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!

要!旨在研究
dc2$

对小鼠胚胎成纤维细胞"

M:W

#黑素皮质素受体
%

"

MD=<-#?#TR$-!%TD?D

U

R#T

!

A/%d

#基因表

达的影响&以
A/%d

基因作为影响哺乳动物毛色性状的候选基因!通过
dc2

干扰"

dc2$

#技术抑制小鼠胚胎成纤

维细胞中
A/%d

基因表达'合成
*

对针对小鼠
M:W

中
A/%d

基因的瞬时干扰
,$dc2

!采用反向转染法将
,$dc2

转染入
M:W

!取转染
,$dc2)(N

后的小鼠胚胎成纤维细胞提取总
dc2

和总蛋白!并通过
GdP!b4d

技术和

OD,RDT-C#=R

检测
A/%d;dc2

和其蛋白的相对表达量&结果显示!

,$dc2%

组和
,$dc20

组的
A/%d;dc2

相

对表达量和
A/%d

蛋白表达量显著低于空白对照组"

N

#

&'&1

#!但
,$dc2*

组表达不显著&本试验利用反向转染方

法!成功地对体外培养的小鼠胚胎成纤维细胞进行
,$dc2

转染'

A/%d

基因与蛋白的抑制情况相一致!说明
,$d!

c2%

和
,$dc20

对
A/%d

的抑制效果确实有效!并筛选出有显著干扰效果的
,$dc2

!为进一步研究
A/%L

在毛色

发育过程中的调控机理提供科学依据'

关键词!小干扰
dc2

&黑素皮质素受体
%

基因&小鼠胚胎成纤维细胞&抑制率
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U

TD,,$#-$-;#A,DD;CT

B

#Q$CT#C=<,R,

"

M:W

#

'

A/%d

L

D-D@<,R<\D-<,?<-"$"<RD

L

D-D<QQD?R$-

L

RNDQ#T;<R$#-#Q;<;;<=

2

,N<$T?#=#T'PND<$;

#QRND,RA"

B

@<,R#$-N$C$RRNDDV

U

TD,,$#-#QA/%dC

B

dc2$-RDTQDTD-?D$-RNDM:W'PNTDD

U

<$T,

#Q,

U

D?$Q$?,$dc2Q#TA/%d

L

D-D@DTD"D,$

L

-D"Q#Tdc2$-RDTQDTD-?D<-"RT<-,QDTTD"$-R#RND

M:WC

B

TDSDT,DRT<-,QD?R$#-'2QRDT)(N

!

RNDR#R<=dc2<-"

U

T#RD$-@DTDDVRT<?RD"QT#;RND

M:W

!

<-"RNDTD=<R$SDDV

U

TD,,$#-#QA/%d;dc2<-"

U

T#RD$-@<,"DRD?RD"C

B

A,$-

L

GdP!b4d

RD?N-#=#

LB

<-"OD,RDT-C#=R'PNDTD,A=R,,N#@D"RN<RRNDTD=<R$SDDV

U

TD,,$#-#QA/%d;dc2

<-"A/%d

U

T#RD$-$-RND,$dc2%<-",$dc20

L

T#A

U

,@DTD,$

L

-$Q$?<-R=

B

=#@DT

"

N

#
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#
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L
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dc2$!M<RD'PNDDV

U

TD,,$#-RTD-"D-?

B

#QA/%d

L

D-D

<-"

U

T#RD$-<TD?#-,$,RD-R'PNDTD,A=R,,N#@D"RN<RRND$-N$C$R$#-DQQD?R#Q,$dc2%<-",$dc20

L

T#A

U

,@DTDDQQD?R$SD

!

RNDDQQD?R$SD,$dc2 @DTD,?TDD-D"QT#;RNTDD,

U

D?$Q$?,$dc2,

!
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对小鼠胚胎成纤维细胞中
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基因表达的影响
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90,=*

$

,$dc2

&

A/%d

&

M:W

&

$-N$C$R$#-T<R$#

!!

dc2

干扰"

dc2$-RDTQDTD-?D

!

dc2$

#是由双

链
dc2

"

5#AC=D,RT<-"D"dc2

!

",dc2

#分子介

导(在
;dc2

水平上关闭相应序列基因表达(使其

沉默的过程)

%

*

'

dc2

干扰技术是转录后基因沉默

机制!用它来诱导基因表达的沉默是一种制备基因

功能缺失表型有效的新方法'

%//(

年!

2'W$TD

等首

次提出
dc2$

概念)

0

*

!后来的不断研究发现!在许多

生物体细胞中均有
dc2$

现象)

*

*

!且
dc2

干扰技

术广泛用于哺乳动物细胞中'有研究表明!

dc2

干

扰技术已成功用于小鼠胚胎干细胞中)

)

*

'

黑素皮质素受体
%

"

MD=<-#?#TR$-!%TD?D

U

R#T

!

M4%d

#!是调节哺乳动物皮毛颜色所涉及的关键蛋

白之一!它属于
[

蛋白耦合受体家族中最小的受

体)

1

*

!位于毛囊的黑色素细胞的细胞膜上'对于多

数物种!

A/%d

基因是调控毛色变化的基因之一!在

色素沉着上起着重要的作用)

.!8

*

'有研究表明!动物

的毛色主要受
A/%d

基因及其等位基因的调

控)

(!%&

*

!且在不同羊驼毛色皮肤中的表达存在显著

差异)

%%

*

'分子研究表明!

A/%d

的毛色扩展位点
:

编码
A/%d

!其在多种细胞上都有表达!如黑素细

胞(角质形成细胞(成纤维细胞和内皮细胞等)

%0

*

'

而成纤维细胞是构成结缔组织的主要细胞!通过细

胞分裂来达到皮肤组织生长的目的)

%*

*

'对小鼠的

研究表明!

A/%d

在决定毛内真黑素与褐黑素的数

量中起着控制作用!色素是通过黑色素细胞表面的

受体即
A/%d

"黑素皮质素受体
%

#受到黑素皮质素

激素"

)

!;D=<-#?

B

RD,R$;A=<R$-

L

N#T;#-D

!

)

!M9]

#

的刺激后形成的)

%)

*

'普遍认为!

)

!M9]

对黑素原

产生的影响是通过
?2Mb

第二信使系统来调节的'

已有研究表明!

)

!M9]

影响黑素原产生而使动物呈

现不同的毛色或羽色'

)

!M9]

和
24P]

均是通过

?2Mb

%

bF42

信号途径)

%1

*与
A/%d

相互作用!大部

分依靠转录因子基因"

M$?T#

U

NRN<=;$<

#位点的基因

产物
AE>H

诱导蛋白磷酸化与基因表达!最后这个

信号导致包括
PKd

(

b!

蛋白(

PKdb!%

(

PKdb!0

与

9FEh

蛋白的黑素体的产生)

%.

*

!若机体缺少
A/%d

蛋白!例如
A/%d

与抑制性的
29Fb

%

29b

蛋白结

合!则真黑素原不能形成黑素体!且会产生不成熟的

伪黑素体'

为了阐明
A/%d

基因的遗传基础!本试验选用

小鼠胚胎成纤维细胞"

M:W

#!通过
dc2$

技术抑制

M:W

中
A/%d

基因的正常表达!以达到降低

?2Mb

%

bF42

信号强度的目的!探讨
,$dc2

对

A/%d

基因是否有表达效果!为研究
A/%d

在毛色

发育过程中的调控机制及作用机理提供试验基础'

#

!

材料和方法

#E#

!

试验材料

%'%'%

!

试验动物
!!

(

"

/

周龄性成熟昆明小白

鼠!平均体重在
0&

L

左右!常规条件下分笼饲养!自

由采食和饮水!适应饲养
%

周后进行超排处理'首

先腹腔 注 射孕马血 清 促 性 腺 激 素 "

bM9[

!

%&

FJ

+只Z%

#!

)(N

后注射相同剂量的绒毛膜促性腺

激素"

]4[

#!然后将母鼠与雄鼠
0p%

合笼!第
0

天

早晨检查阴道栓!将有阴道栓小鼠饲养至
%0'1"

处

死并取胚胎'

%'%'0

!

试验试剂与仪器
!!

细胞培养基"

5M:M

#

购自
]K?=#-D

公司&胰蛋白酶"

PT

BU

,$-

#购自
[$C?#

公

司&胎牛血清"

W39

#购自杭州四季青生物制品厂&

dc2$!M<RD

转染试剂购自上海吉玛制药技术有限公

司&

dc2$,#PMb=A,

和
9K3d

*

bTD;$V:VP<

>

PM

&

"

P<Y<d<

公司#&兔抗
A/%d

单克隆抗体"北京博奥

森生物技术有限公司#&

]db!

山羊抗兔
F

L

[

(

PACA=$-

兔抗多克隆抗体和
342

蛋白浓度测定试剂盒"博士

德生物工程有限公司#!

Fb

细胞裂解液"碧云天#'

#E!

!

试验方法

%'0'%

!

胚胎成纤维细胞"

M:W

#的制备及
,$dc2

转染

%'0'%'%

胚胎成纤维细胞"

M:W

#的制备和培养$处

死孕鼠!在超净工作台中取出子宫!放入盛有
b39

的玻璃平皿中!取出胚胎!将其切碎!加入消化液!收

集细胞!在
*8f

含
16 4I

0

的饱和湿度条件下培

养'

0)N

后更换新鲜的
M:W

生长培养液!待细胞

达
(&6

"

/&6

融合后!按
%p0

传代培养!将传至

*

"

1

代的纯化细胞用于后续转染试验'

%'0'%'0

!

,$dc2

的化学合成$根据
[D-3<-\

中小

鼠
A/%d

基因序列"

[D-DF5

$

%8%//

#!参考
,$dc2

的设计原则!并经
3E29P

确定序列特异性后!选择

其
?5c2

序列上均具有的
*

个位点!送上海吉玛制

药技术有限公司合成
*

对
,$dc2

'另由上海吉玛

公司设计并合成了与小鼠基因序列无关的阴性对照

以及针对小鼠管家基因
!

C$"#()

"

cM

0

&&8*/*'*

#的

阳性对照!并对其进行分组"表
%

#'

/%0
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表
#

!

化学合成的
*6(SC

序列

:+8<)#

!

:.)-.)@0*

;

53.)36-*6(SC*)

Q

>)5-)*

组别
[T#A

U

正向"

1i!*i

#

9D-,D

反向"

1i!*i

#

2-R$,D-,D

,$dc2!% [[[J[242[J[2J2J442[PP 4J[[2J2J424J[J42444P4

,$dc2!0 [[J24J42J444JJ44J[2PP J42[[22[[[2J[2[J244P[

,$dc2!* [[2J[2[4JJJ2222J2[2PP J4J2JJJJ222[4J42J44P[

cD

L

<R$SD?#-RT#= JJ4J44[224[J[J424[JPP 24[J[2424[JJ4[[2[22PP

M#A,D2?RC!/)( [J222[244J4J2J[4422PP JJ[[42J2[2[[J4JJJ24PP

3=<-\?#-RT#=

!!

每组设
*

个平行试验!采用反向转染方法!按照

dc2$!M<RD

$

,$dc2

为
*p%

"

UpU

#进行转染!后收

集细胞!加
5M:M

培养液在
*8f164I

0

饱和湿

度条件下培养!

)(N

后提取总
dc2

及总蛋白'

%'0'0

!

GdP!b4d

测定转染
,$dc2

后
A/%d

基因

表达量

%'0'0'%

!

细胞总
dc2

的提取及反转录合成
?5!

c2

$

,$dc2

转染细胞
)(N

后!利用
dc2$,#b=A,

总

dc2

提取试剂"

P<Y<d<

#提取各孔细胞总
dc2

!操

作过程严格按说明书进行!后反转录得到
?5c2

!在

Z0&f

保存备用'

%'0'0'0

!

引物设计与合成$根据美国国立生物技术

信息中心"

c43F

#

[D-3<-\

中公布的小鼠
A/%d

基

因序列!为了检测各
dc2

样品完整性和反转录效

率之间的差别!将待测样品中的管家基因
!

C$"#()

设

为内参照'引物由北京奥科生物技术有限责任公司

合成!序列见表
0

'

表
!

!

实时荧光定量
/M(

的引物

:+8<)!

!

/,6@),*)

Q

>)5-)*20,

O

(:R/M(

基因
[D-D

引物序列"

1i!*i

#

bT$;DT,D

>

AD-?D

产物%
C

U

bT#"A?R

登录号

2??D,,$#-

c#'

A/%d

2PP[24[P[4P!

42P4P[P[[

42P[P[[[42!

P242[22P4[

08*

cM

0

&&(11/

!

C$"#()

PP[4P[242[[!

2P[42[22[

242P4P[4P[[!

22[[P[[24

%)%

cM

0

&*%%))'0

%'0'0'*

!

GdP!b4d

反应体系的建立$将反转录合

成的
?5c2

(设计并合成好的目的基因和内参基因

的引物!利用
9K3d

*

bTD;$V:VP<

>

PM

&

试剂盒

"

P<Y<d<

#进行实时荧光定量
b4d

反应!每个样品

设
*

个重复!反应体系为
*&

#

E

$

?5c2

模板
*

#

E

!

上(下游引物"

%&

#

;#=

+

E

Z%

#各
%'0

#

E

!

9K3d

*

bTD;$V:VP<

>

PM

&

"

0_

#

%1

#

E

!

dI7dDQDTD-?D

5

B

D

&

"

1&_

#

&'.

#

E

!灭菌蒸馏水加至
*&

#

E

'反应条

件$

/1f

预变性
*&,

!

/1f1,

!

.%f0&,

!

80f%&

,

!

)1

个循环&

/1f%;$-

!

11f*&,

!

/1f*&,

'

%'0'0')

!

数据分析$目的基因的相对表达量采用

&&

4R

法)

%*

*计算!目的基因相对表达水平$目的基

因与内参基因的倍数差异"待测样本#%目的基因与

内参基因的倍数差异"对照样本#

m0

"

&

4R

待测
Z

&

4R

对照#

m0

Z

&&

4R

!

,$dc2

抑制率为
%Z0

Z

&&

4R

'

实时荧光定量
b4d

结果均用,平均值
`

标准误

"

MD<-,̀ 9:

#-表示!数据采用
9b99

统计分析软件

进行单因素方差分析'

%'0'*

!

OD,RDT-C=#R

检测转染
,$dc2

后
A/%d

蛋

白表达量
!!

,$dc2

转染细胞
)(N

后!利用
OD,R!

DT-

细胞裂解液提取细胞总蛋白!放在
Z(&f

保存'

利用
342

蛋白浓度测定试剂盒测定提取的总蛋白

浓度!再用
OD,RDT-C=#R

检测
A/%d

蛋白表达水

平!蛋白抑制率按公式计算$蛋白抑制率
m

)

%Z

"

A/%d

%

PACA=$-

#

-

%"

A/%d

%

PACA=$-

#空白*_%&&6

'

!

!

结
!

果

!E#

!

细胞转染后的结果

观察转染前后的
M:W

形态!分别对原代(第
*

代(转染
,$dc20)N

(转染
,$dc2)(N

的小鼠胚胎

成纤维细胞"

M:W

#进行拍照!如图
%

所示!原代

M:W

和传至第
*

代的
M:W

细胞形态相似!与原代

&00



!

0

期 尹志红等$

dc2$

对小鼠胚胎成纤维细胞中
A/%d

基因表达的影响

M:W

细胞相比!传至第
*

代
M:W

细胞分布密集!

单个细胞较大"图
%2

(

3

#&与传至第
*

代
M:W

细胞

相比!转染
,$dc20)N

的
M:W

形态发生了改变!

分布不均匀且稀疏!有空隙!说明有死亡现象!但是

细胞有着染现象!说明转染成功"图
%4

#&转染
,$d!

c2)(N

的
M:W

细胞的形态又恢复正常!虽有死

亡现象但整体生长良好"图
%5

#'

2'

原代小鼠胚胎成纤维细胞"

bM:W

#&

3'

传至第
*

代的

M:W

&

4'

转染
,$dc20)N

的
M:W

&

5'

转染
,$dc2)(N

的
M:W

2'PND

U

T$;<T

B

#QM:W

&

3'b<,,<

L

D*#QM:W

&

4'M:W

@<,RT<-,QD?RD",$dc2$-0)N

&

5'M:W@<,RT<-,QD?RD"

,$dc2$-)(N

图
#

!

转染
*6(SC

前后的小鼠胚胎成纤维细胞
#""W

F6

1

E#

!

B7F8)20,)+5=+23),*6(SC3,+5*2)-3605#""W

!E!

!

(SC6

对小鼠
/3#(@(SC

表达的影响

0'0'%

!

总
dc2

的提取结果
!!

将提取的总
dc2

进行
%'&6

琼脂糖凝胶电泳分析!结果显示!总

dc2

的
19

(

%(9

和
0(9*

条带清晰整齐!带与带之

间无明显拖尾现象"图
0

#!表明总
dc2

无降解!无

明显的
5c2

污染&总
dc2

的
2

0.&-;

%

2

0(&-;

值均为

%'(

"

0'&

!说明总
dc2

未被蛋白质(酚类污染!即

所提取的总
dc2

质量良好!可以进行后续试验'

0'0'0

!

dP!b4d

检测
!!

将提取好的总
dc2

!经

由反转录试剂盒常规
dP!b4d

反应!以
.

组细胞的

?5c2

为模版进行目的基因的
b4d

反应!用
%6

的

琼脂糖凝胶电泳检测!均检测到扩增产物"图
*

#!

A/%d

基因扩增片段大小为
08*C

U

!可看出各目的

基因片段大小与预期目的基因片段大小相符!表明

所扩增片段为特异性的目的片段!其
?5c2

可用于

实时荧光定量
b4d

检测'

0'0'*

!

GdP!b4d

结果
!!

GdP!b4d

结果分析显

示!

,$dc2%

组和
,$dc20

组的相对表达量显著低

%',$dc2%

&

0',$dc20

&

*',$dc2*

&

)'

阴性对照&

1'

阳性对

照&

.'

空白&图
*

和
1

同
'M'5c2

分子质量标准

%',$dc2%

&

0',$dc20

&

*',$dc2*

&

)'cD

L

<R$SD

&

1'b#,$!

R$SD

&

.'3=<-\

&

PND,<;D<,W$

L

'*<-"W$

L

'1'M'5E0&&&

5c2;<T\DT'

图
!

!

总
(SC

琼脂糖凝胶电泳图

F6

1

E!

!

7<)-3,0

H

.0,)*6*02303+<(SC

图
I

!

/3#(

基因
O

(:R/M(

扩增产物电泳图

F6

1

EI

!

:.))<)-3,0

H

.0,)*6*

H

.030

1

,+

H

.02/3#(

1

)5)+23),

O

(:R/M(+@

H

<626-+3605

于空白对照组"

N

#

&'&1

#!

,$dc2*

和阴性对照组与

空白对照组相比差异不显著!

,$dc2%

(

,$dc200

组

与空白对照组相比对
A/%L

基因的抑制率分别为

8.'1%6

和
(8')86

"表
*

(图
)

#!说明基因沉默后的

A/%d

基因在各组细胞中
;dc2

的相对表达量存

在明显差异'

"

'N

#

&'&1

图
$

!

/3#(@(SC

在各组细胞中的相对表达量

F6

1

E$

!

:.))K

H

,)**605<)?)<02/3#(@(SC65)+-.

1

,0>

H

02-)<<*

%00



畜
!

牧
!

兽
!

医
!

学
!

报
)1

卷
!

表
I

!

O

(:R/M(

检测
/3#(@(SC

在各组细胞中的表达量

:+8<)I

!

/3#(@(SC<)?)<=)3)-3)=8

;O

(:R/M(65)+-.

1

,0>

H

02-)<<*

&

.\I

%

@)+5*_A7

'

组别
[T#A

U &

4R

&&

4R

相对表达量
dD=<R$SDDV

U

TD,,$#-

抑制率%
6F-N$C$R$#-T<R$#

,$dc2% %*'1(̀ &'&( 0'&/̀ &'%/

&'0)

?

8.'1%

,$dc20 %)')/̀ &'%& *'&&̀ &'&/

&'%*

C

(8')8

,$dc2* %%'()̀ &'&) &'*1̀ &'&.

&'8/

"

0%'1)

cD

L

<R$SD %%'11̀ &'&* &'&.̀ &'&0

&'/.

"

)'&8

b#,$R$SD .'08̀ &'&% 1'0%̀ &'%%

&'&*

<

/8'*&

3=<-\ %%')/̀ &'&% Z Z Z

相同小写字母为差异不显著"

N

$

&'&1

#!不同小写字母为差异显著"

N

#

&'&1

#'表
)

同

h<=AD,@$RNRND,<;D,;<===DRRDT,$-"$?<RD"-#,$

L

-$Q$?<-R"$QQDTD-?D

"

N

$

&'&1

#!

<-"@$RNRND"$QQDTD-R,;<===DRRDT,$-"$?<RD"

,$

L

-$Q$?<-R"$QQDTD-?D

"

N

#

&'&1

#

'PND,<;D<,R<C=D)

!EI

!

(SC6

对小鼠
BM#(

蛋白表达的影响

OD,RDT-C=#R

检测各组细胞中
M4%d

蛋白的

表达 水 平'利 用
F;<

L

D!

U

T#

U

=A,.'&

软 件 分 析

M4%d

蛋白和内参的蛋白印迹结果!检测其条带的

灰度值以及面积!结果显示!

,$dc2%

(

,$dc200

组

的
M4%d

蛋白表达量显著低于空白对照组"

N

#

&a&1

#!如图
1

!

,$dc2%

组与
,$dc20

组之间差异亦

显著"

N

#

&'&1

#!

,$dc2*

组与空白对照组相比!

M4%d

蛋白的表达差异无统计学意义'各组内参照

PACA=$-

蛋白表达水平差异不显著"

N

$

&'&1

#'

,$dc2%

(

,$dc200

组与空白对照组相比
M4%d

蛋

白的表达抑制率分别为
.&'1*6

和
8/'(06

"表
)

#!

说明基因沉默后的
A/%d

基因在各组细胞中蛋白

的相对表达量存在明显差异'

图
%

!

)̀*3),58<03

检测各组细胞中
BM#(

蛋白的表达水平

F6

1

E%

!

/,03)65<)?)<02BM#(=)3)-3)=8

;

)̀*3),58<0365)+-.

1

,0>

H

02-)<<*

表
$

!

/3#(

在各组细胞中表达的相对值

:+8<)$

!

()<+36?)-053)53*02/3#(65)+-.

1

,0>

H

02-)<<*

&

.\I

%

@)+5*_A7

'

组别
[T#A

U

条带的灰度强度"

_%&

.

#

PND

L

T<

B

$-RD-,$R

B

#QRNDC<-",

A/%d PACA=$-

A/%d

%

PACA=$-

抑制率%
6

F-N$C$R$#-T<R$#

,$dc2% /'0*̀ &'%( *&'(&̀ &'*0

&'*%̀ &'&*

?

.&'1*

,$dc20 )'./̀ &'%* 0/'(.̀ &'*1

&'%1̀ &'&%

C

8/'(0

,$dc2* %('88̀ &')% 0/'1)̀ &'*.

&'.0̀ &'&1

<

Z

cD

L

<R$SD 0%'(8̀ &'0& *%')*̀ &'*0

&'8%̀ &'&0

<

Z

b#,$R$SD 00'1(̀ &'*% *&'%0̀ &'0)

&'8)̀ &'&)

<

Z

3=<-\ 0*'%1̀ &'0. *&'10̀ &')/

&'88̀ &'&0

<

Z

000
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0

期 尹志红等$

dc2$

对小鼠胚胎成纤维细胞中
A/%d

基因表达的影响

I

!

讨
!

论

IE#

!

小鼠
B7F

细胞的培养和转染

经典
,$dc2

沉默机制认为!转录后的
,$dc2

沉默效应阶段主要发生在细胞质中)

%8

*

!但由于

dc2$

转染效率低而成为其发展的瓶颈并限制了其

进一步应用)

%(

*

'因此将
,$dc2

导入哺乳动物细胞

中是诱导
dc2$

发生的关键'为保证高转染效率!

本试验选用上海吉玛公司提供的阳离子脂质体

dc2$!M<RD

为转染试剂'采用反向转染法"即,

dD!

SDT,DRT<-,QD?R$#-

-或,

-D#QD?R$#-

-#进行转染!其特

点是不用预先接种细胞!而是先加入转染试剂
,$d!

c2

混合物在培养板上共同温育!然后再加入细胞

铺板!培养'本试验发现!

,$dc2

%

dc2$!M<RD

复合

物在转染
,$dc20)N

后开始吸附于细胞表面!到

)(N

时转染基本完成!该方法的优点是转染效率

高!且可节省约
%"

的时间!其转染效率更高的原因

可能是未贴壁细胞在接触转染试剂
,$dc2

复合物

的表面积更大'

IE!

!

(SC6

对小鼠
/3#(

表达的影响

dc2$

作为一种新的强有力的研究工具!在功

能基因组学中具有重要地位'目前试验证实!

dc2$

在哺乳动物细胞中能高效特异地阻断体内特定基

因!它进入细胞后与一些蛋白质和酶结合!形成

dc2

诱导沉默复合物
dF94

"

dc2!$-"A?D",$=D-!

?$-

L

?#;

U

=DV

#!

,$dc2

引导此复合物寻找(识别与

之互补的
;dc2

!

,$dc2

的反向
dc2

链通过

dF94

的螺旋结构域与目的
;dc2

结合!剪切目的

;dc2

!从而阻止目的基因的表达!产生
dc2$

现

象)

%/

*

'研究表明!当
,$dc2

的靶向裂解部位位于

靶基因
;dc2

二级结构中的表面位置!且
,$dc2

与
dF94

结合后比较容易进入靶
;dc2

裂解部位!

所以干扰效果显著&与此相反!

,$dc2

的靶向裂解

部位均位于靶基因
;dc2

二级结构较复杂处!这可

能导致
,$dc2

与
dF94

复合物难以进入到靶
;d!

c2

裂解部位!导致干扰失败)

0&

*

'比较本试验设计

的
*

对
,$dc2

!初步判断
,$dc2%

和
,$dc20

均位

于
A/%d ;dc2

二级结构中的表面位置!所以较

容易进入
A/%d ;dc2

裂解部位!因此干扰效果

显著!而
,$dc2*

的靶向裂解部位均位于
A/%d

;dc2

二级结构较复杂处!所以难以进入到
A/%d

;dc2

裂解部位!导致干扰失败'

本试验的
GdP!b4d

结果分析表明!基因沉默

后的
A/%d

基因在各组细胞中
;dc2

的相对表达

量存 在 明 显 差 异!

,$dc2%

组 和
,$dc20

组 对

A/%d;dc2

抑制率分别为
8.'1%6

和
(8')86

'

,$dc2*

和阴性对照组与空白对照组相比差异不显

著!说明
,$dc2*

对
A/%d

基因干扰效果不明显'

阴性对照组与空白对照组相比
A/%d

和
!

C$"#()

;dc2

表达差异均不显著"

N

$

&'&1

#!排除了转染

试剂本身以及非特异性靶基因对
A/%d

基因表达

的影响&推测
,$dc2%

组和
,$dc20

组干扰效果显

著可能是因为降低
?2Mb

%

bF42

的信号强度'本

试验的
OD,RDT-C=#R

结果表明!基因沉默后的

A/%d

蛋白在各组细胞中的相对表达量存在明显差

异!

,$dc2%

组和
,$dc20

组对
A/%d

蛋白的抑制

率分别为
./'1*6

和
8/'(06

!说明
,$dc2%

和
,$d!

c20

抑制了
A/%d

基因蛋白的表达!就不能与抑制

性的
29Fb

%

29b

蛋白结合!也就不能形成黑素体!

从而阻断了
A/%d

基因的正常表达'另外!正义链

[4

含量的理想标准是
1&6

!而
,$dc2%

和
,$dc20

"

)8'.06

#比
,$dc2*

"

0('186

#更接近这个理想

值!提高了
,$dc2%

和
,$dc20

对
A/%d

基因
;d!

c2

的识别效率'

$

!

结
!

论

$'#

!

利用反向转染方法!成功地对体外培养的小鼠

胚胎成纤维细胞进行了
,$dc2

转染!说明反向转染

法对
,$dc2

转染细胞更有效'

$'!

!

,$dc2%

组和
,$dc20

组对
A/%d

基因的正

常表达有显著地抑制效果!说明通过这
0

组
,$dc2

作用于
A/%d;dc2

二级结构中不同的靶点位置

可以调控
A/%d

基因的表达量'在以后的试验中!

,$dc2

的设计应该充分考虑到
;dc2

靶点位置这

个因素!但
,$dc2

的有效性在这个因素中能持续多

长时间还有待进一步研究'
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