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　　［摘要］　目的　构建连环蛋白ｐ１２０特异性ｓｈＲＮＡ 重组慢病毒载体，感染胰腺癌 ＰＡＮＣ１细胞，鉴定干扰效果。
方法　针对ｐ１２０ｃｔｎｍＲＮＡ设计合成３对ｓｈＲＮＡ序列，连接入酶切线性化的慢病毒载体ｐＧＣＳＩＬＧＦＰ，ＰＣＲ鉴定及测序正
确后与构建成功的含ｐ１２０ｃｔｎ基因的载体ｐＧＣＦＵｐ１２０ｃｔｎ３ＦＬＡＧ共转染２９３Ｔ细胞，蛋白质印迹分析筛选有效ｓｈＲＮＡ序

列，包装慢病毒，测定病毒滴度。重组慢病毒感染胰腺癌ＰＡＮＣ１细胞，实时定量ＰＣＲ及蛋白质印迹分析鉴定干扰效果。

结果　ＰＣＲ及测序证实成功构建出ｐ１２０ｃｔｎｓｈＲＮＡＬＶ慢病毒载体，病毒滴度达到３×１０９ＴＵ／ｍｌ。重组慢病毒感染ＰＡＮＣ１
细胞后，实时定量ＰＣＲ提示ＰＡＮＣ１细胞ｐ１２０ｃｔｎｍＲＮＡ表达下降８２．６％（Ｐ＜０．０５），蛋白质印迹分析提示ｐ１２０ｃｔｎ蛋白表

达较转染前显著下降。结论　成功构建出ｐ１２０ｃｔｎ基因ｓｈＲＮＡ慢病毒载体，为进一步研究ｐ１２０ｃｔｎ在胰腺癌浸润及转移中
的作用奠定了基础。
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　　连环蛋白ｐ１２０（ｐ１２０ｃａｔｅｎｉｎ，ｐ１２０ｃｔｎ）最初是作为Ｓｒｃ

癌蛋白的底物而被发现，它通过与Ｅ钙粘蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）

胞内段近膜端松散可逆地结合，延长Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ的半衰期，

维持其在膜上的数量，介导细胞间的黏附。新近研究发现，

胰腺癌组织中ｐ１２０ｃｔｎ表达及定位常发生异常，表现为细胞

质和细胞核的异位分布及表达上调，并与胰腺癌的增殖、浸

润及恶性程度密切相关［１２］。我们的前期实验发现，ｐ１２０ｃｔｎ

在胰腺癌多个细胞株中较胰腺星状细胞均有不同程度的异

常高表达，并与胰腺癌细胞的侵袭迁移能力及血管内皮生长

因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）的表达密切
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相关［３］。因此我们推测，ｐ１２０ｃｔｎ表达上调、胞质胞核异位分

布后除参与基础表达水平的介导细胞间黏附功能外，还可能

通过某种途径改变胰腺癌浸润及转移表型。本研究通过

ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）技术构建ｐ１２０ｃｔｎ特异

性短发夹ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ，ｓｈＲＮＡ）慢病毒载体，下

调胰腺癌ＰＡＮＣ１细胞中胞质异常高表达的ｐ１２０ｃｔｎ蛋白，

为进一步探索ｐ１２０ｃｔｎ在胰腺癌浸润及转移中的作用及后续

的基因治疗创造条件。

１　材料和方法

１．１　材料及主要试剂　胰腺癌ＰＡＮＣ１细胞株由东南大学

临床医学院实验中心保存；大肠杆菌ＤＨ５α、２９３Ｔ细胞、ｐＧＣ

ＦＵＧＦＰ３ＦＬＡＧ及ｐＧＣＳＩＬＧＦＰ质粒购自上海吉凯基因化

学技术有限公司；含有目的基因ｐ１２０ｃｔｎ的重组质粒ｐＢｌｕｅ

ｓｃｒｉｐｔＲｐ１２０ｃｔｎ购自美国 ＯＰＥＮ公司并经上海吉凯基因化

学技术有限公司修正突变位点；限制性内切酶 Ａｇｅ Ⅰ、

ＮｈｅⅠ、ＥｃｏＲⅠ及 Ｔ４ ＤＮＡ连接酶购自美国 ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄ

Ｂｉｏｌａｂｓ公司；质粒抽提试剂盒购自德国 Ｑｉａｇｅｎ公司；ＩｎＦｕ

ｓｉｏｎ试剂盒购自美国ＢＤ公司；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００购自美

国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；兔抗人ｐ１２０ｃｔｎ抗体购自美国Ｓｉｇｍａ公

司，鼠抗ＦＬＡＧ抗体、ＧＡＰＤＨ抗体、羊抗兔及羊抗鼠二抗均

购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。

１．２　基因过表达载体的构建及鉴定

１．２．１　ｐ１２０ｃｔｎ目的基因的扩增　ＰＣＲ扩增ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔＲ

ｐ１２０ｃｔｎ质粒 ｐ１２０ｃｔｎ基因片段，ＰＣＲ 上游引物：５′ＧＡＧ

ＧＡＴＣＣＣＣＧＧＧＴＡＣＣＧＧＴＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＡＣＧＡＣ

ＴＣＡＧＡＧＧＴＧ３′，下游引物：５′ＴＣＡＴＣＣＴＴＧＴＡＧＴＣＧ

ＣＴＡＧＣＡＡＴＣＴＴＣＴＧＣＡＴＧＧＡＴＧＧ３′，ＰＣＲ扩增条

件：９４℃５ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，６８℃６ｍｉｎ，共３０个循

环，最后６８℃ 延伸１０ｍｉｎ。进行０．７％琼脂糖凝胶电泳后切

取目的片段。

１．２．２　制备重组ｐ１２０ｃｔｎ基因表达克隆　酶切线性化载体

ＤＮＡ（ｐＧＣＦＵＧＦＰ３ＦＬＡＧ，１００ｎｇ／μｌ）２μｌ，纯化的ＰＣＲ
产物 （１００ｎｇ／μｌ）２μｌ，１０×ＩｎＦｕｓｉｏｎ交换酶缓冲液２μｌ，Ｉｎ

Ｆｕｓｉｏｎ交换酶０．５μｌ，ｄｄＨ２Ｏ１３．５μｌ，２３℃１５ｍｉｎ，再４２℃

１５ｍｉｎ后，转化感受态细胞ＤＨ５α，ＰＣＲ鉴定阳性克隆：ｐＧＣ

ＦＵｐ１２０ｃｔｎ３ＦＬＡＧ。ｐ１２０ｃｔｎ上游引物５′ＧＴＴＣＧＡＧＣＡ

ＧＣＡＧＣＡＣＴＴＧ３′，下游引物５′ＡＧＣＧＴＡ ＡＡＡ ＧＧＡ

ＧＣＡＡＣＡＴＡＧ３′，产物大小６２６ｂｐ。ＰＣＲ扩增条件：９４℃

３０ｓ，９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，共３０个循环，最后７２℃
延伸６ｍｉｎ。挑取阳性克隆转染２９３Ｔ细胞，蛋白质印迹分析

检测ｐ１２０ｃｔｎ蛋白表达（一抗为鼠抗ＦＬＡＧ抗体），ｐ１２０ｃｔｎ阳

性表达的克隆送上海美季生物技术有限公司测序。

１．３　ｐ１２０ｃｔｎｓｈＲＮＡ慢病毒载体构建

１．３．１　ｓｈＲＮＡ序列设计　自ＧｅｎＢａｎｋ获得ｐ１２０ｃｔｎ基因全

长 ｍＲＮＡ 序列，设计３个ｓｈＲＮＡ 序列。ｓｈＲＮＡ１（靶点

２５１９～２５３７）：５′ＣＣＧＧＣＡＧＣＣＡＧＡＧＧＴＧＧＴＴＣＧＧＡＴ

ＡＴＴＣＡＡＧＡＧＡＴＡＴＣＣＧＡＡＣＣＡＣＣＴＣＴＧＧＣＴＧＴＴ

ＴＴＴＧ３′；ｓｈＲＮＡ２（靶点８０３～８２１）：５′ＣＣＧ ＧＣＡ ＧＧＡ

ＴＣＡＣＡＧ ＴＣＡ ＣＣＴ ＴＣＴ ＡＴＴ ＣＡＡ ＧＡＧ ＡＴＡ ＧＡＡ

ＧＧＴＧＡＣＴＧＴＧＡＴＣＣＴＧＴＴＴＴＴＧ３′；ｓｈＲＮＡ３（靶点

３００３～３０２１）：５′ＣＣＧＧＣＡＧＣＡＣＴＴＧＴＡＴＴＡＣＡＧＡＣＡ

ＡＴＴＣＡＡ ＧＡＧ ＡＴＴ ＧＴＣＴＧＴ ＡＡＴ ＡＣＡ ＡＧＴ ＧＣＴ

ＧＴＴＴＴＴＧ３′。设计无关的ｓｈＲＮＡ 作为阴性对照，经

ＢＬＡＳＴ检验，与人类已知基因无明显同源性，序列为５′ＣＣＧ

ＧＣＡＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡＡＣ

ＧＴＧＡＣＡＣＧＴＴＣＧＧＡＧＡＡＴＧＴＴＴＴＴＧ３′，由上海吉

凯基因化学技术有限公司合成后送上海美季生物技术有限

公司测序。

１．３．２　ｓｈＲＮＡ慢病毒载体的构建　酶切线性化载体ＤＮＡ
（ｐＧＣＳＩＬＧＦＰ）１００ｎｇ、退火的双链ＤＮＡ（ｓｈＲＮＡ）１００ｎｇ、

１０×Ｔ４ＤＮＡ连接酶缓冲液１μｌ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶１μｌ、ｄｄＨ２Ｏ

１６μｌ，１６℃连接过夜后，转化感受态细胞ＤＨ５α，挑取阳性克

隆进行ＰＣＲ鉴定。ＰＣＲ上游引物５′ＣＣＴＡＴＴＴＣＣＣＡＴ

ＧＡＴＴＣＣＴＴＣＡＴＡ３′，下游引物５′ＧＴＡＡＴＡＣＧＧＴＴＡ

ＴＣＣＡＣＧＣＧ３′，反应条件：９４℃３０ｓ，９４℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，

７２℃３０ｓ，共３０个循环，最后７２℃延伸６ｍｉｎ。连接入

ｓｈＲＮＡ片段的阳性克隆ＰＣＲ片段大小为３４３ｂｐ，空载体克

隆ＰＣＲ片段大小为３０６ｂｐ。选取阳性克隆（ｐＧＣＳＩＬｓｈＲ

ＮＡ）送上海美季生物技术有限公司测序。

１．４　２９３Ｔ细胞共转染实验筛选有效ｓｈＲＮＡ　转染前１ｄ
将２９３Ｔ细胞按１×１０４／ｍｌ接种于２４孔板中；待细胞生长至

８０％～９０％融合时，换成４００μｌ的ＯｐｔｉＭＥＭ１。每孔载体的

量均为０．５μｇ，每孔Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００体积均为２μｌ，将

质粒和ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００分别溶解于ＯｐｔｉＭＥＭ１中，混

匀，室温静置５ｍｉｎ。将稀释好的质粒和 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００混匀，室温静置２０ｍｉｎ。把质粒 ＤＮＡ与Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ

ｎｅＴＭ２０００的混合液加入２９３Ｔ细胞中，３７℃５％ＣＯ２培养箱

中培养６～８ｈ，换成新鲜的含１０％胎牛血清的完全培养液。

转染后２４ｈ荧光显微镜下观察预估转染率，蛋白质印迹分析

检测目的基因表达水平（一抗为鼠抗ＦＬＡＧ抗体），并根据蛋

白质印迹分析结果选取有效ｓｈＲＮＡ进行慢病毒包装。

１．５　慢病毒包装　取对数生长期的２９３Ｔ细胞，转染前２ｈ
将细胞培养液更换为无血清培养液。向一灭菌离心管中加

入所制备的各ＤＮＡ溶液（ｐＧＣＬＬＶ载体２０μｇ，ｐＨｅｌｐｅｒ１．０
载体１５μｇ，ｐＨｅｌｐｅｒ２．０载体１０μｇ），与相应体积的 Ｏｐｔｉ

ＭＥＭ 混合均匀，调整总体积为２．５ｍｌ，室温下温育５ｍｉｎ。

将ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００轻柔摇匀，取１００μｌＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ

２０００在另一管中与２．４ｍｌＯｐｔｉＭＥＭ 混合，室温下温育５

ｍｉｎ。把稀释后的 ＤＮＡ与ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００混合，室温

下温育２０ｍｉｎ，形成转染复合物。将 ＤＮＡ与 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ

ｎｅＴＭ２０００混合液转移至２９３Ｔ细胞的培养液中，混匀，培养８

ｈ后倒去含有转染混和物的培养液，ＰＢＳ洗涤后，加入细胞培

养液继续培养４８ｈ后离心收集病毒，分别命名为ｐ１２０ｃｔｎ

ｓｈＲＮＡＬＶ及 ＮＣＬＶ（阴性对照病毒，含有上述无关ｓｈＲＮＡ
序列）。
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１．６　慢病毒滴度测定及体外感染效率的测定

１．６．１　病毒滴度测定（逐孔稀释滴度测定法）　将ｐ１２０ｃｔｎ

ｓｈＲＮＡＬＶ病毒原液按不同比例稀释，取１０μｌ感染９６孔板

培养的２９３Ｔ细胞，继续培养２４ｈ后加入完全培养液１００μｌ，

４ｄ后观察荧光表达情况。计算病毒滴度（ＴＵ／ｍｌ）＝荧光细

胞数／病毒原液量，并根据标准品校正。

１．６．２　慢病毒体外感染效率的测定（ＭＯＩ试验）　ＰＡＮＣ１
细胞以５０００个／孔接种于９６孔板，培养至６０％～７０％融合

时，分别以 ＭＯＩ为１、２、４的ｐ１２０ｃｔｎｓｈＲＮＡＬＶ１００μｌ感染

细胞，８ｈ后换含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液继续培养，

４８ｈ后荧光显微镜下计数（绿色荧光在激发波长４５０～４９０

ｎｍ，检测波长５０５ｎｍ，５００ｎｍ 滤光片下观察），随机计算３
个表达ＧＦＰ的细胞数占视野中所有细胞的百分比，其均值

代表 ＭＯＩ值。

１．７　实时定量 ＰＣＲ　ＴＲＩｚｏｌ法抽取细胞总ＲＮＡ，ＲＮＡ反

转录获得ｃＤＮＡ（根据Ｐｒｏｍｅｇａ公司的 ＭＭＬＶ操作说明书

进行，引物为ｏｌｉｇｏｄＴ），应用 ＴａＫａＲａ公司的 ＴＰ８００Ｒｅａｌ

ｔｉｍｅＰＣＲ仪行实时定量ＰＣＲ，每组设３个复孔，实验重复３
次。ｐ１２０ｃｔｎ上游引物５′ＧＧＣＴＣＧＴＧＡＴＡＴＧＧＡＣＣＴ

ＴＡＣ３′，下游引物５′ＡＣＴＣＡＡＴＡＴＧＧＣＧＴＧＧＣＴＴＡＣ

３′；βａｃｔｉｎ上游引物 ５′ＧＧＣ ＧＧＣ ＡＣＣ ＡＣＣ ＡＴＧ ＴＡＣ

ＣＣＴ３′，下游引物５′ＡＧＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＧＴＣＡＴＡＣＴ

３′；反应条件：９５℃预变性１５ｓ，之后每一步变性９５℃５ｓ，退

火延伸６０℃３０ｓ，共４５个循环。每次在延伸阶段读取光密

度。实时定量ＰＣＲ数值分析采用２ΔΔＣｔ分析法，以βａｃｔｉｎ为

内参，计算ｐ１２０ｃｔｎｍＲＮＡ的相对表达量。

１．８　蛋白质印迹分析　取出细胞，弃去细胞培养液，ＰＢＳ洗

涤２次，加入适量预冷的细胞裂解液，刮下细胞，将样品转移

入Ｅｐ管中，冰上裂解细胞１０～１５ｍｉｎ，超声破碎仪破碎细

胞，４℃１２０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，取上清。调整蛋白终浓度均

为２μｇ／μｌ，加入相同体积的２×上样缓冲液，混匀，沸水浴煮

５ｍｉｎ，１０％ＳＤＳＰＡＧＥ后转膜，封闭。加入一抗（兔抗人

ｐ１２０ｃｔｎ抗体１１０００，鼠抗人ＧＡＰＤＨ抗体１５０００，鼠抗

Ｆｌａｇ抗体１５０００），４℃过夜，ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，

加入相应的二抗孵育ＰＶＤＦ膜２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０

ｍｉｎ，加ＥＣＬ发光剂，显影、定影。

１．９　统计学处理　计量资料以珚ｘ±ｓ表示，采用 ＧｒａｐｈＰａｄ

Ｐｒｉｓｍ５．０软件进行统计分析，多组均数间比较采用单因素

方差分析，两组间均数比较采用ＳＮＫ检验，Ｐ＜０．０５表示差

异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ｐ１２０ｃｔｎ目的基因重组克隆的鉴定　ｐＧＣＦＵｐ１２０ｃｔｎ

３ＦＬＡＧ阳性克隆ＰＣＲ鉴定结果（图１）提示，１、３、４、５及７
号克隆为阳性克隆。阳性克隆转染２９３Ｔ细胞后蛋白质印迹

分析结果（图２）提示共３个阳性克隆表达ｐ１２０ｃｔｎ，其中３、４
号克隆均表达ｐ１２０ｃｔｎ亚型１Ａ及３Ａ。基因测序结果提示４
号克隆序列完全正确，故选择４号克隆进行后续实验。

图１　ｐＧＣＦＵｐ１２０ｃｔｎ３ＦＬＡＧ阳性重组克隆ＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ１　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐＧＣＦＵｐ１２０ｃｔｎ３ＦＬＡＧｖｅｃｔｏｒｓｂｙＰＣＲ
１′：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ｄｄＨ２Ｏ）；２′：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ；３′：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ＧＡＰＤＨ，７２１ｂｐ）；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

图２　ｐＧＣＦＵｐ１２０ｃｔｎ３ＦＬＡＧ
阳性克隆转染２９３Ｔ细胞后蛋白质印迹分析

Ｆｉｇ２　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｆｉｖｅｐｏｓｉｔｉｖｅｐＧＣＦＵｐ１２０ｃｔｎ３ＦＬＡＧ
ｖｅｃｔｏｒｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏ２９３ＴｃｅｌｌｓｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

２．２　ｐ１２０ｃｔｎ特异性ｓｈＲＮＡ慢病毒载体构建及外源性鉴

定　ｐＧＣＳＩＬｓｈＲＮＡ阳性克隆 ＰＣＲ （图３）提示重组质粒

ｐＧＣＳＩＬｓｈＲＮＡ１～３均构建成功，测序结果证实３对ｓｈＲＮＡ
序列完全正确。ｐＧＣＦＵｐ１２０ｃｔｎ３ＦＬＡＧ 质粒及ｐＧＣＳＩＬ

ｓｈＲＮＡ质粒共转染２９３Ｔ细胞蛋白质印迹分析检测结果（图

４）表明，ｐＧＣＳＩＬｓｈＲＮＡ１对ｐ１２０ｃｔｎ亚型１Ａ及３Ａ的敲减

效果均较好，故选择ｐＧＣＳＩＬｓｈＲＮＡ１包装慢病毒。

２．３　重组慢病毒滴度测定　扩增、纯化后ｐ１２０ｃｔｎｓｈＲＮＡ

ＬＶ病毒滴度为３×１０９ＴＵ／ｍｌ，ＮＣＬＶ病毒滴度为４×１０９

ＴＵ／ｍｌ。
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图３　ｐＧＣＳＩＬｓｈＲＮＡ阳性克隆ＰＣＲ鉴定

Ｆｉｇ３　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｐＧＣＳＩＬｓｈＲＮＡｃｌｏｎｅｓ

１：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ（ｄｄＨ２Ｏ）；２：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｅｍｐｔｙｖｅｃｔｏｒ

（３０６ｂｐ）；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；３：ｐＧＣＳＩＬｓｈＲＮＡ１；４：ｐＧＣＳＩＬｓｈＲＮＡ２；

５：ｐＧＣＳＩＬｓｈＲＮＡ３

图４　ｐＧＣＦＵｐ１２０ｃｔｎ３ＦＬＡＧ４与

ｐＧＣＳＩＬｓｈＲＮＡ共转染２９３Ｔ细胞后ｐ１２０ｃｔｎ蛋白表达

Ｆｉｇ４　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ１２０ｃｔｎａｆｔｅｒｐＧＣＦＵｐ１２０ｃｔｎ３ＦＬＡＧ４

ａｎｄｐＧＣＳＩＬｓｈＲＮＡｃｏｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｉｎ２９３Ｔｃｅｌｌｓ

１：Ｅｍｐｔｙｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＮｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｓｈＲＮＡ；３：ｐＧＣＳＩＬｓｈＲ

ＮＡ１；４：ｐＧＣＳＩＬｓｈＲＮＡ２；５：ｐＧＣＳＩＬｓｈＲＮＡ３

２．４　ＭＯＩ实验结果　随着 ＭＯＩ值的加大，重组慢病毒在

ＰＡＮＣ１细胞内感染率逐渐增加，当 ＭＯＩ＝１时，其感染效率

约为４０％（图５Ａ）；当 ＭＯＩ＝２时，其感染效率达到８０％而

无明显细胞中毒现象（图５Ｂ）；当 ＭＯＩ＝４时，其感染率约

９０％，但细胞脱落、变圆、漂浮，呈现慢病毒过量中毒状态（图

５Ｃ）。本实验均采用 ＭＯＩ＝２进行。ＮＣＬＶ 感染胰腺癌

ＰＡＮＣ１细胞后，感染效率接近８０％（图５Ｄ）。ＰＡＮＣ１细胞

被含有效ｓｈＲＮＡ的慢病毒感染后称为敲减组细胞（Ｋｎｏｃｋ

ｄｏｗｎＰＡＮＣ１，ＫＤＰＡＮＣ１），被含无关ｓｈＲＮＡ的慢病毒感

染后称为阴性对照组细胞（ＮｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌＰＡＮＣ１，ＮＣ

ＰＡＮＣ１）。

２．５　重组慢病毒感染ＰＡＮＣ１细胞后ｐ１２０ｃｔｎｍＲＮＡ及蛋

白表达　实时定量 ＰＣＲ 结果（图６Ａ）表明，ＫＤＰＡＮＣ１

ｐ１２０ｃｔｎｍＲＮＡ 相 对 表 达 量 为 ＰＡＮＣ１ 的 １７．４％，与

ＰＡＮＣ１、ＮＣＰＡＮＣ１相比，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

ＮＣＰＡＮＣ１ｍＲＮＡ相对表达量为 ＰＡＮＣ１的９３．８％，与

ＰＡＮＣ１相比，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。蛋白质印迹

分析检测结果（图６Ｂ）显示，ＰＡＮＣ１及 ＮＣＰＡＮＣ１细胞中

的ｐ１２０ｃｔｎ蛋白表达无明显差异，感染ｐ１２０ｃｔｎｓｈＲＮＡＬＶ

的ＫＤＰＡＮＣ１ｐ１２０ｃｔｎ蛋白表达较感染前明显减少。

图５　不同 ＭＯＩ慢病毒感染ＰＡＮＣ１细胞的ＧＦＰ表达

Ｆｉｇ５　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＦＰｉｎＰＡＮＣ１ｃｅｌｌｓ

ａｆｔｅｒｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔＭＯＩ
ＭＯＩ：Ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．Ａ：ＭＯＩ＝１；Ｂ：ＭＯＩ＝２；Ｃ：ＭＯＩ＝４；

Ｄ：ＩｎｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈＮＣＬＶａｔＭＯＩ＝２．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图６　ｐ１２０ｃｔｎｓｈＲＮＡＬＶ感染

ＰＡＮＣ１细胞后ｐ１２０ｃｔｎｍＲＮＡ及蛋白的表达

Ｆｉｇ６　Ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ１２０ｃｔｎｉｎ

ＰＡＮＣ１ｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐ１２０ｃｔｎｓｈＲＮＡＬＶ
ＫＤＰＡＮＣ１：ＫｎｏｃｋｄｏｗｎＰＡＮＣ１；ＮＣＰＡＮＣ１：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

ＰＡＮＣ１．Ａ：ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｐ＜０．０５ｖｓ

ＰＡＮＣ１ａｎｄＮＣＰＡＮＣ１．ｎ＝３；珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　胰腺癌是消化系统常见的恶性肿瘤，恶性程度高，早期

发现困难，侵袭及转移发生早，手术切除率低，５年总体生存

率仍低于５％［４］。侵袭及转移是导致胰腺癌患者病死的主要

原因，是多因素共同作用的结果，具体机制仍不明确。已有

研究表明，ｐ１２０ｃｔｎ的表达及定位异常与非小细胞肺癌［５］、结

肠癌［６］及胃食管交界处肿瘤［７］侵袭及转移密切相关，但其在
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胰腺癌侵袭转移中的作用及机制尚不清楚，胰腺癌细胞株中

ｐ１２０ｃｔｎ定量、定位表达异常的原因亦不明确。我们的前期

实验发现，不同表型的胰腺癌细胞株间ｐ１２０ｃｔｎ的表达量存

在差异，并与ＶＥＧＦ的表达相关［３］，而 ＶＥＧＦ的过表达与胰

腺癌的浸润及转移密切相关［８９］，提示除参与细胞间黏附外，

ｐ１２０ｃｔｎ还可能在ＶＥＧＦ诱导血管生成过程中发挥着某种作

用。因此，通过ＲＮＡｉ调控胰腺癌细胞ｐ１２０ｃｔｎ的表达，观察

胰腺癌细胞的生物学功能改变及相关信号通路的表达变化，

可望为ｐ１２０ｃｔｎ在胰腺癌浸润及转移中的作用研究提供有效

的平台。

　　ｓｈＲＮＡ［１０］是一段具有紧密发卡环的ＲＮＡ序列，常被用

于ＲＮＡ干扰，沉默靶基因的表达，其发卡结构在细胞内可被

切割生成ｓｉＲＮＡ，抑制细胞内与其序列同源的基因 ｍＲＮＡ
表达，而达到特异的沉默效果。外源性ｓｈＲＮＡ需通过特定

的载体转染进入细胞后才能发挥特定的沉默效果，本研究采

用的慢病毒载体具有毒力低、感染效率高、可感染分裂相及

非分裂相细胞，并能将目的基因整合到宿主细胞染色体中，

提供安全、有效及长时间的稳定转染［１１］。通过慢病毒载体将

ｐ１２０ｃｔｎ特异的ｓｈＲＮＡ转染进入胰腺癌细胞，能对ｐ１２０ｃｔｎ
的表达产生持续的抑制，为研究其生物学功能提供了可能。

由于慢病毒包装耗时且成本较高，本实验将构建成功的

ｐ１２０ｃｔｎＲＮＡｉ慢病毒载体与含 ｐ１２０ｃｔｎ基因的 ｐＧＣＦＵ

ｐ１２０ｃｔｎ３ＦＬＡＧ真核表达载体通过脂质体 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００共转染２９３Ｔ细胞，蛋白质印迹分析筛选出干扰效能最

大的ｓｈＲＮＡ，并将其包装成慢病毒，体外转染胰腺癌ＰＡＮＣ

１细胞，实时定量ＰＣＲ及蛋白质印迹分析结果提示筛选的

ｓｈＲＮＡ序列对ＰＡＮＣ１细胞的ｐ１２０ｃｔｎｍＲＮＡ及蛋白的表

达均具有较强的抑制作用，提示该实验路线是完全可行的，

能节约实验时间及费用，具有一定的应用价值，为后续实验

验证ｐ１２０ｃｔｎ对胰腺癌细胞生物学行为的影响及其在胰腺癌

浸润及转移中的作用奠定了基础，并为寻找胰腺癌基因治疗

的潜在靶点提供了可能。
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