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表达重组干扰质粒对Tea8 1 1 3细胞 c—erbB一2、 

Bcl一2基因表达干扰作用的实验研究 

季 平，张福军，李少林 

(重庆医科大学附属El腔医院颌面外科 ，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨表达重组干扰质粒(RNAi技术)对人舌鳞癌细胞株( a8l13)细胞中c—erbB一2、Bel-2基因表达的干扰效 

率。方法：按 siRNA设计原则设计针对 c—erbB一2、Bcl一2基因的Oligo DNA，体外化学合成 Oligo DNA，Oligo DNA退火、连接 、转 

化、筛选克隆，构建针对 c—erbB一2基因的表达重组 RNA干扰质粒(psiC1、psiC2、psiC3)和针对 Bcl-2基因的表达重组 RNA干 

扰质粒 (psiB1、psiB2、psiB3)，细胞脂质体转染 Tca8113细胞，Real—time RT-PCR的标准曲线、扩增曲线和熔解曲线的数据收集 

处理，采用荧光定量 RT—PCR方法检测重组干扰质粒对 Tca81 13细胞中c—erbB一2、Bcl一2基因表达的干扰效率。结果：实时荧光 

定量 RT—PCR方法检测 psiC1、siC2、psiC3质粒脂质体转染后 c—erbB一2基因的表达情况结果显示 psiC2、psiC3相对于对照组均 

有不同程度的干扰效果，psiC1相对于对照没有干扰效果。psiC2的干扰程度较大为 62．68％，psiC3的干扰程度较小为40．61％。 

DsiB1、psiB3相对于对照组无明显干扰效果，psiB2的干扰程度高达 66．20％。结论：针对 c—erbB一2、Bcl一2基因的表达重组 RNA 

干扰质粒 psiC2(gAgTCCCAACCATgTCAAA)、psiB2(CCgggAgATAgTgATgAA)能有效沉默 Tca81 13细胞中 c—erbB-2、Bcl一2基 

因的表达。 
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Silence the expression of c-erbB一2 and Bcl-2 gene 

in Tca81 1 3 cellline by rnai technique 

J／Ping,et 01 

(Department of Maxillofacial Surgery,the Stomatology Affiliated Hopital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the interfering efficiency of RNAi technique on the expression of c—erbB一2 and Bcl一2 oncogene in 

human tongue squamous carcinoma(Tea81 13)．Methods：The recombined RNAi plasmids for c—erhB一2 and Bcl-2 oncogene were consti— 

tuted by the four succussive steps—designing of Oligo DNAs，synthesis of Oligo DNAs， transfection of Oligo DNAs into pSUPER．neo+gfp 

vectors an d selection of positive plasmids． In order to silence the expression of c-erbB-2 and Bcl一2 oncogenes， the recombined RNAi 

plasmids were transfected into Tea8 1 1 3 cells by culturing together for about 1 0 hours， and the interfering efficiency of RNAi for the two 

oncogenes was evaluated by fluorescence-quantitative RT-PCR
． Results：Th e interfering efficiencies for c—erbB一2 oncogene were 62．68％ 

and 40．61％， respectively in psiC1、psiC2、psiC3， while the interfering efficiencies for Bcl-2 oncogene wetly．66．20％ and respectively in 

psiB1、siB2、psiB3．Conclusion：Th e reeombined RNAi plasmids of psiC2(gAgTCCCAACCATgTCAAA)for c—erbB一2 oncogene and of 

psiB2(CCgggAgATAgTgATgAA)for Bcl-2 oncogene can effectively silence the expression of c-erbB-2 and Bcl-2 oncogenes in Tca81 13 

cel1． 

【Key words l Recombined interfering plasmid；Liposomes transfection；Gene expression；Fluorescence-quantitative RT—PCR 

随着医学分子生物学的不断发展，基因分析技 
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术层出不穷，如：PCR技术、mRNA差异显示技术、 

FISH技术 、辐射性杂交、酵母双杂交技术、SELEX 

技术、基因打靶技术、转基因动物技术、反义寡核苷 

酸技术、RNA干扰技术、生物芯片及蛋白质芯片等。 

目前 ，RNAi技术已比较成熟并大量应用于各个领 

域研究。如应用 RNAi高通量研究基因组功能和信 
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图 I 干扰重组质粒构建图谱 
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表 I 重组干扰质柱的干扰靶基因序列和【)li I)、、序列 

嘎 

一 一 

M ● 

● ●  

H 

!  __ 

廊 止 ̈ 怀㈣却 =．三 ⋯钟 ⋯ 脚 ～ Ⅲ Ⅵ l二 ， ． ～ ． _二 n̈⋯ 一 ～ ⋯卅⋯ ⋯̈一一_．憾 ⋯ ⋯ 一 ～ 卅 ．． n 哪 三；⋯ 舭 舢州川 _二 扑 三三脞 限 _．三Ⅲ 对胞提n科世h_二 "物⋯披 l三 限 ● ̈ 州翁 ．商精 ，̈ 川  ̈幔 州雌” 二；娣m川呲 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


66 重 学 报 211116 第3I枯 第2期 {Oo⋯ of Chongqing Medical Unive rsity 2IH Vo[3I No 2) 

厂——_  『_- 

’J ， 
● 

●  ， 

【．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．!-_  

图 4 n A8II 细胞 转染 后荧 光照 片 

2．6 故排处 根 凳式叶算 ll l[妓半 I挑救书 =c 

址 一l扰目l】，刈 川 xI }* 

2 结 果 

2 I 重组 干扰盾粒 计 l 2量 嘲干扰 杖箍 

为 r榆 腧 _f{ A计 I 2 q均 扰 做 ．秉 

川 定撼 II H  I 『{，， 、榆 ． lJ’iBI iB2 ll'i 埙 

粒脂匝体转 】2 _j-I的 是一 情况 从 5 

6 茛2可 青⋯，psiBI psi F33川 F “正⋯ 

皿 I扰破 p~iB2的 f扰性腰J断达 6̂2I}q~ 

． 

《 J H 

Ⅲ 

,~illI 

¨I一 

． — ： 

丛 
囤 、 Ih,al i~tTi一 R分 析 I． ⋯III 2基因 的干扰 情况 分析 

f标 准 曲线 扩 增 曲线和 熔解 曲线 } 

图 l' 重组干扰质粒对I 一F l{_2基因干扰程度分析图 

表2 萤光定量 R'I I’‘R检测重组干扰质粒对 I 2基因的干扰效果 

I 拷 !／I I 】孵l I万舌家 禽垦 硒 雨 
I 661’-+c)2 j ,tlq 1mRl ：+【】̂ 5{u +n J 6

．221,：+Ol±I1．74 

1 98K+02 2 RIE+(m 7 05 f11 

021',+~11 2 q7『“ I 69E：4)1 6 )i
．+ ±60 H 

( l1： I )4  ̂ I f ：+02 

4．v211_l1I I 37 ) 3 ㈨ I 5I g+0I± Î 34 
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2．2 干扰重组质粒对 C—erbB一2基因干扰效果 

采用实时荧光定量 RT—PCR方法检测 psiC1、 

psiC2,psiC3质粒脂质体转染后 C—erbB一2基因的表 

达情况。从图 7、图8和表 3可以看出，psiC2、psiC3 

相对于对照组均有不同程度的干扰效果，psiC1相 

对于对照没有干扰效果。psiC2的干扰程度较大为 

62．68％，psiC3的干扰程度较小为 40．61％。 
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图7 Real-time PCR分析 C—erbB一2基因的干扰情况分析 

(标准曲线、扩增曲线和熔解曲线) 

图8 重组干扰质粒对 C—erb—B一2基因干扰程度分析图 

3 讨 论 

基因表达的调控是一个复杂而精细的过程，可 

以发生在 DNA水平的调控 ：如染色质的丢失、基因 

的扩增、基因重排、DNA甲基化、染色质结构改变； 

转录水平调控：转录起始复合物的形成、反式作用 

因子、转录起始的调控；转录后水平的调控 ：5 端加 

帽和 3 端多聚腺苷酸化、mRNA的选择剪接、mR— 

NA运输；翻译水平的调控；翻译后水平的调控 。 

对基因表达调控的研究分析可以针对不同的环节 

采用相应的技术进行，本实验采用 RNA干扰技术 

在转录后水平上对 目的基因进行开、闭并研究基因 

沉默后其表达产物 (产物蛋白质 )的变化 、细胞生 

理 、生命的改变。C—erbB一2基因过表达是因为 

erbB一2基 因放大 (gene amplification)以及 erbB一2 

基因转录表达水平升高，目前对于人的erb B一2基 

因的启动子结构区的序列进行分析 ，鉴定出了有关 

表 3 荧光定量 RT-PCR检测重组干扰质粒对 Bcl一2基因的干扰效果 

名称 拷贝 ／ILl 拷贝／；rl 相对每百万看家基因的含量 均值 -I-标准差 干扰程度 

对照 一1 8．20E+02 看家基因 1．30E+05 

对照 一2 7．46E+02 3．37E+05 

C1-a 7．33E+03 2．94E+06 

C 1-b 2．77E+04 2．62E+06 

C2一a 7．73E+02 3．84E+05 

C2一b 1．02E+03 8．75E+05 

C3-a 5．23E+03 3．08E+06 

C3一b 2．47E+o3 1．68E+o6 

标准品 6．00E+02 

6．00E+03 

6．00E+04 

6．00E+05 

6．00E+06 

6-31E+03 

2．21E+03 

2．49E+03 

1．06E+04 

2．01E+03 

1．17E+03 

3．58E+03 

1．47E+03 

4．26E+03-i-2899．13 

6．53E+03-．I-5734．64 无效 

1．59E+03-I-593．97 62．68％ 

2．53E+03-i-1492．00 40．61％ 
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erb B一2基因表达活动有关的基础表达(basalexpres— 

sion)~liN节表jz-~(regulatedexpression)的结构元件，发 

现 erb B一2基因的 5 一末端非翻译区的核苷酸序 

列中转录因子结合的核苷酸序列，与高度保守的转 

录因子识别与结合的核苷酸序列具有高度的同源 

性。人 erb B一2基因的转录可从两个相距很近的转 

录起始位点开始转录，第一个位于 一179、一178和 

一 177nt位点，第二个则位于TATA盒式结构上游 25 

个核苷酸的位点上，即 ⋯204 200nt的位点上。有 

关 erb B一2调节性表达的元件以大鼠的 erb B一2基 

因进行了较为详细的研究，利用基因的缺失突变、 

凝胶迁移率以及突变分析，发现了多个具有抑制性 

作用的位点结构以及具有激活作用的位点结构。人 

erb B一2基因的 一526—一516核苷酸序列即为其增 

强子 (enhancer)序列结构，是 pRB肿瘤抑制蛋白转 

录抑制作用的一段靶序列，同时也是 neu基因自身 

调节(autoregulation)的一个作用位点。在 erb B一2 

基因翻译起始位点上游 285～279nt之间的核苷酸 

序列，是为腺病毒 E1A蛋白抑制 erb B一2基因转录 

活动的一段靶基因序列。有研究表明从乳腺癌细胞 

核中提取的核蛋白中，发现核蛋白转录因子 OB2—1 

可与 erb B一2基因序列中CTGCAGG核苷酸序列进 

行结合导致 erb B一2的表达水平显著升高，对于人、 

大鼠和小鼠的 erb B一2基因序列进行比较，发现 

RVF增强子序列，GGA重复序列(能与 erb B启动子 

序列XSb)以及转录因子 Spl、OTF一1、、AP2和 FATFI 

结合的特异性序列，都是高度保守的核苷酸序列 101。 

在试验当中我们依据人 erb B一2基因的一526～ 
一 5l6核苷酸序列即为其增强子 (enhancer)序列结 

构、RVF增强子序列，GGA重复序列(能与 erb B启 

动子序列互补 )以及转录因子 Spl、OTF一1、AP2和 

FATFI结合的特异性、高度保守的核苷酸序列的基 

因结构特点，设计针对 c—erbB一2目的基因的三个 

靶位点 siRNA并构建重组干扰质粒 psiC1、psiC2、 

psiC3，荧光定量 RT—PCR方法检测 psiC1、psiC2、 

psiC3质粒脂质体转染后 C—erbB一2基因的表达情 

况，结果显示：psiC2、psiC3相对于对照组均有不同 

程度的干扰效果，psiC 1相对于对照没有干扰效果， 

psiC2的干扰程度较大为 62．68％，psiC3的干扰程度 

较小为 40．61％。 

bcl一2含 3个外显子，其中外显子 2和外显子 3 

的一小部分序列共同编码蛋白序列。因内含子 2剪 

接方式的不同，可编码两种 mRNA，即bcl一2a及 

bcl一2b，但似乎只有 bcl一2a有生物学活性。尽管 

bcl一2基因激活的主要机制是基因的易位，但也存 

在点突变及基因扩增。而 bcl一2基因扩增则会导致 

相应蛋白大量表达【“ 。在试验当中我们依据 bcl一2 

三个外显子特异性 、高度保守的核苷酸序列的基因 

结构特点，设计针对 bcl一2目的基因的三个靶位点 

siRNA并构建重组干扰质粒 psiB1、psiB2、psiB3，荧 

光定量 RT—PCR方法检测 psiB1、psiB2、psiB3质粒 

脂质体转染后 bcl一2基因的表达情况 ，结果显示 ： 

psiB1、psiB3相对于对照组无明显干扰效果，psiB2 

的干扰程度高达 66．20％。 

上述结果表明RNA技术构建的重组干扰质粒 

能有效沉默 c—erbB一2、Bcl一2基因表达 ，但 RNA干 

扰只是对基因进行敲低 (即对基因表达进行开、闭， 

保持了基因结构的完整性和稳定性 )而不是敲除， 

由于靶序例的选择是经验性 (常采用鸟枪法 )、随 

机性 ，干扰效率变化范围较大 ，最高可达 90％ 

～ 95％，干扰效率的高低受 siRNA设计靶序列针对 

性、基因结构、染色质的构相、siRNA是否为化学合 

成、转染方式 、实验操作是否规范等诸多因素的影 

响，其中设计靶序列 siRNA最为关键【“，121。 
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程度上提示 p16基因甲基化可能参与了肿瘤的转 

移。有学者认为在检测 p16基因甲基化时只涉及了 

第一外显子的甲基化情况 ，并未检测全部上游启动 

子区域，而这些区域与基因的表达更相关【31。张静⋯1 

等人提出在检测 p16基因甲基化时应多检测几个 

酶切位点，以更具说服力，本实验只检测了 p16基 

因中第一外显子内的全部酶切位点，包括两个 Hpa 

Ⅱ位点和一个 Sac II酶切位点，虽然该区域与 p16 

基因的转录表达有密切关系，但不是 p16基因全部 

上游启动子区域，要更加明确 p16基因甲基化在原 

发性乳腺癌中的作用，尚需作进一步研究。 

通信作者：张 ~(Email：zhanghui200157@sina．com)，重庆医 

科大学病理教研室 

第一作者现工作单位：常州市肿瘤医院病理科 
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