
!基础实验研究论著!

#

"

通讯作者#

4?C

!

%+**)$%'',,

%

35Q6;C

!

MJ

I

;C?*$

"

%H'(KDQ

'

人脑胶质瘤
_0̂ &

干扰
.12

新靶点的检验

呼格吉乐%

!张军力%

!段美庆%

!王俊瑞%

!高乃康&

#

"内蒙古医学院附属医院'

%(

检验科#

&(

神经外科!呼和浩特
*%**E*

$

""

摘
"

要#目的
"

构建
)

个新靶点
_0̂ &

干扰
.12

真核表达载体!转染人脑胶质细胞瘤
/]:))

细胞!经逆转录
5

聚合酶链反应

"

.45-_.

$检测
Q.12

表达!获得干扰效果最好的真核表达载体!为
_0̂ &

成为人脑肿瘤标志物提供有价值的资料%方法
"

"

%

$

构建
)

个新靶点
_0̂ &

干扰
.12

真核表达载体并用双酶切和测序鉴定#"

&

$用脂质体法瞬时转染上述
)

个载体到
/]:))

细胞

株#"

'

$通过
.45-_.

比较转染后
_0̂ &Q.12

表达量!选出干扰效果最好的一个载体%结果
"

"

%

$成功构建了
)

个新靶点

_0̂ &

干扰
.12

真核表达载体即
#

:-gH

(

:Y-

(

1?D5_0̂ &5%

&

#

:-gH

(

:Y-

(

1?D5_0̂ &5&

&

#

:-gH

(

:Y-

(

1?D5_0̂ &5'

&

#

:-gH

(

:Y-

(

1?D5_0̂ &5)

#"

&

$

_0̂ &Q.12

表达明显受抑制!并获得效果最好的
_0̂ &

干扰
.12

真核表达载体%结论
"

成功构建并筛

选出效果最好的新靶点
_0̂ &

干扰
.12

真核表达载体!使
/]:))

细胞的
_0̂ &Q.12

表达明显降低%

关键词#

.12

干扰#

"

神经胶质瘤#

"

新靶点#

"

_0̂ &

!"#

!

%*(',H,

"

I

(;""!(%H$'5)%'*(&*%&(*,(**)

文献标识码#

2

文章编号#

%H$'5)%'*

"

&*%&

$

*,5%*''5*&

#4-1*+3+,(*+&1&31-@*(%

I

-*0&352G(1

I

=+&G(>!?&0+<L7

+#

1

4*"34

%

#

I'%)

1

*#)3"

%

#

>#%)C4"

7

")

1

%

#

E%)

1

*#)94"

%

#

J%/8%"K%)

1

&

#

$

%2>4

?

%9=-4)=/

5

!%A/9%=/9

$

C40"6")4

%

&2>4

?

%9=-4)=/

5

84#9/<#9

1

49

$

#

L

55

"3"%=40+/<

?

"=%3/

5

H))49C4)

1

/3"%

C40"6%3:)";49<"=

$

#

+#'4'%/=4

#

84"-/)

1

#*%**E*

#

,'")%

&

780*%(,*

!

"8

9

-,*+:-

"

4DKD!"@AJK@RDJA!?L?JV6A

O

D@;K?U

#

A?"";D!S?K@DA"DR"Q6CC;!@?AR?A?!K?.12

$

";.12

&

"

#

?K;R;KRDA

_0̂ &6!PKD!R;AQ@M?;!@?AR?A?!@;6C?RR;K;?!K

O

DR";.12D!@M??U

#

A?"";D!DR_0̂ &(;-*5&40

"

$

%

&

YDJA!?L?JV6A

O

D@;K?U

#

A?"";D!

S?K@DA"DR";.12"

#

?K;R;KRDA_0̂ &L?A?KD!"@AJK@?P6!P;P?!@;R;?PB

O

PDJBC??!W

O

Q;KP;

N

?"@;D!(

$

&

&

/]:))K?CCC;!?DRMJQ6!BA6;!

N

C;DK

O

@DQ6L6"@A6!";?!@C

O

@A6!"R?K@?PL;@M@M?RDJA!?LS?K@DA"S;6DC;

N

DR?K@6Q;!?(

$

'

&

T?K@DA

#

L;@M@M?"@AD!

N

?"@;!@?AR?A?!@;6C?R5

R;K;?!K

O

#

L6"KD!R;AQ?PB

O

P?@?K@;!

N

@M??U

#

A?"";D!C?S?CDR_0̂ &Q.12J";!

N

A?S?A"?@A6!"KA;

#

@;D!5

#

DC

O

Q?A6"?KM6;!A?6K@;D!

$

.45

-_.

&

(<-02=*0

"

$

%

&

YDJA?JV6A

O

D@;K?U

#

A?"";D!S?K@DA"DR";.12"

#

?K;R;KRDA!?L@6A

N

?@"DR_0̂ &L6"KD!"@AJK@?P6!PP?!DQ;!6@?P

6"

#

:-gH

"

:Y-

"

1?D5_0̂ &5%

#

#

:-gH

"

:Y-

"

1?D5_0̂ &5&

#

#

:-gH

"

:Y-

"

1?D5_0̂ &5'6!P

#

:-gH

"

:Y-

"

1?D5_0̂ &5)(

$

&

&

4M??U5

#

A?"";D!DR_0̂ &Q.12L6"DBS;DJ"C

O

"J

##

A?""?P6!P@M?S?K@DAL;@M@M?"@AD!

N

?"@;!@?AR?A?!@;6C?RR;K;?!K

O

L6"DB@6;!?P(>&1,=2M

0+&1

"

4M??JV6A

O

D@;K?U

#

A?"";D!S?K@DA"DR";.12

#

"

#

?K;R;KRDA!?L@6A

N

?@DR_0̂ &6!PL;@M@M?"@AD!

N

?"@;!@?AR?A?!@;6C?RR;K;?!K

O

#

L6""JKK?""RJCC

O

KD!"@AJK@?P6!P;!P?!@;R;?P

#

LM;KMKDJCPDBS;DJ"C

O

"J

##

A?""@M??U

#

A?"";D!DR_0̂ &Q.12;!/]:))K?CCC;!?(

?-

)

@&%40

!

.12;!@?AR?A?!K?

%

"

BC;DQ6

%

"

!?L@6A

N

?@

%

"

_0̂ &

""

人脑胶质瘤是中枢神经系统最常见肿瘤#由于瘤细胞呈弥

漫性(侵袭性生长#预后极差*

%

+

#但其发病的病理生理(生化机

制目前尚不清楚#同时缺乏有效的肿瘤标志物*

&

+

'细胞周期失

控与肿瘤发生密切相关#有研究显示#在绝大多数肿瘤细胞中

均存在若干细胞周期调控基因的改变'
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为
_0̂ "

家族

的一员#在人脑胶质瘤中表达#是细胞周期正向调节因子#
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与
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或
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组成激酶复合物#激活其激酶活性#在

这个复合体中周期蛋白为调节亚基#

_0̂ &

为催化亚基#通过

磷酸基团转移影响细胞周期#在驱动细胞周期进入
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期和维持
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期过程中起决定性作用*
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'干扰
.12

技术能有效(特异地

使基因沉默#所以该技术已被广泛用于探索基因功能#以及传

染性疾病(恶性肿瘤的基因治疗领域'因此#本研究在
_0̂ &

K012

上找到
)

个新的干扰靶点#设计干扰
.12

#并且构建

_0̂ &

干扰
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真核表达载体#并经酶切(测序鉴定%脂质体

法瞬时转染上述
)

个载体到
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细胞株#通过经逆转录
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合酶链反应$
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&比较转染后
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表达量#选出

干扰效果最好的一个载体#为
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成为人脑肿瘤标志物提供

有价值的资料及实验基础'
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的转录终止序列采用
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Ed
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感受态细胞中'$
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反应挑取
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个菌落#接种到含
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培
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分别酶切鉴定#并测序鉴定'
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干扰质粒载体对
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细胞的瞬时转染
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转染试剂说明书#将高纯度的上述
)

条质粒

及阴性对照质粒分别转入
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细胞中'荧光显微镜下观

察转染结果'
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提取试剂盒提取细胞总
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试剂盒进行
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反应#
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上游引物为
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#下游引物为
Ed5::_44::4_2_24__45

::22:222::5'd

#扩增产物为
+,+B

#
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上游引物

为
Ed5_:::222_4:4::_:4:245'd

#下 游 引 物 为
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:2:4:::4:4_:_4:44:25'd

#扩增产物为
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#

'产物

在
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琼脂糖胶上分离#用凝胶分析软件分析条带光密度'
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酶切结果
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每个连接反应挑取
E

个菌落#培养后使用碱

裂解法抽提质粒#所得质粒用
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分别酶切鉴定

阳性重组载体应该可以被
76Q]
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切开#而不能被
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切

开'酶切结果表明所有质粒均为阳性重组载体'
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测序鉴定
"

每组选择两个克隆测序鉴定#构建的干扰载

体序列与设计序列完全相同#并且未发现有突变(缺失(插入等

异常存在#以
#
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1?D5_0̂ &5%

测序图为例#见图
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'

图
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干扰表达载体部分

测序图%黑线部分为干扰序列&

B(C

"
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检测瞬时转染干扰
.12

真核表达载体后

_0̂ &Q.12

水平
"

与未转染
/]:))

细胞比较#转染阴性对

照质粒细胞
_0̂ &Q.12

表达量未见明显改变#而
)

个转染

细胞
_0̂ &Q.12

表达水平均降低#其中
#
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细胞组
_0̂ &Q.12

表达水平最低'
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讨
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论
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干扰$
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#
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&现象是存在于真核

生物体内的一种阻断外源基因表达的自我防御体系#其原理是

将双链
.12

$

PDJBC?5"@A6!P?P.12

#

P".12

&裂解为
&%

%

&E

个

核苷酸组成的
";.12

作为介导子#引起同源序列特异性
Q.5

12

降解*

E5H

+

'使用
.12;

技术可以特异性剔除或关闭特定基

因的表达#随着近年
.12;

机制的阐明以及相关实验技术的改

进#该技术已被广泛应用于肿瘤研究的众多领域如
.12;

在研

究肿瘤的多药耐药性*

$

+

#抑制肿瘤的侵袭(转移*

+5,

+

#调控肿瘤

细胞的周期*

%*

+

#肿瘤的早期发现*

%%

+

#以及肿瘤标志物等相关

研究中都有广泛的应用'之前有学者对
_0̂ &

进行过
.12;

的研究#所干扰的序列是
_0̂ &K012

上的
%&$

%

%)EB

#

!

Ed5

::4:42___2:42_4:__25'd

#作者也对该干扰载体及实

验进行过改进#但由于靶点的选择和质粒结构等问题基因沉默

效果始终无法达到
'*G

#因此#对
_0̂ &

在细胞中的增殖(凋

亡(侵袭(转移等功能的研究受到极大影响#而下一步实验要对

胶质瘤细胞的亚细胞蛋白组学进行研究#尤其是对细胞核的研

究要求非常精细#所以必须找到新的干扰靶点'

本研究从
_0̂ &K012

上找到
)

个新的可能高效干扰

_0̂ &Q.12

的靶点#分别是
_0̂ &5%

!
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)H$B

#

#

_0̂ &5&
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%

E+B

#

#

_0̂ &5'

!

%),

%

%H,B

#

#

_0̂ &5)

!

$$,

%

$,%B

#

#人工

合成后与表达载体连接#转到
\X%*,

感受态细胞中#每个连接

反应挑取
E

个菌落#培养后抽提质粒#经
76Q]

'

(

-"@

'

分别

酶切鉴定#所有载体均为阳性重组载体#测序结果表明构建的

干扰载体序列与设计序列完全相同'提取质粒后结合
8;

#

D5

R?K@6Q;!?

4X

&***

进行转染#

8;

#

DR?K@6Q;!?

4X

&***

是帮助质粒

介导干扰
.12

载体最有力的工具#其利用脂质体
5

质粒
012

形成复合物#通过阳离子脂质体与细胞膜结合后#以内吞方式

进入细胞#通过细胞内作用或与质膜直接融合将质粒
012

释

放到细胞内#实现基因转染#常被用于人脑胶质瘤相关的临床

试验*

%&

+

'转染后暂时不加入筛选物质称作瞬时转染#在瞬时

转染中虽然质粒不整合进宿主染色体#但却可以在胶质瘤细胞

中暂时并高水平表达#正适合干扰效果的测定'

转染后经
.45-_.

检测#本研究发现的新靶点干扰质粒

转染组
#

_0̂ &5%5/]:))

细胞中其
Q.12

相对含量低于其他

转染组#而且显著低于空质粒转染组
#

1_5";.125/]:))

细胞

和未转染质粒组
/]:))

细胞#干扰效果接近
EHG

#而空质粒

转染组和未转染质粒组无明显差异#表明本研究所设计的新靶

点
#
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"

:Y-

"

1?D5_0̂ &5%

表达载体#将导致该细胞中

_0̂ &

基因在转录水平明显降低#具有特异性基因沉默效果#

与以往他人设计的载体比较有很大的提高#为继续探讨
_0̂ &

成为人脑肿瘤标志物的研究提供了有价值的资料及实验基础'
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