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狨猴 Ｂ２ｍ 基因沉默位点在细胞水平的验证
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　 　 【摘要】 　 目的　 在细胞水平筛选狨猴 Ｂ２ｍ 基因的有效沉默靶点，并进行验证。 方法　 查询人源 Ｂ２ｍ 验证过

的有效 ｓｉＲＮＡ 靶位点序列，与狨猴 Ｂ２ｍ 基因序列进行同源性比较，选择匹配靶点合成 ｓｈＲＮＡ 序列。 将体外合成的

２ 条干扰序列分别与慢病毒载体 ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ 连接，构建 ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ⁃ｓｈｂ２ｍ 干扰表达质粒，在聚乙烯亚胺

（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅ，ＰＥＩ）介导下转染 ２９３Ｔ 细胞，转染后 ４８ｈ，用实时荧光定量法检测转染细胞中 Ｂ２ｍ 基因 ｍＲＮＡ 的

水平。 结果　 筛选出 ２ 个与狨猴完全同源的 Ｂ２ｍ 沉默靶位点，分别位于 Ｂ２ｍ ｍＲＮＡ 的 ２９０ ～ ３１０ ｂｐ，６６５ ～ ６８５ ｂｐ；
Ｂ２ｍ 两个靶点在转录水平的沉默效率分别为（４６􀆰 ５４ ± ７􀆰 ９１）％ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）和（８３􀆰 ２２ ± ４􀆰 ３７）％ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１），差
异有显著性。 结论　 成功构建成 ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ⁃ｓｈｂ２ｍ 重组质粒；在细胞水平筛选得到 ２ 个有效的 Ｂ２ｍ 基因沉默靶

点；为后续有关介导狨猴 Ｂ２ｍ 基因沉默的研究奠定了基础。
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ａｎｄ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｔａｒｇｅｔｓ ｏｆ β２⁃ ｍｉｃｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ（Ｂ２ｍ）ｇｅｎｅ ａｔ
ｔｈｅ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｍａｒｍｏｓｅｔ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｂｙ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂ２ｍ ｇｅｎｅ ｉｎ ｈｕｍａｎ ａｎｄ ｔｈｅ Ｂ２ｍ ｇｅｎｅ ｉｎ
ｍａｒｍｏｓｅｔ， ｃｈｏｏｓｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｓｍａｌｌ ｈａｉｒｐｉｎ ＲＮＡ（ ｓｈＲＮＡ） ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｍａｒｍｏｓｅｔ Ｂ２ｍ ｇｅｎｅ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ， Ｗｅ
ｃｈｏｏｓｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｓｍａｌｌ ｈａｉｒｐｉｎ ＲＮＡ（ ｓｈＲＮＡ） ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｄｅｓｉｇｎｅｄ Ｂ２ｍ ｇｅｎｅ ｔｏ ｍａｋｅ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ， ａｎｄ
ｉｎｓｅｒｔ ｉｎｔｏ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ⁃ｂａｓｅｄ ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｓ ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ． Ｔｈｅ ｖｅｃｔｏｒｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＨＥＫ２９３Ｔ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙ ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅ（ＰＥＩ）． Ｔｈｅ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂ２ｍ ｍＲＮＡ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｗｏ ｇｅｎｅ⁃ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｔｈａｔ ｌｉｅｄ ｉｎ ２９０ ～ ３１０ ｂｐ ａｎｄ ６６５ ～ ６８５ ｂｐ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｒｍｏｓｅｔ Ｂ２ｍ ｍＲＮＡ， ａｎｄ ｈａｖｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｒａｔｅ：（４６􀆰 ５４ ± ７􀆰 ９１）％ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） ａｎｄ（８３􀆰 ２２ ± ４􀆰 ３７）％ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　
Ｔｗｏ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｔａｒｇｅｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ａｔ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｅｖｅｌ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｂｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ｕｓｅｄ ｉｎ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｎ ｇｅｎｅ
ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｉｎ ｍａｒｍｏｓｅｔ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｇｅｎｅ ｓｉｌｅｎｃｅ； Ｍａｒｍｏｓｅｔ；Ｂ２ｍ； ｓｈＲＮＡ



　 　 β２⁃微球蛋白（ｂｅｔａ２⁃ｍｉｃｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ，Ｂ２Ｍ）是一种

内源性低分子量血清蛋白质，广泛存在于血浆、尿液、
脑脊液、唾液以及初乳中。 它是人细胞表面主要组织

相容 性 复 合 体Ⅰ类 分 子 （ｍａｊｏｒ ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ
ｃｏｍｐｌｅｘ ｃｌａｓｓ Ｉ ｍｏｌｅｃｕｌｅ，ＭＨＣＩ）的 β 链，由 ９９ 个氨

基酸组成，无多态性且高度保守，是 ＣＤ８ 分子的结

合区域［１］。
已有研究表明 Ｂ２ｍ 基因缺陷小鼠在胸腺和外

周淋巴器官几乎缺乏所有成熟的 ＣＤ４ － ８ ＋ Ｔ 细胞，
导致免疫功能缺陷［２］。 目前免疫缺陷疾病动物模

型的研究主要是使用大鼠和小鼠作为动物平台，而
非人灵长类动物模型在生物医学研究中的应用较

少。 与啮齿类动物相比较，非人灵长类动物与人类

亲缘关系和生理生化指标更加接近，因此，研究建

立非人灵长类动物模型对于相关疾病的研究有重

要意义［３］。
狨猴作为一种较小的新大陆猴，与实验室内其

他常用的灵长类实验动物，如狒狒、猕猴相比较，由
于其体型较小（成年体重 ３００ ～ ５００ ｇ）、易在实验室

内笼养、便于实验操作、具有较高的繁殖率、对人类

细胞因子或激素具有交叉反应性、具有独特的行为

和认知特性，其在生物医药科学和神经科学方面引

起广泛关注［４， ５］。 本文从细胞水平筛选及验证狨猴

Ｂ２ｍ 基因的沉默靶位点，为进一步探究 Ｂ２ｍ 基因在

狨猴体内的功能奠定基础。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

２９３Ｔ 细胞来至 ＡＴＣＣ 细胞库；Ｅ． ｃｏｌｉＤＨ５α 感受

态细胞购自北京全式金公司；细胞培养基 ＤＭＥＭ
购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ； 胎 牛 血 清 （ ＦＢＳ ）、 胰 蛋 白 酶 为

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ⁃Ｇｉｂｃｏ 公司产品；无内毒素质粒小提试剂

盒购 自 康 为 世 纪 公 司； 逆 转 录 试 剂 盒 购 购 自

ＴａＫａＲａ 公 司； ＰＣＲ 试 剂 盒 购 自 ＴａＫａＲａ 公 司；
ｓｈＲＮＡ 合成由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司提供；引物合成由北

京擎科新业生物技术有限公司提供；Ｔｒｉｚｏｌ 试剂由

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公 司 提 供； Ｘｈｏ Ｉ 和 Ｘｂａ Ｉ 购 自 Ｎｅｗ
Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ 公司。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ｓｈＲＮＡ 序列设计

从 ｂｒｏａｄ ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ 网站中（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｂｒｏａｄｉｎ
ｓｔｉｔｕｔｅ． ｏｒｇ ／ ｒｎａｉ ／ ｐｕｂｌｉｃ ／ ） 查询人源 Ｂ２ｍ 基因有效

ｓｉＲＮＡ 靶位点序列，通过与狨猴 Ｂ２ｍ 基因序列进行

同源比对，选择完全匹配的两条 ｓｉＲＮＡ 序列，设计

ｓｈＲＮＡ 序列［６， ７］，由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司合成。

１􀆰 ２􀆰 ２　 Ｂ２ｍ⁃ＲＮＡ 干扰慢病毒载体的构建和鉴定

慢病 毒 载 体 ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ 含 有 Ｕｂｉ 启 动 子

（Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｐｒｏｍｏｔｅｒ）调控的红色荧光蛋白（ ｔａｎｄｅｍ
ｄｉｍｅｒ ｔｏｍａｔｏ，ＴＤＴ）报告基因，可与 Ｕ６ 启动子调控

的 ＲＮＡ 干扰片段共表达［８］。 ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ 载体经

Ｘｈｏ Ｉ 和 Ｘｂａ Ｉ 双酶切线性化后回收，将两条 ｓｈＲＮＡ
分别连入载体 ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ 的 Ｕ６ 启动子下游，即构

建重组质粒［９］。 连接产物转化至 Ｅ． ｃｏｌｉ ＤＨ５α 感

受态细胞中，涂布于 ５０ μｇ ／ ｍＬ 氨苄青霉素的 ＬＢ
平板上，３７℃ 培养 １２ ｈ，挑取单菌落，接种至含有

５０ μｇ ／ ｍＬ 氨苄青霉素的 ＬＢ 液体培养基中，３７℃
培养不超过 １６ ｈ，进行菌液鉴定（菌液 ＰＣＲ 及测序

引物均为 Ｆ： ５’⁃ＡＧＧＡＡＧＡＴＧＧＣＴＧＴＧＡＧＧ⁃ ３’；Ｒ：
５’⁃ＧＣＣＴＴＧＴＡＴＣＧＴＡＴＡＡＧＣ⁃ ３’）。选择阳性克隆

菌液进行质粒抽提，经过质粒测序 （北大仪器中

心），将成功插入目的片段的质粒命名为 ＦＵＧＷ⁃
ＴＤＴ⁃ｓｈｂ２ｍ。 本实验的阴性对照为未导入 ｓｈＲＮＡ 的

ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ 空质粒。
１􀆰 ２􀆰 ３　 细胞培养及转染

用含有 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液，在 ６ 孔

板中培养 ２９３Ｔ 细胞，每孔加入 ５ × １０５ 个细胞，置
５％ ＣＯ２ 培养箱中 ３７℃常规培养。 ２４ ｈ 内细胞密度

达 ７０％～８０％时进行转染。 在转染试剂聚乙烯亚胺

（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅ，ＰＥＩ）的介导下，按 ＰＥＩ∶ 质粒 ＝ ３∶ １
的比例配制转染混合物，将重组质粒和空载质粒转

进细胞［１０］。 实验设为重组质粒组和空载质粒组，其
中，重组质粒组包括 ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ⁃ｓｈｂ２ｍ⁃１ 和 ＦＵＧＷ⁃
ＴＤＴ⁃ｓｈｂ２ｍ⁃２ 两个，空载质粒组为阴性对照，每个质

粒做 ３ 个复孔。 ４８ ｈ 后观察荧光并进行流式分选，
收集带有红色荧光的细胞。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 法检测 Ｂ２ｍ 基因 ｍＲＮＡ 表达水平

采用实时荧光定量 ＰＣＲ 法分析各组转染细胞

中 Ｂ２ｍ 基因 ｍＲＮＡ 的表达情况［１１］。 按照 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
Ｔｒｉｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ 说明书分别提取每组细胞总 ＲＮＡ，然
后进行逆转录反应，逆转录条件为： ３７℃ １５ ｍｉｎ，
８５℃ ５ ｓ，得到的 ｃＤＮＡ 用于进行实时荧光定量 ＰＣＲ
反应。 Ｂ２ｍ 基因引物为：上游 ５’⁃ＧＧＣＴＡＴＣＣＡＧＣ
ＧＴＡＣＴＣＣＡＡＡ⁃３’下游 ５’⁃ ＣＡＣＧＧＣＡＧＧＣＡＴＡＣＴＣ
ＡＴＣＴＴ ⁃３’，扩增长度为 ２４８ ｂｐ。 内参 ＧＡＰＤＨ 的引

物为：上游 ５’⁃ ＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡＧＣＧＡＣＡＣＣＣＡ ⁃３’，
下游 ５’⁃ ＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＡＡ ⁃３’，扩增长

度为 １２１ ｂｐ。 两条引物均由 ｐｒｉｍｅｒ５ 软件设计得来。
ＰＣＲ 反应程序：９４℃ 预变性 ５ｍｉｎ，９４℃ 变性 ３０ ｓ，
６０℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸 ３０ ｓ，４０ 个循环，７２℃延伸

１０ ｍｉｎ。

８３ 中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ５ 月第 ２７ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ５



１􀆰 ３　 统计学方法

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５􀆰 ０ 软件进行统计学分

析，实验数据以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，组间

比较采用 ｔ 检验分析。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异有显

著性。

２　 结果

２􀆰 １　 狨猴 Ｂ２ｍ 基因 ｓｈＤＮＡ 寡核苷酸序列

根据狨猴 Ｂ２ｍ 基因序列，依照 ｓｈＲＮＡ 的设计

原则和 ｂｒｏａｄ ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ 网站中人源 Ｂ２ｍ 基因有效

ｓｉＲＮＡ 靶位点序列，与狨猴 Ｂ２ｍ 基因序列进行同源

性比较，选择完全匹配的两个靶点 （图 １ ） 合成

ｓｈＲＮＡ 序列，共两条核苷酸序列见表 １。
２􀆰 ２　 Ｂ２Ｍ 慢病毒沉默载体构建

在靶点序列的正反向组合中间添加一个 ｌｏｏｐ
环结构（序列为 ＣＴＣＡＡＧＡＧＡ）以便形成 ｓｈＲＮＡ 发

夹结构。 另外在正义链模板的 ５’端添加 ｔｃｇａ，可与

ＸｈｏＩ 酶切后的粘性末端互补，在反义链模板的 ５’
端添加 ｃｔａｇ，可与 ＸｂａＩ 酶切后的粘性末端互补，使
其能与空的干扰质粒连接，由此合成靶序列的

ｏｌｉｇｏＤＮＡ（图 ２Ａ）。 之后将 ｏｌｉｇｏＤＮＡ 连接在 Ｕ６ 启

动子的下游，成功构建 ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ⁃ｂ２ｍ 的 ｓｈＲＮＡ
载体（图 ２Ｂ）。

图 １　 狨猴 Ｂ２ｍ 基因序列同源性比对分析

Ｆｉｇ． １　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍａｒｍｏｓｅｔ Ｂ２ｍ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

表 １　 Ｂ２ｍ 基因的 ｓｈＲＮＡ 寡核苷酸序列
Ｔａｂ． １　 Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ｂ２ｍｇｅｎｅ ｓｈＤＮＡ

序列名称
Ｎａｍｅ

序列（５’ － ３’）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’ － ３’）

ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ⁃ｓｈｂ２ｍ⁃１
Ｓｅｎｓｅ：ｔｃｇａｃｃＣＴＧＧＴＣＴＴＴＣＴＡＴＣＴＣＴＴＧＴＡ ＣＴＣＡＡＧＡＧＡ ＴＡＣＡＡＧＡＧＡＴＡＧＡＡＡＧＡＣＣＡＧ ＴＴＴＴＴＴｇｇａａａｔ
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：ｃｔａｇａｔｔｔｃｃ ＡＡＡ ＡＡＡ ＣＴＧＧＴＣＴＴＴＣＴＡＴＣＴＣＴＴＧＴＡ ＴＣＴ ＣＴＴ ＧＡＧ ＴＡＣＡＡＧＡＧＡＴＡＧＡＡＡＧＡＣＣＡＧ ｇｇ

ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ⁃ｓｈｂ２ｍ⁃２
Ｓｅｎｓｅ：ｔｃｇａｃｃＴＴＣＡＡＴＣＴＣＴＴＧＣＡＣＴＣＡＡＡＧ ＣＴＣＡＡＧＡＧＡ ＣＴＴＴＧＡＧＴＧＣＡＡＧＡＧＡＴＴＧＡＡ ＴＴＴＴＴＴｇｇａａａｔ
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ：ｃｔａｇａｔｔｔｃｃ ＡＡＡ ＡＡＡ ＴＴＣＡＡＴＣＴＣＴＴＧＣＡＣＴＣＡＡＡＧ ＴＣＴ ＣＴＴ ＧＡＧ ＣＴＴＴＧＡＧＴＧＣＡＡＧＡＧＡＴＴＧＡＡ ｇｇ
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注：（Ａ）ｓｈＲＮＡ⁃１ 的双链寡核苷酸 ＤＮＡ 序列结构；（Ｂ）ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ⁃ｓｈｂ２ｍ 慢病毒载体。

图 ２　 结构示意图

Ｎｏｔｅ． （Ａ）Ｄｏｕｂｌｅ⁃ｓｔｒａｎｄｅｄ ＤＮＡ ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｓｈＲＮＡ⁃１；（Ｂ）ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ⁃ｓｈｂ２ｍ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｆｒａｍｅ ｏｆ ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ⁃ｓｈＲＮＡ

２􀆰 ３　 ２９３Ｔ 细胞中 Ｂ２Ｍ 丰度的检测

选取 ２９３Ｔ 细 胞 提 取 总 ＲＮＡ 后 逆 转 录 为

ｃＤＮＡ，经普通 ＰＣＲ，电泳检测细胞中 Ｂ２ｍ 基因的丰

度（图 ３）。 结果显示 ２９３Ｔ 细胞中 Ｂ２ｍ 基因的表

达，说明能够选用 ２９３Ｔ 细胞于基因抑制效率检测。

注：（Ｍ）Ｍａｒｋｅｒ；（１）２９３Ｔ。

图 ３　 Ｂ２ｍ 含量检测

Ｎｏｔｅ． （Ｍ）Ｍａｒｋｅｒ；（１）２９３Ｔ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｂ２ｍ ａｂｕｎｄａｎｃｅ

２􀆰 ４ 　 慢病毒表达载体 ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ 的 ＸｈｏＩ 和

ＸｂａＩ 双酶切结果

将慢病毒表达载体 ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ 经 ＸｈｏＩ 和 ＸｂａＩ
双酶切后，产物于 １％ 的琼脂糖凝胶电泳，结果（如
图 ４）表明：酶切片段大小 １０６００ ｂｐ 左右，与预期相

符合。 然后将其酶切产物采用胶纯化回收试剂盒

回收目的片段，用于后续的连接反应。
２􀆰 ５　 菌液 ＰＣＲ 鉴定阳性克隆

Ｂ２ｍ 基因 ｓｈＲＮＡ 的寡核苷酸序列，经退火形成

双链 ＤＮＡ，与经 ＸｈｏＩ 和 ＸｂａＩ 双酶切后的 ＦＵＧＷ⁃
ＴＤＴ 载体连接，连接产物转化大肠杆菌 ＤＨ５α，每个

平板挑取 ３ 个重组阳性克隆，进行菌液 ＰＣＲ 鉴定阳

性克隆。 重组细菌克隆的 ＰＣＲ 产物 ３５１ ｂｐ（插入片

段为 ６１ ｂｐ），而经双酶切后没有插入片段的 ＦＵＧＷ⁃
ＴＤＴ 空载体 ＰＣＲ 产物为 ２９０ ｂｐ。 作为对照（图 ５），
鉴定结果与预期相符。 证明 Ｂ２ｍ 基因的 ｓｈＲＮＡ 已

经定向连入慢病毒表达载体中。

注：（Ｍ）ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；（１）经 ＸｈｏＩ 和 ＸｂａＩ
双酶切线性化后的质粒载体。

图 ４　 ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ 载体的双酶切电泳结果

Ｎｏｔｅ． （Ｍ）ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；（１）Ｌｉｎｅａｒｉｚｅｄ ｐｌａｓｍｉｄ ＸｈｏＩ ａｎｄ
ＸｂａＩ ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｆｏｒ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ
ｖｅｃｔｏｒ ｂｙ ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ

注：（Ｍ）ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；（１ ～ ３）ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ⁃ｓｈｂ２ｍ⁃１；（
４ ～ ６）ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ⁃ｓｈｂ２ｍ⁃２。

图 ５　 ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ⁃ｓｈｂ２ｍ 载体菌液 ＰＣＲ 鉴定结果
Ｎｏｔｅ． （Ｍ）ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ；（１ ～ ３）ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ⁃ｓｈｂ２ｍ⁃１；

（４ ～ ６）ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ⁃ｓｈｂ２ｍ⁃２．
Ｆｉｇ． ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＣＲ ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ⁃ｓｈｂ２ｍ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

２􀆰 ６　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ２９３Ｔ 细胞 Ｂ２ｍ 基因的表达
ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测结果显示，实验组中 ２ 个插入

ｓｈＲＮＡ 序列的重组质粒对应的 Ｂ２ｍ 基因 ｍＲＮＡ 表
达量都明显低于对照组，其中，ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ⁃ｓｈｂ２ｍ⁃１
组与对照组相比，其沉默效率为（４６􀆰 ５４ ± ７􀆰 ９１）％
（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ⁃ｓｈｂ２ｍ⁃２ 组与对照组相
比，其沉默效率为（８３􀆰 ２２ ± ４􀆰 ３７）％ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１），
实验批数 ｎ ＝ ３，差异有显著性（图 ６）。
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注：（ＴＤＴ）对照组 ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ；（１）ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ⁃Ｂ２ｍ⁃１；
（２）ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ⁃ｂ２ｍ⁃２；与对照组 ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ相比，∗Ｐ ＜０􀆰 ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１。

图 ６　 ＳＹＢＲ⁃Ｇｒｅｅｎ 法 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 Ｂ２ｍ
基因 ｍＲＮＡ 的表达（ｎ ＝ ３）

Ｎｏｔｅ． （ＴＤＴ）Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ；（１）ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ⁃ｂ２ｍ⁃１；
（２）ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ⁃Ｂ２ｍ⁃２； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１．
Ｆｉｇ． ６　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｂ２ｍ ｍＲＮＡ ｂｙ ＳＹＢＲ⁃

Ｇｒｅｅｎ Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ

３　 讨论

很多种类的免疫缺陷动物模型已经建立起来，
在免疫学、遗传学、肿瘤学、自身免疫性疾病、微生
物学等诸多方面发挥重要作用［１２］。 实验室常用的
免疫缺陷动物包括裸小鼠、ＳＣＩＤ 小鼠等，但相对于
啮齿类动物，非人灵长类动物在遗传、进化、生理等
方面与人类高度相似，被认为是最理想的疾病治疗
和预防药物研究的模型，并已广泛应用于评估抗病
药物和疫苗的安全及药代工作［１３， １４］。

狨猴现在已经成为重要的研制人类疾病模型
的动物，在基因修饰动物研究方面有很多优势条
件，比如相对成熟的辅助生殖技术和与人类进化的
亲缘性。 近年来，狨猴在神经科学方面及帕金森、
肝炎等疾病动物模型方面具有重要地位［１５］。 但是，
狨猴疾病模型无法替代旧大陆猴在构建 ＨＩＶ、结核
病等人类疾病模型的独特优势， 所以应根据课题的
需求和具备的条件，采用相应的动物品种［１６］。

Ｂ２ｍ 是通过非共价键与 ＭＨＣＩ 类分子的 α 链
胞外段相互作用，不参与 ＭＨＣＩ 类分子同抗原多肽
的结合，但对维持 ＭＨＣＩ 类分子天然构型的稳定性
及其表达起关键作用。 有文献报道 Ｂ２ｍ 基因缺陷
小鼠表现为免疫缺陷，且 Ｂ２ｍ 基因缺陷小鼠在无病
原体环境下培养，可正常发育及繁殖［１７］，为探究狨
猴 Ｂ２ｍ 基因沉默后是否有免疫降低甚至缺陷的现
象，首先从细胞水平上筛选沉默效率高的 Ｂ２ｍ 基因
靶点。 本文中，将筛选的 Ｂ２ｍ 基因沉默靶点插入带
红色 荧 光 的 慢 病 毒 质 粒 （ ＦＵＧＷ⁃ＴＤＴ） 后 转 染
ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞，通过 ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅＰＣＲ 方法分析，结果
表明在 ＲＮＡ 干扰作用下，转染的细胞中 Ｂ２ｍ 基因

在转录水平比对照组显著降低，说明 ＲＮＡ 干扰靶点
有效，可以经过病毒包装后进行狨猴胚胎和个体水
平上验证实验，为构建狨猴免疫缺陷模型奠定基础。
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ｏｆ ＨＩＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ａｎｔｉｖｉｒａｌ Ｒｅｓ， ２０１０， ８５（１）： １５９ － １７５．

［ ４ ］ 　 Ｓａｓａｋｉ Ｅ． Ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ ｆｏｒ ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｎｏｎ⁃ｈｕｍａｎ ｐｒｉｍａｔｅ
ｍｏｄｅｌｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｔｈｅ ｃｏｍｍｏｎ ｍａｒｍｏｓｅｔ ［ Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｓｃｉ Ｒｅｓ，
２０１５， ９３： １１０ － １１５．

［ ５ ］ 　 Ｋｉｓｈｉ Ｎ，Ｓａｔｏ Ｋ，Ｓａｓａｋｉ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｍｏｎ ｍａｒｍｏｓｅｔ ａｓ ａ ｎｅｗ
ｍｏｄｅｌ ａｎｉｍａｌ ｆｏｒ ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅ ｅｄｉｔｉｎｇ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ［Ｊ］ ． Ｄｅｖ Ｇｒｏｗｔｈ Ｄｉｆｆｅｒ， ２０１４， ５６（１）： ５３ － ６２．

［ ６ ］ 　 Ｇｒｉｎｅｖ ＶＶ． ［ Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｓｈｏｒｔ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ
ＲＮＡｓ］［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ （Ｍｏｓｋ）， ２０１２， ４６（６）： ８２７ － ８４５．

［ ７ ］ 　 Ｚｈａｏ Ｈ， Ｚｈａｎｇ ＪＹ， Ｘｕ ＷＨ， ｅｔ ａｌ． ［ Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ ｆｏｒ ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ
ＳＴＵＢ１ ｇｅｎｅ］ ［ Ｊ］ ． Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｄａ Ｘｕｅ Ｘｕｅ Ｂａｏ Ｙｉ Ｘｕｅ Ｂａｎ，
２０１０， ３９（６）： ６２３ － ６２７．

［ ８ ］ 　 Ｃｈｅｎｇ Ｌ，Ｓｈｕ Ｒ，Ｓｏｎｇ ＺＣ， ｅｔ ａｌ． ［Ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒ ｆｏｒ ｈｕｍａｎ ａｍｅｌｏｇｅｎｉｎ ｉｎ ２９３Ｔ ｃｅｌｌ
ｌｉｎｅ］［Ｊ］． Ｓｈａｎｇｈａｉ Ｋｏｕ Ｑｉａｎｇ Ｙｉ Ｘｕｅ， ２００８， １７（１）： ４５ －５０．

［ ９ ］ 　 苏静芬，张晨，刘云波， 等． 恒河猴 ｐ５３ 基因沉默靶点在细胞

水平的验证［Ｊ］ ． 中国比较医学杂志， ２０１４， ２４（８）： ７ － １０．
［１０］ 　 Ｌｏｎｇｏ ＰＡ，Ｋａｖｒａｎ ＪＭ，Ｋｉｍ ＭＳ， ｅｔ ａｌ． Ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｍａｍｍａｌｉａｎ ｃｅｌｌ

ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｉｍｉｎｅ （ＰＥＩ）［Ｊ］ ． Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｅｎｚｙｍｏｌ，
２０１３， ５２９： ２２７ － ２４０．

［１１］ 　 Ａｌｆｏｎｓｏ Ｊ，Ｐｏｌｌｅｖｉｃｋ ＧＤ，Ｃａｓｔｅｎｓｓｏｎ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｈｉｐｐｏｃａｍｐｕｓ ｕｓｉｎｇ Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｒｅｖｅａｌｓ
ｈｉｇｈ ｉｎｔｅｒ⁃ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ［ Ｊ］ ． Ｊ
Ｎｅｕｒｏｓｃｉ Ｒｅｓ， ２００２， ６７（２）： ２２５ － ２３４．

［１２］ 　 Ｍｏｓｉｅｒ ＤＥ． Ｓｍａｌｌ ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌｓ ｆｏｒ ａｃｑｕｉｒｅｄ ｉｍｍｕｎｅ ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ （ＡＩＤＳ） ｒｅｓｅａｒｃｈ［ Ｊ］ ． Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ，１９９６， ４６（３）：
２５７ － ２６５．

［１３］ 　 Ｓｃｈｉｅｌ Ｎ， Ｓｏｕｔｏ Ａ． Ｔｈｅ ｃｏｍｍｏｎ ｍａｒｍｏｓｅｔ： Ａｎ ｏｖｅｒｖｉｅｗ ｏｆ ｉｔｓ
ｎａｔｕｒａｌ ｈｉｓｔｏｒｙ， ｅｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｂｅｈａｖｉｏｒ［Ｊ］ ． Ｄｅｖ Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ， ２０１７，
７７（３）：２４４ － ２６２．

［１４］ 　 Ｗａｔａｋａｂｅ Ａ， Ｓａｄａｋａｎｅ Ｏ，Ｈａｔａ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｒａｌ
ｖｅｃｔｏｒｓ ｔｏ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｎｅｕｒａｌ ｃｏｎｎｅｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｎｅｕｒａｌ ｃｉｒｃｕｉｔｓ ｉｎ
ｔｈｅ ｍａｒｍｏｓｅｔ ｂｒａｉｎ［Ｊ］ ． Ｄｅｖ Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ，２０１７，７７（３）：３５４ － ３７２．

［１５］ 　 Ｈａｓｈｉｋａｗａ Ｔ， Ｎａｋａｔｏｍｉ Ｒ， Ｉｒｉｋｉ Ａ． Ｃｕｒｒｅｎｔ ｍｏｄｅｌｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｍａｒｍｏｓｅｔ ｂｒａｉｎ［Ｊ］ ． Ｎｅｕｒｏｓｃｉ Ｒｅｓ，２０１５， ９３： １１６ － １２７．

［１６］ 　 Ｃｈａｎ ＡＷ． Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ａｎｄ ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ ｆｏｒ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ
ｎｏｎｈｕｍａｎ ｐｒｉｍａｔｅ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎ ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ［ Ｊ］ ． ＩＬＡＲ Ｊ，
２０１３， ５４（２）： ２１１ － ２２３．

［１７］ 　 Ｂｅｒｎａｌ Ｍ，Ｒｕｉｚ⁃Ｃａｂｅｌｌｏ Ｆ，Ｃｏｎｃｈａ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｂｅｔａ２⁃ｍｉｃｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ｇｅｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｅｓｃａｐｅ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ［ Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｉｍｍｕｎｏｌ Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ， ２０１２， ６１ （９）：
１３５９ － １３７１．

〔收稿日期〕２０１６ － １２ － ３０

１４中国比较医学杂志 ２０１７ 年 ５ 月第 ２７ 卷第 ５ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｍａｙ ２０１７，Ｖｏｌ． ２７． Ｎｏ． ５


