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　 　 摘要：　 载脂蛋白 Ｂ ｍＲＮＡ 编辑酶催化多肽 ３Ｆ（ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ）属固有免疫系统中的重要成员，对人免疫缺陷病

毒（ＨＩＶ）、乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）等多种病毒的复制具有广泛的抑制作用。 为构建 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 基因的真核表达载

体，并检测其在体外培养的 ＭＡＲＣ１４５ 细胞中的表达情况，通过 ＲＴ⁃ＰＣＲ 从猪脾脏组织扩增 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 基因，定向

克隆到表达增强型绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ）的真核表达载体 ｐＥＧＦＰ⁃ＣＭＶ 中，构建 ｐＥＧＦＰ⁃ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ。 ＰＣＲ 扩增及

测序显示，ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 插入载体位置、方向及序列均正确。 ｐＥＧＦＰ⁃ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 经脂质体介导法转染 ＭＡＲＣ１４５ 细

胞，转染后 ２４ ｈ ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ ｍＲＮＡ 的水平升至最高。 细胞免疫化学法检测发现 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 蛋白主要在 ＭＡＲＣ１４５
细胞质中表达。 研究结果为体外研究猪 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 基因在抗猪蓝耳病中的作用奠定了基础。
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　 　 载脂蛋白 Ｂ ｍＲＮＡ 编辑酶催化多肽 ３Ｆ（Ａｐｏ⁃
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ Ｂ ｍＲＮＡ⁃ｅｄｉｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ｃａｙａｌｙｔｉｃ ｐｏｌｙ⁃
ｐｅｐｔｉｄｅ ３Ｆ，ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ）属于细胞胞嘧啶脱氨酶

家族的重要成员，为固有免疫系统中的一个重要

蛋白，包括 ＡＰＯＢＥＣ１、 ＡＰＯＢＥＣ２、 ＡＰＯＢＥＣ３Ａ ～
ＡＰＯＢＥＣ３Ｇ 以及 ＡＩＤ（活化诱导脱氨酶）等 １１ 个

成员 ［１⁃２］ 。 近年来的研究发现 ＡＰＯＢＥＣ 家族蛋白

对包括人免疫缺陷病毒（Ｈｕｍａｎ ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
ｖｉｒｕｓ， ＨＩＶ） ［２⁃４］ 、泡沫病毒 （ Ｆｏａｍｙ ｖｉｒｕｓ， ＰＦＶ） 、
乙型肝炎病毒（Ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ， ＨＢＶ） ［５］ 等多种

病毒具有抑制或超突变作用，是具有广谱抗病毒

活性的天然免疫分子 ［１⁃６］ 。 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 对病毒复

制的抑制作用可以利用其胞嘧啶脱氨基酶活性，
通过 ＤＮＡ、ＲＮＡ 编辑途径和非编辑途径将 ＨＩＶ、
ＨＢＶ 复制过程中 ｃＤＮＡ 或 ＲＮＡ 上的胞嘧啶（ Ｃ）
突变为尿嘧啶 （ Ｕ） ，也可使 ５′甲基胞嘧啶 （ ５′
ｍＣ）转化为 ５′甲基尿嘧啶（ ５′ｍＵ） ，引起从 Ｇ 到

Ａ 的超突变，从而产生大量致死突变，如色氨酸

密码子 ＴＧＧ 突变为终止子 ＴＡＡ，降低病毒的复

制效率 ［７⁃９］ 。 但 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 是否在猪体内具有抗

病毒作用未见报道。
猪繁殖与呼吸综合征（ ＰＲＲＳ）俗称“猪蓝耳

病” ，由猪繁殖与呼吸综合征病毒 （ Ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅ⁃
ｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ，
ＰＲＲＳＶ）感染引发，已在全世界范围内引起养猪

业的巨大经济损失 ［ １０］ 。 ＰＲＲＳＶ 的增殖对细胞

有严格的选择性，ＭＡＲＣ１４５ 细胞是猴胚胎肾上

皮细胞，近年来常用于体外增殖 ＰＲＲＳＶ。 本研

究拟 构 建 含 增 强 型 绿 色 荧 光 蛋 白 （ Ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＧＦＰ ） 的真核表达载

体 ｐＥＧＦＰ⁃ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ，并转染 ＭＡＲＣ１４５ 细胞，
检测 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 蛋白在 ＭＡＲＣ１４５ 细胞中的表

达、定位，为体外研究 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 对 ＰＲＲＳＶ 的

作用奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 载体和细胞

ＭＡＲＣ１４５ 细胞、大肠杆菌菌株 Ｔｏｐ１０ 为本实验

室保存，ｐＥＧＦＰ⁃ＣＭＶ 载体（图 １）由本实验室构建；
ＭＡＲＣ１４５ 细胞培养条件为： ＤＭＥＭ 培养液添加

１０％胎牛血清和 １００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的谷氨酰胺，胰蛋白酶

消化传代。

图 １　 ｐＥＧＦＰ⁃ＣＭＶ 质粒图谱

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｃ ｐＥＧＦＰ⁃ＣＭＶ

１．２　 主要试剂

ＤＭＥＭ 液体培养基、Ｔｒｙｐｓｉｎ ／ ＥＤＴＡ、胎牛血清、
Ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ、ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎＴＭ ＬＴＸ Ｒｅａｇｅｎｔ、ＰＬＵＳＴＭ Ｒｅａ⁃
ｇｅｎｔ 、Ｔｒｉｚｏｌ 等试剂购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，ＤＭＳＯ 为

Ｓｉｇｍａ 公司产品，Ｍ⁃ＭＬＶ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ 反转

录酶购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司，各种限制性内切酶和 Ｐｒｉｍ⁃
ｅＳＴＡＲ 􀅺 ＨＳ ＤＮＡ Ｐｌｏｙｍｅｒａｓｅ 购自 ＴａＫａＲａ 大连宝

生物工程有限公司，快速胶回收试剂盒、质粒 ＤＮＡ
提取试剂盒购自南京卡罗登生物科技有限公司，其
余试剂均为国产分析纯。
１．３　 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 基因的克隆

取－８０ ℃保存的二花脸猪脾脏，Ｔｒｉｚｏｌ 法提取猪

脾脏组织总 ＲＮＡ，Ｍ⁃ＭＬＶ 反转录获得 ｃＤＮＡ。 根据

５４３１孟春花等：猪 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 基因真核表达载体的构建及其在 ＭＡＲＣ１４５ 细胞中的表达定位



ＧｅｎＢａｎｋ 中猪 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ ｃＤＮＡ 序列（ＤＱ９７４６４７．１），
利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５．０ 软件辅助设计引物，扩增猪

ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ ｃＤＮＡ。 引物序列如下：上游引物 ５′⁃
ＧＧＡＧＡＴＣＴＧＧＧＣＴＣＴＴＣＣＴＡＣＡＴＧＧ⁃３′（下划线部分

为 ＢｇｌⅡ酶切位点）；下游引物 ５′⁃ＧＴＣＧＡＣＧＧＡＡＣＴ⁃
ＧＴＣＴＧＴＣＡＴＣＴＣＧＡ⁃３′（下划线部分为 ＳａｌⅠ酶切位

点），由上海英潍捷基生物公司合成。
ＰＣＲ 反应体系为 ２０􀆰 ０ μｌ，包括５×Ｐｒｉｍｅｒ ｓｔａｒ 缓

冲液 ４􀆰 ０ μｌ， ｄＮＴＰ ｍｉｘ １􀆰 ６ μｌ，上下游引物 （ １０
μｍｏｌ ／ Ｌ）各 ０􀆰 ５μｌ，ｃＤＮＡ 模板 ２􀆰 ０ μｌ，Ｐｒｉｍｅｒ ｓｔａｒ 聚
合酶（５ Ｕ ／ μｌ）０􀆰 ２ μｌ，以及 ｄｄＨ２Ｏ １１􀆰 ２ μｌ。 反应程

序：９８ ℃ １０ ｓ，５９ ℃退火 ５ ｓ，７２ ℃延伸 ８０ ｓ，共 ４０
个循环；７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 目的片段大小约１ ３５０
ｂｐ。 扩增产物用 １％琼脂糖凝胶电泳检测，参照卡

罗登 ＤＮＡ 纯化回收试剂盒说明书回收 ＰＣＲ 产物，
所得 ＰＣＲ 产物用 Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶与 ｐＭＤ１９⁃Ｔ 载体

连接为 ｐＭＤ⁃ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ，然后，将连接产物转化

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感受态细胞后，在含有氨苄青

霉素抗性的平板培养基上培养，挑取阳性克隆菌落

摇菌。 提取质粒，经 ＰＣＲ 鉴定后，阳性克隆菌液送

上海美吉生物科技有限公司测序。
１．４　 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 表达载体构建

将 ｐＥＧＦＰ⁃ＣＭＶ 载体和测序验证后的 ｐＭＤ⁃ＡＰＯ⁃
ＢＥＣ３Ｆ 分别用 ＢｇｌⅡ和 ＳａｌⅠ双酶切，琼脂糖凝胶电泳

后回收目的片段 ＤＮＡ。 将回收的片段用 Ｔ４ ＤＮＡ
Ｌｉｇａｓｅ连接后转化至大肠杆菌中，取转化好的菌液铺

板在含氨苄青霉素的 ＬＢ 平板上，于 ３７ ℃静置培养

１２ ｈ 左右，挑取单克隆，培养菌液提取质粒，用 ＢｇｌⅡ
和 ＳａｌⅠ双酶切鉴定。 鉴定正确的克隆送上海美吉生

物医药科技有限公司测序，命名为 ｐＥＧＦＰ⁃ＡＰＯ⁃
ＢＥＣ３Ｆ。
１．５　 重组质粒转染及转染细胞的观察

ＭＡＲＣ１４５ 细胞接种至 ２４ 孔培养板，于 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２、饱和湿度条件下培养 １８～ ２４ ｈ，细胞汇合

至 ８０％左右时，用脂质体 ＬＴＸ 介导 ｐＥＧＦＰ⁃ＡＰＯ⁃
ＢＥＣ３Ｆ，ｐＥＧＦＰ⁃ＣＭＶ 转染 ＭＡＲＣ１４５ 细胞，对照组

细胞不转染质粒，荧光显微镜下观察转染结果［１１］。
１．６　 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 基因表达水平的 Ｑ⁃ＰＣＲ 检测

分别于转染后 １２ ｈ、２４ ｈ、４８ ｈ 和 ７２ ｈ 收集

ｐＥＧＦＰ⁃ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ、ｐＥＧＦＰ⁃ＣＭＶ 转染组及对照组的

ＭＡＲＣ１４５ 细胞，Ｔｒｉｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ。 ＤＮａｓｅ Ｉ 处理

后，参照 ＴａＫａＲａ 公司试剂盒说明书反转录获得 ｃＤ⁃

ＮＡ，设计合成 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 基因的 Ｑ⁃ＰＣＲ 检测引物：
上游引物 ５′⁃ＣＧＧＡＡＣＣＧＣＴＣＣＴＡＣＡＴＣ⁃３′；下游引物

５′⁃ＧＧＡＡＣＴＧＡＧＣＣＡＣＣＴＴＣＧ⁃３′。 实 时 荧 光 定 量

ＰＣＲ 参照 ＴａＫａＲａ 大连宝生物公司的 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 试

剂盒说明书进行，反应体系为 ２０􀆰 ０ μｌ，包括 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ｍｉｘ １０􀆰 ０ μｌ，上、下游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 ０􀆰 ８
μｌ，ｃＤＮＡ 模板 ２􀆰 ０ μｌ，ＲＯＸ ０􀆰 ４ μｌ，以及 ｄｄＨ２Ｏ ６􀆰 ０
μｌ。 反应程序：９５ ℃ ３０ ｓ，９５ ℃ ５ ｓ，６０ ℃ ３４ ｓ，共 ４０
个循环。 数据通过 ７５００ Ｓｏｆｔｗａｒｅ ｖ ２．０．５ 软件分析。
１．７　 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 蛋白的细胞免疫化学检测

吸去 ＭＡＲＣ１４５ 细胞培养液，用预冷的 ４％多聚

甲醛固定细胞 １５ ｍｉｎ，用 ０􀆰 ２％ ＴｒｉｔｏｎＸ⁃１００ 处理 １０～
１５ ｍｉｎ，然后用 １％ ＢＳＡ 封闭 １ ｈ，加入兔来源单克隆

抗 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 抗体（１ ∶ １００ 倍稀释）于 ４ ℃孵育过

夜；ＨＲＰ 标记山羊抗兔 ＩｇＧ （１ ∶ １００ 倍稀释），３７ ℃
孵育 １ ｈ；室温下ＤＡＢ 显色 ０􀆰 ５～３􀆰 ０ ｍｉｎ，在光学显微

镜下观察，棕色为 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 阳性区域。
１．８　 统计分析

使用 ＳＰＳＳ１７．０ 统计软件 ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 进行

显著性分析。

２　 结 果

２．１　 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 基因的克隆

ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 基因 ＰＣＲ 产物经琼脂糖凝胶电泳

显示约１ ３００ ｂｐ（图 １），大小与预期相符合。

Ｍ：ＤＬ２０００； １、２：ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ。
图 １　 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 基因的 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ．１　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ ｇｅｎｅ ｂｙ ＰＣＲ

２．２　 ｐＭＤ⁃ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 质粒的鉴定和测序

扩增后的 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 片段与 ｐＭＤ１９⁃Ｔ 载体连

接后转化大肠杆菌 ＤＨ５α，从抗性平皿上挑取阳性

菌落，经 ＰＣＲ 鉴定为阳性的菌液（图 ２）送上海美吉

生物公司测序。 经测序分析，获得的 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 序

列与参考序列一致。
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Ｍ：ＤＬ２０００； １～３：ｐＭＤ⁃ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 质粒。
图 ２　 ｐＭＤ⁃ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 质粒的 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ．２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＭＤ⁃ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ ｂｙ ＰＣＲ

２．３　 ｐＥＧＦＰ⁃ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 的酶切鉴定及测序

对阳性质粒用 Ｂｇｌ Ⅱ和 Ｓａｌ Ⅰ进行酶切鉴定，
可得到 ２ 个片段（图 ３），片段大小与预计相符。 经

测序，获得的 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 序列与参考序列一致。

Ｍ：ＤＬ１５０００； １、２ 均为 ｐＥＧＦＰ⁃ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 质粒。
图 ３　 ｐＥＧＦＰ⁃ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 的酶切鉴定

Ｆｉｇ．３　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＧＦＰ⁃ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ ｂｙ ｒｅｓｔｒｉｃ⁃
ｔｉｏｎ ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｅｓ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

２．４ 　 ｐＥＧＦＰ⁃ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 在 ＭＡＲＣ１４５ 中的转染

效率

　 　 荧光显微镜下观察到 ＭＡＲＣ１４５ 细胞转染 ｐＥＧ⁃
ＦＰ⁃ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 和 ｐＥＧＦＰ⁃ＣＭＶ ２４ ｈ 后有绿色荧光

（图 ４Ａ），对照组细胞未见绿色荧光（图 ４Ｂ）。 转染

后 ４８ ｈ ｐＥＧＦＰ⁃ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 组转染效率为 ８２􀆰 ９％，
略低于 ｐＥＧＦＰ⁃ＣＭＶ 转染组（８４􀆰 ４％），两组差异不

明显。
２．５　 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 在 ＭＡＲＣ１４５ 细胞中的表达水平

变化

　 　 Ｑ⁃ＰＣＲ 结果显示，ＭＡＲＣ１４５ 细胞中 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ
ｍＲＮＡ 水平在 ｐＥＧＦＰ⁃ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 转染后 ２４ ｈ 达到最

高，随后呈下降趋势；转染空载体 ｐＥＧＦＰ⁃ＣＭＶ 组和

未转染阴性对照组中 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ ｃＤＮＡ 的表达水平

极显著低于转染 ｐＥＧＦＰ⁃ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 组（Ｐ＜０􀆰 ０１）。

绿色荧光为转染阳性细胞：Ａ：荧光；Ｂ：可见白光。
图 ４　 ｐＥＧＦＰ⁃ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 质粒转染 ＭＡＲＣ１４５ 细胞

Ｆｉｇ． ４ 　 Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＧＦＰ⁃ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ ｉｎ
ＭＡＲＣ１４５ ｃｅｌｌｓ

∗∗表示同一转染时间与其他两组相比差异达极显著水平（Ｐ＜
０􀆰 ０１）。
图 ５　 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 基因在 ＭＡＲＣ１４５ 细胞中的表达

Ｆｉｇ．５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ ｇｅｎｅ ｉｎ ＭＡＲＣ１４５ ｃｅｌｌｓ

２．６　 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 蛋白在ＭＡＲＣ１４５中的表达、定位

细胞免疫化学检测表明，ｐＥＧＦＰ⁃ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 转

染组 ＭＡＲＣ１４５ 细胞中 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 蛋白主要在细胞

质中表达，ｐＥＧＦＰ⁃ＣＭＶ 转染组 ＭＡＲＣ１４５ 细胞中未

发现 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 蛋白的表达（图 ６）。

箭头处指示 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 蛋白表达部位：Ａ：ｐＥＧＦＰ⁃ＣＭＶ 转染组；
Ｂ：ｐＥＧＦＰ⁃ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 转染组。
图 ６　 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 蛋白在 ＭＡＲＣ１４５ 中的表达定位

Ｆｉｇ．６　 Ｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ ｉｎ ＭＡＲＣ１４５ ｃｅｌｌｓ

７４３１孟春花等：猪 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 基因真核表达载体的构建及其在 ＭＡＲＣ１４５ 细胞中的表达定位



３　 讨 论

ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 具有广谱的抗病毒活性，可有效抑

制 ＨＩＶ、ＨＢＶ、ＰＲＥＶ 等病毒的复制，在宿主抗病毒

天然免疫应答中发挥着重要作用，因此受到广泛关

注［１⁃６， １２⁃１７］。 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 含 Ｎ 端模体脱氨基作用较

弱，主要与 ＡＰＯＢＥＣ 分子衣壳化、ＲＮＡ 结合及二聚

体的形成有关，Ｃ 端脱氨基模体是其发挥脱氨基作

用的主要活性区域，但两者都是发挥脱氨基功能必

不可少的部分［１８⁃２０］。 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 的作用机制是通

过 ｇａｇ 蛋白［１９］、病毒 ＲＮＡ［２０］、细胞 ＲＮＡ［２１］ 的媒介

进入成熟病毒粒子的核心，并在随后感染的靶细胞

中使新合成的负链 ｃＤＮＡ 发生 Ｃ→Ｔ 突变，从而导致

新合成的 ＤＮＡ 降解或产生大量致死性的 Ｇ→Ａ 突

变来抑制病毒的复制与感染［２２⁃２５］。
猪繁殖与呼吸综合征病毒（ＰＲＲＳＶ）是传染性

极强的的反义正链 ＲＮＡ 病毒，可以造成仔猪死亡和

妊娠母猪流产及死胎、木乃伊胎。 目前，ＰＲＲＳ 的防

控尚无理想方法，因为 ＰＲＲＳＶ 灭活疫苗免疫后不能

产生足够的保护抗体，弱毒活疫苗也只能保护同种

毒株的感染，而 ＰＲＲＳＶ 变异很快。 宿主自身免疫能

力对该病毒的复制具有重要抑制作用，因此筛选抗

ＰＲＲＳＶ 能力强的个体进行抗性选育是 ＰＲＲＳ 防控

的重要途径，可以从根源上解决 ＰＲＲＳ 防控难的问

题。 我们的前期研究结果表明：ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 的外显

子 ８ 及内含子 ６ 的 ＳＮＰ 与猪抗 ＰＲＲＳ 的能力显著相

关，提示 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 可能与猪对 ＰＲＲＳＶ 的易感性 ／
抗性相关［２６］。 ＭＡＲＣ１４５ 细胞是 ＰＲＲＳＶ 在猪体外

增殖的常用细胞系，本研究成功构建了 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ
的真核表达载体并研究了其在 ＭＡＲＣ１４５ 细胞中的

表达，对研究 ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 对 ＰＲＲＳＶ 的作用，以及探

索猪 ＰＲＲＳＶ 抗性差异的机制和抗 ＰＲＲＳＶ 猪的选育

具有重要意义。
Ｊｏｎｓｓｏｎ［１６］ 的研究发现偶蹄动物牛、 羊和猪

ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 主要定位在细胞质，并能抑制 ＨＩＶ⁃１ 和

ＭＬＶ 的 复 制。 本 研 究 中， ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 转 染

ＭＡＲＣ１４５ 细胞后也主要在细胞质中表达，这与 Ｊｏｎ⁃
ｓｓｏｎ 等的研究结果一致。 本研究中使用脂质体介导

法将外源 ＤＮＡ 导入真核细胞，是一种常用的表达外

源基因的方法，这种方法具有结果可靠、重复性好、
便于操作等特点，而且所携带的 ＤＮＡ 片段大小不受

限制［２７］。 本研究中采用的脂质体介导转染贴壁细

胞系 ＭＡＲＣ１４５ 细胞的条件为本实验室建立的成熟

体系［１１］，在该体系中 ｐＥＧＦＰ⁃ＡＰＯＢＥＣ３Ｆ 的转染效

率达到 ８２􀆰 ９％，且基本没有细胞因为转染死亡，而
电穿孔法转染后细胞死亡率较高，病毒介导转染法

存在安全风险［１１］。
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