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　 　 摘要:　 为研究宿主细胞核糖体蛋白 Ｌ１２(ＲＰＬ１２)在猪繁殖与呼吸综合征病毒(Ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒ￣
ａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓꎬ ＰＲＲＳＶ)复制中的作用ꎬ本研究通过荧光定量 ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔｔｉｎｇ 等方法ꎬ检测了 ＰＲＲＳＶ
感染对 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞中 ＲＰＬ１２ 表达的影响ꎬ以及过表达或敲减 ＲＰＬ１２ 对 ＰＲＲＳＶ 复制的影响ꎮ 结果显示ꎬＰＲＲＳＶ
感染可上调 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞中 ＲＰＬ１２ 基因的表达ꎮ 过表达 ＲＰＬ１２ 可促进 ＰＲＲＳＶ 的复制ꎬ而敲减 ＲＰＬ１２ 可抑制

ＰＲＲＳＶ 的复制ꎮ 通过免疫共沉淀和共聚焦显微镜检测ꎬ进一步研究发现 ＲＰＬ１２ 蛋白与 ＰＲＲＳＶ ＧＰ２ｂ 蛋白存在相

互作用ꎬ并共定位于细胞质中ꎮ 本研究首次发现了宿主蛋白 ＲＰＬ１２ 能够促进 ＰＲＲＳＶ 复制ꎬ并与 ＰＲＲＳＶ ＧＰ２ｂ 蛋白

存在相互作用ꎬ为进一步研究 ＰＲＲＳＶ 的感染与复制机制以及与宿主的相互作用提供了新的切入点ꎬ为抗病毒药物

的研发提供了有益的探索ꎮ
关键词:　 猪繁殖与呼吸综合征病毒(ＰＲＲＳＶ)ꎻ 核糖体蛋白 Ｌ１２(ＲＰＬ１２)ꎻ ＰＲＲＳＶ ＧＰ２ｂ 蛋白
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　 　 猪繁殖与呼吸综合征病毒(ＰＲＲＳＶ)是猪繁殖

与呼吸综合征(ＰＲＲＳ)的病原体[１]ꎬ是一种有囊膜

的单股正链 ＲＮＡ 病毒ꎬ是冠状病毒科成员[２]ꎬ在分

类上属于动脉病毒属[３]ꎮ 该病毒主要引起怀孕母

猪早产、流产以及木乃伊胎等繁殖障碍ꎬ也会引起公

猪精液质量下降ꎬ仔猪和育肥猪呼吸困难等症

状[４]ꎮ 病毒在扁桃体、肺和淋巴器官中持续复制ꎬ
可抑制宿主先天免疫[５￣８]ꎮ 另外ꎬＰＲＲＳＶ 经常与猪

圆环二型(ＰＣＶ２)猪瘟等病毒和副猪嗜血杆菌等细

菌存在混合感染[９￣１１]ꎬ而且 ＰＲＲＳＶ 存在毒力返强、
变异以及与临床毒株发生重组的风险ꎬ防控难度大ꎬ
给中国养猪业造成了巨大损失ꎮ 目前ꎬＰＲＲＳＶ 感染

与复制机制还未完全阐明ꎬ特别是宿主蛋白质在病

毒复制中的作用的研究尚不深入ꎬ解析这些问题有

助于理解 ＰＲＲＳＶ 的致病与免疫机制ꎬ有助于制定

ＰＲＲＳＶ 防控措施ꎮ
ＰＲＲＳＶ 基因组包含 １１ 个已知的开放阅读框

( ＯＲＦｓ ): ＯＲＦ１ａ、 ＯＲＦ１ｂ、 ＯＲＦ２ａ、 ＯＲＦ２ｂ、 ＯＲＦ３~
ＯＲＦ７、ＯＲＦ５ａ 和 ｔｒａｎｓｆｒａｍｅ (ＴＦ) ＯＲＦ[１２￣１４]ꎮ ＯＲＦ１ａ
和 ＯＲＦ１ｂ 的长度约占病毒基因组的三分之二ꎬ编码

病毒复制所必需的 １６ 种非结构蛋白(ＮＳＰｓ) [１５]ꎬ这些

非结构蛋白主要参与基因组复制和亚基因组的合成ꎮ
ＯＲＦ２~ ＯＲＦ７ 编码 ８ 种结构蛋白[ＧＰ２、ＧＰ２ｂ、ＧＰ３、
ＧＰ４、ＧＰ５ａ、ＧＰ５、Ｍ 和 Ｎ]ꎬ其中 ＧＰ２ｂ 蛋白完全包裹

在 ＯＲＦ２ 中ꎬ是一种小的、非糖基化蛋白质ꎬ大小只有

１０ ０００ꎬ但 ＧＰ２ｂ 相对大量存在于病毒粒子中ꎬ在 ２ 种

类型毒株间高度保守[１６]ꎬ是病毒粒子的重要组成部

分[１７]ꎮ ＧＰ２ｂ 已被证明与 ＧＰ４ 共价结合ꎬ而 ＧＰ３ 与

ＧＰ４ 结合形成病毒粒子表面的异三聚体复合物ꎬ被认

为参与病毒的侵入ꎮ 因此ꎬＧＰ２ｂ 在 ＰＲＲＳＶ 的感染与

复制过程中可能发挥着重要作用ꎮ 前期研究中ꎬ我们

利用 ＰＲＲＳＶ ＧＰ２ｂ 作为诱饵蛋白质ꎬ通过酵母双杂交

试验在猪肺泡巨噬细胞(ＰＡＭ)ｃＤＮＡ 文库中筛选到

了与 ＧＰ２ｂ 蛋 白 相 互 作 用 的 核 糖 体 蛋 白 Ｌ１２
(ＲＰＬ１２)ꎬ而 ＲＰＬ１２ 在 ＰＲＲＳＶ 复制过程中的作用尚

未明确ꎬ需要进一步探索ꎮ
本研究中ꎬ我们发现 ＰＲＲＳＶ 感染可上调 Ｍａｒｃ￣

１４５(非洲绿猴胚胎肾细胞)细胞中 ＲＰＬ１２ 基因的表

达ꎮ 为了探索 ＲＰＬ１２ 基因与 ＰＲＲＳＶ 复制之间的关

系ꎬ我们过表达和敲减了 ＲＰＬ１２ 基因ꎬ发现过表达

ＲＰＬ１２ 基因促进了 ＰＲＲＳＶ 的复制ꎬ 相反ꎬ 敲减

ＲＰＬ１２ 抑制了 ＰＲＲＳＶ 在 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞中的复制ꎮ

进一步研究发现 ＲＰＬ１２ 蛋白与 ＰＲＲＳＶ ＧＰ２ｂ 蛋白

存在相互作用ꎬ并共定位于细胞质中ꎮ 本研究首次

发现了宿主蛋白质 ＲＰＬ１２ 能够促进 ＰＲＲＳＶ 复制ꎬ
并与 ＰＲＲＳＶ ＧＰ２ｂ 蛋白存在相互作用ꎬ为进一步研

究 ＰＲＲＳＶ 的复制机制及与宿主的相互作用提供基

础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１.１.１　 细胞、病毒、抗体　 Ｍａｒｃ￣１４５、人胚肾 Ａ 细胞

(２９３Ａ)、ＰＲＲＳＶ ＪＳ￣１５ 毒株、ＰＲＲＳＶ Ｎ 蛋白抗体均

由本实验室保存ꎮ 鼠抗 β￣ａｃｔｉｎ 单克隆抗体购自爱

博泰克生物科技有限公司ꎮ 兔抗 ＲＰＬ１２ 单克隆抗

体、鼠抗 ＨＡ 单克隆抗体购自武汉三鹰生物技术有

限公司ꎮ 鼠单抗 ＦＬＡＧ 单克隆抗体、羊抗鼠二抗、羊
抗兔二抗、ＤＩＰＡ 染色液购自碧云天生物技术公司ꎮ
ＦＩＴＣ￣山羊抗小鼠 ＩｇＧ、ＣＹ３￣山羊抗小鼠 ＩｇＧ 购自博

士德生物工程有限公司ꎮ
１.１.２　 主要试剂 　 大肠杆菌感受态 Ｔｒａｎｓ ５α 购自

北京全式金生物技术有限公司ꎬ干扰片段由锐博生

物科技有限公司合成ꎬＰｌａｓｍｉｄ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ Ｉ、Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃ￣
ｔｉｏｎ Ｋｉｔ 购自广州飞扬生物工程有限公司ꎬ总 ＲＮＡ
提取试剂盒(双柱型)购自广州美基生物科技有限

公司ꎬ ５ × ＨｉＳｃｉｒｉｐｔ ＩＩ、 ｑＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ＩＩ 反转录酶、
ＡｃｅＱ ｑＰＣＲ Ｐｒｏｂｅ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 购自南京诺唯赞生物

科技股份有限公司ꎬ细胞高糖培养液 ＤＭＥＭ 购自上

海源培生物科技股份有限公司ꎬＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌＴＭ Ｗｅｓｔ
Ｐｉｃｏ ＰＬＵＳ Ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ 购自赛默飞世

尔科技公司ꎬ其余试剂均为分析纯ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 重组质粒的构建和鉴定 　 本研究中构建了

ｐＣＡＧＧＳ￣ＲＰＬ１２￣ＦＬＡＧ、 ｐＣＡＧＧＳ￣ＧＰ２ｂ￣ＨＡ 重 组 质

粒ꎮ 参考 ＧｅｎＢａｎｋ 中猪源核糖体蛋白基因 Ｌ１２ 碱

基序列(ＡＹ５５００４５.１)ꎬ设计引物 ＲＰＬ１２￣Ｆ、ＲＰＬ１２￣Ｒ
(表 １)ꎮ 以 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞总 ＲＮＡ 反转录得到的

ｃＤＮＡ 为模板ꎬ利用 ＲＰＬ１２ 引物扩增基因片段ꎬ扩增

片段产物和 ｐＣＡＧＧＳ 载体经 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｘｈｏ Ｉ 限制性

内切酶双酶切后胶回收ꎬ利用 Ｔ４ 酶连接的方法将

ＲＰＬ１２ 基因片段克隆到 ｐＣＡＧＧＳ 载体中ꎬ构建 Ｎ 端

带有 ＦＬＡＧ 标签的重组质粒 ｐＣＡＧＧＳ￣ＲＰＬ１２￣ＦＬＡＧꎮ
通过 ＲＮＡ 提取试剂盒提取 ＰＲＲＳＶ 总 ＲＮＡꎬ以

反转录得到的 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ以 ＰＲＲＳＶ￣ＧＰ２ｂ￣Ｆ、

７８６殷　 杰等:核糖体蛋白 Ｌ１２(ＲＰＬ１２)在猪繁殖与呼吸综合征病毒复制中的作用



ＰＲＲＳＶ￣ＧＰ２ｂ￣Ｒ 引物扩增 ＧＰ２ｂ 基因片段ꎬＫｐｎ Ｉ 和

Ｘｈｏ Ｉ 限制性内切酶双酶切 ＧＰ２ｂ 片段和 ｐＣＡＧＧＳ
载体ꎬ酶切产物经 １％琼脂糖凝胶电泳分离ꎬ确定其

大小后紫外灯下切割目的片段ꎬ然后回收ꎮ 用 Ｔ４
ＤＮＡ 连接酶将 ＧＰ２ｂ 目的片段及 ｐＣＡＧＧＳ 载体片段

３７ ℃连接 ２ ｈꎬ连接产物在 Ｔｒａｎｓ ５ α 感受态细胞中

转化ꎬ在含有氨苄青霉素的 ＬＢ 平板上筛选克隆ꎬ构
建 Ｎ 端带有 ＨＡ 标签的重组质粒 ｐＣＡＧＧＳ￣ＧＰ２ｂ￣
ＨＡꎮ 以上重组质粒分别进行双酶切和测序验证ꎮ
１.２.２　 质粒转染　 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞按１ ∶ ３ 比例传代ꎬ
每孔 ５００ μｌ 细胞悬液滴加到 ２４ 孔细胞板中ꎬ在
３７ ℃、体积分数为 ５％的 ＣＯ２培养箱中培养ꎬ细胞密

度达到 ７０％左右时进行转染ꎮ 按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
３０００ 操作说明转染 ｐＣＡＧＧＳ￣ＲＰＬ１２￣ＦＬＡＧ 重组质

粒ꎬ同时转染 ｐＣＡＧＧＳ 空载体作为对照ꎬ具体步骤如

下:分别在 ２ 个无菌 ＥＰ 管中加入 ２５０ μｌ Ｏｐｔｉ￣ＭＥＭꎬ
１ 个加入 ２ μｌ Ｌｉｐ３０００ꎬ另 １ 个加入 ２ μｌ Ｐ３０００ 和 １
μｇ 质粒ꎬ分别室温孵育 ５ ｍｉｎ 后ꎬ将 Ｌｉｐ３０００ 混合液

滴加到 ｐ３０００ 混合液中ꎬ室温孵育 １０ ｍｉｎꎬ将孵育完

成后的混合物逐滴加入到培养板ꎬ最后轻轻晃动培

养板混匀培养基ꎬ在 ３７ ℃ 、体积分数为 ５％的 ＣＯ２

培养箱中培养 ３６ ｈꎬ收取细胞进行检测ꎮ
１.２.３　 ｓｉ￣ＲＮＡ 转染 　 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞密度达到 ７０％
左右时进行转染ꎮ 按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 操作说

明转染 ｓｉ￣ＲＮＡꎬ具体步骤如下:取无菌 ＥＰ 管ꎬ加入

３ μｌ 的转染试剂 Ｌｉｐ３０００ 与 ５０ ｎｍｏｌ / Ｌ的 ｓｉ￣ＲＮＡꎬ加
入 Ｏｐｔｉ￣ＭＥＭ 补至 ５０ μｌꎮ 同时转染 ５０ ｎｍｏｌ / Ｌ的 ｓｉ￣
ＮＣ 作为对照ꎮ 用移液枪轻轻混匀ꎬ室温孵育 １０
ｍｉｎꎬ将转染混合液逐滴加入到细胞培养板中ꎬ最后

轻轻晃动培养基ꎬ在 ３７ ℃、体积分数为 ５％的 ＣＯ２培

养箱中培养 ３６ ｈꎬ收取细胞进行检测ꎮ
１.２.４　 病毒接种与病毒滴度检测 　 质粒或 ｓｉ￣ＲＮＡ
转染 ２４ ｈ 后ꎬ将 ＰＲＲＳＶ (ＭＯＩ＝ ０􀆰 １)接种至 Ｍａｒｃ￣
１４５ 细胞中ꎬ在 ３７ ℃、体积分数为 ５％的 ＣＯ２培养箱

中吸附 １ ｈꎬ弃去病毒液ꎬ用无菌 ＰＢＳ 再次清洗细胞

后加入 ２％血清 ＤＭＥＭ 维持液ꎮ 病毒接种 ３６ ｈ 后

收取细胞ꎬ细胞反复冻融 ３ 次ꎬ离心去除细胞碎片ꎬ
取上清液－８０ ℃保存ꎮ 将 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞接种到 ９６
孔板ꎬ当细胞长成单层后ꎬ用无血清 ＤＭＥＭ １ ∶ １０ 稀

释 ＰＲＲＳＶ 病毒液ꎬ每个稀释浓度 ８ 次重复ꎬ每孔

１５０ μｌ 病毒液ꎬ接种到细胞中ꎬ在 ３７ ℃体积分数的

５％的 ＣＯ２培养箱中培养 ３ ｄ 以上ꎬ逐日观察病变ꎬ记

录病变孔数ꎬ 按照 Ｒｅｅｄ￣Ｍｕｅｎｃｈ 方法计算病毒

ＴＣＩＤ５０ꎮ
１.２.５ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 　 将 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞用

蛋白裂解液裂解ꎬ加入１×ＳＤＳ ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 金属浴

１００ ℃煮沸 １０ ｍｉｎꎬ充分裂解细胞获取蛋白质样品ꎮ
每孔加入 １０ μｌ 细胞裂解蛋白质ꎬ经 １２􀆰 ５％硫酸十

二烷基钠聚丙烯酰胺凝胶电泳(ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)ꎬ转移

到硝酸纤维素膜上ꎮ ５％脱脂奶粉封闭液室温孵育

２ ｈꎬ１×ＰＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ４ ℃孵育一抗过夜ꎬ洗膜 ３
次ꎬＨＲＰ 标记二抗在室温孵育 １ ｈꎬ洗膜 ３ 次ꎬ利用

ＥＣＬ 曝光系统观察结果ꎮ
１.２.６　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测　 按照 Ｈｉｐｕｒｅ Ｔｏｔａｌ
ＲＮＡ ＭｉＮｉ Ｋｉｔ 总 ＲＮＡ 小提试剂盒收集细胞并提取

细胞中的总 ＲＮＡꎬ参照 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅱ Ｑ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ
ｆｏｒ ｑＰＣＲ 进行 ＲＮＡ 逆转录ꎬ以获得的 ｃＤＮＡ 为模板

进行扩增ꎬＰＣＲ 反应总体系为 ２０􀆰 ０ μｌꎬ１０􀆰 ０ μｌ ２×
ＡｃｅＱ ｑＰＣＲ Ｐｒｏｂｅ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘꎬ０􀆰 ４ μｌ 上游引物ꎬ０􀆰 ４
μｌ 下游引物ꎬ０􀆰 ２ μｌ １０ μｍｏｌ / Ｌ Ｔａｑ ｍａｎ Ｐｒｏｂｅꎬ０􀆰 ４
μｌ ５０×ＲＯＸ Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ Ｄｙｅꎬ１􀆰 ０ μｌ ｃＤＮＡꎬ７􀆰 ６ μｌ 水ꎮ
ＰＣＲ 反应程序:９５ ℃ ５ ｍｉｎ 预变性ꎬ９５ ℃ １０ ｓꎬ６０
℃ ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ 进行 ＰＲＲＳＶ 拷贝数的 Ｒｅａｌ￣
ｔｉｍｅ ＲＴ￣ＰＣＲ 检测ꎬ根据标准曲线进行病毒拷贝数

的绝对荧光定量计算ꎬ所有处理组均重复检测 ３ 次ꎬ
扩增引物见表 １ꎮ ＴａｎＭａｎ 探针序列为 ５′￣ＦＡＭ ＴＣ￣
ＣＣＧＧＴＣＣＣＴＴＧＣＣＴＣＴＧＧＡ￣３′ꎮ

表 １　 本试验中用到的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称　 　 序列(５′→３′)

ＲＰＬ１２￣Ｆ ＣＣＧＧＡＡＴＴＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＣＣＧＣＣＴＡＡＧＴＴＣＧＡＣ

ＲＰＬ１２￣Ｒ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＣＡＣＴＴＡＴＣＧＴＣＧＴＣＡＴＣＣＴＴＧＴＡＡＴＣ￣
ＧＣＴＡＧＣＴＧＧＧＣＡＴＴＣ

ＰＲＲＳＶ￣ＧＰ２ｂ￣Ｆ ＣＧＧＧＧＴＡＣＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＧＧＴＣＴＡＴＧＣＡＡＡＧＣ

ＰＲＲＳＶ￣ＧＰ２ｂ￣Ｒ ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＴＣＡＡＧＣＧＴＡＡＴＣＴＧＧＡＡＣＡＴＣＧＴＡＴＧ￣
ＧＧＴＡＴＡＡＧＡＴＣＴＴＣＴＧＴＡＡＴＴＧ

Ｔｙ￣ＧＡＰＤＨ￣Ｆ ＴＧＡＣＣＴＧＣＣＧＴＧＧＡＡＡＡ

Ｔｙ￣ＧＡＰＤＨ￣Ｒ ＧＧＡＡＧＡＧＴＧＧＧＴＧＴＣＧＣＴＧＴ

ｑＰＲＲＳＶ￣Ｎ￣Ｆ ＴＣＡＧＣＴＧＴＧＣＣＡＡＡＴＧＣＴＧＧ

ｑＰＲＲＳＶ￣Ｎ￣Ｒ ＡＡＡＴＧＧＧＧＣＴＴＣＴＣＣＧＧＧＴＴＴＴ

ｓｉ￣ＲＮＡ ＧＡＡＣＣＡＴＴＡＡＡＧＡＧＡＴＣＣＴ

１.２.７　 激光共聚焦检测 　 将 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞经胰酶

消化后均匀铺于带有细胞爬片的 ２４ 孔细胞板中ꎬ当
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细胞汇合度约为 ７０％时ꎬｐＣＡＧＧＳ￣ＲＰＬ１２￣ＦＬＡＧ 和

ｐＣＡＧＧＳ￣ＧＰ２ｂ￣ＨＡ 共转染 １ μｇꎬ同时将 ２ 种质粒分

别和空载体共转染 １ μｇꎬ并设立不转染质粒细胞孔

为阴性对照ꎬ转染 ３６ ｈ 后ꎬ弃掉培养基ꎬＰＢＳ 清洗细

胞 ２ 次ꎬ用预冷的 ８０％乙醇溶液 ４ ℃ 固定细胞 ３０
ｍｉｎꎬ弃掉固定液ꎬＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬＭｏｕｓｅ￣Ａｎｔｉ￣ＦＬＡＧ 按

照１ ∶ １ ０００ (体积比) 稀释ꎬꎬＲａｂｂｉｔ￣Ａｎｔｉ￣ＨＡ 按照

１ ∶ ５００(体积比)稀释ꎬ混合后滴加到细胞孔中ꎬ在
恒温孵育箱中 ３７ ℃孵育 ２ ｈꎬＰＢＳ 清洗细胞 ３ 次ꎬ使
用 ＦＩＴＣ￣荧光二抗(１ ∶ ４００)３７ ℃孵育 １ ｈꎬＰＢＳ 清洗

细胞 ３ 次ꎬ用 ＤＡＰＩ 核染料染色 ５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 清洗细

胞 ３ 次ꎬ取出爬片ꎬ用固封液将爬片固定在载玻片

上ꎬ放置在暗处晾干ꎬ使用 Ｚｅｓｓｉ 激光共聚焦显微镜

观察结果ꎮ
１.２.８　 Ｃｏ￣ＩＰ 检测　 ｐＣＡＧＧＳ￣ＲＰＬ１２￣ＦＬＡＧ、ｐＣＡＧＧＳ￣
ＧＰ２ｂ￣ＨＡ 重组质粒在细胞汇合率达到约 ７０％的 ２４ 孔

Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞板中共转染 １ μｇꎬ ｐＣＡＧＧＳ￣ＲＰＬ１２￣
ＦＬＡＧ、ｐＣＡＧＧＳ 空载体共转染 １ μｇꎮ ３７ ℃、体积分数

５％的 ＣＯ２培养箱中培养 ３０ ｈ 后ꎬ每孔加入 ７０ μｌ 蛋白

质裂解液收集细胞ꎬ５ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ 以去除细

胞碎片ꎬ取 １００ μｌ 上清液加入 ＳＤＳ ｂｕｆｆｅｒ 煮沸为对照

组ꎬ其余上清液与 ａｎｔｉ￣ＨＡ 抗体(１~１ ０００)４ ℃轻摇孵

育过夜ꎬ再与 ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ＋Ｇ Ａｇａｒｏｓｅ ４ ℃缓慢摇动偶联

４ ｈꎮ 免疫复合物被沉淀ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测

结果ꎮ
１.３　 数据分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７.０ 软件进行数据统计分

析ꎬ利用 ｔ 检验法统计各组标准差及组间差异显著

性ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 时差异显著ꎬ标记为∗ꎬＰ<０􀆰 ０１ 时差异

极显著ꎬ标记为∗∗ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＰＲＲＳＶ 感染促进 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞中 ＲＰＬ１２ 的
表达

　 　 为了检测 ＰＲＲＳＶ 感染对细胞内 ＲＰＬ１２ 表达的

影响ꎬ将 ＰＲＲＳＶ (ＭＯＩ＝ ０􀆰 １)接种到 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞ꎬ
分别于感染后 １２ ｈ、２４ ｈ 和 ３６ ｈ 收集细胞ꎬ通过荧光

定量和 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔｔｉｎｇ 方法检测内源基因 ＲＰＬ１２ 表

达的变化ꎬ结果显示ꎬ随着 ＰＲＲＳＶ 的复制ꎬＲＰＬ１２ 的

转录水平(图 １Ａ)和蛋白质表达水平(图 １Ｂ)均明显

增强ꎬ说明 ＰＲＲＳＶ 感染能够上调细胞中 ＲＰＬ１２ 的表

达ꎮ

Ａ:ＲＰＬ１２ 的转录水平ꎻＢ:ＲＰＬ１２ 编码的蛋白质水平ꎮ Ｎ 为 ＰＲＲＳＶ 的 Ｎ 蛋白ꎬＲＰＬ１２ 为核糖体蛋白 Ｌ１２ꎬβ￣ａｃｔｉｎ 为内参基因编码的蛋白质ꎮ
∗∗表示差异极显著(Ｐ<０.０１)ꎮ
图 １　 ＰＲＲＳＶ 感染 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞后上调 ＲＰＬ１２ 的表达

Ｆｉｇ.１　 Ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ (ＰＲＲＳＶ) ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＰＬ１２ ｉｎ Ｍａｒｃ￣１４５ ｃｅｌｌｓ

２.２　 过表达 ＲＰＬ１２ 促进 ＰＲＲＳＶ 在Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞

中的复制

　 　 将 ｐＣＡＧＧＳ￣ＲＰＬ１２ ￣ＦＬＡＧ 重组质粒转染至

细胞密度达到 ７０％ 的 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞中ꎬ ２４ 孔

Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞中ꎬ同时转染空载体质粒作为对

照ꎬ转染 ２４ ｈ 后将 ＰＲＲＳＶ (ＭＯＩ ＝ ０􀆰 １) 接种到

Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞后ꎬ在 ３７ ℃ 、体积分数为 ５％ 的

ＣＯ ２培养箱中培养细胞ꎬ分别在接种病毒后 １ ｈ、

１２ ｈ、２４ ｈ、３６ ｈ 收取细胞ꎬ用 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔｔｉｎｇ 和

荧光定量 ＰＣＲ 方法检测病毒含量ꎬ结果显示ꎬ
ＰＲＲＳＶ 感染后 １２ ｈ、２４ ｈ、３６ ｈꎬ过表达 ＲＰＬ１２
对 ＰＲＲＳＶ 复 制 都 有 促 进 作 用 ( 图 ２Ａ ) ( Ｐ<
０􀆰 ０１) ꎮ 感染后 ３６ ｈ 的细胞中 ＰＲＲＳＶ 的蛋白

质含量(图 ２Ｂ)和病毒滴度(图 ２Ｃ)均极显著增

加( Ｐ<０􀆰 ０１) ꎮ 这些结果说明过表达 ＲＰＬ１２ 对

ＰＲＲＳＶ 的增殖有促进作用ꎮ

９８６殷　 杰等:核糖体蛋白 Ｌ１２(ＲＰＬ１２)在猪繁殖与呼吸综合征病毒复制中的作用



Ａ:过表达 ＲＰＬ１２ 后不同时间点 ＰＲＲＳＶ Ｎ 的表达情况ꎻＢ:ＰＲＲＳＶ Ｎ 蛋白表达量ꎮ Ｃ:病毒滴度ꎮ ａ:对照组ꎻｂ:过表达 ＲＰＬ１２ 组ꎻ∗∗表示差异

极显著(Ｐ<０.０１)ꎮ
图 ２　 过表达 ＲＰＬ１２ 促进 ＰＲＲＳＶ 的复制

Ｆｉｇ.２　 Ｏｖｅｒ￣ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＰＬ１２ ｉｎ Ｍａｒｃ￣１４５ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ (ＰＲＲＳＶ)

２.３　 敲减 ＲＰＬ１２ 抑制 ＰＲＲＳＶ 在Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞中

的复制

　 　 转染干扰片段 ２４ ｈ 后ꎬ将 ＰＲＲＳＶ (ＭＯＩ＝ ０􀆰 １)
接种到 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞中ꎬ分别在 １ ｈ、 １２ ｈ、２４ ｈ、３６
ｈ 后收取细胞样品ꎬ提取并反转录 ５００ ｎｇ ＲＮＡ 作为

模板ꎬ利用荧光定量方法检测 ＰＲＲＳＶ Ｎ 基因的变

化ꎬ结果显示ꎬＰＲＲＳＶ 感染后的 １２ ｈ、２４ ｈ、３６ ｈꎬ敲
减 ＲＰＬ１２ 对 ＰＲＲＳＶ 复制都有抑制作用 (图 ３Ａ)
(Ｐ<０􀆰 ０５ 或 Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ 同样的ꎬ３６ ｈ 收取的细胞中

ＰＲＲＳＶ 的 Ｎ 蛋白含量(图 ３Ｂ)、病毒拷贝数(图 ３Ｃ)
均降低ꎮ 这些结果说明敲减 ＲＰＬ１２ 会抑制 ＰＲＲＳＶ
的增殖ꎮ

Ａ: 敲减 ＲＰＬ１２ 后不同时间点 ＰＲＲＳＶ Ｎ 的表达情况ꎻ Ｂ:ＰＲＲＳＶ Ｎ 蛋白表达量ꎮ Ｃ:病毒拷贝数ꎮ ａ:对照组ꎻｂ:ＲＰＬ１２ 干扰片段组ꎻ∗表示差

异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ∗∗表示差异极显著(Ｐ<０􀆰 ０１)ꎮ
图 ３　 敲减 ＲＰＬ１２ 抑制 ＰＲＲＳＶ 的复制

Ｆｉｇ.３　 Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ ＲＰＬ１２ ｉｎ Ｍａｒｃ￣１４５ ｃｅｌｌｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅ ａｎｄ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ｖｉｒｕｓ (ＰＲＲＳＶ)
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２.４　 ＲＰＬ１２ 蛋白与 ＰＲＲＳＶ ＧＰ２ｂ 蛋白的相互作用

为了验证 ＲＰＬ１２ 与 ＧＰ２ｂ 之间的相互作用ꎬ将
ｐＣＡＧＧＳ￣ＲＰＬ１２￣ＦＬＡＧ 和 ｐＣＡＧＧＳ￣ＧＰ２ｂ￣ＨＡ 质粒共

转染至 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞ꎬ并设置空载体共转染组作为

对照ꎮ 转染 ３０ ｈ 后用 ＲＩＰＡ 蛋白裂解液收取细胞进

行 ｃｏ￣ＩＰ 分析ꎮ １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ 去除细胞碎

片ꎬ取离心后的上清液加入鼠抗 ＨＡ 单克隆抗体置

于侧摆摇床上 ４ ℃孵育过夜ꎬ再加入 ｐｒｏｔｅｉｎ(Ａ＋Ｇ)
琼脂糖凝珠偶联 ４ ｈꎬ洗涤后收取样品进行蛋白质印

迹分析ꎮ 结果表明ꎬＲＰＬ１２ 与 ＰＲＲＳＶ ＧＰ２ｂ 蛋白存

在相互作用(图 ４)ꎮ
２.５　 ＲＰＬ１２ 蛋白与 ＰＲＲＳＶ ＧＰ２ｂ 蛋白共定位于细

胞质

　 　 为了进一步验证 ＲＰＬ１２ 与 ＰＲＲＳＶ ＧＰ２ｂ 蛋白

的相互作用ꎬ将 ｐＣＡＧＧＳ￣ＲＰＬ１２￣ＦＬＡＧ 和 ｐＣＡＧＧＳ￣
ＧＰ２ｂ￣ＨＡ 重组质粒共转染至 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞 ３６ ｈ
后ꎬ进行细胞固定ꎬ洗涤 ３ 次后ꎬ共孵育 Ｆｌａｇ 和 ＨＡ
抗体ꎬ不同荧光标记二抗孵育后ꎬ利用激光共聚焦检

测 ＲＰＬ１２ 与 ＰＲＲＳＶ ＧＰ２ｂ 在 Ｍａｒｃ￣１４５ 细胞中的定

位ꎮ 结果显示ꎬＲＰＬ１２ 在细胞质和细胞核中均有定

位ꎬＧＰ２ｂ 主要定位于细胞质中ꎮ 当 ＲＰＬ１２ 与 ＧＰ２ｂ
共表达时ꎬ两者在细胞质中存在共定位(图 ５)ꎮ

ｐＣＡＧＧＳ 为空载体对照ꎻＨＡ￣ＧＰ２ｂ 为带有 ＨＡ 标签的 ＰＲＲＳＶ
ＧＰ２ｂꎻＦＬＡＧ￣ＲＰＬ１２ 为带有 ＦＬＡＧ 标签的 ＲＰＬ１２ꎮ ＋:添加基因ꎻ
－:未添加基因ꎮ
图 ４　 ＲＰＬ１２ 蛋白与 ＰＲＲＳＶ ＧＰ２ｂ 蛋白的相互作用

Ｆｉｇ.４ 　 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＲＰＬ１２ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ＰＲＲＳＶ ＧＰ２ｂ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ Ｍａｒｃ￣１４５ ｃｅｌｌｓ

ａ１~ ａ４:ｐＣＡＧＧＳ￣ＲＰＬ１２￣ＦＬＡＧ 与空载体质粒ꎬ每种质粒转染 ０.５ μｇꎬ孵育 ３０ ｈꎻｂ１ ~ ｂ４:ｐＣＡＧＧＳ￣ＧＰ２ｂ￣ＨＡ 与空载体质粒ꎬ每种质粒转染 ０.５
μｇꎬ孵育 ３０ ｈꎻｃ１~ ｃ４:ｐＣＡＧＧＳ￣ＲＰＬ１２￣ＦＬＡＧ 和 ｐＣＡＧＧＳ￣ＧＰ２ｂ￣ＨＡ 质粒共转染 １􀆰 ０ μｇꎬ每种质粒 ０.５ μｇꎬ孵育 ３０ ｈꎬ细胞固定ꎬ然后用鼠抗ＨＡ
单克隆抗体和兔抗 ＲＰＬ１２ 单克隆抗体在恒温孵育温箱中 ３７ ℃共孵育 ２ ｈꎬＦＩＴＣ￣山羊抗小鼠 ＩｇＧ(绿色)、ＣＹ３￣山羊抗小鼠 ＩｇＧ(红色)在恒温

孵育温箱中 ３７ ℃共孵育 １ ｈꎬＤＡＰＩ 核染料染核 ５ ｍｉｎꎬ最后利用激光显微镜合成图片ꎮ
图 ５　 ＲＰＬ１２ 蛋白与 ＰＲＲＳＶ ＧＰ２ｂ 蛋白共定位于细胞质中

Ｆｉｇ.５　 ＲＰＬ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ＰＲＲＳＶ ＧＰ２ｂ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏ￣ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ

１９６殷　 杰等:核糖体蛋白 Ｌ１２(ＲＰＬ１２)在猪繁殖与呼吸综合征病毒复制中的作用



３　 讨 论

２００６ 年至今ꎬ高致病性 ＰＲＲＳＶ(ＨＰ￣ＰＲＲＳＶ)在
中国大部分地区持续蔓延[１８]ꎬ是影响中国养猪产业

最严重的病毒之一[１９]ꎮ 近些年ꎬＰＲＲＳＶ 类 ＮＡＤＣ３０
毒株迅速在中国大部分地区流行ꎮ 由于 ＰＲＲＳＶ 具有

抗原变异[２０￣２１]、抗体依赖性增强、免疫抑制[２２￣２３] 以及

在猪群中常持续性感染等特点ꎬＰＲＲＳＶ 的防控及根

除具有较大难度ꎮ 目前对 ＰＲＲＳＶ 感染与复制机制了

解甚少ꎬ对病毒的一些功能蛋白的解析也很有限ꎬ宿
主蛋白在 ＰＲＲＳＶ 复制中的作用研究也不深入ꎬ这些

问题均需要进一步研究ꎬ以便阐明 ＰＲＲＳＶ 感染与复

制机制ꎬ为 ＰＲＲＳＶ 防控措施的制定提供理论依据ꎮ
宿主蛋白在病毒感染与复制过程中发挥着重要作

用ꎮ 目前已发现多个抗病毒蛋白质ꎬ例如干扰素(ＩＦＮ)
诱导的先天性免疫抑制因子(Ｍｙｘｏｖｉｒｕｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ２ꎬ
Ｍｘ２)[２４]ꎬ干扰素(ＩＦＮ)刺激蛋白 Ｖｉｐｅｒｉｎ[２５]ꎬ干扰素诱

导的四肽重复序列 ３ (ＩＦＩＴ３)[２６]ꎬ胆固醇 ２５￣羟化酶

(ＣＨ２５Ｈ)[２７]等ꎮ 而有关促进病毒复制的宿主蛋白报道

较少见ꎮ 本研究中ꎬ我们发现了宿主蛋白 ＲＰＬ１２ 能够

促进 ＰＲＲＳＶ 的复制ꎮ ＲＰＬ１２ 属于核糖体蛋白 Ｌ１１Ｐ 家

族ꎬＲＰＬ１２ 基本上通过调控自身的剪接来调控自身的

转录ꎬＲＰＬ１２ 缺失以密码子特异性的方式影响翻

译[２８￣２９]ꎮ 本研究中ꎬ我们发现 ＲＰＬ１２ 能够与 ＧＰ２ｂ 蛋

白互作ꎬ这可能是其促进 ＰＲＲＳＶ 复制的重要原因之

一ꎬ而其中的具体机制还有待进一步探索ꎮ
ＧＰ２ｂ 蛋白是一种非糖基化的膜蛋白ꎬ其相对分

子质量为１０ ０００[３０]ꎬ被认为参与病毒的侵入[３１]和复

制[３２]ꎮ ＧＰ２ｂ 蛋白在 ２ 种类型 ＰＲＲＳＶ 中高度保守

且相对大量地存在于病毒粒子中ꎬＧＰ２ｂ 与 ＧＰ３、
ＧＰ４ 结合形成病毒粒子表面的异三聚体复合物ꎬ在
介导宿主细胞免疫、维持病毒糖蛋白间的正确构象

及病毒的感染等方面发挥重要的作用[３３]ꎮ 病毒蛋

白与宿主蛋白互作的相关研究对于研究 ＰＲＲＳＶ 在

细胞内的复制及逃避宿主及宿主抵抗病毒感染的方

式都有着非常重要的意义ꎮ 在细胞水平上研究

ＰＲＲＳＶ 与其宿主蛋白互作的机制有利于寻找更加

保守、广谱的靶点ꎮ ＲＰＬ１２ 基因编码核糖体的结构

蛋白ꎬ并参与蛋白质翻译[３４] 与蛋白质合成的调

节[３５]ꎬ本研究前期构建了猪肺泡巨噬细胞的酵母双

杂交 ｃＤＮＡ 文库ꎬ成功地构建了 ＰＧＢＫＴ７￣２ｂ 钓饵载

体和钓饵菌株ꎬ筛选出与 ＧＰ２ｂ 互作的 ＲＰＬ１２ꎮ 本

研究中发现宿主蛋白 ＲＰＬ１２ 能够与 ＧＰ２ｂ 互作ꎬ并
促进 ＰＲＲＳＶ 复制ꎬ进一步扩展了 ＧＰ２ｂ 的蛋白质功

能ꎮ 由此可见ꎬＧＰ２ｂ 不但在病毒的组装中发挥重要

功能ꎬ其在病毒和宿主互作过程中也发挥作用ꎮ 因

此ꎬＧＰ２ｂ 有可能成为防控 ＰＲＲＳＶ 的靶点之一ꎮ
本研究通过免疫共沉淀、激光共聚焦试验发现

宿主细胞核糖体蛋白 Ｌ１２ (ＲＰＬ１２)与 ＰＲＲＳＶ ＧＰ２ｂ
蛋白之间的相互作用ꎮ 另外ꎬ随着 ＰＲＲＳＶ 的复制ꎬ
ＲＰＬ１２ 的转录水平和蛋白质表达水平均明显增强ꎬ
ＰＲＲＳＶ 感染能够上调细胞中 ＲＰＬ１２ 的表达ꎮ 同时ꎬ
荧光定量和 Ｗｅｓｔｅｒｎ￣ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测发现过表达 ＲＰＬ１２
能够促进 ＰＲＲＳＶ 的复制ꎬ敲减 ＲＰＬ１２ 能够抑制

ＰＲＲＳＶ 的复制ꎮ 通过上述研究结果扩展了 ＰＲＲＳＶ
ＧＰ２ｂ 的蛋白质功能ꎬ有助于进一步研究 ＰＲＲＳＶ 的

感染与复制机制以及与宿主之间的相互作用ꎮ
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３９６殷　 杰等:核糖体蛋白 Ｌ１２(ＲＰＬ１２)在猪繁殖与呼吸综合征病毒复制中的作用




