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核糖体蛋白犛６狊犺犚犖犃慢病毒载体的构建及其对

肺腺癌犃５４９细胞株增殖的影响
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　　【摘要】　目的　探讨靶向抑制核糖体蛋白Ｓ６（ｒｐＳ６）表达的短发夹ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ，ｓｈＲＮＡ）慢病毒

载体的构建方法及抑制ｒｐＳ６表达对肺腺癌Ａ５４９细胞株增殖的影响。方法　合成针对狉狆犛６基因的双链寡核苷酸

序列，插入质粒载体ｐＧＣｓｉｌ犌犉犘，转化大肠杆菌细胞，测序鉴定插入片段；再通过２９３Ｔ细胞转染和慢病毒包装，收

集浓缩病毒并感染肺腺癌Ａ５４９细胞株。流式细胞技术分选强阳性表达绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）的细胞克隆，荧光定

量ＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测狉狆犛６基因的ｍＲＮＡ和蛋白干扰效率。体外利用ＣＣＫ８试剂盒定点检测细胞的光密

度（ＯＤ）值，分析抑制ｒｐＳ６表达对肺腺癌Ａ５４９细胞株增殖能力的影响。结果　重组ｐＧＣｓｉｌｓｈ狉狆犛６犌犉犘 质粒经

测序鉴定示：插入序列与ｒｐＳ６干扰序列完全符合，证实ｐＧＣｓｉｌｓｈ狉狆犛６犌犉犘 质粒构建成功。ｓｈ狉狆犛６慢病毒稳定

感染Ａ５４９细胞株后，流式细胞技术分选ＧＦＰ强阳性表达的细胞克隆比率为８６．８０％。荧光定量ＰＣＲ与 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ检测示：ｓｈ狉狆犛６组的 ｍＲＮＡ和蛋白干扰效率分别为（７９．７２±６．８３）％、（８３．７７±１２．１３）％。体外增殖实验

示：与Ａ５４９细胞相比，ｓｈ狉狆犛６组在各时间点的ＯＤ值较对照组均下降（均犘＜０．０５）。结论　构建的ｓｈ狉狆犛６慢

病毒载体能稳定、有效地抑制肺腺癌Ａ５４９细胞株ｒｐＳ６的表达，并有效减慢Ａ５４９细胞株的增殖速度。
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【犃犫狊狋狉犪犮狋】　犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｔｈｅｓｈ狉狆犛６ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒｔａｒｇｅｔｉｎｇｒｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＳ６（ｒｐＳ６）ａｎｄ

ｅｘｐｌｏｒｅｉｔｓｅｆｆｅｃｔｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａＡ５４９ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．犕犲狋犺狅犱狊　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｔａｒｇｅｔｉｎｇｔｈｅ狉狆犛６

ｇｅｎｅｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄ．ＴｈｅｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｓｈＲＮＡｏｌｉｇｏｗａｓｌｉｇａｔｅｄｔｏｐＧＣｓｉｌ犌犉犘ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒａｎｄｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄ
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ｔｈｅｖｉｒａｌｐａｒｔｉｃｌｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｎｄｉｎｆｅｃｔｅｄＡ５４９ｃｅｌｌｓ．ＡｆｔｅｒｓｅｌｅｃｔｉｏｎｏｆＧＦＰｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓｂｙＦＡＣＳ，ｍＲＮＡａｎｄ
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ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｃｈａｎｇｅｓｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｌｉｎｅｓａｆｔｅｒｔｈｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｂｙｓｈ狉狆犛６ｗａｓｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄｂｙｕｓｉｎｇＣＣＫ８ｋｉｔ．

犚犲狊狌犾狋狊　ＴｈｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈａｔｐＧＣｓｉｌｓｈ狉狆犛６犌犉犘 ｖｅｃｔｏｒｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｄｅｖｅｌｏｐｅｄ．Ｓｔａｂｌｙ
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ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｈｒｐＳ６ ｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇｔｈａｔｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｐＳ６ｉｎｔｈｅｔａｒｇｅｔｅｄｃｅｌｌｓｒｅｄｕｃｅｄｂｙ（７９．７２±６．８３）％ａｎｄ（８３．７７±１２．１３）％，ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒ

ｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ．犐狀狏犻狋狉狅ｓｈｏｗｅｄｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗｉｔｈｓｈ狉狆犛６ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔ

ｏｆｃｏｎｔｒｏｌｓ（犘＜０．０５）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｔｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｓｈ狉狆犛６ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｒｐＳ６

ｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｌｉｎｅｓｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｌｏｗｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ犻狀狏犻狋狉狅．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　　ＲｉｂｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＳ６（ｒｐＳ６）　　ＳｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）　　Ｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ　　

Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

　　肺癌是全球范围内导致肿瘤相关死亡的首位恶

性肿瘤
［１］

。近年来，大量研究聚焦于各种癌基因的

异常激活及其相关信号传导通路，为肺癌的防治开

 国家自然科学基金（Ｎｏ．８１２４１０６８、Ｎｏ．８１３７２５０４）、中国博士

后科学基金（２０１３Ｍ５４２２８１）、四川省科技厅应用基础研究（Ｎｏ．

２０１３ＪＹ００１２）资助

△ 通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｗｅｉｍｉ００３＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ

辟了新途径。蛋白质合成是基因表达的根本，主要

在核 糖 体 内 完 成。核 糖 体 蛋 白 Ｓ６（ｒｉｂｏｓｏｍａｌ

ｐｒｏｔｅｉｎＳ６，ｒｐＳ６）是核糖体结构蛋白，有研究报道，

ｒｐＳ６参与正常细胞大小的调节，其磷酸化是细胞生

长与存活的关键环节
［２．３］

。在食管癌
［４］

、口腔癌
［５］

、

胰腺癌
［６］

等多种恶性肿瘤中检测到ｒｐＳ６的异常高

表达；而其在肺癌中的作用鲜见报道。
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由于 超 过 ８５％ 的 肺 癌 为 非 小 细 胞 肺 癌

（ＮＳＣＬＣ），且腺癌的发病率逐年升高，故本研究以

肺腺癌Ａ５４９细胞株为目的细胞株，利用ＲＮＡ干扰

（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）技术，合成针对ｒｐＳ６的

短发夹ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ，ｓｈＲＮＡ）序列，以

慢病毒为载体，将其转染到Ａ５４９细胞中，特异性抑

制ｒｐＳ６的表达；采用免疫荧光定量ＰＣＲ（Ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ）和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测ｒｐＳ６的抑制效率，并获

得稳定抑制的细胞克隆；再在体外采用ＣＣＫ８试剂

盒检测抑制ｒｐＳ６表达对 Ａ５４９细胞增殖速度的影

响。

１　材料与方法

１１　材料

质粒 ｐＧＣｓｉｌ犌犉犘（带绿色荧光）、辅助质粒

ｐＨｅｌｐｅｒ１．０、ｐＨｅｌｐｅｒ２．０及２９３Ｔ细胞、ＰＣＲ用试

剂ｐｒｉｍｅｒ（Ｒ＆Ｆ）均购自上海吉凯基因技术有限公

司；胎牛血清购自上海微科生化试剂有限公司；凯基

全蛋白抽提试剂盒购于南京凯基生物科技公司；

Ａ５４９细胞株、ＤＭＥＭ 细胞培养基、犃犵犲Ⅰ和犈犮狅Ｒ

Ⅰ、兔抗人Ｓ６抗体（１∶１０００，＃２２１７）、Ｐｈｏｔｏｔｏｐｅ

ＨＲＰ Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ二 抗 及 ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８

（ＣＣＫ８）分别为美国ＡＴＣＣ、ＧＩＢＣＯ、ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄ

Ｂｉｏｌａｂｓ、Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、ＮＥＢ、日 本

Ｄｏｊｉｎｄｏ产品。

１２　方法

１２１　靶向干扰狉狆犛６表达的 ｐＧＣｓｉｌｓｈ狉狆犛６

犌犉犘质粒的构建　在ＮＣＢＩ基因库中查找狉狆犛６的

基因 ｍＲＮＡ 序列（ＮＭ ＿００１０１０，８２９ｂｐ），根据

ＲＮＡｉ序列的设计原则，采用Ｂｅａｃｏｎｄｅｓｉｇｎｅｒ２软

件设计并合成特异性沉默狉狆犛６的双链寡核苷酸

（ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ，ｄｓｏｌｉｇｏ）。狉狆犛６

的ｓｈＲＮＡ 序列为 ＴＧＡＡＣＧＣＡＡＡＣＴＴＣＧＴＡＣ

Ｔ，同时设计阴性对照（ＮＣ）序列。经退火形成带粘

性末端的双链。犃犵犲Ⅰ和犈犮狅ＲⅠ酶切ｐＧＣｓｉｌ犌犉犘

载体，使其线性化并与ｄｓｏｌｉｇｏ连接，再转化大肠杆

菌细胞，提取阳性克隆，ＰＣＲ送Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司测

序鉴定插入序列片段。

ＰＣＲ上游引物：５′ＣＣＴＡＴＴＴＣＣＣＡＴＧＡＴＴＣ

ＣＴＴＣＡＴＡ３′；ＰＣＲ下游引物：５′ＧＴＡＡＴＡＣＧＧＴ

ＴＡＴＣＣＡＣＧＣＧ３′。ＰＣＲ电泳以ｄｄＨ２Ｏ作为对照

以排除外源性核酸污染所导致的假阳性。

１２２　 慢病毒的包装、收获与滴度测定 　 将

ｐＧＣｓｉｌｓｈ狉狆犛６犌犉犘 质 粒 和 辅 助 质 粒 ｐＨｅｌｐｅｒ

１．０、ｐＨｅｌｐｅｒ２．０按照Ｑｉａｇｅｎ试剂盒操作说明进行

高纯度无内毒素抽提。将２９３Ｔ细胞铺板并保证细

胞处于良好状态，加入Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂与

各质粒ＤＮＡ 混合液进行细胞转染。置于３７℃、

５％ＣＯ２ 孵箱孵育４８ｈ后收集２９３Ｔ细胞上清液，置

于４℃，４０００×犵离心１０ｍｉｎ获得浓缩病毒液。

设置８孔，将病毒原液按照１０倍比例梯度稀释，采

用“逐孔稀释法”测定病毒滴度。设病毒原液的病毒

滴度为ｘＴＵ／μＬ
，则第２至第８管病毒滴度为ｘ×

１０
－１

ＴＵ／μＬ～ｘ×１０
－７

ＴＵ／μＬ
。各管分别取１０μＬ

加入各孔２９３Ｔ细胞中，则第１孔至第８孔的病毒

总量为ｘ×１０ＴＵ～ｘ×１０
－６

ＴＵ，病毒原液量为

１０μＬ～１０
－６

μＬ
。观察细胞孔中可清晰计数的带荧

光的细胞数（每个带荧光的细胞均感染了１个病

毒），即为该孔中感染了细胞的病毒总量，根据公式

“病毒滴度（ＴＵ／μＬ
）＝带有荧光细胞数／病毒原液

量”计算病毒滴度
［７］

。

１２３　感染目的细胞 Ａ５４９细胞株及流式细胞技

术筛选　所有实验均分为３组：狊犺狉狆犛６Ａ５４９细胞

组（ｓｈ狉狆犛６组）、阴性对照病毒 Ａ５４９细胞组（ＮＣ

组）和未干预的Ａ５４９细胞组（Ａ５４９组）。通过前期

预实验确定Ａ５４９细胞株的感染最佳条件：感染复

数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）值＝４０，且同时

予完全培养基及５μｇ
／ｍＬｐｏｌｙｂｒｅｎｅ孵育细胞。按

５×１０
４
／孔将Ａ５４９细胞接种于６孔板，当细胞融合

度达到３０％左右时，相当于细胞数为１×１０
５
／孔，所

需病毒量为细胞数的４０倍，即４×１０
６

ＴＵ／孔；再结

合病 毒 滴 度 计 算 每 孔 需 加 入 的 病 毒 体 积 和

ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ进行病毒感染细胞实验。２４ｈ后以含

１０％胎牛血清的完全培养基为细胞换液，继续孵育，

并每２４ｈ于荧光显微镜下观察报告基因犌犉犘的表

达情况。当荧光率大于８０％时，提示感染达到理想

状态。加胰酶消化细胞并采用无菌流式细胞术筛选

强阳性表达绿色荧光蛋白的稳定感染ｓｈ狉狆犛６慢病

毒载体的Ａ５４９细胞，获得纯化细胞。再将纯化的

细胞接种至培养皿，加含有１０％胎牛血清的培养

基，置于５％ＣＯ２、３７℃孵箱继续培育，取部分纯化

细胞分为２份，分别提取ＲＮＡ和总蛋白。

１２４　荧光定量ＰＣＲ鉴定狉狆犛６ｍＲＮＡ的干扰效

率　按照ＲＮＡｓｅｆｒｅｅ操作提取３组细胞（ｓｈ狉狆犛６

组、ＮＣ组及Ａ５４９组）总ＲＮＡ，再根据Ｐｒｏｍｅｇａ公

司 ＭＭＬＶ 操作说明书进行 ＲＮＡ 逆转录获得

ｃＤＮＡ。以βａｃｔｉｎ
为内参，采用两步法荧光定量

ＰＣＲ测定 ｍＲＮＡ，２
－ΔΔＣｔ

计算 ｍＲＮＡ表达量，再根

４９２
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据公式“（对照组ｍＲＮＡ值－干扰组ｍＲＮＡ值）／对

照组ｍＲＮＡ值×１００％”计算ｓｈ狉狆犛６组ｍＲＮＡ干

扰效率。引物利用 Ｂｅａｃｏｎｄｅｓｉｇｎｅｒ２软件设计，

狉狆犛６上游引物：５′ＡＴＴＣＡＧＣＧＴＣＴＴＧＴＴＡＣＴＣ

ＣＡＣ３′，下游引物：５′ＣＣＴＴＡＧＣＣＴＣＣＴＴＣＡＴＴ

ＣＴＣＴＴＧ３′。

１２５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｒｐＳ６的蛋白干扰效率　

使用凯基全蛋白提取试剂盒，按照说明书步骤，分别

提取３组细胞的总蛋白，ＢＣＡ 法测定蛋白浓度。

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，转膜、封闭后滴加抗ｒｐＳ６一抗

（１∶１０００稀释）于膜上并４℃孵育过夜；洗涤后再

滴加二抗，孵育６０ｍｉｎ；显色液显色，Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ

软件检测蛋白条带，以目的蛋白与
βａｃｔｉｎ

内参的积

分光密度（ＩＯＤ）比值表示蛋白相对含量。ｓｈｒｐＳ６

组蛋白干扰效率计算公式为：（对照组ＩＯＤ值－干

扰组ＩＯＤ值）／对照组ＩＯＤ值×１００％。

１２６　ＣＣＫ８法检测体外细胞增殖能力　实验分

组：除上述３组细胞组外，同时设置培养基组（无细

胞），共４组。将生长状态良好的目的细胞用完全培

养基配制成细胞悬液，以２×１０
３
／孔接种至９６孔

板，每组３个复孔。各孔定容至１００μＬ
，孵箱培养

２４ｈ。向各孔加入１０μＬＣＣＫ８
溶液，注意避免产

生气泡，再置孵箱中孵育１～２ｈ。利用酶标仪分别

在加入ＣＣＫ８后２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ、９６ｈ、１２０ｈ及

１４４ｈ时间点测定细胞在４５０ｎｍ处的光密度（ＯＤ）

值，绘制细胞生长曲线，分析各组细胞的增殖能力。

１２７　统计学方法　计量数据用
珚
狓±狊表示。正态

分布且方差齐性，则多组间进行单因素方差分析

（ＡＮＯＶＡ），两两比较采用ＬＳＤ法；否则则作非参

数秩和检验。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２１　狆犌犆狊犻犾狊犺狉狆犛６犌犉犘
载体的构建及鉴定

ＰＣＲ电泳结果显示，连接的空载体片段大小为

３０６ｂｐ，ｓｈ狉狆犛６阳性克隆片段大小为３４３ｂｐ（已从

载体切去２４ｂｐ），提示阳性克隆片段已插入质粒中

（图１）。

　　图２显示阳性克隆菌群的测序结果。可见ｓｈ

狉狆犛６ 片 段 包 含 在 阳 性 克 隆 序 列 中，为：Ｃｃｇ

ｇａａＴＧＡＡＣＧＣＡＡＡＣＴＴＣＧＴＡＣＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡ

ＡＧＴＡＣＧＡＡＧＴＴＴＧＣＧＴＴＣＡｔｔＴＴＴＴＴｇ，完 全

符合之前设计的ｓｈＲＮＡ 片段序列，说明ｓｈ狉狆犛６

序列已成功克隆到慢病毒ｐＧＣｓｉｌｓｈ狉狆犛６犌犉犘 载

体中。

图１　狆犌犆狊犻犾狊犺狉狆犛６犌犉犘质粒的犘犆犚电泳结果

犉犻犵１　犘犆犚犲犾犲犮狋狉狅狆犺狅狉犲狊犻狊犳狅狉狆犌犆狊犻犾狊犺狉狆犛６犌犉犘 犘犆犚狆狅狊犻狋犻狏犲

犮犾狅狀犲狊

１：Ｃｏｎｔｒｏｌ（ｄｄＨ２Ｏ）；２：Ｎｅｇａｔｉｖｅｖｅｃｔｏｒｃｏｎｔｒｏｌ（ＮＣ）；３：

Ｍａｒｋｅｒ；４８：ｐＧＣｓｉｌｓｈ狉狆犛６犌犉犘

２２　慢病毒的包装、收获与滴度测定

由图３可见，病毒转染２９３Ｔ细胞４ｄ后，在第

８孔（图３Ｈ）中观察到３个带荧光的细胞，提示该

孔有３个病毒感染细胞，病毒总量为３，病毒滴度为

３×１０
６

ＴＵ／μＬ
，即３×１０

９

ＴＵ／ｍＬ。

２３　感染目的细胞犃５４９细胞株及流式细胞技术

分选阳性克隆

计算每孔细胞所需加入的病毒体积，为１．３μＬ

〔（４×１０
６

ＴＵ）／（３×１０
９

ＴＵ／ｍＬ）〕。加入病毒５ｄ

后，ｓｈ狉狆犛６和 ＮＣ 组８０％细胞出现绿色荧光，

Ａ５４９组未见荧光，所有细胞均状态良好（图４）。

　　流式细胞技术分选阳性表达ＧＦＰ蛋白的细胞，

分析 显 示 ＧＦＰ 强 阳 性 的 细 胞 占 细 胞 总 数 的

８６．８０％，说明所构建的慢病毒载体为靶细胞有较高

的感染效率。

２４　狉狆犛６犿犚犖犃
和蛋白干扰效率的检测结果

荧光定量ＰＣＲ示：Ａ５４９组（０．９４２±０．０３４）及

ＮＣ组（１．００２±０．０８０）细胞相比，差异无统计学意

义，ｓｈ狉狆犛６ 组 的 狉狆犛６ ｍＲＮＡ 水 平 （０．１９１±

０．００８）则较前二者降低（犘＜０．０５），提示ｓｈ狉狆犛６

干扰 Ａ５４９细胞株中狉狆犛６ ｍＲＮＡ 的表达。ｓｈ

狉狆犛６组的ｍＲＮＡ干扰效率为（７９．７２±６．８３）％。

　　如图５所示，ＮＣ组（０．７９０±０．１４５）和未干预

的Ａ５４９细胞（０．９８６±０．１２１）相比，差异无统计学

意义，ｓｈ狉狆犛６组ｒｐＳ６的蛋白表达（０．１６０±０．１１７）

则较前二者下降，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

说明ｒｐＳ６蛋白在 Ａ５４９细胞中获得稳定沉默。ｓｈ

狉狆犛６细胞组的蛋白干扰效率为（８３．７７±１２．１３）％。

２５　体外细胞增殖能力的影响

５９２
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图２　狆犌犆狊犻犾狊犺狉狆犛６犌犉犘质粒测序结果

犉犻犵２　犛犲狇狌犲狀犮犻狀犵狉犲狊狌犾狋狊犳狅狉狆犌犆狊犻犾狊犺狉狆犛６犌犉犘狆犾犪狊犿犻犱

图３　“逐孔稀释法”测定狊犺狉狆犛６慢病毒滴度。×１００

犉犻犵３　犇犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狋犺犲狋犻狋犲狉犳狅狉犾犲狀狋犻狏犻狉犪犾狊犺狉狆犛６狑犻狋犺狋犺犲犿犲狋犺狅犱狅犳犺狅犾犲犫狔犱犻犾狌狋犻狅狀犻狀犫狉犻犵犺狋犳犻犲犾犱狊犪狀犱犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狋犳犻犲犾犱狊．×１００

Ａ：Ｖｉｒｕｓｓｔｏｃｋ；ＢＨ：Ｖｉｒｕｓｓｏｌｕｔｉｏｎｓｗｉｔｈｓｅｑｕｅｎｔｉａｌ１０ｆｏｌｄｄｉｌｕｔｉｏｎｓｆｒｏｍｔｈｅｖｉｒｕｓｓｔｏｃｋ，ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈａｔｔｈｅｉｒｖｉｒｕｓｔｉｔｅｒｓｗｅｒｅ１０
－１，

１０
－２，１０

－３，１０
－４，１０

－５，１０
－６

ａｎｄ１０
－７

ｔｏｖｉｒｕｓｓｔｏｃｋｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图４　各组犃５４９细胞株感染病毒５犱的荧光表达。×１００

犉犻犵４　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犃５４９犮犲犾犾狊犻狀犳犲犮狋犲犱狑犻狋犺狋犺犲犾犲狀狋犻狏犻狉犪犾狊犺狉狆犛６犪狋

５犱犻狀犫狉犻犵犺狋犳犻犲犾犱狊犪狀犱犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狋犳犻犲犾犱狊．×１００

Ａ：ｓｈ狉狆犛６ｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＮＣｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ａ５４９ｇｒｏｕｐ

　　以时间点为横坐标、ＯＤ值为纵坐标绘制细胞

生长曲线，见图６。结果显示：ＮＣ组与 Ａ５４９细胞

组ＯＤ值差异无统计学意义（犘＞０．０５），即慢病毒

载体对细胞增殖能力无影响；ｓｈ狉狆犛６组的细胞ＯＤ

图５　各组细胞狉狆犛６的蛋白表达水平

犉犻犵５　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳狉狆犛６狆狉狅狋犲犻狀犻狀犪犾犾犵狉狅狌狆狊

１：ＮＣｇｒｏｕｐ；２：ｓｈ狉犺犛６ｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ａ５４９ｇｒｏｕｐ

图６　各组细胞在不同时间点的犗犇值

犉犻犵６　犗犇狏犪犾狌犲狊狅犳狋犺犲犮犲犾犾狊犻狀犲犪犮犺犵狉狅狌狆犪狋犲犪犮犺狆狅犻狀狋

犘＜０．０５，ｖｓ．ＮＣｇｒｏｕｐａｎｄＡ５４９ｇｒｏｕｐ

值较对照组下降（犘＜０．０５），干扰狉狆犛６的基因表达

显著抑制细胞的增殖速度。

６９２
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３　讨论

ＲＮＡｉ的基本原理是利用小干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌ

ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）致目的基因降解，从而

使靶基因沉默
［８］

。ＲＮＡｉ具有高效性、高特异性、高

稳定性、可遗传性等特点，对靶基因的干扰效率主要

由载体系统和细胞感染效率决定
［７，８］

。常用的载体

系统分为病毒载体和非病毒载体两大类。前者主要

包括腺病毒、慢病毒，后者则指脂质体、质粒等
［７，８］

。

以非病毒载体为媒介的ＲＮＡｉ对不同靶细胞的感染

效率有明显差异，但普遍存在感染率低的缺陷。病

毒载体的最大优点是对目的细胞的感染效率高、对

靶基因的干扰效率稳定。常用的病毒载体包括腺病

毒和慢病毒。腺病毒载体感染起效快、效率高。但

因腺病毒载体无法将外源基因整合到目的细胞的基

因组中，故其介导的基因沉默时间短；同时，腺病毒

的基因组较大，在转移外源性基因的同时，也会表达

大量的病毒自身蛋白，激活宿主免疫系统，从而杀灭

感染细胞，使干扰持续时间进一步降低
［７，８］

。慢病

毒载体转移的基因片段容量大，且免疫原性低，病毒

遗传物质能与宿主基因整合，并随细胞分裂而传递，

使靶片段在细胞多次分裂后的仍能稳定表达，从而

实现目的基因的长效、稳定干扰，适用于体内、体外

研究，目前已有大量相关报道
［７ １０］

。此外，提高

ＲＮＡｉ效率的另一种办法是设计ｓｈＲＮＡ。ｓｈＲＮＡ

包含２个短的反向重复序列，中间由一茎环（ｌｏｏｐ）

序列分隔的，组成发夹结构，且以５～６个连续Ｔ作

为ＲＮＡ聚合酶Ⅲ的转录终止子。将ｓｉＲＮＡ序列

以“短发夹”的形式克隆进质粒载体中，当进入细胞

后，该发夹序列被表达出来，形成一个“双链ＲＮＡ”，

并被ＲＮＡｉ通道处理，使靶基因沉默。且与ｓｉＲＮＡ

相比，ｓｈＲＮＡ的作用更稳定、高效
［７，１１］

。

本研究选择慢病毒为 ＲＮＡｉ载体，构建针对

ｒｐＳ６表达的ｓｈＲＮＡ，感染 Ａ５４９细胞５ｄ后，细胞

感染率即达８０％，且ｒｐＳ６的ｍＲＮＡ和蛋白的抑制

率 亦 达 ８０％ 左 右，与 刘 丹
［７］

、Ｚａｖａｒｅｈ
［１２］

及

Ｄｅｈａｒｖｅｎｇｔ等
［１３］

所报道的结果基本一致，显示出较

高的干扰效率，为后续分析、比较细胞生物学行为的

研究奠定了坚实基础。

ｒｐＳ６是核糖体４０Ｓ小亚基的结构蛋白，在

Ｓｅｒ２３５／Ｓｅｒ２３６位点磷酸化后活化，形成 ｐｒｐＳ６

（ｐｈｏｓｐｈｏｒｐＳ６），后者与含有５′末端寡嘧啶段（５′

ｔｅｒｍｉｎａｌｏｌｉｇｏｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅｔｒａｃｔ，５′ＴＯＰ）结 构 的

ｍＲＮＡ（犜犗犘ｍＲＮＡ）结合，影响犜犗犘ｍＲＮＡ与核

糖体的亲和力，从而调节 ｍＲＮＡ翻译的起始，影响

多种基因表达，调控细胞生长、增殖等活性
［１４］

。

Ａｋａｒ等
［１５］

发现干扰乳腺癌细胞株ｒｐＳ６上游激酶

ｐ７０Ｓ６Ｋ的表达后ｒｐＳ６的水平明显下降，细胞在体

外的增殖速度下降５０％。将细胞注入裸鼠体内，肿

瘤增殖降低。该实验显示ｒｐＳ６有促乳腺癌细胞增

殖的作用。Ｂｕｃｋ等
［１６］

下调胰腺癌细胞株中ｐｒｐＳ６

的水平，也发现细胞增殖速度显著减慢。本研究对

肺腺癌Ａ５４９细胞株的研究结果与Ａｋａｒ和Ｂｕｃｋ的

研究结果一致，均提示ｒｐＳ６有促进肿瘤细胞增殖的

作用。

综上，本研究成功构建了可特异性抑制ｒｐＳ６表

达的ｓｈ狉狆犛６慢病毒载体；进一步体外实验发现：干

扰狉狆犛６基因能显著抑制Ａ５４９细胞株的增殖能力。

我们设想：在动物和人体内，可否通过沉默ｒｐＳ６的

表达而抑制肺癌细胞的增殖速度，从而实现减小荷

瘤体积、减缓疾病进展之目标？ｒｐＳ６或许可以成为

ＮＳＣＬＣ治疗的潜在靶点。当然，这之中尚有诸多问

题需要深入分析和探讨。
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ＨｂＡ１ｃ的不足，但ＧＡ更容易受到应激状态后的高

血糖的影响，此时ＧＡ和ＨｂＡ１ｃ联合测定有助于判

断高血糖的持续时间，可作为既往是否患有糖尿病

的辅助检测方法，从而作出客观准确的评估。

总之，ＧＡ可作为单一方法诊断ＤＭ，其最佳切

点值为１６．６％，敏感性和特异性分别为７１．８％和

８７．４％，诊断价值中等。ＧＡ可能不适合用于单独

诊断ＩＧＲ。
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