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·实验研究·

ＨＩＦ１α特异性 ＲＮＡ干扰表达载体的构建及体外效应研究

何柳芳，陈克正

（广州市儿童医院新生儿监护中心，广东 广州　５１０１２０）

　　［摘　要］　目的　己知缺氧诱导因子１α（ＨＩＦ１α）在缺氧状态下可通过调节内皮素１（ＥＴ１）的升高而参与
肺血管内皮细胞损伤及肺动脉高压，最终导致肺出血。ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）是双链ＲＮＡ介导的序列特异性转录后同
源靶基因沉默效应，目前ＲＮＡｉ技术已成为一种研究基因功能的有力工具，故拟通过构建人ＨＩＦ１α基因的特异性
小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）真核表达载体，观测该载体在缺氧状态下对 ＨＩＦ１α基因的干扰作用及对 ＥＴ１的抑制作用。
方法　选择６个（ａ～ｆ）可能的人ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ干扰位点，设计合成相应的特异性互补寡聚核苷酸链（Ａ～Ｆ），采用
基因克隆技术，将合成的（Ａ～Ｆ）链序列定向插入真核表达载体中，构建成重组质粒 ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ真核表达载体
（Ａ′～Ｆ′），通过脂质体法转染至体外人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）４８ｈ，再以ＣｏＣｌ２（１００μＭ）模拟缺氧刺激３ｈ后，
观测ｓｉＲＮＡ对ＨＩＦ１αｍＲＮＡ和 ＨＩＦ１α蛋白表达的抑制效应及 ＥＴ１水平。结果　①成功构建了分别针对６个
ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ干扰位点（ａ～ｆ）的重组质粒 ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ真核表达载体（Ａ′～Ｆ′）；②该６组真核表达载体转染
ＨＵＶＥＣｓ并经ＣｏＣｌ２模拟缺氧刺激后，与未转染组比较，结果显示Ｂ′及Ｄ′组明显抑制ＨＩＦ１αｍＲＮＡ及ＨＩＦ１α蛋
白的表达，并部分抑制ＥＴ１表达，而其余４组与未转染组比较并无差异。结论　 针对ｂ及ｄ干扰位点的 Ｂ′及 Ｄ′
特异性ｓｉＲＮＡ真核表达载体，能明显干扰ＨＩＦ１α基因的表达，进而抑制ＥＴ１的释放。该实验为下一步用Ｂ′、Ｄ′特
异性ｓｉＲＮＡ真核表达载体在动物体内研究ＨＩＦ１α与新生儿缺氧性肺出血关系奠定基础。
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　　新生儿肺出血的主要病理生理改变为肺血管内
皮细胞损伤和肺动脉高压，初步研究证实缺氧诱导

因子１α（ＨＩＦ１α）在缺氧状态下可通过调节内皮
素１（ＥＴ１）而参与内皮细胞损伤及肺出血的形
成［１］。ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）是指将双链 ＲＮＡ导入细
胞后引起与该段同源的ＲＮＡ产生特异性降解，并使
其相应的基因受到抑制的一种转录后基因沉默现

象。ＲＮＡｉ技术已成为目前最有效的基因抑制技术，
能特异性抑制靶基因的转录，进而下调相应的蛋白

水平。本研究通过构建并寻找有效的 ＨＩＦ１α基因
的小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）真核表达载体，观测该载体
在缺氧状态下对ＨＩＦ１α基因及其下游基因ＥＴ１的
抑制作用。

１　材料与方法

１．１　材料
人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣ），为原代培养；

ｐＳＩＲＥＮＳｈｕｔｔｌｅ真核表达载体（购自ＢＤＣｌｏｎｔｅｃｈ公
司）；胎牛血清（购自 ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司）；ＤＭＥＭ细胞
培养基（购自ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司）；Ｔ４连接酶及ＢａｍＨＩ
酶和 ＥｃｏＲＩ酶（购自 ＮＥＢ公司）；质粒提取试剂盒
（购自Ｏｍｅｇａ公司）；脂质体转染试剂盒（购自 Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；小鼠抗人单克隆抗体（购自 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司）；ＨＲＰ标记的羊抗鼠二抗（购自中山公
司）；ＥＣＬＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测试剂（购自 ＣＳＴ公司）；
硝酸纤维膜（购自 Ｗｈａｔｍａｎ公司）；ＥＴ１ＥＬＩＳＡ试
剂盒（购自Ｒ＆Ｄ公司）；感受态大肠杆菌 ＤＨ５α（广
州医学院分子生物学实验室提供）。

１．２　方法
１．２．１　发卡样 ＨＩＦ１α基因 ｓｉＲＮＡ设计　　根据
Ｇｅｎｂａｎｋ提供的 ＨＩＦ１α基因 ｃＤＮＡ序列，用 Ｄｈａｒ
ｍａｃｏｎ公司提供的在线 ｓｉＲＮＡ设计工具，选择６个
可能的干扰位点（ａ～ｆ）：（ａ）：５′ＡＴＧＣＴＴＡＣＡＣＡ
ＣＡＧＡＡＡＴＧ３′（ｂ）：５′ＣＣＡＡＣＣＴＣＡＧＴＧＴＧＧＧＴＡＴ
３′（ｃ）：５′ＧＴＣＡＣＣＡＣＡＧＧＡＣＡＧＴＡＣＡ３′（ｄ）：５′
ＡＧＴＴＣＡＣＣＴＧＡＧＣＣＴＡＡＴＡ３′（ｅ）：５′ＡＡＧＡＣＣＧ
ＴＡＴＧＧＡＡＧＡＣＡＴ３′（ｆ）：５′ＡＧＡＴＡＣＴＡＧＣＴＴＴＧ
ＣＡＧＡＡ３′，并根据试剂盒的要求，以这６个位点分
别设计合成发卡样两端反向互补配对的寡核苷酸序

列Ａ～Ｆ（正义链），同时合成互补链（反义链），其中
正义链５′端引入ＢａｍＨⅠ酶切位点，反义链５′端引
入ＥｃｏＲⅠ酶切位点（表１），寡核苷酸交由上海博亚
生物科技公司合成。

１．２．２　重组质粒 ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ真核表达载体
（ｐＳＩＲＥＮＳｈｕｔｔｌｅＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ）的构建　　将预期
的寡核苷酸序列 ａ～ｆ正、反义链经过变性、复性后
形成双链ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ。采用 ＤＮＡ重组技术，将
ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ双链定向亚克隆入 ＰＵ６启动子指导
的、适于构建 ｓｉＲＮＡ的穿梭载体 ｐＳＩＲＥＮＳｈｕｔｔｌｅ
中，形成 ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ真核表达载体，转化感受态
大肠杆菌 ＤＨ５α，３７℃培养过夜，长出转化菌菌落。
挑取单克隆菌落接种于 １０ｍＬＬＢ／Ｋａｎ＋（Ｋａｎ
５０μＬ／ｍＬ）培养基中，３７℃振摇过夜，收集细菌，
ＰＣＲ法筛选阳性重组质粒，抽提质粒 ＤＮＡ，１％的琼
脂糖凝胶电泳检测结果。菌液送上海博亚生物科技

公司测序鉴定，阳性克隆命名为重组质粒 ＨＩＦ１α
ｓｉＲＮＡ真核表达载体，分别为Ａ′～Ｆ′。

表１　ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ特异性寡核苷酸序列

寡核苷酸序列

Ａ：　正义链 ５′ＧＡＴＣＣＧＡＴＧＣＴＴＡＣＡＣＡＣＡＧＡＡＡＴＧＴＴＣＡＡＧＡＧＡＣＡＴＴＴＣＴＧＴＧＴＧＴＡＡＧＣＡＴＣＴＴＴＴＴＴＴＣＴＡＧＡＧ３′

　　 反义链３′ＧＣＴＡＣＧＡＡＴＧＴＧＴＧＴＣＴＴＴＡＣＡＡＧＴＴＣＴＣＴＧＴＡＡＡＧＡＣＡＣＡＣＡＴＴＣＧＴＡＧＡＡＡＡＡＡＡＧＡＴＣＴＣＴＴＡＡ５′
Ｂ：　正义链 ５′ＧＡＴＣＣＧＣＣＡＡＣＣＴＣＡＧＴＧＴＧＧＧＴＡＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡＡＴＡＣＣＣＡＣＡＣＴＧＡＧＧＴＴＧＧＣＴＴＴＴＴＴＴＣＴＡＧＡＧ３′

　　 反义链３′ＧＣＧＧＴＴＧＧＡＧＴＣＡＣＡＣＣＣＡＴＡＡＡＧＴＴＣＴＣＴＴＡＴＧＧＧＴＧＴＧＡＣＴＣＣＡＡＣＣＧＡＡＡＡＡＡＡＧＡＴＣＴＣＴＴＡＡ５′
Ｃ：　正义链５′ＧＡＴＣＣＧＧＴＣＡＣＣＡＣＡＧＧＡＣＡＧＴＡＣＡＴＴＣＡＡＧＡＧＡＴＧＴＡＣＴＧＴＣＣＴＧＴＧＧＴＧＡＣＣＴＴＴＴＴＴＴＣＴＡＧＡＧ３′

　　 反义链３′ＧＣＣＡＧＴＧＧＴＧＴＣＣＴＧＴＣＡＴＧＴＡＡＧＴＴＣＴＣＴＡＣＡＴＧＡＣＡＧＧＡＣＡＣＣＡＣＴＧＧＡＡＡＡＡＡＡＧＡＴＣＴＣＴＴＡＡ５′
Ｄ：　正义链 ５′ＧＡＴＣＣＧＡＧＴＴＣＡＣＣＴＧＡＧＣＣＴＡＡＴＡＴＴＣＡＡＧＡＧＡＴＡＴＴＡＧＧＣＴＣＡＧＧＴＧＡＡＣＴＣＴＴＴＴＴＴＴＣＴＡＧＡＧ３′

　　 反义链 ３′ＧＣＴＣＡＡＧＴＧＧＡＣＴＣＧＧＡＴＴＡＴＡＡＧＴＴＣＴＣＴＡＴＡＡＴＣＣＧＡＧＴＣＣＡＣＴＴＧＡＧＡＡＡＡＡＡＡＧＡＴＣＴＣＴＴＡＡ５′
Ｅ：　正义链 ５′ＧＡＴＣＣＧＡＡＧＡＣＣＧＴＡＴＧＧＡＡＧＡＣＡＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡＡＴＧＴＣＴＴＣＣＡＴＡＣＧＧＴＣＴＴＣＴＴＴＴＴＴＴＣＴＡＧＡＧ３′

　　 反义链３′ＧＣＴＴＣＴＧＧＣＡＴＡＣＣＴＴＣＴＧＴＡＡＡＧＴＴＣＴＣＴＴＡＣＡＧＡＡＧＧＴＡＴＧＣＣＡＧＡＡＧＡＡＡＡＡＡＡＧＡＴＣＴＣＴＴＡＡ５′
Ｆ：　正义链５′ＧＡＴＣＣＧＡＧＡＴＡＣＴＡＧＣＴＴＴＧＣＡＧＡＡＴＴＣＡＡＧＡＧＡＴＴＣＴＧＣＡＡＡＧＣＴＡＧＴＡＴＣＴＣＴＴＴＴＴＴＴＣＴＡＧＡＧ３′

　　 反义链３′ＧＣＴＣＴＡＴＧＡＴＣＧＡＡＡＣＧＴＣＴＴＡＡＧＴＴＣＴＣＴＡＡＧＡＣＧＴＴＴＣＧＡＴＣＡＴＡＧＡＧＡＡＡＡＡＡＡＧＡＴＣＴＣＴＴＡＡ５′
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１．２．３　ＨＩＦ１α基因及内参照 ＧＡＤＰＨ基因引物的
设计与合成　　据Ｇｅｎｂａｎｋ提供的ＨＩＦ１α基因及
看家基因 ＧＡＤＰＨ的序列，利用 Ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ软件
设计相应的ＲＴＰＣＲ扩增引物。ＧＡＤＰＨ上游引物：
５′ＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴ３′，下游引物：
５′ＡＧＣＣＴＴＣＴＣＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣ３′，预计扩增
片段长度为３０２ｂｐ；根据ＨＩＦ１α基因前后两部分设
计两对引物，其中 Ａ、Ｂ、Ｃ组用同一对引物，上游引
物：５′ＣＣＡＴＧＴＧＡＣＣＡＴＧＡＧＧＡＡＡＴＧＡＧＡＧ３′，下游
引物：５′ＣＴＴＴＴＧＧＣＡＡＧＣＡＴＣＣＴＧＴＡＣＴＧＴＣ３′，预
计扩增片段长度为 ５２１ｂｐ；Ｄ、Ｅ、Ｆ组用同一对引
物，上游引物：５′ＣＣＧＡＴＧＧＡＡＧＣＡＣＴＡＧＡＣＡＡＡＧ
３′；下游引物：５′ＴＧＴＡＧＴＡＧＣＴＧＣＡＴＧＡＴＣＧＴＣＴＧ
３′，预计扩增片段长度为７４０ｂｐ。
１．２．４　原代人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）的分离
及培养　　用０．２５％的胰酶灌注消化胎儿脐静脉，
收集消化的细胞悬液，用含２０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ
培养液调整细胞密度，按（１～１．５）×１０８／Ｌ的密度
接种于２５ｃｍ２的培养皿中，在３７℃、５％ＣＯ２条件下
培养。细胞生长融合约９０％时，用０．２５％的胰酶消
化传代，第３代的细胞用于实验。
１．２．５　转染　　于第 ３代 ＨＵＶＥＣｓ生长至约
７０％～８０％融合时，分别取重组质粒 ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ
真核表达载体（Ａ′～Ｆ′）各５μｇ，采用脂质体法转染
细胞，６ｈ后更换含２０％胎牛血清的新鲜 ＤＭＥＭ培
养液，继续培养４８ｈ。同时以未加真核表达载体及
脂质体转染试剂之ＨＵＶＥＣｓ为未转染对照组。
１．２．６　模拟缺氧　　转染 ４８ｈ后，用 １００μＭ
ＣｏＣｌ２使细胞模拟缺氧，继续培养３ｈ后收集培养上
清液及细胞。

１．２．７　半定量 ＲＴＰＣＲ检测对 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达
的抑制效应　　提取细胞总 ＲＮＡ，紫外分光光度计
定量，调整浓度为１μｇ／μＬ。按照 ＲＴＰＣＲ试剂盒
说明书操作，分别用ＧＡＤＰＨ基因和 ＨＩＦ１α基因引
物进行ＲＴＰＣＲ，ＲＴＰＣＲ结束后，各取５μＬ反应物
行凝胶电泳并观察结果。

１．２．８　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测对 ＨＩＦ１α蛋白水平的抑
制效应　　提取细胞总蛋白后，取５０μｇ细胞总蛋
白，８％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，转硝酸纤维膜，１∶１００小鼠
抗 ＨＩＦ１α单抗，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测细胞内ＨＩＦ１α的
蛋白水平。并以稳定表达的基因 ＧＡＰＤＨ为内参
照。

１．２．９　ＥＬＡＳＡ检测细胞培养上清液 ＥＴ１水平　
　以细胞培养上清液作为检测定样本，取等体积样
本及检测试剂加入酶标板孔中，共孵育，加入 ＥＴ１

偶联剂，ＴＭＢＥ溶液显色，酶标仪６５０ｎｍ波长下读
取数值，根据标准曲线计算出ＥＴ１量。
１．３　统计学处理

实验数据应用 ＳＰＳＳ１０．０软件处理，计量资料
以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，方差分析进行组间比
较，Ｐ＜０．０５表示差异有显著性。

２　结果

２．１　成功构建重组质粒 ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ真核表达
载体

将己构建的重组质粒ＨＩＦ１αＳｉＲＮＡ真核表达载
体（Ａ′～Ｆ′）进行测序鉴定，结果显示与预期序列（Ａ
～Ｆ）完全吻合，分别含有ａ～ｆ６个位点（图１）。

ＳｅｑｕｅｎｃｅＡ：

ＳｅｑｕｅｎｃｅＢ：

ＳｅｑｕｅｎｃｅＣ：

ＳｅｑｕｅｎｃｅＤ：

ＳｅｑｕｅｎｃｅＥ：

ＳｅｑｕｅｎｃｅＦ：

　　图１　重组质粒 ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ真核表达载体（Ａ′～
Ｆ′）测序结果
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２．２　寻找出有效的重组质粒 ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ真核
表达载体

２．２．１　对ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达的抑制作用　　与未
转染组相比，转染的重组质粒ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ真核表
达载体中，细胞ＨＩＦ１αｍＲＮＡ的表达在Ｂ′和Ｄ′组
明显下调，而在 Ａ′、Ｃ′、Ｅ′、Ｆ′组则无改变。说明最
初选择的 ６个可能干扰位点中，只有 ｂ、ｄ位点为
ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ有效靶点，可抑制 ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表
达（图２）。
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　　图２　ＲＴＰＣＲ检测ＲＮＡ干扰后ＨＩＦ１αｍＲＮＡ表达
水平　　Ａ′、Ｂ′、Ｃ′、Ｄ′、Ｅ′、Ｆ′为重组质粒转染组；４、８为未转染组；
Ｍ为ＤＮＡ分子量标准。

２．２．２　对ＨＩＦ１α蛋白表达的抑制作用　　为了进
一步证实转染的重组质粒 ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ真核表达
载体对细胞 ＨＩＦ１α表达的影响，用鼠源性 ＨＩＦ１α
多克隆抗体对细胞蛋白水平进行 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检
测。结果显示，转染的 Ｂ′和 Ｄ′组细胞 ＨＩＦ１α蛋白
表达下调，其他４组无明显变化。进一步说明 ｂ、ｄ
两个位点均可抑制ＨＩＦ１α表达（图３）。
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　　图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＲＮＡ干扰后 ＨＩＦ１α蛋白
表达水平　　Ａ′、Ｂ′、Ｃ′、Ｄ′、Ｅ′、Ｆ′为重组质粒转染组；７为未
转染组。

２．２．３　细胞培养上清液中ＥＴ１含量的变化　　转
染的Ｂ′和Ｄ′组，ＥＴ１水平有所降低，与未转染组相
比，差异有显著性（ｔ＝１８．９７４，１１．６３４，Ｐ

#

０．０５）；
其余各转染组 ＥＴ１水平无下降，与未转染组相比，
差异均不明显（Ｐ

$

０．０５）。

　　表２　各组ＨＵＶＥＣｓ培养上清ＥＴ１水平比较
（ｎ＝６，ｘ±ｓ，ｐｇ／ｍＬ）

组别 ｎ ＥＴ１

Ａ′ ６ ７９．００±２．０８
Ｂ′ ６ ４３．２５±２．０２
Ｃ′ ６ ８１．０３±３．５４
Ｄ′ ６ ４９．２０±５．４４
Ｅ′ ６ ８２．５６±３．８０
Ｆ′ ６ ８２．０９±４．４５

未转染 ６ ８３．７０±４．４８

３　讨论

新生儿肺出血是新生儿期危重急症之一，围生

期缺氧／窒息、寒冷损伤／低体温是其主要病因，目前
对其发病机制己初步明了。ＨＩＦ１是由 ＨＩＦ１α亚
基与ＨＩＦ１β亚基组成的异二聚体，其中 ＨＩＦ１β在
细胞内稳定表达，ＨＩＦ１α则受缺氧信号的调控［２］。

ＨＩＦ１作为缺氧诱导的一个特异的 ＤＮＡ结合蛋白，
能调节许多缺氧反应基因的转录，是联系氧信号传

导与氧反应的桥梁。ＥＴ１是迄今所知最强的内源
性缩血管活性肽，ＥＴ１基因是缺氧反应基因（ＨＲＧ）
之一，缺氧可引起ＥＴ１表达分泌增加［３］。我们前期

实验采用低温缺氧后复温供氧的方法，制作了符合

临床肺出血病因的新生大鼠肺出血动物模型［４］，并

通过外源性 ＥＴ１气管内滴入，证明肺组织 ＥＴ１与
肺出血的发病及病理生理过程相关［５，６］。此外亦证

实了低温缺氧可诱导新生鼠肺组织 ＨＩＦ１α水平升
高，从而促进肺血管内皮细胞中靶基因 ＥＴ１ｍＲＮＡ
转录和翻译，使内皮源性ＥＴ１水平显著升高而导致
肺出血［１］。这些结果提示，在缺氧状态下 ＨＩＦ１可
能通过调节ＥＴ１的表达，在肺出血的发生及发展过
程中起重要作用。

ＲＮＡｉ是指内源性或外源性双链 ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）
介导的细胞内某特定基因的 ｍＲＮＡ发生特异性降
解，从而导致靶基因的表达沉默，产生相应的功能表

型抑制的现象［７，８］。因为ＲＮＡｉ技术能高效、特异地
使相应基因失活，目前已作为一种简单有效的替代

基因敲除的有力工具，广泛用于研究基因功能以及

进行初步基因治疗的研究。

本研究选择ＨＩＦ１α作为靶目标，拟通过沉默其
基因表达来抑制ＨＩＦ１α及其下游靶基因ＥＴ１的表
达。目前ｓｉＲＮＡ靶序列选择通常遵循以下原则［９］：

（１）从转录本（ｍＲＮＡ）的 ＡＵＧ起始密码开始，寻找
“ＡＡ”二连序列，并记下其３′端的１９个碱基序列，作
为潜在的 ＳｉＲＮＡ靶位点。正义链和反义链都采用
·３６·
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这１９个碱基（不包括 ＡＡ重复）来设计；（２）避开
ｃＤＮＡ的５′和３′非编码区（ＵＴＲｓ）以及５′起始密码
区附近的５０个 ～１００个核苷酸序列；（３）将挑选的
序列在公共数据库中进行比较以确保目的序列与其

他基因没有同源性；（４）ＧＣ碱基比例（ＧＣ％）为
４０％～５０％。我们根据上述４项原则，挑选６个位
点（ａ～ｆ）作为候选干扰位点，?以此合成相应的寡
核苷酸序列Ａ～Ｆ。为验证所选序列是否有效，实验
首先采用ＤＮＡ重组技术构建重组质粒 ＨＩＦ１αｓｉＲ
ＮＡ真核表达载体 Ａ′～Ｆ′，经阳性克隆测序鉴定证
实，所插入的片段正确无误，５′上游具有真核表达的
启动子ｐＵ６，３′下游具有转录终止结构ｐｏｌｙ（Ａ）加尾
信号。再通过脂质体转染技术，将重组质粒转染到

ＨＵＶＥＣｓ中，重组质粒转录出一段含 ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ
序列的具有反向互补特征的序列，按碱基互补配对

原则，转录出来的此短序列折叠形成短链 ｄｓＲＮＡ，
称为 ｓｉＲＮＡ。其中 ｓｉＲＮＡ中的反义链指导形成
ＲＮＡ诱导型沉默复合体 ＲＩＳＣ，再通过 ＲＩＳＣ介导切
割靶ｍＲＮＡ分子中与ｓｉＲＮＡ反义链互补的区域，从
而达到干扰基因表达的作用。重组质粒 ＨＩＦ１α
ｓｉＲＮＡ真核表达载体 Ａ′～Ｆ′转染进入体外培养的
ＨＵＶＥＣｓ后，结果显示，在缺氧状态下Ｂ′、Ｄ′组能显
著抑制胞内ＨＩＦ１αｍＲＮＡ和蛋白表达，并可以部分
抑制ＥＴ１水平增加。实验结果提示，本实验创建?
寻找出有效的重组质粒 ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ真核表达载
体，所选择的 ｂ、ｄ位点为 ＨＩＦ１αｓｉＲＮＡ有效靶位
点，ＨＩＦ１αＲＮＡ干扰后，可下调 ＨＩＦ１α蛋白水平，
进而抑制其下游基因ＥＴ１的表达，从而可能减轻缺

氧所致的肺出血程度，本实验为下一步用该２个有
效的真核表达载体在新生动物体内研究 ＨＩＦ１α与
缺氧性肺出血关系奠定基础。
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·消息·

新书消息

静脉输液是临床医师的重要治疗手段，合理输液能迅速改善体内环境，促进疾病治疗，不合理

输液则加重内环境紊乱使病情加重，甚至造成死亡，故掌握合理输液疗法是临床医师的基本功。

华中科技大学同济医学院协和医院儿科唐典俊教授主编的《小儿水电解质平衡与液体疗法》一书，

深入浅出地介绍了人体水和电解质平衡及其失调的处理，提出平衡液、维持液、呕吐补充液、腹泻

补充液的合理配方及输液不当反应的纠正等，有助于临床医师掌握合理的输液疗法。此书现已由

中国医药科技出版社出版，每本２６元，各大新华书店均有销售，欢迎选购。

·４６·




