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　　［摘要］　目的　构建能高效敲减分化抑制因子２（Ｉｄ２）基因的短发夹状小干扰ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）慢病毒载体，并观察敲减

Ｉｄ２对胶质瘤细胞株Ｕ２５１增殖和凋亡的影响。方法　设计并合成特异性针对Ｉｄ２基因的ｓｈＲＮＡ序列，将其构建到慢病毒
载体ｐＧＣＳＩＬＧＦＰ中。以含有Ｉｄ２基因的质粒为模板，扩增Ｉｄ２基因ｃＤＮＡ序列的特异性片段，插入真核表达载体ｐＥＧＦＰ

Ｎ１３ＦＬＡＧ。构建含Ｉｄ２基因质粒和不同靶点的 ＲＮＡｉ慢病毒载体，共转染入工具细胞２９３Ｔ，筛选出适合浓度慢病毒感染

Ｕ２５１细胞株。ＭＴＴ法检测敲减Ｉｄ２后胶质瘤细胞增殖的改变，ＲＴＰＣＲ检测Ｉｄ２敲减后 Ｕ２５１细胞ｃａｓｐａｓｅ３的表达。结

果　构建后载体的ＰＣＲ鉴定及ＤＮＡ测序结果与预期一致。与对照组相比，转染Ｉｄ２ｓｈＲＮＡ的 Ｕ２５１细胞增殖降低，凋亡率
升高，ｃａｓｐａｓｅ３表达升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　成功构建的针对Ｉｄ２基因的ＲＮＡ干扰慢病毒载体体外转
染可抑制胶质瘤细胞增殖并促进其凋亡。
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　　分化抑制因子２（ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ２，

Ｉｄ２）属于Ｉｄ家族，通过负性调控螺旋环螺旋（ｈｅ
ｌｉｘｌｏｏｐｈｅｌｉｘ，ＨＬＨ）蛋白抑制细胞分化，同时也是

参与肿瘤形成的重要基因之一［１］。近年来，ＲＮＡｉ技
术已成为研究基因功能的重要工具。因此，本研究
通过设计、构建和鉴定表达Ｉｄ２ｓｈＲＮＡ的慢病毒载
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体，并观察其转染胶质瘤细胞后对细胞增殖和凋亡
的影响，为后期研究Ｉｄ２基因在胶质瘤中的生物学
作用奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　Ｕ２５１细胞、２９３Ｔ细胞（中
国科学院上海细胞库）；ｐＥＧＦＰＮ１３ＦＬＡＧ载体、慢
病毒载体系统（上海吉凯基因技术有限公司）；大肠
杆菌菌株 ＤＨ５α、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００、ＴＲＩｚｏｌ试剂
盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；反转录 ＲＮＡ 试剂盒、ｄＮＴＰ
（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；ＸｈｏⅠ、ＫｐｎⅠ、ＡｇｅⅠ、ＥｃｏＲⅠ内
切酶（ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司）；ＤＭＥＭ、胎牛血
清、胰蛋白酶（上海捷倍思基因技术有限公司）；大量

质粒ＤＮＡ提取试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ公司）。鼠抗Ｉｄ２单
克隆抗体（美国ＣａｌＢｉｏｒｅａｇｅｎｔｓ公司）；兔抗鼠ＩｇＧ
ＨＲＰ抗体（福建迈新生物技术有限公司）。

１．２　Ｉｄ２ｓｈＲＮＡ慢病毒载体的构建及鉴定

１．２．１　ｓｈＲＮＡ慢病毒载体的设计　通过ＧｅｎＢａｎｋ
等公用数据库检索Ｉｄ２（ｍＲＮＡ，ＮＭ＿００２１６６）基因
的相关信息，根据ＲＮＡ干扰序列设计原则，用Ａｍｉ
ｂｉｏｎ公司的设计软件，设计、合成４组针对Ｉｄ２基因

ｓｈＲＮＡ的寡核苷酸序列，并同时按照公认标准设计
合成无意义序列作为阴性对照：５′ＴＴＣＴＣＣＧＡＡ
ＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ３′。每组序列均按发卡结构模式
设计合成，并在其两端设计酶切位点黏端，可直接联
入酶切后的载体上（表１）。

表１　设计合成的靶向Ｉｄ２的ｓｈＲＮＡ序列

Ｔａｂ１　ＤｅｓｉｇｎａｎｄｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆＩｄ２ｓｈＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｎｏ． ５′ ＳＴＥＭＰ Ｌｏｏｐ ＳＴＥＭＰ ３′

ＰＧＣＬ１１ ＣＣＧＧ ＡＡＧＣＡＣＴＧＴＧＴＧＧＣＴＧＡＡＴＡＡ ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ ＴＴＡＴＴＣＡＧＣＣＡＣＡＣＡＧＴＧＣＴＴ ＴＴＴＴＴＧ
ＰＧＣＬ１２ ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＡＡＧＣＡＣＴＧＴＧＴＧＧＣＴＧＡＡＴＡＡ ＴＣＴＣＴＴＧＡＡ ＴＴＡＴＴＣＡＧＣＣＡＣＡＣＡＧＴＧＣＴＴ
ＰＧＣＬ２１ ＣＣＧＧ ＡＡＣＣＡＴＴＴＣＡＣＡＡＧＧＡＧＧＡＣＡ ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ ＴＧＴＣＣＴＣＣＴＴＧＴＧＡＡＡＴＧＧＴＴ ＴＴＴＴＴＧ
ＰＧＣＬ２２ ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＡＡＣＣＡＴＴＴＣＡＣＡＡＧＧＡＧＧＡＣＡ ＴＣＴＣＴＴＧＡＡ ＴＧＴＣＣＴＣＣＴＴＧＴＧＡＡＡＴＧＧＴＴ
ＰＧＣＬ３１ ＣＣＧＧ ＣＡＧＡＧＧＡＣＣＡＧＴＧＣＴＴＴＧＡＴＴ ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ ＡＡＴＣＡＡＡＧＣＡＣＴＧＧＴＣＣＴＣＴＧ ＴＴＴＴＴＧ
ＰＧＣＬ３２ ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＣＡＧＡＧＧＡＣＣＡＧＴＧＣＴＴＴＧＡＴＴ ＴＣＴＣＴＴＧＡＡ ＡＡＴＣＡＡＡＧＣＡＣＴＧＧＴＣＣＴＣＴＧ
ＰＧＣＬ４１ ＣＣＧＧ ＧＡＧＣＣＴＧＣＴＡＴＡＣＡＡＣＡＴＧＡＡ ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ ＴＴＣＡＴＧＴＴＧＴＡＴＡＧＣＡＧＧＣＴＣ ＴＴＴＴＴＧ
ＰＧＣＬ４２ ＡＡＴＴＣＡＡＡＡＡＧＡＧＣＣＴＧＣＴＡＴＡＣＡＡＣＡＴＧＡＡ ＴＣＴＣＴＴＧＡＡ ＴＴＣＡＴＧＴＴＧＴＡＴＡＧＣＡＧＧＣＴＣ

１．２．２　构建表达ｓｈＲＮＡ慢病毒载体　ＡｇｅⅠ和ＥｃｏＲⅠ
内切酶酶切ｐＧＣＬＧＦＰ载体以使其线性化，经退火形
成双链ＤＮＡ与双酶切后的ｐＧＣＬＧＦＰ载体连接。连
接反应体系：酶切回收的载体ＤＮＡ（１００ｎｇ／μｌ）１μｌ，
退火的双链ＤＮＡ（１００ｎｇ／μｌ）１μｌ，１０×Ｔ４噬菌体

ＤＮＡ连接酶缓冲液１μｌ，Ｔ４噬菌体 ＤＮＡ连接酶

１μｌ，ｄｄＨ２Ｏ７μｌ，于４℃连接１２ｈ，３７℃振摇１６ｈ转
化到新鲜制备的ＤＨ５α感受态细胞。

１．２．３　ＰＣＲ鉴定及ＤＮＡ测序　挑取重组阳性克
隆行ＰＣＲ及ＤＮＡ测序鉴定。ＰＣＲ鉴定阳性克隆
的上游引物：５′ＣＣＴ ＡＴＴＴＣＣＣＡＴＧＡＴＴＣＣ
ＴＴＣＡＴＡ３′，下游引物：５′ＧＴＡＡＴＡＣＧＧＴＴＡ
ＴＣＣＡＣＧＣＧ３′。ＰＣＲ反应条件：９４℃变性３０ｓ；

９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，循环３０次，７２℃延
伸６ｍｉｎ。挑选阳性克隆菌液测序。

１．２．４　Ｉｄ２基因过表达融合蛋白载体构建　从含有

Ｉｄ２的质粒克隆模板中，利用ＰＣＲ方法扩增Ｉｄ２（Ｉｄ２
基因融合蛋白ＰＣＲ引物序列见表２），Ｐ１含有ＸｈｏⅠ
酶切位点，保护碱基，以及Ｉｄ２基因的５′端序列；Ｐ２含
有ＫｐｎⅠ酶切位点，保护碱基，以及Ｉｄ２基因的３′端序
列；Ｐ３为引物位于ＣＭＶｐｒｏｍｏｔｅｒ中，用于菌落ＰＣＲ
鉴定转化子及测序；Ｐ４为引物位于载体上ＥＧＦＰ的Ｎ

端，用于菌落ＰＣＲ鉴定转化子及测序。以Ｐ１和Ｐ２
进行ＰＣＲ，回收产物片段用内切酶ＸｈｏⅠ和ＫｐｎⅠ进行
酶切消化，纯化，回收。用内切酶ＸｈｏⅠ和 ＫｐｎⅠ对

ｐＥＧＦＰＮ１３ＦＬＡＧ载体进行酶切，１％琼脂糖凝胶电
泳，切胶、纯化。将回收线性化载体片段１００ｎｇ和酶
切基因ＰＣＲ产物１００ｎｇ置于反应体系中连接，其产
物转化细菌感受态细胞。

表２　Ｉｄ２基因融合蛋白ＰＣＲ引物序列

Ｔａｂ２　Ｉｄ２ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｎｏ． Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｐ１ ５′ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＡＴＧＡＡＡＧＣＣＴＴＣＡＧＴＣＣＣＧＴＧ３′
Ｐ２ ５′ＧＧＧＧＴＡＣＣＧＴＧＣＣＡＣＡＣＡＧＴＧＣＴＴＴＧＣＴＧ３′
Ｐ３ ５′ＣＧＣＡＡＡＴＧＧＧＣＧＧＴＡＧＧＣＧＴＧ３′
Ｐ４ ５′ＣＧＴＣＧＣＣＧＴＣＣＡＧＣＴＣＧＡＣＣＡＧ３′

　　对长出的克隆进行ＰＣＲ，以Ｐ３和Ｐ４为上下游
引物分别设计在载体和Ｉｄ２基因上，ＰＣＲ鉴定的阳
性克隆，证明Ｉｄ２已经定向连入目的载体。以有确
定插入片段的载体和空载体为阳性及阴性对照。

ＰＣＲ鉴定阳性的克隆进行测序同上。将前期实验
构建的４种慢病毒质粒，分别转染到过表达Ｉｄ２蛋
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白Ｕ２５１细胞，据其对Ｉｄ２的抑制率，确定有效靶序
列为序列４。设计并合成其ｓｈＲＮＡ的ＤＮＡＯｌｉｇｏ：

５′ＣＣＧ ＧＧＡ ＧＣＣ ＴＧＣ ＴＡＴ ＡＣＡ ＡＣＡ ＴＧＡ
ＡＴＴＣＡＡＧＡＧＡＴＴＣＡＴＧＴＴＧＴＡＴＡＧＣＡＧ
ＧＣＴＣＴＴ ＴＴＴ Ｇ３′；５′ＡＡＴ ＴＣＡ ＡＡＡ ＡＧＡ
ＧＣＣＴＧＣＴＡＴＡＣＡＡＣＡＴＧＡＡＴＣＴＣＴＴＧＡ
ＡＴＴＣＡＴＧＴＴＧＴＡＴＡＧＣＡＧＧＣＴＣ３′。经退
火形成双链 ＤＮＡ。退火反应体系：ＤＮＡ Ｏｌｉｇｏ
（ｓｅｎｓｅ）（１μｇ／μｌ）５μｌ，ＤＮＡＯｌｉｇｏ（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ）（１

μｇ／μｌ）５μｌ，５×Ｕｎｉｖｅｒｓａｌｂｕｆｆｅｒ２０μｌ，ｄｄＨ２Ｏ７０

μｌ。混匀，９０℃４ｍｉｎ，７０℃１０ｍｉｎ，冷却至室温。

１．２．５　重组慢病毒颗粒的包装、制备　制备编码慢
病毒颗粒的重组病毒质粒及２种辅助包装元件载体
质粒均购自上海吉凯基因化学公司，由ｐＧＣＬＶ质
粒载体、ｐＨｅｌｐｅｒ１．０载体、ｐＨｅｌｐｅｒ２．０载体组成，
其中ｐＧＣＧＦＰ载体含有能持续表达ｓｉＲＮＡ的元
件，同时能表达荧光蛋白 ＧＦＰ，用于病毒包装时转
染效率及感染宿主细胞感染效率的检测。ｐＨｅｌｐｅｒ
１．０和ｐＨｅｌｐｅｒ２．０含有病毒包装所必须的元件。
胰蛋白酶消化对数生长期的２９３Ｔ细胞，调整细胞
密度为０．６×１０９／Ｌ，接种于１５ｍｌ的细胞培养瓶中，

３７℃、５％ＣＯ２培养箱内培养，细胞密度达７０％～
８０％时进行转染。３种质粒载体分别进行高纯度无
内毒素抽提，采用脂质体法共转染２９３Ｔ细胞。感
染４８ｈ后收集富含慢病毒颗粒的细胞上清液，４℃、

１２０００×ｇ离心浓缩后得到高滴度的慢病毒浓缩液。
利用倍比稀释法在２９３Ｔ细胞中测定慢病毒滴度，
置－８０℃冰箱保存备用。

１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测转染后Ｕ２５１细胞的Ｉｄ２敲

减效率　取制备病毒感染Ｕ２５１细胞，空白对照加入

同体积ｄｄＨ２Ｏ，自连对照为空载体。按分子克隆方法

提取细胞总蛋白，经ＢＣＡ分析方法定量，各组取５０

μｇ总蛋白进行１００ｇ／ＬＳＤＳ聚丙烯凝胶电泳，并转印

到ＰＶＤＦ膜上，用１００ｍｇ／ｍｌ牛血清白蛋白和０．０５％

Ｔｗｅｅｎ２０封闭非特异性抗原，加一抗（１２０００）于

４℃过夜，次日ＴＢＳＴ洗膜，加辣根过氧化物酶标记兔

抗鼠二抗（１５０００），３７℃温育１ｈ，实验重复３次，放

射自显影后凝胶成像分析系统分析。

１．４　ＭＴＴ法检测转染Ｉｄ２ｓｈＲＮＡ后 Ｕ２５１细胞的
生长增殖　将 Ｕ２５１细胞、感染空载体 Ｕ２５１细胞和
敲减Ｉｄ２的Ｕ２５１细胞接种于９６孔培养板中，细胞终
密度约为３．５×１０４／Ｌ，接种后２４ｈ进行转染。分别
培养０、２４、４８、７２ｈ后每孔加入１００μｌＭＴＴ液（５ｇ／

Ｌ），继续培养４ｈ后，小心弃去上清液，加入１００μｌ
ＤＭＳＯ液，震荡，待蓝紫色溶解后，在全自动酶标仪上

测定光密度（Ｄ）值，计算各孔Ｄ４９０抑制率（％）＝（１－
实验Ｄ值平均值／对照Ｄ值平均值）×１００％。

１．５　ＲＴＰＣＲ测定转染Ｉｄ２ｓｈＲＮＡ后 Ｕ２５１细胞

ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ的表达　收集细胞，按ＴＲＩｚｏｌ试
剂说明提取总ＲＮＡ，按Ｐｒｏｍｅｇａ公司试剂盒说明反
转录ｃＤＮＡ。Ｃａｓｐａｓｅ３上游引物：５′ＧＧＡ ＡＧＣ
ＧＡＡＴＣＡ ＡＴＧ ＧＡＣＴＣ３′，下游引物：５′ＣＴＣ
ＡＧＡ ＡＧＣ ＡＣＡ ＣＡＡ ＡＣＡ ＡＡＡ Ｃ３′；内参照

Ａｃｔｉｎ上游引物：５′ＧＧＣＧＧＣＡＣＣＡＣＣＡＴＧＴＡＣ
ＣＣＴ３′，下游引物：５′ＡＧＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＧＴ
ＣＡＴＡＣＴ３′。反应体系、反应条件同前。应用

２－ΔΔＣｔ法计算目的基因相对表达量。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计
学分析，所有数据以珚ｘ±ｓ表示，２个样本均数的比
较采用ｔ检验，２个以上样本均数的比较采用Ｆ 检
验。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　阳性克隆的ＰＣＲ及ＤＮＡ测序鉴定　ＰＣＲ条
带大小：连接入ｖｓｈＲＮＡ片段的阳性克隆ＰＣＲ片段
大小为３４３ｂｐ；没有连接入ｖｓｈＲＮＡ 片段的空载体
克隆ＰＣＲ片段大小为３０６ｂｐ，琼脂糖凝胶电泳见图

１。ＤＮＡ测序鉴定结果与实验要求的ＤＮＡ序列基
本一致（图２）。

图１　ＰＣＲ阳性克隆筛选

Ｆｉｇ１　ＳｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆＰＣＲｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ｄｄＨ２Ｏ；２：Ｃｏｎｔｒｏｌ；３５：Ｃｏｌｏｎｅ１３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２．２　细胞转染及基因沉默效率检测结果　转染

４８ｈ后采用荧光显微镜下观察慢病毒ＲＮＡｉ质粒上
报告基因ＧＦＰ的表达（绿色荧光），见转染效率可达

７０％以上，否则重新转染（图３）。实验转染组、未转
染组、阴性（通用阴性对照和序列打乱阴性对照）对
照组，收集各组转染后细胞蛋白，进行蛋白质印迹实
验，检测Ｉｄ２表达效果，结果发现Ｉｄ２ｓｈＲＮＡ 均可
抑制Ｉｄ２蛋白的表达，未转染组、转染空质粒组Ｉｄ２
表达无明显影响（图４）。
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图２　重组载体测序结果

Ｆｉｇ２　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ

图３　荧光显微镜下Ｕ２５１细胞感染

慢病毒（Ａ）及对应白光照片（Ｂ）

Ｆｉｇ３　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｏｆＵ２５１ｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｈＲＮＡ

ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ（Ａ）ａｎｄｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｗｈｉｔｅｌｉｇｈｔｐｈｏｔｏ（Ｂ）

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

图４　ｓｈＲＮＡ干扰后Ｉｄ２蛋白在Ｕ２５１细胞中的表达

Ｆｉｇ４　Ｉｄ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＵ２５１ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＲＮＡｉ
１：Ｕ２５１ｇｒｏｕｐ；２：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；３：Ｉｄ２ＲＮＡｉｇｒｏｕｐ

２．３　Ｉｄ２基因敲减后 Ｕ２５１细胞的增殖能力　结果
（图５）表明：ｓｈＲＮＡ转染Ｕ２５１胶质瘤细胞，ＭＴＴ法
检测发现，敲减Ｉｄ２组４８ｈ后细胞增殖受到抑制，抑
制率为（１６．７８％±２．１６％），转染空质粒组抑制率为
（８．２４％±０．８７％），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图５　Ｉｄ２基因敲减对Ｕ２５１细胞增殖抑制率的影响

Ｆｉｇ５　Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｉｎＵ２５１ｃｅｌｌｌｉｎｅａｆｔｅｒＩｄ２ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ
Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．４　Ｉｄ２基因敲减后 Ｕ２５１细胞凋亡水平　ＲＴ
ＰＣＲ结果（图６）表明：ｃａｓｐａｓｅ３在敲减Ｉｄ２组表达
与阴性对照质粒转染组及空白对照组相比差异有统

计学意义（Ｐ＜０．０５），阴性对照质粒转染组与空白
对照组相比差异无统计学意义。

图６　Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ在敲减Ｉｄ２组、

阴性对照质粒转染组、Ｕ２５１细胞中的表达

Ｆｉｇ６　Ｂａｒｇｒａｐｈｏｆｃａｓｐａｓｅ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＩｄ２

ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｇｒｏｕｐ，ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄＵ２５１ｇｒｏｕｐ
Ｐ＜０．０５；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ
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３　讨　论

　　ｓｉＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ）是ＲＮＡ干扰

中重要的效应分子，与ＲＮＡ 诱导沉默复合体———

ＲＩＳＣ（ＲＮＡｉｎｄｕｃｅｄｓｉｌｅｎｃｉｎｇｃｏｍｐｌｅｘ）共同干扰基

因表达［２］。应用微量ｓｉＲＮＡ即可使编码基因产物

表达量下降９０％以上，甚至达到完全敲除［３］。多种

肿瘤细胞系的实验也证实ＲＮＡｉ现象存在于肿瘤细

胞中［４］。由于其具有级联式放大效应和高穿透性，

因此是研究恶性肿瘤的理想工具［５］。慢病毒载体是

一种复制缺陷型反转录病毒载体，基于 ＨＩＶ１演变

而来，具有感染分裂期和非分裂细胞的能力［６］，是目

前研究目的基因常用的感染载体。

　　本研究针对Ｉｄ２基因，遵循设计原则［７］，设计

４条长度为１９ｎｔ的寡核苷酸序列，并对所设计的

ｓｉＲＮＡ在空间可接触性和序列特异性方面进行分

析，保证敲减的高效性，同时尽可能地避免偏靶效

应。ｓｉＲＮＡ表达序列从起始密码子下游第５０个核

苷酸开始；核苷酸序列为 ＡＡＧ（Ｎ１８）ＴＴ或 ＡＡＧ
（Ｎ１８）ＮＮ（Ｎ 代表任意碱基）；序列中 ＧＣ含量为

３０％～７０％，不含４个Ａ或４个Ｔ的终止序列（ｔｅｒ

ｍｉｎａｔｏｒｓｅｑｕｅｎｃｅ），同源性比对中与其他基因不具

有同源性，并且序列不会自身环化。同时以慢病毒

作为载体，构建出Ｉｄ２ＲＮＡｉ的慢病毒载体。选用的

慢病毒载体系统由ｐＧＣＬＶ 载体、ｐＨｅｌｐｅｒ１．０载

体和ｐＨｅｌｐｅｒ２．０载体３质粒组成。

　　Ｉｄ２定位于２ｐ２５号染色体上，是一种 ＨＬＨ蛋

白的负性调节蛋白。ＨＬＨ蛋白可形成二聚体结构，

主要参与调节细胞周期，促进造血细胞、肌源性细

胞、神经细胞、胰腺细胞等多种细胞分化［８］。Ｉｄ２可

与ｂＨＬＨ形成异二聚体，因Ｉｄ蛋白缺少ＤＮＡ结合

部位，从而抑制细胞分化等作用［９］。Ｉｄ２除了参与调

控细胞周期和细胞定向分化，还参与胚胎和器官形

成，与神经母细胞瘤、鳞癌、前列腺癌、胰腺癌、精原

细胞癌等肿瘤发生、发展密切相关。正常细胞中Ｒｂ
可与Ｉｄ２结合，抑制了Ｉｄ２的活性，细胞进入细胞Ｓ、

Ｍ期分化为成熟细胞。当某种致癌因子激活Ｎｍｙｃ
后，Ｎｍｙｃ和Ｉｄ２结合激活转录，Ｉｄ２大量表达并结

合未磷酸化的Ｒｂ，抑制细胞分化，促进细胞增殖，导

致肿瘤发生［１０］。Ｍｅｎｇ等［１１］实验表明Ｉｄ２可促进增

强 ＭＣＦ７细胞和ＳＫＯＶ３细胞的侵袭性。Ｃｏｐｐｅ
等［１２］发现Ｉｄ２在前列腺肿瘤组织及前列腺癌ＬＮ

ＣａＰ和ＰＣ３细胞系中都高表达，敲减Ｉｄ２后，ＰＣ３细

胞株的增殖和侵袭力减弱。Ｌａｓｏｒｅｌｌａ等［１３］研究表

明Ｉｄ２与原发性神经母细胞瘤的预后负相关。

　　综上所述，本研究经ＰＣＲ筛选阳性克隆测序鉴

定表明，成功构建了含有 ＧＦＰ的Ｉｄ２基因ｓｈＲＮＡ
慢病毒载体，敲减胶质瘤细胞Ｉｄ２表达后，肿瘤细胞

增殖受到抑制，凋亡水平增高，为进一步研究Ｉｄ２基

因在胶质瘤中的生物学功能奠定了基础。
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