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【Abstract】A IM : To construct the eukaryotic vector exp ressing

shRNA of galectin23 and study its effect on the p roliferation rate in

lovo cells. M ETHOD S: Lovo cells transferred with emp ty

PRNAT2U6. 1 or nothing were regarded as negative or positive

control group s, respectively. Two different 140 bp shRNA targe2
ting the coding sequence of galectin23 were designed, and inserted

to the p lasm id vector PRNAT2U6. 1 for getting PRNAT2U6. 1 /ga2
lectin23 shRNA. The human colorectal cancer lovo cells were

transferred by two PRNAT2U6. 1 /galectin23 shRNA. The transfec2
tion efficiency was detected by immunofluorescence; the exp res2
sion levels of galectin23 mRNA and p rotein were detected by RT2
PCR and W estern B lot, respectively; the p roliferation rate was

assayed byMTT assay. RESUL TS: It was verified by restriction

endonuclease digestion that the constructed vector exp ressing ga2
lectin23 shRNA was correct. The transfection efficiency was 62%

at 72 h. The exp ression of galectin23 was significantly supp ressed

in lovo cells transfected by two PRNAT2U6. 1 /galectin23 shRNA

compared with positive and negative group s on the levels ofmRNA

and p rotern; there were significant differences on two levels ( F =

2. 214, 148. 566, P = 0. 000, 0. 000) , but no difference between

positive and negative group s ( P = 0. 448, 0. 263). The lovo cells

transfected with PRNAT2U6. 1 /galectin23 shRNA had lower cell

p roliferation rate ( F = 20. 830, P = 0. 000 vs before transfection;

F = 149. 710, P = 0. 000 ). There was significant difference as

compared with positive and negative group s ( P = 0. 000, 0. 000) ,

but there was no difference between the latter two group s ( P >

0. 05). CO NCLUS IO N: The galectin23 shRNA vector has been

successfully constructed. The exp ression levels of galectin23

mRNA and p rotein are significantly dep ressed. The dep ressed ex2
p ression of galectin23 m ight decrease the p roliferation rate of lovo

cells.
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%& '()� : 构建 galectin23 shRNA真核表达载体 ,观察该

基因的抑制对大肠癌细胞系 lovo细胞增殖率的影响. *+ :

以未转染 lovo细胞作为阳性对照组 ,转染空质粒的 lovo细胞

作为阴性对照组 ,将针对人 galectin23基因的不同部位设计的
长度约 140 bp的 shRNA,插入到真核表达载体 PRNAT2U6. 1

并转染人大肠癌细胞 lovo,双酶切鉴定重组载体 ,免疫荧光检

测转染效果 , RT2PCR和 W estern2B lot检测其对该基因 mRNA

和蛋白水平的抑制 ,MTT测定干扰后对 lovo细胞增殖率的影

响. ,- : 双酶切出一条约 120 bp的 DNA片断 ,与插入片断

长度相符. PRNAT2U6. 1 /Galectin23 shRNA表达载体顺势转

染 lovo细胞 72 h后检测转染效率及 Galectin23在 mRNA和蛋

白水平的表达情况 , 免疫荧光检测转染效率为 62%. 转染

PRNAT2U6. 1 /Galectin23 shRNA的 lovo细胞 Galectin23的表达
在 mRNA和蛋白水平均明显下降 ,各组间比较 F = 2. 214,

148. 566, P = 0. 000, 0. 000,阴性组和阳性对照组相比 , P =

0. 448, 0. 263. 干扰后细胞继续生长 ,与干扰前相比 ,生长明显

减慢 , F = 20. 830, P = 0. 000, 组间比较 F = 149. 710, P =

0. 000, shRNA干扰组与阴性组和阳性组比较 , P = 0. 000,

0. 000. ,. : 成功构建 Galectin23 shRNA表达载体 ,干扰后

Galectin23在 mRNA和蛋白水平的表达明显降低 , Galectin23
表达的抑制可能会导致大肠癌细胞 lovo增殖率的降低.
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大肠癌是常见的消化道恶性肿瘤之一 ,其发病年

轻化、瘤体增长快、死亡率高的特点成为学者们关注

和研究的锲入点. 干扰技术能有效的敲除基因的表

达 ,目前已被运用到基因的生物学研究中. Galectin23
是动物血凝素 Lectin家族成员之一 ,是目前认为与大

肠癌发展关系比较密切的基因 [ 1 ]
,在大肠癌中的研

究还少有报道. 本试验我们拟构建 Galectin23短发夹
干扰载体 ,从负向角度来研究 Galectin23与大肠癌增
殖的关系 ,以望对今后研究 Galectin23在大肠癌中的
生物学作用奠定基础.

4101 第四军医大学学报 (J Fourth M ilMed Univ) 2007, 28 (11)　http: / / journal. fmmu. edu. cn

© 1994-2008 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net



1 �����
1. 1 �� Lovo细胞株来自 ATCC (美国组织培养

保藏中心 ) ,由中国科学院上海细胞生物学研究所提

供 ,病理分期为 Dukeπs D期. L ipofectam ine 2000TM

( Invintrogen,美国 ) Op ti2MEN I( Gibco,美国 ). 蛋白

裂解液 (碧云天 ,中国 ) ;半干电转仪 (B io2Rad,美

国 ) , PVDF膜 (B io2Rad,美国 ) , ECL化学发光试剂

盒 ( Pharmacia,美国 ) ; Galectin23人抗大鼠 ( Santa,

Crzu) ;羊抗大鼠 IgG2HRP (博士德 ,中国 ) ; BCA试剂

盒和预染蛋白质 Marker (碧云天 ,中国 ). MTT和

DMSO溶液 (威佳 ,广州 ) ,酶标仪. Trizol和 RT2PCR

试剂盒 ( TAKARA日本 ) , DNAmaker (天为时代 中

国 ) , 20 g/L,琼脂糖 ( Sigma, 美国 ) , pRNAT2U6. 1真

核干扰载体 (上海吉码生物公司 中国 ). T4 DNA连

接酶 ( TAKARA日本 ). 各种工具酶 ( Takara公司 )

质粒小提试剂盒 (Q iagen德国 ).

1. 2 ��

1. 2. 1　细胞培养　37℃, 50 mL /L CO2条件下 ,培养

于含 10 mL /L新生牛血清、1 ×105 U /L青霉素、100

mg/L链霉素的 RPM I21640中 ,根据生长情况传代.

1. 2. 2　构建两条 pRNAT2U6. 1 Galectin23 shRNA　

根据 NM2002306中 Galectin23编码区序列 ,由上海博

亚基因技术有限公司合成两条 Galectin23 shRNAg短

发夹状结构 , ① sense: 5′2GATCCCGCATGGAGCAC2
CTGGAGCTTATCC TTCAAGAGAGGATAAGCTCCAG2
GTGCTCCATGTTTTTTGGAAA23′, anti2sense: 3′2GG2
CGTACCTCGTGGACCTCGAATAGGAAGTTCTCTCCT2
ATTCGAGGTCCACGAGGTAC AAAAAACCTTTTCGA2
5′. ② sense: 5′2GATCCCGACCTCACCAGTGCTTCAT2
ATTTCAAGAGAATATGAAGCACTGGTGAGGTTTTTT2
TGGAAA23′, anti2sense: 3′2GGCTGGAGTGGTCACG2
AAGTATA AAGTTCTCTTATACTTCGTGACCACTCCA

AAAAAACCTTTTCGA25′.
1. 2. 3　重组质粒构建与鉴定过程 　① B am HⅠ,

EcoRⅠ双酶切 pRNAT2U6. 1, 10 g/L琼脂糖凝胶电

泳分离 ,以凝胶纯化试剂盒纯化备用. ②退火 :分别

用 TE 30μL溶解寡核苷酸单链 ,使其浓度为 100

μmol,两条单链各取 5μL混合 ,经 95℃ 30 s, 72℃ 2

m in, 37℃ 2 m in, 25℃ 2 m in退火后备用. ③连接 :

稀释上述产物至 0. 5μmol,按以下体系操作 :将纯化

的质粒片段 2μL, 退火产物 1μL, 10 ×T4 DNA L ig2
ase buffer 1. 5μL, BSA (10 g/ L ) 0. 5μL, T4 DNA

L igase 0. 5μL, H2O 9. 5μL,总体积 15μL, 4℃过夜

连接. 转化 : 10μL连接产物直接加入感受态细胞 50

μL中 ,轻轻混匀 ,冰上放置 30 m in, 42℃水浴 90 s,

置冰上 2 m in,加 800μL LB培养液 , 37℃ 300 r/m in,

60 m in摇匀 ;取 100μL菌液涂匀于氨卞酶素抗性的

固体培养基 ,普通培养箱 37℃培养 12～14 h,见培养

皿中长出菌落 ,挑取菌落 3～4个分别放入 5 mL LB

+ 5μL Amp, 180 r/ m in, 37℃过夜 ,观察培养液变

混浊 ,取 500μL菌液按照质粒小量快速提取说明书

操作. 提取的重组质粒行双酶切鉴定 ,将连接成功的

质粒样本根据插入片段不同命名为 pRNAT2U6. 1 ga2
lectin23 s shRNA1和 pRNAT2U6. 1 galectin23 shRNA2

送测序.

1. 2. 4　转染　参照 L ipofectam ine 2000TM产品操作说

明书进行. 调整细胞密度达到 90%左右 , 分别混合

L ipofectam ine 2000
TM

10μL与 Op ti2MEN I 240μL,

Galectin23 shRNA 10μL与 Op ti2MEN I 240μL, 室温

静置 5 m in,混合上述两组液体室温静置 20 m in. 每

孔对应加入 500μL转染混合液 ,轻摇混匀. 置于

37℃, 50 mL /L CO2、饱和湿度的培养箱中培养 6 h后

更换无抗生素的含 100 mL /L小牛血清的 PRM I 1640

培养液 , 72 h后免疫荧光检测转染效率.

1. 2. 5　W estern2B lot验证干扰效果 　蛋白提取及

W estern B lot,在室温下用 1 ×PBS冲洗 lovo细胞 3

次 ,收集细胞. 5000 r/m in离心后加入蛋白裂解液

200μL, 100 mmol/L PMSF 20μL匀浆 ,冰上膨胀 30

m in, 12 000 g离心 10 m in,取上清 , B radford法在紫外

分光光度仪上绘制蛋白标准曲线 ,检测蛋白浓度.

W estern B lot: 取 20μg胞质蛋白以 12 g/L SAD2
PAGE凝胶电泳分离. 半干电转移至 PVDF, 5 g/L脱

脂奶粉封闭 1 h,加入一抗 Galectin23 mAb, (稀释浓

度为 1∶400 ) ,于 4℃封闭袋中摇床上过夜. 二抗
(HRP)标记的羊抗大鼠 (1∶1000)室温封闭 1 h, DAB

法显色结果 ,凝胶图像分析系统检测蛋白质印记条带

灰度.

1. 2. 6　RT2PCR　Galectin23引物片段和β2actin引

物片段分别参照基因文库 NM _002306序列和 NM _

001101自行设计 ,由上海博亚基因技术有限公司合

成 ,扩增片断分别为 : 750 bp和 320 bp. Galectin23序
列 , sense: 5′2tc ggatcc aatggcagacaatttttcgc23′, anti2
sense: 5′2ca gaattc cttatatcatggtatatgaagc23′. β2actin序

列上游 : 5′2gcg cgg cta cag ctt cac cac 23′,下游 : 5′2gta

ggc gtt tct gga cat gcg 23′. 按照 Trizol试剂说明书提取

细胞总 RNA. 逆转录条件 : 42℃ 60 m in, 95℃ 5

m in, 4℃ 10 m in, PCR 条件 : 95℃预变性 5 m in,

95℃ 30 s, 55℃ 30 s, 72℃ 30 s, 32个循环后 ,再

72℃延伸 5 m in.

1. 2. 7　MTT法检测细胞增殖 　消化细胞并调整细
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胞数 ,使每孔细胞数为 4000个. 培养 24 h后更换无

抗生素的培养液 ,按照步骤 2,加入混合干扰 ,每孔 50

μL,分别设正常对照组和 Galectin23 shRNA组 ,每组

设 6个孔 ,以不加细胞的孔作为空白对照孔 ,分别于

干扰后 24, 48和 72 h在酶标仪上测定各孔 A值.

统计学处理 :结果以 x ±s表示 ,应用 SPSS 10. 0

软件进行方差分析 ,组间比较用 LSD法 ,以 P < 0. 05

表示有统计学意义.

2 ��
2. 1 ������	
��
� 将重组质粒经

B am HⅠ和 EcoRⅠ双酶切后行琼脂糖凝胶电泳 ,见与

插入片段约 120 bp大小相符的条带 ,未酶切的相应

重组质粒未见插入片段的条带 ,并经测序得以证实
(图 1).

M: Marker; 1: 质粒 pRNAT2U6. 1; 2: 双酶切 pRNAT2U6. 1 /Galectin23

shRNA1; 3: 双酶切 pRNAT2U6. 1 /Galectin23 shRNA2.

图 1　重组质粒的琼脂糖凝胶电泳图

2. 2 ������������� pRNAT2U6. 1

shRNA转染 lovo细胞 72 h后观察被转染细胞 ,蓝色

荧光蛋白表达表明重组载体转染成功 (图 2). 以三

个视野取平均值 ,转染效率为 62%.

A: 正常光 ; B: 蓝色荧光.

图 2　干扰重组载体转染后 72 h检测转染效率

2. 3 Ga lectin23 shRNA� Ga lectin23 m RNA���

�� 提取转染后 72 h细胞 RNA,以正常细胞组作

为阳性对照组 ,转染空质粒组为阴性对照组 , RT2PCR

结果见图 3, Galectin23 /β2actin的相对 A值在空白、干

扰 1、干扰 2和阴性组分别为 : 1. 390, 0. 986, 0. 976和

1. 379.

M: Marker; 1: Lovo /pRNAT2U6. 1 Galectin23 shRNA1; 2: Lovo /pR2

NAT2U6. 1 Galectin23 shRNA2; 3: Lovo /pRNAT2U6. 1; 4: Lovo.

图 3　Lovo细胞转染 pRNAT2U6. 1 Galectin23 shRNA 72 h后

mRNA水平

2. 4 Ga lectin23 shRNA� Ga lectin23� ����
� 转染细胞 72 h后提取胞质蛋白进行 W estern

B lot结果见图 4. Galectin23 /β2actin的 A值在空白、

干扰 1、干扰 2和阴性组分别为 : 0. 705, 0. 141, 0. 137

和 0. 686.

1: Lovo; 2: Lovo /pRNAT2U6. 1 Galectin23 shRNA1; 3: pRNAT2U6. 1

Galectin23 shRNA2; 4: Lovo /pRNAT2U6. 1.

图 4　Lovo细胞转染 pRNAT2U6. 1 Galectin23 shRNA后 72 h

Galectin23蛋白的表达

2. 5 Ga lectin23!"����#$%&�'(
MTT结果显示 :干扰后细胞继续生长 ,与干扰前相

比 ,细胞生长明显减慢 ,各组间比较见表 1.

表 1　干扰前后 Galectin23对大肠癌细胞 lovo增殖的影响

( n = 3, A575 nm , x ±s)

组别 24 h 48 h 72 h

正常 a 1. 7860 ±0. 185 2. 635 ±0. 003 3. 5320 ±0. 006

干扰后阴性 a 1. 6890 ±0. 005 2. 532 ±0. 009 3. 3560 ±0. 002

干扰后阳性 0. 546 ±0. 002 1. 0250 ±0. 008 1. 4230 ±0. 506

a P < 0. 05 vs干扰后阳性.

3 )*
Galectin23因与含β2半乳糖苷残基的糖复合物
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具有很高的亲和力而得名 [ 2 ] . Galectin23具有两个重
要的结构功能区 : ①C2末端为碳氢识别位点 ,与不同

的配体结合 ,发挥不同的生物学功能. ②N2末端含有
一个 9个氨基酸的重复序列 ,可作为基质蛋白酶结合

的底物. 因 Galectin23在结构上缺乏转移到内质网的
信号序列 ,此结构具有传递信号的作用 [ 3 - 4 ] . 目前从

大体水平已经验证出 Galectin23在多种细胞 ,包括上

皮细胞 ,肿瘤细胞 (甲状腺癌 [ 3 ]
,肝癌 [ 4 ]、大肠癌 [ 5 ]、

胃癌 [ 6 ]等 )表达 ,从机制方面初步发现 Galectin23可
存在细胞的不同部位 , 在细胞内表达主要促进其增

殖和抑制其凋亡.

应用 RNA干扰技术抑制相关基因的表达 ,可以

起到抑制肿瘤细胞增殖、促进肿瘤细胞凋亡的作用 ,

达到治疗肿瘤的目 [ 7 ]
,本试验我们通过构建 Galectin2

3真核干扰表达载体并顺势转染大肠癌细胞 lovo,对

两条 Galectin23 shRNA真核重组载体进行双酶切鉴

定 ,酶切出一条约 120 bp的条带 ,这说明载体构建成

功. 荧光显微镜对转染 48 h后检测有绿色荧光 ,说明

转染成功. 对转染后 72 h的 lovo细胞分别提取 mR2
NA和蛋白进行 RT2PCR和 W estern B lot检测 ,结果发

现转染 pRNAT2U6. 1 shRNA1和 pRNAT2U6. 1 Galec2
tin23 shRNA2的 lovo在蛋白和 mRNA水平均被明显

抑制 ,与空质粒组和正常组相比 , F = 2. 214,

148. 566, P = 0. 000, 0. 000,正常组和空质粒组比较

均无统计学意义 P = 0. 448, 0. 263. 说明转染 Galec2
tin23 shRNA的 lovo细胞明显抑制了 galectin23基因
的表达.

Inohara等 [ 8 ]通过构建 Galectin23重组体并与正
常的人类纤维原细胞 IMP270静止期的细胞群共培

养 ,刺激了 DNA的合成从而首先报道了 Galectin23可
以作为一个有丝分裂原的证据. 对其机制的进一步

探讨发现主要通过 ERK1 /22MEK1 /2信号通路促进

细胞的增殖 [ 9 ]
. 我们通过 MTT方法对干扰前后细胞

增殖的影响发现 ,干扰后细胞继续生长. 这说明转染

Galectin23 shRNA的 lovo细胞明显抑制了 galectin23
在大肠癌细胞中的增殖.

目前虽然对 Galectin23在大肠癌中的研究日趋
增加 ,但其确切机制还不清楚. B resalier等 [ 10 ]在

2004年对大肠癌血清中 Galectin23的循环配体 -一

种 M r为 40 ×10
3的糖化结合珠蛋白的发现 ,使得 Ga2

lectin23被认为有可能是大肠癌诊断和预后的肿瘤标
记物. 因此对 Galectin23进行深入的研究有望对未来
大肠癌的早期诊断和预后提供一个耙点.
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