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%%!摘%要"%目的%探讨慢病毒载体介导短发夹>7@'E'>7@$E(>7@前体(靶向沉默X8̀ @!# 基因对c?<B 细

胞增殖&凋亡和形态的影响% 方法%设计并构建 " 条针对X8̀ @!# 基因的E'>7@质粒表达载体$并构建 X8̀ @!#

基因的过表达质粒$将 " 条干扰质粒分别和过表达质粒共转染 $?<D细胞$用 b-E,-3) P5+,检测出敲减效果最好的

! 条质粒并包装成慢病毒'5-),(RE'X8̀ @!#(#将c?<B 细胞分为干扰组'5-),(RE'X8̀ @!#(&阴性对照组'5-),(R7&(和

未处理组$通过流式细胞仪测定慢病毒对 c?<B 细胞的感染效率并用 3-25R,(.-0&>&b-E,-3) P5+,方法测定对

X8̀ @!# 基因的沉默作用#瑞氏染色观察 < 组细胞形态上的变化#MDD法检测细胞增殖抑制率#流式细胞术检测

< 组细胞凋亡率% 结果%成功构建了有效沉默X8̀ @!# 基因的慢病毒RE'>7@载体% 干扰组X8̀ @!# .>7@的沉

默效率为'?$6< h!6<([$蛋白表达水平下降 ?!6![$干扰组细胞抑制率为'"<6? h#6B([$与阴性对照组&未处理

组相比差异有统计学意义'8i#6#;(#瑞氏染色显示干扰组细胞核质比减小&核分裂相少见#干扰组细胞凋亡率为

'$B6! h!6"([$显著高于阴性对照组的'!?6" h!6?([和未处理组的';6; h!6<(['8i#6#;(% 结论%慢病毒

载体介导的E'>7@可稳定地降低 X8̀ @!# 基因的表达水平$有效抑制 c?<B 细胞增殖和促进其凋亡$X8̀ @!# 基

因有望成为白血病基因治疗的新靶点% !中国当代儿科杂志#!"#!##$$#"%&%GB '%^#"

!关%键%词"%X8̀ @!# 基因#白血病#慢病毒#>7@干扰#c?<B 细胞

!中图分类号"%>:<<%%!文献标识码"%@%%!文章编号"%!##A :AA<#'$#!$(!# :#BA; :#B

]993,*+9MEb:#" N3.34)23.,3/;6 4-LZ:+.50+2)9301*)+.1./15+5*+4)4+9â &%,322

2).3

H#$+,'()*JL)$ JM$I.L*#6)/$ -MJ.()*CD()/$ I='6L*#L(0"12(3451)467819.(43.:;$ $77.@.(419 #6;2.4(@67A.)OD6L

&19.:(@=).>13;.4?$ A.)OD6L$ !D()96)/ $;==#<$ CD.)( 'J.( I*#$ E5(.@) B.(P.LD6)/##!C!=<0:65(

%%:;4*01,*) E;J3,*)K3%D+()F-E,(L2,-,'--II-9,E+I5-),(F(3HER.-1(2,-1 >7@(),-3I-3-)9-,23L-,()LX8̀ @!# L-)-+)

,'-/3+5(I-32,(+)$ 2/+/,+E(E2)1 .+3/'+5+LJ+I5-HN-.(99-555()-c?<B6(3*-+/4%Y+H31(II-3-),E'>7@/52E.(1EG-3-

1-E(L)-1 2)1 PH(5,,+(),-3I-3-G(,' X8̀ @!# L-)-6D'-I+H3(),-3I-3-)9-/52E.(1EG-3-,32)EI-9,-1 (),+$?<D9-55EG(,' ,'-

X8̀ @!# +F-3-K/3-EE(+) /52E.(1 2)1 ,'-) ,'->7@(-II(9(-)9J+I,'-I+H3(),-3I-3-)9-/52E.(1EG2E1-,-3.()-1 PJb-E,-3)

P5+,6D'-P-E,+)-G2E9'+E-) ,+,32)EI-9,$?<D9-55EG(,' 5-),(F(325'-5/()L/52E.(1E,+/3+1H9-/29N2L-1 5-),(F(3HE'5-),(R

E'X8̀ @!#(6c?<B 9-55EG-3-1(F(1-1 (),+(),-3I-3-)9-L3+H/'5-),(RE'X8̀ @!#($ )-L2,(F-9+),3+5L3+H/ 2)1 H),3-2,-1

L3+H/6@I,-3()I-9,(+) G(,' ,'-/29N2L-1 5-),(F(3HE$ ()I-9,(+) -II(9(-)9J+I5-),(F(3HEI+3c?<B G2E1-,-9,-1 PJI5+G

9J,+.-,3J$ 2)1 ,'--K/3-EE(+) +IX8̀ @!# L-)-.>7@2)1 /3+,-() G2E1-,-9,-1 PJ3-25R,(.-0&>2)1 b-E,-3) P5+,6&-55

EH3F(F25G2E1-,-3.()-1 PJMDD2EE2J6@/+/,+E(E32,-G2E1-,-9,-1 PJI5+G9J,+.-,3J6L34H2*4%Z-),(F(325RE'>7@F-9,+3+I

X8̀ @!# L-)-G2EEH99-EEIH55J9+)E,3H9,-16&+./23-1 G(,' ,'-)-L2,(F-9+),3+52)1 H),3-2,-1 L3+H/E$ .>7@5-F-5+I

X8̀ @!# 1-93-2E-1 PJ'?$6< h!6<([$ /3+,-() 5-F-5E1-93-2E-1 PJ?!6![$ 2)1 ,'-()'(P(,(+) 32,-+Ic?<B 9-55E

!'"<6? h#6B([" ()93-2E-1 () ,'-(),-3I-3-)9-L3+H/ '8i#6#;(6b3(L',jEE,2()()LE'+G-1 ,'2,,'-32,(++IN23J+) ,+

9J,+/52E.G2E3-1H9-1 2)1 .(,+,(9/'2E-G2E323-() ,'-(),-3I-3-)9-L3+H/6@/+/,+E(E32,-() ,'-(),-3I-3-)9-L3+H/

!'$B6! h!6"([" G2EE(L)(I(92),5J'(L'-3,'2) () ,'-)-L2,(F-!'!?6" h!6?(["2)1 H),3-2,-1 L3+H/E!';6; h

!6<([" '8i#6#;(6<+.,2H4)+.4%Z-),(F(3HE.-1(2,-1 >7@(92) 3-1H9-,'--K/3-EE(+) 5-F-5+IX8̀ @!#$ -II-9,(F-5J

()'(P(,/3+5(I-32,(+) 2)1 /3+.+,-2/+/,+E(E+Ic?<B 9-55E6X8̀ @!# L-)-(E-K/-9,-1 ,+P-9+.-2)-G,23L-,I+3,'-

*;AB*



第 !" 卷第 !# 期
$#!$ 年 !# 月

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

中国当代儿科杂志
&'() *&+),-./ 0-1(2,3

4+56!" 7+6!#

89,6$#!$

,3-2,.-),+I5-HN-.(22,L-)-5-F-56 !<-).= <+.*375>3/)1*0$ !"#!$ #$'#"()%GB '%^#"

%%?36 @+0/4)%X8̀ @!# L-)-# Z-HN-.(2#Z-),(F(3HE#>7@O),-3I-3-)9-#c?<B 9-55

%%急性髓系白血病'@MZ(是以原始或幼稚细胞

在骨髓大量扩增为特征的一组疾病$可导致贫血和

血小板减少$患者的 ; 年生存率仅有 "#[ g;#[$

以化疗为主的治疗方法毒副作用大$白血病的治疗

尚需要更加有效的治疗手段% 目前$大量研究表明

同源盒基因@!#'X8̀ @!#(的过高表达与白血病的

发病机制和预后差有关$X8̀ @!# 基因有望成为人

类白血病治疗的新靶点!!R$"

% 本研究拟筛选

X8̀ @!# 基因的有效干扰靶点并包装成慢病毒$以

慢病毒载体介导短发夹 >7@' E'>7@( 作为

X8̀ @!# 基因表达载体感染人单核细胞白血病细胞

株'c?<B 细胞($抑制X8̀ @!# 基因的表达$观察其

对c?<B 细胞形态&增殖和凋亡的影响%

#A材料与方法

#6#A实验材料

干扰质粒 /a&RE'X8̀ @!#RaY0RZ4'表 !(&辅助

质粒 /X-5/-3!6# 及 /X-5/-3$6#&阴性对照慢病毒

/a&R7&RaY0RZ4均购自上海吉凯基因技术有限公

司#人肾上皮细胞株 $?< 细胞和转化用大肠杆菌感

受态细胞株WX;

%

细胞由重庆医科大学附属儿童医

院儿科研究所实验室提供#质粒小抽试剂盒'美国

8MOa@\(+RDS&X公司(#质粒中抽试剂盒 '德国

VO@aS7公司(#c?<B 细胞购自中国科学院细胞库#

兔抗人 X8̀ @!# 多克隆抗体'@5P92.公司($兔抗

人
%

R,HPH5() 单克隆抗体'美国 &-55U(L)25()LD-9'R

)+5+LJ公司($辣根过氧化物酶标记山羊抗兔二抗

'联科生物进口分装(#>0MOR!="#&WMSM高糖培养

基和 YR!$N 基础培养基均购自美国 XJ95+)-公司#

aO\&8胎牛血清'美国 O)F(,3+L-) 公司(#二甲基亚

砜'WMU8( 'U(L.2公司(#核蛋白和胞浆蛋白提取

试剂盒'南京凯基生物科技发展有限公司(#>7@提

取试剂盒'北京百泰克生物技术有限公司(#反转录

试剂盒'D2]2>2公司(#聚凝胺购自美国 U(L.2公

司#Z(/+I-9,2.()-$###'购自美国 O)F(,3+L-) 公司(%

X8̀ @!#&a@0WX上下游引物由吉凯基因技术有限

公司设计合成%

表 #A化学合成的MEb:#" 基因 $ 条干扰序列

命名 序列

E'X8̀ @!#R! 正义链%%%;jRD&D&@&aa@&@a@&@@aDa@@@&D&a@aDDD&@&DDaD&DaD&&aDa@aDDDDDD&R<j

%%%%% 反义链%%%;jRD&a@a@@@@@@&D&@&aa@&@a@&@@aDa@@@&D&a@aDDD&@&DDaD&DaD&&aDa@a@R<j

E'X8̀ @!#R$ 正义链 %%;jRD&@&aa&@@@a@aDaaD&aa@@&D&a@aDD&&a@&&@&D&DDDa&&aDaDDDDDD&R<j

%%%%% 反义链%%%;jRD&a@a@@@@@@&@&aa&@@@a@aDaaD&aa@@&D&a@aDD&&a@&&@&D&DDDa&&aDa@R<j

E'X8̀ @!#R< 正义链%%%;jRDa@a@a&aa&a&&D@a@a@DD@&D&a@aD@@D&D&D@aa&a&&a&D&D&DDDDDD&R<j

%%%%% 反义链%%%;jRD&a@a@@@@@@a@a@a&aa&a&&D@a@a@DD@&D&a@aD@@D&D&D@aa&a&&a&D&D&@R<j

E'X8̀ @!#R" 正义链%%%;jRD@@aa@aDDD&DaDD&@@D@Da&D&a@a&@D@DDa@@&@a@@@&D&&DDDDDDDD&R<j

%%%%% 反义链%%%;jRD&a@a@@@@@@@@aa@aDDD&DaDD&@@D@Da&D&a@a&@D@DDa@@&@a@@@&D&&DD@R<j

#6!A细胞培养

c?<B 细胞和 $?<D细胞分别置于含 !#[胎牛

血清&青霉素和链霉素各 !## ĉ.Z的>0MO!="# 和

WMSM ŶR!$]培养基中$于 <Bk&;[&8

$

培养箱中

悬浮培养% $ g< 1 传代一次% 细胞生长状态良好$

取对数生长期的细胞进行实验%

#6&A慢病毒包装

!6<6!%有效靶点的筛选%%将设计好的 " 条携带

干扰序列的质粒分别与目的基因的过表达质粒共感

染 $?<D细胞% 过表达质粒感染)感染前 ! 1 将生长

良好的 $?<D细胞按 ; n!#

"

.̂Z密度接种于 $" 孔板

中$当 $?<D细胞生长达 A#[ g?#[融合时$换成

"##

&

Z的减血清培养基'+/,(RMSM!(使每孔表达质

粒的量均为 #6;

&

L$每孔 5(/+I-9,2.()-$### 体积为

$

&

Z% 干扰质粒感染)将质粒和 5(/+I-9,2.()-$###

分别溶解于+/,(RMSM! 中$混匀$室温静置 ; .()#将

稀释好的质粒和稀释好的 5(/+I-9,2.()-$### 混匀$

室温静置 $# .()#把质粒 W7@与 5(/+I-9,2.()-$###

的混合液加入 $?<D细胞中$<Bk&;[&8

$

培养箱中

培养 = gA '后换成新鲜的含 !#[血清的完全培养

基% 感染后 $" '荧光显微镜下观察预估感染率$感

染后 <= g"A ' 收集细胞$抽提总蛋白进行 b-E,-3)

P5+,检测% 本实验将转染过表达X8̀ @!# 基因的质

粒组作为阳性对照组#共转染过表达质粒和阴性对照

病毒载体质粒细胞组作为阴性对照组#不转染任何质

粒的 $?<D细胞组作为空白对照组#共转染过表达质

*=AB*
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粒和干扰质粒细胞组为实验组$其中实验组'

"

(加入

的干扰质粒的量为 #6$;

&

L$实验组'

!

(加入的干扰

质粒的量为 #6;

&

L%

!6<6$%质粒抽提和病毒包装%%将有效干扰质粒

/a&RE'X8̀ @!#RaY0RZ4&辅助质粒 /X-5/-3!6#&

/X-5/-3$6# 转化大肠杆菌并取其菌液扩大摇菌$用

中抽试剂盒提取纯化质粒% 转染前 $" '$用胰蛋白

酶消化对数生长期的 $?<D细胞$以含 !#[血清的

培养基调整细胞密度为 = n!#

;

.̂Z$接种 !# .Z到

!;# 9.

$细胞培养瓶内$<Bk&;[&8

$

培养箱内培

养% $" '后待细胞密度达 B#[ gA#[时即可用于

转染% 转染前 $ ' 将细胞培养基更换为无血清培养

基% 向一灭菌离心管中加 /a&RE'X8̀ @!#RaY0RZ4

载体 !#

&

L&/X-5/-3!6# 载体 B6;

&

L&/X-5/-3$6#

载体 ;

&

L与相应体积的+/,(RMSM! 混合均匀$调整

总体积为 !6$; .Z$在室温下温育 ; .()% 将 5(/+R

I-9,2.()-$### 试剂轻柔摇匀$取 ;#

&

Z5(/+I-9,2.()-

$### 试剂在另一管中与 !6$ .Z+/,(RMSM! 混合$在

室温下温育 ; .()% 把稀释后的W7@与稀释后的 5(R

/+I-9,2.()-$### 进行混合$轻轻地颠倒混匀$在室温

下温育 $# .()后$将W7@与5(/+I-9,2.()-$### 混合

液转移至 $?<D细胞的培养液中$混匀$于 <Bk&;[

&8

$

细胞培养箱中培养% 培养 A ' 后弃去培养基并

用 #6#! M的 0\U 轻柔的洗一遍$每瓶细胞中加入

含 !#[血清的细胞培养基 !; .Z$于 <Bk&;[&8

$

培养箱内继续培养 "A '%

!6<6<%病毒收集及滴度测定%%感染 "A ' 后$低

温'"k("### L离心 !# .() 收集上清液$将上清液

再用 #6";

&

.的滤膜负压过滤$"### L离心 !; .()

收集上清液$浓缩后的病毒液小量分装$ :A#k长期

保存% 将 $?<D细胞按 $ n!#

; 孔̂接种于 $" 孔板中$

" '后感染病毒#取病毒液作不同比例稀释'!p!#

<

g

!p!#

!#

($每个浓度做 < 个复孔#吸取培养基$按每孔

"##

&

Z加病毒稀释液至 $?<D细胞培养板中$放置

于 <Bk&;[&8

$

培养箱中孵育$第 $ 天换新鲜培养

基$继续培养 " 1 后于荧光显微镜下计数表达绿色

荧光蛋白'L3--) I5H+3-E9-)9-/3+,-()$aY0(细胞数#

按下列公式分别计算重组慢病毒的滴度)

!"#$

!"#$%&'!

()*

%&'()

"

*"+,-./!

"#+%&

"

,-. %&

#6$A实验分组及处理

将对数生长期的 c?<B 细胞均匀接种在 $" 孔

板中$每孔细胞数为 !6; n!#

;

$分为干扰组&阴性对

照组和未处理组$每组均加入终浓度为 A

&

L̂.Z聚

凝胺$慢病毒'5-),(F(325(对c?<B 细胞的M8O取值为

!#$分别在干扰组&阴性对照组细胞中加入 5-),(R

E'X8̀ @!#&5-),(R7&$未处理组加等量 0\U$将细胞

置于 <Bk&;[&8

$

培养箱中孵育过夜% $" ' 后更

换新鲜的培养液继续培养$慢病毒感染 ; 1 后进行

以下相关检测%

!6"6!%流式细胞术检测慢病毒对 c?<B 细胞的感

染效率%%在荧光显微镜下观察干扰组&阴性对照

组和未处理组 aY0表达情况并照相$收集 < 组细

胞$0\U洗涤 $ 遍$<# .()内用流式细胞仪测定aY0

阳性细胞率% 感染效率达到 A#[以上时进行干扰

效率测定%

!6"6$%>-25R,(.-0&>检测X8̀ @!# .>7@的沉默

效率%%分别取干扰组&阴性对照组和未处理组的

细胞$提取总 >7@$反转录为 9W7@% 以各组 9W7@

为模板$进行3-25R,(.-0&>$以相对定量法计算目的

片段的扩增比例$各样本设 < 个复孔% X8̀ @!# 上

游引物) ;jR&@a@@&&a&@aa@Da@@@R<j$下游引

物);jR@&&@a&@&&@@a&@@@&@R<j$扩增片段长度

$BA P/#内参照 a@0WX上游引物);jRDa@&DD&@@R

&@a&a@&@&&&@R<j$ 下 游 引 物) ;jR&@&&&DaDDR

a&DaD@a&&@@@R<j$扩增片段长度 !$! P/% 反应

条件)?;k预变性 !# .()#?;k变性 !; E$=#k退火

! .()$共进行 "# 个循环#?;k变性 !; E$=#k退火

! .()$?;k变性 !; E$进行 ! 个循环% $

R

00

&,分析法

对3-25R,(.-0&>数值进行分析% 本实验独立重复

< 次%

!6"6<%b-E,-3) P5+,检测X8̀ @!# 蛋白的表达%%

慢病毒感染 ; 1后收集干扰组&阴性对照组&未处理

组细胞$用冷 0\U 洗涤 $ 次$根据胞浆和胞核蛋白

提取试剂盒说明$依次加入 PHII-3@&\&&$裂解细胞

膜和细胞核$!=### L离心 !# .()$收集上清$取少量

用\&@法测蛋白浓度$余加 ; nUWUR0@aS上样缓

冲液煮沸 ; .()$ :A#k保存% 取等量蛋白$进行

UWUR0@aS电泳后将蛋白转移到 04WY膜上$用含

;[脱脂奶粉的 D\UD封闭液封闭 $ '$经 ! nD\UD

充分漂洗'!# .() n< 次($加兔抗人 X8̀ @!# 多克

隆抗体'稀释度为 ! <̂##($"k孵育过夜$充分漂洗

后加山羊抗兔二抗'稀释度为 ! $̂"##($室温孵育

! '$充分漂洗$化学发光法显色% 用
%

R,HP5() 做内

参重复以上步骤% 采用a-5R03+2)25JQ-3软件分析图

像$以X8̀ @!#^

%

R,HPH5()比值表示目的基因蛋白的

相对表达水平%

*BAB*
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!6"6"%稳定沉默X8̀ @!# 基因的c?<B 细胞形态改

变%%感染慢病毒 ; 1 后分别取干扰组&阴性对照

组和未处理组细胞$用 0\U 洗涤两遍$调整细胞浓

度$制作细胞涂片$干片后滴加适量瑞氏染液和蒸馏

水$放于湿盒内染色 !< .()$流水冲洗 ! .()$镜下观

察染色效果$晾干后中性树胶封片$拍照%

!6"6;%MDD法检测细胞增殖抑制率%% 取干扰

组&阴性对照组和未处理组细胞$每孔以 ; n!#

" 细

胞 Ẑ的密度共 !##

&

Z接种于 ?= 孔培养板中$并设

调零组$每组设 = 个复孔$每孔加入 ; .L̂.Z的

MDD液 !;

&

Z$孵育 " ' 后弃上清$每孔加入 WMU8

!;#

&

Z$振荡裂解 !; .()$蓝色结晶溶解后用酶标仪

于 ;B# ).波长$测定吸光度'@(值% 各组@值调零

后$去掉各组的最大值和最小值$各组剩余平行孔取

平均值$计算细胞增殖抑制率'O>(% O>m'! :实验

组@值 细̂胞对照组@值( n!##[%

!6"6=%流式细胞术检测细胞凋亡%%慢病毒感染

; 1后取各组细胞$用 0\U 洗涤 $ 次$用 ! n缓冲液

重悬细胞$调整细胞密度为 ! n!#

=

.̂Z% 按凋亡试

剂盒说明书$每组细胞依次加入 ;

&

ZBR@@W&!

&

Z

@))-K() 4R0S$轻轻混匀$另设空白对照&@))-K() 4R

0S对照&BR@@W对照$避光室温孵育 !; .()$上流式

细胞仪检测细胞凋亡率%

#6BA统计学分析

采用 U0UU !<6# 统计软件进行统计学分析% 计

量资料以均数h标准差'Ph;(表示% 多组间比较采

用单因素方差分析$组间两两比较采用ZUWR4检验$

8i#6#; 为差异有统计学意义%

!A 结果

!D#AWZ:测序

对 " 条5-),(RE'X8̀ @!# 干扰表达载体分别进行

测序$证实构建的慢病毒干扰载体序列与预期序列

完全一致$见图 !%

!"# !$# !%# &## &'#

!"# !$# !%# &## &(#

)## )(# ))# )!# )&# )*+

)(# ))# )!# )&# )*#

AA图 #A 载体 WZ:测序结果A

@)5-),(RE'X8̀ @!#R! 载体#\)5-),(RE'X8̀ @!#R$ 载体#&)5-),(RE'X8̀ @!#R< 载体#W)5-),(R

E'X8̀ @!#R" 载体#图中横线区域代表干扰靶点序列#竖线代表酶切位点%

!D!A慢病毒滴度测定及对 â &% 细胞的转染效率

纯化及浓缩后的慢病毒的滴度为 !6$ n!#

A

$

M8Om!# 时$慢病毒感染 c?<B 细胞 ; 1 后 aY0阳

性细胞率为 ?#[$倒置荧光显微镜下可见aY0阳性

细胞满视野'图 $($随着传代次数的增加干扰组细

胞aY0阳性细胞率逐渐下降$每 $ g< 1 传代一次$

培养至第 !< 天$经流式细胞仪测定干扰组&阴性对照

组和未处理组 aY0细胞阳性率分别为'==6=; h

#6<<([&'AB6;B h!6=!([&'#6!$ h#6!$([$干扰组与

阴性对照组&未处理组相比差异有统计学意义'%m

=B==$8i#6##!(%

!D&AU34*30.;2+*对有效靶点的筛选

b-E,-3) P5+,结果显示 " 号干扰载体对目的基

因的表达有敲减作用$因而是有效靶点% 见图 <%

!D$A慢病毒介导的 â &% 细胞 MEb:#" 基因沉默

效率

携带 " 号干扰载体的慢病毒感染 c?<B 细胞后

; 1收集各组细胞$提取总>7@并反转录为9W7@$3-R

25R,(.-0&>法检测 X8̀ @!# .>7@的扩增曲线$干

扰组细胞相对于阴性对照组细胞X8̀ @!# 基因的表

达水平为'B6B h!6<([$则抑制效率为 '?$6< h

!6<([$与阴性对照组相比差异有统计学意义'4m

!!0=A$8m#6#$B(#b-E,-3) P5+,实验结果显示干扰

组X8̀ @!# 蛋白表达水平与阴性对照组相比下降

?!6!['%m$<0;B$8m#6#!($而阴性对照组与未处

理组细胞 X8̀ @!# 蛋白表达水平差异无统计学意

义% 见图 "%

*AAB*
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!"#$

%"#$

&'() *+,#) -.)

AA图 !A慢病毒感染 B /后的 â &% 细胞
' n$##(%未处理组细胞不带有绿色荧光$阴性对照和干扰组细胞转染慢病毒 ; 1

后表达绿色荧光蛋白'aY0($aY0阳性细胞率达到 ?#[左右%

!" #$ %"

!"# !"$ !"% !"&

&' &' &'

()*!

!

"()*!

"

"

'()*+,

!

&$ !"

"

#-./0/123

!

4% !"

"

%"

!"# !"5 !"% !"&

&'

AA图 &AU34*30.;2+*检测 !^&Y细胞中MEb:#" 蛋白的表达A阳性对照)转染过表达X8̀ @!# 基因的质粒细胞组#空白

对照)不转染任何质粒的 $?<D细胞组#阴性对照)共转染过表达质粒和阴性对照病毒载体质粒细胞组#实验组)共转染过表达质粒和

干扰质粒细胞组#]W! g]W" 分别代表 ! g" 号干扰质粒的干扰效果% 实验组'

"

(代表加入的干扰质粒的量为 #6$;

&

L#实验组'

!

(

代表加入的干扰质粒的量为 #6;

&

L%

!"#$ %&'($

!"# !$

)*$

%&'()!

!

*+ ,-

"

"./010234

!

#5 ,-

"

AA图 $AU34*30.;2+*法检测4-LZ:干扰前后 â &% 细胞

MEb:#" 蛋白表达

!6BA瑞氏染色观察各组细胞形态学变化

光镜下$与阴性对照组和未处理组细胞相比$干

扰组细胞胞膜&胞核圆而规则$核质比减小$核分裂

相少见$死亡细胞增多% 见图 ;%

!6CA慢病毒对细胞增殖抑制和凋亡率的影响

干扰组细胞生长受到抑制$凋亡和坏死率增加$

其抑制率&凋亡率与阴性对照组&未处理组相比差异

有统计学意义 '分别 %m$??B0$<$8i#6##!#%m

!;!0;B$8i#6##!(% 见表 $%

!"#$ %&'($ )*$

AA图 BA瑞氏染色观察各组细胞形态学变化
' n"##(%%未处理组和阴性对照组)细胞核异型性较明显$核大而深染$细胞

质较少#干扰组)细胞核形态规则$核质比减小%

*?AB*
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AA表 !A慢病毒介导的 LZ:干扰对 â &% 细胞增殖和凋

亡的影响A

') m<(

组别
MDD

吸光度值'Ph;( 抑制率'[(

流式细胞术

凋亡率'[(

未处理组 !6<A h#6#< #%% ;6; h!6<

阴性对照组 !6#A h#6#< $$6# h#6" !?6" h!6?

干扰组
#6BB h#6#!

2

"<6? h#6B

2

$B6! h!6"

2

%%2) 与未处理组和阴性对照组相比$8i#6#;

&A讨论

X8̀ @!# 基因编码同源转录因子$在正常髓系

祖细胞中表达% 近年来研究表明$X8̀ @!# 与白血

病关系密切$X8̀ @!#在小鼠骨髓细胞高表达可引起

小鼠发生@MZ

!!"

% &2.xE等!$"发现混合谱系白血病

'MZZ(基因重排&部分串联重复和单核细胞形态的

@MZ患者X8̀ @!# 的表达水平较高$预后好的@MZ

患者X8̀ @!# 的表达水平比较低$提示 X8̀ @!# 的

表达水平与 @MZ患者的预后相关% X8̀ @!# 基因

参与白血病发病的机制尚不明确$较多学者从分子

水平对二者的关系展开研究% ]2G2L+-等!<"通过反

义寡核苷酸技术靶向下调 DX0R! 细胞株 MZZR@Y?

的表达可同时减少X8̀ @B g@!# 基因的表达$并可

使DX0R! 细胞凋亡增加$提示 X8̀ @!# 在参与白血

病发病的过程中受到MZZR@Y?!@Y? ,'?#!!('/$$#

T$<(" 的调节% U'2' 等!"" 用电穿孔的方法将

X8̀ @!# 的质粒表达载体感染到c?<B 细胞$构建稳

定表达X8̀ @!# 的细胞株$发现 X8̀ @!# 调节转化

生长因子
'

$',32)EI+3.()LL3+G,' I29,+3R

'

$$DaYR

'

$(

的分泌$X8̀ @!# 通过增加 DaYR

'

$ 的分泌来促进

髓系祖细胞的增值$这可能是 X8̀ @!# 过表达导致

@MZ的病理机制之一%

我们前期实验已筛选出高表达 X8̀ @!# 基因

的细胞株c?<B$c?<B 是人单核细胞白血病细胞株$

呈悬浮生长的特性$悬浮细胞尤其是血液系统细胞

比较难感染$脂质体介导的E(>7@和质粒感染c?<B

细胞的效率非常低$且不能长期沉默目的基因$而慢

病毒能够高效感染分裂期与非分裂期细胞!;R="

$其携

带的 W7@可以在感染后整合入宿主细胞的染色体

并长期稳定地表达$并且具有不易引起宿主免疫反

应等优点% 所以本研究选择慢病毒作为载体感染

c?<B 细胞$稳定&持续地抑制X8̀ @!# 基因的功能%

由于脂质体及电穿孔等方法介导的质粒很难转

染c?<B 细胞$所以用质粒转染 $?<D细胞$在 $?<D

细胞中筛选有效干扰靶点$将 " 条干扰质粒分别和

X8̀ @!# 基因的过表达质粒感染 $?<D细胞$筛选出

了X8̀ @!# 基因的有效干扰靶点$3-25R,(.-0&>证

实 " 号干扰组慢病毒对 X8̀ @!# 的敲减效率为

'?$6< h!6<([$5-),(RE'X8̀ @!# 可有效抑制 c?<B

细胞增殖并促进其凋亡和坏死% 本研究中发现随着

细胞传代次数的增加$干扰组细胞 aY0阳性率逐渐

下降$转染第 ;天为 ?#[$转染第 !<天降为'==6=; h

#6<<([$说明干扰组 aY0阳性细胞的增殖受到抑

制$阴性对照组 aY0阳性细胞的比例稍有下降$增

殖受抑的作用不明显% 835+FENJ等!B"以慢病毒为载

体分别沉默人前 \淋巴细胞白血病细胞株'>U"#

!!(的MSOU!$X8̀ @B$X8̀ @?$ X8̀ @!# 基因$与对

照组细胞相比这 " 种细胞在78Ŵ U&OW小鼠体内的

增殖均受到抑制$说明这 " 种基因与 >U"#!! 细胞

在小鼠体内的增殖有关$且它们的作用不能相互替

代% X8̀ @!# 基因与 c?<B 细胞在小鼠体内增殖的

关系尚需进一步研究%

药物诱导X8̀ @!# 基因过表达$可促进白血病

细胞凋亡$慢性髓系白血病细胞株'如 ];=$(存在

抗凋亡基因\&>R@\Z$@\Z激酶抑制剂治疗慢性髓

系白血病'&MZ(的效果非常好$体外实验证明 @\Z

激酶抑制剂可通过诱导];=$ 细胞产生 X8̀ @!# 来

促进 ];=$ 的凋亡$提示 X8̀ @!# 具有促凋亡作

用!A"

% X8̀ @!# 对不同白血病细胞株的作用不一

致$可能与 X8̀ @!# 表达增加的机制不同有关$即

一种是自发的过表达$另一种是诱导后高表达$同样

维生素W< 可诱导 c?<B 细胞内 X8̀ @!# 的表达上

调$进而促进 c?<B 细胞分化!?"

$本研究发现通过

>7@(技术降低 X8̀ @!# 的表达水平可促进 c?<B

细胞凋亡和抑制其增殖$提示人为干预 c?<B 细胞

内X8̀ @!# 的表达水平$降低或者升高均不利于白

血病细胞的生长$白血病细胞的恶性扩增需要

X8̀ @!# 的表达水平维持在适度水平$X8̀ @!# 基

因即可促进原始髓系细胞增殖又参与粒单系细胞的

分化$是否发挥促进分化&凋亡或增殖的作用还与药

物的诱导和调节有关$具体机制尚不明确$需要继续

深入研究%

慢病毒的安全性也是不容忽视的问题$逆转录

病毒介导的基因治疗 `连锁免疫缺陷病的临床试

验中$由于前病毒的整合位点靠近原癌基因$导致

" 个患者患上了白血病$这使慢病毒载体的研究一

度陷入低谷$但后来的一些临床试验证明慢病毒载

体是相对安全的$以慢病毒为表达载体编码针对艾

滋病病毒包膜基因的反义 >7@$其一期临床试验没

有产生突变和重组激活病毒$慢病毒介导的 >7@(

技术无疑为治愈某些顽疾带来了曙光!!#R!!"

% 目前$

*#?B*
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E'>7@的慢病毒表达载体广泛用于肿瘤&神经系统

疾病和病毒感染性疾病的研究上$治疗前景非常

广阔%

!参%考%文%献"
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