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慢病毒载体的构建及有效靶序列鉴定
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!摘要"

!

目的"筛选慢病毒介导
U=FL5M

干扰的有效靶序列'方法"通过数据库设计
C

条
U=F

干扰候选靶序列"将靶序

列构建到慢病毒载体中"转入
S?a%!'CE

细胞后"感染
S'=!

心肌细胞'通过实时荧光定量
U=L

和蛋白免疫印迹法鉴定靶序

列干扰
U=F

的效果'结果"成功构建
D>U=F

慢病毒载体"获得高效感染心肌细胞的慢病毒%感染心肌细胞后实时荧光定量
U=L

和蛋白免疫印迹显示"

D>U=F%#

具有较高的干扰效果!

#

&

"*"&

#'结论"成功筛选出高效的
U=FL5M7

靶序列'
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!!

!中图分类号"

!

LC'C

!!!

!文献标志码"

!

M

@#(&,"0+,-#('()&+"%%(-(

$

#/%//%+,-.%&%

\

0%(+%&#/1%(,-.-"'134%)-',%)F<6-,'"

$

%,-(

$

!@?

RSM5PR>18%H>.8

B

"

bM5P=>,8%

G

71

"

dKM5+68%97

"

]K̂ 78

B

%

4

,

"

RJOb,8%H18

B

"

+>68

B

>67K8D070,01.<=6/27.T6D:,96/I7D16D1D

"

R>.8

B

D>68S.D

-

7069

"

;,268O87T1/D70

4

"

+>68

B

>67!"""C!

"

=>786

!!

+

62&,"'+,

,

!

C2

D

%+,-.%

$

E.D:/1180>11<<1:07T1D1

W

,18:1D.<91807T7/,D%@1276012L5M706/

B

1078

B

U=F*E%,B#)&

$

E>/11

:6827260106/

B

10D1

W

,18:1D.<U=FL5M7V1/121D7

B

812682:9.812780.91807T7/,DT1:0./D

"

-

6:Y6

B

12780.S?a%!'CE:1999781

"

6820>180/68D<1:0120>1S'=!:1999781*E>17801/<1/18:11<<1:0D.<06/

B

10D1

W

,18:1DV1/11T69,60123

4

/169%07@1U=L682

\1D01/839.0078

B

6869

4

D7D*F%&01,&

$

E>191807T7/69T1:0./.<L5M7:.8067878

B

0>1D1

W

,18:1D06/

B

1078

B

U=FV1/1D,::1DD<,99

4

:.8D0/,:012

"

6821<<1:07T19

4

:9.812780.0>1S'=!:1999781*L169%07@1U=L682\1D01/839.0078

B

/1D,90DD>.V120>60U=F

1A

-

/1DD7.878S'=!:1999781V6D2.V8/1

B

,96012D7

B

87<7:6809

4

3

4

D>U=F%#*@#(+10&-#(&

$

+1

W

,18:1D.<91807T7/,D%@1276012L5M7

.<U=F6/1D,::1DD<,99

4

D:/11812*

!!

+

7%

5

8#")&

,

!

U=F

%

91807T7/,D

%

L5M7801/<1/18:1

%

:6/27.@

4

.:

4

01D

!!

以往认为"哺乳动物的心肌细胞是终末分化细

胞"不可再生'然而"近年来一系列研究表明"哺乳

动物的少量心肌细胞能够再生'根据大气层中

!

#F

=

#的变化"推测成人心肌细胞的年再生速率约为

#Z

+

#

,

%出生
)2

内的小鼠心脏在损伤后可以再

生+

!%F

,

'在动物中发现的再生心肌细胞由心肌细胞

增殖而来"而非干细胞或者心肌祖细胞的分化形

成+

&

,

'然而"成熟心肌细胞再生的分子调控机制目

前还不清楚'

本课题组前期研究发现"在通过二甲基亚砜

!

IX+J

#定向诱导
U#'=](

细胞分化为心肌细胞的

过程中"

U=F

发挥重要作用+

(

,

'

U=F

是一个高丰度

核蛋白"在基因转录(复制(修复和细胞转化过程中

扮演重要角色'研究+

)%$

,报道"

U=F

为转录共激活因

子"为成肌细胞分化所必需+

)%$

,

'本研究采用慢病毒

载体介导的
L5M

干扰技术降低大鼠心房肌细胞

S'=!

中
U=F

基因的表达"筛选出了有效的
U=F

L5M

干扰序列"现报告如下'

9

!

材料与方法

#*#

!

细胞株的来源及培养
!

S'=!

和
S?a%!'CE

细胞株购自中国科学院典型培养物保藏委员会细

胞库"由上海心血管疾病研究所液氮保种'

S'=!

细胞采用含
#"Z

胎牛血清的
IX?X

&

;#!

培养基培

养%

S?a%!'CE

细胞采用含
#"Z

胎牛血清的

IX?X

培养基培养'

IX?X

&

;#!

培养基!

##C!"%

"CC

#和
IX?X

培养基!

##'(&%"$F

#以及胎牛血清

!

#""''%#F#

#均购自
P73:.

公司'
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候选干扰靶序列的设计及合成
!
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&#筛选
C

条潜在的
U=F

干扰靶序列"分别为
D>U=F%#

(

D>U=F%!

和
D>U=F%C

"

具体位置见图
#

'干扰靶序列!表
#

#由生工生物工

程!上海#股份有限公司合成'

图
9

!

!@?

干扰靶序列设计示意图

表
9

!
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干扰序列

名称
!!!!!!!!!!

序列

D>U=(%!;

't%=EMP=M PMP MEP MEM M=M EPEE==

MPM=E=PMPE=EPPMM=MEPEEME=ME

=E=EPEEEEEP%#t

D>U=(%!L

't%MMEE=MMMMM=MPMPMEPMEMM=M

EPEE==MPM=E=PMPE=EPPMM=MEPE

EME=ME=E=EP%#t

D>U=(%";

't%==P PPP P=M EME=MM PE==MEEME

E=E=PMPEMMEPPM=EEPMEMEP===E

EEEEEEP%#t

D>U=(%"L

't%MMEE=MMMM MPPP=MEME=MMPE=

=MEEMEE=E=PMPEMMEPPM=EEPMEM

EP===EE%#t

D>U=(%#;

't%=EMP===MP M=E M=M EPP MPE=MM

ME=E=PMPMEEEPM=E==MEPEMPE=E

PPPEEEEEP%#t

D>U=(%#L

't%MMEE=M MMM M===MP M=E M=M EPP

MPE=MMME=E=PMPMEEEPM=E==MEP

EMPE=EPPP%#t
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慢病毒载体的构建$鉴定及转染效率的测

定
!

使用二代慢病毒包装系统包装
U=F

慢病毒

D>U=F

"所用的载体均来源于
M22

B

181

数据库"分别

为干扰载体
-

]aJ*#

-

,/.

(干扰对照载体
-

]aJ*#

-

,/.P;U

(包装载体
-

DUMN!

和
-

XI!*P

'使用

8

9

3

$

!

L"&&!

#和
:+;<

$

!

L"#"#

#内切酶!

5?̂

公

司#将
-

]aJ*#

-

,/.

载体的多克隆位点进行双酶

切"将干扰靶序列克隆到
-

]aJ*#

-

,/.

载体上"

U=L

鉴定结果'

将重组的
U=F%

-

]aJ*#

-

,/.

"以及包装质粒和

包膜质粒
U=F%

-

DUMN!

(

U=F%

-

XI!*P

共同转染入

S?a%!'CE

细胞中"包装成慢病毒
D>U=F

%对照组

用
-

]aJ*#

-

,/.P;U

代替
U=F%

-

]aJ*#

-

,/.

'

S'=!

心肌细胞培养
F$>

后转染慢病毒"继续培养

F$>

后荧光显微镜下观察转染效率'

#*F

!

不同靶序列干扰效果的对比

#*F*#

!W

LE%U=L

检测
U=F

基因表达
!

取慢病毒

感染
C2

的
S'=!

心肌细胞"采用天根生化科技!北

京#有限公司培养细胞&细菌总
L5M

提取试剂盒

+

IUFC"

"天根生化科技!北京#有限公司,提取细胞

L5M

"经反转录后使用
+b̂ LU/1@7A?NE6

W

试剂

盒!

LL$!"M

"

E6a6L6

公司#进行荧光实时定量

U=L

"引物信息见表
!

'

表
:

!

\

FQ3!@F

引物信息

!

引物名称
!!!!!!

序列

PMUIS

/

; 't%=MM=E===E=MMPMEEPE=MP=MM%#t

PMUIS

/

L 't%PP=MEPPM=EPEPPE=MEPM%#t

U=(

/

; 't%PP=ME==E==MMP=MPMPEMP=%#t

U=(

/

L 't%EEEE=E===EPPEEE=MEEE=M%#t

#*F*!

!

\1D01/8

印迹法检测
U=F

蛋白表达
!

取慢

病毒感染
F2

的
S'=!

心肌细胞"采用
LKUM

裂解

液!

U""#C=

"碧云天公司#提取慢病毒感染
F2

的

S'=!

心肌细胞的总蛋白%用
U71/:1 =̂MU/.0178

MDD6

4

a70

!

!C!!&

"

E>1/@.

公司#测定总蛋白浓度'

用
\1D01/8

印迹检测
U=F

的表达!将
PMUIS

作为

对照#'

U=F

抗体!

##'&(%#%MU

#购自
U/.017801:>

公

司"

PMUIS

!

63'F$&

#购自
M3:6@

公司'

#*&

!

统计学处理
!

采用
+U++#(*"

软件进行分

析"计量资料以
'

%e"

表示"组间比较采用
'

检验'检

验水准!

"

#为
"*"&

'

:

!

结
!

果

!*#

!

慢病毒载体的构建$鉴定及包装
!

U=F

与

-

]aJ*#

-

,/.

(

-

DUMN!

(

-

XI!*P

(

-

]aJ*#

-

,/.

P;U

重组质粒经酶切(测序显示"构建成功!图
!

#'

-

]aJ*#

-

,/.P;U

(

-

DUMN!

(

-

XI!*P

重组质粒经

S?a%!'CE

细胞包装
!F>

后"发荧光的细胞比例占

'"Z

"提示包装成功!图
CM

#'

图
:

!

&B!@?

慢病毒载体构建后酶切鉴定图

!*X6/Y1/

%

"

$

D>U=(%!

质粒酶切片段%

#

$

D>U=(%"

质粒酶切片段%

(

$

D>U=(%#

质粒酶切片段%

'

$

-

]aJ

质粒

!*!

!

D>U=F

慢病毒干扰效果
!

S'=!

心肌细胞转

染慢病毒
D>U=F

"同时使用
-

]aJ*#

-

,/.P;U

慢

病毒作为阴性对照'

-

]aJ*#

-

,/.P;U

慢病毒感

染心肌细胞
)!>

后"绿色荧光的细胞占
$&Z

以上
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!图
Ĉ

#"说明包装出来的慢病毒能够有效感染心肌

细胞'

图
;

!

荧光显微镜下慢病毒载体的包装及转染细胞表现
!

!

M

$

S?a%"+#E

细胞转染重组质粒
"(

后%

^

$

S+="

心肌细胞转染

慢病毒后
*J/7

B

7869@6

B

87<7:607.8

$

."$$

!*C

!

不同靶序列
D>U=F

慢病毒干扰效果对比
!

将

慢病毒感染
C

(

F2

的心肌细胞提取
L5M

和蛋白"从

转录水平和蛋白水平分别检测
C

条候选靶序列对心

肌细胞的
U=F

基因干扰效率'

W

LE%U=L

结果表

明$

D>U=F%#

可使心肌细胞中
U=F

基因的表达水平

下降
("Z

"其抑制效率最高!

#

&

"*"&

"图
FM

#%蛋白

免疫印迹表明$

D>U=F%#

慢病毒质粒转染后抑制效

率最高!

#

&

"*"&

"图
F̂

#'

图
?

!

慢病毒转染心肌细胞后
!@?

基因%

6

'及蛋白%

>

'的表达

"

#

&

$*$'

与对照组相比%

$*#

"

'

%-"

;

!

讨
!

论

U=F

蛋白是只有
#!)

个氨基酸组成的细胞核冗

余蛋白"首先在
S1]6

细胞系的核提取物中被发现'

体外发现其
5

端具有增强转录的活性%

=

端能分别

结合单链
I5M

和双链
I5M

"特别是对没有配对的

I5M

具有强亲和力+

'

,

'此外"

U=F

能够与多个转录

因子直接相互作用"从而增强其活性"如
[U#(

(

PM]F

(

MU!

(

+U#

(

EME

(

E;KK̂

(

-

&C

等+

'%##

,

'

U=F

与不同的转录因子作用位点不同'其能够结合在

[U#(

(

PM]F

(

MU!

的活性区"

EME

的
L5M

结合

区"

+U#

和
-

&C

的
I5M

结合区"

-

&C

的
=

端调控区'

这表明
U=F

在介导不同转录因子时作用机制不同'

U=F

蛋白存在翻译后修饰"主要包括磷酸化修

饰和乙酰化修饰'研究+

#!

,发现"酪蛋白激酶
!

!

:6D178Y786D1

#

"

=a

#

#可磷酸化
U=F

%

U=F

的
5

端有一段富含丝氨酸的氨基酸序列!

C

"

!!

#"

=a

#

能同时磷酸化该区域的
)

"

$

个丝氨酸"从而抑制

U=F

的共激活功能'研究+

#C

,发现"

U=F

能够被另一

个转录共激活子
-

C""

乙酰化"从而促进
U=F

结合

双链
I5M

的能力'此外"

U=F

磷酸化能抑制
U=F

乙酰化"而
U=F

乙酰化对其磷酸化没有影响+

#C

,

'

在世界范围内"心血管疾病正逐渐成为发病率

和致死率的首要原因'哺乳动物心脏损伤后不能

再生可能是心血管疾病患者死亡率高的原因'本

研究首次报道用慢病毒载体系统介导的
L5M

干扰

技术建立心肌细胞
U=F

敲除模型'慢病毒载体系

统介导的
L5M

干扰技术可以作为一种快速(有效

降低目的基因表达的研究手段'本研究成功构建

了
U=FL5M

干扰慢病毒表达载体
U=F%

-

]aJ*#

-

,/.

"经
S?a%!'CE

细胞包装后转染心肌细胞"感

染效率达
$&Z

'

W

LE%U=L

和
\1D01/8

印迹检测显

示"

C

对干扰靶序列能不同程度降低
U=F

基因的表

达量"第
#

对靶序列的干扰作用最明显'本结果为

后期进一步研究
U=F

基因在心脏中的作用机制奠

定了基础'
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年南通地区人群戊型肝炎病毒感染的血清流行病学调查

顾宇峰!谭晓慧!杨
!

婷!邰伯军!汤
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南通大学附属医院感染科"南通
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!摘要"

!

目的"探讨
!"#"

至
!"#&

年南通市人群戊肝病毒!

>1

-

60707D?T7/,D

"

S?[

#的感染状况及流行特点"为戊型病毒性

肝炎!简称戊肝#防治提供依据'方法"选择南通大学附属医院
!"#"

年
#

月
#

日至
!"#&

年
#!

月
C#

日收诊并作
S?[

血清学检

测的病例
())!

例'采用酶联免疫吸附试验!

?]K+M

#诊断试剂盒检测血清抗
S?[

抗体!

K

B

X

(

K

B

P

#'对不同年度(年龄(性别人

群的
S?[

感染率进行统计分析"并对戊肝发病率进行分析'结果"

(

年间"

())!

例受测试者抗
S?[

抗体!

K

B

X

&

K

B

P

#总阳性率

为
C*C&Z

!

!!)

例#%

!"#"

至
!"#&

年各年度人群血清
S?[

抗体阳性率分别为
(*'!Z

(

#*)FZ

(

C*&CZ

(

"*'"Z

(

C*&"Z

(

!*#CZ

'

!"

岁以下(

!"

"

!'

岁(

C"

"

C'

岁(

F"

"

F'

岁和
&"

"

&'

岁年龄段人群血清
S?[

抗体阳性率随年龄增加而升高!

#_

"*""#

#%

&'

岁以后各年龄段人群血清
S?[

抗体阳性率逐步下降'男性抗
S?[

抗体阳性率明显高于女性!

#_"*""#

#'

!!)

例血清抗
S?[

抗体阳性者中"显性感染率为
)!*!&Z

%其中"急性黄疸型肝炎发病率显著高于急性无黄疸型肝炎发病率!

#_

"*""#

#'

S?[

感染者中"

Ŝ [%S?[

重叠感染率为
!#*#&Z

"

S=[%S?[

重叠感染率为
"*$$Z

%

SM[%S?[

重叠感染率为

"*FFZ

'

Ŝ [%S?[

重叠感染的戊肝组患者血清丙氨酸氨基转移酶(天门冬氨酸氨基转移酶(总胆红素水平与单纯戊肝组患者

差异无统计学意义"凝血酶原活动度(血清白蛋白水平均低于单纯戊肝组!

#

&

"*"#

#'结论"

!"#"

年南通市人群
S?[

感染率

为
(*'!Z

"此后
&

年
S?[

感染率维持在较低水平!

"*'"Z

"

C*&CZ

#'男性较女性更易感染
S?[

%

F"

"

&'

岁人群具有相对较

高的
S?[

感染风险"应引起高度重视'

S?[

感染后"多数表现为急性黄疸型肝炎%慢性
Ŝ [

感染重叠
S?[

感染可致肝损

伤加重'
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