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!"# 干扰对 $%&’( 白血病细胞株)*+ 基因表达的抑制作用

余慧青!，刘) 耀& ) ) （ !重庆市肿瘤研究所血液科，重庆 %"""("；&第三军医大学新桥医院血液科，重庆 %"""(*）

) ) 摘) 要：目的) 研究 +,-干扰（+,- ./0123121/41，+,-.）对白血病细胞株 56! 基因表达的抑制作用。探讨 56! 小
干扰 +,-在白血病治疗中的应用。方法) 设计制备多对针对56! 基因的小干扰 +,-（789:: ./012312./; +,-，7.+,-），转
染 <=#>" 人白血病细胞株，采用 +6#?@+法测定 56! 8+,- 的表达，517012/ A:B0 测定 56! 蛋白的表达，流式细胞仪检测
细胞凋亡率。结果) 7.+,- 后 56! 8+,-与蛋白的表达强度分别为（&(C >& D !C &’）E和（&(C &" D !C "%）E，和对照组比
较有显著性差异（! F "C "$）；在 56! 表达受到抑制的同时，<=#>" 细胞的凋亡率为（!(C *& D !C ((）E，和对照组比较有显
著性差异（! F "C "$）。结论) 7.+,-能有效抑制 <=#>" 细胞中 56! 基因的表达，增加细胞凋亡。
) ) 关键词：白血病；+,-干扰；56!
) ) 中图法分类号：+(G%C (；+*(#($%；+*((C *) ) ) 文献标识码：-
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) ) #0;13=71：!"#$%&’($) 6B ./T170.;901 0P1 ./P.A.0B2O 133140 B3 +,- ./0123121/41（+,-.）B/ 56! ;1/1 1U#
N2177.B/ ./ <=#>" 41:: :./1C )$&*+,-) V1T129: N9.27 B3 789:: ./012312./; +,-（7.+,-）3B2 56! ;1/1 W97 R1#
7.;/1R 9/R 029/731401R ./0B <=#>" 41::7C 56! ;1/1 1UN2177.B/ W97 9771771R AO +6#?@+，9/R 56! N2B01./ 1U#
N2177.B/ W97 01701R AO 517012/ A:B0C X:BW 4O0B8102O W97 J71R 0B 8197J21 0P1 41:: 9NBN0B7.7C .$-/0&-) 6P1 1U#
N2177.B/ 29017 B3 56! 8+,- 9/R 0P1 1UN2177.B/ 29017 B3 56! N2B01./ W121（&(C >&E D!C &’E），（&(C &"E D
!C "%E），217N140.T1:O ./ <=#>" 56! 7.+,-#029/731401R 41::7，7.;/.3.49/0:O :BW12 0P9/ 0PB71 B3 4B/02B: 41::7
（! F "C "$）；6P1 9NBN0B7.7 29017 W121（!(C *&E D !C ((E），7.;/.3.49/0:O P.;P12 0P9/ 0PB71 B3 4B/02B: 41::7
（! F "C "$）C 1+2%0/-’+2) YUN2177.B/ B3 56! ;1/1 49/ A1 133140.T1:O ./P.A.01R AO 7.+,- ./ <=#>" 41::7C 6P1
7.+,- 092;10./; PJ89/ 56! .7 4B/7.R121R 0B A1 NB77.A:1 0BB: 9;9./70 :1JZ18.9C
) ) >54 ?23@：:1JZ18.9；7.+,-；56!

) ) 5.:87瘤基因（5.:87’0J8B2 ;1/1，56!）定位于
!!N!(，!GG" 年在 5.:87 瘤中发现并克隆。56! 基因
主要在胚胎发生过程中表达，对泌尿生殖系统的发育

起重要作用，成人 56! 基因仅在肾脏、卵巢、子宫内
膜、睾丸、脾脏、乳腺及正常造血祖细胞中微量表达，而

在许多肿瘤组织中 56! 基因高表达，包括白血病、肺
癌、乳腺癌和胰腺癌［!］。关于白血病的研究显示：几

乎所有的白血病原始细胞（无论系别）都持续过表达

56! 基因，认为 56! 基因是一种“泛白血病”标志，高
水平的 56! 8+,- 往往提示预后不良［&］。本研究利
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用特异性小干扰 +,-（ 789:: ./012312./; +,-，7.+,-）
来干扰 56! 基因的转录，以了解其能否特异性抑制白
血病细胞株 56! 基因表达，探讨其在白血病治疗中的
应用。

+A 材料与方法

!C !) 材料
) ) 人白血病 <=#>" 细胞株购自中国科学院上海细胞生物学
研究所；+?SL!>%" 培养液、胎牛血清（X[V）为美国 \.A4B 公司
产品；脂质体转染试剂 =.NB314098./16S &""" 为 L/T.02B;1/ 公司
产品；+,-提取试剂盒为德国 ].9;1/ 产品；VJN12V.;/9: 化学发
光试剂为美国 ?.1241 公司产品；-//1U./ ^#XL6@ 凋亡检测试剂
盒购自北京宝赛公司；_N0.#SYSL 低血清培养液为美国 L/T.02B#
;1/公司产品；兔抗人 56! 蛋白多克隆抗体为 V9/09@2J‘ 公司
产品；辣根过氧化物酶（<+?）标记的鼠抗兔 L;\，驴抗羊 L;\
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均购自碧云天公司；其余试剂为国产分析纯试剂。

!# ." 实验方法
!# .# !" /0$%& 的设计制备" " 按 /0$%&基本设计原则，应用
10234 /0$%&在线设计软件设计 5 对针对 ,-! 6$%&（%7 8
+++59:）不同位点序列的 /0$%&，由上海吉玛公司合成两段不
同的干扰序列：/0$%&!：;<)=>??&&>=&?&>?&&=>>&--)5<；
/0$%&.：;<)==&>&==&?>?>?&=>>=&)5< ；另合成不针对
,-! 6$%&阴性对照 /0$%& ，正义 5<端进行了异硫氰酸胍（ @AB)
CD3/E304 0/CFG0CEHI4IF3，JK-=）荧光标记，以便通过流式细胞仪
检测 /0$%&的转染效率。以上 /0$%& 序列均通过 LAI/F 筛查，
证实与其他人类基因外显子没有同源性。

!# .# ." ’()*+ 细胞培养" " ’()*+ 细胞接种于含 !+M JLN的
$O7K !*P+ 培养基（含 !++ > Q 6A青霉素，!++ > Q 6A 链霉素），以
每瓶 5 6A的量接种与 ;+ 6A培养瓶中，置于 59 R，; M的 =S.

培养箱中培养，. T 5 U 细胞传代 ! 次。调整细胞数为
. V !+;·6A W!，按每孔 ! 6A 等量加到多组 * 孔培养板中，于对
数生长期时准备进行细胞转染。

!# .# 5" 细胞转染" " 分为 P 组，/0$%&!、/0$%&. 组，阴性对照
组（转染不针对任何序列的 /0$%&）、空白对照组（不转染 /0$)
%&）。前 5 组内 /0$%& 以 ;+ 46CA Q ( 的浓度分别转染接种细
胞，空白对照组只应用 (0XC@3EFI6043 .+++。用 (0XC@3EFI6043
.+++ 脂质体进行转染，按说明书操作。分别继续培养 .P、P: G
后进行检测分析。设立对照组，每组实验重复 5 次。
!# .# P" 转染效率测定" " 用标记有 JK-= 荧光的 /0$%& 进行
转染，.P G后收集细胞，OLN 缓冲液洗涤 5 次。经流式细胞仪
检测分析 ; +++ T !+ +++ 个细胞，检测绿色荧光阳性细胞比率
即为转染效率，转染效率 Y（发出绿色荧光的细胞数 Q总细胞
数）V !++ M。
!# .# ; " $-)O=$ 检测各组细胞 ,-! 6$%& 表达 " " 收集细
胞，按 10I234试剂盒说明分别提取各组细胞的总 $%&。$- 法
将 6$%&转录为 EZ%&，总反应体系 .+ !A，混匀，快速离心 !
次，放入 O=$ 仪中。5+ R !+ 604，P. R5+ 604，[[ R; 604，
P R ; 604。O=$反应体系中加入两对引物，第 ! 对是内源对
照 ")IEF04基因引物，其上、下游引物碱基序列分别为正义 ;<)
?-?????=?====&??=&==&)5<，反 义：;<)?-==--&&-?-)
=&=?=&=?&---=)5<；第 . 对是 ,-! 基因的引物，正义 ;<)
??=&-=-?&?&==&?-?&?&&)5<，反义：;<)?&?&?-=&?&=--)
?&&&?=&?-)5<。取 EZ%& !+ !A加入下列混合液：; V O=$ 缓
冲液!+ !A，Z%&聚合酶 +# .; !A，上游引物 ! !A，下游引物 ! !A，
’.S .9# 9; !A，EZ%& !+ !A，总反应体系 ;+ !A。混匀并快速离
心，一次放入 O=$仪中。O=$ 条件：[P R预变性 . 604，[P R
变性 P+ /、;9 R退火 P+ /、9. R延伸 ! 604，共 5. 个循环，9. R
再延伸 !+ 604。扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳检测，溴化乙锭
染色成像并保存结果。

!# .# * " ,3/F3D4 印迹法检测各组细胞 ,-! 蛋白表达 " "
;+ 46CA Q ( /0$%&转染细胞 P: G 后收集细胞，蛋白上样缓冲液
裂解细胞，提取总蛋白，紫外分光光度计法进行蛋白定量，!;M
NZN)O&?\凝胶电泳，以蛋白电泳转移仪将产物转至 O]ZJ 膜

上，以 !+M脱脂奶室温封闭 . G ，以抗,-! 抗体及羊抗人 ")IE)
F04，PR反应过夜，OLN 洗膜，加入鼠抗兔 K2? Q ’$O 及驴抗羊
K2? Q ’$O二抗，室温孵育 . G，化学发光试剂反应 ; 604，发光成
像仪成像。

!# .# 9 " &443^04 ] 和 OK 双染色法检测 ’()*+ 细胞凋亡 " "
;+ 46CA Q ( /0$%&. 转染 ’()*+ 细胞后 .P G ，收集细胞，OLN洗
. 次，加入 !++ !A 结合缓冲液和 JK-= 标记的 &443^04 ]
（.+ !2 Q 6A）!+ !A，室温避光 5+ 604，再加入 OK（;+ !2 Q 6A）;
!A，避光反应 ; 604后，加入 P++ !A结合缓冲液，立即进行流式
细胞术定量检测，设立阴性对照组，实验重复 5 次。

!# 5" 统计学分析
" " 结果以 !! _ "表示，采用 NONN !!# + 统计软件进行 #检验。

!" 结果

.# !" 转染效率
" " 脂质体 .+++ 转染 JK-=标记的 /0$%& .P G后，转染了荧光
/0$%&的细胞中，带有荧光的细胞占全部细胞的百分比均值
为：（95# ! _ *# 9P）M。

.# ." /0$%&转染后 ’()*+ 细胞中 ,-! 6$%&的表达
" " P 组细胞均可见 ,-! 基因电泳带存在，但其亮度存在明显
差异，/0$%&. 转染组 6$%& 经 $-)O=$ 后电泳带亮度明显弱
于阴性对照组和空白对照组（图 !）。K6I237I/F3D -CFIA (I‘ 图
像系统分析显示，/0$%&! 组、/0$%&. 组、阴性对照组、空白对照
组 ,-! 6$%&的表达强度分别为（;:# :5 _ !# .P）M、（.5# *.
_ !a .:）M、（P[# *P _ +# :[）M、（;!# [P _ !# .;）M；/0$%&. 组与
阴性对照组和空白对照组相比差异有显著性（$ b +# +;），/0$)
%&! 组与阴性对照组和空白对照比较差异无显著性（$ c
+a +;）。

! " # $ %

!"#&’()*（+%, -.）

!,-!（59* ‘X）

# /// -."

" /// -."
,0/ -."
0// -."

#0/ -."

"// -."

7：标准；!：/0$%&! ；.：/0$%&.；5：空白对照组；P：阴性对照组

图 #" $%&’($检测转染 )*$+, -. /后 01&23 细胞中4%# 5$+,

的表达

.# 5" /0$%&转染后 ’()*+ 细胞中 ,-! 蛋白的表达
" " ,3/F3D4 ‘ACF 对蛋白质测定结果显示，/0$%&!，. 组，阴性
对照组，空白对照组的内参 ")IEF04 蛋白质表达量无明显差异，
各组均呈现 ,-! 特异性蛋白杂交带的表达，但亮度有明显差
异（图 .）。K6I237I/F3D -CFIA (I‘ 图像系统分析显示，/0$%&!
组、/0$%&. 组、阴性对照组、空白对照组细胞 ,-! 蛋白的表达
强度分别为（P9# P* _ +# !!）M、（.5# .+ _ !# +P）M 、（;.# 9* _ +#
5.）M、（;+# .5 _ +# *;）M。/0$%&. 组与空白对照组和阴性对
照组比较差异有显著性（$ b +# +;）。/0$%&! 组与阴性对照组

5;+!



和空白对照组相比差异无显著性（! ! "# "$）。

%# &’ 转染后 ()*+" 细胞的凋亡
’ ’ 经 ,--./0- 1 与 23 双染色流式细胞仪检测，4056,% 组
()*+" 细胞凋亡率为（78# 9% : 7# 88）; ，阴性对照组为（%# &8 :
"# &7）;，4056,% 组与阴性对照组相比差异有显著性（! <
"= "$）。

! " # $

!!"%&’()（$" *!+#）

!>?7（,$ *!+#）

7：4056,7 %：4056,%；8：空白对照组；& 阴性对照组

图 !" #$%&$’( )*+& 检测转染 %,-./012后 34567 细胞中#89

蛋白质的表达

:" 讨论

’ ’ >?7 基因与各种造血调控因子相互作用，在白血
病发病过程中起重要作用。>?7 基因能促进白血病
细胞增殖，抑制其分化，通过影响细胞周期依赖性激酶

复合物基因的表达，调节细胞周期；通过与其下游基因

@$8、A*BCA、DAE*% 及 2%7 等基因相互作用，在维持细胞
增殖与凋亡的平衡中起重要作用［8，&］。同时临床观察

发现 >?7 基因在多种白血病细胞中高表达［$］，且随着
病情的进展而表达逐渐增高，因而可用于白血病的预

后判断和复发监测［+］，并可能成为白血病基因治疗和

特异性免疫治疗的新靶点。

’ ’ 56,0 是通过双链 56, 介导特异的 B56, 降解
而使基因沉默的机制。主要通过两种方法得以实现，

第一种是采用化学合成法人工制备小干扰 56,，此法
操作简单、快速，只是引起的 56,干扰效应往往是暂
时的，难以持久。第二种为细胞内表达的 4056,，这
种方法就是先构建 4056, 的载体，然后转染细胞，在
细胞内表达 4056,，诱导 56, 干扰。自从发现 56,0
能被有效的运用于哺乳动物，人们就意识到这项技术

可能用来治疗肿瘤，例如使过表达的癌基因沉默［9］。

在哺乳动物细胞中转入 4056, 后导致的基因沉默比
用核酸或反义 56, 更有效。本研究采用体外人工合
成 4056,、荧光标记、脂质体直接转染的方法，简单易
行。结果表明，利用 4056, 能有效抑制 >?7 基因的
表达。

’ ’ >?7 基因作为一个双向调控因子，能调控多种相

关基因，使其表达被激活或者受抑［F］，由于它转录产

物的剪切本多，突变多见，所以本研究设计了两对针对

>?7 的 4056,，并且选择避免临近起始密码以及一些
常见的剪切位点的区域行筛选，以保证干扰的有效性。

实验证实两对中只有一对具有较明显的干扰效率。初

步说明在不同剪切本，碱基突变位点，以及 B56, 的
不同结构域、二级结构的影响下，针对同一基因不同位

点的 4056,具有不同的干扰效率。
’ ’ 在本实验条件下，4056, 后 >?7 B56, 与蛋白的
表达强度分别为（%8# +% : 7# %F）; 和（%8# %" :
7= "&）;，和对照组比较有显著性差异；在 >?7 表达受
到抑制的同时，()*+" 细胞的凋亡率为（78# 9% :
7= 88）;，和对照组比较有显著性差异。提示：采用
4056,技术可靶向干扰体外 ()*+" 白血病细胞 >?7
B56,和蛋白水平的表达，在 >?7 表达受抑后可促进
()*+" 细胞凋亡。这就为包括白血病在内的血液系统
恶性肿瘤的基因治疗提供了一个新的切入点。
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