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新型 RNAi载体抑制 HPV16E6基因在人宫颈癌细胞 Caski中的表达 *
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摘要 目的：利用自行构建的一种基于 Semliki森林病毒的新型 RNAi载体 pSFV-RNAi Ready，验证将其用于短期高效沉默
HPV16E6基因的效果。方法：以 HPV16E6为靶标基因，设计并构建基于 pSFV-RNAi Ready的重组质粒，分直接电击转染和病毒
颗粒共培养两种方式转入人宫颈癌细胞株 Caski，RT－PCR、Western blot检测 HPV16E6表达水平。结果：重组质粒对 HPV16E6
沉默效果优于常规 RNAi质料载体，接近化学合成小 RNA，抑制率可高达 90%以上，10天后效果仍然存在；结论：新型 RNAi载体
pSFV-RNAi Ready可较好地应用于特异高丰度靶基因的表达抑制，有望用于未来的科学研究或治疗应用。
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ABSTRACT Objective: To examine the silence effects of HPV 16E6 gene, which mediated by pSFV-RNAi Ready, a novel RNAi
vector based on SFV replicator. Methods: Targeting HPV16E6 gene, Construct an re-combined plamid with pSFV-RNAi Ready, Then
introduced into Caski cells by PLUS transfection and co-culture with viral particle. The expression of HPV16 E6 were investigated by
RT-PCR and Western blot. Results: The novel pSFV-RNAi Ready vector was constructed successfully, Results of RT-PCR and Western
blot indicated that pSFV-RNAi Ready mediated RNAi reduced HPV16E6 expression by more than 90 percent, which similar to chemi-
cally synthesized short interfering RNAs, much stronger than traditional RNAi vector, and continue to work after more than 10 days.
Conclusion: pSFV-RNAi Ready vector could silence the specific high-expressed target gene efficiently, It have potential for scientific
research or clinlical therapy in the futrue.
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前言

RNA干涉(RNA interference，RNAi)近年来在基因分析和
基因治疗研究中应用日益广泛，但在解决 RNA给药途径言及
RNA稳定性上仍面临质疑。利用载体表达抑制时间相对较长，
能部分解决药物稳定性和组织特异性的问题，但往往表达效率

不够高，在形成局部 siRNA浓度及抑制效果上均明显不如化
学合成 siRNA，尤其是当面对表达丰度特别高的特定基因（如
患者体内致病 /癌基因）时普遍效果欠佳[1，2]，而表达效率较高

的病毒载体如腺病毒则又易受宿主细胞抗病毒免疫等影响，使

用受限[3，4]。
鉴于以上情况，本室近年自行构建了一种基于西蒙尼克森

林病毒（Semliki forest virus，SFV）复制子的新型 RNAi体内表
达载体系统，理论上具有利用 RNA复制酶催化、短期高效表达
的特点，不同于目前应用中的任何一类 RNAi载体[5]。本研究拟
验证将其用于沉默人宫颈癌细胞中 HPV16E6 基因的初步效
果，以期为未来的科学研究或治疗应用打基础。

1 材料方法

1.1 载体与细胞株
质粒 pSFV-RNAi Ready 由本室自行构建。siRNA 质粒

pSilencer1.0-U6，购自 Ambion。Caski、BHK21细胞株购自武汉
大学细胞保藏中心，培养条件：加入含 100单位 /ml青毒素、
10μg/ml链霉素及 10%小牛血清（GIBCO）的 DMEM完全培养
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基（GIBCO），在 37℃、5% CO2条件下恒温培养箱中培养，约

2-3天传代一次。
1.2 核酸合成及主要试剂

RNAi相关序列由上海吉凯合成。限制性内切酶 Spe I、
Xba I、Spe I、EcoRⅤ、SsP I、BamH I等，以及常规 PCR试剂、连
接酶，均购自 Takara。Nucleofector转染试剂盒购自 Amaxa。鼠
抗人 HPV16E6单抗购自 Chemicon，HRP标记的羊抗小鼠 IgG
购自上海华美。
1.3 抑制 HPV16E6基因表达的小干扰 RNA的设计及其编码
基因的获得

根据 HPV16E6基因序列（GenBank：AF536179），选取位于
HPV16E6基因开放阅读框架转录起始位点下游 104-124bp处
长 21bp的序列为靶点进行设计，所得 siRNA序列转换成相应
DNA，并添加上 BssH II粘端、19N链、茎环序列、反向互补 19N
链、转录终止区和 Cla I粘端，最终具体序列如下(下划线部分
为针对 HPV16E6 mRNA的靶序列)：正义链 5'- CGCGCGT-
GTGTGTACTGCAAGCAACTTCAAGAGA GTTGCTTGCAG-
TACACACATTTTTTAT -3'； 反 义 链 3'-GCACACACAT-
GACGTTCGTTGAAGTTCTCTCAACGAACGTCATGTGTGT-
AAAAAATAGC -5'。人工合成上述单链(上海吉凯)，加水分别
溶解至 1 g/ l。
1.4 抑制 HPV16E6基因表达的重组 RNAi载体的构建
1.4.1 将上述人工合成单链链退火成为双链，以 Sma I和 BamH
I双酶切后连入 pSFV-RNAi Ready，连接产物转化 DH5感受态
细胞，氨苄青霉素筛选，挑单克隆摇菌培养，所提质粒用 BssH
II 和 Cla I 双酶切及测序鉴定。重组 RNAi 载体命名为 pS-
FV-RNAi-HPV16E6。
1.4.2 将前述双链 DNA 两端的酶切位点更换为 Hind Ⅲ和
EcoR I，合成并重组入传统、无关 RNAi质粒 pSilencer1.0-U6
相 应 多 克 隆 位 点 处 , 所 得 质 粒 命 名 为 pSi-
lencer-RNAi-HPV16E6。
1.5 电击转染 Caski细胞及转染细胞 HPV16E6基因表达水平
的检测

1.5.1 电穿孔法转染细胞 将经测序鉴定正确的重组载体 pS-
FV-RNAi-HPV16E6用电穿孔法（Amaxa电转仪）转染 Caski细
胞，另设 Caski细胞空白对照组、化学合成 siRNA处理组、阴性
对照 siRNA组和无关 RNAi质粒 pSilencer-RNAi-HPV16E6处
理组，同样方法转染 Caski细胞。具体步骤为：常规培养 Caski
细胞至对数期，收集细胞，选择针对宫颈癌细胞的 Nucleofector
液转染液 100μl（Amaxa电转试剂盒）重悬细胞，加入 2μg线
性化载体或终浓度为 250nmol/L的 siRNA，混匀后移入 Amaxa
特制电击池，选择相应程序电转 3s。结束后向电击池中加入
0.5mL培养液，冲洗并移入 6孔板中培养。
1.5.2 Western Blot法检测沉默效果 分别于转染后 24、48、72、
120h和 10d镜下观察并收集各细胞，Western Blot法检测细胞
内 HPV16E6蛋白的表达，具体步骤为：收集细胞到蛋白上样缓
冲液中，沸水浴 10min，10000rpm离心 10min，取上清，经 15％
的 SDS-PAGE 分离后，转移至硝酸纤维素膜上，以鼠抗人
HPV16E6单抗为一抗，HRP标记的羊抗小鼠 IgG为二抗进行
免疫酶反应，DAB显色，Gel-Pro Analyzer软件对各处理组与空

白对照组的灰度扫描比值分析细胞中 16E6蛋白表达水平的变
化。
1.6 重组 SFV病毒颗粒制备及感染细胞 HPV16E6基因表达水
平的检测

方法详见文献[5]。将前述经测序鉴定正确的重组载体 pS-
FV-RNAi-HPV16E6 及 SFV- helper 质粒共同转染 BHK-21 包
装细胞，G418筛选，阳性转染细胞传代培养 48h后取上清离心
收集病毒，然后将病毒颗粒加入 Caski细胞共培养 (MOI＝10)，
并分别于 24、48、72、120小时和 10天收集细胞提总蛋白，同样
Western Blot法检测细胞内 HPV16E6蛋白的表达水平；另外，
取病毒转染后培养 48h 细胞，PBS 清洗，2％多聚甲醛固定
10min，作 X-gal染色，计数 5个高倍镜视野下，核蓝染细胞和
未蓝染细胞的比例，分析病毒基因转染细胞的能力。
1.7 统计分析

SPSS13.0统计学软件进行相应的统计学处理。

2 结果

2.1 质粒 /siRNA电击转染细胞 HPV16E6基因沉默效果分析
设计并合成 siDNA-HPV16E6的正义链和反义链，成功构
建了基于 pSFV-RNAi Ready和传统 siRNA质粒的 shRNA表
达质粒（测序及电泳图略）。
2.1.1 RT-PCR结果 质粒 /siRNA转染后细胞的 RT-PCR检测
结果部分如图 1示，结果表明，设计的 HPV16E6特异 siRNA
及质粒表达 shRNA能有效抑制细胞中 16E6的表达；对各条带
与同组 GAPDH内参的灰度扫描比值的结果分析表明，与 Con-
trol比，siRNA组的这种抑制作用达到 82.5%（48h），转染后 48h
达到峰值，72h 后基本丧失；与 siRNA组比，使用 pSFV-RNAi
Ready载体 RNAi抑制效果峰值无明显降低（78.1%），但出现
更早（24h内），持续时间更长，实践中 10d后依然可以观察到
抑制效果存在。

2.1.2 Western blot结果 转染后 48h的 Western Blot分析结果
如图 2所示，pSFV-RNAi Ready载体所携 shRNA高水平表达，
对 HPV16E6 蛋白表达水平的总抑制率为 72.4％，化学合成
siRNA组为 76.5％，二者差异不显著（P>0.05）。镜下计数结果
表明，利用 Amaxa电转方法，pSFV-RNAi Ready载体对 Caski

图 1 siRNA/RNAi质粒转染细胞中 HPV16E6表达的 RT-PCR分析
Fig 1 RT-PCR analyse of HPV16E6 gene expression in siRNA/RNAi

plasmid tansfected cells
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细胞转染率为 75.7％，因此该载体表达 shRNA对 HPV16E6蛋
白表达的实际抑制率高达 95.6％，甚至可能高于本实验所用浓
度的化学合成 siRNA（理论上接近 100％转染成功）；无关
RNAi质粒组总抑制效果仅为约 60％，由于其质粒远小于 pS-
FV-RNAi Ready，细胞转染率应该更高，提示 pSFV-RNAi
Ready 对外源 RNA（shRNA） 的表达效率大大超过常规的
RNAi载体。

2.2 重组 SFV病毒颗粒转染细胞沉默效果分析
镜下观察结果显示：本实验中该重组病毒对 Caski细胞转

染率接近 100％。各组Western结果趋势与电转移方法所获类
似，其中 48h组对 HPV16E6表达总抑制率为 90.8％。

3 讨论

SFV几乎对所有哺乳动物细胞易感，表达效率高，病毒免
疫反应小，可在胞浆内复制 /表达，是最有前景的新兴病毒载
体技术之一[6，7]。本室以 pSFV1载体为基础构建了一类新型重
组 RNAi载体 pSFV-RNAi Ready，具有利用 RNA复制酶高效
催化的特点，不同于目前应用中的任何一类 RNAi载体[5]。本研
究将其用于沉默 HPV16E6基因，实验结果进一步证实：安全性
改进后，此载体可高效表达 10天以上（野生型病毒一般 20小
时内诱发脊椎动物细胞凋亡[8]），超过体外合成 siRNA的平均
66小时[9],而沉默效果无显著差异[10]；与传统 RNAi质粒载体相
比，抑制效果出现早（转染后 24小时内），抑制效率则远远胜出
(>90%)，提示该载体对外源 RNA（shRNA）的表达效率大大超
过常规 RNAi载体[11-12]。因此，我们推测，对于某些细胞内用常
规载体抑制效果欠佳的高丰度表达基因，pSFV- RNAi Ready
载体拥有突出的抑制效果。此类载体用于需短期高效沉默目的
基因的科学研究（如基因功能研究）将具有毋庸置疑的优势，进

一步改进后亦将有望用于制备抑制特异靶基因（包括病毒基

因、癌基因、转录因子和生长因子等基因，例如 HIV，c-myc或

VEGF等）表达的基因治疗性药物，应用前景广阔。
不过，目前版本的载体 pSFV-RNAi Ready还有一些缺点

需要克服，如质粒较大（>12Kb），常规转染细胞时（如脂质体转
染）影响转化效率。使用 Nucleofector电转技术可保证较高细胞
转染率，但同时在设备和使用范围上增加了限制。由于 SFV的
病毒学基础研究还存在许多空白，如何精简非必要的结构基因

部分、减小质粒始终是个难题。比较而言，加辅助质粒组装成病
毒颗粒再感染细胞更为便捷和有效：本室曾在 pSFV-RNAi
Ready的多酶切位点中连入一个 EGFP以观察病毒颗粒感染细
胞的效率，发现实际感染率＞95%[5]。关于 SFV在人体应用的
安全性方面，大规模人体应用数据至今未见报导，但目前欧洲

已有个别 SFV载体疫苗已经或即将进入临床实验[13,14]。本实验
载体要最终用于生物医药开发，尚有待进一步摸索。
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图 2 siRNA/RNAi质粒转染细胞中 HPV16E6表达的Western blot分

析

Fig 2 Western blot analyse of HPV16E6 protein expression in

siRNA/RNAi plasmid tansfected cells
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