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%%$摘要%%背景%年龄相关性黄斑变性&ER4'是老年人致盲的首要原因( 目前"ER4的治疗方式在取得
显著疗效的同时亦有一定的不足"寻找新的有效治疗靶点是当前的研究热点(%目的%构建大鼠 B3",Q 基因慢
病毒干扰载体"筛选有效干扰序列以用于大鼠视网膜色素上皮&[P&'细胞中 B3",Q 基因沉默"为大鼠相关体内
实验奠定基础(%方法%设计 ; 条大鼠 B3",Q 基因 :)[CE序列"退火形成 4CE"连接形成慢病毒干扰载体并进
行测序鉴定( 采用三质粒共转染 ;<$W细胞法收获慢病毒&VN>B@*)G;>:)[CE'"用药物筛选法测定病毒悬液滴
度( 将大鼠 [P&细胞分为空白对照组*空病毒组*VN>B@*)G;>:)[CE! 组和 VN>B@*)G;>:)[CE; 组"根据分组分别用
仅有病毒的载体和不同序列的 VN>B@*)G;>:)[CE载体转染细胞"分别采用实时荧光定量 PT[法和 ZA:GAB, .*/G

法测定各组细胞中 @*)G; '[CE及蛋白的表达以确定 B3",Q 基因的敲减率"筛选有效干扰序列( 采用 "*!""*
;"" 和 ^"" !'/*8VT/T*;孵育大鼠 [P&细胞以制备缺氧细胞模型并转染筛选 VN>B@*)G;>:)[CE; 干扰序列"采用
实时荧光定量 PT[法和 &V6@E法测定大鼠 [P&细胞中血管内皮生长因子 E&Y&DSE'表达变化及细胞上清
液中 Y&DSE质量浓度(%结果%成功构建 ; 条大鼠 B3",Q 基因慢病毒干扰载体"病毒滴度分别为 =j!"? Wa8'*

和 $j!"? Wa8'*"转染病毒后 #; H 于荧光显微镜下观察 [P&细胞慢病毒转染率均在 #"_以上( VN>B@*)G;>
:)[CE! 组和 VN>B@*)G;>:)[CE; 组大鼠 [P&细胞中 @*)G; '[CE相对表达量分别为 "k7#n"k"< 和 "k;$n"k!!"明
显低于空白对照组的 !k"$n"k$! 和空病毒组的 "k<;n"k"#)VN>B@*)G;>:)[CE! 组和 VN>B@*)G;>:)[CE; 组大鼠
[P&细胞中 @*)G; 蛋白相对表达量分别为 "k7;n"k"# 和 "k̂<n"k";"明显低于空白对照组的 !k""n"k!" 和空病
毒组的 "k<=n"k!!"差异均有统计学意义&均 Km"k"!'( "*!""*;"" 和 ^"" !'/*8VT/T*;作用后"空白对照组和
VN>B@*)G;>:)[CE; 组大鼠 [P&细胞中 Y&DSE'[CE的相对表达量明显不同"差异均有统计学意义 &V

浓度
h

!;#k<<?"Km"k"!)V
分组

h7<k77$"Km"k"!'"不同浓度 T/T*;作用后各组大鼠 [P&细胞中 Y&DSE蛋白相对表达
量均明显不同"差异均有统计学意义&V

浓度
h!#k"=<"Km"k"!)V

分组
h<!k#<!"Km"k"!'( !""*;"" 和 ^"" !'/*8V

T/T*;作用后 VN>B@*)G;>:)[CE; 组大鼠 [P&细胞中 Y&DSE'[CE表达量及蛋白质量浓度均明显低于空白对照
组"差异均有统计学意义&均 Km"k"!'(%结论%大鼠 B3",Q 基因慢病毒干扰载体构建成功并筛选出有效干扰
重组序列"其能有效下调大鼠 [P&细胞中 B3",Q 基因的表达"并抑制缺氧环境下 Y&DSE在大鼠 [P&细胞中的
表达(%

$关键词%%慢病毒) 转染技术) [CE干扰) 视网膜色素上皮8基因) 血管内皮生长因子 E8代谢
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"56-+0&%+#7B&%C:0*1$47E-A>BA*(GAI '(31*(BIA-A,AB(G)/, &ER4' ):GHA*A(I),-3(1:A/J.*),I,A::),
KA/K*A/NAB=" +A(B:/*I"/JLH)3H <"_ 3(:A:(BA3(1:AI .+3H/B/)I(*,A/N(:31*(B)Q(G)/, &TCY'2T1BBA,GGBA(G'A,G:
/, ER4H(NA-(),AI -BA(G(3H)ANA'A,G:".1GGHABA(BA:G)**:/'AIB(L.(3]:2@/LA,AAI G/:A(B3H J/B,ALG(B-AG:G/
31BATCY2% D6E)%+#/)% WH)::G1I+L(:G/3/,:GB13GGL/3/'.),AI *A,G)N)B(*NA3G/B:J/BB(GB3",Q -A,A[CE
),GABJABA,3A&[CE)' (,I NAB)J+)G:),GABJAB),-AJJA3G:/, B3",Q -A,A), B(GBAG),(*K)-'A,GAK)GHA*)(*&[P&' 3A**:2%
F)+(*4-%WL/:KA3)J)3:)[CE:AF1A,3A:G(B-AG),-G/L(BI:B(GB3",Q -A,ALABAIA:)-,AI (,I LABA(,,A(*AI G/4CE
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:AF1A,3A:2WHA4CE :AF1A,3A:(,I DY;^?>A,H(,3AI -BAA, J*/1BA:3A,GKB/GA), &&DSP' NA3G/B:LABA3/'.),AI
G/-AGHAB(:BA3/'.),(,GNA3G/B:(,I GHA, LABA)IA,G)J)AI2WHADY;^?>&DSPNA3G/B"HA*KAB!k" (,I HA*KAB;k" LABA
GB(,:JA3GAI G/-AGHAB),G/;<$W3A**:(,I GHAGL/3/'.),AI *A,G)N)B(*NA3G/B:J/BB(G@*)G; [CE)LABA-(),AI JB/'GHA
3A**:1KAB,(G(,G(JGAB#; H/1B:/JGB(,:JA3G)/,2WHAG)GAB:/JGHA3/'.),AI *A,G)N)B(*NA3G/B:LABA'A(:1BAI2WHA3A**:
LABAI)N)IAI ),G/.*(,] 3/,GB/*-B/1K"VN>&DSPNA3G/B-B/1K"VN>B@*)G;>:)[CE! -B/1K (,I VN>B@*)G;>:)[CE; -B/1K2
WHA),GABJABA,3AAJJ)3(3+/JGHA3/'.),AI *A,G)N)B(*NA3G/B:G(B-AG),-G/B(GB3",Q -A,ALABA)IA,G)J)AI .+BA(*>G)'A
J*1/BA:3A,3AF1(,G)G(G)NAPT[(,I ZA:GAB, .*/G2WHA:AF1A,3AL)GH H)-HAB),GABJABA,3AAJJ)3(3+L(:GB(,:JA3GAI G/B(G
[P&3A**:(-(),2WHAGB(,:JA3GAI (,I ,/,GB(,:JA3GAI B(G[P&3A**:LABAGBA(GAI L)GH ""!""";"" (,I ^"" !'/*8V
T/T*; J/BGHAKBAK(B(G)/, /JH+K/O)('/IA*:2WHAAOKBA::)/, /JN(:31*(BA,I/GHA*)(*-B/LGH J(3G/B>E&Y&DSE' '[CE
), B(G[P&3A**:L(:J),(**+'A(:1BAI .+BA(*>G)'AJ*1/BA:3A,3AF1(,G)G(G)NAPT[(,I GHA3/,3A,GB(G)/, /JY&DSE
KB/GA), ), 3A**:1KAB,(G(,GL(:(::(+AI .+&V6@E2%G)-1"+-%WHABA3/'.),AI *A,G)N)B(*NA3G/B:J/BB(GB3",Q -A,A
[CE)LABA:133A::J1**+3/,:GB13GAI2WHAG)GAB:/JGHAGL/BA3/'.),(,G:AF1A,3A:LABA=j!"? Wa8'*(,I $j!"? Wa8'*"
L)GH GHAGB(,:JA3GAI B(GA!#"_2WHABA*(G)NAAOKBA::)/, *ANA*:/J@*)G; '[CE), GHAVN>B@*)G;>:)[CE! -B/1K (,I VN>
B@*)G;>:)[CE; -B/1K LABA"k7#n"k"< (,I "k;$n"k!!"BA:KA3G)NA*+"LH)3H LABA*/LABGH(, !k"$n"k$! (,I "k<;n
"k"# ), GHA.*(,] 3/,GB/*-B/1K (,I VN>&DSPNA3G/B-B/1K &(**(GKm"k"!'2WHAAOKBA::)/, *ANA*:/J@*)G; KB/GA), ),
GHAVN>B@*)G;>:)[CE! -B/1K (,I VN>B@*)G;>:)[CE; -B/1K LABA"k7;n"k"# (,I "k̂<n"k";"BA:KA3G)NA*+"LH)3H LABA
*/LABGH(, !k""n"k!" ), .*(,] 3/,GB/*-B/1K (,I "k<=n"k!! ), VN>&DSPNA3G/B-B/1K &(**(GKm"k"!'2@)-,)J)3(,G
I)JJABA,3A:LABAJ/1,I ), GHAAOKBA::)/, /JY&DSE'[CE(,I KB/GA), ), [P&3A**:('/,-I)JJABA,G3/,3A,GB(G)/,:/J
T/T*; -B/1K:&'[CE#V3/,3A,GB(G)/, h!;#k<<?" Km"k"!)V-B/1K h7<k77$"Km"k"!2PB/GA),#V3/,3A,GB(G)/, h!#k"=<"Km
"k"!)V-B/1K h<!k#<!"Km"k"!'"(,I GHAAOKBA::)/, /JY&DSE'[CE(,I GHA3/,3A,GB(G)/, /JY&DSEKB/GA), LABA
AN)IA,G*+*/LAB), GHAVN>B@*)G;>:)[CE; -B/1K GH(, GH/:A), GHA.*(,] 3/,GB/*-B/1K (JGAB.A),-GBA(GAI .+!""";""
(,I ^"" !'/*8VT/T*;&(**(GKm"k"!'2%!*$%"1-#*$-%[A3/'.),AI *A,G)N)B(*NA3G/BJ/BB(GB3",Q -A,A[CE)):
:133A::J1**+3/,:GB13GAI"LH)3H 3(, AJJA3G)NA*+],/3]I/L, B(GB3",Q -A,A(,I ),H).)GGHAAOKBA::)/, /JY&DSE), B(G
[P&3A**:2%

"8), 3*04-#7 VA,G)N)B1:) WB(,:JABGA3H,)F1A:) [CE ),GABJAB),-) [AG),(*K)-'A,GAK)GHA*)1'8-A,AG)3)
Y(:31*(BA,I/GHA*)(*-B/LGH J(3G/BE8'AG(./*):'

91$4'0*:0&.# C(G)/,(*C(G1B(*@3)A,3AS/1,I(G)/, /JTH),( & ?!!#"?=? ') TH/,-F),- @3)A,3A(,I
WA3H,/*/-+T/'')::)/, PB/9A3G&3:G3;"!=:H':QO!;""7?'

%%年 龄 相 关 性 黄 斑 变 性 & (-A>BA*(GAI '(31*(B
IA-A,AB(G)/,"ER4'是引起老年人视力障碍的主要原
因之一

+!, " 其 主 要 病 理 基 础 是 脉 络 膜 新 生 血 管
&3H/B/)I(*,A/N(:31*(B)Q(G)/,"TCY'形成( 在TCY的发
生和 发 展 过 程 中" 血 管 内 皮 生 长 因 子 & N(:31*(B
A,I/GHA*)(*-B/LGH J(3G/B"Y&DS'发挥着重要作用( 目
前"TCY的主要治疗方法为抗 Y&DS药物的玻璃体腔
注射"但治疗过程中需要重复注药"一些患者甚至需要
终身注药以维持视力"易诱发注射操作相关的并发症"
此外部分患者抗 Y&DS药物治疗效果不佳"故寻找新
的有效治疗 ER4的方法是目前的研究热点( B3",Q 基
因具有调控神经元轴突导向的作用"参与肿瘤或器官
血管的生成

+;\=, ( 本课题组前期的实验证实"在化学
缺氧模型中"人视网膜色素上皮细胞株 &E[P&>!< 细
胞系'中 B3",Q 基因表达上调"且同时上调 Y&DS的表
达

+7\#, "推测 B3",Q 基因能通过上调视网膜色素上皮
&BAG),(*K)-'A,GAK)GHA*)1'"[P&'细胞中 Y&DS的分
泌"促进 TCY疾病的发生和发展"该发现为探索 B3",Q
基因在 TCY中的作用*机制及寻找新的治疗靶点提供

了思路与线索( 但众所周知"任何疾病的发生和发展
均受到体内多种细胞及细胞因子及其代谢环境的影

响"而体外实验的细胞成分单一"因此在体的相关研究
对进一步探索 B3",Q 基因在 TCY中的影响及其机制十
分重要( 本研究旨在构建大鼠 B3",Q 基因慢病毒干扰
载体"并筛选出有效干扰大鼠 B3",Q 基因的小干扰 [CE
&:'(**),GABJAB),-[CE":)[CE'慢病毒干扰重组序列"
以用于大鼠活体眼部 B3",Q 基因干扰"为 B3",Q 基因在
TCY中作用的探讨及其机制的在体研究奠定基础(

;7材料与方法

;2;7材料
慢病毒干扰载体 &DY;^? '*病毒包装辅助质粒

KMA*KAB!2"* KMA*KAB;2" 以及大肠杆菌感受态细胞
4M=#&上海吉凯基因化学技术有限公司')限制性内
切酶 E-A%*&3/[% &北京 C&U公司')4CE聚合酶
&南京 Y(Q+'A公司 ') Ŵ 4CE连接酶 &美国 WHAB'/
@3)A,G)J)3公司')质粒抽提试剂盒 &上海天根公司')
;<$W工具细胞及大鼠 [P&细胞株&本实验室保存')
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4&R&高糖培养基*4R&R培养基 &美国 T/B,),-公
司')胎牛血清&德国 T(KB)3/B, 公司')[CE提取试剂*
逆转录试剂盒*实时荧光定量 PT[试剂盒 &日本
W(](B(公司')兔抗大鼠 @*)G; 单克隆抗体&(.!$^!77"
美国 E.3('公司')兔抗大鼠 DEP4M单克隆抗体& .:>
;!??['*辣根过氧化物酶标记小鼠抗兔二抗 & .:>
"<;=R>M[P' &北京博奥森公司'( 荧光定量 PT[仪
&美国 EKK*)AI U)/:+:GA':公司')EU6$#$" 测序仪 &上
海美季生物公司')数显式稳压稳流电泳仪*凝胶成像
仪&上海天能公司')细菌摇床&江苏华利达实验设备
公司')U*1AP(B隔水式恒温培养箱&上海一恒科学仪
器有限公司')移液器&德国 &KKA,I/BJ公司')高速离
心机 &美国 WHAB'/@3)A,G)J)3公司 ') 大鼠 Y&DSE
&V6@E试剂盒&武汉博士德公司'(

;2=7方法
;2=2;7细胞培养7分别采用含体积分数 !"_胎牛血
清*!"" a8'*&商品单位'青霉素及 !"" !-8'*链霉素
的 4R&R*4R&R高糖培养基培养 ;<$W细胞以及大
鼠 [P&细胞"体积分数 =_ T5;*$# q恒温条件下培
养"当细胞融合至 #"_ ?̀"_时进行传代(
;2=2=7大鼠 @*)G; :)[CE的设计*慢病毒载体的构建及
测序鉴定%根据 DA,.(,] 中大鼠 B3",Q 基因编码序列
&CRi";;7$;'"使用 E'.)/, 公司软件"根据 :)[CE设计
原则设计 ; 条针对大鼠 B3",Q 基因靶位点的干扰序列
&表 !'"引物退火制备 4CE( 限制性内切酶 E-A%与
&3/[%双酶切 DY;^? 获得双链线性载体"Ŵ 4CE连接
酶催化双链线性载体与 4CE连接过夜&表 ;'"经大肠
杆菌感受态细胞 4M=#转化"挑选阳性克隆"测序鉴定(

表 ;7大鼠 %&'() 基因干扰序列

序号 =2 茎 环 茎 $2

VN>B@*)G;>:)[CE!>( TTDD WDETEEEDDEDEWDEWEEE TWTDED WWWEWTEWTWTTWWWDWTE WWWWW-
VN>B@*)G;>:)[CE!>. EEWWTEEEEE WDETEEEDDEDEWDEWEEE TWTDED WWWEWTEWTWTTWWWDWTE
VN>B@*)G;>:)[CE;>( TTDD TDETWEDETTWDEDWEEWE TWTDED WEWWETWTEDDWTWEDWTD WWWWW-
VN>B@*)G;>:)[CE;>. EEWWTEEEEE TDETWEDETTWDEDWEEWE TWTDED WEWWETWTEDDWTWEDWTD

%注#VN#慢病毒):)[CE#小干扰 [CE

表 =7慢病毒载体构建框架

序号 物种 靶序列&=2"$2 ' DT含量&_'

VN>B@*)G;>:)[CE! 大鼠 WDETEEEDDEDEWDEWEEE $!k=?
VN>B@*)G;>:)[CE; 大鼠 TDETWEDETTWDEDWEEWE ^;k!!

%注#VN#慢病毒):)[CE#小干扰 [CE

;2=2>7慢病毒的包装*浓缩与滴度测定%转染前 ;^ H

将处于对数生长期的 ;<$W细胞接种于直径 !" 3'的
培养皿"待细胞 7"_ `#"_ 融合时"采用无血清
4R&R培养基处理细胞 7 H"行病毒三质粒共转染包装
病毒( 挑选测序正确的阳性克隆菌液进行质粒抽提"

取 DY;^? ;" !-*病毒包装质粒 MA*KAB!2" != !-及
MA*KAB;2" !" !-与转染试剂混合"调整总体积为 ! '*"

在室温下孵育 != '),"缓慢滴加于 ;<$W细胞培养基"
转染后 #; H 收获细胞上清( 用离心机在 ^ q条件下
^ """j& 离心 !" '), 以去除细胞碎片)取上清"离心半
径 !$k= 3'"^ q条件下 ;= """ B8'), 离心 ; H"弃上清"
PU@ 重悬)! """ B8'), 离心 = '),"取上清"收获纯化后
的慢病毒"\?" q保存( 取 ! 支慢病毒逐孔稀释"转染
;<$W细胞 ^? H"加入抗性药物 P1B/'+3),"维持药物质
量浓度为 $ !-8'*"继续培养 ! I"观察细胞生长状况及
增强 型 绿 色 荧 光 蛋 白 & A,H(,3AI -BAA, J*/1BA:3A,G

KB/GA),"&DSP'表达情况"计算慢病毒滴度( 病毒滴
度h活细胞数8病毒原液量(
;2=2H7VN>B@*)G;>:)[CE转染大鼠 [P&细胞株%将生
长状态良好的大鼠 [P&细胞以 !j!"7 8孔的密度接种
于 7 孔板"分为空白对照组*空病毒组* VN>B@*)G;>
:)[CE! 组和 VN>B@*)G;>:)[CE; 组"每组设 $ 个平行复
孔"接种后 7 H 待细胞完全贴壁后更换为无血清培养
基处理 ;^ H"将空白对照组*空病毒组* VN>B@*)G;>
:)[CE! 组和 VN>B@*)G;>:)[CE; 组分别以新鲜完全培养
基*空载病毒*VN>B@*)G;>:)[CE! 以及 VN>B@*)G;>:)[CE;
进行处理"空病毒组*VN>B@*)G;>:)[CE! 组和 VN>B@*)G;>
:)[CE; 组中各组病毒均以感染复数 &'1*G)K*)3)G+/J
),JA3G)/,"R56'!"" 进行转染"转染后 !; H 更换新鲜完
全培养基"转染后 #; H 显微镜下观察转染情况"评估
转染率(
;2=2I7实时荧光定量 PT[法和 ZA:GAB, .*/G法分别
检测各组大鼠 B3",Q 基因的敲减效率%根据 WB)Q/*试剂
说明书提取各组细胞总 [CE"根据 W(](B(逆转录试剂
盒将其逆转录为 34CE"利用特异性引物进行扩增(
DEP4M上游 引 物# = 2>EDDTWDWDDDTEEDDWTEWT
TT>$2"下游引物#= 2>TTDTTWDTWWTETTETTWWTWW>
$2"扩增产物长度为 !=$ .K) @*)G; 上游引物# = 2>

!=?7!中华实验眼科杂志 ;"!# 年 ? 月第 $= 卷第 ? 期%TH), X&OK 5KHGH(*'/*"E1-1:G;"!#"Y/*2$="C/2?
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TTETTDDEEWETETEDDTDEET>$ 2" 下游引物# = 2>
TWWWDDTDWTEDDEWDTETWW>$ 2" 扩增产物长度为
!"; .K( 根据 W(](B(荧光定量 PT[试剂盒说明书加
样"扩增条件#<= q预变性 $" :)<= q变性 = :"7; q退
火延伸 $" :"共 ^" 个循环( 利用公式 ;\((TG

计算各组

细胞中 @*)G; '[CE相对表达量( 弃去 7 孔板培养基"
^ q条件下PU@ 轻柔冲洗细胞 $ 次"弃去PU@)用 [6PE
与 PR@S以 < c!体积比配成 7" !*蛋白裂解液"均匀铺
于细胞表面"冰上裂解反应 $" '),"收集裂解产物)
^ q条件下 !; """ B8'), 离心 ;" '),"取上清"UTE法
测蛋白浓度( 取 =" !-总蛋白于质量分数 ?_ @4@>
PED&胶上电泳";=" 'E转膜 $ H)质量分数 =_脱脂
奶粉室温下封闭 ; H"WU@W洗膜"每次 !" '),"共 $ 次)
滴加一抗孵育 ^ q过夜"洗膜 !" '),"共 $ 次)滴加二
抗"室温下孵育 ! H"洗膜 !" '),"共 $ 次"&TV法显色(
大鼠 [P&细胞中 @*)G; 蛋白相对表达量h@*)G; 蛋白表
达量8DEP4M蛋白表达量"并筛选出高效干扰序列用
于后续实验(
;2=2J7T/T*;处理转染和未转染最佳慢病毒重组载体
的大鼠 [P&细胞%将敲减效率较高的慢病毒干扰载
体&VN>B@*)G;>:)[CE; 组'再次转染大鼠 [P&细胞"将
转染和未转染慢病毒重组载体的大鼠 [P&细胞分别
以 !j!"7 8孔的密度接种于 7 孔板"接种后 7 H 待细胞
贴壁后更换为无血清培养基处理 ;^ H( 将终浓度 "*
!""*;""*^"" !'/*8VT/T*;分别加入各组大鼠 [P&细
胞"培养后 ;^ H 收集细胞及细胞上清液(
;2=2K7实时荧光定量 PT[法和 &V6@E法分别检测
Y&DSE'[CE和蛋白的表达%根据WB)Q/*试剂说明书
提取各组细胞总 [CE"根据 W(](B(逆转录试剂盒说明
书将 [CE逆转录为 34CE"大鼠 DEP4M上游引物#
=2>EDDTWDWDDDTEEDDWTEWTTT>$2"下游引物#=2>
TTDTTWDTWWTETTETTWWTWW>$2)大鼠 Y&DSE上游
引物#= 2>WDDTTEWTEEDTWTWTWTTWT>$ 2"下游引物
=2>DDEEDDDWEEDTTETWTETETE>$ 2"扩增产物长
度为 ;=; .K( 根据 W(](B(荧光定量 PT[试剂盒说明
书加样"扩增条件#<= q预变性 $" :)<= q变性 = :"
7; q退火延伸 $" :"共 ^" 个循环( 利用公式 ;\((TG

计

算 Y&DSE'[CE相对表达量( 取各组细胞上清液按
照大鼠 Y&DSE&V6@E试剂盒说明书加样"$# q反应
<" '),"加生物素标记抗体"$# q反应 7" '),"! 倍洗涤
缓冲液洗涤 $ 次"加 EUT"$# q反应 $" '),"! 倍洗涤
缓冲液洗涤 = 次)WRU$# q反应 != ;̀" '),"加入
WRU终止液( 计算细胞上清液中Y&DSE的质量浓度(
;2>7统计学方法

采用 @P@@ !#2" 统计学软件& @P@@ 6,32"TH)3(-/"
6V"a@E'进行统计分析( 本研究中各检测指标的数据
资料经 Z检验证实呈正态分布"以 Tn+表示( 基因敲
除效率评估和有效序列筛选采用均衡分组单因素干预

多水平分组研究设计"空白对照组*空病毒组*VN>
B@*)G;>:)[CE! 组和 VN>B@*)G;>:)[CE; 组间大鼠 [P&细
胞中 @*)G; '[CE及蛋白相对表达量的总体差异比较
采用单因素方差分析"组间两两比较采用 V@4>,检验(
关于 Y&DSE表达量变化的评估采用析因设计"空白
对照组与 VN>B@*)G;>:)[CE; 组在不同浓度 T/T*;作用后
[P&细胞中 Y&DSE '[CE表达和细胞上清液中
Y&DSE蛋白质量浓度的总体差异比较采用两因素方
差分析"多重比较采用 V@4>,检验( Km"k"= 为差异有
统计学意义(

=7结果

=2;7慢病毒重组载体测序
将 ; 条大鼠 B3",Q 基因慢病毒干扰重组序列阳性

克隆进行测序鉴定"证实均插入正确"无突变序列
&图 !' (

A

B
图 ;7慢病毒重组载体测序%E#VN>B@*)G;>:)[CE! 测序%U#VN>B@*)G;>
:)[CE; 测序%黑色方框内表示正确插入的 :)[CE序列
%

=2=7三质粒共转染 ;<$W细胞中 &DSP的表达情况及
病毒滴度

"k! !*慢病毒原液感染后";<$W细胞形态不规
则"贴壁性较好"&DSP的表达率约为 $"_( ! !*慢病
毒原液感染后"大部分细胞形态不规则"少数细胞形态
缩圆"贴壁性较好"&DSP的表达率约为 ?"_( !" !*
慢病毒原液感染后"部分细胞形态不规则"部分细胞形
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态缩圆"&DSP的表达率近 !""_&图 ;'( 培养后;^ H"
VN>B@*)G;>:)[CE! 和 VN>B@*)G;>:)[CE; 的滴度分别为 =j
!"? Wa8'*和 $j!"? Wa8'*(

A B C

D E F
图 =7慢病毒转染 =R>M细胞荧光图&j;""'%E#"k! !*慢病毒原液
感染 ;<$W细胞白光视野图%可见细胞形态不规则"贴壁性较好"有
较强的折光性%U#! !*慢病毒原液感染 ;<$W细胞白光视野图%可
见大部分细胞形态不规则"少数细胞形态缩圆"贴壁性较好"有较强
的折光性%T#!" !*慢病毒原液感染 ;<$W细胞白光视野图%可见部
分细胞形态不规则"部分细胞形态缩圆"有较强的折光性%4#"k! !*
慢病毒原液感染 ;<$W细胞荧光图%可见 &DSP的表达率约为 $"_
&#! !*慢病毒原液感染 ;<$W细胞荧光图%可见 &DSP的表达率约
为 ?"_%S#!" !*慢病毒原液感染 ;<$W细胞荧光视野图%可见
&DSP的表达率近 !""_

=2>7VN>B@*)G;>:)[CE在大鼠 [P&细胞中的转染效率
转染病毒后 #; H"VN>B@*)G;>:)[CE! 组和 VN>B@*)G;>

:)[CE! 组大鼠细胞呈不规则形态"折光性较好"贴壁
良好"慢病毒转染率均在 #"_以上( 空病毒组细胞呈
不规则形态"折光性较好"贴壁良好"部分大鼠 [P&细
胞表达 &DSP"表达率约为 ?"_( 空白对照组细胞呈
不规则形态"折光性较好"贴壁良好"未见细胞表达
&DSP&图 $'(

A B C

D E F
图 >7慢病毒感染大鼠 G<O细胞后 OP9<表达情况&j;""'%E#VN>
B@*)G;>:)[CE明场视野%可见细胞呈不规则形态"折光性较好"贴壁
良好%U#空病毒组明场视野%可见细胞呈不规则形态"折光性较
好"贴壁良好%T#空白对照组明场视野%可见细胞呈不规则形态"
折光性较好"贴壁良好%4#VN>B@*)G;>:)[CE组荧光视野%部分大鼠
[P&细胞表达 &DSP"表达率约为 ?"_%&#空病毒组荧光视野%部
分大鼠 [P&细胞表达 &DSP"表达率约为 ?"_%S#空白对照组荧光
视野%未见细胞表达 &DSP
%

=2H7各组大鼠 @*)G; '[CE的相对表达量比较
实时荧光定量 PT[结果显示"空白对照组*空病

毒组*VN>B@*)G;>:)[CE! 组和 VN>B@*)G;>:)[CE; 组细胞
中大鼠 @*)G; '[CE的相对表达量分别为 !k"$n"k$!*
"k<;n"k"#*"k7#n"k"< 和 "k;$n"k!!"组间总体比较
差异有统计学意义&Vh!=k$;""Kh"k""!'2其中 VN>
B@*)G;>:)[CE! 组和 VN>B@*)G;>:)[CE; 组细胞中大鼠
@*)G; '[CE相对表达量均明显低于空白对照组"差异
均有统计学意义&均 Km"k"='"空病毒组细胞中大鼠
@*)G; '[CE相对表达量与空白对照组比较差异无统
计学意义&Kl"k"='&图 ^'(
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图 H7各组大鼠 G<O细胞
中 组"#+= .GQ5相对表达
量的比较 % Vh!=k$;""
Kh"k""!2与空白对照组

比较"(Km"k"=". Km"k"!
&单因素方差分析"V@4>,
检验"%h<'%VN#慢病毒)
:)[CE#小干扰 [CE

%

=2I7各组大鼠 @*)G; 蛋白相对表达量比较
ZA:GAB, .*/G法检测显示"空白对照组和空病毒组

大鼠 [P&细胞中 @*)G; 蛋白表达条带较强"VN>B@*)G;>
:)[CE! 组和VN>B@*)G;>:)[CE; 组大鼠[P&细胞中 @*)G;

蛋白表达条带明显减弱"以 VN>B@*)G;>:)[CE; 组减弱更
为明显"故筛选其为最佳干扰序列( 空白对照组*空病
毒组*VN>B@*)G;>:)[CE! 组和 VN>B@*)G;>:)[CE; 组大鼠
[P&细胞中 @*)G; 蛋白的相对表达量分别为 !k"" n
"k!"*"k<=n"k!!*"k7;n"k"# 和 "k̂<n"k";"组间总体
比较差异有统计学意义&Vh;^k$^""Kh"k"""'"其中
VN>B@*)G;>:)[CE! 组和 VN>B@*)G;>:)[CE; 组大鼠 [P&细
胞中 @*)G; 蛋白的相对表达量均明显低于空白对照组"

差异均有统计学意义&均 Km"k"!'"而空病毒组与空
白对照组比较差异无统计学意义&Kl"k"='&图 ='(
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图 I 7 各 组 大 鼠

G<O细胞中 组"#+=
蛋白相对表达量的

比较 % E# ZA:GAB,
.*/G法 检 测 可 见
VN>B@*)G;>:)[CE! 组
和 VN>B@*)G;>:)[CE;
组细胞中 @*)G; 蛋
白表达条带较空白

对照组和空载病毒

组明显减弱%U#各
组大鼠 [P&细胞
中 @*)G; 蛋白相对
表达量 的比 较 %

Vh;^k$^""Kh"k"""2与空白对照组比较"(Km"k"! &单因素方差分
析"V@4>,检验"%h<'%VN#慢病毒):)[CE#小干扰[CE
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=2J7不同浓度 T/T*;作用后大鼠 [P&细胞中 Y&DSE
'[CE和蛋白表达变化

实时荧光定量 PT[结果显示"不同浓度 T/T*;作
用后各组大鼠 [P&细胞中 Y&DSE'[CE的相对表达
量明显不同"差异均有统计学意义 &V浓度 h!;#k<<?"
Km"k"!)V分组 h7<k77$"Km"k"!'"T/T*;浓度和组间存
在交互作用 &V交互作用 h!^k$7?"Km"k""!'( &V6@E检
测结果显示"不同浓度 T/T*;作用后各组大鼠 [P&细
胞中 Y&DSE蛋白相对表达量均明显不同"差异均有
统计学意义&V浓度 h!#k"=<"Km"k"!)V分组 h<!k#<!"Km
"k"!'"T/T*;浓度与组间不存在交互作用 &V交互作用 h
!k?;="Kl"k"='( 随着 T/T*;浓度的增加"空白对照组
和 VN>B@*)G;>:)[CE; 组大鼠 [P&细胞中 Y&DSE'[CE
表达量及其蛋白质量浓度均呈增加的趋势"!""*;""
和^"" !'/*8VT/T*; 作用后 VN>B@*)G;>:)[CE; 组大鼠
[P&细胞中 Y&DSE'[CE表达量及蛋白质量浓度均
明显低于空白对照组"差异均有统计学意义 &均 Km
"k"!'&表 $"^'(

表 >7不同浓度 !*!"=作用后各组细胞中 hOP95.GQ5
相对表达量比较&*T+'

组别 样本量
不同浓度 T/T*;作用后 Y&DSE'[CE相对表达水平

" !'/*8V !"" !'/*8V ;"" !'/*8V ^"" !'/*8V

空白对照组 < "k<<n"k"^ !k"#n"k"7 !k7$n"k!7( ;k;;n"k!=(

VN>B@*)G;>:)[CE; 组 < !k"^n"k!$ "k7^n"k"^. "k?!n"k!7. !k?7n"k!!(.

%注# V浓度 h!;#k<<?" Km"k"!) V分 组 h7<k77$" Km"k"!) V交互作用 h

!^k$7?"Km"k""!2与各自组内 " !'/*8VT/T*;作用后比较"(Km"k"=)与

各自的空白对照组比较".Km"k"=&析因设计两因素方差分析"V@4>,检

验'%Y&DS#血管内皮生长因子)VN#慢病毒):)[CE#小干扰 [CE

表 H7不同浓度 !*!"=作用后各组 hOP95蛋白
质量浓度比较&*T+"':U;VV !"'

组别 样本量
不同浓度 T/T*;作用后 Y&DSE质量浓度

" !'/*8V !"" !'/*8V ;"" !'/*8V ^"" !'/*8V

空白对照组 < ;;k;#n!<k"# =<k?"n̂k$!( #$k!#n!k<<( <$k<7n̂k!=(

VN>B@*)G;>:)[CE; 组 < !^k$<n =k;^ $#k7;n$k?7(. =^k$^n=k!<(. ?<k<$n̂ k̂$(.

%注#V浓度 h!;#k<<?"Km"k""!)V组别 h7<k77$"Km"k""!)V交互作用 h

!^k$7?"Km"k""!2与各自组内 " !'/*8VT/T*;作用后比较"(Km"k"=)与

各自的空白对照组比较".Km"k"=&析因设计两因素方差分析"V@4>,检

验'%Y&DS#血管内皮生长因子)VN#慢病毒):)[CE#小干扰 [CE

>7讨论

研究证实 @*)G; 及其受体表达于 [P&细胞中 +?\<, "
在增生性糖尿病视网膜病变 & KB/*)JAB(G)NAI)(.AG)3
BAG),/K(GH+"P4['模型中" @*)G;>C重组蛋白刺激 [P&
细胞能上调细胞中 Y&DS的表达"促进 P4[的发生和

进展
+<, "与本课题组前期研究结果相符 +7\#, ( [P&细

胞分泌的 Y&DSE&Y&DS的一个重要亚型'参与 TCY
的发生和发展

+!", ( 在体内探索 B3",Q 基因沉默后对
TCY的影响及其机制有助于寻找治疗TCY的新靶点(

[CE干扰 &[CE),GABJABA,3A"[CE)'是指生物在
进化过程中高度保守的*由双链 [CE诱发的*同源
'[CE高效特异性降解的现象( 本实验中采用
E'.)/, 公司软件针对大鼠 B3",Q 基因设计了 ; 条
:)[CE"遵循 :)[CE设计原则"如靶点在基因所有 CR
转录本同源区"研究已知靶点的 DT碱基含量为 $;_ `
#<_ +!!\!;, "本实验选取的 ; 个靶点 DT碱基的含量分
别为 $!k=?_和 ^;k!!_"均满足理论要求( 在本实验
中"实时荧光定量 PT[以及 ZA:GAB, .*/G结果显示重
组序列 VN>B@*)G;>:)[CE; 较 VN>B@*)G;>:)[CE! 对靶基因
的敲除效力更强"故筛选为有效干扰重组序列"这可能
与其具有更多的 DT碱基而与靶点结合更稳固有关(
:)[CE在实际产生效应过程中对靶基因的干扰效率受
多方面因素影响"除了 :)[CE序列本身的敲减效力
外"还受到目标 '[CE在胞内的二级结构*载体转染
效率等因素的影响"所以滴度高*安全性佳以及表达持
续稳定的病毒载体是成功干扰基因的关键因素之一(

与其他转染方法相比"慢病毒载体转染效率高"持
续稳定表达时间长

+!$, ( 慢病毒载体不仅广泛应用于
细胞水平的基因干扰"近年来其作为安全*有效的基因
载体工具在动物活体眼内转染的应用也受到广泛关

注
+!^\!=, ( 眼球有血\视网膜屏障的保护作用及高度隔

离的独特解剖结构"可较大程度地发挥全身免疫隔离
作用"为动物活体眼部基因转染以及基因治疗提供了
解剖优势( 慢病毒载体本身具有安全*稳定的特点"其
对分裂及非分裂期细胞均有较强的转染能力"已成为
基因功能和治疗研究的有效工具

+!7, ( 除上述优点外"
慢病毒在活体眼球内对 [P&细胞的转染能力较其他
转染载体更强

+!#, "可作为我们下一步体内实验的目标
载体工具( 本实验构建的大鼠 B3",Q 基因慢病毒干扰
载体采用的是第 $ 代慢病毒三质粒转染系统"即
DY;^?*KMA*KAB!2" 和 KMA*KAB;2" $ 种质粒( KMA*KAB
!2" 辅助质粒中包含 &$&*1.3以及 7(?基因"分别编码
人类免疫缺陷病毒 & H1'(, )''1,/IAJ)3)A,3+N)B1:"
M6Y'的结构蛋白*病毒相关酶以及调节 &$&*1.3和 7(?
基因表达的调节因子)KMA*KAB;2" 辅助质粒中包含水
疱性口炎病毒包膜蛋白基因"编码病毒包装所需要的
包膜蛋白"其与传统的 M6Y包膜蛋白相比"具有更强
的感染能力"并扩大了感染宿主的范围( 此外"本实验
采用的第 $ 代慢病毒三质粒转染系统剔除了 M6Y的

!??7! 中华实验眼科杂志 ;"!# 年 ? 月第 $= 卷第 ? 期%TH), X&OK 5KHGH(*'/*"E1-1:G;"!#"Y/*2$="C/2?

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



(%?*?"/*?17*?1- 和 %(/基因"不仅能够转染处于分裂期
以及非分裂期的细胞"而且能够大大降低有复制能力
的病毒复制"提高了转染的安全性 +!?\;", (

本研究利用慢病毒载体对大鼠 B3",Q 基因干扰序
列进行包装"并筛选出有效干扰重组序列"在大鼠细胞
水平进行转染及筛选的必要性主要有#&!'生产大鼠
B3",Q 基因慢病毒干扰重组载体"其滴度分别达 = j
!"? Wa8'*和 $j!"? Wa8'*"荧光显微镜下估测的转染
率均超过 #"_"一定程度上为大鼠体内实验的成功转
染奠定了基础( &;'大鼠 B3",Q 基因编码区序列长达
# !$= .K"即便是理论上可行的 :)[CE序列也可能由
于大鼠 B3",Q 基因编码的 '[CE空间结构复杂而造成
:)[CE序列在实际转染中难以有效下调靶基因的表
达( 因此"目的基因的 :)[CE序列若不经过大鼠细胞
水平的筛选而直接进行体内基因干扰"则难以保证干
扰序列的有效性"甚至因此导致大鼠体内实验失败(

本研究对缺氧诱导的 Y&DSE表达调控研究结果
显示"随着 T/T*;质量浓度的增加"空白对照组和 VN>
B@*)G;>:)[CE; 组大鼠 [P&细胞中 Y&DSE表达上调"
相同质量浓度 T/T*;作用下 VN>B@*)G;>:)[CE; 组大鼠
[P&细胞中 Y&DSE表达水平均低于空白对照组"说
明 VN>B@*)G;>:)[CE; 能明显下调缺氧状态下大鼠 [P&
细胞中 Y&DSE的表达(

综上所述"本研究采用第 $ 代慢病毒载体三质粒
构建系统成功构建了 ; 条大鼠 B3",Q 基因慢病毒干扰
重组载体"其中 VN>B@*)G;>:)[CE; 对靶基因的敲减效率
达 ="_以上"且能明显下调大鼠缺氧状态下 [P&细胞
中 Y&DSE的表达"为应用 VN>B@*)G;>:)[CE; 进行大鼠
眼部基因干扰研究提供了实验依据( 本实验为探索
B3",Q 基因在 TCY发生和发展中的作用*机制及寻找治
疗 TCY新靶点的大鼠体内实验提供了新的思路(
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