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【#<301890】#=>：-> 6>4:;D?6; QAI3 K/2:13=: 24= :74;N.:3R.
:3QAI ,( 9,:;’，;D24:K>D; ;N.1 34;> J.K#(S 6.//:，:> 2: ;> E34=
:>1. .EE.6;3P. T0GU QAI3 K/2:13=: 24= :3QAI :.51.4;:,
>+?$@AB：-N. QAI3 K/2:13=: K6VOT0GU#!，K6VOT0GU#$
24= :3QAI :.51.4;: -WP.5E#!，-WP.5E#$ X.D. ;D24:K>D;.= 34;>
J.K#(S 6.//:，24= ;N. .9KD.::3>4: >E T0GU 1QAI 24= KD>;.34 34
;N. ;D24:E.6;.= J.K#(S 6.//: X.D. 6N.6Y.= ?:345 Q-#ZMQ，W.:#
;.D4 S/>; 24= 0B[HI, -N. D.:?/;: X.D. 6>1K2D.= C.;X..4 ;N.
;D24:E.6;.= 24= ;N. 4>D12/ J.K#(S 6.//:, !+BCD?B：-N.D. X.D.
KD>134.4; =3EE.D.46.: C.;X..4 ;N. ;X> 5D>?K: 34 =.KD.::345 ;N.
.9KD.::3>4 >E 1QAI（", $+，", )%，", %@，", ’+ 9< !, $，4 \
", "!）24= KD>;.34（!(+，!$!，$)&，$$% 9< (+& !5 ] B，4 \
", "!）>E T0GU 5.4., E@"EDCB=@"：-N. ;X> QAI3 K/2:13=:
24= :3QAI :.51.4;: 34N3C3; ;N. .9KD.::3>4 >E T0GU 5.4. .EE.6#
;3P./7,

【F%GH61I3】QAI3；:3QAI；T0GU；N.K2;>62D634>12

【摘 * 要】目的：通过自主构建的 QAI3 载体和体 外 合 成

:3QAI的 方 法，寻 找 能 有 效 干 扰 T0GU 基 因 表 达 的 载 体 和

:3QAI片段治疗肿瘤, 方法：将自主构建的 K6VOT0GU#! 和

K6VOT0GU#$，以及体外合成的 -WP.5E#! 和 -WP.5E#$ :3QAI
片段转 染 肝 癌 J.K#(S 细 胞，通 过 Q-#ZMQ，W.:;.D4 S/>; 和

0B[HI 检测转染前后 T0GU 的 1QAI 及蛋白表达水平，以了

解 QAI 干扰效果, 结果：两种 QAI 干扰的 方 法 均 能 抑 制

T0GU 基因的 表 达 且 差 异 具 有 显 著 性（1QAI，", $+，", )%，

", %@，", ’+ 9< !, $，4 \ ", "!；蛋白质，!(+，!$!，$)&，$$% 9<

(+& !5 ] B，4 \ ", "!）, 结论：两个质粒及 :3QAI 片段均能有效

的抑制 T0GU 基因的表达,
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JK 引言

T0GU ] T0GUQ 系统在恶性肿瘤中的协同表达，

旁 ] 自分泌作用机制的确立为肿瘤的临床治疗提供了

新的靶点, 在哺乳动物的细胞种发夹结构的双链

QAI 被剪切成 :3QAI，在体内组装成蛋白复合体，在

:3QAI 的引导下 V36.D 酶切割靶 QAI，或者以靶 QAI
为模板合成新的双链 QAI，进一步被 V36.D 识别和剪

切，$!4; :3QAI 在哺乳动物细胞中可以诱导强有力的

特异性 QAI3 作用［! ^ )］, 我们使用自主构建的 QAI3
真核基因表达载体 K6VO@ 选择特异的 T0GU 基因片

段构建 T0GU 基因的 QAI3 质粒，选择特异的 T0GU
基因片段体外合成 $!4; :3QAI，并将它们脂转入肝癌

J.K#(S 细胞后，通过 Q-#ZMQ，W.:;.D4 S/>; 和 0B[HI
的方法检测它们对 T0GU 1QAI 和蛋白表达的抑制

作用，以期找到可靠的抑制 T0GU 基因表达的质粒和

:3QAI 片段，为肝癌的基因治疗提供一种新的方法,

LK 材料和方法

L, LK 材料K 设计合成两段人 O@ KD>1>;.D#(!’ 至 _ !
的 ZMQ 寡核苷酸引物从人的 5VAI 中扩增出 O@ KD>#
1>;.D（’‘端增加 =)> [[，(‘增加 #?6 [ 的酶切位点）, 将

ZMQ 产物用 =)> [[ 和 #?6 [ 双酶切后，再将 K6VAI
(, !（ ^ ）质粒用 =)> [[ 和 #?6 [ 双酶切，构建成 QAI3
质粒 K6VO@，构 建 K6VO@ 的 引 物 序 列 为 正 向：’‘
56252;6;26565625562222656266， 反 向：’‘ ;;55566655;#
5;;;65;66;;;6626, 根据高效 QAI3 基因片段的设计原

则［$］，我们设计并从上海博亚生物制品有限公司申

请合成了构建 T0GU 基因 QAI3 载体的寡核苷酸片

段以及体外合成针对 T0GU 基因的 :3QAI 的寡核苷

酸片段，肝癌 J.K#(S 细胞株购自 MM-MM，非必需氨

基酸（ AII）、丙 酮 酸 钠、胎 牛 血 清、胰 酶、0V-I，

G)!+ 均购自 G3C6>/ 公司，QZF[ !@)" 干粉培养基购

自 J76/>4. 公司，脂质体 $""" [4P3;D>5.4 公司, -% Q3#
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!"#$%&# ’()*+,, -.*/+ 01.2+ 34$ 5*"67189": 0;,8+<
（5*"<+/. 公 司 ）；=2+:"> ?*./<+:8（ &.@.*. 公 司 ）；

A’5B（09/<. 公司）C &*9D"2 3+./+:8（E9!1"2 F3-）；GHI
J9:1 69/+,8 A4$ #.*@+*，&.K 酶宝生物工程有限公

司；$#L 逆 转 录 试 剂 盒（ 5*"<+/. 公 司）；蛋 白 质

#.*@+*（上海生化试剂公司）；%MN92<（ 上海爱克发感

光器材有限公司）L’E? ’-O0$ 检测试剂盒（A9"/:",M
891, 0;,8+<, 公司）；兔抗人 L’E? 多抗（4’P#$3=M
’30 公司）；山羊抗兔二抗（5=A 公司）C
!C "# 方法# 实验组为 )1AQL’E?MG，)1AQL’E?MR 阳

性克隆和转染 &S+/NMG，&S+/NMR ,934$ 的 J+)MTF 细

胞，对照组为常规培养的 J+)MTF 细胞C 用 !"# O 和

$#%J O 双 酶 切 )1AQU 质 粒，分 别 取 3L’E?MG，

3L’E?MR 的 3+S+*,+，?"*>.*6，将酶切产物与双链的

3L’E?MG 做连接，连接产物转化 V#GWX，挑取阳性克

隆并测序证实后扩增质粒C 将连接上 3L’E?MG 的质

粒取 G !- 用 $#%J O 和 &’(6 OOO 双酶切，将 3L’E?MR
连接到带有 3L’E?MG 的质粒上并测序证实，命名为

)1AQL’E?MGC 将 3L’E?MT 和 3L’E?MI 连接 )1AQU
质粒上并测序证实，命名为 )1AQL’E?MRC 将 &H )*"M
<"8+* 分别与 &YS+/NMG，&YS+/NMR，&YS+/NMT，&YS+/NMI

（均为 G/ Z -）退火，用 =2+:"> ?*./<+:8 补平C 用 &H
39!"#$%&# ’()*+,, -.*/+ 01.2+ 34$ 5*"67189": 0;,M
8+< 试剂盒体外合成双链的 3MA4$，按 &YS+/NMG 与

&YS+/NMR 混合，&YS+/NMT 与 &YS+/NMI 混合，分别往上

述 3MA4$ 混合液中加入 3:.,+M?*++MA4.,+ G !- 于

TH[温浴 G\ <9: 后立即于 X\[灭活酶活性 \ <9:，常

温下冷却，]9./+: 小寡核苷酸纯化柱纯化C 所得产物

分别命名为 &S+/NMG，&S+/NMR，电泳跑 RC W 胶检测证

实，̂ RW[ 保存待用C 按质粒、寡核苷酸（ 64&5 与

,934$ 的混合物）与脂质体的比例为 G !/_R !- 混匀

\ <9:，溶于不含血清的 35#O GUIW 液中，室温 TW <9:
后转染 J+)MTF 细胞C ,934$ 转染 J+)MTF 细胞 RI ‘
后换无血清培养 RI ‘，取上清行 Y+,8+*: F2"8，’-O0$
检测，抽总 34$ 行 3&M5B3 检测C
GC RC Ga L’E? <34$ 表达的检测a J+)MTF 细胞用有

血清的 3#5OGUIW 培养基重悬C 当 &R\ 培养瓶细胞汇

合率达到 XWb c X\b 时换液，5F0 洗涤，各取 RW !-
脂质体和 RW !/ )’E?5M4G（ 用以了解脂转效率），

)1AQL’E?MG 和 )1AQL’E?MR 质粒混匀 \ <9: 后加无

血清 35#O GUIW 培养基 dWW !- 混匀后加入到上述

&R\ 瓶培养的 J+)MTF 细胞上，\W <- Z - BPR，TH[ 温

箱培养 RI ‘ 后加 EIGd（dWW </ Z -）筛选C 将阳性克

隆加有血清 3#5O GUIW 培养基重悬并转移到 U 孔板

中培养C 用 &*9D"2 抽实验组和对照组细胞的总 34$，

同时用一对 "M.189: 引物做对照，做半定量 3&M5B3C
经电泳图像分析扫描得到 L’E? 与 .189: 条带峰面积

积分值比值作为计算 L’E? 5B3 产物相对定量，比较

实验组和对照组 L’E? <34$ 的表达丰度C
GC RC Ra L’E? 蛋白的检测a 将实验组和对照组的变

性上清跑 GWW / Z - 的 5$E’ 胶，用 #.*@+* 及阴阳性对

照，行 Y+,8+*: F2"8 检测C 另将实验组每种质粒、,93M
4$ 和对照组均设 I 孔 \W <- Z - BPR，TH[培养 RI ‘
后，换无血清 3#5O GUIW 培养基培养 RI ‘，取上清冻

存于 ^ RW[ C 用 L’E? ’-O0$ 检测试剂盒的检测实

验组和对照组的 J+)MTF 细胞分泌的 L’E? 的量C
GC RC Ta J+)MTF 细胞生长曲线的测定a 将筛选出的

34$9 阳性克隆细胞（包括空载体 )1AQU）和转染 ,93M
4$（转染 RI ‘ 后）接种于 XU 孔培养板中，设空白对

照（不含细胞的 5F0）进行 #&& 法测细胞的活力C 测

定 \HW :< 处的吸光度 ! 值，! 值的大小反映 J+)MTF
细胞成活数量及活性C 以时间为横坐标（6 ），减去空

白对照的吸光度 $ 值为纵坐标绘制生长曲线图C
统计学处理：0500GWC W 软件进行 ) 检验和 * 检验C

"# 结果

"$ !# %&’( 质粒和 )(%&’ 对 *+,- .%&’ 表达的

影响# 构建好的 )1AQL’E?MG 和 )1AQL’E?MR 质粒，

体外合成的 &S+/NMG 和 &S+/NMR ,934$C "M.189: 为内参

照，按 GWW :/ Z <- 培养基的 &S+/NMG，&S+/NMR 作用于

J+)MTF 细胞后 3&M5B3 扩增扫描 &S+/NMG 组、L’E?MR
组与无血清对照组比较 L’E? <34$ 表达水平明显

降低，)1AQL’E?MG 组、)1AQL’E?MR 组与无血清对

照组比较 L’E? <34$ 表达水平明显降低C 而 )1AQM
L’E?MG 组、)1AQL’E?MR 组、)1AQU 组与无血清对照

组比较 L’E? <34$ 表达水平无明显差别，有血清对

照组与无血清对照组比较 L’E? <34$ 表达水平无

明显差别（图 G）C

.+ e WC W\，!+ e WC WG ,- 对照组C

图 Ga L’E? <34$ 与 .189: 比值变化
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!" !# $%&’ 蛋白质检测# 将实验组中 !"#$%&’()*
组、!"#$%&’()+ 组、,-./0)* 组和 ,-./0)+ 组与对照组

即无血清培养组及 12314 *567 培养基行 8.9:.;<
=>?: 检 测，发 现 实 验 组 的 %&’( 相 对 蛋 白 浓 度

（%&’( @ A":B<）高于对照组（7C +D，7C 6E，7C E5，7C FD !"
*C +，# G 7C 7*）C 将实验组和对照组的 H.!)I= 的上

清进行 &>4JK 检测发现，实验组各组的 %&’( 蛋白质

浓度均明显低于对照组（*ID，*+*，+6L，++E !" IDL
!/ @ M，# G 7C 7*），,-./0)* 组与 ,-./0)+ 组比较无明

显差异（# N 7C 7F），!"#$%&’()+ 组明显低于 !"#$)
%&’()* 组（# G 7C 7*）C
!" (# )*+,(- 细胞生长曲线# ,8-./0)* 和 !"#$-./0)
+ 二组细胞生长均明显受到抑制（# G 7C 7*），,8-./0)
+ 和 !"#$-./0)* 二组细胞生长均明显受到抑制（# G
7C 7F，图 +）C

图 +O H.!)I= 细胞生长曲线

(# 讨论

原发性肝癌（HPP）是典型的富血供恶性肿瘤C
肿瘤血管生成是 HPP 生长和转移的先决条件C 预先

存在的血管发芽形成新血管包括释放血管新生因子、

激活基质金属蛋白酶、降解细胞外基质及尔后的重塑

细胞外基质等步骤［F］C 对 HPP 肿瘤血管生成分子机

制的研究表明，血管内皮细胞生长因子（%&’(）是目

前已知在 HPP 肿瘤血管生成中作用最强的血管生成

诱导因子C 因此我们选择了 %&’( 基因作为 2QKB 肝

癌基因治疗和肝癌与 %&’( 关系的研究的出发点C
按照选择高效的 2QKB 基因治疗的片段的原则，分别

选择了 + 段针对 %&’( 基因的 #QK 片段用于构建

%&’( 基 因 的 2QKB 载 体，+ 段 针 对 %&’( 基 因 的

#QK 片段用于体外合成 9B2QK 片段，并分别将它们

用脂质体转染 H.!)I= 细胞，通过半定量 2,)1P2，

8.9:.;< =>?: 和 &>4JK 检测 %&’( 基因的表达发现，

这 6 个片段均能有效但（ 不完全）抑制 %&’( 基因的

表达，且不同位置的 2QK 干扰效果存在明显的差别C
细胞抑制实验也得到了同样的结果C 这表明这些片

段可以用于抑制肝癌细胞表达 %&’( 蛋白，从而抑制

肝癌肿块的血管生长和肝癌细胞的增生和转移，达到

基因治疗肝癌的目的C
实验结果表明我们设计的针对 %&’( 基因的

2QKB 载体和体外合成的 9B2QK 能有效的抑制 %&’(
基因的表达，但是在实验的过程中我们发现，将载体

和 9B2QK 脂 质 体 转 染 H.!)I= 细 胞 的 效 率 低（ 约

*7R），且 H.!)I= 细胞对裸鼠的致瘤率也低，这是阻

碍将本实验方法用于动物实验的主要困难，如何改善

转染效率是很重要的研究方面C 当 %&’( 基因被有

效抑制后，肝癌细胞的生长和凋亡是否受到影响和受

影响的程度是我们进一步的研究课题C
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