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　　摘要：目的　探讨编码针对小鼠ＣＤ28的短发卡状 ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ�ｓｈＲＮＡ）的慢病毒载体对小鼠 Ｔ
细胞ＣＤ28基因表达的影响。方法　设计并合成3对靶向小鼠 ＣＤ28的特异性干扰序列和1对非特异性干扰序
列�亚克隆入慢病毒载体ｐＬＢ中�构建出重组慢病毒干扰质粒�行ＰＣＲ鉴定并进一步测序证实。分别将重组质粒
与慢病毒包装质粒共转染293ＦＴ细胞�生产慢病毒颗粒�并依据绿色荧光蛋白 （ＧＦＰ）表达水平检测病毒滴度。
慢病毒感染小鼠脾淋巴细胞�实时荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术分别从 ｍＲＮＡ水平和蛋白水平检测
ＣＤ28的表达。结果　ＰＣＲ鉴定及测序结果证实4种重组慢病毒质粒均构建成功�重组慢病毒滴度均达1×1011
Ｕ／Ｌ。感染Ｔ细胞后�ＣＤ28基因ｍＲＮＡ和蛋白表达量均有明显下降。结论　成功构建了 ＣＤ28ｓｈＲＮＡ慢病毒载
体�可有效下调小鼠Ｔ细胞ＣＤ28基因的表达�其为进一步研究体内沉默 ＣＤ28基因控制移植物抗宿主病奠定了
基础。
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ｏｎｅｐａｉｒｏｆｎｏｎ－ｓｐｅｃｉｆｉｃＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄａｎｄｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ�ａｎｄｗｅｒｅｔｈｅｒｅａｆｔｅｒｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎ-
ｓｅｒｔｅｄｉｎｔｏｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｐＬＢｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｏｆＵ6ｐｒｏｍｏｔｅｒ�ｓｏａｓｔｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｆｏｕｒｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｐｌａｓｍｉｄｓ．293ＦＴｃｅｌｌｓ
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ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌ－ｔｉｍｅＲＴ－ＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ�ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓａｎｄＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｃｏｎ-
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ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ�ａｎｄｔｈｅｙｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ28ｇｅｎｅｉｎｍｏｕｓｅＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ．Ｔｈｕｓｉｔ
ｐｒｏｖｉｄｅｓａｂａｓｉｓｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｙｏｆＣＤ28ｇｅｎｅ－ｔａｒｇｅｔｅｄｇｅｎｅｔｈｅｒａｐｙｏｎｇｒａｆｔ－ｖｅｒｓｕｓ－ｈｏｓｔｄｉｓｅａｓｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ；ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒ；ＣＤ28；ｇｒａｆｔ－ｖｅｒｓｕｓ－ｈｏｓｔｄｉｓｅａｓｅ

　　异基因造血干细胞移植 （ａｌｌｏ－ＨＳＣＴ）是目前
根治恶性血液病的有效方法�但移植后随之而来的
移植物抗宿主病 （ＧＶＨＤ）在一定程度上限制了ａｌｌｏ
－ＨＳＣＴ的临床应用�目前主要靠去除供者 Ｔ细胞

或者用免疫抑制剂来防治ＧＶＨＤ。前者减少了移植
物抗白血病 （ＧＶＬ）效应�使白血病复发增多；后者
增加了严重感染的机会。因此�寻找控制ＧＶＨＤ的
新途径一直是造血干细胞移植领域研究的热点问
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题。ＣＤ28是Ｔ细胞表面最重要的共刺激分子�其
与抗原呈递细胞 （ＡＰＣ）表面的Ｂ7分子结合提供Ｔ
细胞活化所必需的第二信号�这一过程是ＧＶＨＤ发
生的关键因素之一。文献报道抑制 ＣＤ28的表达�
阻断共刺激通路�可诱导特异性免疫耐受 ［1］。
　　ＲＮＡ干扰 （ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ�ＲＮＡｉ）是一种序
列特异性的、与靶基因同源的双链ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）所
诱导的转录后基因沉默 （ｐｏｓｔ－ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｇｅｎｅ
ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ�ＰＴＧＳ）现象 ［2］。近年来对ＲＮＡｉ的研究有
了突飞猛进的发展�因其具有特异性强、高效性等优
点而在抗肿瘤、抗病毒、基因治疗等领域展示了巨大
的潜力。在前期研究中�我们发现短发卡状 ＲＮＡ
（ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡ�ｓｈＲＮＡ）能够下调ＣＤ28ｍＲＮＡ
的表达水平�同时发现质粒转染可能存在效率低且
不稳定的缺点�限制了其在体内的长期研究 ［3］。慢
病毒载体既可感染分裂细胞又可感染非分裂细胞�
还可整合入宿主细胞的染色体基因组中�长时间、稳
定地引发基因沉默或表达抑制�并且还具有免疫原
性低的特点 ［4］。为了解决抗排斥反应的需要�本研
究构建了含小鼠ＣＤ28基因的ｓｈＲＮＡ干扰序列的慢
病毒载体�以期获得长期稳定抑制 ＣＤ28表达的效
应�抑制 Ｔ细胞增殖活化�为在活体内研究其对
ＧＶＨＤ的作用奠定基础。
1　材料和方法
1．1　材料　雄性Ｃ57ＢＬ／6小鼠�8～12周龄�无特
定病原体 （ＳＰＦ）级�购自徐州医学院实验动物中心。
慢病毒包装细胞系293ＦＴ细胞�购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ

公司。大肠埃希菌菌株ＤＨ5α由本实验室保存。含
有Ｕ6启动子和绿色荧光蛋白 （ＧＦＰ）的慢病毒转移
质粒ｐＬＢ由美国麻省理工学院Ｋｉｓｓｌｅｒ博士惠赠�包
装质粒ｐＣＭＶΔ8．91及包膜蛋白质粒ｐＭＤ．Ｇ为本实
验室保存。限制性内切酶 ＨｐａⅠ和 ＸｈｏⅠ、Ｔ4ＤＮＡ
连接酶购自美国ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司。胎牛血
清 （ＦＢＳ）、ＤＭＥＭ培养基、ＲＰＭＩ1640培养基、Ｏｐｔｉ－
ＭＥＭ培养基购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。质粒 ＤＮＡ
中量提取试剂盒、转染试剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ2000购自
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒购自
Ｐｒｏｍｅｇａ公司。抗小鼠ＣＤ28单克隆抗体购自Ｓａｎｔａ-
ｃｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ�碱性磷酸酶标记山羊抗大鼠ＩｇＧ
购自北京中杉金桥公司。Ｐｕｒｉｆｉｅｄａｎｔｉ－ｍｏｕｓｅＣＤ3ε
购自Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司。聚凝胺购自德国Ｆｌｕｋａ公司。
鼠ＩＬ－2购自美国Ｒ＆Ｄ公司。小鼠ＣＤ28基因荧光
定量ＰＣＲ试剂盒购自广州达晖生物有限公司。
1．2　方法
1．2．1　双链 ＤＮＡ的设计及合成　根据 Ｇｅｎｅｂａｎｋ
公布的小鼠ＣＤ28基因的序列 （ＮＭ007642）�设计3
对ｓｈＲＮＡ干扰序列及1对非特异性干扰序列 （表
1）。经ＢＬＡＳＴ同源性检索确认与 ＣＤ28以外的小
鼠已知基因序列无同源性。每条 ＯｌｉｇｏＤＮＡ由19
ｎｔ的寡核苷酸序列以正反向组合�中间添加Ｌｏｏｐ结
构 （ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ）�使寡核苷酸可以形成发夹结构�
每对寡核苷酸两端分别带有ＨｐａⅠ和ＸｈｏⅠ酶切位
点�转录终止信号 （ＴＴＴＴＴＴ）位于 ＯｌｉｇｏＤＮＡ3′末
端。以上ＯｌｉｇｏＤＮＡ由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成。

表1　插入慢病毒载体ＯｌｉｇｏＤＮＡ的序列
序列 5′端 正向序列 Ｌｏｏｐ结构 反向序列 3′端
ｓｈＲＮＡ1 Ｔ ＧＧＴＡＴＴＣＣＴＡＣＡＡＣＣＴＴＣＴ ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ ＡＧＡＡＧＧＴＴＧＴＡＧＧＡＡＴＡＣＣ ＴＴＴＴＴＴＣ

ＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＡ ＧＧＴＡＴＴＣＣＴＡＣＡＡＣＣＴＴＣＴ ＴＣＴＣＴＴＧＡＡ ＡＧＡＡＧＧＴＴＧＴＡＧＧＡＡＴＡＣＣ Ａ

ｓｈＲＮＡ2 Ｔ ＧＧＡＧＣＡＡＴＧＧＡＡＣＴＡＴＴＡＴ ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ ＡＴＡＡＴＡＧＴＴＣＣＡＴＴＧＣＴＣＣ ＴＴＴＴＴＴＣ

ＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＡ ＧＧＡＧＣＡＡＴＧＧＡＡＣＴＡＴＴＡＴ ＴＣＴＣＴＴＧＡＡ ＡＴＡＡＴＡＧＴＴＣＣＡＴＴＧＣＴＣＣ Ａ

ｓｈＲＮＡ3 Ｔ ＧＧＡＣＡＡＡＴＡＧＴＡＧＡＡＧＧＡＡ ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ ＴＴＣＣＴＴＣＴＡＣＴＡＴＴＴＧＴＣＣ ＴＴＴＴＴＴＣ

ＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＡ ＧＧＡＣＡＡＡＴＡＧＴＡＧＡＡＧＧＡＡ ＴＣＴＣＴＴＧＡＡ ＴＴＣＣＴＴＣＴＡＣＴＡＴＴＴＧＴＣＣ Ａ

ｓｈＲＮＡ4 Ｔ ＧＡＡＡＣＧＡＧＴＡＧＧＣＴＡＴＴＴＡ ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ ＴＡＡＡＴＡＧＣＣＴＡＣＴＣＧＴＴＴＣ ＴＴＴＴＴＴＣ

ＴＣＧＡＧＡＡＡＡＡＡ ＧＡＡＡＣＧＡＧＴＡＧＧＣＴＡＴＴＴＡ ＴＣＴＣＴＴＧＡＡ ＴＡＡＡＴＡＧＣＣＴＡＣＴＣＧＴＴＴＣ Ａ

1．2．2　慢病毒载体的构建及鉴定　设计并合成好
的ＯｌｉｇｏＤＮＡ退火形成双链ＤＮＡ�与经ＨｐａⅠ和ＸｈｏⅠ
酶切后胶回收的ｐＬＢ线性化片段连接�连接后的重组
质粒命名为ｐＬＢ－ＣＤ28／ｓｈＲＮＡ�包括特异性干扰质
粒 ｐＬＢ－ＣＤ28／ｓｈＲＮＡ1、2、3和非特异性干扰质粒

ｐＬＢ－ＣＤ28／ｓｈＲＮＡ4。使用载体多克隆位点两端的
引物进行ＰＣＲ扩增并予琼脂糖凝胶电泳鉴定。引物
根据 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ5．0软件设计�上游引物：5′－
ＡＡＡＧＧＡＡＡＣＴＣＡＣＣＣＴＡＡＣＴＧＴ－3′�下游引
物：5′－ＴＧＧＡＡＴＣＴＣＧＴＧＡＡＧＣＧＡＧ－3′。预期
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片段大小为171ｂｐ�挑选ＰＣＲ鉴定与预期相符的重
组阳性克隆菌液送Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司进一步测序鉴定。
1．2．3　慢病毒载体的包装及滴度测定　将包装细
胞 293ＦＴ细胞接种于 10ｃｍ培养皿�采用 Ｌｉｐｏ-
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ2000将ｐＬＢ－ＣＤ28／ｓｈＲＮＡ、ｐＣＭＶΔ8．91、
ｐＭＤ．Ｇ三质粒进行共转染�转染后24、48ｈ用荧光
显微镜观察转染效率。收集48、72ｈ病毒上清�4℃
70000ｇ离心2ｈ�分装后置－80℃保存。采用有限
稀释法荧光显微镜下观察 ＧＦＰ表达并计算病毒滴

度�公式为：病毒滴度＝（ＧＦＰ阳性细胞个数×稀释
倍数 ）／ｍｌ。
1．2．4　慢病毒感染脾细胞并分选ＧＦＰ阳性细胞　
取Ｃ57ＢＬ／6小鼠脾脏单个核细胞�制成细胞密度为
1．5×109／Ｌ的细胞悬液�在含 10％ ＦＢＳ的 ＲＰＭＩ
1640培养基 （含 ｒｈＩＬ－21×105Ｕ／Ｌ、ａｎｔｉ－ｍｏｕｓｅ
ＣＤ3ε5ｍｇ／Ｌ）中培养24ｈ�以感染复数 （ＭＯＩ）为5
的病毒浓缩液感染脾细胞�同时加入终浓度为
8ｍｇ／Ｌ的聚凝胺及5×104Ｕ／Ｌ的 ｒｈＩＬ－2�37℃ 1
200ｒ／ｍｉｎ离心90ｍｉｎ。感染6ｈ后换液�72ｈ荧光
显微镜下观察感染情况。应用荧光激活的细胞分选
技术 （ＦＡＣＳ）分选 ＧＦＰ阳性细胞�置 －80℃冰箱保
存。
1．2．5　实时荧光定量 ＰＣＲ检测小鼠 ＣＤ28ｍＲＮＡ
表达　用 Ｔｒｉｚｏｌ提取细胞总 ＲＮＡ�经反转录获得
ｃＤＮＡ�以 ＧＡＰＤＨ作为内参照�采用实时荧光定量
ＰＣＲ法检测 ＣＤ28ｍＲＮＡ的表达情况。ＣＤ28基因
上、下游引物序列分别为5′－ＡＴＡＴＣＴＡＣＴＴＧＧ
ＴＴＴＧＣＴＣＴＴＡＣＴＴＣＣ－3′�5′－ＡＡＴＡＡＡＡＣＡ
ＡＧＧＣＡＴＧＧＡＧＡＣＡＧＧ－3′；Ｔａｑｍａｎ探针序列为
5′－ＴＴＴＧＣＣＣＡＡＡＴＧＣＣＡＣＣＴＴＣＡＡＣＴＧＴＡ
ＧＴＴ－3′；ＧＡＰＤＨ上、下游引物分别为：5′－ＣＧＴ
ＧＴＴＣＣＴＡＣＣＣＣＣＡＡＴＧＴ－3′�5′－ＴＧＴＣＡＴ
ＣＡＴＡＣＴＴＧＧＣＡＧＧＴＴＴＣＴ－3′；Ｔａｑｍａｎ探针序
列为5′－ＴＣＧＴＧＧＡＴＣＴＧＡＣＧＴＧＣＣＧＣＣ－3′。
以上序列由中山大学达晖生物技术有限公司设计并

合成�实验操作按试剂盒说明书进行。采用 2－
ΔΔＣｔ表示ＣＤ28的相对表达量�其中ΔΔＣｔ＝〔目的
基因的平均Ｃｔ值 （样本组 ）－管家基因的平均Ｃｔ值
（样本组 ）〕－〔目的基因的平均Ｃｔ值 （校正组 ）－管
家基因的平均 Ｃｔ值 （校正组 ）〕。ＰＣＲ反应采用美
国ＡＢＩ公司7300型荧光定量ＰＣＲ仪完成。
1．2．6　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠ＣＤ28蛋白表达　常
规提取感染72ｈ后的小鼠Ｔ细胞总蛋白�采用改良的
Ｌｏｗｒｒｙ法测定总蛋白浓度�调整浓度为3．33ｍｇ／Ｌ�每

次取100μｇ总蛋白上样�进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳�半
干转进行蛋白电泳转移�选用ＮＢＴ／ＢＣＩＰ显色�双蒸
水冲洗干燥保存�条带扫描后使用ＩｍａｇｅＪ分析软件
对蛋白条带的扫描图像进行灰度分析。
1．3　统计学处理　采用ＳＰＳＳ13．0统计软件�行单
因素方差分析�Ｐ＜0．05为差异有统计学意义。
2　结　果
2．1　ＣＤ28／ｓｈＲＮＡ重组载体的构建与鉴定　ＣＤ28
基因ｓｈＲＮＡ的ＯｌｉｇｏＤＮＡ�经退火形成双链ＤＮＡ�与
经ＨｐａⅠ和ＸｈｏⅠ双酶切后形成的ｐＬＢ线性载体连
接�连接产物转化大肠埃希菌菌株ＤＨ5α�挑取重组
阳性克隆行 ＰＣＲ鉴定�鉴定结果与预期相符 （图
1）。测序结果表明合成的 ＣＤ28ｓｈＲＮＡ的 Ｏｌｉｇｏ
ＤＮＡ序列正确插入ｐＬＢ载体中 （图2）。

图1　重组慢病毒载体阳性克隆的ＰＣＲ鉴定
　　Ｍ．100ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ；1．空质粒 ｐＬＢ；2～
5．重组质粒ｐＬＢ－ＣＤ28／ｓｈＲＮＡ1、2、3、4

2．2　重组慢病毒载体的包装与滴度测定　将慢病
毒包装质粒、包膜质粒分别与构建好的4个慢病毒
表达载体混合后共转染293ＦＴ细胞�转染后24、48ｈ
荧光显微镜下可见强烈的ＧＦＰ表达�细胞生长良好
（图3）；转染后48、72ｈ收集病毒上清�浓缩后进行
病毒滴度测定�ｐＬＢ－ＣＤ28／ｓｈＲＮＡ1、2、3、4及空载
体ｐＬＢ病毒滴度分别为 （1．98±0．23）×1011、（2．21
±0．56） ×1011、（2．09±0．33）×1011、（1．86±
0．28）×1011、（2．02±0．38） ×1011Ｕ／Ｌ。
2．3　感染后观察　各组重组慢病毒颗粒感染小鼠
脾淋巴细胞�感染后第3天荧光显微镜下观察ＧＦＰ
阳性细胞约占10％。经 ＦＡＣＳ分选后 ＧＦＰ阳性细
胞＞95％。
2．4　实时荧光定量ＰＣＲ检测小鼠ＣＤ28ｍＲＮＡ表
达　经实时定量ＰＣＲ检测�特异性干扰质粒ｐＬＢ－
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ＣＤ28／ｓｈＲＮＡ1、2、3感染小鼠Ｔ细胞后ＣＤ28ｍＲＮＡ
表达与正常对照组相比均有下降�差异具有统计学
意义 （Ｐ＜0．05）；其中ＣＤ28／ｓｈＲＮＡ3基因沉默效应
最明显�表达量下降了94．5％�而非特异性干扰组、
空载体组与正常对照组相比均无统计学差异 （Ｐ＞
0．05）（图4）。
2．5　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小鼠ＣＤ28蛋白表达　结果

与实时荧光定量 ＰＣＲ基本一致 （图5）。各组慢病
毒颗粒感染小鼠Ｔ细胞后�ＣＤ28／ｓｈＲＮＡ1、2、3感染
组ＣＤ28蛋白的表达与正常对照组相比均有下降�
差异具有统计学意义 （Ｐ＜0．05）；其中 ＣＤ28／ｓｈＲ-
ＮＡ3基因沉默效果最明显�蛋白表达量下降了70．
0％�而非特异性干扰组、空载体组与正常对照组相
比均无统计学差异 （Ｐ＞0．05）。

图2　重组慢病毒载体阳性克隆的ＤＮＡ测序鉴定 （部分 ）

图3　293ＦＴ细胞转染后ＧＦＰ表达 （×100）
Ａ．转染后24ｈ；Ｂ．转染后48ｈ

图4　重组慢病毒感染Ｔ细胞后ＣＤ28ｍＲＮＡ的表达
　　1．正常对照组；2．空载体组；3．ＣＤ28／ｓｈＲＮＡ1；
4．ＣＤ28／ｓｈＲＮＡ2；5．ＣＤ28／ｓｈＲＮＡ3；6．ＣＤ28／ｓｈＲＮＡ4

与正常对照组相比：∗Ｐ＜0．05

图5　重组慢病毒感染Ｔ细胞后ＣＤ28蛋白的表达
　　1．正常对照组；2．空载体组；3．ＣＤ28／ｓｈＲＮＡ1；
4．ＣＤ28／ｓｈＲＮＡ2；5．ＣＤ28／ｓｈＲＮＡ3；6．ＣＤ28／ｓｈＲＮＡ4

与正常对照组相比：∗Ｐ＜0．05
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3　讨　论
　　在移植排斥反应及移植物抗宿主病的发生过程

中�Ｔ细胞作为主要的效应细胞�在此过程中起着重
要的作用 ［5］。ＣＤ28作为 Ｔ细胞表面的抗原分子�
与配体结合后产生的 ＣＤ28／Ｂ7共刺激信号是 Ｔ细
胞活化和增殖所必需的。如果阻断这一环节�Ｔ细
胞增殖及排斥反应的发生将得到有效遏制�从而诱
导抗原特异性的免疫耐受。文献报道应用ＣＤ28单
克隆抗体可以减轻小鼠ＧＶＨＤ的发生 ［6］。
　　ＲＮＡｉ现象由 Ｆｉｒｅ等 ［7］发现于秀丽杆线虫�是
一种转录后基因沉默现象�后来发现此现象也存在
于哺乳动物�因其具有快速、有效、容易操作、序列特
异性强等优点�已被广泛应用于基因功能分析、信号
转导通路和基因治疗的研究 ［8－10］。最初的ＲＮＡｉ实
验采用体外合成小干扰 ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ
ＲＮＡ�ｓｉＲＮＡ）的方法�但存在费用昂贵、容易降解、
干扰时间短等缺点。目前常用的是含有 ＲＮＡ聚合
酶Ⅲ （如Ｕ6或 Ｈ1）或聚合酶Ⅱ启动子的载体�Ｕ6
和Ｈ1启动子可在哺乳细胞内有效表达�与其连接
的核酸可被加工成与相应双链ＲＮＡ （ｄｓＲＮＡ）同源
的ｓｈＲＮＡ�ｓｈＲＮＡ在 Ｄｉｃｅｒ酶作用下被加工成具有
沉默效应的 ｓｉＲＮＡ。为了提高转染效率�研究者设
计了含有 Ｕ6或 Ｈ1启动子的病毒载体�包括腺病
毒、逆转录病毒和慢病毒载体。慢病毒载体因其具
有可感染分裂期与非分裂期细胞 ［11］、感染效率高、
转移基因片段容量较大等优势而被广泛应用。尤其
是其遗传物质能够整合到宿主的基因组�可进行长
时间的稳定表达�适用于体内ＲＮＡｉ的研究�是携
带干扰ＲＮＡ的理想载体 ［12－13］�同时也扩大了载体
感染细胞的范围 ［14］。
　　 本研究采用三质粒包装系统�由 ｐＬＢ、
ｐＣＭＶΔ8．91和 ｐＭＤ．Ｇ组成。其中 ｐＬＢ为慢病毒
转移质粒�含有Ｕ6启动子�能在宿主细胞中持续转
录成ｓｈＲＮＡ�再生成有干扰作用的ｓｉＲＮＡ�同时该质
粒能表达有ＣＭＶ启动子驱动的ＧＦＰ�用于检测病毒
包装的转染效率及感染目的细胞的感染效率。
ｐＣＭＶΔ8．91质粒中含有ＨＩＶ病毒的ｇａｇ、ｐｏｌ和ｒｅｖ
基因。其中�ｇａｇ编码病毒主要的结构蛋白�ｐｏｌ编
码病毒特异性的酶�ｒｅｖ编码的蛋白调节ｇａｇ和ｐｏｌ
的表达水平。ｐＭＤ．Ｇ质粒中含有水疱状口炎病毒
的Ｇ糖蛋白 （ＶＳＶ－Ｇ）基因�使病毒颗粒能够结合
于靶细胞上。293ＦＴ细胞作为病毒包装细胞�在包
装后能够产生高滴度的病毒颗粒�同时表达报告基

因。
　　本研究设计了3个 ＣＤ28基因的干扰靶点�成
功构建了含有 ＧＦＰ报告基因的 ＣＤ28ｓｈＲＮＡ慢病
毒表达载体�能有效抑制Ｔ细胞表面ＣＤ28的表达�
其为进一步研究体内沉默ＣＤ28基因控制ＧＶＨＤ的
作用奠定了基础。
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