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　 　 摘要:　 Ｖｉｐｅｒｉｎ 蛋白是一种由Ⅰ型和Ⅱ型干扰素诱导的宿主蛋白ꎬ广泛存在于各类动物体内ꎬ在进化上高度保

守ꎮ 本研究以鸭外周血淋巴细胞为原材料ꎬ通过 ＲＴ￣ＰＣＲ 扩增得到 ｖｉｐｅｒｉｎ 基因ꎬ同时构建真核表达质粒 ｐＥＧＦＰ￣Ｎ１￣
ｖｉｐｅｒｉｎꎬ转染至 ＤＦ￣１ 细胞ꎬ用坦布苏病毒攻击后ꎬ检测该病毒在转染质粒组和转染空载体组细胞中的增殖情况ꎮ 结

果表明ꎬ鸭 ｖｉｐｅｒｉｎ 基因开放阅读框为１ ０９２ ｂｐꎬ编码蛋白由 ３６３ 个氨基酸构成ꎮ 转染结果显示ꎬｖｉｐｅｒｉｎ 基因在 ＤＦ￣１
细胞中成功表达ꎮ 坦布苏病毒攻击后ꎬ与转染空载体组相比ꎬ转染 ｐＥＧＦＰ￣Ｎ１￣ｖｉｐｅｒｉｎ 组显著抑制了坦布苏病毒在

ＤＦ￣１ 细胞中的增殖ꎮ 说明鸭 Ｖｉｐｅｒｉｎ 蛋白作为抗病毒蛋白ꎬ具有良好的抑制坦布苏病毒增殖的作用ꎮ 本试验结果

为鸭 Ｖｉｐｅｒｉｎ 蛋白抗病毒生物学功能的进一步研究奠定了良好基础ꎮ
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　 　 干扰素应答是抵御病毒感染的第一道防线ꎬ其
中 Ｉ 型干扰素可与细胞表面特定受体结合ꎬ激活

ＪＡＫ￣ＳＴＡＴ 级联信号放大系统ꎬ诱导相关效应器的表

达ꎬ产生抗病毒蛋白ꎮ Ｖｉｐｅｒｉｎ 是其中一种重要的抗

病毒蛋白ꎬ最早在感染人细胞巨化病毒的成纤维细

胞中被发现[１]ꎮ Ｖｉｐｅｒｉｎ 一级结构具有 ３ 个不同的

区域:Ｎ 末端(长度和序列随物种变化而变化的区

域)、中央保守区域(又称 ＳＡＭ 区域)以及高度保守

的 Ｃ 末端[２]ꎮ 除了人细胞巨化病毒外ꎬ还有十几种

病毒可诱导 Ｖｉｐｅｒｉｎ 表达ꎬ包括仙台病毒、水泡性口

炎病毒、丙肝病毒、伪狂犬病毒、日本脑炎病毒、辛德

毕斯病毒和西尼罗病毒等[３￣６]ꎮ Ｖｉｐｅｒｉｎ 对不同病毒

的抗病毒机制不同ꎬ其中关于 Ｖｉｐｅｒｉｎ 对丙肝病毒影

响的报道比较多ꎬＶｉｐｅｒｉｎ 蛋白亚细胞定位可通过 Ｎ
端将 Ｖｉｐｅｒｉｎ 蛋白定位在细胞的内质网(ＥＲ)、脂滴

以及线粒体上ꎮ 病毒核蛋白 Ｃ 最初定位于 ＥＲ 胞浆

面ꎬ成熟后移位至脂滴ꎮ 脂滴不仅是储存、运输脂质

的结构ꎬ而且参与多种代谢性疾病的发生ꎮ Ｃ 蛋白

使病毒非结构蛋白和复制复合物向脂滴聚集ꎮ Ｖｉ￣
ｐｅｒｉｎ 可能影响 ＥＲ 膜上脂质的种类和数量ꎬ进而影

响病毒感染后脂滴的形成、形状以及病毒蛋白的定

位ꎬ从而发挥抗病毒作用[７]ꎮ Ｖｉｐｅｒｉｎ 对流感病毒的

抑制是通过破坏脂筏结构和抑制病毒的出芽释放来

发挥作用的ꎮ Ｖｉｐｅｒｉｎ 与法尼基焦磷酸合酶(ＦＰＰＳ)
结合并抑制其活性ꎬ影响胆固醇和类异戊二烯的生

物合成ꎬ从而破坏脂筏结构[３]ꎮ
ｖｉｐｅｒｉｎ 基因作为先天性免疫中的干扰素刺激基

因ꎬ在抵御多种病原的入侵中起着重要作用ꎬ然而大

多数干扰素刺激基因(ＩＳＧｓ)的抗病毒机制未知ꎬＶｉ￣
ｐｅｒｉｎ 是近年来新发现的一种信号蛋白[８]ꎮ 本研究

拟利用鸭 ｖｉｐｅｒｉｎ 基因产物ꎬ构建鸭 ｖｉｐｅｒｉｎ 基因真核

表达质粒ꎬ转染至 ＤＦ￣１ 细胞ꎬ观察 Ｖｉｐｅｒｉｎ 蛋白在真

核细胞中的表达情况ꎬ然后接种坦布苏病毒ꎬ测定病

毒滴度ꎬ以期为 Ｖｉｐｅｒｉｎ 蛋白抗病毒活性的初步评价

提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 病毒、质粒和菌株

坦布苏病毒分离株(ＪＳ８０４)、新城疫病毒株、Ｅ.
ｃｏｌｉ ＤＨ５α 菌株和真核表达载体 ｐＥＧＦＰ￣Ｎ１ 均由本

实验室保存ꎮ

１.２　 主要试剂

限制性内切酶、Ｅｘ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、ｐＭＤ１８￣Ｔ
载体、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶和蛋白质相对分子质量标准

等均购自宝生物工程(大连)有限公司ꎬＤＭＥＭ 细胞

培养基和胎牛血清均购自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎬ质粒小量提

取试剂盒和 ＰＣＲ 产物纯化试剂盒均购自 Ａｘｙｇｅｎ 生

物科技有限公司ꎬ其他试剂均为国产分析纯ꎮ 基因

序列合成、引物合成和测序均由南京金斯瑞生物科

技有限公司完成ꎮ
１.３　 引物设计

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中鸭 ｖｉｐｅｒｉｎ 的基因序列 ( Ｇｅｎ￣
Ｂａｎｋ Ｎｏ. ＫＰ１９８５８２)设计 １ 对 ＰＣＲ 扩增引物ꎬ上游

引物(ＶＦ)序列为:５′￣ＧＡＡＴＴＣＴＧＡＴＧＣＡＴＣＴＧＧＧＴ￣
ＧＣＡＣＴＧ￣３′ꎬ划线部分为引入的 Ｅｃｏ Ｒ Ｉ 酶切位点ꎬ
下游引物(ＶＲ)序列为:５′￣ＧＴＣＧＡＣＴＴＡＧＣＣＡＧＴＣ￣
ＣＡＧＴＴＴＣＡＴ￣３′ꎬ划线部分为引入的 Ｓａｌ Ｉ 酶切位点ꎮ
这对引物由南京金斯瑞生物有限公司合成ꎬ预期扩

增片段大小约为 １ ０００ ｂｐꎮ
１.４　 鸭 ｖｉｐｅｒｉｎ 基因的克隆

参照文献[９]进行鸭外周血淋巴细胞培养ꎮ 当

细胞长成良好的单层后ꎬ加入新城疫病毒ꎬ于 ３７ ℃
下培养 ３ ｈꎬ收集诱导液ꎬ然后再与 ｐｏｌｙ (Ｉ ∶ Ｃ)一起

于 ３７ ℃ 下联合培养 ７ ｈꎮ 利用 Ａｘｙｇｅｎ 公司细胞

ＤＮＡ / ＲＮＡ 提取试剂盒提取总 ＲＮＡꎬ参照 ＴａＫａＲａ 反

转录试剂盒说明书将其反转录成 ｃＤＮＡꎬ备用ꎮ 以

鸭 ｖｉｐｅｒｉｎ ｃＤＮＡ 产物为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎬＰＣＲ 反

应体系为 ２５􀆰 ００ μｌꎬ其中双蒸水 １５􀆰 ００ μｌꎬ１０ ×Ｅｘ
ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５０ μｌꎬ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰ ２􀆰 ００ μｌꎬ２５􀆰 ０
ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２ １􀆰 ５０ μｌꎬ 上、 下 游 引 物 ( ２５􀆰 ０
ｐｍｏｌ / μｌ)各 １􀆰 ００ μｌꎬｃＤＮＡ 产物 １􀆰 ５０ μｌꎬＥｘ Ｔａｑ (５
Ｕ / μｌ) ０􀆰 ５０ μｌꎮ ＰＣＲ 反应程序设置如下:９４ ℃ 预

变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５３ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延

伸 １ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎꎮ 反应结束

后ꎬ对 ＰＣＲ 扩增产物进行 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳分

析ꎬ切取目的条带进行胶回收ꎮ 纯化的 ＰＣＲ 产物片

段首先与 ｐＭＤ１８￣Ｔ 克隆载体进行连接ꎬ转入 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ
ＤＨ５α 感受态细胞ꎮ 经酶切鉴定后ꎬ挑选阳性克隆

质粒送南京金斯瑞生物有限公司测定基因序列ꎮ
１.５　 生物信息学分析

用 ＤＮＡＳｔａｒ ７.０ 软件对不同物种的 ｖｉｐｅｒｉｎ 基因

序列和推导的氨基酸序列进行同源性比对ꎬ分析不

同物种之间的序列差异ꎮ 用 ＭＥＧＡ ５.０ 软件构建 ｖｉ￣
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ｐｅｒｉｎ 基因的系统发育树ꎬ用 Ｐｒｏｔ￣Ｐａｒａｍ Ｔｏｏｌ 软件分

析氨基酸组成和等电点等理化性质ꎬ用 ＳｉｇｎａｌＩＰ ４.０
Ｓｅｒｖｅｒ 软件分析蛋白质序列的信号肽ꎬ用 ＰｒｏｔＳｃａｌｅ
软件分析蛋白质的疏水性ꎬ用 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ 软

件分析鸭 ｖｉｐｅｒｉｎ 基因的保守区结构域ꎬ用 ＴＭｐｒｅｄ
软件分析蛋白质的跨膜区ꎮ
１.６　 鸭 ｖｉｐｅｒｉｎ 基因表达质粒 ｐＥＧＦＰ￣Ｎ１￣ｖｉｐｅｒｉｎ 的

构建

　 　 用 Ｅｃｏ Ｒ Ｉ＋Ｓａｌ Ｉ 双酶切阳性质粒 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ｖｉ￣
ｐｅｒｉｎ 和空载体 ｐＥＧＦＰ￣Ｎ１ꎬ胶回收ꎬＴ４ ＤＮＡ 连接酶

进行连接ꎬ构建重组表达质粒 ｐＥＧＦＰ￣Ｎ１￣ｖｉｐｅｒｉｎꎮ 将

连接产物转化至大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞中ꎬ在
含有卡那霉素的 ＬＢ 固体培养基上培养 １４ ｈꎬ随机

挑选阳性单一菌落接种于含有卡那霉素的 ＬＢ 液体

培养基中ꎬ置于 ３７ ℃摇床中ꎬ１８０ ｒ / ｍｉｎꎬ１４ ｈ 后用

质粒小提试剂盒提取质粒ꎬ送至金斯瑞生物科技有

限公司进行测序ꎮ 将鉴定正确的质粒命名为 ｐＥＧ￣
ＦＰ￣Ｎ１￣ｖｉｐｅｒｉｎꎬ然后大量提取 ｐＥＧＦＰ￣Ｎ１￣ｖｉｐｅｒｉｎ 重组

质粒ꎬ用于真核转染ꎮ
１.７　 鸭 ｖｉｐｅｒｉｎ 基因在 ＤＦ￣１细胞中的表达

采用常规复苏方法复苏 ＤＦ￣１ 细胞ꎬ用含 １０％
胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基培养细胞ꎮ 在转染前的

第 ２４ ｈꎬ将 ０.５×１０５ ~ ２.０×１０５个细胞种植到 ５００ μｌ
无抗生素的培养基中ꎬ转染时保证 ８０％ ~ ９０％细胞

铺满板底ꎮ 参照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司的 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００ＴＭ转染试剂盒操作说明ꎬ用 ２ μｇ ｐＥＧＦＰ￣Ｎ１￣ｖｉ￣
ｐｅｒｉｎ 重组质粒进行转染ꎬ并设置转染空载体和不转

染任何质粒的细胞为对照组ꎮ 转染 ４~ ６ ｈ 后更换

培养液ꎬ２４ ｈ 后用荧光显微镜观察并拍照记录ꎮ
１.８ 　 Ｖｉｐｅｒｉｎ 蛋白抵抗鸭坦布苏病毒(ＤＴＭＵＶ)
感染试验

　 　 取 ＤＦ￣１ 细胞铺设 ２４ 孔板ꎬ待细胞长至 ８０％ ~
９０％ꎬ按照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ＴＭ试剂

说明书将已被鉴定的阳性质粒转染到 ＤＦ￣１ 细胞内ꎬ
转染 ２４ ｈ 后ꎬ加入感染复数(ＭＯＩ)值为 １ 的坦布苏

病毒 ＪＳ８０４ 株ꎬ对 ＤＦ￣１ 细胞进行感染ꎬ坦布苏病毒

液孵育细胞 １ ｈ 后ꎬ移除病毒液ꎬＰＢＳ 洗涤 １ 次ꎬ同
时加入 ２％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 营养液继续培养 ２４
ｈꎮ 在感染 ２４ ｈ 后收集细胞ꎬ采用实时定量 ＰＣＲ 方

法检测所收取细胞中的病毒含量ꎮ
定量 ＰＣＲ 中所需的 ２ 套引物序列信息如下:内

参基因 ａｃｔｉｎ 引物上游: ５′￣ＴＴＧＧＡＧＧＣＴＣＴＡＴＣＣＴ￣

ＧＧ￣３′ꎬ 内 参 基 因 ａｃｔｉｎ 引 物 下 游: ５′￣ＴＡＧＡＡＧ￣
ＣＡＴＴＴＧＣＧＧＴＧＧ￣３′ꎮ 鸭 ｖｉｐｅｒｉｎ 基因引物上游:５′￣
ＧＣＣＧＡＧＡＧＴＡＴＧＣＴＧＴＴＧＣＴＴ￣３′ꎬ鸭 ｖｉｐｅｒｉｎ 基因引

物下游:５′￣ＡＡＴＧＡＧＣＡＧＧＣＡＣＴＧＧＡＡＣＡＣ￣３′ꎮ 按照

ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 一步法定量 ＰＣＲ 试剂盒说明书ꎬ将处

理好的 ｃＤＮＡ 作为样品模板ꎬ按照如下体系加样:
２􀆰 ００ μｌ ｃＤＮＡ 模板ꎬ１０􀆰 ００ μｌ ２×ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘꎬ０􀆰 １０ μｌ ＱＮ ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅꎬ上、下游

引物各 ０􀆰 ５６ μｌꎬ６􀆰 ７８ μｌ ＲＮａｓｅ￣Ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒꎮ ＰＣＲ 反

应体系:９５ ℃作用 ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 １０ ｓꎬ６０ ℃退火

３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 每个样品设 ３ 个重复ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 鸭 ｖｉｐｅｒｉｎ 基因的克隆与序列分析

利用特异性引物 ＶＦ 和 ＶＲꎬ以鸭外周血淋巴细

胞为材料ꎬ以反转录得到的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ进行 ＰＣＲ
扩增ꎬ得到约 １ ０００ ｂｐ 的基因片段ꎮ 经序列测定ꎬｖｉ￣
ｐｅｒｉｎ 开放阅读框长 １ ０９２ ｂｐꎬ表明成功获得了鸭 ｖｉ￣
ｐｅｒｉｎ 基因的序列 (图 １)ꎮ 将鸭 ｖｉｐｅｒｉｎ 基因与人

( ＡＦ４４２１５１. １ )、 小 鼠 ( ＡＦ４４２１５２ )、 文 昌 鱼

(ＫＰ９７９７３７)、鸡(ＥＵ４２７３３２.１)、石斑鱼(ＥＵ９２６７４５)
的 ｖｉｐｅｒｉｎ 基因进行序列比对ꎬ发现鸭 ｖｉｐｅｒｉｎ 基因序

列与鸡 ｖｉｐｅｒｉｎ 基因序列的同源性最高ꎬ与文昌鱼 ｖｉ￣
ｐｅｒｉｎ 基因序列的同源性最低ꎮ ＭＥＧＡ ５.０ 软件构建

的 ｖｉｐｅｒｉｎ 基因系统发育树(图 ２)显示ꎬｖｉｐｅｒｉｎ 基因

随哺乳类、鸟类、鱼类等物种发育进化地位的不同而

表现出种属内的保守性和种属间的差异性ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ 分子质量标准ꎻ１:鸭 ｖｉｐｅｒｉｎ 基因的 ＰＣＲ 产物ꎮ
图 １　 鸭 ｖｉｐｅｒｉｎ 基因的扩增

Ｆｉｇ.１　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｕｃｋ ｖｉｐｅｒｉｎ ｇｅｎｅ

　 　 采用 ＰｒｏｔＰａｒａｍ 软件对 Ｖｉｐｅｒｉｎ 蛋白理化性质进
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图 ２　 鸭 ｖｉｐｅｒｉｎ 基因的系统发育树

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｖｉｐｅｒｉｎ ｇｅｎｅ

行分析ꎬ结果表明ꎬｖｉｐｅｒｉｎ 基因编码 ３６３ 个氨基酸ꎬ
蛋白分子质量为 ４１ ５００ꎬ 等电点为 ８􀆰 ２６ꎮ 采用

ＰｒｏｔＳｃａｌｅ 软件对 Ｖｉｐｅｒｉｎ 蛋白的疏水性进行分析ꎬ发
现 Ｖｉｐｅｒｉｎ 蛋白最大的疏水指数位于第 ９ 位ꎬ数值为

１􀆰 ９７８ꎬ最小疏水指数位于第 ６５ 位ꎬ数值为－３􀆰 ８００
(图 ３)ꎮ 利用 ＳｉｇｎａｌＰ ４􀆰 １ Ｓｅｒｖｅｒ 软件对 Ｖｉｐｅｒｉｎ 蛋

白信号肽的分析结果表明ꎬ鸭 Ｖｉｐｅｒｉｎ 蛋白１~ １９ 位

氨基酸为潜在的信号肽区域ꎮ 用 Ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ
软件分析鸭 Ｖｉｐｅｒｉｎ 保守区结构域ꎬ发现该蛋白存在

Ｓ￣腺苷甲硫氨酸超家族ꎬ是 Ｖｉｐｅｒｉｎ 蛋白上结构保守

的区域ꎮ 利用 Ｔｍｐｒｅｄ 软件分析鸭 Ｖｉｐｅｒｉｎ 蛋白的二

级结构ꎬ发现该蛋白存在 １ 个潜在跨膜区ꎬ位于第

１~４１ 位氨基酸(图 ４)ꎮ

图 ３　 鸭 Ｖｉｐｅｒｉｎ 蛋白的疏水性分析

Ｆｉｇ.３　 Ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｕｃｋ Ｖｉｐｅｒｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

２.２　 重组质粒 ｐＥＧＦＰ￣Ｎ１￣ｖｉｐｅｒｉｎ 的构建

利用 Ｅｃｏ Ｒ Ｉ 酶和 Ｓａｌ Ｉ 酶双酶切 ｐＭＤ１８￣Ｔ￣ｖｉ￣
ｐｅｒｉｎ 质粒ꎬ同时用这 ２ 种酶双酶切 ｐＥＧＦＰ￣Ｎ１ 载体ꎬ
将回收的基因片段与载体片段连接转化后提取质

粒ꎬ利 用 限 制 性 内 切 酶 Ｅｃｏ Ｒ Ｉ 和 Ｓａｌ Ｉ 对

ｐＥＧＦＰ￣Ｎ１￣ｖｉｐｅｒｉｎ进行双酶切鉴定ꎬ可以获得预期

ｉ→ｏ 表示预测的蛋白在细胞膜由内到外ꎻｏ→ｉ 表示预测的蛋白

在细胞膜由外到内ꎮ
图 ４　 鸭 Ｖｉｐｅｒｉｎ 蛋白的二级结构分析

Ｆｉｇ.４　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｕｃｋ Ｖｉｐｅｒｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ

１ ０００ ｂｐ 大小的目的片段(图 ５)ꎬ与理论值相符ꎮ
质粒测序结果表明ꎬｐＥＧＦＰ￣Ｎ１￣ｖｉｐｅｒｉｎ 重组质粒构

建成功ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ 分子质量标准ꎻ１、２:阳性重组质粒 ｐＥＧＦＰ￣Ｎ１￣ｖｉｐｅｒｉｎꎮ
图 ５　 重组质粒 ｐＥＧＦＰ￣Ｎ１￣ｖｉｐｅｒｉｎ 的酶切鉴定

Ｆｉｇ.５　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ｐＥＧＦＰ￣Ｎ１￣ｖｉｐｅｒｉｎ
ｂｙ ｅｎｚｙｍｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

２.３　 重组质粒 ｐＥＧＦＰ￣Ｎ１￣ｖｉｐｅｒｉｎ 的表达

将构建好的真核表达质粒 ｐＥＧＦＰ￣Ｎ１￣ｖｉｐｅｒｉｎ 转

染至 ＤＦ￣１ 细胞ꎬ转染后第 ２４ ｈ 换液观察ꎬ未转染质

粒的对照组细胞无任何荧光信号ꎬ转染重组质粒

ｐＥＧＦＰ￣Ｎ１￣ｖｉｐｅｒｉｎ 的细胞有明显的绿色荧光(图 ６)ꎬ
这表明 ｖｉｐｅｒｉｎ 基因和 ＥＧＦＰ 基因可以在 ＤＦ￣１ 细胞

内表达ꎮ
２.４　 鸭 Ｖｉｐｅｒｉｎ 蛋白对 ＤＴＭＵＶ 增殖的抑制

将 ｐＥＧＦＰ￣Ｎ１￣ｖｉｐｅｒｉｎ 和空载体 ｐＥＧＦＰ￣Ｎ１ 分别
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Ａ:未转染任何质粒的细胞ꎻＢ:转染重组质粒 ｐＥＧＦＰ￣Ｎ１￣ｖｉｐｅｒｉｎ
的细胞ꎮ
图 ６　 重组质粒 ｐＥＧＦＰ￣Ｎ１￣ｖｉｐｅｒｉｎ 在 ＤＦ￣１细胞中的表达

Ｆｉｇ.６ 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐＥＧＦＰ￣Ｎ１￣ｖｉｐｅｒｉｎ ｐｌａｓｍｉｄ ｉｎ ＤＦ￣１
ｃｅｌｌｓ

转染至 ＤＦ￣１ 细胞ꎬ２４ ｈ 后接种 ＤＴＭＵＶ ＪＳ８０４ 株

(ＭＯＩ＝ １)ꎬ接种 ２４ ｈ 后收样ꎬ提取总 ＲＮＡꎬ用相对

定量法检测细胞中病毒的含量ꎮ 结果(图 ７)表明ꎬ
ｐＥＧＦＰ￣Ｎ１￣ｖｉｐｅｒｉｎ 转染孔的 ＤＴＭＵＶ 相对病毒含量

低于空载体转染孔和未转染任何质粒的转染孔的

ＤＴＭＵＶ 相对病毒含量ꎬ说明鸭 Ｖｉｐｅｒｉｎ 蛋白对 ＤＴ￣
ＭＵＶ 的增殖有抑制作用ꎮ

对照组:未转染任何质粒的细胞ꎮ ∗:转染 ｐＥＧＦＰ￣Ｎ１￣ｖｉｐｅｒｉｎ 的

细胞对 ＤＴＭＵＶ 的相对感染率与转染空载体 ｐＥＧＦＰ￣Ｎ１ 和未转

染任何质粒的细胞对 ＤＴＭＵＶ 的相对感染率差异显著 ( Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎮ
图 ７　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测鸭坦布苏病毒在不同组别 ＤＦ￣１ 细胞

中的复制

Ｆｉｇ.７　 Ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｄｕｃｋ Ｖｉｐｅｒｉｎ ｏｎ ｄｕｃｋ Ｔｅｍｂｕｓｕ ｖｉｒｕｓ ｐｒｏ￣
ｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｂｙ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

３　 讨 论

坦布苏病毒病最早爆发于 ２０１０ 年ꎬ传播迅

速ꎬ对鸭、鹅危害大ꎬ给中国水禽业造成了巨大的

经济损失ꎮ 坦布苏病毒属于黄病毒科黄病毒属ꎬ
是不分节段的单股正链 ＲＮＡ 病毒ꎬ该病毒属还

包括日本脑炎病毒、黄热病毒、西尼罗河病毒和

登革病毒等ꎮ 随着生物学技术的发展ꎬ人们开始

重视对家禽机体抗病毒基因的发掘ꎬ以期为家禽

病毒性疾病的防控开辟一条新途径ꎮ Ｖｉｐｅｒｉｎ 作

为一种能被干扰素诱导的抗病毒蛋白ꎬ对多种病

毒有抑制作用ꎬ而且抑制机制各不相同ꎮ Ｖｉｐｅｒｉｎ
可以通过将 Ｃ 端结构域与登革病毒非结构蛋白

ＮＳ３ 结合来抑制病毒复制ꎬ但是如果在 Ｃ 末端保

守性色氨酸后添加分子标记(如融合 １ 个 Ｆｌａｇ 标

签) ꎬ可能会导致该蛋白抗登革病毒 ( ＤＥＮＶ) 功

能丧失ꎮ 缺失 Ｎ 端 ５０ 个氨基酸对 Ｖｉｐｅｒｉｎ 抑制

ＤＥＮＶ 和西尼罗河病毒(ＷＮＶ)无显著影响ꎬ表明

Ｎ 端结构域不是 Ｖｉｐｅｒｉｎ 抗 ＤＥＮＶ 和 ＷＮＶ 的关

键结构域 [１０] ꎮ 在森林脑炎病毒的研究中发现ꎬ
Ｖｉｐｅｒｉｎ 通过 Ｎ 端定位到 ＥＲ 和 Ｃ 端与细胞质 Ｆｅ /
Ｓ 蛋白组装因子结合ꎬ再通过 ＳＡＭ 结构域的酶抑

制森林脑炎病毒 ＲＮＡ 的合成ꎬ起到抗病毒作

用 [１１] ꎮ 但是对于同属于黄病毒属的坦布苏病毒

来说ꎬ关于 Ｖｉｐｅｒｉｎ 是否同样具有抗病毒活性ꎬ其
抗病毒活性是怎样发挥出来的等问题的相关报

道较少ꎮ
本研究通过采集鸭外周血淋巴细胞ꎬ克隆鸭

的 ｖｉｐｅｒｉｎ 基因ꎬ对鸭 ｖｉｐｅｒｉｎ 基因序列及其编码的

蛋白理化性质、疏水性、二级结构、保守区结构域

和信号肽的比对分析ꎮ 结果显示ꎬ该基因随物种

发育进化地位的不同而表现出种属内保守性和

种属间差异性ꎮ 鸭 Ｖｉｐｅｒｉｎ 蛋白是由 ３６３ 个氨基

酸构成的保守蛋白ꎬ存在 １ 个潜在跨膜区ꎬ１ ~ １９
位氨基酸为潜在的信号肽区域ꎮ 构建的 ｐＥＧＦＰ￣
Ｎ１￣ｖｉｐｅｒｉｎ 质粒在 ＤＦ￣１ 细胞中成功表达ꎬ为 Ｖｉ￣
ｐｅｒｉｎ 专性表达细胞系的构建和鸭 Ｖｉｐｅｒｉｎ 蛋白抗

坦布苏病毒分子机制的研究奠定了基础ꎮ 鸭 Ｖｉ￣
ｐｅｒｉｎ 蛋白对 ＤＴＭＵＶ 的增殖有一定抑制作用ꎬ至
于鸭 Ｖｉｐｅｒｉｎ 蛋白是如何发挥这种抑制作用的还

需要进一步研究ꎮ
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