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Ｒｅｇ３β干扰载体的构建及在 Ｈ９Ｃ２心肌细胞中的鉴定
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摘　要　目的　构建再生基因蛋白 ３β（ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｎｇｉｓｌｅｔ－ｄｅｒｉｖｅｄｐｒｏｔｅｉｎ３ｂｅｔａ，Ｒｅｇ３β）干扰载体，并在 Ｈ９Ｃ２大鼠心肌细胞

中优化转染条件，鉴定抑制效果，为深入探索 Ｒｅｇ３β在心血管疾病的作用提供有利的工具。方法　设计合成 Ｒｅｇ３β干扰序列，在

５′端加入一个 ＳａｃⅠ的酶切位点，３′端加入 ＬＯＯＰ环序列和反向互补序列，构建 ｐＧ１．２－Ｒｅｇ３βｓｈＲＮＡ沉默载体。接着分别用 Ｌｉ

ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００优化摸索转染大鼠 Ｈ９Ｃ２心肌细胞的效率，以 ｑ－ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 Ｈ９Ｃ２细胞内

Ｒｅｇ３β的表达量。结果　设计合成了 ３对 Ｒｅｇ３β干扰序列，从中筛选出抑制效率最高达 ６７．９３％的序列，酶切和测序结果证实成

功构建了 ｐＧ１．２－Ｒｅｇ３βｓｈＲＮＡ。经过优化比较发现，ｐＧ１．２－Ｒｅｇ３βｓｈＲＮＡ沉默载体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００比例为 １μｇ∶３μｌ时，其

转染效率最高（５０％以上）。ｑ－ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果显示，最佳干扰载体在最高转染条件下可使 Ｈ９Ｃ２细胞 Ｒｅｇ３β表

达量降低 ５０％以上。结论　成功构建了 ｐＧ１．２－Ｒｅｇ３βｓｈＲＮＡ沉默载体，并在 Ｈ９Ｃ２细胞中有效干扰 Ｒｅｇ３β的表达，可用于探

讨 Ｒｅｇ３β在心血管疾病中的作用。

关键词　Ｒｅｇ３β基因　短发夹 ＲＮＡ　载体构建　Ｈ９Ｃ２心肌细胞

中图分类号　 Ｒ５４　　　　文献标识码　 Ａ　　　　ＤＯＩ　１０．１１９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３５４８Ｘ．２０２０．０８．００７

ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎａｎｄＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＲｅｇ３βｓｈＲＮＡｉｎＨ９Ｃ２Ｃｅｌｌｓ．　ＹｉＢｏ，ＣａｉＹｕｌｉ，ＬｉＪｕｎｆｅｎｇ，ｅｔａｌ．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙ，

ＲｅｎｍｉｎＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＷｕｈａｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈｕｂｅｉ４３００６０，Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｂｕｉｌｄａｎｄａｎａｌｙｚｅｔｈｅｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｎｇｉｓｌｅｔ－ｄｅｒｉｖｅｄｐｒｏｔｅｉｎ３ｂｅｔａ（Ｒｅｇ３β）ｓｈＲＮＡｉｎｒａｔＨ９Ｃ２ｃｅｌｌｓｆｏｒ

ｓｔｕｄｙｉｎｇｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆＲｅｇ３βｇｅｎｅｉｎｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＴｈｅｓｈＲＮＡｓｔａｒｇｅｔｆｒａｇｍｅｎｔｓｏｆｔｈｅｒａｔＲｅｇ３βｇｅｎｅｗｅｒｅｄｅ

ｓｉｇｎｅｄａｎｄｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ．ＴｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔｔｈｅｐＧ１．２－Ｒｅｇ３βｓｈＲＮＡ，ｔｈｅｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓｉｔｅｏｆＳａｃＩｗａｓａｄｄｅｄａｔｔｈｅ５′－ｅｎｄ，ｗｈｉｌｅａＬＯＯＰｓｅ

ｑｕｅｎｃｅａｎｄａｒｅｖｅｒｓｅｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔｓｅｑｕｅｎｃｅｗｅｒｅａｄｄｅｄａｔｔｈｅ３′－ｅｎｄ．ＴｈｅｐＧ１．２－Ｒｅｇ３βｓｈＲＮＡｗａｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｔｏＨ９Ｃ２ｃｅｌｌｓｆｒｏｍ

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ａｎｄＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００．ｑ－ＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲｅｇ３βｉｎＨ９Ｃ２ｃｅｌｌｓ．

Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＦｒｏｍｔｈｒｅｅｐａｉｒｓｏｆＲｅｇ３βｓｈＲＮＡ，ａｖｅｃｔｏｒｗｉｔｈｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇｅｆｆｉｃａｃｙ（６７．９３％）ｗａｓａｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｐＧ１．２－Ｒｅｇ３β
ｓｈＲＮＡ．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｈｉｇｈｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｗａｓｆｏｕｎｄｉｎｔｈｅｇｒｏｕｐｗｉｔｈｔｈｅｒａｔｉｏｏｆｓｈＲＮＡ／Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００＝１μｇ∶３μｌ．Ｔｈｅ

ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲｅｇ３βｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎＨ９Ｃ２ｃｅｌｌｓｂｙｐＧ１．２－Ｒｅｇ３βｓｈＲＮＡ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ｐＧ１．２－

Ｒｅｇ３βｓｈＲＮＡｗａｓｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｂｕｉｌｄｅｒａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＨ９Ｃ２ｃｅｌｌｓ，ｗｈｉｃｈｐｒｏｖｉｄｅａｕｓｅｆｕｌｔｏｏｌｆｏｒｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇｔｈｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ

ｒｏｌｅｏｆＲｅｇ３βｉｎｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　Ｒｅｇ３βｇｅｎｅ；ｓｈＲＮＡ；Ｖｅｃｔｏｒｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ；Ｈ９Ｃ２ｃｅｌｌｓ

　　心血管疾病是严重危害我国人民群众生命健康
的慢性非传染性疾病之一，但目前仍缺乏有效的干预

手段
［１］
。再生基因蛋白 ３β（ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｎｇｉｓｌｅｔ－ｄｅ

ｒｉｖｅｄｐｒｏｔｅｉｎ３ｂｅｔａ，Ｒｅｇ３β）是新近发现具有抗炎和抗
凋亡作用的分泌性蛋白，结构上属于 Ｃ型凝集素家
族，其基因序列具有保守性

［２～５］
。在自身免疫性心肌

炎、缺血性心脏病和心肌肥厚等动物模型中，Ｒｅｇ３β
仅在心肌细胞中表达增多，而心脏组织非心肌细胞中

均无表达
［３，６，７］

。研究发现，Ｒｅｇ３β不仅与心力衰竭
患者的心功能分级和急性冠状动脉综合征（ＡＣＳ）患
者心肌炎性反应强度相关，还能预测心血管死亡风

险，更 能 修复 大鼠 心脏功能、改 善 心 肌 梗 死 预

后
［３，６，８］

。提示 Ｒｅｇ３β不仅是心血管疾病的临床评估
和预后的生物学标志物，还具有潜在的心肌保护功

能，具有广阔的临床应用前景。

因此，本研究拟构建 Ｒｅｇ３β干扰载体，并在
Ｈ９Ｃ２大鼠心肌细胞中优化转染条件，鉴定抑制效
果，为深入探索 Ｒｅｇ３β在心血管疾病的作用提供有
利的工具。

材料与方法

１．实验材料：大鼠心肌细胞 Ｈ９Ｃ２来源于武汉大

·４２·
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学人民医院中心实验室。Ｒｅｇ３β－ｓｈＲＮＡ由上海吉
玛公司合成，ｐＧ１．２空白载体由武汉巴菲尔生物技术
服务有限公司提供，该载体含有增强绿色荧光蛋白

（ＥＧＦＰ）。感受态细胞大肠杆菌 ＤＨ５α及无内毒素质
粒提取试剂盒来源于北京康为世纪生物科技有限公

司。反转录 ｃＤＮＡ试剂盒购自北京天根生化科技有
限公司。ＤＮＡ引物由上海吉玛公司合成；质粒测序
由深圳华大基因研究院完成。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００、Ｌｉ
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染试剂和 Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ培养基均来
源于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。羊抗大鼠 Ｒｅｇ３β抗体购自
美国 Ｒ＆Ｄ公司（货号 ＡＦ１９９６），抗鼠 β－ａｃｔｉｎ抗体、
抗羊二抗、抗小鼠二抗均购自北京四正柏生物科技有

限公司。

２．Ｒｅｇ３β干扰表达载体的设计与筛选：检索
ＧｅｎｅＢａｎｋ以获取大鼠 Ｒｅｇ３βｍＲＮＡ基因全序列
（ＲｅｆＳｅｑＩＤ：ＮＭ＿０５３２８９．１；ＧｅｎｅＩＤ：２４６１８），从起始
密码子 ＡＵＧ快开始寻找“ＡＡ”二连序列，以其３′端的
１９个碱基序列为潜在的 ｓｉＲＮＡ靶点。据此选出 ３条
合适的目标序列及其抑制靶点和 １条空白对照序列
由上海吉玛公司合成基因片段。随后将合成的 ｓｉＲ
ＮＡ以脂质转染法转染至 Ｈ９Ｃ２心肌细胞中，以实时
荧光定量ＰＣＲ检测Ｒｅｇ３βｍＲＮＡ表达量，以此计算３
条干扰片段的抑制率［抑制率（％）＝（１－各组
Ｒｅｇ３β变化倍数）×１００％］，从而筛选合适的基因片
段用于构建 ｓｈＲＮＡ（表１）。

３．ｓｈＲＮＡ表达载体的构建：根据 ｐＧ１．２表达质
粒的要求，在干扰片段５′端加入一个 ＳａｃⅠ的酶切位
点（ＧＡＧＣＴＣ），３′端加入 ＬＯＯＰ环序列 （ＴＴＣＡＡ
ＧＡＣＧ），接着加入其反向互补序列，最后加上终止密
码子序列 ＴＴＴＴＴＴＧ、ＳａｃⅠ酶切位点和 ＢｓａⅠ酶切位
点。按照同样方法得到其反义链序列。随后将前述

正义链和反义链于 ９４℃退火成双链 ＤＮＡ，同时利用
ＢｓａⅠ酶切 ｐＧ１．２质粒得到线性化载体，将两者在 Ｔ４
连接酶作用下进行连接反应。

４．ｓｈＲＮＡ表达载体的验证：将 １０μｌ前述连接产
物转化至感受态大肠杆菌 ＤＨ５α，并均匀涂布与含有
卡那霉素的筛选培养板上，挑取数个单克隆菌落接种

于５ｍｌ含卡那霉素抗性的 ＬＢ培养液中扩增，提取质
粒后使用 ＳａｃⅠ酶切鉴定，并将酶切鉴定正确的质粒
进行测序验证。

５．Ｈ９Ｃ２大鼠心肌细胞培养：参考美国典型培养
物保藏中心（ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ）
建议，大鼠 Ｈ９Ｃ２心肌细胞置于含 ４．５ｇ／Ｌ葡萄糖和

１０％胎牛血清（浙江天杭生物科技股份有限公司）的
ＤＭＥＭ培养基（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司）中，在３７℃和５％
ＣＯ２培养箱中培养，于细胞密度在 ８０％ ～９０％时进
行传代。取对数生长期且生长状态良好的 Ｈ９Ｃ２细
胞，以每孔３×１０５个细胞数接种于 ６孔板内，培养过
夜后进行后续实验。

６．ｓｈＲＮＡ表达载体的转染条件优化：转染前 ２ｈ
将细胞培养液换成无血清 ＤＭＥＭ培养基。用 ｏｐｔｉ－
ＭＥＭ培养基分别稀释质粒和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００或
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００，混 匀 后 室 温 静 置 ５ｍｉｎ。Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染试剂均以质
粒∶转染试剂 ＝１μｇ∶２μｌ和 １μｇ∶３μｌ的比例配置配制
质粒 －脂质体复合物 ２５０μｌ，静置 ２０ｍｉｎ后加入
Ｈ９Ｃ２细胞内轻轻混匀。６ｈ后吸出复合物，换入正常
培养基进行培养，４８ｈ后于倒置显微镜下观察 ＥＧＦＰ
自发荧光强度以明确转染效率。

７．Ｈ９Ｃ２细胞内干扰效果鉴定：转染共分成３组，
即空白组、ｐＧ１．２－Ｒｅｇ３βｓｈＲＮＡ组和 ｓｈＲＮＡ对照
组，每组 ３个复孔。６孔板中接种 Ｈ９Ｃ２细胞后，按
ｓｈＲＮＡ最优转染条件，依次加入无血清培养基
２５０μｌ、ｐＧ１．２－Ｒｅｇ３βｓｈＲＮＡ混合物 ２５０μｌ、ｐＧ１．２
空白载体混合物 ２５０μｌ。继续培养 ４８ｈ后提取细胞
进行 Ｒｅｇ３βｍＲＮＡ和蛋白检测。

８．ｑ－ＰＣＲ检测 Ｒｅｇ３βｍＲＮＡ表达量：以 Ｔｒｉｚｏｌ
法（美国 Ａｍｂｉｏｎ公司）提取细胞总 ＲＮＡ并检测其浓
度后反转录成 ｃＤＮＡ，以 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ进行
ＰＣＲ扩增得到各种 Ｃｔ值，反应条件为 ５０℃ ２ｍｉｎ，
９５℃预变性１０ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，共４０
个循环。大鼠 β－ａｃｔｉｎ引物序列为上游引物：５′－
ＣＡＣＧＡＴＧＧＡＧＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＡＴＣ－３′；下游引物：
５′－ＴＡＡＡＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴ－３′，大鼠 Ｒｅｇ３β
引物序列为上游引物：５′－ＧＣＴＣＣＴＡＣＴＧＣＴＡＴＧＣ
ＣＣＴＧＴＴ－３′；下游引物：５′－ＴＴＡＣＴＣＣＡＣＴＣＣＣＡＴＣ
ＣＡＣＣＴＣ－３′。以 β－ａｃｔｉｎ为内参，以 ２－ΔΔＣｔ法计算
各组 Ｒｅｇ３βｍＲＮＡ表达量相对于对照组表达量的变
化倍数即为 Ｒｅｇ３βｍＲＮＡ相对表达量。

９．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 Ｒｅｇ３β蛋白表达量：以 ＲＩ
ＰＡ裂解液常规提取细胞总蛋白，加入 ５×ＳＤＳ上样
缓冲液后于１００℃变性蛋白。上样后经 １５％分离胶
和浓缩胶进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，并将蛋白转移至
０２２μｍＰＶＤＦ膜，加入５％脱脂奶粉室温封闭 １ｈ，依
次加入 Ｒｅｇ３β和 β－ａｃｔｉｎ一抗（稀释比均为１∶１０００）
及相应二抗进行孵育，以超敏 ＥＣＬ法进行显色。

·５２·
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１０．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ２０．０统计学软件对
数据进行统计分析：多组间比较采用单因素方差分析

（Ｏｎｅ－ｗａｙＡＮＯＶＡ），组间比较采用 ＬＳＤ检验，以 Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．靶向Ｒｅｇ３βｍＲＮＡ的干扰片段筛选：如表１所

示，设计的３条ｓｈＲＮＡ分别针对Ｒｅｇ３βｍＲＮＡ第１５９～
１７８位碱基、第１９５～２１４位碱基和第 ２８４～３０３位碱
基，其抑制率分别位 ６７９３％、２８１４％和 ３６１９％。
因此，选择抑制率最高的第一条干扰序列（即 Ｒｅｇ３β
ｓｈＲＮＡ－１）为基础构建 ｓｈＲＮＡ。

表 １　Ｒｅｇ３βｓｈＲＮＡ基因片段序列、靶点及抑制率

基因 ｓｈＲＮＡ序列（５′→３′） 靶点 抑制率（％）
阴性对照（ＮＣ） 上游引物：ＵＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ － ９．１１

下游引物：ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ
Ｒｅｇ３βｓｈＲＮＡ－１ 上游引物：ＣＣＣＵＣＵＧＣＡＣＧＣＡＵＵＡＧＵＵＴＴ １５９～１７８ ６７．９３

下游引物：ＡＡＣＵＡＡＵＧＣＧＵＧＣＡＧＡＧＧＧＴＴ
Ｒｅｇ３βｓｈＲＮＡ－２ 上游引物：ＧＣＡＵＡＵＧＧＣＵＣＣＵＡＣＵＧＣＵＴＴ １９５～２１４ ２８．１４

下游引物：ＡＧＣＡＧＵＡＧＧＡＧＣＣＡＵＡＵＧＣＴＴ
Ｒｅｇ３βｓｈＲＮＡ－３ 上游引物：ＣＣＵＵＧＵＡＵＣＵＧＵＧＣＵＣＡＡＵＴＴ ２８４～３０３ ３６．１９

下游引物：ＡＵＵＧＡＧＣＡＣＡＧＡＵＡＣＡＡＧＧＴＴ

　　２．Ｒｅｇ３β－ｓｈＲＮＡ表达载体的酶切和测序鉴定：
因 ｐＧ１．２质粒里面只有一个 ＳａｃⅠ的酶切位点，因此
在构建 Ｒｅｇ３β－ｓｈＲＮＡ时于干扰片段前加入另一个
ＳａｃⅠ的酶切位点，当质粒被 ＳａｃⅠ酶切出一条约
６００ｂｐＤＮＡ条带时，说明退火片段连接到 ｐＧ１．２载
体里。酶切结果显示 Ｒｅｇ３β－ｓｈＲＮＡ经 ＳａｃⅠ酶切
后与预期结果一样出现６００ｂｐ的条带（图１）。测序
结构证实构建的 Ｒｅｇ３β－ｓｈＲＮＡ与实验设计序列
一致，且干扰片段前有 ＳａｃⅠ酶切位点（ＧＡＧＣＴＣ），
详见图 ２。

３．Ｈ９Ｃ２心肌细胞转染条件优化：将两种转染试
剂和 Ｒｅｇ３βｓｈＲＮＡ以不同比例混匀，４８ｈ后用倒置荧
光显微镜观察，结果发现 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００（１μｇ∶
３μｌ）的转染效率最高可达 ５０％，而 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
的转染效率均不足１０％（图３）。

图 １　ｐＧ１．２－Ｒｅｇ３βｓｈＲＮＡ酶切验证
Ｍ．ｍａｒｋｅｒ；ｐＧ１．２．空白载体；１和２均代表 Ｒｅｇ３βｓｈＲＮＡ－１

（即 ｐＧ１．２－Ｒｅｇ３βｓｈＲＮＡ）

　

图 ２　ｐＧ１．２－Ｒｅｇ３βｓｈＲＮＡ测序验证
　

　　４．Ｈ９Ｃ２细胞内 Ｒｅｇ３β干扰效果评估：将 Ｒｅｇ３β
ｓｈＲＮＡ按最优条件转染至 Ｈ９Ｃ２细胞，４８ｈ后以 ｑ－

ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法鉴定干扰效果（图４）。与空白
组比较，Ｒｅｇ３βｓｈＲＮＡ可使 ｍＲＮＡ相对表达量下降

·６２·
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图 ３　不同条件下 ｐＧ１．２－Ｒｅｇ３βｓｈＲＮＡ转染 Ｈ９Ｃ２的荧光显微镜图（×４０）
ＥＧＦＰ．增强型荧光蛋白

　

图 ４　ｑ－ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｍｂｌｏｔ法评估 ｐＧ１．２－Ｒｅｇ３βｓｈＲＮＡ抑制效果

Ａ．ｑ－ＰＣＲ检测结果，Ｂ．Ｗｅｓｔｅｍｂｌｏｔ法检测结果。与空白组比较，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

　

６０％以上（Ｐ＜０．０１），Ｒｅｇ３β蛋白表达量下降 ５０％左
右（Ｐ＜０．０５），而 ｓｈＲＮＡ对照组不抑制 Ｒｅｇ３β表达
（Ｐ＞０．０５）。

讨　　论
随着人们饮食结构及生活方式的改变，糖尿病、

肥胖、高脂血症、高血压等心血管疾病高危因素流行

趋势明显，在今后较长的时间内，心血管疾病患病人

数将会急剧增加
［１，９］
。因此，及时针对心血管疾病开

展发病机制、诊断、干预治疗的相关研究，有助于提高

患者生命质量，有着重要的临床价值和社会意义。

Ｒｅｇ３β是具有进化保守性分泌蛋白。大鼠
Ｒｅｇ３β位于 ４ｑ３３（ＮＣ＿００５１０３．４），含 ６个外显子，共
编码 １８８个氨基酸；小鼠 Ｒｅｇ３β位于 ６Ｃ３（ＮＣ＿
００００７２．６），含６个外显子编码 １７５个氨基酸。在人
体中该蛋白又称为 Ｒｅｇ３Ａ（再生基因蛋白 ３Ａ，Ｒｅｇｅｎ
ｅｒａｔｉｎｇＩｓｌｅｔ－ＤｅｒｉｖｅｄＰｒｏｔｅｉｎ３－Ａｌｐｈａ），位于 ２ｐ１２
（ＮＣ＿０００００２．１２），含 ６个外显子，编码 １７５个氨基
酸。人 Ｒｅｇ３β与大鼠 Ｒｅｇ３β具有 ７２．９９％的基因序
列一致性，与小鼠 Ｒｅｇ３β的基因序列一致性为

７５１％，氨基酸序列一致性为 ７０％，与小鼠 Ｒｅｇ３α、
Ｒｅｇ３γ、Ｒｅｇ３δ等其他家族成员的氨基酸序列一致性
低至 ５０％［１０］

。研究表明，针对重组人 Ｒｅｇ３β蛋白设
计的抗体能与小鼠 Ｒｅｇ３β具有交叉反应，证实 Ｒｅｇ３β
在不同物种中可能具有类似的分子结构基础

［４，１０］
。

因此，研究大鼠 Ｒｅｇ３β的功能有助于深入理解该蛋
白在人体中的潜在作用。

Ｒｅｇ３β虽然在体内许多组织和细胞均有表达，但
在心血管疾病中仅特异性表达于心肌细胞，具有潜在

的心肌保护作用。生理状态下，Ｒｅｇ３β仅表达于小
肠、胰岛 α细胞、分泌生长激素的细胞、子宫等组织。
在某些疾病时许多组织会高表达 Ｒｅｇ３β蛋白，例如
急性胰腺炎时的胰腺组织、糖尿病大鼠胰岛组织、再

生的胰岛 β细胞、肿瘤组织、受损的神经组织等［４］
。

在自身免疫性心肌炎、缺血性心脏病和心肌肥厚等动

物模型中，Ｒｅｇ３β仅在心肌细胞中表达增多，而心脏
组织非心肌细胞中均无表达

［３，６，７］
。研究发现，Ｒｅｇ３β

能诱导巨噬细胞向心肌受损部位浸润以清除中性粒

细胞残骸，进而修复心脏功能，提高小鼠梗死后存活

·７２·
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率
［３］
。虽然既往研究证实 Ｒｅｇ３β既能减少 ＴＮＦ－α、

ＩＬ－１β和细胞黏附分子的表达，又能抑制 β细胞和
胰腺癌的凋亡，但其是否通过抗炎和抗凋亡作用而保

护心肌细胞仍有待深入研究
［２，４，５，１１］

。

目前研究 Ｒｅｇ３β功能及机制的常用方法是外源
性 Ｒｅｇ３β蛋白干预、Ｒｅｇ３β全身敲减小鼠、Ｒｅｇ３β过
表达小鼠、以及下游 ｇｐ１３０／ＪＡＫ２／ＳＴＡＴ３信号通路抑
制剂等

［３～５，１２］
。ＲＮＡ干扰技术可介导细胞内序列特

异的靶基因表达沉默，产生相应的功能表型缺失的现

象，为探索 Ｒｅｇ３β功能及机制提供了新的维度。因
此，本实验采用 ｐＧ１．２干扰表达载体，带有 ＥＧＦＰ绿
色荧光标记和 ＣＣＤＢ基因，其中 ＥＧＦＰ用于细胞内观
察 ｓｈＲＮＡ表达情况，ＣＣＤＢ基因可用于筛选线性化的
载体。本研究利用设计的 ３条 Ｒｅｇ３βｓｉＲＮＡ，筛选出
抑制效率最高达到６７．９３％的抑制序列，进而成功构
建了 ｐＧ１．２－Ｒｅｇ３βｓｈＲＮＡ沉默载体，既能瞬时转染
细胞以短暂的降低 Ｒｅｇ３β的表达，也希望包装成病
毒表达载体感染细胞以获得稳定表达株。

大鼠 Ｈ９Ｃ２细胞是研究心肌细胞功能的常用细
胞株之一，既能用于研究心力衰竭相关基因如基质金

属蛋白酶 －２的作用，还能用于心肌细胞凋亡和细胞
毒性研究

［１３］
。此外，在 Ｈ９Ｃ２细胞中，高浓度葡萄糖

能诱导凋亡和炎性反应，并能够观察到降糖药物二甲

双胍和肠促胰素样肽（ＧＬＰ－１）受体激动剂的心肌保
护作用

［１４，１５］
。但早期研究发现，在阳离子脂质转染

体模型下，Ｈ９Ｃ２细胞转染效率远低于 ＨＥＫ２９３细胞，
影响了该细胞的科研应用

［１３］
。因此，为获得高效无

毒的 Ｈ９Ｃ２细胞转染方法，笔者优化摸索两种常用阳
离子脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００和 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００
的转染条件，结果发现 ｐＧ１．２－Ｒｅｇ３βｓｈＲＮＡ沉默载
体：Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００比例为 １μｇ∶３μｌ时，其转染效
率可达到 ５０％，明显高于其他转染模式。倪银芸
等

［１３］
研究发现，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００细胞毒性小，转染

ＥＧＦＰ－ ＬＣ２ 质 粒 的 效 率 也 显 著 高 于 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００、ＦｕＧｅｎＨＤ和ＤＮＡ－ＩｎＣＲＩＳＰＲ等３种
转染方法，推荐用于 Ｈ９Ｃ２细胞的转染。

在此基础上，本研究以最优转染条件将成功构建

的 ｐＧ１．２－Ｒｅｇ３βｓｈＲＮＡ沉默载体转入 Ｈ９Ｃ２细胞，
ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果显示，Ｒｅｇ３β表达的
抑制率可达到５０％以上。但本研究也存在一定的局限
性，如 ｐＧ１．２－Ｒｅｇ３βｓｈＲＮＡ抑制效果仅为 ５０％以
上，酶切验证时未能将同时将空白载体和 ｐＧ１．２－
Ｒｅｇ３βｓｈＲＮＡ放在一起进行验证，细胞转染条件需要

进一步优化，亦未能在病理条件下（如高血糖）观察

该载体的抑制效果。无论如何，本实验成功构建的

ｐＧ１．２－Ｒｅｇ３βｓｈＲＮＡ有望为后续深入探讨 Ｒｅｇ３β
在心血管疾病中的作用奠定了基础。
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ｏｆｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓｉｎｒａｔａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓｂｙＤＮＡｍｉｃｒｏａｒｒａｙ
ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅｏｆｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｎｇｇｅｎｅｆａｍｉｌｙ［Ｊ］．ＴｒａｎｓｌＲｅｓ，２００８，１５２
（３）：１１９－１２７

８　ＬｏｒｃｈｎｅｒＨ，ＷｉｄｅｒａＣ，ＨｏｕＹ，ｅｔａｌ．Ｒｅｇ３ｂｅｔａｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈ
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