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产肠毒素大肠杆菌$

-'-.

%是一种致病型的大肠埃希菌#

全球每年因感染
-'-.

发生腹泻的人数约为
(A)

亿'

1

(

#在发展

中国家#

)

岁以下儿童每年因感染
-'-.

发生腹泻的人数约为

,A1

亿#其中约有
+C

万因该疾病死亡'

,

(

)目前#临床治疗

-'-.

感染性腹泻的主要方法是应用抗菌药物及补液)但随

着抗菌药物的广泛使用#出现了大量的耐药菌株#限制了抗菌

药物的应用#并且细菌之间耐药基因的播散在全世界范围内已

成为一个日益严重的问题)因此#寻找新的治疗方法迫在眉

睫)不耐热肠毒素$

&'

%是
-'-.

的主要毒力因子#可以将它

作为
-'-.

感染性腹泻治疗研究的新方向#即通过减少
&'

的

产生来治疗
-'-.

感染性腹泻)

#$%

干扰$

#$%"

%是序列特

异的双链
#$%

$

K!#$%

%介导同源
6#$%

降解#使细胞表现出

特定基因缺失表型的过程'

+

(

)本实验拟设计小干扰
#$%

$

!"#$%

%#抑制
&'

基因的表达)

*
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师#主要从事临床检验诊断方面研究)



C

!

材料与方法

CAC

!

菌株来源
!

-'-.

菌株
.U..19(

购自中国兽医药品监

察所)

CAD

!

仪器与试剂
!

#$%"!3:7O!

+

:>"6<V2>"

G

=#'><4

I

<5=W"=

M"=E

I

P$% ->4!<>

和
VX/#

!

:><6"FP"6<>->4!<>

'T

$批号

P##*91%

%试剂盒均购自日本
'4W4#4

公司#二喹啉甲酸

$

/.%

%蛋白测定试剂盒+放射免疫沉淀法$

#R:%

%裂解液均购

自碧云天生物技术研究所#鼠抗
&'

单克隆抗体+辣根过氧化

物酶$

Y#:

%标记的羊抗鼠
R

I

Z

抗体+

Y#:

标记的羊抗兔
R

I

Z

抗体均购自美国
V45=4

公司#兔抗
"

042="5

多克隆抗体购自英国

%?246

公司#加强型电化学发光$

-.&

%检测试剂盒购自美国

T"77"

G

3><

公司)聚合酶链反应$

:.#

%扩增仪$

@+**

型%购自美

国
%/R

公司#

'4535+)**

紫外凝胶成像系统及配套软件购自

上海天能科技有限公司#

[

射线胶片及
[036%'1***

型洗片

机购自美国
W3K4Q

公司)
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方法

CAEAC

!

!"#$%

的设计与合成
!

根据
&'

基因序列$

S[)*8*

11A1

%#应用
/&\.W0"'#$%"P<!"

I

5<>

设计软件设计
,

对特

异性的
!"#$%

序列#参照文献'

8

(合成
1

对非特异性对照
!"#0

$%

#阴性对照序列为上海吉玛制药技术有限公司设计#见表

1

)合成工作交由上海吉玛制药技术有限公司完成)

CAEAD

!

!"#$%

导入
-'-.

!

共分为
)

组#实验组!

!"#$%0

&'1

#

!"#$%0&',

&非特异性对照组!

!"#$%0234+

&阴性对照组!

!"#$%0$.

&空白对照组!

&/

培养基)将血平板上生长良好的

单个菌落接种至
1*6&&/

液体培养基#置于
+@]

孵箱#

1C*

>

"

6"5

振摇培养
+*6"5

)将该菌液均匀地分装至
)

支含
16&

培养基的玻璃试管中#继续振摇培养
1)6"5

后#第
1

次向菌液

中加入
!"#$%

#培养
8)6"5

后#留取
16&

菌液备用&第
,

次加

入
!"#$%

#培养
8)6"5

后#留取
16&

菌液备用&第
+

次加入

!"#$%

#培养
8)6"5

后#留取
16&

菌液备用)即共加入
+

次

!"#$%

#每次间隔
8)6"5

#于首次加入
!"#$%

后的
8)6"5

+

9*

6"5

和
1+)6"5

$

%

+

/

+

.

%

+

个时间点留取菌液)本实验在

-'-.

的对数生长期内间断加入
!"#$%

#对新繁殖的细菌进行

干扰#同时在不同时间留取菌液进行实验#观察干扰效果是否

与作用时间有关)

CAEAE

!

#$%

的提取及实时荧光定量
:.#

!

消化细菌细胞

壁#提取总
#$%

#去除基因组
P$%

!取
#$%1

I

$体积小于或

等于
@&

%#

)̂

I

P$%->4!<>/OHH<>,&

#

I

P$%->4!<>1&

#加

#$4!<0H><<;4=<>

至
1*&

#置于
8,]

#加热
,6"5

)合成
2P0

$%

第
1

链!上述溶液
1*&

#

#$4!<0H><<;4=<>8

#

&

#

)̂ :>"6<0

V2>"

G

=

缓冲液
8

#

&

#

#':>"6<T"F1

#

&

#

:>"6<V2>"

G

=#'-50

_

J

6<T"F

$

1

#

&

#总体积为
,*

#

&

)于扩增仪
)* ] 1)6"5

#

C)])!

进行逆转录#得到
2P$%

)用在线引物设计软件
;<?

:>"6<>

$斯坦福大学
VZP

%设计实时荧光定量
:.#

的扩增引

物#交由上海生工公司合成#上游引物!

)̀0'Z% '.% .Z.

Z%Z%ZZ %%.%.0+̀

#下游引物!

)̀0%.Z.%Z %%%..'

..'Z''.%0+̀

#扩增片段长
,,1?

G

)实时荧光定量
:.#

扩

增体系!

VX/#

!

:><6"FP"6<>->4!<>

'T试剂$

,̂

%

1*

#

&

+正向

引物$

1*

#

637

"

&

%

*A(

#

&

+反向引物$

1*

#

637

"

&

%

*A(

#

&

+

#\[

#<H<><52<P

J

<

试剂$

)*̂

%

*A8

#

&

+

2P$%

模板
,

#

&

#去
#$%

酶水
(A8

#

&

#总体积为
,*&

)扩增程序!

9) ]

预变性
+*!

#

9)]

变性
)!

#

)9]

退火
+*!

#

@,]

延伸
+8!

#共
8*

个循环)

内参选用甘油醛
0+0

磷酸脱氢酶$

Z%:PY

%基因#引物设计!上

游引物为
)̀0'.ZZ.%'.%'.Z%%ZZ'.'Z0+̀

#下游引

物为
)̀0'Z..%''.%Z''.'ZZ.%Z'0+̀

#扩增片段长

1@@?

G

#扩增条件同上)扩增产物用含
*A)

#

I

"

6&

溴乙锭

$

-/

%的
,B

琼脂糖凝胶在
1^'%-

电泳缓冲液中电泳#电压

C*U

#电泳
8*6"5

)采用
,a

%%

.=

法计算
&'6#$%

表达的

抑制率#

%

.=b.=

目的基因
a.=

内参基因#

%%

.=b

%

.=!"#$%

组
a

%

.=

空白对照组#抑制率
b

$

1a,a

%%

.=

%

1̂**B

)

CAEAF

!

总蛋白的提取及蛋白质印记法$

;<!=<>5?73=

%

!

消化

细菌细胞壁#

8]

#

8***

I

离心
)6"5

#弃上清)加入
#R:%

裂

解液及蛋白酶抑制剂#每
1*6"5

用漩涡振荡器震荡
1

次#重复

+

次)

8]

#

8***

I

离心
+*6"5

#取上清液经超滤浓缩后置于

1,B

十二烷基硫酸钠
0

聚丙烯酰胺凝胶$

VPV0:%Z-

%行蛋白分

离#电转移至硝酸纤维素膜#用
)B

脱脂奶粉封闭
,E

)鼠抗

&'

单克隆抗体按
1c,**

进行稀释#兔抗
"

042="5

多克隆抗体

按
1c+***

进行稀释#室温孵育
*A)E

#置于
8]

过夜)羊抗

鼠
R

I

Z

抗体按
1c,***

进行稀释#羊抗兔
R

I

Z

抗体按
1c)***

进行稀释#室温孵育
1E

)用化学发光法显色#将胶片用扫描仪

进行扫描#应用上海天能科技有限公司
ZRV

凝胶图像处理系

统测定各蛋白条带的灰度值#以目的条带与内参
"

042="5

条带

的灰度值之比作为
&'

蛋白表达的相对表达水平)

表
1

!!

&'

#非特异性对照及阴性对照的
!"#$%

序列

!"#$%

正义"反义链 位置

!"#$%0&'1 )̀0.%%%..ZZ.dddZd.%Z%d%dZ%dZ'' 199

&

,,+

)̀0.%d.%d%d.dZ%.%%%Z..ZZdddZ''
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CAF

!

统计学处理
!

采用
V:VV1@A*

统计软件进行数据处理与

统计学分析#计量资料以均数表示#对数据进行正态性检验和

方差齐性检验#若符合正态分布且方差齐#则选用方差分析&若

呈非正态分布或方差不齐#则选用多个独立样本的秩和检验及

后续的两个独立样本的秩和检验&计数资料以百分率表示#组

间比较采用
'

, 检验)以
(

b*A*)

为检验水准#

!

#

*A*)

为差

异有统计学意义)

D

!

结
!!

果

DAC

!

实时荧光定量
:.#

结果
!

琼脂糖凝胶电泳结果显示#

&'

基因及内参基因扩增产物与预期的扩增产物大小一致#无

*
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明显非特异性条带#见图
1

&

,

)

!"#$%0&'1

+

!"#$%0&',

+

!"#0

$%0$.

及
!"#$%0234+

在
%

+

/

+

.+

个时间点对
&'6#$%

表

达的抑制率见表
,

#

!"#$%0&'1

+

!"#$%0&',

对
&'6#$%

表

达的抑制率与相应处理时间的
!"#$%0$.

+

!"#$%0234+

+

&/

培

养基组比较差异均有统计学意义$

!

#

*A*)

%#见图
1

)

Z%:PY

2P$%

扩增产物凝胶电泳#见图
,

)

DAD

!

;<!=<>5?73=

检测结果
!

对
!"#$%0&'1

组+

!"#$%0&',

组和
&/

培养基组在
+

个时间点的
&'

蛋白进行
;<!=<>5?73=

检测#见图
+

&

8

)

!"#$%0&'1

在
%

+

/

+

.+

个时间点对
&'

蛋

白表达的抑制率分别为
8+A1B

+

1CA8B

+

)A*B

#

!"#$%0&',

在

%

+

/

+

.+

个时间点对
&'

蛋白表达的抑制率分别为
+CA,B

+

1)A8B

+

+*A1B

)

!!

T

为
P$%

标记物#

1%

+

,%

+

+%

分别为
!"#$%0&'1

组+

!"#$%0

&',

组+

!"#$%0234

组在
%

时间点表达的
#$%

&

1/

+

,/

+

+/

分别为
!"#0

$%0&'1

组+

!"#$%0&',

组+

!"#$%0234

组在
/

时间点表达的
#$%

)

图
1

!!

&'2P$%

扩增产物凝胶电泳

!!

T

为
P$%

标记物#

1%

+

,%

+

+%

分别为
!"#$%0&'1

组+

!"#$%0

&',

组+

!"#$%0234

组在
%

时间点表达的
#$%

&

1/

+

,/

+

+/

分别为
!"#0

$%0&'1

组+

!"#$%0&',

组+

!"#$%0234

组在
/

时间点表达的
#$%

)

图
,

!!

Z%:PY2P$%

扩增产物凝胶电泳

表
,

!!

不同时间点各组
&'6#$%

表达的抑制率$

B

%

组别
% / .

!"#$%0&'1

组
@*A9 @*A1 @,A)

!"#$%0&',

组
@*A1 (9A, @*A)

!"#$%0$.

组
9A9 1)A9 *A*

!"#$%0234+

组
*A* *A* 11A,

图
+

!!

;<!=<>5?73=

检测
!"#$%0&'1

组与
&/

培养基组

在
%

#

/

#

.+

个时间点的蛋白表达分析图

图
8

!!

;<!=<>5?73=

检测
!"#$%0&',

组与
&/

培养基组

在
%

#

/

#

.+

个时间点的蛋白表达分析图

E

!

讨
!!

论

!!

#$%"

是序列特异的
K!#$%

介导同源
6#$%

降解#使细

胞表现出特定基因缺失表型的过程)目前普遍认为
#$%"

是

生物基因组抵抗外来遗传元件入侵的一种保护性机制#当病毒

基因+人工转入基因+转座子等外源基因随机整合到宿主细胞

基因组内#并利用宿主细胞进行转录时#常产生一些
K!#$%

)

细胞中的
#$%

酶
)

家族核酸酶
P"2<

依赖三磷酸腺苷$

%':

%#

将这些
K!#$%

切割成约
,1

&

,+

碱基对的
!"#$%

#

!"#$%

的

一条链与
%>

I

354O=<

亚家族蛋白结合形成
#$%

诱导沉默复合

物$

#RV.

%#有活性的
#RV.

中的
!"#$%

反义链与同源
6#$%

分子上的靶序列结合#在酶的催化作用下#将其切割+降解'

8

(

)

同时#

!"#$%

可以作为引物与靶
6#$%

结合#并在
#$%

聚合

酶$

#K#:

%的作用下将单链
6#$%

转变为双链#随后
P"2<

酶

再对其进行切割#导致靶
6#$%

的降解'

)

(

)这种聚合酶链反

应使细胞内的
!"#$%

数量明显增加#新产生的
!"#$%

可再次

参与上述循环#从而明显增强了对基因表达的抑制作用)随着

#$%"

机制的阐明#该技术在真核细胞及病毒基因功能的研究

中得到了广泛的应用)近期有研究表明#原核生物可能含有类

似真核生物
#$%"

的调节机制)细菌中大部分小
#$%

$

!#0

$%

%分子可通过与靶
6#$%

结合#引起靶
6#$%

降解#从而

在转录后水平调节细菌基因的表达#影响细菌的生理功能'

(0@

(

)

此外#科学家在许多细菌及大多数古细菌的基因组中发现了一

类成簇的+规律间隔的短回文重复序列$

.#RV:#

%#且在

.#RV:#

附近总是定位着一些与
.#RV:#

有密切关系的基因#

将其 命 名 为
.#RV:#

相 关 $

24!

%基 因#

.#RV:#

"

24!

系 统

$

.%VV

%则由
.#RV:#

及
24!

蛋白两部分组成'

C

(

)

T4Q4>3L4

等'

9

(对
.#RV:#

及
24!

基因进行比较基因组学分析#认为

.%VV

防御噬菌体及质粒入侵的机制与真核生物的
#$%"

机

制类似)近几年#

!"#$%

技术也逐渐被应用于原核生物)严

燕国等'

1*

(通过电穿孔法将
)

对特异的
!"#$%

导入幽门螺旋

杆菌中#对
.4

I

% 6#$%

表达的抑制率达
(CA@B

#

;<!=<>5

?73=

结果也显示
.4

I

%

蛋白表达水平低于干扰前)同年#该研

究组又对幽门螺旋杆菌
L42%

基因进行
#$%"

#对
L42%6#$%

表达的抑制率达
@@B

)汤谨等'

11

(以
?74Q

G

20,

为目标基因设计

合成
!"#$%

#用电转移法将
!"#$%

分别导入
,

株产肺炎克雷

伯菌碳青霉烯酶
0,

$

W:.0,

%的肺炎克雷伯菌中#结果显示
!"#0

$%

对
?74Q

G

20,6#$%

的抑制率达
C,B

)龚凤云等'

1,

(针对铜

绿假单胞菌
6<F/

基因设计合成特异性
!"#$%

分子#并构建

G

Z:d(

"

Ze:

"

$<30!"#$%

重组质粒#将其电转入铜绿假单胞

菌#采用实时荧光定量
:.#

方法检测
T<F/6#$%

表达量的

变化#结果显示干扰后
T<F/6#$%

表达量明显下降)

汤谨等'

11

(以
?74Q

G

20,

为目标基因设计合成特异性
!"#$%

及非特异性
!"#$%

#结果显示非特异性
!"#$%

对目的基因也

有抑制效果)因此#本实验尝试设计一对非特异性
!"#$%

$

!"#$%0234+

%#实验结果显示在
%

+

/

时间点
!"#$%0234+

对

&'

基因的抑制率为
*A*B

#在
.

时间点的抑制率为
11A,B

)

同时#阴性对照
!"#$%0$.

在
%

+

/

时间点的抑制率分别为

9A9B

+

1)A9B

#在
.

时间点的抑制率为
*A*B

)可见阴性及非

特异性的
!"#$%

对目的基因有一定的干扰作用#且与时间有

关)目前
!"#$%

干扰技术通常用于真核生物#在原核生物中

的运用还不够成熟#出现该结果可能与
!"#$%

的设计有关)

本实验针对
&'

基因设计了
,

对特异性的
!"#$%

#实验结果显

示
!"#$%0&'1

的干扰效果较
!"#$%0&',

好#这可能与它们鸟

嘌呤与胞嘧啶$

Zf.

%的含量有关#或者与它$下转第
1*18
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核分枝杆菌#结核分枝杆菌也以多种方式逃避巨噬细胞的杀

伤#尤其重要的是结核分枝杆菌可调控巨噬细胞的凋亡)作为

结核分枝杆菌在体内存活的宿主细胞#巨噬细胞的凋亡情况从

一定程度上决定了结核分枝杆菌的命运#对结核病的发生+发

展及预后都具有重要影响'

(

(

)本研究结果显示#在治疗前结核

病患者的
T353

与
T353B

均明显高于体检健康者#治疗
1

个

月时明显降低#但在治疗
,

+

+

个月时
T353

与治疗
1

个月时比

较无明显变化#提示在疾病初期#单核细胞在单核细胞趋化蛋

白
01

$

T.:01

%作用下快速到达炎症区域#使
T353

明显增

加'

@

(

)在吞噬病原体后#巨噬细胞可以通过自身凋亡来消除结

核分枝杆菌赖以生存的环境#抑制其在宿主体内的进一步生长

和繁殖'

C09

(

#使得单核细胞在治疗早期明显降低)随着治疗的

进行#在抗结核药物的作用下#感染受到控制#

T353

不再增

加#而结核分枝杆菌对单核细胞凋亡的抑制作用使得
T353

保

持在一个相对稳定的水平)

此外#值得注意的是#本研究结核病患者在治疗
1

个月和

,

个月时#上述
@

项指标比较差异均无统计学意义$

!

%

*A*)

%#

表明结核病患者治疗
1

&

,

个月期间外周血中
;/.

+淋巴细

胞+中性粒细胞和单核细胞均保持在稳定的水平)该稳定期出

现的原因#以及其是否与结核病的病情或抗结核治疗方案有关

$处于第
,

个强化治疗期%#将有待进一步探讨)
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