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利用ＲＮＡｉ阻抑ｈＴＥＲＴ和Ｂｉ１双基因表达的ＲＮＡｉ作用效果的研究
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　　［摘要］　目的　利用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００将针对靶向人类端粒酶末端逆转录酶（ｈＴＥＲＴ）和Ｂａｘｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１（Ｂｉ１）基因设计

并构建的质粒载体转染至ＣＮＥ２Ｚ鼻咽癌细胞内，诱导序列特异性的基因沉默，研究其产生的ｓｈＲＮＡ阻抑ｈＴＥＲＴ和Ｂｉ１基因

表达的效果。方法　收集ＣＮＥ２Ｚ细胞，设未处理组、ｐＥＧＦＰＮ１组、ｐＥＧＦＰＮ１／Ｌｉｐ组，采用流式细胞术检测Ｌｉｐ对ＣＮＥ２Ｚ细

胞的转染能力，ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分析表达ｓｈＲＮＡ重组质粒载体对ｈＴＥＲＴ和Ｂｉ１基因ｍＲＮＡ表达的抑制效应。结果

　转染ＣＮＥ２Ｚ细胞的质粒和Ｌｉｐ最佳组合：质粒为２．５μｇ，Ｌｉｐ为６．２５μＬ。结论　成功构建的针对人ｈＴＥＲＴ和Ｂｉ１基因的

ｓｈＲＮＡ真核表达质粒能特异、有效地阻抑ｈＴＥＲＴ和Ｂｉ１基因的表达。

［关键词］　人类端粒酶末端逆转录酶；ｂａｘｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１；ＲＮＡ干扰
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ｈＴＥＲＴａｎｄＢｉ１ｇｅｎｅ．ＴｈｅｓｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｓｃａｒｒｉｅｒｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＣＮＥ２ＺｃｅｌｌｌｉｎｅｓｕｓｉｎｇＬｉｐａｎｄｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙｉｎ

ｄｕｃｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｈＲＮＡｓ．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ｔｈｅｓｈＲＮＡｓｃａｕｓｅｄｔｈｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｍＲＮＡｓｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｉｎｓｅｑｕｅｎｃｅｗｉｔｈｔｈｅ

ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓ，ｗｈｉｃｈｌｅａｄｔｏａｓｅｑｕｅｎｃｅｓｐｅｃｉｆｉｃｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇ．犕犲狋犺狅犱狊　ＴｈｅＣＮＥ２Ｚｃｅｌｌｓｗａｓｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｕｎｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ，ｐＥＧ

ＦＰＮ１ｇｒｏｕｐａｎｄｐＥＧＦＰＮ１／Ｌｉｐｇｒｏｕｐ．Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ（ＦＣＭ）ｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ．Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓ

ｏｆｈＴＥＲＴａｎｄＢｉ１ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｔｈｅｂｅｓｔｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉ

ｃｉｅｎｃｙｂｅｔｗｅｅｎｐｌａｓｍｉｄａｎｄＬｉｐｗａｓ２．５μｇｐｌａｓｍｉｄａｎｄ６．２５μＬＬｉｐ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＷｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｓｅｖｅｒａｌｓｈＲＮＡｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｅｕ

ｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｌａｓｍｉｄｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ．ＴｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈＴＥＲＴａｎｄＢｉ１ｇｅｎｅｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ

ａｎｄｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｈＴＥＲＴ；ｂａｘｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１；ＲＮＡｉ

　　众所周知，鼻咽癌的发生、发展并不是由单一因素引起的，

所以，单单沉默一个基因或沉默一个基因的某个片段不足以完

全敲除所有的致病基因，故需要对多个基因进行敲除。本研究

拟将前期［１］已成功构建的靶向人类端粒酶末端逆转录酶（ｈｕ

ｍａｎｔｅｌｏｍｅｒａｓｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｌａｓｅ，ｈＴＥＲＴ）和Ｂａｘｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

１（Ｂｉ１）的ｓｉＲＮＡ双基因表达载体转染人鼻咽癌细胞株ＣＮＥ

２Ｚ，以期在细胞内表达针对ｈＴＥＲＴ 和 Ｂｉ１双基因的ｓｈＲ

ＮＡｓ，进而产生ＲＮＡｉ效应并特异地阻抑ｈＴＥＲＴ和Ｂｉ１基因

的表达。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　仪器　ＦｌｕｏｒＣｈｅｍＳＰ荧光化学发光凝胶图像分析系

统购自ＡｌｐｈａＩｎｎｏｔｅｃｈ公司；ＡＢＩＰＲＩＳＭ７３００荧光定量ＰＣＲ

仪购自ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司；ＥｐｉｃｓＸＬ型流式细胞仪购自

美国Ｃｏｕｌｔｅｒ公司；ＴＣ２３２３型ＣＯ２ 孵箱购自美国ＳＨＥＬＬＡＢ

公司；ＭｉｎｉＰＲＯＴＥＩＮⅡ ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓＣｅｌｌ和电泳转移槽购

自ＢＩＯＲＡＤ公司。

１．１．２　试剂　鼻咽癌细胞株 ＣＮＥ２Ｚ、真核细胞表达质粒

ｐｃＤＮＡ３．１（＋）和绿色荧光蛋白表达质粒ｐＥＧＦＰＮ１由广东

医学院生物化学与分子生物学研究所提供；ＫｐｎⅠ、ＥｃｏＲⅠ、

ＮｏｔⅠ限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＯｎｅＳｔｅｐＳＹＢＲＰｒｉｍｅ

Ｓｃｒｉｐｔ
ＴＭ ＴＲＰＣＲＫｉｔ购自宝生物公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

ＴＭ２０００

购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ相关试剂购自碧云天生物

技术研究所。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　将ＣＮＥ２Ｚ细胞培养于 ＲＰＭＩ１６４０培养

液（含１０％灭活小牛血清、１．０×１０５ Ｕ／Ｌ青霉素和１００ｍｇ／Ｌ

链霉素），于３７℃、５％ＣＯ２ 的培养箱中培养至细胞长满瓶底，

弃去培养液。以ＰＢＳ液冲洗２次，加入０．２５％胰蛋白酶消化

至贴壁细胞逐渐趋于圆形时倒掉消化液，ＰＢＳ液冲洗，加入

ＲＰＭＩ１６４０培养液终止消化。制成悬液，分为２～３瓶，置３７

℃、５％ＣＯ２ 的培养箱中继续培养２４ｈ。取对数生长期细胞以
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每孔４．０×１０６ 个细胞接种于６孔培养板。每孔加入２ｍＬ培

养基，置于３７℃、含５％ＣＯ２ 的培养箱中培养至细胞汇合度约

９５％，进行转染试验。

１．２．２　筛选ｐＥＧＦＰＮ１与Ｌｉｐ的最佳作用比例　设未处理

组、ｐＥＧＦＰＮ１组、ｐＥＧＦＰＮ１／Ｌｉｐ组（ｐＥＧＦＰＮ１质粒与 Ｌｉｐ

之比值分别为１∶０．５、１∶１．５、１∶２．５、１∶３．５、１∶４．５，其中

Ｌｉｐ加２．０μＬ）。先将Ｌｉｐ用无抗菌药物无血清的ＲＰＭＩ１６４０

培养基稀释，轻摇混合，室温放置５ｍｉｎ后，加入用无抗菌药物

无血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基稀释的ｐＥＧＦＰＮ１质粒管中，轻

摇混合，室温放置２０ｍｉｎ，逐滴加入已接种细胞的６孔板中。

转染后５ｈ换为含１×１０５ Ｕ／Ｌ青霉素，１００ｍｇ／Ｌ链霉素，

１０％新生小牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基。转染４８ｈ后，用

０．２５％胰蛋白酶消化细胞，用ＰＢＳ液洗细胞３次。流式细胞

仪上机检测，重复３次实验。

１．２．３　筛选出ｐＥＧＦＰＮ１与Ｌｉｐ的最佳作用浓度　设未处理

组、ｐＥＧＦＰＮ１与Ｌｉｐ组（ｐＥＧＦＰＮ１４．００μｇ、Ｌｉｐ１０．００μＬ；

ｐＥＧＦＰＮ１３．５０μｇ、Ｌｉｐ８．７５μＬ；ｐＥＧＦＰＮ１３．００μｇ、Ｌｉｐ

７．５０μＬ；ｐＥＧＦＰＮ１２．５０μｇ、Ｌｉｐ６．２５μＬ；ｐＥＧＦＰＮ１２．００

μｇ、Ｌｉｐ５．００μＬ；ｐＥＧＦＰＮ１１．５０μｇ、Ｌｉｐ２．００μＬ；其中，ｐＥＧ

ＦＰＮ１与Ｌｉｐ比例为１∶２．５）。转染时，用无血清无抗菌药物

的ＲＰＭＩ１６４０培养基稀释质粒与Ｌｉｐ，处理细胞４８ｈ后，用

０．２５％胰蛋白酶消化细胞，用ＰＢＳ液洗细胞３次。流式细胞

仪上机检测，重复３次实验。

１．２．４　ＲＴＰＣＲ检测干扰质粒阻抑ｈＴＥＲＴ和Ｂｉ１ｍＲＮＡ表

达情况　提取ＲＮＡ测定Ａ２６０和Ａ２８０并计算ＲＮＡ含量，分装，

置－７０℃备用。参照宝生物公司的 ＯｎｅＳｔｅｐＳＹＢＲＰｒｉｍｅ

Ｓｃｒｉｐｔ
ＴＭ ＲＴＰＣＲＫｉｔ说明书进行 ＲＴＰＣＲ实验，各基因的引

物设计，Ｂｅｔａａｃｔｉｎ上游引物：５′ＴＧＧＣＡＣＣＣＡＧＣＡＣＡＡ

ＴＧＡＡ３′，下游引物：５′ＣＴＡ ＡＧＴ ＣＡＴ ＡＧＴ ＣＣＧ ＣＣＴ

ＡＧＡＡＧＣＡ３′；ｈＴＥＲＴ上游引物：５′ＧＡＧＴＧＴＣＴＧＧＡＧ

ＣＡＡＧＴＴＧＣＡＡＡＧ３′，下游引物：５′ＣＡＣＧＡＣＧＴＡＧＴＣ

ＣＡＴＧＴＴＣＡＣＡＡＴＣ３′，产物长度１８７ｂｐ；Ｂｉ１上游引物：

５′ＡＴＣＡＴＴＧＴＡＡＣＣＡＡＴＣＣＴＧＣＣＡＧＡＣ３′，下游引

物：５′ＡＧＣＣＴＣＧＣＴＣＴＧＴＴＧＡＴＧＴＧＡＡ３′，产物长度

１３７ｂｐ。按２０μＬ反应体系进行，ＴｏｔａｌＲＮＡ２μＬ，ＲＮａｓｅＦｒｅｅ

ｄＨ２Ｏ６μＬ，２×ＯｎｅＳｔｅｐＳＹＢＲＲＴＰＣＲＢｕｆｆｅｒⅢ１０μＬ，上

下游引物、ＴａＫａＲａＥｘＴａｑ
ＴＭ ＨＳ（５Ｕ／μＬ）、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ

ＴＭ ＲＴ

ＥｎｚｙｍｅＭｉｘⅡ和ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅｏｒＤｙｅⅡ （５０×）各０．４

μＬ，每个样本设３个重复孔。反应条件见图１，反应结束后，实

验数据用系统自带的ＳＤＳ软件（ｖ１．４）进行分析。相对定量实

验使用的分析方法为比较Ｃｔ值法。Ｃｔ值表示阈值循环，是荧

光信号强度超过设置的阈值强度时所经历的循环数。因为Ｃｔ

值与反应管中模板起始拷贝数的对数存在线性对应关系，根据

公式：△△Ｃｔ＝［ＣｔｈＴＥＲＴ／Ｂｉ１－Ｃｔβａｃｔｉｎ］实验组样品 －［ＣｔｈＴＥＲＴ／Ｂｉ１－

Ｃｔβａｃｔｉｎ］空白组样品
［２］，计算实验组样品相对于空白组样品中

ｈＴＥＲＴ或／Ｂｉ１基因的表达量２－△△Ｃｔ。

１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各重组质粒阻抑 ＣＮＥ２Ｚ细胞中

ｈＴＥＲＴ和Ｂｉ１蛋白表达情况　按照碧云天生物技术研究所

Ｗｅｓｔｅｒｎ及ＩＰ细胞裂解液说明书上的步骤提取总蛋白并做蛋

白定量。制备分离胶和浓缩胶，按凝胶大于 ＶＤＦ膜大于滤纸

的顺序，凝胶侧阴极，ＰＶＤＦ膜侧阳极连接好电极进行转膜。

加上预冷的电转移缓冲液，于０℃冰箱中进行电转移，恒流９０

ｍＡ，转移１２～１６ｈ（Ｂｉ１）或恒流２００ｍＡ，转移０．７５ｈ（βａｃｔｉｎ）

或恒流２００ｍＡ，转移３ｈ（ｈＴＥＲＴ）。取出转移好的ＰＶＤＦ膜，

ＴＢＳ洗１０ｍｉｎ，将ＰＶＤＦ膜转至塑料袋中，加入封闭液室温封

闭３～５ｈ。再加入抗体进行抗原抗体反应。于暗室中显影并

用Ｂａｎｄｓｃａｎ图像分析软件进行光密度积分值（ｉｎｔｅｇｒａｌｏｆｏｐｔｉ

ｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ）分析。以ｈＴＥＲＴ或Ｂｉ１与βａｃｔｉｎ（内参照）的光

密度积分值之比作为各目的蛋白的相对含量值。

图１　　ＲＴＰＣＲ反应体系

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行单因素方差

分析和显著性检验，结果实验数据以狓±狊表示，预先用 Ｈｏｍ

ｏｇｅｎｅｉｔｙｏｆＶａｒｉａｎｃｅｓ进行方差齐性检验，如方差齐采用ＬＤＳ

检验，如方差不齐采用Ｔａｍｈａｎｅ′ｓＴ２检验，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　转染条件的优化　通过流式细胞仪上机检测绿色荧光细

胞的量及荧光强度，确定最佳转染条件。ＦＣＭ结果表明，未处

理组、ｐＥＧＦＰＮ１组、Ｌｉｐ组、ＥＧＦＰＮ１／Ｌｉｐ组（ｐＥＧＦＰＮ１质

粒与Ｌｉｐ之比值分别为１∶０．５、１∶１．５、１∶２．５、１∶３．５、

１∶４．５，其中，Ｌｉｐ加２．０μＬ时），Ｌｉｐ对ＣＮＥ２Ｚ细胞的转染

能力分别为（０．７５±０．０３）％、（０．８１±０．０２）％、（０．７６±

０．０４）％、（１８．６±１．２８）％、（２３．５±１．０９）％、（３０．４±２．１２）％、

（２６．３±１．８９）％、（２８．７±１．５３）％，结果见图２。

表１　　各实验组ｈＴＥＲＴ和Ｂｉ１的相对表达量（狀＝３）

组别
平均Ｃｔ

ｈＴＥＲＴ Ｂｉ１

平均△Ｃｔ

ｈＴＥＲＴ Ｂｉ１

△Ｃｔ标准差

ｈＴＥＲＴ Ｂｉ１

△△Ｃｔ

ｈＴＥＲＴ Ｂｉ１

２－△△Ｃｔ

ｈＴＥＲＴ Ｂｉ１

Ｌｏｇ１０２－△△Ｃｔ

ｈＴＥＲＴ Ｂｉ１

ｕｎｔｒｅａｔｅｄ ２４．４２２ ２４．１８７ １０．３６５ ９．９７４ ０．１４８ ０．０４２ ０ ０ １ １ ０ ０

Ｌｉｐ ２４．３７０ ２４．２５４ １０．１２５ １０．００３ ０．１２０ ０．０６２ －０．２４０ ０．０２９ １．１８１ ０．９８０ ０．０７２ －０．００９

ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／Ｌｉｐ ２４．４２２ ２４．２４８ １０．２５８ ９．９０８ ０．１２２ ０．０６３ －０．１０６ －０．０６６ １．０７７ １．０４７ ０．０３２ ０．０２０

ＴＲ（Ｂｉ－１）／Ｌｉｐ ２６．０４７ ２６．０６９ １１．５０６ １０．９９６ ０．０４８ ０．０７８ １．１４２ １．０２３ ０．４５３ ０．４９２ －０．３４４ －０．０３８

ＴＲｓ（Ｂｉ－１ｓ）／Ｌｉｐ ２４．２８３ ２４．３８０ １０．２０７ １０．０５０ ０．０９２ ０．０５８ －０．１５８ ０．０７７ １．１１６ ０．９４８ ０．０４７ －０．０２３

ＴＲ－Ｂｉ－１／Ｌｉｐ ２５．９９１ ２６．１６５ １１．４６８ １１．０８２ ０．０４５ ０．０６４ １．１０４ １．１０８ ０．４６５ ０．４６４ －０．３３３ －０．３３３

ＴＲｓ－Ｂｉ－１ｓ／Ｌｉｐ ２４．３５６ ２４．３２８ １０．２８８ ９．９９９ ０．０１８ ０．０３７ －０．０７６ ０．０２５ １．０５４ ０．９８３ ０．０２３ －０．００７

　　：犘＜０．０１。
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　　１：未处理组；２：ｐＥＧＦＰＮ１组；３：Ｌｉｐ组；４：ｐＥＧＦＰＮ１／Ｌｉｐ：１∶０．５组；５：ｐＥＧＦＰＮ１／Ｌｉｐ：１∶１．５组；６：ｐＥＧＦＰＮ１／Ｌｉｐ：１∶２．５组；７：ｐＥＧＦＰ

Ｎ１／Ｌｉｐ：１∶３．５组；８：ｐＥＧＦＰＮ１／Ｌｉｐ：１∶４．５组。与未处理组和ｐＥＧＦＰＮ１组比较，狀＝３，：犘＜０．０１。

图２　　Ｌｉｐ介导质粒转染后ＣＮＥ２Ｚ细胞表达ＧＦＰ的情况（ＧＦＰ与Ｌｉｐ不同比例）

　　１：未处理组；２：ｐＥＧＦＰＮ１４．００μｇ，Ｌｉｐ１０．００μＬ组；３：ｐＥＧＦＰＮ１３．５０μｇ，Ｌｉｐ８．７５μＬ组；４：ｐＥＧＦＰＮ１３．００μｇ，Ｌｉｐ７．５０μＬ组；５：ｐＥＧＦＰＮ１２．５０

μｇ，Ｌｉｐ６．２５μＬ组；６：ｐＥＧＦＰＮ１２．００μｇ，Ｌｉｐ５．００μＬ组；７：ｐＥＧＦＰＮ１１．５０μｇ，Ｌｉｐ２．００μＬ组。与未处理组和ｐＥＧＦＰＮ１组比较，狀＝３，
：犘＜０．０１。

图３　　Ｌｉｐ介导质粒转染后ＣＮＥ２Ｚ细胞表达ＧＦＰ的情况（ＧＦＰ与Ｌｉｐ不同浓度）
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　　Ａ：ｈＴＥＲＴ的溶解曲线；Ｂ：测ｈＴＥＲＴ时βａｃｔｉｎ的溶解曲线；Ｃ：Ｂｉ１的溶解曲线；Ｄ：测Ｂｉ１时βａｃｔｉｎ的溶解曲线。

图４　　ＲＴＰＣＲ中ｈＴＥＲＴ和Ｂｉ１引物的特异性

　　未处理组、ｐＥＧＦＰＮ１组与Ｌｉｐ组（ｐＥＧＦＰＮ１４．００μｇ，

Ｌｉｐ１０．００μＬ；ｐＥＧＦＰＮ１３．５０μｇ，Ｌｉｐ８．７５μＬ；ｐＥＧＦＰＮ１

３．００μｇ，Ｌｉｐ７．５０μＬ；ｐＥＧＦＰＮ１２．５０μｇ，Ｌｉｐ６．２５μＬ；ｐＥＧ

ＦＰＮ１２．００μｇ，Ｌｉｐ５．００μＬ；ｐＥＧＦＰＮ１１．５０μｇ，Ｌｉｐ２．００

μＬ；其中，ｐＥＧＦＰＮ１与Ｌｉｐ比例为１∶２．５时），Ｌｉｐ对ＣＮＥ

２Ｚ细胞的转染能力分别为（１．５３±０．２３）％、（３７．５±２．２０）％、

（３５．７±５．２）％、（４０．３±３．８９）％、（４８．５±５．８０）％、（３７．７±

９．２０）％、（４５．２±２．７０）％，结果见图３。未处理组和ｐＥＧＦＰ

Ｎ１对照组的绿色荧光细胞百分数及荧光强度比较差异无统计

学意义（犘＞０．０５）。各经处理过的ｐＥＧＦＰＮ１转染组与未处

理组和ｐＥＧＦＰＮ１对照组比较，差异均有统计学意义（犘＜

０．０１），其中，ｐＥＧＦＰＮ１为２．５μｇ，Ｌｉｐ为６．２５μＬ时，转染率

最高，达４８．５％，提示ｓｈＲＮＡ表达质粒在Ｌｉｐ的介导下能较

好地进入肿瘤细胞内。

２．２　ＲＴＰＣＲ结果　ＲＴＰＣＲ反应结束后，目的基因和内参

的溶解曲线显示，４个曲线都只有单一的峰（图４），说明所设计

的引物有较高特异性，只扩增出单一产物。设置由系统自动调

整基线和阈值，以未进行任何处理的ＣＮＥ２Ｚ细胞为空白组样

品，计算出各个实验组样品相对于空白组样品的 ＴＥＲＴ和

（或）Ｂｉ１表达量（２－△△Ｃｔ），再取其对数，比较各实验组样品中

ＴＥＲＴ和Ｂｉ１水平的差异。结果如表１所示，Ｌｉｐ对照组和

ｐｃＤＮＡ３．１（＋）／Ｌｉｐ对照组及乱码／Ｌｉｐ组与未处理组比较，细

胞中ＴＥＲＴ和（或）Ｂｉ１基因的 ｍＲＮＡ表达水平基本上趋于

一致，差异无统计学意义（犘＞０．０５）；ＴＲ／／Ｌｉｐ组、Ｂｉ１／Ｌｉｐ组

和ＴＲＢｉ１／Ｌｉｐ组与所有对照组比较，细胞中 ＴＥＲＴ和（或）

Ｂｉ１基因的 ｍＲＮＡ表达水平显著降低，差异有统计学意义

（犘＜０．０１），前二者同后者比较，差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。

２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果　在ＣＮＥ２Ｚ细胞中，干扰质粒

ＴＲ／Ｌｉｐ组、Ｂｉ１／Ｌｉｐ组和 ＴＲＢｉ１／Ｌｉｐ组与未处理组比较，

ｈＴＥＲＴ和（或）Ｂｉ１的蛋白表达水平均下调。其中，ＴＲ／Ｌｉｐ组

和ＴＲＢｉ１／Ｌｉｐ组中ｈＴＥＲＴ 蛋白的下调率分别为６７％和

７０％，Ｂｉ１／Ｌｉｐ组和ＴＲＢｉ１／Ｌｉｐ组中Ｂｉ１蛋白的下调率分别

为７５％和６９％，提示构建的ＲＮＡ干扰载体均能预期下调目的

蛋白，尤其是ＴＲＢｉ１／Ｌｉｐ组，同时下调了ｈＴＥＲＴ和Ｂｉ１两

种蛋白。

３　讨　　论

ＲＮＡｉ是由双链 ＲＮＡ（ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｅｄＲＮＡ，ｄｓＲＮＡ）所

引发的靶基因ｍＲＮＡ降解而导致的序列特异性基因沉默。自

然界中存在着另一类ＲＮＡ即 ｍｉＲＮＡ，它与ｓｉＲＮＡ有一些相

似性，都是由大约２２个核苷酸组成，都能被Ｄｉｃｅｒ所识别，且

都可发挥ＲＮＡｉ的效果，不同的是ｍｉＲＮＡ被Ｄｉｃｅｒ切割后有２

种结果，当 ｍｉＲＮＡ与要沉默基因的 ｍＲＮＡ完全或近乎完全

配对时会裂解靶基因的 ｍＲＮＡ，但是，大多数的 ｍｉＲＮＡ会与

ｍＲＮＡ的３′非编码区（３′ＵＴＲ）结合从而抑制翻译的进行
［３５］。

本研究利用ｍｉＲ３０的基本骨架，用靶基因序列代替ｍｉＲ３０的

中间部分，这样既可以使其被Ｄｉｃｅｒ所识别，又因其与靶基因

的ｍＲＮＡ完全配对而裂解靶基因。

ｈＴＥＲＴ定位于染色体５ｐ１５．３３，是一个单拷贝基因，其长

度为４０３０ｂｐ，含有１６个外显子和１５个内含子，蛋白质由

１１３２个氨基酸残基组成
［６］。ｈＴＥＲＴ被普遍认为是端粒酶的

催化亚单位，该基因的表达与人端粒酶的激活密切相关。越来

越多的研究表明，抑制端粒酶的活性可以导致肿瘤细胞生长受

抑制，最终走向凋亡［７８］。Ｂｉ１是一个广泛存在于真核生物、原

核生物和病毒中的保守性基因，定位于大鼠的７号染色体、小

鼠的１５号染色体、人的１２号染色体
［９］。Ｂｉ１是近年发现的凋

亡抑制因子，主要通过抑制线粒体相关的凋亡途径阻断细胞凋

亡过程［１０１１］，受ｂｃｌ２和ｂａｘ的调控，与肿瘤的发生、发展、转移

和预后密切相关。

为了获得较高的转染效率和较低的非特异性效应，本研究

在确保细胞具有９５％汇合度（有助于减小阳离子脂质体细胞

毒性对细胞的影响）的前提下，进行转染条件的优化。本实验

构建的ＲＮＡ干扰质粒缺乏荧光蛋白的表达构件，无法直接检

测质粒的转染率；ｐＥＧＦＰＮ１质粒含有绿色荧光蛋白表达构

件，且该质粒大小为４７３３ｂｐ，与本实验构建的ＲＮＡ干扰质粒

大小（５４７０ｂｐ、５５０１ｂｐ及５５４３ｂｐ）相近，并且其同所构建的

载体同属于含ＲＮＡ聚合酶Ⅱ类启动子的载体，可作为检测干

扰质粒转染效率的参考物。最终确定了转染ＣＮＥ２Ｚ细胞的

质粒和Ｌｉｐ最佳组合：质粒为２．５μｇ，Ｌｉｐ为６．２５μＬ（６孔板）。

ＲＮＡｉ效率与细胞类型、转染时间、转染效率、ｓｉＲＮＡ序列

及浓度等有密切关系，而高效转染率可增加基因表达阻抑的可

能性［１２１４］。本实验结果表明，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００转染试剂

具有较高的转染效率（在ＣＮＥ２Ｚ中的转染率在４０％以上），

故选用其进行ＲＮＡｉ实验。

本实验将所构建的双基因表达载体与单基因表达载体相

比较，看其是否能同时沉默２种基因。ＲＴＰＣＲ实验表明，双

基因沉默组中的ｈＴＥＲＴ和（或）Ｂｉ１ｍＲＮＡ的相对含量与单

基因沉默组相同，都比对照组降低，前者同后二者比较，差异无

统计学意义（犘＞０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果也显示双基因沉默

组中的ｈＴＥＲＴ和（或）Ｂｉ１蛋白的相对含量与单基因沉默组

相同，比对照组降低，前者同后二者比较，差异无统计学意义

（犘＞０．０５），载体上的２个ｓｈＲＮＡ相互之间没有发生拮抗作

用，同时也说明了所构建的双基因表达载体的成功与有效性。
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治作用。
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