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RNA干扰 EGFR基因家族真核表达载体的构建 

黄 环 ，吴永忠 ，李少林，，郭启帅 。，林远洪 。，彭志平 
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3．重庆医科大学基础医学院放射医学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：构建针对表皮生长因子受体(Epidermal growth factor recepter，EGFR)家族的小分子发夹状 RNA(Small hairpin 

RNA，shRNA)干扰质粒表达载体，为本课题下一步研究提供有力工具。方法：选择放疗不敏感的卵巢癌细胞 SKOV3中高表达 

的 EGFR家族同源性基因为靶基因，根据 shRNA的设计原则，设计实验组及对照组 shRNA。体外合成 2段编码短发夹 RNA序 

列的 DNA单链，退火，克隆到相应载体 pGensil一1的polⅢ启动子下游。结果：经酶切和 DNA测序鉴定成功构建了 EGFR家族 

同源性基因的 RNA干扰表达载体，分别命名为 pGensil一1一E及 pGensil一1一C。为下一步体外、体内实验奠定了基础。 
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Construction of eukaryotic expression plasmid experssing shRNA targeting 

EGFR gene family 

HUANG Huan．et 

(Department of Ontology，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To construct the eukaryotic expression plasmid expressing shRNA targeting EGFR gene family as a tool 

for following experiments in vitro and in vivo．Methods：EFGR family highly expressed in low radiosensitive ovarian cancer cells 

SKOV3，chosen highly expressed homologous genes in EFGR family aft targeted gene． According to guidelines for shRNA 

design，designed experimental shRNA and negative control shRNA．In vitro synthesized 2 of the coding sequence of short 

hairpin RNA DNA single-strands。annealing，and cloned into the corresponding vector pGensil一1 of pol Ⅲ promoter 

downstream，named pGensil一1一E and pGensil一1一C． Confirm ed by restrict endonuclease digestion and DNA sequencing． 

Conclusions：Eukaryotic expression plasmid experssing shRNA targeting homologous genes in EFGR family was constructed 

successfully． 

【Key words】EFGR family；RNA interference；Eukarvotic expression vector 

妇科恶性肿瘤是危及妇女生命的顽症。三大妇 

科恶性肿瘤分别是宫颈癌、卵巢癌和子宫内膜癌。 

而卵巢癌是妇科恶性肿瘤中死亡率最高的肿瘤。因 

卵巢癌临床早期无症状 ，鉴别其组织类型及 良、恶 

性相当困难，卵巢癌行剖腹探查术中发现肿瘤局限 

于卵巢的仅占 30％，大多数已扩散到子宫，双侧附 

件，大网膜及盆腔各器官，所以卵巢癌无论在诊断 

和治疗上确是一大难题。5年生存率仅 25％～ 

30％。由于卵巢恶性肿瘤其病理类型复杂，定性、定 

位诊断及分期未经腹腔镜或剖腹探查 ，难以明确。 
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RNA干扰(RNA interference，RNAi)是近年来研究 

的热点。与传统的基因治疗方式相比，RNAi具有的 

高效性、高遗传性 、特异性高的特点，使其在癌基因 

组功能研究和肿瘤基因治疗中已显示出其强大的 

效果。RNAi可以利用基因家族中多个基因具有一 

段同源性很高的保守序列这一特性，针对这一区段 

序列设计相应的双链 RNA(Double strand RNA．dsR— 

NA)分子。这样，只需要注射一种 dsRNA分子即可 

产生多个基因同时剔除的表现。也可同时注射多种 

dsRNA而将多个序列不相关的基因同时剔除。RNAi 

可用于抗肿瘤药物的筛选【l_，促进肿瘤细胞凋亡，显 

著抑制细胞增长[21。应用 RNAi还可以提高肿瘤细胞 

对化疗的敏感性[3]及对放疗的敏感性 。RNAi中发 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


一 400 一  重庆医科大学学报 2008年第 33卷第 4期 (Journal of Chongqing Medical University 2008．Vo1．33 No．4) 

挥作用的小分子 siRNA的制备较常用方法有：化学 

合成 、体外转录、长片断 dsRNAs经 RNase 11I降解 

体外制备 siRNA以及通过 siRNA表达质粒载体或 

者病毒载体，PCR制备的 siRNA表达框在细胞中表 

达产生 siRNA。本实验选择常用的质粒表达载体，因 

为质粒表达载体的优点是可以进行较长期研究，带 

有抗生素标记的载体可以在细胞中持续抑制靶基 

因的表达，持续数星期甚至更久。以EGFR家族中高 

度同源的基因序列为靶序列，构建及验证了shRNA 

质粒表达载体。为本课题下一步体外、体内实验提 

供了有力的工具。 

I 材料方法 

1．1 材料 

大肠杆 菌 DH5 ，由本实验室保存 。真核表达质粒 

pGensil-1购于武汉晶赛生物工程技术有限公司，对照质粒HK 

由该公司赠送。T4 DNA Ligase，限制性内切酶BamHI、Sal I、 

Hindm及质粒提取试剂盒购于大连宝生物工程有限公司。 

胶回收试剂盒购于 invitrogen公司。 

1．2 实验方法 

1．2．1 靶点的选择和 EGFR基因家族同源序列 RNAi寡核苷 

酸的合成 根据 RNAi的设计原则及质粒 Pgenesil一1的多克 

隆位点(Mcs)特点，选择EGFR家族同源性基因片段(TGGG 

GTCGTCAAAGACGTr)为模板，设计引物结构为：BamH I 

+Sense+Loop+Antisense-4-终止信号 + I+HindⅢ。质粒 

Pgenesil一1的多克 隆位点 (MCS)为 ：(-Hind m—ShRNA— 

BamHI—U6 Promotor-EcoR I— I-Xba I—DraⅡ一)。在 

插入的目的基因片段里，设计了 1个 Sa／I的酶切位点，插入 

在质粒Pgenesil一1的BamHI和Hind Ⅲ之间，如若插入正 

确，就能被Sa／I酶切出1条约400bp的DNA小带。本实验 

构建了 2个表达载体 ，干扰 EGFR家族 的 pGensil一1一E及 

对照 pGensil一1一C。DNA模板引物如下： 

pGensil-1——E——A 

5’一GATCCGTGGGGTCGTCAAAGACGTrCTATGGACAA 

ACGTC．ITrrGACGACCCCA．I1]ITlTITCTCGACA一3’： 

pGensil-1——E——B 

5’一AGCTrGTCGACAAAAAATGGGGTCGTCAAAGACGT 

1TI’GTCCATAGAACGTC．I’几1GACGACCCCACG一3’： 

将DNA模板引物随机排列后与基因库做Blast比对。无 

明显同源性后设计阴性对照如下： 

pGensil-1——C——A 

5’-GATCCGCAGGTGCGGAATATCTG I1-rCAAGACGAC 

AGATATrCCGCACCTGCTnT兀'GTCGACA一3’： 

pGensil-1——C——B 

5’一AGCTrGTCGACAAAAAAGCAGGTGCGGAATATCTG 

TCGTCTrGAAACAGATATrCCGCACCTGCG一3’； 

以上引物交大连宝生物公司合成。 

1．2．2 单链目的基因片段的退火连接 各用50 l anneal— 

ing buffer溶解上述合成 2OD单链目的基因片段。各取 2IXl 

(即 2IXl A链 +2 l B链 )+16IXl annealing buffer混匀 。 

94％水浴退火自然冷却至室温。各取 1 l退火产物+99 l 

H：O做 100倍稀释储存备用。 

1．2．3 稀释退火片段与线性化 Pgenesil一1质粒表达载体的 

连接 质粒 Pgenesil一1的BamHI+Hind m双酶切，1％琼 

脂糖凝胶回收大片段。反应条件：Pgenesil一1lug，10 X M 

Buffer 2 l，BamHI 1 l，Hind m1 l，加 ddH2O至 20 l， 

37℃水浴过夜。连接反应条件：稀释退火片段 l l，线性化 

Pgenesil一1质粒载体 1 l，10 X Ligase Buffer 1 l，T4 DNA 

Ligase 1 l，ddH20 6 l 22℃水浴反应过夜。 

1．2．4 连接产物转化感受态大肠肝菌DH5 Ot及阳性克隆的 

鉴定 各取 5 l过夜连接产物转化感受态细胞 DH5 Ot，分 

别涂布于含 Kanar抗性(终浓度为 30 g／m1)的 LB平板上， 

37℃恒温箱培养过夜。从培养皿上各挑取3个单克隆菌落接 

种于 3ml含 Kanar抗性(终浓度为 30 g／m1)的 IJB培养液 

中，37℃恒温摇床(250r／rain)培养过夜。提取质粒后，分别用 

Sa／I做酶切鉴定。反应条件：质粒 DNA 8 l，10XH Buffer 

1 l，Sa／I 1 l，37℃水浴反应 3h，1％ Agase凝胶电泳。 

2 结 果 

2．1 质 粒 Pgenesil一1的 BamHI+Hind Ⅲ双 酶切 ， 

l％琼脂糖凝胶 回收大片段 

2．2重组质粒酶切鉴定 1％ Agase凝胶电泳 

1 000bp 2 500bo 5 O00bp 7 50~p10O00bp15 O00bp 

1．Pgenesil一1质粒；2．线性化 Pgenesil一1质粒(用 BamH I+ 

胁 Ⅲ双酶切)；3．DL15 000；Marker．15 000bp、10 000bp、 

7 500bp、5 000bp、2 500bp、1 000bp 

图 1 质粒酶切电泳图 

电泳图谱(见图2)。 

2．3 测序报告 

斜体字体为设计序列 
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约 400bp 

1DL2000 M~ker：2 000bp、1 0~ bpfl50bp、5o0bp、250bp、l~ bp； 

2．pGensil一1一E；3．pGensil-1一E So／I；4．pGensil-1一C；5．pGen— 

sil一1一C So／I：6．HK；7．HK So／I 

图 2 重组质粒酶切鉴定 

pGensil一1一E—B 

GGTTaCAATAAAGCAATAGCATCACAAArITITC 

ACAAATAAAGCATITI_【]-ITrCACTGCATTCTAGTrGT 

GGrITITGTCCAAA 

CTCATCAATGTATCTrAACGCGTCCCGGGAAG 

Cm  (；ACAAAAAA GGGTcGTcAAAGACG邢  

GTccA GAACGT 

C m 4 CGACCCCACGGATCCCGCGTCCrITITC 

CACAAGATATITrAAACCCAAGAAATCGAAATACT 

TTCAAGTI'ACGGTA 

AGCATATGATAGTCCATITITAAAACATAArITIT 

TAAAACTGCAAACTACCCAAGAAATrATrACrITITC 

TACGTCACGTA1Tr 

TrGTACTAATATCrITITGTGTITrACAGTCAAATT 

AATTCTAATrATCTCTCTAACAGCCTrGTATCGTAT 

ATGCAAATATG 

AAGGAATCATGGGAAATAGGCCCTCTTCCTG 

CCCGACCTrGGCGCGCGCTCGGCGCGCGGTCACG 

CTCCGTCACGTGGGG 

CGrITITITGCCTGCGCGTCrITITCCACTGGGGGAA 

TI℃GTCGACTCTAGACACTACGTGAACCATCACCC 

TAATCAAGTIrnrr 

TGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCG 

GAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATITrA— 

GAGCTrGACG GGGAAAGCCGGCG 

AACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCG 

AAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAG 

CGGTCACGCTGCGCGT 

AACCACCACACCCGCCGCGCTrAATGCGCCG 

CTACAGGGCGCGACAGGTGGCACTITITCGGGGAA 

ATGTGCGCGGAACCC 

CTArITITGT1TrAT nr]rCTAAATACATTCAAATA 

TGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATG 

CTCA 

pGensil一1一C—B 

TGGTrACAAATAAAGCAATAGCATCACAAAT 

TTCACAAATAAAGCATITI_【]-ITrCACTGCATTCTAGT 

TGTGGT丌 GTCCA 

AACTCATCAATGTATCTrAACGCGTCCCGGGA 

AGC邢 Tc(；ACAAAAAAGCAGG lGCGGAA 1CT 

G G 邢 AAACA 

GA TTCCGcACC CGGATCCCGCGTCCrIT丌  

CCACAAGATATATAAACCCAAGAAATCGAAATAC 

rITITCAAGTrACGGT 

AAGCATATGATAGTCCATI1TAAAACATAATT 

TrAAAACTGCAAACTACCCAAGAAATrATrACrITIT 

CTACGTCACGTAT 

rITITGTACTAATATCTITrGTGrITITACAGTCAAAT 

TAATTCTAATrATCTCTCTAACAGCCTrGTATCGTA 

TATGCAAATAT 

GAAGGAATCATGGGAAATAGGCCCTCTTCCT 

GCCCGACCTrGGCGCGCGCTCGGCGCGCGGTCAC 

GCTCCGTCACGTGGT 

GCGrITITI1TGCCTGCGCGTCrITITCCACTGGGGGA 

ATTCGTCGACTCTAGACACTACGTGAACCATCACC 

CTAATCAAGTITIT 

TrGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATC 

GGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATITrAGAGCTrG 

ACGGGGAAAGCCGGC 

GAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGC 

GAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTA 

GCGGTCACGCTGCGCG 

TAACCACCACACCCGCCGCGCTrAATGCGCC 

GCTACAGGGCGCGTCAGGTGGCACTITITCGGGGA 

AATGTGCGCGGAACC 

CCTATITrGrITITATrI ITCTAAATACATTCAAAT 

ATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAAT 

GCTTCAATAATA 

TrGAAAAAGGAAGAGTCCTGAGGCGGAAAG 

AACCAGCTGTGGAATGTGTGTCAGTrAGGGTGTG 
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GAAAGTCCCCAGGCTC 

CCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCATGCAT 

CTCAATrAGTCAGCAACCAGTGTGGAAAGTCCCCA 

GGCTCCCCAGCAAG 

CAGAAGTATGCAAAGCATGCATCCTCAATrA 

GTCAGCAACCATAGrrI℃CCGCCCCTAACTCCGCCC 

ATCCGCCCCTAACT 

CCGGCCCAG1TI℃CGCCCATTCTCCGCCCCATG 

3 讨 论 

图 1中，线性化质粒与超螺旋质粒相比，电泳 

速度较慢 ，在大约 4 900bp的位置，符合二者的特 

点，初步鉴定线性化质粒酶切成功，为下一步重组 

载体的构建打下了基础。在插入的目的基因片段 

里，设计了一个Sa／I的酶切位点，插入在质粒 Pge 

nesil一1的BamHI和Hindm之间，如若插入正确，就 

能被Sa／I酶切出 1条约 400bp的 DNA小带。图2 

中，在 400bp的位置，可见 DNA条带 ，酶切鉴定重 

组质粒构建成功。通过测序鉴定，如结果中斜体部 

分和设计的序列 pGensil一1一E—B 5’一AGCqTGTC— 

GACAAAAAATGGGGTCGTCAAAGAC GrITrrGTCCA 

TAGAACGTCrITITGACGACCCCACG一3与pGensil一1一 

C—B 5'-AGCTYGTCGACAAAAAAGCAGGTGCGG A 

A TATCTGTCGTCTFGAAACAGATATTCCGCACCT G 

CG一3’分别相同，表明2个重组质粒载体 pGensil一1一 

E和 pGensil一1一C构建成功，为本课题下一步的实 

验研究打下了坚实的基础。 

目前卵巢癌的治疗以手术为主，辅以化疗及放 

疗。放疗对卵巢癌的治疗作用似乎不突出。但近年 

来一些研究表明，放疗在卵巢癌的复发及姑息治疗 

中，有效控制了病程进展 ，减轻了自觉症状及提高 

生存率。Rades D等【5研究表明：放疗对卵巢癌脊髓 

转移受压的病人是一种有效的治疗方式 ，可促进运 

动功能的恢复及防止进一步恶化。EC等同在 13年 

问对 53个复发或术后残留的卵巢癌病人研究表 

明，姑息放疗可以有效缓解患者的出血和疼痛症状。 

缓解率分别为 88％和65％。对伴有其它症状的放疗 

剂量应该更高以获得更长的生存期。 

上述报道均伴有不同程度的毒副作用 ，如早期 

的恶心、呕吐等 胃肠道反应及粒细胞减少等 ，严重 

晚期出现肠粘连、肠梗阻需要手术解决。毒副作用 

的出现和放疗剂量成正相关，RNAi技术在提高肿 

瘤细胞的放疗敏感性的研究中，已取得显著成果。 

如 Guan HT等同发现导人胰腺癌细胞存活素表达的 

干扰载体后配合放射治疗后显著提高了细胞凋亡 

率。wang T等啊于究发现抗辐射的乳腺癌细胞 MCF7 

中过氧化物酶家族的成员之一 peroxiredoxin II在 

电离辐射后表达增加，其它抗辐射的细胞株中也有 

类似发现 ，提示其在消除辐射后细胞产生的活性氧 

中扮演了重要角色。而干扰 peroxiredoxin II的表达 

后可逆转细胞的抗辐射性。RNAi有望使肿瘤放射 

治疗剂量降低，从而降低放疗的毒副作用及并发症。 

很多研究表明大多数肿瘤的生长和存活依赖 

于多个信号途径的激活。因此，需要肿瘤的研究治 

疗需要多靶抑制或联合靶点抑制。由于 EGFR家族 

在细胞增殖、存活和分化中的重要作用 ，是目前研 

究最多的信号传导途径之一。本实验已成功构建了 

针对 EGFR家族的shRNA质粒表达载体，有望在下 
一 步实验中取得卵巢癌治疗的新突破。 
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