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　 　 摘要：　 为确定 ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ 与 ＳＮＣＡ 的靶向关系以及检测他们在 ＭＤＶ 超强毒株 Ｍｄ５ 感染 ＳＰＦ 抗性鸡（Ｂ２１ 单

倍型）和易感鸡（Ｂ１９ 单倍型）后 ５ ｄ、１４ ｄ、２５ ｄ 脾脏中的表达量。 利用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ｍｉＲＢＤ 软件预测ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ的靶

基因，通过双荧光素酶报告基因检测系统体外验证ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ与 ＳＮＣＡ 之间的靶向关系。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＳＮＣＡ 和

ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ在 Ｂ２１、Ｂ１９ 感染 Ｍｄ５ 脾脏中的表达量。 荧光素酶活性结果显示，ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ与 ＳＮＣＡ⁃ｗｔ⁃３′ＵＴＲ 共转染

后显著抑制萤火虫荧光素酶活性（Ｐ＜０􀆰 ０５），对 ＳＮＣＡ⁃ｍｕｔ⁃３′ＵＴＲ 活性无显著影响。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，ＳＮＣＡ 在

Ｂ２１、Ｂ１９ 中，Ｍｄ５ 感染 ５ ｄ 均显著上调表达（Ｐ＜ ０􀆰 ０５），Ｍｄ５ 感染 ２５ ｄ 时 ＳＮＣＡ 在 Ｂ２１ 中极显著上调表达（Ｐ＜
０􀆰 ０１），在 Ｂ１９ 中极显著下调表达（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ在Ｍｄ５ 感染 １４ ｄ，在 Ｂ２１ 中显著上调表达而在 Ｂ１９ 中显著

下调表达（Ｐ＜０􀆰 ０５），Ｍｄ５ 感染 ２５ ｄ，ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ在 Ｂ２１、Ｂ１９ 中均极显著上调表达（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 综上所述，ＳＮＣＡ 是

ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ的靶基因。 ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ和 ＳＮＣＡ 可能与 ＭＤ 抗性 ／易感性以及 ＭＤ 肿瘤转化有关。
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ：　 Ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ ａｎｄ ＳＮＣＡ ａｎｄ ｔｏ
ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅｉｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｏｆ ＳＰＦ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｃｈｉｃｋｅｎｓ （Ｂ２１ ｈａｐｌｏｔｙｐｅ） ａｎｄ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｃｈｉｃｋｅｎｓ （Ｂ１９ ｈａｐｌｏｔｙｐｅ）
ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＭＤＶ ｓｕｐｅｒｖｉｒｕｓ ｓｔｒａｉｎ Ｍｄ５ ａｔ ５ ｄ， １４ ｄ， ａｎｄ ２５ ｄ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｏｆ ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ ｗａｓ ｐｒｅｄｉｃ⁃
ｔｅｄ ｂｙ ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ ａｎｄ ｍｉＲＢＤ ｓｏｆｔｗａｒｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ ａｎｄ ＳＮＣＡ ｗａｓ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ
ｂｙ ｔｈｅ ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｇｅｎｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ． ｑＲＴ⁃ＰＣＲ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＳＮＣＡ ａｎｄ
ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｏｆ Ｂ２１ ａｎｄ Ｂ１９ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｄ５． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏ⁃ｔｒａｎｓｆｅｃ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ ａｎｄ ＳＮＣＡ⁃ｗｔ⁃３′ＵＴＲ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｆｉｒｅｆｌｙ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ （Ｐ＜０．０５）， ｂｕｔ ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ＳＮＣＡ⁃ｍｕｔ⁃３′ＵＴＲ ａｃｔｉｖｉｔｙ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＮＣＡ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ Ｂ２１ ａｎｄ Ｂ１９ ｏｎ ｔｈｅ ５ｔｈ ｄａｙ ａｆｔｅｒ Ｍｄ５ ｉｎ⁃
ｆｅｃｔｉｏｎ （Ｐ＜ ０．０５）， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＮＣＡ ｉｎ Ｂ２１
ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ２５ｔｈ ｄａｙ ａｆｔｅｒ Ｍｄ５
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ（Ｐ＜ ０． ０５）， ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ
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Ｂ１９ （Ｐ＜０．０１）． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ Ｂ２１ ａｎｄ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ Ｂ１９ ｏｎ ｔｈｅ １４ｔｈ
ｄａｙ ａｆｔｅｒ Ｍｄ５ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ （Ｐ＜０．０５）， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ Ｂ２１ ａｎｄ Ｂ１９ ｏｎ ｔｈｅ ２５ｔｈ
ｄａｙ ａｆｔｅｒ Ｍｄ５ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ （Ｐ＜０．０１）． Ｉｎ ｓｕｍｍａｒｙ， ＳＮＣＡ ｉｓ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｏｆ ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ． Ｔｈｅ ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ ａｎｄ ＳＮＣＡ ｍａｙ
ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ＭＤ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ／ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ＭＤ ｔｕｍｏｒ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：　 ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ； ＳＮＣＡ； ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ； ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 鸡马立克氏病（Ｍａｒｅｋ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＭＤ）是鸡的一

种淋巴组织增生性传染性疾病，该病是由马立克氏

病毒（Ｍａｒｅｋ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ，ＭＤＶ）引起，给世界各

国养禽业造成巨大的经济损失［１］。 近年来，尽管能

用商业上可获得的疫苗来保护鸡免受 ＭＤ 的影响，
但随着 ＭＤ 爆发，ＭＤＶ 会发生变异进化，从而导致

毒力增强，其致病性也逐渐增大，ＭＤ 仍然是一个严

重的威胁［２］。 因此非常需要增强现有疫苗控制措

施的辅助策略。
ｍｉＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ） 是一类存在于动

物、植物及病毒等多种生物体内，长度约为 ２２ ｂｐ 的

单链非编码小 ＲＮＡ［３］。 通过与靶 ｍＲＮＡ 的 ３′端非

编码区（３′ＵＴＲ）相互作用影响 ｍＲＮＡ 的翻译，在转

录后对基因发挥调控作用，在多种肿瘤疾病中发挥

生物学功能［４］。 ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃２６ａ 和 ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃１８１ａ 通过

对其靶基因 ＮＥＫ６ 和 ＡＮＰ３２Ａ 的调控从而参与鸡马

立克氏病肿瘤形成过程［５］。 ｍｍｕ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ 在鼠下丘

脑上调表达并在体内抑制其靶基因 Ｆｏｓ 转录［６］。
ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ在传染性支气管炎病毒（ ＩＢＶ）感染鸡肾

脏中高表达［７］。 因此，本课题组前期自主培育了

ＭＨＣ⁃Ｂ 易感（Ｂ１９）和抗性（Ｂ２１） ＳＰＦ 鸡，利用高通

量技术全面构建了 Ｂ１９ 和 Ｂ２１ ＳＰＦ 鸡在 ＭＤＶ 感染

的 ３ 个关键时期（前期溶细胞期、潜伏期、后期溶细

胞期） 脾脏组织 ｍｉＲＮＡ 的差异表达谱［８］。 发现

ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ在 Ｂ１９ 和 Ｂ２１ 单倍型鸡脾脏组织中差异

表达。 因此将ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ作为本试验研究对象。
α⁃突触核蛋白（ＳＮＣＡ）是一种中枢神经系统突

触前表达的可溶性蛋白质，它的异常聚集被认为是

疾病发生的分子机制中一个关键的步骤，目前的证

据表明，ＳＮＣＡ 基因的遗传变异在帕金森病（Ｐａｒｋｉｎ⁃
ｓｏｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）的病因学中起着重要的作用［９］。
ｍｉＲ⁃１５３⁃３ｐ 和 ｍｉＲ⁃２０５⁃５ｐ 下调 ＳＮＣＡ 和富含亮氨

酸的重复激酶 ２ 基因（ＬＲＲＫ２）的表达［１０］。 本试验

利用生物信息学软 件 在 线 预 测 到 ＳＮＣＡ 是 鸡

ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ的候选靶基因，使用双荧光素酶报告基

因检测系统对 ＳＮＣＡ 基因进行体外验证，结合实时

定量 ＰＣＲ 技术检测ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ和 ＳＮＣＡ 在 Ｂ１９、Ｂ２１
单倍型 ＳＰＦ 鸡脾脏组织中的表达情况，旨在为进一

步揭示 ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ 调控靶基因的分子机制奠定

基础。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

ＭＤＶ 的 Ｍｄ５ 毒株、ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞由中国农业

科学院哈尔滨兽医研究所实验动物与比较医学创新

团队保存，Ｂ２１ 和 Ｂ１９ ＭＨＣ⁃Ｂ 单倍型 ＳＰＦ 鸡由中国

农业科学院哈尔滨兽医研究所国家禽类实验动物种

子中心［许可证号：ＳＹＸＫ（黑）２０１１⁃００７］提供。
本试验所用的反转录试剂盒 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅ⁃

ａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ、Ｅｘ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、
ＳＹＢＲ􀳏 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ ＴＭⅡ购自 ＴａＫａＲａ 大连有限

公司，Ｓａｃ Ｉ、Ｘｂａ Ｉ 限制性内切酶、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购

自英国 ＮＥＢ 公司，感受态 ＤＨ５α、Ｆａｓｔ Ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ
Ｋｉｔ Ｖ２ 购自南京诺维赞生物有限公司，ｐｍｉｒＧＬＯ 载

体、Ｄｕａｌ⁃ＧＬＯ Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ Ａｓｓａｙ Ｓｙｓｔｅｍ、Ｆｕｇｅｎｅ ＨＤ 转

染试剂购自美国 ｐｒｏｍｅｇ 公司，总 ＲＮＡ 提取试剂盒、
ＤＮＡ 胶回收试剂盒、质粒小提试剂盒购自康宁生命

科学有限公司，青霉素、链霉素购自哈尔滨牧乐生物

有限公司，胎牛血清（ ＦＢＳ）、ＲＰＭＩ⁃１６４０ 购自美国

ＧＩＢＣＯ 公司，胰蛋白胨、琼脂糖、酵母提取物购自德

国 ＯＸＯＩＤ 公司。 鸡ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ模拟物，模拟物阴性

对照（Ａｇｏｍｉｒ，ａｇｏｍｉｒ ＮＣ）购自上海吉玛公司。
１．２　 试验方法

１．２． １ 　 鸡 ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ 候 选 靶 基 因 预 测 　 根 据

ｍｉＲｂａｓｅ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｍｉｒｂａｓｅ．ｏｒｇ）搜索ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ成
熟体并下载其序列，利用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ．ｏｒｇ）和 ｍｉＲＢＤ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｍｉｒｄｂ． ｏｒｇ）预测其

候选靶基因，其预测标准是靶基因 ３′ＵＴＲ 区存在与

ｍｉＲＮＡ 大约 ２～７ ｂｐ 的碱基互补区“ＧＴＣＴＴＣＣ”种子

结合位点。
１．２．２　 引物设计与合成　 根据 ＮＣＢＩ Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ 查询

鸡 ＳＮＣＡ、ＧＡＰＤＨ 基因序列，利用 Ｐｒｉｍｅｒ ５．０ 软件设计
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荧光定量引物和 ＳＮＣＡ ３′ＵＴＲ 扩增引物，ＳＮＣＡ ３′ＵＴＲ
突变引物是运用南京诺维赞公司 ＣＥ Ｄｅｓｉｇｎ Ｖ１．０４ 软

件的单点突变功能进行引物设计，引物均由哈尔滨博

士生物公司合成。 鸡ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ荧光定量引物和 Ｕ６
引物由上海吉玛公司设计合成，引物序列见表 １。

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称　 　 　 　 　 　 　 　 序列（５′→３′） 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 产物大小 （ｂｐ）

ＳＮＣＡ⁃３′ＵＴＲ⁃Ｆ ＧＴＧＡＧＣＴＣＣＴＧＡＡＡＴＣＴＡＣＴＡＡＣＡＡＡＧＡＣＧＴＣＣ ５００

ＳＮＣＡ⁃３′ＵＴＲ⁃Ｒ ＧＴＴＣＴＡＧＡＴＴＡＣＡＧＡＣＡＣＡＡＧＴＴＡＡＴＡＡＡＡＣＡＣ

ＳＮＣＡ⁃ｑＰＣＲ⁃Ｆ ＧＣＡＧＧＡＡＧＧＡＡＴＧＧＴＧＡＡＴＡＡＴＡＣ １０６

ＳＮＣＡ⁃ｑＰＣＲ⁃Ｒ ＴＣＡＴＧＣＴＴＣＡＧＧＴＴＣＡＴＡＡＴＣＴＴＧ

ＧＡＰＤＨ⁃ ｑＰＣＲ⁃Ｆ ＴＡＧＴＧＡＡＧＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＣＴＧＡＴＧ １０４

ＧＡＰＤＨ⁃ ｑＰＣＲ⁃Ｒ ＡＡＡＧＧＴＧＧＡＧＧＡＡＴＧＧＣＴＧＴＣ

ＳＮＣＡ⁃ｍｕｔ⁃Ｆ ＴＧＡＡＣＡＧＡＡＧＧＡＴＣＡＧＣＡＡＴＧＡＴＴＧＧＡＧＴＡＴＣＴＧＴＧ ７ ８５０

ＳＮＣＡ⁃ｍｕｔ⁃Ｒ ＧＣＴＧＡＴＣＣＴＴＣＴＧＴＴＣＡＡＡＡＴＡＣＡＣＴＧＴＡＡＡＡＡＣＴＧＴＡＡＡＡＡＡ

１．２．３　 ｃＤＮＡ 合成和 ＳＮＣＡ⁃３′ＵＴＲ 扩增　 称取 Ｂ１９
单倍型 ＳＰＦ 鸡脾脏组织，使用 ＡＸＹＧＥＮ 总 ＲＮＡ 提

取试剂盒抽提总 ＲＮＡ，使用超微量分光光度计测定

ＲＮＡ 浓度和纯度，并根据 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ
ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ 试剂盒说明书先将 ２ μｇ ＲＮＡ 去除

ＤＮＡ 污染，然后再进行反转录成 ｃＤＮＡ，－２０ ℃保存

备用。
以 ｃＤＮＡ 为模板，ＳＮＣＡ ３′ＵＴＲ 引物，使用 Ｅｘ

Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶扩增鸡 ＳＮＣＡ 基因 ３′ ＵＴＲ 目的

片段。
１．２．４　 ＳＮＣＡ 野生型和突变型双荧光素酶报告质粒构

建　 将结果正确的 ＳＮＣＡ⁃３′ＵＴＲ 目的产物使用胶回

收试剂盒割胶纯化，构建 ＳＮＣＡ 野生型重组质粒。 纯

化产物和 ｐｍｉｒＧＬＯ 载体经 Ｓａｃ Ｉ ／ Ｘｂａ Ｉ 双酶切，酶切

鉴定后经割胶回收目的片段。 将酶切纯化产物进行

１６ ℃连接，然后转化至 ＤＨ５α 菌株中，在含有氨苄抗

性的固体 ＬＢ 琼脂糖培养基上培养１２～１５ ｈ。 挑取单

菌落接种在氨苄抗性的液体 ＬＢ 培养基的试管中，３７
℃培养９～ １６ ｈ。 经菌液 ＰＣＲ 及双酶切鉴定为阳性

后，送库美生物（长春）有限公司测序。 测序结果经

ＭＥＧＡ６ 序列比对，结果正确的菌液根据 ＡＸＹＧＥＮ 小

提质粒试剂盒说明书提取质粒，获得野生型双荧光素

酶报告基因质粒，命名 ＳＮＣＡ⁃ｗｔ⁃３′ＵＴＲ。
以测序正确的 ＳＮＣＡ⁃ｗｔ⁃３′ＵＴＲ 质粒为模板，用

同源重组突变的方法构建 ＳＮＣＡ 突变型重组质粒，
运用突变引物 （表 １），使 ＳＮＣＡ⁃ｗｔ⁃３′ＵＴＲ 质粒与

ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ 种 子 结 合 位 点 突 变。 按 照 Ｆａｓｔ

Ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ Ｋｉｔ Ｖ２ 试剂盒说明书进行反应产物转

化，涂板，克隆鉴定，测序，最终获得突变型双荧光素

酶报告基因质粒，命名 ＳＮＣＡ⁃ｍｕｔ⁃３′ＵＴＲ。
１．２．５　 双荧光素酶报告基因检测 　 荧光素酶报告

试验在 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞系中进行。 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞生

长在含有 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基中，放
入 ３７ ℃，９５％湿度和 ５％ ＣＯ２的细胞培养箱中培养。
将 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞在转染前 １ ｄ 以每孔３．１４×１０４个细

胞铺于 ９６ 孔细胞培养板中，然后按照 Ｆｕｇｅｎｅ ＨＤ 转

染试剂说明书将ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ ａｇｏｍｉｒ，ａｇｏｍｉｒ ＮＣ（１００
ｎｍｏｌ ／ Ｌ） 和 ＳＮＣＡ⁃ｗｔ⁃３′ ＵＴＲ、 ＳＮＣＡ⁃ｍｕｔ⁃３′ ＵＴＲ （ １
μｇ）共同转染到 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞中。 在转染 ４８ ｈ 后

通过双荧光素酶测定系统分析萤火虫荧光素 ／海肾

荧光素酶活性比值（海肾荧光素酶为内参，用来标

准化萤火虫荧光素酶活性）。
１．２．６　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ　 用 ＭＤＶ 超强毒株 Ｍｄ５ 感染 ＳＰＦ
抗性鸡（Ｂ２１ 单倍型）和易感鸡（Ｂ１９ 单倍型）５ ｄ、１４
ｄ、２５ ｄ，各时间点脾脏组织按照总 ＲＮＡ 提取试剂盒

说明书提取 ＲＮＡ，根据 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ
ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ 试剂盒说明书先将 ２ μｇ ＲＮＡ 去除

ＤＮＡ 污染，然后再反转录成 ｃＤＮＡ，－２０ ℃保存备用。
以 ｃＤＮＡ 为模板，鸡 ＧＡＰＤＨ 和 Ｕ６ 作为内参基

因，用设计好的引物（表 １） 按照 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ
ＴａｑＴＭⅡ试剂盒说明书进行荧光定量分析。 所有反

应均设置 ３ 个重复，采用 ２－△△Ｃｔ的方法进行分析。
１．２．７　 统计分析　 数据表示为平均值±标准差。 所

有数据均使用 ＳＰＳＳ Ｓｔｕｄｅｎｔ’ ｓ ｔ⁃ｔｅｓｔ 进行分析。 当
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Ｐ＜０􀆰 ０５ 时认为差异显著，Ｐ＜０􀆰 ０１ 认为差异极显著。

２　 结果与分析

２．１　 鸡ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ候选靶基因预测

利用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ （ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ．ｏｒｇ）与

ｍｉＲＢＤ（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｍｉｒｄｂ．ｏｒｇ）生物信息学在线软件预测

ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ的靶基因，分别有 １７８ 和 ２２７ 个基因，取
交集并根据得分高低以及结合研究重点，筛选得到

包括 ＶＤＡＣ１、 ＳＮＣＡ、 ＳＡＴＢ１、 ＴＣＦ１２ 等多个靶基因

（表 ２），优先选取 ＳＮＣＡ 进行验证分析。

表 ２　 ｇａａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ 与候选靶基因 ｍＲＮＡ 的结合位点和背景信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｇａａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ

２．２　 双荧光素酶报告基因重组质粒构建及鉴定

将限制性酶切位点（Ｓａｃ Ｉ ／ Ｘｂａ Ｉ）添加到引物

里，扩增含有ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ与 ＳＮＣＡ３′ＵＴＲ 的种子结合

位点（ＧＴＣＴＴＣＣ）的目的片段，产物大小为 ５００ ｂｐ。
将目的产物插入到 ＰｍｉｒＧＬＯ 载体（含 ２ 个报告基

因，萤火虫荧光素酶基因 Ｌｕｃ２ 和海肾荧光素酶基因

Ｒｌｕｃ）Ｌｕｃ２ 后的 Ｓａｃ Ｉ ／ Ｘｂａ Ｉ 酶切位点内构建野生型

重组质粒。 为了证实 ＧＴＣＴＴＣＣ 是ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ与候

选靶基因 ＳＮＣＡ 之间的靶位点，我们构建了突变型

重组质粒，将 ＧＴＣＴＴＣＣ 突变成 ＣＡＧＡＡＧＧ。 经测序

结果显示，我们成功构建了 ＳＮＣＡ⁃ｗｔ⁃３′ＵＴＲ，ＳＮＣＡ⁃
ｍｕｔ⁃３′ＵＴＲ 双荧光素酶报告基因重组质粒（图 １）可
用于后续研究。

图 １　 ＳＮＣＡ 双荧光素酶报告基因质粒的构建

Ｆｉｇ．１　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＳＮＣＡ ｄｕａｌ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｐｌａｓｍｉｄ

２．３　 双荧光素酶活性

用 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ 和 ｍｉＲＢＤ 共同预测了ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ
在 ＳＮＣＡ ３′ＵＴＲ （１２５～１３１ ｂｐ）有 １ 个推定的结合位

点。 利用 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞，使用双荧光素酶报告基因

检测试验来证实 ＳＮＣＡ 是ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ的靶基因。 我

们将 ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ模拟物 ａｇｏｍｉｒ、模拟物阴性对照

ａｇｏｍｉｒ ＮＣ 与 ＳＮＣＡ⁃ｗｔ⁃３′ＵＴＲ、ＳＮＣＡ⁃ｍｕｔ⁃３′ＵＴＲ 双

荧光素酶报告基因重组质粒共同转染 ＨＥＫ２９３Ｔ 细

胞，在转染后 ４８ ｈ 检测萤火虫荧光素酶活性。 结果

显示，当加入ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ模拟物 ａｇｏｍｉｒ，与 ａｇｏｍｉｒ ＮＣ
相比，ＳＮＣＡ⁃ｗｔ⁃３′ＵＴＲ 萤火虫荧光素酶活性显著下

调（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 为了进一步证实 ＳＮＣＡ 是ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ
的靶基因，我们将种子结合位点突变的 ＳＮＣＡ⁃ｍｕｔ⁃３′
ＵＴＲ 重组质粒与 ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ模拟物 ａｇｏｍｉｒ、 ａｇｏｍｉｒ
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ＮＣ 共同转染 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞，萤火虫荧光素酶活性

无显著变化。 上述结果证实，ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ与 ＳＮＣＡ 的

ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ 在１２５～ １３１ ｂｐ 发生特异性结合从而

显著抑制萤火虫荧光素酶基因活性（图 ２）。

ａ：ＳＮＣＡ⁃ｗｔ⁃３′ＵＴＲ；ｂ：ＳＮＣＡ⁃ｍｕｔ⁃３′ＵＴＲ。
图 ２　 ＳＮＣＡ 荧光素酶检测结果

Ｆｉｇ．２　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＳＮＣＡ ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ

２．４　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ
通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 方法检测ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ和 ＳＮＣＡ 基

因在 Ｍｄ５ 感染 Ｂ２１、Ｂ１９ ＳＰＦ 单倍型鸡（５ ｄ、１４ ｄ、２５
ｄ）脾脏中的表达水平。 如图 ３Ａ 所示，ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ在
Ｍｄ５ 感染 １４ ｄ，在 Ｂ２１ 中显著上调表达而在 Ｂ１９ 中

显 著 下 调 表 达 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５ ）， Ｍｄ５ 感 染 ２５ ｄ，
ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ在 Ｂ２１、Ｂ１９ 中均极显著上调表达 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 如图 ３Ｂ 所示，ＳＮＣＡ 在 Ｂ２１ 单倍型鸡脾脏

中与正常组对比，Ｍｄ５ 感染 ５ ｄ、１４ ｄ、２５ ｄ 上调表

达，其中在 ５ ｄ、 ２５ ｄ 达到显著水平 （Ｐ＜ ０􀆰 ０５）。
ＳＮＣＡ 在 Ｂ１９ 单倍型鸡脾脏中与正常组对比，Ｍｄ５
感染 ５ ｄ 时极显著上调表达（Ｐ＜０􀆰 ０１），在 １４ ｄ、２５ ｄ
表达量逐渐降低，其中在 ２５ ｄ 极显著下调表达（Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 综上所述，ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ和靶基因 ＳＮＣＡ 可能

与 ＭＤ 抗性 ／易感性以及肿瘤转化有关。

Ｂ２１⁃Ｉ⁃ＶＳ⁃Ｂ２１⁃Ｃ 表示马立克氏病抗性鸡攻毒组对比正常对照组；Ｂ１９⁃Ｉ⁃ＶＳ⁃Ｂ１９⁃Ｃ 表示马立克氏病易感鸡攻毒组对比正常对照组；∗表示差

异显著（Ｐ＜０􀆰 ０５）；∗∗表示差异极显著（Ｐ＜０􀆰 ０１）。
图 ３　 ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ和 ＳＮＣＡ 荧光定量结果

Ｆｉｇ．３　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ ａｎｄ ＳＮＣＡ

３　 讨 论

ＭＤ 的发病特征是免疫抑制、神经疾病和 ＣＤ４＋
Ｔ 细胞淋巴瘤。 ＭＤＶ 是一种疱疹病毒，它的靶细胞

为 Ｔ 细胞，以形成肿瘤为特征［１１］。 ＭＤ 的发病机理

可以分为 ３ 个不同的阶段：早期溶细胞感染、潜伏感

染、后期溶细胞感染与免疫抑制。 因此，阐明 ＭＤ 的

发病机制十分重要［１２］。 不少证据表明 ｍｉＲＮＡ 在神

经和肿瘤疾病中发挥功能，特别是在癌症中，ｍｉＲＮＡ
表达水平的异常与各种类型癌症的发生和发展有

关［１３］。 近年来，已有大量的研究报道了与 ＭＤ 肿瘤

发生的宿主和病毒 ｍｉＲＮＡ。 ＭＤＶ 编码的 ｍｉＲ⁃Ｍ１２⁃
５ｐ 能够在体内下调 ＨＶＣＮ１ 基因的表达水平［４］。
ｍｉＲ⁃１５０、 ｍｉＲ⁃２２３ 在 ＭＤＶ 转 化 的 细 胞 系 中 下

调［１４］。 在 ＭＤＶ 感染的敏感鸡系 ７２中，ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃１５ｂ
减少了鸡的脾脏肿瘤，调节激活转录因子 ２（ＡＴＦ２）
的表达， ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃１５ｂ 可能与 ＭＤ 抗性 ／易感性有

关［１５］。 有 研 究 报 道， 主 要 组 织 相 容 性 复 合 物

（ＭＨＣ）Ｂ 单倍型鸡（Ｂ１９）在 ＭＤＶ 超强毒感染 ３０ ｄ，
能引起 １００％ ＭＤ 肿瘤发生率，而 Ｂ２１ 单倍型鸡观

察到 ５５％肿瘤发生率，表现对 ＭＤ 具有抗性［１１］。
本研究从宿主角度探讨 ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ可能介导

ＭＤ 遗传抗性或易感性差异的潜在分子机制。 本研

究利用双荧光素酶报告基因检测系统初次证明

ＳＮＣＡ 是ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ的靶基因。 荧光定量 ＰＣＲ 方法

检测ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ的表达对 ＳＮＣＡ 在抗性鸡（Ｂ２１）和

易感鸡（Ｂ１９）感染 ＭＤＶ 不同时期的表达是否有影

响。 结果显示，ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ在前期溶细胞期（感染 ５
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ｄ）抗性鸡和易感鸡中ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ的表达量无显著变

化， 而 ＳＮＣＡ 则 显 著 上 调 表 达。 这 可 能 说 明

ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ对前期溶细胞期 ＭＤＶ 半自主复制不起

作用，此时对 ＳＮＣＡ 表达没有影响；潜伏期（感染 １４
ｄ）和后期溶细胞期（感染 ２５ ｄ），ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ在抗性

鸡中的表达情况和 ＳＮＣＡ 的表达情况相同，存在一

定的规律性。 有文献报道了 ｍｉＲＮＡ 可以正向调控

靶基因的表达［１６］，因此可能是ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ正向调控

ＳＮＣＡ 的结果。 而ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ在易感鸡中的表达与

ＳＮＣＡ 的表达恰好相反，这可能是ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ在易感

鸡中负向调控 ＳＮＣＡ，抑制了 ＳＮＣＡ 表达。 由于

ＭＤＶ 在感染 １８ ｄ 左右可在 ＣＤ４＋Ｔ 细胞内活化启动

再次溶细胞感染，并导致免疫抑制，最后在感染后

２８ ｄ 左右进入 ＣＤ４＋Ｔ 细胞的转化增殖阶段，并在病

鸡多种内脏中产生肿瘤［１７］。 为此我们联想 ＳＮＣＡ
可能与 ＭＤ 抗性 ／易感性以及肿瘤转化有关。

ＳＮＣＡ 基因多态性位点（ ｒｓ３５６１８６）与 ＰＤ 易感

性有关［９］。 目前关于 ｍｉＲＮＡ 与 ＳＮＣＡ 的研究主要

集中在神经系统变性疾病 ＰＤ 研究中。 Ｊｕｎｎ 等［１８］研

究发现 ｍｉＲ⁃７ 可以抑制 ＳＮＣＡ 的表达，通过结合到

ＳＮＣＡ ｍＲＮＡ 的 ３′ＵＴＲ 区域，保护细胞免受氧化应

激介导的细胞死亡。 此外，在 ＭＰＴＰ 诱导培养的细

胞和小鼠的 ＰＤ 神经毒素模型中 ｍｉＲ⁃７ 表达降低有

助于增加 ＳＮＣＡ 的表达，并提出 ｍｉＲ⁃７ 可作为 ＰＤ 和

其他 α⁃突触核蛋白病的治疗靶点［１８］。 ｍｉＲ⁃７ｂ 和

ｍｉＲ⁃７ 与 ＳＮＣＡ 具有相同碱基互补配对的种子区，然
而关于 ｍｉＲ⁃７ｂ 与 ＳＮＣＡ 基因的互作关系并未报道。
由于 ＭＤ 是神经型和内脏肿瘤型并发的禽类疾病，
本试验首次将 ＳＮＣＡ 与鸡ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ联系在一起，为
寻找治疗 ＭＤ 的新药物靶点以及培育 ＭＤ 遗传抗

性 ／易感 ＳＰＦ 鸡提供了新思路。

参考文献：

［１］ 　 ＫＨＥＩＭＡＲ Ａ， ＰＲＥＶＩＤＥＬＬＩ Ｒ Ｌ， ＷＩＧＨＴ Ｄ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｒｏｌｅ ｉｎ
Ｍａｒｅｋ􀆳ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ， ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ
［Ｊ］ ． Ｖｉｒｕｓｅｓ，２０１７，９（７）：１７３．

［２］ 　 ＢＲＯＷＮ Ａ Ｃ，ＢＡＩＧＥＮＴ Ｓ Ｊ，ＳＭＩＴＨ Ｌ Ｐ，ｅｔ ａｌ．Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＭＥＱ
ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ Ｃ⁃ｔｅｒｍｉｎａｌ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｓ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｆｏｒ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｌｙｍｐｈｏｍａｓ ｂｙ Ｍａｒｅｋ′ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ ［ Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ
ＵＳＡ，２００６，１０３（６）：１６８７⁃１６９２．

［３］ 　 陈　 蓉，应诗家，陈　 哲，等． 两品种鸭下丘脑 ｍｉＲＮＡ 的鉴定

及其表 达 验 证 分 析 ［ Ｊ ］ ． 江 苏 农 业 学 报， ２０１７， ３３ （ ５ ）：

１０９３⁃１０９８．
［４］ 　 李会珍，滕 　 蔓，党 　 露，等． 马立克氏病病毒编码的 ｍｉＲ⁃

Ｍ１２⁃５ｐ 对鸡 ＨＶＣＮ１ 基因表达的靶向调控［ Ｊ］ ． 河南农业科

学，２０１６，４５（６）：１２１⁃１２５，１２９．
［５］ 　 李　 新． ｍｉＲ⁃２６ａ 和 ｍｉＲ⁃１８１ａ 在鸡马立克氏病肿瘤形成过程

中的作用机制研究［Ｄ］．北京：中国农业大学，２０１４．
［６］ 　 ＬＥＥ Ｈ Ｊ，ＰＡＬＫＯＶＩＴＳ Ｍ，ＹＯＮＮＧ Ｗ Ｓ． ｍｉＲ⁃７ｂ， ａ ｍｉｃｒｏＲＮＡ

ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｈｙｐｏｔｈａｌａｍｕｓ ａｆｔｅｒ ｃｈｒｏｎｉｃ ｈｙｐｅｒｏｓｍｏｌａｒ ｓｔｉｍｕ⁃
ｌａｔｉｏｎ， ｉｎｈｉｂｉｔｓ Ｆｏｓ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ ＵＳＡ，
２００６， １０３（４２）：１５６６９⁃１５６７４．

［７］ 　 ＹＡＮＧ Ｘ，ＧＡＯ Ｗ，ＬＩＵ Ｈ，ｅｔ ａｌ． ＭｉｃｒｏＲＮＡ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ｋｉｄｎｅｙｓ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｉｎｇ ｖｉｒｕｌｅｎｔ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｂｒｏｎ⁃
ｃｈｉｔｉｓ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ［Ｊ］ ． Ａｒｃｈｉｖｅｓ ｏｆ Ｖｉｒｏｌｏｇｙ， ２０１７， １６２（１１）：
３３９７⁃３４０５．

［８］ 　 易　 诚． ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃２１⁃５ｐ 靶向调控 ＳＡＴＢ１ 基因及其对马立克氏

病肿瘤细胞增殖与迁移的影响［ Ｄ］．牡丹江：牡丹江师范学

院，２０１７．
［９］ 　 韩　 薇． α⁃突触核蛋白（ＳＮＣＡ）基因多态性与帕金森病易感性

的 ｍｅｔａ 分析［Ｄ］．石家庄：河北医科大学，２０１５．
［１０］ ＰＡＴＩＬ Ｋ Ｓ，ＢＡＳＡＫ Ｉ，ＰＡＬ Ｒ，ｅｔ ａｌ． Ａ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ａｐｐｒｏａｃｈ ｔｏ ｉｎ⁃

ｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｍｉＲ⁃１５３⁃３ｐ ａｎｄｍｉＲ⁃２０５⁃５ｐ ｔａｒｇｅｔｓ ｉｎ ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ
ｃｅｌｌｓ［Ｊ］ ． ＰＬｏＳ ＯＮＥ，２０１５，１０（１２）：ｅ０１４３９６９．

［１１］ ＤＯＮＧ Ｋ，ＣＨＡＮＧ Ｓ，ＸＩＥ Ｑ，ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ ｏｆ
ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｄｉｖｅｒｇｅｎｔ ｌｉｎｅｓ ｏｆ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ Ｍａｒｅｋ’ｓ ｄｉｓ⁃
ｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ａｔ ｃｙｔｏｌｙｔｉｃ ｐｈａｓｅ［ Ｊ］ ． ＰＬｏＳ ＯＮＥ，２０１７，１２
（６）：ｅ０１７８９２３．

［１２］ ＧＵＲＵＮ Ａ， ＫＡＭＢＬＥ Ｎ， ＫＡＮＦＥＲ Ｂ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｏｆ
Ｍａｒｅｋ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｉｔｈ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ａ
ｎｏｖｅｌ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ［ Ｊ］ ． ＰＬｏＳ Ｐａｔｈｏｇｅｎｓ，２０１７，
１３（１２）：ｅ１００６７４５．

［１３］ ＰＡＬＭＥＲＯ Ｅ Ｉ，ＣＡＭＰＯＳ Ｍ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ａｎｄ ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ
ｄｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｏｎｓｅｔ ａｎｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎｄ Ｍｏ⁃
ｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ，２０１１，３４（３）：３６３⁃３７０．

［１４］ ＹＡＯ Ｙ，ＺＨＡＯ Ｙ，ＳＭＩＴＨ Ｌ Ｐ，ｅｔ ａｌ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉ⁃
ｃｒｏＲＮＡｓ ｉｎ Ｍａｒｅｋ’ ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ⁃ｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ Ｔ⁃ｌｙｍｐｈｏｍａ ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅｓ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２００９，９０（７）： １５５１⁃１５５９．

［１５］ ＴＩＡＮ Ｆ，ＬＵＯ Ｊ，ＺＨＡＮＧ Ｈ，ｅｔ ａｌ． ｍｉＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｉｇｎａｔｕｒｅｓ ｉｎ⁃
ｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｍａｒｅｋ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎｓ［Ｊ］ ． Ｇｅｎｏｍ⁃
ｉｃｓ，２０１２，９９（３）： １５２⁃１５９．

［１６］ ＣＯＲＤＥＳ Ｋ Ｒ，ＳＨＥＥＨＹ Ｎ Ｔ，ＷＨＩＴＥ Ｍ Ｐ，ｅｔ ａｌ． ｍｉＲ⁃１４５ ａｎｄ
ｍｉＲ⁃１４３ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ ｆａｔｅ ａｎｄ ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙ ［ Ｊ ］ ．
Ｎａｔｕｒｅ，２００９，４６０：３５０⁃３５６．

［１７］ 孙国荣． ＭＤＶ 分离毒株生物学特性及其在宿主染色体整合的

研究［Ｄ］．北京：中国农业科学院，２０１７．
［１８］ ＪＵＮＮ Ｅ，ＬＥＥ Ｋ Ｗ，ＪＥＯＮＧ Ｂ Ｓ，ｅｔ ａｌ． Ｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ α⁃ｓｙｎｕｃｌｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｂｙ ＭｉｃｒｏＲＮＡ⁃７［Ｊ］ ． Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａ⁃
ｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａ，２００９，
１０６（３１）： １３０５２．

（责任编辑：陈海霞）

９７８肖春婷等：Ｇｇａ⁃ｍｉＲ⁃７ｂ 和靶基因 ＳＮＣＡ 在两品系鸡脾脏中的表达分析


