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　　摘　要：目的　设计及构建大鼠Ｎｏｔｃｈ１微小干扰核糖核酸（ｍｉＲＮＡ）干扰质粒，最终筛选出效果最好的干扰质粒。方法　针

对大鼠Ｎｏｔｃｈ１基因分别设计３对ｐｒｅｍｉＲＮＡ序列，通过Ｔ４ 连接酶克隆至ｐｃＤＮＡ
ＴＭ６．２ＧＷ／ＥｍＧＦＰｍｉＲＮＡ 表达载体构建干

扰质粒，基因测序鉴定，经Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染至 Ｈ９ｃ２心肌样细胞，荧光显微镜下观察绿色荧光确定转染效率，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

检测３对干扰质粒、阴性对照质粒对Ｎｏｔｃｈ１胞内结构域（Ｎ１ＩＣＤ）表达的影响。结果　测序表明，Ｎｏｔｃｈ１干扰序列及读码框完全

正确，荧光显微镜观察 Ｈ９ｃ２心肌样细胞ｍｉＲＮＡ瞬时转染效率在８０％左右。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示ｍｉＲＮＡ６６３７对Ｎｏｔｃｈ１干扰效果

最强。结论　成功构建大鼠Ｎｏｔｃｈ１ｍｉＲＮＡ的有效干扰质粒，为Ｎｏｔｃｈ１信号通路在心血管领域的功能研究奠定了基础。
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　　Ｎｏｔｃｈ信号通路于９０年前经摩根首次发现，其特点为该

通路的受体Ｎｏｔｃｈ活性受糖基化、胞内运输差异和泛素化降解

调控，而不依赖于第二信使的放大［１］。在多种生物的心脏发育

期，Ｎｏｔｃｈ信号参与了心肌细胞分化、房室沟分界、瓣膜发育、

流出道重塑、心室小梁形成等诸多过程［２４］；心脏发育成熟后，

Ｎｏｔｃｈ的作用可控制心血管系统对缺血缺氧损伤的反应，抑制

心肌细胞纤维化，增强受损后心肌细胞活力［５７］。本研究拟采

用微小干扰核糖核酸（ｍｉＲＮＡ）技术，通过设计针对大鼠

Ｎｏｔｃｈ１基因干扰序列，构建能在真核细胞中表达ｍｉＲＮＡ序列

的载体，并转染 Ｈ９ｃ２心肌细胞，筛选干扰大鼠Ｎｏｔｃｈ１基因最

佳的ｍｉＲＮＡ，为进一步观察 Ｎｏｔｃｈ信号通路在心肌细胞的作

用奠定实验基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　细胞及菌株　Ｈ９ｃ２心肌样细胞购自中科院上海生命

科学院细胞库，Ｔｏｐ１０化学感受态细胞购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

１．１．２　干扰质粒　ＢＬＯＣＫｉＴ
ＴＭ ＰｏｌⅡ ｍｉＲＲＮＡｉＥｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎＶｅｃｔｏｒＫｉｔｓ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。

１．１．３　主要试剂　Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ购自ＴａＫａＲａ公司，质粒

小提试剂盒购自ＯＭＥＧＡ公司，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００购自Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＲＩＰＡ裂解液、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒购自碧

云天生物技术研究所，兔ＣｌｅａｖｅｄＮｏｔｃｈ１单克隆抗体购自ａｂ

ｃａｍ公司，小鼠甘油醛３磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）单克隆抗体、

辣根过氧化物酶标记山羊抗兔、山羊抗小鼠ＩｇＧ均购自北京中

杉金桥公司，化学发光试剂盒（ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌＷｅｓｔＰｉｃｏＣｈｅｍｉｌｕ

ｍｉｎｅｓｃｅｎｔＳｕｂｓｔｒａｔｅ）购自美国Ｐｉｅｒｃｅ公司。

１．２　方法

１．２．１　干扰片段设计与合成　针对 ＧｅｎｅＢａｎｋ中的大鼠

Ｎｏｔｃｈｌ基 因 编 码 序 列 （ＮＣＢＩＲｅｆｅｒｅｎｃｅＳｅｑｕｅｎｃｅ：ＮＭ ＿

００１１０５７２１．１），在Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ网站分别在线设计３对ｐｒｅｍｉＲ

ＮＡ序列（表１），交Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成，规格为２ＯＤ。

１．２．２　靶向Ｎｏｔｃｈ１ｍｉＲＮＡ干扰质粒的构建　将３对Ｏｌｉｇｏ

ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ各自用ＴＥＢｕｆｆｅｒ溶解成２００μｍｏｌ／Ｌ，互补单链经

退火形成双链，反应体系：２００μｍｏｌ／ＬＴｏｐＳｔｒａｎｄＯｌｉｇｏｎｕｃｌｅ
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表１　Ｎｏｔｃｈ１ｍｉＲＮＡ寡核苷酸序列

名称 寡核苷酸序列

ｍｉＲＮＡ１２８１ 上链 ５′ＴＧＣＴＧＡＧＴＡＧＡＡＧＧＡＡＧＣＣＡＣＡＣＧＧＴＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＡＣＣＧＴＧＴＧＴＴＣＣＴＴＣＴＡＣＴ３′

下链 ５′ＣＣＴＧＡＧＴＡＧＡＡＧＧＡＡＣＡＣＡＣＧＧＴＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＡＣＣＧＴＧＴＧＧＣＴＴＣＣＴＴＣＴＡＣＴＣ３′

ｍｉＲＮＡ４０７２ 上链 ５′ＴＧＣＴＧＴＴＡＡＣＡＣＧＣＴＧＣＡＣＧＣＡＧＴＴＣＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＧＡＡＣＴＧＣＧＣＡＧＣＧＴＧＴＴＡＡ３′

下链 ５′ＣＣＴＧＴＴＡＡＣＡＣＧＣＴＧＣＧＣＡＧＴＴＣＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＧＡＡＣＴＧＣＧＴＧＣＡＧＣＧＴＧＴＴＡＡＣ３′

ｍｉＲＮＡ６６３７ 上链 ５′ＴＧＣＴＧＣＡＴＧＧＡＴＧＧＡＧＡＣＴＧＣＴＧＧＡＡＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＴＣＣＡＧＣＡＣＴＣＣＡＴＣＣＡＴＧ３′

下链 ５′ＣＣＴＧＣＡＴＧＧＡＴＧＧＡＧＴＧＣＴＧＧＡＡＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＴＴＣＣＡＧＣＡＧＴＣＴＣＣＡＴＣＣＡＴＧＣ３′

ｏｔｉｄｅ５μＬ，２００μｍｏｌ／ＬＢｏｔｔｏｍＳｔｒａｎｄＯｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ５μＬ，

１０×ＯｌｉｇｏＡｎｎｉａｌｉｎｇＢｕｆｆｅｒ２μＬ，ｄｄｄＨ２Ｏ８μＬ；退火条件：

９５℃，１ｍｉｎ→８５℃，１ｍｉｎ→７５℃，１ｍｉｎ→６５℃，１ｍｉｎ→

５５℃，１ｍｉｎ→４５℃，１ｍｉｎ→３５℃，１ｍｉｎ→２５℃，１ｍｉｎ→２５

℃，１０ｍｉｎ；形 成 的 ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄ Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ 分 别 用

ｄｄｄＨ２Ｏ稀 释 到 １００μｍｏｌ／Ｌ。然 后 用 载 体 构 建 试 剂 盒

ＢＬＯＣＫｉＴＴＭＰｏｌⅡ ｍｉＲＲＮＡｉＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＶｅｃｔｏｒＫｉｔｓ进行重

组克隆，将双链的 ｍｉＲＮＡＯｌｉｇｏ利用 Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅ各自连

接到ｍｉＲＮＡ表达载体ｐｃＤＮＡ
ＴＭ６．２ＧＷ／ＥｍＧＦＰｍｉＲＶｅｃ

ｔｏｒ中，以构建Ｎｏｔｃｈ１ｍｉＲＮＡ质粒。

１．２．３　干扰质粒转化与测序分析　将３组连接产物转化

Ｔｏｐ１０化学感受态细胞，接种于Ｓｐｅ＋（大观霉素）的 Ｌｕｒｉａ

Ｂｅｒｔａｎｉ（ＬＢ）培养基平板，次日随机挑选阳性单克隆菌落，于

Ｓｐｅ＋ＬＢ液态琼脂培养基摇菌过夜，隔日小提质粒，送北京诺

赛基因组研究中心有限公司基因测序，序列无误后分别命名为

ｍｉＲＮＡ１２８１、ｍｉＲＮＡ４０７２、ｍｉＲＮＡ６６３７。

１．２．４　细胞培养及转染　Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓＭｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓＭｅｄｉ

ｕｍ（ＤＭＥＭ）＋１０％Ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ（ＦＢＳ）培养 Ｈ９ｃ２心肌

样细胞，铺１２孔板，细胞生长至９０％融合度时，按 Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００方法，分４组进行转染：Ｍｏｃｋ组（无效对照

ｍｉＲＮＡ干扰质粒转染）、ｍｉＲＮＡ１２８１组（转染 ｍｉＲＮＡ１２８１）、

ｍｉＲＮＡ４０７２组 （转 染 ｍｉＲＮＡ４０７２）、ｍｉＲＮＡ６６３７ 组 （转 染

ｍｉＲＮＡ６６３７）。

１．２．５　靶向 Ｎｏｔｃｈ１ｍｉＲＮＡ干扰质粒的筛选　４组 Ｈ９ｃ２心

肌样细胞转染４８ｈ后，分别加９０μＬＲＩＰＡ裂解细胞，４℃、

１２０００ｇ离心提取总蛋白，二喹啉甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ，

ＢＣＡ）测定蛋白水平。加等量十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝

胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）蛋白上样缓冲液（２×），沸水煮１０ｍｉｎ各上样

３０μｇ，行８％ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电泳，湿转法将蛋白质转移至硝

酸纤维素膜上，５％脱脂奶粉封闭后，分别用稀释的一抗

［ＣｌｅａｖｅｄＮｏｔｃｈ１（１∶５００）、ＧＡＰＤＨ（１∶２００）］４℃孵育过夜，

次日辣根过氧化物酶标记山羊抗兔ＩｇＧ（１∶５０００）、山羊抗小

鼠ＩｇＧ（１∶５０００）常温孵育１ｈ，结束后采用增强化学发光法曝

光，检测Ｎｏｔｃｈ１胞内结构域（Ｎ１ＩＣＤ）的表达。

２　结　　果

２．１　靶向 Ｎｏｔｃｈ１ｍｉＲＮＡ 干扰质粒成功构建　将双链的

ｍｉＲＮＡＯｌｉｇｏ与ｐｃＤＮＡ
ＴＭ６．２ＧＷ／ＥｍＧＦＰｍｉＲＶｅｃｔｏｒ各自

连接后，转化Ｔｏｐ１０化学感受态细胞，小提质粒，送北京诺赛

基因组研究中心有限公司基因测序，序列无误，见图１。

图１　　靶向Ｎｏｔｃｈ１ｍｉＲＮＡ干扰质粒基因测序图
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图２　　荧光显微镜观察 Ｈ９ｃ２心肌样细胞Ｎｏｔｃｈ１ｍｉＲＮＡ的转染效率

２．２　靶向 Ｎｏｔｃｈ１ｍｉＲＮＡ干扰质粒顺利筛选　利用 Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００将构建成功的 ｍｉＲＮＡ１２８１、ｍｉＲＮＡ４０７２、ｍｉＲ

ＮＡ６６３７干扰质粒转染Ｈ９ｃ２心肌样细胞，荧光显微镜观察转染

效率（图２），４８ｈ后提总蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示Ｎ１ＩＣＤ在 Ｍｏｃｋ

组、ｍｉＲＮＡ１２８１组、ｍｉＲＮＡ４０７２组、ｍｉＲＮＡ６６３７组表达逐渐降

低，以ｍｉＲＮＡ６６３７组表达最低，约为 Ｍｏｃｋ组的９０％，说明３组

ｍｉＲＮＡ均可靶向干扰 Ｎｏｔｃｈ１基因，以 ｍｉＲＮＡ６６３７效果最佳，

根据沉默效果筛选理想的 Ｎｏｔｃｈ１ｍｉＲＮＡ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

Ｈ９ｃ２心肌样细胞 ｍｉＲＮＡ转染后 Ｎ１ＩＣＤ的表达（图３）；各组

Ｎ１ＩＣＤ灰度值比较见图４。

　　１：ＭＯＣＫ 组；２：ｍｉＲＮＡ６６３７组；３：ｍｉＲＮＡ４０７２组；４：ｍｉＲＮＡ

１２８１组。

图３　　Ｈ９ｃ２心肌样细胞ｍｉＲＮＡ转染后Ｎ１ＩＣＤ的表达

　　１：ＭＯＣＫ 组；２：ｍｉＲＮＡ６６３７组；３：ｍｉＲＮＡ４０７２组；４：ｍｉＲＮＡ

１２８１组。

图４　　各组 Ｎ１ＩＣＤ灰度值比较

３　讨　　论

深入研究发现 ｍｉＲＮＡ是一类存在于生物体内，长度约

１９～２５个核苷酸的非编码小ＲＮＡ，通过与 ｍＲＮＡ的互补配

对，使ｍＲＮＡ发生降解或翻译受抑，负性调控靶基因的表

达［８９］。在哺乳动物中，大约５０％的蛋白受ｍｉＲＮＡ调控，研究

显示ｍｉＲＮＡ几乎参与了迄今为止所有细胞之间的调控，在细

胞发育、分化、凋亡、增殖中发挥重要作用，其表达的改变与人

类多种疾病着密切相关［１０］。目前研究表明 ｍｉＲＮＡ对靶基因

的干扰效果是小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）的１０倍
［１１］。因此，采用

ｍｉＲＮＡ干扰技术将会有更理想的干扰效应。本研究通过设计

合成ｍｉＲＮＡ，成功转入ｐｃＤＮＡ
ＴＭ６．２ＧＷ／ＥｍＧＦＰｍｉＲＶｅｃ

ｔｏｒ中，基因测序无误后，脂质体法瞬时转染 Ｈ９ｃ２心肌样细

胞，荧光显微镜观察到各组 ｍｉＲＮＡ转染效率约为８０％左右，

通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检验３组 ｍｉＲＮＡ转染后 Ｎ１ＩＣＤ的表达差

异，结果显示３组 Ｎ１ＩＣＤ表达均降低，以 ｍｉＲＮＡ６６３７组最为

明显，约为 Ｍｏｃｋ组的９０％，可见 ｍｉＲＮＡ６６３７对 Ｎｏｔｃｈ１的干

扰效果最佳。

Ｎｏｔｃｈ配体在果蝇内为Ｓｅｒｒａｔｅ家族，在哺乳动物为Ｊａｇ

ｇｅｄ／Ｄｅｌｔａ家族，与配体结合后，Ｎｏｔｃｈ受体获得活性发生构象

改变，经ＴＮＦα转化酶（ＴＮＦαｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ，ＴＡＣＥ）、γ

ｓｅｃｒｅｔａｓｅ的二次裂解，形成 ＮＩＣＤ进入细胞核，与重组信号的

免疫球蛋白结合蛋白Ｊκ（Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓｉｇｎａｌｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ

ｆｏｒｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＪκ，ＲＢＰＪκ）结合，启动多毛和分裂增强子

１（Ｈａｉｒｙａｎｄｅｎｈａｎｃｅｒｏｆｓｐｌｉｔ１，Ｈｅｓ１）、多毛相关转录因子

（Ｈａｉｒｙｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＨＲＴ）等靶基因的转录
［１２］。有研

究发现Ｎｏｔｃｈ１信号通路可刺激缺血心肌细胞增生，产生良好

的心肌保护效应［１３］。国内文献报道，应用 Ｎｏｔｃｈ信号通路阻

断剂３，５二氟苯乙酰Ｌ丙氨酰Ｓ苯基甘氨酸ｔ丁酯（ＤＡＰＴ）

能抑制原代乳鼠心肌细胞增殖，促使心肌细胞发生凋亡［１４］。

最新研究发现，Ｎｏｔｃｈ１信号通路的激活可加快心肌梗死后期

心功能的恢复，对于缺血性心脏病的治疗具有积极的临床意

义［１５］。本研究成功构建并顺利筛选靶向Ｎｏｔｃｈ１ｍｉＲＮＡ 的有

效干扰质粒，为Ｎｏｔｃｈ信号通路对缺血心肌细胞保护作用的机

制研究奠定了实验基础。
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间变长，最终影响肠道功能。

ＧＪ由相邻胞膜上的连接子衔接形成，每个连接子又包含

６个Ｃｘ，其中Ｃｘ４３的表达最广泛
［１３］，具有生化耦联和保证肌

细胞间电兴奋快速扩散、协调细胞间活动一致性的功能，并受

细胞内ｐＨ值、Ｃａ
２＋浓度、跨通道电压、Ｃｘ的磷酸化状态等因

素影响。有文献报道，在糖尿病大鼠胃体和胃窦Ｃｘ４３表达明

显减少，导致胃运动功能障碍［１４］。本实验结果显示，ＳＨＩ后肠

肌层中的Ｃｘ４３表达量减少，提示细胞间ＧＪ破坏，ＩＣＣ之间及

与平滑肌之间激素、神经介质和一些激动剂或拮抗剂等物质交

换不畅，导致该部位动作电位传递受阻，这与国外学者的研究

结果一致［１５１６］。说明ＳＨＩ后自由基增加、代谢产物蓄积、ｐＨ

值改变以及肠道内菌群失调、黏膜屏障破坏等可能因素造成的

细胞连接损伤，ＧＪ功能丧失，最终影响了肠道收缩活动。

综上所述，肠肌丛ＩＣＣ数量减少和网络受损，以及Ｃｘ４３

的表达缺失或减少，是造成肠神经ＩＣＣ平滑肌网络结构电信

号传递障碍，引起肠道收缩模式紊乱，导致脑损伤后动力障碍

的可能机制之一。该研究结果提示，以预防或减轻ＩＣＣ的损

伤，促进受损ＩＣＣ的修复，增加Ｃｘ４３蛋白的表达可能是ＳＨＩ

后肠动力障碍治疗的新思路。
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