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目的
!

本研究构建
$

个携带髓鞘碱性蛋白"

ZU)

#公共序列的干扰
&X!

真核表达载体!并转染人神

经胶质细胞
P,%"

细胞!为研究
ZU)

在新生儿脑损伤中的作用提供平台$方法
!

"

"

#构建
$

个携带新靶点的
ZU)

干扰
&X!

真核表达载体!酶切后将酶切片段测序鉴定&"

,

#利用脂质体转染将构建的
ZU)

干扰
&X!

真核表达载

体转入
P,%"

细胞株内$结果
!

"

"

#成功构建了
$

个携带新靶点的
ZU)

干扰
&X!

真核表达载体&"

,

#在
P,%"

细胞

中有绿色荧光蛋白表达!经反转录
:

聚合酶链反应检测
ZU)

干扰成功&"

;

#干扰
P,%"

细胞中
ZU)

表达后!致使

P,%"

细胞生长变慢$结论
!

成功构建携带新靶点的
ZU)

干扰
&X!

真核表达载体!利用载体干扰
ZU)

基因!结

果表明
ZU)

在
P,%"

细胞生长过程中起重要作用$
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新生儿缺氧缺血性脑病$

OS]

%指新生儿围生期发生窒息

导致脑的缺氧缺血性损害#临床出现一系列中枢神经系统异常

的表现#是世界范围内新生儿围生期死亡和后期神经系统发育

异常的重要原因)因此#对新生儿窒息早期诊断和早期治疗是

减少新生儿
OS]

发生,发展的必要手段*

":,

+

)但目前各国仍缺

乏新生儿窒息早期诊断较灵敏,准确的指标#髓鞘碱性蛋白

$

ZU)

%是中枢神经髓鞘膜的主要成分#起维持中枢神经系统

髓鞘结构和功能稳定的作用)近年研究指出#血清
ZU)

浓度

升高可作为脑实质性损伤及脱髓鞘改变的一项特异性生化指

标#因此#

ZU)

被临床作为诊断,预测新生儿脑损伤的重要监

测指标)但目前
ZU)

在体内的作用机制还不清楚#因此本研

究将构建
ZU)

干扰核糖核酸$

&X!

%真核表达载体#利用干扰

&X!

技术初步探讨
ZU)

的作用机制#为以后深入研究
ZU)

在体内的作用机制构建平台)

$

!

材料与方法

$.$

!

材料
!

人脑胶质瘤
P,%"

细胞株购自中科院上海细胞

库#脱氧核糖核酸$

[X!

%内切酶,

[X!

连接酶等购自
ZUS

公

司#聚合酶链反应$

)(&

%试剂盒购自
*B_B=B

公司#

[X!

凝胶

回收试剂盒,琼脂糖等购自天根生化科技有限公司)

$./

!

方法

$./.$

!

设计干扰
&X!

!

短发夹
&X!

$

9A&X!

%模板中的
C33

<

结构选用了
**(!!e!e!

以避免形成终止信号#

9A&X!

的

转录终止序列采用
*8

结构)反义链模板的
%f

端添加了

e!*(

#与
UBHO

+

酶切后形成的黏端互补(正义链模板的
%f

-
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端添加了
(!((

#与
UG9S

酶切后形成的黏端互补(如果
9>&X!

的第一个碱基不是
e

#则在
(!((

后补加一个
e

)设计序列如

下)
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e)P8
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eF)

"
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退火
!

用
*]

$

<

O0.#

%分别溶解
[X!3C>

D

3

至浓度
"##

#

H3T

#取正义链和反义链
3C>

D

3

溶液#进行退火反应)退火反

应体系!

"#W

反应缓冲液
%

#

T

(上游引物
%

#

T

(下游引物
%

#

T

(

加无菌去离子
;%

#

T

至总体积
%#

#

T

)在
)(&

仪上依照以下

程序进行退火处理!

/%Y%H>7

(

0%Y%H>7

(

+%Y%H>7

(

+#Y

%H>7

(

$Y

保存)退火后#将得到浓度为
"#

#

H3T

"

T

的
9A&X!

模板稀释
%#

倍至终浓度为
,##7H3C

"

T

#以用于连接反应)

$./.'

!

载体线性化
!

取
,

#

D<

e)P8

"

eF)

"

X63

载体#

;+Y

酶

切
"A

#电泳检测回收后估算浓度#稀释至终浓度为
%#7

D

"

#

T

)

$./.1
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载体的构建
!

将
<

e)P8

"

eF)

"

X63:9A&X!

载体转入

感受态细胞
hZ"#/

中#每个反应分别挑取
%

个菌落#接种到含

%#

#

D

"

HTcB7BH

J

?>7

的
TU

培养基中#

;+Y

孵育过夜)分别

挑取过夜培养平板上单个菌落接种于
%HT

含卡那霉素$

;#

#

D

"

HT

%的
TU

培养基中#

;+Y

#

,%#

D

"

H>7

#振荡培养
",A

)提

取质粒后#分别将质粒用
UBHO

+

,

)9@

+

酶切鉴定#并测序)

$./.2

!

连接产物的转化
!

取出感受态细胞
hZ"#/

#加入
"#

#

T

连接产物#将
,##

#

T

孵育后的细胞均匀涂布于含
%#

#

D

"

HTcB7BH

J

?>7TU

平板上#将平板倒置于培养箱中#

;+Y

培养
"8A

)

$./.)

!

阳性克隆的鉴定
!

在这几个连接反应里挑选出
%

个菌

落#孵育后使用碱裂解法抽提质粒#对所得质粒用
UBHO

+

,

)9@

+

分别酶切鉴定)试验所得阳性重组载体应该可以被

UBHO

+

切开#而不能被
)9@

+

切开)挑
,

个酶切结果符合的

质粒进行测序)采用高纯度质粒抽提试剂盒$中量%对测序结

果正确的菌株进行质粒抽提)

$./..

!

干扰质粒对
P,%"

细胞的稳定转染
!

按照
T>

<

3:

E6?@BH>76

*Z

,###

转染试剂说明书#将高纯度的上述质粒及阴

性对照质粒分别转入
P,%"

细胞中#培养后荧光显微镜下观察

转染效果)

$./.S

!

反转录
)(&

$

&*:)(&

%检测
ZU)

基因表达
!

本研究

将转入
)

e)P8

"

eF)

"

X63:ZU):"细胞设为干扰组(未进行任何处理的细

胞设为正常组(将转入
)

e)P8

"

eF)空载体的细胞设为阴性对照

组)

;

组各取
"#

0 细胞铺满
/8

孔板进行培养#培养
$0A

后收

集细胞提取细胞总
&X!

#利用
*B_B=B

公司
)(&

试剂盒进行

&*:)(&

#

ZU)

上游引物为
%f:(*! !*e ((* e(e e!e

**e*e(:;f

(下游引物为
%f:e*!ee(!e(e!!(!((!e

!!:;f

)内参磷酸甘油醛脱氢酶$

e!)[O

%上游引物为
%f:

(eee!! !(*e*ee(e*e!*:;f

#下游引物为
%f:!(e

(e!!**(!e(*!!**eeee:*;f

)

)(&

体系!

]N*B

M

[X!

聚合酶
",.%

#

T

(上游引物
#.%

#

T

(下游引物
#.%

#

T

(模

板
"

#

T

(加无菌去离子水
"#.%

#

T

至总体积
,%

#

T

)在
)(&

仪上按照如下程序进行
)(&

!

/$Y;H>7

(

/$Y"%9

(

%%Y;#

9

(

+,Y"%9

(

,0

个循环#

$ Y

保存)对
)(&

产物进行电泳分

析)

$./.(

!

Z**

法检测细胞的增殖能力
!

每组设
%

个复孔#并设

一组空白对照孔)取各组细胞#以
$W"#

; 的细胞浓度接种于

/8

孔板#分别在第
"

,

,

,

;

,

$

,

%

天每孔加入
,#

#

T%H

D

"

HT

的

Z**

液#再培养
$A

后#移去旧液#加入
,##

#

T[Z̀ '

#振荡

"#H>7

#用酶标仪检测#然后计算并分析)

/

!

结
!!

果

/.$

!

酶切结果
!

将提取质粒进行酶切鉴定#阳性重组质粒载

体应该可以被
UBHO

+

切开#而不能被
)9@

+

切开#结果表明

本试验构建的
$

个质粒均为阳性重组质粒载体)

/./

!

测序鉴定
!

分别从
$

组中选取
,

个克隆进行测序#鉴定

结果显示构建载体序列未发现突变,缺失,插入等异常#以

)

e)P8

"

eF)

"

X63:ZU):"测序图为例#见图
"

)

图
"

!

)

e)P8

)

eF)

)

X63:ZU):"转录产物序列结构

/.'

!

倒置荧光显微镜观察
ZU)

干扰
&X!

真核表达载体稳

定转染结果
!

在倒置荧光显微镜下观察各组转染后的细胞#各

组细胞都有绿色荧光蛋白表达#其中
)

e)P8

"

eF)

"

X63:ZU):"组效果最

明显#见图
,

)

图
,

!

转染
)

e)P8

)

eF)

)

X63:ZU):"的细胞

/.1

!

&*:)(&

检测
ZU)

基因表达
!

&*:)(&

检测
ZU)

基因

表达结果见图
;

#结果显示干扰组
ZU)

的条带亮度明显低于

其他两组#正常组与阴性对照组
ZU)

的条带亮度基本一致#

说明干扰组
ZU)

的表达下调#干扰成功)

!!

注!

"

为干扰组(

,

为正常组(

;

为阴性对照组)

图
;

!

ZU)

基因半定量结果

/.2

!

ZU)

干扰
&X!

对
P,%"

细胞生长的影响
!

)

ZU):"

:P,%"

组细胞从第
;

天开始#细胞生长变慢#明显低于
)

X(:9>&X!

:P,%"

细胞和
P,%"

组细胞的生长速度)而
)

X(:9>&X!

:P,%"

细胞和

P,%"

组细胞的生长速度差异不明显#见图
$

)

图
$

!

;

组细胞生长速度

-

#+$;

-
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新生儿
OS]

是由于各种围生期因素引起的缺氧和脑血流

量减少或暂停而导致胎儿和新生儿脑损伤#是新生儿死亡和致

残的常见疾病#是新生儿窒息后的严重并发症#也是导致儿童

神经系统伤残的常见原因之一*

":,

+

)因此#早期判断脑损伤程

度及有效的干预方法成为近年来国内外研究的热点)窒息引

起的潜在性脑损伤是一个十分复杂的病理过程#涉及多种因子

和信号传导途径#只有深入研究参与神经损伤过程中的每个因

子的作用及其相互关系#才能更细致地了解脑损伤的实质#最

终攻克神经损伤后的早期诊断与治疗的难题*

;:$

+

)

ZU)

是少突胶质细胞和雪旺细胞合成的一种强碱性膜蛋

白#主要在少突胶质细胞内以共价键结合于髓鞘质浆膜面#并

与细胞骨架,微管,微丝相连#起维持中枢神经系统髓鞘结构和

功能稳定的作用#其血清水平的增高是急性脑实质损伤和脱髓

鞘改变的特异性生化指标*

;:8

+

)

ZU)

基因
+

个外显子转录产

物具有不同的剪接方式#人脑中有至少
%

种不同的剪接产物#

研究发现其对人脑发育,神经细胞分化,髓鞘发生与髓鞘形成

具有重要生理作用*

+

+

)生理状态下#脑组织中
ZU)

水平很

低#一般很难被检测#当脑损伤病变累及髓鞘时#致使
ZU)

发

生崩解#并释放入血液和脑脊液中#导致血液中
ZU)

水平升

高#并引起神经功能障碍#说明体内
ZU)

水平变化能特异地

反映髓鞘脱失程度进而反映神经组织病损程度*

%

+

)另有研究

显示#

ZU)

是中枢神经系统损害和急性脱髓鞘有效的生化指

标#并可以作为判断以颅脑伤为主多发伤患者脑挫伤病情严重

程度和评估预后的指标*

8:0

+

)

&X!

干扰现象是指内源性或外源性
59&X!

介导细胞内

的同源
H&X!

发生特异性降解#导致靶基因表达沉默#产生相

应功能表型缺失)这一现象属于转录后的基因沉默$

)*è

%机

制#是存在于真核生物体内的一种阻断外源基因表达的自我防

御体系)

&X!

干扰原理是将双链
&X!

$

59&X!

%裂解为
,"

"

,%

个核苷酸组成的小的小干扰
&X!

$

9>&X!

%作为介导子#引

起同源序列特异性的
H&X!

降解*

/

+

)目前#使用
&X!

干扰

技术可以特异性剔除或关闭特定基因的表达#在基因功能的研

究上呈现巨大的应用前景#提供了一种高通量分析途径)这项

技术已被广泛应用于分子医学研究的众多领域!如多药耐药

性*

"#

+

#抑制肿瘤的侵袭,增殖*

""

+

#抗病毒感染疾病等研究*

",

+

)

人胎脑中以
,".%W"#

;

ZU)

表达为主#成年脑中以
"0.%W

"#

;

ZU)

表达最多#提示
ZU)

在体内不同组织,不同时期有其

他的表达)此前研究利用
&X!

干扰对
ZU)

进行研究#所干

扰的靶点是针对
,".%W"#

; 的
ZU)

*

";

+

)本文对基因库中所有

人的
ZU)?[X!

序列进行比对分析#查找
ZU)?[X!

序列的

共同序列#参考
ZU)

的公共
?[X!

上找到
$

个新的可能高效

干扰
ZU)H&X!

的靶点#经人工合成#随后分别构建
ZU)

干

扰
&X!

真核表达载体#分别将载体转入
hZ"#/

感受态细胞

中#每个连接反应挑取
%

个菌落#培养后抽提质粒#经
UBHO

+

,

)9@

+

分别酶切鉴定#所有构建载体均为阳性重组载体#测

序结果表明构建的干扰载体序列与设计序列完全相同#说明
$

个
ZU)

干扰
&X!

真核表达载体均构建成功)本研究分别提

取构建成功的质粒并与
T>

<

3E6?@BH>76

*Z

,###

结合进行转染#

在倒置荧光显微镜下观察各组转染后的细胞#各组细胞都有绿

色荧光蛋白表达#其中
)

e)P8

"

eF)

"

X63:ZU):"组效果最明显(同时利

用
&*:)(&

检测
ZU)

基因在细胞中的表达#结果显示干扰组

ZU)

表达下调#干扰成功)本研究利用
Z**

法检测细胞的

增殖能力#生长试验发现下调
ZU)

的表达使
P,%"

细胞的生

长明显减慢)

总之#本研究成功构建人
ZU)

的真核表达载体#利用

&X!

干扰技术干扰
ZU)

的表达#从而抑制了
P,%"

细胞生

长)说明
ZU)

在
P,%"

细胞生长过程中起重要作用#为进一

步研究
ZU)

对人脑神经质细胞的影响奠定了试验基础#也为

ZU)

在新生儿脑损伤中的作用提供试验平台和有价值的

资料)
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