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小鼠MK基因siRNA重组腺病毒载体的构建及鉴定 

杨根岭，张晋平，徐 倩，谭冬梅，赖国旗，谭 毅 

(重庆医科大学实验动物中心，重庆 400016) 

【摘 要】目的：构建小鼠肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体的死亡受体(Mouse killer，MK)基因干扰 RNA(Small interfering RNA， 

siRNA)重组腺病毒并在小鼠子宫基质细胞中鉴定其干扰作用。方法：人工合成靶向MK的siRNA干扰序列 ，将其克隆到穿梭载 

体 pSES—HUS上，并与腺病毒骨架质粒 pAdeasy一1在 BJ5183细菌中进行同源重组 ，得到 pAdeasy—SES—HUS—MKsiRNA，在 

HEK293细胞中包装并 扩增腺病毒颗粒。用纯化后的腺病毒混合液感染原代培养的小鼠子宫内膜基质细胞 ，RT—PCR及 

Western Blot检测基质细胞 中 MK的 mRNA及蛋白表达水平。结果 ：Adeasy—SES—HUS—MKsiRNA混合液均效价为 6．8 X 10n 

pfu／ml，感染原代培养的小鼠子宫内膜基质细胞48 h后，MK的 mRNA及蛋白水平均显著下调。结论：构建的MK干扰表达腺病 

毒能有效地抑制 MK基因的表达，为进一步研究 MK在小鼠子宫基质细胞的功能提供了有效的工具。 
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Construction and identification of mouse killer gene siRNA recombinant 

adn0VlrnOVIUS 

Yang Gen—ling，et al 

(LaboratoryAnimal Ceriter，ChongqingMedical University) 

【Abstract]Objective：To construct the recombinant adenovirus carrying a short interfering RNA (siRNA)targeting MK (mouse killer) 

gene and identify its inhibitive effect in mouse uterine stromal cells．Methods：The siRNA sequence targeting MK gene was synthesized 

and cloned into the shuttle plasmid pSES-HUS to generate the vector pSES-HUS-MKsiRNA， which was later homogenously 

recombinanted with the adenovirns backbone plasmid pAdeasy一1 in Ecoli BJ5183．Then the recombinant adenovirus was transfected into 

HEK293 cells to be packaged and amplified．The primarily cuhured mouse stromal cells were infected with this purified adenovirus and 

the expression levels of MK mRNA and protein were detected by RT-PCR and Western Blot．Results：The recombinant adenoviral vector 

containing MK siRNA was correctly constructed with an average titer of 6．8 X 10“pfulmL．Both the MK mRNA and protein levels were 

signifcantly decreased in the uterine stromal ceils after 48 hours of infection with MK siRNA recombinant adenovirns．Conclusion：The 

generated recombinant adenovirus Adeasy-MK-siRNA was demonstrated to significantly abrogate the expression of MK at mRNA and 

protein level in mouse uterine stromal cells． 
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TRAIL(TNF related apoptosis inducing ligand)是 TNF家 

族成员 ，能够通过内源性(线粒体 )和外源性(死亡受体)两 

种途径诱导肿瘤细胞凋亡而不会对正常组织细胞的生长产 

生影响，因此近年来被认为是一种极具潜力且安全的抗肿 

瘤因子⋯。TRAIL通过靶细胞表面的受体来执行其功能 ，在 

人类已发现有 5种 TRAIL受体[21，DR4、DR5、DcR1、DeR2和 

OPG(Osteoprotegerin)，其中 DR4、DR5为死亡受体，含胞内死 

亡结构域(Death domain，DD)和依赖 Caspase途径的凋亡信 
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号的识别结构。DR5(Death receptor 5)是 1997年 Pan等克隆 

发现的含有死亡结构域的 TRAIL受体 ，属于 I型膜蛋白，可 

与 TRAIL结合诱导细胞凋亡。近年来发现一些抗 DR5单抗 

特异性地作用于 DR5，与 TRAIL一样通过细胞内凋亡途径 

诱导肿瘤细胞凋亡 ，它既不受 TRAIL其它受体及护骨素的 

影响，同时 ，在体内比TRAIL更稳定 。在小鼠也发现 5种 

TRAIL受体 ，其 中TRAI的死亡受体(Mouse killer，MK)与人 

类的DR5是同系物，是唯一可诱导细胞凋亡的TRAIL受体。 

本课题组在前期工作中发现 MK在小鼠胚胎植入后的子宫 

上皮细胞及蜕膜基质细胞中呈高表达，推测 MK在小鼠蜕膜 

过程中对上皮细胞和蜕膜细胞的增殖和凋亡具有一定作用， 

进一步推测MK可能在胚胎植入过程中发挥着重要作用。为 
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了更好研究 MK在胚胎植人过程中的作用，我们设计针对小 

鼠MK基因的有效干扰序列，构建重组腺病毒干扰载体，并 

用“鸡尾酒”的方法在小鼠子宫内膜基质细胞中检测其干扰 

效果，为研究胚胎植入过程中胚胎滋养层细胞对子宫内膜的 

适度侵袭提供了有效的工具。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

清洁级昆明小鼠，6-8周龄，体量 20 25 g，由重庆医科大 

学实验动物中心提供，合格证号为[SCXK(渝)2007—0001】；载 

体 pSES—HUS，pAdeasy一1由重庆医科大学生物化学与分子生 

物学教研室和重庆医科大学感染性疾病分子生物学教育部重 

点实验室惠赠；限制性内切酶蹄 I、Kpn I、EcDR V、T4 DNA 

连接酶、Taq聚合酶、DNA Marker、dNTP、RT-PCR试剂盒均购 

自Takara公司，MK的干扰序列，MK引物和 B—actin内参引 

物由Takara公司合成；限制性内切酶Pac I和 e I购自 

New Eng land Bio Lab公司 ；DNA纯化试剂盒购自Omega公 

司；质粒提取试剂盒购 自Promega公司；LipofeetamineTM2000 

Reagent转染试剂盒、TRIZOL、DMEM／F12无酚红培养基 、活 

性炭处理胎牛血清和胶原酶购自Invitrogen公司；膜蛋白提取 

试剂盒购 自凯基生物发展有限公司；MK多克隆抗体、 

13-actin山羊抗小鼠多克隆抗体购自Santa Cruz公司；辣根酶 

标记兔抗山羊二抗购自京中杉公司；ECL化学发光法检测试 

剂盒，购自碧云天公司。应用 Dharmaeon’siRNA Design软件 

设计了 3个针对 MK基因(NM一020275)的潜在的 siRNA靶 

点的干扰序列，与一个随机序列 control(表 1)。 

1．2 方法 

1．2．1 pSES—HUS—MK siRNA载体的构建 将靶向MK的于 

扰序列与对照(见表 1)退火成双链 DNA片段后，分别克隆到 

I酶切 、纯化后的pSES—HUS质粒中，转化 DH5仅后，氨 

苄青霉素选择性培养基筛选阳性克隆，用 U6和反义引物进 

行菌液PCR，筛选出目的干扰质粒 。限制性内切酶勋n I和 

V双酶切鉴定正确后送测序，获得含小干扰 RNA(siR— 

NA)表达框的腺病毒穿梭质粒pSES—HUS—MKsiRNA(图 1)。 

1．2．2 pAdeasy—SES—HUS—MK siRNA．pAdeasy—SES—HUS— 

control与 pAdeasy—SES—HUS载体的构建 用 EaCh法将 

pAdeasy一1转化到 BJ5183感受态大肠杆菌中，然后将 

pSES—HUS—MKsiRNA、pSES—HUS—control、pSES—HUS质 粒 

用P e I酶切、线性化后，分别转化到BJ—easy感受态细菌 

中，卡那霉素与链霉素抗性培养基筛选阳性克隆，提取质粒 

Pac I酶切鉴定。鉴定正确的质粒转化 DH5a感受态细菌，提 

取质粒、纯化备用。 

1．2．3 重组腺 病毒的包装与病毒滴 度测定 重组质粒 

pAdeasy—SES—HUS—MKsiRNA用Pac I酶切、纯化后回收，按 

照 LipofectamineTM2000 Reagent转染试剂盒说明书转染融合 

度为 50％～70％的 HEK293细胞，12～14 d后收集细胞，一80℃ 

与37℃反复冻融4次，裂解细胞以收获原始病毒颗粒，用病 

毒颗粒继续感染HEK293细胞使病毒大量扩增。重复上述步 

骤，最终收集3轮扩增的病毒上清液，经氯化铯梯度离心纯 

化，参照 Kaneto等[61的方法进行滴度测定后，分装保存于 

一 80％备用。 

1．2．4 小鼠子宫原代基质细胞的分离培养及病毒感染 雌 

雄小鼠按2：1自然合笼，次晨发现阴栓者记为妊娠第 1 d。参 

照 Bany等17]方法，将妊娠4 d小鼠子宫纵向剪开后，剪成 4 

mm x 4 mm片段 ，用 25 mg／ml胰酶和 6 mg／m1分散酶在 4~C 

和室温条件下分别处理 1 h，用移液枪吹打组织块，吸去含上 

皮的上清液，剩余组织用 0．5 mg／ml胶原酶 37℃处理 30 rain， 

450 g离心7 rain，收集沉淀中的基质细胞，培养于含 10％热 

灭活胎牛血清的无酚红 DMEM培养基 2 h后 ，更换培养基， 

当基质细胞融合度达到 70％一80％时进行转染。试验设 

pAdeasy—SES—HUS—MKsiRNA干扰组 、pSES—HUS—control对 

照组和空白对照组，感染48 h后收获细胞进行检测分析。 

1．2．5 RT—PCR检测基质细胞 MK mRNA水平变化 基质细 

胞感染重组腺病毒48 h后，提取细胞总RNA，紫外分光光度 

计测定总RNA浓度，按照TaKaRa RT—PCR试剂盒进行反转 

录后，进行 PCR反应。MK的上下游引物分别是：5’一CCCA 

GCCCATAATCGTCC一3’、5’一ATGCCAAGATGCCCAAGC一3’。 

反应产物长度为379 bp；内参 B—actin的上下游引物分别是 

5一’AGCCATGTACGTAGCCAT一3’、5’一CTCTCAGCTGTGGTG 

GTGAA一3’，反应产物为 228 bp。反应条件为：94oC预变性 5 

min，94℃ 30 S，55℃ 30 S，72℃30 S，共 30个循环，最后 72℃ 

表 1 MK潜在 siRNA靶点及对照寡核苷酸序列 






