
作者简介：张乐乐，女，硕士研究生，主要从事ＧＬＩＰＲ２诱导肝癌间质化转变的研究。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｘｑｙｙｊｙｋ＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ。

·基础实验研究论著·

人ＧＬＩＰＲ２基因慢病毒ＲＮＡｉ载体的构建及鉴定

张乐乐，黄绍光，蒋栋能，李　毅，刘　飞，蒲晓允△

（第三军医大学新桥医院检验科，重庆４０００３７）

　　摘　要：目的　构建人ＧＬＩＰＲ２基因慢病毒ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）载体，并鉴定其感染人肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２后缺氧条件下的

ＧＬＩＰＲ２基因表达变化。方法　根据ＧＬＩＰＲ２基因序列合成ｓｉＲＮＡ片段，克隆至慢病毒载体ｐＭＡＧｉｃ７．１上，转染２９３Ｔ细胞进

行包装，收获并浓缩重组慢病毒颗粒。感染 ＨｅｐＧ２细胞，流式细胞术检测ＧＦＰ的表达率，并用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测目的蛋白在缺

氧条件下的表达变化。结果　重组ＲＮＡｉ质粒ｐＭＡＧｉｃ７．１ｓｈＲＮＡＧＬＩＰＲ２经菌落ＰＣＲ鉴定及测序证实构建正确；稳定感染

ＨｅｐＧ２细胞后，ＧＦＰ的表达率为分别为８４．４８％、６９．９７％ 和３９．８２％；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示慢病毒转染组ＧＬＩＰＲ２蛋白的表达

水平较对照组明显降低。结论　成功构建了 ＧＬＩＰＲ２基因慢病毒 ＲＮＡｉ载体，该载体在缺氧条件下可明显抑制目的蛋白在

ＨｅｐＧ２细胞中表达，为进一步研究ＧＬＩＰＲ２的生物学功能奠定了基础。
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　　神经胶质瘤致病相关蛋白２（ＧＬＩＰＲ２）属于植物致病相

关蛋白（ＰＲ１）家族，首次发现于坏死性病毒感染植物的免疫

反应中［１］。组织筛查发现ＧＬＩＰＲ２在单核细胞、肺脏、脾脏中

高表达，这种特异性表达提示其可能与哺乳动物的免疫系统有

关［２］。Ｂａｘｔｅｒ等发现人ＧＬＩＰＲ２与肾纤维化发生发展密切相

关，在肾纤维化过程中表达上调［３］。研究显示 ＧＬＩＰＲ２基因

可通过磷酸化ＥＲＫ１／２通路促进肾小管上皮细胞的间质化转

变（ＥＭＴ），此型ＥＭＴ被分类为Ⅱ型 ＥＭＴ
［４］。本研究发现，

ＧＬＩＰＲ２在肝癌组织中表达增加，缺氧微环境是促进其表达

的因素之一，表达该基因的肝癌细胞迁移侵袭能力明显增强，

但ＧＬＩＰＲ２是否通过调控Ⅲ型ＥＭＴ进而促进肝癌细胞的迁

移侵袭能力还需进一步研究。为此本研究通过构建ＧＬＩＰＲ２

基因慢病毒ＲＮＡｉ载体并感染肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２细胞，确定

其是否能够抑制该基因的表达，为进一步研究ＧＬＩＰＲ２的生

物学功能奠定基础。

１　材料与方法

１．１　质粒及细胞　慢病毒干扰载体ｐＭＡＧｉｃ７．１购自上海生

博医学生物工程科技有限公司；ｐＣＤ／ＮＬＢＨＤＤＤ包装质粒

和ｐＬＴＲＧ质粒均购自 Ａｄｄｇｅｎｅ公司（美国）；２９３Ｔ，ＨＯＳ和

ＨｅｐＧ２细胞为本科室保存细胞株；ＤＨ５α感受态细胞购自

ＴａＫａＲａ公司（日本）。

１．２　仪器及试剂　胎牛血清和ＤＭＥＭ 培养基购自 ＨｙＣｌｏｎｅ

公司（美国）；ＯｐｔｉＭＥＭ 培养基和ＳｕｎＢｉｏＴＭ ＴｒａｎｓＥＺ转染

试剂购自上海生博生物科技有限公司；寡核苷酸退火缓冲液（５

×）和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ试剂购自碧云天生物技术研究所；ＤＮＡ聚

合酶、ｄＮＴＰ、ＤＮＡ回收试剂盒和ＤＬ２０００ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ购自

ＴａＫａＲａ公司（日本）；Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司（加

拿大）；ＡｇｅＩ和ＥｃｏＲＩ购自 ＮＥＢ公司（美国）；质粒小抽提试

剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司（美国）；ＤＮＡ定量试剂盒购自 Ｂｉｏ

Ｒａｄ公司（美国）；小鼠抗人的ＧＬＩＰＲ２单克隆抗体和βａｃｔｉｏｎ

单克隆抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司（美国）；辣根过氧化物酶

（ＨＲＰ）标记的山羊抗小鼠二抗购自北京中衫金桥生物技术有

限公司；ＦＡＣＳＡｒｉａ流式细胞仪购自ＢＤ公司（美国）。

１．３　目的基因ＲＮＡ干扰慢病毒载体构建及鉴定　查询Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ数据库，获得 ＧＬＩＰＲ２序列（ＮＭ＿０２２３４３），设计了３个

针对ＧＬＩＰＲ２基因的ｓｉＲＮＡ序列和阴性对照ｓｉＲＮＡ序列。

通过ＧｅｎＢａｎｋ数据库比对，证明所选择的序列与其他基因没

有同源性。正反链之间各有９个寡核苷酸（ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ）间

隔，以ＴＴＴＴＴ作为终止信号，两端分别引入 ＡｇｅＩ和ＥｃｏＲＩ

酶切位点。合成好的寡核苷酸经退火形成双链ＤＮＡ片段与

ＡｇｅＩ和ＥｃｏＲＩ双酶切后的慢病毒载体ｐＭＡＧｉｃ７．１产物，按

１∶３比例混合，加入Ｔ４连接酶于１６℃连接过夜。连接好的

产物转入犈．犮狅犾犻ＤＨ５α感受态细胞，挑取阳性克隆，进行菌落

ＰＣＲ 鉴定，上游引物：５′ＴＡＣＧＡＴ ＡＣＡ ＡＧＧＣＴＧＴＴＡ

·４９２３· 国际检验医学杂志２０１３年１２月第３４卷第２４期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．２４



ＧＡＧＡＧ３′，下游引物：５′ＣＴＡＴＴＡＡＴＡＡＣＴＡＡＴＧＣＡ

ＴＧＧＣ３′。对鉴定正确的质粒将其菌液送公司测序，测序正

确后，再继续接种抽提质粒。

１．４　慢病毒包装及浓缩　对数生长期的２９３Ｔ细胞作为包装

细胞，慢 病 毒 载 体 系 统 的 三 种 质 粒 ｐＭＡＧｉｃ７．１ｓｈＲＮＡ

ＧＬＩＰＲ２质粒、ｐＣＤ／ＮＬＢＨＤＤＤ包装质粒和ｐＬＴＲＧ膜蛋

白表达质粒按ＳｕｎＢｉｏＴＭ ＴｒａｎｓＥＺ转染试剂使用说明进行共

转染２９３Ｔ细胞，于３７℃，５％ＣＯ２ 孵箱中继续培养６ｈ后，更

换为ＤＭＥＭ 完全培养基。培养４８ｈ后，收集所有上清液，

４℃，５００ｇ离心１０ｍｉｎ，上清过滤后分装成５０μＬ每份，保存

在病毒管中，－８０℃长期保存。

１．５　定量ＰＣＲ法测定病毒滴度　６孔板接种对数生长期

ＨＯＳ细胞，每孔细胞为５×１０４ 个。２４ｈ后取两孔计数，确定

感染时细胞的实际数目。将浓缩病毒用培养基稀释２００倍，在

３个培养孔中分别加入０．５、５、５０μＬ的稀释病毒。继续培养

４８ｈ。按ＤＮＡ回收试剂盒和定量试剂盒使用说明抽提基因组

ＤＮＡ并定量。在预冷的９６孔ＰＣＲ板上建立ＰＣＲ体系。测

得的ＤＮＡ样品中整合的慢病毒载体拷贝数用基因组数加以

标定，得到每基因组整合的病毒拷贝数。

１．６　重组慢病毒感染 ＨｅｐＧ２细胞　将处于对数生长期的

ＨｅｐＧ２细胞接种于６孔板中，３７℃、５％ ＣＯ２ 培养，待细胞融

合度达到约３０％～４０％；根据 ＨｅｐＧ２复感染指数（ＭＯＩ），加

入适量浓缩病毒液，再加入多聚凝胺调制终浓度为５μｇ／ｍＬ；

２４ｈ后更换新鲜完全培养基；７２ｈ后，收集细胞，ＰＢＳ清洗２遍

后再用１ｍＬＰＢＳ重悬细胞，流式细胞仪检测ＧＦＰ阳性率，收

集ＧＦＰ阳性的细胞，继续培养。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＧＬＩＰＲ２蛋白的表达　将感染慢病毒

的细胞于缺氧条件下培养４８ｈ，收集细胞，裂解，蛋白定量，各

取２０μｇ进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，２０Ｖ电压半干转移３０ｍｉｎ，

ＰＶＤＦ膜置于５％脱脂奶粉的ＴＢＳＴ中，封闭２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３

次，加入小鼠抗人ＧＬＩＰＲ２单克隆抗体（封闭液稀释１∶２００）和

βａｃｔｉｏｎ单克隆抗体（封闭液稀释１∶１０００）４℃过夜反应，ＴＢＳＴ

洗膜３次，再加入 ＨＲＰ标记的山羊抗小鼠二抗（封闭液稀释

１∶５０００）３７℃反应１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，ＤＡＢ显色。

２　结　　果

２．１　合成的双链ＤＮＡ片段　针对ＧＬＩＰＲ２基因设计的３个

ｓｉＲＮＡ序列（分别为ＬＶＴ７０５、ＬＶＴ７０６、ＬＶＴ７０７）和阴性对照

ｓｉＲＮＡ序列（ＬＶＴ７）。并分别合成包含这４条ｓｉＲＮＡ序列的

短发夹状ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）模板（下划线部分），经退火形成双链

ＤＮＡ片段，见表１（见《国际检验医学杂志》网站“论文附件”）。

２．２　重组慢病毒质粒的鉴定　各挑３个长出的转化子进行

ＰＣＲ鉴定，其扩增产物经琼脂糖凝胶电泳分析，阴性克隆（空

载体自连）得到２８５ｂｐ条带，阳性克隆（以ｐＬＶＴ７为标准）得

到３３１ｂｐ条带，见图１。

　　１：阴性克隆（空载体，２８５ｂｐ）；２：阳性克隆（以ｐＬＶＴ７为标准，

３３１ｂｐ）；３：ＤＬ２０００ＤＮＡ标记物；４～６：挑取的３个转化子（ｐＬＶＴ７０５

中的４、５、６，ｐＬＶＴ７０６中的５，ｐＬＶＴ７０７中的５所代表的转化子为

ｓｈＲＮＡＧＬＩＰＲ２片段定向插入了载体的重组质粒）。

图１　　重组慢病毒质粒的ＰＣＲ鉴定

２．３　重组慢病毒质粒　 重组慢病毒质粒测序结果，见表２。

２．４　重组慢病毒的滴度　根据公式计算出ｐＬＶＴ７０５滴度为

２．５６×１０９ＩＵ／ｍＬ；ｐＬＶＴ７０６ 滴度为 ２．２２×１０
８ＩＵ／ｍＬ；

ｐＬＶＴ７０７滴度为１．３２×１０
９ＩＵ／ｍＬ；ｐＬＶＴ７滴度为１．０４×

１０９ＩＵ／ｍＬ。

表２　　重组慢病毒质粒测序

序列号 测序结果

ｐＬＶＴ７０５ ＣＴＧＧＧＧＡＡＡＡ．．．ＧＧＡＣＧＡＡＡＣＡＣＣＧＧＣＣＴＴＧＣＡＴＧＧＧＣＡＴＣＣＴＡＴＴＴＣＡＡＧ

ＡＧＡＡＴＡＧＧＡＴＧＣＣＣＡＴＧＣＡＡＧＧＴＴＴＴＴＴＧＡＡＴＴＣＧＧＡＴＣ…ＡＣＡＣＴＴＣＴＣＴ

ｐＬＶＴ７０６ ＴＴＴＡＧＡＡＴＴＡ…ＧＧＡＣＧＡＡＡＣＡＣＣＧＧＧＡＴＧＧＴＡＣＡＧＴＧＡＡＡＴＣＡＡＴＴＣＡＡ

ＧＡＧＡＴＴＧＡＴＴＴＣＡＣＴＧＴＡＣＣＡＴＣＴＴＴＴＴＴＧＡＡＴＴＣＧＧＡＴＣ…ＴＣＴＣＡＣＣＣＧＡ

ｐＬＶＴ７０７ ＧＴＴＴＡＣＡＴＡＴ…ＧＧＡＣＧＡＡＡＣＡＣＣＧＧＧＣＣＡＴＧＧＴＡＴＧＧＡＡＧＡＡＣＡＴＴＣＡ

ＡＧＡＧＡＴＧＴＴＣＴＴＣＣＡＴＡＣＣＡＴＧＧＣＴＴＴＴＴＴＧＡＡＴＴＣＧＧＡＴＣ…ＡＡＡＣＣＧＴＣＡＧ

ｐＬＶＴ７ ＣＴＴＴＡＡＴＡＴＡ…ＧＧＡＣＧＡＡＡＣＡＣＣＧＧＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴＴＴＣＡＡＧ

ＡＧＡＡＣＧＴＧＡＣＡＣＧＴＴＣＧＧＡＧＡＡＴＴＴＴＴＧＡＡＴＴＣＧＧＡＴＣ…ＧＴＧＴＡＡＡＴＣＡ

图３　　ＧＬＩＰＲ２在缺氧环境下的表达

　　 Ａ：重组慢病毒ｐＬＶＴ７０５感染组与对照慢病毒感染组比较；Ｂ：重

组慢病毒ｐＬＶＴ７０６感染组与对照慢病毒感染组比较；Ｃ：重组慢病毒

ｐＬＶＴ７０７感染组与对照慢病毒感染组比较。

图４　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测感染慢病毒的 ＨｅｐＧ２

细胞中ＧＬＩＰＲ２的表达

２．５　重组慢病毒感染 ＨｅｐＧ２细胞的效率　慢病毒感染

ＨｅｐＧ２细胞，７２ｈ后，经流式细胞仪检测，对照慢病毒ＧＦＰ的

表达率为７１．０２％，重组慢病毒ＧＦＰ的表达率分别为８４．４８％、

６９．９７％、３９．８２％，见图２（见《国际检验医学杂志》网站“论文

附件”）。

２．６　慢病毒感染 ＨｅｐＧ２细胞后ＧＬＩＰＲ２蛋白在缺氧条件下

的表达变化　首先检测缺氧（１％ Ｏ２）刺激０、２４、４８、７２ｈ后

ＨｅｐＧ２细胞 ＧＬＩＰＲ２ 的表达变化，随缺氧时 间 的 延 长，

ＧＬＩＰＲ２的表达量逐渐增加，见图３。感染慢病毒后，缺氧

４８ｈ后检测 ＧＬＩＰＲ２蛋白水平的表达，重组慢病毒感染组与

对照慢病毒感染组比较，ＧＬＩＰＲ２表达量明显下降，表明构建

的重组质粒能够在 ＨｅｐＧ２细胞中高效表达，见图４。

３　讨　　论

原发性肝癌（ＨＣＣ）是世界范围内最常见的恶性肿瘤之

一，由于肝癌细胞在初期就具有很强的迁移和侵袭能力造成全

身转移致使其预后不良，常常导致患者的死亡［５］。上皮间质化
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转变（ＥＭＴ）在肿瘤的迁移侵袭中扮演着重要的角色，此型

ＥＭＴ被分类为Ⅲ型ＥＭＴ
［６］。体外实验已经证实，在ＥＭＴ过

程中，已分化的上皮细胞失去极性和黏附性（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ下调）

获得肌成纤维细胞表型（α平滑肌肌动蛋白和波形蛋白上调），

并伴随着细胞迁移和侵袭能力的增强［７８］。缺氧微环境普遍存

在于多种恶性实体瘤中，主要是由于肿瘤生长十分迅速、氧消

耗量及弥散的距离增加；肿瘤血管增生异常血流淤滞、血供不

足，因而使得肿瘤区域氧的供求失衡而出现相对缺氧［９１１］，其

被认为是引发ＥＭＴ过程的诱因
［８，１２］。因此，研究肝癌在缺氧

条件下发生转移的机制，寻找有效的干预靶点显得尤为重要。

ＧＬＩＰＲ２是ＰＲ蛋白质超家族中的一种位于高尔基体的

膜蛋白，具有ＰＲ保守结构域，在体内的分布较为局限，具有一

定的组织和细胞特异性。本研究发现 ＧＬＩＰＲ２促进了Ⅱ型

ＥＭＴ的发生，但该基因是否能够促进Ⅲ型ＥＭＴ并在肿瘤的

发展进程中发挥作用尚不清楚。数据显示缺氧刺激０、２４、４８、

７２ｈ后能显著上调 ＨｅｐＧ２细胞ＧＬＩＰＲ２蛋白水平，为此进一

步探讨ＧＬＩＰＲ２基因在肝癌细胞侵袭转移中的作用，发现分

子机制，有望以ＧＬＩＰＲ２为靶点，为临床防治肝癌早期转移提

供新的途径和理论基础，具有广阔的社会应用前景。

目前慢病毒被广泛地应用于 ＲＮＡ干扰的研究中。慢病

毒载体较反转录病毒载体具有宿主范围更广，能够有效感染周

期性和非周期性细胞等特点，能够实现在多种类型细胞中稳定

的基因功能性沉默，为在人和动物组织的原代细胞中快速而高

效地抑制特定基因的表达，研究基因功能，提供了可能性。在

本实验中所使用的ｐＭＡＧｉｃ７．１是一种高效慢病毒表达载体，

通过与干扰片段连接，成功构建重组慢病毒质粒，达到干扰

ＧＬＩＰＲ２表达的目的，并能够在ＨｅｐＧ２细胞中高效表达，为进

一步研究ＧＬＩＰＲ２的生物学功能奠定了基础。
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决，如口服 ＨＰ１１８８ＩｇＹ后在体内的分布、稳定性、抗感染作用

的发挥、储存稳定性以及质量标准的确立等都有待进一步研究

和探索。
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