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动物及兽医生物技术                                                              

山羊 PTHrP基因干扰重组腺病毒的制备与鉴定 

邢瑞芳，郑惠玲，刘雪梅，闫林慧，安俊辉，杨振宇，祝珍珍 
西北农林科技大学 动物科技学院，杨凌 712100 

摘  要: 甲状旁腺激素相关蛋白 (Parathyroid hormone related protein，PTHrP) 具有广泛生物学功能，对调控钙代谢具

有重要作用。采用 RNA 干扰和重组腺病毒技术，对山羊乳腺上皮细胞中 PTHrP 基因表达进行沉默，为进一步研究该

基因在乳腺上皮细胞中的功能奠定基础。采用 BLOCK-iT shRNA 腺病毒干扰系统，将设计好的寡聚 shRNA-322/357 经

退火复性后插入穿梭质粒 pENTR/CMV-GFP/U6 中。经 Western blotting 检测干扰效率后，选择 pENTR/CMV-GFP/U6-322

与病毒骨架质粒 pAd/PL-DEST 进行同源重组，成功获得重组干扰腺病毒载体 pAD/PL-DEST/CMV-GFP/U6-322，并转

染 HEK-293 细胞，通过包装、扩增后产生干扰重组腺病毒 AD-PTHrP-322，TCID50 法测定其滴度为 2.0×109 PFU/mL。

用 AD-PTHrP-322 感染山羊原代乳腺上皮细胞(MOI=200)，经实时定量 PCR 及 Western blotting 检测表明在病毒感染

24 h、48 h 和 72 h 后，山羊乳腺上皮细胞中 PTHrP mRNA 表达量分别下调了 29.2％、68.1％和 82.6％ (P＜0.05)，其

蛋白表达水平也明显下调，干扰效果明显。 

关键词 : 山羊，甲状旁腺激素相关蛋白，RNA 干扰，腺病毒 
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Abstract:  Parathyroid hormone related protein (PTHrP) has important biological functions in calcium metabolism. The aim 
of this study was to silence the expression of PTHrP by RNA interference and recombinant adenovirus, and to provide a 
material to investigate the relative functions of PTHrP in goat mammary gland epithelial cell. The Block-iT shRNA 
interference system was used in this experiment. We designed and synthesized two pairs of complementary single-strand DNA 
oligonucleotides (shRNA-322/357) targeting two different sites of PTHrP mRNA. Then the oligonucleotides were inserted into 
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shuttle vector pENTR/CMV-GFP/U6. After detection of the interference efficiency by Western blotting, we chose 
pENTR/CMV-GFP/U6-322 and adenovirus backbone vector pAD/PL-DEST to produce recombinant vector pAD/PL- 
DEST/CMV-GFP/U6-322. The first generation recombinant adenovirus particles (AD-PTHrP-322) were produced and further 
amplified by transfecting HEK-293 cells. The titer of the recombinant adenovirus reached 2.0×109 PFU/mL determined by 
TCID50 assays. The result of real-time quantitative PCR indicated that mRNA expression levels of gene were reduced 29.2%, 
68.1% and 82.6% (P＜0.05), respectively, when goat mammary gland epithelial cells were infected with AD-PTHrP-322 after 

24, 48 and 72 h, in which PTHrP. Western blotting also showed that the expression of PTHrP was reduced by infecting the 
cells with AD-PTHrP-322. AD-PTHrP-322 has been proved with significant interference effect on expression of PTHrP. 

Keywords:  goat, parathyroid hormone related protein, RNA interference, adenovirus 

甲状旁腺激素相关蛋白  (Parathyroid hormone 

related protein，PTHrP) 是最初从与高钙血症相关

的恶性肿瘤组织中分离得到的一种分泌性蛋白质，

具有与甲状旁腺激素 (Parathyroid hormone，PTH) 

相类似的基因结构和生物学活性[1]。PTHrP 在生命

过程中广泛表达，通过与细胞表面相应的受体相结

合发挥内分泌、旁分泌或自分泌作用。具有参与组

织器官生长发育，促进细胞的增殖分化，影响心

肌收缩和心率，诱导破骨细胞分化和成熟等多种

生物学功能 [2-6]。最近研究发现，PTHrP 能抑制细

胞的凋亡、促进 VSMC 细胞增生、促进 IL28 的分

泌等 [7-8]。哺乳动物在妊娠和泌乳期，通过从骨向

乳汁转移大量钙，满足幼仔对钙的需求。研究证明

乳腺中的 PTHrP 表达量在泌乳期达到峰值，且血浆

中的 PTHrP 水平也随之增加。抑制小鼠乳腺上皮细

胞中 PTHrP 基因的表达，将导致血液循环中 PTHrP

水平下降，骨转移降低，骨量丢失减少。给山羊注

射 PTHrP，乳腺中的钙含量上升[9-12]。由此可见，

乳腺中的 PTHrP 在泌乳期间对机体的骨转移和钙

代谢有重要作用。但迄今为止，其中的分子机理并

不清楚。 

RNA 干扰  (RNA interference，RNAi) 是指

细胞利用内源性或外源性的双链小干扰 RNA 

(Small interfering RNA，siRNA) 激发相关的酶复

合物对同源性的 RNA 进行切割、降解，导致细胞

内特定基因在 mRNA 水平上的表达显著降低 [13]。

RNA 干扰是目前研究基因功能最常用的手段之

一。已经证实，在一些机体内引入合成的双链

siRNA 能有效抑制基因表达 [13]，且 siRNA 的干扰

效果显著高于反义 RNA[14]。但是由于 siRNA 易

被降解，干扰效果只是暂时的，限制了其应用范

围 [15]。为了解决这个难题，诞生了新的技术，采

用携带 shRNA 的腺病毒载体干扰哺乳动物细胞

內源基因的表达 [16]。  

本研究根据山羊 PTHrP 基因的 mRNA 序列，

设计能在体内转录的小发夹结构 RNA (shRNA)，将

该序列连接到 BLOCK-iT 腺病毒 RNA 干扰系统中，

构建重组腺病毒载体，经 HEK-293 细胞包装扩增

后，感染山羊乳腺上皮细胞，检测干扰效率。为进

一步研究 PTHrP 在泌乳期乳腺中的功能机制奠定

基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

pAdTrack-CMV-PTHrP 超表达质粒、HEK-293 细

胞、山羊乳腺上皮细胞、山羊 PTHrP 多克隆抗体由本

实验室制备及保存；BLOCK-iT (pENTR/CMV-GFP/ 

U6，pAd/PL-DEST)、LR Clonase Ⅱ、superscript Ⅱ

反转录酶、Lipofectamine 2000 Reagent、表皮生长因子 

(EGF) 购自 Invitrogen 公司；限制性内切酶 BamH Ⅰ、

Xho Ⅰ、SYBR Premix Ex Taq (Perfect Real Time) 试

剂盒购自 TaKaRa 公司； T4 DNA 连接酶购自

Promega 公司；胰岛素和氢化可的松购自 Sigma 公

司；Pac Ⅰ内切酶购自 Fermentas 公司；BCA 总蛋
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白定量试剂盒购自 Thermo Scientific 公司；DMEM 

( 高糖 ) 、 DMEM/F-12 、胎牛血清  (Fetal Bovine 

Serum，FBS) 购自 Gibco 公司。 

1.2  方法 
1.2.1  靶向 PTHrP基因的 shRNA干扰序列的设计与

合成 

以山羊 PTHrP 基因的 mRNA 序列(GenBank 

Accession No. GU573787) 为模板，使用 siRNA 在

线设计程序  (http: //www.promega.com/siR-NAD 

esigner/program/default.asp) 设计 2 对靶向 PTHrP

基因的 shRNA 干扰序列及 1 对阴性对照干扰序

列。每对 shRNA 干扰序列中间以 9 个脱氧核苷酸

的 Loop 结构  (TTCAAGAGA) 相连，两端分别添

加 BamH Ⅰ和 Xho Ⅰ酶切位点，正义链 3′端添加

TTTTTT 终止信号  (表 1)。经过 Blast 比较，与山

羊基因库无明显的同源性。由上海生物工程公司

合成上述 shRNA 的 cDNA 单链。  

1.2.2  pENTR/CMV-GFP/U6-shRNA 载体的构建 

将已合成的正反 shRNA 寡核苷酸单链稀释后

退火，形成具有黏性末端的 DNA 双链。用 BamHⅠ

和 XhoⅠ双酶切 pENTR/CMV-GFP/U6 载体并回收

大片段，将退火产物与酶切回收产物按 3 1∶ 的摩

尔比在 T4 DNA 连接酶作用下 4 ℃连接过夜。热

激法转化大肠杆菌 TOP10 感受态，挑取单菌落，

提取质粒，双酶切鉴定。电泳条带正确的质粒送

往 Invitrogen 公司测序。并把测序正确的质粒分别

命名为 pENTR/CMV-GFP/U6-322、pENTR/CMV- 

GFP/U6-357、pENTR/CMV-GFP/U6-NC。  

1.2.3  有效 shRNA 序列的筛选 

将 构 建 好 的 pENTR/CMV-GFP/U6-322 、

pENTR/CMV-GFP/U6-357 、 pENTR/CMV-GFP/U6- 

NC 载体分别与 pAdTrack-CMV-PTHrP 超表达载体

共转染融合度为 70％~80％的 HEK-293 细胞，

pENTR/CMV-GFP/U6-322 、 pENTR/CMV-GFP/U6- 

357 、 pENTR/CMV-GFP/U6-NC 、 pAdTrack-CMV- 

PTHrP 超表达载体单独转染，并设空白对照，转染

的步骤按照 Lipofectamine 2 000 Reagent 说明书进

行。48 h 后进行 Western blotting 检测：收集全部细

胞和培养基于离心管内，3 000 r/min 离心 5 min 后

弃上清液，RIPA 裂解液裂解细胞，取上清进行蛋白

定量 (BCA 法)，SDS-PAGE 凝胶电泳，转 PVDF 膜，

5％脱脂奶粉封闭 2 h，TBST 洗涤 3 次，PTHrP 兔抗

羊多克隆抗体一抗 (1 1 000∶ 稀释) 4 ℃孵育过夜，

TBST 洗涤 3 次；辣根过氧化物酶 (HRP) 标记的

羊抗兔 IgG 作为二抗  (1 5 000∶ 稀释)，37 ℃孵育

1 h，TBST 洗涤 3 次；ECL 显影分析结果，筛选

出干扰效率较高的穿梭载体用于构建重组腺病毒

载体。

 
 
表 1  靶向 PTHrP 基因的 shRNA 寡核苷酸单链 
Table 1  Sequence of oligonucleotides of shRNA for targeting PTHrP 

Primer name Primer sequence (5′–3′) 

ShRNA-322 positive-sense strand GATCCCTAACAAGGTGGAGACATATTCAAGAGATATGTCTCCACCTTGTTAGTTTTTTC 

ShRNA-322 antisense strand TCGAGAAAAAACTAACAAGGTGGAGACATATCTCTTGAATATGTCTCCACCTTGTTAGG 

ShRNA-357 positive-sense strand GATCCGAAGACGCCCGGCAAGAAATTCAAGAGATTTCTTGCCGGGCGTCTTCTTTTTTC 

ShRNA-357 antisense strand TCGAGAAAAAAGAAGACGCCCGGCAAGAAATCTCTTGAATTTCTTGCCGGGCGTCTTCG 

ShRNA-NC positive-sense strand GATCCTTCTCCGAACGTGTCACGTTTCAAGAGAACGTGACACGTTCGGAGAATTTTTTC 

ShRNA-NC antisense strand TCGAGAAAAAATTCTCCGAACGTGTCACGTTCTCTTGAAACGTGACACGTTCGGAGAAG 
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1.2.4  pAD/PL-DEST/CMV-GFP/U6-shRNA 重组腺

病毒载体的构建 

将 pENTR/CMV-GFP/U6-322 ， pENTR/CMV- 

GFP/U6-NC 载体分别与腺病毒骨架载体 pAD/PL- 

DEST 在重组酶 LR ClonaseⅡ的作用下进行 LR 重组

反应。反应体系为：pENTR/CMV-GFP/U6-shRNA 

(50~150 ng)，pAD/PL-DEST 150 ng，LR Clonase    

2 μL，加 TE 缓冲液至总体积 10 μL。25 ℃孵育过

夜。反应产物转化大肠杆菌 TOP10 感受态，氨苄抗

性筛选，37 ℃恒温培养过夜。次日挑取单克隆菌落

接种于含氨苄抗性的 LB 液体培养基中，37 ℃振荡

培养 8~12 h。取适量菌液涂布于含氯霉素抗性的 LB

平板上，在含氯霉素抗性的 LB 平板上不能生长的

初步判定为阳性克隆。将菌液送往 Invitrogen 公司测

序，测序正确的载体即为 pAD/PL-DEST/CMV- 

GFP/U6-322，pAD/PL-DEST/CMV-GFP/U6-NC 重组

腺病毒载体。 

1.2.5  腺病毒的包装、扩增及滴度测定 

PacⅠ酶切重组腺病毒载体使之线性化，乙醇沉

淀法纯化酶切产物，用 Biophotometer (Eppendorf) 

测定回收产物的浓度和纯度。取 5 μg 纯化的质粒转

染 HEK-293 细胞以包装腺病毒。转染后 3 d 可在荧

光倒置显微镜下观察绿色荧光蛋白的表达情况，当

大多数细胞从培养瓶底部脱落时，收集细胞及培养

液于离心管中，3 000 r/min 离心 5 min，弃掉大部分

上清液，将细胞重悬后在液氮与 37 ℃水浴中反复冻

融 3 次，3 000 r/min 离心 10 min，收集上清液，即

为第 1 代病毒原液。 

取第 1 代病毒原液重新接种融合度为 70％~ 

80％的 HEK-293 细胞，3~4 d 后，待细胞完全出

现病变效应时收毒，依据之前方法反复冻融 3 次，

收集上清液，即得到第 2 代病毒液。重复上述“感

染-冻融-收集”步骤数次，得到高滴度腺病毒，分

别命名为 AD-PTHrP-322，AD-PTHrP-NC。 

使用 TCID50 (半数组织培养感染剂量) 法测定

腺病毒的滴度。将 HEK-293 细胞接种 96 孔板中，

待细胞融合度达到 60％时，取病毒液分别以不同的

稀释度 (10−3~10−10) 感染细胞。10 d 后观察每一稀

释梯度出现的细胞病变效应  (Cytopathic effect，

CPE) 的孔数，按照 Spearman-Karber 公式计算腺病

毒的滴度。 

1.2.6  腺病毒感染乳腺上皮细胞 

将山羊乳腺上皮细胞按 5×105个/孔接种于 12 孔

培养板，次日以确定的最佳浓度的重组腺病毒感染

山羊乳腺上皮细胞，试验共设计 5 个处理组，包括

AD-PTHrP-322 感 染 24 h 、 48 h 、 72 h 组 、

AD-PTHrP-NC 感染组、未感染病毒的空白组，每个

处理组设置 6 个重复。 

1.2.7  荧光定量 PCR 检测 PTHrP 基因 mRNA 的  

表达 

提取山羊乳腺上皮细胞的总 RNA，superscriptⅡ

反转录酶 (Invitrogen) 进行反转录得到 cDNA，以此

cDNA 作为模板进行 Real time PCR。根据 GenBank

公布的基因序列，用 primer 5.0 进行引物设计，设计

PTHrP 及内参基因 β-actin 的实时定量 PCR 引物 

(表 2)。采用 TaKaRa 公司的 SYBR Premix Ex TaqTM 

(Perfect Real Time) 试剂盒及 ABI Stepone plus 型

荧光定量 PCR 仪。所有定量 PCR 反应均重复 3 次，

 
表 2  Real time PCR 所用引物 
Table 2  Primers used for real time PCR 

Gene Primers sequences (5′–3′) Annealing temperature (°C) Product size (bp) GenBank Accession No.

PTHrP 56 205 GU573787 

β-actin 

S: TTACGGCGTCGGTTCTTCCT 
A: GCGTCTTCAGTGGCTGCTCT 
S: TACGGCGTCGGTTCTTCCT 
A: CCCTCATCATCAGACCCAAAT 56 142 AF481159 
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20 µL 反应体系：10 µL 2×SYBR Green premix，上

下游引物各 0.8 µL (20 pmol/mL)，模板 cDNA 2 µL 

以及 DEPC 水 6.4 µL。反应条件为：95 ℃ 3 min；

95 ℃ 10 s，56 ℃ 20 s，72 ℃ 20 s，共 40 个循环；

65 ℃~95 ℃每隔 0.5 ℃读板 1 次，绘制熔解曲线。

分析各基因的熔解曲线并用电泳鉴定 PCR 产物。检

测结果采用 2− C△△ t法对目的基因 mRNA 表达水平进

行相对定量分析。 

1.2.8  Western blotting 检测 PTHrP 蛋白表达 

依次收集腺病毒感染 24 h、48 h 和 72 h 后的山

羊乳腺上皮细胞，Western blotting 检测各组细胞中

PTHrP 蛋白的表达水平。 

1.2.9  统计与分析 

所有组别的实验至少重复 3 次，SPSS 13.0 进行

ONEWAY ANOVA 检验，用 SSR 法进行多重比较，

P＜0.05 时即认为差异显著。 

2  结果与分析 
2.1  pENTR/CMV-GFP/U6-shRNA 载体的构建 

pENTR/CMV-GFP/U6 质粒经 BamHⅠ和 XhoⅠ

双酶切后产物的大小约为 4.6 kb (图 1)。将其与双链

shRNA 连接、转化后，提取质粒并分别进行双酶切

鉴定，可切出一条约 59 bp 大小条带，结果见图 2。

测序结果表明 pENTR/CMV-GFP/U6-322、pENTR/ 

CMV-GFP/U6-357、pENTR/CMV-GFP/U6-NC 中插

入的序列与所设计的序列完全一致，证明载体构建

成功。 

2.2  有效 shRNA 序列的筛选 
提取转染 48 h 后的 HEK-293 细胞中的总蛋白

质，Western blotting 检测结果表明重组干扰质粒

pENTR/CMV-GFP/U6-322 与 pENTR/CMV-GFP/U6- 

357 均具有干扰效果，其中 pENTR/CMV-GFP/U6- 

322 的干扰效果相对较好，pENTR/CMV-GFP/U6-NC

无干扰效果，与预期结果一致 (图 3)。选择穿梭质

粒 pENTR/CMV-GFP/U6-322 和 pENTR/CMV- 

GFP/U6-NC 进一步构建重组腺病毒载体。 

 

图 1  pENTR/CMV-GFP/U6 质粒及其双酶切产物 
Fig. 1  pENTR/CMV-GFP/U6 digested with BamH and Ⅰ XhoⅠ. 
1: pENTR/CMV-GFP/U6; 2: double digestion products; 
M: DNA marker .Ⅲ  
 

 

图 2  pENTR/CMV-GFP/U6-shRNA 质粒的双酶切

鉴定  
Fig. 2  Identification of pENTR/CMV-GFP/U6-322, 357 and NC 
plasmid. by enzyme digestiom 1−3: pENTR/CMV-GFP/U6-322, 
357 and NC double digestion products, respectively; M1: 
marker ; M2: 50 bp ladder.Ⅲ  
 

 

图 3  在 HEK-293 细胞中 shRNA 干扰效果检测 
Fig. 3  Detection of interference efficiency of shRNA in 
HEK-293 by Western blotting. 1: blank control; 2: transfected 
by pAdTrack-CMV-PTHrP; 3: cotransfected by pENTR/CMV- 
GFP/U6-322 and pAdTrack-CMV-PTHrP; 4: cotransfected by 
pENTR/CMV-GFP/U6-357 and pAdTrack-CMV-PTHrP; 5: 
cotransfected by pENTR/CMV-GFP/U6-NC and pAdTrack- 
CMV-PTHrP; 6: transfected by pENTR/CMV-GFP/U6-322; 7: 
transfected by pENTR/CMV-GFP/U6-357; 8: transfected by 
pENTR/CMV-GFP/U6-NC. 



1560    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q Chin J Biotech         November 25, 2011  Vol.27  No.11 

  

Journals.im.ac.cn 

2.3  pAD/PL-DEST/CMV-GFP/U6-shRNA 重组

腺病毒载体的构建 
用 pENTR/CMV-GFP/U6-322 和 pENTR/CMV- 

GFP/U6-NC 分别与骨架质粒进行同源重组，将重组

产物转化大肠杆菌 TOP10 感受态细胞，经氨苄青霉

素及氯霉素双重筛选后，提取质粒，结果如图 4 所

示。测序结果显示，重组腺病毒载体中所插入序列

与 设 计 序 列 完 全 一 致 ， 证 明 重 组 腺 病 毒 载 体

pAD/PL-DEST/CMV-GFP/U6-322 、 pAD/PL-DEST/ 

CMV-GFP/U6-NC 构建成功。 

2.4  腺病毒的包装、扩增及滴度测定 
线性化重组腺病毒载体 pAD/PL-DEST/CMV- 

GFP/U6-322，pAD/PL-DEST/CMV-GFP/U6-NC 转

染 HEK-293 细胞，6 d 左右细胞开始出现病变效

应，12 d 后大部分细胞变圆，脱壁 (图 5)。收毒后

用病毒上清液反复感染 HEK-293 细胞 4 次后，得到

高滴度病毒 AD-PTHrP-322 和 AD-PTHrP-NC。

TCID50法测定腺病毒滴度分别为 2.0×109 PFU/mL 和

1.3×109 PFU/mL。 

2.5  重组腺病毒感染乳腺上皮细胞 
以不同剂量的重组腺病毒感染山羊乳腺上皮细

胞，48 h 观察结果，MOI 为 200 的实验组，细胞未

发生明显病变且荧光表达量较多，因此确定此浓度

为最佳感染浓度。 

2.6  Real-time Quantitative PCR 检测乳腺上皮细

胞中 PTHrP 基因 mRNA 表达的变化 
利用 Real-time Quantitative PCR 对腺病毒感染

后的山羊乳腺上皮细胞进行 mRNA 水平的检测，

结果表明在 AD-PTHrP-322 病毒转染 24 h、48 h 和

72 h 后，山羊乳腺上皮细胞中 PTHrP 基因的表达

量分别下调了 29.2％、68.1％和 82.6％，干扰效果

明显 (图 6)。 

2.7  Western blotting 检测 PTHrP 蛋白表达 
通过 Western blotting 检测乳腺上皮细胞中的

PTHrP 蛋白表达量，结果表明空白组与 NC 组的  

 

图 4  pAD/PL-DEST/CMV-GFP/U6-322 和 NC 凝胶

电泳  
Fig. 4  Agarose gel electrophoresis of pAD/PL-DEST/ 
CMV-GFP/U6-322 and NC. 1−2: pAD/PL-DEST/CMV- 
GFP/U6-322 and NC, respectively; M：λDNA/Hind .Ⅲ  

 
 
 

      

图 5  腺病毒包装和收毒时 HEK-293 细胞中 GFP 的表达情况 
Fig. 5  The expression of GFP in the process of adenovirus package. A and B represents fluorescence microscopic image of 
HEK-293 cell 6 d and 12 d after transfection of pAD/PL-DEST/CMV-GFP/ U6-322, respectively. 
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图 6  PTHrP 基因的 RT-QPCR 分析结果 
Fig. 6  Real-time quantitative PCR analysis of PTHrP. 
 

 

图 7  Western blotting 检测 AD-PTHrP-322 的干扰效率 
Fig. 7  Interference efficiency of AD-PTHrP-322 analyzed by 
Western blotting. (A) Anti-PTHrP. (B) Anti-β-actin. 
 
 

表达量无明显差异，干扰处理组随着时间的增长表

达量不断减少 (图 7)。Western blotting 结果表明了

腺病毒 AD-PTHrP-322 能够抑制山羊乳腺上皮细胞

中 PTHrP 的蛋白质表达。 

3  讨论 
RNAi 是一种转录后水平的基因沉默，能在生物

体中高效特异地阻断某种基因的表达，进而研究该

基因及其相关基因的功能。目前普遍认为 RNAi 是

研究哺乳动物特定基因功能的最有效途径之一[16]。

用一较小的发卡结构 RNAs (shRNAs) 与目的基

因 mRNA 特异区域结合，能显著降低目的基因的

表达 [17-18]。本研究针对 PTHrP 基因设计并构建

shRNA 的重组腺病毒载体，它能在细胞内折叠形成

19 bp 的有小 loop 区样的结构，这种结构可被 Dicer

酶切割成成熟的 siRNA，siRNA 的引导链与解旋酶、

ATP 及多个蛋白形成诱导沉默复合体 (RISC)，随后

识别靶 mRNA，并通过碱基配对结合到靶 mRNA 上，

在距离 siRNA 3′端一定的位置上切割靶 mRNA，从

而沉默对应的靶基因[19]。 

腺病毒介导的 RNAi 导入哺乳动物细胞的效率

高于质粒介导，且一旦导入成功就可以在细胞内持

续地产生所需的 siRNA，能在细胞中较稳定表达，

并有较长时间的基因沉默作用。腺病毒感染靶细胞

的范围较广，可以感染原代细胞以及非分裂期的细

胞，且感染后并不整合到宿主细胞的基因组中，不

存在潜在致癌危险[20]。此外，腺病毒还具有外源载

体容量高，可同时表达多个外源基因，包装扩增后

能获得高滴度病毒等特点，这些都使得它与其他方

法相比具有独特优势。 

本试验采用 BLOCK-iT 腺病毒 RNA 干扰系统，

其腺病毒骨架载体 (pAd/PL-DEST) 中含有 ccdB 的

负筛选基因。ccdB 属大肠杆菌自杀基因，它可以编

码干扰大肠杆菌 DNA 促旋酶的一种蛋白从而抑制

普通大肠杆菌如 DH5α、TOP10 的生长，而 DB3.1

菌株对 ccdB 基因的产物具有抵抗作用，可以用来保

存和扩增含有该基因的 DNA。但当入门载体与腺病

毒骨架载体重组之后，阳性克隆会丢失 ccdB 基因及

氯霉素抗性基因，含有重组质粒的 TOP10 大肠杆菌

能够存活，这极大地提高了重组腺病毒质粒的筛选

效率。 

RNAi 干扰使基因沉默是在转录后起作用的[21]，

所以本试验通过实时荧光定量 PCR 和 Western 

blotting 技术检测 shRNA 对转录后的 mRNA 和蛋白

表达的影响。本试验选择的腺病毒载体为 E1 和 E3

区缺失的复制缺陷病毒，在哺乳动物细胞中不能进

行复制。HEK-293 细胞系能提供病毒的 E1、E3 组

分，可以实现病毒的包装。试验所得到的第 4 代腺

病毒按 200 MOI 接种 24 h、48 h 和 72 h 后，山羊

乳腺上皮细胞中 PTHrP 基因的表达量分别下调了

29.2％、68.1％和 82.6％。由于 shRNA 没有整合到
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宿主细胞的基因组中，其干扰作用是短期的 [22]。

大量研究报道，shRNA 的干扰作用最多维持 1~2

周[23]。Xiong 等用 shRNA 干扰 BxPC-3 细胞中 MK

基因，发现第 3~5 天的效果最佳，9 d 后 MK 的表达

返回正常水平[24]。Feng 等将携带 shRNA 的腺病毒

感染 PK15 细胞，发现能显著抑制 PVC2 的 DNA、

RNA 和蛋白的合成，并能维持 120 h[25]。本试验结

果与以上研究基本一致，72 h 后的干扰效果最佳，

但后期效果有待进一步研究。 

总之，本研究成功制备了 PTHrP 基因的重组干

扰腺病毒 AD/PL-DEST/CMV-GFP/U6-322，滴度达

2.0×109 PFU/mL，感染原代培养的山羊乳腺上皮细

胞后，实时定量 PCR 和 Western blotting 结果分析表

明 PTHrP 的 mRNA 和蛋白表达水平均显著下降，即

构 建 的 重 组 腺 病 毒 pAD/PL-DEST/CMV- 

GFP/U6-322 对 PTHrP 的干扰效果显著，可用于后续

的该基因功能研究。 
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