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［摘要］　目的：建立逆转录病毒介导的 ＭＣＰＨ１基因ＲＮＡ干扰表达体系并观察其在宫颈癌细胞（ＨｅＬａ）中对 ＭＣＰＨ１表达

的影响。方法：将人 ＭＣＰＨ１基因ＲＮＡ干扰双链ＤＮＡ片段重组到逆转录病毒质粒ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ５．１Ｈ１Ｒｅｔｒｏ中，构建携带人

ＭＣＰＨ１基因ＲＮＡ干扰逆转录病毒载体ｐＳｉＲＮＡＭＣＰＨ１，经ＰＴ６７细胞包装后，产生的重组逆转录病毒感染宫颈癌细胞株

ＨｅＬａ细胞，并用嘌呤霉素筛选产生稳定的细胞克隆，用ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测细胞中 ＭＣＰＨ１ｍＲＮＡ和蛋白表达的

变化。结果：重组ｐＳｉＲＮＡＭＣＰＨ１质粒经测序鉴定正确；重组逆转录病毒感染 ＨｅＬａ细胞后用嘌呤霉素筛选出稳定的细胞

克隆；ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测人 ＭＣＰＨ１ｍＲＮＡ和蛋白表达水平明显低于阴性对照组和未干扰组。结论：携带人

ＭＣＰＨ１基因ＲＮＡ干扰双链ＤＮＡ片段的逆转录病毒感染 ＨｅＬａ细胞后能明显抑制 ＭＣＰＨ１ｍＲＮＡ和蛋白表达，为进一步研

究 ＭＣＰＨ１在宫颈癌中的作用奠定了基础。
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　　ＭＣＰＨ１（ｍｉｃｒｏｃｅｐｈａｌｉｎ）也叫 ＢＲＩＴ１（ＢＲＣＴｒｅｐｅａｔｉｎ

ｈｉｂｉｔｏｒｏｆｈＴＥＲＴｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ），是以大脑体积减小及智力迟

钝为特征的原发性小头畸形（ｐｒｉｍａｒｙｍｉｃｒｏｃｅｐｈａｒｙ）的主要

致病基因之一，因此该基因也称作小脑症基因。ＭＣＰＨ１基

因定位于８ｐ２３．１，最初是在筛选人端粒酶逆转录酶（ｈｕｍａｎ

ｔｅｌｏｍｅｒａｓｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ｈＴＥＲＴ）阻遏物

时被发现，得到的ｃＤＮＡ长度为２５０８ｂｐ，包含１４个外显

子。ＢＲＩＴ１蛋白由８３５个氨基酸组成，相对分子质量为

９３０００。ＭＣＰＨ１分子中包含３个ＢＲＣＴ结构域（ｂｒｅａｓｔｃａｎｃ

ｅｒｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｇｅｎｅ１ｃａｒｂｏｘｙｌｔｅｒｍｉｎｕｓ），２个位于Ｃ末端，

１个位于Ｎ末端，近Ｎ末端处有核定位信号［１３］。

　　ＭＣＰＨ１的功能研究是国际上一个非常活跃的热点，目

前的研究主要集中于 ＭＣＰＨ１与原发性小头畸形的关系、

ＭＣＰＨ１在ＤＮＡ损伤应答通路中的分子功能理论研究。原

发性小头畸形是一种罕见的常染色体隐形遗传性神经疾病，

这种疾病因大脑形成和生长的不正常从而促使患者头部异

常小，研究认为 ＭＣＰＨ１基因的突变是这种疾病的一个主要

病因［４］。目前 ＭＣＰＨ１在ＤＮＡ损伤应答反应中的基本功能

已明确：ＭＣＰＨ１在ＤＮＡ损伤后直接与γＨ２ＡＸ相互作用

而被招募到ＤＮＡ双链损伤位点，并和参与ＤＮＡ损伤后的

修复和ＤＮＡ损伤检验点信号途径中的多个蛋白相互作用，

进而移位到核内，介导ＤＮＡ损伤修复或细胞凋亡［５８］。鉴于

ＭＣＰＨ１在ＤＮＡ损伤应答通路中的重要作用，部分研究者

推测 ＭＣＰＨ１可能在肿瘤发生中具有作用，但具体作用及机

制仍不清楚。本文建立逆转录病毒介导的 ＭＣＰＨ１基因

ＲＮＡ干扰体系，并观察其在ＨｅＬａ细胞中对 ＭＣＰＨ１基因表

达的抑制作用，为进一步研究 ＭＣＰＨ１在宫颈癌中的作用奠

定基础。

１　材料和方法

１．１　材料　ＨｉｎｄⅢ、ＢａｍＨⅠ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自大连宝

生物公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司；质粒提取试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ公司；ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ购自

Ｓｉｇｍａ公司；ＭＣＰＨ１一抗购自 Ａｂｃａｍ 公司；ＨＲＰ标记的

ＩｇＧ二抗购自北京鼎国生物技术公司；ＲＮＡ抽提液购自德

国Ｒｏｃｈｅ公司。包装细胞ＰＴ６７、大肠杆菌ＤＨ５α为本室保

存；ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ５．１Ｈ１Ｒｅｔｒｏ系Ａｍｂｉｏｎ公司产品。

１．２　ｓｈＲＮＡ 靶序列的设计　根据ｓｈＲＮＡ 设计原则及

ＭＣＰＨ１（基因号ＮＭ＿０２４５９６）ｍＲＮＡ序列，使用Ｄｈａｒｍａｃｏｎ
公司在线设计工具针对 ＭＣＰＨ１基因编码区设计特异性序

列共２对４条。分别命名为 ＭＣＰＨ１干扰１、ＭＣＰＨ１干扰

２，另设计１条阴性对照序列。经过ＢＬＡＳＴＮ比对分析与人

类其他 基 因 编 码 序 列 无 同 源 性。按 如 下 结 构 设 计：

ＢａｍＨⅠ＋Ｓｅｎｓｅ＋Ｌｏｏｐ＋Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ＋终止信号＋ ＨｉｎｄⅢ。

中间径环结构为９个核苷酸，其序列为ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ。将

所选择的片段呈反向互补加到径环序列的两端，在正义链和

反义链的５′端分别加上限制酶ＢａｍＨⅠ和 ＨｉｎｄⅢ酶切位

点，３′端酶切位点之前加入 ｐｏｌⅢ启动子终止信号 ＴＴＴ
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ＴＴＴ。具体序列见表１。序列经上海生工生物工程技术服 务有限公司合成。

表１　ｓｈＲＮＡ干扰序列

ＭＣＰＨ１干扰１ ５′ｇａｔｃｃａｇｇａａｇｔｔｇｇａａｇｇａｔｃｃａｔｔｃａａｇａｇａｔｇｇａｔｃｃｔｔｃｃａａｃｔｔｃｃｔｔｔｔｔｔｔｇｇａａａ３′
３′ｇｔｃｃｔｔｃａａｃｃｔｔｃｃｔａｇｇｔａａｇｔｔｃｔｃｔａｃｃｔａｇｇａａｇｇｔｔｇａａｇｇａａａａａａａｃｃｔｔｔｔｃｇａ５′

ＭＣＰＨ１干扰２ ５′ｇａｔｃｃｇｃｇｃａａｔｇｇａｇａａｇａｇａｔｔｔｔｃａａｇａｇａａａｔｃｔｃｔｔｃｔｃｃａｔｔｇｃｇｃｔｔｔｔｔｔｇｇａａａ３′
３′ｇｃｇｃｇｔｔａｃｃｔｃｔｔｃｔｃｔａａａａｇｔｔｃｔｃｔｔｔａｇａｇａａｇａｇｇｔａａｃｇｃｇａａａａａａｃｃｔｔｔｔｃｇａ５′

阴性对照 ５′ｇａｔｃｃｔｔｃｔｃｃｇａａｃｇｔｇｔｃａｃｇｔｔｔｃａａｇａｇａａｃｇｔｇａｃａｃｇｔｔｃｇｇａｇａａｔｔｔｔｔｔｇｇａａａ３′
３′ｇａａｇａｇｇｃｔｔｇｃａｃａｇｔｇｃａａａｇｔｔｃｔｃｔｔｇｃａｃｔｇｔｇｃａａｇｃｃｔｃｔｔａａａａａａｃｃｔｔｔｔｃｇａ５′

１．３　重组逆转录病毒质粒的构建　取合成的单链正义和反

义ｓｈＲＮＡ模板分别溶解，取等量正义和反义模板寡核苷酸

及１×ＤＮＡ退火缓冲液，混匀后９５℃加热２ｍｉｎ，缓慢冷却至

室温，形成５′端和３′端分别为ＢａｍＨⅠ和ＨｉｎｄⅢ粘性末端的

双链ＤＮＡ。取ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ５．１Ｈ１Ｒｅｔｒｏ空质粒用ＢａｍＨⅠ和

ＨｉｎｄⅢ于３７℃水浴酶切４ｈ，酶切后进行载体胶回收。将退

火后的双链ｓｈＲＮＡ模板与线性化载体于１６℃连接过夜，以

连接产物转化大肠杆菌ＤＨ５α感受态细菌，涂布于含Ａｍｐ抗

性的ＬＢ平板上，３７℃恒温培养箱培养过夜，挑取单克隆菌落

接种于含Ａｍｐ抗性的ＬＢ培养液中，３７℃恒温摇床培养过

夜，收集菌液，小量快速抽提重组质粒，送上海生工生物工程

技术服务有限公司测序鉴定插入模板是否正确。测序鉴定正

确的质粒分别命名为ｐＳｉＲＮＡＭＣＰＨ１１、ｐＳｉＲＮＡＭＣＰＨ１

２及阴性对照质粒。

１．４　逆转录病毒质粒的转染及有效干扰序列筛选　将测序

正确的ｐＳｉＲＮＡＭＣＰＨ１１、ｐＳｉＲＮＡＭＣＰＨ１２及阴性对照

质粒经Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染到 ＨｅＬａ细胞中，具体操作按

说明书进行。４８ｈ后，提取细胞总ＲＮＡ，紫外分光光度计定

量，以随机引物在 ＭＭＬＶ逆转录酶作用下进行逆转录合成

ｃＤＮＡ，反应体系为２０μｌ，反应条件为３０℃１０ｍｉｎ，４２℃２０

ｍｉｎ，９９℃５ｍｉｎ。产物２０倍稀释后以 ＧＡＰＤＨ 为内参照进

行ＰＣＲ扩增，反应体系２０μｌ，反应条件为：９５℃预变性２

ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，６０℃１５ｓ，７２℃２０ｓ（３０个循环）；７２℃７ｍｉｎ。

ＰＣＲ引物序列如下：ＭＣＰＨ１（产物长度２４０ｂｐ）引物正义链：

５′ＣＡＣＣＡＴＣＴＴＴＣＡＣＴＣＡＣＣＴＣ３′，反义链：５′ＣＴＴ

ＴＡＣＴＧＡＧＧＡＡＣＴＣＣＴＧＧ３′；ＧＡＰＤＨ（产物长度４６７

ｂｐ）引物正义链：５′ＡＣＣＡＣＡＧＴＣＣＡＴＧＣＣＡＴＣＡＣ３′，

反义链：５′ＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴ３′。ＰＣＲ产物

进行２％琼脂糖凝胶电泳并照像。同一实验重复３次，筛选

有效的干扰序列。

１．５　逆转录病毒的制备及感染 ＨｅＬａ细胞　将ＰＴ６７细胞

种植于１０ｃｍ细胞培养盘中（约１×１０７个细胞），培养过夜

后，将筛选有效的干扰质粒及阴性对照质粒各１０μｇ经Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染到ＰＴ６７细胞中，具体操作按说明书进

行。７２ｈ后，收集病毒上清并用０．４５μｍ孔径的滤器（Ｍｉｌｌｉ

ｐｏｒｅ）过滤，滤液按４μｇ／ｍｌ质量浓度加入ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ（Ｓｉｇｍａ），

混匀后将滤液加入到提前１ｄ种植到６孔细胞培养板中的

ＨｅＬａ细胞（４×１０５／孔），每隔１２ｈ更换一次滤液，重复感染

３～４次后，用不含病毒上清的正常培养基培养细胞，２４ｈ后

用含０．６μｇ／ｍｌ嘌呤霉素的培养基培养细胞，每隔３ｄ更换１

次培养基，直到没有转染质粒的孔中细胞死亡，表明抗生素筛

选完成。收集存活的细胞并扩增培养。

１．６　ＲＴＰＣＲ检测 ＭＣＰＨ１ｍＲＮＡ表达水平的变化　将上

述扩增培养的细胞按试剂盒说明书提取总ＲＮＡ，紫外分光光

度计定量，进行ＲＴＰＣＲ反应，具体步骤及引物序列同１．４。

ＰＣＲ产物进行２％琼脂糖凝胶电泳并照像。用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ
软件测定 ＭＣＰＨ１、ＧＡＰＤＨ 光密度值，用 ＭＣＰＨ１／ＧＡＰＤＨ
进行半定量分析。同一实验重复３次，取其平均值。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测 ＭＣＰＨ１蛋白水平的表达　细胞用

ＰＢＳ清洗后加入裂解液提取蛋白，用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法定量后，取

３０μｇ处理的蛋白样品进行ＳＤＳＰＡＧＥ并电转移至ＰＶＤＦ膜

上，５％脱脂奶粉室温振荡封闭 １ｈ，与 １２００ 稀释的

ＭＣＰＨ１一抗４℃孵育过夜，ＰＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，再

与 ＨＲＰ标记的ＩｇＧ（１１００００）二抗室温孵育２ｈ，ＰＢＳＴ洗

膜３次，每次１０ｍｉｎ，用ＤＡＢ法检测蛋白表达。以βａｃｔｉｎ作

为参照，用ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒＶＤＳ软件分析各组蛋白的积分光

密度（ｉｎｔｅｇｒａｌｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ）值。各组 ＭＣＰＨ１与βａｃ

ｔｉｎ的积分光密度比值作为各组实验数据，同一实验重复３
次，取其平均值。

１．８　统计学处理　采用统计软件ＳＰＳＳ１１．５分析，实验数据

均以珚ｘ±ｓ表示，多组间参数采用单因素方差分析。

２　结　果

２．１　ｐＳｉＲＮＡＭＣＰＨ１重组逆转录病毒质粒的构建及测序

鉴定　构建的ｐＳｉＲＮＡＭＣＰＨ１重组逆转录病毒质粒，经转

化感受态大肠杆菌ＤＨ５α扩增后送上海生工生物工程技术服

务有限公司测序鉴定，结果证实插入的碱基序列与设计的

ＤＮＡ序列完全一致，无碱基突变。测序结果见图１。

２．２　ｐＳｉＲＮＡＭＣＰＨ１１、ｐＳｉＲＮＡＭＣＰＨ１２及阴性对照质

粒转染 ＨｅＬａ细胞　４８ｈ后，提取总 ＲＮＡ进行 ＲＴＰＣＲ反

应，其结果见图２，可见ｐＳｉＲＮＡＭＣＰＨ１１组干扰效果最好，

ｐＳｉＲＮＡＭＣＰＨ１２组几乎没有干扰效果。后续可选择有干

扰效果的ｐＳｉＲＮＡＭＣＰＨ１１质粒进行实验。

２．３　逆转录病毒感染 ＨｅＬａ细胞　ｐＳｉＲＮＡＭＣＰＨ１１及阴

性对照质粒转染ＰＴ６７包装细胞，收集病毒上清滤液感染

ＨｅＬａ细胞后，均出现嘌呤霉素抗性克隆，而没有感染的 Ｈｅ

Ｌａ细胞完全死亡。

２．４　ＲＮＡｉ逆转录病毒作用后ＨｅＬａ细胞中 ＭＣＰＨ１ｍＲＮＡ
表达变化　ＨｅＬａ细胞经ｐＳｉＲＮＡＭＣＰＨ１１及阴性对照组

逆转录病毒作用后生成的细胞克隆，用特异性引物行 ＲＴ
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ＰＣＲ扩增，均能检测到 ＭＣＰＨ１（２４０ｂｐ）和ＧＡＰＤＨ（４６７ｂｐ）

产物。采用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件对条带进行光密度分析，各组

间ＧＡＰＤＨ表达量无明显差别（Ｐ＞０．０５）；ｐＳｉＲＮＡＭＣＰＨ１

１组 ＭＣＰＨ１ｍＲＮＡ表达水平（０．１６６±０．０３１）较阴性对照组

（０．７１２±０．０４１）明显下降（Ｐ＜０．０１），见图３。

图１　重组逆转录病毒质粒ｐＳｉＲＮＡＭＣＰＨ１测序结果

图２　重组逆转录病毒质粒ｐＳｉＲＮＡＭＣＰＨ１
转染ＨｅＬａ细胞的ＲＴＰＣＲ结果

Ｍ：标记物Ⅰ；１：ｐＳｉＲＮＡＭＣＰＨ１１组；２：ｐＳｉＲＮＡＭＣＰＨ１２组；３：

阴性对照组；４：正常组

图３　ＲＴＰＣＲ检测ＲＮＡｉ逆转录病毒感染的

ＨｅＬａ细胞中人 ＭＣＰＨ１ｍＲＮＡ的表达

Ｍ：标记物Ⅰ；１：ｐＳｉＲＮＡＭＣＰＨ１１组；２：阴性对照组

２．５　ＲＮＡｉ逆转录病毒作用后 ＨｅＬａ细胞中 ＭＣＰＨ１蛋白

表达变化　ＨｅＬａ细胞经ｐＳｉＲＮＡＭＣＰＨ１１及阴性对照组

逆转录病毒作用后生成的细胞克隆扩增培养后，提取细胞总

蛋白进行常规ＳＤＳＰＡＧＥ后行 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测，结果各组

均能检测到 ＭＣＰＨ１和βａｃｔｉｎ蛋白。对条带进行积分光密

度分析表明：各组间βａｃｔｉｎ表达量无明显差异（Ｐ＞０．０５）；

ｐＳｉＲＮＡＭＣＰＨ１１组 ＭＣＰＨ１ 蛋 白 表 达 水 平 （０．０９１±

０．０３１）较阴性对照组（０．５１７±０．０１１）及未干扰组（０．５６７±

０．０４１）明显下降（Ｐ＜０．０５），而阴性对照组与未干扰组

ＭＣＰＨ１蛋白表达水平无明显差别（Ｐ＞０．０５），见图４。

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＲＮＡｉ逆转录病毒

感染的ＨｅＬａ细胞中人 ＭＣＰＨ１蛋白的表达

１：ｐＳｉＲＮＡＭＣＰＨ１１组；２：阴性对照组；３：正常组

３　讨　论

　　ＭＣＰＨ１是近年来ＤＮＡ损伤应答领域一个新的研究热

点［５８］。“ＤＮＡ损伤应答是机体早期抵抗肿瘤发生的重要防

线”的观点已被广泛接受，例如在ＤＮＡ损伤应答过程中起着

重要作用的Ｐ５３是经典的肿瘤抑制基因［９］。鉴于 ＭＣＰＨ１
在ＤＮＡ损伤应答中发挥重要作用，不少研究者推测其在肿

瘤发生发展中亦发挥重要作用。Ｒａｉ等［７］研究发现在８７例

卵巢癌标本中有３５例（４０％）ＭＣＰＨ１的ＤＮＡ拷贝数下降，

３０例卵巢癌标本中有１９例 ＭＣＰＨ１的 ｍＲＮＡ表达下降；用

免疫组化法检测前列腺癌标本，结果显示：相对于正常前列

腺标本而言，ＭＣＰＨ１在部分良性前列腺肥大标本中表达下

降，而在部分前列腺癌标本中的表达进一步下降。这些研究

结果表明 ＭＣＰＨ１可能在肿瘤发生中具有肿瘤抑制基因的

作用。然而，部分学者提出 ＭＣＰＨ１在肿瘤中的作用可能和
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肿瘤的类型有关［１０］。ＭＣＰＨ１在宫颈癌中的作用目前未见

报道，这需要进一步在体内和体外的实验研究来说明。

　　由于逆转录病毒载体能将外源基因有效地整合到宿主

细胞基因组中，并随细胞分裂而传给后代，而且未经包装时

为缺陷性病毒，不具有完整功能，只有经包装细胞系为其提

供结构蛋白组分，二者相互补偿后才能包装成具有完整功能

的病毒颗粒，因此仅能在包装细胞系中扩增，感染靶细胞后

不能扩增，具有很高的安全性［１１］，是目前基因转移中应用较

为广泛的一类载体。本研究采用ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ５．１Ｈ１Ｒｅｔｒｏ载

体系Ａｍｂｉｏｎ公司近年新推出的能携带ｓｉＲＮＡ片段的逆转

录病毒载体，全长６２５３ｂｐ，由 Ｈ１启动子启动，两端分别带

有ＢａｍＨⅠ、ＨｉｎｄⅢ酶切位点，能将目的ｓｉＲＮＡ片段有效转

染入哺乳动物细胞并整合到宿主细胞基因组中，由于带有嘌

呤霉素抗性，因此能对表达重组ＤＮＡ的细胞进行有效筛选，

使用比较方便。本研究中成功构建针对人 ＭＣＰＨ１基因特异

的ＲＮＡｉ逆转录病毒载体ｐＳｉＲＮＡＭＣＰＨ１，经ＰＴ６７细胞包

装成具有完整功能的病毒颗粒后，感染 ＨｅＬａ细胞，建立稳定

表达ｓｉＲＮＡ的ＨｅＬａ细胞。结果能有效抑制细胞中 ＭＣＰＨ１

ｍＲＮＡ和蛋白的表达，为进一步在体外和体内研究 ＭＣＰＨ１
在宫颈癌中作用奠定了良好的基础。
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·更正启事·

　　２００９年３月２０日出版的《第二军医大学学报》（第３０卷，第３期）《性别差异对脓毒症大鼠血小板活化的影响》一文中，第

２５０页，右栏，表２第１列第３行，“Ｍａｌ（ＰＬＴ／Ｅ２）”应为“Ｍａｌｅ（ＰＬＴ／Ｅ２）”；《普卢利沙星片治疗呼吸和泌尿系统急性细菌性感

染的多中心随机对照研究》一文中，第３３３页，右栏，表１第１列倒数第５行，“病程”应为“病程ｔ／ｄ”。

　　特此更正，并向读者致歉！
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