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特异小干扰K9L敲除/01#基因的表达
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摘!要!为了研究特异小干扰K9L!M:K9L"作用于大肠癌细胞株+N’"%中/01#!O.;.B;:P1P:76M1#"基因表达的

DK9L对该细胞分裂生长的影响$设计了对应于/01#基因表达 DK9L不同位点的#%种特异M:K9L$经化学合成

后$用脂质体转染+N’"%细胞$实时定量O>K检测/01#基因的表达$观察不同的M:K9L作用强度$并计数细胞了

解相应细胞的生长情况$N1M01/7B3;.0观察/01#表达蛋白的变化和流式细胞计数分析细胞周期改变(发现#%种

M:K9L均可敲除/01#基因表达的!%Q以上$其中O#*O’和O*(组敲除DK9L达"%Q以上$这(种M:K9L及其混

合物对/01#基因DK9L的作用具有相应浓度效应$在!$7D.;+R时达到最佳作用效果$而且相同浓度的混合物作

用效果更好!超过*$Q"$/01#表达蛋白质明显降低$细胞周期在S! 期受到阻碍()!?后的各种M:K9L浓度下细

胞生长变化与/01#基因的DK9L水平变化相一致(结果表明化学合成的特异M:K9L对+N’"%细胞中/01#基

因表达具有消除作用$混合物作用更强$在细胞水平上抑制了+N’"%细胞的分裂生长(

关键词!小干扰K9L)/01#)基因表达
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!!从基因到蛋白的生物信息传递途径中$存在着
多种调控方式$其中转录后的 DK9L丰度调节$是
基因调控的一个重要环节(K9L干扰!K9L:"是近
年来发现的一种普遍存在于生物界细胞中调节

DK9L的生物学现象$已被用来人为的干预基因的
表达$成为抵御病毒或者其他遗传物质侵袭的重要
手段(随着人类基因组工程的完成和蛋白组工程的
发展$基因的功能意义逐渐明确$其中与生长有关的
基因过表达$可以导致象肿瘤一类严重疾病的产生$
通过负调控这类基因的表达$能够起到相应的治疗
作用(由于K9L:作用的高效*特异和持久性$它已
成为当今基因功能研究中不可缺少的一个工具$同
时也为治疗病毒感染*肿瘤带来了新的希望%#!(&(

/01#!O.;.B;:P1P:76M1#"基因表达产物是细胞周期
核蛋白$在许多的人类恶性肿瘤!例如肺癌*乳腺癌*
结肠癌等"的表达中明显增加$提示其在某些恶性肿

瘤的发生发展中起重要作用%’$$&(本文将从/01#
基因DK9L序列的不同位点设计合成M:K9L$在大
肠癌细胞株+N’"%中探讨M:K9L分子对该基因表
达的敲除作用$以及由此引起的肿瘤细胞分裂生长
方面的改变(

#!材料和方法

+;+!85-./设计合成

#%种M:K9L根据A,M<?;博士的原则而设计$特
异的与/01#基因DK9L碱基序列配对$而与其他
核苷酸链同源性低于"%Q$S+>含量在(%Q!)%Q
之间$并在每条单链的(_端外挂两个A碱基$再与
编码链形成双链!?00-#++\\\@/.<P181;;1/@12,+;63B
?162M+0,M<?;+M:K9L@?0D;"$然后由H?6/D6<.7公司
合成 !表 #"$用 %@#Q 的 HCO> 水稀释至浓度

!%#D.;+R$U!%‘保存(

表+!小干扰-./双链

<6074+!8,6775"94:(4:5"=&#>074?89:6"&-./

组别

S/.,-

编码链

+17M1M0/672!$_"(_"

配对链

L70:M17M1M0/672!$_"(_"
DK9L位置#

DK9LM:01#

O# SLZZSZS>>ZLLSZ>Z>ZSAA >LSLSL>ZZLSS>L>LLZ>AA (%&!(!&

O! LS>>>ZSL>ZSLS>>ZSLSAA >Z>LSS>Z>LSZ>LSSS>ZAA ’**!$#*

O( LZZSZS>ZZSS>ZS>>LSZAA L>ZSS>LS>>LLS>L>LLZAA $(*!$$*

O’ ZSLLSLZ>ZSSLSSZSLLLAA ZZZ>L>>Z>>LSLZ>ZZ>LAA &#)!&()

O$ LSLS>L>LSZZZ>SLSSZSAA >L>>Z>SLLL>ZSZS>Z>ZAA )(*!)$*

O& LLSLSL>>ZL>>Z>>SSLZAA LZ>>SSLSSZLSSZ>Z>ZZAA "(%!"$%

O) SSZZZZ>SLZZS>Z>>>LSAA >ZSSSLS>LLZ>SLLLL>>AA #%(#!#%$#

O" SLSSLSS>ZSLSSLZ>>ZSAA >LSSLZ>>Z>LS>>Z>>Z>AA #!$(!#!)(

O* SLZ>L>>>Z>>ZZLLLZLZAA LZLZZZLLSSLSSSZSLZ>AA #$%&!#$!&

O#% >SS>LS>SZS>LSLZ>LL>AA SZZSLZ>ZS>L>S>ZS>>SAA #&’!!#&&!

!!##表示M:K9L的$_端距离蛋白质翻译起始密码子LZS位点(

##D167M62:M067<18/.D$_B8/67P.8M:K9L0.0?1./:5:7.8-/.01:70/67M;60:.7M06/0:75<.21LZS@

+;@!细胞培养和转染
大肠癌细胞株+N’"%培养于含#%Q小牛血清

的KOa[#&’%!#%%Z+DR青霉素$#%%Z+DR链霉
素"中$生长呈对数期状态备用(细胞$b#%’ 接种
于!’孔细胞培养板中(培养!’?后$用 X;:5.B
81<06D:71转染剂将M:K9L导入细胞(在#@$DR的

1--172./8管中将)@$#R的 .;:5.81<06D:71加入

#%c$#R的KOa[#&’%中$混匀室温放置$!#%D:7$

分别将一定量的#%种M:K9L加入到KOa[#&’%至
体积#%!#R$再混合两种溶液$室温放置!%!(%
D:7)弃尽细胞孔的培养基$加入’"%#R含#%Q小牛
血清的KOa[#&’%$然后加入制备好的上述转染试
剂$空白组仅用转染试剂$一式(份$混匀$置细胞培
养箱中(

+;A!-./提取
用A/:F.;试剂提取总K9L(弃尽培养液后$每
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孔加入%@$DR的A/:F.;试剂$反复吹打$转移至#@$
DR的1--172./8管中$加入%@!倍体积的氯仿$振
荡混匀#$M$室温放置$D:7后$’‘条件下#$%%%5
离心#$D:7$吸上清至另一1--172./8管中$加入等
体积的异丙醇$混匀后室温放置#%D:7$’‘条件下

#$%%%5离心#%D:7$弃上清$沉淀加)$Q乙醇$

)$%%5离心$D:7洗涤!次$室温放置#%D:7左右$
加入#%#R的%@#Q HCO>水溶解$!&%7D测光密
度$用’%#5+DR+XH计算K9L浓度$然后用%c#Q
HCO>水调节浓度至!%%75+#R$U!%‘保存备用(

+;B!逆转录合成$C./和实时定量)D-
<H9L合成用[7̂10/.517公司所提供的+,-1/B

M</:-Aa逆转录试剂盒进行$其过程简述如下#取#%

#R上述K9L$加入##R的$%DD.;+R;:5.2A$)%‘
变性#%D:7$立即置冰上!D:7$离心(然后加入*

#R混合试剂#’#R$b#+0/6723,881/*!#R%@#D.;+

R HAA*# #R 29AO*# #RK96M1:7?:3:0./*%c$

#R++AK!*%c$#R#QHCO>水$在’!‘水浴$!D:7$
然后)%‘水浴#$D:7终止反应$再加入水"%#R$置
冰箱保存(实时定量O>K按照文献方法$$%#R反
应体系中含有 /01#基因上游引物!$_B>LLS>AB
>LA>AASAS>>>L>AB(_"和下游引物!$_BLSS>SSB
ALASAS>SSLLSAB(_"各%c(#D.;+R$=La标记探
针!$_B>>S>AA>A>SA>SLASALSSA>L>SB(_"%c!

#D.;+R)!c$#R!%bV,D67SLOHV)!$#R!bO>K
D6M01/D:E!OC公司")#%#R上述<H9L)加水补足
体积(然后在定量O>K反应仪))%%!OC公司"进
行$反应条件为#$%‘预变性!D:7)*$‘变性#%
D:7)*$‘变性(%M)&%‘退火#D:7$扩增’%个循
环(然后以内参照SLOHV基因相对定量/01#基
因表达(

+;E!F4894:"07#9分析
参照试剂盒说明$用蛋白提取试剂盒!OCK>C公

司"分别提取空白组与处理组中蛋白$+H+BOLSC上
样电泳$转膜!a:;;:-./1公司"$脱脂奶粉封闭$兔抗

/01#抗体!dCAVJR公司"和山羊抗L<0:7!+6706>/,F
公司"分别结合$再结合相应的辣根过氧化物酶标记
的二抗$然后显色!OCK>C公司"$W光片曝光(

+;G!细胞流式分析
按照流式细胞仪!=L>+>67$dH公司"使用说

明$’"?后胰酶消化处理细胞$Od+洗涤$细胞经

)%Q酒精固定过夜$离心沉淀$加入Od+缓冲液’*%

#R*L771E:7Be$#R和 O[$#R$暗处冰上反应#%
D:7$上机检测不同周期分布细胞$>1;;T,1M0软件分
析()!?后的细胞同样经胰酶消化$经台酚兰试剂
染色计数活细胞(

!!结!果

@;+!+H种85-./敲除)*!+基因表达的效果
相应的 #% 种 M:K9L 处理 +N’"% 细胞后$

/01#基因表达DK9L的量相对空白对照$O#*O’
和O*号M:K9L分子对/01#的抑制作用最为明显$
分别达到 *#Q**’Q 和 "*Q(另外$O!*O(*

O$*O)和O"对/01#DK9L的抑制作用也大于

$%Q$而O&和O#%对/01#DK9L的也有相当的
抑制作用 !图#"(

图+!+H种85-./对2FBIH细胞)*!+
表达 ,-./水平的作用

J5=;+!<K4%"#$%&#’"4((4$9#()*!+

,-./0194"85-./85"2FBIH

@;@!浓度梯度作用效果
为了观察以上对/01#DK9L具有最佳抑制效

果的O#*O’和O*号M:K9L对/01#作用的浓度效
应$我们选择了浓度从%@#7D.;+R到$%7D.;+R
M:K9L以及这(种混合物M:K9LM!总浓度与上述浓
度相等$每种M:K9L各占#+("(’"?后发现(种

M:K9L对/01#的DK9L抑制作用具有明显的浓度
效应$随着浓度的增加敲除/01#基因DK9L效果
逐渐加强$(种混合物M:K9LM在!$7D.;+R时作用
效果达到最好!超过*$Q"$而且比单独使用相同浓
度一种M:K9L的抑制作用更强!图!"(而)!?后细
胞数表现与/01#基因的DK9L水平一致$也就是
说$细胞的生长繁殖也体现了针对 /01#基因的

M:K9L浓度效应!图("(

"!!#期!!!!!!!!!!!!!!陈功星等#特异小干扰K9L敲除/01#基因的表达



图@!不同的85-./对2FBIH细胞)*!+
,-./水平作用的浓度效应

J5=;@!<K4%"#$%&#’"4((4$9#()*!+
,-./0185-./#"$#"$4"9:695#"=:6&45"2FBIH

@;A!)*!+蛋白和细胞周期变化
(种混合物M:K9LM!O#$O’和O*"在!$7D.;+R
浓度’"?内$敲除了*$Q以上的/01#基因表达的
DK9L$/01#表达的蛋白质也出现相应的改变$M:KB
9LM组/01#几乎没有检测到!图’"$对该组细胞进
行流式细胞分析$发现处理组细胞发生了细胞分布
周期右移现象$S# 期下降!从)#@("Q!$$@$’Q"$
S! 期升高!从*@#$Q!!$@*Q"$+期看不出变化$
整个细胞与空白对照比较有显著性统计学差异!/
f%@%%)$%@%#$$! 检验"!图$"(

图A!梯度浓度的85-./对2FBIH细胞中)*!+
,-./作用后细胞生长效应

注#图中纵坐标表示活细胞相对百分率$图中的每一个数据表示

(个平行管均值对比空白组的百分率$作用时间为)!?(

J5=;A!<K4$477=:#’9K4((4$96(94:)*!+,-./’68
%"#$%&#’"0185-./#"=:6&4$#"$4"9:695#"5"2FBIH

A?14B6E:MD167M6/1;60:̂11E-/1MM:.7.8;:̂1<1;;@
A?1<.;,D7:M6/1;6012-1/<170651.80?10/:-;:<601
6̂1/6510.6<.70/.;@A?10/160D1700:D1\6M)!?@

图B!85-./8处理BI小时后2FBIH细胞蛋白印迹分析

J5=;B!<K4’4894:"07#9#(9K42FBIH

3:#945"9:4694&(#:BIK

图E!85-./8处理细胞BIK后细胞周期变化
L#空白对照)d#M:K9LM处理组(

J5=;E!<K4$K6"=4#($477$1$746(94:85-./89:4694&(#:BIK
L#d;67P<.70/.;)d#M:K9LM0/160D170@

(!讨!论
最近由K9L直接参与的基因表达调控受到了

重视$其中短双链小K9L!2MK9L"干扰是目前最热
门的科研课题之一%)&$2MK9L的作用原理$已有的研
究推测#首先进入细胞的2MK9L与一种K96M1%家

#! 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!%%&!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



族H:<1/酶结合$并被分解为更小的约!!个核苷酸
的M:K9L$M:K9L与多种酶形成K9L诱导沉寂复合
物!K[+>"$然后LAO活化$由M:K9L指导选择DK9L
进行剪切$降解DK9L导致该基因表达的下调%#$(&(
根据这个原理$人为的直接化学合成或者间接的转
录产生约!!个核苷酸M:K9L$实行对转录后DK9L
的降解$成为了基因表达调控的新技术%!&(已经了
解到一些基因的异常表达$是许多重大疾病发生发
展的根本原因%"&(肿瘤发生发展中的多种影响因
素$导致肿瘤相关基因的表达异常$通过对肿瘤正相
关基因表达的抑制$可以起到抑制肿瘤的发生和发
展%*&(/01#基因编码产物是一种新型的丝氨酸+
苏氨酸的蛋白激酶$和细胞周期密切相关$尤其是在
肿瘤细胞的迅速分离和增殖中至关重要%#%&$在许多
人类恶性肿瘤的发生发展中起重要作用%’$$&(R:,
等%##&用质粒 -d++Z&重组/01#基因 DK9L片段
H9L序列$以及+-67P,<?B+<?D:00等%#!&用化学合成
一定部位的M:K9L双链的方法$成功的抑制了肿瘤
细胞中/01#基因的表达$并导致了肿瘤细胞的凋
亡(本研究设计和化学合成了/01#的DK9L序列
不同部位#%种M:K9L双链$碱基序列完全不同于已
有的报道$从中筛选了(种作用强度最大的M:K9L$
发现混合物M:K9LM在敲除目的基因表达和相应细
胞存活方面的效果$要好于相同浓度的单一M:K9L
!图!$图("$提示针对某一基因 DK9L 序列的
M:K9L$攻击不同部位作用是不一样的$因此设计时
需要多个部位并进一步实验筛选$以确保得到高效
的M:K9L(文献也报道两种以上针对V[eB#共受体
>W>K’或者=6M配体基因DK9L不同位点的M:K9L
混合物$沉寂目的基因表达的作用要强于单一使
用%#(&(本研究还发现M:K9L通过降解/01#基因
的DK9L$导致/01#基因蛋白水平下调$阻碍了
+N’"%细胞的分裂$使细胞的繁殖生长受到抑制$
导致了存活细胞百分率的明显下降!图(!$"$体现
了M:K9L在转录后对目的基因表达的负调控作用$
并出现相应细胞生物学特征的变化(但异常表达的
基因产物往往也是机体正常活动需要的$只是过表
达而已$转录后负调控并没有彻底清除目的基因!图
#$图!"$而且机体中外源性M:K9L数天后会消失$
说明M:K9L作用的可调控性(K9L:是真核生物中
抵抗病毒复制表达*抑制转座子转座及调控基因表
达的监控$M:K9L介导的K9L:在进化上是高度保守
的$是真核生物普遍存在的体内天然的抗外源基因
侵入的防御系统$具有高度特异性%#’$#$&$推测M:K9L
的毒副作用不会太大$下一步的研究将在体内进行
M:K9L的基因表达干扰作用(
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