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摘　要：为研究鸡热休克蛋白７０（ＨＳＰ７０）与细胞凋亡的相关性及分子机制，通过构建表达靶向鸡犺狊狆７０的短发夹

样结构小干扰ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）质粒载体，转染鸡胚成纤维细胞（ＣＥＦ），干涉后１８、２４、２８ｈ用ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ方法

检测干涉犺狊狆７０表达后细胞凋亡情况，同时用荧光定量ＲＴＰＣＲ测定凋亡相关基因犆犪狊狆犪狊犲３和犆犪狊狆犪狊犲８的表达

水平。结果显示，与未干涉组相比，干涉组犺狊狆７０被分别敲低了７５％、８３％和９６％，凋亡细胞数随着干涉时间的延

长而增加，犆犪狊狆犪狊犲３表达水平升高，其表达量分别上调至２５０％、１４０％和１１０％，犆犪狊狆犪狊犲８表达水平下降，其表达

水平分别下降至７６％、８０％和３４％。由此可见，鸡的犺狊狆７０可能主要通过线粒体途径保护ＣＥＦ对抗凋亡。
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　　热休克蛋白７０（ＨＳＰ７０）是热休克蛋白家族的

重要成员，是目前发现的主要分子伴侣蛋白之一，在

所有生物细胞中高丰度表达，它不仅可以在细胞处

于应激状态下调节细胞的生理功能，而且还在蛋白

质跨膜转运、折叠、降解和特定构象维持等方面起重

要作用［１２］，作为一种非特异性的细胞保护蛋白，可
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维持细胞蛋白自稳，提高细胞对应激原的耐受性，使

细胞维持正常的生理功能［３４］。有关哺乳动物

犺狊狆７０基因功能的研究报道较多，有研究证实阻断

犺狊狆７０基因表达，细胞表现出增殖抑制、凋亡诱导和

对热休克诱导凋亡的敏感性增加［５］。而对鸡犺狊狆７０

基因的研究目前主要集中在与应激的关系［６７］，其与

细胞凋亡的关系及机制尚不十分清楚。

ＲＮＡ干涉（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ），是一种

由双链 ＲＮＡ 介导的真核细胞质内序列特异的

ＲＮＡ降解过程，通过２１～２３ｂｐ的双链小分子干扰

ＲＮＡ（ＳｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）片段中的

反义链与细胞内同源 ｍＲＮＡ 通过序列互补结合，

激活内源性ＲＮＡ内切酶，特异性降解同源ｍＲＮＡ，

从而达到高特异性的基因沉默作用［８］。目前ＲＮＡｉ

技术已经广泛地应用于基因功能的研究。有多种不

同的表达载体用于表达ｓｉＲＮＡ，其中，质粒编码的

发夹样结构ｓｉＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）具有不易被降解、干涉

效果持久等优点而被广泛使用 ［９］。本研究通过构

建ｓｈＲＮＡ质粒载体表达系统用于研究鸡犺狊狆７０基

因与细胞凋亡的相关性。

１　材料与方法

１．１　试验材料

限制性内切酶犅犪犿ＨⅠ、犎犻狀ｄⅢ、犛犪犾Ⅰ购自

ＮＥＢ公司；脂质体转染试剂Ｓｉｌｅｎｔｆｅｃｔ购自 Ｂｉｏ

Ｒａｄ公司；Ｔ４ 连接酶购自 ＭＢＩ公司；大肠杆菌

ＤＨ５α为西南民族大学动物医学实验室保存；质粒

提取试剂盒购自Ａｘｙｇｅｎ公司；ＴＲＩｚｏｌ试剂、质粒提

取试剂盒、ＤＭＥＭ 高糖培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ

ＰＢＲＬ公司；反转录试剂盒购自 Ｔｏｙｏｂａ 公司。

ｐＧｅｎｅｓｉｌ３质粒、靶序列无关的ｓｈＲＮＡ阴性质粒载

体 ＨＫ（携带红荧光蛋白基因）购自武汉晶赛公司。

ＳＰＦ鸡胚购自北京北京梅里亚维通实验动物技术

有限公司。ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ凋亡检测试剂盒购自

艾美捷科技有限公司。犜犪狇酶、ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘ

犜犪狇
ＴＭ、ＲＮＡｉｓｏＲｅａｇｅｎ购自日本ＴａＫａＲａ公司。

１．２　狊犺犚犖犃转录模板的设计与合成

对ＧｅｎＢａｎｋ中登录的鸡犺狊狆７０基因ｍＲＮＡ序

列比对分析，参考ｓｈＲＮＡ设计原则
［１０１１］，设计３个

ｓｈＲＮＡ表达模板，结构为：５′犅犪犿ＨⅠ酶切位点＋

正向ｓｉＲＮＡ序列＋Ｌｏｏｐ环＋反向ｓｉＲＮＡ ＋ 终止

信号＋犎犻狀ｄⅢ酶切位点３′（表１）。靶点位于犺狊狆７０

基因 ｍＲＮＡ 序列的４３２—４５１、１７７４—１７９３及

１８７９—１８９８ｂｐ，与选择的犺狊狆７０基因无碱基错配，

与家禽及人类已知基因组无同源性，Ｇ＋Ｃ含量分

别为４２．１％、４７．４％和４２．１％。ｓｈＲＮＡ表达模板

由武汉晶赛公司合成。

１．３　重组质粒的构建及鉴定

以ｐＧｅｎｅｓｉｌ３ 质粒为载体，进行 犅犪犿ＨⅠ／

犎犻狀ｄⅢ双酶切，回收线性化的ｐＧｅｎｅｓｉｌ３质粒。取

３０μＬ退火Ｂｕｆｆｅｒ溶解上述合成的２ＯＤｓｈＲＮＡ

模板。３种转录模板分别取２μＬ正义链和２μＬ反

义链加入１６μＬ退火Ｂｕｆｆｅｒ混匀，总体积为２０μＬ，

９４℃水浴１ｍｉｎ后自然冷却至室温。取１μＬ１００

倍稀释退火产物，加１μＬ线性化ｐＧｅｎｅｓｉｌ３质粒，１

μＬ Ｔ４ 连接酶，１μＬ１０×ＬｉｇａｓｅＢｕｆｆｅｒ，１μＬ

ｄＨ２Ｏ，于１６℃连接过夜。将获得的重组质粒命名

为ｓｈＲＮＡ１、ｓｈＲＮＡ２、ｓｈＲＮＡ３，分别转化大肠杆

菌ＤＨ５α感受态细胞，阳性克隆送北京三博远志公

司测序，提取质粒并采用犛犪犾Ⅰ酶切进行鉴定。

１．４　犆犈犉的培养及转染

参考文献［１２］培养ＣＥＦ于２５ｍＬ培养瓶中，待

细胞长成单层后用０．５％胰蛋白酶消化，将ＣＥＦ转入

加有载玻片的２４孔培养板中，５×１０４个细胞·孔－１，

置５％ＣＯ２ 培养箱３７℃培养至８０％汇合度时用于

转染。Ｓｉｌｅｎｔｆｅｃｔ与ｓｈＲＮＡ１、ｓｈＲＮＡ２、ｓｈＲＮＡ３

分别按３∶１（μＬ：μｇ）混合制备转染复合物，按１

μｇ·孔
－１核酸剂量转染ＣＥＦ，用无血清和无抗生素

ＤＭＥＭ补足２００ｍＬ·孔－１，置５％ ＣＯ２ 培养箱３７

℃感作１．５ｈ，用３％小牛血清ＤＭＥＭ培养基换液，

置５％ＣＯ２ 培养箱３７℃培养。以同样方法转染

ＨＫ作为阴性对照，每个处理设３复孔。

１．５　有效狊犺犚犖犃分子的筛选

收获转染后２４ｈＣＥＦ，用基于ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ

荧光定量ＲＴＰＣＲ检测转然后不同处理ＣＥＦ细胞

犺狊狆７０ｍＲＮＡ表达水平。引物序列：上游引物５′

ＴＡＡＣＡＣＣＡＣＣＡＴＴＣＣＣＡＣＣＡ３′，下游引物：５′

ＡＴＡＧＣＣＣＴＣＴＣＡＣＣＴＴＣＡＴＡＣＡＣＣ３′，采用２０

μＬ反应体系：１０μＬＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ，０．４μＬＲＯＸ，

Ｐｒｉｍｅｒ１、Ｐｒｉｍｅｒ２各０．７５μＬ，２μＬｃＤＮＡ，６．１μＬ

水。优化的反应条件为９５℃５ｍｉｎ，９５℃１５ｓ，

５６．５℃３０ｓ，共４０个循环。用鸡β犪犮狋犻狀基因作为

内参，参照文献［１３］，计算犺狊狆７０基因 ｍＲＮＡ的表

达量，并按照公式：干涉效率＝（对照组靶基因表达

量－干涉组靶基因表达量）／对照组靶基因表达量×

１００％计算干涉效率，以干涉效率＞７５％为有效。

０６４
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表１　编码靶向鸡犎犛犘７０的狊犺犚犖犃模板序列

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳狋犲犿狆犾犪狋犲狊犮狅狉犱犻狀犵狊犺犚犖犃狊狋犪狉犵犲狋犻狀犵犮犺犻狀犽犲狀犎犛犘７０

ｓｈＲＮＡｓ
序列Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

正义链Ｓｅｎｓｅｓｔｒａｎｄ 反义链 Ａｎｔｉｓｅｎｓｅｓｔｒａｎｄ

ｓｈＲＮＡ１

５′ＧＡＴＣＣ ＡＧＴＡＣＡＡＧＧＧＴＧＡＧＡＴＧＡＡ

ＴＴＣＡＡＧＡＣＧＴＴＣＡＴＣＴＣＡＣＣＣＴＴＧＴＡＣ

ＴＴＴＴＴＴＴＧＴＣＧＡＣ ＡＧＣＴＴ３′

５′ＡＧＣＴＴ ＧＴＣＧＡＣＡＡＡＡＡＡＡＧＴＡＣＡＡＧＧＧＴＧＡ

ＧＡＴＧＡＡＣＧＴＣＴＴＧＡＡＴＴＣＡＴＣＴＣＡＣＣＣＴＴＧＴＡＣＴ

ＧＡＴＣＣ３′

ｓｈＲＮＡ２

５′ＧＡＴＣＣ ＧＡＣＡＧＴＧＧＡＧＧＡＴＧＡＧＡＡＡ

ＴＴＣＡＡＧＡＣＧＴＴＴＣＴＣＡＴＣＣＴＣＣＡＣＴＧＴＣ

ＴＴＴＴＴＴＧＴＣＧＡＣ ＡＧＣＴＴ３′

５′ＡＧＣＴＴ ＧＴＣＧＡＣＡＡＡＡＡＡＧＡＣＡＧＴＧＧＡＧＧＡＴＧ

ＡＧＡＡＡＣＧＴＣＴＴＧＡＡＴＴＴＣＴＣＡＴＣＣＴＣＣＡＣＴＧＴＣ

ＧＡＴＣＣ３′

ｓｈＲＮＡ３

５′ＧＡＴＣＣ ＧＧＣＡＧＡＧＡＡＡＧＡＡＧＡＧＴＡＴ

ＴＴＣＡＡＧＡＣＧＡＴＡＣＴＣＴＴＣＴＴＴＣＴＣＴＧＣＣ

ＴＴＴＴＴＴＧＴＣＧＡＣ ＡＧＣＴＴ３′

５′ＡＧＣＴＴ ＧＴＣＧＡＣＡＡＡＡＡＡＧＧＣＡＧＡＧＡＡＡＧＡＡ

ＧＡＧＴＡＴＣＧＴＣＴＴＧＡＡＡＴＡＣＴＣＴＴＣＴＴＴＣＴＣＴＧＣＣ

ＧＡＴＣＣ３′

ＨＫ

５′ＧＡＴＣＣ ＧＡＣＴＧＡＧＡＡＡＧＡＡＧＡＧＴＡＴ

ＴＴＣＡＡＧＡＣＧＡＴＡＣＴＣＴＴＣＴＴＴＣＴＣＴＧＣＣ

ＴＴＴＴＴＴＧＴＣＧＡＣ ＡＧＣＴＴ３′

５′ＡＧＣＴＴ ＧＡＣＧＡＣＡＡＡＡＡＡＧＧＣＡＧＡＧＡＡＡＧＡＡ

ＧＡＧＴＡＴＣＧＴＣＴＴＧＡＡＡＴＡＣＴＣＴＴＣＴＴＴＣＴＣＴＧＣＣ

ＧＡＴＣＣ３′

　 示干涉靶点，　 示ｌｏｏｐ环

　 ａｓｉｎｔｅｒｅｎｆｃｅｔａｒｇｅｔ；　ａｓｌｏｏｐｒｉｎｇ

１．６　狊犺犚犖犃干涉鸡犺狊狆基因在犆犈犉细胞中的表达

用筛选出的有效ｓｈＲＮＡ 按１．４方法转染

ＣＥＦ，分别收获转染后１８、２４、２８ｈＣＥＦ，用荧光定

量ＲＴＰＣＲ方法检测犺狊狆基因ｍＲＮＡ表达水平。

１．７　狊犺犚犖犃干涉犺狊狆基因在犆犈犉中的表达对细胞

凋亡的影响

１．７．１　ＣＥＦ凋亡的观察　　于转染后１８、２４、２８ｈ

分别取干涉组合对照组载玻片，每组设３重复孔，按

照ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ凋亡检测试剂盒说明书染色，

于荧光倒置显微镜下观察细胞凋亡情况。

１．７．２　凋亡相关基因的定量检测　　用荧光定量

ＲＴＰＣＲ对犆犪狊狆犪狊犲３、犆犪狊狆犪狊犲８基因的表达水平进

行检测，扩增犆犪狊狆犪狊犲３基因上游引物序列为 ５′

ＴＴＡＧＡＴＴＣＴＧＧＴＡＴＴＧＡＡＧＣ３′，下游引物序

列为５′ＧＡＡＡＴＣＣＴＧＴＣＧＡＧＴＧＧＡＧＣＡＧＧ３′；

扩增 犆犪狊狆犪狊犲８基因的上游引物序列５′ＧＧＧＴ

ＧＴＣＴＣＣＧＴＴＣＡＧＧＴＡＴ３′，下游引物序列为５′

ＴＣＡＡＣＡＧＧＣＴＣＴＴＧＴＣＣＡＣＴ３′；ＲＲＴＰＣＲ 反

应体系为２０μＬ：ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘ犜犪狇
ＴＭ１０μＬ，

上、下游引物各０．３μＬ（１０ｐｍｏｌ·Ｌ
－１），ｃＤＮＡ２

μＬ，补充去离子水至２０μＬ。扩增犆犪狊狆犪狊犲３基因的

反应条件为９５℃，３ｍｉｎ，９４℃１５ｓ，５５℃３０ｓ，７２

℃３０ｓ共４０个循环；扩增犆犪狊狆犪狊犲８基因的反应条

件为９５℃，３ｍｉｎ，９４℃１５ｓ，５７℃３０ｓ，７２℃３０ｓ

共４０个循环。以鸡β犪犮狋犻狀基因 ｍＲＮＡ作为内参

基因［１４］，对检测结果进行标化，以２
!!Ｃｔ方法［１５］进

行相对定量。

２　结　果

２．１　构建靶向鸡犺狊狆７０基因的狊犺犚犖犃重组质粒

ｓｈＲＮＡ１、ｓｈＲＮＡ２、ｓｈＲＮＡ３三个重组质粒

经犛犪犾Ⅰ酶切后电泳，分别出现了一条约２０００ｂｐ

的大片段和一条４００ｂｐ的小片段，与预期结果相

符，见图１。测序结果显示３种ｓｈＲＮＡ分子插入正

确，无碱基突变，表明编码３个ｓｈＲＮＡ分子的重组

质粒均构建成功。

２．２　狊犺犚犖犃狊抑制鸡犺狊狆７０的表达

２．２．１　有效ｓｈＲＮＡ 的筛选　　荧光定量 ＲＴ

ＰＣＲ检测结果显示，ｓｈＲＮＡｓ转染 ＣＥＦ 后２４ｈ，

ｓｈＲＮＡ１能显著干涉犺狊狆７０ｍＲＮＡ的表达，干涉

效率为９２．０７％，而ｓｈＲＮＡ２和ｓｈＲＮＡ３则对

犺狊狆７０ｍＲＮＡ无明显干涉作用，结果见图２。

２．２．２　ｓｈＲＮＡ１干涉ＣＥＦ中犺狊狆７０基因的表达

　　ｓｈＲＮＡ１转染ＣＥＦ后１８、２４、２８ｈ犺狊狆７０基因
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的表达受到显著抑制，ｍＲＮＡ的表达水平分别被敲

低７５％、９３％和９６％，见图３。

Ｍ．ＤＬ２０００相对分子质量标准；１．ｓｈＲＮＡ１；２．ｓｈＲ

ＮＡ２；３．ｓｈＲＮＡ３

Ｍ．ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒ；１．ｓｈＲＮＡ１；２．ｓｈＲＮＡ２；３．

ｓｈＲＮＡ３

图１　重组质粒犛犪犾Ⅰ酶切鉴定

犉犻犵．１　犈犾犲犮狋狉狅狆犺犲狉狅犵狉犪犿狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狋犻狅狀狆犾犪狊犿犻犱犱犻犵犲狊

狋犲犱犫狔犛犪犾Ⅰ犲狀狕狔犿犲

图２　狊犺犚犖犃狊干涉犺狊狆７０基因犿犚犖犃在犆犈犉中的表达

犉犻犵．２　犜犺犲犻狀狋犲狉犳犲狉犲狀犮犲狅犳犺狊狆７０犿犚犖犃犲狓狆狉犲狊狊犻狀犆犈犉

犫狔狊犺犚犖犃狊

图３　狊犺犚犖犃１抑制犺狊狆７０基因的表达

犉犻犵．３　犺狊狆７０犿犚犖犃犲狓狆狉犲狊狊狋犻狅狀犻狀犺犻犫犻狋犲犱犫狔狊犺犚犖犃１

２．３　干涉犺狊狆７０犿犚犖犃表达诱导犆犈犉凋亡

ＡｎｎｅｘｉｎＶ检测结果显示，干涉犺狊狆７０表达后

１８ｈ，ＣＥＦ凋亡细胞数量增多，且随着干涉时间的

延长，凋亡细胞数量显著高于对照组（图４）。

２．４　干涉犺狊狆７０表达对犆犪狊狆犪狊犲３和犆犪狊狆犪狊犲８表

达的影响

　　荧光定量检测结果显示，干涉犺狊狆７０表达后

１８、２４、２８ｈ，犆犪狊狆犪狊犲３的表达上调，分别是对照组

的２５０％、１４０％和１１０％，而犆犪狊狆犪狊犲８的表达下降，

分别为对照组的７６％、８０％和３４％，见图５、６。

３　讨　论

ＨＳＰ７０家族的功能表现在多方面，作为分子伴

侣，ＨＳＰ７０家族在应激状态下帮助需要折叠的蛋白

质正确折叠，加快正常蛋白质合成的恢复；在细胞保

护方面，ＨＳＰ７０表达的增加可以缓解细胞所受伤

害，增强机体对应激的抵抗力；同时，ＨＳＰ７０在抗细

胞凋亡、抗氧化和免疫反应中也起着重要作用［１６］。

近年来的研究表明，ＨＳＰ７０通过介入细胞凋亡信

号转导通路而直接影响细胞凋亡，作为细胞凋亡调

控的关键因子发挥了重要作用。Ｉ．Ｈｉｒａｔａ等发现

在胃上皮细胞中过表达 ＨＳＰ７０可有效抵制吲哚美

辛诱导的细胞凋亡［１７］，在小鼠组织细胞中过表达

ＨＳＰ７０，可以抵御热诱导的细胞凋亡作用
［１８］，而采

用 ＲＮＡ干涉技术抑制犺狊狆７０基因在胃癌细胞中的

表达，可导致细胞生长抑制，并且促进了细胞凋亡的

发生［１９］，朱青等人通过ＲＮＡ干涉技术敲低了Ｋ５６２

细胞中的犺狊狆７０１Ａ基因也得到类似结果
［５］。本研

究采用ＲＮＡ干涉技术抑制犺狊狆７０基因在ＣＥＦ中

的表达，同样促进了细胞凋亡的发生，与在哺乳动物

细胞中的研究结果一致，说明家禽犺狊狆７０同样具有

保护细胞对抗凋亡的作用。

目前研究认为线粒体途径、细胞表面膜死亡受

体途径是经典的凋亡信号传导通路。线粒体途径为

凋亡信号诱导了细胞色素Ｃ（Ｃｙｔｃ）从线粒体的释

放，从而驱动了相对分子质量较大的Ｃａｓｐａｓｅ活化

复合物装配成凋亡小体，凋亡小体中寡聚化的细胞

凋亡激活因子在ｄＡＴＰ存在的条件下发生聚集，促

进了细胞凋亡执行蛋白Ｃａｓｐａｓｅ３的自我切割活化，

进而引发Ｃａｓｐａｓｅｓ级联反应，导致细胞凋亡；膜受

体途径为肿瘤坏死因子诱导含死亡结构域的接头蛋

白 ＦＡＤＤ 聚合，ＦＡＤＤ 利用其死亡效应结构域

（ＤＥＤ）募集含有ＤＥＤ 的Ｃａｓｐａｓｅ８、Ｃａｓｐａｓｅ１０等，

形成死亡诱导信号复合物（ＤＩＳＣ），在ＤＩＳＣ上出现

大量活化的Ｃａｓｐａｓｅ８，从而切割活化Ｃａｓｐａｓｅ３，最

终导致细胞凋亡。本研究对干涉犺狊狆７０表达后

ＣＥＦ细胞中犆犪狊狆犪狊犲３和犆犪狊狆犪狊犲８基因表达水平的

动态监测结果显示，抑制犺狊狆７０基因表达，诱导了

犆犪狊狆犪狊犲３基因的表达，轻度抑制了犆犪狊狆犪狊犲８基因

的表达。犆犪狊狆犪狊犲８基因的募集为膜受体介导的细

胞凋亡的重要标志，本研究中干涉犺狊狆７０基因后

ＣＥＦ中犆犪狊狆犪狊犲８基因被抑制，故可以排除是通过

２６４



　３期 杨　帆等：干涉鸡热休克蛋白７０基因表达诱导鸡胚成纤维细胞凋亡

膜受体的途径实现的细胞凋亡。抑制 ＣＥＦ中的

犺狊狆７０基因后细胞通过线粒体途径诱导了凋亡，文

献报道也证实了犺狊狆７０基因与细胞的作用与线粒体

密切相关［２０］，因此可以推测，ＣＥＦ中 ＨＳＰ７０蛋白可

能是通过线粒体途径保护细胞对抗凋亡。

图４　干涉后不同时间凋亡的犆犈犉细胞　３４５×

犉犻犵．４　犆犈犉犪狆狅狆狋狅狊犻狊犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻犿犲狆狅狊狋犻狀狋犲狉犳犲狉犲狀犮犲狑犻狋犺狊犺犚犖犃１　３４５×

图５　干涉犺狊狆７０的表达诱导了犆犈犉细胞中犆犪狊狆犪狊犲３的

表达

犉犻犵．５　犐狀犲狋犲犳犲狉犲狀犮犲犺狊狆７０犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆狉狅犿狅狋犲狋犺犲犲狓狆狉犲狊

狊犻狅狀狅犳犆犪狊狆犪狊犲３犻狀犆犈犉

图６　干涉犺狊狆７０犿犚犖犃表达抑制犆犈犉细胞中犆犪狊狆犪狊犲８
基因犿犚犖犃的表达

犉犻犵．６　犐狀犲狋犲犳犲狉犲狀犮犲犺狊狆７０犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犺犻犫犻狋犻狀犵犆犪狊狆犪狊犲８

犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犆犈犉
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