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【摘/ 要】目的：构建针对增强型（4OKP）的 BJLP4Q F7QR.
（F5633 7:D2C<2C2:?7:8 QR.）表达载体，并在哺乳动物细胞 ,SJ#
% 细胞中观察其干扰效果0方法：设计针对 4OKP编码区的寡
核苷酸链，体外退火后克隆入经 7&8!和 9-%>"双酶切线性
化的干扰载体 BJLP4Q中，对重组质粒进行酶切分析和 AR.
序列测定0通过脂质体介导，将重组干扰质粒与 BIQ4J4$#4O#
KP瞬时共转染 ,SJ#% 细胞，+( E后荧光显微镜下观察干扰效
果0结果：经酶切鉴定及 AR. 序列测定证实，重组质粒中已
插入了目的基因片段0瞬时共转染后荧光显微镜观察结果显
示：只转染 BIQ4J$#4OKP 及共转染 BIQ4J$#4OKP 和空载体
BJLP4Q 的 ,SJ#% 细胞中有大量的 4OKP 表达0 而共转染
BIQ4J$#4OKP 和 BJLP4Q#Q$*%、BJLP4Q#Q*"+、BJLP4Q#Q++%
的 ,SJ#% 细胞中发出荧光的细胞数量明显减少，荧光强度也
明显降低0结论：成功构建了针对 4OKP 的 QR. 干扰表达载
体 BJLP4Q#Q$*%，BJLP4Q#Q*"+ 和 BJLP4Q#Q++%，并与 BIQ#
4J4$#4OKP瞬时共转染 ,SJ#% 细胞，有效地抑制了 4OKP 在
哺乳动物细胞中的表达0
【关键词】QR.干扰；增强型绿色荧光蛋白；,SJ#% 细胞系
【中图号】Q*$&0 $( 【文献标识码】.

FG 引言
QR.干扰（QR. 7:D2C<2C2:?2，QR.7）是双链 QR.

介导的，序列特异的转录后的基因沉默效应，是通过

双链 QR. 介导的靶序列特异性的降解从而抑制
（T:@?T >@U:）相应基因的表达0 绿色荧光蛋白（4O#
KP）是一种被广泛应用的报告基因，单独或融合表达
后可作为外源基因表达的标志0 为进一步研究 QR.7
在哺乳动物细胞内的作用机制，我们构建了针对 4O#
KP的 BJLP4Q F7QR. 表达载体，观察其在哺乳动物
细胞中对 4OKP表达的抑制作用0

H 材料和方法
H0 H 材料 质粒 BJLP4Q 由美国陈思毅教授惠赠，
,SJ#% 细胞、大肠杆菌 AV’# 及 4OKP 表达载体 BIQ#
4J4$#4OKP由本室保存0 :;$QI，7&8!，9-%>"，1+ AR.
连接酶购自 16T6C6 公司0 转染试剂 W7B@<2?D657:2$"""

为 I:M7DC@82:公司产品0 AH4H 购自 O7X?@ 公司，小牛
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血清为四季青公司产品!
!! " # 方法
"! #! " $%&’( 表达载体的构建和鉴定 根据 )*%+,
插入片段的设计原则和 -.&/0/#1/234 中 /234 的
编码序列，针对 /234编码区 5 个位点设计了 6 条寡
核苷酸链，由北京赛百盛公司合成，序列如下：/21
34#573891+:;<<<<+<:+<:<+:<;;<;;<::+;;<::+: +:<;;+::+:
:+;<+;+<;+<;;;;;++:::159，/234#57& 891:+<;;;;<<:::::+<
:+<:<+:<;;<;;< ::+;<;<;;+::<;;+::+::+;<+;+<;+<+++159；/21
345=>3891+:;<<<<++:<+:<++<::<;:<::+; ;<::+:+:<;;+;:+;1
;+<<+;<+;<<;;;;;++:::1 59），/2345=>& 891:+<;;;;<<:::::
++:<+:<++<::< ;:<::+;<;<;;+::<;;+;:+;;+<<+;<+;<<+++1 59；
/234>>738? 1+:;<<<<<+;<;:;:;<:;++<<+:<;;< :+:+:+;<++<1
<:;+:;:;:+:<+;;;;;++:::159，/234>>7& 891:+<;;;;<<:::::<
+;<;:;:;<:;+ +<<+:<;<;<;;+::+;<++<<:;+:;:;:+:<++++1 59!寡
核苷酸链在退火缓冲液中退火后，与经 !"#@!和
$%&"双酶切的线性化 -0A4/& 载体连接，连接产物
转化感受态细菌 BC8 #，挑选单菌落，筛选重组体，重
组体命名为：-0A4/&1&$（ -0A4/&1&#57，-0A4/&1
&5=> 和 -0A4/&1&>>7）! 重组克隆后 D+*"酶切位点
被破坏，重组体质粒用 ’()&. 和 !"#@!进行双酶切，
"= + E F的琼脂糖凝胶电泳后，紫外成相分析仪观察阳
性克隆可以出现 #G" H- 的条带，阴性克隆则出现
#>" H-的条带!阳性克隆送上海鼎安公司 B’( 测序
进一步证实!构建的 5 个干扰载体分别命名为 -0A1
4/&1&#57，-0A4/&1&5=> 和 -0A4/&1&>>7!
"! #! # 转染细胞 I)017 细胞和荧光显微镜观察
采用含 "== + E F小牛血清的 BJ/J培养基进行培养!
取处于对数生长期的 I)017 细胞，#! 8 + E F 胰酶消化
后，按一定的密度接种于 "# 孔培养板中，#> K后应用
.LM%;N,+OL 公司的转染试剂 F%-,PO<;:Q%LO#===进行转
染!将培养在 "# 孔板的培养细胞用无血清无抗生素
的 BJ/J培养液清洗 # 遍，加入转染液，将表达绿色
荧光蛋白的质粒 -.&/0#1/234 "! 8 $+ 和干扰质粒
-0A4/&1&$（或对照空载体 -0A4/&）"! 8 $+ 溶于
"== $F不含血清无抗生素的培养液 BJ/J 中，两
种质粒的分子质量之比为 "! 7 R "! 将 5 $F F%-,1
PO<;:Q%LO#===溶于 "== $F 不含血清无抗生素的培养
液 BJ/J中!将 # 种稀释液混合，轻轻晃动，室温孵
育 #= Q%L，待其形成 B’(1 F%-,PO<;:Q%LO#===复合物后，
轻轻加入清洗过的细胞!于 57 S，8= QF E F I)# 条件

下培养 6 K!吸弃培养液，加入 " QF 含 #== + E F 小牛
血清的 BJ/J培养液，置于 57 S，8= QF E F I)# 条件

下继续培养!转染 >T K 后在倒置荧光显微镜下观察
细胞中 /234 的表达情况，同时在物镜倍数为 U #==

的荧光显微镜下，随机选择 5 个视野，计数发出绿色
荧光的细胞数并计算其占总细胞数的百分比!

" 结果
"$ ! %&’()*+*,干扰载体的构建和鉴定 重组质
粒用 ’()&.和 !"#@!进行双酶切后，电泳结果显示
可产生 #G" H- 的片段，而空载体则切出 #>" H- 的片
段!说明重组质粒中已插入了目的基因片段，成功构
建了针对 /234 的 -0A4/& $%&’( 表达载体 -0A1
4/&1&$（3%+ "）! 经 B’( 序列测定证实与所设计的
序列完全一致!我们把针对 /234编码区 5 个不同位
点的 $%&’( 表达载体分别命名为 -0A4/&1&#57，
-0A4/&1&5=> 和 -0A4/&1&>>7（3%+ #）!

J：BF#=== Q:NVON；"，#，5：-0A4/&1&#57；1&5=>；W 1&>>7；>：-0A1

4/&!

3%+ " .@OL;%P%<:;%,L ,P -0A4/& $%&’( OX-NO$$%,L MO<;,N Y%;K
’()&. :L@ !"#@! @%+O$;%,L
图 " -0A4/& $%&’(表达载体的酶切鉴定

"! " %&’()*+*, 对外源 )-.(表达的抑制作用
采用 -.&/0#1/234 与 -0A4/&1&$ 共转染 I)017 细
胞，于转染后 >T K 在荧光倒置显微镜下观察 /234
的表达情况!结果显示 >T K 后转染 -.&/0#1/234 的
I)017 细胞中有大量的 /234 表达，共转染空载体
-0A4/& 与 -.&/0#1/234 的 I)017 细胞中 /234 的
表达不受影响；而共转染干扰载体 -0A4/&1&$ 与
-.&/0#1/234的 I)017 细胞中 /234 的表达受到了
明显的抑制，发出荧光的细胞数量明显减少，荧光强

度也明显降低（3%+ 5）! 计数发出绿色荧光的细胞数
占总细胞数的百分比结果显示，构建的 5 个干扰载体
都能显著抑制 I)017 细胞中 /234的表达，转染干扰
载体 -0A4/&1&#57 ，-0A4/&1&5=> 和 -0A4/&1&>>7
后发出绿色荧光的细胞数分别下降了 8"Z #[，
8"Z >[和 >7Z G[，干扰效果相似!干扰质粒 -0A4/&1
&$能够显著抑制 I)017 细胞中 /234的表达!
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123 ) 45! 67897:;2:3 <= "#$%&’ 62’5! 7>"?7662<: @7;A<?6
图 ) "#$%&’ 62’5!表达载体的 45!序列测定

!：/<:A?<B A?C:6=7;A7D E2AF "G’&#)(&H1%；,：/<:A?<B ;<(A?C:6=7;A7D E2AF

"G’&#)(&H1% C:D "#$%&’；/，4，&：/I#(+ ;7BB6 ;<(A?C:6=7;A7D E2AF

"G’&#)(&H1% C:D "#$%&’(’)*+；"G’&#)(&H1% C:D "#$%&’(’*-.；

"G’&#)(&H1% C:D "#$%&’(’..+；1：5<:(A?C:6=7;A7D0

123 * ’5! 2:A7?=7?7:;7 7==7;A <= "#$%&’(’6 <:J &H1%J K)--
图 * "#$%&’(’6对 &H1%的 ’5!干扰效果

!" 讨论
线虫中发现的一种移行 ’5!2（ A?C:62A2@7 ’5!2）

现象为基因沉默信号的传递与放大机制提供了线

索［L］0在哺乳动物细胞中双链 ’5!（ D6’5!）可以被
加工成 )L M )* :A的小干扰 ’5!（62’5!）［)］0 &BNC6F2?
等［*］证实在哺乳动物细胞中可以应用 ’5!2 技术，为
了能在哺乳动物细胞中应用 ’5!2 技术，有必要对哺
乳动物细胞中 ’5!2的机制作进一步研究0构建针对
&H1%的 62’5! 表达载体，不仅可以抑制 &H1% 的表
达，还可以抑制与 &H1% 融合基因的表达，可作为报
告系统用于研究哺乳动物细胞中 ’5! 干扰机制及影
响因素0我们利用干扰表达载体 "#$%&’ 构建了 * 个
针对 &H1%的重组干扰质粒 "#$%&’(’6，* 个干扰载
体都有明显的干扰效果，它们的干扰效果之间无显著

差别0为今后研究哺乳动物细胞中 ’5! 干扰机制奠
定了实验基础0
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