
作者简介!李忱炜#男#硕士#检验技师#主要从事细胞信号通路,肺炎链球菌致病机制研究+

!论
!

著!

+S4R

家族成员
8>:*04

干扰慢病毒构建与分析

李忱炜"重庆市渝北区人民医院检验科
!

8#$$.#

#

!!

"摘要#

!

目的
!

制备
>:*04

干扰人
+S4R

家族成员
8

"

+S4R8

#的慢病毒载体"

>:*04(+S4R8

#!为深入研

究
QS%>

'

+S4R

信号通路奠定基础$方法
!

利用在线干扰设计网页进行干扰引物设计!根据小干扰
*04

的设计

原则!选取
"

对针对
+S4R8

特异性干扰引物而合成$合成的片段连接到慢病毒载体质粒
<

+MP$(P$

!形成
<

+MP$(

P$(>:*04(+S4R8

质粒$用
%,*

及测序对其鉴定!然后与慢病毒包装质粒混匀!由脂质体转染至
P1f.7"9

细胞

进行包装!产生慢病毒
>:*04(+S4R8

!并收集上清液感染乳腺癌
SR4(SQ(."$

细胞!通过
*9(%,*

及
b;>@;&G

QF'@

鉴定重组慢病毒干扰效果$结果
!

"

$

#

>:*04

干扰
+S4R8

特异性引物的获得$"

.

#

<

+MP$(P$(>:*04

+S4R8

质粒经
%,*

验证和测序后!证实构建成功$"

"

#

>:*04(+S4R8

在
P1f.7"9

中重组成慢病毒!并成功感

染
SR4(SQ(."$

$"

8

#

>:*04(+S4R8

感染乳腺癌
SR4(SQ(."$

细胞后
+S4R8

的表达降低$结论
!

成功构建

>:*04(+S4R8

慢病毒载体!并能有效抑制
+S4R8

表达$

"关键词#

!

慢病毒载体&

!

短发卡
*04

&

!

+S4R

家族成员
8

!"#

!

$%&'()(

"

*

&+,,-&$)./0(122&/%$2&$$&%'2

文献标志码$

4

文章编号$

$56.(78//

"

.#$/

#

$$($/!.(#"

WCA!8,DEPA+-6;>@;>;-7;9;-6+8+>:,B:+9<3-<3-39

H

,+,

!

</"()*+U)/

$

?()!)8

3

:)KA#8A

3

/64:8

9

"(8*

FI

/*

F

-@=)/

2/A65/;6

#

"(8*

FI

/*

F

8#$$.#

#

"(/*4

%

&

AB,6>376

'

!

"B

*

;76+8;

!

9'E'G>@&=E@@:;&;E'IKAGDG@-;G@AJA&=>J;E@'&AG@;&?;&AG

H

:=IDG+S4R8

H

;G;?'&@:;

?=&@:;&&;>;D&E:'?QS%>

"

+S4RE;FF>A

H

GDF2C;6D5<,

!

+:'&@:DA&

<

AG*04

$

>:*04

%

@D&

H

;@AG

H

+S4R8

H

;G;CD>3;(

>A

H

G;3DG3R04@;I

<

FD@;CD>>

B

G@:;>AL;3DG3>=KEF'G;3AG@'@:;-;G@AJA&=>;[

<

&;>>A'G

<

FD>IA3

<

+MP$(P$29:;&;(

E'IKAGDG@

<

FD>IA3

<

+MP$(P$(>:*04(+S4R8CD>E'G?A&I;3K

B

%,*DG3

H

;G;>;

e

=;GEAG

H

29:;G

<

+MP$(P$(>:*(

04(+S4R8DG3-;G@AJA&DF

<

DEND

H

AG

H<

FD>IA3CD>@&DG>?;E@;3AG@'P1f.7"E;FF>?'&

<

DEND

H

AG

H

K

B

FA

<

'>'I;24G3

E'FF;E@;3+=

<

;&GD@DG@E=F@=&;I;3A=II;3A=I@'AG?;E@;3SR4(SQ(."$K&;D>@EDGE;&E;FF>2>:*04(+S4R8CD>A(

3;G@A?A;3K

B

*9(%,*DG3b;>@;&GKF'@2E;,:96,

!

$

$

%

9:;

H

;G;>;

e

=;GE;'?>:*04@D&

H

;@AG

H

+S4R8

H

;G;CD>'K(

@DAG;32

$

.

%

9:;&;E'IKAGDG@-;G@AJA&=>;[

<

&;>>A'G

<

FD>IA3

<

+MP$(P$(>:*04(+S4R8DG3C;&;>=EE;>>?=FF

B

E'G(

>@&=E@;32

$

"

%

9:;&;E'IKAGDG@-;G@AJA&=>J;E@'&>:*04(+S4R8E'=F3K;

<

DEND

H

;3AGP1f.7"9DG3AG?;E@;3SR4(

SQ(."$+=EE;>>?=FF

B

2

$

8

%

9:;;[

<

&;>>A'G'?+S4R8

H

;G;CD>&;3=E;3AG@:;K&;D>@EDGE;&SR4(SQ(."$E;FF>AG?;E(

@;3K

B

>:*04(+S4R82F5-79:,+5-

!

9:;&;E'IKAGDG@-;G@AJA&=>J;E@'&>:*04(+S4R8CD>>=EE;>>?=FF

B

E'G>@&=E(

@;3C:AE:E'=F3AG:AKA@@:;;[

<

&;>>A'G'?+S4R82

&

G;

H

I5><,

'

!

&;E'IKAGDG@F;G@AJA&=>J;E@'&

(

!

>:*04

(

!

:=IDG+S4R8

!!

乳腺癌是一类易发生转移的肿瘤#近年来研究发现骨形态

发生蛋白$
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%作为
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体#为乳腺癌转移分子机制奠定基础#从而有效治疗乳腺癌+
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表达量#至
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后收集细胞培养液#离心后获取上清液至无菌
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管备用+
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重组干扰慢病毒在
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设计原则#选取其中
"

对作为
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干扰靶序列#设

计合成
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构建完成
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初步鉴定后#扩增出相应条带#认为质粒初步构

建成功#立即送公司测序#经测序后进行序列比对#确定质粒是

否构建成功+经
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初步验证后在
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有条带#认为连接

成功#送公司测序并将测序结果进行比对后#证明质粒完全构
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平的表达
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慢病毒感染
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提取细胞总
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提取细胞总蛋白+通过聚合酶链式反应$

*9(%,*

%

和免疫印迹试验$

b;>@;&G(KF'@

%检测
+S4R8

干扰慢病毒的干

扰效果+慢病毒感染
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后#感染率均值约
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+
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显 示
>:*04(+S4R8($

,

>:*04(+S4R8(.

和
>:*04(

+S4R8("

组细胞
+S4R8I*04

的表达较
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+表明
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的干扰效果最好#且得到
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进一

步证实+本组实验结果提示#干扰慢病毒载体构建成功+见图
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肿瘤的发生发展是一个多因素作用,多基因参与的复杂生

物学过程#目前其机制尚未完全明了+乳腺癌作为女性常见的

恶性肿瘤#占女性恶性肿瘤的第
$

位+目前有文献报道
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在乳腺癌的生物学过程中起着重要作用#
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*研究发现骨形态发生蛋白
.

$

QS%.

%通过
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通路促进
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侵袭迁移+

QS%.

在体内外能

够促进雌激素受体阳性的
S,Z6

侵袭迁移#过表达
QS%.

的
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细胞复制乳腺癌异种移植瘤#裸鼠动物模型中发现有

明显新生血管形成)
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*结合临床标本和实验数据提

出
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*研究表明
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作为一关键分子参与肿瘤转移过程#
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证实这一结果+大量研究提示
+S4R8

在乳腺癌的发生,发展

中起着重要作用#深入研究
+S4R8

的功能对阐明乳腺癌发病

机制具有临床价值)

7($#

*

+

本组通过
+QM

公司第
8

代慢病毒包装系统#利用干扰在线

设计网页#设计
"

对针对
+S4R8

的短发卡
*04

#并成功包装

成干扰慢病毒+经
*9(%,*

和
b;>@;&G(KF'@

发现
"

对短发卡

*04

对
+S4R8

均有干扰效果#

>:*04(+S4R8($

$

/.2$6O

%,

>:*04(+S4R8(.

$

852""O

%,

>:*04(+S4R8("

$

8#2$!O

%+

>:*04(+S4R8("

干扰效果最好#干扰慢病毒的成功构建为后

续研究
+S4R8

功能作出良好铺垫工作+

慢病毒病毒载体作为一种有效的基因工程载体#已证实其

可用于基因治疗,免疫治疗及基础生物学研究的有力工具+作

为基因载体#其具有较多优点#如可以制备较高滴度慢病毒#所

携带的基因表达水平高#所感染的宿主细胞和组织范围广#几

乎可以干扰所有细胞#慢病毒可以整合到基因组#能够形成稳

定的基因表达#今后可用于获得性免疫缺陷综合征$

4MR+

%,神

经系统疾病,血液系统疾病的基因治疗+本实验采用
+QM

安全

性更高的第
8

代慢病毒包装系统#为以后的实验研究奠定了良

好的基础+
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