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人热休克蛋白90 13基因沉默质粒的构建及转染效率的观察 
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【摘 要】目的：构建能表达小发夹RNA，从而特异、有效抑制人HspgOISmRNA水平的质粒，比较该质粒对不同细胞株的转染效 

率。方法：合成3条对应于靶基因3个区域的64nt寡聚核苷酸，插入pSUPER EGFPI质粒，用DH5 细菌扩增，用酶切和测序 

法鉴定。以绿色荧光蛋白表达为标记，比较不同比例脂质体和质粒条件下，HepG2、HUVEC、HeK293 3种细胞株的转染效率。结 

果：构建的pSuper-Hsp90131、pSuper-Hsp90132、pSuper-Hsp90133 3个重组沉默质粒，插入片段碱基完全正确。在相同条件下，所 

构建的质粒对 HeK293细胞转染效率最高，HepG2细胞最低。结论：利用pSUPER质粒可成功构建人 Hsp9013基因沉默质粒，该 

质粒对细胞株的转染效率可因细胞的不同而有显著差异。 
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Construction of si-RNA synthesis plasmids targeting human Hsp90 13 gene and 

observation of their transfection efficiencies 

Jl Yewei。et al 

(Molecular Biology Center，Research Institute ofSurgery， 77l rd Military Medical University) 

【Abstract]Objective：To construct the plasmid that call direct the synthesis ofsi-RNA like txsnsc却ts to specifically and effectively in hi- 

bitthemRNAlevel ofhumanHspgO~gene，andto comparethetransfection efficiencies oftheplasmidsin different cell strains．Methods： 

Three 64 nt oligos correspondingtodifferent resionsinthetarget gene 8J'e chemically synthesized andannealed，theninserted into psv— 

PER EGFP1，proliferated by DH5a，and determined by endodigestion and sequencing．Three strains，HepG2、HUVEC and HeK293， 

were cultured．Wethentransfectedtheplasmi~ intothe cellsunderdifferent ratio ofplasmidan dLipofectamine，and comparedthetrails— 

fection efliciencies ofthem bydetection ofEGFPFluoresence RBs ：Th epresence ofpositive recombinant cloneswas verifiedbydou— 

ble-digestion and sequencing．Th e bases inserted into the pasmids we∞ correct．And the positive colonies were named as pSu— 

per-Hsp90131、pSuper-Hsp90132 and pSuper-Hsp90133 and the same condition，the constructed plasmid had the highest transfection ef- 

ficieney in HeK293，and the lowest in HepG2 cells．Condus／ons：The si-RNA synthesis plasmids targeting Hsp90{3 could be successful— 

ly constructed by using psuper plasmids，an d the difference oftheir transfection ef1]ciencies in different cells Was significan t． 

[Keywords】Hsp90；RNAi；Genetransfeefion；Stress 

热休克蛋白90(Heat shock protein90，Hspg0)是 

热休克蛋白家族成员，在哺乳动物各种细胞中高 

度表达，能够纠正细胞内蛋白质在热应激条件 

下发生的错误折叠，在细胞应激中具有重要的 

保护作用旧。Hsp 90作为分子伴侣，能够使一些细 

胞信号传导分子维持正确构象从而发挥信号传导 

功能。此外，Hsp90也参与细胞骨架的维持、微管网 
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的保护、细胞周期和细胞凋亡调控等过程M。 

抑制 Hsp90基因表达是研究其功能的一个良 

好手段，然而对此国内外目前尚无良好办法。我们 

前期发现小鼠Hsp84基因多态性可能是创伤应激 

耐受表型产生差异的原因四，因此，我们拟利用 

RNAi技术，构建热休克蛋白90 B基因沉默质粒，以 

为进一步证实我们前期的研究奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 茼种、质粒及主要试剂 
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mI1 DII5 为乖室 存 ，”SUPER EGFt I质牲[41 窜 

笋平硕士提供．限制性内切牌 妇fu HindllI厦 14连接酶等 

啕自Taka∞公刮 玎}；匝体转染试市J Lipafï 州帅l川 2000昀 

自美国 Invii⋯ n岔刊 质粒提取{]j=剂盒为美 Omega蛩 

产品 凡脐静咻内皮绁咆(HrIVE(：)HEK293 胞由重庆医 

科大学刘鱼渡博 ll生 噌 HnpG2 Ⅱ粗 锫 军J 大学垒 

坨博士牛惠赠 

1 2 万击 

1 2 I H 90B特异 H l寡性苷酸 设计 与台成 依据 

GeneImnk H目D9Ol3的mRN,X庠列．利 丁̈美国 m̂l1⋯Il公 

司萑线酷¨软件 谴择忙于mR 端嚼匠被SiRN̂ 互补结 

合的 1 9 碱基序列 』 选择 J 3泉靶』 刊 各设汁 l条I9⋯ 

的随机寡性苷酸庠刊 舞 NCBI flJ I排I踪丁 非特异同徘 

然后 将3泉棱苷酸 列#八J 64nt痹惯苷酸的 pSU— 

PER 1质牲插^咩驯 ．插 凡片断包括 两端 成酶 

位点【 IIl lli ̈]111)的睁刊 作为终 I 信号 5个啕嘧畦 

悔廿(r1两个压向 补排列岫 I9⋯ llsf— ()p特芹性序刮 

厦 I 91, 的问隔区 后二苷能使转录生成 n々mRNA肜战茎 

环结谢 64,,l穿梅甘酸J 列 表 I．由上簿生工牛物 r程技术 

静有 公司台姓 

表 I 台成的64⋯寡核苷酸 

⋯  

一 二 — —■●H t—— ——■—- ———-_厂—— 一 
DS U PER E GFP 1 

4ol9 bp 

围 f pSUPER Ff rP载体构建示意图 

洼：合戎的两馨64ntOlig~ 遢火拯成艰链 而端带有t~ f：z ．被捕^pSUI，ER EGFP质粒 重绀质粒能抟录出j一-RNA后 

荇将折叠 被翦切戒2I⋯双链 RNA 

I 2．2 寡糍棱苷酸的退 火 自行配制堪^缓f-1一液： 0m 

ill0̈L氯化钠，5Ommol／l H叩 l̈I{7．4将算 幢件酸Ⅲ无菌 

双蒸水藩解 ．溶液非崖为 l 5n mj 每条寡采核 酸各取 

2 I，配对的寡核苷酸加八 46 I退火馒H r砬，在 ¨ R E 

监 出 退 火 陧序 为 ：9D 4min ·s5 4mï 舯 ℃ 4̈ l一  

75t 4l̈̈1—701 IO，nln 1OnlJ r,-砷 ℃ i]然后缓 

慢降至室掘 10 保存 舞 3％琼睹菏电淋幢青进止后寡聚 

棱苷酸的硬链丘小 

I 2 3 pSI]PIER Ei；FP]质牲 的线 眭化 硬崖接 先 后甩 

ttindHl、Bg／ll对质牲进行酶切，使 1推荐 堪川 I．tlfe K用 

I％的琉8 桔同收线眭化的 DNA片段 搏寡聚棱苷酸与线 

化自q戴体川T4连接酶过傲洼接．连接产物加^ n降低转 

化背祭唇转人感受志的大脑杆曲 l1H 5 使细菌在吉有乍 

邵酋栾的琼脂帖半扳上址使生长 挑取单翦落．住含卡耶辑 

索旧J R培养}醺中 增 提取庸粒 用 II肺 簪；￡寡聚棱 

苷酸是衍已洼^pSt PER EGfI I戟体． 已膊Ⅵ鉴定的裁 

体川通用 I物7 牛 整 个载体构建拄_术路灶见罔 I 

I 2,4 细胞培 养＆转染 H LjvEC川 RI'MI I640培 _荞壮 

HEK 293、Hepl；2 JII DMEM培荐罄(苦10 胎 trtl清 l㈣ 

 ̂ 青露素厦 100 l，I罐霉素}干37℃ 5讯：Il、孵箱内培 

养．“／@1胞生长 80％融台时传代 在转染前 I K稗 j数生 

长If_i鲥胞 t x Ifl 接剥 千 14扎柱 幢 魁在转 时冉m 

一  ％ 台度 转染旃问使用无抗生索的培养基 廿别按照质 

粒 0 8 g脂喷件为0．8 2 4 LL【的条件转 3孙细胞 转诳 

步骤巡循 Li r,,~fi!ctectaml lf 2000的位Ⅲ说 进行 f转染后 

3611在荧光娃做镜下舰寮绿色菠光噩白的袁选 况 
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2】 pSupel沉默质粒 的构建 

合成的寡聚恢苷酸堪火后电淋f 笠为60bp大 

小． - 链由于折替形成发火．电淋条带为301,p位 

置 核f1眩片断仆刚带有 训 Ⅲ tti ，lI／]酶 [刀位 

点．肌， 【n々突出末端与 踟 1的突出末端可 互 

补连接．寡聚梭昔酸 经 Hi，IdlIl Il 酶∞的 

pSUPER n；FPI匝粒连接后，艇 l̈酶Ⅵ位 破坏 

昴过 酶州鉴定．我们I僻到 厂敞分别插人喜檗 

核 “ 瞎的 3种 pSul 阿1一 重组质恤 井经洲序鉴 

定 明撕八掉蒙忮 酸完全正确 没有喊基突变， 

j 命名1勾pSulwr—Hsp90 B I、I1s -r—Hsp90 B 2、 

／)Super—Hsp9013 3 3个质粒删序结果 2 

⋯ cc c c ⋯ 穗 一  

fl ̂ m n 6 

△ 丛 ! 』 
一 一 t ：一  ‰⋯  一 -一 撒 

n』虹I∞“￡ I k h、 √ ／ 

图 2 测序证实3个f Ⅲ r沉默质粒构建成功 

2．2 沉默 质粒转染 真核细胞 的效率 

找 J先 后刘 Hep(；2、 VEC、HeK293细 胞 

进行 r转染试验 对 于二种细胞，质粒 u g)／ 

脂疆体t ¨比例为 1：1，1：2 5、l：5时．36h细 

胞都 绿色荧光蛋白丧 逃 i种 胞均为 1：5 

r— ———’。 。。。。。 。。。。。 。。。'_ _____ _____ __●。_ _____ _____ _____ _____ _— —  

比倒转染效率撮尚 ，】：2．5比t到转染次之 ，I I 

比例转辩教串最低 桐同转染条件下，小同细胞 

粪 转架敏率肖}{jJ韭的差别，Hq，( 2转 牧率 

最骶 ，I1eK293转 染被率最高 ．Ḧ 1_=(=转染效率 

于耐肯之lh】， 阁 3 

r 1 

B 车至右为转桨 361,，眼摒绿邑荧光爵白判断 Hep【 !IIL VE IIcK293转 效 社舟30c
,／ 

目 3 细胞培养和转染效率观察 
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3 讨 论 

RNA干扰广泛存在于原生生物、真菌、无脊椎 

动物和脊椎动物等生物体内，是利用双链RNA使序 

列特异性靶基因 mRNA降解从而阻断相应基因的 

表达的现象[61。RNAi作用具有突出的特点：①能特 

异性地抑制目的基因。②靶序列的选择性。③抑制 

基因表达具有很高的效率。④抑制基因表达的效应 

可以在不同的细胞间长距离传递和维持I7，81。 

在哺乳动物中，大于 30bp的dsRNA可以引起 

干扰素效应，使 RNA转录广泛降解、宿主细胞蛋白 

合成普遍下降。化学合成 3’对称性突出 2nt的约 

21～23nt双链 RNA复合物可以诱导哺乳动物细胞 

产生特异的沉默效应，而且可以避免宿主细胞发生 

干扰素效应。但是化学合成的dsRNA价格昂贵，并 

且只能取得瞬时的效果。目前运用质粒在细胞内表 

达 dsRNA可以诱导有效的、特异的基因沉默 ，通过 

物理和化学方法可以将表达 dsRNA的质粒有效导 

入哺乳动物细胞 ，并且利用质粒携带的抗生素抗性 

基因可以筛选到基因沉默表型稳定的永生株。 

用于哺乳动物细胞的短双链 RNA表达载体多 

用聚合酶Ⅲ H1一RNA基因启动子或 U6启动子作 

为启动子，我们运用的pSUPER EGFP1质粒采用聚 

合酶ⅢH1一RNA基因启动子，转录产生的较小的 

RNA不带有多聚腺嘌呤尾巴，转录起始位点清楚， 

以连续的5个胸腺嘧啶为转录终止信号。最重要的 

是，转录的模板会在第 2个尿嘧啶后被切割，切割 

产物与合成的小双链沉默RNA具有相似的有两个 

尿嘧啶的3’端突出的末端。我们将含靶序列的寡聚 

核苷酸片断插入质粒 ，聚合酶Ⅲ将以插入序列为模 

板，合成短RNA，后者序列由反向重复序列和中间 

9nt的间隔区组成，将自身折叠形成茎环结构，茎部 

含有与沉默靶部位一致 的序列 ，环状结构会被 

RNAi通路的关键酶 Dicer切割，形成 3’端 UU突出 

的 21nt双链 RNA。这种双链 RNA将作为一种导 

向，引发 RNA诱导沉默复合物(RISC)在 目标 mR— 

NA的对应序列部位进行切割。 

基因沉默质粒对宿主细胞的有效转染是其发 

挥作用的前提，只有高的转染效率才能产生有效的 

抑制作用，为此，我们对不同条件下 pSuper沉默质 

粒转染哺乳动物细胞的转染效率进行观察。结果显 

示，构建的三种沉默质粒在相同的转染条件下转染 

效率没有明显差别，可能插入片段序列的不同并不 

使质粒的电荷及构象产生差异。而质粒与脂质体数 

量的比值的不同，却对转染效率有明显的影响，按 

1：1比例转染细胞，转染效率相对最低，1：5比例转 

染效率稍高于 1：2．5比例转染。同时，细胞类型对 

转染效率 也有决定性 的影 响 ：人肝 癌细胞 株 

HepG2、人脐静脉内皮细胞株 HUVEC、人胚肾上皮 

细胞 HeK293，在相同的转染条件下三种细胞株 

pSuper沉默质粒转染效率差别较大，HepG2转染效 

率最低，HeK293转染效率最高，HUVEC转染效率 

居中。 

综上，使用pSUPER EGFP质粒可以成功构建 

人 Hsp90 B沉默质粒，用该质粒转染哺乳动物细胞 

首先要注意细胞株的选择，另外质粒与脂质体的比 

例也非常重要，考虑到脂质体的毒性，研究认为 1： 

2．5的比例是较为恰当的。 

(本文通讯作者，周元国。感谢陈星云助理研究员提供 

的生物信息学方面的重要帮助，感谢刘苹实验师在细胞培养 

方面的支持。) 
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