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含 ＰＲ结构域的锌指蛋白５特异性小干扰 ＲＮＡ载体构建及
干扰效果评价

丁琼琼，张彬彬，张亚平，杨海杰，王　磊，冯志伟
（新乡医学院生命科学技术学院，河南　新乡　４５３００３）

摘要：　目的　构建含ＰＲ结构域的锌指蛋白５（ＰＲＤＭ５）特异性小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）干扰载体并鉴定其干扰效
果。方法　根据小鼠ＰＲＤＭ５基因全长ｃＤＮＡ序列，设计合成６条ｓｉＲＮＡ干扰片段（ｓｉＰＲＤＭ５１、ｓｉＰＲＤＭ５２、ｓｉＰＲＤＭ５
３、ｓｉＰＲＤＭ５４、ｓｉＰＲＤＭ５５和ｓｉＰＲＤＭ５６）和２条对照序列（ｓｉＣＴＬ１和 ｓｉＣＴＬ２），并将前３条干扰片断和 ｓｉＣＴＬ１克隆
插入ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ３．１Ｕ６，另３条干扰片断和ｓｉＣＴＬ２插入ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ４．１ＣＭＶ干扰载体中，构建小鼠ＰＲＤＭ５基因的ｓｉＲＮＡ
真核表达载体 ｓｉＰＲＤＭ５１、ｓｉＰＲＤＭ５２、ｓｉＰＲＤＭ５３、ｓｉＰＲＤＭ５４、ｓｉＰＲＤＭ５５和 ｓｉＰＲＤＭ５６，２个对照序列 ｓｉＣＴＬ１和
ｓｉＣＴＬ２，并通过双酶切和测序进行验证，构建成功后转染小鼠黑色素瘤细胞Ｂ１６Ｆ１０并采用实时荧光定量聚合酶链反
应和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测其干扰效率。结果　成功构建真核ｓｉＲＮＡ表达载体，并且所构建的６个干扰载体均可降低小
鼠黑色素瘤细胞中ＰＲＤＭ５基因ｍＲＮＡ表达（Ｐ＜０．０５）。其中 ｓｉＰＲＤＭ５２和 ｓｉＰＲＤＭ５６载体干扰效果最好。结论　
成功筛选出ＰＲＤＭ５特异性ｓｉＲＮＡ载体，为之后研究锌指蛋白基因ＰＲＤＭ５在小鼠黑色素瘤转移过程中功能及分子机
制打下基础。
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　　ＰＲ区域蛋白基因家族（ＰＲＤＩＢＦ１ａｎｄＲＩＺｄｏ
ｍａｉｎｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＰＲＤＭ）属于锌指蛋白家族，其家族蛋
白产物包含Ｎ末端ＰＲ结构域和１６个锌指序列［１］。

ＰＲＤＭ中ＰＲ结构域与 ＳＥＴ结构域的组蛋白甲基转
移酶相似度达２０％～３０％，且其锌指结构域是蛋白
ＤＮＡ或蛋白蛋白作用位点［２］。到目前为止，已发现

１７个ＰＲＤＭ家族成员，该家族大多数成员为抑癌基
因［３］。研究表明，ＰＲＤＭ家族成员在细胞分化和癌变
中起重要作用，且在病变组织中发生突变或失调［４５］。

ＰＲＤＭ５（又名ＰＦＭ２）基因定位于染色体４ｑ２５～
ｑ２６，编码６００个氨基酸的蛋白质［６］。ＰＲＤＭ５基因在
人组织中广泛存在。ＰＲＤＭ５在原癌组织比如乳腺
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癌、肺癌、卵巢癌和肝癌中其ｍＲＮＡ及蛋白表达水平
都明显下调。在胃肠癌中ＰＲＤＭ５沉默频发，可以此
作为分子诊断和治疗的依据［７］。研究表明，在多种癌

细胞中ＰＲＤＭ５沉默是由于启动子 ＣｐＧ高甲基化所
致［８］。ＰＲＤＭ５过表达可抑制癌细胞系中 Ｔ细胞因
子／β链蛋白转录和Ｗｎｔ下游ＣＤＫ４表达。在多种肿
瘤中ＰＲＤＭ５可通过阻碍细胞周期Ｇ２／Ｍ期抑制细胞
生长和增殖［９］。另有研究发现，ＰＲＤＭ５招募和指导
组蛋白甲基转移酶Ｇ９Ａ和组蛋白去乙酰化酶１（ｈｉｓ
ｔｏｎｅｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ１，ＨＤＡＣ１）到靶基因启动子上通过修
饰染色体来抑制基因的表达。目前对ＰＲＤＭ５的研究
大多集中在表观遗传和甲基化上，但是其作用的分子

机制尚未深入了解。本实验成功构建针对锌指蛋白

基因ＰＲＤＭ５特异小干扰ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡ，
ｓｉＲＮＡ）真核干扰载体，且具有明显的干扰效果，为之
后研究ＰＲＤＭ５在黑色素瘤转移过程中的功能及分子
机制打下基础。

１　材料与方法

１．１　菌株和细胞　短发卡ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ，
ｓｈＲＮＡ）表达载体 ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ３．１Ｕ６和 ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ４．１
ＣＭＶ购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，大肠杆菌 Ｔｏｐ１０和
ＤＨ５α为本实验室保存，Ｂ１６Ｆ１０小鼠黑色素瘤细胞
由新加坡南洋理工大学惠赠。

１．２　主要试剂和仪器　Ｔ４ＤＮＡ连接酶购自普洛
麦格（北京）生物技术有限公司；ＤＮＡ退火溶液购自
美国Ａｍｂｉｏｎ公司；质粒提取试剂盒和胶回收试剂
盒购自广州美基生物科技有限公司；限制性内切酶

购自美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；ＰＲＤＭ５蛋白兔多
克隆抗体和蛋白Ａ／Ｇ混合琼脂糖均购自德国Ｓｉｇｍａ
公司；荧光核酸凝胶染色试剂ＧｅｌＲｅｄ购自上海开放
生物科技有限公司；核酸分子量标准购自康为科技

有限公司；达尔伯克改良伊格尔培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓ
ｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）、胎牛血清购自美
国Ｇｉｂｃｏ公司；胰蛋白酶购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司；青
链霉素和蛋白酶抑制剂混合物（ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏ
ｎｙｌｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＭＳＦ）购自上海生工生物工程有限公
司；转染试剂脂质体２０００、ＴＲＩｚｏｌ和反转录试剂盒
购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＥｖａＧｒｅｅｎ实时荧光定量
聚合酶链反应 （ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＰＣＲ）试剂盒购自北京启为益诚科技
有限公司；细胞裂解液（ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ
ａｓｓｓａｙｌｙｓｉｓｂｕｆｆｅｒ，ＲＩＰＡ）、抗 βａｃｔｉｎ兔单克隆抗体
购自上海碧云天生物技术研究所；辣根过氧化物酶

（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记山羊抗兔免疫球
蛋白Ｇ（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＧ，ＩｇＧ）购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａ
ｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；蛋白免疫印迹化学发光显影液
购自美国Ｍｉｌｉｐｏｒｅ公司；核酸电泳槽购自北京君意
东方电泳设备公司；电泳仪、蛋白垂直电泳槽和转膜

槽均购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司；投射防护盖紫外分析
仪购自上海领成生物科技有限公司；凝胶成像系统

ＡｍｅｒｓｈａｍＴＭＩｍａｇｅｒ６００购自美国 ＧＥＨｅａｌｔｈｃａｒｅ公
司；７５００实时荧光定量聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）系统购自赛默飞世尔科技（北
京）公司。

１．３　方法
１．３．１　ｓｉＲＮＡ设计　利用在线工具 ｗｗｗ．ａｍｂｉｏｎ．
ｃｏｍ／ｔｅｃｈｌｉｂ／ｍｉｓｃ／ｐｓｉｌｅｎｃｅｒ＿ｃｏｎｖｅｒｔｅｒ．ｈｔｍｌ，将小鼠
ＰＲＤＭ５编码区输入，选择最适条件，从软件生成的
ｓｉＲＮＡ中选取６条干扰序列（ｓｉＰＲＤＭ５１、ｓｉＰＲＤＭ５
２、ｓｉＰＲＤＭ５３、ｓｉＰＲＤＭ５４、ｓｉＰＲＤＭ５５和 ｓｉＰＲＤＭ５
６），２条对照序列（ｓｉＣＴＬ１和ｓｉＣＴＬ２），前３条干拢
序列和ｓｉＣＴＬ１插入ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ３．１Ｕ６，后３条干拢序
列和ｓｉＣＴＬ２插入ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ４．１ＣＭＶ，并运用ＢＬＡＳＴ
软件与小鼠 ＰＲＤＭ５进行比对，以确保其特异性。
引物均由苏州金唯智生物科技有限公司合成。设计

合成ｓｉＲＮＡ引物序列如下。ｓｉＰＲＤＭ５１正义链：５′
ＧＡＴＣＣＧＣＴＧＡＡＧＣＧＴＣＡＣＡＴＧＡＴＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡＡＡＴ
ＣＡＴＧＴＧＡＣＧＣＴＴＣＡＧＣＴＴＴＴＴＴＧＧＡＡＡ３′，反义链：５′
ＡＧＣＴＴＴＴＣＣＡＡＡＡＡＡＧＣＴＧＡＡＧＣＧＴＣＡＣＡＴＧＡＴＴＴＣ
ＴＣＴＴＧＡＡＡＡＴＣＡＴＧＴＧＡＣＧＣＴＴＣＡＧＣＧ３′；ｓｉＰＲＤＭ５２
正义链：５′ＧＡＴＣＣＧＧＡＴＡＣＡＴＴＡＡＡＣＧＴＴＣＡＴＴＴＣＡ
ＡＧＡＧＡＡＴＧＡＡＣＧＴＴＴＡＡＴＧＴＡＴＣＣＴＴＴＴＴＴＧＧＡＡＡ
３′，反义链：５′ＡＧＣＴＴＴＴＣＣＡＡＡＡＡＡＧＧＡＴＡＣＡＴＴＡ
ＡＡＣＧＴＴＣＡＴＴＣＴＣＴＴＧＡＡＡＴＧＡＡＣＧＴＴＴＡＡＴＧＴＡＴＣ
ＣＧ３′；ｓｉＰＲＤＭ５３正义链：５′ＧＡＴＣＣＧＣＴＡＡＣＧＧＡ
ＡＴＣＣＧＴＧＴＴＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡＡＡＡＣＡＣＧＧＡＴＴＣＣＧＴＴＡ
ＧＣＴＴＴＴＴＴＧＧＡＡＡ３′，反义链：５′ＡＧＴＴＴＣＴＣＣＡＡ
ＡＡＡＡＧＣＴＡＡＣＧＧＡＡＴＣＣＧＴＧＴＴＴＴＣＴＣＴＴＧＡＡＡＡＡ
ＣＡＣＧＧＡＴＴＣＣＧＴＴＡＧＣＧ３′；ｓｉＣＴＬ１正 义 链：５′
ＧＡＴＣＣＧＡＴＡＣＧＣＡＡＴＡＴＴＧＡＴＣＡＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡＡＴ
ＧＡＴＣＡＡＴＡＴＴＧＣＧＴＡＴＣＴＴＴＴＴＴＧＧＡＡＡ３′，反义链：
５′ＡＧＣＴＴＴＴＣＣＡＡＡＡＡＡＧＡＴＡＣＧＣＡＡＴＡＴＴＧＡＴＣＡＴ
ＴＣＴＣＴＴＧＡＡＡＴＧＡＴＣＡＡＴＡＴＴＧＣＧＴＡＴＣＧ３′；ｓｉＰＲＤＭ５
４正义链：５′ＧＡＴＣＣＧＣＡＧＴＴＧＡＴＧＡＴＡＴＡＧＡＡＡＴＴ
ＣＡＡＧＡＧＡＴＴＴＣＴＡＴＡＴＣＡＴＣＡＡＣＴＧＣＣＡＡ３′，反 义
链：５′ＡＧＣＴＴＴＧＧＣＡＧＴＴＧＡＴＧＡＴＡＴＡＧＡＡＡＴＣＴＣＴＴ
ＧＡＡＴＴＴＣＴＡＴＡＴＣＡＴＣＡＡＣＴＧＣＧ３′；ｓｉＰＲＤＭ５５正义
链：５′ＧＡＴＣＣＣＣＡＣＴＧＴＧＡＴＧＣＣＡＣＡＴＴＴＴＴＣＡＡＧＡ
ＧＡＡＡＡＴＧＴＧＧＣＡＴＣＡＣＡＧＴＧＧＴＧＡ３′，反义链：５′
ＡＧＣＴＴＣＡＣＣＡＣＴＧＴＧＡＴＧＣＣＡＣＡＴＴＴＴＣＴＣＴＴＧＡＡＡ
ＡＡＴＧＴＧＧＣＡＴＣＡＣＡＧＴＧＧＧ３′；ｓｉＰＲＤＭ５６正义链：
５′ＧＡＴＣＣＧＣＴＧＴＧＣＡＡＴＡＡＧＧＣＣＴＴＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡ
ＡＡＡＧＧＣＣＴＴＡＴＴＧＣＡＣＡＧＣＴＣＡ３′，反 义 链：５′
ＡＧＣＴＴＧＡＧＣＴＧＴＧＣＡＡＴＡＡＧＧＣＣＴＴＴＴＣＴＣＴＴＧＡＡ
ＡＡＡＧＧＣＣＴＴＡＴＴＧＣＡＣＡＧＣＧ３′；ｓｉＣＴＬ２正义链：
５′ＧＡＴＣＣＧＣＴＡＡＣＧＧＡＡＴＣＣＧＴＧＴＴＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡ
ＡＡＡＣＡＣＧＧＡＴＴＣＣＧＴＴＡＧＣＴＴＴＴＴＴＧＧＡＡＡ３′；反义
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链：５′ＡＧＣＴＴＧＡＧＣＴＡＡＣＧＧＡＡＣＴＣＧＴＧＴＴＴＴＣＴＣＴ
ＴＧＡＡＡＡＡＣＡＣＧＡＧＴＴＣＣＧＴＴＡＧＣＧ３′。
１．３．２　ｓｉＲＮＡ干扰载体的构建及鉴定
１．３．２．１　退火　将合成好的６条 ｓｉＲＮＡ引物用无
核酸酶水稀释至１ｇ·Ｌ－１，建立５０μＬ退火体系：稀
释后的 ｓｉＲＮＡ正、反义链各 ２μＬ，ＤＮＡ退火溶液
４６μＬ。将上述６份混合物在９０℃加热３ｍｉｎ，之后
３７℃ 水浴１ｈ形成ＤＮＡ双链。
１．３．２．２　载体线性化　ＮｄｅⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切干
扰载体ｐＳｉｌｅｎｃｅ３．１Ｕ６和 ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ４．１ＣＭＶ使其线
性化［１０］，胶回收线性产物以备用。

１．３．２．３　连接和转化　用４５μＬ无核酸酶水稀释
５μＬ退火的双链ＤＮＡ至终浓度８×１０－３ｇ·Ｌ－１，建
立２个１０μＬ连接体系，１个加退火产物，１个加无
插入物的阴性对照。反应体系：退火产物１μＬ，无
核酸酶水６μＬ，１０×Ｔ４ＤＮＡ连接酶缓冲液 １μＬ，
Ｔ４ＤＮＡ连接酶１μＬ，线性化干扰载体 ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ３．１
Ｕ６和 ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ４．１ＣＭＶ各１μＬ。１６℃过夜连接。
连接产物转化大肠杆菌 Ｔｏｐ１０感受态细胞，将转化
细胞接种到ＬｕｒｉａＢｅｒｔａｎｉｂｒｏｔｈ（ＬＢ）固体培养基（含
氨卡青霉素０．１ｇ·Ｌ－１），３７℃过夜培养。
１．３．２．４　阳性克隆载体筛选和鉴定　每组挑选４
个单菌落接种到３ｍＬＬＢ培养基，３７℃摇床振荡培
养过夜，小量提取质粒后ＮｄｅⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切并
对酶切产物进行琼脂糖电泳鉴定并测序。

１．３．３　干扰效应评价
１．３．３．１　细胞培养　用含体积分数１％双抗和体
积分数１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ高糖培养基培养小
鼠黑色素瘤细胞Ｂ１６Ｆ１０，取对数生长期细胞接种至
６孔板，待细胞融合至７０％ ～８０％时用脂质体２０００
转染干扰载体，小鼠 ＰＲＤＭ５基因 ｓｉＲＮＡ重组质粒
转染小鼠黑色素瘤细胞 Ｂ１６Ｆ１０，每组重复３次，转
染４８ｈ后提取细胞总ＲＮＡ和总蛋白。
１．３．３．２　实时荧光定量ＰＣＲ检测ＰＲＤＭ５ｍＲＮＡ
表达情况　用ＴＲＩｚｏｌ法提取细胞总ＲＮＡ，反转录合
成ｃＤＮＡ，应用 ＥｖａＧｒｅｅｎｑＰＣＲｍａｓｔｅｒｍｉｘ试剂盒，
以βａｃｔｉｎ作为内参基因进行实时荧光定量ＰＣＲ，计
算ＰＲＤＭ５基因ｍＲＮＡ相对表达量。
１．３．３．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＲＤＭ５蛋白表达情
况　转染４８ｈ后，用 ＲＩＰＡ裂解细胞提取细胞总蛋
白；十二烷基硫酸钠聚丙烯酰氨凝胶电泳（ｓｏｄｉｕｍ
ｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳ
ＰＡＧＥ）分离蛋白样品；垂直湿式转移法将蛋白样品
转至聚偏氟乙烯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｄｉｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜
上；立即将蛋白膜放置到三羟甲基氨基甲烷盐酸吐

温缓冲液（ＴｒｉｓＨＣｌｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅｗｉｔｈＴｗｅｅｎ２０，
ＴＢＳＴ）中漂洗１～２ｍｉｎ；然后将膜浸泡于质量分数
为５％牛血清白蛋白（ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＢＳＡ）中
室温封闭 ２ｈ或 ４℃过夜；一抗（体积分数 ０．１％

ＰＲＤＭ５，体积分数００２％ βａｃｔｉｎ）室温孵育２ｈ或
４℃ 过夜；ＴＢＳＴ漂洗３次，每次１０ｍｉｎ；室温孵育二
抗（体积分数 ００２％山羊抗兔）１ｈ；ＴＢＳＴ漂洗 ３
次，每次１０ｍｉｎ；使用凝胶成像系统加入化学发光显
影液自动曝光，显示蛋白条带［１１］。

１．４　统计学处理　应用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件进
行统计学分析，计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表
示，两两比较采用ｔ检验，检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　阳性克隆质粒双酶切鉴定　挑取所构建的干
扰载体和 ｓｉＣＴＬ阳性克隆提取质粒，用 ＮｄｅⅠ和
ＨｉｎｄⅢ双酶切鉴定可以观察到酶切 ｓｉＲＮＡ产物
（３００ｂｐ）（图１），将所购载体送金唯智测序，ＤＮＡ
测序结果与所设计序列完全吻合，表明小鼠 ＰＲＤＭ５
基因的ｓｉＲＮＡ干扰载体构建成功。

Ｍ：ＤＮＡ分子量标准；１、２、３、４：插入ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ３．１Ｕ６载体的ｓｉＰＲＤＭ５
１、ｓｉＰＲＤＭ５２、ｓｉＰＲＤＭ５３和ｓｉＣＴＬ１干扰载体酶切鉴定；５、６、７、８：插
入 ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ４．１ＣＭＶ载体的 ｓｉＰＲＤＭ５４、ｓｉＰＲＤＭ５５、ｓｉＰＲＤＭ５６和
ｓｉＣＴＬ２的酶切鉴定。

图１　ＰＲＤＭ５的ｓｉＲＮＡ重组质粒的双酶切鉴定
Ｆｉｇ．１　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｓｉＲＮＡｐｌａｓｍｉｄｓｏｆ
ＰＲＤＭ５ｗｉｔｈｄｏｕｂｌｅｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
２．２　干扰载体对小鼠 ＰＲＤＭ５基因表达的影响　
结果见表１。转染干扰载体后细胞 ＰＲＤＭ５基因表
达量均小于转染对照载体，差异均有统计学意义

（Ｐ＜０．０５），且 ｑＰＣＲ结果显示 ｓｉＰＲＤＭ５２和
ｓｉＰＲＤＭ５６有显著干扰效果。
表１　各组ＰＲＤＭ５ｍＲＮＡ相对表达量比较
Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＲＤＭ５ｍＲ
ＮＡｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ （珔ｘ±ｓ，ｎ＝３）
组别 ＰＲＤＭ５ｍＲＮＡ相对表达量
ｓｉＣＴＬ１ １．０００±０．０００
ｓｉＰＲＤＭ５１ ０．７３５±０．０３９ａ
ｓｉＰＲＤＭ５２ ０．４３６±０．０４０ａ
ｓｉＰＲＤＭ５３ ０．８７２±０．０５０ｂ
ｓｉＣＴＬ２ １．０００±０．０００
ｓｉＰＲＤＭ５４ ０．７６７±０．０５０ｃ
ｓｉＰＲＤＭ５５ ０．６１５±０．０２０ｄ
ｓｉＰＲＤＭ５６ ０．４１４±０．０２０ｄ

　　注：与 ｓｉＣＴＬ１比较ａＰ＜０．０１，ｂＰ＜０．０５；与 ｓｉＣＴＬ２比较ｃＰ＜

００５，ｄＰ＜０．００１。
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２．３　干扰载体对小鼠 ＰＲＤＭ５蛋白表达的影响　
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ｓｉＰＲＤＭ５２和 ｓｉＰＲＤＭ５６有
显著干扰效果（图２）。

Ａ：ＰＲＤＭ５抗体检测转染 ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ３．１Ｕ６干扰载体后 ＰＲＤＭ５蛋白
的表达；Ｂ：ＰＲＤＭ５抗体检测转染 ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ４．１ＣＭＶ干扰载体后
ＰＲＤＭ５蛋白的表达。

图２　小鼠黑色素瘤细胞Ｂ１６Ｆ１０中ＰＲＤＭ５蛋白的表达
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＲＤＭ５ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｍｏｕｓｅｍｅｌａｎｏｍａ
ｃｅｌｌｓＢ１６Ｆ１０

３　讨论

ＰＲＤＭ５是一种表观遗传调节因子，被公认为重
要的抑癌基因。在多种肿瘤中均发现了由于启动子

高甲基化引起的 ＰＲＤＭ５基因沉默［１２］。目前对

ＰＲＤＭ５基因抑制肿瘤发生的分子机制及其作用均
无深入的报道。黑色素瘤是一种来源于黑色素细胞

的恶性肿瘤，其一旦发生转移，无有效的治疗方法。

因此，进一步研究并阐明ＰＲＤＭ５与黑色素瘤转移的
关系对提高黑色素瘤的治疗效率有重要意义。

目前，ｓｉＲＮＡ最常用的获得方法是人工化学合
成和载体表达，化学合成法成本较高，获得的 ｓｉＲＮＡ
在体外很容易被降解且效果不稳定。许多研究者在

大量实验基础上总结了详细的 ｓｉＲＮＡ设计原则，然
而大多数情况下，所设计的 ｓｉＲＮＡｓ中，一般只有
２０％能有效沉默目的基因。因此，如何设计高干扰
效率的ｓｉＲＮＡ对后续实验的开展至关重要。本研
究使用ａｂｍｉｎ在线软件设计ｓｉＲＮＡｓ，以ｐＳｉｌｅｎｃｅ３．１
Ｕ６和ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ４．１ＣＭＶ为ｓｉＲＮＡ载体，成功构建小
鼠ＰＲＤＭ５基因的特异性 ｓｉＲＮＡ表达载体，将其转
染至小鼠黑色素瘤细胞Ｂ１６Ｆ１０，结果表明所设计的
６条 ｓｉＲＮＡ均有明显的干扰效果，并显著降低了
ＰＲＤＭ５基因在Ｂ１６Ｆ１０细胞中的表达。

本研究采用双酶切和基因测序的方法检测重组

干扰载体。插入 ｓｉＲＮＡ之前，ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ３．１Ｕ６和
ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ４．１ＣＭＶ应先双酶切后回收备用，每次连
接尽量使用新鲜的酶切载体以免影响连接效果。通

过多次实验，连接条件选择１６℃过夜，４℃放置２ｈ
能够显著提高连接效率。

细胞转染４８ｈ后ＴＲＩｚｏｌ法提取细胞ｍＲＮＡ，反
转录生成ｃＤＮＡ后用ｑＰＣＲ的方法实时监测ＰＲＤＭ５
基因表达量，结果显示，小鼠 Ｂ１６Ｆ１０细胞中存在

ＰＲＤＭ５基因且转染干扰载体细胞中ＰＲＤＭ５基因表
达下调。用 ＲＩＰＡ裂解转染重组干扰质粒的细胞，
提取总蛋白用Ｗｅｓｔｒｅｎｂｌｏｔ分析，结果显示所构建的
６条干扰载体均明显抑制了细胞中 ＰＲＤＭ５蛋白的
表达，这些结果说明了构建的 ｓｉＲＮＡ特异性干扰载
体是成功的，从中挑选出２条干扰效果最好的载体
（插入 ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ３．１Ｕ６载体的 ｓｉＰＲＤＭ５２和插入
ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ４．１ＣＭＶ载体的 ｓｉＰＲＤＭ５６），为之后共转
筛选稳转细胞系提供基础。
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