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ｌｉｖｉｎβｓｉＲＮＡ表达载体的构建及其在人星形胶质瘤细胞中的稳定表达

石全红１，詹　傲１，崔荣周１，王　佳２　（１．重庆医科大学附属第一医院神经外科，重庆 ４０００１６；２．重庆医科大学附属大学城医
院妇产科，重庆 ４０１３３１）

　　［摘　要］　目的　构建ｌｉｖｉｎβｓｉＲＮＡ表达载体，并观察其在人星形胶质瘤细胞（Ｕ２５１）中对ｌｉｖｉｎβ基因表达的抑制。方法　根
据ｌｉｖｉｎβ序列设计２条ｌｉｖｉｎβｓｉＲＮＡ特异性序列，ＰＣＲ扩增方法合成２条ｓｉＲＮＡ链，与质粒ｐＧｅｎｅｓｉｌ１１重组构建ｌｉｖｉｎβｓｉＲＮＡ表达
载体，脂质体法转染人星形胶质瘤细胞（Ｕ２５１），ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中ｌｉｖｉｎβ基因及蛋白表达。结果　对重组质粒的
双酶切鉴定和测序结果证明，ｌｉｖｉｎβｓｉＲＮＡ表达载体ｐＧｅｎｅｓｉｌ１１ｌｉｖｉｎβｓｉＲＮＡ构建成功；ＲＴＰＣＲ检测转染组细胞中ｌｉｖｉｎβｍＲＮＡ表
达水平明显低于对照组及空载体组，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染组细胞中ｌｉｖｉｎ蛋白表达水平明显低于对照组及空载体组，差异均具有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　本实验成功构建了ｌｉｖｉｎβｓｉＲＮＡ表达载体ｐＧｅｎｅｓｉｌ１１ｌｉｖｉｎβｓｉＲＮＡ，并且该载体能在真核细胞人星形
胶质瘤细胞（Ｕ２５１）中稳定表达，并能抑制ｌｉｖｉｎβ基因表达。
　　［关键词］ｌｉｖｉｎβ；ｓｉＲＮＡ；胶质瘤细胞；质粒ｐＧｅｎｅｓｉｌ１１
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　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｔａｒｇｅｔｉｎｇｈｕｍａｎｌｉｖｉｎβｇｅｎｅ，ａｎｄｉｔｓｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｉｏｎｏｎｌｉｖｉｎβｇｅｎｅｉｎｔｈｅＵ２５１ｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＴｗｏｌｉｖｉｎβｓｉＲＮＡｔｅｍｐｌａｔｅＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｅｒｅｄｅ
ｓｉｇｎｅｄａｎｄｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｂｙＰＣＲ．ＴｈｅａｎｎｅａｌｅｄｓｉＲＮＡｔｅｍｐｌａｔｅｗａｓｃｌｏｎｅｄｉｎｔｏｐＧｅｎｅｓｉｌ１１ｐｌａｓｍｉｄ．Ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｖｅｃｔｏｒｓｗｅｒｅｃｏｎｆｉｒｍｅｄ
ｂｙｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓａｎｄＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．ＴｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｗａｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＵ２５１ｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓｂｙｌｉｐｏｓｏｍｅｍｅｄｉａｔｅｄ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｉｏｎｏｎｔｈｅｌｉｖｉｎβｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＵ２５１ｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｉｔｗａｓ
ｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈａｔｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｗａｓｃｌｏｎｅｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｌｉｖｉｎβ
ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｌｉｖｉｎβｓｐｅｃｉｆｉｃｓｉＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｃｏｕｌｄｂｅ
ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ，ａｎｄｃａｎｒｅｍａｒｋａｂｌｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｌｉｖｉｎβｉｎｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｌｉｖｉｎβ；ｓｉＲＮＡ；ｇｌｉｏｍａｃｅｌｌｓ；ｐＧｅｎｅｓｉｌ１１ｐｌａｓｍｉｄ

　　ｌｉｖｉｎ是凋亡抑制蛋白，ｌｉｖｉｎ基因包括ｌｉｖｉｎα、ｌｉｖｉｎβ
２种亚型，有研究发现，胶质细胞瘤中 ｌｉｖｉｎβｍＲＮＡ表
达高于正常对照组。ｌｉｖｉｎα、ｌｉｖｉｎβ２亚型，分别编码
２９８个氨基酸和 ２８０个氨基酸的不同亚型结构蛋白
质。本研究采用ＲＮＡ干扰技术，构建了针对人 ｌｉｖｉｎβ
基因的特异性短发卡 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）真核表达载体，将
其转染人胶质瘤细胞，并观察其对胶质瘤细胞 ｌｉｖｉｎβ
基因表达的影响。

１　材料与方法

１．１　主要试剂及仪器
　　人星形胶质瘤细胞（Ｕ２５１）购于中国典型培养物保藏中心
（武汉大学）；ｐＧｅｎｅｓｉｌ１１购于武汉晶赛公司，Ｔｒｉｓ购于美国
Ｐｒｏｍｅｇａ公司，ＰＶＤＦ膜购于ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ，预染蛋白质分子量标

准购于Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，Ｒａｂｂｉｔａｎｔｉｈｕｍａｎｌｉｖｉｎ抗体购于武汉博
士德，ＲａｂｂｉｔａｎｔｉＧＡＰＤＨ多克隆抗体购于武汉晶赛公司，动物
ＲＮＡｏｕｔ（ＴｒｉｚｏｌＲＮＡ提取试剂用于细胞ＲＮＡ的提取）天泽基因
工程有限公司产品；ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅαＴＭＲＴＰＣＲＫｉｔ用于以
ＲＮＡ为模板，逆转录合成ｃＤＮＡ第一条链，购自东洋纺（上海）
生物科技有限公司；ＰＣＲ引物购于武汉博洁公司；ＤＮＡｍａｒｋｅｒ
ＤＬ２０００（ＴａＫａＲａ）购于武汉亚法公司产品；ＴａｑＤＮＡ聚合酶购
于ＭＢＩ公司，总 ＲＮＡ提取试剂盒购于上海华舜公司，ＴａＫａＲａ
ＲＮＡＰＣＲＫｉｔ购于ＴａＫａＲａ生物有限公司，ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００、
ＤＮＡｍａｒｋｅｒ均购于 ＴａＫａＲａ生物有限公司，ＧｏｌｄＶｉｅｗＮｕｃｌｅｉｃ
ＡｃｉｄＳｔａｉｎ购于北京赛百盛基因技术公司。

１．２　方法
１．２．１　构建策略　　ｐＧｅｎｅｓｉｌ１１是一种新型的真核表达载
体，其以增强型绿色荧光蛋白（ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ，ＥＧ
ＦＰ）为报告基因，并同时表达２条 ｓｈＲＮＡ。采用 ＰＣＲ方法合成
２条ｓｈＲＮＡ，用ＸｃｍⅠ限制性内切酶将ｐＧｅｎｅｓｉｌ１１酶切成线性
质粒，用Ｌｉｇａｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅ连接酶将 ２条 ｓｈＲＮＡ与线性质粒连
接，转化感受态细菌 ＤＨ５α，筛选阳性转化的 ＤＨ５α，并应用酶
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切和基因测序鉴定质粒。构建的重组质粒命名 ｐＧｅｎｅｓｉｌ１１
ｌｉｖｉｎβｓｉＲＮＡ，见图１。

图１　同时表达２条ｓｈＲＮＡ和增强型绿色荧光蛋白的重组质粒
１．２．２　ｌｉｖｉｎβｓｉＲＮＡ序列设计及合成　　目的基因针对ｌｉｖｉｎβ
基因序列设计：干扰序列 ｌｉｖｉｎβ１ＧＧＡＡＧＡＧＡＣＴＴＴＧＴＣＣＡＣＡ，
ｌｉｖｉｎβ２ＣＣＧＴＧＴＣＣＡＴＣＧＴＣＴＴＴＧＴ。设计并合成 ＰＣＲＦ引物
ＢＩＲＣ７１和ＰＣＲＲ引物ＢＩＲＣ７２：ｌｉｖｉｎβ１ＧＧＡＡＧＡＧＡＣＴＴＴＧＴＣＣ
ＡＣＡ，ｌｉｖｉｎβ１Ｆ５’ＣＡＡＡＡＡＧＧＡＡＧＡＧＡＣＴＴＴＧＴＣＣＡＣＡＴＴＣＧＴＧ
ＴＧＧＡＣＡＡＡＧＴＣＴＣＴＴＣＣＧＧＴＧＴＴＴＣＧＴＣ３’，ｌｉｖｉｎβ２ＣＣＧＴＧＴＣＣ
ＡＴＣＧＴＣＴＴＴＧＴ，ｌｉｖｉｎβ２Ｒ５’ＧＡＡＡＡＡＣＣＧＴＧＴＣＣＡＴＣＧＴＣＴＴＴＧ
ＴＴＣＴＣＡＣＡＡＧＡＣＧＡＴＧＧＡＣＡＣＧＧＣＧＧＧＡＡＡＧＡＧＴＧ３’。分 别
以ＰＣＲＦ引物ｌｉｖｉｎβ１和 ＰＣＲＲ引物 ｌｉｖｉｎβ２为上、下游引物，
以质粒ｐＥＮＴＲ／Ｋ４Ｓｈｓａｍｐｌｅ为模板，体外３５℃→４５℃梯度１
℃１个循环，５８℃３０ｓ，７２℃１ｍｉｎ３０个循环ＰＣＲ扩增ｌｉｖｉｎβ１
＋ｌｉｖｉｎβ２片段。１％Ａｇａｒｏｓｅ凝胶电泳回收 ｓｉＲＮＡ（图 ２）。经
ＸｃｍⅠ酶切反应体系，凝胶电泳回收质粒 ｐＧｅｎｅｓｉｌ１１ＸｃｍⅠ酶
切大片段酶切分析（图３）。
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图２　ＰＣＲ扩增获得的ｓｉＲＮＡ
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１、２、３：酶切后产物；４：ＤＮＡｍａｒｋｅｒＤＬ２０００
图３　质粒ｐＧｅｎｅｓｉｌ１１ＸｃｍⅠ酶切分析

１．２．３　连接产物的转化　　制备Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态菌，进行

连接产物的转化：取１０ｍＬ过夜连接产物转化感受态ＤＨ５α，涂
布于含Ｋａｎａｒ的ＬＢ平板上，３７℃恒温箱培养过夜，挑取３个单
菌落分别接种于５ｍＬ含Ｋａｎａｒ的ＬＢ培养液中，３７℃恒温摇床
培养过夜。

１．２．４　重组质粒的抽提及鉴定　　重组质粒抽提后，进行
ＤＮＡ序列测定（由上海英骏公司完成）。将阳性菌株接种于含
有Ｋａｎａ（５０μｇ／ｍＬ）的ＬＢ液体培养基中，３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ摇菌
过夜，取１ｍＬ菌液移入灭菌的１．５ｍＬ离心管中，加入０．２５ｍＬ
１００％灭菌甘油，混匀后－８０℃保存重组质粒备用。

１．３　重组质粒在真核细胞中的表达分析
１．３．１　人星形胶质瘤细胞 Ｕ２５１的培养　　采用含１０％胎牛
血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液，传代培养后，制成单细胞悬液，显微
镜下，用１０倍物镜观察计数板４个象限中４个大方格中的细
胞数，代入公式：细胞悬液的浓度（个／毫升）＝（４大方格细胞
数之和／２）×１０４计数。
１．３．２　重组质粒转染人星形胶质瘤细胞 Ｕ２５１　　按照 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００说明书配制转染液。人胶质瘤细胞 Ｕ２５１的转
染：将细胞分为３组，Ⅰ组为转染组，即转染液中含重组质粒；
Ⅱ组为空载体组，即转染液中仅含 ｐＧｅｎｅｓｉｌ１１质粒；Ⅲ组为对
照组，即转染液中不含有质粒。细胞接种２４ｈ后，在２４孔板每
孔中分别加入１００μｌ转染液，置于３７℃，含５％ＣＯ２的恒温孵
箱内培养８ｈ后，更换为含双抗的１６４０＋１０％ＦＢＳ完全培养基，
２４～４８ｈ在荧光倒置显微镜下观察重组质粒在细胞中的表达。
一个视野下数１００个细胞，数３次取平均值。
１．３．３　ＲＴＰＣＲ检测重组质粒转染Ｕ２５１后ｌｉｖｉｎβ基因的表达
　　ＲＴＰＣＲ反应条件９５℃ ５ｍｉｎ１个循环；９５℃ ２０ｓ；６０℃
２０ｓ；７２℃１０ｓ；共３５个循环，７２℃延长３ｍｉｎ后结束扩增。按
５
"

１比例，取５μｌＰＣＲ产物与１μｌ缓冲液混合进行２％的琼脂
糖凝胶电泳，１００Ｖ３５ｍｉｎ，电泳结束后，凝胶成像扫描仪分析，
采用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析系统，对重组质粒转染 Ｕ２５１后
ｌｉｖｉｎβ基因产物进行光密度值分析。
１．３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测重组质粒转染Ｕ２５１后ｌｉｖｉｎ蛋白　　
每１０６个细胞加入１ｍＬＲＩＰＡ蛋白提取液，收集裂解的细胞，转
膜，封闭，稀释一抗，抗人 ｌｉｖｉｎ（１

"

２００），内参兔抗 －ＧＡＰＤＨ
（１
"

１００００），稀释二抗羊抗兔 ＩｇＧ／ＨＲＰ，稀释比例均为 １
"

２５００，按 ０．２ｍＬ／ｃｍ２分别加入二抗，ＰＶＤＦ膜曝光成像，用
ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析蛋白区带，将ｌｉｖｉｎ光密度值与内参ＧＡＰ
ＤＨ光密度值相比，为ｌｉｖｉｎ相对光密度值。

１．４　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件，所有计量资料均采用方差分析，
Ｐ＜０．０５具有统计学意义。

２　结果

２．１　重组质粒的酶切鉴定
　　重组质粒经ＮｄｅⅠ双酶切后，电泳结果显示，能够被 ＮｄｅＩ
酶切出一条约４４７ｂｐＤＮＡ小带的质粒即为克隆成功的质粒，
第３、５泳道分别有一条与我们预期结果相符合的明亮条带，见
图４。

·１５２·
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１：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；２：ｌｉｖｉｎβ１＋ｌｉｖｉｎβ２；３：ｌｉｖｉｎβ１＋ｌｉｖｉｎβ２ＮｄｅＩ；
４：ｌｉｖｉｎβ１＋ｌｉｖｉｎβ２；５：ｌｉｖｉｎβ１＋ｌｉｖｉｎβ２Ｎｄｅ

图４　重组质粒插入片段的限制性酶切分析

２．２　重组质粒的序列测定
　　重组质粒测序结果及质谱分析见图５，经ＢＬＡＳＴ查询确定
其分别为特异性序列。ＴＴＡＴＧＴａａＣＧＣＧＧａａＣＴＣＣＡＴＡＴＡＴＧＧＧＣ
ＴＡＴＧＡＡＣＴＡＡＴＧＡＣＣＣＣＧＴＡＡＴＴＧＡＴＴＡＣＴＡＴＴＡＡＴＡＡＣＴＡＣＧＣ
ＧＴＧＧＧＡＴＧＴＧＣＴＧＣＡＡＧＧＣＧＡＴＴＡＡＧＴＴＧＧＧＴＡＡＣＧＣＣＡＧＧＧＴ
ＴＴＴＣＣＣＡＧＴＣＡＣＧＡＣＧＴＴＧＴＡＡＡＡＣＧＡＣＧＧＣＣＡＧＧＡＡＡＡＡＣＣＧ
ＴＧＴＣＣＡＴＣＧＴＣＴＴＴＧＴＴＣＴＣＡＣＡＡＡＧＡＣＧＡＴＧＧＡＣＡＣＧＧＣＧＧＧ
ＡＡＡＧＡＧＴＧＡＴＣＴＣＡＴＡＣＡＧＡＡＣＴＴＡＴＡＡＧＡＴＴＣＣＣＡＡＡＴＣＣＡＡ
ＡＧＡＣＡＴＴＴＣＡＣＧＴＴＴＡＴＧＡＴＧＡＴＴＴＣＣＣＡＧＡＡＣＡＣＡＴＡＧＣＧＡＣ
ＡＴＧＣＡＡＡＴＡＴＴＧＣＡＧＧＧＣＧＣＣＡＣＴＣＣＣＣＴＧＴＣＣＣＴＣＡＣＡＧＣＣＡ
ＴＣＴＴＣＣＴＧＣＣＡＧＧＧＣＧＣＡＣＧＣＧＣＧＣＴＧＧＧＴＧＴＴＣＣＣＧＣＣＴＧＧＴ
ＧＡＣＡＣＴＧＧＧＣＣＣＧＣＧＡＴＴＣＣＴＴＧＧＡＧＣＧＧＧＴＴＧＡＴＧＡＣＧＴＣＡ
ＧＣＧＴＴＣＡＧＡＴＣＧＡＴＣＣＡＡＧＧＴＣＧＧＧＣＡＧＧＡＡＧＡＧＧＧＣＣＴＡＴＴ
ＴＣＣＣＡＴＧＡＴＴＣＣＴＴＣＡＴＡＴＴＴＧＣＡＴＡＴＡＣＧＡＴＡＣＡＡＧＧＣＴＧＴＴ
ＡＧＡＧＡＧＡＴＡＡＴＴＡＧＡＡＴＴＡＡＴＴＴＧＡＣＴＧＴＡＡＡＣＡＣＧＡＡＧＡＴＡ
ＴＴＡＧＴＡＣＡＡＡＡＴＡＣＧＴＧＡＣＧＴＡＧＡＡＡＧＴＡＡＴＡＡＴＴＴＣＴＴＧＧＧ
ＴＡＧＴＴＴＧＣＡＧＴＴＴＴＡＡＡＡＴＴＡＴＧＣＴＴＴＡＡＡＡＴＧＧＡＣＴＡＴＣＡＴＡ
ＴＧＣＣＴＡＣＣＧＴＡＡＣＴＴＧＡＡＡＧＴＡＴＴＴＣＧＡＴＴＴＣＴＴＧＧＣＴＴＴＡＴＡＴ
ＡＴＣＴＴＧＴＧＧＡＡＡＧＧＡＣＧＡＡＡＣＡＣＣＧＧＡＡＧＡＧＡＣＴＴＴＧＴＣＣＡＣ
ＡＣＧＡＡＴＧＴＧＧＡＣＡＡＡＧＴＣＴＣＴＴＣＣＴＴＴＴＴＧＡＴＧＡＴＴＴＣＣＣＡＧＡ
ＡＣＡＣＡＴＡＧＣＧＡＣＡＴＧＣＡＡＡＴＡＴＴＧＣＡＧＧＧＣＧＣＣＡＣＴＣＣＣＣＴＧ
ＴＣＣＣＴＣＡＣＡＧＣＣＡＴＣＴＴＣＣＴＧＣＣＡＧＧＧＣＧＣＡＣＧＣＧＣＧＣＴＧＧＧＴ
ＧＴＴＣＣＣＧＣＣＴＧＧＴＧＡＣＡＣＴＧＧＧＣＣＣＧＣＧＡＴＴＣＣＴＴＧＧＡＧＣＧＧＧ
ＴＴＧＡＴＧＡＣＧＴＣＡＧＣＧＴＴＣＡＧＡＴＣＧＡＴＣＣＡＡＴＧＴＣＧＧＧＣＡＧＧＡＡ
ＧＡＧＧＧＣＣＴＡＴＴＴＣＣＣＡＴＧＡＴＴＣＣＴＴＣＡＴＡＴＴＴＧＣＡＴＡＴＡＣＧＡＴＴ
ＡＣＡＡＧＧＣＴＧＴＴＡＧＡＧＡＧＡ。

图５　重组质粒ｐＧｅｎｅｓｉｌ１１ｌｉｖｉｎβｓｉＲＮＡ的测序图谱

２．３　重组质粒的转染结果
　　转染２４～４８ｈ荧光显微镜下观察，在对照组中未发现表达

绿色荧光的细胞，在转染组和空载体组均可发现大量表达绿色

荧光的细胞，见图６。荧光显微镜下一个视野下数１００个细胞，
数３次取平均值（５９＋６３＋６０）／３＝６０．７，照相确定转染效率约
为６０．７％。转染后４８～７２ｈ为荧光表达的高峰期，一周后荧
光表达开始减弱，至３周时仍可观察到表达绿色荧光的个别
细胞。

ａ：转染４８ｈ后的胶质瘤细胞Ｕ２５１；ｂ：转染４８ｈ后的胶质瘤细
胞Ｕ２５１表达绿色荧光；ｃ：转染７２ｈ后的胶质瘤细胞 Ｕ２５１；ｄ：
转染７２ｈ后的胶质瘤细胞Ｕ２５１表达绿色荧光

图６　转染后的胶质瘤细胞Ｕ２５１镜下观察（×２００）

２．４　重组质粒转染人胶质瘤细胞Ｕ２５１ｌｉｖｉｎβｍＲＮＡ的表达
　　ＲＴＰＣＲ检测重组质粒转染人胶质瘤细胞Ｕ２５１后，细胞中
ｌｉｖｉｎβｍＲＮＡ的表达，见图７。采用随机区组方差分析显示，３
组之间表达差异有显著统计学意义（Ｆ＝１５２５．６，Ｐ＜０．０５），且
转染组分别与空载体组、正常对照组有显著差异（Ｐ＜０．０５），而
空载体组、正常对照组之间无差异（Ｐ＞０．０５），见表１。

２．５　重组质粒转染人胶质瘤细胞Ｕ２５１ｌｉｖｉｎ蛋白的表达
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测重组质粒转染人胶质瘤细胞 Ｕ２５１后，细
胞中ｌｉｖｉｎ蛋白的表达，结果见图８。采用随机区组方差分析显
示，３组之间表达差异有显著统计学意义（Ｆ＝３００．８，Ｐ＜０．０５），
且转染组分别与空载体组、正常对照组有显著差异（Ｐ＜０．０５），
而空载体组、正常对照组之间无差异（Ｐ＞０．０５），见表２。

! " # $
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１：ｍａｒｋｅｒ；２：正常对照组；３：空载体转染组；４：转染组
图７　重组质粒转染人胶质瘤细胞Ｕ２５１后，细胞中ｌｉｖｉｎβ　　
　　　ｍＲＮＡ的表达
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表１　重组质粒转染人胶质瘤细胞Ｕ２５１ｌｉｖｉｎβｍＲＮＡ的表达

正常对照组 空载体组 转染组

０．８３２６９９ ０．８０９９６７ ０．３１８８９３

０．８２４５４６ ０．８１４５６７ ０．３０９９１８

０．８３７８５４ ０．８２００４１ ０．２９４８７３

０．８４００１２ ０．８０９９９１ ０．３１００４５

０．８３７５１４ ０．８１５８７３ ０．３０８６２９

! " #
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１：正常对照组；２：空载体组；３：转染组
图８　重组质粒转染人胶质瘤细胞Ｕ２５１ｌｉｖｉｎ蛋白表达
表２　重组质粒转染人胶质瘤细胞Ｕ２５１ｌｉｖｉｎ蛋白的表达

正常对照组 空载体组 转染组

０．４２６６８８ ０．４５４６２６ ０．２６８１５３

０．４３７２１６ ０．４６２９３６ ０．２５４１３３

０．４４３９７８ ０．４５１４２２ ０．２５１７６４

０．４３２５３６ ０．４７０００１ ０．２４９８９７

０．４４４５７０ ０．４６０３１１ ０．２４８９７２

３　讨论

　　抑制基因表达目前多倾向于使用ＲＮＡ干扰（ＲＮＡ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）技术，是应用２１～２３个碱基大小的
小分子干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）在体
内高效、特异地阻断或者降低同源基因的表达，促使同

源ｍＲＮＡ降解，诱使细胞表现出特定基因缺失的表
型，从而抑制基因的表达，或者说是引发转录后基因沉

默（ｐｏｓｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇ，ＰＴＧＳ）。
　　由于 ｓｉＲＮＡ可以在不影响非特异性干扰素途径
的情况下抑制靶基因的表达，具有选择余地大和扩增

放大效应，只需微量特异的 ｓｉＲＮＡ即可产生明显的抑
制基因表达效果。但是 ｓｉＲＮＡ进入细胞后容易被降
解，２４ｈ后阻抑效果降低，其作用时间仅持续约７２ｈ，
因此作用时间短暂是其致命缺陷。为克服此缺陷，人

们设想利用载体介导 ｓｉＲＮＡ体内表达技术。其原理
是将ｓｉＲＮＡ对应的 ＤＮＡ模板插入载体，位于 ＲＮＡ聚
合酶Ⅲ启动子下游，在ＲＮＡ聚合酶Ⅲ作用下转录产生
含发夹状结构的 ｓｉＲＮＡ，即 ｓｈＲＮＡ［１］。设计针对靶基
因的ｓｉＲＮＡ模版 ＤＮＡ，将其与质粒连接后转染细胞，

ＤＮＡ模版在细胞内转录形成的 ｓｈＲＮＡ具有与 ｓｉＲＮＡ
同样的抑制靶基因表达的作用，这种作用可持续数月

之久［２］，并且可以突破细胞界限，在不同细胞间长距

离传递和维持，并可传递给子代。

　　目前国内外制备 ｓｉＲＮＡ的方法有很多种，包括化
学合成、体外转录、ＰＣＲ合成、构建 ｓｈＲＮＡ表达载体
等［３］。ＰＣＲ合成可以快速筛选到有效的的 ｓｉＲＮＡ，而
且由于ＰＣＲ产物表达框末端并限制性位点，使其更容
易被克隆到质粒或病毒载体中，形成ＰＣＲ产物表达框
表达载体［４］。本研究通过 ＰＣＲ方法成功获得了
ｌｉｖｉｎβｓｉＲＮＡ，并发挥了抑制 ｌｉｖｉｎβ基因表达的作用。
与其他方法相比，用 ＰＣＲ方法获得 ｓｉＲＮＡ速度快，适
用于快速筛选、研究特定基因，花费比较少，能有效抑

制目的基因表达［５］。

　　本实验所用载体为 ｐＧｅｎｅｓｉｌ１１线性化质粒。该
质粒具有绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）报告基因。与普遍使用
的酶类报告基因不同，ＧＦＰ具有以下优点：①易于检
测，不需加任何底物，只需紫外线或蓝光激发即可发出

绿色荧光。②相对分子量小，编码 ＧＦＰ的基因序列约
２．６ｋｂ，便于载体构建，不至于由于质粒过大影响转化
率。③大量表达对细胞无毒性。④将含有 ＧＦＰ与目
的基因的质粒转染细胞后，在荧光显微镜下可直接观

察转染是否成功及转染效率。⑤可以作为转基因细胞
移植后在体内的示踪剂，这将便于我们研究转染基因

细胞在体内存活和分化情况。随着人们对 ＧＦＰ研究
的深入，已经得到了许多 ＧＦＰ的突变型，如本实验中
采用的载体 －增强型绿色荧光蛋白（ＥＧＦＰ），其荧光
强度是ＧＦＰ的３５倍，而且在激发１６～２４ｈ后仍可稳
定表达荧光［６］。

　　因此，本实验构建的ｌｉｖｉｎβｓｉＲＮＡ表达载体ｐＧｅｎ
ｅｓｉｌ１１ｌｉｖｉｎβｓｉＲＮＡ，可允许目的基因与报告基因
（ＥＧＦＰ）同时以相同水平表达。直接可以在荧光显微
镜下观察表达载体转染是否成功及转染效率，得出本

实验转染效率约为６０．７％。并且经酶切、测序鉴定证
实本实验成功构建了ｌｉｖｉｎβｓｉＲＮＡ表达载体 ｐＧｅｎｅｓｉｌ
１１ｌｉｖｉｎβｓｉＲＮＡ，并在真核细胞即人胶质瘤细胞 Ｕ２５１
中能正常表达。应用 ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ等实验证
实ｐＧｅｎｅｓｉｌ１１ｌｉｖｉｎβ转染人胶质瘤细胞Ｕ２５１后，可以
在转录水平和翻译水平抑制ｌｉｖｉｎβ基因和蛋白表达。
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究结果表明病理分型、浸润情况、淋巴结转移程度为影

响胃癌根治术患者预后的独立危险因素。

　　病理分型对患者预后影响较大，赵刚等［１１］报道，

分化型腺癌、低分化腺癌、印戒细胞癌、黏液腺癌、未分

化癌的 ５年生存率分别为 ６１．６％、４３．９％、３０．９％、
２６．８％、０，差异具有统计学意义。本组结果表明，分化
型腺癌、低分化腺癌、未分化腺癌的５年生存率分别为
４０．４％、２４．４％、２３．５％，原因可能是本组未将印戒细
胞癌、黏液腺癌等特殊类型腺癌单独分析。肿瘤的浸

润深度也是影响患者预后的重要因素。沈承澜等［１２］

报道，浸润深度分别为 Ｔｉｓ、Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４的胃癌根治
术患者 ３年生存率分别为 １００％、９６．０％、８５．７％、
７１．３％、３３．３％。本组Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３、Ｔ４的５年生存率分
别为７８．４％、３８．２％、１９．２％、９．１％。除上述危险因
素外，大量研究表明，淋巴结转移情况也是影响患者预

后的独立危险因素。潘源等［１３］报道，无淋巴结转移、

第一站转移、第二站转移、第三站转移患者的５年生存
率分别为６１．７％、３８．４％、２４．４％、１９．０％。本组研究
采用ＵＩＣＣ的淋巴结转移分级方法，结果与其一致，
Ｎ０、Ｎ１、Ｎ２、Ｎ３的 ５年生存率为 ５５．０％、２６．９％、
１１．８％、０。由于浸润深度、淋巴结转移均为影响患者
预后的独立危险因素，因此根据浸润深度、淋巴结转移

情况、远处转移情况进行的ＴＮＭ是判断患者预后的重
要依据。除上述影响因素外，Ｍａ等［１４］报道肿瘤的

Ｂｏｒｒｍａｎｎ分型是影响患者预后的独立危险因素，本组
单因素分析结果与其一致，但 Ｂｏｒｒｍａｎｎ分型未进入
Ｃｏｘ多因素分析结果，需要进一步的研究证实。Ｃｈｅｎ
等［１５］认为切缘有无肿瘤细胞是判断患者预后的重要

依据，Ｋｕｃｕｋｏｎｅｒ等［１６］认为术前的辅助放化疗能够显

著提高患者的生存率，但均需要其他研究证实。

　　综上所述，病理分型、浸润情况、淋巴结转移程度
为影响胃癌根治术患者预后的独立危险因素，临床应

根据ＴＮＭ分期及病理分型判断患者预后，并给予合适
的辅助治疗。

［参考文献］

［１］陈千益，欧敬民，庄鹏远，等．进展期胃癌根治术患者预后危险因素

分析［Ｊ］．东南大学学报，２０１１，３０（６）：９０９－９１４．

［２］禹乐宾．老年胃癌根治术１２０例预后因素分析［Ｊ］．医学临床研究，

２０１１，２８（６）：１１２４－１１２６．

［３］ＣｈｏｕＨＨ，ＫｕｏＣＪ，ＨｓｕＪＴ，ｅｔａｌ．Ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｓｔｕｄｙｏｆｎｏｄｅｎｅｇ

ａｔｉｖｅａｄｖａｎｃｅｄｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒａｎｄａｎａｌｙｓｉｓｏｆｆａｃｔｏｒｓｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇｉｔｓｒｅｃｕｒ

ｒｅｎｃｅａｎｄｐｒｏｇｎｏｓｉｓ［Ｊ］．ＡｍＪＳｕｒｇ，２０１２，１０（１２）：４３４－４３５．

［４］ＬｕＺ，ＬｕＭ，ＺｈａｎｇＸ，ｅｔａｌ．Ａｄｖａｎｃｅｄｏｒｍｅｔａｓｔａｔｉｃｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｉｎ

ｅｌｄｅｒｌｙｐａｔｉｅｎｔｓ：ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ，ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｆａｃｔｏｒｓａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ

［Ｊ］．ＣｌｉｎＴｒａｎｓｌＯｎｃｏｌ，２０１２，２１（９）：２１９－２２５．

［５］杨宇红，赵宜良，张　涛，等．胃癌根治术后心理及饮食干预对患者

生活质量和复发等预后因素的影响［Ｊ］．中国肿瘤临床与康复，

２００７，１４（１）：８２－８４．

［６］吕亚军．胃癌根治术患者预后影响因素临床分析［Ｊ］．白求恩军医

学院学报，２０１２，１０（１）：４０－４１．

［７］魏翔宇，王　峰，高　阳，等．２８８例胃癌根治术后患者生存分析

［Ｊ］．西南军医，２０１１，１３（４）：６３０－６３２．

［８］ＬｉＦ，ＺｈａｎｇＲ，ＬｉａｎｇＨ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｐａｔｔｅｒｎａｎｄｒｉｓｋｆａｃｔｏｒｓｏｆｒｅｃｕｒ

ｒｅｎｃｅｏｆｐｒｏｘｉｍａｌｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒａｆｔｅｒｃｕｒａｔｉｖｅｒｅｓｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＳｕｒｇＯｎ

ｃｏｌ，２０１２，１０（２）：２３２－２５２．

［９］ＬｅｅＩＳ，ＹｏｏｋＪＨ，ＫｉｍＴＨ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｆａｃｔｏｒｓａｎｄｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅｐａｔ

ｔｅｒｎｉｎｎｏｄｅｎｅｇａｔｉｖｅａｄｖａｎｃｅｄｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＥｕｒＪＳｕｒｇＯｎｃｏｌ，

２０１２，１０（１２）：１２７５－１２７９．

［１０］王　振，李卫东，朱理玮．７１例胃癌根治术后复发类型及相关因素

分析［Ｊ］．天津医科大学学报，２０１２，１８（１）：９３－９５．

［１１］赵　刚，邱江锋，吴志勇，等．６０３例胃癌根治术的预后因素分析

［Ｊ］．中国癌症杂志，２００７，１７（７）：５５６－５５９．

［１２］沈承澜，沈振斌，陈伟东．影响胃癌根治术患者预后因素的分析

［Ｊ］．中国临床医学，２０１１，１８（５）：６４３－６４５．

［１３］潘　源，薛　强，梁　寒．３２０例胃癌根治术后预后因素的回顾性

分析［Ｊ］．中国肿瘤临床，２００８，３５（１３）：７３９－７４３．

［１４］ＭａＪＰ，ＣｈｅｎＪＨ，ＣａｉＳＲ，ｅｔａｌ．Ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｆｅａｔｕｒｅｓａｎｄｐｒｏｇｎｏｓ

ｔｉｃａｎａｌｙｓｅｓｏｆＢｏｒｒｍａｎｎｔｙｐｅＩＶｇａｓｔｒｉｃＣａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＺｈｏｎｇｈｕａＹｉＸｕｅ

ＺａＺｈｉ，２０１２，９２（３６）：２５３４－２５３７．

［１５］ＣｈｅｎＪＤ，ＹｕａｎＸＭ，ＣｈｅｎＷＪ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅ

ｒｅｓｅｃｔｉｏｎｍａｒｇｉｎｓｔａｔｕｓｆｏｒｉｎｔｒａｏｐｅｒａｔｉｖｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｓｅｃｔｉｏｎｍａｒｇｉｎｓｉｎ

ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈａｄｖａｎｃｅｄｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＺｈｏｎｇｈｕａＷａｉＫｅＺａＺｈｉ，

２０１２，５０（９）：８０６－８０９．

［１６］ＫｕｃｕｋｏｎｅｒＭ，ＡｒｐａｃｉＥ，ＩｓｉｋｄｏｇａｎＡ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐａ

ｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｏｐｅｒａｂｌｅｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒａｎｄｔｏｌｅｒａｂｉｌｉｔｙｔｏａｄｊｕｖａｎｔｒａｄｉｏ

ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．Ｎｅｏｐｌａｓｍａ，２０１３，６０（１）：１９－２５．

（编辑：周小林）

（上接第２５３页）
　　ｏｆｓｈｏｒｔｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡｓｉｎｍａｍａｌｉａｎｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００２，２９６

（５５６７）：５５０－５５３．

［３］ＢａｎａｎＭ，ＰｕｒｉＮ．ＴｈｅｉｎｓａｎｄｏｕｔｓｏｆＲＮＡｉｉｎｍａｍｍａｌｉａｎｃｅｌｌｓ［Ｊ］．

ＣｕｒｒＰｈａｒｍＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２００４，５（５）：４４１－４５０．

［４］洪　权，吴　镝，陈香美，等．利用 ＰＣＲ方法获得 ｓｈＲＮＡ抑制内外

源性基因的表达［Ｊ］．解放军医学杂志，２００５，３０（９）：８００－８０３．

［５］ＣａｓｔａｎｏｔｔｏＤ，ＳｏｂｅｒｅｒＬ．ＴａｒｇｅｔｉｎｇｃｅｌｌｕｌａｒｇｅｎｅｓｗｉｔｈＰＣＲｃａｓｓｅｔｔｅｓｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｎｇｓｈｏｒｔｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡｓ［Ｊ］．ＭｅｔｈｏｄｓＥｎｚｙｍｏｌ，２００５，３９２：１７３

－１８５．

［６］ＹａｎｇＴＴ，ＳｉｎａｉＰ，ＧｒｅｅｎＧ，ｅｔａｌ．Ｉｍｐｒｏｖｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎｄｄｕａｌｃｏｌｏｒ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｅｎｈａｎｃｅｄｂｌｕｅａｎｄｇｒｅｅｎｖａｒｉａｎｔｓｏｆｔｈｅｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ

ｐｒｏｔｅｉｎ［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，１９９８，２７３（１４）：８２１２－８２１７．

（编辑：杨　颖）

·６５２·




