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［摘　要］目的：构建人核内不均一核糖核蛋白 Ａ２／Ｂ１（ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１）基因的短发夹 ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）慢病毒载
体。方法：根据 ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１基因序列，设计４对 ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１ｓｈＲＮＡ的干扰序列和１对阴性对照序列（ＮＣ
ＳｈＲＮＡ）；合成靶序列双链ＤＮＡ，与ｐＧＭＬＶＳＣ５ＲＮＡｉ慢病毒载体连接，通过测序鉴定阳性克隆；用构建的慢病毒
表达载体和包装质粒共转染ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，荧光显微镜下观察转染病毒７２ｈ后细胞中绿色荧光蛋白的表达，以
验证共转染是否成功，超滤法浓缩病毒原液并测定病毒滴度。结果：经酶切和ＢＬＡＳＴ对测序结果比对，重组克
隆中插入的序列与设计合成的４对ｓｈＲＮＡ及１对阴性对照 ｏｌｉｇｏＤＮＡ完全一致，提示慢病毒载体构建成功；荧
光显微镜下，ＨＥＫ２９３Ｔ细胞可见强绿色荧光蛋白表达，慢病毒载体成功共转染入ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，病毒滴度为５
×１０１１ＴＵ／Ｌ。结论：成功构建人ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１基因ｓｈＲＮＡ慢病毒载体，病毒滴度达５×１０１１ＴＵ／Ｌ。

［关键词］ＲＮＡ干扰；慢病毒；２９３Ｔ细胞；载体；短发夹ＲＮＡ；核内不均一核糖核蛋白基因
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　　目前，癌症的治疗主要以化疗为主，但由于肿
瘤细胞耐药性的产生，导致肿瘤细胞对多数的化疗

药物不敏感［１］。本课题组前期采用洛铂作用于宫

颈癌细胞后，经双向电泳及质谱技术分析鉴定差异

表达蛋白，发现核内不均一核糖核蛋白 Ａ２／Ｂ１
（ｈｅｔｅｒｏｇｅｎｅｏｕｓｎｕｃｌｅａｒｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎＡ２／Ｂ１，
ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１）表达下调［２］。研究发现 ｈｎＲＮＰＡ２／
Ｂ１基因参与了 ＲＮＡ的拼接、前体信使 ＲＮＡ（Ｐｒｅ
ｍＲＮＡ）的成熟和降解，端粒、端粒酶 ＤＮＡ序列的
调节及细胞的增值、分化和凋亡等过程［３］，因此推

测对ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１基因的研究可有助于寻找治疗
肿瘤的新靶点。本研究用含 ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１的短发
夹 ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ，ｓｈＲＮＡ）与 ｐＧＭＬＶ
ＳＣ５ＲＮＡｉ慢病毒载体连接，构建含靶向 ｈｎＲＮＰＡ２／
Ｂ１ｓｈＲＮＡ的重组慢病毒载体，为研究 ｈｎＲＮＰＡ２／
Ｂ１基因的作用及分子机制奠定基础。

１　材料与方法
１．１　主要材料及试剂

ｐＧＭＬＶＳＣ５ＲＮＡｉ慢病毒载体（含表达绿色荧
光蛋白基因，上海吉满公司）、大肠杆菌菌株 ＤＨ５α
（上海吉满公司）、ＨＥＫ２９３Ｔ（中国科学院细胞库）、
限制性内切酶ＢａｍＨＩ、ＥｃｏＲＩ和Ｔａｑｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ

（ＮＥＢ公司，美国），Ｔｒｉｚｏｌ、Ｐｌａｓｍｉｄ大抽 Ｋｉｔ（ＱＩＡ
ＧＥＮ公司，美国），ＤＭＥＭ细胞培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ公
司，美国），胎牛血清（杭州四季青公司），细胞培养

瓶（Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，美国），０２５％胰蛋白酶（Ｇｉｂｃｏ
公司，美国）。

１．２　方法
１．２．１　ｓｈＲＮＡ靶点选择及引物的设计　针对目
的基因 ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１序列（ＧｅｎｅＩＤ３１８１），利用
ＩＮＶＩＴＲＯＧＥＮＥ公司提供的 ＲＮＡ干扰序列设计软
件，设计多个 ＲＮＡ干扰靶点序列，根据 ＮＣＢＩ
ＢＬＡＳＴ同源性分析，选择最佳的动力学参数的 ４
个靶点 ＳｈＮＲＡ，同时随机选择１个阴性对照 ＮＣ
ｓｈＲＮＡ（表１），根据选择的基因序列分别设计并合
成４对 ｓｈＲＮＡ及 １对阴性对照寡聚单链（ｏｌｉｇｏ）
ＤＮＡ（表２）。

表１　ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１基因的４条特异性靶序列
Ｔａｂ．１　ＳｐｅｃｉｆｉｃｔａｒｇｅｔｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１ｇｅｎｅ
ｓｈＲＮＡ编号 目标序列

１ｓｈＲＮＡ ＣＡＧＡＡＡＴＡＣＣＡＴＡＣＣＡＴＣＡＡＴ
２ｓｈＲＮＡ ＴＧＡＣＡＡＣＴＡＴＧＧＡＧＧＡＧＧＡＡＡ
３ｓｈＲＮＡ ＧＧＧＣＴＣＡＴＧＴＡＡＣＴＧＴＧＡＡＧＡ
４ｓｈＲＮＡ ＧＣＴＴＴＧＴＣＴＡＧＡＣＡＡＧＡＡＡＴＧ
ＮＣｓｈＲＮＡ ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ

表２　ｓｈＲＮＡ和ＮＣｓｈＲＮＡ序列
Ｔａｂ．２　Ｏｌｉｇｏｏｆ４ｐａｉｒｓｏｆｓｈＲＮＡａｎｄ１ｐａｉｒＮＣｓｈＲＮＡ

ｏｌｉｇｏ名称 ＯｌｉｇｏＤＮＡ序列（５’～３’）
３９３５ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１ｓｈＲＮＡ１Ｔ（ＥｃｏＲＩ）
３９３５ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１ｓｈＲＮＡ１Ｂ（ＢａｍＨＩ）
３９３６ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１ｓｈＲＮＡ２Ｔ（ＥｃｏＲＩ）
３９３６ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１ｓｈＲＮＡ２Ｂ（ＢａｍＨＩ）
３９３７ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１ｓｈＲＮＡ３Ｔ（ＥｃｏＲＩ）

ｇａｔｃｃＧＣＡＧＡＡＡＴＡＣＣＡＴＡＣＣＡＴＣＡＡＴＣＴＣＧＡＧＡＴＴＧＡＴＧＧＴＡＴＧＧＴＡＴＴＴＣＴＧＴＴＴＴＴＴｇ
ａａｔｔｃＡＡＡＡＡＡＣＡＧＡＡＡＴＡＣＣＡＴＡＣＣＡＴＣＡＡＴＣＴＣＧＡＧＡＴＴＧＡＴＧＧＴＡＴＧＧＴＡＴＴＴＣＴＧＣｇ
ｇａｔｃｃＧＴＧＡＣＡＡＣＴＡＴＧＧＡＧＧＡＧＧＡＡＡＣＴＣＧＡＧＴＴＴＣＣＴＣＣＴＣＣＡＴＡＧＴＴＧＴＣＡＴＴＴＴＴＴｇ
ａａｔｔｃＡＡＡＡＡＡＴＧＡＣＡＡＣＴＡＴＧＧＡＧＧＡＧＧＡＡＡＣＴＣＧＡＧＴＴＴＣＣＴＣＣＴＣＣＡＴＡＧＴＴＧＴＣＡＣｇ
ｇａｔｃｃＧＧＧＣＴＣＡＴＧＴＡＡＣＴＧＴＧＡＡＧＡＣＴＣＧＡＧＴＣＴＴＣＡＣＡＧＴＴＡＣＡＴＧＡＧＣＣＣＴＴＴＴＴＴｇ

３９３７ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１ｓｈＲＮＡ３Ｂ（ＢａｍＨＩ）
３９３８ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１ｓｈＲＮＡ４Ｔ（ＥｃｏＲＩ）
３９３８ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１ｓｈＲＮＡ４Ｂ（ＢａｍＨＩ）
ＮＣｓｈＲＮＡ１Ｔ（ＥｃｏＲＩ）
ＮＣｓｈＲＮＡ１Ｂ（ＢａｍＨＩ）

ａａｔｔｃＡＡＡＡＡＡＧＧＧＣＴＣＡＴＧＴＡＡＣＴＧＴＧＡＡＧＡＣＴＣＧＡＧＴＣＴＴＣＡＣＡＧＴＴＡＣＡＴＧＡＧＣＣＣｇ
ｇａｔｃｃＧＣＴＴＴＧＴＣＴＡＧＡＣＡＡＧＡＡＡＴＧＣＴＣＧＡＧＣＡＴＴＴＣＴＴＧＴＣＴＡＧＡＣＡＡＡＧＣＴＴＴＴＴＴｇ
ａａｔｔｃＡＡＡＡＡＡＧＣＴＴＴＧＴＣＴＡＧＡＣＡＡＧＡＡＡＴＧＣＴＣＧＡＧＣＡＴＴＴＣＴＴＧＴＣＴＡＧＡＣＡＡＡＧＣｇ
ｇａｔｃｃＧＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡＡＣＧＴＧＡＣＡＣＧＴＴＣＧＧＡＧＡＡＣＴＴＴＴＴＴＡＣＧＣＧＴｇ
ａａｔｔｃＡＣＧＣＧＴＡＡＡＡＡＡＧＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴＴＣＴＣＴＴＧＡＡＡＣＧＴＧＡＣＡＣＧＴＴＣＧＧＡＧＡＡＣｇ

１．２．２　ＳｈＲＮＡ慢病毒重组质粒的构建　吸取上
下游引物１０μＬ放入 ＰＣＲ管内，９５℃ ３０ｓ、７２℃
２ｍｉｎ、３７℃ ２ｍｉｎ和２５℃ ２ｍｉｎ进行退火。酶切
体系为ｓｈＲＮＡ５μｇ、１０×Ｂｕｆｆｅｒ５μＬ、ＢａｍＨＩ２μＬ
和ＥｃｏＲＩ２μＬ，用 ｄｄＨ２Ｏ补足至５０μＬ。３７℃酶
切３０ｍｉｎ后进行电泳，电泳结束后，切下包含目的
片段的胶条，回收载体。按照３μＬ回收载体、Ｏｌｉ
ｇｏ引物 １μＬ、Ｔ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅｂｕｆｆｅｒ１５μＬ和 Ｔ４

ＤＮＡ连接酶１μＬ，用ｄｄＨ２Ｏ补足体积至１５μＬ，于
２５℃水浴中孵育３０ｍｉｎ，使 ｓｈＲＮＡ载体与引物的
连接。把连接产物全部加入感受态细胞中，于冰上

放置２０ｍｉｎ，后于４２℃水浴中热击９０ｓ。然后迅
速置于冰上放置２～３ｍｉｎ。加入不含抗生素的ＬＢ
培养基１０００μＬ于３７℃，１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养４５ｍｉｎ。
３０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，弃掉约８５０μＬ的上清液，
将管底的菌液吹打散开，加入到含有相应抗性的培
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养皿中，用灭菌的涂布器涂匀，倒置于３７℃恒温培
养箱内过夜培养。挑取单菌落，进行小量摇菌培

养。测序鉴定阳性克隆。

１．２．３　慢病毒包装　将 ２９３Ｔ细胞置于含 １０％
ＦＢＳ的１６４０培养基的１０ｃｍ培养皿中生长，当细
胞长到７０％～８０％时细胞换无血清培养基培养１
～２ｈ后转染。取无菌１５ｍＬＥＰ管，加入 ＤＭＥＭ
培养基１ｍＬ、ｓｈＲＮＡ１０μｇ、ＬｅｎｔｉＨＧＭｉｘ１０μＬ和
ＨＧｔｒａｎｓｇｅｎｅｒｅａｇｅｎｔ６０μＬ，混匀后，室温放置１５～
２０ｍｉｎ后均匀滴加到提前换过液的培养皿中共转
染。共转染 １０～１２ｈ时，均匀滴加 １００×Ｅｎｈａｎ
ｃｉｎｇｂｕｆｆｅｒ（１２０μＬ／平皿）促进转染。共转染１８～
２０ｈ时换液，４８ｈ后，吸取细胞上清液于５０ｍＬ离心
管，４℃，４５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；上清液用０４５μｍ
滤器过滤后转移到新的离心管中，最后将滤液分批

转移到浓缩装置中，４℃，４５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，
此时滤器上层的液体即为病毒浓缩液。将病毒浓

缩液以５０μＬ／管进行分装，－８０℃保存备用。
１．２．４　病毒滴度的测定　将ＨＥＫ２９３Ｔ细胞培养
至对数生长期，细胞胰酶消化计数，按照８０００细
胞／孔接种９６孔板，３７℃培养过夜；细胞长至３０％
～５０％时进行转染，用含有１０％ ＦＢＳ的细胞培养

液以１０为倍数进行病毒梯度稀释，选取所需的细
胞孔，吸去培养基９０μＬ，取９０μＬ慢病毒稀释液
加入每孔细胞中，放入３７℃的细胞培养箱中培养。
２４ｈ后去除含慢病毒的培养基，加入完全培养基
１００μＬ，４８ｈ后在荧光显微镜下观察各孔中表达绿
色荧光蛋白的细胞数量，病毒滴度为表达荧光的细

胞数×稀释倍数。

２　结果

２．１　ｐＧＭＬＶＳＣ５ＲＮＡｉ慢病毒载体构建及鉴定
构建的ｐＧＭＬＶＳＣ５ＲＮＡｉ慢病毒载体如图１。

图２Ｂ中的泳道４为ｐＧＭＬＶＳＣ５ＲＮＡｉ慢病毒载体
ＤＮＡ经过 ＢａｍＨＩ和 ＥｃｏＲＩ酶切后，形成线性的
ＤＮＡ分子；而泳道２和３均为未酶切的质粒ＤＮＡ，
可见环形和超螺旋的质粒 ＤＮＡ条带，泳道１、５为
标准分子量参照物（ｍａｒｋｅｒ），电泳结果验证所提取
的 ＤＮＡ为 ｐＧＭＬＶＳＣ５ＲＮＡｉ慢病毒载体 ＤＮＡ。
测序结果经过 ＢＬＡＳＴ软件比对，重组克隆中插入
的序列与设计合成的４对 ｓｈＲＮＡ及１对阴性对
照 ｏｌｉｇｏＤＮＡ完全一致（图 ２），慢病毒载体构建
成功。

注：Ａ为ｐＧＭＬＶＳＣ５ＲＮＡｉ慢病毒载体模式，Ｂ为电泳结果

图１　ｐＧＭＬＶＳＣ１ＲＮＡｉ慢病毒载体模式及电泳结果
Ｆｉｇ．１　ＭａｐｏｆｐＧＭＬＶ－ＳＣ１ＲＮＡｉｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒ

２．２　慢病毒载体的包装及滴度测定
ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１ｓｈＲＮＡ１、ｓｈＲＮＡ２、ｓｈＲＮＡ３、ｓｈＲ

ＮＡ４及ＮＣｓｈＲＮＡ病毒感染ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，荧光
显微镜下可见细胞生长良好，细胞内可见强的绿色

荧光（图４），说明慢病毒载体包装成功，在含有１０
×１０－５个／Ｌ细胞浓度的慢病毒液孔中观察到表达
绿色荧光蛋白的细胞数均 ＞５０。病毒的滴度为５
×１０１１ＴＵ／Ｌ。

３　讨论

ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ，ＲＮＡｉ）是导入一
条ＲＮＡ序列，此序列与目的基因的 ｍＲＮＡ序列同
源，因此可以将目的基因的 ｍＲＮＡ有效的特异降
解，使目的基因失去应有的功能［４］。目前，ＲＮＡ
干扰的方法最常用的是直接转染ｓｉＲＮＡ和构建
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图２　慢病毒干扰载体中ｏｌｉｇｏＤＮＡ测序
Ｆｉｇ．２　ＭａｐｏｆＳｅｑｕｅｎｃｅｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｉｎｔｅｒｆｅｒｅｄｖｅｃｔｏｒ

注：Ａ为ｓｈＲＮＡ１，Ｂ为ｓｈＲＮＡ２，Ｃ为ｓｈＲＮＡ３，Ｄ为ｓｈＲＮＡ４及Ｅ为ＮＣｓｈＲＮＡ

图３　慢病毒ｓｈＲＮＡ感染的ＨＥＫ２９３Ｔ细胞中绿色荧光蛋白表达
Ｆｉｇ．３　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｐｈｏｔｏｓｏｆｔｈｅＨＥＫ２９３ＴｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙｓｈＲＮＡｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ
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ｓｈＲＮＡ载体。在感染的细胞中，ｓｈＲＮＡ序列能够
被加工成需要的 ｓｉＲＮＡ，并稳定地传到子代细胞中
发挥作用［５－６］。ＲＮＡ干扰技术现已在肿瘤发生、
发展转移及肿瘤的耐药广泛应用［７－８］。有研究表

明利用ＲＮＡ干扰技术干扰基因的表达后，会增加
列腺癌细胞、头颈部鳞癌、胰腺癌细胞等对抗癌药

物的敏感性［９－１３］。课题组前期用洛铂处理宫颈癌

Ｃａｓｋｉ细胞，经双向电泳及质谱技术分析鉴定差异
表达蛋白，发现 ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１表达下调［２］。ｈｎＲＮ
ＰＡ２／Ｂ１基因能参与 ＲＮＡ的一系列生理活动和对
端粒以及端粒酶的调节，同时对细胞的分化和凋亡

也起到一定作用［３］。特别是对端粒酶的影响非常

重要，参与了肿瘤细胞的凋亡［１４］，ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１是
一种原癌基因，有研究证实ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１基因在多
种癌症中均高表达，干扰ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１会增加抗癌
药物对胰腺癌细胞的敏感性，ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１的表达
降低，抑制肿瘤形成［１５－１６］。利用慢病毒构建的

ｓｈＲＮＡ克隆经过慢病毒包装系统包装后，可用于
感染传统转染试剂难于转染的细胞系如原代细胞，

悬浮细胞和处于非分裂状态的细胞，并且在感染后

可以整合到受感染细胞的基因组，进行长时间的稳

定表达［１７］。本研究用含 ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１的 ｓｈＲＮＡ
与ｐＧＭＬＶＳＣ５ＲＮＡｉ慢病毒载体连接，构建含靶向
ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１ｓｈＲＮＡ的重组慢病毒载体，期望为研
究ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１基因的作用及分子机制奠定基础。
本研究设计的 ４个靶点 ＳｈＮＲＡ及 １个阴性对照
ｏｌｉｇｏＤＮＡ经过测序并经 ＢＬＡＳＴ对比证实了插入
慢病毒中的干扰序列的方向和序列。将构建的慢

病毒载体和包装质粒共同转染 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，成
功并且获得高浓度的病毒颗粒。

综上，本研究成功构建高浓度的 ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１
ｓｈＲＮＡ慢病毒载体，为研究 ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１基因的
作用及分子机制奠定基础。

４　参考文献
［１］ＳｈｅｋｈａｒＭＰ．Ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ：ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓｔｏｅｆｆｅｃｔｉｖｅ

ｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＣｕｒｒＣａｎｃｅｒＤｒｕｇＴａｒｇｅｔｓ，２０１１（５）：６１３－
６２３．

［２］ＬｉＸＱ，ＲａｎＬ，ＦａｎｇＷ．Ｌｏｂａｐｌａｔｉｎａｒｒｅｓｔｓｃｅｌｌｃｙｃｌｅｐｒｏ
ｇｒｅｓｓｉｏｎ，ｉｎｄｕｃｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄａｌｔｅｒｓｔｈｅｐｒｏｔｅｏｍｅｉｎｈｕ
ｍａｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒｃｅｌｌＬｉｎｅＣａＳｋｉ［Ｊ］．Ｂｉｏｍｅｄｉｃｉｎｅ＆
Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒａｐｙ，２０１４（３）：２９１－２９７．

［３］ＺｅｃｈＶＦ，ＤｌａｓｋａＭ，ＴｚａｎｋｏｖＡ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃａｎｄｄｉ
ａｇｎｏｓｔｉｃｒｅｌｅｖａｎｃｅｏｆｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１，ｈｎＲＮＰＢ１ａｎｄＳ１００
Ａ２ｉｎｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＤｅｔｅｃｔ

ｐｒｅｖ，２００６（３０）：３９５－４０２．
［４］ＢｅｒｎｓｔｅｉｎＥ，ＣａｕｄｙＡＡ，ＨａｍｍｏｎｄＳＭ，ｅｔａｌ．Ｒｏｌｅｆｏｒａ

ｂｉｄｅｎｔａｔｅｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅｉｎｔｈｅｉｎｉｔｉａｔｉｏｎｓｔｅｐｏｆＲＮＡｉｎｔｅｒ
ｆｅｒｅｎｃｅ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２００１（１８）：３６３－３７２．

［５］ＴｉｊｓｔｅｒｍａｎＭ，ＫｅｔｔｉｎｇＲＦ，ＰｌａｓｔｅｒｋＲＨ．Ｔｈｅｇｅｎｅｔｉｃｓｏｆ
ＲＮＡｓｉｌｅｎｃｉｎｇ［Ｊ］．ＡｎｎｕＲｅｖＧｅｎｅｔ，２００２（３６）：４８９－
５１９．

［６］ＢｒｕｍｍｅｌｋａｍｐＴＲ，ＢｅｒｎａｒｄｓＲ，ＡｇａｍｉＲ．Ａｓｙｓｔｅｍｆｏｒ
ｓｔａｂｌｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｓｈｏｒｔｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡｓｉｎｍａｍｍａｌｉａｎ
ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２００２（６７）：５５０－５５３．

［７］田瑞敏，鄢佳程，王含彦，等．ＲＮＡ干扰技术在肿瘤基
因治疗中的研究现状［Ｊ］．重庆医学，２０１３（７）：８１１
－８１４．

［８］ＰｅｒｒｙＪＫ，ＥｍｅｒａｌｄＢＳ，ＭｅｒｔａｎｉＨＣ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｏｎｃｏｇｅｎｉｃ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅ［Ｊ］．ＧｒｏｗｔｈＨｏｒｍＩＧＦＲｅｓ，
２００６（５－６）：２７７－２８９．

［９］ＧｉｌｌＣ，ＤｏｗｌｉｎｇＣ，Ｏ＇ＮｅｉｌｌＡＪ，ｅｔａｌ．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｃＩＡＰ１，
ｃＩＡＰ２ａｎｄＸＩＡＰｔｒｉｐｌｅｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｏａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａ
ｔｉｏｎ［Ｊ］．ＭｏｌＣａｎｃｅｒ，２００９（８）：３９－４７．

［１０］ＮｏｚａｗａＨ，ＴａｄａｋｕｍａＴ，ＯｎｏＴ，ｅｔａｌ．Ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ
ＲＮＡｔａｒｇｅｔｉｎｇｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒｅｎｈａｎｃｅｓ
ｃｈｅｍｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｏｃｉｓｐｌａｔｉｎ，５ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌａｎｄｄｏｃｅｔａｘｅｌ
ｉｎｈｅａｄａｎｄｎｅｃｋｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ
Ｓｃｉ，２００６（１０）：１１１５－１１２４．

［１１］ＦｕｊｉｏｋａＳ，ＳｏｎＫ，ＯｎｄａＳ，ｅｔａｌ．Ｄｅｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎｏｆ
ＮＦｋａｐｐａＢｆｏｒｏｖｅｒｃｏｍｉｎｇｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃ
ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｔｏＴＮＦａｌｐｈａｏｒｐａｃｌｉｔａｘｅｌ［Ｊ］．Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ
Ｒｅｓ，２０１２（１１）：４８１３－４８２１．

［１２］ＡｒｌｔＡ，ＭｕｅｒｋｏｓｔｅｒＳＳ，ＳｃｈａｆｅｒＨ．Ｔａｒｇｅｔｉｎｇａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｐａｔｈｗａｙｓｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＬｅｔｔ，２０１３
（２）：３４６－３５８．

［１３］ＬｅｅＳ，ＹｏｏｎＣＹ，ＢｙｕｎＳＳ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＲｏｌｅｏｆｃＦＬＩＰｉｎ
ＣｉｓｐｌａｔｉｎＲｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆＨｕｍａｎＢｌａｄｄｅｒＣａｎｃｅｒＣｅｌｌｓ［Ｊ］．
ＪＵｒｏｌ，２０１３（６）：２３２７－２３３４．

［１４］ＳｉｎｈａＰ，ＰｏｌａｎｄＪ，ｋｏｈｌＳ，ｅｔａｌ．Ｓｔｕｄｙｏｆｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ
ｏｆｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｍｅｌａｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｕｓｉｎｇｐｒｏｔｅｏｍｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，２００３（１４）：２３８６－２４０４．

［１５］ＧｏｌａｎＧｅｒｓｔｌＲ，ＣｏｈｅｎＭ，ＳｈｉｌｏＡ，ｅｔａｌ．Ｓｐｌｉｃｉｎｇｆａｃｔｏｒ
ｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１ｒｅｇｕｌａｔｅｓｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｇｅｎｅｓｐｌｉｃｉｎｇ
ａｎｄｉｓａｎｏｎｃｏｇｅｎｉｃｄｒｉｖｅｒｉｎｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ
Ｒｅｓ，２０１１（１３）：４４６４－４４７２．

［１６］ＧｕＷＪ，ＬｉｕＨＬ，ＬｉｕＷＨ，ｅｔａｌ．Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｐａｎｃｒｅａｔｉｃ
ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ｉｎｖａｓｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｅｎｔｈａｎｃｅ
ｍｅｎｔｏｆｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｇｅｍｃｉｔａｂｉｎｅ，５ＦＵ
ａｎｄｏｘａｌｉｐｌａｔｉｏｎｂｙｈｎＲＮＰＡ２／Ｂ１ｓｉＲＮＡ［Ｊ］．Ａｎｔｉ
ｃａｎｃｅｒｄｕｒｇｓ，２０１３（６）：５６６－５７６．

［１７］ＳａｋｕｍａＴ，ＢａｒｒｙＭＡ，ＩｋｅｄａＹ．Ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｓ：Ｂａｓｉｃ
ｔｏｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＪ，２０１２（３）：６０３－６１８．

（２０１６－０３－２８收稿，２０１６－０５－１９修回）
中文编辑：吴昌学；英文编辑：刘　华

４３６

贵 州 医 科 大 学 学 报　 ４１卷　




