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DNMT1靶向 RNA干扰重组体的构建及序列分析 

陈道荣 ，王丕龙 ，黄爱龙 

(1．重庆医科大学临床学院消化内科，重庆 400016；2．重庆医科大学病毒性肝炎研究所，重庆 400010) 

【摘 要】目的：本研究利用 RNA干扰(RNA interfering，R i)技术，以 DNMT1(DNAmethyltransferase 1)为靶基因，设计构建 

重组体，并进行序列分析，为下一步探索肿瘤基因治疗的新途径打好基础。方法：设计有小发夹结构的两条 DNA序列．经退 

火成互补双链，再克隆至载体 pTZU6+1中构建重组体，转化 JM109菌株，提取质粒行酶切鉴定后，进行测序分析。结果：将 

合成的DNA序列退火后克隆到载体上，经测序鉴定确实为所需序列。结论：DNMT1靶向RNA干扰重组体的成功构建和序 

列分析，可进一步利用克隆所得的小 RNA序列干扰 DNMTI的mRNA转录，从而达到治疗肿瘤的目的。 
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Cloning and sequence analyzing of the recombinant plasmid affecting gene 

DNMT1 translation by RNA jnterfering 

CHEN Daorong，et al 

(Department of Gastroenterology，College of Clinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To clone the recombinant plasmid affecting gene DNMT1 translation by RNA interfering and analyze the nucle． 

ic acid sequence of the recombinant for further searching new gene therapy method of tumor．M ethods：Two DNA sequences contain． 

ing small hairpin structure were designed and synthesized．The complement form WaS obtained by annealing and inserted into vector 

pTZU6+1，and the recombinant plasmid was transform ed into Jml09 strain．Finally the plasmid identified by restriction enzyme Was 

used for seq uence analysis．Results：The recombinant was cloned and the aim seq uence was obtained ．Conclusion：Successful cloning of 

the recombinant helps to search new gene therapy method  of tumor． 
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部分基因启动子区域的超甲基化状态严重影响 

了该基因的表达，尤其是一些抑癌基 因的失活在肿 

瘤的发生起着极其关键的作用，这已得到了国内外 

学者的公认⋯1。而特异性 DNA甲基转移酶就负责 

往 DNA启动子 区域 的特定胞嘧啶残基上 添加 甲 

基。因此本实验准备通过抑制 DNA甲基转移酶基 

因的表达，减少启动子区域甲基化，从而使一些抑癌 

基因重新激活，达到治疗肿瘤的目的。 

1 材料与方法 

1．1 菌株和载体 

克隆用大肠杆菌Jml09和载体 pTZU6+1由重庆医科 

作者介绍：陈道荣(1973一 )，女，博士生， 

主要研究方向：消化 系统疾病。 

大学第二临床学院病毒性肝炎研究所保存 

1．2 主要试剂 

1．2．1 shRNA结构 DNA序列 

根据 Genbank中报道的 DNMT1的核苷 酸序列 (No 

NM001379)，参考 siRNA的设计策略，分别设计三对 shRNA 

序列如下(正义链带有 Sal I的酶切位点，反义链带有 Xba I 

的酶切位点)： 

序列 1： 

正义链 ：5’一1、CGAGCA( ；a3( TCA ( 1vrTGTTC 

GCAAATCIvrTGA 

反义链：5’一CTAGAAAAACX2AGGCG~ 'TC GA1vr 

TGCGAACAAATCTTTGAGCCGCCTGC 一3’ 

序列2： 

正义链 ：5’一TOGAGTGAATGGACGTCTAGAAACCA 

CCr丌 C_I’AGACGTCCATTCACr1~rI r一3’ 

反义链 ：5’一CTAGAAAAAGTGAATGGACGTCTAGA 

AAC℃ACCm (vI’AGAO I、CCATT(’AC一3’ 
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序列 3： 

正义链 ：5’一TCGA( GTGAAT( ；ACGTCTAGAAAC 

CA(X TCTAGACGTCCATTCA( vrTTTGA 一3’ 

反义链 ：5’一(_rAGTCAAAAA(汀GAAT( ACG1、(vrA 

GAAACATA~ CTAGACGTCCATTCACGG一3’ 

1．2．2 其它试剂 

限制性内切酶 SalI、 Ill、EmRI、XbaI、T4DNA连接 

酶均为Prcx-nega公司产品，购自北方同正公司；核酸分子量标 

准、酚／氯仿购自上海生工公司；柱离心式质粒抽提试剂盒、以 

及柱离心式胶回收试剂盒均购自上海华舜公司。 

1．3 实验仪 器和设备 

核酸电泳仪(DYY一3 北京六一仪器厂)；凝胶成像仪 

(Gel doc 100 BIO—RAD)；恒温空气浴摇床 (ROSI 1000 

France)；隔水式电热恒温培养箱(PHX—DHS一40×50一BS 

上海跃进医疗器械厂)；台式高速冷冻离心机(Biofuge 22R 

Heraeus)；紫外分光光度计(Du Series 600 BECKMAN)。 

1．4 实验方法 

1．4．1 技术路线：见图 1。 

1．4．2 方法 

1．4．2．1 退火 

用退火缓冲液溶解 DNA单链片段，将要退火的两条片 

段等摩尔数混合，加热至 95℃2min，然后缓慢冷却到室温， 

用乙醇脱盐纯化。 

1．4．2．2 酶切 

将载体pWZW6+1用 Sal I和Xba I双酶切，再用胶回 

收试剂盒回收酶切片段_2_2。 

1．4．2．3 连接反应 

将退火产物和酶切后的载体按摩尔比3：1的比例进行 

连接反应，置 412冰箱过夜_2 J。下文将序列 1的重组质粒称 

为pTZU6+1—1；序列 2的重组质粒称为 pWZW6+1—2；序 

列 3的重组质粒称为pTZU6+1—3。 

1．4．2．4 转化 

采用氯化钙转化方法，将重组质粒和空质粒分别转入大 

肠杆菌Jml09中 3。 

1．4．2．5 重组质粒筛选 

首先使用蓝 白斑法[ ，挑 白色菌落接种 LB液体培养 

基，使用华舜公司的小量质粒提取试剂盒提取可能的菌落的 

质粒(具体步骤参见华舜公司的小量质粒提取试剂盒的使用 

说明书)。 

1．4．2．6 重组质粒鉴定 

将重组质粒和空质粒分别进行限制性内切酶消化鉴定， 

为确保重组质粒正确，此步共分成3组：第 1组用Sal I单酶 

切；第2组用 Sal I和EcoR I双酶切；第3组用 Hind Ⅲ和 

EcoR I双酶切。酶切产物行 1％琼脂糖凝胶电泳检查 。 

1．4．2．7 重组质粒进行测序鉴定 

将鉴定证实后的细菌培养扩增，每0．8ml过夜培养细菌 

(摇至对数晚期)／JU无菌甘油 0．2ml，混匀后放入 一7012冰箱 

冻存：取 1管冻存菌液送上海申友公司洲定 

Ant[$ense 

／̂ ＼ ， 

9 
图 1 构建重组表达质粒技术路线图 

2 结 果 

2．1 载体酶切鉴定 

将载体用Sal工和xba工双酶切，回收产物行电泳 

检查，发现环状质粒已被切开，大片段约为 3．15kb，而 

小片段因太小而检测不出来(见图 2) 
1 j 
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I 881 
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图 2 pTZU6+I双酶切图 

1为 Marker；2为 pTZU6+1经 Sal I和 Xba I双酶切 ；3为 

pTZU6+1未酶切 

2．2 重组质粒筛选 

2．2．1 蓝白斑法筛选重组质粒 

所涂平板均有菌落形成 ，多数为白色菌落，少数 

为蓝色菌落。取平板上生长的白色菌落分别接种于 

3ml LB中250r／min振摇过夜。按照小量质粒抽提 
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图3 重组体酶切鉴定图 

1：Marker；2—5：Sal I酶切图 ；6—9：Sal I和 EcoR I酶切 

图 ；l0—13：HindⅢ和 EcoR I酶切图。2，6，l0为 pTZU6+ 

1；3，7，1 1为 pTZU6+1～3；4，8，12为 pTZU6+1—1；5，9， 

l3为 pTZU6+1—2。 

试剂盒的说明书抽提出质粒。 

2．2．2 酶切鉴定重组质粒 

第一 组 经 Sal I单 酶 切 后 ，pTZU6+ 1和 

pTZU6+1—3因有 Sal I酶切位点可由环状变为线 

状 ，而 pTZU6+l～l和 pTZU6+1—2无 Sal I酶 

切位点故仍保持环状 ：第二组经 Sal I和 EcoR I双 

酶切后，pTZU6+l和 pTZU6+1—3均被切成两个 

片段 ，而 pTZU6+l—l和 pTZU6+1—2被切成一 

个片段 ；第三组经 Hind 11I和 EcoR I双酶切后 ，均 

为两个片段 ，但重组质粒 因加入了一段 DNA序列， 

故小片段较空质粒大(见图 3)。 

2．3 重组质粒序列测定 

将重 组 质 粒 pTZU6+1—1、pTZU6+1—2、 

pTZL~+1—3送上 海 申友公 司测序，所用 引物为 

M13F。测序结果均 与 目的序列相同：测序结果如 

下 ： 

pTZU6+1 i 

CTAGTAAAAA( 、( ACC( 气A( TC r(vrAGAAAAA( ：A( ( CAAAGArITTGCGAACAAATC11vrGA( l：( C r( C( GTG1 IvrCGT 

CCITTCC 44 44 4 TCGA钥  7 717 ( 4 4 髓 4厂77 44 厂77 4444f 

A44(7 CCC 44 77 『7 (77玎  ，r7A( 乃j 聊  ( 7r ?，， ，77 4 444 Z44， 丁44 4 7f7(1 

TAACA( 、( ．r( T rCGTATA_r( 、A从 TAT( AA( AATC I’( p ATAGGC(℃Tc1Yrc( GCCCGAC 兀 GATCCCCG( TA(、CGA( ( CG 

AAr ( TATA( TGAGTC(汀A1vrAAA1vr(、( IM TcA1bT(、ATpL( I、G1vrT rGTGTGAAA1vrG丌 ATCC( TCAG TTCC ACAACATA 

CGA( AA( 、ATAAAGTGTAAAGC(]1( T( rA r( AGTGA( 、AA门 ℃ACA1vrAA1v r(1 GTT( ；CTC 盯 GCCCG CAGT0G 

( IA ．C ( C叭 t CA( n  ( (G( C 

pTZU6+ 1 2 

C( 、AGGT vrA( TAAAAAGCGGACCGAA( C r(vrAGAAAAA( AATGGACGT AG 气ACCAC 几vr(vI、AGACGTCCATTCACCGGT 

4 M  4 7 444 r朋  44／4瞄 4 (1，7丌 朋  刀  (— 7朋  } 4 47 4 ，，7 444 44 

n  、 v＼t CCC C c t C t ～ C C I C 

A rC AA(、A( ( TGTATCGTATAT( AAATATGAA( AA．r(、ATGGGAAATA( ( r(1T(℃TGCCCGAC(vITGGATCCCCGGGTACC 

GA( cGAATTCC(]1ATAGTG 汀 TATT TTCGTAATCATGTCATAa：TG1vrTC(TGTGTG TTGTTATCCG(_1℃ACAA丌 CCACA 

CAACAT 、GA( C( AA( ATAAAGT( TAAA( (rr( T( ( A I、GAGTGA( AA ℃ACA1vrAATT( (b1vr( G(vrC觚  CCG(TT 

TCAGTC(X AAAC(vrGTC( 、GCCA( GC IvrAATGA r(、( 、( 

pTZU6+1 3 

ATGTTCGC T(、 AGTAAAAA( 、( ACC(；AA(；TCC( vr(] G I、CAAAAAGTGAATGGACGT(vrAGAAA( T( TrI r AGA ； 

T(TCATTCACC／OT( 4f 彤 乃  (77 r ( 4／4 4 7 444， 444 (舰  『7 f 4删  

TCC ACCC C C Y n  

AGTG TTAArr( AArrA vr (_rAACA( (vIvrGTATCGTATAT( AAATATGAA( AA A_r( TA C(T(_rT(、( 、GCCCGA 

C(1T( AT( (； T ℃G vr(、GAA1 FCC(q'ATAGT( A( TCGTA丌 AAATTCGTAATCA1 TCATA( CTG1vrTC GTGTG TTG丌  

ATCC(；(vrC‘ACAATTC AACATA 、CGGAA( (ATAAA(|．r( ．r ( rGG( ．r(X℃TAATGAGTGA( AA CA(、ATT 丌  

1vr( b rC CT( C( 厂几、C 汀(、( ；AAAC(vrGTCGT( 、CA【；(T( 盯 AATGAATC cA 

3 讨 论 

国内外近来研究表明：DNA甲基化可以在转录 

水平调控基因表达(主要是在转录起始阶段 )，通过 

基因启动子及其附近区域内 CpG岛胞嘧啶的甲基 

化关闭某种组织或细胞不必需 的基因，而去 甲基化 

作用则可指导组织特异性或 阶段特异性基 因的活 

三 二 

觏 

4  3  2  

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


一

272 一 重庆医科大学学报 2004年第 29卷第 3期 (Journal of Ohongqing Medical University 2004 Vol 29 No 3) 

化 ，使基因表达具有时空特点。正常组织细胞中，广 

泛表达的基因启动子 区域 CpG岛常处于非甲基化 

状态，肿瘤细胞中，这些 CpG岛常变为甲基化状态， 

其相关基因的表达亦被关闭。对许多基因的研究也 

证实了这一点，其中包括：肿瘤抑制基因、细胞周期 

凋亡调节基因、抑制肿瘤转移和浸润基 因、DNA修 

复基因、激素受体基因、抑制血管形成基因等 。 

因此，研究者们都锁定这一课题：如何通过控制 

DNA甲基化的表达来达到治疗 的目的?DNA甲基 

化状态主要是 由DNA甲基转移酶和去甲基酶的活 

性来相互调节的。现应用较多的是 DNA 甲基转移 

酶抑制剂，如 5’一 一2’一deoxycytidine等。但 

据临床的研究发现其毒副作用和耐药性明显，患者 

的耐受性及依从性较差，故未得到普遍应用l 。因 

此本实验希望从基因水平人手 ，减少 DNA 甲基转 

移酶产量 ，控制基因启动子区域的甲基化状态 ，使一 

些因超甲基化而沉默的基因重新激活，发挥其应有 

的抑制肿瘤功能。 

编码 DNA 甲基转移酶的基 因主要有：DN— 

MT1、DNMT2、DNMT3。其 中，DNMT1主要是维 

持 DNA的甲基化；DNMT2可与 DNA上特异性位 

点结合，但其具体作用尚不清楚；DNMT3主要参与 

DNA的从头甲基化。本实验选择 DNMT1作为研 

究对象。 

现在抑制基 因表达的方法 比较多，现在最热 门 

的是RNA干扰法，尤其是 siRNA[5’6j。许多研究表 

明在o$-~L动物细胞中用 siRNA能 高效阻断某个特 

定基因的表达。它与正义、反义 RNA基 因干涉相 

比，具有效果最强 ；持续时间长，甚至可持续到下一 

代；具有基因序列特异性：不受注射部位的影响等优 

点。因此，应用 RNAi抑制 目的基 因的表达将用于 

疾病的治疗成为新的热点。 

本实验已经成功地构建了阻断 DNMT1基因表 

达的RNAi序列，并已克隆至载体 pTZU6+1中，为 

下一步的实验研究打好坚实基础 ，从而为肿瘤的基 

因治疗在细胞水平、分子水平、整体水平上提供新的 

方法。 
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内脏型黑热病 1例 

夏 红 ，周 智 ，张全海 ，黄 英 ，张大志 ，任 红 

(1．重庆市大足县人民医院内二科，重庆 402360；2．重庆医科大学第二临床学院感染病科，重庆 400010) 

黑热病是由利什曼原虫引起的慢性地方性传染病，分布 

遍及亚、非、欧、美各洲，我国建国前在长江以北 16个省、市、 

自治区的广大农村有流行，1958年在我国范围内已接近消 

失。近年来于由于人口流动性增大、局部环境和生态的变 

化，黑热病发病率有上升趋势，临床表现不典型，给诊断和治 

疗带来困难。本例患者发病前先后到甘肃汶县，新疆塔城打 

工，3月后出现发热、脾大和贫血，先后到国内多家大医院就 

诊，未明确诊断，最后经骨髓穿刺涂片和免疫学检测得以确 

诊，报道如下。 

1 临床资料 

患者男性，重庆江津县人，24岁，因不规则发热、贫血和 

肝脾肿大 1年人院，起病前先后在甘肃新疆打工。1年前患 

者出现持续性不规则发热，体温38．5度～39．7度，后为间断 

发热(T37．5～38．5度)，共计 4月，伴消瘦、乏力、食欲不振， 

头晕、冷汗、鼻衄等，在外先后用多种抗菌素及纠正贫血等对 

症治疗，症状似有改善，其后 8月，自觉症状消失，基本恢复 

正常生活，但易疲倦，夜间多汗。此次因腹胀，乏力明显加 

重，出现巨脾、低热 1月人院。查体：神志清、(下转第287页) 
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