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摘要：通过Ｐｏｌｙ　Ａ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ对小干扰 ＲＮＡ分子 （Ｓｍａｌｌ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ　ＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）３′端进行加“Ｐｏｌｙ　Ａ”处理，然

后进行ＲＴ－ＰＣＲ扩增，并将扩增产物克隆到Ｔ载体上进行测序。结果表明，通过该方法可以快速检测ＦＭＤＶ特异

性ｓｉＲＮＡ分子的表达，这为ｓｉＲＮＡ的干扰ＦＭＤＶ复制分子机制和抗ＦＭＤＶ转基因动物细胞水平的评价研究提

供了技术支撑。
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＊Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ　ａｕｔｈｏｒ

　　口蹄疫（Ｆｏｏｔ－ａｎｄ－ｍｏｕｔｈ　ｄｉｓｅａｓｅ，ＦＭＤ）是偶蹄

类动物的一种急性、热性、高度接触性传染病［１］。目

前，使用传统灭活疫苗免疫和扑杀相结合仍是防控

口蹄疫的主要措施。但是仍然不能控制口蹄疫病毒

（Ｆｏｏｔ－ａｎｄ－ｍｏｕｔｈ　ｄｉｓｅａｓｅ　ｖｉｒｕｓ，ＦＭＤＶ）的 感 染 与

传播，这就 促 使 人 们 寻 求 有 效 的 措 施 防 控 口 蹄 疫。

ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）是近年来发现的短 链 双 股ＲＮＡ

可高效阻断其互补ｍＲＮＡ转录的现象，该现象在包

括人类在内的大多数物种体内广泛存在，是研究基

因功能、肿 瘤 治 疗、抗 病 毒 感 染 的 新 型 工 具［２］。目

前，ＲＮＡｉ技术在人免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）、乙肝病毒

（ＨＢＶ）、口蹄疫病毒（ＦＭＤＶ）等抗病毒感染方面的

成功尝 试，为 预 防 和 治 疗 病 毒 感 染 提 供 了 新 的 工

具［３－５］。

目前，在哺乳动物细胞中，主要应用２种相关的

技术来实现ＲＮＡｉ。一种方法是向哺乳动物细胞直

接转染人工合成的长度为１９～２２ｂｐ并且３′末端具

有突出碱基的小干扰ＲＮＡ（ｓｍａｌｌ／ｓｈｏｒｔ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ
ＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）［６］，另一种方法是利用表达质粒或者
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病毒 载 体 在 哺 乳 动 物 细 胞 中 表 达 小 发 夹 ＲＮＡ
（Ｓｈｏｒｔ　ｈａｉｒｐｉｎｇ　ＲＮＡ，ｓｈＲＮＡ）［７－１０］。ｓｈＲＮＡ 被

Ｄｉｃｅｒ酶（ＲＮＡａｓｅⅢ家族中对双链ＲＮＡ具有特异

性的酶）切 除 发 卡 环 结 构 加 工 成 为ｓｉＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ
是一类２０～２５个核苷酸长度的双链ＲＮＡ分子，其

结构是一段完 全 互 补 的ＲＮＡ双 链，两 端 各 有２个

未互补的的碱基。其主要在ＲＮＡｉ通路中起 作 用，
干扰 特 异 基 因 的 表 达。由 于ｓｉＲＮＡ片 段 小，没 有

ｐｏｌｙ（Ａ）尾巴，这给ｓｉＲＮＡ检测方法的建立带来了

困难。本试验为鉴定口蹄疫病毒ｓｈＲＮＡ干扰载体

转染ＢＨＫ－２１细胞后是否表达了ｓｉＲＮＡ，本试验首

先加尾酶在ｓｉＲＮＡ的３′端加上１段ｐｏｌｙ（Ａ）尾巴，
然后用５′端含有接头序列的ｐｏｌｙ（Ｔ）引物进行反转

录，使第一链ｃＤＮＡ 加上１段接头，再 利 用１条 与

ｓｉＲＮＡ序列特异 的 正 向 引 物 就 可 实 现ＰＣＲ扩 增，
将扩增产物 克 隆 到Ｔ载 体 上 并 进 行 测 序。结 果 表

明，本试验建立的检 测ｓｉＲＮＡ的 方 法 具 有 简 便、快

速的特点，可直接检 测 特 异 性 表 达 的ｓｉＲＮＡ分 子，
为抗口蹄疫病毒ＲＮＡ干扰转基因动物细胞水平评

价研究提供了技术支撑。

１　材料与方法

１．１　ＦＭＤＶ　ＲＮＡ干扰载体、细胞、菌种　Ｍ１（ｓｈＲ－
ＮＡ）干扰载体由本实验室马饰委博士构建（已证明

对ＦＭＤＶ有较强抑制作用）；ＢＨＫ－２１细胞由石河

子大学保存，于３７℃、５％ ＣＯ２ 培养，生长液为含有

８％犊 牛 血 清 的 ＤＭＥＭ（ＤＭＥＭ　１３．７ｇ、ＮａＨＣＯ３
３．６ｇ、ＦＢＳ　８０ｍＬ、青霉素１００ＩＵ／ｍＬ、链霉素１００
ｍｇ／Ｌ，定容至１　０００ｍＬ，ｐＨ　７．２），维持液为含２％
犊牛血清的ＤＭＥＭ；ＤＨ５α大肠杆菌由本校动物科

技学院病毒学实验室保存。

１．２　主 要 试 剂　Ｔｒｉｚｏｌ、反 转 录 试 剂 盒 Ｒｅｖｅｒ－
ｔＡｉｄＴＭ　Ｆｉｒｓｔ　Ｓｔｒａｎｄ　ｃＤＮＡ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｋｉｔ、高 保 真

ＰｆｕＤＮＡ聚合酶、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、Ｔ载体、胶回收

试剂盒 等 购 于 购 自 大 连 ＴａＫａＲａ公 司；脂 质 体Ｌｉ－
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＤＭＥＭ培养

基（Ｇｉｂｃｏ公 司）；Ａｌｌ－ｉｎ－ＯｎｅＴＭ　ｍｉＲＮＡ　Ｑ－ＰＣＲ　Ｄｅ－
ｔｅｃｔｉｏｎ　Ｋｉｔ（ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ公司）

１．３　引物设计　根据ｓｉＲＮＡ序列，运用分子生物

学软件ｐｒｉｍｅｒ　５．０设计出其特异性上游引物，然后

送到华 大 生 物 工 程 公 司 合 成。Ｍ１上 游 引 物：５′－
ＧＣＣＡＡＧＡＧＧＡＣＡＡＡＧＣＧＣＴＧ－３′；Ｍ１下 游 引

物：ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ公司提供的通用下游引物。

１．４　转染　将２×１０５　ＢＨＫ－２１细胞接种至六孔板

中，每孔 加 入 含８％犊 牛 血 清 的 ＤＭＥＭ 培 养 液２

ｍＬ，３７℃、５％ＣＯ２ 条件下培养１２～２４ｈ后待细胞

长满至９０％。用ＤＭＥＭ 原液洗细胞２次，每孔 再

加入１．５ｍＬ原液。同时用原液分别稀释４μｇ　Ｍ１
质粒及１０μＬ　Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

ＴＭ２０００各至２５０μＬ，室
温孵育５ｍｉｎ后 将 两 者 轻 轻 混 合，室 温 下 静 置２０
ｍｉｎ。将上述ＤＮＡ－脂质体混合液逐滴加至细胞上，
轻轻混匀。３７℃、５％ＣＯ２ 饱和湿度培养５ｈ。弃转

染液，加入２ｍＬ含５％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ 培养液继续

培养４８ｈ。同时设立不转染的正常对照。

１．５　Ｔｒｉｚｏｌ法提细胞总ＲＮＡ及ｓｉＲＮＡ　３′端进行加

“Ｐｏｌｙ　Ａ”处 理　用 Ｔｒｉｚｏｌ提 取 转 染 后 的 细 胞 总

ＲＮＡ。在冰上的预冷ＲＮａｓｅ　ｆｒｅｅ的反应管内加入

Ｔｏｔａｌ　ＲＮＡ　２μｇ；２．５Ｕ／μＬ　ＰｏｌｙＡ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　１

μＬ；１０×ＰｏｌｙＡ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｂｕｆｆｅｒ　２μＬ；１０×ｒＡＴＰ
Ｓｏｌｕｔｉｏｎ　２μＬ；ｄｄＨ２Ｏ（ＲＮａｓｅ／ＤＮａｓｅ　ｆｒｅｅ）补至２０

μＬ。混匀，短暂离心后在３７℃反应１５ｍｉｎ。

１．６　Ｐｏｌｙ　Ａ化 的ＲＮＡ进 行ＲＴ－ＰＣＲ反 应　在 冰

上预冷的ＲＮａｓｅ　ｆｒｅｅ的反应管内加入以下 试 剂 至

总体积１３μＬ：ＰｏｌｙＡ 反 应 液２μＬ；２５×Ｏｌｉｇｏ　ｄＴ
Ａｄａｐｔｏｒ　１μＬ；ｄｄＨ２Ｏ（ＲＮａｓｅ／ＤＮａｓｆｒｅｅ）１０μＬ，混
匀，短暂离心，直接６５℃变性１０ｍｉｎ后立即放置冰

上至少２ｍｉｎ。再 加 入 以 下 试 剂 至 总 体 积２５μＬ：

ＲＮＡ－Ｐｒｉｍｅｒ　Ｍｉｘ　１３μＬ；５×ＲＴ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ　Ｂｕｆｆｅｒ　５

μＬ；２５ｍｍｏｌ／Ｌ　ｄＮＴＰ　１μＬ；２５Ｕ／μＬ　ＲＮａｓｅ　Ｉｎｈｉｂ－
ｉｔｏｒ　１μＬ；２００Ｕ／μＬ　Ｍ－ＭＬＶ　ＲＴａｓｅ（ＲＮａｓｅ　Ｈ
ｆｒｅｅ）１μＬ；ｄｄＨ２Ｏ（ＲＮａｓｅ／ＤＮａｓｅ　ｆｒｅｅ）４μＬ。混

匀，短暂离 心 后 在４２℃反 应６０ｍｉｎ，再 进 行８５℃５
ｍｉｎ灭活 处 理。取ｃＤＮＡ　５μＬ、１０×ＰＣＲ　ｂｕｆｆｅｒ　５

μＬ、引 物 （２５ｐｍｏｌ／μＬ）各 １μＬ、２．５ ｍｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰｓ　４μＬ、水３３．７μＬ、Ｔａｑ　ＤＮＡ聚合酶０．３μＬ
（５Ｕ／μＬ），混匀，９６℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性２０ｓ，

５６℃退火２０ｓ，７２℃延伸２０ｓ，３６个循环，７２℃延伸

７ｍｉｎ。

１．７　ｓｉＲＮＡ－Ｔ载体的构建与鉴定　将ＰＣＲ扩增产

物连 入 Ｔ载 体 上，连 接 转 化 后 将 大 肠 杆 菌 涂 布 于

ＬＢ（５０ｍｇ／ＬＡｍｐ）平板，３７℃培养过夜。挑取６个

阳性 克 隆 菌 进 行ＰＣＲ鉴 定，送 华 大 基 因 公 司 进 行

测序。

２　结果

２．１　ｓｉＲＮＡ基因 的 扩 增 与 克 隆　经３％琼 脂 糖 凝

胶电泳，ＰＣＲ产物约为７０ｂｐ，与预期值相符（图１）。
以重组质粒的阳性菌为模板，用ＰＣＲ可扩增得到约

７０ｂｐ的核酸片段（图２）。

２．２　ｓｉＲＮＡ－Ｔ载体部分核 苷 酸 序 列 测 序 结 果　以
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Ｐｏｌｙ　Ａ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ对ｓｉＲＮＡ　３′端加“Ｐｏｌｙ　Ａ尾”后
的ＲＮＡ为模板，通过ＲＴ－ＰＣＲ技术，克隆得到ｓｉＲ－
ＮＡ分子，并将扩增产物克隆到Ｔ载体上进行测序，

图１　ｓｉＲＮＡ基因ＰＣＲ扩增结果　Ｍ．５０ｂｐ　ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；

１、２．转染试验组ｓｉＲＮＡ；３．未转染对照；４．阴性对照

通过对测序成功的６个ｓｉＲＮＡ分子的的比较分析，
结果表明ｓｈＲＮＡ表 达 载 体 转 染 细 胞 后 被Ｄｉｃｅｒ酶

成功切割成ｓｉＲＮＡ（图３、表１）

图２　ｓｉＲＮＡ－Ｔ阳性菌 检 测 结 果　Ｍ．５０ｂｐ　ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；

２．转染试验组ｓｉＲＮＡ；３．阴性对照

图３　６个ｓｉＲＮＡ分子的序列峰图

表１　６个ｓｉＲＮＡ分子序列比较分析结果

序列名称 序 列（５′～３′）

序列１ ＴＴＣＧＡＣＧＡＴＴＧＣＣＡＡＧＡＧＧＡＣＡＡＡＧＣＧＣＴＧＡＣＡＡＴＡＧＣＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＣＡＣＴＧＴＣＡ

序列２ ＴＴＣＣＡＧＡＧＡＴＴＧＣＣＡＡＧＡＧＧＡＣＡＡＡＧＣＧＣＴＧＣＣＣＡＣＴＣＴＣＴＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＣＡＣＴＧ

序列３ ＴＴＣＧＡＣＧＡＴＴＧＣＣＡＡＧＡＧＧＡＣＡＡＡＧＣＧＣＴＧＴＧＴＣＣＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＣＡＣＴＧＴＣＡＴＧＣ

序列４ ＴＴＣＧＡＣＧＧＡＴＴＧＣＣＡＡＧＡＧＧＡＣＡＡＡＧＣＧＣＴＧＣＡＧＣＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＣＡＣＴＧＴＣＡＴＧＣ

序列５ ＴＴＣＧＡＣＧＧＡＴＴＧＧＣＣＡＡＧＡＧＧＡＣＡＡＡＧＣＧＣＴＧＡＣＣＴＣＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＣＡＣＴＧＴＣＡＴ

序列６ ＴＴＣＣＡＧＡＧＡＴＴＧＣＣＡＡＧＡＧＧＡＣＡＡＡＧＣＧＣＴＧＴＣＴＧＧＣＴＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＡＣＡＣＴＧＴＣＡＴ

　　注：表黑体部分为６个测序样品共有的特异ｓｉＲＮＡ序列

３　讨论

口蹄疫传播迅速、难于防治，给畜牧业造成严重

损失，被称为畜 牧 业 的 头 号 杀 手。安 全 有 效 的 疫 苗

是成功地预防、控 制 乃 至 最 终 消 灭ＦＭＤ的 先 决 条

件。但由于病毒毒力返强、病毒灭活不彻底、活病毒

逃逸 加 工 厂 等 不 安 全 因 素，世 界 上 一 些 地 区ＦＭＤ
的暴发似乎与灭活疫苗中残存的活病毒有关，促使

人们寻求其它更加安全有效的ＦＭＤ防控措施。

近年 来ＲＮＡｉ技 术 迅 猛 发 展，ＲＮＡｉ作 为 天 然

存在的抗病毒免疫反应已经在哺乳动物细胞中被证

实，它可以减少病毒ＲＮＡ的数量、阻断病毒蛋白的

表达、抑制病毒的复制、切断病毒的感染途径，从而

达到预防和治疗病毒感染的目的［１１］。目前，在哺乳

动物细胞中还没有找到内源的ｓｉＲＮＡ，外源的ｓｈＲ－
ＮＡ介导的ＲＮＡｉ作用正是一种抵御机制。ｓｈＲＮＡ
是一 段 具 有 紧 密 发 卡 环 的 ＲＮＡ 序 列，常 被 用 于

ＲＮＡ干扰沉默靶基因的表达。它包含２个由１个
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小环序列所分离的短反向重复序列，是由ＰｏｌⅢ启

动子控制的，其中１个反向重复序列与目的基因互

补。ｓｈＲＮＡ在转 染 细 胞 后 被 Ｄｉｃｅｒ酶 加 工 成 特 异

性ｓｉＲＮＡ，然后ｓｉＲＮＡ结合到ＲＮＡ诱导沉默复合

物上（ＲＮＡ－ｉｎｄｕｃｅｄ　ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ　ｃｏｍｐｌｅｘ，ＲＩＳＣ），该复

合物以ｓｉＲＮＡ为指导，识别并切割互补ｍＲＮＡｓ并

将其降解、抑制其表达。
评价和筛选ＲＮＡ干扰载体一般是由其转染细

胞后干扰效果及生物活性决定的。目前为止，我们

主要通过ＲＴ－ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ检 测ｓｈＲ－
ＮＡ对特 定 基 因 和 蛋 白 表 达 的 抑 制 作 用，筛 选 出

ＲＮＡ干扰 效 果 最 好 的ｓｈＲＮＡ，很 少 对ｓｈＲＮＡ干

扰载体本身在转染后细胞后 是 否 表 达 出ｓｉＲＮＡ做

过研究，而表达出特异的ｓｉＲＮＡ又是ｓｈＲＮＡ表达

载体发挥干扰效果的前提条件，因此，对ｓｈＲＮＡ干

扰载体转然后特异性ｓｉＲＮＡ分子 的 检 测 具 有 重 要

意义。目前，多 数 研 究 人 员 采 用 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ
来检测小分子ＲＮＡ的 存 在，这 种 检 测 方 法 特 异 性

和灵敏度不高，复杂而费力［１２－１３］。本试验基于以 上

原因，在国内 首 次 将 检 测 ｍｉＲＮＡ的 加“Ｐｏｌｙ　Ａ”尾

方法和分子克隆方法相结合，来检测ｓｉＲＮＡ是否在

转染 后 得 以 表 达。本 试 验 结 果 表 明，Ｍ１干 扰 载 体

在转染ＢＨＫ－２１细胞后表达出了特异ｓｉＲＮＡ，建立

的该方法可以简单快速的检测ｓｈＲＮＡ干扰载体是

在细 胞 内 先 被 切 割 成ｓｉＲＮＡ，进 而 发 挥 干 扰 作 用，
为研究ＲＮＡ干扰载体在细胞内发挥干扰作用的机

理奠定了基础。
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