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22"摘要#2目的2探讨人胸腺素
!

A!QM?E8XG<
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A&Y.&RA%基因 *$+干扰慢病毒载体的构建&观察病毒感染 36OY细胞后

Y.&RA E*$+和蛋白表达&为进一步研究 Y.&RA 基因的功能提供基础) 2方法2设计特异性干扰人 Y.&RA 基因的小发卡

*$+序列&合成含有干扰序列的双链 ]$+8HG>8&与经 +>:#和 R0%*#双酶切后的 V1!&#,S1-\载体连接产生慢病毒载体)

转化感受态大肠杆菌 ]"@F并对阳性克隆进行 \!*扩增测序鉴定) 慢病毒载体*包装系统质粒共转染包装细胞 36OY细胞&产

生慢病毒颗粒并测定病毒滴度) 将获得的慢病毒感染 36OY细胞&分别采用实时定量 \!*和免疫细胞化学染色方法观察

Y.&RAE*$+和蛋白的表达情况&利用生成的 Y.&RA XM*$+慢病毒感染原代成纤维细胞) 2结果2感染重组慢病毒的 36OY

细胞与空病毒转染阴性对照细胞的 Y.&RA E*$+表达分别为 4P@C e4P55 和 5P44 e4P4C!@h4T444C%&实验组细胞的敲减率

为 AAk) 实验组 Y.&RA 蛋白表达水平 4P4A3 e4P447 比阴性对照组细胞 4P46O e4P446 的表达降低 @@k!*hAC5POA3&@j

4T445%) 感染重组慢病毒的原代培养的成纤维细胞与空病毒转染的对照细胞相比&Y.&RA 蛋白表达水平亦明显降低)

结论2Y.&RA 基因干扰慢病毒构建成功并能显著降低 Y.&RA 基因和蛋白在 36OY细胞中的表达&成功感染原代成纤维细胞使

其目的基因蛋白减少&为进一步研究 Y.&RA 基因的功能奠定研究基础)

"关键词#2YM?E8XG<

!
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>:QQM:H:<QGZG;=XPYM:ZG;=XQGQ:;IFX9:Q:;EG<:9P+̂Q:;IF;9X& G< QM:36OYJ:HHXG< :̂JQ:9 IGQM QM:H:<QGZG;=X& QM::[V;:XXG8< 8̂Y.&RA

IFX9:Q:JQ:9 W? ;:FHQGE: \!* F<9 GEE=<8J?Q8JM:EGXQ;?P &GEGHF;H?& F V;GEF;? ĜW;8WHFXQIFX FHX8 G< :̂JQ:9 IGQM QM:

H:<QGZG;=XP2*23;9:3!8EVF;:9 IGQM <:>FQGZ:J8<Q;8HJ:HHX& QM:E*$+F<9 V;8Q:G< H:Z:HX8̂Y.&RA G< 36OYJ:HHXG< :̂JQ:9 IGQM QM:

H:<QGZG;=XI:;:;:9=J:9 W?AAk !4P@C e4P55 ZX5P44 e4P4C& FhB6PC7O& @j4P45% F<9 @@k !4P4A3 e4P447 ZX4P46O e4P446&

*hAC5POA3& @j4T445% ;:XV:JQGZ:H?PYM::[V;:XXG8< 8̂Y.&RA IFXXG><ĜGJF<QH?;:9=J:9 G< QM:V;GEF;?ĜW;8WHFXQXP2!56@9;37563
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22在临床实践中&手术和创伤是增生性瘢痕和瘢

痕疙瘩形成的最主要诱因&这 3 种过度增生性瘢痕

除了影响患者的外貌外&严重者还会影响患者的功

能和心理) 两者的发病机制目前还不十分清楚) 成

纤维细胞过度增殖及细胞外基质过度沉积是其共同

的特征) 浸润生长*复发及部分存在的家族遗传倾

向是瘢痕疙瘩与增生性瘢痕的不同之处) 为了研究

瘢痕过度增生的机理&我们前期建立了瘢痕疙瘩和
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增生性瘢痕差异表达基因 J]$+文库
.5/

&从中筛选

出的 R.44@C6B 号基因片断与胸腺素
!

A

!QM?E8XG<

!

A&Y.&RA%基因部分序列高度同源) 通过表达验

证&证明在瘢痕疙瘩*增生性瘢痕和正常皮肤组织及

其成纤维细胞中 Y.&RA 表达存在差异
.3/

)

Y.&RA 是 56B5 年从胸腺提取液中利用色谱分

析和凝胶过滤法分离得到的水溶性*含有 AO 个氨基

酸*分子量为 A6CA]F的高保守多肽
.O/

) 作为人体

内广泛存在的一种多肽&Y.&RA 参与调节免疫功

能*神经发育*创伤愈合和肌动蛋白功能等细胞和机

体的功能呈现多样性
.A/

) 因此&推测它是一个多功

能的多肽) Y.&RA 能加速伤口的愈合&抑制炎症介

质的释放&加速细胞外基质沉积
.@&C/

) 结合我们的

前期工作结果&我们推测 Y.&RA 在瘢痕的形成和发

展中可能发挥重要作用) 本实验构建 Y.&RA 的小

发卡 *$+!XM*$+%序列慢病毒载体&包装产生慢病

毒后利用产生的慢病毒感染 36OY细胞和原代成纤

维细胞&观察 Y.&RA 的 E*$+和蛋白表达情况&为

今后进一步研究 Y.&RA 的功能及其对瘢痕等细胞

的影响奠定基础)

52材料与方法

5P52材料

\!*用引物由上海吉凯基因技术有限公司合

成&9X]$+8HG>8由上海生物工程技术有限公司合

成&慢病毒载体 V1!&#,D1-\*36OY细胞购于上海吉

凯基因技术有限公司&质粒提取试剂盒*逆转录试剂

盒*切胶回收试剂盒购自 oGF>:<&转染试剂脂质体

3444!,GV8̂:JQFEG<:3444%**$+抽提试剂 Y;GL8H购

自 #<ZGQ;8>:<& .D.,0 逆 转 录 酶 和 9$Y\ 购 自

\*(.%1+公司) (HG>89Y购自上海生物工程技术

有限 公 司) 无 *$+ 酶 的 物 品 都 购 自 +[?>:<)

+>:#*R0%*

(

和 YA ]$+连接酶*YA ]$+连接酶缓

冲液购自 $%R& ]$+聚合酶购于 YFKF;F&V8H?W;:<:*

(VQGD.%.培养基购于 &G>EF&免疫组化 Y.&RA 抗体

购于 +WJFE&\0C445 免疫组织化学试剂盒和 ]+R

!二氨基联苯胺%显色试剂盒购于北京中杉金桥生

物有限公司&实时定量 \!*!;:FHQGE:\!*%试剂盒

购于 Y+a+*+&血清购于 "?JH8<:)

5P32方法

5P3P52人 Y.&RA 基因 *$+干扰慢病毒载体的构

建和鉴定2据 Y.&RA!$.q435546%的基因信息&设

计特异性针对目的基因的 XM*$+序列&同时设计一

条序列作为阴性对照&通过 R,+&Y验证该序列对于

任何基因无干扰效应) 合成*退火形成 XM*$+]$+

双链&与经 +>:#和 R0%*

(

双酶切后的 V1!&#,D

1-\载体连接&转化感受态大肠杆菌 ]"@

1

&挑选重

组阳性菌落进行 \!*并进行测序鉴定!上海美季生

物技术有限公司%&证实 ,0DXMDY.&RA 慢病毒载体

构建成功)

病毒载体构建框架构建成功&XM*$+序列为

+F1+11YY11+Y!++1YYY++) 阳性克隆的 \!*鉴

定 引 物 为" 上 游" @r S !! S

Y+YYY!!!+Y1+YY!!YY!+Y+ SOr& 下 游" @rS

1Y++Y+!11YY+Y!!+!1!1 SOr) 阳性重组慢病

毒命名为 ,0DXM Y.&RA&阴性重组慢病毒!即对照慢

病毒%命名为 $!)

5P3P32,0DXM Y.&RA 的包装*收获及浓缩2,0DXM

Y.&RA 的包装*收获及浓缩参照文献
.7/

进行&简而

言之&V1!D,0载体 34

.

>&V":HV:;5P4 载体 5@

.

>&

V":HV:;3P4 载体 54

.

>用脂质体 3444 共转染 36OY

细胞&B M 后换成新鲜的含 54k血清的培养基&继续

培养 AB M&AB M 后收集细胞上清液&过滤&分装& SB4

n长期保存备用&利用逐孔稀释法测定病毒滴度)

5P3PO2慢病毒感染 36OY细胞2感染前一天&36OY

细胞用无青链霉素的含 54k血清的培养基铺板于 C

孔板中&每孔 5 m54

@

个细胞&根据测定的病毒滴度&

在 .(#h@4 的情况下进行感染) 感染分为实验组*

阴性对照组及空白对照组) 53 M 后换成含 54k胎

牛血清的培养基继续培养) 根据细胞是否表达绿色

荧光蛋白 !>;::< Ĥ=8;:XJ:<QV;8Q:G<&1-\%判断细胞

转染是否成功&以表达 1-\的细胞占全部细胞的百

分比确定细胞转染率)

5P3PA 2病毒感染后 36OY细胞中 Y.&RA 基因

E*$+检测236OY细胞病毒感染 @ 9 后&根据

#<ZGQ;8>:< 公司的 Y;GL8H操作说明书进行细胞总

*$+提取) 根据 \;8E:>F公司的 .D.,0操作说明

书使 *$+逆转录获得 J]$+) 按下列比例配置

\!*反应体系"&/R*V;:EG[Q=;:54

.

H-上游引物!@

.

E8HUEH% 4P@

.

H-下游引物 ! @

.

E8HUEH% 4P@

.

H-

J]$+5P4

.

H-双蒸水 BP4

.

H) 其中内参 +JQG< 的上

下游引物分别是 @rS11!11!+!!+!!+Y1Y+!!!YD

Or和 @rS+1111!!11+!Y!1Y!+Y+!YSOr!\!*

产物长度为 343 WV%&Y.&RA 的上下游引物分别是

@rS++1+++!1+YY1++!+11+1++1SOr和 @rS

+1+Y+1+Y+1+!+1+Y111+++11SOr!\!*产物

长度为 3O3 WV%) 实时定量 \!*仪 !+R#型号&美

国%上机设定程序为两步法 *:FHDYGE:\!*"预变性

6@ n&5@ X-之后每一步变性 6@ n&@ X-退火延伸 C4

n&O4 X-共进行 A@ 个循环) 每次在延伸阶段读取

吸光值) \!*结束后&6@ n变性 5 EG<&然后冷却至

@@ n&使 ]$+双链充分结合) 从 @@ n开始到 6@

n&每一步增加 4P@ n&保持 O4 X& 同时读取吸光

值&用以制作熔解曲线)
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5P3P@2病毒感染后 36OY细胞中 Y.&RA 基因蛋白

水平 的 检 测 2 试 验 分 成 实 验 组 !感 染 ,0DXM

Y.&RA%&空白对照组!未做处理对照%&阴性对照组

!感染对照慢病毒&$!%) 各组细胞分别进行铺板)

实验前一天细胞铺于盖玻片上&使第 3 天细胞密度

约为 B4k) 实验参照 Y.&RA 抗体和 \0C445 试剂

盒的说明进行操作) ]+R显色 @ EG<&脱水&封片)

显微镜!(H?EV=X&"3&日本%镜下观察&每张在 A44

倍下随意取 @ 个视野&应用 #EF>:D\;8\H=XCP4 图像

分析软件对平均光密度进行测量)

5P3PC2慢病毒感染原代成纤维细胞2人正常皮肤

成纤维细胞源自美容手术废弃的皮肤&以组织块培

养法原代培养并传代&所用皮肤标本是在患者知情

同意下从北医三院成形外科门诊取材) 取 5 例第 C

代成纤维细胞进行病毒感染) 感染的过程如5P3PO)

荧光显微镜 !$GK8< Y%O44&日本%镜下观察 1-\的

表达情况判断细胞转染率) 感染 3 周后&采用流式

细胞仪!.(-,(&美国%分选绿色荧光蛋白表达阳性

的细胞并扩大培养) 免疫组化染色检测成纤维细胞

中 Y.&RA 蛋白的表达&步骤同 5P3P@)

5PO2统计学分析

以上实验每组设 O 个重复&每一实验重复 O 次)

实验结果用=eD表示) 应用 &\&& 5OP4 版统计软件

进行统计学数据处理) 实时定量 \!*数值分析采

用 3

S

22

!Q

分析法
.B/

&采用单因素方差分析&数据两两

比较采用 ,&]法-细胞免疫化学检测数据进行非参

数秩和检验&数据两两比较采用 $:E:<?GQ:XQ法-

@j4P4@时差异有统计学意义)

32结果

3P52]"@

1

大肠杆菌 Y.&RA XM*$+转化阳性克隆

的 \!*鉴定

Y.&RA 基因的 XM*$+载体转化大肠杆菌&挑选

阳性克隆菌落行 \!*扩增和测序) 插入 Y.&RA 基

因干扰序列的重组阳性菌落经 \!*扩增后的产物

片段长为 OAO WV!从载体中酶切掉 3A WV&插入片段

长为 C5 WV%&以双酶切后 V1!&#,D1-\空载体的

\!*扩增产物!长为 O4C WV%为对照&鉴定结果和预

期的一致 !图 5 %) 测序结果表明&合成的 Y.&RA

XM*$+核苷酸序列插入正确)

3P32,0DXM Y.&RA 慢病毒的滴度测定

将慢病毒包装质粒混合物和重组 Y.&RA 基因

慢病毒载体包装慢病毒后&收集病毒上清液测定的

病毒滴度为 A m54

B

)UE,)

3PO 2 ,0DXM Y.&RA 感染 36OY细胞的 Y.&RA

E*$+的表达变化情况

镜下可见 36OY细胞为铺路石样!图 3%) 病毒感

图 RSD"W

#

大肠杆菌转化克隆 E!*产物的凝胶电泳图

5P阴性对照 ! 99"

3

(% 2 3PV1!&#,S1-\空载体 2

OP]$+分子量标准2A dBP,0SXM Y.&RA 重组菌样品

染 36OY细胞后&在荧光显微镜下观察& 感染 ,0DXM

Y.&RA 和阴性对照组都能够表达1-\&显示较强的绿

色荧光&@ 9 左右荧光最亮&感染效率达 B@k以上)

图 TS倒置显微镜观察 T_UL细胞S T̀\\

实时定量 \!*的熔解曲线表现为单一峰&说明

是特异性扩增) 实验组*空白对照组*阴性对照组的

3

S

22

!Q

结果分别为 4P@C e4P55*5P33 e4P5O*5P44 e

4P4C!' h6&FhB6PC7O&@h4P4447%) 实验组与阴

性对照组相比明显下降 !@h4P444C %&敲减率为

AAk)

3PA2 ,0DXM Y.&RA 病毒感染 36OY细胞 Y.&RA 蛋

白的表达变化

细胞免疫化学染色结果显示&在空白对照和阴

性对照细胞中&细胞核*细胞浆均呈现深染的棕黄色

阳性信号&不同细胞深棕色*咖啡色着色不等) 与前

两组相比&,0DXM Y.&RA 组细胞胞质*胞核染色程度

明显浅染 !图 O %) 感染病毒以后& ,0DXM Y.&RA

组*阴性对照组和空白对照组的平均光密度分别为

4P4A3 e4P447*4P46O e4P446*4P464 e4P454&36OY

细胞 Y.&RA 蛋白表达比阴性对照组明显减少 @@k

!' h6&*hAC5POA3&@j4P445%)

3P@2,0DXM Y.&RA 感染原代成纤维细胞的 Y.&RA
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蛋白表达变化

原代成纤维细胞在镜下呈长梭形有突起) 原代

成纤维细胞感染病毒经流式细胞仪分选后&与对照

组相比细胞形态未见明显改变&胞体较大&细胞绿色

荧光蛋白表达的阳性率达 66k !图 A%) 细胞免疫

化学染色结果显示&在细胞浆及细胞核中均有棕黄

色阳性颗粒表达&实验组成纤维细胞的 Y.&RA 染色

阳性信号明显比 3 个对照组减弱!图 @%)

图 UST_UL细胞感染 ,0?3AL.&MV 后 L.&MV 蛋白的表达变化SD+M染色S T̀\\

+P空白对照-RP阴性对照-!P,0DXM Y.&RA-

)

Y.&RA 蛋白表达阳性的细胞

图 VS,0?3AL.&MV 感染的人成纤维细胞%流式细胞仪分选S T̀\\&

+P普通光显微镜下-RP荧光显微镜下-白箭头"表达绿色荧光蛋白阳性的转染 ,0DXM Y.&RA 成功的成纤维细胞

图 WS感染 ,0?3AL.&MV 的人原代成纤维细胞 L.&MV 的蛋白表达变化SD+M染色S V̀\\

+P空白对照-RP阴性对照-!P,0SXM Y.&RA-

)

Y.&RA 染色阳性的成纤维细胞

O2讨论

Y.&RA 蛋白广泛存在于各种组织*器官和细胞

中&脾脏*胸腺*肺和腹膜巨噬细胞含量最高&在脑*

肝*肾脏*睾丸*心脏表达其次&同时&在成肌细胞*成

纤维细胞中也有表达
.6&54/

&在创伤的伤口液中

Y.&RA 的含量可高达 5A

.

>UEH

.55/

) 研究表明&

Y.&RA 能促进皮肤创伤的愈合&.FHG<9F等
.53/

首次

在大鼠皮肤全层损伤模型中研究 Y.&RA 促进皮肤

创伤愈合的作用&证实其促进角质细胞的分化*迁移

进而再上皮化) 局部敷用及腹腔注射 Y.&RA 均观

察到明显的再上皮化&同时 Y.&RA 可以直接促进损

伤边缘正常皮肤的角质细胞向损伤中心迁移&最终

均促进伤口的再上皮化&表现为伤口的收缩&损伤面

积的减小&伤口愈合-Y.&RA 还能通过促进胶原纤

维重排与基膜重建&在组织的再生*重塑*创伤组织
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的愈合修复中发挥重要作用)

*$+G技术是当今生命科学的一大热点&是在基

因转录后水平的干扰&是抑制基因表达的强有力工

具&能特异性降低目的基因的表达量&进而有效的研

究该基因在生物体内的作用) 与直接转染 XG*$+

序列相比&质粒或病毒载体有更多优势"在体内不容

易被降解&能形成稳定*长时间的表达
.5O/

) 慢病毒

是逆转录病毒一种&因其基因组中 !V1岛更少&能

更加有效的抵抗宿主细胞的抗性&更大程度地避免

干扰片段的脱靶效应&更好地发挥基因沉默作用)

慢病毒构建的载体能感染分裂和非分裂细胞&感染

后即整合到细胞的基因组中稳定表达&扩大了慢病

毒感染细胞的范围&可用于感染传统转染试剂难以

转染的细胞如原代细胞*悬浮细胞等) 近年来&用慢

病毒载体介导 *$+G的一些体内外研究
.5A&5@/

即显示

了该技术策略在内源性基因功能研究和基因治疗前

沿领域的重大意义)

目前&尚无将 *$+G技术构建慢病毒应用于成

纤维细胞 Y.&RA 的研究报道) 我们通过前期筛选

出来的 Y.&RA 基因 *$+G有效靶序列&利用V1!D,0

载体&病毒包装系统 V":HV:;5P4 载体和 V":HV:;

3T4 载体构建 Y.&RA XM*$+慢病毒载体) 其中

V1!D,0质粒含有 )C 启动子&能在宿主细胞中持续

表达 XG*$+&同时该质粒能表达由 !.0启动子驱动

的 1-\&可用于病毒包装时转染效率及感染目的细

胞的感染效率的检测) V":HV:;5P4 质粒中含有

"#0病毒的 1F>基因&为编码病毒主要的结构蛋白-

\8H基因&为编码病毒特异性的酶) V":HV:;3P4 质

粒中含有单纯疱疹病毒来源的 0&01基因&提供病

毒包装所需要的衣壳蛋白) 36OY细胞是 36O 细胞

的一种&作为包装细胞&在包装后产生高滴度的病毒

颗粒&同时表达报告基因绿色荧光蛋白&能在荧光显

微镜下直接观察细胞转导的效率&使实验更加直观&

有利问题的及时发现和解决)

本实验 ,0DXM Y.&RA 感染 36OY细胞后&能有

效的抑制 36OY细胞中 Y.&RA 基因的表达&从而验

证了构建的慢病毒载体的有效性) 原代培养细胞&

尤其是原代培养的皮肤成纤维细胞是转染极为困难

的一类细胞&采用一般质粒转染其转染效率基本不

到 7k) 利用 ,0DXM Y.&RA 感染原代成纤维细胞&

能较大地提高转导效率&感染效率约为 O4k) 为收

获绿色荧光蛋白阳性的成纤维细胞&我们采用流式

细胞仪分选细胞&扩大培养&成功地纯化出感染成功

的原代成纤维细胞) 细胞通过细胞免疫化学染色初

步验证了实验的有效性)

通过构建 ,0DXM Y.&RA 载体和采用流式细胞

仪分选技术&我们得到了有效抑制 Y.&RA 表达的稳

定细胞) 这一方法的建立为进一步研究成纤维细胞

中 Y.&RA 的作用机制及其对瘢痕等细胞过度增生

的影响奠定了实验基础)
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