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RNA干扰抑制 STAT6基因表达的初步研究 

刘丹丹，符 州，田代印，杨 琴，王莉佳 

(重庆医科大学附属儿童医院呼吸科，重庆 400014) 

【摘 要】目的：构建针对信号转导子和转录激活子6(Singnal transducers and activators oftranscription 6，STAT6)基因的干扰质 

粒，并观察其对 STAT6蛋白表达的抑制效果。方法：将构建的短发夹干扰质粒(Shorthairpin RNA，shRNA)表达载体 ，与合成的 

plRES2一EGFP—STAT6基因表达质粒共同转染 COS7细胞，荧光显微镜下观察干扰效果 ，并利用 Western blot观察蛋白表达的变 

化。结果：将 pIRES2一EGFP—STAT6重组载体转染 COS7细胞后 ，结果显示 STAT6蛋白可以在细胞中高水平表达；与阴性对照组 

相比，STAT6 shRNA一1干扰组和 STAT6 shRNA一2干扰组 STAT6蛋白表达水平分别是 23．1％和 9．6％。结论：成功构建并筛选到 

具有显著干扰效率的 STAT6干扰质粒，为哮喘的基因治疗研究奠定了基础。 
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The study on gene silence of STAT6 gene by RNA interference 

LIU Dan-dan，et al 

(Department ofRespiratoryDiseases， Children’s Haspital，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To construct the recombinant plasmid expressing STAT6 shRNA and observe the effects of RNAi suppressed STAT6 

gene expression．Methods：shRNA and pIRES2一EGFP—STAT6 plasmid were cotransfected into COS7 cell，tO investigate the suppression 

effect of shRNA on STAT6 under fluorescent microscope．This effect was confirmed by Western blot at protein expression leve1．Results： 

STAT6 protein exhibitited high expression in COS7 cells after transfecting pIRES2一EGFP—STAT6 plasmid into COS7 cells alone ； 

compare with the negative group．the level of the STAT6 protein in the two shRNAs group were 23．1％ and 9．6％ ．Conclusion：STAT6 

shRNA were successfully constructed．This technique deserves further study as a potential therapentic tool for asthma． 
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哮喘是以气道高反应性和慢性气道炎症为特征的变态 

反应性疾病。Thl功能下降，Th2功能亢进是目前比较公认的 

哮喘免疫学发病机制。最近研究表明 STAT6通过 JAK—STAT 

信号转导途径介导细胞 因子 IL一4、IL一13诱导的基因表达， 

在 Th2分化中起至关重要的作用，并参与促进抗体 Ig—E的 

产生和转换l】1。由于 STAT6基因特异性调控 _rh细胞向 Th2 

分化 ，因此我们选择 STAT6基因作为哮喘治疗的候选基因。 

目前对 STAT6基因尚未报道获得高效且特异性的 SiRNA序 

列，本研究通过构建并筛选 STAT6干扰质粒 ，为哮喘的治疗 

和预防研究提供理论基础。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

pIRES2一EGFP—STAT6真核表达质粒由本课题组之前构 
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建，大肠埃希菌 DH5a南重庆医科大学儿研所免疫室提供， 

COS7细胞购 自昆明细胞库，pGenesil一3质粒表达载体购自 

武汉 晶赛公司。质粒大抽试剂盒购 白天根公司 ，Lipofee— 

tamine 2000购 自美国Invitrogen公司，蛋白提取试剂盒购自 

凯基公司，ECL检测液购 自凯基公司，抗 STAT6多克隆抗体 

购自cell signaling公司。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞的培养及转染 COS7细胞在含 10％血清的 

DMEM培养液 ，37 oC，5％CO 饱和湿度环境条件下连续培 

养。转染前 1 d，将处于对数生长期的细胞传代，接种于T25 

培养瓶，培养过夜，次日进行转染。具体操作方法按照说明书 

进行。 

1．2．2 pIRES2一EGFP—STAT6真核表达质粒在 COS7细胞中 

的表达 测序鉴定确证后将构建的 plRES2一EGFP—STAT6 

质粒进行脂质体转染 COS7细胞 ，转染后 24、48、72 h利用荧 

光显微镜观察镜下绿色荧光蛋白的表达情况。72 h后收集细 

胞提取蛋白，Western Blot检测 STAT6蛋白的表达。 

1．2．3 shRNA的设计和构建 根据 siRNA的设计原则和小 

鼠STAT6编码序列(NM一009284)，利用 ambion公司提供的 
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固相萃取 一反相高效液相色谱法测定大鼠血浆中羟基积雪草 

苷的浓度 

谭欣玮，刘颖菊，朱丽莎，高丽佳 

(重庆医科大学药学院药理教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：建立大鼠血浆中羟基积雪草苷测定的高效液相色谱法。方法：同相萃取法对样品进行纯化处理后，选用welchrom-C。。 

柱(250mm×4．6mm，5 in)，水 一乙腈(24：76)为流动相测定药物含量；流速：1．0ml／min；紫外检测波长：225 nm；柱温：30~C；内 

标 ：葫芦素 B。结果：在此色谱条件 F，羟基积雪草苷和内标葫芦素 B的保留时间分别为 5．11 min和 8．14 min。线性范围为 5 

g／ml～1．5 mg／ml(r=0．999 8)，山壶低检测浓度为 1 g／ml。方法回收率在 90-21％～95．65％，提取回收率在 80．65％～87．04％。 

日内与日间精密度的 RSD在 1．31％～3．07％(n=5 o结论：该检测方法简便可靠，选择性和重现性好，符合常规生物样品检验 

的要求，可用于羟基积雪草苷在大鼠体内的药代动力学研究。 

【关键词】羟基积雪草苷；固相萃取；高效液相色谱法 
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Determination of madecassoside in SD rats plasma by solid—-phase extraction 

RP—HPLC 

V xin-wei，et al 

(Department ofPharmacology，College ofPharmacy，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To establish a method for madecassoside determination by solid—phase extracti0n RP—HPLC in SD I_ats D1asma
．  

Methods：The sample was cleaned with an Strata—X solid—phase extraction
． HPLC conditions were as foilows：We1chr0m—C 1 8 column 

(250 mm x 4．6 mm，5 m)，water-acetonitrile(24：76)as mobile phase(finw rate：1．0 ml／min)，cucurbitacin B as intema1 standard
． 

detection wavelength of 225 nm，and eoluH／n temperature of 30℃
． Results：In this situation，t remaining times 0f the madecassoside 

and cucurbitacin B were 5．11 min and 8
．14 rain，respectively．The linear range ofthe method was 5 g／ml～1,5 mg／ml (r=O．999 8)． 
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The low limit of detection was 1 g／m1．The method recoveries 

an(i the extraction recoveries were 90．2 1％ ～95．65％ and 80．65％ 

～ 87．04％ ．respectively．The within—day RSD and between—day 

RSD were between 1．31％ 一3．07％ (n=5)．Conclusion：The 

异就可能直接影响干扰的效果和特异性 。由于靶 mRNA的空 

间构像、位点等存在差异，导致并非所有的ShRNA产生的小 

干扰 RNA均可对靶 mRNA产生有效的的RNA干扰效应[71。 

本研 究成功 的构建 并筛选 到具有显著干扰效率 的 

STAT6干扰质粒，这为 RNA干扰技术应用到哺乳动物奠定 

了实验基础，对进一步观察 RNA干扰技术在治疗哮喘中的作 

用具有重要意义，同时为哮喘的治疗和预防提供了新思路。 
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