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　 　 摘要：　 为了探讨先天免疫效应因子 Ｖｉｐｅｒｉｎ 的抗病毒作用，从猪外周血单核细胞中成功扩增了猪 Ｖｉｐｅｒｉｎ 基因

完整阅读框，克隆到真核表达载体 ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１ 中构建重组表达质粒 ｐＥＧＦＰ⁃Ｖｉ。 阳性质粒经 ＰＣＲ、酶切和测序鉴定

后通过脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 介导转染 ＰＫ⁃１５ 细胞，荧光显微镜观察发现融合蛋白质 ＥＧＦＰ⁃Ｖｉｐｅｒｉｎ 定位于细胞

质中，不同于对照质粒 ＥＧＦＰ 在细胞中的均匀分布。 共聚焦检测结果表明，重组蛋白质主要定位于细胞的内质网

上。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果表明，猪 Ｖｉｐｅｒｉｎ 蛋白质在 ＰＫ⁃１５ 细胞中以融合蛋白质的形式稳定表达，分子量约为

７．０×１０４。
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：　 ｓｗｉｎｅ； Ｖｉｐｅｒｉｎ； ＰＫ⁃１５ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ； ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

　 　 先天免疫是机体抵抗感染的第一道防线［１］。
干扰素是感染细胞分泌的最重要的细胞因子，其中

Ｉ 型干扰素与特异受体结合后可以诱导 ３００ 多种干

扰素刺激基因（ ＩＳＧ）的表达［２］。 Ｖｉｐｅｒｉｎ 是近年来新

发现的一种 ＩＳＧ 编码的抗病毒蛋白质，首次发现于

人类巨细胞病毒（ＨＣＭＶ）感染的成纤维细胞中［３］。
２００１ 年，Ｃｈｉｎ 等鉴定出其基因序列并且命名编码蛋
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白质为 Ｖｉｐｅｒｉｎ（Ｖｉｒｕｓ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ
ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ， Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ） ［４］。

已有研究结果证明 Ｖｉｐｅｒｉｎ 对多种病毒具有抗

性，如对 ＨＣＭＶ、日本脑炎病毒（ＪＥＶ） ［５］ 、西尼罗河

病毒（ＷＮＶ） ［６］ 、丙型肝炎病毒（ＨＣＶ） ［７］ 、登革热

病毒（ ＤＥＮＶ） ［８］ 和呼吸道合胞病毒［９］ 等具有抗

性。 在某些情况下，它还在细胞内信号转导通路

中扮演重要角色［１０］ 。 但这些研究均使用小鼠或人

Ｖｉｐｅｒｉｎ 为研究对象，尚未有猪 Ｖｉｐｅｒｉｎ 功能及其抗

病毒活性的研究报道。 本研究扩增猪 Ｖｉｐｅｒｉｎ 基

因，构建真核表达质粒，转染 ＰＫ⁃１５ 细胞构建稳定

表达 Ｖｉｐｅｒｉｎ 的细胞系，研究蛋白质的表达与亚细

胞定位，为进一步研究 Ｖｉｐｅｒｉｎ 的功能及其抗病毒

活性奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 材料与试剂

ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１ 载体购自 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 公司，限制性内切

酶 ＢｇｌⅡ和 Ｓａｌ Ｉ、Ｔ４ 连接酶购自宝生物工程（大连）
有限 公 司， 转 染 试 剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 购 自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，ＴｒａｎｓＺｏｌ ＵＰ 试剂、预染蛋白质Ｍａｒｋ⁃
ｅｒ、ＨＲＰ 标记羊抗小鼠 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、ＤＨ５α 感受态细

胞购自北京全式金生物技术有限公司，质粒提取试

剂盒和琼脂糖凝胶回收试剂盒购自 Ａｘｙｇｅｎ 公司，
ＤＡＢ 显色试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公

司，Ｇ４１８ 购自 Ｓｉｇｍａ 公司，兔抗 Ｖｉｐｅｒｉｎ 多克隆抗体

购自 Ａｂｃａｍ 公司，ＧＦＰ 标签单抗、内质网特异性探

针 ＥＲ⁃Ｔｒａｃｋｅｒ、红细胞裂解液和细胞裂解液购自碧

云天生物技术研究所。
１．２　 引物的设计与合成

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中 Ｖｉｐｅｒｉｎ 序列信息，用 Ｐｒｉｍｅｒ ５．
０ 软件设计合成特异性引物扩增 Ｖｉｐｅｒｉｎ 编码区， 引

物 ＶＦ 序列为 ５′⁃ＧＣＴＧＣＣＡＴＧＴＧＧＡＣＡＣＴＧＧＴＡＣ⁃
３′，ＶＲ 为 ５′⁃ＡＴＣＣＡＧＴＣＣＣＧＧＴＣＴＧＧＴＣＣ⁃３′。 然后

设计引物 ＶＦ１（５′⁃ＧＡＴＡＧＡＴＣＴＡＴＧＴＧＧＡＣＡＣＴＧＧ⁃
ＴＡＣ⁃３′） 与 ＶＲ１ （ ５′⁃ＡＴＴＧＴＣＧＡＣＴＣＡＣＣＡＧＴＣ⁃
ＣＡＧＣＴＴＣＡＧＧＴＣＣ），下划线部分分别为 ＢｇｌⅡ和

Ｓａｌ Ｉ 位点。 以上引物由南京思普金生物科技有限

公司合成。
１．３　 Ｖｉｐｅｒｉｎ 基因片段的扩增

使用红细胞裂解液按照说明书分离猪外周血单

核细胞 （ ＰＢＭＣｓ），加入新城疫病毒 （ ＮＤＶ， Ｌａｓｏｔａ

株）刺激 ２４ ｈ 后，使用 ＴｒａｎｓＺｏｌ ＵＰ 试剂按照说明书

提取细胞总 ＲＮＡ。 以总 ＲＮＡ 为模板进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ
反应，反应体系如下：２×Ｒ⁃Ｍｉｘ ｂｕｆｆｅｒ １０􀆰 ０ μｌ，上游、
下游引物（１０ ｐｍｏｌ ／ Ｌ）各 ０􀆰 ５ μｌ，酶 Ｅ⁃Ｍｉｘ ０􀆰 ４ μｌ，
ＲＮＡ ４􀆰 ０ μｌ，灭菌双蒸水 ４􀆰 ６ μｌ。 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应条

件为：４５ ℃反转录 ３０ ｍｉｎ；９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃
变性 ３０ ｓ，５４ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ，３５ 个循

环；７２ ℃ 再延伸 １０ ｍｉｎ。 以 ＲＴ⁃ＰＣＲ 产物为模板，
用引物 ＶＦ１ ／ ＶＲ１ 进行 ＰＣＲ 扩增，反应体系如下：
１０×Ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５ μｌ，上游、下游引物（１０ ｐｍｏｌ ／ Ｌ） 各

１􀆰 ０ μｌ，ｄＮＴＰｓ ２􀆰 ０ μｌ，Ｔａｑ 酶 ０􀆰 ５ μｌ，模板 ０􀆰 ５ μｌ，
灭菌双蒸水 １７􀆰 ５ μｌ。 ＰＣＲ 反应条件为：９４ ℃预变

性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ３０ ｓ，５４ ℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸

１ ｍｉｎ，３５ 个循环；７２ ℃ 再延伸 １０ ｍｉｎ。 １０ ｇ ／ Ｌ琼脂

糖凝胶电泳分析。 切下含 Ｖｉｐｅｒｉｎ 基因 ＤＮＡ 片段的

凝胶放入灭菌的 １􀆰 ５ ｍｌ 离心管。 按照胶回收试剂

盒说明书回收 ＰＣＲ 产物。
１．４　 重组表达质粒的构建及鉴定

将回收的目的基因用 ＢｇｌⅡ和 Ｓａｌ Ｉ 双酶切，回
收纯化之后与同样酶切处理的 ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１ 质粒 ４ ℃
过夜连接，转化 ＤＨ５α 感受态细胞，涂布于含卡那霉

素的 ＬＢ 平板上，３７ ℃培养。 挑取平板上的菌落培

养，提取质粒经 ＰＣＲ 以及 ＢｇｌⅡ和 Ｓａｌ Ｉ 双酶切鉴

定，阳性质粒命名为 ｐＥＧＦＰ⁃Ｖｉ，送南京思普金生物

科技有限公司进行测序。

１．５　 ＰＫ⁃１５ 细胞的转染与 Ｖｉｐｅｒｉｎ 亚细胞定位检测

　 　 将 ＰＫ⁃１５ 细胞接种于 ２４ 孔细胞培养板，当细胞

的汇合度达到 ８０％时进行转染。 按照说明书制备

ｐＥＧＦＰ⁃Ｖｉ 和 ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１ 与脂质体的混合物，静置 ５
ｍｉｎ 后加入细胞培养液中，转染后 ２４ ｈ，将细胞置于

荧光显微镜下观察绿色荧光表达情况。 进一步将

ＰＫ⁃１５ 细胞接种于盖玻片培养 ２４ ｈ，待细胞长满单

层后进行转染，４８ ｈ 后弃去细胞培养基，以 ＰＢＳ 洗

涤细胞 ３ 次后，加入 １０ ｎｇ ／ ｍｌ 的特异内质网红色探

针 ＥＲ⁃Ｔｒａｃｋｅｒ 染色，２０ ｍｉｎ 后，用 ＰＢＳ 洗涤细胞 ３
次后，置于激光共聚焦显微镜下观察，检测 Ｖｉｐｅｒｉｎ
与内质网的定位关系。
１．６　 细胞株的构建

在转染 ４８ ｈ 后，转染细胞经胰酶消化转入新的

２４ 孔培养板内培养，添加含有 ６００ μｇ ／ ｍｌ Ｇ４１８ 的

ＤＭＥＭ 培养液进行筛选，每 ３ ｄ 更换 １ 次培养液，每

９２１李文良等：稳定表达猪 Ｖｉｐｅｒｉｎ 的 ＰＫ⁃１５ 细胞系的构建与鉴定



天观察细胞的生长状况和克隆形成情况。 通过荧光

显微镜检测表达绿色荧光的细胞克隆，将阳性克隆

消化后计数，再亚克隆至 ９６ 孔板，添加含有 ６００
μｇ ／ ｍｌ Ｇ４１８ 的 ＤＭＥＭ 培养液继续筛选，直至出现

１００％表达绿色荧光克隆的出现，将该克隆在含有

２００ μｇ ／ ｍｌ Ｇ４１８ 的 ＤＭＥＭ 培养液中逐步扩大培养，
获得稳定表达 Ｖｉｐｅｒｉｎ 蛋白的细胞株，命名为 ＰＫ⁃
Ｖｉ，连续传代 １０、１５、２０ 代分别检测目的蛋白质的表

达情况。 同法转染 ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１ 构建表达 ＧＦＰ 的细

胞系 ＰＫ⁃Ｃ１。
１．７　 重组蛋白质的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

收获 ＰＫ⁃Ｖｉ 与 ＰＫ⁃Ｃ１ 细胞，离心去除培养液，
加入细胞裂解液裂解后与 Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 混合煮沸

１０ ｍｉｎ，进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ。 结束后，采用半干转印的

方法将蛋白质转印至 ＮＣ 膜（Ｐａｌｌ）上，用含 １％ＢＳＡ
的 ＰＢＳＴ 封闭 ２ ｈ，加入 １ ／ １ ０００稀释的 ＧＦＰ⁃Ｔａｇ
ｍＡｂ 或 １ ／ ５００ 稀释的兔抗 Ｖｉｐｅｒｉｎ 多抗室温孵育 ２
ｈ，ＰＢＳＴ 洗涤 ５ 次，加入 １ ／ １ ０００稀释的羊抗小鼠

ＩｇＧ⁃ＨＲＰ 或羊抗兔 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ，室温轻摇 １􀆰 ５ ｈ，ＰＢＳＴ
洗涤 ５ 次，用 ＤＡＢ 显色试剂盒显色。

２　 结 果

２．１　 Ｖｉｐｅｒｉｎ 基因扩增

以 ＮＤＶ 刺激 ２４ ｈ 后的猪 ＰＢＭＣｓ 总 ｍＲＮＡ 为

模板进行 ＲＴ⁃ＰＣＲ，成功扩增出 Ｖｉｐｅｒｉｎ 基因片段。
经电泳检测，扩增出的特异性片段大小约１ １５０ ｂｐ，
与预期结果一致（图 １）。 将其克隆入 ｐＭＤ１８⁃Ｔ 载

体，测序鉴定结果表明，该序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 中已有

序列的同源性为 ９９％，编码区全长为１ ０８９ ｂｐ，共编

码 ３６１ 个氨基酸。 以该片段为模板用引物 ＶＦ１ ／
ＶＲ１ 进行 ＰＣＲ 扩增，获得约 １􀆰 １ ｋｂ 片段（图 ２），用
于重组表达质粒的构建。
２．２　 重组质粒的构建

将回收的 ＰＣＲ 产物和 ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１ 均用 ＢｇｌⅡ和

Ｓａｌ Ｉ 双酶切，连接后转化 ＤＨ５α 感受态细胞，挑取

克隆提取质粒，经 ＰＣＲ 和双酶切鉴定，Ｖｉｐｅｒｉｎ 基因

成功克隆至 ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１ 中（图 ３），将重组质粒命名

为 ｐＥＧＦＰ⁃Ｖｉ。 测序结果表明，Ｖｉｐｅｒｉｎ 基因被正确克

隆，没有碱基的突变和缺失，且符合质粒 ＥＧＦＰ 蛋白

质阅读框。

１、２：以 ＰＢＭＣｓ 为模板的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增产物；Ｍ：ＤＮＡ 分子量标

准 ＤＬ２０００。
图 １　 Ｖｉｐｅｒｉｎ 基因的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ．１　 ＲＴ⁃ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｖｉｐｅｒｉｎ ｇｅｎｅ

１、２：以 ＲＴ⁃ＰＣＲ 产物为模板的 ＰＣＲ 扩增产物；Ｍ：ＤＮＡ 分子量标

准 ＤＬ２０００。
图 ２　 Ｖｉｐｅｒｉｎ 编码区的 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ．２　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｖｉｐｅｒｉｎ ｃｏｄｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎ

１：ｐＥＧＦＰ⁃Ｖｉ 质粒 ＢｇｌⅡ和 Ｓａｌ Ｉ 酶切产物；Ｍ：ＤＮＡ 分子量标

准 ＤＬ２０００。
图 ３　 ｐＥＧＦＰ⁃Ｖｉ 的双酶切鉴定

Ｆｉｇ．３　 Ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｐＥＧＦＰ⁃Ｖｉ
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２．３　 质粒转染与重组蛋白质的亚细胞定位

将重组质粒与 ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１ 对照质粒转染 ＰＫ⁃１５
细胞，通过荧光倒置显微镜观察绿色荧光蛋白质的

表达情况。 结果显示， 表达融合蛋白质 ＥＧＦＰ⁃
Ｖｉｐｅｒｉｎ 的荧光信号主要分布在细胞质中，而空质粒

转染单纯表达 ＥＧＦＰ 的细胞荧光均匀分布于细胞内

部（图 ４）。

Ａ：ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１ 转染 ＰＫ⁃１５；Ｂ：ｐＥＧＦＰ⁃Ｖｉ 转染 ＰＫ⁃１５。
图 ４　 重组质粒转染 ＰＫ⁃１５ 细胞

Ｆｉｇ．４　 Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＫ⁃１５ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ

　 　 共聚焦检测结果显示，融合蛋白质 ＥＧＦＰ⁃
Ｖｉｐｅｒｉｎ 的绿色荧光和内质网标记物的红色荧光能

够重合显示橙黄色（图 ５），说明重组 Ｖｉｐｅｒｉｎ 蛋白质

定位于内质网上。
２．４　 细胞系的建立

经过 Ｇ４１８ 筛选与克隆传代，获得表达绿色荧

光蛋白质的单克隆，将其逐步扩大培养获得稳定表

达的细胞系 ＰＫ⁃Ｃ１ 和 ＰＫ⁃Ｖｉ（图 ６）。 连续传代 １０、
１５、２０ 代后，荧光表达部位、强度没有显著变化。
２．５　 重组蛋白质的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果表明，ＥＧＦＰ 蛋白质的分

子质量约为 ２．８×１０４，融合蛋白质 ＥＧＦＰ⁃Ｖｉｐｅｒｉｎ 的

分子质量为 ７．０×１０４；采用兔抗 Ｖｉｐｅｒｉｎ 多抗检测，仅
ＥＧＦＰ⁃Ｖｉｐｅｒｉｎ 获得 ７．０×１０４的条带，而 ＥＧＦＰ 对照蛋

白质无条带（图 ７）。 说明 Ｖｉｐｅｒｉｎ 基因在所构建的

ＰＫ⁃Ｖｉ 细胞株中均得到了很好的表达。

Ａ：ＰＫ⁃Ｃ１ 细胞；Ｂ：ＰＫ⁃Ｖｉ 细胞；Ｃ：Ａ、Ｂ 叠加结果。
图 ５　 重组 Ｖｉｐｅｒｉｎ 蛋白质亚细胞定位检测

Ｆｉｇ．５　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ Ｖｉｐｅｒｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

Ａ：ＰＫ⁃Ｃ１；Ｂ：ＰＫ⁃Ｖｉ。
图 ６　 ＰＫ⁃Ｃ１ 和 ＰＫ⁃Ｖｉ 细胞系的构建

Ｆｉｇ．６　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＫ⁃Ｃ１ ａｎｄ ＰＫ⁃Ｖｉ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ

Ａ：ＧＦＰ 单抗检测；Ｂ：Ｖｉｐｅｒｉｎ 多抗检测。 １：ＰＫ⁃Ｃ１细胞；２：ＰＫ⁃Ｖｉ 细胞。
图 ７　 重组蛋白质表达的 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

Ｆｉｇ．７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｐｒｏｔｅｉｎ
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３　 讨 论

Ｖｉｐｅｒｉｎ 由 ３６０ 或 ３６１ 个氨基酸构成，主要可分

为 ３ 个功能区：Ｎ 端 ４２ 个氨基酸的双亲 α 螺旋结

构，定位于粗面内质网膜上引起膜曲率的变化，影响

可溶性蛋白质的分泌，与抗病毒活性相关，该区域变

异较大；中间的 ＣＸ３ＣＸ２Ｃ 基序，是 ＳＡＭ⁃依赖激酶

超家族的常见结构，因此 Ｖｉｐｅｒｉｎ 又被称为 ＲＳＡＤ２
（Ｒａｄｉｃａｌ ＳＡＭ ｄｏｍａｉｎ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ２）；Ｃ 端区域较为

保守，也与抗病毒活性相关［１１］。 已有的研究结果表

明 Ｖｉｐｅｒｉｎ 可以通过多种机制抑制病毒复制，３ 个功

能区均可能独立或共同参与抗病毒作用［１］。
本试验通过比对分析 ＧｅｎＢａｎｋ 中小鼠、人、猪

Ｖｉｐｅｒｉｎ 基因序列，设计包含完整阅读框的第 １ 轮

ＲＴ⁃ＰＣＲ 引物，该引物不包含酶切位点以提高扩增

效率；同时分离猪 ＰＢＭＣｓ，使用干扰素诱导型病毒

ＮＤＶ 为刺激物对 ＰＢＭＣｓ 进行刺激，促使 Ｖｉｐｅｒｉｎ 的

转录翻译，提高 ＲＴ⁃ＰＣＲ 扩增效率。 结果表明，该方

法切实有效，虽然有许多非特异扩增条带，但所获得

的目的条带比未刺激时明显增强。 在此基础上，设
计包含酶切位点的第 ２ 轮扩增引物，以其为模板进

行套式 ＰＣＲ 扩增，获得单一目的基因条带。 将该产

物回收后成功克隆到真核质粒 ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１ 中。
本研究使用 ｐＥＧＦＰ⁃Ｃ１ 作为表达质粒，目的基

因与 ＥＧＦＰ 融合表达，通过观察绿色荧光评价重组

蛋白质的表达情况，便于后续的鉴定筛选。 重组质

粒转染 ＰＫ⁃１５ 细胞后，绿色荧光主要分布于细胞质

中，而对照质粒表达的绿色荧光则均匀分布在整个

细胞中。 共聚焦检测结果表明重组蛋白质与内质网

存在共定位。 这表明标签蛋白质 ＥＧＦＰ 在 Ｖｉｐｅｒｉｎ
蛋白质的 Ｎ 端融合表达不影响 Ｖｉｐｅｒｉｎ 在细胞中正

常的定位，不会影响其功能的发挥。 质粒转染 ＰＫ⁃
１５ 细胞后经过 Ｇ４１８ 筛选、克隆、检测、传代获得稳

定表达 Ｖｉｐｅｒｉｎ 的细胞系 ＰＫ⁃Ｖｉ，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 鉴定结

果显示融合蛋白质 ＥＧＦＰ⁃Ｖｉｐｅｒｉｎ 的分子量约为

７．０×１０４，表明重组蛋白质以正确的形式表达。 细胞

系连续传代 １０、１５、２０ 代后，荧光表达的位置和强度

没有显著变化，说明目的基因能够稳定存在并表达。
本研究构建的猪 Ｖｉｐｅｒｉｎ 真核表达质粒和 ＰＫ⁃Ｖｉ 细
胞系，将为以后 Ｖｉｐｅｒｉｎ 蛋白质的免疫学功能研究奠

定基础。
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