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肝细胞癌$
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%是常见的消化系统恶性肿瘤#在国内外

发病率都呈上升趋势 '

$

(

)由于其具有易复发*易转移*耐药*

预后差等生物学特征#基于
,))

发病机制的基因治疗成为当

前研究的热点)

;OD

又被称为蛋白激酶
2

$

WY2

%#是一种丝"

苏氨酸蛋白激酶#位于多条信号通路的核心部位)在半数

,))

患者的肝癌组织中发现
;OD

信号通路的异常活化#而且

其表达水平与肝癌的发生发展密切相关'
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(

)

;OD

被磷酸化激

活后#可调节多种底物蛋白的表达#从而促进肿瘤细胞生存及

增殖*抑制细胞凋亡*调控肿瘤细胞的迁移和转移'

+

(

)

*0;

干

扰$

*0;6

%是一种可高效特异地下调目标基因的表达#并在基

因功能研究和基因治疗领域有着广阔应用前景的技术'
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研究应用
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技术构建靶向人
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基因的短发卡
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7E*0;

%载体并进行鉴定#为探讨
;OD

基因在肝癌中的生物

学功能和基因治疗提供理论和实验依据)
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入门载体的构建
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合成!将单链寡核苷酸$
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感受态细

胞#卡那霉素抗性$

"#?

M

"

?]

%平板筛选#挑取阳性克隆做菌落
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氯霉素的

]2

平板中进行药物负筛选)挑取克隆#菌落
W)*

鉴定后保种

并外送测序)
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反向引物测序验证#引物序列为
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确的转化体#载体分别命名为
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细胞转染
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细胞置于含
$#b

胎牛血清#

$b

谷氨

酰胺#

#3$b

青*链霉素的
e.V.

高糖培养液中#

+9 g

*

"b

)Q

1

的培养箱内培养至对数生长期)当
,C

@

-1

细胞生长达到

!#b

"

9#b

的细胞融合时#更换无血清培养液#应用
]6

@

=:

FC>DA?68C

/.

1###

将重组质粒转染细胞)

'E

后#更换含血清培

养液继续培养
1'E

#收集细胞#提取
*0;

进行后续实验)
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"

总
*0;

提取
"

提取细胞总
*0;

#操作严格按照
/B6J=I

试剂说明书操作#提取后的
*0;

于
c%#g

冰箱中保存)分别

通过
#3%b

琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度仪#检测所得总

*0;

的质量和浓度)

A3G

"

*/:W)*

检测基因
?*0;

表达水平
"

*/:W)*

使用

/AYA*A

公司的逆转录试剂盒#按其说明书用随机引物进行#

逆转录合成的
>e0;

在
:1#g

保存备用)可用
>e0;

为模板#

以特异引物进行
W)*

#检测目标基因
?*0;

的表达水平)

W)*

按照标准反应体系进行#

+#

个反应循环)产物用
$3"b

琼脂糖凝胶电泳分离#凝胶成像系统分析成像#分析目标基因

的表达水平时均用
-;We,

为内源对照)引物序列如下!
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前向引物!
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&反向引物!

"h:---
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#扩增片段长度为
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@

)
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统计学方法
"

数据采用
RWRR$93#

统计软件进行统计分

析#均值的比较采用
:

检验&

B

%

#3#"

为差异有统计学意义)

B

"

结
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果

B3A

"

&7=I6
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的合成
"

将合成的
77=I6

M

=

进行退火处理#退火

产物稀释后经
'b

的琼脂糖凝胶电泳)凝胶成像图清晰可见

两条条带)其中一条较大分子量的条带#为退火形成的
&7=I6:

M

=

&另一条较小分子量的条带#为未能退火的
77=I6

M

=

)
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连接和转化结果
"

连接入干扰片段的
X!

入门载体转化

Q8CRE=DA/QW$#V3>=I6

感受态细胞#于含
"#?

M

"

]

卡那霉素

的
]2

琼脂糖平板上平铺
$"#

$

]

的转化菌液#

+9g

孵育过夜)

次日#可见平板上长出了若干菌落)
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"

X!

入门载体的筛选与鉴定
"

挑取阳性克隆#用载体通用

引物
X!

和
.$+

做菌落
W)*

#琼脂糖凝胶电泳所显示的条带

约为
1%4N

@

#符合目的条带大小#初步证明
7E*0;

片段已插

入到载体中#见图
$
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图
$
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X!

入门载体菌落
W)*

电泳图

e0;

序列鉴定!经菌落
W)*

鉴定的单克隆#送上海英潍

捷基公司检测序列#测序所得序列与设计序列完全相同)
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目的表达载体阳性克隆的筛选与鉴定
"

]*

重组体转化

Q8CRE=DARDN$+/.V3>=I6

感受态细胞#用
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载体通

用引物做菌落
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#琼脂糖凝胶电泳结果与预期片段大小一

致#见图
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目的载体沉默效率的鉴定
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个样品的反转录产物为模板#扩增
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基因和内参
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产物经
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琼脂糖凝胶电泳分离后#在伯乐
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软件中进行灰度分析#检测
7E*0;

的抑制效果)结果显
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主要采取手术切除*化疗等传统方法进行治

疗#可出现多种毒副作用和不良反应)随着肿瘤分子生物学的

不断发展#基因治疗已成为当前肿瘤防治的新领域)

;OD

是原

癌基因
>:AOD

表达的一种丝氨酸"苏氨酸蛋白激酶#处于
W(+Y

"

;OD

信号转导通路的核心)

;OD

通过磷酸化下游的多种作用

底物调控肿瘤细胞的增殖和凋亡#与肿瘤的侵袭转移行为也密

切相关#以该通路为靶点的肿瘤治疗策略正成为当前的研究热

点 '
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(发现
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;OD

信号通路
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$口蹄疫病毒的
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种衣壳蛋白之一%也能通过调控

;OD

的磷酸化诱导肝癌细胞的凋亡#抑制肿瘤细胞的侵袭和转

移)这些结果提示如果能抑制肿瘤内异常活化的
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的表

达#则能影响其生物学效应#有望缓解疾病症状甚至逆转疾病)
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可以特异性的剔除或者关闭目的基因的表达#近年

来已经成为一种研究基因功能的重要手段#在肿瘤的基因治疗

方面也显示出较好的应用前景)

7>EHIJC:2CB

M

OA?C8

等'

$$

(用

*0;6

技术沉默肝癌细胞中
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后#肝癌细胞对多种化疗药物的耐药性明显降低#凋

亡率升高)
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表达载体和
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均可用于干扰目的基

因的表达)虽然人工合成
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操作较为简便#但是
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表达质粒可在宿主细胞内不断的转录复制#抑制效果更加长

久&此外#
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可更有效地进入
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途径#效价和特异性

比
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更高'
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目的表达载体#获得了更高效和稳

定的重组表达系统#
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的抑制效率达到
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重组载体可利用
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基因的启动子元件在细胞内稳定表达
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#更长效的抑制基因表达'
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#此外#目的载体系统可以

进一步进行慢病毒包装#将
7E*0;

整合进宿主基因内#降低

病理条件造成的
;OD

基因的过度活化#为体内治疗奠定基础)

总之#本研究应用
*0;

干扰技术合成了针对
;OD

的两条

7E*0;

#并构建其
7E*0;X!

入门载体和
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目的表达载

体#从中筛选出最有效的短链片段#初步验证了其干扰表达效

果)在后续实验中#拟将该载体进行慢病毒包装#验证其体内

功能)此外#由于肿瘤发生是多种基因异常所引起#下一步将

应用
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联合抑制多个基因#进一步探讨肝癌基因治疗的新

途径)
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