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·基础论著· 

CLRs 过表达/siRNA 慢病毒载体的构建 
及其瞬时转染树突状细胞的研究  

薛卓维  熊苗  蒋荣珍  李黎  滕银成 

【摘要】  目的  构建 C 型凝集素受体（C-type lectin receptor，CLRs）过表达/siRNA 慢病毒载体，并

将其瞬时转染树突状细胞（dendritic cell，DC）。方法  免疫磁珠分离、培养及鉴定胎盘和蜕膜来源的 DC；
构建 CLRs 过表达/siRNA 慢病毒载体并转染 DC；抽提转染 CLRs 过表达/siRNA 慢病毒后的 DC 的总 RNA；

RT-PCR 检测 DC 转染慢病毒前后 CLRs 基因 mRNA 表达量。结果  从胎盘分别纯化得到的 DC 经流式细胞

术检测 DC 纯度为（82.6±2.4）%；根据 Genebank 数据库成功构建了过表达 CLRs 基因慢病毒及 CLRs 基因

siRNA 慢病毒，病毒量为 1×1010 Unit；将构建的两种慢病毒转染 DC 后，在荧光倒置显微镜下可观察到被

转染的阳性细胞有绿色荧光蛋白（GTP）表达，通过流式细胞仪检测，转染效率分别为 85%及 82%左右； 
RT-PCR 检测发现过表达 CLRs 基因慢病毒转染 DC 后 mRNA 相对含量为（14.26±0.47）%，较空白未转染

的 DC 表达量[（1.67±0.19）%]明显上升（P＜0.01）；CLRs 基因 siRNA 慢病毒转染 DC 后 CLRs mRNA 相

对含量为（0.03±0.01）%，较空白未转染的 DC 表达量明显下降（P＜0.01）。结论  成功构建了表达人

CLRs-siRNA 的慢病毒载体，它能有效沉默 CLRs 基因在胎盘 DC 中的表达并获得了其瞬时转染的 DC；成

功构建了过表达 CLRs 的慢病毒载体，它能有效地在体内发挥基因过表达效应并获得了其瞬时转染的 DC。 
【关键词】  RNA，小分子干扰；  树突细胞；  慢病毒载体；  C 型凝集素受体 
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【Abstract】  Objective  To construct CLRs gene overexpressed/CLRs siRNA lentiviral vector and use 
them to transiently transfect DC. Methods  Immunomagnetic separation and purification of DC from decidua and 
placenta of normal pregnant women; To Construct CLRs gene overexpressed/siRNA lentiviral vector, then use 
them to transfect DC; Extraction of total RNA from DC transfected by CLRs overexpressed/siRNA lentivirus;  
The mRNA expression levels of CLRs gene were detected by RT-PCR in DC transfected by CLRs gene 
overexpressed lentiviral vector or CLRs siRNA lentiviral vector. Results  The purity of DC isolated from placenta 
was(82.6±2.4)% which detected by FCM; We successfully constructed CLRs gene overexpressed/siRNA 
lentiviral vector, and the amount of virus(viral load) is 1×1010 Unit; Green fluorescence was observed in DC by 
means of an inverted fluorescence microscope and the transfection rate were respectively about 85% and 82% after 
transfected by CLRs gene overexpressed lentiviral vector and CLRs siRNA lentiviral vector. The CLRs mRNA in 
DC transfected by CLRs gene overexpressed lentiviral(14.26±0.47)% were higher than untransfected DC(1.67±
0.19)% which were dected by RT-PCR(P＜0.01); in addition, the CLRs mRNA in DC transfected by CLRs siRNA 
lentiviral vector(0.03±0.01)% were obviously lower than untransfected DC(P＜0.01). Conclusion  The CLRs 
siRNA lentiviral vector was constructed successfully and it can effectively silence the CLRsmRNA expression in 
DC; The CLRs gene overexpressed lentiviral vector was constructed successfully and it can effectively express the 
CLRs mRNA in DC.   
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树突状细胞（dendritic cell，DC）是免疫系统中最

重要的抗原递呈细胞，它具有强大的抗原处理和递呈

能力，由于其分布广泛，可以第一时间发现并处理外

来抗原，然后把信号递呈至 T 细胞，诱导免疫应答或

者免疫耐受[1]。DC 功能的介导与其表面大量的免疫分

子密切相关，研究表明 DC 表面两种模式识别受体 C
型凝集素受体（C-type lectin receptor，CLRs）和 Toll
样受体（TLRs）之间的平衡在免疫耐受与免疫活化的

调节中扮演着重要角色[2-3]，CLRs 单独识别自身抗原

可诱导免疫抑制，而当 TLRs 和 CLRs 同时识别的病原

体或自身抗原而均被激活时，则可诱导免疫活化[4-5]。

子痫前期患者的免疫状态表现为母胎免疫耐受失平

衡，而我们的前期研究已发现在重度子痫前期患者体

内存在 CLRs/TLRs 平衡向 TLRs 偏离的现象[6]，那么

CLRs/TLRs 平衡失调是通过何种机制参与子痫前期的

发生与发展，而利用基因手段逆转这种平衡失调是否

可以为子痫前期提供一条新的诊疗途径？基于以上工

作基础，可通过构建 CLRs 过表达/siRNA 慢病毒载体，

然后转染胎盘来源的 DC，来进一步探讨其对人滋养细

胞侵袭力、黏附力及凋亡率的影响。而 DC 的培养、

慢病毒载体的构建及其成功转染 DC 是关键的技术步

骤。本研究将基因过表达技术与基因沉默技术相结合，

并且利用 DC 作为基因工程载体，通过对目的基因的

克隆与敲低，为 DC 表面 CLRs/TLRs 平衡与子痫前期

之间后续的研究奠定基础。 

材料与方法 

一、主要试剂和仪器 
低温离心机、流式细胞仪、超净工作台 CA-92-3、

Napco 6300型 CO2培养箱 Olympus BX50 生物显微镜、

稳压稳流电泳仪、PCR 扩增仪 Ficoll 试剂、抗 CD1a
磁珠抗体、总 RNA 提取试剂盒、过表达 CLRs 基因慢

病毒 CLRs 基因 siRNA 慢病毒。 
二、方法 
1．分离、培养及鉴定蜕膜和胎盘的 DC[7-8]：选取

新鲜蜕膜和胎盘组织，PBS 洗涤三次，加入 0.9%氯化

钠溶液用眼科剪仔细将标本剪成 1 mm3 大小，反复冲

洗，静置待大块组织沉淀后，将上部溶液使用 Ficoll
试剂 500×g 离心 30 min 进行密度梯度分离，小心吸

取中间云雾层细胞，用含 20%胎牛血清的 DMEM 培养

基洗涤三次；分别加入针对 DC 细胞的 CD1a 磁珠体，

4 ℃孵育 1 h，缓慢将培养混合液通过在磁场中的分离

柱，PBS 洗涤。移除磁场，用 DMEM 将吸附在分离柱

上的细胞轻轻洗涤下来，转移至培养皿中备用。 

2．构建及鉴定过表达 CLRs 基因慢病毒及 CLRs
基因 siRNA 慢病毒：过表达 CLRs 基因慢病毒及 CLRs
基因 siRNA 慢病毒构建和鉴定交由上海吉凯基因化学

科技有限公司完成。 
3．过表达 CLRs 基因慢病毒及 CLRs 基因 siRNA

慢病毒转染 DC：将 DC 以每孔 5×104个的浓度接种到

24 孔板中，并用 DMEM 调节终体积到 500 μl，加入

Polybrene，浓度调节至 1 μg/ml，用 Enhance Solution
将慢病毒溶液稀释为 1×108，每孔加入 30 μl，其 MOI
值为 50；37 ℃、5% CO2培养 24 h，2000 r/min 离心，

去上清液，加入新鲜培养基继续培养 48 h，备用。 
4．抽提转染 CLRs 过表达/siRNA 慢病毒前后的 DC

的总 RNA：DC 转染 72 h 后，离心收集各组细胞，冷

冻离心，冷 PBS 洗涤二次；加入 500 μl Trizol 裂解细胞，

加入 200 μl 氯仿，激烈振荡 15 s，4 ℃，12 000 r/min
离心 10 min；小心吸出水层加入 Eppendorf 管中，再加

入二倍体积的异丙醇（约 600 μl），混匀，置于－20 ℃
冰箱，30 min，4 ℃，10 000 r/min，离心 10 min；弃上

清留沉淀用 650 μl 75% 乙醇洗涤沉淀， 4 ℃，

8000 r/min，离心 5 min；弃上清留沉淀重复一遍，充

分吸尽残留液打开管盖，干式恒温器 65 ℃，5～10 min，
烘干；20 μl DEPC 处理水溶解 RNA，－20 ℃冰箱，保

存，待用。 
5．Real-time PCR 检测转染 DC 前后 CLRs 基因

mRNA 表达量：反转录体系：5×逆转录 buffer 4 μl、
oligo（dT）0.5 μl、dNTPs 0.5 μl、逆转录酶 MMLV 1 μl、
DEPC 处理水 10 μl、RNA 模板 4 μl、总体积 20 μl、反

应条件：37 ℃ ，1 h；95 ℃，5 min。灭活 MMLV；

Real-time PCR 反应体系如下：SYBR Green Mix 
32.5 μl、上游引物 1.5 μl、下游引物 1.5 μl、ddH2O 
12.5 μl、cDNA 模板 2 μl、总体积 50 μl；扩增条件：

50 ℃ 2 min，95 ℃ 5 min，95 ℃ 15 s，60 ℃ 45 s，
循环 40 次；数据采用仪器自带软件分析：ABI Prism 
7500 SDS Software [mRNA 相对表达量＝2-ΔCt×100%，

ΔCt＝目标基因 Ct 值－内参（GAPDH）Ct 值]。 
三、统计学方法 
采用 SPSS 13.0 软件包进行数据分析，结果以均数

±标准差（ x ±s）表示，组间比较采用 t 检验，P＜0.05
表示差异有统计学意义。 

结    果 

1．蜕膜和胎盘来源的 DC 的分离、培养及鉴定结

果：通过密度梯度分离以及磁珠分选法从胎盘分别纯 
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化得到 DC，经流式细胞术检测 DC 纯度为（82.6±
2.4）%，见图 1。 

2．成功构建过表达 CLRs 基因慢病毒及 CLRs 基
因 siRNA 慢病毒：CLRs 基因慢病毒过表达载体和

siRNA 载体由上海吉凯基因化学科技有限公司根据

Genebank 数据库构建，同时构建阴性对照载体，病毒

量为 1×1010 Unit。 
3．过表达 CLRs 基因慢病毒及 CLRs 基因 siRNA

慢病毒转染 DC 的鉴定结果：过表达 CLRs 慢病毒以

MOI＝50 转染 DC 后 48 h 在荧光倒置显微镜下可观察

到被转染的阳性细胞有绿色荧光蛋白（GTP）表达（图

2），通过流式细胞仪检测，转染效率为 85%左右。 
CLRs siRNA 慢病毒以 MOI＝50 转染 DC 后 48 h

在荧光倒置显微镜下可观察到被转染的阳性细胞有

GTP 表达（图 3），通过流式细胞仪检测，转染效率

为 82%左右。 
4．转染 CLRs 过表达/siRNA 慢病毒的 DC 细胞抽

提总 RNA 的结果：通过微量核酸检测仪测定 DC 细胞

抽提总 RNA 为 104 μg/μl。 
5．RT-PCR 检测慢病毒转染 DC 前后 CLRs 基因

mRNA 表达量：过表达 CLRs 基因慢病毒转染 DC 后

mRNA 相对含量为（14.26±0.47）%，较未转染的 DC
表达量[（1.67±0.19）%]明显上升（P＜0.01）。 

CLRs 基因 siRNA 慢病毒转染 DC 后 CLRs  
mRNA 相对含量均值为（0.03±0.01）%，较空白未转

染的 DC 表达量明显下降（P＜0.01）。见表 1。 

表 1  CLRs 过表达/siRNA 慢病毒转染 DC 后 CLRs 基因

mRNA 表达量 

组别  mRNA(%) 

未转染 DC 组 1.67±0.19 

CLRs 过表达慢病毒转染 DC 组 14.26±0.47 

CLR siRNA 慢病毒转染 DC 组 0.03±0.01 

注：未转染 DC 组 vs. CLRs 过表达慢病毒转染 DC 组，P＜0.01；未转

染 DC 组 vs. CLR siRNA 慢病毒转染 DC 组，P＜0.01，CLRs 过表达慢病毒

转染 DC 组 vs. CLR siRNA 慢病毒转染 DC 组，P＜0.01 

 

讨    论 

小干扰 RNA（small interfering RNA，siRNA）是

一种小RNA分子（21～25个核苷酸），由Dicer（RNAase 
Ⅲ家族中对双链 RNA 具有特异性的酶）加工而成。

SiRNA 是小干扰沉默复合体（siRISC）的主要成员，

激发与之互补的目标 mRNA 的沉默。siRNA 作为与

RNA 干扰现象紧密相连的非编码 RNA 之一，是后基

因组时代的重要研究工具[9-10]，其作用机制首先是进

入 RNA 介导的 siRNA 双链解开，引导链（指 siRNA
反义链）进入 RNA 介导的沉默复合体（RNA-induced 
silencing complex，RISC），并切断具有序列特异性的

mRNA，切断部位大约在与反义链配对序列的中部，

然后靶 mRNA 进一步降解。将慢病毒载体和 RNA 干

扰技术结合，通过病毒转染宿主细胞，能在各类细胞

中特异性抑制同源基因的表达，是基因功能研究和基因

治疗的有力手段[11-12]，具有良好的发展和应用前景，本

研究采用慢病毒作为基因转载体，以慢病毒介导的

CLRs siRNA 作为基因阻断技术，转染 DC，研究其抑

制CLRs基因表达的效应，为进一步研究DC表面CLRs
与子痫前期的关系奠定基础。我们的研究发现 CLRs 
siRNA 慢病毒转染 DC 后，CLRs mRNA 的表达水平明

显下降，目的基因有明显抑制，提示 CLRs 特异的

siRNA 慢病毒载体能在体内表达而发挥基因沉默效

应，为进一步研究 DC 表面 CLRs 与 TLRs 的关系提供

了前期准备，为防治子痫前期提供了新的思路。 
cDNA 过度表达称为基因敲除的“合理逆转”，

siRNA 是让基因沉默，以确定基因下游的效应，而

cDNA 引入许多目标基因的复制样本，引起基因及其

下游产物都超表达[13-14]，采用 siRNA 方法，必须确定

短寡聚核苷酸序列，该方法可以最佳方式敲除目标基

因，但并非所有寡聚物都能发挥效应，因此，就无法

做到把所有基因的反应都准确预测出来，采用 cDNA
会出现过表达现象，这样就可以提供足够的目标基因
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用于插入，而且，把目标基因与绿色荧光蛋白相融合，

可以直接观察到在活细胞中产生的蛋白质及其分布位

置[15]。因此，除了采用 siRNA 技术敲除 DC 表面 CLRs
基因的表达外，本研究还成功构建了 CLRs 过表达慢

病毒载体，并将其转染 DC，结果发现转染 72 h 后在

荧光倒置显微镜下可观察到被转染的阳性细胞有

GTP，通过流式细胞仪检测，转染效率为 85%左右，

另外 RT-PCR 检测结果也显示 CLRs 过表达慢病毒转

染 DC 后，CLRs mRNA 的表达水平明显增高，目的基

因有明显的过度表达，提示 CLRs 特异的过表达慢病

毒载体能在体内发挥基因过表达效应，同样为进一步

研究子痫前期患者 DC 表面 CLRs 与 TLRs 的关系提供

了实验基础。 
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