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摘要! 网格蛋白介导的胞吞是病毒侵入细胞的重要途径! 网格蛋白重链%

89:;<=+3 <>:?@ 8<:+3A BCDB

&是形成网格蛋白

小窝结构的重要组成部分' 针对
6986

基因的转录后调控特别是调控猪
:#3 3;$"(& 6986

的
E+FGH

目前还不太清楚'

本研究旨在筛选出调控猪
6986

基因的
E+FGH

' 利用生物信息学方法预测出
6

个靶向猪
6986

基因的
E+FGH

! 将

猪
6986

基因
$$IDF

克隆至双荧光素酶报告基因载体
J2+BKLBM

7

中获得双荧光素酶报告基因重组载体
J2+BKLBM

7

#

6986#$$IDF

' 将预测得到的
E+FGH

分别和重组载体
J2+BKLBM

7

#6986#$$IDF

共转染到细胞中! 以乱序序列作为阴

性对照"

GB

&! 检测
E+FGH

对重组质粒荧光素酶活性的影响' 结果发现
E+F#7-5

!

E+F#/

!

E+F#/7&#5J

和
E+F#7-6

均

能够显著抑制荧光素酶活性"

<＜-.-5

&' 在猪肾上皮细胞系
NM/5

细胞中超表达
E+F#/

和
E+F#/4&#5J

后! 定量
NBF

"

O#NBF

&结果显示$ 猪
6986

基因的表达量显著下调' 突变了
J2+BKLBM

4

"6986#$$IDF

载体中这
(

个
E+FGH

的种子

序列的结合位点发现$

E+F#/

对突变质粒中的荧光素酶无显著抑制作用' 表明
E+F#/

与猪
6986

基因有直接的靶向

关系! 并通过其种子序列抑制
6986

基因的表达' 图
6

表
4

参
4$

关键词! 猪(

6986

(

E+FGH

( 胞吞( 双荧光素酶报告基因载体

中图分类号!

P%54

文献标志码!

H

文章编号!
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N=>)+8;+*3 :3) ?:9+):;+*3 *Q E+FGH ;:=R>;+3R ;<> J*=8+3> 6986 R>3>

SHGT U:9+A KL M>A UI V+3RA UHGT P*3RW:+A XKHY H@*3R

!
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%

!"#$%&'$( B9:;<=+3 <>:?@ 8<:+3

!

BCDB

%

A :3 +EJ*=;:3; 8*EJ*3>3; *Q 89:;<=+3#8*:;>) J+;2A J9:@2 :3 +EJ*=;:3;

=*9> \+;< ?+=]2 +3?:2+*3 *Q 8>992^ <*\>?>=A J*2;#;=:328=+J;+*3:9 R>3> =>R]9:;+*3 *Q ;<> 6986 R>3>A >2J>8+:99@

J*=8+3> 6986 R>3> =>R]9:;+*3 W@ E+FGH <:2 3*; @>; W>>3 89>:=9@ >9]8+):;>). D<+2 2;])@ :+E>) ;* 28=>>3

E+FGH2 ;<:; ;:=R>; ;<> 6986 R>3>. [+=2;A W+*+3Q*=E:;+82 J=>)+8;>) ;<:; E+F#7-5A E+F#/A E+F#/7&#5JA E+F#

7-6A E+F#/&:A :3) E+F#/&W ;:=R>;>) ;<> J*=8+3> 6986 R>3>. D<>3 J*=8+3> BCDB $$IDF \:2 89*3>) +3;* ;<>

J2+BKLBM

7

?>8;*=A :3) ;<> )]:9 9]8+Q>=:2> =>J*=;>= =>8*EW+3:3; ?>8;*= J2+BKLBM

7

#$$IDF \:2 8*32;=]8;>).

D<> J=>)+8;+*3 *Q E+FGH :3) ;<> =>8*EW+3:3; ?>8;*= J2+BKLBM

7

#$$ IDF \>=> 8*#;=:32Q>8;>) +3;* 8>992A

=>2J>8;+?>9@A \+;< ;<> 28=:EW9> 2>O]>38> *Q E+FGH :2 : 3>R:;+?> 8*3;=*9

!

GB

%

^ ;<>3 ;<> 9]8+Q>=:2> :8;+?+;@ \:2

)>;>8;>). H O]:3;+;:;+?> NBF

!

O#NBF

%

\:2 :92* ]2>) ;* )>;>=E+3> ;<> >_J=>22+*3 *Q 6986 EFGH 9>?>92. D<>3

;* ?>=+Q@ \<>;<>= E+FGH =>R]9:;>) ;<> J*=8+3> 6986 R>3> ;<=*]R< 2>>) 2>O]>38>2A W+3)+3R 2+;>2 *Q

J2+BKLBM

7

#$$IDF \+;< 2>>) 2>O]>38> \>=> E];:;>). F>2]9;2 2<*\>) ;<:; E+F#7-5A E+F#/A E+F#/7&#5JA :3)

E+F#7-6 \>=> :W9> ;* 2+R3+Q+8:3;9@ +3<+W+; 9]8+Q>=:2> :8;+?+;@

!

<＜-.-5

%

. H; ;<> 2:E> ;+E> ;<>=> \:2 :3

*?>=>_J=>22+*3 *Q E+F#/ :3) E+F#/7&#5J +3 NM/5 8>992A :3) ;<> O#NBF 2<*\>) ;<:; ;<> >_J=>22+*3 *Q 6986

EFGH 9>?>9 \:2 2+R3+Q+8:3;9@ =>)]8>)

!

<＜-.-5

%

. `>=+Q+8:;+*3 *Q \<>;<>= ;<> Q*]= E+FGH

!

E+F#7-5A E+F#/A

收稿日期&

7-/6#-5#$/

' 修回日期&

7-/6#-"#/$

基金项目 & 国家自然科学基金青年基金资助项目 (

$/5-/&7/
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)
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"

D7- % >(3H ! 6.=H !F 12>H

#

!"# $%&'() ,819(/2I !"#!I '()JKI 2/089@58:(:I 04.5 549(>21.:2 12,81621 32/2 ?29681

'()JK

是一类小的单链非编码核糖核酸序列$ 长度为
!!L!M

个核苷酸$ 通过与靶基因
F"GB)

区域

结合进而抑制靶基因的表达"

#NF

#

%

'()JK

具有高度的保守性& 时序性和组织特异性' 能够调控生物体特

定的生理功能' 在生物体生长& 发育和疾病发生等过程中发挥着重要的作用"

M

#

% 网格蛋白(

95.671(/

!介导

的胞吞是信号分子进入细胞的主要途径' 也是病毒进入细胞的重要途径% 病毒侵入细胞是病毒增殖最为

关键的一步' 而网格蛋白介导的胞吞是病毒侵入细胞最主要也是最为典型的一种细胞胞吞途径% 网格蛋

白又称笼形蛋白"

+

#

' 由
OPK)QP

在
#*$+

年首次分离得到并命名"

%

#

% 网格蛋白的
#

个重链(

95.671(/ 72.?@

97.(/R DEBD

!和
#

个轻链组成一个二聚体'

F

个二聚体组成三联体骨架结构' 多个三联体骨架结构组成

五边形或六边形网格结构的包被亚基' 最后由这些包被亚基构成多面体的网格蛋白包被的囊泡结构
!

小

窝' 病毒即是通过与小窝蛋白上的病毒受体结合进入细胞的"

$

#

% 如登革病毒(

02/342 ?(14:- SJT

!

"

U#*

#

' 猴

出血热病毒(

:('(./ 72'8117.3(9 >2?21 ?(14:- QVWT

!

"

#&

#

' 丙型肝炎病毒(

72,.6(6(: D ?(14:- VDT

!

"

##N#F

#

' 乙型

脑炎病毒(

X.,./2:2 2/92,7.5(6(: ?(14:- YPT

!

"

#M

#

' 蓝耳病毒(

,819(/2 12,180496(?2 ./0 12:,(1.681@ :@/018'2-

O))QT

!

"

#+

#

' 肠道病毒
$#

型(

2/6218?(14: $#- PT!$#

!

"

#%

#等% 该途径的抑制能够有效阻止病毒的感染' 如用

:()JK

敲低
!"#!

基因' 能够有效阻断乙脑病毒对猪
$%& &'()*+

肾上皮细胞
OZ#+

的感染"

#M

#

% 本研究旨在

筛选出一批能够靶向猪
!"#!

基因
'()JK

' 从而为筛选广谱抗病毒因子提供基础% 鉴于双荧光素酶报告

分析法的常规性和荧光定量的灵敏性' 本研究结合
!

种方法' 以增加基因筛选的可靠性% 利用双荧光素

酶报告系统获得靶向猪
!"#!

基因的
'()JK

)

'()!!&+

'

'()!#

'

'()!#!*!+,

和
'()!!&%

' 并以点突变实

验鉴定出
'()!#

通过种子区结合靶向作用于猪
!"#!

基因
F"GB)

%

#

材料与方法

*+*

主要试剂和载体

幼小仓鼠
,-&)'(.'-/%& +%(+/%&

肾细胞系(

[VZ!!#

!和猪肾上皮细胞系(

OZ#+

!购自中国典型培养物保

藏中心* 双荧光素酶检测试剂盒和
,:(DVPDZ

!

载体均购自
O18'23.

*

'()JK

模拟物(

'()JK '('(9:

+购自

上海吉玛制药技术有限公司*

E(,8>296.'(/2 !&&&

购自
\/?(61832/

*

BM SJK

连接酶'

SJK

片段' 限制性

内切酶
01)2!

和
3)/!

购自
W21'2/6.:

公司*

Q][) ^122/

试剂购自
B_]_[_

公司*

V(W(Q91(,6 9SJK

第

一链合成试剂盒购自北京康为世纪生物科技有限公司* 引物由上海博尚生物技术有限公司合成%

*+,

实验方法

`H!H`

靶向猪
!"#!

基因
'()JK

的预测 根据
'()[.:2

(

766,abb<<<H'(1=.:2H813

!数据库公布的猪
'()JK

(

)252.:2 !#R !&#M

!' 利用
B.1326:9./

(

766,abb<<<H6.1326:9./H813

!'

[(8^,:

(

766,abb<<<H=(83,:H813

!软件进行

'()JK

的靶向分析* 使用
'()JKc.,

(

766,abb'(1/.'.,H'=9H/964H204H6<

!软件鉴定
'()JK

的表达特异性'

筛选出靶向猪
!"#!

基因
F"GB)

序列的
'()JK

' 并合成相应的猪
'()JK

模拟物(上海吉玛制药技术有

限公司!%

#H!H!

重组质粒的构建 利用美国生物技术信息中心(

JD[\

!数据库中猪
!"#!

基因序列' 设计引物并扩

增猪
!"#!

基因
F"GB)

序列* 采用
01)2!

和
3)/!

酶切位点' 与
,:(DVPDZ

!

载体连接获得双荧光素酶报

告载体' 命名为
d(50 B@,2

(

dB

!% 设计
'()JK

种子区和猪
!"#!

基因
F"GB)

结合区的突变引物(表
#

!'

使用引物重叠聚合酶链式反应(

OD)

!的方法' 以猪
!"#!

基因
F"GB)

片段为模板' 扩增得到
!"#!

基因

F"GB)

的上下游片段* 再以上下游同源臂的混合物作为模板'

OD)

扩增得到含有突变结合位点的
!"#!

基因
F"GB)

目的片段* 与
,:(DVPDZ

!

载体连接' 经测序验证后获得
!"#!

靶位点突变报告载体' 命名为

c46./6 B@,2

(

cB

!%

#H!HF

双荧光素酶报告基因实验 用含
#&e

胎牛血清(体积分数
f

的
cPc

(

'(/('4' 2::2/6(.5 '20(.

!培养

基于体积分数为
+e

二氧化碳'

F$ $

的环境条件下培养
[VZ!!`

细胞' 并进行细胞传代% 转染前一天将

F*&
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表
!

构建含猪
!"#!!"!#$%

突变序列的双荧光素酶载体的突变引物

#$%&' ( )*+,'*- ./* 0/1-2*302+14 &30+.'*$-' *'5/*2'* 4'1' 6'02/*- 0/12$+1+14 5/*0+1' !"#! ,32$2+/1 !"7#8 $*'$

引物名称 引物序列!

9"!!"

" 对应的
,+8:;

<#(!8 =>;;;;>#;>#==;;>#;>;;;#;;;>>##;=;;>;;=; ,+8!?@9

<#A!B ###=#;=##>>;=#;=####=>###=#;;=#>#;;;;=##>>;

<#C!B #=#>#;;==>#;#=;####;>;;###;####=;;;>>> ,+8!(D?EF

<#?!8 #;;;;#>;#;=>>##;=;>;;;#;;>=####;;=;#;>>#

<#!!B #;;;=>###;;#;##>>#;#>#>;==;#>=;;>;=#># ,+8!A?G!95

<#!!8 =;#;==;;#;##;;;=>###;>=####=###>;;#;;;;>

$%&'!!B ===#=>;>>;=>>>;;>=#>;#==#>#;>#

(&)!!8 ;###>=>>==>=##==;=;;;=;;;;=#>;;>;;=;>

细胞接种至
?"

孔板# 接种密度为
?H9#(@

9个$孔$(

# 培养过夜后按照
I+5/.'02$,+1' C@@@

的说明书进行细

胞瞬时转染% 设置
J

个实验组&

"

无
,+8:;

无转染试剂的空白对照'

#

阴性对照!

:=

"#

K#

'

$ ,+8!

C@9

#

K#

'

% ,+8!L

#

K#

'

&,+8!(CG!95

#

K#

'

',+8!C@F

#

K#

'

(,+8!(G$

#

K#

'

),+8!(G%

#

K#

%

转染
C" M

后# 收集细胞# 按照双荧光检测试剂盒说明书进行荧光检测# 计算萤火虫荧光素酶和海肾荧

光素酶活性的比值# 确定不同样品之间报告基因的激活程度% 同时测定每组
!

个平行孔之间的相对发光

比率!

8I7

"# 计算标准误差# 统计不同转染组之间的差异%

(HCH"

荧光定量
)=8

以猪
0N:;

为模板设计扩增
!"#!

基因的定量引物#

LC

孔板培养
)OL9

细胞# 接

种密度为
9#LP

9个$孔$(

# 培养过夜后对细胞进行转染% 设置
J

个实验组&

":=

#

K#

'

*,+8!C@9

#

K#

'

$,+8!(

#

K#

'

%,+8!(CG!95

#

K#

'

&,+8!C@F

#

K#

'

',+8!(G$

#

K#

'

(,+8!(G%

#

K#

'

)

无
,+8:;

无转染试剂的空白对照% 转染
"J M

后收集细胞#

#*+Q/&

试剂提取细胞总
8:;

# 并反转录成
0N:;

# 定量

)=8

检测
!"#!

基因的
,8:;

的表达变化# 统计每组
!"#!

基因的表达差异%

(HCH9

点突变双荧光素酶报告基因检测 用双荧光素酶检测试剂盒检测
,+8:;

对点突变重组载体荧光

素酶活性值的影响# 实验组设置如下&

+

无
,+8:;

无转染试剂的空白对照'

*:=

#

K#

'

$,+8!C@9

#

K#

'

%,+8!C@9

#

<#

'

&,+8!(

#

K#

'

',+8!(

#

<#

'

(,+8!C@F

#

K#

'

),+8!C@F

#

<#

'

,,+8!(CG!

95

#

K#

'

-,+8!(CG!95

#

<#

% 按照
(HCH!

进行双荧光素酶报告基因检测实验%

!&"

数据分析

所有数据均以 (平均数
%

标准差) 表示% 统计学分析方法采用
R;R JH@

的
)

检验和
>I<

方差分析#

*＜@H@9

表示差异显著#

*＜@H@(

表示差异极显著% 为消除误差# 设置重复
!

次$实验组$(

# 取平均值%

C

结果与分析

'&!

生物信息学预测靶向猪
!"#!

基因的
()%*+

利用生物信息学分析软件# 初步预测出与猪
!"#!

基因
!

*

7#8

有互补结合位点的
F

条
,+8:;

&

,+8!C@9

#

,+8!(

#

,+8!(CG!95

#

,+8!C@F

#

,+8!(G$

#

,+8!(G%

!表
C

"# 进行后续实验验证%

'&'

猪
!"#!

基因
"!#$%

双荧光素酶报告基因载体与突变载体的构建

将猪
=I#=

基因
!"7#8

片断和
=I#=!!"7#8

点突变片断分别克隆至双荧光酶报告基因载体

5-+=ST=O

C

中# 获得重组质粒
5-+=ST=O

C

!=I#=!!"7#8

!图
(

"# 并以鉴定引物进行菌液
)=8

鉴定% 检测

长度为
( C@@ %5

的猪
!"#!

基

因
!"7#8

的双荧光素酶载体

!图
C

"和猪
!"#!

基因
!"7#8

的双荧光素酶靶标突变载体

5-+=ST=O

C

!!"7#8!<#

!图
!

" #

测序验证后提取质粒备用%

'&"

靶向猪
!"#!!"!#$%

的

()%*+

的筛选

双荧光酶报告基因载体

表
'

与猪
!"#!

基因
"!#$%

可能结合的
()%*+

#$%&' C )/2'12+$& ,+8:; 2$*4'2+14 !"7#8 /. 5/*0+1' !"#! 4'1'

,+8:;

模拟物
=I#=!!"7#8

碱基位置 表达特异性
,+8:;

成熟序列!

9"!!"

"

,+8!C@9 (((U((G

胸腺
7==77=;77==;==>>;>7=7>

,+8!( (V!ULJL

肌肉
7>>;;7>7;;;>;;>7;7>7;

,+8!CPF LV!ULJL

肌肉
7>>;;7>7;;>>;;>7>7>7>;

,+8!LCG!95 "!VU""!

肌肉
=77777>=>>7=7>>>=77>=

,+8!LG$ !P!U!LP

脾脏
7>7>=;;;7=7;7>=;;;;=7>;

,+8!LG% !P!U!LP

卵巢
7>7>=;;;7==;7>=;;;;=7>;
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,+8:;
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图
# !"#!!'!()*

双荧光素酶报告基因载

体的构建图谱

+,-./0 # 12345/.65,3- 27 8.6,70/940 /0:2/50/ -030

;0652/4 2/ :2/6,30 !"#!"'!()* ;0652/4

!

<)

"分别与
%

种
=,*>?

模拟物共转染
@AB"!#

细胞# 以

>1

为阴性对照# 细胞培养
!C D

以后# 双荧光素酶检测试剂

盒检测荧光素酶活性!图
C

"$ 结果显示%

=,*"!&E

#

=,*"#

#

=,*"!&%

和
=,*"#!F"E:

能显著降低荧光素酶活 性值 $

=,*>?

模拟物转染
GB#E

细胞以后# 荧光定量
G1*

检测

!"#!

基因的表达量!图
E

"# 结果显示%

=,*"#

和
=,*"#!F"

E:

能够显著降低
!"#!

基因
=*>?

的表达水平# 而
=,*"

!&E

和
=,*"!&%

与对照组相比# 差异不显著$

!"#

靶向猪
!"#!"$!%&'

的
()'*+

的进一步确认

为了进一步验证各
=,*>?

与猪
!"#!"'!()*

结合的靶

位点# 我们选取筛选出的
=,*"!&E

#

=,*"#

#

=,*"!&%

#

=,*"

#!F"E:

做下一步的点突变实验$ 将
=,*>?

对猪
!"#!

基因

'!()*

靶位点进行突变# 其中
=,*"!&%

和
=,*"#

的靶位点

相同# 所以突变载体相同# 分别构建
=,*"!&E

#

=,*"#!F"

E:

#

=,*"#H446"=,*"!&%

对应
!"#!

靶点的突变载体$

=,*>?

与突变载体!

I)

"或双荧光报告基因载体

!

<)

"共转染
@AB"!#

细胞后检测荧光素酶活性$ 结果显示% 突变质粒
:4,1AJ1B

!

"!"#!"'!()*

和
=,*"#

共转染细胞后# 与对照组相比# 其荧光素酶活性得以恢复!图
%

"# 说明
=,*"#

通过种子区域作用于猪

!"#!

基因的
'!()*

抑制其表达$

图
!

菌液
G1*

验证猪
!"#!!'!()*

双荧光素酶报告基因载体

+,-./0 ! I,6/2K,98 ;98,L95,23 27 8.6,70/940

/0:2/50/ -030 ;0652/4

图
'

菌液
G1*

鉴定猪
!"#!!'!()*

双荧光素酶靶位点突

变载体

+,-./0 ' I,6/2K,98 ;98,L95,23 27 :2/6,30 !"#!"'!()* =.595,23 ;0652/4

IM N>?

标记物&

&M :4,1AJ1B

!

空载&

#O'M :4,1AJ1B

!

"!"#!"'!()*

载体$

IM N>?

标记物&

&M :4,1AJ1B

!

空载&

#O'M :4,1AJ1B

!

"!"#!"'!()*"I)"=,*"!&E

载体&

EOPM :4,1AJ1B

!

"!"#!"'!()*"I)"=,*"#H!&%

载体&

FO#!M :4,1AJ1B

!

"!"#!"'!()*"I)"=,*"#!F"E:

载体$

'

结论与讨论

=,*>?

广泛存在于生物体内# 对生物体的转录后基因表达调控起着关键的作用'

#$

(

$ 在植物细胞中#

成熟的
=,*>?

先与一种称为
*>?

诱导沉默复合体!

*>?",3L.60L 4,8036,3- 62=:80Q

#

*RS1

"的复合物结

合# 再特异性地与目标
=*>?

结合# 引起
=*>?

的降解& 动物细胞中# 大部分的
=,*>?

与其靶
=*>?

不完全互补#

=,*>?

则通过与对应的
=*>?

的
'!

端非翻译区!

'!()*

"结合阻止转录后的翻译# 起到调

节基因表达的作用'

#P

(

$ 愈来愈多的研究证实#

=,*>?

一般通过
!

种方式调控病毒在宿主细胞内的增殖#

一种是
=,*>?

直接靶向病毒的
=*>?

序列# 抑制病毒相关基因的表达# 这类
=,*>?

已有相关的研究

报道# 如
=,*"'!'

#

=,*"CF#

#

=,*"%EC

靶向甲型
A#>#

流感病毒!

A#># 4.K5T:0 ,378.03U9 ? ;,/.4

"

'

!&

(

#

!

!

'F!



第
!"

卷第
!

期

#$%!&"

和
#$%!'!

靶向水泡口炎病毒!

()*$+,-./ *01#.0$0$* ($/,*2

343

"

#

&5

$

% 另一种是
#$%67

通过靶向宿主基因调节细胞内的信

号通路进而阻止病毒的增殖& 这类
#$%67

的研究集中在脂质

代谢方面& 如
#$%!&8.

通过靶向控制脂质合成和运输的基因维

甲酸
9

受体
!

!

%9%!

"和
7:;

结合盒转运子
75

!

7<=75

"调控脂

质代谢 & 从而抑制丙型肝炎病毒的复制 #

&&

$

% 截至目前 & 在

#$%<.*)

数据库软件中已鉴定出的人类
#$%67

有
5 >>?

种& 小

鼠的有
? ?'!

种 #

?'

$

& 猪的有
!>&

种& 但对猪
#$%67

的生物学

功能尚不清楚% 本研究利用生物信息学软件预测出能够与猪

!"#!

基因
!"@:%

靶向结合的
A

条
#$%67

'

#$%!&BC

&

#$%!?

&

#$%!&BA

&

#$%!?&'!CD

&

#$%!?'.

&

#$%!?'E

& 利用双荧光素酶报

告基因法和荧光定量
;=%

法进一步筛选出能够靶向配对的

#$%67

% 结果显示'

#$%!?&'!CD

&

#$%!?

在双荧光报告基因实

验和荧光定量
;=%

中都能够显著降低
!"#!

基因的表达量& 而

#$%!&BC

&

#$%!&BA

在双荧光报告基因实验中能够显著降低

!"#!

基因的表达量& 但在荧光定量
;=%

中差异不显著% 为进一步验证靶向猪
!"#!

基因的
#$%67

& 我

们设计了点突变载体& 将
#$%67

和其对应点突变载体共转染细胞检测荧光素酶表达活性% 结果显示'

#$%!?

通过种子区的结合而抑制靶基因猪
!"#!

基因的表达&

#$%!?&'!CD

能够抑制
!"#!

基因的表达&

但突变载体的荧光活性并没有得到恢复& 说明
#$%!?&'!CD

可能不是因为靶基因种子区的结合而抑制

!"#!

基因的表达& 推测可能存在其他的靶作用位点% 截至目前& 有关
#$%!?&'!CD

对病毒侵入细胞的研

究鲜有报道& 前期研究发现虾
#$%!?

通过抑制
!"#!

基因的表达调控细胞的吞噬作用#

&!

$

& 推测本研究鉴

定出的
#$%!?&'!CD

可能在病毒侵入细过程中发挥重要作用%

本研究成功构建了包含猪
!"#!

基因
!"@:%

的双荧光酶报告基因载体和不同
#$%67

种子区域所对

应的点突变报告载体& 成功筛选出靶向猪
!"#!

基因的
#$%!?

和
#$%!?&'!CD

& 利用点突变实验最终确定

#$%!?

通过种子区靶向结合猪
!"#!

基因并抑制其表达& 研究结果为探究
#$%67!!"#!

基因
!+-.0F/$G

胞

吞通路在抵抗病毒侵入宿主细胞的研究打下基础& 也为抗病候选基因的筛选提供了新的素材%

"
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