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目的
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构建针对
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特异组成蛋白中
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基因的重组慢病毒沉默载体!研究其对
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信号通

路的调控机制及其对肺泡上皮细胞钠离子通道的影响!并探讨其在急性呼吸窘迫综合征及急性肺损伤中的作用%方法
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构建目

的基因的
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干扰质粒及空载质粒并与慢病毒包装体系共转染
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细胞!收集病毒上清液!经离心&浓缩及纯化获取重组慢病

毒%测定病毒滴度!感染
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细胞并筛选细胞稳定株!
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验证目的基因
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沉默情况%采用
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和
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检测

该通路中各信号指标表达情况%结果
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成功构建沉默
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信号通路有明显的调控作用!同时从基因和蛋白水平影响肺泡上皮细胞
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可能是调控肺泡上皮细胞对肺泡液的清除能力!同时影响肺水肿形成的重要信号通路%
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%是由各种直接和间接

致病因素导致的肺泡细胞及毛细血管内皮细胞损伤#而肺泡周

围大量炎症因子浸润造成弥漫性肺间质及肺泡水肿#导致严重

的低氧性呼吸功能不全&
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%的治疗

中主要是运用抗感染*抗炎等方法#降低因肺内大量炎性渗出

所导致的毛细血管内皮
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肺泡上皮屏障功能障碍)部分文献报

道#增加肺泡上皮细胞对肺内多余液体的清除能力#也是控制

急性肺损伤的恶化及减少难治性低氧血症发生率的有效途
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肺水清除中起到重要作用)本实验研究通过构建重组慢病毒

载体沉默
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引物序列

基因名称 上游引物 下游引物
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材料与方法
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!

材料
!
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细胞购自中国科学院典型培养细胞库)

+D9E>.3#45"3

#

,",+#CA,4#,

J

+D9E>

及慢病毒载体由上海吉凯

基因化学公司提供)

73#X"C9E>

提取试剂盒*逆转录试剂盒*

?:9

引物及
NE>6G3OA3

均由日本
7G=G9G

公司提供(

@A+5.

A3,BC"5

配胶试剂盒购自西安碧云天生物技术公司)

9?.

RS$)0%

培养基*小牛血清*

%&12Y

胰蛋白酶均购自
<#B4"

公

司)

3#45"3

单克隆抗体#

;<=$

及
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单克隆抗体购自美国

S66H,"@G

M

公司(

FEG;"!#H64DG,AC

单克隆抗体购自英国

>B4G6

公司)

"

.G45#,

多克隆抗体购自美国
?3"5A#,5A4D

公司)
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标记山羊抗兔
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二抗购自美国
>BBO#,A

公司)
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方法
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细胞培养
!

将
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细胞用含有
$%Y

小牛血清的
9?.

RS$)0%

培养基培养#并放于
'-[

#

2Y:8

1

孵育箱中培养)待

细胞融合度达
(%Y

以上#成对数生长期时#可进行后续实验)

@&A&A

!

+D9E>.3#45"3

慢病毒感染质粒的设计及构建
!

根据

<A,BG,O

数据库中
>20(

细胞
3#45"3

基因
69E>

序列#经过评

估及
\T>;7

系统排除同源
4NE>

#设计
+D9E>

干扰靶序列

2W.>>>:77<7<>><>>7:<7>7:.'W

(合成
+D9E>

对应的

NE>8C#

J
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#退火后形成双链
NE>

)将其与经过
>

J

AS

和

F4"9S

两位点酶切后的
<]$$2

载体链接#将链接体转化

NZ2

!

感受态细胞#用
?:9

法对阳性克隆进行鉴定)

?:9

引

物为上游!

::>7<>77::77:>7>777<:

(下游!
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>:<<77>7::>:<:<

)
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慢病毒的包装和病毒滴度的测定
!

病毒包装前
10D

#
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细胞以
$̂ $%

2
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的密度接种于培养皿中)按
T#
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转染试剂盒按比例稀释混匀并移

至
1('7

细胞培养皿中#

/D

后弃转染液#用
NRFR

继续培养

-1D

后收集病毒上清液#经过滤*离心*浓缩及纯化#保存于

V/%[

冰箱)本实验采用荧光计数法进行病毒滴度测定#将

1('7

细胞以
2̂ $%

'

"孔的密度接种于
()

孔板#贴壁后#将待测

病毒以
$%

倍梯度稀释#分别加入
()

孔板中#

()D

后在荧光显

微镜下观察
<U?

表达情况并统计)

@&A&C

!

重组慢病毒感染
>20(

细胞和筛选细胞稳定株
!

以密

度
/̂ $%

0

"孔接种
>20(

细胞于
)

孔板中#待融合率达
'%Y

时#

用重组慢病毒感染
>20(

细胞)设空白组*阴性对照组*

+D9.

E>.3#45"3

组#每组设计
'

个复孔)预实验设计感染复数
R8S

_1%

*

2%

*

$%%

#将终浓度为
2

&

J

"

&

T

的
?"C

M

B3A,A

和
F,DG,4A!

#,LA45#",+"CH5#",

与相应体积的重组慢病毒悬液混匀加入
)

孔

板)

'

'

0!

后荧光显微镜下观察细胞感染率)继续培养感染

成功的目的细胞#用嘌呤霉素筛选细胞稳定株)

@&A&D

!
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检测
3#45"3

基因及
;<=$

*

FEG:'

个亚基的

69E>

表 达 水 平
!

提 取 各 组
>20(

细 胞 总
9E>

#依 据

N99%0->

逆转录试剂盒说明书#逆转录合成
4NE>

)按照

99(%$>

扩增试剂盒说明书建立反应体系#

?:9

扩增目的和

内参基因#引物序列见表
$

)

@&A&E

!

@A+5A3,BC"5

检测各组细胞
3#45"3

*

;<=$

*

?.;<=

及

FEG:

的蛋白表达水平
!

提取总蛋白#用
\:>

检测法进行蛋

白定量)各组蛋白样品经凝胶电泳$

;N;.?><F

%分离#用湿转

法将蛋白转移至硝酸纤维素滤膜$

?]NU

膜%)用
?\;7

配制

2Y

脱脂奶粉室温封闭
$D

#分别加入抗体
3#45"3

$

$`/%%
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$
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$
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!

.FEG:

$

$`2%%
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.
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$

$`2%%

%*

#

.FEG:

$

$`2%%

%于抗体孵育盒#

0[

孵育过

夜(

?\;7

$或
7\;7

%洗膜
'

次#每次
$%6#,

)加入
Z9?

标记

的二抗$

$̀ 2%%%

%#

'-[

孵育
$D

(

?\;7

$或
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%洗膜
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次#

每次
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)

F:T

试剂盒显色#凝胶系统成像#并用
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M

8,A

软件系统分别分析目的条带与
"

.G45#,

的比值表示
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#
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#
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的
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#

#

'

个亚基蛋白表达水平)
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统计学处理
!

用
;?;;1%&%

进行统计学处理#计量资料

以
/b6

表示#多样本间比较采用单因素方差分析#

!

$

%&%2

为

差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@
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重组慢病毒阳性克隆的验证*滴度检测并感染目的细胞

建立细胞稳定株
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!

阳性克隆的
?:9

鉴定
!

将阳性克隆的寡核苷酸序列#

经退火*酶切*链接等过程#用
?:9

法鉴定)重组慢病毒的

?:9

产物在
$'(B

K

#测序结果表明合成的
3#45"3+D9E>

寡核

苷酸序列插入正确#命名为
+D9E>.3#45"3

)

A&@&A

!

重组慢病毒滴度检测
!

将包装好的病毒进行梯度稀

释#再感染
>20(

细胞#并利用荧光显微镜检测各孔板中
<U?

的阳性细胞数量#其
+D9E>.3#45"3

组慢病毒滴度为
$&1^$%

/

7c

"

6T

#

,",+#CA,4#,

J

.+D9E>

组慢病毒滴度为
$&%^$%

/

7c

"

6T

)

A&@&B

!

重组慢病毒感染目的细胞
!

将包装好的慢病毒感染

>20(

细胞#

()D

后荧光显微镜下计数有
<U?

表达的细胞数量

及细胞总数#统计后
+D9E>.3#45"3

组感染效率约
)%Y

#

,",+#.

CA,4#,

J

.+D9E>

组感染效率
2%Y

#确定阳性组最佳感染复数

R8S

为
2%7c

"

6T

#表明感染成功$图
$

%)

A&@&C

!

嘌呤霉素筛选目的细胞并建立细胞稳定株
!

将慢病毒

感染过的细胞用不同浓度梯度的嘌呤霉素筛选#经预实验后发

现
%&2

&

J

"

6T

是最佳筛选浓度#继续培养细胞并获得纯化的

目的细胞#转染效率达
(%Y

以上$图
1

%)

A&@&D

!

目的细胞中
3#45"3

基因
69E>

水平的验证及检测
!

提取各组总
9E>

#

97.?:9

检测显示#相比空白组和阴性对照

组#

+D9E>.3#45"3

组中
3#45"369E>

表达明显低于前两组

$

!_%&%1(

%)而空白组与
,",+#CA,4#,

J

.+D9E>

比较#

3#45"3

1%)'

重庆医学
1%$2

年
(

月第
00

卷第
1)

期



69E>

无明显差异$

!

%

%&%2

%#见图
'

)

!!

>

*

\

!空载组(

:

*

N

!

+D9E>.3#45",

组)

图
$

!!

+D9E>.3#45"3

慢病毒载体及空载组感染
>20(

细胞后荧光显微镜下
<U?

表达情况&

1%%̂

'

图
1

!!

嘌呤霉素筛选后
+D9E>.3#45"3

慢病毒感染组

细胞中
<U?

表达情况&

$2%̂

'

!!

R_6G3OA3

(

"

!

!

$

%&%2

#与对照组比较)

图
'

!!

97.?:9

检测各组
3#45"3

基因的
69E>

表达水平

A&A

!

97.?:9

法检测检测
;<=$

#

!

.FEG:

#

"

.FEG:

#

#

.FEG:

69E>

表达水平
!

+D9E>.3#45"3

组中
;<=$69E>

的表达水

平也明显低于空白组及阴性对照组$

!_%&%1)

#

%&%%'

#

%&%%%

#

%&%%'

#

!

$

%&%2

%)以上结论成功证实运用重组慢病毒载体感

染
>20(

细胞系进行对目的基因
3#45"3

的调控有效#并同时调

控下游信号因子
;<=$

*

!

.FEG:

*

"

.FEG:

*

#

.FEG:69E>

表

达水平$图
0

*图
2

%)

!!

R_NE> RG3OA3

(

"

!

!

$

%&%2

#与对照组比较)

图
0

!!

97.?:9

检测各组
>20(

细胞
;<=$

的
69E>

表达水平

A&B

!

@A+5A3,BC"5

法检测各组细胞中
3#45"3

#

;<=$

#

?.;<=

的

蛋白表达水平
!

+D9E>.3#45"3

组中
3#45"3

#

;<=$

#

?.;<=

的蛋

白表达水平明显低于空白组及阴性对照组$

!_%&%%1

#

%&%%%

#

%&%$1

(

!

$

%&%2

%)而空白组与阴性对照组之间各目的蛋白表

达水平无明显差异$

!

%

%&%2

%#见图
)

)

A&C

!

@A+5A3,BC"5

法检测各组细胞中钠离子通道
'

个亚基
!

.

FEG:

#

"

.FEG:

及
#

.FEG:

的蛋白表达水平
!

+D9E>.3#45"3

组

中的
!

.FEG:

#

"

.FEG:

及
#

.FEG:

蛋白表达水平明显低于空白

组及阴性对照组$

!_%&%%1

#

%&%%%

#

%&%%$

#

!

$

%&%2

%)而空白

组与阴性对照组之间各目的蛋白表达水平无明显差异$

!

%

%&%2

%#见图
-

)

!!

R_NE> RG3OA3

(

"

!

!

$

%&%2

与对照组比较(

""

!

!

%

%&%2

与空

白组比较)

图
2

!!

97.?:9

检测各组
>20(

细胞
!

.FEG:

(

"

.FEG:

及
#

.FEG:

的
69E>

表达水平

!!

"

!

!

$

%&%2

#与对照组比较(

""

!

!

%

%&%2

#与空白组比较)

图
)

!!

@A+5A3,BC"5

法检测各组
>20(

细胞
3#45"3

(

;<=$

(

?.;<=

的蛋白表达水平

!!

"

!

!

$

%&%2

与对照组比较(

""

!

!

%

%&%2

与空白组比较)

图
-

!!

@A+5A3,BC"5

法检测各组
>20(

细胞
!

.FEG:

(

"

.FEG:

及
#

.FEG:

的蛋白表达水平

B

!

讨
!!

论

急性肺损伤的严重阶段是急性呼吸窘迫综合征#以肺泡毛

细血管内皮细胞和肺泡上皮细胞损伤为主要临床表现的综合

征#导致严重的肺水肿#肺通气功能障碍#顽固性低氧血症

等&

).-

'

)慢性阻塞性肺疾病恶化的主要原因是肺内大量中性粒

细胞*白细胞介素
./

$

ST./

%*肿瘤坏死因子
.

!

$

7EU.

!

%等炎症介

质的浸润及肺水清除能力障碍)所以临床治疗上#通过抗感

染*抗炎*利尿等治疗的同时#采用其他可能的途径提高肺水清

除能力#维持毛细血管内皮
.

肺泡上皮屏障的稳定平衡是改善

低氧血症#重度肺源性心脏病#及降低
>TS

"

>9N;

死亡率的另

一种手段)

雷帕霉素靶蛋白$

6789

%是一种丝氨酸"苏氨酸蛋白激

酶#以
6789:$

及
6789:1

两种形式存在于生物体中)

6789:C

由
6789

*

?9>;0%

*

9G

K

5"3

和
6T;7/

"

<

K

T

组成)

6789:1

包括
6789

*

?992

*

6T;7/

"

<

K

T

*

3#45"3

和
6;SEC

)

不同于其它亚基#

3#45"3

是
6789:1

中的特异性组成部分)据

文献证实#

3#45"3

与
4HC#,.$

链接组成
F'

泛素连接酶#可增加下

'%)'

重庆医学
1%$2

年
(

月第
00

卷第
1)

期



游
;<=$

的泛素化#同时
;<=$

可反作用于
3#45"3

磷酸化位点

7$$'2

&

/.(

'

)因此#

3#45"3.6789:1

复合体与
;<=$

之间存在紧

密的双向调控机制)本实验通过沉默
3#45"3

基因后#发现
;<=

磷酸 化 位 点
;A3011

明 显 下 调#证 明
;<=$

是 受
?S'=

"

6789:1

通路的调控)这一结果和国际上的观点是保持一致

的)

有国内外文献报道#参与调节肺泡内液体转运主要是通过

FEG:

#

EG

d

.=

d

.>7?G+A

#水通道蛋白$

>a?

%等方式实现&

$%

'

)

其中
FEG:

离子通道是一种跨膜蛋白#其属于阿米洛利敏感性

电压门控通道)主要位于肺泡上皮细胞顶侧膜#由
!

*

"

*

#

'

种

亚基构成的多聚体)而
!

亚基发挥了最主要的生物学功能#负

责钠离子的重吸收利用#及调节细胞内外环境)在通过敲除
!

.

FEG:

基因的小鼠实验中发现#多数实验组在
0%D

后死于急性

肺水肿引起的呼吸衰竭&

$$

'

)一方面#

FEG:

在位于上皮细胞基

底膜的
EG

d

.=

d

.>7?G+A

帮助下参与水跨膜转运和肺水清

除&

$1

'

)另一方面#国际上大部分相关研究表明#

FEG:

的活性

是受到
;<=$

下游
,A!!0

信号因子的直接调控)而对于
,A!!0

如何调控
FEG:

的内部机制的讨论尚不统一#有部分文献证

明#

6789:1

"

;<=$

信号通路可激活下游
,A!!0.1

的
QQ?1

磷酸化位点#以降低
,A!!0

家族中
F'

泛素连接酶对
FEG:

的

负向调控&

$'.$0

'

)因此#可推测
;<=$

与
,A!!0.1

可能是通过磷

酸化和泛素化的协同作用调控
FEG:

活性)本团队也将在以

后的研究中对这一机制做更深入的探讨)

本课题组前期通过大量体内#体外研究已证明#采用

6789:$

的抑制剂雷帕霉素干预时#检测钠离子通道蛋白表

达无明显改变#而采用
6789:$

及
6789:1

双效抑制剂

??101

干预时#钠离子蛋白表达有明显下降)同时#组织学检

测提示肺组织水肿情况加重)而利用糖皮质激素*胰岛素*表

皮生长因子等药物调控
?S'O

"

6789

"

;<=$

信号通路#可明显

上调钠离子通道对肺泡液的转运能力&

$2.$)

'

)以上结果提示#

?S'=

"

6789:1

"

;<=$

信号通路是调控
FEG:

的主要途径)

而慢病毒是一种以
ZS]

病毒为基础发展而来的免疫缺陷性逆

转录病毒)相比早期的脂质体#质粒等转染载体#它具有稳定

性#高敏感性#易感性等优势&

$-.$/

'

)近年重组慢病毒
+D9E>

技术被广泛应用于内源性基因分析#信号转导通路研究)本实

验通过设计目的基因
3#45"3

干扰序列#构建
+D9E>

质粒及重

组慢病毒载体#并成功感染目的细胞建立稳定株#沉默

6789:1

中 特 异 性 基 因
3#45"3

#从 基 因 层 面 准 确 证 明

6789:1

"

;<=$

是调控
FEG:

离子通道的高特异性信号通

路#同时进一步深入探讨了
3#45"3.6789:1

蛋白复合体对钠

离子通道的内部调控机制)从分子生物学的角度#有效的证明

6789:1

"

;<=$

信号通路是调节钠通道的关键)并推断此信

号通路可能是影响肺水清除的有效途径)此实验结论为提高

肺水清除能力#纠正急性肺水肿的临床研究提供了部分理论基

础#同时也为拓展
>TS

和
>9N;

临床治疗方向提供了一定的

理论思路)
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