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摘要! +,-干扰"+,-I#是由双链+,-"OJ+,-#诱发的特异性沉默目的基因表达的过程!一种

大规模制备双链+,-的方法可以便利+,-I技术的应用$ 以斑节对虾 EHSH7型蛋白激酶抑制剂

"jB0#基因为例!详细介绍了一种以体内载体表达大量制备 OJ+,-" q!%% QR#的方法$ 使用商业

载体 UW3b]和 U@+053!以 $ 步克隆法构建含有发夹环"KHILUIQ 766U# OJ+,-表达载体!转化

+,-酶
&

缺陷的大肠杆菌2]&&="@3!#进行体内转录制备 OJ+,-$ 构建的发夹+,-表达载体

含有 ">" fU的正向靶序列和 "%! fU的反向互补靶序列!其中正向靶序列多出的 >& fU即可成为

766U环!而无需再次克隆加入$ 培养 !% G.的细菌!即可得到 & GT 纯化的 OJ+,-!而其成本仅

为使用商业化体外转录试剂盒的四分之一$ 为评估+,-I效果!按照每 & 克虾体肌肉注射 $

$

T

OJ+,-的剂量!在 OJ+,-注射后%!<!&$和$" K采集血淋巴!+]FB4+检测jB0G+,-的基因转

录水平$ 与对照组W/BFOJ+,-和,H47注射组相比!jB0FOJ+,-注射组可以在 $" K内沉默血淋

巴中的jB0基因$ 结果表明该方法是可大规模制备长的 OJ+,-的方法$

关键词! 斑节对虾% +,-干扰% 双链+,-% 体内转录% 大肠杆菌2]&&=% EHSH7型蛋白激酶抑

制剂

中图分类号! [#?>% 1>&#'''''''文献标识码)-

''+,-干扰"+,-IQRNLZNLNQPN!+,-I#是由双

链+,-" O69f7NFJRLHQONO +,-!OJ+,-#介导(细

胞本身固有的对抗外源基因及其侵害的一种自我

保护现象!可以被称为是生物体基因组的免疫系

统*& ;$+

) +,-I具有快速(有效(容易操作和序列

特异性强等优点!被称为基因抑制"EQ6PEO6iQ#

技术!是一种高效的(特异性沉默同源 G+,-的

敲减工具!可阻断特定基因表达!是研究特定基因

功能的有效方法!在某种程度上可以替代操作复

杂和费用昂贵的基因敲除技术) +,-I作为一种

新的研究工具!在功能基因组学领域呈现出巨大

的应用前景*!+

)

+,-I技术现已在线虫(果蝇(植物(多种哺

乳动物!以及水生生物中对基因功能(基因治疗(

信号传导通路(抗病毒机制(药物靶位点筛选及开

发研究中有了广泛应用*! ;"+

) +,-I被认为是非

常有应用前景的病毒病防治技术*=+

!也可用来研

究单个基因功能!病毒的感染及整个基因组范围

的基因筛查) 在对虾病毒病相关研究中!目前已

有报道针对对虾的几种主要病毒性病原!如白斑

综合征病毒"iKIRNJU6RJ:QOL6GNgIL9J!o115#(

黄头病毒" :N776iKNHO gIL9J!\25#及桃拉病毒

"RH9LHJ:QOL6GNgIL9J!]15#干扰特定的病毒基

因*< ;#+

!可以干扰病毒复制!提高对虾的存活率)
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参与病毒侵染复制过程的细胞因子也是使用

+,-I抑制病毒增殖的靶标!用序列特异性

OJ+,-沉默对虾 BG+Hf# 基因表达!有效抑制了

对虾体内o115和\25的感染和增殖*? ;>+

)

OJ+,-可以通过注射!电穿孔和化学试剂介

导的转染等方式介入动物和细胞内) OJ+,-的

制备是实施 +,-I较为关键的一步!一种操作简

单!低成本的制备 OJ+,-方法可以便利 +,-I相

关研究和应用) 目前常用的 OJ+,-制备方法主

要有 $ 种!体外转录法和体内载体表达法) 其中

体外转录法合成 OJ+,-可以在预期的 B4+产物

两端连上转录起始点"如 ]#!1B< 等#!先用 +,-

聚合酶转录合成单链的 +,-!再互补成 OJ+,-)

选取商业化的体外转录试剂盒就可以方便的制备

出 OJ+,-!但缺点是成本较高) 相比而言!要制

备大量的 OJ+,-!采用体内载体表达法即构建质

粒!用细菌体内表达更为经济高效*> ;&&+

) 带有发

夹环的 OJ+,-包括 $ 个反向互补的靶序列片段!

中间插入一个单链环) 通常!构建这样的 @,-

模板!需要 ! 步连接"! 步克隆法#实现) 在满足

获得大量双链+,-需求的同时!却不可避免多步

克隆带来的较为繁琐操作过程)

本文以我们前期研究中通过 5)BC-" gIL9J

6gNL7H: UL6RNIQ fIQOIQT HJJH:#技术鉴定得到的!与

o115的主要囊膜蛋白 5B$? 存在相互作用的对

虾 EHSH7型蛋白激酶抑制剂 " EHSH7UL6RNIQHJN

IQKIfIR6L!jB0#

*&$+基因为例!详细的介绍采用 $ 步

克隆法构建jB0FOJ+,-的表达载体!制备大量

OJ+,-的方法) 实验证明这是一种简单易行!可

以大规模高效制备 OJ+,-的方法!满足了我们在

活体对虾+,-I实验中大量注射 OJ+,-的需求!

也降低了实验成本)

&'材料与方法

!"!#(D?-靶序列选定及引物设计

利用网上 JI+,-设计软件 " KRRU$

"

iii8

UL6GNTH8P6GAJI+,-@NJITQNLAUL6TLHGA# 初步分

析jB0基因序列"WNQCHQE$-\$<#$%%#!并结合

结构域特征选取有效的干扰位点) 针对选中的长

约 =%% fU靶序列!设计 ! 条引物"图 &#!以含有

jB0完整编码框序列的 UC79NJPLIURFjB0质粒为模

板!分别用于B4+扩增合成双链+,-的@,-模

板) 其中引物 & 和引物 ! 用于扩增">" fU的正向

靶序列!引物 & 和引物 $ 用于扩增 "%! fU 的反向

互补靶序列"表 &#) B4+反应条件为$预变性

>" ` ! GIQ!然后是 != 个循环的 >" ` !% J!

== ` !% J!和 #$ ` "% J!最后 #$ `延伸 = GIQ)

图 !#针对靶片段设计的 % 条引物的相互关系示意图

B-E"!#C@K/.*7-@2-*E,*.74 0K4N7K/,/5*7-490K-F

+/7N//9% 2/0-E9/2F,-./,0437K/7*,E/73,*E./97

表 !#引物序列及产物片段大小

)*+"!#&,-./,0/81/9@/0*92/07-.*7/2F,421@70-S/

B4+产物

B4+UL6O9PR

引物名称

ULIGNLQHGN

引物序列

JNc9NQPN6ZULIGNL

退火温度"`#

HQQNH7IQT RNGUNLHR9LN

产物大小"fU#

UL6O9PRJISN

正向靶片段

JNQJNRHLTNRZLHTGNQR

引物 &

ULIGNL&

=dW]WW4]4]W-]WW-----4W!d

== ">"

引物 !

ULIGNL!

=dW]]4]]W4-4]W-W4--44]]W!d

反向靶片段

HQRIFJNQJNRHLTNRZLHTGNQR

引物 &

ULIGNL&

=dW]WW4]4]W-]WW-----4W!d

== "%!

引物 $

ULIGNL$

=d-]W-W-WW-W]W4-W]4W4-!d

''以绿色荧光蛋白 W/BFOJ+,-为非序列特异

性 OJ+,-对照!其 OJ+,-表达载体构建方法同

上!所用引物序列为 =d]WW ]W- W4- -WW

W4W-WW!d!=dWW-]4]]W--W]]4-44]

]W-!d!=d]WW]W-W4--WWW4W-WW!d!

和 =dW44W]44]44]]W--W]4!d)

$#!#
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!"$#第 ! 步克隆构建正"反向靶序列载体

使用 B4+产物纯化试剂盒 "[0-c9IPE!

[IHTNQ#将上述 B4+产物纯化后!将正向靶片段

克隆到商业载体 UW3bF]NHJ: gNPR6L"BL6NGNTH#

中!使用 "$ `热休克法转化大肠杆菌感受态细胞

(b&%>!在含氨苄青霉素的 .C平板上挑取白斑!

使用载体通用引物]# 和引物 ! 作菌落B4+筛选

具有正向插入片段的重组子) 同时将反向互补靶

片段克隆到载体 U@+053P76QIQT gNPR6L"[IHTNQ#

中!转化大肠杆菌感受态细胞 l.&Ff79N!在含有

氨苄青霉素"-GU#和四环素"]NR#的 .C平板上

挑取白斑!使用]# 和引物 & 作菌落 B4+筛选具

有反向插入片段的重组子)

!"%#第 $ 步克隆构建20(D?表达载体

分别纯化具有正向插入片段和反向插入片段

的阳性克隆重组质粒 " WNQN(3]

]b

U7HJGIO

GIQIULNU EIR!/NLGNQRHJ#!用 7'&

%

和 ,4+

%

酶切)

U@+053质粒酶切产物用 &8$Y琼脂糖凝胶电泳

后!切胶回收目的片段!同时用 B4+产物纯化试

剂盒纯化 UW3bF]质粒酶切产物!按照 #p& 比例

混合!再加入 ]" @,-连接酶 ",Ni 3QT7HQO

CI67HfJ#!冰浴 ! K!将反向互补靶片段亚克隆到

已含有正向插入片段的线性 UW3bF]质粒中"图

$#) "$ `热休克法将其转化到+,-酶
&

缺陷型

大肠杆菌感受态细胞 2]&&= "@3!#!涂布 .C

"-GU h]NR#平板!!# `培养过夜)

图 $#20(D?表达载体第 $ 步克隆原理示意图

B-E"$#)K/0@K/.*7-@2-*E,*.4307/F$

34,@4907,1@7-9E 20(D?/OF,/00-49:/@74,

!"<#阳性菌落筛选

用灭菌牙签刮取菌落!=%

$

.灭菌水重悬!加

入等体积酚氯仿抽提总 @,-!&$ %%% LAGIQ " `

离心 &% GIQ!取 #

$

.上清!用 &8$Y琼脂糖凝胶

电泳!初筛选定阳性克隆菌落) 将得到的阳性克

隆接种到 " G..C"-GU h]NR#液体培养基!

!# `振荡培养过夜) 提取质粒!使用限制性内切

酶861

%

和 7'/

%

在 !# `孵育 $ K!电泳观察酶

切结果!第 $ 次筛选鉴定 OJ+,-表达载体阳性

克隆)

!"I#20(D?的诱导表达

挑取阳性克隆!接种到 " G..C"-GU h]NR#

液体培养基!!# `振荡培养过夜) 次日按照

&p&%%的比例进行扩大培养!检测 )@

<%%

达到 %8"

时加入终浓度为 %8= GG67A.的 0B]W继续诱导

培养 " K) " %%% LAGIQ " `离心 = GIQ!收集细胞

沉淀!并用 #%%

$

.]3"&% GG67A.]LIJF247!&

GG67A.3@]-!用 @3B42

$

)配置!U2?8%# 缓

冲液重悬!然后用酚A氯仿A异戊醇"$=p$"p&#抽

提法提取+,-) 再用+,HJN-和@,HJN处理!除

去单链 +,-和基因组 @,-!最终得到 OJ+,-)

测定 )@

$<%

计算 OJ+,-浓度) 取部分样品用

+,HJN

&

消化处理再次检验 OJ+,-的质量)

!"J#(D?-效果评估

实验中使用的斑节对虾",0"'0$4(*"*9*"#购

于泰国中部一养殖场!平均体重 ? T!随机抽样经

B4+检测无 o115感染 "0[$%%% EIR!/HLGIQT

0QRN77ITNQN#!实验室暂养 ! O 后使用) 对照组"&$

尾虾#注射 &%%

$

.&=% GG67A.,H47!另外 $ 个实

验组 "各 &$ 尾虾#分别注射 jB0FOJ+,-!W/BF

OJ+,-!每尾虾注射 %8& G."&<

$

T# OJ+,-"&=%

GG67A.,H47稀释#于对虾第四或第五尾节肌肉)

注射 OJ+,-% K!< K!&$ K和 $" K!每组随机取 !尾

虾分别抽取 $%%

$

.血淋巴!按 &p& 的比例使用预

冷的-4F7做抗凝剂"%8"= G67A.,H47!%8& G67A.

葡萄糖!!% GG67A.柠檬酸钠!$< GG67A.柠檬酸!

&% GG67A.3@]-!U2"8<#

*&!+

) 提取 +,-!以引

物 & 和 引物 !!用一步+]FB4+"]IRHQ!+6PKN#检测

jB0G+,-的转录水平) 3/"N76QTHRI6Q ZHPR6L#为

内参!用来指示加载的+,-模板量!引物序列为 =d

WW]W4]WW-4--W4]W--WW4!d和 =d

4W]]44WW]W-]4-]W]]4]]W-]W!d)

B4+反应条件为$=% ` !% GIQ!>" ` $ GIQ!然后

是 !%个循环的 >" ` &% J!== ` !% J和<? ` "= J!

最后 <? `延伸 # GIQ) &8$Y琼脂糖电泳分析靶基

%#!#
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因的转录表达结果)

$'结果与分析

$"!#20(D?表达载体的构建

根据设计的引物!B4+扩增后得到正向插入

片段 ">! fU!反向插入片段 "%! fU"图 !F-#) 前

者长出的 >% fU 片段即为形成 OJ+,-时的发夹

结构片段"JUHPNL#)

图 %#20(D?表达载体构建及阳性克隆筛选

"-# 正A反向靶片段的B4+扩增结果) $76T b$@,-分子量

标准"&%% &̂% Ef#",3C#%泳道 &8为 "%! fU 的反向靶片段%

泳道 $8为 ">! fU 的正向靶片段) "C# 7'&

%

和 ,4+

%

酶切

U@+053质粒!得到含有反向靶序列的插入片段) "4# 酚氯

仿抽提法初筛第 $ 步构建载体的阳性克隆) 泳道 & 和泳道 $

为含有插入片段的阳性克隆%泳道 ! 和泳道 " 为没有插入片

段的克隆) 图中方框所示为筛选的指标片段) "@# 861

%

和 7'/

%

酶切进一步验证 OJ+,-表达载体的阳性克隆)

B-E"%#)K/@4907,1@7-494320(D?/OF,/00-49

:/@74,*920/5/@7-4943F40-7-:/@549/

"-# RKNB4+UL6O9PR6ZJNQJNHQO HQRIJNQJNRHLTNRZLHTGNQRJ8

$76T b$@,-GHENL"&%% ;&% Ef# ",3C#8.HQN& iHJRKN

UL6O9PR6ZHQRIJNQJNZLHTGNQRiIRK G67NP97HLiNITKR"%! fU!7HQN

$ iHJRKNUL6O9PR6ZHQRIJNQJNZLHTGNQRiIRK G67NP97HLiNITKR

">! fU8"C# U7HJGIO U@+053iIRK RKNLNgNLRNO IQJNLROITNJRNO

f: 7'&

%

HQO ,4+

%

8"4# RKNZILJRJPLNNQIQT Z6LRKNU6JIRIgN

P76QNJ6ZJNP6QOHL: P6QJRL9PRNO gNPR6Lf: UKNQ67FPK76L6Z6LG

NVRLHPRI6Q GNRK6O8.HQN& HQO 7HQN$ HLNRKNU6JIRIgNP76QNJiIRK

IQJNLRJ!7HQN! HQO 7HQN" JK6iNO RKNQNTHRIgNLNJ97RJ80QOIPHR6L

ZLHTGNQRJiNLNJK6iNO IQ RKNZLHGN8"@# JNP6QOHL: JPLNNQIQT

Z6LRKNU6JIRIgNP76QNJf: 861

%

HQO 7'/

%

OITNJRI6Q8

''第 & 步克隆后!酶切 U@+053质粒得到长约

=%% fU核酸片段"内含反向插入片段#"图 !FC#!

胶回收后!将其作为插入片段!进行第 $ 次克隆!

得到带有发夹结构"KHILUIQ#的 jB0FOJ+,-载体)

以+,HJN

&

缺陷型的 :;/*&%2]&&="@3!#作为

OJ+,-表达菌株)

酚氯仿抽提总 @,-!琼脂糖凝胶电泳后!通

过比对 ! %%% =̂ %%% fU间的产物片段大小!初筛

阳性克隆) 其中阳性克隆在该区域内的产物片段

大小为 = %%% fU"图 !F4#) 进一步提取质粒!经

861

%

和 7'/

%

酶切后!再次确定得到长度约为

& %%% fU的目的插入片段"图 !F@#!保证筛选到

的阳性克隆的正确性)

$"$#验证诱导表达(D?产物

0B]W诱导后!酚A氯仿A异戊醇"$=p$"p&#抽

提法总核酸!用 +,HJN-和 @,HJN处理去除

@,-!单链 +,-"JJ+,-#和 OJ+,-的 KHILUIQ

环!即得到了长度约为 =%% fU 的!序列特异性的

jB0FOJ+,-"图 "#) 经 +,HJN

&

处理后!所得到

的 OJ+,-被消化!泳道内看不到+,-片段!再次

证实制备的样品是 OJ+,-"图 "#) 根据测定的

)@

$<%

!计算 OJ+,-的产量!约为 & GT OJ+,-A!%

G.菌液)

图 <#由表达载体诱导出的(D?结果分析

泳道 &8体内转录得到的+,-%泳道 $8+,-酶 -消化后的产

物%泳道 !8+,-酶
&

消化后的产物)

B-E"<#?9*5;0-043(D?F,421@/2+;

7K/20(D?/OF,/00-49:/@74,

.HQN& iHJR6RH7+,-6fRHIQNO f: %" <%<* RLHQJPLIURI6Q!7HQN$

iHJRKN+,-UL6O9PROITNJRNO f: +,HJN-!7HQN! iHJRKNZIQH7

UL6O9PROITNJRNO f: +,HJN

&

8

$"%#序列特异性20(D?沉默M&T基因的转录

注射 OJ+,-后 % K!< K!&$ K 和 $" K 取样!

+]FB4+检测jB0基因的G+,-转录水平) 结果

显示与 &=% GG67A.,H47和 W/BFOJ+,-注射对

照组相比!序列特异性的jB0FOJ+,-可以在 $" K

内沉默血淋巴中的 jB0基因"图 =#) 内参 3/的

扩增量基本相同!显示反应中所用的+,-模板量

基本一致)

&#!#
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图 I#()6&'(检测M&T转录表达水平

3/"&?# fU#为内参!jB0"">" fU#为检测的目的片段) 泳道 & &̂& 为jB0FOJ+,-注射组) 其中泳道 & !̂ 为 % K样品%泳道 "(= 为 <

K样品%泳道 < ?̂ 为 &$ K样品%泳道 > &̂& 为 $" K样品%泳道 &! &̂= 为W/BFOJ+,-"阴性对照#注射后 $" K 样品%泳道 &< &̂? 为

&=% GG67A.,H47"空白对照# 注射后 $" K样品) 各个泳道均代表不同的虾)

B-E"I#.(D?/OF,/00-495/:/543M&T2/7/@7/2+; ()6&'(

3/"&?# fU# iHJ9JNO HJIQRNLQH7P6QRL67!jB0"">" fU# iHJRKNRHLTNRZLHTGNQRZ6LONRNPRI6Q8/L6G7HQN& R6 7HQN&& iNLNJHGU7NJP677NPRNO

IQ jB0FOJ+,-IQDNPRNO TL69U8-G6QT RKHR!ZL6G7HQN& R6 7HQN! iNLNJHGU7NJP677NPRNO HR% K!7HQN" HQO = iNLNJHGU7NJP677NPRNO HR< K!

ZL6G7HQN< R6 7HQN? iNLNJHGU7NJP677NPRNO HR&$ K!ZL6G7HQN> R6 7HQN&& iNLNJHGU7NJP677NPRNO HR$" K!ZL6G7HQN&! R6 7HQN&= iNLN

JHGU7NJP677NPRNO IQ W/BFOJ+,-IQDNPRNO TL69U"QNTHRIgNP6QRL67# HR$" K U6JRIQDNPRI6Q!ZL6G7HQN&< R6 7HQN&? iNLNJHGU7NJP677NPRNO IQ

&=% GG67A.,H47IQDNPRNO P6QRL67"f7HQE P6QRL67# HR$" K U6JRIQDNPRI6Q8-777HQNJiNLNLNULNJNQRHRIgN6ZOIZZNLNQRJKLIGU8

!'讨论

OJ+,-在 +,-I过程中可以触发一个强大

的(序列特异性的同源G+,-的抑制现象) 一般

可以通过体外转录和构建细菌体内表达载体 $ 种

方式来制备 OJ+,-) 在使用+,-I技术研究特定

基因功能及病毒防御机制时常常需要大量的

OJ+,-!一种操作简单!成本低廉的 OJ+,-制备

方法可以便利 +,-I技术的进一步推广和应用)

$%%! 年有学者用细菌:;/*&%2]&&="+,-酶
&

缺

陷型#菌株表达的 OJ+,-粗提物成功抑制了病毒

对植物的感染!文中采用了 ! 步克隆法构建含有

! 个基因片段的重组 ]载体制备 OJ+,-!其中插

入了外源性的抗生素基因作为 766U 片段!以形成

含有特定序列的 +,-发夹结构!该方法实现了

OJ+,-的大规模制备!培养 $% G.的菌液可制备

约 & GT的 OJ+,-

*&%!&"+

)

本文在该方法的基础上进行优化!建立了一

种 $ 步法克隆构建 OJ+,-体内表达载体的方法)

与已报道的体内转录 OJ+,-方法相比*> ;&&+

!本

文的这种方法从经济和技术角度来看有几个显著

的优点) 首先!我们采用正向插入片段长出的

>% fU作为 KHILUIQ 766U!而无需直接插入与靶基因

序列无关的766U片段!避免多步克隆的相对复杂

性!简化了载体构建步骤%其次!减少了扩增发夹

结构模板的引物%第三!设计的引物不需要限制性

酶切位点!因为不需要 @,-模板与表达载体间

连接) 构建好载体后!按需增加转化菌培养体积!

$ O内即可制备出实验所需的大量 OJ+,-) 培养

!% G.菌液可制备约 & GT OJ+,-!而其成本仅为

使用商业化试剂盒的体外转录法的四分之一)

本文以对虾 jB0基因为例!通过体内法转录

制备序列特异性的 OJ+,-!并对 +,-I效果进行

验证) 采用肌肉注射的方式!将 jB0FOJ+,-注入

对虾体内!通过 +]FB4+检测!证实 $" K 内可以

实现沉默目的jB0基因的表达) 使用本方法也成

功制备了针对 \25序列特异性的 OJ+,-!在一

定程度上减缓了黄头病在凡纳滨对虾体内的增

殖*&=+

) 充分验证了该方法制备的 OJ+,-可以很

好的满足+,-I技术的需求!可高效特异地消减

沉默目的基因表达)

目前 +,-I在水生动物水生生物胚胎发育(

基因功能和海洋生物抗病毒研究中都有了越来越

广泛的应用*! ;"+

) 对对虾而言!因其缺少真正的

获得性免疫应答反应!只有非序列特异性的先天

免疫防御应答!而且对虾对病毒的防御机制尚未

得到阐明!至今没有一个非常有效的防治病毒病

的方法) +,-I被认为是一种非常有应用前景的

抗病毒技术!还可以用来研究对虾病毒与宿主的

相互作用机制!可以为对虾病毒病的有效防治提

供理论依据) 但目前 OJ+,-注入虾体的方式还

主要以人工肌肉注射为主!耗时耗力!对实验动物

的健康也不可避免的造成一定损伤) 而且因一次

注射的 OJ+,-数量有限!产生的 +,-I效果具有

时效性!不能实现长期的沉默效果) 如果能构建

一个在虾体内持续分泌的 OJ+,-表达系统!通过

'#!#
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口服等方式导入来实现目的基因的长期消减或沉

默!进而有望实现对对虾防御一个或多个病毒的

长久保护)
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