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"摘要#!目的$构建抑制 S)(<% 的 +/ZLU表达载体" 方法$ 化学合成 " 段编码短发夹 ZLU序列

的#靶向 S)(<% 的寡核苷酸! 各 &1 个碱基! 退火! 克隆到经 6%I

/

和 :)+<

.

双酶切同时经牛小肠碱性

磷酸酶%(@C(@=0*K/:+K/(>(+*! ,M8' 处理后的 KSX8FZ载体的 K:@A

.

N2 启动子的下游! 重组构建 ZLU干

扰%ZLU=0<J?*< =0>*9;*9*0?*! ZLU='质粒! 同时设立错义寡核苷酸作为非特异性对照" 并将所构建的

KSX8FZS)(<% 转染到人类肾小管上皮细胞 % /J)(0 9*0(@>JEJ@(9*K=>/*@=(@?*@@+!NO,' !检测其抑制效果"

结果$ 重组构建的 KSX8FZS)(<% 载体经双酶切电泳分析及插入基因片段序列分析! 结果表明 &1 个碱

基成功插入到预计位点! 并且序列完全一致" 体外活性鉴定表明其能成功地抑制 S)(<% 的基因和蛋白

表达!却不影响 S)(<" 的表达" 结论$ 载体成功构建! 其在体外抑制效率高!且特异性好"

"关键词#! KSX8FZ载体(!S)(<% (!ZLU干扰(!肾小管上皮细胞
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FG<97A;9%! &GQ4;9:R4! I:?:0+>9J?>>/**WK9*++=0BQ*?>:9:;+=ZLU D/=?/ ?(0 =0/=E=>>/*

S)(<% (?>=Q=>A--4908><!S=W>A6;:J9E(+*+:;" K(=9:@=B:+;:9/(=9K =0 ZLU*WK9*++=:0 D/=?/ >(9B*6

>*< >37(B B*0*D*9*?/*)=?(@@A+A0>/*+=]*< (0< (00*(@*<-KSX8FZQ*?>:9D(+@=0*(9=]*< D=>/ 6%I

/

(0< :)+<

.

>9*(>*< D=>/ (@C(@=0*K/:+K/(>(+*!,M8"-U00*@*< :@=B:+D*9*=0+*9>*< =0>:>/*<:D06

+>9*():;>/*>9*(>*< KSX8FZ(+K:@

.

N2 K9:):>*9>:?:0+>9J?>ZLU=K@(+)=< ! KSX8FZS)(<% "-

d@=B:+D=>/ (+?9()E@*< +*[J*0?*D*9*J+*< (+(0*B(>=Q*?:0>9:@-KSX8FZS)(<% D(+>9(0+;*?>*<

=0>:/J)(0 9*0(@>JEJ@(9*K=>/*@=(@?*@@+!NO,"-%4<1B9<!Z*?:)E=0(0>KSX8FZS)(<% Q*?>:9D(+

=<*0>=;=*< EA>/*<=B*+>=:0 D=>/ ]*"Z

,

(0< :)+<

.

#(0< ?:0;=9)*< EA>/*+*[J*0?=0B(0(@A+=+D=>/

I% K9=)*9-S=W>A6;:J9E(+*+/(< E**0 =0+*9>*< =0>:>/**WK*?>*< +=>*-RJ9>/*9):9*# >/*=0+*9>=:0 +*6
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抑制 S)(<% 的 KSX8FZZLU=系统的构建和活性鉴定!张东山#等

!!ZLU="##" 年被 S?=*0?*评为全球科研十大突

破之一# 这一技术作为一种简单的,有效的代替

基因敲除的工具#在功能基因组学领域掀起一场

真正的革命0 目前它被广泛用于肿瘤和病毒所致

疾病的研究&2'

0 ZLU=的作用机制是通过活化的小

干扰 ZLU!+)(@@=0>*9;*9*0?*ZLU# +=ZLU"靶向降解

目的 )ZLU# 从 而 使 目 的 基 因 表 达 沉 默# 但 长

<+ZLU不能产生 ZLU=活性# 在哺乳动物中也就不

是特异基因沉默的自然方式&"'

0 而 "2 c"% 0>的

短片断双链 ZLU分子#能够以同源互补序列的

)ZLU为靶目标降解特定的 )ZLU

&%'

0 产生 +=ZLU

的方法主要有 3 种%化学合成,体外转录,长片断

<+ZLU+经 Z0(+*MMM类降解,+=ZLU表达载体或者

病毒载体在细胞中表达 +=ZLU+和 8,Z制备的

+=ZLU表达框在细胞中表达&1'

0 由于使用载体价

格中等# 操作简单# 并且可以维持较长时间的基

因沉默# 可以用抗生素筛选等优点# 故本研究选

择一种 +=ZLU表达载体 KSX8FZ%-2$& CE

&%'

0

肾间质纤维化是一种由多种临床疾病包括尿

路梗阻,慢性炎症,糖尿病等所致的渐进的,潜在

的致命性疾病0 ITR6

"

启动肾小管上皮细胞转化

为间质成纤维细胞#而后者是细胞外基质积聚的

来源#最终导致不可逆的肾衰0 最近的研究表明#

S)(< 蛋白是 ITR6

"

从细胞膜到细胞核信号级连

放大的核心组成部分#I

"

Z

/

和 ITR6

"

配体结合

后#激活 I

"

Z

,

$ I

"

Z

,

再磷酸化激活 S)(< " 和

S)(< % #并直接和 S)(<1 结合形成复合物转入核

内# 转录调控靶基因&3'

0 虽然 S)(< " 和 S)(< % 同

源性很高#但两者作用不同0 最近的证据表明#

ITR6

"

致纤维病变前作用绝大部分是由 S)(<% 介

导的&&'

0 通过抑制其表达可以用来抗纤维化0 故

选择 >37(B 基因作为 ZLU=的作用靶点#构建抑制

S)(<% 的 +/ZLU表达载体#并鉴定其活性0

!"材料与方法

2-2!主要试剂和仪器

2-2-2!主要试剂!!8VS 缓冲液,#-#3b胰蛋白

酶,7.F.培养液,2## X\)P青霉素,胎牛血清均

为 T=E?:\VZP公司产品$新生牛血清为杭州四季

青公司产品$ 7=+K(+*

/

分离酶为 V9*/9=0B*9.(006

/*=)公司产品$

,

型胶原酶为 ^(+/=0B>:0 公司产

品$ d@=B:;*?>()=0*I. Z*(B*0>为 M0Q=>9:B*0 @=;*>*?/0:@6

:B=*+产品$ 7.F.培养液为 T=E?:\VZP公司产品0

本室 NO,系0 质粒,酶,KSX8FZ质粒为 ,@:0>*?/ 公

司产品# 大肠杆菌 '.2#4 购自天为时代科技公

司$ 限制性内切酶,牛小肠碱性磷酸酶 ! (@C(@=0*

K/:+K/(>(+*# ,M8" ,I1 多核苷酸激酶! K:@A0J?@*:>=<*

C=0(+*# 8LO" 购自 .VM公司# I17LU连接酶购自

TFLF公司0 胶回收试剂盒购自上海华舜公司#

小量质粒提取试剂盒 ! K@(+)=< )=0=C=>" 购自 hMU6

TFL公司0 7LU由赛百盛生物技术公司合成0

2-2-"!仪器!!8,Z仪为杭州产 I,6"3 \N型#

电泳仪为 ,VS 公司产品#型号为 .TX62#"I#UP6

8NUM.UTFZ""## 凝胶图象分析系统为美国 U@K/(

公司产品0

2-"!实验方法

2-"-2!S)(<%6+=ZLU靶序列的选择!!订购 1 段

编码短发夹 ZLU序列的 7LU单链# 两两成对# 一

对为实验序列靶向 >37(B 基因的寡核苷酸#其它

与 R:9D(9< 序列的中间部分反向互补# 另一对为非

特异对照的寡核苷酸# 针对 S)(<% 靶位设计的序

列 ;:9D(9< 序列为% 3l6TUI,,,,TT,,UI,U,,U,T6

,UTUU,II,UUTUTUTII,IT,TITTITUITT,,III6

IITTUUU%l6$ 9*Q*9+* 序 列 为% 3l6UT,IIII,6

,UUUUUTT,,UI,U,,U,T,UTUU,I,I,IITUUTII6

,IT,TITTITUITT,,TTT6%l$非特异对照的序列

;:9D(9< 序列为%3l6TUI,,,,T,T,T,UUUTIUTTUI6

IT,II,UUTUTUT,UUI,,IU,IIIT,T,T,IIIIIII6

TTUUU6%l$ 9*Q*9+* 序 列 为% 3l6UT,IIII,6

,UUUUUUUT,T,T,UUUTIUTTUIIT,I,I,IITUU6

TII,IT,TITTITUITT,,TTT6%l各 &1 0>#其中一

段 24 0>的编码序列同特异的靶基因同源,另一段

24 0>的序列与其 !下划线 " 反义互补# 中间由短

的 4 0>的 +K(?*9区 !大写字母 "相隔# 单链两端包

含保护碱基和 6%I

/

和 :)+<

.

酶切残基# 能直接

与经 6%I

/

和 :)+<

.

酶切的载体连接0 这 1 条寡

核苷酸由上海吉凯生物公司合成0 同时设计一对

非特异序列作为对照# 与实验序列碱基组成相

同# 但排列顺序不同0 经过 I/*V(+=?P:?(@U@=B06

)*0>S*(9?/ I::@! VPUSI"检索# 与同种属的其它

基因无同源性0

2-"-"!寡核苷酸与 KSX8FZ的连接

2-"-"-2!寡核苷酸的退火!!将合成的寡核苷

酸溶解在 3#

$

PN

"

d中# 终浓度为 % B\P0 依次按

以下步骤操作% 3l引物,%l引物 d@=B:+各取 2

$

P$

加入 15

$

P的退火缓冲液# 在 43 m孵育 1 )=0#

$# m孵育 2# )=0# 缓慢冷却至 1 m0

%1#2
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2-"-"-"!寡核苷酸的磷酸化!!取 "

$

P退火的

寡核苷酸# 2

$

PI1 8LO缓冲液# 2

$

P2 )):@\P

UI8!储存液 2# )):@\P " # 2

$

PI1 8LO# 3

$

P

N

"

d# 在 %$ m孵育 %# )=0# $# m孵育 2# )=0!灭活

8LO" 0

2-"-"-%!KSX8FZ的处理!!用 6%I

/

和 :)+<

.

双酶切 KSX8FZ

&4'

#反应体积 "#

$

P#%$ m过夜0 加

,M8去除酶切后载体 3l磷酸基团# 在酶切管中加

入 2# p反应缓冲液 3

$

P,灭菌双蒸水至 "1

$

P和

,M82

$

P# 混匀后 %$ m孵育 %# )=0# 53 m 23 )=0

终止反应0 用 2b的琼脂糖凝胶电泳0 在凝胶成

像系统的紫外灯照射下# 割下 %-2 CE 的大片段#

用胶回收试剂盒回收0

2-"-"-1!寡核苷酸与 KSX8FZ连接!!实验分

为 % 管% 第 2 管为靶向 S)(<% 的寡核苷酸与

KSX8FZ连 接# 重 组 后 的 载 体 命 名 为 KSX8FZ6

+/S)(<%$第 " 管为非特异对照寡核苷酸与 KSX8FZ

连接# 重组后的载体命名为 KSX8FZ6+/L,$ 第 %

管为连接,转化反应的阴性对照# 即只有处理后

的 KSX8FZ# 无寡核苷酸# 排除载体自身连接的可

能0 按常规操作方法连接并将重组载体转化感受

态细胞 '.2#4 后提取质粒0

2-"-%!阳性克隆鉴定

2-"-%-2!酶切鉴定!!用 ]*"Z

,

和 :)+ <

.

酶切

重组质粒# 同时用双酶切 KSX8FZ做对照# 所有

各管于 %$ m水浴过夜 0 再用 "b的凝胶电泳鉴

定# 即取 2#

$

P样品在 2b 琼脂糖凝胶和 IUF缓

冲液中 2"# Y电泳 2 / # 在凝胶成像系统中观察

结果 0 阳性克隆应该切出大约 %## EK 的小条带#

而空质粒只有 "1# EK 0

2-"-%-"!测序鉴定!!为了进一步从序列的准

确性上得到验证# 将 ]*"Z

,

和 :)+ <

.

酶切后电

泳出现 %## EK 的阳性重组质粒送到北京六合同

生物工程有限公司测序# 使用 I% 通用引物 0

2-%!实验分组!!NO,细胞用含 3b的胎牛血

清及 2## )B\P青 霉 素 , 2## )B\P链 霉 素 的

7F.F\R2" 培养基传代培养#培养条件为 %$ m #

3b ,d

"

0 将传代的 NO,细胞分为 % 组 %! 2 "无血

清阴 性 对 照 组 ! J0>9*(>)*0>B9:JK# 以 下 简 称 J0

组 " $ ! " " KSX8FZ6+/L,组 ! ?:0>9:@组 " $ ! % "

KSX8FZ6+/S)(<% 组 ! +/S)(<% 组 " #于转染后 2" /

换为完全培养基0 进一步孵育 15 /0 提取 ZLU和

蛋白检测目的基因的变化0 每组实验重复 % 次0

2-1!ZI68,Z分析!!利用 I9=]:@一步法提取细

胞总 ZLU #取 2#

$

B总 ZLU进行 ZI68,Z0 8,Z

产物行琼脂糖凝胶电泳各反应以 TU87N作为反

应参照#用 XY8""### 凝胶图像分析系统并进行

半定量分析 0 采用的引物序列及反应参数如下 %

% 磷酸甘油醛脱氢酶 ! TU87N" 上游 % 3l6UU,6

TU,,,,II,UIITU,6%l# 下 游 % 3l6I,,U,TU6

,UIU,I,UT,U6%l0 反应参数为41 m % )=0 #41 m

%# +#35 m %# +#$" m %# +#$" m 2# )=0 共 %# 个

循环# 扩增片段为 242 EK 0 S)(<" 上游 % 3l6I,U6

,UT,,UI,UITUT,I,UUTT6%l#下游 3l6ITITU,T6

,UITTUUTTI,I,I,6%l#反应参数为 41 m % )=0 #

41 m2 )=0 #35 m 2 )=0 #$" m 2 )=0 #$" m 2# )=0

共 %# 个循环# 扩增片段为 1%" EK 0 S)(<% 上游 %

3l6UT,U,U,UUIUU,IITTU,,6%l# 下游 %3l6IUU6

TU,U,U,ITTUU,UT,TTUIT6%l0 反 应 参 数 为

41 m % )=0 #41 m 2 )=0 #&# m 2 )=0 #$" m 2 )=0 #

$" m2# )=0 共 %# 个循环#扩增片段为 &%& EK 0

2-3!细胞总蛋白质的提取及 ^*+>*90 免疫印迹

!!提取细胞总蛋白# S7S68UTF电泳后 #恒流电

转至硝酸纤维素膜! "## )U#"-3 / " #然后用 3b

的牛血清白蛋白 ! VSU"溶液封闭 " / #加小鼠抗

S)(<" \% 多克隆抗体 !2k2 ### 稀释"#1 m过夜#洗

涤后加辣根过氧化物酶 ! NZ8" 标记的兔抗小鼠

MBT反应 2 /#免疫印迹化学发光试剂!F,P"显影0

在同一张膜上测定山羊抗
"

6U?>=0 !2k2## 稀释"蛋

白表达作为参照0 用凝胶图象分析系统进行半定

量分析0

2-&!统计学处理!! 所有数据均用微软 FW?*@

软件进行分析#两样本间均数比较行独立样本 0

检验#多个样本间比较行单因素方差分析0 以<_

#-#3 为差异有统计学意义0

#"结""果

"-2!重组质粒酶切结果及测序!!将菌落扩增

后提取质粒# 酶切鉴定结果显示# 在重组的质粒

中# 只有 P(0*2 #P(0*" #P(0*% ! KSX8FZ6+/S)(<% " #

P(0*1 #P(0*3 ! KSX8FZ6+/L," 显示的重组质粒酶

切的小片段与其它的质粒不同# 位置在 %## EK 左

右# 可能是重组的阳性载体$ 而 P(0*& 和 P(0*$ 菌

落提取的质粒酶切的小片段在 "1# EK 左右# 与对

照 P(0*5 中的 KSX8FZ质粒双酶切的小片段位置

一致# 说明这 P(0*& 和 P(0*$ 菌落提取的质粒是

空质粒# 没有寡核苷酸插入0 各条泳道均显示出一

11#2



抑制 S)(<% 的 KSX8FZZLU=系统的构建和活性鉴定!张东山#等

条明亮的 % CE的条带# 与 KSX8FZ由 %-2$& CE的碱基 组成一致!图 2"0 测序结果表明完全正确!图 ""0

!"#####"#######$########%#######&########'#######(########)########*######!$

图!"重组质粒用 ]*"Z

,

和 :)+ <

.

双酶切鉴定!2 c3%%##

EK$ & c5%"1# EK$.2%2# CE$."%2 CE

E:CM!F@*?>9:K/:9*+=+K(>>*90 :;9*?:E=0(0>Q*?>:9<=B*+>*< D=>/

]*"Z

,

(0< :)+<

.
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图#"重组质粒测序图谱!与设计合成的靶向 >37(B 的 Z*6

Q*9+*链完全一致

E:CM#S*[J*0?=0B)(K :;9*?:)E=0(0>Q*?>:9!M>D(++=)=@(9>:

>/*>(9B*>*< >37(B B*0*+*[J*0?*

"-" ! ZI68,Z 检 测 KSX8FZ6+/S)(<% 对 NO,

>37([ _B )ZLU表达的影响!!结果表明#与无血

清阴性对照组和 KSX8FZ6+/L,组比较# KSX8FZ6

+/S)(<% 能 显 著 下 调 >37(B )ZLU 表 达 ! < _

#-#3"#对 >37([ 表达没有影响!< #̀-#3 " 0

"-1 !^*+>*90 免疫印迹检测 KSX8FZ6+/S)(<% 对

NO,>37([ _B )ZLU蛋白表达的影响!!^*+>*90

免疫印迹证实# 与无血清阴性对照组和 KSX8FZ6

+/L,组比较# KSX8FZ6+/S)(<% 能显著下调 S)(<%

的蛋白表达 !<_#-#3 " #对 S)(<" 表达没有影响

!< #̀-#3 " 0

$"讨""论

肾小管间质纤维化是多种进展性损害致慢性

肾衰的共同特征#ITR6E*>(在损伤应激反应如单

侧输尿管梗阻中明显上调#启动上皮细胞间质转

化并使细胞外基质的积聚从而促近肾纤维化&&'

#

S)(<% 主 要 介 导 ITR6

"

的 致 纤 维 效 应0 尽 管

>37(B 敲除鼠能减轻单侧输尿管梗阻大鼠肾间质

纤维化#但由于 S)(<% 在 ITR6

"

调控 I淋巴细胞

活化和黏膜免疫方面具有重要作用# >37(B 敲除

鼠其黏膜免疫力严重破坏#出生后的 2 c& 月死于

严重感染&&6$'

#因此在肾脏局部抑制 S)(<% 成为抗

纤维化治疗的新手段#但目前还缺乏抑制该基因

的有效手段0

ZLU=通过内源性表达或外源性介导 +=ZLU#

以序列特异性的方式有效抑制内源性基因的表

达# 目前已成为广泛应用的研究基因功能的有力

工具#且有潜在的药物研究和开发价值0 以质粒

7LU为载体转染哺乳动物细胞# 利用细胞中 ZLU

聚合酶持续转录合成 ZLU#这种 ZLU内部互补折

叠形成发夹样结构# 在细胞内酶的作用下迅速形

成 +=ZLU#可在更长的时间内抑制靶基因的表

达&5'

0 由于 KSX8FZ载体上的 :P 基因启动子能精

确地定位转录的开始# 其终止信号包括 3 个连续

的 I# 并且精确地在第 " 个 I后导致合成 +=ZLU+

的转录装配终止#形成内源性表达的 ZLU0 其正

义链 ! 24 0>" 的 %l端与反义链 ! 24 0>" 的 3l端由

4 EK 的环连接# 互补折叠形成发夹样结构# %l端悬

挂 3 个 X# 此种结构的 ZLU与体外合成的 +=ZLU

一样# 能 有 效 地 诱 导 靶 基 因 的 ZLU=# 故 选 择

KSX8FZ作为载体&4'

0

本研究成功地将编码针对 S)(<% +/ZLU的

7LU模板# 定向克隆至 KSX8FZ载体 N2 启动子的

下游#双酶切电泳及插入基因片段进行序列分析#

结果表明 &1 个碱基成功地插入到预计位点# 并且

序列完全一致0 为鉴定其活性#将 KSX8FZS)(<%

质粒转染 NO,#从 S)(<" \% 的 )ZLU和蛋白表达

水平等方面检测对 S)(<% 的抑制作用#结果表明

抑制非常成功#并且特异性好#不影响 S)(<" 的表

达0 这为进一步体内抑制实验打下了基础0
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