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摘　要：山羊脂肪酸合酶 （Ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｙｎｔｈａｓｅ，ＦＡＳ）是脂肪酸合成的关键酶，对乳腺短、中链脂肪酸合成起重

要调控作用。设计了ｓｈＲＮＡ５５４４、ｓｈＲＮＡ５９３６、ｓｈＲＮＡ６１３２３条针对犉犃犛基因不同区域的小发夹ＲＮＡ

（ＳｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ，ｓｈＲＮＡ）及一条阴性对照序列ｓｈＲＮＡＮＣ，并构建表达这４条ｓｈＲＮＡ序列的入门载体

及其靶基因与红色荧光蛋白基因的融合表达载体，二者共转染 ＨＥＫ２９３细胞进行有效序列筛选，结果显示

ｓｈＲＮＡ５５４４和ｓｈＲＮＡ５９３６序列具有明显的干扰效果。在ＬＲＣｌｏｎａｓｅⅡ重组酶作用下，分别将ｐＥＮＴＲ／

ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ５５４４、ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ５９３６ 及 ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡＮＣ

入门载体与腺病毒骨架载体ｐＡｄ／ＰＬＤＥＳＴ进行ＬＲ重组，经氨苄青霉素及氯霉素抗性筛选后成功获得３个

重组腺病毒载体，犛犮犪Ⅰ酶切鉴定及测序分析证实所构建的重组腺病毒载体中插入序列与设计序列一致。重

组腺病毒载体经犘犪犮Ⅰ 酶切线性化后，利用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染 ＨＥＫ２９３细胞，１０～１２ｄ后收集病毒，

在 ＨＥＫ２９３细胞中反复扩增３次后，获得高滴度的重组腺病毒，利用ＴＣＩＤ５０法测定重组腺病毒滴度分别为６

×１０８ＰＦＵ／ｍＬ（表达ｓｈＲＮＡ５５４４序列）、５×１０８ＰＦＵ／ｍＬ（表达ｓｈＲＮＡ５９３６序列）及６×１０８ＰＦＵ／ｍＬ（表达

ｓｈＲＮＡＮＣ序列），为进一步在原代培养的山羊乳腺上皮细胞中进行犉犃犛基因的ＲＮＡ干扰研究奠定基础。
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ｔｏｒ

　　脂肪酸合酶（Ｆａｔｔｙａｃｉｄｓｙｎｔｈａｓｅ，ＦＡＳ）是由

β酮酯酰合酶（βｋｅｔｏａｃｙｌｓｙｎｔｈａｓｅ，ＫＳ）、乙酰／丙

二酸单酰基转移酶（ＡｃｅｔｙｌＣｏＡａｎｄｍａｌｏｎｙｌ

ＣｏＡｔｒａｎｓａｃｙｌａｓｅｓ，ＭＡＴ）、脱水酶（Ｄｅｈｙｄｒａｔａｓｅ，

ＤＨ），烯酰基还原酶（Ｅｎｏｙｌｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＥＲ）、酮酯

酰还原酶（Ｋｅｔｏａｃｙｌｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＫＲ）、酰基载体蛋

白（Ａｃｙｌｃａｒｒｉｅｒｐｒｏｔｅｉｎ，ＡＣＰ）和硫酯酶（Ｔｈｉｏｅｓ

ｔｅｒａｓｅ，ＴＥ）７个功能域组成的多功能复合酶，广

泛存在于动、植物组织细胞中，在脂肪酸合成中居

核心地位，与细胞能量储存、膜结构、胞内信号转

导以及蛋白质的乙酰化密切相关［１３］。生物信息

学分析发现犉犃犛是脂代谢基因中唯一具有适应

性进化特征的基因［４］，在不同物种间其大小及部

分功能存在差异。研究表明，体外分离的山羊脂

肪酸合酶具有终止长链脂肪酸而形成中链脂肪酸

的功能，而在兔、鼠等非反刍动物中此功能则由独

立的硫酯酶Ⅱ（ＴｈｉｏｅｓｔｅｒａｓｅⅡ）来完成
［５６］。利用

化学合成的ｓｉＲＮＡ干扰人前列腺癌细胞中犉犃犛

基因后，细胞脂肪生成能力显著降低，特别是磷脂

及甘油三磷酸合成减少［７］，但目前尚无犉犃犛基因

调控细胞内短、中链脂肪酸合成的研究报道。众

所周知，山羊奶短、中链脂肪酸种类丰富并且含量

高，对人类营养吸收障碍综合征、小肠功能失调等

代谢疾病有显著的预防作用［８］，然而羊奶短、中链

脂肪酸含量高的机理并不清楚。因此研究奶山羊

犉犃犛基因的功能对阐明羊奶短、中链脂肪酸含量

高的分子机理以及通过遗传或营养学手段调控羊

奶中有益脂肪酸含量具有重要的理论及现实意

义。

ＲＮＡ干扰 （ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）是研

究基因功能的一种重要手段，它是在ｍＲＮＡ水平

上阻断基因信息通路，导致特异性的基因表达沉

默。腺病毒载体作为哺乳动物细胞表达载体、重

组疫苗载体及基因治疗载体，具有显著优点，其病

毒颗粒比较稳定，可感染分裂和非分裂细胞，进入

细胞内并不整合到宿主细胞基因组，安全性高。

以腺病毒为媒介，可以实现在原代培养的细胞中

进行高效、稳定的ＲＮＡ干扰研究。笔者采用Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的ＢＬＯＣＫｉＴ腺病毒ＲＮＡ干扰系

统，构建ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ入门载

体及表达犉犃犛基因ＤＨ、ＥＲ、ＫＲ、ＡＣＰ及ＴＥ功

能域与红色荧光蛋白基因的融合表达载体ｐＤ

ｓＲｅｄ１Ｃ１ＤＨＡＣＰＴＥ，将二者共转染 ＨＥＫ２９３

细胞筛选有效的干扰序列，在此基础上构建表达

有效干扰序列的重组腺病毒载体，并在 ＨＥＫ２９３

细胞中包装重组腺病毒，为在山羊乳腺上皮细胞

进行犉犃犛基因的ＲＮＡ干扰研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材 料

美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的ＢＬＯＣＫｉＴ 腺病毒

ＲＮＡ干扰系统ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６及ｐＡｄ／

ＰＬＤＥＳＴ质粒，ＧＴ１１６菌株均由美国芝加哥大

学苟德明博士惠赠；ｐＧＥＭＴＥａｓｙＶｅｃｔｏｒ、Ｔ４连

接酶购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司；红色荧光蛋白载体

ｐＤｓＲｅｄ１Ｃ１，含有犉犃犛基因ＤＨ、ＥＲ、ＫＲ、ＡＣＰ、

ＴＥ 功 能 域 片 段 的 质 粒 ｐＧＥＭＴＤＨＡＣＰ、

ｐＧＥＭＴＴＥ质粒，ＨＥＫ２９３细胞系均由西北农

林科技大学奶山羊研究室保存；高纯度质粒小提

中量试剂盒购自天根生化科技（北京）有限公司；

ＬＡＴａｑＤＮＡ聚合酶及限制性内切酶犅犪犿ＨⅠ、

犡犺狅Ⅰ、犎犻狀ｄⅢ、犛犮犪Ⅰ、犡犫犪Ⅰ均购自大连 ＴａＫａ

Ｒａ公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００、ＬＲＣｌｏｎａｓｅＩＩ购自

美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；标准胎牛血清购自天津灏
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洋生物制品科技有限公司；６孔及９６孔细胞培养

板购自美国Ｃｏｓｔａｒ公司；２５ｃｍ２ 细胞培养瓶购自

丹麦ＮＵＮＣ公司；ＰＣＲ引物由上海生物工程有

限公司合成，ｓｈＲＮＡ模板由美国ＩＤＴ公司合成。

１．２　靶向犉犃犛基因的狊犺犚犖犃干扰序列的设计

及合成

根据ＧｅｎＢａｎｋ公布的西农萨能羊犉犃犛基因

序列，利用在线ｓｉＲＮＡ 选择程序（ｈｔｔｐ：／／ｊｕｒａ．

ｗｉ．ｍｉｔ．ｅｄｕ／ｂｉｏｃ／ｓｉＲＮＡｅｘｔ／ｈｏｍｅ．ｐｈｐ）设计３

条ＦＡＳｓｉＲＮＡ，即ｓｉＲＮＡ５５４４：ＧＧＧＣＡＡＡＣＡ

ＣＡＴＣＧＧＣＡＡＡ；ｓｉＲＮＡ５９３６：ＧＡＧＡＣＧＣＣＡＴ

ＧＣＴＧＧＡＴＡＡ；ｓｉＲＮＡ６１３２：ＧＧＡＧＣＧＣＡＴＡＴ

ＧＣＧＡＧＡＡＧ。不针对任何已知基因的阴性对照

序列参照 Ａｍｂｉｏｎ公司公布的 ＮｅｇａｔｉｖｅＣｏｎｔｒｏｌ

ｓｉＲＮＡ 序列，即ｓｉＲＮＡＮＣ：ＡＣＴＡＣＣＧＴＴＧＴ

ＴＡＴＡＧＧＴＧ。在ｓｉＲＮＡ基础上，按图１所述原

则设计ｓｈＲＮＡ，得到ｓｈＲＮＡ正义链、反义链模

板 为：ｓｈＲＮＡ５５４４ｓｅｎｓｅ：５′ＧＡＴＣＣＧＧＧＣ

ＡＡＡＣＡＣＡＴＣＧＧＣＡＡＡＧＡＧＴＡＣＴＧＴＴＴＧＣＣ

ＧＡＴＧＴＧＴＴＴＧＣＣＣＴＴＴＴＴＴＣ３′。ｓｈＲＮＡ

５５４４ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：５′ＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＡＧＧＧＣＡＡ

ＡＣＡＣＡＴＣＧＧＣＡＡＡＣＡＧＴＡＣＴＣＴＴＴＧＣＣＧＡ

ＴＧＴＧＴＴＴＧＣＣＣＧ３′。ｓｈＲＮＡ５９３６ｓｅｎｓｅ：５′

ＧＡＴＣＣＧＡＧＡＣＧＣＣＡＴＧＣＴＧＧＡＴＡＡＧＡＧＴ

ＡＣＴＧＴＴＡＴＣＣＡＧＣＡＴＧＧＣＧＴＣＴＣＴＴＴＴＴＴ

Ｃ３′。ｓｈＲＮＡ５９３６ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：５′ＴＣＧＡＧＡＡＡ

ＡＡＡＧＡＧＡＣＧＣＣＡＴＧＣＴＧＧＡＴＡＡＣＡＧＴＡＣＴ

ＣＴＴＡＴＣＣＡＧＣＡＴＧＧＣＧＴＣＴＣＧ３′。ｓｈＲＮＡ

６１３２ｓｅｎｓｅ：５′ＧＡＴＣＣＧＧＡＧＣＧＣＡＴＡＴＧＣＧＡ

ＧＡＡＧＧＡＧＴＡＣＴＧＣＴＴＣＴＣＧＣＡＴＡＴＧＣＧＣ

ＴＣＣＴＴＴＴＴＴＣ３′。ｓｈＲＮＡ６１３２ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：５′

ＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＡＧＧＡＧＣＧＣＡＴＡＴＧＣＧＡＧＡ

ＡＧＣＡＧＴＡＣＴＣＣＴＴＣＴＣＧＣＡＴＡＴＧＣＧＣＴＣ

ＣＧ３′。ｓｈＲＮＡＮＣｓｅｎｓｅ：５′ＧＡＴＣＣＡＣＴＡＣ

ＣＧＴＴＧＴＴＡＴＡＧＧＴＧＧＡＧＴＡＣＴＧＣＡＣＣＴＡＴ

ＡＡＣＡＡＣＧＧＴＡＧＴＴＴＴＴＴＴＣ３′。ｓｈＲＮＡＮＣ

ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：５′ＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＡＡＣＴＡＣＣＧＴＴ

ＧＴＴＡＴＡＧＧＴＧＣＡＧＴＡＣＴＣＣＡＣＣＴＡＴＡＡＣＡ

ＡＣＧＧＴＡＧＴＧ３′。

图１　狊犺犚犖犃模板犇犖犃设计示意图

犉犻犵．１　犛犮犺犲犿犪狋犻犮狅狌狋犾犻狀犲狅犳犇犖犃犲狀犮狅犱犻狀犵狊犺犚犖犃狊犲狇狌犲狀犮犲

１．３　狆犈犖犜犚／犆犕犞犌犉犘／犝６狊犺犚犖犃载体的构建

合成的４对ｓｈＲＮＡ单链模板用退火缓冲液

溶解后，将正反义链退火形成双链寡核苷酸。退

火缓冲液配方为１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓｂａｓｅ，５０ｍｍｏｌ／

ＬＮａＣｌ，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，ｐＨ调至７．６。反应体

系为２０μＬ：其中２００μｍｏｌ／Ｌ正、反义链各５μＬ，

退火缓冲液２μＬ，灭菌双蒸水８μＬ。退火条件为

９５℃ 水浴１０ｍｉｎ，水温自然冷却至室温时取出样

品于－２０℃冷冻保存备用。用犅犪犿ＨⅠ及犡犺狅

Ⅰ双酶切ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６载体并回收，

然后将退火产物与ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６载体

双酶切回收产物连接，取连接产物利用热激法转

化ＧＴ１１６大肠杆菌，抽提质粒进行犛犮犪Ⅰ酶切鉴

定。

１．４　狆犇狊犚犲犱１犆１犇犎犃犆犘犜犈表达载体的构建

利用Ｏｌｉｇｏ６软件设计引物，分别从ｐＧＥＭ

ＴＤＨＡＣＰ（包含犉犃犛 基因的 ＤＨ、ＫＲ、ＥＲ及

ＡＣＰ功能域）、ｐＧＥＭＴＴＥ（含ＴＥ功能域）质粒

中扩增ＤＨＡＣＰ、ＴＥ片段，其中 ＤＨＡＣＰ片段

的上游引物ＤＨＡＣＰＵ５′端增加犎犻狀ｄⅢ 酶切

位点，ＴＥ片段的下游引物ＴＥＬ５′端添加犡犫犪Ⅰ

酶切 位 点。引 物 序 列 如 下：ＤＨＡＣＰＵ：５′

ＡＡＧＣＴＴＡＣＧＴＣＡＡＣＣＣＣＡＡＣＧＧＧＣＴ３′；

ＤＨＡＣＰＬ：５′ ＧＡＡＣＡＣＧＧＴＧＧＴＧＧＡＧＣ

ＣＣＴＣ ３′；ＴＥＵ：５′ＡＴＣＧＡＧＧＧＣＴＣＣＡＣ

ＣＡＣＣＧＴＧＴＴＣＣＡＣ３′；ＴＥＬ：５′ ＴＣＴＡＧＡ

ＣＴＡＧＣＣＣＴＣＣＣＧＣＡＣＧＣＴＧＡＣ３′。

由于两个片段间具有相互重叠的区域，因此

可以利用ＰＣＲ技术将二者拼接成ＤＨＡＣＰＴＥ

长片段。扩增体系 为 １０×ＬＡ ＢｕｆｆｅｒⅡ （含

Ｍｇ
２＋）２μＬ，ｄＮＴＰｓ（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）３μＬ，上、

下游引物各１μＬ，ＬＡＴａｑＤＮＡ 聚合酶（５Ｕ／

μＬ）０．２５μＬ，ＤＨＡＣＰ质粒模板２０ｎｇ，ＴＥ质粒

模板４０ｎｇ，添加水至２０μＬ；反应条件为９５℃４

ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６８℃３０ｓ，７２℃３ｍｉｎ，３０个循环；

７２℃ １０ ｍｉｎ；４℃ 保存。将 ＰＣＲ 产物连接到
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ｐＧＥＭＴＥａｓｙＶｅｃｔｏｒ上，提取质粒分别利用

犎犻狀ｄⅢ、犡犫犪Ｉ进行双酶切，回收目的片段并将

其与ｐＤｓＲｅｄ１Ｃ１载体连接，转化感受态大肠杆

菌，提取质粒进行酶切及测序鉴定。

１．５　有效狊犺犚犖犃序列的筛选

转染所用质粒的提取方法参照天根生化科技

（北京）有限公司的高纯度质粒小提中量试剂盒说

明书。采 用 １０％ 的 胎 牛 血 清、含 抗 生 素 的

ＤＭＥＭ高糖培养基，在３７℃、５％ ＣＯ２ 及饱和湿

度条件下培养 ＨＥＫ２９３细胞。转染前１ｄ接种

生长状况良好的ＨＥＫ２９３细胞于２４孔细胞培养

板中，每孔细胞数约２×１０５。次日，待细胞生长

至９０％ 融合度时将构建好的 ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶ

ＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ５５４４、ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶ ＧＦＰ／

Ｕ６ｓｈＲＮＡ５９３６、ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲ

ＮＡ６１３２及ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡＮＣ

质粒分别与靶基因表达质粒ｐＤｓＲｅｄ１Ｃ１ＤＨ

ＡＣＰＴＥ共转染ＨＥＫ２９３细胞，以单独转染ｐＤ

ｓＲｅｄ１Ｃ１ＤＨＡＣＰＴＥ质粒作为对照，每组设３

个重复，整个筛选重复进行２次。试验组转染体

系为：ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ 质粒６００

ｎｇ，ｐＤｓＲｅｄ１Ｃ１ＤＨＡＣＰＴＥ质粒４００ｎｇ，Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００２μＬ；对照组转染体系为：ｐＤ

ｓＲｅｄ１Ｃ１ＤＨＡＣＰＴＥ 质 粒 ４００ ｎｇ，Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００２ μＬ。转 染 方 法 参 照 Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂使用说明书。转染４８ｈ后，

在荧光显微镜下观察结果。

１．６　狆犃犱／犘犔犇犈犛犜／犆犕犞犌犉犘／犝６狊犺犚犖犃重组

腺病毒载体的构建及鉴定

选择具有明显干扰效果的ｓｈＲＮＡ５５４４、

ｓｈＲＮＡ５９３６及阴性对照ｓｈＲＮＡＮＣ序列构建

重组腺病毒载体。利用ＢＬＯＣＫｉＴ腺病毒ＲＮＡ

干扰系统，在ＬＲＣｌｏｎａｓｅＩＩ酶的作用下，使ｐＥＮ

ＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ５５４４、ｐＥＮＴＲ／ＣＭ

ＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ５９３６ 及 ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦ

Ｐ／Ｕ６ｓｈＲＮＡＮＣ质粒分别与腺病毒骨架质粒

ｐＡｄ／ＰＬＤＥＳＴ重组。反应体系及条件参照ＬＲ

ＣｌｏｎａｓｅＩＩ酶使用说明书。取反应产物２～５μＬ

转化ＴＯＰ１０大肠杆菌，在含氨苄青霉素的ＬＢ平

板上３７℃培养１４ｈ，挑取单克隆菌落接种于２

ｍＬ卡那抗性的液体ＬＢ培养基中，３７℃振荡培养

１２ｈ后，用牙签接种菌液于含氯霉素抗性的ＬＢ

平板上，不能在含氯霉素抗性的ＬＢ平板上生长

的初步定为阳性克隆。抽提质粒进行犛犮犪Ⅰ酶切

鉴定，同时送菌液进行ＤＮＡ测序鉴定。

１．７　腺病毒的包装、扩增及滴度测定

１．７．１　腺病毒的包装　将上述构建好的重组腺

病毒载体在ＴＯＰ１０大肠杆菌中扩增，抽提质粒，

取５μｇ的重组质粒用犘犪犮Ⅰ酶切，大片段经凝胶

纯化回收后转染２５ｃｍ２细胞培养瓶中生长融合

度为９０％的 ＨＥＫ２９３细胞以包装重组腺病毒。

转染后第３天在荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白

的表达情况以跟踪腺病毒的包装与增殖过程。转

染约１０～１２ｄ后，当出现明显的细胞病变反应，

即细胞变圆，呈葡萄状，且约有５０％细胞从培养

瓶底部脱落时收毒：收集全部培养液及细胞至离

心管中，３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃掉大部分上清

（可收集于－２０℃ 保存备用），仅留下２ｍＬ于离

心管内，将细胞重悬后经 －８０℃／３７℃反复冻融３

次，将冻融液３０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集含病

毒的上清液，即为第１代病毒原液。

１．７．２　腺病毒的扩增　取上述第１代病毒原液

５００μＬ～１ｍＬ重新接种 ＨＥＫ２９３细胞（生长融

合度为７０％～８０％左右），待细胞完全病变时（约

接种后２～３ｄ）按前述方法反复冻融细胞３次，离

心收集病毒上清液，即为第２代病毒悬液。用第

２代病毒悬液多次感染 ＨＥＫ２９３细胞，重复“感

染冻融收集”，大量扩增重组腺病毒。

１．７．３　腺病毒滴度的测定　采用５０％组织培养

感染剂量法（ＴＣＩＤ５０）测定腺病毒滴度，具体过程

参考朱自强［９］及Ｓｖｅｎｓｓｏｎ
［１０］的方法。

２　结果与分析

２．１　狆犈犖犜犚／犆犕犞犌犉犘／犝６狊犺犚犖犃载体的构建

由于预先设计的ｓｈＲＮＡ序列中添加犛犮犪Ⅰ

酶切位点，因此退火后形成的双链寡核苷酸插入

ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６载体后，经过犛犮犪Ⅰ酶切

出现单一条带，且大小与预期结果相吻合，而对照

ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６空载体不能被犛犮犪Ⅰ酶

切开（图２），表明 ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲ

ＮＡ５５４４、ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ５９３６、

ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ６１３２ 及 ｐＥＮ

ＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡＮＣ载体构建成功。

２．２　狆犇狊犚犲犱１犆１犇犎犃犆犘犜犈载体的构建

从ｐＧＥＭＴＤＨＡＣＰ、ｐＧＥＭＴＴＥ质粒中

分别扩增ＤＨＡＣＰ及ＴＥ片段，产物经１％琼脂

糖凝胶电泳，分别在４３５９ｂｐ及７８９ｂｐ处出现特

异性目的条带（图３Ａ）。然后再以二者为模板，
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利用ＤＨＡＣＰＵ引物及ＴＥＬ引物进行ＰＣＲ扩

增，得到ＤＨＡＣＰＴＥ片段（图３Ｂ）。拼接后的

产物插入ｐＧＥＭＴＥａｓｙ载体后，利用 犎犻狀ｄⅢ

及犡犫犪Ⅰ酶切，回收目的片段与ｐＤｓＲｅｄ１Ｃ１载

体连接，经犎犻狀ｄⅢ 酶切鉴定及测序鉴定表明成

功构建了ｐＤｓＲｅｄ１Ｃ１ＤＨＡＣＰＴＥ载体。

　　Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅｒⅢ；Ａ．ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ载

体的犛犮犪Ⅰ酶切分析；Ａ 的１４．ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲ

ＮＡ５５４４，ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ５９３６，ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶ

ＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ６１３２，ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡＮＣ；Ｂ．

ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６空载体的犛犮犪Ⅰ酶切分析；Ｂ 的 １２．

ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６空载体，ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６的犛犮犪

Ⅰ酶切产物

图２　狆犈犖犜犚／犆犕犞犌犉犘／犝６狊犺犚犖犃载体犛犮犪Ⅰ酶切鉴定

犉犻犵．２　犛犮犪Ⅰ犲狀犱狅狀狌犮犾犲犪狊犲犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳

狆犈犖犜犚／犆犕犞犌犉犘／犝６狊犺犚犖犃狏犲犮狋狅狉狊

２．３　有效狊犺犚犖犃序列的筛选

表达ｓｈＲＮＡ的干扰载体及阴性对照（表达

绿色荧光）分别与靶基因表达载体ｐＤｓＲｅｄ１Ｃ１

ＤＨＡＣＰＴＥ（表达红色荧光）共转染 ＨＥＫ２９３

细胞４８ｈ后，在荧光显微镜下观察到各组中绿色

荧光表达量一致，表明干扰载体的转染效率相同。

与对照组相比ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ

６１３２、ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ５５４４、ｐＥ

ＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ５９３６转染组红色

荧光表达量降低，表明所设计的３条序列均有干

扰效 果，其中 ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ

５５４４、ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ５９３６转染

组红色荧光表达量降低最为明显；ｐＥＮＴＲ／

ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡＮＣ阴性对照组的红色荧

光强度与不转染干扰载体的对照组基本相同，与

预期结果相符。红色荧光蛋白与脂肪酸合酶基因

ＤＨＡＣＰＴＥ片段形成融合蛋白，因此红色荧光

蛋白表达量降低表明 ＤＨＡＣＰＴＥ的表达量降

低，说明设计的ｓｈＲＮＡ序列对脂肪酸合酶基因

具有干扰效果。从图４可以看出，表达ｓｈＲＮＡ

５５４４及ｓｈＲＮＡ５９３６序列的载体干扰效果最显

著，因此可以作为犉犃犛基因ＲＮＡ干扰研究的有

效序列。

　　Ｍ．ＤＮＡＭａｒｋｅｒⅢ；Ａ的１２：ＤＨＡＣＰ片段的ＰＣＲ扩增产物，ＴＥ片段的ＰＣＲ扩增产物；Ｂ的１．ＤＨＡＣＰ与ＴＥ的ＰＣＲ连接产物；

Ｃ的１２．ｐＤｓＲｅｄ１Ｃ１ＤＨＡＣＰＴＥ质粒，ｐＤｓＲｅｄ１Ｃ１ＤＨＡＣＰＴＥ质粒的犎犻狀ｄⅢ 酶切产物

图３　狆犇狊犚犲犱１犆１犇犎犃犆犘犜犈载体的构建

犉犻犵．３　犆狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀狅犳狆犇狊犚犲犱１犆１犇犎犃犆犘犜犈狏犲犮狋狅狉

２．４　狆犃犱／犘犔犇犈犛犜／犆犕犞犌犉犘／犝６狊犺犚犖犃重组

腺病毒载体的构建及鉴定

反应产物转化 ＴＯＰ１０大肠杆菌，分别经过

氨苄青霉素及氯霉素双重筛选后，提取质粒进行

犛犮犪Ⅰ酶切鉴定，试验组与对照组酶切产物经过

０．８％的琼脂糖凝胶电泳出现不同条带，且酶切产

物大小与预期值相符（图５），表明ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶ

ＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ５５４４、ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６

ｓｈＲＮＡ５９３６、ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ

ＮＣ质粒均与ｐＡｄ／ＰＬＤＥＳＴ腺病毒骨架质粒重

组成功。测序结果显示，重组腺病毒载体中所插

入序列与设计序列完全一致，证明 ｐＡｄ／ＰＬ

ＤＥＳＴ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ５５４４、 ｐＡｄ／ＰＬ

ＤＥＳＴ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ５９３６及ｐＡｄ／ＰＬ

ＤＥＳＴ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡＮＣ 重组腺病毒

载体构建成功。
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　　Ａ组、Ｂ组、Ｃ组、Ｄ组分别为ｓｈＲＮＡ６１３２、ｓｈＲＮＡ５５４４、ｓｈＲＮＡ５９３６、ｓｈＲＮＡＮＣ序列的干扰效果检测；１（Ａ１、Ｂ１、Ｃ１、Ｄ１）、２（Ａ２、

Ｂ２、Ｃ２、Ｄ２）分别为ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ干扰载体与ｐＤｓＲｅｄ１Ｃ１ＤＨＡＣＰＴＥ靶基因表达载体共转染 ＨＥＫ２９３细胞４８ｈ

后荧光显微镜下绿色荧光及红色荧光表达情况；３（Ａ３、Ｂ３、Ｃ３、Ｄ３）为对照组，即单独转染ｐＤｓＲｅｄ１Ｃ１ＤＨＡＣＰＴＥ靶基因表达载体４８

ｈ后荧光显微镜下红色荧光表达情况

图４　犚犖犃干扰序列的筛选

犉犻犵．４　犛犮狉犲犲狀犻狀犵狅犳狊犺犚犖犃狊犲狇狌犲狀犮犲犳狅狉犚犖犃犻狀狋犲狉犳犲狉犲狀犮犲

　　Ｍ．λ犈犮狅Ｔ１４ Ⅰ ｄｉｇｅｓｔＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；１，２，３，４．ｐＡｄ／ＰＬ

ＤＥＳＴ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ５５４４；５、６、７、８．ｐＡｄ／ＰＬＤＥＳＴ／

ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ５９３６；９、１０．ｐＡｄ／ＰＬＤＥＳＴ／ＣＭＶＧＦＰ／

Ｕ６ｓｈＲＮＡＮＣ；１１．对照，ｐＡｄ／ＰＬＤＥＳＴ空载体的犛犮犪Ⅰ酶切

图５　重组腺病毒载体的犛犮犪Ⅰ酶切鉴定

犉犻犵．５　犛犮犪Ⅰ犲狀犱狅狀狌犮犾犲犪狊犲犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳

狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋犃犱犲狀狅狏犻狉犪犾狏犲犮狋狅狉狊

　　Ａ．腺病毒基因转染 ＨＥＫ２９３细胞３ｄ后的绿色荧光表达

情况；Ｂ．转染７ｄ后的绿色荧光表达情况；Ｃ．转染１２ｄ后细胞

脱壁变圆，可以收毒；Ｄ．高滴度的腺病毒感染ＨＥＫ２９３细胞２４ｈ

后绿色荧光表达情况

图６　 腺病毒的包装

犉犻犵．６　犃犱犲狀狅狏犻狉狌狊狆犪犮犽犪犵犻狀犵

２．５　腺病毒的包装、扩增及滴度测定

ｐＡｄ／ＰＬＤＥＳＴ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ

５５４４、 ｐＡｄ／ＰＬＤＥＳＴ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ

５９３６及ｐＡｄ／ＰＬＤＥＳＴ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６ｓｈＲＮＡ

ＮＣ重组质粒经ＰａｃⅠ线性化后，转染 ＨＥＫ２９３

细胞，３ｄ后荧光显微镜下可观察到部分细胞有绿

色荧光蛋白表达，７ｄ后绿色荧光蛋白表达量增

多，同时开始出现细胞病变效应，１１ｄ后５０％的

细胞从培养瓶底脱落时收集病毒（图６）。病毒上

清反复感染ＨＥＫ２９３细胞３次后，获得高滴度的

腺病毒，经ＴＣＩＤ５０法计算得到腺病毒滴度分别为

６×１０８ＰＦＵ／ｍＬ（表达ｓｈＲＮＡ５５４４序列）、５×

１０８ＰＦＵ／ｍＬ（表达ｓｈＲＮＡ５９３６序列）及６×１０８

ＰＦＵ／ｍＬ（表达ｓｈＲＮＡＮＣ序列）。

３　讨 论

ＲＮＡ干扰技术是研究基因功能的一个重要

手段，目前ｓｉＲＮＡ的获得方式有多种，包括化学

合成、体外转录、载体表达、体外酶切等。由于哺

乳动物细胞不具备低等真核生物细胞所具有的扩

增ＲＮＡｉ信号的机制，因此，人工合成或体外转录

的ｓｉＲＮＡ分子在细胞内的作用是瞬时的，不适合

用于靶基因表达受到抑制后细胞表型的长期变化

的观察，也不适合进行文库的筛选；此外，体外制

备的ｓｉＲＮＡ分子的成本比较高，而且ｓｉＲＮＡ在

体外易被 Ｒｎａｓｅ降解，操作相对比较复杂，这就

限制了他们的应用［１１１２］。目前，已经有许多报导

描述了应用携带ｓｉＲＮＡ 或小发夹 ＲＮＡ（ｓｈＲ

ＮＡ）的载体在哺乳动物细胞中表达ｓｉＲＮＡ，成功

地沉默目标基因的表达，这为研究高等真核生物

的基因功能开创了新的方法［１３１５］。携带和表达
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ｓｉＲＮＡ的载体主要有两类，一种是ＤＮＡ质粒载

体，另一种是病毒载体系统。ＤＮＡ质粒载体在原

代培养的细胞转染效率很低，很难达到试验要求。

选择腺病毒载体可以实现在原代细胞中高效表达

针对目标基因的ｓｈＲＮＡ，而且腺病毒系统相对于

慢病毒载体安全性更高、更容易操作。另外，所采

用的ＢＬＯＣＫｉＴ腺病毒ＲＮＡ干扰系统具有诸多

的优点，首先入门载体（ｐＥＮＴＲ／ＣＭＶＧＦＰ／Ｕ６）

含有绿色荧光蛋白报告基因，能够随时监测病毒

的包装或扩增过程，其次腺病毒骨架载体（ｐＡｄ／

ＰＬＤＥＳＴ）中含有犮犮犱犅的负筛选基因、氨苄青霉

素抗性基因及氯霉素抗性基因，在没有重组的情

况下犮犮犱犅基因能使ＴＯＰ１０大肠杆菌致死，但当

入门载体与腺病毒骨架载体重组之后，阳性克隆

会丢失犮犮犱犅基因及氯霉素抗性基因，含有重组

质粒的 ＴＯＰ１０大肠杆菌能够存活，这极大地提

高了重组腺病毒质粒的筛选效率。

应用ＲＮＡ干扰技术的另一关键在于靶序列

的筛选。在构建重组腺病载体之前先在 ＨＥＫ

２９３细胞中验证所设计序列的干扰效果，以节省

时间及成本。将干扰载体及靶基因表达载体分别

用绿色荧光和红色荧光标记，共转染ＨＥＫ２９３细

胞，通过在荧光显微镜下观察绿色荧光及红色荧

光的强度就可以判断干扰载体的转染效率及靶基

因的干扰效率。由于采用两种不同荧光分别标记

干扰载体及靶基因，使得干扰序列筛选过程省时

高效，结果更直观可靠，而且可以同时筛选多条序

列。另外，由于犉犃犛基因结构复杂，ｃＤＮＡ序列

过长（编码区长度达到７．５ｋｂ），将整个编码区构

建到红色荧光蛋白载体中，转染 ＨＥＫ２９３细胞

后，在荧光显微镜下只能观察到极少数细胞发红

色荧光（数据未在文中显示），推测脂肪酸合酶影

响红色荧光蛋白的空间结构或使转染效率降低，

致使红色荧光表达量很低，因此本研究只将ＦＡＳ

部分功能域构建到红色荧光蛋白载体中，这样可

以确保靶基因的表达效率，同时又不影响序列筛

选的可靠性。

综上所述，本研究通过构建靶向犉犃犛基因的

干扰载体及该基因部分功能域的红色荧光蛋白融

合表达载体，共转染２９３细胞后，获得两条（ｓｈＲ

ＮＡ５５４４及ｓｈＲＮＡ５９３６）具有明显干扰效果的

ｓｈＲＮＡ序列。通过ＬＲ重组，构建了表达ｓｈＲ

ＮＡ５５４４、ｓｈＲＮＡ５９３６及阴性对照ｓｈＲＮＡＮＣ

序列的重组腺病毒载体，并且在ＨＥＫ２９３细胞中

成功获得了重组腺病毒，滴度分别为６×１０８

ＰＦＵ／ｍＬ、５×１０８ＰＦＵ／ｍＬ、６×１０８ＰＦＵ／ｍＬ，为

进一步在奶山羊乳腺上皮细胞中进行犉犃犛基因

的ＲＮＡ干扰研究奠定了基础。
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