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长链非编码 &'(（()"*+,+-.#）慢病毒质粒构建及其
对 /01 和 /234 细胞系 !"#$ 表达的影响
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非编码 &'(（B@B$C@WMBO &'(E，BC&'(E）是一

种不编码蛋白质的 &'(，通常按照其核苷酸的数量

分为两类，其中长度小于 !"" 个核苷酸的称为小

BC&'(E，包括微小 &'(E（GM&'(E）、短干扰 &'(E

（EM&'(E）和小核仁 &'(E（EB@&'(E）等，而长度大于

!"" 个核苷酸的则称为长链非编码 &'(（ABC&'(E）。

近几年的研究发现 ABC&'(E 在胞核和胞浆里均有

功能b6c。在胞核里 ABC&'( 可以起到招募转录相关蛋

天津医科大学学报
d@>?B4A @U HM4BYMB V2WMC4A LBMZ2?EMFX

第 !#卷 #期
("!" 年 66 月

+,-. !#/ 0,. #

'@Z. ("!"

%"%



白并识别 !"#的作用；在胞浆里通过吸附小$%&"#'

避免其与 $&"# 结合，进而间接影响 $&"# 的稳

定性()*。因此 +,-&"# 可以参与许多的生命活动以及

疾病的发生和发展(./0*。

长链非编码 &"# #123.4.567（!"#$%&'&(）是

最近被鉴定出的一个不编码蛋白质的转录产物。它

位于人的 3号染色体 8.)69区，长 3 .): ;<，包含 . 个

长度分别为 .5= ;<、99) ;<、5. ;<的外显子，但目前

尚没有对其功能的研究。)%*+（'>?<@A+B-B--?+ ,C!

-+D?'D EB$?%, -B,>?%,%,F 9）蛋白是一个保守的多功

能蛋白，前期的研究已表明，)%*+ 在基因转录、

$&"# 剪切、$&"# 稳定性等方面发挥重要作用，

进而参与细胞分化和肿瘤细胞的增殖和转移(7/9=*。近

期研究发现 )%*+ 在卵巢癌中高表达，并能促进卵

巢癌细胞的转移(99*。但目前为止，对于 )%*+ 本身的

表达调控机制尚不清楚。,"#$%&'&( 与 )%*+ 基

因在基因组上的位置靠近，因此 !"#$%&'&( 可能会

通过调控 )%*+进而参与肿瘤的增殖和转移。本研究

利用同源重组的方法构建了真核 <GHI/+,-&"#/#1

重组质粒，并在 JKL和 JDG?两种细胞系中成功表

达，探讨 !"#$%&'&( 与 )%*+ 的关系。

! !"#$%

969 !"

96969 实验材料 慢病毒质粒载体 <GHI/M&KNO

PCQB、包装质粒 <R!)6S、包装质粒 <'P#I) 由天津

医科大学生物化学与分子生物学系石磊教授馈赠；

!J0! 感受态大肠杆菌 -.#/!0（T19=)）购自博迈德

生物公司；人肾上皮细胞 )4.U、人卵巢癌细胞

JKL、人宫颈癌细胞 JD+? 均来自本实验室。

9696) 实验试剂 限制性内切酶 12/"（V!=745）和

134"（V!=7:5）、T1# 蛋白测定试剂盒（WN#)5)73:）、

QDXDQ> ?%E Y%Q'> '>Q?,E -!"# 'A,>@D'%' Z%>（[97))）均

购自 U@DQ$B V%'@DQ N-%D,>%Y%- 公司；<Q%$D'>?Q! $?\

!"# <B+A$DQ?'D （&250#） 和 <Q%$D'>?Q!F\+ !"#

<B+A$DQ?'D（&202]）购于 U?Z?Q? 公司；FD,;C%+EDQ>$!

-+B,%,FZ%>（G22329）购自 SD,N-Q%<>；去内毒素质粒提

取试剂盒（P!9)))O29）购自 T%B$%F?；!"# 快速凝

胶回收试剂盒（):325）购自 ]M#SK"；>Q%<CQD%'B+?!

>%B,QD?FD,>（99773970229）购自 &B-@D；>Q?,' )[ !"#

$?QZDQ（TR929O29）购于北京全式金公司。多克隆鼠

源抗 N"5 抗体为本实验室制备；辣根过氧化物酶标

记的抗鼠源 MFS 二抗（9)2540）购自 [PG；GC$%SGB

化学发光底物（!229:O)）购自碧云天公司。

9^) #$

9^)^9 数据库查找 !"#$%&'&( 与 )%*+ 在基因组

上的位置关系 打开 _1N1 数据库（@>><`aaFD,B$D^

C-'-^DECa）搜索 )%*+ 与 !"#$%&'&( 的位置关系。

9^)^) 目的片段的获取 收集 9"9=

7 个卵巢癌细胞

JKL，提取细胞基因组 !"#。根据 !"#$%&'&( 以及

真核表达质粒 <GHIOM&KNOPCQB 的基因序列，设计

出针对 !"#$%&'&( D\B,9 和 D\B,) 的引物（V9b&9、

V)c&)），并将化学合成的第 . 个外显子作为引物

（V.c&.）（表 9），引物由金唯智生物科技有限公司

合成。利用同源重组的方法（图 9），以基因组 !"#

为模板，V9c&9 为引物，扩增出含第 9 个外显子的

!"# 片段（V9&9）；同时，通过巢式 P1& 获得第 ) 个

外显子，首先以 V)c&. 为引物，扩增出 !"#$%&'&(

中包括第 ) 个和第 . 个外显子的 !"# 片段（V)&.），

再以 V)&. 为模板，V)c&) 为引物，扩增出含第 ) 个

外显子的 !"# 片段（V)&)）。然后将化学合成的第

. 个外显子的 !"# 片段（V.&.）单链经过退火变成

双链。利用重叠延伸 P1&，以上述 . 个 !"# 片段为

模板，V9c&. 为引物，获得目的基因（V9&.）。

96)6. 载体与目的基因的体外连接及阳性克隆的

鉴定 使用去内毒素质粒提取试剂盒提取 <GHI/

M&KN/PCQB 载体，进行 12/"和 134"双酶切，胶回

收酶切产物，把酶切产物和目的片段进行同源重组。

同源重组的总反应体系是 )= #G，加入目的基因、线

性化的载体、同源重组试剂 SD,TC%+EDQ )" R?'>DQ

R%\ 和 EEJ

)

d。反应条件是 0=#连接 90 $%,。

产物大小（;<）

.30

9.)

0:

& ! !"#$%&'&('()*+

"#$ ! %&'()& *)+,)-.)* /0& )"#*%&'&(

引物序列（0$".$）

V9`UUU11SSUS##UU11S#UUUS1##SS#USSS1U##

&9`UU#SS#11S#1UU1#SS#UUUUUU#S11##SSU####USU

V)`##U11US##SU1SSU11U##

&)`##U#11U11#S1UU1UUS#U1UUU1#S#U##SSSSSS#1U

V.`#U1##S##S1USS#SSU#UUUSUUU####SUU1##11#U1U1##S1SS11S1SS#U11

&.`SS#U11S1SS11S1UUS#S#USSUUS##1UUUU###1###U#11U11#S1UU1UUS#U

第 )7 卷天津医科大学学报0=7



注!"#$#!以 "#%$# 为引物，扩增出的 &'( 片段；")$)!以 ")%$)

为引物，扩增出的 &'( 片段；"*$*!化学合成的第 * 个外显子

! ! !"#$%&'&("#$%&'!

"#$ ! %&'()*+#& ,#*$-*) ./ )"#*%&'&( 01*2)#, &.32+-4&+#.3

重组后的产物转化至感受态大肠杆菌 &+,!

中，将菌液涂在含氨苄青霉素的 -. 平板上，*/!过

夜培养。挑取单克隆，用 "#%$* 引物做菌落 01$，筛

选在 ,), 23左右有条带的阳性菌落，大量培养，一部

分菌液送金唯智生物科技有限公司进行测序鉴定，

另一部分提取质粒保存备用。

#4)56 +78、+9-: 细胞 !"#$%&'&( 稳定株的构建

及鉴定 包装质粒 3;&)5<、包装质粒 3=0(>) 与重

组质粒按照 *5?, "@：/5* "@：##5), "@ 混匀，利用聚

乙烯亚胺（07A）共转染至融合率为 /BC的 )?*D 细

胞中，分别在 )6 E、6F E 收集病毒液并用 B46, "G

滤器过滤。

待+78、+9-:细胞的融合率达到 HBC，加入 ? G-

病毒液，# G-胎牛血清和 /, "@ 3IJK2L9M9。感染 6F E

后更换新培养基并加入 # "@NG- 嘌呤霉素进行筛

选，阳性细胞即为稳定株。取 #"#B

H 稳定株细胞，用

D$AOIJ法提取总 $'(，分别取 * "@逆转录为 P&'(，

用01$法检测 !"#$%&'&(的表达，实时荧光定量01$

检测 )%*+ 的 G$'( 水平，引物如下（表 )）。同时用

#B PG 皿培养细胞，随后提取总蛋白检测蛋白浓度，

经 FC Q&QR0(<7，检测感染 !"#$%&'&(之后 )%*+

蛋白水平变化情况。

#5* !"#$% 采用 <L:3E0:S 0LT=G/ 进行统计

分析。计量资料以 !"# 表示，组间比较采用 , 检验。

-#B5B, 为差异有统计学意义。

5 ()

)5# ."#$%&'&(&)%*+'()*+,-./0 通

过数据库发现，!"#$%&'&( 的转录起始位点和

)%*+ 的转录起始位点之间仅有 #HF 23，与 )%*+

转录方向相反，(1B/*?*65H 位于 )%*+ 基因反义链

（图 )）。

)5) ."#$%&'&( 1)2345 以基因组 &'(

为模板，成功获得 !"#$%&'&( 的基因片段 "#$#、

")$) 和 "#$*（图 *）。

)5* 67&891):7;<=>?@AB9C

D 采用 /01#和 /23#双酶切 3-U>RA$7QR0VLI

得到线性化的载体，经 #C琼脂糖凝胶电泳鉴定及

回收（图 6）。

注!1EL/!/ 号染色体

! 6 +",*%&'&(* -%./+,-./01

"#$ 6 7.2#+#.3*1 -(1*+#.32'#0 ./ )",*%&'&( *3, 0%.1

注!(："#$# 目的片段的获取；.：")$* 目的片段的获取；1：")$)

目的片段的获取；&：!"#$%&'&( 的获取；;：)W G:LX9L

! 8 +",*%&'&(-2-34

"#$ 8 9*-$(+ /-*$)(3+ ./ )",*%&'&(

5 6 +",*%&'&(* 0%.16 :7;<789:

9*= 6 :7;< 7-#)(- 2(:4(3&(2 /.- )",*%&'&( *3, 0%.1

Y01$ 引物序列（,$!*$）

."#$%&'&( "#!11(1D1<(1DD11<(1(DD

."#$%&'&( $#!11D11(<1DD1DD<(D1DDD1

)%*+ "#!<<D<<(1D(1(DD(<(11(<11

)%*+ $#!(<(11DDD<1D<(1((<(<11D1

<(0&+ "#!<D1D11D1D<(1DD1((1(<1<

<(0&+ $#!(11(111D<DD<1D<D(<11((

产物大小（23）

#H)

#)*

#*#

( .

"#$# ;

) BBB 23

# BBB 23

/,B 23

,BB 23

),B 23

#BB 23

")$* ;

) BBB 23

# BBB 23

/,B 23

,BB 23

),B 23

#BB 23

1

")$) ")$) R ;

) BBB 23

# BBB 23

/,B 23

,BB 23

),B 23

#BB 23

) BBB 23

# BBB 23

/,B 23

,BB 23

),B 23

#BB 23

; "#$* "#$* "#$* R

&
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注!"：#$ %&'()'；*：+,- 细胞；#：+,-./01234.45 细胞；6：+)7&

细胞；8：+)7&./01234.45 细胞

! ! "#$ !"#$%&'&(%&'( "#$)*

%&' ! "($ )* !"#$%&'&( )+,-,./-,00&1' 02345, 02-3&1

! 6 +,-. !"#$%&'&((/0)*

%&' 6 7,89,1:&1' -,09520 )* -,:);4&1312 /530;&< !"#$%&'&(

菌落 952 结果显示，* 号克隆含有阳性重组质

粒（图 :）。测序结果显示重组质粒的序列与 !"#$!

%&'&( 序列完全一致（图 ;）。这些结果表明<7=>.

?2,@./01234.45 质粒构建成功。

#A8 +,-!+)7& "# !"#$%&'&( $%&'()*

)%*+ +,-'.% 普通 952 扩增 !"#$%&'&(，

经 #B琼脂糖凝胶电泳鉴定 !"#$%&'&( 在细胞中

成功转录（图 C）。

# DDD E<

* DDD E<

C:D E<

:DD E<

#:D E<

*DD E<

" * # 6 8 : ; F

注!"：#$ %&'()'；*：<7=>G?2,@.9H'I 质粒；#：<7=>.?2,@.9H'I

质粒双酶切

! = 12 />?@AB$C7A"9-)-.34(56

%&' = D:89&0&2&)1 )* 5&1,3- />?@AB$C7A"9-) /530;&< +,:2)-

J DDD E<

: DDD E<

6 DDD E<

# DDD E<

" * #

在 +,- 和 +)7& 细胞中，通过 K)LM)'0 印迹检

测，!"#$%&'&( 的过表达几乎不影响 )%*+ 的蛋白

质水平（图 J4）。同时，利用实时 952 检测了 +,-

和 +)7& 细胞中过表达 !"#$%&'&( 后 )%*+ 的

%234 水平。在 +,- 细胞系中，KN 和过表达

!"#$%&'&( 后 )%*+ 的 %234 相对表达量分别为

*ADD!DA*8 和 *A#8!DA*O，差异无统计学意义（,P*AC;*，

-PDADC）；在 +)7& 细胞系中，两者的表达量分别为

*AD#!DADO 和 DAJ6!DA*6（,P#ADJ*，-PDA*8），差异无统

计学意义（图 JQ）。

注! "：#$ %&'()'；*G; 单克隆菌；G：阴性对照

! E 78 "#$9:;2+,4
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本研究采用了多种 !"# 衍生技术成功构建了

重组质粒 !"#$%&'&(。为了获得特异的 $%#%，采用

了巢式 !"#。巢式 !"# 的目的是使用两对 !"# 引

物扩增特异的片段。第一对 !"# 引物又称外侧引

物，扩增相对大的区域；第二对引物称为巢式引物

结合在第一次 !"# 产物内部，从而获得特异性的目

的片段。其次，采用了重叠延伸 !"# 将 !"#$%&'&(

的 & 个外显子片段（'(#(、'%#% 和 '&#&）连接起

来。重叠延伸 !"# 可作为位点定向突变的手段，为

目的基因引入所需的突变)(%*(&+。最终，通过同源重组

的方法把 !"#$%&'&( 的编码片段和线性化载体连

接起来。同源重组构建质粒的关键是每个 ,-. 片

段（包括克隆载体）末端需含有一个 (/012 34 的共

享同源序列作为同源臂，含有相同同源臂的两个片

段可以在重组酶的作用下特异性连接。因此，同源重

组是目前高效快速构建质粒的策略)(1*(/+。在本次研

究中，通过巢式 !5#、重叠延伸 !"# 和同源重组法

成功构建了 !"#$%&'&( 的慢病毒质粒。

)"#$%&'&( 与 *%+, 的转录起始位点只相差

(67 34，且转录方向相反，它们共用了一段转录启动

序列。但是，在 89: 和 8;<= 细胞中过表达 !"#$!

%&'&( 并不影响 *%+, 的表达。提示在卵巢癌细胞

系中 !"#$%&'&( 可能不会形成二级结构招募蛋白

并结合至 *%+, 的启动子去影响 *%+, 的表达。

)"#$%&'&( 在 89: 细胞和 8;<= 细胞中几乎不表

达，但 *%+, 的表达量均比较高。这可能是由于

!"#$%&'&( 与 *%+, 的转录方向相反，发生转录碰

撞，随后 *%+, 的转录活性占主导所致。然而有趣的

是，在数据库中发现 !"#$%&'&( 和 *%+, 均在肝、

垂体和睾丸等中高表达。提示在肝、垂体和睾丸中

可能存在着不同于细胞系中的组织特异性的表达

调控机制。但是，目前还没有在小鼠基因组中找到

人源 !"#$%&'&( 的同系转录本或者转录类似物。

因此需要继续在人源的肝细胞系中探讨 !"#$%&'

&( 与 *%+, 的表达关系。
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