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人副流感病毒2型感染恒河猴肾细胞后内参基因的筛选*

袁明铭,周 静,夏介英,董 涵,洪 杨,张 磊△

(四川省中医药科学院,成都
 

610041)

  [摘要] 目的 评价阳性药物利巴韦林治疗人副流感2型病毒(HPIV-2)感染恒河猴肾细胞(LLC-MK2)
后甘油醛-3-磷酸脱氢酶(GAPDH)、次黄嘌呤磷酸核糖转移酶1(Hprt1)、β-肌动蛋白(β-actin)、肽基脯氨酰异构

酶A(Ppia)、β2微球蛋白(B2M)5种内参基因的表达稳定性。方法 HPIV-2感染LLC-MK2
 

48
 

h和72
 

h,采

用real-time
 

PCR法测定病毒组、利巴韦林治疗组和正常细胞对照组中上述5种内参基因的表达水平,利用

geNorm程序对它们的稳定性进行评价。结果 5种内参基因均能稳定表达,其中GAPDH和 Hprt1在感染后

48
 

h稳定度相同,且最稳定;Ppia和 Hprt1在感染后72
 

h稳定度相同,且最稳定。结论 Hprt1、GAPDH和

Ppia是抗HPIV-2药物体外筛选和研究HPIV-2与LLC-MK2相互作用最理想的内参基因。
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  [Abstract] Objective The

 

purpose
 

of
 

this
 

study
 

is
 

to
 

analysis
 

the
 

expression
 

stability
 

of
 

glyceraldehyde-
3-phosphate

 

dehydrogenase
 

(GAPDH),Hypoxanthine
 

phosphoribosyl
 

transferase
 

1
 

(Hprt1),β-actin,peptidyl-
prolyl

 

isomerase
 

A
 

(Ppia),β2
 

microglobulin
 

(B2M)
 

genes
 

in
 

Rhesus
 

kidney
 

cells
 

(LLC-MK2)
 

infected
 

by
 

Hu-
man

 

parainfluenza
 

virus
 

2
 

(HPIV-2)
 

and
 

treated
 

by
 

ribavirin.Methods LLC-MK2
 

were
 

infected
 

with
 

HPIV-
2

 

for
 

48
 

and
 

72
 

hours,then
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

above
 

five
 

internal
 

reference
 

genes
 

in
 

LLC-MK2
 

cells
 

of
 

the
 

viral
 

group,the
 

ribavirin
 

treatment
 

group
 

and
 

the
 

normal
 

cell
 

control
 

group
 

were
 

determined
 

by
 

real-time
 

PCR
 

method,geNorm
 

program
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

their
 

stability.Results Five
 

kinds
 

of
 

internal
 

reference
 

genes
 

could
 

be
 

stably
 

expressed
 

after
 

infection.Among
 

them,GAPDH
 

and
 

Hprt1
 

had
 

the
 

same
 

stability
 

at
 

48
 

h
 

after
 

infection
 

and
 

were
 

the
 

most
 

stable;Ppia
 

and
 

Hprt1
 

had
 

the
 

same
 

stability
 

at
 

72
 

h
 

after
 

infection
 

and
 

were
 

the
 

most
 

stable.Conclusion Hprt1,GAPDH
 

and
 

Ppia
 

are
 

the
 

most
 

ideal
 

reference
 

genes
 

for
 

the
 

screen-
ing

 

of
 

anti-HPIV-2
 

drugs
 

and
 

studying
 

the
 

interaction
 

between
 

HPIV-2
 

and
 

LLC-MK2
 

in
 

vitro.
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  人副流感病毒2型(HPIV-2)属于副粘病毒科,
腮腺炎病毒属,能够引起人类,特别是婴幼儿细支气

管炎、肺炎,是导致咳嗽等呼吸道症状的常见病原体。

HPIV-2含有单股非节段负链RNA,大约含有15
 

000
个核苷酸,其中6个开放式阅读框编码7种结构蛋

白,排列顺序为3'-非翻译区-NP-V/P-M-F-HN-L-非
翻译区-5'[1]。HPIV-2体外感染恒河猴肾细胞(LLC-

MK2)一定时间内引起细胞融合,而非致死细胞[2]。
所以在体外抗病毒药物筛选时难以使用活细胞染色

法对药效进行测定。因此找出宿主细胞稳定的内参

基因而利用荧光定量PCR法来反映病毒水平非常必

要;同时,也可以为研究HPIV-2与LLC-MK2相互作

用提供参考。
本研究选择甘油醛-3-磷酸脱氢酶(glyceralde-
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hyde-3-phosphate
 

dehydrogenase,GAPDH)、次黄嘌

呤磷酸核糖转移酶1(hypoxanthine-guanine
 

phos-
phoribosyltransferase

 

1,Hprt1)、β-肌动蛋白(β-actin,

β-actin)、肽 基 脯 氨 酰 异 构 酶 A(peptidyl
 

prolyl
 

isomerase
 

A,Ppia)、β2微球蛋白(β2-microglobulin,

B2M)作为候选基因,观察它们在抗 HPIV-2药物体

外筛 选 时 稳 定 性,为 抗 HPIV-2药 物 筛 选 和 研 究

HPIV-2与LLC-MK2相互作用提供方法依据。

1 材料与方法

1.1 细胞株和毒株

LLC-MK2购于中国科学院典型培养物保藏委员

会细胞库;HPIV-2购于中国典型培养物保藏中心,使
用前测定其组织半数感染量(TCID50)为10-4.5。

1.2 主要试剂及仪器

RNAprep
 

Pure培养细胞/细菌总 RNA 提取试

剂盒(货号 DP430,批号P5215)、SuperReal
 

PreMix
 

Plus
 

(SYBR
 

Green,货号 FP205-02,批号 R6620)、

FastKing
 

cDNA第一链合成试剂盒(货号KR116-02,
批号R6308)、2×Taq

 

PCR预混试剂Ⅱ(货号KT211-
02,批号R4639)购自北京天根生化科技(北京)有限

公司;DNA
 

Size
 

Marker(货号C109200,批号490430
 

V1)购自中国台湾光鼎生物科技有限公司;MEM 细

胞培养液(货号KGM41500N,批号20181109)购自江

苏凯 基 生 物 技 术 股 份 有 限 公 司;小 牛 血 清(货 号

SH30401.01,批 号 DXJ0440)、改 良 磷 酸 盐 缓 冲 液

(DPBS)(货号SH30028.02,批号 AD15805028)购自

美国HyClone公司;Tryple
 

Select
 

1×非动物源性细

胞解离酶(货号12563-011,批号2034512)购自美国

Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司。普通PCR仪(型号

Veriti)、荧光定量PCR仪(型号Stepone)购自美国

ABI公司;全自动核酸分析系统(型号Qsep
 

100)购自

中国台湾光鼎生物科技股份有限公司;超微量分光光

度计(型号NanoDrop
 

2000)购自美国Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司。

1.3 引物合成

GAPDH、Hprt1和 B2M 的引物序列采用文献

[3]所报道的序列,β-actin和Ppia的引物序列采用文

献[4]所报道的序列,HPIV-2的引物序列采用文献

[5]所报道的序列,所有引物均由成都擎科生物技术

有限公司合成。引物序列见表1。

1.4 HPIV-2感染LLC-MK2
生长状态良好的LLC-MK2用Tryple

 

Select
 

1×
非动物源性细胞解离酶消化成单细胞悬液,细胞计数

后,将细胞悬液分别接种于6孔板,使细胞数量达8×
104/孔,在37

 

℃、5%
 

CO2 培养箱中培养过夜后细胞

铺满孔底,接种HPIV-2毒液,每孔800
 

μL,病毒感染

细胞的感染复数(MOI)值为0.22,在37
 

℃、5%
 

CO2

培养箱中孵育1
 

h,吸弃接种液,加入含2%小牛血清

的 MEM作为细胞维持液,每孔3
 

mL,作为病毒组;
利巴韦林治疗组接种操作同病毒组,吸弃接种液后,
加入含20

 

μg/mL利巴韦林的细胞维持液,每孔3
 

mL;正常细胞对照组在接种过程中用DPBS代替接

种液,相同条件下孵育,吸弃孵育液后,加入含2%小

牛血清的 MEM 作为细胞维持液,每孔3
 

mL。每组

设置3个复孔。
表1  引物序列

基因 方向 引物序列(5'-3')
产物大小

(bp)

GAPDH 正向 TGCACCACCAACTGCTTAGC 87

反向 GGCATGGACTGTGGTCATGAG

Hprt1 正向 TGACACTGGCAAAACAATGCA 94

反向 GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT

β-actin 正向 CCAGGTCATCACCATCGG 131

反向 TGTCCACGTCGCACTTCA

Ppia 正向 AGCACTGGGGAGAAAGGATT 220

反向 AAAACTGGGAACCGTTTGTG

B2M 正向
TGCTGTCTCCATGTTTGATG-

TATCT
74

反向 TCTCTGCTCCCCACCTCTAAGT

HPIV-2 正向 GCAGCATTTCCAATCTTCAGG 266

反向 TAGATCCCGCTTCCAACTGC

1.5 cDNA合成及实时荧光定量PCR
按照RNA提取试剂盒说明书提取各组细胞总

RNA,检测总 RNA 的浓度和纯度后,按照Fasking
 

cDNA第一链合成试剂盒说明书合成cDNA。以各标

本的cDNA为模版,分别用上述引物进行实时荧光定

量PCR(qPCR)反应。qPCR反应体系20
 

μL:Super-
Real

 

PreMix
 

Plus
 

(SYBR
 

Green)10.0
 

μL、上下游引

物各1.0
 

μL
 

(
 

5
 

μmol/L),cDNA
 

0.5
 

μL,ddH2O
 

7.5
 

μL,设置无模板阴性对照。反应程序:95
 

℃
 

15
 

min;

95
 

℃
 

10
 

s,60
 

℃
 

32
 

s,40个循环。分别得到各标本的

不同内参基因的Ct值。反应产物经熔解曲线分析检

查特异性。

1.6 HPIV-2感染LLC-MK2的检测

随机抽取感染后48
 

h病毒组cDNA为模板进行

普通RT-PCR,PCR产物利用 Qsep
 

100全自动核酸

分析系统进行分析,以验证 HPIV-2是否成功感染

LLC-MK2。

1.7 标准曲线的构建

将1.4中正常细胞对照组细胞的cDNA按1∶10
稀释5个梯度后,分别以它们为模板,进行GAPDH、

Hprt1、β-actin、Ppia、B2M内参基因的qPCR,构建每
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  A:病毒组;B:正常细胞对照;C:利巴韦林治疗组。

图1  接种 HPIV-2
 

72
 

h后病毒组、正常细胞对照组和利巴韦林治疗组LLC-MK2细胞形态学观察

个基因的扩增标准曲线,观察每对引物的扩增效率。
针对每对引物,每个浓度的cDNA模板设置3孔重

复,同时设置1孔无模板阴性对照。

1.8 数据分析

使用geNorm 程序检测内参基因的稳定性[3]。
设定不同标本中某一内参基因Ct值最小者的相对表

达量为1,其他标本该内参基因的相对表达水平则为

2-ΔCt(ΔCt=各标本Ct值-最小Ct值),通过这些数据

geNorm程序计算内参基因平均表达稳定度 M,对内

参基因的表达稳定度进行排序(M 值越小,表达越稳

定),程序默认设定当 M>1.5时,该基因不适合作为

内参。geNorm程序还能通过看家基因标准化因子配

对变异值[Vn/(n+1)]来评估该实验条件下基因表达研

究所需的最适内参基因数量,程序以0.15为默认取

舍值,即当Vn/(n+1)<0.15
 

时,则最适内参基因的数量

是n个;而如果Vn/(n+1)>0.15,则最适内参基因的数

量是n+1个,其中n表示内参基因的数量。

2 结  果

2.1 HPIV-2成功感染LLC-MK2
HPIV-2感染LLC-MK2

 

48
 

h开始出现细胞融合

病变。72
 

h后,病毒组LLC-MK2病变程度达70%
(图1A,箭头所示为细胞融合病变),利巴韦林治疗组

病变不显著(图1C),正常细胞形态图见图1B。随机

抽取感染后48
 

h病毒组cDNA为模板进行普通RT-
PCR,产物经Qsep

 

100全自动核酸分析系统分析,在

266
 

bp处有目的条带(图2),说明 HPIV-2成功感染

LLC-MK2。

2.2 内参基因引物的特异性

通过 qPCR 对 GAPDH、Hprt1、β-actin、Ppia、

B2M
 

5个内参基因进行熔解曲线分析,如图3所示,
所有熔解曲线均出现单一信号峰,表明均无引物二聚

体和非特异性扩增,说明各内参基因引物特异性较

强,结果可靠性高。

2.3 标准曲线的构建

以Ct值为纵坐标,相对拷贝数为横坐标构建

GAPDH、Hprt1、β-actin、Ppia、B2M
 

5个基因的标准

曲线,结 果 各 内 参 基 因 的 扩 增 效 率 在 89.4%~

94.3%,各内参基因的标准曲线决定系数(R2)均大于

98%,具有良好的线性关系,满足qPCR条件,见表2。

  1:HPIV-2目的条带;2:阴性对照;M:
 

DNA分子标记物。

图2  HPIV-2感染后LLC-MK2后 HPIV-2基因扩增产物

分析结果

表2  5个内参基因的qPCR标准曲线参数

基因 扩增效率(%) 决定系数R2

GAPDH 89.4 0.990
Hprt1 94.3 0.984

β-actin 90.2 0.992
Ppia 92.6 0.995
B2M 92.2 0.994

2.4 内参基因的表达稳定性

通过geNorm程序分析5个内参基因在 HPIV-2
感染LLC-MK2

 

48
 

h后的病毒组、利巴韦林治疗组和

正常细胞对照组平均表达稳定度,得到内参基因的平

均表达稳定度排列顺序为 GAPDH=Hprt1(M=
0.115)>B2M(M=0.218)>Ppia(M=0.362)>β-ac-
tin(M=0.450),它们的 M值均小于1.5,说明这5个

内参基因均能在LLC-MK2感染HPIV-2及利巴韦林

治疗48
 

h后稳定表达,其中GAPDH 和 Hprt1是表

达最稳定的内参基因,见图4A。geNorm程序内参基

因标准化因子配对变异分析Vn/(n+1)显示,Vn/(n+1)值均
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  A:GAPDH;B:Hprt1;C:β-actin;D:Ppia;E:B2M。

图3  内参基因的熔解曲线

低于0.15,其中,V2/3为0.088,提示使用2个内参

基因即可,没有必要再选第3个或3个以上数目内参

基因进行校正,见图4B。

  A:5个内参基因的平均表达稳定度 M;B:内参基因标准化因子配

对变异分析。

图4  geNorm程序分析 HPIV-2感染LLC-

MK2
 

48
 

h时的理想内参基因

表2  5个候选内参基因的qPCR标准曲线参数

基因 扩增效率(%) 决定系数R2

GAPDH 89.4 0.990

Hprt1 94.3 0.984

β-actin 90.2 0.992

Ppia 92.6 0.995

B2M 92.2 0.994

  通过geNorm程序分析5个内参基因在 HPIV-2
感染LLC-MK2

 

72
 

h后病毒组、利巴韦林治疗组和正

常细胞对照组平均表达稳定度,得到内参基因的平均

表达稳定度排列顺序为Ppia=Hprt1(M=0.032)>

β-actin(M=0.143)>GAPDH(M=0.190)>B2M
(M=0.286),它们的 M值均小于1.5,说明这5个内

参基因均能在LLC-MK2感染HPIV-2及利巴韦林治

疗72
 

h后稳定表达,其中Ppia和 Hprt1是表达最稳

定的内参基因,见图5A。geNorm程序内参基因标准

化因子配对变异分析 Vn/(n+1)显示,Vn/(n+1)值均低于

0.15,其中,V2/3为0.066,提示使用2个内参基因即

可,没有必要再选第3个或以上数目内参基因进行校

正,见图5B。
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  A:5个内参基因的平均表达稳定度 M;B:内参基因标准化因子配

对变异分析。

图5  geNorm程序分析 HPIV-2感染LLC-

MK2
 

72
 

h的理想内参基因

3 讨  论

现如今,基因表达分析在各生物医学领域成为了

重要的技术手段。人们试图通过对基因表达情况的

掌握,以期获得不同调控网络的内在信息,以及最大

程度上鉴定某些基因在新的信号通路或疾病中的相

关性。在病毒感染和免疫方面,qPCR技术被广泛应

用[6]。qPCR是观察转录本丰度的常用方法之一,通
过该法能够同时观察多种基因在不同标本中的表达

丰度,尤其适用于标本只能少量得到的情况。
在用qPCR进行基因表达分析的过程中,不同标

本间的一些变量需要控制得一致,如起始的标本量,
反转录效率等。为达到前述目的,可以采取的措施有

明确高质量RNA提取所用的细胞数量,在相同的条

件下进行反转录等。然而,在实际采样中,特别是在

处理组织标本时,精确的细胞计数往往不可行。
目前,在实时荧光定量PCR中引入内参基因来

标准化样品mRNA的量是基因表达分析中的普遍做

法,因此,理想的内参基因应在各种细胞中、各种实验

条件下均稳定表达。不少的研究结果显示,通常被认

为稳定表达以维持细胞基本功能的内参基因,也可能

因为细胞类型、健康状态、药物处理等因素,出现表达

差异[7-8]。特别是病毒在感染宿主细胞的同时,会干

扰宿主细胞包括细胞周期、代谢、DNA复制转录等内

参基因也参与的信号通路,所以考察内参基因的稳定

性尤其重要[9]。RADONIC等[10]和 WATSON等[11]

的研究一致得出,在SARS冠状病毒、人疱疹病毒1
型和6型、带状疱疹病毒、人免疫缺陷病毒1型、巨细

胞病毒、黄病毒和骆驼痘病毒感染宿主细胞的情况

下,Ppia基 因 表 达 最 稳 定,β-actin基 因 最 不 稳 定。

ELIN等[12]的研究显示,人疱疹病毒6B型感染宿主

细胞,Ppia基因表达最稳定,TBP基因最不稳定。

SURESH等[13]利用5种不同的流感病毒株分别感染

人、猪、禽等不同物种的敏感细胞,发现18S
 

rRNA在

上述情况下是最稳定的内参基因,而β-actin和GAP-
DH都不稳定。目前,还没有研究报道 HPIV2感染

LLC-MK2后常用内参基因的稳定性情况,而这对于

体外抗病毒药物筛选和研究HPIV-2与LLC-MK2相

互作用非常重要。
使用单一的内参基因进行基因表达标准化分析

可能导致结果发生偏差,本研究使用的geNorm 程

序,可以用于筛选任何试验的任意数目的内参基因并

最终挑选出
 

2个或2个以上的内参基因组合来校正

数据,可使相对定量的结果更为精确[3]。本研究表

明,HPIV-2感染LLC-MK2
 

48
 

h后,5种候选基因表

达均具有稳定性,其中 GAPDH 和 Hprt1稳定度相

同,且最稳定;HPIV-2感染LLC-MK2
 

72
 

h后,5种

候选基因表达均具有稳定性,其中Ppia和 Hprt1稳

定度相同,且最稳定。终上,Hprt1、GAPDH 和Ppia
是抗 HPIV-2药物体外筛选和研究 HPIV-2与LLC-
MK2相互作用最理想的内参基因。
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