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!"#干扰 $#%&’(%) 基因真核表达载体的构建与鉴定

王海晶，杨和平，周向东) ) （第三军医大学西南医院呼吸内科，重庆 %"""(’）

) ) 摘) 要：目的) 构建 *+,!-.,’ 基因 /0+ 干扰（/0+1）的真核细胞表达载体。方法 ) 以 *+,!-.,’ 为靶基因，以
2345617#7质粒为载体，设计构建重组体，根据 345895:数据库提供的 *+,!-.,’ 基因核苷酸序列，按照 ;<=>?7设计原则，选
择设计 & 条带发夹结构的核苷酸序列，克隆到空载体 2345617#7中，转化 @A$!菌株，提取质粒，进行限制性内切酶酶切鉴
定和测序分析。用脂质体 & """ 将重组质粒转染 +$%, B *@@C细胞并用 3%!’ 筛选，D;;法测定药物敏感性并绘制细胞增
殖曲线。结果) 构建针对 *+,!-.,’ 的 2/0+1#*+,!-.,’=?/0+，经限制性内切酶酶切、C*/ 和 @0+ 测序证实与设计完全
一致；在荧光显微镜下观察到 +$%, B *@@C细胞表达绿色荧光蛋白（3EC）证实重组质粒己转染入细胞并用 3%!’ 剔除了未
转染质粒的细胞，!F " "G B H7顺铂作用后 2/0+1#*+,!-.,’=?/0+转染组细胞增殖受到明显抑制（! I "F "!）。结论) 成功
构建 *+,!-.,’ 基因的 =?/0+表达载体，并筛选出转染了 *+,!-.,’=?/0+的 +$%, B *@@C细胞。
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) ) /0+干扰（/0+ 15T4SU4S45>4，/0+1）是近年发现
的一种由 &! ^ &$ 5T 双链 /0+（QR<\74#=TS95Q4Q /0+，
Q=/0+）引发的转录后基因沉默（ 2R=T#TS95=>S12T1R597
G454 =1745>15G，C;36）机制。这些短链 /0+（ =H977 15#
T4SU4S15G /0+，=1/0+）可以在细胞内形成蛋白复合物，
结合并裂解特定的靶 H/0+，从而抑制蛋白质的表达，
具有快速、高效、容易操作、特异性强等优点，是一
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种全新的基因治疗手段［! a (］。本实验以人肺癌多药耐

药相关新基因 *+,!-.,’［%］为靶标，设计并构建了能产
生具有发夹结构小干扰 /0+（=H977 ?91S215 15T4SU4S45>4
/0+，=?/0+）的重组质粒载体，体外转染到 +$%, B
*@@C细胞中，筛选出能稳定转染 *+,!-.,’=?/0+ 的
+$%, B *@@C细胞，为进一步研究 *+,!-.,’ 基因的功
能进而逆转其诱导的肺癌多药耐药奠定基础。

&> 材料与方法

!F !) 材料
!F !F !) 质粒、菌株与细胞株 ) ) 大肠杆菌 "# $%&’ @A$!（西南
医院中心实验室冻存），质粒 2345617#7 购自武汉晶赛公司，
+$%, B *@@C细胞由新桥医院全军呼吸内科研究所惠赠［$］。
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!" !" #$ 主要试剂$ $ 限制性内切酶 !"#%!、$%&’"、()*&!、
’( )*+ 连接酶均购自 ’,-,&, 公司，脂质体 ./012345,6/73’8

#999、)*+ 8,:;3:、)*+片断纯化试剂盒、和 .< 培养基均购自
=7>/5:1?37公司，质粒小量提取试剂盒、胶回收试剂盒购自 @63A
?,公司，实验所用试剂均为进口或国产分析纯试剂。
!" !" B $ 载体序列设计 $ $ 根据 C37<,7; 数据库提供的
D+E!FGEH 基因核苷酸序列（基因号 ?/：#E!H9!FI），按照 ’JK4LM
设计原则［F，G］，利用 )L,:6,417 公司（ L550：N N OOO" PL,:6,417"
416）、+6Q/17 公司（ L550：N N OOO" ,6Q/17" 416）和 C37K4:/05 公
司（L550：N N OOO" ?37K4:/05" 416）的 K/&*+ 在线设计软件设计两
条长度为 !E Q0、带发夹结构的靶定序列，根据 K/&*+表达质粒
0C37R/MAM的酶切位点的要求，由上海生工生物公司合成带有
!"#%!、$%&’ "酶切粘性末端终止识别序列和 E Q0 .@@S 环
的 )*+合成引物，双蒸水（ P1JQM3AP/K5/MM3PO,53:，PP%#@）溶解稀
释成 !99 061M N . 备用，总长度为 F( Q0。序列为：D+E!FGEHA!：
正义链 ITAC+’DDDC’DD+’+DCDD+DDC’C+C+’’D++C+C+A
’D’D+DCC’CCDC’+’CC+’’’’’CC+++ABT，反义链 ITA+CDA
’’’’DD+++++’DD+’+DCDD+DDC’C+C+’D’D’’C++’D’D+A
DCC’CCDC’+’CC+DCCABT。D+E!FGEHA#：正义链 ITAC+’DDCA
’CC+CCDDC’D’’CC+C+’’’D++C+C++’D’DD++C+DCCDDA
’DD+’’’’’CC+++ABT，反义链 ITA+CD’’’’DD+++++’CC+CCDA
DC’D’’CC+C+’’D’D’’C+++’D’DD++C+DCCDD’DD+DCCABT。
!" #$ 方法
!" #" !$ 大肠杆菌 (+ )*,% )%I# 感受态细胞的制备与转化$ $
参照文献［H］用氯化钙法制备，质粒提取按照试剂盒说明进行，
提取 )*+的吸光度［-（#F9）］值为 !" H U #" 9 时用于实验。
!" #" #$ KL&*+真核表达载体的构建：
!" #" #" !$ 引物退火$ $ 分别取 ! $M 正义与反义引物，将两条
引物等量混合，加入 (H $M的退火 QJ223:（!99 661M N .醋酸钾 V
# 661M N .醋酸镁 V B9 661M N . %WSWRA-@% 0%G" (）于 EI X孵
育 # 6/7，GI X孵育 !9 6/7，缓慢冷却退火引物至 ( X，使引物
结合形成双链。

!" #" #" #$ 线性化载体制备 $ $ 取 # $M 退火的引物稀释为
!9 $M，取稀释后退火引物 # $M，加入质粒 0C37R/MAM ! $?，!9 Y
QJ223: # $M，!"#%! ! $M，$%&’ " ! $M，PP%#@ !I $M，BG X孵育
# L，加入 D=S ! $M，BG X孵育 ! L。质粒 0C37R/MAM的双酶切，用
内切酶 !"#% !和 $%&’ "对质粒 0C37R/MA! 进行双酶切反应，
酶切体系为 #9 $M：质粒 )*+ !9 $M，!9 Y QJ223: # $M，PP%# @
G $M，$%&’" !I $M，!"#% ! !I $M；!9 ? N . 琼脂糖凝胶电泳分
析酶切产物并回收线性化产物。

!" #" #" B$ 连接与转化$ $ 连接体系双酶切回收载体片断! $M，
合成产物 # $M，! Y M/?,K3 QJ223: ! $M，’( )*+ M/?,K3 ! $M，PP%#@
I $M，!F X连接过夜，转化感受态受体菌 )%I#。
!" #" #" ($ 重组子的筛选鉴定$ $ 取菌液涂布于含 B9 $? N 6M
卡拉霉素的 .< 琼脂平板上，BG X培养 !# U !F L，挑取单克隆
菌落，抽提 )*+，进行酶切，产物用 !9 ? N .琼脂糖凝胶电泳，分
析酶切产物，对可能重组成功的克隆，进行 )*+ 测序，证实重
组成功后，迅速大量扩增，制备的重组载体，Z #9X冰箱保存，
质粒 0C37R/MAM扩增、提取方法参考文献［H］。
!" #" #" I$ 基因转染 $ $ ./012345,6/73’8#999 脂质体转染试剂
的使用按其说明书方法进行。将 +I(E N D))S 细胞接种于 #(

孔板，待细胞数量达到 E9[ UEI[汇合后，进行转染，每孔分别
加入 # $M ./012345,6/73’8#999 转染试剂和对应质粒混匀，室温
置 #9 6/7后加入细胞培养板内，( L后用含 !9[胎牛血清但不
含抗生素的 &S8= !F(9 换液以除去转染试剂内脂质体对细胞
的毒性。转染 (H L时在荧光显微镜下观察结果，根据绿色荧光
蛋白（?:337 2MJ1:3K4375 0:153/7，C\S）表达后发绿色荧光的特
点，在荧光显微镜下观察 C\S的表达情况，计算质粒转染效率。
质粒转染效率 ]每高倍镜视野发荧光细胞数 N同一视野下细胞
总数 Y !99[。(H L 后培养液换为含 I99 $? N 6M 的 C(!H 完全
培养基常规培养，每 # 天更换培养液，每天观察细胞增殖情况，
抗性细胞集落形成后，用含半量筛选浓度 #I9 $? N 6M 的 C(!H
完全培养基扩大培养。在此后的实验过程中，间断地取出部分

细胞在含 I99 $? N 6M 的 C(!H 的条件培养基中筛选，未能稳定
转染的细胞在 F U H P左右全部死亡，转基因 +I(E N D))S 细胞
却能持续存活并增殖传代。

!" #" #" F$ 8’’比色法测定转染细胞对顺铂的药物敏感性，绘
制细胞增殖曲线 $ $ 以空质粒转染组细胞为对照组，!" 9
$? N 6M D))S处理后，B 组细胞按 ! Y !9(个 N孔接种于 EF 孔培养
板上，每 F孔为一组共接种 E 板，每日取出 ! 板，采用 8’’ 比色
法测定波长 (E9 76下的吸光度［-（(E9）］值，绘制增殖曲线。
!" B$ 统计学处理
$ $ 数据以 !. ^ /表示，采用 RSRR !B" 9 软件对每日 -（(E9）值
进行重复测量方差分析，0检验进行组间比较。

!" 结果

#" !$ 重组质粒与空载体酶切鉴定
$ $ 将重组质粒与空载体酶切回收产物进行电泳检测，发现环
状质粒已被切开，大片段约为 (" F ;Q，重组质粒小片段为
(!9 Q0，空载体小片段为 BI9 Q0，见图 !。

! " # $

!$%& ’(

!$)) (*
!#)) (*

!：D+E!FGEHA! 重组质粒；#：D+E!FGEHA# 重组质粒；B：空载体；
(：标准（).!999）

图 #" 重组质粒酶切鉴定

#" #$ 重组质粒的测序鉴定
$ $ 重组质粒经自动基因测序仪测序（上海生工生物公司）结
果与设计序列完全相符，所含目的基因序列准确无误，重组质

粒构建成功。

#" B$ 转染细胞形态学改变与筛选结果
$ $ 正常 +I(E N D))S细胞均贴壁生长，大多呈梭形或多角形，
有突起。倒置显微镜下观察，细胞均匀分布，细胞膜有良好的

折光性。质粒 0C37R/MAMAD+E!FGEH 及空载体在转染 #( L 于荧
光显微镜下观察发绿色荧光，(H L 荧光最强（图 #+、<、D）。
C(!H筛选有效重组子后，细胞开始大量死亡，在筛选后第 H 天
出现单细胞克隆（图 #)），然后分化成生长期细胞群。实验测
得 +I(E N D))S细胞 &*+/转染效率为 G9[ UH9[。
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!! !"

!# !$
&：’&(!)*(+,!重组质粒转染 -+ .（荧光显微镜 /011）；2：’&(!)*(+,0
重组质粒转染-+ .（荧光显微镜 /011）；’：空载体转染-+ .（荧光显微
镜 /011）；3：4-!+筛选获得稳定转染克隆（倒置显微镜 /011）
图 !" #$%干扰重组质粒 &’()*+,-,-.%/012/3 转染

%45/ 6 .778细胞

0# -" 转染细胞 566增殖曲线测定
" " 7 组细胞每天 !（-(1）值通过重复测量设计资料的方差分
析，采用 566 法绘制细胞增殖曲线（图 7），结果提示，
!8 1 !9 : ;<顺铂作用后 =4>?@A<,’&(!)*(+ 干扰组细胞增殖较空
载体组细胞对顺铂敏感性增高，细胞增殖受到明显抑制（" B
18 1!）。

! " # $ % & ’ ( )
时间（# * +）
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空载体转染组
./01234"56)!&’)("! 组
./01234"56)!&’)("" 组

7

77
77
7 7

7

C：" B 18 1!，与空载体转染组比较
图 9" :;;法绘制分别用 0< = !> 6 ?,顺铂作用后细胞生长曲线

9" 讨论

" " 肺癌的发病率和病死率在恶性肿瘤中位居首位，
- 年平均生存率仅有 !7D［(］。多药耐药（5E<FAGHE9 H>,
IAIFC?J>，53$）是肺癌患者低生存率的主要原因之一。
在肺癌化疗中，顺铂是有效并广泛应用的一线药物，但

由于耐药问题的存在使其疗效不尽人意。

" " 53$是指肿瘤细胞对一种化疗药物产生耐药现
象后会对其他结构、细胞靶点和作用机制迥然不同的

化疗药物产生交叉耐药，是一个多基因参与的复杂事

件［!1，!!］。寻找新的耐药相关基因，干扰其 ;$%& 表达
能显著提高化疗敏感性，是逆转肿瘤多药耐药性治疗

的新靶点，将为癌症的治疗提供新策略［!0］。

" " 我们在前期研究中，采用抑制消减杂交（ IE==H>I,
IAK> IELFHC>FAK> .MLHAGANCFAO?，@@P）技术筛选肺腺癌
53$细胞系 @Q’,&,! : ’33Q 与其亲代细胞获得了一
条在耐药细胞中高表达的新基因，已经登录于 4>?,
2C?R的 S@6库，收录号是 ’&(!)*(+，其在肺癌耐药细
胞中的表达较其亲代细胞明显上调。我们已经克隆了

’&(!)*(+ 基因的全长 J3%&并经测序加以证实，经序
列同源性分析表明，它与已知的耐药相关基因无明显

同源性，将其转染表达量最低的小细胞肺癌细胞株，能

明显增加 P--) 细胞对顺铂的耐药性［-，!7］。因此，对
’&(!)*(+ 基因进行深入研究对阐明顺铂耐药形成的
分子机制及对顺铂耐药的逆转具有重要意义。

" " $%&A日前主要通过两种方法得以实现：第一种是
体外化学合成法人工制备 IA$%&，此法操作简单、快
速，只是引起的 $%&A 效应往往是暂时的，难以持久；
第二种为细胞内表达的 IA$%&［!-，!T］，这种方法就是先
构建 IA$%&的载体，然后转染细胞，在细胞内表达 IA$,
%&，诱导 $%&A。后者可稳定转染细胞，并在细胞内稳
定、可靠表达 IA$%& 而维持长久的 $%&A 效应且并未
发现明显的细胞毒效应［!)］。

" " 本研究以’&(!)*(+基因为靶点，体外合成’&(!)*(+
特异性的 IA$%&。将其定向克隆到 =4>?@A<,< 载体，该
载体有绿色荧光蛋白表达，方便观察转染和稳定表达

I.$%&的细胞克隆。酶切和测序鉴定表明已成功构
建 0 个 =4>?@A<,’&(!)*(+ I.$%&表达载体，继而转染
到稳定高表达 ’&(!)*(+ 基因的 &T-( : ’33Q 细胞系，
566实验显示干扰组能显著增加肺癌细胞对顺铂的
敏感性，进一步证实了其在顺铂诱导的肺癌多药耐药

中的作用。我们构建的 0 个表达载体，即可直接作为
I.$%&使用，观察其对 ’&(!)*(+ 抑制作用，又可筛选
最有效的 I.$%&，为下一步抑制 ’&(!)*(+ 基因表达
及逆转肺癌多药耐药的研究打下稳固的基础。
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\ \（上接 == 页）
合蛋白（ WBMLY&）相结合，WBMLY 主要是通过改变 WBM 的转运、
趋化和游离水平而影响其生物效应。WBM?> 是细胞增殖、分化
及机体正常生长发育所需的一个重要的生长因子，这与本实验

中正常对照组循环中存在一定量的 WBM?> 相符［S］。
S5 =\ WBM?> 与脑胶质细胞瘤
\ \ WBM系统与肿瘤的关系是近年研究的热点。许多流行病
学研究表明，循环中 WBM?> 水平升高与前列腺癌、乳腺癌、结肠
癌及肺癌等恶性肿瘤的发病率呈明显正相关［I］，而与脑胶质细

胞瘤相关的研究却少见报道。本实验中脑胶质细胞瘤患者血

清 WBM?> 水平在手术前后的差异存在显著性，有不同程度的下
降，这进一步证实了血清 WBM?> 水平可能与肿瘤负荷有关。手
术后肿瘤负荷明显下降或消失，脑胶质细胞瘤自分泌水平大大

减少，血清中 WBM?> 水平下降。本实验可以证明，WBM?> 与脑胶
质细胞瘤的形成密切相关，但其确切机制仍不清楚。结合现有

的 WBM?> 在肿瘤形成机制方面的研究结果分析，WBM?> 可能通
过以下途径参与脑胶质细胞瘤的形成和发展。

S5 =5 >\ 促进脑胶质细胞瘤细胞转化及增殖\ \ WBM?> 是一种
强力促有丝分裂剂，WBM?> 与 WBM?>6 结合后，可使细胞膜内的
WBM?>6 "亚基上的酪氨酸激酶结构域通过酪氨酸残基的迅速
自身磷酸化而活化，经过一系列信号转导，发挥促细胞增殖的

有丝分裂作用。当细胞发生恶变时，细胞内 WBM?> 及其 WBM?>6
的表达发生改变，使其获得无限分裂及复制的能力，从而出现

细胞的恶性转化及肿瘤细胞的恶性增殖。

S5 =5 =\ 通过抑制肿瘤细胞凋亡而促进肿瘤形成 \ \ 目前对
WBM?> 抑制细胞凋亡的机制进行了多方面的研究［F］。其抑制细
胞凋亡的作用被认可，并认为参与了凋亡信号的转导、凋亡基

因的激活及细胞凋亡的执行等过程，并且通过影响其他生物活

性分子共同起作用。,<等［J］利用反义 WBM?> 技术来抑制 WBM?>
的表达，发现随着 WBM?> 表达量降低，肿瘤细胞凋亡比例增高，
且肿瘤细胞 +VX?#分子表达量上升，肿瘤原性减弱，抗肿瘤免
疫反应增强。因此，WBM?> 及 WBM?>6 的过度表达，使凋亡的细
胞内调控机制发生紊乱，从而抑制脑胶质细胞瘤细胞的凋亡，

可能是促进脑胶质细胞瘤形成和发展的重要途径。

S5 =5 S\ 通过与癌基因的相互作用促进肿瘤形成\ \ WBM?> 与
癌基因的关系，一方面表现在 WBM?>6 与某些原癌基因产物在
结构上的相似性；另一方面，WBM?>6与 WBM?>6结合后信号传导
途径与多种癌基因的表达途径有诸多交汇点，可以相互促进，

最终导致肿瘤的发生。已有实验表明［I］，WBM?> 可以明显刺激
%#&、’()*’、’(+,&等癌基因的表达，如：受到 WBM?> 刺激 S ’ 后的
神经母细胞瘤，其 ;<0蛋白较基础水平升高了 J 倍。
\ \ 目前，虽然不能确定癌基因与 WBM& 谁先启动了肿瘤发生
机制，但可以肯定，WBM?> 异常是重要的致瘤因素。WBM?> 及癌
基因表达异常及二者相互促进作用可能是促成脑胶质细胞瘤

形成的一种机制。另外，还有研究报道，WBM?> 与肿瘤细胞黏
附，肿瘤浸润生长及转移有关［!］。

\ \ 本试验结果表明，脑胶质细胞瘤患者血清中 WBM?> 水平与
肿瘤恶性程度呈正相关，故 WBM?> 可以作为脑胶质细胞瘤的辅
助诊断及预后评估指标。这将是对脑胶质细胞瘤防治的一个

贡献。WBM?> 无疑将是重点的研究指标。进一步的研究还包括
一些正规的前瞻性人群调查及基础研究。

\ \ 关键词：脑胶质细胞瘤；胰岛素样生长因子（ WBM）；诊断
\ \ 中图法分类号：6!SK5 I>\ \ \ 文献标识码：L
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