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［摘要］　目的：利用ＲＮＡ干扰的方法，构建针对人核转录因子κＢ抑制子（ＩκＢ）α、β和ε的共同干扰载体，转染人肝细胞癌

ＨｅｐＧ２细胞，建立稳定、共同下调ＩκＢα、ＩκＢβ和ＩκＢε的 ＨｅｐＧ２细胞系，为后续研究奠定基础。方法：构建３个针对人ＩκＢα基

因的干扰载体ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢα（１，２，３），转染ＨｅｐＧ２细胞，在ｍＲＮＡ和蛋白水平检测３个干扰载体对ＩκＢα表达的抑制

作用，筛选出抑制效果最好的干扰载体。以同样的方法构建并筛选出分别针对人ＩκＢβ和ＩκＢε基因的最佳干扰载体，通过酶切

连接反应将分别针对ＩκＢα、ＩκＢβ和ＩκＢε基因的３个最佳干扰片段串联连入ｐｃＤＮＡ
ＴＭ６．２ｍｉＲ干扰载体中，构建可同时干扰

ＩκＢα、ＩκＢβ和ＩκＢε的共同干扰载体ｐｃＤＮＡ
ＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢαＩκＢβＩκＢε。将共同干扰载体转染 ＨｅｐＧ２细胞，通过Ｇ４１８筛选，建

立ＩκＢα、ＩκＢβ和ＩκＢε的表达共同稳定下调的 ＨｅｐＧ２细胞系，并以蛋白质印迹法检测ＩκＢα、ＩκＢβ和ＩκＢε的蛋白表达。结果：成

功构建共同干扰载体ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢαＩκＢβＩκＢε；Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果显示，与正常及对照载体ｐｃＤＮＡ
ＴＭ６．２ｍｉＲＮｅｇ转

染的 ＨｅｐＧ２细胞相比，在稳定转染ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢαＩκＢβＩκＢε的 ＨｅｐＧ２细胞系中，ＩκＢα、ＩκＢβ和ＩκＢε的表达均稳定下

调。结论：成功建立了ＩκＢα、ＩκＢβ和ＩκＢε共同稳定下调的人肝细胞癌 ＨｅｐＧ２细胞系，为后续研究奠定了基础。
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　　核转录因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ，ＮＦκＢ） 广泛存在于各种细胞中，参与了免疫调节、炎症反
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应、生长控制、分化、肿瘤发生以及细胞凋亡等过
程［１３］。在静息状态下，ＮＦκＢ复合体和核转录因子

κＢ抑制子ＩκＢ家族成员结合滞留于细胞质中。经刺
激后，ＩκＢ家族成员发生磷酸化、泛素化和蛋白酶体
介导的蛋白降解，致使ＮＦκＢ二聚体与ＩκＢ家族成
员解离进入细胞核激活下游靶基因表达。核转录因
子κＢ抑制子ＩκＢ家族包括ＩκＢα、ＩκＢβ、ＩκＢε、ＩκＢζ及

Ｂｃｌ３，有研究者把ｐ１０５（ＩκＢγ）、ｐ１００（ＩκＢδ）这两个
蛋白也归为ＩκＢ家族成员。其中发挥主要作用的是

ＩκＢα、ＩκＢβ和ＩκＢε蛋白
［４６］。

　　目前，ＮＦκＢ在肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏ
ｍａ，ＨＣＣ）发生发展中的作用仍不十分明了。有些研
究表明在肝细胞癌组织中ＮＦκＢ表达强度明显高于
癌周组织及正常肝组织，其表达与肝细胞癌的发生、
发展呈正相关。但也有些研究表明肝细胞中ＮＦκＢ
的活化能抑制肝细胞癌的发生，但它在炎性细胞（如
巨噬细胞）中的活化却能促进肿瘤的发生与发展［７］。
为进一步探讨ＮＦκＢ的活化在肝细胞癌发生、发展中
的作用，本研究采用ＲＮＡ干扰技术，构建并筛选出可
同时干扰ＩκＢα、ＩκＢβ和ＩκＢε的共同干扰载体ｐｃＤ
ＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢαＩκＢβＩκＢε。将该载体转染人肝细
胞癌ＨｅｐＧ２细胞，建立ＩκＢα、ＩκＢβ和ＩκＢε的表达共同
稳定下调的 ＨｅｐＧ２细胞系，使得ＮＦκＢ在该细胞系
中持续稳定活化，为ＮＦκＢ的功能研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲ和ｐｃＤ
ＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＮｅｇ载体购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。宿

主菌ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＤＨ５α和 ＨｅｐＧ２细胞为德国
马普生化所提供，本室保存。ＴＲＩｚｏｌ购自Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司；逆转录酶 ＭＭＬＶ、Ｔａｑ酶购自Ｐｒｏｍｅｇａ
公司；限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、琼脂糖ＤＮＡ
回收试剂盒购自ＴａＫａＲａ公司；胰化蛋白胨、酵母提
取物购自Ｏｘｏｉｄ公司；质粒抽提试剂盒购自 Ｑｉａｇｅｎ
公司；ＤＭＥＭ（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ ＭｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ Ｍｅｄｉ
ｕｍ）、胰蛋白酶和胎牛血清购自 ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司；

Ｇ４１８、脂质体转染试剂ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００购自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＤＮＡ及蛋白 Ｍａｒｋｅｒ购自 ＭＢＩ公
司；蛋白定量试剂盒购自Ｐｉｅｒｃｅ公司；３Ｍ 滤纸购自

Ｗｈａｔｍａｎ公司；硝酸纤维素膜购自Ｓ＆Ｓ公司；抗

ｐ６５、ｐ５０、ＩκＢα、ＩκＢβ、ＩκＢε一抗和ＥＣＬ化学发光检
测系统购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；抗ＧＡＰＤＨ一抗、抗鼠
及抗兔二抗购自康成生物科技有限公司。所需引物
均由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。

１．２　针对人ＩκＢα、ＩκＢβ和ＩκＢε的单基因干扰载体
的构建及鉴定

１．２．１　设计寡核苷酸插入片段　根据ＧｅｎＢａｎｋ中
人ＩκＢα、ＩκＢβ和ＩκＢε的基因序列，设计能产生发夹

ＲＮＡ结构的寡核苷酸片段。每个基因选取３个干
扰靶位点设计插入片段，详细序列如下（表１）。该片
段含有两个干扰结构域，每个结构域长２１个核苷酸
且与目标基因的编码区相对应。这两个结构域能形
成反向互补序列并被１９个核苷酸（以加粗字母表
示）所分开形成发夹茎环。插入片段可通过合成两
条互补的寡核苷酸片段退火形成，其５′和３′端分别
含有与载体（图１）互补的黏端。

表１　针对人ＩκＢα、ＩκＢβ和ＩκＢε基因的干扰片段序列

Ｔａｂ１　ＩｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅｓｔａｒｇｅｔｉｎｇｈｕｍａｎＩκＢα，ＩκＢβ，ａｎｄＩκＢεｇｅｎｅｓ

Ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅ 　　　　　　Ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇｓｅｇｍｅｎｔｓ（５′３′）

ＩκＢαｍｉＲＮＡ１ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＴＧＣＴＧＴＡＧＡＧＧＣＴＡＡＧＴＧＴＡＧＡＣＡＣＧＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＣＧＴＧＴＣＴＡＣＴＴＡＧＣＣＴＣＴ
ｓｅｎｓｅ ＴＧＴＡＧＡＧＧＣＴＡＡＧＴＡＧＡＣＡＣＧＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＣＧＴＧＴＣＴＡＣＡＣＴＴＡＧＣＣＴＣＴＡＣ

ＩκＢαｍｉＲＮＡ２ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＧＣＴＧＡＧＣＡＡＴＴＴＣＴＧＧＣＴＧＧＴＴＧＧＴＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＡＣＣＡＡＣＣＡＣＡＧＡＡＡＴＴＧＣＴ
ｓｅｎｓｅ ＣＴＧＡＧＣＡＡＴＴＴＣＴＧＴＧＧＴＴＧＧＴＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＡＣＣＡＡＣＣＡＧＣＣＡＧＡＡＡＴＴＧＣＴＣ

ＩκＢαｍｉＲＮＡ３ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＴＧＣＴＧＴＧＡＧＣＴＧＧＴＡＧＧＧＡＧＡＡＴＡＧＣＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＧＣＴＡＴＴＣＴＣＴＡＣＣＡＧＣＴＣＡ
ｓｅｎｓｅ ＣＴＧＴＧＡＧＣＴＧＧＴＡＧＡＧＡＡＴＡＧＣＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＧＣＴＡＴＴＣＴＣＣＣＴＡＣＣＡＧＣＴＣＡＣ

ＩκＢβｍｉＲＮＡ１ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＴＧＣＴＧＡＡＴＣＡＣＡＧＣＣＡＡＧＴＧＣＡＧＴＧＣＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＧＣＡＣＴＧＣＡＴＧＧＣＴＧＴＧＡＴＴ
ｓｅｎｓｅ ＣＴＧＡＡＴＣＡＣＡＧＣＣＡＴＧＣＡＧＴＧＣＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＧＣＡＣＴＧＣＡＣＴＴＧＧＣＴＧＴＧＡＴＴＣ

ＩκＢβｍｉＲＮＡ２ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＴＧＣＴＧＡＡＴＣＣＡＧＧＡＡＧＧＧＴＴＣＡＴＧＣＴＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＡＧＣＡＴＧＡＡＣＴＴＣＣＴＧＧＡＴＴ
ｓｅｎｓｅ ＣＴＧＡＡＴＣＣＡＧＧＡＡＧＴＴＣＡＴＧＣＴＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＡＧＣＡＴＧＡＡＣＣＣＴＴＣＣＴＧＧＡＴＴＣ

ＩκＢβｍｉＲＮＡ３ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＴＧＣＴＧＣＡＴＣＴＴＴＧＴＧＧＡＴＡＡＣＧＧＣＣＡＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＧＧＣＣＧＴＴＣＣＡＣＡＡＡＧＡＴＧ
ｓｅｎｓｅ ＣＴＧＣＡＴＣＴＴＴＧＴＧＧＡＡＣＧＧＣＣＡＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＴＧＧＣＣＧＴＴＡＴＣＣＡＣＡＡＡＧＡＴＧＣ

ＩκＢεｍｉＲＮＡ１ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＴＧＣＴＧＴＧＴＡＡＧＴＧＡＧＴＧＣＴＴＣＣＡＧＣＴＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＡＧＣＴＧＧＡＡＡＣＴＣＡＣＴＴＡＣＡ
ｓｅｎｓｅ ＣＴＧＴＧＴＡＡＧＴＧＡＧＴＴＴＣＣＡＧＣＴＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＡＧＣＴＧＧＡＡＧＣＡＣＴＣＡＣＴＴＡＣＡＣ

ＩκＢεｍｉＲＮＡ２ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＴＧＣＴＧＡＴＧＡＡＧＧＧＣＴＧＴＧＴＣＡＣＣＡＴＧＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＣＡＴＧＧＴＧＡＣＡＧＣＣＣＴＴＣＡＴ
ｓｅｎｓｅ ＣＴＧＡＴＧＡＡＧＧＧＣＴＧＴＣＡＣＣＡＴＧＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＣＡＴＧＧＴＧＡＣＡＣＡＧＣＣＣＴＴＣＡＴＣ

ＩκＢεｍｉＲＮＡ３ ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＴＧＣＴＧＡＴＣＡＡＴＧＴＣＡＧＣＴＣＣＡＴＴＣＣＧＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＣＧＧＡＡＴＧＧＣＴＧＡＣＡＴＴＧＡＴ
ｓｅｎｓｅ ＣＣＴＧＡＴＣＡＡＴＧＴＣＡＧＣＣＡＴＴＣＣＧＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＣＧＧＡＡＴＧＧＡＧＣＴＧＡＣＡＴＴＧＡＴＣ

　Ｂｏｌｄｆａｃｅｄｆｒａｇｍｅｎｔｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈｅｈａｉｒｐｉｎｌｏｏｐ
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１．２．２　针对单基因的干扰载体的构建　首先，将上

述设计的单链寡核苷酸片段进行退火。反应体系：

正义链５μｌ（２００μｍｏｌ／Ｌ），反义链５μｌ（２００μｍｏｌ／

Ｌ），１０×退火缓冲液２μｌ和去离子水８μｌ，终体积为

２０μｌ。９５℃孵育４ｍｉｎ，逐渐冷却至室温。将退火

得到的双链插入片段连接入干扰载体。反应体系：

载体ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲ２μｌ（５ｎｇ／μｌ），插入片段

４μｌ（１０ｎｍｏｌ／Ｌ），５×连接缓冲液４μｌ，Ｔ４ＤＮＡ连

接酶１μｌ，去离子水９μｌ，终体积为２０μｌ。将该连接

体系置于室温５～３０ｍｉｎ。取５μｌ连接产物转入

１００μｌ的ＤＨ５α感受态细菌，铺在含有５０μｇ／ｍｌ壮

观霉素的琼脂平板上，３７℃培养过夜。挑取５１０个

具有抗性的单克隆，测序鉴定。

１．２．３　干扰效果的检测　参照 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００操作说明将针对单基因的干扰载体ｐｃＤＮＡＴＭ

６．２ｍｉＲＩκＢα（１，２，３）、ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢβ（１，

２，３）和ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢε（１，２，３）转染到培养

状态良好的 ＨｅｐＧ２细胞。同时以ｐｃＤＮＡＴＭ６．２

ｍｉＲＮｅｇ载体（其插入片段不针对任何脊椎动物基

因）转染的 ＨｅｐＧ２细胞为阴性对照。持续培养细胞

７２ｈ后提取细胞ＲＮＡ和蛋白质，分别在 ｍＲＮＡ和

蛋白质水平检测各干扰载体对相应基因的干扰效

果，每个基因挑选出一个干扰效果最佳的载体。

图１　ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲ载体图谱

Ｆｉｇ１　ＭａｐｏｆｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲｖｅｃｔｏｒ

１．３　ＩκＢα、ＩκＢβ和ＩκＢε共同干扰载体的构建

１．３．１　ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢαＩκＢβ双干扰载体的构

建　取具有最好干扰效果的ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢα
干扰载体，以ＢｇｌⅡ和ＸｈｏⅠ进行双酶切。经１％琼脂糖

凝胶电泳，切胶回收约５０００ｂｐ大小的载体片段，作

为后续连接的载体骨架。另取挑选出的ｐｃＤＮＡＴＭ

６．２ｍｉＲＩκＢβ干扰载体以ＢａｍＨⅠ和ＸｈｏⅠ进行双酶切，

经２％琼脂糖凝胶电泳，切胶回收约６０ｂｐ大小的

ｍｉＲＩκＢβ插入片段。将上述双酶切得到的 ｍｉＲＩκＢβ
插入片段连接入ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢα载体骨架。

取５μｌ连接产物转入１００μｌ的ＤＨ５α感受态细菌，铺

在含有５０μｇ／ｍｌ壮观霉素的琼脂平板上，３７℃培养

过夜。挑取５～１０个具有抗性的单克隆，测序鉴定，

即可得到ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢαＩκＢβ双干扰载体。

实验流程如图２所示。

１．３．２　ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢαＩκＢβＩκＢε共同干

扰载体的构建　取上述构建得到的ｐｃＤＮＡＴＭ６．２

ｍｉＲＩκＢαＩκＢβ和ｐｃＤＮＡ
ＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢε载体按上

述方法进行双酶切，将 ｍｉＲＩκＢε插入片段连接入

ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢαＩκＢβ骨架载体，通过转化、

抗性筛选和测序，得到可同时干扰ＩκＢα、ＩκＢβ及

ＩκＢε的共同干扰载体。

图２　共同干扰载体构建示意图

Ｆｉｇ２　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｐｃＤＮＡＴＭ６．２

ｍｉＲＩκＢαＩκＢβＩκＢεｐｌａｓｍｉｄ

１．４　ＩκＢα、ＩκＢβ和ＩκＢε共同稳定下调细胞系的建

立及鉴定　选取共同干扰载体ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲ

ＩκＢαＩκＢβＩκＢε，转染生长状态良好的 ＨｅｐＧ２细胞。

转染４８ｈ后，换成含有４００μｇ／ｍｌＧ４１８的选择性

培养基，筛选培养２０ｄ，在显微镜下挑选单克隆，获

得具有抗生素抗性的阳性细胞克隆并扩增培养。取

ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＮｅｇ载体转染细胞并建立稳定细

胞系，作为后续实验的阴性对照。以 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹

检测正常ＨｅｐＧ２细胞、ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＮｅｇ转染

组和ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢαＩκＢβＩκＢε转染组中相

关蛋白的表达情况。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果的分析　将 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹

结果通过 ＢｉｏＲａｄ公司的 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件系统

进行定量分析，计算单位Ｄ 值和条带面积，将各实

验组的总Ｄ值与对照组比较，得到相对百分数。

１．６　统计学处理　全部数据采用统计学软件
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ＳＰＳＳ１１．０进行统计学处理，各组间数据比较采用ｔ
检验法，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　质粒抽提及测序结果　抽提得到针对单基因

的ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢα（１，２，３）、ｐｃＤＮＡＴＭ６．２

ｍｉＲＩκＢβ（１，２，３）和ｐｃＤＮＡ
ＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢε（１，２，

３）干扰载体（图３）。经测序鉴定该９个干扰载体中

均含有正确的插入片段。

图３　质粒抽提结果

Ｆｉｇ３　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｌａｓｍｉｄｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１３：ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢα（１，２，３）；４６：ｐｃＤＮＡＴＭ６．２

ｍｉＲＩκＢβ（１，２，３）；７９：ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢε（１，２，３）

２．２　干扰结果的检测

２．２．１　ｍＲＮＡ水平　取上述９种针对单基因的干
扰载体及 ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＮｅｇ对照载体转染

ＨｅｐＧ２细胞７２ｈ后，提取细胞 ｍＲＮＡ，ＲＴＰＣＲ结
果显示在针对每个基因的３个干扰载体中均有１～
２个载体具有较好的干扰效果，目的基因 ｍＲＮＡ水
平下调８０％以上（图４）。

２．２．２　蛋白质水平　将针对单基因的干扰载体及

ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＮｅｇ对照载体转染ＨｅｐＧ２细胞

７２ｈ后，提取细胞总蛋白，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测

ＩκＢα、ＩκＢβ和ＩκＢε的蛋白表达变化，结果表明在针
对每个基因的３个干扰载体中均有１～２个载体具
有较好的干扰效果，蛋白表达量下调８０％以上，与

ｍＲＮＡ水平干扰结果一致。Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹定量结果
（图５）亦显示转染干扰载体组与对照组相比目的基
因的蛋白表达量明显下调，差异具有统计学意义
（Ｐ＜０．０５，图５）。分别选取具有最佳干扰效果的

ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢα（３）、ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢβ
（１）和ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢε（３）构建三基因共同
干扰载体ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢαＩκＢβＩκＢε，并建
立 ＨｅｐＧ２稳定细胞系。

图４　干扰载体ｍＲＮＡ水平对目的基因表达的抑制作用

Ｆｉｇ４　ＩｎｈｉｂｉｔｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩκＢα，ＩκＢβ，ａｎｄＩκＢε
ｍＲＮＡｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇｐｌａｓｍｉｄｓ
Ｎｅｇ：ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＮｅｇ；１３：ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢα（１，２，３）；４６：

ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢβ（１，２，３）；７９：ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢε（１，２，３）

图５　干扰载体在蛋白水平对目的基因表达的抑制作用

Ｆｉｇ５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩκＢα，ＩκＢβ，ａｎｄＩκＢεｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇｐｌａｓｍｉｄｓ
Ｎｅｇ：ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＮｅｇ；１３：ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢα（１，２，３）；４６：ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢβ（１，２，３）；７９：ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢε（１，２，３）．
Ｐ＜０．０５ｖｓＮｅｇｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝６，珔ｘ±ｓ
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２．３　共同稳定下调ＩκＢα、ＩκＢβ和ＩκＢε的 ＨｅｐＧ２
细胞系的建立　蛋白质印迹结果和定量分析（图６）
显示，与正常ＨｅｐＧ２细胞及ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＮｅｇ
稳定转染组相比，在稳定转染ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲ
ＩκＢαＩκＢβＩκＢε的细胞中，ＩκＢα、ＩκＢβ和ＩκＢε蛋白表
达均明显下调，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。但

内源ｐ６５、ｐ５０和ＧＡＰＤＨ均未见明显改变，这表明
该共同稳定下调细胞系可有效、特异性抑制蛋白

ＩκＢα、ＩκＢβ和ＩκＢε的表达，为后续实验奠定了基础。
正常 ＨｅｐＧ２细胞株及ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＮｅｇ稳定
转染组中各蛋白表达未见明显差异，定量结果无统
计学意义。

图６　共同稳定下调ＩκＢα、ＩκＢβ和ＩκＢε的ＨｅｐＧ２细胞系的鉴定

Ｆｉｇ６　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢαＩκＢβＩκＢε
１：ＮｏｒｍａｌＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ；２：ＴｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂｙｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＮｅｇ；３：ＴｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｂｙｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢαＩκＢβＩκＢε．Ｐ＜０．０５ｖｓｎｏｒｍａｌ

ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓ；ｎ＝６，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　转录因子 ＮＦκＢ是信号转导途径中关键性的

转录因子，κＢ位点存在于多种细胞和病毒的基因组

中，因而ＮＦκＢ能够调控众多基因转录及其信号通

路，与许多疾病相关。在过去的２０年里，关于 ＮＦ

κＢ通路的调节机制及其如何在生理病理状态中发

挥功能，已取得了许多研究结果。目前已普遍认为

ＮＦκＢ的激活与急性炎症和细胞存活机制相关，诸

多恶性肿瘤中 ＮＦκＢ亦呈持续性活化［８］。由于诸

多炎症反应因子、细胞因子、化学因子、蛋白酶和凋

亡抑制子均参与了ＮＦκＢ的激活，因而ＮＦκＢ活化

通路可能联系着肿瘤的发生和发展［７］。该假设在小

鼠炎症相关的肝癌和大肠癌中均得到了证实［９］。

　　在静息状态下，ＮＦκＢ复合体和抑制性蛋白

ＩκＢ家族成员（主要为ＩκＢα、ＩκＢβ和ＩκＢε）结合滞留

于细胞质中，在一定刺激作用下，ＮＦκＢ二聚体与

ＩκＢ家族成员解离进入细胞核激活靶基因。ＩκＢ蛋

白的共同特点是存在多个紧密相邻的由３３个氨基

酸组成的重复序列，称为锚蛋白基序。ＩκＢ蛋白的

主要功能是覆盖ＮＦκＢ复合体的核定位信号，阻止

ＮＦκＢ转移入细胞核；在细胞核阻碍 ＮＦκＢ 与

ＤＮＡ的结合；解离 ＮＦκＢ与ＤＮＡ的复合物［１０１１］，

并通过其 Ｎ 端及 Ｃ端的出核序列促使 ＮＦκＢ出

核［１２］。目前认为 ＮＦκＢ与ＩκＢ形成复合体穿梭于

胞核胞质且处于动态平衡，ＩκＢ抑制蛋白和 ＮＦκＢ

解离才是激活 ＮＦκＢ转录的关键，ＩκＢ降解后释放

出的游离 ＮＦκＢ才可与核内 ＤＮＡ结合并激活转

录。

　　肝细胞癌（简称肝癌）是一种常见的恶性肿瘤，

其发病机制目前仍不完全清楚。现认为，多基因、多

阶段的癌基因或抑癌基因变异构成肝癌发生发展的

分子基础。目前有研究证实，ＮＦκＢ信号转导途径

参与了肝脏免疫炎症反应相关基因、肝炎病毒相关

基因、原癌基因和抑癌基因的转录表达［９］。ＮＦκＢ
在肝癌组织中的异常激活，可抑制细胞凋亡，促进肝

细胞存活，与肝癌的发生发展密切相关［１３１４］。但亦

有结果表明肝细胞中 ＮＦκＢ的活化能抑制肝癌的

发生［７］。

　　为明确 ＮＦκＢ的活化在肝癌发生发展中的作

用，曾有研究者尝试利用 ＲＮＡ 干扰的方法下调

ＩκＢα的表达以激活 ＮＦκＢ。但由于ＩκＢα、ＩκＢβ和

ＩκＢε三者在功能上可相互代偿，单独下调一种蛋白，

无法很好地实现 ＮＦκＢ的活化。本研究为解决这

一问题，设计并构建了可同时有效干扰３种主要ＩκＢ
蛋白的共同干扰载体ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ｍｉＲＩκＢαＩκＢβ

ＩκＢε，将其转染 ＨｅｐＧ２细胞，通过筛选建立稳定转

染的 ＨｅｐＧ２细胞系。结果表明稳定转染ｐｃＤＮＡＴＭ

６．２ｍｉＲＩκＢαＩκＢβＩκＢε后，ＨｅｐＧ２细胞中ＩκＢα、

ＩκＢβ和ＩκＢε蛋白表达均明显受抑制，为 ＮＦκＢ在

肝癌中功能的研究提供了很好的细胞模型，也为实

现利用一个载体同时干扰多个基因提供了一种有效
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的方法。
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　　本书适合临床护理专业本、专科以及成人教育等不同层次学生学习使用，也可作为临床护理工作者自学提高时的学习参

考书。

　　通讯地址：上海市翔殷路８００号，邮编：２００４３３

　　邮购电话：０２１６５３４４５９５　　６５４９３０９３

　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｍｍｕｐ．ｃｎ


