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【摘( 要】目的：构建 82/.:=37#+ ?LRHS 真核表达载体，观察该

基因的抑制对大肠癌细胞系 /;C; 细胞增殖率的影响, 方法：

以未转染 /;C; 细胞作为阳性对照组，转染空质粒的 /;C; 细胞

作为阴性对照组，将针对人 82/.:=37#+ 基因的不同部位设计的

长度约 !’" FJ 的 ?LRHS，插入到真核表达载体 URHS-#M*, !
并转染人大肠癌细胞 /;C;，双酶切鉴定重组载体，免疫荧光检

测转染效果，R-#UDR 和 X.?=.57#Y/;= 检测其对该基因 1RHS
和蛋白水平的抑制，G-- 测定干扰后对 /;C; 细胞增殖率的影

响, 结果：双酶切出一条约 !$" FJ 的 BHS 片断，与插入片断

长度相符, URHS-#M*, ! W N2/.:=37#+ ?LRHS 表达载体顺势转

染 /;C; 细胞 %$ L 后检测转染效率及 N2/.:=37#+ 在 1RHS 和蛋

白水平的表达情况，免疫荧光检测转染效率为 *$Z , 转染

URHS-#M*, ! W N2/.:=37#+ ?LRHS 的 /;C; 细胞 N2/.:=37#+ 的表达

在 1RHS 和蛋白水平均明显下降，各组间比较 2 [ $, $!’，

!’\, )**，3 [ ", """，", """，阴性组和阳性对照组相比，3 [
", ’’\，", $*+, 干扰后细胞继续生长，与干扰前相比，生长明显

减慢，2 [ $", \+"，3 [ ", """，组间比较 2 [ !’&, %!"，3 [
", """，?LRHS 干扰 组 与 阴 性 组 和 阳 性 组 比 较，3 [ ", """，

", """, 结论：成功构建 N2/.:=37#+ ?LRHS 表达载体，干扰后

N2/.:=37#+ 在 1RHS 和蛋白水平的表达明显降低，N2/.:=37#+
表达的抑制可能会导致大肠癌细胞 /;C; 增殖率的降低,

【关键词】半乳糖凝集素 +；短发夹 RHS ；细胞增殖

【中图号】R+$&, $)( ( ( 【文献标识码】S

IJ 引言

大肠癌是常见的消化道恶性肿瘤之一，其发病年

轻化、瘤体增长快、死亡率高的特点成为学者们关注

和研究的锲入点, 干扰技术能有效的敲除基因的表

达，目前已被运用到基因的生物学研究中, N2/.:=37#+
是动物血凝素 E.:=37 家族成员之一，是目前认为与大

肠癌发展关系比较密切的基因［!］，在大肠癌中的研

究还少有报道, 本试验我们拟构建 N2/.:=37#+ 短发夹

干扰载体，从负向角度来研究 N2/.:=37#+ 与大肠癌增

殖的关系，以望对今后研究 N2/.:=37#+ 在大肠癌中的

生物学作用奠定基础,
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!" 材料和方法

!! !" 材料" "#$# 细胞株来自 %&’’（ 美国组织培养

保藏中心），由中国科学院上海细胞生物学研究所提

供，病 理 分 期 为 ()*+,- ( 期! "./#0+1234.5+ 6777&8

（ 95$.52:#;+5，美国）</2.=8>? 9（@.A1#，美国）! 蛋白

裂解液（ 碧 云 天，中 国）；半 干 电 转 仪（ B.#=C3D，美

国），EF(G 膜（B.#=C3D，美国），>’" 化学发光试剂

盒（ EH3:431.3，美 国）；@3I+12.5=J 人 抗 大 鼠（ K3523，

’:L)）；羊抗大鼠 9;@= MCE（博士德，中国）；B’% 试剂

盒和 预 染 蛋 白 质 83:*+:（ 碧 云 天，中 国）! 8&& 和

(8K< 溶液（ 威佳，广州），酶标仪! &:.L#I 和 C&=E’C
试剂盒（ &%N%C% 日 本），(?%43*+:（ 天 为 时 代 中

国），67 ; O "，琼脂糖（K.;43，美国），/C?%&=PQ! R 真

核干扰载体（ 上海吉码生物公司 中国）! &S (?% 连

接酶（&%N%C% 日本）! 各种工具酶（ &3*3:3 公司）

质粒小提试剂盒（T.3;+5 德国）!
!! #" 方法

R! 6! RU 细胞培养U JVW，X7 4" O " ’<6 条件下，培养

于含 R7 4" O " 新生牛血清、R Y R7X P O " 青霉素、R77
4; O " 链霉素的 CE89=RQS7 中，根据生长情况传代!
R! 6! 6 U 构建两条 /C?%&=PQ! R @3I+12.5=J -HC?%U
根据 ?8=776J7Q 中 @3I+12.5=J 编码区序列，由上海博

亚基因技术有限公司合成两条 @3I+12.5=J -HC?%; 短

发夹状结构，! -+5-+：XZ=@%&’’’@’%&@@%@’%’=
’&@@%@’&&%&’’ &&’%%@%@%@@%&%%@’&’’%@=
@&@’&’’%&@&&&&&&@@%%%=JZ，352.=-+5-+：JZ=@@=
’@&%’’&’@&@@%’’&’@%%&%@@%%@&&’&’&’’&=
%&&’@%@@&’’%’@%@@&%’ %%%%%%’’&&&&’@%=
XZ! " -+5-+：XZ=@%&’’’@%’’&’%’’%@&@’&&’%&=
%&&&’%%@%@%%&%&@%%@’%’&@@&@%@@&&&&&&=
&@@%%%=JZ，352.=-+5-+：JZ=@@’&@@%@&@@&’%’@=
%%@&%&% %%@&&’&’&&%&%’&&’@&@%’’%’&’’%
%%%%%%’’&&&&’@%=XZ!
R! 6! J U 重组质粒构建与鉴定过程 U ! !"#M#，

$%&C#双酶切 /C?%&=PQ! R，R7 ; O " 琼脂糖凝胶电

泳分离，以凝胶纯化试剂盒纯化备用! "退火：分别

用 &> J7 $" 溶解寡核苷酸单链，使其浓度 为 R77
$4#I，两条单链各取 X $" 混合，经 [XW J7 -，V6W 6
4.5，JVW 6 4.5，6XW 6 4.5 退火后备用! %连接：

稀释上述产物至 7! X $4#I，按以下体系操作：将纯化

的质粒片段 6 $"，退火产物 R $"，R7 Y &S (?% ".;=
3-+ A)00+: R! X $"，BK%（R7 ; O "）7! X $"，&S (?%
".;3-+ 7! X $"，M6< [! X $"，总体积 RX $"，SW过夜

连接! 转化：R7 $" 连接产物直接加入感受态细胞 X7
$" 中，轻轻混匀，冰上放置 J7 4.5，S6W 水浴 [7 -，

置冰上 6 4.5，加 \77 $" "B 培养液，JVW J77 : O 4.5，

Q7 4.5 摇匀；取 R77 $" 菌液涂匀于氨卞酶素抗性的

固体培养基，普通培养箱 JVW培养 R6 ] RS H，见培养

皿中长出菌落，挑取菌落 J ] S 个分别放入 X 4" "B
^X $" %4/，R\7 : O 4.5，JVW 过夜，观察培养液变

混浊，取 X77 $" 菌液按照质粒小量快速提取说明书

操作! 提取的重组质粒行双酶切鉴定，将连接成功的

质粒样本根据插入片段不同命名为 /C?%&=PQ! R ;3=
I+12.5=J- -HC?%R 和 /C?%&=PQ! R ;3I+12.5=J -HC?%6
送测序!
R! 6! SU 转染U 参照 "./#0+1234.5+ 6777&8产品操作说

明书进行! 调整细胞密度达到 [7_ 左右，分别混合

"./#0+1234.5+ 6777&8 R7 $" 与 </2.=8>? 9 6S7 $"，

@3I+12.5=J -HC?% R7 $" 与 </2.=8>? 9 6S7 $"，室温

静置 X 4.5，混合上述两组液体室温静置 67 4.5! 每

孔对应加入 X77 $" 转染混合液，轻摇混匀! 置于

JVW，X7 4" O " ’<6、饱和湿度的培养箱中培养 Q H 后

更换无抗生素的含 R77 4" O " 小牛血清的 EC89 RQS7
培养液，V6 H 后免疫荧光检测转染效率!
R! 6! X U ‘+-2+:5=BI#2 验证干扰效果 U 蛋白提取及

‘+-2+:5 BI#2，在室温下用 R Y EBK 冲洗 I#$# 细胞 J
次，收集细胞! X777 : O 4.5 离心后加入蛋白裂解液

677 $"，R77 44#I O " E8KG 67 $" 匀浆，冰上膨胀 J7
4.5，R6 777 ’ 离心 R7 4.5，取上清，B:3D0#:D 法在紫外

分光光度仪上绘制蛋白标准曲线，检测蛋白浓度!
‘+-2+:5 BI#2：取 67 $; 胞质蛋白以 R6 ; O " K%(=

E%@> 凝胶电泳分离! 半干电转移至 EF(G，X ; O " 脱

脂奶粉封闭 R H，加入一抗 @3I+12.5=J 4%A，（ 稀释浓

度为 R a S77），于 SW 封 闭 袋 中 摇 床 上 过 夜! 二 抗

（MCE）标记的羊抗大鼠（RaR777）室温封闭 R H，(%B
法显色结果，凝胶图像分析系统检测蛋白质印记条带

灰度!
R! 6! Q U C&=E’CU @3I+12.5=J 引物片段和 &=312.5 引

物片段分别参照基因文库 ?8b776J7Q 序列和 ?8b
77RR7R 自行设计，由上海博亚基因技术有限公司合

成，扩增片断分别为：VX7 A/ 和 J67 A/! @3I+12.5=J 序

列，-+5-+： XZ=21 ;;3211 332;;13;3133222221;1=JZ， 352.=
-+5-+：XZ=13 ;33221 1223232132;;23232;33;1=JZ! &=312.5 序

列上游：XZ=;1; 1;; 123 13; 122 131 131 =JZ，下游：XZ=;23
;;1 ;22 212 ;;3 132 ;1; =JZ! 按照 &:.L#I 试剂说明书提取

细胞 总 C?%! 逆 转 录 条 件：S6W Q7 4.5，[XW X
4.5，SW R7 4.5，E’C 条 件：[XW 预 变 性 X 4.5，

[XW J7 -，XXW J7 -，V6W J7 -，J6 个循环后，再

V6W延伸 X 4.5!
R! 6! VU 8&& 法检测细胞增殖 U 消化细胞并调整细
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胞数，使每孔细胞数为 !""" 个# 培养 $! % 后更换无

抗生素的培养液，按照步骤 $，加入混合干扰，每孔 &"
!’，分别设正常对照组和 ()*+,-./01 2%345 组，每组

设 6 个孔，以不加细胞的孔作为空白对照孔，分别于

干扰后 $!，!7 和 8$ % 在酶标仪上测定各孔 ! 值#
统计学处理：结果以 " # $ 表示，应用 9:99 ;"# "

软件进行方差分析，组间比较用 ’9< 法，以 % = "# "&
表示有统计学意义#

!" 结果

!# #" 重组质粒限制性双酶切鉴定 " 将重组质粒经

&’(>"和 )*+3"双酶切后行琼脂糖凝胶电泳，见与

插入片段约 ;$" ?@ 大小相符的条带，未酶切的相应

重组质粒未见插入片段的条带，并经测序得以证实

（图 ;）#

A：A)BC+B；;：质粒 @345D0E6# ;；$：双酶切 @345D0E6# ; F ()*+,-./01

2%345;；1：双酶切 @345D0E6# ; F ()*+,-./01 2%345$#

图 ;G 重组质粒的琼脂糖凝胶电泳图

!# !" 荧光显微镜观察质粒转染效率" @345D0E6# ;
2%345 转染 *HIH 细胞 8$ % 后观察被转染细胞，蓝色

荧光蛋白表达表明重组载体转染成功（ 图 $）# 以三

个视野取平均值，转染效率为 6$J #

5：正常光；K：蓝色荧光#
图 $G 干扰重组载体转染后 8$ % 检测转染效率

!$ %" &’()*+,-.% /0123 对 &’()*+,-.% 4123 水平的

抑制" 提取转染后 8$ % 细胞 345，以正常细胞组作

为阳性对照组，转染空质粒组为阴性对照组，3D0:L3
结果见图 1，()*+,-./01 F #0),-./ 的相对 ! 值在空白、干

扰 ;、干扰 $ 和阴性组分别为：;# 1M"，"# M76，"# M86 和

;# 18M#

A：A)BC+B；;：’HIH F @345D0E6# ; ()*+,-./01 2%345;；$：’HIH F @30

45D0E6# ; ()*+,-./01 2%345$；1：’HIH F @345D0E6# ;；!：’HIH#

图 1G ’HIH 细胞转染 @345D0E6# ; ()*+,-./01 2%345 8$ % 后

N345 水平

!$ 5" &’()*+,-.% /0123 对 &’()*+,-.% 蛋白水平的抑

制" 转染细胞 8$ % 后提取胞质蛋白进行 O+2-+B/
K*H- 结果见图 !# ()*+,-./01 F #0),-./ 的 ! 值在空白、

干扰 ;、干扰 $ 和阴性组分别为："# 8"&，"# ;!;，"# ;18
和 "# 676#

;：’HIH；$：’HIH F @345D0E6# ; ()*+,-./01 2%345;；1：@345D0E6# ;

()*+,-./01 2%345$；!：’HIH F @345D0E6# ;#

图 !G ’HIH 细胞转染 @345D0E6# ; ()*+,-./01 2%345 后 8$ %
()*+,-./01 蛋白的表达

!$ 6" &’()*+,-.% 表达的抑制对细胞增殖的影响 "
ADD 结果显示：干扰后细胞继续生长，与干扰前相

比，细胞生长明显减慢，各组间比较见表 ;#

表 ;G 干扰前后 ()*+,-./01 对大肠癌细胞 *HIH 增殖的影响

（, P 1，!&8& /N，" # $）

组别 $! % !7 % 8$ %

正常) ;# 876" Q "# ;7& $# 61& Q "# ""1 1# &1$" Q "# ""6

干扰后阴性) ;# 67M" Q "# ""& $# &1$ Q "# ""M 1# 1&6" Q "# ""$

干扰后阳性 "# &!6 Q "# ""$ ;# "$&" Q "# ""7 ;# !$1" Q "# &"6

)% = "# "& -$ 干扰后阳性#

%" 讨论

()*+,-./01 因与含 #0半乳糖苷残基的糖复合物
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具有很高的亲和力而得名［!］" #$%&’()*+, 具有两个重

要的结构功能区：!-+末端为碳氢识别位点，与不同

的配体结合，发挥不同的生物学功能" ".+末端含有

一个 / 个氨基酸的重复序列，可作为基质蛋白酶结合

的底物" 因 #$%&’()*+, 在结构上缺乏转移到内质网的

信号序列，此结构具有传递信号的作用［, 0 1］" 目前从

大体水平已经验证出 #$%&’()*+, 在多种细胞，包括上

皮细胞，肿瘤细胞（ 甲状腺癌［,］，肝癌［1］、大肠癌［2］、

胃癌［3］等）表达，从机制方面初步发现 #$%&’()*+, 可

存在细胞的不同部位，在细胞内表达主要促进其增

殖和抑制其凋亡"
应用 4.5 干扰技术抑制相关基因的表达，可以

起到抑制肿瘤细胞增殖、促进肿瘤细胞凋亡的作用，

达到治疗肿瘤的目［6］，本试验我们通过构建 #$%&’()*+
, 真核干扰表达载体并顺势转染大肠癌细胞 %787，对

两条 #$%&’()*+, 9:4.5 真核重组载体进行双酶切鉴

定，酶切出一条约 ;!< => 的条带，这说明载体构建成

功" 荧光显微镜对转染 1? : 后检测有绿色荧光，说明

转染成功" 对转染后 6! : 的 %787 细胞分别提取 @4+
.5 和蛋白进行 4A+B-4 和 C&9(&D* E%7( 检测，结果发

现转染 >4.5A+F3" ; 9:4.5; 和 >4.5A+F3" ; #$%&’+
()*+, 9:4.5! 的 %787 在蛋白和 @4.5 水平均被明显

抑制，与 空 质 粒 组 和 正 常 组 相 比，! G !" !;1，

;1?" 233，" G <" <<<，<" <<<，正常组和空质粒组比较

均无统计学意义 " G <" 11?，<" !3," 说明转染 #$%&’+
()*+, 9:4.5 的 %787 细胞明显抑制了 H$%&’()*+, 基因

的表达"
I*7:$D$ 等［?］通过构建 #$%&’()*+, 重组体并与正

常的人类纤维原细胞 IJB+6< 静止期的细胞群共培

养，刺激了 K.5 的合成从而首先报道了 #$%&’()*+, 可

以作为一个有丝分裂原的证据" 对其机制的进一步

探讨发现主要通过 L4M; N !+JLM; N ! 信号通路促进

细胞的增殖［/］" 我们通过 JAA 方法对干扰前后细胞

增殖的影响发现，干扰后细胞继续生长" 这说明转染

#$%&’()*+, 9:4.5 的 %787 细胞明显抑制了 H$%&’()*+,
在大肠癌细胞中的增殖"

目前虽然对 #$%&’()*+, 在大肠癌中的研究日趋

增加，但 其 确 切 机 制 还 不 清 楚" ED&9$%)&D 等［;<］在

!<<1 年对大肠癌血清中 #$%&’()*+, 的循环配体 0 一

种#D 为 1< O ;<, 的糖化结合珠蛋白的发现，使得 #$+
%&’()*+, 被认为有可能是大肠癌诊断和预后的肿瘤标

记物" 因此对 #$%&’()*+, 进行深入的研究有望对未来

大肠癌的早期诊断和预后提供一个耙点"
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