
·论　著·

新靶点ＣｙｃｌｉｎＥ干扰ＲＮＡ真核表达载体的构建
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　　【摘要】　目的　构建４个新靶点的人ＣｙｃｌｉｎＥ干扰ＲＮＡ真核表达载体，转染人脑胶质细胞瘤Ｕ２５１细胞，经反

转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测ｍＲＮＡ表达，获得干扰效果最好的真核表达载体，为ＣｙｃｌｉｎＥ成为人脑肿瘤标

志物提供有价值的资料。方法　（１）构建４个新靶点ＣｙｃｌｉｎＥ干扰ＲＮＡ的真核表达载体后，用双酶切和碱基序列

测定的方法鉴定载体构建成功与否；（２）用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染４个成功构建的载体到胶质瘤 Ｕ２５１细胞株；

（３）通过 ＲＴＰＣＲ的结果检测转染后ＣｙｃｌｉｎＥｍＲＮＡ表达量，选出干扰效果最好的１个。结果　（１）成功构建了４

个新靶点的ＣｙｃｌｉｎＥ干扰ＲＮＡ真核表达载体即Ｐ
ＣｙｃｌｉｎＥ１、ＰＣｙｃｌｉｎＥ２、ＰＣｙｃｌｉｎＥ３、ＰＣｙｃｌｉｎＥ４。（２）ＣｙｃｌｉｎＥｍＲＮＡ表达明显受

到抑制，并获得效果最好的ＣｙｃｌｉｎＥ干扰ＲＮＡ真核表达载体。结论　成功构建并筛选出效果最好的新靶点Ｃｙ

ｃｌｉｎＥ干扰ＲＮＡ真核表达载体，使Ｕ２５１细胞的ＣｙｃｌｉｎＥｍＲＮＡ表达明显降低。

【关键词】　干扰ＲＮＡ；　新靶点；　细胞周期蛋白Ｅ；　胶质瘤
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　　人脑胶质细胞瘤是人类中枢神经系统中最为常见的肿瘤

之一，其侵袭性能力强，增值速率快，导致预后极差［１］。尤其是

胶质母细胞瘤，恶性程度最高，其发病的机制目前仍尚未明确，

而且不能像甲胎蛋白、、前列腺特异抗原（ＰＳＡ）、人附睾蛋白４

（ＨＥ４）等作为常用、有效的肿瘤标志物
［２３］。许多细胞周期调

控的基因发生改变是正常的人脑胶质细胞和胶质瘤细胞的最

大区别，细胞周期蛋白Ｅ（ＣｙｃｌｉｎＥ）便是其中的一种。ＣｙｃｌｉｎＥ

在人脑胶质瘤中表达，与细胞周期蛋白质依赖激酶结合促进

ｐＲＢ的磷酸化，并且和细胞周期蛋白依赖激酶抑制因子家族

的基因结合在一起形成复合物，促进细胞周期从Ｇ１到Ｓ进程

继续下去。ＣｙｃｌｉｎＥ过量表达会使 Ｇ１期缩短，导致细胞提前

进入Ｓ期，干扰细胞核核酸的复制和分裂，促进肿瘤的形

成［４５］。因此ＣｙｃｌｉｎＥ表达下调的研究对临床工作就有十分重

要的意义，每个基因都不是单独存在的、并且发挥作用的，Ｃｙ

ｃｌｉｎＥ表达的下调会对哪些基因的表达和功能造成影响还需要

去研究。干扰ＲＮＡ技术能够特异的使基因沉默，近年来作为

一个常规试验已在研究肿瘤基因的多个领域被应用。本研究

利用ＲＮＡ干扰技术设计并构建了新的ＣｙｃｌｉｎＥ干扰ＲＮＡ真

核表达载体，用双酶切和碱基序列测定的方法鉴定，用Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染４个成功构建的载体到胶质瘤细胞，通过

检测转染后的ＣｙｃｌｉｎＥｍＲＮＡ表达量，筛选出干扰效果最好的

１个载体，为后续在ＣｙｃｌｉｎＥ沉默后用双向电泳技术研究蛋白

质组学的变化以及用基因芯片技术研究转录水平变化奠定试

验基础。
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１　材料与方法

１．１　材料来源　人脑胶质瘤Ｕ２５１细胞株购自中国科学院上

海细胞库；ＤＮＡ 内切酶、ＤＮＡ 连接酶购自 ＭＢＩ公司；Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂盒购自上海英骏公司；ＤＮＡ凝胶回收

试剂盒、琼脂糖等购自天根生化科技有限公司。

１．２　方法

１．２．１　新靶点ＣｙｃｌｉｎＥ干扰ＲＮＡ的构建

１．２．１．１　干扰载体的靶序列　根据ｓｉＲＮＡ设计原则和Ｇｅｎｅ

Ｂａｎｋ中搜索的ＣｙｃｌｉｎＥｃＤＮＡ序列，设计并合成４对ｓｉＲＮＡ，

靶序列即干扰部位如下，ＰＣｙｃｌｉｎＥ１：５′ＧＧＡ ＴＧＧ ＴＴＣＣＡＴ

ＴＴＧＣＣＡ ＴＧＧ３′；ＰＣｙｃｌｉｎＥ２：５′ＧＣＴＴＣＧ ＧＣＣＴＴＧＴＡＴ

ＣＡＴＴＴＣ３′；ＰＣｙｃｌｉｎＥ３：５′ＧＣＣ ＡＧＣＣＴＴ ＧＧＧ ＡＣＡ ＡＴＡ

ＡＴＧ３′；ＰＣｙｃｌｉｎＥ４：５′ＧＣＣＣＴＴＡＡＧＴＧＧＣＧＴＴＴＡ ＡＧＴ

３′。同时设立阴性对照（ＮＣ）。ｓｉＲＮＡ正义链模板的５′端添加

了ＣＡＣＣ，与ＢｂｓⅠ酶切后形成的黏端互补；反义链模板的５′

端添加了ＧＡＴＣ，与ＢａｍＨＩ酶切后形成的黏端互补。将载体

模板退火后，转到ＪＭ１０９感受态细胞中。

１．２．１．２　干扰载体的检验　把所提取的质粒用ＢａｍＨⅠ、Ｐｓｔ

Ⅰ进行双酶切鉴定。正确的重组载体不会被ＰｓｔⅠ切开但是

会被ＢａｍＨ Ⅰ切开。酶切结果正确的质粒用碱基序列测定的

方法鉴定载体构建成功与否。

１．２．２　干扰质粒对 Ｕ２５１细胞的稳定转染　按照 Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂说明书，把经过鉴定正确的质粒和脂

质体混合后分别加入Ｕ２５１细胞中混合培养，４８ｈ后在荧光倒

置显微镜下观察试验结果。

１．２．３　反转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）　检测各组ＣｙｃｌｉｎＥ

ｍＲＮＡ的含量提取细胞总ＲＮＡ，进行ＲＴＰＣＲ反应，ＣｙｃｌｉｎＥ

上游引物为５′ＡＣＣＡＧＴＴＴＧＣＧＴＡＴＧＴＧＡＣ３′，下游引

物为５′ＣＴＧＣＴＣＴＧＣＴＴＣＴＴＡＣＣＧ３′，扩增产物为５８３

ｂｐ。ＧＡＰＤＨ上游引物为５′ＣＧＧＧＡＡＡＣＴＧＴＧＧＣＧＴＧＡ

Ｔ３′，下游引物为５′ＧＡＧＴＧＧＧＴＧＴＣＧＣＴＧＴＴＧＡ３′扩

增产物为３００ｂｐ。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析。计量

资料以狓±狊表示，比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结　　果

２．１　酶切和测序结果　双酶切检测和碱基序列测定结果表

明，所有的ＣｙｃｌｉｎＥ真核表达载体以及阴性对照载体均与所设

计的序列完全相同，并且没有发现任何异常存在。

２．２　ＲＴＰＣＲ检测稳定转染干扰ＲＮＡ真核表达载体后Ｃｙ

ｃｌｉｎＥｍＲＮＡ水平　各基因目的片段平均ＩＤＶ与 ＧＡＰＤＨ 基

因的ＩＤＶ比值（ＩＤＶＣｙｃｌｉｎＥ／ＩＤＶＧＡＰＤＨ）即为目的基因的

相对ＤＮＡ 水平：各组依次分别为０．５９０±０．０１３，０．５３０±

０．００８，０．１３０±０．００４，０．３９０±０．０１１，０．５８０±０．００７，０．２８０±

０．０１３。对各组数据进行狋检验得到ＰＮＣＵ２５１、ＰＣｙｃｌｉｎＥ１Ｕ２５１、

ＰＣｙｃｌｉｎＥ２Ｕ２５１、ＰＣｙｃｌｉｎＥ３Ｕ２５１、ＰＣｙｃｌｉｎＥ４Ｕ２５１５标本中，ＰＣｙｃｌｉｎＥ１

Ｕ２５１、ＰＣｙｃｌｉｎＥ２Ｕ２５１、ＰＣｙｃｌｉｎＥ４Ｕ２５１与对照相比，ｍＲＮＡ 水平

（以灰度计算）差异均有统计学意义（犘＜０．０５），且 ＰＣｙｃｌｉｎＥ１

Ｕ２５１与ＰＣｙｃｌｉｎＥ２Ｕ２５１、ＰＣｙｃｌｉｎＥ４Ｕ２５１之间 ｍＲＮＡ水平（以灰

度计算）的差异亦有统计学意义（犘＜０．０１），见图１。

　　注：１泳道为 Ｍａｒｋｅｒ，２、３、４、５、６、７泳道分别加入 Ｕ２５１、瞬时转染

ＰＮＣＵ２５１、ＰＣｙｃｌｉｎＥ１Ｕ２５１、ＰＣｙｃｌｉｎＥ２Ｕ２５１、ＰＣｙｃｌｉｎＥ３Ｕ２５１、ＰＣｙｃｌｉｎＥ４Ｕ２５１

细胞的ＧＡＰＤＨＰＣＲ产物和ＣｙｃｌｉｎＥ的ＰＣＲ产物。

图１　ＲＴＰＣＲ检测

２．３　倒置荧光显微镜观察ＣｙｃｌｉｎＥ干扰ＲＮＡ真核表达载体

瞬时转染结果　转染２４ｈ后，在倒置荧光显微镜下观察各组

细胞，除未转染的组别外都有绿色荧光蛋白表达。

３　讨　　论

ＲＮＡ干扰的原理是２１～２５ｂｐ的小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）通

过和Ｄｉｃｅｒ酶等复合物的一系列作用使得同源序列 ｍＲＮＡ发

生降解［６］。干扰ＲＮＡ技术能够特异的使基因沉默，近年来作

为一个常规试验已在研究肿瘤基因的多个领域被应用。如肿

瘤细胞中基因的改变引起侵袭能力、生长速率、细胞凋亡水平

变化的研究［７８］；在新抗肿瘤药中的研究［９］；以及肿瘤在早期发

生、发展时异常变化等研究［１０］。

ＣｙｃｌｉｎＥ在人脑胶质瘤中表达，而且ＣｙｃｌｉｎＥ过量表达会

使会使得 Ｇ１期缩短，导致细胞提前进入Ｓ期，干扰细胞核核

酸的复制和分裂，造成肿瘤的形成。肿瘤的形成并非是某个基

因的作用，因此ＣｙｃｌｉｎＥ不是单独存在并且发挥作用的，Ｃｙ

ｃｌｉｎＥ表达下调会影响许多基因的表达和细胞的功能。很有可

能这些基因在胶质瘤的形成和发展中起着非常重要的作用。

所以本研究利用ＲＮＡ干扰技术使ＣｙｃｌｉｎＥ沉默，并且沉默效

果明显，为后续在ＣｙｃｌｉｎＥ沉默后用基因芯片技术研究转录水

平变化以及用双向电泳技术研究蛋白质组学的变化奠定一定

基础。

蛋白质组学是在蛋白质整体水平上对肿瘤等疾病发生、发

展等多方面进行探索的学科。利用质谱技术和双向电泳来研

究蛋白质组学，可以发现不同因素影响下的多种有意义的蛋白

质差异表达，为寻找直接或间接参与肿瘤侵袭、转移等过程的

多种关键蛋白质分子开拓思路。目前在分析细胞蛋白质的过

程中常以亚细胞蛋白质组为切入点，即把细胞核与细胞质的蛋

白质分开单独研究，减少了全细胞分析的复杂性，低丰度的蛋

白质能够很大富集，提高了其检出的数量，使研究结果具体化。

基因芯片技术是通过与一些已知的荧光染料标记核酸探针进

行杂交从而得出样品核酸分子相关信息的方法，具有高通量、

高效率等优点。因此基因芯片技术在肿瘤基因差异性表达，诊

断和筛选有意义的新基因等多方面研究中也得到了广泛的应

用［１１］。因此，当用干扰 ＲＮＡ的技术使得ＣｙｃｌｉｎＥ沉默后，再

用基因芯片技术及双向电泳来做相应的研究就可能发现更多

有意义的、相关的差异表达基因和蛋白质，为胶质瘤的研究提

供有价值的资料。
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有神经元，由此也可部分解释精神分裂症的发病与发病前智商

有关［１１］。基因型与生化指标的差异是否真的存在因果关系，

如果有关系其机制又是什么，这一系列问题有待进一步的研究

来揭示。
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ＴＴ型的人均易感精神分裂症。且发现３种不同基因型的精

神分裂症患者之间其生化指标ＣＡ、ＡＬＫＰ和ＧＧＴ差异明显。
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