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!实验研究!

重组质粒 <201CFYSgK3Wb̀ :%201的构建$鉴定
及其对人脐静脉内皮细胞增生的影响

仝欢(尚庆丽(马景学(高建(王鑫

(("摘要#(背景(脉络膜新生血管)W0[*是多种眼部疾病致盲的原因之一%研究发现补体系统在 W0[的

发病机制中起重要作用&(目的(构建针对补体因子 )̀Wb̀ *的小干扰 201):%201*重组质粒%体外观察其

对人脐静脉内皮细胞 EW[FQPM 增生的影响&(方法(根据人 Wb̀ 的基因序列设计引物%经 Ŵ2扩增后与质

粒 <201CFYSgK 连接%得到重组质粒 <201CFYSgK3Wb̀ :%201%并进行测序鉴定和 Ŵ2鉴定& EW[FQPM 细胞

株进行常规培养%用电转染技术将重组质粒或空质粒分别转染人 EW[FQPM 细胞株%分为 Wb̀ F:%201转染组和

空质粒转染组%未转染的细胞为空白对照组& 细胞转染后继续培养 MV "%于倒置荧光显微镜下观察绿色荧光

蛋白)Xb̂ *的表达并计算转染效率'采用半定量逆转录 Ŵ2)2CF̂W2*法测定各组细胞中 Wb̀ ,201的相对

表达量'用 JCC法检测各组细胞转染 NM$MV 和 RN " 时细胞的增生值)@*并计算生长抑制率'利用流式细胞技

术检测各组细胞的生长周期变化&(结果( Ŵ2扩增的目的片段序列与 8PV基因序列完全相符%EW[FQPM 细

胞转染后%倒置荧光显微镜下可见 Wb̀ F:%201转染组和空质粒转染组的细胞中 Xb̂ 呈绿色荧光& 半定量
2CF̂W2结果显示%Wb̀F:%201转染组$空质粒转染组和空白对照组的 Wb̀ ,201相对表达量分别为 PgPR !
PgPM$PgKM !PgPN 和 PgKM !PgPQ%总体比较差异有统计学意义)PeNQQgPU%SePgPP*'其中 Wb̀ F:%201转染组
Wb̀ ,201相对表达量明显低于空质粒转染组和空白对照组%差异均有统计学意义)均 SiPgPU*& JCC法检

测结果显示%各组不同时间细胞增生抑制率总体比较差异有统计学意义)P
分组

eNKNgLL%SePgPP*'Wb̀ F:%201

转染组细胞转染 NM$MV$RN " 后细胞增生的抑制率分别为 )NQgMUhPgPK*k$ )QQgMVhPgPN*k和 )MUgMLh

PgPK*k%明显高于同时间点空质粒转染组和空白对照组%差异均有统计学意义)均 SiPgPU*& 流式细胞仪检

测结果显示%Wb̀ F:%201转染组$空质粒转染组和空白对照组 XK期的细胞数占总细胞数的 )MMgMhPgU*k$

)NUgVhPgM*k和)NRgLhPgS*k%总体比较差异有统计学意义)PeUVgLV%SePgPP*'Wb̀ F:%201转染组 XK期

和 XN期细胞所占百分比显著高于空白对照组和空质粒转染组%差异均有统计学意义)均 SiPgPU*&(结论(

重组质粒 <201CFYSgK3Wb̀ :%201可通过将细胞阻滞在 XK期而有效抑制人脐静脉内皮细胞的增生&(

"关键词#(脉络膜新生血管' 小干扰 201' 补体因子 '̀ 脐静脉内皮细胞' 人' EW[FQP 细胞株
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PgPP*'6"##;<5#::%+& 8#?#8+AWb̀ ,201%& 6"#Wb̀ F:%201'5+.< >*::%'&%A%9*&68D=#98%&#= %& 9+,<*5%:+& >%6" 6"#

78*&G <8*:,%= '5+.< *&= 6"#&+5,*89+&65+8'5+.< ) 7+6" *6SiPgPU*BC"#'5+>6" %&"%7%6+5D5*6#:+A6"#9#88:>#5#
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PgPU*BC"#<#59#&6*'#:+AXK <"*:#9#88:>#5#)MMgMhPgU*k%)NUgVhPgM*k *&= )NRgLhPgS*k %& 6"#Wb̀ F
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((脉 络膜新生血管 ) 9"+5+%=*8&#+?*:9.8*5%\*6%+&%
W0[*是多种眼部疾病致盲的原因之一%其发生机制尚
未完全明确%治疗效果也不尽如人意& 近年来抗血管
内 皮 生 长 因 子 ) ?*:9.8*5#&=+6"#8%*8'5+>6" A*96+5%
[EXb*的药物%如贝伐单抗$雷珠单抗$[EXbFC5*< 及
康柏西普等

+K_M,
已成为临床研究的热点%但单纯的抗

[EXb治疗仍不能达到根治 W0[的目的%也不能防止
W0[的复发& 研究发现%补体活化的旁路途径在激光
诱导 W0[中发挥重要作用 +U_S, %而作为旁路途径的关
键因子%补体因子 )̀9+,<8#,#&6A*96+5̀ %Wb̀ *则提供
了抑制 W0[生成的新靶点 +R, & 201干扰 ) 201
%&6#5A#5#&9#%201%*是一种外源性双链 201抑制细胞
内同源基因表达的现象%其在转录水平$转录后水平和
翻译水平上阻断基因的表达%与使目标基因永久性表
达沉默的基因敲除方法不同%201%通过降解具有同源
序列靶基因的 ,201达到阻止靶基因表达的目的&
201%技术自 NP 世纪 LP 年代末发现以来%已成功用于
哺乳动物细胞的研究%并成为研究基因功能的有效方
法%有望成为 W0[特异性的基因治疗手段 +V_KP, & 本研
究中构建 Wb̀ 小干扰 201):,*88%&6#5A#5#&9#201%
:%201*表达载体%探讨 Wb̀ 在实验性 W0[的形成中
所产生的分子生物学效应和机制&

74材料与方法

7B74主要试剂及仪器
质粒 <201CFYSgK30#+带有人源的 YS 启动子和

WJ[启动子)美国 X#&I95%<6生物科技公司*'人脐静
脉内皮细胞 EW[FQPM$大肠杆菌 /4U()石家庄华北制
药集团新药研究开发中心*' *̀,4!和 4%&=#内切
酶$CM/01连接酶$质粒小量提取试剂盒$胶回收试剂
盒)1'*5+:#X#8/01 .̂5%A%9*6%+& G%6%?#5NgP * )大连
C*a*2*公司*'J%&%201#*:D试剂盒$+&#F:6#< 逆转录
Ŵ2)5#?#5:#65*&:95%<6%+& Ŵ2%2CF̂W2*试剂盒$高纯质
粒提取试剂盒)fH1A%86#5̂ 8*:,%= J%=%*$fH1@.%9G Ŵ2
净化试剂盒)德国 f%*'#& 公司*& ÊMVP Ŵ2仪)德国
E<<#&=+5A公司*'倒置荧光显微镜)日本O8D,<.:公司*&
7B84方法
7B8B7 4人 Wb̀ F:%201真核表达载体的构建(从
X#& *̀&G 获取人 Wb̀ 的 ,201序列)0JsPPKRKP*%根
据 :%201设计原则%寻找 :%201靶序列%使用 Z̀1IC
将选定的序列与相应的人基因组数据库进行比较%排
除与其他编码序列和3或 EIC同源的序列%遵循 Ŵ2
引物设计的原则%设计一对特异的 8PV基因 Ŵ2引
物%上 游 引 物( U -FWXXX1CWWWXCCW1CW11CW1CCC
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XXC1X1111W1CCX1C1CWWXCXCCCCWC1WWFQ -' 下
游引物( U -FWCC11XWCCCCXX111111CCW1CW11CW
1CCCXXC1X1111W1WXX1C1CWFQ-& 上下游引物序
列分别加有 *̀,4!和 4%&= #内切酶位点& 以进行
Ŵ2扩増% Ŵ2扩增条件(LM o预变性 M ,%&'LM o变
性 KU :%UU o退火 KU :%RN o延伸 MU :%QU 个循环'
RN o延伸 V ,%&%M o保存& 再用 fH1@.%9G Ŵ2试剂
盒回收 Ŵ2扩增产物%得到双链核苷酸片断& 将质粒
<201CFYSBK 及双链核苷酸片断用 *̀,4!和 4%&= #
内切酶 QR o下孵育约 N "%然后对两者分别进行琼脂
糖凝胶电泳%切出含有目的 /01条带的琼脂糖凝胶%
用胶回收试剂盒回收质粒酶切片段%将酶切后的双链
核苷酸片断与质粒载体黏端用 /018%'*6%+& 试剂盒进
行连接反应%于 KS o连接 N "%使双链核苷酸片段定向
克隆入 <201CFYSBK 载体中%命名为 Wb̀ F:%201'采用
氯化钙转化方法%将重组质粒转化至感受态大肠杆菌
/4U(中%固体培养基培养%挑取阳性载体克隆%液体
培养基培养 KN "%用质粒小量提取试剂盒提取质粒%应
用 Ŵ2法进行鉴定& 紫外分光光度法测定质粒 /01
含量&
7B8B84细胞培养与转染4以含体积分数 KPk胎牛血
清的 2̂ JHKSMP 为培养液%常规方法培养人脐静脉内
皮细胞EW[QPM 至对数生长期%收集细胞%以 KqKPR 3,8
的密度重悬于 P o电穿孔缓冲液中%取 PgU ,8移入电
转杯中& 将 MP $8待转染的 Wb̀ F:%201质粒与空质粒
分别加入各电转杯的细胞悬液中%设定电压为 NPP [%
电容为 LPP $b%电击 RP ,:%分别为 Wb̀ F:%201转染组
和空质粒转染组%未转染细胞为空白对照组%再用含
KPk胎牛血清的 2̂ JHFKSMP 培养基继续培养各组细
胞 MV "%荧光显微镜下观察绿色荧光蛋白 ) '5##&
A8.+5#:9#&9#<5+6#%&%Xb̂ *的表达及其在细胞中的定
位%计算质粒的转染效率%转染效率e荧光显微镜下荧光
阳性细胞数3同一视野普通光学显微镜下细胞数qKPPk&
7B8B94半定量 2CF̂W2法测定细胞中 Wb̀ ,201的
相对表达(胰蛋白酶消化并收集转染后 MV " 的各组
细胞%KP ,8̂ Ì 漂洗 K 次%按照 J%&%201#*:D试剂盒
说明提取细胞总 201'取 KQ $8201作为模板%以
+8%'=C为引物%逆转录合成 9/01%置于_NP o冰箱保
存& Wb̀ 上游引物为 U-FX1XC1WCCWXCXWCX1W1XW
1XFQ-%下游引物为 U -FXWXXWCCWCWCCXCX11W11
CXFQ-& 质量分数 KgVk琼脂糖凝胶电泳鉴定 Ŵ2产
物%数码照相%以 %F*96%& 作为内参照%并采用 *̀&=
Z#*=#5凝胶图像分析软件进行灰度值分析& 每组平行
测 N 次%重复操作 M 次&

7B8B:4JCC法测定细胞活性(将转染后 MV " 细胞进
行计数%按 KqKPQ 3孔接种于 LS 孔板%每组 Q 个复孔%
分别在接种后 KN$NM$MV$RN " 采用 JCC法检测各组波
长 URP &,处的吸光度 )@*值%计算细胞的生长抑制
率& 生长抑制率e)@对照 _@实验 * 3@对照 %其中 @对照 为空
白对照组样品 @值%@实验为待测样品 @值&
7B8BL4流式细胞仪检测 Wb̀ F:%201对 EW[FQPM 增生
周期的影响(质量分数 PgNUk胰蛋白酶消化电转后
MV " 的细胞%离心后加入体积分数 RPk乙醇%并吹打
成单细胞悬液%M o保存%流式细胞仪检测& 每组平行
测 Q 管%重复操作 Q 次&
7B94统计学方法

采用 I1I 统计学软件)I1I %&:6%6.6#H&9*进行统计
分析& 本研究中测量指标的计量资料经 -检验呈正
态分布%以 Zh7表示& 组间细胞 Wb̀ ,201相对表达
量和细胞转染后 EW[FQPM 增生周期变化的比较采用
单因素方差分析%各组细胞转染后不同时间点 EW[F
QPM 抑制率的比较采用重复测量两因素方差分析%多
重比较采用ZI/F2检验& SiPgPU 为差异有统计学意义&

84结果

8B74人 Wb̀ F:%201真核表达载体的构建及鉴定
将 Wb̀ F:%201定向插入到 <201CFYSBK 的 *̀,4

!和 4%&= #内切酶位点%/01序列测定结果显示目
标序列与设计序列完全相同%表明人 Wb̀ F:%201真核
表达载体构建成功& *̀,4!和 4%&= #双酶切鉴定结
果见图 K&

2000bp
1000bp
750bp
500bp

250bp
100bp

1 2 3

图 74H+1W!和 W#&*"双酶切鉴定结
果(K(未经双酶切的 Wb̀ F:%201载体'
N( 经 双 酶 切 的 Wb̀ F:%201 载 体' Q(
J*5G#5/ZNPPP

8B84各组细胞 Wb̀ ,201的相对表达量
8B8B7 4质粒转染效率4荧光显微镜下可见 Wb̀ F
:%201转染组和空质粒转染组的EW[FQPM 细胞中呈清
晰的绿色荧光%验证转染成功%Wb̀ F:%201转染组质粒
转染效率达到 RUk以上)图 N*&
8B8B84各组细胞中 Wb̀ ,201的相对表达量(Wb̀ F
:%201转染组$空质粒转染组及空白对照组间细胞中
Wb̀ ,201的相对表达量明显不同%差异有统计学意
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义)PeNQQgPU%SePgPP*%其中 Wb̀ F:%201转染组细
胞中 Wb̀ ,201相对表达量明显低于空质粒转染组
和空白对照组)均 SiPgPU*'空质粒转染组与空白对
照组比较%细胞中 Wb̀ ,201的相对表达量的差异无
统计学意义)SjPgPU*)图 Q%表 K*&

A B
图 84载体对 !KOE9X: 细胞的电转染效率 )Xb̂ qMPP *(1(Wb̀ F
:%201转染组( (̀空质粒转染组

2000bp

1000bp
750bp
500bp

250bp
100bp

β�actin

CFB

1 2 3

图 94各组细胞 @K?产物琼脂糖
凝胶电泳图(K(Wb̀ F:%201转染
组(N(空质粒转染组(Q(空白对
照组(%F*96%&(%F肌动蛋白'Wb̀ (
补体因子 `

表 74各组细胞 KVH1?N2相对表达量的比较)!Q"*

组别 样本量 Wb̀ ,201

Wb̀ F:%201转染组 V PgPR !PgPM

空质粒转染组 V PgKM !PgPN*

空白对照组 V PgKM !PgPQ*

P NQQgPU
S PgPP

(注(与 Wb̀ F:%201转染组比较%*SiPgPU )单因素方差分析%ZI/F2检

验*(Wb̀ (补体因子 '̀:%201(小干扰 201

8B94各组 EW[FQPM 细胞的抑制率
各组不同时间细胞增生抑制率总体比较%差异有

统计学意义 ) P分组 eNKNgLL% SePgPP *%其中 Wb̀ F
:%201转染组在 NM$MV 和 RN " 对 EW[FQPM 细胞的抑
制率分别为 ) NQgMU hPgPK *k$ ) QQgMV hPgPN *k和
)MUgMLhPgPK*k%明显高于同时间点空质粒转染组和
空白对照组%差异均有统计学意义)均 SiPgPU*)表 N*&

表 84各组 !KOE9X: 细胞转染后不同时间点抑制率的比较) !Q"%Y*

组别 样本量
不同培养时间点细胞生长抑制率

NM " MV " RN "

Wb̀ F:%201转染组 L NQgMUhPgPK QQgMVhPgPN MUgMLhPgPK

空质粒转染组 L _KVgKVhPgPK* _NKgVPhPgPK* _NQgSQhPgPK*

空白对照组 L _KLgKKhPgPK* _NQgKMhPgPK* _QUgMKhPgPK*

(注( P分组 eNKNgLL% SePgPP' P时间 eQUUgRM% SePgPP' P交互作用 e

QKRgQQ%SePgPPB与各自时间点的 Wb̀ F:%201转染组比较%*SiPgPU)两

因素方差分析%ZI/F2检验*(Wb̀ (补体因子 '̀:%201(小干扰 201

8B:4各组细胞转染后 EW[FQPM 细胞周期的变化
流式细胞仪检测结果显示%空白对照组$空质粒转

染组和 Wb̀ F:%201转染组处于 XK期的细胞数占总细

胞数的百分比分别为 )NRgLhPgS*k$)NUgVhPgM*k
和)MMgMhPgU*k%总体比较差异有统计学意义 )Pe
UVgLV%SePgPP*%Wb̀ F:%201转染组$空白对照组和空
质粒转染组 XN期$I 期的细胞周期数比较%总体比较
差异均有统计学意义)PeQUgRM%SePgPP'PeKPKgLN%
SePgPP*& Wb̀ F:%201转染组 XK期和 XN期细胞所占

百分比显著高于空白对照组和空质粒转染组%差异均
有统计学意义)均 SiPgPU*)表 Q*&

表 94各组 !KOE9X: 细胞增生周期百分比的比较)!Q"%Y*

组别 样本量
各细胞周期细胞百分比

XK期 XN期 I 期

Wb̀ F:%201转染组 L MMgMhPgU NVgLhPgL NMgNhPgM

空质粒转染组 L NUgVhPgM* KUgKhPgS* URgMhPgS*

空白对照组 L NRgLhPgS* KLgShPgR* MVgRhPgQ*

P UVgLV QUgRM KPKgLN
S PgPP PgPP PgPP

(注(与各自 Wb̀ F:%201转染组比较%*SiPgPU)单因素方差分析%ZI/F2

检验*(Wb̀ (补体因子 '̀:%201(小干扰 201

94讨论

W0[可发生于许多眼部疾病%近年来研究认为补
体系统在 W0[的发病机制中起着重要的作用 +U, & 研
究表明%编码调控蛋白的基因 8PV和补体 WN 在年龄
相关性黄斑变性中发挥作用的生物学途径与 Wb4相
同

+KK_KN, & 目前关于治疗 W0[的研究多集中在 [EXb

的抑制或其他血管生长促进因子的抑制方面%但这些
方法仅能一定程度地抑制 W0[的生长& 新生血管的
生成是一个多因子$多种信号途径共同参与的复杂过
程%如果把治疗的靶点放在其中某个因子的抑制上%其
治疗效果是有限的& 在 W0[形成的过程中%补体活化
旁路途径是多种血管生长因子表达失衡的根本原因%
因此我们推测阻断补体活化的旁路途径可抑制多种促

新生血管生长因子的表达%达到抗新生血管生成的目
的%其疗效应优于以往的治疗方法%而补体活化旁路途
径中最重要的因子 Wb̀ 就成为阻断旁路途径的靶点&

Wb̀ 在体内多种组织%包括血管内皮细胞中均有
表达

+KQ, & 正常情况下%体外培养的血管内皮细胞在无
胎牛血清的环境中无法生存

+KM, %但是研究发现有维持
内皮细胞活性的因子存在%这类因子简称为 EWF[Jb
)#&=+6"#8%*89#88F?%*7%8%6D,*%&6*%&%&'A*96+5*% 有 EWF
[Jb*和 EWF[Jb7 N 种亚型%后者是 Wb̀ 的分裂片段
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7̀& W*%等 +KU,
证明当 Wb̀ 或 7̀ 存在时%在无胎牛血

清培养液培养的血管内皮细胞可以继续存活至少 U =%
少部分细胞可增生%表明 Wb̀ 对血管内皮细胞有保护

作用和潜在的刺激增生作用%其机制尚有待研究& 根
据 Wb̀ 的分布特点和 W0[的形成机制%本研究中采
用人脐静脉内皮细胞 EW[FQPM 作为体外实验的靶细
胞%结果显示 Wb̀ 的表达被沉默后 EW[FQPM 细胞生长
被阻滞在 XK期%并有效抑制 EW[FQPM 的增生%从反面
证实了Wb̀ 对血管内皮细胞的增生有一定的促进作用&

:%201的体外制备包括化学合成 +KS, $酶消化
法

+KR,
和体外转录法

+KV, & 本研究中采用了体外转录
法%此方法合成的 :%201具有毒性小$效率高$合成速
度快的特点%适用于筛选最有效的 :%201& 本研究中
设计了针对 Wb̀ 的 :%201序列%成功构建了重组质粒
<201CFYSBK3Wb̀ :%201%该质粒载体含有 WJ[启动
子%启动其下游基因 Xb̂ 的表达%以便进行荧光检测
来评价质粒转染情况'该质粒同时含有 *̀,4!和
4%&=#酶切位点%以便连入 Wb̀ F:%201%构建目标载
体%双酶切位点上游含有真核细胞 4!启动子%可以启
动 Wb̀ F:%201表达'同时%该质粒上含有氨苄青霉素
抗性基因%可进行载体构建后的氨苄青霉素抗性克隆
挑选%保证构建质粒的纯度& 另外%本研究中通过电转
染的方式成功地将重组质粒转染 EW[FQPM 细胞%弥补
了传统脂质体转染效率低的缺陷&

补体系统激活的 Q 条途径都需要补体 WQ 参与%
WQ 转化酶的形成是补体活化过程中的核心环节&
Wb̀ 是旁路途径的特异性因子%在补体激活的旁路途
径中%Wb̀ 与 WQ7 结合形成 WQ 转化酶%进一步引起后
续2瀑布3反应& 在多种自身免疫性疾病中%Wb̀ 与

WQ7 的结合能力改变%进而影响 WQ 转化酶的稳定性%
最终引起旁路途径异常

+KL, & Wb̀ 参与形成旁路途径

的 WQ 转化酶是补体旁路途径中重要的上游调控因
子%研究 Wb̀ 对血管生长因子的调控作用%可以为研
究 W0[的发病机制提供新思路&

本研究中尚存在以下问题(在转染过程中%质粒与
细胞数量比$转染时间等未进一步研究%虽然所选浓度
和时间点的转染效果和抑制效果均较好%但未能反映
一个渐进的过程%有待于寻找更优的转染条件& 未来
我们将利用该重组质粒进行动物水平的实验研究%检
测其抑制 Wb̀ 后 W0[的生长情况%进一步探讨 Wb̀
与 W0[发生和发展的关系&
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