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【摘) 要】目的：应用 OPQ 干扰技术，构建针对 N1Q 的 E4OPQ
载体，抑制人食管癌 1N&%"( 细胞 N1Q 基因的表达, 方法：依

据设计 E4OPQ 的原则，针对人 N1Q 的 2OPQ 序列，设计并合

成编码 E4OPQ 的两对寡核苷酸序列，经退火成互补双链，克隆

入载体 ?OPQ-#L(, $ 中构建重组体 ?OPQ-#L(, $#N1Q，筛选、

鉴定, 然后转染重组体至人食管癌 1N&%"( 细胞中，经 V*!0
筛选，获 得 阳 性 克 隆，并 以 空 质 粒 转 染 和 未 进 行 转 染 的

1N&%"( 作对照，运用 CNO 和 U.EA.@7 J/6A 检测 N1Q 的表达,
结果：测序鉴定证实目的寡核苷酸片断已被克隆到 ?OPQ-#
L(, $ 载体中，?OPQ-#L(, $#N1Q 转染人食管癌 1N&%"( 细胞

后，N1Q 基因表达在 2OPQ 和蛋白质水平都受到显著抑制,
结论：成功构建了针对人食管癌 1N&%"( 细胞的 E4OPQ 载体，

可有效抑制 N1Q 的表达，为进一步从分子水平探讨 N1Q 的功

能奠定了基础,
【关键词】1N&%"( 细胞系；小干扰 OPQ；癌胚抗原

【中图号】O%’+, !) ) ) 【文献标识码】Q

*H 引言

N1Q（<3@<476.2G@D674< 37A48.7）属于非器官特异

性肿瘤相关抗原，它不仅作为一种单纯的肿瘤标志物

存在，而且是与肿瘤恶性化有关的一种复杂的分子,
但目前对于 N1Q 分子水平的研究主要集中在肿瘤治

疗前、治疗中、治疗后 N1Q 表达的变化及其与肿瘤诊

断、治疗、预后的关系［! W ’］, N1Q 与肿瘤的发生发展

及转移有无内在联系，对治疗过程有什么影响，文献

中未见深入报道, 本研究利用 OPQ 干扰技术，构建

针对 N1Q 的小分子干扰 OPQ（E23// 47A.@B.@478 OPQ，

E4OPQ）表达载体，并转染 1N&%"( 细胞，旨在实现对

N1Q 表达的抑制，为进一步从分子水平探讨 N1Q 功

能及对治疗的影响打下基础,

IH 材料和方法

I, IH 材料H 人食管癌 1N&%"( 细胞系由中国医学科

学院肿瘤研究所分子肿瘤学国家重点实验室惠赠,
大肠杆菌 -6?!"，?OPQ-#L(, $ 质粒由郑州大学免疫

与微生物教研室提供, 限制性内切酶、逆转录酶、

O.3/ -42. CNO 扩增试剂盒均为 -3X3O3 产品, 鼠抗

人 N1Q 及 !#3<A47 2QG 和酶标羊抗鼠 H8V 为 I4823 公

司产品, N1Q 基因 OPQ4 寡核苷酸，N1Q 基因和 !#
3<A47基因 CNO 引物均由上海生物工程公司合成测序,
I, JH 方法

!, $, ! ) 引物设计 ) 在 V.7J37Y 中查找人 N1Q 的

2OPQ 全序列，通过 J/3EA 软件确定与其它非相关基

因无同源性，按照 ?OPQ-#L(, $ 载体的要求设计编码

E4OPQ 的寡核苷酸链, 设计的 E4OPQ 两对寡核苷酸
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序列如下：!"#$% 上游引物为 &’()*$)**"$$""*)(
"$$$))$))" $$*$*$)$$)))*$"**))*""$)")(
)))))"(+’，下 游 引 物 为 &’()"*$*$$$$$$*$)**(
"$$""*)"$$$)) $)")"))*$$)$$)))*$"**))(
*""$)"$(+’；!"#$, 上 游 引 物 为 &’()*$)*)$**(
$""")$)*$*)))"$$* $*$$")"$)$***)"")$(
"$)"))))))"(+’，下 游 引 物 为 &’()"*$*$$$$$$(
*$)*)$**$""")$)*$*))" )"))*$$$")"$)$(
***)"")$"$)"$(+’- ./01 )23/ 4". 一对引物 &’(
$""$"$*)"$"*$"*$)"$"(+’， &’("*")*)**)"(
$$"$"))$$)(+’-
%- ,- ,5 62.7$ 表达载体的构建5 将合成的寡核苷酸

单链稀释后退火成双链，连接到 62.7$ 载体 8.7$)(
9:- ,，将重组载体转入感受态细菌（);8%<），筛选，

4". 验证后提取质粒，并做双酶切和测序鉴定-
%- ,- + 5 细胞转染 5 取 8.7$)(9:- ,(!"#$%，!"#$,
重组体及空载体分别转染对数生长期的 #"=><: 细

胞，转染方法参照 ?28;@/AB032C/)D ,<<< 转染试剂操作

说明进行，转染 ,E F 后用 *E%G（ 浓度 E<< 3H I ?）筛

选，待细胞稳定后收集，同时收集同批未进行转染的

#"=><: 作为阴性对照，分别命名为干扰 % 组、干扰 ,
组、空载体组及对照组-
%- ,- E5 ./01 )23/ 4". 分析5 )J2K;1 法提取转染细胞

和对照细胞的总 .7$（方法按试剂盒说明），逆转录

合成 AL7$ 第一链（*M2A; 公司反转录试剂盒及说

明）- 标准曲线的建立：将 !(0AB2C 质粒标准品原液按

梯度稀释成 <- %，<- <&，<- <,&，<- <%,&，<- <<:,& 拷贝 I
?- 使用 ./01 )23/ 4". 扩增仪进行荧光定量 4". 检

测，反应条件中加入溶解曲线的制备-
%- ,- &5 N/6B/JC O1;B 检验 "#$ 蛋白的表达5 培养细

胞蛋白质样品的制备：收集各组细胞，用细胞裂解液

和蛋白保护液裂解细胞，经涡旋离心后取上清，紫外

分光光度计测定蛋白浓度备用；制备 !L!(4$*# 凝

胶，并做预电泳；每孔加样品 E< "H，D0JP/J 加 %< "?，

电泳；染色和脱色，切胶- 电转；封闭，加 % 抗孵育，

)O!) 洗后加酶标 , 抗；)O!) 洗后，显影，定影；用 !(
0AB2C 作内参照验证蛋白的含量-

统计学处理：组间比较采用单因素方差分析，

! Q <- <& 认为差异有统计学意义-

!" 结果

!- #" 重组体鉴定结果

,- %- %5 酶切鉴定5 重组质粒经限制性内切酶双酶切

后得到大于 ,<<< M8 的条带和小于 %<< M8 的条带，与

质粒和目的条带的大小相符（图 %）-

%：8.7$)(9:- ,(!"#$%；,：8.7$)(9:- ,(!"#$,；+：30JP/J-

图 %5 重组载体的双酶切鉴定

,- %- ,5 测序鉴定5 经过筛选的重组体 8.7$)(9:- ,(
!"#$%，!"#$, 测序结果，与设计靶向 "#$ 的寡核苷

酸序列比较完全一致（图 ,）-

图 ,5 重组体插入片断（!"#$%，,）的测序结果

!$ ! " %&’()*+,’ 转染 &%-./0 细胞的 +123 4*51
6%+ 鉴定

,- ,- %5 标准曲线的建立和回归方程 5 用 !4!!%%- <
软件对 !(0AB2C 质粒稀释浓度的对数和相应的拷贝数

进行直线回归分析- 得到的直线回归方程为 1HR S
T <- &>& T <- +=>U- 模板的溶解曲线显示为单峰，且

峰值单一，说明产物特异（图 +）-

图 +5 ./01 )23/ 4". 熔解曲线

,- ,- ,5 样品的定量检测5 分别以 "#$ 和 !(0AB2C 为

引物扩增样本，其 ") 值代入标准曲线方程，求出相

应的 3.7$ 含量，并求出样本中 "#$ 3.7$ 对 !(
0AB2C 3.7$ 的 相 对 含 量，对 照、空 载 体（ 8.7$)(9
:- ,）、干扰 %（8.7$)(9:- ,(!"#$%）及干扰 ,（8.7$)(
9:- ,(!"#$,）分别为：<- %G V<- %%，<- %= V<- %<，<- <: V
<- <,，<- <& V <- <+- 干扰 % 组、干扰 , 组与对照组及

空载体组相比，都有显著统计学意义（! Q <- <%）-
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!" #$ %&’()*+,’ 转染 &%-./0 细胞的 12)3245 6783
鉴定$ 干扰 ! 组和干扰 " 组与对照组、空载体组相比

蛋白条带明显减弱（图 #）$

!：对照；"：空载体；%：干扰 !；#：干扰 "$

图 #& ’()*(+, -./* 鉴定结果

#$ 讨论

012 是一种胚胎性致癌抗原，主要存在于胎儿

消化道上皮组织、胰腺和肝脏中，成人消化道可产生

少量 012，在胆道、羊水、肺、乳腺等组织中也可见少

量 012$ 约 345 的结直肠癌、胃癌、胰腺癌、大多数

非小细胞型肺癌、头 颈 鳞 癌 及 约 465 的 乳 腺 癌 有

012 表达［#］$ 7898):;<8 等［4］用 =>?@0= 方法对 4#
例食管癌外周血 012 <=72 进行检测，发现阳性率

为 4A$ #5，且阳性患者的肿瘤复发率明显高于阴性

患者$ 我们在研究复制选择性溶瘤腺病毒时发现

012 在对溶瘤病毒敏感和不敏感肿瘤细胞中的表达

有较大差异，同时检测到 012 在人食管癌 103A6B 细

胞中高表达，而且食管癌对溶瘤腺病毒敏感性不高$
因此，希望通过 =72 干扰技术构建 012 );=72 载体

来降低 103A6B 细胞中 012 的表达，以进一步探讨

012 的内在功能及对溶瘤腺病毒抗食管癌的效果有

无改善$
=72 干扰（=72 ;,*(+C(+(,D(，=72;）是近年发现

的一种 重 要 基 因 沉 默 技 术，又 称 转 录 后 基 因 沉 默

（ E/)**+8,)D+;E*;/,8. F(,( );.(,D;,F，@>GH）［B］$ =72;
技术近年来发展迅速，已成为分子生物学研究的主要

技术手段之一，在功能基因组研究、信号转导研究及

基因治疗方面显示出巨大的前景$ 研究表明，利用质

粒或病毒载体体内合成的 );=72，体内抑制目的基因

的效果与合成 );=72 相似，但却花费低、成本小，还

可克服合成 );=72 可能造成的 =78)( 的污染［A］$
本研究利用 E=72>?IB$ " 载体，构建的重组体转

染细胞后，);=72 将持续产生，并通过识别、降解具有

同源序列的 <=72 最终干扰目的基因的表达，同时

载体上带有免疫荧光标记利于观察重组质粒的转染

效率$ 本实验构建的针对 012 的 );=72 表达载体成

功的转染 103A6B 细胞，用 =(8. >;<( @0= 及 ’()*(+,
-./* 方法从 <=72 和蛋白质水平检测表明转染特异

的 );=72 能够抑制人食管癌 103A6B 细胞中 012 的

表达，基因沉默的效果显著$ 这证实我们可以通过

=72; 技术调控 012 表达，为进一步探讨 012 的功

能及对溶瘤腺病毒的杀伤效果有无影响及作用机制

奠定了基础$
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