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摘要 :RNAi技术在艾滋病治疗研究中已展现出巨大的潜力 ,兼具高效抑制特性和保守性的 siRNA靶位是其获得

成功应用的重要基础。本研究选择以 HIV21 vif 基因为靶区筛选高效保守的 RNAi序列 ,共选择设计了 30个识别

不同位点的 siRNA序列 ,以 p SU PER为载体构建了相应的 shRNA表达质粒。通过与 pNL423质粒在 293FT细胞

中进行共转染抑制实验 ,以及对初筛获得的高效序列进行保守性分析显示 siRNA2vif37序列具有高效抑制效率和

较好的保守性特征。通过与 p GL32vif 报告质粒的共转染实验证明 siRNA2vif37 具有 vif 基因抑制特异性。带有

shRNA2vif37表达元件的重组慢病毒转导后的 M T24细胞在 HIV21NL423体外攻毒实验中可显示出较有效的抑制病

毒复制的能力 ,本研究进一步对转导后细胞进行克隆化筛选 ,获得稳定整合 shRNA2vif37表达元件的 M T242vif37

细胞克隆 ,该细胞具有显著的抑制病毒复制的能力 ,在高攻毒剂量下仍可获得良好的抑制效果。本研究为进一步

应用 RNAi技术进行新型艾滋病治疗方法研究提供了重要基础。
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　　RNA干扰 (RNAi)是细胞内序列特异性抑制基

因表达的机制 ,将 RNAi 技术应用于艾滋病治疗已

成为当前的研究热点[1 , 2 ]。研究显示 ,靶向艾滋病

毒 ( HIV)基因或病毒感染相关细胞因子的 RNAi元

件均可抑制 H IV21 的感染和复制[3 ]。然而由于

H IV21具有高突变率 ,可通过序列突变降低甚至消

除 RNAi对其的抑制作用[4 ]。针对此问题一个重要

的解决策略是选择兼具高效抑制特性和保守性的

siRNA靶位[5 ]。目前已提供的 siRNA 设计方法可

用于辅助提高获得高效 siRNA靶位的概率 ,但与获

得理想抑制效率并不关联[6 ] ,因此通过实验方法进

行规模化筛选仍是获得高效靶点的一种直接且有效

的策略。近来发现 , HIV21的 Vif 蛋白可抑制宿主细

胞蛋白 APOBEC3 G介导的抗病毒途径 ,是 HIV21建

立持续感染的重要原因 ,抑制 Vif 的表达有助于提

高宿主细胞的抗病毒能力[7 , 8 ]。因此 vif 区可作为

合适的高效 siRNA靶位选择区域 ,以获得更有效的

抗病毒效果。目前在 vif 区尚未报道获得兼具高效

和保守特性的 siRNA序列。本研究即以 HIV21 vif

基因为靶区域 ,设计了 30 个靶向不同位点的 siR2
NA ,通过与 H IV21 感染性克隆的共转染抑制实验

筛选及保守性分析显示 siRNA2vif37具有较好的抑

制能力和保守性特征 ,该序列的 shRNA 表达元件

通过重组慢病毒载体导入人 T淋巴细胞株 M T24 ,

可使其在 HIV21 体外攻毒实验中获得显著的抑制

病毒复制的能力。本研究为进一步应用 RNAi技术

进行 H IV21抗病毒治疗研究提供了基础。

材料与方法

1　细胞株和质粒　M T24细胞由本实验室保存。pSU PER

质粒购自 Oligoengine公司。携带 luci f erase 基因的报告质

粒 p GL32control购自 Promega 公司。慢病毒包装质粒 (包

含 pL P1、pL P2和 pVSV G)以及 293FT细胞购自 Invit rogen

公司 ,慢病毒转移质粒 pLL317赠自韩家淮教授 [9 ]。

2　试剂　限制性内切酶、连接酶购自大连宝生物工程公司 ,

脂质体、DM EM培养基购自 Invit rogen公司 ,polybrene购自

SIGMA公司 ,细胞培养用胎牛血清 ( FBS)购自 Hyclone 公

司。引物由上海生工生物工程有限公司合成。L uciferase

Reporter Assay Kit 购自 Promega公司。

3　shRNA表达质粒的构建　以 HIV21NL423序列为模板序列

应用 Invit rogen和 Genscript公司提供的辅助设计软件设计
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长度为 19bp的靶向 vif 基因的 siRNA序列 ,其中选择了 30

个作为候选靶位。靶向 luci f erase基因的 siRNA2luc[10 ]和靶

向 HIV21 gag 基因的 siRNA2gag1607 [11 ]作为对照。pSU2
PER载体携带 H1 启动子 ,可用于表达短发卡 RNA ( shR2
NA) ,shRNA在胞内可形成茎2环结构并为 Dicer 酶识别剪

切后形成 siRNA。shRNA系列表达质粒的构建过程为 :合

成表 1各靶序列所对应的引物 ,以 H2 O 溶解 (3μg/μL) ,互

补引物各取 2μl ,加入 46μl 的退火缓冲液中 , 95℃ 4min ,

70℃10min后冷却至 37℃。退火产物用 2 %的琼脂糖凝胶

电泳 ,以单正链引物为对照 ,检测退火是否成功。退火成功

的双链用 T4连接酶连接至经 B gl II和 Hin dIII双酶切的

pSU PER载体 ,转化 D H5α菌株 ,经酶切和测序鉴定获得所

需克隆。

表 1　用于 shRNAs 合成的引物序列

Table 1　The sequences of primers used to generate shRNAs

Name Primer sequence

vif37f 5′2GA TCCCCGTA GA CA GGA T GA GGA T TA T TCAA GA GA TAA TCCTCA TCCT GTCTACT T T T TA23′

vif37r 5′2A GCT TAAAAA GTA GACA GGA T GA GGA T TA TCTCT T GAA TAA TCCTCA TCCT GTCTACGGG23′

vif90f 5′2GA TCCCC TA T T TCA A GGA A A GC TA A GT TCAA GA GACT TA GCT T TCCT T GAAA TA T T T T TA23′

vif90r 5′2A GCT TAAAAA TA T T TCAA GGAAA GCTAA GTCTCT T GAACT TA GCT T TCCT T GAAA TA GGG23′

vif122f 5′2GA TCCCCGA CA T CA C TA T GA A A GTA C T TCAA GA GA GTACT T TCA TA GT GA T GTCT T T T TA23′

vif122r 5′2A GCT TAAAAA GACA TCACTA T GAAA GTACTCTCT T GAA GTACT T TCA TA GT GA T GTCGGG23′

vif129f 5′2GA TCCCCC TA T GA A A GTA C TA A T CCA T TCAA GA GA T GGA T TA GTACT T TCA TA GT T T T TA23′

vif129r 5′2A GCT TAAAAACTA T GAAA GTACTAA TCCA TCTCT T GAA T GGA T TA GTACT T TCA TA GGGG23′

vif216f 5′2GA TCCCCGCA TA CA GGA GA A A GA GA C T TCAA GA GA GTCTCT T TCTCCT GTA T GCT T T T TA23′

vif216r 5′2A GCT TAAAAA GCA TACA GGA GAAA GA GACTCTCT T GAA GTCTCT T TCTCCT GTA T GCGGG23′

vif284f 5′2GA TCCCCGCA CA CA A GTA GA CCC T GA T TCAA GA GA TCA GGGTCTACT T GT GT GCT T T T TA23′

vif284r 5′2A GCT TAAAAA GCACACAA GTA GACCCT GA TCTCT T GAA TCA GGGTCTACT T GT GT GCGGG23′

vif299f 5′2GA TCCCCC T GA CC TA GCA GA CCA A C T T TCAA GA GAA GT T GGTCT GCTA GGTCA GT T T T TA23′

vif299r 5′2A GCT TAAAAACT GACCTA GCA GACCAACT TCTCT T GAAA GT T GGTCT GCTA GGTCA GGGG23′

vif300f 5′2GA TCCCC T GA CC TA GCA GA CCA A C TA T TCAA GA GA TA GT T GGTCT GCTA GGTCA T T T T TA23′

vif300r 5′2A GCT TAAAAA T GACCTA GCA GACCAACTA TCTCT T GAA TA GT T GGTCT GCTA GGTCA GGG23′

vif302f 5′2GA TCCCCA CC TA GCA GA CCA A C TA A T T TCAA GA GAA T TA GT T GGTCT GCTA GGT T T T T TA23′

vif302r 5′2A GCT TAAAAAACCTA GCA GACCAACTAA T TCTCT T GAAA T TA GT T GGTCT GCTA GGT GGG23′

vif303f 5′2GA TCCCCCC TA GCA GA CCA A C TA A T T T TCAA GA GAAA T TA GT T GGTCT GCTA GGT T T T TA23′

vif303r 5′2A GCT TAAAAACCTA GCA GACCAACTAA T T TCTCT T GAAAA T TA GT T GGTCT GCTA GGGGG23′

vif344f 5′2GA TCCCC T T T CA GA A T C T GC TA TA A GT TCAA GA GACT TA TA GCA GA T TCT GAAA T T T T TA23′

vif344r 5′2A GCT TAAAAA T T TCA GAA TCT GCTA TAA GTCTCT T GAACT TA TA GCA GA T TCT GAAA GGG23′

vif365f 5′2GA TCCCCA TA CCA TA T TA GGA CGTA T T TCAA GA GAA TACGTCCTAA TA T GGTA T T T T T TA23′

vif365r 5′2A GCT TAAAAAA TACCA TA T TA GGACGTA T TCTCT T GAAA TACGTCCTAA TA T GGTA T GGG23′

vif366f 5′2GA TCCCC TA CCA TA T TA GGA CGTA TA T TCAA GA GA TA TACGTCCTAA TA T GGTA T T T T TA23′

vif366r 5′2A GCT TAAAAA TACCA TA T TA GGACGTA TA TCTCT T GAA TA TACGTCCTAA TA T GGTA GGG23′

vif372f 5′2GA TCCCCA T TA GGA CG TA TA GT TA GT T TCAA GA GAACTAACTA TACGTCCTAA T T T T T TA23′

vif372r 5′2A GCT TAAAAAA T TA GGACGTA TA GT TA GT TCTCT T GAAACTAACTA TACGTCCTAA T GGG23′

vif376f 5′2GA TCCCCGGA CG TA TA GT TA GT CC TA T TCAA GA GA TA GGACTAACTA TACGTCCT T T T TA23′

vif376r 5′2A GCT TAAAAA GGACGTA TA GT TA GTCCTA TCTCT T GAA TA GGACTAACTA TACGTCCGGG23′

vif404f 5′2GA TCCCCA TCA A GCA GGA CA TA A CA A T TCAA GA GA T T GT TA T GTCCT GCT T GA T T T T T TA23′

vif404r 5′2A GCT TAAAAAA TCAA GCA GGACA TAACAA TCTCT T GAA T T GT TA T GTCCT GCT T GA T GGG23′

vif408f 5′2GA TCCCCA GCA GGA CA TA A CA A GGTA T TCAA GA GA TACCT T GT TA T GTCCT GCT T T T T TA23′

vif408r 5′2A GCT TAAAAAA GCA GGACA TAACAA GGTA TCTCT T GAA TACCT T GT TA T GTCCT GCT GGG23′

vif414f 5′2GA TCCCCA CA TA A CA A GGTA GGA TC T T TCAA GA GAA GA TCCTACCT T GT TA T GT T T T T TA23′

vif414r 5′2A GCT TAAAAAACA TAACAA GGTA GGA TCT TCTCT T GAAA GA TCCTACCT T GT TA T GT GGG23′

vif423f 5′2GA TCCCCGGTA GGA TC TC TA CA GTA C T TCAA GA GA GTACT GTA GA GA TCCTACCT T T T TA23′

vif423r 5′2A GCT TAAAAA GGTA GGA TCTCTACA GTACTCTCT T GAA GTACT GTA GA GA TCCTACCGGG23′

vif431f 5′2GA TCCCCC T C TA CA GTA C T T GGCA C T T TCAA GA GAA GT GCCAA GTACT GTA GA GT T T T TA23′

vif431r 5′2A GCT TAAAAACTCTACA GTACT T GGCACT TCTCT T GAAA GT GCCAA GTACT GTA GA GGGG23′

vif432f 5′2GA TCCCC TC TA CA GTA C T T GGCA C TA T TCAA GA GA TA GT GCCAA GTACT GTA GA T T T T TA23′

vif432r 5′2A GCT TAAAAA TCTACA GTACT T GGCACTA TCTCT T GAA TA GT GCCAA GTACT GTA GA GGG23′

vif433f 5′2GA TCCCCC TA CA GTA C T T GGCA C TA GT TCAA GA GACTA GT GCCAA GTACT GTA GT T T T TA23′

vif433r 5′2A GCT TAAAAACTACA GTACT T GGCACTA GTCTCT T GAACTA GT GCCAA GTACT GTA GGGG23′
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Name Primer sequence

vif441f 5′2GA TCCCCC T T GGCA C TA GCA GCA T TA T TCAA GA GA TAA T GCT GCTA GT GCCAA GT T T T TA23′

vif441r 5′2A GCT TAAAAACT T GGCACTA GCA GCA T TA TCTCT T GAA TAA T GCT GCTA GT GCCAA GGGG23′

vif444f 5′2GA TCCCCGGCA C TA GCA GCA T TA A TA T TCAA GA GA TA T TAA T GCT GCTA GT GCCT T T T TA23′

vif444r 5′2A GCT TAAAAA GGCACTA GCA GCA T TAA TA TCTCT T GAA TA T TAA T GCT GCTA GT GCCGGG23′

vif445f 5′2GA TCCCCGCA C TA GCA GCA T TA A TA A T TCAA GA GA T TA T TAA T GCT GCTA GT GCT T T T TA23′

vif445r 5′2A GCT TAAAAA GCACTA GCA GCA T TAA TAA TCTCT T GAA T TA T TAA T GCT GCTA GT GCGGG23′

vif446f 5′2GA TCCCCCA C TA GCA GCA T TA A TA A A T TCAA GA GA T T TA T TAA T GCT GCTA GT GT T T T TA23′

vif446r 5′2A GCT TAAAAACACTA GCA GCA T TAA TAAA TCTCT T GAA T T TA T TAA T GCT GCTA GT GGGG23′

vif471f 5′2GA TCCCCA CA GA TA A A GCCA CC T T T GT TCAA GA GACAAA GGT GGCT T TA TCT GT T T T T TA23′

vif471r 5′2A GCT TAAAAAACA GA TAAA GCCACCT T T GTCTCT T GAACAAA GGT GGCT T TA TCT GT GGG23′

vif475f 5′2GA TCCCCA TA A A GCCA CC T T T GCC TA T TCAA GA GA TA GGCAAA GGT GGCT T TA T T T T T TA23′

vif475r 5′2A GCT TAAAAAA TAAA GCCACCT T T GCCTA TCTCT T GAA TA GGCAAA GGT GGCT T TA T GGG23′

vif481f 5′2GA TCCCCCCA CC T T T GCC TA GT GT TA T TCAA GA GA TAACACTA GGCAAA GGT GGT T T T TA23′

vif481r 5′2A GCT TAAAAACCACCT T T GCCTA GT GT TA TCTCT T GAA TAACACTA GGCAAA GGT GGGGG23′

vif489f 5′2GA TCCCCGCC TA GT G T TA GGA A A C T GT TCAA GA GACA GT T TCCTAACACTA GGCT T T T TA23′

vif489r 5′2A GCT TAAAAA GCCTA GT GT TA GGAAACT GTCTCT T GAACA GT T TCCTAACACTA GGCGGG23′

gag1607f 5′2GA TCCCCA A TA GTA A GA A T GTA TA GCCC T TCAA GA GA GGGCTA TACA T TCT TACTA T T T T T T TA23′

gag1607r 5′2A GCT TAAAAAAA TA GTAA GAA T GTA TA GCCCTCTCT T GAA GGGCTA TACA T TCT TACTA T T GGG23′

lucf 5′2GA TCCCCGT GCGC T GC T GGT GCCA A C T TCAA GA GA GT T GGCACCA GCA GCGCACT T T T TA23′

lucr 5′2A GCT TAAAAA GT GCGCT GCT GGT GCCAACTCTCT T GAA GT T GGCACCA GCA GCGCACGGG23′

　　Sequence in italics is t he siRNA targeting sequence.

4　共转染实验检测 siRNA的抑制效率 　24 孔培养板中每

孔铺入 2×105 个 293FT细胞 ,12h后换液 ,将 1μg pSU PER2
shRNA系列质粒分别与 011μg pNL423质粒混合后用脂质

体对细胞进行转染 ,48h后收集培养上清样品进行 p24蛋白

的检测。

5　HIV21 p24 蛋白的检测 　样品经 10 倍梯度稀释后用

HIV EL ISA试剂盒 (北京万泰公司)检测 p24蛋白的活性。

6　Luciferase表达活性的检测 　24孔培养板中每孔铺入 2

×105 个 293FT细胞 ,12h后换液 ,将 015μg 待测 pSU PER2
shRNA 质粒与 011μg p GL32control (或 p GL32vif、p GL32
gag)质粒混匀后用脂质体对细胞进行转染 ,48h后用 L ucif2
erase检测试剂盒 (L uciferase Reporter Assay Kit , Promega)

检测 L uciferase的活性。

7　重组慢病毒的构建和鉴定 　带有 shRNA 表达元件的

pSU PER2shRNA质粒以 Xba I和 XhoI双酶切后的回收片段

连接到同样酶切的 pLL317载体 ,连接得到重组慢病毒转移

质粒 pLL3172shRNA。293F T 细胞以 70 %的汇合率铺于

9cm细胞培养平皿中 ,6h后用脂质体将 18μg包装质粒混合

物和 6μg慢病毒转移质粒混合转染 (制备重组慢病毒 Lenti2
vif37时 ,使用的包装质粒 pL P1在 siRNA2vif37的靶区域采

用同义密码子突变两个碱基 ,消除 shRNA 对慢病毒自身的

抑制) ,转染 12h后更换为完全培养基 ,72h后收集细胞培养

上清。收集的细胞培养上清在 4℃25 000r/ min离心 90min

(Beckman 超速离心机 , sw228 转头 ) ,弃上清 ,每管加入

200μl无血清 DMEM 培养基 ,4℃过夜 ,振荡 1 min ,收集上

清。浓缩后的重组慢病毒用 293FT细胞鉴定其感染效价 ,

将 293FT细胞铺于 24孔细胞培养板 (5×104 细胞/ well) ,6h

后分别加入 100μl经 10倍梯度系列稀释后的待测病毒。培

养 48h后用流式细胞仪 (Beckman Coulter EPICS XL )检测

孔中表达 EGFP 的细胞数量 ,测定重组病毒的滴度 ( TU/

mL)。

8　重组慢病毒感染 MT24细胞　将 1×105 个 M T24细胞铺

于 24 孔细胞培养板中 ,加入 polybrene 至终浓度为 6μg/

mL ,慢病毒用量为 MOI = 40 ,室温 600g 水平离心 60min ,

12h后换液。

9　HIV21 NL423的制备与鉴定 　293FT细胞以 60 %的汇合率

铺于 6孔板中 ,6h后用脂质体转染 2μg pNL423质粒 ,12h后

更换为完全培养基 ,72h后收集含有 HIV21NL423的细胞培养

上清 ,并检测其中 p24的浓度。

10　HIV21 NL423感染 MT24细胞 　慢病毒感染 M T24 细胞一

周后 ,取 5×105个 M T24细胞铺于 24孔细胞培养板中 ,加入

HIV21NL423感染 2h后用无血清培养基洗涤 2 次 ,继续培养 ,

每两天收集细胞培养上清样品检测 p24蛋白的含量。

结　　果

1　共转染实验检测不同 siRNA对 HIV21的抑制效

率

本研究共设计了 30 条靶向 H IV21 vif 基因区

的 siRNA 序列 ,分别克隆至 p SU PER 载体构建获

得表达系列 shRNA 表达质粒。pNL423 质粒包含

HIV21NL423的全基因组 ,转染 293F T 细胞后可产生

具有感染能力的 H IV21 [12 ] ,其 p24表达水平与病毒

效价呈正相关[ 13 ]。本研究即通过检测共转染抑制

实验中的 p24 表达水平对不同 siRNA 抑制 H IV21

复制的效率进行检验。用 shRNA 的表达质粒分别
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与 pNL423质粒共转染 293F T 细胞 ,48h 后检测细

胞培养上清中 p24 的活性 ,结果如图 1 所示。结果

显示 ,本研究设计的靶向 HIV21 vif 区不同位置的

siRNA可在不同程度上抑制 HIV21的表达 ,其中部

分克隆体现出较好的抑制效果 ,我们选择了 13个抑

制效率较好的克隆用于进一步分析筛选。

图 1　共转染实验检测不同 siRNA对 HIV21 p24表达的抑制效率

Figure 1　Analysis of HIV21 p24 protein expression in 293FT cells co2t ransfected with different

shRNA expression vectors and pNL423

2　siRNA序列的保守性分析

应用 Los Alamos H IV Sequence Database 中

的 Primalign软件对初筛获得的 13个 siRNA 序列

的保守性进行了分析。该数据库目前共有 625 个

H IV21全基因序列 ,包含了 HIV21 已知的所有亚

型。以在靶位序列区域内无或含 1个点突变的序列

数目的百分比显示不同 siRNA 的保守性。分析显

示 (图 2)所选的序列中 vif37 具有较好的保守性特

征 ,其在数据库中无点突变和仅有一个突变的序列

数占总序列数的百分比分别为 66 %和 26 % ,二者累

计为 92 %。

3　siRNA抑制特异性验证

本研究进一步对 siRNA2vif37序列的抑制特异

性进行验证。在 p GL32cont rol质粒的 luci f erase基

因的终止密码子与 PolyA之间分别插入 vif 序列和

gag 序列构建了报告质粒 p GL32vif 和 p GL32gag。

分别以靶向 HIV21 gag 基因的 shRNA2gag1607 和

靶向 luci f erase 的 shRNA2luc 表达质粒为对照进

行共转染抑制实验 ,测量 luci f erase 活性。结果如

图 3所示 ,siRNA2vif37只能抑制 p GL32vif 的表达 ,

说明 siRNA2vif37具有 vif 基因靶向特异性。

图 2　siRNA序列的保守性分析

Figure 2　Conservation analysis of the siRNA

targeting sequence

4　重组慢病毒的构建及对 MT24 细胞的基因转移

效率

来源于 HIV21的重组慢病毒是一种新型基因

转移载体 ,其可有效感染造血系统来源细胞并具有

基因整合能力 ,在基因治疗研究中已显示出特别的

优势[14 ]。本研究应用第 3 代慢病毒载体系统分别

构建了带有 shRNA2vif37、shRNA2luc 表达元件的

重组慢病毒 Lenti2vif37、Lenti2luc。本研究使用的
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图 3　siRNA2vif37抑制特异性的验证

Figure 3　Analysis of target specificity of siRNA2vif37

重组慢病毒包装载体同时带有绿色荧光蛋白 ( GFP)

表达元件 ,可用于快速检测重组病毒的效价及对靶

细胞的基因转移效率[9 , 15 ]。M T24 细胞是一种

H IV21受体细胞 ,可在体外支持 T 嗜性 H IV21 的

复制[ 16 , 17 ]。将重组慢病毒 Lenti2vif37以 MO I = 40

对 M T24细胞进行转导实验 ,用流式细胞仪检测靶

细胞 GFP的表达效率 (图 4) 。结果显示 ,重组慢病

毒 Lenti2vif37可有效转导 M T24细胞。

图 4　重组慢病毒 Lenti2vif37对 M T24细胞的

基因转移效率

Figure 4　Gene transfer efficiencies of recombinant

lentivirus Lenti2vif37 in M T24 cells

5　重组慢病毒介导的 siRNA2vif37在 MT24细胞中

对 HIV21NL423的抑制作用

HIV21NL423为 B 亚型、T 细胞嗜性的 H IV21 病

毒 ,可有效感染并在 M T24 细胞中复制[ 16 ]。将重组

慢病毒 Lenti2vif37 转导后培养 1 周的 M T24 细胞

分别用不同剂量的 HIV21NL423 (100p g 和 500pg)进

行攻毒实验 ,在攻毒后的不同时间分别收集细胞培

养上清检测 p24蛋白的活性 ,同时以未转导的 M T2
4细胞和经重组慢病毒 Lenti2luc转导的 M T24细胞

作为攻毒实验对照。结果如图 5 所示 ,携带 shR2
NA2vif37表达元件的重组慢病毒转导后的 M T24

细胞可显示出抑制 H IV21复制的能力 ,对 100pg的

攻毒剂量可获得显著的抑制效果 ,当攻毒剂量加大

至 500pg时抑制效果有所减弱。

6　稳定表达 siRNA2vif37的 MT24细胞的获得

本研究进一步对重组慢病毒 Lenti2vif37 转导

后的 M T24细胞应用有限稀释法进行克隆化筛选。

由于慢病毒载体具有稳定整合能力 ,可将位于同一

表达载体上的 shRNA2vif37 和 EGFP 表达元件整

合到靶细胞基因组 ,因此可通过检测报告基因的表

达对克隆化效果进行鉴定。通过筛选检测 ,获得了

一株可稳定表达报告基因的细胞克隆 M T242vif37。

应用流式细胞仪检测 M T242vif37 细胞中 EGFP的

表达 ,结果如图 6 所示 ,可在超过 99 %的 M T242
vif37细胞中检测到 EGFP的表达。

7　稳定表达 siRNA2vif37的 MT24细胞对 HIV21NL423

的抑制作用

本研究进一步应用MT242vif37细胞进行 HIV21NL423

攻毒实验 ,将攻毒剂量加大至 2 500pg和12 500pg。结

果如图 7所示 ,相比对照细胞和未进行筛选的慢病毒

转导后细胞 ,克隆化筛选后获得的 MT242vif37细胞

在高攻毒条件可获得显著的抑制效果。我们同时注

意到 ,在高剂量攻毒条件下 ,对照细胞和重组慢病毒

Lenti2luc转导后的MT24细胞出现较明显的生长状
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图 5　重组慢病毒 Lenti2vif37转导后的 M T24细胞对 HIV21NL423复制的抑制作用

Figure 5　Inhibition of HIV21NL423 replication in M T24 cells

t ransduced with recombinant lentivirus Lenti2vif37

图 6　报告基因在细胞克隆 M T242vif37中的表达效率

Figure 6　Expession efficiency of reporter

gene EGFP in M T242vif37 cells

态改变 ,15d 后细胞数量明显下降 ,在 M T242vif37

细胞中未见明显的细胞状态变化。

讨　　论

RNAi 技术可用于有效抑制特定基因的表达 ,

在基因功能研究和疾病治疗等方面已展现出广阔的

应用前景 ,将 RNAi 技术应用于艾滋病治疗已成为

当前的研究热点[18 ]。H IV21 的病毒基因和宿主细

胞的病毒受体基因均可作为 RNAi 的作用靶 ,其中

以病毒基因为靶标设计有效的 RNAi作用元件是十

分重要且较具有应用前景的研究方向 ,其目标是寻

找获得具有高效抑制特性的 RNAi元件。本研究即

图 7　M T242vif37细胞对 HIV21NL423复制的抑制作用

Figure 7　Inhibition of HIV21NL423 replication in M T242vif37 cells
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在 H IV21 vif 基因区中筛选获得一个具有高效抑制

特性和较好保守性特征的 siRNA序列 ,同时证明其

具有 vif 基因抑制特异性 ,整合有该 siRNA 表达元

件的 H IV21易感 T细胞株可高效抑制 H IV21在细

胞中的复制 ,具有良好的应用潜力。

　　RNAi对靶基因的抑制作用是序列特异性的。

在应用 RNAi技术抗 HIV21研究中 ,兼具高效抑制

能力和良好保守性特征的 siRNA 将具有更好的应

用前景。然而由于 HIV21 基因组的复杂性和高突

变率 ,在 siRNA长度范围上选取高度保守区相对困

难 ,同时高保守的 siRNA识别位点可能是蛋白结合

区或形成复杂二级结构等原因而不具备抑制高效

性。选择 siRNA 序列必须从抑制效率、保守性特

征、非人类基因同源性等方面进行综合考虑。研究

已显示当前的 siRNA 辅助设计方法尽管不能用于

预测 siRNA的抑制效率 ,但可提高获得高效序列的

概率并可有效避免与人类基因组同源的问题[ 19 , 20 ]。

因此本研究为提高筛选效率 ,通过采用结合 siRNA

设计软件辅助设计、共转染筛选实验和保守性特征

分析的方法筛选高效 siRNA靶位。研究已显示适当

的规模化筛选对于获得高效 siRNA 是十分必要

的[6 , 21 ] ,本研究因此采取扩大筛选面的方法 ,在 HIV2
1 vif 基因区中共选择设计了 30个识别不同位点的

siRNA序列 ,从中筛选获得较为理想的 siRNA ,该序

列可用于进一步的研究。

重组慢病毒是一种新型基因转移载体 ,相比其

他重组病毒载体具有独特的优点 ,如可有效感染非

分裂期细胞特别是造血系统来源细胞、具有稳定整

合表达能力、细胞毒性低、免疫反应小等 ,在基因治

疗研究中已显示出良好的应用前景[14 ]。本研究显

示 ,重组慢病毒可有效地转导 H IV 易感的人 T 细

胞株 M T24 ,可作为合适的基因转移载体在 HIV21

体外细胞攻毒实验中进行抗病毒元件研究。值得注

意的是 ,慢病毒载体也来源于 H IV21 ,与 H IV21 在

gag2pol区域存在序列同源性 ,靶向 gag2pol 区域的

siRNA 可抑制重组慢病毒的构建。因此 ,对慢病毒

包装质粒的相关序列进行同义突变是十分必要的 ,

这样可有效减弱 RNAi对重组慢病毒构建的影响。

本研究结果显示 ,携带 shRNA2vif37 表达元件

的重组慢病毒转导后的 M T24细胞可获得较明显的

抑制病毒复制效果 ,但在较高攻毒剂量下抑制效果

有所下降。这可能与重组慢病毒载体对 M T24细胞

的转导效率有限有关 ,部分未被转导的细胞不能抑

制 H IV21在细胞中的复制。本研究进一步通过流

式分选的方法对转导后细胞进行克隆化筛选 ,获得

了可稳定表达的细胞克隆。HIV21 攻毒实验的结

果显示 ,稳定表达 shRNA2vif37 的 M T24 细胞株具

有显著的抑制病毒复制的能力 ,可在 12 500pg的高

攻毒剂量下仍可获得良好的抑制效果 ,优于目前文

献中报道的攻毒水平[ 22 ]。这也进一步证明了本研

究获得的 siRNA2vif37 具有高效抑制特性 ,具有良

好的应用前景 ,为进一步应用 RNAi 技术进行新型

艾滋病治疗方法研究提供了重要基础。
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Screening of Highly Effective siRNA Sequence Targeting to HIV21 vi f and the

Lentiviral2mediated Antiviral Research i n vit ro

ZHAN G Tao , CH EN G Tong , ZHAN G Ya2li , WEI Li2hua , CA I Yi2jun , ZHAN G J un ,

ZHU Hua , HAN Jia2huai ,XIA Ning2shao 3

( N ational I nstit ute of Diagnostics and V accine Development in I n f ect ious Diseases , X iamen Universit y , X iamen 361005 , China)

Abstract :Discovery of t he RNA interference ( RNAi) pat hway has led to exciting new st rategies for develo2
ping H IV t reat ment1 This st udy was to find out t he highly effective and conserved siRNA target sequences

for improving RNAi2based t herapy against t he H IV211 We const ructed 30 shRNA expression plasmids for

expressing different siRNAs targeted to HIV21 vif and co2t ransfected t hem wit h t he pNL423 to score for it s

ability to inhibit t he expression of p24 protein of H IV211 Then , t he highly effective siRNAs targeting se2
quences were selected to align wit h 625 HIV21 sequences in database including all HIV21 subtypes to ana2
lyze their conserved character1 In addition , vif37 the highly effective and most conserved target sequence

was confirmed of it s sequence2specific inhibition by independent reporter assays1 M T24 cell t ransduced

with lentiviral shRNA2vif37 vector could inhibit H IV21NL423 replication in v i t ro1 Moreover , M T242vif37

cloned f rom t ransduced M T24 cell could stably express shRNA2vif37 and inhibit virus replication more effi2
ciently when challenged wit h high titer virus1 These result s showed t hat RNAi has great potential as an an2
tiviral gene therapy approach and supports the efforts to develop treatment for HIV212infected individuals.
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