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摘　要:利用慢病毒干扰系统 , 对东北梅花鹿角柄骨膜干细胞(PP细胞)P21 基因进行干扰。结果表明:筛选

出的 2条针对梅花鹿 P21 基因的 siRNA与载体质粒 PLVTHM 连接成功 ,并与 pMD2.G、pCMV-dr8.9 质粒共转染

到 293t细胞 ,获得重组慢病毒;通过感染 PP 细胞并利用流式细胞仪进行分选 ,获得了纯度 90%以上的感染细

胞;荧光定量 RT-PCR检测表明 P21 基因的 mRNA 水平大幅度下调 , 干扰效率达到 70%。表明成功干扰了

P21 基因在 PP细胞中的表达 , 获得了低表达 P21的 PP细胞系。
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Abstract:P21 gene of the pedicle periosteal cells of sika deer was interfered using RNAi in lentiviral

vector system.The results showed that:(1)Two sequences of small interfering RNAs , targeting P21

gene of sika deer , were successfully reassembled into the lentiviral plasmids(Plvthm).Positive clones

were identified based on the results of both PCR and sequencing.Recombinant lentivirus was acquired by

each positive plasmid co-transfecting into 293 T cells with the plasmids pMD2.G and pCMV-dr8.9;

(2)Recombinant lentivirus was successfully interfered into the PP cells , and the GFP positive cell pro-

portion obtained by flow cytometry (FCM)sorting was about 90%;(3)The result of RT-PCR showed

that the expression level of P21 mRNA in cells infected with recombinant lentiviral was obviously de-

creased , and the interferential efficiency was about 70%.Therefore , in this study , we successfully inter-

fered the expression of P21 gene in the pp cells , and obtained pp cell line with decreased expression of
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P21 gene , which lays foundation for revealing the regulatory mechanism of P21 underlying antler regener-

ation.

Key words:antler regeneration;P21gene;RNAi;pedicle periosteum;lentiviral expression vector

　　鹿茸是目前哺乳动物中唯一可以完全再生的

附属器官 ,每年都会进行周期性的脱落与完全再

生。近年来的研究表明 ,鹿茸再生是基于干细胞

的割处再生[ 1-3] ,即鹿茸再生是依赖于鹿茸干细胞

AP/PP的过程 。鹿茸干细胞以较少的细胞数目和

在较短的时间内就能生成大量井然有序的鹿茸组

织 ,这在其他正常组织器官中是不可能的 。组织

器官再生是源于细胞的分裂增殖 ,细胞的分裂增

殖依赖于细胞周期循环 ,因此对鹿茸干细胞周期

的研究对揭示鹿茸再生机制具有重要意义。

在早期的研究中 ,低等动物损伤后再生多组

织器官和附肢的能力是很常见的 ,如海绵 、涡虫 、

水螅 、蝾螈等 ,但在哺乳动物中这种能力却很少

见。最近有报道指出 MRL 鼠能够关闭穿孔的耳

洞 ,具有独特的能力[ 4-7] 。在最新研究中发现 ,普

通小鼠敲除 P21 基因后也能获得这种再生能

力[ 8] ,揭示了P21蛋白与再生有着非常密切的关

系 ,鹿茸作为一种再生模型 ,推测 P21蛋白在鹿茸

再生过程中扮演着重要角色。

P21蛋白是细胞周期的重要调控因子 ,是一

种周期蛋白依赖性激酶抑制剂 ,主要作用于 G1/S

检测点 ,若 DNA损伤发生在 G1期 ,则 P21通过抑

制CDK活性阻碍细胞进入 S期;若损伤发生于 S

期 ,则可通过使 PCNA(增殖细胞核抗原)失活而

停止 DNA合成 。若 P21 缺乏则会使细胞周期跳

过G1 检查点直接进入 G2 期 。许多研究表明 ,

P21与多种细胞反应有关 ,如 DNA 损伤 、抑制细

胞周期的进程等[ 9-10] 。

对双链 RNA的研究发现 ,外源或内源性 dsR-

NA 可明显抑制细胞同源序列的基因表达 , 故称

之为 RNA干扰(RNAi)[ 11] 。本试验旨在通过构建

RNA干扰所需的病毒载体并通过感染鹿茸干细

胞干扰P21基因的表达 ,获得稳定的 P21低表达

细胞系 ,为下一步研究 P21蛋白在鹿茸再生中的

功能作用奠定基础。

1　材料与方法

1.1　主要材料

PP细胞 、感受态细胞 DH5α、细胞株人胚肾细

胞293t 、载体质粒 pLVTHM 、包膜质粒 pMD2.G 、包

装质粒 pCMV-dr8.91均由中国农业科学院特产研

究所吉林省省部共建特种经济动物分子生物学国

家重点实验室保存。T4 DNA 连接酶(New Eng-

land ,北京),限制性内切酶:Cla Ⅰ 、Mlu Ⅰ ,小量/

大量质粒 DNA提取试剂盒(QIAGEN ,美国),琼脂

糖凝胶回收试剂盒(QIAGEN ,美国), 100 bp 、1 kb

DNA分子量标志物(全式金 ,北京),改良型杜氏

培养基(DMEM)、标准胎牛血清(FBS)、胰蛋白酶

(Invitrogen ,美国),酵母提取物 、胰化蛋白胨(OX-

OID ,英国)、氨苄青霉素(华北制药 ,石家庄),Na-

Cl 、氯仿 、无水乙醇(北京化工 ,北京),离心超滤管

(Millipore ,美国),其他常规试剂均为进口或国产

分析纯。

1.2　方法

1.2.1　梅花鹿 P21基因 shRNA寡核苷酸链的获

得　中国农业科学院特产研究所吉林省省部共建

特种经济动物分子生物学国家重点实验室已测序

获得梅花鹿P21基因 cDNA序列(待发表)。根据

筛选法则选择了2条针对东北梅花鹿 P21基因的

高分 RNAi 靶序列 , 并将筛选的 RNAi 靶序列在

NCBI中进行序列同源性比对(Blast),以保证靶序

列不会对鹿的其他基因及包装细胞的相关基因产

生 RNAi效应 。在筛选好的 RNAi靶序列两端分

别接上相应的酶切位点 、内成环结构 、终止信号等

以构成 shRNA 结构 , 本试验选用的载体质粒为

PLVTHM 质粒 , 如下为设计的寡核苷酸序列:

shRNA1 正义链 5′-cgcgtcccc-GCGGTGGAACTTC

GACTTT ttcaagaga AAAGTCGAAGTTCCA CCGCttttt

ggaaat-3′;shRNA1 反义链 5′-cgatttcca aaaa GCGGT

GGAACTTCGACTTT tctcttgaa AAAGTCGAAGTT

CCACCGC gggga-3′;shRNA2 正义链 5′-cgcgtcccc-

CCAGCATGACAGATTTCTA ttcaagaga TAGAAA

TCTGTCATGCTGG ttttt ggaaat-3′;shRNA2反义链 5′-

cgatttcc aaaaa CCAGCATGACAGATTTC TA tctcttgaa

TAGAAATCTGTCATGCTGG gggga-3′。

将 shRNA的正义链和反义链交由上海生工

进行化学合成 。合成后进行体外退火 ,并将其分

别命名为 P1siRNA 、P2siRNA。
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1.2.2　重组质粒的构建与鉴定　用限制性内切

酶 Cla Ⅰ与 Mlu Ⅰ 对载体质粒进行双酶切。用

T4 DNA 连接酶在 22 ℃将退火产物分别与酶切后

载体连接。将连接产物转化到感受态细胞 DH5α

中 ,涂布 ,培养箱中 37 ℃过夜培养。挑取大小适

宜的单菌落 , 220 r/min 、37 ℃,过夜摇菌 。取3 mL

菌液使用QIAGEN质粒小提试剂盒提取质粒 。按

照通用 PCR引物设计法则 ,使用 Primer 5.0软件

在双酶切位点的上 、下游设计 1对引物 ,以未连接

的空白 pLVTHM质粒作为阴性对照 ,对小量提取

的重组质粒进行 PCR鉴定:上游引物 5′-ctgggaaat

caccataaacg-3′;下游引物 5′-ttattcccatgcgacggtat-3′。

将PCR鉴定为阳性克隆的质粒送于上海生

工进行测序。

1.2.3　慢病毒 3 质粒系统的无内毒素大量提

取　将本文“1.2.2”中测序为阳性的载体质粒

pLVTHM与包膜质粒 pMD2.G及包装质粒 pCMV-

dr8.91分别进行转化 、涂布 、挑菌及小量扩增。然

后 ,按 1∶500的比例将菌液稀释到LB液体培养基

(含 Amp 100 μg/mL)中 ,37 ℃、220 r/min振荡培

养15 h , 进行大量培养。当OD值达到约 0.8时 ,

使用 QIAGEN大量质粒提取试剂盒提取质粒 。

1.2.4　重组慢病毒的包装及病毒的浓缩收

集　利用 0.25%胰酶消化 293 t细胞并计数 ,接种

细胞于 10 cm 细胞培养皿中 ,当细胞融合度达到

90%以上时 ,即可进行转染 。对于每板细胞 ,用

1.5 mL 无 血 清 DMEM 稀 释 24 μg DNA

[ m(pLVTHM):m(pCMV-dr8.91):m(pMD2.G)=

2∶1.5∶0.75)] 与 60 μL Lipofectamine 2000 ,室温下

孵育 15 min 。将细胞培养皿中更换 DMEM完全培

养基 ,然后分别逐滴加入复合物 ,并轻轻摇动培养

皿使其混匀 。将细胞培养皿在 37 ℃,5%CO2 孵

箱孵育24 h后 ,倒置荧光显微镜下检测 GFP 表达

情况以确定转染效率。若转染效果良好 ,则进行

第1次收毒 ,冻存于液氮中 ,可长期保存 。转染

48 h后进行第 2次收毒。

1.2.5　包装病毒对 PP 细胞的感染与分选　复

苏一定数目的鹿茸角柄骨膜干细胞即PP 细胞 ,胰

酶消化后进行细胞计数 ,接种细胞于6孔板中 ,每

板加 2 mL 含胎牛血清与抗生素的 DMEM ,待细胞

贴壁且细胞密度为 50%～ 70%时 , 接种本文

“1.2.4”中浓缩的病毒 , 37 ℃,5% CO2 孵箱孵育

24 h后 ,每隔 12 h在倒置显微镜下观察荧光的表

达情况以确定感染效率。试验设稳定转染 P21干

扰质粒组(P1 、P2)、稳定转染空白载体组(blank)

以及对照未感染组(control)。当感染 72 h 后进行

传代 ,扩增被感染的 PP 细胞 。细胞计数 ,并调整

浓度到 1×107/mL ,38μm(400目)筛网过滤后 ,利

用流式细胞仪(BD influx)分选出表达GFP 的阳性

细胞 。

1.2.6 　荧光定量 PCR 检测 P21mRNA 的表

达　取分选后的 PP 细胞与对照细胞使用 Bioteke

试剂盒提取总 RNA ,并利用分光光度计在 260 ,

280 nm处检测 OD值 ,以确定所提 RNA的浓度及

纯度 。总 RNA使用Takara试剂盒进行反转录 ,得

到 cDNA ,以其为模板使用 Roche 试剂盒进行荧光

定量 PCR反应 , 每个样品设 3个重复。为避免试

验误差 ,对目的基因的定量结果进行校正 ,选择

actin基因作为内参基因 ,以未感染的 PP 细胞作

为对照 ,反应条件:95 ℃预变性 15 min;94 ℃变性

15 s ,56 ℃退火 30 s ,72 ℃延伸32 s ,共 40个循环。

针对 P21设计的荧光定量 PCR上下游引物:上游

引物 5′-GACCACTTGGACCTGTCGCT-3′;下游引物

5′-GGGTTAGGGCTTCCTCTTGG-3′。

针对 actin内参基因设计荧光定量 PCR上下

游 引 物:上 游 引 物 5′-GCGTGACATCAAGGA

GAAGC-3′;下 游 引 物 5′-GGAAGGACGGCTGGA

AGA-3′。

2　结　果

2.1　载体质粒阳性克隆的 PCR鉴定结果

空白质粒 PLV PCR扩增后片段大小为 85 bp ,

连接 SiRNA后载体质粒扩增后片段大小为141 bp

(图 1)。

图 1　阳性克隆质粒 PCR结果

Fig.1.PCR results of the positive clones
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　　由图 1可见 , 3 号泳道为空白质粒扩增后的

阴性对照 ,接近 100 bp;1 ,2号泳道分别为连接了

P1siRNA与P2siRNA的质粒扩增后的电泳结果 ,

位于 100 bp 和 200 bp之间 ,明显大于阴性对照 ,

这与试验预期相符 ,说明挑选的阳性克隆正确 ,送

于上海生工进行测序 ,测序结果最终确定阳性克

隆中正确插入了所需的 RNAi 靶位点序列 ,重组

质粒连接成功。

2.2　重组慢病毒 3质粒共转染效果检测

在293t细胞中进行由 Lipofectamine 2000介导

的 plvthm 、pCMV-dr8.91 、pMD2.G 3 质粒共转染。

由图 2可见 ,24 h后在倒置荧光显微镜下可观察

到大量的 GFP 绿色荧光 ,均匀分布于视野中 ,并

且在可见光下观察 , 293t 细胞生长旺盛 、紧密排

列 ,细胞呈圆粒型 ,无死细胞或细胞碎片 ,表明质

粒成功共转染 293t细胞。

A.3质粒共转染 24 h后 293t 细胞中GFP表达情况GFP expression of 293t cells 24 h after co-t ransfection;B.3质粒共转染 24 h后 293t 细

胞生长情况 293t cel ls at 24 h after co-transfect ion

图 2　293t细胞生长情况

Fig.2.Growth condition of 293t cells

2.3　病毒感染结果

用包装成功的慢病毒感染 PP 细胞 ,约 3 d后

在倒置荧光显微镜下观察 。由图 3可见 ,感染慢

病毒载体的PP 细胞 ,有大量绿色荧光分布于视野

中(图 3-A),在可见光(相差)下可看到 PP 细胞

生长状况良好(图 3-B)。通过细胞计数得出感

染效率约为 30%,将细胞进行传代培养得到大量

已感染细胞 ,以用于后续阳性细胞分选 。

A.PP细胞感染重组质粒后细胞中GFP 表达情况GFP expression of pp cells af ter infection;B.PP 细胞感染重组质粒后细胞生长情况

PP cells af ter infection

图 3　PP细胞生长情况

Fig.3.Growth condition of PP cells
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2.4　流式细胞术分选阳性感染细胞结果

以未感染的 PP 细胞作为阴性对照 ,由于不含

其GFP 蛋白 ,因此不发绿色荧光 ,由此可以利用

流式细胞仪分选出纯度较高的感染细胞 。试验结

果表明 ,感染质粒组细胞约占 30%。经过流式分

选后 ,感染细胞纯度约达到 90%,利于后续检测

对P21基因的感染效率。

2.5　荧光定量 PCR检测结果

以未干扰 PP 细胞为阴性对照进行 RT -

PCR ,通过熔解曲线分析发现 , actin基因与 P21基

因各有单一的峰 ,表明 2个基因均被特异扩增 。

利用 2-■■Ct分析方法进行数据分析 ,图 4为

P1siRNA与 P2siRNA 干扰 PP 细胞后基因的相对

表达量 ,由图4可见 ,与空白载体组(blank)以及对

照未感染组(control)相比 ,干扰组 P1-siRNA 与P2-

siRNA干扰 PP细胞后 , P21的转录均受到明显抑

制 ,干扰效率约为 70%,而空白载体组与对照未

感染组之间虽有差异但不明显 ,说明载体本身对

细胞 P21表达影响较小 ,可以忽略 。因此可确定

携带 P1-SiRNA与 P2-siRNA 的表达载体可有效沉

默P21基因的表达 ,成功获得 P21低表达的梅花

鹿PP细胞系 。

Fig.4.Real-time PCR 检测 P21基因的基因沉默效应

Fig.4.Gene silencing effects of P21 gene detected by

real-time PCR

3　讨　论

鹿茸作为哺乳动物唯一可以再生的附属器

官 ,其再生机制的研究近年来已成为研究热点。

与传统的再生模式生物相比 ,鹿茸再生有着独特

的特点。例如成年蝾螈受伤或截肢后肢体的代替

就是起始于芽基的形成
[ 12-13]

,这种能力是再生的

一个典型特点 ,而鹿茸再生却是基于干细胞的一

种割处再生[ 2 ,14-16] ,并且几种典型的再生模型细

胞周期都存在着 G2期的积累。在最近有关具有

再生能力的 MRL鼠的研究中 ,去除 P21基因后普

通小鼠具有了可再生能力
[ 8]
,并且同样发现了G2

期细胞的积累 ,而在鹿茸再生中尚未见相关的研

究报道。本试验成功构建了针对P21基因的 RNA

干扰表达载体 ,并通过荧光定量 PCR检测 ,确定

了试验设计的小干扰 RNA 对鹿茸骨膜干细胞具

有明显的干扰效果 ,获得了稳定低表达 P21基因

的鹿茸干细胞系 ,为以后研究 P21基因沉默对鹿

茸干细胞在鹿茸再生上的影响奠定了基础 ,从而

确定P21蛋白是否是鹿茸再生中的一个重要因

素 ,明确 P21在鹿茸再生中的作用。

P21蛋白作为周期蛋白依赖性激酶抑制剂的

一员 ,在细胞周期的G1检测点发挥作用 ,可以被

G1期的主要调控蛋白 P53所转录激活[ 17-18] ,阻滞

G1期 ,抑制细胞增殖 。因此 ,没有 P21 蛋白 ,则

G1检查点就不能完全起作用 ,对 G2检查点产生

依赖 ,从而导致特殊的细胞周期[ 8] 。最近的一个

研究中 ,人类成纤维细胞去除 P21后 ,观察到了与

在再生表型中相类似的细胞增殖与 P53上调[ 19] 。

有其他研究也为细胞周期调控对再生的重要作用

提供了证据。在体外 ,蝾螈肌小管和 Rb-/ -鼠

肌小管再生潜能与 Rb 的高度磷酸化是相关

的[ 20-21] ,这与 P21缺乏时在功能上相同 , cyclin-cdk

不会被抑制 ,因此会绕过 G1 检查点 。在突变的

小鼠中P21的缺乏加强了肝再生以及肌细胞的增

殖[ 22-24] ,并且 ,在这些试验中这些组织都正常再

生。可见 ,P21的下调起着惊人的作用 ,仅这一个

分子的去除便可导致整个动物体的附属器官再

生。因此对于鹿茸再生 ,这样一个哺乳动物中特

殊的再生模型来说 ,探究清楚与 P21的关系对进

一步揭示鹿茸再生方式有着重要的意义 。

作为哺乳动物唯一可以完全再生的附属器

官 ,鹿茸再生对于器官再生 ,特别是肢体再生的研

究具有重要意义 。肢体再生的突破点是骨再生 ,

而鹿茸恰恰是这样一种主要由骨组成的器官 ,有

限的骨膜干细胞能在短短的 2个月内完成整个鹿

茸的再生 ,这为最终实现人类肢体再生成为可能;

并且其惊人的细胞增殖速度却不发生癌变 ,这也

为人类研究癌症提供了一个良好的生物模型 ,因

此鹿茸再生机制的研究具有重要的意义 。
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