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　 　 摘要:　 根据 ＮＣＢＩ 上 ＧｅｎＢａｎｋ 的猪类泛素蛋白修饰分子 １(ＳＵＭＯ１)基因碱基序列(ＮＭ＿００１１１２６７６.１)ꎬ设计

编码区全长上、下游引物ꎬ成功克隆了猪 ＳＵＭＯ１ 基因完整的编码区序列ꎮ 经生物信息学软件分析发现猪 ＳＵＭＯ１
基因的蛋白质编码区(ＣＤＳ) 全长 ３０６ ｂｐꎬ编码 １０１ 个氨基酸ꎬＳＵＭＯ１ 的蛋白质氨基酸序列在物种间高度保守ꎮ
ＳＵＭＯ１ 基因在猪心、肝、脾、肺、肾、小肠及肌肉组织中均有表达ꎬ且在肺部表达较高ꎮ 猪肺炎支原体感染原代猪肺

泡巨噬细胞后 ＳＵＭＯ１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平显著升高ꎮ 参与调控炎症反应的基因ꎬ如 ＴＬＲ２、Ｐ６５ 和 ＲＸＲα 均存在潜在

的 ＳＵＭＯ 化修饰位点ꎬ并且猪肺炎支原体感染后它们的 ｍＲＮＡ 表达水平极显著升高ꎮ
关键词:　 猪肺炎支原体ꎻ ＳＵＭＯ１ꎻ 猪肺泡巨噬细胞ꎻ 炎症反应

中图分类号:　 Ｓ８５８.２８６.３　 　 　 文献标识码:　 Ａ　 　 　 文章编号:　 １０００￣４４４０(２０２０)０５￣１２２９￣０８

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ＳＵＭＯ１ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ
Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ＷＡＮＧ Ｌｉ １ꎬ２ꎬ　 ＹＡＮＧ Ｘｉａｏ￣ｙａｎｇ １ꎬ２ꎬ　 ＣＡＯ Ｊｉｎｇ ３ꎬ　 ＺＨＡＯ Ｗｅｉ￣ｍｉｎ１ꎬ２ꎬ　 ＴＵ Ｆｅｎｇ １ꎬ２ꎬ　 ＦＵ Ｙａｎ￣ｆｅｎｇ １ꎬ２ꎬ　
ＬＩ Ｂｉ￣ｘｉａ １ꎬ２ꎬ　 ＣＨＥＮ Ｚｈｅ １ꎬ２ꎬ　 ＲＥＮ Ｓｈｏｕ￣ｗｅｎ １ꎬ２ꎬ　 ＦＡＮＧ Ｘｉａｏ￣ｍｉｎ １ꎬ２

(１.Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｎｉｍａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ２.Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｃｒｏｐ ａｎｄ Ｌｉｖｅｓｔｏｃｋ Ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎꎬ
Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ ２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａꎻ ３. Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｍｅｄｉａ Ｃｏ.ꎬ Ｌｔｄ.ꎬ Ｊｉａｎｇｓｕ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｎａｎｊｉｎｇ
２１００１４ꎬ Ｃｈｉｎａ)

　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｔｈｅ ｆｕｌｌ￣ｌｅｎｇｔｈ ｕｐｓｔｒｅａｍ ａｎｄ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ＳＵＭＯ１ (ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣ｌｉｋｅ ｍｏｄｉｆｉｅｒ １)
ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｂａｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＳＵＭＯ１ ｇｅｎｅ (ＮＭ＿００１１１２６７６.１) ｏｆ ＧｅｎＢａｎｋ ｏｎ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｂｉｏ￣
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ(ＮＣＢＩ) ａｎｄ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ＣＤＳ(ｃｏｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ) ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ＳＵＭＯ１ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｃｌｏｎｅｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ ｓｏｆｔｗａｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｐｏｒｃｉｎｅ ＳＵＭＯ１ ｇｅｎｅ￣
ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ＣＤＳ ｗａｓ ３０６ ｂｐ ｉｎ ｌｅｎｇｔｈꎬ ｅｎｃｏｄｅｄ １０１ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ａｎｄ ｔｈｅ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＳＵＭＯ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ

ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ａｍｏｎｇ ｓｐｅｃｉｅｓ. ＳＵＭＯ１ ｇｅｎｅ ｗａｓ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ｈｅａｒｔꎬ ｌｉｖｅｒꎬ ｓｐｌｅｅｎꎬ ｌｕｎｇꎬ ｋｉｄｎｅｙꎬ
ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ａｎｄ ｍｕｓｃｌｅꎬ ａｍｏｎｇ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＵＭＯ１ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｈａｎ ｉｎ ｏｔｈｅｒ ｔｉｓ￣
ｓｕｅｓ. Ａｆｔｅｒ Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｍＲ￣
ＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＳＵＭＯ１ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｐｏｒｃｉｎｅ ａｌｖｅｏｌａｒ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ. Ｔｈｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ＳＵ￣
ＭＯ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ＴＬＲ２ꎬ Ｐ６５ ａｎｄ ＲＸＲα

９２２１



ｇｅｎｅｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｐａｒｔｉｃｉｐａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｔｈｅｉｒ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆ￣
ｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ａｆｔｅｒ Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅꎻ ｓｍａｌｌ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ￣ｌｉｋｅ ｍｏｄｉｆｉｅｒ(ＳＵＭＯ１)ꎻ ｐｏｒｃｉｎｅ ａｌｖｅｏｌａｒ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓꎻ
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　 　 猪支原体肺炎ꎬ是由猪肺炎支原体(Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ
ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅꎬ Ｍｈｐ)感染引起的存在于各年龄段

猪中的慢性接触性呼吸道传染病[１]ꎮ Ｍｈｐ 具免疫

抑制和免疫逃避的特性ꎬ使该病难根治ꎬ需要长期消

耗性的治疗ꎬ并且容易继发感染其他呼吸道相关病

毒而造成死亡ꎬ是养猪业主要疫病之一[２￣３]ꎮ 近年来

针对 Ｍｈｐ 的致病机理和免疫防御等的研究取得了

显著进展ꎬ但 Ｍｈｐ 的耐药菌不断地出现ꎬ候选基因

也不明确[４]ꎬ其致病的分子机制研究相对还很缺

乏ꎬ特别是对宿主炎症反应的调控机制以及如何诱

导免疫抑制等问题尚未得到完全解析ꎮ
ＳＵＭＯ 化修饰是一种高度动态可逆的类泛素化

修饰方式ꎬ通过与多种底物的供价结合发挥功能ꎮ
哺乳动物中已发现 ４ 种 ＳＵＭＯ 蛋白ꎬ即 ＳＵＭＯ１、ＳＵ￣
ＭＯ２、ＳＵＭＯ３ 和 ＳＵＭＯ４ꎬ其中 ＳＵＭＯ１ 与 ＳＵＭＯ２ 和

ＳＵＭＯ３ 的同源性只有 ５０％左右[５]ꎮ ＳＵＭＯ 化位点

的预测主要是利用生物信息学与氨基酸位点定向诱

变和基于质谱(ＭＳ)的蛋白质组学分析ꎬ蛋白质中存

在 ＳＵＭＯ 修饰的保守序列 ψＫＸＥ / Ｄ(ψ 为疏水性氨

基酸ꎬＸ 为任意氨基酸)ꎬ则其中的赖氨酸是可能的

ＳＵＭＯ 修饰位点[６]ꎮ ＳＵＭＯ 蛋白可以调节蛋白质与

蛋白质或 ＤＮＡ 之间的相互作用ꎬ从而调控转录因子

的活性ꎻＳＵＭＯ 蛋白可以与泛素竞争性结合赖氨酸ꎬ
从而维持靶蛋白的稳定性ꎻ介导蛋白质在核孔的穿

梭ꎬ调节其在细胞中的定位[７￣８]ꎬ从而参与各种各样

的生命活动如细胞的增殖分化、基因的表达、细胞器

的合成、细胞的凋亡等ꎮ
ＳＵＭＯ 化修饰参与调节炎症反应ꎬ宿主细胞被

病毒感染后容易引起炎症反应ꎬ且其整体 ＳＵＭＯ 化

修饰水平发生了明显的变化ꎮ ＳＵＭＯ 蛋白可以对病

毒本身的蛋白质或者宿主细胞中的蛋白质进行修

饰ꎬ影响宿主细胞对病毒的防御能力[８]ꎮ 在乳腺癌

细胞中 ＳＵＭＯ１ 是调节炎症反应的关键因子ꎬＳＵＭＯ
连接酶 ＴＲＩＭ３８ 可以调节先天性免疫和炎症反应ꎮ
ＮＥＭＯ 被 ＳＵＭＯ 化修饰后可以加强 ＮＦ￣κＢ 的活性ꎬ
促进 ＮＦ￣κＢ 依赖性细胞因子的合成以及胰腺炎症

反应[８]ꎮ 但 ＳＵＭＯ 化修饰在猪肺炎支原体感染过

程中的研究报道甚少ꎮ 本研究克隆猪 ＳＵＭＯ１ 基因

的编码区序列ꎬ对其编码的氨基酸序列进行生物信

息学分析ꎬ检测 ＳＵＭＯ１ 在猪组织中的表达谱ꎬ并利

用猪肺炎支原体 Ｊ 株感染原代猪肺泡细胞ꎬ分析细

胞中 ＳＵＭＯ１ 的表达变化规律ꎬ并检测炎症因子及

相关因子的表达水平ꎬ为进一步研究类泛素化修饰

在猪肺炎支原体感染中的作用机制奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１.１.１　 菌株及主要试剂　 试验用猪肺炎支原体为 Ｊ
菌株ꎬ由江苏省农业科学院兽医研究所馈赠ꎬ使用时

菌株含量调整为 １ ｍｌ １×１０８ ＣＣＵ[９]ꎮ
限制性内切酶、Ｔ４ 连接酶、ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、ｃＤＮＡ

反转录试剂盒、ｐＭＤ１９￣Ｔ、预混 ＰＣＲ 试剂盒和 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 定量 ＰＣＲ 试剂盒购

自 ＴａＫａＲａ 公司ꎬＲＮＡ 提取和 ＤＮＡ 回收试剂盒均购

自北京天根生化科技有限公司ꎬ青链霉素和胎牛血

清购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司ꎬＲＰＭＩ￣１６４０ 培养基与

ＰＢＳ 缓冲液购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司ꎮ 引物合成和测序均

在擎科生物技术有限公司进行ꎮ
１.１.２　 试验组织样品　 试验用猪心、肝、脾、肺、肾、
小肠及肌肉样品均采自南京六合屠宰场ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 原代猪肺泡巨噬细胞的分离及培养　 将猪肺

脏取出后ꎬ用无菌绳子将气管结扎ꎬ再用清洗液(含双

抗的 ＰＢＳ 缓冲液)冲洗肺部表面ꎬ并用无菌纱布擦

干ꎮ 向气管中注入清洗液ꎬ每次５０~１００ ｍｌꎬ并轻轻揉

捏肺脏表面ꎬ回收灌洗液ꎬ并利用 ７０ μｍ 细胞过滤器

去除组织块状杂质ꎬ重复灌洗２~３ 次ꎮ 在１ ０００ ｒ / ｍｉｎ
转速下离心 １０ ｍｉｎꎬ弃掉上清液ꎬ利用清洗液重复洗

涤 ３ 次ꎬ最后将获得的猪肺泡巨噬细胞用含 １０％血清

的 ＲＰＭＩ￣１６４０ 培养液重悬后铺于细胞培养皿中ꎬ置于

５％ ＣＯ２、３７ ℃的细胞培养箱ꎮ 培养１.５~２􀆰 ０ ｈ 后从培

养箱中取出培养皿ꎬ弃掉旧培养基ꎬ并利用清洗液润

洗２~３ 次后加入预热的全新培养液培养ꎮ
１.２.２　 猪肺炎支原体感染原代猪肺泡巨噬细胞 　
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将猪肺炎支原体 Ｊ 株原液取出后置于离心管中ꎬ
１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ２０ ｍｉｎ 后弃上清液ꎬ再利用 ＰＢＳ
悬浮后ꎬ１０ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ２０ ｍｉｎ 后弃上清液ꎬ如此

清洗 １~２ 次后加入无双抗的细胞培养基悬浮ꎮ 将

悬液加入铺有原代猪肺泡巨噬细胞的细胞培养板中

进行猪肺炎支原体感染ꎬ２４ ｈ 后收集细胞样品进行

后续处理ꎮ
１.２.３　 ＳＵＭＯ１ 基因的克隆　 根据 ＮＣＢＩ 上 ＧｅｎＢａｎｋ
的猪 ＳＵＭＯ１ 碱基序列(ＮＭ＿００１１１２６７６.１)ꎬ设计编

码区全长上、下游引物(表 １)ꎮ ＰＣＲ 扩增反应总体

积为 ５０ μｌꎬ包括:预混 ＰＣＲ 反应液 ２５ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ １６
μｌꎬ上、下游引物各 ２ μｌꎬｃＤＮＡ 模板 ５ μｌꎮ ＰＣＲ 扩

增反应条件为:９５ ℃ ２ ｍｉｎ 后ꎬ进行 ３３ 个循环(９８
℃ ３０ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ ７２ ℃ ３０ ｓ)ꎬ最后 ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ
将 ＰＣＲ 扩增产物参照 ＤＮＡ 回收试剂盒说明书进行

回收后ꎬ与 ｐＭＤ１９￣Ｔ 载体连接ꎬ转化到 ＤＨ５α 大肠

杆菌中ꎮ ３７ ℃摇菌 １ ｈ 后ꎬ将浑浊的菌液涂在含有

氨苄抗性的固体培养基上ꎬ３７ ℃培养ꎬ正置 ３０ ｍｉｎ
后倒置 １２ ｈ 左右ꎬ随机挑取３~５ 个克隆置于液体培

养基中摇菌６~ ８ ｈꎬ菌液浑浊后测序ꎮ 将测序正确

的菌液进行扩大培养、质粒提取和保存ꎮ

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称　 　 引物序列(５′→３′) 扩增长度
(ｂｐ)

退火温度
(℃)

ＳＵＭＯ１(全长) Ｆ:ＧＴＣＡＣＣＧＴＣＡＣＣＡＴＧＴＣＴＧＡＣ ５１６ ６１.５

Ｒ:ＧＧＧＣＴＧＡＧＧＴＴＴＧＡＴＣＡＣＣ

ＳＵＭＯ１(定量) Ｆ:ＣＡＣＣＡＴＧＴＣＴＧＡＣＣＡＧＧＡＧＧ １８２ ６０.０

Ｒ:ＴＣＡＴＴＧＧＡＡＣＧＣＣＣＴＧＴＣＴＴ

ＩＬ￣６ Ｆ:ＣＧＡＧＧＣＣＧＴＧＣＡＧＡＴＴＡＧＴＡ ２４５ ６０.０

Ｒ:ＡＣＧＧＣＡＴＣＡＡＴＣＴＣＡＧＧＴＧＣ

ＩＬ￣８ Ｆ:ＧＣＡＧＡＧＣＴＣＡＣＡＡＧＣＴＣＣＴＡ １７１ ６０.０

Ｒ:ＣＴＧＧＣＡＴＣＧＡＡＧＴＴＣＴＧＣＡＣ

ＴＬＲ２ Ｆ:ＣＡＧＧＡＣＴＣＣＴＡＣＴＧＧＧＴＧＧＡ ２２０ ６０.０

Ｒ:ＧＧＡＡＧＴＧＧＧＡＧＡＡＧＴＣＣＡＧＣ

Ｐ６５ Ｆ:ＣＣＴＴＴＴＣＡＣＡＡＧＣＣＧＡＣＧＴＧ １９１ ６０.０

Ｒ:ＴＴＴＣＴＣＣＴＣＡＡＴＣＣＧＧＴＧＣＣ

ＲＸＲα Ｆ:ＡＧＡＧＡＡＣＧＡＧＧＴＧＧＡＧＴＣＣＡ １５７ ６０.０

Ｒ:ＧＡＴＧＴＴＧＧＴＧＡＣＧＧＧＧＴＣＡＴ

ＨＰＲＴ１ Ｆ:ＣＣＣＡＧＣＧＴＣＧＴＧＡＴＴＡＧＴＧＡ １９１ ６０.０

Ｒ:ＴＴＧＡＧＣＡＣＡＣＡＧＡＧＧＧＣＴＡＣ

１.２.４　 半定量 ＰＣＲ 和实时荧光定量 ＰＣＲ 检测基因

表达　 收集猪不同组织的样品ꎬ提取 ＲＮＡꎬ浓度和

质量测定达标后ꎬ反转录为 ｃＤＮＡꎬ用半定量 ＰＣＲ 检

测 ＳＵＭＯ１ 在猪 ７ 种不同组织中的表达情况ꎮ 利用

表 １ 中 ＳＵＭＯ１ 定量引物和 ＨＰＲＴ１ 内参引物进行

ＰＣＲ 扩增ꎬ 反应体系总体积为 ２０􀆰 ０ μｌꎬ包括:预混

ＰＣＲ 反应液 １０􀆰 ０ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ ６􀆰 ６ μｌꎬ上、下游引物各

０􀆰 ５ μｌꎬｃＤＮＡ 模板 ２􀆰 ０ μｌꎮ ＰＣＲ 反应条件为:９５ ℃
２ ｍｉｎ 后ꎬ进行 ３５ 个循环(９５ ℃ １５ ｓꎬ６０ ℃ ３０ ｓꎬ７２
℃ ３０ ｓ)ꎬ最后 ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ 利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析

琼脂糖凝胶电泳得到的目的条带的灰度值ꎮ
收集经过猪肺炎支原体处理和未处理的猪肺泡

巨噬细胞ꎬ提取 ＲＮＡꎬ浓度和质量测定达标后ꎬ反转

录为 ｃＤＮＡꎮ 利用表 １ 中目的基因的定量引物和

ＨＰＲＴ１ 内参引物进行荧光定量 ＰＣＲ 扩增检测目的

基因 ｍＲＮＡ 表达水平ꎮ 反应体系为 ２０ μｌꎬ退火温

度为 ６０ ℃ꎬ其他条件参照定量 ＰＣＲ 试剂盒说明书ꎬ
将得到的 Ｃｔ 值采用 ２－△△Ｃｔ 方法进行分析ꎮ 定量

ＰＣＲ 中每个样品 ３ 个重复ꎮ
１.２.５　 试验结果分析及预测软件 　 试验中所有数

据的差异分析均利用 ＳＰＳＳ１７.０ 软件进行ꎬ结果表示

为平均值±标准差ꎮ 利用 ＳＵＭＯｓｐ２.０ 进行 ＳＵＭＯ 化

位点预测ꎮ 猪 ＳＵＭＯ１ 蛋白生物信息学分析软件和

网站参照赵为民等使用的分析软件和网站[１０]ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 猪 ＳＵＭＯ１ 基因编码区的扩增及克隆

提取猪肺脏组织 ＲＮＡꎬ反转录为 ｃＤＮＡ 后进行

ＰＣＲ 扩增ꎬ得到 ＳＵＭＯ１ 基因的编码区全长序列ꎮ
利用 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ 扩增产物ꎬ如
图 １ 所示ꎬ在大约 ５００ ｂｐ 附近有单一目的条带ꎬ与
预计片段大小 ５１６ ｂｐ 基本相符ꎮ 经回收、双酶切、
连接、转化、铺板、挑菌、摇菌后进行菌液测序验证ꎬ
成功克隆了猪 ＳＵＭＯ１ 基因的编码区ꎬ全长为 ３０６
ｂｐꎬ起始和终止密码子分别为 ＡＴＧ 和 ＴＡＧꎬ其中 Ｇ＋
Ｃ 含量为 ２４􀆰 ６％ꎮ
２.２　 猪 ＳＵＭＯ１ 的蛋白质理化性质分析

２.２.１　 ＳＵＭＯ１ 的氨基酸序列 　 分析结果(表 ２)显
示:猪 ＳＵＭＯ１ 由 １０１ 个氨基酸组成ꎬ包含 １９ 种氨基

酸ꎮ
２.２.２　 ＳＵＭＯ１ 的磷酸化位点预测　 如图 ２ 所示ꎬ猪
ＳＵＭＯ１ 的氨基酸序列中存在磷酸化修饰的潜在位

点ꎮ
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１:ＳＵＭＯ１ 基因的 ＰＣＲ 反应产物ꎻ２:ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎮ
图 １　 猪 ＳＵＭＯ１ 基因的 ＰＣＲ 反应产物琼脂糖凝胶电泳检测

Ｆｉｇ.１ 　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＣＲ ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ＳＵＭＯ１ ｇｅｎｅ

表 ２　 ＳＵＭＯ１ 的氨基酸序列组成

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ＳＵＭＯ１

氨基酸名称　 　 数量(个) 占总氨基酸比例(％)

丙氨酸(Ａｌａ) ２ ２.０

精氨酸(Ａｒｇ) ３ ３.０

天冬酰胺(Ａｓｎ) ２ ２.０

天冬氨酸(Ａｓｐ) ６ ５.９

半胱氨酸(Ｃｙｓ) １ １.０

谷氨酰胺(Ｇｌｎ) ７ ６.９

谷氨酸(Ｇｌｕ) １３ １２.９

甘氨酸(Ｇｌｙ) ８ ７.９

组氨酸(Ｈｉｓ) ４ ４.０

异亮氨酸(Ｉｌｅ) ５ ５.０

亮氨酸(Ｌｅｕ) ７ ６.９

赖氨酸(Ｌｙｓ) １１ １０.９

蛋氨酸(Ｍｅｔ) ４ ４.０

苯丙氨酸(Ｐｈｅ) ３ ３.０

脯氨酸(Ｐｒｏ) ３ ３.０

丝氨酸(Ｓｅｒ) ７ ６.９

苏氨酸(Ｔｈｒ) ６ ５.９

酪氨酸(Ｔｙｒ) ３ ３.０

缬氨酸(Ｖａｌ) ６ ５.９

２.２.３　 ＳＵＭＯ１ 的结构预测及分析 　 分别用 ＮＰＳ＠
ＳＯＰＭＡ 和 ＳＷＩＳＳ￣ＭＯＤＥＬ 预测 ＳＵＭＯ１ 的二级结构

(图 ３、表 ３)和三级结构(图 ４)ꎮ 结果显示ꎬ无规则

卷曲、α￣螺旋和延伸链为 ＳＵＭＯ１ 的二级结构的主要

结构ꎬ 占 比 达 到 ９１􀆰 ０８％ꎬ β￣转 角 占 比 较 小ꎬ 为

８􀆰 ９１％ꎮ
ＳｉｇｎａｌＰ ４.１ 和 ＴＭＨＭＭ ２.０ 软件预测结果显示ꎬ

ＳＵＭＯ１ 没有信号肽ꎬ也不存在跨膜结构ꎬ这符合

ＳＵＭＯ１ 作为修饰性非分泌小分子蛋白质的特性ꎮ
２.２.４　 ＳＵＭＯ１ 的系统进化树分析 　 在 ＮＣＢＩ 中查

找了 ８ 种代表性动物的 ＳＵＭＯ１ 氨基酸序列ꎬ比对分

析结果(图 ５)显示ꎬ预测的猪 ＳＵＭＯ１ 氨基酸序列

(ＮＰ ＿ ００１１０６１４６. １) 与人 ( ＮＰ ＿ ００１００５７８１)、小鼠

(ＮＰ＿０３３４８６.１)、大鼠(ＮＰ＿００１００９６７２.１) 、猪(ＮＰ＿
００１１０６１４６.１)、牛 ( ＮＰ ＿００１０３０５３５. １)、猕猴 ( ＮＰ ＿
００１１８２５７１.１)和狗(ＮＰ＿００１２３９１９２.１)的 ＳＵＭＯ１ 氨

基酸序列相似性均为 １００％ꎬ而与鸡(ＮＰ＿９８９４６６.１)
的 ＳＵＭＯ１ 氨基酸序列相似性也达到 ９８％ꎮ 系统进

化树(图 ６)显示ꎬ猪 ＳＵＭＯ１ 蛋白在进化中与其他 ６
种哺乳动物的 ＳＵＭＯ１ 蛋白聚为一大类ꎬ而鸡的 ＳＵ￣
ＭＯ１ 蛋白单独为一类ꎮ
２.３　 ＳＵＭＯ１ 在猪不同组织中的表达谱

利用猪不同组织的 ｃＤＮＡ 样品进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ
检测结果如图 ７Ａ 所示ꎬ在 １８２ ｂｐ 处得到预期的单

一 ＳＵＭＯ１ 基因目的条带ꎬ以及单一的内参基因

ＨＰＲＴ１ 条带ꎮ 对组织表达谱的各个条带进行灰度

值分析后得到图 ７Ｂ 中的相对表达量ꎬ其中 ＳＵＭＯ１
在心、肝、脾、肺、肾、小肠及肌肉组织中均有表达ꎬ且
在肺组织中表达量相对较高ꎬ推测其参与调控肺组

织的生理功能ꎮ
２.４ 　 猪支原体肺炎感染原代猪肺泡巨噬细胞后

ＳＵＭＯ１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平

　 　 利用猪支原体肺炎 Ｊ 株对原代猪肺泡巨噬细胞

进行感染处理 ２４ ｈ 后ꎬ检测 ＳＵＭＯ１ 的 ｍＲＮＡ 表达

水平ꎮ 结果显示猪肺炎支原体感染后 ＳＵＭＯ１ 在原

代猪肺泡巨噬细胞中的表达水平显著升高(图 ８)ꎬ
表明 ＳＵＭＯ１ 的修饰作用可能参与猪肺炎支原体的

感染ꎮ
２.５　 调控炎症反应因子表达的上游调控基因 ＳＵ￣
ＭＯ 化修饰位点预测

　 　 在 ＮＣＢＩ 上查找到 ＴＬＲ２、ＮＦ￣κＢ 和 ＲＸＲα 的氨

基酸序列ꎬ并利用 ＳＵＭＯｓｐ ２.０ 软件分析预测它们可

能的 ＳＵＭＯ 化修饰位点ꎮ 结果如表 ４ 所示ꎬＴＬＲ２、
ＮＦ￣κＢ 和 ＲＸＲα 均存在潜在的 ＳＵＭＯ 化修饰位点ꎬ
并均含有经典的 ＳＵＭＯ 修饰序列ꎮ
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图 ２　 猪 ＳＵＭＯ１ 磷酸化位点预测结果

Ｆｉｇ.２　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ＳＵＭＯ１

图 ３　 猪 ＳＵＭＯ１ 的二级结构

Ｆｉｇ.３　 Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ＳＵＭＯ１

表 ３　 猪 ＳＵＭＯ１ 二级结构的预测

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ＳＵＭＯ１

二级结构　 　 　 　 氨基酸数 占比 (％)

α￣螺旋(Ｈｈ) ２４ ２３.７６

延伸链(Ｅｅ) ２２ ２１.７８

β￣转角(Ｔｔ) ９ ８.９１

无规则卷曲(Ｃｃ) ４６ ４５.５４ 图 ４　 猪 ＳＵＭＯ１ 的三级结构

Ｆｉｇ.４　 Ｔｅｒｔｉａｒｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ＳＵＭＯ１

图 ５　 ＳＵＭＯ１ 蛋白在不同物种间的多序列比对

Ｆｉｇ.５　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｏｆ ＳＵＭＯ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ

图 ６　 猪 ＳＵＭＯ１ 蛋白的系统进化树

Ｆｉｇ.６　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ＳＵＭＯ１ ｐｒｏｔｅｉｎ

表 ４　 ＳＵＭＯ 化修饰位点预测结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＳＵＭＯ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｓｉｔｅ

基因 位点 多肽 评分 类型

ＴＬＲ２ ７１０ ＮＦＶＫＳＥＷ ０.８６７ ＴｙｐｅＩ: Ψ￣Ｋ￣Ｘ￣Ｅ

７８４ ＡＡＩＫＳ∗∗ ３.４７１ ＴｙｐｅＩＩ: Ｎｏｎ￣ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ

ＮＦ￣κＢ (ｐ６５) ２６４ ＥＤＬＫＱＱＬ ３.６６２ ＴｙｐｅＩＩ: Ｎｏｎ￣ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ

２７７ ＬＶＡＫＱＥＶ １.２４２ ＴｙｐｅＩ: Ψ￣Ｋ￣Ｘ￣Ｅ

２８５ ＤＫＬＫＥＥＡ １.９１５ ＴｙｐｅＩ: Ψ￣Ｋ￣Ｘ￣Ｅ

ＲＸＲα １１３ ＭＧＭＫＲＥＡ １.６８７ ＴｙｐｅＩ: Ψ￣Ｋ￣Ｘ￣Ｅ

１５７ ＶＥＰＫＴＥＴ １.０１４ ＴｙｐｅＩ: Ψ￣Ｋ￣Ｘ￣Ｅ

３３２１王　 丽等:猪 ＳＵＭＯ１ 基因的碱基序列特征及其在猪肺炎支原体感染过程中的表达



Ａ:半定量 ＰＣＲ 扩增 ＳＵＭＯ１ 基因及内参基因 ＨＰＲＴ１ꎬ１ ~ ７ 分别为心、肝、脾、肺、肾、小肠及肌肉ꎻＢ:ＳＵＭＯ１ 基因在各个组织中的相对表达

量ꎬ以 ＨＰＲＴ１ 为参照ꎮ
图 ７　 ＳＵＭＯ１ 基因在猪组织中的表达谱

Ｆｉｇ.７　 Ｔｉｓｓｕｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ ＳＵＭＯ１ ｇｅｎｅ ｉｎ ｐｉｇｓ

∗表示表示组间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ８　 猪肺炎支原体感染猪肺泡巨噬细胞后 ＳＵＭＯ１ 的 ｍＲＮＡ

相对表达量

Ｆｉｇ.８　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＵＭＯ１ ｍＲＮＡ ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ａｌｖｅｏｌａｒ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｆｔｅｒ Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

２.６　 猪支原体肺炎感染原代猪肺泡巨噬细胞后相

关调控基因的 ｍＲＮＡ 表达水平

　 　 猪肺炎支原体感染原代猪肺泡巨噬细胞 ２４ ｈ
后检测相关调控因子的表达情况ꎬ结果显示 ＴＬＲ２、
Ｐ６５ 和 ＲＸＲα 的 ｍＲＮＡ 表达水平均极显著性上调

(图 ９)ꎮ

３　 讨 论

猪肺炎支原体感染机体会造成细支气管和血管

周围的巨噬细胞和淋巴细胞发生单核细胞浸润ꎬ引
起炎症因子的表达和炎症反应[１１￣１３]ꎮ 将猪的免疫

器官胸腺切除后ꎬ再接种猪肺炎支原体ꎬ其肺炎症状

较未切除胸腺的猪轻ꎬ表明在猪支原体肺炎致病过

程中免疫系统发挥着关键作用[１４]ꎮ 本研究分离培

养了原代猪肺泡巨噬细胞ꎬ利用猪肺炎支原体 Ｊ 株

进行感染ꎬ发现炎症因子 ＩＬ￣６ 及 ＩＬ￣８ 的 ｍＲＮＡ 表达

水平极显著上调ꎬ说明猪肺炎支原体感染也会引起

细胞水平的炎症反应ꎮ 利用半定量 ＰＣＲ 检测了

ＳＵＭＯ１ 在猪不同组织中的表达谱ꎬ发现 ＳＵＭＯ１ 在

猪心、肝、脾、肺、肾、小肠及肌肉中均有表达ꎬ且在肺

部 ＳＵＭＯ１ 的表达量较其他组织高ꎬ说明 ＳＵＭＯ１ 可

能参与调控肺组织的生理功能ꎮ
为了研究猪 ＳＵＭＯ１ 在肺组织中的功能ꎬ本研

究首先克隆了猪 ＳＵＭＯ１ 基因的碱基序列ꎬ其次利

用生物信息学分析软件及网站预测分析了其基本属

性ꎮ 发现猪 ＳＵＭＯ１ 基因的编码区长为 ３０６ ｂｐꎬ可以

编码 １０１ 个氨基酸ꎮ 分析了 ８ 种不同物种ꎬ发现

ＳＵＭＯ１ 蛋白氨基酸序列在它们中的相似度高达

９８％以上ꎮ 系统进化树分析结果显示猪 ＳＵＭＯ１ 蛋

白与其他 ６ 种哺乳动物的 ＳＵＭＯ１ 蛋白聚为一类ꎬ而
卵生动物鸡单独为一类ꎮ 这表明作为蛋白质翻译后

修饰的蛋白质分子ꎬＳＵＭＯ１ 氨基酸序列在物种间高

度保守以保证其功能的保守ꎮ
机体的炎症反应受多种因子的调节ꎬＴｏｌｌ 样受

体家族成员在先天性和适应性免疫引起的炎症反应

中作为固有模式识别受体发挥着重要作用ꎬ其中

ＴＬＲ２ 的报道甚多ꎬ它可以激活先天性免疫反应ꎬ启
动炎症反应[１５￣１６]ꎮ 在敲除 ＴＬＲ２ 后机体过敏性炎症

反应会减轻[１７]ꎮ ＴＬＲ２ 可以调控 ＮＦ￣κＢ 参与抗菌肽

抵抗细菌对机体的侵袭ꎬ而 ＮＦ￣κＢ 可以调控 ＲＸＲα
等核转录因子参与炎症反应的发生[９]ꎮ 虽然 ＴＬＲ２、
ＮＦ￣κＢ 和 ＲＸＲα 均参与机体的炎症反应调控ꎬ但它

们在猪肺炎支原体感染过程中的作用还不明确ꎮ 本

研究发现猪肺炎支原体感染后原代猪肺泡巨噬细胞

中这些调控基因(ＴＬＲ２、ＮＦ￣κＢ 和 ＲＸＲα)的表达水

平均显著性上调ꎮ 利用 ＳＵＭＯｓｐ ２.０ 软件预测分析

后发现这些调控因子均存在潜在的 ＳＵＭＯ 修饰位
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∗∗表示表示组间差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ

图 ９　 猪肺炎支原体感染猪肺泡巨噬细胞后相关调控基因(ＴＬＲ２、Ｐ６５、ＲＸＲα)的 ｍＲＮＡ 相对表达量

Ｆｉｇ.９　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍＲＮＡ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｇｅｎｅｓ(ＴＬＲ２ꎬ Ｐ６５ꎬ ＲＸＲα) ｉｎ ｐｏｒｃｉｎｅ ａｌｖｅｏｌａｒ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｆｔｅｒ Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ

ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

点ꎮ 进一步分离培养原代猪肺泡巨噬细胞后利用猪

肺炎支原体感染ꎬ发现 ＳＵＭＯ１ 的表达水平显著升

高ꎬ推测 ＳＵＭＯ１ 在猪肺炎支原体感染过程中参与

炎症反应的发生ꎮ
ＳＵＭＯ 化修饰能通过直接或间接的方式影响

ＮＦ￣κＢ 和 ＲＸＲα 的功能ꎮ 在肺癌细胞中 ＳＵＭＯ１ 与

ＮＦ￣κＢ 的表达呈显著正相关关系ꎬ过表达 ＳＵＭＯ１
后 ＮＦ￣κＢ 的表达水平显著上调ꎬ干扰 ＳＵＭＯ１ 后

ＮＦ￣κＢ 的表达水平显著下调[１８]ꎮ 这与乳腺癌细胞

中去 ＳＵＭＯ 化蛋白 ＳＥＮＰ２ 可以抑制 ＮＦ￣κＢ 的活化

相符合[１９]ꎮ 利用 ＬＰＳ、ＩＬ￣１β、ＴＮＦα 诱导肝癌细胞

产生炎症反应时ꎬＲＸＲα 的 Ｋ１０８ 残基可以被 ＳＵＭＯ
化修饰ꎬ并影响其下游基因的表达ꎬ其中 ＬＰＳ 和 ＩＬ￣
１β 处理细胞后能诱导 ＲＸＲα 被 ＳＵＭＯ１ 蛋白修饰ꎬ
而 ＴＮＦα 处理后可以诱导 ＲＸＲα 被 ＳＵＭＯ１ 和 ＳＵ￣
ＭＯ２ 蛋白修饰[２０]ꎮ 本研究中发现 ＳＵＭＯ１ 与 ＴＬＲ２、
ＮＦ￣κＢ 和 ＲＸＲα 的表达呈现正相关关系ꎬ有待进一

步验证猪肺炎支原体感染过程中 ＳＵＭＯ１ 通过调控

ＴＬＲ２、ＮＦ￣κＢ 和 ＲＸＲα 的功能参与调控猪肺炎支原

体感染引起的炎症反应的推测ꎮ

参考文献:

[１] 　 ＳＩＭＩＯＮＡＴＴＯ Ｓꎬ ＭＡＲＣＨＩＯＲＯ Ｓ Ｂꎬ ＭＡＥＳ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｙｃｏｐｌａｓ￣

ｍａ ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ: ｆｒｏｍ ｄｉｓｅａｓｅ ｔｏ ｖａｃｃｉｎｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ [Ｊ] . Ｖｅｔ

Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌꎬ ２０１３ꎬ １６５(３ / ４): ２３４￣４２.

[２] 　 邵国青ꎬ华利忠.混合感染背景下猪呼吸道病的免疫与控制

[Ｊ] .中国兽药杂志ꎬ２０１２(４６):９７￣９９.

[３] 　 ＭＡＥＳ Ｄꎬ ＳＩＢＩＬＡ Ｍꎬ ＫＵＨＮＥＲＴ Ｐꎬ ｅｔ ａｌ. Ｕｐｄａｔｅ ｏｎ Ｍｙｃｏｐｌａｓ￣

ｍａ ｈｙｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｐｉｇｓ: Ｋｎｏｗｌｅｄｇｅ ｇａｇｓ ｆｏｒ ｉｍ￣

ｐｒｏｖｅｄ ｄｉｓｅａｓｅ ｃｏｎｔｒｏｌ [ Ｊ] . Ｔｒａｎｓｂｏｕｎｄ Ｅｍｅｒｇ Ｄｉｓꎬ ２０１８ꎬ ６５

(Ｓｕｐ １):１１０￣１２４.

[４] 　 ＯＫＡＭＵＲＡ Ｔꎬ ＯＮＯＤＥＲＡ Ｗꎬ ＴＡＹＡＭＡ Ｔꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｇｅｎｏｍｅ￣

ｗｉｄｅ ｓｃａｎ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｔｒａｉｔ ｌｏｃｉ ａｆｆｅｃｔｉｎｇ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ

ｉｍｍｕｎｅ ｃａｐａｃｉｔｙ ｉｎ ｌａｎｄｒａｃｅ ｐｉｇｓ [ Ｊ] . Ａｎｉｍａｌ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ ２０１２ꎬ

４３: ７２１￣７２９.

[５] 　 ＥＮＳＥＲＩＮＫ Ｊ Ｍ. Ｓｕｍｏ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ [ Ｊ] . Ｃｅｌｌ

Ｄｉｖꎬ ２０１５ꎬ １０:４.

[６] 　 ＫＬＡＵＳ Ｓꎬ ＰＵＣＫ Ｋꎬ ＥＶＥＲＴＶＡＮ Ｄꎬ ｅｔ ａｌ. ＳＵＭＯ Ａｓｓａｙ ｗｉｔｈ

ｐｅｐｔｉｄｅ ａｒｒａｙｓ ｏｎ ｓｏｌｉｄ ｓｕｐｐｏｒｔ: Ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ＳＵＭＯ ｔａｒｇｅｔ ｓｉｔｅｓ

[Ｊ] . Ｔｈｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２００８ꎬ １４４(１):３９￣４９.

[７] 　 ＷＡＮＧ Ｃꎬ ＺＥＮＧ Ｎꎬ ＬＩＵ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃ￣

ｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗｉｔｈ ＳＵＭＯ￣ｃｏｎｊｕｇａ￣

ｔｉｎｇ ｅｎｚｙｍｅ ｒｅｖｅａｌｓ ｔｈｅ ＳＵＭＯｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｃａｐｓｉｄ ｐｒｏｔｅｉｎ [Ｊ] .

ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１７ꎬ １２(１２):ｅ０１８９１９１.

[８] 　 ＹＡＮＧ Ｙꎬ ＨＥ Ｙꎬ ＷＡＮＧ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｔｅｉｎ ＳＵＭＯ ｙｌａｔｉｏｎ ｍｏｄｉｆｉ￣

ｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｔｓ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｄｉｓｅａｓｅ [ Ｊ] . Ｏｐｅｎ Ｂｉｏｌꎬ ２０１７ꎬ ７

(１０):１７０１６７.

[９] 　 ＺＨＯＵ Ｘꎬ ＬＩ Ｘꎬ ＷＡＮＧ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｅｃｒｏｐｉｎ Ｂ ｒｅｐｒｅｓｓｅｓ ＣＹＰ３Ａ２９

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＴＬＲ２ / ４￣ＮＦ￣κＢ / ＰＸＲ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ｐａｔｈｗａｙ [Ｊ] . Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｒｅｐｏｒｔｓꎬ ２０１６ꎬ１４(６):２７８７６.

[１０] 赵为民ꎬ涂　 枫ꎬ方晓敏ꎬ等.猪 ＰＫＭ２ 基因的序列分析与组织

表达及亚细胞定位[Ｊ] .湖南农业大学学报ꎬ２０１９ꎬ４５(１):８￣７７.

[１１] 方晓敏ꎬ赵为民ꎬ付言峰ꎬ等.猪支原体肺炎发生的品种敏感差

异及分子基础[Ｊ] .中国农业科学ꎬ２０１５ꎬ４８(１４):２８３９￣２８４７.

[１２] 郭芸芸ꎬ张雪寒ꎬ刘茂军ꎬ等.猪肺炎支原体纤毛黏附因子 Ｐ９７

和 Ｆ７￣ＣＴＢ 对 Ｏ 型口蹄疫灭活疫苗的免疫增强作用[Ｊ] . 江苏

农业科学ꎬ２０１９ꎬ４７(１１):２０４￣２１０.

[１３] 赵为民ꎬ涂　 枫ꎬ王　 丽ꎬ等. 猪 ＰＫＭ２ 基因在肺炎支原体感染

３Ｄ４ / ２１ 细胞后的互作蛋白质鉴定与分析[ Ｊ] .江苏农业学报ꎬ

２０１９ꎬ３５(６):１３８１￣１３８９.

[１４] 李彦伟ꎬ刘茂军ꎬ武昱孜ꎬ等.猪肺炎支原体致病机理研究进展

[Ｊ] .动物医学进展ꎬ２０１３ꎬ３４(８):８４￣８８.

５３２１王　 丽等:猪 ＳＵＭＯ１ 基因的碱基序列特征及其在猪肺炎支原体感染过程中的表达



[１５] ＧＯＵＬＯＰＯＵＬＯＵ Ｓꎬ ＭＣＣＡＲＴＨＹ Ｃ Ｇꎬ ＷＥＢＢ Ｒ Ｃ. Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅ￣

ｃｅｐｔｏｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｙｓｔｅｍ: ｓｅｎｓｉｎｇ ｔｈｅ ｄａｎｇｅｒｓ ｗｉｔｈｉｎ [ Ｊ] .

Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ Ｒｅｖｉｅｗｓꎬ ２０１６ꎬ ６８: １４２￣１６７.

[１６] ＰＡＧＥ Ｋꎬ ＬＩＥＲＬ Ｋ Ｍꎬ ＨＵＧＨＥＳ Ｖ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. ＴＬＲ２￣ｍｅｄｉａｔｅｄ ａｃｔｉ￣

ｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ Ｇｅｒｍａｎ ｃｏｃｋｒｏａｃｈ ｆｒａｓｓ [ Ｊ] .

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙꎬ ２００８ꎬ １８０: ６３１７￣６３２４.

[１７] ＬＩ Ｘꎬ ＣＨＥＮ Ｑꎬ ＣＨＵ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｏｖａｌｂｕｍｉｎ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ａｌｌｅｒｇｉｃ ａｓｔｈｍａ ｉｓ Ｔｏｌｌ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ [Ｊ] . Ａｌｌｅｒｇｙ ａｎｄ

Ａｓｔｈｍａ Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓꎬ ２０１４ꎬ ３５: １５￣２０.

[１８] ＫＥ Ｃꎬ ＺＨＵ Ｋꎬ ＳＵＮ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. ＳＵＭＯ１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｎｏｎ￣ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＮＦ￣

κＢ[Ｊ] . Ｔｈｏｒａｃ Ｃａｎｃｅｒꎬ ２０１９ꎬ １０(１):３３￣４０.

[１９] ＧＡＯ Ｘꎬ ＷＵ Ｙꎬ ＱＩＡＯ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. ＳＥＮＰ２ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ ＮＦ￣κＢ ａｃｔｉｖａ￣

ｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｓ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ[ Ｊ] . Ｅｕｒ Ｊ

Ｐｈａｒｍａｃｏｌꎬ ２０１９ꎬ ８５４(５):１７９￣１８６.

[２０] ＲＥＢＥＣＣＡ Ｓꎬ ＳＡＵＬ Ｊ. Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｍｅｄｉａｔｏｒｓ ｉｎｃｒｅａｓｅ ＳＵＭＯｙｌａ￣

ｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｔｉｎｏｉｄ Ｘ ｒｅｃｅｐｔｏｒ α ｉｎ ａ ｃ￣Ｊｕｎ Ｎ￣ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｋｉｎａｓｅ ￣ｄｅ￣

ｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ [Ｊ] . Ｍｏ￣

ｌｅｃｕｌａｒ Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙꎬ ２０１３ꎬ ８４: ２１８￣２２６.

(责任编辑:张震林)

６３２１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２０ 年 第 ３６ 卷 第 ５ 期




