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00"摘要#0目的0利用!"#$%"&!'() 技术敲除 $./'细胞中的卵泡抑素样蛋白 -"*$+,-#基因$构建*$+,-

基因敲除的 $./'细胞稳定株& 方法0构建(G"HI:*$+,- 重组质粒并包装成慢病毒& 收集病毒液并感染 $./'

细胞$使用嘌呤霉素筛选*$+,- 基因敲除的 $./'细胞稳定株%采用"+:?%!"和JK(FKLM N<BF检测 $./'细胞稳

定株*$+,- ;"HI和蛋白的表达情况& 结果0*$+,-:(G"HI慢病毒构建成功并筛选出*$+,- 基因敲除的 $./'

细胞稳定株%*$+,- 的;"HI和蛋白表达水平在 $./'细胞稳定株中的表达量均比对照组低$差异有统计学意

义"!O3P36#& 结论0利用!"#$%"&!'() 技术成功构建*$+,- 基因敲除的 $./'细胞稳定株&

00"关键词#0!"#$%"&!'()%0卵泡抑素样蛋白 -%0基因敲除%0$./'细胞
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00'?6$%&4(%(0@6A1(%)B10+BSMBAS BDFTB<<.(F'F.M:<.SKULBFK.M -"*$+,-# GKMK.M $./'AK<<(D(.MG!"#$%"&!'()

FKACMB<BGV'MQ FBABM(FLDAF$./'AK<<(F'N<K(FL'.M W.FC SMBAS.MGBDF*$+,- GKMK@C1%<"D$0+CK(G"HI:*$+,- LK:

AB;N.M'MFU<'(;.Q W'(ABM(FLDAFKQ 'MQ W'(U'AS'GKQ .MFB<KMF.X.LD(@+CKX.LD((B<DF.BM W'(AB<<KAFKQ 'MQ .MTKAFKQ

W.FC $./'AK<<($ 'MQ $./'AK<<(F'N<K(FL'.M W.FC SMBAS.MGBDF*$+,- GKMKW'((ALKKMKQ NVUDLB;VA.M@+CKKEULK(:

(.BM(BT*$+,- ;"HI'MQ ULBFK.M .M $./'AK<<(F'N<K(FL'.M WKLKQKFKAFKQ NVLK'<:F.;K?D'MF.F'F.XKUB<V;KL'(KAC'.M

LK'AF.BM""+:?%!"# 'MQ JK(FKLM N<BF@71$'5%$0*$+,-:(G"HI<KMF.X.LD(W'((DAAK((TD<<VABM(FLDAFKQ 'MQ FCK$./'

AK<<(F'N<K(FL'.M W.FC SMBAS.MGBDF*$+,- GKMKW'((DAAK((TD<<V(ALKKMKQ@+CKKEULK((.BM(BT*$+,- ;"HI'MQ ULB:

FK.M .M FCK$./'AK<<(F'N<K(FL'.M GLBDU WKLK(.GM.T.A'MF<V<BWKLFC'M FCB(K.M FCKABMFLB<GLBDU"!O3P36#@!"#(5'$)"#

$./'AK<<(F'N<K(FL'.M W.FC SMBAS.MGBDF*$+,- GKMK.((DAAK((TD<<VABM(FLDAFKQ D(.MG!"#$%"&!'() FKACMB<BGV@

00'E1= F"&D$( 0!<D(FKLKQ LKGD<'L<V.MFKL(U'AKQ (CBLFU'<.MQLB;.ALKUK'F(&!"#$%":'((BA.'FKQ ) "!"#$%"&

!'()#%0*B<<.(F'F.M:<.SKULBFK.M -"*$+,-#%0YKMKSMBASBDF%0$./'AK<<

00卵泡抑素样蛋白 -"TB<<.(F'F.M:<.SKULBFK.M -$*$+,-#

是定位于人的 5?-5P55 染色体上$除外周淋巴细胞

以外$几乎所有的哺乳动物细胞均有表达的一种由

531 个氨基酸构成的分泌性糖蛋白$属于富含半胱

氨酸的分泌性酸性家族蛋白'-(

& 有研究'7 Z6(报道$

*$+,-参与细胞发育)增殖)分化)迁移)凋亡和癌变等

多种生物学过程的调控& 在非肿瘤疾病方面$*$+,-

的异常表达与神经发育'2(

)肺脏正常发育'=$1(

)心脏

瓣膜病')( 等密切相关& 在肿瘤相关疾病方面$

*$+,- 参与调控多种肿瘤细胞的增殖)迁移)侵袭和转

移等生物学活动'-3 Z-7(

& 然而$*$+,- 在宫颈癌中的生

物学作用仍少见报道& 本研究主要利用!"#$%"&!'()
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技术获得*$+,- 基因敲除的 $./'细胞稳定株$为深

入研究*$+,- 基因在宫颈癌细胞中的生物学作用

奠定基础&

/>材料与方法

/G/>细胞及细胞培养>人胚肾细胞 7)5+和宫颈癌

细胞 $./'"/%]-2 #̂购自中科院上海细胞库& 用

含有 -3_胎牛血清"Y.NAB#)-_青霉素和链霉素"索

莱宝#的 "%\#-243 培养基"Y.NAB#培养$培养箱环

境设置为 5= `)6_!a

7

$细胞呈贴壁生长&

/GH>试剂>!'() 慢病毒)线性化的 Y]5=- 载体质

粒)U/K<UKL-P3 载体质粒) U/K<UKL7P3 载体质粒)

+a%-3 感受态菌体)质粒转染试剂和%B<VNLKMK均购

自上海吉凯基因公司& 基因突变和敲除检测试剂盒

"!LD.(KL

+\法#购自上海吉盛医学公司&

/GI>方法

-P5P-0(G"HI:*$+,-慢病毒质粒构建0(G"HI:*$+,-

干扰靶点的选择及引物序列由上海吉凯基因公司设

计及合成$见表 -& 将合成的引物退火形成带黏性

末端的双链 bHI$取 7

!

<双链 bHI和线性化的

Y]5=- 载体质粒加入酶切连接反应体系中$经 2 个

循环"5= ` 6 ;.M$7- ` 6 ;.M#后在 -2 `条件下孵

育 53 ;.M获得酶切连接产物& 将连接产物转化至

+a%-3 感受态菌体内$然后将菌体均匀地涂布在含

氨苄西林"I;U#的固体培养基上培养$次日挑取单

个菌落直接进行 %!"扩增$琼脂糖凝胶电泳鉴定&

选择连入(G"HI片段的阳性克隆进行测序分析$将

测序正确的克隆菌液扩大培养$使用无内毒素质粒

小提中量试剂盒"天根生化#进行质粒抽提$获得高

纯度重组质粒&

表 -0(G"HI:*$+,- 靶点引物设计及序列

靶基因 来源物种 靶点编号 (G"HI序列

/D;'M ca- IY+Y+!!I+!Y+II+!II!!

*$+,- /D;'M ca7 I!++I!!+!II+Y!IYIYI!

/D;'M ca5 Y+IIY+!!I+!+Y!!IY!!!

-P5P70(G"HI:*$+,- 慢病毒包装0取对数期的

7)5+细胞培养$待细胞密度达 =3_时更换成无血清

培养基$培养 7 C$随后取一支灭菌离心管$加入 73

!

G

Y]5=- 重组载体质粒)-6

!

G的 U/K<UKL-P3 载体质

粒)-3

!

G的 U/K<UKL7P3 载体质粒及转染剂 - ;<$室

温孵育 -6 ;.M后将离心管中混合液加入到 7)5+细

胞的培养液中培养 2 C$弃上清培养基并加入完全培

养基培养 41 C 后收集 7)5+细胞上清液$离心去沉

淀后即为慢病毒液&

-P5P50!'():(G"HI:*$+,- 慢病毒感染 $./'细胞及

稳定株筛选0感染前 - Q$将 $./'细胞接种于 74 孔

培养板中培养$4 d-3

4

AK<<(&孔$次日根据 $./'细胞的

最佳感染条件加入相应的慢病毒液"7 d-3

=

+e&;<#

及感染试剂"%B<VNLKMK#$混匀后置于培养箱中培养

-2 C后更换为完全培养基继续培养$5 Q 后用嘌呤

霉素最佳筛选浓度"-P7 ;G&,#筛选感染 !'() 慢病

毒的 $./'细胞$再使用 (G"HI:*$+,- 慢病毒感染

表达!'() 的混合克隆细胞株$感染 5 Q 后继续用嘌

呤霉素最佳筛选浓度筛选感染 !'():(G"HI:*$+,-

慢病毒的 $./'细胞 5 Q$然后换用最佳筛选浓度减

半的嘌呤霉素培养基继续筛选 7 周即获得*$+,- 基

因敲除的 $./'细胞稳定株$并用荧光显微镜"奥林

巴斯#和基因敲除检测试剂盒"上海吉盛#检测病毒

感染效率及基因敲除效果&

-P5P40*$+,- ;"HI表达的检测0采用 "+:?%!"

法检测 *$+,- ;"HI的表达& 用 +L.fB<试剂"上海

普飞#按说明书提取细胞总"HI$按%LB;KG'\:\,]

反逆转录试剂盒说明书经 47 ` - C$=3 ` -3 ;.M反

转录为AbHI& 以YI%b/基因作为内参$参照 $gh"

\'(FKL\.EFDLK试剂盒"+IcI"I#说明书$经 )6 `

预变性 -6 ($46 个循环")6 ` 6 ($23 ` 53 (#进行

%!"扩增& 引物由上海吉凯基因公司设计及合成$

见表 7& 结果采用 7

8

!!

!+法计算*$+,- ;"HI相对

表达量&

-P5P60阳性克隆筛选0收集待检测细胞$用基因组

bHI提取试剂盒"上海吉盛医学#抽提样品基因组&

设计合适的引物%!"扩增目的基因片段"见表 7#&

按照基因突变和敲除检测试剂盒"!LD.(KL

+\法#说明

书$经)6 `预变性7 ;.M$46个循环")6 ` 73 ($66 `

73 ($=7 ` - SN&;.M#延伸和 =7 `退火 6 ;.M 后获

得杂交 bHI"ca组与 H!组均以各组混合克隆的

基因组作为 %!"底物#& 杂交 bHI在 %!"仪中经

46 `孵育 73 ;.M后获得酶切产物$随后进行 7_琼

脂糖凝胶电泳检测和酶切分析及测序&

表 70"+:?%!"检测引物及酶切信息

序0号 检测引物序列
扩增片段
"NU#

酶切
片段 -

酶切
片段 7

ca-

+I+!!I+II!+Y!I!III!I++!+!

567 -4) 735

YY!III!!!IY!IYY!+!I+IIY

ca7

Y+I+Y++++IYYIIYIY!+IIYYIY

71= -36 -17

!!I+Y!+++IIIII+!IYYII+!+Y

ca5

I!I+Y+IYIY!IY!+Y+II+!!+IY

556 --1 7-=

+!+YI!!!II!!IY!+Y!++!II++

-P5P20*$+,- 蛋白表达的检测0采用JK(FKLM N<BF

法检测*$+,-蛋白的表达& 用"#%I裂解液"碧云天#
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按说明书提取细胞总蛋白$$b$:%IY9上样缓冲液

变性蛋白$h!I蛋白浓度测定试剂盒"碧云天#测定

蛋白浓度$以 76

!

G总蛋白的量上样进行蛋白上样$

-73 ]恒压条件下进行 $b$:%IY9电泳 )3 ;.M$763 ;I

恒流低温条件下 %]b*膜电转 - C$6_脱脂牛奶室

温摇床封闭 - C$4 `一抗"*$+,-$%LBFK.MFKAC$-i633%

YI%b/$!$+$-i- 333#孵育过夜$+h$+清洗$6 ;.M d

5 次$5= `抗兔二抗"!$+$-i7 333#孵育 7 C$+h$+

清洗$1 ;.M d4 次$9!,液化学显色$暗盒曝光$显

影液显影$定影液定影$复印扫描打印一体机"佳能

\Y7613#扫描蛋白条带$.;'GK[软件分析&

/GJ>统计学方法>应用 $%$$73P3 统计软件和

YL'UC%'Q %L.(;6P3 软件进行数据分析$计量资料以

均数j标准差"

"

/j?#表示$多组间比较采用单因素

方差分析$组间两两比较采用 ,$b法检验& !O

3P36 为差异有统计学意义&

H>结果

HG/>(G"HI:*$+,-慢病毒的构建及测序结果0Y]5=-

载体质粒"见图 -#经 hN(#酶切与设计好的 (G"HI:

*$+,- 连接$将连接好的产物转化到 +a%-3 感受

态$挑取混合克隆菌落进行鉴定及测序& 混合克隆

菌落经"+:?%!"扩增后的凝胶电泳结果显示$混合

克隆株中有敲除成功的菌体$ ca- 和 ca7 见明显

敲除$但ca5 敲除不明显"见图 7#& bHI测序结果

图 -0!'() 和(G"HI:*$+,- 慢病毒质粒图谱

0注!\!b,7637 ,'QQKL\'LSKL%ca!实验组对应的靶点%H!!各实验

组对应的阴性对照%!aH!各实验组对应的空细胞对照%%!"阳参#!

扩增片段大小为 462 NU

图 70混合克隆株琼脂糖凝胶验证图

显示$ca-)ca7和ca5靶序列均已成功插入(G"HI:

*$+,- 慢病毒$获得与原序列相同的表达 (G"HI的

慢病毒质粒"见图 5#&

注!选中部分为(G"HI:*$+,- 靶点序列

图 50bHI序列测序图

HGH>*$+,- 基因敲除的 $./'细胞稳定株的检测及

筛选结果0本实验先将 $./'细胞感染 !'() 慢病

毒$经最佳浓度的嘌呤霉素"-P7 ;G&,#筛选$得到

稳定表达 !'() 的混合克隆 $./'细胞株$再感染具

有活性的 (G"HI:*$+,- 慢病毒得到稳定表达 !'():

(G"HI:*$+,- 的混合克隆 $./'细胞株$经嘌呤霉素

筛选后通过荧光显微镜检测稳定株的感染效率$并

以基因敲除试剂盒检测基因敲除效果& 结果显示$

含有绿色荧光蛋白的慢病毒感染 $./'细胞致使H!组

和ca组的 $./'细胞在荧光显微镜下呈现出绿光$

ca-)ca7 和ca5 的绿色荧光感染效率"荧光显微

镜下随机取 6 个视野$荧光感染效率 k总绿色荧光

细胞数&总细胞数 d-33_#均 l13_$且 ca- 的绿

色荧光感染效率最高"见图 4#& 本实验中$阳参酶

切结果正常$说明结果客观)可信& 与 H!组相比$

实验组ca-"酶切片段大小分别为 -4) NU)735 NU#

和ca5"酶切片段大小分别为 --1 NU)7-= NU#出现

预期大小的酶切条带$而 ca7"酶切片段大小分别

为 -36 NU)-17 NU#没有出现预期酶切条带$表明ca-

和ca5 靶位点成功敲除而 ca7 靶位点未被敲除

"见图 6#&

注!N!明视野$G!绿色荧光视野

图 40$./'细胞稳转株的感染效率图
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0注!\!b,7637 ,'QQKL\'LSKL%ca!实验组对应的靶点%H!!各实验

组对应的阴性对照%!aH!各实验组对应的空细胞对照%%!"阳参#!

扩增片段大小为 462 NU$酶切片段大小分别为 -6- NU)535 NU%箭头!

酶切片段

图 60(G"HI筛选琼脂糖凝胶电泳图

HGI>$./'细胞稳定株的 *$+,- ;"HI和蛋白的表

达情况0运用"+:?%!"和JK(FKLM N<BF技术分别检

测 $./'细胞稳定株"ca5#中 *$+,- ;"HI和蛋白

的表达情况& 结果显示$$./'细胞稳定株"ca组#

的*$+,- ;"HI的表达量"3P-1 j3P36#低于阴性

对照组"-P3) j3P-5#和空白对照组"-P35 j3P32#$

差异有统计学意义"Ek)6P)23$!O3P33-#$见图 2&

*$+,- 蛋白的表达量"3P4) j3P37#也低于阴性对照

组"3P16 j3P3=#和空白对照组"3P=2 j3P32#$差异

有统计学意义"Ek54P143$!O3P33-#$见图 =& 以

上研究表明*$+,- 基因敲除的 $./'细胞稳定株构

建成功&

图 20*$+,- ;"HI的表达情况图

图 =0*$+,- 蛋白的相对表达量图

I>讨论

IG/>*$+,- 是经转化生长因子
"

- 刺激鼠类成骨细

胞\!5+59- 发现的一种分泌性糖蛋白& 现有研究

表明*$+,-在多种人类肿瘤中出现异常表达$*$+,-

在子宫内膜癌'-5(

)非小细胞肺癌'-4(和肾透明细胞

癌'-6(等肿瘤中表达下调& !C'M 等'-5(运用 "+:%!"

检测技术发现 *$+,- 在子宫内膜癌肿瘤细胞和组

织样本中表达下调& *$+,- ;"HI低表达与非内膜

样腺癌$低分化)深肌层浸润)宫颈间质侵犯以及淋

巴脉管转移的子宫内膜癌患者呈正相关& 然而$也

有文献报道 *$+,- 在食管鳞癌'-3(和脑胶质细胞

瘤'-7(等肿瘤中表达上调& [.M等'-7(研究发现*$+,-

;"HI在高级别胶质瘤标本中表达上调$其表达水

平越高则提示患者预后越不良& 我们前期研究'-2(

显示$*$+,- ;"HI和蛋白在宫颈癌组织中表达下

调& 然而$*$+,- 在宫颈癌细胞中生物学作用仍不

清楚$因此本研究利用 !"#$%"&!'() 基因敲除技

术$获得 *$+,- 基因敲除的 $./'细胞稳定株$为深

入研究*$+,- 基因在宫颈癌细胞中的生物学作用

奠定基础&

IGH>目前$已知的基因敲除技术有锌指核酸酶法)

转录激活因子样效应物核酸酶法和 !"#$%"&!'()

法三种& 其中 !"#$%"&!'() 基因敲除技术是继锌

指核酸酶和转录激活因子样效应物核酸酶法后的一

种新型的能够对基因组特定位点进行精确编辑的技

术& !"#$%"&!'() 系统中的核酸内切酶 !'() 蛋白

通过导向性"HI"GD.QK"HI$G"HI#识别特定基因

组位点并对双链bHI进行切割$通过非同源末端连

接和同源重组修复两种方式重新连接好双链 bHI$

使原 bHI链发生突变$从而精确识别切割位点$对

目的基因进行特异性剪切)编辑'-=(

& 该技术相对基

因沉默术中的 "HI干扰技术而言$具有作用时间

长$表达更稳定的优点'-1(

& 与另外两种基因敲除技

术比较$具有低成本)低毒性)操作简单及物种无限

制性等优点'-)(

& 然而$!"#$%"&!'() 技术也有不足

之处$存在脱靶效率高及同源重组效率低的风险'-)(

&

本实验共设计了 5 个切割靶点$降低了!'() 的非特

异性切割的几率$减少了 !"#$%"&!'() 系统的脱靶

效应$以弥补该技术的不足& 琼脂糖凝胶电泳和重

组质粒 bHI测序结果表明 ca-)ca7 和 ca5 靶序

列均已成功插入(G"HI:*$+,- 慢病毒& 基因敲除试

剂盒检测结果表明 ca- 和 ca5 靶位点成功敲除而

ca7靶位点未被敲除& 本研究结果还显示$稳定株的

感染效率l13_$与对照组相比$*$+,-在;"HI和蛋

白水平表达下调$表明本实验运用!"#$%"&!'() 基因

敲除技术成功构建了*$+,-基因敲除的 $./'细胞株&
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综上所述$利用 !"#$%"&!'() 技术能成功构建

*$+,- 基因敲除的 $./'细胞稳定株$为后续研究

*$+,- 基因在宫颈癌细胞中的分子作用机制提供了

一种方法&
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