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摘要! 利用 /J^GP:5KQJ公司的在线生物学软件分析斜带石斑鱼神经坏死病毒 0E基因!设计

针对 0E基因不同位置的小发卡 *+,"\I5:PI9G:UGJ *+,!\I*+,#干扰序列(其结构特征为

正链"%C JP# ;环"@ JP# ;负链"%C JP#)$ 化学合成这些序列!并退火连接为双链干扰片段!

将双链干扰片段定向克隆到干扰载体 U2+D*

D8

A)" 中!构建 \I*+,干扰载体 U\I*+,E

%#@%U\I*+,E=C" 和 U\I*+,E++4$ 然后!用脂质体转染法分别将 ! 种 \I*+,干扰载体和

U2̀ .BE3B基因共转染导入黑头呆鱼".18#肌肉细胞!荧光显微镜观察细胞荧光强度!分

析荧光抑制效率!*Q96EPGFQ*DEB3*检测 0E基因 F*+,的表达水平变化$ 结果表明!在

U2̀ .BE3B与 \I*+,干扰载体共转染组!U\I*+,E%#@%U\I*+,E=C"%U\I*+,E++4的荧光

抑制效率分别为 @?W%"=W%<%W$ ! 种 \I*+,干扰载体都有干扰效果!均能干扰绿色荧光

蛋白的表达!其中 U\I*+,E=C" 干扰效率最好$ *Q96EPGFQ*DEB3*检测表明!干扰质粒

U\I*+,E%#@%U\I*+,E=C"%U\I*+,E++4对 U2̀ .BE3B基因的沉默效率分别约为 "$W%

C"W和 <<W!与对照组相比差异显著"Eo$7$<#$ 研究表明!靶向斜带石斑鱼神经坏死病

毒0E基因的\I*+,干扰载体构建成功!为进一步运用*+,干扰技术进行0E基因的功能

研究奠定了基础$

关键词! 斜带石斑鱼& 神经坏死病毒& 0E基因& \I*+,干扰载体

中图分类号! 0C%?& X?=<&&&&&&&文献标志码',

&& 鱼类病毒性神经坏死病 # ^G:96JQ:̂5R\

JQO:5\G\"4++$属于诺达病毒科 ZQP9诺达病毒

属*%+

" 又 称 空 泡 性 脑 病 和 视 网 膜 病 # ^G:96

QJOQUI965U9PId 9JM :QPGJ5U9PId"42*$

*#+

"是一种

世界范围内鱼类流行性病毒病"具有极高的危害

性"被世界动物卫生组织#(/2$列为重要的鱼类

病害*!+

"受感染的鱼类已达 @$ 余种*@+

"主要发生

在海水鱼类种苗生产阶段"鱼苗死亡率高达 C$W

以上"给海水鱼类养殖业的发展带来严重的危

害*<+

( 病毒基因组包括两条正义的 *+,单链

#*+,% 和*+,#$( *+,% 主要编码非结构 ,蛋

白"*+,# 开放阅读框编码一个病毒衣壳蛋白

#3B蛋白$( 衣壳蛋白是主要的致病因子"目前

国内的研究重点集中在衣壳蛋白的重组表达)抗

体制备方面(

*+,干扰#*+,GJPQ:[Q:QJOQ"*+,G$是生物

体内双链 *+,#M5RT6QE\P:9JMQM *+,"M\*+,$介

导同源F*+,发生特异性降解"从而导致靶基因

的表达沉默"产生相应的功能表型缺失的现

象*"+

( 外源或内源的双链 *+,进入细胞后"被
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家族核酸酶#MGOQ:">3*$切割成小片段

干扰*+,分子#\G*+,$

*?+

( \G*+,与某些作用

因子结合形成无活性的 *+,诱导的沉默复合物

#*/03$( */03与靶 F*+,结合并将其降解"完

成\G*+,介导的*+,G过程*=+

( \G*+,表达载体

可以转录产生短发卡状*+,#\I*+,$"在体内进

一步被切割形成 \G*+,发挥干扰作用"能够稳定

持续地维持较长时间的基因沉默*C+

( 此前"本课

题组已经克隆了石斑鱼神经坏死病毒的 0E基

因"并构建了带有绿色荧光蛋白# 2̀ .B$报告基

因的真核表达质粒 U2̀ .BE3B

*%$+

( 在此基础上"

本实验通过构建靶向斜带石斑鱼 #;1/%81)86+,

&'/'/<8,$神经坏死病毒0E基因的\I*+,干扰载

体"对 U2̀ .BE3B表达进行沉默干扰"以筛选有效

的\I*+,"为进一步运用 *+,干扰技术进行该

病毒病防治的研究奠定基础(

%&材料与方法

!&!'9H)$%干扰序列的设计及质粒构建

根据 Z-(3hEGD

D8

)" *+,G2JP:d 4QOP5:试

剂盒#/J^GP:5KQJ 公司$的操作说明进行\I*+,干

扰载体构建#图 %$( 利用 /J^GP:5KQJ 公司的在线

软件设计并合成用以敲减目的基因表达的

\I*+,56GK5 和其互补链 ++4$$#E.A++4$$#E

*)%#@E.A%#@E*和 =C"E.A=C"E*( # 条互补 56GK5

各有 % 个 @ 碱基的突出末端用以连接 U2+D*

D8

A

)" 载体的粘性末端( 将 # 条互补 56GK5退火形成

双链( 退火时分别把 # 条互补 56GK5 用 MM1

#

(溶

解成 %$$

#

F56A-"各取 <

#

-混合"再加入 #

#

-

的 %$ ]56GK5 9JJQ96GJK TR[[Q:和 =

#

-的 MM1

#

((

在 C< a加热 @ FGJ"然后放置室温自然冷却 #$

FGJ"形成双链 56GK5( 将退火的双链 56GK5 稀释成

< JF56A-"用 D

@

6GK9\Q克隆入 U2+D*

D8

A)" 载

体"然后转化至感受态细胞 >1<

"

"筛选阳性克隆

并送往上海英骏公司进行测序验证( 构建的 ! 个

\I*+,干 扰 载 体 分 别 命 名 为 U\I*+,E%#@)

U\I*+,E=C")U\I*+,E++4(

!&('9H)$%干扰质粒与ISWE1021共转染

黑头呆鱼#[9PIQ9M FGJJ5b".18$肌肉细胞

由本实验室#农业部海水养殖生态与质量控制重

点开放实验室$保存"培养于 #= a( 将生长状态

良好的.18肌肉细胞消化计数后"按照每孔 < ]

%$

< 个细胞接种于 " 孔板中( 待细胞生长状态稳

定)融合率在 C$W左右时进行转染实验( 为避免

内毒素对细胞的损害"转染用的质粒均要用

(FQK9公司无内毒素质粒提取试剂盒提取( 转

染前用 /J^GP:5KQJ 公司无血清培养基 (UPGE828

'

轻洗细胞一次"然后再加入 %7< F-(UPGE828

'

( 取 干 扰 质 粒 U\I*+,E%#@) U\I*+,E=C")

U\I*+,E++4以及阴性对照质粒 \IEJQK 各 @

#

K

分别用 #<$

#

-(UPGE828

'

稀释"轻轻混匀( 干

扰质粒和 U2̀ .BE3B质粒按照 !m% 混合( 用 #<$

#

-(UPGE828

'

稀释 %$

#

--GU5[QOP9FGJQ#$$$

脂质体#/J^GP:5KQJ 公司$"轻轻混匀"室温孵育 <

FGJ( 轻轻混合已稀释的质粒和 -GU5[QOP9FGJQ

#$$$ 稀释液"室温放置 #$ FGJ以形成质粒脂质体

混合物"将每管 <$$

#

-质粒脂质体混合物慢慢加

入到细胞培养板中"轻轻混匀( 在 #= a的培养箱

中培养 @ _" I 后"换上完全培养液#不含抗生

素$"放置在 #= a的培养箱中继续培养过夜"每组

设 ! 个孔"重复 ! 次( 第 # 天观察荧光表达情况(

图 !'9H)$%载体构建

E6@&!'2=?9A5:"A6=?=<9H)$%J8"A=5

##"
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! 期 黄桂菊"等!斜带石斑鱼神经坏死病毒0E基因\I*+,干扰载体的构建及效果评价 &&

!&*'干扰效率的Z012)检测

\G*+,的作用机理在于引起其靶 F*+,的

降解"靶F*+,的降解水平是\G*+,沉默效率的

最直接指标( 因此"本实验通过 *Q96EPGFQ*DE

B3*检测0E基因的表达情况来评价各干扰质粒

的干扰效率( 根据 /J^GP:5KQJ 公司的 D:GH56和

0RUQ:0O:GUP

$

*D操作说明书进行细胞总 *+,

的提取和 *+,逆转录获得 O>+,( *Q96EPGFQ

*DEB3*反应总体积为 <$

#

-"包括 %7<

#

-

O>+,"$7@

#

-M+DB\##< FF56A-$"引物各 %

#

-

#%$

#

F56A-$"!

#

-8K36

#

##< FF56A-$)<

#

-%$ ]

ZR[[Q:"$7!

#

-G2H酶#<

#

A

#

-$和 !"7=

#

-超纯

水( 反应条件为 C@ a # FGJ"然后 C@ a %$ \"

"$ a #$ \"?# a !$ \"共 @$ 个循环"?# a延伸 %$

FGJ( 最后 "$ a开始"每升高 $7< a"保持温度

!$ \"?$ 个循环后升至 C< a"用以制作溶解曲线(

G2H >+,聚合酶和 M+DB为 D9h9*9公司产品(

其他药品和试剂均为国产分析纯( 荧光定量仪器

型号!,Z/公司的 ?<$$( 其中目的基因E.!<VE

D3,33D̀ D̀3̀ 3̀D̀ ,D,3D3E!V"目的基因E*!

<VÈ ,̀,3̀ 3D3,̀ D3̀ ,,3,3D3E!V" 内 参
!

#

2&4/%E.! <VÈ,,̀ ,̀ 3D,3̀ ,̀ 3D̀ 33D̀ ,3E

!V"内参
!

#2&4/%E*! <VÈ,DD33̀ 3,,̀ ,3D33E

,D,33E!V(

0E基因在各组的相对表达量以阴性对照组

为基准"采用 #

;

**

0

D

*%%+分析实时定量B3*数据(

**

0

D

f#待测样品的目的基因的0

D

;待测样本

的内参基因的0

D

$ ;#对照样品的目的基因的0

D

;

对照样本的内参基因的 0

D

$"基因的表达量If

#

;

**

0

D

"目标基因的沉默效率为 % ;#

;

**

0

D

(

采用统计软件0B00%#7$ 进行方差分析( 不

同数据之间的差异性比较采用单因子方差分析

#(JQEe9d ,+(+,$的-0>进行多重比较(

#&结果

(&!'干扰质粒的鉴定

采用 U2+D*

D8

A)" 载体上的通用引物进行

测序"插入序列与设计序列一致"不存在核苷酸的

插入)缺失等突变现象"说明靶向 ++4E3B基因

的 U\I*+,E%#@)U\I*+,E=C")U\I*+,E++4构建

成功(

(&('干扰质粒与ISWE1021共转染的荧光观察

共转染 #@ I 后"荧光倒置显微镜 #+GS5J

D2!$$$观察"放大倍数是 %$$ 倍"全面观察每孔

整体转染情况( 荧光倒置显微镜下可见到阴性对

照质粒\IEJQK与 U2̀ .BE3B共转染组在转染 #@ I

后"细胞中有明显的绿色荧光( 比较而言"

U\I*+,E%#@) U\I*+,E=C") U\I*+,E++4 与

U2̀ .BE3B共转染组细胞中绿色荧光细胞数明显

减少"且荧光强度也明显降低"亮度明显减弱"用

荧光分析软件计算 U\I*+,E=C")U\I*+,E++4)

U\I*+,E%#@ 的荧光抑制效率分别为 "=W)<%W)

@?W( 从共转染的效果来看"U\I*+,E=C" 的干扰

效果要好于其他两个#图 #$(

图 ('不同干扰质粒和ISWE1021共转染EYN 细胞" [!XX#

E6@&('C?A85<858?"88<<8"A9=<"=0A53?9<8"A6=?=<;6<<858?A)$%6J8"A=593?;

ISWE10216?A= EYN "8>>9

(&*'Z012)检测结果

干扰质粒和 U2̀ .BE3B共转染 @= I 后"斜带

石斑鱼神经坏死病毒0E基因的相对表达量明显

下降"说明干扰质粒对 U2̀ .BE3B基因 F*+,的

表达均有抑制作用"目的基因和内参基因的实时

定量B3*的熔解曲线表现为单一峰"说明是特异

性扩增( 以 U\I*+,EJQK 与 U2̀ .BE3B共转染组

中的F*+,表达量为 %$$W"目标基因的沉默效

率为 #% ;#

;

**

0

D

$ ]%$$W"干扰质粒 U\I*+,E

%#@)U\I*+,E=C")U\I*+,E++4沉默效率分别约

$#"
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为 "$W)C"W和 <<W"与对照组相比差异显著

#Eo$7$<$( 其中以 U\I*+,E=C" 对 U2̀ .BE3B

表达的抑制率最为明显" 而 U\I*+,E%#@ 与

U\I*+,E++4之间差异不显著 #Ep$7$<$ #图

!$(

图 *'干扰质粒和ISWE1021共转染后斜带石斑鱼神经

坏死病毒87基因的相对表达量

字母不同表示差异显著#Eo$7$<$(

E6@&*')8>3A6J87)$%8MI58996=?=<213<A85

"=0A53?9<8"A6=?=<;6<<858?A)$%6J8"A=53?;

ISWE10216?A= EYN "8>>9

DIQMG[[Q:QJP6QPPQ:\FQ9J \GKJG[GO9JP6d MG[[Q:QJP#Eo$7$<$7

!&讨论

到目前为止"鱼类病毒性疾病的防治还没有

可供利用的有效药物和疫苗"而*+,干扰技术是

目前研究的热门"已广泛应用于植物)模式动物

#线虫)果蝇)斑马鱼)小鼠等$和人类基因的功能

研究以及疾病治疗的探索方面*%#+

( *+,G作为基

因治疗的一种工具"已经在某些重大病毒性传染

疾病上取得了一定成效"如甲肝病毒*%!+

)乙肝病

毒*%@+

)登革热病毒*%<+

)0,*0病毒*%"+等( 但目前

国内还未见开展石斑鱼神经坏死病毒#++4$的

*+,G研究报道(

选择合适的靶基因是能否成功抑制病毒的关

键因素之一"最适合的靶基因应该是病毒侵染过

程中的关键基因( 病毒的衣壳蛋白 3B在侵染宿

主细胞过程中起重要作用"是主要的致病因

子*%?+

"也是病毒主要的抗原*%=+

"能引起动物产生

保护性抗体"在病毒侵染宿主细胞过程中起重要

作用( +G\IGH9b9等*%C+根据 #< 种
!

诺达病毒的

病毒衣壳蛋白基因部分核苷酸序列#@#? JP$的分

析"将现有的鱼类 4++4分为 @ 种基因型"并且

发现这 @ 种基因型的 ++4具有大量相同的抗原

决定位点"表明 ++4的衣壳蛋白在病毒感染动

物过程中以及诱导机体产生保护性抗体时起重要

作用( 因此"通过*+,G技术将神经坏死病毒 0E

基因沉默达到防治鱼类神经坏死病将成为可能(

本研究利用 /J^GP:5KQJ 公司的在线软件设计的

\I*+,56GK5 靶序列"遵循 %DR\OI6法则&

*#$+ 和

%多靶点验证&建议*#%+

"兼顾热动力学参数和

F*+,靶位二级结构"经合成短发夹结构 >+,

56GK5\构建重组 \I*+,表达质粒( 此前"本课题

组已构建了绿色荧光蛋白#2̀ .B$基因与 0E基

因的融合真核表达质粒载体 U2̀ .BE3B"本实验

通过构建靶向石斑鱼神经坏死病毒 0E基因的

\I*+,干扰载体"用脂质体转染法将 U2̀ .BE3B

和不同的\I*+,干扰载体共转染导入.18细胞

观察干扰载体的干扰效果( 荧光显微镜观察和

XEB3*检测均证明 ! 个 \I*+,干扰载体都有干

扰效果"均能干扰绿色荧光蛋白的表达"其中

U\I*+,E=C" 干扰效果最好"表明靶向石斑鱼神经

坏死病毒0E基因的 \I*+,干扰载体构建成功"

U\I*+,E=C" 的靶序列可以作为后续实验 *+,G

靶点序列"为进一步运用 *+,干扰技术进行 0E

基因的功能研究奠定了基础( 本研究选择 2̀ .B

作为报告基因并将其转染进 .18细胞使其表

达"是因为 2̀ .B可以在荧光显微镜下直接观察"

使实验结果直观可靠(

在构建的 ! 个\I*+,中"荧光显微镜观察和

XEB3*检测都表明 U\I*+,E=C" 干扰效果最好"

但 U\I*+,E++4与 U\I*+,E%#@ 结果不一致"荧

光显微镜观察 U\I*+,E++4干扰效果稍优于

U\I*+,E%#@"而 XEB3*检测则相反( 初步推测

荧光显微镜观察中统计发光点"有些发光点很弱

没统计"但其F*+,水平还是可以检测到 0E基

因的表达( F*+,水平和蛋白水平的变化通常

不绝对一致*##+

"有些细胞内蛋白只要变化 %$W _

#$W"功能上就可能表现出明显差别( 蛋白作为

翻译的最终产物受多种因素影响"比如转录后调

控"翻译调控及翻译后调控都会影响到其水平(

如果蛋白被干扰后的功能实验效果明显"那就在

功能水平验证了基因被干扰后的差别"就体现了

生物学意义(

化学合成\G*+,具有操作简便"起效快的优

点"但非修饰的 \G*+,在细胞培养过程中很容易

降解"因此其干扰效果是有一定时效性的"夏立群

等*#!+研究发现\G*+,在转染后 ?# I 干扰效果基

本消失( 梁艳等*#@+ 发现在斑节对虾 #E8%28+,

-'%'<'%$体内注射的 M\*+,数量有限"产生的

%#"
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*+,G效果也具有时效性"不能实现长期的沉默

效果( 为了获得更为稳定长效的干扰效果"本试

验构建了 *+,干扰载体( 在体内构建 *+,干

扰载体有两种策略( 一种是串连型"# 个 )"A1%

启动子分别位于 # 个载体上转录正义链或反义

链"或者一前一后( # 条链退火形成双链"功能与

体外合成的\G*+,一样( 另一种是茎环型"包括

两个短反向重复序列"中间由一茎环#655U$序列

分隔"组成发夹结构"由 U56

$

启动子控制( 间隔

序列一般 ! _C 个核苷酸"这些 \I*+,\在体内被

>GOQ:加工( 实验证明"两种载体都可以在体内抑

制基因表达"但是\I*+,表达载体比双启动子载

体抑制效果更好而且有效剂量更低*%#+

( 因此"本

实验也选择茎环型的表达载体"/J^GP:5KQJ 公司的

U2+D*

D8

A)" 载体上有哺乳动物的 )" 启动子"

茎环是 @ 个核苷酸"能在水生动物细胞中转录出

针对3B的短发夹状*+,#\I*+,$"\I*+,在细

胞内被 *+9\Q

$

内切酶从茎环处剪切"产生

\G*+,发挥*+,干扰的作用( 与阴性对照质粒

\IEJQK与 U2̀ .BE++4共转染组相比较"共转染

\I*+,与 U2̀ .BE++4组的细胞荧光明显减弱"

3B的F*+,水平均明显降低"证明本实验构建

的干扰质粒可以显著地抑制 0E基因的表达"利

用该体系可以进行*+,G抑制因子的筛选( 但不

同种类的启动子驱动 \I*+,并引发 *+,G的效

果并不一致"YQJS等*#<+分别构建了老鼠 )" 启动

子和东方#I+5+ \U7$)" 启动子的\G*+,\表达

载体"在东方细胞系中检测*+,G的活性"结果

表明鱼类自身的 )" 启动子具有更强的启动活

性"更适合于鱼类的干扰表达载体的构建( 因此"

可以在后续的研究中用鱼类自身的 )" 启动子代

替哺乳动物的 )" 启动子以获取更好的干扰

效果(
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