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【摘* 要】目的：研究特异性 D3STU对宫颈癌 U-J基因的阻
抑效果以及用 STU3 效应对宫颈癌做基因治疗的可行性,

方法：构建可表达人 U-J 基因 D3STU 的重组真核表达质粒
@K;@@A.DD7AT.7#U-J，电穿孔法转染 K3L2宫颈癌细胞株, 应用
S-#VRS，W.DB.A6 8/7B，流式细胞术、免疫荧光法等方法检测转
染的宫颈癌细胞中 U-J 基因的表达水平, 结果：S-#VRS，
W.DB.A6#8/7B均表明瞬时转染 @K;@@A.DD7AT.7#U-J 的宫颈癌
细胞中 U-J 基因的表达受到明显抑制，流式细胞术、免疫荧
光法检测表明 U-J 蛋白含量明显下降, 结论：@K;@@A.DD7A#
T.7#U-J质粒构建成功，瞬时转染宫颈癌细胞后可以明显抑
制 U-J基因的表达,
【关键词】U-J基因；STU干扰；宫颈癌；转染
【中图号】S&X&, )* * *【文献标识码】U

GH 引言
STU干扰（STU 36B.A:.A.6=. STU3）能在低于反

义核酸几个数量级的浓度下，使目标基因表达降到极

低水平甚至完全剔除，从而产生缺失突变体表型，比

基因敲除技术更快更简单 ［!］, 小分子干扰 STU
（D12// 36B.A:.A364 STUD，D3STUD）是介导 STU3反应的
效应物, 合成 D3STU 的方法之一是将编码 D3STU 的
?TU序列克隆入载体中，再将重组载体转染入哺乳
动物细胞中，使其在细胞中转录出 D3STU［$，(］, 毛细
血管扩张#共济失调突变基因（ 2B2Y32#B./2643.=B2D32
1;B2B.<，U-J）在新的抗肿瘤治疗中成为一个颇具魅
力的靶点，而通过 STU3 效应抑制肿瘤细胞中 U-J
基因的表达是可行策略之一, 我们首先构建了可表
达人 U-J 基因 D3STU 的重组真核表达质粒 @K;@#
@A.DD7AT.7#U-J，并转染宫颈癌细胞，观察 D3STU 对
宫颈癌细胞 U-J基因表达的特异性阻抑效应,

IH 材料和方法
I, IH 材料H K3L2宫颈癌细胞株由西京医院妇产科实
验室保存, 大肠杆菌 ?I’! 由第四军医大学微生物
教研室提供，@K;@@A.DD7AT.7 质粒由美国明尼苏达大
学阎岩博士惠赠, 限制性内切酶 &5) Z，&6( Z，7(8 Z，
9(:I Z及 -) 连接酶购自 -2[2S2公司，U-J抗体购
自 RL.13=76 公司，SVJZ !X)" 购自 F38=7 公司，小牛
血清、ISV标记的羊抗兔二抗、?UM 显色剂等均购自
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华美生物公司! "#$ 基因 %&"’ 寡核苷酸、"#$，
(")*+基因 ),% 引物及基因序列均由上海博亚生
物技术有限公司合成、测序! 流式细胞仪为 -* 公司
的 .",/ ,01’234型!
!! "# 方法
5! 6! 5 7 "#$ 基因 %&"’ 寡核苷酸的合成 7 按照

%&"’寡核苷酸设计原则［8］，在 "#$ 的 9*&" 序列
（(:;-0;< 登录号 =>>?85）中选取特异性的序列
（@AA B @CD），并引入两个酶切位点以确保引物退火
后可以插入质粒 E/3EE4:FFG4&:G 且读框正确，设计合
成 "#$基因 F’%&"寡聚 *&"如下：

)5 @H #,("("##,"#,#""#((#(,#"I0IJ09JI#"(,",,"##"("#(""#,##### >H
!"# K

)6 @H ,#"("""""("##,"#,#""#((#(,#"90IJ09J9#"(,",,"##"("#(""#, >H
!$% K

7 7 "#$ %&"’ 寡聚 *&" 序列随机重新排列，确定
非特异 F’%&" 寡聚 *&" 序列如下：)> @H #,("
(#"#",##,"#"(#((#,"I0IJ09JI#(",,",#"#(""
(#"#", ##### >H；)8 @H,#"(""""" (#"#",##,
"#"(#((#,"90IJ09J9#(",,",#"#(""(#"#", >H!
5! 6! 67 重组质粒的构建和瞬时转染 7 用 !"# K 和
!$% K酶切质粒 E/3EE4:FFG4&:G，酶切产物胶回收并溶
于超纯水中! "#$基因 F’%&" 寡核苷酸 )5，)6 退火
后以 >L5 的比例与胶回收质粒进行连接! 参照“分子
克隆实验指南”6MM>：CD N CC 制作感受态细菌
*+@!，然后将连接产物转化感受态细菌 *+@!! 次日
随机挑取菌落，接种 O- 培养液，振荡培养过夜，碱裂
解法小量快速抽提质粒，以 &%’ K，(%)+ K 加 !$% K，
(%)+ K加 &%’ K酶切进行鉴定，根据片段大小判断重
组克隆，并用 E/3EE4:FFG4&:G特有的测序引物进行测
序! 非特异 F’%&" 寡聚 *"& 与 E/3EE4:FFG4&:G 质粒
的连接、克隆同上! /’P0细胞培养基为 5MM QO R O .-/
的 %)$K 5D8M，培养条件为 @M QO R O ,S6，>AT ! 将处
于对数生长期的细胞转种于 > 个细胞培养瓶中，当细
胞生长密度为 ?MU时，胰酶消化收取细胞并分别加
入上述构建好的重组质粒，电穿孔法进行瞬时转染，

8? P后收取细胞待用! 以上实验分为 > 组：F’%&"F组
（转染 E/3EE4:FFG4&:GV"#$质粒，简称 /’;0"#$）、正常
对照组（/’P0）、非特异 F’%&"F 组（转染 E/3EE4:FFG4V
&:GV;G;FE’9’W’9质粒，简称 /’;0;F）!
5! 6! >7 %#V),% 检测瞬时转染细胞的 Q%&"7 选取
甘油醛V>V磷酸脱氢酶（(")*+）作为内参照，根据
(:;-0;<上发表的 "#$，(")*+序列，利用 *&"9132
软件分别设计了 "#$ 引物 )@：@H ("#(##(##(#,V
,,#",#"#(( >H，)D：@H (,#",",#(,(,(#"#"V
"(,, >H；扩增产物为 @?C 2E（?5AM B ?A@C）! (")*+
引物 )A：@H "((#,,",,",#(",",(## >H，)?：@H
(,,#,""("#,"#,"(,""# >H扩增产物为 >5M 2E!
取 5 X 5MD 瞬时转染 8? P 后的 /’P0"#$，/’P0;F和 /’P0
细胞，加入 #4’YG1 5 QO 试剂，抽提总 %&"，据反转录

试剂盒说明进行反转录，以反转录的 9*&"产物作为
模板，用 )@，)D 及 )A，)? 分别对反转录产物进行
),%! 取反应液 @ "O行 5M I R O琼脂糖凝胶电泳!
5! 6! 87 检测瞬时转染细胞 "#$ 表达 7 分别收取 >
组细胞，)-/ 离心洗涤，蛋白裂解液裂解蛋白，-,"
法蛋白定量，进行 /*/V)"(Z 电泳，转移后分别与一
抗（"#$ 抗体）、二抗（+%) 标记的羊抗兔二抗）孵
育，*"- 显色! 分别收取瞬时转染的 > 组细胞，)-/
洗涤，加入 AMM QO R O乙醇固定，8T过夜! 次日以 5@
"O #4’JG;放置 5M Q’; 后，分别与一抗（"#$ 抗体）、
二抗（+%) 标记的羊抗兔二抗）孵育，加入 @MM "O
)-/溶液重悬，上机检测 "#$蛋白表达量，以上试验
均重复 > 次! 分别收取瞬时转染的 > 组细胞，胰酶消
化后制备细胞滴片，待细胞充分伸展后，冷丙酮 8T
固定，依次加入一抗（"#$ 抗体）、荧光标记的二抗
（羊抗兔 KI(），>AT湿盒放置 8M Q’;，漂洗、缓冲甘
油封片，荧光显微镜下观察 "#$蛋白的表达并拍照!
同时以 *")K复染细胞核作为对照!
统计学处理：数据以 * + , 表示，，采用 [43F<01V

\011’F检验进行组间比较，各组间两两比较采用\’11V
G]G;检验，采用 /)// 55! M 进行统计分析!

"# 结果
"$ !# 人 %&’基因 ()*+%重组质粒的构建及核酸序
列分析# 根据 E/3EE4:FFG4&:G 使用说明，E/3EE4:FFG4V
&:G质粒经限制性内切酶 !"# K，!$% K 双酶切后成为
大小约为 >MMM 2E的线状质粒，与具有 &%’ K，!$% K 双
酶位点的人工合成的 "#$ 基因 F’%&" 双链 *&" 连
接，由于 !"# K与 &%’ K酶切后产生的黏端相同，故可
以连接，但连接后此酶切位点破坏，&%’ K，!"# K 均不
能再次切开! 分别以 (%)+ K 和 &%’ K 酶切重组质粒
及 E/3EE4:FFG4&:G质粒，电泳结果表明重组质粒 &%’ K
酶切位点已被破坏! (%)+ K 和 !$% K 酶切重组质粒
后，电泳分别见 >@> 2E，>5MM 2E 片段，大小与预期相
符! 表明重组质粒确为 "#$ 基因 F’%&" 双链 *&"

!"# 第四军医大学学报（$ %&’()* +,- +./ 01,2）3445；36（5）7 *))8：9 9 :&’(1;-< =>>’< ./’< ?1



与质粒 !"#!!$%&&’$(%’ 的重组体) 人工合成的 *+,
基因 &-.(*双链 /(*与线性化 !"#!!$%&&’$(%’ 质粒
已成功连接，被命名为 !"#!!$%&&’$(%’0*+,（1-2 3）)
以 !"#!!$%&&’$(%’特有的测序引物对 !"#!!$%&&’$(%’0
*+,进行测序，测序结果与合成的 *+, .(*- 的序
列完全一致)

3：!"#!!$%&&’$(%’ 4 !"#5 6 4 $"% 6；7：!"#!!$%&&’$(%’0*+, 4 !"#5 6 4

$"% 6 ；8：!"#!!$%&&’$(%’0*+, 4 !"#5 6 4 &’" 6；,：/(* 9:$;%$

（/<7===）)

1-2 3> .%&?$-@?-’A %ABC9% D-2%&?-’A ’E $%@’9F-A:A? !G:&9-D
图 3> 重组质粒 !"#!!$%&&’$(%’0*+,酶切鉴定

!" !# 瞬时转染 $%&’ 细胞系 ()*+# 8 组均扩增出
了 H*/I5 基因（约 83= F! 处），而且经扫描显示其
含量基本相同，说明 8 组内参照 9.(* 的总量一致)
而在靶基因 *+,（约 JK= F!）处，"-L:组与 "-L:A&组
均可见一条亮带，"-L:*+,组无扩增条带) 表明特异
性 &-.(*导入 "-L: 细胞后可以明显降低 *+, .(*
的含量（1-2 7）)

3：*+, 2%A% IM. !$’D#@? FC IJ :AD IN -A "-L:A& @%GG；7：H*/I5 2%A%
IM. !$’D#@? FC IO :AD IP -A "-L:A& @%GG；8：*+, 2%A% IM. !$’D#@? FC
IJ :AD IN -A "-L:*+, @%GG；Q：H*/I5 2%A% IM. !$’D#@? FC IO :AD IP -A
"-L:*+, @%GG；J：*+, 2%A% IM. !$’D#@? FC IJ :AD IN -A "-L: @%GG；
N：H*/I5 2%A% IM. !$’D#@? FC IO :AD IP -A "-L: @%GG；,：/(* 9:$;%$
（/<7===）)

1-2 7> 9.(* -A ?$:A&-%A? ?$:A&E%@?%D "-L: @%GG& FC .+0IM.
图 7> 瞬时转染 "-L:细胞系 9.(*的 .+0IM.检测

!" ,# 瞬时转染 $%&’ 细胞系 +-. 表达 # "-L:*+,组

*+,蛋白的表达量较 "-L: 组与 "-L:A&组均有明显降

低) 表明构建的 .(*- 载体导入 "-L: 细胞后可以明
显降低 *+,在蛋白水平的表达量（1-2 8，Q，R%&?%$A
SG’?）) "-L: 组细胞 *+, 蛋白细胞阳性表达率为

（KK) 3P T =) 37）U，"-L:A&组（KO) OP T =) 78）U，"-0
L:*+,组（83) QQ T 3) JN）U ) 经统计学分析 "-L:*+,组

与 "-L: 组、"-L:*+,组与 "-L:A&组间 *+, 蛋白表达量
之间差异均有显著性（( V =) =3）) "-L:A&组与 "-L: 组
*+,蛋白表达量之间差异无显著性（( W =) =3）) "-0
L:*+,组细胞 *+, 蛋白细胞阳性表达率较其他两组
均有显著降低（1-2 J）) "-L:组与 "-L:A&组免疫荧光呈

强阳性染色，红色荧光主要位于细胞核，而 "-L:*+,组

细胞表达明显降低（1-2 N）)

,：I$’?%-A 9:$;%$；3："-L: @%GG；7："-L:A& @%GG；8："-L:*+, @%GG)

1-2 8 > *+, !$’?%-A -A ?$:A&-%A? ?$:A&E%@?%D "-L: @%GG& FC "/"0
I*HX
图 8> 瞬时转染 "-L:细胞系 *+,蛋白的 "/"0I*HX检测

3："-L: @%GG；7："-L:A& @%GG；8："-L:*+, @%GG；,：I$’?%-A 9:$;%$)
1-2 Q> *+, !$’?%-A -A ?$:A&-%A? ?$:A&E%@?%D "-L: @%GG& FC R%&?0
%$A0FG’?
图 Q> 瞬时转染 "-L:细胞系 *+,蛋白的 R%&?%$A0FG’?检测

*："-L: @%GG；S："-L:A& @%GG；M："-L:*+, @%GG)

1-2 J> /%@?%@?-’A ’E *+, !$’?%-A FC 1M,
图 J> 各细胞系 *+,蛋白的流式细胞术检测

,# 讨论
*+,是毛细血管扩张0共济失调症（ :?:Y-:0?%G:A0

2-%@?:&-:，*+）的致病基因，当细胞受到 /(*受损时，
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!"#，!"$，!"%：&!’( )*+,- ./ 0122 ,3021+ +, 4+56，4+56,7，6,) 4+56!89

01227；:"#，:"$，:"%：!89 ;<.=1+, +, 4+56，4+56,7，6,) 4+56!89 01227>

?+- @A !89 ;<.=1+, +, =<6,7+1,= =<6,7/10=1) 4+56 01227A (?A B
CDD
图 @A 瞬时转染 4+56细胞 !89蛋白的免疫荧光检测

!89蛋白将被激活，并磷酸化多种参与细胞周期调
控和 &E! 损伤修复的蛋白，这些蛋白包括 ;FG，
:<06#，;G% 肿瘤抑制基因、细胞周期调控点激酶
05H$，49I#，:J9 和 ?!EI&$ 等［G］> 并且在细胞
&E!受损时这些蛋白被 !89 蛋白共同磷酸化是激
活细胞周期调控程序以及启动细胞 &E!修复所必须
的> 因此 !89蛋白是细胞受到 &E! 损伤时的重要
调控因子>

KE!+的重要步骤之一是构建真核表达载体，并
使目标基因在真核细胞中表达降到极低水平甚至完

全剔除> 而构建载体的关键是选定合理的真核表达
载体 > 7+KE!7的真核表达载体来源主要有三种：!

化学合成；"体外转录；#7+KE!7 表达质粒在细胞内
的转录，主要是 L# 和 3@ 两种启动子来调控［@］> 我们
采用 7+KE!7表达质粒在细胞内的转录方法，以 !89
基因为靶基因，借助软件分析了其序列特征，依据

837052等关于 7+KE!7 设计原则，添加了 !"# (，$%" (
双酶位点，最后设计并人工合成 !89 基因 7+KE! 双
链寡核苷酸> 同时，我们使用的 ;43;;<177.<E1. 质粒
的多克隆位点含有 $&’ (，$%" (，由于 $&’ ( 与 !"# (
酶切后产生的黏端相同，因此能将 !89 基因 7+KE!
双链寡核苷酸定向克隆入 ;43;;<177.<E1.的 $&’ (与
$%" ( 位点间，从而使抑制 !89 蛋白的表达成为可
能> 我们利用较为经济的电穿孔转染法，将重组载体
;43;;<177.<E1."!89转入人源性宫颈癌细胞 4+56，并
设立非特异的 7+KE!7转染的细胞和未转染的细胞为
对照组> 我们通过内标化 K8"’IK，M17=1<,"N2.=，流式
细胞术检测和免疫荧光证实，转染后细胞无论在

KE!水平，或蛋白水平 !89 含量均明显下降> 本研
究提示，利用 KE!+技术可以显著地抑制宫颈癌细胞
中 !89基因的表达，而 !89蛋白与宫颈癌细胞的生
物学相关性，KE!+ !89基因是否能够应用于未来宫
颈癌的基因治疗，有待进一步研究>
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