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ＰＴＥＮ基因敲减及 ＲＥＳＣ救援后人 Ｔ淋巴
细胞增殖和信号通路的变化

王玉梅　 盛光耀

（郑州大学第一附属医院儿科，河南 郑州　４５０００７）

　　［摘　要］　目的　构建人ＰＴＥＮ基因ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）及其逃避ＲＮＡｉ策略结构（ＲＥＳＣ）救援的慢病毒载体。
观察ＰＴＥＮ基因敲减前后及ＲＥＳＣ救援后人Ｔ淋巴细胞信号通路、细胞增殖和细胞周期的变化，为进一步研究淋巴
细胞性白血病的发病机制提供依据。方法　利用慢病毒载体系统，构建人 ＰＴＥＮ基因 ＲＮＡｉ及其 ＲＥＳＣ救援的慢
病毒载体，转染Ｔ淋巴细胞，建立ＰＴＥＮ基因敲减及ＲＥＳＣ救援的细胞模型ＴＬＣｓｈＰＴＥＮ和ＴＬＣｒｒｓｈＰＴＥＮ；分别应
用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法、ＭＴＴ法和流式细胞术检测ＰＴＥＮ基因敲减前后及 ＲＥＳＣ救援后 ＰＴＥＮ蛋白的表达和 ＡＫＴ通路
的活化情况、细胞增殖及细胞周期的变化。结果　慢病毒介导的ＲＮＡｉ能有效下调ＰＴＥＮ基因的表达。ＰＴＥＮ基因
表达下调后，Ｔ淋巴细胞生长受到促进，Ｇ０／Ｇ１期细胞减少，Ｓ期细胞和 Ｇ２／Ｍ期细胞增多，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路激活。
而ＲＥＳＣ救援则能够完全恢复ＰＴＥＮ基因ＲＮＡｉ所造成的现象。结论　 成功构建了人ＰＴＥＮ基因ＲＮＡｉ及其ＲＥＳＣ
救援的慢病毒载体。ＰＴＥＮ基因敲减后，通过激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路促进Ｔ淋巴细胞生长。
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　　儿童急性淋巴细胞白血病（ａｃｕｔｅｌｙｍｐｈｏｂｌａｓｔｉｃ
ｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＬＬ）是儿童最常见的恶性血液系统疾

病［１］。与张力蛋白同源的１０号染色体缺失的磷酸
酶基因 ［２］（ＰＴＥＮ）及其蛋白的异常参与了人类白
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血病的发生、发展［３４］。但其在儿童 ＡＬＬ中的作用
尚不完全明确。为进一步探讨ＰＴＥＮ与其他相关因
素的关系在儿童ＡＬＬ发病机制中的作用，本研究拟
对人正常 Ｔ淋巴细胞（Ｔｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ，ＴＬＣ）的
ＰＴＥＮ基因进行敲减，同时引入“逃避 ＲＮＡ干扰
（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）策略结构（ＲＥＳＣ）救援”
机制，以检测ＰＴＥＮ基因的生物学特性，及其下游信
号分子在ＡＬＬ发病中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　慢病毒载体系统　　ｐＦＬＲｕＧＦＰ载体在
ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ（购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）基础上，加入绿色
荧光蛋白（ＧＦＰ），ＦｌａｇＨｉｓ６标签，血细胞凝集素和
嘌呤霉素内部核糖体进入位点等构建而成。ｐＣＭＶ
ｄＲ８．２ΔＲ，ｐＣＭＶＶＳＶＧ均购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．１．２　细胞株和菌株　　慢病毒的包装细胞２９３Ｔ
细胞株购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，由本室传代培养。ＴＬＣ
由本室制备并传代培养。大肠杆菌 ＸＬ１０感受态细
胞由本室制备。

１．１．３　引物和限制性内切酶　　ＰＴＥＮ基因的慢
病毒干扰片段、所用引物，采用 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ网站上的
免费软件设计并由美国ＩＤＴ公司合成。限制性内切
酶ＸｂａＩ、ＸｈｏＩ、ＢａｍＨＩ和ＥｃｏＲⅠ，Ｔ４ＤＮＡ连接酶，
胰蛋白酶均购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．１．４　试剂　　普通质粒抽提试剂盒、ＰＣＲ扩增
试剂盒、琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒和高纯度无内
毒素质粒抽提试剂盒、ＯｐｔｉＭＥＭ培养基、ＴＲＡＮＳＩＴ
和 鱼精蛋白购自 Ｓｉｇｍａ公司。ＲＰＭＩ１６４０培养基、
高糖ＤＭＥＭ培养基、ＭＥＭＡｌｐｈａ培养基和胎牛血清

（ＦＢＳ）购自Ｇｉｂｃｏ公司。兔抗人ＰＴＥＮ单抗、兔抗人
ｐＡＫＴ单抗、兔抗人 ＡＫＴ单抗、兔抗人 βａｃｔｉｎ单抗
和山羊抗兔的二抗购于ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司。淋巴细
胞分层液 Ｆｉｃｏｌｌ购自 ＬｏｎｚａＷａｌｋｅｒｓｖｉｌｌｅ公司。ＬＳ
＋／ＶＳ＋阳选分离柱、ＣＤ２ＭｉｃｒｏＢｅａｄＫｉｔ和 Ｍｉｄｉ
ＭＡＣＳ磁珠分选仪均为德国 ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃ公司产
品；ＥｐｉｃｓＸＬ型流式细胞仪（ＦＡＣＳ）为美国 Ｃｏｕｌｔｅｒ
产品。ＥＣＬ发光液购于Ｐｉｅｒｃｅ公司。
１．２　方法
１．２．１　ＰＴＥＮ基因ＲＮＡｉ慢病毒载体制备　　根据
Ｅｌｈａｓｈｉｒ等［５］设计原则，针对已筛选确定的 ＰＴＥＮ
基因 ＲＮＡｉ有效靶序列，设计并合成一对能表达
ＰＴＥＮ基因（ＧｅｎＢａｎｋ登录号 ＮＭ＿０００３１４．４）的发夹
式ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ，ｓｈＲＮＡ）的单链寡核苷
酸ＯｌｉｇｏＤＮＡ靶序列（表 １），中间添加 ｌｏｏｐ结构
（ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ）。退火形成双链 ＤＮＡ，插入到经
ＸｂａＩ和ＸｈｏＩ３７℃酶切后的ｐＦＬＲｕＧＦＰ载体，构建
成 ＰＴＥＮ 基 因 ＲＮＡｉ慢 病 毒 载 体 ｐＦＬＲｕＵ６
ｓｈＰＴＥＮ，转化，挑选阳性克隆ＰＣＲ测序鉴定。
１．２．２　ＰＴＥＮ基因ＲＮＡｉ的 ＲＥＳＣ救援慢病毒载体
的制备　　参照文献［６］。针对ＰＴＥＮ基因靶序列对
应的ｓｈＲＮＡ位置引入３～４个同义点突变，在核苷
酸水平上改变基因，使该基因所表达的 ＰＴＥＮ天然
蛋白编码不变，同时使 ｓｈＲＮＡ不能作用于这种“外
源设计的ｍＲＮＡ”。把这段“外源设计的ｍＲＮＡ”与
报告基因 ＧＦＰ融合后，亚克隆到所构建的 ｐＦＬＲｕ
Ｕ６ｓｈＰＴＥＮ质粒的ＥｃｏＲＩ／ＢａｍＨＩ酶切位点处，即可
得到这个基因的既有ｓｈＲＮＡ的表达、同时又有其救
援 ｃＤＮＡ表达的ＲＥＳＣ救援慢病毒载体 ｐＦＬＲｕＵ６
ｒｒｓｈＰＴＥＮ，转化，挑选阳性克隆ＰＣＲ测序鉴定。

表１　合成的ＰＴＥＮ特异性干扰序列及其Ｒｅｓｃｕｅ的寡核苷酸引物片段

ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ Ｐｏｌａｒｉｔｙ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′） Ｐｏｓｉｔｉｏｎ

ｓｈＲＮＡ
Ｃｆ１

Ｃｆ２

ｓｅｎｓｅ

ａｎｔｉｓｅｎｓｅ

ＧＡＧＧＡＡＡＧＧＡＣＧＡＡＡＣＡＣＣＧＣＣＡＧＣＴＡＡＡＧＧＴＧＡＡＧＴＴＡＴＡＴＴＣＡＡＧＡＧＡＴＡＴＡＴＣ

ＴＣＣＡＧＣＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＧＣＣＡＧＣＴＡＡＡＧＧＴＧＡＡＧＡＴＡＴＡＴＣＴＣＴＴＧＡＡＴＡＴＡＴＣ
１６８４～１７０５

ＣＦ１ ｓｅｎｓｅ ＡＴＧＣＧＡＡＴＴＣＣＡＴＧＡＣＡＧＣＣＡＴＣＡＴＣ １０３１～１０４６

ｒｒｓｈＲＮＡ

ＣＲ１

ＣＦ２

ＣＲ２

ａｎｔｉｓｅｎｓｅ

ｓｅｎｓｅ

ａｎｔｉｓｅｎｓｅ

ＡＴＡＴＣＴＴＧ＿ＡＣＴ＿ＴＴＣ＿ＡＧＴ＿ＴＧＧＣＡＧＡＣＣ

ＴＣＴＧＣＣＡＡ＿ＣＴＧ＿ＡＡＡ＿ＧＴＣ＿ＡＡＧＡＴＡＴＡＴ

ＡＧＣＴＧＧＡＴＣＣＡＣＴＴＴＴＧＴＡＡＴＴＴＧＴＧＴＡＴＧＣＴＧ

１６７７～１７０３

１６７９～１７０５

２２１７～２２３９

　　在Ｃｆ１、Ｃｆ２中，黑体字的核苷酸序列是ＰＴＥＮ基因ＲＮＡ干扰的目标序列，斜体字是Ｌｏｏｐ环序列。ｒｒｓｈＲＮＡ引物ＣＲ１和ＣＦ２包含４个同义

突变（黑体并下划线）的ＰＴＥＮ基因抗ｓｉＲＮＡ表达。为方便亚克隆，ＥｃｏＲＩ，ＢａｍＨＩ和ＸｈｏＩ酶切位点分别被引入到引物ＣＦ１，ＣＲ２和Ｒ１反义连

中。核苷酸位置编号根据人ＰＴＥＮ基因序列而定，ＧｅｎＢａｎｋ登录号ＮＭ＿０００３１４．４。

１．２．３　ＴＬＣ培养及纯化　　健康人外周血由健康
志愿者提供（所有志愿者均签署知情同意书）。根

据Ａｓｔｉｅｒ等［７］及李付广等［８］的实验方法，先制备外

周血单个核细胞（ＰＭＮＣ），再用免疫磁珠法纯化出

·０８９·
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ＴＬＣ。使用含１０％ ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养基培养。
１．２．４　慢病毒的包装　　用胰蛋白酶消化对数生
长期的人胚肾来源的２９３Ｔ细胞，当细胞密度为１５
×１０６／Ｌ时，重新接种于１０ｃｍ细胞培养皿，３７℃、
５％ ＣＯ２培养箱内培养，细胞汇合度达７０％左右时
进行转染。用 ＯｐｔｉＭＥＭ培养基，在 ＴＲＡＮＳＩＴ介导
下，使用慢病毒包装质粒ｐＣＭＶｄＲ８．２ΔＲ和ｐＣＭＶ
ＶＳＶＧ的８∶１混合物分别与慢病毒质粒 ｐＦＬＲｕＵ６
ｓｈＰＴＥＮ，ｐＦＬＲｕＵ６ｒｒｓｈＰＴＥＮ共转染 ２９３Ｔ细胞；转
染２４ｈ后使用含１０％ ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０培养基对
细胞进行换液处理；转染４８ｈ后，收集细胞上清液，
１２００ｒｐｍ离心５ｍｉｎ，然后使用０．４５μｍ的过滤器
过滤上清液。在ＮＩＨ３Ｔ３细胞中测定病毒滴度。剩
余病毒－８０℃保存备用或直接用于后期试验。
１．２．５　逐孔梯度稀释法测定病毒滴度　　取待定
的慢病毒贮液１０μＬ，１０倍梯度稀释（１０１～１０６）。
ＤＭＥＭ培养液重悬 ＮＩＨ３Ｔ３细胞至４×１０６／Ｌ，在９６
孔板每孔中加１００μＬ重悬细胞、４５μＬ病毒颗粒稀
释液，感染细胞，３７℃温育８ｈ后，更换含１０％ ＦＢＳ
的ＤＭＥＭ培养液继续培养。倒置荧光显微镜下检
测ＧＦＰ表达量，病毒滴度为表达ＧＦＰ的细胞数乘以
相应稀释倍数。用ｐｆｕ／ｍＬ（感染单位／ｍＬ）表示。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＴＥＮ和 ｐＡＫＴ蛋白的表
达　　用ｐＦＬＲｕＧＦＰ、ｐＦＬＲｕＵ６ｓｈＰＴＥＮ和 ｐＦＬＲｕ
Ｕ６ｒｒｓｈＰＴＥＮ感染 ＴＬＣ，建立 ＴＬＣ的阴性对照（Ｔ
ＬＣＧＦＰ）、ＰＴＥＮ基因敲减模型（ＴＬＣｓｈＰＴＥＮ）和
ＲＥＳＣ救援（ＴＬＣｒｒｓｈＰＴＥＮ）等细胞模型。应用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＰＴＥＮ、ｐＡＫＴ蛋白的表达。收获
ＴＬＣ、ＴＬＣＧＦＰ、ＴＬＣｓｈＰＴＥＮ和 ＴＬＣｒｒｓｈＰＴＥＮ等
４组细胞，ＰＢＳ洗２遍，裂解细胞获取总蛋白，取各
组等量蛋白于聚丙烯酰胺凝胶中电泳，用 ＰＶＤＦ膜

转膜、封膜、再加入ＰＴＥＮ、ｐＡＫＴ、ＡＫＴ和βａｃｔｉｎ抗体
孵育、二抗孵育、化学发光、摄片。应用美国 ＮＩＨ
（ＮａｔｉｏｎａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅｓｏｆＨｅａｌｔｈ）开发的公共图像处理
软件ＩｍａｇｅＪ对Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果进行量化分析。
１．２．７　ＭＴＴ法检测 ＰＴＥＮ敲减及 ＲＥＳＣ救援对 Ｔ
淋巴细胞生长的影响　　取上述４组的对数期细
胞，细胞浓度为１×１０６／ｍＬ，接种于９６孔板中，每孔
２００μＬ，每组设立３个复孔，在培养１ｄ、２ｄ、３ｄ、
４ｄ、５ｄ时，分别取出一板，每孔加入 ５ｍｇ／ｍＬ的
ＭＴＴ溶液２０μＬ，继续培养４ｈ后，弃孔内上清，每
孔加入二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）１００μＬ溶解细胞，低速
振荡 １０ｍｉｎ，充分溶解结晶物。酶标仪上测定各孔
ＯＤ５７０ｎｍ值。
１．２．８　流式细胞术检测 ＰＴＥＮ敲减及 ＲＥＳＣ救援
对细胞周期的影响　　上述４组细胞用ＰＢＳ洗２遍，
调整到５×１０５／５０μＬ，１０ｍｇ／ｍＬＲＮａｓｅＡ２０μＬ，３７℃
作用 ３０ｍｉｎ，加入 １ｍｇ／ｍＬ碘化丙锭（Ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ
Ｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）５μＬ，流式细胞仪检测细胞周期。
１．３　统计学分析

应用ＳＳＰＳ１３．０统计软件进行数据统计分析，
数据用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用方差分析及
ｑ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＰＴＥＮ基因 ＲＮＡｉ慢病毒载体及其 ＲＥＳＣ救
援慢病毒载体的鉴定

经ＰＣＲ鉴定及测序结果证实，ＰＴＥＮ基因的
ＲＮＡｉ慢病毒载体及其 ＲＥＳＣ救援慢病毒载体构建
成功，１个 ＲＮＡｉ序列及其 ＲＥＳＣ救援的“外源性”
ｃＤＮＡ分别完整插入慢病毒载体中（图１）。
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图１　ＰＴＥＮ基因ＲＮＡｉ的ＲＥＳＣ救援慢病毒载体的部分测序结果

２．２　慢病毒载体的包装及滴度测定
病毒感染２９３Ｔ细胞７２ｈ后，可见胞浆胞核不

同程度的绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）表达，细胞成功产毒。

荧光细胞数随稀释倍数的增加而减少，测得 ｐＦＬＲｕ
Ｕ６ｓｈＰＴＥＮ，ｐＦＬＲｕＵ６ｒｒｓｈＰＴＥＮ两种慢病毒的病毒
滴度，分别为６．０×１０５ｐｆｕ／ｍＬ、５．０×１０５ｐｆｕ／ｍＬ。说

·１８９·
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明有大量质粒转入２９３Ｔ细胞，病毒成功包装。
２．３　ＲＮＡｉ慢病毒对ＰＴＥＮ基因的敲减及救援作用

用病毒感染 ＴＬＣ５ｄ后，收获细胞，提取总蛋
白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法显示：感染阴性对照病毒 ｐＦＬ
ＲｕＧＦＰ后，ＰＴＥＮ基因的表达与 ＴＬＣ相比没有明
显变化（Ｐ＞０．０５），感染针对ＰＴＥＮ基因的ＲＮＡｉ慢
病毒ｐＦＬＲｕＵ６ｓｈＰＴＥＮ后，ＰＴＥＮ基因表达较ＴＬＣ
ＧＦＰ组减弱（Ｐ＜０．０１），而感染其 ＲＥＳＣ救援慢病毒
ｐＦＬＲｕＵ６ｒｒｓｈＰＴＥＮ后，ＰＴＥＮＧＦＰ又出现了表达，与
ＴＬＣＧＦＰ组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。证
明成功构建了ＴＬＣ细胞的阴性对照、ＰＴＥＮ基因敲减
模型及ＲＥＳＣ救援细胞模型 ＴＬＣＧＦＰ、ＴＬＣｓｈＰＴＥＮ
和ＴＬＣｒｒｓｈＰＴＥＮ（图２）。
２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐＡＫＴ蛋白的表达

与 ＴＬＣ和 ＴＬＣＧＦＰ细胞比较，ＴＬＣｓｈＰＴＥＮ
细胞ｐＡＫＴ的表达明显增多（Ｐ＜０．０１），而 ＴＬＣ
ｒｒｓｈＰＴＥＮ细胞的 ｐＡＫＴ则与前两者相似，表明
ＰＴＥＮ敲减后激活了 ＴＬＣ中的 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通
路，而ＲＥＳＣ救援则又使 ＰＴＥＮ基因敲减所引起的
ｐＡＫＴ表达恢复到敲减之前的状态（图３）。
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　　图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＬＣＰＴＥＮ基因敲减前后及
ＲＥＳＣ救援后ＰＴＥＮ蛋白表达结果
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　　图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＬＣＰＴＥＮ基因敲减前后及
ＲＥＳＣ救援后ｐＡＫＴ蛋白的变化

２．５　细胞生长曲线
ＭＴＴ法显示ＴＬＣｓｈＰＴＥＮ细胞生长增快，与ＴＬＣ

和阴性对照细胞ＴＬＣＧＦＰ相比，于第２天开始即有明
显差异（Ｐ＜０．０５）（图４）。而ＴＬＣｒｒｓｈＰＴＥＮ细胞生
长速度与 ＴＬＣ和 ＴＬＣＧＦＰ相似（Ｐ＞０．０５），提示
ＲＥＳＣ救援能恢复ＰＴＥＮ基因抑制细胞生长的功能。
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　　图４　ＰＴＥＮ敲减及 ＲＥＳＣ救援前后细胞生长曲线　
ａ：与同时间点 ＴＬＣ组、ＴＬＣＧＦＰ组和 ＴＬＣｒｒｓｈＰＴＥＮ组比较，
Ｐ＜０．０５

２．６　细胞周期的变化
用ＰＩ染色后，流式细胞仪检测细胞周期，结果

显示：ＰＴＥＮ基因敲减后（ＴＬＣｓｈＰＴＥＮ组）Ｇ０／Ｇ１
期细胞明显减少，Ｓ期细胞明显增加，Ｇ２／Ｍ期细胞
增加。与其他３组相比，差别均有统计学意义（Ｐ＜
０．０１）。ＲＥＳＣ救援后（ＴＬＣｒｒｓｈＰＴＥＮ组），Ｇ０／Ｇ１期
细胞、Ｓ期细胞和Ｇ２／Ｍ期细胞又分别恢复。与ＴＬＣ
和ＴＬＣＧＦＰ组比，差别无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

　　表２　ＰＴＥＮ基因敲减前后及ＲＥＳＣ救援后细胞周期的
变化　（ｘ±ｓ，％）

组别 Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

ＴＬＣ ５８．８０±０．８５ ２２．１３±１．４５ １９．０７±０．６０
ＴＬＣＧＦＰ ５７．５７±０．８７ ２２．７０±１．１１ １９．７３±０．６８
ＴＬＣｓｈＰＴＥＮ ２２．７０±１．３５ａ，ｂ ５４．５７±１．１０ａ，ｂ ２２．７３±０．７１ａ，ｂ

ＴＬＣｒｒｓｈＰＴＥＮ ５５．８３±０．８７ｃ ２４．６０±０．５０ｃ １９．５７±１．１２ｃ

Ｆ值 ８９２．６３３ ６２０．３１０ １２．８００
Ｐ值 ０．００１ ０．００１ ０．００２

　　ａ：与ＴＬＣ组比较，Ｐ＜０．０５；ｂ：与 ＴＬＣＧＦＰ组比较，Ｐ＜０．０５；
ｃ：与ＴＬＣｓｈＰＴＥＮ组比较，Ｐ＜０．０１

３　讨论

ＰＴＥＮ基因是具有双重特异性磷酸酶活性的抑
癌基因，它作用于 ＡＫＴ信号传导通路的中心环节，
通过脂质磷酸酶活性抑制 ＰＩ３Ｋ的磷酸化，阻断
ＡＫＴ／蛋白激酶Ｂ（ＰＫＢ）途径，在胞浆细胞信号传递
诱导凋亡、介导 Ｇ１期停滞、影响基因的表达、抑制
细胞迁移、浸润和整合素介导的细胞铺展及局部粘

附等过程中起着重要作用［９１０］。它通过抑制 ＭＡＰＫ
细胞信号传导途径抑制细胞生长分化。ＰＴＥＮ与肿
瘤的发生发展有关。因此，ＰＴＥＮ在正常表达时可
·２８９·
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抑制肿瘤细胞生长、迁移及浸润。ＰＴＥＮ基因的缺
失和失活可导致 ＰＴＥＮ编码蛋白表达缺失，从而导
致多种恶性肿瘤的发生［１１］。ＰＴＥＮ基因及蛋白的异
常也参与了人类白血病的发生、发展［２４］。

ＲＮＡｉ由于能够高效率、特异性地下调靶基因表
达，已被证明是一个在内源性基因功能研究领域的

有效工具［１２１４］。慢病毒载体是一种复制缺陷型逆

转录病毒载体，以人类免疫缺陷病毒１（ＨＩＶ１）为基
础发展而得［１５］，能够转染非分裂期细胞和分裂期细

胞，还能将病毒的遗传物质整合到宿主细胞的基因

组，感染后细胞可以稳定持续表达目的基因［１６］。本

实验用慢病毒载体系统，获得了完整病毒颗粒。所

用慢病毒介导的 ＲＮＡｉ对 ＰＴＥＮ基因表达的敲减效
率很高。

然而，随着ＲＮＡｉ技术的应用，越来越多的证据
表明“脱靶效应”在 ＲＮＡｉ中广泛存在［１７１８］，它使实

验出现假阳性结果，直接影响了实验结果的准确性。

为了避免“脱靶”对实验结果的干扰，本研究在这项

研究中，引入了 ＲＥＳＣ救援机制。在 ｓｈＲＮＡ所对应
的位置引入４个点同义突变，而表达的 ＰＴＥＮ天然
蛋白编码不变，同时也实现了逃避 ＲＮＡｉ，仅在核苷
酸水平上改变基因。把这种ＲＥＳＣ救援慢病毒载体
引入ＲＮＡｉ实验中，如果能恢复由 ＲＮＡｉ引起的变
化，则可以排除因ｓｈＲＮＡ的脱靶效应所引起的假阳
性结果。本研究结果显示，ＲＥＳＣ救援慢病毒载体
能够恢复由 ｓｈＰＴＥＮ多引起的各种变化，即本研究
设计的ｓｈＲＮＡ只作用于ＰＴＥＮ基因，试验所得结果
均由ＰＴＥＮ基因的变化引起，没有脱靶效应的发生。

本研究成功构建了 ＰＴＥＮ基因 ＲＮＡｉ慢病毒载
体及其ＲＥＳＣ救援慢病毒载体，ＲＮＡｉ慢病毒载体能
够高效地敲减ＰＴＥＮ基因的表达，ＲＥＳＣ救援慢病毒
载体则能够恢复 ＰＴＥＮ基因敲减所引起的全部表
现。ＰＴＥＮ基因敲减后，激活了 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路，促
进了ＴＬＣ的增殖；同时解除了对细胞周期 Ｇ１期的
阻滞，Ｇ０／Ｇ１期细胞明显减少，Ｓ期细胞比例明显增
大，说明ＰＴＥＮ基因的缺失，改变了人 ＴＬＣ的生物
学特性［３，９］，但是否直接参与了 ＡＬＬ的发生有待于
进一步研究。如果 ＰＴＥＮ基因直接参与了 ＡＬＬ的
发生，ＲＥＳＣ救援对ＲＮＡｉ的修复作用使得 ＰＴＥＮ作
为靶基因治疗儿童ＡＬＬ及其他恶性肿瘤成为可能。
显示了良好的临床应用前景。
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