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［摘　要］目的：构建 ｈｓａｍｉｃｒｏＲＮＡ１３８慢病毒表达载体。方法：ＰＣＲ扩增 ｐｒｉｍｉＲ１３８２前体序列，克隆至
ｐｌｅｎｔｉＧＦＰ慢病毒表达载体，双酶切及测序鉴定正确后进行慢病毒包装与滴度检测；构建成功后感染人胰腺癌细
胞ＰＡＮＣ１，４８ｈ后ＲｅａｌｔｉｍｅＱＰＣＲ检测ｍｉＲ１３８的表达。结果：酶切、测序鉴定证明插入序列正确，测定病毒
滴度为１×１０９ＴＵ／ｍｌ，病毒感染４８ｈ后的ＰＡＮＣ１胰腺癌细胞观察可见绿色荧光，ＲｅａｌｔｉｍｅＱＰＣＲ显示被感染
细胞的ｍｉＲ１３８表达量较未感染细胞显著增高。结论：建立了高效稳定表达ｈｓａｍｉＲ１３８的慢病毒转染系统。
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ｇｅｓｔｉｏｎａｎｄｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ａｎｄｔｈｅｎｔｈｅｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｗａｓｐａｃｋａｇｅｄａｎｄｖｉｒｕｓｔｉｔｅｒｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄ．
Ａｆｔｅｒｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ，ｔｈｅｖｅｃｔｏｒｗａｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏｈｕｍａｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌＰＡＮＣ１．
Ａｆｔｅｒ４８ｈ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｓａｍｉＲ１３８ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲｅａｌｔｉｍｅＱＰＣＲ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎ
ｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎａｎｄＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｉｎｓｅｒｔｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｅｒｅｃｏｒｒｅｃｔ．Ｔｈｅｔｉｔｅｒｏｆ
ｖｉｒｕｓｗａｓ１×１０９ＴＵ／ｍＬ．Ａｆｔｅｒｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｗａｓｄｅｔｅｃｔａｂｌｅｕｎｄｅｒｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｃｅｉｎｖｅｒｔｅｄｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｉｎＰＡＮＣ１ｃｅｌｌｓ，ａｎｄｒｅａｌｔｉｍｅＱＰＣＲｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｍｏｕｎｔｏｆ
ｈｓａｍｉＲ１３８ｉｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓｗａｓｍｏｒｅｔｈａｎｔｈａｔｉｎｎｏｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ：Ｔｈｅｌｅｎｔｉ
ｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇｈｓａｍｉＲ１３８ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙａｎｄｓｔａｂｌｙｉｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］ＲＮＡ，ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ；ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ；ｖｅｃｔｏｒ；ｖｉｍｅｎｔｉｎ；ｐａｎｃｒｅａｔｉｃｎｅｏｐｌａｓｍｓ

　　ｍｉｃｒｏＲＮＡ是近年来在人体中发现的一类长度
约为２２个核苷酸的非编码 ＲＮＡ，它不直接参与蛋
白质的合成，但能通过对人体 １／３左右的 ｍＲＮＡ
进行调节，控制着细胞分化、增殖和凋亡等生命活

动，并能够特异性靶向 ｍＲＮＡ实现对其转录后抑
制［１］。已有的研究表明，波形蛋白作为胰腺癌上

皮－间质化标志蛋白之一，与胰腺癌的侵袭转移密

切相关［２，３］。通过生物信息学预测ｈｓａｍｉＲ１３８可
靶向调控波形蛋白的表达，ｈｓａｍｉＲ１３８前体为
ｐｒｅｍｉＲ１３８１和ｐｒｅｍｉＲ１３８２两种，成熟的 ｍｉＲ
１３８主要来源于 ｐｒｅｍｉＲ１３８２。本研究旨在构建
针对ｈｓａｍｉＲ１３８高效的慢病毒表达系统，为深入
研究其靶向调控波形蛋白的表达及为胰腺肿瘤细

胞侵袭转移提供研究工具。
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１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　质粒、菌株和细胞　慢病毒质粒 ｐＬｅｎｔｉ
ＣＭＶＧＦＰＰｕｒｏ（６５８５）、包装质粒 ｐＣＭＶＤＲ８７４
和 ｐＭＤ２Ｇ购自 Ａｄｄｇｅｎｅ公司，大肠杆菌菌株
ＤＨ５α、ＨＥＫ２９３ＦＴ、ＰＡＮＣ１细胞由本研究所保存。
１１２　主要酶和试剂　限制性内切酶 ＡｇｅＩ、ＥｃｏＲ
Ｉ、Ｔ４连接酶购自Ｔａｋａｒａ公司，质粒抽提试剂盒、胶
回收试剂盒均购自 ＯＭＥＧＡ公司，总 ＲＮＡ提取试
剂盒购自 Ｑｉａｇｅｎ公司，ＦｕｇｅｎｅＨＤ转染试剂购自
Ｒｏｃｈｅ公司，ｈｓａｍｉＲ１３８定量 ＰＣＲ引物及 ｍｉＲＮＡ
ｑＲＴＰＣＲ检测试剂盒购自ＧｅｎｅＣｏｐｏｅｉａ公司。
１２　方法
１２１　合成 ｈｓａｍｉＲ１３８前体序列　查询 Ｓａｎｇｅｒ
ｍｉＲＢａｓｅ数据库 （ｈｔｔｐ：／／ｍｉｃｒｏｒｎａｓａｎｇｅｒａｃｕｋ），
得到ｍｉＲ１３８成熟序列ｈｓａｍｉＲ１３８（ＭＩＭＡＴ００００４
３０）：５′ａｇｃｕｇｇｕｇｕｕｇｕｇａａｕｃａｇｇｃｃｇ３′及其前体ｐｒｅ
ｍｉＲ１３８（ＭＩ００００４５５）序 列 （ｃｇｔｔｇｃｔｇｃａｇｃｔｇｇｔｇｔｔｇ
ｔｇａａｔｃａｇｇｃｃｇａｃｇａｇｃａｇｃｇｃａｔｃｃｔｃｔｔａｃｃｃｇｇｃｔａｔｔｔｃａｃｇａｃａ
ｃｃａｇｇｇｔｔｇｃａｔｃａ），根据其前体ｐｒｅｍｉＲ１３８序列设计
引物，在 ｐｒｅｍｉＲ１３８两侧各保留约１２５ｂｐ序列。
ｐｒｅｍｉＲ１３８及其上下游侧翼序列，并加上酶切位点
ＡｇｅＩ（ＡＣＣＧＧＴ）和 ＥｃｏＲＩ（ＧＡＡＴＴＣ）如下：５′ａ
ｃｃｇｇｔｃｔｇａｇｃｃｃｔｇｇｔｇｃｃａｔａｃｔｇｇｃｃｔｇｇｇｇｇａｇｃｃ ａｔｔｇｇｔｔｇｇｇ
ｇａａｇｇｔｇｔｔｇｔａｔｇｇｇｔｔｃａｔｃａｃｔｇｔｃｔｃａａａａｃｃｇｇａｇｇａｇｃｃａｃａｇｃ
ｃｃａｇａｇｇａｇｇａａｇｃｃｇｇｃｇｇａｇｔｔｃｔｇｇａｔｃｇｔｔｇｃｔｇｃａｇｃｔｇｇｔｇｔｔｇ
ｔｇａａｔｃａｇｇｃｃｇａｃｇａｇｃａｇｃｇｃａ ｔｃｃｔｃｔｔａｃｃ ｃｇｇｃｔａｔｔｔｃａｃｇａ
ｃａｃｃａｇｇｇｔｔｇ ｃａｔｃａｔａｃｃｃａｔｃｃｔｃｔｃｃａｇｇｃｇａｇｃｃｔｃｇｔｇｇｇａｃ
ｃｇｇｇｃｃｇｇａｃｇｃａａｇｇａｃｃｔｇｇｇｇａｇｇｇｇｔｔｇｇｇｇｔｇｇｇａｇｔｃｔｇｔｇｔｇｔ
ｇａａａｇｃｔｔｇｔｃｃｔｃｔｇｔａｇｃｔｃａｃｔｇｇａｔｃｔｃａｇｃｃｃａｇａｃｔｇａａｔｔｃ
３′。依照酶切位点，分别合成上述表达框架的正义
链和反义链。

正义链：５′ｃｃｇｇｔｃｔｇａｇｃｃｃｔｇｇｔｇｃｃａｔａｃｔｇｇｃｃｔｇｇｇｇ
ｇａｇｃｃａｔｔｇｇｔｔｇｇｇｇａａｇｇｔｇｔｔｇｔａｔｇｇｇｔｔｃａｔｃａｃｔｇｔｃｔｃａａａａｃｃｇ
ｇａｇｇａｇｃｃａｃａｇｃｃｃａｇａｇｇａｇｇａａｇｃｃｇｇｃｇｇａｇｔｔｃｔｇｇａｔｃｇｔｔｇｃ
ｔｇｃａｇｃｔｇｇｔｇｔｔｇｔｇａａｔｃａｇｇｃｃｇａｃｇａｇｃａｇｃｇｃａｔｃｃｔｃｔｔａｃｃｃｇｇｃ
ｔａｔｔｔｃａｃｇａｃａｃｃａｇｇｇｔｔｇｃａｔｃａｔａｃｃｃａｔｃｃｔｃｔｃｃａｇｇｃｇａｇｃｃｔｃｇ
ｔｇｇｇａｃｃｇｇｇｃｃｇｇａｇｃａａｇｇａｃｃｔｇｇｇｇａｔｇｇｇｇｔｔｇｇｇｇｔｇｇｇａｇｔｃｔ
ｇｔｇｔｇｔｇａａａｇｃｔｔｇｔｃｃｔｃｔｇｔａｇｃｔｃａｃｔｇｇａｔｃｔｃａｇｃｃｃａｇａｃｔｇ３′。

反 义 链： ５′ａａｔｔｃａｇｔｃｔｇｇｇｃｔｇａｇａｔｃｃａｇｔｇａｇｃ
ｔａｃａｇａｇｇａｃａａｇｃｔｔｔｃａｃａｃａｃａｇａｃｔｃｃｃａｃｃｃｃａａｃｃｃｃａｔｃｃｃｃａ
ｇｇｔｃｃｔｔｇｃｇｔｃｃｇｇｃｃｃｇｇｔｃｃｃａｃｇａｇｇｃｔｃｇｃｃｔｇｇａｇａｇｇａｔｇｇｔａｔ

ｇａｔｇｃａａｃｃｃｔｇｇｔｇｔｃｇｔｇａａａｔａｇｃｃｇｇｇｔａａｇａｇｇａｔｇｃｇｃｔｇｃｔｃｇｔｃ
ｇｃｃｔｇａｔｔｃａｃａａｃａｃｃａｇｃｔｇｃａｇｃａａｃｇａｔａｃｃａｇａａｃｔｃｃｇｃｃｇｇｃｔ
ｔｃｃｔｃｃｔｃｔｇｇｇｃｔｇｔｇｇｃｔｃｃｃｃｇｇｔｔｔｔｇａｇａｃａｇｔｇａｔｇａａｃｃｃａｔａｃａａ
ｃａｃｃｔｔｃｃｃｃａａｃｃａａｔｇｇｃｔｃｃｃｃｃａｇｇｃｃａｇｔａｔｇｇｃａｃｃａｇｇｇｃｔｃａｇ
Ａ３′。
１２２　双链ＤＮＡ寡核苷酸链制备与重组慢病毒
质粒载体构建　上述表达框架经退火形成双链
ＤＮＡ，用ＡｇｅＩ和 ＥｃｏＲＩ双酶切，再与线性化的慢
病毒载体 ｐＬｅｎｔｉＣＭＶＧＦＰＰｕｒｏ质粒（ｈｔｔｐ：／／ａｄｄ
ｇｅｎｅｃｏｍ／１７４４８／）连接。反应条件：取酶切后双链
ＤＮＡ产物１μｌ（１００ｍｇ／Ｌ）、线性化的ｐＬｅｎｔｉＣＭＶ
ＧＦＰＰｕｒｏ质粒１μｌ（１００ｍｇ／Ｌ）、１０倍 Ｔ４ＤＮＡ连
接酶缓冲液１μｌ、Ｔ４ＤＮＡ连接酶１μｌ，１６℃ 连
接过夜。将连接产物转化感受态细胞ＤＨ５α，均匀
涂于含Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ（终浓度５０ｍｇ／Ｌ）抗性 ＬＢ固体
平板上，３７℃培养过夜。次日在ＬＢ平板上各挑取
３个单克隆菌落接种至ＬＢ液体培养基中，置３７℃
摇床（２００ｒ／ｍｉｎ）培养 １６ｈ，留取 ２ｍｌ菌液送至
Ｔａｋａｒａ公司进行测序。小量提取质粒后，用 ＡｇｅＩ
和ＥｃｏＲＩ酶切鉴定，反应条件为 ｄｄＨ２０１２μｌ、
ＤＮＡ５μｌ、１０倍 ＫＢｕｆｆｅｒ２μｌ、ＡｇｅＩ０５μｌ、
ＥｃｏＲＩ０５μｌ，置于３７℃水浴反应２ｈ。取鉴定
正确的菌液，大量提取 ｐｌｅｎｔｉＧＦＰｍｉＲ１３８慢病毒
载体质粒。

１２３　ＬＶｐｌｅｎｔｉＧＦＰｍｉＲ１３８慢病毒制备和滴
度测定　配制 Ｄ１０培养基（ＤＭＥＭ５００ｍｌ，ＦＢＳ
５０ｍｌ，青霉素及链霉素溶液５ｍｌ，丙酮酸钠５ｍｌ）和
ＶｉｒｕｓＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎ培养基 （Ｕｌｔｒａｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ５００ｍｌ，
青霉素及链霉素５ｍｌ，丙酮酸钠５ｍｌ，０５ｍｏｌ／Ｌ丁
酸钠５ｍｌ），均０２２μｍ滤过除菌。配制 ＤＮＡ混
合物：ｐｌｅｎｔｉＧＦＰｍｉＲ１３８慢病毒表达载体质粒
２２μｇ、ｐＣＭＶＤＲ８７４辅助质粒 １５μｇ、ｐＭＤ２Ｇ质
粒（ＶＳＶｇ，外壳蛋白）７μｇ。将 ＤＮＡ混合物加至
１００μｌＦｕｇｅｎｅＨＤ转染试剂中，室温静置４０ｍｉｎ，
加入到４个 Ｔ１７５培养瓶，其中含１５ｍｌＤ１０培养
基和贴壁生长的ＨＥＫ２９３ＦＴ细胞，转染２４ｈ后，移
去Ｄ１０培养基，加入 ２０ｍｌＶｉｒｕｓＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎ培养
基，转染４４～４８ｈ，收集上清液到５０ｍｌ离心管内。
重复上述步骤进行第二轮病毒的收集。将收集的

上清液 ４℃，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，取上清液
０４５μｍ滤膜过滤除菌。取 ６个 Ｂｅｃｋｍａｎ超速离
心管，７０％乙醇清洗后在生物安全柜中风干；每管
加入３０ｍｌ病毒上清液，然后将２ｍｌ的２０％蔗糖
溶液（ＰＢＳ配制）加入上清液的底部，平衡后４℃、
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２５０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｈ；离心完毕后弃去上清液，管
底白色沉淀晾干后加入１００μｌ冷 ＰＢＳ重悬，轻轻
吹打溶解后收集病毒，分装５μｌ／管，－８０℃冻存。
按照说明书提供的梯度稀释法测定病毒滴度，根据

公式：病毒滴度（ＴＵ／ｍｌ）＝（绿色荧光蛋白阳性细胞
数 ×病毒上清稀释倍数）×１０计算出病毒滴度。
１２４　ＬＶｐｌｅｎｔｉＧＦＰｍｉＲ１３８在胰腺癌细胞中的

表达　胰腺癌细胞ＰＡＮＣ１接种于６孔板中，待细
胞覆盖至 ７０％左右时，取其中 ３孔，以感染复数
（ＭＯＩ＝４：１）比例加入 ＬＶｐｌｅｎｔｉＧＦＰｍｉＲ１３８感
染胰腺癌细胞 ＰＡＮＣ１，观察绿色荧光蛋白表达情
况。参考文献 ＲｅａｌｔｉｍｅＱＰＣＲ方法在 ＰＡＮＣ１细
胞内验证 ｈｓａｍｉＲ１３８的表达［４］。引物设计见表

１，数据分析采用２ΔΔＣＴ法。

表１　ＲｅａｌｔｉｍｅＱＰＣＲ引物设计
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｄｅｓｉｇｎｅｄｆｏｒＲｅａｌｔｉｍｅＱＰＣＲ

Ｍａｔｕｒｅ１＿ＩＤ Ｍａｔｕｒｅ１＿ｓｉｚｅ ＰＣＲ＿ＳＩＺＥ Ｍａｔｕｒｅ１＿Ｓｅｑ Ｐｒｉｍｅｒ＿ＩＤ
ＲＮＵ６Ｂ ７５ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｍａｌｌｎｕｃｌｅａｒＲＮＡ　　 ｔｃｇｔｇａａｇｃｇｔｔｃｃａｔａｔｔｔｔｔａａ

ｈｓａｍｉＲ１３８ ２３ ７１ ａｇｃｕｇｇｕｇｕｕｇｕｇａａｕｃａｇｇｃｃｇ ｇｔｇｔｔｇｔｇａａｔｃａｇｇｃｃｇａａ　　

１３　统计学处理
采用ｔ检测，由ＳＰＳＳ１７０统计软件分析结果。

检测水准为Ｐ（双侧）＜００５。

２　结果

２１　重组慢病毒质粒载体 ｐｌｅｎｔｉＧＦＰｍｉＲ１３８的

酶切测序鉴定

构建成功的慢病毒表达质粒 Ｔａｋａｒａ公司测序
结果显示重组质粒中插入的 ｈｓａｍｉＲ１３８序列
ＳａｎｇｅｒｍｉＲＢａｓｅ中的序列一致，没有碱基缺失或替
换等。部分测序结果见图１。

图１　重组慢病毒质粒载体ｐｌｅｎｔｉＧＦＰｍｉＲ１３８部分测序结果
Ｆｉｇ．１　Ｓｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｐｌａｓｍｉｄｖｅｃｔｏｒｐｌｅｎｔｉ－ＧＦＰ－ｍｉＲ－１３８

２．２　ＬＶｐｌｅｎｔｉＧＦＰｍｉＲ１３８慢病毒制备和滴度
测定

筛选出的重组载体质粒与慢病毒包装质粒共

转染２９３Ｔ细胞，包装病毒，感染 ２９３Ｔ细胞，培养
４８ｈ后在荧光显微镜下观察（见图２），可见清晰绿
色荧光。根据公式计算病毒滴度为 １×１０９ＴＵ／
ｍｌ。成功包装的慢病毒命名为 ＬＶｐｌｅｎｔｉＧＦＰ
ｍｉＲ１３８。
２．３　ＬＶｐｌｅｎｔｉＧＦＰｍｉＲ１３８在胰腺癌细胞中的表
达

ＬＶｐｌｅｎｔｉＧＦＰｍｉＲ１３８感染 ＰＡＮＣ１细胞，４８
ｈ后ＧＦＰ表达绿色荧光呈高峰（图３）。Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＱＰＣＲ检测ｈｓａｍｉＲ１３８在ＰＡＮＣ１细胞中表达结
果见表２，结果显示 ＬＶｐｌｅｎｔｉＧＦＰｍｉＲ１３８病毒感
染４８ｈ后较对照组的 ｍｉＲ１３８表达升高 ２００多

倍。

３　讨论

成熟的 ｍｉＲ１３８主要来源于 ｐｒｅｍｉＲ１３８２。
ｍｉＲ１３８主要存在于甲状腺、中枢神经、空肠、外周
血单核细胞为胎肝，在大多数成熟的器官和组织包

括胰腺不表达［５］。研究表明 ｍｉＲ１３８在多种肿瘤
中表达失调，其可能参与了多种恶性肿瘤的发生发

展。有文献报道，ｍｉＲ１３８被发现在头颈部鳞癌、
舌癌、甲状腺癌、肺癌及白血病等表达下调，在肿瘤

发生发展中发挥作用［６～１０］。最近研究表明，ｍｉＲ
１３８能抑制头颈部鳞癌的侵袭转移，促进癌细胞凋
亡［１１］。尽管多项研究已经证实 ｍｉＲ１３８的表达失
调与肿瘤有密切关联，但是其在肿瘤发生发展过程
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图２　ＬＶｐｌｅｎｔｉＧＦＰｍｉＲ１３８感染的
２９３ＦＴ细胞（４８ｈ，×１００）

Ｆｉｇ．２　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎ２９３ＦＴｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｅｄ
ｗｉｔｈＬＶ－ｐｌｅｎｔｉ－ＧＦＰ－ｍｉＲ－１３８ｆｏｒ４８ｈ

图３　ＬＶｐｌｅｎｔｉＧＦＰｍｉＲ１３８感染
胰腺癌ＰＡＮＣ１细胞（４８ｈ，×１００）

Ｆｉｇ．３　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌ
ＰＡＮＣ－１ａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＬＶ－ｐｌｅｎｔｉ－ＧＦＰ

－ｍｉＲ－１３８ｆｏｒ４８ｈ
表２　ｈｓａｍｉＲ１３８在感染ＰＡＮＣ１细胞前后的表达量

Ｔａｂ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｍｏｕｎｔｏｆｈｓａｍｉＲ１３８ｉｎｔｈｅｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌ
ｌｉｎｅＰＡＮＣ１ｂｅｆｏｒｅａｎｄａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

样本 Ｕ６Ａｖｅ．Ｃｔ
ｈｓａｍｉＲ１３８
Ａｖｅ．Ｃｔ

ｈｓａｍｉＲ１３８相对于Ｕ６的
表达量差异（△Ｃｔ）

相对于对照样品的表达

量差异（△△Ｃｔ）
ｈｓａｍｉＲ１３８表达量
差异倍数（２△△Ｃｔ）

对照组 １４．２８ ２９．５０ １５．２２ ０ １
实验组 １４．５５ ２２．０９ ７．５４ －７．６８ ２０４．１８３

中所扮演的角色和具体的作用机制仍不明确，ｍｉＲ
１３８在胰腺癌中的表达情况及其作用亦未见研究
报道。因此，建立稳定、高效、持久的 ｈｓａｍｉＲ１３８
慢病毒表达系统对于验证研究靶点的正确性和发

掘其生物学功能有着极其重要的科学意义。

目前研究ｍｉｃｒｏＲＮＡ作用机制方法众多，主要
分为过表达和抑制表达２种方式。过表达包括构
建ｍｉＲＮＡ慢病毒表达载体并包装为慢病毒感染和
用体外合成的 ｍｉＲＮＡ类似物进行转染２种方式。
相比ｍｉＲＮＡ类似物转染，慢病毒感染有其特有的
优势，慢病毒载体能够感染的宿主细胞范围非常广

范，包括非分裂期细胞和分裂期细胞，并且能够将

外源基因整合入宿主基因组，长期稳定表达，因而

是一种强有力的基因运输工具，成为基因治疗的首

选载体［１２］。

本研究成功构建 ｈｓａｍｉＲ１３８慢病毒表达系
统，经双酶切测序分析，与 ＳａｎｇｅｒｍｉＲＢａｓｅ中的序
列一致，没有碱基缺失或替换；包装成慢病毒感染

胰腺癌细胞 ＰＡＮＣ１后能稳定高效地表达成熟
ｈｓａｍｉＲ１３８，为深入研究 ｈｓａｍｉＲ１３８的生物学功
能和作用机制提供强有力的工具。

致谢：感谢中国科学院深圳先进技术研究院潘

建青博士提供技术支持！
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见白纹伊蚊从蛹羽化成成蚊时，其唾液腺尚发育不

全，蛋白质量是随着它的发育逐渐增加的，到５日
龄其唾液腺蛋白质量达到最大值，是 ０日龄的
２８８倍，统计学分析有显著差异，表明蚊虫自羽化
后，其唾液腺为了适应吸血的习性，在不断的发育。

随着蚊龄的进一步增加，其唾液腺蛋白趋于稳定。

对不同日龄雌蚊唾液腺总蛋白谱电泳结果显

示白纹伊蚊唾液腺总蛋白谱主要由１２条主带所组
成，它们分别是１５ｋＤａ、１８ｋＤａ、２８ｋＤａ、３０ｋＤａ、３２
ｋＤａ、３４ｋＤａ、４５ｋＤａ、４８ｋＤａ、５０ｋＤａ、６２ｋＤａ及６８
ｋＤａ，＞１１６ｋＤａ１条；除此以外，还有许多弱的条
带。这一结果与埃及伊蚊唾液腺总蛋白谱只有７
条主带［３］、大劣按蚊７条主带［４］、致倦库蚊９条主
带［３］相比，白纹伊蚊唾液腺蛋白种类丰富。Ｐｅｎｇ
等［５］通过免疫印迹技术比较 １０余种蚊虫唾液腺
蛋白存在的变应原研究中，也发现白纹伊蚊唾液腺

中具有的变态反应的蛋白最多，其中在 ２８～６８
ｋＤａ之间，有８条带显色，这一方面说明这些蛋白
很有可能在蚊虫吸血时注入宿主，另一方面也说明

白纹伊蚊唾液腺组分中具有丰富的变应原蛋白。

此外，吴家红等［６］研究显示白纹伊蚊吸血后，唾液

腺蛋白量显著下降，也进一步证实了蚊虫吸血时，

唾液组分蛋白也随之注入了宿主。比较不同日龄

唾液腺蛋白谱发现０日龄与其他日龄的唾液腺蛋
白条带有差异，表现为条带有增减（即缺少了 ２８
ｋＤａ的条带与增加了４０ｋＤａ的条带）及蛋白条带
亮度降低。这可能是由于刚刚羽化的蚊虫，其唾液

腺仍处于分化阶段，随着日龄的增加，蚊虫逐渐发

育成熟，故而与其他日龄的蛋白条带有所差异。而

３日龄以后的唾液腺蛋白条带是一致的，仅有蛋白
条带亮度的变化，说明３日龄后的唾液腺已基本发
育成熟，主要表现为蛋白量的增加，这一结果与蚊

唾液腺蛋白定量的结果是一致的。此外，本研究还

显示５日龄唾液腺体积大，好解剖，因此提示在今
后的实验中可采用５日龄蚊唾液腺作为研究材料。
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