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摘要：目的 应用 ｓｉＲＮＡ表达载体介导的 ＲＮＡｉ技
术，特异地抑制端粒保护蛋白 ｈＰＯＴ１基因在 ＨｅＬａ
细胞中的表达，并观察其对细胞凋亡的影响。方法

利用先前构建的含 ｈＰＯＴ１基因特异性序列（ｈｓＲＮＡ）
的３种重组 ｓｉＲＮＡ表达质粒，由脂质体介导转染
ＨｅＬａ细胞，以ＲＴＰＣＲ和电泳迁移率变化分析法检
测转染细胞中的 ｈＰＯＴ１基因的表达抑制效果，并通
过流式细胞术、Ｈｏｅｃｈｓｔ荧光染色和 ＤＮＡ琼脂糖凝
胶电泳检测细胞凋亡。结果 不同 ｈＰＯＴ１特异性
序列的３种的重组质粒转染ＨｅＬａ细胞４８ｈ后，细胞
中 ｈＰＯＴ１基因ｍＲＮＡ和蛋白质表达水平降低，细胞
凋亡水平明显增加。结论 ｓｉＲＮＡ表达载体介导的
ＲＮＡｉ能有效地抑制 ＨｅＬａ细胞中 ｈＰＯＴ１基因表达，
ｈＰＯＴ１基因表达下调导致ＨｅＬａ细胞凋亡。
关键词：ＲＮＡ干扰；基因，ｈＰＯＴ１；凋亡

中图分类法：Ｒ９６３
文献标识码：Ａ
文 章 编 号：１０００３００２（２００５）０２０１０３０５

ＰＯＴ１（ｐｒｏｔｅｃｔｏｆｔｅｌｏｍｅｒｅ１）蛋白于 ２００１年被确
定为一种单链端粒 ＤＮＡ结合蛋白。普遍存在于真
核细胞中。在Ｔｌｏｏｐ的基础上与端粒３′端富Ｇ单链
结合，对端粒的维持具有重要的作用，故命名为端粒

保护蛋白［１，２］。人 ＰＯＴ１（ｈＰＯＴ１）蛋白的生物学功能
和对端粒的调节机制迄今仍不是十分清楚。作者应

用小分子干扰ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡｓ，ｓｉＲＮＡ）表
达载体介导的ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）技
术，特异性地抑制 ＰＯＴ１基因在 ＨｅＬａ细胞中
的表达，并观察其对ＨｅＬａ细胞凋亡的影响。为进一
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步研究其生物功能和端粒调节作用机制提供实验依

据。

１ 材料与方法

１．１ 菌种、质粒及主要试剂

大肠杆菌ＴＯＰ１０和ｓｉＲＮＡ表达载体 ｐｍＵ６为本
教研室何承伟副教授赠送，内切酶 ＢｂｓⅠ购自英国
ＮＥＢ公司，Ｔ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅ购自宝生物工程有限公司，
转染试剂 ＤＯＴＡＰｌｉｐｏｓｏｍａｌｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｒｅａｇｅｎｔ购自
Ｒｏｃｈｅ公司，Ｔ４ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｋｉｎａｓｅ购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公
司，γ３２ｐＡＴＰ购自北京福瑞生物工程公司。
１．２ 重组ｓｉＲＮＡ表达质粒

３种含 ｈＰＯＴ１特异性序列的 ｓｉＲＮＡ表达质粒
（ｐｍＵ６ｓｈＤＮＡ１、ｐｍＵ６ｓｈＤＮＡ２和 ｐｍＵ６ｓｈＤＮＡ３）为
作者课题组先前构建（另有报道）。

ｓｈＤＮＡ１ ｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ：６１９－６３９ｂｐ
Ｔｏｐｓｔｒａｎｄｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｔｅｍｐｌａｔｅ：

５′ＴＴＴＧＡＣＣＴＴＧＴＴＣＴＴＧＡＡＧＧＴＧＴＴＣＡＡＧＡＧＡＣＡＣＣＴＴＣＡ
ＡＧＡＡＣＡＡＧＧＴＣＴＴＴＴＴ３′（５５ｍｅｒ）

Ｂｏｔｔｏｍｓｔｒａｎｄｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｔｅｍｐｌａｔｅ：

５′ＧＣＴＡＡＡＡＡＡＧＡＣＣＴＴＧＴＴＣＴＴＧＡＡＧＧＴＧＴＣＴＣＴＴＧＡＡＣＡ
ＣＣＴＴＣＡＡＧＡＡＣＡＡＧＧＴ３′（５５ｍｅｒ）

ｓｈＤＮＡ２ ｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ：１３４－１５４ｂｐ
Ｔｏｐｓｔｒａｎｄｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｔｅｍｐｌａｔｅ：

５′ＴＴＴＧＣＡＡＡＧＧＡＡＣＴＧＡＴＴＡＴＴＧＴＴＣＡＡＧＡＧＡＣＡＡＴＡＡＴ
ＣＡＧＴＴＣＣＴＴＴＧＣＴＴＴＴＴ３′（５５ｍｅｒ）

Ｂｏｔｔｏｍｓｔｒａｎｄｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｔｅｍｐｌａｔｅ：

５′ＧＣＴＡＡＡＡＡＡＧＣＡＡＡＧＧＡＡＣＴＧＡＴＴＡＴＴＧＴＣＴＣＴＴＧＡＡＣ
ＡＡＴＡＡＴＣＡＧＴＴＣＣＴＴＴＧ３′（５５ｍｅｒ）

ｓｈＤＮＡ３ ｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ：１７１－１９０ｂｐ
Ｔｏｐｓｔｒａｎｄｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｔｅｍｐｌａｔｅ：

５′ＴＴＴＧＴＧＧＡＣＣＡＧＡＣＡＡＡＴＧＴＡＡＡＴＴＣＡＡＧＡＧＡＴＴＴＡＣＡ
ＴＴＴＧＴＣＴＧＧＴＣＣＡＣＴＴＴＴＴ３′（５７ｍｅｒ）

Ｂｏｔｔｏｍｓｔｒａｎｄｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｔｅｍｐｌａｔｅ：

５′ＧＣＴＡＡＡＡＡＡＧＴＧＧＡＣＣＡＧＡＣＡＡＡＴＧＴＡＡＡＴＣＴＣＴＴＧＡＡ
ＴＴＴＡＣＡＴＴＴＧＴＣＴＧＧＴＣＣＡ３′（５７ｍｅｒ）

其中：ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ为ｌｏｏｐｓｅｑｕｅｎｃｅ；下划线处为
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ＢｂｓⅠ酶切位点。
１．３ ＨｅＬａ细胞的瞬时转染

重组质粒采用碱裂解法大量提取，并用 ＰＥＧ法
进行纯化。纯化质粒按 ＤＯＴＡＰ脂质体试剂的说明
转染 ＨｅＬａ细胞，４８ｈ后收获细胞。简要过程：将溶
液Ａ（溶解质粒２μｇ于 ＨＢＳ溶液中，终体积 ２５μＬ）
和溶液Ｂ（溶解ＤＯＴＡＰ１５μＬ于３５μＬＨＢＳ中）温和
混匀，室温放置 １０～１５ｍｉｎ，即为 ＤＯＴＡＰ／核酸混合
物。温和的将ＤＯＴＡＰ／核酸混合物与１ｍＬ无抗生素
培养基混匀，即为转染混合液。ＨｅＬａ细胞按１×１０５

细胞／培养皿接种于 ３５ｍｍ的培养皿中，每孔加 ２
ｍＬ培养基，待细胞生长至６０％～８０％汇合。吸弃旧
培养基，将转染混合液加入培养皿中，培养６ｈ，吸弃
培养基，直接加入无抗生素的新鲜培养基，继续培养

４８ｈ后收获细胞，即可进行检测。鉴于在低于 １５０
ｍｇ·Ｌ－１浓度时，ＤＯＴＡＰ脂质体在体外对 ＨｅＬａ细胞
未显示细胞毒性（Ｒｏｃｈｅ公司产品说明书），而转染
所用脂质体浓度仅５～１０ｍｇ·Ｌ－１，故未设ＤＯＴＡＰ脂
质体对照组。

１．４ ＲＮＡ干扰效果的检测
１．４．１ ＲＴＰＣＲ检测 ｈＰＯＴ１ｍＲＮＡ表达水平

ｈＰＯＴ１扩增引物（扩增产物３０２ｂｐ）：
Ｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ：５′ＣＡＴＡＣＣＴＣＧＣＡＣＴＴＣＡＡＧＣＡ３′（２０ｍｅｒ）

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ：５′ＴＴＴＧＴＡＧＣＣＧＡＴＧＧＡＴＧＴＧＡ３′（２０ｍｅｒ）

内参照ＧＡＰＤＨ扩增引物（扩增产物４５２ｂｐ）：
Ｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ：５′ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ３′（２０ｍｅｒ）

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅｐｒｉｍｅｒ：５′ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡ３′（２０ｍｅｒ）

引物由上海生工生物工程有限公司合成。

ＴＲＩＺＯＬ法提取细胞总 ＲＮＡ，采用 ＭＭＬＶＲｅ
ｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ试剂盒进行反转录。ＰＣＲ反应体
系为２５μＬ，ＰＣＲ条件：９５℃ ２ｍｉｎ变性后，按下列热
循环参数９４℃３０ｓ，５７℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ进行３０个
循环，最后７２℃ 延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经０．８％琼
脂糖（含０．５ｍｇ·Ｌ－１溴化乙啶）电泳，紫外透射仪观
察拍照。

１．４．２ 电泳迁移率变化分析（ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｍｏｂｉｌ
ｉｔｙａｓｓａｙ，ＥＭＳＡ法）检测ｈＰＯＴ１蛋白表达水平

参照Ｂａｕｍａｎｎ等［１］和 Ｍａｒｓｉｃｈ等［３］报道的方法
进行。整个实验过程包括核蛋白的提取，探针的标

记和纯化，探针与蛋白的结合反应，非变性聚丙烯酰

胺凝胶电泳（４％凝胶）、磷屏显影等步骤。探针由上
海生工生物工程有限公司合成。

端粒序列特异性探针：５′ＧＧＴＴＡＧＧＧＴＴＡＧＧＧ

ＴＴＡＧＧＧ３′；非特异性探针（特异性探针的随机打散
序列）：５′ＧＧＡＴＧＴＧＧＡＧＴＧＧＧＴＴＧＡＴＧ３′。
１．５ 流式细胞术分析

０．２５％胰酶消化细胞，ＰＢＳ洗涤 ２次并制成单
细胞悬液，加预冷的７０％乙醇固定过夜。固定好的
细胞再用 ＰＢＳ洗涤 ２次，加碘化丙啶至终浓度 ５０
ｍｇ·Ｌ－１（含ＲＮａｓｅＡ１００ｍｇ·Ｌ－１），闭光室温放置３０
ｍｉｎ，流式细胞仪检测。
１．６ Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８荧光染色

０．２５％胰酶消化细胞，ＰＢＳ洗涤 ２次并制成单
细胞悬液，３％甲醛室温下固定，Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染液
（终浓度为 １６ｍｇ·Ｌ－１）重悬细胞染色，荧光显微镜
下观察。每次计数３００个细胞，计算凋亡百分率，共
３次。
１．７ ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳分析

染色体组 ＤＮＡ提取：采用 ＣｒｏｓｓＢｅｌａｒｄ等的酚
抽提法从培养细胞中提取染色体组 ＤＮＡ。在１．５％
的琼脂糖凝胶（含 ０．５ｍｇ·Ｌ－１溴化乙啶）上电泳 ６０
ｍｉｎ，结果用紫外透射仪观察。

２ 结果

２．１ ＲＴＰＣＲ和电泳迁移率变化分析结果
ＲＴＰＣＲ结果显示，３种 ｓｉＲＮＡ表达载体转染

ＨｅＬａ细胞 ４８ｈ后，细胞内 ｈＰＯＴ１基因 ｍＲＮＡ水平
明显降低，其中以ｐｍＵ６ｓｈＤＮＡ３效果最明显（图１）。

ＥＭＳＡ检测结果可见，在３种ｓｉＲＮＡ表达载体

Ｆｉｇ１． ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｈＰＯＴ１ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｂｙ
ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｐｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ．Ｌａｎｅ
１：１００ｂｐｌａｄｄｅｒ；ｌａｎｅ２：ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｃｅｌｌｓｗｉｔｈｎｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ；
ｌａｎｅｓ３，４，５：ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓｗｉｔｈｐｍＵ６ｓｈＤＮＡ１－３．

·４０１· ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ ２００５ Ａｐｒ；１９（２）



转染后，ｈＰＯＴ１蛋白水平有不同程度的降低。实验
中为了验证结合反应的特异性，做了竞争性实验（加

１００倍未标记的特异性探针）和非竞争性实验（加
１００倍未标记非特异性探针，图２）。
２．２ 流式细胞术检测细胞凋亡

与未转染细胞比较，３种ｓｉＲＮＡ表达质粒转染后，
ＤＮＡ直方图均可见到明显的亚二倍体峰（ｓｕｂＧ１峰），
细胞凋亡率分别为：对照细胞（４．５％），ｐｍＵ６ｓｈＤＮＡ１
（１２．１％），ｐｍＵ６ｓｈＤＮＡ２（１７．７％）和 ｐｍＵ６ｓｈＤＮＡ３
（１８．８％），以ｐｍＵ６ｓｈＤＮＡ３的效果最强（图３）。
２．３ Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８荧光染色

经Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８荧光染色，正常细胞的 ＤＮＡ
疏松均匀、荧光表现为弥散均匀；凋亡细胞固缩、

ＤＮＡ浓缩并向核膜靠近，荧光表现为高亮度的块状
或点状。结果显示，与未转染细胞比较，ｓｉＲＮＡ表达
质粒（ｐｍＵ６ｓｈＤＮＡ３）转染后，能明显诱导的 ＨｅＬａ细
胞凋亡（图 ４）。凋亡百分率（％）分别为：对照细
胞（９．１±３．５），ｐｍＵ６ｓｈＤＮＡ１（２２．４±５．８），ｐｍＵ６
ｓｈＤＮＡ２（１８．６±６．１）和ｐｍＵ６ｓｈＤＮＡ３（２９．５±６．６）。
２．４ ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳分析

经ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳，未转染细胞和 ３种
ｓｉＲＮＡ表达质粒转染细胞 ４８ｈ，均未见明显的 ＤＮＡ

梯形（电泳结果未显示）。
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ｐｍＵ６ｓｈＤＮＡ３转染细胞凋亡特征最明显。但 Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３２５８荧光染色所得各组的凋亡百分率均明显高于
流式细胞术分析，这可能与检测方法的灵敏度有关。

这些细胞凋亡分析结果与ＲＴＰＣＲ和ＥＭＳＡ检测的转
染细胞 ｈＰＯＴ１表达抑制程度的趋势相一致。虽然染
色体组ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳分析，对照组细胞和转
染细胞均未见明显的 ＤＮＡ梯形出现。实际上，并非
所有的细胞凋亡都能观察到明显的 ＤＮＡ梯形。因
此，不应影响对 ｈＰＯＴ１表达抑制均导致ＨｅＬａ细胞凋
亡这一结论的判断。

根据前述观点，作者推测，由于 ｈＰＯＴ１在 ＨｅＬａ
细胞（端粒酶阳性）的表达下调，可能通过端酶依赖

的途径起到负调节染色体端粒长度作用，并导致端

粒的完整性和不稳定性增加，触发类似于细胞对

ＤＮＡ损伤的应答，最终导致细胞凋亡。但其确切机
制有待进一步探明。
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