
Ｒesults Expression of AＲL2 was significantly higher in cervical cancer tissues． By constract to the NC group，the
protein expression was decreased by 59% ( t = 5. 6，P ＜ 0. 05 ) in HeLa cells and 60% ( t = 5. 3，P ＜ 0. 05 ) in
C33A cells，respectively． MTT assay revealed that cell growth was inhibited，the inhibitory rate was 28% ( t = 2. 6，

P ＜ 0. 05) in HeLa cells and 22% ( t = 2. 3，P ＜ 0. 05) in C33A cells． siＲ-AＲL2 reduced the colony forming abili-
ty of HeLa and C33A cells by 36% and 60%，respectively( t = 4. 7，6. 2，P ＜ 0. 05) ． Invasion and migration were
significantly reduced as well，the inhibitory rate on invasion was 49% ( t = 5. 2，P ＜ 0. 05) in HeLa cells and 54%
( t = 5. 7，P ＜ 0. 05) in C33A cells，and inhibited the migration in HeLa cells． Conclusion Expression of AＲL2 is
significantly higher in cervical cancer tissues． Knockdown of AＲL2 markedly inhibited cervical cancer cell prolifer-
ation，migration and invasion，and may play an important role in the development of cervical cancer．
Key words cervical cancer; AＲL2; ＲNA interference; invasion; relative expression
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鼠源 GFP-VNN1 重组质粒的构建及其功能研究
李 琳1，李 俊2

摘要 目的 构建鼠源绿色荧光蛋白 － 重组人血管非炎性

因子 1 基因( GFP-VNN1) 重组质粒，并观察其对小鼠巨噬细

胞 ＲAW264. 7 细胞因子分泌及细胞凋亡的影响。方法 从

ＲAW264. 7 细胞中获得总 ＲNA，逆转录得到 cDNA，用 Hind

Ⅲ和 BamHⅠ限制性内切酶双酶切后连接至绿色荧光蛋白

( GFP) 载体上。表达载体经限制性内切酶酶切和 DNA 序列

分析 正 确 后 转 染 至 ＲAW264. 7 细 胞 中，ELISA 试 剂 盒 及

Western blot 法检测细胞因子肿瘤坏死因子-α( TNF-α) 和白

细胞介素-6( IL-6) 分泌，流式细胞术检测细胞凋亡。结果

阳性克隆经双酶切法鉴定可见 VNN1 基因片段，重组质粒

GFP-VNN1 可以显著促进细胞因子 TNF-α 和 IL-6 的分泌及

ＲAW264. 7 细胞的凋亡。结论 表明成功构建重组 GFP-
VNN1 质粒，其能促进细胞因子分泌及细胞凋亡。

关键词 重组人血管非炎性因子 1 基因; 绿色荧光蛋白;

ＲAW264. 7 细胞; 基因表达; 细胞因子; 细胞凋亡
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重 组 人 血 管 非 炎 性 因 子 1 基 因 ( Vanin-1，

VNN1) 是 一 种 位 于 细 胞 膜 上 的 糖 基 磷 脂 酰 肌 醇
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( glycosylphosphatidylinositol，GPI) － 锚定蛋白，具有

泛酰巯基乙胺酶活性，表达于人类及小鼠的多种组

织中，其中肾脏、胸腺和脾等免疫组织具有较高的

mＲNA 表达量［1］。多项研究［2 － 4］显示 VNN1 可以通

过调控氧化应激反应标志物活性氧簇( ＲOS) 、抗氧

化剂谷胱甘肽( GSH) 、cysteamine 及抗氧化蛋白过

氧化物酶体增殖物激活受体 γ( PPAＲ-γ) 等分子或

蛋白参与氧化应激反应，提示以 VNN1 基因为靶点

的治疗未来有可能逆转氧化应激及炎症相关性疾病

的进 展。本 实 验 拟 通 过 体 外 构 建 能 够 稳 定 表 达

VNN1 蛋白的重组质粒，并观察其转染 ＲAW264. 7
细胞后对细胞因子分泌及细胞凋亡的影响，为深入

探讨其参与免疫相关性疾病的分子机制奠定实验基

础。

1 材料与方法

1． 1 细胞系及主要实验材料 ＲAW264. 7 细胞系、
绿色荧光蛋白( GFP) 及 DH5α 感受态细胞由安徽省

天然药物活性研究重点实验室保存。总 ＲNA 提取

试剂盒、逆转录试剂盒 ( 美国 Thermo 公司) ; 高糖

DMEM 液体培养基、胎牛血清( FBS) ( 美国 Gibco 公

司) ; 凝 胶 纯 化 试 剂 盒、限 制 性 内 切 酶、T4 DNA
marker、DNA 连 接 酶 ( 日 本 TaKaＲa 公 司) ; Lipo-
fectamine 2000、Opti-MEM、TＲIzol Ｒeagent ( 美国 In-
vitrogen 公司) ; 流式试剂盒( 上海贝博公司) ; 小鼠

酶联免疫分析( ELISA) 试剂盒( 上海酶联生物科技
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公司) ; ECL 显色试剂盒( 美国 Pierce 公司) ; BCA 法

蛋白浓度定量试剂盒( 武汉生物科技有限公司) ; 肿

瘤坏死因子-α( tumor necrosis factor-α，TNF-α) 、白细

胞介素-6 ( interleukin-6，IL-6) 单克隆抗体( 美国 Ab-
cam 公司) ; 山羊抗兔 IgG 二抗、兔抗小鼠二抗( 北京

中杉金桥公司) 。
1． 2 实验仪器 流式细胞仪、CO2 恒温培养箱( 美

国 Thermo 公 司) ; 细 菌 培 养 箱 ( 德 国 Heraeus 公

司) ; 十二烷基硫酸钠 － 聚丙烯酰胺( SDS-PAGE) 凝

胶电泳仪、酶标仪( 美国 Bio-Ｒed 公司) ; 高速低温离

心机( 美国 Sigma 公司) ; 紫外凝胶成像系统( 南京

捷达生物技术公司) ; PCＲ 梯度扩增仪 ( 德国 Ep-
pendoff 公司) 。
1． 3 鼠源 GFP-VNN1 重组质 粒 构 建 从 NCBI
GenBank 数据库查找 VNN1 的 DNA 序列，根据引物

设计原则用 Primer 5. 0 软件设计 PCＲ 引物。上游

引 物: 5'-AAGCTTCCGCTGCACCATGACTACTC-3'
( 下 划 线 为 Hind Ⅲ 酶 切 位 点 ) ，下 游 引 物: 5'-
GGATCCGCTCGAGCTACCAACTTAATGA-3'( 下划线

为 BamHⅠ酶切位点) 。PCＲ 反应条件为 95 ℃、3
min; 94 ℃、40 s; 58 ℃、40 s; 68 ℃、110 s; 循环 35 次

后 72 ℃延伸 10 min。PCＲ 产物经 1% 琼脂糖凝胶

电泳分离纯化。纯化后产物经双酶切法与 GFP 载

体连接，连接产物转化摇菌，挑选阳性克隆，酶切法

鉴定后，送至上海 Invitrogen 生物技术有限公司测

序，序列比对正确后进行后续实验。
1． 4 ＲAW264. 7 细胞培养 ＲAW264. 7 细胞用含

10% FBS 的 DMEM 培养基置于 37 ℃、5%CO2 培养

箱培养，培养基应加入青霉素和链霉素各 100 U /
ml。每天更换新鲜培养基，取处于对数期生长的细

胞用于实验。
1． 5 GFP-VNN1 重组质粒转染 ＲAW264. 7 细胞

转染前 24 h 用预冷的磷酸盐缓冲液( PBS) 消化细

胞，接种 2 ml 密度为 1. 5 × 105 /ml 的待转染细胞于

6 孔板中，培养条件为 37 ℃、5%CO2，待细胞贴壁生

长后准备转染。分别将 6 μl 质粒和 8 μl 脂质体溶

于 150 μl OPTI-MEM 培养基中，静置 5 min 后将两

者混合均匀，室温静置 15 min。弃去 6 孔板中旧

DMEM 培养基，PBS 漂洗 2 次后加入 1. 7 ml OPTI-
MEM，再逐滴加入质粒 － 脂质体混合物，混合均匀

后置 37 ℃、5%CO2 培养 6 h，然后更换含 10% FBS
的 DMEM 完全培养基继续培养。
1． 6 Western blot 法检测细胞中 VNN1、TNF-α和

IL-6 蛋白表达 转染 48 h 后，裂解各组细胞得到总

蛋白样品，加入 2 × SDS 上样缓冲液于 100 ℃煮沸 5
min。BCA 法测定蛋白浓度，与标准蛋白 Marker 一

起进行 8% SDS-PAGE 凝胶电泳，用湿转法将蛋白

转到 PVDF 膜上，TBST 洗膜 3 次后，分别用 VNN1、
TNF-α、IL-6 的一抗于 4 ℃过夜孵育。TBST 洗膜后，

加入 VNN1、TNF-α、IL-6 的二抗室温孵育 1 h，TBST
洗膜后，ECL 试剂盒显色，电脑显影成像，Image J 图

像分析软件对各条带进行分析，实验重复 3 次。
1． 7 ELISA 法检测细胞上清液中 TNF-α 和 IL-6
表达 转染 48 h 后，取出 6 孔板中各组细胞上清

液，离心，按照 ELISA 试剂盒的操作步骤进行操作，

加样、加酶、显色、终止等。使用酶标仪测量各孔吸

光度，最后绘制标准曲线计算样本浓度。实验重复

3 次。
1． 8 流式细胞术检测 ＲAW264. 7 细胞凋亡情况

转染 48 h 后，收集 6 孔板中各组细胞，按试剂盒说

明书操作: 每组用 400 μl Binding Buffer 重悬细胞，

并加入 5 μl Annexin V 染液，避光孵育 15 min，然后

加入 10 μl PI，避光孵育 5 min，1 h 内在流式仪上检

测细胞凋亡情况。实验重复 3 次。
1． 9 统计学处理 采用 SPSS 19. 0 统计软件分析，

计量资料数据以 珋x ± s 表示。两组间均数比较采用

两独立样本 t 检验，多组间均数比较采用单因素方

差分析，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 GFP-VNN1 重组质粒的构建及鉴定 提取的

GFP-VNN1 质粒用 HindⅢ和 BamHⅠ限制性内切酶

双酶切，1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 分 离 得 到 约 1 542、
4 735 bp 两条带，与 VNN1 片段的大小和载体 GFP
的大小相符，表明 VNN1 已被插入到 GFP 载体中。
酶切结果见图 1。VNN1 基因测序结果与 GenBank
上的序列一致，表明 GFP-VNN1 表达载体构建正确，

可用于后续实验。

图 1 GFP-VNN1 重组质粒经双酶切鉴定电泳图

M: DNA Marker; 1: HindⅢ和 BamHⅠ双酶切 GFP-VNN1 重组质粒
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2． 2 VNN1 蛋白在 ＲAW264. 7 细胞中的表达 经

Western blot 法检测显示正常组、空质粒转染组以及

GFP-VNN1 重组质粒转染组细胞内均有 VNN1 蛋白

表达。GFP-VNN1 重组质粒转染组 VNN1 蛋白的表

达明显高于其他两组细胞，与正常组比较差异有统

计学意义( P ＜ 0. 01，F = 3. 063) ，见图 2，表明 GFP-
VNN1 重组质粒能在 ＲAW264. 7 细胞稳定高表达

VNN1 蛋白。

图 2 Western blot 法检测 ＲAW264. 7 细胞中 VNN1 蛋白的表达

N: 正常组; NC: 空质粒转染组; VNN1: GFP-VNN1 重组质粒转染

组; 与正常组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 3 GFP-VNN1 重组质粒对细胞因子 TNF-α 和

IL-6 分泌的影响 ELISA 结果显示，GFP-VNN1 重

组质粒能显著升高 ＲAW264. 7 中 TNF-α 和 IL-6 的

表达( P ＜ 0. 05，F = 0. 082; P ＜ 0. 05，F = 0. 592 ) ，与

正常组比较差异有统计学意义; Western blot 法检测

ＲAW264. 7 细胞中 TNF-α 和 IL-6 蛋白表达升高( P
＜ 0. 05，F = 1. 538; P ＜ 0. 05，F = 1. 509 ) ，与正常组

比较差异有统计学意义。结果见图 3、4，提示 GFP-
VNN1 重组质粒能促进细胞因子 TNF-α 和 IL-6 分

泌。
2． 4 GFP-VNN1 重组质粒对 ＲAW264. 7 细胞凋亡

的影响 与正常组比较，GFP-VNN1 重组质粒转染

组凋亡率升高，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05，F =
0. 076 ) 。说 明 重 组 质 粒 GFP-VNN1 能 促 进

ＲAW264. 7 细胞发生凋亡。见图 5。

3 讨论

泛酰巯基乙胺酶( Vanin，VNN) 是近几年生物学

研究的热点，是一种泛酰巯基乙胺的水解酶，能水解

泛酰巯基乙胺形成泛酸和半胱胺。Vanin 基因的亚

型包括 VNN1、VVN2 和 VNN3，小鼠体内有 VNN1 和

图 3 ELISA 法检测 GFP-VNN1 重组质粒对

细胞因子 TNF-α和 IL-6 分泌的影响

A: TNF-α; B: IL-6; N: 正常组; NC: 空质粒转染组; VNN1: GFP-

VNN1 重组质粒转染组; 与正常组比较: * P ＜ 0. 05

图 4 Western blot 法检测 GFP-VNN1 重组质粒对

细胞因子 TNF-α和 IL-6 分泌的影响

N: 正常组; NC: 空质粒转染组; VNN1: GFP-VNN1 重组质粒转染

组; 与正常组比较: * P ＜ 0. 05
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图 5 流式细胞术检测 GFP-VNN1 重组质粒

对 ＲAW264. 7 细胞凋亡的影响

A: 3 组流式细胞图比较; B: 3 组细胞凋亡率比较; N: 正常组; NC:

空质粒转染组; VNN1: GFP-VNN1 重组质粒转染组; 与正常组比较:
* P ＜ 0. 05

VNN3 两种亚型，位于 10 号染色体的 10A2B1; 人体

内有 VNN1、VVN2 和 VNN3 三种亚型，位于 6 号染

色体的 q22 ～ 24，人类和小鼠的 Vanin 基因的总氨

基酸具有高度一致性［5 － 7］。
VNN1 是 Vanin 家族中研究最多的一个亚型，

其对氧化应激反应的调控引起了越来越多科研人员

的关注。研究［8］显示 VNN1 与 NF-κB 通路的激活

成正相关，干扰 VNN1 基因后，不仅抑制了 LPS 对

NF-κB 的激活，还抑制了 NF-κB 的核转位，进而抑

制了氧化应激和炎症的发生; 同时应用 NF-κB 抑制

剂 BAY11-7082 也能部分削弱 VNN1 介导的氧化应

激反应。干扰 VNN1 表达的细胞株中即使给予白介

素-1β( IL-1β) 这一高效的促炎刺激因素，也未能引

起炎症因子表达水平的增加，提示在炎症反应中

VNN1 是一个关键的作用因子［9］。研究［10］显示在

小鼠糖尿病模型中，体内或体外实验中敲除 VNN1
基因后，胰岛细胞凋亡减弱，有学者推测 VNN1 基因

可能通过调控组织释放 cystamine 对胰岛细胞产生

保护作用。以上研究结果提示 VNN1 基因的表达与

多项炎症相关性疾病的病程进展有很强的关联性。

在生物医学研究中 GFP 因其在相应波长的紫

外光激发下发出绿色荧光故常作为标记蛋白，用以

实时观察目标蛋白在细胞中的移动和定位，或用以

检测基因转录效率，目的蛋白 的 表 达 量 等［11 － 12］。
GFP 作为使用最为广泛的标记蛋白之一，由于其分

子量小，可以与其他目的基因形成融合蛋白，且融合

蛋白仍能保持荧光激发活性，同时不影响目的基因

的生物活性［13］。
本实验通过基因重组技术成功建立了过表达

VNN1 的 GFP-VNN1 载体，并且进一步研究发现过

表达 VNN1 能促进 ＲAW264. 7 细胞炎性因子 TNF-
α、IL-6 分泌和细胞的凋亡。本研究还发现与正常

组比较，空质粒转染组 VNN1、TNF-α、IL-6 的表达均

有轻微升高，这种现象可能是由于转染试剂中的 Li-
pofectamine 2000 所致。Lipofectamine 2000 对细胞

具有一定的毒性，可以激活 ＲAW264. 7 细胞，分泌

炎症因子如 TNF-α 和 IL-6，导致空质粒转染组 TNF-
α 和 IL-6 分泌增加。而 TNF-α 和 IL-6 为体内重要

的炎症因子，能与相应的受体结合，激活相应的炎症

反应，导致空质粒转染组 VNN1 的表达升高。本研
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究结果提示 VNN1 的高表达可能会加剧炎症相关性

疾病的发展，而干扰 VNN1 表达则可能对疾病缓解

有重要意义。本研究结果为深入研究 VNN1 基因的

分子机制奠定了基础，并为研究其生物学活性和在

免疫相关性疾病中的作用提供了新思路。以 VNN1
基因为靶点的治疗将可能逆转炎症等相关疾病的发

展，但这需要通过大量的实验室研究和临床试验证

实。
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Construction and functional study of mouse GFP-VNN1
recombinant plasmid

Li Lin1，Li Jun2

( 1Dept of Pharmacy，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022;
2School of Pharmacy，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To construct the GFP-tagged eukaryotie expression vector of Vanin-1 ( VNN1) ，observe its
effect on the cytokine secretion and apoptosis of ＲAW264. 7 cells． Methods The total ＲNA of VNN1 was obtained
from ＲAW264. 7 cells，and reverse transcription into cDNA sequence． Then VNN1 cDNA and the vector GFP were
digested with restriction enzymes HindⅢ and BamH Ⅰ，then inserted into the eukaryotic expression vetor GFP．
The recombinant vector was verified by restriction enzymes cut and sequencing identified，then transfected into
ＲAW264. 7 cells． Tumor necrosis factor-α ( TNF-α) and interleukin-6 ( IL-6 ) secretion were detected by ELISA
and Western blot． Cell apoptosis was detected by flow cytometry with AnnexinV-FITC /PI double-staining method．
Ｒesults The VNN1 fragment was contained in the positive recombination by identification of restriction enzymes．
The recombinant plasmid GFP-VNN1 could significantly promote the secretion of cytokines TNF-α and IL-6 and the
apoptosis of ＲAW264. 7 cells． Conclusion Successfully constructed eukaryotic expression vector of VNN1，re-
combinant GFP-VNN1 plasmid could significantly promote cytokine secretion and apoptosis．
Key words VNN1; GFP; ＲAW264. 7 cells; gene expression; cytokine; apoptosis
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