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【摘要] 目的 观察腺病毒(Ad一1 1 13-HSD1)过表达系统及特异性siRNA(siRNA一1 1 B—HSD1)干扰人肝癌 

HepG2细胞对 113-羟基类固醇脱氢酶 I(11B—HSDI)表达的影响。方法 应用 Ad一11p—HSD1以及 siRNA一11p— 

HSD1转染人肝癌 HepG2细胞，用实时荧光定量 PCR及 Western Blot检测 11 3-HSD1表达。结果 转染 72 h 

后，对照组及腺病毒过表达组细胞中均可见明显GFP荧光，且转染 48 h后蛋白水平明显升高 ；siRNA干扰 48 h 

后，mRNA及蛋白水平均明显降低。结论 腺病毒转染可有效过表达 11B．HSD1，而 siRNA干扰可有效抑制 

11B—HSD1表达。 
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The effects of overexpression and siRNA interference of the human hepatocellular carcinoma cell line HepG2 
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[Abstract] Objective To design a adenovirns vector based system and specific siRNA for exploring the 

effects of overexpression and siRNA interference of the human hepatocellular carcinoma cell line HepG2 on the ex— 

pression of 1 1 B—hydroxysteroid dehydrogenase1．M ethods A adenovirns overexpression vector and specific siRNA 

targeting the 1 1 3-HSD1 gene was designed and transfected into HepG2 cells．Expression of 1 I 3-HSD1 mRNA and 
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protein was analyzed by real time PCR and Western blotting．Results A adenovims transfeetion resuked in upgrade 

of 1 1~-HSD1 protein，and siRNA transfection led to inhibition of 1 1 -HSD1 mRNA and protein．Conclusion Trans- 

fection of the hepatocellular carcinoma cell line HepG2 using a adenovirus vector and siRNA interference can signifi— 

canfly influence expression of 1 1 6一HSD1 mRNA and protein． 

[Key words] HepG2； Adenovirus； siRNA interference； 1 1 p—HSD1 

脂肪肝是指由于各种原因引起的肝细胞内脂肪 

堆积过多的病变。脂肪性肝病正严重威胁着人们的 

健康，成为仅次于病毒性肝炎的第二大肝病，已被公 

认为隐蔽性肝硬化的常见原因。脂肪肝属可逆性疾 

病，早期诊断并及时治疗常可恢复正常。近年来，大 

量研究 发现 1113-羟基类固醇脱氢酶 I(11B—HS— 

D1)可通过激活糖皮质激素进而导致代谢综合征， 

而脂肪肝是代谢综合征主要的肝脏表现。因此，本 

研究通过腺病毒过表达及 siRNA干扰人肝癌 HepG2 

细胞，观察其对 11B—HSD1的影响，为后续研究奠定 

基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 细胞株来源 人肝癌细胞 HepG2细胞购自 

中国医学科学院基础研究所细胞中心。 ． 

1．1．2 主要试剂 MEM培养基购 自Gibico公司， 

胰蛋白酶购 自sigma公司，胎牛血清购 自美国 Hy— 

clone，过表达腺病毒和 siRNA购自上海吉凯基因化 

学技术有限公司，总核糖核酸(RNA)抽提试剂 Tr_ 

izol购 自Invitrogen公 司，逆转 录试剂盒购 自 Pro— 

mega公司，SYBR Premix购 自TaKaRa公司，蛋白裂 

解液购 自北京索莱宝公司，BCA蛋白检测试剂盒、 

蛋白酶抑制剂及 effectene转染试剂购自Thermo Sci— 

entitle公司，山羊抗人 1113．HSD1一抗购 自R&D公 

司，鼠抗人 B—actin内参一抗、辣根酶标记山羊抗鼠 

和兔抗山羊二抗均购 自北京中杉金桥公司，PVDF 

膜、滤纸及 ECL化学发光液均购 自 Millipore，Tris— 

HC1缓冲液(TBS)由实验室配置，11B—HSD1引物及 

18S内参引物由北京赛百盛公司合成。 

1．2 方法 

1．2．1 Ad一11B．HSD1以及 siRNA一11B—HSD1的设 

计、构建及合成全部由上海吉凯基因化学技术有限 

公司完成。将构建好的腺病毒在 293T细胞中测定 

并标定病毒滴度，再检测复感染指数(MOI值：单个 

细胞感染的病毒颗粒数)后进行细胞腺病毒转染。 

1．2．2 细胞培养和转染 人肝癌 HepG2细胞用含 

10％胎牛血清的MEM培养基，置于 37 qC含 5％ CO2 

的培养箱中培养。待培养瓶内细胞长满且状态良好 

时将其接种于六孔板中，当细胞密度约70％时，加 
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人Ad—GFP及 Ad一1 1 B—HSD1处理细胞。对照组和过 

表达处理组均加入 MEM培养基 1 ml，而后分别加 

入 50MOI Ad—GFP 10 ，50MOI Ad一1113一HSD1 10 ， 

最后用 MEM培养基将每孔液体量调至2 Hll。放入 

37℃ 5％ CO 的培养箱中培养。8 h后为六孔板换 

液，弃去细胞上清液，重新加人含血清的 MEM培养 

基继续培养。另外接种一个六孑L板，当细胞密度约 

为30％时，用 Effeetene转染试剂按照说明书将 sre． 

siRNA及 siRNA一1 1 8．HSD1转染细胞，然后放入37℃ 

5％ CO 的培养箱中培养。 

1．2．3 Western blot检测 1113-HSD1蛋白的表达 

收集过表达及干扰处理后的蛋白，用 BCA试剂盒检 

测标准品及样品，计算出样本浓度。应用 12％的变 

性聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS—PAGE)分离胶及 5％ 

的浓缩胶，以恒压 8O V待溴酚蓝进人分离胶后调至 

120 V，到达底部后停止电泳。恒流300 mA电转移 

3 h至 PVDF膜上。5％脱脂奶粉封闭2 h后分别放 

入 11B—HSD1—抗(1：1 000稀释)及 —actin一抗(1： 

5 000稀释)中4℃过夜孵育。次日用 TBST(TBS加 

1％c吐温 2O)漂洗 PVDF膜 3次，10 min／次。再放人 

辣根过氧化物酶标记的相应二抗(均l：8 000稀释) 

中室温孵育2 h，而后再用 TBST漂洗PVDF膜 3次， 

10 min／次。等量ECL发光液A液和B液混合均匀 

滴加到膜上面显影，最后用 Quality One软件分析蛋 

白条带灰度值。 

1．2．4 实时荧光定量 PCR检测 siRNA干扰 11 B． 

HSD1蛋白表达 用 Trizol试剂按说明书提取细胞 

总mRNA，后用逆转录试剂盒将总 RNA逆转录合成 

eDNA。根据 RT—PCR说明书操作，每组各3个平行 

孔分别扩增 113-HSD1基因及 18S内参基因，读取 

ct(cut．off)值，结果参考“2 ”’法 计算。 

1．3 统计学方法 应用 SPSS16．0软件对数据进行 

统计学处理，计量资料以均数 ±标准差( ±s)表示， 

两个样本均数比较采用 t检验，P<0．05为差异有 

统计学意义。 

2 结果 

2．1 两组转染后 11B．HSD1蛋白相对表达水平比 

较 Western blot法检测结果显示腺病毒转染人人 

肝癌 HepG2细胞后，11B—HSD1蛋白表达水平明显 
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由此证明腺病毒介导的转染及 siRNA介导的瞬时 

转染均可以有效影响 1 1 B．HSD1的表达。这不仅进 
一 步验证了两种方法的可行性及有效性，为腺病毒 

及 siRNA转染技术的发展和应用提供了依据，同时 

为进一步研究过表达及抑制 1 1 B．HSD1基因的表达 

对脂肪肝和胰岛素抵抗等代谢综合征的影响奠定了 

基础。 
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[摘要] 目的 探讨固定矫治器治疗乳前牙反黯的疗效。方法 对20114)1—2014-03在广西壮族自治 

区人民医院口腔正畸科自愿选择固定矫治器进行矫治的 15例错骀畸形病例的治疗效果进行分析。结果 15 

例患者最长反骀解除时间 2个月，最短 3周，平均疗程 (4±0．5)个月。矫治后前牙覆骀 (牙骀)覆盖关系正 

常，追踪2年，13例牙性及功能性反骀疗效稳定，无复发。2例有骨性反骀遗传史，反骀复发。结论 固定矫 

治器治疗乳前牙反黔能够减少患儿的不配合及就诊次数，并顺利地解除乳前牙反骀，是一种治疗乳前牙反骀 

的高效矫治器。 
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