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$法检测
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小鼠眼睑角质形成细胞的增殖水平'划痕实验检测角质形成

细胞的迁移能力%结果
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靶向抑制
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小鼠眼睑角质形成细胞中
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制细胞的增殖和迁移!进而影响细胞的生物学行为%
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研究表明眼睑发育异常主要是由于眼睑角质形成细胞迁

移受阻所致&
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)大量资料显示#
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'P$

基因在小鼠眼睑形态

建成过程中起到关键作用)
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是丝裂原活化蛋白激酶
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%家族中的重要成员#其表达的蛋白细胞外信号调节激

酶
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%具有广泛的生物学功能)

SW__$

蛋白是
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信号传导通路的结点#可以调节
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'等信号通路#这些信号通路参与调控相关

细胞的增殖*分化*凋亡*迁移和侵袭等&

1.3

'

#对细胞的生存*生

长起着至关重要的作用)本研究拟采用
?a8

干扰技术#实现

对
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'P$

的特异性沉默#来检测其对
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小鼠眼睑角质形成

细胞生物学功能的影响)
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材料与方法
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%小鼠购自南通大学实验
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#湿度控制为$
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小鼠眼睑角质形成细胞的分离和原代培养
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取
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小鼠#超净台中取眼睑#在
-3Q

乙醇中清洗#然后在
%&%$

J"C
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磷酸盐缓冲液$

RZL

%中清洗(将眼睑放入添加有中性蛋

白酶
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$
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"
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%和抗菌药物的
4_.L7S

培养液中#

0j

消化

$/D

(加入等体积的
RZL

#分离真皮和表皮#将表皮充分剪碎#

加入
%&13Q

胰蛋白酶
.W458

#

'-j

消化约
$%J#,

(再加入大

豆胰蛋白酶抑制剂终止消化#

$1%%<
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J#,

室温离心
3J#,

#弃

上清液#

RZL

清洗一遍#加入含有
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K

"
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表皮生长因子

$
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%的
4_.L7S

培养液重悬细胞(调整细胞密度为
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3
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(将细胞接种于
$1

孔板#
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3Q 2X

1

培养箱中培养(
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后更换培养液#每隔
$!

换液
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基因的
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表达载体
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本课题

组在前期实验中已成功构建靶向沉默
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基因的
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表达载体#并筛选出干扰效率最高的质粒&
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因序列的
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菌种复性与质粒抽提
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冰箱中取出之前所保
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于
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液体培养基$含
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B
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%中#
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J#,

培养
$D

(菌种状态良好时#直接

以划线法涂
UZ

平板&含氨苄青霉素$

8J

B

e

%'#倒扣平板#
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j

培养过夜(用
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U
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3JUUZ
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8J

B

e

%中#
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摇床培养过夜#
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保种#

$JU

送上海生工生物工程股份有限公司进行测序(

测序正确的再次摇菌#按试剂盒说明书提取质粒#获得的质粒#

核酸蛋白定量仪测浓度#

O1%j

存储备用(分装部分抽提的质

粒
4a8

#送上海生工生物工程股份有限公司进行测序分析)
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质粒转染
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小鼠眼睑角质形成细
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(将两个

混合液轻轻混匀#室温孵育
1%J#,

(角质形成细胞换液#更换

4_.L7S

培养液
/%%
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U

(混合液加入
$1

孔板中#轻轻混匀#细

胞于
'-j

#

3Q 2X

1

培养箱中培养
)D

后更换
4_.L7S

培养

液)细胞转染后
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分别提取总
?a8

和总蛋白)
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相对表达量
!

根

据实验时间点要求提取细胞总
?a8

#采用
5?6c"C

法提取)使

用逆转录试剂盒
?@F@<:8#!

5S
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I
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?"ED@

公司%进行逆转录反应)根据
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基因
J?a8

设

计
?5.R2?

反应引物如下#
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V585V.'k

#

S;

B

'P$.?

!

3k.VV828VV5V5V82VVV85
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反应采用
L\Z?V<@@,S#d

试剂#反应体系如

下!
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反

应条件为!

(3j

#
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(
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个循环$

(3j

#

$3+

(

)%j

#

1%+

(

-1

j

#
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%#每个循环在延伸阶段收集荧光(产物熔解曲线分析!
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#

$3+

(

)%j

#

$J#,

(

(3j

#

$3+

)各组细胞目的基因均以

内参基因
V8R4Y

进行校正#为了减少误差#实验重复
'

批样

本#每个样本均重复
'

次#使用
1

.

..

25法进行相对定量分析)
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检测
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蛋白相对表达量
!

根据实

验时间点要求提取各组细胞总蛋白(并取适量以
Z28

蛋白定

量试剂盒测定蛋白浓度(按说明书配制分离胶及浓缩胶!
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配制
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的分离胶#
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配制
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的分离胶(常规程序

电泳#直至目的蛋白充分跑开(电泳结束后#
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!D

以
'%%J8

#

)%J#,

的条件转膜#
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以
$$%^

#

$1%J#,

的条件转膜(转

膜结束后将膜取出#置于封闭液中室温封闭
1D

(在膜上滴加适

量
$f$%%%

稀释的一抗#
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孵育过夜(用
5ZL5

洗涤
$

次#

5ZL

洗涤
1

次(加二抗室温孵育
1D

(再用
5ZL5

洗涤
$

次#

5ZL
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1

次#取
$JUW2U

显色液显色
$J#,

)

=&>&O

!

四甲基偶氮唑盐$

S55

%法检测
Z)

小鼠眼睑角质形成

细胞的增殖水平
!

取对数生长期细胞#胰酶消化后离心收集#

加入
4_.L7S

培养液重悬细胞#细胞计数调整为
1T$%

0

"

JU

)

将制备好的细胞悬液边轻轻混匀边加入
()

孔板#每孔加入

$%%

"

U

(将接种好的细胞培养板放入培养箱中培养过夜#第
1

天做转染#分为
2:<CS;

B

'P$

组与
S;

B

'P$;J#?a8.'

组#

2:<C

S;

B

'P$

组只加入培养基不加细胞#每组设
3

个复孔取均值#

实验重复
'

次)在转染
10

*

0/

*

-1D

后
S55

法测细胞活力(不

同时间
S;

B

'P$;J#?a8.'

组及
2:<CS;

B

'P$

组每孔加入
$%

"

US55

溶液#继续培养
0D

(再加入
$%%

"

U7"<J;,c;,

溶解

液#培养箱继续孵育约
0D

#显微镜下观察待结晶物充分溶解

后#在酶标仪吸光度$

,

%

3-%,J

处测量各孔的
,

值)

=&>&P

!

划痕实验检测
Z)

小鼠眼睑角质形成细胞的迁移能力

!

取对数生长期细胞接种到
10

孔板#每孔接种
$T$%

) 个细

胞#并设
'

个重复(

S;

B

'P$;J#?a8.'

组与
2:<CS;

B

'P$

组于

转染
')D

后#弃原培养液#加入含有
$%

"

K

"

JU

丝裂霉素
2

的

4_.L7S

培养液培养
$1D

(然后用
$%%

"

U

的枪头在每个孔的

中央进行十字划痕(吸去培养液#

%&%$J"C

"

URZL

轻洗(加入

含有
$%,

K

"

JUWV7

的
4_.L7S

培养液#于十字划痕处显微

镜观察拍照#记为
%D

#每孔照数个不同的位置(培养
10D

后#

依据记录的大致位置再次拍照)

=&?

!

统计学处理
!

所有实验计量数据均采用
L5858^$%&%

统计学软件进行处理#应用
V<;

B

DR;!R<#+J3

统计分析软件进

行统计作图)计量资料用
K=E

表示#采用配对
!

检验#以
"

#

%&%3

为差异有统计学意义)

>

!

结
!!

果

>&=

!

S;

B

'P$;J#?a8.'

干扰质粒
!

测序结果与预期完全吻

合$图
$

%#

J#?a8

序列正确插入
B

E4a8.J#?a8

载体中)

图
$

!!

S;

B

'P$;J#?a8.'

干扰质粒的测序图谱

>&>

!

S;

B

'P$;J#?a8.'

质粒对
S;

B

'P$

基因的干扰效率
!

?@;C.:#J@R2?

结果$图
18

%表明在转染
S;

B

'P$;J#?.'

质粒

后
0/D

#

Z)

小鼠眼睑角质形成细胞
S;

B

'P$

基因
J?a8

的表

达量下降最为显著#干扰效率高达
-%Q

$

"

#

%&%$

%(

9@+:@<,

))$$

重庆医学
1%$/

年
'

月第
0-

卷第
(

期



NC":

结果$图
1Z

*

2

%表明在转染
S;

B

'P$;J#?.'

质粒后
-1D

#

Z)

小鼠眼睑角质形成细胞
S;

B

'P$

基因蛋白的表达量下降最

为显著#干扰效率高达
-%Q

$

"

#

%&%3

%)

!!

8

!

?@;C.5#J@R2?

检测
S;

B

'P$J?a8

相对表达量(

Z

!

9@+:@<,

NC":

检测
S;

B

'P$;J#?a8.'

蛋白的相对表达量(

2

!

S;

B

'P$;J#?a8.

'

蛋白的相对表达量(

;

!

"

#

%&%3

#

N

!

"

#

%&%$

图
1

!!

?@;C.5#J@R2?

)

9@+:@<,NC":

检测

S;

B

'P$;J#?a8.'

的干扰效率

>&?

!

S55

法检测
Z)

小鼠眼睑角质形成细胞的增殖水平
!

细胞增殖水平检测结果显示!

S;

B

'P$;J#?a8.'

组在转染

10

*

0/

*

-1D

细胞增殖水平显著低于
2:<C;J#?a8

组$

"

#

%&%3

%)见表
$

*图
'

)

表
$

!!

S55

法不同时间细胞增殖水平检测%

K=E

(

组别
10D 0/D -1D

2:<C;J#?a8

组
%&%/(=%&%1- %&$0(=%&%$- %&1-(=%&$')

S;

B

'P$;J#?a8.'

组
%&%')=%&%$(

;

%&%/3=%&%30

;

%&$'-=%&$11

N

!!

;

!

"

#

%&%3

#

N

!

"

#

%&%$

#与
2:<C;J#?a8

组比较

图
'

!!

S55

法不同时间细胞增殖水平检测

>&B

!

划痕实验检测
Z)

小鼠眼睑角质形成细胞的迁移能力
!

S;

B

'P$;J#?a8.'

组角质形成细胞#在划痕后
10D

#其穿过划

痕区的细胞数量与相对距离均明显低于转染空载体的
2:<C

;J#?a8

组$图
0

%#定量分析发现
2:<C;J#?a8

组迁移的细胞

数为$

)$3='(

%个#

S;

B

'P$;J#?a8.'

组仅有$

'13='0

%个#差

异有统计学意义$

"

#

%&%3

%(细胞迁移划痕区的相对距离#

2:<C

;J#?a8

组为 $

%&''(=%&%$3

%#

S8

B

'P$;J#?a8.'

组为

$

%&$/$=%&%1-

%#两组差异有统计学意义$

"

#

%&%3

%)

图
0

!!

划痕实验检测
Z)

小鼠眼睑角质形成细胞的迁移能力
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?

!

讨
!!

论

!!

眼睑是眼球前的软组织#当眼受到外界各种刺激时#可通

过中枢神经的指挥及时将其关闭#从而阻挡外来异物或强光对

眼睛造成伤害#对眼的发育和保护具有重要作用)若眼睑发育

异常便会受到各种眼部疾病的困扰#如角膜病*白内障*视力减

退等)研究表明眼睑发育异常主要是由于眼睑角质形成细胞

迁移受阻所致&

$

'

)有研究发现通过
SW__$

的转导#可以引发

角质形成细胞的迁移#

SW__$

对角质形成细胞的运动有着至

关重要的作用&

-

'

)

?a8

干扰是由双链
?a8

$

!+?a8

%诱发同源
J?a8

高效

且特异性降解的现象#可以特异性剔除或关闭目的基因的表

达#该技术具有成本低廉*高效率*高特异性*操作方便等优

势&

/.$%

'

#已成为各大实验室探索基因功能的常用技术)

S;

B

'P$

基因位于
3

b

$$&1

#其编码的蛋白称为
SW__$

#全

长
$()T$%

'

)

SW__$

是
S8R_

家族中的重要成员#具有

L@<

"

5D<

激酶活性#其
2.

端为催化结构域#

a.

端为调节结构域#

可以磷酸化与其结合的下游靶蛋白#从而介导蛋白间的相互作

用并影响其行为和生物学功能)

SW__$

蛋白是
S8R_

信号

传导通路的结点#可以调节
à_

&

1

'

*

W?_$

"

1

&

'

'

*

R'/

&

0

'

*

6__.

a7

-

Z

&

3

'等信号通路#这些信号通路参与调控相关细胞的增殖*

分化*凋亡*迁移和侵袭等&

1.3

'

)

S;

B

'P$

对细胞的发生*发展

起着至关重要的作用#有研究表明
S;

B

'P$

具有可决定细胞命

运的开关样功能#即促进和抑制细胞凋亡的双重作用&

$$

'

)而

SW__$

作为几个
S8R_

通路的上游调节因子#亦涉及不同

种类和细胞类型的生物学反应#包括角质形成细胞的分化*

5

细胞活化和压力刺激诱导的细胞凋亡等)因而#本研究拟采用

?a8

干扰技术#实现对
S;

B

'P$

的特异性沉默#来检测其对

Z)

小鼠眼睑角质形成细胞生物学功能的影响)期许为更好的

理解*掌握
S;

B

'P$

在
Z)

小鼠眼睑角质形成细胞中的作用#及

其在眼睑发育过程中的作用提供理论依据)

首先通过前期实验中已成功构建靶向沉默
S;

B

'P$

基因

的
;J#?a8

表达载体&

)

'

#实现对
S;

B

'P$

的特异性沉默#干扰

效率高达
-%Q

#为研究
Z)

小鼠眼睑角质形成细胞生物学效应

在干扰
S;

B

'P$

前后的变化奠定了基础)

S;

B

'P$

基因参与调节各种类型的细胞运动迁移#研究发

现
S;

B

'P$

基因敲除的新生鼠由于上皮细胞迁移缺陷#导致出

生时眼睑不能闭合&

$1

'

#说明
S;

B

'P$

基因在小鼠眼睑形态建

成过程中起到关键作用)

S;

B

'P$

表达的缺乏可减少细胞的

迁移和侵袭能力&

$'

'

)在本实验中发现靶向抑制
S;

B

'P$

的表

达后#

Z)

小鼠眼睑角质形成细胞的迁移能力被显著抑制#无论

是迁移的距离还是迁移的细胞数量都显著下调$

"

#

%&%3

%)

此外#还发现
S;

B

'P$

的表达被抑制后#会影响
Z)

小鼠眼睑角

质形成细胞的增殖能力$

"

#

%&%3

%)这些结果表明靶向抑制

S;

B

'P$

的表达能够广泛的影响
Z)

小鼠眼睑角质形成细胞的

生物学行为#从而影响眼睑的发育)
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