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ＢｍＣＰＶ 编码小肽 ｖｓ
ｐ

ｌ Ｏ 的鉴定及在凋亡中 的功能研究


抽要

ＢｍＣＰＶ 编码小肽 ｖｓｐ ｌ Ｏ 的鉴定及在凋亡 中 的功能研究

摘要

小开放读码框 （ ｓｍａｌ ｌｏｐｅｎｒｅａｄ ｉｎｇ
ｆｒａｍ ｅ ，ｓＯＲＦ ） 编码的多肽 （ ｓＯＲＦ －

ｅｎｃｏｄｅｄ

ｐｏ
ｌｙｐｅｐｔ ｉｄｅ ， ＳＥＰ ） 是

一

类来源于 ｓＯＲＦ 的生物活性肽 ， 且在许多生物进程中发挥

着非常重要 的作用 。 本研宄通过 ｓＯＲＦ Ｈｎｄｅｒ 软件预测发现家蚕质 型多角体病毒

少ｊｃ ｗｏｒ，

’

ｃｙｔｏｐ
ｌ ａｓｍ ｉｃ

ｐｏ ｌｙｈｅｄｒｏｓ ｉ ｓｖ ｉ ｒｕｓ ， ＢｍＣＰＶ ） Ｓ  １ ０ｄｓＲＮＡ （ ＋ ）链的３ ９３
－

５ ７２

ｎｔ 区域具有编码
一

个长度为 ５ ９ 个氨基酸残基的小肽 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 的潜能 。 通过原核表达

蛋 白免疫小 鼠制备 ｖｓｐ ｌ Ｏ 多克隆抗体 ， Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ 和免疫组化结果显示 ， ｖ ｓｐ ｌ Ｏ

存在于 ＢｍＣＰＶ 感染的家蚕 中肠 中 ； 免疫劳光结果显示 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 定位在细胞质 中 。 为

了研究 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的来源 ， 首先验证 了其来源于线性 ＲＮＡ 转录本的可能 。 用 替

代 含 有 Ｓ １ ０ 全 长 ｃＤＮＡ 的 重 组 质 粒 ｐ
ＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ 中 ｖ ｓｐ

ｌ Ｏ 的 ｓＯＲＦ 构 建

ｐ
ＩＺＴ－Ｃ Ｓ ｌ Ｏ －

ｓＯＲＦ －ｎｕ ｌ ｌ 重组质粒 ， 在转染 ｐ ＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ －

ｓＯＲＦ －ｎｕ ｌ 丨 的 ＢｍＮ 细胞中 能观

察到 Ｄ ｓＲｅｄ 的表达 ； 通过 ＩＲＥＳ ｉ ｔｅ 软件预测发现 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的 ｓＯＲＦ 上游存在
一

个核糖

体结合位点 （ Ｉｎｔｅｒｎａ ｌｒ ｉｂｏ ｓｏｍｅｅｎｔｒｙ
ｓ ｉ ｔｅ ， ＩＲＥ Ｓ ） 位点 ， 将含有该 ＩＲＥＳ 位点和 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ

的 ｓＯＲＦ 片段体外转录成线性 ＲＮＡ 并转染 ＢｍＮ 细胞 ， 发现 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 可 以表达 ； 通

过对 ＢｍＣＰＶ 感染中肠组织的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 高通量测序数据分析发现 ， Ｓ １ ０ｄ ｓＲＮＡ（ 
＋

）

链可 以产生两个含有 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 开放阅读框的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 即 Ｓ １ ０

－

ｃ ｉ ｒｃ ｌ 和 Ｓ １ ０ －

ｃ ｉ ｒｃ ７（ 两个

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 均位于 Ｓ １ ０ 片段的 中 间 ， 且 Ｓ １ ０ －ｃ ｉ ｒｃ ｌ 包含 Ｓ １ ０ －

ｃ ｉｒｃ７ 的全序列 ） ， 对这两

个 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ进行反向 ＰＣＲ 、 Ｓａｎｇｅｒ测序和 Ｎｏｔｈｅｍｂ ｌ ｏｔｔ ｉｎｇ鉴定 ， 发现这两个 ｃ ｉｒｃＲＮＡ

真实存在 ； 为 了验证 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 是否可 以 由 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 编码 ， 我们选择 了分子量较大的

环 Ｓ ｌ Ｏ
－

ｃ ｉ ｒｃ ｌ 进行试验 ， 并设计 了针对 Ｓ １ ０ －

ｃ ｉｒｃ ｌ 接头位点和环中 间 区域的 ｓ ｉＲＮＡ

（ ｃ ｉ ｒｃ 卜 ｓ ｉＲＮＡ －

１和ｃ ｉｒｃ ｌ
－

ｓ ｉＲＮＡ－２ ） ， 以及针对Ｓ １ ０ －

ｃ ｉｒｃ ｌ表达载体
ｐ

ＩＺＴ－ＬｃＲ－

ｃ ｉ ｒｃ ｌ

产生的线性分子的 ｓ ｉＲＮＡ （ Ｈｎｅａｒ－ｓ ｉＲＮＡ ） ， 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ 检测敲降这些 ＲＮＡ

分子对 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 水平的影响 ， 结果显示 ， 下调 Ｓ １ ０

－

ｃ ｉｒｃ ｌ 水平对 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 的水平无 明 显

影响 ， 但下调 Ｓ ｌ Ｏ
－

ｃ ｉ ｒｃ ｌ 的亲本基因 的转录产物的水平时 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 水平随之下调 ， 推

测 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 可能是它的线性 ＲＮＡ 编码产生的 ， 而非来源于已知的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 。 通过对

Ｉ



摘要


ＢｍＣＰＶ 编码小肽 ｖ ｓｐ ｌＯ 的鉴定及在凋亡中的功能研宄

ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的表达时相研究发现 ， 随着感染时间 的增加 ， ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 的表达与病毒增殖复制

呈正相关 。 这些结果表明 Ｓ ｌ Ｏ ｄ ｓＲＮＡ 正义链 （ ＋ ） 的线性 ＲＮＡ 的 ｓＯＲＦ 可 以编码

小肽 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ ， 为病毒编码小肽 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 的进

一

步功能研宄奠定了基础 。

为了研宄 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 的功能 ， 首先从 ｖ ｓｐ Ｉ Ｏ 对 ＢｍＣＰＶ 自 身及宿主细胞的影响这两

个方面进行研宄 。 通过 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 和 Ｗｅ ｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ 发现 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 可 以延缓 ＢｍＣＰＶ

的增殖复制 。 为 了探明 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 延缓病毒增殖复制 的作用机制 ， 通过 ｑＲＴ

－ＰＣＲ 检测

发现 ， 过表达 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 可提升细胞凋亡相关基因 Ｃｆｌｗｐａｓｅ 、 却＜、 Ｐ５３ 和 ５＾２ 的表达

水平 ， 并下调凋亡抑制基因 ５ｃ／
－２ 和 ＲＮＡ ｉ 通路基因 的表达水平 。 流式细

胞仪检测结果显示 ， 过表达 ｖｓｐ
ｌ Ｏ 可 以抑制细胞周期 ， 并促进细胞凋亡 。 进

一

步通

过 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ 和 ＴＵＮＥＬ 检测发现 ， 过表达 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 可以使细胞的凋亡水平上升 。

本研宄还发现 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 可以 降低线粒体膜电位 ， 并且通过免疫荧光实验发现 ｖｓｐ ｌ Ｏ 可

以定位在线粒体上 。这些结果说明 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 可诱导细胞凋亡 。 结合实验室前期的研宄 ，

通过 ＩＰ 实验及质谱鉴定初步筛选到 了与 ｖｓｐ
ｌ Ｏ 互作的候选蛋 白 ， 并从中选取 了凋

亡相关蛋 白 ＰＨＢ２ 进行后续研究 。 通过 Ｃｏ －

ＩＰ 和免疫共定位证实 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 与 ＰＨＢ２ 的

互作 。 进
一

步研宄发现 ， 敲降 ＰＨＢ２ 基因表达后 ， ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 对 ＢｍＣＰＶ 病毒的抑制和

对宿主细胞凋亡的促进作用都受到 了 削弱 。

综上 ， ＢｍＣＰＶＳ １ ０ 片段正义链的线性 ＲＮＡ 上存在
一

个 ｓＯＲＦ ， 并可 以 由 ＩＲＥＳ

启动翻译
一

个 ５ ９ａａ 的小肽 ｖｓｐ
ｌ Ｏ ， 在进

一

步的研究中发现 ， ｖｓｐ ｌ Ｏ 可能通过与 ＰＨＢ ２

互作诱导凋亡负调控病毒的增殖复制 。 研究结果探明 了ＢｍＣＰＶ 编码的 ｖｓｐ ｌ Ｏ 的来

源和功能 ， 为理解 ＢｍＣＰＶ 基因组信息 、 病毒复制增殖的调节和病毒编码小肽的生

物学功能提供了新线索 。
＇

关键词 ： ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 、 ＰＨＢ２ 、 ＩＲＥ Ｓ 、 线性 ＲＮＡ 转录本 、 凋亡 、 线粒体 、 ＢｍＣＰＶ

作者 ： 曹满满

指导教师 ： 曹广力

Ｉ Ｉ
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（
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）

－
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（
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第
一

章

第
一章 文献综述

１ＳＥＰ ｓ 功能的研究进展

生物信息学分析 中 ， 常常通过设定开放阅读框的最小参数以 了解基因组 中开

放阅读框的情况 ， 因此也常常忽略 了
一

些 比较短小 的开放 阅读框 ， 通常的基因注

释流程都默认忽略掉 １ ００ａａ 以 下 的多肽 ， 认为这些都是噪音 。 实际上 ， 研究者早

就发现小开放 阅读框 （ ｓｍ ａ ｌ ｌｏｐｅｎｒｅａｄ ｉｎｇ
ｆｒａｍｅ ， ｓＯＲＦ ） 具有重要作用 。 酵母 的

ＧＣＭ 基因 的产物为反式作用 因子 ， 可识别顺式作用元件 ＴＧＡＣＴＣ 重复序列 ，

ＧＣＷ４ 基因 ｍＲＮＡ 有
一

个约 ６００ｂ
ｐ 的前导序列 ， 含 ４ 个很短的 ＯＲＦ（ 仅编码 １

－２

个氨基酸残基 ） ， ＧＣ７Ｖ２ 和 ＧＣ￡＞ １ 基因为 ＧＣＭ 基因的反式作用 因子基因 ， 控制

第 ３ 、 ４ 个 ｓＯＲＦ 。 ＧＣＤ １ 起抑制效应 ， ＧＣＷ２ 克服其抑制效应 。 而第 １ 、 ２ 个 ｓＯＲＦ

可解除第 ３ 、 ４ 个 ｓＯＲＦ 的抑制作用 。 这
一

例子说明 了ｓＯＲＦ 的重要性 ， 己成为教

科书实例 ［
１

］

。 随着翻译组 （ 核糖体图谱 ， ｒ ｉ ｂｏ ｓｏｍｅ
ｐｒｏｆｉ ｌ ｉｎｇ ， ｒ ｉｂｏ －

ｓｅｑ ） 技术的普及 ，

发现这些
“

非编码
”

ＲＮＡ（ ｎｏｎｃｏｄ ｉｎｇ ＲＮＡ ， ｎｃＲＮＡ ） 分子是普遍翻译的 ， 这才打

开 了 小肽研宂的大 门 。

近年来 ， 小分子 ＲＮＡ 和小分子多肽 （ 小肽 ） 等生物学小分子的研究
一直是分

子遗传学的研宄热点之
一

， 其 中包括了ｓＯＲＦ 及其编码小肽研究 。 本课题研究侧重

关注
一

类来源于小开放 阅读框 （ ｓｍａ ｌ ｌｏｐｅｎｒｅａｄ ｉｎｇ
ｆｒａｍｅ ， ｓＯＲＦ ） ， 且编码的生物

活性肽 （ ｓＯＲＦｅｎｃｏｄｅｄ
ｐｅｐｔ ｉ ｄｅ ｓ ， ｓＯＲＦｅｎｃｏｄｅｄ

ｐｏ
ｌｙｐｅｐｔ ｉ ｄ ｅ ｓ ， ｍ ｉ ｃｒｏｐｅ

ｐｔ ｉ ｄｅｓ ， ＳＥＰ ｓ ）

的研究进展 。

１ ． １ＳＥＰ ｓ 的概述

小开放阅读框架 ｓＯＲＦ 由
一

个起始密码子 、

一

串小于 １ ００ 的连续密码子和
一

个

终止密码子组成 。 不 同于经典的激素肽和神经肽 ， 小开放阅读框编码的肽 ＳＥＰｓ 由

ｓＯＲＦ 直接编码 ［
２

＿

５
］

， 不需要进行水解加工 ［
６

，
７

］

。 研究表明 ＳＥＰ ｓ 在许多基础的生物进

程中发挥着重要的调节作用 ， 例如能量代谢 、 生长发育 、 转录翻译和细胞死亡等 。

玉米花粉的
一

个优势基因 Ｚｍ９０８ ， 具有几个假定的短开放阅读框架 （ ｓＯＲＦ ｓ ） ， 其

最长的 ｓＯＲＦ 编码
一

种 ９ ７ 个氨基酸的小肽 Ｚｍ ９０８ｐ ｌ １ 。 Ｚｍ９０ ８ｐ ｌ １ 作为
一

种新的配

体与 ｐｒｏｆｉ ｌ ｉ ｎ ｓ 结合 ， 在玉米花粉管生长代谢过程 中起着必需的作用 ［
８

］

。 在果蝇中

１
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ＢｍＣＰＶ 编码小肽 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的鉴定及在凋亡中的功能研究

ｉＶｂＯＭ 基因编码的
一

个小肽可 以通过修饰转录因子 Ｓｈａｖ ｅｎｂａｂｙ（ Ｓｖｂ ） 来控制果

蝇表皮的分化 【
４

］

。 来源于斑马鱼胚胎发育过程中表达的候选信号蛋 白 ， 可 以调控生

长发育的小肽 Ｔｏｄｄ ｌｅｒ ， 它的缺失和过量产生都会减少斑马鱼原肠胚形成过程中 中

胚层细胞的运动 ［

２
］

。 此外 ， 也有研究表明小肽可 以作为拯救 因子发挥作用 。 例如

Ｈｕｍａｎ ｉｎ（ ＨＮ ） 基因可 以编码
一

种小肽 ， 其可 以消除 由 多种不 同类型的家族性阿

尔茨海默 氏病基 因和 Ａ
Ｐ淀粉样蛋 白 引 起的神经元细胞死亡 ［

９
］

。 虽然如此 ， 目 前对

于 ＳＥＰｓ 的研究报道还较为稀少 ， 因此我们对其生物活性 、 基因表达和调控还知之

甚少 ， 对 ＳＥＰ ｓ 的发现和研宄将丰富我们对基因组和蛋 白质组组成的认知 ， 并为分

子遗传学和细胞生物学提供新的见解 ， 具有重大的研宄前景 。

ＳＥＰｓ 的小尺寸使得它们难 以通过计算和实验方法的发现 ， 所以在发现 ｓＯＲＦ

和确定真正的编码 ｓＯＲＦ 方面存在许多挑战 。

一

方面 ， 利用生物信息学技术通过简

单 的复制用 于大蛋 白基因 的预测算法来预测 ｓＯＲＦ 的表达是非常 困难的 。 由 于

ｓＯＲＦ 结构简单 ， 其用来评估 ＯＲＦ 的编码潜力 的特征不如长蛋 白编码基因那样丰

富 。 另
一

方面 ， 非注释的 ＳＥＰ ｓ 在数据库中无法通过直接检索发现 。 即便是数据库

中存在 的 ＳＥＰ ｓ ， 也会因为尺寸小 ， 丰度低 ， 甚至寿命短从而导致他们难 以被检测

到 。 随着计算方法和实验技术的改进 ， 在应对这些挑战方面取得 了很大的进展 ，

但是在发现 ｓＯＲＦ 和确定真正的编码 ｓＯＲＦ 方面任然存在着许多挑战 。

１ ． ２ＳＥＰ ｓ 的研究方法

随着技术的发展 ， 越来越多 的 ＳＥＰ 开始被鉴定到 。 如核糖体图谱 ， 质谱和蛋

白质组学等 。

１ ． ２ ． １ 核糖体图谱

核糖体 图谱 （ ｒ ｉｂｏ ｓｏｍｅ
ｐｒｏｆｉ ｌ ｉｎｇ ， ＲＩＢＯ －

ｓｅｑ ） 是
一

种 由Ｗｅ ｉ ｓ ｓｍａｎ课题组于２００９

年首次发表的翻译组学研究技术＿ ， 主要通过对核糖体保护的基因片段进行深度

测序来确定核糖体分布的位置信息 ， 由此可得到各转录本上核糖体的分布和密度 ，

从基因组水平检测蛋 白质 的翻译状况 ［
１ １

］

。 通过这种技术 ， 我们可 以直接监测体 内

蛋 白 质 的合成过程 ， 并且通过这种方法发现 了许多之前被注释为非编码 ＲＮＡ 的转

录本可以被翻译 。

虽然 ＲＩＢＯ －

ｓ ｅｑ 技术 己被广泛使用 ， 但是它仍然存在着
一些弊端 。

一

方面 ， 核

糖体保护片段 （ ｒ ｉｂｏ ｓｏｍｅ
ｐｒｏ ｔｅｃｔｅｄｆｒａｇｍ ｅｎｔ ， ＲＰＦ ） 并不能区分转录本是否具有编

２
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码潜力 ［
１ ２

］

。 另
一

方面 ， 由于核糖体是
一

个大的 ＲＮＡ －蛋 白质 复合体 ， 任何核酸酶都

不可避免地会消化 ｒＲＮＡ ， 从而损害核糖体的完整性 ， 导致实验偏差和信息丢失

Ａ ｓ
ｐ
ｄｅｎ

［
１ ４

］等通过改善核糖体谱的生化基础解决了这个 问题 。 利用 ｐｏ ｌｙ
－ＲＩＢＯ －

ｓｅｑ 技

术在多聚体部分进行核糖体足迹 ， 按照典型 的蔗糖梯度分离多聚体片段 ， 明确地

识别 了可 以活跃翻译并与几个核糖体结合的转录物 。 但 由该技术于分辨率低 ， 因

而不适合鉴定少于 ３ ０ 个密码子的 ｓＯＲＦ 。

１ ． ２ ． ２ 质谱

质谱分析 （Ｍａ ｓ ｓＳｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ，ＭＳ ） 通过将物质离子化后测量各离子谱峰的

强度 ， 再确定化合物的分子量 ［
１ ５

］

。 质谱分析的原理是按照质荷 比的顺序排列带 电

的原子或分子 ， 并画 出相应的谱线 ， 再将实验光谱与参考或定制蛋 白 质数据库 中

所有候选肽的理论光谱进行匹配 ， 从消化的蛋 白质样品 中检测 ｓＯＲＦ 编码的产物 ［
１ ６

］

。

理论上 ， 作为
一

种强大的技术 ， 质谱可 以检测从 ｓＯＲＦ 翻译而来的 ＳＥＰ ｓ ， 从而可

以直接验证转录本的编码潜力 。

与核糖体图谱相 比 ， ＭＳ 的优势在于可 以直接从开放阅读框检测肽 ， 从而验证

肽的生产 然而 ， 质谱偏 向于更丰富的蛋 白质意味着它 只检测细胞中丰富 的

肽 ， 限制 了鉴定 ＳＥＰ ｓ 的可能性 该方法还包含
一

些其他的潜在 问题 ， 例如样品

制备 ， ＳＥＰ ｓ 的丰度和大小 ， 以及某些蛋 白 质 的半衰期过短都会使检测 出现偏差 ，

导致 Ｍ Ｓ 无法观察 ＳＥＰ ｓ
％ ３

。 随着更有效的策略 出现和仪器的改进 ， 将在不久的将

来发现更多 的天然形式和成熟状态 的 ＳＥＰ ｓ 。 内源性 ＳＥＰ ｓ 仍然是肽组学的重要组

成部分 。

１ ． ２ ． ３ 蛋 白质基因组学技术

蛋 白 质基因组学技术结合 了基因组学 、 转录组学和蛋 白 质组学 ， 是直接研究

基 因组注释 的工具队
２ ２

］

。 ＳＥＰ ｓ 也 己经通过蛋 白 质基 因组学得到 了 鉴定 。 例如在

Ｃ２Ｃ １ ２ 细胞脂滴中鉴定到的总共 １ ５ 种新的 ＳＥＰ ｓ 中 ， 脂滴 （ ｌ ｉｐ ｉ ｄｄｒｏｐ ｌｅ ｔ ， ＬＤ ） 相

关的 非编码ＲＮＡ编码蛋 白１（ ＬＤ －

ａｓｓｏｃ ｉ ａｔｅｄｎｏｎｃｏｄ ｉｎｇ
ＲＮＡ －ｅｎｃｏｄ ｅｄ

ｐｒｏ ｔｄ ｎ１ ，

ＬＤＡＮＰ １ ） 被证 明 定位在 ＬＤ ｓ 上并通过蛋 白酶体降解 。 ＬＤＡＮＰ １ 的稳定表达抑制

了 油酸 （ 〇 丨ｅａｔｅ ， ０Ａ ） 处理过的成肌细胞中三酰 （ ｔｒ ｉ ａｃ
ｙ

ｌｇ ｌｙｃｅ ｒｏ ｌ ， ＴＡＧ ） 甘油 的

积累 ， 并且棕榈酸对胰岛素敏感性降低的挽救受到抑制 ［
２３

］

。

３
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ＢｍＣＰＶ 编码小肽 ｖ ｓ ｐ ｌ Ｏ 的鉴定及在凋亡中的功能研究

１ ．２ ．４ 生物信息学和计算方法

最初 的生物信息学技术是通过对核苷酸组成 、 内含子剪接位点 、 启 动子和翻

译起始位点等的分析来区分编码序列和非编码序列 的 。但是在预测较小的 ＯＲＦ 时 ，

由 于多个标准的集成增加容易导致预测时 出现假阴性信号 。 为 了解决这些 问题 ，

己经开发 了
一

些用于鉴定编码 ＳＯＲＦ 的基因预测程序 。 调用 比较分析的编码区识别

工具 （ ｃｏｄ ｉｎｇ
ｒｅｇ ｉｏｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔ ｉｏｎｔｏｏ ｌ ｉｎｖｏｋ ｉｎｇ

ｃｏｍｐａｒａｔ ｉｖｅａｎａ ｌｙｓ ｉ ｓ ， ＣＲＪＴ ＩＣＡ ） 是

一

种新的预测程序 ， 它可 以通过结合比较分析和编码序列 的统计分析来识别可编

码的 ｓＯＲＦｐ４
］

。 转录本蛋 白编码潜能预测工具 （ ｃｏｄ ｉｎｇｐ
ｏｔｅｎｔ ｉ ａｌｃａ ｌｃｕ ｌａｔｏ ｒ ， ＣＰＣ ）

可 以基于对开放 阅读框的大小 、 覆盖范围 、 完整性和和保守性的分析来评估转录

本的蛋 白 质编码潜力Ｍ 。 后来 ， 有研究表明表达的开放阅读框对密码子的使用是

偏 向性的 ， ｓＯＲＦｆｉｎｄｅｒ 就是 由此应运而生的
一

个程序 ［
１ 力

。 它可 以根据核苷酸序列

组成和氨基酸水平的保守性来鉴定高编码潜能的 Ｓ〇ＲＦ ｔ
２６

］

。 所有这些方法都在
一

定

程度上依赖于序列保守性 ， 但是
一

些物种 、 组织或细胞特异性蛋 白 质和
一

些起调

节作用 的功能性转录因子可能几乎没有序列保守性 ， 所以很容易被遗漏 。 另外 ，

虽然理论上假定 的 ｓＯＲＦ 可 以在任何给定的序列 中找到 ， 但是它们中 的大多数从来

没有被翻译过 ， 也没有任何功能 。 最后 ， 尽管通过这些计算方法 已经发现 了数千

个 ｓＯＲＦ ， 但重要的是结合实验来证实这些 ｓＯＲＦ 是否可 以被翻译成新的 ＳＥＰｓ 。 生

物信息学技术对于 ｓＯＲＦ 的发现起着非常重要作用 ， 但是用来鉴定和评估给定

ｓＯＲＦ 的蛋 白质编码潜力 的实验技术也是不可或缺的 。

１ ． ３ＳＥＰ 的种类

ＳＥＰ ｓ 的产生机制可能有 以下几种方式 。 其
一

， ＳＥＰ ｓ 可 由带注释的蛋 白 质编码

基因借助选择性剪接翻译产生 ［
２７

］

。 例如 ， 编码 ＤＥＤＤ２ －ＳＥＰ 的 ｓＯＲＦ 是 ＤＥＤＤ２ 转

录物的主 ＣＤ Ｓ（ ｃｏｄ ｉｎｇ
ｓｅ
ｑ
ｕｅｎｃｅ ） 内 的移码序列 ， 它无法被传统的核糖体扫描机制

所翻译 。 后续研宄也揭示 了ＤＥＤＤ２ ＲＮＡ 存在两种剪接变体 ， 其中
一

种用于表达

全长 ＤＥＤＤ２ 蛋 白 ， 而另
一

种则是截短的 ｍＲＮＡ 序列 ， 它的第
一

个起始密码子 即

为 ＤＥＤＤ２ －ＳＥＰｓ
（
ｍ

）
ＯＲＦ 的起始密码子 ［

１ ６
］

。 其二 ， ＳＥＰｓ 也可通过给定的 ＲＮＡ 转录

物的多顺反子翻译产生 。 果蝇中 的 ｐｒｉ（ ｔａ ｌ ）ｍＲＮＡ 作为
一

个典型的多顺反子转录

本 ， 它具备四个独立的 ｓＯＲＦ ｓ ， 其分别编码三个长度为 １ １ 个氨基酸的小肽 以及
一

个长度为 ３２ 个氣基酸的小肽 ［
５

Ｌ 最后 ， 非编码 ＲＮＡ（ ｎｏｎ－

ｃｏｄ ｉｎｇ
ＲＮＡ

， ｎｃＲＮＡ ）

４
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也是 ＳＥＰ ｓ 的重要来源之
一

［
Ｉ ７

】

。 ｎｃＲＮＡ 家族可细分为小核仁 ＲＮＡ（ ｓｍａ ｌ ｌｎｕｃ ｌ ｅｏ ｌ ａｒ

ＲＮＡ ｓ ， ｓｎｏＲＮＡ ｓ ） 、 微小ＲＮＡ （ ｍ ｉ ｃｒｏＲＮＡ ｓ ， ｍ ｉＲＮＡ ｓ ） 、 环状
ＲＮＡ（ ｃ ｉｒｃｕ ｌ ａｒ ＲＮＡ ｓ ，

ｃ ｉｒｃＲＮＡ ｓ ） 以及长链非编码ＲＮＡ （ ｌｏｎｇ
ｎｏｎｃｏｄ ｉｎｇ

ＲＮＡ ｓ ， ＩｎｃＲＮＡｓ ） 。 全基因组

翻译谱和核糖体图谱的快速发展表明 ， ｎｃＲＮＡ 上的少量 ｓＯＲＦ ｓ 实际上也可具有肽

或蛋 白 质编码潜力 。 例如 ， 研宄报道 ｌｎｃＲＮＡ Ｈ０ＸＢ －ＡＳ ３ 可编码
一

个 ５ ３ 个氨基酸

的 ＳＥＰ ， 且该 ＳＥＰ 能通过调节丙酮酸激酶 Ｍ（ ｐｙｒｕｖａ
ｔｅｋｉｎａｓｅＭ ，

ＰＫＭ ） 的选择

性剪接和肿瘤代谢重编程来抑制结肠癌的生长 ［
２ ８

］

。 此外 ， 当 ｃ ｉｒｃＲＮＡ ｓ 上具备核糖

体 结 合 位 点 （ Ｉｎｔｅｒｎａ ｌｒ ｉｂｏ ｓｏｍｅｅｎｔｒｙｓ ｉ ｔｅ ， ＩＲＥＳ） 或存 在 Ｎ６
－ 腺 苷 酸 甲 基 化

（Ｎ ６ －ｍ ｅｔｈｙ ｌａｄｅｎｏ ｓ ｉｎｅ ， ｍ６Ａ ） 修饰时 ， 它也可编码和翻译蛋 白 ［
２ ９

’

３ Ｇ
］

；ｃ ｉ ｒｃ
－ＺＮＦ６０９

就是此类可 以翻译并且能在肌生成中发挥作用 的环状 ＲＮＡ ［
３ １

］

。

１ ．４ ＳＥＰ ｓ 的生物学功能

研究人员在 ＳＥＰ ｓ 的编码潜力得到充分证实时 ， 还希望验证 ＳＥＰｓ 的生物学作

用 。 通过研究发现 ＳＥＰ ｓ 的亚细胞分布可能为其生物学功能提供有用 的信息 。

一些

由基因 ５

’

ＵＴＲ 内 的 ｓＯＲＦ ｓ 编码的小肽可 以在与分化和发育相关的基因表达中起调

节作用 ［
３２

，
３ ３

］

。 例如 ， 在多个人体组织中 ， 含有 ｕＯＲＦｓ （ ｕｐｓｔｒｅａｍｏｐｅｎｒｅａｄ ｉｎｇ
ｆｒａｍ ｅｓ ）

的基因 的蛋 白表达水平要低于不含 ｕＯＲＦ ｓ 的基因Ｍ 。 同样 ， 由 ｍＲＮＡ 中 的重叠编

码 区或 ＩｎｃＲＮＡ 编码的 ＳＥＰ ｓ ， 可 以作为转录调节因子参与无义介导的 ＲＮＡ 衰变途

径 （ ｎｏｎ ｓｅｎｓｅ
－ｍ ｅｄ ｉ ａｔｅｄｍＲＮＡ ｄｅｃａｙ ， ＮＭＤ ） ［

３ ５
，
３ ６

］

。

另
一

些 由线粒体ＤＮＡ（ ｍ ｉ ｔｏ ｃｈｏｎｄｒ ｉ ａ ｌＤＮＡ ，ｍ ｔＤＮＡ ） 上ｓＯＲＦ编码的ＳＥＰ ，

可以调节代谢稳态 。 例如在线粒体 １ ２Ｓ ｒＲＮＡ 内 的 ｓＯＲＦ ， 编码
一

个 １ ６ 个氨基酸的

小肽 （ ｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄ ｒ ｉ ａ ｌｏｐｅｎｒｅａｄ ｉｎｇ
ｆｒａｍｅｏｆ ｔｈｅ１ ２ Ｓ ｒＲＮＡ －

ｃ ， ＭＯＴＳ －

ｃ ） ， 它调节胰

岛素敏感性和代谢稳态 。 它的主要靶器官似乎是骨骼肌 ， 通过抑制叶酸循环和嘌

呤的生物合成 ， 导致 ＡＭＰ 依赖的蛋 白激酶 （ ＡＭＰ －

ａｃ ｔ ｉｖａｔｅｄ
ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎｋ ｉｎａｓｅ ， ＡＭＰＫ ）

活化 。 ＭＯＴＳ －

ｃ 治疗小 鼠可预防年龄依赖性和高脂肪饮食诱导的胰 岛素抵抗 ， 以及

饮食诱导的肥胖 ［
３ ７

］

。

由于
一些 ＳＥＰｓ 可 以与

一

些大蛋 白或大分子结合 ， 因此我们就可 以根据 己知的

相互作用伙伴的功能来研宄 ＳＥＰ 的功能 。 与其他蛋 白质互作在 己知 ＳＥＰ 中 的重要

性意味着 ＳＥＰ 与蛋 白质相互作用 的鉴定将是表征 ＳＥＰ 分子功能的
一

条有效途径 。

例如 ， 在 ＨＥＫ２９ ３ 细胞中 ＭＲＩ
－２ －ＳＥＰ 可以通过与 Ｋｕ７０／Ｋｕ ８ ０ 异二聚体的互作在非

５
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ｐ

ｌ Ｏ 的鉴定及在凋亡中 的功能研宄

同源性末端连接 （ ｎｏｎ
－ｈｏｍｏ ｌｏｇｏｕｓ ｅｎｄ

ｊ
ｏ ｉｎ ｉｎｇ ， ＮＨＥＪ ） 通路中发挥作用 ［

３ ８
］

。 此外

一

些 ＳＥＰ 通过与 ＳＥＲＣＡ 的结合从而影响肌肉 的正常收缩 ［
３ ９

，
４Ｑ

］

。

１ ． ５ 病毒 ＳＥＰ 的研究进展

由于病毒本身需要依靠宿主细胞才能进行生物活动 ， 因此病毒 自 身的 ｓＯＲＦ 需

要借助宿主细胞才能翻译 。 迄今为止的研究发现 ， 不管是 ＤＮＡ 病毒还是 ＲＮＡ 病

毒都可 以借助宿主产生 ＳＥＰ 。 人乳头状瘤病毒 （ ｈｕｍａｎ
ｐａｐ

ｉ ｌ ｌ ｏｍａｖ ｉｒｕ ｓｅｓ ，ＨＰＶ ｓ ）

是
一

种双链 ＤＮＡ 病毒 ， 它可 以产生
一

种叫做 ｃ ｉｒｃＥ７ 的环状 ＲＮＡ 。 ｃ ｉｒｃＥ７ 定位在

细胞质 中 ， 可 以与多 聚体结合 。 由 于其是被 Ｎ６ － 甲基腺苷 （Ｎ６ －ｍｅｔｈ
ｙ

ｌ ａｄｅｎｏ ｓ ｉｎｅ ，

ｍ
６

Ａ ） 修饰过的 ， 因此并产生 Ｅ７ 癌蛋 白 。 特异性破坏 Ｃ ｉ ｒｃＥ７ 可以 降低 Ｅ７ 癌蛋 白

的表达并抑制肿瘤细胞的生长 ， 因此 ＨＰＶ 病毒编码的 Ｃ ｉｒｃＥ７ 产生的小肽可能与人

乳头状瘤病毒的转化特性有关Ｍ ｌ

。

我们的 团队最近发现 ＲＮＡ病毒也可以编码 ＳＥＰ 。家蚕质 型多角体病毒

ｍｏｒ ｉｃ
ｙｐｏ

ｖ ｉ ｒｕ ｓ ，Ｂｏｍｂｙｘｍｏｒ ｉｃｙｔｏｐ ｌａｓｍ ｉ ｃ
ｐｏ ｌｙｈｅｄｏ ｓ ｉ ｓｖ ｉｒｕ ｓ ，ＢｍＣＰＶ ） 是

—

种双链

ＲＮＡ 病毒 ， 其基因组 Ｓ ５ 片段的负链鉴定 出
一

个小的开放阅读框 （ Ｓ ５
－Ｓ０ＲＦ ） ， 并

且可 以编码 ２７ａａ 的小肽 。 该小肽可 以抑制病毒的增殖 ［
４２

］

。 研宄表明宿主通过病毒

基因组产生抗病毒小肽 ， 为宿主细胞的抗病毒机制提供 了新的思路 ， 也打破 了病

毒 ｄｓＲＮＡ 负链不能编码蛋 白 的传统观念 。

２ＢｍＣＰＶ 的研究进展

２ ． １ＢｍＣＰＶ概述

质型多角体病毒 （ ｃｙｐｏｖ ｉｒｕ ｓ ， ｃｙ
ｔｏｐ ｌａｓｍ ｉｃ

ｐｏ ｌｙｈｅｄｒｏｓ ｉ ｓｖ ｉ ｒｕｓ ， ＣＰＶ ） 是
一

种双

链 ＲＮＡ（ ｄ ｓＲＮＡ ） 病毒 ， 属 于呼肠孤病毒科 （ Ｒｅｏｖ ｉｒｉｄａｅ ） 质 型多 角体病毒属

（ Ｃｙｐｏｖ ｉｒｕｓ ）
［
４３

］

。 ＣＰＶ 的基因组通常 由 １ ０ 条双链 ＲＮＡ 片段组成 ［
４４

］

。 家蚕质型多

角体病毒 ＢｍＣＰＶ 属于 １ 型 ＣＰＶ 病毒 ， 其病毒粒子为
一

个直径在 ６０ － ８０ｎｍ 之间 的

对称的二十面体结构 ， 并且没有囊膜包裹 。 ＢｍＣＰＶ 基因组的每条双链 ＲＮＡ （ Ｓ Ｉ
－Ｓ Ｉ Ｏ ）

均含有
一

个完整的开放阅读框 ［
４５

］

。 其中 Ｓ Ｉ 、 Ｓ２ 、 Ｓ ３ 、 Ｓ４ 、 Ｓ ６ 和 Ｓ ７ 片段编码 ６ 个

结构蛋 白 ＶＰ １ 、 ＶＰ２ 、 ＶＰ３ 、 ＶＰ４ 、 ＶＰ６ 和 ＶＰ７ 从而组成完整的病毒粒子结构 。 ＶＰ １

可 以 自 组装成单层衣壳结构 ， 是主要的结构蛋 白 ［
４６

］

。 ＶＰ２ 位于衣壳 内部 ， 其功能

类似于ＲＮＡ依赖ＲＮＡ聚合酶 （ ＲＮＡ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔＲＮＡ
ｐｏ

ｌｙｍｅｒａｓｅ ， ＲｄＲｐ ）
［
４７

］

。 ＶＰ ３

６
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作为病毒的刺突蛋 白具有
一

个保守 的 ＲＧＤ 基序 ， 可 以结合宿主细胞表面的受体 【
４ ８

］

。

ＶＰ４ 可 以与多角体蛋 白互作 ， 促进多角体蛋 白 的装配和病毒粒子的包埋 ［
４９

］

。 此外 ，

ＶＰ４ 还能与 ＧＴＰ 和 ＵＴＰ 结合帮助病毒 ＲＮＡ 的 ５
＇

端加帽 。 ＶＰ６ 同时包含 ＡＰ 核酸

内切酶结构域和 ＲＮＡ 剪接因子结构域 ， 推测其可能参与 了病毒基因组转录后的加

工过程 ［
５ Ｑ

］

。 ＶＰ７ 经翻译修饰后会发生不 同程度的切割产生 ４０ｋＤａ 的衣壳蛋 白并促

进衣壳蛋 白 的稳定 ［

５＼

ＢｍＣＰＶ 基因组的 Ｓ ５ ， Ｓ ８
－

１ ０ 片段分别编码非结构蛋 白 ｐ ｌ Ｏ ｌ（ＮＳＰ５ ） ， ｐ
４４

（Ｎ ＳＰ ８ ） ， ＮＳ ５（ＮＳＰ９ ） ， 和
一

个多 角体蛋 白 。 Ｎ ＳＰ５ 的羧基末端有
一

个锌指结

构域 Ｃ ２Ｈ２ ， 且 Ｎ ＳＰ５ 经切割会形成 ＮＳＰ５ａ 和 Ｎ ＳＰ５ ｂ 两个蛋 白 ， 其可能与病毒基

因组的转录有关 ［
５ ２

］

。 Ｎ ＳＰ ８ 通过 ＳＭＡＲＴ 分析发现可能属于 ＧｃｒＡ 家族 ， 发现其可

能通过充当转录因子调控宿主基因 的转录 。 ＮＳＰ９ 上有类似于膜攻击复合物的结构

域 ， 并且能够与病毒 ｄ ｓＲＮＡ 结合 ， 推测其可能参与宿主细胞的裂解和病毒 ｍＲＮＡ

的聚集 ［
５ ３

］

。 多角体蛋 白 由 Ｓ １ ０ 片段编码 ， 它可 以包裹并保护病毒粒子 ， 在中肠碱

性条件下会裂解释放病毒粒子 。

２ ． ２ＢｍＣＰＶ 的 的入侵途径研究

ＢｍＣＰＶ 可 以特异性侵染家蚕中肠上皮柱状细胞 ， 感染周期较长 ， 表现 出典型

的慢病毒感染特征 。 ＢｍＣＰＶ 多角体首先经 口 感染 ， 多角体会在 中肠的碱性条件下

裂解释并放病毒粒子 。 病毒粒子首先感染 中肠的后部 ， 然后蔓延至整个 中肠 ， 导

致患病家蚕食欲下降 ， 生长缓慢 ， 发育不 良并最终导致幼虫死亡％ 。 整个过程会

持续 ２ －

３ 个龄期甚至更久 。

近年来的研宄发现 ， 依赖 ｅ１ 整联蛋 白 内 化的受体介导的 内 吞作用是哺乳动物

呼肠孤病毒感染的主要途径 ［
５ ５

］

。 例如 Ｂ ｅ ｌ ｌｏｎｃ ｉｋ 等通过研宄发现 白地老虎质型多角

体病毒 （ Ｅｕｘｏａ ｓｃａｎｄｅｎｓ ＣＰＶ ， ＥｓＣＰＶ ） 病毒粒子通过胞吞入侵宿主细胞 ［
５ ６

］

。 虽然

普遍认为呼肠孤病毒是通过网格蛋 白介导的 内吞途径入侵细胞的 ， 但也有例外 ，

棉铃虫质型多 角体病毒 （ ／／ｅ／／ｏ決 ／ｗｒｗ咏ｒａ ＣＰＶ ， ＨａＣＰＶ ） 同为呼肠孤病毒属的

一

员 ， 其病毒粒子通过表面突起附着于微绒毛表面 ， 然后通过突起将遗传物质注

入到宿主细胞 内 并逐步 向核 内转移 ， 而病毒的衣壳则被留在胞外 ［
５ ７

］

。 这说明不 同

的呼肠孤病毒可能通过不 同 的途径入侵细胞 。

早期 的研宄发现 ＢｍＣＰＶ 在入侵细胞时 ， 会通过表面突起吸附在膜上并将

７
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ｄ ｓＲＮＡ 注入进细胞 内 ， 病毒衣壳并不会进入细胞而是留在细胞表面％ 。 Ｔａｎ 等通

过 电镜观察感染不 同 时 间 的 中肠组织切 片 ， 在 中肠组织 的各类细胞 中都发现 了

ＢｍＣＰＶ 的病毒粒子的入侵 ， 但是最后仅在柱状细胞中观察到 了病毒发生基质和组

装好的子代病毒 ［
５９

］

。 不 同于先前的研究 ， 该研宄表明病毒粒子会整个侵入细胞 ，

而不是只有髓核进入细胞 。 同样孙京臣等通过透射 电镜对感染 ＢｍＣＰＶ 不同时长的

中肠组织样本观察后 ， 发现感染 １ ． ５ｈ 后 ， 多角体就可 以被完全裂解并释放病毒粒

子 。 感染 ６ ｈ 后病毒侵入微绒毛 内 ， 并于 ９ ｈ 后在圆筒形细胞质 中观察到病毒粒子

网
。 因为 ＢｍＣＰＶ 也 同属于呼肠孤病毒科 ， 因而它的入侵途径可能也与 内 吞途径

有关 ， 但是具体的途径还需要进
一

步的研宄 。

２ ． ３ 宿主对 ＢｍＣＰＶ 入侵的免疫应答

到 目 前为止 ， 对家蚕的抗病毒系统和宿主细胞与 ＢｍＣＰＶ 相互作用机制 的研究

仍处于起步阶段 ， 在此基础上通过对 ＢｍＣＰＶ 感染和正常家蚕中肠的基因转录变化

进行微阵列分析 ， 发现感染 ７２ｈ 后 ， 有 ２ ５ ８ 个基因表现 出 明显的表达水平差异 。

视黄醇代谢和维生素 Ｂ ６ 代谢等的相关基因表达水平被下调 ， 相反参与核糖体和蛋

白酶体途径等的基因表达水平被上调 ， 表 明 ＢｍＣＰＶ 的感染可 以 引 起
一

系列重要的

生理和病理变化 ［
６ １

］

。 通过数字基因表达谱 （ ｄ ｉｇ
ｉ ｔａ ｌ

ｇｅｎｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ
ｐｒｏｆｉ ｌ ｉｎｇ ， ＤＧＥ ）

对感染 ＢｍＣＰＶ 后 的家蚕的 中肠转录组变化进行研宄 ， 总共检测到 ７ ５ ２ 个差异表达

的基 因 ， 其 中很 多 都与核糖体和 ＲＮＡ 的转运途径有关 ［
６２

］

。 此外 ， 有研究表 明

ｍ ｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍ ｉＲＮＡｓ ） 己被证 明在调节宿主 －病原体相互作用 中起关键作用 ， 在

ＢｍＣＰＶ 感染的家蚕中肠中发现有 ５ ８ 种 ｍ ｉＲＮＡ 差异表达 。 这些 ｍ ｉＲＮＡ 的靶基因

主要参与 了 家蚕的刺激和免疫系统相关过程 ［

６ ３
］

。 最近有研宄发现外源 ＲＮＡ ｉ 途径

在对抗病毒感染 中也能起到重要作用 ， 通过对病毒小 ＲＮＡ（ ｖ ｉｒｕ ｓｓｍａ ｌ ｌＲＮＡ ，

ｖｓＲＮＡ ） 进行深度测序发现 ｅｘｏ ＿ＲＮＡ ｉ 可 以有效抵抗 ＢｍＣＰＶ 的持续性感染 ， 同时

发现
一

个退化基序在不 同长度的 ｖ ｓＲＮＡ ｓ 的切割位点显著富集 ， 它将 ｖ ｓＲＮＡｓ 的生

物发生和分布的起源同
一

个未知的 ＲＮａｓｅ 联系起来 ， 因此 ＲＮａｓｅ 活性可能是鱗翅

目 宿主抗病毒防御 的重要因素 ［
６４

］

。 这些研宄不仅为病毒入侵的分子机制提供 了基

础 ， 也为进
一

步研究家蚕对 ＢｍＣＰＶ 的抗病毒机制提供了新的方向 。

８
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聿

３ 研究 目 的 与研究内容

３ ． １ 研究 的 目 的 与 意义

家蚕作为我 国最重要的经济昆虫之
一

， 为养蚕业的 发展做出 了 巨大的贡献 。

长期 以来 ， 病毒感染给家蚕养殖业造成 了 巨大的经济损失 。 家蚕质型多角体病毒

（ ＢｍＣＰＶ ） 特异性侵染家蚕中肠组织 ， 造成家蚕中肠脓病的发生 ， 致使家蚕食欲

不振 ， 发育迟缓并最终导致家蚕死亡 ， 严重影响蚕丝的产量 。 家蚕为鱗翅 目 昆虫

的模式生物 ， 因此有关 ＢｍＣＰＶ 的研宄对家蚕病毒的防治和针对鳞翅 目 昆虫的生物

农药研发具有重大意义 。

ＳＥＰ 是
一

类来源于小开放阅读框 （ ｓＯＲＦ ） 的生物活性肽 ， 且在多种不同 的生

物进程中发挥着非常重要的作用 。 由 于 ＳＥＰ 片段较小 ， 所以对 ＳＥＰ 的研宂主要集

中于病毒 以外的 的生物上 。 近年来发现的来源于病毒的 ＳＥＰ ， 主要参与病毒 的侵

染过程 ， 而关于其他的功能性病毒 ＳＥＰ 的报道仍然稀少 。 由于病毒必须借助宿主

细胞来进行相应的生物活动 ， 因此对病毒 自 身 ＳＥＰ 功能的研宄除 了 需要 自 身基因

组的调控 ， 还涉及宿主细胞的调控 。 本研宄通过预测发现 ＢｍＣＰＶＳ １ ０ 片段具有编

码 ５ ９ ａａ 的小肽 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的潜力 。 在确认 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 真实存在 的基础上 ， 探讨 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 的来

源 、 功能及作用机制 ， 旨在从
一

个全新的角度理解 ＢｍＣＰＶ 基因组的遗传信息 、 病

毒编码小肽的作用及 ＢｍＣＰＶ 与宿主细胞的互作 ， 为宿主细胞的抗病毒机制提供新

的思路 ， 并有可能为 ＢｍＣＰＶ 病毒的防治提供新的分子靶标 。

３ ． ２ 研究 内 容

３ ． ２ ． １ＢｍＣＰＶＳ １ ０ 正义链编码 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 的鉴定

（ １ ）ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 的预测及分析

（ ２ ）ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 抗体的制备及在 ＢｍＣＰＶ 感染的家蚕中肠的检测

（ ３ ）ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 在细胞和 中肠组织 中 的定位

（ ４ ）ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 的来源鉴定

（ ５ ）ＢｍＣＰＶ Ｓ Ｉ Ｏ ｄ ｓＲＮＡ 及其编码的小肽 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的表达时相

３ ． ２ ．２ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 促进细胞凋亡的功能研宄

（ １ ）ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 可延缓 ＢｍＣＰＶ 的复制增值

（ ２ ）ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 对免疫和凋亡相关通路基因 的影响

９
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ＢｍＣ ＰＶ 编码小肽 、 ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 的鉴定及在凋亡 中 的功能研究

（ ３ ）ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 抑制细胞周期并促进细胞凋亡

（ ４ ）ｖ ｓｐ
］ ０ 促使线粒体损伤

（ ５ ）ｖ ｓ
ｐ

］ ０ 相互作用 蛋 白 的筛选与鉴定

（ ６ ）ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 可与 ＰＨ Ｂ ２ 蛋 白相互作用 并促进 ＰＨＢ ２ 的表达

（ ７ ）ｖ ｓ
ｐ

］ ０ 定位在线粒体上

（ ８ ） 干扰 ＰＨＢ ２ 减弱 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 对病毒 的抑制和凋亡的促进

３ ． ３ 技术路线

过表达ｖｓ
ｐ
ｌ Ｏ ＢｍＮ细胞 Ｂｍ Ｃ ＰＶ感染细胞蛋 白

｜

＿， 、


 Ｊ／

，

 ！
ｘ，


ｘ


、

一

Ｂｍ Ｃ ＰＶ感染 ，

ａ＾＾ ｖｓ ｐ ｉｏ：㈣抗体免疫共沉




淀筛选互作蛋 白

＾
１ 、

，

检 测 免 疫 通
、

ｒ±

病毒基因转录水平路 和 凋 亡 通 线
２一一

＊ ． ． ．一一

￣

１

、

病毒翻译水平
， Ｉ１ＳＩ１＆ Ｓ Ｉ＾ ；

检测对凋亡的影响
＼


／

 ｉ
 


＾

 ｊ

ｖｓｐ ｌ Ｏ延缓病毒 ｖｓ
ｐ
ｌＯ对洳亡相关通路 ｖｓ

ｐ
ｌ Ｏ互作蛋 白

—

复制增值 ＞ 、
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
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 ｔ
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ＢｍＣＰＶ 编码小肽 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的鉴定及在谰亡中 的功能研宄

第二章 ＢｍＣＰＶＳ １ ０ 正义链编码 ｖｓｐ ｌ Ｏ 的鉴定

摘 要 ： 小 开 放 读 码 框 （ ｓｍａ ｌ ｌｏｐｅｎｒｅａｄ ｉｎｇｆｒａｍ ｅ ， ｓＯＲＦ） 编 码 的 多 肽

（ ｓＯＲＦ －

ｅｎｃｏｄｅｄ
ｐｏ

ｌ

ｙｐｅｐ
ｔ ｉｄｅ ，ＳＥＰ ） 是

一

类来源于 ｓＯＲＦ 的生物活性肽 ， 且在许多

生物进程中发挥着非常重要的作用 。 本研宄通过 ｓＯＲＦＦ ｉｎｄｅｒ 软件预测发现家蚕质

型多角体病毒 （ ｗｏｈ ｃｙｔｏｐ ｌ ａ ｓｍ ｉ ｃ
ｐｏ ｌｙｈｅｄｒｏ ｓ ｉ ｓｖ ｉ ｒｕ ｓ ， ＢｍＣＰＶ ）Ｓ １ ０ｄｓＲＮＡ

（ ＋ ）链的 ３９ ３
－

５ ７２ｎｔ 区域具有编码
一

个长度为 ５９ 个氨基酸残基的小肽 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的潜

能 。 通过原核表达蛋 白 免疫小 鼠制备 ｖｓｐ ｌ Ｏ 多克隆抗体 ， Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ 和免疫组

化结果显示 ， ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 存在于 ＢｍＣＰＶ 感染的家蚕 中肠 中 ； 免疫焚光结果显示 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ

定位在细胞质 中 。 为 了研宄 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的来源 ， 首先验证 了其来源于线性 ＲＮＡ 转录本

的可能 。 用 Ｄ ｓＲｅｄ 替代含有 Ｓ １ ０ 全长 ｃＤＮＡ 的重组质粒 ｐ
ＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ 中 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的 ｓＯＲＦ

构建
ｐ ｌＺＴ－ＣＳ Ｉ Ｏ －

ｓＯＲＦ －ｎｕ ｌ ｌ重组质粒 ， 在转染ｐＩＺＴ－ＣＳ Ｉ Ｏ －

ｓＯＲＦ －ｎｕ ｌ ｌ的ＢｍＮ细胞中

能观察到 Ｄ ｓＲｅｄ 的表达 ； 通过 ＩＲＥ Ｓ ｉ ｔｅ 软件预测发现 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的 ｓＯＲＦ 上游存在
一

个

ＩＲＥ Ｓ 位点 ， 将含有该 ＩＲＥＳ 位点和 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的 ｓＯＲＦ 片段体外转录成线性 ＲＮＡ 并转

染 ＢｍＮ 细胞 ， 发现 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 可以表达 ； 通过对 ＢｍＣＰＶ 感染中肠组织的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 高

通量测序数据分析发现 ， Ｓ ｌ Ｏ ｄｓＲＮＡ（ 
＋

） 链可 以产生两个含有 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 开放阅读框

的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 即 Ｓ １ ０－ｃ ｉ ｒｃ ｌ 和 Ｓ １ ０ －

ｃ ｉｒｃ７（两个 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 均位于 Ｓ １ ０ 片段的 中 间 ， 且

Ｓ １ ０ －

ｃ ｉ ｒｃ ｌ 包含 Ｓ １ ０ －

ｃ ｉｒｃ７ 的全序列 ） ， 对这两个 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 进行反 向 ＰＣＲ 、 Ｓａｎｇｅｒ

测序和 Ｎｏ ｔｈｅｒｎｂ ｌ ｏｔｔ ｉｎｇ 鉴定 ， 发现这两个 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 真实存在 ； 为 了验证 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 是

否可 以 由 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 编码 ， 我们选择了分子量较大的环 Ｓ ｌ Ｏ －

ｃ ｉｒｃ ｌ 进行试验 ， 并设计

了针对Ｓ １ ０
－

ｃ ｉ ｒｃ ｌ接头位点和环中 间 区域的ｓ ｉＲＮＡ （ ｃ ｉ ｒｃ ｌ
－

ｓ ｉＲＮＡ－

ｌ和ｃ ｉｒｃ ｌ
－

ｓ ｉＲＮＡ－２ ） ，

以 及 针 对 Ｓ １ ０ －ｃ ｉ ｒｃ ｌ 表 达 载 体 ｐＩＺＴ－ＬｃＲ－ｃ ｉｒｃ ｌ 产 生 的 线 性 分 子 的 ｓ ｉＲＮＡ

（ ｌ ｉｎｅａｒ－ ｓ ｉＲＮＡ ） ， 通过 Ｗｅ ｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ 检测敲降这些 ＲＮＡ 分子对 ｖｓｐ ｌ Ｏ 水平的

影响 ， 结果显示 ， 下调 Ｓ １ ０ －

ｃ ｉ ｒｃ ｌ 水平对 ｖｓｐ
ｌ Ｏ 的水平无 明显影响 ， 但下调 Ｓ １ ０

－

ｃ ｉ ｒｃ ｌ

的亲本基因 的转录产物的水平时 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 水平随之下调 ， 推测 ｖｓｐ ｌ Ｏ 可能是它的线性

ＲＮＡ 编码产生的 ， 而非来源于 己知的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 。 通过对 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的 的表达时相研究

的发现 ， 随着感染时间 的增加 ， ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的表达与病毒增殖复制呈正相关 。 这些结果

表 明 Ｓ ｌ Ｏ ｄｓＲＮＡ 正义链 （ 十 ） 的线性 ＲＮＡ 的 ｓＯＲＦ 可 以编码小肽 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ ， 为病毒

１ ６
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第二章

编码小肽 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的进
一

步功能研宄奠定 了基础 。

关键词 ；
ＢｍＣＰＶ ， ｖ ｓｐ ｌ Ｏ ，ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ， ＩＲＥＳ ， 线性ＲＮＡ转录本

１ 引 言

家蚕质型多角体病毒 ｃｙｔｏｐ
ｌ ａｓｍ ｉｃ

ｐｏ ｌｙｈｅｄｒｏ ｓ ｉ ｓｖ ｉｒｕ ｓ ， ＢｍＣＰＶ ）

是呼肠孤病毒科 ， 质型多角体病毒属 的
一

员 ［
１

］

。 ＢｍＣＰＶ 是家蚕的主要病原体之
一

，

会导致蚕桑业歉收造成严重的经济损失 。 ＢｍＣＰＶ 多角体会在家蚕中肠的碱性环境

下裂解释放出病毒粒子 ， 并通过感染中肠上皮细胞致使 中肠型脓病的发生 ， 病毒

还会随着粪便排 出 ， 感染其他家蚕 ［
２

］

。 感染了ＢｍＣＰＶ 的家蚕会表现出食欲不振 ，

发育迟缓的现象 ， 并最终导致死亡 ［

３
］

。

ＢｍＣＰＶ 的基因组 由 １ ０ 个双链的 ＲＮＡ 片段组成 ， 并且每个片段都包含
一

个完

整的开放阅读框 ， 其中 Ｓ Ｉ 、 Ｓ２ 、 Ｓ ３ 、 Ｓ４ 、 Ｓ ６ 和 Ｓ ７ 六个片段分别编码病毒的结构

蛋 白 【

４－

６
］

， Ｓ ５ 、 Ｓ ８ 、 Ｓ ９ 三个片段编码非结构蛋 白 ， Ｓ １ ０ 编码多角体蛋 白 ［
６
－

８
］

。 ＢｍＣＰＶ

在宿主细胞 内会进行不对称转录 ， 先 以负链 ＲＮＡ 为模板合成正链 ＲＮＡ ， 再 以正链

ＲＮＡ 为模板合成负链 ＲＮＡ 和蛋 白并组装成病毒粒子 。 Ｓ １ ０ 片段编码的多 角体蛋 白

大小在 ２ ７－

３ １ｋＤ ａ 之间 ， 其在病毒感染期间会结晶形成多面体并包裹病毒粒子 ［
９

］

。

蛋 白 质组在不 同 的生物之间有很大的差异 ， 这种差异不仅来源于蛋 白 质编码

基 因 的直接表达 ， 还来源于选择性转录起始位点和过程的使用 ， 如选择性剪接 、

转录后修饰和翻译后修饰 ， 最近的研究 已经确定 了 蛋 白质组的
一

个新的组成部分 ：

小开
．

放 阅读框架 （ ｓｍａ ｌ ｌｏ
ｐ
ｅｎｒｅａｄ ｉｎｇ

ｆｒａｍ ｅ ， ｓＯＲＦ ） 的翻译 。 ｓＯＲＦ 是指 由 小于

１ ００ －

１ ５ ０ 个连续密码子所组成的基因片段 ， 由这些 ｓＯＲＦ 编码的生物活性肽被称为

ＳＥＰ（ ｓＯＲＦ －ｅｎｃｏｄｅｄｐｅｐｔ ｉ ｄ ｅ ｓ ） ［
１ Ｑ

－

１ ３
］

。 ＳＥＰ 普遍存在于真核细胞和原核细胞中 ［
１ ４

］

，

说明蛋 白质组中 ｓＯＲＦ ｓ 的翻译和生物活性小肽的产生是非常丰富的 。 在多种不同

的基因组区域都发现可 以编码 ｓＯＲＦ ， 包括 ５
’

－ＵＴＲ 、 ｍ ｉＲＮＡ 、 多顺反子基 因或
一

些长链非编码ＲＮＡ（ ｌｏｎｇ
ｎｏｎｃｏｄ ｉｎｇ

ＲＮＡ ｓ ， ＩｎｃＲＮＡ ｓ ） ［
１ ５

］

。 这些ｓＯＲＦ在基因组

中 的
一

个共 同特征是主要位于非编码 ＲＮＡ 序列和蛋 白 质编码基因 的 Ｙ －ＵＴＲ（ ５

＇

ｕｎｔｒａｎ ｓ ｌａｔｅｄｒｅｇ ｉｏｎ ） 序列 中 ［
１ ６

’

１ ７
］

？ 例如 目 前 己知 的最短的小肽 （ ６ａａ ） 就定位在基

因 的 ｉ －ＵＴＲ 序列 中 ， 其可 以根据多胺水平调控 Ｓ －腺苷 甲硫氨酸脱羧酶 （ＡｄｏＭｅｔＤＣ ）

１ ７
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的合成

随着计算方法 、 蛋 白 质组学和下
一

代测序策略的改进 ， 已经在越来越多 的物

种 中鉴定到 了 小肽的存在 ， 但大多数都是在非病毒的生物体中 。 在金黄色葡萄球

菌 中 ， 有
一

种 ２０ －２２ａａ 的小肽 ， 在感染宿主的过程中可 以破坏中性粒细胞膜 ， 导

致细胞溶解 ， 帮助细菌抵御人免疫系统的攻击 ［
１ ９

，
２ ｔ ）

］

。 编码
一

种 ７６ ａａ

的小肽 ， 并且在植物和动物 中 高度保守 。 在玉米中 ， 它通过促进多种叶表皮细胞

中 的肌动蛋 白依赖性细胞极化事件参与 了 叶表皮的形态发生 在近期 的研宄中 ，

发现病毒的基因组也可 以编码 ｓＯＲＦ ， 并可 以借助宿主细胞翻译成小肽 ， 这种现象

在 ＲＮＡ 病毒和 ＤＮＡ 病毒 中普遍存在 ［
２２

，
２＼ 在 自 然选择的过程中 ， 病毒为了更高

效的完成基因扩增产生子代病毒并向新的宿主传播 ， 进化 出 了 比其他生物更小尺

寸的基因组 ， 因此病毒 自 身可 以编码许多非常小 的蛋 白质或小肽 ， 这些小肽表现

出很高的灵活性 ， 相关的病毒通常会编码
一

些序列不 同但功能相似的小肽 。 例如 ，

甲型流感病毒编码的 Ｍ２ 蛋 白 （Ａ／Ｍ２ ） 和 乙型流感病毒编码的 Ｍ２ 蛋 白 （ ＢＭ２ ） ，

虽然它们 的编码序列大相径庭 ， 但是都可 以充当质子通道 ， 并且跨膜方 向相反的

ＳＨ 蛋 白可 以相互替换 ［
２４

＿

２ ６
］

。 这种序列的灵活性表明 ， 序列保守性并不是评估小肽

执行类似功能的可能性的唯
一

标准 。

在前期的研究 中 ， 我们分析发现 ＢｍＣＰＶ 的基因组 Ｓ １ ０ 片段的正链上存在
一

个ｓＯＲＦ ， 本文将其编码的小肽命名为ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ（ ｖ ｉ ｒｕ ｓｓｍａ ｌ ｌ

ｐｅｐｔ ｉｄｅ ｓ ， Ｓ １ ０
－

ｅｎｃｏｄｅｄ ） 。

本研究中 ， 我们通过 Ｗｅ ｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔｔｉｎｇ 、 免疫组化和免疫荧光实验对 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 的真实存

在进行 了 的确认 ， 并且对其来源于线性 ＲＮＡ 转录本编码 ， 或 Ｓ ｌ Ｏ ｄｓＲＮＡ 产生的

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 中 ｓＯＲＦ 编码的可能性进行 了鉴定 ， 最后通过 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 的表达谱研宄 了其于

ＢｍＣＰＶ 复制增殖的相关性 ， 相关结果为病毒编码小肽的研宄提供了新的思路 。

２ 材料与方法

２ ． １ 实验材料

２ ． １ ． １ 生物材料

家蚕卵巢细胞系 （ ＢｍＮ ） 、 ｐ
ＩＺＴ－Ｖ５ ／ Ｈ ｉ ｓ 载体 、 ＤＨ５ａ菌株 、 ＢＬ２ １ 表达菌株 、

ｐＩＺＴ－Ｖ ５ ／Ｈ ｉ ｓ 载体 中带有 ＢｍＣＰＶＳ １ ０ 全长片 ｃＤＮＡ 的 ｐ
ＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ 质粒 ［

２ ７
］

、 原核表

达载体 ｐＥＴ
－２ ８ａ（ 

＋
） 和 ＢｍＣＰＶ 均 由 本实验室保存 ； 用 Ｄｓｉｉｅｄ 替代 ｐＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ 载

１ ８
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第二章

体中 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 的 ｓＯＲＦ 构建的 ｐ ＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ －

ｓＯＲＦ －

ｎｕ ｌ ｌ 质粒 、 ｓ ｉＲＮＡ 由生工生物工程 （上

海 ） 股份有限公司 （ 以下简称上海生工 ） 合成 。

２ ． １ ．２ 试剂

本研究 中所涉及的主要试剂 （试剂盒 ） 如表 ２ ． １ 所示 。

表 ２ ． １ 本研究所涉及的重要试剂

公司 名称试剂

Ｒｏｃｈｅ 公司脂质体 ， 生物素标记 ＮＴＰ

Ａｐｐ ｌ ｉｃｈｅｍ 公司昆虫细胞培养基 ＴＣ －

１ ００

Ｂ ｉｏ ｌ ｏｇ ｉ ｃａ ｌ公司胎牛血清 （ ｆｅｔａ ｌｃａ ｌｆ ｓｅｒｕｍ ， ＦＢ Ｓ ）

／ ｖ
＝

１ＲＮＡ ｉ ｓｏＰ ｌｕ ｓ ， Ｔ４ＤＮＡ 连接酶 ， ｐＭＤ Ｉ ９ －Ｔ
载体 ， Ｔ７ＲＮＡ

Ａ Ｐ
ｊ聚合酶 ， Ｔａ

ｑ
ＤＮＡ 聚合酶

北京全式金公司反转录试剂盒 ，

ｑ
ＰＣＲ 试剂盒

Ｎｅｗ Ｅｎｇ ｌ ａｎｄＢ ｉ ｏ ｌ ａｂ ｓＴ４ＲＮＡＬ ｉ

ｇ
ａ ｓ ｅ

Ａｘｙｇｅｎ 公司质粒抽提试剂盒 ， 胶 回收试剂盒

Ｚｅｏｃ ｉｎ 抗生素 ， 琼脂糖 ， 酵母提取物 ， 胰蛋 白胨 ， 甘

Ｓｏ ｌ ａｒｂ ｌ ｏ公司氨酸 ， Ｔｒ ｉ ｓ碱 ， 酷 ， 卡那 ， 氣辛 ， Ｔｒ ｉ ｓ
－

ｔｒ ｉ ｃ ｉｎｅ
－ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ

凝胶试剂盒 ， ｌ 〇 ｘＴ ｒ ｉ ｓ
－

ｔｒ ｉ ｃ ｉｎｅ
－ＳＤ Ｓ 缓冲液

Ｔｈｅｒｍｏｓｃ ｉ ｅｎｔ ｉｆｉ ｃ公司 蛋 白分子Ｍａｒｋｅｒ

Ａｍ ｒｅ ｓｃｏ公司 ＰＶＤＦ膜

上海生工高灵敏 ＥＣＬ 发光试剂

ＳＤ Ｓ 配胶试剂盒 ， 流式周期检测试剂盒 ，

一

二抗稀释
石五大液 ， 封闭液 。 ０ ． ２ ｎｍ ＦＶＤＦ 膜 ， ＤＡＰ Ｉ

ｎ＾
．

 ，
■

 ａ ｌｐｈａＴｕｂｕ ｌ ｉｎＭｏ ｕ ｓｅＭ ｃＡｂ ，ＨＲＰ －

ｌ ａｂｅ ｌ ｅｄ６ ＞＜Ｈ ｉ ｓ

Ｐｒｏｔｅ ｉｎｔｅｃｈ
ｒ

 ， ， ，

ｍ ｏｎｏｃ ｌ ｏｎａ ｌａｎ ｔ ｉ ｂｏｄｙ

Ｅ
ｐ

ｉｃｅｎｔｒｅ Ｒ ｉｂｏｎｕｃ  ｌｅａｓｅＲ（ ＲＮａｓｅＲ ）

ＴＩＡＮＧＥＮ ＣＹ３ 标记的 山 羊抗兔荧光二抗

Ｂ ｉ ｏｗｏｒｄ Ｆ ＩＴＣ 标记的 山 羊抗 鼠突光二抗

奥龙免疫技术有
Ａｎｎｅｘ ｉｎＶＰＥ／７ＡＡＤ 细胞凋亡检测试剂盒

限公司

中科泰瑞彩虹预染超低分子量 Ｍａｒｋｅｒ

Ｐｒｏｍ ｅｇａ公司Ｄｕａ ｌ

－Ｌｕｃ ｉｆｅｒａｓｅ？Ｒｅｐｏｒ
ｔｅｒ Ａ ｓ ｓａｙ

Ｓｙｓ ｔｅｍ试剂盒

背 、

）▽ 寇維 —出物 ｉＨＲＰ －

ｌａｂｅ ｌｅｄＧｏａｔＡｎｔ ｉ

－ｍｏｕ ｓｅＩ
ｇＧ （Ｈ＋Ｌ） 、

阶乂免隹 ’Ｊ 、￥卿



ＨＲＰ－

ｌ ａｂｅ ｌｅｄＧｏａｔＡｎｔ ｉ
－

ｒａｂｂ ｉ ｔＩ
ｇ
Ｇ （ Ｈ＋Ｌ ）



１ ９
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２ ． ２ 试剂 配制

２ ．２ ． １ 昆虫细胞培养基

碳酸氢钠 ０ ． ３ ５
ｇ

ＴＣ －

１ ００粉末 ２２ ． ０９
ｇ

用蒸馏水溶解 ， ｐＨ 调至 ６ ． １ ０ ， 然后定容至 １ Ｌ 。 在无菌环境下用 ０ ．２２
ｎｍ 的

滤膜 （ ２ 层 ） 过滤除菌 ， 于 ４

°

Ｃ保存备用 。 使用前分装至 ２００ｍＬ 玻璃瓶 ， 并添加

１ ０
〇

／（＾ ＦＢ Ｓ 。

注 ： 本文 中所有蒸馏水 、 双蒸水 （ ｄｄＨ２０ ） 均为齒纯水机制备的超纯水替代 。

２ ．２ ．２ｌ ｘＰＢ Ｓ

称量０ ．２４
ｇ
ＫＨ２Ｐ〇 ４ 、 ０ ． ２

ｇ
ＫＣ ｌ 、 ８ ． ０

ｇ
ＮａＣ ｌ 、 １ ．４４

ｇ
Ｎａ２ＨＰ〇 ４ ， 溶解在９５ ０ｍＬ

蒸馏水中 ， ｐ
Ｈ 调至 ７ ．４ ， 用超纯水定容至 １ Ｌ ， 高压灭菌 ， ４

°

Ｃ贮存 。

２ ．２ ． ３５ ｘＴＢＥ贮存液

硼酸 ２７ ． ５
ｇ

Ｔｒ ｉ ｓ碱 ５４
ｇ

０ ． ５ｍｏ ｌ／Ｌ ＥＤＴＡ ２０ｍＬ

ｐＨ 调至 ８ ． ０ ， 用双蒸水定容至 １Ｌ ， 于室温避光保存 ， 工作液稀释为 ０ ． ５ ｘＴＢＥ 。

２ ． ２ ．４１％琼脂糖凝胶 （ Ａｇ
ａｒｏ ｓｅ ）

琼脂糖 ０ ． ５
ｇ

０ ． ５ ｘＴＢＥ缓冲液 ５ ０ｍＬ

加热溶解固体粉末 ， 待温度下降但还未凝固时加入 ５
ｎ
Ｌ Ｇｅ ｌＲｅｄ ， 摇匀后倒胶 。

２ ．２ ． ５７５ｍｍｏ ｌ ／Ｌ ＣａＣｈ

称量 ＣａＣ ｌ
２粉末 ０ ． ８２ ５

ｇ ， 加入超纯水定容至 １ ００ｍＬ ， 灭菌后 ４

°

Ｃ保存备用 。

２ ．２ ． ６ＬＢ 培养基 （液体 ）

胰蛋 白胨 ｌ 〇
ｇ

ＮａＣ ｌ １ ０
ｇ

酵母浸粉 ５
ｇ

用双蒸水定容至 １ １－ 分装到试管中 （每管 ３ １１＾ ） ， １ ２ １ １：高压灭菌 ３ 〇 １＾ １１ 。

２０
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２ ．２ ． ７ＬＢ 培养基 （ 固体 ）

ＮａＣ ｌ １ ０
ｇ

酵母浸粉 ５
ｇ

胰蛋 白胨 １ ０
ｇ

琼脂粉 １ ５
ｇ

用超纯水定容至 １ Ｌ ， 高压灭菌 ３ ０ｍ ｉｎ ， 取 出待稍微冷却按 １ ： １ ０００ 的 比例稀

释抗生素 ， 倒入灭菌的玻璃平板 中 。

２ ．２ ． ８ｌ 〇 ｘＴｒ ｉ ｓ
－

ＳＤ Ｓ电泳缓冲液

Ｔｒ ｉ ｓ碱 ６０
ｇ

甘氨酸 ２ ８８
ｇ

ＳＤ Ｓ ２ ０
ｇ

用超纯水溶解 ， 定容至 １ Ｌ ， 室温贮存备用 。

２ ．２ ． ９１ ０％ ＡＰ ： 称量过硫酸铵粉末 ０ ． ５
ｇ ， 加入超纯水定容 ５ｍＬ ，

－２０

°

Ｃ保存备

用 。

２ ＿２ ＿ １ ０３％ Ｂ ＳＡ ： 称量 １ ． ５
ｇ
Ｂ ＳＡ 粉末溶解于 ５ ０ ｍＬ ＰＢ ＳＴ 中 ， 现配现用 。

２ ．２ ． １ １ｌ
ｘＰＢ ＳＴ

ＫＣ １ ０ ．２
ｇ

Ｔｒ ｉ ｓ碱 ３
ｇ

ＮａＣ ｌ ８
ｇ

吐温 ２００
ｐ
Ｌ

用双蒸水定容至 １ Ｌ ， 于室温保存备用 。

２ ．２ ． １ ２ 转膜缓冲液

甘氨酸 ２ ．９
ｇ

Ｔｒ ｉ ｓ碱 ５ ． ８
ｇ

ＳＤＳ ０ ． ３ ７
ｇ

甲醇 ２００ｍＬ

用超纯水定容至 １ Ｌ ， 室温保存备用 。

２ １
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２ ． ２ ． １ ３ 考马斯亮蓝 Ｒ２５ ０ 染色液

考马斯亮蓝 ０ ．２ ５
ｇ

甲醇 ４ ５ｍＬ

冰醋酸 １ ０ ｍＬ

加入双蒸水定容至 １ ００ｍＬ ， 滤纸过滤 ， 室温保存 。

２ ． ３ 常用 实验方法

２ ． ３ ． １ 细胞转染

（ １ ） 将 ２ ｘ
ｌ ０

６ 个 ＢｍＮ 细胞平铺在六孔板培养板上 ， 待细胞贴壁且状态 良好

时进行转染 ；

（ ２ ） 取两个空管 Ａ 和 Ｂ ，Ａ 中加入 １ ００
ｐＬ 无血清培养基和 ２

ｐＬ 脂质体 ， Ｂ

中加入 １ ００
ｐＬ 无血清培养基和 ４

ｐｇ 质粒 ， 然后将两管中 的液体混合到
一

起 ， 静置

３ ０ｍ ｉｎ ， 让脂质体充分包裹质粒 ；

（ ３ ）将六孔板里的 旧培养基去掉 ， 在混合液里加入 ８ ００
ｐＬ 无血清培养基混匀 ，

加入培养板 。 在 ２６

°

Ｃ培养箱 中培养 ４
－６ｈ 后更换新的有血清培养基 ， ４８ｈ 后收集

细胞进行后续实验 。

２ ． ３ ． ２ＲＮＡ 的提取

（ １ ） 收集细胞或组织样本 ， 用 ｌ
ｘＰＢＳ 清洗三次 ， 吸去 ＰＢ Ｓ 后 向培养板 中加

入 ５００
ｎ
ＬＲＮＡ ｉ ｓｏＰ ｌｕ ｓ 裂解液 ， 冰上静置 ５ｍ ｉｎ ， 吸入 ＲＮａｓｅ

－ｆｒｅｅＥＰ 管中 ；

（ ２ ） 向步骤 （ １ ） 的 ＥＰ 管 中加入 ｌ ＯＯ
＾
ｉＬ（ ｌ ／５ ＲＮＡ ｉ ｓｏ Ｐ ｌｕ ｓ 体积 ） 三氯 甲烷 ，

置于混匀仪上剧烈震荡 ３ ０ｓｅｃ ， 而后将其于 ０

°

Ｃ静置 １ ０ｍ ｉｎ ， 直至 出现分层 ；

（ ３ ）４
°

Ｃ ， １ ２０００ ｒ／ｍ ｉｎ ， Ｉ ５ ｍ ｉｎ ， 取上清 ；

（ ４ ） 加入与上清等体积的异丙醇 ， 颠倒混匀 ， ０

°

Ｃ静置 １ ０ｍ ｉｎ
；

（ ５ ）４
°

Ｃ ， １ ２０００ ｒ／ｍ ｉｎ ， １ ５ ｍ ｉｎ ， 弃上清 ；

（ ６ ） 加入 ７５０
ｐＬ 预冷的 乙醇 （ ７ ５％ ） ， 颠倒混匀清洗沉淀 ， ４

°

Ｃ ，１ ２０００ ｒ／ｍ ｉｎ ，

１ ５ｍ ｉｎ ， 弃上清 ；

（ ７ ） 室温晾干沉淀至透明 ， 加入 ２〇
ｎ
Ｌ ＤＥＰＣ 水溶解沉淀 ， 于－

８０

°

Ｃ保存 ；

注 ： 若所提取的 ＲＮＡ 样品用 于 ｃ ｉｒｃＲＮＡ ｓ 的鉴定 ， 需将提取出 的 ＲＮＡ 用 ＲＮａｓｅ

Ｒ 酶于 ３ ７

°

Ｃ消化 １ ５ｍ ｉｎ（按 １ＵＲ 酶可消化 ２
Ｈｇ

ＲＮＡ 配制反应体系 ） ， 而后再通

过反转录进行 ＰＣＲ 实验 。

２ ２
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２ ． ３ ． ３ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡ

参照全式金公司反转录试剂盒说 明书步骤操作如下 ：

（ １ ） 在ＲＮａｓｅ
－ｆｒｅｅ ＥＰ管 中 加入ＲＮＡ模板４ ｎｇ ， Ｒａｎｄｏｍ Ｐ ｒ ｉｍｅｒ ｌ ｐＬ ， 力 口

１１他 ５６
－６＾ 以３１６ １

＇

补充至 ８ 吣 ， ６ ５

°

（：孵育 ５ １１１ 丨 １１ 后 ， ０

°

（：放置 ２ 分钟 ；

（ ２ ）在上
一

步混合液 中加入Ｒｅａｃ ｔ ｉ ｏｎＭ ｉｘ１ ０
［

ｉＬ ， ＥｎｚｙｍｅＭ ｉｘ１
 ｜

ｉＬ和Ｒｅｍｏｖｅｒ

１ ＃ 充分混匀 ， ２ ５

°

（：金属浴 １ 〇 １１１ 丨 １１ ， ４２

°

（：孵育 ３ 〇 １１１ 丨 １１ ， ８ ５ １：灭活 ５５６ （； （若产物用

于 卩〇１ ， 则 ４２１孵育 ３ ０ １１１ 丨 １１ ； 若产物用于 ９？〇１ ， 则 ４２

°

（：金属浴 １ ５ 〇１ 丨 １１ ） 。

２ ． ３ ．４ 琼脂糖凝胶电泳

（ １ ） 将 ］ ％放入 电泳槽中 ， 并倒入 ０ ． ５ｘＴＢＥ 作为 电泳缓冲液 ；

（ ２ ） 将 ２ ７
ｈ
ＬＰＣＲ 产物与 ３ 吣 ｌ Ｏ ｘＬｏａｄ ｉｎｇ

Ｂｕｆｆｅ ｒ 混匆 ， 而后在琼脂糖凝胶上

点样 ， 进行 电泳分离 。 设置电压 ８０
￣

１ ３ ０ ￥ ， 时间 ４〇 １＾ １１
；

（ ３ ） 电泳结束后将凝胶放置于紫外曝光仪器中曝光拍照 ， 参照 ＤＮＡ 分子标

准 Ｍａｒｋｅｒ ， 用刀片割取 目 的条带凝胶于 １ ． ５ｍＬ ＥＰ 管 中 ， 用于胶 回收 。

２ ． ３ ． ５ 胶 回收 （ Ａｘｙｇｅｎ 公司试剂盒 ）

步骤详见 Ａｘｙｇｅｎ 公司 胶 回收试剂盒说 明书 。

２ ． ３ ． ６ 感受态细胞制备

（ １ ）３ ｐＬ ＤＨ ５ａ或 ＢＬ２ １ 菌液接种于 ３ ｍＬ ＬＢ 液体培养基 中 ， 于 ３ ７

°

Ｃ摇床 中

活化 １ ２ ｈ
；

（ ２ ） 从活化的菌液中吸取 ３ ０
 （

ｘＬ 重新接种于 ３ｍＬＬＢ 液体培养基 中 ， 于 ３ ７

°

Ｃ

摇床中培养 ３
￣

４ ｈ
；

（ ３ ） 将 ３ｍＬ 培养液倒入两个 １ ． ５ｍＬ ＥＰ 管 中 ， ０

°

Ｃ放置 １ ０ｍ ｉｎ（整个操作在

无菌条件下 ， 避免污染 ）
；

（ ４ ） ４
°

Ｃ ，５ ０００ ｒ／ｍ ｉｎ ， ５ ｍ ｉｎ ， 弃上清 ， 用移液枪吸尽剩余培养基 ， 加入 ７ ５ ０

｜

ｘＬ 预冷的 ７ ５ｍｍｏ ｌ ／Ｌ ＣａＣｈ ， 轻轻重悬沉淀 ， 〇

°

Ｃ ， ３ ０ｍ ｉｎ
；

（ ５ ） ４

°

Ｃ ， ５ ０００ ｒ／ｍ ｉｎ ， ５ ｍ ｉｎ ， 弃上清 ， 加入 ２００
ｆ
ｉＬ 预冷的 Ｃ ａＣｂ ， 轻轻重悬

沉淀 ， （ＴＣ静置 ４ ｈ 以上 （如需要长期保存 ， 应加入 ２〇 ｎＬ 灭过菌的甘油吹打混匀 ，

于－

８０

°

Ｃ保存 ） 。

２ ． ３ ． ７ 连接转化

胶 回收产物与 ＰＭＤ １ ９－Ｔ 载体连接 ， 体系如下 （ ２０ ｐＬ ） ：

２ ３
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１ 〇 ｘｂｕ ｆｆｅｒ ２
ｐ
Ｌ

目 的片段 ５ 卟 （根据胶回收浓度确定 ）

ｐＭＤ １ ９
－Ｔ载体 ０ ． ５

叫

Ｔ４ＤＮＡ  ｌ ｉｇａｓｅ １
ｐ
Ｌ

ｄｄＨ２０ １ １ ． ５
ｐ
Ｌ

１ ６

°

Ｃ孵育过夜 。

（ １ ） 在连接产物加入 ２ ００ 瓜 感受态细胞 ， 轻轻吹打混匀 ， 而后于 ０

°

Ｃ冰箱

中静置 ３ ０ｍ ｉｎ
；

（ ２ ） ４２ １：热击 ９〇 ３ ， 而后于 〇 １：冰箱中静置 ３
？

５１＾
；

（ ３ ） 加入 ｌ ｍＬ 预热的 ＬＢ 液体培养基 ， 于 ３ ７

°

Ｃ摇床中培养 ｌ ｈ
；

（ ４ ）５ ０００ｒ／ｍ ｉｎ 离心 ５ｍ ｉｎ（ ４
°

Ｃ） ， 留 ２００ 瓜 上清重悬沉淀 ， 涂布于含抗

生素的 ＬＢ 固体培养基上 ， ３ ７

°

Ｃ正置培养 ３ ０ｍ ｉｎ ， 然后倒置培养 １ ２￣ １ ６ ｈ
；

（ ５ ） 待长斑后挑取菌落于含抗生素的 ３ｍＬ ＬＢ 液体培养基中 。

２ ． ３ ． ８ 质粒抽提

具体步骤参照 Ａｘｙｇｅｎ 公司质粒抽提试剂盒说 明书 。

２ ． ３ ． ９焚光定量ＰＣＲ（ ｑＲＴ
－ＰＣＲ ）

Ｔｒａｎｓ Ｓ ｔａｒｔＴ ｉｐ
Ｇｒｅｅｎ

ｑ
ＰＣＲＳｕｐ

ｅｒＭ ｉｘ试剂盒 （ Ｔｒａｎｓｇ
ｅｎｅ公司产品 ） 。 反应体系

为 ： ２ ＞＜Ｍ ｉｘ ｌ 〇
ｎ
Ｌ ， 上 、下游 引 物各加 ０ ． ５ ｐ

Ｌ （ ｌ
ｐｍｏ ｌ ） ， 反转录模板 １

 ｆ

ｉＬ ， 加 ＲＮａｓ ｅ
－

ｆｒｅｅ

Ｗａｔｅｒ补至２ ０ 队 。 反应程序为 ： ９５

°

Ｃ １ ０ ｍ ｉｎ ，９ ５

°

Ｃ １ ５ ｓ ，５ ５

°

Ｃ ｌ ｍ ｉｎ扩增３ ９个循

环 。 荧光检测读板设置在 ５ ５

°

Ｃ１ｍ ｉｎ 阶段 ， 每个样品进行 ３ 个重复 。

２ ． ３ ． １ ０ 细胞蛋 白收集

操作步骤参照 ＲＩＰＡ 强裂解液 （ Ｂ ｅｙｏ ｔ ｉｍ ｅ
，
Ｓｈａｎｇｈａ ｉ

，
Ｃｈ ｉｎａ ） 和 ＮＰ－４０ 裂解液

（Ｂ ｅｙｏ ｔ ｉｍｅ
，
Ｓｈａｎｇｈａ ｉ

，
Ｃｈ ｉｎａ ） 使用说 明进行 。 ＲＩＰＡ 强裂解液适用于全蛋 白 的提取 ，

ＮＰ －４０ 裂解液较温和 ， 适用于进行 ＣＯ －

ＩＰ 实验的蛋 白样品提取 。

２ ． ３ ． １ １ＳＤＳ －ＰＡＧＥ

按表 ２ ．２ 配制 １ ２％的分离胶和 ５％浓缩胶 。

２４
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表 ２ ．２ 聚丙烯酰胺凝胶的配方

＾ １ ２％分离胶 （ ５ 〇＾ ） ５％浓缩胶 （ ２ ｍＬ ）

Ｔｒｉ ｓ
－Ｃ ｌ １ ． ９ｍＬ

ｐ
Ｈ８ ． ８ ０ ．２５ｍＬ

ｐＨ６ ． ８

Ｈ２Ｏ １ ．０ｍＬ １ ．４ｍＬ

３ ０％聚丙稀酸胺 ２ ．０ｍＬ ０ ． ３ ３ｍＬ

１ ０％ＳＤ Ｓ ０ ． ０ ５ｍＬ ０ ． ０２ｍＬ

１ ０％ ＡＰ ０ ．０５ｍＬ ０ ． ０２ｍＬ

ＴＥＭＥＤ ０ ． ００２ｍＬ ０ ．００２ｍＬ

（ １ ） 将玻璃板洗净烘干 ， 用夹板固定 ；

（ ２ ） 按照上述表格配制分离胶 ， 搅拌混匀后缓慢加入玻璃板的夹层中 ， 分离

胶加完后用双蒸水封面 ；

（ ３ ） 分离胶凝固后 ， 将水倒去并用滤纸擦干 ， 按照上述表格配制浓缩胶 ， 搅

拌混匀后加入玻璃板的夹层中 ， 插入点样梳 ；

（ ４ ） 待胶凝固后 ， 将胶板放入电泳槽 ， 倒入 ｌ
ｘＴｒ ｉ ｓ 电泳缓冲液 ， 而后拔去点

样梳 ， 用移液器吹打上样孔除去残胶 ；

（ ５ ） 根据蛋 白浓度用微量加样器加样 ， 每个孔的蛋 白上样量为 ５ ０
 ｊ

ｉ
ｇ ， 蛋 白

Ｍａｒｋｅ ｒ 上样量为 ３
ｐ
Ｌ ， 接通电源 ， 先用 ６０Ｖ 电压跑 ３ ０ｍ ｉｎ ， 让样品压成

一

条直线 ，

待样品进入分离胶时调至 １ ２０Ｖ 跑 １ｈ
；

（ ６ ） 电泳结束后取出凝胶备用 。

２ ． ３ ． １ ２Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌ ｏ ｔｔ ｉ ｎｇ

（ １ ） 根据凝胶大小裁剪 ＰＶＤＦ 膜 ， 用 甲醇活化 ５ｍ ｉｎ ， 将五层滤纸 、 凝胶 、

ＰＶＤＦ 膜 、 五层滤纸按顺序依次放置于夹板的 负极 ， 放于转膜槽中 。 倒入转膜缓

冲液接通电源 ， １ ００Ｖ 电转 ３ ０
￣

６０ｍ ｉｎ（根据蛋 白分子量大小确定转膜时间 ）
；

（ ２ ） 将 ＰＶＤＦ 膜放入 ３％ Ｂ ＳＡ 中 ， 室温摇床孵育 ２ ｈ 以上 ；

（ ３ ） 取出 ＰＶＤＦ 膜 ， 倒入
一

抗稀释液稀释的
一

抗 （根据抗体确定稀释倍数 ） ，

４

°

Ｃ过夜 ；

（ ４ ） 回收
一

抗 ， 用 ＰＢ ＳＴ 在摇床上快速洗 ３ 次 ， 每次 ７ｍ ｉｎ ；

（ ５ ） 吸去 ＰＢ ＳＴ ， 倒入二抗稀释液稀释的二抗 （ １ ： ５０００ ） ， 室温摇床孵育 １ ． ５
￣２

ｈ
；

（ ６ ） 回收二抗 ， 加入 ＰＢ ＳＴ在摇床上快速洗 ３ 次 ， 每次 ｌ Ｏ ｍ ｉｎ ；

２ ５
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（ ７ ） 将曝光液 Ａ 和 Ｂ 等体积混匀 ， 滴加到 ＰＶＤＦ 膜上 ， 机器曝光 。

２ ． ４ 反向 ＰＣＲ

通过对 ＢｍＣＰＶ 感染中肠组织 的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 通过高通量测序数据分析发现 ， Ｓ １ ０

ｄ ｓＲＮＡ（ 
＋

 ） 链可 以产生两个含有 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 开放阅读框的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ， 针对 ｖ ｓ

ｐ
ｌ Ｏ ｓＯＲＦ

的 序 列 设 计 发 散 引 物ｃ ｉ ｒｃ
－

Ｓ  １ ０（ｃ ｉ ｒｃ
－

Ｓ  丨 ０
－

Ｆ ：ＡＴＡＴＡＧＣＴＣＣＡＴＴＴＣＧＣＴＡＧ和

ｃ ｉ ｒｃ
－

Ｓ １ ０
－Ｒ ：ＣＡＴＴＴＴＧＡＴＧＧＴＧＣＧＴＡＣＡＴ ） 。 从ＢｍＣＰＶ感染的家蚕 中肠 中提取

总 ＲＮＡ ， 然后用 ＲＮ ａ ｓ ｅＲ 酶去除线性 ＲＮＡ ， 取 ２ 吨 回 收的 ＲＮＡ 反转录成 ｃＤＮＡ ，

用 发散 引 物 ＰＣＲ 扩增 ， 体系如下 ：

ｌ 〇 ｘＰＣＲ ｂｕｆｆｅ ｒ ２ ． ５
ｐ
Ｌ

Ｍ
ｇ
２
＋

 ２ ． ５

ｄＮ ＴＰ ｓ（ ２ ． ５ ｍｍ ｏ ｌ ／Ｌ ） １ 叫

模板ｃＤＮＡ（ ０ ． １－

０ ． ５
ｎｇ

／
｜

ｉＬ ） １

 ｆ

ｉＬ

引 物 １（ ｌ Ｏ Ｏ
ｐｍ ｏ ｌ ／Ｌ ） ０ ． ５

ｐ
Ｌ

引 物２（ ｌ Ｏ Ｏ
ｐｍ ｏ ｌ ／Ｌ ） ０ ． ５

＾
ｉＬ

Ｔａ
ｑ酶 （ １ Ｕ牡 ） １

 ｜

＾Ｌ

ｄ ｄＨ ２０ 补足体积至 ２ ５ 卩
Ｌ

ＰＣＲ 程序设置如下 ：

９ ５ 

°

Ｃ５ｍ ｉ ｎ

９ ５ Ｖ５ ０ｓ

^

５ ５

〇

Ｃ５ ０ｓ

卜
３ ５ｃｙｃ ｌｅ

７２

。

。３ ０ｓＪ

７２

°

Ｃ １ ０ｍ ｉ ｎ

ＰＣＲ 产物进行琼脂糖凝胶 电泳 ， 回收 目 的条带 ， 克隆进 ｐＭＤ １ ９
－Ｔ 载体后送上

海生工进行 Ｓ ａｎ ｇｅ ｒ 测序 。

２ ． ５Ｎ ｏ ｒｔｈ ｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔｔ ｉ ｎ
ｇ

（ １ ） 实验器具用 ＲＮＡ 酶去除剂进行处理备用 ；

（ ２ ） 配制变性琼脂糖凝胶 ： 称取 ０ ． ５
ｇ 琼脂糖至 ４ ５ｍ ｌＤＥＰＣ 水进行融胶 ， 胶

融之后再 向其中加入 ５ｍ ｌ 甲醛 ， 摇匀后室温倒胶 ；

２ ６
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（ ３ ） 准备 ＲＮＡ 电泳样品 ： ２０
ｎｇ

ＲＮＡ 与 ５
ｐＬ ｌｏａｄ ｉｎｇ 缓冲液及 １ 卟 Ｇ ｅ ｌＲｅｄ

混匀 ；

（ ４ ） 以 ５Ｖ ／ｃｍ 电泳 ３ ０ｍ ｉｎ ， 电泳结束后将凝胶用
一

次性塑料手套包好 ， 在

紫外成像仪器上拍照 （ 时间不得超过 ５ｍ ｉｎ ）
；

（ ５ ） 用虹吸法转膜过夜 ， 结束后将膜于紫外灯照射下交联 〗 ５ｍ ｉｎ
；

（ ６ ） 预杂交 ： 然后将膜放入 ６ ８

°

Ｃ预热的预杂交液中 ， ， ４２
°

Ｃ预杂交 ｌ ｈ
；

（ ７ ） 杂交 ： 根据发散 引 物扩增得到的两个 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 的接头序列 （ Ｓ １ ０ －

ｃ ｉｒｃ ｌ 和

Ｓ １ ０
－

ｃ ｉｒｃ７） ，设 计 生 物 素 标 记 的 探 针 （ Ｂ ｉｏ
－

ｃ ｉ ｒｃ ｌ
－

ｐｒｏｂｅ ：

５

’

Ｂ ｉｏｔｉｏｎ －ＧＴＡＴＴＴＡＣＧＡＧＣＧＴＣＡＣＣＣＴＡＴＣＣＧＡＡＧＡＣＣＧＧＧＣＧＣＧ和

Ｂ ｉ ｏ －

ｃ ｉ ｒｃ７
－

ｐｒｏｂｅ ：５

’

Ｂ ｉ ｏｔ ｉｏｎ －ＧＧＴＡＴＴＴＡＣＧＡＧＣＧＴＣＡＣＡＴＧＡＴＴＧＧＡＡＧＡＣＧＴＣＣ ）

并送 由上海生工合成 ， 用 １ ０ ｐｍｏ ｌ／Ｌ 探针 ４２

°

Ｃ杂交过夜 ；

（ ８ ） 洗膜 ： 用低强度洗膜液快速洗膜 ２ 次 （ 室温 ） ， 每次 ４ｍ ｉｎ ， 然后用高

强度洗膜液快速洗膜 ２ 次 （ ４２

°

Ｃ ） ， 每次 ２ｍ ｉｎ
；

（ ９ ） 曝光 ： 用检测生物素标记的核酸的试剂盒检测杂交信号 。

２ ．６ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 表达蛋 白样品的制备

（ １ ） 接种 ３ 队 含有 ｐ
ＥＴ２ ８

－ Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ 质粒的 ＢＬ２ １ 菌液至 ３ｍＬ 液体培养基

中 （含 Ｋａｎ 抗生素 ） ，
３ ７

°

Ｃ摇床活化过夜 ；

（ ２ ） 接种 ３ 〇 ｍ
Ｌ 过夜活化菌液至 ３ ｍＬ 液体 ＬＢ 培养基 ， ３ ７

°

Ｃ摇床培养 ３ ｈ
；

（ ３ ） 加入 ３ ＾Ｌ ＩＰＴＧ （ ｌ ｍｏ ｌ／Ｌ ） ， ３ ７

°

Ｃ摇床培养 ６ ｈ 后离心收集菌体沉淀 ，

加入 １ １１＾ １
＞＾８ ３ 超声破碎 （ 工作 ２５ ， 间隔 ３５ ） ， １ ２００ 〇 １

＇

／〇１ 丨 １１ 离心 ３ 〇 １１１ 丨 １１ 取上

清 ， ＰＨ 调制 ８ ．０
；

（ ４ ） 在上清 中加入 Ｎ ｉ
－ＮＴＡ 凝胶 ， 于 ４

°

Ｃ孵育 ｌ ｈ 后缓慢倒入层析柱 ， 用不 同

浓度的咪哩洗脱液进行洗脱并收集 。

２ ． ７ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 多 克隆抗体的制备

（ １ ） 取含 目 的蛋 白 的洗脱液与 四分之
一

体积 ５ Ｘ ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 蛋 白 上样缓冲液混

匀 ， １ ００

°

（：水浴 １ 〇 １＾ １１ ， 进行 ５０ ３
－？八０￡ 。

（ ２ ） 电泳结束后将凝胶取 出 ， 用考马斯亮蓝染色液进行染色 ２ｈ ， 而后脱色

至出现明 显条带 （ 与 目 的蛋 白分子量
一

致 ） 后取出凝胶并割取 目 的条带 。

２ ７
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（ ３ ） 将割取的凝胶条带充分研磨后 ， 转移至透析袋中并加入少许 ｌ
ｘＴｒ ｉ ｓ

－

ＳＤ Ｓ ，

于转膜槽中 １ １ ０ｍＡ 电转 ３ｈ ， 然后反 向 电转 １ ０ｍ ｉｎ 。 电转结束后将透析袋放入

ｌ
ｘＰＢＳ 中 ， ４

°

Ｃ透析过夜 。

（ ４ ） 将透析袋中 的液体吸 出检测浓度为 ４ｍ
ｇ
／ｍＬ ， 加入等体积弗氏佐剂 （第

一

次为完全佐剂混合 ， 后为不完全佐剂 ） ， ４
°

Ｃ震荡 ４
￣

５ ｈ 。

（ ４ ） 选用 ＳＰＦ 级雌性小 鼠进行腹腔注射免疫 ， 每只小 鼠每次注射 ２００
￣

３ ００ 吨

蛋 白混合液 ，

一

共免疫 ４ 次 ， 间 隔时间为
一

周 。 最后
一

次免疫
一

周后 ， 进行小 鼠

眼球取血 。 采集的小 鼠血液 ３ ７

°

Ｃ ｌ ｈ ，４

°

Ｃ过夜 。 ３ ０００ ｒ／ｍ ｉｎ 离心 ｌ Ｏ ｍ ｉｎ ， 取上清 ，

－

８０ 

°

Ｃ保存备用 。

２ ． ８ 免疫组化

（ １ ） 相关溶液配制 ：

枸杞酸盐缓冲液 （ ０ ． ０ １Ｍ ， ｐＨ ６ ．０ ） ：

２ ． ９４ １ ｇ 柠檬酸钠 （Ｎａ ３Ｃ ６Ｈ ５０ ７

．

５Ｈ２０ ） 溶于 １ ００ ｍＬ 超纯水 中 ， 即为 ０ ． １ ｍｏ ｌ／Ｌ

柠檬酸钠溶液 （ Ａ 液 ）
；

２ ． １ ０ １
ｇ 枸杞酸 （ Ｃ

１ ２Ｈ １ ８Ｏ ｎ ） 用双蒸水定容至 １ ００ｍＬ ， 即为 ０ ． １ｍｏ ｌ／Ｌ 的枸杞酸

溶液 （ Ｂ 液 ）
；

使用前将 ４ １ｍＬ Ｂ 液与 ９ｍＬ Ａ 液混合 ， 并补足超纯水至 ５ ００ｍＬ ，

ｐＨ 调至 ６ ．０ ，

即为 ０ ． ０ １ｍｏ ｌ ／Ｌ 枸杞酸盐缓冲液 。

０ ．０ ５ ｍｏ ｌ／Ｌ ＴＢ（ ｐＨ７ ． ６ ） ：

Ｔｒｉ ｓ ６０ ． ７５
ｇ

１ｍｏ ｌ／Ｌ ＨＣＬ约４２０ｍＬ

溶于 ９ ５ ０ｍＬ 双蒸水中 ， 调节 ｐ
Ｈ 值至 ７ ．６ ， 最终定容至 １ Ｌ 。

过氧化物酶阻断溶液 （ ３％过氧化氢 ） ： 取 ５ｍＬ３ ０％过氧化氢至 ４ ５ｍＬ 双蒸水中 ；

ＤＡＢ（ Ｄ ｉａｍ ｉｎｏｂｅｎｚ ｉｄ ｉｎｅ ） 显色液 ：

ＤＡＢ（ ３
，
３

＇

－二氨基联苯胺四盐酸盐 ） ５ ０ｍ
ｇ

０ ． ０ ５ｍｏ ｌ ／Ｌ ＴＢ １ ００ｍＬ

３ ０％过氧化氢 ３ ０
 ｜

＿ｉＬ￣４０
ｐＬ

充分混匀后避光过滤 ，

－２０

°

Ｃ保存备用 ， 显色前再加入 ３ ０％过氧化氢 （现配现用 ） 。

２ ８
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（ ２ ） 烤片 ： 实验开始前将石蜡切片置于 ６０

°

Ｃ烘箱 ２ ｈ ， 或者 ８０

°

Ｃ ３ ０ ｍ ｉｎ
；

（ ３ ） 脱蜡水化 ： 将切片按照如下顺序分别漂洗 ： 二 甲 苯 Ｉ（ ７ ｍ ｉｎ ） —二 甲苯

ＩＩ （ ７ｍ ｉｎ ） —二 甲苯 ＩＩＩ（ ７ｍ ｉｎ ） —无水乙醇 （ ３ｍ ｉｎ ）—９５％乙醇 （ ５ｍ ｉｎ ｘ ２次 ）

— ７ ５％乙醇 （ ３ｍ ｉｎ ）
— 自来水 （ ３ｍ ｉｎ ）— ｌ

ｘＰＢ Ｓ（ ３ｍ ｉｎ ）
；

（ ４ ） 抗原修复 ： 使用枸杞酸盐缓冲液 （ ｐ
Ｈ６ ． ０ ） 将切片完全覆盖后 ， 微波高

火 ５ｍ ｉｎ ， 自 然冷却至室温后 ， 更换新鲜枸杞酸盐缓冲液 ， 再次微波高火 ５ｍ ｉｎ 并

自 然冷却至室温 ；

（ ５ ） 免疫组化笔画 圈 ： 距离组织边缘 ２
？

３ｍｍ 处画圈 ， 小心不要刮伤组织 ；

（ ６ ） 灭活 内源性过氧化物酶 ： 滴加过氧化物酶阻断溶液 ， 室温孵育 ２０ｍ ｉｎ（ 时

间可在 １ ０
？

３ ０ ｍ ｉｎ 之间调整 ， 血供丰富 的组织 ， 如 肾 、 脑等可适当延长孵育时间 ） ，

孵育结束后 ， 使用 ｌ
ｘＰＢ Ｓ 漂洗三次 ， 每次 ３ｍ ｉｎ

；

（ ７ ） 封闭 ： 除去 ｌ
ｘ ＰＢ Ｓ ， 滴加封闭液 ， 室温孵育 １ ５ｍ ｉｎ

；

（ ８ ） 回收封 闭液 ， 滴加用
一

抗稀释液稀释的
一

抗 （ ｖ ｓｐ ｌ Ｏ ，１ ：２０ ） ， ４
°

Ｃ过夜

或 ３ ７

°

Ｃ孵育 ６０ｍ ｉｎ（难结合的组织 、 抗体可适当延长孵育时间 ） ， 不 同抗体的稀

释 比例参考抗体使用说明书 ， 孵育结束后 回收
一

抗 ， ｌ
ｘＰＢ Ｓ 漂洗三次 ， 每次 ５ｍ ｉｎ

；

（ ９ ） 滴加生物素标记的二抗 （ 山羊抗 鼠抗体 ， １ ： ５ ０ ） ， 室温孵育 ｌ Ｏ ｍ ｉｎ ， 孵

育结束后 回收二抗 ，
ｌ
ｘＰＢ Ｓ 漂洗三次 ， 每次 ５ｍ ｉｎ

；

（ １ ０ ） 滴加 ＨＲＰ 标记链霉亲和素溶液 （ Ｓ ｏ ｌａｒｂ ｉ ｏ ， ｂｅ ｉ

ｊ
ｉｎｇ ，ｃｈ ｉｎａ ） ， 室温孵育

１ ０ｍ ｉｎ ， 孵育时间不可过长 ， 以免造成假阳性 ， 孵育结束后 ， ｌ
ｘＰＢ Ｓ 漂洗三次 ， 每

次５ｍ ｉｎ
；

（ １ １ ） 滴加 ＤＡＢ 显色液 ， 显微镜下观察显色情况 （ 大约 ３
￣

１ ０ｍ ｉｎ ） ， 自 来水

冲洗终止显色 ；

（ １ ２ ） 自 来水冲洗 ， 充分去除切片上残留 的 ＰＢＳ（ ＰＢ Ｓ 会增强苏木素的吸附 ，

造成切片背景不清晰 ） ， 苏木素染液 （ Ｓｏ ｌ ａｒｂ ｉｏ ， ｂｅ ｉ

ｊ
ｉｎｇ ， ｃｈ ｉｎａ ） 复染 ｌ ｍ ｉｎ ， 自 来

水冲洗返蓝 ；

（ １ ３ ） 将切片按照如下顺序分别漂洗 ： ７ ５％乙醇 （ ３ｍ ｉｎ ）—９ ５％乙醇 （ ３ｍ ｉｎ ）

—无水 乙醇 （ ３ｍ ｉｎ ） —二 甲苯 （ ５ｍ ｉｎ ） ， 此处二 甲苯的作用是透明 ， 可增加组织

折光性 ， 如倒入二 甲 苯后发现溶液中起 白雾 ， 说 明可能 由于脱水时间不足或无水

乙醇 中 己含有较多水分导致脱水不彻底 ， 需要更换乙醇后重新脱水 ， 漂洗结束后

２９
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将切片晾干并使用 中性树胶封片 ；

（ １ ４ ） 镜检 ： 将切片置于正置显微镜 （ ＢＸ ５ １ ， ＯＬＹＭＰＵ Ｓ ） 下观察 。

２ ． ９ 细胞免疫荧光

（ １ ） 实验试剂配制

５％封闭液 ： 称取 ２ ． ５ ｇ Ｂ ＳＡ 粉末溶于 ５ ０ ｍＬ ＰＢ ＳＴ 中 ， ４

°

Ｃ保存 ；

１％透化液 ： 用 ＰＢ ＳＴ 稀释 Ｔｒ ｉｘｏｎ －

１ ００（ 比例 １ ： １ ０００ ） ， 现配现用 ；

ＤＡＰ Ｉ 染色液 ： 用 ＰＢ ＳＴ 稀释 ＤＡＰ Ｉ 母液 （ 比例 １ ： １ ０００ ） ， 可 回收利用 ，

－２０

°

Ｃ

保存 ；

（ ２ ） 用 ｌ ｘＰＢ Ｓ 清洗表面长有感染 ＢｍＣＰＶ 病毒 ４ ８ｈ 的细胞的爬片 ；

（ ３ ） 加入 ５ ０ ０ 队 ４％多聚 甲醛避光孵育 １ ５１＾ １１ ， 弃去 固定液 ， 用 ？３ ８丁 洗 ３

次 ， 每次 ５ｍ ｉｎ
；

（ ４ ） 加入 ５ ００ 私 透化液 ， 摇床孵育 ５ｍ ｉｎ
； 弃去透化液 ， 用 ＰＢ ＳＴ 洗 ３ 次 ，

每次 ５ｍ ｉｎ
；

（ ５ ） 加入 ５ ００ 吣 封闭液 ， 摇床孵育 ２ｈ
；

（ ６ ） 弃去封闭液 ， 将封 口膜裁剪成载玻片大小 ， 平铺在载玻片上 ， 并滴加 １ ０

ＨＬ１ ： １ ０ 稀释的
一

抗 （ ｖｓｐ
ｌ Ｏ ，

一

抗稀释液稀释 ） ， 将细胞爬片从 ２４ 孔板中取 出 ，

倒扣在抗体上 ， ４

°

Ｃ过夜 ；

（ ７ ） 将爬片放回 ２４ 孔板中 ， 用 ＰＢ ＳＴ 洗 ３ 次 ， 每次 ５ｍ ｉｎ
；

（ ８ ） 更换
一

块裁剪好的封 口 膜 ， 并滴加 １ ０
ｎ
Ｌ 按 １ ： ５ ０ 稀释的荧光二抗 （ ＦＩＴＣ

标记的 山羊抗鼠 ／兔抗体 ，
二抗稀释液稀释 ） ， 取出爬片倒扣在抗体上 ， ３ ７

°

Ｃ避光

孵育 ２ｈ
；

（ ９ ） 将爬片放回 ２４ 孔板中 ， 用 ＰＢ ＳＴ 避光洗 ３ 次 ， 每次 ５ｍ ｉｎ
；

（ １ ０ ） 加入 ５ ０ ０ 叫 稀释过的 ＤＡＰＩ ， 室温避光孵育 ５ｍ ｉｎ ， 用 ＰＢ ＳＴ 避光洗 ３

次 ， 每次 ５ｍ ｉｎ
；

（ １ １ ） 取 出细胞爬片避光晾干 ， 随后用封片剂封片 ， 封片后用 荧光显微镜

（ ＴＥ２０００Ｕ ，Ｎ ｉｋｏｎ ） 镜检 。

２ ． １ ０ 体外制备带有 ＩＲＥＳ 位点 的 ｖｓｐ ｌ ＯｓＯＲＦ 线性序列

为 了探讨 ｖｓｐ ｌ ＯｓＯＲＦ 上游 ＩＲＥ Ｓ 位点 （ Ｓ １ ０ｄｓＲＮＡ 的 ２ １ ９
－２３ ６ｎｔ ） 的作用 ， 以

３ ０
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第二章

卩辽！＾ ５ １ ０ 为模板 ， 用带有 了７ 启动子的 引 物对 １ １１￡８
口

１１ １１＾８ （表 ２ ． ３ ） ， 通过 ？〇１

扩增获得带有 ＩＲＥＳ 的 ｖ ｓｐ ｌ ＯｓＯＲＦ 线性全长序列 。 同时 ， 以 Ｎ ＩＲＥＳ
ｐｒ ｉｍｅｒｓ 为引物

（ 表 ２ ． ３ ） ， ｐ ＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ 为模板 ， ＰＣＲ 扩增不带有 ＩＲＥ Ｓ 位点的 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ ｓＯＲＦ 线性序

列作为对照 ， 将上述 ＰＣＲ 产物作为模板进行体外转录 ， Ｔ７ 体外转录体系如下 ：

ｌ 〇 ｘＴ７ＲＮＡ Ｐｏ ｌｙｍｅｒａ ｓｅＢｕｆｆｅｒ ５

ｌ ＯｍＭ ＮＴＰ Ｍ ｉｘ ５
 ｜

ｉＬ

５ ０ｍＭＤＴＴ ５

Ｔｅｍｐ ｌａｔｅＤＮＡ ５ ０ｎｇ
－

１
 （

ｊ ，ｇ

Ｔ７ＲＮＡ Ｐｏ ｌｙｍｅ ｒａｓｅ ５ ０ｕｎ ｉｔｓ

ＤＥＰＣ 水补至 ５ ０
 （

ｉＬ

３ ７

°

Ｃ孵育 ３ ｈ ， 反应结束后 ， 加入 ２Ｕ ＤＮａ ｓｅ Ｉ ，３ ７
°

Ｃ孵育 １ ５ ｍ ｉｎ ， 之后通过酚 、

氯仿法纯化 ＲＮＡ ， 步骤如下 ：

（ １ ） 用 ＤＥＰＣ 水将上
一

步的样品补至 １ ５ ０ 叫 ；

（ ２ ） 加入 ７ ５
ｎＬ 的氯仿和 ７ ５

ｎＬ 的苯酿 ， 震荡混匀后 ， ０

°

Ｃ 静置 １ ０ｍ ｉｎ
；

（ ３ ） １ ２０００ ｒ／ｍ ｉｎ 离心 １ ０ ｍ ｉｎ（ ４

。

０ ， 取上清至新管 ；

（ ４ ） 加入 ８００ … 异丙醇 ，

－

８０

°

Ｃ静置 ｌ ｈ
；

（ ５ ）４

°

Ｃ ， １ ２０００ ｒ／ｍ ｉｎ 离心 １ ５ ｍ ｉｎ ， 弃上清 。 加入 １ｍＬ ７５％的 乙醇清洗沉淀 ，

１ ２０００ｒ／ｍ ｉｎ离心５ｍ ｉｎ（ ４

°

Ｃ ） ， 弃上清 ；

（ ６ ） 沉淀室温晾干后用 ２ ０ ｐＬ ＤＥＰＣ 水溶解 ， 于 － ８０

°

Ｃ保存 。

表 ２ ． ３ 体外制备带有或不 带有 ＩＲＥＳ 位点 的 ｖ ｓｐ
ｌ ＯｓＯＲＦ 所需 引 物

Ｇ ｅｎｅ ｓ Ｎ ａｍｅ Ｆｏ ｒｗａｒｄ
ｐ

ｒ ｉｍｅ ｒｓ （ ５

１

—

＾ ３ ０Ｒｅｖｅ ｒ ｓ ｅ
ｐ

ｒ ｉｍｅ ｒ ｓ （ ５

ｆ

—

＊ ３ ０

ＩＲＥＳ
ｐ

ｒ ｉｍｅ ｒｓ
ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＡＧＴＡＣＡＡＡＧＴＴＧＣＴＡＧＣＧＡＡＡＴＧＧＡＧＣＴＡＴＡＴＴＣ

ＮＩＲＥＳ
ｐ

ｒ ｉｍｅ ｒｓＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＡＴＧＴＡＣＧＣＡＣＣＡＣＴＡＧＣＧＡＡＡＴＧＧＡＧＣＴＡＴＡＴＴＣ

＊
： 加粗部分为 Ｔ７ 启动子序列 。

２ ． １ １
ｐ

ＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ －

ｓＯＲＦ －ｎｕ ｌ ｌ和
ｐ

ＩＺＴ－ＬｃＲ－

ｃ ｉ ｒｃ ｌ载体的构建

（ １ ）
ｐ ＩＺＴ－ＣＳ Ｉ Ｏ －

ｓＯＲＦ－ｎｕ ｌ ｌ 的构建 ： 通过无缝克隆将 ｐ
ＩＺＴ－Ｃ Ｓ １ ０（实验室保存 ，

在 ｐＩＺＴ－Ｖ ５ ／Ｈ ｉ ｓ 的 ｋ
ｐｎ

Ｉ 和 Ｓ ａｃＩ Ｉ 位点之间插入 ＢｍＣＰＶＳ １ ０ 全长片段反转录 ＤＮＡ

的重组质粒 ） 中 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的 ｓＯＲＦ 序列用 Ｄ ｓＲｅｄ 序列取代 ， 构建 ｐ ｉｚ ｔ
－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ －

ｓＯＲＦ －ｎｕ ｌ ｌ 。

３ １
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（ ２ ）
ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ －

ｃ ｉ ｒｃ ｌ 的构建 ： 通过无缝克隆将 Ｓ １ ０ －

ｃ ｉｒｃ ｌ 插入倒 ｐ
ＩＺＴ－ＬｃＲ（实

验室保存 ， 插入 了果蝇 ｌａｃｃａ ｓｅ２ 基因 内含子序列 的 ｐ
ＩＺＴ－Ｖ ５ ／ Ｈ ｉ ｓ 载体 ） 的 Ｌａｃ

－

１ 和

Ｌａｃ
－２ 序列 的中 间 ， 构建 Ｓ １ ０－

ｃ ｉｒｃ  １ 表达载体 ｐＩＺＴ－ＬｃＲ－

ｃ ｉｒｃ １ 。

２ ． １ ２ 数据处理与统计

本研究 中 的所有结果均使用 ＳＰＳ Ｓ １ ６ ． ０ 软件进行统计分析 ， 并使用 Ｇｒａｐ
ｈＰａｄ

Ｐｒ ｉ ｓｍ ８ ． ３ 软件做图 。 定量资料采用正态性 ， 检验数据以均数±标准差 （Ｍｅａｎ ｓ ± ＳＤ ）

表示 ， 统计分析时两组样本使用独立样本 ｔ 检验 ， 多组样本采用单因素方差分析

（ ｏｎｅ－ｗａｙ 

ＡＮＯＶＡ ） 。 以 ａ
＝

０ ． ０ ５ 为检验标准 ， Ｐ＜０ ． ０ ５ 认为差异有统计学意义 。

３ 结果与分析

３ ． １ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的预测及分析

通过ｓＯＲＦＦ ｉｎｄｅｒ软件 （ ｈｔｔｐ ： ／／ｅｖｏ ｌｖｅｒ ．ｐ ｓｃ ． ｒ ｉｋｅｎ ．

ｊｐ／ ） 预测发现 ［

２ ８
］

， 在ＢｍＣＰＶ

基因组 Ｓ ｌ Ｏ ｄｓＲＮＡ（ 
＋

） 链的 ３ ９３
－

５ ７２ 区域可 以编码
一

个长度为 ５ ９ 个氨基酸残基

的 ｓＯＲＦ ， 本研究中将其编码的小肽命名为 ｖｓｐ ｌ Ｏ（ 图 ２ ． １ Ａ ） 。 通过 ｍｕ ｌｔａ ｌ ｉｎ 软件

（ ｈｔｔｐ ：／／ｍｕ ｌ ｔａ ｌ ｉｎ ． ｔｏｕ ｌｏｕ ｓｅ ． ｉｎｒａ ．ｆｉ７ｍｕ ｌｔａ ｌ ｉｎ／ｍｕ ｌｔａ ｌ ｉｎ ．ｈｔｍ ｌ ） 比对 同源性发现ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ的氨

基酸序列在马尾松毛虫质型多角体病毒 ＤｅｐｕＣＰＶ ，

株系和冬尺蠖蛾质型多角体病毒 （ ＱｐｅｒｏｐＡ／ｅｍｉｎ／ｗａｔｏＣＰＶ ， ＯｐｂｕＣＰＶ ，ＯｂＣＰＶ ）

株系 中高度保守 （ 图 ２ ． １Ｂ ） 。 从侧面证实 了ＢｍＣＰＶＳ ｌ Ｏ ｄ ｓＲＮＡ 可 以编码 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ

的真实性 。

３ ２
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Ｙ
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５
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Ｋ
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Ｍ
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Ｌ
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Ｋ
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Ｖ
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Ｈ
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５

￣

Ｌ
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Ｙ
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Ｌ

￣

Ｔ

￣

ｉ

￣

Ｉ

￣
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ａｔｇｔａｃｇｃａｃｃａｔｃａａａａｔｇｇｃｔａａａｇｇｔ＾ｃｔｃａｃｔｃｔｃｔｇｔａｃｃｔｇａｃｇａｇｔａｔ ｃｔａｃ

１ ０２ ０ ３ ０ ４ ０ ５ ０

ＮＧＬＴＨＱＫＱＰＥＬＳＴＡＰ．ＬＲＥＴＳ

ＡＡＣＸ；ＧＴ Ｃ ＴＣＡＣＣＣＡＴ ＧＧＧＡＡＧＣＡＨＣ ＣＧＧＡＡＴＴ＾ＧＴＡＣＣＸｆ：ＡＡ＾ＡＴＴｉ Ｊ^ ．^ ＧＡＧＡＣＧ Ｃ^ Ｇ

７ ０ ８ ０ ９ ０ １ ０ ０ １ １ Ｑ

ＫＳＬＶＴＶＩＴＬＮＹＰＭＨＩＡＰＦＲ^

ＡＡＡＴＣＧＴ Ｔ ＧＧＴＴＡＣＡＧＴＣＡＴ ＴＡＣ ＴＴＴＧ ｉｌＡＣＴＡＣＣＣＣＡＴＧ Ｊ^ｉＴＡＴＡＧＣＴＣＣＡＴ ＴＴ Ｃ ＧＣＴＡＧ



１
＾
０


１ ４ ０


１ ５ ０


１ ６ ０


１ ７ ０


Ｂ

１ １ ０ ２０３０ ４０ ５０ ６０ ７０ ７９

Ｉ

？ ？

？－

＊
？？？

１

Ｂ？ ＣＰＶ
－

Ｓ１０
－

ｇ ０ＲＦ ｔｌＹＲＰＳＫ＾ＬＫＶＴＨＳＬ Ｙ Ｌ Ｔ Ｓ ＩＹ ＮＧＬＴＨＳＫＯＰＥＬ Ｓ Ｔ ＢｉＬ Ｒ Ｅ ＴＥＫＳＬ ＶＴＶ Ｉ ＴＬ ＮＹ Ｐ ＩＩＨ Ｉ ＲＰＦ Ｒ

ＤｐＣＰＶ
－

Ｓ １ ０
－

ｓ ０ＲＦ ｒ ！ＹＢＰＳＲＭｉ ＫＶ Ｉ ＲＳｔＣ Ｐ Ｉ１ Ｉ Ｔ ＣＳＧｔ Ｔ ＩＩＳＲＣＨ
＞
Ｅｌ Ｓ Ｉ ｆ ｉｍ． Ｓ ｌ？ＫＳｌ ｆｉ Ｔ Ｖ Ｉ ＴＳ Ｎ ＹＰ Ｔ Ｓ Ｔ Ｉ ＱＦ ＲＳｔ Ｌ ＶｆｔＣ Ｉ Ｒ ＴＨＨＨＴ １ ＳＵＱ Ｈ Ｔ Ｔ

Ｌ ｄ Ｃ ＰＶ
－

Ｓ ｌ Ｍ
－

ｓ ＯＲ Ｆ？Ｃ ＨＰＳＲ？Ｌ Ｋｌ ＴＲＳｉ ＣＰｒａ Ｔ ＣＳ＾ Ｔ ｆ ｌ８Ｋ？ ：

＞

Ｅ Ｌ Ｓ Ｉ ｛Ｍ． Ｓ６ｉｅ ＫＳｌ Ｈ ＩＶ Ｉ Ｔ ＳＮＹＰ Ｉ Ｓ Ｔ ＩＲｆ ＲＳＬ Ｌ ＶｆｔＣ Ｉ Ｒ Ｔ ＨＨＨ Ｔ Ｔ ＳＤＱＨ ｒ Ｔ

ＯｐｂｕＣ ＰＶ
－

Ｓ ｌ Ｏ
－

ｓ ＯＲＦ ｆ ｌＣ ＩＰＳＲ ｉ＾ＲＶ ｌ ＰＳＰＳＰＲ ｌ Ｔ Ｆ Ｓ６ＬＩＨｒａＬ ＶＬ ＳＩ？  Ｔ ＬＭｉＲＬ Ｌ Ｏ ＴＶ ｌ ＩＳＳＣｉ ｒ ｉＳ ｌ Ｉ ＵＳＰＹＬ ＳＲＶＣ ＩＲ Ｉ Ｌ Ｌ Ｆ ＴＨ Ｌ ＰＲＲ ｌ Ｔ

Ｃｏｎｓｅｎｓ ｕｓ ｆｌｙａＦＳｒＭ ｌｋ ？ Ｔ ． Ｓ ｌ ． ｐ ． ｉｔ ， ｓＢ？ＬＮＳｋ ？＾？ｃＬ Ｓ ｉＢＩ ？ｌ ．  ． ｒ￡ ｋ ｓｉ ． ｔ Ｖ ｉｔ ｓｎ ｔ
＾

＞ｎｓｔｉ ＊ ｆ ｒ ． ｌ ． ．  ．
ｃ ｉｒ ． ，

图 ２ ． １ｖ ｓ ｐ
ｌ Ｏ 的生物信息 学分析

Ａ ， Ｂｍ ＣＰＶ基 因组ｄ ｓＲＮＡ Ｓ ｌ Ｏ正链的３ ９ ３
－

５ ７２ｎ ｔ （ Ｇ ｅｎＢ ａｎｋ ：ＫＲ ７ ０４ １ ９ ６ ． １ ） 编码的ｖ ｓｐ Ｉ Ｏ的 序

歹
｜

Ｊ 。 Ｂ ， ＢｍＣＰＶ 、 马尾松毛 虫 质型 多 角体病毒 （ Ｄ
ｐ
ＣＰＶ ） 、 舞毒蛾质型 多 角 体病毒 （ ＬｄＣＰＶ ）

和冬尺蠖蛾质 型 多 角 体病毒 （ Ｏｐ
ｂｕＣ ＰＶ ） 中 ｖ ｓ

ｐ ｌ Ｏ 的氨基酸序 列 比对 。

Ｆ ｉ

ｇｕ ｒ ｅ２ ． １Ｂ ｉ ｏ ｉｎ ｆｏ ｒｍ ａ ｔ ｉ ｃ ｓａｎ ａ ｌｙ ｓ ｉ ｓｏ ｆ ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ

Ａ
，Ｔｈ ｅｓ ｅ

ｑ
ｕ ｅｎ ｃ ｅｏ ｆ ｖ ｓｐ ｌ Ｏｅｎ ｃ ｏ ｄ ｅ ｄｂ

ｙ
３ ９ ３

－ ５ ７ ２ｎ ｔ
 （
Ｇ ｅｎＢ ａｎ ｋ ：ＫＲ ７ ０４ １ ９６ ． １

）
ｏ ｆ Ｓ １ ０

ｐ
ｏ ｓ ｉ ｔ ｉ ｖ ｅｓ ｔｒａ ｎ ｄｏ ｆ

Ｂｍ Ｃ ＰＶ
ｇ ｅｎ ｏｍ ｅｄ ｓＲＮＡ ．Ｂ

，
Ａｍ ｉ ｎ ｏａ ｃ ｉ ｄｓｅ

ｑ
ｕｅｎ ｃ ｅａ ｌ ｉ ｇｎｍ ｅｎ ｔｏ ｆ ｖ ｓｐ

ｌ Ｏ ｉ ｎＢｍＣＰＶ
，
Ｄ
ｐＣＰＶ，

ＬｄＣＰＶ

ａｎ ｄＯｐ
ｂｕＣ ＰＶ ．

３ ． ２ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 抗体的 制备及在 ＢｍＣ ＰＶ 感 染 的 家蚕 中 肠 的检测

为 了检测 ＢｍＣ ＰＶ 感染的家蚕 中肠细胞 中 的 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 存在与 否 ， 首先进行 了ｖ ｓ ｐ

ｌ Ｏ

多抗的制 备 。将实验室前期保存的 ｐ
ＥＴ２ ８ － Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ 及 ｐ
ＥＴ２ ８ ａ

（
＋

）转化表达菌 Ｂ Ｌ２ １ ，

经 ｌ ｍ ｏ ｌ ／Ｌ Ｉ ＰＴＧ 在 ３ ７

°

Ｃ诱导 ６ ｈ 后 ， 收集诱导表达的蛋 白 （ 带有 ６ ｘ Ｈ ｉ ｓ 标签 ） 进

行 ＳＤ Ｓ
－ＰＡＧＥ 后用考马斯亮蓝染色发现在 １ ０

？

１ ５ ｋＤ 之间存在差异带 （ 图 ２ ． ２ Ａ ） ，

主要存在于诱导细胞的破碎后沉淀 中 。 用 ６ ＞＜ Ｈ ｉ ｓ 抗体进行 Ｗ ｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ ｔ ｉｎｇ 检测 ，

发现在约 １ ３ｋＤ 处检测到特异性条带 ， 与理论分子量
一

致 ， 表 明 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 已经成功表

达 （ 图 ２ ． ２Ｂ ） 。 将诱导表达过的裂解菌体上清与 Ｎ ｉ

－ＮＴＡ 凝胶孵育后 ， 用不同浓

度的咪唑洗脱液进行洗脱 。 将洗脱液进行 ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 并用考马斯亮蓝染色后发现 ，

当洗脱液的咪唑浓度为 ］ ０ ０ 、 ２ ０ ０ 和 ３ ０ ０ｍｍ ｏ ｌ ／Ｌ 时洗脱浓度最佳 （ 图 ２ ． ２Ｃ ） 。 将

纯化后 的 蛋 白 与 等体积 的佐剂混合 ， 免疫 小 鼠 ４ 周 后 收集血清 。 通过 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎ

３ ３
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ｂ ｌｏ ｔ ｔ ｉ ｎ ｇ 检测多克隆抗体的效价 ， 发现多克隆抗体稀释 比为 １ ： １ ０００ 时可 以检测到特

异性条带 ， 而后通过与 ６ ｘＨ ｉ ｓ 抗体检测到 的条带对 比 ， 发现结果
一

致 ， 表 明抗体

特异性 良好 （ 图 ２ ． ２ Ｄ ， Ｂ ） 。 用 ｖ ｓ
ｐ

ｉ ｏ 的抗体对感染 ＢｍＣＰＶ 的家蚕的 中肠样本进

行检测时 ， 同样可 以检测 到
一

条带 。 但是在 ＢｍＣ ＰＶ 感染的家蚕 中 肠里检测到 的

ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ ， 分子量要大于原核诱导表达 的 ｖ ｓ

ｐ
ｌ Ｏ 蛋 白 ， 可能是 因为在细胞 中 ｖ ｓ

ｐ
ｌ Ｏ 可

以被修饰 。 该结果为 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 的存在提供 了 初步的证据 （ 图 ２ ． ３ ） 。

为 了进
一

步证实 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 的存在 ， 取感染 ＢｍＣＰＶ９６ｈ 的 ３ 龄家蚕中 肠制备石蜡

切片 ， 通过免疫组化对感染了ＢｍＣ ＰＶ 的家蚕 中肠细胞 中 的 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 进行检测 ，

一

抗

为 自 制 的 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 多克隆 鼠抗 （ １ ： 】 ０００ ） ， 二抗为 ＨＲＰ 标记的 山 羊抗 鼠 （ １ ： ５ ０ ０ ０ ） 。

结果显示 ， 在感染 ＢｍＣ ＰＶ 的家蚕 中肠 中 可 以观察到代表 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的棕黄色阳性信号 ，

但在正常家蚕 中肠 中 并未检测到非常 明 显 的阳性信号 （ 图 ２ ． ４ ） 。

／ ．＾／／／…
、 ／／

Ａ Ｂ／／／／／
，

ｆ ／ ／ ／ ／／

乂
ｖ ｓ

ｐ
ｌ °

 丨

， ■＇辦 ＾
一

Ｉ

． 驪 ｒ


，

＾＾
＇

＇ ｆ

 ６ ＸＨ ． Ｓ

卜
＇：  ＇

雌 丨

ｊ

ｓ

１ ０ｋＤ
趣…

Ｉ

Ｖ Ｓ
ｐ

ｌ °

Ｃ Ｄ

Ｍ １ ０２０５ ０ １ ００２００３００４００５００ｍｍｏｉ
＾Ｌ

１ ００ ２ ００ｍｍｏ Ｉ ／Ｌ

： ｖ ｓ
ｐ

ｌ °

卜 １

臟 …



腦—
，ｗ

—＾
－ １ ０她一

丨

图 ２ ． ２ｖ ｓ ｐ
ｌ Ｏ 多 克隆抗体的制备

Ａ ，

ｐ
ＥＴ２ ８

－

Ｓ １ ０ ｓＯＲＦ原核表达蛋 白 的ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 检测 。 ｐ
ＥＴ２ ８

－

Ｓ １ ０ ｓＯＲＦ －

Ｉ ＰＴＧ ：

ｐ
ＥＴ２ ８

－

Ｓ １ ０ ｓＯＲＦ

转化菌 未加 ＩＰＴＧ 诱导 ； ｐ
ＥＴ２ ８

ｐ
ｒｅ ｃ ｉ

ｐ ｉ ｔａ ｔｅ ：

ｐ
ＥＴ－

２ ８ ａ （
＋ ）转化菌加 Ｉ ＰＴＧ 诱导破碎后沉淀 ； ｐ

ＥＴ２ ８

ｓ ｕｐ ｅｒｎ ａ ｔａｎ ｔ ：ｐ
ＥＴ＿２ ８ ａ （＋ ） 转化 菌 加 ＩＰＴＧ诱导破碎后 上 清 ； ｐ

ＥＴ２ ８
－

Ｓ １ ０ ｓＯＲＦ
ｐ

ｒｅ ｃ ｉ

ｐ
ｉ ｔａ ｔ ｅ ：

３ ４
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ｐ
ＥＴ２ ８

－ Ｓ  丨 Ｏ ｓＯＲＦ转化 菌加 Ｉ ＰＴＧ诱导破碎后沉淀 ； ｐ
ＥＴ２ ８

－ Ｓ １ ０ ｓＯＲ Ｆｓｕ
ｐ
ｅｒｎ ａ ｔ ａｎ ｔ ：

ｐ
ＥＴ２ ８

－ Ｓ １ ０ ｓＯＲＦ

转化菌加 １ ＰＴＧ 诱导破碎后上清 。 Ｂ ，ｐ
ＥＴ２ ８

－

Ｓ １ ０ ｓＯＲＦ 原核表达蛋 白 的 Ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎｂ ｌ ｏｔｔ ｉ ｎｇ 检测 。

泳道 同 前 图 。

一抗使用 自 制 鼠源 的 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 抗体 （ １ ：

１ ０ ００ ） 和 鼠源 的 ６ ｘ Ｈ ｉ ｓ 抗体 （ ］ ：２ ０ ０ ０ ） ，

二

抗 为 １４ １１？ 标记的 山 羊抗 鼠 （ １ ： ５ ０ ００ ） 。 （： ， ５０５ － ？八０￡ 检测梯度洗脱蛋 白 纯化 ． １ ０
￣

５ ００ ： 梯度

浓度咪唑洗脱液 （ １ ０
￣

５ ０ ０ 代表的 浓度依次 为 ：
１ ０ 、 ２ ０ 、 ５ ０ 、 １ ０ ０ 、 ２ ０ ０ ．３ ０ ０ 、 ４ ０ ０ 和 ５ ０ ０ｍｍ ｏ ｌ ／Ｌ ） 。

Ｄ ， Ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎｂ ｌ ｏ ｔｔ ｉ ｎｇ 检测蛋 白 纯化 ，

一抗使用 自 制 鼠 源 的 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 抗体 （ １ ： １ ０ ０ ０ ） 和 氛 源 的 ６

ｘ

Ｈ ｉ ｓ 抗体 （ 丨 ： ２ ０ ０ ０ ） ，

二抗 为 ＨＲＰ 标记的 山羊抗 鼠 （ １ ： ５ ０ ０ ０ ） 。

Ｆ ｉ ｇｕ
ｒｅ２ ． ２Ｐ ｒｅ

ｐ
ａ ｒａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ｖ ｓｐ

ｌ Ｏ
ｐ ｏ

ｌ

ｙ
ｃ ｌ ｏｎ ａ ｌａｎ ｔ ｉ ｂｏ ｄｙ

Ａ
，ＳＤ Ｓ － ＰＡＧ Ｅｄ ｅｔｅｃ ｔ ｉｏｎｏ ｆｐ

ＥＴ２ ８
－ Ｓ １ ０ ｓＯＲＦｐ

ｒｏｋ ａｒｙｏ ｔ ｉ ｃｅｘｐ ｒｅｓ ｓ ｉ ｏｎｐ
ｒｏ ｔ ｅ ｉｎ ．

ｐ
ＥＴ２ ８

－

Ｓ １ ０ ｓ〇ＲＦ －

Ｉ ＰＴＧ ：

ｐ
ＥＴ２ ８ － Ｓ １ ０ ｓＯＲＦ ｔｒａｎ ｓ ｆｏｒｍ ｅ ｄｂ ａ ｃ ｔ ｅｒ ｉ ａｗ ｅｒｅｎ ｏ ｔ ｉｎｄ ｕ ｃ ｅｄｂｙ Ｉ ＰＴＧ

；ｐ
ＥＴ２ ８

ｐ
ｒｅ ｃ ｉ ｐ

ｉ ｔａ ｔ ｅ ：ｐＥＴ
－２ ８ ａ

（

＋
） ｔ ｒａｎ ｓ ｆｏ ｒｍ ｅｄｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｉ ａｐ ｌ ｕ ｓ Ｉ ＰＴＧ ｉｎ ｄ ｕ ｃ ｅｄａ ｎ ｄｔｈ ｅｎｐ ｒｅ ｃ ｉ

ｐ
ｉ ｔ ａ ｔ ｅｄ

；ｐＥＴ２ ８

ｓｕｐ
ｅｒｎ ａ ｔａｎ ｔ ：ｐ

ＥＴ－２ ８ ａ
（
＋

）ｔｒａｎ ｓ ｆｏ ｒｍ ｅｄｂ ａ ｃ ｔｅ ｒ ｉ ａｐ
ｌ ｕ ｓ Ｉ ＰＴＧ ｉｎｄｕ ｃｅ ｄａｎ ｄｄ ｉ ｓｒｕ

ｐ
ｔ ｅ ｄＳ ｕｐ ｅｒｎ ａ ｔ ａｎ ｔ

；

ｐ
ＥＴ２ ８

－

Ｓ １ ０ ｓＯＲＦｐ ｒｅ ｃ ｉ

ｐ
ｉ ｔ ａｔｅ ：ｐ ＥＴ２ ８

－ Ｓ １ ０ ｓＯＲＦｔ ｒａｎ ｓ ｆｏｒｍ ｅ ｄｂ ａ ｃ ｔ ｅ ｒ ｉ ａｐ ｌ ｕ ｓＩＰＴＧ ｉ ｎ ｄ ｕ ｃｅ ｓａｎ ｄｔｈ ｅｎ

ｐ ｒｅ ｃ ｉ

ｐ
ｉ ｔ ａ ｔ ｅ ｓ ；ｐ

ＥＴ２ ８
－ Ｓ  ｌ Ｏ ｓＯＲＦｓｕ

ｐ
ｅｒｎ ａｔ ａｎ ｔ ：ｐ

ＥＴ２ ８
－

Ｓ １ ０ ｓＯＲＦ ｔ ｒａｎ ｓ ｆｏ ｒｍ ｅ ｄｂ ａ ｃ ｔｅ ｒ ｉ ａｐ
ｌ ｕ ｓ Ｉ ＰＴＧ

ｉｎ ｄ ｕ ｃ ｅ ｓ ｔｈ ｅｓ ｕ
ｐ
ｅ ｒｎ ａ ｔ ａｎ ｔａ ｆｔ ｅ ｒｄ ｉ ｓ ｒｕ

ｐ ｔ ｉ ｏｎ ．Ｂ
，Ｗｅ ｓ ｔ ｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔｔ ｉｎ

ｇｄ ｅ ｔ ｅ ｃ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆｐＥＴ２ ８
－

Ｓ １ ０ ｓＯＲＰ

ｐ
ｒｏ ｋ ａ ｒ

＞

；

ｏ ｔ ｉ ｃｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ
ｐ

ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ．Ｔｈ ｅｓｗ ｉｍｍ ｉ ｎ ｇ
ｌ ａｎ ｅ ｉ ｓ ｔｈ ｅｓａｍ ｅａ ｓ ｔｈ ｅ

ｐ
ｒｅｖ ｉ ｏ ｕｓｆｉ ｇｕ ｒ ｅ ．Ｔｈｅ

ｐ ｒ ｉｍ ａ ｒｙ

ａｎ ｔ ｉｂｏ ｄｙ
ｗ ａ ｓａｈ ｏｍ ｅｍ ａ ｄ ｅｍ ｏｕ ｓ ｅｖ ｓ

ｐ
ｌ Ｏａｎ ｔ ｉ ｂｏｄｙ（

１ ： １ ０ ０ ０
）ａｎ ｄａｍ ｏ ｕ ｓ ｅ６

ｘ
Ｈ ｉ ｓａ ｎ ｔ ｉ ｂ ｏ ｄｙ（

１ ： ２ ０ ０ ０
） ，

ａｎ ｄ ｔｈ ｅｓ ｅｃ ｏｎｄ ａ ｒｙａ ｎ ｔ ｉ ｂ ｏｄｙｗ ａ ｓＨＲＰｃ ｏｎ
ｊ
ｕ
ｇ
ａ ｔ ｅ ｄｇｏ ａ ｔａｎ ｔ ｉ

－ｍ ｏ ｕ ｓ ｅ Ｉ
ｇ
Ｇ（

１ ： ５ ０ ０ ０
）

．Ｃ
，ＳＤＳ －ＰＡＧＥ

ｄ ｅ ｔ ｅ ｃ ｔ ｉ ｏｎｇｒａｄ ｉ ｅｎ ｔｅ ｌ ｕ ｔ ｉ ｏｎｐ ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎｐｕ ｒ ｉ ｆｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏｎ ． １ ０
？

５ ０ ０ ：Ｇ ｒａｄ ｉ ｅ ｎ ｔｃ ｏｎ ｃ ｅｎ ｔ ｒａ ｔ ｉ ｏｎ ｉｍ ｉ ｄ ａ ｚｏ ｌ ｅｅ ｌ ｕ ｅｎ ｔ

（
１ ０
－

５ ０ ０ｒ ｅｐ ｒｅ ｓ ｅｎ ｔ ｓ ｔ ｈ ｅｃ ｏｎ ｃ ｅ ｎ ｔ ｒ ａ ｔ ｉ ｏ ｎ ｉ ｎｏ ｒｄ ｅ ｒ ：
 １ ０

，２ ０ ，５ ０ ， １ ０ ０
，２ ０ ０

，３ ０ ０ ，
４ ０ ０ａｎｄ５ ０ ０ｍｍ ｏ ｌ ／Ｌ

）
．Ｄ ．

Ｗｅ ｓ ｔ ｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔｔ ｉ ｎ ｇ
ｄ ｅ ｔ ｅ ｃ ｔ ｓ

ｐ
ｒｏ ｔ ｅ ｉｎ

ｐ
ｕ ｒ ｉ ｆｉ ｃ ａｔ ｉ ｏｎ ．Ｔｈ ｅ

ｐ
ｒ ｉｍ ａｒ

ｙ
ａｎ ｔ ｉ ｂ ｏｄ

ｙ
ｗ ａ ｓａｈ ｏｍ ｅｍ ａ ｄ ｅｖ ｓ

ｐ
ｌ Ｏａｎ ｔ ｉ ｂｏ ｄｙ

（
１ ： １ ０ ０ ０

）ａ ｎｄａｍ ｏ ｕ ｓ ｅ６ｘＨ ｉ ｓａｎ ｔ ｉｂ ｏ ｄｙ（
ｍ ｏｕ ｓ ｅ

， １ ： ２ ０ ００
） ，ａｎ ｄ ｔｈ ｅｓ ｅ ｃ ｏ ｎ ｄａ ｒｙａｎ ｔ ｉｂ ｏ ｄｙｗ ａ ｓＨＲ Ｐ

ｃ ｏ ｎ
ｊ
ｕ ｇａ ｔ ｅ ｄ

ｇ
ｏ ａ ｔａｎ ｔ ｉ

－ｍ ｏ ｕ ｓ ｅ Ｉ ｇＧ （
１ ： ５ ０ ０ ０

）
．

Ｍｃｏｎｖｓｐ
ｌ ＯＣＰＶ

图 ２ ． ３Ｗｅ ｓ ｔ ｅ ｒ ｎＢ 丨 ｏ ｔ 验证 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的存在

ｃ ｏｎ ：
正常 家蚕 中 肠蛋 白 （ 阴 性对照 ）

；

ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ ： 原核诱导表达的 ｖ ｓ

ｐ
ｌ Ｏ 蛋 白 （ 阳性对照 ）

；

ＣＰＶ ：

ＢｍＣ ＰＶ 感 染 的 家蚕中 肠蛋 白 。

一抗为 自 制 鼠源 的 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 抗体 （ １ ： １ ０ ０ ０ ） ，
二抗为 Ｈ ＲＰ 标记的

山 羊抗 鼠 （ １ ： ５ ０ ０ ０ ） 。 每个泳道蛋 白 的上样量为 ４ ０
 （

ｉｇ 。

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ２ ，

３Ｗｅ ｓ ｔ ｅ ｒｎＢ ｌ ｏ ｔ ｖｅ ｒ ｉ ｆｉ ｅ ｓ ｔｈｅｅｘ ｉ ｓ ｔｅｎ ｃｅｏ ｆ Ｓ ｌ Ｏ －

ｓＯＲＦ

ｃ ｏｎ ：ｎ ｏ ｒｍ ａ ｌｓ ｉ ｌ ｋｗ ｏ ｒｍｍ ｉ ｄｇｕ ｔｐ ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ（
ｎ ｅ

ｇ
ａ ｔ ｉ ｖ ｅｃｏｎ ｔｒｏ ｌ

） ；ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ ：ｐ
ｒｏｋ ａ ｒ

ｙ
ｏ ｔ ｉ ｃ ａ ｌ ｌ

ｙ ｉ ｎ ｄ ｕ ｃ ｅｄｖ ｓ ｐ
ｌ Ｏ

３ ５



第二章


ＢｍＣ ＰＶ 编码小肽 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 的鉴定及在凋亡中 的功能研宂

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉｎ（ｐｏ ｓ ｉ ｔ ｉ ｖ ｅｃ ｏ ｎ ｔｒｏ ｌ

） ；Ｃ ＰＶ ：ＢｍＣ ＰＶ－

ｉｎｆｅ ｃ ｔ ｅｄｓ ｉ ｌｋｗ ｏｍｉｍ ｉ ｄ
ｇｕ ｔ

ｐ
ｒｏ ｔ ｅ ｉｎ ．Ｔｈ ｅ

ｐ ｒ ｉｍ ａ ｒｙａｎ ｔ ｉｂｏｄｙ

ｗ ｅ ｒｅｈ ｏｍ ｅｍ ａ ｄ ｅｍ ｏｕ ｓ ｅ
－ｄ ｅ ｒ ｉ ｖｅｄｖ ｓｐ

ｌ Ｏａｎ ｔ ｉ ｂ ｏ ｄｙ（
１ ： １ ０ ００

） ，ａｎ ｄｔｈ ｅｓ ｅｃｏｎｄａ ｒｙａｎ ｔ ｉｂ ｏｄｙｗａ ｓＨ ＲＰ

ｃ ｏｎ
ｊ
ｕｇａ ｔ ｅｄ

ｇｏ ａ ｔａｎ ｔ ｉ

－ｍ ｏｕ ｓ ｅ ＩｇＧ（
１ ： ５ ０ ０ ０

）
．Ｔｈ ｅａｍ ｏ ｕｎ ｔｏ ｆ

ｐ
ｒｏ ｔ ｅ ｉｎ ｌ ｏ ａ ｄ ｅ ｄ ｉ ｎｅ ａ ｃｈ ｌ ａｎ ｅ ｉ ｓ４ ０

 ｊ

ｉ ｇ ．

ｘ
ｉ 〇〇 ｘ ２００ ｘ ４００

－
＇

－

？麟 ，

＜
？




．＊ ■

Ａ ％ Ｃ
’

； ‘’．
一

、 ｒ４

ｏ ＇


 ｔ
、


＞

／

■１
 － ＾

１
－

。
 ＾ ； Ｔ ＾＾^

、

、

欲＼
必

一！＿＿

、
？ｉ

图 ２ ． ４ 免疫组化检测 ＢｍＣＰＶ 感染的 家蚕 中肠 中 的 ｖ ｓ ｐ ｌ Ｏ 蛋白

利 用 免疫组化 的 方 法对正常 家蚕或感 染 ＢｍＣＰＶ９６ｈ 的 ３ 龄家蚕 中肠 细胞 中 的 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 蛋 白 的表

达水平进行检测 ， 棕黄 色代表 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 蛋 白 ， 蓝 色代表细胞核 。 Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ ， 对照 的 正常 家蚕 中

肠 （ ｃｏｎ
）

。 放大倍数分别 为 １ ０ ０ 、 ２ ０ ０ 和 ３ ０ ０ 倍 。 Ｄ 、 Ｅ 、 Ｆ
， ＢｍＣＰＶ 感 染 的 家蚕的 中 肠 （ ＢｍＣＰＶ ） 。

放大倍数分别 为 丨 ０ ０ 、 ２ ０ ０ 和 ３ ０ ０ 倍 。

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ２ ． ４Ｉｍｍ ｕｎ ｏｈ ｉ ｓ ｔｏ ｃｈ ｅｍ ｉ ｃａ ｌｄｅ ｔｅｃ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ｖ ｓｐ

ｌ Ｏ
ｐｒｏ ｔ ｅ ｉｎ ｉｎ ｔｈｅｍ ｉｄ

ｇｕ ｔｏ ｆ Ｂｍ ＣＰＶ－

ｉｎ ｆｅ ｃ ｔ ｅｄ

ｓ ｉ ｌｋｗｏ ｒｍ

Ｉｍｍ ｕｎ ｏ ｈ ｉ ｓ ｔｏ ｃｈ ｅｍ ｉ ｓｔｒｙｗ ａ ｓｕ ｓ ｅ ｄｔｏｄ ｅ ｔ ｅｒｍ ｉ ｎ ｅｔｈ ｅｅｘｐｒｅｓ ｓ ｉ ｏｎ ｌ ｅｖｅ ｌ ｓｏ ｆｖ ｓｐ
ｌ Ｏｐ

ｒｏ ｔｅ ｉ ｎ ｉｎｔｈ ｅ

ｅｎ ｔｅｒｏ ｃｙｔ ｅ ｓｏ ｆ ｎ ｏｍ ｉ ａ ｌｓ ｉ ｌｋｗ ｏｍｉｏｒｔｈ ｉ ｒｄ ｉｎ ｓ ｔ ａ ｒｓ ｉ ｌｋｗｏ ｒｍ ｉｎ ｆｅ ｃ ｔｅｄｗ ｉ ｔｈＢｍＣＰＶｆｏ ｒ９ ６ｈ
，
ｗ ｉ ｔｈｂ ｒｏｗｎ

ｙｅ ｌ ｌｏｗｒｅｐ
ｒｅ ｓｅｎ ｔ ｉｎｇｔｈ ｅｖｓｐ

ｌ Ｏ
ｐｒｏ ｔｅ ｉｎａｎｄｂ ｌｕ ｅｒｅｐ ｒｅｓｅｎ ｔ ｉｎｇｔｈｅｎｕｃ ｌ ｅｕｓ ．Ａ

，
Ｂ

，Ｃ ：ｃｏｎｔｒｏ ｌｎｏｒｍ ａ ｌ

ｓ ｉ ｌ ｋｗ ｏ ｒｍｍ ｉ ｄ
ｇ
ｕ ｔ（

ｃｏｎ
）

．Ｔｈ ｅｍ ａ
ｇ
ｎ ｉｆｉ ｃａ ｔ ｉ ｏｎ ｓａｒｅ １ ０ ０

，２ ０ ０ａｎ ｄ３ ０ ０ｔ ｉｍ ｅ ｓｒｅ ｓｐ
ｅ ｃ ｔ ｉｖ ｅ ｌ ｙ ．Ｄ

，Ｅ ，Ｆ ：ｔｈ ｅ

ｍ ｉ ｄｇｕ ｔｏ ｆＢｍＣ ＰＶ－

ｉｎ ｆｅ ｃ ｔ ｅｄｓ ｉ ｌｋｗｏｒｍ （
Ｂｍ ＣＰＶ

）
．Ｔｈｅｍ ａ

ｇ
ｎ ｉ ｆｉ ｃａ ｔ ｉ ｏｎ ｓａ ｒｅ １ ０ ０

，２ ０ ０ａｎｄ３ ０ ０ｔ ｉｍ ｅ ｓ

ｒ ｅ ｓｐ
ｅ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅ ｌｙ ．

３ ． ３ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 在 Ｂｍ ＣＰＶ 感染 的 细胞 中 的定位

在组织上明确 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 的存在后 ， 用 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 多 克隆 鼠抗通过免疫荧光的方法检测

了感染 ＢｍＣ ＰＶ ４ ８ｈ 后 的家蚕卵巢培养细胞株 ＢｍＮ 中 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 的表达情况 。 结果显

示 ， 在感染 ＢｍＣＰＶ 的 ＢｍＮ 细胞 中可 以检测到代表 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 的绿色荧光信号 ， 并且

荧光信号显示 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 存在于细胞质 中 ， 而在正常的 ＢｍＮ 细胞 中并未观察到荧光信

３ ６
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号 （ 图 ２ ． ５ ） 。 免疫荧光与免疫组化结果
一

致 ， 进
一

步证实 了ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 的存在 。

ＤＡＰ１ｖｓｐ
ｉ ＯＭ ｅｒｇｅ

＾纖麵驗
ｂＭ

ｊ

ＨＭＩＨ ̄

图 ２ ． ５ 免疫荧光检测 ＢｍＣＰＶ 感染的 家蚕 中肠 中 的 ｖ ｓ ｐ ｌ Ｏ 蛋 白

ＢｍＮ 细胞 （ ｌ
ｘ

ｌ 〇
４

） 感染 Ｂｍ Ｃ ＰＶ ４ ８ ｈ 后进行细胞免疫荧光 实验 ， 并 以 正常 ＢｍＮ 细胞 （ ｌ
ｘ

ｌ 〇
４

）

为 对照 。

一抗使用 １ ： １ ０ 稀释的 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 抗体 ，
二抗使用 １ ： ５ ０ 稀释的 Ｆ Ｉ ＴＣ 标记的 羊抗 鼠抗体 （ 绿

色 ） ， 细胞核 用 １ ： １ ０ ０ ０ 稀释的 ＤＡＰ Ｉ 染 色 （ 蓝 色 ） 。 Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ ，
正常 ＢｍＮ 细胞 。 Ｄ 、 Ｅ 、 Ｆ

，

Ｂｍ ＣＰＶ 感染 的 ＢｍＮ 细胞 。

Ｆ ｉｇｕ ｒｅ２ ． ５ Ｉｍｍ ｕｎ ｏ ｆ ｌ ｕ ｏ ｒｅ ｓ ｃｅｎｃ ｅｄ ｅ ｔ ｅ ｃ ｔ ｉ ｏｎｏｆ ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ

ｐ
ｒｏ ｔ ｅ ｉｎ ｉ ｎ ｔｈ ｅｍ ｉ ｄｇｕ ｔｏ ｆ ＢｍＣＰＶ－

ｉ ｎ ｆｅ ｃ ｔ ｅ ｄ

ｓ ｉ ｌｋｗ ｏ ｒｍ

ＢｍＮｃ ｅ ｌ ｌ ｓ
（

１
＞ ＜

１ ０
４

）ｗ ｅ ｒｅ ｉ ｎ ｆｅｃ ｔｅｄｗ ｉ ｔｈＢｍＣＰＶｆｏ ｒ４ ８ｈａ ｆｔｅ ｒｃ ｅ ｌ ｌ ｉｍｍ ｕｎ ｏ ｆ ｌ ｕ ｏ ｒｅ ｓ ｃ ｅ ｎ ｃｅｅｘｐ
ｅ ｒ ｉｍ ｅｎ ｔ ｓ

，

ａｎ ｄｎ ｏ ｒｍ ａ ｌＢｍＮｃ ｅ ｌ ｌ ｓ（
ｌ
ｘ

１ ０
４

）ｗ ｅ ｒ ｅｕ ｓ ｅ ｄａ ｓｃ ｏｎ ｔｒｏ ｌ ．Ｔｈ ｅ
ｐ

ｒ ｉｍ ａ ｒｙａ ｎ ｔ ｉｂｏ ｄｙｕ ｓ ｅ ｓａ １ ： １ ０ｄ ｉ ｌ ｕ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ

ｖ ｓｐ
ｌ Ｏａｎ ｔ ｉｂ ｏ ｄｙ ，ｔｈ ｅｓｅ ｃ ｏｎｄａｎ ｔ ｉ ｂｏ ｄｙｕ ｓ ｅ ｓａ １ ： ５ ０ｄ ｉ ｌ ｕ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆＦ ＩＴＣｃ ｏｎ

ｊ
ｕｇａ ｔ ｅｄｇｏ ａ ｔａｎ ｔ ｉ

－ｍ ｏ ｕ ｓ ｅ

ａ ｎ ｔ ｉｂｏ ｄｙ （ ｇ ｒｅ ｅｎ
） ，ａｎ ｄ ｔ ｈ ｅｎ ｕ ｃ ｌ ｅｕｓ ｉ ｓｓ ｔ ａ ｉ ｎ ｅ ｄｗ ｉ ｔｈａ １ ： １ ０ ０ ０ｄ ｉ ｌ ｕ ｔ ｉ ｏ ｎｏ ｆ ＤＡＰ Ｉ

（
ｂ ｌ ｕ ｅ

）
．Ａ

，Ｂ ．Ｃ ：ｎｏ ｒｍ ａ ｌ

ＢｍＮ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ．Ｄ
，
Ｅ

，
Ｆ ：ＢｍＮｃｅ ｌ ｌ ｓ ｉｎ ｆｅｃ ｔｅｄ ｗ ｉ ｔｈＢｍＣＰＶ ．

３ ． ４ＢｍＣ ＰＶＳ Ｉ ０ 线性 ＲＮＡ 转录本可编码 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ

为 了 确定编码 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 的 小开放阅读框的上游是否具有驱动蛋 白 翻译 的顺式元

件 ， 通 过 无 缝 克 隆 将 之 前 实 验 室 保 存 的 带 有 ＢｍＣ ＰＶＳ １ ０ 完 整 序 列 的 质 粒

ｐ
ＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ 中 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的 ｓＯＲＦ 序列序列用 红色荧光蛋 白基因 以 序列取代 ， 并将

新构建的质粒命名 为
ｐ

ＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ
－

ｓＯＲＦ －ｎ ｕ ｌ ｌ （ 图２ ． ６Ａ ） ， 将２ｎｇ ｐ
丨ＺＴ－Ｃ Ｓ １ ０

－

ｓＯ ＲＦ －

ｎ ｕ ｌ ｌ

或 ｐ
ＩＺＴ－Ｖ ５ ／ Ｈ ｉ ｓ 质粒分别转染家蚕卵巢细胞株 ＢｍＮ ，４ ８ｈ 后 ， 可 以在倒置荧光显

微镜下观察到转染成功 的细胞会发 出绿色荧光 （
ｐ

ｌＺＴ－Ｖ ５ ／ Ｈ ｉ ｓ 带有 ＧＦ Ｐ 基 因 ） ，

并且 只有转染 ｐ
ＩＺＴ－Ｃ Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ －ｎ ｕ ］ ｌ 的部分细胞可 以观察到红色荧光 ， 而在对照组

３ ７
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中没有观察到红色荧光信号 的产生 ， 说 明 基因成功表达 （ 图 ２ ． ７ ） ， 即 ｖ ｓ
ｐ

ｉ ｏ

的 ｓＯＲＦ 上游可能存在驱动 ｓＯＲＦ 转录或 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 翻译的顺式作用元件 。 将转染的细

胞收集后 ， 通过 Ｗｅ ｓ ｔ ｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ ｔ ｉ ｎ
ｇ 检测发现只有在转染 ｐ

ＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ
－

ｓＯＲＦ －

ｎ ｕ 丨 １ 的细胞

蛋 白 中可 以检测到 Ｄ ｓＲ ｅｄ 蛋 白 ， 而在转染 了ｐ
ＩＺＴ－Ｃ Ｓ 〗 ０ 或 ｐ

ｌＺＴ－Ｖ ５ ／ Ｈ ｉ ｓ 的细胞中

并不能检测到特异性条带 （ 图 ２ ． ６ Ｂ ） 。 上述结果进
一

步表 明 ， Ｐ ＩＺＴ－Ｃ Ｓ １ ０ 能够编

码产生 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 。

Ａ Ｂ

１ １

Ｗ ＤｓＲｏｌ

｜響『
一

一

響释卜Ｄ

Ｉ
ｐ ｌＺＴ－ｃ

＾
－ ＆ ｕ Ｕ

Ｂ
Ｓ ５ｋＤ

图２ ． ６ｐ
ＩＺＴ－ＣＳ ］ ０

－

ｓＯＲＦ－ ｎ ｕ ｌ 丨 能够编码Ｄ ｓＲｅｄ

Ａ ，ｐ
ＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ －

ｓＯＲＦ －

ｎｕ ｌ ｌ 重组质粒构建示意 图 。 通过 同 源 重组 的 方法用 体外合成的 ￡ ＞５穴ｅ ｃ／ 序

列 替换ｐ
ＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ上ｖ ｓｐ

ｌ Ｏ的Ｓ ｌ Ｏ
－

ｓＯＲＦ区 域 ， 构 成重组 的ｐ
ｌＺＴ－Ｃ Ｓ ｌ Ｏ

－

ｓＯＲＦ －ｎｕ ｌ ｌ 。 Ｂ
，ＢｍＮ

细胞 （ ｌ
ｘ

ｌ 〇
６

） 转染 ２
 （

ｉｇ 的 ｐ
ＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ

－

ｓＯＲＦ －ｎｕ ｌ ｌ
，

４ ８ｈ 后 ， 提取细胞总蛋 白 ， 用 Ｄ ｓＲｅｄ 抗体

（ 兔源 ， １ ：２０００ ） 进行Ｗｅ ｓｔｅｒｎ ｂ ｌｏｔｔ ｉｎ
ｇ实验 ， 内 参为 ａ

－

ｔｕｂｕ ｌ ｉｎ（ 鼠源 ， １ ：２ ０００ ） ，

二抗为ＨＲＰ

标记的 山羊抗兔抗体 （ １ ： ５ ０ ０ ０ ） 。 泳道
ｐ

ＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ 、

ｐ
ＩＺＴ－Ｖ５ ／ Ｈ ｉ ｓ和

ｐ
ＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ －

ｓＯＲＦ －

ｎｕ ｌ 丨 分别

为 细胞转染 ｐ ＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ 、

ｐ ＩＺＴ－Ｖ ５ ／Ｈ ｉ ｓ 和 ｐ ＩＺＴ－Ｃ Ｓ  １ ０
－

ｓＯＲＦ －ｎｕ ｌ ｌ质粒 ， 每个泳道的上样量 为 ４ ０ 吨 。

Ｆ ｉ

ｇｕｒｅ２
． ６

ｐ
ＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ

－

ｓＯＲＦ －ｎ ｕ ｌ ｌｃ ａｎｅｎ ｃ ｏｄ ｅＤ ｓＲｅｄ

Ａ
，ｓ

ｃｈｅｍ ａ ｔ ｉ ｃｄ ｉ ａｇｒａｍｏ ｆ
ｐ

ＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ
－

ｓＯＲＦ －

ｎｕ ｌ ｌｒｅ ｃ ｏｍｂ ｉｎａｎ ｔ
ｐ

ｌ ａ ｓｍ ｉ ｄｃ ｏｎ ｓ ｔｒｕ ｃ ｔ ｉ ｏｎ ．Ｔｈ ｅＳ ｌ Ｏ －

ｓＯＲＰ

ｒｅ
ｇ

ｉ ｏｎｏ ｆｖ ｓｐ
ｌ Ｏｏｎｐ ＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏｗ ａ ｓｒｅｐ

ｌ ａｃ ｅ ｄｗ ｉ ｔｈｔｈ ｅＤ ｓＲｅ ｄｓｅ
ｑ
ｕ ｅｎ ｃ ｅｓｙ

ｎ ｔｈ ｅ ｓ ｉｚｅ ｄ ｉｎｖ ｉ ｔｒｏｂｙ
ｔｈ ｅ

ｍ ｅｔｈ ｏｄｏ ｆ ｈ ｏｍ ｏ ｌ ｏｇｏｕ ｓｒｅ ｃｏｍ ｂ ｉｎ ａ ｔ ｉｏｎ ｔｏｆｏ ｒｍ ｔｈ ｅｒｅ ｃ ｏｍ ｂ ｉｎ ａｎ ｔ
ｐ

ＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ
－

ｓＯＲＰ －

ｎ ｕ ｌ ｌ ．Ｂ
，
ＢｍＮｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

（
ｌ
ｘ

１ ０
６

）
ｗ ｅ ｒｅｔｒａｎ ｓ ｆｅ ｃ ｔ ｅｄｗ ｉ ｔｈ２ｏ ｆ

ｐ
ＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ

－

ｓＯＲＪＦ
－ｎｕ ｌ ｌ

，
４ ８ｈｏ ｕ ｒ ｓ ｌ ａ ｔｅ ｒ

， ｔｏ ｔａ ｌｃ ｅ ｌ ｌ

ｐ
ｒｏ ｔｅ ｉｎｗ ａｓ

ｅｘｔｒａ ｃ ｔｅｄ
，
ａｎ ｄＷｅ ｓ ｔ ｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔｔ ｉｎｇ

ｅｘｐ
ｅ ｒ ｉｍ ｅｎ ｔｗ ａｓ

ｐｅｒ ｆｏ ｒｍ ｅ ｄｗ ｉ ｔｈＤ ｓＲｅ ｄａｎ ｔ ｉｂ ｏｄｙ（
ｒａｂｂ ｉ ｔ

， １ ： ２ ０ ０ ０
） ，

ｔｈ ｅ

ｉｎｔｅｒｎａ ｌｒｅｆｅｒｅｎｃｅｗａ ｓａ－

ｔｕｂｕ ｌ ｉｎ
（
ｍ ｏｕ ｓｅ

， １ ：２０ ００
） ，ｔｈｅｓ ｅ ｃｏｎｄａｒｙａｎｔ ｉｂｏｄｙ

ｉ ｓＨＲＰｃｏｎ
ｊ
ｕｇａｔｅｄ

ｇ
ｏａｔ

ａｎｔ ｉ

－

ｒａｂｂ ｉ ｔＩ ｇＧ（
１ ： ５ ０ ０ ０

）
．Ｌａｎ ｅ ｓｐ ＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ

，ｐ ＩＺＴ－Ｖ ５ ／Ｈ ｉ ｓ
，ａｎ ｄｐ ＩＺＴ－ＣＳ Ｉ Ｏ

－

ｓＯＲＦ －ｎ ｕ ｌ ｌａｒｅｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

ｔｒａｎ ｓ ｆｅｃ ｔｅｄｗ ｉ ｔｈ
ｐ

ＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ
，ｐ

ＩＺＴ－Ｖ５ ／Ｈ ｉ ｓ
，ａｎｄｐ ＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ

－

ｓＯＲＦ －

ｎ ｕ ｌ ｌ

ｐ
ｌ ａ ｓｍ ｉ ｄ ｓ

，ｒｅ ｓｐｅ ｃ ｔ ｉｖｅ ｌｙ ．Ｔｈ ｅ

ｌ ｏ ａ ｄ ｉｎｇ
ａｍ ｏｕ ｎ ｔｏ ｆ ｅ ａ ｃｈ ｌ ａｎ ｅ ｉ ｓ ４ ０

 ｊ

ｉｇ ．

３ ８



Ｂ ｍＣ ＰＶ 编码小肽 ｖ
，

ｓ
ｐ 〗 ０ 的鉴定及在凋亡 中 的功能研究


第二章
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＇
＾ＢＨＨＲＩＩＨｉｌＨＨＩＩｈ

图 ２ ． ７ｐ
ＩＺＴ－ＣＳ Ｉ Ｏ －

ｓＯ Ｒ Ｆ － ｎ ｕ ｌ 丨 质粒过表达后 的 荧光检测

ＢｍＮ细胞 （ ｌ
ｘ

ｌ 〇
４

） 分 别 转染０ ． ５
ｐｇ的ｐ

ＩＺＴ－Ｖ ５ ／ Ｈ ｉ ｓ和ｐ
ＩＺＴ－Ｃ Ｓ ｌ Ｏ

－

ｓＯＲＦ －ｎ ｕ ｌ ｌ ， ４ ８ｈ后 ， 部分

转染 ｐ
ＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ －

ｓＯＲＦ －

ｎ ｕ ｌ ｌ 的 细胞观察到 红 色 荧光 。 红 色部分 为 Ｄ ｓＲｅ ｄ 表达后发所 出 的 荧 光 ，

绿 色 为转染ｐ
ＩＺＴ－Ｖ ５ ／ Ｈ ｉ ｓ和

ｐ
ｌＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ

－

ｓＯＲＦ －

ｎｕ ｌ ｌ的 阳性细胞 。 Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ ， 转染
ｐ

ＩＺＴ－Ｖ５ ／ Ｈ ｉ ｓ

的 细胞 。 Ｄ 、 Ｅ 、 Ｆ ， 转染
ｐ

ＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ －

ｓＯＲＦ－

ｎｕ ｌ ｌ的 细胞 。

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ２ ． ７Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒｅ ｓｃ ｅｎ ｃ ｅｄ ｅ ｔｅ ｃ ｔ ｉ ｏｎａ ｆｔ ｅ ｒ ｏ ｖ ｅ ｒｅｘ

ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎｏ ｆ  ｔｈ ｅ

ｐ
ＩＺＴ－ＣＳ Ｉ Ｏ

－

ｓＯＲＦ －

ｎ ｕ ｌ ｌ

ｐ
ｌ ａ ｓｍ ｉ ｄ

ＢｍＮｃ ｅ ｌ ｌ ｓ（
ｌ
ｘ

１ ０
４

）ｗ ｅ ｒｅｔ ｒａ ｎ ｓ ｆｅ ｃ ｔ ｅｄｗ ｉ ｔｈ０ ． ５ ｆ

ｉｇｏ ｆ
ｐ

ＩＺＴ－Ｖ ５ ／Ｈ ｉ ｓａｎ ｄ
ｐ

ＩＺＴ－ＣＳ Ｉ Ｏ
－

ｓＯＲＦ －

ｎ ｕ ｌ ｌ ．Ａｆｔｅ ｒ

４ ８ｈ
，ｒｅｄｆ ｌ ｕ ｏ ｒｅ ｓ ｃ ｅｎ ｃｅｗ ａ ｓｏ ｂ ｓ ｅ ｒｖ ｅｄ ｉｎｓ ｏｍ ｅｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ｔ ｒａｎ ｓ ｆｅ ｃ ｔ ｅｄｗ ｉ ｔｈ

ｐ
ＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ

－

ｓＯＲＦ －

ｎ ｕ ｌ ｌ ．Ｔｈ ｅｒｅ ｄ

ｐ
ａ ｒｔ ｉ ｓ ｔ ｈ ｅｆ ｌ ｕ ｏ ｒｅ ｓ ｃ ｅｎ ｃ ｅａ ｆｔ ｅ ｒＤ ｓＲ ｅｄｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏ ｎ

，ａｎ ｄ ｔｈ ｅ
ｇｒｅ ｅｎ

ｐ
ａ ｒｔ ｉ ｓ ｔｈ ｅ

ｐ ｏ ｓ ｉ ｔ ｉ ｖ ｅｃ ｅ ｌ ｌ ｓｔｒａｎ ｓ ｆｅ ｃ ｔ ｅｄ

ｗ ｉ ｔｈ
ｐ

ＩＺＴ－Ｖ ５ ／Ｈ ｉ ｓａｎ ｄ
ｐ

ＩＺＴ－ＣＳ Ｉ Ｏ
－

ｓＯＲＦ －

ｎ ｕ ｌ ｌ ．Ａ ．Ｂ ，Ｃ ：ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ｔ ｒａｎ ｓ ｆｅ ｃ ｔ ｅ ｄｗ ｉ ｔｈ
ｐ

ＩＺＴ－Ｖ ５ ／Ｈ ｉ ｓ ．Ｄ ．Ｅ
，Ｆ ：

ｃ ｅ ｌ ｌ ｓｔｒａｎ ｓ ｆｅ ｃ ｔ ｅ ｄｗ ｉ ｔｈ
ｐ

Ｉ ＺＴ－ＣＳ Ｉ Ｏ －

ｓＯＲ Ｆ －

ｎ ｕ ｌ ｌ ．

为 了 验证 ＢｍＣ ＰＶＳ １ ０ｄ ｓＲＮＡ 线性转录本编码 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 的 可能性 ， 用 ＩＲＥＳ ｉ ｔ ｅ

（ ｈ ｔｔｐ ： ／／ ｉ ｒｅ ｓ ｉ ｔｅ ． ｏ ｒｇ／ ） 对 Ｓ １ ０ 片段正链上的 ＩＲＥＳ 位点进行预测 ， 结果显示 ， ＢｍＣＰＶ

Ｓ ｌ Ｏ ｄ ｓＲＮＡ 中 有 ３ 个区域的序列可 以与 己知 的 ＩＲＥ Ｓ 序列匹配 （ 表 ２ ． ４ ） ， 并且有

一

个 ＩＲＥＳ 位点在 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 编码序列 的上游 （ 图 ２ ． ８Ａ ） ， 因此该位点很有可能为 Ｓ １ ０

ｄ ｓＲＮＡ 线性转录本翻译 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 的必要原件 。 为 了验证该 ＩＲＥ Ｓ 位点是否有效 ， 我们

通过带有 Ｔ７ 启动子的 引 物将这段涵盖或不涵盖 ＩＲＥ Ｓ 位点 ， 并且带有 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的 ｓＯ ＲＦ

序列 的片段扩增 出来 （扩增 引 物见表 ２ ． ３ ） ， 随后通过体外转录获得线性 ＲＮＡ 。 将

线性 ＲＮＡ 转染进 ＢｍＮ 细胞 ， ４ ８ｈ 后提取细胞总蛋 白 ， 并检测 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 的表达 。 结

果显示 ， 相较于转染无 Ｉ ＲＥ Ｓ 位点 的 ＲＮＡ 的对照组 ， 在转染带有 Ｉ ＲＥＳ 位点 的 ＲＮＡ

的细胞中 ， ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的表达量更高 ， 表 明该 丨ＲＥ Ｓ 是有效 的 ， 且 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 很可能来源于

３ ９
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其线性 ＲＮＡ 转录本 （ 图 ２ ． ８ Ｂ ） 。

表
２ ． ４ＢｍＣＰＶＳ １ ０ｄ ｓＲＮＡ存在 ＩＲＥＳ

Ｔａｂ ｌ ｅ２ ．４Ｔｈ ｅ ｉ ｎ ｔ ｅ ｒｎ ａ ｌｒ ｉ ｂ ｏ ｓｏｍ ｅｅ ｎ ｔ ｒｙ
ｓ ｉ ｔ ｅ ｓｏ ｆ ＢｍＣ ＰＶ Ｓ １ ０ｄ ｓ ＲＮＡ

＃ Ｐ ｏ ｓ ｉ ｔ ｉ ｏｎ
＊ Ｓｅ

ｑ
ｕ ｅｎ ｃ ｅ

１ ２ １ ９
－２ ３ ６ ｇｃ ｇｔｔｔｃ ａｇ

ａｇ ａｃ ａ ｔｔｃ ａ

２ ５ ７ １

－

５ ８ ６ ａｇｃ ａｇｔａ ａ ｇ
ｔ
ｇｇｔｇｔａ

３ ７４ ０
－ ７ ５ １ ｇａ ｔａ ｔｔａａｃ ａ ａ ｔ

＊

，

以 Ｂｍ ＣＰＶ Ｓ １ ０ ｄ ｓＲＮＡ ５
’

端 为
“

１

”

位点 ，
按 多 角 体基 因 的 编码 方 向 对 Ｂｍ ＣＰＶ Ｓ Ｉ Ｏ ｄ ｓＲＮＡ

中 的核苷酸进行排位 。

Ａ ＩＲＥＳ
ｐ ｒ ｉｍｅｒｓ……，

． Ｔ 圆■ ■ ■ ＿ 卿綱喊觸嫩咖醜獅娜纖娜峨雜雄

Ｍ Ｒ Ｆ． Ｓ
ｐ ｒ ｉｍ ｅ ｒ ｓ

？

Ｒｅｖｅｒｓｅ
ｐ

ｒ ｉｍ ｅ ｒｓ

ｆｏｎｖ ａ ｒｄ
ｐｄｓｉｅｒ

２ １ ９
－ ２ ３ ６ ｎ 丨 ３ ９３

－

Ｓ ７ ２ｎ ｔ ５７ １
－５ ８２ｎ ｔ７４０ － ７５ １ｎ ｔ

ＭＭｉｒｅｓ？Ｈ Ｉ ：
： ：Ｔ ｉｒｅｓＭｉｒｅｓ

ＡＴＧ ＴＡ Ａ

Ｓ Ｉ Ｄ
ｐ

ｌ ｉｉ ＾ｓｔｏ ｆｉ ｃｉ
（
９４４ｎ ｔ

）

〇 ＊

Ｂ

 ＩＡ
ＩＲＥ Ｓ＋ ｃ

１〇
．Ｈ

 §

＇

■
ａ－

ｔｕｂｕ ｌ ｉ ｎ

 丨 ５ ５ ｋＤ § Ｔ

— ＾

 Ｉ

０ ＇ ５
＇

■
ｖ ｓ

ｐ
ｌ Ｏ

 

１ ５ ｋＤ ，

＾

Ｋ

ＩＲＥ Ｓ＋ ＩＲＥ Ｓ －

图 ２ ． ８ 位于 Ｓ １ ０ｄ ｓＲＮＡ 的 ２ １ ９
－

２ ３ ６ｎ ｔ 区域的 ＩＲＥＳ 可启动 ｖ ｓ ｐ ｌ Ｏ 的翻译

Ａ
， 克隆涵盖或 不 涵盖 ＩＲＥ Ｓ 位点并且带有 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ ｓＯＲＦ 序 列 的 引 物设计策略 图 。 Ｂ ，ＢｍＮ 细 胞

（ ｌ
ｘ

ｌ 〇
６

） 转 染 ５ ０ ｐｍ ｏ ｌ ／Ｌ 涵盖或 不 涵盖 ＩＲＥ Ｓ 位点 并且带有 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 序 列 的体外转录 的 ＲＮＡ ，

４ ８ ｈ 后收集细胞总蛋 白 ， 用 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 抗体 （ 鼠源 ， 丨 ： ］ ０ ０ ０ ） 进行 Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎ ｂ ｌ ｏｔｔ ｉｎｇ 实验 （ 左 列 ） ，

以 ｃｔ

－

ｔｕｂ ｕ ｌ ｉ ｎ（ 鼠 源 ，
１

： ２ ０ ０ ０ ） 为 内 参 。 右 列 为 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 条带 的灰度扫描分析结果 。 （

＊

ｐ
＜０ ． ０ ５ ， 实

验重复３次 ，
Ｅｒｒｏ ｒ ｂ ａ ｒ ｓ ，ｎ

＝

３ ） 。

Ｆ ｉ ｇｕ ｒｅ２ ． ８Ａｎ ＩＲＥ Ｓｓ ｉ ｔ ｅ ｌ ｏ ｃ ａ ｔｅ ｄ ｉ ｎ ｔｈｅ２ １ ９
－２ ３ ６ｎ ｔｒｅｇ

ｉ ｏ ｎｏ ｆ Ｓ １ ０ｄ ｓＲＮＡ ｃ ａｎ ｉ ｎ ｉ ｔ ｉ ａ ｔ ｅｔｒａｎ ｓ ｌ ａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ

ｖ ｓｐ ｌ Ｏ

Ａ
，Ｄ ｉ ａｇｒａｍｏ ｆ

ｐｒ ｉｍ ｅ ｒｄ ｅ ｓ ｉｇｎｓ ｔ ｒａｔｅｇｙ
ｆｏｒｃ ｌｏｎ ｉｎｇｅｎ ｃｏｍｐａｓｓ ｉｎｇｏ

ｒｎｏ ｔｔｈｅＩＲＥＳｓ ｉ ｔｅａｎｄｗ ｉ ｔｈｔｈｅ

ｖ ｓｐ
ｌ ＯｓＯＲＦｓ ｅ ｑ

ｕ ｅｎ ｃ ｅ ．Ｂ
，ＢｍＮｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

（
ｌ
ｘ

１ ０
６

）ｗ ｅｒｅｔｒａｎ ｓ ｆｅ ｃ ｔｅｄｗ ｉ ｔｈ５ ０
ｐ ｉｎ ｏ ｌ ／Ｌ ｉ ｎｖ ｉ ｔ ｒｏｔｒａｎ ｓ ｃ ｒ ｉｂ ｅｄ

４ ０
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ＲＮＡ ｃｏｖｅｒ ｉｎｇ
ｏｒｎｏ ｔｃｏｖｅｒｉｎｇ

ｔｈｅＩＲＥＳｓ ｉ ｔｅａｎｄｗ ｉ ｔｈｖｓｐ ｌ Ｏｓｅｑｕｅｎｃｅ ．Ａｆｔｅｒ ４ ８ｈｏｕｒｓ
，

ｔｈｅｔｏ ｔａ ｌｃｅｌ ｌ

ｐｒｏｔｅ ｉｎｗ ａｓｃｏ ｌ ｌｅｃｔｅｄａｎｄｔｈｅｖ ｓｐ ｌ Ｏａｎｔ ｉｂｏｄｙｗａｓｕｓｅｄ（
ｍ ｏｕ ｓ ｅ

，１ ： １ ０００
）ｆｏｒＷｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔｔ ｉｎｇ

ｅｘｐｅｒｉｍ ｅｎｔ
（

ｌ ｅｆｔｃｏ ｌｕｍｎ
） ，
ｗ ｉ ｔｈａ －

ｔｕｂｕ ｌ ｉｎ
（
ｍｏｕ ｓｅ

，１ ：２ ０００
）
ａｓｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａ ｌｃｏｎｔｒｏ ｌ ．Ｔｈｅｒ ｉｇｈｔｃｏ ｌｕｍｎ

ｓｈｏｗ ｓ  ｔｈｅ
ｇｒａｙ

－

ｓｃａ ｌｅｓｃａｎｎ ｉｎｇ
ａｎａ ｌ

ｙ ｓ ｉ ｓｒｅｓｕ ｌｔ ｓ ｏ ｆ ｖｓｐ
ｌ Ｏｂａｎｄｓ

（

％
Ｐ＜０ ． ０ ５

，
Ｅｒｒｏｒ ｂａｒｓ

， 
ｎ
＝

３
）

．

３ ． ５ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 可能并非 由 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 编码

前期 的研宄 中 ， 我们通过高通量测序发现 ＢｍＣＰＶＳ １ ０ｄｓＲＮＡ 的 ３ ２４ －８ ５ ６ｎｔ

区域可 以产生 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ， 并且 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 上包含 了ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的 ｓＯＲＦ 序列 。 由于 ｃ ｉｒｃＲＮＡ

可帽子结构非依赖的方式翻译蛋 白 ， 因此我们推测 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 也可能 由 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 编码 ，

因此 ， 为验证 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 的编码可能 ， 首先对 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 进行 了 鉴定 。 根据 ｖｓｐ ｌ Ｏ 的

ｓＯＲＦ 序 列 的 位 置 我 们 在 其 两 端 设 计 了 发 散 引 物 （ ｄ ｉｖｅ ｒｇｅｎ
ｔ
ｐｒ ｉｍｅｒｓＦ ：

ＡＴＡＴＡＧＣＴＣＣＡＴＴＴＣＧＣＴＡＧ和Ｒ ：ＣＡＴＴＴＴＧＡＴＧＧＴＧＣＧＴＡＣＡＴ ） ， 克隆ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ

的环接头 （ ｂａｃｋ－

ｓｐ
ｌ ｉ ｃｅｄ

ｊ
ｕｎｃｔ ｉｏｎ ） 序列 （ 图 ２ ．９ Ａ ） 。 取感染 ＢｍＣＰＶ 的家香中肠并

提取总 ＲＮＡ ， 用 ＲＮ ａｓｅＲ 去除线性 ＲＮＡ 后反转录成 ｃＤＮＡ ， 最后用 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 的

发散引 物进行反向 ＰＣＲ 扩増 ， 将 ＰＣＲ 产物经琼脂糖凝胶 电泳 ， 结果显示有两条 目

的条带 （ 图 ２ ． ９ Ｂ ） ， 随后将 目 的条带进行胶 回收后克隆进 ｐＭＤ １ ９
－Ｔ 载体上 ， 通

过 Ｓａｎｇｅｒ 测序鉴定 ， 结果显示通过发散引物扩增到 了两个 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 的连接位点 （ 图

２ ． ９Ｃ ） ， 表明可能存在两个 ｃ ｉｒｃＲＮＡ ， 分 另 Ｉ

Ｊ将大环 （ ５ ３ ３ｂｐ ， ３ ２４ －８ ５ ６ｎｔ ） 命名 为

Ｓ １ ０
－

ｃ ｉ ｒｃ ｌ ， 将小环 （ ３ ２ ７ ｂｐ ， ３ ２ ５ －６ ５ １ｎｔ ） 命名为Ｓ １ ０ －

ｃ ｉ ｒｃ７ 。 为 了排除Ｓ １ ０ －

ｃ ｉｒｃ ｌ和

Ｓ １ ０ －

ｃ ｉ ｒｃ７ 的环接头位点是 由于 ＰＣＲ 非特异性扩增或基因重组的产物 ， 在 Ｓ １ ０ －

ｃ ｉ ｒｃ ｌ

和 Ｓ １ ０ －

ｃ ｉ ｒｃ７ 的环接头 （ ｓｐ ｌ ｉｔ
ｊ
ｕｎｃｔ ｉｏｎ ） 位置设计 了 由生物素标记的单链 ＤＮＡ 探针 ，

通过 Ｎｏ ｒｔｈｅｒｎｂ ｌ ｏｔｔ ｉｎｇ 技术检测发现 ， 在 ＢｍＣＰＶ 感染的家蚕中肠 的 ＲＮＡ 样本 中

成功检测到 了 两个环 ＲＮＡ 分子的阳性信号 ， 而在正常家蚕 中肠样本 中未检测到

Ｓ １ ０
－

ｃ ｉ ｒｃ ｌ 和 Ｓ １ ０ －

ｃ ｉ ｒｃ７ 的存在 （ 图 ２ ． １ ０ Ａ ） ， 上述结果表 明在 ＢｍＣＰＶ 感染的家蚕

中肠细胞中存在 Ｓ １ ０－ｃ ｉｒｃ ｌ 和 Ｓ １ ０－

ｃ ｉ ｒｃ ７ 。

４ １
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Ｊ ｕｎｃｔｋｍ ｓ ｉ ｔ ｅ

Ａ

 ／
＋
＼

Ｓ １ ０
ｐｆｅ ｓ ｓｔｔｍｄ

 （
９４４  Ｓ ｉ ｔ

） Ｊ

３ ２ ４ ｎ ｔ  Ｉ ．￣￣

Ｄ ｉ ｖ ｅ ｒｔ ｎ ｔ
ｐ

ｒ ｉｍｅ

ｓ
、

＇

 ８ ５６ ｎ ｔ

＿
ＩＲＥＳ＿ ＇

ｍｓ？ ＩＲＥＳ

ｌ３２ ５ ｎ ｔ ６５ １ｎ ｔ

ＡＴＧ ＴＡＡ

Ｉ

Ｍ ｉ Ｊ ｕ ｎ ｃｔ ｉｏｎ  ｓ ｉ ｔｅ

ｂ ｃ—

２０００ｂｐ ３ ４ Ｓ ３Ｕｉ ；ｉ ｆｃ ？ｆ ３ ？ ０ ３ Ｂ ｔｉ

Ｃ
 £ Ｇ ？  １ Ｃ  Ｔ Ｃ ６ ＆  ？ Ｔ  ？ Ｇ Ｓ Ｇ 

Ｔ  ｔｉ  ＊  Ｃ Ｇ ＜ ．  Ｔ ｔ Ｃ Ｔ ＊ ｘ ， ？ Ｔ ｈ Ｃ ＣＪ ：
Ｔ Ｔ Ｃ ＜ ｉ ｉ （ Ａ ７ Ｇ

减論 、 ：ｉ遍＿偷、幽 丨編１

、

５ｆＷｂＰ

ｍ ：１ｕ ！ Ｊｕ ｉ ｉ ｃ ｉ ｉｏ ｉｓ  ｓ ｉ ｔｅ

—

？ ｒ ，
；

＇

ｆｆ

： ｃ ｃ Ｔ＾
３

｜ ， ， ｃ ＾ ｃ ｃ

＊

＾ ｃ

－

Ｕ ８
－

， ａＡ

． 她魏Ｍ獻 ａ麻 ． ４

图２ ． ９ＢｍＣＰＶＳ １ ０ｄ ｓＲＮＡ可以 产生ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ

Ａ ， 克隆 Ｂｍ Ｃ ＰＶ Ｓ Ｉ Ｏ ｄ ｓＲＮＡ 上 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 连接位点 的 引 物设计 策略 图 。 Ｂ ， 提取感 染 ＢｍＣ ＰＶ

的 家蚕 中 肠总 ＲＮＡ ， 用 ＲＮ ａ ｓ ｅ Ｒ 酶消化线性 ＲＮＡ 分子后反转录成 ｃＤＮＡ ， 使用 发散 引 物对

ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 接头进行 ＰＣＲ 扩增 的 产 物 电泳 图 ， 泳道 Ｍ ：ＤＮＡｍ ａｒｋ ｅ ｒ
；
泳道 １ ： 发散 引 物 ＰＣＲ 产

物 。 Ｃ ， 图 Ｂ 的特异性条带 中检测到 的 Ｓ １ ０
－

ｃ ｉｒｃ ｌ 和 Ｓ １ ０ －ｃ ｉ ｒｃ ７ 的接头序列 的 Ｓ ａｎｇｅｒ 测序结果 。

Ｆ ｉ

ｇｕｒｅ２ ．
９Ｂｍ ＣＰＶＳ １ ０ｄ ｓＲＮＡｃ ａｎ

ｐｒｏ ｄｕｃｅｃ ｉ ｒｃＲＮＡ

Ａ
，
Ｔｈｅｓｔｒａｔｅｇｙ

ｍ ａ
ｐ

ｏ ｆ
ｐ ｒ ｉｍ ｅｒｄ ｅ ｓ ｉ ｇｎｆｏ ｒｃ ｌ ｏｎ ｉｎｇ

ｃ ｉ ｒ ｃＲＮＡ
ｊ
ｕｎｃ ｔ ｉｏｎｓ ｉｔｅｏｎＢｍＣＰＶＳ １ ０ｄ ｓＲＮＡ ．Ｂ ．

Ｔｈ ｅｔｏ ｔ ａ ｌＲＮＡｗ ａ ｓｅｘｔｒａ ｃ ｔ ｅｄｆｒｏｍ ｔｈｅｍ ｉ ｄ
ｇ
ｕ ｔｏ ｆＢｏｍ ｂｙｘｍ

ｏｒ ｉ ｉ ｎ ｆｅ ｃ ｔ ｅｄｗ ｉ ｔｈＢｍ ＣＰＶ ．Ｔｈ ｅ ｌ ｉｎ ｅ ａ ｒ

ＲＮＡｗ ａｓｄ ｉｇ ｅ ｓ ｔ ｅｄｂｙ
ＲＮ ａ ｓ ｅＲａｎ ｄｔｈ ｅｎｒｅｖ ｅ ｒ ｓ ｅｔｒａｎ ｓ ｃ ｒ ｉ ｂ ｅ ｄ ｉｎ ｔ ｏｃＤＮＡ ．Ｔｈ ｅｅ ｌ ｅ ｃ ｔ ｒｏｐ

ｈ ｏ ｒｅ ｔ ｉ ｃｍ ａｐｏ
ｆ

ｔｈ ｅｐ ｒｏ ｄ ｕ ｃ ｔｗ ａ ｓａｍ ｐ
ｌ ｉｆｉ ｅｄｂｙＰＣＲｕ ｓ ｉｎｇｄ ｉ ｖ ｅ ｒｇｅｎ ｔｐｒ ｉｍ ｅｒｓ ．Ｃ

，Ｓ ａｎｇ ｅ ｒｓ ｅｑ ｕ ｅｎｃ ｉｎｇｒｅ ｓ ｕ ｌ ｔ ｓｏ ｆ

Ｓ ｌ Ｏ
－

ｃ ｉ ｒｃ ｌａｎｄＳ Ｉ ０ －

ｃ ｉ ｒｃ ７
ｊ
ｕ ｎ ｃ ｔ ｉ ｏｎｓ ｉ ｔｅｓｅ

ｑ
ｕｅｎ ｃ ｅ ｓｄ ｅ ｔｅ ｃ ｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅｓｐ ｅｃ ｉ ｆｉ ｃｂ ａｎ ｄｏ ｆ Ｆ ｉ

ｇ
．Ｂ ．

Ａ Ｂ＇

Ｓ ｌ Ｏ
－

ｃ ｉｒｃ ｌ ＾
Ｊｕｎ ｃ ｔ ｉｏｎ ｓ ｉ ｔ ｅ

ＢｍＣＰＶ＋—Ｍ

Ｈ —５ ００ｂｐ

Ｉ
—

ｎ■一ｆ％ ：ｒ
Ｓ １ °

－

Ｃ ｌｒｃ７

Ｐｐ ＩＺｌ＾ＬｃＲ－

ｃ ｉ ｒｃ ｌＶ

ｊ

ｋ

５ ８ ｓ

图 ２ ． １ ０Ｓ ｌ Ｏ －

ｃ ｉ ｒｃ ｌ 和 Ｓ １ ０ －

ｃ ｉ ｒｃ ７ 的 Ｎｏ ｒ ｔ ｈ ｅ ｒｎｂ 丨 ｏ ｔ ｔ ｉ ｎ ｇ 验证及表达栽体的构建

４ ２
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在 Ｓ １ ０ －

ｃ ｉｒｃ ｌ 和 Ｓ １ ０－ｃ ｉｒｃ７ 的 ｊ
ｕｎｃｔ ｉｏｎｓ ｉ ｔｅ 处设计 了 生物素标记的单链 ＤＮＡ 探针 。 Ａ ，Ｎｏｒｔｈｅｒｎ

ｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ 验证 。 提取 ＢｍＣＰＶ 病毒感 染或者正常 的 ５ 龄 家蚕 中 肠 的 总 ＲＮＡ
， 去除基因 组 ＤＮＡ

和线性 ＲＮＡ 污 染后 ， 使用 生物素标记 的探针进行 Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ 验证 ， 并使用 ５ ． ８ＳｒＲＮＡ

作 为 内 参 。 Ｂ ， ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ－

ｃ ｉｒｃ ｌ 表达载体 的 结 构 示 意 图 。 通过无缝克隆将 Ｓ １ ０
－

ｃ ｉｒｃ ｌ 插入倒

ｐ
ＩＺＴ－ＬｃＲ （ 实验室保存 ， 插入 了 果蝇 〗 ａｃｃａｓｅ２ 基 因 内含子序 列 的 ｐ！ＺＴ－Ｖ５ ／ Ｈ ｉｓ 载体 ） 的 Ｌａｃ

－

１

和 Ｌａｃ
－

２ 序 列 的 中 间 ， 构建 Ｓ １ ０ －

ｃ ｉｒｃ ｌ 表达载体 ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ－

ｃ ｉｒｃ ｌ 。 紫 色代表 Ｓ １ ０ －

ｃ ｉｒｃ ｌ 序 列 ， 灰

色 Ｌａｃ
－

１ 和 Ｌａｃ －２ 为 杲規 ｌａｃｃａｓ ｅ２ 内含子序 列 。

Ｆ ｉｇ ．２ ． １ ０Ｎｏ ｒｔｈｅｒｎｂ ｌｏ ｔｔｉｎｇ
ｖａ ｌ ｉｄ ａｔ ｉ ｏｎｏｆ Ｓ ｌ Ｏ

－

ｃ ｉｒｃ ｌａｎｄＳ １ ０ －

ｃ ｉｒｃ７ａｎｄｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ｉｏｎｏｆ ｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ

ｖｅｃ ｔｏｒ

Ｂ ｉｏ ｔ ｉｎ ｌ ａｂ ｅ ｌ ｅｄｓ ｉｎ
ｇ

ｌ ｅｓ ｔｒａｎｄｅｄＤＮＡｐ ｒｏｂｅ ｓｗ ｅｒｅｄｅ ｓ ｉ

ｇｎｅｄａｔｊ
ｕｎｃｔ ｉ ｏｎｓ ｉ ｔｅ ｓｏ ｆＳ ｌ Ｏ

－ｃ ｉｒｃ ｌａｎｄ

Ｓ １ ０ －ｃ ｉｒｃ ７ ．Ａ
， 
Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ

ｖｅｒ ｉｆｉｃ ａｔ ｉｏｎ ．Ｔｏｔａ ｌＲＮＡｗａｓｅｘ ｔｒａｃ ｔｅｄｆｒｏｍ ｔｈ ｅｍ ｉｄｇｕｔｏｆ ｆｉｖｅ －

ｉｎ ｓｔａｒ

Ｂｏｍｂｙｘｍｏｒ ｉ ｉｎｆｅｃ ｔｅｄｗ ｉｔｈＢｍＣＰＶ ｏｒｎｏ ｒｍ ａ ｌ ．Ａ ｆｔｅｒｒｅｍｏｖ ｉｎｇ
ｔｈｅｃｏｎｔａｍ ｉｎａｔ ｉｏｎｏ ｆ

ｇｅｎｏｍ ｉｃＤＮＡ

ａｎｄ ｌ ｉｎｅａｒＲＮＡ
，ｂ ｉｏ ｔ ｉｎ ｌａｂｅ ｌ ｅｄ

ｐｒｏ
ｂｅｗａｓｕｓｅｄｆｏｒＮ ｏｒｔｈｅｒｎｂ ｌｏ ｔｔ ｉｎｇｖｅｒ ｉｆｉ ｃａ ｔ ｉｏｎ

，ａｎｄ５ ． ８ＳｒＲＮＡ

ｗａｓｕ ｓｅｄａｓ ｉｎｔｅｒｎａ ｌｒｅ ｆｅｒｅｎｃｅ ．Ｂ
，
Ｓｃｈｅｍ ａｔ ｉ ｃｒｅ

ｐ
ｒｅ ｓｅｎｔａｔ ｉｏｎｏｆ  ｔｈｅｓｔｒｕ ｃｔｕｒｅｏ ｆ ｔｈｅ

ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ－

ｃ ｉｒｃ ｌ

ｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｖｅｃｔｏｒ ．Ｐｕ ｒｐ ｌ ｅｒｅｐｒｅｓｅｎ ｔｓＳ ｌ Ｏ
－

ｃ ｉｒｃ ｌｓｅｑｕｅｎｃ ｅ ，ｇｒａｙ
Ｌａｃ

－

１ａｎｄＬａｃ
－２ａｒｅ ｌ ａｃｃ ａ ｓｅ２ ｉｎｔｒｏｎ ｓ

ｏｆ Ｄｒｏｓｏｐｈ ｉ ｌ ａ ｍ ｅ ｌ ａｎｏｇａｓｔｅｒ ．

表 ２ ． ５ ｓ ｉＲＮＡ 序 列

Ｇｅ ｎｅ ｓ Ｎ ａｍ ｅ Ｓ ｅｎ ｓ ｅ （ ５

＊

—

＞ ３

＇

）Ａｎ ｔ ｉ

－

ｓｅｎ ｓｅ （ ５

Ｊ

—

？ Ｓ

＊

）

ｃ ｉ ｒｃ ｌ

－

ｓ ｉＲＮＡ －

１ ＣＵＵＣＧＧＡＵＡＧＧＧＵＧＡＣＧＣＵＣＧＡＧＣＧＵＣＡＣＣＣＵＡＵＣＣＧＡＡＧ

ｃ ｉ ｒｃ ｌ
－

ｓ ｉＲＮＡ－

２ＧＧＵＧＵＡＣＡＣＡＡＧＡＡＣＣＣＡＵＴＴＡＵＧＧＧＵＵＣＵＵＧＵＧＵＡＣＡＣＣＴＴ

ｌ ｉ ｎｅａｒ
－

ｓ ｉＲＮＡ ＧＧＧＵＵＵＡＧＧＧＣＧＵＧＧＣＡＡＡＴＴＵＵＵＧＣＣＡＣＧＣＣＣＵＡＡＡＣＣＣＴＴ

Ｃｏ ｎｔｒｏ ｌ

－

ｓ ｉＲＮＡＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ

由于 Ｓ ｌ Ｏ
－

ｃ ｉ ｒｃ ｌ 的全序列也包含 了Ｓ １ ０ －ｃ ｉ ｒｃ７ 的序列 ， 所 以选用 Ｓ ｌ Ｏ －

ｃ ｉ ｒｃ ｌ 来进

行 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 来源的验证 。 首先通过无缝克隆将 Ｓ ｌ Ｏ －

ｃ ｉ ｒｃ ｌ 的线性分子的 ｃＤＮＡ 序列插

入实验室保存的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 表达载体 ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ（插入 了果绳 ／ａｃｃｏｓｅ２ 基因 内含子序

列 的
ｐ

ＩＺＴ－Ｖ ５ ／ Ｈ ｉ ｓ载体 ） 中 ， 构建了Ｓ １ ０ ＿ｃ ｉ ｒｃ ｌ的表达载体
ｐ ＩＺＴ－ＬｃＲ －ｃ ｉｒｃ ｌ（ 图２ ． １ ０

Ｂ ） ， 但是该表达载体的转录产物并不是 １ ００％形成 Ｓ ｌ Ｏ－

ｃ ｉ ｒｃ ｌ 的 ， 有部分分子仍 以

线性分子的形成存在 。 为 了探宄 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 来源于 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 或者线性分子 ， 同时设计

了针对Ｓ ｌ Ｏ －

ｃ ｉ ｒｃ ｌ接合位点和环中 间位点的ｓ ｉＲＮＡ （ ｃ ｉｒｃ ｌ
－

ｓ ｉＲＮＡ －

ｌ和ｃ ｉ ｒｃ ｌ
－

ｓ ｉＲＮＡ －２ ） ，

以及特异性针对 ｐ
ＩＺＴ－ＬｃＲ－

ｃ ｉｒｃ ｌ 线性转录本的 ｓ ｉＲＮＡ（ ｌ ｉｎｅａｒ－ ｓ ｉＲＮＡ ） （表 ２ ． ５ ） ，

其 中针对环 内 部的 ｓ ｉＲＮＡ 可 以 同时敲降 Ｓ ｌ Ｏ －

ｃ ｉｒｃ ｌ 和 ｐ
ＩＺＴ－ＬｃＲ－

ｃ ｉ ｒｃ ｌ 线性分子 （ 图

４ ３
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２ ． １ １Ａ ） ， 并通过Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ ｔ ｉ ｎ ｇ
检测ｖ ｓ

ｐ
ｌ Ｏ的表达水平 。 将

ｐ
ＩＺＴ－Ｌ ｃＲ －

ｃ ｉ ｒｃ ｌ转染

进 ＢｍＮ 细胞 ４ ８ ｌ ｉ 后再将三种 ｓ ｉＲＮＡ ｓ 分别转入 ， ４ ８ｈ 后提取细胞蛋 白检测 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ

蛋 白 的表达水平 。 结果显示 ， 特异性敲降 Ｓ ］ ０
－ｄｒｃ ｌ 对 ｖ ｓｐ

ｌ Ｏ 蛋 白 的表达水平影响

不大 ， 但是用靶 向 ｃ ｉ ｒ ｃＲＮＡ 接合位点 以外 ｃ ｉ ｒ ｃ ｌ

－

ｓ ｉＲＮＡ －２ 或特异性地靶 向线性转录

本的 丨 ｉｎｅａｒ －

ｓ ｉＲＮＡ 处理 ， 可 明显降低了ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 的表达水平 （ 图 ２ ． １ １Ｂ ） ， 这
一

结果

表 明 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 可能并非 由 Ｓ １ ０
－

ｃ ｉ ｒｃ ］ （ 或 Ｓ ］ ０
－

ｃ ｉ ｒ ｃ ７ ） 编码产生的 ， 而可能源于它 的线

性 ＲＮＡ 的转录本 。

ｃ ｉｒｃ ｊ
－

ｓ ｉｍ＼ －

１

ｌ ｉｎｃａｒ－ｓ ｉＲＮＡ

ｓ＝ｆ＼
—

＝ Ｓ ｌ Ｏ －

ｃ ｉ ｒｃ ｌ Ｉ Ｉ ．

ｃ ｉｒｃ ｌ
－

ｓ ｉＲＮＡ－２＼Ｉ／／
ｃ ｉｒｃ １

－

ｓ ｉＲＮＡ－２

￡５

？ １ ． ５
］

■■Ｃ ｉｒ ｃ ｌ

－

ｓ ｉＲＮＡ －

２

、 卜 ｔ

＂

 １＝３Ｃｉ ｉ ｃ ｌ

－

ｓ ｉＲＮＡ －

１

＾Ｃ３Ｌ ｉｎｅ ａｒ
－

ｓ ｉＲＮＡ

，ｖｖｖ
〇
ｖ％

ｒ
－

▲ 自ｎｎ

口？

ｖ ｓｐ
ｌ ＯＦ

； ｔｍ．ｒｆｎ １ ５ ｋＤｐ
－ ５

－

Ｍ
｜■

？ －

ｔｕｂｕ ｌ ｉ ｎ
＿■■■■■？

 ５ ５ｋＤ５ｆｌ
 １－

ｏ ． ｏ
ｉ

〒 ■ “

ｒ

－ ａ１


ｉ


１ １


ｉ


１

图 ２ ． １ １ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的来源鉴定

Ａ ，ｐ ＩＺＴ－Ｌ ｃＲ－

ｃ ｉ ｒｃ ｌ 载体 ｓ ｉＲＮＡ 干扰的 示 意 图 。
双橙 色短线为 线性分子干扰的位点 ；

双绿 色短

线 为 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 接头 千扰的位点
；

双灰 色短线 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 内 部千扰的位点 。 Ｂ ，ＢｍＮ 细胞 （ ｌ
ｘ

ｌ 〇
６

）

在 ６ 孔板 中 培 养 ２４ｈ 后 ， 转 染 ２
 ｆ

ｉ
ｇ 的 ｐ

ＬＺＴ－Ｌ ｃＲ －

ｃ ｉｒｃ  １ 载体 ４ ８ｈ
， 再 分 别 用 ５ｐｍ ｏ ｌ ／Ｌ 的

ｌ ｉｎ ｅ ａ ｒ
－

ｓ ｉＲＮＡ 、 ｃ ｉ ｒｃ ｌ
－

ｓ ｉＲＮＡ－

１ 和 ｃ ｉ ｒｃ ｌ
－

ｓ ｉＲＮＡ －２ 处理 ４ ８ｈ 后提取细胞总蛋 白 ， 并使用 相 同 剂 量

的 ｃ ｏｎ ｔｒｏ ｌ
－

ｓ ｉＲＮＡ 做对照 。 用 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 抗体 （ 鼠 源 ，
１ ： １ ０ ０ ０ ） 进行 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌ ｏｔｔ ｉ ｎ ｇ 实验 （ 左 列 ） ，

以 ａ －

ｔｕｂｕ ｌ ｉｎ （ 鼠源 ， １ ： ２ ０ ０ ０ ） 为 内 参 ，

二抗分别 为 ＨＲＰ 标记的 山羊抗 鼠抗体 （ １ ： ５ ０ ０ ０ ） 。 右 列

为 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 条带 的灰度扫描分析结果 。 （

＊

ｐ
＜０ ． ０ ５ ， 实验重复 ２ 次 ， Ｅｒｒｏｒｂ ａｒｓ ， ｎ

＝

２ ） 。

Ｆ ｉｇｕ ｒｅ２ ． １ １ Ｉ ｄ ｅｎ ｔ ｉｆｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆ  ｔｈ ｅ ｏ ｒ ｉ

ｇ
ｉｎｏ ｆ ｖ ｓ

ｐ
ｌ Ｏ

Ａ
，
Ｔｈ ｅｓｃｈ ｅｍ ａ ｔ ｉ ｃｄ ｉ ａ

ｇ
ｒａｍｏ ｆ ｓ ｉＲＮＡ ｉｎ ｔ ｅ ｒ ｆｅｒｅｎ ｃ ｅｏ ｆ

ｐ
ＩＺＴ－Ｌ ｃＲ－

ｃ ｉ ｒｃ ｌｖ ｅｃ ｔｏｒ ．Ｄｏｕ ｂ ｌ ｅｏ ｒａｎｇｅｓ
ｈｏ ｒｔ ｌ ｉｎ ｅ

ｗ ａ ｓｔｈ ｅｓ ｉ ｔ ｅｏ ｆ ｌ ｉｎ ｅ ａｒｍ ｏ ｌ ｅ ｃｕ ｌ ａ ｒ ｉｎ ｔ ｅｒｆｅ ｒｅｎ ｃ ｅ
；ｄｏｕｂ ｌ ｅｇｒｅ ｅｎｓｈ ｏ ｒｔ ｌ ｉｎｅｗａ ｓｔｈ ｅｓ ｉ ｔｅｏ ｆｃ ｉ ｒｃＲＮＡ

ｊ
ｕｎ ｃ ｔ ｉ ｏｎｓ ｉ ｔｅ ｉｎ ｔ ｅ ｒｆｅ ｒ ｅｎ ｃ ｅ

；ｄ ｏ ｕｂ ｌ ｅｇｒａｙ
ｓｈｏ ｒｔ ｌ ｉｎｅｗ ａ ｓｔｈ ｅｓ ｉ ｔ ｅｏ ｆｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ｉｎ ｔｅ ｒｎ ａ ｌ ｉｎ ｔｅ ｒｆｅ ｒｅｎ ｃ ｅ ．Ｂ

，

ＢｍＮｃ ｅ ｌ ｌ ｓ
（

１
＞＜

１ ０
６

）
ｗ ｅ ｒｅｃｕ ｌ ｔｕｒｅ ｄ ｉｎ６ －ｗ ｅ ｌ ｌ

ｐ
ｌ ａ ｔｅ ｓｆｏ ｒ２４ｈ

，
ｔｒａｎ ｓ ｆｅ ｃ ｔｅｄｗ ｉ ｔｈ２

 ｊ

ｉ ｇｏ ｆ ｐ
ＩＺＴ－Ｌ ｃＲ －

ｃ ｉ ｒｃ ｌ

ｖ ｅ ｃ ｔｏｒｆｏｒ４ ８ｈ
，ａｎ ｄｔｈ ｅｎｔｒｅａ ｔ ｅｄｗ ｉ ｔｈ５

 ｜

ｉｍ ｏ ｌ／Ｌ ｌ ｉ ｎ ｅａ ｒ
－

ｓ ｉＲＮＡ
，
ｃ ｉ ｒｃ  １

－

ｓ ｉＲＮＡ －

１ａｎ ｄｃ ｉｒｃ  １

－

ｓ ｉＲＮＡ －２ｆｏ ｒ

４４
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４ ８ｈｒｅ ｓ
ｐ
ｅ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅ ｌ

ｙ
．Ｔｈ ｅ ｔｏ ｔａ ｌ

ｐ
ｒｏｔ ｅ ｉｎｗａ ｓｅｘ ｔｒ ａ ｃ ｔ ｅｄａｎｄｔｈ ｅｓａｍ ｅｄ ｏ ｓ ｅｏ ｆ ｃ ｏｎ ｔｒｏ ｌｓ ｉＲＮＡｗ ａ ｓｕ ｓ ｅｄａ ｓ

ｃｏｎ ｔｒｏ ｌ ．ｖ ｓｐ
ｌ Ｏａｎｔ ｉｂ ｏｄｙ （

ｍ ｏｕ ｓ ｅ
，１ ： １ ００ ０

）ｗａ ｓｕ ｓｅｄｆｏ ｒＷｅ ｓ ｔ ｅｒｎｂ ｌ ｏｔｔ ｉｎｇ（
ｌ ｅ ｆ ｔｃｏ ｌ ｕｍ ｎ

）
，ａ－

ｔｕｂ ｕ ｌ ｉｎ

（
ｍ ｏｕ ｓｅ

， １ ： ２０ ０ ０
）ｗ ａ ｓｕ ｓ ｅｄａ ｓ ｉｎ ｔ ｅ ｒｎ ａ ｌｒｅ ｆｅ ｒｅｎ ｃｅ ．Ｔｈ ｅｓ ｅ ｃ ｏｎ ｄａｎ ｔ ｉｂｏ ｄｙ

ｗ ａ ｓＨＲＰｃｏｎ
ｊ
ｕ ｇａ ｔ ｅ ｄｇｏａ ｔ

ａｎ ｔ ｉ

－ｍ ｏｕ ｓ ｅ Ｉ

ｇ
Ｇ（

１ ： ５ ０ ０ ０
）

．Ｔｈ ｅｒ ｉ

ｇ
ｈ ｔｃ ｏ ｌｕｍ ｎ ｉ ｓｔｈ ｅｒｅ ｓｕ ｌ ｔｏ ｆ

ｇｒａｙｓ ｃ ａｎａｎ ａ ｌ

ｙ ｓ ｉ ｓｏ ｆｖ ｓｐ
ｌ Ｏｂ ａｎ ｄ ．

（

＊
Ｐ＜０ ． ０ ５

，Ｅ ｒｒｏ ｒｂ ａ ｒｓ
， 
ｎ
＝

２
）

．

３ ． ６ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 的表达时相

为 了 解 ＢｍＣＰＶ 的复制 增殖与 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 表达水平 的 相关性 ， 使用 ＢｍＣ ＰＶ 感染

ＢｍＮ 细胞 ， 并分别于 Ｏ ｈ 、 １ ２ ｈ 、 ２４ ｈ 、 ４ ８ ｈ 、 ７ ２ ｈ 、 ９ ６ ｈ 时提取细胞总 ＲＮＡ 和蛋

白 ， 然后通过 Ｗｅ ｓ ｔ ｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔｔ ｉ ｎ
ｇ 和 ｑ

ＲＴ－ＰＣＲ 检测 多角 体蛋 白 、 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 蛋 白 和 Ｓ １ ０ 基

因 的表达水平 。 结果显示 ， 随着病毒感染时 间 的增加 ， 病毒 Ｓ １ ０ 基 因 的表达水平

从 １ ２ ｈ 开始迅速升高 （ 图 １ ２Ａ ） ， ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 和线性亲本 ＲＮＡ 转录本 Ｓ １ ０ 基因翻译的

多 角 体蛋 白 的表达水平也都呈现逐步上升的趋势 （ 图 １ ２Ｂ ） ， 三者的表达模式基本

一

致 。 综上结果表 明 ， ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 的表达水平与 ＢｍＣＰＶ 的复制增殖呈正相关 。

Ａ Ｂ

２ ５０ （Ｈ ）

－

．
—－Ｓ １ ０

２ ００ ００
－

Ｏｈ １ ２ ｈ２４ｈ４ ８ｈ７２ ｈ９６ｈ １ ｉ ｓｏ ｏｏ
－

？－

ｔ？ ｂｕ ｌ ｉｎ卜 ５ ５ ｋＤ｜

＇

： ：： ； ．／

ｐ
ｏ ｌｙｈ

ｅｄ ｒ ｉ ｎ
 丨

３ ５ ｋＤ｜ｉ
ｖ ｓ

ｐ
ｌ Ｏ 丨 顯 ，

１ ５ ｋＤ
^

０
Ｊ＿＿

，



，



，



１



１

—

图 １ ２ＢｍＣＰＶＳ １ ０ 基 因 、 多 角 体蛋白 和 ｖ ｓ ｐ
ｌ Ｏ 的表达时相

ＢｍＮ 细胞 （ ｌ
ｘ

 １ 〇
６

） 在六孔板 中 培养 ２４ｈ 后 ， 用 ５
ｐ
ＬＢｍ Ｃ ＰＶ 病毒粒子 （ ＭＯ Ｉ

＝

２ ） 分别 感染 ０ 、

１ ２ 、 ２ ４ 、 ４ ８ 、 ７２ 、 ９ ６ｈ 后提取 ＲＮＡ 和总蛋 白 。 Ａ ， 分别使 用 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 抗体 （ 自 制抗体 ， 鼠源 １ ： １ ０ ０ ０ ）

和 多 角 体蛋 白 抗体 （ 实验室 制备 ， 鼠源 １ ： １ 〇 〇 〇 ） 进行 Ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎｂ ｌ ｏｔｔ ｉｎｇ 实验 ，
以 ａ －

ｔｕ ｂ ｕ ｌ ｉｎ （ 鼠源 ，

１ ： ５ ０ ０ ０ ） 为 内 参 ，
二抗为 ＨＲＰ 标记的 山羊抗鼠抗体 （ １ ： ５ ０ ０ ０ ）

，每个泳道的 蛋 白 上样量 为 ４ ０
 ｊ

ｉ ｇ 。

Ｂ ， 通过 ｑ
ＲＴ－ ＰＣＲ 检测 病毒 Ｓ １ ０ 基 因 的表达水平 。

Ｆ ｉ ｇ
． １ ２Ｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ

ｐ
ｈａ ｓ ｅｏ ｆ Ｓ １ ０

ｇｅｎｅ ， ｐｏ
ｌ

ｙ
ｈ ｅｄｒ ｉ ｎａｎ ｄｖ ｓ

ｐ
ｌ Ｏｏ ｆ ＢｍＣ ＰＶ

ＢｍＮｃ ｅ ｌ ｌ ｓ
（

１
＞＜

１ ０
６

）
ｗ ｅ ｒｅｃｕ ｌ ｔｕｒｅｄ ｉｎｓ ｉｘｗ ｅ ｌ ｌ

ｐ
ｌ ａ ｔ ｅ ｓｆｏ ｒ２４ｈ

，ａｎｄ ｔｈ ｅｎ ｉｎ ｆｅ ｃ ｔ ｅ ｄｗ ｉ ｔｈ５＾
ｉＬＢｍＣＰＶ

ｖ ｉ ｒｕ ｓ
ｐ ａ

ｒｔ ｉ ｃ ｌ ｅ ｓ（
ＭＯ Ｉ

＝

２
）

ｆｏ ｒ０
， １ ２

，
２ ４

，
４ ８

，７２ａｎ ｄ９ ６ｈ ，ｒｅ ｓ
ｐ
ｅ ｃ ｔ ｉｖｅ ｌｙ ．Ａ

，ｖ ｓｐ
ｌ Ｏａ ｎ ｔ ｉｂｏ ｄｙ（

ｓｅ ｌ ｆ
－ｍ ａ ｄ ｅ

ａｎ ｔ ｉ ｂ ｏ ｄｙ ，

ｍ ｏ ｕ ｓ ｅ
，

１ ： １ ０ ０ ０
）ａ ｎ ｄｐ ｏ

ｌｙｈ ｅｄ
ｒ ｉｎａ ｎ ｔ ｉ ｂｏｄｙ（ｐ ｒ ｅ

ｐ
ａ ｒｅｄ ｉ ｎ ｌ ａ ｂ ｏ ｒａ ｔ ｏ ｒｙ ，ｍ ｏ ｕ ｓ ｅ

， １ ： １ ０ ００
）ｗ ｅ ｒｅ

ｕ ｓ ｅ ｄｆｏ ｒＷｅ ｓ ｔ ｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ ｔ ｉ ｎ
ｇ

，ａ
－

ｔｕ ｂｕ ｌ ｉｎ
（
ｍ ｏ ｕ ｓ ｅ ， １ ： ５ ０００

）
ｗ ａ ｓｕ ｓ ｅ ｄａ ｓ ｉｎ ｔ ｅｒｎａ ｌｒｅｆｅ ｒｅｎ ｃ ｅ

，
ａ ｎ ｄ ｔｈ ｅｓ ｅ ｃ ｏ ｎ ｄ

ａｎ ｔ ｉ ｂｏ ｄｙ
ｗ ａ ｓＨＲＰｃ ｏｎ

ｊ
ｕｇ ａ ｔ ｅｄｇｏ ａ ｔａｎ ｔ ｉ

－ｍ ｏｕ ｓ ｅ ＩｇＧ（
１ ： ５ ０ ０ ０

）
．Ｔｈ ｅ

ｐ
ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ｌ ｏ ａ ｄ ｉｎ ｇａｍｏｕ ｎ ｔｏ ｆｅ ａ ｃ ｈ

４ ５
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ｓｗ ｉｍｍ ｉｎｇ
ｌａｎｅ ｗ ａ ｓ ４０

 ＼

ｉｇ
．Ｂ

， 
Ｔｈｅｅｘｐ ｒｅｓ ｓ ｉ ｏｎ ｌｅｖｅ ｌｏｆ Ｓ １ ０

ｇ
ｅｎｅｗａ ｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑＲＴ

－ＰＣＲ ．

４ 讨论

目 前 ， 在原核细胞和真核细胞 中 的小肽研究 已有
一

些报道 ， 但是对于病毒编

码小肽的研宄依 旧很少 。 最先在
一

系列 ＲＮＡ 和 ＤＮＡ 病毒中鉴定到的小肽是
一

类

短的跨膜蛋 白 ［
１ ５

］

， 并 已证明参与各种病毒侵染过程 ， 包括病毒的进入 、 基因组复

制 、 病毒粒子的组装和释放等过程 。 甲 型流感病毒编码的 Ｍ２ 蛋 白 （ Ａ／Ｍ２ ） ， 它

可 以寡聚化形成离子通道 ， 介导膜弯 曲和断裂 ， 对病毒释放至关重要 ［
２ ９

，

３ °
】

。 另
一

类在病毒 中发现的小肽 由开放阅读框上游的 ｓＯＲＦ 编码 （ ｕＯＲＦ ） ， 并可 以调节 ＯＲＦ

的翻译 。 在人 巨细胞病毒 （ ｈｕｍａｎｃｙｔｏｍｅｇａ ｌｏｖ ｉｒｕ ｓ ， ＨＣＭＶ ） 中 ， 病毒 ＵＬ４ 蛋 白

的翻译会受 ｕＯＲＦ 翻译的调节 ［
３ １

］

。 除 了 上述两种功能性 ＳＥＰ 外 ， 还有
一

些其他具

有各种分子并和细胞作用 的功能性病毒 ＳＥＰ 。 在家蚕质型多角体病毒 （ ＢｍＣＰＶ ）

中 ， 其 ｄ ｓＲＮＡ Ｓ５ 片段的负链存在
一

个小的开放阅读框 （
Ｓ ５ －ＳＯＲＦ

）
， 并且可以翻译

一

个 ２７ａａ 的小肽 ， 该小肽可 以抑制病毒的复制增殖 【
２ ３

］

。 在本研究中 ， ＢｍＣＰＶＳ １ ０

片段的正链区域预测 了编码肽 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 的小的开放阅读框 ， 包含 ５ ９ 个氨基酸残基 。

通过 自 制抗体进行Ｗｅｓ ｔｅｒｎｂ 丨ｏｔｔ ｉｎｇ 、免疫荧光及免疫组化实验发现 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ在 ＢｍＣＰＶ

感染的样本中真实存在 ， 且定位在细胞质 中 。 因此推测 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 由 ＢｍＣＰＶ 编码产生 ，

并在宿主细胞质 中发挥作用 。

有研宄表 明 ， 在 ｍＲＮＡ 的 ５
＇

ＵＴＲ 或 ３
＇

ＵＴＲ 、 ｍＲＮＡ 的 ＣＤ Ｓ 序列 内或与其重

叠处 、 以及部分非编码 ＲＮＡ（ ｎｃＲＮＡ ） 的各种转录本中 （包括 ＩｎｃＲＮＡ 、 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 、

基因 间转录本和反义转录本 ） 都发现 了可翻译的 ｓ〇ＲＦ ［
１ ５

，
３２

］

。 为 了 明确 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的来

源 ， 我们用 Ｄ ｓＲｅｄ 基因 替代 ｐＩＺＴ－Ｃ Ｓ Ｉ Ｏ 中 的 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的 ｓＯＲＦ ， 在转染细胞中可观察

到红色焚光并可 以通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ 检测到代表 Ｄ ｓＲｅｄ 的特异性条带 ， 证明在

编码 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的小开放阅读框上游存在驱动蛋 白翻译的必需元件 。

本研宄 中发现的 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 可能与多角体蛋 白共用
一

个转录本 ， 即 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 的 ｓＯＲＦ

在多角体的 ＯＲＦ 的中 间 ， 因此推测在 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 编码序列 的上游可能存在着某些顺式

作用元件 。 通过 ＩＲＥ Ｓ ｉ ｔｅ 软件 （ ｈｔｔｐ ： ／／ ｉｒｅ ｓ ｉｔｅ ．ｏｒｇ／ ） 对 Ｓ Ｉ ０ 片段正链进行预测 ， 并在

ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 的 ｓＯＲＦ 的上游确认到

一

个 ＩＲＥＳ 位点 ， 因此 ｖｓｐ ｌ Ｏ 可能是通过其上游的 ＩＲＥ Ｓ

位点直接从亲本 ｍＲＮＡ 的 中 间起始 了翻译 。

内部核糖体进入位点 （ Ｉｎｔｅｒｎａ ｌｒｉｂｏ ｓｏｍｅｅｎｔｒ
ｙ

ｓ ｉ ｔｅ
，
ＩＲＥＳ ） 的存在可 以使蛋 白质

４６
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的翻译不依赖于 ｍＲＮＡ５

’

端的帽子结构 ， 从而直接从 ｍＲＮＡ 的 中 间起始翻译 。 最

初 ， 在某些病毒和细胞 ｍＲＮＡ 的序列 中发现了这些 ＩＲＥＳ 序列 ， 它们可 以介导翻

译起始 ， 而无需通过 ５
’

端的帽子结构对 ４０Ｓ 核糖体亚基和翻译起始因子进行招募 。

因此 ， ４０ Ｓ 小亚基通过直接与 ＩＲＥＳ 元件结合 ， 或首先在 ｍＲＮＡ 的 ５
＇

ＵＴＲ 结合 ，

然后转移到 ＩＲＥＳ ， 进入含有 ＩＲＥＳ 的 ｍＲＮＡ ［
３ ３

，
３ ４

］

。 也有研宄表明 ， 当细胞处于应

激状态时 ， 会通过 ＩＲＥＳ 元件启动翻译过程 ， 以应对生理和环境应激条件 ， 如热休

克 、 缺氧或病毒感染 ， 在这些情况下翻译的蛋 白 质可能对维持细胞在应激条件下

的存活至关重要 ［
３ ５

］

。 随着对病毒 ＩＲＥＳ 位点研究的深入 ， 其价值也逐渐体现了 出来 ，

以 ＩＲＥＳ 位点介导 的翻译起始 己成为 了治疗 ＲＮＡ 病毒引 起的疾病 的重要靶标之
一

。

例 如 ， Ｋｕｎ ｉ ｏ Ｋ ｉｋｕ ｃｈ ｉ 等通过体外选择程序来分离得到 了 能够结合 ＩＲＥ Ｓ 结构域

Ｉ Ｉ Ｉ
－

ＩＶ 的 ＲＮＡ 适体 ， 并且其在体外和体 内均可抑制 ＩＲＥＳ 依赖性翻译 ， 使 ＨＣＶ 增

殖能力 降低 ， 达到对病毒的防治 ［
２ ２

，

２ ３
，
３ ６

］

。 本研究通过将带有该 〇１￡５ 位点和 ％＾３ １ ０

ｓＯＲＦ 的序列体外转录后转染进细胞 ， 发现当该 ＩＲＥＳ 位点存在时 ， 体外转录的线

性 ＲＮＡ 可 以翻译 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 。 上述结果可知 ， 存在于 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的 ｓＯＲＦ 上游的 ＩＲＥ Ｓ 位点

具有活性 ， 并且可以启动 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 的翻译 。 因此猜测 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的翻译除 了 由帽子结构介

导 ， 也可 以 由 ＩＲＥＳ 位点介导 。 由帽子结构介导时 ， 由于 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 与多角体蛋 白共用

一

个转录本 ， 翻译机器可以选择不同的起始密码子进行翻译 ： 由 ＩＲＥＳ 位点介导时 ，

ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 的翻译可 以从线性 ＲＮＡ（ 多角体基因 ） 转录本的 中 间起始 。

近期有研究表明 ， 病毒可 以产生 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ， 且 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 可 以编码小肽 。 例如 ，

人乳头状瘤病毒 （ＨＰＶ ｓ ） 可 以产生
一

种 叫做 ｃ ｉ ｒｃＥ７ 的环状 ＲＮＡ ， 且 ｃ ｉ ｒｃＥ７ 可 以

翻译 Ｅ７ 癌蛋 白 ； 靶 向性破坏 ｃ ｉ ｒｃＥ７ 可降低 Ｅ７ 癌蛋 白水平 ， 并抑制肿瘤细胞生长 。

这些结果表明病毒编码的 ｃ ｉｒｃＲＮＡ 及其编码的小肽具有生物学功能 ， 并与 ＨＰＶ 的

某些转化特性有关 ， 为 ＨＰＶ 相关的人类恶性肿瘤发生的分子机制提供 了新的证据

【气 在前期的研宄 中 ， 我们通过高通量测序技术发现 ， ＢｍＣＰＶ Ｓ ｌ Ｏ 片段的正义链

上存在包含包含 ｖｓｐ ｌ Ｏ 的 ｓＯＲＦ 的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ， 因此我们推测 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 也可能来源于 Ｓ １ ０

ｄ ｓＲＮＡ（ 
＋

） 连产生的ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ 。 通过反 向ＰＣＲ 、 Ｓａｎｇｅｒ测序和Ｎｏ ｒｔｈｅｒｎｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ

我们鉴定到 了 两个包含 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 的 ｓＯＲＦ 的 ｃ ｉ ｒｃＲＮＡ ， Ｓ １ ０
－

ｃ ｉ ｒｃ ｌ 和 Ｓ １ ０ －

ｃ ｉ ｒｃ７ 。 由 于

Ｓ ｌ Ｏ －

ｃ ｉ ｒｃ ｌ 的分子量较大且包含 了Ｓ １ ０
－

ｃ ｉｒｃ７ 的全序列 ， 因此在后续研宂中我们选择

Ｓ １ ０ －

ｃ ｉ ｒｃ ｌ 进行实验 。 在后续的研究 中 ， 通过分别对转染 ｐ
ＩＺＴ－ＬｃＲ－

ｃ ｉ ｒｃ ｌ 表达载体

４ ７
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后产生的 Ｓ ｌ Ｏ
－

ｃ ｉｒｃ ｌ 和 ｐ
ＩＺＴ－ＬｃＲ－

ｃ ｉ ｒｃ ｌ 线性分子进行干扰 ， 结果显示干扰 Ｓ ｌ Ｏ
－

ｃ ｉ ｒｃ ｌ

对 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的表达量几乎没有影响 ， 但是千扰 ｐ
ＩＺＴ－ＬｃＲ－ｃ ｉ ｒｃ ｌ 线性分子会使 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的

表达量 明 显 降 低 。 由 此推测 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 可 能来源 于 它 的 线 性 ＲＮＡ 转录本而非 由

Ｓ ｌ Ｏ －

ｃ ｉ ｒｃ ｌ编码 。

为 了研宄 ｖ ｓ
ｐ ｌ Ｏ 的表达量与 ＢｍＣＰＶ 的复制增殖的相关性 ， 通过 ｑ

ＰＣＲ 检测 了

ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的表达谱 ， 结果发现 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的表达水平与 ＢｍＣＰＶ 的增殖水平呈正相关 ， 因

此可以推测 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 的功能与 ＢｍＣＰＶ 的复制增殖可能存在着相关性 ， 这为我们下

一

步对 ｖｓｐ
ｌ Ｏ 功能的研究提供了 思路 ， 并为 ＢｍＣＰＶ 相关疾病的防治提供新的靶点和

方向 。

５ 结论

对 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的存在和来源进行确认 ， 证实 了ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的存在并且推测 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 来源于

病毒线性亲本 ＲＮＡ 转录本 ， ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的表达水平与 ＢｍＣＰＶ 的增殖水平相关 。
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第三章 ｖｓｐ ｌ Ｏ 促进细胞凋亡的功能研究

摘要 ： 为了研宄 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的功能 ， 首先从 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 对 ＢｍＣＰＶ 自 身及宿主细胞的影

响这两个方面进行研宄 。 通过 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 和 Ｗｅ ｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ 发现 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 可 以延缓

ＢｍＣＰＶ 的增殖复制 。 为 了探明 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 延缓病毒增殖复制 的作用机制 ， 通过 ｑＲＴ
－ＰＣＲ

检测发现 ， 过表达 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 可提升细胞调亡相关基因 Ｑｗ／ｊｏｓｅ 、 却 ＜３／、 尸５３ 和 的

表达水平 ， 并下调凋亡抑制基因 ５ｃ／
－２ 和 ＲＮＡ ｉ 通路基因 的表达水平 。 流

式细胞仪检测结果显示 ， 过表达 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 可以抑制细胞周期 ， 并促进细胞凋亡 。 进
一

步通过 Ｗｅｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏｔｔ ｉｎｇ 和 ＴＵＮＥＬ 检测发现 ， 过表达 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 可以使细胞的凋亡水平

上升 。此外还发现 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 可 以 降低线粒体膜电位 ， 并且通过免疫焚光实验发现 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ

可 以定位在线粒体上 。 这些结果说明 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 可诱导细胞凋亡 。 结合实验室前期的研

究 ， 通过 ＩＰ 实验及质谱鉴定初步筛选到 了 与 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 互作的候选蛋 白 ， 并从中选取

了 调亡相关蛋 白 ＰＨＢ２ 进行后续 。 而后通过 Ｃｏ
－

ＩＰ 和免疫共定位证实 了ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 与

ＰＨＢ ２ 的互作 。 进
一

步研宄发现 ， 敲降 ＰＨＢ２ 基因表达 ， ｖｓｐ
ｌ Ｏ 对 ＢｍＣＰＶ 病毒的

抑制和对宿主细胞凋亡的促进作用 都受到 了 削弱 ， 表 明 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 可能通过与 ＰＨＢ２

互作诱导凋亡负调控病毒的增殖复制 。相关研宄结果对理解 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 延缓病毒增殖的

机制 ， 加深对 ＢｍＣＰＶ 复制调节机制的研究有重要帮助 。

关键词 ； ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 、 ＰＨＢ２ 、 凋亡 、 线粒体 、 ＢｍＣＰＶ

１ 引言

细胞獨亡 （Ａｐｏｐｔｏ ｓ ｉ ｓ ） ， 坏死样凋亡 （Ｎ ｅｃｒｏｐ
ｔｏ ｓ ｉ ｓ ） 和细胞焦亡 （ Ｐｙｒｏｐｔｏ ｓ ｉ ｓ ）

是病毒感染后细胞程序性死亡 （ ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄｃｅ ｌ ｌｄｅａｔｈ ， ＰＣＤ ） 的三种主要方式 ［
１

，
２
］

。

其中 ， 对细胞凋亡的研宄最为广泛 。 病毒感染引 起的细胞凋亡对病毒的复制增殖

既有负面影响 ， 也有正面影响 。

一

方面 ， 宿主细胞通过凋亡消除受到病毒感染的

细胞 ， 从而阻断病毒的感染 。 另
一

方面 ，

一

些病毒也会诱导细胞凋亡来释放和传

播子代病毒 ［
３
－

５
１

。 在这两种情况下 ， 都需要病毒的某些产物来阻断或延迟细胞凋亡 ，

以产生足够的子代病毒并建立完整的病毒复制周期 ［
６

］

。

调亡可 以通过两种不同 的信号转导途径触发 ， 即 内在途径 （ ｉｎｔｒ ｉｎｓ ｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ）

５ ２
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和 外 在 途径 （ ｅｘｔｒ ｉｎ ｓ ｉｃ
ｐ

ａｔｈｗａｙ
）内 源 性 凋 亡 途 径 又 称 为 线 粒体 途 径

（ｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄｒ ｉ ａｌ

ｐａ
ｔｈｗａｙ ） 是 由 多种细胞 内应激反应 引 起的 ， 包括胞衆 Ｃａ

２＋超载 、

氧化应激 、 ＤＮＡ 损伤 、 细胞因子缺失和 内质 网应激等 。 这些异质性凋亡信号汇聚

在
一

起 ， 会致使线粒体外膜通透性 （ｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄｒ ｉ ａ ｌｏｕｔｅ ｒｍ ｅｍｂｒａｎｅ
ｐｅｒｍ ｅａｂ ｉ ｌ ｉｚａｔ ｉｏｎ ，

ＭＯＭＰ ） 增加 ， 促进细胞色素 ｃ 和其他线粒体因子释放到胞质溶胶中 ， 最终导致

激活型调亡酶 （ ｉｎ ｉ ｔ ｉ ａｔｏ ｒ ｃａｓｐ
ａ ｓｅ ｓ ） 和效应型凋亡酶 （ ｅｆｆｅｃｔｏｒ ｃａｓｐａｓｅ

ｓ ） 的产生及随

后 的细胞死亡 ［
９

］

。 ＭＯＭＰ 主要受 Ｂ 淋 巴细胞瘤 －２（ Ｂ －ｃｅ ｌ ｌ ｌ

ｙｍｐｈｏｍ ａ－２ ， Ｂ ｃ 】

－２ ） 家

族控制 。 细胞死亡调解子 （ Ｂ ｃ ｌ
－２ｉｎｔｅｒａｃｔ ｉｎｇ

ｍｅｄ ｉａｔｏｒｏｆ ｃｅ ｌ ｌｄｅａｔｈ ， Ｂ ＩＭ ） 和ＢＨ ３

结构域调亡诱导蛋 白 （ ＢＨ３ ｉｎｔｅｒａｃｔ ｉｎｇ
ｄｏｍａ ｉｎｄｅａｔｈａｇｏｎ ｉ ｓ ｔ ， Ｂ ＩＤ ） 作为唯ＢＨ３域

蛋 白 ， 在 内源性凋亡信号激活后可与 Ｂｃ ｌ
－２ 相关蛋 白 Ｘ （ ＢＣＬ２ａｓ ｓｏｃ ｉａｔｅｄＸ

ｐｒｏｔｅ ｉｎ ，

ＢＡＸ ） 或Ｂ ｃ ｌ
－２同源拮抗剂 （ Ｂ ｃ ｌ

－２ｈｏｍｏ ｌｏｇｏｕｓａｎｔａｇｏｎ
ｉ ｓｔ／ｋ ｉ ｌ ｌ ｅ ｒ ， ＢＡＫ ） 短暂相互

作用 ， 导致 ＢＡＸ 和 ＢＡＫ 激活化并且构象变化 Ｈ
Ｉ

。 激活的 ＢＡＸ 和 ＢＡＫ 可形成

高阶 同源寡聚体 ， 并稳定插入线粒体外膜 ， 促进 ＭＯＭＰ 的增加 外源性凋亡

途径 由细胞外应激刺激激活 ， 通过激活肿瘤坏死因子 （ ｔｕｍｏ ｒｎｅｃｒｏ ｓ ｉ ｓｆａｃｔｏｒ ， ＴＮＦ ）

家族的死亡受体可 以感知胞外应激刺激 。 死亡受体是 Ｉ 型跨膜蛋 白 ， 其特征在于细

胞外配体结合区包含 １
－ ５ 个富含半胱氣酸结构域 、

一

个跨膜结构域和
一

个 ６０ －

８０ａａ

的胞质死亡结构域 ［
１ ４

，

１ ５
］

。 配体通过与细胞表面的死亡受体结合形成死亡诱导信号

复合物 （ ｄｅａｔｈ －

ｉｎｄｕｃ ｉｎｇ
ｓ ｉｇｎａ ｌｃｏｍｐ

ｌ ｅｘ ， Ｄ Ｉ ＳＣ ） 进行信号转导 ， 介导随后的周亡信

号转导 ［
１ ６

，
１ ７

］

。

对于许多病毒来说 ， 在裂解感染期间或感染的晚期诱导细胞凋亡可能是子代

病毒传播到邻近细胞的重要步骤 ， 同时也可 以避免 引 起宿主的免疫反应 。 例如 ，

乙型肝炎病毒 （ ｈｅｐａｔ ｉ ｔ ｉ ｓ Ｂ ｖ ｉｒｕ ｓ ， ＨＢＶ ） 复制时可 以通过 ＨＢＶ 编码抗原 （ ＨＢｘＡｇ ）

依赖性上调 ＴＲＡ ＩＬ－Ｒ １ ／ＤＲ４ ， 增强人类肝细胞中肿瘤坏死因子 （ ＴＮＦ ） 相关凋亡诱

导配体 （ ＴＮＦｒｅ ｌ ａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓ ｉ ｓ ｉｎｄｕｃ ｉｎｇ 丨 ｉｇａｎｄ ， ＴＲＡ ＩＬ ） 介导的调亡 。 在患有持续

性 ＨＢＶ 感染的患者中 ， 肝细胞的持续和不受调节的凋亡可能有助于促进肝衰竭和

肝纤维化的疾病活动 。 因此 ， ＨＢＶ 调节肝细胞凋亡的机制具有重要的生物学意义

［
１ ８

］

。 类似的 ， 呼肠孤病毒诱导 的凋亡也是通过增加 ＴＲＡ ＩＬ 的释放和其细胞受体

ＤＲ４（ ＴＲＡ ＩＬ －Ｒ １ ） 和 ＤＲ５（ ＴＲＡ ＩＬ －Ｒ２ ） 的表达来介导的 ［
１ ９

］

。 诱导早期细胞死亡

将严重限制病毒的增殖 ， 并减少或消除子代病毒在宿主体 内 的传播 。 因此对于某

５ ３
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些病毒 ， 抑制病毒感染细胞的凋亡可 以防止宿主细胞过早死亡对病毒产生的损害 ，

有利于病毒潜伏并促进持续感染 ， 有助于逃避宿主的免疫监视 。 例如 ， ＨＢＶ 核心

蛋 白通过调节 Ｆａ ｓ 细胞表面死亡受体和 Ｆａｓ 配体 （ Ｆａｓ ｌ ｉｇａｎｄ ， ＦａｓＬ ） 的表达来抵制

Ｆａｓ 介导 的细胞凋亡 【
２ （ ）

］

。 丙型肝炎病毒 （ ｈｅｐａ
ｔ ｉ ｔ ｉ ｓＣｖ ｉｒｕ ｓ ， ＨＣＶ ）Ｅ２ 蛋 白通过激活

ＩｋＢ ａ的磷酸化 ， 增加抗凋亡 ＢＣＬ －２ 家族蛋 白 的表达 ， 并赋予 Ｒａ
ｊ

ｉ 细胞和原代人 Ｂ

淋巴细胞对 Ｆａｓ 介导 的凋亡的保护作用 ［
２ １

］

。 因此 ， 在某些情况下 ， 诱导或抑制细

胞凋亡的发生可 以辅助病毒感染 ， 并有助于病毒的增殖 。

线粒体 内膜上的蛋 白质 ｐｒｏｈ ｉｂ ｉ ｔ ｉｎ（ ＰＨＢ ） 是
一

种高度保守的蛋 白质 ， 在不同

细胞中普遍表达 。 ＰＨＢ １ 和 ＰＨＢ ２ 是线粒体 ＰＨＢ 复合体的两个高度同源的亚基 ，

并且这两个亚基在蛋 白质水平上是相互依赖的 ［
２２

］

。 在线粒体 内膜上 ， １ ２ －

１ ６ 个 ＰＨＢ １

和 ＰＨＢ２ 的异源二聚体结合形成
一

个大约 １ＭＤ ａ 的环状大分子结构 ， 该复合物与

线粒体基因组稳定 、 线粒体形态 、 氧化应激和凋亡有关 ［
２ ３

，

２４
］

。

在本研宄中 ， 我们发现 ｖ ｓｐ ｌ 〇 可以抑制病毒的复制增殖 ， 过表达 ｖｓｐ ｌ 〇 可提升

宿主细胞的凋亡水平 ， ｖｓｐ
ｌ Ｏ 可 以定位在线粒体上 ， 并且与 ＰＨＢ ２ 相互作用 。 干扰

ＰＨＢ２ 表达导致削弱 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 对病毒增殖的抑制作用和对细胞凋亡的促进作用 。 这些

结果表 明 ｖｓｐ ｌ Ｏ 可能通过与 ＰＨＢ２ 的互作诱导凋亡从而限制 了病毒的增殖 ， 为理解

宿主细胞的抗病毒机理提供了新的视角 ， 也为 ＢｍＣＰＶ 的防治提供 了新的靶点 。

２ 材料与方法

２ ． １ 实验材料

ＲＮＡ  ｉ ｓｏＰ ｌｕｓ （ Ｔｏｔａ ｌＲＮＡ
提取试剂 ）为 

ＴａＫａＲａ
公司产品 。 Ｔｒａｎ ｓＳｃｒｉｐｔ？Ｏｎｅ

－

Ｓｔｅｐ

ｇＤＮＡ Ｒｅｍｏｖａ ｌａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅ ｓ ｉ ｓＳｕｐｅｒＭ ｉｘ以及ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ为北京全式金公司

产品 。 ＤＮＡ 胶回收试剂盒为 Ａｘｙｇｅｎ 公司产品 。 ＲＩＰＡ 强裂解液 、 ＮＰ －４０ 裂解液 、

ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 凝胶快速配制试剂盒 、 ＳＤＳ －ＰＡＧＥ 蛋 白上样缓冲液 （ ５ Ｘ ） 、 ＰＭＳＦ 、

一

抗稀释液 、 二抗稀释液 、 ＤＡＰ Ｉ 、 Ｐｒｏｔｅ ｉｎＡ＋Ｇ Ａｇａｒｏｓｅ 购 自 碧云天生物 。 ＴＣ －

１ ００ 昆

虫培养基粉末为 Ａ
ｐｐ

ｌ ｉ ｃｈｅｍ 公 司产 品 。 胎牛血清 ＦＢ Ｓ 为 Ｂ ｉｏ ｌｏｇ ｉｃａ ｌＩｎｄｕｓｔｒ ｉｅ ｓ 公司

产品 。 脂质体为 Ｒｏｃｈｅ 公司产 品 。 兔源的 ＰＨＢ２ 抗体为 Ｐ ｒｏｔｅ ｉｎｔｅｃｈ 公司产品 。 兔

源 Ｃ ｌ ｅａｖｅｄ－Ｃａｓｐａ ｓｅ３ 抗体为 Ａｆｆｉｎ ｉ ｔｙ 公司产品 。 带有 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 的 ｓＯＲＦ 编码序列 的

ｐ
ＩＺＴ－

Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ 质粒和 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 的 ｓＯＲＦ 起始密码 ＡＴＧ 下游的 ｔａｃｇ

ｃ 突变为 ｔａａｇａ 的

５４
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ｐ
ＩＺＴ－Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ 的突变质粒 ｐ
ＩＺＴ－Ｓ １ ０

－

ｓＯＲＦ
ｍｕ ｔ

由本实验室保存 。

其他材料同第二章 。

２ ．２ 试剂 配制

试剂配制 同第二章 。

２ ． ３ 实验方法

２ ． ３ ． １ 过表达 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 对病毒 ＶＰ４ 和 ＶＰ７ 蛋 白和 ＢｍＣＰＶ ｖｐ
ｌ 基因水平的影响

ＢｍＮ 细胞 （ ｌ
ｘ

ｌ 〇
６

） 在六孔板中培养 ２４ ｈ 后 ， 分别转染 ４ 阳 的 ｐＩＺＴ－Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ

或 ｐ ＩＺＴ－Ｖ ５ ／ Ｈ ｉ ｓ 质粒 ４８ ｈ ， 然后接种 ５
｜

ａＬ ＢｍＣＰＶ（ＭＯ Ｉ
＝

２ ）４８ ｈ ， 收集细胞 ， 提

取蛋 白和 ＲＮＡ ？ 用 Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ 检测 ＶＰ４ 和 ＶＰ７ 蛋白 的表达水平 ，

一

抗为 ＶＰ４

和 ＶＰ７ 抗体 （ 均为实验室制备 ， 鼠源 １ ： １ ０００ ） ，
二抗为 ＨＲＰ 标记的 山羊抗鼠抗

体 （ １ ： ５ ０００ ） ， ａ－

ｔｕｂｕ ｌ ｉｎ（ 鼠源 ， １ ： ２０００ ） 为 内参 ， 每个泳道的蛋 白上样量为 ５ ０
ｐｇ 。

每个样 品 重复 ３ 次 ＾Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ 的实验步骤按第二章 ２ ． ３ ． １ ２ 所述进行 。 用

ＢｍＣＰＶｖ
／

？ ｌ 基因 引 物 （表 ３ ． １ ） 通过 ｒｅａ ｌ

－

ｔ ｉｍｅＰＣＲ 检测其表达水平 ， ７７Ｆ，以 为 内

参 。

２ ． ３ ． ２
ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 检测免疫通路和凋亡通路相关基因表达水平

ＢｍＮ细胞 （ ｌ ｘ ｌ Ｏ
６

） 分别转染４ ｐｇ的ｐ
ＩＺＴ－Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ或
ｐ ＩＺＴ－Ｖ ５ ／ Ｈ ｉ ｓ质粒 ，

４８ ｈ 后提取细胞总 ＲＮＡ ， 用 ＤＮａｓｅｌ 消化基因组 ＤＮＡ 后 ， 用 随机 引 物反转录成

ｃＤＮＡ （ ＲＮＡ 提取 以及反转录步骤参照第 二 章 ） ， 随后用 表 ３ ． １ 所列 引 物通过

ｒｅａ ｌ
－

ｔ ｉｍｅＰＣＲ 检测免疫和凋亡通路相关基因 的表达水平 ， ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 体系和程序设

定如下

（ １ ） 反应体系 （ ２０
ｐＬ ）

２ ＞＜Ｔｒａｎｓ Ｓ ｔａｒｔ？Ｔ ｉｐ
Ｇ ｒｅｅｎ

ｑＰＣＲＳｕｐｅ ｒＭ ｉｘ １ ０
 ＼

ｉＬ

模板ｃＤＮＡ ０ ． １

ｐｇ
－０ ． ５

ｎ ｇ

ＦｏｒｗａｒｄＰｒ ｉｍｅｒ（ １ ０
 ｊ

ｉｍｏ ｌ／Ｌ ） ０ ． ５

ＲｅｖｅｒｓｅＰ ｒ ｉｍｅｒ（ ｌ Ｏ
ｊ

ａｍｏ ｌ ／Ｌ ） ０ ． ５
 ＼

ｘＬ

补足Ｎｕｃ ｌｅａｓｅ
－ｆｒｅｅＷａｔｅｒ至 ２０

 ｜

ｉＬ

（ ２ ） ？０１ 循环的过程为 ： ９ ５ ＿ ０ ＾： １ 〇 １１１ 丨 １１ 后 ， 按 ９ ５ １ １ ５３ ， ５ ５ １： ３ 〇 ５ 扩增 ３ ９

个循环 ， 荧光检测读板设置在 ５ ５

°

Ｃ３ ０ ｓ 阶段 ， ＰＣＲ 反应结束后检测溶解曲线 ； 免

疫和凋亡通路相关基因 的定量引 物见表 ３ ． １ ， ７７Ｆ－Ｍ 为 内参 。

５ ５
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表 
３ ． １Ｒｅａ ｌ

－

ｔ ｉｍ ｅＰＣＲ引 物

Ｇｅｎｅ ｓＮ ａｍ ｅ Ｆｏ ｒｗａｒｄ
ｐｒ ｉｍｅ ｒｓ （ ５

’

一 ３

’

） Ｒｅｖｅｒｓ ｅ
ｐｒ ｉｍｅｒｓ（ ５

’

— ３

’

）

ＴＩＦ－

４Ａ ＧＡＡＴＧＧＡＣＣＣＴＧＧＧＡＣＡＣＴＴＧＡＡＴＧＧＡＣＣＣＴＧＧＧＡＣＡＣＴＴ

ＢｍＣＰ Ｖ ｖｐ ｌ ＧＧＴＣＴＣＧＡＣＧＴＧＡＡＴＡＣＣＧＡＴＣＧＴＣＴＧＣＴＴＣＡＣＴＡＧＣＡＣＧ

ＪＡＫ／ＳＴＡＴ ｛ ＢｍＳＯＣＳ２ ）ＧＴＧＡＣＡＧＡＣＣＧＴＴＧＧＣＴＡＧＧＧＣＡＣＣＧＧＣＧＡＧ ＴＧＴＧＧＡＣＡＣ

ＪＡＫ／ＳＴＡＴ ｉ Ｂｍｓ ｔａ ｔ ）ＧＡＧＣＧＴＴＡＴＧＧＡＣＧＡＧＡＡＧＣＣＣＴＧＧＴＴＧＣＣＧＴＧＧＡＣＴＡＴＧ

Ｉｍｄ｛ ＢｍＰＧＲＰ ）ＣＡＣＴＧＣＡＡＣＡＧＡＡＡＧＣＴＧＴＡＧＣＧＣＡＡＴＡＴＧＣＣＧＡＴＣＣＧＴＣＡＣ

ＲＮＡ ｉ ｉ Ｂｍｄｒｃｌ ）ＣＣＡＧＣＧＴＴＣＡＣＧＴＣＣＧＴＴＧＧＡＧＡＴＣＧＣＣＡＡＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＡＡ

ＲＮＡ ｉ （ ５ ／ｗ吻２ ）ＧＡＣＣＴＡＣＴＡＣＧＣＧＣＡＣＴＴＧＧＣＡＣＧＧＣＴＣＴＴＴＣＡＧＣＡＴＧＣＴＧ

Ｃａｓｐａｓｅ ＧＧＴＡＣＧＧＡＧＡＡＧＧＡＣＧＡＣＧＴＴＧＡＡＴＣＧＡＴＧＣＡＧＣＣＧＴＡＧＴＣＴＣＴＧＡＧ

Ｓｕｒｌ ＧＧＡＧＡＣＧＡＣＧＧＧＴＣＧＣＣＡＣＴＣＣＧＧＣＴＣＧＴＴＧＡＡＧＴＡＣＧＧＣＴＣ

Ｓｕｒ２ ＡＣＡＡＧＡＡＣＡＡＧＴＧＴＡＡＣＧＴＧＣＧＣＡＧＴＧＧＡＣＴＣＣＣＡＧＣＣＡＴＣＴＡＧ

ｐ５３ ＧＡＧＴＣＧＡＧＡＧＡＴＧＣＡＴＣＣＡＧＣＣＣＧＣＡＧＴＡＣＴＧＣＡＣＧＴＣＧＴＴＧ

咖／ ＴＣＧＡＧＡＧＴＧＣＡＧＧＣＧＴＧＣＴＣＧＣＧＴＡＴＧＡＣＧＴＡＣＧＴＧＡＴＧＴＴＣ

Ｃｙｃ ｒ ＣＧＣＡＡＣＧＣＧＡＣＧＡＴＴＣＡＣＧＴＴＧＧＴＧＧＣＡＣＴＧＧＧＣＡＣＡＴＣＧＴＴＧ

ｆｉｃ ／
－２ ＴＧＡＴＧＧＣＣＧＴＧＡＡＧＡＡＧＧＴＣＣＴＧＡＧＣＧＴＴＧＴＡＴＴＴＧＧＣＧＧ

２ ． ３ ． ３ＰＩ 法检测细胞周期

（ １ ） 细胞收集 ： 将 ＢｍＮ 细胞 （ ｌ
ｘ

ｌ 〇
６

） 接种于六孔板上 ， 培养 ２４ｈ 后分别转

染 ４ 明 卩１２１－８ １ ０
－

５〇处 、
？

１２１＾ ５ ／ １＾ 和 ？１２１
＇

－

８ １ ０
－

３〇 １１？
咖

。 转染 ４８ １１ 后 ， １冲８ ８

清洗 ３ 次 ， 加 １ｍＬ０ ．２ ５％含 ＥＤＴＡ 的胰酶消化细胞 ， 轻轻将细胞从六孔板中吹下 ，

收集到 １ ． ５ｍＬ ＥＰ 管 中 。 ４

°

Ｃ ， １ ５００ｒ／ｍ ｉｎ 离心 ５ｍ ｉｎ ， 弃上清 ， 加入 １ｍＬｌ
ｘＰＢ Ｓ

清洗细胞 。

（ ２ ） 固定 ： 加入 ｌ ｍＬ７０％乙醇中 ， 轻轻吹打混匀 ， ４
°

Ｃ 固定 ３ｈ 。 １ ５ ００ｒ／ｍ ｉｎ

离心 ５ｍ ｉｎ ， 弃上清 。 加入 １ｍＬｌ
ｘＰＢＳ 重悬细胞 ， １ ５ ００ｒ／ｍ ｉｎ 离心 ５ｍ ｉｎ ， 弃上清 ，

余 ５ ０ 卟 的 ｌ
ｘＰＢ Ｓ 吹散细胞 ；

（ ３ ） 染色 ： 加入０ ． ５ｍＬ的碘化丙陡 （ ｐｒｏｐ ｉｄ ｉｕｍ ｉｏｄ ｉｄｅ ， Ｐ Ｉ ） 染色液 （ ５ ０
ｎｇ／ｍＬ ） ，

３ ７

°

Ｃ避光温浴 ３０ｍ ｉｎ
；

（ ４ ） 流式检测和分析 ： 用流式细胞仪 （ ＦＣ ５ ００ ， 美国 Ｂ ｅｃｋｍａｎＣｏｕ ｌｔｅｒ ） 在激

发波长 ４８ ８ｎｍ 波长处进行检测 。

２ ． ３ ． ４ Ａｎｎｅｘ ｉｎＶ－ＰＥ／７ －ＡＡＤ 双染法检测细胞凋亡

（ １ ） 细胞收集 ： ＢｍＮ细胞 （ １Ｘ１ 〇
６

） 分别转染４
ｊ
ｉｇｐ ＩＺＴ－Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ 、 ｐ ＩＺＴ－Ｖ５ ／

５ ６
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Ｈ ｉ ｓ和
ｐ

ＩＺＴ－Ｓ １ ０
－

ｓＯＲＦ
ｍｕ ｔ

质粒 。 转染４ ８ｈ后 ， ｌ
ｘＰＢ Ｓ清洗３次 ， 力卩１ｍＬ０ ．２ ５％含

ＥＤＴＡ 的胰酶消化细胞 ， 轻轻将细胞从六孔板 中吹下 ， 收集到 １ ．５ｍＬ 离心管中 。 ４

°

Ｃ ，

１ ０００ｒ／ｍ ｉｎ 离心 ５ｍ ｉｎ 。 弃去上清 ， 加入 １ｍＬ 预冷的 ｌ
ｘＰＢ Ｓ 清洗细胞两次 。

（ ２ ） 细胞处理 ： 参照北京博奥龙免疫技术有限公司 的 Ａｎｎｅｘ ｉｎ ＶＰＥ／７ＡＡＤ 细

胞凋亡检测试剂盒 。

检测凋亡时 ， 需要另 外设 门 （ 划定不同 区域的细胞群 ， 以便单独分析或分选 ） ，

取四组正常细胞 ， 第
一

组为正常活细胞 ； 第二组在半死半活细胞 （

一

半细胞 １ ００

°

Ｃ

煮沸 ５ｍ ｉｎ 灭活 ， 与另
一

半正常细胞混合 ） 中加入 ５ ｎＬ Ａｎｎｅｘ ｉｎ Ｖ－ＰＥ ； 第三组在半

死半活细胞 中加入 １ ０
＾

ｉＬ７ －ＡＡＤ
； 第四组在半死半活细胞中加入 １ ０ 叫 ７ －ＡＡＤ 和 ５

（

ｉＬ Ａｎｎｅｘ ｉｎＶ－ＰＥ 。

２ ． ３ ． ５ＴＵＮＥＬ 检测细胞凋亡

（ Ｕ 细胞处理 ．

？ 用 ｌ
ｘＰＢ Ｓ 清洗表面长有转染 ｐ ＩＺＴ－Ｓ １ ０－

ｓＯＲＦ 、 ｐＩＺＴ－Ｖ５ ／ Ｈ ｉ ｓ

或 ｐ
ＩＺＴ－Ｓ １ ０

－

ｓＯＲＦ
ｍ ｕ ｔ

４ ８ｈ 后的 ＢｍＮ 细胞的爬片 。 加入 ５ ００ 队 ４％多聚 甲醛固 定液

孵育 ３ ０ ｍ ｉｎ ， 弃去 固定液 ， 用 ｌ
ｘＰＢ Ｓ 洗 ５ ｍ ｉｎ ， 然后加入 ５ ００ 吣 透化液 ， 室温孵

育５ｍ ｉｎ 。

（ ２ ） 细胞染色 ： 参照碧云天公司
一

步法 ＴＵＮＥＬ 细胞凋亡检测试剂盒 。

２ ． ３ ． ６ 线粒体膜 电位检测

将 ＢｍＮ 细 胞 （ ｌ
ｘ

ｌ 〇
６

） 接 种 于 六 孔 板 上 ， 培 养 ２４ ｈ 后 分 别 转 染 ４
（

ａｇ

ｐ
ＩＺＴ－Ｓ １ ０

－

ｓＯＲＰ 、 ｐ ＩＺＴ－Ｖ５ ／ Ｈ ｉ ｓ或
ｐ

ＩＺＴ－Ｓ １ ０－

ｓＯＲＦ
ｍｕ ｔ

质粒 。 转染４ ８ ｈ后 ， ｌ
ｘ ＰＢ Ｓ清

洗 ３ 次 ， 轻轻将细胞从六孔板 中吹下 ， 收集到 Ｌ ５ ｍＬ 离心管 中 。 于冷冻离心机 （ ４

°

Ｃ ）

中 ， 以 １ ５ ００ ｒ／ｍ ｉｎ 的转速离心 ５ ｍ ｉｎ ， 弃上清 。 随后参照北京索莱宝公司线粒体膜

电位检测试剂盒 （ ＪＣ －

１ ） 说明书进行操作

２ ． ３ ． ７ 过表达 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 对 Ａ ｃｔ ｉｖｅＣ ａｓｐ

ａｓｅ３ 和 ＰＨＢ ２ 蛋 白水平的影响

ＢｍＮ细胞 （ ｌ
ｘ

ｌ 〇
６

） 分别转染４ｎｇ的ｐ
ＩＺＴ－Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ
ｍｕ ｔ

、 ｐＩＺＴ－Ｖ ５／Ｈ ｉ ｓ以及

ｐ
ＩＺＴ－Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ 质粒 ， ４ ８ｈ 后提取总蛋 白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ，

一

抗为 Ａｃｔ ｉｖｅ

Ｃ ａ ｓｐａｓｅ３抗体 （ 兔源１ ：２０００ ） 、 ＰＨＢ２抗体 （兔源１ ： ２ ０００ ） 和 ａ－

ｔｕｂｕ ｌ ｉｎ抗体 （ 鼠源 ，

１ ：２０００ ） ， 二抗为 ＨＲＰ 标记的 山羊抗鼠抗体 （ １ ： ５ ０００ ）
，每个泳道的蛋 白上样量为

５ ０
 ｊ

ｉｇ 。 每个样品重复 ３ 次 。 Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ 的实验步骤按第二章 ２ ． ３ ． １ ２ 所述进行 。

２ ． ３ ． ８ＩＰ 筛选 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 相互作用 的蛋 白

５ ７
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（ １ ）蛋 白样品的准备 ： ＢｍＮ 细胞 （ １ 
ｘ

 １ 〇
７

）培养 ２４ｈ 后 ， 接种 ５
ｐ
Ｌ ＢｍＣＰＶ （ＭＯ Ｉ

＝

２ ） ，

４８ ｈ 后去除培养基 ， 用 ｌ
ｘＰＢ Ｓ 清洗细胞 ， 而后加入 ２０〇 ｎＬＮＰ４０ 裂解液 。

（ ２ ） 取约 ｌ ｍｇ 蛋 白样品 ， 与 ５
｜

ａｇ ｖ ｓｐ
ｌ ０ 抗体混合 ， 同设未免疫血清作对照 ，

而后放于混匀仪上 ４
°

Ｃ孵育过夜 。

（ ３ ） 吸取 ３ ０
（

ｉＬ Ｐ ｒｏｔｅ ｉｎ Ａ＋Ｇ Ａｇａ
ｒｏ ｓｅ 于

一

个新的 １ ． ５ ｍＬ ＥＰ 管 中 ， 短暂离心

后吸弃上清 。

（ ４ ） 加入１ ００
 ｊ

ｉＬｌ
ｘＰＢ Ｓ洗漆Ｐｒｏｔｅ ｉｎＡ＋Ｇ Ａｇａｒｏ ｓｅ ，１ ５ ００ｒ／ｍ ｉｎ离心３ｍ ｉｎ ，

吸弃上清 。 重复此步骤 ２ 次 。

（ ５ ） 将步骤 （ ２ ） 的抗原抗体复合物加入到洗涤后的 Ｐ ｒｏｔｅ ｉｎ Ａ＋Ｇ Ａｇａｒ
ｏ ｓｅ 中 ，

放于混匀仪上 ４
°

Ｃ缓慢摇动孵育 ４ｈ ， １ ５ ００ｒ／ｍ ｉｎ 离心 ３ｍ ｉｍ 吸弃上清 。

（ ６ ） 加入 ｌ ＯＯ ｐＬ ｌ
ｘ ＰＢ Ｓ 洗涤 ， １ ５ ００ ｒ／ｍ ｉｎ 离心 ３ ｍ ｉｎ ， 吸弃上清 。 重复此步

骤 ４ 次 。

（ ７ ） 留 ８０ 队 ｌ
ｘｐＢＳ 与 ２０ 队 ５ ｘ ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 电泳上样缓冲液混匀 ， １ ００

°

Ｃ水浴

１ ０ｍ ｉｎ ， 随后进行 ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 并银染观察 。

２ ． ３ ． ９ 银染与质谱鉴定

（ １ ） 银染相关试剂 （现配现用 ）

固定液 ：

无水 甲醇 ２０ｍＬ

冰乙酸 ５ ｍＬ

用双蒸水补至 ５ ０ｍＬ 。

敏化液 ：

硫代硫酸钠 ０ ． １
ｇ

无水 甲醇 １ ５ｍＬ

无水乙酸钠 ３ ．４
ｇ

用双蒸水补至 ５ ０ｍＬ 。

硝酸银溶液 ： 称取 ０ ． １ ２ ５
ｇ 硝酸银溶 ， 用双蒸水补至 ５ ０ｍＬ ， 避光放置 。

显色液 ：

无水碳酸钠 １ ．２ ５
ｇ

甲醛 ２０ 叫

５ ８
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补充双蒸水至 ５ ０ｍＬ 。

终止液 ： 称量 ０ ． ２
ｇ 甘氨酸溶解于 ５ ０ｍＬ 双蒸水中 。

（ ２ ） 取 出凝胶放于玻璃皿中 ， 倒入固定液 ， 摇床孵育 ３ ０ ｍ ｉｎ
；

（ ３ ） 吸去固定液 ， 倒入敏化液 ， 摇床孵育 ３ ０ｍ ｉｎ
；

（ ４ ） 吸去敏化液 ， 用双蒸水清洗凝胶 ３ 次 ， 每次 ５ｍ ｉｎ
；

（ ４ ） 倒入硝酸银溶液 ， 避光孵育 ５ｍ ｉｎ ， 加入双蒸水漂洗 ２ 次 ， 每次 １ｍ ｉｎ
；

（ ５ ） 倒入显色液摇床孵育 ， 待出现明显的蛋 白条带时 ， 吸去显色液 ， 倒入终

止液 ， 即可观察 ；

（ ６ ） 割取差异条带 ， 进行质谱鉴定 。

２ ． ３ ． １ ０ 细胞水平检测 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 与 ＰＨＢ２ 的共定位

ＢｍＮ 细胞 （ ｌ
ｘ

ｌ 〇
４

） 在二十四孔板中培养 ２４ ｈ 后 ， 接种 ３
ｎＬ ＢｍＣＰＶ（ＭＯ Ｉ

＝
２ ）

４ ８ｈ ， 按照第二章 ２ ．９ 所述方法对感染后的 ＢｍＮ 细胞进行免疫荧光实验检测细胞

内 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 与 ＰＨＢ ２ 的共定位情况 ， 实验所用
一

抗为 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 抗体 （ 鼠抗 ， １ ： １ ０ ）和 ＰＨＢ２

抗体 （兔抗 ， １ ： １ ０ ） ， 二抗为 ＣＹ３ 标记的 山 羊抗兔 （ １ ： ５ ０ ） 和 Ｆ ＩＴＣ 标记的 山 羊抗

鼠 （ １ ： ５ ０ ） ， 细胞核用 ＤＡＰ Ｉ（ １ ： １ ０００ ） 进行染色 。

２ ． ３ ． １ １Ｃｏ －

ＩＰ 实验检测 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 与 ＰＨＢ２ 蛋 白 的互作关系

（ １ ）ＢｍＮ细胞 （ ｌ
ｘ

ｌ 〇
７

） 接种５ ｎ
Ｌ ＢｍＣＰＶ（ ＭＯ Ｉ

＝

２ ） ，４ ８ ｈ后收集细胞 ，

用 ｌ
ｘＰＢ Ｓ 清洗细胞 ３ 次 ；

（ ２ ） 用 １ ２〇 ｎＬ ＮＰ －４０ 裂解液 （ 购 自 碧云天公司 ） ４
°

Ｃ裂解细胞 ３ ０ ｍ ｉｎ ， 期间

可上下颠倒数次以提高裂解效率 ；

（ ３ ）４
°

Ｃ ， １ ２ ０００ ｒ／ｍ ｉｎ ， ３ ０ ｍ ｉｎ ， 取上清至新ＥＰ管 ；

（ ４ ） 在上清 中加入 ５
ｐｇ 目 标抗体 （ ＰＨＢ２ 抗体购 自 Ｐ ｒｏｔｅ ｉｎ ｔｅｃｈ 公司 ， ｖ ｓｐ

ｌ Ｏ

抗体为 自制抗体 ， ） ， 同设未免疫血清作对照 ， 置于混匀仪上 ４
°

Ｃ孵育过夜 ；

（ ５ ） 用ｌｍＬ预冷的ｌ
ｘＰＢ Ｓ清洗３ ０

ｎ
Ｌ的Ｐｒｏｔｅ ｉｎ Ａ＋Ｇ Ａｇａｒｏ ｓｅ ，４

°

Ｃ２ ０００ｒ／ｍ ｉｎ

离心 ２ｍ ｉｎ ， 弃上清 ， 此步骤重复三次 ；

（ ６ ） 将 ４

°

Ｃ辉育过夜的混合液加入清洗后的 Ｐｒｏｔｅ ｉｎ Ａ＋Ｇ Ａｇａｒｏ ｓｅ 中 ， 置于混

匀仪上 ４
°

Ｃ孵育 ４ ｈ
；

（ ７ ）４
°

Ｃ ， ２０００ ｒ／ｍ ｉｎ离心２ ｍ ｉｎ ， 弃上清 ；

（ ８ ） 用预冷的１
ＸＰＢ Ｓ清洗Ｐｒｏ ｔｅ ｉｎ Ａ＋Ｇ Ａｇａｒｏ ｓｅ ， ４

°

Ｃ ， ２０００ｒ／ｍ ｉｎ离心２ｍ ｉｎ ，

５ ９



第三章


ＢｍＣＰＶ 编码小肽 ｖｓ
ｐ

ｌ Ｏ 的鉴定及在凋亡中的功能研宄

弃上清 。 此步骤重复六次 ；

（ ９） 向 清 洗 后 的Ｐ ｒｏｔｅ ｉｎＡ＋ＧＡｇａｒｏ ｓｅ中 加 入８０ｐＬ１ 
ｘＰＢ Ｓ和２０ｐＬ

５４０ ５ －？八０￡ 蛋 白上样缓冲液 ， 混匀后 ９ ５

°

（：水浴 ５ １１１ 丨 １１ ， １ ２０００ 以１１１ 丨 １１ 离心 ５ １＾ １１ ，

上清即为蛋 白样品 ， 样品用于 Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌ ｏｔｔｉｎｇ 检测蛋 白 的含量 。

一

抗为 ａｎｔ ｉ

－ＰＨＢ２

抗体 （兔源 １ ：２０００ ） 和 ａｎｔ ｉ
－ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 抗体 （ 兔源 １ ： １ ０００ ） 。 二抗为 ＨＲＰ 标记的 山 羊

抗兔 ／鼠抗体 （ １ ： ５０００ ） 。 每个泳道的蛋 白上样量为 ５０ 叩 。

２ ． ３ ． １ ２ 免疫荧光检测 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 与线粒体的共定位

（ １ ） 标记线粒体 ： 将浓度为 ｌ ｍｍｏ ｌ／Ｌ 的线粒体深红荧光探针 （Ｍ ｉｔｏＴｒａｃｋｅ ｒ

？

Ｄｅｅｐ Ｒｅｄ ＦＭ ） ， 用培养基稀释成终浓度约为 １ ００ ｎｍｏ ｌ／Ｌ 的染色工作液 。 取 ＢｍＮ

细胞 （ ｌ
ｘ

ｌ 〇
４

） 在二十四孔板中培养 ２４ ｈ 后 ， 接种 ３
ｊ

ｉＬ ＢｍＣＰＶ（ＭＯ Ｉ
＝

２ ）４８ ｈ ， 随

后吸取培养基并加入染色工作液 （ ３ ７

°

Ｃ预热 ） ， 于 ２６

°

Ｃ恒温培养箱 中孵育 １ ５
－４ ５ｍ ｉｎ 。

（ ２ ） 免疫荧光检测 ： 染色结束后按照第二章 ２ ． ９ 所述方法对感染后的 ＢｍＮ 细

胞进行免疫焚光实验检测细胞 内 ｖｓｐ ｌ Ｏ 与线粒体的共定位情况 。

一

抗为 ｖｓｐ ｌ Ｏ 抗体

（ 鼠抗 ， １ ： １ ０ ） ，
二抗为 Ｆ ＩＴＣ 标记的 山 羊抗 鼠抗体 （ １ ： ５ ０ ） ， 细胞核用 ＤＡＰＩ （ １ ： １ ０００ ）

进行染色 。

２ ． ３ ． １ ３ 干扰 ＰＨＢ２ 检测 Ａｃｔ ｉｖｅＣａｓｐａｓｅ３ 和 ＢｍＣＰＶ ＶＰ７ 蛋 白 的表达水平

ＢｍＮ 细胞 （ ｌ
ｘ

ｌ Ｏ
６

） 在六孔板中培养 ２４ ｈ 后 ， 分别转染 ４ 吨 的 ｐＩＺＴ－Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ

质粒 ４ ８ｈ ， 然后接种 ５ 吣 ＢｍＣＰＶ（ＭＯ Ｉ
＝
２ ） ，４８ｈ 后 ， 再分别转染终浓度为 ５ 叫１〇 １

的ＰＨＢ２－

ｓ ｉＲＮＡ（ ＣＡＵＣＧＵＧＣＣＡＵＵＡＵＧＵＵＣＡＡＣＡＧＡＡＴＴ ） 。 转染４８ ｈ后提取

总蛋 白 ， 用 Ｗｅ ｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ 检测 Ａｃｔ ｉｖｅＣａ ｓｐａｓ ｅ３ 和 ＶＰ７ 蛋 白 的表达水平 ，

一

抗为

ＶＰ７抗体 （ 鼠源 ， １ ： １ ０００ ） 和Ａ ｃｔ ｉｖｅＣａｓｐａｓｅ３抗体 （兔源 ， １ ： １ ０００ ） ，
二抗为ＨＲＰ

标记的 山 羊抗鼠 ／兔抗体 （ １ ： ５ ０００ ） ， ａ－

ｔｕｂｕ ｌ ｉｎ（ 鼠源 ， １ ：２０００ ） 为 内参 ， 每个泳道

的蛋 白上样量为 ５ ０
ｐｇ 。 每个样品重复 ３ 次 。 Ｗｅ ｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ 的实验步骤按第二章

２ ．３ ． １ ２ 所述进行 。

３ 结果与分析

３ ． １ｖｓｐ
ｌ Ｏ 可延缓 ＢｍＣＰＶ 的复制增殖

在实验室前期的研宄中 ， 初步验证了ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 可延缓 ＢｍＣＰＶ 的复制增殖 。 为了

进
一

步研宄 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的功能 ， 首先需要 明确 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 对 ＢｍＣＰＶ 复制增殖的影响 。 我们

６０
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用实验室之前保存的 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的过表达质粒 ｐ
ＩＺＴ－ Ｓ ｌ Ｏ

－

ｓＯＲＦ 转染 ＢｍＮ 细胞 ４ ８ｈ ， 之

后接种 ＢｍＣＰＶ ， 感染 ４ ８ｈ 后收集细 胞提取总 ＲＮＡ 和 蛋 白 ， 然后通过 Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎ

ｂ ｌｏｔｔ ｉｎ
ｇ 和实时荧光定量 ＰＣＲ 检测病毒 Ｖ Ｐ４ 蛋 白 、 Ｖ Ｐ ７ 蛋 白和 ｖｐ ｌ 基因 的表达水

平 。 结果如 图 ３ ． １ 所示 ， 与对照相 比病毒 ＶＰ４ 和 Ｖ Ｐ ７ 蛋 白 的表达均受到抑制 （ 图

３ ． １Ａ ） ， 在基因水平上 ， 叩 １ 基因 的表达水平也受到 了抑制 （ 图 ３ ． ］Ｂ ） 。 这些结

果表 明 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 确实可延缓 ＢｍＣ ＰＶ 的复制增殖 。

Ａ Ｂ

ｐ
ＩＺＴ－ ＶＳＨ ｉｓｐ

Ｉ２ ７
－ Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ ｐ
！ＺＴ－ Ｖ５Ｈ ｉ ｓｐ ｌＺ Ｔ－ ＳＷ－

ｓＯＲｆ

ｖ ｐ ７
ｂｋｎ＊ ｖ

｜

＞

４：Ｉ
ｚ

ａ
－

ｔｕｂｕ ｉｍｍｍｍｍｒｎｍｍｍｍ ａ ｔｕ ｂｕ ｉ ｉ ｎ Ｔ Ｉ＝ １ ０
̄



￡ ： 〇 －５ ＜

－

ｆ■ 一！■ 丁 〇 ． 〇 Ｉ
，

ｐ
—

｜
ｒ
—

Ｉ ｐ
Ｉ ＺＴ －ＶＳ ／ Ｉ Ｉ ｉ ，ｐ ｌＺＴ －Ｓ Ｉ Ｏ＾ＯＲ Ｆ

■ ｉ■
〇 〇 Ｊ￣＾ —— ０ ． ０ Ｊ￣ 严



ｐ
Ｉ Ｚ Ｔ ＶＳ Ｈ ｌ ＊ｐ Ｉ Ｚ Ｔ Ｓ １ ０  ＊ ＯＲＦ ｐ

Ｉ ＺＴ  ＼
＊

Ｓ － Ｈｂｐ Ｉ Ｚ ｌ Ｓ １ ０  ？ＯＲｆ

图 ３ ． １ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 延缓 ＢｍＣＰＶ 的复制增殖

Ａ ，ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 对 ＶＰ７ 和 ＶＰ４ 病毒蛋 白 表达 水平 的 影 响 。 ＢｍＮ 细胞 （ ｌ

ｘ
ｌ 〇

６

） 分 别 转 染 ４ 咫 的

ｐ
ＩＺＴ－ Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ或
ｐ

ｌＺＴ－Ｖ ５ ／Ｈ ｉ ｓ质粒４ ８ｈ ， 接种５ｐ
ＬＢｍＣ ＰＶ（ＭＯ Ｉ

＝

２ ） ， ４ ８ｈ后提取总蛋 白

进行 Ｗｅｓ ｔ ｅ ｒｎｂ ｌ ｏｔｔ ｉｎｇ 检测 （ 上 列 ） ，

一抗 为 ＶＰ ７ 和 ＶＰ４ 抗体 （ 均 为 实验室制备 ， 鼠源 １ ： １ ０ ０ ０ ） ，

以 ａ
－

ｔｕｂｕ ｌ ｉｎ （ 鼠源 ， １ ： ２ ０ ０ ０ ） 为 内 参 ，

二抗 为 Ｈ ＲＰ 标记的 山 羊抗 鼠抗体 （ １ ： ５ ０ ０ ０ ） 。 泳道 ｐ
ＩＺＴ

和 Ｓ ｌ Ｏ
－

ｓＯＲＦ 分别 为 细胞转 染 ｐ ＩＺＴ－Ｖ ５ ／Ｈ ｉ ｓ 或 ｐ
ＩＺＴ－ Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ 质粒 ， 每个泳道 的蛋 白 上样量 为

５ ０ 叩 。 对 Ｗｅ ｓ ｔ ｅ ｒｎｂ ｌ ｏｔｔ ｉ ｎ ｇ 信号条带进行灰度扫描 ， 左 下 列 为 ＶＰ ７ 条带 的灰度扫描分析结 果 ，

右 下 列 为 ＶＰ４ 条带 的灰度扫描分析结 果 。 （

＊

ｐ
＜０ ． ０ ５ ， 实验重 复 ３ 次 ， Ｅ ｒｒｏ ｒ ｂ ａ ｒ ｓ ， ｎ

＝

３ ） 。 Ｂ ，

ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 对病毒 ｖｐ 丨 基 因表达水平 的影 响 。 ＢｍＮ 细胞 （ ｌ
ｘ

ｌ 〇
６

） 分别转染 ４ 吨 的 ｐ
ｌＺＴ－

Ｓ １ ０
－

ｓＯＲ Ｆ

或
ｐ

ＩＺＴ－Ｖ ５ ／ Ｈ ｉ ｓ质粒４ ８ｈ
， 接种５ ｜

ｉＬＢｍＣＰＶ （ＭＯ Ｉ

＝

２ ） ，４ ８ｈ后后提取总ＲＮＡ ， 通过
ｑ
ＲＴ－ ＰＣＲ

检测 病毒 ｖｐ ｌ 基 因 相对表达水平 ， 用 ７７尸－以 基 因 作 内 参 。

Ｆ ｉ ｇ
ｕ ｒｅ３ ． １Ｏｖｅ ｒｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏ ｆ ｖ ｓｐ

ｌ Ｏｄ ｅ ｌ ａｙ ｓｔｈｅｒｅｐ ｌ ｉ ｃ ａ ｔ ｉ ｏｎａｎｄ
ｐ

ｒｏ ｌ ｉ ｆｅｒａ ｔ ｉｏｎｏ ｆ Ｂｍ ＣＰＶ

Ａ
，
Ｔｈｅｅ ｆｆｅｃ ｔｏ ｆ ｖｓｐ ｌ Ｏｏｎ ｔｈ ｅｅｘ

ｐ
ｒｅｓ ｓ ｉ ｏｎ ｌ ｅｖｅ ｌｏ ｆ ＶＰ７ａｎ ｄＶＰ４ ．ＢｍＮｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

 （
１ 
ｘ

１ ０
６

）
ｗ ｅｒｅ ｔｒａｎ ｓ ｆｅ ｃ ｔ ｅｄ

ｗ ｉ ｔｈ４ （

ｉｇｐ ＩＺＴ－Ｓ ｌ Ｏ
－

ｓＯＲＦｏ ｒｐ ＩＺＴ－Ｖ５ ／Ｈ ｉ ｓｐ ｌ ａ ｓｍ ｉ ｄ ｓｆｏ ｒ４ ８ｈ
，ａｎ ｄ ｔｈ ｅｎｉｎｏ ｃｕ ｌ ａ ｔ ｅｄｗ ｉ ｔｈ５

ＢｍＣ ＰＶ
（
ＭＯ Ｉ

＝

２
）

．４ ８ｈ ｏ ｕ ｒ ｓ ｌ ａ ｔ ｅ ｒ
， ｔｈ ｅ ｔｏ ｔ ａ ｌ

ｐ
ｒｏ ｔ ｅ ｉｎｗ ａ ｓｅｘ ｔｒａ ｃ ｔ ｅ ｄａｎ ｄｄ ｅ ｔ ｅ ｃ ｔ ｅ ｄｂｙ

Ｗｅ ｓ ｔ ｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔｔ ｉ ｎｇ ，

ＶＰ ７ａｎ ｄＶＰ４ａｎ ｔ ｉｂｏ ｄ ｉ ｅ ｓ
 （

ａ ｌ ｌ

ｐ
ｒｅ

ｐ
ａ ｒ ｅ ｄ ｉ ｎ ｌ ａｂ ｏ ｒａ ｔｏ ｒｙ ，

ｍ ｏ ｕ ｓ ｅ
， １ ： １ ００ ０

）
ｗ ｅ ｒｅｕ ｓ ｅｄａｓ ｔｈ ｅｆｉｒ ｓ ｔａｎ ｔ ｉ ｂｏ ｄｙ ，

ｒｅ ｓ
ｐ
ｅ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅ ｌ

ｙ ，ａ
－

ｔ ｕｂ ｕ ｌ ｉｎ（
ｍ ｏ ｕ ｓｅ

， １ ： ２ ０ ００
）ｗ ａ ｓｕ ｓ ｅｄａ ｓ ｉ ｎ ｔ ｅｒｎ ａ ｌｒｅ ｆｅ ｒｅｎ ｃ ｅ

，ＨＲＰｃ ｏｎ
ｊ
ｕｇａ ｔ ｅ ｄｇｏ ａ ｔ

ａｎ ｔ ｉ

－ｍ ｏ ｕ ｓ ｅ Ｉ
ｇＧ （

１ ： ５ ０ ０ ０
）
ｗ ｅ ｒｅｕ ｓｅ ｄａ ｓ ｔｈ ｅｓ ｅ ｃ ｏｎ ｄａｎ ｔ ｉ ｂ ｏ ｄｙ ．Ｔｏ ｐ

ｌ ｅｆｔａｎ ｄ ｔｏｐ
ｒ ｉ

ｇ
ｈ ｔｗｅ ｒｅ ｔｈ ｅｒｅ ｓ ｕ ｌ ｔ ｓｏ ｆ

６ １



第三章


ＢｍＣ ＰＶ 编码小肽 ｖ ｓ
ｐ ｌ Ｏ 的鉴定及在凋亡 中 的功能研宄

Ｗｅ ｓｔ ｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔｔ ｉｎｇ ，ｔｈ ｅａｍ ｏｕｎ ｔｏ ｆ
ｐ

ｒｏ ｔ ｅ ｉｎａｄ ｄ ｅ ｄ ｉｎｅ ａ ｃｈ ｌ ａ ｎ ｅｗ ａ ｓ５ ０ ）

ｉｇ ．Ｂ ｅ ｌ ｏｗ ｌ ｅｆｔｗ ｅ ｒｅｒｅ ｓｕ ｌｔｓｏ ｆ

ｒｅ ｌ ａ ｔ ｉｖ ｅ
ｇｒａｙｖ ａ ｌ ｕｅｏ ｆ ＶＰ ７ｓ ｉ ｇｎ ａ ｌ ｉ ｎｇ

ｂａｎｄ ｔｏｒｅ ｆｅ ｒｅｎ ｅａ －

ｔ ｕｂｕ ｌ ｉｎ ．Ｂ ｅ ｌ ｏｗｒ ｉ

ｇｈ ｔｗ ｅｒｅｒｅ ｓｕ ｌ ｔ ｓｏ ｆ ｒｅ ｌ ａ ｔ ｉ ｖ ｅ

ｇ
ｒａｙｖａ

ｌ ｕ ｅｏ ｆ ＶＰ４ｓ ｉｇｎ ａ ｌ ｉｎｇｂａｎ ｄ ｔｏｒｅ ｆｅ ｒｅｎ ｅａ
－

ｔｕ ｂ ｕ ｌ ｉｎ
（

＊
Ｐ＜０ ． ０ ５

，Ｅｒｒｏ ｒｂ ａ ｒ ｓ
，ｎ

＝

３
）

．Ｂ
，Ｔｈ ｅｅ ｆｆｅ ｃ ｔｏ ｆ

ｖ ｓｐ ｌ Ｏｏｎｔｈ ｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎ ｌ ｅｖｅ ｌｏ ｆＳ Ｉｇ ｅｎ ｅ ．ＢｍＮｃ ｅ ｌ ｌ ｓ（
１

＞＜
１ ０

６

）ｗ ｅ ｒｅｔｒａｎ ｓ ｆｅｃ ｔ ｅ ｄｗ ｉ ｔｈ４ ｜

ｉｇ

ｐ
ＩＺＴ－ Ｓ ｌ Ｏ

－

ｓＯＲＦｏ ｒ
ｐ

ＩＺＴ－Ｖ５ ／Ｈ ｉ ｓ
ｐ

ｌ ａ ｓｍ ｉ ｄ ｓｆｏ ｒ４ ８ｈ ．ａｎ ｄ ｔｈ ｅｎ ｉｎｏ ｃｕ ｌ ａ ｔ ｅｄｗ ｉ ｔｈ５
 ｜

ｉＬＢｍＣ ＰＶ
（
ＭＯ Ｉ

＝

２
）

．

４ ８ｈ ｏｕ ｒ ｓ ｌ ａ ｔｅ ｒ
， ｔｏ ｔ ａ ｌＲＮＡｗ ａ ｓｅｘ ｔｒａ ｃ ｔ ｅｄ ．Ｔｈ ｅｒｅ ｌ ａ ｔ ｉ ｖ ｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ ｌ ｅｖ ｅ ｌｏ ｆ ＼ｐ ＼

ｇｅｎ ｅ
ｗａ ｓｄ ｅ ｔ ｅ ｃ ｔ ｅｄｂｙ

ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ

，
ａｎｄＴ１Ｆ－４Ａ

ｇｅｎ ｅｗ ａｓｕ ｓｅ ｄａ ｓ ｉｎ ｔｅｒｎ ａ ｌｒｅ ｆｅ ｒｅｎ ｃｅ ．

３ ． ２ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 对免疫和 凋 亡相 关通路基 因 的影响

病毒 的入侵
一

般会激活宿主 的 免疫反应 ， 并作为外界刺激 引 起
一

系列生理反

应的发生 ， 为 了进
一

步研宄 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 是通过何种途径来延缓 ＢｍＣＰＶ 复制增殖的 ， 我

们通过转染 ｐ
ＩＺＴ－Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ 使 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 在 ＢｍＮ 细胞 中过表达 ， 并分别对免疫和凋亡

相关通路基因进行定量检测 。 结果显示 ， 在免疫相关的信号通路中 ， 过表达 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ

对 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ 通路相关基因 （ ５ｗＣＯＳＣ２ 、 、 ＲＮＡ ｉ 通路相关基 因

和 Ｉｍ ｄ 通路相关基 因 兄Ｐ ） 的表达水平无 明 显影 响 ， 对 ＲＮＡ ｉ 通路基 因

基 因 ， 图 ３ ． ２Ａ 中 以 Ｄ ｒｃ２ 表示 ） 能起到
一

定的抑制作用 ， 与对照组相 比

降低 了３ ２ ． ８ ５％（ 图 ３ ．２ Ａ ） ， 而对其他的免疫通路影响不大 。 在细胞凋亡通路 中 ，

过表达 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 对促调亡基 因 Ｑｗ
ｊ
ｏｏｓ

＇

ｅ 、 却 和 如 ７

＊

２ 起到
一

定的促进 ， 并且能

够下调凋亡抑制基因 （ 图 ３ ． ２ Ｂ ） 。

Ａ Ｂ

■■ｐ ｌＺＴ －Ｖ５

：

Ｉ ｌ ｉｓ

＝

２ － °
１■■ｐｌＺＴＡ

－

５ ｝ ｉｈ ｓ
２ ． 〇

１
ｃ＝３ ｉ

＞ ＩＺＴ
－

Ｓ ｌ ０ ．ｓＯＲｒ

＊

１５
ｕ

＊ ＊ ＊ ＊

ｍｉｉｍｌｉ ｉ ｉ
ｉ
ｌ ｉ ｉ ｌ ｉ

Ａ ｇ ｏ ２ＰＧＲＦＣＯＣＳ ２ ｓ ｔａ ｔＤ ｒｃ ２ Ｃ ａ ｓ
ｐ ａｒ Ａ ｐ

ａ ｆＣｙｌ ｃｐ５
３ ｓｕ ｒ ｌ ｓ ｕ ｒ２ｂ ｃ ｌ

－

２

图 ３ ．２ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 对免疫和凋 亡通路基 因表达的影响

ＢｍＮ 细胞 （ １Ｍ ０
６

） 分别 转染 ４
 ｜

ｉｇ 的 ｐ
ＩＺＴ－ Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ 或 ｐ
ＩＺＴ－Ｖ ５ ／Ｈ ｉ ｓ 质粒 ，

４ ８ｈ 后提取细胞

总 ＲＮＡ ， 去除基 因 组 ＤＮＡ 后 用 随机 引 物反转录成 ｃＤＮＡ ， 随后通过 ｑ
ＲＴ－ＰＣＲ 检测免疫和凋

亡通路基 因 相对于 ７７厂－＾ 的转录水平 。 Ａ
，ｖ ｓｐ

ｌ Ｏ 对免疫通路相 关基 因 表达的影 响 。 Ｂ
，ｖ ｓｐ

ｌ Ｏ

对 ）周 亡相 关基 因 表达的影响 。

Ｆ ｉ ｇ
．３ ． ２Ｅｆｆｅ ｃｔｏｆ ｖ ｓｐ

ｌ Ｏｏｎ
ｇｅｎ ｅｅｘｐ

ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆ  ｉｍｍ ｕｎ ｅａｎ ｄａ
ｐ
ｏ
ｐ ｔｏ ｔ ｉ ｃ

ｐ ａ ｔｈｗａ
ｙ
ｓ

６ ２
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第三章

ＢｍＮｃ ｅ ｌ ｌ ｓ（
１

＞＜
１ ０

６

）ｗ ｅ ｒｅｔ ｒａｎ ｓ ｆｅ ｃ ｔ ｅ ｄｗ ｉ ｔｈ４ ［

＼ ｇｐ
ＩＺＴ－Ｓ ｌ Ｏ

－

ｓＯＲＰｏ ｒｐ ＩＺＴ－Ｖ ５ ／Ｈ ｉ ｓｐ ｌ ａ ｓｍ ｉ ｄ ｓ
，

ｒｅ ｓｐｅ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅ ｌｙ
．Ａ ｆｔｅ ｒ４ ８ｈｏｕｒｓ

， 
ｔ ｏ ｔａ ｌＲＮＡ ｗ ａ ｓｅｘｔ ｒ ａ ｃ ｔ ｅｄｆｒｏｍＢｍＮｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

，ｇｅｎ ｏｍ ｉ ｃＤＮＡ ｗ ａ ｓｒｅｍ ｏｖ ｅｄ
，

ａｎ ｄｔｈｅｎｒｅｖｅ ｒ ｓ ｅｔｒａｎ ｓ ｃ ｒ ｉｂ ｅｄ ｉｎ ｔ ｏｃＤＮＡｗ ｉ ｔｈｒａｎｄ ｏｍｐ ｒ ｉｍ ｅ ｒ ｓ ．Ｔｈ ｅｔ ｒａｎ ｓ ｃｒ ｉ

ｐ ｔ ｉ ｏｎ ｌ ｅｖ ｅ ｌ ｓｏｆ ｉｍｍ ｕｎ ｅ

ａｎ ｄａ
ｐ
ｏ
ｐ ｔｏ ｓ ｉ ｓ

ｐ
ａｔｈｗ ａｙｇｅｎ ｅ ｓｒｅ ｌ ａ ｔ ｉｖ ｅ ｔｏＴＩＦ－４Ａｗｅ ｒｅｄ ｅ ｔ ｅ ｃ ｔ ｅｄｂｙｑ

ＲＴ－ＰＣＲ ．Ａ
，Ｔｈ ｅｅ ｆｆｅ ｃ ｔｏ ｆ ｖ ｓ

ｐ
ｌ Ｏ

ｏｎ ｔｈ ｅｅｘ
ｐ
ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｆ ｉｍｍ ｕｎ ｅ

ｐ
ａ ｔｈｗａｙｒｅ ｌ ａ ｔ ｅｄ

ｇｅｎ ｅ ｓ ．Ｂ
，Ｔｈ ｅｅ ｆｆｅ ｃ ｔｏ ｆ ｖ ｓｐ

ｌ Ｏｏｎｔ ｈ ｅｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆ

ａ
ｐ
ｏｐ ｔ ｏ ｓ ｉ ｓ ｒｅ ｌ ａ ｔｅｄ

ｇ
ｅｎ ｅ ｓ ．

３ ． ３ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 抑制 细胞周 期

为 了 更全面的理解 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的功能 ， 随后检测 了ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 对细胞周 期 的影响 。 ＢｍＮ

细胞分别转染
ｐ

ＩＺＴ－ Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ 、

ｐ
ＩＺＴ－Ｖ ５ ／ Ｈ ｉ ｓ或

ｐ
ＩＺＴ－Ｓ １ ０

－

ｓＯＲＦ
ｍｍ

，４ ８ ｈ后收集细

胞用 Ｐ Ｉ 染色 ， 上流式细胞仪检测细胞周期各时相 的细胞 比例 。 结果显示 ， 与转染

ｐ
ｌＺＴ－Ｖ ５ ／Ｈ ｉ ｓ 或 ｐ

ＩＺＴ－ Ｓ １ ０ －

ｓＯ ＲＦ
ｍ ｕ ｔ

的对照组相 比 ， 转染 ｐ
ＩＺＴ－Ｓ １ ０

－

ｓＯＲＦ 组的细胞处

于 Ｇ １ 期 的 比例明 显增加 ， 而处在 Ｇ ２ 和 Ｓ 期 的细胞 比例则 明 显减少 （ 图 ３ ． ３ ） 。

综上结果说 明 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 可 以延缓 ＢｍＮ 细胞周 期 的进程 。

ｐ ＩＺＴ － Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ ｐ ＩＺＴ／Ｖ５
－Ｈ ｉ ｓ

Ｇ １ ．

－

４９ ． ７９ ９％Ｇ Ｊ ： ３ ４ ． ７ ５ ４
°
／〇

Ｓ
－

． ３ ３ ． ４ ３ ５％＇ Ｌ

ｊ Ｓ ： ４４ ． ２ ８ ７％

Ｌ
—

：

〖

一

． ？
—Ｍ

＇

ＪＬ

ｐ ＩＺＴ
－ Ｓ １ ０ －

ｓＯ ＲＦ ｒａｕ ｌ

Ｇ １ ： ４０ ． ８２ ３％ ６〇 Ｉ １■■ｐ！ＺＴ
－Ｓ 】 ０

－

ｓＯＲＦ

Ｓ ： ３ ９ ． ７ ２ ５
°
／〇 Ｉｒ

＾

ｎ ｃａＰ
ＩＺＴ －Ｖ５ ／ Ｈｉ ｓ

Ｇ ２ ／Ｍ ：  １ ９ ． ４ ５ ２％１

｜ 了
＝ １ｐ

ＫＴ－

Ｓ ｌ ｄ
－

ｓＯＲＦ
咖

ＬＭｍ——

－

    

ｉ １ ｉ

Ｇ １ ＳＧ ２ ／Ｍ

图 ３ ． ３ 过表达 ｖ ｓ ｐ ｌ ０ 抑制 细胞周 期

Ｐ Ｉ 法检测 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 对 细胞周 期 的影 响 。 ＢｍＮ 细胞 （ ｌ
ｘ

ｌ 〇
６

） 分别 转 染 ４
ｎｇ 的 ｐ

ＩＺＴ－ Ｓ １ ０
－

ｓＯＲＦ 、

ｐ
ＩＺＴ－Ｖ ５ ／Ｈ ｉ ｓ 和 ｐ

ＩＺＴ－ Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ＿ 质粒 ，
４ ８ｈ 后 用 流式 细胞仪检测处 于 细胞周 期各时相 的 细胞

６ ３
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比例 。 （

＊

ｐ
＜０ ． ０ ５ ， 实验重复２次 ，

Ｅｒｒｏ ｒ ｂａ ｒ ｓ ，ｎ
＝

２ ） 。

Ｆ ｉｇｕ ｒｅ３ ． ３Ｏｖ ｅ ｒ ｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏ ｆ ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ ｉ ｉｉｈ ｉｂ ｉｔ ｓｃ ｅ ｌ ｌｃｙｃ ｌ ｅ

Ｐ Ｉｍ ｅ ｔｈ ｏ ｄｗ ａ ｓｕ ｓ ｅｄ ｔｏｄ ｅ ｔｅ ｃ ｔ ｔｈ ｅｅｆｆｅ ｃ ｔｏ ｆ ｖ ｓｐ
ｌ Ｏｏｎｃｅ ｌ ｌｃｙ ｃ ｌ ｅ ．ＢｍＮｃ ｅ ｌ ｌ ｓ （

１
＞ ＜

１ ０
６

）
ｗ ｅ ｒｅｔｒａｎ ｓ ｆｅ ｃ ｔ ｅｄ

ｗ ｉ ｔｈ４ｐ
ｌ ａ ｓｍ ｉ ｄ ｓｏ ｆ

ｐ
ＩＺＴ－ Ｓ １ ０

－

ｓＯＲＦ ，

ｐ
ＩＺＴ－Ｖ５ ／Ｈ ｉ ｓａｎｄ

ｐ
ＩＺＴ－ Ｓ ｌ ０ －

ｓＯＲＦ
ｍ ｕ ｔ

，ｒ
ｅ ｓｐ ｅ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅ ｌｙ ．Ａ ｆｔｅ ｒ４ ８

ｈ ｏｕｒｓ
， ｔｈ ｅ

ｐ ｒｏ
ｐ
ｏ ｒｔ ｉ ｏｎｏ ｆ ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ｉ ｎｅａ ｃｈ

ｐ
ｈ ａ ｓ ｅｏ ｆ ｃｅ ｌ ｌｃｙ ｃ ｌ ｅｗａ ｓｄ ｅ ｔ ｅ ｃ ｔ ｅｄｂｙｆｌ ｏｗｃｙ ｔｏｍ ｅ ｔ ｒｙ （

＊
Ｐ＜０ ． ０ ５

，

Ｅｒｒｏ ｒ ｂａｒ ｓ
，ｎ

＝

２
）

．

３ ． ４ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 促进细胞调 亡

为 了 明确 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 对细胞凋亡的影响 ， 将 ｐ ＩＺＴ－ Ｓ １ ０

－

ｓＯＲＦ 质粒 以 ４ 吨 ／ｍＬ 的用量

转 染 进 ＢｍＮ 细 胞 ， 对 照 为 转 染 ｐ
ＩＺＴ－Ｖ ５ ／Ｈ ｉ ｓ 或 不 表 达 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的 突 变 质 粒

ｐ
ＩＺＴ－

Ｓ １ ０
－

ｓＯＲＦ
—

（ 实验室保存 ， 起始码 ＡＴＧ 下游序列 ｔａｃ
ｇ
ｃ 突变为 ｔａａｇ ａ ， 即 ｖ ｓｐ

ｌ Ｏ

的第二密码子突变为终止码 ＴＡＡ ） ，
４ ８ｈ 后收集细胞用 Ａ ｎｎ ｅｘ ｉ ｎＶ－ＰＥ 与 ７ －ＡＡＤ

双染法进行细胞染色 ， 通过流式细胞仪检测发现 ， 转染 ｐ
ＩＺＴ－ Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ 的细胞凋

亡比例 明 显高于转染 ｐ ｌＺＴ－Ｖ ５ ／ Ｈ ｉ ｓ 或 ｐ
ＩＺＴ－Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＰ
—

的细胞 （ 图 ３ ． ４ Ａ ） 。

Ａ

ｐ ＩＺｒ －

Ｓ ｌ Ｏ
－

ｓＯＲＦ ｐ ｉＺＴＶ５
－ Ｈ ｉｓ ｐ

ｌＺＴ －

Ｓ ｌ Ｏ
－

ｓＯ Ｒ Ｆ
^

＇

Ｔ

＿

＊

ｆ


 Ｆ
ｍｐ

Ｉ ／ ｌ

－

Ｓ ｌ Ｏ
－

＾ＯＲ Ｆ

１ ．５
－

ｊ
＊

ａ １ ＾－

ｒ
－ ｔｎ

ｐ ｉ／ ｉ

－ ｓ
ｉ
ｏ －

ｓＯＲ ｉ

＾ ＇

？１－

ｍ ｔ ：ｆ＃ ？

， ０
＇

■ｍ

．
．

．

■
—

… ． ． ． ． ． —一■ ｊ
；

ＰＫ Ｐ Ｉ ： ？ ｌ

：

   ｉ

準 ， 琴

■■■
图 ３ ． ４ 过表达 ｖ ｓ

ｐ
ｌ Ｏ 促进细胞凋 亡

Ａ
，Ａｎｎ ｅｘ ｉｎ Ｖ－ＰＥ／７

－ＡＡＤ 双染法检测 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 对细胞凋 亡 的影响 。 ＢｍＮ 细胞 （ ｌ

ｘ
ｌ 〇

６

） 分别转染

４
ｐｇ的ｐ

ＩＺＴ－

Ｓ １ ０
－

ｓＯＲＦ 、

ｐ
ＩＺＴ－Ｖ ５ ／Ｈ ｉ ｓ和ｐ

ＩＺＴ－ Ｓ １ ０
－

ｓＯＲＦ
＿ 质粒 ，

４ ８ｈ后 用Ａｎｎｅｘ ｉｎＶ－ＰＥ与

７
－ＡＡＤ 双染法进行细胞染 色 ， 并 用 流式细胞仪检测处于 不 同 象限细胞的 比例 。 （

＊

ｐ
＜０ ． ０ ５

， 实

验重复 ２ 次
， Ｅｒｒｏｒ ｂ ａ ｒ ｓ

，ｎ
＝

２ ） 。 Ｂ ，ＴＵＮＥＬ 法检测 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 对细胞凋 亡 的 影响 。 ＢｍＮ 细胞 （ ｌ
ｘ

ｌ 〇
４

）

分别转染 １

ｐｇ的ｐ
ＩＺＴ－Ｓ １ ０

－

ｓＯＲＦ 、

ｐ
ｌＺＴ－Ｖ５ ／ Ｈ ｉ ｓ和

ｐ
ＩＺＴ－

Ｓ １ ０
－

ｓＯＲＦ
ｍ ｕ ｔ

，
４ ８ｈ后 用ＴＵＮＥＬ检测

液进行染 色 （ 红 色 ） ， 并于 荧光显微镜下观察 。

６４



ＢｍＣＰＶ 编码小肽 ｖ ｓ
ｐ ｌ Ｏ 的鉴定及在拥亡中 的功能研宄


第三章

Ｆ ｉｇｕｒｅ ３ ．
４Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏ ｆ ｖ ｓｐ ｌ Ｏ

ｐｒｏｍ ｏ ｔｅ ｓ ａｐｏｐ ｔｏ ｓ ｉ ｓ

Ａ
？ 
ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＰＥ／７

－ＡＡＤｄｏｕｂ ｌ ｅｓｔａ ｉｎ ｉｎｇ
ｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅ ｆｆｅｃｔｏｆ ｖ ｓｐ ｌ Ｏｏｎａｐｏｐｔｏ ｓ ｉ ｓ ．ＢｍＮ

ｃｅ ｌ ｌｓ（
Ｉ
ｘ

ｌ Ｏ
６

）ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗ ｉ ｔｈ４ ＼

ｘｇｐ ｌａｓｍ ｉｄｓｏ ｆｐ ＩＺＴ－Ｓ ｌ Ｏ
－

ｓＯＲＦ
，ｐ

ＩＺＴ－Ｖ５ ／Ｈ ｉｓａｎｄ

ｐ ＩＺＴ－

Ｓ  １ ０
－

ｓＯＲＰ
１１ １ １

ｒｅ ｓｐ
ｅｃｔ ｉｖｅ ｌｙ ．Ａｆｔｅ ｒ４ ８ｈｏｕｒ ｓ

，ｔｈｅｃｅ ｌ ｌ ｓｗｅｒｅｓｔａ ｉｎｅｄｗ ｉｔｈＡｎｎｅｘ ｉｎＶ－ＰＥａｎｄ

７ －ＡＡＤｄｏｕｂ ｌ ｅｓｔａ ｉｎｉｎｇ ，ａｎｄｔｈｅｐｒｏｐ
ｏｒｔ ｉｏｎｏｆｃｅ ｌ ｌｓ ｉｎｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎ ｔ

ｑｕａｄｒａｎｔｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌ ｏｗ

ｃｙｔｏｍ ｅｔｒｙ（

＊
Ｐ＜０ ． ０ ５

， 
Ｅｒｒｏｒｂａｒｓ

，
ｎ
＝

２
）

．Ｂ
？
Ｔｈｅｅ ｆｆｅｃ ｔｏｆ ｖｓｐ ｌ Ｏｏｎａ

ｐ
ｏｐ ｔｏ ｓ ｉ ｓ ｗ ａｓｄｅ ｔｅｃ ｔｅｄｂｙ

ＴＵＮＥＬ ．

ＢｍＮｃ ｅ ｌ ｌ ｓ（
１ｘ １ ０

４

）ｗｅｒｅ ｔｒａｎ ｓ ｆｅｃｔｅｄｗ ｉ ｔｈ １ ｜

ｉｇｏｆｐＩＺＴ－Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ
？ｐ

ＩＺＴ－Ｖ５ ／Ｈ ｉ ｓｒａｎｄ

ｐ
ＩＺＴ－Ｓ ｌ Ｏ －

ｓＯＲＦ
１？ １

，
ｒｅ ｓｐｅｃｔ ｉｖｅ ｌｙ ．Ａｆｔｅｒ４ ８ｈｏｕｒｓ

，ｔｈｅｃ ｅ ｌ ｌ ｓｗｅｒｅｓｔａ ｉｎｅｄｗ ｉｔｈＴＵＮＥＬｔｅ ｓｔｓｏ ｌｕ ｔ ｉｏｎ

（
ｒｅｄ

） 
ａｎｄｏｂ ｓｅｒｖｅｄ ｕｎｄｅｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍ ｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ．

为 了确定 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 促进细胞凋亡的真实性 ， 分别从细胞和分子水平进行 了验证 。

首先在细胞水平 ， ＢｍＮ 细胞分别转染 ４ 飓 的 ｐ
ＩＺＴ－Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ 、 ｐ
ＩＺＴ－Ｖ ５ ／Ｈ ｉ ｓ 或

ｐ ＩＺＴ－Ｓ Ｉ Ｏ ＿

ｓＯＲＦ
ｍｕ ｔ

，４ ８ ｈ 后用脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导 的缺 口 末端标记法

（ ｔｅｒｍ ｉｎａ ｌｄｅｏｘｙｎｕｃ ｌ ｅｏｔ ｉｄｙ ｌｔｒａｎ ｓｆｅｒａ ｓｅ
－ｍｅｄ ｉ ａｔｅｄｄＵＴＰ －ｂ ｉｏｔ ｉｎｎ ｉ ｃｋｅｎｄ ｌ ａｂｅ ｌ ｉｎｇ

ａｓ ｓａｙ ，

ＴＵＮＥＬ ） 进行检测 ， 在荧光显微镜下观察发现转染 ｐ ＩＺＴ－Ｓ ｌ Ｏ －

ｓＯＲＦ 的细胞所发 出

的代表凋亡细胞的红色阳性信号要多于对照组 （ ｐ
ＩＺＴ－Ｖ ５ ／ Ｈ ｉ ｓ 或 ｐ

ＩＺＴ－Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ
ｍｕ ｔ

的细胞 ） （ 图 ３ ．４ Ｂ ） 。

随 后 在 分 子 水 平 ， 分 别 将 三 种 质 粒 （ ｐ
ＩＺＴ－Ｓ １ ０－

ｓＯＲＦ 、 ｐ
ＩＺＴ－Ｖ ５ ／Ｈ ｉ ｓ 和

ｐ ＩＺＴ－Ｓ １ ０
－

ｓＯＲＦ
ｍｕ ｔ

） 以４
 ｜

ｉｇ／ｍＬ的量分别转染进ＢｍＮ细胞 ， 并通过Ｗｅ ｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏｔｔ ｉｎ
ｇ

检测 Ａｃｔ ｉｖ ｅＣ ａｓｐ
ａ ｓｅ３ 蛋 白 的表达水平 ， 结果显示转染表达 ｖ ｓｐ

ｌ Ｏ 的 ｐ ＩＺＴ－Ｓ ｌ Ｏ －

ｓＯＲＦ

质粒的实验组细胞 ， 相较于转染 ｐ ＩＺＴ－Ｖ ５ ／Ｈ ｉ ｓ 和 ｐ
ＩＺＴ－Ｓ １ ０

－

ｓＯＲＦ
ｍｕ ｔ

的对照组细胞 ，

Ａｃｔ ｉｖｅ Ｃａ ｓ
ｐ
ａｓｅ３ 蛋 白 的水平 明 显升高 （ 图 ３ ． ５ Ａ ） 。 为 了研宄 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 对凋亡的促进

是否存在剂量依赖 ， 将 ｐ
ＩＺＴ－Ｓ ｌ Ｏ －

ｓＯＲＦ 按不 同 的剂量 （ ２
 ｊ
ｘｇ／ｍＬ ， ４

ｐｇ／ｍＬ ， ８
ｊ

ｉｇ／ｍＬ ）

转染进 ＢｍＮ 细胞中 ， 并转染相 同剂量的 ｐ ＩＺＴ－Ｖ ５ ／ Ｈ ｉ ｓ 作为对照 ， ４ ８ｈ 后收集细胞

并提取蛋 白 ， 使用 Ｗｅ ｓｔｅｒｎｂ ｌ ｏｔｔ ｉｎｇ 实验检测 Ａｃｔ ｉｖｅＣａ ｓｐａｓｅ３ 的表达水平 。 结果显

示 ， 当 ｐ
ＩＺＴ－Ｓ ｌ Ｏ

－

ｓＯＲＦ 的转染剂量达到 ４
 ｆ

ｉｇ／ｍＬ 时 ， Ａｃｔ ｉｖ ｅＣ ａ ｓｐａｓｅ３ 的蛋 白水平达

到最高值 （ 图 ３ ． ５Ｂ ） 。 综上结果表明 ， 无论从细胞水平还是从分子水平来看 ， ｖ ｓｐ ｌ Ｏ

都可 以促进 ＢｍＮ 细胞的凋亡 。

６ ５
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Ｕ￣ ｒ

＊

１ｒｉ Ｃ＝３ ｊ

ｊ
ＪＺＴ － Ｓ Ｉ Ｏ

－

ｓＯＲ Ｆ

ｐ ＩＺＴ－ Ｓ １ ０
－

ｓＯＲＩ ｐ ＩＺＴ 
Ｖ ５

－Ｈ ｉ ｓ％
｜

１ ５

２ ｐ ｇ４ ｐｇ８ ｐ ｇ２ ｐｇ４ ｐ ｇ８ ｐ ｇ ｉ
－

； １ ０
－
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ｉ ｎ ｜

＿ ＿
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５ ｏ ｓ
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｜｜｜
Ａ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅ Ｃ ｕ ｓ

ｐ
ａ ｓ ｃ ３＾Ｂ

－

邱 】 ５ ｋＤ｜ ｉ

｛ ；｜
０ ０■

 ｉ

１—■
 ｉ

１

２
ｆ

？
ｇ

－

＊ ＾ ８

图 ３ ． ５ 过表达 ｖ ｓ ｐ ｌ Ｏ 对 Ａ ｃ ｔ ｉｖ ｅＣａ ｓ ｐａ ｓｅ３ 表达水平的影响

Ａ
， 过表达 ｖ ｓ

ｐ
ｌ Ｏ 对 ＢｍＮ 细胞 中 Ａ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅＣ ａ ｓ

ｐ
ａ ｓ ｅ ３ 表达水平 的影 响 。 ＢｍＮ 细胞 （ ｌ

ｘ
１ ０

６

） 分别

转染４ ｊ

ｉｇ
的

ｐ
ＩＺＴ－

Ｓ １ ０
－

ｓＯＲＦ 、

ｐ
ＩＺＴ－Ｖ５ ／ Ｈ ｉ ｓ和

ｐ
ＩＺＴ－ Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ
＿

， ４ ８ｈ后提取细胞总蛋 白 ， 通

过Ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎｂ ｌ ｏｔｔ ｉｎｇ
检测Ａ ｃ ｔ ｉｖ ｅＣａ ｓｐａ ｓ ｅ ３的表达水平 ， 泳道

ｐ
ＩＺＴ－ Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ 、

ｐ
ＩＺＴ－Ｖ ５ ／Ｈ ｉ ｓ和

ｐ
ＩＺＴ－ Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ
ｍ ｕ ｔ

分别 为 细胞转 染ｐ
ＩＺＴ－

Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ 、

ｐ
ＩＺＴ＿Ｖ５ ／Ｈ ｉ ｓ和

ｐ
ＩＺＴ－ Ｓ １ ０

－

ｓ〇ＲＦ
ｍｕ ｔ

质粒 ，

每个泳道的蛋 白上样量为 ５ ０
ｐ ｇ 。 左 图 为 Ｗｅ ｓｔ ｅｒｎｂ ｌ ｏｔｔ ｉｎ

ｇ 结 果 ，

一抗分别使 用 鼠源 的 ａ－

ｔｕ ｂ ｕ ｌ ｉｎ

抗体 （ １
：
２ ０ ０ ０ ） 或兔源 的 Ａ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅＣａ ｓｐ ａ ｓｅ３ 抗体 （ １ ： ２ ００ ０ ） ， 其 中 ａ －

ｔｕ ｂｕ ｌ ｉｎ 为 内 参 ，

二抗为 ＨＲＰ

标记的 山羊抗 鼠 ／兔抗体 （ １ ： ５ ０ ００ ） 。 右 图 为 Ｗｅｓ ｔ ｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ ｔ ｉｎ ｇ 条带 的 灰度扫描分析结果 。 Ｂ
， 转

染 不 同 剂 量
！

＾丁４ １ ０
－

５〇 １＾ 对 八 （＾ ］＾ 〇３ ５卩 ３ ５ ６ ３ 表达水平 的 影 响 。 ３ １１＾ 细胞 （ １
＞ ＾

１ 〇
６

） 在 ６ 孔

板 中培养 ２４ ｈ 后 ， 用 不 同 的 剂 量 ｐ
ＩＺＴ－Ｓ １ ０

－

ｓＯＲＦ （ 终浓度为 ２
ｎｇ

／ｍＬ ，４
ｆ

ｉ ｇ／ｍ Ｌ ， ８ ｐ ｇ／ｍＬ ） 转

染 细胞 ， 并转 染相 同 剂 量 ｐ
ＩＺＴ－Ｖ ５ ／Ｈ ｉ ｓ 做对照 ，

４ ８ｈ 后提取蛋 白 进行 Ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎｂ ｌ ｏ ｔｔ ｉ ｎ ｇ 检测 ，

一抗为Ａ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅＣ ａ ｓｐａ ｓ ｅ ３抗体 （ 兔源 ，
１ ： ２ ０ ０ ０ ） 和 ａ －

ｔｕ ｂｕ ｌ ｉｎ抗体 （ 鼠 源 ， １ ： ２ ０ ０ ０ ） ，
二抗为ＨＲＰ

标记 的 山 羊抗兔 ／鼠抗体 （ １ ： ５ ０ ０ ０ ）
，每个泳道的 蛋 白 上样量 为 ５ ０

 ｜

ｉ ｇ 。 （

＊

ｐ
＜０ ． ０ ５

，
实验重 复 ３

次 ， Ｅｒｒｏ ｒｂ ａｒｓ
， 
ｎ
＝

３ ）

Ｆ ｉ ｇｕ ｒｅ３ ． ５Ｔｈ ｅ ｅ ｆｆｅ ｃ ｔｏ ｆ ｖｓ
ｐ ｌ Ｏｏｖ ｅ ｒｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏｎ ｔｈ ｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏ ｆ Ａ ｃｔ ｉｖ ｅＣ ａ ｓ

ｐ
ａ ｓｅ ３

Ａ
，Ｔｈ ｅｅ ｆｆｅｃ ｔｏｆｖ ｓｐ ｌ Ｏｏｖ ｅ ｒ ｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｎｔｈ ｅｅｘｐ ｒｅ ｓ ｓ ｉｏｎｏｆ Ａ ｃ ｔ ｉｖ ｅＣ ａ ｓｐａ ｓ ｅ ３ ｉ ｎＢｍＮｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ．ＢｍＮ

ｃ ｅ ｌ ｌ ｓ（
１

＞ ＜

１ ０
６

）
ｗ ｅ ｒ ｅｔｒａｎ ｓ ｆｅ ｃ ｔ ｅｄｗ ｉ ｔｈ４

 ｆ

ｉ ｇ
ｏ ｆ

ｐ
ＩＺＴ－

Ｓ ｌ Ｏ －

ｓＯＲＦ
，ｐ ＩＺＴ－Ｖ ５ ／Ｈ ｉ ｓａｎ ｄ

ｐ
ＩＺＴ－ Ｓ １ ０

－

ｓＯＲＦ
ｍ ｕ ｔ

，

ｒｅ ｓｐ ｅ ｃ ｔ ｉｖｅ ｌｙ ．Ａ ｆｔｅ ｒ４ ８ｈ ｏｕｒｓ
，ｔｈ ｅ ｔｏ ｔａ ｌｐ ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎｗ ａ ｓｅｘ ｔ ｒａ ｃ ｔ ｅｄａｎ ｄｔｈ ｅｅｘｐｒｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎ ｌ ｅｖ ｅ ｌｏ ｆＡ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅ

Ｃａ ｓｐａ ｓ ｅ ３ｗ ａ ｓｄ ｅ ｔ ｅ ｃ ｔｅｄｂｙ
Ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎｂ ｌｏ ｔｔ ｉｎｇ ．Ｔｈｅ

ｐ ｒｏ ｔｅ ｉｎ ｌ ｏａｄ ｉｎｇｏ ｆｅａｃｈ ｌａｎｅｗ ａｓ５ ０ ｆ

ｉｇ ．Ｔｈｅ ｌｅ ｆｔ

ｆｉ

ｇｕｒｅｓｈｏｗ ｓｔｈ ｅｒｅ ｓｕ ｌ ｔｓｏ ｆＷｅ ｓ ｔ ｅｒｎｂ ｌｏ ｔｔ ｉ ｎ
ｇ ，ａ

－

ｔｕｂ ｕ ｌ ｉｎａｎ ｔ ｉ ｂ ｏ ｄｙ（
ｍ ｏｕ ｓ ｅ

， １ ： ２ ０ ０ ０
）ａｎｄＡ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅ

Ｃａ ｓｐａ ｓ ｅ ３ａｎ ｔ ｉ ｂｏ ｄｙ（
ｒａｂｂ ｉ ｔ

， １ ： ２ ０ ０ ０
）ｗ ｅ ｒｅｕ ｓ ｅｄａ ｓｔｈ ｅｆｉ ｒ ｓ ｔａｎ ｔ ｉ ｂ ｏ ｄｙ ，ｒｅ ｓｐ ｅ ｃ ｔ ｉ ｖｅ ｌｙ ，

６ ６
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１
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６
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ｐ ＩＺＴ－Ｓ ｌ Ｏ －
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（
ｆｉｎａ ｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔ ｉ ｏｎ ：２
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ｉｇ／ｍ ｌ
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４
ｎｇ／ｍ ｌ

，
８
 ｊ
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ｏｆ
ｐ
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ｒｏ ｔｅ ｉｎｗａｓｅｘｔｒａｃ ｔｅｄａｎｄｄ ｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓ ｔｅｒｎ

ｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ ，
Ａ ｃｔ ｉｖ ｅＣａｓｐａｓｅ３ａｎ ｔ ｉｂｏｄｙ（

ｒａｂｂ ｉ ｔ
，１ ： ２ ０００

）ａｎｄａ
－

ｔｕｂｕ ｌ ｉｎａｎｔ ｉｂｏｄｙ（
ｍ ｏｕｓｅ

，１ ：２０ ００
）
ｗｅｒｅ

ｕ ｓｅｄａｓｔｈ ｅｆｉｒｓｔａｎｔ ｉｂｏｄｙ ， 
ｔｈｅｓｅｃｏｎｄａｎｔ ｉｂｏｄｙ

ｗａ ｓ ＨＲＰｃｏｎ
ｊ
ｕｇａｔｅｄｇｏ ａｔａｎｔｉ

－

ｒａｂｂ ｉｔ／ｍｏｕｓｅａｎｔ ｉｂｏｄｙ

（
１ ： ５ ０００

） ，
ａｎｄ ｔｈｅ

ｐｒｏｔｅ ｉｎ ｌｏａｄ ｉｎｇ
ａｍｏｕｎｔ ｏ ｆ ｅａｃｈ  ｌ ａｎｅｗａｓ５ ０

 ｜

ｉｇ（

＊
Ｐ＜０ ． ０ ５

，
Ｅｒｒｏｒ ｂ ａｒｓ

， 
ｎ
＝

３
）

．

３ ． ５ｖ ｓ
ｐ 

１ ０ 促使线粒体损伤

线粒体在调亡的发生过程中 起着重要作用 ， 而线粒体膜 电位 （ ｍ ｉ ｔｏｃｈｏｎｄｒ ｉ ａ ｌ

ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐｏｔｅｎｔ ｉａ ｌ ，ＤＹｍ ｔ ） 的下降 ， 往往被认为是凋亡相关级联反应中最先发生

的事件 。 在本研究中 ， 为了再次确认 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 对细胞凋亡的促进作用 ， 我们检测 了其

对线粒体膜 电位 的影响 。 取正常家蚕卵巢细胞 ＢｍＮ ， 分别转染 ｐ ＩＺＴ－Ｖ５ ／ Ｈ ｉ ｓ 、

ｐ
ＩＺＴ－Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＪＦ 或 ｐ
ＩＺＴ－Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ
ｍｕ ｔ

， ４ ８ｈ 后收集细胞并用 ＪＣ －

１ 染色 ， 并于流式细

胞仪上检测细胞凋亡情况 ， ＦＬ １ 通道为绿色荧光对应着 Ｆ ＩＴＣ 、 ＦＬ２ 和 ＦＬ３ 通道为

红色荧光对应 ＰＥ 和 ＰＥ－ＴＲ ， 通过 ＪＣ －

１ 焚光从红色到绿色的转变可 以很方便地检

测到 ＤＹｍ ｔ 的下降 ， 因而可 以用 ＦＬ２／ ＦＬ １ 的 比值或是 ＦＬ３ ／ ＦＬ １ 的 比值作为细胞早

期凋亡的检测指标 。 结果显示 ， 转染表达 ｖ ｓｐ Ｉ Ｏ 的 ｐ ＩＺＴ－Ｓ １ ０
－

ｓＯＲＦ 质粒 的 ＢｍＮ 细

胞 的 荧光 比值 （ ＦＬ２ ／ ＦＬ １ 或 ＦＬ ３ ／ ＦＬ １ ） ， 要 明 显低于转染 ｐ
ＩＺＴ－Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ
ｍｕ ｔ 和

ｐ ＩＺＴ－Ｖ ５ ／ Ｈ ｉ ｓ 的对照组细胞 （ 图 ３ ．６ ） ， 结果表 明 ， ｖ ｓｐ
Ｉ Ｏ 可以导致线粒体膜电位下

降促进早期凋亡的形成 。

６ ７
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ｌｉＪｉ１１１
００

＇＊

二
－ ＊

 ＜Ｎ
〇
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图 ３ ． ６ 过表达 ｖ ｓ ｐ
ｉ ｏ 对线粒体膜电位的影响

ＪＣ－

１ 检测 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 对线粒体膜 电位的影响 。 ＢｍＮ 细胞 （ ｌ
ｘ

ｌ 〇６ ）分别转染 ４
ｎｇ 的 ｐ ＩＺＴ－Ｓ １ ０

－

ｓＯＲＦ 、

ｐ
ＩＺＴ－Ｖ ５ ／ Ｈ ｉ ｓ 和 ｐ

ＩＺＴ－ Ｓ １ ０
－

ｓＯＲＦ
ｍｍ 质粒 ，

４ ８ ｈ 后 用 ＪＣ －

１ 进行细胞染 色 ， 并用 流式细胞仪检测

不 同 通道下 的 荧光值 。 ＦＬ １ 、 ＦＬ ２ 和 ＦＬ ３ 通道分别对应 Ｆ ＩＴＣ 、 ＰＥ 和 ＰＥ －ＴＲ 荧光 ， 组别 Ｓ ｌ Ｏ
－

ｓＯＲＦ 、

ｐ
ｌＺＴ和Ｓ ｌ Ｏ

－

ｓＯＲＪＦ
— 分别 为 细胞转染ｐ ＩＺＴ－Ｓ １ ０

－

ｓＯＲＦ 、

ｐ
ＩＺＴ－Ｖ５ ／Ｈ ｉ ｓ和

ｐ
ｌＺＴ－Ｓ ］ ０

－

ｓＯＲＦ
ｍ ｕ ｔ

质粒 。

Ｆ ｉ

ｇ ．３ ． ６Ｅ ｆｆｅｃ ｔｏ ｆ ｖ ｓｐ
ｌ Ｏｏｖｅ ｒｅｘ ｐ ｒ ｅ ｓ ｓ ｉ ｏｎｏｎｍ ｉ ｔｏ ｃｈｏｎｄｒ ｉ ａ ｌｍ ｅｍｂｒａｎ ｅ

ｐ
ｏ ｔ ｅｎ ｔ ｉ ａ ｌ

ＪＣ－

１ｗ ａ ｓｕ ｓ ｅｄ ｔｏｄ ｅｔ ｅ ｃ ｔｔｈｅｅ ｆｆｅ ｃ ｔｏ ｆ ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏｏｎｍ ｉ ｔｏｃ ｈ ｏｎｄｒ ｉ ａ ｌｍ ｅｍ ｂ ｒａｎ ｅ
ｐ

ｏ ｔｅｎ ｔ ｉ ａ ｌ ．ＢｍＮｃ ｅ ｌ ｌ ｓ
（

１ 
ｘ

 １ ０
６

）

ｗ ｅ ｒｅｔｒａｎ ｓ ｆｅ ｃ ｔｅｄｗ ｉ ｔｈ４ｐ ｇｐ ｌ ａ ｓｍ ｉ ｄ ｓｏ ｆ
ｐ ＩＺＴ－

Ｓ ｌ Ｏ
－

ｓＯＲＦ
，ｐ ＩＺＴ－Ｖ ５ ／Ｈ ｉ ｓａｎ ｄｐ ＩＺＴ－

Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ
＿

ｒｅｓｐ ｅｃｔ ｉｖｅ ｌｙ ．Ａｆｔｅｒ４ ８ｈｏｕｒｓ
，ｔｈｅｃｅ ｌ ｌｓｗｅｒｅｓｔａ ｉｎ ｅｄｗ ｉ ｔｈＪＣ －

１
，ａｎｄｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎ ｃｅｖａ ｌｕｅ ｓｕｎｄ ｅｒ

ｄ ｉ ｆｆｅｒｅｎ ｔｃｈ ａｎｎ ｅ ｌ ｓｗ ｅｒｅｄ ｅ ｔｅ ｃ ｔ ｅｄｂｙ
ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍ ｅ ｔｒｙ ．ＦＬ １

，
ＦＬ２ａｎ ｄＦＬ３ｃ ｈ ａｎｎｅ ｌ ｓｃｏ ｒｒｅ ｓｐｏｎ

ｄ ｔｏＦ ＩＴＣ
，

ＰＥａｎ ｄＰＥ －ＴＲｆ ｌ ｕｏ ｒｅ ｓ ｃ ｅｎｃ ｅ
，ｒｅ ｓｐ ｅｃ ｔ ｉ ｖ ｅ ｌ

ｙ ．ＴｈｅＳ ｌ Ｏ
－

ｓＯＲＦ
，ｐ ＩＺＴａｎｄＳ １ ０

－

ｓＯＲＰ
ｍ ｕ ｔ

ｇｒｏｕｐ ｓｗ ｅ ｒｅ

ｔｒａｎ ｓ ｆｅ ｃ ｔ ｅ ｄｗ ｉ ｔｈ
ｐ

ＩＺＴ－

Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ ，ｐ
ＩＺＴ－Ｖ ５ ／Ｈ ｉ ｓａｎ ｄ

ｐ
ＩＺＴ－ Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ
ｍ ｕ ｔ

ｐ
ｌ ａ ｓｍ ｉ ｄ ｓ

，
ｒｅ ｓｐ

ｅ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅ ｌｙ ．

３ ． ６ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 与 线粒体共定位

由于 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 可 以使线粒体损伤 ， 并导致膜 电位下降 ， 所 以可 以推测 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 可能

会定位在线粒体上 ， 并与某些膜蛋 白 互作 引 起
一

系列级联反应 ， 从而导致细胞凋

亡 。 为 了证实这种猜测 ， 用 线粒体深红探针标记了 感染 ＢｍＣ ＰＶ 的 ＢｍＮ 细胞或正

常 ＢｍＮ 细胞的线粒体 ， 并通过免疫荧光进行检测 。 结果显示 ， 在感染 ＢｍＣＰＶ 的

实验组细胞中可 以观察到代表 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的绿色荧光信号与线粒体发生重叠 ， 而在对照

６ ８
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组中未观察到共定位的发生 （ 图 ３ ． ７ ） ， 表 明 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 可 以定位在线粒体上 。

ＤＡＰ ］ 、 心０Ｍ ｉ ｔｏｌ ｒａｄｃ ｅｒＭ ｅｒｇｅ

撕

＿｜国｜＿｜＿｜

９１ＨＨＨ ＬｊＨｈＢ
图 ３ ． ７ｖ ｓ

ｐ
ｌ Ｏ 与 线粒体共定位

８ １１ ！ ＞］ 细胞 （ 丨
＞＜

１ 〇
４

） 在二十 四孔板 中培养 ２ ４ １１ 后 ， 接种 ３
０

８ １１ １ 〇？乂 （ ＼１〇 】

＝

２ ） ， 对照组 为 正

常 ＢｍＮ 细胞 ，
４ ８ｈ 后 用 线粒体深红 荧 光探针 （ Ｍ ｉ ｔ ｏＴｒａ ｃｋｅ ｒ

？
Ｄ ｅ ｅｐ

ＲｅｄＦＭ ） 标记线粒体 ， 并

通过免疫 焚光 实验检测 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 与 线粒体 的共定位情况 。

一抗使 用 １ ： １ ０ 稀释的 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 抗体 ，
二

抗使用 １ ： ５ ０ 稀释的 Ｆ Ｉ ＴＣ 标记 的 山 羊抗鼠抗体 （ 绿 色 ） ， 细胞核 用 １ ： １ ０ ０ ０ 稀释 的 ＤＡ Ｐ １ 进行

染 色 （ 蓝 色 ） ，
红 色 为被标记的 线粒体 。 Ａ ，Ｂ ，Ｃ ，Ｄ ： 为 正常 ＢｍＮ 细胞 。 Ｅ ，Ｆ ，Ｇ ，Ｈ ：

Ｂｍ ＣＰＶ 感 染 的 ＢｍＮ 细胞 ．

Ｆ ｉ

ｇ
ｕ ｒｅ３ ． ７ｖ ｓ

ｐ
ｌ Ｏｃ ａｎｂ ｅｃｏ

－

ｌ ｏ ｃ ａ ｔ ｅｄｗ ｉ ｔｈｍ ｉ ｔｏ ｃｈ ｏ ｎ ｄｒ ｉ ａ

ＢｍＮｃ ｅ ｌ ｌ ｓ（
ｌ
ｘ

１ ０
４

）ｗ ｅ ｒｅｃ ｕ ｌ ｔｕ ｒｅｄ ｉｎ２ ４ｗ ｅ ｌ ｌ

ｐ
ｌ ａ ｔ ｅ ｓｆｏ ｒ２４ｈ

， ｔｈ ｅ ｎ ｉ ｎ ｏ ｃ ｕ ｌ ａ ｔ ｅｄｗ ｉ ｔｈ３ ｊ

ｉ ＬＢｍＣＰＶ

（
ＭＯ Ｉ

＝

２
）

．Ｔｈ ｅｃ ｏｎ ｔｒｏ ｌ

ｇ ｒｏ ｕ
ｐ
ｗ ａ ｓｎｏ ｒｍ ａ ｌＢｍＮｃｅ ｌ ｌ ｓ ．４ ８ｈ ｌ ａ ｔ ｅ ｒ

，Ｍ ｉ ｔｏＴ ｒａ ｃ ｋ ｅ ｒ？Ｄ ｅ ｅ
ｐ
Ｒｅ ｄＦＭｗ ａ ｓ

ｕ ｓ ｅ ｄ ｔ ｏ ｌ ａｂ ｅ ｌｍ ｉ ｔ ｏ ｃｈ ｏ ｎ ｄ ｒ ｉ ａ
，ａｎ ｄｔｈ ｅｃ ｏ

－

ｌ ｏ ｃ ａ ｌ ｉ ｚａ ｔ ｉ ｏｎｏ ｆｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏａｎ ｄｍ ｉ ｔｏ ｃ ｈ ｏｎ ｄ ｒ ｉ ａｗ ａ ｓｄ ｅ ｔ ｅ ｃ ｔ ｅｄｂｙ

ｉｍｍ ｕｎ ｏ ｆ ｌ ｕｏｒｅ ｓ ｃ ｅｎ ｃｅａ ｓ ｓａｙ
．Ｔｈ ｅｆｉ ｒ ｓ ｔａｎ ｔ ｉ ｂ ｏ ｄ

ｙ
ｗ ａ ｓｖ ｓｐ

ｌ Ｏａ ｎ ｔ ｉ ｂｏ ｄｙ（
１ ： １ ０

） ， ｔｈ ｅｓ ｅ ｃｏｎ ｄａｎ ｔ ｉ ｂ ｏｄ ｙ
ｗ ａ ｓ

１ ： ５ ０Ｆ Ｉ ＴＣｃ ｏｎ
ｊ
ｕｇａ ｔｅｄ

ｇｏ ａ ｔａｎ ｔ ｉ

－ｍ ｏｕ ｓ ｅ Ｉ ｇＧ （
１ ： ５ ０

，ｇｒｅ ｅｎ
） ，ａｎ ｄ ｔｈ ｅｎｕ ｃ ｌ ｅｕ ｓｗ ａ ｓｓ ｔ ａ ｉｎ ｅ ｄｗ ｉ ｔｈ １ ： １ ０ ０ ０

ｄ ｉ ｌ ｕ ｔ ｅ ｄＤＡ Ｐ Ｉ

 （
ｂ ｌ ｕ ｅ

）
．Ａ

，
Ｂ

，
Ｃ

，
Ｄ ：ｎ ｏ ｒｍ ａ ｌＢｍＮｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ．Ｅ

，
Ｆ

，Ｇ ，Ｈ ：
ＢｍＮｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ｉ ｎ ｆｅ ｃ ｔ ｅ ｄｂ

ｙ
Ｂｍ ＣＰＶ ．

３ ． ７ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 可与 ＰＨＢ ２ 蛋 白 相互作 用

为 了 进
一

步理解 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 促进细胞凋亡的机制 ， 通过免疫沉淀 （ Ｉ Ｐ ） 对与其相互

作用 的蛋 白进行 了 筛选与鉴定 ， 用 ＢｍＣＰＶ 感染家蚕卵巢细胞 ＢｍＮ ，４ ８ｈ 后提取

总蛋 白 并用 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 抗体进行免疫沉淀 （ 丨ｍｍ ｕ ｎｏｐ
ｒｅ ｃ ｉ

ｐ
ｉ ｔａ ｔ ｉ ｏ ｎ ， 丨 Ｐ ） 实验 ， 沉淀复合

物经 ＳＤ Ｓ －ＰＡＧＥ 后进行银染显色 ， 与对照组未免疫小 鼠血清 （ Ｉ

ｇ
Ｇ ） 相 比 ， 在 ７２ 、

３ ８ 和 １ ３ｋＤ ａ 的位置存在差异蛋 白 带 （ 图 ３ ． ８Ａ ） 。在实验室之前的研究 中 己将 ３ ８ｋＤ ａ

处的差异带进行过质谱分析Ｐ ］

， 将 ７２ 和 １ ３ｋＤ ａ 处的差异条带进行质谱鉴定 ， 结

果如表 ３ ． ２ 所不 。

６ ９
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表 ３ ．２ＩＰ 筛选获得的 ｖｓｐ ｌ Ｏ 小肽的互作蛋 白 质谱鉴定
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ｕｇａ ｔ ｅ ｄｇｏ ａ ｔａ ｎ ｔ ｉ

－

ｒａｂｂ ｉ ｔ／ｍ ｏ ｕ ｓ ｅ Ｉ ｇＧ（
１ ： ５ ０ ０ ０

）
．Ｔｈ ｅ

ｐ
ｒｏ ｔ ｅ ｉ ｎ ｌ ｏ ａ ｄ ｉｎｇ

ａｍ ｏ ｕ ｎ ｔｏ ｆ ｅ ａ ｃｈ ｌ ａｎ ｅ ｗ ａ ｓ５ ０
 ＼

ｘ
ｇ（

＊
Ｐ＜０ ． ０ ５ ，Ｅ ｒｒｏ ｒｂ ａ ｒ ｓ

，
ｎ
＝

２
）

．

７ １
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结合实验室前期 的质谱结果 ［
２ ５

］

， 我们发现 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 相互作用 的候选蛋 白 中 ， 存

在
一

个线粒体 内 膜蛋 白 ＰＨＢ ２（ Ｐ ｒｏｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｉ ｎ ２ ） 。 为 了验证 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 可与 ＰＨ Ｂ２ 蛋 白 相

互作用 ， 将 Ｂｍ ＣＰＶ 病毒感染家蚕卵巢细胞 ＢｍＮ ，４ ８ｈ 后收集细胞 ， 利用 ａ ｎ ｔ ｉ

－

ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ

和 ａｎ ｔ ｉ

－ＰＨＢ ２ 抗体进行蛋 白 免疫共沉淀 （ Ｃ ｏ
－

ｉｍｍ ｕｎｏ
ｐ

ｒｅ ｃ ｉ

ｐ
ｉ ｔａ ｔ ｉ ｏｎ ， Ｃ ｏ

－

Ｉ Ｐ ） 实验 。

结果显示 ， 同对照 Ｉ

ｇ
Ｇ 相 比 ， 在加入 ａｎ ｔ ｉ

－ ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 抗体的感染 Ｂｍ ＣＰＶ 的细胞样本的

免疫复合物 中 ， 可 以富集到更多 的 ＰＨＢ ２ 蛋 白 ， 反之亦然 ； 表 明 ｖ ｓ
ｐ ｌ Ｏ 可与 ＰＨＢ２

蛋 白相互作用 （ 图 ３ ． ８Ｂ ） 。 用 免疫荧光的方法检测 ＢｍＣＰＶ 感染的家蚕卵巢细胞

ＢｍＮ 或正常 ＢｍＮ 细胞中 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 与 ＰＨＢ２ 的定位情况 。 结果显示 ， 在 ＢｍＣＰＶ 感染

的细胞 中 观察到代表 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 的绿色荧光信号与代表 ＰＨＢ２ 的红色荧光在细胞质 中重

叠 （ 图 ３ ． ９Ｈ ） ， 而在正常 ＢｍＮ 细胞 中 则观察不到 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 与 ＰＨＢ ２ 的共定位 （ 图

３ ． ９Ｄ ） 。 以上结果进
一

步证实 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 能够与 ＰＨＢ ２ 相互作用 。

ＤＡＰＩｖｓ
ｐ
Ｋ ！ ＰＨＢ ２Ｍ ｅｒ

ｇ
ｅ

誦■■■

图 ３ ． ９ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 可与 ＰＨ Ｂ２ 共定位

ＢｍＮ 细胞 （ ｌ
ｘ

ｌ 〇
４

） 在二十 四孔板 中 培养 ２４ ｈ 后 ， 接种 ３
ｎ Ｌ Ｂｍ ＣＰＶ （ ＭＯＩ

＝
２ ）

，
对照组 为 正

常 ＢｍＮ 细胞 ， ４ ８ ｈ 后进行细胞免疫荧光 实验 ，

一抗使用 １ ： １ ０ 稀释的 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 抗体 （ 鼠 源 ）和 ＰＨＢ２

抗体 （ 兔 源 ） ，
二抗使用 １ ： ５ ０ 稀释的 ＣＹ３ 标记的 山羊抗兔抗体 （ 红 色 ） 和 Ｆ ＩＴＣ 标记的 山 羊

抗 鼠抗体 （ 绿 色 ） ，
细胞核 用 １ ： １ ００ ０ 稀释的 ＤＡＰ １ 进行染 色 （ 蓝 色 ） 。 Ａ

，Ｂ ，Ｃ ，
Ｄ ： 为 正常

ＢｍＮ 细胞 。 Ｅ
，Ｆ ，

Ｇ
，
Ｈ ：Ｂｍ ＣＰＶ 感 染 的 ＢｍＮ 细 月包 。

Ｆ ｉ

ｇｕ ｒｅ３ ． ９ｖ ｓｐ
ｌ Ｏｃ ａｎ ｂ ｅｃ ｏ

－

ｌ ｏ ｃ ａ ｔ ｅ ｄｗ ｉ ｔｈＰＨＢ ２

ＢｍＮｃ ｅ ｌ ｌ ｓ（
１

＞ ＜
１ ０

４

）ｗ ｅ ｒｅｃｕ ｌ ｔｕ ｒｅｄ ｉｎ２４ｗｅ ｌ ｌ

ｐ
ｌ ａ ｔ ｅ ｓｆｏ ｒ２ ４ｈａｎ ｄ ｉｎｏ ｃ ｕ ｌ ａ ｔｅｄｗ ｉ ｔｈ３ ＼

ｘ ＬＢｍ Ｃ ＰＶ

（
ＭＯ Ｉ

＝

２
） ，Ｔｈｅｃｏ ｎ ｔｒｏ ｌ

ｇｒｏ ｕｐｗ ａ ｓｎ ｏｒｍ ａ ｌＢｍＮｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ．４ ８ｈ ｏｕｒｓ ｌ ａ ｔ ｅ ｒ
， ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏ ｆ ｌ ｕｏ ｒｅ ｓ ｃ ｅｎ ｃ ｅ ｔ ｅ ｓｔ

７ ２
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ｗ ａ ｓ
ｐ

ｅｒｆｏｒｍ ｅｄ ．Ｔｈ ｅｆｉｒｓｔａｎｔ ｉｂｏｄｙｗ ａ ｓｖ ｓｐ
ｌ Ｏａｎｔ ｉｂ ｏｄｙ（

ｍｏｕｓｅ
， １ ： １ ０

）ａｎ
ｄＰＨＢ ２ａｎ ｔ ｉｂ ｏ ｄｙ（

ｒａｂｂ ｉｔ
，

１ ： １ ０
） ， 

ｔｈ ｅｓ ｅ ｃｏｎ ｄａｎ ｔ ｉ ｂ ｏ ｄｙ
ｗａ ｓＣｙ ３ｃ ｏｎ

ｊ
ｕｇａ ｔ ｅｄ

ｇ
ｏ ａｔａｎ ｔ ｉ

－

ｒａｂｂ ｉ ｔ Ｉ ｇＧ （
ｒｅ ｄ

， １ ： ５ ０
）
ａｎ ｄＦ Ｉ ＴＣｃ ｏｎ

ｊ
ｕｇａ ｔ ｅｄ

ｇｏ ａｔａｎ ｔ ｉ

－ｍ ｏ ｕ ｓ ｅ Ｉ

ｇＧ（ ｇｒｅ ｅｎ ，１ ： ５ ０
） ，ａｎ ｄ ｔｈ ｅｎｕ ｃ ｌ ｅｕ ｓｗ ａ ｓｓ ｔ ａ ｉ ｎ ｅｄｗ ｉ ｔｈ１ ： １ ０ ００ｄ ｉ ｌ ｕ ｔ ｅｄＤＡ Ｐ Ｉ

（
ｂ ｌｕ ｅ

）
．Ａ ．

Ｂ
，Ｃ ，Ｄ ：ｎｏｒｍ ａ ｌＢｍＮｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ．Ｅ

，
Ｆ

，
Ｇ

，

Ｈ ：
ＢｍＮｃ ｅ ｌ ｌ ｓ ｉｎ ｆｅ ｃ ｔ ｅ ｄｂｙ

Ｂｍ ＣＰＶ ．

３ ． ８ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 可 以促进 ＰＨ Ｂ ２ 的表达

在验证 了ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 能够与 ＰＨＢ ２ 相互作用 的基础上 ， 为 明确调节 ｖ ｓ

ｐ
］ ０ 表达对

ＰＨＢ ２ 表 达 水 平 的 影 响 ， 在 ＢｍＮ 细 胞 中 分 别 转 染 ４ 吨 的 ｐ
ｌＺＴ－Ｖ ５ ／Ｈ ｉ ｓ 、

ｐ
ＩＺＴ－Ｓ １ ０ －

ｓＯ ＲＦ或
ｐ

ｌＺＴ－ Ｓ １ ０
－

ｓＯＲＦ
ｍ ｕ ｔ

，４ ８ｈ后 ， 用Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔｔ ｉ ｎｇ检测ＰＨＢ ２表达

水平的变化 。 结果显示 ， 相较于转染 ｐ
ＩＺＴ－Ｖ ５ ／ Ｈ ｉ ｓ 或 ｐ

ＩＺＴ－Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ
ｍｗ
的对照组 ，

瞬时表达 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 会使 ＰＨ Ｂ ２ 蛋 白水平上升 （ 图 ３ ． １ ０ Ａ ） 。 为 了 确定 ｖ ｓ
ｐ ｌ Ｏ 对 ＰＨ Ｂ ２

表达水平的促进是否存在剂量依赖 ， 将 ｐ
ＩＺＴ－ Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ 按不 同 的剂量 （ ２ 、 ４ 、 ８ ｎｇ／ｍ Ｌ ）

转染进 ＢｍＮ 细胞 ， 并转染同等剂量的 ｐ
ＩＺＴ－Ｖ ５ ／ Ｈ ｉ ｓ 作对照 ， ４ ８ ｈ 后收集细胞 ， 使

用 Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏｔｔ ｉ ｎ
ｇ 检测 ＰＨＢ ２ 的表达水平 。 结果显示 ， 转染 ｐ

ＩＺＴ－Ｖ ５ ／Ｈ ｉ ｓ 的对照

组细胞 的 ＰＨＢ ２ 的表达水平没有变化 ， 而转染 ｐ
ｌＺＴ－

Ｓ １ ０
－

ｓＯＲＦ 的实验组的 ＰＨ Ｂ ２

的表达水平要普遍高于对照组 ， 且在实验组 中 ＰＨ Ｂ ２ 的表达水平呈现 出 剂量依赖

性增高 （ 图 ３ ． １ ０ Ｂ ） 。 以上结果表 明 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 可 以促进 ＰＨＢ ２ 的表达 ， 且 ＰＨ Ｂ ２ 的表

达水平与 ｖ ｓｐ
］ ０ 有剂量依赖性 。

Ａ＾Ｂ

ｐ ｌ ＺＴ－ Ｓ １ ０
－

ｓＯ Ｒ Ｆｐ
ｌ ＺＴ  ／Ｖ ５

－Ｈ ｉ ｓ


＾
 ２ ２ ２ｐｇ４ ｐ ｇ８ｐｇ ２ ｐｇ網８ｙ ｇ

ｎ
＿

ｌ ｕ ｂｕ ｉｍ
ｍｒｎｍｍ ｍｍｍｍｍｍ ｊ

５ ５ ｗ ａ ．

ｔ ｕｈｕＵ ｎ
丨＾修一嫌細嫌 丨

５ ５ ｋＤ

ｐｈｂ ２ 細 阳扪 一 ，驗 一 ， ５ ｋＤ

，Ｈｐ ｌＺＴ － Ｓ ｌ Ｏ －

ｓＯＲＦ １ ．５
－

ｉ
＊ ＊

Ｍｐ Ｉ／Ｊ 

－Ｖ ５ ； Ｈ ｉ ｓ

２ ， ０

１
１

＝３
ｐ Ｉ７ Ｔ

－ Ｓ ｌ Ｏ
－

Ｓ （ ）ＲＦ
， ｍ ｔｔ

＿
＊ Ｔａｐ ｌＺＴ － Ｓ ｌ Ｏ

－

ｓＯＲＪ

Ｅ＝ｌｐｌＺＴ－ＶＳ ／  Ｉ ｌ ｉ ｓ ？Ａ

ｆ
＝

１ ＇ ５
＇

■＊ ｆ ｉ

１ ０

Ｊ ｌＩＩ

＿ 棚
２
Ｍｇ ４

Ｍ ｇ ８
Ｍｇ

图 ３ ． １ ０ 过表达 ｖ ｓ ｐ
ｌ Ｏ 对 ＰＨ Ｂ２ 表达水平 的影响

Ａ ， 过表达 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 对 ＢｍＮ 细胞 中 ＰＨＢ２ 表达水平 的影响 。 ＢｍＮ 细胞 （ ｌ

ｘ
 １ ０Ｍ 分别转 染 ４

ｐｇ

７ ３
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的
ｐＩＺＴ－Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ 、 ｐ ＩＺＴ－Ｖ５ ／ Ｈ ｉ ｓ和
ｐ

ＩＺＴ－Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ
ｍｕ ｔ

，
４ ８ ｈ后提取细胞总蛋 白 ， 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂ ｌｏｔｔｉｎｇ
检测ＰＨＢ２的表达水平 ， 泳道

ｐ ＩＺＴ－Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ 、

ｐ
ＩＺＴ－Ｖ ５ ／ Ｈ ｉ ｓ和

ｐ ＩＺＴ－Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ
ｍｕｔ

分别

为 细胞转染 ｐ
ＩＺＴ－Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ 、

ｐ ！ＺＴ－Ｖ ５ ／ Ｈ ｉｓ 和 ｐ ＩＺＴ－ Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ
＿ 质粒 ， 每个泳道的蛋 白 上样量

为 ５ ０上列 为 Ｗｅｓ ｔｅｒｎｂ ｌ ｏｔｔ ｉｎｇ 结果 ，

一抗分别使用 鼠 源 的 ａ －

ｔｕｂｕ ｌ ｉｎ 抗体 （ １ ： ２０ ００ ） 或兔源

的 ＰＨＢ２ 抗体 （ １ ：２ ０ ０ ０ ） ， 其 中 ａ－

ｔｕｂｕ ｌ ｉｎ 为 内 参 ，

二抗为 ＨＲＰ 标记的 山羊抗鼠 ／兔抗体 （１ ： ５ ００ ０ Ｘ

下列 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ 条带 的灰度扫描分析结果 。 Ｂ ， 转染 不 同 剂量 ｐ ＩＺＴ－Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ 对 ＰＨＢ２

表达水平的影响 。 ＢｍＮ 细胞 （ 卜 １ 〇
６

） 在 ６ 孔板中培养 ２４ ｈ 后 ， 用 不 同 的剂量 ｐ ＩＺＴ－Ｓ １ ０ －

ｓＯＲＦ

（ 终浓度为 ２ ｐｇ／ｍＬ
，４ ｇｇ／ｍＬ ， ８ ｐｇ

／ｍＬ ） 转染细胞 ， 并转染相 同 剂量 ｐ ＩＺＴ－Ｖ ５ ／ Ｈ ｉｓ 做对照 ，

４ ８ ｈ 后提取蛋 白进行 Ｗｅｓ ｔｅｒｎ ｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ 检测 （ 上列 ） ，

一抗为 ＰＨＢ２ 抗体 （ 兔源 ，
１ ： ２ ０００）和ａ－

ｔｕｂｕ ｌ ｉｎ

抗体 （ 鼠源 ， １ ：２０ ００ ） ，
二抗为 ＨＲＰ 标记的 山羊抗兔／鼠抗体 （１

： ５ ０００ ）
，每个泳道的蛋 白 上样

量为 ５ ０
ｐｇ 。 下 列 为 Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ 条带 的灰度扫描分析结果 。 （

＊

ｐ
＜０ ． ０ ５

， 实验
＇

重复 ３ 次 ，

Ｅｒｒｏｒ ｂａｒｓ ，ｎ 

＝

３ ）

Ｆ ｉｇｕｒｅ３ ． １ ０Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｖ ｅｒｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎｏｆ ｖｓｐ ｌ ＯｏｎＰＨＢ２ｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎ
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为了证 明 ｖｓｐ ｌ Ｏ 是通过与 ＰＨＢ ２ 互作来发挥功能的 ， 实验设计了针对 ＰＨＢ２ 的

ｓ ｉＲＮＡ（表 ３ ．３ ） 并验证 了其干扰效率 （ 图 ３ ． １ １ ） ， 发现 ＰＨＢ２ －

ｓ ｉＲＮＡ 可以显著降

低 ＰＨＢ２ 的表达 。 在转染 了ｐＩＺＴ－Ｓ １ ０－

ｓＯＲＦ 的细胞中加入 ｓ ｉＲＮＡ ，４ ８ｈ 后提取细

胞总蛋 白 ， 使用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔｔｉｎｇ 检测 Ａｃｔ ｉｖｅＣａｓｐａｓ ｅ３ 的表达水平 ， 发现当 ＰＨＢ２

７４
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被沉默时 ， Ａ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅ Ｃ ａ ｓｐａ ｓｅ ３ 的水平发生 了 下降 （ 图 ３ ． １ ２ Ｂ ） 。 为 了 再次确认 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ

是通过与 ＰＨＢ ２ 的互作促进 了 细胞凋亡 ， 并通过凋亡抑制 了Ｂｍ Ｃ ＰＶ 的增殖 ， 在转

染 了ｐ
ＩＺＴ－ Ｓ １ ０

－

ｓＯＲＦ 并感染 了ＢｍＣＰＶ 的细胞 中 加入 ｓ ｉＲＮＡ ， ４ ８ｈ 后 收集细胞用

Ｗｅ ｓ ｔ ｅ ｒｎｂ ｌ ｏ ｔ ｔ ｉ ｎ
ｇ 检测 Ａ ｃ ｔ ｉ ｖｅＣ ａ ｓｐ

ａ ｓ ｅ ３ 和 ＢｍＣ ＰＶＶＰ ７ 蛋 白 的表达水平 。 结果显不 ，

与转入 ｓ ｉＲＮＡ －Ｎ Ｃ 的对照相 比 ， Ｖ Ｐ ７ 蛋 白 的表达水平 明 显上升 ， Ａ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅＣ ａ ｓｐａ ｓｅ ３

的表达水平发生 了 下 降 （ 图 ３ ． １ ２ Ａ ） ， 说 明敲降 ＰＨ Ｂ ２ 使 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 抑制病毒和促进细

胞凋亡的作 用 受到 了 削弱 ， 并且 ｖ ｓ
ｐ

ｌ Ｏ 可能是通过促进宿主细胞凋亡来抗病毒的 。
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图 ３ ． １ １ＲＮＡ ｉ 对 Ｐ／／５２ 基 因表达水平 的影响
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图 ３ ． １ ２ 干扰 ＰＨ Ｂ ２ 对 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 抑制 病毒增殖及促进细胞凋亡的影响

Ａ
， 千扰 ＰＨＢ ２ 对 ｖ ｓ
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 ｜

ｉ ＬＢｍ ＣＰＶ （ ＭＯ Ｉ

＝
２ ）４ ８ｈ ， 再分别 转染终浓度为 ５

ｐｍ ｏ ｌ／Ｌ 的 ＰＨＢ ２
－

ｓ ｉＲＮＡ ，

同设转染 Ｃ ｏ ｎ ｔ ｒｏ ｌ

－

ｓ ｉＲＮＡ 作 为对照 。 ４ ８ｈ 后提取蛋 白 进行 Ｗｅ ｓ ｔｅ ｒｎｂ ｌ ｏｔｔ ｉ ｎｇ 检测 （ 上列 ） ，

一抗

为Ｖ Ｐ ７抗体 （ 鼠 源 ， １ ： １ ０ ０ ０ ） 、 Ａ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅＣ ａ ｓ
ｐ
ａ ｓ ｅ３ （ 兔源 ，

１ ： ２ ０ ０ ０ ） 抗体和 ｃｔ
－

ｔｕｂ ｕ ｌ ｉｎ抗体 （ 鼠源 ，

１ ： ２ ０ ０ ０ ） ，
二抗为 ＨＲＰ 标记的 山 羊抗兔 ／鼠抗体 （ １ ： ５ ０ ００）

，每个泳道的蛋 白 上样量为 ５ ０ 吨 。

下 列 为 Ｗｅ ｓ ｔｅｍ ｂ ｌ ｏｔｔ ｉｎｇ 条带 的灰度扫描 分析结果 。 Ｂ ， 干扰 ＰＨＢ ２ 对 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 促进细胞凋 亡 的影

响 。 ＢｍＮ 细胞 （ ］
ｘ

ｌ 〇
６

） 在 ６ 孔板 中 培养 ２４ ｈ 后 ， 转染 ４
｜

ｉｇ 的 ｐ ＩＺＴ－ Ｓ １ ０
－

ｓＯＲＦ 质粒 ， ４ ８ ｈ 后

再分别转染终浓度为 ５
ｐｍ ｏ ｌ ／Ｌ 的 ＰＨＢ ２

－

ｓ ｉＲＮＡ ， 同 设转染 Ｃｏｎｔｒｏ ｌ

－

ｓ ｉＲＮＡ 作为对照 。 ４ ８ｈ 后提

取细胞总蛋 白 ， 通过 Ｗｅ ｓ ｔ ｅｒｎｂ ｌｏｔｔ ｉ ｎｇ 检测 Ａ ｃｔ ｉｖ ｅＣ ａ ｓｐａ ｓｅ ３ 的表达水平 ， 泳道 ＰＨＢ ２ ＿

ｓ ｉＲＮＡ 和

Ｃ ｏｎ ｔｒｏ ｌ

－

ｓ ｉＲＮＡ 分别 为 细胞转染 ＰＨＢ２ －

ｓ ｉＲＮＡ 和 Ｃｏｎ ｔｒｏ ｌ

－

ｓ ｉＲＮＡ ， 每个泳道的蛋 白 上样量 为 ５ ０
 ｆ

ｉ ｇ 。

上 列 为 Ｗｅ ｓｔｅｒｎｂ ｌ ｏｔｔ ｉｎｇ 结 果 ，

一抗分别使用 鼠源 的 ａ－

ｔｕｂ ｕ ｌ ｉｎ 抗体 （ １ ：２００ ０ ） 或兔源 的 Ａ ｃ ｔ ｉｖｅ

Ｃ ａ ｓｐ ａｓ ｅ
３ 抗体 （ １ ： ２ ０ ０ ０） ， 其 中 ａ －

ｔｕｂｕ ｌ ｉｎ 为 内 参 ，

二抗为 ＨＲＰ 标记的 山羊抗鼠／兔抗体 （ １ ： ５ ０ ０ ０） 。

下 列 为 Ｗｅ ｓ ｔｅｍ ｂ ｌ ｏｔｔ ｉｎｇ 条带 的灰度扫描分析结果 。 （

＊

ｐ
＜０ ． ０ ５ ， 实验重复 ３ 次 ，

Ｅ ｒｒｏｒ ｂ ａｒ ｓ ， ｎ
＝

３ ）

Ｆ ｉ ｇｕ ｒｅ３ ． １ １Ｅ ｆｆｅ ｃ ｔｏ ｆ ＰＨＢ ２ ｉｎ ｔｅ ｒｆｅ ｒｅｎ ｃ ｅｏｎｖ ｓｐ
ｌ Ｏ ｉｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｉｎ ｇ

ｖ ｉ ｒｕ ｓ
ｐ ｒｏ ｌ ｉ ｆｅ ｒａ ｔ ｉ ｏｎａ ｎ ｄ

ｐ
ｒｏｍ ｏ ｔ ｉｎｇ

ｃ ｅ ｌ ｌ

ａｐ
ｏ
ｐ

ｔｏ ｓ ｉ ｓ

Ａ
，

Ｉｎ ｔｅ ｒｆｅ ｒｅｎ ｃ ｅｗ ｉ ｔｈＰＨＢ ２ｃ ａｎｄ ｅ ｌ ａｙ
ｔｈ ｅ

ｐ ｒｏ ｌ ｉ ｆｅｒａ ｔ ｉｏｎｏ ｆ ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ ．ＢｍＮｃ ｅ ｌ ｌ ｓ

（
１ 
ｘ

１ ０
６

）
ｗ ｅ ｒｅｔｒａｎ ｓ ｆｅ ｃ ｔ ｅ ｄ

ｗ ｉ ｔｈ４ｏ ｆ
ｐ

ＩＺＴ－ Ｓ ｌ Ｏ
－

ｓＯＲＦ
ｐ

ｌ ａ ｓｍ ｉ ｄｆｏ ｒ ４ ８ｈ
，

ｔｈ ｅｎ５
 ｜

ｉＬＢｍＣ ＰＶ
（
ＭＯ Ｉ

＝
２

）
ｗ ｅｒ ｅ ｉｎ ｏ ｃ ｕ ｌ ａ ｔ ｅｄｆｏ ｒ ４ ８ｈ

，

７ ６
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第三聿

ａｎｄｔｈｅｎｒｅｓｐｅ
ｃ ｔ ｉｖｅ ｌｙ

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗ ｉ ｔｈａｆｉｎａ ｌｃｏｎｃｅｎｔｒａ ｔ ｉｏｎｏｆ ５
 ｆ

ｉｍｏ ｌ／ＬＰＨＢ２ －

ｓ ｉＲＮＡ
，ｔ
ｈｅｓａｍ ｅｓｅｔ

ｔｒａｎ ｓ ｆｅｃｔ ｉｏｎＣｏｎｔｒｏ ｌ
－

ｓ ｉＲＮＡａｓａｃｏｎｔｒｏ ｌ ．Ａｆｔｅｒ４ ８ｈｏｕｒｓ
，ｔｈｅｐｒｏｔｅ ｉｎｗａｓｅｘｔｒａｃ ｔｅｄａｎｄｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ

Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏ ｔｔ ｉｎｇ（
ａｂｏｖｅ

）
．Ｔｈｅｐｒ ｉｍａｒｙａｎｔ ｉｂｏｄ ｉ ｅｓｗ ｅｒｅＶＰ７ａｎｔ ｉｂｏｄｙ（

ｍｏｕｓｅ
， １ ： １ ０ ００

） ，Ａ ｃｔ ｉｖｅ

Ｃａ ｓｐａｓｅ３（
ｒａｂｂ ｉｔ

， １ ：２００ ０
）
ａｎｔ ｉｂｏｄｙ

ａｎｄａ
－

ｔｕｂｕ ｌ ｉｎａｎｔ ｉｂｏｄｙ（
ｍｏｕｓｅ

，
１ ：２ ０００

） ，
ｔｈｅｓｅｃｏｎｄａｒｙ

ａｎｔ ｉｂｏｄｙ

ｉ ｓＨＲＰｃｏｎ
ｊ
ｕｇａｔｅｄ

ｇｏａｔａｎｔ ｉ
－

ｒａｂｂ ｉｔ／ｍｏｕｓｅａｎｔ ｉｂｏｄｙ（
１ ： ５ ０００

）
．Ｔｈｅａｍｏｕｎ ｔｏ ｆ

ｐｒｏｔｅ ｉｎ ｌｏａｄｅｄ ｉｎｅａｃｈ

ｌ ａｎｅ ｉ ｓ５ ０
ｎｇ

．Ｔｈ ｅｆｏ ｌ ｌｏｗ ｉｎｇ
ａｒｅ ｔｈ ｅ

ｇｒａｙ
－

ｓ ｃａ ｌｅｓ ｃ ａｎｎ ｉｎｇ
ａｎａ ｌｙ ｓ ｉ ｓｒｅ ｓｕ ｌ ｔｓｏ ｆ Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ

ｂａｎｄ ｓ ．Ｂ
，

Ｔｈｅｅ ｆｆｅｃｔｏｆ ＰＨＢ２ ｉｎｔｅ ｒｆｅｒｅｎ ｃｅｏｎｖ ｓｐ
ｌ Ｏ ｉｎｄｕ ｃｅｄａｐｏｐｔｏ ｓ ｉｓ ．ＢｍＮｃｅ ｌ ｌ ｓ

（
ｌ
ｘ

１ ０
６

）
ｗｅｒｅｃｕ ｌ ｔｕｒｅｄ ｉｎａ

６ －ｗｅ ｌ ｌ

ｐ
ｌ ａｔｅｆｏｒ２４ｈｏｕｒｓ

， 
ａｎｄｔｈｅｎｔｒａｎｓｆｅｃ ｔｅｄｗ ｉｔｈ４

 ＼

ｘｇ
ｏｆ

ｐＩＺＴ－Ｓ ｌ Ｏ －

ｓＯＲＦ
ｐ

ｌ ａｓｍ ｉｄ ． Ａｆｔｅｒ ４ ８ｈｏｕｒｓ
，

ｔｈ ｅｙｗｅｒｅｔｒａｎ ｓｆｅｃｔｅｄｗ ｉ ｔｈＰＨＢ２－

ｓ ｉＲＮＡａｔａｆｉｎａ ｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔ ｉｏｎｏ ｆ５＾ｍ ｏ ｌ／Ｌ ．Ｔｈｅｓａｍ ｅｓｅｔ

ｔｒａｎｓ ｆｅｃｔ ｉｏｎＣｏｎｔｒｏ ｌ

－

ｓ ｉＫＮＡａｓａｃｏｎｔｒｏ ｌ ．Ａｆｔｅｒ４８ｈｏｕｒｓ
，

ｔｈｅｔｏｔａ ｌｃ ｅ ｌ ｌ

ｐｒｏ
ｔｅ ｉｎｗａｓｅｘｔｒａｃｔｅｄ

，ａｎｄｔｈｅ

ｅｘｐｒｅｓｓ ｉｏｎ ｌ ｅｖｅ ｌｏｆ Ａ ｃ ｔ ｉ ｖ ｅＣａｓｐａｓｅ３ｗａｓｄ ｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔｔｉｎｇ ．Ｔｈｅ

ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｏａｄｉｎｇ
ａｍ ｏｕｎｔ

ｉｎｅａ ｃｈ ｌ ａｎｅｗａｓ５ ０
 ｜

ｉｇ
．Ｔｈｅｒｅ ｓｕ ｌ ｔｓｏｆ Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ

ａｒｅ ｌ ｉ ｓｔｅｄａｂｏｖｅ
， 
ａ－

ｔｕｂｕ ｌ ｉｎａｎｔ ｉｂｏｄｙ（
ｍｏｕｓｅ

，

１ ：２０００
）
ｏｒｒａｂｂ ｉｔ

－ｄｅｒ ｉｖｅｄＡｃｔｉｖｅＣａｓｐａｓｅ３ａｎｔ ｉｂｏｄｙ（
ｒａｂｂ ｉ ｔ

，１ ： ２ ０００
）
ｗｅ ｒｅｕｓｅｄａｓｔｈｅｆｉｒｓｔａｎｔ ｉｂｏｄｙ ，

ｉｎｗｈ ｉ ｃｈａ－

ｔｕｂｕ ｌ ｉｎｗａｓｔｈｅ ｉｎ ｔｅｒｎａ ｌｃｏｎｔ ｒｏ ｌ
，ａｎｄｔｈｅｓｅｃｏｎｄａｒｙａｎｔ ｉｂｏｄｙｗａｓＨＲＰｃｏｎ

ｊ
ｕｇａｔｅｄ

ｇｏａｔ

ａｎｔ ｉ
－

ｒａｂｂ ｉ ｔ／ｍｏｕｓ ｅＩｇＧ（
１ ： ５ ０００

）
．Ｔｈｅｆｏ ｌ ｌｏｗ ｉｎｇａｒｅｔｈ ｅｇｒａｙ

－

ｓ ｃａ ｌ ｅｓ ｃａｎｎ ｉｎｇａｎａ ｌｙ ｓ ｉ ｓｒｅｓｕ ｌ ｔｓｏ ｆ

Ｗｅ ｓｔｅｒｎ ｂ ｌｏｔｔ ｉｎｇ
ｂａｎｄｓ

（

＊
Ｐ＜０ ． ０ ５

，
Ｅｒｒｏｒ ｂａｒｓ

，
ｎ
＝

３
）

．

４ 讨论

ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 来源于 ＢｍＣＰＶ 基因组 Ｓ １ ０ｄ ｓＲＮＡ 节段的正义链 ， 而 Ｓ １ ０ 正义链编码多

角体蛋 白 ， 多角体蛋 白可 以包裹并保护病毒粒子 。 在本研究 中我们发现 ， Ｓ １ ０ｄ ｓＲＮＡ

片段的正链可 以编码
一

个 ５ ９ａａ 长的小肽 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ ， 并且发现 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 的过表达可 以延

缓病毒的复制增殖 ， 因此本研究结果拓宽 了对 ＢｍＣＰＶ 基因组 ｄ ｓＲＮＡ 遗传信息的

认识 。

细胞凋亡是组织 内环境动态平衡的关键调节因子 ， 由激活和抑制途径的相互

作用严格调控 。 异常诱导的细胞凋亡可能导致神经退行性疾病 ， 慢性炎症性疾病

和 自 身免疫性疾病等 。 最近对凋亡细胞生化特性的研宄揭示 了凋亡过程的基本特

征 。 细胞凋亡是 由各种刺激引 起的 ， 包括病毒感染 ［
２ ６

］

。 凋亡过程可分为两个阶段 ：

一

个是起始阶段 ， 这取决于凋亡诱导刺激的类型 ； 另
一

个是效应阶段 ， 这是所有

凋亡过程的共同 点 ［
２ ７

］

。 病毒诱导细胞凋亡的现象最早在腺病毒 中发现 ， 腺病毒突

变体 Ｅ １ Ｂ －

１ ９Ｋ 诱导受感染细胞产生严重的细胞病变效应 ， 并伴随着子代病毒产量

的显著下降Ｍ 。 在感染 昆虫病毒
一

段时间后 ， 观察到病毒感染的细胞发生凋亡并

过早的裂解 ［
２９

，
３ °

］

。 对突变杆状病毒和腺病毒的广泛研宄发现 ， 凋亡的主要意义是

７ ７
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通过被感染细胞的过早裂解而使病毒增殖失败 ， 这可能使针对真核细胞 中病毒感

染的非特异性防御 机制 ［
３ １

］

。 在本研宄中我们发现 ， 过表达 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 可 以使部分促

凋亡基因 的表达水平上升 ， 并使凋亡抑制基因 的表达水平下调 。 表明 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ

可能对细胞凋亡有
一

定的促进作用 。 随后通过流式细胞仪检测发现 ， ｖｓｐ
ｌ Ｏ 还可 以

延缓细胞周期进程 。 当收到外界刺激时细胞可 以暂时停 留在细胞周期检查点 ， 以

便修复细胞损伤 ， 消除外源性细胞应激信号 。 如果细胞损伤无法精确修复 ， 检查

点阻滞也可能导致程序性细胞死亡的激活 。 因此 ｖ ｓｐ
ｌ Ｏ 对周期的抑制从侧面验证 了

其促进细胞凋亡发生的可能性 。

随后通过流式细胞仪 、 ＴＵＮＥＬ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂ ｌ ｏｔｔ ｉｎｇ 检测 ， 分别从细胞和分子水

平确认 了过表达 ｖｓｐ ｌ Ｏ 会促进细胞凋亡 。进
一

步还通过线粒体膜电位下降检测到 了

早期凋亡的发生 ， 并且发现 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 可以与线粒体共定位 。 表明 ＢｍＣＰＶ 病毒编码的

小肽 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 引起的细胞凋亡现象可能与线粒体有关 。 进
一

步通过 ＩＰ 实验及质谱鉴

定对于 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 互作的蛋 白进行 了筛选 。根据本次鉴定得到的候选互作蛋 白结合本实

验室之前的质谱结果 ［
２ ５

］

， 从中发现 了
一

个与凋亡相关的蛋 白 ＰＨＢ２ 。 其作为 ＰＨＢ

蛋 白主要的亚型之
一

， 在线粒体的正常生长发育 、 转录调控 、 细胞增殖和凋亡等

过程中起着至关重要的作用 ， 且 ＰＨＢ 复合体抑制细胞的増殖并诱导凋亡的机制依

赖于ＮＦ －ｋＢ 信号的转导 ［
３ ２

］

。线粒体 ＰＨＢ 复合体具有两个髙度同源的亚基 ＰＨＢＰＨＢ２ ，

过度表达 ＰＨＢ 可 以抵抗诱导线粒体凋亡途径 的各种刺激 ， 而敲低 ＰＨＢ 则增加 了对

细胞凋亡刺激的敏感性 。 干细胞研宄还表明 ， 敲除 ＰＨＢ２ 可导致小 鼠细胞大量凋

亡和早期胚胎死亡 ［
３ ３

，
３４

］

。 然而在癌症领域 ， 关于 ＰＨＢ 是否可以促进癌细胞的存活

存在矛盾的发现 。

一

些研宄表明 ， 敲除 ＰＨＢ 会增加癌细胞凋亡 ［
３ ５

＞
３ ６

］

。 然而 ， 其他

研究发现 ＰＨＢ １ 缺乏会加速癌细胞生长 ， 减少细胞凋亡 ［
３ ７

，
３ ８

】

。 有趣的是 ， ＰＨＢ １ 的

敲除增加 了 胃癌细胞 ＳＧＣ ７９０ １ 的凋亡 ［
３ ９

］

， 但是 ＰＨＢ １ 的过表达增加 了ＢＧＣ ８２ ３ 细

胞的凋亡 【
４０

］

， 并且两种细胞系都是 胃 癌细胞 。 这可能是 由于癌细胞的分化程度不

同导致的 ， 但总的来说 ， ＰＨＢ 的表达 、 凋亡刺激和细胞类型都可能影响细胞存活

和凋亡 。

近年来有研究表明 ， 不同细胞中 ＰＨＢ 对凋亡的作用可能受其亚细胞定位的影

响 ［
４ １

 ］

。在人宫颈癌细胞 （ＨｅＬａ ）和小 鼠胚胎成纤维细胞 （ｍｏｕｓｅｅｍｂｒｙｏｎ ｉｃｆｉ ｂｒｏｂ ｌａ ｓｔｓ ，

ＭＥＦｓ ） 中 ， ＰＨＢ １ 和 ＰＨＢ ２ 主要定位于线粒体上 ， ＰＨＢ １ 或 ＰＨＢ２ 的完全沉默会导

７ ８
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致线粒体网络断裂 ， 然后在不 同 的凋亡刺激下使线粒体介导的细胞凋亡增加 ［
２２

，

４２
］

。

在小 鼠多能胚胎干细胞 （ ＥＳ ） 中 ＰＨＢ２ 主要位于线粒体上 ， 敲除 ＰＨＢ ２ 会诱导小

鼠胚胎千细胞和人多能干细胞的凋亡 。 ＰＨＢ２ 的异位表达 ， 而非线粒体靶向信号的

突变 ， 有效地抑制 了 细胞凋亡 ， 这表 明位于线粒体的 ＰＨＢ２ 对多能干细胞的存活

至关重要 ［
４ ３

］

。

一

直以来 ， 在人结肠癌细胞系 中 ， ＰＨＢ １ 仅存在于细胞核中 ， 而 ＰＨＢ ２

似乎同时存在于细胞质和细胞核 中 ， 敲除 ＰＨＢ １ 或 ＰＨＢ２ 可抑制该细胞类型中凋亡

的发生 １＾
。 上述的研究表明 ， 在大多数细胞中 ， 定位于线粒体的 ＰＨＢ 与抗凋亡功

能有关 。 然而 ， 定位于核的 ＰＨＢ 表现出促凋亡或抗肿瘤的特性 。 ＰＨＢ 的亚细胞定

位以及翻译后 的修饰可能最终决定 了其对细胞凋亡的影响 。

在后续研宄 中通过 Ｃｏ －

ＩＰ 实验和免疫共定位确定 了ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 可 以于 ＰＨＢ２ 相互作

用 。 并且在前期的研究 中 ， 通过免疫共定位实验发现 ， ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 可 以定位于线粒体上 。

推测 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 可能是通过与线粒体上的 ＰＨＢ ２ 互作来发挥功能的 。 线粒体是真核细胞

中最基本的细胞器 ， 它在线粒体凋亡途径中发挥着重要的作用 。 除 了对线粒体动

力学 、 形态学 、 电子传递链 （ ｅ ｌ ｅｃｔｒｏｎｔｒａｎ ｓｐｏ
ｒｔ ｃｈａ ｉｎ ， ＥＴＣ ） 和活性氧 （ ｒｅａｃ ｔ ｉｖｅｏｘｙｇｅｎ

ｓｐｅｃ ｉ ｅ ｓ ， ＲＯ Ｓ ） 的影响 ， 线粒体 ＰＨＢ 复合物还与可 以与抗凋亡蛋 白 Ｈａｘ－

１ 相互作

用 。 造血细胞特异性蛋 白相关蛋 白Ｘ －

ｌ（ ｈｅｍ ａｔｏｐｏ ｉ ｅｔ ｉ ｃｃｅ ｌ ｌ
－

ｓｐ ｅｃ ｉｆｉｃ
ｐｒｏ ｔｅ ｉ ｎ

－

ａ ｓ ｓｏｃ ｉ ａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅ ｉｎ Ｘ －

１ ， Ｈａｘ －

１ ） 是
一

种核质 穿梭蛋 白 ， 在上游的凋亡级联中发挥作用并使下

游的 ｃａｓｐａｓｅ 激活 。 在线粒体中 ， Ｈａｘ －

１ 整合于线粒体外膜 ， 定位于膜间 隙 。 由于

Ｈａｘ－

１ 可 以被 ０ｍ ｉ ／Ｈ ｔｒＡ２ 蛋 白酶水解 ， 因此怀疑它受到 ＰＨＢ 复合物的保护 ［
４ ５

］

。 在

Ｈｅ ｌ ａ 细胞线粒体中 ， ＰＨＢ ２ 可直接与 Ｈａｘ－

１ 结合 ， 敲除 ＰＨＢ ２ 会降低 Ｈａｘ－

１ 的表达 ，

并诱导 ｃａｓｐａｓｅ 依赖性的细胞凋亡 【
４６

１

。

本研究还发现干扰 ＰＨＢ ２ 的表达 ， 使 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 对病毒复制増殖的抑制和细胞凋亡

的促进作用 同时受到 了 削弱 ， 因此 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 可能是通过与 ＰＨＢ２ 互作来发挥功能的 。

通过以上结果 ， 我们猜测 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 可能是通过竞争性结合 ＰＨＢ２ ， 影响 了其他抗凋亡

蛋 白 与 ＰＨＢ ２ 的互作 ， 从而促进了凋亡的发生 。 但是关于 ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 通过凋亡延缓病毒

增殖复制 的具体机制还需进
一

步探讨 。

５ 结论

ｖ ｓｐ ｌ Ｏ 可以延缓 ＢｍＣＰＶ 病毒的复制增值 ， 并促进凋亡的发生 ， 其中 的机制可

７ ９
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仪器名称型号生产公司

ＰＣＲ
仪 ＴＰ６００ ＴａＫａＲａ公司

电热鼓风千燥箱Ｃ Ｓ １ ０ １
－

３ＥＢ重庆四达实验仪器有限公司

１／１ ００００ 分析天平Ｂ Ｓ １ ２４Ｓ北京赛多利斯仪器系统有限公司

ｐＨ 计 Ｄ ｅ ｌ ｔａ３２０梅特勒 －托利多仪器有限公司

金属浴 ＣＨＢ －

１ ０杭州大和热磁电子有限公司

台式冷冻离心机Ｐ ｉ ｃｏ １ ７ 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

垂直电泳槽Ｍ ｉｎ ｉＰｒｏｔｅａｎ３Ｃｅ ｌ ｌＢ ｉｏＲａｄ公司

水平 电泳槽ＨＥ－９０天能公司

生化培养箱 ＳＨＰ －２５ ０上海精宏实验设备有限公司

凝胶成像系统Ｇｅ ｌＤｏｃＸＲＳｙｓ ｔｅｍＢ ｉｏＲａｄ 公司

多功能分析成像仪Ｃｈｅｍ ｉＳｃｏｐｅ６３ ００Ｃ ｌ ｉｎｘＳｃ ｉｅｎｃｅＩｎ ｓｔｒｕｍｅｎｔｓ公司

紫外分光光度计ＮａｎｏＤ ｒｏｐ２０００ＴｈｅｒｍｏＳ ｃ ｉｅｎｔ ｉｆｉ ｃ公司

电泳 电源 ＰＯＷＥＲ ／ＰＡＣ１ ０００Ｂ ｉｏＲａｄ公司

超低温冰箱 ７０ ５ Ｆｏｒｍａ 公司

优普超纯水机ＵＰＴ－ＩＩＩ －５Ｔ成都超纯科技有限公司

电子显微镜ＨＴ７７００ＨＩＴＡＣＨＩ 公司

荧光倒置显微镜Ｎ ｉｋｏｎＴＥ２０００ －ＵＮ ｉｋｏｎ 公司

荧光正置显微镜Ｌｅ ｉ ｃａｄｍ２０００ ｌｅｄ莱卡公司

共聚焦荧光显微镜ＬＳＭ－

８ ００ Ｃ ａｒ ｌＺｅ ｉ ｓ ｓ ＡＧ 公司

高压蒸汽灭菌锅ＬＤＺＸ －

５ ０ＫＢ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荣华仪器制造有限公司

核酸电泳仪ＤＹ－Ａ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

超声波清洗器ＫＱ
－

５００ＤＢ 型昆 山市超声仪器有限公司

混合型碾磨仪ＳＫＳ Ｉ 型上海必横生物科技有限公司
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ＢｍＣＰＶ 编码小肽 ｖｓｐ ｌ Ｏ 的鉴定及在凋亡中 的功能研究


致 谢

致 谢

至此 ， 谨向三年来所有帮助和关心过我的师友们表示衷心的感谢 ！

首先 ， 我想要感谢我的导师曹广力老师 ， 曹老师深厚的专业底蕴及严谨的治

学态度给我的实验提供 了很大的帮助 ， 同时 ， 曹老师严谨的科研态度及无私的奉

献精神 ， 也在我的科研生活 中树立 了 良好的榜样形象 ， 作为曹老师的学生 ， 我深

感荣幸 。 至此 ， 我要向我的导师报 以最诚挚的感谢与敬意 ！

同 时 ， 我要感谢贡成 良老师和薛仁宇老师 ， 这两位老师在我的科研进展 中 ，

给予 了我许多专业方面的建议 ， 给我带来 了许多 的益处 ， 此外在学 习 生活中 ， 给

予我的帮助与关怀 ， 也让我很是感激 。 我还要感谢胡老师对我的帮助与指导 。 正

是 由于各位老师 的无私奉献与支持 ， 我的科研任务才能顺利完成 ， 让我在这三年

里 ， 不管是专业知识还是实验技能方面 ， 都有 了 显著的提高 。

其次我要感谢实验室的各位师兄 、 师姐 、 师弟和师妹们对我三年来的帮助 。

感谢梁子师姐在我的课题遇到 问题时对我的帮助 。 感谢朱敏师姐的鞭策 ！ 感谢云

山师兄的鼓励 ！ 感谢毒舌评论专家坤哥 ， 不会做实验的 ｌ ｓｐ 不是好诗人 。 感谢处女

座黄金圣斗士瑶总 ， 你快乐 ， 全实验室快乐 ！ 感谢风
一

样的超哥 ， 疾风亦有归途 ，

残血不要去送 ！ 此外还要感谢退堂鼓表演艺术家潘师傅 ， 第七宇宙最帅 的沈师兄 ，

宝可梦烹饪大师童师妹 ， 三只手人柱力亚昕师弟 ， 勤劳 的孙师妹 ， 地狱咆哮邱师

妹 （ 结果全靠吼 ， 加样全靠抖 ） ， 高级生物培育工程师李继杰师弟 ， 李楠师弟和

郭仕程师弟 ， 是你们使我的生活变得更加绚烂多姿 ， 充满乐趣 。

我还需要特别感谢我的父母 ， 他们是我坚强的后盾 ， 是我避风的港湾 ， 他们

的生养之恩我无以为报 ， 但对我无私的爱我铭刻在心 ， 激励我不断前行 。

最后 ， 在此 向参与论文评阅和答辩的全体专家致以最诚挚的谢意 ！

曹满满

２ ０２ １ 年 ５ 月 于独墅湖

９ ５



学位论文答辩委员会决议

包括 ？

？Ｋ 对 谂文 的评ｔ ， 包括选 韪 的 理论 翁 值 和实 践意 义 ， 论 文理 论 ， 方 法上 的开拓与 创 新 ， 论《的 可 ＊ 充

分 与 结 谂鈞 ｉＥ磯性 ： 谂文 所反峡 的 作 ＃学 术魏舒 （ 对 本学 科 １ 榷关 领域研 究 动 态 的把■ ） 、 基础理 论 ．

专业麵识 ， 穹 律 能 力 等 ；

２ 、 对答辯 的评翁 ：

３
， 是杏 Ｂ奪遘过论文签辩 ， 是否建议攪予学位戴憂 否建议在规定时鸿 内修改论文后重新答辩

？次的结 论 ？

该论文通过预＿ 发现 ＢｒａＣＰＶ Ｓ Ｉ Ｏ ｄｓＲＮＡ（＋ ） 链的 ｓＯＲＦ 具有编码 ４ 、舦 ｖｓｐ ｉ Ｏ 的潜能 ， 实

验显示 ｖｓｐ ｉ Ｏ 存在于 ＢｍＣＰＶ 感 染 的 家蚕中 肠 中 ，
ｖｓｐ ｌ Ｏ 定位在细患质 中

，

ｖ印 １ ０ 的 表达与其 ｓ〇ＲＦ

上游的 ＩＲＥＳ 位点相 关
，
ｖｓｐ ｌ Ｏ 可能是线牲 ＲＮＡ 编码产 生 而 非 来 源 于 ｅｉｒｃＲＮＡ ，

ｖｓｐ ｌ Ｏ 的表达 与

病毒增殖 复制 呈正相 关 》 功能研 究 发现 ，
ｖｓｐ ＩＯ 可 以延缓 ＢｍＣＰＶ 的增殖 复剩 ， 过表 达 ｖｓｐ ｌ Ｏ

可 以抑制 細絶周期 ，
并促进细胞凋亡 ， 使细跑的凋亡水平上升 ｆ

研 究还发现 ｖ￥ｐ 丨 〇 可以降低线

粒体韈 电位
，

ｖｓｐ ｌ Ｏ 可 以定位在 线粒体上 ， 实验初 步 繂 选 了 与 ｖｓｐ
ｌ 〇 互作 的蛋 白 并从 中 选取 了

凋亡相 关 蛋 白 ＰＨＢ２ 进行 了 相 关研 究 ，
验证 了ｖｓｐ ｌ 〇 与 ＰＨＢ２ 的直接互作 ，

ＰＨＢ２ 千扰研究表

明 ｖｓｐ ｌ Ｏ 可能通过与 ＰＨＢ２ 互作诱导 凋亡 Ｉ 调控病毒的增殖 复制 ？ 研究結嚴对 ｓＯＲＦ 编码小啟

ｖｓｐ ｌ Ｏ 的功能及作 用 机制 的 了 解有重要意 义 ＊

谂文立題新颖 ， 设计合理 ，
技木方法先进 ，

数据可信
，
结 果正确 ， 具有较强的理论意 义和

实 用 价值
， 有一 定的剎新性 ？ 论文结构 完整 、 层次分明

，
写作 条理清楚 ，

思路清晰 ， 分析与讨

论逻辑性强 ？ 文献综迷主題明确 、 资料全面 ， 表 明该生 已 系 统掌握相 关领域的 专业知识和实验

技能 ？ 论文陈迷清晰 ，
能正确 回答答辩委 ＩＩ 会提出 的 问题 ？

．

答辩委 员 会一致 同 意通过论文答辩 ， 并建议授予碩士学位，

答辩委员会ｆ
秘书 ：

委员 ：
——

、
＿

、


ｙ
＃）ｔ ．



、


、



年 月 曰

注 ： 本表内容 （包括答辩名单 ） 可手签或打印


	摘要
	Abstract
	第一章 文献综述
	1 SEPs功能的研究进展
	1.1 SEPs的概述
	1.2 SEPs的研究方法
	1.3 SEP的种类
	1.4 SEPs的生物学功能
	1.5 病毒SEP的研究进展

	2 BmCPV的研究进展
	2.1 BmCPV概述
	2.2 BmCPV的的入侵途径研究
	2.3 宿主对BmCPV入侵的免疫应答

	3 研究目的与研究内容
	3.1 研究的目的与意义
	3.2 研究内容
	3.3 技术路线

	参考文献

	第二章 BmCPV S10正义链编码vsp10的鉴定
	1 引言
	2 材料与方法
	2.1 实验材料
	2.2 试剂配制
	2.3 常用实验方法
	2.4 反向PCR
	2.5 Northern blotting
	2.6 vsp10表达蛋白样品的制备
	2.7 vsp10多克隆抗体的制备
	2.8 免疫组化
	2.9 细胞免疫荧光
	2.10 体外制备带有IRES位点的vsp10 sORF线性序列
	2.11 pIZT-CS10-sORF-null和pIZT-LcR-circ1载体的构建
	2.12 数据处理与统计

	3 结果与分析
	3.1 vsp10的预测及分析
	3.2 vsp10抗体的制备及在BmCPV感染的家蚕中肠的检测
	3.3 vsp10在BmCPV感染的细胞中的定位
	3.4 BmCPV S10线性RNA转录本可编码vsp10
	3.5 vsp10可能并非由circRNA编码
	3.6 vsp10的表达时相

	4 讨论
	5 结论
	参考文献

	第三章 vsp10促进细胞凋亡的功能研究
	1 引言
	2 材料与方法
	2.1 实验材料
	2.2 试剂配制
	2.3 实验方法

	3 结果与分析
	3.1 vsp10可延缓BmCPV的复制增殖
	3.2 vsp10对免疫和凋亡相关通路基因的影响
	3.3 vsp10抑制细胞周期
	3.4 vsp10促进细胞凋亡
	3.5 vsp10促使线粒体损伤
	3.6 vsp10与线粒体共定位
	3.7 vsp10可与PHB2蛋白相互作用
	3.8 vsp10可以促进PHB2的表达
	3.9 干扰PHB2减弱vsp10对病毒的抑制和凋亡的促进

	4 讨论
	5 结论
	参考文献

	结论
	附录一 缩略词表
	附录二 质粒图谱
	附录三 常用仪器
	致谢
	学位论文答辩委员会决议

