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【摘* 要】目的：构建骨桥蛋白（TQU）特异性 D4HUR（ D23// 47#
?.F;.F. HUR）真核表达载体，体外观察对 TQU 基因的沉默作

用, 方法：采用基因克隆技术，将合成的特异性 TQU HUR 干

扰寡核苷酸序列插入真核表达载体 2M+BF6，构建 TQU D4HUR
真核 表 达 载 体, 以 脂 质 体 法 将 2M+BF6 空 载 体 和 $ 个

（2M+BF6 V TQU#D4HUR! 和 2M+BF6 V TQU#D4HUR$）重组质粒分

别导入具有高转移特性的 EP&0!! 胃癌细胞系, %$ @ 后用

H-#QPH 和 W.D?.F7 X/6??478 技术检测各实验组 胃 癌 细 胞 内

TQU 2HUR 及蛋白水平的表达情况, 结果：成功构建 TQU
D4HUR 真核表达载体, 转染 TQU#D4HUR 的胃癌细胞，%$ @ 后

TQU 2HUR 及蛋白表达下调，而以 2M+BF6 V TQU#D4HUR! 的抑

制效果更为明显, 结论：构建的 HUR 干扰真核表达载体能明

显干扰 TQU 2HUR 及蛋白的表达，为将其进一步应用于胃癌

的治疗研究奠定了基础,
【关键词】骨桥蛋白；小干扰 HUR；真核表达
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LM 引言

骨桥蛋白［!］（6D?.6B67?47，TQU）是一种磷酸化糖

蛋白，首先由骨骼组织中分离而来，它通过 HEG（ 精

氨酸#谷氨酸#天冬氨酸）序列与整合素 ! N"( 结合参

与骨的吸收并和羟基磷灰石结合，有助于骨骼的形

成, 然而，近年最新研究表明，TQU 是一种和肿瘤有

关的细胞外基质蛋白质，拥有多种功能域，与肿瘤的

发生、发展，肿瘤血管形成［$］及播撒转移［(］有着极为

密切的关系, 因此，以 TQU 为靶点，成为肿瘤治疗研

究的新方向, HUR 干扰（HUR 47?.F;.F.7>.，HUR4）是

目前最有效的基因沉默技术，能特异性抑制靶基因的

转录，进而下调相应蛋白水平及功能, 我们通过构建

TQU 基因特异性 D4HUR（ D23// 47?.F;.F478 HUR）真核

表达载体，检测其对高转移性胃癌细胞系 EP&0!! 中

TQU 基因的沉默作用，为将其进一步应用于胃癌的

治疗研究奠定了基础,

0M 材料和方法

0, 0 M 材料 M HQKC !+)" 培养基和 E)!0（E4X>6 公

司）, H- 试剂盒（J.F2.7?3D KSC）, 一管便携式 QPH
扩增试剂盒（$ Z !/= QPH K3D?.FK4[）（北京天为时代
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公司）! !" #$%& "#$!、脂质体 %&’()*+,-&.* /000 和细

胞总 123 提取试剂 45&678（ 9.:&,5(;*. 公司）! 限制性

"23 内切酶 ’()9，*(+9，,&-<"和 ./ "23 连接酶

（47=757 公司）! 小量质粒提取试剂盒和胶回收试剂

盒（>-*;7 公司）! 抗人 >?2 -3@ 购自 3AA7B <*A&;.A
公司! 抗人 #C7+,&. -3@（D&;*-7 公司）! >?2 特异性

?E1 引物合成、>?2 特异性 A&123 寡核苷酸链合成

和 "23 序列测定，由上海 D7.;(. 生物工程技术服务

有限公司完成! A&123 真核表达载体 -FG’5( 由美国

密歇根大学的 4H5.*5 教授惠赠! IEJKLL 高转移性胃

癌细胞系由本研究所聂勇战博士建立并保存!
!! "# 方法

L! /! LM >?2 特异性 A&123 的设计 M 选择 I*.N7.=
中人 >?2 基因编码区序列（ +(<&.; A*OH*.+*，E"D）

作为分析序列! 采用 123<57P 分析软件对 >?2 序列

的二级结构进行预测，然后按照 Q8@7AR&5 等［S］推荐的

A&123 设计原则，在 >?2 编码序列中选择 / 段 LJ .,
的寡核苷酸，符合以下要求：经 N%3D4 数据库分析，

与其他分子无同源序列；I T E 含量接近 $0U；不含

444 或 III 序列! 依据 A&123 表达载体 -FG’5( 的

要求，合成 / 对符合上述要求的 SJ ., 的单链寡核苷

酸! 每一正向单链寡核苷酸内，LJ ., 的寡核苷酸以

正反向组合，中间以 7+7 间隔，使寡核苷酸内部可形

成发夹结构! 每对寡核苷酸的核心序列反向互补!
每对寡核苷酸两端分别带有 ’()$和 *(+$酶切位

点! >?2CA&123L：?L：$VC444I4EI44EI3I4E334C
II3I3E3E4EE344I3E4EI33EI3E44444CWV，?/：

$VCE43I33333I4EI44EI3I4E334II3I4I4E4EC
E344I3E4EI33EI3CWV；>?2CA&123/：?L：$VC444C
IEE34E3434I4I4E43E43E33I43I3E3E3434IC
34IIE44444CWV，?/：$VCE43I33333IEE34E343C
4I4I4E43E44I43I43I3E3E3434I34IICWV!
L! /! /M >?2CA&123 表达载体的构建M 合成编码发夹

结构 A&123 的正义链和反义链，分别取 $ %% 正反义

寡核苷酸（终浓度均为 /$ %-(8 X %%），/0 %% / Y 退火

缓冲液（/00 --(8 X % 27E8，/0 --(8 X % 45&A，’# Z! G），

加入 L0 %% 去离子水于 J$[水浴中 $ -&.，然后自然

冷却至室温! 将退火后的双链 A&123 模板与载体于

LG[连接过夜! 以连接产物转化 !" #$%& "#$! 感受态

细胞，在氨苄青霉素抗性平板上筛选重组载体! 扩增

白色的抗性菌落并提取质粒，以 ’()$和 *(+$酶切

鉴定重组质粒! 收集酶切鉴定正确的重组质粒，送上

海生工公司进行 "23 全长自动测序!
L! /! WM 转染用质粒 "23 的制备、纯化及定量M 以质

粒提取试剂盒，分别提取 -FG’5( 空载体和 >?2CA&1C

23 重组 质 粒! 经 分 光 光 度 计 和 电 泳 检 测，0/G0 .- X
0/K0 .- \ L! K，且无任何降解的 "23 用于转染!
L! /! S M >?2CA&123 质粒的细胞转染 M 采用 9.:&,5(C
;*. 公司 %&’()*+,3]92Q /000 并按其说明书方法进

行! 将细胞接种于 G 孔板，待细胞生长融合达 J0U ^
J$U后进行瞬时转染! 每孔分别加入 S %% 脂质体和

对应质粒 / %;! 瞬时转染后 Z/ R 收获细胞检测 >?2
的表达水平!
L! /! $ M >?2CA&123 转 染 细 胞 >?2 -123 表 达 的

14C?E1 检测M 选择 I*.N7.= 中人 >?2 基因 E"D 区

的基因序列作为分析序列! 采用 ?5&-*5 ’5*-&*5 $! 0
引物设计软件设计引物! >?2 特异性 ?E1 引物为：

上游 引 物（ _）：$VCI4434I333EI3I4E3IE4ICWV；
下游引物（1）：$V C443344I3EE4E3I33I34ICWV!
以细胞总 123 提取试剂提取细胞的总 123，用紫外

分光光度计和电泳检测其含量和纯度! 最后用 >?2
基因的特异性引物 _ 和 1，进行 14C?E1 检测（ 两步

法）! ?E1 反应体系为：+"23 模板 L %%，L0 --(8 X %
上游引物 L %%，L0 --(8 X % 下游引物 L %%，/ Y .+1
?E1 ]7A,*5]&‘ L/! $ %%，去离子水补至 /$ %%! JS[
预变性 $ -&.，随后按以下条件进行 ?E1：JS[变性，

S0[退火，Z/[延伸，各 W0 A，共 W0 个循环（>?2）!
最后 Z/[延伸 L0 -&.! 另外，为排除 "23 污染的可

能性，设置阴性对照实验，该管中的 123 在反应前，

用 L %% 1.7A*（L %; X %%）于 WZ[处理 /0 -&.! ?E1
产物经 L$ ; X % 琼脂糖凝胶电泳检测! 以 #C7+,&. 作为

内对照，设计特异性 ?E1 引物为：$VC3IEIII3334C
EI4IEI4ICWV；下游引物（1）：$VCE3III43E34IC
I4II4IEECWV! 产物 W0J @’! ?E1 反应条件为：JS[
预变性 $ -&.；然后 JS[ 变性，$S[ 退火，Z/[ 延伸，

各 W0 A，共 /$ 个循环；最后 Z/[延伸 L0 -&.!
L! /! GM >?2CA&123 转染细胞 >?2 蛋白表达的 a*A,C
*5. @8(,,&.; 检测M 细胞在含 L00 -% X % _ND，青霉素

（L00 -; X %）和链霉素（L00 -; X %）的 1?]9 LGS0 培养

液，WZbE，$0 -% X % E>/ 和 J$0 -% X % 空气中常规培

养! 收获对数生长期的细胞，制备细胞总蛋白! 按常

规进行 L/0 ; X % D"DC?3IQ! 电泳后电转移至硝酸纤

维膜上，用丽春红染液对滤膜进行染色，标记笔标记

蛋白分子量标准各条带所在位置，再用去离子水洗去

丽春红! 加 K0 ; X % 脱脂奶粉于室温封闭 / R! 与稀释

于 S0 ; X % 脱脂奶粉抗体（ 抗 >?2 L c $0，抗 #C7+,&.
Lc$000）S[ 孵 育 过 夜，4ND4（L0 --(8 X % 45&A @7A*，

L$0 --(8 X % 27E8，0! $ -% X % 4P**. /0，’# K! 0）摇洗

S 次 Y L$ -&.，然后与稀释于 S0 ; X % 脱脂奶粉的 #1?
标记的山羊抗小鼠 9;I 于室温孵育 / R，4ND4 摇洗 S
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次 ! "# $%&’ 最后，等量混合 ()* 显色系统中 + 液和

, 液，滴加至硝酸纤维素膜上，-./01 胶片感光’

!" 结果

!# $" %&’()*+’, 片段的获得" 合成的 234.5%64+
寡核苷酸片段退火后得到约 #7 89 的 :4+ 片段，提

示退火成功’
!# !" -./012 3 %&’()*+’, 重组质粒的构建及鉴定

" 将 234.5%64+ 片段连入含有 64+ ;< 启动子的载

体 $;<9/=，分别随机挑选 > 个克隆，进行 !"#?!和

$%&"双酶切鉴定’ 重组载体释放出约 @77 89 片段，

分别 命 名 为 $;<9/= A 234.5%64+" 和 $;<9/= A 234.
5%64+B（C%D "）’ 测序结果显示，234.5%64+ 片段已

正确连入 $;<9/= 载体，载体构建成功（C%D B）’

"："77 89 :4+ *0??E/（F,G）；B H @：$;<9/= A 234.5%64+"；# H I：

$;<9/= A 234.5%64+B’

C%D "J 6E5K/%LK%ME E&N1$E ?%DE5K%=& 0&0O15%5 =P /EL=$8%&0&K 9O05.
$%?
图 "J 重组 $;<9/= A 234.5%64+ 真核表达载体的双酶切鉴定

+：$;<9/= A 234.5%64+"；,：$;<9/= A 234.5%64+B’

C%D B J QERSE&L%&D /E5SOK5 =P KTE %&5E/KE? :4+ 5ERSE&LE %&

$;<9/= A 234.5%64+

图 BJ 重组 $;<9/= A 234.5%64+ 真核表达载体插入片段的测

序结果

!# 4" %&’()*+’, 转染细胞的 +5(&6+ 鉴定" 将构

建好的 234 的 64+% 载体 $;<9/= A 234.5%64+" 和

$;<9/= A 234.5%64+B 以及 $;<9/= 空载体以脂质体

法分别转入 U)VW"" 高转移性胃癌细胞，分别命名为

U)VW"" A 234.5%64+"， U)VW"" A 234.5%64+B 和

U)VW"" A $;<9/=’ 提取各组细胞总 64+，经 6X.3)6
扩增 234 片段，琼脂糖凝胶电泳结果显示（C%D >），

U)VW"" A 234.5%64+" 和 U)VW"" A 234.5%64+B 较 亲

本细胞和空载体转染细胞 234 $64+ 水平降低’

"： U)VW""； B： U)VW"" A $;<9/=； >： U)VW"" A 234.5%64+"；

@：U)VW"" A 234.5%64+B’

C%D >J 6X.3)6 0&0O15%5 =P KTE EY9/E55%=& =P 234
图 >J 234 表达的 6X.3)6 鉴定

!# 7" %&’()*+’, 转染细胞的 89):91; <=2::*;> 鉴定

" 提 取 U)VW""，U)VW"" A $;<9/=，U)VW"" A 234.
5%64+" 和 U)VW"" A 234.5%64+B 各组细胞总蛋白，行

ZE5KE/& 8O=KK%&D 检测’ 鉴定结果见 C%D @’ 由 C%D @ 可

见，与亲本细胞及空载体转染细胞相比，两 5%64+ 均

可部分抑制 234 的表达，234.5%64+" 的抑制效率较

234.5%64+B 明显’

"： U)VW""； B： U)VW"" A $;<9/=； >： U)VW"" A 234.5%64+"；@：

U)VW"" A 234.5%64+B’

C%D @J ZE5KE/& 8O=K 0&0O15%5 =P KTE EY9/E55%=& =P 234
图 @J 234 表达的 ZE5KE/& 8O=K 鉴定

4" 讨论

近年来 的 研 究 显 示，234 在 许 多 肿 瘤 中 高 表

达［# H I］，与肿瘤的发生发展、肿瘤转移［>］、肿瘤血管形

成［B］、抑制凋亡［W］等诸多方面关系非常密切’ 目前，

针对 234 的肿瘤治疗研究成为新热点’ 然而，234
许多功能域均参与肿瘤的发生发展，现有的研究进展

主要围绕 234 相关受体的肿瘤治疗，而针对 234 分

子尚缺乏有效手段［V］’ 我们通过构建 234 特异性

5%64+，探索肿瘤治疗新方法’ 5%64+ 技术是一种新
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兴的基因治疗技术，能有效、特异地抑制细胞内基因

的表达! 它是通过 "#$% 机制在哺乳动物细胞中阻

断特定基因的表达从而达到研究基因的功能或基因

治疗的目的! 与传统的基因治疗药物相比，&%"#$ 具

有两大明显优势：高特异性和高抑制率! &%"#$ 抑制

基因表达的效率极高，甚至可完全阻断基因表达，效

果接近基因敲除技术［’(］!
)*+,’’ 胃癌细胞系具有高转移特性，由本研究

所聂勇战博士建立，来源于一名已转移的胃低分化腺

癌患者! 在裸鼠中的动物实验显示，皮下和尾静脉注

射 )*+,’’ 可出现肝转移! 间接原位接种模型较直接

瘤细胞原位接种模型肝脏转移率明显提高，腹腔种

植转移见于腹腔脏层及壁层腹膜及网膜，有的动物可

见腹腔广泛播散的瘤结节和血性腹水［’’］! 我们进一

步的研究显示，)*+,’’ 中 -.# 表达上调，这一结果

与国外一些实验室建立的高转移肿瘤细胞系出现

-.# 高表达的结果相一致［’/，’0］!
本研究成功构建了针对人 -.# 的特异性 &%"#$

真核表达载体! 转染 -.#1&%"#$ 的 )*+,’’ 胃癌细

胞，2/ 3 后 -.# 4"#$ 及 蛋 白 表 达 下 调，而 以

456789 : -.#1&%"#$’ 的抑制效果更为明显! 构建的

"#$ 干扰真核表达载体能明显干扰 -.# 4"#$ 及蛋

白的表达，为进一步研究 -.# 的功能以及应用于胃

癌的治疗研究奠定了基础!
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何扬举

·期刊文摘·!"#! 冠状病毒核衣壳蛋白的重组表达及其单克隆抗体的制备

［王b 平，黄庆生，薛小平，雷迎峰，王海涛，任君萍，丁天兵，徐志凯! 细胞与分子免疫学杂志，/((Q；/’（’）：Q( R Q/］

b b 目的：表达 A$"A 冠状病毒核衣壳蛋白（# 蛋白），并以表达产物为免疫原制备特异性单克隆抗体（4$<）! 方法：采用 "H1
.*" 方法，从灭活的病毒抗原标本中扩增编码 # 蛋白的基因! 测序确认后，再亚克隆至原核表达载体中! 从 A=A1.$)B 凝胶中

回收原核表达产物后免疫 >$X> : E 小鼠，经融合、筛选制备特异性 4$<! 结果：从标本中扩增出 ’/6+ <7 的 =#$，测序结果证实

为 # 蛋白基因! 将该基因克隆至原核表达载体中后，在大肠杆菌中获得了较好的表达! 表达产物经 A=A1.$)B 后，在 .8 约为

P0 (((处可见 ’ 条明显的诱导表达带! \F&DF8? <G9D 的结果表明，该电泳带与 A$"A 患者的恢复期血清呈特异的免疫反应! 从

A=A1.$)B 凝胶中回收表达产物并免疫 >$X> : E 小鼠，制备出 0 株抗 # 蛋白的 4$<! 这些 4$< 与 A=A1.$)B 凝胶上 .8 约为

P0 (((的蛋白带也呈现很强的免疫反应! 结论：所获的重组 # 蛋白及特异性 4$<，将为进一步建立 A$"A 病毒感染早期诊断的

方法奠定了基础!
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