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　　摘　要：目的　构建犘犲狉狅狓犻狉犲犱狅狓犻狀２（ＰＲＤＸ２）基因犚犖犃干扰（犚犖犃犻狀狋犲狉犳犲狉犲狀犮犲，犚犖犃犻）慢病毒表达载体，探讨ＰＲＤＸ２基

因干扰后对结直肠癌犛犠４８０细胞增殖的影响。方法　设计、合成靶向犘犚犇犡２的犚犖犃 干扰的序列，构建狆犌犆犈犌犉犘狊犺犘犚犇犡２

慢病毒载体并进行鉴定，同时应用狇犚犜犘犆犚 和犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋方法观察转染的犛犠４８０结肠癌细胞犘犚犇犡２犿犚犖犃 和蛋白表达的

抑制效果，并通过犕犜犜、平板克隆形成实验检测细胞增殖变化。结果　成功构建ＰＲＤＸ２基因慢病毒载体并经测序证实；狆犌犆

犈犌犉犘狊犺犘犚犇犡２可有效抑制结直肠癌犛犠４８０细胞犘犚犇犡２的表达，感染慢病毒的犛犠４８０细胞中犘犚犇犡２犿犚犖犃和蛋白表达水

平明显降低（Ｐ＜０．０５）；犛犠４８０细胞经犘犚犇犡２犚犖犃干扰后其生长和增殖能力显著降低（Ｐ＜０．０５）。结论　ＰＲＤＸ２基因犚犖犃犻

慢病毒表达载体在犛犠４８０细胞中表达稳定可靠，ＰＲＤＸ２基因干扰后有效抑制了结直肠癌犛犠４８０细胞的增殖和生长，为进一步

探讨犘犚犇犡２在结直肠癌发生、发展及转移中的作用奠定基础。
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ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓｉＲＮＡｏｆ犘犚犇犡２ｇｅｎｅｓｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｃｏｌｏｎｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒＳＷ４８０ｃｅｌｌ．犕犲狋犺狅犱狊　ＲＮＡｉｔａｒ

ｇｅｔｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄａｎｄｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄｔｏｗａｒｄｓｔｈｅ犘犚犇犡２ｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ．ＴｈｅｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｐＧＣＥＧＦＰｓｈＰＲＤＸ２ｗａｓ
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ｇｅｎｅｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄａｎｄｗａｓｐｒｏｖｅｄｂｙｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＲＤＸ２ｉｎｍＲＮＡａｎｄｐｒｏ
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ＥＧＦＰｓｈＰＲＤＸ２ｃｏｕｌｄｂｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ，ｗｈｉｃｈｃｏｕｌｄｆａｃｉｌｉｔａｔｅｆｕｒｔｈｅｒｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｒｏｌｅｓｏｆ犘犚犇犡２ｇｅｎｅｉｎｔｈｅｄｅ

ｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ；ｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｓ；ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ２（ＰＲＤＸ２）；ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓｖｅｃｔｏｒ

　　结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＣＲＣ）是消化系统常见恶

性肿瘤之一。全球范围内，结直肠癌分别位居男、女性恶性肿

瘤的第３、４位，导致每年６１万人死亡
［１２］。在中国，近年结直

肠癌发病率逐年上升，且发病年龄明显提前，每年约有４０万

新发病例，现在我国消化系统恶性肿瘤中列第２位
［３］。

随着肿瘤的快速生长，肿瘤组织内常常会出现局限性缺氧

灶，并且这些缺氧灶随着肿瘤内血管的生长而变化。低氧导致

了活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的产生，细胞保护系

统可破坏ＲＯＳ并修复其造成的损害。过氧化还原蛋白２（ｐｅｒ

ｏｘｉｒｃｄｏｘｉｎ２，ＰＲＤＸ２）是一种新近发现的相对分子质量在２０～

３０×１０３ 的过氧化物酶家族（ｐｅｒｏｘｉｒｃｄｏｘｉｎｓ，ＰＲＤＸｓ）成员之

一，可通过其过氧化物酶等功能或以分子伴随物形式在肿瘤细

胞对抗ＲＯＳ、放化疗抵抗、细胞增殖、分化、凋亡及肿瘤血管形

成等过程中发挥重要作用。前期实验结果证实犘犚犇犡２基因

在结直肠癌中表达上调，且与结直肠癌的发生、发展有密切关

系［４］。本实验通过构建犘犚犇犡２基因的慢病毒表达载体，制备

高滴度慢病毒颗粒并感染结直肠癌 ＳＷ４８０细胞株，检测

ＰＲＤＸ２在ｍＲＮＡ和蛋白质水平的表达情况，同时观察感染慢

病毒的ＳＷ４８０细胞株其生长和增殖情况，为进一步探讨

犘犚犇犡２基因对结直肠癌ＳＷ４８０细胞生物学行为的影响及其
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分子作用机制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　细胞与试剂　人结直肠癌ＳＷ４８０细胞株购自中国生

命科学院上海细胞库，ＨｐａＩ和ＸｈｏＩ酶切、增强剂Ｅｎｉ．Ｓ、ｐｏｌｙ

ｂｒｅｎｅ购自上海吉凯基因化学技术有限公司，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

２０００购于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＱＩＡＧＥＮＰｌａｓｍｉｄ大抽 Ｋｉｔ购自

ＱＩＡＧＥＮ，Ｔ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅ购自 ＮＥＢ公司，ＴａｑＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒ

ａｓｅ、ｄＮＴＰＭｉｘ、ＤＮＡＬａｄｄｅｒ购自Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司，ＰｒｉｍｅＳＴ

ＡＲＴＭ ＨＳＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ购自 Ｔａｋａｒａ公司，胎牛血清

（ＦＢＳ）、牛血清清蛋白（ＢＳＡ）购自上海微科生化试剂有限公

司，ＤＭＥＭ、Ｌｅｉｂｏｖｉｔｚ′ｓＬ１５培养基购自ＧＩＢＣＯ公司，蛋白裂

解液 ＲＩＰＡ和蛋白酶抑制剂 ＰＭＳＦ均购自于上海生物试剂

厂，胰酶购自上海化学试剂公司，ＢＣＡ蛋白含量试剂盒购于南

京凯基生物公司，ＰＲＤＸ２一抗购自美国 Ａｂｃａｍ 公司，ＧＡＰ

ＤＨ、ＧＦＰ抗体和 ＨＲＰ标记鼠二抗均购于ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。

１．１．２　ＲＮＡｉ重组慢病毒载体　据ＧｅｎｅＢａｎｋ犘犚犇犡２基因转

录本（ＮＭ＿００５８０９．４）设计５个针对犘犚犇犡２基因的ｓｉＲＮＡ序

列和阴性对照（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ）ｓｉＲＮＡ，构建的目的慢病毒载

体命名为ｐＧＣＥＧＦＰｓｈＰＲＤＸ２，由上海吉凯基因化学技术有

限公司构建和包装。

１．２　方法

１．２．１　ＰＣＲ扩增及产物鉴定　针对目的基因序列，据 ＲＮＡ

干扰序列设计原则，设计多个 ＲＮＡ 干扰靶点序列，选择最佳

的动力学参数靶点进入后续实验流程；同时设计ＲＮＡｉ阴性对

照Ｓｃｒａｍｂｌｅ序列（５′ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ３′）。

针对靶点设计５条ｓｈＲＮＡ，分别命名为：ＰＲＤＸ２ＲＮＡｉ（８８１８

２）、ＰＲＤＸ２ＲＮＡｉ（８８１９１）、ＰＲＤＸ２ＲＮＡｉ（８８２０１）、ＰＲＤＸ２

ＲＮＡｉ（８８２１１）、ＰＲＤＸ２ＲＮＡｉ（８８２２１），见表１。ＰＣＲ 反应条

件为：９４℃３０ｓ；９４℃３０ｓ、５５℃５０ｓ、７２℃３０ｓ、７２℃６

ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ 产物进行纯化回收

后，经双酶切后的ｐＧＣＥＧＦＰ载体连接产生ｓｈＲＮＡ慢病毒载

体；对酶切片段进行回收、连接，然后转化大肠杆菌感受态细

胞。挑取单菌落鉴定，引物是：上游５′ＴＴＣＴＡＣＣＣＴＣＴＧ

ＧＡＣＴＴＣＡＣＴ３′；下游５′ＧＣＡＡＴＧＣＣＣＴＣＡＴＣＴＧＴＴ

３′，产物大小：２５１ｂｐ。反应条件：９４℃３０ｓ；９４℃３０ｓ、６０℃

３０ｓ、７２℃３０ｓ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。设立阴性对照

组（空载质粒为模板）和阳性对照组（插入 ＧＡＰＤＨ 片段的载

体组），对假阳性和假阴性结果进行排除。对ＰＣＲ阳性克隆片

段测序，并在 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中将测序出的结果进行Ｂｌａｓｔ

比对。

１．２．２　慢病毒的包装与病毒滴度测定　２９３Ｔ细胞用含１００

ｍＬ／ＬＦＢＳ的 ＤＭＥＭ 培养基，于３７℃、５０ｍＬ／ＬＣＯ２ 孵箱中

培养。５个重组慢病毒质粒和空慢病毒载体分别与辅助包装

载体质粒，用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００共转染２９３Ｔ细胞，具体方

法参考试剂说明书进行操作。４８ｈ后在荧光显微镜下观察到

细胞绿色荧光的产生，收集上清液，２００００ｒ／ｍｉｎ超速离心３ｈ

并浓缩病毒。最后包装产生的慢病毒有两种，即含有犘犚犇犡２

基因序列的慢病毒ｐＧＣＥＧＦＰｓｈＰＲＤＸ２和空载对照慢病毒

ｐＧＣＥＧＦＰＮＣ。逐孔稀释滴度测定法和ＰＣＲ 测定其病毒滴

度（ＴＵ／ｍＬ）。获得ＰＲＤＸ２ｓｉＲＮＡ慢病毒溶液（５个干扰序列

慢病毒液分别以设计的ＰＲＤＸ２干扰序列编码命名）及空载对

照慢病毒ｐＧＣＥＧＦＰＮＣ，病毒液分装后于－７０℃保存。

１．２．３　病毒感染ＳＷ４８０细胞并检测其干扰效果　将ＳＷ４８０

细胞计数并均匀平铺于６孔板，使其感染时细胞汇合率达

６０％左右，按照种植的ＳＷ４８０细胞数及 ＭＩＯ值（ＭＩＯ＝５０）计

算所加的病毒量，病毒原液用增强剂Ｅｎｉ．Ｓ稀释，使其浓度为

标准浓度（１×１０８），依次加入终浓度为８μｇ／ｍＬＰｏｌｙｂｒｅｎｅ、

Ｅｎｉ．Ｓ、Ｌ１５培养基及计算的标准浓度病毒液，总体积为１

ｍＬ。将 含 有 犘犚犇犡２ 基 因 片 段 的 慢 病 毒 ｐＧＣＥＧＦＰ

ｓｈＰＲＤＸ２与ｐＧＣＥＧＦＰＮＣ分别感染ＳＷ４８０细胞。感染后

的ＳＷ４８０细胞根据感染的病毒命名分组为 ｐＧＣＥＧＦＰ

ｓｈＰＲＤＸ组、ｐＧＣＥＧＦＰＮＣ组，同时将未感染的ＳＷ４８０细胞

作为空白对照组。各组细胞常规培养２４ｈ后更换为含有３

μｇ／ｍＬ嘌呤霉素（Ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ）的Ｌ１５培养液进行抗性筛选，

感染至３ｄ后行荧光显微镜下观察绿色荧光，在药物选择压力

下培养４ｄ后收获细胞进行检测。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测　将 ｐＧＣＥＧＦＰｓｈＰＲＤＸ２和

ｐＧＣＥＧＦＰＮＣ成功转染至ＳＷ４８０细胞，经荧光显微镜观察，

转染效率达９５％以上。细胞分组如下：将 ＧＡＰＤＨ 作为阳性

对照组、空载对照慢病毒（ｐＧＣＥＧＦＰＮＣ）以及由５个针对

犘犚犇犡基因的序列的ＲＮＡｉ慢病毒载体质粒细胞组。收集各

组细胞，ＰＢＳ洗涤２次，离心弃上清液，加入１００μＬ预冷的ＲＩ

ＰＡ细胞裂解液，置冰上３０ｍｉｎ，４℃、１２０００ｇ离心１５ｍｉｎ，取

上清液并进行蛋白定量（ＢＣＡ）法。取３０μｇ蛋白加入上样缓

冲液，经１００℃、１０ｍｉｎ变性后用１００ｇ／Ｌ的十二烷基聚丙烯

酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）分离。蛋白半干转移至ＰＶＤＦ膜，

用含５０ｇ／Ｌ脱脂奶粉的ＴＢＳＴ缓冲液室温封闭１ｈ，加入小鼠

抗人ＰＲＤＸ２的一抗或小鼠抗人 ＧＡＤＰＨ 的一抗，４℃过夜，

ＴＢＳＴ溶液再次洗涤３次，加入 ＨＲＰ标记的山羊抗小鼠二抗

３７℃孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗涤３次，化学发光（ｅｌｅｅｔｒｏｅｈｅｍｉｌｕｍｉ

ｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）观察，将胶片拍照后用凝胶图像处理系统分析，

实验重复３次。

表１　　化学合成的目的基因ＰＲＤＸ２的５条干扰序列

序号 Ｔａｒｇｅｔ序列信息
ＧＣ

含量（％）

Ｓｔａｒｔ

Ｐｏｓ．

ＰＲＤＸ２ＲＮＡｉ（８８１８２）
ＣＴＧＧＣＡＧＴＧＡ

ＣＡＣＧＡＴＴＡＡ
４７．３７ ６８１

ＰＲＤＸ２ＲＮＡｉ（８８１９１）
ＴＴＣＧＣＣＡＧＡＴ

ＣＡＣＴＧＴＴＡＡ
４２．１１ ５６１

ＰＲＤＸ２ＲＮＡｉ（８８２０１）
ＧＡＣＧＣＴＴＧＴＣＴ

ＧＡＧＧＡＴＴＡ
４７．３７ ４７４

ＰＲＤＸ２ＲＮＡｉ（８８２１１）
ＧＡＡＧＣＴＧＴＣＧ

ＧＡＣＴＡＣＡＡＡ
４７．３７ ２３２

ＰＲＤＸ２ＲＮＡｉ（８８２２１）
ＴＣＴＴＴＡＴＣＡＴＣ

ＧＡＴＧＧＣＡＡ
３６．８４ ５３４

１．２．５　实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）检测　采用ｑＲＴＰＣＲ

技术检测慢病毒转染后的ＳＷ４８０细胞中ＰＲＤＸ２ｍＲＮＡ水平

表达。Ｔｒｉｚｏｌ抽提细胞ＲＮＡ，采用Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）引物和随机引物

进行逆转录，以各组细胞ｃＤＮＡ作为模板，每个组设立３个复

孔进行ｑＲＴＰＣＲ检测。ＧＡＰＤＨ 上游引物为：５′ＴＧＡＣＴＴ

ＣＡＡＣＡＧＣＧＡＣＡＣＣＣＡ３′，下游引物为：５′ＣＡＣＣＣＴＧＴＴ

ＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＡＡ３′，引物序列长度２２５ｂｐ；犘犚犇犡２基因

上、下游引物为５′ＣＧＧ ＡＣＴ ＡＣＡ ＡＡＧＧＧＡ ＡＧＴ ＡＣＧ

ＴＧ３′、下游引物为５′ＣＣＡＧＧＴＧＧＧＴＧＡＡＣＴＧＡＧＡＧＴ

Ｃ３′，引物序列长度１６２ｂｐ。ＰＣＲ的反应条件：９５℃２ｍｉｎ；

９５℃２０ｓ；６０℃３０ｓ；７２℃３０ｓ（４０个循环），反应完成后，得

出Ｃｔ值，２－ΔΔＣＴ法计算出相对表达量，分析各组之间犘犚犇犡２
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基因的ｍＲＮＡ相对表达的差异。

１．２．６　四唑盐（ＭＴＴ）法测定细胞相对抑制率　取状态良好，

处于对数生长期各组细胞，０．２５％胰酶消化后制成单细胞悬

液，调整浓度为１×１０４个／ｍＬ，均匀接种于９６孔板内，每孔加

２００μＬＬ１５培养基；阴性对照组与空白对照组，每组设６个复

孔，常规培养，每２天换１次液，连测７ｄ；每天固定时间向每孔

加新鲜配制的５ｇ／Ｌ的 ＭＴＴ１０μＬ，３７℃孵育４ｈ；轻洗去上

清液后每孔加ＤＭＳＯ１５０μＬ，水平震荡混匀，酶标仪于４９０ｎｍ

波长处测吸光度（犃）值，取６孔平均值，绘制生长曲线。

１．２．７　平板克隆形成实验　取ｐＧＣＥＧＦＰＮＣ组及ｐＧＣ

ＥＧＦＰｓｈＰＲＤＸ２组的ＳＷ４８０细胞消化后平铺于６孔板中，常

规培养，２～３ｄ更换１次新鲜培养基，待细胞生长出肉眼观察

可见有明显克隆群落时取出结晶紫染色，拍照并计算细胞克隆

生长群落。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０行统计学分析，计量资料

采用狓±狊表示，各组间比较采用方差分析，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　慢病毒表达载体ｐＧＣＥＧＦＰｓｈＰＲＤＸ２的构建与酶切鉴

定　以犘犚犇犡２基因全长克隆为模板，扩增出犘犚犇犡２基因编

码框的序列，用ＰＣＲ产物进行琼脂糖凝胶电泳，犘犚犇犡２基因

产物纯化后与载体ｐＧＣＥＧＦＰ行酶切、连接、转化，并得到数

十个克隆，挑取５个克隆，摇菌后进行菌液鉴定，结果表明可扩

增出约３４０ｂｐ的目的片段（图１）。经测序鉴定与 ＧｅｎＢａｎｋ

ＮＭ＿００５８０９．４序列一致，重组载体ｐＧＣＥＧＦＰｓｈＰＲＤＸ２构建

成功。

　　１：ｄｄＨ２Ｏ；２：ｐＧＣＥＧＦＰ；３：ｍａｒｋｅｒ；４～８：ｐＧＣ１，２，３，４，５。

图１　　阳性克隆ＰＣＲ鉴定

２．２　慢病毒的包装与病毒滴度的测定　慢病毒载体共转染

２９３Ｔ细胞，于转染４８ｈ后在荧光显微镜下观察其２９３Ｔ细胞

发 出 的 绿 色 荧 光 （图２）。经 测 定，慢 病 毒 ｐＧＣＥＧＦＰ

ｓｈＰＲＤＸ２浓缩后的病毒滴度大约为２×１０９ＴＵ／ｍＬ，ｐＧＣＥＧ

ＦＰＮＣ浓缩后的病毒滴度则为２×１０８ＴＵ／ｍＬ。

　　Ａ：ｐＧＣＥＧＦＰｓｈＰＲＤＸ２；Ｂ：ｐＧＣＥＧＦＰＮＣ。

图２　　２９３Ｔ细胞病毒感染后荧光显微镜观察（×２００）

２．３　慢病毒转染ＳＷ４８０细胞后荧光表达检测　ＳＷ４８０细胞

感染ｐＧＣＥＧＦＰｓｈＰＲＤＸ２７２ｈ后在荧光显微镜下观察其绿

色荧光表达，从明视野和荧光视野二者比较中，可见其感染效

率较高，可达９５％以上，见图３。

　　Ａ：明视野；Ｂ：荧光视野。

图３　　转染ＳＷ４８０细胞７２ｈ荧光表达检测（×２００）

　　１：阳性对照组；２：空白细胞组；３：ｐＧＣＥＧＦＰＮＣ组；４～８：含有针

对犘犚犇犡２基因的不同干扰序列的ＲＮＡｉ慢病毒载体质粒细胞组（５、７

表示有明显敲减效果）。

图４　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测感染后ＳＷ４８０细胞中

ＰＲＤＸ２的蛋白水平

　　
：犘＜０．０５，与ｐＧＣＥＧＦＰＮＣ组比较。

图５　　犘犚犇犡２基因沉默在ＳＷ４８０细胞中的

ＰＲＤＸ２ｍＲＮＡ表达

　　
：犘＜０．０５，与空白对照组及ｐＧＣＥＧＦＰＮＣ组比较。

图６　　ＭＴＴ检测ＰＲＤＸ２ＲＮＡｉ对ＳＷ４８０细胞增殖抑制作用

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ｑＲＴＰＣＲ检测分析　检测转染不同序

列ｐＧＣＥＧＦＰｓｈＰＲＤＸ２慢病毒的ＳＷ４８０细胞中ＰＲＤＸ２蛋

白表达水平，与ｐＧＣＥＧＦＰＮＣ组相比，ＲＮＡｉ慢病毒载体质

粒细胞组中５和７泳道表示对ＳＷ４８０细胞中ＰＲＤＸ２表达有

明显敲减作用，其中７泳道ＰＲＤＸ２ＲＮＡｉ（８８２２１）的敲减效果

最强，达到几乎完全抑制效果（图４）。ｑＲＴＰＣＲ检测犘犚犇犡２

基因的ｍＲＮＡ相对表达水平，与ｐＧＣＥＧＦＰＮＣ组比较，ｐＧＣ

ＥＧＦＰｓｈＰＲＤＸ２组的犘犚犇犡２基因表达明显降低，差异有统
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计学意义（犘＜０．０５），可说明在 ｍＲＮＡ水平基因敲减有效，见

图５。

２．５　ＭＴＴ法检测　ＭＴＴ法检测各组ＳＷ４８０细胞６ｄ犗犇

值，绘制生长曲线，结果显示，与ｐＧＣＥＧＦＰＮＣ组及空白对照

组相比，ＳＷ４８０ｐＧＣＥＧＦＰｓｈＰＲＤＸ２组细胞增殖能力受到显

著抑制，差异具有统计学意义（犘＜０．０５），见图６。

２．６　平板克隆形成实验　细胞平板克隆形成实验结果（图７）

显示，与ｐＧＣＥＧＦＰＮＣ组及空白对照组比较，ｐＧＣＥＧＦＰ

ｓｈＰＲＤＸ２组的平板克隆形成能力明显降低（犘＜０．０５）。

　　
：犘＜０．０５，与空白对照组及ｐＧＣＥＧＦＰＮＣ组比较。

图７　　ｐＧＣＥＧＦＰｓｈＰＲＤＸ２对ＳＷ４８０细胞

平板克隆形成能力的影响

３　讨　　论

生命有机体在不断进化和演变过程中，逐渐形成能够有效

清除ＲＯＳ产生的自由基等有害物质的细胞保护性防御系统，

过氧化物酶类、超氧化物歧化酶、过氧化氢酶以及谷胱甘肽共

同组成了细胞防御系统。ＰＲＤＸｓ家族在细胞内发挥重要的抗

氧化保护性功能，通过过氧化物酶活性，可减少或清除过氧化

氢、过氧亚硝酸盐和一系列有机氢过氧化物（ＲＯＯＨ），该家族

包括６个成员，广泛存在于真核及原核生物中。ＰＲＤＸ２属于

ＰＲＤＸｓ家族２ＣｙｓＰＲＤＸｓ（ＰＲＤＸ１～５）成员，是机体氧化代

谢的重要酶之一，主要分布于细胞质［５］。ＰＲＤＸ２最主要的生

物学功能是抗氧化，同时可通过调节细胞内 Ｈ２Ｏ２ 浓度，参与

Ｈ２Ｏ２ 介导的信号转导途径
［６］。ＰＲＤＸ２以硫氧还蛋白为电子

供体，清除活性氧族，与生物的生长发育、细胞衰老、免疫抑制

密切相关，并在维持红细胞生存，促进 ＮＫ细胞发挥自然杀伤

功能的过程中扮演重要角色［７８］。

近年来，随着研究的不断深入，ＰＲＤＸ２与肿瘤的关联机制

逐渐被揭示，ＰＲＤＸ２不仅通过发挥抗氧化、分子伴侣、信号调

节等功能维持细胞内的稳态，还通过多种信号转导途径参与肿

瘤的发生、发展、转移、血管生成以及放化疗抵抗［９１３］。有研究

报道，ＰＲＤＸ２可抑制ＤＮＡ损伤诱导的肿瘤细胞死亡，更重要

的是，这种保护性作用仅限于在肿瘤细胞内，且并非是通过过

氧化物酶活性发挥作用的［１４］。既往研究表明，在乳腺癌、肝

癌、骨肉瘤及前列腺癌中ＰＲＤＸ２高表达，被认为是促癌因子，

但在急性粒性白血病［１５］、膀胱癌、黑色素瘤中表达降低，又被

认为是抑癌因子。那么ＰＲＤＸ２在肿瘤细胞中究竟发挥什么

角色？是发挥抗癌作用还是抑癌作用？这些争议仍有待探索。

至今，ＰＲＤＸ２在结直肠癌中的作用尚未有明确报道，本研究前

期实验研究也初步证实ＰＲＤＸ２在结直肠癌组织及细胞株中

表达上调，且与结直肠癌的发生、发展、转移和预后有关。根据

本实验结果，观察到转染ｐＧＣＥＧＦＰｓｈＰＲＤＸ２建立的稳定

ＳＷ４８０细胞株其形态学发生了变化，不仅增殖和生长能力减

弱，抗菌及抗凋亡能力也明显降低，但同时也发现细胞黏附能

力和转移能力反而增强，这些生物学功能的变化虽仍需进一步

验证，但亦可为下一步的研究提供一种思路，ＰＲＤＸ２在结直肠

癌中是否可能发挥更为关键的作用，是否存在双向调控作用尚

需证实，其具体分子调控机制也有待深入探讨。

本实验设计的针对ＰＲＤＸ２的特异性 ＲＮＡ干扰序列，将

干扰序列定向克隆转接并感染目的细胞。为了验证犘犚犇犡２

基因的ｓｉＲＮＡ 重组体构建成功，本研究采用 ＰＣＲ 鉴定和

ＤＮＡ测序鉴定构建的犘犚犇犡２基因ｓｉＲＮＡ慢病毒载体，证实

了插入片段的序列正确，重组体构建成功。将５种构建的干扰

重组体转染２９３Ｔ细胞，包装产生了高滴度的病毒颗粒，通过

直接感染目的细胞，可有效避免感染目的细胞株出现的脱靶现

象。实验得到的ＰＲＤＸ２ＲＮＡｉＳＷ４８０细胞株，通过初步的功

能学实验，证实了犘犚犇犡２基因敲减后可有效抑制结直肠癌

ＳＷ４８０细胞的增殖和生长，这些初步研究结果为探讨犘犚犇犡２

基因敲减后ＳＷ４８０细胞的成瘤特性、细胞周期变化及对抗肿

瘤药物的敏感性等方面提供研究支撑，同时也为探讨犘犚犇犡２

基因在结直肠癌中的具体调控作用及分子作用机制奠定研究

基础。
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计学意义（犘＞０．０５），这表明不同专项运动员犃犆犈基因Ｉ／Ｄ

多态分布不同。上述研究显示不同专项运动员犃犆犈基因Ｉ／Ｄ

多态分布不同，速度力量项目运动运动员Ｄ等位基因出现频

率较高，这提示犃犆犈基因Ｉ／Ｄ多态可作为专项运动员基因选

材的遗传标记。本研究也证实了这一特点，速度力量型的跳远

运动员Ｄ等位基因明显高于对照组，提示Ｄ等位基因可作为

速度力量型专项运动遗传选材的分子标记。

综上所述，犃犆犈基因Ｉ／Ｄ多态性可能与跳远运动员运动

能力相关，犃犆犈ＤＤ基因型和Ｄ等位基因可作为跳远运动员

遗传选材的分子标记。目前，犃犆犈基因影响运动能力的机制

并不十分清楚，进一步分析犃犆犈基因Ｉ／Ｄ多态与肌纤维类型、

线粒体密度及活性等关系有利于从更深的水平上认识犃犆犈基

因与运动能力关系。
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