
浙江理工大学学报

,

第

28

卷

,

第

5

期

,

2011

年

9

月

JournalofZhe

j

ian

g

Sci-TechUniversit

y

Vol.28

,

No.5

,

Se

p

t.2011

文章编号

:

1673-3851

(

2011

)

05-0778-05

收稿日期

:

2010—12—20

基金项目

:

国家重点基础发展计划资助项目

(

973

)(

2010CB529406

);

重庆市自然科学基金计划资助项目

(

CSTC09BB5024

)

作者简介

:

张

 

漩

(

1986—

),

男

,

江西新余人

,

硕士研究生

,

主要从事肿瘤基因治疗方面的研究

。

通讯作者

:

刘

 

立

,

电子邮箱

:

liuli7001

@y

ahoo.com.cn

稳定下调

SlRT1

基因表达的肝癌细胞系的构建

张

 

璇

1

,

刘

 

佳

2

,

马蕾娜

2

,

胡徐庞

1

,

刘

 

立

1

,

钱

 

程

1

(

1.

浙江理工大学生命科学院

,

杭州

310018

;

2.

重庆市西南医院

,

重庆

400038

)

  

摘

 

要

:

SIRT1

(

silentinformationre

g

ulator1

)

与多种肿瘤的发病过程关系密切

,

但是其在肝癌中的作用尚不明

确

。

为了研究

SIRT1

与肝癌的关系

,

通过构建慢病毒载体

,

病毒转染和包装

,

漂呤霉素的筛选等实验方法

,

成功构建

能稳定下调

SIRT1

基因表达的肝癌细胞系

He

p

3B

和

PLC

/

PRF

/

5

,

为后期进一步研究

SIRT1

在肝癌发病过程中的

功能莫定了基础

。
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引

 

言

肝癌是一种在我国的发病率

,

死亡率较高的疾病

。

而目前对于肝癌的治疗手段有限

,

而且治疗后病人的

存活时间也较短

,

因而研究肝癌中癌症相关基因的功能对于了解肝癌的发生和发展机制

,

指导研发治疗肝癌

的临床药物具有十分重要的现实意义

。

SIRT1

是一种组蛋白去乙酰化酶

,

属于诱导沉默调节子

2

(

silentinformationre

g

ulator2

,

Sir2

)

家族

[

1

]

。

对

SIRT1

基因表达的调控主要是通过原癌基因和肿瘤抑制基因调节

SIRT1

基因的

mRNA

表达来实现

。

SIRT1

基因在肿瘤细胞中过表达主要发生在转录水平

。

肿瘤超甲基化因子

1

(

H

yp

ermeth

y

latedincancer

,

HIC1

)

是一种肿瘤抑制因子

[

2

]

、

原癌基因

RNA

结合蛋白

HuR

[

3

]

、

细胞循环和凋亡调节因子

(

E2F1

)

[

4

]

,

它能

够调控

SIRT1

蛋白的表达量

。

而对

SIRT1

蛋白去乙酰化酶活性的调控主要是通过蛋白

-

蛋白相互作用与

类泛素化来实现

。

SIRT1

的去乙酰化酶活性主要被蛋白激活调节因子

(

Proteinsincludin

g

activere

g

ulator

,

AROS

)

[

5

]

、

乳腺癌缺失因子

1

(

Deletedinbreastcancer1

,

DBC1

)

[

6

]

、

预凋亡去类泛素化核因子

(

Proa

p

o

p

totic

nucleardesumo

y

lase

,

SENP1

)

调节

[

7

]

。

虽然

SIRT1

在很多肿瘤如白血病

、

胶质瘤

、

前列腺癌

、

结肠癌和皮肤癌病人的组织中表达是上调的

[

8-9

]

,

但是在肝癌发展过程中所起的作用目前尚未有研究报道

。

为了开展

SIRT1

在肝癌中作用的研究

,

本实验拟

通过构建表达携带靶向

SIRT1

基因的

shRNA

,

包装慢病毒

LV-Sh-SIRT1

来下调

SIRT1

基因表达

,

从而构

建出稳定下调

SIRT1

基因表达的肝癌细胞系

He

p

3B

和

PLC

/

PRF

/

5

。

1

 

材料和方法

1.1

 

材料

人肝癌细胞系

He

p

3B

和

PLC

/

PRF

/

5

,

胚肾成纤维细胞系

HEK-293FT

(

本实验室保存

),

DMEM

细胞



培养液

,

胎牛血清

(

购于

GIBCO

公司

),

质粒

p

LKO.1-clonin

g

和

p

LKO.1-scrambled

(

购于

SIGMA

公司

),

限

制性内切酶

BamHI

、

DNAmarker

λ

-HindIII

和

DL2000

(

购于

TaKaRa

公司

),

基因组

DNA

纯化试剂盒

(

购

于

QIAGEN

公司

),

Millo

p

ore

浓缩柱

(

购于

Millo

p

ore

公司

)。

1.2

 

实验方法

1.2.1

 

细胞培养

He

p

3B

、

PLC

/

PRF

/

5

和

HEK-293FT

细胞在

5% CO

2

,

37℃

条件下培养

,

培养液为含

10% FBS

的

DMEM

。

1.2.2

 

慢病毒

LV-sh-SIRT1

的包装

将

SIRT1shRNA

(

Sh-SIRT1

)

1

,

2

,

3

三条序列连接人

p

LKO.1

质粒中

,

即构建出三个载体

p

LKO.1-

sh-SIRT1-1

、

p

LKO.1-sh-SIRT1-2

和

p

LKO.1-sh-SIRT1-3

。

将

p

LKO.1-sh-SIRT1-1

、

p

LKO.1-sh-SIRT1-

2

、

p

LKO.1-sh-SIRT1-3

和

p

LKO.1-scrambled

与 包 装 质 粒

RRE

、

2G

、

REV

利 用 转 染 试 剂

Li

p

o-

fectamine2000

共转染至

HEK-293FT

细胞

,

48h

和

72h

后获得携带目的干扰序列和对照的慢病毒

。

1.2.3

 

慢病毒

LV-sh-SIRT1

的纯化

将两次收集的病毒使用

1000r

/

min

离心

10min

去除细胞碎片

,

取上清

。

上清用

0.45

μ

m

的滤膜过滤

,

所有滤液

(

可分成几次

)

转移人

Millo

p

ore

的浓缩柱

,

5000r

/

min

离心至上层凹槽内的液体体积浓缩至

1mL

,

将浓缩液分装

,

置于

—80℃

(

若短期内使用

,

可置于

4℃

)。

1.2.4

 

慢病毒

LV-sh-SIRT1

总量测定

24

孔细胞培养板每孔铺

5×10

4

个

HEK-293FT

细胞

,

每孔细胞液体积为

1mL

,

细胞贴壁后用系列稀释

的制备病毒

(

原液

,

10

—1

,

10

—2

,

10

—3

等

)

分别加人

24

孔细胞培养板

,

72h

后

,

用基因组

DNA

纯化试剂盒

(

QIAGEN

,

DNABloodminikit50

)

提取病毒转导的细胞基因组

,

采用实时定量

PCR

测定病毒转导单位滴

度

(

TU

/

mL

)。

1.2.5

 

Westernblot

检测肝癌细胞中

SIRT1

基因表达

利用

Westernblot

法测定

SIRT1

的蛋白表达

。

病毒处理过的等量细胞

(

6

孔细胞培养板每个孔中

1

/

4

的细胞

)

在

20

μ

L

上样缓冲液中裂解

,

然后

2000r

/

min

离心

2min

,

取

20

μ

L

上清在

10%SDSPAGE

胶中分

离

,

并转移至硝酸纤维素膜上

。

使用兔抗

SIRT1

的抗体作为一抗

(

购于

SantaCruz

公司

),

然后用辣根过氧

化物酶

(

HRP

)

标记的羊抗兔抗体作为二抗

(

购于中杉金桥公司

),

加人底物进行检测

。

M1

:

Marker

λ

-HindIII

;

M2

:

MarkerDL2000

;

Lane1

:

PLKO.1-Sh-SIRT1-1

;

Lane2

:

PLKO.

1-Sh-SIRT1-2

;

Lane3

:

PLKO.1-Sh-SIRT1-3

图

1

 

BamHI

酶切鉴定电泳图

1.2.6

 

嘌呤霉素筛选

SIRT1

的基因表达下调的肝癌细胞系

人肝癌细胞系

He

p

3B

和

PLC

/

PRF

/

5

以每孔

3.5×10

5

个细胞的密度种植于

6

孔细胞培养板中

,

过夜

后

,

将原先含

10%FBS

的

DMEM

培养液换为无

FBS

的

DMEM

培养液

,

并分别加人对照病毒

LV-Sh-

Scramble

(

MOI=10

),

目的病毒

LV-Sh-SIRT1-1

、

LV-Sh-SIRT1-2

和

LV-Sh-SIRT1-3

(

MOI=10

),

不加病

毒孔作为对照

。

6h

后

,

将无

FBS

的

DMEM

培养液重新换成含

10%

FBS

的

DMEM

培养液

。

72h

后

,

加人嘌呤霉素

(

Purom

y

cin

)(

浓度分

别为

1.6

μ

g

/

mL

和

1.25

μ

g

/

mL

)

进行筛选

,

每

2d

换液

1

次

,

5d

后观

察细胞数目及形态

。

2

 

结

 

果

2.1

 

慢病毒载体

LV-sh-SIRT1-1

、

LV-sh-SIRT1-2

和

LV-sh-SIRT1-

3

的构建和鉴定

质粒

p

LKO.1-sh-SIRT1-1

、

p

LKO.1-sh-SIRT1-2

和

p

LKO.1-

sh-SIRT1-3

被

BamHI

消化完全后应得到

6336b

p

和

750b

p

大小的

片段

,

实验结果与预期一致

,

表明实验所需慢病毒载体构建成功

,

BamHI

酶切鉴定电泳图

(

见图

1

)。

2.2

 

检测肝癌细胞系

SIRT1

的表达

利用

Westernblot

法测定肝癌细胞系

SIRT1

的蛋白表达

,

发现在

977

第

5

期

张

 

漩等

:

稳定下调

SIRT1

基因表达的肝癌细胞系的构建



不同的肝癌细胞中

,

SIRT1

的蛋白表达水平不一致

,

He

p

3B

和

PLC

/

PRF

/

5

细胞中

SIRT1

的表达量明显增

强

(

见图

2

)。

因此

,

采用

SIRT1

基因表达高的细胞系

He

p

3B

和

PLC

/

PRF

/

5

构建稳定下调表达

SIRT1

基

因的肝癌细胞系

。

图

2

 

肝癌细胞系中

SIRT1

的蛋白表达情况

2.3

 

嘌呤霉素筛选稳定下调

SIRT1

基因表达的肝癌细胞系

将相同滴度的对照病毒

LV-sh-Scramble

(

MOI=10

),

目的病毒

LV-Sh-SIRT1-1

、

LV-Sh-SIRT1-2

和

LV-Sh-SIRT1-3

(

MOI=10

)

分别加人人肝癌细胞

He

p

3B

和

PLC

/

PRF

/

5

的培养液中

,

转染后

72h

,

加人嘌

呤霉素

(

浓度分别为

1.6

μ

g

/

mL

和

1.25

μ

g

/

mL

)

进行筛选

,

每

2d

换液

1

次

,

5d

后观察细胞数目及形态不加

病毒的细胞作为对照

。

结果表明

,

不加病毒的对照肝癌细胞

He

p

3B

和

PLC

/

PRF

/

5

都已经死亡

,

而加病毒

的细胞几乎没有死亡的

,

说明病毒的转染效率非常高

(

见图

3

)。

实验结果证明

,

经过嘌呤霉素的筛选

,

笔者

成功地构建了稳定下调

SIRT1

基因表达的肝癌细胞系

。

1-He

p

3B

细胞

;

2-He

p

3B-NC

细胞

;

3-He

p

3B-S1

细胞

;

4-He

p

3B-S21

细胞

;

5-He

p

3B-S3

细胞

;

6-PLC

/

PRF

/

5

细胞

;

7-PLC

/

PRF

/

5-NC

细

胞

;

8-PLC

/

PRF

/

5-S1

细胞

;

9-PLC

/

PRF

/

5-S2

细胞

;

10-PLC

/

PRF

/

5-S3-S3

细胞

图

3

 

加人嘌呤霉素筛选

5d

后的细胞

(

40×

)

2.4

 

构建的肝癌细胞系的有效性

为了验证所构建的稳定下调表达

SIRT1

基因表达的肝癌细胞系的有效性

,

利用病毒处理过的等量细胞

(

6

孔细胞培养板每个孔中

1

/

4

的细胞

)

收集蛋白

,

Westernblot

法测定

SIRT1

蛋白表达

。

结果显示

,

所构建

的细胞系中

SIRT1

蛋白的表达与对照细胞

PLC

/

PRF

/

5

和

He

p

3B

相比明显下调

(

见图

4

)。

表明所构建的

稳定下调

SIRT1

基因表达的肝癌细胞系的确能够稳定下调

SIRT1

基因表达

。

图

4

 

加病毒后肝癌细胞

He

p

3B

和

PLC

/

PRF

/

5

(

PLC

)

的

SIRT1

的蛋白表达情况

087
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3

 

讨

 

论

目前在许多基因功能的研究中所采用的是化学合成的

siRNA

或基因表达的化学抑制剂

,

两者除了普遍

存在着只能在短时间内下调基因表达

,

实验结果不稳定而且实验的重复性差的缺点外

,

siRNA

还存在转染

效率不高的缺陷

,

而化学抑制剂也存在剂量控制难以掌控的问题

[

10-11

]

。

与此相比

,

慢病毒携带干扰

SIRT1

表达的

shRNA

不仅能够长期

、

稳定下调

SIRT1

的表达

,

而且具有转染效率高

,

实验结果稳定以及重复性好

的特点

,

同时也不存在剂量难以控制的问题

。

因此

,

采用慢病毒携带

shRNA

来干扰目的基因的表达

,

能够

延长针对目的基因研究的时间

。

本实验所构建的肝癌细胞系

He

p

3B

和

PLC

/

PRF

/

5

(

PLC

)

已经被证明具有能够长时间稳定下调

SIRT1

表达的特性

,

克服了目前普遍采用化学合成的

siRNA

和基因表达的化学抑制剂不足之处

。

慢病毒

LV-sh-SIRT1-1

、

LV-sh-SIRT1-2

和

LV-sh-SIRT1-3

感染肝癌细胞后

,

经过恰当浓度嘌呤霉素的筛选

,

笔者

成功构建出稳定下调

SIRT1

基因表达的肝癌细胞系

He

p

3B

和

PLC

/

PRF

/

5

,

为后期进一步研究

SIRT1

在

肝癌中的功能奠定了基础

。
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