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表达 HPV一16 E6基因siRNA真核载体的 

构建及体外转染效率鉴定 

成海恩 ，张 溢 ·，张翠莉 ，石 华 ，潘巍巍 ，易发平 ，马永平 ，宋方洲 

(重庆医科大学 1．基础医学院生物化学与分子生物学教研室；2．公共卫生学院生殖医学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：采用RNA干扰技术选择性的沉默宫颈癌ca ski细胞株中HPV一16 E6基因的表达?为观察HPV一16 E6基因的 

小干扰片段能否在 Ca Ski细胞特异性的抑制 E6基因的表达，构建能在哺乳动物细胞中表达 E6小干扰 RNA的真核表达质粒， 

并观察其转染效率。方法：根据 HPV一16 E6基因序列，设计特异性的小干扰片段，并将其定向克隆到带有卡那霉素抗性和增强 

绿色荧光蛋白的真核表达载体 pGenesil—l上，将其转染至 ca ski细胞中，观察荧光表达，鉴定其转染效率 结果：通过酶切鉴定 

和序列测定，成功的构建二条表达小干扰 RNA的质粒及其阴性对照质粒，并成功的转染到 Ca Ski细胞株中，转染效率达到 

50％以上 结论：siRNA真核表达载体的构建及体外转染的成功为下一步研究奠定了良好的基础。 
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Construction of H PV1 6 E6 si RNA expressing recombinants and identification of 

transfection efficiency in vitro 

CHENG Haien，et al 

(Department of Biochemistry and Molecule Biology，College of Basic Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To silence the expression of HPV16 E6 gene in Ca Ski cell line with RNA interference technique．In order to un— 

derstand ifthe HPV16 E6 siRNA could inhibit the expression ofE6 gene specifically，recomhinant eukaryotic vectors were constructed and 

transfected into Ca Ski cell line．The transfection efficiency was observed．Methods：According to the sequence of HPV 1 6 E6 gene，the E6 

siRNA was designed and cloned into the EGFP reporter plasmid pGenesil-1， and then transfected into CaSki cell line． The fluorescence 

expression was observed and the transfection efficiency was identified．Results：Two siRNA expressing recombinants and the correspond— 

ing negative control vector were constructed and transfected into Ca Ski cell successfully， and the transfection efficiency achieved about 

50％．Conclusion：The construction of recombinant E6 siRNA eukaryotic vectors and transfection of them into Ca Ski cell line success—— 

fully established a favourable foundation for further study． 

【Key Words】HPV 1 6 E6 gene；RNA interference；Transfection 

宫颈癌的发生和发展与人乳头瘤病毒 (hu— 

mall papillomavirus，HPV)，特别是 HPV一16和 18 

型的感染密切相关⋯。HPV一16感染引起的宫颈癌 

主要与病毒癌基因 E6和 E7有关，E6癌基因编码 

合成的 E6蛋白可以与 P53蛋白相结合 ，加速 P53 

经泛素介导的途径降解，从而使 P53抑制细胞生 

长及促进凋亡的作用丧失 ，使细胞中 DNA损伤累 
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积，从而诱导宫颈组织癌变。分子检测显示绝大多 

数宫颈癌患者以前感染过 HPV，在肿瘤组织中能 

检测出病毒的 DNA。因此，HPV16的 E6基因可能 

是宫颈癌基因治疗的一个较为理想的靶标之一 。 

本实验通 过结合生物 信息学工具设 计并选 择 

HPV一16 E6基因特异性的小干扰 RNA (small in— 

terferece RNA，siRNA)，把它克隆到真核表达质粒 

上，体外转染到宫颈癌 Ca Ski细胞株中，并通过优 

化实验条件来提高转染效率 ，为进一步研究抑制 

宫颈癌 Ca Ski细胞株中 HPV一16 E6基因的表达 

奠定基础 
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圈 I I—f i I1 l空载体图及其多克隆位点 
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剐账精 

1 4 重龃栽佳的酶切坚连 

每个 平板挑取 3个 克隆 于 5ml禽卡扣 霉素 【25n,／du1) 

llI{蚺养基- ．37 ：摇睐生长2—4h至菌随混浊．提取曩粒做 

酶切鉴定 ：鼋维质粒抒 引硐 Hind111，Ee,-,RI和 BmnH1+19-oR1 

双酶 Pgen⋯dl I质粒的多兜隆位点 M( s 1见罔 1̂ ．牲 

mmHI和HⅢrtIll之间有 l PsiI酶 位点．绎酶切后这闯 

个位点失去 在捕A的 bi的墓蚓．14暇 里．我们跫 r了一个 SalI 

的酶明f立妊．插 在̂质粒1]I lII柏 盛抑川 和HindI11之 

间．如若插^正确，就能做Sail酶【j=Jili 1条约400bp的 DNA 

小带．网此我们分别用s l和 Pstl进f r嗨切喀定 男外我们 

也分别刖 H 卅，TI T． >Ill和 BamH1．E(·oRl积嗨 叼 若 雁粒重 

组ll：确．会在多克隆位 n0 BamH T和Hind川间多出60hp 

片段．在逛端选择 E r'oR1分驯与t!amH1和H,'nd 1̈进行驳酶 

剀会 }{现大 、差异的片段l嘲III 1 对嗨切蝼定正确的质粒 

送蛰司N J 一鉴定iE确的克隆进 7f~-'种和质粒的大量抽提 

舒别命名为1}( il一( H1．i,{；i-i i卜CH2．pGel1 il HK 

I 5 细胞培养和转染备件的位化 

培养使用 DMEM蚺养基，I c 昝情牛 清．371：．5％CO 

孵稚孵育．姆隔 2天换 1状液 将卸{_咆种植 于96孑L扳，密度 

为 l×I(r坶孔，当钏胞∞汇台度约 70％～80c．~／1．j"．即刈进 r转 

染 转染操怍前 l 培养壁搀为 舍』Ill浦和抗生素的DM EM 

培摔些 分别将质粒与1 ip· kLrtline 2000抒别按照质量0 

体祝H二【 I、1：2 I：3．t：4．1：5的比慨{电台 章韫孵育 20mit1 

后 将此混合牛坷加^到培养极中．转染 6h后型换为含 1092血 

清的1)MEl、1培养 丹圳在转 后 24h．48h 7211在荧光 

微镜 F计数表达荧光的蛐咆的数 ．确定转 率 每个比洲 

做4个复孔．计算平均值 转染散率 =表述荧光曲细胞数， 

汁数的 胞总数 ×【【H)％ 

1 6 细胞转染 

将细胞转到 24孔板巾使 l胞翳为5×1 ，用岔10％胎 

牛血清的DMEM培养臻在37 ．5％ ．n!孵箱培养．当细胞 

汇台度达到70q'k：研捷成不禽血漪n0 I)MEM培养羼，培养过 

使 将质糙 『]N̂ 3 g加人到511txl的无血清 D",tE"4中c每 

亍L ．Lil~deetamine2(gg)每 孔 3 J肛 到 50 I的 尤 血 清 

DMEM中 轻轻混 ．室温救置 5min后将 一者混合在一起 

混三J．窀温放置 20min后即lit,',lrl凡到细胞叶1．轻轻混匀 转 

’舌换液，48h后荧光 微镜下现察结果 

I 7 统计学分析 

结果川 检验进行统计学好析 

! 结 果 

2．1 siRNA表达载傅的构建 

siRNA退火后与线 性化的 pf；ensil—I载体连 

接 ，重组子转化火杆菌 DH5 ，转化 l 8h后卡耶抗 

性平板 除阴性对照外．其余平板均可_脱察到有菌 

落的生长 挑取『jH性克降提取质粒．将匝粒用晦}刀． 

4(101, 

34bp 

"

vl1 Ma,'ker I～7001 F 55 X1．350(I 201~1 l000 5{Xl：M2： M i k i Ill 20(岫 

2000 I[X10 750．500 250 IIKI； 

1]；nld L．4． - 廿 匀 -llsiI【：Ft1 1 【 l一【Ft2， l—1]K 挂 

--川 手{1 IlindlI【雌 f̂}罚 ： 

Rand 2．5，R： 舒 圳 ～ l ；ell*il—t FI1 p n；ell~iI-(}12 11I；,msil—ttK 技 

千̈ H．u~,HI键晦切； 

Band 3．6 ：圩5=j1． ；enid一(川l 『-l；en ll C；112．1,1；̈ I l{K毫戴悼 

图 ! lI{、～表达质粒的双酶切鉴定 

可看到切下的小片段大小有差异I虼囝2 J 

为进一步确认小片段 经正确连接．我们分别 

J P'siI千f1 Sa]l进行单酶切鉴定 质糙 Pgenesil一1具 

有 1)．41 n々耐切位点，晦该能够做PstI昕酶切．而捕 

人日的基 I片段之后，I％11 I酶刎位点被取代．故不能 

被 Ps1I所酶 在插人的目的 片段罩．我们设计’ 

r一个 Sail的酶切位． ，插／＼在匝秕Pge r,esil—l的 

BamHl和 Hiad】lI之间．蟊u若捕八正确，就能被 Sail 

酶叼f̈一 条约400hp的 1)、A小带；经酶切鉴定分 

析，质粒 I1I；ensiI-CH1、p(；en．qI-cH2、 ensiI—FtK符 

合没讣要求l见罔 3) 送转化菌液测序．洲序结果 

4ootW 

1．4 pl isil一4 311 pi；ensil—CH2丹*Ⅲj SaJI t'ttibJ 

2 5：pl；ensil一‘．Hl I I；ensil—I 112苛 Hj Pstl单略哪 

3．̂ ：I,Gen il一(2t I、p(；ensil—C FI2空 质札 

图3 重组质粒的~'iaJI、Psll单酶切鉴定 
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表2 质粒转染I Ski细胞后不同时间转染效率的观察 光表达 结果 5 

表明片段插 m自表叫质{ 构建成功 

2．2 细胞转染 备件 的优化 

pGe r⋯iI I质 中本野带冉 EI，I"P，涵过 见察表 

达荧此的细胞即可樽 f[Fl J心均转染敛卓 分别将质 

粒与脂匝f 按不同舳比例转染到( ，Ski细胞 _J_存 

转 小同的时tbl~f~染效率见表2 结 柱 j．质粒 

转染24h 仃荧 ) 表达．转染 481一后柱这效率最 

高．高达5I％．刮转染72h ．转巢设率 仃所1、降， 

贴壁 fI胞数 减少，恳浮绑胞增多．当质 脂质 

体的质丝。 体积比为 l：1时．转染的效率埽高 

2 3 细胞 冬学磕 荧光的观察 

质粒转染细胞 241, 细胞生 状盎：赵好．绝凡 

部仔细胞贴鼙生长 ：qll啦彤甚正常 悬浮 胞少；转 

『枭48h后． 『il地 K状态良好 概少数 胞坐 ，细 

胞脱落少：转染 72h后 小部分细胞变圆、被缩 悬 

浮， 壁绑胞数世植，p 见罔4 

将质虹按照比化后条什转 细胞后．48}- 察 

它仃J的荧光 丧沾腈M．结 果发现 转染 r 一  

sil—CHI、 - ,M[-CH2相l『，( rmjI IIK的细胞中有强 

烈的荧光表达．细胞的转染效率均达到 5()％ ：̂，『 

} 加 r脂质体未lⅢ质粒的 (试制时 )构 胞无荧 

4一̂ 【_．；eJlsil hk转肇24h后 胞 缱 (× 

P̈v感染是子 凸颈癌的主啦危害 采 HPk： 

感柴人类上皮卸I胞后．病毒的基『 能整台刮绷j胞 

的基闻组， 病靠整台过程巾E2基因 被部分 

删泉 从而他其表达及活性降低．失去酬高摹 E6 

F7的遏制作用．俺 R̂ E7的表选持续增高 I E6 fI 

E7基1．ql在细胞的转化过程中柑瓦 作．E7作为有 

丝分裂曲 异基冈 长刺瀚f=q于 l。扰细胞的衰 

老的正伟分化：而E6则抑剌H E'V l14' 『II1j世的捌亡 

效直．在 7的刺激 I 使细胞异常生长，聚终导致毓 

圈异常的细胞生K失控⋯ E6在宫 前̈的发生发脞 

过程 起若重要的作}+1．可以作为寓 嘲 鐾l 治疗 

的良好靶点之一 RNA 尤技术是近年束H』观的一 

种新的』力能毕固表达的阻断挫术．通过 小f “ 

链 RN̂ l岛效 特异的 断体内特宅琏 文丛 促使 

其 nlRNA降解，所使 『I胞耗观 特定基闻缺失的表 

本宜验巾，我 】录rH J{NAi拙柱．姒 HP＼I6 E6 

壁I 目标，进行丁丧一点Hpx,I6 E6 iRN̂ 的真恢 

丧逸廊粒的构建．井将其戚J 转々 到人日预螭 

Ca Ski细胞 中 
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图5 质粒转染 f a Ski细胞后荧光的观案 
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戟悼中．坷 l』筛选 、酶【 性定 列分析．结 表 

明．成功的构建了表达 H【I、16 E6的 iRNA履粒 

了进 步研究 E6 siRNA表逃质牝的效 ． 

我们以人官} 痈 ( Ski fil r胞侏作为靶细啦 对其进 
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固组，而LJii』以高 6013多拷 皿．能较好的艇察 
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叱镜羽l荧比舰察址观．发生悬浮的细胞 舣为丧述 
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细胞的州亡 尚仃待址 步嗣究 嵌 
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有 叫成J 的将质粘转 到 r绑胞中， 世一步 
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肌收缩和泵血功能，可能启动负反馈机制 ，刺激心 

肌细胞增殖。而心肌细胞是永久细胞，一般情况下 

不发生增殖或增殖率极低 ，所以当心肌细胞凋亡增 

加时，由于心脏不能依靠心肌细胞增殖来完成功能 

修复，机体便通过系列的调节 ，刺激成纤维细胞增 

殖，通过间质纤维化和胶原增加来维持心脏的结 

构。但是这种代偿往往是无益的，反而启动或促进 

了甲亢性心脏病的形成。 

心房颤动是临床上常见的心律失常，其发病率 

和致残率都很高。临床观察甲亢患者约 4％一20％并 

发房颤【9】。关于甲亢性房颤的确切机制现在尚未完 

全阐明，可能与甲状腺素对心脏的直接毒性有关。 

本实验观察到实验组左房体积增大，心肌纤维化程 

度增加，左房 Fas阳性表达增加，这提示 Fas／FasL 

可能参与了左房的结构重构，从而为房颤的发生提 

供了基质。 

甲亢性心脏病是多种因素作用的结果 ，近几 

年，随着分子生物学研究的进展，对甲亢性心脏病 

发病机制的认识已更加深入。本实验观察到 Fas在 

左房 、左室的表达高于对照组，说明 Fas／FasL可能 

在甲亢性心脏病和甲亢性房颤中发挥了一定的作 

用，因此干预 Fas／FasL介导的细胞凋亡途径也许能 

成为甲亢性心脏病和甲亢性房颤的一种辅助治疗 

方法。 
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