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基因的干扰慢病毒表达载体!建立稳定转染的
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细胞系%方法
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人工设计'合成针对
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共转染
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细胞!包装产生慢病毒

颗粒并测定病毒滴度!感染
OL*)

细胞!建立稳定细胞株#应用
V7!W,V

和
Q:4;:?5U@8;

技术检测
OL*)

稳定细胞中
P,"7

基因

和蛋白表达情况!并与对照组进行比较%结果
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成功构建了针对
P,"7

基因的
VJ"3

慢病毒表达载体!病毒滴度为
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慢病毒表达载体!建立稳定干扰
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信号传导途径的调控失常是导致多种类型细胞发生

癌变的主要原因之一#该途径成员之一
F:;=!

连环蛋白和
7

细

胞因子
$

激活可发生癌变#而另一成员
F:;=!

连环蛋白和
7

细

胞因子
$

抑制子$

35+3F3;8?8BF:;=!E=;:535=5C7,I!$

#

P,"7

%

通过抑制
F:;=!

连环蛋白和
7

细胞因子
$

复合物的形成而对

Q5;

信号传导途径进行负调控来发挥抑癌作用*

本研究构建针对
P,"7

基因的
4+VJ"

慢病毒干扰表达载

体#感染
OL*)

细胞#建立稳定干扰
P,"7

的细胞株#为进一步

P,"7

在白血病中的功能研究奠定基础*
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材料与方法
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细胞与试剂
!

人早幼粒细胞白血病细胞系
OL*)

细胞购

自中国科学院上海生命科学研究所细胞库&
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细胞为本实

验室冻存&细胞培养采用
P0N0

)

N0T0

$
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E@85:XK"

%和胎

牛血清$

/3FE8XK"

%&慢病毒载体系统!
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为重庆威斯腾生物构建制备&

NJ"

内切酶$

U=GOP
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NJ"

连接酶)

NJ" G=?b:?

购

至
0UPI:?G:5;=4

&

V7!W,V

试剂盒购至大连宝生物有限公司

$
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%&兔抗人的
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抗体购自
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公司&
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)
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抗体购于
K=5;=,?Dd

公司&辣根过氧化物

酶标记的山羊抗兔二抗)山羊抗鼠二抗)鼠抗人
!

!=E;35

单抗购

自北京中杉金桥生物技术有限公司*
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P,"743VJ"

靶序列的设计
!

针对
J,UP

上已经提交的

P,"7

基因序列并进行分析#遵循
43VJ"

的设计原则#寻找合

适的干扰靶点#将
NJ"8@3

<

8

分别用
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%溶解#浓度为
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*取相应的正义链和反义链
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溶液*在
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仪上按照如下程序进行退火处理!
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保存*退火处理后得到浓度为
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#

0

的
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模板*将所得模板溶液稀释
#)

倍#终浓度为
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#用于连接反应*
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载体构建
!

慢病毒载体
W/L[1

经
TE8V3

和
U=GO3

对目

的基因片段进行酶切及片段回收#用
7

$

NJ"@3
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=4:

连接双酶

切得到的基因片段和线性化载体#

''Y

连接
'+

#

''Y&+

转

化感受态细胞*将抽提好的质粒进行单酶切电泳鉴定#对阳性

克隆进行测序做最后确认*
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病毒包装及细胞感染
!

慢病毒包装细胞用蛋白酶消化对

数生长期的
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细胞#重新接种于
&)EG

细胞培养皿#并在

&)EG

培养皿中培养至
.)M

"

%)M

融合时胰酶消化#加入
'

GL

含
&)MIUK

的
N0T0

培养液#吹打使细胞形成单细胞悬

液培养过夜*在一支无菌的
#GL

离心管中加入
&(#GL

无血

清
N0T0

#按此比例加入含目的序列的穿梭质粒和包装质粒

$

W/!

A

&![K[/
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W/!

A

&!VT[
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W/!

A

&!VVT

%#混匀#取另一只无

菌的
&#GL

离心管#加入
&(#GL

无血清
N0T0

#再加入
1))

#

LVJ"3!0=;:

#混匀#室温放置
#G35

后将
'

管混合#室温放

置
'#G35

后除去培养液#再加入
.GL

无血清的
N0T0

培养

液*将转染混合物逐滴加入
&#EG

培养皿中#并在培养箱中温

育
$

"

*+

后吸弃转染液#加入
&)GL

含
&)M IUK

的
N0T0

培养液#再继续培养
6'+

*将培养皿中细胞上清液吸到
&#GL

离心管中#低速离心后#将离心管上清液用
)($#

#

G

过滤器过

滤*随后采用
&)MIUK

的
N0T0

培养液系列稀释慢病毒原

液#感染
'%17

细胞测定病毒滴度*
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感染
OL*)

细胞并筛选稳转细胞株
!

接种状态良好的

OL*)

细胞到
*

孔板#每孔$

'

"

$

%

Z&)

# 个细胞#每孔加入
A

8!

@

H

F?:5:

多聚赖氨酸使终浓度为
*

#

<

"

GL

#

1)G35

后加入$

$

"

*

%

Z&)

*

"单位病毒&

&'+

后换液#培养
%*+

后在荧光观察#然

后收集细胞悬液#调整细胞密度至$

#

"

.

%

Z&)

* 个"
GL

过滤细

胞!将染色后的细胞悬液于
1))

目无菌的滤网过滤#收集滤液#

移入流式管#避光放置冰上送检*
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P,"7

干扰效果的
V7!W,V

和
Q:4;:?5U@8;

的鉴定
!

V7!W,V

!收集
4+J,

对照组和
4+P,"7

组细胞#按照
P593;?8!

<

:5

公司
7VPd8@

产品说明书提取细胞总
VJ"

*琼脂糖凝胶电

泳确定
VJ"

完整性#紫外分光光度计检测
VJ"

的浓度和纯

度$

SN'*)

"

SN'.)

!

&(.

"
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P,"7

引物序列
#j!"7/"",

,/,/"/ //" /," ,,!1j

#

#j!,7" ,7/ ,,7 ,,/ /7,

77,,/!1j

#

'#)F

A

&

!

!=E;35

引物序列
#j!,",,",",,77,

7",""7 /"/ ,!1j

#

#j!/7/ "7, 7,, 77, 7/, "7,

,7/7!1j

#

6))F

A

&逆转录后经过
%#Y#G35

预变性#循环内

%#Y1)4

变性#

#*Y

退火
1)4

#

1'

个循环扩增*产物经琼脂

糖凝胶电泳#在
UPS!V"N

凝胶成像仪上观察并采用
hD=5;3;

H

S5:$(*('

软件对
W,V

电泳结果进行灰度值分析#分析基因

表达水平*

Q:4;:?5U@8;

!同样的收集
4+J,

对照组和
4+P,"7

组细胞用细胞裂解液进行裂解#提取总蛋白#用
U?=CB8?C

法进

行蛋白定量*取
&))

#

<

蛋白进行
&#MKNK!W"/T

凝胶电泳#

蛋白分离后#湿转至聚偏二氟乙烯膜#用含
#M

小牛血清的封

闭液封闭
'+

#加入一抗
P,"7

#稀释比例为
&k#)))

&

$Y

过

夜&洗膜#加入二抗#稀释比例为
&k#)))

#

16Y

反应
&+

&洗

膜#按照电化学发光试剂盒说明进行显影*采用
hD=5;3;

H

S5:

$(*('

软件对各组电泳条带进行灰度值分析*以目的蛋白与

内参条带灰度值的比值反映各关键分子的蛋白相对表达水平*
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!

统计学处理
!

结果通过统计软件
KWKK&&(#

分析*均值

间比较使用
9

检验分析#

;

$

)()#

为差异具有统计学意义*结

果中的
W,V

和蛋白印迹灰度比为目的基因灰度值与各自内参

灰度值之比*

A

!

结
!!

果

A(@

!

P,"74+VJ"

重组载体的酶切
!

L[1

载体经
U=GOP

)

TE8V3

酶酶切后电泳图$图
&"

%#用
U=GOP

和
TE8VP

对目的基

因片段进行酶切#酶切完成后#进行目的片段回收&将酶切后的

目的基因片段与线性化的载体进行连接后#

W,V

初步鉴定$图

&U

%&将重组质粒进行单酶切鉴定#在目的条带大小对应区域

有酶切得到的条带对应的克隆即为阳性克隆$图
&,

%*

!!

"

!

L1

载体酶切&

U

!重组载体质粒图&

,

!重组载体的酶切鉴定图&

N

!

0=b:?L=GFC=NJ"

"

TE8&1)P

*

图
&

!!

限制酶切分析结果

A(A

!

P,"74+VJ"

重组载体的测序
!

通过上述的酶切结果

表明#被
TE8VP

切开的可能是阳性克隆#将克隆进行测序鉴定#

测序结果见图
'

#结果显示#序列正确*

!!

"

!

4+P,"7

重组载体的测序结果&

U

!

4+J,

重组载体的测序结果*

图
'

!!

重组载体的测序
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慢病毒包装和感染
OL*)

细胞
!

制备编码慢病毒颗粒的

重组病毒质粒及其
1

种辅助包装原件载体质粒#

1

种质粒载体

分别进行高纯度无内毒素抽提#用转染试剂
VJ"3!0=;:

进行

共转染
'%17

细胞包装慢病毒#包装成功后感染
OL*)

细胞#

见图
1

*

A(C

!

P,"74+VJ"

稳定
OL*)

细胞株干扰效果鉴定
!

V:=@!

;3G:W,V

检测结果显示#干扰组
P,"7 GVJ"

的表达量

$

)(1*_)()'

%较对照组$

&(#6_)(&&

%明显下调$

;

$

)())&

#图

$"

)

U

%*

Q:4;:?5U@8;

结果显示#干扰组
P,"7

的蛋白表达

$

)(#*_)()*

%较对照组$

&($$_)()$#

%明显下调$

;

$

)())&

#

图
$,

)

N

%#这说明所构建的慢病毒介导的
P,"74+VJ"

能明

显抑制
P,"7

基因水平和蛋白水平的表达*
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!!

"

)

U

!白光下观察
4+J,

组和
4+P,"7

组
OL*)

细胞&

,

)

N

!荧光显微镜下的
4+J,

组和
4+P,"7

组
OL*)

细胞$

')Z

%*

图
1

!!

转染细胞的荧光图片

!!

"

)

U

!

V7!W,V

检测稳转
OL*)

细胞中
P,"7

基因的表达&

,

)

N

!

Q:4;:?5U@8;

检测稳转
OL*)

细胞中
P,"7

蛋白的表达$

""

;

$

)())&

%*

图
$

!!

稳定细胞株干扰效果验证

B

!

讨
!!

论

P,"7

是
7=

<

8

等'

&

(用酵母双杂交系统筛选鼠胚胎
ENJ"

文库时发现的一个蛋白质基因#基因定位于染色体
&W1*(&!

&W1*('N&K'&$O

"

N&K'$$

之间*在鼠胚胎发育过程中#

P,"7

的
GVJ"

表达相当恒定*

P,"7

是目前发现为数不多的能够

直接负向调节
F:;=!

连环蛋白的基因*其
ENJ"

序列分析显

示#它编码一个含
.&

个氨基酸残基#相对分子质量为
%Z&)

1

的蛋白质'

&

(

*

P,"7

的尾巴能与
F:;=!

连环蛋白结合并排斥后者与
7

细

胞因子
$

结合#

P,"7

阻止
F:;=!

连环蛋白"
7

细胞因子
$

复合

物形成的能力可能是它在细胞质中的主要的功能#而它的三螺

旋束为结合
F:;=!

连环蛋白的结构域'

'!$

(

*

P,"7

作为
F:;=!

连环蛋白"
7

细胞因子
$

抑制子#在肿瘤

当中的作用也有大量的报道#它可以通过抑制经典
Q5;

信号

通路达到抑制肿瘤细胞的增殖'

&

(

&目前有报道
P,"7

高表达会

促进黑色素瘤的转移和侵袭'

#

(

#但也有报道表明通过高表达

P,"7

能抑制
Q5;

"

!

!E=;:535

信号通路活性从而抑制子宫肌瘤

细胞的增殖'

*

(

)抑制胶质母细胞瘤细胞的增殖与迁移等'

6

(

#

P,"7

与胰腺癌的发展也有密切联系'

.

(

*通过这些文献报道

可知
P,"7

在肿瘤细胞的发生发展中具有重要的作用*

VJ"

干扰$

VJ"35;:?B:?:5E:

#

VJ"3

%是正常生物体内抑

制特定基因表达的一种现象#是指在进化过程中高度保守的)

由双链
VJ"

$

C8DF@:!4;?=5C:CVJ"

#

C4VJ"

%诱发的)同源

GVJ"

高效特异性降解的现象*这种现象发生在转录后水

平#又称为转录后基因沉默$

A

84;!;?=54E?3

A

;385=@

<

:5:43@:5!

E35

<

#

W7/K

%*双链
VJ"

经酶切后会形成很多小片段#称为

43VJ"

#这些小片段一旦与信使
VJ"

$

GVJ"

%中的同源序列

互补结合#会导
GVJ"

失去功能#即不能翻译产生蛋白质#也

就是使基因.沉默/

'

%!&)

(

*

本研究成功构建了
P,"74+VJ"

表达载体#通过构建慢

病毒干扰体#感染
OL*)

细胞#建立了稳定细胞株*应用
?:=@!

;3G:W,V

)

Q:4;:?5U@8;

检测发现
P,"7GVJ"

与蛋白水平表

达均受抑制*为进一步研究
P,"7

基因对
OL*)

细胞功能的

影响奠定基础*
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