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siRNA表达载体的构建及其表达 
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Construction and Expression of Vectors Expressing siRNA 
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Abstract：The fragment of plasmid pCMV-tag一2B excluding Cytomegalovirus(CMV)promoter sequence 

was obtained by restriction enzyme digestion．A Pair of~pdmers Was synthesized to amplify a fragment 

of the H 1 promoter according to reference．The fragment of H 1 promoter was amplified and inserted 

into the fragment of plasmid pCMV-tag一2B excluding CMV promoter sequence and plasmid pGEM一 

1 l fz，respectively．The recombinant plasmids were named pCH 1 and pGH 1．A pair of primers，which 

included small interfering RNA(siRNA)target site for mRNA of EGFP gene．was synthesized and 

annealed in vitro，and then inserted  into the corresponding vectors pCH1 and pGH1．In addition。the 

plasmid pEGFP—N3 expressing EGFP protein was transfected into liver tumor line Bel一7402 alone．or in 

combination with the plasmids producing siRNA to degrade mRNA of EGFP gene．The expression level 

of EGFP protein was viewed under the microscope ．Th e results indicated that the plasmids including 

siRNA target site for mRNA of EGFP gene produced siRNA molecular an d degraded mRNA of EGFP 

gene．Th e vector,PCH and pGH．will be used to study prevention of virus in fection． 
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摘要：本研究用限制性内切酶消化质粒pCMV-tag一2B，除去巨细胞病毒 (Cytomegaiovirus，CMV)启动子核苷酸 

序列，剩下的核苷酸序列作为构建表达siRNA (Small interfering RNA，siRNA)载体的前体。依据文献提供的扩 

增 H1 RNA启动子核苷酸序列的引物序列合成一对引物，以带有 H1 RNA启动子序列的质粒 DNA为模板扩增 

HIRNA启动子序列，插入前体，构建 SiRNA的表达载体 pCH1。另外将 H1 RNA启动子插入 pGEM．1lfz相应位 

点，构建瞬时表达载体 pGH1。依据 EGFP的有效 SiRNA抑制位点，合成两条分别为 64bp的核苷酸链，通过体 

外退火，形成双链，然后插入已构建的两个表达载体。将这两个载体分别与表达 EGFP蛋白的质粒 pEGFP．N3共 

转染 Be1．7402细胞，观察 siRNA对 EGFP的抑制效应。 

可以用于与 siRNA相关抗病毒治疗性试验研究。 
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中图分类号：Q78 文献标识码：A 

外源和内源性双链 RNA(double—stranded RNA． 

dsRNA)在细胞内诱导同源序列基因表达受抑制的 

现象称为 RNA干扰(RNA interfering．RNAi)。RNAi 

现象在一系列的生物中存在，包括植物、真菌、锥虫、 

囊虫、果蝇和线虫⋯。在培养的哺乳动物细胞中也 

观察到这一现象L2J。越来越多的研究人员开始采用 

小分子干扰 RNA (small interfering RNA，siRNA) 

来抑制特定的哺乳动物细胞基因的表达。RNAi技 

研究结果表明构建的载体有效表达了siRNA，这些载体 
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术不仅能提供一种经济、快捷、高效的抑制基因表 

达的技术手段，而且在基因功能测定，基因治疗等方 

面开辟一条新思路。目前，RNAi技术已应用于包 

括功能基因组学，药物靶筛选，细胞信号基因表达 

等的研究。本研究构建两个表达siRNA的载体，为 

运用 RNAi技术研究基因功能，筛选抗病毒治疗的 

药物筛选提供技术支持。 
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1 材料和方法 

1．1 材料 

本研究中用到宿主菌 DH5 a和相关的质粒载体 

均由本室保存。限制性内切酶、修饰酶，连接酶以 

及其它分子生物学试剂如 Tag酶等均购于宝生物公 

司。有关核苷酸序列测定也由该公司测序部完成。 

SofastTM 转染试剂购于厦门太阳马公司。凝胶纯化 

试剂盒购于 MBI公司。 

1．2 H1启动子片段的扩增及其纯化 

依据参考文献L3】提供的 H1启动子片断扩增引 

物序列合成一对引物，序列为P1：5’．CCATGGAAT 

TCGAACGCTGACGTC．3’和 P2：5’．GCAAGCTTA 

GATCTGTGGTCTCATACAGAACTrATAAGATr 

CCC．3’，在 P1、P2中分别含有限制性内切酶位点 

EcoR I，Hind III和 Bgl II。以pBMIO1为模板采用 

pfu聚合酶扩增 H1启动子片段。采用 MBI公司生 

产的凝胶纯化试剂盒说明书提供的操作程序纯化 

PCR产物。将纯化好的PCR产物保存备用。 

1．3 瞬时转录 siRNA载体的构建 

用限制性内切酶 EcoR I和Hind III消化得到的 

H1启动子片段和质粒 pGEM．1 lfz，凝胶纯化消化 

产物。然后，连接处理好的 H1启动子片段和质粒 

pGEM．1 lfz，转化感受态细胞 DH5ct，按照标准的 

碱裂解法从细菌中提取质粒，最后用扩增 H1启动 

子片段的引物 P1和 P2对提取的质粒进行 PCR鉴 

定。重组质粒命名为 pGH1。 

1．4 持续转录 siRNA载体的构建 

用限制性内切酶 Pshb I消化质粒 pCMV-tag． 

2B，用凝胶纯化试剂盒纯化消化得到的 3．5kb DNA 

片段。用 T4 DNA多聚酶处理用Pshb I消化得到的 

3．5kb DNA片段，补平末端，然后用小牛碱性磷酸 

酶 (CIAP)处理补平的 3．5kb DNA片段，末端去 

除磷酸基团。用 T4 DNA多核苷酸激酶处理扩增得 

到的H1启动子片段，末端添加磷酸基团。采用凝 

胶纯化试剂盒说明书提供的操作程序纯化处理好 

的 3．5kb DNA片段和 H1启动子片段。最后将它们 

连接后转化感受态细胞 DH5ct，按照标准的碱裂解 

法从细菌中提取质粒，最后用扩增 H1启动子片段 

的引物 P1和 P2对提取的质粒进行 PCR鉴定。重 

组质粒命名为 pCH1。 

1．5 转录抑制 EGFP基因表达的 siRNA表达载体 

的构建 

依据已发表可以抑制 EGFP基因表达siRNA位 

点合成两条分别为 64bp的短核苷酸链，序列为 

5'-GATCCCCCAAGCTGACCCTGAAGTTCTTCA 

AGAGAGAACTTCAGGGTCAGCTTGTrI TGGA 

AA．3’和 5'-AGCTI1TCCAAAAACAAGCTGACC 

CTGAAGTTCTCTCTTGAAGAACTTCAGGGTCA 

GC'ITGGG G．3’。合成完后分别用TE稀释成 lgg／pL， 

各取50 混合在一起复性，复性条件为95℃，5min； 

90℃，5min；85℃，5min；80℃，5min；75℃，5min；70 

℃，5min；65℃，5min；60℃，5min；55℃ ，5min；50℃， 

5min；45℃ ．5min。 

用限制性内切酶 B II和 Hind III消化质粒 

pCH1和 pGH1，消化完成之后依据凝胶纯化试剂盒 

说明书提供的操作程序纯化消化得到的DNA片段。 

将纯化的 DNA片段和以上所得的复性产物连接， 

转化感受态细胞 DH5ct，按照标准的碱裂解法从细 

菌中提取质粒。用限制性内切酶 fII和 EcoR I以 

及 Hind HI和 EcoR I进行限制性内切酶分析，重组 

质粒依次命名为pCH1GFP和 pGH1GFP。 

1．6 细胞的培养及其转染 

本研究中用到的细胞Bel 7402由武汉大学保藏 

中心提供。用含 10％胎牛血清，100UI／rnL青霉素 

和硫酸链霉素的 DMEM 培养基培养细胞，待长满 

细胞瓶以后按 1：1．5～1：2．5转接到 24孔培养皿等待 

转染。每一孔转染细胞按以下程序进行转染：将 

0．6pg质粒 DNA和 1．8 Sofast转染试剂分别稀释 

在 30 无血清无抗生素的 DMEM，然后将后者逐 

滴添加到前者中，边加边摇匀。室温下作用 30min， 

将配制好的转染液逐滴添加到细胞培养基，将细胞 

放回CO2培养箱内继续培养。从转染到检测的过程 

中不需要换培养基。 

1．7 EGFP蛋白表达水平的测定 

将表达 EGFP蛋白的质粒 pEGFP．N3分别和转 

录抑制 EGFP基因表达的 SiRNA载体 pCH1GFP和 

pGH1GFP共转染细胞 Bel 7402，同时仅转染表达 

EGFP蛋白的质粒 pEGFP．N3作为对照。转染 30h 

后，在荧光显微镜的蓝光下观察EGVe蛋白的表达 

水平，并比较共转染和单独转染的表达水平差异。 

2 结果 

2．1 H1启动子片段的扩增 

PCR扩增完成以后，从琼脂糖凝胶电泳分析图 

谱上看到清晰的 0．2kb条带，说明扩增到了预期的 

核苷酸片段。 

2．2 瞬时和持续转录 siRNA载体的构建 

用限制性内切酶 Pshb I消化质粒 pCMV-tag． 

2B，得到了预期的 3．6kb和 0．7kb的条带；用限制 
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性内切酶EcoRI和HindIU消化质粘 pGEM—l1rZ 

得到了预期的3．0kb的条带 (圈 1) 

翟 
圈 I pCMV-tag 213年̈ pGEM一1 Ifz妁酶i=c『绉定 

Fig I Idenfificatiun of plasmid pGEM·I I fz alld pCMV-tag- 

2B by restriction analysis 

I．Masker 。Ece,T14 I 2 pcMVlag-2B digested hy P m I l{_pGEM—Il 

digested b、HindÏ + {JR1 

啊 PCR方法怪定再组质转 pGH1平l1 pCHI．以 

质犄 pBM】0̈ 1： m性对照 经琉玎旨精凝胶电冰分 

析显示以重组质 pGHl、pCH1礼I⋯性对 质粒 

pBM101为模扳的PCR均町以扩增到预蜊曲 0．2kb 

条带 

2．3 转录抑制 EGFP基因表达的 siRNA表达载体 

的构建 

用限制‘ 内 酶Bg~1I和 EcoRI以技H／，?d llI 

和 ‘oR J对重 l质粒进行限制性内叼酶分析 凝胶 

3 讨论 

分析结果如图2所示，得到了颅明的结果：限制性 

内剀酶 BglII和 DRI仪能僻到单 —一条带，而 

制件内切酶 Hind 1II和EcoR r町以消化山两条带 

2 4 抑制 GFP蛋白表达的siRNA分子的表达 

转染 30h后．在荧光显微镜的螗光下观察EGFP 

蛋白的表达水平 -比较共转染千u单独转染的表达 

水平芹异立" 3所示。从图中可以看剑转染 |，抑制 

EGFP 表达的SiRNA载体九勺培养物内绿包莰、龙 

打lI趣明显减少．而厂l荧光强度碱 ，说明重组质粒 

pCH】GFP干̈ pGH1GFP均可以 生 siRNA舒 r， 

州J制EGFP 囡的表达 

譬嚣量 
圈2 址质粒pGH lGFP pCH1GFP的瞎 。择定 

Fig 2 Idm~tification of recombinant plasmids,FGHIGFP and 

pCH1GFP 

l DL2~Xl Marker：2．pGHlGFP digested by II~Htnd II1：3 pG¨lGFP 

di-2vsted by R l+肼 nd 『J1．4 Mto'ker Z-n ¨1 l4 l：^ pCH FP 

digested时 川I+HO~Ilk pCHI(jFP digestcd h、 v,R TtHi*；dIIl 

_ ● ● 
自20世纪90年代Napol等 0和Guo等 0封矮脚 

牵牛和线虫基 表达调摔研究rI一相继发现 RNAi规 

象，到 1998年 Fire等 和Tabara等I I首次成功运用 

SiRNA技术阻断同源基因的表达以来，SiRNA技术 

己发展成一种经济、快捷、高效的抑制基刚表达的 

有利工具，已经广‘泛用于果蝇、线虫、原 动物和 
一

系列植物的功能基 组研究 r自于已知道过转 

染SiRNA可以在lll_li乳动物矧胞中皤发RN Ai现象． 

所以更多『妁研究人员将 SiRNA 技术刷十人类、小 

鼠l秆l其他哺乳动物基J 功能的研究， j外， 哺乳 

动物细胞中用 RNAi分f链高效 断菜个特定 冈 

的表达． 此将 siRNA技术也明r坟病掩制 如： 

特异性的slRNA分子可以干扰丙型J_lT_炎瘸毒【Hepatitis 

C virus．HCV)、I掣人体免疫缺陷 商毒(， ⅫTiⅢⅢ 

nodefi~’iency virus P，．HIV-1)RNA的复制 ⋯。 

然而试验研究·I M制备 RNAi丹于．到获得试 
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验结果的过程基本有两种方式，一种是通过化学合 

成、体外转录、长片断 dsRNAs经 RNase HI类降 

解等方法得到 siRNA分子，然后转入细胞内或者动 

物体内发挥作用。这种方式在制备方法上简便，但 

是费用昂贵，作用时间比较短，受转染试剂的影响 

较大。另一种则通过不同途径获得 siRNA 表达框 

DNA，将表达框 DNA转染到细胞内表达出 siRNAs 

分子而发挥作用，这些途径包括 PCR 扩增、构建 

SiRNA表达载体、构建病毒表达载体等。优势是易 

于获得大量的 siRNA 分子，作用稳定，尤其是在 

siRNA表达载体带有真核细胞筛选标记时可以用于 

长期研究。难转染的细胞往往 由于转染效率低而影 

响实验研究，如果转染了带有真核细胞筛选标记的 

质粒就可以在选择压力下富集带有质粒的细胞，产 

生足够的siRNA分子，避免这些实验研究受转染试 

剂的影响。在这种情况下采用 siRNA表达载体的方 

法进行实验操作，优势就更为突出。本研究中构建 
一 个带有真核细胞筛选标记的载体 pCH1，以满足 

建立稳定细胞系，进行长时间研究的需要；而另外 
一 个没有真核细胞筛选标记的载体 pGH1，可以满 

足短时间研究的需要。这两个载体均可以用于抗病 

毒感染的治疗相关性研究。 
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