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［摘要］目的 构建 pSIREN-HIF-1α/shRNA重组质粒并测序鉴定，为下一步探索鼻咽癌基因治疗的 RNA

干扰 （RNA interference， RNAi） 途径奠定基础．方法 根据基因库 HIF-1αcDNA 序列 （NM_001530/

NM_181054）以及 Reynolds设计原则，设计并合成两端有酶切位点的 60个碱基的寡核苷酸链，退火成互补双链

后将退火产物与 RNAi-Ready pSIREN-RetroQ-ZsGreen载体链接后，热转化至大肠杆菌 JM109菌株中，提取质粒

进行 1%琼脂糖凝胶电泳鉴定，测序分析．结果 PCR扩增片段出现约 470 bp大小的目的基因条带，与预期结果

相符；凝胶电泳证实重组载体构建成功，插入片段测序结果与合成的寡核苷酸序列一致．结论 成功构建重组质

粒 pSIREN-HIF-1α/shRNA，为下一步用脂质体包装并转染鼻咽癌细胞的研究奠定基础．
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［Abstract］ Objective To construct and identity pSIREN-HIF-1α/shRNA expression vector in order to

make foundation of gene therapy for further exploration of RNA interference to nasopharyngeal darcinoma. Methods

According to HIF-1αcDNA gene sequence in the gene bank（NM_001530/NM_181054）， a pair of 60 nt

oligonucleotides each containing the sites of restriction endonuclease at both ends，were designed and synthesized by

Reynolds design principles. Oligonucleotides were annealed and ligated with linedrized RNAi-Ready

pSIREN-RetroQ-ZsGreen.Transfected into JM109， the recombinants were finally sequenced and identified by 1%
agarose gel electrophoresis. Results The size of the target gene fragment amplified by PCR was 470 bp and in

accordance with the expected result.pSIREN-HIF-1α was successfully constructed and identitfied by 1% agarose

gel electrophoresis.Sequence analysis of inserted fragment revealed the same sequence as synthesized shRNA

Oligonucleotides. Conclusion pSIREN-HIF-1α /shRNA expression vector has been successfully constructed，

and can make the foundation of research using liposome packaging transfectiing nasopharyngeal darcinoma cell for the

next step .
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RNAi（RNA interference） 是在进化过程中高

度保守的、双链小分子干扰 RNA（small interfering

RNA，siRNA），可以高效、特异地阻断体内同源

基因表达，促使同源 mRNA降解，诱使细胞表现

出特定基因缺失的表型，又称 RNA 干预或干涉，

是一种转录后基因沉默技术[1]．短发卡 RNA（short
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hairpin RNA，shRNA）是由 1条 RNA单链自身折

叠形成双链的茎，再加上 1条单链的环构成，在细

胞内会被自动加工成 siRNA，使靶基因沉默，干扰

其翻译 /转录形成蛋白质的功能，使细胞向成熟方

向分化或诱导细胞凋亡，从而达到抑制细胞增殖的

目的[2]．RNAi技术可特异性敲除或关闭特定基因

的表达，该技术已被广泛用于探索基因功能和传染

性疾病及恶性肿瘤的基因治疗等领域[3，4]．本实验构

建了针对 HIF-1α基因的特异性 shRNA表达载体，

同时设立阴性对照，并通过 1%琼脂糖凝胶电泳和

基因测序加以验证．为进一步进行质粒的转染治疗

鼻咽癌或者其他肿瘤提供分子基础．

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 质 粒 和 菌 株 RNAi-Ready pSIREN －

RetroQ－ZsGreen质粒购于宝生物工程（大连）有

限公司；JM109菌株由中国科学院昆明动物所惠

赠．

1.1.2 主要试剂 TaKaRa DNA Ligation Kit（Code

No.D6022）、DNA maker（分子量标记物），Taq酶

（Promega），及 Oligo DT引物（宝生物大连有限公

司），脂质体（LipofectamineTM 2000） （Invitrogen

公司），菌株培养用 LB培养基（上海生工生物工
程公司）及质粒抽提试剂盒（Omiga公司），其他

试剂均为分析纯．

1.2 实验方法

1.2.1 HIF-1α shRNA 序列的设计与合成 在

NCBI数据库中查找 HIF-1α的基因序列号，得知

该基因具有 2个亚型：NM_001530、NM_181054．

分别查找二者的全长 mRNA序列，选取具有重叠

部分的序列，根据 Reynolds等提出的 siRNA设计

原则选取其中的一个位点 CTGGACACAGTGTGTT-

TGA（381-399）作为靶序列，并通过 BLAST软件

确定所选序列与其他基因没有同源性．按照下列结

构序列合成：BamHI＋Sense＋Loop＋Antisense＋

TTTTT＋EcoRI．各序列均有 60个核苷酸，正义链

和反义链之间加入 9个寡核苷酸（TTCAAGAGA）

形成发卡结构，以 TTTTTT作为终止信号，5'端为

BamH I酶切位点末端，3'端为 EcoR I酶切位点末
端，用于将寡核苷酸序列克隆到载体上．前向序列

5'-GATCCGCTGGACACAGTGTGTTTGATTCAAGA-

GATCAAACACACTGTGTCCAGTTTTTTTG-3'；反向

序列 5'-AATTCAAAAAAACTGGACACAGTGTGTT-

TGATCTCTTGAATCAAACACACTGTGTCCAGCG -

3'.另以随机打乱顺序的序列 ACTCCGACGAAGCA-

GCATA作为阴性对照，并经过 Blast软件比较，与

人、鼠基因库无明显同源性．前向序列 5'-GATC-

CGACTCCGACGAAGCAGCATATTCAAGAGATATG-

CTGCTTCGTCGGAGTTTTTTTG-3'，反向序 5'-AA-

TTCAAAAAAACTCCGACGAAGCAGCATATCTCT -

TGAATATGCTGCTTCGTCGGAGTCG-3'，以上寡核

苷酸 DNA单链均委托宝生物工程（大连）有限公

司合成．

1.2.2 表达载体的构建 （1）将已合成的 shRNA

寡核苷酸单链模板分别稀释至大约 2 滋g/滋L；（2）

50 滋L退火体系配制：Oligo－sense 2 滋L、Oligo－

antisense 2 滋L，加入浓度为 0.05 mol/L 的 HEPES

缓冲液 46 滋L，混匀；离心后置于 94℃的水浴锅

中 5 min；然后让其缓慢冷却至室温，冷却速度约
0.5℃/min；（3）表达载体的链接：取退火产物各

1 滋L与 pSIREN-RetroQ-ZsGreen 1μL，以 TaKaRa

DNA Ligation Kit中的 Solution I 连接后，16℃反应

过夜； （4） 取过夜连接产物热转化至大肠杆菌

JM109菌株，37℃恒温箱培养过夜、氨苄青霉素

筛选后，各随机挑选 8个转化后的单菌落以引物

AGGCGGGCCATTTACCGTAAG及 TAATTTCTTGG-

GTAGTTTGC 进行多聚酶链反应 （PCR） 扩增；

（5） 提取纯化质粒 DNA，1%琼脂糖凝胶电泳；

（6）初步鉴定后送宝生物工程（大连）有限公司测

序．

2 结果

2.1 阳性菌落的鉴定

以 1%琼脂糖凝胶电泳鉴定阳性菌落 PCR．

1～8为 PCR产物，左侧为阳性干扰质粒组，右侧

为 阴性对照质粒组，2组均出现 473 bp大小的目

的基因条带，表明质粒初步构建成功．阳性组中 3

未见条带，考虑未转化成功．PCR产物（图 1）．

2.2 重组质粒凝胶电泳

将阳性质粒 1、阴性质粒 2以 1%琼脂糖凝胶

电泳，所示片段分子大小约为 6.6 kb，与所设计的

重组质粒分子大小一致（图 2）．

2.3 重组载体的 DNA序列测定

重组质粒 pSIREN-HIF-1α/shRNA 委托宝生
物工程（大连）有限公司测序分析．结果显示，重

组质粒 shRNA 编码序列与本实验设计的靶向

HIF-1α的核苷酸序列完全一致，表明成功构建了

重组质粒载体（见图 3，4）．
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图 1 PCR产物

Fig. 1 The product of PCR

M:分子质量标记物 2 000 bp，1 000 bp，750 bp，500 bp，250 bp，100 bp.

图 3 阳性干扰链的测序结果

Fig. 3 The sequence of positive interference chain

图 4 阴性对照链的测序结果

Fig. 4 The sequence of negative control chain

图 2 重组质粒凝胶电泳结果

Fig. 2 Electrophoresis results of recombinant plasmid from gel

M：超螺旋 DNA梯度标记物分子量 11 849 bp，10085bp，8 023 bp，6 133 bp，5 026 bp，3 997 bp，3 049 bp，2 087 bp.

M 1 2

1 2 3 4 5 6 7 8 M １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８
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3 讨论

RNAi-Ready pSIREN-RetroQ-ZsGreen Retrovi-
ral Vector是一种利用 U6启动子的自我钝化的反转

录表达载体．该载体可用以表达短发卡 RNA．能

被 BamHI 和 EcoRI 双酶切为线性化载体．当编码

适当短发卡 RNA的双链 DNA寡核苷酸链（即目的

基因）被连接进入载体后，就可用来沉默目的基

因．因载体可以表达绿色荧光蛋白，可以此方便检

测质粒的转染效率．

基因治疗作为目前一个全新研究的治疗手段之

一，日益成为肿瘤基因靶向治疗的焦点，包括反义

核酸法、核酶法、基音敲除和 RNAi等．RNAi是

指内源性或外源性双链 RNA（dsRNA）介导的细

胞内某特定基因的 mRNA发生特异性降解，诱导

细胞表现出特定基因缺失的表型，是一种转录后基

因沉默技术，具有不编码蛋白与转录后干扰的特

性[5]，目前已经广泛运用于研究基因功能以及进行

初步基因治疗的研究[6]．

Wang Z等[7]指出由于 RNAi的高效性与潜力，
有助我们对肿瘤的认识，提高对肿瘤治疗，特别是

进行个性化癌症治疗的可能．Nemunaitis J等[8]也提

出了利用 RNA干扰技术，可以制定以靶基因为目

的的个性化癌症治疗，可能为癌症的临床基因治疗

提供基础．迄今，在几乎所有的真核生物中都发现

RNAi现象的存在，表明了 RNAi在进化上高度保

守性，因此在维持真核细胞的正常生理功能方面可

能具有非常重要的作用[9]．RNAi的作用特点主要表

现在：（1）稳定持久；（2）高特异性；（3）作

用强大； （4） 浓度依赖性； （5） 双干扰系统；

（6）可传播性[10]．

一般来说，RNAi的研究一般需要经过以下步

骤：（1） siRNA的合理设计；（2） siRNA真核表

达载体的构建； （3） siRNA 抑制效果的验证；

（4） RNAi有效抑制靶基因后，细胞生物学行为的

观察和对比．选择合适的基因靶点是 siENA肿瘤

治疗可能成功的关键因素之一[11]．侯选靶点包括细

胞增殖相关基因、转移、血管生成、耐药基因等．

根据国外的研究结果，siRNA的设计需尽量满足下

列原则[12，13]：（1）在转录本 mRNA的 AUG起始密

码下游 50~100nt之间，寻找“AA（N19） TT”或

“AA（N21）”序列，作为潜在的 siRNA 靶点；

（2） GC含量在 30%-70%；有研究结果显示 GC含

量在 50%时最理想；（3）将潜在的序列与相应的

基因组数据库（人、小鼠、大鼠等）进行 BLAST
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序列比对，排除那些和其他编码序列或 EST同源

的序列；（4）选出合适的目标序列进行合成，以

找到最有效的 siRNA．同时，一个完整的 RNAi实

验必须有阳性对照和阴性对照，通过阳性对照观

察转染效率，通过阴性对照排除非特异性因素的

影响．虽然有一系列应该遵循的原则，但是目前

对哺乳动物细胞靶基因中 RNA干扰作用位点的选

择还只是一个经验性的过程，完全符合这些原则

的 siRNA也并非都有效；其原因还不明了，可能

是位置效应的结果．通过质粒等表达载体在细胞

内直接转录 siRNA不仅容易操作，最重要的是能

够建立稳定的表达，从而达到延长 RNA干扰的目

的[14].

本实验在大连宝生物生物工程技术公司专家
的指导下，参考文献中提到的有效序列，设计挑

选了 1 对寡核苷酸序列，构建了重组质粒

pSIREN-HIF-1α/shRNA；经凝胶电泳和基因测序

鉴定证实构建成功．该质粒在细胞内转录生成发

夹状双链 RNA分子后，通过 Dicer 酶生成 siRNA

分子，从而诱导基因沉默．这种方法操作简便，

成本低，能在细胞内稳定产生 shRNA，避免转染

时受 RNase降解[15]．该表达载体将为后续研究鼻咽

癌细胞 HIF-1α基因的功能提供基础：可以瞬时

沉默 HIF-1α基因，同时联合沉默其他关键基因，

如 survivin基因，观察其对鼻咽癌细胞的细胞增殖

活力影响；观察对细胞周期分布的改变，进一步

可以筛选后得到稳定表达细胞株，进而联合放射

实验，观察缺氧环境下鼻咽癌细胞的增殖、凋亡

改变，从而更深入认识 HIF-1α对肿瘤细胞的生

物学改变．
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