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哺乳动物雷帕霉素靶蛋白重组ＲＮＡｉ慢病毒载体的构建
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　　摘　要：目的　构建哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍＴＯＲ）重组ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）慢病毒表达载体。方法　按照ＲＮＡｉ设计规

则，针对ｍＴＯＲ基因设计４个干扰靶点和阴性对照序列（ＦＡＭ），先用人工合成寡核甘酸片段，通过ＰＣＲ拼接的方法，即可获得小

干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）有效片段，采用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂，对肺腺癌Ａ５４９细胞进行转染，１ｄ后，通过高倍荧光显微镜观察

增强型绿色荧光蛋白在肺腺癌Ａ５４９细胞中的表达情况。采用半定量ＲＴＰＣＲ方法，检测ｍＴＯＲ基因在１ｄ后ｍＲＮＡ水平的表

达，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测２ｄ后蛋白表达水平，从而筛选出最高效的干扰靶序列，将其合成双链ＤＮＡ，通过ｐＧＣＬＧＦＰ载体，与

ｐＨｅｌｐｅｒ１．０和ｐＨｅｌｐｅｒ２．０质粒共同组成载体系统，进一步转染２９３Ｔ细胞，最终包装后产生慢病毒，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测

ＧＦＰ蛋白表达水平来检测２９３Ｔ细胞中的病毒滴度，并进行活性鉴定。结果　ｍＴＯＲ基因的高效ｓｉＲＮＡ干扰靶点被成功筛选

出；ｍＴＯＲｓｉＲＮＡ感染体外培养的人肺腺癌 Ａ５４９细胞后，不管是从 ｍＲＮＡ水平，还是蛋白水平，该基因都明显沉默；该基因

ｍＴＯＲｓｉＲＮＡ的慢病毒载体被成功构建，同时收获病毒上清，并检测出病毒滴度为１×１０８ ＵＴ／ｍＬ。结论　ｍＴＯＲｓｉＲＮＡ感染

体外培养的人肺腺癌Ａ５４９细胞，能够导致ｍＴＯＲ基因明显沉默；该基因ｍＴＯＲｓｉＲＮＡ的慢病毒载体被成功构建。

关键词：肺肿瘤；雷帕霉素靶蛋白；ＲＮＡ干扰；慢病毒
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　　肺癌是世界上病死率最高的肿瘤
［１］，其大多患者早期较难 发现，发现时已处于晚期［２］，目前临床常应用内科保守、外科、
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生物细胞及中西医结合治疗，但疗效都较差。因此，探索肺癌

治疗的新技术很有必要。哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍＴＯＲ）

是一种非典型的丝氨酸／苏氨酸激酶，该基因定位于１ｐ３６．２，

相对分子质量为２８９×１０３，编码的蛋白质含有２５４９个氨基

酸，在该基因的信号传导通路中举足轻重［３］。

ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）一般是指由短发夹状ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）或

双链ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）在ｍＲＮＡ水平上关闭相应序列基因的表

达，或使其沉默的一系列过程，慢病毒载体可感染绝大多数细

胞，包括分裂期及非分裂期细胞，尤其适合多种细胞的 ＲＮＡｉ

实验。

本研究是采用ＲＮＡｉ技术应用化学合成有效片段在肺腺

癌Ａ５４９细胞中筛选出高效片段，进行重组ＲＮＡｉ慢病毒载体

的构建，以求深入研究该基因在肺癌发展中的作用及机制，同

时为以后肺癌的研究奠定坚实基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料

１．１．１　病毒载体、菌株及细胞株　慢病毒载体克隆购自上海

吉码制药技术有限公司。感受态大肠埃希菌、肺腺癌 Ａ５４９细

胞株均为郑州大学第一附属医院重点实验室培养。人胚肾细

胞２９３Ｔ购自上海生命科学院细胞库。

１．１．２　主要试剂　ＲＰＭＩ１６４０培养液购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公

司；ＲＴＰＣＲ 试剂盒购自加拿大 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；鼠 抗 人

ｍＴＯＲ多克隆抗体购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ公司；ＡｇａｒｏｓｅＧｅｌＤＮＡ

ＦｒａｇｍｅｎｔＲｅｃｏｖｅｒｙＫｉｔＶｅｒ．２．０胶回收试剂盒购自大连宝生

物工程有限公司（ＴａＫａＲａ）。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　Ａ５４９及２９３Ｔ细胞用ＲＰＭＩ１６４０培养液

（含１０％胎牛血清，１００Ｕ／ｍＬ青霉素，１００μｇ／ｍＬ链霉素），在

３７℃，５％ＣＯ２ 细胞培养箱中培养，２～３ｄ更换培养液１次，

观察细胞贴壁铺满培养瓶底８０％～９０％时即可进行传代。

１．２．２　ｓｉＲＮＡ的体外合成、鉴定及筛选　从 ＮＣＢＩ上 Ｇｅｎｅ

ｂａｎｋ中查询针对ｍＴＯＲ基因序列（登录号ＮＭ００４９５８．３），按

照ＲＮＡｉ设计原则设计４对干扰靶点，并设计 ＮＣ（ＦＡＭ）（由

上海吉码制药技术有限公司设计合成）。干扰序列１：正向引

物５′ＣＣＣＧＧＡ ＡＡＵ ＵＧＡＣＡＣＵＵＡ Ｕ３′，反向引物５′

ＡＵＡＡＧＵＧＵＣＡＡＵＵＵＣＣＧＧＧ３′。干扰序列２：正向引

物５′ＧＣＣＧＣＡ ＵＵＧ ＵＣＵＣＵＡ ＵＣＡ Ａ３′，反向引物５′

ＵＵＧＡＵＡＧＡＧＡＣＡＡＵＧＣＧＧＣ３′。干扰序列３：正向引

物５′ＧＣＣＧＣＡ ＵＵＧ ＵＣＵＣＵＡ ＵＣＡ Ａ３′，反向引物５′

ＵＵＧＡＵＡＧＡＧＡＣＡＡＵＧＣＧＧＣ３′。干扰序列４：正向引

物５′ＧＧＣＣＵＡ ＵＧＧ ＵＣＧＡＧＡ ＵＵＵ Ａ３′，反向引物５′

ＵＡＡＡＵＣＵＣＧＡＣＣＡＵＡＧＧＣＣ３′。阴性：正向引物５′

ＵＵＣＵＣＣ ＧＡＡ ＣＧＵ ＧＵＣ ＡＣＧ Ｕ３′，反向引物 ５′ＡＣＧ

ＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡ３′。

１．２．３　转染　细胞共分６组，正常对照（Ａ５４９）组、阴性组、干

扰１～４组。使用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００将ｓｉＲＮＡ转染 Ａ５４９细

胞。在６孔板上培养，当细胞铺满７０％～９０％单层时，根据说

明书操作，准备相应数量的ＥＰ管，均加入２００μＬ改良型ＲＭ

ＢＩ１６４０培养液（无双抗、无血清），再分为两组，一组均加入

１００ｐｍｏｌｓｉＲＮＡ，另一组均加入４μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试

剂，充分混匀，静置５ｍｉｎ。将上述两种试剂混合，静放２０ｍｉｎ，

再将其加到孔板中，继续培养。１ｄ后，通过荧光显微镜开始对

肺腺癌Ａ５４９细胞中的荧光表达情况进行定时观察。

１．２．４　ＲＴＰＣＲ　转染１ｄ后收集细胞。用ＲＴＰＣＲ试剂盒

分别提取６组细胞的总ＲＮＡ，溶于３０～５０μＬＴＥ缓冲液。取

总ＲＮＡ约５．０μＬ加入Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８１．０μＬ，补足ｄｄＨ２Ｏ至

１２．０μＬ，６５℃孵育，５ｍｉｎ，放置于冰上冷却，继续加入５×缓

冲液４．０μＬ，Ｒｉｂｏｌｏｃｋ
ＴＭ１．０μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰＭｉｘ２．０

μＬ，ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ１．０μＬ，补足ｄｄＨ２Ｏ至２０．０μＬ，４２℃反应６０

ｍｉｎ，７０℃５ｍｉｎ，取１．０～２．０μＬ用于ＰＣＲ，其余保存于－８０

℃冰箱。２５μＬ反应体系，引物各１．０μＬ，２×ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５

μＬ，ＰＣＲ引物信息如下，ｍＴＯＲ：正向引物５′ＣＴＧＧＣＴＧＧＡ

ＡＴＧＧＣＴ ＧＡＧ Ａ３′，反向引物 ５′ＧＣＧ ＡＴＧ ＴＣＴ ＴＧＴ

ＧＡＧＧＴＧＡＧ３′。ＰＣＲ反应条件：９４℃３０ｓ；９４℃３０ｓ，６２

℃３０ｓ，７２℃３０ｓ（均为３０个循环）；７２℃１ｍｉｎ。１％琼脂糖

水平板电泳，凝胶自动成像系统上摄像。ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ分析软

件测定条带灰度值并对ＰＣＲ电泳图片进行灰度值分析。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　转染４８ｈ后收集细胞。收集细胞约

４×１０６ 个，用４℃预冷的ＰＢＳ洗涤、离心，重复３次；加入１００

μＬ含苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）的裂解液，静置于冰上３０ｍｉｎ，不

断摇晃，离心，慢慢的吸取上清液，将其分装到０．５ｍＬ的ＥＰ

管中，密封好将其保存在－２０℃冰箱中。根据裂解液ＲＩＰＡ：

５×ＳＤＳ＝４∶１体积的比例配置好，然后在蛋白样品中加入５×

十二烷基硫酸钠（ＳＯＳ）上样缓冲液，１００℃水浴１０ｍｉｎ。制作

８％的分离胶，凝固后再制作４％的浓缩胶，取１５μＬ样本上

样，设置８０～１００Ｖ，电泳１～２ｈ后，应用干转方法转膜，配置

ＴＢＳＴ溶液（含５％脱脂牛奶）作为封闭液，在室温条件下，置于

摇床上，将聚偏氟乙烯膜（ＰＤＶＦ）封闭１ｈ。将一抗（１∶２００），

内参ＧＡＤＰＨ（无 ＨＲＰ标记）（１∶５０００）稀释后分别封闭

ＰＶＤＦ膜４℃孵育过夜；ＴＢＳＴ洗膜３次，每次５ｍｉｎ；二抗

（１∶１０００）室温下孵育１ｈ。按１ｍＬ／ｃｍ２ 的量封闭ＰＶＤＦ

膜，在摇床上室温反应１ｈ；ＴＢＳＴ洗膜３次，每次５ｍｉｎ。显影

液孵育３ｍｉｎ，采用ＢｉｏＲａｄ曝光５ｓ至１０ｍｉｎ。应用Ｑｕａｎｔｉｔｙ

ｏｎｅ分析软件进行条带灰度值测定，同时对 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图片

进行灰度值的分析。

１．３　重组慢病毒载体的构建

１．３．１　ｐＧＣＬｓｈｍＴＯＲＧＦＰ载体的构建　为了构建 ＬＶ１

ｓｈＲＮＡ模板中的ｌｏｏｐ环结构，首先应设计ＬＶ１ｓｈＲＮＡ模板

中的ｌｏｏｐ环。为避免形成终止信号，可将ｓｉＲＮＡ的正义链与

反义链之间加上ＴＴＣＡＡＧＡＧＡｌｏｏｐ环结构，在转录的终止

密码子ＴＴＴＴＴＴＣ尾部加上酶切位点，正义链模板的５′端加

个Ｔ，就可以与犎狆犪Ⅰ酶切后形成平末端；在反义链模板的５′

端加个ＡＧＣＴ，可以与犡犺狅Ⅰ酶切后形成的粘端互补。这样寡

核苷酸序列就可以克隆到载体上，ｌｏｏｐ环结构即构建成功，见

表１。

将合成的ＤＮＡＯｌｉｇｏ退火形成ｄｓＤＮＡＯｌｉｇｏ，退火体系

５０．０μＬ：１０×ｓｈＤＮＡＡｎｎｅａｌｉｎｇ缓冲液５．０μＬ，正义链（１００

μｍｏｌ／Ｌ）５．０μＬ，反义链（１００μｍｏｌ／Ｌ）５．０μＬ，ｄｄＨ２Ｏ３５μＬ；

按照以下程序在ＰＣＲ仪上进行退火处理：９５℃５ｍｉｎ，８５℃５

ｍｉｎ，７５℃５ｍｉｎ，７０℃５ｍｉｎ，在４℃冰箱中保存。退火处理

后将得到ｓｈＲＮＡ模板，其浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ，将其稀释５０倍，

终浓度就是２００ｎｍｏｌ／Ｌ，可用来进行连接反应。将其与经

犎狆犪Ⅰ和犡犺狅Ⅰ双酶切后的ｐＧＣＧＦＰ载体相互连接。在１６

℃条件下连接过夜，将干扰序列插入ｐＧＣＬＧＦＰ质粒之后，来

转化感受态细胞。挑取重组阳性克隆同时用双酶切鉴定及

ＰＣＲ方法进行鉴定，鉴定阳性克隆测序结果见，ＰＣＲ反应体系
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表１　　ｍＴＯＲ基因ｓｈＲＮＡｏｌｉｇｏＲＮＡ化学合成片段信息

名称 ５′ 正义链 发夹结构 反义连 ３′

ｍＴＯＲ（６３３５正向） Ｔ ＧＧＣＣＴＡＴＧＧＴＣＧＡＧＡＴＴＴＡ ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ ＵＡＡＡＵＣＵＣＧＡＣＣＡＵＡＧＧＣＣ ＴＴＴＴＴＴＣ

ｍＴＯＲ（反向） ＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＡ ＧＧＣＣＴＡＴＧＧＴＣＧＡＧＡＴＴＴＡ ＴＣＴＣＴＴＧＡＡ ＵＡＡＡＵＣＵＣＧＡＣＣＡＵＡＧＧＣＣ Ａ

阴性（正向） Ｔ ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ ＡＣＧＴＧＡＶＡＣＧＴＴＣＧＧＡＧＡＡ ＴＴＴＴＴＴＣ

阴性（反向） ＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＡ ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ ＡＣＧＴＧＡＶＡＣＧＴＴＣＧＧＡＧＡＡ Ａ

２０μＬ：２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ０．８μＬ，正向引物０．４μＬ，反向引物

０．４μＬ，５Ｕ／ＬＴａｑ酶０．２μＬ，样本１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１５．２μＬ；９４

℃３０ｓ；９４℃３０ｓ，６２℃３０ｓ，７２℃３０ｓ（３０个循环），７２℃６

ｍｉｎ延伸，将重组质粒连同ｐＨｅｌｐｅｒ１．０和ｐＨｅｌｐｅｒ２．０共３种

质粒载体分别进行高纯度无内毒素抽提。

　　仍利用Ｌｉｐｏｆｅｃｔｅｍｉｎ２０００作为转染试剂，来介导细胞转染

２９３Ｔ细胞，在转染６ｈ之后，更换为完全培养液继续培养，在

４８ｈ之后，开始收集细胞上清液，其中富含了慢病毒颗粒；然

后，在培养板中重新加入新鲜的培养液１０ｍＬ，放在细胞培养

箱中继续培养，在７２ｈ之后，继续收集细胞上清液，并进行浓

缩、离心，以便提纯。

为足够沉淀病毒颗粒，分别在每个离心管内置２０ｍＬ滤

液，４℃，５００００ｒ／ｍｉｎ，离心９０ｍｉｎ，弃上清，剩余沉淀就是病

毒浓缩液，分别为ＬＶＧＦＰｓｈｍＴＯＲ、ＬＶＧＦＰｓｈ（阴性组病

毒）。分别用２００μＬ培养液重悬每个离心管中的病毒沉淀，再

分别用２个０．５ｍＬＥＰ管分装，则每管为１００μＬ，最后保存在

－８０℃冰箱中。

１．３．２　病毒滴度测定　（１）以２９３Ｔ细胞为目的细胞，应用９６

孔板铺板，每孔加入（０．５～１．０）×１０４／ｍＬ，采用含１０％胎牛血

清的ＤＭＥＭ培养液，终体积１００μＬ，置入３７℃、５％ＣＯ２ 孵育

箱中培养２４ｈ，使细胞贴壁。（２）测定病毒滴度的方法可以采

用逐孔稀释法，倍比稀释病毒原液来感染２９３Ｔ细胞，在孵育

箱中培养４ｄ后，利用荧光显微镜来观察细胞的荧光表达情

况，并估计病毒的滴度，分别将病毒稀释为１０－１～１０－４４个梯

度进行培养。（３）利用荧光显微镜计数荧光细胞，从而可以检

测绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）表达量，并结合稀释倍数来计算病毒滴

度。病毒滴度（ＢＴ＝ＴＵ／ｍＬ，ｔｒａｎｓｄｕｃｉｎｇｕｎｉｔｓ）计算公式：

ＴＵ／μＬ＝（Ｐ×Ｎ／１００×Ｖ）×１／ＤＦ，Ｐ＝％ＧＦＰ＋细胞数，Ｎ为

转染时的细胞数，Ｖ为每孔加入病毒稀释液体积（μＬ），ＤＦ为

稀释因子（ｄｉｌｕｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ）。

１．４　统计学处理　采用统计学软件ＳＰＳＳ１２．０进行数据分

析，数值以狓±狊表示，应用配对资料狋检验，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。结果筛选出高效片段后进入慢病毒载体

构建。

２　结　　果

２．１　ｍＴＯＲ基因干扰效果的验证

２．１．１　转染细胞２４ｈ后荧光表达情况（１０×１０倍）　见图１。

２．１．２　ＲＴＰＣＲ检测肺腺癌 Ａ５４９细胞中 ｍＴＯＲｍＲＮＡ的

表达水平　干扰２组、干扰４组较正常细胞、阴性组、干扰１、３

组沉默效果更好，ｍＲＮＡ 表达水平差异有统计学意义（犘＜

０．０５），见图２。

２．１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测人肺腺癌Ａ５４９细胞中 ｍＴＯＲ蛋白

的表达情况　见图３。干扰２、４组较正常对照组、阴性组、干

扰１、３组沉默效果更好，蛋白表达量差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。这与 ｍＴＯＲｍＲＮＡ表达情况相一致，同时也表明了

化学合成的干扰片段能够特异、显著地下调 ｍＴＯＲ。综合上

述两项实验结果，样本３和样本４干扰效果相比最高效，最终

选择样本４进入慢病毒构建实验。

　　Ａ：普通显微镜；Ｂ：荧光显微镜。

图１　　转染细胞２４ｈ后荧光表达情况（×１００）

　　Ａ：ＰＣＲ图；ＢＭ：ＤＮＡ分子标记物；１：正常对照组；２：阴性组；３～

６：干扰１～４组；Ｂ：ＰＣＲ完成分析图。

图２　　不同干扰片段样本干扰肺腺癌Ａ５４９细胞

ｍＲＮＡ表达

　　１：正常处理组；２：阴性组干扰１组；３～６：干扰１～４组。

图３　　不同干扰片段样本干扰人肺腺癌Ａ５４９细胞

ｍＴＯＲ蛋白表达
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２．２　重组慢病毒载体的构建

２．２．１　使用碱裂解法抽提质粒，用双酶切鉴定方法分别对所

得到质粒用犡犫犪Ⅰ和犖狅狋Ⅰ进行鉴定，见图４。

　　Ｍ：ＤＮＡ分子标记物；１～５：酶切质粒。

图４　　重组载体的酶切电泳图

２．２．２　重组质粒的测序鉴定结果　阳性克隆序列内含有干扰

ｍＴＯＲ的ｓｈＲＮＡ 片段序列，５′ＴＧＧＣＣＴ ＡＴＧＧＴＣＧＡＧ

ＡＴＴＴＡＴＴＣＡＡＧＡＧＡＴＡＡＡＴＣＴＣＧＡＣＣＡＴＡＧＧＣＣ

ＴＴＴＴＴＴＣ３′与前面设计的针对ｍＴＯＲ基因的ｓｈＲＮＡ完全

相符。充分证明慢病毒ｐＧＣＬＧＦＰ载体中已经被ｍＴＯＲ序列

成功克隆，见图５。

图５　　重组ｐＧＣｓｈｍＴＯＲＧＦＰ质粒测序图谱

２．２．３　ｍＴＯＲ慢病毒表达载体的滴度测定　见图６、７。

　　Ａ：病毒稀释１０－１倍（×１０）；Ｂ：病毒稀释１０－２倍（×１００）；Ｃ：病毒稀释１０－３倍（×１０００）；Ｄ：病毒稀释１０－４倍（×１００００）。

图６　　干扰４组样本测序结果及荧光表达

　　Ａ：病毒稀释１０－１倍（×１０）；Ｂ：病毒稀释１０－２倍（×１００）；Ｃ：病毒稀释１０－３倍（×１０００）；Ｄ：病毒稀释１０－４倍（×１００００）。

图７　　阴性组测序结果及荧光表达
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３　讨　　论

ｍＴＯＲ信号通路结构相当复杂
［４］，且 ｍＴＯＲ位于其通路

中心枢纽的关键位置［５］。在肿瘤研究中以 ｍＴＯＲ为作用靶

点，可阻止或抑制肿瘤细胞增殖，并可以增强肿瘤细胞对化学

药物的敏感性，还可以加速肿瘤细胞的凋亡，与此同时，也发现

了编码ｍＴＯＲ信号通路相关蛋白的基因存在于许多肿瘤中，

因而，把ｍＴＯＲ作为靶向治疗的研究越来越多。

生物科学家在１９９８年对秀丽新小杆线虫的研究中发现了

ＲＮＡｉ现象
［６］。随着时间推移及研究的深入，发现此现象在哺

乳动物体内也存在，这使得从微生物转向高等生物基因功能研

究成为可能。在研究过程中，发现其拥有细胞摄入效率高且相

对容易、稳定性高、抑制作用强大等优点，同时也具有高效、经

济、快速、操作简便等诸多的特点，在基因功能治疗方面有巨大

的开发潜力。因此，随着分子生物学技术研究的发展，ＲＮＡｉ

技术已经被广泛应用在细胞信号通路等方面的研究。

要使基因治疗能够实现最好的效果，寻找最恰当的目的基

因是关键因素，同时应用的转基因载体也要最适合，且能达到

最终的目的，即基因的可控性表达；要选择适合长期研究，且

ｓｉＲＮＡ标记能长期表达的基因传递系统。在实验中常用的载

体多有化学合成、真核表达载体、病毒载体、质粒载体等，其中

病毒载体治疗类药物已进入临床试验或临床应用阶段，其安全

性也日益得到证实［７１０］。利用慢病毒载体对细胞的感染率较

高的特点，可用来研究整合过表达基因、细胞生长可调控性，尤

其是感染细胞后不产生病变，因此可建立细胞系，此种细胞系

能长期持续表达［１１１２］。

慢病毒感染宿主目的细胞后，不会再利用其宿主条件生成

新的病毒颗粒，并且也不会再感染其他细胞。此种特点使慢病

毒有“自杀”性病毒的称号，其诸多优点获得了学者们的信赖，

在各种分子生物学研究中已经被广泛应用［１３１４］。

在作者的前期试验中，使用人工合成的ｓｉＲＮＡ有其局限

性，持续时间相对较短，并且转染效率较低，比较适合用于筛选

实验，不宜于体内实验。慢病毒载体是人类免疫缺陷病毒１

（ＨＩＶ１），它是一种逆转录病毒载体，较为复杂，具有复制缺

陷。在ｍＴＯＲ方面关于ＲＮＡｉ技术的研究，尤其在肿瘤方面，

已有诸多报道，如结肠癌、卵巢癌等，但目前还没有慢病毒载体

技术应用于此方面的文献报道。

根据目的基因ｍＴＯＲ的ｍＲＮＡ序列，本实验设计了４组

ｓｉＲＮＡ人工合成干扰载体，在体外培养肺腺癌Ａ５４９细胞中验

证其干扰效果。分别在转染后１ｄ采用ＲＴＰＣＲ检测 ｍＲＮＡ

水平，在转染后２ｄ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白水平的表达，

筛选结果显示４组序列都有干扰效果，其中干扰２组和干扰４

组干扰效果最佳。

作者采用干扰４组进行下一步实验：重组ＲＮＡｉ慢病毒载

体的构建。把目的基因ｍＴＯＲ合成序列插入慢病毒载体质粒

ｐＧＣｍＴＯＲｓｈＲＮＡ中，采用ＰＣＲ电泳方法鉴定，筛选出阳性

克隆，通过测序验证其构建的准确性，再和包装质粒系统混合，

共同转染２９３Ｔ细胞，最后形成携带ｓｉＲＮＡ的慢病毒，之后进

行病毒原液收集，采用高速离心浓缩，最终检测慢病毒原液的

滴度为１×１０８ＴＵ／ｍＬ。

在本试验中，ｍＴＯＲ基因的高效ｓｉＲＮＡ干扰靶点被成功

筛选出。ｍＴＯＲｓｉＲＮＡ感染体外培养的人肺腺癌 Ａ５４９细胞

后，不管是从ｍＲＮＡ水平，还是蛋白水平，该基因都明显沉默；

表明成功构建出了其基因的慢病毒ＲＮＡｉ载体，为以后肺癌癌

变过程中的ｍＴＯＲ信号传导通路的功能及作用研究做了更好

的铺垫。
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