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论著·基础研究

ＭＡＣＣ１基因ｓｈＲＮＡ慢病毒表达载体的构建及转染 ＭＢ２３１细胞

闵　捷，吕　钢△，王　婷，甘　霖，曾　真，王亚冬

（重庆市中医院乳腺甲状腺科，重庆４０００２１）

　　摘　要：目的　构建结肠癌转移相关基因１（ＭＡＣＣ１）ＲＮＡｉ慢病毒表达载体，并转染人乳腺癌细胞株 ＭＢ２３１，观察其最佳感

染条件。方法　设计并合成 ＭＡＣＣ１基因特异性的ＤＮＡ寡核苷酸，连接到经ＡｇｅⅠ和ＥｃｏＲⅠ双酶切线性化的ｐＭＡＧｉｃ慢病毒

质粒载体中，转化大肠埃希菌ＤＨ５ａ感受态细胞，筛选阳性菌落、扩增后提取质粒，进行ＤＮＡ测序鉴定。用２９３ＦＴ细胞包装产生

慢病毒，感染 ＭＢ２３１细胞，选择感染效率高、感染复数（ＭＯＩ）低的感染条件。结果　ＰＣＲ与测序鉴定证实成功构建了 ＭＡＣＣ１

ＲＮＡｉ的慢病毒载体，可以高效转染 ＭＢ２３１细胞，其最佳感染条件为 ＭＯＩ＝４０。结论　成功构建了 ＭＡＣＣ１ＲＮＡｉ慢病毒表达载

体，其可高效感染 ＭＢ２３１，为进一步研究靶向 ＭＡＣＣ１ＲＮＡｉ对乳腺癌细胞恶性生物学行为变化及基因治疗研究奠定了实验基础。

关键词：结肠癌转移相关基因１；ＲＮＡ干扰；慢病毒载体；人乳腺癌细胞株 ＭＢ２３１

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１４．１２．０２２ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１４）１２１４７４０２

犆狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀狅犳犾犲狀狋犻狏犻狉犪犾狏犲犮狋狅狉犳狅狉狊犺犚犖犃狅犳犕犃犆犆１犵犲狀犲犪狀犱犻狋狊狋狉犪狀狊犳犲犮狋犻狅狀犻狀狋狅犕犅２３１

犕犻狀犑犻犲，犔狏犌犪狀犵△，犠犪狀犵犜犻狀犵，犌犪狀犔犻狀，犣犲狀犵犣犺犲狀，犠犪狀犵犢犪犱狅狀犵

（犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犅狉犲犪狊狋犪狀犱犜犺狔狉狅犻犱，犆犺狅狀犵狇犻狀犵犕狌狀犻犮犻狆犪犾犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犜狉犪犱犻狋犻狅狀犪犾

犆犺犻狀犲狊犲犕犲犱犻犮犻狀犲，犆犺狅狀犵狇犻狀犵４０００２１，犆犺犻狀犪）

　　犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔａｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｆｏｒＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ（ＲＮＡｉ）ｏｆＭＡＣＣ１ｇｅｎｅａｎｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｂｅｓｔｔｒａｎｓ

ｆｅｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｂｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＭＢ２３１ｃｅｌｌｓ．犕犲狋犺狅犱狊　ＴｈｅｓｉＲＮＡｗａｓｄｅｓｉｇｎｅｄａｎｄｃｏｎｖｅｒｔｅｄｉｎｔｏｃＤＮＡｏｆｓｈＲＮＡ（ｓｍａｌｌ

ｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ）ｏｆｓｉＲＮＡｆｏｒＭＡＣＣ１ｇｅｎｅ．ＴｈｅｃＤＮＡｗａｓｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄａｎｄｉｎｓｅｒｔｅｄｉｎｔｏｐＭＡＧｉｃｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｐｌａｓｍｉｄｖｅｃｔｏｒｗｈｉｃｈ

ｗａｓｌｉｎｅａｒｉｚｅｄｂｙｅｎｚｙｍｅＡｇｅⅠａｎｄＥｃｏＲⅠ．ＴｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｗａｓｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｉｎｔｏｃｏｍｐｅｔｅｎｔＥ．ｃｏｌｉＤＨ５αｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅ

ｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｃｏｌｏｎｙｗａｓｓｅｌｅｃｔｅｄｂｙａｍｐｉｃｉｌｌｉｎｍｅｄｉｕｍａｇａｒａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．Ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ

ｗａｓｐａｃｋａｇｅｄｉｎｔｏｍａｔｕｒｅｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｂｙ２９３ＦＴｃｅｌｌｓａｎｄｕｓｅｄｔｏｉｎｆｅｃｔＭＢ２３１ｃｅｌｌｓ．Ｔｏｄｅｔｅｃｔｅｄｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆｈｉｇｈ

ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎａｎｄｌｏｗｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．犚犲狊狌犾狋狊　ＰＣＲａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｖｅｒｉｆｉｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｐｌａｓｍｉｄ

ＭＡＣＣ１ｓｈＲＮＡｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ．ＴｈｅｂｅｓｔｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｃｏｎｄｉｔｉｏｎｗａｓＭＯＩ＝４０ｂｙｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＭＢ２３１．犆狅狀犮犾狌

狊犻狅狀　ＴｈｅｌｅｎｔｉｖｉｒａｌＲＮＡｉｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｔａｒｇｅｔｉｎｇＭＡＣＣ１ｇｅｎｅｉｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａｎｄｉｔｃａｎｉｎｆｅｃｔＭＢ２３１ｃｅｌｌｓｅｆｆｉ

ｃｉｅｎｔｌｙ，ｗｈｉｃｈｌａｙｓｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｆｏｕｎｄａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｒｅｓｅａｒｃｈｏｎｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｍａｌｉｇｎａｎｔｂｉｏｌｏｇｉｃａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｕｍｏｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

ａｎｄｇｅｎｅｔｈｅｒａｐｙ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｉｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｌ；ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ；ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒＭＢ２３１

　　结肠癌转移相关基因１（ｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｉｎｃｏｌｏｎ

ｃａｎｃｅｒｌ，ＭＡＣＣ１）是由Ｓｔｅｉｎ等
［１］于２００９年发现的与结肠癌

侵袭、转移相关的新基因。ＭＡＣＣ１结合 ＭＥＴ启动子后，上调

结肠癌中 ＭＥＴ的表达，促进癌细胞的侵袭和转移。ＭＡＣＣ１

基因在肝细胞生长因子（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＨＧＦ）诱导

的肿瘤侵袭、转移中发挥重要的作 用。近 几 年，人 们 在

ＭＡＣＣ１基因对肿瘤发生、发展及预后的影响进行了研究，发

现其极有可能成为治疗肿瘤转移的一个新靶点［２３］。本实验通

过构建干扰 ＭＡＣＣ１的慢病毒重组质粒，感染乳腺癌细胞株

ＭＢ２３１，为在细胞水平研究 ＭＡＣＣ１参与乳腺癌发生、发展的

机制提供实验基础。

１　材料与方法

１．１　材料　（１）主要试剂及设备：ｐＭａｇｉｃ７．１（上海生博）；

ＤＨ５ａ感受态细胞、Ｔａｑ酶、ＤＮＡ回收试剂盒、ＡｇｅⅠ、ＥｃｏＲⅠ

及Ｔ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅ（宝生物）；ＲＮａｓｅｓ抑制剂、质粒提取试剂盒

（Ｐｒｏｍｅｇａ）；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００，Ｔｒｉｚｏ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）；引物合成

（上海捷瑞生物）；阳性克隆测序（华大基因）；荧光显微镜（奥林

帕斯３．３ＲＴＶ）；恒温培养箱（实时ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）（ＡＢＩ７５００

型）。（２）细胞株及其培养：人乳腺癌细胞株 ＭＢ２３１为重庆医

科大学附属第一医院眼科实验室保存。

１．２　方法

１．２．１　构建表达ｓｈＲＮＡ的慢病毒载体　ｓｉＲＮＡ设计根据

ＮＣＢＩ数据库中人 ＭＡＣＣ１序列（ＮＣＢＩＮｏ．（ＮＭ＿１８２７６２．３），

选取长度为１９ｂｐ的４个特异性寡核苷作为靶序列，编号为

ｓｉＲＮＡ１（ＧＣＴＣＣＣＡＧＴＣＣＴＴＣＣＡＴＡＡ）；ｓｉＲＮＡ２（ＧＧＡ

ＴＣＴＡＡＧＣＡＴ ＴＧＡ ＡＧＡ Ａ）；ｓｉＲＮＡ３（ＧＣＡ ＧＣＡ ＡＧＣ

ＡＣＡＴＣＴ ＴＣＡ Ａ）；ｓｉＲＮＡ４（ＧＣＧ ＴＣＡ ＡＧＣ ＡＡＡ ＴＧＴ

ＡＴＡＡ）。选取一个无关阴性对照序列序：ｓｉＲＮＡ７（ＴＴＣＴＣＣ

ＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ）。ＡｇｅⅠ和 ＥｃｏＲⅠ双酶切ｐＭａｇｉｃ

７．１载体使之线性化，将退火的双链ｏｌｉｇｏ与线性化干扰载体，

在Ｔ４ＤＮＡ连接酶的作用下于１６℃连接过夜，之后转化大肠

埃希菌ＤＨ５ａ感受态细胞，筛选阳性菌落、扩增后提取质粒，行

ＰＣＲ及测序鉴定。菌落ＰＣＲ鉴定：Ｐｒｉｍｅｒ（＋）：ｈＵ６Ｆ２ＴＡＣ

ＧＡＴＡＣＡ ＡＧＧ ＣＴＧ ＴＴＡ ＧＡＧ ＡＧ；Ｐｒｉｍｅｒ（－）：ｐＭＲ

ＣＴＡＴＴＡＡＴＡＡＣＴＡＡＴＧＣＡＴＧＧＣ。

１．２．２　慢病毒包装及滴度测定　用脂质体转染包装细胞

２９３ＦＴ以获得重组的慢病毒。２９３ＦＴ 细胞培养，取对数生长

期细胞进行实验。用１０ｃｍ清洁细胞培养皿，种板密度为２×
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图１　　ＰＣＲ扩增产物电泳图

　　Ａ：白光（ＭＯＩ＝１０）；Ｂ：荧光（ＭＯＩ＝１０）；Ｃ：白光（ＭＯＩ＝４０）；Ｄ：荧光（ＭＯＩ＝４０）。

图２　　慢病毒感染 ＭＢ２３１细胞图片（×１００）

１０７ 个／１０ｍＬ，１０％胎牛血清完全培养液培养，次日细胞融合

度为９０％～９５％时即用于转染；取灭菌离心管，加入所制备的

ＤＮＡ混合液，再加入相应体积的 ＯｐｔｉＭＥＭ 液，利用 Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００共转染２９３ＦＴ细胞，转染８ｈ后更换为完全培

养液，重新放回培养箱。培养４８ｈ后，收集富含慢病毒颗粒的

细胞上清液，超速离心机离心，ＰＢＳ重悬病毒沉淀，将病毒液移

出、分装、保存于－８０ ℃。滴度测定：取一支病毒液转染

２９３ＦＴ细胞，感染后７２ｈ，提取细胞 ＤＮＡ，ＲＴＰＣＲ法测定

滴度。

１．２．３　重组慢病毒感染 ＭＢ２３１　最佳感染条件为：感染效率

高（＞９０％）、感染复数（ＭＯＩ）值低。将 ＭＢ２３１细胞按４０％的

融合度接种到２４孔板。ＭＢ２３１细胞配成１．８４×１０５ 个／ｍＬ

细胞悬液，待铺板；每孔铺５００μＬ，即９．２×１０
４ 个／孔。１２～２０

ｈ后感染病毒，根据 ＭＯＩ值，加入对应量的病毒。加入ｐｏｌｙ

ｂｒｅｎｅ，２４ｈ后更换培养基，感染后７２ｈ行荧光拍照，分析慢病

毒感染 ＭＢ２３１细胞株后的感染效率，确定最佳感染条件。

２　结　　果

２．１　阳性克隆的ＰＣＲ鉴定　ＰＣＲ条带大小：连接入ｖｓｈＲＮＡ

片段的阳性克隆ＰＣＲ片段大小为３３１ｂｐ；没有连接入ｖｓｈＲ

ＮＡ片段的空载体克隆ＰＣＲ片段大小为２８５ｂｐ，表明目的片

段已插入载体中。经过测序证实插入序列与ｓｈＲＮＡ 序列完

全一致，结果显示 ＭＡＣＣ１ｓｈＲＮＡ表达载体和阴性对照载体

构建成功。ＰＣＲ扩增产物电泳图片，见图１。

２．２　慢病毒载体的包装及滴度测定　提取质粒，将慢病毒包

装系统中质粒共转染２９３ＦＴ细胞，４８ｈ后收集上清液；病毒感

染７２ｈ后，测定滴度为１×１０８ＴＵ／ｍＬ，结果显示有大量质粒

转入２９３ＦＴ细胞，病毒成功包装。

２．３　慢病毒感染 ＭＢ２３１细胞　感染时将病毒按不同的 ＭＯＩ

数（ＭＯＩ＝５、ＭＯＩ＝１０、ＭＯＩ＝２０、ＭＯＩ＝４０、ＭＯＩ＝８０）加入到

ＭＢ２３１细 胞 中，其 感 染 效 率 分 别 为 ５０．００％、６０．００％、

６５．００％、９０．００％、１００．００％。ＭＯＩ＝４０时感染效率可达到

９０．００％。ＭＯＩ＝１０、ＭＯＩ＝４０时慢病毒感染 ＭＢ２３１细胞图

片，见图２。

３　讨　　论

ＭＡＣＣ１是通过全基因表达分析，在结肠癌的原发灶和转

移灶中发现并命名的一个新基因。ＭＡＣＣ１基因定位于人类

染色体７ｐ２１．１，含６个内含子和７个外显子，其内含子和外显

子的结合符合ＡＴＧＣ规则。人类 ＭＡＣＣ１基因包含多个单核

苷酸多态性（ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ，ＳＮＰ），ＳＮＰ是第

３代ＤＮＡ水平遗传多态性标记，其广泛应用于药物设计和基

因研究中，在临床上具有重大意义［２］。

ＭＡＣＣ１是与肿瘤发生、发展密切相关的基因。Ａｒｌｔ等
［４］

研究发现，在腺瘤组织与正常组织中 ＭＡＣＣ１的表达水平差异

无统计学意义（犘＞０．０５），而在恶性肿瘤中其表达水平明显高

于良性肿瘤及正常组织，发生远处转移的肿瘤组织中 ＭＡＣＣ１

表达水平高于未发生转移的肿瘤组织。可能 ＭＡＣＣ１表达水

平的增高发生在良性到恶性的转化过程中，其表达水平的高低

可反映肿瘤原发灶促使肿瘤发生远处转移能力的强弱。随着

近几年研究的进展，ＭＡＣＣ１已成为一个能诊断结肠癌转移以

及预测结肠癌患者无病生存期的独立指标，该基因的发现为抑

制结肠癌的转移开辟了新路径［４６］。

ＭＡＣＣ１不仅与结肠癌发生、发展关系密切，而且在其他

的恶性肿瘤中也起着重要的作用。有研究显示，ＭＡＣＣ１在肝

癌、胃癌、肺癌、卵巢癌中高表达，且其表达与肿瘤侵袭、转移呈

正相关［７９］。ＭＡＣＣ１作为一个新发现的基因，其促进恶性肿

瘤形成和转移的作用已引起了研究者广泛的重视，但目前为止

国内外少有与乳腺癌相关的 ＭＡＣＣ１报道。ＭＡＣＣ１是 ＨＧＦ／

ｃＭｅｔ信号转导通路的重要调节因子，可以在转录水平上增强

ｃＭｅｔ的表达进而促进肿瘤细胞的增殖、浸润和转移。已有研

究显示，在乳腺恶性肿瘤中，Ｍｅｔ有较高的表达
［１０］。作为

ＭＡＣＣ１调节的重要信号通路———ＨＧＦ／ｃＭｅｔ信号通路、

ＨＧＦ及其受体ｃＭｅｔ的过表达同样存在于乳腺恶性肿瘤中，

且其过表达与乳腺肿瘤的形成及恶性进展关系密切［１１１３］。因

此推测，ＭＡＣＣ１在乳腺癌的转移、侵袭中发挥重要作用。

为了进一步研究 ＭＡＣＣ１在乳腺癌发生、发展中的作用，

本实验以 ＭＡＣＣ１基因为靶基因，应用ＲＮＡ干扰技术，设计４

个特异性ｓｈＲＮＡ序列，一个无关序列作为阴性对照，共构建５

对慢病毒干扰载体，经ＰＣＲ鉴定阳性克隆得到３３１ｂｐ条带，

阴性克隆得到２８５ｂｐ条带，表明目的片段已插入载体中，ＤＮＡ

测序证实插入片段与设计的靶序列一致，因（下转第１４７９页）
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此确定本研究成功构建了 ＭＡＣＣ１慢病毒干扰载体，并能有效

感染 ＭＢ２３１细胞，尤其是提高 ＭＯＩ值可以提高细胞的感染

率，但对细胞状态可能产生影响。因此，本研究认为 ＭＢ２３１

细胞的最佳感染条件为 ＭＯＩ＝４０，本研究选择感染效率高（＞

９０％），ＭＣＩ值低的感染条件，为进一步研究 ＭＡＣＣ１在乳腺癌

中的作用及后续动物基因治疗奠定了实验基础。
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［１０］ＲａｇｈａｖＫＰ，ＷａｎｇＷ，ＬｉｕＳ，ｅｔａｌ．ｃＭＥＴａｎｄｐｈｏｓｐｈｏ

ｃＭＥＴｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｓａｎｄｓｕｒｖｉｖａｌｏｕｔ

ｃｏｍｅｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１２，１８（８）：２２６９２２７７．

［１１］ＥｌＡｔｔａｒＨＡ，ＳｈｅｔａＭＩ．Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｐｒｏｆｉｌｅ

ｗｉｔｈｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＩｎｄｉａｎＪＰａｔｈｏｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１１，５４

（３）：５０９５１３．

［１２］ＬｏｃａｔｅｌｌｉＡ，ＬｏｆｇｒｅｎＫＡ，ＤａｎｉｅｌＡＲ，ｅｔａｌ．Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆ

ＨＧＦ／ＭｅｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｔｏＢｒｋａｎｄＳａｍ６８ｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ

ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＨｏｒｍＣａｎｃｅｒ，２０１２，３（１／２）：１４２５．

［１３］王婧男，张楠，赵建强，等．乳腺癌中ＨＧＦ及其受体ｃｍｅｔ

的表达与淋巴管生成及淋巴道转移的关系［Ｊ］．山东大学

学报：医学版，２０１０，４８（３）：９０９３．

（收稿日期：２０１３１００８　修回日期：２０１３１２２２）
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