
书书书

第二军医大学学报 　２０１３年１１月第３４卷第１１期 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｊｓｍｍｕ．ｃｎ
ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｎｏｖ．２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１１

·１２５７　 ·

ＤＯＩ：１０．３７２４／ＳＰ．Ｊ．１００８．２０１３．０１２５７ ·短篇论著·

针对人ＮｅｕｒｏＤ基因ＲＮＡ干扰慢病毒载体的构建及鉴定
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　　［摘要］　目的　构建并鉴定人神经源性分化蛋白基因（ＮｅｕｒｏＤ）ＲＮＡ干扰慢病毒表达载体。方法　根据已公布的
ＮｅｕｒｏＤ 基因序列（ＧｅｎＢａｎｋ：ＮＭ＿００２５００），设计并合成４对ｓｈＲＮＡ（ＮｅｕｒｏＤ１～Ｄ４），与载体ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ＧＷ／ＥｍＧＦＰｍｉＲ
连接，构建ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ＧＷ／ＥｍＧＦＰｍｉＲＮｅｕｒｏＤ表达载体，转化入感受态细胞ＤＨ５α；ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ技术检测ｐｃＤＮＡＴＭ

６．２ＧＷ／ＥｍＧＦＰｍｉＲＮｅｕｒｏＤ表达载体对２９３Ｔ细胞内靶基因的干扰效果。将筛选出的干扰载体ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ＧＷ／ＥｍＧ

ＦＰｍｉＲＮｅｕｒｏＤ１与慢病毒载体ｐＬｅｎｔｉ６．３／Ｖ５ＤＥＳＴ经酶切后连接，构建慢病毒表达载体ｐＬｅｎｔｉ６．３ＥＧＦＰＮｅｕｒｏＤ１ｍｉＲ。

用构建的慢病毒表达载体和包装质粒（ＰａｃｋａｇｉｎｇＭｉｘ）共转染２９３Ｔ细胞，包装病毒，收集病毒原液，超速离心浓缩，并测定滴

度。采用ＰＣＲ法对重组载体进行鉴定，利用绿色荧光蛋白作为报告基因，对病毒滴度和感染效率进行检测。结果　成功构
建针对靶基因的４个干扰质粒，测序结果表明，４个ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ＧＷ／ＥｍＧＦＰｍｉＲＮｅｕｒｏＤ表达载体序列与参考序列一致，

ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测显示以ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ＧＷ／ＥｍＧＦＰｍｉＲＮｅｕｒｏＤ１的沉默效应最佳（Ｐ＜０．０１）。将重组获得的慢病毒表达

载体ｐＬｅｎｔｉ６．３ＥＧＦＰＮｅｕｒｏＤ１ｍｉＲ转染至２９３Ｔ 细胞株，酶切鉴定及 ＰＣＲ 结果与病毒载体的预期一致，病毒滴度达

１．１８×１０８ｉｆｕ／ｍＬ。结论　成功构建、筛选了针对人ＮｅｕｒｏＤ基因的ＲＮＡ干扰慢病毒表达载体。
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　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ；ＮｅｕｒｏＤｇｅｎｅ；ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ；ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｎｅｏｐｌａｓｍｓ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１３，３４（１１）：１２５７１２６１］

　　神经源性分化蛋白（ｎｅｕｒｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ，

ＮｅｕｒｏＤ）最早是通过酵母双杂交分析系统克隆出的

一个 碱 性 螺 旋环螺 旋 （ｂａｓｉｃｈｅｌｉｘｌｏｏｐｈｅｌｉｘ，

ｂＨＬＨ）家族成员［１］，其基因位于２ｑ３２，在神经分化

和发育过程中起着重要作用，还参与胰腺的发育和

胰岛Ｂ细胞的分化［２］，是一种含ｂＨＬＨ结构域的结

合Ｅｂｏｘ的转录调控因子。我们的前期研究发现，

胰腺癌中ＮｅｕｒｏＤ高表达，并且与增殖细胞核抗原

（ＰＣＮＡ）、ｐ５３蛋白的表达及胰腺癌神经浸润（ＰＮＩ）

之间明显相关［３］。

　　ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）技术具有

高度的特异性及稳定性等特点，有广阔的应用前

景［４］。慢病毒载体具有目的基因可整合到染色体组

上、稳定表达时间较长、不易引发宿主免疫反应等诸

多优点，在美国已经开展了临床研究［５］，初见成

效［６］。因此，本研究拟构建含增强型绿色荧光蛋白

（ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）基因的

ＮｅｕｒｏＤｓｈＲＮＡ重组慢病毒表达载体，为后续研究

奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　２９３Ｔ细胞株购于中国科学

院上海细胞所，ＰＡＮＣ１胰腺癌细胞系由第二军医

大学 长 海 医 院 病 理 科 保 存，ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ＧＷ／

ＥｍＧＦＰｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲ）载体、ｐＬｅｎｔｉ６．３ＭＣＳ／Ｖ５

ＤＥＳＴ 慢 病 毒 表 达 载 体、ＰＯＬＯｄｅｌｉｖｅｒｅｒＴＭ ３０００

ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ购于上海锐赛生物技术有限

公司，大肠杆菌菌株 ＤＨ５α、慢病毒包装质粒 Ｍｉｘ、

ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００购于美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，

ＡｓｃⅠ、ＰｍｅⅠ、ＢｓａⅠ限制性内切酶购自美国 ＮＥＢ
公司，ＡｎｎｅｘｉｎⅤＰＥ单染法细胞凋亡检测试剂盒

（Ｃａｔ．Ｎｏ．Ｃ１０６５）及 ＣＣＫ８检测试剂盒（Ｃａｔ．Ｎｏ．

Ｃ００３８）购于碧云天公司。

１．２　ＲＮＡｉ靶点设计、合成及构建　根据人 Ｎｅｕ

ｒｏＤ（ＧｅｎＢａｎｋＮＭ＿００２５００）基因序列，设计、合成４
对针对 ＮｅｕｒｏＤ 的ｓｈＲＮＡ用于筛选，分别简写为

ＮｅｕｒｏＤ１、ＮｅｕｒｏＤ２、ＮｅｕｒｏＤ３、ＮｅｕｒｏＤ４（表１）。将
设计好的４对ｓｈＲＮＡ与ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲ）表达载体

ｐｃＤＮＡ６．２ＧＷ／ＥｍＧＦＰｍｉＲ连接，并转化感受态
大肠杆菌ＤＨ５α，经抗性筛选后，抽提质粒，进行测序
鉴定。

表１　针对人ＮｅｕｒｏＤ基因的ｓｈＲＮＡ序列

名称 序　　列

ＮｅｕｒｏＤ１Ｆ ５′ＴＧＣＴＧＡＧＡＡＴＡＧＣＡＡＧＧＣＡＣＣＡＣＣＴＴＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＡＡＧＧＴＧＧＴＣＴＴＧＣＴＡＴＴＣＴ３′

ＮｅｕｒｏＤ１Ｒ ５′ＣＣＴＧＡＧＡＡＴＡＧＣＡＡＧＡＣＣＡＣＣＴＴＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＡＡＧＧＴＧＧＴＧＣＣＴＴＧＣＴＡＴＴＣＴＣ３′

ＮｅｕｒｏＤ２Ｆ ５′ＴＧＣＴＧＡＧＡＡＧＴＴＧＣＣＡＴＴＧＡＴＧＣＴＧＡＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＣＡＧＣＡＴＣＴＧＧＣＡＡＣＴＴＣＴ３′

ＮｅｕｒｏＤ２Ｒ ５′ＣＣＴＧＡＧＡＡＧＴＴＧＣＣＡＧＡＴＧＣＴＧＡＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＴＣＡＧＣＡＴＣＡＡＴＧＧＣＡＡＣＴＴＣＴＣ３′

ＮｅｕｒｏＤ３Ｆ ５′ＴＧＣＴＧＡＡＡＴＡＴＧＧＣＡＴＴＧＡＧＣＴＧＧＧＣＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＧＣＣＣＡＧＣＴＡＴＧＣＣＡＴＡＴＴＴ３′

ＮｅｕｒｏＤ３Ｒ ５′ＣＣＴＧＡＡＡＴＡＴＧＧＣＡＴＡＧＣＴＧＧＧＣＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＧＣＣＣＡＧＣＴＣＡＡＴＧＣＣＡＴＡＴＴＴＣ３′

ＮｅｕｒｏＤ４Ｆ ５′ＴＧＣＴＧＴＡＡＣＧＴＧＧＡＡＧＡＣＡＴＧＧＧＡＧＣＧＴＴＴＴＧＧＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧＡＣＧＣＴＣＣＣＡＴＣＴＴＣＣＡＣＧＴＴＡ３′

ＮｅｕｒｏＤ４Ｒ ５′ＣＣＴＧＴＡＡＣＧＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＧＡＧＣＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＧＧＣＣＡＡＡＡＣＧＣＴＣＣＣＡＴＧＴＣＴＴＣＣＡＣＧＴＴＡＣ３

１．３　外源筛靶　根据目的基因ＮｅｕｒｏＤ 序列信息

设计 并 合 成 ＰＣＲ 引 物 （表 ２）。设 阴 性 对 照

ｐｃＤＮＡ６．２ＥＧＦＰｍｉＲＮＣ。以２９３Ｔ细胞ｃＤＮＡ为

模板，用上述引物对目的基因ＮｅｕｒｏＤ 进行ＰＣＲ扩

增，分析目的基因在２９３Ｔ中的表达。从转染干扰

质粒的２９３Ｔ细胞中抽提总ＲＮＡ，应用ｑＰＣＲ技术

检测目的基因的表达情况，用ΔΔＣｔ法进行各基因表

达的相对定量，判断干扰效果。

表２　ＮｅｕｒｏＤ基因ｑＰＣＲ检测引物

引物名称 引物序列（５′３′） 产物长度

ＮｅｕｒｏＤＦ ＣＣＴＴＣＣＴＴＴＧＡＴＧＧＡＣＣＣＣ １５３ｂｐ
ＮｅｕｒｏＤＲ ＧＡＴＴＧＡＴＣＣＧＴＧＧＣＴＴＴＧＧ
ｈＡＣＴＢＦ ＴＣＣＴＴＣＣＴＧＧＧＣＡＴＧＧＡＧＴ ２０８ｂｐ
ｈＡＣＴＢＲ ＣＡＧＧＡＧＧＡＧＣＡＡＴＧＡＴＣＴＴＧＡＴ
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ｒｏＤ１ｍｉＲ的构建及包装　根据干扰载体结构设计

引物，在目的片段上下游分别添加酶切位点ＡｓｃⅠ
和ＰｍｅⅠ。有效靶点序列：５′ＡＡＧ ＧＴＧ ＧＴＧ

ＣＣＴＴＧＣＴＡＴＴＣＴ３′。引物序列：ＬｅｎｔｉＡｓｃⅠＦ
为５′ＴＡＣＴＧＧＣＧＣＧＣＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＧＴＧ

ＡＧＣＡＡＧ ＧＧＣＧＡＧ ＧＡ３′，ＬｅｎｔｉＰｍｅⅠＲ 为

５′ＡＣＴ ＡＧＴ ＴＴＡ ＡＡＣ ＴＧＣ ＧＧＣＣＡＧ ＡＴＣ

ＴＧＧ ＧＣ３′。以 构 建 好 的 ｐｃＤＮＡＴＭ ６．２ＧＷ／

ＥｍＧＦＰｍｉＲＮｅｕｒｏＤ１为模板，ＬｅｎｔｉＡｓｃⅠＦ／Ｌｅｎ

ｔｉＰｍｅⅠＲ为引物，ＰＣＲ扩增ＥＧＦＰＮｅｕｒｏＤ１ｍｉＲ
片段，使目的片段两末端分别带上酶切位点ＡｓｃⅠ
和ＰｍｅⅠ，ＰＣＲ 扩增后与目的载体用 ＡｓｃⅠ 和

ＰｍｅⅠ分别进行酶切，电泳分离酶切片段，切胶回收

目的片段并连接。连接产物转化 ＤＨ５α感受态细

胞，涂布于含氨苄西林（Ａｍｐ）抗性的ＬＢ平皿，３７℃

培养过夜，挑取单菌落进行菌落ＰＣＲ。鉴定呈阳性

的克隆接到ＬＢ培养液中扩增，抽提纯化质粒进行

酶切鉴定及测序。将测序正确的Ｌｅｎｔｉ６．３ＥＧＦＰ

ＮｅｕｒｏＤ１ｍｉＲ菌液划线培养，挑单克隆接入含Ａｍｐ
的ＬＢ培养液中扩大培养，大量抽提和纯化质粒。

转染当天，观察２９３Ｔ细胞状态良好，贴壁牢，密度

在７０％。向无菌离心管中加入 ２２．５ ｍＬ Ｏｐｔｉ

ＭＥＭ，加入表达质粒９０μｇ和包装质粒Ｐａｃｋａｇｉｎｇ

Ｍｉｘ９０μｇ，混匀，室温下温育５ｍｉｎ。向另一无菌离

心管中加入２２．５ｍＬＯｐｔｉＭＥＭ，加入ＰＯＬＯｄｅｌｉｖ

ｅｒｅｒＴＭ３０００ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ３６０μＬ，轻轻混

匀，室温下温育５ｍｉｎ。把稀释后的ＤＮＡ与稀释后的

ＰＯＬＯｄｅｌｉｖｅｒｅｒＴＭ３０００ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ混合，

轻轻颠倒混匀，室温下孵育２０ｍｉｎ，以形成ＤＮＡ 与

ＰＯＬＯｄｅｌｉｖｅｒｅｒＴＭ３０００ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ复合

物。取３ｍＬ上述混合液均匀地滴加在２９３Ｔ 细胞

的培养液中，前后左右摇匀，于３７℃、５％ＣＯ２细胞培

养箱中培养。

１．５　病毒收获、浓缩与滴度测定　转染后４８ｈ，荧

光显微镜下观察转染效率，收集２９３Ｔ 细胞上清液

（第１次收液），４℃暂存。细胞更换新鲜的完全培养

液，继续培养至７２～８０ｈ，收集病毒上清，与第１次

收液混合，共 约 ３００ ｍＬ。于 ４℃、３０００ｒ／ｍｉｎ

（离心半径为１０ｃｍ）离心１０ｍｉｎ，除去细胞碎片。

用０．４５μｍ 醋酸纤维素膜滤器过滤上清液于Ｂｅｃｋ

ｍａｎＳＷ２８离心管中。４℃２２０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径

为１０ｃｍ）离心２ｈ。离心完毕后，小心取出离心管，

弃上清，每管用预冷的ＰＢＳ溶解沉淀。待病毒沉淀

溶解完全后收集至１．５ｍＬＥＰ管内，每管１００μＬ

分装，－８０℃保存。滴度测定采用荧光显微镜观

察法。

１．６　 慢 病 毒 感 染 ＰＡＮＣ１ 细 胞 及 ｑＰＣＲ 检

测　ＰＡＮＣ１细胞用含１０％ ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培

养液在５％ ＣＯ２、３７℃条件下培养。将处于对数生

长期的目的细胞进行胰酶消化，制成细胞悬液。将

细胞悬液（细胞数约为５×１０５）接种于６孔培养板

中，待细胞融合度达到约８０％，根据病毒滴度各孔

中分别加入适量的目的病毒和阴性对照病毒，同时

加入终浓度为４～８μｇ／ｍＬ的Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ增强感染。

感染７２ｈ后观察慢病毒中报告基因ＧＦＰ的表达情

况。抽提总ＲＮＡ，应用ｑＰＣＲ检测慢病毒对内源性

ＮｅｕｒｏＤ基因表达的抑制效率。

１．７　流式细胞术检测细胞凋亡　用ＥＰ管分别收

集各孔中的培养上清，１０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径为８

ｃｍ）离心５ｍｉｎ，收集培养上清中的细胞。同时用胰

酶消化底面贴壁的细胞，１０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径为８

ｃｍ）离心５ｍｉｎ，收集细胞，与上清中的的细胞混合。

ＰＢＳ洗涤细胞２次，１０００ｒ／ｍｉｎ（离心半径为８ｃｍ）

离心５ｍｉｎ，收集细胞。每个样品加入４００μＬＡｎ

ｎｅｘｉｎⅤＰＥ结合液重悬细胞，轻轻吹匀。加入５

μＬＡｎｎｅｘｉｎ ⅤＰＥ，轻轻混匀。２０℃左右孵育１０

ｍｉｎ，注意避光。上流式细胞仪检测。

１．８　ＣＣＫ８检测细胞增殖　将处于对数生长期的

ＰＡＮＣ１细胞进行胰酶消化，计数、制成细胞悬液，

接种于９６孔板中（细胞数约为５０００～１００００／孔），

使细胞置于１００μＬ培养液中，３７℃、５％ＣＯ２培养箱

培养。感染８～１２ｈ后，弃含病毒的培养液，换成完

全培养液。感染２４ｈ后，每孔加入１０μＬＣＣＫ８，混

匀后培养箱中孵育３ｈ，测定４５０ｎｍ 处的光密度

（Ｄ）值。每天检测１份，连续检测６ｄ。酶标仪读取

待测样品和空白对照在４５０ｎｍ处的Ｄ 值，将各待

测样本Ｄ 值记为测量值，空白对照Ｄ 值记为空白

值，终值＝测量值－空白值。

１．９　统计学处理　采用ＳＡＳ９．１３统计软件进行数
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据分析，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ＧＷ／ＥｍＧＦＰｍｉＲＮｅｕｒｏＤ 表

达质粒的测序鉴定　构建的重组质粒的测序及

Ｂｌａｓｔ比对分析结果与预期一致，说明针对ＮｅｕｒｏＤ
基因的ｓｈＲＮＡ与表达载体连接成功。

２．２　２９３Ｔ细胞中目的基因ＮｅｕｒｏＤ的表达　结果

显示：ＮｅｕｒｏＤ基因在２９３Ｔ细胞中的表达丰度高；

ｐｃＤＮＡＴＭ６．２ＧＷ／ＥｍＧＦＰｍｉＲＮｅｕｒｏＤ１、Ｎｅｕ

ｒｏＤ２、ＮｅｕｒｏＤ３、ＮｅｕｒｏＤ４的干扰效率分别为（８９±

４）％、（７４±６）％、（７８±９）％、（６６±７）％，其中以

ＮｅｕｒｏＤ１的干扰效应最明显（Ｐ＜０．０１）。Ｌｅｎｔｉ６．３

ＥＧＦＰＮｅｕｒｏＤ１ｍｉＲ重组克隆测序及Ｂｌａｓｔ比对分

析与预期序列完全一致。

２．３　病毒滴度及感染效率的测定　感染后４８ｈ，细

胞表达 ＧＦＰ，证实成功构建了 ＬｅｎｔｉＥＧＦＰＮｅｕ

ｒｏＤ１ｍｉＲ慢病毒载体。慢病毒滴度测定为１．１８×

１０８ｉｆｕ／ｍＬ。慢病毒液感染ＰＡＮＣ１细胞７２ｈ后，

倒置荧光显微镜下均可观察到绿色荧光（图１），感

染效率在９０％以上。ＬｅｎｔｉＥＧＦＰＮｅｕｒｏＤ１ｍｉＲ感

染的ＰＡＮＣ１细胞ＮｅｕｒｏＤ的表达量比空载体感染

的细胞下降了（８１±８）％（Ｐ＜０．０５），说明目的基因

干扰效果明显。

图１　慢病毒对ＰＡＮＣ１细胞的感染效率

２．４　慢病毒感染对ＰＡＮＣ１细胞凋亡及增殖的影

响　结果表明：ＬｅｎｔｉＥＧＦＰＮｅｕｒｏＤ１ｍｉＲ病毒感

染ＰＡＮＣ１细胞后凋亡率较对照有所增加［（６．８８±

１．５６）％ｖｓ（４．９８±０．５７）％］，但差异无统计学意义

（Ｐ＝０．１１８７）；细胞增殖速度及趋势均明显减缓（图

２，Ｐ＜０．０００１）。

图２　各组细胞的生长曲线比较图
Ｐ＜０．０００１ｖｓＰＡＮＣ１细胞对照组．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　ＲＮＡｉ广泛存在于自然界，具有高特异性、高效

性、高稳定性等特点，是近年来新兴的用于阻断基因

表达的技术，成为干扰特定基因表达和进行大规模

基因功能筛选的有力工具［７］。ＲＮＡｉ指真核细胞中

的双链ＲＮＡ诱导同源 ｍＲＮＡ降解导致基因表达

抑制的现象，是一种转录后基因沉默（ｐｏｓｔｔｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇ，ＰＴＧＳ）现象［８］，已被应用

于多种基因功能的研究［９］。但如何将外源基因高效

导入靶细胞或机体，载体的选择是一个关键环节。

　　肿瘤基因治疗载体主要有病毒载体和非病毒载

体。非病毒载体的基因转移效率较低，腺病毒载体

的转移效率虽较高，但目的基因不整合至靶细胞基

因组，仅能短暂表达，同时腺病毒本身某些抗原的表

达可引起人体免疫反应和炎症反应，影响基因治疗

的效果［１０］。慢病毒是一类重组反转录病毒载体，由

人类免疫缺陷病毒 ＨＩＶ改建而来，具有以下优点：

（１）既可以感染分裂期细胞，又可以感染分裂缓慢或

非分裂期的细胞；（２）可以兼容多个转录启动子；

（３）由慢病毒载体携带导入的目的基因可以在宿主

细胞中得到长期稳定的表达，免疫反应很小。

　　慢病毒表达载体包含了包装、转染、稳定整合所

需要的遗传信息。慢病毒包装质粒可提供所有的转

录并包装ＲＮＡ到重组的假病毒载体所需要的所有

辅助蛋白。为产生高滴度的病毒颗粒，需要利用表

达载体和包装质粒同时共转染细胞，在细胞中进行

病毒的包装，包装好的假病毒颗粒分泌到细胞外的
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培养液中，离心取得上清液后，可以直接用于宿主细

胞的感染，目的基因进入到宿主细胞之后，经过反转

录，整合到基因组，从而高水平地表达效应分子。慢

病毒载体介导ＲＮＡｉ就是将慢病毒载体高效感染和

整合的特性与ＲＮＡｉ特异性抑制同源基因表达的作

用相结合［１１］。应用慢病毒载体介导 ＲＮＡｉ技术在

感染和肿瘤等疾病中有广阔的前景［１２］。

　　本研究成功构建并包装了靶向人ＮｅｕｒｏＤ基因

的 ＲＮＡ 干扰慢病毒表达载体ｐＬｅｎｔｉ６．３ＥＧＦＰ

ＮｅｕｒｏＤ１ｍｉＲ，感染胰腺癌ＰＡＮＣ１细胞株后使其

凋亡增加，增殖受到抑制，为进一步应用ＲＮＡ干扰

技术研究ＮｅｕｒｏＤ基因的相关功能奠定了基础。

４　利益冲突

　　所有作者声明本文不涉及任何利益冲突。
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