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·分子生物学·
反义肽核酸对促甲状腺激素受体mRNA表达的影响

黄丽娟 陈宁 叶静沈炳玲朱云娟 孟涛 张志洋 朱学良

【摘要】目的探讨反义肽核酸(asPNA)对大鼠甲状腺细胞的细胞膜表面促甲状腺激素受体

(TSHR)表达的影响。方法设计两种与7FSHR mRNA不同片段互补的asPNA，分别为核定位信号一

asPNA 1(NLS啪PNA 1 1和NLS—asPNA2．，)外合成一段非相关的干扰肽核酸(NLS—scrPNA)序列，用荧

光显微镜观察NLS—PNA能否进人细胞，采用噻唑蓝法检测asPNA对细胞是否具有毒性作用，然

后用实时定量RT—PCR检测NLS—asPNA对TSHR mRNA表达的影响：结果荧光显微镜观察发现．

asPNA可以进入到细胞巾去。噻唑蓝法检测发现asPNA对细胞没有毒性作用。实时定量RT-PCR

结果显示．NLS塌PNAl和NI．S—asPNA2可以抑制TSHR mRNA表达，表现为随着NLS—asPNA与细

胞培养时间的延长，TSHR cDNA的拷贝数逐渐下降，且呈现时间依赖性，而NLS—scrPNA对TSHR

mRNA的表达没有明显的影响。结论NLS—asPNA可以进人到细胞中去，并且能够下调TSHR

mRNA的表达。
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【Abstract】Objective To study the effects of antisense peptide nucleic acid(asPNA)on thyroid

stimulating hormone receptor(TSHRl of Fisher rat thyroid cells membrane．Methods Two kinds of asPNA

whieh could hybridized to the TSHR mRNA named as nuclear localization signal—asPNAl(NLS—asPNAl)and

NLS—asPNA2 were designed。an(1 a eontr01 PNA with a scramble sequence named as NLS—scrPNA was syn—

thetized．The cellular uptake of peptide nucleic acids were analyzed by fluorescence microscopy，and the

toxic effect of asPNA to Fisher rat thyroid(',ells was evaluated by MTF assay．The effeet of NLS—asPNA on the

exDression ofTSHR mRNA was detected by reflltime quantitative RT-pCR．Results Fluorescence microscopy

indicatedthat asPNAweretaken up bythe eells．The resultsofMTTassay showedthatallthe asPNA had notoxic

effect on the cells．The resuhs of realtime quantitative RT—PCR showed that NLS—asPNAl and NLS—asPNA2

could inhibit the expression of TSHR mRNA．the copies of TSHR cDNA decreased gradually along
with the

D!Dlongation of cultme time．But NLS—scrPNA had no significant effect on the expression of TSHR mRNA．

Conclusion NLS—asPNA could 1)e taken up by the cells and down．reguIate the expression of TSHR mRNA．
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肽核酸是20世纪80年代由有机化学家Ole

Buehardt和生化学家Peter Nielsen共同研制合成的

一种新型的序列特异性核酸制剂，是以不带电的、

非手性的肽键(NH—co)替代核酸的天然骨架3’，5’．
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磷酸二酯键的核酸类似物旧】。尽管肽核酸的骨架

不同于天然核酸，但是它仍然遵守Watson—Crick原

则．肽核酸与DNA或RNA的亲和力比DNA与

DNA、DNA与RNA的亲和力强I?1。核酸在体内容易

被核酸内切酶和核酸外切酶水解，而肽核酸不易被

蛋白酶和核酸酶水解。有研究通过在肽核酸分子上

连接正电荷基团，如赖氨酸或精氨酸残基，或通过

配体、核定位信号(nuclear localization signal，NLS)

提高细胞对肽核酸的通透性阳。
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自身免疫性甲状腺疾病(autoimmune thyroid

disease，AITD)主要包括Graves病、桥本氏甲状腺

炎和原发黏液性水肿，它们的临床表现为甲状腺功

能亢进或低下，以及甲状腺组织的病理损伤。迄今

为止，国内外学者对AITD的发病机理尚存在许多

争议，但多数学者倾向于认为AITD是由与促甲状

腺激素受体(thyroid stimulati ng hormone receptor，

TSHR)结合的抗体所引起的㈣。这一论点不仅通过

Graves病患者血清中检测到的高水平甲状腺刺激性

抗体(thyroid stimulatillg antibody，TSAb)得到证明，

而且新生儿Graves病是由母亲胎盘中的TSAb引发

的事实也支持了这一论点。既然AITD是由于

TSHR结合抗体引起的，我们可以通过减少TSHR

的受体数目达到控制AITD进程的目的。

1材料和方法

1．1细胞培养

Fisher大鼠甲状腺细胞系(Fisher rat thyroid cell

line，FRTL)由天津医科大学内分泌所李兰英教授赠

送，FRTL以促甲状腺激素依赖和相应的腺苷酸环

化酶活性为特征。细胞培养基为含5％／5牛血清、

5 ng／ml氢化可的松、5 b。g／ml转铁蛋白、10 I上g／ml

胰岛素、1 mU／ml促甲状腺激素、谷氨酰胺、青链

霉素各100 U／ml的Coon’S F-t2培养基。将FRTL

放在含5％CO。、37℃的培养箱内连续培养，每隔

3 d换液一次。

1．2反以肽核酸(antisense peptide nucleic acid，

asPNA)的合成

根据Genebank公布的TSHR基因的mRNA序

列(gi：575923和6981679的同源序列)设计两段

asPNA。根据TSHR基因第一个翻译起始密码子

ATG(一6 bp～7 bp)和5’非翻译区(一38 bp~-26 bp)

设计asPNAl、asPNA2及干扰肽核酸(scramble

peptide nucleic acid，scrPNA)，为了提高细胞对肽

核酸的通透性，分别在asPNA 1、asPNA2和scrPNA

上连接上NLS，得到NLS．asPNAl、NLS—asPNA2和

NLS—scrPNA。肽核酸由北京奥科生物技术公司和

美国PrimmBiotech公司合成。

1．3引物的合成

根据Genebank中大鼠TSHR的mRNA序列，

用Gene Runner软件设计合成了一对引物，其上游序

列为：5'-AAG耶_rCqq'GGCATTTrCAATA．3’，下游

序列为：5’一AGTGACGCTGGTGGAAG-3’。

1．4荧光显微镜观察细胞对asPNA的摄取

将上述3种肽核酸分别标记上异硫氰酸胍

(guandine throcvanate，GITC)，得到NLS—asPNAl．

GITC、NLS—asPNA2一GITC和NLS—scrPNA—GITC。本

实验共分4组：A组：培养基内不加肽核酸；B

组：培养基内加入NLS—asPNAl．GITC；C组：培养

基内加入NLS．asPNk2．GITC；D组：培养基内加入

NLS—serPNA—GITC。首先接种细胞至96孑L板，浓

度为6x104个／100“l，细胞贴壁2 d后，按照分组

分别在细胞培养基内加人10仙M肽核酸，48 h后

取出96孔板，细胞涂片后置于荧光显微镜下观察

肽核酸是否进入到细胞中。

1．5噻唑蓝法检测asPNA对细胞的毒性作用

本实验共分4组，接种细胞至细胞培养板，每

孑L浓度为3x104个／200 txl，将NLS—asPNAl、NLS—

asPNA2和NLS—scrPNA分别加人B、C、D 3组的

培养基内，终浓度为10¨M，A组不加肽核酸，分

别于24、48、72 h后取出上述4组细胞，吸出培

养基，用磷酸缓冲溶液清洗一次后每孔再加入培养

基100斗l和噻唑蓝10卜l(5 mg／m1)，将细胞放人孵

箱内继续培养4 h．每孔加入二甲基亚砜100 Ixl，

在620 um处测量光密度值，结果以T／C值表示(T

代表B、C、D 3组在各个时问点的光密度值，C代

表A组在各个时间点的光密度值)。

1．6实时定量RT—PCR检测asPNA对TSHR mRNA

表达的影响

本实验分为A、B、C 3组，细胞培养基内分

别加入NLS—asPNA 1、NLS—asPNA2和NLS．scrPNA，

终浓度为10“M，接种细胞浓度为1．25x105个／ml，

分别于0、12、24、48h后将培养皿取出，提取细

胞总RNA，将RNA逆转录为eDNA，采用实时定

量RT-PCR测定样品mRNA水平，反应条件：95cc

10rain共1个循环；95℃10 S、58cC 5 S、72℃15 S，

共45个循环。

1．7统计学方法

实验数据以均数±标准差(i蜘)表示，组内均数

比较采用方差分析，P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1荧光显微镜观察细胞对asPNA的摄取结果

细胞涂片后经荧光显微镜观察发现，单纯的
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FRTL细胞(即A组)经过碘化丙啶染色J舌-flH胞核为

红色(㈥la)，而九：B、C、I)3组ffI，|十1，：肽核酸上

标记的GITC所发⋯的荧光为黄绿色．存红色的细

胞核周同即胞浆r|『，我们可以见到荧绿色荧光，提

示NLS—asPNA l可以进入至q．f1]t胞巾(网lI))

h

图i 限¨r人鼠甲状腺细胞经碘化丙啶染色J,54：意

I*-I(X 100)㈨Ih la：术加入肽核酸；Ih：加入件

硫氰酸胍标idn9肽核酸．

2．2 噻哗监法检测asPNA对细胞的毒性作用

结果

将3种肽核酸分别加入细胞培养基巾与细胞一

起培养，分别了二24、48、72 h后测定T／C值(表1)，

经统计学分析后发现．B、C、D3组在小同时问的T／C

值之间差异尤统计学意义(肚0．0006、0．0007和

0．0004，P均>0．05)，表明NLS．asPNA对细胞没有

毒性作用

表I 3种肽f_；；：酸‘-jfitl胞培养4q@l,tl'．J J^的’I'IC他

绀5：；IJ
24 h 48 h 72 11

B}}l(NIS—ast’NAI)I，036±0．01 1．051±0．02 1．048±0．01

(：红【(N1．S一}LsPNA2)I．()5 l±0．03 0．982±()．02 0．987±0．01

I)组(NI．S．srrt'NA)1．007±0．02 I．039±0．01 1．064±0．02

汗：表’f1'T1℃74 NIS-asPN^1、NI^qsI’NA2干n N¨一St"’1PXA

}n在各个时问点的光密慢前．c代表对照纠l住符个II,}lhJ点的j匕

密度假：、Is：仫定ft信号；as}，N^：眨义肽仫酸；”rl}NA：

十扰肽中皇酸

2．3实时定越RT．PCR检测asPNA对TSHR mRNA

表达的影响结果

从l习3我们町以看⋯．NI,S．asPNAl和NLS．

asPNA2均可以抑制FRTL细胞7FSHR mRNA的表

达，NLS．asPNAl和NLS．asPNA2分别与细胞培养

12、24、48 h后，TSHR cDNA的拷D!数与0 11相比

逐渐降低，H呈现⋯时间依赖性l(If NLS．serPNA

与细胞培养12、24、48 h后，TSHR eDNA的拷贝

数与0 h相比+没有明显的变化、

图3实时定繁I{T—PCR榆测3种肽核酸埘促甲状腺

激素受体mRNA表达的影响 I冬ltll．、I上：核定f矗f寿

号：。IsPNA：反义肽核簸；”l-PNA：l：扰肽核酸

3讨论

近年来，asPNA已仵生物学及亚临床研究巾得

到了广泛的应H；；j．Rappozi等I研究证实，NL．％asPNA
和asPNA均可以通过非受体依赖机制进入细胞，通

过、r定量R’I'-PCR发现，‘j对照组相I．匕，10 IxM

asPNA和NLS．asPNA分别可以使人慢性粒细胞

KYO．1内t}2a：型ber／abl原癌基I大I的mRNA表达链

降低(20_+5)％和(60+10)％，冈此，可以通过asPNA

抑制慢性粒细胞I’{JOL病的原癌基㈨bcr／abl mRNA

的表达，从而抑制KYO—l细胞内P210蛋FI的表

达，对慢性粒细胞自I『IL病自',Jifi疗起到指导作用．韩

曙光等H研究表明，asPNA nr以下调树突状细胞趋

化|犬1子受体7基因的表达，阻断树突状细胞的迁移

和抗原提早，有效抑制急性排斥反应，延长受试者

存活时间．

本研究证实，NLS．asPNA可以进入FRTL细

胞噻1唑蓝法的检测结果也显示，本研究巾合成的

3种肽核酸对正常的细胞没有毒性作用，f人l为肽核

酸是一种基闪治疗制剂．它nI以通过碱基瓦补的原

则与DNA和RNA结合，从而抑制目的慕㈧的复

制、转录和翻译，所以其效州和安全性非常重要．．

本研究巾实时定量RT—PCR结果显示。NI。S．

asPNA 1和NLS—asl，NA2分别与FRTL一起培养12、

24、48 h后．TSItR eDNA的拷贝数与0 h市H比逐

渐降低，且呈现出时间依赖性?本研究l|l设计的一

段非相关肽核酸(即NLS．scrPNA)则；i,fTSItRmRNA

的表达没有影响，冈为NLS．sel·PNA不能与TSHR

(下转第319页)
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的和背景、基础和依据、标准的内容(包括疾病分

期、临床表现、病理特点、影响因素和鉴别诊断)等

力‘面进行了解读，对临床医师进一步认识和理解此

标准，并在临床实践巾Jr确运用将会有一定帮助．
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tuRNA序列互补结合，无论与细胞一起培养12 h、

24 11还是48 h，‘ISHR mRNA的表达量与对照组相

比均没有显著性的变化一．对上述结果可能的解释

为，当asPNA与口的基冈的mRNA结合后，可以

进入一种代谢途径，使mRNA降解；另一个原【目

可能是，从细胞r11提取的总RNA也包括与肽核酸

结合的一部分RNA，由于肽核酸与RNA的亲和力

比较强，而目．不易被I)NA、RNA酶水解，所以这

部分RNA在进行RT—PCR时，不能被扩增．导致

最后测定的结果巾mRNA减少。本研究结果证实，

肽核酸可以进入细胞中，并且能够与目的基闪的相

应位点结合。『|1于我们设计的是asPNA，它可以和

DNA的编码链结合，形成asPNA．DNA复合物，从

而阻断DNA的复制过程，因此必然会导致转录产

物mRNA的减少．．

从以卜的实验结果我们得tk，NLS．asPNA可以

在体内抑制TSHR的表达，凶此可以对Graves病

的治疗起到指导性的作川。
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