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ＳＰＡＧ６基因ＲＮＡｉ慢病毒载体的构建及其对ＳＫＭ１细胞凋亡的影响
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　　［摘要］　目的　构建ＳＰＡＧ６ｓｈＲＮＡ慢病毒载体靶向沉默ＳＰＡＧ６基因，探讨ＳＰＡＧ６基因沉默对人
骨髓增生异常综合征（ｍｙｅｌｏｄｙｓｐｌａｓｔｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＭＤＳ）细胞株ＳＫＭ１细胞增殖及凋亡的影响。方法　设
计并构建３条针对 ＳＰＡＧ６基因的 ｓｈＲＮＡ质粒表达载体，共转染２９３Ｔ细胞后得到可表达 ＳＰＡＧ６基因
ＲＮＡｉ的慢病毒载体。转染ＳＫＭ１细胞，利用流式细胞术检测转染效率，ｑＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证
ＳＰＡＧ６基因干扰效果，筛选最佳靶点。ＣＣＫ８法检测ＳＰＡＧ６基因沉默对ＳＫＭ１细胞生长的影响，流式
细胞术检测细胞凋亡。结果　成功构建 ＳＰＡＧ６ｓｈＲＮＡ慢病毒载体，流式细胞术检测转染效率均在
６０％以上。ｑＲＴＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示ＳＰＡＧ６ｓｈＲＮＡ３慢病毒载体敲除效率最高，为最佳靶
点。ＳＰＡＧ６基因干扰后，干扰组ＳＫＭ１细胞的增殖明显受抑，抑制率为（６０．１８±０．３７）％，与阴性对照
组相比差别有统计学意义（Ｐ＜００５）。干扰组 ＳＫＭ１细胞凋亡率为（１６．３２±５．８０）％，显著高于阴性
对照组［（４．２８±０．８８）％，Ｐ＝００２４］及空白对照组［（３．０８±１．５０）％，Ｐ＝００１９］。结论　ＳＰＡＧ６
ｓｈＲＮＡ慢病毒载体能有效降低ＳＰＡＧ６基因表达水平，抑制ＳＫＭ１细胞增殖并促进其凋亡。
　　［关键词］　ＳＰＡＧ６基因；慢病毒；ＲＮＡ干扰；骨髓增殖异常综合征
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（ｓｈＲＮＡ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｔａｒｇｅｔｉｎｇＳＰＡＧ６ｇｅｎｅ，ａｎｄｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＳＰＡＧ６ｇｅｎｅ
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ｗａｓｅｘａｍｉｎｅｄｂｙＣＣＫ８ａｓｓａｙ，ａｎｄｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＳＰＡＧ６
ｓｈＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ，ａｎｄｔｈｅａｖｅｒａｇｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｗａｓ
ｈｉｇｈｅｒｔｈａｎ６０％．ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＳＰＡＧ６
ｓｈＲＮＡ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｗａｓｔｈｅｍｏｓｔｅｆｆｅｃｔｉｖｅｖｅｃｔｏｒｆｏｒｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＳＰＡＧ６ｇｅｎｅ．Ａｆｔｅｒ
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ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳＰＡＧ６ｇｅｎｅ，ａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｍｏｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｏｆＳＫＭ１ｃｅｌｌｓ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＳＰＡＧ６ｇｅｎｅ；ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ；ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ；ｍｙｅｌｏｄｙｓｐｌａｓｔｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（ＣＳＴＣ２０１３ｊｊＢ０１４５）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＬｉｕＬｉｎ，Ｔｅｌ：８６２３８９０１１５３２，Ｅｍａｉｌ：ｌｉｕｌ７７７６＠
ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ

　　骨髓增生异常综合征（ｍｙｅｌｏｄｙｓｐｌａｓｔｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅ，
ＭＤＳ）是一组起源于多能造血干／祖细胞的恶性克隆性
疾病，以无效造血、难治性血细胞减少及高风险向急性

髓系白血病（ａｃｕｔｅｍｙｅｌｏｉｄｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＭＬ）转化为特
征［１］。目前该病发病机制尚不清楚，治疗上采取与白

血病相似的治疗手段，但疗效不够理想，临床治愈概率

小。细胞遗传学及分子生物学研究已经揭示 ＭＤＳ的
造血干、祖细胞存在遗传学异常及相应基因改变，但是

仍然不能完全解释 ＭＤＳ疾病的发生［２］。因此，探索

ＭＤＳ的发病机制，寻找有效的治疗手段具有重要意义。
　　精子相关抗原 ６（ｓｐｅｒｍａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎ６，
ＳＰＡＧ６）于１９９９年被首次成功克隆，因为预测其功能
与精子成熟有关而命名。现已证实 ＳＰＡＧ６属于肿瘤
睾丸抗原（ｃａｎｃｅｒｔｅｓｔｉｓａｎｔｉｇｅｎＣＴＡ）家族的一员，可作
为肿瘤免疫治疗的潜在靶标［３］。文献［４］报道，采用
ＳＮＰ芯片技术（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍａｒｒａｙｓ）
发现ＳＰＡＧ６基因位于 ＭＤＳ患者１０号染色体上的单
亲二倍体（ｕｎｉｐａｒｅｎｔａｌｄｉｓｏｍｙ，ＵＰＤ）区域，而在同一患
者对应 Ｔ细胞中并未出现。同时基因表达谱结果显
示ＳＰＡＧ６基因在ＭＤＳ患者ＣＤ３４＋细胞中表达明显增
高［５－６］。基于以上事实，ＳＰＡＧ６可能作为研究ＭＤＳ发
病机制的重要参选基因。本研究拟应用慢病毒载体介

导的短发夹ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）降低人 ＭＤＳ细胞株 ＳＫＭ１
细胞中 ＳＰＡＧ６的表达，以探讨 ＳＰＡＧ６对 ＳＫＭ１细胞
增殖及凋亡的影响，为下一步阐明ＳＰＡＧ６基因在ＭＤＳ
发生中的作用提供理论依据和奠定实验基础。

１　材料与方法

１．１　材料
　　慢病毒载体系统，包括 ｐＧＣＧＶ载体，质粒
ｐＨｅｌｐｅｒ１．０及ｐＨｅｌｐｅｒ２．０由上海吉凯基因化学技术有
限公司提供；Ｔ４ＤＮＡ连接酶及限制性内切酶 ＨｐａⅠ、
ＸｈｏⅠ购自 ＮＥＢ公司；ＤＭＥＭ、ＲＰＭＩ１６４０、胎牛血清
（Ｇｉｂｃｏ公司）；ＲＮＡ提取试剂盒、逆转录试剂盒、定量
ＰＣＲ试 剂 盒 （ＴａＫａＲａ公 司）；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；质粒抽提试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ公司）；总

蛋白提取试剂盒、ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ）；兔
抗人 ＳＰＡＧ６多克隆抗体（Ａｂｃａｍ公司）；兔抗人
ＧＡＰＤＨ多克隆抗体、辣根过氧化物酶标记山羊抗兔二
抗（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ）；ＳＰＡＧ６及ＧＡＰＤＨ上下游引物（ＴａＫａＲａ
公司）；人ＭＤＳ细胞株ＳＫＭ１细胞由华中科技大学附
属同济医院血液科周剑锋教授馈赠。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　ＳＫＭ１细胞和２９３Ｔ细胞分别于
含１０％胎牛血清和１００Ｕ／ｍＬ青链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０
及ＤＭＥＭ完全培养基，３７℃，５％ ＣＯ２饱和湿度的培
养箱中培养。２～３ｄ传代１次。取对数期细胞进行
实验。

１．２．２　慢病毒载体构建及包装　　根据 ＧｅｎＢａｎｋ人
ＳＰＡＧ６序列信息，以ＲＮＡｉ在线软件设计３条 ＲＮＡ干
扰靶点序列及１条无关序列作为阴性对照（表１）。根
据ｓｉＲＮＡ靶序列合成双链ＤＮＡ寡核苷酸，退火形成双
链ＤＮＡ，与ＨｐａⅠａｎｄＸｈｏⅠ 双酶切后的线性慢病毒
载体连接过夜，转化感受态大肠杆菌 ＤＨ５α。ＰＣＲ筛
选阳性克隆并进行测序鉴定。常规培养２９３Ｔ细胞，转
染前２４ｈ，用胰蛋白酶消化对数生长期的２９３Ｔ细胞，
调整细胞数为６×１０５／ｍＬ，待细胞密度达７０％ ～８０％
时按Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００使用说明进行共转染２９３Ｔ细
胞。转染后４８ｈ收集细胞上清液，将其浓缩得到高滴
度的慢病毒浓缩液，分装后保存在病毒管中，－８０℃
长期保存。取其中 １支利用逐孔稀释法测定病毒
滴度。

表１　设计的３条干扰序列

序列名称 靶序列（５′→３′） ＧＣ含量（％）
ＳＰＡＧ６ｓｉＲＮＡ１ ＣＡＴＡＡＡＧＡＡＴＡＴＣＣＴＧＣＡＡ ３１．５８
ＳＰＡＧ６ｓｉＲＮＡ２ ＡＧＣＴＣＡＴＴＣＴＧＡＧＡＡＣＣＴＡ ４２．１１
ＳＰＡＧ６ｓｉＲＮＡ３ ＴＧＡＴＧＣＴＡＡＡＴＴＧＡＡＧＣＡＴ ３１．５８
ＮＣｓｉＲＮＡ ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ ５２．６３

１．２．３　ＳＫＭ１细胞感染　　取对数期生长的 ＳＫＭ１
细胞均匀接种于６孔板中，每孔细胞数为５×１０４个，培
养２４ｈ。实验分为干扰组及阴性对照组。将 ＳＰＡＧ６
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ｓｈＲＮＡ及ＮＣｓｈＲＮＡ慢病毒以感染复数（ＭＯＩ）值为
１００分别感染干扰组及阴性对照组细胞，每组均加入
终浓度为５μｇ／ｍＬ的 ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ。培养箱内孵育１０ｈ
后更换新鲜培养液，感染后第６天荧光显微镜下观察
绿色荧光表达情况，并利用流式细胞术检测 ＳＫＭ１细
胞转染效率。

１．２．４　ｑＲＴＰＣＲ检测ＳＰＡＧ６ｍＲＮＡ的干扰效果　　
感染后第６天分别收集干扰组及阴性对照 ＳＫＭ１细
胞，ＴＲＩｚｏｌ试剂提取总 ＲＮＡ，按逆转录试剂盒说明书
将其反转录为 ｃＤＮＡ，利用特异性引物进行定量 ＰＣＲ
扩增反应，每组设定３个复孔。ＳＰＡＧ６引物上游：５′
ＣＣＴＴＴＣＡＧＣＴＣＴＣＡＧＴＣＡＧＧＴＴＴＣ３′，下游：５′ＴＣＴＴＣ
ＡＣＧＴＴＴＣＡＴＣＣＴＴＧＴＣＣＴＴ３′，扩增片段长度 １１９ｂｐ；
ＧＡＰＤＨ 引 物 上 游：５′ＣＴＴＴＧＧＴＡＴＣＧＴＧＧＡＡＧＧＡ
ＣＴＣ３′，下游 ５′ＧＴＡＧＡＧＧＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＣＴ３′，扩
增片段长度１３２ｂｐ。扩增条件为：９５℃预变性３０ｓ，
９５℃变性５ｓ，６２℃退火３０ｓ，共进行４０个循环。以
２－ΔΔＣｔ法计算ＳＰＡＧ６ｍＲＮＡ的相对表达量。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳＰＡＧ６蛋白表达　　离心收
集各组细胞后，根据总蛋白提取试剂盒说明书加入

ＲＩＰＡ及 ＰＭＳＦ，冰上裂解 ３０ｍｉｎ，离心收集上清液，
ＢＣＡ测定蛋白浓度。取 ５０μｇ总蛋白进行 １０％的
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后转移到ＰＶＤＦ膜上，用含５％脱脂牛
奶ＴＢＳＴ封闭液封闭２ｈ。分别加入１∶１０００兔抗人
ＳＰＡＧ６抗体和１∶１０００兔抗人ＧＡＰＤＨ抗体，４℃孵育
过夜。ＴＢＳＴ洗涤３次，共４５ｍｉｎ后，与ＨＲＰ标记的山
羊抗兔二抗 ３７℃孵育 ２ｈ。ＴＢＳＴ洗涤，方法同前。

ＥＣＬ化学发光法显色。ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析灰度值，
以ＳＰＡＧ６／ＧＡＰＤＨ比值表示目的蛋白的相对表达量。
１．２．６　ＣＣＫ８法检测细胞增殖　　生长状态良好的
ＳＫＭ１细胞，调整细胞数为５×１０３／１００μＬ，接种于９６孔
板中。实验组及对照组分别加入 ＳＰＡＧ６ｓｈＲＮＡ３及
ＮＣｓｈＲＮＡ慢病毒载体。感染后第 ６天，ＣＣＫ８法检
测细胞的增殖活性，每孔加入ＣＣＫ８试剂１０μＬ，细胞
培养箱内孵育２ｈ后，在酶标仪 ４５０ｎｍ波长处测定
Ｄ（４５０）值。并按照公式计算细胞细胞抑制率。
　　细胞抑制率 ＝［１－实验组 Ｄ（４５０）值］／对照组
Ｄ（４５０）值×１００％。
１．２．７　瑞氏染色观察　　感染后第６天收集各组细
胞，ＰＢＳ洗３次，离心弃上清，５０μＬＰＢＳ重悬，将细胞
悬液推片于载玻片上，自然晾干，滴加瑞氏染液后再加

入等量的蒸馏水，混匀，静置５ｍｉｎ后，水洗，吸干，镜
检观察并采集图像。

１．２．８　流式细胞术检测细胞凋亡　　感染后第６天，
收集各组细胞，４℃ＰＢＳ洗涤２次后，重悬于 Ｂｉｎｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ缓冲液中，加入 １μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＰＥ及 ５μＬ
７ＡＡＤ，避光放置１５ｍｉｎ。流式细胞仪分析细胞凋亡。
１．３　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行分析，计量资料以
珋ｘ±ｓ表示，２组间比较采用ｔ检验。

２　结果

２．１　测序结果
　　将３条重组体阳性克隆分别进行测序，证实构建
的慢病毒干扰载体序列插入正确，无序列突变（图１）。
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Ａ：ＳＰＡＧ６ｓｈＲＮＡ１慢病毒载体；Ｂ：ＳＰＡＧ６ｓｈＲＮＡ１慢病毒载体；Ｃ：ＳＰＡＧ６ｓｈＲＮＡ１慢病毒载体；Ｄ：ＮＣｓｈＲＮＡ慢病
毒载体；横线区域代表干扰靶点序列

图１　阳性克隆测序结果
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Ａ：干扰组ＳＫＭ１细胞白光观察（×４０）；Ｂ：干扰组ＳＫＭ１细胞荧光观察（×４０）；Ｃ：流式细胞术检测转染效率
图２　ＳＰＡＧ６ｓｈＲＮＡ慢病毒载体转染ＳＫＭ１细胞后第６天 ＧＦＰ表达及转染效率

２．２　ＳＰＡＧ６ｓｈＲＮＡ慢病毒载体在ＳＫＭ１细胞中的转
染效率

　　将 ＳＰＡＧ６ｓｈＲＮＡ慢病毒载体转人 ＭＤＳ细胞株
ＳＫＭ１后，荧光显微镜下观察可见大量表达绿色荧光
细胞，流式细胞术检测转染效率均在 ６０％以上
（图２）。证明 ＳＰＡＧ６ｓｈＲＮＡ慢病毒载体成功转染了
ＳＫＭ１细胞。
２．３　ｑＲＴＰＣＲ与Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测对有效靶点的筛选
　　 ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示，ＳＰＡＧ６ｓｈＲＮＡ２及
ＳＰＡＧ６ｓｈＲＮＡ３慢病毒载体能有效降低 ＳＰＡＧ６ｍＲＮＡ
表达水平［（０．２３±０．０３），Ｐ＜０００１；（０．１２±０．０２），Ｐ＜
０００１］；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，针对 ３个靶点的
ＳＰＡＧ６ｓｈＲＮＡ慢病毒载体相对于阴性对照组（０．６０±
００３）均能有效抑制ＳＰＡＧ６蛋白表达［分别为（０．５２±
００２），Ｐ＝００１；（０．１９±０．０１），Ｐ＜０００１；（０．１８±
００１），Ｐ＜０００１］，其中 ＳＰＡＧ６ｓｈＲＮＡ３的基因敲除
效率相对最高，确定为最佳靶点（图３）。
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１：阴性对照 组；２：ＳＰＡＧ６ｓｈＲＮＡ１慢 病 毒 干 扰 组；
３：ＳＰＡＧ６ｓｈＲＮＡ２慢病毒干扰组；４：ＳＰＡＧ６ｓｈＲＮＡ３慢病
毒干扰组　Ａ：实时定量 ＲＴＰＣＲ检测 ＳＰＡＧ６ｍＲＮＡ表达
　ａ：Ｐ＜００５，与阴性对照组比较；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＳＰＡＧ６蛋白表达

图３　ＳＰＡＧ６ｓｈＲＮＡ慢病毒的干扰效果验证

２．４　ＳＰＡＧ６ｓｈＲＮＡ慢病毒载体在体外对ＳＫＭ１细胞
生长的影响

　　ＣＣＫ８检测结果显示，干扰组细胞增殖变缓，生长
明显受到抑制，其抑制率与阴性对照组及空白对照组

相比差异有统计学意义（Ｐ＜００５，表２）。

表２　ＳＰＡＧ６基因干扰对ＳＫＭ１细胞体外增殖
的影响 （ｎ＝４，珋ｘ±ｓ）

组别　　　 Ｄ（４５０） 抑制率（％）

空白对照组 ０．９５±０．０５ ０

阴性对照组 ０．９０±０．０２ １０．７０±０．２０

干扰组 ０．４３±０．０６ ６０．１８±０．３７ａ

ａ：Ｐ＜００５，与阴性对照组比较

２．５　ＳＰＡＧ６ｓｈＲＮＡ慢病毒载体对ＳＫＭ１细胞凋亡的
影响

　　倒置相差显微镜下观察干扰组细胞分散，成团现
象明显减少，细胞体积变小，可见凋亡小体（图 ４Ａ、
Ｂ）。瑞氏染色显示感染组部分细胞变形，体积变小，
胞质边缘不清晰，结构模糊，核膜裂解，核固缩、碎裂

（图４Ｃ、Ｄ）。
　　流式细胞术检测结果显示，感染后第 ６天，
ＳＰＡＧ６ｓｈＲＮＡ干扰组 ＳＫＭ１细胞凋亡率为（１６．３２±
５．８）％，显著高于空白对照组与阴性对照组［（３．０８±
１．５０）％和（４．２８±０．８８）％，Ｐ＜００５，图４Ｅ、Ｆ、Ｇ］，说
明ＳＰＡＧ６基因干扰可诱导ＳＫＭ１细胞凋亡。

３　讨论

　　目前对ＳＰＡＧ６基因的认识还比较有限，以往研究
发现ＳＰＡＧ６可与 ＰＦ６相互作用维持鞭毛的正常运
动［７－８］。最近研究显示该基因对内耳毛细胞分化有促

进作用，在肺癌与乳腺癌患者癌组织中表达明显增高，
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Ａ：倒置相差显微镜下对照组ＳＫＭ１细胞（×４０）；Ｂ：倒置相差显微镜下干扰组ＳＫＭ１细胞（×４０）；Ｃ：对照组ＳＫＭ１细胞瑞氏
染色结果（×４０）；Ｄ：干扰组ＳＫＭ１细胞瑞氏染色结果（×４０）；Ｅ～Ｇ：流式细胞术检测空白对照组、阴性对照组、干扰组细胞凋
亡百分比

图４　ＳＰＡＧ６基因干扰对ＳＫＭ１细胞凋亡的影响

并将其定义为一种新的肿瘤睾丸抗原，可作为肿瘤免
疫治疗的靶标［９］。肿瘤免疫治疗已经在肿瘤综合治

疗中占据重要地位，在ＭＤＳ治疗方面也取得了一定进
展［１０－１１］。Ｓｔｅｉｎｂａｃｈ等［１２］应用基因芯片技术筛选急性

髓系白血病患者高表达基因，发现ＳＰＡＧ６基因与ＷＴ１
等基因表达明显增高，而在持续完全缓解患者中则接

近正常对照水平，提示该基因可能具促癌效应并可作

为白血病疗效评估及预后判断的指标。ＭＤＳ与急性
髓系白血病同属于髓系恶性病，结合我们的前期实验

发现 ＳＰＡＧ６出现在染色体异常的 ＵＰＤ区域，且在
ＭＤＳ患者中表达较正常对照显著增高，由此推测，
ＳＰＡＧ６作为促癌基因参与 ＭＤＳ的发生，在 ＭＤＳ发病
过程中起着重要作用。目前对 ＳＰＡＧ６的研究大都局
限于 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平的检测，而关于 ＳＰＡＧ６
表达机制及其对肿瘤细胞生物学行为的研究尚少见报

道，ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）技术为 ＳＰＡＧ６在肿瘤中的进一
步研究提供了平台。

　　ＲＮＡｉ是指与目的基因同源的 ｍＲＮＡ被特异的核
酸酶降解，诱导特异转录后使目的基因表达沉默的现

象。在众多的基因沉默技术中，ＲＮＡ干扰技术已经被
证明是一个强大的抑制特定基因的表达工具，并可用

于基因治疗、新药开发及药物靶点筛选等方面的研究。

ＲＮＡｉ表达载体包括质粒，腺病毒、慢病毒和逆转录，慢
病毒载体可以将外源基因有效地整合至宿主染色体上

从而达到持久性表达，且对于原代细胞、悬浮细胞等不

易转染的细胞亦有较高的转染效率［１３－１５］。本研究采

用ＲＮＡｉ技术构建３个 ＳＰＡＧ６ｓｈＲＮＡ慢病毒载体，成
功转染人ＭＤＳ细胞系ＳＫＭ１细胞。利用ｑＲＴＰＣＲ及
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证干扰效果，结果显示 ｌｅｎｔｉＳＰＡＧ６
ｓｈＲＮＡ３转染组ＳＰＡＧ６ｍＲＮＡ及蛋白水平较阴性对照
组明显降低，干扰效果明显。进一步研究发现，感染

ＳＰＡＧ６ｓｈＲＮＡ慢病毒的 ＳＫＭ１细胞较对照组体外生
长明显减缓，细胞早期凋亡明显增加。以上结果说明

ＳＰＡＧ６基因可能通过影响细胞的凋亡而促进 ＳＫＭ１
细胞生长。最近有研究报道 ＳＰＡＧ６基因可能与
ＴＲＡＩＬ诱导的凋亡途径有关［１６］，但其具体对细胞生长

的作用机制尚不明确，我们将在后续实验中进一步

验证。

　　综上所述，本研究构建的ＳＰＡＧ６ｓｈＲＮＡ慢病毒载
体成功降低了 ＳＫＭ１细胞内 ＳＰＡＧ６表达，并证明
ＳＰＡＧ６基因具有促进ＳＫＭ１细胞生长，抑制其凋亡的
影响，有助于阐明 ＭＤＳ发生的分子机制，可望为 ＭＤＳ
基因治疗提供新的靶标，为进一步研究 ＳＰＡＧ６基因在
ＭＤＳ发生中的作用奠定了实验基础。
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