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大鼠海马神经细胞 VDAC1 基因 shRNA 慢病毒表达载体
的构建及干扰效果评价*
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揖摘要铱 摇 目的: 构建线粒体电压依赖性阴离子通道(VDAC1)短发卡样 RNA 重组慢病毒(LV)载体,沉默海马神经细胞 VDAC1 基

因表达,观察所构建的慢病毒载体对海马神经细胞的干扰效果。 方法: 根据基因库提供的大鼠 VDAC1 基因的核苷酸序列(序列

号为:AB039662. 1),设计合成 3 条 LV3鄄VDAC1鄄shRNA 及 1 条无义的阴性表达载体;将构建好的慢病毒载体转染到海马神经细胞,
按照不同的转染条件对细胞分为空载组、对照(NC)组、病毒组,分别在病毒感染复数(MOI)值在 100 和 10 的条件下进行转染;采
用荧光定量 PCR 和 Western blot 的方法分别检测 VDAC1 基因在 mRNA 水平和蛋白水平的表达。 结果: 与空载组相比,慢病毒感

染组的扩增倍数均大于 1,VDAC1 基因在 mRNA 水平与蛋白水平表达均明显升高(P<0. 05);与对照组相比,病毒感染复数(MOI)
= 10 与 MOI=100 之间没有显著差异(P>0. 05);PCR 结果与 Western blot 结果综合来看,VDAC1 转录水平表达越高,蛋白水平表达

越低,呈现反向关联的状态。 结论: 三种慢病毒对海马神经细胞都有干扰效果,VDAC1 基因的 mRNA 表达和蛋白表达是一种反向

关联的状态。
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摇 摇 阿尔茨海默病(Alzheimer's disease,AD)是一种迟发性、
进行性、年龄相关的神经退行性疾病,其主要特征包括进行

性记忆减退、认知功能降低和行为的改变[1] 。 海马区为实现

学习、记忆和认知调节等功能提供了生理基础,与 AD 的发

生发展密切相关[2] 。
线粒体电压依赖性阴离子通道( voltage鄄dependent anion

channels, VDACs)经常被用作真核生物中存在的孔蛋白[3] 。
其三种亚型在大多数组织中均有表达, 其中 VDAC1 的表达

能力具有较为明显优势,而 VDAC2 和 VDAC3 的表达水平普

遍较低[4] 。 现有证据表明,VDAC1 在 AD 发病中起重要的作

用,提示 VDAC1 可能成为 AD 治疗新的药物靶点。
RNA 干扰(RNA interference, RNAi)是在 mRNA 水平关

闭相应序列基因表达或使其沉默的过程[5,6] 。 RNAi 的发现

开辟了一个新的研究领域,有望抑制植物、动物和人类的有

害基因,并抑制病毒性遗传变异的影响[7] 。 目前已被广泛应

用研究基因功能以及肿瘤、传染病等疾病的基因治疗领

域[8] 。
本研究采用原代培养的大鼠海马神经细胞作为研究对

象,拟应用慢病毒载体 shRNA 介导的 RNAi 技术,构建能使

大鼠海马神经细胞中 VDAC1 基因沉默表达的细胞模型,利
用荧光定量 PCR 和 Western blot 技术评价慢病毒介导的

VDAC1 基因对海马神经细胞的干扰效果,以期为寻找阿尔

茨海默病防治新靶标提供思路。

1摇 材料与方法

1. 1摇 试剂与仪器

实验材料:慢病毒 pGLV3 / H1 / GFP / Puro 载体、包装质粒

PLVE2709 / PLVE2710 / PLVE2711 购自生工生物工程(上海)
股份有限公司。 Wistar 大鼠的乳鼠购于北京维通利华公司。
多聚赖氨酸 ( Polylysine, > 30 万),Hepes,双抗青鄄链霉素,
PBS,阿糖胞苷(Ara鄄c,Sigma 公司);胎牛血清,DMEM 高糖培

养基,胰蛋白酶,N2 添加剂,B27 添加剂(Gibco 公司);羊抗

大鼠 VDAC1 抗体(巴傲得,中国);HRP 标记兔抗羊 IgG(巴
傲得,中国)。

主要仪器:超净工作台(TBD 生物仪器厂,中国),二氧化

碳培养箱(Thermo 公司,美国),紫外分光光度计(U鄄2001),
倒置显微镜(Olympus 公司,日本),荧光定量 PCR 仪(ABI),
凝胶成像仪(上海天能科技有限公司),冷冻高速离心机

(Thermo 公司,美国)。
1. 2 摇 shRNA 慢病毒表达载体的构建

根据基因库提供的大鼠 VDAC1 基因的核苷酸序列(序
列号为:AB039662. 1),设计合成 3 条 LV3鄄VDAC1鄄shRNA 慢

病毒表达载体(表 1)。 所制备的慢病毒经过载体包装后,转
染至 293T 细胞中,用定量 PCR 的方法检验其病毒滴度。
PLVE2709 慢病毒滴度为 6. 16伊108TU / ml,PLVE2710 慢病毒

滴度为 3. 83伊108 TU / ml,PLVE2711 慢病毒滴度为 7. 84伊108

TU / ml,无义的阴性表达载体的慢病毒滴度为 1. 70伊109 TU /
ml。 滴度(integration units per ml,IU / ml)的计算公式如为:IU
/ ml =(C 伊N伊 D伊1000) / V,其中:C = 平均每基因组整合的

病毒拷贝数;N = 感染时细胞的数目(约为 1伊105);D = 病

毒载体的稀释倍数;V = 加入的稀释病毒的体积数。
Tab. 1摇 Primer sequences

Gene Primer sequences(5'鄄3')

PLVE2709鄄1
CCGGGCCTCCCACATATGCT鄄
GATCTCTCGAGAGATCAGCATATGTGG鄄
GAGGCTTTTTTG

PLVE2709鄄2
aattcaaaaaaGCCTCCCACATATGCT鄄
GATCTCTCGAGAGATCAGCATATGTGG鄄
GAGGC

PLVE2710鄄1
CCGGGGTGGCCACAAGCTTGGTT鄄
TACTCGAGTAAACCAAGCTTGTGGCCAC鄄
CTTTTTTG

PLVE2710鄄2 aattcaaaaaaGGTGGCCACAAGCTTG鄄
GTTTACTCGAGTAAACCAAGCTTGTGGCCACC

PLVE2711鄄1
CCGGGCTACGGCTTTGGCTTAATA鄄
ACTCGAGTTATTAAGCCAAAGCCG鄄
TAGCTTTTTTG

PLVE2711鄄2 aattcaaaaaaGCTACGGCTTTGGCTTAA鄄
TAACTCGAGTTATTAAGCCAAAGCCGTAGC

1. 3摇 原代海马神经细胞培养

新生 Wistar 乳鼠,取脑海马组织,置于含解剖液的 Ep 管

中,剪碎,按照 1 颐 1 的量加入胰蛋白酶于 37益恒温培养箱中

消化 30 min;取出 Ep 管,用一次性滴管吸出成粘性的组织碎

块放入含 10%胎牛血清的完全培养基中;吹打混匀后静置,
取上清,剩余沉淀再用新的 10%完全培养基吹散混匀,静置;
再取其上清,与之前的上清细胞液充分混匀,血球计数板计

数(取 10 ~ 20 滋l 细胞计数,余下细胞放置冰上),六孔板每

孔所需细胞数 0. 1伊106个;将细胞稀释后接种到包被过的六

孔板中;放入 37益的培养箱中培养 24 h。 待神经细胞长出树

突后换液,向六孔板每孔中加入 2 ml 现配制的细胞培养液,
完成后放入 37益的培养箱中培养 48 h。 显微镜下观察细胞

形态变化,再按照同样方法换液,此次换液向细胞培养液中

加入 10 滋mol / L 的 Ara鄄c,用于抑制胶质细胞的生长。 换液

后放入 37益的培养箱中培养 48 h。 从培养箱中取出细胞板,
在不破坏细胞的情况下将细胞板内的培养液吸尽,然后用

PBS 清洗两遍,加入事先配置好的无血清培养液,放入 37益
的培养箱中培养。 即可用于后续实验。
1. 4摇 慢病毒转染海马神经细胞

按照不同的转染条件进行分组,分为空载组(DMEM 高

糖培养基,无抗,无血清)、对照组(NC+DMEM 高糖培养基,
无抗,无血清)和病毒组(PLVE2709 / PLVE2710 / PLVE2711+
DMEM 高糖培养基,无抗,无血清),分别在病毒感染复数

(MOI)值在 100 和 10 的条件下进行转染,需保证所有操作

在冰上进行。
转染时每孔 1 ml 无血清饲养液(含聚凝胺 polybrene,6

mg / ml),放入 37益培养箱孵育 4 h,然后再向每孔中加入 2
ml 无血清细胞培养液,37益孵育 24 h 后,PBS 清洗一遍,换
成不含病毒液的无血清细胞培养液,培养 24 h。 (1)MOI =
100 组:空载组、对照组、2709 组、2710 组、2711 组,每组设 3
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个复孔;(2)MOI = 10 组:空载组、对照组、2709 组、2710 组、
2711 组,每组设 3 个复孔;将已转染的海马神经细胞用 PBS
清洗一遍,往每孔(六孔板)中加入 300 滋l 的 PBS,使用细胞

刮刀刮下细胞,放入 Ep 管中;再向每组的第一个孔中加入

300 滋l 的 PBS,细胞刮刀刮取后,加入第二个孔,刮取,再加

入第三个孔,最后收集到 Ep 管中;再按照前一步方法用 300
滋l PBS 吹打每个孔收集细胞;低温离心机离心,取细胞沉淀,
鄄80益冰箱保存。
1. 5摇 RT鄄PCR 检测海马神经细胞中 VDAC1 mRNA 表达

将经慢病毒感染后的海马神经细胞样本,提取总 RNA
进行反转录,采用荧光定量 PCR 的方法,检测所抽提 RNA
的 浓 度 与 质 量,内参基因为 GAPDH 和 茁鄄actin,目的基因

表达采用 Ct 值法,即根据各样品基因扩增过程中荧光信号

强度达到临界阈值所需要的循环数(threshold cycle,Ct)来比

较各样品目的基因 mRNA 表达的丰度。
内参使用 GAPDH 和 茁鄄actin,其引物序列分别为,GAP鄄

DH:上 5爷鄄CTGGAGAAACCTGCCAAGTATG鄄3爷;下 5爷鄄GGTG鄄
GAAGAATGGGAGTTGCT鄄3爷; 茁鄄actin:上 5爷鄄TGCTATGTTGC鄄
CCTAGACTTCG鄄3爷;5爷鄄GTTGGCATAGAGGTCTTTACGG鄄3爷)。
目标 基 因 VDAC1 的 引 物 序 列 为: 上 5 爷鄄ATGTCTTCAC鄄
CAAGGGCTACG鄄3 爷; 下 5 爷鄄CAGCCCATACTCGGTCCATCT鄄
3爷。 上述引物由生工生物工程(上海)股份有限公司合成。
1. 6摇 Western blot 检测海马神经细胞中 VDAC1 蛋白表达

取经慢病毒感染后的海马神经细胞样本,加入细胞裂解

液提取总蛋白,进行蛋白定量;然后制胶、上样、SDS鄄PAGE、
湿法电转印;转印完成后,取出 PVDF 膜,TBS 洗膜 5 min,加
入含 3 % BSA 的 TBST 封闭液,置摇床上室温振荡封闭 2 h
或者 4益封闭过夜;TBST 洗膜 3 次,每次 10 min,羊抗大鼠

VDAC1 抗体(1 颐 1 000)孵育 2 h; TBST 洗膜 3 次,每次 10
min,HRP 标记的兔抗羊二抗(1 颐 2 000)孵育 2 h,TBST 洗膜

3 次,每次 10 min,TBS 洗膜 5 min;加 ECL 发光底物、曝光,
VDS 成像系统拍照后采用 ImageMaster TL v2003 软件分析蛋

白条带的灰度,以 茁鄄actin 为内参,计算 VDAC1 / 茁鄄actin 的比

值,得到各组 VDAC1 蛋白表达的相对水平。
1. 7摇 统计学处理

数据以均值依标准差(軃x依s)表示,采用 SPSS 23. 0 统计软

件进行分析。 多组比较用单因素方差分析,均数间的两两比

较用 q 检验。

2摇 结果

2. 1摇 海马神经细胞的培养

取新生 24 h 的 Wistar 大鼠培养海马神经元,可以看出细

胞生长状况良好,可以进行后续实验(图 1,图 2)。

Fig. 1摇 Neonatal rat hippocampal neurons(HE 伊40)

Fig. 2摇 Neonatal rat hippocampal neurons(HE 伊10)
2. 2摇 RT鄄PCR 检测结果

不同转染组的 VDAC1 基因在 mRNA 水平上均有表达,
对细胞都有干扰效果。 同一种慢病毒表达载体相互之间比

较,MOI=10 与 MOI=100 之间没有显著性差异(P>0. 05);与
NC 组相比较,除 2710 MOI = 100 无显著变化外,其他组

VDAC1 mRNA 表达水平均显著升高(P<0. 05)。 其中 2711
MOI=10 组的变化具有极显著差异(P<0. 01,表 2)。

Tab. 2摇 mRNA expressions of VDAC1 gene in different transfection groups(軃x依s, n=3)

Group No鄄load 摇 NC 摇 2709 摇 2710 2711
MOI=10 1. 00 1. 37依0. 04* 1. 25依0. 07* 1. 30依0. 11* 1. 54依0. 02**

MOI=100 1. 00 1. 38依0. 07* 1. 29依0. 17* 1. 21依0. 06 1. 40依0. 03*

摇 摇 *P<0. 05,**P<0. 01 vs NC group
2. 3摇 Western blot 检测结果

VDAC1 基因转染进海马神经细胞,与空载组相比在蛋

白水平上的表达均高于空载组,与 NC 组相比慢病毒 2710

MOI=100 时具有统计学意义(P<0. 05)。 同一种慢病毒表达

载体相互之间比较,MOI = 10 与 MOI = 100 之间没有显著性

差异(P>0. 05,表 3)。

Tab. 3摇 Protein expressions of VDAC1 gene in different transfection groups(軃x依s, n=3)

Group No鄄load 摇 NC 摇 2709 摇 2710 2711
MOI=10 0. 20 0. 42依0. 06 0. 57依0. 13 0. 62依0. 10 0. 56依0. 15
MOI=100 0. 20 0. 43依0. 06 0. 56依0. 16 0. 70依0. 27* 0. 60依0. 25

摇 摇 *P<0. 05 vs NC group
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3摇 讨论

研究资料表明,VDAC1 在 AD 的发生发展中起到重要的

作用,但是其作用机制尚未阐明,VDAC1 能否作为治疗阿尔

茨海默病新的药物靶点逐渐被重视。
VDAC1 通道在不同状态时对离子的选择通过性不同,

在高通透状态,即完全开放状态下,VDAC1 对阴离子选择通

过的特性对于其作为代谢产物的通道而言极其重要[9] ;它的

变化将直接导致线粒体功能障碍,而线粒体功能的紊乱是

AD 的早起改变之一[10] 。
用慢病毒介导的基因进行感染,是相对于脂质体等转染

方法而言,此方法对于多数细胞均有较高的感染效率[11] 。
Polybrene 是一种阳离子聚合物,可以促进慢病毒包膜与细胞

膜的相互作用,协助慢病毒对细胞膜的感染过程[12] ,本实验

在聚凝胺(Polybrene,1 种阳离子聚合物,可增强慢病毒转染

效果)协助下以 MOI = 10 和 MOI = 100 进行用慢病毒介导的

VDAC1 基因感染海马神经细胞,通过荧光定量 PCR 和 West鄄
ern blot 的方法检测病毒感染 24 h 后,VDAC1 基因在海马神

经细胞内 mRNA 和蛋白质的表达。
使用慢病毒感染细胞后,RT鄄PCR 实验及 Western blot 实

验结果表明,三种慢病毒对海马神经细胞都有干扰效果;又
有相关研究表明[13] ,在感染的海马神经细胞中,其 mRNA 水

平与蛋白水平的基因表达呈现一个反向关联的状态。
由此可见,用慢病毒介导的 VDAC1 基因感染海马神经

细胞实验是成功的,其 mRNA 的表达与蛋白表达存在一种反

向关联的状态。 通过上述研究,期望对 VDAC1 是否能作为

治疗阿尔茨海默病新的药物靶点提供更多的实验依据,关于

VDAC1 在 AD 中的作用机制尚未完全清楚,有待进一步深入

研究。
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