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B/C 95D$/质粒表达载体的构建及其对
肺巨细胞癌细胞 !"# 基因表达的抑制

王佳曦 孟祥宁 刘改云 赵育桢 王哲 白静 傅松滨

【摘要】 目的 应用 D$/干扰技术，构建针对 B/C的 95D$/表达载体，抑制肺巨细胞癌细胞 +12)
中 B/C的表达。方法 依据设计 95D$/的原则，针对人 B/C的 3D$/序列，设计并合成编码 95D$/的两
条寡核苷酸序列，经退火成互补双链，再克隆到 EF56<A@<>GH ’I)2J.真核表达载体中构建重组体 EF56<A@<>2
B/C，进行测序鉴定。然后转染重组体至 +12)细胞中，经 K0)-筛选，以空质粒转染为对照，获得稳定转
染克隆，运用L<9M<>A印迹检测 !"#基因的表达。结果 测序证实目的寡核苷酸片段已被克隆到 EF56<A2
@<>GH ’I)2J.载体中，EF56<A@<>2B/C转染细胞后，!"#基因在蛋白水平的表达量受到明显抑制。结论 成
功构建了针对人 B/C的 95D$/表达载体，通过转染 +12)细胞，可有效抑制细胞中 B/C的表达，为后续研
究以及肺癌的基因治疗奠定了基础。
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黏着斑激酶（ 7%@46 4?=<A95%A W5A49<，B/C），是
)!!’年 X4AW9及 F@=466<>等分别在 O2F>@转染的鸡胚
细胞及正常细胞中发现的一种胞浆内非受体酪氨酸

蛋白激酶（$DYGC）［)，’］，在很多类型的组织细胞当中
都有表达，参与细胞的铺展、黏附、生长、迁移等生物

学功能；在多种肿瘤中高表达或活性增强，对肿瘤的

发生、发展、侵袭转移等起重要的调节作用，因此受

到越来越多学者的关注。D$/ 干扰（D$/ 5AM<>7<>2
<A@<，D$/5）是近年发现的一种重要基因沉默技术，
又称转录后基因沉默（E%9M2M>4A9@>5EM5%A46 P<A< 956<A@2
5AP，YGKF）［#］。其中最关键的效应分子是具有 ’) Z
’#AM个碱基的小干扰 D$/（93466 5AM<>7<>5AP D$/，95D2
$/），它可以序列特异性地结合靶 3D$/序列，导致
特异 3D$/的降解。95D$/表达载体可以转录产生
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短发卡状 !"#（$%&’( %)*’+*, !"#，$%!"#），在体内进
一步被切割形成 $*!"#发挥干扰作用，能够稳定持
续地维持较长时间的基因沉默［-］。本研究利用

!"#干扰技术，以 !"# 为靶基因、+.*/0,10’23 456789
真核表达载体为基础，构建针对 !"# 的 $*!"#表达
载体，并转染肺巨细胞癌 :;76，旨在实现对 <#=表
达的抑制，并为进一步研究和将此技术应用于肿瘤

治疗奠定基础。

! 材料与方法

656 材料：
65656 细胞株、菌株及质粒 肺巨细胞癌细胞系
:;76购自北京大学医学院病理教研室；大肠杆菌
2&+6>菌株（?,@*(’&A0,）；+.*/0,10’23 456789 真核表达
载体（#BC*&,）。
65654 主要试剂 !D3? 69-> 培养基（E?:FG），胎
牛血清（HI1/&,0），E-6J（E?:FG :!K），<LE;";239
转染试剂（!&1%0），2- M"# 连接酶（?,@*(’&A0,），质粒
M"#提取纯化试剂盒（D’&B0A)），羊抗人!7)1(*,单克
隆抗体（.),() F’LN），鼠抗人 <#=抗体（8+$()(0），H!D
标 ?AE二抗（北京中山）。
654 方法：
65456 $*!"# 序列设计 在 "F:? 数据库中查找
!"# 的 B!"#全序列，从 !"# 编码区中寻找符合设
计原则的靶序列，通过 :K#.2软件确定与其他非相
关基因无同源性，按照 +.*/0,10’23 456789 载体的要
求设计能编码 $*!"#的寡核苷酸链。寡核苷酸序列
两端包含酶切位点，能直接与经相同酶切的 +.*/0,7
10’23 456789 载体连接。设计的 $*!"# 寡核苷酸序
列如下：

正义链：OP7E#2FFEF#2E2EEFF2EF2#2EE#22F##
E#E#2FF#2#EF#EEFF#F#2EF222222EE###7QP；
反义链：QP7EFE2#F#FFEE#FE#2#FF2##E22F2F2

#EE2#2FE2FFEE2E2#FE######FF2222FE#7OP。
寡核苷酸单链由上海英骏公司合成。

65454 $*!"# 表达载体的构建 "将合成的每条
H)*’+*, $*!"#寡核苷酸单链稀释至 6#AR#K；$H)*’7
+*, $*!"#寡核苷酸单链退火成双链：取正义 H)*’+*,
$*!"#寡核苷酸单链与反义 H)*’+*, $*!"#寡核苷酸
单链各 4#K，加入 -9#K 6 S M"#退火缓冲液，混匀、
离心后 T>U加热 QB*,；QVU孵育 9> B*,；%连接反应
以及阳性克隆的鉴定：取退火的寡核苷酸 6#K，+.*7
/0,10’23 456789 载体 6#K，6#K 2- M"# 连接酶缓冲
液，9#K H4G在 6#K 2- M"#连接酶的作用下于 69U
连接 J W 69%。将重组载体转入大肠杆菌 2GD6> 中

进行扩增。提取质粒，DF!验证后测序。
6545Q 细胞转染及单克隆细胞株的筛选 :;76细
胞用 !D3? 69->（含 6>X新生牛血清），在 QVU，OX
FG4 条件下培养。将对数生长期细胞于转染前 4-%
接种于 9 孔板，取 +.*/0,10’23 456789 空载体和 +.*7
/0,10’7<#=重组体质粒 M"#分别转染 :;76细胞，转
染方法参照 <LE;";239 转染试剂操作说明进行，
转染 V4%后用 E-6J（浓度 9>#ARBK）晒选，QY后挑取
阳性克隆细胞株，扩大培养，分别建立表达 +.*/0,7
10’23 456789空载体和表达 $%!"#的单克隆 :;76细
胞株，分别命名为 +.*/0,10’71&,(’&/、+.*/0,10’7<#=76、
+.*/0,10’7<#=74、+.*/0,10’7<#=7Q。
6545- 蛋白质提取和 Z0$(0’,印迹 将对数生长期
的细胞用 D:.冲洗，以细胞刮收集细胞并转移至离
心管中，O >>>’RB*,离心 6> B*,后弃上清，根据细胞
量加入适量的 !?D# :L[[0’（!?D# CL[[0’，含 O>BB&/RK
2’*$7HF/，+HV5O；45>BB&/RK +%0,I/B0(%I/$L/[&,I/ [/L&7
’*\0；O5>BB&/RK ;M2#；>56X .M.，6O>BB&/RK ")F/；
6X "D7->；>5OX MGF）。临用前加入适量的蛋白酶
抑制剂，混匀后冰上放置 Q>B*,，-U，6O >>>’RB*,离
心 4>B*,，吸取上清至新管中，M89->核酸R蛋白分析
仪（:;F=3#"）测定蛋白质浓度。取 9>#A左右的总
蛋白样品与等体积上样缓冲液混合，沸水浴 OB*,，
待完全冷却后，上样，进行 .M.7D#E;（OX积层胶、
6>X分离胶）电泳。Q>>B# 恒流转移 4%，将凝胶中
的蛋白质转移至 D]M< 膜上。用 2:.72 液洗膜 Q
次，OB*,R次；加入特异性一抗，室温下杂交 6 W 4 %；
2:.72 液洗膜 Q 次，OB*,R次；加入相应的特异性
H!D7二抗，室温下杂交 6%，2:.72液洗膜 -次，OB*,R
次。按照 ;FK 试剂盒（#B0’$%)B）检测说明书提供
的方法将 6 ^ 6 比例混好的 #、:液混合物滴加到蛋
白面的 D]M<膜上，室温避光显色 6B*,；用保鲜膜包
好 D]M<膜，将蛋白面向上固定于暗盒中，在暗室中
压片、化学发光自显影、洗片。鼠抗人 <#= 一抗
（8+$()(0）工作浓度为 6 ^ 4 >>>，羊抗人!7)1(*,单克隆
抗体（.),() F’LN）工作浓度为 6 ^4>>，羊抗鼠 ?AE二抗
（北京中山）工作浓度为 6 ^ 4 >>>，兔抗羊 ?AE 二抗
（北京中山）工作浓度为 6 ^4 >>>。

" 结果

456 重组质粒测序鉴定：将重组质粒 +.*/0,10’7<#=
送上 海 英 骏 公 司 测 序［测 序 号 为：H6>7:>V>
46>953;"E（4）536Q<］，结果表明针对人 <#=的 $*!7
"#表达模板成功构建于 +.*/0,10’23 456789载体上，
序列（阴影部分）完全正确，与目的序列相同（见图 6）。
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图 ! /012$重组质粒测序结果

!"# 3! $%&’%()"(# *+ ,"-./ 0%)*12"(3(4 563,1"7,
阴影标示的部分为插入序列

456789 /589/ 0:/;<=08:

(>( ?;/=;<:印迹：各组间!@6A=0:的蛋白水平表达
无明显差异，说明各组蛋白总的点样量基本一致，转

染 B40C;:A;<@D$E组 D$E蛋白条带较阴性对照质粒
组明显减弱（见图 (）。

图 ( /0F2$对 D$E蛋白表达的影响

!"# 3 ( 8++%)4 *+ ,"-./ 403(,+%)4"*( *+ !/9 50*4%"( 6%:%6,

! G ’：B40C;:A;<@A8:=<8C、B40C;:A;<@D$E@!、B40C;:A;<@D$E@(、B40C;:A;<@

D$E@*

; 讨论

!,,)年，华盛顿卡耐基研究院的 D0<;等［+］将正
义链和反义链混合而成的双链 F2$（78HIC;@/=<6:7;7
F2$，7/F2$）纯化后注射给线虫，发现这种 7/F2$
比单独的正义 F2$或反义 F2$具有更高效的特异
性基因沉默效应。并且证实，注射 7/F2$ 后，不但
会引起线虫本身的基因沉默，还会在其子代中也引

起相应基因的沉默。他们将这种现象命名为 F2$0。

自从 (..!年 JCI6/50<等［-］用 /0F2$在哺乳动物细胞
中成功引发特异基因的沉默后，F2$0技术以其高度
的序列特异性、抑制基因表达的高效性、基因沉默的

放大效应以及维持效应的长久性等优势特征，广泛

地应用于基因功能的研究领域。

F2$0的作用机制目前还不是十分清楚，包括起
始阶段和效应阶段（0:0=0=6=08: 6:7 ;KK;A=8< /=;B/）。首
先是进入细胞内的长片段 7/F2$/被核酶 10A;<切割
成 (! G (+个核苷酸的 /0F2$。这些 /0F2$随后和相
关蛋白组合成为 F2$诱导沉默复合体（F2$@0:7HA;7
/0C;:A0:L A8MBC;N，FO4"），FO4" 以同源 MF2$ 为靶目
标摧毁 MF2$，对 MF2$的表达具有高效干涉作用。
F2$0能够非常特异地降解与之序列相应单个内源
基因 MF2$，且抑制基因表达效率很高，相对少量的
7/F2$就可以使表型达到缺失突变体程度。F2$0
能高效特异的阻断基因的表达，为基因功能的研究

提供了经济、快捷、高效的技术手段，是研究基因功

能的重要工具，并且逐步成为对病毒性疾病、遗传性

疾病以及肿瘤等进行基因治疗研究的一种手段［&］。

F2$0的关键效应分子是 /0F2$，目前较为常用
制备 /0F2$的方法包括下列 +种：化学合成 /0F2$、
体外转录合成 /0F2$、用 F26/;"消化长片段 7/F2$
得到 /0F2$、P"F方法制备 /0F2$ 表达框架、利用质
粒或病毒载体表达 /0F2$。其中利用质粒或病毒表
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达 !"#$%的方法是通过转染含有 #$%聚合酶!启
动子 &’或 ()，及其下游一小段特殊结构的质粒或
病毒载体到宿主细胞体内，转录出 !*#$%，!*#$%在
胞内被 +",-.酶剪切成 !"#$%而发挥作用。该方法
的优点是转染筛选后可以稳定表达，因此适用于长

时间的干扰研究。本研究利用 &’ #$%聚合酶!启
动子，指导转录出 /0端突出包括一茎环的发夹结
构，此发夹状 #$%将被 +",-.酶处理为 !"#$%，构建
的质粒转染细胞后，!"#$% 将持续产生，并通过识
别、降解具有同源序列的 1#$%最终干扰目的基因
的表达［2］，同时载体上引入新霉素（3-4）抗性标记利
于筛选含有 !"#$%的克隆，进而对阳性细胞扩大培
养可获得稳定表达 !"#$%的细胞株。

5%6是非受体酪氨酸激酶 5%6家族成员之一，
在很多类型的组织细胞中都有表达［7］。在人类肿瘤

标本和肿瘤来源的细胞系中，5%6的表达增加，这与
肿瘤细胞的迁移力、侵袭力和增殖能力的增强有

关［)8］。因此，5%6 受到越来越多的研究者们的关
注。用反义寡核苷酸、!"#$%或过表达 5%6相关非
激酶（5%69.-:;<-= 343>"3;!-，5#$6）抑制 5%6 的功
能，都可以使细胞的迁移、侵袭、生长和增殖能力受

到抑制［))］。?.. 等［)@］将 5%6 A/7B5 转染入内皮细
胞，由于 5%6自主磷酸化部位 A/7B突变，致使 5%6
无法活化，从而起到阻断作用。C;>D.;"等［)/］发现在
恶性的星型胶质瘤细胞 E72F中，A/7B突变的 5%6
可以通过抑制 GH/96信号通路、激活 ,;!I;!-9’ 而促
进细胞的凋亡。J-K<43等［)L］用蛙皮素处理非小细胞
肺癌细胞 ()@77，5%6磷酸化程度增高且细胞的增
殖能力增强；而反义 5%6寡核苷酸处理后，细胞的
增殖能力降低。(;D,>等［)M］也报道，针对 5%6的反
义寡核苷酸可以抑制肺腺癌细胞 %ML7的侵袭能力。
5%6在肿瘤细胞中是如何调节生长因子和整合素信
号的具体机制还不完全清楚，但可以肯定的是，作为

多种信号通路的枢纽，5%6参与细胞多种功能的调
节［)’］，其表达量及活性的改变必然引起肿瘤细胞移

动性、侵袭性、生长和增殖能力的改变。本研究构建

了针对人 5%6的 !"#$%表达载体 IC:":-3,-.95%6，该
载体转染进肺巨细胞癌 NO9) 细胞内持续表达 !"#9
$%，用 P-!.-.3印迹方法检测表明，5%6蛋白的表达
水平明显降低。实现了对 5%6表达的抑制，为进一
步研究提供了可靠保障，并且为 #$%" 技术应用于
肿瘤治疗奠定基础。
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