
文章编号:1000-5404(2004)23-2111-03 论著

eola1下调表达对 ECV304细胞增殖的影响

刘月明 ,杨宗城 ,梁自文 ,苏踊跃 ,罗向东 ,陈　渝 ,梁光萍 ,陈　建　　(第三军医大学西南医院全军烧伤研究所 ,创伤 、烧
伤与复合伤国家重点实验室 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　设计和构建人类新基因人内皮高表达脂多糖相关因子 1(endothelium-overexpressed lipopolysaccharide-as-

sociated factor1 , eola1)特异性的小干扰 RNA表达载体 si eola1 ,建立 eola1 下调表达模型 , 观察 eola1 下调表达对细胞增殖的

影响。方法　设计靶点特异性的寡核苷酸 ,连接到经 BamHⅠ-HindⅢ酶切线性化的 pSlincer3.1 H1质粒上;转染重组质粒

到ECV304 细胞 ,通过定量 RT-PCR实验检测靶基因的抑制情况;对转染 sieola1 质粒的细胞进行细胞计数 ,并应用流式细胞

仪观察细胞周期的变化。结果　构建的小 RNA 干扰质粒 si eola1转染 ECV304细胞能够抑制靶基因 eola1 的表达;细胞计

数和流式细胞仪检测结果显示 eola1表达抑制后 , 细胞生长周期延长。结论　成功构建了针对 eola1 基因的 siRNA 质粒;

细胞计数和流式细胞仪检测结果初步确认 eola1具有抑制 ECV304 细胞增殖的作用。

　　关键词:RNA干扰;ECV304;eola1;转染

　　中图法分类号:R322.12;R329.28;R394.12　　　 文献标识码:A

Effects of down-regulated expression of eola1 on the proliferation of ECV304 cells
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sity , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To design and construct H1 promoter-based small interfering RNA (siRNA)expression

vectors and to detect the effects of down-regulated expression of endothelium overexpression LPS associated factor 1

(eola1)on the proliferation of ECV304 cells.Methods　DNA oligonucleotides targeting eola1 were synthesized and

inserted into BamHI-HindIII linearized pSinencer3.1 H1 plasmid.The empty vector pSilencer3.1 H1 and recombi-

nant vector sieola1 were transfected into the ECV304 cells.The expression level of eola1 of transfected cell strains

was measured by RT-PCR.The cell growth of transfected cell strains was observed by cell count and flow cytometry.

Results　The vector-base RNAi could knockdown eola1 gene expression specifically.The down-expression of eola1

accelerated the proliferation of ECV304 cells.Conclusion　Vector-based siRNA expression plasmids could down-

regulate the expression of targeting gene- eola1 , which accelerates the proliferation of ECV304 cells.
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　　人内皮高表达脂多糖相关因子 1(endothelium-over-

expressed lipopolysaccharide-associated factor1 , eola1)系本

实验室利用抑制消减杂交技术在内毒素激活的人脐静

脉内皮细胞差异表达基因中发现并克隆的新基因
[ 1]
。

经过生物信息学分析显示该基因定位于人类染色体

Xq27.3 ,含有一个完整的开放阅读框(ORF),预测其编

码蛋白质 eola1 含螺旋 -转角 -螺旋(HTH)模体和
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酪氨酸激酶 Ⅱ、蛋白激酶 C磷酸化位点。我们前期应

用酵母双杂交技术发现 eola1和金属硫蛋白 2A(metal-

lothionein 2A , MT2A)存在相互作用 ,并通过免疫共沉

淀进行了验证 。MT2A 属于金属硫蛋白家族 ,具有重

要的生物学功能 ,已有研究证明MT2A 与细胞的增殖 、

分化关系密切。存在直接相互作用的蛋白往往功能密

切相关 ,因此我们拟采用 RNA 干扰技术建立 eola1下

调表达模型 ,观察 eola1表达下调对细胞增殖的影响 。

　　RNA干扰是一种序列特异性的转录后基因沉默

现象 ,它受与靶基因序列同源的双链 RNA 所诱导
[ 2]
。

RNA干扰为生物学家提供了功能基因研究的快速和

简便的方法 。载体介导的 RNA干扰方法是新近发展
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起来的在哺乳动物细胞中特异性抑制靶基因靶基因表

达的技术
[ 3]
。本研究针对 eola1 靶基因 , 选择了两段

靶序列 ,构建到 pSilencer3.1 H1质粒中。并初步研究

了重组质粒转染 ECV304细胞后对细胞增殖的影响 。

1　材料和方法

1.1　细胞培养
　　人脐静脉内皮细胞株 ECV-304(ATCC)培养于含 10%新生

小牛血清M199 培养基中。细胞转染时应用无抗 、无血清 M199

培养基。

1.2　重组 eola1小 RNA干扰质粒(命名为 sieola1)的

构建

　　pSilencer3.1 H1 质粒购自 Ambion 公司。靶点的选择和寡

核苷酸序列的设计参照 Ambion pSilencer3.1 载体说明书 , 寡核

苷酸序列如下:5′-ACTTTGCAATGCCCCGAAGTTCAAGAGACTT-

CGG GGCATTGCA AAGTTTTTTT-3′;5′-AATTAAAAAAACTTTGC-

AATG CCCCGAAGTCTCTTGAACTTCGG GGCATTGCAAAGTGGCC-3′。

核苷酸由上海博亚生物科技公司合成。寡核苷酸以去离子水

溶解(浓度为 1 μg μl), 取 5μl加入 90 μl去离子水 , 煮沸 5 min ,

自然冷却 , 寡核苷酸退火。 用 BamH Ⅰ 和 Hind Ⅲ 双酶切

pSilencer3.1 H1质粒 1.0 μg , 37 ℃, 1 h。酶切产物进行琼脂糖电

泳 ,紫外灯下切下线性化的条带 , 应用琼脂糖 DNA回收试剂盒

(Roche公司)回收线性化载体。采用 DNA 连接试剂盒(TaKaRa

公司 Ver3.0)进行连接反应:退火的寡核苷酸 1 μl , 双酶切的

pSilencer3.1 H1 5μl , 去离子水 4μl , SolutionⅠ10μl , 16 ℃, 2 h。连

接产物转化感受态 DH5α大肠杆菌 , 涂氨苄青霉素(50 μg ml)抗

性 LB平板。待单个细菌克隆形成后 , 挑取 2～ 3 个细菌克隆 , 摇

菌扩增 ,抽提质粒。质粒进行 HindⅢ酶切鉴定及测序验证。

1.3　引物设计
　　根据 eola1 基因的 cDNA 序列 , 设计一对引物 , 上游:5′-

CTCCCAGGTTCAAGCAATTC-3′, 下 游: 5′-TCTAGAATACCTC-

CCTTGAAG-3′。交由上海博亚生物技术有限公司合成。内参对

照β-actin 的引物序列上游为:5′-CCCTGTATGCCTCTGGTC-3′, 下

游:5′-GTCTTTACGGATGTCAACG-3′。

1.4　细胞转染
　　接种 ECV304 细胞于 6 孔板 , 1.5×105 细胞每孔 , 融合约

60%～ 80%时采用 Dota-p 试剂(Roche 公司)分别转染 sieola1 和

pSilencer3.1 H (载体对照)到 ECV304 细胞;另外经精确计数接

种细胞到 3个 24 孔板 ,其中两个分别转染 sieola1 和 pSilencer3.

1 H 用于细胞计数 , 另外一个 24孔板作为未转染对照。转染方

法参照 Dotap说明书进行。

1.5　ECV304细胞总 RNA的提取
　　转染 48 h后 ,细胞用预冷的 PBS 洗 3 次 , 采用 Tripure试剂

(Roche公司)提取细胞总 RNA , 凝胶电泳观察 ,并测定 A260 、A280

值 ,计算 RNA纯度。

1.6　RT-PCR检测 eola1的表达情况

　　采用TaKaRa RNA PCR Kit(AMV)进行 RT-PCR反应。操作

方法按试剂盒说明进行。 RT 条件:50 ℃ 30 min;99 ℃ 5 min;

4 ℃5 min;PCR条件:94 ℃ 2 min;94 ℃ 30 s;55 ℃ 30 s;57 ℃

30 s;72 ℃1.5 min , 30个循环。取各管反应产物 5μl进行琼脂

糖凝胶电泳 ,凝胶成像系统中进行扫描 ,利用 Quantity One 软件

进行图像分析 ,计算各个检测 mRNA与自身 β-Actin 条带的密度

比值。

1.7　细胞计数
　　从转染后 24 h 开始 ,每隔 24 h 3 组细胞各取 4 孔进行细胞

计数(单盲),每组计数 4×5次 , 连续观察5 d。对尚未计数的细

胞进行常规换液 ,整个计数过程所用培养基及小牛血清均为同

一批次 ,血清浓度小于 10%。计数结果以时间为横轴 , 以细胞

数为纵轴 ,绘制细胞周期图。

1.8　流式细胞仪检测
　　转染后 48 h , 分别消化转染 si eola1和 pSilencer3.1 H1 质粒

的 ECV304 细胞各3 孔 ,离心 , PBS 冲洗2 次后 , 用75%的乙醇充

分混悬 , 4 ℃过夜固定 , 交由第三军医大学中心实验室利用流

式细胞仪检测细胞周期。

1.9　统计学方法
　　细胞计数和流式细胞仪检测结果用 x±s 表示 , 应用 SPSS

统计软件包对细胞计数结果进行重复测量数据的析因分析 , 对

流式细胞仪检测结果进行配对 t检验。

2　结果

2.1　重组 eola1小 RNA干扰质粒 sieola1的构建

　　重组载体阳性载体可以被 Hind Ⅲ酶切开 ,测序结果经比对

靶点核苷酸片断被正确克隆入 pSilencer3.1 H1 质粒中 , 说明

si eola1构建成功。

2.2　ECV304细胞总 RNA的提取
　　图 1为 ECV304细胞总 RNA(各5 μl)电泳结果 , 均存在 5 s、

18 s和 28 s 3条带。两组细胞 A260 A280值分别为 1.82 和 1.80。

该结果表明细胞总 RNA 的提取纯度较高且没有明显降解 , 可

以满足 RT-PCR的需要。

1:Transfectedwith sieola1;2:Transfected with pSi lencer3.1 H1

图 1　两组细胞 ECV304总 RNA电泳图

Fig 1　Total RNA of ECV304 cells

2.3　RT-PCR检测 eola1表达变化

　　图 2为 RT-PCR检测 eola1的表达变化 , 转染 sieola1 和 pSi-

lencer3.1 H1 组和自身 β-Actin 条带的密度比值分别为 0.626 和

0.172。该结果说明转染 sieola1 质粒的 ECV304 细胞 , 其 mRNA

表达水平明显降低。
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M:λDNA Hind Ⅲ;1:Transfected with sieola1;2:Transfected with pSi-

lencer3.1 H1

图 2　eola1 mRNA 表达变化

Fig 2　Levels of mRNA of eola1

2.4　细胞计数结果
　　表 1显示 eola1 下调表达 ECV304细胞的增殖比 eola1 正常

表达细胞迅速 , 细胞计数第 3 天两组细胞数目开始有显著差异

(P<0.05), IPTG 诱导组和非诱导组细胞数目从 3 d 开始有显

著差异(P<0.01);细胞生长曲线显示 eola1 下调表达细胞的对

数生长期短于正常 ECV304 细胞 , eola1 下调表达组细胞在第 5

天进入平台期 ,正常细胞仍处于对数生长期。

表 1　转染不同质粒 ECV304细胞计数结果(n=4,  x±s)

Tab 1　Cell count of ECV304 transfected with sieola1 and

pSilencer3.1 H1(n=4 ,  x±s)

Plasmid 0 d 1 d 2 d 3 d 4 d F P

si eola1 5.7±2.9 11.8±5.2 25.8±11.6 39.3±18.4 40.2±17.3

pSilencer3.1 H1 5.6±2.6 11.2±5.4 17.5±8.1＊ 23.6±9.2＊ 31.9±16.7＊84.03 0.00

Control 5.7±2.5 12.3±6.1 19.2±8.5＊ 24.6±12.3＊ 29.7±14.3＊

＊:P<0.01 , vs sieola1

2.5　流式细胞仪检测 eola1下调表达对 ECV304细胞

周期的改变
　　结果显示转染 sieola1质粒组处于 G0 G1 期的细胞少于pSi-

lencer3.1 H1组;sieola1 组处于 S 期的细胞明显多于 pSilencer3.

1 H1 组(P<0.05);两组处于 G2 M期的细胞基本相同(表 2)。

表 2　转染 eola1 RNA干扰载体后细胞周期的改变(n=3)

Tab 2　Changes of cell cycles of ECV304 transfected with varied

vectors(n=3)

Plasmid G0 G1(%) t P G2 M(%) t P S(%) t P

si eola1 43.94±8.91
1.33 0.28

32.90±74.24
0.05 0.96

23.00±84.88
2.79 0.02

pSilencer3.1 H1 51.42±2.04 33.13±0.83 15.44±1.30＊

＊:P<0.05 , vs sieola1

3　讨论

　　严重烧伤患者由于外源性细菌感染或肠源性细菌

和内毒素(LPS)移位 ,易于诱发脓毒症 ,引起失控性炎

症反应 ,死亡率很高。目前已证实 LPS 是脓毒症的主

要启动子 ,它与可溶性 CD14 分子结合活化血管内皮

细胞 ,内皮细胞的活化在脓毒症的发生 、发展中具有重

要作用。本室长期致力于 LPS对血管内皮细胞损伤机

制的研究 ,此前本室应用抑制性消减杂交方法发现了

一个脐静脉内皮细胞上与 LPS刺激相关的新基因 eo-

la1 , 其全 长 cDNA 被 GeneBank 接 受 (登 录 号:

AY074889),我们前期研究发现 eola1 和MT2A存在相

互作用 。MT2A属于金属硫蛋白家族 ,具有重要的生

物学功能 ,已有研究证明MT2A与细胞的增殖 、分化关

系密切
[ 4]
。存在直接相互作用的蛋白往往功能密切相

关 ,因此本研究中我们采用 RNA干扰技术使 eola1下

调表达 ,观察 eola1表达下调对细胞增殖的影响 。

RNA干扰(RNA interference , RNAi)是新近发展起

来的一项反基因技术 ,与传统的反义技术相比 , RNAi

技术对基因表达的阻断效应更加有效;与基因敲除或

突变相比 ,RNAi技术则有操作简便 、投入资金少 、实验

周期短等优势。

　　本实验采用的 pSilencer3.1 H1质粒系统是一个由

H1启动子控制的 siRNA表达质粒 ,模板为含有靶点序

列回文结构 ,这样细胞内合成的 RNA为发夹样双链结

构。这种 RNA干扰策略成本低 、可操作性强 ,应用这

种方法 ,我们设计和构建了针对靶基因 eola1的 siRNA

表达质粒 sieola1 ,并转染 ECV304 细胞 ,通过半定量

RT-PCR检测转染细胞靶基因被抑制的效果。结果表

明 , sieola1质粒转染 ECV304细胞能够下调 eola1基因

的表达 。我们利用细胞计数和流式细胞仪技术观察

eola1下调表达对 ECV304细胞增殖的影响 ,结果显示

eola1基因被抑制可以促进ECV304细胞的增殖。我们

推测 eola1可能是通过MT2A对细胞的增殖发生影响。

在将来的研究中我们将进一步了解清楚MT2A 与 eo-

la1的相互作用关系 ,建立 eola1 上调和下调表达模

型 ,通过这些模型观察 LPS 刺激对MT2A表达的影响

及细胞增殖的改变。
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