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Ｅ２Ｆ１的 ｓｉＲＮＡ真核表达载体转染对胆管癌
细胞的作用

汪昕１，唐滔 ２，陈波１，苏瑛１，邹声泉１

（１．华中科技大学同济医学院附属同济医院 胆胰外科，湖北 武汉 ４３００３０；２．广东省深圳市龙岗中心医院
普通外科，广东 深圳 ５１８１１６）

　　摘要：目的　探讨 Ｅ２Ｆ１蛋白信号的转导通路对胆管癌细胞凋亡的影响中的作用。方法　根据
Ｅ２Ｆ１基因 ｃＤＮＡ序列，设计针对目的基因的 ４个 ｓｉＲＮＡ靶序列，将其插入 Ｕ６启动子下游，克隆到真核

表达载体 ｐＧｓｅｎｓｉｌ中，通过酶切鉴定和 ＤＮＡ测序鉴定。采用脂质体介导法将构建好的 ４个 ｓｉＲＮＡ表达

载体分别转染于 ＱＢＣ９３９细胞中；以 ＲＴＰＣＲ检测 Ｅ２Ｆ１基因在转染前后的表达，流式细胞术检测转染

后对细胞凋亡率的影响。结果　重组质粒酶切后呈线性化，酶切鉴定及 ＤＮＡ测序结果显示插入片断

正确。转染 ４８ｈ后，４个 ｓｉＲＮＡ表达载体均抑制了 Ｅ２Ｆ１ｍＲＮＡ的表达，沉默 Ｅ２Ｆ１基因后细胞的凋亡

率显著增加。结论　Ｅ２Ｆ１的 ｓｉＲＮＡ真核表达载体转染 ＱＢＣ９３９细胞后，该表达载体具有抑制 Ｅ２Ｆ１基

因表达、促进细胞凋亡的功能，可以用于后续胆管癌的实验研究。
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　　１９８６年 Ｋｍｉｅｃ等［１］研究腺病毒的 Ｅ２启动子
时发现转录因子 Ｅ２Ｆ１（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒＥ２Ｆ１），
它是细胞周期最重要的转录调控因子之一，调控

许多编码 ＤＮＡ复制和细胞生长所需蛋白的基因，
在细胞 Ｇ１ ～Ｓ期生长调控中起着关键性的作

用［２］。本研究通过构建针对 Ｅ２Ｆ１的 ｓｉＲＮＡ真核
表达载体，转染胆管癌细胞株 ＱＢＣ９３９后抑制
Ｅ２Ｆ１基因在其中的表达，并促进胆管癌细胞的凋
亡，为以后研究 Ｅ２Ｆ１的 ｓｉＲＮＡ真核表达载体与化
疗药联合作用人胆管癌细胞的实验打下基础。

１　材料与方法

１．１　材料
质粒 ｐＧｅｎｅｓｉｌ购 自 中 国 晶 赛 公 司，受 体 菌

Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α由本实验室保存，人胆管癌细胞株
ＱＢＣ９３９由第三军医大学王曙光教授惠赠。限制
性内切酶 ＢａｍＨＩ和 ＨｉｎｄＩＩＩ及 Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自
美国 ＮＥＢ公司，ＭＭＬＶ逆转录酶、ＲＮＡ酶抑制剂
Ｒｎａｓｉｎ和 Ｔａｑ聚合酶为美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品。
ＴＲＩＺＯＬ、ｏｐｔｉＭＥＭ和转染试剂 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。高纯质粒提取试剂盒购
自杭州 Ｖｇｅｎｅ公司，ＤＮＡ凝胶回收试剂盒购自上
海华舜生物工程公司。ＤＮＡ由上海生工生物工程
公司 合 成。胎 牛 血 清 购 自 美 国 ＨｙＣｌｏｎｅ公 司；
ＤＭＥＭ培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　ｓｉＲＮＡ靶序列的设计和筛选　利用 ＮＣＢＩ
Ｇｅｎｅｂａｎｋ检 索 Ｅ２Ｆ１ ｍＲＮＡ 的 全 长 序 列 （ｇｉ：
１２６６９９１０），应用 ＲＮＡ结构软件筛选出４个２１个核
苷酸的序列，分别命名为 ｐｓｉＲＮＡ１（ＴＡＴＡＡＣＡＡＣＧＧ
ＴＡＧＴＧＧＡＴＣＣ），ｐｓｉＲＮＡ２ （ＧＧＣＡＡＣＡＡＴＡＴＣＣＡＣＧＧＡ
ＴＣＣ），ｐｓｉＲＮＡ３（ＧＧＴＡＴＣＴＧＧＡＴＣＣＣＧＣＧＴＣＣＴ）和ｐｓｉＲ
ＮＡ４（ＴＣＣＧＣＣＡＣＧＧＡＴＣＣＣＧＣＧ ＴＣＣ）。两 端 引 入
ＢａｍＨＩ＋ＨｉｎｄＩＩＩ双酶切位点。
１．２．２　靶向 Ｅ２Ｆ１的 ｓｉＲＮＡ真核表达载体的构建
１．２．２．１　ｓｉＲＮＡ表达模板与酶切后 ｐＧｅｎｅｓｉｌ载体
的连接及转化　将化学合成的正义链和反义链退
火，形成 ｓｉＲＮＡ表达模板，表达模板由正义链 ＋
ｌｏｏｐ（ＵＵＣＡＡＧＡＣＧ）＋反义链组成，两端为酶切位

点。ｐＧｅｎｅｓｉｌ质粒 Ｕ６启动子下游有 ２个 ＢａｍＨＩ＋
ＨｉｎｄＩＩＩ双酶切位点，酶切反应后，用 １％的琼脂糖
凝胶进行电泳，凝胶回收 ２６４０ｂｐ片断。回收后
通过紫外分光光度计定量。按 ４∶１的比例混合将
ｓｉＲＮＡ表达模板和 ｐＧｅｎｅｓｉｌ酶切产物，Ｔ４ＤＮＡ连接
酶２７℃连接过夜，转化于感受态 ＤＨ５α大肠杆菌
中，取振摇后的转化菌，均匀涂抹在含 χｇａｌ和
ＩＰＴＧ的卡那琼脂平板上，倒置培养过夜。观察菌
落生长情况，蓝白斑筛选，挑取白色单克隆。

１．２．２．２　质粒的扩增、提取和鉴定　将挑取的
菌落分别接种于含卡那霉素的 ＬＢ培养基中，
３７℃，２５０ｒ／ｍｉｎ振摇 １２～１４ｈ。取 ３ｍＬ转化菌
液，按照超纯质粒抽提试剂盒说明步骤提取质粒。

取 １μＬ在 １％的琼脂糖电泳。将提取的重组质
粒和 ｐＧｅｎｅｓｉｌ空质粒，用限制性内切酶 ＰｓｔＩ和
ＳａｌＩ进行酶切鉴定。
１．２．２．３　细胞培养和转染　人胆管癌细胞株
ＱＢＣ９３９细胞在含有１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养
基中，置 ３７℃，５％的 ＣＯ２，饱和湿度培养箱中培
养。根据是否进行质粒转染和转染质粒的不同分

为 ５组。正常培养的 ＱＢＣ９３９细胞作为空白对
照；将 ４个重组质粒依次转染到 ｐｓｉＲＮＡ１组，ｐｓｉＲ
ＮＡ２组，ｐｓｉＲＮＡ３组和 ｐｓｉＲＮＡ４组中；将 ｐＧｅｎｅｓｉｌ空
质粒转染到空载体组中备用。将对数生长期的

ＱＢＣ９３９细胞以 ２×１０５／孔接种于 ６孔板，细胞铺
板在 ２ｍＬ含 １０％胎牛血清不含抗生素的 ＤＭＥＭ
中，细胞融合达 ４０％ ～６０％时转染。转染方法
按照脂质体 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００说明书进行。
１．２．２．４　逆转录 －聚合酶链反应检测 Ｅ２Ｆ１
ｍＲＮＡ在 ＱＢＣ９３９中的表达　转染４８ｈ后，用Ｔｒｉｚｏｌ
抽提各组细胞的总 ＲＮＡ，以 Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）为引物合成
ｃＤＮＡ，然后以 ｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ，上游引物为５′
ＣＣＣＣＡＡＣＴＣＣＣＴＣＴＡＣＣＣＴ３′；下 游 引 物 为 ５′ＣＴＣ
ＣＣＡＴＣＴＣＡＴＡＴＣＣＡＴＣＣＴＧ３′；扩增产物为 ２１７ｂｐ。以

βａｃｔｉｎ为内参，上游引物为 ５′ＣＣＴＧＴＡＣＧＣＣＡＡＣＡ
ＣＡＧＴＧＣ３′，下游引物为 ５′ＡＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡＴＣＣ
３′，扩增产物 ５２１ｂｐ。电泳结果经 ＧｅｎｅＳｎａｐ成像后，
进行半定量分析。用目的基因与 βａｃｔｉｎｍＲＮＡ积分
值之比表达目的基因的表达水平。

１３１
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１．２．２．５　流式细胞仪检测细胞凋亡率　空白对
照组、转染空载体组、转染组（ｐｓｉＲＮＡ１组）细胞培
养 ４８ｈ后分别收集细胞 １×１０６个，磷酸盐缓冲
液（ＰＢＳ）清洗 ２次，７０％预冷的乙醇固定 ２４ｈ，
ＰＢＳ清洗 ２次；分别加入碘化丙锭（ＰＩ）染液和
ＲＮＡ酶，４℃避光反应 ３０ｍｉｎ，上机检测各组细胞
调亡率。

１．３　统计处理
数据统计采用 ＳＰＳＳ１３．０软件。多组别样本

均数比较采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为有统
计学差异。

２　结　果

２．１　重组载体酶切的鉴定
用 ＰｓｔＩ和 ＳａｌＩ分别酶切重组载体和空载体

（图 １），重组质粒酶切后呈线性化，电泳出 １条
带；空质粒组得到 ７５２ｂｐ和 ２２２７ｂｐ２条带。以
上结果均与预期相符。
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图 １　重组质粒酶切鉴定结果　　１：Ｍａｒｋｅｒ；２：ｐｓｉＲ
ＮＡ１；３：ｐｓｉＲＮＡ２；４：ｐｓｉＲＮＡ３；５：ｐｓｉＲＮＡ４；
６：ｐＧｅｎｅｓｉｌ

２．２　测序结果
将 ＤＮＡ测序结果通过 ＤＮＡｓｓｉｓｔ２．２软件进行

比对，与预先设计结果完全相符。说明已将 ４个
不同序列的 ｓｉＲＮＡ分别成功克隆至载体 ｐｓｉＲＮＡ
上，均可以用于后续研究。

２．３　Ｅ２Ｆ１ｍＲＮＡ的表达
ＲＴＰＣＲ产物各取 ３μＬ在 １％的琼脂糖凝胶

进行电泳。结果显示，转染 ４个靶向 Ｅ２Ｆ１的 ｓｉＲ
ＮＡ真核表达载体 ４８ｈ后，ＱＢＣ９３９细胞中 Ｅ２Ｆ１
的表达受到明显抑制，以 ｐｓｉＲＮＡ１抑制作用最强，
空白对照组 ＱＢＣ９３９的表达无明显差别（表 １）
（图 ２）。

表 １　各组 Ｅ２Ｆ１ｍＲＮＡ表达的变化（Ｅ２Ｆ１／β－ａｃｔｉｎ

灰度比值，ｘ±ｓ）

组别 Ｅ２Ｆ１／β－ａｃｔｉｎ 与未转染组比较

空白对照组 ０．７５７±０．１６４ －

ｐｓｉＲＮＡ１组 ０．１９４±０．１２９ Ｐ＜０．００１

ｐｓｉＲＮＡ２组 ０．４３４±０．１３６ Ｐ＜０．０５

ｐｓｉＲＮＡ３组 ０．４９８±０．１０４ Ｐ＜０．０５

ｐｓｉＲＮＡ４组 ０．５４２±０．０８９ Ｐ＜０．０５
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图２　ｓｉＲＮＡ转染ＱＢＣ９３９细胞对Ｅ２Ｆ１ｍＲＮＡ水平的影响

１：Ｍａｒｋｅｒ；２：空白对照组；３：ｐｓｉＲＮＡ１组；４：ｐｓｉＲ

ＮＡ２组；５：ｐｓｉＲＮＡ３组；６：ｐｓｉＲＮＡ４组

２．４　流式细胞术检测的细胞凋亡率
空白对照组、转染空载体组、转染组细胞培养４８ｈ

后流式检测凋亡率分别为（１．４１±０．１１）％，（１．５６±
０．１７）％和（９．９７±２．０７）％，空白对照组与转染空载体
组差异无显著性（Ｐ＞０．０５），但两组均与转染组差异有
显著性（Ｐ＜０．０５）（图３）。这表明Ｅ２Ｆ１基因沉默后引
起细胞周期Ｇ１／Ｓ期阻滞，并可见的亚二倍体小凋亡峰
（图４）。
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图３　３组细胞的凋亡率
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第２期 汪昕，等：Ｅ２Ｆ１的ｓｉＲＮＡ真核表达载体转染对胆管癌细胞的作用
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图４　转染后流式细胞术所测３组细胞的凋亡率

３　讨　论

Ｅ２Ｆ蛋白最初是在研究细胞核提取物和腺病
毒的 Ｅ２启动子作用时发现的［１］。它是一种与

ＳＰ１等已知胞内转录因子不同的新转录因子，其
家族由５种密切相关蛋白组成。人类肿瘤发生几
乎都涉及到 Ｅ２Ｆ１上游调节通路的改变，正常细
胞中，Ｅ２Ｆ１蛋白与 ｐＲｂ结合呈 ｐＲｂ／Ｅ２Ｆ１复合
体。而 在 肿 瘤 细 胞 中 ｐＲｂ缺 失，游 离 状 态 的
Ｅ２Ｆ１转录调节因子过表达，并且，在肿瘤细胞中
极少发现 Ｅ２Ｆ１基因的突变与等位基因的缺失，
这也增加了 Ｅ２Ｆ１转录因子在肿瘤细胞中的表达
量［３］。ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）是近几
年发展起来的一门新兴的在转录水平上的基因

阻断技术，ｓｉＲＮＡ片段能够特异地沉默基因表达，
不产生细胞毒作用［４］。目前已有研究利用 ＲＮＡ
干扰治疗人类宫颈癌细胞［５］和肝癌、前列腺癌［６］

的报道。

胆管癌主要指源于肝外胆管的恶性肿瘤，预

后不佳。胆管癌作为少见的消化道恶性肿瘤由

于其特殊的解剖关系及生物学特征，虽发病率

低，但手术难度大，切除率低，且传统放疗、化疗

效果不佳，远期疗效极差［７］。而胆管癌的发生、

发展是一个多基因，多条信号转导通路之间相互

作用的结果。因此研究胆管癌中基因、蛋白信号

转导通路直接的关系对于研究胆管癌的发生机

制和治疗显得尤为重要。

本研究构建了靶向细胞转录活化因子 Ｅ２Ｆ１
的 ｓｉＲＮＡ真核表达载体，并在人胆管癌细胞系
ＱＢＣ９３９细胞中成功地表达了 ｓｉＲＮＡ，ＲＴＰＣＲ结
果表明（图 ２）该真核表达载体有效地抑制了

Ｅ２Ｆ１ｍＲＮＡ的表达，其中 ｐｓｉＲＮＡ１组的效果最
好。流式细胞仪检测 ＱＢＣ９３９细胞凋亡的结果
（图 ３－４）显示，沉默 Ｅ２Ｆ１后对胆管癌细胞生长
有较大的影响，它明显地促进了细胞的凋亡，这

说明该真核表达载体是正确有效的，它可以为后

续研究利用 Ｅ２Ｆ１的 ｓｉＲＮＡ真核表达载体与化疗
药联合作用于人胆管癌细胞打下实验基础，从而

为联合应用化疗药物和基因治疗中晚期胆管癌

提供实验依据和现实途径。
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