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小分子干扰 B6C靶向抑制 D,E8E89基因诱导 F!#%细胞凋亡的实验研究
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摘要!目的构建靶向 D,/E8E89基因的小分子干扰 B6C（D8B6C）表达载体，导入人胶质瘤细胞 F!#%中，研究 D8B6C靶向
抑制 D,/E8E89基因对 F!#%细胞的凋亡诱导作用。方法根据 D8B6C设计原则，在 D,/E8E89全长序列中选取设计含 %)个
核苷酸（%)390）靶序列两条反向重复序列，间以 )个核苷酸的茎环序列，两端分别加上对应的酶切位点，形成 D8B6C的
I6C模板并克隆到 D8B6C表达载体 -J191D8:$%中，获得靶向抑制 D,/E8E89基因的 D8B6C表达载体 -J191D8:$%GD,/E8E89；
采用K107=1;0191转染试剂将干扰质粒导入到胶质瘤细胞 F!#%；分别采用实时荧光定量 L>B以及M1D01/934:.089N从
OB6C和蛋白水平检测干扰效果；采用 C991P89$QGLR双色标记的流式细胞仪法检测 D8B6C诱导的细胞凋亡。结果实
时荧光定量 L>B以及M1D01/9S4:.0089N显示：D,/E8E89基因的 OB6C转录水平以及蛋白水平的表达均得到显著抑制；流
式细胞仪检测结果显示：D,/E8E89基因表达被抑制后，F!#%细胞凋亡率明显增高。结论靶向 D,/E8E89基因的重组 D8B6C
干扰载体 -J191D8$:GD,/E8E89介导的 B6C8显著靶向抑制了 D,/E8E89基因在人胶质瘤细胞 F!#%中的表达，并明显诱导
了 F!#%细胞发生凋亡。
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肿瘤的基因靶向治疗是目前肿瘤生物治疗研究

的热点领域之一。肿瘤基因靶向治疗的策略包括肿瘤

相关基因（0,O./$7DD.;87012S7908N19，WCC）诱导的特异
性细胞毒 W淋巴细胞的过继免疫治疗，这类 WCC抗
原须高度选择性表达于肿瘤细胞而不表达或低表达

于正常组织和细胞 ［%e!］；采用反义寡核苷酸技术

（C+f6）等技术靶向抑制在肿瘤发生发展中有重要

功能的相关基因，也成为肿瘤靶向治疗的新热点，如

与肿瘤增殖凋亡以及细胞周期相关的调控基因

;$O5;、?WZBW、>5;:89I等［%e’］，国内外已有广泛报道。
+,/E8E89 是由 C:081/8等人发现的一个新的抗凋亡基
因，是凋亡抑制蛋白基因家族（RCL）的成员，选择性
表达于肿瘤组织和胚胎组织，具有抑制凋亡、促进细

胞分裂、调控 J!GK细胞周期等重要功能［!eH］。研究显
示，D,/E8E89基因在人胶质瘤细胞中普遍表达，其表达
丰度与肿瘤恶性程度以及肿瘤耐药有密切联系，用

D,/E8E89特异性的 C+f6 可明显诱导肿瘤细胞的凋
亡，并增强肿瘤细胞对放化疗的敏感性［#e&］。B6C干
扰技术（B6C8）是近年来迅速发展起来的生物技术，
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对特定基因的抑制效果是 !"#$的数十倍，已经成
为基因功能研究以及基因治疗的强有力的工具［%&’’］。

目前，国内外关于采用 ($)*技术靶向抑制 +,-.*.*/
基因诱导人胶质瘤细胞凋亡的研究尚较少，本研究拟

采用小分子干扰 (0)（+*(0)）介导的 (0)*技术，研
究靶向抑制 +,-.*.*/对 123’细胞的凋亡诱导作用。

’44材料和方法
56784材料
767674细胞株 1237细胞购自上海生物细胞研究所，
在含有 79:胎牛血清的 ;<=<培养液中常规（>?8!、
3:@A2）培养。

7676288质粒 干扰质粒 BCD/D+*EF’购自武汉市晶赛生
物工程技术有限公司。

’6’6>88试剂 G-*HIE试剂购自美国<(@公司。限制性
内切酶 !"#J!、$%&K"、’()(!、*"(!、*"+!、,-.!
以及反转录试剂盒 (D.D-L)*KG<8 M*-+L8 +L-N/K4OP$)4
"Q/LRD+*+4S*L购自立陶宛 TUV 公司。GNW;$) 聚合
酶、GX4;$)连接酶、;YZ9994TN-[D-购自大连 GN[N-N
公司。TDLNMDOLD/DGT转染试剂购自德国 U*I/LD\ 公
司。胶回收试剂盒、质粒小提试剂盒购自上海华舜公

司。质粒大提试剂盒购自德国 ]^)C=$公司。+,-.*.*/
多抗购自美国 "N/LN8@-,H公司。@Q3标记的)//D\*/F_
凋亡检测试剂盒购自美国 U; 公司。Y*‘RL@QOED-8
aN+L"LN-L8;$)8TN+LD-8"bU(8C-DD/!购自罗氏公司。
76Z88方法
76Z6788+*($)靶序列的选择设计 +*($)靶位点的设
计由晶赛公司在线设计软件（RLLBcddeee6‘D/D+*E6
OIfdg,+*/D++dB-IK,OL+dI-KD-Z6RLf）辅助设计，设计选
取 7%/L的 +*($)靶序列模板，设计 %/L的茎环系列
分割反向重复序列，并以连续 3个 G作为 1h启动子
的转录中止信号，两端分别形成 !"#J!和 /%&K"的
粘性末端，同时设计针对 =Cai的 +*($)靶序列转
录模板作为阳性对照，送上海英骏生物技术有限公司

合成。+*($)F+,-.*.*/的转录模板序列正义：3jFCC)8
@@)@@C@)G@G@G)@F>j；反义：3jFGCG)C)C)GC@8
CCGCCG@@F>j。+*($)F=Cai 转录模板序列正义：
3jFCGC))@GG@))C)G@@C@@F>j；反义：3jFCC@CC8
)G@GGC))CGG@)@F>j。中间的茎环序列正义：3jFG8
G@))C)@CF>j；反义：3jF@CG@GGC))F>j。
762628+*($)表达载体 BCD/D+*EF7d+,-.*.*/的构建 将
合成的对应的发夹结构寡核苷酸单链退火成双链。

!"#J!和 /%&K"双酶切空载体 BCD/D+*EF7后，用 GX

连接酶将退火后的寡核苷酸双链定向克隆至线性化

的 BCD/D+*EF7，抗生素筛选阳性克隆，送测序鉴定。同
样方法构建靶向针对 =Cai 的重组干扰载体

BCD/D+*FEd=Cai，送上海英骏生物技术有限公司测序
鉴定。

7626>88重组载体 BCD/D+*FEd=Cai转染 1237细胞 转
染采用TDLDMDOLD/DGT转染试剂。转染前一天，细胞换
液并调整细胞浓度为 2"793dfE，以 28fEd孔接种于 h
孔板中培养。转染前给细胞加新鲜无血清培养基，将

质粒 F转染试剂混合物转移至 h孔板内（转染试剂c
;$)kX #7），>?8!、3:@A2 培养 7h8R 后换含新鲜的
79:8a@"的培养基，继续培养以检测干扰效应。实验
设转染 BCD/D+*FEd+,-.*.*/实验组、BCD/D+*EFd=Cai阳
性对照组、BCD/D+*EF7空载体作为阴性对照组、等量
iU"作为空白对照组。转染 Xl8R后细胞爬片，iU"洗
两次后，Xll8/f激发波长的荧光显微镜下观察绿色
荧光蛋白的表达，以评价转染效率及阳性对照的干扰

效果。

7626X88实时荧光定量 (GFi@(检测干扰前后 +,-.*.*/
表达水平变化 用 G-*HIE一步法分别从各组 1237细
胞中抽提总 ($)，用 CD/D],N/L测定浓度和纯度。采
用相同的 ($) 量，采用下游特异性引物 +,-.*.*/F8
(Gi（3jFC)@C@GG@@G)G@F>j）以及反转录试剂盒
(D.D-L)*KGT8M*-+L8+L-N/K8O;$)8"Q/LRD+*+8S*L 进行反转
录。采用 (IORD公司 Y*‘RL@QOED-系统进行实时荧光
定量 i@(以验证干扰效果。实时荧光定量 i@(采用
298 #E 毛细管体系进行，体系采用 Y*‘RL@QOED-8
aN+L"LN-L8;$)8TN+LD-8"bU(8C-DD/!，含 X8ffIEdY8
T‘@E2，上下游引物 +,-.*.*/Fi@(3i（3jF)GCGGG@))8
@GCGC@G@@GCF>j）和 +,-.*.*/Fi@(>i（3jFCC)@GC8
GC)@)C@@G@))F>j）各 96X8#fIEdY，O;$)828#E。在
每个循环延伸结束检测 "bU(8C-DD/8^嵌入荧光。
7626388mD+LD-/8gEILL*/‘检测干扰前后 +,-.*.*/表达水
平变化 转染 Xl8R后，各组 1237细胞各 7"79h及其
培养液上清，以 ";"煮沸法裂解细胞提取总蛋白，进
行 ";"Fi)C=；电泳后转至 i_;a 膜上，含 3:全脂
奶粉的 GU"封闭 28R；加一抗抗 +,-.*.*/多抗（7$78999）
X8!孵育过夜；漂洗后滴加 J(i标记的二抗（7$78999）
室温反应 28R，加二氧基联苯胺（;)U）显色。
7626h88@Q3F)//D\*/8_di^双染染法检测细胞凋亡 转
染 Xl8R后，收集细胞（连同悬浮细胞），用 iU"漂洗一
遍后，加入试剂盒中的 U*/K*/‘8 U,MMD-8 2998 #E、
@Q3F)//D\*/8_8798#E8、i^838#E，避光室温下孵育 >98
f*/，加入U*/K*/‘8U,MMD-8>998#E，上流式细胞仪检测细
胞凋亡率。

288结果
26788 +*($) 表达载体 BCD/D+*FEd+,-.*.*/ 和 BCD/D+*Ed8
=Cai的转染
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图 !"#$%&$’(")*+&&,(-检测 %,./0前后 %1’2,2,(蛋白表达
!"#$% &’()’*+ ,-.))"+/ 0.* (1*2"2"+ ’34*’((".+ 5’0.*’

6+7 60)8* ("9:; )*6+(08<)".+
345"6*7(89:+(&’+*;"3<5"/$-7&,2$":+(&’+*;"3!5"=+%,&,2$":+(&’+*;"3>59

?$**%9&’7(%@$:&$A9B,&C9DE$($%,*F4G%1’2,2,(

3H""""""""""""""""""""3<""""""""""""""""3!"""""""""""""""""""""3>
I1’2,2,(

!J7:&,(
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图 H""转染 DE$($%,J*KLEM=对 N<OH细胞 LEM=表达的影响
="/$> ?008@) .0 4A8+8("J>B?C!D )*E+(08@)".+ .+ 8+FE+@8G
/*88+ 0-1.*8(@8+) 4*.)8"+ H?A=DI 834*8((".+ "+ JKL> @8--(

05PN<OH":$**%"&’7(%@$:&$A"B,&C"DE$($%,*JH"$QD&R":7’’,$’S"BC,:C"
$TD’$%%$A"D’+@1%$"LEM=;"65"N<OH":$**%"&’7(%@$:&$A"B,&C"

DE$($%,*JHKLEM=":7’’,$’S"B,&C"+)2,+1%*R"A,Q,(,%C$A"LEM="$TD’$%%,+(

转染 >U"C后细胞爬片，荧光显微镜下观察，转染
DE$($%,J*K%1’2,2,( 实验组、DE$($%,*JKLEM= 阳性对照
组和 DE$($%,*JH空载体阴性对照组三组有数量和亮
度各不相同的细胞表现为绿色荧光，为成功转染的阳

性细胞，=6I 空白对照组无绿色荧光。其中
DE$($%,*JH空载体阴性对照组绿色荧光最强；转染实
验组 DE$($%,*JHK%1’2,2,(荧光强度较转染 DE$($%,*空
载体组为弱；DE$($%,*KLEM=转染组与前两组相比，绿
色荧光明显减少，亮度减弱（图 H）。

<V<99实时荧光定量 .WJ=?.检测 %,./0干扰效果
实时荧光定量 .WJ=?.检测结果（图 <）显示：

N<OH 细胞经特异性 %,./0 表达载体 DE$($%,*JHK9
%1’2,2,( 作用后，%1’2,2,( 基因的 ?& 值由 << 增加到
!O，提示 %1’2,2,(基因的 Q./0拷贝数明显降低；转
染阴性对照组以及阳性对照组 %1’2,2,(基因 ?&值无
明显变化。

<V!99#$%&$’(9)*+&&,(- 分析 %,./0 作用后 %1’2,2,( 蛋
白水平

#$%&$’(9)*+&&,(-分析（图 !）显示：空白对照组、
阴性对照组以及转染 DE$($%,J*KLEM= 阳性对照组
%1’2,2,(蛋白表达未发生明显变化，转染 DE$($%,J*K9
%1’2,2,(组 %1’2,2,(蛋白表达明显下调。

<V>99%,./0诱导的 N<OH细胞凋亡
?RJOJ0(($T,(JXK=Y双色标记流式细胞仪检测分

析（图 >）显示：经转染靶向 %1’2,2,(基因的 %,./0表
达载体 DE$($%,*JHK%1’2,2,( 后，0(($T,(JXK=Y 双染阳
性细胞明显增加，提示特异性 %,./0作用后 N<OH细
胞发生了明显的凋亡；转染阴性对照组、阳性对照组

以及空白对照组凋亡未发现明显变化。

!99讨论
I1’2,2,(是新发现的一个具有显著抗凋亡作用

的 Y0=基因，选择性表达于胚胎组织和各类肿瘤组
织，在肿瘤发生发展中具有抑制肿瘤细胞凋亡、促进

肿瘤细胞增殖的重要作用。目前已经明确的抗凋亡机

制包括通过抑制 !O!基因的活性，抑制 :7%D7%$家族
成员 :7%D7%$9!、:7%D7%$9Z的激活等，抑制细胞凋亡；
选择性表达于在细胞周期的 E<K[期，促进细胞分
裂；促进肿瘤新生血管生长等。%1’2,2,(基因在人胶质
瘤细胞中普遍高表达，并与肿瘤的恶性程度、肿瘤的

耐药以及疾病预后等重要关联，这些均提示 %1’2,2,(
作为一个重要的功能基因，是胶质瘤基因靶向治疗的

理想靶点［!\U］。国外研究显示，利用 0I]/技术特异性
抑制 %1’2,2,(基因的表达，可以诱导肿瘤细胞发生
:7%D7%$依赖以及非 :7%D7%$依赖的凋亡，提示通过抑制
%1’2,2,(的表达来诱导肿瘤细胞的凋亡是有效可行的
［H^］。目前，国内外关于采用 ./0,抑制 %1’2,2,(基因表
达诱导胶质瘤细胞凋亡的研究尚未多见。本研究采用

载体介导的 ./0, 技术，采用 %,./0 靶向抑制
%1’2,2,(基因在胶质瘤细胞中的表达，研究其对 N<OH
细胞的诱导凋亡作用。

./0,技术作为 0I]/技术后迅猛发展起来的

图 <PP实时定量 =?.检测 %,./0作用前后 %1’2,2,(基因
Q./0水平变化
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图 !""流式细胞仪检测分析 #$%&’作用后
()*+凋亡
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分子生物学技术，其介导的基因沉默效应是后者的数

十倍，因而被认为是基因治疗的理想技术［DDPD!］。在本

研究中，我们选用了载体介导的 %&’$ 技术。
8C:1:#$/,D是一个 #$%&’真核表达载体，能在真核细
胞中高效表达 #$%&’，通过形成 %&’诱导沉默复合
物特异性降解靶基因的 Q%&’，从而达到基因沉默
的目的；同时 8C:1:#$/,D本身可以编码 RCFL，便于检
测和验证针对 RCFL的干扰效果。为验证 8C:1:#$/,D
介导的 %&’$效应，我们首先设计构建了针对 RCFL
的 #$%&’表达载体 8C:1:#$/,DERCFL，经导入 (K*D
细胞后，结果转染后 RCFL明显被抑制，说明发夹结
构设计合理，8C:1:#$/,D 可以在 (K*D细胞中诱导高
效的 %&’$介导的基因抑制。接着我们设计了靶向
#75<$<$1基因的 #$%&’靶序列，构建了针对 #75<$<$1
基因的 #$%&’ 表达载体 8C:1:#$/,DE#75<$<$1，采用
S:;0?:=;:1:转染至人胶质瘤细胞系 (K*D，经实时荧
光定量 L>%以及T:#;:51UV/6;;$14分析显示，#75<$<$1
基因的 Q%&’ 以及蛋白水平均明显降低，说明
8C:1:#$/,DE#75<$<$1 在 (K*D 细胞内介导了有效的
%&’$。为了检测 #$%&’特异性沉默 #75<$<$1基因对
于 (K*D细胞凋亡的影响，采用了 ’11:H$1,IELW双色
标记的流式细胞仪分析方法。由于 8C:1:#$/,D本身带
有 RCFL的编码序列，RCFL与另一个常用的标记荧
光 FWX> 位于流式细胞仪的相同通道，因此选用了
>J,*标记的 ’11:H$1,IELW试剂。流式细胞仪检测显
示，干扰后 (K*D细胞发生了明显的凋亡，而其他对
照组未发生明显凋亡，提示靶向干扰 #75<$<$1基因可
以有效诱导 (K*D细胞凋亡。
在本研究中，我们成功构建了针对 #75<$<$1基因

的 #$%&’表达载体 8C:1:#$/,DE#75<$<$1，导入人胶质
瘤细胞 (K*D后诱导了显著的凋亡，提示采用 #$%&’
介导的 %&’$靶向抑制 #75<$<$1基因诱导 (K*D细胞
凋亡，可能是胶质瘤基因治疗的新的策略之一。但

(K*D 细胞中，干扰 #75<$<$1 基因所导致的凋亡与
=0#80#:等凋亡相关基因的相互调节，以及干扰后的

凋亡通路，以及特异性沉默 #75<$<$1对于细胞周期的
影响，目前尚不清楚，有待进一步深入研究加以阐明。
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