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大鼠晚期糖基化终产物受体基因特异性小干扰

RNA 表达载体的构建及其活性鉴定
夏金荣刘乃丰*

(东南大学附属中大医院消化科，南京 210009)

摘要 应用两个 RNA干扰实验技术网络的 RNA设计软件，模拟 SD 大鼠晚期糖基化终产物

受体(RAGE) mRNA 的二级结构，设计针对 RAGE mRNA 417 、 221 和 534 位点的 3 对小干扰RNA

(siRNA)序列 (21 nt)，再转化为能表达其小发夹结构 RNA(shRNA)的寡核苦酸序列，分别将其克隆

于 pGCsi-U6/Neo/GFP 载体，利用酶切和序列分析鉴定克隆的正确性。将RAGE特异性 siRNA表达

克隆转染肝星状细胞(HSC)-T6 细胞系，以空白及转染非特异性 siRNA表达克隆作为对照，分别以

实时荧光定量 PCR 和 Westem 印迹法检测各组 HSC-T6 细胞 RAGE 基因和蛋白质的表达。结果显

示:成功构建了 RAGE特异性siRNA重组表达载体pGCsi-Rl 、 pGCsi-R2 、 pGCsi-R3和非特异性siRNA

重组表达载体 pGCsi-C，与对照组相比，转染特异性 siRNA 重组表达载体的 HSC-T6 细胞的 RAGE

mRNA 表达受到明显抑制，在 0.25-1.0 nmol/L 范围内， RAGEmRNA 下调幅度呈浓度依赖性增加，

以1.0 nmol/L pGCsi-R1 最显著，转染 pGCsi-C 的 HSC-T6 细胞的 RAGEmRNA表达水平无明显变

化。转染 pGCsi-R1 的 HSC-T6 细胞 24 、 48 和 72h 表达的 RAGEmRNA 分别较空白对照组下调

(79.65 j:8.88)% 、 (78.96:f:7 .94)% 和(73.11土6.89)% (F=7 1.397 , 6 1.824, 6 1.饨 ， P 均<0.01)，在 72h 范围

内， RAGEmRNA 下调幅度呈时间依赖性降低。同时，转染 pGCsi-R1 的 HSC-T6 细胞 50 kDa 和 46

kDa 的 RAGE 、 α- 平滑肌肌动蛋白(α-SMA) mRNA及蛋白质的表达也明显下调，分别为空白对照

组的(43.91 j:1. 18)% (F=386.19 , P<O.OI) 、 (36.33 j:0.78)% (F=386.07 , P<0.01) 、 (57.53土 3.25)%

(F=20.91 , P<0.05)和(58 .48士3.08)% (F=56.59 , P<O.O日。结果表明: pGCsi-R1 表达的特异性 siRNA

可高效抑制 HSC-T6 细胞中 RAGE 基因和蛋白质的表达及肝星状细胞的激活。

关键词 晚期糖基化终产物受体;小干扰 RNA; 肝星状细胞

肝纤维化(hepati fibrosis , HF)是肝脏对慢性、持

续性损伤因子的一种应激反应，包括肝细胞损伤和伴

随的炎症反应以及随后的组织重塑。作为反应结果，

大量的细胞外基质(extracellular matrix , ECM)，主要

是 I 、 III型胶原在肝实质问形成纤维疤痕。近年

来，随着对晚期糖基化终产物(advanced glycation end 

product, AGE)及其特异性受体(receptor for advanced 

glycation end product, RAGE)研究的深入， RAGE 与

其配体AGE相巨作用所介导的氧化应激和各种生物

学作用越来越引起人们的重视。研究证实[1--41 ， RAGE 

作为信号转导受体介导 AGE 结合在细胞表面，可引

起「泛的病理作用和各种疾病如糖尿病、肾小球硬

化、肾间质纤维化、炎症、神经性变性或多发性

神经病变、动脉粥样硬化和老化等。 Fehrenbach 等[51

研究显示， RAGE 可能是 HF 过程中激活肝星状细胞

(hepatic stellate cells , HSCs) I马肌成纤维细胞

(myofibroblasts, MFs)转化的主要参与受体。小干扰

RNA(small interfering RNA, siRNA) 能非常特异地沉

默内源性基囚的表达，为人们通过选择性地抑制有害

基因表达，研究抗炎症、抗凋亡、抗肿瘤等治疗策

略提供了新思路和方法[6J 。本研究设计、构建了针

对大鼠 RAGEmRNA 的特异性 siRNA 表达载体，并

探讨了特异性 siRNA 在 HSC-T6 细胞内抑制 RAGE、

α- 平滑肌肌动蛋白(alpha-smooth muscle actin ， α­

SMA)基因和蛋白质表达的活性。

1 材料与方法
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1. 1 材料

1.1.1 质粒、细胞株 pGCsi-U6/Neo/GFP 质粒购

白 Genscript 公司，大鼠 HSC-T6细胞株由美国西奈山

医学院 Scott L. Friedman 教授惠赠。

1.1.2 试剂 脂质体转染试剂盒LipofectAMINE四

2000、胎牛血清购白美国 Invitrogen 公司， T4 DNA 

连接酶、限制性内切酶(HindIII 和 BamHI)、实时

PCR试剂盒为日本TaKaRa公司产品，质粒DNA小提

试剂盒、 Trizol 试剂购自德国 Qiagen 公司，膜蛋白

酶为 Amresco 公司产品，琼脂糖和聚丙烯酷肢购白

Genview 公司，鼠抗 RAGE 单克隆抗体为美国 R&D

Systems 公司产品，鼠抗 α-SMA 单克隆抗体和鼠抗

β肌动蛋白单克隆抗体及 HRP标记的兔抗鼠 IgG 二

抗购自美国 Santa Cruz 生物技术公司，其他均为分析

纯试剂。

1.1.3 DNA片段、引物合成和DNA序列分析 由

上海生工生物技术服务有限公司合成及测序。

1.2 方法

1.2.1 靶位点选择、 RAGE 特异性 siRNA及其编码

DNA双链的设计 应用两个RNA干扰实验技术网

络的 RNA 设计软件(http://www .ic.sunysb.edu/Stu/

shilin html 、 http://www.ambion.com/techlib/misc/

siRNA_finder.html)模拟大鼠 RAGE mRNA 的二级结

构，并根据哺乳动物细胞RNA-l工扰(RNA interference, 

RNAi)的设计原则(AA-NI9 原则)[7]，在距起始密码子

100 nt 后、 GC 含量达 45%-50% 的 RNA 二级结构

编码环区选择 3 个 siRNA 作用的靶位点(417 、 221 和

534 位点)，根据靶位点序列和其互补序列，设计 3 对

21 nt siRNA 序列(经 Blast 确定序列的特异性)，再转

化为能表达其发夹结构的短小 RNA 的寡核昔酸序

列。在序列两端加上限制性内切酶切位点 BamHI 和

HindIII 及 9 bp 环状的发夹样结构序列，分别命名为

Rl , R2 和 R30 Rl(针对 RAGE mRNA 417 位点)序

列为:有义链DNA: 5'-GATCCCAAGCCGGAAATTGT­

GAATCCTTTCAAGAGAAGGATTCACAATTTCCGG­

CTTTTTTTGGAT-3'，反义链 DNA: 5'-AGCTATCC­

AAAAAAAGCCGGAAATTGTGAATCCTTCTCTT­

GAAAGGATTCACAATTTCCGGCTTGG-3'; R2(针对

RAGE mRNA 221 位点)序列为:有义链 DNA: 5'_ 

GATCCCAAGGACTGAAGCTTGGAAGGTTTCAAGA­

GAACCTTCCAAGCTTCAGTCCTTTTTTTGGAT-3'; 

反义链DNA: 5'-AGCTATCCAAAAAAAGGACTGA­

AGCTTGGAAGGTTCTCTTGAAACCTTCCAAG-

-研究论文·

CTTCAGTCCTTGG-3'; R3(针对 RAGE mRNA 534 

位点)序列为:有义链DNA: 5'-GATCCCCACCTCTG­

ATTCCTGATGGCTTCAAGAGAGCCATCAGGAA­

TCAGAGGTTTTTTGGAAA-3'，反义链DNA: 5'-AG­

CTTTTCCAAAAAACCTCTGATTCCTGATGGCTCT咽

CTTGAAGCCATCAGGAATCAGAGGTGGG-3'; 另一

对编码非特异性 siRNA(经 Blast 确认与大鼠 RAGE

mRNA 无同源性)的寡核昔酸序列，同样在其两端加

限制性内切酶切位点BamHI 和HindIII及发夹样结构

厅，列，命名为 C。其序列为:有义链 DNA: 5'-GAT­

CCCCAATTCCAGTGGCCATCGTATTCAAGAGATAC­

GATGGCCACTGGAATTTTTTTA-3'，反义f连 DNA:

5'-AGCTTAAAAAAATTCCAGTGGCCATCGTAT -

CTCTTGAATACGATGGCCACTGGAATTGGG-3' 。

1.2.2 双链DNA的退火和制备 分别将合成的寡

核昔酸有义链和反义链溶于 DEPC-H20 中配成 80

μmol/L 的浓度，各取 1μ1 有义、反义 DNA 双链与

48μl 退火缓冲液(20 mmol/L KCl, 6 mmol/L HEPES­

KOH, 0.2 mmol/L MgC12, pH 7.4)混匀， 94.C变性 3

min, 72 .C温育 3 min, 37.C温育 30 min，最终缓慢冷

却至室温形成双链DNA，以 20μmol/L的浓度保存备

用。取 2μl 样本进行 16 g/L 琼脂糖凝胶电泳，了解

DNA 双链纯度和有无降解。

1.2.3 RAGE特异性 siRNA表达载体的构建 分

别用 BamHI 、 HindIII 限制性内切酶双酶切 pGCsi­

U6/Neo/GFP 质粒并使之线性化，线性化后的质粒分

别与含有 BamHI 、 HindIII 酶切位点的追火双链

DNARl 、 R2及R3连接，构建成RAGE特异性siRNA

表达载体并命名为 pGCsi-Rl 、 pGCsi-R2 和 pGCsi­

R3，与对照 C 连接后构建的非特异性 siRNA 表达载

体命名为 pGCsi-C。将上述重组质粒转化感受态大

肠杆菌 DH5α，挑取重组阳性克隆行酶切和测序鉴

定。测序引物为: 5'-AGCTACAACAAGGCAAGG-3' 。

1.2.4细胞培养与转染 将用膜蛋白酶 -EDTA 消

化的 HSC-T6 细胞于转染前 1 天接种于 24 孔培养板

中，以 0.5 m1高糖DMEM无双抗培养基置 5%C02培

养箱中 37.C培养 24h，当细胞汇合率达到 70%-80%

时，更换无血清 DMEM，每孔 400μl。将 2μg 待转

染的重组质粒稀释到 50μI 无血清 DMEM 中，同时在

另 50μl 无血清 DMEM 中加入 2μI 脂质体 Lipofect

AMINE™ 2000，各自室温放置 5 min 后混合，室温温

育 20min 形成 DNA- 脂质体复合物，加入 24 孔板中。

6h 后按终体积 10% 加新鲜胎牛血洁， 48 h 后收集细

与世界接轨，用宝尔超纯水系统 Tel: 021-64040161 www.baolor.com 
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胞，抽提总 RNA 检测。

1.2.5 浓度对特异性 siRNA 介导 RAGE mRNA沉默

的影响 3 种重组载体 pGCsi-Rl 、 pGCsi-R2 和

pGCsi-R3 分别以 0.25 、 0.5 、1.0 nmol/L 浓度转染

传代培养 24 h 的 HSC-T6 细胞，另设空白及转染

pGCsi-C 对照。培养 48 h 后抽提总 RNA行实时荧光

定量 PCR 检测。

1.2.6 时间对特异性 siRNA 介导 RAGE mRNA沉默

的影响 将筛选抑制效率最高的重组载体转染传代

培养 24 h 的 HSC-T6 细胞，另设空白及转染 pGCsi-C

对照。应用实时荧光定量 PCR 检测时间对重组载体

表达特异性 siRNA 介导 RAGEmRNA 沉默的影响。

1.2.7 RNA抽提及实时荧光定量 PCR 测定 按

Trizol 说明 15抽提各组细胞总 RNA，用琼脂糖凝胶电

泳检测所得RNA质量，同时测 RNA 的眼光度(A)260/

280 比值，计算 RNA 的纯度。用 M-MLV逆转录酶参

照说明 15介h比 cDNA 链用于 PCR。实时荧光定量

PCR(ABI7700 实时荧光;民主量 PCR仪购白美国 ABI 公

~J)采用荧光染料法，反应条件为 94 oC 3 min, 94 oC 

20 s, 60 oC 30 s，共循环 40 次，然后 4 oC保持，荧光采

集点在 60 0C 。反向结束后，通过在 PCR 反应指数

期的扩用 ùJI 线得到的 CT 值来分析起始模板量。

RAGE 'JI 物 J f: 列: J-.访J: 5'-CAGGGTCACAGAAAC­

CGG-3', r:游: 5'-ATTCAGCTCTGCACGTTCCT-3'，扩

I曾长度 214 bp;α-SMA 'jl 物!于列:上游: 5'-GCATCC­

ACGAAACCACCT-3' , t-'~..õf: 5'-CGCCGATCCAG­

ACAGAA TAT-3'，扩增氏度209bp; 内参照管家基因β

JULt9J 蛋!' I'J 1 物Jì-:yU: L游: 5'-CACCCGCGAGTACA­

ACCTTC-3' , t-'vff: 5'-CCCATACCCACCATCACACC-

3'，扩附长应 207 bp。采川比较 CT 法相对运量计算

RAGE mRNA 的抑制率。

1.2.8 蛋白质抽提及 Western 印迹分析 分别收

柴 pGCsi-R1 手IIpGCsi-C 转染 24h 后的 HSC-T6 细胞，

用冰 PBS ~~~Wt 3 次， }JII入裂解液(50 mmol/L Tris-HCl, 

pH 8.0, 150 mmol/L NaCl, 100μg/ml PMSF, 1 %Triton 

X-I00)ì;j( 1'.裂ffll~ 30 min, 12 000 g 肉心 5 min，弃上清

液，取 50μ1 rUllvJ 1 二十了缓冲浓~~~合，煮沸 3 min，使用

10%SDS-PAGE 分肉蛋白质。将蛋白质转到 PVDF

)J莫 I二，将眼放入含 5% 脱脂奶粉的 TBS-T(l O mmol/L 

Tris-HCl, pH 7.5 , 150 mmol/L NaCl, 0.05% Tween-20) 

1I 1 37 0C温 fi 1 h。旦换新鲜 5% !j二奶 TBS 恪液，分

别加入 $1抗 RAGE 单克降抗体、鼠抗 α-SMA 单，克

隆11d水平II[礼1J'L ß- 肌动蛋白单克隆抗体， 37 0C温育 2

h， l% 牛奶 TBS 溶液洗膜 4 次，每次 15 min，再分别

加入 HRP标记的兔抗鼠 IgG ~_._抗宰温震荡温育 1 h , 

ECL 作用后胶片曝光，压片 2 min，定影、显影、洗

片。对凝胶电泳进行扫描分析。

1.2.9 统计学分析 使用 SAS 8.2 软件进行统计

学处理。计量资料以均数±标准差表示，组间比较

采用方差分析(LSD)，以 P<0.05 为差异有显著性统计

学意义。

2 结果

2.1 双链寡核昔酸制备

将变性、退火后制备的 3 对寡核昔酸链行 16 g/ 

L琼脂糖凝胶电泳后分别可见 1 1青晰条带，表明寡核

昔酸双链纯度正常，兀阵解(罔 1) 。

2.2 RAGE 特异性 siRNA 重组阳性克隆的酶切

鉴定和 DNA 序列分析

随机选取 3 个重组阳性克隆行酶切和测厅，鉴定，

pGCsi-Rl 和 pGCsi-R2 ， pGCsi-R3 重细细菌克隆分

别行 BamHI 、 HindIII 双酶切和1 15 g/L 琼脂糖凝胶

电泳，并以 pGCsi-C 重组阳性克|唾手1I pGCsi 空载作对

照。二者写x酶切后得到的小片段分别长约 66 bp 、

66 bp 和 64 bp(f到 2)，证实为 Rl 、 R2 平n R3 的插入

A B C D 

!!ii 
iig 

图 1 特异性 siRNA 编码寡核苦酸双链的制备

A: DNA ladder marker; B: RI; C: R2; D: R30 
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固 2 pGCsi-RL pGCsi-R2 和 pGCsi-R3 BamHI 及 HindIlI

双酶切分析

A: DNA ladder marker; B: pGCsi-RI; C: pGCsi-R2; D: pGCsi-R3; E 

pGCsi-C; F: pGCsio 

适川J f'i'.命科学各研究领域的韦尔超纯水系统，使实驳数据豆逼真 Tel: 021-64040161 www.baolor.com 
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M帅
一

图 3 重组阳性克隆 pGCsi-Rl 基因测序图

1.2 

品1.0
~ 0.8 
206 
Lil 0.4 

302 
。

图4 浓度对重组载体表达的特异性siRNA介导RAGEmRNA

沉默活性的影响

I 空白对照; 2: pGCsi-C; 3: 0.25 nmol/L pGCsi-R1; 4: 0.5 nmo l/L 
pGCsi-R 1; 5: 1.0 nmo l/L pGCsi-Rl; 6: 0.25 nmol/L pGCsi-R2; 7: 0.5 
nmol/L pGCsi-R2; 8: 1.0 nmol/L pGCsi-R2; 9: 0.25 nmol/L pGCsi­
R3; 10: 0.5 nmol/L pGCsi-R3; 门 1.0 nmol/L pGCsi-R3υ 

片段。Ffi:细阳性克隆测巾结果表明合成的 RAGE 特

异忡:siRNA编码寡核甘酸序列正确，鉴定结果与预期

完舍一致(pGCsi-R 1 洲序见图 3 )。

2.3 浓度对特异性 siRNA 抑制 RAGE mRNA 表

达的影响

实时荧光定量PCR结果经内参照管家基因 β肌

动蛋白均俨化处理分析显水:转染重组载体 pGCsi­

Rl 、 pGCsi-R2和 pGCsi-R3 的 HSC-T6 细)J包，其RAGE

mRNA~达量均呈浓度依赖性降低，其巾， 3 组浓度

均为l.0 nmol/L 11才 RAGEmRNA 的表达分别较空白

对Jf~ 1'1.周 (79 .46:t 3.5)% (F=150.03 , P<O，O l) 、 (40 .46:t

9.98)% (F=22.65 , P<0.05)丰f1 (63.19:t7.69)%(F=55.5 , 

P<O.Ol )，表明扩1: 0.25~1.0 nmol/L 范围内，重组载体

表达的特异'性 siRNA 介导 RAGEmRNA沉默活性呈

浓度依赖性刑高，门以pGCsi-Rl表达的特异性siRNA

介导的 RAGE mRNA 沉默活性最白，而转染 11二特异

'tt siRNA 重纠表达载体 pGCsi-C(浓度为1.0 nmollL) 

的 HSC-T6 细胞， J-~ RAGE mRNA 的表达量与空白叫

照相比，差异 j己，~若忡:(P>0.05)( 图 4) 。

2.4 时间对特异性 siRNA 抑制IJRAGE mRNA 表

达的影晌

实时荧光!ii!t-[:PCR 结果经内参照管家主主因 β肌

i)J蛋白均一化处叫分析 EZA: 转染拥制效率最高的

pGCsi-Rl 的 HSC-T6 细胞，其 24 h 、 48 h 和 72h 的

1.2 

-0 1.0 

慧。 8
号 0.6
α立

问 0.4
0 
~ 0.2 

0 
1 2 3 4 5 

图5 时间对重组载体表达的特异性siRNA介导RAGEmRNA

沉默活性的影响

1: 空白对照; 2: pGCsi-C 转染 48 h; 3: pGCsi-RI 转染 24 h: 4: pGCsi­
R1 转染 48 h; 5: pGCsi-R1 '转染 72 ho 

'~~汀'1J{，j!!(( pGCsi-R 1 pGCsi-C 
RA(j I: (50 kDa) 

RAGE (46 kDa) 

销翩翩翩翩盼 销翩翩翩剧院 创翩翩翩翩膨 ß-JJJl:JJ sn ( I 

图 6 特异性 siRNA 抑制 HSC-T6 细胞中 RAGE 表达

RAGEmRNA 表达量分别较空白对照组下调(79.65士

8.88)% 、 (78.96 :t 7.94)% 和 (73. 门 :t 6.89)%(F=

7 l. 38 、 6 l. 82 和 6 l. 98 ， P 均<0.01) ， .去明 pGCsi-Rl

表达的特异性 siRNA 介导 RAGEmRNA 的沉默活性

在 24~72 h 范围内呈时间依赖性降低，[1最1t沉默活

性在 24 h( 图 5) 。

2.5 特异性 siRNA 对 HSC-T6 细胞中 RAGE 表

达的影晌

将转染 pGCsi-Rl 及 pGCsi-C 的 HSC-T6 细胞提

取的总蛋白行聚丙烯回归安凝胶电泳可分别获得 50

kDa 和 46 kDa 两条蛋白质泳带。 Western 印迹分析

EZ示，转染pGCsi-Rl 组的灰度比明显降低，艾;50 kDa 

和 46 kDa 的 RAGE 表达量分别较空 (1对照组下调

(56.09:t l.l 8)% (F=386.19 , P<O.Ol)和(63.67:t0.78)%

(F=386.07 , P<O.O l)(图剧，表明 pGCsi-Rl 表达的特

异性 siRNA 在蛋白质水平能显著抑制 RAGE 基因的

表达。

2.6 特异性 siRNA 显著抑制 HSC-T6 细胞中 α­

SMA mRNA 表达

勺世界拔轨，用 11尔超纯水系统 Tel: 021-64040161 www.baolor.com 
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究显示， AGE 与 HSCs 旦高度亲和性结合，部分被内

化。 Fehrenbach 等[5]运用 Northern 杂交分析证实，在

大鼠肝脏只有HSCs和MFs特异性表达RAGE rnRNA，

且在培养大鼠 HSCs 转化为 MFs 过程中， RAGE 

mRNA 水平表达上调同时伴随 RAGE表达和 TGF­

ßl 合成增加。另有报道证明，通过抗时溶性的 RAGE

或 IgG 的 F(ab')2 片段可明显改善肝功能，同时可加快

85% 肝切除术后肝脏的再生[11]。表明 HSCs 表达的

RAGE 在 HF 过程中起重要作用。因此，通过研究剔

除HSCs上的RAGE基因对其上下游调节基因和细胞

生物学特性的影响，将有助有于阐明 RAGE 介导 HF

形成和发展的作用机制及细胞内信号转导通路。为

此，我们筛选、设计、合成了 3 对针对 RAGE mRNA

417 、 221 和 534 靶位点的特异性 siRNA 编码寡核昔

酸序列，构建了 3 对 RAGE特异性 siRNA 表达载体

pGCsi-Rl 、 pGCsi-R2 和 pGCsi-R3，较全面地研究了

重组载体表达的特异性 siRNA 介导 RAGEmRNA和

蛋白质沉默的活性。实时荧光定量 PCR 检测结果证

实， 3 种重组载体 pGCsi-Rl 、 pGCsi-R2 和 pGCsi-R3

均能显著抑制靶基因RAGE的表达，且以pGCsi-Rl 的

抑制作用最强。 Western 印迹分析结果显示， pGCsi­

Rl 也能显著抑制 RAGE 的表达，表明 RAGE特异性

siRNA重组表达载体构建成功，并有望在不远的将来

使 RAGE 成为抗 HF 治疗的一个新靶点。

RNAi技术可通过转录后沉默达到抑制目的基因

的表达。 siRNA 重组表达载体能够用于基因转录并

在 RNA 多聚酶III启动子如 U6、 Hl 的控制 F在体内

生成 siRNAo 实时荧光定量 PCR 能快捷、准确、

灵敏地反映 siRNA 介导的同源mRNA 降解。我们的

研究结果显示，重组载体表达的特异性siRNA介导的

RAGEmRNA沉默活性在一定范围内呈剂量依赖性

增高和时间依赖性降低，其中以浓度为1.0 nmollL的

pGCsi-Rl 转染 HSC-T6 细胞后 24 h 对 RAGEmRNA

沉默活性最高，达到 79.96%。重组表达载体这种明

显的时间局限性，可能与siRNA在细胞内被核酸酶降

解及细胞增殖导致 siRNA 稀释有关。

3种重组载体表达的特异性siRNA介导的RAGE

mRNA沉默活性差异较大，可能与siRNA序列的差异

性导致其解链形成、 RNA 诱导的沉默复合物(RNA­

induced silencing complex, RISC)效率不[i:lJ及反义链

进入 RISC 概率不同有关[12] 。

任何原因引起肝损伤后静止的 HSCs 激活转化

为增殖性的具有纤维生成和收缩性的MFs，并伴有公
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图 7 特异性 siRNA 抑制 HSC-T6 细胞中 α-SMAmRNA 的

表达

图 8

pGCsi-RJ 

α-SMA 

~-肌动蛋白

pGCsi-Rl 抑制 HSC-T6 细胞中 α-SMA 表达

A: pGCsi-Rl; B: pGCsi-C; C: 宁主自 1才!顷。

pGCsi-C 

C 

啕蝙酶蛐翩翩翩醒'曾

.翩翩翩.翩翩翩翩'

B 

嗡翩翩唰翩翩翩"

咱翩翩翩翩翩翩"

A 

啕翩翩翩翩-

。

实时荧光定量 PCR 结果分析显示，转染 pGCsi­

Rl 的 HSCs，其 α-SMAmRNA 的表达量较雪白对照

组下降(42.47士3.25)% (F=20.91 , P<0.05)(图 7)，表明

pGCsi-Rl 表达的RAGE特异性 siRNA在mRNA水平

能显著抑制 α-SMA 基因的表达。

2.7 特异性 siRNA 显著抑制 HSC-T6 细胞中 α­

SMA 表达

Western S[J迹分析显示，转染 pGCsi-Rl 组的灰

度比明显降低， α-SMA 的表达量较空白对照组下降

(41.52::t3.08)%(F=56.59, P<0.05)(图 8)，表明 pGCsi­

Rl 表达的RAGE特异性 siRNA在蛋白质水平能显著

抑制 α-SMA 基因的表达。

讨论

目前认为 HSCs 是 ECM 的主要来源和纤维化反

应的重要效应器，也是细胞因子(cytokine ， CK)的主

要来源和靶点，抑制 HSCs 的激活和增殖、调节某种

活性因子或受体对 HSCs 的作用、干预性调节胶原

的形成和降解被认为是目前抗HF治疗的中心策略和

重要手段[8] 。

HSCs与ECM及各种CK相互作用需要细胞表面

的受体介导。研究证实， HSCs 受体至少有三大类:

整合蛋白类、由各氨酸激酶类(包括新发现的盘状结

构域受体)和内皮素受体 A 及 B[9]。刘乃丰等[10]研究

发现， HSCs表面有AGEs受体表达， AGE能剌激HSCs

增殖并大量合成纤维连接蛋白(LN)，用细胞化学法研

3 

www.baolor.com Tel: 021-64040161 适用于生命科学各研究领域的宝尔超纯水系统，使实验数据更逼真
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认的作为体内外 MFs 激活标志物的 α-SMA 表达增

高。我们的研究结果显示，与空白对照组和转染

pGCsi-C组相比，转染pGCsi-Rl组的α-SMA在mRNA

和蛋白质水平的表达均受到显著抑制，提示pGCsi-Rl

表达的特异性 siRNA 通过介导 RAGE基因的沉默可

抑制 HSCs 激活。

RAGE特异性siRNA表达载体的成功构建，为建

立大鼠RAGE特异性 siRNA 的 HSC-T6细胞株，进一

步在大鼠体内研究RAGE基因在HF中的作用机制和

基因治疗打下了良好的基础。

·研究论文·
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Expression of Receptor for Advanced Glycation End Product mRNA and 
Protein in Cultured Hepatic Stellate Cells Inhibited by 

Specific Small Interfering RNA 

Jin-Rong Xia, Nai-Feng Liu* 

(Department ofGastroenterology, Zhongda Hospital, Southeast University, Nanjing 210009, China) 

Abstract Three pair of small interfering RNA (siRNA) sequences (21 nt) directing to RAGE mRNA 417, 

221 and 534 targets were designed by uti1izing two RNA design softwares on line to stimulate secondary structure 

of receptor for advanced glycation end product (RAGE) mRNA in SD rats, and were converted into cDNA coding 

expression of small hairpin RNAs (shRNA) of siRNA for RAGE gene. These DNA sequences were synthesized and 

separately cloned into pGCsi-U6/Neo/GFP vectors and identified by digestion with restriction enzymes and se­

quence analysis. Specific recombinant siRNA expressive vectors were differently transfected into hepatic stellate 

cell (HSC)-T6 cellline with lipofectamine, HSC-T6 untreated and transfected unspecific recombinant siRNA ex­

pressive vector as control. The expression of RAGE genes and proteins in the cells were determined by real-time 

fluorescence quantitative PCR and Western blot. The results showed that specific recombinant siRNA expressive 

vectors targeting 417, 221 and 534 sites of RAGE mRNA coding domain (pGCsi-Rl , pGCsi -R2 and pGCsi -R3) as 

well as unspecific recombinant siRNA expressive vector (pGCsi-C) were constructed successfully. Compared with 

blank control, the expression of RAGE at mRNA level was remarkably down-regulated in specific recombinant 

siRNA expressive vectors-transfeted HSC- T6, degree of down-regulation in RAGE mRNA increased in a concen­

tration-dependent manner within 0.25-1.0 nmol/L, especially pGCsi-Rl at 1.0 nmol/L, the expression of RAGE at 

mRNA level was not found any significant change in pGCsi-C-transfected HSC-T6. The expression of RAGE at 

mRNA level down-regulated 79.46 %:1::3.5% (F=7 1.38 , P<0.0 1)，78.96%士7.94% (F=6 1.82, P<O.O l) and 73.11 %士

6.89% (F=6 1.98 , P<O.O l), respectively, in PGCsi闰Rl- transfected HSC-T6 compared with blank control, extent of 

down-regulation in RAGE mRNA decreased in a time-dependent manner within 24一72 h. The expressions of 50 kDa 

and 46 kDa RAGE protein, alpha-smooth muscle actin (α-SMA) mRNA and protein in pGCsi-Rl-transfected HSCs 

were markedly down-regulated by 43.919毛土 1. 18% (F=365.19 , P<O.O l), 36.33%土0.78% (F=386.07 , P<O.OI) , 

57.53% :1:: 3.25% (F=20.91 , P<0.05) and 58.48%士3.08% (F= 56.59, P<0.05) of that in blank control cells. The 

results indicated that RAGE specific siRNA expressed by pGCsi-Rl could effectively inhibit RAGE gene and protein 

expression and activation in HSCs. 
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