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摘　要：本文旨在构建有效抑制朊蛋白（Ｐｒｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ，ＰｒＰ）表达的重组质粒，并以此为工具控制ＰｒＰ表达，从而探

讨ＰｒＰ对细胞ＳＯＤ活性的影响。设计并化学合成１对含有发夹结构的寡核苷酸片段（ｓｈＰｒＰ），退火后与表达载体

ｐＧｓｕｐｅｒ（ＨａｉｒｐｉｎｓｉＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｖｅｃｔｏｒ）定向连接，构建重组质粒ｐＧｓｕｐｅｒｓｈＰｒＰ。对重组子进行ＰＣＲ鉴定，

测序正确后，脂质体法转染Ｃ６细胞，采用实时荧光定量ＲＴＰＣＲ检测ＰｒＰｍＲＮＡ的表达水平，以验证ｐＧｓｕｐｅｒ

ｓｈＰｒＰ的抑制效率；结果表明：重组质粒ｐＧｓｕｐｅｒｓｈＰｒＰ构建成功，且显著降低Ｃ６细胞ＰｒＰｍＲＮＡ表达（犘＜

０．０５），抑制效率为３４．２％。利用ｐＧｓｕｐｅｒ、ｐＧｓｕｐｅｒｓｈＰｒＰ分别转染Ｃ６细胞，并检测细胞ＳＯＤ总活性及ＳＯＤ表

达水平，探讨ＰｒＰ对细胞ＳＯＤ活性的影响及其作用机制，结果表明ＰｒＰ促进细胞ＳＯＤ的活性（犘＜０．０１），但对细

胞ＳＯＤ的表达量无影响，即ＰｒＰ对ＳＯＤ活性的促进作用与ＳＯＤ１的表达量无关。本研究在成功构建了ＰｒＰ的

ＲＮＡ干扰表达质粒的基础上，利用此质粒，在细胞水平上揭示了ＰｒＰ对细胞ＳＯＤ活性的促进作用。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ＲＮＡｉ；Ｃ６ｃｅｌｌｓ；ｐｒｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ（ＰｒＰ）；ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ（ＳＯＤ）

　　细胞型朊蛋白（Ｃｅｌｌｕｌａｒｐｒｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ，ＰｒＰ
Ｃ）是

哺乳动物体内存在的一种正常编码的糖蛋白，分布

广泛，且在中枢神经系统的神经元和神经胶质细胞

表达尤为丰富［１］。目前，有关ＰｒＰ的研究主要集中

在ＰｒＰＣ构象转变和ＰｒＰＣ生理功能两大方面。ＰｒＰＣ

在未知因子作用下通过构象转变，成为异构型的朊

蛋白（Ｓｃｒａｐｉｅｐｒｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ，ＰｒＰ
Ｓｃ）。在构象上，

ＰｒＰＣ具有高的α螺旋结构，而ＰｒＰ
Ｓｃ具有高的β折

叠结构，ＰｒＰＳｃ具有蛋白酶抗性，可引发动物的传染

性海绵状脑病（Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｂｌｅｓｐｏｎｇｉｆｏｒｍｅｎｃｅｐｈａ

ｌｏｐａｔｈｉｅｓ，ＴＳＥｓ）
［２３］。研究表明内源性ＰｒＰＣ表达水

平下降，可使感染潜伏期明显延长［４５］。这些结论说

明抑制ＰｒＰＣ的表达是一种治疗、至少是减缓朊病发

生的有效手段。研究表明ＰｒＰ的生理功能包括参

与神经系统功能维持、细胞信号转导、核酸代谢

等［６７］，但ＰｒＰ这些功能对于细胞或生物体不是必

要的，因ＰｒＰ缺陷对其无显著性影响，所以对其功

能的进一步研究有重要意义，控制ＰｒＰＣ的表达水平

可为研究ＰｒＰＣ的正常生理功能提供材料。因此，笔

者首先构建可有效抑制ＰｒＰ表达的载体，以期为朊

病毒病的临床治疗及ＰｒＰ功能研究提供试验材料。

　　Ｃ６细胞（大鼠脑神经胶质瘤细胞）是哺乳动物

神经细胞系的一种，其ＰｒＰ高度表达，是研究ＰｒＰ

的常用细胞模型，为此笔者选择Ｃ６细胞为研究材

料。ＳＯＤ是体内超氧阴离子自由基清除剂和催化

Ｈ２Ｏ２分解的酶，对生物体有保护作用。ＰｒＰ
Ｃ的生理

功能虽至今仍未完全清楚，但目前公认其具有抗氧

化性能，主要表现为ＳＯＤ样活性
［７］，且 Ｗｏｎｇ等研

究表明脑内ＰｒＰ表达丰度的部位特异性直接影响

到相应部位ＳＯＤ的活性，即体内ＰｒＰ表达可直接影

响ＳＯＤ活性
［８］。抑制细胞ＰｒＰ表达对细胞ＳＯＤ酶

活性的影响未见报道。本文以构建的ＲＮＡｉ载体为

控制ＰｒＰ表达丰度的工具，对此进行了研究，并对

其可能的作用机制进行初步探讨。

１　材料与方法

１１　细胞、载体

　　Ｃ６细胞在ＤＭＥＭ 完全培养液中常规培养，内

含１０％胎牛血清、青霉素１００Ｕ／ｍＬ、链霉素１００

ｍｇ／ｍＬ，置３７℃、５％的ＣＯ２培养箱中培养。ｐＧ

ｓｕｐｅｒ（ＨａｉｒｐｉｎｓｉＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｖｅｃｔｏｒ）由 Ｇａｒｙ

教授（ＮｏｒｔｈｗｅｓｔＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎＵＳ）惠赠。

１２　试剂与仪器

　　０．２５％胰蛋白酶购自Ｇｉｂｃｏ公司；限制性内切

酶犅犵犾ＩＩ、犎犻狀ｄＩＩＩ、犜犪狇ＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰｓ、Ｔ４

ＤＮＡ连接酶均购自ＴａＫａＲａ公司；ＴＲＩＺＯＬ试剂购

自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；反转录试剂盒、ＰＣＲ产物纯化试

剂盒及质粒提取试剂盒，购自博大泰克生物有限公

司。ＲｅａｌｍａｓｔｅｒＭｉｘ（ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ）购自 Ｔｉａｎｇｅｎ

（Ｂｅｉｊｉｎｇ）生物有限公司。ＤＮＡＥｎｇｉｎｅＯｐｔｉｏｎ２荧

光定量ＰＣＲ检测系统，ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ公司，ＵＳＡ。

１３　寡聚核苷酸合成

　　根据ＧｅｎＢａｎｋ中的大鼠ＰｒＰｍＲＮＡ序列、ｐＧ

ｓｕｐｅｒ载体图谱（图１）及ｐＧｓｕｐｅｒ载体使用说明设

计寡聚核苷酸。寡聚核苷酸的组成见图１Ｂ，由图可

见寡聚核苷酸设计中关键是正义链１９ｎｔ的设计。

按要求设计的正义链为５′ＣＡＣＴＧＧＴＧＧＡＡＧＣ

ＣＧＧＴＡＣ３′。由上海生工生物技术有限公司化学

合成１对相应的ｏｌｉｇｏｓ，命名为ｓｍａｌｌｈａｉｒｐｉｎＰｒＰ

（ｓｈＰｒＰ），序列组成见表１。７０℃退火１０ｍｉｎ，构建

双链ＤＮＡ分子，两端自带犅犵犾Ⅱ或 犎犻狀ｄⅢ黏性

酶切位点。

１４　狆犌狊狌狆犲狉重组表达载体的构建

　　ｓｈＰｒＰ退火产物定向克隆至经犅犵犾Ⅱ、犎犻狀ｄ

Ⅲ双酶切的ｐＧｓｕｐｅｒ载体，Ｔ４ＤＮＡ连接酶于１６℃

作用６ｈ。转至Ｔｏｐ１０感受态。由于插入片段仅有

５９ｂｐ，不宜酶切鉴定，故在目的片段插入位点两侧，

根据ｐＧｓｕｐｅｒ质粒的核苷酸序列设计鉴别引物

（ＤｅｔｅｃｔｉｎｇＰｒｉｍｅｒ），设计依据见图２，序列见表１。

用于ＰＣＲ筛选阳性克隆，阴性质粒 ＰＣＲ结果为

１５３ｂｐ，而重组阳性质粒的扩增片段为２０６ｂｐ（１５３

＋５９＋部分酶切位点区域）。将阳性质粒ＰＣＲ的产

物送至上海生物工程有限公司进行测序，通过

ＤＡＮＭＡＮ与原设计序列进行同源性比较。

１５　狆犌狊狌狆犲狉载体转染

　　取传代的 Ｃ６细胞，胰酶消化，按照浓度１×

１０５／ｍＬ的密度接种于６孔板，不加双抗，待细胞长

至丰度约８０％，按照Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００试剂说

明书进行瞬时转染。利用优化的转染条件，Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００与质粒的量分别为３、５μＬ对Ｃ６

细胞进行转染，共分为２组，对照组转空载体ｐＧ

ｓｕｐｅｒ、试验组转质粒ｐＧｓｕｐｅｒｓｈＰｒＰ，每组３个重

８３３
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｅｌｅｍｅｎｔ；Ｂ．ｓｈＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｔｅｍｐｌａｔｅｉｎｓｅｒｔｅｄｉｎｔｏｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｏｆｔｈｅＨ１ｐｒｏｍｏｔｅｒ

ａｎｄｉｔｓｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ

图１　狆犌狊狌狆犲狉表达载体示意（参考袁晶论文绘制，２００７）

犉犻犵．１　犛犮犺犲犿犪狋犻犮犻犾犾狌狊狋狉犪狋犻狅狀狅犳狏犲犮狋狅狉犳狅狉狆犌狊狌狆犲狉（犜犺犲狆犻犮狋狌狉犲犮狅犿犲狊犳狉狅犿犢狌犪狀犑犻狀犵，２００７）

表１　寡核苷酸引物序列

犜犪犫犾犲１　犗犾犻狅犵狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狆狉犻犿犻犲狉狊

基因

Ｇｅｎｅｓ

序列（５′→３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

退火温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

产物大小／ｂｐ

Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ

ｓｈＰｒＰ

Ｆ：ＧＡＴＣＣＣＣＣＡＣＴＧＧＧＴＧＧＡＡＧＣＣＧＧＴＡＣ犜犜犆犃犃犌犃

犌犃ＧＴＡＣＣＧＧＣＴＴＣＣＡＣＣＡＧＴＧＴＴＴＴＴ

Ｒ：ＡＧＣＴＡＡＡＡＡＣＡＣＴＧＧＴＧＧＡＡＧＣＣＧＧＴＡＣ犜犆犜犆犜犜

犌犃ＧＴＡＣＣＧＧＣＴＴＣＣＡＣＣＡＧＴＧＧＧＧ

７０ ５９

ＰｒＰ
Ｆ：ＧＧＡＣＣＧＣＴＡＣＴＡＣＣＧＡＧＡＡ

Ｒ：ＴＧＧＴＧＡＣＴＧＴＧＴＧＣＴＧＣＴＴＧ
５７ １３３

βａｃｔｉｎ
Ｆ：ＴＧＣＴＧＴＣＣＣＴＧＴＡＴＧＣＣＴＣＴＧ

Ｒ：ＴＴＧＡＴＧＴＡＣＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣ
６０ ２２３

Ｄｅｔｅｃｔｉｎｇｐｒｉｍｅｒ
Ｆ：ＡＧＧＧＡＡＴＡＡＧＧＧＣＧＡＣＡＧ

Ｒ：ＣＴＧＧＧＡＡＡＴＣＡＣＣＡＴＡＡＡＣ
５５

阴性（－）１５３

阳性（＋）２０６

ＳＯＤ
Ｆ：ＡＴＧＧＣＧＡＴＧＡＡＧＧＣＣＧＴＧＴ

Ｒ：ＴＡＡＡＡＴＧＡＧＧＴＣＣＴＧＣＡＧＴＧＧＴＡＣＡ
５５ １９６

Ｆ为正向引物；Ｒ为反向引物；下划线示ＲＮＡ干涉靶点；斜体示ｓｈＲＮＡ中发卡结构的序列

Ｆ．Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ；Ｒ．Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ；ＵｎｄｅｒｌｉｎｅｒｅｐｒｅｎｓｅｎｔｔｈｅｔａｒｇｅｔｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＲＮＡｉ；Ｉｔａｌｉｃｍｅａｎｔｈｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｈａｉｒｐｉｎ

复。转染６ｈ后换完全培养基，４８ｈ采集照片并收

集细胞。

１６　抑制效果的检验

１．６．１　ｃＤＮＡ的合成　按Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明提取

细胞总 ＲＮＡ，取 ２μｇ总 ＲＮＡ 为模板，以 Ｏｌｉｇｏ

（ｄＴ）１５为引物，反转录成ｃＤＮＡ。反应条件：４２℃

逆转录１ｈ，９５℃５ｍｉｎ灭活 ＡＭＶ，置于－２０℃备

用。

１．６．２　实时荧光定量标准曲线的构建　设计ＰｒＰ

和内参βａｃｔｉｎ的定量ＰＣＲ扩增引物，引物序列见

表１，ＰｒＰ和βａｃｔｉｎ的退火温度分别为５７、６０℃。

分别构建βａｃｔｉｎ和ＰｒＰ的ｐＧＥＭＴｅａｓｙ载体的质

粒。将质粒按照１０－１倍比稀释，参照 ＲｅａｌＭａｓｔｅｒ

ＭＩＸ（ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ）说明书进行ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ。

反应总体系为２０μＬ，９μＬＲｅａｌＭａｓｔｅｒＭＩＸ，０．５μＬ

模板，上下游引物各０．３μＬ（１０ｐｍｏｌ／μＬ），ｄｄＨ２Ｏ

９．９μＬ进行ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ结束后，ＤＮＡＥｎｇｉｎｅ

Ｏｐｔｉｏｎ荧光连续检测系统进行荧光检测，反应结束

后，计算机自动绘制标准曲线。

１．６．３　对ＰｒＰ抑制效果的测定　采用测定细胞

ＰｒＰｍＲＮＡ的相对定量方法，在构建荧光定量标准

曲线的同时，以对照组、试验组ｃＤＮＡ为模板，用荧

９３３
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光定量ＰＣＲ对βａｃｔｉｎ和ＰｒＰ进行检测，通过各自

的标准曲线计算得到各组ＰｒＰ和βａｃｔｉｎ的表达水

平。ＰｒＰ的相对表达量＝同模板ＰｒＰ拷贝数／同模

板βａｃｔｉｎ的拷贝数。

１７　犘狉犘表达水平对细胞超氧化物歧化酶活性的

影响

１．７．１　细胞蛋白质提取　Ｃ６细胞分别转染ｐＧ

ｓｕｐｅｒ（对照组）、ｐＧｓｕｐｅｒｓｈＰｒＰ，经冷的ＰＢＳ洗涤

后，加入蛋白裂解液，冰上放置１０ｍｉｎ后，１４０００

ｒ／ｍｉｎ４℃离心２０ｍｉｍ，提取上清。蛋白裂解液为

含１％ ＮＰ４０、ＥＤＴＡｆｒｅｅ蛋白酶抑制剂复合物的

ＰＢＳ
［８］。

１．７．２　ＳＯＤ活性的测定　采用氮蓝四唑法（ＮＢＴ）

测定，单位为 Ｕ／ｍｇ，一个酶活力单位（Ｕ）以抑制

ＮＢＴ光化学反应的５０％来表示。具体操作方法见

文献［８］。

１．７．３　ＳＯＤｍＲＮＡ表达水平的测定　方法和步

骤同ＰｒＰｍＲＮＡ的测定，引物序列见表１。

１８　数据统计

　　每个样品重复３次，由 Ｏｐｔｉｃｏｎａｎａｌｙｓｉｓｓｏｆｔ

ｗａｒｅ（ｖｅｒｓｉｏｎ２．１０）荧光分析软件自动进行定量。

用ＳＡＳ统计软件中狋ｔｅｓｔ对数据进行统计分析，结

果以“平均值±标准误”表示。

２　结　果

２１　抑制载体狆犌狊狌狆犲狉狊犺犘狉犘的构建

２．１．１　重组阳性质粒的构建　重组质粒用鉴别引

物ＰＣＲ扩增，结果见图２，阴性质粒ＰＣＲ扩增片段

大小约为１５３ｂｐ，阳性质粒ｐＧｓｕｐｅｒｓｈＰｒＰ扩增片

段大小约为２０６ｂｐ。验证阳性的ＰＣＲ产物送上海

生物工程有限公司测序。测序结果证明目的片段已

成功插入，阳性质粒构建成功。

２．１．２　细胞转染　分别提取不同的表达质粒，空质

粒ｐＧｓｕｐｅｒ（对照组）及阳性重组质粒ｐＧｓｕｐｅｒ

ｓｈＰｒＰ。质粒通过 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００转染生长

处于对数期的Ｃ６细胞。因载体自带绿色荧光蛋白

ＧＦＰ标签，ＧＦＰ转到细胞基因组，６ｈ左右后即可

用荧光显微镜观察到绿色荧光，转染后４８ｈ的检测

结果见图３。

２．１．３　ＲＮＡｉ抑制效果的检测

２．１．３．１　ＰｒＰ、ＳＯＤ、βａｃｔｉｎ荧光定量ＰＣＲ标准曲

线的构建：　对ＰｒＰ和βａｃｔｉｎ重组质粒按照１０
－１

倍比稀释后，分别按照 １０－１、１０－２、１０－３、１０－４、

Ａ．表达载体ｐＧｓｕｐｅｒ阳性克隆的ＰＣＲ筛选鉴定示

意，箭头示意筛选用的引物；Ｂ．表达载体ｐＧｓｕｐｅｒ阳

性克隆的ＰＣＲ筛选鉴定

Ｍ．ＤＬ２０００分子量标准；１．阴性质粒（ｐＧｓｕｐｅｒ）；２、

３．质粒ｐＧｓｕｐｅｒｓｈＰＲＰ

Ａ ．ＳｃｈｅｍａｔｉｃｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＰＣＲｓｃｒｅｅｎｆｏｒｓｈＲＮＡ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｏｓｉｔｉｖｅ犈．犮狅犾犻ｃｌｏｎｅｓ．Ａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅ

ｐｒｉｍｅｒｆｏｒＰＣＲ；Ｂ．ＰＣＲｓｃｒｅｅｎｆｏｒｓｈＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇ

犈．犮狅犾犻ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓ

Ｍ．ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１．ＮｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｐＧｓｕｐｅｒ；２，

３．ｐＧｓｕｐｅｒｓｈＰＲＰ

图２　狊犺犚犖犃表达载体阳性克隆的犘犆犚筛选鉴定

犉犻犵．２　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱狊犫狔犘犆犚

图３　重组表达载体转染犆６细胞４８犺后荧光检

测结果 （３２０×）

犉犻犵．３　犜犺犲犻犿犪犵犲狊狅犳狋狉犪狀狊犳犲犮狋犲犱犆６狌狀犱犲狉犳犾狌狅狉犲狊

犮犲狀犮犲犿犻犮狉狅狊犮狅狆狔犪犳狋犲狉４８犺（×３２０）

１０－５、１０－６（体积分数）作为模板进行ＰＣＲ扩增，系

统自动生成标准曲线（图４Ａ、Ｂ）。它们的Ｔｍ分别

为８４．６～８５．４℃、８８．２～８９．０℃，Ｔｍ值均一，说明

熔解曲线峰值单一，产物的特异性良好；相关系数分

别为０．９９９、１．０００，说明起始模板浓度与Ｃｔ值之间

呈良好的线性关系，由此可见标准曲线完全可以用

于定量试验。

０４３
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图４　犘狉犘、犛犗犇及β犪犮狋犻狀犿犚犖犃实时荧光定量犘犆犚检测回归曲线

犉犻犵．４　犚犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狊狋犪狀犱犪狉犱犮狌狉狏犲犳狅狉犿犚犖犃狅犳犘狉犘，犛犗犇犪狀犱β犪犮狋犻狀

２．１．３．２　ＲＮＡｉ抑制效率：　Ｃ６细胞转染不同质

粒ｐＧｓｕｐｅｒ（对照组）、ｐＧｓｕｐｅｒｓｈＰｒＰ后ＰｒＰｍＲ

ＮＡ相对表达量分别为５．５０±０．８６、３．６２±０．３６（图

５）。ｐＧｓｕｐｅｒｓｈＰｒＰ组ＰｒＰｍＲＮＡ与对照组相比

差异显著（犘＜０．０５），表达水平较对照组降低

３４．２％。说明所构建的质粒ｐＧｓｕｐｅｒｓｈＰｒＰ在Ｃ６

细胞内产生的ｓｈＲＮＡ发挥了抑制作用。

．犘＜０．０５

图５　犆６细胞中犘狉犘犿犚犖犃表达

犉犻犵．５　犛狆犲犮犻犳犻犮犻狀犺犻犫犻狋犻狅狀狅犳犘狉犘犿犚犖犃犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀

犆６犮犲犾犾狊犫狔狆犌狊狌狆犲狉狊犺犘狉犘狋狉犪狀狊犳犲犮狋犻狅狀

２２　犘狉犘对细胞犛犗犇酶活性的影响

２．２．１　ＰｒＰ对细胞ＳＯＤ活性的调节　对照组（转

染ｐＧｓｕｐｅｒ）和ＲＮＡｉ组（转染ｐＧｓｕｐｅｒｓｈＰｒＰ）转

染４８ｈ时细胞ＳＯＤ酶的活性见表２。ＲＮＡｉ组

ＳＯＤ酶活性较对照组降低１９．２１％（犘＜０．０５），可

见ＰｒＰ表达水平的降低可使细胞ＳＯＤ酶活性降低。

表２　犘狉犘表达对犛犗犇酶活性及犛犗犇犿犚犖犃表达的影响

犜犪犫犾犲２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犘狉犘狅狀犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犛犗犇犪狀犱犛犗犇犿犚犖犃

组别

Ｇｒｏｕｐｓ

超氧化物岐化酶活性

ＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙ／（Ｕ／ｍｇ）
ＳＯＤｍＲＮＡ

Ｃｏｎｔｒｏｌ

ＲＮＡｉ

９３．２±６．３０

７５．３±４．５２

１．３２±０．２６

１．３４±０．３１

犘＜０．０５

２．２．２　对ＳＯＤ１ｍＲＮＡ水平相对定量　ＳＯＤ１定

量的标准曲线见图４Ｃ，Ｔｍ值均一，且相关性高，说

明定量结果数据可靠。定量结果见表２，结果显示，

对照组和ＲＮＡｉ组ＳＯＤ１自身的表达水平无变化，

即ＰｒＰ对细胞内ＳＯＤ１的表达无影响。这提示ＰｒＰ

不是通过调节ＳＯＤ１的表达来影响ＳＯＤ活性的。

３　分析与讨论

３１　犚犖犃犻表达载体的构建及应用

　　ＲＮＡｉ是指将外源双链ＲＮＡ（Ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｅｄ

ＲＮＡ，ｄｓＲＮＡ）导入细胞后引起与其序列同源的特

异基因 ｍＲＮＡ降解的现象，属于转录后基因沉默

（Ｐｏｓｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇ，ＰＴＧＳ）的一种

形式。ＲＮＡｉ现象最早在植物中发现，目前此技术

已广泛应用于植物、模式动物和人类基因组的研究。

利用其短的双链ＲＮＡ（１９～２１ｎｔ）来干扰目的基因

的表达，进而分析基因的功能或抑制目的基因的表

达量。由于ＲＮＡ合成昂贵，易于降解，现在多用短

发卡ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）的方式来进行ＲＮＡ干扰试验，

即借助表达质粒或病毒载体在细胞内产生ｓｉＲＮＡ，

使研究者无需直接操作ＲＮＡ，就可达到长期抑制靶

基因 表 达 的 目 的［９］。本 试 验 所 用 的 ｐＧｓｕｐｅｒ

（ＨａｉｒｐｉｎｓｉＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｖｅｃｔｏｒ）属于ｓｈＲＮＡ表

达载体的一种，操作时首先需体外合成一段能互补

形成发卡结构的ＤＮＡ序列，将其连入载体后，利用

载体上的ＲＮＡ聚合酶启动子转录生成发卡结构的

ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ），进而在细胞内发挥类似ｓｉＲＮＡ的

作用。本研究所用载体为ｐＧｓｕｐｅｒ，启动子为 Ｈｕ

ｍａｎＨ１ｐｒｏｍｏｔｅｒ，目的片段两侧带有 犅犵犾 Ⅱ、

犎犻狀ｄⅢ酶切位点，用于目的片段的插入，载体构建

成功后转入细胞内产生ｓｈＲＮＡ。载体自带荧光蛋

白可用于检测转染效果。抑制效率决定于两个因

素，①质粒本身对ＰｒＰｍＲＮＡ的抑制效率，②转染

效率。本试验中脂质体对于神经细胞的转染效率是

１４３
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影响抑制效率的一个关键性因素。结果表明本试验

设计、合成的ｐＧｓｕｐｅｒｓｈＰｒＰ对ＰｒＰｍＲＮＡ有明

显的抑制作用，最佳抑制效率为３４．２％。在不具备

通过遗传学方法生产ＰｒＰ缺陷（ＰｒＰ０
／０）动物或细胞

条件的情况下，ＲＮＡｉ是研究ＰｒＰ功能的有效工具。

３２　以犚犖犃犻为工具，研究犘狉犘对犛犗犇活性的影

响

　　ｐＧｓｕｐｅｒｓｈＰｒＰ的成功构建为研究ＰｒＰ生理

功能提供了材料。笔者以转染ｐＧｓｕｐｅｒ空质粒的

Ｃ６细胞为对照组，以转染ｐＧｓｕｐｅｒｓｈＰｒＰ的Ｃ６细

胞为试验组（低ＰｒＰ表达）来探讨ＰｒＰ对ＳＯＤ活性

的影响。结果表明，ＰｒＰ促进细胞ＳＯＤ活性。

　　ＰｒＰ
Ｃ的生理功能至今仍未完全清楚，近来，有

关 ＰｒＰ 生理功能的研究表明其具有 ＳＯＤ 样活

性［１０１２］，其抗氧化功能主要表现为ＳＯＤ样活性，并

且在体内参与了抗氧化应激功能。目前从动物试

验、细胞水平、分子水平均证明ＰｒＰＣ的ＳＯＤ样活性

是Ｃｕ２＋依赖性的，且与构象有密切的联系。ＰｒＰＣ八

肽重复区、疏水区以及Ｃ端的ＧＰＩ锚定位点都对其

ＳＯＤ活性有不同程度的影响，特别是其八肽重复区

的影响最为明显［１３］。

　　本研究表明ＰｒＰ直接参与ＳＯＤ酶活性的调节，

与 Ｗｏｎｇ等
［８］体内研究的结论相一致。通过ｒｅａｌ

ｔｉｍｅＲＴＰＣＲ证明ＰｒＰ表达水平不影响ＳＯＤｍＲ

ＮＡ的表达，与 Ｗｏｎｇ等
［８］Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ的结果

相一致，ＰｒＰ含量的改变对Ｃｕ／ＺｎＳＯＤ（ＳＯＤ１）和

ＭｎＳＯＤ没有显著影响。所以ＰｒＰ对ＳＯＤ酶活性

的调节不是通过改变ＳＯＤ的表达来实现的。Ｗｏｎｇ

等［８］认为虽然ＰｒＰＣ对Ｃｕ离子的亲和力较弱，但可

能其存在Ｃｕ伴侣分子，促进ＳＯＤ与Ｃｕ２＋的作用而

参与此过程。
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