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　　［摘要］　目的　构建表达小鼠动力蛋白激活蛋白１（ｄｙｎａｃｔｉｎ１）特异性ｓｈＲＮＡ的慢病毒载体，并检测其对小鼠足细胞

ｄｙｎａｃｔｉｎ１的敲低效果。方法　针对小鼠ｄｙｎａｃｔｉｎ１ｍＲＮＡ序列，设计合成３种ｓｈＲＮＡ，克隆到入门质粒ｐＥＮＴＲ／ｐＴＥＲ中，
再利用ＬＲ反应重组到ｐＬｅｎｔｉＸ２Ｐｕｒｏ慢病毒目的质粒，经过酶切测序鉴定后，将慢病毒质粒和包装质粒共转染２９３ＦＴ细胞，

包装得到病毒颗粒。各组ｓｈＲＮＡ病毒载体转染小鼠足细胞后，用嘌呤霉素抗性筛选细胞，利用蛋白质印迹法检测各组细胞中

ｄｙｎａｃｔｉｎ１蛋白的表达水平。结果　构建的各组ｓｈＲＮＡ入门质粒和慢病毒载体经酶切及测序鉴定正确；慢病毒载体与慢病
毒包装质粒共转染２９３ＦＴ细胞，制备病毒颗粒，转染小鼠足细胞，经嘌呤霉素筛选获得稳定表达ｓｈＲＮＡ的足细胞系；蛋白质

印迹检测结果表明转染ｄｙｎａｃｔｉｎ１ｓｈＲＮＡ组的ｄｙｎａｃｔｉｎ１蛋白表达降低。结论　构建的小鼠ｄｙｎａｃｔｉｎ１ｓｈＲＮＡ慢病毒载
体能有效降低小鼠足细胞中ｄｙｎａｃｔｉｎ１蛋白表达，为进一步研究ｄｙｎａｃｔｉｎ１在足细胞中的功能奠定了基础。
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　　动力蛋白激活蛋白（ｄｙｎａｃｔｉｎ）是一种重要的微

管相关的马达蛋白，它是由５个大小不同的亚单位

构成的复合体，通过激活动力蛋白（ｄｙｎｅｉｎ）而参与

细胞核迁移、有丝分裂纺锤体定位、细胞骨架再组装

以及细胞内物质输送等重要的细胞生命活动。ｄｙｎ

ａｃｔｉｎ１（又名ｐ１５０Ｇｌｕｅｄ）是动力蛋白激活蛋白的重要

亚单位，相对分子质量为１５００００［１］。我们前期研究

证实糖尿病肾病中足细胞ｄｙｎａｃｔｉｎ１表达显著下降

（待发表），提示足细胞ｄｙｎａｃｔｉｎ１功能紊乱与糖尿

病肾病发病有关。为进一步研究ｄｙｎａｃｔｉｎ１在糖尿

病肾病足细胞损伤中的细胞分子机制，本研究拟构

建小鼠ｄｙｎａｃｔｉｎ１特异性ｓｈＲＮＡ慢病毒载体，转染

小鼠足细胞，通过 ＲＮＡ 干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，

ＲＮＡｉ）技术［２］降低小鼠足细胞中ｄｙｎａｃｔｉｎ１蛋白的

表达，为研究ｄｙｎａｃｔｉｎ１在足细胞中的功能奠定实

验基础。

１　材料和方法

１．１　实验材料　ｐＥＮＴＲ／ｐＴＥＲ（＃１７４５３）和

ｐＬｅｎｔｉＸ２ＰｕｒｏＤＥＳＴ（＃１７２９６）购自 Ａｄｄｇｅｎｅ公

司；慢病毒包装质粒（ｐＰＬ１，ｐＰＬ２，ｐＬＰ／ＶＳＶＧ）和

ｐＬｅｎｔｉＸ２／ｃｏｎｔｒｏｌｓｈＲＮＡ质粒由日本名古屋大学

医学部黄哲博士提供；感受态大肠杆菌ＮＥＢ５ａｌｐｈａ
购自ＮＥＢ公司；ＯｎｅＳｈｏｔＳｔｂｌ３购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司；限制性内切酶购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ（Ｔｈｅｒｍｏ）公司；

ＱｕｉｃｋＬｉｇａｔｉｏｎＫｉｔ购自 ＮＥＢ公司；ＬＲＣｌｏｎａｓｅ购

自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＷｉｚａｒｄＳＶＧｅｌａｎｄＰＣＲＣｌｅａｎ

ＵｐＳｙｓｔｅｍ购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；条件性永生化的小

鼠足细胞系由复旦大学附属华山医院肾内科郝传明

教授馈赠；ｓｈＲＮＡｏｌｉｇｏ由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成；转

染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；

ＭｏｕｓｅＡｎｔｉｐ１５０［Ｇｌｕｅｄ］购自ＢＤ公司。

１．２　ｓｈＲＮＡ的设计　通过小鼠ｄｙｎａｃｔｉｎ１（ＮＣＢＩ

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ：ＮＭ＿００７８３５）的敲低（ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ）实

验，筛选出３条有效的小鼠ｄｙｎａｃｔｉｎ１ｓｉＲＮＡ靶序

列，将靶序列两端加上内切酶位点（ＢｇｌⅡ和 Ｈｉｎｄ

Ⅲ），中间加上ｌｏｏｐ序列，合成ｓｈＲＮＡ正负链寡核

苷酸（表１）。

表１　Ｄｙｎａｃｔｉｎ１ｓｈＲＮＡ寡核苷酸序列

Ｔａｂ１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｄｙｎａｃｔｉｎ１ｓｈＲＮＡｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ

Ｎａｍｅ Ｔａｒｇｅｔ Ｏｌｉｇｏ ５′Ａｄａｐｔｅｒ Ｓｅｎｓｅｓｔｒａｎｄ Ｌｏｏｐ Ａｎｔｉｓｅｎｓｅｓｔｒａｎｄ ３′Ａｄａｐｔｅｒ

ｓｈＲＮＡ１ ５１１５２９ｂｐ Ｓｅｎｓｅ ｇａｔｃｃｃ ｇｇａａｇｔａｔｔｔｃａｃａｔｇｔｇａ ｇｔｇｔｇｃｔｇｔｃｃ ｔｃａｃａｔｇｔｇａａａｔａｃｔｔｃｃ ｔｔｔｔｔｇｇａａａ

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ａｇｃｔｔｔｔｃｃａａａａａ ｇｇａａｇｔａｔｔｔｃａｃａｔｇｔｇａ ｇｇａｃａｇｃａｃａｃ ｔｃａｃａｔｇｔｇａａａｔａｃｔｔｃｃ ｇｇ

ｓｈＲＮＡ２ ２３１７２３３５ｂｐ Ｓｅｎｓｅ ｇａｔｃｃｃ ｇｔｇｔｇｇａｃｇｔｇｔａｔａａｇａａ ｇｔｇｔｇｃｔｇｔｃｃ ｔｔｃｔｔａｔａｃａｃｇｔｃｃａｃａｃ ｔｔｔｔｔｇｇａａａ

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ａｇｃｔｔｔｔｃｃａａａａａ ｇｔｇｔｇｇａｃｇｔｇｔａｔａａｇａａ ｇｇａｃａｇｃａｃａｃ ｔｔｃｔｔａｔａｃａｃｇｔｃｃａｃａｃ ｇｇ

ｓｈＲＮＡ３ ４００８４０２６ｂｐ Ｓｅｎｓｅ ｇａｔｃｃｃ ｃａａｇａｔｇａｃａｃａｇｔｃｔａｃａ ｇｔｇｔｇｃｔｇｔｃｃ ｔｇｔａｇａｃｔｇｔｇｔｃａｔｃｔｔｇ ｔｔｔｔｔｇｇａａａ

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ａｇｃｔｔｔｔｃｃａａａａａ ｃａａｇａｔｇａｃａｃａｇｔｃｔａｃａ ｇｇａｃａｇｃａｃａｃ ｔｇｔａｇａｃｔｇｔｇｔｃａｔｃｔｔｇ ｇｇ

１．３　ｓｈＲＮＡ入门（Ｅｎｔｒｙ）载体的构建及鉴定　将

互补的ｓｈＲＮＡ寡核苷酸进行退火，合成双链ＤＮＡ
片段；ｐＥＮＴＲ／ｐＴＥＲ用ＢｇｌⅡ和ＨｉｎｄⅢ双酶切后，

进行琼脂糖凝胶电泳，ＷｉｚａｒｄＳＶ ＧｅｌａｎｄＰＣＲ

ＣｌｅａｎＵｐＳｙｓｔｅｍ 回收和纯化质粒片段；用 Ｑｕｉｃｋ

Ｌｉｇａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 把 ｓｈＲＮＡ 片 段 克 隆 到 ｐＥＮＴＲ／

ｐＴＥＲ，转化感受态大肠杆菌ＮＥＢ５ａｌｐｈａ，得到３种

ｓｈＲＮＡ质粒载体；取阳性克隆菌落抽提质粒，ＥｃｏＲ

Ⅰ 酶 切 鉴 定，ＣＥＱ８０００ ＤＮＡ ＡｎａｌｙｓｉｓＳｙｓｔｅｍ
（ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ）测序（测序用ｐＥＮＴＲＲ引物为

５′ＡＴＧＧＣＴＣＡＴＡＡＣＡＣＣＣＣＴＴＧ３′）。

１．４　慢病毒载体的构建及鉴定　ｐＥＮＴＲ／ｐＴＥＲ

ｓｈＲＮＡＥｎｔｒｙ质粒１００ｎｇ，ｐＬｅｎｔｉＸ２Ｐｕｒｏ１５０ｎｇ，

用ＴＥｂｕｆｆｅｒ调到８μｌ体积，最后加ＬＲＣｌｏｎａｓｅ２

μｌ，２５℃反应２ｈ，加蛋白酶Ｋ１μｌ，３７℃反应１０ｍｉｎ
后，取反应液１μｌ转化感受态大肠杆菌 ＯｎｅＳｈｏｔ

Ｓｔｂｌ３，得到阳性克隆，提取质粒后得到ｐＬｅｎｔｉＸ２

Ｐｕｒｏ／ｄｙｎａｃｔｉｎ１ｓｈＲＮＡ慢病毒载体，用ＥｃｏＲⅤ酶

切鉴定。

１．５　慢病毒包装及浓缩　取对数生长期的２９３ＦＴ
细胞，按每皿４×１０６个细胞接种于１０ｃｍ培养皿；第

２天将慢病毒包装质粒ｐＰＬ１７．５μｇ、ｐＰＬ２３．０μｇ、

ｐＰＬ／ＶＳＶＧ１．０μｇ和ｓｈＲＮＡ慢病毒载体质粒５．０

μｇ溶于１．６ｍｌＯｐｔｉＭＥＭ 中，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
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转染试剂４０μｌ溶于１．６ｍｌＯｐｔｉＭＥＭ 中，室温下

温育５ｍｉｎ后，将质粒稀释液和Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
稀释液混匀，室温下温育２０ｍｉｎ，然后将混合液移到

２９３ＦＴ细胞培养液中，混匀，培养过夜后换新鲜培养

液；４８ｈ后回收上清，３５００×ｇ离心１５ｍｉｎ，去细胞

碎片，上清液超离心 （１５０００×ｇ离心１．５ｈ），浓缩

成１／１０体积，用于转染细胞。

１．６　病毒的转染及细胞的筛选　小鼠足细胞培养

于ＲＰＭＩ１６４０＋１０％ＦＢＳ＋１００Ｕ／ｍｌ青霉素＋１００

μｇ／ｍｌ链霉素＋１０Ｕ／ｍｌ干扰素γ，在３３℃条件下

培养。将对数生长期的小鼠足细胞以每孔１．５×１０５

的密度接种于６孔培养板，第２天每孔加２ｍｌ病毒

培养液，继续培养２４ｈ，换新鲜培养液培养２４ｈ，然

后用含１μｇ／ｍｌ嘌呤霉素的培养液进行抗性筛选，

大约培养 ３ｄ 后，可以筛选出阳性细胞，传代

保存。　　　
１．７　敲低效果的检测　病毒转染阳性的足细胞培

养４ｄ后，收集细胞，提取总蛋白，进行蛋白质印迹

检测，用小鼠抗ｄｙｎａｃｔｉｎ１单克隆抗体（１５００）在

４℃孵育过夜，ＨＲＰ二抗（１５０００）室温孵育１ｈ，

然后用ＥＣＬｐｒｉｍｅ化学发光试剂进行显色，Ｘ线胶

片曝光，检测各组蛋白表达；ｄｙｎａｃｔｉｎ１ｓｈＲＮＡ１细

胞培养４ｄ后，用甲醇丙酮（１１）在－２０℃固定２０

ｍｉｎ，５％ＢＳＡ溶液封闭４０ｍｉｎ，用小鼠抗ｄｙｎａｃｔｉｎ１
单克隆抗体（１５００）在４℃孵育过夜，ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ

４８８ＤｏｎｋｅｙＡｎｔｉｍｏｕｓｅＩｇＧ（１１０００）二抗室温

孵育１ｈ，封片后在荧光显微镜下观察。

２　结　果

２．１　Ｄｙｎａｃｔｉｎ１ｓｈＲＮＡ 入门载体的构建及鉴

定　ｐＥＮＴＲ／ｐＴＥＲ入门质粒（Ｅｎｔｒｙｖｅｃｔｏｒ）用Ｂｇｌ

Ⅱ和ＨｉｎｄⅢ双酶切后，琼脂糖凝胶电泳回收纯化，连入

退火后的ｓｈＲＮＡ双链 ＤＮＡ，构建ｐＥＮＴＲ／ｐＴＥＲ

ｓｈＲＮＡ质粒。ｐＥＮＴＲ／ｐＴＥＲ质粒多克隆位点两侧

有２个ＥｃｏＲⅠ酶切位点，酶切后得到２６０ｂｐ片段，插

入ｓｈＲＮＡ（６５ｂｐ）序列后则为３２７ｂｐ，所以用ＥｃｏＲⅠ酶

切可以判断克隆成功与否。本研究中３种ｓｈＲＮＡ序

列克隆，经ＥｃｏＲⅠ酶切后１％琼脂糖电泳均得到３２７

ｂｐ片段（图１），表明ｓｈＲＮＡ序列成功插入到载体。

各载体用ｐＥＮＴＲＲ测序引物进行测序，结果提示各

插入序列与设计的序列完全一致（图２）。说明成功构

建了ｄｙｎａｃｔｉｎ１ｓｈＲＮＡ入门载体。

图１　Ｄｙｎａｃｔｉｎ１ｓｈＲＮＡ入门载体的酶切鉴定

Ｆｉｇ１　Ｄｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｄｙｎａｃｔｉｎ１ｓｈＲＮＡｅｎｔｒｙｖｅｃｔｏｒｂｙＥｃｏＲⅠ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ｐＥＮＴＲ／ｐＴＥＲ；２：ｓｈＲＮＡ１；３：ｓｈＲＮＡ２；４：ｓｈＲ

ＮＡ３．ＩｎｓｅｒｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｈＲＮＡｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｒｅｓｕｌｔｉｎｇｉｎａｂａｎｄａｒｏｕｎｄ

３２７ｂｐａｓｏｐｐｏｓｅｄｔｏ１０１９ｂｐｆｏｒｔｈｅｐＥＮＴＲ／ｐＴＥＲｖｅｃｔｏｒ

２．２　Ｄｙｎａｃｔｉｎ１ｓｈＲＮＡ 慢病毒载体的构建及鉴

定　将ｄｙｎａｃｔｉｎ１ｓｈＲＮＡ入门载体通过ＬＲ反应转入

到ｐＬｅｎｔｉＸ２Ｐｕｒｏ构建ｄｙｎａｃｔｉｎ１ｓｈＲＮＡ慢病毒载

体，提取质粒后用ＥｃｏＲⅤ酶切来验证转入情况，各阳

性克隆酶切后电泳结果表明均得到预期相应大小的３
个片段（分别为５４３４、１９２４、４１５ｂｐ，图３）。表明成

功构建了ｄｙｎａｃｔｉｎ１ｓｈＲＮＡ慢病毒载体。

２．３　Ｄｙｎａｃｔｉｎ１敲低效果的检测　将ｐＬｅｎｔｉＸ２Ｐｕ

ｒｏ／ｃｏｎｔｒｏｌｓｈＲＮＡ和ｐＬｅｎｔｉＸ２Ｐｕｒｏ／ｄｙｎａｃｔｉｎ１ｓｈＲ

ＮＡ慢病毒颗粒转染小鼠足细胞后，换成含有嘌呤霉

素的培养液培养３ｄ，筛选并收集抗性转染的细胞，用

蛋白质印迹法检测ｄｙｎａｃｔｉｎ１的表达水平，结果表明，

３种ｓｈＲＮＡ均能下调ｄｙｎａｃｔｉｎ１的蛋白水平，其中

ｓｈＲＮＡ１的敲低效果最好，其次是ｓｈＲＮＡ３，而ｓｈＲ

ＮＡ２效果最差（图４Ａ）。免疫荧光染色结果表明

ｓｈＲＮＡ１转染细胞的ｄｙｎａｃｔｉｎ１的表达比对照组下

降（图４Ｂ），说明敲低成功。

３　讨　论

　　足细胞（ｐｏｄｏｃｙｔｅ）即肾小球脏层上皮细胞，分为

细胞体、主足突和足突，相邻足突交叉形成滤过裂隙

膜，又通过足突附着在肾小球基底膜（ＧＢＭ）的外侧而

支撑ＧＢＭ，并同ＧＢＭ和毛细血管内皮共同构成了肾

小球血液滤过屏障［３］。关于足细胞的细胞生物学研

究起步较晚，因为足细胞是一种终末分化细胞，具有

非常特殊的形态即足突，所以在建立具有足突结构的

足细胞体外模型中遇到了很多困难，直到１９９７年

Ｍｕｎｄｅｌ等［４］建立了温度调节诱导分化的小鼠足细胞
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株（ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌｌｙｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄｃｅｌｌｌｉｎｅｓｏｆｐｏｄｏｃｙｔｅ），

这个细胞株在从３３℃培养改为３７℃培养时，细胞会

停止分裂而开始分化，进而形成足突，是研究足突的

理想细胞模型。Ｓａｌｅｅｍ等［５］用同样的方法建立了人

肾小球足细胞系，为研究足细胞相关疾病提供了坚实

的细胞学基础。我们采用条件性永生化的小鼠足细

胞进行相关研究。

图２　Ｄｙｎａｃｔｉｎ１ｓｈＲＮＡ入门载体的测序结果

Ｆｉｇ２　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆｄｙｎａｃｔｉｎ１ｓｈＲＮＡｅｎｔｒｙｖｅｃｔｏｒｗｉｔｈｔｈｅｐＥＮＴＲＲｐｒｉｍｅｒ
ＴｈｅｐｏｓｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｅｎｓｅａｎｄａｎｔｉｓｅｎｓｅｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｆｏｒｔｈｅｓｈＲＮＡａｇａｉｎｓｔｔｈｅｍｕｓｄｙｎａｃｔｉｎ１，ｔｈｅｍｉＲＮＡｌｏｏｐａｎｄｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｓｉｇｎａｌｆｏｒＲＮＡ

ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅⅢａｒｅｓｈｏｗｎ

图３　Ｄｙｎａｃｔｉｎ１ｓｈＲＮＡ慢病毒载体的酶切鉴定

Ｆｉｇ３ＤｉｇｅｓｔｉｏｎｏｆｐＬｅｎｔｉＸ２Ｐｕｒｏ／ｐＴＥＲ

Ｄｙｎａｃｔｉｎ１ｓｈＲＮＡｗｉｔｈＥｃｏＲⅤ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ｐＬｅｎｔｉＸ２Ｐｕｒｏ；２：ｓｈＲＮＡ１；３：ｓｈＲＮＡ２；４：

ｓｈＲＮＡ３．ＴｈｒｅｅｃｌｏｎｅｓｅｎｃｏｄｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｈＲＮＡｉｎｔｈｅｐＬｅｎｔｉＸ２Ｐｕｒｏ

ｄｅｓｔｉｎａｔｉｏｎｖｅｃｔｏｒｗｅｒｅｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈＥｃｏＲⅤａｎｄａｎａｌｙｚｅｄｂｙａｇａｒｏｓｅｇｅｌ

ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ．ＥｃｏＲⅤｃｕｔｓｆｏｕｒｔｉｍｅｓｉｎｔｈｅｖｅｃｔｏｒｇｅｎｅｒａｔｉｎｇｄｉｓｃｒｅｔｅ

ｂａｎｄｗｉｔｈｃｏｒｒｅｃｔｓｉｚｅ（５４３４，１９２４，４１５ａｎｄ３５ｂｐ）．Ｔｈｅｔｈｒｅｅｌａｒｇｅｓｔ

ｆｒａｇｍｅｎｔｓｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈａｔａｌｌｃｏｌｏｎｅｓａｒｅｃｏｒｒｅｃｔ

图４　Ｄｙｎａｃｔｉｎ１在小鼠足细胞中的表达

Ｆｉｇ４　Ｄｙｎａｃｔｉｎ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍｏｕｓｅｐｏｄｏｃｙｔｅｓ
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Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ；Ｂ：Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｄｙｎａｃｔｉｎ１

ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ．Ｄｙｎａｃｔｉｎ１ｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇａｄｙｎａｃｔｉｎ１ａｎｔｉｂｏｄｙ

ａｎｄａｎＡｌｅｘａ４８８ｌａｂｅｌｅｄｓｅｃｏｎｄａｒｙａｎｔｉｂｏｄｙ
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　　目前较常用的ＲＮＡｉ有ｓｉＲＮＡ法和ｓｈＲＮＡ法。

ｓｉＲＮＡ法是化学合成２１个碱基序列的双链ＲＮＡ，用

转染试剂直接转入细胞内，达到基因沉默效果，非常

简便、有效，但是基因沉默维持时间较短，一般转染

４～６ｄ后或细胞分裂十几次以后很快失效［６］，所以不

适合较长时间的基因沉默研究。ｓｈＲＮＡ包括两个短

反向重复序列，中间由一茎环（ｌｏｏｐ）序列分隔，组成发

夹结构，在Ｕ６或Ｈ１启动子的作用下表达并在Ｄｉｃｅｒ
酶的作用下分解成双链ｓｉＲＮＡ［７］，这种ｓｈＲＮＡ载体可

以传代，在体内长期稳定地抑制ｍＲＮＡ，适合长时间

的基因沉默研究。

　　利用小鼠足细胞系的研究，采用分化态细胞，也

就是无干扰素情况下３７℃ 培养７～１０ｄ后细胞停止

分裂后用于实验［８９］，因此用ｓｉＲＮＡ方法达不到有效

的基因敲低效果；另一个问题是在细胞停止分裂开始

分化时，用转染试剂转染ｓｉＲＮＡ或质粒的效率非常

低。因此我们采用了慢病毒ｓｈＲＮＡ载体方法，弥补

上述缺点。慢病毒载体（ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒ）是人类免疫

缺陷病毒１（ＨＩＶ１）来源的一种病毒载体，能将目的

基因（或ＲＮＡｉ）导入到动物和各种细胞，使ＤＮＡ整合

到宿主细胞的基因组中，并随细胞基因组的分裂而分

裂，因此慢病毒载体介导的基因表达或ＲＮＡｉ干扰作

用持续且稳定。慢病毒载体不仅分裂细胞，还能有效

感染并整合到非分裂细胞中如神经细胞和足细胞。

这点与其他病毒载体相比更适合足细胞的转染。

　　本研究采用了Ｄｒ．ＥｒｉｃＣａｍｐｅａｕ开发的慢病毒

Ｇａｔｅｗａｙ系统［１０］，病毒包装采用第３代包装系统［１１］，

将携带ｓｈＲＮＡ的慢病毒载体转染小鼠足细胞后，通

过蛋白质印迹法检测了ｄｙｎａｃｔｉｎ１的敲低效果，结果

表明３种靶序列均有不同程度的敲低作用，其中ｓｈＲ

ＮＡ１序列效果最强，其次是ｓｈＲＮＡ３序列，可以用

于ｄｙｎａｃｔｉｎ１在足细胞中的功能研究。　　　　
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