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摘 　要 　为明确将牛 PrPc 重组蛋白接种金黄地鼠脑内是否引起异常临床表现、脑组织病理学变化及对其 mRNA

表达产生影响 ,为进一步研究 PrPc 蛋白与异构体 PrPsc的结构转换机制提供基础数据 ,将纯化的牛 PrPc 重组蛋白磷

酸盐缓冲液制剂进行地鼠颅内接种 ,约 3μL/ 只 ,对照接种磷酸盐缓冲液 ( PBS) ; 102 d 后取出脑组织 :一部分福尔

马林固定后进行常规 H. E. 染色观察 , 另一部分提取脑组织总 RNA ,进行实时荧光定量 RT- PCR 检测。结果表

明 :处理未见临床异常表现 ;大脑、小脑、脑干组织病理学检测未见海绵状空泡变性和淀粉样斑 ;大脑 PrPc mRNA 表

达水平无显著性差异。上述结果表明 ,用 PrPc 重组蛋白接种 ,在检测时间 102 d 内未引起金黄地鼠行为和脑组织

的异常改变。
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Influence of recombinant bovine PrPc protein on hamster mRNA

expre ssion by injection in brain

Yang J ianmin1 , Zhao Deming1 , Li Ning2 , Wu Changde1 , Ning Zhangyong1 , Hao Yongxin1 , Han Caixia1

(11National Animal Transmissible Spongiform Encephalopathies Laboratory , China Agricultural University , Beijing 100094 , China ;

21State Key Laboratories Agrobiology Biotechnology , China Agricultural University , Beijing 100094 , China)

Abstract 　To obs erve biological sp ecificity of recombinant bovine PrPc protein , s uch as the p athology to hamster and

influence on PrPc gene expression level , a purified prion recombinant s tructure protein (10μg/ uL , 3μL) was injected in

the brain of six hamsters . Two hamsters injected with phosphatic s alt buffer s erved as controls . The animals were s ac2
rificed by bleeding through eyeball vein on day 102. Samples consis ted of brain , cerebellum , and obex. A p art of brain

was fixed in formaldehyde , embedded in p araffin wax , s ectioned , s tained with H. E. and examined under micros cop e .

Another p art was us ed for total RNA extraction. PrPc expression was tes ted using real2time RT2PCR in both tes t and

control groups . The res ults indicated that , within 102days , neither abnormal clinical symptoms nor his top athological

changes and PrPc gene expression difference were obs erved between the tes t and control group . This s tudy has demon2
s trated that the recombinant protein failed to caus e p athological change and PrPc gene expression difference in tes ted

rats . This finding provides a significant information on the prion structural biology bas ed on the recombinant protein.

Key words 　TSE; Prion ; real time PCR; mRNA expression

　　诺贝尔奖获得者 Prusiner 提出的“唯蛋白学说”

认为朊病毒 (proteinaceous infectious particles , Pri2
on ,又称传染性蛋白颗粒) 是传染性海绵状脑病

( t ransmissible spongiform encephalopathy , TSE) 的

感染因子。越来越多的研究证据进一步支持该假

说[1 4 ] ,例如 :朊病毒疾病的传播是由于机体正常细

胞表面糖蛋白 (cellular prion protein ,PrPc) 转化为异

常朊病毒蛋白 (disease2associated form prion protein ,

PrPsc) ,相应结构域由α螺旋变为β折叠结构 ,构象

变化引起疾病发生[5 ] ;动物在感染和出现临床症状
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期间 ,由最初少量的 PrPsc引起宿主的 PrPc 发生转

化 ,脑中产生大量的 PrPsc而致病[6 9 ] 。

致病性朊病毒蛋白 PrPsc具有抗蛋白酶有限水

解的能力 ,它特异地出现在被感染动物的脑组织中 ,

呈淀粉样存在[10 ] 。具有潜在神经毒性的 PrPsc在中

枢神经系统 ,尤其在脑内的积累可抑制 Cu2 + 与超氧

化物歧化酶 ( SOD) 或其他酶的结合 ,从而使神经细

胞的抗氧化能力下降[11 12 ] ;此外 ,细胞内的 PrPsc可

能还抑制微管蛋白的聚合 ,导致 L - 型钙通道发生改

变 ,进而使细胞骨架失去稳定性[12 ] 。上述这些原因

以及其他尚不明了的原因最终都可使神经细胞发生

凋亡并形成空泡 , 进而使各种信号传导发生紊

乱[13 ] 。然而 ,PrPc 转换为 PrPsc的机制尚不清楚。

有研究利用重组的人朊蛋白研究 PrPc 构象转

换 ,正常的 PrPc 变为高度可溶性的、富含单体β折

叠结构的 PrPsc ,并具有部分抗蛋白酶消化的活

性[14 ] 。PrPsc生物学鉴定主要依据脑内接种金黄地

鼠后观察特征性的病理学变化[15 17 ] 。目前 ,人们对

牛传染性海绵状脑病的发生和传播机理进行了大量

的研究 ,尽管朊病毒研究虽已取得突破性进展 ,但对

于朊病毒蛋白折叠和致病机理内在分子机制仍需深

入探究 ,更需要充分的、直接的试验证据予以证实。

要进一步深入研究重组 PrPc 在特定条件下转化为

PrPsc的机制 ,明确 PrPc 的相关生物学特性是其中转

化前后的生物学鉴定方法的确定是研究的关键环

节[18 19 ] 。本研究首先对正常的 Prion 重组蛋白进行

了脑内接种金黄地鼠脑组织病理学及对 mRNA 表

达影响的研究 ,为进一步研究 PrPc 重组蛋白转换

PrPsc后的相关生物学特性提供了基础试验数据。

1 　材 　料

1) PrPc 重组蛋白为本课题组制备并保存。

2) 3 周龄雌性金黄地鼠 8 只购自北京生物制品

研究所动物室 ,饲养于中国农业大学实验动物所清

洁级实验动物房 ;大脑、小脑、脑干组织取自脑内接

种 PrPc 重组蛋白的 6 例金黄地鼠和脑内接种 PBS

的 2 例对照金黄地鼠 , 一部分组织液氮冻存 , 用于

总 RNA 的提取 ,另一部分中性甲醛溶液固定 ,用于

制备组织切片。

3) 主要试剂 TRI zol Reagent 逆转录试剂盒、

DN ase 均购自美国 Invit rogen 公司 , PCR 试剂购自

晶美生物公司 , 引物及 Mix 由北京东盛创新生物公

司合成 , 其他各种化学试剂均为进口或国产分析

纯。

4)主要仪器设备 MJ Research CFD - 3220 Op2
tion TM 2Detector 荧光定量 PCR 仪 ;M ICROM STP

- 120 旋转式组织处理机、M ICROM HM 315 轮转

切片机、M ICROM HMS - 760X 自动染色机均为德

国 M ICROM 公司产 ;蛋白垂直电泳仪及转移槽 ,美

国 Bio2ad 公司。

2 　方 　法

211 　PrPc 制备与纯化

本研究前期制备纯化的牛 PrPc 重组蛋白。采

用 PCR 扩增并克隆 2 例中国黑白花奶牛 PrPc 基

因 ,经 DNA 序列分析后 , 亚克隆至 PET30a ( + ) 表

达质粒 ,优化条件进行目的蛋白表达。经 Western2
blotting 蛋白转印试验证实 , 所表达的蛋白具有良

好的免疫反应性。

212 　动物接种及脑组织保存

利用本研究前期制备纯化的牛 PrPc 重组蛋白

在磷酸盐缓冲液 ( PBS)中制成 1 %的悬液 ,进行地鼠

颅内接种 ,接种量按体重的 15 %计算 ,约 3μL/ 只

(10μg/μL) ;对照组地鼠颅内接种 PBS。临床观察

并记录 ,102 d 后将地鼠经断颈处死 ,迅速取出脑组

织。一部分置入 15 % (体积分数) 的福尔马林固定

液常规固定 ,进行 H. E. 染色观察 ;一部分液氮冻

存 ,用于提取脑组织总 RNA ,用于实时荧光定量 RT

- PCR。

213 　切片制备及 H. E. 染色

按常规方法进行组织固定、脱水、封蜡、修整蜡

块、切片。脑组织切片的 H. E. 染色用常规方法。

214 　总 RNA的提取

取冻存组织 100 mg , 加入 TRI zol Reagent

1 mL , 匀浆后加入 012 mL 氯仿 , 离心后吸取上清 ,

加入 015 mL 预冷异丙醇 , 离心沉淀后弃上清 ,

80 % (体积分数) DEPC 乙醇洗沉淀 , DN ase 酶解

可能残余的基因组 DNA。RNA 溶于 DEPC 水 , 甲

醛变性凝胶电泳和分光光度计检测浓度和纯度。

215 　cD NA制备

每个总 RNA 样品取 5μg , 加无 RN ase 水至 4

μL , 加入 20μmol/ L Oligo (dT 18) 1μL , 65 ℃加热

5 min , 迅速置入冰中 , 依次加入 RN ase 抑制剂 2

μL , 5 ×RT buffer 8μL , 10 mmol/ L dN TP 取 2μL ,

无 RN ase 用水补足 40μL , 37 ℃反应 1 h , 70 ℃加

热 15 min 终止反应。
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216 　PCR引物设计

PrPc 基因引物设计根据标准荧光定量 PCR 引

物原则设计 , PCR 引物序列 :

PrPc F , 5′- GA CCGCTACTACTACCGTGAA

- 3′,

PrPc R , 5′- ACCA TCA GGAA GA TGA GAAA -

3′,

由上海生工生物工程技术有限公司合成。用 TE

Buffer 配成 50 pmol/μL 。

217 　RT- PCR及测序反应

反应条件如下 : 95 ℃3 min , 94 ℃变性 50 s、60

℃退火 50 s、72 ℃延伸 50 s , 45 次循环 , 72 ℃延伸 5

min。115 g/ 100 mL 低熔点琼脂糖凝胶电泳分析结

果。DNA 回收试剂盒回收目的条带 ,测序确认序列

正确后进行荧光定量 PCR 反应和分析。

218 　荧光定量 PCR反应和分析

首先用对照组金黄地鼠脑组织样品检测反应 ,

获得反应条件。反应体系为 25μ:引物上游 015μL ,

下游引物 015μL ,模板 2μL ,DEPC 水 10μL ,M IX

1215μL 。配制反应混合物模板量保持一致 , 配制

混合物充分混匀后平均分配至 PCR 管中。反应条

件如下 : 95 ℃3 min , 94 ℃变性 50 s、60 ℃退火 50

s、72 ℃延伸 50 s , 45 次循环 , 72 ℃延伸 5 min。设

定在每个循环的变性期结束后 , 程序自动记录上一

循环最后 10 %时间的平均荧光值 , 以表示在该循环

结束时的 PCR 产物的量。反应完成后 , 得到含所

有标本的记录点曲线 , 选择 PCR base linesubtracted

( PCR 基线扣除) 模式进行数据分析和修正。在调

整 Baseline cycles(基线循环)和计算 Threshold value

(域值)后 , 计算出 Threshold cycle (CT 值) 。利用荧

光值曲线和 CT 值就可以比较表达水平 (CT 值取中

位数) 。

3 　结 　果

311 　脑内接种后外观症状

处理组 6 只金黄地鼠经颅内接种重组 PrPc 蛋

白后 , 102 d 观察期内未见异常临床表现。直至扑

杀取材前对照组和实验组金黄地鼠仍全部健活。

312 　脑组织病理组织学

处理组金黄地鼠和对照的神经病理学检测发

现 , H. E. 染色显示未见海绵状空泡变性和淀粉样

斑及其他病理变化 (图 1) ,说明脑内接种重组 PrPc

蛋白 ,在 102 d 观察期内 ,未引起病理变化。

A 为大脑、B 为脑干 (Obex 部位) 、C 为小脑 ,脑组织切片 ,未见特征性空泡变化 , ×60

D 为牛 BSE 阳性脑组织切片 (由英国 VLA 提供) ,显示特征性的空泡变化 (箭头所

示) , ×60

图 1 　金黄地鼠脑内接种重组 PrPc 蛋白后脑组织组织学观察( H. E. 染色)

Fig. 1 　Brain tissues from tested golden hamsters and BSE control
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313 　总 RNA的提取

从实验处理和对照组金黄地鼠脑组织提取的总

RNA ,其中 28sRNA、18sRNA、518 sRNA 的目的条

带清楚 ,其中 28 sRNA 条带比 18sRNA 条带明亮 ,

说明提取的总 RNA 质量较高。

314 　cD NA制备及 RT- PCR扩增

用从实验和对照组金黄地鼠脑组织提取的总

RNA 经 RT- PCR ,结果表明获得了预期大小的目的

条带 (图 2) ,经 DNA 回收试剂盒回收目的条带并测

序后 ,确认序列正确。

M 为 DNA Marker DL2000 ;

1～6 为实验处理组 6 只地鼠样品 ;7、8 为对照组 2 只地鼠样品

图 2 　处理和对照组金黄地鼠脑组织总

RNA RT- PCR电泳检测结果

Fig. 2 　RT- PCR of total RNA from golden hamsters

315 　实时荧光定量 PCR反应结果

用从对照组和处理组金黄地鼠脑组织提取的总

RNA 经实时荧光定量 PCR ,其中对照组做 2 次重

复 ,结果表明所有检测样品均获得了标准的 2 形曲

线 ,而且所有样品获得的曲线较为一致 (图 3) ;所有

检测样品获得的标准 S 形曲线 CT 值无显著差异。

图 3 　金黄地鼠脑组织总 RNA实时荧光

定量 PCR反应 S曲线

Fig. 3 　Real2time PCR of total RNA from hamsters

用从对照组和处理组金黄地鼠脑组织提取的总

RNA 经实时荧光定量 PCR 反应 ,其中对照组设立

重复 ,结果表明所有检测样品获得的标准 S 形曲线

CT 值无显著差异 (表 1) ,说明对照组金黄地鼠脑组

织 PrPc mRNA 表达量无显著差异。

用从对照组和处理组金黄地鼠脑组织提取的总

　　
表 1 　金黄地鼠脑组织总 RNA实时荧光定量 PCR反应 CT值

Table 1 　Real2time PCR CT of total RNA from hamsters

样品 对照 1 对照 2 对照 1 对照 2 处理 1 处理 2 处理 3 处理 4 处理 5 处理 6

CT 值 191147 191523 201071 191638 191365 191685 191376 191751 191839 181532

RNA 经实时荧光定量 PCR ,其中对照组设立重复 ,

结果表明所有检测样品获得的熔解曲线一致 ,且峰

值单一 ,锐利 (图 4) 。说明对照组和处理组金黄地

鼠脑组织总 RNA 实时荧光定量 PCR 反应特异性良

好 ,而且目的 DNA 组份无显著差异。

用从对照组和处理组金黄地鼠脑组织提取的总

RNA 经实时荧光定量 PCR ,其中对照组设立重复 ,

结果表明所有检测样品获得的熔解曲线一致 ,且峰

值单一 ;所有样品获得的 Tm 值无显著差异 (表 2) 。

由表 2 还可以看出 ,用从对照组和处理组金黄

地鼠脑组织提取的总 RNA 经实时荧光定量 PCR ,

其中对照组设立重复 ,结果表明所有样品获得的

Tm 值无显著差异 , 说明对照组和处理组金黄地鼠

图 4 　金黄地鼠脑组织总 RNA实时荧光

定量 PCR反应熔解曲线
Fig. 4 　Total RNA Real2time PCR melting curve

from golden hamsters
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表 2 　金黄地鼠脑组织总 RNA实时荧光定量 PCR反应结果 Tm 值

Table 2 　Total RNA Real2time PCR Tm from hamsters

样品 对照 1 对照 2 对照 1 对照 2 处理 1 处理 2 处理 3 处理 4 处理 5 处理 6

Tm 值 8314 8316 8316 8318 8316 8316 8316 8316 8314 8314

脑组织获得的目的 DNA 组份无显著差异 ,且重复

性良好。

4 　结论与讨论

有研究表明 ,用自然感染的羊瘙羊病 ( scrapie)

脑组织提取物接种小鼠 , 可成功进行实验室感

染[20 ] 。羊瘙痒因子可感染包括仓鼠在内的 20 余种

动物 ,提示该因子具有较广的宿主感染性[21 24 ] 。其

中 ,金黄地鼠是进行羊瘙痒因子感染实验良好的动

物模型 ,为动物源性 TSE 的诊断和确定提供了实验

基础。TSE 的共同神经病理改变是在脑组织中出

现海绵状空泡变性和淀粉样斑块沉积[19 ] 。有研究

利用重组的人朊蛋白研究 PrPc 构象转换 ,正常的

PrPc 变为高度可溶性的、富含单体β折叠结构的

PrPsc ,且具有部分抗蛋白酶消化的活性[25 ] 。

致病性 Prion 蛋白 ( Prion protein , PrP) 生物学

鉴定主要依据脑内接种金黄地鼠后观察特征性的病

理学变化[26 ] 。有研究显示 , 接种 Scrapie 提取物的

金黄地鼠 86 d 后即可发病[26 ] 。本研究将重组 PrPc

脑内接种金黄地鼠 ,观察 102 d 后 ,未出现特征性临

床症状和病理组织学变化 ,初步说明重组 PrPc 未能

产生特征性病理变化。但是 , 重组 PrPc 有别于

scrapie 天然提取物 ,观察重组 PrPc 的致病性的时间

延长有待进一步研究。

PrPsc感染鼠特定基因 EDRF 表达水平升高 ,该

变化可作为诊断 TSE 的标识[27 28 ] 。

本研究结果表明所有检测样品获得的标准 S 形

曲线 CT 值无显著差异 ,说明对照组金黄地鼠脑组

织 Prion mRNA 表达量差异不显著 ,初步证实了重

组 PrPc 对金黄地鼠的非致病性特征。PrPc 重组蛋

白在检测时间内未能引起地鼠脑组织海绵状病理变

化 ,未能引起 PrPc mRNA 表达水平改变。
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