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摘 要 PHG作为精子结合的靶对象在卵母细胞受精中起着关键作用，也因此而成为研究哺乳动物受精机理的焦点。本研究
参照新疆草原兔尾鼠卵透明带 G（M&9@ 4+’’8012@ G B+9+ &C 4+1)*)& ,+1)*)&，’PHG）的 ,/)3，选择了针对 ’PHG ,/)3的 G个区域合成
寡聚核苷酸连接到干扰载体 4S+9+=1’I$上，构建了 G个针对 ’PHG ,/)3的重组干扰载体，和 4FX)3GI’PHG表达载体采用脂质体
法共转染 Q+’@细胞以及通过尾静脉大容量快速注射法（QA2.&2A9@,10=I-@=+2 6.@9=C+061&9 ,+6<&2，QX法）共注射小鼠，半定量 /;I
HF/和 .+@’I61,+ HF/检测 Q+’@细胞和小鼠肝脏中 ’PHG ,/)3的表达情况，以筛选干扰 ’PHG ,/)3的有效靶位点。结果表明，
通过 QX法共注射干扰载体和表达载体后，外源基因 ,/)3在小鼠肝脏中的表达和共转染 Q+’@细胞后在 Q+’@细胞中的表达
情况是一致的，有 !个干扰载体可以有效干扰 ’PHG ,/)3的表达。研究还说明，利用 QX法以小鼠作为实验材料筛选 /)3干
扰的有效靶位点是一条切实可行的方法。
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!"# 干扰（!"# $%&’()’(’%*’，!"#$）技术，是将
与内源 +!"#编码区同源的小片段（,- . /012）外源
双链 !"#（34516’ 7&(8%3’3 !"#，37!"#）导入细胞
中，通过一系列细胞内反应引发细胞中相应 +!"#
的降解，从而导致特定基因表达沉默的一种技术。

利用 !"#$ 技术可将过去无法确认的基因进行分
类，该技术现已成为线虫、果蝇等低等生物基因功能

研究的有效工具［,］。!"#$技术在哺乳动物中的研
究也越来越多，98(14(&等［/］将 7$!"#转染入包括人
9’68::;细胞在内的几种培养的哺乳类细胞中，结果
发现有 /,种基因沉默，其中 ,0 种基因为细胞生长
所必需的必需基因。这 ,0种基因的功能表型与过
去利用其他方法研究它们的表型是一致的，说明利

用 !"#$技术研究基因功能具有可靠性和快速性。
卵透明带（<4%8 2’665*$38，=>）是环绕在哺乳动

物卵母细胞表面的一层酸性糖蛋白，厚约 ?!+，其
作用为调节特异的精卵结合并阻止多精受精的出

现。受精时，它与精子所具有的特异性卵子结合蛋

白相识别并结合，从而完成受精过程。=>主要由三
种硫酸化的糖蛋白组成，即 =>,、=>/和 =>0，而 =>0
作为精子结合的靶对象在受精中起着关键作用。

!"#$作为研究基因功能的一种手段，可以通过对
6=>0基因的敲除研究其功能，以进一步阐明 6=>0基
因在卵母细胞受精过程中的作用。本研究参照新疆

草原兔尾鼠卵透明带 0（ <4%8 2’665*$38 0 @’%’ 4)
!"#$%$& ’"#$%$&，6=>0）以往的研究［0］，选择了针对
6=>0 +!"#的 0个区域合成寡聚核苷酸连接到干扰
载体 2A’%’7$6B,上，和 2CD"#0B6=>0表达载体采用脂
质体法共转染 9’68细胞和通过尾静脉大容量快速
注射法（9E3(43E%8+$*7B187’3 &(8%7)’*&$4% +’&F43，9D
法）共注射小鼠，以期筛选得到有效的干扰 6=>0
+!"#的靶位点，为在卵母细胞水平上干扰 6=>0
+!"#的表达，探讨 6=>0对精卵结合的影响作用做
准备工作。

! 材料和方法
!"! 质粒 #$%

7$!"#真核表达载体的构建：载体 2A’%’7$6B,
（图 ,）含抗 AG,H 的耐药基因，可在 AG,H作用下筛
选稳定转染的细胞。其携带的增强型绿色荧光蛋白

（IAJ>）基因，可直接在荧光显微镜下观察转染效率
并挑取成功转染的细胞克隆。依据 ##A",?C的选
择原则，结合 !"# :&(5*&5(’0K?,模拟 6=>0 +!"#二
级结构，选择了其中以 ##A开头的位于茎环结构环
部附近的 0个区域合成寡聚核苷酸。具有互补序列
的能够编码短发夹 !"#（7F!"#）的双链寡核苷酸由
武汉晶赛公司合成，结构为：(")9" L :’%7’ L M442
L #%&$7’%7’ L 终止信号 L *"’" L +,-3#。此互补
序列为两条反向重复序列，中间 -个插入碱基分别
为 NNC##A#CA 和 ##ANNCNAC，两端分别带有
(")9"和 +,-3#的酶切位点，编码的 7F!"#的序
列插入到 2A’%’7$6B,的 (")9"和 +,-3#之间，其转
录产物所形成的 7$!"#的作用靶点分别为新疆草原
兔尾 6=>0 +!"#（A’%O8%P "4Q #JR,R;/,）RRHBR?;、
H,-BH0?以及 H-GB-,/位核苷酸，各片段已利用 O687&
进行查询，确定其为特异性序列。阴性对照双链寡

核苷酸转录产物所形成的 7$!"#的作用序列不与任
何人、鼠类基因同源。双链寡核苷酸序列见表 ,。

图 , 载体 2A’%’7$6B,结构
J$@Q, :&(5*&5(’ 4) &F’ 2A’%’7$6B6S’*&4(

表 ! 合成的用于构建干扰载体的寡核苷酸（包含所选序列的正义和反义序列）
&’()* ! &+* ,-./+*,01*2 3)043.56)*3/02* 738 63.,/856/0.4 0./*87*8*.6* 9*6/38
（:.6)520.4 /+* ,*.,* ,*;5*.6*, ’.2 ’./0<,*.,* ,*;5*.6*,）

C43’ :’T5’%*’7

=>0,
:’%7’ RUBA#NCC#NC#NCNCCC#C#NNCC#C&&*88@8*@ANAA##NANAAA#A#NA#NNNNNNNANCA#C#B0U

#%&$B7’%7’ RUB#ACNNANCA#C#######NC#NCNCCC#C#NNCC#C*@&*&&@88ANAA##NANAAA#A#NA#NAB0U

=>0/
:’%7’ RUBA#NCCAC#ACNCN#AA##N#CA#NC&&*88@8*@A#NCAN#NNCCN#A#ACNANNNNNNANCA#C#B0U

#%&$B7’%7’ RUB#ACNNANCA#C######C#ACNCN#AA##N#CA#NC*@&*&&@88A#NCAN#NNCCN#A#ACNACAB0U

=>00
:’%7’ RUBA#NCCAC###ACCNANNCCNNC##C&&*88@8*@ANNA##AA##C#AACNNNANNNNNNANCA#C#B0U

#%&$B7’%7’ RUB#ACNNANCA#C######C###ACCNANNCCNNC##C*@&*&&@88ANNA##AA##C#AACNNNACAB0U

9V
:’%7’ RUBA#NCCA#CNNC#N##AACAC#NAC&&*88@8*@AC#NACACCNN#NA##ANCNNNNNNANCA#C#B0U

#%&$B7’%7’ RUB#ACNNANCA#C######A#CNNC#N##AACAC#NAC*@&*&&@88AC#NACACCNN#NA##ANCAB0U
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!"#$%&’()*& 由本实验室构建并保存，可在真
核细胞内表达 +)*&蛋白。
!"# 酶及主要试剂
实验中所用内切酶为大连 ,-.-/- 公司产品，

,-0 #$% 聚合酶及 /,’*"/ 所用 1’1+2、/$-345、
#$-36!（/$-36’7866）购自大连 ,-.-/- 公司，#191
干粉及胎牛血清、非必需氨基酸、青链霉素为 :;<"=
公司产品，,/;)=+ /6->65? 为 ;5@4?8A>65 公司产品，
:BCD购自上海生工公司。

!"$ %&’()真核表达载体在 *+,-细胞中干扰外源
基因表达效果检测

!"$"! 细胞培养与转染：E6(- 细胞由本实验室冻
存。F G CHF 个I孔接种于 J 孔板，其融合达 DHK左右
时按表 L分组进行转染。具体操作按脂质体说明书
进行，表达质粒与干扰质粒的比例为 F：C［B］。转染
BD M 后按 C N CH 稀释传代并换用选择培养基
（FHH O>I+，:BCD）继续培养 CB P，然后将出现的细胞
克隆在培养瓶中扩增培养并传代。

表 # *+,-细胞转染实验
.-/,+ # .0-1%2+34&51 52 *+,- 3+,,%

:8AQ!3 !:65634(’)*&C !:65634(’)*&L !:65634(’)*&& !:65634(’E. !"#$%&’()*&
:8AQ!! R S S S R
:8AQ!" S R S S R
:8AQ!# S S R S R
"A5?8A(! S S S R R
"A5?8A(" S S S S R
"A5?8A(# S S S S S
$A?6：,M6 TA5?8A( # U-3 86V6T?6P LWFO+ 3A(456 A5(X 45 ?M6 6Y!684O65?“CWBWC 14T6 -5P 45?8-@6AQ3 45V6T?4A5”Z

!"$"# E6(-细胞中干扰外源基因表达效果检测：从
筛选得到的一部分阳性细胞克隆中提取总 /$%，
#$-36!（/$-36 7866）消化后紫外分光光度计定量，
取 C$>总 /$%以 =(4>A（P,）CD为反转录引物进行反
转录，以%’-T?45作为内参（目的片段长 CFF[!），以半
定量 /,’*"/ 和 /6-(’?4O6 *"/ 检测各组 ()*& 基因
O/$%在 E6(-细胞中的表达情况。()*&半定量 /,’
*"/引物为 \FCJ（F]’,,, "," ,", "": "", :%, ::’
&]）和 %DDD（F]’",, %," ,:: ::, ",: :,, ::’&]），
目的片段长 &^D[!。()*& 86-(’?4O6 *"/所用引物为
+_!&?63?!C（F]’",: %,: :%: :%: %%" ,:: %%"’&]）
和 +_!&?63?!L（F]’"%% ,:: ,:, :%, %:: :%: %:"’
&]），目的片段长 C^F[!。
!"6 %&’()真核表达载体在小鼠肝脏中干扰外源
基因表达效果检测

!"6"! 小鼠及尾静脉注射：J ‘ D周龄雌性昆明白小
鼠（LF>左右）购自新疆医科大学动物实验中心。表
达质粒（!"#$%&’()*&，LH$>）和干扰质粒（B$>）按与
转染 E6(-细胞相同的比例（F N C）溶于 LWFO+灭菌生
理盐水中，按表 L同样分组采用以流体力学为基础
的大容量快速尾静脉注射法（EXP8APX5-O4T3’[-36P
?8-5376T?4A5 O6?MAP，E#法）［F］在 ^3之内注入昆明白
小鼠尾静脉中。

!"6"# 小鼠肝脏中干扰外源基因表达效果检测：每
组注射 &只小鼠，注射 D M后处死［F］，取肝脏提取总
/$%，其余步骤同 CW&WL，检测 !"#$%&’()*& 和各干
扰载体共注射小鼠后，各组 ()*&基因 O/$%在小鼠

肝脏中的表达情况。同时以%’-T?45 作为内参进行
86-(’?4O6 *"/鉴定，方法同 CW&WL。
!"7 统计学分析
采用 \*\\C&软件对实验中的数据进行统计分析。

# 结果
#"! 转染 *+,-细胞中干扰外源基因 8’()表达效
果检测

图 L 34/$%干扰质粒和 !"#$%&’()*&共转染
E6(-细胞后 ()*&表达的半定量 /,’*"/检测

a4>ZL \6O4’0Q-5?4?-?4@6 /,’*"/ 7A8 E6(- T6((3 TA’?8-5376T?6P
U4?M /$%4 @6T?A8 -5P !"#$%&’()*&

C："A5?8A(!；L：:8AQ! !；&：:8AQ!"；B：:8AQ!#；F："A5?8A("；J：

"A5?8A( #；1：1-8b68 #+ LHHHZ

#"!"! 半定量 /,’*"/ 检测：:8AQ!!、:8AQ!"的
()*& *"/产物电泳带和 "A5?8A("的相比明显减弱甚
至达到看不到的程度；:8AQ!#的 ()*& *"/产物电泳
带和 "A5?8A("的相比变化不明显；"A5?8A(!和 "A5?8A(
"相比也无明显变化；未转染任何质粒的 "A5?8A(#
未见 ()*&条带，但各组均不影响%’-T?45的表达（图
L）。说明 34/$%靶位点的选择对目的基因的干扰效
果有一定的影响，34/$%抑制基因表达有明显的位
置效应，共转染不同 34/$%干扰质粒的 E6(-细胞外

CDc庄淑珍等：在活体小鼠中筛选 ()*&基因 /$%4有效靶位点的研究



源目的基因 !"#$表达量之间存在差异性。
!"#"! "%&’()*!% +,"检测：图 -表明，"%&’()*!% +,"
结果是和图 .的结果相对应的。由图 -可以清楚地
看出，和 ,/0)1/’!相比，21/34"、21/34!的 ,)（,56’%
)71%87/’9，,)）值明显高于 ,/0)1/’!的 ,) 值（ ! :
;<;=），说明这两组的起始模板拷贝数比对照组的要
低；而 21/34#的 ,)值和 ,/0)1/’!相比差别不是很
明显（! > ;<;=），,/0)1/’"和 ,/0)1/’!几乎没有差别
（! > ;<;=）。作为内参的$(&6)*0的 ,)值在各组中几
乎一致（! > ;<;=）。实验结果表明，21/34"、21/34
!对外源表达的 ’?+- !"#$产生了明显的干扰效
果，21/34#对 ’?+- !"#$的干扰效果不是很明显。

图 - 8*"#$干扰载体和 4,@#$-(’?+-表达载体
共转染 A%’&细胞后 ’?+-和$(&6)*0 !"#$表达

的 1%&’()*!% +,"结果
B*CD- "%&’()*!% +," 1%83’)8 /E )7% ’?+- &09$(&6)*0 !"#$
%F41%88%9 *0 )7% A%’& 6%’’8 &E)%1 6/()1&08E%6)%9 G5 )7% 8*"#$
*0)%1E%1%06% H%6)/1 &09 )7% 4,@#$-(’?+- %F41%88*/0 H%6)/1

!I*C0*E*6&0)’5 9*EE%1%0) E1/! ,/0)1/’!，! : ;D;= D

!"! $%&’(真核表达载体在小鼠肝脏中干扰外源
基因表达效果检测

!"!"# 半定量 "J(+,"检测：由图 K可以看出，共注
射干扰质粒和表达质粒后，各实验组和对照组 ’?+-
!"#$在小鼠肝脏中的表达和在 A%’&细胞中的表达
情况（图 .）一致。
!"!"! "%&’()*!% +,"检测：图 =的结果和图 K是相
对应的，而且其 +,"扩增过程的动力学变化和图 -
相一致，进一步说明了通过小鼠尾静脉大容量共注

射干扰质粒和表达质粒的混合溶液来检测小鼠肝脏

中外源目的基因的表达情况，可以准确地筛选有效

8*"#$的靶序列。

) 讨论
"#$*的作用提供了一种经济、快捷、高效的抑

制特异基因表达的技术手段，有助于研究该基因在

图 K 8*"#$干扰质粒和 4,@#$-(’?+-共注射小鼠尾
静脉后 ’?+-表达的半定量 "J(+,"检测

B*CDK I%!*(L3&0)*)&)*H% "J(+," 1%83’)8 /E )7% ’?+-
%F41%88%9 *0 )7% !/38% ’*H%1 &E)%1 6/(*0M%6)%9 )7%

8*"#$ H%6)/1 &09 )7% 4,@#$-(’?+-
N：6/0)1/’ C1/34 "；.：%F4%1*!%0)&’ C1/34"；-：%F4%1*!%0)&’ C1/34 !；

K：%F4%1*!%0)&’ C1/34 #；=：6/0)1/’ C1/34 !；O：6/0)1/’ C1/34 #；P：

!&1Q%1 @R .;;;D

图 = 8*"#$干扰载体和 4,@#$-(’?+-表达载体
共注射小鼠尾静脉后 ’?+-和$(&6)*0 !"#$
在肝脏中表达的 1%&’()*!% +,"结果

B*CD= "%&’()*!% +," 1%83’)8 /E )7% ’?+- &09$(&6)*0
!"#$ %F41%88%9 *0 )7% !/38% ’*H%1 &E)%1 6/(*0M%6)6)%9

)7% 8*"#$ *0)%1E%1%06% H%6)/1 &09 )7%
4,@#$-(’?+- %F41%88*/0 H%6)/1

!I*C0*E*6&0)’5 9*EE%1%0) E1/! ,/0)1/’!，! : ;<;= D

生物模型系统中的作用，是研究基因功能的重要工

具，并且逐步成为病毒性疾病、遗传性疾病以及肿瘤

等基因治疗研究的一种手段。

随着研究的深入，人们发现并不是所有针对靶

基因 !"#$序列随机设计的 8*"#$都能引起有效的
基因沉默。早在 .;;. 年，S’G&87*1% 及 A/’%0 就分别
提出过 8*"#$ 有效性高度依赖于靶点位置的观
点［O，T］。I/0C等［U］针对小鼠凋亡受体 "#$ 基因设计
了 O条 8*"#$，其中只有 -条有效。研究还发现，即
使 8*"#$的序列起始位置只错后 N 个或 . 个碱基，
其抑制效果也大大降低［U，V］。2*’&9* 等［N;］的实验也
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证实了这种观点。这些实验都表明，设计高效的

!"#$%，选择基因 &#$%作用位点至关重要。本研究
设计的 ’条 !"#$%只有 (条能有效抑制目的 &#$%
的表达，也证明了这一观点的正确性。

为了使外源基因在动物体内更有效地表达以便

进行基因功能研究、基因治疗以及获得转基因产物，

)"*等［+］发明了 ,-法使外源基因通过外力的作用
通过小鼠尾静脉进入肝脏细胞，并在其中表达。该

技术的机理是高压作用引起肝细胞膜穿孔，从而使

质粒进入细胞内部并在肝脏细胞中高水平表达。研

究证明，将小鼠体重 ./0的含外源基因重组质粒的
生理盐水在 + !内通过尾静脉注入小鼠肝脏，在注
入体内后 12左右将会获得最高水平的转基因表达，
且不会影响小鼠的正常生理机能［..］。金振晓等［.(］

利用 ,-法使人甘露糖结合凝集素（&3445!678"49"4:
;6<="4，>?)）在小鼠肝脏细胞内表达，证明了真核表
达载体 @<-$%’7>?) 裸质粒 -$% 静脉注射可以在
小鼠肝脏中大量表达人 >?)并分泌入血。贺晨霞
等［.’］也用该方法在小鼠肝内获得了高水平的人凝

血因子!蛋白的表达。应用该方法我们实验室也进
行了一些其它的基因表达研究，均在肝脏内获得了

有效地转基因表达（资料未发表）。A583B3!2" 等［.C］

应用该方法研究了 #$%"载体在剂量和时间上对外
源基因表达的抑制效果，证明了 !"#$%对目的基因
表达的抑制作用具有剂量依赖性和时间依赖性，并

证明当将干扰质粒和表达质粒共注射小鼠时，这两

种质粒会定位在同一细胞中。本研究参照前人工作

的基础，比较了将构建的针对新疆草原兔尾鼠卵透

明带 ’（;DE’）的干扰载体和表达 ;DE’的表达载体共
转染 ,6;3细胞 C1 2和尾静脉共注射小鼠 1 2后 ,6;3
细胞和肝脏中 ;DE’ &#$%的表达情况，两种实验方
法获得了一致的结果，证明所设计的 ’个干扰靶位
点有 ( 个具有很强的干扰效果，能有效抑制
@F-$%’7;DE’ 的表达。结果表明，将 !"#$% 干扰载
体和表达目的基因的表达载体用 ,- 法共注射小
鼠，检测小鼠肝脏中目的 &#$%的表达情况，可以筛
选 #$% 干扰的有效靶位点。本研究证明，在筛选
#$%干扰的有效靶位点时可以利用小鼠作为实验
材料，为准确、快速地筛选 #$%干扰有效靶位点提
供了一条新的思路。

与共转染体外培养细胞相比，,-法不仅经济，
而且省时、省力，整个实验过程仅需 ( 9时间，而用
体外转染细胞的方法筛选，则最少需要 (周的时间，

若发生诸如污染等的意外情况，则需要更长的时间。

本研究每组采用 ’只小鼠，每组至少重复实验 ’次，
都获得了一致的结果，说明实验具有可重复性。本

研究结果为今后以载体为基础的体内 #$%"的诱导
研究策略提供了有用的信息。
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