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表达的肝癌细胞系%方

法
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运用分子克隆针对
GVS:

基因构建干扰慢病毒载体!通过与病毒包装辅助质粒共感染
#;!(

细胞包装病

毒!高速离心浓缩病毒!免疫荧光方式测定病毒滴度!感染
W>5CABA:

肝癌细胞系!实时荧光定量
V4G
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G(=

@

V4G

$测定病毒干扰效果%结果
#

成功构建并包装
GVS:GS2

干扰慢病毒!病毒滴度为
#i:$

;

(X

*

3T

!感染

W>5CABA:

细胞后阳性率大于
;$A$b

%相对于阴性对照!

GVS:GS2

干扰慢病毒组
GVS:

基因表达敲减效率

达到
;#A"b

"

F

%

$A$B

$%结论
#

成功构建并包装了
GVS:

干扰慢病毒!建立下调
GVS:

表达的人肝癌细胞株%
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肝癌是全球恶性肿瘤研究的热点之一!具有高发

病率"高病死率的特点!在男性中其发病率占第
B

位!

病死率占第
#

位.在女性中其发病率占第
;

位!病死

率占第
E

位)

:

*

#我国是肝癌高发国家!肝癌发病人数

占全球发病人数的
BBb

!死亡人数仅次于肺癌!位居

第
#

位)

#

*

#在我国!引起肝癌发生的主要原因是乙型

肝炎病毒&

W7U

'"丙型肝炎病毒&

W4U

'

)

!

*等病毒感

染!病毒复制依赖宿主细胞!需与宿主蛋白!如核糖体

结合蛋白
:

&

GVS:

'等相互作用#

GVS:

是内质网寡

糖转移酶的重要功能蛋白!协助初生蛋白进入粗面内

质网并进行糖基化修饰)

"=B

*

#有研究报道表明!黄头

病毒"登革病毒等感染宿主细胞后!

GVS:

蛋白表达增

强并促进病毒感染)

E=C

*

#因此!

GVS:

可能参与肝炎病

毒引起的肝癌的发生"发展过程#本研究将利用

GS2

干扰技术!构建针对
GVS:

基因的
GS2

干扰慢

病毒!感染肝癌细胞系!建立
GVS:

低表达的稳定细

,
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胞株!旨在进一步研究
GVS:

基因在肝炎病毒所致肝

癌发生"发展中的分子机制!为其防治提供重要的实

验基础#

<

#

材料与方法

<A<

#

细胞与主要试剂
#

#;!(

细胞和
W>5CABA:

细

胞是南方医科大学生物技术学院馈赠!培养基为

L.<.

&

W

?

&-6+/

'和胎牛血清&上海微科生化试剂有

限公司'#慢病毒载体系统(工具质粒
IU#"D

"病毒包

装辅助质粒&

W/-

J

/):A$

'和病毒包装辅助质粒&

W/-

J

=

/)#A$

'均由上海吉凯基因化学技术有限公司提供.引

物序列合成与测序由英潍捷基&上海'贸易有限公司

完成.限制性内切酶
2

O

/

'

和
<&6G

'

购自
S<7

公

司.

("LS2-'

O

*,/

购自
(5/)36%&'/+8'P'&

公司.

(*

@

V->,LS2

J

6-

?

3/)*,/

购自南京诺唯赞生物科技有限

公司.质粒提取试剂盒
<+06Y)//3'0'V-*,3'0Z'8

购

自天根生化科技&北京'有限公司#

<A=

#

GSV:GS2

干扰慢病毒载体构建
#

针对
GVS:

&基因序列号
S.

/

$$#;B$

'序列!设计
GS2

干扰靶

点(

I2II22I2I22422(((II22

!由此构

建干扰序列!合成单链引物
GVS:GS2

干扰
=*

和
=M

!

见表
:

#合成的单链引物干粉溶解后!

;$d

水浴
:B

3'+

退火!自然冷却至室温!合成双链
LS2

引物#慢

病毒载体
IU#"D

经
2

O

/

'

和
<&6G

'

!Cd!5

双酶

切成线性#

("LS2-'

O

*,/

将双酶切线性化的载体和

退火双链
LS2

连接过夜!转化感受态大肠杆菌

LWB

(

株!阳性克隆进行
V4G

鉴定#

V4G

鉴定引物

序列!上游引物
Bk=442(I2((44((42(2((

(I4=k!

!下游引物
Bk=2(I (44 ((4 (I4 (I2

(24(III=k!

#反应条件(

;"d!3'+

.

;"d!$,

!

BBd!$,

!

C#d!$,

!循环
##

次.

C#dB3'+

!最后

冷却至
"d

#

V4G

鉴定阳性的克隆接种于含氨苄抗

菌药物的
T7

液体培养基中!

!Cd

培养
:#

"

:E5

!取

适量菌液送测序公司进行测序#对测序结果与目的

基因序列进行比对分析!比对正确的菌液进行质粒

提取#

表
:

##

GVS:GS2

干扰慢病毒载体构建框架序列

序列
Bk %(<. T66

J

%(<. !k

GVS:GS2

干扰
=* 44II I2II22I2I22422(((II22 ((422I2I2 ((44222((I((4(4((44(4 (((((I

GVS:GS2

干扰
=M 22((422222 I2II22I2I22422(((II22 (4(4((I22 ((44222((I((4(4((44(4

<A>

#

GS2

干扰慢病毒包装与浓缩
#

将鉴定正确的

GVS:GS2

干扰慢病毒质粒
#$

#

O

与病毒包装辅助

质粒&

W/-

J

/):A$

'

:B

#

O

"病毒包装辅助质粒&

W/-

J

/)

#A$

'

:$

#

O

用脂质体瞬时转染包装细胞
#;!(

!转染

E5

后换
:$b

血清培养基#转染
"D5

后!观察细胞形

态和绿色荧光蛋白表达!收集
#;!(

细胞上清液#将

上清液于
"d

"

"$$$

O

离心
:$3'+

!用
$A"B

#

3

滤器

过滤!用
7/&̀ 3*+

超速离心机 于
"d

"

#B$$$)

+

3'+

离心
#5

!离心后!弃去上清!尽量去除残留在管壁上

的液体!加入病毒保存液重悬!

aD$d

保存#

<A?

#

梯度稀释法测定病毒浓度
#

将
#;!(

细胞铺板

按
"i:$

" 细胞+孔铺于
;E

孔板#次日!将待测病毒取

:$

#

T

!加入
;$

#

T

无血清培养基!记为
:<l:

#

T

!分

别逐级
:$

倍梯度稀释至
:<aE

#

T

#将细胞原培养基

弃掉!加入病毒液!

"0

后!观察荧光表达情况并计算

出现荧光但数量最少的孔中荧光细胞数!病毒滴度
e

荧光细胞数+病毒原液量!单位为
(X

+

3T

#

<A@

#

GVS:GS2

干扰慢病毒在肝癌细胞的表达
#

在
!Cd

"

Bb4H

#

条件下!肝癌细胞系
W>5CABA:

培

养于
:$b

胎牛血清的
L.<.

培养基#将
#i:$

B

+孔

接种于
E

孔板中#实验按
:$.H9

加入病毒进行感

染!分为两组(

GVS:GS2

干扰慢病毒组和阴性对照

组&

S4

!插入非相关序列的慢病毒!阴性对照插入序

列为
((4(44I224I( I(424I (

'!感染后

:E5

换成完全培养基!

C#5

后用荧光显微镜观察

拍照#

<AJ

#

实时荧光定量
V4G

&

G(=

@

V4G

'测定病毒干扰

效果
#

()'̂6-

提取细胞
GS2

!通过
G(=

@

V4G

方法测

定
GVS:

的表达!

I2VLW

为内参基因!逆转录和

G(=

@

V4G

检测分别使用
V)63/

O

*

的
.=.TU

试剂盒

和
(2Z2G2

的
%]7G .*,8/).'R8>)/

试剂盒严格

按说明书进行操作#引物序列(

GVS:

上游引物
Bk=

II244(24(II2((2 (III=k!

!下游引物
Bk=

I2(II(4((2222I224II2=k!

.

I2VLW

上游

引物
Bk=(I24((42242I4I2424442=k!

!下游

引物
Bk=42444( I(( I4( I(2 I44222=k!

#

反应条件(

;Bd!$,

.

;BdB,

!

E$d!$,

!循环
"$

次.

;B d :B,

!

E$ d !$,

!

;B d :B,

#结果采用

))

48

法进行相对定量分析#

<AK

#

统计学处理
#

采用
%V%%#:A$

进行统计学分析!

每组数据重复
!

次实验!计量资料数据以
)j?

表示!

两组间差异用两独立样本
7

检验分析!

F

%

$A$B

为差

异有统计学意义#

=

#

结
##

果

=A<

#

GVS:GS2

干扰慢病毒载体的鉴定
#

GVS:

GS2

干扰双链
LS2

引物与酶切线性化的慢病毒载

体
IU#"D

连接后!转化感受态细胞!阳性克隆进行

V4G

鉴定!见图
:

#将
V4G

鉴定正确的阳性克隆培养

后!取菌液测序!结果正确#

,

;#B

,

国际检验医学杂志
#$:;

年
!

月第
"$

卷第
B

期
#

9+81T*M./0
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##

注(孔道
:

为阴性对照&

00W

#

H

'.孔道
#

为阴性对照&空载体'.孔

道
!

为
.*)̀/)

!自上而下依次为
BA$ M̀

!

!A$ M̀

!

#A$ M̀

!

:AB M̀

!

:A$

M̀

!

CB$M

J

!

B$$M

J

!

#B$M

J

!

:$$M

J

.孔道
"

"

D

为
GVS:GS2

干扰转化

子#连接入
GVS:GS2

干扰片段的阳性克隆
V4G

片段大小为
B!"M

J

!没有连接入
GVS:GS2

干扰片段的空载体克隆
V4G

片段大小为

B$$M

J

图
:

##

GVS:GS2

干扰慢病毒载体
V4G

鉴定

=A=

#

GVS:GS2

干扰慢病毒的包装及滴度测定
#

GVS:GS2

干扰慢病毒感染
#;!(

细胞
"D5

后可观

察到明显绿色荧光蛋白!收集病毒上清并浓缩!用梯

度稀释法测定病毒滴度为
#i:$

;

(X

+

3T

#病毒包装

成功#

=A>

#

GVS:GS2

干扰慢病毒在
W>5CABA:

细胞的表

达
#

W>5CABA:

细胞感染
GVS:GS2

干扰慢病毒

C#5

后可检测到绿色荧光蛋白!绿色荧光阳性率达

;$A$b

以上!表明该慢病毒可在细胞内表达且表达率

高#见图
#

#

##

注(空白对照为未加慢病毒!

+*'N/W>5CABA:

细胞.阴性对照为加

入了含对照序列的慢病毒的
W>5CABA:

细胞.

GVS:GS2

干扰慢病毒

为加入了
GVS:GS2

干扰慢病毒的
W>5CABA:

细胞

图
#

##

慢病毒感染
W>5CABA:

细胞荧光图

=A?

#

GVS:GS2

干扰慢病毒的干扰效果
#

W>5

CABA:

细胞感染
GVS:GS2

干扰慢病毒
C#5

后用

G(=

@

V4G

测定
GVS:

基因的干扰效果!见图
!

!

GVS:

GS2

干扰慢病毒组
GVS:3GS2

表达量为
$A$CEj

$A$##

!而对照组为
:A$$Cj$A$$E

#相对于阴性对照!

GVS:GS2

干扰慢病毒组
GVS:

基因表达明显下降

&

7eE;ACDD

!

F

%

$A$B

'!敲减效率达到
;#A"b

!表明

成功干扰了
GVS:

基因的表达#

##

注(阴性对照为加入了含对照序列的慢病毒的
W>5CABA:

细胞.

GVS:GS2

干扰慢病毒为加入了
GVS:GS2

干扰慢病毒的
W>5

CABA:

细胞

图
!

##

GVS:

基因在
W>5CABA:

的表达

>

#

讨
##

论

##

GVS:

是粗面内质网寡糖转移酶的一部分!横穿

内质网膜腔内的氨基末端和细胞质内的羧基端!协助

待加工蛋白进入粗面内质网!参与核糖体结合"新生

蛋白跨膜易位及进一步修饰!有研究发现其表达与肺

癌"甲状腺癌等发生相关)

D=:$

*

!相对于健康组织!癌症

组织的表达明显升高!而其与肝癌的关系尚不明确#

原发性肝癌中约
;$b

属于肝细胞癌!而其中约
D$b

是
W7U

或
W4U

的携带者)

::

*

#病毒感染引起机体免

疫系统活跃!在病毒与机体免疫系统相互抗争过程中

不可避免带来持续性的慢性肝损伤!这是肝炎病毒引

起肝癌的主要原因)

:#

*

#研究肝炎病毒的复制对控制

肝炎病毒引起的肝癌至关重要#病毒与内质网上功

能蛋白相互作用!从而介导病毒的复制增殖)

:!

*

#粗面

内质网作为真核细胞中蛋白加工"折叠"糖基化修饰

的主要场所!由于氧化应激"病毒感染等病理因素!未

折叠蛋白或错误折叠蛋白聚集在内质网!容易诱发内

质网应激效应)

:"

*

!而内质网应激效应在肿瘤的发生"

发展中均发挥着十分重要的作用)

:B

*

#

GVS:

是粗面

内质网内质网寡糖转移酶最重要的功能蛋白!可以与

肝炎病毒引起的内质网应激效应相关!参与肝炎病毒

的复制并导致肝癌的发生!而目前尚无任何文献报

道!其基因功能尚未清晰#

GS2

干扰是正常生物体内抑制特定基因表达的

一种现象!利用该现象建立了
GS2

干扰技术!该技术

可以快速"特异"高效沉默特定的基因片段!是目前研

究基因功能的有效手段)

:E=:C

*

#

GS2

干扰效应常用的

有小干扰
GS2

&

,'GS2

'和短发夹
GS2

&

,5GS2

'#

,
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,'GS2

制备简单!其转染具有瞬时性#而
,5GS2

是

具有两个短的反向重复序列的
GS2

!具有高效性和

可持续复制等优势!近年来更多应用于基因沉默表达

的相关研究中)

:D=:;

*

#质粒载体转染细胞表达率低!不

能持续性表达!而慢病毒或者腺病毒感染具有操作容

易"感染效率高"稳定性好等优势!尤其在肿瘤细胞等

惰性细胞中仍具有较高的转染率)

#$

*

!在
GS2

干扰技

术中越来越受到重视#针对靶基因!设计
,5GS2

慢

病毒载体!包装病毒进行感染实验!是目前
GS2

干扰

的常用策略#本研究为了探索
GVS:

与肝癌发生"发

展的关系!选用的是目前体外广泛应用的肝癌细胞系

W>5CABA:

!通过构建针对
GVS:

基因的
,5GS2

载

体!构建干扰慢病毒!在该细胞下调该基因的表达!为

该基因的研究提供很好的实验基础#本研究中!针对

GVS:

的
,5GS2

质粒易于构建!

V4G

结果鉴定显示

构建成功#并通过辅助质粒共转染系统成功在
#;!(

细胞 上 进 行 病 毒 包 装!浓 缩 的 病 毒 滴 度 高 达

:$

;

(X

+

3T

以上!高于文献报道的其他慢病毒载体的

感染病毒滴度)

#:=##

*

!表明该慢病毒感染系统包装效率

高#同时该构建的慢病毒感染肝癌细胞的阳性率高

达
;$A$b

以上!荧光定量检测
GVS:

表达量发现其敲

减效率达到
;#A"b

!敲减效果明显!表明选取的针对

目的基因序列的干扰作用明显!并且该慢病毒干扰体

系十分有效#

?

#

结
##

论

##

综上所述!应对
GVS:

可能与肝癌的发生"发展

关系密切!但尚未明确这一研究现状!本研究构建针

对
GVS:

基因的
,5GS2

感染慢病毒载体!利用辅助

质粒共转染系统成功包装高滴度的干扰慢病毒!感染

人肝癌细胞系
W>5CABA:

并确定了其干扰效应!建立

了
GVS:

低表达的稳定细胞株!将为进一步研究

GVS:

基因在肝癌发生"发展中分子机制的研究奠定

重要的实验基础#
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