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［摘要］　目的：拟采用 ＲＮＡ干扰技术筛选有效的针对 ＬＣＲＧ１基因的打靶序列。方法：首先采用
ＰＣＲ定点突变技术改造 ｐＳｕｐｅｒ载体，而后利用该改造后的载体构建针对 ＬＣＲＧ１基因的 ５对打靶序列的
真核表达载体。将构建的重组 ｐＳｕｐｅｒ３６２，３９８，４３２，７８９，９０３表达载体和 ｐＳｕｐｅｒ空白载体分别转染 Ｈｅ
ｌａ细胞，经抗性药物筛选获得抗性细胞克隆和池克隆；通过 ＲＴＰＣＲ及荧光定量 ＰＣＲ鉴定阳性克隆，进
行平板克隆集落形成试验，以检测打靶序列沉寂 ＬＣＲＧ１基因 ｍＲＮＡ表达水平的效果。结果：应用 ＰＣＲ
定点突变技术改造的 ｐＳｕｐｅｒ载体，可被 ＢｇｌⅡ酶切；利用 ＲＴＰＣＲ和荧光定量 ＰＣＲ检测各重组载体转染
细胞池克隆 ＬＣＲＧ１ｍＲＮＡ的表达发现，３６２组，３９８组，４３２组的基因均能封闭内源性 ＬＣＲＧ１基因表达，
尤以 ３６２组为显著；鉴定 ３６２组筛选的各个抗性克隆，发现 Ａ２和 Ａ５克隆的 ＬＣＲＧ１ｍＲＮＡ表达水平明
显降低。平板克隆实验结果提示 ３６２组的 Ａ２，Ａ５和池克隆的细胞增殖能力明显强于载体和空白对照
组（Ｐ＜０．０５）。结论：成功改建了 ｐＳｕｐｅｒ真核表达载体；３６２ｓｉＲＮＡ相对其他 ｓｉＲＮＡ具有较好的打靶效
果，这对于应用 ＲＮＡｉ方法研究 ＬＣＲＧ１基因的功能和其作用分子机制具有重要的指导意义。
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　　ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）作为敲除
特定基因的新技术，以其快速、简单、高效和高度

特异性的特点，被广泛地应用到基因功能研究和

肿瘤防治中，并被不断地改进和完善［１２］。利用

ＲＮＡｉ技术特异性地抑制瘤基因、抑瘤基因的活
性，可以抑制肿瘤细胞的生长，从而有利于揭示

肿瘤发生、发展的机制，并可为肿瘤的治疗和防

治提供新的靶点［３４］。喉癌相关基因 １（ｌａｒｙｎｇｅａｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅ１，ＬＣＲＧ１）是本实验室采用
ｍＲＮＡ差异显示技术克隆的一个新基因。Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ登陆号为 ＡＦ２６８３８７［５７］。ＬＣＲＧ１在喉癌细
胞系 Ｈｅｐ２中不表达，在１２／３０例（４０％）喉癌组
织中表达缺失或下调，这提示 ＬＣＲＧ１表达缺失或
下调与喉上皮癌变有关。先前的基因转染实验

结果提示 ＬＣＲＧ１具有抑制喉癌细胞 Ｈｅｐ２生长
的作用［５，８９］，并且在此基础上我们应用蛋白质组

学方法建立了人喉癌细胞系 Ｈｅｐ２和 ＬＣＲＧ１稳
定转染的 Ｈｅｐ２细胞系（Ｈｅｐ２／ＬＣＲＧ１）的差异
蛋白质表达谱，同时应用磷酸化蛋白质组研究技

术建立了这两个细胞系的差异磷酸化蛋白质谱，

并分别鉴定出 ２０个与 ＬＣＲＧ１作用相关的蛋白
质、１３个与酪氨酸磷酸化作用相关的蛋白质。这
提示，ＬＣＲＧ１有可能通过调节这些蛋白质的表达
和磷酸化水平而发挥抑瘤作用［１０１１］。但 ＬＣＲＧ１与
喉癌发生、发展的关系仍不是很明了，其抑瘤作

用的分子机制尚待进一步阐明。因此，利用 ＲＮＡｉ
技术筛选有效的沉寂 ＬＣＲＧ１基因的打靶序列，并
对该基因进行更深入的研究将有助于进一步阐

明其功能及作用的分子机制。

本研究应用 ＰＣＲ定点突变的方法，特异性地
突变 ｐＳｕｐｅｒ载体的一个碱基，使其可以被 ＢｇｌⅡ
酶切。退火合成 ６４ｂｐ的对应组的正、反义序列，
与突变的 ｐＳｕｐｅｒ载体重组。将构建好的重组逆
病毒真核表达载体转染 Ｈｅｌａ细胞，然后采用 ＲＴ
ＰＣＲ和荧光定量 ＰＣＲ鉴定阳性克隆，通过平板克

隆实验观察打靶 ＬＣＲＧ１基因之后 Ｈｅｌａ细胞生物
学特性的改变，以期为阐明 ＬＣＲＧ１的作用机制提
供新的依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞与质粒　　人宫颈癌上皮细胞（Ｈｅ
ｌａ）购自美国 ＡＴＣＣ公司；ｐＳｕｐｅｒｐｕｒｏ空白质粒购
自美国 Ｏｌｉｇｏｅｎｇｉｎｅ公司。
１．１．２　主要试剂　　ＨＥＰＥＳ和 ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ为美国
Ｓｉｇｍａ公司产品；限制性内切酶（ＨｉｎｄⅢ，ＢｇｌⅡ）
和 Ｔ４ＤＮＡ连接酶为美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品；引物
及 ｓｉＲＮＡ为上海博亚生物技术有限公司合成；异
丙醇、氯仿、无水乙醇和甲醛为湖南师范大学化

学试剂厂产品；低熔点琼脂糖，ＮａＯＨ，ＥＤＴＡ，Ａｇ
ＮＯ３和 ＲＮａｓｅ酶为华美生物公司产品；ＤＮＡ回收
试剂盒为日本 Ｔａｋａｒａ公司产品；ＡｄｖａｎｔａｇｅＴａｑ酶
为日本 Ｃｌｏｎｔｅｃｈ公司产品。ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００和
Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒为美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品。
１．１．３　仪器　　倒置显微镜为日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ株
氏会社产品；酶标仪为美国 ＢｉｏＴｅｋ公司产品；
ＰＣＲ仪和紫外分光光度计为德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司
产品；ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒｓｙｓｔｅｍ荧光 ＰＣＲ仪为瑞士 Ｒｏｃｈｅ
公司产品；手提式凝胶摄影仪为日本 Ｐｏｌａｒｏｉｄ公司
产品；３７℃细胞培养箱为日本 ＥＳＰＥＣ公司产品；
蛋白电泳仪及电转移槽为美国 ＢｉｏＲａｄ公司产
品；恒温循环水浴箱为美国 ＣｏｌｅＰａｒｍｅｒ公司产
品；垂直电泳仪为北京六一公司产品。

１．１．４　引物　　（１）突变 ｐＳｕｐｅｒ载体引物序列：
ｐＳｕｐｅｒＴＬ，５′ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＴＴＣＣＡＡＡＡＡＧＧＡＧＡＴＣＴＧＴ
ＧＧ３′；ｐＳｕｐｅｒＴＲ，５′ＣＧＧＡＡＴＴＣＧＡＡＣＧＣＴＧＡＣＧＴ
ＣＡＴＣＡＡＣＣＣＧ３′。扩增片断 ２４５ｂｐ。（２）ｐＳｕｐｅｒ测
序用引物：ｐＳｕｐｅｒＬ，５′ＧＧＡＡＧＣＣＴＴＧＧＣＴＴＴＴＧ３′；
ｐＳｕｐｅｒＲ，５′ＣＧＡＡＣＧＣＴＧＡＣＧＴＣＡＴＣ３′。扩 增 产
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物 ４１９ｂｐ。（３）检测 ＬＣＲＧ１的表达：ＬＤ２ＰＬ，５′
ＴＧＴＣＧＣＡＧＧＡＡＴＧＣＡＧＧＧＡＴＧＡＡＧＴ３′；ＬＤ２ＰＲ，５′
ＴＧＧＡＣＡＧＣＡＣＣＧＣＡＡＧＣＣＴＴＣＡＴＡＡ３′。扩 增 片 断
２０６ｂｐ。
１．１．５　寡核苷酸打靶序列　　（１）３９８：３９８
ｐＳｕｐｅｒ Ｌ，５′ＧＡＴＣＣＣＣＧＣＡＧＴＴＣＡＴＴＣＡＧＣＧＡＣＡＴＴＴＣＡ
ＡＧＡＧＡＡＴＧＴＣＧＣＴＧＡＡＴＧＡＡＣＴＧＣＴＴＴＴＴＧＧＡＡＡ３′；
３９８ｐＳｕｐｅｒＲ，５′ＡＧＣＴＴＴＴＣＣＡＡＡＡＡＧＣＡＧＴＴＣＡＴＴＣ
ＡＧＣＧＡＣＡＴＴＣＴＣＴＴＧＡＡＡＴＧＴＣＧＣＴＧＡＡＴＧＡＡＣＴＧＣＧ
ＧＧ３′。（２）３６２：３６２ｐＳｕｐｅｒＬ，５′ＧＡＴＣＣＣＣＴＣＴＣ
ＧＡＴＧＧＡＣＡＴＣＡＧＡＡＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡＡＴＴＣＴＧＡＴＧＴＣＣＡ
ＴＣＧＡＧＡＴＴＴＴＴＧＧＡＡＡ３′；３６２ｐＳｕｐｅｒＲ，５′ＡＧＣＴＴ
ＴＴＣＣＡＡＡＡＡＴＣＴＣＧＡＴＧＧＡＣＡＴＣＡＧＡＡＴＴＣＴＣＴＴＧＡＡ
ＡＴＴＣＴＧＡＴＧＴＣＣＡＴＣＧＡＧＡＧＧＧ３′。（３）４３２：４３２
ｐＳｕｐｅｒＬ，５′ＧＡＴＣＣＣＣＣＡＧＧＡＴＣＴＡＡＧＴＡＴＴＧＣＣＡＴＴＣ
ＡＡＧＡＧＡＴＧＧＣＡＡＴＡＣＴＴＡＧＡＴＣＣＴＧＴＴＴＴＴＧＧＡＡＡ３′；
４３２ｐＳｕｐｅｒ Ｒ，５′ＡＧＣＴＴＴＴＣＣＡＡＡＡＡＣＡＧＧＡＴＣＴＡ
ＡＧＴＡＴＴＧＣＣＡＴＣＴＣＴＴＧＡＡＴＧＧＣＡＡＴＡＣＴＴＡＧＡＴＣＣ
ＴＧＧＧＧ３′。（４）７８９：７８９ｐＳｕｐｅｒＬ，５′ＧＡＴＣＣＣＣ
ＣＴＡＡＴＧＴＣＧＣＡＧＧＡＡＴＧＣＡＴＴＣＡＡＧＡＧＡＴＧＣＡＴＴＣＣＴ
ＧＣＧＡＣＡＴＴＡＧＴＴＴＴＴＧＧＡＡＡ３′；７８９ｐＳｕｐｅｒＲ，５′
ＡＧＣＴＴＴＴＣＣＡＡＡＡＡＣＴＡＡＴＧＴＣＧＣＡＧＧＡＡＴＧＣＡＴＣＴＣ
ＴＴＧＡＡＴＧＣＡＴＴＣＣＴＧＣＧＡＣＡＴＴＡＧＧＧＧ３′。（５）９０３：
９０３ｐＳｕｐｅｒＬ，５′ＧＡＴＣＣＣＣＧＴＣＣＴＣＣＧＡＧＣＡＴＡＣＡＡ
ＴＡＴＴＣＡＡＧＡＧＡＴＡＴＴＧＴＡＴＧＣＴＣＧＧＡＧＧＡＣＴＴＴＴＴＧＧ
ＡＡＡ３′９０３ｐＳｕｐｅｒ Ｒ，５′ＡＧＣＴＴＴＴＣＣＡＡＡＡＡＧＴＣ
ＣＴＣＣＧＡＧＣＡＴＡＣＡＡＴＡＴＣＴＣＴＴＧＡＡＴＡＴＴＧＴＡＴＧＣＴＣＧＧ
ＡＧＧＡＣＧＧＧ３′。
１．２　方法
１．２．１　定点突变 ｐＳｕｐｅｒ载体　　图 １所示为本
实验室改造 Ｏｌｉｇｏｅｎｇｉｎｅ公司的 ｐＳｕｐｅｒＰＵＲＯｒｅｔｒｏ
载体图。具体是在 ＨｉｎｄШ 和 ＢｇｌⅡ（改造前不能
被该酶酶切）之间的插入序列为 “ＡＡＧＣＴＴＴＴＣ
ＣＡＡＡＡＡＧＧＡＧＡＴＣＴＧＴＧＧ”，即原序列 Ｇ突变为 Ａ
（黑体所示），其他序列同其原载体序列。突变后

则可以被 ＢｇｌⅡ酶切。为此，以 ｐＳｕｐｅｒＰＵＲＯｒｅｔｒｏ
原载体 ＤＮＡ为模板，用突变上、下游引物及 Ｃｌｏｎ
ｔｅｃｈ的高保真 Ｔａｑ酶，进行 ＰＣＲ扩增（２４５ｂｐ），
ＰＣＲ反应条件：９４℃ 预变性 １ｍｉｎ后，３０个循环
（９４℃ ３０ｓ，６８℃ ３ｍｉｎ），延伸 ６８℃ ３ｍｉｎ。产
物用 １．５％ 低熔点琼脂糖凝胶电泳，按 Ｔａｋａｒａ
ＤＮＡ回收试剂盒操作指南进行回收。取 ｐＳｕｐｅｒ
ＰＵＲＯｒｅｔｒｏ载体酶切回收产物和突变的 ＰＣＲ产物
进行连接反应。采用 ＰＣＲ法（用 ｐＳｕｐｅｒ突变引物
扩增插入片断）和酶切重组质粒（ＢｇｌⅡ单酶切和

ＥｃｏＲⅠ／ＨｉｎｄШ 双酶切鉴定）对筛选克隆进行鉴
定，ＰＡＧＥ胶银染观察酶切片断，１０％非变性的聚
丙烯酰胺凝胶电泳。电泳后，卸下凝胶，以 １０％
乙醇和 ０．５％冰乙酸固定 １０ｍｉｎ，０．２％ＡｇＮＯ３染
色 １０ｍｉｎ，蒸馏水漂洗 ２次，０．７５％ＮａＯＨ和０．２％
甲醛显色至出现清晰的条带。玻璃纸包裹凝胶，

室温下干燥保存。同时，测序鉴定阳性克隆。
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图 １　ｐＳｕｐｅｒ载体图。

Ｆｉｇ．１　ＭａｐｏｆｐＳｕｐｅｒｖｅｃｔｏｒｂａｃｋｂｏｎｅ．

１．２．２　构建重组 ｐＳｕｐｅｒ打靶载体
１．２．２．１　寡核苷酸退火形成双链　　用无菌、
无核苷酸的 Ｈ２Ｏ溶解合成 ６４ｂｐ的寡核苷酸，并
调节浓度为 ３ｇ／Ｌ。吸取调整好浓度的对应上、
下游 引 物 寡 核 苷 酸 各 １ μＬ，补 退 火 Ｂｕｆｆｅｒ
（１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，５０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳｐＨ７．４）至
５０μＬ。９４℃ ４ｍｉｎ，８０℃ ４ｍｉｎ，７５℃ ４ｍｉｎ，
７０℃ １０ｍｉｎ，３７℃ ２０ｍｉｎ，１０℃ ３０ｍｉｎ，４℃
３５ｍｉｎ，退火产物于 －２０℃保存。
１．２．２．２　构建重组打靶载体　　将 ｐＳｕｐｅｒ改
造后载体酶切回收产物与退火的正、反义寡核苷

酸混合物进行连接。利用 ＰＣＲ法、ＢｇｌⅡ单酶切
和测序鉴定阳性克隆。

１．２．３　细胞转染　　按照 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００
说明书操作，分别转染重组 ３６２，３９８，４３２，７８９，
９０３和空白 ｐＳｕｐｅｒ载体质粒入 Ｈｅｌａ细胞。经 ２
ｍｇ／Ｌｐｕｒｏｍｙｃｉｎ进行筛选；培养 ２～３周后，得到
抗性克隆。

１．２．４　抗性克隆的 ＲＴＰＣＲ鉴定　　依据 Ｔｒｉｚｏｌ
说明书操作，抽提各组抗性克隆细胞的 ＲＮＡ。按
照 Ｐｒｏｍｅｇａ逆 转 录 酶 试 剂 盒 说 明 书 操 作 合 成
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筛选喉癌相关基因ＬＣＲＧ１的有效沉寂序列　段朝晖，等

ｃＤＮＡ，取 逆 转 录 产 物 ２μＬ在 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒｓｙｓｔｅｍ
ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ 反 应。反 应 体 系 如 下：２μＬ
ｃＤＮＡ，２μＬＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ１混合染料，０．５μＬ１０

μｍｏｌ／Ｌ上游引物，０．５μＬ１０μｍｏｌ／Ｌ下游引物，
１μＬ２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２和 １４μＬＨ２Ｏ。反应条件：
９４℃ ５ｍｉｎ，９４℃ １０ｓ，５７℃ １５ｓ，循环 ４０周
期。ＧＡＰＤＨ为内对照。实验结果自动以样本的域
值循环数值（ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｃｙｃｌｅ，ＣＴ）给出，每个样品
浓度除以 ＧＡＰＤＨ基因浓度，即为此样品的相对含
量，实验重复 ３次。
１．２．５　平板克隆形成试验　　取对数生长期细
胞，０．５％胰酶和 ０．０１％ＥＤＴＡ消化后，制成细胞
悬液，稀释后按 ５００个细胞／孔，接种于六孔板
中，静置培养 ２周。取出培养皿，弃去培养液，用
１×ＰＢＳ洗 ２次，甲醇固定 １５ｍｉｎ。弃去固定液，
０．４％结晶紫染色。用肉眼直接计数克隆数，或
在显微镜下计数大于 ５０个细胞的克隆。然后，
按公式计算克隆形成率。克隆形成率（％）＝（克
隆数／接种细胞数）×１００％。应用统计学软件
ＳＰＳＳ１０．０和 Ｅｘｃｅｌ对各组细胞的集落形成率进行
分析比较，所得数据用 ｘ±ｓ表示，两组间计量资
料的比较采用 ｔ检验。

２　结　果

２．１　ｐＳｕｐｅｒ载体的改造　　用 ｐＳｕｐｅｒ突变引物
ＰＣＲ扩增 ｐＳｕｐｅｒ载体质粒 ＤＮＡ，得到 ２４５ｂｐ大小
的片断（图 ２）。连接回收的片断，用 ｐＳｕｐｅｒ突变
引物 ＰＣＲ鉴定重组克隆 ＤＮＡ，其中重组克隆 Ａ２，
Ａ４，Ｔ１，Ｔ２，Ｔ３，Ｔ４，Ｔ５可扩增到插入的突变片
断（图 ３）。进一步行 ＢｇｌⅡ酶切鉴定，发现仅
Ａ４，Ｔ３，Ｔ４可以被 ＢｇｌⅡ完全酶切（图 ４）。选取
Ａ４克隆进行测序，结果显示 ｐＳｕｐｅｒ突变引物扩增
区域除预定的 ＢｇｌⅡ酶切位点突变外，其余序列碱
基无突变和缺失，说明 ｐＳｕｐｅｒ载体改造成功。
２．２　构建 ｐＳｕｐｅｒ重组打靶 ＬＣＲＧ１载体　　利用
ｓｉＲＮＡ设计软件，共设计 ５对 ＲＮＡｉ打靶序列，退
火相应的上、下游引物，与 ｐＳｕｐｅｒ改造后载体质
粒 ＤＮＡ经 ＢｇｌⅡ和 ＨｉｎｄШ 双酶切回收片断进行
连接。由于是定向克隆，不需要鉴定 ６４ｂｐ打靶
序列的插入方向。因此，插入成功的话，则载体

的 ＢｇｌⅡ酶切位点消失。如图 ５所示，重组 ３６２，
３９８和 ４３２阳性克隆质粒不能被 ＢｇｌⅡ酶切。进
一步测序结果也显示每一个重组表达 ｐＳｕｐｅｒ载

体 ＢｇｌⅡ和 ＨｉｎｄⅢ酶切位点之间恰好包括本实验
设计的打靶插入序列，而 ＥｃｏＲⅠ和 ＨｉｎｄⅢ酶切
位点间包含的 Ｈ１启动子区域无碱基突变和缺失
（图 ６）。
２．３　转染后筛选各抗性克隆细胞 ＬＣＲＧ１ｍＲＮＡ
表达分析　　以脂质体 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００为介
导，分别将各重组表达载体转染 Ｈｅｌａ细胞，采用
实时定量 ＰＣＲ鉴定筛选的各组细胞池克隆（图
７）。重组 ３６２，３９８和 ４３２载体转染 Ｈｅｌａ细胞
后，ＬＣＲＧ１ｍＲＮＡ相对表达量与转染空载体相比
分别降低了２５．２４±２．４２，５．７９±１．９０和２．２４±
０．１９倍。
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图 ２　ｐＳｕｐｅｒ载体 ＰＣＲ及ＥｃｏＲⅠ和 ＨｉｎｄШ 双酶切图。
Ｍ１：λＤＮＡ／ＨｉｎｄⅢ ｍａｒｋｅｒ；Ｍ２：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；
２：ｐＳｕｐｅｒ载体突变引物 ＰＣＲ扩增产物；３：突变
引物 ＰＣＲ扩增空白对照；４，５：ｐＳｕｐｅｒ载体经
ＥｃｏＲⅠ和ＨｉｎｄШ双酶切产物。

Ｆｉｇ．２　ＥｃｏＲⅠａｎｄＨｉｎｄШ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰＣＲａｍ
ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＳｕｐｅｒｖｅｃｔｏｒ．Ｍ１：λＤＮＡ／ＨｉｎｄⅢ
ｍａｒｋｅｒ；Ｍ２：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；２：ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｏｆｔｈｅｐＳｕｐｅｒｖｅｃｔｏｒｍｕｔａｔｉｏｎｐｒｉｍｅｒｓ；３：ＰＣＲａｍ
ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｍｐｔｙｃｏｎｔｒｏｌ；４，５：ＥｃｏＲⅠａｎｄ
ＨｉｎｄШ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔ．
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图 ３　ｐＳｕｐｅｒ改造后载体筛选克隆 ＰＣＲ鉴定图。Ｍ：
ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１～１１：质粒 ｐＳｕｐｅｒ载体改造后
ＰＣＲ扩增；１：ｐＳｕｐｅｒ载体；２～１１：分别为 ｐＳｕｐｅｒ
改造后载体 Ａ１，Ａ２，Ａ３，Ａ４，Ａ５，Ｔ１，Ｔ２，Ｔ３，
Ｔ４，Ｔ５。

Ｆｉｇ．３　ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｃｒｅｅｎｉｎｇｃｌｏｎｅｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｎ
ｓｔｒｕｃｔｅｄｐＳｕｐｅｒｖｅｃｔｏｒ．Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１～
１１：ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｐＳｕｐｅｒ
ｖｅｃｔｏｒ；１：ｐＳｕｐｅｒｖｅｃｔｏｒ；２～１１：Ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ
ｐＳｕｐｅｒｖｅｃｔｏｒｓＡ１，Ａ２，Ａ３，Ａ４，Ａ５，Ｔ１，Ｔ２，
Ｔ３，Ｔ４，ａｎｄＴ５．
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图 ４　ｐＳｕｐｅｒ改造后载体筛选克隆 ＢｇｌⅡ单酶切鉴定
图。１，３，５，７，９，１１：ｐＳｕｐｅｒ改造后载体质粒
ＤＮＡ；２，４，６，８，１０，１２：ｐＳｕｐｅｒ改造后载体 Ｂｇｌ
Ⅱ单酶切鉴定图；１，２：ｐＳｕｐｅｒ改造后载体 Ａ２；
３，４：ｐＳｕｐｅｒ改造后载体 Ａ４；５，６：ｐＳｕｐｅｒ改造后
载体 Ｔ１；７，８：ｐＳｕｐｅｒ改造后载体 Ｔ２；９，１０：
ｐＳｕｐｅｒ改造后载体 Ｔ３；１１，１２：ｐＳｕｐｅｒ改造后载
体 Ｔ４。

Ｆｉｇ．４　ＢｇｌⅡｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｓｃｒｅｅｎｉｎｇｃｌｏｎｅｓｏｆ
ｔｈｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｐＳｕｐｅｒｖｅｃｔｏｒ．１，３，５，７，９，
１１：ＲｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｐＳｕｐｅｒｖｅｃｔｏｒＤＮＡ；２，４，６，８，
１０，１２：ＢｇｌⅡｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃ
ｔｅｄｐＳｕｐｅｒｖｅｃｔｏｒＤＮＡ；１，２：ＲｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｐＳｕ
ｐｅｒｖｅｃｔｏｒＡ２；３，４：ＲｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｐＳｕｐｅｒｖｅｃｔｏｒ
Ａ４；５，６：ＲｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｐＳｕｐｅｒｖｅｃｔｏｒＴ１；７，８：
ＲｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｐＳｕｐｅｒｖｅｃｔｏｒＴ２；９，１０：Ｒｅｃｏｎ
ｓｔｒｕｃｔｅｄｐＳｕｐｅｒｖｅｃｔｏｒＴ３；１１，１２：Ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ
ｐＳｕｐｅｒｖｅｃｔｏｒＴ４．
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图 ５　ｐＳｕｐｅｒ改造后载体及重组质粒 ３６２，３９８和 ４３２
酶切图。Ｍ：λＨｉｎｄШ Ｍａｒｋｅｒ；１，４，７，１０：各质
粒 ＤＮＡ；２，５，８，１１：各质粒 ＤＮＡ经 ＢｇｌⅡ酶切；
３，６，９，１２：各质粒经 ＥｃｏＲⅠ和 ＨｉｎｄШ 双酶切；
１～３：ｐＳｕｐｅｒ改造后质粒；４～６：重组 ３６２质粒；
７～９：重组 ３９８质粒；１０～１２：重组 ４３２质粒。

Ｆｉｇ．５　Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅ
ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｐＳｕｐｅｒｖｅｃｔｏｒｓ，３６２，３９８，ａｎｄ
４３２．Ｍ：λＨｉｎｄШ Ｍａｒｋｅｒ；１，４，７，１０：ａｌｌｐｌａｓ
ｍｉｄＤＮＡ；２，５，８，１１：ＢｇｌⅡｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆ
ａｌｌｐｌａｓｍｉｄＤＮＡ；３，６，９，１２：ＥｃｏＲⅠａｎｄＨｉｎｄШ
ｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｌｌｐｌａｓｍｉｄＤＮＡ；１～３：Ｒｅ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｐＳｕｐｅｒｖｅｃｔｏｒＤＮＡ；４～６：Ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃ
ｔｅｄ３６２ｐｌａｓｍｉｄ；７～９：Ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ３９８ｐｌａｓ
ｍｉｄ；１０～１２：Ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ４３２ｐｌａｓｍｉｄ．
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图６　ｐＳｕｐｅｒ．ｒｅｔｒｏ．ｐｕｒｏＬＣＲＧ１重组载体测序鉴定。
Ｆｉｇ．６　ＳｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｐＳｕｐｅｒ．ｒｅｔｒｏ．ｐｕｒｏＬＣＲＧ１．
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图 ７　 转染 ｓｉＲＮＡ重组 子 细 胞 池 克 隆 的 定 量 ＰＣＲ

结果。

Ｆｉｇ．７　 ＲｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ ａｎａｎｌｙｓｉｓｏｆｐｏｏｌ

ｃｌｏｎｅｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂｙｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｓｉＲＮＡ．

２．４　转染后筛选３６２组抗性克隆细胞 ＬＣＲＧ１表
达分析　　应用 ＲＴＰＣＲ的方法鉴定 ３６２组各抗
性克隆细胞的 ＬＣＲＧ１ｍＲＮＡ表达情况，结果示筛
选克隆 Ａ２和 Ａ５的 ＬＣＲＧ１ｍＲＮＡ表达水平明显
降低；对扩增片段进行灰度扫描定量，Ａ２和 Ａ５
克隆 ＬＣＲＧ１表 达 被 沉 默 分 别 达 ４８％ 和 ３０％
（图８）。
２．５　３６２组筛选克隆 Ａ２，Ａ５和池克隆平板克
隆实验　　以空白组 Ｈｅｌａ细胞、Ｈｅｌａ／ｐＳｕｐｅｒ细胞
为对照，分别接种 Ａ２，Ａ５和池克隆于六孔板中。
结果示，Ａ２，Ａ５和池克隆的平板克隆数均高于
载体和空白对照组（Ｐ＜０．０５），两对照组间无统
计学差异（Ｐ＞０．０５）（图 ９，表 １）。
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图 ８　３６２组各筛选抗性克隆的 ＲＴＰＣＲ鉴定结果。

Ａ：电 泳 图；Ｂ：灰 度 扫 描 比 值；Ｍ：ＤＬ２０００

ｍａｒｋｅｒ；１：Ｈｅｌａ细胞；２：Ｈｅｌａ／ｐＳｕｐｅｒ载体；３：池

克隆；４：Ａ２；５：Ａ５。

Ｆｉｇ．８　ＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｎｔｉｃｌｏｎｅｓｉｎ３６２ｇｒｏｕｐ．

Ａ：ＡｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅＲＴ

ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆａｎｔｉｃｌｏｎｅｓｉｎ３６２ｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｇｒｅｙ

ｖａｌｕｅｏｆＬＣＲＧ１／ＧＡＰＤＨ；Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１：

Ｈｅｌａ；２： Ｈｅｌａ／ｐＳｕｐｅｒｖｅｃｔｏｒ； ３：Ｐｏｏｌａｎｔｉ

ｃｌｏｎｅｓ；４：ＡｎｔｉｃｌｏｎｅＡ２；５：ＡｎｔｉｃｌｏｎｅＡ５．
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图９　３６２组筛选克隆细胞平板克隆形成实验。上下对应的两个孔为同一组的细胞，Ａ，Ｄ：池克隆；Ｂ：Ａ２克隆；Ｃ：Ａ５克隆；Ｅ：

Ｈｅｌａ／ｐＳｕｐｅｒ载体组细胞；Ｆ：Ｈｅｌａ组细胞。

Ｆｉｇ．９　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｌｏｎｉｎｇｆｏｒｍｉｎｇｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆａｎｔｉｃｌｏｎｅｓｉｎ３６２ｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ２ｈｏｌｅｓｆｒｏｍｔｏｐｔｏｂｏｔｔｏｍａｒｅｔｈｅ

ｓａｍｅｇｒｏｕｐｏｆｃｅｌｌｓ．Ａ，Ｄ：Ｐｏｏｌａｎｔｉｃｌｏｎｅｓ；Ｂ：ＡｎｔｉｃｌｏｎｅＡ２；Ｃ：ＡｎｔｉｃｌｏｎｅＡ５；Ｅ：Ｈｅｌａ／ｐＳｕｐｅｒ；Ｆ：Ｈｅｌａ．
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表 １　３６２组筛选克隆平板克隆形成实验

Ｔａｂ．１　 Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｌｏｎｉｎｇｆｏｒｍｉｎｇｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆａｎｔｉ

ｃｌｏｎｅｓｉｎ３６２ｇｒｏｕｐｓ

细胞分组 平板克隆形成数（个） 平板克隆形成率（％）

Ａ２ ４１２±１８ ８２．４

Ａ５ ３５８±１０ ７１．６

池克隆Ｐ ４０６±１７ ８１．２

ｐＳｕｐｅｒ组 ２９０±１０ ５８．０

Ｈｅｌａ空白组 ２９３±７ ５８．６

　　与载体和空白对照组比较，Ｐ＜０．０５。

３　讨　　论

随着人类基因组计划的顺利进行，基因草图

的完成，基因功能研究成为生命科学的热点。

ＲＮＡ干扰技术以其特有的高效性、高度特异性和
高穿透性的重要特征及快速、简单的优势，成为

关闭特定基因抑制其表达的新技术。目前利用

ＲＮＡ聚合酶 Ш 依赖的启动子（ＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅШ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｍｏｔｅｒ）（如 Ｕ６和 Ｈ１ＲＮＡ）控制 ＲＮＡｉ
作用的真核表达载体被较多采用［１２１３］。将插入打

靶序列的真核表达载体转染哺乳动物细胞后，通

过建立稳定基因敲除的细胞系，ｄｓＲＮＡ有效地抑
制靶基因的表达，便于进行长期研究。本研究应

用的 ｐＳｕｐｅｒ逆病毒表达载体，具有 ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅＩＩＩ
Ｈ１ＲＮＡ基因的启动子，包含真核表达载体的筛
选标志嘌呤霉素（ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ），含有 ９个碱基的
ｌｏｏｐ环“ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ”。合成的 ｓｉＲＮＡ以回文结
构的形式连接在启动子下游，使转录后产物自身

互补形成发夹结构的 ｄｓＲＮＡ［１４］。图 １０为本实验
室合成的 ３６２序列的 ＲＮＡｉ机制图。
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图 １０　合成的 ３６２打靶序列 ＲＮＡｉ作用的机制图。

Ｆｉｇ．１０　Ｓｃｈｅｍａｔｉｃｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｆｏｒｔｈｅ

ｓｙｎｔｈｅｔｉｃａｌ３６２ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＲＮＡｉｔａｒｇｅｔ．

　　由于 ｐＳｕｐｅｒＰＵＲＯｒｅｔｒｏ载体（Ｏｌｉｇｏｅｎｇｉｎｅ公
司）在 ＨｉｎｄШ 和 ＥｃｏＲＩ之间缺乏一个合适限制性
内切酶位点，为了鉴定外援 ＤＮＡ重组是否成功，
笔者通过 ＰＣＲ定点突变，在上述两限制性内切酶
位点引入一个 ＢｇｌⅡ。通常，一个 １７～２０个碱基
的引物如错配在中心位置，可有效获得单个碱基

的突变。笔者在遵照 ＰＣＲ引物设计的原则同时，
将突变的位点放置在上游引物的中间位置。在

两对引物的 ５′端各引入两个酶切位点 ＨｉｎｄШ 和
ＥｃｏＲⅠ，便于进行后面的连接重组反应。由于扩增
的序列正好包含 ｐＳｕｐｅｒ载体的 Ｈ１启动子和 ｌｏｏｐ
环结构，为减少其他位点碱基发生随机突变的可

能性，采用高保真的 ＤＮＡ聚合酶进行 ＰＣＲ反应。
该酶不仅具有高度的可信性，而且具有普通 Ｔａｑ
酶的扩增效果。改造后的载体测序结果显示，突

变的 ＢｇｌⅡ酶切位点碱基被改造，可被该酶识别
和酶切。ＰＣＲ扩增区域的 Ｈ１启动子和 ｌｏｏｐ环位
置碱基序列并无缺失、重排和突变，说明该载体

功能并未发生改变，可以继续进行下面的实验。

根据 ｓｉＲＮＡ的设计原则，利用 Ｏｌｉｇｏｅｎｇｉｎｅ公司
的 ｓｉＲＮＡ设计软件设计了针对 ＬＣＲＧ１ｍＲＮＡ的
ｓｉＲＮＡ打靶序列，通过与 ＮＣＢＩ数据库中人类基因
组数据库进行比较，筛选出与其他基因无同源性

的打靶序列。此后共选择了 ５对打靶序列，分别
位于 ＬＣＲＧ１ｍＲＮＡ的 ３６２～３８０，３９８～４１６，
４３２～４５０，７８９～８０７和 ９０３～９２１碱基位置。
合成、退火，与 ｐＳｕｐｅｒ改造后载体重组，构建了
３６２，３９８，４３２，７８９和 ９０３重组打靶载体。将
各重组载体分别转染 Ｈｅｌａ细胞，嘌呤霉素筛选阳
性克隆，建立稳定表达 ｓｉＲＮＡｓ的细胞系。对各重
组载体的池克隆（ｐｏｏｌ）进行荧光定量 ＰＣＲ检测，
发现 ３６２组，３９８组及 ４３２组 ＬＣＲＧ１ｍＲＮＡ的表
达明显降低，提示 ３６２，３９８及 ４３２碱基序列的
ｓｉＲＮＡ可能能够封闭细胞内源性 ＬＣＲＧ１ｍＲＮＡ的
表达且 ３６２较其他组更具有一定的干扰效果。
前期的基因转染实验结果提示 ＬＣＲＧ１具有抑制
喉癌细胞 Ｈｅｐ２生长的作用［８９］，为了进一步确

定 ３６２ｓｉＲＮＡ干扰效果，我们挑选了 ３６２组池克
隆和 ３６２组两个在 ＲＮＡ水平表达明显降低的抗
性克隆 Ａ２和 Ａ５扩增，并对其 ＬＣＲＧ１ｍＲＮＡ表达
及平板克隆形成率进行检测，结果发现 Ａ２，Ａ５
和池克隆的平板克隆数均高于载体和空白对照

组，进一步说明 ３６２ｓｉＲＮＡ具有较好的打靶效果，
可以干扰 ＬＣＲＧ１的抑制细胞增殖的作用。

４７４
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