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真核起始因子
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%是真核生物细胞蛋白质合成步

骤中生成翻译起始复合物的必需因子之一)

!
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+已有研究发现#

1F[#Z

在肺癌,乳腺癌,食管癌等多种肿瘤组织中表达水平升

高#并与肿瘤转移,治疗后复发等存在一定的关系)

%.&
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+有研究

显示#

1F[#Z

过表达与鼻咽癌的转移和患者预后密切相关#但

其作用机制尚未完全明确)
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+为研究
1F[#Z

在鼻咽癌增殖,

转移中的作用机制#探寻调控鼻咽癌早期转移的分子靶点#需

要构建稳定干扰基因表达的鼻咽癌细胞系+慢病毒感染体系

是目前常用的能够较为稳定地转染基因克隆的病毒体系之

一)

'

*

+慢病毒感染体系感染分裂细胞或非分裂细胞后#可以在

细胞内长期表达且安全性较高)

(

*

(结合抗菌药物压力筛选方

法#则可用于构建稳定基因过表达与敲减细胞系)

*
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+构建稳定

敲减
1F[#Z

基因的鼻咽癌细胞系有助于更好地探寻
1F[#Z

在

鼻咽癌细胞中的作用#分析其参与调控鼻咽癌转移的具体机

制+因此#本研究以针对
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基因
9WN-

的小干扰
WN-
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:;WN-

%序列为基础构建了慢病毒感染体系#在对低分化鼻咽

癌细胞系
LNZ%

细胞进行感染后分析了
1F[#Z

敲减对鼻咽癌

细胞增殖,迁徙活性的影响+现将研究结果报道如下+
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短发夹
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载体连接#转化
RU$

%
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抗性培养基培养后挑选单克隆菌落#经
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鉴定并测序明确
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慢病毒包装
!

将病毒包装细胞
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以浓度
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$

个"毫升接种于
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细胞培养皿中#待细胞融合度达
("+
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时用于转染+转染步骤参照试剂说明书+转染
*7

后更

换新鲜的完全培养基(常规培养
#*7

后收集含有病毒的细胞

培养上清#用
")#$
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9

滤器去除细胞碎片#离心浓缩用于病毒

感染+

$)/)1
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慢病毒感染及最佳靶点筛选
!

选取对数生长期
U!%,,

细胞#以浓度
$e!"

# 个"孔接种六孔板#设置空白对照组,阴性

对照组和
#

个带有干扰序列的病毒干预组$

_R!

!

#

%#每组包

括
&

个复孔+常规培养至细胞融合度达到约
&"+

+向病毒干

预组和阴性对照组中加入制备好的
#

组
1F[#Z.WN-;.JM

病毒

及阴性对照病毒#空白对照组不加入病毒+感染
!%7

后更换

培养基#感染
$B

后提取各组细胞
WN-

#采用定量
VLW

检测

1F[#Z

基因表达相对水平#筛选最佳干扰靶点+

$)/)2
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抗菌药物筛选与感染细胞培养
!

以感染
U!%,,

细胞

的方法感染
LNZ%

细胞#病毒干预组采用经干扰靶点筛选后确

定的
1F[#Z.WN-;.JM.

(

%

病毒#阴性对照组采用阴性对照病

毒+感染
$B

后更换培养基$含浓度为
!)"

"

@

"

9J

的嘌呤霉

素%#持续观察细胞#每
&

天更换
!

次培养基$含新鲜嘌呤霉素

的
RKZK

培养基%#

(B

后扩大培养#直至感染后
%,B

(挑取单

克隆细胞#移至新培养皿中扩大培养+

1F[#Z

稳定干扰细胞株

命名为
LNZ%:;Z

3

细胞#阴性对照病毒感染细胞命名为

LNZ%:;NL

细胞+

$)/))

!

1F[#Z

表达水平检测
!

采用定量
VLW

方法检测细胞

1F[#Z9WN-

表达水平#采用免疫印迹法$
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%检测

1F[#Z

蛋白表达水平+
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细胞生长周期,增殖活性及迁徙活性检测
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采用

LL_*

试剂盒检测
LNZ%:;Z

3

,

LNZ%:;NL

,

LNZ%

细胞生长水

平及增殖活性#采用细胞运动实验检测细胞迁徙活性+

$)'

!

统计学处理
!

采用
K;?50:0D6Z2?14%""&

软件进行数据

处理#采用
SVSS!()"

统计学软件进行统计学分析+计量资料

组间比较采用
3

检验+

A

$

")"$

为差异有统计学意义+

/

!

结
!!

果

/)$

!

1F[#Z.WN-;.JM

慢病毒颗粒最佳干扰靶点筛选
!

采用
#

个带有干扰序列的病毒对
U!%,,

细胞进行感染#其中
_R%

$

1F[#Z.WN-;.JM.

(

%

%,

_R&

$

1F[#Z.WN-;.JM.

(

&

%对目的基

因
1F[#Z

表达的干扰作用较阴性对照组升高超过
*$)"+

#其

中
_R%

为最有效靶点+因此#采用
1F[#Z.WN-;.JM.

(

%

病毒

进行验证实验+在以
LNZ%

细胞作为靶细胞的病毒感染干扰

实验中#

_R%

组$

1F[#Z.WN-;.JM.

(

%

病毒干扰%对目的基因

1F[#Z

表达的干扰作用较阴性对照组升高超过
(")"+

+因此#

以
1F[#Z.WN-;.JM.

(

%

病毒进行后续实验#并将病毒命名为

1F[#Z.WN-;.JM

病毒+

/)/

!

1F[#Z.WN-;.JM

病毒感染
LNZ%

细胞对
1F[#Z

表达的

影响
!

LNZ%:;NL

细胞,

LNZ%

细胞
1F[#Z9WN-

相对表达水

平比较差异无统计学意义$

A

%

")"$

%(

LNZ%:;Z

3

细胞
1F[#Z

9WN-

表达水平较
LNZ%:;NL

降低
(')"+

#组间比较差异有

统计学意义$

A

$

")"$

%#见图
!-

+

LNZ%

细胞,

LNZ%:;NL

细

胞
1F[#Z

蛋白表达水平比较差异无统计学意义$

A

%

")"$

%(

LNZ%:;Z

3

细胞
1F[#Z

蛋白表达水平较
LNZ%:;NL

细胞降低

$")"+

#组间比较差异有统计学意义$

A

$

")"$

%有统计学意

义#见图
!T

,

L

+

LNZ%:;Z

3

细胞
1F[#Z

基因的表达被明显沉

默#可用于后续实验+
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注!

-

为各组间
1F[#Z9WN-

相对表达水平比较(

T

为各研究组
1F[#Z

蛋白
Q1:615<T406

检测结果(

L

为各组间
1F[#Z

蛋白相对表达水平比

较(

""表示组间比较
A

$
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+

图
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各研究组细胞
1F[#Z9WN-

及蛋白相对表达水平比较
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1F[#Z

敲减对
LNZ%

细胞生长周期和增殖活性的影响
!

LNZ%

细胞,

LNZ%:;NL

细胞生长速度比较差异无统计学意义

$

A

%

")"$

%(与
LNZ%:;NL

细胞比较#

LNZ%:;Z

3

细胞生长速度

在培养前
$B

明显被抑制#细胞生长速度组间比较差异有统计

学意义$

A

$

")"$

%#见图
%-

+病毒感染
#*7

后#

LNZ%

细胞,

LNZ%:;NL

细胞增殖活性比较差异无统计学意义$

A

%

")"$

%(

与
LNZ%:;NL

细 胞 比 较#

LNZ%:;Z

3

细 胞 增 殖 活 性 降 低

*$)"+

#细胞增殖活性组间比较差异有统计学意义$

A

$

")"$

%#见图
%T

+

/)'

!

1F[#Z

敲减对
LNZ%

细胞迁徙活性的影响
!

各研究组细

胞运动实验染色检测结果见图
&

+

LNZ%

细胞,

LNZ%:;NL

细

胞的穿膜细胞数比较差异无统计学意义$

A

%

")"$

%(与

LNZ%:;NL

细胞比较#

LNZ%:;Z

3

细胞的穿膜细胞数降低

$,)"+

#穿膜细胞数组间比较差异有统计学意义$

A

$

")"$

%+

!!

注!

-

为各研究组细胞生长曲线(

T

为各研究组细胞感染
#*7

后

增殖活性比较(

""表示组间比较
A

$

")"$

+

图
%

!

1F[#Z

敲减对
LNZ%

细胞生长周期和增殖活性的影响

图
&

!

各研究组细胞运动实验染色检测结果

'

!

讨
!!

论

WN-

干扰是机体抵御外来基因和病毒感染的基因调控方

式之一#可通过双链
WN-

降解同源
9WN-

#进而在
WN-

水平

抑制基因的表达+

WN-

干扰具有特异性和高效性的特点#可

在核酸水平调控细胞基因的表达)

!"

*

+本研究所使用的
3

YL.

JM

慢病毒系统以.自杀性改造/为基础#采用三质粒包装构建

获得#安全性高,操作简单,感染效率较高#而且能够在体外合

成构建
:;WN-

的表达载体
:7WN-

#进而在专用工程细胞

%,&/

中结合辅助质粒#表达并包被+经荧光筛选获得可产生

:7WN-

的高滴度慢病毒颗粒#再转移至细胞内转录加工#即可

生成
:;WN-

+本 研 究 采 用
1F[#Z.WN-;.JM

转 染
U!%,,

,

LNZ%

细胞#证实了可高效敲减
1F[#Z

表达的
:;WN-

靶点序

列+此外#本研究结合抗菌药物压力筛选#成功在相对较短的

时间内获得了高纯度的稳定敲减
1F[#Z

的
LNZ%:;Z

3

细胞及

其对照细胞
LNZ%:;NL

#为进一步研究相关基因功能和细胞生

物学行为奠定了基础+

1F[#Z

可选择性翻译癌基因
9WN-

#并参与癌蛋白的表

达#对细胞转化及肿瘤细胞增殖,侵袭,转移均可能存在影

响)

!

*

+然而#

1F[#Z

在鼻咽癌细胞中的表达水平和功能#特别

是其参与癌基因表达调控的分子机制尚未完全明确+笔者在

前期实验中发现
1F[#Z

蛋白与鼻咽癌细胞增殖,转移密切相

关#可能参与了肿瘤上皮介质转化和复发+因此#本研究构建

了
1F[#Z

稳定敲减的鼻咽癌低分化细胞系
LNZ%:;Z

3

细胞及

其对照细胞+初步细胞生物学行为检测发现#

1F[#Z

稳定敲减

的
LNZ%:;Z

3

细胞与未经感染处理的
LNZ%

细胞,阴性对照

LNZ%:;NL

细胞相比#增殖活性下降#生长周期异常#迁徙活性

明显降低#提示
LNZ%

细胞内的
1F[#Z

敲减明显影响了细胞的

生物学行为#也说明
1F[#Z

基因在鼻咽癌发生,发展中具有重

要作用#为进一步研究其在基因表达调控中的作用和分子机制

奠定了良好的基础+
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时#本研究发现相比参考序列#

V&

体系扩增的目的片段多出了

含有
!'

个碱基的片段#提示在该区域可能存在基因多态性#如

引物位于该区域#有可能导致扩增失败#因此根据实际测序结

果适当调整引物设计位点也是必要的+

相关研究报道#

RKS]

,甘油,甜菜碱等物质有助于高
YL

模板解链#从而促进
VLW

的有效扩增#有助于扩增高
YL

片段

的成功率和特异性)

'.,

*

+另有研究显示#

VLW

反应体系中含有

浓度为
$+

的
RKS]

有助于高
YL

片段的扩增)

!"

*

+本研究结

果显示#在
V!

,

V%

体系中加入
RKS]

并未提高扩增的成功率

和特异性#但在
V&

体系中#加入
RKS]

并使其终浓度达到

!+

#是目的片段成功,特异扩增的必需条件+然而随着
RK.

S]

终浓度的增加#表现出对
VLW

反应的抑制效应+以上结果

提示在
VLW

反应体系中加入
RKS]

仅可提高部分高
YL

片段

的扩增效率和特异性#考虑可能与目的片段是否具有二级结构

有关+此外#本研究结果所显示的
RKS]

最佳终浓度$

!+

%与

其他研究报道存在一定的差异#可能与使用的
RN-

聚合酶及

反应体系设置不同有关+因此#在设计优化的高
YL

片段扩增

体系时#必须结合自身实验条件+

T=?79=<<

等)

&

*利用
S40>.B0><VLW

成功扩增了
YL

含

量大于
*&+

的目的片段#并发现其扩增效果优于降落
VLW

+

本研究也利用两种方法扩增了
/LWV!

基因启动子区的
L

3

Y

岛#结果显示采用降落
VLW

反应条件可促进
V&

体系$

RKS]

终浓度
!+

%的扩增效率和特异性#但在其他体系中未观测到

相关效应+降温速率
''+

的
S40>.B0><VLW

反应条件促进了

V&

体系的扩增效率#但并未促进其特异性+在其他反应体系

中#

S40>.B0><VLW

未体现出促进
VLW

扩增效率和特异性的

功能+分析其原因可能是由于反应条件仅为保证
VLW

成功扩

增高
YL

片段的重要条件之一#不同的反应条件需与不同的引

物对,反应体系及添加物相配合#方能提高
VLW

的扩增效率和

特异性+

本研究还利用错位设计模式将各测序引物的
&G

端设计在

扩增引物的
&G

端内侧#以此提高测序反应的特异性+因此#虽

然
V!.%

,

V%.%

体系的
VLW

扩增产物中存在非特异性条带#但

在测序时仅目的片段的序列可被检测#由此提高了测序反应的

特异性+

在本研究中#

U#'"

细胞未能被
V&

体系成功检测#同时在

V&

体系检出的细胞和组织样品中#

/LWV!

基因
L

3

Y

岛的上

游也存在多态性现象#提示
V&

体系的上游扩增引物可能位于

多态性区域#从而导致
U#'"

细胞检测失败+虽然
V!.%

,

V%

体

系均可检出所有细胞与组织样品#但
V%.!

联合
V!.%

方案却是

检出率最高且所覆盖的
L

3

Y

岛范围最为完整的方案#因此该

联合检测方案可作为
/LWV!

基因启动子区
L

3

Y

岛扩增,测序

的优选方案+但本研究所检测的细胞种类和组织样品例数相

对较少#有待后续更大规模的实验验证+

综上所述#在对
/LWV!

基因启动子区
L

3

Y

岛进行测序

时#可通过合理设计引物,选择添加物和优化反应条件实现目

的片段的扩增,提高扩增反应的特异性#而提高测序反应的特

异性需要设计
&G

端内移的特异性测序引物+本研究成功建立

了
/LWV!

基因启动子区
L

3

Y

岛扩增,测序体系#其中以
V%.!

联合
V!.%

检测方案为优选方案+

参考文献

)

!

* 郑国沛#易思思#贾小婷#等
)L.9

A

?

上调
/LWV!

表达与

舌癌细胞对顺铂耐受相关)

\

*

)

中国生物化学与分子生物

学报#

%"!#

#

&"

$

&

%!

%(%.%(*)

)

%

* 易思思
)

舌癌耐药相关基因
/LWV!

启动子克隆及转录调

控研究)

R

*

)

长沙!中南大学#

%"!!)

)

&

*

T=?79=<<US

#

S;DD156Q

#

[51

A

fU)SC??1::DC4=9

3

4;D;?=.

6;0<0D12651914

A

YL.5;?7

3

509061551

@

;0<:C:;<

@

=<0H14

b:40>B0><VLWb61?7<;

h

C1

)

\

*

)V7=59=?0

@

1<16;?:

#

%""&

#

!&

$

!%

%!

($,.('')

)

#

*

R1=60<-K

#

T;5B-)L

3

Y;:4=<B:=<B67151

@

C4=6;0<0D

65=<:?5;

3

6;0<

)

\

*

)Y1<1:R1H

#

%"!!

#

%$

$

!"

%!

!"!".!"%%)

)

$

*

V5=6

A

C:7R

#

/;>=5;S

#

_C9=5-

#

16=4)-<1>=

33

50=?760

60C?7B0>< 91670BC:;<

@

816=;<1=:?0.:04H1<6D05;<.

?51=:1B:

3

1?;D;?;6

A

=<B;<61<:;6

A

0DYL5;?7

@

1<1=9

3

4;D;?=.

6;0<

)

\

*

)Y1<1

#

%"!%

#

#,(

$

%

%!

%',.%(%)

)

'

*

S65;1<\

#

S=<D6\

#

K=44Y)Z<7=<?191<60DVLW=9

3

4;D;?=.

6;0<0D90B15=61YL.?0<6=;<;<

@

=<B7;

@

74

A

YL.5;?7RN-

:1

h

C1<?1:

)

\

*

)K04T;061?7<04

#

%"!&

#

$#

$

&

%!

!"#*.!"$#)

)

(

*

[=5144ZK

#

-412=<B51Y)T0H;<1:15C9=48C9;<DC56715

1<7=<?1:6711DD1?6:0D05

@

=<;?:04H1<6:0<;<?51=:1B

A

;14B

0D

3

04

A

915=:1?7=;<51=?6;0<0DYL.5;?7619

3

4=61:

)

\

"

]J

*

)TKLW1:N061:

#

%"!%."$.%#

)

%"!#.!%.!"

*#

766

3

!""

>>>)<?8;)<49)<;7)

@

0H

"

3

C891B

"

%%'%#,,%)

)

*

*

\1<:1<K-

#

[CIC:7;9=K

#

R=H;:WQ)RKS]=<B816=;<1

@

51=64

A

;9

3

50H1=9

3

4;D;?=6;0<0DYL.5;?7?0<:65C?6:;<B1

<0H0:

A

<671:;:

)

\

"

]J

*

)VJ0S]<1

#

%"!"."'.!!

)

%"!#.!%.

!"

*#

766

3

!""

>>>)<?8;)<49)<;7)

@

0H

"

3

9?

"

=56;?41:

"

VKL%**&,,(

"

)

)

,

*

Q1;K

#

R1<

@

\

#

[1<

@

_

#

16=4)f<;H15:=491670BD=?;4;6=.

6;<

@

671=9

3

4;D;?=6;0<0D12651914

A

YL.5;?7RN-D5=

@

.

91<6:D509

@

1<09;?RN-

)

\

*

)-<=4L719

#

%"!"

#

*%

$

!#

%!

'&"&.'&"()

)

!"

*

]85=B0H;?\

#

\C5;:;?M

#

/0:;?N

#

16=4)]

3

6;9;E=6;0<0D

VLW L0<B;6;0<:D05 -9

3

4;D;?=6;0<0D YL.W;?7 ZY[W

V5090615S1

h

C1<?1

)

\

*

)\L4;<J=805-<=4

#

%"!&

#

%(

$

'

%!

#*(.#,&)

$收稿日期!

%"!#.!!."$

!!

修回日期!

%"!#.!%.%%

%

$上接第
*,"

页%

!!

染结合流式细胞分选方法构建稳定过表达
LfZRL%

的

KL[.!"-

细胞系)

\

*

)

科学技术与工程#

%"!%

#

!%

$

%#

%!

'!#*.'!$!)

)

,

*

K0C::=H;K

#

K0:7

@

=8=B;N

#

[=E4;J

#

16=4)[;85084=:6

@

50>67

D=?605=<B05<;67;<1B1?=5802

A

4=:1$Gf/W:1<=841

3

51D151<6;=4

12

3

51::;0<;<7C9=<

3

50:6=61?=<?15?144:=<B;<

3

50:6=61

6C905:0DV/ZN

$

.

"

.

%

65=<:

@

1<;?9;?1

)

\

*

)L=<?15Y1<1/.

715

#

%"!%

#

!,

$

!

%!

!,.%,)

)

!"

*刘建军#张茂雷#朱芳芳
)

实时荧光定量
VLW

筛选有效

WN-

干扰方法的建立)

\

*

)

检验医学与临床#

%"!"

#

(

$

!"

%!

,"&.,"$)

$收稿日期!

%"!#.!!.%%

!!

修回日期!

%"!#.!%.%*

%

-

#,*

-

检验医学与临床
%"!$

年
#

月第
!%

卷第
(

期
!

J=8K1BL4;<

!

-

3

5;4%"!$

!

M04)!%

!

N0)(




