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#干扰片段!以进

行后续 试 验$方 法
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根 据
6:̀ 63 ;R:6

序 列!设 计 编 码
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的
9:6

序 列!克 隆 入 表 达 载 体

"

6:̀ 63!7<R:6-
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#!与过表达载体共转染
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细胞!筛选有效干扰片段$结果
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可高效干扰

外源性
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的表达!具有较高的干扰效率$结论
!

成功筛选出
6:̀ 63
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复发性流产是抗磷脂综合征$

6P5

%的主要临床特征之一)

6P5

患者体内高浓度的抗磷脂抗体$

6P(

%#如抗
'

3

糖蛋白
$

$

'

32P

$

%*抗心磷脂抗体$

6Q6

%*抗核抗体$

6:6

%等自身抗

体均可以引起血液高凝状态+

-

,

#其中
'

32P

$

具有重要意义)

膜联蛋白
63

$

6:̀ 63

%为
QI

3_ 依赖的膜磷脂结合蛋白#与

6P5

病理过程密切关联+

3
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)有研究发现抗
'

32P

$
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32P
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复

合物经
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介导与内皮细胞结合#激活内皮细胞#引发血

栓形成+

"!$

,
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6P5

患者发生先兆子痫*死胎*流产等事件与其

胎盘滋养层细胞功能受损及胎盘微血栓形成有密切关系+

#

,

)

胎盘滋养层细胞
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表达丰富#为了证明
6:̀ 63

在
6P5

患者中的作用#作者拟采用
R:6

干扰$

R:6<

%技术阻断
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在细胞中的表达)此项研究中
6:̀ 63

特异性小干

扰
R:6

$
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%的设计*筛选是关键)本实验采用软件分析

6:̀ 63

潜在的
R:6<

序列#将其编码信息设计成小发卡状连

接入慢病毒载体
,

2Q5'(!2bP

#通过酶切鉴定和基因测序验证

重组体正确性#再与
6:̀ 63

表达质粒
,

42bP!:-!6:̀ 63

共

转染
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细胞#筛选出高效干扰的靶位点#为下一步实验打

下基础)现报道如下)
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公司)单
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公司)限制性核酸内切酶购买于
:1L4=

8

EI=K

*<>EIN7
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%基因库
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的
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双
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2626CC66QQCQCCCQQC26C2QCCCCCCC!"f

R

!

#f!66CCQ66666662Q6CQ6226662622CC6

6CQCQCC266CC66QQCQCCCQQC26C2QCC!"f
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特异性序列)
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有效靶点的筛选
!

共转染
,

42bP!:-!6:̀ 63

与不同

R:6<

靶点质粒$

6:̀ 63!7<R:6-

!

"

%筛选有效靶点#同时调

整加入的
R:6<

靶点质粒浓度观察干扰效率的变化#共转染

,

42bP!:-!6:̀ 63

与
,

2Q5'(!2bP

作为阴性对照#转染操作

同前#其中每孔过表达载体
,

42bP!:-!6:̀ 63

的量均为
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#每孔
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,
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3%%%

体积均为
-
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(

)共转染实验组

别及剂量设计#见表
3

)

$

组加入的干扰质粒量为
%.3#

"

8

(

.

组加入的干扰质粒量为
%.#%

"

8

)转染
$XF

后收集上述细胞

裂解液#

a17?1@=NE>?

分析杂交条带)一抗为单克隆鼠抗人

6:̀ 63

$

-i-%%%

%抗体或单克隆鼠抗人
'

!I0?<>=

$

-i-%%%

%抗

体#二抗为
)RP!

羊抗鼠
'

8

2

抗体$

-i#%%%

%)以
'

!I0?<=

为内

参#判断干扰效率)

表
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共转染实验设计%

"
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组别 阴性对照
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组
%.3# %.3# %.3# %.3#

.

组
%.#% %.#% %.#% %.#%
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注!

7<R:6

表示不同干扰靶点的表达载体
6:̀ 63!7<R:6-

!

"

)

$.1
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统计学处理
!

采用
5P55-B.%

统计软件进行数据分析#

计量资料以
AY=

表示#组间比较采用
5

检验#以
B

$

%.%#

为差

异有统计学意义)
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结
!!

果
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质粒
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酶切结果
!

6

8

1'

*
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双酶切质粒

,

2Q5'(!2bP

#电泳可见线性化质粒条带#见图
-

)

/./

!

6:̀ 637<R:6

表达质粒的鉴定
!

挑选氨苄霉素抗性克

隆行
PQR

鉴定#判断是否连接成功)除
6:̀ 63!7<R:6-

的
#

号*

6:̀ 63!7<R:63

的
A

号*

6:̀ 63!7<R:6"

的
X

号克隆外#

其他克隆均连接成功#见图
3

)
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-

为标记物(

3

为未酶切的
,

2Q5'(!2bP

(

"

为
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$

双酶切后的
,
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)

图
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质粒
,
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酶切结果
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*

*
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Q

分别为
6:̀ 63!7<R:6-

!

"

(

-

为
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V

(

3

为
,

2Q!

5'(!2bP

载体(

"

为
9:6

标记物(

$

!

X

为氨苄西林抗性克隆)

图
3

!

6:̀ 63!7<R:6PQR

产物电泳图
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!

6:̀ 63!7<R:6

与 质 粒
,

42bP!:-!6:̀ 63

共 转 染

3B"C

细胞转染效率
!

按实验设计将
6:̀ 63!7<R:6-

!

"

分别

与质粒
,

42bP!:-!6:̀ 63

共转染
3B"C

细胞)转染
3$F

后#

转染效率达
X%T

#细胞状态较好#见图
"

)

!!

注!

6

为荧光显微镜下细胞状态
*

为同视野下普通显微镜下细胞

状态)

图
"

!

共转染后
3B"C

细胞
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蛋白的表达%

]-%%

(
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各靶点干扰效率检测
!

转染
$XF

后#

a17?1@=NE>??<=

8

对

比分析各靶点的干扰效率)

,

2Q5'(!2bP

对目的蛋白表达无影

响$图中阴性对照%)质粒
,

42bP!:-!6:̀ 63

与
6:̀ 63!7<R!

:6

共转染后#

6:̀ 63

蛋白表达降低)当加入干扰质粒
%.3#

"

8

时#

6:̀ 63!7<R:6-

!

3

干扰效率不高(加入
%.#%

"

8

时#三者均

能干扰
6:̀ 63

蛋白表达#

6:̀ 63!7<R:6"

在
%.3#

*

%.#%

"

8

时

均能高效干扰外源性
6:̀ 63

的表达)见图
$

)
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注!

6

为
6:̀ 63!7<R:6%.3#

"

8

(

*

为
6:̀ 63!7<R:6%.#%

"

8

(

-

为阴性对照(

3

!

$

为
6:̀ 63!7<R:6-

!

"

)

图
$

!

各靶点对
6:̀ 63

表达的干扰效率

'

!

讨
!!

论

R:6<

是由双链
R:6

介导的*转录后水平特异沉默同源

靶基因的现象#是一种新兴的基因阻断技术#在细胞与组织模

型的研究中均取得了满意的效果+

&

,

)早期
R:6<

片段大多为

化学合成#其效应短暂#现多将
R:6<

序列设计成小发卡结构#

克隆入质粒或病毒载体#转染靶细胞#达到长期*稳定表达
7<R!

:6

的目的)慢病毒表达载体携带信息量大#可整合到宿主基

因组内稳定表达#是介导
R:6<

的理想载体)本实验设计采用

慢病毒载体携带不同
R:6<

的靶点质粒$

6:̀ 63!7<R:6-

!

"

%#取得了较好的干扰效率)

R:6<

现象是
-BB#

年人们在线虫体内首先发现的#其作

用机制可概括为外源性或内源性
K7R:6

在
9<01@

酶切割下形

成
7<R:6

#后者与特异性酶结合生成
R:6

诱导的沉默复合体

$

R'5Q

%#介导同源
;R:6

的降解)

9<01@

酶在
R:6<

的调控中

起着非常重要的作用#它属于
R:6

酶家族#进化上非常保守#

能识别
K7R:6

并将其降解为
7<R:6

+

A!X

,

)外源
K7R:6

进入

细胞与
9<01@

结合形成
9<01@!K7R:6

复合物#

9<01@

酶发挥

R:I71

活性作用将
K7R:6

切割为
7<R:6

#后者与
R:6<

特异

性酶如
6

8

>!3

等结合#形成
R:6

诱导沉默复合物$

R'5Q

%#

R'5Q

经
6CP

酶激活后#解开与之结合的
7<R:6

双链#并通过

碱基配对#在
7<R:6

指导下序列特异性降解同源
;R:6

#达到

阻止靶基因表达#使基因沉默的目的+

B

,

)不同靶位点的
R:6

作用效果差别很大#故需要根据同一条
;R:6

的不同靶位点

设计多个
7<R:6

)

)>E1=

等+

-%

,研究发现一般转录起始位点*

编码区
"f

末端干扰效率较差)

本实验根据上述原理#在
6:̀ 63;R:6

序列中筛选出

的
"

个靶位点并把此编码
9:6

接入慢病毒载体
,

2Q5'(!

2bP

)重组后的载体
6:̀ 63!7<R:6

与
6:̀ 63

过表达载体

,

42bP!:-!6:̀ 63

共转染
3B"C

细胞以检测干扰效率)经

a17?1@=NE>??<=

8

检测#三者对
6:̀ 63

的表达均有一定的干

扰作用#当加入干扰质粒浓度提高到
%.#%

"

8

时#三者均能有

效干扰
6:̀ 63

蛋白表达#其中
6:̀ 63!7<R:6"

在加入的干

扰质粒浓度为
%.3#

"

8

及
%.#%

"

8

时均能高效干扰外源性

6:̀ 63

的表达#完全满足后续实验的要求)

6:̀ 63!7<R:6"

干扰效率高*干扰效果稳定#故选择
6:̀ 63!7<R:6"

进行后

续试验)

实验发现细胞密度和细胞状态对转染效率也有影响#如果

转染时细胞密度过低或细胞处于非最佳生长状态#细胞转染效

率也会降低#转染前
3$F

更换新鲜培养基可提高转染率)
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