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靶向呼吸道合胞病毒 M2基因pshRNA 

载体质粒的构建及意义 

崔玉霞 ，王萍玲 ，周 娟 ，杨锡强 

(1．重庆医科大学附属儿童医院免疫室，重庆 400014；2．贵阳市妇幼保健医院妇产科，贵阳 550004) 

【摘 要】目的：构建针对呼吸道合胞病毒(RSV)M2基因mRNA的短发卡结构状RNA(shRNA)重组载体质粒，为利用RNA干 

扰技术抗 RSV感染的深入研究奠定基础；方法：按 shRNA设计原则 ，选择 RSV—M2基因作为靶基因，设计 19bp长的能产生短 

发卡结构的两段 DNA反向重复序列，中间以9bp序列间隔，经退火形成互补双链，克隆至转录载体 pgenesil一1上 ，重组质粒经 

酶切和测序鉴定，然后将构建成功的重组质粒转染 HEP2细胞，荧光显微镜下观察绿色荧光细胞发生率以评估转染效率。结果： 

将设计合成的DNA片段成功克隆至载体上，经酶切及序列鉴定为目的序列，并且荧光显微镜下观察细胞有较多的绿色荧光蛋 

白表达。结论：成功构建了针对 RSV M2基因 mRNA的 shRNA重组载体质粒，可利用重组质粒进一步研究其对 RSV感染的抑 

制，从而为抑制 RSV感染寻找新的基因治疗手段。 
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Construction and significance of the short hairpin RNA recombinant 

plasm id targeti ng M2 gene of respi ratory syncystial vi rus 

CUI Yuxia．et al 

(Immunology Lab，Children s Hospital,Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To construct the recombinant plasmid targeting M2 gene of respiratory syncystial virus(RSV)for further study of 

RNA interference(RNAi)technology in inhibiting RSV infection．Methods：According to the designing principles of shRNA．The M2 

gene of RSV was selected as the target gene． A 19bp reverse repeated sequences with 9bp spacer were designed and synthesized
． Th e 

complement strain were obtained by annealing and inserted into the vector pgenesil-1 containing green fluorescenet protein (GFP) 

sequence and U6 promotor．Finally the recombinant plasmid were identified by enzyme digesion and DNA seq uencing，then transfected 

into HEP2 cells an d observed by fluorescence microscope．Results：Th e recombinante plasmid targeting the mRNA of RSV M2 gene Was 

successfully constructed and the good effieents of transfection were found by fluorescence microscope． Conclusion： The successful 

construction of the pshRNA recombinant plasmid targeting the M2 gene of RSV will help futher study on application of the RNAi 

technology to anti-RSV infection． 
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呼吸道合胞病毒(respiratory syncytial virus,RSV) 

是世界范围内婴幼儿下呼吸道感染的首要病毒病 

原，迄今为止尚无安全有效的抗 RSV疫苗及治疗药 

物问世Il】，RNA干扰[21(RNA interference，RNAi)技 

术是一种能阻断目的基因表达的有效方法，为了从 

基因水平抑制 RSV复制，我们选择对 RSV复制起 
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关键作用的 M2基因【 作为靶基因，利用含有 U6 

启动子，以pEGFP—C1为骨架的转录载体 Pgenesil一 

1构建能产生短发卡结构状 RNA (short hairpin 

RNA，shRNA)的载体质粒 ，为今后利用 RNAi技术 

抗 RSV感染的深入研究奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 质粒、菌株和细胞 含有绿色荧光蛋白(GFP)表达序 
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列和 U6启动子的质粒 Pgenesil一1由重庆医科大学肝炎研究 

所刘杞教授和唐琳博士惠赠；大肠杆菌 DH5 Ot、人喉癌上皮 

细胞 Hep一2由本实验室提供。 

1．1．2 主要试剂 T4DNA连接酶 、限制性内切酶 BamH I、 

Hind llI购于 TakaRa有限公司、小量质粒提取试剂盒购于 

promega公司，DNA清洁试剂盒购于杭州 Vitagene公司，大量 

质粒提取试剂盒购于德国 Qiagen公司，转染试剂 Lipofec- 

tamineTW2000购于 Invitrogen公司。 

1．1．3 shRNA的设计 根据 Genebank中RSV标准株 A2株 

M2基因的核苷酸序列(基因编号 M74568)和 shRNA的设 

计原则【句，针对编码 RSV—M 蛋白的mRNA，从起始密码子下 

游寻找符合设计特征的靶序列，选择 19～21nt的 M2基因编 

码区核苷酸，共设计出三对正、反义核苷酸链 ，并用 BLAST软 

件进行同源分析证实为 RSV高度保守后 ，采用化学合成方 

法合成单链寡核苷酸，经退火得到双链 DNA。寡核苷酸形成 

双链后 5 端带有改变一个碱基的 BamH I酶切位点以做酶 

切鉴定 ，3 端带有 Hind11I酶切位点，5 端开始为 19个核苷 

酸的正义链，中间以9个核苷酸间隔 TYCAAGACG形成发夹 

襻状结构，其后为 19个核苷酸的反义链，3 端加有转录终止 

信号 唧 。所设计的shRNA序列在上海博亚公司合成，三 

对序列分别为： 

序列 1： 

sense：5—_GATcGGAGTA1IGCTC丌GGTGTAGTI℃AAGACGCTA 

CACCAAGAGCATACTCTrrTrA一3 

anfisense：5一AGC ITAAAAAGAGTATGCTC ITGGTGTAGCGTC 

兀’GAACTACACCAAGAGCATACTCC一3 

序列 2 

sense：5一GATCGGAACACACTATA1trrCAA1’rI℃AAGACGA IT 

GAAATATAGTGTGTrCTrn门’A一3 

antisense：5一AGC ITAAAAAGAACACACTATATITCAATCGTC 

ITGAAA ITGAAATATAGTGTG I’I℃C一3 

序列 3 

sense：5一GATCGATCCATrGGACCTCTCAAGTTCAAGACGCTr 

GAGAGGTCCAATGGATrrm ’A一3 

antisense：5一AGC ITAAAAAATCCA ITGGACCTCTCAAGCGTC 

ITGAAC ITGAGAGGTCCAATGGATC一3 

1．2 实验方法 

1．2．1 重组质粒构建和鉴定的技术路线见图 1，具体方法如 

下。 

1．2．2 方法 

1．2．2．1 退火 取等摩尔数的 DNA合成片段在退火缓冲液 

中加热到95℃2min，然后缓慢降至室温，乙醇脱盐纯化。 

1．2．2．2 载体酶切 用 BamH l和 Hind nl双酶切 Pgenesil一1 

转录载体，DNA清洁型试剂合 回收酶切片段。 

1．2．2．3 连接 将退火产物与酶切载体按 10：1的摩尔比在 

T4 DNA连接酶作用下 4℃过夜连接。 

1．2．2．4 转 化 将连 接产物空 质粒分别 转入 大肠杆 菌 

Ⅲ 

图 1 重组质粒构建和鉴定的技术路线 

DH5 Ot感受态细菌中，180r／min振摇 60rain，取菌液涂布于 

LK平板上，卡拉霉素抗性筛选阳性克隆，37％孵箱过夜培 

养。 

1．2．2．5 重组质粒的筛选鉴定 挑取单菌落在 LK培养基中 

振摇培养 12～14h，取菌液 1．5ml提取质粒并酶切，取酶切产 

物进行琼脂糖凝胶电泳鉴定。 

1．2．2．6 测序鉴定 取酶切鉴定为正确的重组质粒菌液送 

上海华大生物技术公司测序。构建的重组质粒根据其所针对 

RSV基因组核苷酸 的起始位置分别命名为 pshRNA7816、 

pshRNA8260和 pshRNA8330。 

1．2．3 观察pshRNA7816及无关质粒转染效率 当培养在 

12孔板中的 HEP2细胞长至 80％～90％汇合时，按脂质体转 

染试剂 Lipofectaminem2000说明书转染载体质粒 ，转染液为 

无抗生素无血清的 DMEM，转染 6h后换含血清的培养液 ， 

根据 GFP表达后发绿色荧光的特点 ，细胞于转染后 

24～48h，倒置荧光显微镜下直接观察转染情况并照相，随机 

选择5个视野计数细胞，按下面公式计算：绿色荧光细胞发 

生率=绿色荧光细胞数，总细胞数，通过绿色荧光细胞发生 

率评估转染效率。 

2 结 果 

2．1 重组质粒的酶切鉴定 

因重组质粒 BamH I酶切位点丢失，故不能被 

BamH I切开，仍保持环状，但是可以被 HindIll酶切 

为 4848bp的线性化 DNA片段。空载体 pgenesil一1 

的BamH I酶切位点存在，故 BamH I和 HindⅢ均 

可将 pgenesil一1切成 4848的线性化 DNA片段 ，实 

验结果与预期一致，pshRNA8260酶切鉴定见图 2， 

pshRNA7816和 pshRNA8330酶 切 鉴 定 图 同 

pshRNA8260。 
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3 讨 论 

HSV隶曝F剐粘病毒科，肺炎病毒薅．为J 节段 

惟 ．单股负链 RNA病毒．共编码 10利 蛋白 其基 

冈 顺 序 为 3 一NSI—NS2一N—IJ_M—Sf1一{；-F—M2一 

5 ．RSVM2基因的 mRNA包含两个帽 重叠的 

放凄码砸架 ()RFI和ORF2．分别编码 M2—1和 

N2—2蛋白，M2一L蛋白能够促进 RSV的转录和增 
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切相关。 

Cyclin D 是调节细胞进入细胞周期增生期的主 

要因子，其过度表达可导致细胞周期调控异常，从而 

发生癌变。已有研究表明，食管癌、结肠癌等多种恶 

性肿瘤中均存在 cyclin D 的过度表达。研究结果显 

示：卵巢恶性上皮肿瘤及交界性上皮肿瘤 Cyclin D 

表达较卵巢良l生上皮肿瘤强(P<0．05)。提示 cyclin 

D 的过度表达可能与卵巢上皮肿瘤的发生发展 

有关。这与 Worsly等的报道一致【9I。表明 cyclin D 

在卵巢肿瘤发生 、发展过程中起着重要作用。 

本研究结果显示：beta—catenin可能是激活原癌 

基因 c—myc，cyclin D 的启动因素，而 APC蛋白表 

达与c—myc，cyclin D 的激活无明显关系。 

总之 ：APC—beta—catenin—Tcf_4信号传导通路 

对卵巢上皮性肿瘤的恶化起着重要作用，如何寻找 

合适的干预因素，调整其表达，使细胞恢复正常分 

裂，从而抑制肿瘤生长，使其成为有效的治疗方法， 

有待进一步探讨。 

(通讯作者：重庆医科大学病理教研室 李昱 400016) 
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