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　　［摘要］　目的　建立稳定转染ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ表达质粒的人胰腺癌细胞株，并鉴定其干扰效率。方法　采用荧光定量
ＰＣＲ法（ｑＲＴＰＣＲ）检测５株人胰腺癌细胞中ＧＬＩ１基因的表达，筛选出ＧＬＩ１基因表达量最高的细胞作为目标转染细胞。脂

质体转染法将构建好的３个干扰质粒ｐＧＣｓｉＵ６ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ１、ｐＧＣｓｉＵ６ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ２、ｐＧＣｓｉＵ６ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ３分别转染

入目标细胞，Ｇ４１８抗性筛选阳性克隆，荧光显微镜下观察转染效率。采用ｑＲＴＰＣＲ法和蛋白质印迹法检测各组稳定转染细

胞中ＧＬＩ１ｍＲＮＡ及蛋白的表达水平，鉴定干扰效率。结果　筛选出ＧＬＩ１基因表达量最高的Ｐａｎｃ１细胞株作为目标转染
细胞；３个干扰质粒均成功转染Ｐａｎｃ１细胞，Ｇ４１８筛选后获得稳定转染细胞Ｐａｎｃ１／ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ１、Ｐａｎｃ１／ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ２、

Ｐａｎｃ１／ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ３，荧光显微镜下可见３个质粒的转染效率均在８０％以上；ｑＲＴＰＣＲ及蛋白质印迹检测证实Ｐａｎｃ１／

ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ１、Ｐａｎｃ１／ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ２、Ｐａｎｃ１／ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ３细胞中ＧＬＩ１ｍＲＮＡ和蛋白的表达水平均显著低于阴性对照质粒

（Ｐａｎｃ１／ｓｉＣｏｎｔｒｏｌ）转染细胞及空白对照细胞（Ｐ＜０．０５），其中Ｐａｎｃ１／ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ１细胞表达量最低。结论　成功构建了稳
定沉默ＧＬＩ１基因表达的胰腺癌细胞株Ｐａｎｃ１／ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ１，为后续研究奠定了基础。
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　　胰腺癌组织中存在 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ／ＧＬＩ１信号通路

的异常激活，ＧＬＩ１是位于该通路末端的转录激活因

子，直 接 调 控 着 靶 基 因 的 转 录［１２］。目 前 有 关

Ｈｅｄｇｅｈｏｇ／ＧＬＩ１通路在胰腺癌发生发展过程中的
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具体机制尚未完全阐明，为此，本研究先筛选出一株

ＧＬＩ１表达量最高的胰腺癌细胞作为干扰质粒转染

的目标细胞，再用该株细胞建立稳定抑制ＧＬＩ１基因

表达的胰腺癌细胞株，为进一步探讨ＧＬＩ１基因的功

能及其在胰腺癌发病机制中的作用提供了一个可操

作的细胞模型，现报告如下。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　Ｐａｎｃ１、ＣＦＰＡＣ、ＢｘＰＣ３、

ＰａＴｕ８９８８、ＳＷ１９９０胰腺癌细胞系及感受态细胞

ＤＨ５α为本实验室保存。细胞培养试剂购自 Ｇｉｂｃｏ

ＢＲＬ公司。靶向ＧＬＩ１基因的 ＲＮＡｉ质粒ｐＧＣｓｉ

Ｕ６ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ１、ｐＧＣｓｉＵ６ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ２、ｐＧＣ

ｓｉＵ６ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ３由本实验室构建［３］，ｓｉＲＮＡ１
的序列为：ＣＴＣＣＡＣＡＧＧＣＡＴＡＣＡＧＧＡＴ，ｓｉＲ

ＮＡ２的序列为：ＣＣＴＣＴＧＴＣＴＡＣＴＣＡＣＣＡＣ

Ａ，ｓｉＲＮＡ３的序列为：ＧＧＣＴＣＡＧＣＴＴＧＴＧＴＧ

ＴＡＡＴ。阴性对照质粒ｐＧＣｓｉＵ６ｓｉＣｏｎｔｒｏｌ购自上

海吉凯基因技术公司。质粒ｐＴＡ２、Ｔ４ＤＮＡ连接酶

及ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ购于 ＴｏＹｏＢｏ公

司，ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＴＲ

Ｉｚｏｌ总ＲＮＡ抽提试剂盒、反转录试剂盒购自深圳晶

美公司。兔抗人ＧＬＩ１一抗购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，兔

抗人βａｃｔｉｎ一抗购自Ｓｉｇｍａ公司。辣根过氧化物

酶标记的羊抗兔二抗购自北京中山生物公司。ＥＣＬ
显色液购自上海普飞公司。引物由上海生工生物工

程技术服务有限公司协助合成。荧光实时定量ＰＣＲ
仪（ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ２．０ｓｙｓｔｅｍ）为 ＲｏｃｈｅＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ
公司产品。蛋白电泳及转膜系统为ＢＤ公司产品。

１．２　细胞培养　胰腺癌细胞株培养于含１０％胎牛

血清的 ＤＭＥＭ 培养液，在３７℃５％ＣＯ２孵箱里培

养。当融合度达８０％～９０％时进行消化传代。收集

细胞，荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）筛选出表达量最高

的细胞为转染目标细胞，具体方法见荧光定量ＰＣＲ
检测部分。

１．３　质粒ｐＧＣｓｉＵ６ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ的稳定转染　实

验分５组：空白对照组（未转染任何质粒）、阴性对照

组 （转 染 ｐＧＣｓｉＵ６ｓｉＣｏｎｔｒｏｌ）、 ｐＧＣｓｉＵ６

ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ１ 组、ｐＧＣｓｉＵ６ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ２ 组、

ｐＧＣｓｉＵ６ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ３组。转染前１ｄ收集对数

生长期目标细胞，调节细胞悬液密度为１０５／ｍＬ，铺６

孔板，次日待细胞融合至７０％～８０％时采用脂质体

转染法进行转染。４８ｈ后加入含最佳筛选浓度（５００

μｇ／ｍＬ）Ｇ４１８的选择性培养液进行筛选。保持

Ｇ４１８筛选浓度，４周后于倒置荧光显微镜下观察绿

色荧光表达情况，计算转染效率，转染效率（％）＝荧

光视野下发绿色荧光的细胞数／明视野下总细胞

数×１００％。挑取阳性克隆在选择性培养液中扩大

培养。

１．４　荧光定量ＰＣＲ　ＴＲＩｚｏｌ法提取细胞总ＲＮＡ，

测定其浓度，反转录成ｃＤＮＡ，以βａｃｔｉｎ 为内参，

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ法检测ＧＬＩ１ｍＲＮＡ 的表达。ＧＬＩ１
上游引物５′ＴＧＴ ＧＴＡ ＴＧＡ ＡＡＣ ＴＧＡ ＣＴＧ

ＣＣＧ３′，下游引物５′ＣＣＣＡＧＴＧＧＣＡＣＡＣＧＡ

ＡＣＴＣ３′，产物１２５ｂｐ；βａｃｔｉｎ 上游引物５′ＧＣＣ

ＡＴＣＣＴＧＣＧＴＣＴＧ３′，下游引物５′ＴＧＧ ＧＣＡ

ＣＣＧＧＡＡＣＣＧＣＴ３′，产物２５４ｂｐ。先取待测样

品ｃＤＮＡ分别扩增出ＧＬＩ１及βａｃｔｉｎ，胶回收扩增

片段，与质粒ｐＴＡ２连接，转化ＤＨ５α感受态细胞制

备标准品质粒，ＳａｌⅠ、ＮｏｔⅠ双酶切鉴定及测序鉴

定。将鉴定正确的标准品质粒梯度稀释作为标准品

模板，与待测样品ｃＤＮＡ 同时在 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ上扩

增。按试剂盒说明配制反应体系：标准品模板或待

测样品ｃＤＮＡ２μＬ，上、下游引物各０．２μＬ，２×

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，无菌水７．６

μＬ。扩增条件：９５℃３０ｓ预变性；９５℃５ｓ，５５℃５

ｓ，７２℃２０ｓ，扩增４５个循环；９５℃０ｓ，６５℃１５ｓ，

９５℃２０ｓ熔解曲线分析。每个样品设３个复孔。根

据公式“目的基因相对表达量＝２－ΔΔＣＴ”计算各组细

胞ＧＬＩ１ｍＲＮＡ的表达量。

１．５　蛋白质印迹分析　收集各组细胞，裂解细胞提

取蛋白质，ＢＣＡ 试剂盒检测总蛋白浓度。ＳＤＳ

ＰＡＧＥ后转至ＰＶＤＦ膜，封闭后加入兔抗人 ＧＬＩ１

一抗（１１０００），４℃过夜。ＴＢＳＴ液洗膜后加入羊

抗兔二抗（１１０００），室温１ｈ，ＴＢＳＴ液洗膜。加入

ＥＣＬ显色液显影，暗室曝光，应用ＩｍａｇｅＪ软件扫描

条带光密度，以βａｃｔｉｎ为内参，以ＧＬＩ１与βａｃｔｉｎ条

带的光密度比值代表ＧＬＩ１蛋白的相对表达量。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．０统计软件分析，

所有结果均以珚ｘ±ｓ表示，多组间比较采用方差分

析，检验水平（α）为０．０５。
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２　结　果

２．１　标准品质粒的构建及鉴定　ＧＬＩ１及βａｃｔｉｎ
的扩增片段经胶回收后分别与质粒ｐＴＡ２连接，连

接产物分别转化感受态细胞ＤＨ５α，各挑１个阳性克

隆小量制备质粒，ＳａｌⅠ、ＮｏｔⅠ双酶切，结果两个克

隆均出现预期大小的片段（分别为２０８ｂｐ及３３７

ｂｐ），证实克隆成功（图１）。送测序证实插入片段分

别与ＧＬＩ１、βａｃｔｉｎ的基因序列完全一致，证实标准

品质粒构建成功。

图１　标准品质粒酶切鉴定

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ｐＴＡ２／ＧＬＩ１质粒；２：ｐＴＡ２／ＧＬＩ１双酶切；

３：ｐＴＡ２／βａｃｔｉｎ质粒；４：ｐＴＡ２／βａｃｔｉｎ双酶切

２．２　筛选出ＧＬＩ１表达量最高的胰腺癌细胞株

Ｐａｎｃ１　荧光定量ＰＣＲ检测５株胰腺癌细胞ＧＬＩ１

ｍＲＮＡ的表达。设ＰａＴｕ８９８８细胞ＧＬＩ１ｍＲＮＡ相

对表达量为１，则Ｐａｎｃ１、ＣＦＰＡＣ、ＢｘＰＣ３、ＳＷ１９９０
细胞ＧＬＩ１ｍＲＮＡ 的相对表达量分别为２．３４±

０．１２、２．０９±０．０９、２．１３±０．１４、１．０４±０．０８。以

Ｐａｎｃ１细胞ＧＬＩ１ｍＲＮＡ表达量最高，选其作为目

标转染细胞。

２．３　建立稳定转染ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ质粒的Ｐａｎｃ１细

胞株　Ｐａｎｃ１细胞转染后经Ｇ４１８筛选，４周后在荧

光显微镜下可见稳定转染的细胞均匀表达绿色荧光

（图２），各组的转染效率均在８０％以上。各组分别

挑单克隆 细胞 扩 大 培 养，分 别 命 名 为 Ｐａｎｃ１／

ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ１、 Ｐａｎｃ１／ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ２、 Ｐａｎｃ１／

ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ３及Ｐａｎｃ１／ｓｉＣｏｎｔｒｏｌ。

２．４　稳定转染细胞株ＧＬＩ１ｍＲＮＡ 和蛋白的表

达　荧 光 定 量 ＰＣＲ 检 测 结 果 显 示，Ｐａｎｃ１／

ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ１、 Ｐａｎｃ１／ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ２、 Ｐａｎｃ１／

ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ３细胞中ＧＬＩ１ｍＲＮＡ的相对表达量

显著低于Ｐａｎｃ１／ｓｉＣｏｎｔｒｏｌ细胞及空白对照组细胞

（均Ｐ＜０．０５），以Ｐａｎｃ１／ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ１细胞的表

达量最低（图３），证明３种质粒均对 Ｐａｎｃ１细胞

ＧＬＩ１ｍＲＮＡ的表达有一定抑制作用，以ｐＧＣｓｉＵ６

ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ１的抑制作用最强。蛋白质印迹结果

与此相符（图３）。

图２　稳定转染ｐＧＣｓｉＵ６ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ质粒的Ｐａｎｃ１细胞

Ａ：普通光镜下；Ｂ：荧光显微镜下．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：

×２００

图３　各组细胞ＧＬＩ１ｍＮＲＡ和蛋白的表达

１：空 白 对 照 组；２：Ｐａｎｃ１／ｓｉＣｏｎｔｒｏｌ 组；３：Ｐａｎｃ１／

ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ１组；４：Ｐａｎｃ１／ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ２组；５：Ｐａｎｃ１／

ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ３组．Ｐ＜０．０５与Ｐａｎｃ１／ｓｉＣｏｎｔｒｏｌ组和空白对

照组比较．ｎ＝３，珔ｘ±ｓ

３　讨　论

　　Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路的异常活化与胰腺癌发生
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发展密切相关［１２］。有研究对不同时期胰腺上皮内

瘤变及胰腺癌进行分析，结果发现随着病变从上皮

内瘤变向胰腺癌逐步发展，病变组织中 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ
信号通路成员的表达水平也急剧上升［４］。本实验室

前期研究也发现，胰腺癌组织中 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ通路的

重要成员ＰＴＣＨ、ＳＭＯ及ＧＬＩ１的表达水平及表达

阳性率均显著高于相应癌旁正常组织［５６］，且ＧＬＩ１

ｍＲＮＡ的表达量与胰腺癌的分化程度、淋巴结转移

显著相关［７］。这些结果均提示胰腺癌细胞恶性生物

学特性的维持依赖于 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ通路的激活。ＧＬＩ１
是 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路下游的核转录因子，具有激

活下游目的基因转录的功能。作为 Ｈｅｄｇｅｈｏｇ通路

活化程度的标志性基因，ＧＬＩ１在该通路中扮演着重

要角色。因此，对ＧＬＩ１基因的功能研究尤为重要。

　　ＲＮＡｉ技术是高通量基因功能研究的得力工

具，可以特异性沉默目的基因的表达，从而使目的基

因功能缺失［８９］。如何高效、稳定地将ｓｉＲＮＡ导入

细胞是ＲＮＡｉ技术的难点之一［１０］。ｓｉＲＮＡ 的产生

有化学合成、体外转录和通过表达载体直接在细胞

内表达ｓｉＲＮＡ等几种方式，其中ｓｉＲＮＡ表达载体可

相对长期、高效地表达ｓｉＲＮＡ，具有干扰效果稳定、

重复性好等优点［１１１２］。

　　鉴于此，本研究采用前期构建的质粒ｐＧＣｓｉ

Ｕ６ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ构建稳定沉默ＧＬＩ１表达的胰腺癌

细胞株，以期为进一步研究ＧＬＩ１基因在胰腺癌发病

中的作用奠定基础。ｐＧＣｓｉＵ６ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ质粒是

一种真核表达载体，其 Ｕ６启动子位于编码序列上

游，能精确启动目的ｓｈＲＮＡ转录，且表达量丰富；其

ＣＭＶ启动子可启动ＧＦＰ（绿色荧光蛋白）转录，便于

观察转染效率、优化转染条件；含有新霉素抗性基因

（Ｎｅｏ），可以用Ｇ４１８筛选得到相对长期、稳定的基

因沉默细胞株。本研究首先采用荧光定量ＰＣＲ法

筛选出ＧＬＩ１表达量最高的胰腺癌细胞株Ｐａｎｃ１作

为转染目标细胞，再采用脂质体转染法将ｐＧＣｓｉ

Ｕ６ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ１、ｐＧＣｓｉＵ６ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ２、ｐＧＣ

ｓｉＵ６ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ３质粒转染入 Ｐａｎｃ１细胞，用

Ｇ４１８筛选阳性克隆，４周后见稳定转染质粒的细胞

均表达绿色荧光，转染效率高达８０％以上，分别命名

为 Ｐａｎｃ１／ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ１、Ｐａｎｃ１／ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ２、

Ｐａｎｃ１／ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ３。进一步采用荧光定量ＰＣＲ
及蛋白质印迹检测稳定转染后Ｐａｎｃ１细胞中ＧＬＩ１

表达的变化，结果３株稳定转染细胞株中ＧＬＩ１ｍＲ

ＮＡ与蛋白的表达量均显著降低，证明稳定沉默

ＧＬＩ１基因表达的Ｐａｎｃ１细胞株建立成功，其中以

Ｐａｎｃ１／ＧＬＩ１ｓｉＲＮＡ１细胞株沉默效率最佳，可用于

后续研究。
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