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慢病毒载体靶向介导狆６６狊犺犮基因沉默
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　　摘　要：目的　构建狆６６狊犺犮基因重组慢病毒表达载体，并将之转染至２９３Ｔ细胞，通过ＲＮＡ干扰致使狆６６狊犺犮基因沉默，为进

一步研究狆６６狊犺犮基因功能奠定基础。方法　筛选３个ＲＮＡ靶点，命名为ｐ６６ｓｈｃｓｈｃ１、ｐ６６ｓｈｃｓｈｃ２、ｐ６６ｓｈｃｓｈｃ３，与双酶切后的

ｐＬｅｎＲ绿色荧光蛋白（ＧＰＨ）（含有ＧＦＰ表达）连接，转化入感受态的ＤＨ５α细胞，挑取阳性克隆测序正确后，与ｐＲｓｖＲＥＶ、ｐＭ

ＤｌｇｐＲＲＥ、ｐＭＤ２Ｇ一起转染２９３Ｔ细胞，于倒置荧光显微镜下检测 ＧＦＰ的表达，证实病毒包装成功。使用荧光定量ＰＣＲ及

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测ｐ６６ｓｈｃ在基因及蛋白水平的表达，选取有效沉默狆６６狊犺犮基因的ｐ６６ｓｈｃｓｈｃ１靶点，为后续试验做准备。结

果　成功构建表达ｐ６６ｓｈｃ的ｓｈＲＮＡ慢病毒载体并转染至真核生物细胞内，通过荧光定量ＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测其通过

ＲＮＡ干扰导致细胞内狆６６狊犺犮基因沉默。结论　靶向表达ｐ６６ｓｈｃ的ｓｈＲＮＡ慢病毒载体，转染入真核生物细胞内可通过ＲＮＡ干

扰在分子及蛋白水平导致狆６６狊犺犮基因沉默。

关键词：慢病毒属；ＲＮＡ干扰；ｐ６６ｓｈｃ
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ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈｅｖｉｒｕｓｐａｃｋａｇｉｎｇｓｕｃｃｅｓｓ．ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｉｎｖｅｓｔｉ
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　　氧疗在新生儿尤其是早产儿急救医学中是必不可少的，长

时间高浓度和（或）高压力氧气吸入常常导致肺部氧化应激损

伤，但其确切机制至今仍未完全阐明。作者的前期研究表明，

ｐ６６ｓｈｃ参与的氧化应激通路在其发病机制中占重要位置
［１］。

ｐ６６ｓｈｃ是哺乳动物生命周期相关蛋白，也是近年来研究细胞

氧化应激的主要蛋白之一，它通过线粒体内氧化细胞色素Ｃ

产生大量活性氧（ＲＯＳ）导致细胞氧化损伤
［２］。本研究拟构建

靶向介导狆６６狊犺犮基因的重组慢病毒表达载体，并将之转染至

２９３Ｔ细胞，通过ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）导致狆６６狊犺犮基因沉默，为

进一步研究狆６６狊犺犮基因功能及其与高氧肺损伤的关系奠定基

础，为临床治疗高氧肺损伤提供新的实验室依据。

１　材料与方法

１．１　材料　ｐＬｅｎＲＧＰＨ Ｖｅｃｔｏｒ、ＤＬ２０００ｌａｄｄｅｒＭａｒｋｅｒ、荧

光定量ＰＣＲ试剂、ｓｙｂｒｇｒｅｅｎⅠ、荧光定量ＰＣＲ引物、ＤＥＰＣ购

自 ＷｅｓｔｅｒｎＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司、犅犪犿Ｈ Ⅰ、犈犮狅ＲⅠ、犓狆狀Ⅰ购

自Ｔａｋａｒａ公司；Ｔ４ＤＮＡ连接酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶缓冲液购自

ＮＥＢ公司；ＢＳＡ购自Ｓｉｇｍａ公司，引物由上海生工生物工程有

限公司合成；ＮｕｃｌｅｏＢｏｎｄＸｔｒａＭｉｄｉＰｌｕｓ引物购自 Ｍａｃｈｅｒｅｙ

Ｎａｇｅｌ公司；ＡｘｙＰｒｅｐ质粒小量制备试剂盒购自Ａｘｙｇｅｎ公司；

高效感受态细胞制备试剂盒购自Ｓａｇｏｎ公司；包装细胞２９３Ｔ

细胞株购自中科院上海细胞所；大肠杆菌菌株ＤＨ５α购自Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；蛋白裂解液购自北京普利莱公司；一抗ｐ６６ｓｈｃ

购自 Ａｂｃａｍ 公司；预染蛋白 ｍａｒｋｅｒ购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；

ＨＲＰ二抗、内参一抗购自ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ公司；荧光定量ＰＣＲ仪购

自ＦＴＣ２０００公司；测序仪购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；稳压ＤＮＡ电

泳仪购自ＢｉｏＲａｄ公司；凝胶成像仪购自博迅仪器公司；荧光倒

置显微系统购自Ｌｅｉｃａ公司。

１．２　方法

１．２．１　ＬＶｓｈＲＮＡ载体的构建及其鉴定　针对狆６６狊犺犮基因

序列（ＮＭ１８３００１．４），利用ｓｉＲＮＡ设计程序按照 ＲＮＡｉ序列

设计原则，设计多个ＲＮＡｉ靶点序列，根据设计软件进行评估

测定，选定３个最佳的动力学参数靶点，基因序列为：ｐ６６ｓｈｃ

ｓｈｃ１：５′ＣＣＧ ＣＴＴ ＴＧＡ ＡＡＧ ＴＧＴ ＣＡＧ ＴＣＡ３′，ｐ６６ｓｈｃ

ｓｈｃ２：５′ＴＣＡ ＧＣＴ ＡＣＣ ＡＣＡ ＴＧＧ ＡＣＡ ＡＴＣ３′，ｐ６６ｓｈｃ

３７重庆医学２０１５年１月第４４卷第１期
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ｃｏｍ。



ｓｈｃ３：５′ＣＣＧＣＴＴＴＧＡＡＡＧＴＧＴＣＡＧＴＣＡ３′。由金瑞斯

生物合成含干扰序列的双链ＤＮＡｏｌｉｇｏ，其两端含有犅犪犿ＨⅠ

和犈犮狅ＲⅠ酶切位点黏端，经退火形成双链ＤＮＡ。将ｐＬｅｎＲ

绿色荧光蛋白（ＧＰＨ）载体（该载体中含有ＥＦ１ａｌｐｈａ启动子调

控的ＧＦＰ表达）用犅犪犿ＨⅠ和犈犮狅ＲⅠ酶切成线性，１％琼脂糖

电泳呈阳性，胶回收后，与合成的双链ＤＮＡ连接，转化入感受

态的 ＤＨ５α细胞
［３］，挑取阳性克隆并提取质粒，经 犓狆狀Ⅰ和

犈犮狅ＲⅠ双酶切鉴定正确后送华大基因公司测序鉴定。

１．２．２　慢病毒的包装　用胰蛋白酶消化对数生长期的２９３Ｔ

细胞，细胞密度为０．５×１０９ 个／Ｌ时，重新接种于２５ｍＬ的１５

ｃｍ细胞培养皿，３７℃，５０ｍＬ／ＬＣＯ２ 培养箱内培养。制备慢

病毒包装系统中４种质粒 ＤＮＡ 溶液。加入无菌水定容至

１８００μＬ，再加入ＣａＣｌ２（２．５ｍｏｌ／Ｌ）溶液２００μＬ，混匀，加入

２×ＢＢＳ溶液２０００μＬ，室温放置２０～３０ｍｉｎ。当细胞密度达

６０％～７０％时转染。将ＤＮＡ和磷酸钙混合液转移至含单层

细胞的培养液中，混匀，培养１２ｈ后弃培养液，ＰＢＳ冲洗，重复

３次。每瓶细胞中加入含１００ｍＬ／Ｌ小牛血清的细胞培养液

１５ｍＬ，继续培养４８ｈ。再继续培养２４ｈ后离心收集病毒上清

液，将上清液以０．４５μｍ滤器过滤，２５０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ。

而后以冰ＰＢＳ液分别溶于５００μＬＤＭＥＭ和５００μＬＰＢＳ重旋

病毒沉淀于４℃溶解过夜。次日于倒置荧光显微镜下检测

ＧＦＰ表达量，并使用逐孔稀释滴度测定法测定慢病毒滴度。

１．２．３　荧光定量ＰＣＲ检测干扰效率　收集２９３Ｔ细胞，１０００

ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，去上清液，细胞沉淀中加入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ，轻

轻吹打后室温静置，转移至新的１．５ｍＬＥＰ管中。加入２００

μＬ三氯甲烷，剧烈混匀，室温静置２～３ｍｉｎ，离心，吸取上清

液，加入等体积预冷的异丙醇，室温静置１０ｍｉｎ，离心弃上清

液，每管加入１ｍＬ７５％乙醇润洗，离心弃上清液，加入ＲＮａｓｅ

ｆｒｅｅ水至完全溶解，抽提的ＲＮＡ经反转录得到ｃＤＮＡ，设计特

异性的引物序列（５′ＧＣＡＧＧＡＣＴＣＧＧＧＴＧＧＡＡＧ３′）和绿

色荧光染料进行荧光定量ＰＣＲ检测。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐ６６ｓｈｃ蛋白表达　培养细胞去除培

养液悬浮细胞，离心收集，冰上放置数分钟，１２００ｒ／ｍｉｎ离心５

ｍｉｎ，取上清液，考马斯亮蓝Ｇ２５０测定蛋白浓度。取一定量蛋

白样品行十二烷基 硫 酸 钠聚 丙 烯 酰 氨 凝 胶 电 泳 （ＳＤＳ

ＰＡＧＥ），将蛋白样品转移到ＰＶＤＦ膜上，取出膜，并做好正反

面标记，在ＴＢＳＴ中清洗１ｍｉｎ，然后用封闭液封闭。用封闭液

将对应的一抗稀释（１∶５００），内参一抗稀释（１∶３０００），然后

温育１．５ｈ。用ＴＢＳＴ清洗３次，每次５ｍｉｎ。用封闭液将二抗

稀释（１∶５０００），温育１．５ｈ。化学发光、显影、定影，用 ＵＶＰ

凝胶图象处理系统 Ｌａｂｗｏｒｋｓ４．６软件分析目的条带的灰

度值。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计分析，

计量资料以狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析或狋检

验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＬＶｓｈＲＮＡ载体的鉴定　挑取重组ＬＶｓｈＲＮＡ载体阳

性克隆，送至华大基因公司测序，测序结果表明阳性克隆序列

正确，可包装病毒及靶点筛选。同时将重组质粒以限制性内切

酶犓狆狀Ⅰ（位于４２９０ｂｐ）和犈犮狅ＲⅠ（位于４６２０ｂｐ）进行酶

切鉴定，行琼脂糖凝胶电泳，空载体酶切片段序列为３３１ｂｐ，

ｓｈＲＮＡ重组载体酶切序列为３３１＋６１（或６５ｂｐ）＝３９２（或３９６

ｂｐ），电泳结果显示阳性克隆条带位于２５０～５００ｂｐ，与预期相

符，ＬＶｓｈＲＮＡ载体构建成功，见图１。

２．２　慢病毒的包装　将所构建的ｐ６６Ｓｈｃ重组质粒与ｐＲｓｖ

ＲＥＶ、ｐＭＤｌｇｐＲＲＥ、ｐＭＤ２Ｇ一起转染２９３Ｔ细胞，转染２４ｈ

后在荧光倒置显微镜下观察，每孔细胞均表达 ＧＦＰ，转染成

功，测定滴度，见图２～４。

　　１～３：ｐ６６ｓｈｃｓｈｃ１，均为阳性克隆；４～６：ｐ６６ｓｈｃｓｈｃ２，均为阳性克

隆；７：阴性对照，ｐＬｅｎＲＧＰＨ 慢病毒空质粒；８～１０：ｐ６６ｓｈｃｓｈｃ２，８、９

为阳性克隆；Ｍ：ＤＮＡ分子标记物。

图１　　酶切载体ＤＮＡ琼脂糖凝胶电泳结果

　　Ａ：明场照片；Ｂ：荧光视野。

图２　　ｐ６６ｓｈｃｓｈｃ１转染２９３Ｔ细胞荧光倒置

显微镜图片图（×２００）

　　Ａ：明场照片；Ｂ：荧光视野。

图３　　ｐ６６ｓｈｃｓｈｃ３转染２９３Ｔ细胞荧光倒置

显微镜图片图（×２００）

　　Ａ：明场照片；Ｂ：荧光视野。

图４　　ｐ６６ｓｈｃｓｈｃ３转染２９３Ｔ细胞荧光倒置

显微镜图片图（×２００）

２．３　稳定沉默ｐ６６Ｓｈｃ基因真核细胞系的建立　连续培养

２９３Ｔ细胞１个月，分别提取转染ｐ６６ＳｈｃｐＬｅｎＲＧＰＨ慢病毒

的２９３Ｔ细胞及转染ｐＬｅｎＲＧＰＨ空载体慢病毒的２９３Ｔ细胞

总ＲＮＡ，反转录得ｃＤＮＡ，用ｐ６６ｓｈｃ引物和 ＧＡＰＤＨ 引物做

荧光定量ＰＣＲ。结果显示，与慢病毒空质粒感染的细胞相比，

经ｐ６６ｓｈｃ慢病毒转染后的细胞ｐ６６ｓｈｃｍＲＮＡ表达量降低，

ｐ６６ｓｈｃｓｈｃ１组下降最为明显，见图５，并用２
－△△Ｃｔ法计算数
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据。使用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染后细胞的ｐ６６ｓｈｃ蛋白表达，

用ＵＶＰ凝胶图象处理系统Ｌａｂｗｏｒｋｓ４．６软件分析目的条带

的灰度值，将灰度值数据经过统计学分析做柱状图，分析发现

与慢病毒空质粒感染的细胞相比，经ｐ６６ｓｈｃ慢病毒转染后的

细胞，ｐ６６ｓｈｃ蛋白的表达下降，ｐ６６ｓｈｃｓｈｃ１组下降最为明显，

见图６，表明本研究已经成功建立稳定沉默ｐ６６ｓｈｃ的２９３Ｔ细

胞系，并选取ｐ６６ｓｈｃｓｈｃ１组进入后续实验。

　　Ａ：ｐ６６ｓｈｃ溶解曲线；Ｂ：内参ＧＡＰＤＨ溶解曲线；Ｃ：ｐ６６ｓｈｃｍＲＮＡ

表达分析图，其中ａ为正常２９３Ｔ细胞，ｂ为慢病毒空质粒感染的２９３Ｔ

细胞，Ｓ为ｐ６６ｓｈｃ慢病毒感染的２９３Ｔ细胞，Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３分别为ｐ６６ｓｈｃ

ｓｈｃ１、ｐ６６ｓｈｃｓｈｃ２、ｐ６６ｓｈｃｓｈｃ３。●：犘＜０．０５，与正常 ２９３Ｔ 细胞比

较；■：犘＜０．０５，与慢性病毒空质粒感染的２９３Ｔ细胞比较。

图５　　荧光定量ＰＣＲ检测ｐ６６ｓｈｃｍＲＮＡ的表达

　　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析图，其中ａ为正常２９３Ｔ

细胞，ｂ为慢病毒空质粒感染的２９３Ｔ细胞，Ｓ为ｐ６６ｓｈｃ慢病毒感染的

２９３Ｔ 细 胞，Ｓ１、Ｓ２、Ｓ３ 分 别 为 ｐ６６ｓｈｃｓｈｃ１、ｐ６６ｓｈｃｓｈｃ２、ｐ６６ｓｈｃ

ｓｈｃ３。●：犘＜０．０５，与正常２９３Ｔ细胞比较；■：犘＜０．０５，与慢性病毒空

质粒感染的２９３Ｔ细胞比较。

图６　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐ６６ｓｈｃ蛋白的表达

３　讨　　论

ｐ６６ｓｈｃ是一种控制ＲＯＳ水平，诱导细胞凋亡，调控哺乳动

物生命周期的基因［４］，研究显示，敲除狆６６狊犺犮基因的老鼠与健

康老鼠比较，寿命增加３０％，对氧化应激损伤及增龄性病理变

化（如动脉粥样硬化）有更强的抵抗力［５８］。为研究其在细胞氧

化应激、细胞凋亡及由此引起的器官损伤中的作用，需在不干

扰靶细胞遗传特性的前提下沉默狆６６狊犺犮基因。ＲＮＡｉ是指在

进化过程中高度保守的、由双链ＲＮＡ诱发的、同源 ｍＲＮＡ高

效特异性降解的现象，是一种管理基因表达的重要工具，对这

一现象的深入研究能为某些人类疾病的治疗提供依据［９１２］。

其前提是拥有一种稳定、高效、安全的工具将外源基因（ＲＮＡ

或ＤＮＡ）传送入靶细胞内。核酸单体不能直接有效的进入到

细胞核中，需要如磷酸钙、脂质体、慢病毒等充当载体。其中，

慢病毒来源于逆转录病毒科，能将ＲＮＡ逆转录为ＤＮＡ
［１３］，其

种属特性为在不需要裂解靶细胞的前提下将自身基因组整合

入靶细胞的核ＤＮＡ中
［１４１５］。因此，慢病毒载体成为最常用的

基因转移载体，同时，慢病毒载体能稳定转染分裂期及非分裂

期的细胞，甚至干细胞，并且较非病毒载体更安全、低毒［１６１８］，

这些独一无二的特性使得慢病毒载体成为大部分细胞的高效

基因转移载体。本研究成功构建了ｐ６６Ｓｈｃ慢病毒载体，并稳

定转染至真核细胞内，导致狆６６犛犺犮基因靶向沉默，为进一步

研究狆６６犛犺犮基因的功能及其与高氧诱导新生儿肺损伤的关

系奠定了基础，相关研究正在进行中。
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造成的拖延更严重［６］。因此也可以说明大学生的拖延与学生

的个性特质有着密切的关系［７９］。部分学生长期养成任何事情

父母做决定的依赖思想，所以当自己要决定一件事情就非常困

难，情绪上出现抵触、犹豫不决和焦躁不安，最终导致事情拖

延［１０］。从难以决定、懒惰和紧张的角度还可以进一步解释护

理学生在自我决定任务上的拖延现象。

３．３　护理大学生学习拖延影响因素　通过内外控制源对学习

拖延的调查结果发现，外控型的学生在自我任务上的拖延更严

重；外控型的学生在他人决定任务中认为拖延使问题的程度更

严重；外控型的学生在自我决定任务中期望降低拖延更强烈。

外控型与内控型的学生相比较，前者的拖延问题更多。其结果

与其他研究结果一致，拖延行为与外控型呈正相关，与内控型

呈负相关［１１１２］。因为外控者主要是迫于一种权威压力行事，

缺乏主观积极性和自我良好的时间安排，做事喜欢一拖再拖，

常常抱有一种侥幸心理。如果没有外在的约束，外控型的人较

难按时完成任务，由于没有达到目标，外控型的人心理挫败感

很强，他们也急切希望能够降低拖延状况。由于外控型的这种

人格特质，他们的拖延会出现在各种类型的任务上，特别是在

他人决定任务中，外在的要求和压力更大，外控型的人也会因

为拖延事情，常常导致内疚和自责。而内控型的个体通常依据

自己的判断做出决定，提前制订计划，做好充分的准备，全力以

赴做事，因此很少感受时间压力。在回归分析中，父母文化程

度、母亲影响力和内外心理控制源对学生学习拖延行为的预测

性最大，父母的文化程度会在一定程度上决定他们对待子女的

教养方式，父母的文化程度越高，对孩子的管理越有计划，孩子

的学习时间管理越合理，在一定程度上可以避免学习拖延。在

一个家庭中母亲影响力最大，母亲的影响力与学生拖延行为之

间有着显著的负相关，母亲更多地关注孩子的学习，学生学习

更有计划，能更好地做好时间管理。相反，如果父亲是权威，父

亲的专断行为与拖延之间存在显著相关，当孩子长期处于一种

高权威压制下，会在一定程度上压抑孩子自己的内在决定，造

成孩子的拖延程度增强趋势。

３．４　建议　通过以上的研究，为了降低护理大学生的拖延状

况，需采取一定措施。一方面通过制定相应的措施，加强大学

生的时间管理，如时间价值感、时间监控感和时间效能感的形

成，在一定程度上降低大学生的学习拖延［１３］；另一方面通过团

体辅导的方式，强化大学生的时间管理的重要性［１４］。制定可

操作性的计划及能增强自我效能感的团体活动，改善大学生拖

延的问题。
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