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　 　 【摘要】 　 目的　 克隆广西巴马小型猪 ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 部分基因，并研究其在不同组织中的表达差异。 方法　 利用

ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法从巴马小型猪外周血白细胞中扩增 ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 基因，并与部分国内外已发表的 ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 基因序列进

行同源性及遗传进化分析。 以扩增获得的广西巴马小型猪 ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 基因为模板设计引物，利用半定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ
的方法对广西巴马小型猪不同组织中 ＰＥＲＶ ｍＲＮＡ 表达情况进行分析。 结果　 在所检测的 ９ 个组织样品中 ＰＥＲＶ
ｍＲＮＡ 相对表达水平存在差异，肾及外周血淋巴细胞中 ＰＥＲＶ ｍＲＮＡ 丰度最高，肺、心、肝、脾、胸腺、卵巢次之，且表

达丰度差异不显著（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），胰腺 ＰＥＲＶ ｍＲＮＡ 表达丰度最低。 结论　 以巴马小型猪胰岛细胞进行异种移植发

生 ＰＥＲＶ 感染的潜在危险性可能要低于其它器官，但仍需进一步研究证实。
【关键词】 　 巴马小型猪；ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 基因；半定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ；组织表达谱
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　 　 广西巴马小型猪具有遗传性能稳定，遗传相似

性及近交系数高等优点，是国家重点扶持发展的小

型猪种之一。 目前在医学及生物学方面的应用涉

及到肿瘤、心血管病、糖尿病、皮肤烧伤、血液病、遗
传病、营养代谢病、新药评价等等。 它不仅是发展

高级医学实验用猪的优良品系，同时也有望成为异

种移植的最佳供体之一。
自从猪内源性反转录病毒（Ｐｏｒｃｉｎｅ ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ

ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓ，ＰＥＲＶ）被认为在猪—人异种移植中存在

潜在危险以来，有关 ＰＥＲＶ 病原安全性问题成为研

究的热点［１］。 ＰＥＲＶ 基因组结构由 ５′、３′非编码区

及 ｇａｇ、ｐｏｌ、ｅｎｖ ３ 个编码基因组成，它能够以前病毒

ＤＮＡ 形式整合进猪细胞基因组中，并随细胞染色体

复制而复制。 ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 基因编码病毒的囊膜蛋白

（ Ｅｎｖ 蛋 白 ）， 由 贯 穿 病 毒 囊 膜 的 穿 膜

（ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ，ＴＭ）蛋白及暴露于囊膜表面的表面

蛋白（ ｓｕｒｆａｃｅ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＳＵ）组成。 ＳＵ 有许多糖

基化位点，不但具有受体结合的功能，与 ＰＥＲＶ Ａ、
Ｂ、Ｃ 亚型的分类、细胞的嗜性、宿主感染范围等相

关，还具有诱导宿主产生中和抗体的作用，同时还

非常容易变异［２］。 而 ＴＭ 蛋白则相对保守，参与感

染过程中病毒与宿主细胞膜的融合，因此 Ｅｎｖ 蛋白

一直是 ＰＥＲＶ 研究的重点。
本试验通过 ＲＴ⁃ＰＣＲ 技术从巴马小型猪外周血

淋巴细胞中克隆 ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 基因，并以巴马小型猪

ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 基因中 ＴＭ 蛋白编码区为模板设计引物，
应用半定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法对巴马小型猪各个组织中

ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 基因的 ｍＲＮＡ 丰度进行检测，以了解广

西巴马小型猪各组织器官中 ＰＥＲＶ 的表达情况，为
临床异种移植选择低拷贝负载的猪器官、组织或细

胞提供依据，同时也为进一步开展异种移植的安全

性评估打下基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 检测样品

６ 月龄的巴马小型猪 ３ 头，由广西大学巴马小

型猪封闭养殖场提供［ＳＣＸＫ 桂 ２０１３ － ０００３］。 实验

在广西丽原生物股份有限公司实验动物中心内进

行［ＳＹＸＫ 桂 ２０１２ － ０００２］，所有的操作必须遵守实

验动物中心的规章制度和操作规程（ＳＯＰ）进行。 猪

宰杀后迅速采集肺、心、肝、肾、脾、胰、胸腺、卵巢、
外周血，液氮速冻， － ８０℃冰箱保存，用于总 ＲＮＡ 的

提取。
１􀆰 ２　 工具酶及试剂

Ｍ⁃ＭＬＶ 反转录酶、Ｐｙｒｏｂｅｓｔ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、
ｐＧＥＭ⁃Ｔ 载体、琼脂糖等购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司，Ｔｒｉｚｏｌ 试
剂为 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司产品，ＢｉｏｒｅｄＴＭ全血基因组 ＤＮＡ
小量纯化试剂盒、ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ 购自大连宝

生物公司（ＴａＫａＲａ），Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ ５α 为本室保存。
１􀆰 ３　 基因的选择及引物设计

根据 Ｇｅｎｂａｎｋ 已发表的 ＰＥＲＶ 核苷酸序列（登
录号：ＡＪ１３３８１７），设计一对引物，用于扩增 ＰＥＲＶ⁃
ｅｎｖ 全基因。 此外，由于 ＰＥＲＶ 有 Ａ、Ｂ、Ｃ 三种亚型，
其分型主要由 Ｅｎｖ 蛋白中的 ＳＵ 蛋白的差异来决

定［２］，因此本试验以扩增获得的巴马小型猪 ＰＥＲＶ⁃
ｅｎｖ 基因为模板，选择避开 ＳＵ 蛋白编码区，以相对

保守的 ＴＭ 蛋白编码区设计引物，扩增 ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 部

分基因作为检测 ＰＥＲＶ 表达谱的待测目的基因。 同

时以管家基因（ｈｏｕｓｅ⁃ｋｅｅｐｉｎｇ ｇｅｎｅｓ）β 肌动蛋白（β⁃
ａｃｔｉｎ）为内参基因。 β⁃ａｃｔｉｎ 是细胞的一种重要骨架

蛋白，在不同物种之间高度保守。 因此在进行半定

量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 时，选择管家基因可以通过计算目的基

因和内参的比值，得到基因表达的相对浓度。 根据

Ｇｅｎｅｂａｎｋ 已发表的 β⁃ａｃｔｉｎ 基因序列 （登录号：
Ｕ０７７８６）设计引物，引物序列见表 １。
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表 １　 ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 基因和 β⁃ａｃｔｉｎ 基因引物序列
Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ ａｎｄ β⁃ａｃｔｉｎ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

产物大小
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ

用途
Ｐｕｒｐｏｓｅ

ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ Ｆ： ５′⁃ＡＴＧＣＡＴＣＣＣＡＣＧＴＴＡＡＡＣＣＧ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＣＣＴＴＴＣＡＴＴＣＣＣＣＡＣＴＴＣＴＴＣ⁃３′ １９６５ ｂｐ 扩增 ｅｎｖ 全长

Ｔｏ ａｍｐｌｉｆｙ ｔｈｅ ｆｕｌｌ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｅｎｖ

β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ：５′⁃ＧＡＴＣＧＴＧＣＧＧＧＡＣＡＴＣＡＡＧＧ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＣＡＣＡＴＣＴＧＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧ⁃３′ ４４７ ｂｐ 内参基因

Ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ′ Ｆ：５′⁃ＧＣＴＡＣＣＴＣＴＴＣＴＴＧＴＴＧＧＣＴＡＴＧＣ⁃３′
Ｒ：５′⁃ＣＡＣＣＡＣＣＴＧＴＣＡＴＡＡＣＣＡＧＧＴＡＣＣ⁃３′ ２６５ ｂｐ

扩增 ｅｎｖ 部分基因
Ｔｏ ａｍｐｌｉｆｙ ｐａｒｔｉａｌ ｅｎｖ ｇｅｎｅｓ

分析表达谱
Ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅｓ

１􀆰 ４　 ＲＮＡ 的制备及含量测定

总 ＲＮＡ 的制备：按 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒说明书进行操

作，提取巴马小型猪各种组织及外周血白细胞的总

ＲＮＡ，取 ５ μＬ 按一定的倍数稀释，以紫外分光光度

计检测总 ＲＮＡ 纯度并进行 ＲＮＡ 含量的测定。 总

ＲＮＡ 含量计算方法：（Ａ２６０ × 核酸稀释倍数 × ４０） ／
１０００，单位为 μｇ ／ μＬ。 提取的总 ＲＮＡ 储存于 － ８０℃
备用。
１􀆰 ５　 ｃＤＮＡ 的合成

分别取巴马小型猪各个组织提取的总 ＲＮＡ ２
μｇ，分别加到 １􀆰 ５ ｍＬ ＥＰ 管中，然后各加 １ μＬ 的

Ｏｌｉｇｅ（ｄＴ）１７（５０ ｐｍｏｌ ／ μＬ）混匀，再加无 ＲＮＡ 酶水

至 １５ μＬ，于 ＰＣＲ 仪中 ７０℃ 变性 ５ ｍｉｎ 后，迅速冰

浴 ２ ｍｉｎ。 短暂离心后再加入 ５ × ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬ、ｄＮＴＰ
（２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ４ μＬ、ＲＮａｓｉｎ ０􀆰 ５ μＬ、Ｍ⁃ＭＵＬＶ ０􀆰 ５
μＬ。 于 ＰＣＲ 仪中 ４２℃作用 １ ｈ 后，７０℃１５ ｍｉｎ 灭活

反转录酶。 再加入 １μＬ ＲＮａｓｅ Ｈ （２Ｕ ／ μＬ） ３７℃消

化 ２０ ｍｉｎ，立即使用或 － ２０℃保存备用。
１􀆰 ６　 ＰＣＲ 扩增

１􀆰 ６􀆰 １　 ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 全基因扩增及分析： 参照文献

［３］的方法，利用 ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 全基因引物，从巴马小

型猪外周血白细胞中扩增 ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 全基因。 具体

扩增条件为：９４℃ ５ ｍｉｎ，９４℃３０ ｓ、５６℃ ３０ ｓ、７２℃ ２
ｍｉｎ 循环 ３５ 次，最后 ７２℃延伸 １０ ｍｉｎ。 扩增产物经

克隆后送北京奥科生物有限公司测序。 测序结果

登录 ＧｅｎＢａｎｋ 并与国内外已发表的 ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 全基

因序列进行同源性及遗传进化分析。
１􀆰 ６􀆰 ２　 ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 部分基因及 β⁃ａｃｔｉｎ 基因的扩增：
１􀆰 ６􀆰 ２􀆰 １　 ＰＣＲ 反应条件：ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 部分基因与 β⁃
ａｃｔｉｎ 基因 ＰＣＲ 反应条件为： ０􀆰 ５ μＬ ｃＤＮＡ 模板，
０􀆰 ２５ μＬ Ｔａｑ 酶，上、下游引物各 ０􀆰 ２５ μＬ（５０ ｐｍｏｌ），
ｄＮＴＰ （２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｅａｃｈ） １ μＬ，１０ × ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ５
μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） １􀆰 ５ μＬ，最后加无 ＲＮＡ 酶水

至 ２５ μＬ。 将上述各成分置 ＰＣＲ 管混匀后于 ＰＣＲ

仪上进行反应，反应程序： ９４℃ ４ ｍｉｎ； ９４℃ ３０ ｓ，退
火温度 ４５ ｓ （温度待定），７２℃ ３０ ｓ；７２℃ ５ ｍｉｎ。
ＰＣＲ 产物以 １􀆰 ０％琼脂糖凝胶电泳检测。
１􀆰 ６􀆰 ２􀆰 ２　 最佳 Ｍｇ２ ＋ 浓度的确定：在其它条件相同

的情况下，观察 Ｍｇ２ ＋ 终浓度在 １􀆰 ０、 １􀆰 ２５、 １􀆰 ５、
１􀆰 ７５、２􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的情况下，ＰＣＲ 扩增结果。 根据

其亮度和特异性，确定适宜的 ＭｇＣｌ２ 浓度。
１􀆰 ６􀆰 ２􀆰 ３　 ＰＣＲ 扩增最佳循环数的确定：循环次数

决定 ＰＣＲ 扩增程度。 在其它条件相同的情况下，观
察 ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 部分基因在循环数为：２６、２８、３０、３２、
３４；β⁃ａｃｔｉｎ 基因在循环数为 ２２、２４、２６、２８、３０ 时 ＰＣＲ
扩增结果。 根据其亮度确定适宜的 ＰＣＲ 扩增循

环数。
１􀆰 ７　 电泳图片的获得和定量分析

将 ＰＣＲ 产物按常规方法电泳，经凝胶成像仪拍

照后，用定量分析软件 ＵＮ⁃ＳＣＡＮ⁃ＩＴ 分别测定目的

基因片段 ＯＤ 值和内参 β⁃ａｃｔｉｎ 基因片段 Ａ 值。 以

待测目的基因片段实测 Ａ 值 ／ β⁃ａｃｔｉｎ 基因片段实测

Ａ 值的比值，代表目的基因片段 ｍＲＮＡ 的相对含

量。 每个反应重复 ３ 次，然后用 ＳＡＳ 软件对数据进

行统计分析。
目的基因 ｍＲＮＡ 相对含量 ＝
待测目的基因片段实测 Ａ 值
β⁃ａｃｔｉｎ 基因片段实测 Ａ 值

２　 结果

２􀆰 １　 ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 全基因扩增及分析结果

通过 ＲＴ⁃ＰＣＲ 从巴马小型猪外周血白细胞中扩

增得到长度约 ２ ０００ ｂｐ 的片段，将该片段克隆、测
序，结果获得的广西巴马小型猪 ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 全长基

因大小为 １ ９８３ ｂｐ，编码 ６６０ ａａ，ＧｅｎＢａｎｋ 登录号为：
ＥＵ０８６２２５。 将该毒株序列与国外 ＡＦ４１７２３２ （美

国）、ＡＹ５３４３０６（德国）、ＥＵ７８９６３６（俄国）、ＬＣ０３３９６
（日 本 ）、 ＨＱ５４０５９１ （ 韩 国 ）、 ＡＪ２８８５８８ （ 法 国 ）、

３中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ２ 月第 ２７ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ２



ＡＦ０１４１６２（英国）及国内 ＡＹ７５１８０３（中国版纳小型

猪）、ＡＦ５０７９４０（中国实验小型猪）、ＡＹ８５０１９８（中国

五指山小型猪） 进行同源性比较，结果同源性在

７５􀆰 ７ － ９９􀆰 ３ 之间，与法国毒株同源性最低，与中国

实验小型猪及韩国毒株同源性最高，与国内五指山

猪 ＰＥＲＶ 及版纳猪 ＰＥＲＶ 的同源性分别为 ９６􀆰 ２ 和

９５􀆰 ４。 遗传进化分析亦可看出巴马小型猪 ＰＥＲＶ 与

中国实验小型猪及韩国毒株位于同一簇（图 １）。 由

此看出要想较准确的测定广西巴马小型猪 ＰＥＲＶ 组

织表达谱，应该选用来自广西巴马小型猪 ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ
基因序列设计引物。
２􀆰 ２　 半定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 反应条件的筛选

２􀆰 ２􀆰 １　 内参基因 β⁃ａｃｔｉｎ 及目的基因 ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 退

火温度的确定 ：β⁃ａｃｔｉｎ 基因扩增片段大小为 ４４７
ｂｐ，经测序证实扩增得到的基因序列与参考序列同

源性为 ９９％ 。 按方法 １􀆰 ６􀆰 ２􀆰 １，选择了 ５８℃、６０℃、
６２℃、６４℃等 ４ 个退火温度，经 ＰＣＲ 反应后，通过测

定目的片段的净灰度，确定其最佳退火温度为 ６４℃
（图 ２Ａ）。 按同样的方法，ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 部分基因 ＰＣＲ
扩增片段大小约 ２６５ ｂｐ，通过测定目的片段的净灰

度，确定其最佳退火温度为 ５８℃（图 ２Ｂ）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 Ｍｇ２ ＋ 浓度对 ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 部分基因和 β⁃ａｃｔｉｎ
扩增效率的影响 ：扩增结果显示：ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 部分基

因和 β⁃ａｃｔｉｎ 基因在 Ｍｇ２ ＋ 浓度为 １􀆰 ０、１􀆰 ２５、１􀆰 ５ 和

２􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时 ＰＣＲ 扩增效率均过低，只有在 １􀆰 ７５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时 ＰＣＲ 的特异性和扩增效率良好（图 ３ Ａ；
Ｂ）。
２􀆰 ２􀆰 ３　 ＰＣＲ 扩增循环数对 ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 部分基因和

β⁃ａｃｔｉｎ 扩增产物的影响：试验结果显示目的基因

ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 和内参 β⁃ａｃｔｉｎ ＰＣＲ 产物量均随着 ＰＣＲ
循环数的增加而增强（图 ４Ａ，Ｂ），说明 ＰＣＲ 反应均

未达到反应的平台期。 为避免平台效应的影响，选
择扩增反应在到达平台期前的线性范围内且电泳

条带清晰的相应循环数作为 ＰＣＲ 反应最佳循环数。

图 １　 巴马小型猪 ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 基因遗传进化树分析

Ｆｉｇ． １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｂａｍａ ｍｉｎｉｐｉｇｓ

Ａ：β⁃ａｃｔｉｎ 基因； Ｂ： ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 部分基因

图 Ａ 泳道：１􀆰 ５８℃；２􀆰 ６０℃；３􀆰 ６２℃；４􀆰 ６４℃；Ｍ． ＤＬ⁃２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ
图 Ｂ 泳道：Ｍ． ＤＬ⁃２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１􀆰 ５４℃；２􀆰 ５６℃；３􀆰 ５８℃；４􀆰 ６０℃；５􀆰 ６２℃，６􀆰 ６４℃

图 ２　 不同退火温度下 β⁃ａｃｔｉｎ 基因及 ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 部分基因扩增结果

Ａ：β⁃ａｃｔｉｎ：１􀆰 ５８℃；２􀆰 ６０℃；３􀆰 ６２℃；４􀆰 ６４℃；Ｍ． ＤＬ⁃２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ．
Ｂ：ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ：Ｍ． ＤＬ⁃２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１􀆰 ５４℃；２􀆰 ５６℃；３􀆰 ５８℃；４􀆰 ６０℃；５􀆰 ６２℃；６􀆰 ６４℃ ．

Ｆｉｇ． ２　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ β⁃ａｃｔｉｎ ａｎｄ ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ
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Ａ：ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 部分基因；Ｂ：β⁃ａｃｔｉｎ 基因

图 Ａ、图 Ｂ 泳道（相同）：１􀆰 １􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ；２􀆰 １􀆰 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ；
３􀆰 １􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ；４􀆰 １􀆰 ７５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ；５􀆰 ２􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ

图 ３　 不同 Ｍｇ２ ＋浓度对 ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 部分基因和

β⁃ａｃｔｉｎ 基因扩增效率的分析

Ｎｏｔｅ． Ａ：ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ； Ｂ：β⁃ａｃｔｉｎ． １􀆰 １􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ； ２􀆰 １􀆰 ２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ；
３􀆰 １􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ； ４􀆰 １􀆰 ７５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ； ５􀆰 ２􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ．

Ｆｉｇ． ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ
ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ ａｎｄ β⁃ａｃｔｉｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｍｇ２ ＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

本试验选取 ３０ 个循环作为待测 ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 基因的

最佳循环数；而选取 ２８ 个循环为内参 β⁃ａｃｔｉｎ 基因

最佳循环数。
２􀆰 ３　 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参对 ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 部分基因定量

测定　
以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参，采用双管法对不同组织样品

进行半定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 分析，分别测定各自 ＰＣＲ 产物

电泳条带的 ＯＤ 值，每个反应重复 ３ 次取均值，经计

算各个组织 ｍＲＮＡ 相对含量分别为：肝脏：０􀆰 ８５；心
脏：０􀆰 ９０；胰腺：０􀆰 ７０；肾脏：１􀆰 ３１；脾脏：０􀆰 ８９；胸腺：
０􀆰 ８６；肺：０􀆰 ８５；卵巢：０􀆰 ８４；外周血：１􀆰 ２８。 以 ＳＡＳ 软

件统计分析结果表明 ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 在 ｍＲＮＡ 上述组织

中均有表达，但在不同组织中表达存在明显差异，
肾脏和外周血白细胞表达丰度最高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），胰
腺的表达丰度最低，其它组织表达丰度差异无显著

性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。

３　 讨论

目前用于定量分析 ｍＲＮＡ 表达量主要方法有：
半定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ、Ｎｏｒｔｈｅｒｎ 印迹杂交、ｃＤＮＡ 微阵列和

寡聚核苷酸微阵列技术以及目前发展迅速的实时

荧光定量 ＰＣＲ 等。 后几种方法特异性好、具有较高

的敏感性和准确性，但是成本高，对仪器设备和样

品处理要求高且步骤繁琐。 半定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 以其简

单、快速、方便、可同时测定几个基因且所需费用

低、普通实验室均可开展等优点而被广泛应用。 但

利用半定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法分析基因表达水平的影响因

素较多，要提高半定量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法的准确性，最关键

的是优化试验条件。 首先必须选择一个表达稳定

的基因作为参照，如常用的有 ＧＡＰＤＨ、β⁃ａｃｔｉｎ、１８Ｓ
等；其次所提的 ｍＲＮＡ 纯度要高，完整性要好并达

Ａ：ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 部分基因；Ｂ：β⁃ａｃｔｉｎ 基因

图 Ａ 泳道：１􀆰 ３４ 循环；２􀆰 ３２ 循环；３􀆰 ３０ 循环；４􀆰 ２８ 循环；５􀆰 ２６ 循环

图 Ｂ 泳道：１􀆰 ２２ 循环；２􀆰 ２４ 循环；３􀆰 ２６ 循环；４􀆰 ２８ 循环；５􀆰 ３０ 循环

图 ４　 不同循环数对 ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ 部分基因及

β⁃ａｃｔｉｎ 扩增效率影响

Ｎｏｔｅ． Ａ：ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ：１􀆰 ３４ ｃｙｃｌｅｓ； ２􀆰 ３２ ｃｙｃｌｅｓ；
３􀆰 ３０ ｃｙｃｌｅｓ； ４􀆰 ２８ ｃｙｃｌｅｓ； ５􀆰 ２６ ｃｙｃｌｅｓ．

Ｂ：β⁃ａｃｔｉｎ：１􀆰 ２２ ｃｙｃｌｅｓ； ２􀆰 ２４ ｃｙｃｌｅｓ； ３􀆰 ２６ ｃｙｃｌｅｓ；
４􀆰 ２８ ｃｙｃｌｅｓ ； ５􀆰 ３０ ｃｙｃｌｅｓ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｙｃｌｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ ｐａｒｔｉａｌ ｇｅｎｅ ａｎｄ β⁃ａｃｔｉｎ．

到一定的浓度，以紫外分光光度计测定，其吸光度

值 Ａ２６０ ／ Ａ２８０ 在 １􀆰 ８ ～ ２􀆰 ０ 时，符合实验要求。 在

优化试验条件中，选择合适的循环数是 ＰＣＲ 半定量

方法的关键因素，但它必须在指数内进行 ＰＣＲ 扩

增，保证产物与循环数呈线性关系。 此外合适的退

火温度与 Ｍｇ２ ＋ 浓度也会对试验结果造成影响。
自从发现 ＰＥＲＶ 对异种移植存在潜在的病毒生

物安全性以来，寻找无 ＰＥＲＶ 或低拷贝 ＰＥＲＶ 的小

型猪，开展小型猪中内源性反转录病毒的存在状况

调查及其潜在的危害性的研究一直是研究的热

点［４ － ６］。 目前的研究发现 ＰＥＲＶ 在不同的猪种之间

负载不平衡，不同猪种携带 ＰＥＲＶ 亚型也不尽相

同［７，８］。 虽然 ＰＥＲＶ 在肾、肝、脾、肺、胸腺、胰腺、卵
巢、脑神经、外周血白细胞及内皮细胞等组织均有

表达，但表达的拷贝数有差异。 靳二辉［９］ 采用 ＲＴ⁃
ＰＣＲ 技术对近交系五指山小型猪 １５ 种组织内

ＰＥＲＶ 的表达情况进行了检测，发现 ＰＥＲＶ 在心脏、
肝脏、肾脏表达较弱，在免疫组织表达较强。 因此

检测 ＰＥＲＶ ｍＲＮＡ 在不同猪种、不同组织中的表达

情况对医学实验用猪的挑选及猪—人异种器官移

植均具有重要意义。 在进行猪—人异种移植时，可
以选用病毒负载较低组织作为供体，可以降低异体

移植潜在的危险性。
本试验 采 用 半 定 量 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方 法， 首 次 对

ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ ｍＲＮＡ 在巴马小型猪各个组织中表达量

进行测定。 结果发现在所采集的十个组织样品中

均可以检测到 ＰＥＲＶ⁃ｅｎｖ ｍＲＮＡ 的表达。 ＳＡＳ 软件

统计分析结果表明，肾、外周血白细胞中 ＰＥＲＶ 表达

丰度最高，肺、心、肝、脾、胸腺、卵巢次之，胰腺中
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ＰＥＲＶ 表达丰度最低。 肺、心、肝、脾、胸腺、卵巢表

达丰度差异不显著（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），这与国内外的研究

结果基本一致［１０，１１］。
关于选择 ＰＥＲＶ 低拷贝猪及 ＰＥＲＶ 表达丰度较

低的器官进行异种移植，以降低其潜在的危害性问

题学者们进行了大量研究。 Ｐａｔｉｅｎｃｅ 等［１］ 在 １９９７
年首先提出 ＰＥＲＶ５′端或部分结构基因的缺失会造

成部分拷贝失去转录活性和功能，因此并不是所有

的拷贝都具有感染活性。 然而，ＰＥＲＶ 各基因可以

通过互补或重组产生具有生物活性的病毒颗粒，因
此可以通过选择性育种降 ＰＥＲＶ 的拷贝数以达到降

低异种移植风险的目的。 Ｃｌｅｍｅｎｃｅａｕ 等［１０］ 在 １９９９
年通过试验发现，猪胰岛细胞和脑神经细胞所含

ＰＥＲＶ 前病毒的负荷相对较低，认为进行猪胰岛细

胞和脑神经细胞异种移植发生 ＰＥＲＶ 感染的潜在危

险性可能要比移植猪肾、肝等器官要小。 最近，国
际异种器官移植协会发表了一份联合声明，启动在

上个世纪九十年代被停止的猪胰岛产品在 １ 型糖尿

病治疗方面的临床试验， 重新评价胰岛在异种移植

方面的安全性［１２］。 总之，在未来的 ５ 到 １０ 年，在适

当的指导和监管控制下，猪的胰岛异种移植材料被

认为是一种可行的手段，解决临床上胰岛远远不能

满足需求的问题［１３］。 本研究发现巴马小型猪胰腺

中 ＰＥＲＶ 表达丰度最低，可初步认为以巴马小型猪

胰岛细胞进行异种移植发生 ＰＥＲＶ 感染的潜在危险

性可能要低于其它器官。 由于本实验所用动物个

体数量有限，只得出了初步的结论，还需要做更多

细致的工作。
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