． ６ ８
，

２０ ． ５ ９
，
２ １

． ０４３ ３ ．４ １
，

３ ０ ． ６６
，

３ ０ ． １ １ ０ ． ２ ７

蚕血 ２ １ ． ８ １
，

２ １ ． ８ １
，

２２ ． ３４３ ０ ．４ ８
，

３ ０ ．４８
，

３０ ． ５ ８ ０ ． １ ２

表 ３ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

６０３ １ 在 ５ 龄 ３ 天家蚕不 同 组织 中 的表达模式 （ ｎ
＝

３）

组织 Ｃ ｔ
－ ＴＩＦ－４ＡＣｔ

－

ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

６０３ １ ２

＇ＭＣ ，

性腺 ２ １ ． ３ ５
，
２０ ． ５ ９

，

２ １
． ６２２ ８ ． １ ９

，

２３ ． ５７
，

２４ ． ３ ７ １ ． ００

丝腺 ２３ ． ０ ８
，
１ ８ ． １ ９

，

１ ８
．
１ ９２ ８ ．２０

，
１ ９ ． ７ １

，
１ ９ ． ７６ ２ ． ７７

马 氏管 ２５ ． ５ ６
，
２２ ． ４６

，

２０ ． ３ ５ ３ １ ． １ ６
，
２６ ． ３２

，
２７ ． １ ０ ０ ．９９

头 ２６ ．４０
，

１ ７ ． ３ １
，

１ ７ ． ３ １ ３２ ． ０９
，

１ ９ ． ９４
，

２０ ． ０３ １ ． ５ １

１ ０６



ＢｍＣＰＶ 感染对家蚕 ｃ ｉ ｒ ｃＲＮＡ ｓ 表达的影响及 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ Ｓ 的功能


附录四

脂昉体 ２ ７ ． ０５
，

２ １ ． ２６
，
２ １ ． ２６３ ２ ． ５ ５

，

２４ ． ７０
，

２４ ． ７３ １ ． ２ ９

中肠 ２４ ． １ ８
，
２４ ． ３ ３

，

２０ ． ９８３ ０ ． ２ ０
，

３ １ ． ７ ０
，

２２ ． ７ １ １ ． ２ ８

表 ４ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

０９６２ 在 ５ 龄 ３ 天家蚕不 同 组织 中 的表达模式 （ ｎ
＝

３）

组织Ｃ ｔ
－ Ｔ ＩＦ－４ＡＣ ｔ

－

ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

０９ ６２ ２

＂＾° ＇

性腺 ２０ ． ３ ５
，
２０ ． ５ ９

，

２０ ． ５ ９３ ２ ． ９ ８
，

３ ３ ． １ ４
，

３ ２ ． ８ ８ ０ ． ９３

丝腺 ２ １ ． ６２
，

１ ８ ． １ ９
，

１ ８ ． １ ９ ３ ２ ． ８ ９
，

３４ ． ０５
，

３ ３ ． ８ ３ ０ ． ２０

马 氏管 ２２ ． ２０
，
２２ ．４６

，
１ ７ ． ３ １ ３ ０ ． ７ １

，

３４ ． ２ ７
，
３ ０ ． ４０ １ ． ７ ３

头 ２ ３ ．
７ ６

，
２４ ． ３ ４

，
２２ ．４６ ３ １ ． ０ ８

，

３ ３ ． ９３
，
３ １ ．４２ ９ ． ６２

脂肪体 ２ ３ ． ５ ６
，

２ １ ． １ ６
，

２ １ ． １ ６ ３ ３ ． ２４
，

３４ ． ０７
，

３ ３ ． ９０ １ ． ００

中肠 ２ ３ ． １ ５
，
２０ ． ９ ８

，
２０ ． ９ ８ ３ ０ ． ８ ３

，

３ １ ． ９５
，

３ ２ ． ５ ２ ３ ． ３ ８

表 ５ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 在 家蚕 中 肠 不 同 发育 阶段的表达模式 （ ｎ
＝

３）

龄期Ｃ ｔ
－ Ｔ Ｉ Ｆ －４ＡＣ ｔ

－

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ ２

－ ＡＡＯ

２龄３天 ２０ ． ９ １
，

２２ ． ７６
，

２２ ． ６９２４ ． ２ ７
，

２６ ． ８ ９
，

２ ６ ． １ ６ １ ５ ． ７ ３

３龄３天 ２０ ． ９４
，
２ １ ． ０９

，
２ １ ． ６９２ ８ ． ３ ５

，

２ ８ ． ２２
，
２９ ． ６６ １ ． ００

４龄４天 ２ １ ． ０９
，

２３ ． ０２
，

２ ３ ． １ ５２ ８ ． ９９
，

２９ ． ２ ５
，

３ ０ ． ９２ １ ． ２ ５

５龄３天 ２４ ． １ ８
，

２４ ． ３ ５
，

２２ ． ８６２ ８ ． ３ ６
，

２７ ．４２
，
２ ５ ． ６０ ２ １ ． ２０

表 ６ （＊〇 １＾八
＿

６０３ １ 在 家蚕 中 肠不 同 发育阶段的表达模式 （ １１
＝
３ ）

龄期 Ｃ ｔ
－ Ｔ ＩＦ －４ＡＣ ｔ

－

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

６０ ３ １ ２

＇Ａ ＊＇ｒ ，

２龄３天 ２０ ．
９ １

，

２４ ． ５ ３
，

２４ ． ５ ３２ ８ ． ７ ８
，

２７ ． ６ ８
，

２４ ． ８ ６ １ ． ００

３龄３天 ２０ ． ９４
，
２４ ． ３ ３

，

２ １ ． ６７３ １ ． ２ ０
，

３ １ ． ７０
，

２ ３ ． ７９０ ． １ ８

４龄４天 ２ １ ． ０９
，

２ ３ ． ０２
，

２ ３ ． ２９２ ８ ． ７０
，
２９ ． ２ ２

，

２ ５ ． ８９ ０ ． ５ １

５龄 ３天 ２４ ． １ ８
，
２ １ ． ６７

，

２０ ． ９８３ ０ ． ２０
，

２ ３ ． ２ ６
，

２２ ． ７ １ ２ ． ３ １

表 ７ｃ ｉｒｃ ＲＮＡ
＿

０９６２ 在 家蚕 中 肠 不 同 发育阶段的表达模式 （ ｎ
＝
３）

龄期 Ｃ ｔ
－Ｔ ＩＦ －４ＡＣ ｔ

－

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ０９ ６２ ２

＇ＭＣ ，

２龄３天 ２ ３ ． ７ ３
，
２４ ． ５ ３

，
２４ ． ５ ３３０ ． ３ ２

，

３ ２ ．４７
，

３ ２ ． ７７ ６ ． ７ ２

３龄３天 ２４ ． ３４
，
２ １ ． ６７

，
２ １ ． ６７３ １ ． ０５

，
３ ２ ． ５ ２

，

３ ２ ． ２ １ １ ． ６ ８

４龄 ４天 ２ ３ ． ０２
，
２ ３ ． ２９

，
２３ ． ２９２９ ． ７９

，
３ ３ ． ０２

，

３４ ． ２０ １ ． ９３

５龄３天 ２ ３ ． １ ５
，

２０ ． ９ ８
，
２０ ． ９ ８３ ０ ． ８ ３

，
３ １ ．９ ５

，
３ ２ ． ５ ２ １ ． ００

１ ０ ７



隱四


ＢｍＣＰＶ 感染对家蚕 ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ 表达的影响及 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５６５Ｓ 的功能

表 ８ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 在正常 中肠及 ＢｍＣＰＶ 感染 中肠 中 的表达模式 （ ｎ
＝
３）

时 间 （ 天 ）来源 Ｃ ｔ
－ ＴＩＦ －４ＡＣ ｔ

－

ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５１
獵

正常 中肠 ２４ ．０ ８
，
２３ ．４０

，

１ ７
，

６０２９ ． １ ６
，

２７ ． ８ １
，

２０ ． １ ７ １ ． ００

１

ＢｍＣＰＶ感染中肠２３ ． ２ ６
，
２３ ． ８ ７

，
２４ ． ０２２７ ． ２４

，
２５ ． ９０

，
２ ５ ． ３ ８ ３ ． ２ ２

正常 中肠 ２ ３ ．４６
，
２３ ． ５ ９

，
１ ７ ． ８０２９ ． ０６

，

２８ ． ８ ０
，

２０ ． ７９ １ ． ００

２

ＢｍＣＰＶ 感染中肠２３ ． ７２
，
２５ ． ０８

，

２３ ． ０４２ ８ ． ０４
，

２ ６ ． ５ ３
，
２ ５ ． ４０ ５ ． ８４

正常 中肠 ２０ ． ５ ５
，
２４ ． ０７

，

２４ ． ３ ９２ ７ ． ３４
，

２７ ． ６２
，
２７ ． ７８ １ ．００

３

ＢｍＣＰＶ 感染中肠 １ ９ ． ９２
，

２６ ． １ ７
，

２４ ． ０５２ ６ ． １ ９
，

２９ ． ２ ５
，

２ ６ ． ９ １ １ ．４２

正常 中肠 １ ９ ． ６ ８
，

１ ９ ． ２８
，
２２ ． ５ ５２ ７ ．４７

，

２５ ． ７７
，
２ ６ ．４ １ １ ． ００

４

ＢｍＣＰＶ感染中肠 １ ６ ． ７７
，

１ ７ ． ３ ８
，

２５ ． ０５２２ ． ３ ２
，

２ １ ． ９７
，

２ ８ ． ０５ ３ ．４２

正常中肠 ２ ３ ． ６３
，

２ ３ ． ５５
，

２ ３ ． ８ ６２８ ． １ ８
，
２７ ． ９３

，
２ ８ ．４２ １ ． ００

５

ＢｍＣＰＶ 感染中肠２４ ． ２０
，

２４ ． ９０
，

２２ ． ０７２７ ． ５ ７
，

２５ ． ７ ５
，
２６ ． ０８５ ． ０９

正常 中肠 １ ９ ． １ ０
，

２４ ． ５ ６
，

２２ ． ０８２ ５ ． ５ １
，
２７ ． ９ ６

，
２６ ．４０ １ ．００

６

ＢｍＣＰＶ感染中肠２ ３ ． ６ １
，
２ ３ ． ６ １

，

２ ３ ． ６ ８２６ ． ９ ７
，

２６ ． ８ ６
，
２７ ．４２ ３ ． ６３

正常中肠 ２０ ． ８ ３
，

２ １ ． ９３
，

２２ ． ７６２ ８ ． ２４
，

２６ ． ３４
，
２９ ．３ １ １ ． ００

７

ＢｍＣＰＶ 感染中肠２ １ ．４３
，
２２ ． ９ １

，

２２ ＿ ２２２ ７ ． ５ ６
，

２６ ． ７６
，
２６ ． ９０２ ． ５ ２

正常中肠 ２２ ． ０８
，

２４ ． １ ２
，
２３ ． ４ １２ ７ ． ６４

，

２７ ． ０８
，
２６ ． ５ １ １ ． ００

８

ＢｍＣＰＶ感染中肠 １ ７ ．９３
，

２ ５ ． ６９
，

２５ ． ６９２ ３ ．０ ８
，
２７ ． ２０

，
２ ７ ．２９２ ． ３ ０

正常中肠 ２２ ． ２７
，

２３ ．４０
，

１ ７ ． ８７２７ ． ５２
，

２ ８ ． ０５
，

２４ ． ３ ２ １ ． ００

９

ＢｍＣＰＶ 感染中肠２ １ ． ７６
，

２３ ． ２５
，

２ ３ ． １ ７２ ５ ． ５ ６
，
２７ ．４３

，
２７ ． ４２ ２ ． ９０

正常 中肠 ２０ ． ６６
，

２ １ ． ６５
，

２ １ ． ７ ５２ ６ ． ２０
，
２７ ． ３ ７

，
２７ ． ２６ １ ． ００

１ ０

ＢｍＣＰＶ 感染中肠２２ ． ８４
，

２ １ ． ７７
，
２２ ． ２０２ ７ ． ６２

，
２３ ． ９２

，
２５ ． ０３６ ． ６６

正常 中肠 ２ １ ． ３ ３
，
１ ６ ． ７４

，

２ １ ． ８９２７ ． １ ２
，
２２ ．

４２
，
２ ７ ． ２７ １ ． ００

１ １

ＢｍＣＰＶ 感染中肠２ １ ． １ ５
，

２３ ． ７６
，
１ ６ ． ８９２ ３ ．２４

，
２７ ． ５３

，
２ １ ． ８２ ６ ． ０４

正常中肠 ２２ ． ９ ８
，

２２ ． ８ ９
，

１ ９ ．３４２ ６ ． ６ １
，
２６ ． ５９

，
２５ ． ８３ １ ． ００

１ ２

ＢｍＣＰＶ 感染中肠２ １ ． ５ ８
，

２２ ． ５ ９
，
２２ ．４８２２ ． ７７

，
２３ ．４６

，
２ ５ ． ２６ ８ ． ５４

表 ９ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ 体 内 成环载体转染 ＢｍＮ 细胞 ４８ｈ 后 的表达量 （ ｎ
＝

３）

质粒量种类 Ｃ ｔ
－Ｔ ｉｆ４ａＣ ｔ

－

ｃｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ ２

＇＾°

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ １ ２ ． ７ ５
，
２０ ． ２

，

１ ９ ． ８９ ２ ５ ． ２ ３
，

３ １ －９７
，

３ １ － ８ １ １ ． ００

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ －

５ ６５ ５ １ ２ ． ５ ８
，

１ ７ ． ３４
，

１ ７ ． ４５ １ ８ ． ７９
，

２２ ．４０
，

２２ ． ９２ ８ ９ ． ９７

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ １ ８ ． ８ ６
，

１ ９ ． １ ９
，

１ ４ ． ６７ ３ ０ ． ８ ２
，

３ ２ ． ７ ８
，

２６ ． ０５ １ ．００

２ｎｇ

ＰＩＺＴ－ＬｃＲ －

５ ６ ５ ５ １ ３ ． ８ ５
，

１ ５ ． ２ ７
，

１ ２ ． ９ １ １ ６ ． ８ ８
，

２０ ． ３ ９
，
１ ５ ． ３２４４７ ． ９３

１ ０ ８



ＢｍＣＰＶ 感染对家蚕 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ 表达的影响及 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
一

５ ６５５ 的功能


附录四

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ １ ４ ． ５ ９
，

１ ８ ． ９０
，

１ ４ ． ８ ５２ ５ ． ３ １
，

３ ２ ． ０ １
，

２ ６ ． ３ ８ １ ． ００

３ ＾ｇ

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ－５ ６ ５ ５ １ ３ ． ５ １
，

１ ８ ． ６６
，
１ １ ． ０２ １ ３ ． ８ ９

，
２０ ． ３ ５

，

１ ２ ． ２４ １ ６６ １ ． ４２

表 １ ０ 过表达 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 对其亲本基 因 的影响 （ ｎ
＝

３ ）

质粒量种类 Ｃ ｔ
－Ｔ ｉｆ４ａ Ｃ ｔ

－

ｈｏ ｓ ｔ
ｇｅｎｅ ２

＿ＡＡＣ ｔ

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ １ ２ ． ７ ５
，

２０ ． ２０
，
１ ９ ． ８９２ ３ ． ３ ３

，
２ ７ ． ９ ３

，

２ ６ ． ９５ １ ． ００

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ－

５ ６５ ５ １ ２ ． ５ ８
，

１ ７ ． ３４
，

１ ７ ．４５２３ ． １ ０
，
２６ ． ５ ５

，

２ ５ ． ８ ８ ０ ． ６０

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ １ ８ ． ８ ６
，
１ ９ ． １ ９

，
１ ４ ． ６７２ ６ ． ３ ０

，
２６ ． ５ ３

，
２ ３ ． ５４ １ ． ００

２
＾ｇ

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ －

５ ６ ５ ５ １ ３ ． ８ ５
，

１ ５ ． ２ ７
，

１ ２ ． ９ １ ２４ ． ５ ０
，

２ ３ ． ３ ６
，
２ ３ ． ０９ ０ ． ３ ７

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ １ ４ ． ５ ９
，

１ ８ ． ９０
，
１ ４ ． ８ ５ ２ １ ． ２４

，
２６ ． ８０

，

２４ ． ０７ １ ． ００

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ －

５ ６ ５ ５ １ ３ ． ５ １
，

１ ８ ． ６６
，

１ １ ． ０２ ２ １ ． ９２
，

２７ ． ５ １
，

２ ２ ． ７ ６ ０ ． ３ ３

表 １ １ 过表达 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 对宿主免疫凋 亡基 因 的影响 （ ｎ
＝
３ ）

基因载体种类Ｃ ｔ
－Ｔ ｉ ｆ４ａ Ｃ ｔ

－对应 ｍＲＮＡ ２

＊

，ｗ ，

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ １ ４ ． ５ ９
，

１ ８ ． ９０
，

１ ４ ．
８ ５２ ３ ． ６７

，
２６ ． ６４

，
２２ ． ６ ５ １ ． ００

ＡＰＡ

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ －

５ ６ ５ ５ １ ３ ． ５ １
，

１ ８ ． ６６
，

１ １ ． ０２２ ２ ． ６６
，
２ ６ ． ２ ３

，

２ １ ． ３４ ０ ． ７ ５

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ １ ４ ． ５ ９
，

１ ８ ． ９０
，
１ ４ ． ８ ５２２ ． ８４

，

２７ ． ００
，

２ ２ ． ５ ７ １ ． ００

ＳＰＺ

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ－

５ ６５ ５ １ ３ ． ５ １
，

１ ８ ． ６６
，

１ １ ． ０２２ ２ ． ３ ８
，

２６ ．４０
，

２ ｉ ． ３ ７ ０ ． ７０

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ １ ４ ． ５ ９
，

１ ８ ． ９０
，

１ ４ ． ８ ５２ ０ ． ８ ７
，
２４ ． ９０

，
２ １ ． ６９ １ ． ００

Ｐ ５ ３

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ －

５ ６ ５ ５ １ ３ ． ５ １
，

１ ８ ． ６６
，

１ １ ． ０２２ ０ ． ５ ８
，
２ ５ ． ０４

，
１ ７ ． ９４０ ． ７７

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ １ ４ ． ５ ９
，

１ ８ ． ９０
，

１ ４ ． ８ ５ １ ７ ． ６ １
，

２ ３ ． ３４
，

１ ８ ． ９ ３ １ ． ００

ＳＴＡＴ

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ－

５ ６ ５ ５ １ ３ ． ５ １
，
１ ８ ． ６６

，

１ １ ．０２ １ ７ ．
９ ３

，
２ ３ ． ２３

，

１ ８ ． １ ６ ０ ，４７

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ １ ４ ． ５ ９
，

１ ８ ． ９０
，
１ ４ ． ５ ９ １ ９ ． ５ ７

，
２ ３ ． ５ ３

，

１ ９ ． ３ ９ １ ． ００

ＳＵＲ

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ－

５ ６ ５ ５ １ ３ ． ５ １
，

１ ８ ． ６６
， １ ３ ． ５ １ １ ８ ． ９５

，
２ ３ ． ６ １

，

１ ９ ． ０５ ０ ． ７ １

表 １ ２ 过表达 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 对 ＢｍＣＰＶ ＶＰ ｌ 基 因 表达水平 的影响 （ ｎ
＝
３ ）

质粒量种类 Ｃ ｔ
－Ｔ ｉ ｆ４ａＣ ｔ

－

ＢｍＣＰＶ Ｓ Ｉ ２

＇ＡＡＣ ｔ

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ ２ １ ． ０８
，
２３ ． ２２

，
２２ ． １ ７ ３０ ．４６

，

２ ８ ． ５ ９
，

３ １ ． ２２ １ ． ００

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ －

５ ６ ５ ５２０ ． ６２
，

２２ ． １ ５
，

２ １ ． ３４ ３ ０ ．４４
，

２７ ． ０５
，
３ ０ ． ８ １ ０ ． ９６

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ ２０ ． ８ ５
，

２ １
．
０ １

，

２０ ． ８６ ３０ ． １ ３
，

３ ０ － ０４
，
２９ ． ９ １ １ ． ００

２
（

ｉｇ

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ－

５ ６ ５ ５ ２０ ．
４３

，

２０ ． ０７
，
２０ ． ０ １ ２９ ． ４ ８

，

２９ ． １ ０
，

２９ ． １ ５ １ ． ０４

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ １ ９ ． ９５
，

１ ９ ． ８ １
，

１ ９ ． ７８ ２ ８ ． ９８
，

２ ８ ． ７９
，

２ ８ ． ７ １ １ ． ００

３ ＾ｇ

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ －

５ ６ ５ ５ ２ ０ ． ６６
，

２０ ． ６８
，

２０ ．４３ ２ ９ ． ６０
，
２９ ． ５ ６

，

２９ ．４２ １ ． ０３

１ ０９



縣四


ＢｍＣＰＶ感染对家蚕 ｃ ｉｒｃＲＮＡｓ 表达的影响及 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６５５ 的功能

表 １ ３ 过表达 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ 对 ＢｍＣＰＶ ＶＰ７ 基因表达水平 的影响 （ ｎ
＝

３ ）

质粒量种类 Ｃｔ
－Ｔｉｆ４ａ Ｃｔ

－

ＢｍＣＰＶ Ｓ７ ２

—ＡＡＣ ｔ

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ ２ １ ．
０８

，

２ １ ． １ ０
，
２０ ． ９２ ３ ０ ．０３

，

２９ ． ８ ３
，

２９
． ５ ８ １ ． ００

１昭
ＰＩＺＴ－ＬｃＲ －５６５５２ ０ ． ６２

，

２０ ． ２９
，
２０ ． ２ １ ３ ０ ． １ １

，

２９ ＊９４
，
２９ ． ９５０ ． ５ ６

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ ２０ ． ８５
，

２ １ ． ０ １
，
２０ － ８６ ３ ０ ．０４

，

２９ ． ７８
，
２９ ． ７３ １ ．００

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ－

５ ６５ ５２ ０ ．４３
，

２０ ． ０７
，
２０ ． ０ １ ２９ ． ８ １

，

２９ ． ５ ５
，

２９ ． ３ ９０ ．７ ３

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ １ ９ ． ９５
，

１ ９ ． ８ １
，
１ ９ ． ７８２９ ． ３ １

，
２９ ． １ ２

，

２ ８ ． ９４ １ ． ００

３
［
ｉｇ

Ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ－５６５５２０ ． ６６
，
２０ ． ６８

，
２０ ．４３２９ ． ３ ０

，

２９ ．４８
，

２９ ． １ ６ １ ．４７

１ １ ０



ＢｍＣＰＶ 感染对家蚕 ｃ ｉｒｃＲＮＡ ｓ 表达的影响及 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
一

Ｓ ６５Ｓ 的功能


附录五 双荧光素酶报告系统原始数据

表 １ ４ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 作 用 于 ｂｍｏ －ｍ ｉＲ －

３ ３ ９ １
－

５ｐ 对 輩巴基 因 的影响 （ ｎ
＝

３）

萤 火虫荧光素酶活／海 肾荧光素酶活

Ｌｕｃ －ｍｕ ｔ

－ＥＶ－

ｌ ＾ｇ ０ ． ２ ３ ５ ７ ， ０ ． １ ３ １ ７ ， ０ ． ２２９ １

Ｌｕｃ － ｍｕ ｔ
－ＥＶ－

２＾ｇ ０ ． １ ３ １ ７ ， ０ ． ２７ ５４ ， ０ ． ２ ２９ １

Ｌｕｃ －ｍｕ ｔ
－ＥＶ－

３ ｐｇ ０ ． ２ ３ ５ ７ ，０ ． ４０４２ ， ０ ．４ ８ １ ９

Ｌｕｃ －ｍｕ ｔ
－

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ －

ｌ

｜

ａｇ ０ ． ２ ０００ ， ０ ． １ ９２０ ， ０ ． ２ ３ ８０

Ｌｕｃ －ｍｕ ｔ
－

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５
－

２ ＾ｇ ０ ． １ ９００ ， ０ ． ２２９ ６ ， ０ ． ２ １ ２ ２

Ｌｕｃ －ｍｕ ｔ
－

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
—

５ ６ ５ ５
－

３
＾
ｘ
ｇ ０ ． ４６００ ，０ ． ３ ４００ ，０ ． ３ ３ ５ ２

Ｌｕｃ －Ａ３ ５
－ＥＶ－

ｌ

叫 ０ ． ９４５９
，

１ ． ０７ １ ２
，

１ ． ２ ３ ８ ２

Ｌｕｃ －Ａ３ ５
－ＥＶ－

２
＾ｇ １ ， ８ ０ ３ ８ ， １ ． ４ ７ １ ６ ， １ ． ５ ０７ ７

Ｌｕｃ －Ａ３ ５
－ＥＶ－

３
＾

ｉｇ ０ ． ９０４８ ， １ ． ３ ５ ６３ ，０ ． ８４９ １

Ｌｕｃ －Ａ３ ５
－

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５
－

ｌ ＾ｇ ０ ． ７ ５ ３ ３ ， ０ ． ５ ９６６ ， ０ ． ６６３ ９

Ｌｕｃ －Ａ ３ ５
－

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ －２
（

ｉｇ １ ． ２ ８ ６ １ ， １ ． ０７４６ ，０ ． ９４５ ５

Ｌｕｃ －Ａ３ ５
－

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５ －

３
｜

ａｇ １ ． ３ １ ２ ７ ， １ ． ５ ９２ ７ ， １ ． ３ ２ １ １

Ｌｕｃ －Ｒｐｄ３
－ＥＶ－

ｌ

｜

ｉｇ ０ ． ９２ ８ ７ ， １ ， ０８ ５ ０ ， １ ． １ １ ５ ０

Ｌｕｃ －Ｒｐｄ３
－ＥＶ－

２
＾

ｉｇ １ ． ３ ５ ２ ８ ， １ ． ２２ ７ ２ ， １ ． ０７ ５６

Ｌｕｃ －Ｒ
ｐ
ｄ３ －ＥＶ．

３
ｉ

．ｉｇ １ ．
４２４５ ， １ ， ４ ８ ５ １ ， １ ．４ １ ５ ６

Ｌｕｃ －Ｒｐｄ３
－

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ －

ｌ

｜

ｉｇ ０ ．
７ ８９ ８ ， １ ． １ ５ ９ １ ， １ ．４ １ ４ ８

Ｌｕｃ －Ｒｐｄ３
－

ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６ ５ ５
－

２ ｎｇ １ ． ６０ １ １ ， １ ． ７７ １ ３ ，
１ ． ６７ ０５

Ｌｕｃ －Ｒｐｄ３
－

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５
－

３
｜

ｉｇ ２ ． ３ ８４７ ，
２ ． ２４ ８ ６ ， ２ ． ６８４ １

注 ： ＥＶ 表示成琢空载 ， ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 表示 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５ ６ ５ ５ 成环表达载体 。

ｉ ｌ ｌ



贼六


ＢｍＣＰＶ感染对家蚕 ｃ ｉｒｃＲＮＡ ｓ 表达的影响及 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６Ｓ５ 的功能

附录六 抗原肽合成及抗体效价

＞ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６５ ５核酸序列

ＧＣＧＡＡＡＣＡＧＣＧＴＧＣＧＡＡＣＡＡＡＣＧＣＡＡＧＣＧＣＡＣＧＧＡＧＣＣＧＣＴＴＴＧＣＴＣＧＣＡＧＣＣＧＡＡＧＡ

ＡＧＧＣＧＧＣＣＡＴＡＧＣＧＣＴＧＧＧＧＴＡＣＧＣＣＣＣＧＣＴＴＧＡＣＧＧＡＧＡＣＣＡＣＧＣＧＣＡＧＣＣＧＧＡＣＧＴ

ＧＡＣＣＣＡＧＧＡＧＡＡＧＡＣＣＣＣＡＡＴＡＧＡＡＡＣＡＧＣＡＣＣＣＡＡＣＧＡＧＴＣＧＡＡＧＧＡＡＧＡＴＧＡＣＡＧＧ

ＧＡＧＧＴＧＴＣＴＧＴＣＧＴＴＣＡＧＴＴＧＴＣＧＧＣＧＧＡＧＧＴＧＧＣＧＣＣＧＣＣ
｜

ＧＧＡＣＣ
｜

ＴＣＣＣＣＣＣＧＣＣＣＧＧ

ＧＧＡＧＣＴＧＧＴＧＣＧＧＣＣＧＣＣＣＣＴＣＡＡＧＣＣＧＧＧＣＡＴＧＧＴＣＧＴＧＴＧＧＧＣＣＡＴＧＡＡＧＡＡＣＧＴＣＴ

ＴＣＴＣＣＣＣＣＴＧＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＡＧＧＡＴＡＣＡＧＧＡＣＡＴＣＧＣＧＣＣＡＡＡＧＴＣＧＡＣＣＡＣＡＡＧＣＧＣＧ

ＴＡＣＡＣＧＡＣＣＴＧＣＡＣＴＧＴＣＡＡＧＴＴＴＧＡＣＡＣＧＡＡＡＡＣＧＡＡＡＡＡＣＣＣＧＴＴＣＡＧＧＡＣＣＣＴＧＡＧ

ＴＧＣＧＡＧＧＴＧＴＣＴＣＧＣＧＣＡＴＴＣＧＧＡＧＣＣＧＣＣＡＡＡＣＧＣＧＡＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＴＡＣＧＣＧＡＡ

ＴＡＡＴＡＧＣＴＴＴＡＴＴＣＡＡＧＡＡＴＡＣＣＡＣＴＡＡＧＡＧＣＡＡＡＡＴＧＧＡＧＡＡＴＴＡＣＴＡＣＴＣＧＧＧＴＧＴＣＧＴ

ＴＧＣＣＧＡＡＡＴＡＣＣＧＡＡＴＣＣＡＧＴＴＡＡＴＡＡＴＴＡＣＣＧ

（ 注 ： 文本框处为预测 的 ｍ６Ａ 修饰位点 ， 划线处为预测的开放阅读框 ）

推测上述序列文本框处 （ ＧＧＡＣＣ ） 可能为 ｍ６Ａ 修饰位点 ， 据此进行编码蛋

白预测 ：

＞ｌｃ ｌ
｜

ＯＲＦ ｌ 实际编码的蛋 白 ｃ ｉｒｃＲ －Ｐ １ ２２ 的氨基酸序列

ＭＶＶＷＡＭＫＮＶＦＳＰＷＶＫＶＲＩＯＤ ＩＡＰＫＳＴＴＳＡＹＴＴＣＴＶＫＦＤＴＫＴＫＮＰＦＲＴＬＳＡ

ＲＣＬＡＨＳＥＰＰＮＡＲＬＴ ＩＧＴＲＩＩＡＬＦＫＮＴＴＫＳＫＭＥＮＹＹＳＧＷＡＥ ＩＰＮＰＶＮＮＹ
ｌ

ＲＲＮＳＶＲ

ＴＮＡＳＡＲＳＲＦＡＲＳＲＲＲＲＰ
ｌ

（ 注 ： 文本框处为 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６５ ５ 编码的特异性序列 ， 划线处与 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５ ６５ ５

线性基因编码的序列
一

致 ）

人工合成跨 ｃ ｉｒｃＲＮＡ
＿

５６５ ５ 的反向剪接位点的 ｃｉｒｃＲ－Ｐ １ ２２ 蛋 白 的接头肽段部分

“

ＲＲＮＳＶＲＴＮＡＳＡＲＳＲＦＡＣ
”

， 并根据此抗原肽制备兔源多克隆抗血清 。

表 １ ２ 抗原肽的氨基酸序 列

名 称氨基酸序列 （Ｎ—Ｃ ）

ｃ ｉｒｃＲ－Ｐ １ ２２ ＲＫＮＳＶＲＴＮＡＳＡＲＳＲＦＡＣ

表 １ ３ 小肽抗体 ＥＬＩＳＡ 效价

＾
？ａ ｌ ＇＃８ ３ ９５ ＃８ ３ ９６ ＃８３９５ ＃８３９６



Ｄ ｉ ｌｕｔ ｉｏｎ


１ １ ２



ＢｍＣＰＶ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｓ ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ
＿

５６５５縣六

ＮＣ １ ： １ ００００ ． ０７９ ０ ． ０７ ３ ／ ／

１ １ ： １ ０００３ ． １ ９ １ ３ ． １ ９ ８ ３ ． ０ ８ ６ ３ ， １ ９ ６

２ １ ： ２ ０００２ ． ９６７ ３ ． ０２ ７ ２ ． ８ ８ ０ ３ ． ００２

３ １ ：４０００２ ． ８ ７２ ２ ． ９６ １ ２ ． ８ １ ７ ３ ． ０ １ ４

４ １ ： ８ ０００２ ． ７０７ ２ ． ９０３ ２ ． ６ ５ ８ ２ ． ８ ３ ３

５ １ ：
１ ６０００２ ． ４２ ８ ２ ． ６９ ８ ２ ． ３ ７２ ２ ． ７４ １

６ １ ： ３ ２０００ １ ． ９４６ ２ ． ５ ３ ５ ２ ． ０ １ ４ ２ ． ５ ２９

７ １ ： ６４０００ １ ．４ ５ ！ ２ ． ０９ １ １ ， ４６ ５ ２ ． ０ ５ ８

８ １ ： １ ２ ８００００ ． ８ ４４ １ ． ５ ９ ２ ０ ． ８４ ５ １ ．４ ３ ３

９ １ ： ２ ５ ６００００ ．４２２ ０ ． ９ ５ ９ ０ ． ４５ ３０ ． ８ ３ ０
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