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　　［摘要］　目的　构建Ｓｍａｄ泛素调节因子１（Ｓｍｕｒｆ１）基因的ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）慢病毒表达载体，观察其转染骨肉瘤

Ｕ２０Ｓ细胞后对Ｓｍｕｒｆ１基因表达的抑制作用，为后续研究奠定基础。方法　构建Ｓｍｕｒｆ１基因过表达质粒，同时针对Ｓｍｕｒｆ１
基因序列设计合成４条ＲＮＡｉ片段并构建ＲＮＡｉ慢病毒载体。过表达质粒和ＲＮＡｉ质粒共转染２９３Ｔ细胞后应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印

迹法进行外源筛靶，筛靶出成功的干扰质粒ＰＳＣ２９３９。用慢病毒包装ＰＳＣ２９３９后感染 Ｕ２０Ｓ细胞，进行内源验证，荧光定量

ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测Ｕ２０Ｓ细胞中Ｓｍｕｒｆ１ｍＲＮＡ及蛋白的表达。结果　经ＰＣＲ及测序证实，Ｓｍｕｒｆ１基因过表达载体
及４种干扰载体均成功构建；Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹外源筛靶显示，ＰＳＣ２９３９干扰载体能有效敲减目的基因的表达；慢病毒包装后的

ＰＳＣ２９３９干扰载体能有效抑制Ｕ２０Ｓ细胞中Ｓｍｕｒｆ１蛋白的表达，对Ｓｍｕｒｆ１ｍＲＮＡ的抑制率达到６０％以上。结论　成功构
建可供感染的Ｓｍｕｒｆ１基因ＲＮＡｉ慢病毒载体，为进一步研究Ｓｍｕｒｆ１基因在骨肉瘤细胞中的作用提供了有效的实验工具。
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　　Ｓｍｕｒｆ１，即Ｓｍａｄ泛素调节因子１（Ｓｍａｄｕｂｉｑｕｉｔｉｎｒｅｇｕｌａｔｏ

ｒｙｆａｃｔｏｒ１），在骨形态发生蛋白诱导骨生成中起着重要作

用［１］。近年来，有研究发现Ｓｍｕｒｆ１对于调节肿瘤细胞的可塑

性与运动性方面也有重要作用［２］，同时，基于阵列的比较基因

组杂交分析显示Ｓｍｕｒｆ１很可能是一种肿瘤相关基因［３］。

ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）技术作为基因功能研究

的一种重要手段，能特异性地下调细胞内目的基因的表达，已

被广泛应用于内源性基因功能和信号转导途径等的研究［４］。

慢病毒属载体具有在细胞中稳定转染的特性，这使得ＲＮＡｉ
慢病毒载体能够持续敲减目的基因，继而实现长期沉默细胞

内基因表达的效应［５］。因此，本研究构建人Ｓｍｕｒｆ１基因靶向

ＲＮＡｉ慢病毒载体，并转染骨肉瘤 Ｕ２０Ｓ细胞，观察其对

Ｓｍｕｒｆ１基因表达的影响，为后期研究Ｓｍｕｒｆ１基因在肿瘤细胞

中的作用机制及可能的基因治疗手段提供前期实验基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　人骨肉瘤 Ｕ２０Ｓ细胞株购于中国科

学院上海细胞库，大肠杆菌菌株 ＤＨ５α、ｐＧＣＬＧＦＰ 载体、

ｐＦＵＧＷＲＮＡｉ载体、ｐＥＧＦＰＮ１３ＦＬＡＧ载体、ｐＧＣＬＶ重组

载体、ｐＨｅｌｐｅｒ１．０载体、ｐＨｅｌｐｅｒ２．０载体购自上海吉凯基因

技术有限公司，ＨｐａⅠ、ＸｈｏⅠ（ＮＥＢ），ＥＣＬＰＬＵＳ／Ｋｉｔ（Ａｍｅｒ
ｓｈａｍ），ＢＣＡＰｒｏｔｅｉｎＡｓｓａｙＫｉｔ（ＨｙＣｌｏｎｅＰｉｅｒｃｅ），转染试剂Ｌｉ

ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００、ＴＲＩｚｏｌ、ＯｐｔｉＭＥＭ （Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），ＭＭＬＶ反

转录酶（Ｐｒｏｍｅｇａ），ＲａｂｂｉｔａｎｔｉＳＭＵＲＦ１（Ａｂｃａｍ），Ｍｏｕｓｅａｎｔｉ

ＧＡＰＤＨ、ＧｏａｔａｎｔｉＲａｂｂｉｔＩｇＧ、ＧｏａｔａｎｔｉＭｏｕｓｅＩｇＧ（Ｓａｎｔａ

Ｃｒｕｚ），ｏｌｉｇｏｄＴ［生工生物工程（上海）有限公司］，ｄｓＤＮＡｏｌｉｇｏ

由上海吉凯基因技术有限公司合成。

１．２　Ｓｍｕｒｆ１基因过表达载体构建　在ｃＤＮＡ文库中，利用

ＰＣＲ方法钓取Ｓｍｕｒｆ１基因，将Ｓｍｕｒｆ１基因与ｐＥＧＦＰＮ１

３ＦＬＡＧ载体分别进行酶切。酶切产物电泳回收后进行定向

连接，转化细菌感受态细胞。对长出的克隆先进行菌落ＰＣＲ
鉴定，再对ＰＣＲ鉴定阳性的克隆进行测序分析，正确的克隆

即为构建成功的目的质粒，测序委托上海吉凯基因技术有限

公司完成。

１．３　Ｓｍｕｒｆ１基因ＲＮＡ干扰慢病毒载体制备　根据Ｓｍｕｒｆ１
基因（ＮＭ＿０２０４２９）信息，按照ＲＮＡ干扰序列设计原则，设

计４条ＲＮＡ干扰靶点序列（５′３′），ＰＳＣ１：ＧＡＧＡＴＡＣＧＡ

ＡＡＧＡＧＡ ＴＣＴ Ａ（ＧＣ％＝３６．８４％）；ＰＳＣ２：ＧＧＴ ＴＡＣ

ＡＣＣＡＣＡ ＴＣＡ ＴＧＡ Ａ（ＧＣ％ ＝４２．１０％）；ＰＳＣ３：ＣＴＣ

ＡＡＣＣＧＡＣＡＣＴＧＴＧＡＡ Ａ（ＧＣ％＝４７．３６％）；ＰＳＣ４：

ＣＣＴＧＡＴＡＧＡＣＧＣＧＡＡＣＡＣＡ（ＧＣ％＝５２．６３％）。据

上述４条序列设计４对互补的单链ＤＮＡ（表１），两端为限制

性内切酶ＨｐａⅠ和ＸｈｏⅠ酶切位点的黏性末端，引物退火形成带
黏性末端的双链。ＨｐａⅠ和ＸｈｏⅠ双酶切ｐＦＵＧＷＲＮＡｉ质粒
使其线性化。将双链ＤＮＡ和酶切回收的载体ＤＮＡ连接，将

连接好的产物转入制备好的大肠杆菌感受态细胞，对长出的

克隆先进行ＰＣＲ鉴定，再进行测序，鉴定阳性的克隆即为构

建成功的Ｓｍｕｒｆ１基因ＲＮＡ干扰慢病毒载体。

１．４　外源筛靶　将构建好的Ｓｍｕｒｆ１基因表达质粒和针对

Ｓｍｕｒｆ１基因不同干扰靶点的 ＲＮＡｉ病毒载体质粒，共转染

２９３Ｔ细胞。实验分成以下几组，ＮＣ１组：共转染过表达质粒

和空载质粒细胞组；ＮＣ２组：共转染过表达质粒和阴性对照
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病毒载体质粒细胞组；ＣＯＮ组：不转染任何质粒的２９３Ｔ细

胞组；ＫＤ组：共转染过表达质粒和ＲＮＡｉ靶点病毒载体质粒

细胞组，其中ＫＤ１、２、３、４为含有针对目的基因的不同干扰靶

点序列的ＲＮＡｉ病毒载体质粒序号。转染２４ｈ荧光显微镜下

观测转染效果，转染３６ｈ收集细胞抽提蛋白，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印

迹法检测目的蛋白的表达情况，判断不同靶点的干扰效果。

表１　病毒载体构建框架

Ｎｏ． ５′ Ｓｔｅｍｐ Ｌｏｏｐ Ｓｔｅｍｐ ３′

ＰＳＣ２９３９１ Ｔ ＣＡＧＡＧＡＴＡＣＧＡＡＡＧＡＧＡＴＣＴＡ ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ ＴＡＧＡＴＣＴＣＴＴＴＣＧＴＡＴＣＴＣＴＧ ＴＴＴＴＴＴＣ
ＰＳＣ２９３９２ ＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＡ ＣＡＧＡＧＡＴＡＣＧＡＡＡＧＡＧＡＴＣＴＡ ＴＣＴＣＴＴＧＡＡ ＴＡＧＡＴＣＴＣＴＴＴＣＧＴＡＴＣＴＣＴＧ Ａ
ＰＳＣ２９４０１ Ｔ ＡＡＧＧＴＴＡＣＡＣＣＡＣＡＴＣＡＴＧＡＡ ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ ＴＴＣＡＴＧＡＴＧＴＧＧＴＧＴＡＡＣＣＴＴ ＴＴＴＴＴＴＣ
ＰＳＣ２９４０２ ＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＡ ＡＡＧＧＴＴＡＣＡＣＣＡＣＡＴＣＡＴＧＡＡ ＴＣＴＣＴＴＧＡＡ ＴＴＣＡＴＧＡＴＧＴＧＧＴＧＴＡＡＣＣＴＴ Ａ
ＰＳＣ２９４１１ Ｔ ＣＡＣＴＣＡＡＣＣＧＡＣＡＣＴＧＴＧＡＡＡ ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ ＴＴＴＣＡＣＡＧＴＧＴＣＧＧＴＴＧＡＧＴＧ ＴＴＴＴＴＴＣ
ＰＳＣ２９４１２ ＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＡ ＣＡＣＴＣＡＡＣＣＧＡＣＡＣＴＧＴＧＡＡＡ ＴＣＴＣＴＴＧＡＡ ＴＴＴＣＡＣＡＧＴＧＴＣＧＧＴＴＧＡＧＴＧ Ａ
ＰＳＣ２９４２１ Ｔ ＣＡＣＣＴＧＡＴＡＧＡＣＧＣＧＡＡＣＡＣＡ ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ ＴＧＴＧＴＴＣＧＣＧＴＣＴＡＴＣＡＧＧＴＧ ＴＴＴＴＴＴＣ
ＰＳＣ２９４２２ ＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＡ ＣＡＣＣＴＧＡＴＡＧＡＣＧＣＧＡＡＣＡＣＡ ＴＣＴＣＴＴＧＡＡ ＴＧＴＧＴＴＣＧＣＧＴＣＴＡＴＣＡＧＧＴＧ Ａ

１．５　慢病毒包装与内源验证　将编码慢病毒颗粒的ｐＧＣ

ＬＶＳｍｕｒｆ１重组载体及其 ２ 种辅助包装元件载体质粒

（ｐＨｅｌｐｅｒ１．０、ｐＨｅｌｐｅｒ２．０）共３种质粒载体分别进行高纯度

无内毒素抽提，共转染２９３Ｔ细胞，转染后８ｈ更换为完全培

养液，培养４８ｈ后，收集富含慢病毒颗粒的细胞上清液，对其

浓缩后得到高滴度的慢病毒浓缩液，在２９３Ｔ细胞中使用逐

孔稀释滴度测定法测定并标定病毒滴度。培养生长状态良

好的Ｕ２０Ｓ细胞，病毒感染前１ｄ将Ｕ２０Ｓ细胞分入６孔板培

养，感染当天按实验设计的组别加入慢病毒颗粒进行目的细

胞的感染实验。实验分成３个组别，ＣＯＮ组：正常目的细胞、

未感染任何病毒的细胞组；ＮＣ组：正常目的细胞＋阴性对照

病毒感染的细胞组；ＫＤ组：正常目的细胞＋ＲＮＡｉ靶点病毒

感染的细胞组。感染３ｄ后荧光显微镜下观察 ＧＦＰ表达情

况，计算荧光率。待细胞长满培养板收集细胞检测。收集生

长状态良好的目的细胞，提取ＲＮＡ，并反转录成ｃＤＮＡ，采用

ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测目的基因的表达情况。收集生长状态

良好的目的细胞，提取蛋白，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测目的

基因蛋白的表达情况。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，

两组间比较使用ｔ检验，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　Ｓｍｕｒｆ１基因过表达载体及 ＲＮＡｉ慢病毒载体的构

建　电泳鉴定ＰＣＲ产物，阳性转化子得到４０２ｂｐ的条带（图

１），阳性克隆测序结果分析，与目标序列完全一致。退火得

到的ｖＲＮＡｉ双链ＤＮＡ与载体连接后，阳性克隆片段为３４３

ｂｐ，为载体构建成功的阳性菌落（图２）；挑选阳性克隆测序，４
种序列慢病毒质粒载体测序结果证明重组慢病毒质粒载体

的插入序列与设计序列一致，提示慢病毒质粒构建成功。

２．２　ＲＮＡｉ有效靶点的筛选　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测Ｓｍｕｒｆ１
蛋白的表达水平，从两次实验的结果可以看到，ＫＤ１即

ＰＳＣ２９３９靶点对Ｓｍｕｒｆ１基因有明显敲减作用，敲减效应在

两个质粒浓度下保持一致。当干扰质粒量从０．２５μｇ增加到

０．５μｇ时，Ｓｍｕｒｆ１的表达量普遍下降，可以是由于转染干扰

质粒总量增加而过表达质粒的比例相对减少导致的。结果

提示ＫＤ１为筛选出的有效靶点（图３）。

图１　ＰＣＲ阳性克隆鉴定图

１：阴性对照（ｄｄＨ２Ｏ）；２：阴性对照（Ｖｅｃｔ）；３：阳性对照（ＧＡＰ

ＤＨ）；４：Ｍａｒｋｅｒ；５～９：Ｓｍｕｒｆ１阳性转化子

图２　４种Ｓｍｕｒｆ１基因干扰质粒的ＰＣＲ鉴定图

Ａ：ＰＳＣ１；Ｂ：ＰＳＣ２；Ｃ：ＰＳＣ３；Ｄ：ＰＳＣ４．１：阴性对照（ｄｄＨ２Ｏ）；

２：阴性对照（Ｖｅｃｔ）；３：Ｍａｒｋｅｒ（５ｋｂ，３ｋｂ，２ｋｂ，１．５ｋｂ，１ｋｂ，７５０

ｂｐ，５００ｂｐ，２５０ｂｐ，１００ｂｐ）；４～８：Ｓｍｕｒｆ１基因干扰质粒

２．３　慢病毒包装与内源验证　慢病毒包装后４８ｈ后的

２９３Ｔ细胞生长状态好，荧光显微镜下显示绿色荧光强度高，

表明慢病毒包装成功。浓缩后得到慢病毒浓缩液，滴度测定

为４×１０９ＴＵ／ｍｌ，符合后续实验的要求。成功包装后的慢病

毒载体，其干扰目的细胞Ｕ２０Ｓ细胞的感染效率达到８０％以
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上（图４）。ＫＤ对Ｓｍｕｒｆ１基因在 ｍＲＮＡ和蛋白质水平上都

有显著的敲减效果，相对ＮＣ，ＫＤ对Ｓｍｕｒｆ１基因抑制率达到

６０％以上（Ｐ＜０．０１，图５）。

图３　有效靶点的筛选

１：ＣＯＮ；２：ＮＣ１；３：ＮＣ２；４～７：ＫＤ１，２，３，４

图４　Ｓｍｕｒｆ１ＲＮＡｉ转染Ｕ２０Ｓ细胞７２ｈ后

荧光显微镜下观察各组ＧＦＰ表达情况

Ａ：ＣＯＮ；Ｂ：ＫＤ；Ｃ：ＮＣ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图５　内源验证结果

Ａ：Ｓｍｕｒｆ１ｍＲＮＡ定量ＰＣＲ结果．Ｐ＜０．０１与ＮＣ组相比，ｎ＝３，

珔ｘ±ｓ；Ｂ：Ｓｍｕｒｆ１蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果．１，４：ＣＯＮ组；２，５：ＮＣ组；

３，６：ＫＤ组

３　讨　论

　　ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）是由内源性或外源

性双链ＲＮＡ引发的转录后基因沉默，产生相应的功能表型

缺失的现象，该技术已成为研究特定基因功能的最有效工

具。慢病毒属于反转录病毒科，慢病毒载体是以人类免疫缺

陷型病毒（ＨＩＶ）为基础发展起来的基因治疗载体，是目前基

因治疗中常见的目的基因转移工具。该载体对分裂细胞和

非分裂细胞均具有感染的能力，并且有在体内表达时间长、

免疫反应小、安全性较高等优点。本研究所使用的慢病毒具

有“自杀性”，即病毒感染目的细胞后无法再感染其他细胞，

也不会利用宿主细胞产生新的病毒颗粒。从荧光观察结果

可见，本实验Ｕ２０Ｓ细胞干扰后未出现明显异常，生长状态良

好，且感染效率达到８０％以上，ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎ印

迹检测证实，构建的慢病毒载体对 Ｕ２０Ｓ细胞中Ｓｍｕｒｆ１基

因有显著的敲减效果。这说明本实验构建的慢病毒载体可

以满足后续实验的进一步研究。

　　Ｓｍｕｒｆ１属于Ｅ３泛素连接酶家族一员，主要功能为特异

性识别靶蛋白底物。泛素的作用是标记需要被降解的蛋白

质，继而能够使这些被标记的蛋白在蛋白酶体中被降解。

Ｓｍｕｒｆ１含有１个 ＨＥＣＴ结构域，在该结构域的羧基端有１
个高度保守的半胱氨酸残基，该半胱氨酸与泛素之间可形成

硫脂键，一旦将这个高度保守的半胱氨酸残基突变为丙氨酸

或甘氨酸后，Ｓｍｕｒｆ１便完全丧失其泛素化和降解特定蛋白质

的活性［６］。目前关于Ｓｍｕｒｆ１研究报道较多的主要是其通过

与Ｓｍａｄ１和Ｓｍａｄ５作用，从而引发这些Ｓｍａｄ蛋白及其相互

作用蛋白质的泛素化和降解［７］。

　　近年来，有研究指出，Ｓｍｕｒｆ１基因的功能可能有所拓展，

主要表现为控制细胞运动时的极化、延伸及迁移活动［８］。研

究发现Ｓｍｕｒｆ１主要是通过降解ＲｈｏＡ来实现细胞的上述变

化［２］。肿瘤细胞的转移是引起癌症患者治疗失败和死亡的

首要原因，是一个涉及多基因参与的复杂过程。目前关于

Ｓｍｕｒｆ１基因与肿瘤转移方面的认识还处于初步阶段。有研

究［３，９］通过比较基因组学分析得出Ｓｍｕｒｆ１基因可能为胰腺

癌发生的新候选基因。Ｆｕｋｕｎａｇａ等［１０］发现Ｓｍｕｒｆ２可通过

诱导Ｓｍｕｒｆ１的降解来阻止乳腺癌的迁移。因此，可以说

Ｓｍｕｒｆ１与肿瘤转移关系密切，然而Ｓｍｕｒｆ１介导肿瘤细胞迁

移和侵袭的机制及其参与的信号通路并不清楚。因此，本研

究运用ＲＮＡ干扰技术，成功构建了特异性干扰Ｓｍｕｒｆ１基因

的慢病毒载体，并在ｍＲＮＡ和蛋白水平得到了验证，这为进

一步研究Ｓｍｕｒｆ１基因在肿瘤转移发生发展中的作用机制提

供了有效的实验工具。
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