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!"#$ %&’ 基因启动子区 ()*%+ 突变株的生物学特性
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摘要：【目的】为了初步揭示 K2L$ M() 基因启动子区类干扰素刺激反应元件（N/’MH）的生物学功能。【方法】

应用感染性克隆技术构建了 $ 株 N/’MH 点突变的重组 K2L$，对突变病毒在 KO#3 细胞上的增殖特性、遗传稳

定性及对干扰素刺激的反应特性进行了分析。【结果】M() 基因启动子区 N/’MH 点突变后 K2L$ 仍可在 KO#3
细胞中正常复制，但病毒滴度比亲本毒株下降。K2L$ #%!.PC2 在 KO#3 细胞上 A 至 #. 代之间遗传稳定，K2L$
#%!#QCD 在 KO 细胞上第 A 代病毒保持突变基因的特征，但传至第 % 代时 #%!A 和 #%!! 位的 Q2 突变为 DD，并一

直保持到第 #. 代。#.. R4+S 的 K8/F0C!处理感染病毒的 KO#3 细胞后，亲本毒株和 $ 个突变毒株的阳性感

染细胞数量均有增加，但 亲 本 毒 株 病 毒 粒 子 数 的 增 加 显 著 高 于 $ 个 突 变 毒 株。【结 论】M() 基 因 启 动 子 区

N/’MH 的突变影响 K2L$ 在 KO#3 上的增殖和对干扰素刺激的反应，推测其可能在干扰素促进病毒增殖中发

挥调控作用。
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猪 圆 环 病 毒（)8-@?:( @?-@8N?-9=，K2L）是 一 种 无

囊膜的单股环状负链 T0Q 病毒，病毒粒子直径约为

#% :+ U $. :+，属于圆环病毒科，K2L 根据基因组和

抗原性的不同分为 K2L# 和 K2L$［#］。K2L# 对猪没

有致病性，K2L$ 是断奶仔猪多系统衰竭综合征（)8=*
V(;: +9<*?C=W=*(+ V;=*?:X =W:J-8+(，KYZ’）的 主 要 病

原，可以引起断奶仔猪发生衰竭、死亡，K2L$ 的感染

还可以造成猪的免疫抑制，引起其他各种病原的继

发感染［$］。目前，K2L$ 已经成为严重危害我国养猪

业发展的主要病原之一［A & !］。

K2L$ 基因组为#%1% :*或#%1B :*，被鉴定具有明

确功能的病毒蛋白有 A 种，[MF# 编码的复制酶 M()
和 M()‘，两者形成复合体参与病毒基因组的 复 制；

[MF$ 编码的衣壳蛋白 2;)；K2L$ [MFA 编码的促细

胞凋亡蛋白。K2L 不编码 T0Q 聚合酶，主要依赖细

胞有丝分裂 ’ 期表达的蛋白和酶类进行滚环方式复

制［3］。

由于 K2L$ 编 码 病 毒 蛋 白 数 量 有 限，不 能 像 一

些复杂的病毒那样改变细胞的环境以便于自生的复

制。然而像 K2L$ 这样相对简单的病毒能够利用其

它病原感染 宿 主 造 成 的 有 利 条 件 进 行 增 殖，KMM’L
或 KKL 等病 原 的 混 合 感 染 以 及 一 些 疫 苗 佐 剂 对 猪

的免疫刺激 都 可 增 强 K2L$ 在 猪 体 内 的 增 殖，并 可

导致疾病的发生，但相关作用机制目前仍不清楚。

Z((-*= 等［1］研 究 发 现 用 一 定 剂 量 的 猪 干 扰 素

（K8/F0）处理 感 染 K2L$ 的 KO#3 细 胞，可 以 增 加 感

染 K2L$ 阳 性 细 胞 的 数 量，促 进 病 毒 的 增 殖。

Z;:\(-*] 等［%］发 现 在 K2L# 基 因 组 的 复 制 起 点 附 近

%!$ U %A3 存 在 一 个 干 扰 素 刺 激 反 应 元 件（ ?:*(-^(-8:
=*?+9<;*(J -(=)8:=( (<(+(:*， /’MH）基 序，其 序 列 为



!""""#!#"""##"。由于 该 区 与 $%& 蛋 白 的 启 动

子区重叠，推测 细 胞 因 子 可 能 会 利 用 ’($) 对 *+,-
的复制和转录发挥调控作用。笔者分析 *+,. 基因

组序 列 时 发 现 *+,. 复 制 起 点 附 近 存 在 一 个 与

*+,- 方 向 相 反 的 /’($)， 其 序 列 为

“+!#""""+#"""#"”。

近年来研究发现 )&01%2345677 /2780（)5,）、人乙

型肝炎病毒（98:63 9%&612120 ,2780 !;&% 5，95,）和

人类 爱 滋 病 病 毒 ’ 型（98:63 ’::83<=%>2?2%3?; ,2780
!;&% -，9’,4-）的病毒基因组启动子区中也存在类似

’($) 的基因序列，称为 /’($)，这些 /’($) 在病毒与

宿主的免疫系统相互作用中发挥重要的作用［@ A -B］。

*+,. 能否通 过 基 因 组 中 的 /’($) 与 宿 主 抗 病

毒反应或免疫应答中产生的干扰素效应分子相互作

用来促进其基因转录或复制，从而增强自身的增殖？

本研究应用感染性克隆技术构建了两株 /’($) 发生

点突变的重组 *+,.，分析其在易感细胞上对 ’CD 处

理的应答反应特征，初步确定 *+,. 基因组中 /’($)
的生物学功能。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 病毒、细胞和菌株：猪圆环病毒灯塔株（*+,.
E!）［--］和 含 该 病 毒 全 基 因 组 的 质 粒 载 体 &F+-@4
*+,.［-.］、无 *+, 污染 *G-H 细胞、E9H!感受态大肠

杆菌、均为本实验室保存。酵母表达的猪!干扰素

为本实验室研制，经 IE5G4,(, 系统的微量病变抑

制法测定其抗病毒活性为 - JB K -BL FM:N。

! "! "# 工具酶和生化试剂：N" !"# 酶、(O5$ *7%:2P
)P !"# !I、&IE4-@4!、!Q ED" 连 接 酶 和 $%&$ ’ 等 限

制性内切酶以及 ED" 胶回收试剂盒购自 !6G6$6 宝

生物 工 程（ 大 连 ）公 司；转 染 脂 质 体 !7630>601!I 为

&7<:%R6 公司产品；FD’S4-B 柱式病毒 ED" 提取试剂

盒购自上海生工生物公司；9$* 标记羊抗猪 ’R# 为

G*N 公 司 产 品；-LQB 培 养 液、胎 牛 血 清 为 23/217<R%3
公司产品；’*I" 试验中的 ")+ 试剂为 (2R:6 公司产

品，其余试剂均为分析纯。

! "# 引物设计

根据 *+,. 灯 塔 株 的 基 因 组 序 列 和 &F+-@ 载 体

的序列设计引物（表 -）。*- 与 *. 用于 *+,. 全基因

组序列的扩增；*T、*Q、*H 和 *L 用 于 将 *+,. /’($)
“+!#""""+#"""#"”突变为“+!’""""+#"""#"”

（’ 为 点 突 变 碱 基）；*T、*L、*U 和 *@ 用 于 将 *+,.
/’($) “ +!#""""+#"""#" ” 突 变 为

“+!#!"""+#"""#"”（ ! 为点突变碱基）。

表 ! $%&# 基因扩增和突变引物

!6VW% - *72:%70 ><7 *+,. R%3<:% 6:&W2>2?612<3 63= :81612<3

*72:%7 36:% *72:%7 0%X8%3?%（HY!TY）

*- #+#""!!+""++!!""++!!!+!!"!!+
*. "!#""!!+!##+++!#+!+++
*T "+!#"#"#!#+"++"!"!#+
*Q !+!!!+#!!!!!"##!"!#"+
*H +!!##"!"+#!+"!"++!""""
*L +"++++"##+!!!"+"+!!
*U !!!+#!!!#+"##!"!#"+#!"
*@ !!##"!"+#!+"!"++!#$"""+

!Z% V<W= 216W2?0 W%11%7 7%&7%0%310 1Z% =%02R3%= :81631 [

! "’ $%&# 基因突变重组病毒的构建

应用上述 引 物 通 过 重 组 *+$ 方 法 获 得 点 突 变

的病毒基因组，用 $%&$ ’ 将突变的 *+,. 基因组从

扩增片段上切 下 回 收，用 !Q ED" 连 接 酶 将 其 环 化，

纯化 后 应 用 !7630>601!I 转 染 *+, 阴 性 *G-H 细 胞。

盲传 T 代 后 应 用 ’*I" 检 测 病 毒。扩 增 重 组 *+,.
含 /’($) 的基因片段，双向测序，由 ’3/217<R%3 公司完

成。

! "( 病毒滴度的测定

用无 血 清 $I*’4-LQB -B 倍 倍 比 稀 释 *+,. 样

品，分别接种于刚贴壁的 *G-H 细胞，每个稀释度接

种 @ 个孔（-BB"NM孔），同时设立阴性对照，放入 H\
+]. 温箱中 TU^继续培养Q@ Z。参照文献［-T］应用

’*I" 检测 *+,. 阳性细胞，一抗为 HB 倍稀释的猪源

抗 *+,. 阳性血清，二抗为 -BBB 倍稀释的 9$* 标记

羊抗 猪 ’R#。 按 $%%=4I8%3?Z 法 计 算 病 毒 !+’EHB 。

试验重复 T 次。

! ") 定量 $%* 检测 $%&#
参照文 献［-Q］，合 成 检 测 引 物：*+,.4SC.：HY4

+!!#!!##"#"#+###"#!+4TY； *+,.4S$.： HY4
"!!"#!+!!++""!+"+#+!!+!#4TY，应用 (O5$ 染料

相对法定量检测样品中 *+,. 的数量。反应条件为

_H^、TB 0；_H^、H 0，HH^、-B 0，U.^、T- 0，QB 个 循

环；加一个溶解曲线分析程序。

! "+ 突变病毒的全基因测序

应用 FD’S4-B 柱 式 病 毒 ED" 提 取 试 剂 盒 提 取

第 T、U 和 -B 代的突变 病 毒 的 基 因 组，用 引 物 *- 和

*. 扩 增 *+,. 全 基 因，克 隆 到 &IE4-@4!，送 上 海

’3/217<R%3 公司测序。

! ", 猪 !干 扰 素（$-./01!）处 理 感 染 $%&# 的

$2!) 细胞

分别在 *+,. E!（I]’ ‘ B J-）接种于 *G-H 细胞

后- Z、L Z和-. Z用终浓度为 B、-B、-BB 和-BBB FM:N

@-.- a23;63 #8 %1 6W [ M (%)" *+%,&-+&.&/+%" 0+1+%"（.BB_）Q_（_）



的 !"#$%&!处 理，每 个 处 理 ’ 个 重 复。() * 后，用

#!+, 方法鉴定，统计病毒阳性细胞数，分析 !"#$%&!
的最佳作用时间和浓度。

按常 规 方 法 将 !-./ 01、!-./ 23(45&- 和 !-./
23(2,&1 用 无 血 清 6+!#&2’(4 24 倍 稀 释 后 分 别 以

244"78孔（9’ 孔 细 胞 板）接 种 于 长 成 :4; 丰 度 的

!-. 阴 性 !<2: 细 胞，每 个 处 理 ’ 个 重 复。 置 :;
-=/ 温 箱 中 培 养’ *后 用244 >8?7的 !"#$%&!作 用，

继续培养() *。测定各重组 !-./ 感染的 !<2: 细胞

阳性细胞数和病毒基因拷贝数，分析 !-./ @#A6B 突

变前后对干扰素刺激应答的特性。试验重复 C 次。

! 结果

! "# $%&! ’()*+ 突变株的鉴定

体 外 环 化 的 !-./ 01、!-./ 23(45&- 和 !-./
23(2,&1基 因 组 转 染 !<2: 细 胞 并 盲 传 C 代 后，#!+,
检测发 现 均 产 生 !-./ 抗 原 阳 性 细 胞（图 2）。!-6
扩增病毒基 因 的 测 序 结 果 表 明，C 株 病 毒 分 别 均 具

有转染基因组的序列特征，获得重组病毒 !-./ 01、

!-./ 23(45&- 和 !-./ 23(2,&1 。

图 # ($,- 鉴定 $%&! ’()*+ 突变株

$DE F 2 !-./ @#A6B ?GHIJH KHLIDJK DMNJHDODNM PQ #!+, F ,：!-./ 01；R：!-./ 01 23(45&-；-：!-./ 01 23(2,&1 F

! "! 重组 $%&! 在 $.#/ 细胞中的遗传稳定性

重组 !-./ 在 !<2: 细胞上的第 C 代和第 24 代

病毒基因组序列分析显示：!-./ 01 和 !-./ 23(45&-

在 !< 细胞上 C 至 24 代之间遗传稳定，!-./ 23(2,&1

在 !< 细胞 上 第 C 代 病 毒 保 持 突 变 基 因 的 特 征，但

传至第 3 代时 23(C 和 23(( 位的 ,- 突变为 11，并一

直保持到第 24 代。

图 ! $%&! 01 及 ’()*+ 突变株在 $.#/ 细胞中的生长

滴度

$DE F/ .DLGK HDHNLK "O !-./ 01 IJM @#A6B ?GHIJH KHLIDJK DJ !<2:

SNTTK F

! "2 重组 $%&! 在 $.#/ 细胞的增殖特性

与亲本毒株 !-./ 01 相比，/ 个 !-./ @#A6B 突变

株的在 !<2: 细胞上的生长滴度均有下降（图 /）。!-./

23(45&-和 !-./ 23(2,&1在细胞上 3 U 24 代次的病毒滴度

略有 升 高，但 差 异 不 显 著。!-./ 01 的 滴 度 约 为

24(V: 1-#0:4 8?7，!-./ 23(45&-的滴度约为24C 1-#0:4 8?7，

!-./ 23(2,&1的滴度约为 24(1-#0:4 8?7。

! "3 $4(567!促 进 $%&! 01 在 $.#/ 细 胞 中 增 殖

的合适作用时间与剂量

图 2 $4(567!对 $%&! 01 接 种 $.#/ 细 胞 后 增 殖 的

影响

$DE F C BOONSH "O !"#$%&! HLNIH?NJH IOHNL @DLGK DJ"SGTIHD"J "J H*N

LNWTDSIHD"J "O !-./ 01 DJ !<2: SNTTK F

实验结果（图 C）显示：!"#$%&!对 !-./ 在 !<2:
细胞中增殖的影响具有剂量和时间效应关系；与空

白对照相比，24、244 >8?7的 !"#$%&!处理接种 !-./
的 !<2: 细 胞 能 促 进 !-./ 的 增 殖，以 244 >8?7的
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!"#$%&!增强效果更为显著；而’((( )*+,的 !"#$%&!
对 !-./ 在 !0’1 细 胞 中 的 增 殖 则 具 有 抑 制 作 用。

从处 理 时 间 来 看，!-./ 接 种 于 !0’1 细 胞 后2 3加

’(( )*+,的 !"#$%&!促进效果最佳。

! "# $%&’()! 对 $*+! ,- 及 .&/01 突 变 株 在

$23# 细胞上增殖的影响

#!45 检测结果（图 6）显示：接种第 ’( 代 !-./ 78、

!-./ ’96’5&8和 !-./ ’96(:&- 的 !0’1 细胞在用’(( )*+,
的 !"#$%&!处理后均有 !-./ 抗原阳性细胞数量的增

多，但 !-./ 78 抗原阳性细胞增多最为显著。

图 4 &$56 检测 $%&’()!对重组 $*+! 在 $23# 细胞中增殖的影响

$;< = 6 >??@ABC "? !"#$%&!"D B3@ E@FG;AHB;"D "? E!-./ ;D !0’1 A@GGC ;I@DB;?;@I JK #!45 =

图 # 0789):;<7 $*0 检 测 $%&’()! 对 重 组 $*+! 在

$23# 细胞中增殖的影响

$;< = 1 83@ @??@ABC "? !"#$%&!"D B3@ E@FG;AHB;"D "? E!-./ ;D !0’1 A@GGC
I@B@AB@I JK L@HG&B;+@ !-L =

定 量 !-L 结 果（ 图 1）显 示：!-./ 78、!-./
’96(:&- 和 !-./ ’96’5&8 接 种 !0’1 细 胞 后 2 3 用

’(( )*+,的 !"#$%&!处理，病毒增殖 数 量 均 有 提 高。

!-./ 78 的增幅最为显著，病毒 基 因 数 量 约 为 未 处

理对照 组 的 ’( 倍，!-./ ’96’5&8 提 高 约 1 倍，!-./
’96(:&- 提高约 / 倍。

= 讨论

!-./ 是近年来新发现的一种重要的猪病原，在

我国的临床 生 产 上 猪 群 !-./ 感 染 率 普 遍 很 高，但

发病 率 相 差 较 大。 猪 繁 殖 与 呼 吸 综 合 征 病 毒

（!LLM.）、猪细小病毒（!!.）等病原的混合感染以及

疫苗 免 疫 的 刺 激 均 可 促 进 !-./ 感 染 猪 的 发 病。

(//’ N;DKHD :O @B HG = * !"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$（/((P）6P（P）
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!"#$ 感染猪是否表现出临床症状或产生典型的病

理变化与感染猪血液中 !"#$ 病毒的滴度有密切的

相关性。

%&&’() 等［*］研究发现猪!、"干扰素可以促进感

染 !"#$ 的 !+,- 细胞中的病毒产 量，并 证 实 ./01"
处理 细 胞 后 通 过 改 善 病 毒 的 内 化 作 用 可 以 提 高

!"#$ 感染细胞的能力，这是至今为止发现的干扰素

促 进 病 毒 增 殖 的 第 一 例。 本 研 究 发 现 !2./01!对

!"#$ 在细胞中增殖的影响具有剂量依赖性 和 时 效

性，高 浓 度 的 !2./01!（,333 4567）对 !"#$ 在 !+,-
细胞 中 的 增 殖 具 有 明 显 的 抑 制 作 用，低 剂 量 的

!2./01!（,3 4567、,33 4567）可 显 著 增 强 感 染 !"#$
的 !+,- 细胞 中 病 毒 的 增 殖，而 且 在 病 毒 接 种 细 胞

后 *8 再用干扰素刺激增强效果最为明显。

本研 究 还 发 现,33 4567 !2./01!处 理 !"#$ 感

染细胞后抗原阳性细胞增多了 $ 倍，但病毒基因拷

贝数却增加了近 ,3 倍，可见 !2./01!还能促进单个

阳性细胞中 !"#$ 增殖的数量。

!"#$ 基因组主要依赖 细 胞 有 丝 分 裂 9 期 表 达

的蛋白和酶类进行滚环方式复制。:&; 和 :&;‘蛋白

与病毒基因组的复制子结合，启动病毒的复制，是复

制过程中必不可少的。9(&<=>&?@( 等［,-］进一步研究发

现，:&; 和 :&;‘蛋白还参与了病毒基因组的剪切与

病毒复制的终止过程。申会刚等［,*］对 !"#$1:&; 蛋

白在 !+,- 细胞中的表达特性进行研究发现，将 ;".1
=&21:&; 重组载 体 转 染 细 胞 后AB 8可 检 测 :&; 的 转

录与表达，在 表 达 量 低 的 细 胞 中，!"#$ :&; 蛋 白 主

要位于 !+,- 的细胞浆，在表达量高的细胞中，细胞

浆和细胞核中均含有大 量 的 :&; 蛋 白。可 见 !"#$
:&; 蛋白在 细 胞 中 的 分 布 与 其 表 达 量 有 一 定 联 系，

而 :&; 蛋白分布到细胞核是启动 !"#$ 复制所必需

的，因此推测细胞中 :&; 蛋白蛋白的表达量可能影

响病毒的增殖效率。

本研究分析 !"#$ :&; 基因启动子发现 ;:&; 不

存在典型真核启动子所具有的 CDCD 和 "DDC 元件，

却密 集 分 布 了 E F - 个 转 录 因 子 9!, 的 结 合 位 点

“GG"GGG”和一 个 类 干 扰 素 刺 激 反 应 元 件（H.9:I）

“"CGDDDD"GDDDGD”。 本 研 究 应 用 !"#$ 感 染 性

克隆技术构建了 $ 株 H.9:I 区点突变的重组 !"#$。

试验发现 !"#$ 的 :&; 基因启动子区 H.9:I 点突变

后在 !+ 细胞上的增殖 滴 度 降 低，!"#$ ,JA3G1" 降 低

, K- 个滴度，而 !"#$ ,JA,D1C 降低了 3 K- 个滴度，并且

!"#$ ,JA,D1C 的遗 传 稳 定 性 差，在 !+,- 细 胞 上 传 至

第 J 代 时 ,JAE 和 ,JAA 位 的 D" 突 变 为 CC。 可 见

H.9:I 并非 !"#$ 存活所必需，但也显著影响了病毒

在 !+ 细 胞 上 的 增 殖。 为 了 进 一 步 探 索 !"#$ :&;
基因启动子存在 H.9:I 基序是否具有 .9:I 的功能

活性，本 研 究 将 !"#$ LC、!"#$ ,JA3G1" 和 !"#$
,JA,D1C接 种 !+,- 细 胞 后 * 8用 ,33 4567的 !2./01!
处理，结果发现 !2./01!对 H.9:I 突变毒的增强效果

明显低于亲本毒株，!"#$ ,JA3G1" 尤为明显。

分析上述实验结果表明：!"#$ :&; 基因启动子

存在的顺式作用元件 H.9:I 可能是宿主免疫分子调

节病毒增殖的作用靶点。因此干扰素促进 !"#$ 在

细胞中的增殖可能存在多个机制：一方面促进病毒

的内化；另一 方 面，!"#$ :&; 基 因 启 动 子 区 存 在 的

H.9:I 可 被 干 扰 素 诱 导 的 信 号 分 子 作 用，从 而 促 进

病毒增殖。这就解释了为什么感染 !"#$ 的仔猪免

疫激活后反而加速了疾病的发生。
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