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慢病毒介导多短发卡 ＲＮＡ串联载体构建与
体内外抗口蹄疫效果评估
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摘要：【目的】探讨应用多短发卡ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）串联沉默口蹄疫病毒 ＲＮＡ复制的可行性．【方法】针对口蹄疫病毒
（Ｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅ，ＦＭＤＶ）非结构蛋白基因３Ｂ和３Ｄ保守区域设计合成３个ｓｈＲＮＡ的串联片段，并分别用３
个不同序列的启动子引导，成功构建了３ｓｈＲＮＡ串联的慢病毒ＲＮＡｉ载体．利用慢病毒３质粒包装系统共转于２９３Ｔ
细胞包装成慢病毒颗粒．利用包装的慢病毒处理细胞及乳鼠，并接种 ＦＭＤＶ，观察 ＦＭＤＶ抑制情况．【结果和结论】
结果显示，慢病毒处理ＢＨＫ２１获得的转基因细胞中检测ｓｈＲＮＡ表达；通过Ｏ型ＦＭＤＶ接种发现转基因细胞对口
蹄疫病毒的复制有明显的抑制，其中在接种后２４ｈ病毒拷贝量仅为普通细胞的１／３；Ｏ型 ＦＭＤＶ毒株接种于抗口
蹄疫慢病毒载体预处理过的３～５日龄乳鼠，在５ＬＤ５０滴度下全部乳鼠均存活，在２０ＬＤ５０滴度下存活率也提高
５０％．构建的慢病毒介导多ｓｈＲＮＡ串联表达抗口蹄疫载体能提高ＢＨＫ２１细胞和乳鼠对口蹄疫病毒的抵抗力，有
效地避免了５ＬＤ５０滴度内乳鼠的死亡现象，具有抵抗口蹄疫病毒毒性的良好性能．
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　　口蹄疫（Ｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅ，ＦＭＤ），是由口
蹄疫病毒（Ｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ，ＦＭＤＶ）引起
的以侵害偶蹄动物为主的急性、热性、高度接触性人

畜共患传染病，在国际上受到高度重视．该病毒属于
小ＲＮＡ病毒科ＦＭＤＶ属，有Ｏ型、Ａ型、Ｃ型、ＳＡＴⅠ
型、ＳＡＴⅡ型、ＳＡＴⅢ型及 ＡｓｉａⅠ型等７个血清型，７０
多个亚型，各型之间无交叉反应．流行病学调查和试
验感染证明，有１００多种动物可以感染．口蹄疫已被
世界动物卫生组织（Ｗｏｒｌｄｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｏｆａｎｉｍａｌ
ｈｅａｌｔｈ，ＯＩＥ）列为Ａ类动物传染病之首．至今，科学家
们已针对ＦＭＤＶ不同基因在细胞和动物等不同水平
对ＲＮＡｉ抗ＦＭＤＶ效果进行了研究和探索［１４］．有报
道指出，在长期使用 ｓｉＲＮＡ抑制病毒复制的治疗过
程中会使病毒基因变异而产生ＲＮＡｉ抗性，导致病毒
逃逸［５６］．而为了解决这一问题，人们开始将病毒基
因组保守区或同时以不同基因序列作为靶基因［６９］．
经过科学家们多年研究表明，具有茎环结构的 ｓｈＲ
ＮＡ分子比在细胞中直接导入 ｓｉＲＮＡ对靶基因的抑
制效率高；而ｓｈＲＮＡｓ通过转染可整合基因的质粒载
体或反转录病毒载体、慢病毒载体进行表达，能够稳

定长效地抑制靶基因表达［１０］．２００８年，Ｂｒａｋｅ等［１１］

对慢病毒介导几种 ｓｈＲＮＡｓ以不同的启动子进行多
重ｓｈＲＮＡ表达从而抑制ＨＩＶ１复制，结果发现，载体
中每个ｓｈＲＮＡ的表达与单独表达这些 ｓｈＲＮＡ的效
率基本一致．这样的多个 ｓｈＲＮＡ串联表达载体设计
可以在转入载体量不变的条件下整体增加ｓｈＲＮＡ表
达的效率．本研究拟选取高度保守的适于设计 ｓｈＲ
ＮＡ的位点，以多个 ｓｈＲＮＡ串联表达的载体形式，构
建靶向 ＦＭＤＶ的 ｓｈＲＮＡ表达载体，并且对表达的
ｓｉＲＮＡ在体外和体内抑制口蹄疫病毒复制的能力进
行了评估，为进一步生产抗口蹄疫转基因家畜奠定

了基础．

１　材料与方法
１．１　主要试验材料

慢病毒 ３质粒包装系统（ｐＮＲＦ、ｐＶｓｖｇ和 ｐＳｉ
ｃｏＲ）、２９３Ｔ细胞和 ＢＨＫ２１细胞由广西大学亚热带
农业生物资源保护与利用国家重点实验室自行保

存；脂质体 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００、ＤＭＥＭ细胞培养基

及胎牛血清（ＦＢＳ）为美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品；试验
用昆明小鼠由中国农业科学院兰州兽医研究所提

供．所有涉及 ＦＭＤＶ试验操作均在中国农业科学院
兰州兽医研究所国家口蹄疫参考实验室进行．
１．２　主要试验方法
１．２．１　选择抗口蹄疫 ｓｈＲＮＡ　通过比对 Ｏ、ＡｓｉａＩ、
Ａ、Ｃ等血清型不同毒株的 ＦＭＤＶ基因组序列
（ＡＦ１８９１５７、ＡＹ３０４９９４、ＡＹ５９３７５１和 ＡＦ２７４０１０），选
择非结构蛋白基因３Ｂ和３Ｄ的保守区间设计３段
ｓｈＲＮＡ，由南京金斯瑞生物科技有限公司合成．
１．２．２　构建多 ｓｈＲＮＡ串联抗口蹄疫表达质粒　将
水牛 ７ＳＫ启动子（ＪＮ４１７６５８）、水牛 Ｕ６启动子
（ＪＮ４１７６５９）以及牛Ｕ６启动子（ＤＱ１５０５３２）分别连接
在３个 ｓｈＲＮＡ的５′端，并将３组 ｓｈＲＮＡ表达框串
联，以慢病毒载体质粒ｐＳｉｃｏＲ为载体骨架，构建成多
个抗口蹄疫 ｓｈＲＮＡ表达载体 ｐＳｉｃｏＲ３ｓｈＲＮＡ．获得
的质粒ｐＳｉｃｏＲ３ｓｈＲＮＡ属于慢病毒载体中的载体质
粒．
１．２．３　包装慢病毒和测定滴度　将２９３Ｔ细胞传代
至事先铺过明胶的培养皿中，使２９３Ｔ细胞贴壁能力
增强，减少其在转染过程中的脱落．用脂质体法将载
体质粒 ｐＳｉｃｏＲ３ｓｈＲＮＡ与慢病毒包装质粒 ｐＮＲＦ、包
膜质粒ｐＶｓｖｇ以２∶３∶１的比例共转至２９３Ｔ细胞中．
转染后２４ｈ观察荧光情况．此时 ｐＶｓｖｇ表达形成的
病毒衣壳会导致２９３Ｔ细胞变形，但不影响病毒的形
成．转染后７２ｈ收集细胞上清液，３０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，以去除细胞碎片，０４５μｍ滤器过滤，其中一
小部分分装成５００μＬ／管，－８０℃条件冷冻保存．取
１０μＬ病毒原液用 ＲｅｅｄＭｕｅｎｃｈ法进行慢病毒滴度
测定．
１．２．４　制备慢病毒介导转基因ＢＨＫ２１细胞与检测
ｓｈＲＮＡ表达　将５００μＬ病毒原液成滴加入ＢＨＫ２１
细胞培养皿中，轻轻摇晃以使培养基混合均匀，置于

３７℃ ＣＯ２培养箱孵育１２～２４ｈ后，换成含体积分数
为１０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养基．感染７２ｈ后通过荧
光显微镜观察细胞荧光表达情况；通过流式细胞仪

分选，得到转基因细胞系（ＢＨＫＬＶ）．利用茎 －环
ＲＴＰＣＲ法，以Ｕ６基因作为内参基因，检测３条ｓｈＲ
ＮＡ表达情况．
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１．２．５　绘制 ＦＭＤＶ在 ＢＨＫＬＶ中的复制曲线　将
ＢＨＫＬＶ和普通ＢＨＫ２１细胞以２×１０５ｍＬ－１分别接
种于７个 ２４孔板中，２４ｈ后，将 Ｏ型口蹄疫病毒
ＨＫＮ／２００２以

!

细胞５×１０３ＴＣＩＤ５０的比例接种于细
胞中．分别在接毒后６、１２、１８、２４、３６和４８ｈ收集细
胞及所有上清液．各取２００μＬ收集的细胞混合液至
９６孔ＲＮＡ提取板中，用ＱＩＡＧＥＮ全自动高通量核酸
提取工作站（ＱＩＡｘｔｒａｃｔｏｒ）提取总 ＲＮＡ后，吸取等体
积的总ＲＮＡ，根据 Ｓｈａｗ等［１２］的文献报道，用 Ｓｕｐｅｒ
ＳｃｒｉｐｔⅢ／ＰｌａｔｉｎｕｍＴａｑＯｎｅＳｔｅｐｒＲＴＰＣＲ试剂盒进行
荧光定量 ＰＣＲ．根据相关报道［１３］，以 ＦＭＤＶ基因组
的５′端ＵＴＲ区保守序列为靶序列设计ＴａｑＭａｎ 引
物（ＳＡＩＲ２１９２４６Ｆ和 ＳＡＩＲ３１５２９３Ｒ）以及探针
（ＳＡｍｕｌｔｉ２ＰＩＲ２９２２６９Ｒ）．定量ＰＣＲ试验步骤参考
ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅢ／ＰｌａｔｉｎｕｍＴａｑＯｎｅＳｔｅｐｒＲＴＰＣＲ试剂
盒使用说明书进行．

定量ＰＣＲ反应结果测定、分析均利用Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ
ＭｘＰｒｏＴＭＱＰＣＲ软件获得［１３］．通过ＦＭＤＶ复制的标准
曲线回归方程计算出每个时间点的病毒 ＲＮＡ拷贝
数，绘制细胞中Ｏ型ＦＭＤＶ１～４８ｈ内的病毒复制曲
线．
１．２．６　抗口蹄疫慢病毒载体的乳鼠 ＦＭＤＶ抗性试
验　在预试验中，先对 ＦＭＤＶ在本次试验用的昆明
小鼠上的 ＬＤ５０进行校正．将本次启用的 Ｏ型 ＦＭＤＶ
原液用ＰＢＳ缓冲液进行１０倍稀释，并用１０５～１０８稀
释度的病毒液分别对每组４只小鼠进行颈后皮下接
种，每组各设１只小鼠用生理盐水注射作为阴性对
照，接种后７２ｈ观察小鼠死亡情况．

将滴度＞１×１０８ＴＵ／ｍＬ的纯化抗口蹄疫慢病毒
颗粒（ＬＶ３ｓｈＲＮＡ）用ＰＢＳ稀释１０倍，以每只０２ｍＬ
的剂量颈后皮下注射 ３～５日龄乳鼠，阴性对照用
ＰＢＳ代替慢病毒接种（表１）．经 ＬＶ３ｓｈＲＮＡ处理２４
ｈ后，每只乳鼠颈后皮下分别注射５、２０、１００和１０００
ＬＤ５０滴度的Ｏ型ＦＭＤＶ０２ｍＬ．各滴度组乳鼠数量
见表１．接毒后１２、２４、３０、３６、４８、７２ｈ和７ｄ观察
ＬＶ３ｓｈＲＮＡ组及阴性对照组各滴度接种鼠的死亡情
况．７ｄ后每个滴度组各选择１只乳鼠，提取ＲＮＡ，用
ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔⅢ／ＰｌａｔｉｎｕｍＴａｑＯｎｅＳｔｅｐｒＲＴＰＣＲ试剂
盒进行实时定量ＰＣＲ检测病毒含量．

表１　试验乳鼠的分组
Ｔａｂ．１　Ｇｒｏｕｐｉｎｇｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｕｃｋｌｉｎｇｍｉｃｅ

组别
各滴度ＦＭＤＶ接种乳鼠数量

５ＬＤ５０ ２０ＬＤ５０ １００ＬＤ５０ １０００ＬＤ５０
ＬＶ３ｓｈＲＮＡ ４ ４ ４ ２
ＰＢＳ（阴性对照）４ ４ ４ ２

２　结果与分析
２．１　多ｓｈＲＮＡ串联抗口蹄疫表达质粒构建

根据 ＧｅｎＢａｎｋ上 Ｏ型 ＦＭＤＶ基 因 组 序 列
（ＡＦ１８９１５７），选择３个ＦＭＤＶ非结构蛋白基因３Ｂ和
３Ｄ保守区间：（１）３Ｂ区域中５′ＣＣＴＧＴＣＧＣＴＴＴＧ
ＡＡＡＧＴＧＡＡＡＧＣ３′位于４９００～４９２２ｎｔ；（２）３Ｄ区
域中５′ＧＡＧＡＴＴＣＣＡＡＧＣＴＡＣＡＧＡＴＣＡＣＴＴＴＡＣ
ＣＴＧＣＧＴＴＧＧＧＴＧＡＡＣＧＣＣＧＴＧＴＧＣＧＧＴＧＡＣ
ＧＣ３′位于６９３４～６９９２ｎｔ；（３）３Ｄ区域中５′ＧＡＣ
ＧＡＧＴＡＣＣＧＧＣＧＴＣＴＣＴＴＴＧＡＧＣＣ３′位于 ６８９２
～６９１７ｎｔ［１］．设计３个ｓｈＲＮＡ，其序列如图１Ａ．
将启动子依次连入３个 ｓｈＲＮＡ串联序列后，得

到ｐ１８Ｔ３ｓｈＲＮＡ，用ＸｂａⅠ／ＮｏｔⅠ双酶切得到的片段
（ＸｂａⅠｂｕ７ＳＫＣｏｎｓ１ｂｕＵ６Ｃｏｎｓ２ｂｏＵ６Ｃｏｎｓ３ｌｏｘＰ
ＮｏｔⅠ）约１２９８ｂｐ．多个抗口蹄疫 ｓｈＲＮＡ表达载体
ｐＳｉｃｏＲ３ｓｈＲＮＡ结构如图１Ｂ．

Ａ：ｓｈＲＮＡ序列；Ｂ：抗口蹄疫ｓｈＲＮＡ表达载体ｐＳｉｃｏＲ３ｓｈＲＮＡ结构．

图１　ｓｈＲＮＡ序列和抗口蹄疫载体构建
Ｆｉｇ．１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅ

ＦＭＤＶｓｐｅｃｉｆｉｃｓｈＲＮＡｓ

２．２　转基因细胞ＢＨＫＬＶ制备和阳性细胞表达检测
应用ＱＩＡＧＥＮＥ去内毒素质粒纯化试剂盒，获得

高质量的ｐＳｉｃｏＲ３ｓｈＲＮＡ、ｐＮＲＦ与ｐＶｓｖｇ载体质粒．
将３个慢病毒质粒共转染２９３Ｔ细胞，７２ｈ后在荧光
倒置显微镜４８８ｎｍ波长蓝光下观察绿色荧光表达
情况，如图２Ａ显示，接近１００％的２９３Ｔ细胞检测到
绿色荧光，部分细胞之间无明显间隙，细胞有明显拉

丝现象，说明细胞已经开始生产慢病毒颗粒．此时收
集细胞培养上清液，即为慢病毒原液．将大量收集的
慢病毒原液，经超速离心机３００００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ
后，用ＰＢＳ重悬病毒沉淀，得到纯化慢病毒载体．纯
化后慢病毒ＰＢＳ稀释液滴度测定结果如图２Ｂ．滴度
测定结果显示，包装出的 ＬＶ３ｓｈＲＮＡ慢病毒载体滴
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度大约为１×１０８ＴＵ／ｍＬ．

图２　慢病毒包装（Ａ）及滴度测定（Ｂ）结果
Ｆｉｇ．２　Ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｐａｃｋａｇｅ（Ａ）ａｎｄｔｉｔｒｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎ（Ｂ）

　　用未纯化的慢病毒原液感染ＢＨＫ２１细胞，经流
式细胞分选后，阳性细胞率接近１００％（图３）．收集
部分转基因细胞 ＢＨＫＬＶ，提取总 ＲＮＡ，应用茎 －环
法进行实时定量ＰＣＲ．定量ＰＣＲ结果显示，３个针对
ＦＭＤＶ的ｓｈＲＮＡ在 ＢＨＫＬＶ细胞中均有表达，而在
普通ＢＨＫ２１细胞中几乎没有表达．比较３个ｓｈＲＮＡ
的相对表达量，发现 Ｃｏｎｓ１相对表达量最高，而
Ｃｏｎｓ３的表达量相对最低（图４）．

图３　荧光显微镜下观察转基因细胞ＢＨＫＬＶ（２００×）
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｃｅｌｌｓＢＨＫＬＶｕｎｄｅｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏ

ｓｃｏｐｅ（２００×）

图４　转基因细胞ＢＨＫＬＶ中３个ｓｈＲＮＡ表达量
Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅｂａｒｇｒａｐｈｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ３ｓｈＲＮＡｓｉｎｔｈｅｔｒａｎｓ

ｇｅｎｉｃｃｅｌｌｓＢＨＫＬＶ

２．３　ＦＭＤＶ在转基因细胞内的复制情况
根据１０倍梯度稀释后标准品所得的 Ｃｔ值和拷

贝数计算出标准曲线及回归方程，ｙ＝－３４１６ｘ＋
４２８５０，Ｒ２值为０９９８，并且计算出引物的扩增效率
为９６％．

用Ｏ型口蹄疫病毒ＨＫＮ／２００２感染转基因细胞
ＢＨＫＬＶ，分别在１、６、１２、１８、２４、３６和４８ｈ等７个时

间点收集细胞及上清液，提取 ＲＮＡ进行实时定量
ＰＣＲ，以测定病毒ＲＮＡ拷贝数．用线性图（图５）表示
等量的ＦＭＤＶ病毒在转基因细胞和普通细胞中复制
情况．结果显示，接１０７ＴＣＩＤ５０Ｏ型ＦＭＤＶ强毒后６ｈ
时，图５中复制曲线上２种细胞病毒 ＲＮＡ拷贝数几
乎没有差别，因此这一时间点可视为 ｓｈＲＮＡ作用导
致病毒复制差异的起始点，此时，２种细胞的病毒
ＲＮＡ拷贝数均达到约１５０×１０７．在接毒后１２ｈ时
转基因细胞ＢＨＫＬＶ中病毒拷贝数明显低于普通细
胞ＢＨＫ２１中的病毒．而２４ｈ时转基因细胞ＢＨＫＬＶ
中的病毒量减少到普通细胞ＢＨＫ２１中的约１／３，直
到４８ｈ时转基因细胞仍表现出一定的抑制效果．

图５　ＦＭＤＶ在转基因细胞ＢＨＫＬＶ中的复制曲线
Ｆｉｇ．５　ＴｈｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆＦＭＤＶｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｃｅｌｌｓＢＨＫ

ＬＶ

２．４　慢病毒 ＬＶ３ｓｈＲＮＡ处理乳鼠的抗 ＦＭＤＶ感
染力

　　预试验接种后７２ｈ观察结果显示，稀释度１０５～
１０７组的昆明小鼠均无存活，而稀释度１０８组有２／４
的小鼠存活，４组的阴性对照小鼠均正常存活，故确
定该批次ＦＭＤＶ的ＬＤ５０为１０

８稀释度．
　　将纯化后的 ＬＶ３ｓｈＲＮＡ经 ＰＢＳ稀释，颈后皮下
注射０２ｍＬ试验乳鼠（ＬＶ３ｓｈＲＮＡ组）及 ＰＢＳ处理
的阴性对照乳鼠，７２ｈ后均分别以不同滴度的 Ｏ型
ＦＭＤＶ攻毒，观察乳鼠在各时间点发病、濒死或死亡
的情况．检测结果显示，接毒后 ７２ｈ内 ＮＣ组在 ５
ＬＤ５０滴度下有２只乳鼠发病死亡，在２０ＬＤ５０滴度下
无乳鼠存活；而 ＬＶ３ｓｈＲＮＡ组在５ＬＤ５０滴度下没有
乳鼠发病死亡，在２０ＬＤ５０滴度下仍有３只乳鼠存活
至第７天；此外 ＬＶ３ｓｈＲＮＡ组在１０００、１００、２０和５
ＬＤ５０滴度攻击时，其死亡乳鼠的存活时间相比 ＮＣ组
均有所延长（图６）．在各滴度内随机选取１只乳鼠解
剖，取等质量胴体提取 ＲＮＡ，对３Ｄ基因定量检测结
果显示，在１０００和１００ＬＤ５０滴度内，ＬＶ３ｓｈＲＮＡ组
样品中病毒含量的 ｌｏｇ１０值分别为８１和７４，而阴
性对照组样品同滴度测定数值分别为８１和７５，两
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组数值无显著差别．而ＬＶ３ｓｈＲＮＡ组２０和５ＬＤ５０滴
度内存活乳鼠的胴体样品中，病毒含量的 ｌｏｇ１０值分
别为５４和４６，这明显低于阴性对照组中死亡乳鼠
样品中的数值６９和６７（图６）．

蓝色表示健康，黑色表示死亡，紫色表示发病，橙色表示濒死，黄色表示

健康乳鼠为检测而进行解剖．各色块上的数值为乳鼠胴体病毒拷贝数

的ｌｏｇ１０值．

图６　慢病毒处理乳鼠抵抗ＦＭＤＶ能力检测
Ｆｉｇ．６　ＴｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＡｎｔｉＦＭＤＶａｂｉｌｉｔｙｏｆｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｔｒｅａｔｅｄ

ｓｕｃｋｉｎｇｍｉｃｅ

３　讨论

本研究借鉴Ｋａｈａｎａ等［１］研究，设计了３个 ｓｈＲ
ＮＡ，并用新克隆的水牛 ＲＮＡ聚合酶 ＩＩＩ启动子来引
导，希望整合这些基因后，能在细胞内转录出高效

ｓｉＲＮＡ，以达到提高细胞甚至动物对 ＦＭＤＶ的抵抗
力．此外笔者设计了多个ｓｈＲＮＡ串联表达的结构，并
分别用不同的启动子引导，使转入的载体能同时表

达多个 ｓｈＲＮＡ，而每个 ｓｈＲＮＡ表达的效率与单个
ｓｈＲＮＡ表达载体的效率无显著差别［１１］．这样的结构
一方面避免了多次转染以及多次慢病毒包装带来的

不便和对细胞或动物带来的不必要的损伤；另一方

面这样的针对多个位点的 ｓｈＲＮＡ表达，能有效地降
低病毒逃逸的几率［１１］．本研究利用第３代慢病毒载
体３质粒系统，构建多个抗口蹄疫 ｓｈＲＮＡ表达慢病
毒载体．慢病毒载体因其转染效率、整合效率高，且
既可转染处于有丝分裂活跃期的细胞，又可转染分

裂缓慢及处于分裂终末期的细胞，受到科学家们的

青睐，成为体内和体外基因转移的一种有效方便的

工具．由于ＢＨＫ２１是公认的 ＦＭＤＶ感染试验模型，
本研究选择ＢＨＫ２１制备转基因细胞．通过检测转基
因细胞中３个 ｓｈＲＮＡ的表达量，确保该多个抗口蹄
疫ｓｈＲＮＡ表达载体的有效性，以保证抑制 ＦＭＤＶ复
制试验的可行性和真实性．ＲＮＡｉ的作用时间短和病
毒的抑制效率低一直是 ＲＮＡｉ用于病毒防治上的一
个挑战［１４］．在２００４年 Ｃｈｅｎ等［１５］报道中，构建了针

对ＦＭＤＶ的１Ｄ基因的ｓｈＲＮＡ表达载体，在ＢＨＫ２１
中没有产生对ＦＭＤＶ完全抑制的效果．同样，科学家
们在ＩＢＲ２细胞中转染针对２Ｂ基因的 ｓｈＲＮＡ表达
载体［３］，以及在 ＢＨＫ２１中直接转染化学合成或通
过Ｃｏｃｋｔａｉｌ试剂盒合成的ｓｉＲＮＡ，所得结果也是相似
的［２，４］．在本研究中，用高滴度的慢病毒载体作为转
基因细胞的介导表达载体，是为了更高效地获得转

基因细胞．在转基因细胞 ＢＨＫＬＶ抑制病毒复制试
验中，为了证明转基因细胞抑制ＦＭＤＶ的能力，本研
究对普通和转基因细胞接种１０７ＴＣＩＤ５０Ｏ型 ＦＭＤＶ
（ＨＫＮ／２００２），这个剂量是常规检测剂量的 １０４

倍［２，１５１７］．通过观察试验结果，在高滴度 ＦＭＤＶ感染
下，转基因细胞具有的稳定持续表达 ｓｈＲＮＡ并能有
效减少２／３的病毒量，达到超过５０％的抑制率，从功
能上证明这个多抗口蹄疫ｓｈＲＮＡ在慢病毒载体中得
以有效表达．

在细胞水平上验证抗口蹄疫慢病毒载体对 ＦＭ
ＤＶ的抑制能力后，本试验进一步在３～５日龄的小
鼠中验证多 ｓｈＲＮＡ表达慢病毒载体抵御 ＦＭＤＶ的
能力．之前的相关报道中，人们曾用单一针对口蹄疫
病毒ｓｈＲＮＡ的表达质粒以及腺病毒载体注射入小
鼠［１８］、豚鼠或仔猪［１７］体内，之后接种 ＦＭＤＶ，通过观
察动物的发病率或死亡率发现，在乳鼠５ＬＤ５０（半数
致死量）以及豚鼠和猪的５０ＩＤ５０（半数传染量）内载
体对动物有一定保护效果，而 ＦＭＤＶ高滴度下均对
动物无保护效果．本试验通过超速离心，获得高度纯
化的多个抗口蹄疫 ｓｈＲＮＡ表达慢病毒颗粒，以确保
其在动物体中的转染效率．预处理慢病毒载体的乳
鼠在５ＬＤ５０的滴度下均得到存活，而且在２０ＬＤ５０的
滴度下死亡率仅为１／４．这样的试验结果优于之前的
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相关报道［１７１８］，进一步证明多个 ｓｈＲＮＡ表达慢病毒
载体在动物体内抗病毒作用比单个ｓｈＲＮＡ表达质粒
或腺病毒载体明显．

预处理 ＬＶ３ｓｈＲＮＡ的乳鼠能成功获得较强的
ＦＭＤＶ抗性，从一定程度上证明了慢病毒载体的免
疫注射对于病毒病的防治是有效的，这为进一步探

讨多个ｓｈＲＮＡ串联表达抗口蹄疫慢病毒载体介导的
基因治疗在偶蹄类家畜中的应用提供了试验依据，

也为通过转基因方法改良家畜品种、提高抗病能力

这一途径奠定了基础．

参考文献：

［１］　ＫＡＨＡＮＡＲ，ＫＵＺＮＥＴＺＯＶＡＬ，ＲＯＧＥＬＡ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈｉ
ｂｉｔｉｏｎｏｆｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｂｙｓｍａｌｌ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ［Ｊ］．ＪＧｅｎＶｉｒｏｌ，２００４，８５（Ｐｔ１１）：
３２１３３２１７．

［２］　ＬＩＵＭｉｎｇｑｉｕ，ＣＨＥＮＷｅｉｚａｏ，ＮＩＺｈｅｎｇ，ｅｔａｌ．Ｃｒｏｓｓｉｎ
ｈｉｂｉｔｉｏｎｔｏｈｅｔｅｒｏｌｏｇｏｕｓｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃ
ｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｔｈｅｃｏｎｓｅｒｖｅｄ
ｒｅｇｉｏｎｓｏｆｖｉｒａｌｇｅｎｏｍｅ［Ｊ］．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２００５，３３６（１）：
５１５９．

［３］　ＤＥＬＯＳＳＡＮＴＯＳＴ，ＷＵＱｉａｏｈｕａ，ＤＥＡＶＩＬＡＢＯＴＴＯＮ
Ｓ，ｅｔａｌ．ＳｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡｔａｒｇｅｔｅｄｔｏｔｈｅｈｉｇｈｌｙｃｏｎ
ｓｅｒｖｅｄ２Ｂｎｏｎｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｐｒｏｔｅｉｎｃｏｄｉｎｇｒｅｇｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｓｒｅｐ
ｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｍｕｌｔｉｐｌｅｓｅｒｏｔｙｐｅｓｏｆｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅｖｉ
ｒｕｓ［Ｊ］．Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２００５，３３５（２）：２２２２３１．

［４］　ＭＯＨＡＰＡＴＲＡＪＫ，ＳＡＮＹＡＬＡ，ＨＥＭＡＤＲＩＤ，ｅｔａｌ．Ｅ
ｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｉｎｖｉｔｒｏｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ
ＲＮＡｓｄｉｒｅｃｔｅｄａｇａｉｎｓｔｖａｒｉｏｕｓｒｅｇｉｏｎｓｏｆｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈ
ｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓｇｅｎｏｍｅ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，
２００５，３２９（３）：１１３３１１３８．

［５］　ＤＡＳＡＴ，ＢＲＵＭＭＥＬＫＡＭＰＴＲ，ＷＥＳＴＥＲＨＯＵＴＥＭ，
ｅｔａｌ．Ｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓｔｙｐｅ１ｅｓｃａｐｅｓｆｒｏｍ
ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｍｅｄｉａｔｅｄｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌ，２００４，
７８（５）：２６０１２６０５．

［６］　ＧＩＴＬＩＮＬ，ＳＴＯＮＥＪＫ，ＡＮＤＩＮＯＲ．Ｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓｅｓｃａｐｅ
ｆｒｏｍＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ：ＳｈｏｒｔｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡｔａｒｇｅｔｒｅｃ
ｏｇｎｉｔｉｏｎａｎｄｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃａｐｐｒｏａｃｈｅｓ［Ｊ］．Ｊ
Ｖｉｒｏｌ，２００５，７９（２）：１０２７１０３５．

［７］　ＣＨＡＮＧＬＪ，ＬＩＵＸ，ＨＥＪ．ＬｅｎｔｉｖｉｒａｌｓｉＲＮＡｓｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ｍｕｌｔｉｐｌｅｈｉｇｈｌｙｃｏｎｓｅｒｖｅｄＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｈｕｍａｎｉｍｍｕ
ｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓｔｙｐｅ１［Ｊ］．ＧｅｎｅＴｈｅｒ，２００５，１２（１４）：
１１３３１１４４．

［８］　ＤＡＶＥＲＳ，ＰＯＭＥＲＡＮＴＺＲＪ．Ａｎｔｉｖｉｒａｌｅｆｆｅｃｔｓｏｆｈｕｍａｎ
ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓｔｙｐｅ１ｓｐｅｃｉｆｉｃｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ
ＲＮＡｓａｇａｉｎｓｔｔａｒｇｅｔｓｃｏｎｓｅｒｖｅｄｉｎｓｅｌｅｃｔｎｅｕｒｏｔｒｏｐｉｃｖｉｒａｌ
ｓｔｒａｉｎｓ［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌ，２００４，７８（２４）：１３６８７１３６９６．

［９］　ＧＥＩＳＢＥＲＴＴＷ，ＨＥＮＳＬＥＹＬＥ，ＫＡＧＡＮＥ，ｅｔａｌ．Ｐｏｓ
ｔｅｘｐｏｓｕｒｅｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎｏｆｇｕｉｎｅａｐｉｇｓａｇａｉｎｓｔａｌｅｔｈａｌｅｂｏｌａ
ｖｉｒｕｓｃｈａｌｌｅｎｇｅｉｓｃｏｎｆｅｒｒｅｄｂｙＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ［Ｊ］．ＪＩｎ
ｆｅｃｔＤｉｓ，２００６，１９３（１２）：１６５０１６５７．

［１０］ＳＯＮＧＥｒｗｅｉ，ＬＥＥＳＫ，ＷＡＮＧＪｉｅ，ｅｔａｌ．ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒ
ｅｎｃｅｔａｒｇｅｔｉｎｇｆａｓｐｒｏｔｅｃｔｓｍｉｃｅｆｒｏｍｆｕｌｍｉｎａｎｔｈｅｐａｔｉｔｉｓ
［Ｊ］．ＮａｔＭｅｄ，２００３，９（３）：３４７３５１．

［１１］ＴＥＲＢＲＡＫＥＯ，′ＴＨＯＯＦＴＫ，ＬＩＵＹＰ，ｅｔａｌ．Ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ
ｖｅｃｔｏｒｄｅｓｉｇｎｆｏｒｍｕｌｔｉｐｌｅｓｈＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｄｕｒａｂｌｅ
ＨＩＶ１ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ［Ｊ］．ＭｏｌＴｈｅｒ，２００８，１６（３）：５５７５６４．

［１２］ＳＨＡＷＡＥ，ＲＥＩＤＳＭ，ＥＢＥＲＴＫ，ｅｔａｌ．Ｉｍｐｌｅｍｅｎｔａ
ｔｉｏｎｏｆａｏｎｅｓｔｅｐｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲｐｒｏｔｏｃｏｌｆｏｒｄｉａｇｎｏｓｉｓ
ｏｆｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌＭｅｔｈｏｄｓ，２００７，
１４３（１）：８１８５．

［１３］ＬＵＺｅｎｇｊｕｎ，ＣＡＯＹｉｍｅｉ，ＧＵＯＪｉａｎｈｏｎｇ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐ
ｍｅｎｔａｎｄｖａｌｉｄａｔｉｏｎｏｆａ３ＡＢＣｉｎｄｉｒｅｃｔＥＬＩＳＡｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎ
ｔｉａｔｉｏｎｏｆｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｅｄｆｒｏｍｖａｃｃｉ
ｎａｔｅｄａｎｉｍａｌｓ［Ｊ］．ＶｅｔＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００７，１２５（１／２）：１５７
１６９．

［１４］ＢＡＹＲＹＪ，ＴＯＵＧＨＤＦ．ＩｓＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｆｅａｓｉｂｌｅｆｏｒ
ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅｏｕｔｂｒｅａｋｓ？［Ｊ］．
ＴｒｅｎｄｓＩｍｍｕｎｏｌ，２００５，２６（５）：２３８２４１．

［１５］ＣＨＥＮＷ，ＹＡＮＷｅｉｙａｏ，ＤＵＱｉｎｇｙｕｎ，ｅｔａｌ．ＲＮＡｉｎｔｅｒ
ｆｅｒｅｎｃｅｔａｒｇｅｔｉｎｇＶＰ１ｉｎｈｉｂｉｔｓｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓ
ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎＢＨＫ２１ｃｅｌｌｓａｎｄｓｕｃｋｌｉｎｇｍｉｃｅ［Ｊ］．ＪＶｉｒ
ｏｌ，２００４，７８（１３）：６９００６９０７．

［１６］ＬＵＯＪｉｈｕａｉ，ＤＵＪｕｎｚｈｅｎｇ，ＧＡＯＳｈａｎｄｉａｎ，ｅｔａｌ．Ｌｅｎｔｖｉ
ｒａｌｍｅｄｉａｔｅｄＲＮＡｉｔｏｉｎｈｉｂｉｔｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅ
ｐｏｒｃｉｎｅｉｎｔｅｇｒｉｎａｌｐｈａｖｓｕｂｕｎｉｔ，ｔｈｅＦＭＤＶｒｅｃｅｐｔｏｒ，ａｎｄ
ａｇａｉｎｓｔＦＭＤＶｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎＰＫ１５ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＶｉｒｏｌＪ，
２０１１，８：４２８．

［１７］ＣＨＥＮＷｅｉｚａｏ，ＬＩＵＭｉｎｇｑｉｕ，ＪＩＡＯＹｅ，ｅｔａｌ．Ａｄｅｎｏｖｉ
ｒｕｓｍｅｄｉａｔｅｄＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅａｇａｉｎｓｔｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓ
ｅａｓｅｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｂｏｔｈｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏ［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌ，
２００６，８０（７）：３５５９３５６６．

［１８］　ＷＡＮＧＰｅｎｇｙａｎ，ＲＥＮＹａｎ，ＧＵＯＺｈｉｒｕ，ｅｔａｌ．Ｉｎｈｉｂｉ
ｔｉｏｎｏｆｆｏｏｔａｎｄｍｏｕｔｈｄｉｓｅａｓｅｖｉｒｕｓｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｉｎｖｉｔｒｏａｎｄ
ｉｎｖｉｖｏｂｙｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ［Ｊ］．ＶｉｒｏｌＪ，２００８，５：
８６．
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