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要!为了实现
MBNO$

基因在
PQM?>

细胞中稳定低表达#采用基因工程的方法构

建
R

PST2:><&?5GMBNO$

慢病毒干扰载体#并将其与辅助质粒共转染
0UV$@DW

细胞#包

装
5GMBNO$

干扰慢病毒#收取病毒上清加入到
PQM?>

细胞中#培养
!'G

#荧光定量
OQX

检

测
MBNO$

的基因
YX8S

表达水平#

Z4564+,[.)662,

\

检测
MBNO$

蛋白表达水平
<

获得了

R

PST2:><&?5GMBNO$

干扰载体#从而成功建立
MBNO$

基因稳定干扰的
PQM?>

细胞株#为

进一步研究
MBNO$

在乳腺癌发生发展中的功能提供了研究材料
<

关键词!

MBNO$

$慢病毒载体$

X8S

干扰$乳腺癌
PQM?>

细胞

中图分类号!

1!!

!!!!!!!!!!!!!!!!

文献标志码!

S
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2,PQM?%Q4..5J
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\E
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$
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-,H

:),/2+Y2652,64+/4+4,:44//4:6

#

6G4.4,6232+-.34:6)+

!
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PST2:><&?5GMBNO$

"

-̀5:),56+*:64HJ

7\

4,462:4,?

\

2,44+2,

\

-,H:)6+-,5/4:64H 2̀6G

R

;9;T

%

!

'<@&2,6)0UV$@DW:4..5

#

G̀2:G

\

4,4+-64H6G4Y-6*+4.4,6232+?

*5

#

32+-.5*

R

4+,-6-,6 -̀5:)..4:64H-,H-HH4H6)PQM?>:4..5-/64+!'G

#

6G4YX8S-,H

R

+)642,.434.5)/

MBNO$ 4̀+44I-Y2,4HJ

7a

OQX-,HZ4564+,J.)6<WG*5

#

4̀:),56+*:64H-,H2H4,62/24H6G4.4,6232+-.+4?

:)YJ2,-,634:6)+

R

PST2:><&?MBNO$

#

5*::455/*..

7

456-J.25G4H-PQM?>:4...2,4 2̀6G6G42,64+/4+4,:4)/

MBNO$4I

R

+4552),

#

-56G454/2,H2,

\

52Y

R

.

7

-

R

+)Y252,

\

56+-64

\7

/)+56*H

7

2,

\

MBNO$/*,:62),52,J+4-56

:-,:4+

R

+)

\

+4552),<

12

3

45.6,

$

6G4/)+FG4-HJ)I

R

$

&

.4,6232+*534:6)+

&

X8S2,64+/4+4,:4

&

J+4-56:-,:4+PQM?>:4..5

!!

MBNO$

基因位于
>

号染色体短臂
D&

区域#属

于
MBN

转录家族
<

叉头框蛋白!

/)+FG4-HJ)I

"家族

是一类具有广泛功能的转录因子家族#它的
A8S

结合区是一个特殊的翼状结构#即螺旋 转角 螺旋

蛋白结构#并且在生物进化中高度保守#此结构由

&%%

个氨基酸组成#包含
D

个
"

螺旋%

D

个
#

折叠以

及
$

个大环结构'

&

(

<MBNO$

蛋白包含一个谷氨酸富

集区%一个
MBN

叉头框
A8S

结合区和一个由
"%

个氨基酸组成的高度保守的
8

端#在
8

端能够形成

锌指或亮氨酸拉链结构#这种结构是
MBNO$

与

"
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期 谭拥军等$慢病毒介导
PQM?>

细胞中
MBNO$

基因沉默体系的建立

MBNO&

和
MBNO!

相互作用形成同源二聚化与异

源二聚化所必需的'

$bD

(

<MBNO$

转录后可剪切形成

&'

种转录本#经过生物信息学和蛋白结构分析#预

测出
MBNO$

下游靶基因结合基序
"

)

?QSSSWW?

D

)

'

!

(

<MBNO$

主要在胚胎发育%细胞分化和肿瘤的

上皮间质转化过程中发挥着重要的功能
<

MBNO$

!

/)+FG4-HJ)I

R

$

"最早发现与控制语

言能力发展相关#通过研究发现#

MBNO$

第
""D

位

的精氨酸突变为组氨酸!

X""D0

"能够引发严峻的

先天性语言障碍疾病#并且
MBNO$

的缺失或者突

变可能引发语言障碍及运动神经元系统紊乱'

"b#

(

<

除此之外
MBNO$

在多种肿瘤细胞中表达与肿瘤的

UPW

发生发展有密切的关系#大量研究数据已经

表明在骨肉瘤'

>b@

(

%肝癌'

&%b&$

(

%胃癌'

&Db&!

(可以抑制

肿瘤转移的发生发展
<A*,

\

?W5-

'

&"

(等发现
MBNO$

基因及蛋白存在于人的正常组织和乳腺癌组织中#

并在具有侵染性的乳腺中的表达被抑制#但对于

MBNO$

如何调控乳腺癌发生发展的机制研究尚不

清楚
<

因此#研究乳腺癌细胞中
MBNO$

转录因子调

节
UPW

相关基因的分子机制#对认识乳腺癌细胞

的转移并确认抑制靶点具有重大价值
<

对于细胞转染有多种方法#包括脂质体转染%磷

酸钙转染%腺病毒感染和慢病毒感染#相比其它转染

方法而言#脂质体转染和磷酸钙转染最为常见#但其

转染效率会因细胞种类的不同而有所差异#并且脂

质体的成本较高
<

生物实验中所用到的慢病毒载体

大部分是以
0C;

为基础%人为改造的基因治疗载

体#它的感染能力与细胞种类关系不大#感染的时候

对细胞所处的生长时期没有特别的要求
<

只需要将

目的基因片段连接到慢病毒载体中#目的基因会随

着病毒基因的复制而复制#包装成新的病毒感染宿

主细胞#被整合到宿主细胞的基因组上
<

由于辅助质

粒不能被包裹于新的病毒内#所以病毒包装完成后#

只具有感染细胞的能力#而不能在宿主细胞内再次

形成新病毒#不会使宿主细胞裂解死亡#提高了生物

安全性#大大节约成本'

&#b&>

(

<

本文应用慢病毒的方法构建了
MBNO$

基因沉

默的
PQM?>

稳定表达细胞株#为以后乳腺癌的临床

治疗提供良好的素材和工具
<

7

!

材料和方法

7<7

!

细胞和材料

0UV$@DW

细胞%乳腺癌
PQM?>

细胞本实验室

储存&

A0"

"

感受态细胞购于
6-F-+-

公司&慢病毒载

体
R

PST2:><&

%

R

;9;T

%

!

'<@&

均来自于上海生博

医学生物工程科技有限公司
<

7<)

!

主要试剂和仪器

&VJA8S]-HH4+Y-+F4+

%

Y-+F4+$

均购自于

广东东盛科技公司&双色蛋白预染蛋白
Y-+F4+

购自

生工生物工程上海有限公司&蛋白核酸分析仪来自

于
U

RR

4,H)+/

公司&胰酶%

APUP

培养基来自于

TC[QB

公司&

M[9

购自
0

7

:.),4

公司&

O;AM

购自

P2..2

R

)+4

公司&

O[9

购自北京鼎国公司&过硫酸铵

!

SO9

"%十二烷基磺酸钠!

9A9

"购自
92

\

Y-

公司&

MBNO$

抗体购自
:4..52

\

,-.2,

\

64:G,).)

\7

!

Q9W

"

公司&

X-JJ26

二抗购自
TU

公司
<

7<8

!

方
!

法

&<D<&

!

细胞培养

0UV$@DW

细胞和
PQM?>

细胞均用含
&%c

的

M[9

和
&c

双抗!含
&%%Y

\

*

]

青霉素和
&%%Y

\

*

]

链

霉素"的
APUP

完全培养基进行培养#放置在
D>d

%

"c

浓度
QB

$

%

@%c

相对湿度的细胞培养箱中进行培

养#等细胞达到平台期后进行传代#当
0UV$@DW

细

胞密度达到
'%c

可以进行磷酸钙转染
<

&<D<$

!

干扰序列的获取

查询文献'

&$

(获得
MBNO$

干扰序列#如表
&<

表
7

!

引物序列

9/+:7

!

(.;<2.,2

=

>2?02,

名称 引物序列!

"

)

bD

)"

5GQ),6+).

M"

)

?QQTTSSQSQQTWWQTSTSQSQTSQWQSSTSTSWQTWTWQWQTSSQTTWTWWWWWWWWT

X"?SSWWQSSSSSSSSQSQQTWWQTSTSQSQTSWQWQWWTSTWQTWTWQWQTSSQTTWTWW

5GMBNO$ M"

)

?QQTTSSQWWTTSSTSSWTQSTWSQWQSSTSTSWSQWTQSWWQWWQQSSTWWWWWWWWT

%

$ X"

)

?SSWWQSSSSSSSSQWWTTSSTSSWTQSTWSWQWQWWTSTWSQWTQSWWQWWQQSSTWW

5GMBNO$ M"

)

?QQTTSTQSSSQSSTWTTSWWTSSQWQSSTSTSWWQSSWQQSQWWTWWWTQWWWWWWWT

%

! X"

)

?SSWWQSSSSSSSTQSSSQSSTWTTSWWTSSWQWQWWTSTWWQSSWQQSQWWTWWWTQW

!!

"

)通用引物
"

)

bSTQTTSWQWTSQTTW?

WQSQW?D

#均在生工生物公司进行合成
<

&<D<D

!R

PST2:><&?5GMBNO$

慢病毒载体的构建

将合成的干扰序列用
&eWUJ*//4+

溶解成
$%

&

P

#互补的单链各取
D%

&

.

混合#混合后的产物放

@$&
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年

入水浴锅中
@"d

加热
"Y2,

#然后将水浴锅关闭#

开盖#在室内自然冷却#使干扰序列互补配对形成双

链#取
&

&

.

做后面连接使用#剩余的
b$%d

储存
<

经

S

\

4C

*

U:)XC

双酶切后对线性化的载体
R

PST2:

进

行胶回收#获取酶切产物#取退火后双链
A8S

序列

&

&

.

#

$<"

&

.

酶切后的干扰载体#

&%eW!A8S.2

\

-54

J*//4+$

&

.

#

W!A8S.2

\

-54&

&

.

#

HH0

$

B&D<"

&

.

#

$&

d

连接
!%Y2,<

将
$

&

.

酶连产物加入到
$%

&

.

的感

受态细胞中#冰上静置
D%Y2,

#再将
UO

管迅速放入

!$d

水浴锅中热激
@%5

#冰上冷却
$Y2,

#然后加入

"%%

&

.][

培养基#放入摇
D>d

#

$$%+

*

Y2,

活化细

菌
&G

#此后吸取适量的细菌转化液进行涂板!含有

SY

R

的
][

固体培养板"#在
D>d

细菌培养箱中倒

置培养
&$

'

&#G<

&<D<!

!

5GMBNO$

慢病毒载体的鉴定

每个培养板分别挑取
!

个单克隆菌落进行菌落

OQX

鉴定#

"

)通用引物
"

)

bSTQTTSWQWTSQT?

TWWQSQWbD

#

D

)引物分别为
Q),6+).D

)

SSW?

WQSSSSSSSSQSQQTWWQTSTSQSQTSWQW

QWWTSTWQTWTWQWQTSSQTTWTWW

&

5GMBNO$

%

$ D

)

SSWWQSSSSSSSSQWWT?

TSSTSSWTQSTWSWQWQWWTSTWSQWTQSW

WQWWQQSSTWW

&

5GMBNO$

%

! D

)

SSW?

WQSSSSSSSTQSSSQSSTWTTSWWTSSWQ

WQWWTSTWWQSSWQQSQWWTWWWTQW

&用
&c

琼脂糖凝胶电泳检测菌落
OQX

扩增后的产物#选取

阳性克隆送入生工生物公司进行测序鉴定
<

&<D<"

!

磷酸钙转染与
5GQ),6+).

%

5GMBNO$

慢病毒

的包装和感染

当
0UV$@DW

的细胞密度达到
'%c

左右#就可

以进行转染实验#需加样体系如下
R

PST2:?Q),?

6+).

%

R

PST2:><&?5GMBNO$

%

$

和
R

PST2:><&?

5GMBNO$

%

!

质粒各
&$

&

\

#分别加入
R

;9;T

质粒

#

&

\

#

!

'<@&

质粒
@

&

\

#

$P Q-Q.$&D$

&

.

#补水至
&

Y.

&

$e0[9&Y.

&将上述物质进行混合#吹打
>%

'

&%%

次#直到出现乳白色#在室温静置
$%Y2,

后缓

慢加入
$@DW

细胞中#

'G

后进行细胞换液#换液前

用
&eO[9

洗一遍#然后加入含有
&%cM[9

的

APUP

新鲜培养基
<

钙转
!'G

和
@#G

后分别收取

培养皿中的培养基#用
%<!"

&

Y

的过滤头进行过

滤#去除细胞碎片#获得慢病毒溶液
<

选取生长状态

良好的
PQM?>

细胞#将对照病毒和
5GMBNO$

慢病

毒加入其中进行感染#培养
!'G

后换取新鲜培养

基#观察感染效果#进行扩大培养
<

&<D<#

!

PQM?>

中
5GMBNO$

干扰效果的鉴定

获取
PQM?>

细胞#

&eO[9

洗两遍#刮取细胞进

入
$Y.UO

管中#

!d

离心
&%%%+

*

Y2,

#

"Y2,

#加入

合适体积的
XCOS

裂解液#按
&f&%%

的比例加入蛋

白酶抑制剂#冰上放置
&G

#再
&$%%%+

*

Y2,

#

!d

离

心#

&"Y2,

#上清即为所需的蛋白溶液#用蛋白核酸

分析仪测量蛋白浓度#此后用
Z4564+,[.)662,

\

实

验进行检测
<

)

!

结
!

果

):7

!

@

!*A;0%:7$05?-.5B

%

@

!*A;0%:7$,C#&'()

!

)

和
D

慢病毒干扰载体的构建和鉴定

插入干扰序列的片段较短#酶切结果不明显#我

们根据
R

PST2:><&

载体的基因序列#在
"

)端位置

设计引物#预测
OQX

结果为
>%%J

R

大小
<

首先挑选

&$

个单菌落#进行菌落
OQX

后经
&c

的琼脂糖凝胶

电泳检测#结果见图
&

#除了
&&

号其余长度大小均

为
>%%J

R

#无杂带#从每组干扰转化菌液中分别挑

取两对送去生工生物公司进行测序#经对比测序结

果表明目的基因已成功插入慢病毒载体
<

&

$

&VJA8S]-HH4+Y-+F4+

&

$b"

$

5GMBNO$?:),6+).

转化子&

#b@

$

5GMBNO$

%

$

转化子&

&%b&D

$

5GMBNO$

%

!

转化子&

&!

$

Y-+F4+$

图
&

!R

PST2:><&?:),6+).

和

R

PST2:><&?5GMBNO$

载体菌落
OQX

的鉴定

M2

\

<&

!

CH4,62/2:-62),)/

R

PST2:><&?:),6+).-,H

R

PST2:><&?5GMBNO$34:6)+J

7

:).),

7

OQX

)<)

!

慢病毒载体的包装和感染

在 慢 病 毒 包 装 和 转 染 之 前#首 先 观 察

0UV$@DW

!图
$S

"和
PQM?>

!图
$[

"的细胞形态和

生长状态
<

选取生长密度约
'%c

左右的
0UV$@DW

细 胞#再 将
R

PST2:><&?:),6+).

%

R

PST2:><&?

5GMBNO$

%

$

和
!

载体分别和辅助质粒
R

;9;T

和

!

'<@&

共同转染
0UV$@DW

细胞#

!'G

后在荧光倒

置显微镜下观察发现有绿色荧光#见图
D

#说明所构

%D&



第
#

期 谭拥军等$慢病毒介导
PQM?>

细胞中
MBNO$

基因沉默体系的建立

建的质粒转染成功并正常表达
<

选取生长状态良好

的
PQM?>

细胞#细胞形态如图
$[

#将上述慢病毒溶

液用
%<!"

&

Y

的过滤头进行过滤#除去细胞碎片#

分别感染正常的
PQM?>

细胞#培养
!'G

后换取新鲜

的培养基#并在显微镜下观察有绿色荧光的出现#见

图
!

#说明慢病毒感染成功
<

图
$

!

0UV$@DW

和
PQM?>

的细胞形态

M2

\

<$

!

WG4:4..*.-+Y)+

R

G).)

\7

)/0UV$@D-,HPQM?>

S

$

R

PST2:><&?:),6+).

白光&

[

$

R

PST2:><&?:),6+).

绿色荧光

Q

$

R

PST2:><&?5GMBNO$

%

$

白光&

A

$

R

PST2:><&?5GMBNO$

%

$

绿色荧光&

U

$

R

PST2:><&?5GMBNO$

%

!

白光&

M

$

R

PST2:><&?5GMBNO$

%

!

绿色荧光

图
D

!R

PST2:><&?:),6+).-,H5GMBNO$

载体转染
$@DW

细胞的荧光显微镜观察&

e&%%

'

M2

\

<D

!

M.*)+45:4,6Y2:+)5:)

R7

)/$@DW:4..56+-,5/4:64H

2̀6G

R

PST2:><&?:),6+).-,H5GMBNO$34:6)+

&

e&%%

'

S

$

R

PST2:><&?:),6+).

白光&

[

$

R

PST2:><&?:),6+).

绿色荧光

Q

$

R

PST2:><&?5GMBNO$

%

$

白光&

A

$

R

PST2:><&?5GMBNO$

%

$

绿色荧光&

U

$

R

PST2:><&?5GMBNO$

%

!

白光&

M

$

R

PST2:><&?5GMBNO$

%

!

绿色荧光

图
!

!R

PST2:><&?:),6+).

和
R

PST2:><&?5GMBNO$

病毒感染
PQM?>

细胞的荧光显微镜观察&

e&%%

'

M2

\

<!

!

M.*)+45:4,6Y2:+)5:)

R7

)/PQM?>:4..52,/4:64H 2̀6G

R

PST2:><&?:),6+).-,H

R

PST2:><&?5GMBNO$;2+*5

&

e&%%

'

):8

!

,C#&'()

慢病毒干扰载体表达产物的鉴定

收集上面三种
PQM?>

细胞株进行
a

OQX

分析

和
Z4564+,J.)6

检测#见图
"

#结果表明#

MBNO$

基

因在
YX8S

水平较对照组显著下降#在蛋白表达水

平发现
MBNO$

的表达也有明显下降#由此说明我

们已成功得到了低表达
MBNO$

的
PQM?>

细胞株
<

图
"

!

干扰
MBNO$

后定量
OQX

分析和
Z4564+,J.)6

检测

M2

\

<"

!

WG4YX8S-,H

R

+)642,.434.)/MBNO$ 4̀+44I-Y2,4HJ

7a

OQX-,HZ4564+,J.)6

8

!

讨
!

论

目前#在基因治疗方面慢病毒的应用比较广泛#

它相对于腺病毒而言#无论细胞是否处在分裂期都

对其具有感染能力'

&'b&@

(

#对一些不分化的细胞%干

细胞和癌细胞与脂质体转染相比可以大大提高转染

效率#节约成本
<

普通质粒介导的
5GX8S

持续时间

比较短#不能整合到宿主的基因组中#不利于后续实

验的进行#本实验运用目的载体和辅助质粒共同转

&D&
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$%&'

年

染形成完整的病毒#此病毒在成功感染宿主细胞后#

就会丧失感染其他的细胞的能力#促使目的基因在

宿主细胞中能够稳定表达
<O/42/4+

等'

$%

(利用慢病毒

与
X8S2

相结合的技术#将
5GX8S

导入小鼠的受

精卵中#获得特定基因敲出的转基因小鼠#应用于某

种基因的功能性研究
<

绿色荧光蛋白!

TMO

"最早是由下村修等人于

&@#$

年在水母中发现的#分子量为
$#VA

#含有
$D'

个氨基酸'

$&b$$

(

#其基因所表达的蛋白质#在蓝色波长

范围的激发下#发出绿色萤光#可与目的基因构于同

一表达载体#在细胞内进行合成时无需复杂的翻译修

饰就能成功表达
<

慢病毒干扰载体中的
TMO

基因在

细胞中能够随着目的基因的表达而稳定表达#易于在

荧光显微镜下观察#并且不影响目的基因的表达和功

能#可以作为一种标记基因#示踪肿瘤细胞中某种基

因的位置及量的变化#

0)//Y-,

'

$D

(曾经利用
TMO

导

入肿瘤细胞建立多种动物移植瘤模型#可以动态%直

观的观察药物对肿瘤的影响#为药物评价和肿瘤基础

治疗提供良好的肿瘤模型
<

本文中通过建立
MBNO$

基因沉默稳定表达细胞株#使此细胞株在药物筛选和

肿瘤转移示踪中发挥重要作用#为探讨
MBNO$

基因

沉默后对肿瘤发生发展的分子机制提供理论基础
<

因

此#利用稳定的
PQM?>

细胞株进行小动物活体实验#

并通过小动物成像系统持续%直观的观察乳腺癌的生

长和转移情况#为乳腺癌后期的个体化治疗提供更为

科学的依据和精确的预后评估
<

综上所述#我们运用基因工程的方法成功构建

了
MBNO$

基因沉默的慢病毒质粒
R

PST2:><&?

5GMBNO$

#并将其分别与辅助质粒
R

;9;T

和

!

'<@&

共转染
0UV$@DW

细胞#取病毒上清成功感

染了
PQM?>

细胞株#成功获得了能稳定干扰

MBNO$

表达的乳腺癌
PQM?>

细胞株#为后期研究

MBNO$

在乳腺癌发生发展中的功能提供了很好的

研究材料
<
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