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［摘要］　目的：观察慢病毒表达载体介导的ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）对人胰腺癌细胞株ＣＦＰＡＣ１增殖诱导配体（ａｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎ

ｄｕｃｉｎｇｌｉｇａｎｄ，ＡＰＲＩＬ）表达的影响，为后续的以ＡＰＲＩＬ基因为靶点的胰腺癌基因治疗研究奠定基础。方法：应用基因工程

技术，筛选出３条针对ＡＰＲＩＬ基因的ＲＮＡｉ靶序列，分别与ｐＧＣＬＧＦＰ载体连接，构建３个重组慢病毒表达载体ＬＶＡＰＲＩＬ

ｓｈＲＮＡ１、ＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ２、ＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ３；将连接产物转化到ＤＨ５α感受态细胞，经ＰＣＲ筛选阳性克隆、测序鉴定。

将ＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ、ｐＨｅｌｐｅｒ１．０、ｐＨｅｌｐｅｒ２．０共转染２９３Ｔ细胞，包装产生慢病毒颗粒并测定病毒滴度。将包装产生的３
种重组慢病毒分别感染ＣＦＰＡＣ１细胞，实时定量ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＣＦＰＡＣ１细胞ＡＰＲＩＬｍＲＮＡ和蛋白的表达，并

与未转染及空转染细胞进行比较。结果：３个慢病毒载体ＰＣＲ和测序结果与预期结果一致，经包装产生的病毒滴度分别为

５×１０７、６×１０７、４×１０７ＴＵ／ｍｌ。感染ＣＦＰＡＣ１细胞后，ＡＰＲＩＬ基因ｍＲＮＡ和蛋白的表达量与未感染慢病毒的细胞组及空载

体感染组相比均明显下降（Ｐ＜０．０５），其中ＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ１、ＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ２作用较明显，使 ｍＲＮＡ表达分别下降

７３％和６８％，蛋白表达分别下降６６％和５９％（Ｐ＜０．０５）；而未感染慢病毒的细胞组与空载体组相比无统计学差异。结论：成

功构建针对ＡＰＲＩＬ基因的３个慢病毒载体ＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ，体外感染ＣＦＰＡＣ１细胞后可有效抑制ＡＰＲＩＬ基因和蛋白的

表达。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００８，２９（１）：５３５８］

　　增殖诱导配体（ａｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｉｎｇｌｉｇａｎｄ，

ＡＰＲＩＬ）是肿瘤坏死因子超家族的成员之一。已有
研究［１２］证实结肠癌、胰腺癌、胃癌等消化系统肿瘤
中ＡＰＲＩＬ呈高表达，在这些肿瘤细胞培养基中加入
可溶性的ＡＰＲＩＬ，可发现肿瘤细胞明显增殖，且增
殖程度与剂量呈正比。这些结果提示 ＡＰＲＩＬ在体
内和体外均能刺激肿瘤细胞生长，说明其与消化系
统肿瘤的发生、发展密切相关。

　　我们的前期研究［３５］发现胰腺癌组织中ＡＰＲＩＬ
蛋白阳性率为９０％，明显高于正常胰腺组织；进一步
对多株人胰腺癌细胞ＡＰＲＩＬ基因进行筛选，发现人
胰腺癌细胞ＣＦＰＡＣ１高表达 ＡＰＲＩＬ基因，并成功
制备出靶向ＣＦＰＡＣ１细胞ＡＰＲＩＬ的小干扰ＲＮＡ。
为进一步探讨ＡＰＲＩＬ基因在胰腺癌发生、发展以及
转移过程中的作用机制，本研究在前期研究的基础
上，构建针对 ＡＰＲＩＬ基因 ＲＮＡ 干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒ
ｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）的慢病毒表达载体，观察其感染人胰
腺癌细胞株ＣＦＰＡＣ１后对 ＡＰＲＩＬ基因表达的影
响，为后续的以ＡＰＲＩＬ基因为靶点的胰腺癌基因治
疗研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　慢病毒载体系统ｐＧＣＬ
ＧＦＰ 载 体、ｐＨｅｌｐｅｒ１．０ （ｇａｇ／ｐｏｌ 元 件）载 体、

ｐＨｅｌｐｅｒ２．０（ＶＳＶＧ元件）载体三质粒购自 Ｑｉａｇｅｎ
公司；２９３Ｔ细胞、人胰腺癌细胞株ＣＦＰＡＣ１细胞、

ＤＨ５α大肠杆菌菌株由上海吉凯基因技术公司提
供。限制性内切酶 ＨｐａⅠ和ＸｈｏⅠ（ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄ
Ｂｉｏｌａｂｓ公司）；Ｔ４ＤＮＡ连接酶、Ｔａｑ酶、胰蛋白酶、

ＳＹＢＲＭａｓｔｅｒＭｉｘｔｕｒｅ（ＴａＫａＲａ公司）；Ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅ
ｓｅｒｕｍ、ＤＭＥＭ、ＯｐｔｉＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ 公司）；Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００、ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＭＭＬＶ
逆转录酶和ｄＮＴＰ（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；ＡＰＲＩＬ抗体
（Ｐｒｏｓｃｉ公司）；ＲＩＰＡ细胞裂解液、二抗（ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司）；质粒抽提试剂盒及ＰＣＲ引物由上海生工生
物工程技术服务有限公司合成。

１．２　携带针对ＡＰＲＩＬ的ｓｈＲＮＡ慢病毒表达载体

的构建与鉴定

１．２．１　靶序列的设计　应用Ａｍｂｉｏｎ公司的在线
设计软件，设计、合成３条针对 ＡＰＲＩＬ基因（ＮＭ
１７２０８８．１）的ｓｈＲＮＡ寡核苷酸序列，３条靶序列分
别是：５′ＴＣＣＡＧＧＡＴＧＣＴＧＧＡＧＴＴＴＡ３′（起
始位置１２１０位点），５′ＧＣＣＴＴＡＴＣＣＴＡＣＧＴＣ
ＣＴＴＣ３′（１６０４位点），５′ＴＣＣＡＧＡ ＡＣＡ ＧＣＡ
ＣＣＡＣＣＡＴ３′（１７５４位点）。经ＢＬＡＳＴ检索确认
与ＡＰＲＩＬ以外的人类已知基因序列无同源性。每
条１９ｎｔ的寡核苷酸序列以正反向组合，中间添加

ｌｏｏｐ结构，使寡核苷酸可以形成发夹结构，每对寡核
苷酸两端分别带有ＨｐａⅠ和ＸｈｏⅠ酶切位点。由此
合成各自靶序列的ｏｌｉｇｏＤＮＡ（上海吉凯基因技术
有限公司合成）。ＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ１（１２１０位点）：正
义链 ５′ＴＡＡ ＴＣＣ ＡＧＧ ＡＴＧ ＣＴＧ ＧＡＧ ＴＴＴ
ＡＴＴＣＡＡＧＡＧＡＴＡＡＡＣＴＣＣＡＧＣＡＴＣＣＴＧ
ＧＡＴＴＴＴＴＴＴＴＣ３′；反义链５′ＴＣＧＡＧＡＡＡＡ
ＡＡＡＡＴＣＣＡＧＧＡＴＧＣＴＧＧＡＧＴＴＴＡＴＣＴＣ
ＴＴＧＡＡＴＡＡＡＣＴＣＣＡＧＣＡＴＣＣＴＧＧＡＴＴＡ
３′。ＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ２（１７５４位点）：正义链５′ＴＡＡ
ＧＣＣＴＴＡＴＣＣＴＡＣＧＴＣＣＴＴＣＴＴＣＡＡＧＡＧ
ＡＧＡＡＧＧＡＣＧＴＡＧＧＡＴＡＡＧＧＣＴＴＴＴＴＴＴ
ＴＣ３′；反义链５′ＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＡＡＡＧＣＣＴＴ
ＡＴＣＣＴＡＣＧＴＣＣＴＴＣＴＣＴＣＴＴＧＡＡＧＡＡＧ
ＧＡＣＧＴＡＧＧＡＴＡＡＧＧＣＴＴＡ３′。ＡＰＲＩＬｓｈＲ
ＮＡ３（１６０４位点）：正义链５′ＴＣＡＴＣＣＡＧＡＡＣＡ
ＧＣＡＣＣＡＣＣＡＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡＡＴＧＧＴＧＧＴ
ＧＣＴＧＴＴＣＴＧＧＡＴＧＴＴＴＴＴＴＣ３′；反义链５′
ＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＡＣＡＴＣＣＡＧＡＡＣＡＧＣＡＣＣ
ＡＣＣＡＴＴＣＴＣＴＴＧＡＡＡＴＧＧＴＧＧＴＧＣＴＧＴ
ＴＣＴＧＧＡＴＧＡ３′。

１．２．２　ＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ慢病毒表达载体的构建　
设计好的 ｏｌｉｇｏＤＮＡ 进行退火形成双链 ＤＮＡ。

ＤＮＡ模板单链稀释到１μｇ／μｌ，退火反应体系如下：

ＤＮＡ模板正义链５μｌ，ＤＮＡ模板反义链５μｌ，５×
ｕｎｉｖｅｒｓａｌｂｕｆｆｅｒ２０μｌ，ｄｄＨ２Ｏ７０μｌ混匀，９０℃温育

４ｍｉｎ，７０℃温育１０ｍｉｎ，缓慢冷却至室温。用非变
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性ＰＡＧＥ（１２％）凝胶检测双链形成效率。将退火产
物与经ＨｐａⅠ和ＸｈｏⅠ酶切线性化处理的ｐＧＣＬ
ＧＦＰ载体片段连接，连接体系如下：线性化载体
（０．１μｇ／μｌ）１μｌ，退火的双链 ＤＮＡ（１００ｎｇ／μｌ）

１μｌ，１０×Ｔ４ＤＮＡ连接酶缓冲液１μｌ，Ｔ４ＤＮＡ连
接酶１μｌ，ｄｄＨ２Ｏ７μｌ，于４℃１２ｈ连接反应。最后
将连接产物转化到 ＤＨ５α感受态细胞，涂布平板，

３７℃过夜培养。

１．２．３　ＰＣＲ鉴定　挑选重组阳性克隆行ＰＣＲ鉴
定，使用载体多克隆位点两端的引物进行ＰＣＲ扩
增，扩增出来的是插入ＡＰＲＩＬ基因ｓｈＲＮＡ的ＤＮＡ
片段。引物根据 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０ 软件设计，

Ｐｒｉｍｅｒ１：５′ＧＴＧＴＣＡＣＴＡＧＧＣＧＧＧＡＡＣＡＣ
３′；Ｐｒｉｍｅｒ２：５′ＴＴＡ ＴＴＣＣＣＡ ＴＧＣＧＡＣＧＧＴ
ＡＴＣ３′。ＰＣＲ体系如下：１０×ｂｕｆｆｅｒ２μｌ，Ｔａｑ酶
（２．５Ｕ／μｌ）０．２μｌ，ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）０．８μｌ，

Ｐｒｉｍｅｒ１（１０μｍｏｌ／Ｌ）０．４μｌ，Ｐｒｉｍｅｒ２（１０μｍｏｌ／Ｌ）

０．４μｌ，菌落裂解液１μｌ，ｄｄＨ２Ｏ１６．２μｌ。ＰＣＲ反应
条件如下：９４℃３０ｓ，９４℃３０ｓ（３０个循环），６０℃
３０ｓ（３０个循环），７２℃ ３０ｓ（３０个循环），７２℃
６ｍｉｎ。ＰＣＲ产物５μｌ上样，２％琼脂糖凝胶电泳。

１．２．４　ＤＮＡ测序鉴定　挑选ＰＣＲ鉴定与预期相
符的重组阳性克隆，接菌，过夜培养后，质粒抽提试
剂盒提取质粒；抽提好的质粒使用载体上的引物送
测序（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司３７３０型测序仪测序分析）。

１．３　携带 ＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ 的慢病毒重组体的包
装、鉴定及滴度检测

１．３．１　慢病毒重组体的包装　转染前２４ｈ，用胰酶
消化对数生长期的２９３Ｔ细胞，以含１０％血清的培
养基调整细胞密度为１．２×１０７／２０ｍｌ。待细胞汇合
率达７０％～８０％时即可用于转染。转染前２ｈ将细
胞培养基更换为无血清培养基。将各质粒ＤＮＡ溶
液（ｐＧＣＬＧＦＰ载体２０μｇ，ｐＨｅｌｐｅｒ１．０载体１５μｇ，

ｐＨｅｌｐｅｒ２．０载体１０μｇ），与相应体积的ＯｐｔｉＭＥＭ
混合均匀，调整总体积为２．５ｍｌ，在室温下温育

５ｍｉｎ。取１００μｌＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００在另一管中与

２．４ｍｌＯｐｔｉＭＥＭ混合，在室温下温育５ｍｉｎ。把稀
释后的ＤＮＡ与稀释后的Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００进行
混合，在室温下温育２０ｍｉｎ形成转染复合物。将转
染复合物转移至２９３Ｔ细胞的培养液中，培养箱中培
养８ｈ后倒去含有转染混和物的培养基，再加入ＰＢＳ
液洗涤。最后加入含１０％血清的细胞培养基２５ｍｌ，
于培养箱内继续培养４８ｈ。收集上清液，于４℃
４０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，以０．４５μｍ滤器过滤上清液
于超速离心管中，４０００×ｇ离心至需要的病毒浓缩

体积，行病毒滴度测定。

１．３．２　病毒滴度检测　使用逐孔稀释滴度测定法：
测定前１ｄ，为测定滴度所需的２９３Ｔ细胞铺板，每个

９６孔中加４×１０４个细胞，体积为１００μｌ。根据病毒
的预期滴度，对其进行倍比稀释。吸去细胞孔中

９０μｌ培养基。加入稀释好的病毒溶液，放入培养箱
培养。２４ｈ后，加入新鲜培养基１００μｌ。４ｄ后，观
察绿色荧光蛋白表达情况。数出荧光细胞比例在

１０％左右的孔中的荧光细胞数。将得到的数值除以
相应的稀释倍数就得到了病毒原液的滴度值。

１．４　实时定量ＰＣＲ法检测重组慢病毒颗粒感染后

ＣＦＰＡＣ１细胞ＡＰＲＩＬ基因的表达　培养生长状态
良好的ＣＦＰＡＣ１细胞２×１０６／ｍｌ，病毒感染前１ｄ
将细胞分入６孔培养板培养，感染当天按实验设计
的分组情况加入不同感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃ
ｔｉｏｎ，ＭＯＩ）的ＲＮＡｉ慢病毒颗粒进行目的细胞的感
染实验。感染４ｄ后荧光显微镜下观察ＧＦＰ表达情
况，取慢病毒感染效率在８０％以上的目的细胞，提取
总ＲＮＡ，然后逆转录为ｃＤＮＡ，采用实时定量ＰＣＲ
法检测ＡＰＲＩＬ基因 ｍＲＮＡ表达情况，进而判断不
同靶点的干扰效果。ＡＰＲＩＬ基因上、下游引物序列
分别为：５′ＧＧＴＡＴＣＣＣＴＧＧＣＡＧＡＧＴＣ３′，５′
ＣＴＧＴＣＡ ＣＡＴＣＧＧ ＡＧＴＣＡＴＣ３′，产物１７４
ｂｐ；内参照βａｃｔｉｎ的上、下游引物序列分别为：５′
ＧＴＧＧＡＣＡＴＣＣＧＣＡＡＡＧＡＣ３′，５′ＡＡＡＧＧＧ
ＴＧＴＡＡＣＧＣＡＡＣＴＡ３′，产物３０２ｂｐ。将待测
样品的目的基因及βａｃｔｉｎ进行ＰＣＲ扩增，其产物进
行梯度稀释作为标准样品。标准品与待测样品分别
行实时定量 ＰＣＲ 检测，反应体系：ＳＹＢＲ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘｔｕｒｅ１０μｌ，５μｍｏｌ／Ｌ的上、下游引物各１．０μｌ，

ｃＤＮＡ１．０μｌ，Ｈ２Ｏ７．５μｌ。置于ＢｉｏＲａｄ公司的

ｉＱ５ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪上反应。设定程序为两步法：
预变性９５℃，１５ｓ，之后每一步变性９５℃，５ｓ，退火
延伸６０℃，３０ｓ，共进行４０个循环。检测结果行标
准曲线分析，每个样品的ＡＰＲＩＬ基因表达浓度除以
对应βａｃｔｉｎ浓度，即为 ＡＰＲＩＬ基因校正后的相对
表达水平。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测重组慢病毒颗粒感染后

ＣＦＰＡＣ１细胞 ＡＰＲＩＬ蛋白的表达　提取感染４ｄ
后ＣＦＰＡＣ１细胞的总蛋白，常规行 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹，一
抗１１０００稀释，二抗行１５０００稀释。以βａｃｔｉｎ
蛋白为内参照，以ＢａｎｄＳｃａｎ图像分析软件进行光密度
分析。每个样品的 ＡＰＲＩＬ蛋白光密度值除以其

βａｃｔｉｎ蛋白的光密度值，即为 ＡＰＲＩＬ蛋白的相对表
达量。　　　　
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１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ统计软件行单因素方
差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＰＡＧＥ凝胶检测ｏｌｉｇｏＤＮＡ双链形成效率　
鉴定结果表明：３条靶序列的ｏｌｉｇｏＤＮＡ双链退火
正确，可以进入与载体的连接程序（图１）。

图１　ＰＡＧＥ凝胶检测ｏｌｉｇｏＤＮＡ双链形成效率

Ｆｉｇ１　ＥｘａｍｉｎｉｎｇｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｏｌｉｇｏＤＮＡ

ｆｏｒｍｉｎｇｄｓＤＮＡｂｙＰＡＧＥｇｅｌ
１：ｓｓＤＮＡｃｏｎｔｒｏｌ；２：ｄｓＤＮＡｃｏｎｔｒｏｌ；３：ｄｓＤＮＡｆｏｒｍｅｄｂｙＡＰＲＩＬ

ｓｈＲＮＡ１；４：ｄｓＤＮＡｆｏｒｍｅｄｂｙＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ２；５：ｄｓＤＮＡｆｏｒｍｅｄ

ｂｙＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ３

２．２　阳性克隆的ＰＣＲ鉴定结果　退火形成的双链

ＤＮＡ分别与ＨｐａⅠ和ＸｈｏⅠ经酶切的ｐＧＣＬＧＦＰ
载体连接，构建３个慢病毒表达载体：ＬＶＡＰＲＩＬ
ｓｈＲＮＡ１、ＬＶＡＰＲＩＬ ｓｈＲＮＡ２、ＬＶＡＰＲＩＬ ｓｈＲ
ＮＡ３；将连接产物转化到ＤＨ５α感受态细胞，对阳性
克隆行ＰＣＲ鉴定，结果发现各组阳性克隆的鉴定结
果与预期一致（图２）。

图２　重组慢病毒载体阳性克隆的ＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｓｂｙＰＣＲ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ；２：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；

３，４：ＴｗｏｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓｏｆＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ１；５，６：Ｔｗｏｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｃｌｏｎｅｓｏｆＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ２；７，８：ＴｗｏｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓｏｆＬＶＡ

ＰＲＩＬｓｈＲＮＡ３

２．３　阳性克隆的ＤＮＡ测序鉴定结果　挑取上述３
组中阳性克隆标本，进行ＤＮＡ测序，测序结果与实
验要求的ＤＮＡ序列完全一致（图３）。

图３　重组慢病毒载体阳性克隆的ＤＮＡ测序鉴定

Ｆｉｇ３　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ

ｖｅｃｔｏｒｓｂｙＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
Ａ：ＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ１；Ｂ：ＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ２；Ｃ：ＬＶＡＰＲＩＬ

ｓｈＲＮＡ３

２．４　重组慢病毒载体的包装及鉴定　将慢病毒包
装质粒分别与构建好的３个慢病毒表达载体混合后
共转染２９３Ｔ细胞，转染后２４ｈ，荧光显微镜下见荧
光强度强烈，细胞生长良好，表明病毒包装成功；转
染后４８ｈ收集合成的慢病毒液，进行病毒滴度检
测，经包装产生的３个表达载体的病毒滴度分别为

５×１０７ＴＵ／ｍｌ、６×１０７ＴＵ／ｍｌ、４×１０７ＴＵ／ｍｌ。

２．５　实时定量ＰＣＲ检测重组慢病毒颗粒感染ＣＦ
ＰＡＣ１细胞后ＡＰＲＩＬ基因的表达　结果发现，构建
的３个慢病毒表达载体 ＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ１、ＬＶ
ＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ２、ＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ３ 感 染 ＣＦ
ＰＡＣ１细胞后ＡＰＲＩＬ基因的ｍＲＮＡ表达与未感染
慢病毒的细胞组及空载体感染组相比均有下降，差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；其中ＬＶＡＰＲＩＬ
ｓｈＲＮＡ１与ＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ２基因沉默效果较明
显，表达量分别下降了７３％和６８％，而未感染慢病
毒的细胞组与空载体感染组无统计学差异（图４）。

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测重组慢病毒颗粒感染ＣＦ
ＰＡＣ１细胞后 ＡＰＲＩＬ蛋白的表达　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹
检测发现，构建的３个慢病毒表达载体ＬＶＡＰＲＩＬ
ｓｈＲＮＡ１、ＬＶＡＰＲＩＬ ｓｈＲＮＡ２、ＬＶＡＰＲＩＬ ｓｈＲ
ＮＡ３感染ＣＦＰＡＣ１细胞后 ＡＰＲＩＬ蛋白的表达与
未感染慢病毒的细胞组及空载体感染组相比均有下

降，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；其中 ＬＶＡ
ＰＲＩＬｓｈＲＮＡ１与ＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ２基因沉默效
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果较明显，蛋白表达量分别下降了６６％和５９％，而
未感染慢病毒的细胞组与空载体感染组相比无统计

学差异（图５）。

图４　ＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ感染ＣＦＰＡＣ１
细胞对ＡＰＲＩＬｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＰＲＩＬｍＲＮＡａｆｔｅｒ

ＣＦＰＡＣ１ｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ
１：Ｎｏｎｉｎｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ；２：Ｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ；３：Ｃｅｌｌｓｉｎ

ｆｅｃｔｅｄｂｙＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ１；４：ＣｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲ

ＮＡ２；５：ＣｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ３．Ｐ＜０．０５ｖｓｎｏｎｉｎ

ｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ

图５　ＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ感染ＣＦＰＡＣ１
细胞对ＡＰＲＩＬ蛋白表达的影响

Ｆｉｇ５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＰＲＩＬｐｒｏｔｅｉｎａｆｔｅｒ

ＣＦＰＡＣ１ｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ
１：Ｎｏｎｉｎｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ；２：Ｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ；３：Ｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃ

ｔｅｄｂｙＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ１；４：ＣｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲ

ＮＡ２；５：ＣｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ３

３　讨　论

　　ＡＰＲＩＬ是肿瘤坏死因子超家族的新成员，在正
常组织中表达很弱，但在多种肿瘤细胞系及肿瘤组
织中却有高水平表达［１，６］。国内外研究［７９］表明

ＡＰＲＩＬ可以通过自分泌、内分泌及旁分泌的形式与靶
细胞表面受体（穿膜蛋白复合物、Ｂ细胞成熟抗原）结
合，激活ＮＦκＢ途径，从而促进肿瘤细胞增殖，抑制肿
瘤细胞凋亡，在肿瘤形成的过程中起重要作用。

　　ＲＮＡｉ是将与靶基因序列同源的双链ＲＮＡ导
入细胞，经过一系列作用与靶基因 ｍＲＮＡ结合，并
迅速使其特异性降解，从而抑制该基因的表达。近
年来，ＲＮＡｉ技术被广泛应用于基因功能分析、信号
转导通路和基因治疗的研究［１０１２］。质粒介导ＲＮＡｉ
有一定的局限性，如转染率低、基因抑制表达作用
弱、持续时间短、不适合体内实验等［１３１４］。而慢病毒

属逆转录病毒家族，为非致癌性病毒，能够感染非分
裂期和分裂期细胞，且病毒内的遗传物质能够整合
到宿主的基因组，是潜伏期长、持续时间长的慢性感
染。慢病毒独特之处在于其在逆转录酶基因和包膜
基因之间以及３′端包膜蛋白基因区含有开放性读码
框［１５１６］，可能会成为未来ＲＮＡｉ介导肿瘤基因治疗
中最常用的载体［１７］。

　　本研究所采用的慢病毒载体系统由ｐＧＣＬＧＦＰ
载体、ｐＨｅｌｐｅｒ１．０（ｇａｇ／ｐｏｌ元件）载体、ｐＨｅｌｐｅｒ２．０
（ＶＳＶＧ元件）载体三质粒组成。ｐＧＣＬＧＦＰ载体含
有Ｕ６启动子，能够在宿主细胞中持续表达有干扰作
用的小ＲＮＡ，同时该质粒能表达由ＣＭＶ启动子驱
动的荧光蛋白 ＧＦＰ。ｐＨｅｌｐｅｒ１．０和ｐＨｅｌｐｅｒ２．０
含有病毒包装所必须的元件。ｐＨｅｌｐｅｒ１．０质粒中
含有 ＨＩＶ病毒的ｇａｇ基因，编码病毒主要的结构蛋
白；ｐｏｌ基因编码病毒特异性的酶；ｒｅｖ基因编码调节

ｇａｇ和ｐｏｌ基因表达的调节因子。ｐＨｅｌｐｅｒ２．０质
粒中含有单纯疱疹病毒来源的 ＶＳＶＧ基因，提供病
毒包装所需要的衣壳蛋白。

　　本研究构建了３个人ＡＰＲＩＬ基因ＲＮＡ干扰慢
病毒表达载体（ＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ１、ＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲ
ＮＡ２、ＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ３），并经ＰＣＲ及测序鉴定。
结果证实病毒载体构建成功，经包装产生的慢病毒具
有较高滴度。３种慢病毒载体感染ＣＦＰＡＣ１细胞后，

ＡＰＲＩＬ基因ｍＲＮＡ和蛋白的表达量均明显下降，其
中ＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ１、ＬＶＡＰＲＩＬｓｈＲＮＡ２抑制作
用较明显，使ｍＲＮＡ表达分别下降７３％和６８％，蛋白
表达分别下降６６％和５９％（Ｐ＜０．０５）。此结果说明
本研究构建的慢病毒ＲＮＡｉ表达载体在胰腺癌ＣＦ
ＰＡＣ１细胞内能持续、高效、特异地抑制 ＡＰＲＩＬ基
因表达，为后续的以ＡＰＲＩＬ基因为靶点的胰腺癌基
因治疗研究奠定了基础，也为异常表达ＡＰＲＩＬ的肿
瘤防治提供新的思路。

　　（志谢　本研究得到复旦大学生命科学院黄伟
达教授等的技术支持和无私帮助，在此一并表示感
谢！）
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贾泽军

·消　息·

第二军医大学基础部胡以平教授１篇论文入选首届“中国百篇最具影响优秀国际
学术论文”

　　以第二军医大学基础部细胞生物学教研室李文林博士为第一作者，细胞生物学教研室主任胡以平教授为通讯作者，发表

在ＳｔｅｍＣｅｌｌｓ杂志上题为“Ｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｂｉｐｏｔｅｎｔｌｉｖｅｒｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓｆｒｏｍａｄｕｌｔｍｏｕｓｅ”的论文被评为首届

“中国百篇最具影响优秀国际学术论文”。

　　“中国百篇最具影响优秀国际学术论文”评选，其主旨是促进我国高影响、高质量科技论文的发表，引导我国科技论文增长

模式由重视数量向重视质量转变。我国于２００７年首次开展此项活动，由中国科学技术信息研究所具体组织实施。论文每年

评选一次，国际论文源为前一年被ＳＣＩ收录的中国论文，国内论文源为前一年被中国科技论文与引文数据库（ＣＳＴＰＣＤ）收录

的国内论文。根据发表论文的期刊水平、文献类型、热点论文、论文的合作强度、参考文献数量和论文的完整性等６项文献计

量指标进行评定。


