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小鼠 sTAT4，sTAT6基因shRNA真核表达质粒的 

构建及鉴定 

杨 琴，符 州，田代印，刘恩梅，王莉佳，黄 英 

(重庆医科大学附属儿童医院呼吸科，重庆 4Oo014) 

【摘 要l目的：构建并鉴定小鼠信号转导子和转录激活因子4(sTAT4)，信号转导子和转录激活因子6(sTAT6)具有发夹结构 

小干扰 RNA(shRNA)表达质粒。方法：根据 sTAT4和 sTAT6基因mRNA序列，在体外分别合成有小发夹结构的 2条 sTAT4特 

异性寡核苷酸序列，2条sTAT6特异性寡核苷酸序列，退火后与线性化pGenesil一3质粒连接，转化感受态细胞 DH5 ，扩增，纯 

化得到所需质粒。同时设计构建分别针对小鼠甘油醛 一3一磷酸脱氢酶(GAPDH)的干扰质粒作为阳性对照，不具有基因同源性 

的非特异性基因的质粒作为阴性对照序列。通过酶切后琼脂糖凝胶电泳和基因测鉴定纯化质粒分子量及插入片段的序列。结 

果：经限制性酶切和测序鉴定分析证实基因插入正确 ，与设计的序列完全相符。结论：成功构建了针对小鼠sTArr4，sTAT6基因 

的发夹结构小干扰RNA表达载体。为今后利用基因沉默技术从转录后水平抑制sTAT4，sTAT6的研究奠定基础。 
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COnstructiOn and identiflcatiOn Of VectOrs e×pressing shOrt hairpin FII、JA 

targeti ng mOuse STAT4 and STAT6 gene 

】， ⅣG p ，ef 

(D m鲫 o厂尺esp 。 ，舭 C n’5日唧  ， 0 d c 如e ) 

【Abstract】0 ec统 e：T0 cnnstmct short_h rI】in RNA(shRNA)expTessing vectors aimed at m叫se sign aI trldnsducers and activat【)Ts nf 

transcripti0n一4／6(STA1I4／S I T6)． ￡昆0d ：Target sequences in the middle of STAT4 and S I I、6 gene weI selected，and then the 

c0mpkmentary 65 mer 0lig0nucleotides 0f each sequence were synthesized．After annea1ed，the insens were ligated int0 the linearized 

pGenesil一3 plasmid．The plasmids were transf0rrned into DH5 bacteda t0 amplify and then puri6ed．GAPDH plasmid was constmcted 

as a positive contID1 and targeting n0ne gene was senred as a negative contml| These puri6ed plasmids were identi6ed by gel 

electmphoresis afler being cut with restricti0n enzyme and sequencing．冗∞ 括：The results of gel electr0ph0resis and sequencing sh0wed 

that the p1asmids wel℃identical with the positive contml，and the sequences were identical with what we haVe inserted in．( ， cZ s D ： 

I e vectors which can express siRNA hairpin aimed at STAT4／STAT6 gene haVe been c0nstnlcted su cessfuIly and it lays the gmundw0rk 

fnr t}1e rther study． 

【Key words】Asthma；signallransducers and activat0rs 0f Transcripti0n；RNAi；shRNA；P1asmid 

在 CD4 辅助性 T细胞 (Th细胞)分化过程 中有 

两类关键的转录因子 ，Thl类和 Th2类转录因子。其 

中 Th1类 转 录 因 子 STArr4和 Th2类 转 录 因 子 

STAT6。在 Th细胞分化过程中起主要作用。Th1／Th2 

平衡失调是目前比较公认的哮喘免疫学发病机制， 

但是关于 STArr4／STAT6在 Th1／rI、h2平衡紊乱中的 

调节机制目前仍不太清楚。国外研究已发现单独的 

STAT4或STAT6在哮喘机制中的作用，但对于STAT4 
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和 STAT6相互拮抗作用与 Th1／Th2的失衡的关系， 

至今 尚无报道 

本研究通过 同时构建 STAT4／STAT6靶 向特异 

性的shRNA真核表达载体，为今后利用RNA干扰技 

术抑制 STArr4／STAT6表达及作用，奠定了坚实的基 

础 

1 材料和方法 

1．1 主要材料 

pGenesil一3质粒表达载体(武汉晶赛生物公司)；rr4 DNA 

lJigase、曰帆日I、日 ndⅢ、5 I fraKaRa公司)；质粒提取试剂 
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盒 ( T a K a R a 公 司 ) ；大 肠 杆 菌 D H 5 仅 由重 庆 医 科 大 学 儿 研 所

免疫 室 提 供 。

1 ． 2 实验 方 法

1 ． 2 ． 1 s h R N A 合 成 及 质 粒 构 建 根 据 G e n b a n k 中 报 道 的

S T A T 4 ／S T A T 6 基 因 m R N A 序 列 ( S T A T 4 ：N M 一 0 1 1 4 8 7
， S T A T 6 ：

N M 一 0 0 9 2 8 4 ) ， 采用 A m b i o n 和 Qi a g e n 公 司的 s i R N A 设计软件 ，

分 别设 计 针 对 S T A T 4 两 对 s h R N A 序 列 如下

选择 G C 含量 在3 0 ％ ～ 5 0 ％之 间 的 s i R N A 编码 序列 ， 进 行 B l a s t

同源 性 分 析 ， 选 择 与小 鼠其他 基 因没 有 同源 性 的 s i R N A 编码

序 列 。

引 物结 构 ：B Ⅱ m H I + s e n s e + L 0 0 p + A n t i s e n s e + 终 止 信 号 +

S o l I + H i n d m

分别命名 为质粒 m S t a t 4 1 、 m S t a t 4 2 ， m S t a t 6 1 和 m S t a t 6 2 ， 另

设 计 随机 阴性 对照 H K 序列 ， 设计小 鼠 G A P D H 作 为阳性 对照 。

m S t a t 4 1 A A A T C C G G C A T C T G C T A G C T C

m S t a t 4 1 一 A

m S t a t 4 1 一 B

m S t a t 4 2

m S t a t 4 2 - A

m S t a t 4 2 - B

5
’

一 G A T C C A T C C G G C A T C T G C T A G C T C C T A T G G A C A G A G C T A G C A G A T G C C G G A 33 3 3 3 T F G T C G A C A 一 3
’

5
’

一 A G C T r G T C G A C A A A A A A A T C C G G C A T C T G C T A G C T C T G T C C A T A G G A G C T A G C A G A T G C C G G A T G 一 3
’

A A T r G G A T G A A C A G
‘

几
’

G G G G C

5
’

一 G A T C C G
'

IT G G A T G A A C A G T F G G G G C C T A T G G A C A G C C C C A A C T G T F C A T C C A A ~ G T C G A C A 一 3
’

5
’

一 A G C T F G T C G A C A A A A A A T F G G A T G A A C A G T F G G G G C T G T C C A T A G G C C C C A A C T G T I
'

C A T C C A A C G 一 3
’

分 别设 计 针 对 S T A T 6 两 对 s h R N A 序列 如 下

m S t a t 6 1 A A C A T G G C C A G T G C C C T A C T T

m S t a t 6 l — A

m S t a t 6 1 一 B

m S t a t 6 2

m S t a t 6 2 - A 5

m S t a t 6 2 - B

5
’

一 G A T C C G C A T G G C C A G T G C C C T A C T l
'

C T A T G G A C A A A G T A G G G C A C T G G C C A T G T l 3 3 T F G T C G A C A 一 3
’

5
’

一 A G C T T G T C G A C A A A A A A C A T G C C C A G T C C C C T A C _r I TI'G T C C A T A G A A G T A G G G C A C T G G C C A T G C G 一 3

A A G G G A A A C A G C A T C
‘

rT G C C G

5
’

G A T C C G G G A A A C A G C A T C T F G C C G T F C A A G A C G C G G C A A G A T G C T G T T F C C C T I T lT F G T C G A C A 一 3
’

5
’

一 A G C T T G T C G A C A A A A A A G G G A A A C A G C A T C T F G C C G C G T C T F G A A C G G C A A G A T G C T G 3T r C C C G 一 3
’

另 设 计 随机 阴性 对 照 p G e n e s i l 一 3 ／H K 两 对 s h R N A 序列 如 下

G A C
‘

几 1C A T A A G G C G C A T G C

H K — l

H K 一 2

一 G A T C C G A C 33
"

C A T A A G G C G C A T G C T I
'

C A A G A C G G C A T G C G C C T F A T G A A G T C 33 3 3 3 T G T C G A C A 一 3
’

一 G C T G A A G T A T I
'

C C G C G T A C G A A G T r C T G C C G T A C G C G G A A T A C T I
'

C A G A A A A A A C A G C T G T I
'

C G A 一 5
’

设 计 小 鼠 G A P D H 作 为 阳性 对 照

1 ． 2 ． 2 单 链 目的 基 因 片段 的 退 火 连 接 各 用 5 0 斗 l a n n e a l —

i n g b u f f e r 溶 解 上 述 合 成 2 0 D 单 链 目的基 因 片段 。 各 取 2 tx l

单链 ( 即 2 肛 1R a p l a l — A + 2 “ l R a p l a l — B ) ， 16 tx l a n n e a l i n g b u f f e r

混 匀 。 9 4 ℃ 水 浴 退 火 自然 冷却 至 室 温 。 各取 1 斗 l 退 火 产 物 ，

9 9 “ l H ：0 做 1 0 0 倍 稀 释 。

1 ． 2 3 质粒 p G e n e s i l 一 3 的线性 化 和 纯 化 回收 B a m H I + H i n d

Ⅲ双 酶 切 质 粒 p G e n e s i l 一 3 ， 1 ％ 琼脂 糖凝 胶 回 收 大 片段 。 显 示

在 D N A M a r k e r 6 2 2 3 b p 和 4 2 5 4 b p 之 间 有 明 显 条 带 ， 符合 质

粒 D G e n e s i l 一 3 的4 8 4 2 b p 大 小 。 说 明 可 用 做 下 一 步 连 接 之

用 。

1 ． 2 ． 4 稀 释退 火 片段 分别 与线性 化 p G e n e s i l 一 3 质粒 表 达 载体

的连接 连 接 反应 条件 ：稀释退 火 片段 1 斗 1 ， 线性 化 p G e n e s i l 一

3 质粒 载体 1 斗 l ， 1 0 × L i g a s e B u ff e r l ¨ 1 ， T 4 D N A L i g a s e 1 斗 l ，

H 2 0 6 斗 l ， 2 2 ℃ 水浴 反 应 过 夜 。

1 ． 2 ． 5 转 化感 受态 细 胞 各取 5 肛 I 过 夜 连 接 产 物 转 化感 受

态细胞 D H 5 a ， 分别涂布于含 K a n a r 抗性 (终浓度为 3 0 斗 g ／m 1 )

6 2 2 3 b p

4 2 5 4 b p

1 ． 入 E c o T — 14 I m a r k ∽ 2 ． 线 性 化 p G e n e s i l 一 3 质 粒 ；3 ． 环 状

p G e n e s i l 一 3 质 粒 ， 环 状 质粒 较 线性 化 质粒 泳 动速 度 快

图 1 D G e n e s i l 一 3 质粒 双 酶 切 1 ％ 琼 脂 糖 凝 胶 电泳

的 L B 平 板 上 ， 3 7 ℃ 恒 温 箱 培 养过 夜 。

1 ． 2 ． 6 阳性 克 隆 的筛选 和 质 粒 纯 化 从 每个 培 养皿 上 各挑

取 3 个单克隆菌落接种于 3 m l 含 K a n a r 抗 I生(终浓度为 3 0 肛 g ／m 1)

的 L B 培 养液 中 ， 3 7
~

C 恒 温摇 床 ( 2 5 0 r ／ra i n )培 养过 夜 。

1 ． 2 ． 7 质 粒 的 鉴 定 用 小 提 试 剂 盒 小 量 提 取 质 粒 ( T a K a R a
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公 司 ) ， 并 分 别用 S a ／I 做 酶 切 鉴 定 ：质粒 分别 用 S a 2 I 做 酶切

鉴 定 ， 反 应 条 件 如 下 ：质 粒 D N A 8 ． 5 斗 l ， 10 X H B u ff e r 1 斗 l ，

S a ／1 0 ． 5 ¨ l ， 3 7 ℃ 水 浴 反 应 3 h 。 鉴 定 成 功后 由武 汉 晶赛生 物

公 司测 序 。

2 结 果

2 ． 1 经 酶 切 鉴 定 分 析 质 粒 D C e n e s i l 一 3 的 多 克 隆 位

点 ( M C S )

H i n d m — S h R N A — B a m H I — U 6 P r o m o t o r
— E c o R I —

S o l I — X b a I — D r a Ⅲ 。 质 粒 p G e n e s i l 一 3 中有 传 ￡ I 的

酶 切 位 点 。 插 入 目 的 基 因 片 段 之 后 ，
风 ￡ I 酶 切 位 点

被 取 代 ， 故 不 能 被 R ￡ I 所 酶 切 。 在 插 入 的 目 的 基 因

片 段 里 ， 我 们 分 别 设 计 了 一 个 S a ／I 的 酶 切 位 点 ， 插

入 在 质 粒 p G e n e s i l 一 3 的 B a m H I 和 H i n d m 之 间 。 如

若插 入 正 确 ， 质 粒 就 能 被 S a ／I 酶 切 出 一 条 约 4 0 0 b p

的 D N A 小带 。 经 酶切 鉴 定分 析 ， 质粒 m S t a t 4 1 、m S t a t 4 2
，

1 2 3 4 5 6 7

T 约 4 0 0 b p

1 ～ 6 ． 质粒 m S t a t 4 1 、 m S t a t 4 2 、 m S t a t 6 1 、 m S t a t 6 2 、 H K 、 G A P D H S a ／I

酶切 结 果 ；7 ． D L 2 0 0 0 M a r k e r

图 2 p G e n e s i l 一 3 质 粒 酶 切 l ％ 琼脂 糖 凝 胶 电泳

m S t a t 6 1 和 m S t a t 6 2 均 符 合 设 计 要 求 。

2 ． 2 测 量 结 果

送 转化 菌液 m S t a t 4 1 、 m S t a t 4 2 、m S t a t 6 1 和 m S t a t 6 2

去 测 序 ， 经 测 序 ：结 果 完 全 符合 插 入 片 段 的设 计 要 求 ，

见 图 3 ~6 。

3 讨 论

S T A T 蛋 白家 族 是 一 组 由 数 个 有 相 同 结 构 域 构

成 的 胞 浆 内 蛋 白质 家 族 ， 能 被 众 多 的 细 胞 外 多 肽 类

分 子 激 活 ， 参 与 基 因 转 录 调 控 。 迄 今 为 止 ， S T A T 家

族 共 发 现 有 9 个 成 员 ， 分 子 量 8 4 ～ 1 1 3 k D
， 每 个 成 员

均 含 有 约 7 0 0 ～ 8 0 0 个 氨 基 酸 残 基 组 成 的 类 似 结 构 ⋯
。

转 录 因 子 是 调 控 和 决 定 细 胞 因 子 产 生 的 关 键 环 节 ，

T h l 类 转 录 因 子 S T A T 4 基 因 在 C D 4 叩 h 细 胞 向 T h l

方 向 分 化 的 过 程 中 也 起 非 常 关 键 的 作 用 _2 l_
， T h 2 类

转 录 因 子 S T A T 6 能 调 节 T h 2 类 免 疫 反 应 呈 优 势 应

答 _4 15】
， 并 参 与 促 进 抗 体 I g E 的 产 生 和 转 换 16 1

。 B l e a s e

K 等 I，1研 究 发 现 S T A T 6 在 过 敏 引 起 的 呼 吸 道 炎 症 中

起 重 要 作 用 。 研 究 结 果 表 明 ， S T A T 4 缺 失 小 鼠模 型

体 内存 在 一 个 更 倾 向 T h 2 型 的 免 疫 环 境刚
。 但 针 对

S T A T 4 ／S T A T 6 基 因 干 扰 后 的 相 互 拮 抗 作 用 与 T h l ／

T h 2 失 衡 之 间 的 关 系 ， 至 今 尚无 报 道 。

短 干 扰 R N A (s i R N A )可 特 异 性 抑 制 基 因 表 达 ，

已 被 广 泛 用 于 基 因 功 能 和 靶 位 治 疗 等 方 面 的 研 究 l lOl
。

目前 尚 不 能 完 全 明 确 决 定 s h R N A 干 扰 效 果 和 干 扰

特 异 性 的 相 关 因 素 ， 但 以 下 三 方 面 可 能 与 之 有 关 ：

① 序 列 的 特 异 性 ：
一 个 碱 基 的 差 异 就 可 能 直 接 影 响

干 扰 的 效 果 和 特 异 性 ㈣
， 已 有 多 家 生 物 公 司 和 研 究

瓣心础刎础‰、龇魅。、‰
图 3 质 粒 m S t a t 4 1 s h R N A

G D 弧 凸蛐 矗A ． _0 ：A ! G 酣 ＆ G j l 茹 旺 ￡
’

G ：0 1 、 谢Ⅸ D 媳 矗C
一

℃ i CA -
‘

Ⅱ强 城 f ℃∞ 0 d

图 4 质 粒 m S t a t 4 2 s h R N A
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1 2 0 1 3 0 1 4 0 1 5 0 1 6 0 1 7 0 i 8 0

G i l(]G 函匕A她 A凸晶C≥丁觚 舀_6 ：
一

O ：工C
。

}鬣 1
’

I 习s T[ )：1
“

j 晶G 矗6 6 T 矗( )[复3二盈：瞄 口匕舀丁l( X] 3 G舀工l( 【)=]0 j

图 5 质 粒 m S t a t 6 1 s h R N A

1 2 0 1 3 0 1 4 0 1 5 0 1 6 0 1 7 口 1 8 0

丁G 正

图 6 质 粒 m S t a t 6 2 s h R N A

机 构 提 供 s h R N A 的 设 计 程 序 ， 所 设 计 的 s h R N A 编 码

序 列 必 须 经 过 B l a s t 比 对 ， 以 避 免 非 特 异 性 干 扰 ；②

序 列 长 度 ：在 哺 乳 动 物 体 内 ， 大 于 3 0 n t 的 双 链 R N A

常 产 生 非 特 异 性 基 因 抑 制 ， 所 以 s h R N A 编 码 序 列 的

长 度 一 般 要 求 以 1 9 ～ 2 9 n t 为 宜 18 l
。 ⑧ 发 卡 环 的 长 度 ：

一 般 为 3 - 9 n t ， 但似 乎 9 n t 的 干 扰 效 果 更 好 111J
。 所 以 ，

笔 者 在 U 6 启 动 子 后 面 设 计 了 1 9 n t 长 度 的 s h R N A

编 码 序 列 ， 中 间 隔 以 9 n t 的 发 卡 环 序 列 。 设 计 2 条

S T A T 4 特 异 性 s h R N A 编 码 序 列 ，
2 条 S T A T 6 特 异 性

s h R N A 编 码 序 列 ，
1 条 不 具 有 基 因 同 源 性 的 非 特 异

性 s h R N A 阴 性 对 照 序 列 和 1 条 G A P D H 阳 性 对 照

序 列 ， 与 p G e n e s i l 一 3 质 粒 连 接 重 组 后 ， 经 酶 切 和 基

因 测 序 鉴 定 ， 与设 计 要 求 完 全 一 致 。

本 研 究 首 次 成 功 构 建 了 2 条 干 扰 S T A T 4 基 因

和 2 条 干 扰 S T A T 6 基 因 的 质 粒 载 体 。 从 而 为 今 后 构

建 S T A T 4 ／S T A T 6 沉 默 细 胞 株 ， 研 究 S T A T 4 ／S T A T 6 相

互 拮 抗 功 能 奠 定 了 坚 实 的 技 术 基 础 。
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