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靶向胰腺癌细胞株增殖诱导配体基因小干扰ＲＮＡ的制备及纯化

毛振彪１，邵建国２△，王唯一１，谭　畅３，黄伟达３，黄介飞１

（１．南通大学附属医院消化内科，南通２２６００１；２．南通市第三人民医院消化内科，南通２２６００６；３．复旦大学生命科学院生物化
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［摘要］　目的：制备及纯化针对增殖诱导配体基因（ＡＰＲＩＬ）的小干扰ＲＮＡ（ＡＰＲＩＬｓｉＲＮＡ），为进一步研究ＡＰＲＩＬ基因在人

胰腺癌中的作用奠定基础。方法：构建靶向胰腺癌ＣＦＰＡＣ１细胞株 ＡＰＲＩＬ基因双链 ＲＮＡ（ＡＰＲＩＬｄｓＲＮＡ）的表达质粒

ｐＥＴ２２ｂＡＰＲＩＬ，在大肠杆菌中发酵表达ＡＰＲＩＬｄｓＲＮＡ，并利用ＣＦ１１树脂亲和层析纯化；用大肠杆菌Ⅲ型 ＲＮＡ水解酶

（ＲＮａｓｅⅢ）水解ｄｓＲＮＡ，制备ＡＰＲＩＬｓｉＲＮＡ，应用ＤＥＡＥ树脂离子交换层析使ＲＮａｓｅⅢ与核苷酸分离，分子筛层析进一步分

离纯化ＡＰＲＩＬｓｉＲＮＡ。将纯化后的ＡＰＲＩＬｓｉＲＮＡ转染ＣＨＯ细胞，荧光显微镜下观察转染后ＣＨＯ细胞ＡＰＲＩＬ蛋白的表达

情况。结果：ｐＥＴ２２ｂＡＰＲＩＬ转染大肠杆菌后，经ＩＰＴＧ诱导能大量表达ＡＰＲＩＬｄｓＲＮＡ，表达产物经ＣＦ１１树脂纯化能得到

纯化的ＡＰＲＩＬｄｓＲＮＡ；ｄｓＲＮＡ经ＲＮａｓｅⅢ水解后，过ＤＥＡＥ树脂离子交换层析柱，经５％ＰＡＧＥ、１２％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳证实

ＲＮａｓｅⅢ与核苷酸分离，进一步经分子筛层析分离纯化，得到纯化ＡＰＲＩＬｓｉＲＮＡ。荧光显微镜下观察结果表明，ＡＰＲＩＬｓｉＲ

ＮＡ转染ＣＨＯ细胞能明显抑制ＡＰＲＩＬ蛋白的表达。结论：成功制备了靶向ＣＦＰＡＣ１细胞株的ＡＰＲＩＬｓｉＲＮＡ，为下一步敲

减ＣＦＰＡＣ１细胞ＡＰＲＩＬ基因的研究奠定了基础。

［关键词］　增殖诱导配体；ＲＮＡ干扰；胰腺肿瘤；体外转录法
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　　增殖诱导配体（ａｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｉｎｇｌｉｇａｎｄ，

ＡＰＲＩＬ）是肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，

ＴＮＦ）超家族的新成员，在体内和体外均能刺激肿瘤
细胞生长，与肿瘤生长的调节关系密切。前期研
究［１２］发现ＡＰＲＩＬ在人胰腺癌细胞株和胰腺癌组织
中有异常高表达现象，但其确切的上调机制尚不明
确，有必要进一步观察其在胰腺癌发生中的可能机
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制。本研究参照 Ｑｉａｎ等［３４］建立的体外转录法，进
一步优化实验条件，构建靶向 ＣＦＰＡＣ１细胞株

ＡＰＲＩＬ基因双链ＲＮＡ（ＡＰＲＩＬｄｓＲＮＡ），诱导其在
大肠杆菌中的发酵表达，用大肠杆菌Ⅲ型 ＲＮＡ水
解酶（ＲＮａｓｅⅢ）水解ｄｓＲＮＡ，制备分离纯化ＡＰＲＩＬ
ｓｉＲＮＡ，进一步观察其转染细胞后对ＡＰＲＩＬ表达的
影响，为进一步的研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　细胞株及培养基　人胰腺癌细胞株ＣＦＰＡＣ１
购自中国科学院上海生命科学院细胞资源中心，

ＣＨＯ细胞株由复旦大学生命科学院生物化学系生
化与分子生物实验室馈赠。ＤＭＥＭ、ＩＭＤＭ、ＲＰＭＩ
１６４０和 Ｈａｍ’ｓＦ１２ｋ细胞培养基购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ公司，新生牛血清和胎牛血清购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公
司。

１．２　主要试剂及设备　质粒ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔＳＫ购于

ＴａＫａＲａ公司，ＨＢＶＰｓｉＲＮＡ、大肠杆菌 ＲＮａｓｅⅢ
和ｐＥＴ２２ｂｌｏｏｐ由复旦大学生物化学系生化与分
子生物实验室馈赠；ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＢＬ２１Ｃｏｄｏｎ
ＰｌｕｓＲ○ （ＤＥ３）ＲＩＬ购自美国Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ公司；限制
性内切酶和Ｔａｑ聚合酶购自 ＴａＫａＲａ公司；ＲＮａｓｅ
Ａ购自美国Ａｍｂｉｏｎ公司；ＷｈａｔｍａｎＲ○ｆｉｂｒｏｕｓｃｅｌ
ｌｕｌｏｓｅｐｏｗｄｅｒＣＦ１１树脂购自美国 Ｗｈａｔｍａｎ 公
司；ＤＥＡＥＳｅｐｈａｒｏｓｅＦａｓｔＦｌｏｗ 购自 Ａｍｅｒｓｈａｍ
Ｐｈａｒｍａｃｉａ公司；层析系统和预装柱：ＢｉｏｌｏｇｉｃＤｕｏ
ｆｌｏｗＴＭＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙＳｙｓｔｅｍ（ＢｉｏＲａｄ，ＵＳＡ）和

２５ｍｌＳｕｐｅｒｄｅｘ７５ＦＰＬＣｃｏｌｕｍｎ（ＡｍｅｒｓｈａｍＰｈａｒ
ｍａｃｉａ）；转染试剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自美国Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；其他化学试剂均为分析纯试剂。

１．３　 细胞培养 　 分别用含 １０％ 胎牛血清的

ＤＭＥＭ、ＩＭＤＭ、Ｈａｍ’ｓＦ１２ｋ和ＲＰＭＩ１６４０细胞培
养基，单层培养ＣＦＰＡＣ１胰腺癌细胞株、ＣＨＯ细胞
株于３７℃、５％ＣＯ２和饱和湿度的恒温孵育箱内，以

０．２５％胰蛋白酶传代消化。

１．４　ＡＰＲＩＬｄｓＲＮＡ表达载体的构建

１．４．１　引物的设计与合成　根据 ＴａＫａＲａ公司

ｓｉＲＮＡ设计程序，选取 ＡＰＲＩＬ基因中包含３个分
值最高的ｓｉＲＮＡ的一段作为 ＡＰＲＩＬｄｓＲＮＡ表达
模板，针对该片段设计引物，并在引物５′端加上限制
性酶切位点。ＡＰＲＩＬ引物序列为：Ｆ５′ＣＧＴＣＧＡ
ＣＴＣＴＡＧＡＡＣＡＧＡＡＧＡＡＧＣＡＧＣＡＣＴＣＴ
３′（下划线部分为引入的ＳａｌⅠ和 ＸｂａⅠ识别位
点），Ｒ５′ＴＡＧＡＡＴＴＣＧＧＡＴＣＣＧＡＡＧＧＴＴ
ＣＣＡＴＧＴＧＧＡ ＧＡＧ３′（下划线部分为引入的

ＥｃｏＲⅠ和ＢａｍＨⅠ识别位点）。引物由上海英骏生
物技术有限公司合成。

１．４．２　ｐＥＴ２２ｂＡＰＲＩＬ载体的构建　由于肿瘤细
胞中普遍存在基因突变的情况，为了得到针对ＣＦ
ＰＡＣ１细胞株 ＡＰＲＩＬ基因抑制表达效率最高的

ｓｉＲＮＡ，本研究以ＣＦＰＡＣ１细胞株ｃＤＮＡ为模板，
按以下条件扩增ＡＰＲＩＬ基因部分序列（约４２０ｂｐ）：

５℃３０ｓ；９４℃３０ｓ，５８℃３０ｓ，７２℃４０ｓ，共３０个循
环；７２℃７ｍｉｎ。得到的４２０ｂｐＤＮＡ片段用ＥｃｏＲ
Ⅰ和ＳａｌⅠ酶切，并连接到ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔＳＫ的相应位
点中，用ＡＰＲＩＬ引物ＰＣＲ、酶切以及测序鉴定其正
确性。再分别用ＢａｍＨⅠ、ＸｂａⅠ和ＥｃｏＲⅠ、ＳａｌⅠ
从测序正确的质粒中切下目的片段，连接到ｐＥＴ
２２ｂｌｏｏｐ的相应位点中，得到的表达质粒命名为

ｐＥＴ２２ｂＡＰＲＩＬ。

１．５　ＡＰＲＩＬｄｓＲＮＡ的表达及纯化

１．５．１　ＡＰＲＩＬｄｓＲＮＡ在大肠杆菌中的表达　将

ｄｓＲＮＡ表达载体ｐＥＴ２２ｂＡＰＲＩＬ通过常规的氯化
钙法转化到大肠杆菌中。挑单菌落接种到含有１００

μｇ／ｍｌ氨苄西林的ＬＢ培养基中，在３７℃摇床中以

２５０ｒ／ｍｉｎ的转速培养过夜。取１０ｍｌ该种子液接
种到２００ｍｌ新鲜的含１００μｇ／ｍｌ氨苄西林的ＬＢ培
养基中，在３７℃摇床中以２５０ｒ／ｍｉｎ的转速培养。
当菌液６００ｎｍ处光密度值 （Ｄ）达到１．０时，加入

ＩＰＴＧ至终浓度０．１ｍｏｌ／Ｌ。以相同的条件继续培
养３ｈ后收集菌体。为了判断ｄｓＲＮＡ是否表达，本
研究以同样培养但未加ＩＰＴＧ 诱导的表达菌株

ＢＬ２１（转化了ｐＥＴ２２ｂＡＰＲＩＬ的大肠杆菌）为对
照。用碱法抽提质粒ＤＮＡ的方法从菌体中提取核
酸，然后用ＲＮａｓｅＡ处理，１％琼脂糖凝胶电泳以检
测ｄｓＲＮＡ的表达情况。

１．５．２　ＡＰＲＩＬｄｓＲＮＡ的纯化　利用ＣＦ１１树脂
可以特异地吸附ｄｓＲＮＡ的特性来纯化ｄｓＲＮＡ。按

１．５．１项下方法发酵ｄｓＲＮＡ，将３０００ｒ／ｍｉｎ×１５
ｍｉｎ离心收集的菌体，以每１ｇ菌体中加入１０ｍｌ
１．５×ＳＴＥ（以５×ＳＴＥ稀释，５×ＳＴＥ为０．５ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ，５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ·ＨＣｌ，５ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，

ｐＨ８．０）充分悬浮后，破壁机破壁，７０℃水浴３０ｍｉｎ
冷却后，４℃６９００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，收集上清液
后用于纤维素ＣＦ１１吸附纯化。取上清液加入无水
乙醇至终浓度为２０％，预冷后上样到用含２０％乙醇
的ＳＴＥ溶液平衡的ＣＦ１１层析柱中；用含有１８％乙
醇的 ＳＴＥ 溶液洗 ＣＦ１１柱以除去单链 ＲＮＡ 和

ＤＮＡ，然后用ＳＴＥ溶液洗脱ｄｓＲＮＡ。洗脱液用２
倍体积的无水乙醇沉淀，用７０％乙醇洗盐，室温晾
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干后溶于 ＴＥ（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ·ＨＣｌ，１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ，ｐＨ８．０）。用分光光度计测定其２６０ｎｍ处

Ｄ值，按每个Ｄ２６０值为４０μｇ／ｍｌ计算ｄｓＲＮＡ的浓
度，以调整不同浓度ｄｓＲＮＡ。

１．６　ＡＰＲＩＬｓｉＲＮＡ的制备及纯化

１．６．１　ＡＰＲＩＬｄｓＲＮＡ水解制备ＡＰＲＩＬｓｉＲＮＡ及
其初步纯化　在含５０ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ·ＨＣｌ，ｐＨ７．５，

１００ｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ，１ ｍｏｌ／Ｌ ＤＴＴ，１μｇｄｓＲＮＡ，

Ｍｎ２＋浓度１０ｍｏｌ／Ｌ２０μｌ反应体系中分别加１、２、

４、６、８μｇＲＮａｓｅⅢ。在３７℃反应１ｈ后用１５％
ＰＡＧＥ电泳分析水解产物。根据以上酶切效率的检
测，确定反应体系，大量酶切ｄｓＲＮＡ来制备ｓｉＲＮＡ。

ｄｓＲＮＡ被大肠杆菌ＲＮａｓｅⅢ水解后补加ＮａＣｌ至终
浓度为２５０ｍｏｌ／Ｌ，然后上样到已用上样Ｂｕｆｆｅｒ（含２０
ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ·ＨＣｌ，１２５ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，ｐＨ７．５）平衡的

ＤＥＡＥ柱上（１ｃｍ×１０ｃｍ树脂），继续用上样Ｂｕｆｆｅｒ
洗至基线，然后用２５０ｍｍｏｌ／Ｌ、５００ｍｍｏｌ／Ｌ和１０００
ｍｍｏｌ／Ｌ的ＮａＣｌ梯度洗脱被吸附的水解产物。酶切
后混合物经过ＤＥＡＥ纯化后，取样行１５％ＰＡＧＥ和

１２％ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白胶观察。

１．６．２　分子筛进一步分离纯化ｓｉＲＮＡ　由于用大
肠杆菌ＲＮａｓｅⅢ水解后的ｓｉＲＮＡ一般含有未被完
全水解的长双链ＲＮＡ（大于３０ｂｐ）和过度水解产生
的短链寡核苷酸（小于２１ｂｐ），经ＤＥＡＥ纯化的水
解产物需要进一步分离纯化出其中的ｓｉＲＮＡ。选
用分 子 筛 （Ｂｉｏｌｏｇｉｃ ＤｕｏｆｌｏｗＴＭ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
Ｓｙｓｔｅｍ＋２５ｍｌＳｕｐｅｒｄｅｘ７５ＦＰＬＣｃｏｌｕｍｎ）分离该
混合物，以获得所需要的２１ｂｐ大小的ｓｉＲＮＡ。

１．７　ＡＰＲＩＬｓｉＲＮＡ转染ＣＨＯ细胞　用３Ｔ细胞
作为阳性对照，制备了带有ＡＰＲＩＬ基因片段的荧光
蛋白质粒ｐＥＧＦＰＡＰＲＩＬ，转染该质粒后ＣＨＯ细胞
将能够表达带有 ＡＰＲＩＬ序列的荧光蛋白。实验设

４组：单转染ｐＥＧＦＰＡＰＲＩＬ组；ｐＥＧＦＰＡＰＲＩＬ＋
ＡＰＲＩＬｓｉＲＮＡ共转染组；ｐＥＧＦＰＣ２＋ＡＰＲＩＬｓｉＲ
ＮＡ共转染组；ｐＥＧＦＰＡＰＰＩＬ＋ＨＢＶＰｓｉＲＮＡ共转
染组。

　　用含１０％（Ｖ／Ｖ）新生牛血清、１００ｇ／ｍｌ链霉素
和１００ＩＵ／ｍｌ青霉素的 ＤＭＥＭ（高糖）培养基，在

３７℃含饱和水蒸气和５％（Ｖ／Ｖ）ＣＯ２的培养箱中培
养。所有细胞在转染前２４ｈ按一定的细胞数接种
到２４孔细胞培养板中。然后用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
转染试剂，按供应商提供的转染方法转染细胞。将

ｐＥＧＦＰＣ２、ｐＥＧＦＰＡＰＲＩＬ质粒、ＡＰＲＩＬｓｉＲＮＡ、

ＨＢＶＰｓｉＲＮＡ混合稀释于５０μｌＯｐｔｉＭＥＭ中，将２

μｌＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００稀释于５０μｌＯｐｔｉＭＥＭ 中，

室温放置５ｍｉｎ后，将后者温和加入前者，混匀，室
温放置１５ｍｉｎ后，将混合溶液加入预先换成５００μｌ
无血清新鲜ＤＭＥＭ 培养基的２４孔培养板内。５ｈ
后每孔加入５００μｌ含２０％（Ｖ／Ｖ）新生牛血清的

ＤＭＥＭ。转染后４８ｈ进行检测，根据荧光蛋白表达
量比较转染后各组细胞ＡＰＲＩＬ的表达情况。

２　结　果

２．１　ｐＥＴ２２ｂＡＰＲＩＬ表达载体的构建及鉴定　构
建的ｄｓＲＮＡ表达载体ｐＥＴ２２ｂＡＰＲＩＬ，经酶切鉴
定可见目的基因片段分别以正向和反向连接到ｌｏｏｐ
两侧的多克隆位点中，测序正确。这表明载体构建
成功。

２．２　ＡＰＲＩＬｄｓＲＮＡ的表达及纯化　结果显示（图

１）：ＩＰＴＧ诱导后菌株的表达产物经ＲＮａｓｅＡ处理
后，电泳分析可见 ＡＰＲＩＬｄｓＲＮＡ 条带；而未经

ＩＰＴＧ诱导菌株的表达产物经ＲＮａｓｅＡ处理后未见

ｄｓＲＮＡ条带。

图１　ＡＰＲＩＬｄｓＲＮＡ在大肠杆菌中的诱导表达

Ｆｉｇ１　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

ＡＰＲＩＬｄｓＲＮＡ’ｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＥ．ｃｏｌｉ
１：２ｋｂＤＮＡｌａｄｄｅｒ；２：ＴｈｅｅｘｔｒａｃｔｆｒｏｍＥ．ｃｏｌｉ（ｎｏｔｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈ

ＩＰＴＧ）ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＲＮａｓｅＡ；３：ＴｈｅｅｘｔｒａｃｔｆｒｏｍＥ．ｃｏｌｉ（ｉｎｄｕｃｅｄ

ｗｉｔｈＩＰＴＧ）ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＲＮａｓｅＡ

　　纯化结果（图２）显示，质粒ＤＮＡ和单链ＲＮＡ
与ＣＦ１１树脂的亲和力较弱，它们在上样时流出或

被含１８％乙醇的ＳＴＥ溶液洗脱；而ｄｓＲＮＡ最后成

功用ＳＴＥ溶液洗脱。

２．３　ＡＰＲＩＬｓｉＲＮＡ的获取及纯化结果

２．３．１　ＡＰＲＩＬｄｓＲＮＡ的水解及其优化条件的筛
选　ＡＰＲＩＬｄｓＲＮＡ 经 ＲＮａｓｅⅢ酶切水解后１５％
ＰＡＧＥ观察，发现在２１ｂｐ处出现预期ＡＰＲＩＬｓｉＲ
ＮＡ条带（图３）。含１μｇｄｓＲＮＡ／１μｇＲＮａｓｅⅢ的

２０μｌ反应体系酶解效率最高。
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图２　ｄｓＲＮＡ经ＣＦ１１柱纯化结果

Ｆｉｇ２　ＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｄｓＲＮＡｗｉｔｈＣＦ１１ｃｏｌｕｍｎ
１：Ｂｅｆｏｒｅｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ；２：ＴｈｅｅｆｆｌｕｅｎｔｆｒｏｍＣＦ１１；３５：１８％ｅｔｈａｎｏｌ

ＳＴＥｅｌｕｔｒｉａｎｔ；６７：ＳＴＥｅｌｕｔｒｉａｎｔ

图３　ＡＰＲＩＬｄｓＲＮＡ水解产物的１５％ＰＡＧＥ电泳图

Ｆｉｇ３　１５％ＰＡＧＥｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓ

ｏｆｄｉｇｅｓｔｅｄｄｓＲＮＡｗｉｔｈＲＮａｓｅⅢ
Ｍ：ｄｓＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１，２：１μｇｄｓＲＮＡ；３７：１，２，４，６，８μｇｄｓＲＮＡ

ｗｅｒｅｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙ１μｇＲＮａｓｅⅢ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２．３．２　ＡＰＲＩＬｓｉＲＮＡ的大量制备及纯化　选取１

μｇｄｓＲＮＡ／１μｇＲＮａｓｅⅢ的２０μｌ反应体系，将体

系扩大５０００倍至１００ｍｌ大量制备ｓｉＲＮＡ。酶切

后混合物经过ＤＥＡＥ纯化后，取样行１５％ＰＡＧＥ和

１２％ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白胶观察，发现１５％ＰＡＧＥ胶上

第６ 条带 处 见 ｓｉＲＮＡ 片段 （图４Ａ），１２％ＳＤＳ

ＰＡＧＥ蛋白胶上未看到ＲＮａｓｅⅢ蛋白条带，仅在第

１、２道上样处见到ＲＮａｓｅⅢ蛋白（图４Ｂ）。以上结果

说明，经过梯度 ＮａＣｌ溶液洗脱，ＲＮａｓｅⅢ蛋白被

１２５ ｍｍｏｌ／Ｌ、２５０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＮａＣｌ溶液洗脱而与

ｓｉＲＮＡ分离，ｓｉＲＮＡ被５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ溶液洗脱

而成功分离出来。

　　以上经ＤＥＡＥ初步纯化后的含ｓｉＲＮＡ的混合

物通过Ｓｕｐｅｒｄｅｘ７５分子筛分离后可得到纯化的２１

ｂｐ大小的ｓｉＲＮＡ（图５）。

２．４　ＡＰＲＩＬｓｉＲＮＡ转染后ＣＨＯ细胞荧光蛋白的

表达　ｐＥＧＦＰＡＰＲＩＬ、ｐＥＧＦＰＣ２＋ＡＰＲＩＬｓｉＲＮＡ

及 ｐＥＧＦＰＡＰＲＩＬ＋ＨＢＶＰｓｉＲＮＡ 质 粒 转 染 组

ＣＨＯ细胞 ＡＰＲＩＬ荧光蛋白表达较强（图６Ａ、６Ｂ、

６Ｃ），而ｐＥＧＦＰＡＰＲＩＬ＋ＡＰＲＩＬｓｉＲＮＡ共转染组

细胞荧光蛋白表达较弱，明显受到抑制（图６Ｄ）。

图４　酶切产物经ＤＥＡＥ离子柱处理后的

１５％ＰＡＧＥ（Ａ）和１２％ＳＤＳＰＡＧＥ（Ｂ）胶电泳图

Ｆｉｇ４　１５％ＰＡＧＥ（Ａ）ａｎｄ１２％ＳＤＳＰＡＧＥ（Ｂ）

ａｎａｌｙｓｅｓｏｆｓｅｐａｒａｔｅｄｓｉＲＮＡｍｉｘｔｕｒｅｂｙ
ＤＥＡＥｉｏｎｅｘｃｈａｎｇｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

Ｍ：ｄｓＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：Ｓａｍｐｌｅｂｅｆｏｒｅｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ；２：Ｔｈｅｅｆｆｌｕｅｎｔ

ｆｒｏｍＤＥＡＥｉｏｎｃｏｌｕｍｎ；３：１２５ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌｅｌｕｔｒｉａｎｔ；４，５：２５０

ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌｅｌｕｔｒｉａｎｔ；６：５００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌｅｌｕｔｒｉａｎｔ

图５　ＤＥＡＥ离子柱处理后的酶切产物

经分子筛纯化后各组分的１５％ＰＡＧＥ电泳图

Ｆｉｇ５　１５％ＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｕｒｉｆｉｅｄｓｉＲＮＡｂｙ
Ｓｕｐｅｒｄｅｘ７５ｓｉｚｅｅｘｃｌｕｓｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

Ｍ：ｄｓＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１８：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓｏｆｅｆｆｌｕｅｎｔ．Ｔｈｅａｒ

ｒｏｗｓｈｏｗｉｎｇｐｕｒｉｆｉｅｄ２１ｂｐｓｉＲＮＡ

３　讨　论

　　ＲＮＡ 干扰 （ＲＮＡｉｎｔｒｅｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）是指

ｄｓＲＮＡ（ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｅｄＲＮＡ，ｄｓＲＮＡ）特异性地
诱发与其序列同源的ｍＲＮＡ分子被降解，从而导致
相应基因的表达被抑制的现象，是一种特殊的转录
后基因表达沉默（ｐｏｓｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｅ，
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ＰＴＧＳ）现象［５］。ＲＮＡｉ高效而专一地抑制基因表达
的特点使其在基因功能研究方面得到了广泛的应

用［６８］。然而在哺乳动物细胞中，长度超过３０ｂｐ的
双链ＲＮＡ会激活α干扰素信号转导系统，导致普
遍的翻译起始抑制以及非序列特异性的 ＲＮＡ 降
解，最终导致非特异性的基因表达抑制［９］。这种机
制阻碍了 ＲＮＡｉ技术在哺乳动物细胞中的应用。

Ｅｌｂａｓｈｉｒ等［１０］首次证明用化学合成的２１ｂｐ小干扰

ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ）能够激活哺乳
动物细胞体系中的ＲＮＡ干扰机制，而不会激活α干
扰素信号转导系统，从而专一性地抑制目的基因的表
达。这项工作拓展了ＲＮＡｉ技术的应用领域，使其在
基因功能研究中得到更为广泛的应用，也为其被开发
成为一种新的疾病治疗手段提供了可能。

图６　荧光显微镜下观察转染后各组细胞荧光蛋白的表达

Ｆｉｇ６　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｒｔｏｆＡＰＲＩＬｓｉＲＮＡｏｎＡＰＲＩＬｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｕｎｄｅｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（１０×１０）

Ａ：ｐＥＧＦＰＡＰＲＩＬ；Ｂ：ｐＥＧＦＰＣ２＋ＡＰＲＩＬｓｉＲＮＡ；Ｃ：ｐＥＧＦＰＡＰＲＩＬ＋ＨＢＶＰｓｉＲＮＡ；Ｄ：ｐＥＧＦＰＡＰＲＩＬ＋ＡＰＲＩＬｓｉＲＮＡ

　　目前有５种ｓｉＲＮＡ的制备方法：化学合成法

（ｃｈｅｍｉｃａｌｓｙｎｔｈｅｓｉｓ）［１０］，体外转录法（ｉｎｖｉｔｒｏｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ）［１１］，ｄｓＲＮＡ 的 ＲＮａｓｅⅢ家族体外消化

法［１２１３］，ｓｉＲＮＡ表达载体法（ｓｉＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃ

ｔｏｒｓ）［１４１５］，ｓｉＲＮＡ 表达框架法（ｓｉＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｃａｓｓｅｔｔｅｓ，ＳＥＣｓ）［１６］。前３种方法是在体外制备

ｓｉＲＮＡ，然后通过转染或电转的方法导入到细胞中，

后２种方法则是基于具有合适启动子的载体或转录

元件在哺乳动物或细胞中转录生成ｓｉＲＮＡ。５种方

法有各自的优缺点，可以根据实验研究需要选择适

合的制备方法。虽然通过ｓｉＲＮＡ表达载体法表达

的ｓｈＲＮＡ可以在哺乳动物细胞体系中激活 ＲＮＡ
干扰机制，对特定基因表达的抑制率达到９０％以

上，优于人工合成的ｓｉＲＮＡ［１７１８］，但要将这种方法

应用于临床，它会面临许多困难，如靶向性、安全性

等问题。

　　本研究以ｐＥＴ２２ｂｌｏｏｐ质粒为出发载体，构建

了Ｔ７ｐｒｏｍｏｔｅｒ启动子下的ｄｓＲＮＡ表达载体ｐＥＴ

２２ｂＡＰＲＩＬ，通过ＩＰＴＧ诱导，该质粒能够在大肠杆

菌中大量表达ｄｓＲＮＡ，并且能够利用ＣＦ１１树脂从

提取的核酸中分离纯化得到ｄｓＲＮＡ。然后通过

ＲＮａｓｅⅢ酶切ｄｓＲＮＡ成ｓｉＲＮＡ，利用ＤＥＡＥ树脂

离子交换层析和分子筛层析分离纯化出 ＡＰＲＩＬ

ｓｉＲＮＡ，将其转染ＣＨＯ细胞后能明显抑制 ＡＰＲＩＬ
的表达。尽管用 ＨｉｓＲＮａｓｅⅢ制备ｓｉＲＮＡ时的得

率不如Ｄｉｃｅｒ，但基因工程重组ＲＮａｓｅⅢ的制备比

Ｄｉｃｅｒ容易，而且其酶切活性比Ｄｉｃｅｒ高。综合考虑

以上因素，可以认为对于体外大量制备ｓｉＲＮＡ 来

说，在优化的条件下，ＲＮａｓｅⅢ要优于Ｄｉｃｅｒ。本研

究成功制备了针对ＣＦＰＡＣ１细胞株的ＡＰＲＩＬｓｉＲ

ＮＡ，为下一步敲减ＣＦＰＡＣ１细胞 ＡＰＲＩＬ基因的

研究奠定了基础，也为进一步研究ＡＰＲＩＬ基因在胰

腺癌中的作用提供了方法。
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贾泽军

·消　息·

“机械通气技术临床应用与进展”、“危重病急救医学进展”学习班招生

　　为更好地促进我国危重急救医学的发展，提高广大临床医务人员的专业水平，上海交通大学医学院附属新华医院急救中

心／成人ＩＣＵ科举办第７期“机械通气技术临床应用与进展”（２００７０３０２１０５）、第３期“危重病急救医学进展”（２００７０３１０

０２７）学习班。招生对象为从事急诊、急救、危重病、ＩＣＵ、呼吸、麻醉等专业人员，招生名额为每个学习班３０～５０名。学习班分

别以宋志芳教授主编的《现代呼吸机治疗学———机械通气与危重病》和《危重病急救与重症监护》为教材，重点阐述机械通气技

术的临床应用与进展、危重病急救医学的研究进展，经培训考核合格的学员每个学习班授予国家级继续教育Ⅰ类学分１２分。

每个学习班学费与资料费为８００元，食宿费为６００元。

　　举办时间：“机械通气技术临床应用与进展”学习班为２００７年１０月１４日至１０月２１日，“危重病急救医学进展”学习班为

２００７年１０月２１日至１０月２８日，即日起即可报名。

　　举办地点：上海交通大学医学院附属新华医院。

　　联系电话：０２１６５７９００００７５０５／７５０３／７５００／６０６２，联系人：叶云洁（７５０５／７５０３）　潘曙明（６０６２）　宋志芳（７５００）


