
书书书

第二军医大学学报　２００９年８月第３０卷第８期　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ａｕｇ．２００９，Ｖｏｌ．３０，Ｎｏ．８

·９６５　　 ·

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２００９．００９６５ ·短篇论著·

针对人βｃａｔｅｎｉｎ基因ｓｈＲＮＡ真核表达载体的构建与鉴定
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［摘要］　目的：构建针对人βｃａｔｅｎｉｎ基因ｍＲＮＡ的ｓｈＲＮＡ真核表达载体，并转染ＨＥＫ２９３细胞，观察其对βｃａｔｅｎｉｎ的抑制

效应。方法：化学合成用于产生针对βｃａｔｅｎｉｎｓｈＲＮＡ的对应ＤＮＡ片段，将合成的寡核苷酸链退火形成双链，克隆入ｐＳＵ

ＰＥＲ真核表达载体，对重组质粒进行酶切分析和测序鉴定，筛选阳性克隆。通过脂质体介导，把重组质粒转染 ＨＥＫ２９３细胞，

ＲＴＰＣＲ、蛋白质印迹法检测其对βｃａｔｅｎｉｎｍＲＮＡ和蛋白的干涉效果，ＭＴＴ比色法检测βｃａｔｅｎｉｎ基因表达抑制的细胞和对照

组细胞的增殖。结果：ＲＴＰＣＲ和蛋白质印迹法检测结果显示转染组βｃａｔｅｎｉｎ基因的表达水平下调，ＭＴＴ 检测显示

βｃａｔｅｎｉｎ表达抑制的细胞光密度值下降，细胞增殖受到了抑制（Ｐ＜０．０１）。结论：成功构建了针对人βｃａｔｅｎｉｎ基因的ｓｈＲＮＡ
载体，转染 ＨＥＫ２９３细胞后可抑制βｃａｔｅｎｉｎ基因的表达。

［关键词］　β连环素；ＲＮＡ干扰；ｓｈＲＮＡ；ＨＥＫ２９３细胞；上皮细胞间质转化态
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　　Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路在调控胚胎发育、调节肿瘤的发

生进展和转移方面起着重要作用，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路激

活的靶基因包括编码多种细胞信号转导蛋白基因和转录因

子基因，这些基因的改变对肿瘤生物学行为具有巨大的影

响［１２］。许多实验揭示了 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路在参与肿

瘤早期的ＥＭＴ（上皮细胞间质转化态）现象中可能起着不可

忽视的作用，但是该信号是否直接决定 ＥＭＴ现象的发生，

ＥＭＴ的多种诱发因子是否直接受 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路

的调控，目前尚无确切的证据。ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ），是由双链

ＲＮＡ（ｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｅｄＲＮＡ，ｄｓＲＮＡ）引发的转录后基因沉

默现象，目前已成功用于基因功能研究［３］。本研究旨在通过

分子克隆技术构建靶向βｃａｔｅｎｉｎ的ｓｈＲＮＡ 表达载体，抑制

βｃａｔｅｎｉｎ基因的表达，降低 Ｗｎｔ信号通路功能活性，为进一

步研究 Ｗｎｔ信号通路在前列腺癌细胞的侵袭、进展以及在肿

瘤早期ＥＭＴ现象中的作用奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料和试剂　ＲＮＡｉ的真核表达载体ｐＳＵＰＥＲ购自

ＯｌｉｇｏＥｎｇｉｎｅ公司，人胚肾细胞 ＨＥＫ２９３细胞系由西安交通

大学第一附属医院泌尿外科研究所保存。限制性内切酶

ＥｃｏＲⅠ、ＨｉｎｄⅢ、ＢｇｌⅡ、Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶购自 ＭＢＩ公司。

ＴａｑＤＮＡ 聚合酶为 Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品。反转 录 试 剂 盒、

ＴＲＩｚｏｌＴＭ ＲＮＡ分离试剂、ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００为Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司产品。ＲＰＭＩ１６４０购自Ｇｉｂｃｏ公司。鼠抗人βｃａｔｅｎｉｎ单克

隆抗体购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ＥＣＬ显色液购自Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　针对βｃａｔｅｎｉｎ基因的寡核苷酸的设计和制备　根据

ＧｅｎＢａｎｋ中βｃａｔｅｎｉｎ基因的序列（ＮＭ＿００１９０４．２）应用Ｏｌｉ

ｇｏＥｎｇｉｎｅ公司的ＲＮＡｉ设计软件，在编码区内选择２段１９ｎｔ
为不同的干扰区域，进行ＢＬＡＳＴ比较，以避免与其他基因同

源，并设计一对Ｓｃｒａｍｂｌｅ序列作为阴性对照。按照ＲＮＡ干

扰载体ｐＳＵＰＥＲ的要求，每段各设计一对各长６０个碱基的序

列，由北京三博远志生物技术有限责任公司合成。序列如下：

　　ｐＳＵＰＥＲｓｈＲＮＡ１：５′ＧＡＴＣＣＣＣＧＣＡＡＣＡＧＴＣＴＴ

ＡＣＣＴＧＧ ＡＣＴ ＴＣＡ ＡＧＡ ＧＡＧ ＴＣＣ ＡＧＧ ＴＡＡ ＧＡＣ

ＴＧＴＴＧＣ ＴＴＴ ＴＴＡ３′，３′ＧＧＧ ＣＧＴ ＴＧＴ ＣＡＧ ＡＡＴ

ＧＧＡＣＣＴＧＡＡＧＴＴＣＴＣＴＣＡＧＧＴＣＣＡＴＴＣＴＧＡＣＡＡ

ＣＧＡＡＡＡ ＡＴＴＣＧＡ５′；ｐＳＵＰＥＲｓｈＲＮＡ２：５′ＧＡＴＣＣＣ

ＣＡＣＡＧＴ ＣＴＴ ＡＣＣ ＴＧＧ ＡＣＴ ＣＴＴ ＴＣＡ ＡＧＡ ＧＡＡ

ＧＡＧＴＣＣ ＡＧＧ ＴＡＡ ＧＡＣ ＴＧＴ ＴＴＴ ＴＴＡ３′，３′ＧＧＧ

ＴＧＴＣＡＧ ＡＡＴ ＧＧＡ ＣＣＴ ＧＡＧ ＡＡＡ ＧＴＴ ＣＴＣ ＴＴＣ

ＴＣＡＧＧＴＣＣＡＴＴＣＴＧＡＣＡＡＡＡＡＡＴＴＣＧＡ５′；ｐＳＵ

ＰＥＲＳｃｒ：５′ＧＡＴＣＣＣＣＡＡＣＧＡＧＴＧＴＧＣＣＴＡＣＡＴＣＣＴ

ＴＣＡＡＧＡＧＡＧＧＡＴＧＴＡＧＧＣＡＣＡＣＴＣＧＴＴＴＴＴＴＴＡ

３′，３′ＧＧＧＴＴＧＣＴＣＡＣＡＣＧＧＡＴＧ ＴＡＧ ＧＡＡＧＴＴＣＴＣ

ＴＣＣＴＡＣＡＴＣＣＧＴＧＴＧＡＧＣＡＡＡＡＡＡＡＴＴＣＧＡ５′。两

端分别包含ＨｉｎｄⅢ和ＢｇｌⅡ的识别位点。
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１．３　载体构建　将合成好的寡聚核苷酸链用超纯水稀释成

３ｍｇ／ｍｌ后，正义链、反义链各取１μｌ，溶于４８μｌ退火缓冲液

中 （１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，５０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳｐＨ７．４），９４℃孵

育４ｍｉｎ，８０℃孵育４ｍｉｎ，７５℃孵育４ｍｉｎ，７０℃孵育４ｍｉｎ，

然后冷却至室温，退火形成双链。用ＢｇｌⅡ、ＨｉｎｄⅢ对质粒

ｐＳＵＰＥＲ进行双酶切反应，得到粘性末端线性ｐＳＵＰＥＲ载

体。将退火产物和线性载体加入连接反应体系，２２℃过夜，

将重组载体转化感受态细胞ＤＨ５α，挑取阳性克隆，质粒提取

试剂盒提取质粒ＤＮＡ，经ＨｉｎｄⅢ和ＥｃｏＲⅠ双酶切，用琼脂

糖凝胶电泳分析酶切产物，将酶切鉴定后初步正确的转化克

隆送北京三博远志生物技术有限责任公司测序。将测序正

确的克隆分别命名为ｐＳＵＰＥＲｓｈＲＮＡ１、ｐＳＵＰＥＲｓｈＲＮＡ２
和ｐＳＵＰＥＲＳｃｒ。

１．４　细胞培养和质粒转染　用含１０％胎牛血清（杭州四季

青生物工程材料有限公司）的ＤＭＥＭ 培养液（Ｇｉｂｃｏ公司）

在３７℃、５％ＣＯ２的孵箱内培养 ＨＥＫ２９３，以１．２５ｇ／Ｌ胰酶

和０．２ｇ／ＬＥＤＴＡ的混合液消化传代。转染前１ｄ按不同实

验要求将所需密度的细胞传代于相应规格的培养皿或培养

板，２４ｈ后待细胞达到所需汇合率时在无血清ＤＭＥＭ 中转

染。转染操作按ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００试剂盒说明书进行，４

ｈ后，换完全ＤＭＥＭ培养。

１．５　ＲＴＰＣＲ反应　分别转染２４、４８、７２ｈ后用ＴＲＩｚｏｌ试

剂抽提细胞总ＲＮＡ，取少量ＲＮＡ行１．２％的琼脂糖凝胶电

泳，检测抽提的ＲＮＡ质量。测各组细胞的ＲＮＡ浓度后按照

浓度取１μｇＲＮＡ，用 ＡＭＶ试剂盒（ＭＢＩ公司）进行反转录

反应。以ＲＴ产物为模板，分别用βｃａｔｅｎｉｎ上游引物Ｆ：５′

ＡＣＴＡＡＡＣＡＧＧＡＡＧＧＧＡＴＧＧＡＡＧＧ３′，下游引物Ｒ：

５′ＡＧＡＴＧＡＣＧＡＡＧＡＧＣＡＣＡＧＡＴＧＧ３′，扩增片段

２３６ｂｐ；βａｃｔｉｎ上游引物 Ｆ：５′ＡＧＣＡＴＧＴＴＴＧＡＧＡＣＣ

ＴＴＣＡＡＣＡ３′，下游引物Ｒ：５′ＣＡＴＣＴＣＴＴＧＣＴＣＧＡＡ

ＧＴＣＣＡ３′，扩增片段３１６ｂｐ。扩增条件：９５℃５ｍｉｎ；９４℃
变性３０ｓ，５７℃退火３０ｓ，７２℃延伸５０ｓ，２６个循环，最后

７２℃总延伸１０ｍｉｎ，２％琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ产物。

１．６　蛋白印迹分析　分别于转染２４、４８、７２ｈ后提取总蛋

白，按每孔３０μｇ上样，１２％ＳＤＳＰＡＧＥ１２０Ｖ电压下分离，

再用３０Ｖ电压将凝胶上的蛋白湿转至硝酸纤维素膜（ＮＣ
膜）上。５％脱脂奶粉封闭２ｈ后，加入一抗（鼠抗人βｃａｔｅｎｉｎ
单抗，１∶５００；鼠抗人ＧＡＰＤＨ单抗，１∶１００００），４℃孵育过

夜，ＴＢＳＴ充分漂洗后加入辣根过氧化物酶标记的二抗（羊抗

小鼠ＩｇＧ，１∶５０００）孵育１ｈ，最后用ＥＣＬ法显色。

１．７　ＭＴＴ比色法检测　将处于对数生长期的 ＨＥＫ２９３细

胞用０．２５％胰酶消化，进行细胞计数，调整密度为５×１０４／

ｍｌ。取２００μｌ细胞悬液铺于９６孔板中，共设４组：（１）转染

ｐＳＵＰＥＲｓｈＲＮＡ１组；（２）转染ｐＳＵＰＥＲｓｈＲＮＡ２组；（３）转

染ｐＳＵＰＥＲＳｃｒ组；（４）未转染组。２４ｈ后转染细胞，再分别

于转染２４、４８、７２、９６ｈ加入５ｍｇ／ｍｌＭＴＴ２０μｌ，３７℃继续

孵育４ｈ，终止培养，小心吸弃培养上清，每孔加入１００μｌ二

甲基亚砜（ＤＭＳＯ），振荡１０ｍｉｎ，在酶标仪上测定波长为５７０

ｎｍ的光密度值，实验重复３次。

２　结　果

２．１　βｃａｔｅｎｉｎｓｈＲＮＡ 干扰载体的双酶切鉴定　将筛选到

的ｐＳＵＰＥＲｓｈＲＮＡ１、ｐＳＵＰＥＲｓｈＲＮＡ２和ｐＳＵＰＥＲＳｃｒ重

组载体小量快速提取后，用ＥｃｏＲⅠ／ＨｉｎｄⅢ双酶切鉴定，切

成２８８９ｂｐ的大片段和２８７ｂｐ的小片段（图１）。测序结果

完全正确，证实载体构建成功。

图１　重组质粒ｐＳＵＰＥＲｓｈＲＮＡ１，ｐＳＵＰＥＲｓｈＲＮＡ２，

ｐＳＵＰＥＲＳｃｒ的ＥｃｏＲⅠ／ＨｉｎｄⅢ双酶切鉴定

１：５０ｂｐ标记物；２：ｐＳＵＰＥＲ；３：ｐＳＵＰＥＲｓｈＲＮＡ１；４：ｐＳＵＰＥＲｓｈＲ

ＮＡ２；５：ｐＳＵＰＥＲＳｃｒ；６：５０ｂｐ标记物

２．２　ｓｈＲＮＡ抑制βｃａｔｅｎｉｎｍＲＮＡ的表达　用ｐＳＵＰＥＲ

ｓｈＲＮＡ１、ｐＳＵＰＥＲｓｈＲＮＡ２和ｐＳＵＰＥＲＳｃｒ重组载体分别

转染人 ＨＥＫ２９３细胞，经 ＲＴＰＣＲ 产物电泳显示，转染

ｐＳＵＰＥＲｓｈＲＮＡ１、ｐＳＵＰＥＲｓｈＲＮＡ２细胞中βｃａｔｅｎｉｎ基因

的ｍＲＮＡ水平降低，转染ｐＳＵＰＥＲＳｃｒ不受影响（图２）。

图２　βｃａｔｅｎｉｎｓｈＲＮＡ对ＨＥＫ２９３细胞

βｃａｔｅｎｉｎｍＲＮＡ表达的影响

Ｍ：标记物；１：转染０ｈ（对照）；２：转染２４ｈ；３：转染４８ｈ；４：转染７２ｈ

２．３　ｓｈＲＮＡ抑制βｃａｔｅｎｉｎ蛋白的表达　将ｐＳＵＰＥＲｓｈＲ

ＮＡ１、ｐＳＵＰＥＲｓｈＲＮＡ２和ｐＳＵＰＥＲＳｃｒ重组载体分别转染

ＨＥＫ２９３细胞，经蛋白印迹分析显示，转染ｐＳＵＰＥＲｓｈＲ

ＮＡ１、ｐＳＵＰＥＲｓｈＲＮＡ２组细胞中βｃａｔｅｎｉｎ蛋白水平降低

（图３Ａ、３Ｂ），转染ｐＳＵＰＥＲＳｃｒ组βｃａｔｅｎｉｎ蛋白水平不受影

响（图３Ｃ）。

图３　ｐＳＵＰＥＲｓｈＲＮＡ１（Ａ），ｐＳＵＰＥＲｓｈＲＮＡ２（Ｂ）和ｐＳＵＰＥＲＳｃｒ（Ｃ）

对ＨＥＫ２９３细胞βｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达的影响

１：转染０ｈ（对照）；２：转染２４ｈ；３：转染４８ｈ；４：转染７２ｈ
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２．４　细胞增殖　ｐＳＵＰＥＲｓｈＲＮＡ１、ｐＳＵＰＥＲｓｈＲＮＡ２组细

胞的光密度值与ｐＳＵＰＥＲＳｃｒ和正常细胞组相比明显降低，

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），表明细胞内βｃａｔｅｎｉｎ基因表

达受干扰后，细胞增殖受到抑制（图４）。

图４　转染βｃａｔｅｎｉｎｓｈＲＮＡ对

ＨＥＫ２９３细胞生长曲线的影响

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路是近年来研究的热点。典型的

Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路由细胞 外 的 Ｗｎｔ蛋 白、膜 受 体

Ｆｒｉｚｚｌｅｄ、胞质内的βｃａｔｅｎｉｎ以及下游的靶基因组成。其中

βｃａｔｅｎｉｎ是 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的关键蛋白。一方面，胞

质中βｃａｔｅｎｉｎ的水平直接决定着 Ｗｎｔ信号通路的功能活

性，胞质中的βｃａｔｅｎｉｎ增多时，βｃａｔｅｎｉｎ进入核内，与转录因

子ＴＣＦ／ＬＥＦ形成转录复合物，引起ｃＭｙｃ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ｓｕｒ

ｖｉｖｉｎ等靶基因的转录。ｃＭｙｃ、ＣｙｃｌｉｎＤ１等均为原癌基因，

被激活后可以转化为癌基因，刺激细胞增殖，引起肿瘤发生，

促进肿瘤进展、侵袭［１２］。另一方面βｃａｔｅｎｉｎ和黏附分子

Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ胞内区相连，形成Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ／βｃａｔｅｎｉｎ复合体，该

复合体对维持上皮细胞间黏附，调控 Ｗｎｔ信号通路功能活性

具有重要的作用。Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达缺失的肿瘤细胞常伴有β

ｃａｔｅｎｉｎ胞膜表达缺如，过表达Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ可以使Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ

和βｃａｔｅｎｉｎ结合并使其重新分布在胞膜上，从而降低 Ｗｎｔ

信号通路功能活性［４５］。

　　ＥＭＴ学说近年来已引起肿瘤研究领域的广泛关注，上

皮细胞在特定的生理和病理情况下，向间充质细胞转化，同

时伴随有细胞形态与相关基因的改变，这个过程称之为

ＥＭＴ，肿瘤细胞通过ＥＭＴ获得强大的迁移与运动能力［６］。

近年来多项研究证据表明，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路与肿瘤

ＥＭＴ现象之间存在着密切的联系，在 ＴＧＦβ１诱导 ＭＤＣＫ

细胞发生ＥＭＴ转化过程中，细胞胞质中的ｐＧＳＫ３β和β

ｃａｔｅｎｉｎ增加，ＬＥＦ１的转录活性增强［７］，而在前列腺癌细胞

中过表达 ＨＩＦ１α，可以诱导ＬＮＣａＰ细胞发生ＥＭＴ改变，而

不能诱导ＰＣ３细胞发生 ＥＭＴ改变。ＥＭＴ阳性细胞ＬＮ

ＣａＰ／ＨＩＦ１α中的 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路功能活性较ＥＭＴ

阴性细胞ＰＣ３、ＬＮＣａＰ 和ＰＣ３／ＨＩＦ１α显著增高，这提示

ＥＭＴ的多种诱导因子在诱导ＥＭＴ过程中，存在着 Ｗｎｔ／β

ｃａｔｅｎｉｎ信号通路的参与［８９］。但是这些研究并没有论证

Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的“开闭”能否直接决定ＥＭＴ现象

的发生以及 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路如何调控ＥＭＴ的发生。

　　ＲＮＡｉ是由双链ＲＮＡ引发的转录后基因沉默现象，具有

快速、有效、特异性强等优点，目前已成功用于基因功能的研

究。本实验采用以质粒介导构建 ＲＮＡｉ重组体的方法，将

ｓｉＲＮＡ对应的靶基因双链ＤＮＡ序列克隆入质粒载体内，位

于ＲＮＡ聚合酶Ⅲ的启动子（Ｈ１启动子）之后，这样当重组体

进入细胞后，能够在哺乳动物细胞中指导合成发夹状双链

ＲＮＡ分子，识别特异的靶基因，诱导基因特异性沉默。

　　本实验成功构建了针对人βｃａｔｅｎｉｎ的真核表达载体，并

在转入人胚肾细胞 ＨＥＫ２９３中发现，在 ｍＲＮＡ水平和蛋白

水平可明显抑制βｃａｔｅｎｉｎ的表达，并且抑制细胞的生长。这

说明实验设计合成的针对人βｃａｔｅｎｉｎ的ｓｈＲＮＡ表达载体能

够有效抑制该基因的表达，从而为进一步人为干预 Ｗｎｔ／β

ｃａｔｅｎｉｎ信号通路，寻找 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路在介导肿瘤

ＥＭＴ现象的直接证据方面奠定了基础。
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