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糖皮质激素受体 GR真核表达载体的构建与鉴定 
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【摘 要】目的：构建糖皮质激素GR的真核表达载体，为探讨 GR与中医肾阳虚的关系奠定基础。方法：以GR基因为靶基因， 

以 pBS／U6一Neo质粒为载体，设计构建重组体，根据 GR mRNA基因序列，设计有小发夹结构的 2对寡核苷酸序列，克隆到空 

载体 pBS／U6一Neo，转化 DH5a菌株，提取质粒，进行 PCR鉴定和测序分析。结果：经 PCR鉴定筛出的重组体测序结果与目的 

序列相同，重组载体构建成功。结论：利用 RNA干扰技术可成功构建小干扰 RNA重组体，为后续稳定转染及培育转基因小鼠 

奠定 基础。 
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Establishment and identification of siRNA eukaryotic expression vectors 

of recombinant targeting gene glucocorticoid receptor 

LI Xiuying，et al 
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【Abstract】Objective：Establish eukaryotic expression vector of glucocorticoid receptor GR，to explore the relation of GR and 

tradition Chinese medicine．Methods：Recombinan t were designed and established Supported by the National Natural Science 

Foundation of China(30471 19)by targeting gene GR and plasmid pBS／U6-Neo based on GR mRNA sequence．Two pairs of 

oligonucleotides were synthesized and inserted into plasmid pBS／U6-Neo to generate siRNA eukaryotic expression vectors． 

DH5a strains were transformed． plasmids were extracted，and the recombinan t sequences were identified by PCR and 

sequencing． Resu／ts：The result of recombinant sequence Was the same as aim sequence．Th e recombinant vectors were 

established successfully．Conclusion：siRNA recomb inant Can be established successfully by RNAi technique，to use in further 

gene stability transfer an d cultivate transgenic mouse． 
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糖皮质激素(Glucocorticoid，GC)具有调节多种 

生理功能的作用，如代谢、分化和生长、抗炎和免疫 

抑制剂等，而其很多效应需要糖皮质激素受体(Glu— 

cocorticoid receptor，GR)的介导。即激素通过扩散 

进人细胞，与受体形成复合物，活化的激素一受体复 

合物结合到染色质上的高亲和力位点，进而调节特 

异性基因的转录⋯。现代研究表明肾阳虚患者其体 

内GR表达降低【 -41；本文基于 GR功能下调是中医 

(肾)虚症的共同病理基础之一的事实，构建 RNA 
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干扰的GR表达载体，为进一步研究 GR与肾阳虚 

症的关系奠定基础。 

l 材料与方法 

1．1 材料和试剂 

大肠杆菌 DH5a(本室保存)；pBS／U6一Neo载体(本室保 

存)；限制性内切酶 Apa I、Hind Ⅲ、EcoR I、T4多核苷酸激 

酶、T4 DNA 连接酶、T4 DNA 聚合酶 、DL2000 marker和胶 

回收试剂盒(TAKARA)，质粒抽提试剂盒(OMIGA)，PCR引 

物由上海生工公司合成。 

1．2 siRNA设计和重组体的构建 

根 据 Genbank中报 道 的 GR的 mRNA序 列 (No． 
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x04435)，参考 siRNA的设计原则及参考文献 ，利用 pubmed 

的 siRNA在线设计软件分别在 GR基因的2号外显子及 3、4 

号外显子处设计以 3个 G开头的 GR靶定 oligos序列： 

E l：5’一GGTCAGACCTGTTGATAGATA一3’； 

E2：5’一AGCTI'ATCTATCAACAGGTCTGACCCTITITG一3’； 

E3：5’一AGCTI'ATCTATCAACAGGTCTGACC一3’； 

E4：5’一AATTCAAAAAGGGTCAGACCTGTTGATAGATA一3’； 

Fl：5’一GGACAGCACAAT1’ACCTTTGA一3’ 

F2：5’-AGCTT 坠 ! ! TITI’rrG一3’； 

F3：5’一AGCTrcAAAGGTAATTGTGCTGTCC一3’ 

F4：5’一AATl℃AAAAAGGGACAGCACAATrACCTITGA一3’。 

分别在寡核苷酸片段的5’和 3’端及 loop结构处引入 

Apa I、EcoR I和 Hind Ⅲ酶切位点 ，便于与 pBS／U6一Neo 

载体连接。 

l_3 单链 DNA片段的退火和磷酸化 

分别取等量的合成的 oligos单链片段样品 El和 E3、E2 

和 E4、F1和 F3、F2和 F4各 l l，溶解在 48 l退火缓冲液 

中，95℃水浴 5 min，自然缓慢冷却至室温，得到双链 目标 

DNA片段 ；将退火的oligos进行磷酸化，反应条件：10 X T4 

polynucleotide kinase buffer l l、T4 polynueleotide kinase 

l l、退 火 oligos 2 l、双 蒸 水 6 l，混 匀 ，37℃ 水浴 

30min，70℃卵育 lOmin。 

1．4 酶切和第一条链的连接反应 

pBS／U6一Neo载体用 Apa I酶切，为了防止酶切后的产 

物 自身连接 ，对酶切产物进行了钝化，其反应为：载体质粒 

8．5 l、10 ×T4 DNA polymerase buffer1．5 l、0．1％ BSA 

1．5 l、dNTP mixture 2 l，70％保温 5min、37℃水浴 5min后 

加入 T4 DNA polymerase 1．5 l、37℃反应 5min，钝化后的 

产物用乙醇、醋酸钠进行沉淀和纯化，纯化后的样品用 Hind 

Ⅲ酶切，酶切线性化产物用 1．0％琼脂糖凝胶 回收。将 0_3 

pmol磷酸 化退火 片段 El+E3、F1+F3和 0．03pmol线性 化 

pBS／U6一Neo载体溶解在 l l连接酶缓冲液中，加入 l l 

T4 DNA连接酶，补足水至终体积 l0 l，l6℃ 水浴连接反 

应过夜。分别将重组质粒命名为 pBS／U6一Neo-E1和 DBs／ 

U6一Noo—F1，将重组质粒分别转化感受态细菌 DH5a，涂布于 

含 Amp抗性的 LB平板上，37％ 恒温培养过夜。然后各挑取 

l0个单克隆菌落进行 PCR分析。其 引物分别为 ：E3、F3和 

TW13；选择一个 PCR鉴定正确的菌液进行扩增 、提质粒 ；提 

取 的质粒进行 Apa I酶切 ，酶切后产物转化感受态细菌 

DH5a，涂布于含 Amp抗性的 LB平板上，37℃ 恒温培养过 

夜。然后挑取 l单克隆菌落进行扩增 目的质粒 DNA，对提取 

的目的质粒 DNA进行测序分析。 

1．5 酶切和第二条链的连接反应 

将测 序正确 的重组质 粒 pBs／U6一Neo—E1和 pBs／ 

U6一Neo—F1分别用 Hind Ⅲ和 EcoR I酶切，酶切产物进行 

胶回收，连接第二条链 ：E2+E4，F2+F4；分别将连接了第二条 

链 的 重 组 质 粒 命 名 为 pBs／U6一Neo-E2 和 pBs／ 

U6一Neo-F2，连接产物进行转化、涂板、挑单菌落扩增、提质 

粒。主要步骤同上，将提取的质粒用 Hind Ⅲ酶切 ，酶切产物 

用引物1’3进行测序分析。 

2 结 果 

2．1 空载体酶切鉴定 

将空载体酶切产物行电泳检查，发现环状质粒 

已被切开，大片段约为 5300bD。 

2．2 PCR鉴定 

将第一段连接好的质粒 pBS／U6-Neo—E1和 

DBS／U6一NeO—F1分别用 引物 E3和 TW12、F3和 

TW12进行 PCR分析鉴定 ，获得的 目的条带为 

561bp，与试验预期目的相符，见图 1。 

500bp 

750bp 

2000bp 

561bp 

Marker：DL20OO；E：pBS／U6-Neo——E l；F：pBS／U6——Neo——F1 

图 l 重组质粒 E和 F第一次连接的PCR分析 

2．3 测序结果 

将重组质粒 pBS／U6一Neo—E1、pBS／U6一Neo—F1 

和 pBS／U6一Neo—E2、pBS／U6一Neo—F2 Hind m酶 

切产物送大连宝生物公司测序。测序结果均与 目 

的序列相同。 

a：重组质粒 pBS／U6一Neo—E1中 El部分 
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b：重组质粒 pBS／U6一Neo—F1中 F1部分 

图2 重组质粒用引物 TW13的测序结果 

a．-重组质粒 pBS／U6一Neo—E2中 E4部分 

b：重组质粒 pBS／U6一Neo—F2中F4部分 

图 3 重组质粒用引物 T3的测序结果 

3 讨 论 

抑制蛋白活性的研究策略是研究许多生理和 

病理过程的重要方法。近来研究表明，一些小的双 

链 RNA可高效、特异地阻断体内特定基因表达，促 

使 mRNA降解，诱使细胞表现出特定基因缺失的表 

型，即 RNA干扰。 

本课题运用pBS／U6一Neo载体质粒，将针对靶 

序列的寡核苷酸序列设计成具有回文结构的模板 

链，在细胞内转录出具有互补序列的单链 RNA，并 

自身折叠形成发夹样双链结构 ，类似于小干扰 

RNA，从而达到阻断目的基因表达的目的。经测序 

表明载体构建成功，为后续的实验奠定了基础。 

(通讯作者：徐晓玉，023—68485216，xxyO618@sina．coin) 
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