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【摘+ 要】目的：重组构建抑制多药耐药 I,S! 基因表达的

B>STU 真核表达载体，研究其对肝癌耐药细胞 I,S! 基因表

达的抑制作用，以及对 ?#糖蛋白（?#H@）表达和功能的抑制作

用- 方法：根 据 I,S! 基 因 序 列，设 计 两 段 $! 个 碱 基 的

I,S! 特异性靶序列作为 B>STU 目标序列（ B>#I,S!#!，B>#
I,S!#$），重组构建 @B>#I,S! 表达质粒- 采用脂质体介导转

染肝癌耐药细胞 LIIK#%%$! X S，用 I.. 法测定细胞对化疗药

物阿霉素（U,I）的敏感性，流式细胞仪检测细胞膜表面 ?#糖
蛋白（ ?#H@）表 达 和 细 胞 内 S>J324<H!$)（S>!$)）的 潴 留-
结果：?KS 和 ,TU 测序证实了 @B>#I,S!#! 和 @B>#I,S!#$
重组质粒的成功构建，均能有效地抑制细胞 ?#H@ 表达；转染

细胞后均能够一定程度地恢复耐药细胞对化疗药物 U,I 敏

感性，?#H@ 表达水平明显降低，细胞内的 S>!$) 稳态积累量均

明显增高；第 ! 条 序 列 更 能 有 效 的 抑 制 I,S! 基 因 表 达-
结论：体外完成 B>STU STU4 载体的构建，能有效地逆转肝癌

耐药细胞 I,S! 基因过度表达，抑制 ?#H@ 介导的多药耐药-
从 ,TU 载体产生的 B>STU 在肝癌耐药细胞内能诱导 STU4，
能够序列特异性地抑制 I,S! 基因表达-

【关键词】STU 干扰；抗药性，多药；短发夹 STU；重组，遗传；

质粒；基因表达

【中图号】S%))+ + + 【文献标识码】U

IJ 引言

肿瘤化疗失败的重要原因之一是肿瘤产生多药

耐药（2F0D4 JRFH R/B4BD3<9/，I,S）- 多药耐药基因

I,S! 基因的过度表达是导致肿瘤细胞产生耐药的

重要机制［! \ $］- STU 干扰（STU4）是新近发展起来的

一种封闭基因表达的有效方法，它通过将双链 STU
（JBSTU）导入细胞后，在 ,49/R 酶的作用下产生有活

性的小干扰 STU（ B4STU），使与该段 STU 同源的目

的 2STU 产生特异性降解，从而导致特异基因表达

抑制的转录后基因沉默现象［) \ *］- 本实验我们运用

?]1#! 载体，构建了含多药耐药基因（I,S!）的短发

夹状 STU（ B>STU）真核表达载体，观察其对肝癌耐

药细胞株 LIIK#%%$! X S 的 I,S!，?#糖蛋白（?#H@）

表达的抑制作用-

)J 材料和方法

)- )J 材料J 肝癌细胞株 LIIK#%%$! 为同济医科大
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学免疫教研室沈关心教授惠赠，本研究所传代培养!
"##$%&&’( ) * 细胞由本室用阿霉素对其敏感细胞株

诱导成功后冻存! 宿主菌大肠埃希氏菌 "$"(，+,-%(
质粒及 +,-%( 阴性对照质粒（./%012），345678 聚合

酶，39678 连接酶和 #2$:’ 均购自 +;<=124 公司，限

制性内切酶 !"#>? 和 $%"? 购自 #@? 公司，低熔点琼

脂糖购自 ,ABC< 公司，小量质粒提取试剂盒和回收质

粒纯化试剂盒均购自上海申能博彩公司! 转染试剂

DE<F1C3# 为 ?0GAG<,10 公 司 产 品，抗 +%2H 抗 体 为

71<%#4;I1;. 产品，J?3$%标记的羊抗鼠 ?2, 为 K+D 产

品，罗丹明 (’L（*/(’L）和四甲基偶氮唑盐（#33）为

"A2=4 公司产品!
!! "# 方法

(! ’! (M 引物的设计M 针对质粒 +,-%( 序列，利用引

物设 计 软 件 设 计 +$* 引 物 序 列，J<;N4;O：PQ%$,3
$,8 333 33, 3,8 3,$ 3$, 3$8 ,%LQ，*1G1;.1：PQ%
,88 ,$8 333 83$ 8,, ,33 833 ,3$ 3$8 3,%LQ!
根据 ,101@40I 中的 #6*( =*78 序列设计 #6*( 引

物 (：PQ% $8,,8,838,,$3,,333,83,,3%LQ，引物’：

PQ% 338,$33$$88$$8$,3 ,38883$%LQ，其 产 物 为

(&’ BH；引物和 678 片段由上海生工有限公司合成!
(! ’! ’M 重组质粒的构建与鉴定

(! ’! ’! (M ./*78 的设计与合成 M 按照 ./*78 的设

计原则［P］，根据 ,101@40I #6*( 基因已知序列，选取

’ 段含 ’( 0R 的 #6*( 特异性靶序列作为 ./*78 目

标序列（ ./%#6*(%(：,,8 ,,$ $88 $83 8$8 3,$
$33；./%#6*(%’：,83 $,$ 38$ 3,8 8,$ 883
8,8），在 ,101@40I 数据库进行同源序列搜索，以证

明其特异性! 合成该目的序列的反向互补序列，中间

通过 S 0R 的回折序列（,88,$33,）将此两段序列相

连，形成茎环结构，LQ端添加 P 个 3，作为 *78 聚合酶

!的终止子，形成 T’ 0R 的寡核苷酸正义链!
(! ’! ’! ’ M H./*78%#6*( 重组质粒的构建 M 合成 ’
对 T’ 0R 寡核苷酸链，溶解在 OO>’U 中，终浓度为 V! ’
2 ) D! 正义链和互补链的 U:A2<. 退火形成双链 678

（O.678），分别与经过酶切回收后的 +,-%( 线性载

体连接，得到重组质粒，命名为 H./*78%#6*(%( 和

H./*78%#6*(%’! 转化感受态细胞，L&W培养过夜筛

选，获得阳性转化子菌落!
(! ’! ’! L M 重组质粒的鉴定 M 挑选阳性转化菌落扩

增，提取质粒! 用 +$* 方法初步鉴定，同时设计未带

插入片段的 +,-%( 质粒作为对照! 扩增条件：X9W变

性 L =A0；X9W 变性 LV .，PPW 退火 LV .，&’W 延伸 (
=A0，LP 个循环后，&’W 延伸 P =A0! 取 +$* 产物和

678 #4;I1; 经 PV =<: ) D 的聚丙烯酰胺凝胶电泳鉴

定! 提取重组质粒，送大连宝生物工程技术服务有限

公司进行序列测定!
(! ’! LM 细胞转染M 培养调整细胞 ( Y (V(( ) D，接种于

T 孔板，培养：(VV =D ) D 小牛血清，L&W，PV =D ) D
$U’；待 细 胞 贴 壁 至 SVZ 汇 片 后，换 入 无 血 清 *+%
#?(T9V 培养基，同时分别加入 8@ 混合液（8 液：一

定量 ’V "D 的重组质粒稀释于 (VV "D 无血清 *+#?
(T9V 中；@ 液：’P "D 脂质体稀释于 (VV "D 无血清

*+#? (T9V 中，混合 8@ 液! ）置室温孵育 LV =A0，培

养 P / 后加小牛血清终止转染，’9 / 后换完全培养

基，然后培养不同时间备用! 同时设立 +,-%( 阴性对

照质粒（./%012）转染组!
(! ’! 9M 重组质粒在细胞内表达 M #33 法检测细胞

对 86# 药物敏感性，各试验组细胞转染 ’9 / 后，取

对数生长期细胞（包括试验组，对照组），调整细胞浓

度为 ( Y (V(( ) D! 接种于 XT 孔板，加入不同浓度的

86#，置 PV =D ) D $U’，L&W 培养箱中孵育 9S / 后!
加入 #33 (V "D（P 2 ) D），继续培养 9 / 后弃培养上

清液，加入 6#"U，振摇 (V =A0 后，P&V 0= 测出吸光

度值! 每个浓度组平行 9 孔，取平均值，计算细胞存

活率（XVZ）[ &实验组 ) &对照组 Y (VVZ，以药物浓度为横

轴，细胞存活率为纵轴绘制浓度效应曲线，求出回归

方程，确定半数抑制浓度（ ?$PV ）! 耐药指数（ ;1.A.R%
40C1 A0O1\，*?）[ 实验组 ?$PV ) 亲本细胞 ?$PV !
(! ’! PM 用 J$# 检测质粒转染后细胞表面膜蛋白 +%
2H 表达M 各试验组转染细胞 &’ / 后，胰酶消化，调整

最终浓度 ( Y (V(( ) D，混匀细胞! ’V 2 ) D 甲醛室温固

定 ’V =A0，冷 +@" 洗涤 ’ 次，加入 +%2H 抗体，9W孵育

’ /；混匀细胞，+@" 洗 ’ 次，加入 J?3$ 标记的羊抗鼠

?2,，室温避光孵育 LV =A0! +@" 洗涤后，立即用流式

细胞仪检测! 相同处理组平行 P 孔，以未经处理的

"##$%&&’( ) * 细胞为空白对照!
(! ’! T M J$# 检测转染后细胞内 */(’L 的潴留 M 各

实验组转染细胞 &’ / 后，用 +@" 洗 ’ 遍! 加入 */(’L
（V! ’ =2 ) D），L&W培养箱中共孵育 9P =A0! 冷的 +@"

洗 ’ 遍! 胰酶消化各组细胞，调整最终浓度 ( Y (VX ) D，

在 LV =A0 内用流式细胞仪测细胞内 */(’L 的强度!
统计 学 处 理：数 据 均 采 用 ’ ( ) 表 示，运 用

"+""(’! V 统 计 软 件 对 数 据 进 行 单 因 素 方 差 分 析

（<01%N4E 87UF8），组间比较利用 D"6 法检测其差

异性，判断标准以 * ] V! VP 为有统计学显著性差异!

"# 结果

"$ !# %&’() 真核表达载体的构建及鉴定# 未带插

入片段的 +,-%( 质粒扩增产物电泳结果在 TVP BH

!"#$ 第四军医大学学报（% &’()*+ ,-. ,/0 12-3）4!!5，46（$6）7 +**8：9 9 :’()2;.< =>>(< /0(< ?2



处，插 入 !" #$ 的 %&’()*+ ,-(.+. 和 %&’()*+
,-(.+" 重组质粒的扩增产物在 !/" 0% 处，其电泳结

果与实验预计的结果完全相符（ 图 .）1 重组质粒的

测序结果与设计合成的 &’+,-(. 靶向目标序列完全

一致，证明把合成的 !" #$ 的寡核苷酸插入到了 ()*2
载体 345+. 中的预计位点，且序列完全一致1

.：,67897；"：345+. 扩增产物；:：%&’+,-(.+. 扩增产物；;：%&’+,-(.+
" 扩增产物1

图 .< 重组质粒 3=( 产物聚丙烯酰胺凝胶电泳

!" ! # $%% 法检测各组细胞药物敏感性 # >,,=+
??". @ ( A &’+#9B 与 >,,=+??". @ ( 细胞组相比较，差

异无显著性（! C D1 D/）1 >,,=+??". @ ( A &’+,-(.+
.，>,,=+??". @ ( A &’+,-(.+" 细胞组分别与 >,,=+
??". @ ( 细胞组相比较，E=/D 明显降低，有显著性差异

（! F D1 D/）；比较 %&’+,-(.+. 和 %&’+,-(.+" 质粒在

细胞内表达同样存在显著性差异（! F D1 D/）1 以上

表明重组构建的质粒转染细胞后均一定程度地恢复

耐药细胞对化疗药物 *-, 敏感性（表 .）1

表 .< &’()* 对 >,,=+??". @ *-, 细胞 E=/D的影响（" G /）

组别
E=/D（!HIJ @ K）

（# $ %）
(E（L ）

>,,=+??". @ > D1 D:. M D1 DD? .1 DD

>,,=+??". @ ( .1 D." M D1 DD! :"1 !;

>,,=+??". @ ( A &’+#9B .1 DDN M D1 DD/ :"1 /D

>,,=+??". @ ( A &’+,-(.+. D1 ;:: M D1 D./6 .:1 O!

>,,=+??". @ ( A &’+,-(.+" D1 /N. M D1 D;;6P .N1 ?!

6! F D1 D/ &% >,,=+??". @ (，P! F D1 D/ &% >,,=+??". @ ( A &’+,-(.+.1

!" & # ’()* 表 达 水 平 变 化 # %&’+,-(.+. 和 %&’+
,-(.+" 重组质粒转染 ,,=+??". @ ( 细胞后，细胞膜

表达 3+B% 分别为（;/1 ? M !1 :）L 和（!D1 D M ;1 /）L，

与 >,,=+??". @ ( 细胞（O.1 : M /1 :）L 比较，有显著

性差异（! F D1 D/）；%&’+,-(.+. 和 %&’+,-(.+" 重组

质粒转染细胞后，在细胞内 3+B% 表达同样存在显著

性差异（! F D1 D/）1 表明重组构建 %&’+,-(. 质粒转

染细胞后，在细胞内可以逆转 ,-(. 基因过度表达

3+B%，并且两段序列分别所诱导的 ()*2 效果也具有

显著性差异（! F D1 D/）1
!" +# ’()* 功能检测# 重组质粒转染细胞 ;N ’ 后，流

式细胞仪检测细胞内的 (’.": 积累量分别为：（?:1 D
M /1 "）L，（/!1 . M :1 "）L，未转染 >,,=+??". @ (

细胞 (’.": 积累量为：（";1 / M "1 !）L；>,,=+??". @
( A &’+,-(.+.，,,=+??". @ ( A &’+,-(.+" 与 >,,=+
??". @ ( 细胞内的 (’.": 积累量比较，存在显著差异

（! F D1 D/）；但 与 敏 感 株 细 胞 内 的 (’.": 积 累 量

（ON1 ! M .1 "）L相比，其细胞内的 (’.": 积累量还是

相对较低，存在显著差异（! F D1 D/）；%&’+,-(.+. 和

%&’+,-(.+" 质粒转染细胞后，细胞内的 (’.": 的潴

留也有显著性差异（! F D1 D/）1

&# 讨论

3+B% 是一种 *Q3 依赖跨膜药物外流泵，将细胞

内多种 ,-( 相关药物泵出细胞外，导致肿瘤细胞内

药物浓度下降而不能杀伤肿瘤细胞，为临床肿瘤化疗

失败的主要原因［!］1 因此，研究产生 ,-( 现象的机

制及克服 ,-( 现象的方法为提高肿瘤化疗效果的

主要途径之一，已成为重要的研究课题1 研究肿瘤细

胞 ,-( 的一个重点是耐药性的逆转，已发现多种药

物有逆转 ,-( 的作用1 国外近年开始应用反义技术

于肿瘤耐药逆转的研究，近来才开始考虑采用 ()*2
的方法1 本研究就是针对肝癌细胞 ,-(. 基因设计

相应的特异序列，连接到带有人 R! 启动子的质粒

-)* 载体上（345+. 载体），采用脂质体转染方法，将

其导入细胞内，在 R! 启动子的作用下转录产生 &’(+
)*，从而特异地抑制 ,-(. 基因及 3+B% 的过度表

达，使其保持在静寂状态来逆转肿瘤 ,-( 细胞对多

种化疗药物的耐受性，恢复对化疗药物的敏感性，达

到提高肿瘤化疗效果的目的1 克服化学合成 ()* 成

本高的缺点，采用脂质体转染方法，可克服合成 &2(+
)* 可能造成的 ()6&9 的污染，更利于 ()*2 技术的

推广应用［?］1 如果对克隆重组子结合抗性筛选后，克

服瞬时因转染效率不同所带来的基因表达差异，实现

了高效抑制，而且能维持较长时间的基因沉默［N］1
研究结果表明，%&’+,-(.+. 和 %&’+,-(.+" 转染

>,,=+??". @ ( 细胞后，其细胞 3+B% 表达水平均有明

显下降，与 >,,=+??". @ ( 相比较，具有显著性差异

（! F D1 D/）；比较 %&’+,-(.+. 和 %&’+,-(.+" 转染组

之间细胞 3+B% 表达，存在显著性差异（! F D1 D/）1 表

明重组构建 %&’+,-(. 质粒转染细胞后，在细胞内可
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以逆转 !"#$ 基因过度表达，同样设计的两段序列

在细胞内产生对 !"#$ 基因的抑制效果具有显著性

差异，可以证明 %&#’( 在 肝 癌 耐 药 细 胞 内 能 诱 导

#’()，抑制效果与所选目的基因的靶位点高度相关，

其机制还有待进一步探讨*
#&+,- 在 ./01 的功能检测中有重要的价值［2］*

#&+,- 是 ./01 较特异的作用底物，可被 ./01 泵出细

胞外使细胞内 #&$,- 浓度降低，表达 !"#$ 的细胞

内 #&$,- 潴留相对较少，通过检测细胞内 #&$,- 浓

度能直观地反映其功能* 研究表明，1%&/!"#$ 质粒

转染细胞后，细胞内 #&$,- 的荧光表达明显升高，分

别与未转染组细胞（3!!4/55,$ 6 #）比较，具有显著

性差异（! 7 8* 89），说明转染 1%&/!"#$ 后 ./01 外排

#&$,- 功能减弱* 进一步表明所构建的 1%&/!"#$ 真

核表达质粒可以抑制 !"#$ 基因过度表达 ./01，使

得 ./01 表达减少*
实验证明：#’( 干扰能够特异地抑制 !"#$ 基

因的表达，降低耐药细胞表面胯膜蛋白 ./01 的表达，

从而达到逆转肝癌耐药细胞 !"#$，恢复细胞对化疗

药物的敏感性，以达到提高肿瘤化疗效果的目的* 研

究以特异性 %&#’( 介导的 #’() 系统，为逆转 !"#$

介导肝癌耐药细胞 !"# 的临床应用提供了实验基

础，也为增强肝癌的化疗效果、改善预后带来了希望*
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!" 临床资料" 男，M- 岁* 因劳力性胸闷、胸痛 , D，全身多发
性结节 ,8 余年于 ,88P/$,/,8 入我院心血管内科治疗* 患者
$9 岁时出现双侧肘膝及踝关节突起约黄豆大小深黄色皮疹，
无触痛，轻度瘙痒，- C; 后皮疹波及肩背、臀、双侧眼睑及肘
膝关节附近* 随年龄增大，皮疹增多，结节增大* 近 , D 来出
现劳力性胸闷、气短、心悸、乏力渐重* 多次于发作时行心电
图检查提示下壁、广泛前壁 3U/U 压低、U 波倒置，呈缺血性改
变* 患者发育及智力正常* 母亲及同胞妹妹患有同样疾病*
父亲及另一位同胞姐姐无皮疹，血脂正常* 父母非近亲结婚*
体检：一般情况好，双手、肩背、臀、双侧眼睑及肘膝关节附近
可见大小不等圆行结节，最大如鸡蛋大小，蜡黄色，色泽光亮，
质韧，无触痛* 实验室检查：空腹血糖：9* P9 CC;+ 6 T、甘油三
脂：,* ,M CC;+ 6 T、总胆固醇：$9* N8 CC;+ 6 T、低密度脂蛋白：
$$* -, CC;+ 6 T、肌酐：$M-* $ CC;+ 6 T、载脂蛋白 ($：8* 2M 0 6 T，
载脂蛋白 ?：$* NM 0 6 T* 心电图检查提示：窦性心律，!，"，
DL:，]$/]P 导联 3U/U 下斜性压低，U 波呈对称性倒置* 心脏
彩超示：主动脉瓣退行性变，左房、左室增大，节段性室壁运动
异常，左室舒张期顺应性假性正常、收缩功能正常彩色血流示
二尖瓣中量返流，三尖瓣少量返流* 左室射血分数（T]F:）：
9,^ * 冠状动脉造影：左前降支中段局部狭窄，狭窄段超过

58^，回旋支近段呈树桩样改变，全段血管闭塞无法显影，右
冠状动脉中段狭窄约 98^ * 余冠脉各段大致正常* 组织病
理：表皮轻度肥厚，真皮内可见大片组织细胞浸润，局部较多
泡沫细胞* 未见明显 U;@I;E 巨细胞，结合临床表现，诊断：家
族性高胆固醇血症黄色瘤病（ 纯合子型）缺血性心肌病* 入
院后给予口服脂必妥、低分子肝素钙、鲁南欣康、雅施达等药
物治疗* 目前，患者一般情况较好，劳力性心绞痛症状较前改
善，, C; 后复查总胆固醇：$8* ,8 CC;+ 6 T*

#" 讨 论 " 家 族 性 高 胆 固 醇 血 症（ ADC)+)D+ &W1B<H&;+B%/IB<;+/
BC)D，:R）是常染色体显性遗传疾病，具不完全外显率［$］* :R
临床诊断有它的标准* :R 的主要特征为皮肤上出现橘黄色
结节或肿块等改变，在这些组织中含有脂质的细胞（ 黄瘤细
胞）浸润，也可侵犯内脏器官，常伴有心血管损害，多伴有高脂
蛋白血症，本病主要发生在青、中年人，女性多见，病因主要是
该类患者细胞膜上的低密度脂蛋白受体较正常明显减少*
T"T/4 对患者细胞内的 -/羟基/-/甲基戊二酸单酰辅酶 ( 还
原酶的合成不起反馈抑制作用，U4 合成增加，导致 # 脂蛋白
清除受影响，T"T/4 增加引起发病；病理分析主要考虑由于真
皮内弥漫分布泡沫状组织细胞，至皮肤、黏膜及浆膜下，使心
脏损伤，同时长期高脂血症导致胆固醇沉着在肌腱、血管壁和
其他组织内，血清中胆固醇积聚常发生于冠状血管，逐渐造成
冠状动脉粥样斑块形成引起心绞痛和冠状血管闭塞* 心电图
表现为心肌缺血性 U 波改变，窦性心律不齐、各种类型的传导
阻滞* 皮肤黄色瘤、血管并发症和内脏脂质沉积为其基本临
床表现* 根据患者已出现高脂蛋白血症，结合临床表现和家
族史，可明确诊断为 :R 伴发黄色瘤（ 纯合子型）伴缺血性心
肌病，心功能不全* :R 的确诊有赖于 T"T 受体功能分析和
T"T 受体基因的检测* 由于 :R 是冠心病的一个重要危险因
素，故须提高对 :R 患者检出和诊断率，在致命性动脉硬化发
生之前进行治疗*
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