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shRNA抑制外源绿色荧光蛋白在肝癌细胞株中的表达 

闫 歌 ，黄爱龙 ，唐 霓 ，张秉强 ，向明确 ，蒲 丹 

(重庆医科大学病毒性肝炎研究所，重庆 400010) 

【摘 要】目的：构建绿色荧光蛋白(GFP)的短发夹状RNA(shRNA)，观察其在哺乳动物细胞中抑制外源GFP的表达。方法： 

设计、合成含GFP编码基因片段，中问被4个bp问隔的反向重复序列，与转录载体pTZU6+1连接，构建pshRNA—GFP重组 

质粒，与pEGFP—C1共转染肝癌细胞株HepG2和SMMC一7721，检测其对 GFP表达的影响。结果：psl1RNA—GFP对共转染 

的pEGFP—C1中的绿色荧光蛋白有明显的抑制作用，抑制率达70％～85％。结论：构建的pshRNA—GFP重组质粒能有效地 

抑制GFP在哺乳动物细胞中的表达。 
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Inhibition of GFP expression in hepatocellular carcinoma cells by shRNA 

YAN (Je，et al 

(Institute ofViral Hepatitis，ChongqingMedical University) 

【AbstractJ Objective：To construct the plasmid containing short hairpin RNA(shRNA)of green fluorescent protein(GFP)to sup— 

press the expression of GFP．Methods：A 20bp reverse repeated motif of GFP target sequence with 4bp spacer were synthesized，and 

inserted into pTZU6+1 to generate the pshRNA—一GFP plasmid；pshR A—GFP and pEGFP—C1 or pTZU6+l and pEGFP—C1 

were cotransfected into mammalian cells tO detect effect of GFP expm~ion separately，Results：pshRNA— GFP suppressed the GFP 

expression by 70％～85％ in mammalian cells．Conclusion：The result shows that the short hairpin RNA of GFP can efficiently sup— 

press its expression in HepG2 and SMMC一772 1． 

【Key words】RNA interfering；Green fluorescent protein；Short hairpin RNA 

RNA干扰(RNA interfering，RNAi)技术是近年 

来发展起来的新技术，它主要利用双链 RNA(dsR— 

NA)在细胞内Dicer内切酶的识别、结合、酶切下，产 

生有活性的长度为21～23nt干扰性 RNA(short in— 

terfering RNA，siRNA)，与互补的 目的基因的 mR— 

NA结合并使之降解，从而抑制 目的基因的表达， 

RNAi的发现为基因功能学和基因治疗学等提供了 

更为有效的方法⋯1，已被《科学》杂志评为2002年最 

重要科技发现之一，成为近年来分子生物学领域研 

究的热点l 。 

本实验利用转录载体 pTZU6+1构建绿色荧光 

蛋白(GFP)的短发夹状 RNA(small hairpin RNA， 
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主要研究方向：肿瘤的基因治疗一 

shRNA)，研究其在哺乳动物细胞中对外源 GFP基 

因的抑制作用。 

1 材料和方法 

1．1 材料与试剂 

质粒pTZU6+1由美国 University of Michigan 的David 

Engelke博士惠赠，pEGFP—C1由美国 University of Chicago 

Medical Center的Tong—Chuan He博士惠赠，哺乳动物细胞 

株选用肝癌细胞株 HepG2和 SMMC～7721以及大肠杆菌 

JM109，由本研究所保存；质粒提取试剂盒为Promega产品， 

内切酶 Sal I和 Xbal I为 Roche产品，T4DNA连接酶购自 

TaKaRa公司；转染试剂 Lipofectamine 2000购 自invitrogen 

公司，DNA片段由上海生工生物工程公司合成。 

1．2 细胞培养 

HepG2和SMMC一7721常规培养于含 10％的新生牛血 

清，lOOu／ml青霉素，100u／ml的链霉素的 RPMI一1640培养 

液中，培养条件为37℃，C02浓度为5％，定期观察细胞生长 
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情况，每 2～3天用 0 25 c煽的胰酶消化，进行转代培养 

1．3 shR A的设计和构建 

根据 shRNA的设计原则 和 GenBank中 (；FP的编码 

序列，设计GFP sense：5 GCT(；ACC( I、( AA( TTCAT 一3 

和 (；FP antisense：5 GAT( AA(、TTCA( ( ( T(、A(j 3 ，斤 

加入 4个 与 GFP不 互 补 的 非 同源 碱 基 和 末端 终 止 子 

TT r I、T，在合成 DNA的未端设 汁Xho 1和 Xba l酶切位点， 

用 BLAST检索所设汁的 DNA序列的特异性 

取等量 100mmol／L的 DNA合成片段 ，在退 火缓 冲液 

(100mmol／1 NaCI)中加热到95v．"5rain，然后缓慢降至室温 

用 DNA纯化试剂盒纯化 DNA片段 ，与 Sal I和 Xba I酶 切 

的转录载体 pTZU6+1连接 ，转化 JM109，Amp抗性 筛选 ， 

1 c编琼脂糖电泳鉴定 ，构建的重 组质粒命名为 pshRNA 

GFP。 

1．4 序列分析 

将 pshRNA GFI 重组质枉送 L海申友生物技术有限 

公司进行序列分析，以证实 目的 I)NA片段克隆入 pTZU6+ 

1载体。 

1．5 转 染细胞 

应用 Invitrogen公司转染试剂，将正常培养的 HepG2和 

SMMC一7721细 胞用胰 酶消 化，800r／rain离心，RPMI 

1640培养液重悬，每孑L加等 量的细胞数 到 24孑L板 中，置 

37℃培养。待细胞生长到 占培养瓶底约 80‘％～9(J％时，培 

养液换为无抗菌素含血清的 RPMI 1640，培养过夜 于次 

日，加入按 1：20、1：1、10：1比例混 匀的 pE(iFP—C1和 

pshRNA GFP进行转染，具体操作详 见 Invitrogen转染试 

剂盒说明书，同时设 pEGFI 一(、1、pEGFI (、1和 pTZU6+1 

为实验对照组 置 37℃培养，4～6h后加入含血清和抗菌素 

的 RPM1—1640培养液 

1．6 GFP的表达变化 

转染细胞 24h～48h，根据 ( FP表达后能发绿色荧光的 

特点，在荧光显微镜下观察 (iFI 的表达情况 ，并照相 

2 结 果 

2．1 pshRNA—GFP重组质粒的构建和鉴定 

pshRNA一(；FP重组质粒的构建及体内转录生 

成 siRNA的过程如图 l所示 将设计的 (；FP I)NA 

片段用 BI AS'I、进行检索，证实有明显的特异性 ，可 

用于 shRNA的构建 

重组克隆 Sä 酶切 位点 丢失，以及用 EcoR』 

和 H ， (，Ul双酶切，阳性克隆可产生 400bp左右的片 

段，而空载体pTZU6+l却切出350bp左右的片段 

从电泳图 2中可证实筛选的克隆(6号)为阳性克 

隆，已将合成的1)NA片段成功插入载体 I)TZU6+l 

中：并从序列结果可看到和设计 DNA片段完全一 

致的序列，进一步表明已成功建立 了含 目的 DNA 

片段的重组载体 pshRNA—GFP： 

2．2 pshRNA—GFP对外源 GFP的抑制作用 

2．2．1 不同浓度的 pshRNA一( FP对肝癌细胞中 

外源 GFP表达的抑制作用 

采用 pEG-FP—C1和 pTZU6+l共转染肝癌细 

咆株 HepG2和 SMMC一772l，于转染 24h、48h后， 

观察两种细胞 GFP的表达。结果显示转染后 24h， 

肝癌细胞中就有 GFP绿色荧光蛋白的大量表达，荧 

光表达较强，至 48h表达更强(如图 3中A1、B1所 

示)，两者 GFP的表达无明显差异，证明 GFP荧光 

蛋白在肝癌细胞 HepG2和 SMMC一772l中均有较 

高的表达；共转染pEGFP—C1和pshRNA—GFP的 

细胞，绿色荧光表达显著减少，表明 GFP的表达受 

到明显抑制。转染 pshRNA—GFP的细胞的绿色荧 

光表达有明显剂量依赖性，随剂量 的增加，抑制 

( FP的表达的效果越强，特别是在 shRNA与 目的 

摹因的比例为 20：1时，抑制效果更强，抑制率达 

85％，而在 pshRNA—GFP较低浓度(70ng)下，仍有 

一 定的抑制作用，达 70％：(如图3中A2、B2所示， 

仅列出比例为 20：l的作用图。) 

2．2．2 pshRNA—GFP对不 同肝癌 细胞 中外源 

( FP表达的抑制作用 

l 
s2lI+XbaI l ● 

siRNA duplex 

图 1 体 内由DNA模板产生 siRNA的策略 

辛 
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径中间体，能在哺乳动物中引起序列特异性的基因 

表达抑制。 

RNAi技术的应用起初主要在欧，美等发达国 

家，原因主要是RNA的合成成本高，花费大。近年 

来已有许多科学家成功构建了应用DNA片段进行 

体内转录的载体。利用合成的 19～21nt反向重复 

序列，中间碱基与目的基因不互补，退火后和转录载 

体相连，建立含与目的基因mRNA互补的载体，转 

染宿主后，在 U6或 HI等转录启动子的作用下，转 

录成 mRNA而自身形成茎环结构，与宿主内的 

Dicer结合，发挥抑制日的mRNA翻译的作用[ ， 。 

本研究利用转录载体pTZU6+1构建了能在哺 

乳动物 细胞 中产生针对绿色荧光蛋 白(GFP)的 

shRNA重组质粒 pshRNA—GFP，并对其抑制 GFP 

表达进行了研究。结果表明在肿瘤细胞 HepG2和 

SMMC一7721中 pshRNA—GFP能明显抑制外源 

GFP的表达，抑制率达 70％～85％，并呈剂量依赖 

性。研究还发现本实验构建的shRNA适用于多种 

细胞，证实了RNAi现象普遍存在于哺乳动物细胞 

中。 

由于本实验是利用 DNA载体在细胞内转录 

mRNA而发挥作用，其抑制目的 mRNA表达的效 

果与合成的 RNA相似，克服了合成 RNA成本高、 

费用大的缺点，更利于RNAi技术的推广应用。其 

它研究表明 RNAi不仅对外源基因，而且对内源基 

因同样有明显得抑制作用，因此将为今后 RNAi在 

基因治疗学 、基因功能学等的研究提供更为广阔的、 

有效的应用空间。 
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