
基于 !"#的 $%#&’表达框的制备

郭秋野 (，马文丽 (，张 宝 (，吴清华 (，严 律 (，郑文岭 )（(南方医科大学基因工程研究所，广东 广州 *+,*+*；)华
南基因中心，广东 广州 *+,-.,）

摘要!目的 改进目前基于 !"#的方法制备 $%#&’表达框，转染细胞后产生高效的 #&’干扰作用。方法 从 /*01细胞
中提取基因组 2&’，以此为模板，!"#扩增 30启动子序列并克隆至 452+-67载体中，用载体上的引物进行扩增，所
得产物即制成作为扩增 $%#&’表达框的模板。选择 !*.为靶基因，扩增制备 $%#&’表达框，测序验证后8转染 9:69;*;
细胞 <-=后提取 #&’进行 #76!"#，检测 #&’干扰的效应。结果 测序结果表明所克隆的 30启动子序列正确。细胞转
染表达框，在 >#&’水平上，!*.基因的表达明显受到了抑制。结论 本实验所制作的基于 !"#的方法制备 $%#&’表
达框可以很好地应用于 #&’%作用研究。
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#&’干扰（#&’@%ISGVTGVGIUG8 @#&’%）是由双链
#&’（WNEZJG@$SVMIWGW@#&’8@W$#&’）引发的转录后的
基因沉默。W$#&’经核酸酶降解成 1+61.IS的小片段
干扰 #&’[$>MJJ@%ISGVTGVGIUG@#&’8@$%#&’\，并以其为
模板，特定位点，特定间隔降解与之序列相应的

>#&’。目前有多种制备 $%#&’的方法8其中 !"#制
备的 $%#&’ 表达框架（$%#&’@G]4VG$$%NI@UM$$GSSG$8 @
9Q"$）是一种由 !"#扩增得到的 $%#&’表达模板，
能够直接导入细胞进行表达而无需事先克隆到载体

中。该模板包括一个 #&’@4NJ@RRR启动子，一段发夹结
构 $%#&’，一个 #&’@4NJ@RRR终止子位点。与 $%#&’
表达载体不同的是 9Q"$不需要载体克隆等颇为费

时的步骤，可以直接由 !"#得到，所需要时间短，因
此成为筛选 $%#&’的最有效工具。本实验建立一种
基于 !"#的 $%#&’表达框制备的制备方法，对传统
的制备方法有所改进，并以 !*.为参照靶基因进行了
验证。

+@@材料与方法
+^+@@材料
+^+^+@@试剂 !VG>%]7M_、逆转录酶 ’5a、DJ%ON[W7\
+-、452@ +-67@ XGUSNV、!"# 产物纯化试剂盒 购自
7MbMVM公司，7V%YNJ购自上海申能博彩生物科技有限
公司。P%4NTGUSM>%IG751,,,@购自美国 RIX%SVNOGI@公司
+^+^1@@细胞株、细菌 /*01 细胞、cP6+,, 细菌，为本
实验室保存。9:69;*;细胞，由中国医学科学院章静
波教授提供。

+^1@@方法
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图 !""#$启动子的 %&’
产物电泳
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!3D!""#$启动子克隆及鉴定 提取 EC$3细胞基因组
*+,作为模板，以 =$"CFG&,GG&&&HGGG&,GG,7
,G,GGG&&H,HIF，=$7CF&GG,H&&H&GH&&HHH&&7
,&,,G,H,H,H,IF分别作为上下游引物对 #$启动
子进行扩增，%&’反应体系为：上下游引物各 37!J（357
-<JK2），模板 37!JL!5578MN，3!;/1-O! 3CP!J，加超纯水
!Q7!J。反应条件为：QR7"C-O8；QR7"I579，CC!" I579，
B3!" I579，I5个循环；B3!"B-O8。对 %&’产物进行
纯化，将纯化后的 %&’产物与 ;(*!STH载体连接。
转化大肠杆菌感受态细胞 U2T!，涂板（含氨苄，UTM.J
和 V%HG）过夜培养，挑取白色单菌落进行培养。使用
;(*!STH 载体上的引物（WX!55：CFT&,GG,,,&,7
G&H,HG,&TIF，WX!5!：CFTGH,,,,&G,&GG&&,G7
HTIF）进行 %&’鉴定，然后选取 %&’的阳性克隆用
WX!5! 进 行 测 序 ， 测 序 结 果 与 +&YV 中 的
GZ+ZY,+E的核酸数据库进行 Y2,WH检索，验证
#$启动子克隆的正确性。
![3[377制备 ;CI7’+,O7%&’表达框及鉴定 以 WX!55
和 WX!5!的引物扩增出的产物作为模板，以 =$7CFG&7
,GG&&&HGGG&,GG,,G,GGG&&H,7HIF 为上游
引物，#$;CI’,&HGH,,,,,,G,&H&&,GHGGH,7
,H&H,&HMM.?>>H&GH&&HHH&&,&,,G,，#$;CI\7
,&HGH,,,,,,GH,G,HH,&&,&HGG,GH&HGG
,H&&H&GH&&HHH&&,&,,G,为下游引物分别进
行扩增，反应条件：QR7" C7-O8；QR7" I579，CC7" I579，
B37" RC79；循环 I57次，B37" B7-O8。%&’7产物用 ![C]
的琼脂糖凝胶电泳检测。将 %&’产物纯化后，HT,克
隆至 ;(*!STH载体上，使用载体上的引物 WX!5!进
行序列测定。

![3[I77;CI7’+,O%&’表达框的扩增 用上述经过测序
验证的表达框克隆质粒做模板，用引物 WX!55 和
WX!5!进行扩增，纯化 %&’产物，准备进行转染。
![3[R77转染 W^TW_C_细胞 W^TW_C_细胞用含 !5‘
胎牛血清的 ’%(V7!$R5培养（不加抗生素），培养条
件为 IB7"、C]7&X3。当细胞汇合率达到 S5]时，在 $
孔板中进行转染（参照 JO;<@1>?.-O81H(3555试剂盒使
用方法），同样条件加入不含 9O’+,的转染试剂作为
空白对照。培养 RS7a后，进行光镜观察并进行检测。
![3[C77’HT%&’检测 W^TW_C_细胞 ;CI基因的表达
收集对照组和处理组 W^TW_C_7细胞，每管约 !!!5B7
个细胞。用 H/Ob<J法L参照 H/Ob<J7试剂说明书N分别提
取每组的总 ’+,，用 C5!!J7*Z%&水完全溶解 ’+,
沉淀，取 !7!J’+,测定 *3$5K,3S5，取 C7M进行变性甲醛
凝胶电泳检测 ’+,有无降解。分别取总 ’+,3[57M，
C!第一链缓冲液 !5!!J，:+H% L!57--<JK2N 7C!!J，
’+.91抑制剂 !7!J7XJOM<（:H）!S LC57-<JK2N 7!57!J，

,(c737!J，加无菌超纯水至 C57!J。室温放置 !57-O8，
R3"水浴 !7a，冰浴 37-O8。以此逆转录产物为模板，分
别加入 3"#$%&!!!57!J，!CI上下游引物（上游HHG,GG7
HG&GHGHHHGHG， 下 游 HHH,HGG&GGG,GGH7
,G,）及作为内对照的 G,%*^ 引物（G,%*^\7
&,,&GG,HHHGGH&GH,HH，G,%*^’&,&,GH&7
HH&HGGGHGG&）各 !7!J（357-<JK2），总体积 357!J。
反应条件：QR7" C7-O8；QR7" I579，CC7" I579dB37" RC79；
循环 I57次，B37" B7-O8。%&’7产物用 ![C]的琼脂糖
凝胶电泳检测。

377结果
3[!77人的 #$和 ^!启动子片段克隆
首先从培养的人 EC$3 细胞中提取染色体

*+,，以此为模板，采用特异性引物进行 %&’扩增，
图 !显示的是 %&’扩增产物电泳结果，从图中可以
看到 #$启动子的片段长度为 3C57A;左右，且片段单
一，无杂带。%&’产物的结果片段长度大小与预期片
段长度相符。

3[3779O’+,9的测序结果
纯化、测序后，经比对，可知合成的 9O’+,9序列

完全正确，可直接用于转染。

3[I77!CI基因 ’+,O表达框的扩增
用上述经过测序验证的表达框克隆质粒做模板，

用引物 WX!55和 WX!5!进行扩增，纯化后的 %&’产
物电泳检测的条带单一清晰，%&’扩增成功，可以进
行下一步转染（图 3）。
3[R779O’+,对 W^eW_C_细胞形态学上的影响
将纯化的 %&’产物转染 W^TW_C_细胞，RS7a后

镜下观察，对照组细胞变化不明显，而转染表达框者，

细胞生长减缓，细胞可见长长的突起生长（图 I）。
3[C779O’+, 对 W^TW_C_ 细胞 !CI 基因 -’+, 表达
的影响

采用 ’HT%&’的方法，检测干扰后 !CI基因表达
变化，如图 R、C所示，可以看出干扰之后处理和对照

777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777南方医科大学学报Lf7W<=?a7(1:7#8OgN777777777777777777777777777777777777777777777777777777777第 3$卷RSR· ·



图 !"""!!#基因 $%&’($检测
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图 B//CD’EF基因 $%&’($检测
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图 ://!!H基因 $0D=表达框的扩增
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图 H//NF&NO!O细胞光镜照片
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组内参照 CD’EF基因均可检测到，在 3$0D水平，
!!H基因表达下调。

H//讨论
$0D干扰作用（$0D/=+6,2<,2,+5,T/$0D=）是由于

一段双链的 $0D进入机体或细胞中，进而导致在机
体或细胞中与之有同源序列基因 3$0D的降解，最
终蛋白质的表达将会受到抑制，甚至表达受到完全抑

制，即沉默（;=4,+5=+7），这种现象是由 U=2,/等在研究
线虫的过程发现的［?VH］。通过对其机制研究发现将在

体外合成短的双链 $0D分子（;3*44/=+6,2<,2=+7/$0D，
;=$0D）转染到细胞后仍然有很好的沉默效果，具有
序列特异性，可以避免长链 $0D分子的副作用，导
致其它基因的沉默。$0D=不但是生物普遍所具有的
一种现象，它可能参与了细胞正常的生长、发育的调

控，因而对 $0D=机制本身的研究具有重要的理论意
义。另外，科学工作者们发现这一作用是研究后基因

组一个革命性工具，在以往为了研究一个基因的功

能，通常是采用的方法是基因敲除，操作非常繁烦，而

这种技术相对而言简单，而且可以达到与敲除相近的

效果［B］。最重要的一点，这种技术可能应用于药物上，

目前有许多实验证实它可以抑制病毒在体内的复制，

使肿瘤细胞向低恶性分化，预示着有着良好的临床应

用前景［!］。

自从发现 $0D=作用以来，认识到它具有重要的
理论价值和广泛应用的前景，不管是科学工作者还是

生物公司，都在开发相关的产品，目前应用 $0D=技
术主要有以下几种方法［W］：P?R体外合成 ;=$0D分子。
这种方法是应用比较早的，效果是明确的，但这种方

法最大的缺点是合成的价格非常昂贵，是一般的实验

室难以承受的，还有这种方法具有一定的副作用。PXR
体外转录 ;=$0D。在体外将一段含 ;=$0D分子的序
列置于一些常见的启动子下游，如 %M，N’W 等，这种
方法价格便宜，但保存较困难，合成量也受到一定的

限制。PHR体外转录、酶切。首先在体外产生长链的双
链 $0D分子，然后用 $0*;,/YYY或 EY(Z$对其进行
降解，从而形成一组 ;=$0D的混和物。这种方法的优
点在于不用去筛选有效的 ;=$0D分子，可以获得很
好的效果，但其缺点是产生非特异性基因的沉默。PBR[
;=$0D表达载体。将 ;=$0D分子克隆到真核表达载
体中，所用的启动子常见的有人的 F-启动子和人、
鼠的 \W启动子，也有 (>]启动子报道。这种方法是
获得稳定表达细胞株很好的方法。P!R’($产物表达
框。这种方法是利用体细胞内的 YYY类 $0D聚合酶
（$0D914/YYY）的特性，将细胞的人的 F-启动子和人、
鼠的 \W启动子克隆，将 ;=$0D分子序列克隆其下游，
再将这些 ’($产物导入细胞内，利用体内的 $0D/
914/YYY合成 ;=$0D［M］。 与 ;=$0D/表达载体相比 ’($

（下转 B^_页）
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（上接 !"#页）
产物表达框可以快速筛选到有效的的 $%&’(，而且由
于 )*&产物表达框末端并限制性位点+ ,使其更容易
被克隆到质粒或病载体中+ ,形成 )*&产物表达框表
达载体，)*&产物表达框这种方法可以说是 $%&’(,
表达载体的一种补充，是筛选有效 $%&’(分子最好
的方法［"］，本实验对该方法进行进一步的改进使其更

加具有特异性。

实验中，首先从 -#./细胞中克隆了 0.启动子，
并将该产物连到载体上，通过测序进行了验证，序列

完全正确。接着用含有启动子序列的载体为模板，用

载体上的引物进行扩增，至此，完成了 0.启动子表
达框的设计工作。经典方法中大多以此为模板，用相

应基因表达框的引物进行扩增，所得的 )*&产物经
纯化后就可以转染细胞［1］。在引物的合成中通常会有

碱基的错误，而 $%&’(分子的作用是有序列的特异
性，如果有一个碱基的错误，就很难实现基因的沉默。

本实验中是将其与 2载体相连，克隆到载体上进行
测序，从克隆测序的结果中，找到序列正确的克隆，并

以此克隆的质粒为模板，用载体的引物 34566 和
34565进行扩增，此时 $%&’(的表达框两端，都含一
段 768#6,9:的序列，该序列可以保护转染进入细胞
的 )*&产物，防止快速降解，延缓在细胞的半衰期，
可以增加基因的沉默效应［;］。同时也便于制作该基因

的沉默表达框。

综上所述，我们对该表达框的效应进行了验证，

采用了 !#<基因，在 =&’(水平上，可以看出，细胞
转染表达框后，!><的表达明显受到了抑制，说明本
实验所制作的 0.启动子表达框是成功的。
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合并 *3(H*3&的 *]X患者有效，经 <个月的治疗可
改善 *]X患者的心功能［5/］。但呼吸机对 *]X患者的
运用尚未广泛普及，还有待于临床医生观念的更新和

更进一步的循证医学资料，也值得我们进行深入研究。
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