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ＮＦκＢ基因ＲＮＡ干扰质粒的构建与鉴定


方淑环１，龚　青
２△

（１．广州中医药大学临床药理研究所ＤＭＥ中心　５１００２４；２．广州医学院基础学院生化教研室　５１０１８２）

　　摘　要：目的　构建转录因子ＮＦκＢ的ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）质粒，为研究ＮＦκＢ参与的细胞信号通路及以其为靶点的基因治

疗提供稳定转染的ＲＮＡｉ质粒。方法　设计针对ＮＦκＢ的ｓｈＲＮＡ特异性序列，应用基因重组技术克隆到ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ１．０Ｕ６表达

载体，ＥｃｏＲⅠ和ＡｐａⅠ双酶切及ＤＮＡ测序鉴定重组克隆；脂质体转染ＲＮＡｉ重组载体至前列腺癌细胞ＰＣ３后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分

析各组ＮＦκＢ蛋白表达水平。结果　双酶切和ＤＮＡ测序证实ｓｈＲＮＡ正确插入ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ１．０Ｕ６质粒；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示

与空质粒对照组比较ＮＦκＢ转染组细胞ＮＦκＢ表达明显下调。结论　成功构建人 ＮＦκＢ基因ＲＮＡｉ质粒，为研究 ＮＦκＢ参与

的细胞信号通路提供了稳定转染细胞的干扰质粒，为靶向ＮＦκＢ的基因治疗提供了有力工具。
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　　核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）是近年来发

现的转录调控因子，其最常见的形式是由ｐ５０和ｐ６５组成的异

源二聚体，在绝大多数静止期细胞中以非活性形式存在于ＮＦ

κＢ细胞质中。ＮＦκＢ信号通路的激活在许多人类肿瘤，如肝

癌、肠癌、宫颈癌等的发生、发展中起重要作用［１３］。ＲＮＡ干扰

（ＲＮＡｉ）是双链ＲＮＡ介导的特异性基因沉默现象，是目前研

究基因功能强有力的工具之一［４］。自从ＲＮＡｉ现象被发现以

来，作为自然界生物中广泛存在的一种保守的自我保护现象，

ＲＮＡｉ不仅在基因治疗研究中应用日渐广泛，也成为重要的分

子研究工具。本研究以双链小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）介导 ＮＦκＢ

表达沉默，采用脂质体转染，观察ｓｉＲＮＡ导入后对人前列腺癌

细胞株ＰＣ３内的 ＮＦκＢｐ６５表达的抑制作用，为研究 ＮＦκＢ

参与的细胞信号通路及以ＮＦκＢ为靶点的基因治疗提供稳定

的转染细胞干扰质粒。

１　材料与方法

１．１　材料　载体质粒为ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ１．０Ｕ６；ＰＣ３细胞株购自

美国ＡＴＣＣ；大肠埃希菌ＤＨ５α为本实验室保存；限制性内切

酶ＥｃｏＲⅠ和 ＡｐａⅠ，Ｔ４ＤＮＡ 连接酶购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司；ＤＮＡ胶回收试剂盒购自美国Ｑｉａｇｅｎ公司；ＤＮＡ Ｍａｋｅｒ购

自广州东盛生物科技有限公司；１６４０、脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

２０００、Ｇｉｂｃｏ胎牛血清购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；质粒抽提试剂

盒为ＮｕｃｌｅｏＢｏｎｄＸｔｒａＭｉＤｉＥＦ（美国）。

１．２　方法

１．２．１　ＲＮＡｉ质粒的设计、构建和鉴定　按照ｓｉＲＮＡ靶序列

设计原则，设计针对ＮＦκＢ的ｓｈＲＮＡ互补序列，插入ｐＳｉｌｅｎｃ

ｅｒ１．０Ｕ６，ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ１．０Ｕ６Ｖｅｃｔｏｒ含有 ｍｏｕｓｅＵ６ｐｒｏｍｏｔｅｒ，

进入哺乳细胞后能转录产生发夹状的ｓｉＲＮＡ，有特定的转录

起始位点（Ｕ６启动子决定）和特定转录终止位点（转录模板链

为下链，转录终止位点在ａｎｔｉｓｅｎｓｅｓｔｒａｎｄ后“ＴＴ↓ＴＴＴＴ”

中），转录产物为茎环结构：３′端有 ＵＵ突出。Ｄｉｃｅｒ酶水解产

生ｓｉＲＮＡ（反以链）。

１．２．１．１　ＲＮＡｉ序列的设计　确定靶基因的ＣＤＳ，进入广州

锐博ｓｉＲＮＡ在线设计软件：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｉｒｎａ．ｃｎ设计ＲＮＡｉ

序列，根据上述软件得到多个软件认为可行的１９ｂｐ的序列，

要根据下列条件进行进一步筛选：（１）ＧＣ含量３６％～５２％；

（２）ｓｅｎｓｅ链的第３碱基为Ａ；（３）ｓｅｎｓｅ链的第６碱基为Ａ；（４）
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ｓｅｎｓｅ链的第１０碱基为 Ｕ；（５）ｓｅｎｓｅ链的第１３碱基不是 Ｇ；

（６）ｓｅｎｓｅ链的第１８、１９碱基不是Ｇ／Ｃ；（７）不含有反向重复序

列；（８）不能形成环；（９）ｓｅｎｓｅ链的５′端第１个碱基为Ｇ／Ｃ。

此外，ｓｅｎｓｅ链的１５～１９碱基中至少含有３个 Ａ／Ｕ。上

述条件中可以有２个以内不相符。找出符合条件的序列后，用

Ｔ置换其中的Ｕ（本设计中是以 Ｕ６为载体构建，先构建重组

ＤＮＡ）。一般选择２条，结合载体的结构特征，形成需要合成

的序列（ＡｐａＩ＋Ｓｅｎｓｅ１９ｎｔ＋Ｌｏｏｐ（ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ）＋Ａｎｔｉ

ｓｅｎｓｅ１９ｎｔ＋ＴＴＴＴＴ＋ＥｃｏＲＩ）交由公司合成，本研究构建了

ＮＦκＢ干扰序列如下。ＮＦκＢＲＮＡｉＡ ：（＋）５′ＣＧＣＴＧＣ

ＡＧＴＴＴＧＡＴＧＡＴＧＡＡＴＴＣＡＡＧＡＧＡＴＴＣＡＴＣＡＴＣＡ

ＡＡＣＴＧＣ ＡＧＣＴＴＴ ＴＴＴ Ｇ３′；（－）５′ＡＡＴ ＴＣＡ ＡＡＡ

ＡＡＧＣＴＧＣＡＧＴＴＴＧＡＴＧＡＴＧＡＡＴＣＴＣＴＴＧＡＡＴＴＣ

ＡＴＣＡＴＣＡＡＡＣＴＧＣＡＧＣＧＧ ＧＣＣ３′；ＮＦκＢＲＮＡｉＢ：

（＋）５′ＣＣＴ ＴＣＣ ＡＡＧ ＴＴＣＣＴＡ ＴＡＧ ＡＡＴ ＴＣＡ ＡＧＡ

ＧＡＴＴＣＴＡＴＡＧＧＡＡＣＴＴＧＧＡＡＧＴＴＴＴＴＴＧ３′；（－）

５′ＡＡＴＴＣＡ ＡＡＡ ＡＡＣＴＴＣＣＡＡＧＴＴＣＣＴＡＴＡ ＧＡＡ

ＴＣＴＣＴＴ ＧＡＡ ＴＴＣ ＴＡＴ ＡＧＧ ＡＡＣ ＴＴＧ ＧＡＡ ＧＧＧ

ＧＣＣ３′。

１．２．１．２　ＲＮＡｉ质粒的构建及提取　利用分子克隆的方法将

目的序列连接入ｐＳｉｌｅｎｃｅｒ１．０Ｕ６载体，获得ｓｉＲＮＡ重组质粒

Ｕ６ＮＦκＢｓｈＲＮＡ，转化感受态细胞获得重组菌，挑选阳性克

隆，培养并制备质粒，用ＥｃｏＲⅠ和ＡｐａⅠ双酶切鉴定。酶切鉴定正

确的克隆送测序。成功构建的重组菌大规模扩增后用去内毒素

的质粒ＤＮＡ制备试剂盒按说明书步骤提取质粒，－８０℃保存。

１．２．２　ＲＮＡｉ质粒转染细胞　分为４组：无干扰组、空质粒对

照组、ＮＦκＢ干扰质粒 Ａ组和 ＮＦκＢ干扰质粒Ｂ组。采用脂

质体转染细胞，质粒ＤＮＡ（μｇ）与脂质体Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００

（μＬ）的比例为１．０∶２．５。转染细胞６ｈ后，吸出无血清培养

液，换成含１０％ＦＢＳ的培养液过夜，复性４８ｈ后收细胞进行

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。

２　结　　果

２．１　Ｕ６ＮＦκＢｓｈＲＮＡ重组体的酶切鉴定和测序结果　挑

取阳性克隆进行扩增抽提质粒，使用限制性内切酶ＥｃｏＲⅠ／

ＡｐａⅠ双酶切过夜，琼脂糖电泳，酶切结果表明序列插入正确

（图１）；ＤＮＡ测序结果证实插入序列正确。

　　Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１：ＮＦκＢ干扰质粒Ａ；２：ＮＦκＢ干扰质粒Ａ双酶

切后；３：ＮＦκＢ干扰质粒Ｂ；４：ＮＦκＢ干扰质粒Ｂ双酶切后。

图１　　Ｕ６ＮＦκＢｓｈＲＮＡ的酶切鉴定

２．２　ＲＮＡｉ效果鉴定　ＮＦκＢ基因ＲＮＡｉ重组质粒转染前列

腺癌细胞ＰＣ３；收集细胞裂解液，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析无干扰组

与ＮＦκＢ干扰质粒Ａ、Ｂ组ＮＦκＢ蛋白的表达水平，结果显示

与空质粒对照组比较，细胞ＮＦκＢ表达下调，其中干扰质粒 Ａ

效果明显，见图２。

　　Ｎ：无干扰；ＲＮＡｉ（－）：空质粒对照；ＲＮＡｉＡ：ＮＦκＢ干扰质粒 Ａ；

ＲＮＡｉＢ：ＮＦκＢ干扰质粒Ｂ；＃：犘＜０．０５，与ＲＮＡｉ（－）比较。

图２　　ＮＦκＢ的ＲＮＡｉ效果图

３　讨　　论

ＮＦκＢ通常和抑制蛋白ＩκＢ组成无活性的ＮＦκＢ／ＩκＢ三

聚体形式，在一些因素刺激下ＩκＢ发生磷酸化后降解，ＮＦκＢ

被激活，其活化物 ＮＦκＢｐ６５可调控一系列基因的表达
［５６］。

ＮＦκＢ参与了多种疾病不同阶段的细胞因子、生长因子、细胞

黏附因子的基因调控［７］，近年来发现 ＮＦκＢ与肿瘤的发生关

系密切［８］。在多种人类肿瘤中 ＮＦκＢ出现基因扩增和转位，

使其转录活性增加，促进肿瘤的发生，ＮＦκＢ促进肿瘤的恶性

化是多方面的，其调控的靶基因参与肿瘤的浸润、转移、血管生

成和肿瘤的抗凋亡［９１０］。目前已经证实在不同种类的恶性肿

瘤中，均存在ＮＦкＢ的持续激活，ＮＦкＢ的持续活化可作为多

种实体肿瘤的标志。

ＲＮＡｉ技术因其特异性和高效性，近年来已成为研究基因

功能的重要工具。ＲＮＡｉ是通过将１９ｎｔ２３ｎｔ的ｓｉＲＮＡ导入细

胞，降解与其同源的 ｍＲＮＡ，特异、高效的阻断目的基因表

达［４］。质粒载体可在细胞内持续产生ｓｉＲＮＡ抑制靶基因的表

达，适于长期实验研究［４，１１１２］。本实验使用的为质粒载体ｐＳｉ

ｌｅｎｃｅｒ１．０Ｕ６，该质粒以 Ｕ６作为启动子，其优点在于转录起

始点、终止点明确。此外，该载体中含有氨苄耐药基因，利于筛

选阳性重组质粒和阳性克隆。

本研究将针对人 ＮＦκＢｐ６５设计构建的 ＲＮＡｉ转染人前

列腺癌细胞株ＰＣ３中，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ｓｉＲＮＡ的干扰

效率，结果显示目标细胞中 ＮＦκＢｐ６５的表达受到明显抑制

（犘＜０．０５），表明所设计的ｓｉＲＮＡ起到了明显沉默目的基因表

达的作用。成功构建人ＮＦκＢ基因ＲＮＡｉ质粒，为研究 ＮＦκＢ

参与的细胞信号通路提供了稳定转染细胞的干扰质粒，同时为

以ＮＦκＢ为靶向的基因治疗提供了有利工具，为进一步应用

ＲＮＡｉ技术探明ＮＦκＢ在肿瘤增殖中的作用打下基础。
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条凋亡信号途径的共同通道，凋亡通路一旦激活则引起

ｃａｓｐａｓｅ３级联反应并使其活化引起细胞凋亡。Ｃｒｎｋｏｖｉｃ

Ｍｅｒｔｅｎｓ等
［８］应用ｓｉＲＮＡ抑制 ＨｅＬａ细胞中ｌｉｖｉｎ基因的表

达，激活ｃａｓｐａｓｅ３，促进 ＨｅＬａ细胞凋亡，同样增加了 ＨｅＬａ细

胞对化疗药物（如：阿霉素）及紫外线照射的敏感性，并发现该

效应只作用于ｌｉｖｉｎ基因表达阳性的 ＨｅＬａ细胞，对无ｌｉｖｉｎ基

因表达的 Ｈ１２９９细胞不起作用。Ｗａｎｇ等
［９］沉默恶性黑色素

瘤ＬｉＢｒ细胞中ｌｉｖｉｎ基因表达，发现 ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ表达增加，

ｃａｓｐａｓｅ３活化，诱导凋亡的发生。因此，可以认为胶质瘤中高

表达的ｌｉｖｉｎβ通过下调凋亡效应蛋白酶ｃａｓｐａｓｅ３表达，而达

到抑制凋亡的作用。但也有学者发现ｌｉｖｉｎ通过非ｃａｓｐａｓｅ途

径抑制细胞凋亡，主要是通过激活核因子κＢ及丝裂原激活蛋

白激酶之一的ｃＪｕｎ氨基末端激酶１（ｃｊｕｎＮＨ２ｋｉｎａｓｅ１，

ＪＮＫ１）来抑制细胞凋亡
［１０］。因此，ｌｉｖｉｎ抑制凋亡的机制与其

他ＩＡＰｓ既有相同点也有不同点，ｌｉｖｉｎ可能通过多种途径来抑

制细胞凋亡。

本研究初步证实了采用 ＲＮＡｉ技术靶向胶质瘤细胞中

ｌｉｖｉｎβ，可解除对凋亡效应蛋白酶ｃａｓｐａｓｅ３的抑制作用，激活

细胞凋亡蛋白酶级联反应，可诱导细胞凋亡、引起细胞周期阻

滞和抑制细胞增殖。阻断胶质瘤细胞中ｌｉｖｉｎβ基因表达，可解

除对凋亡效应蛋白酶ｃａｓｐａｓｅ３的抑制作用，激活细胞凋亡蛋

白酶级联反应，凋亡增加，细胞增殖减少。进一步表明ｌｉｖｉｎβ

有拮抗凋亡的作用，在胶质瘤的发生、发展中起着重要作用。
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ｙｏｎｄＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅａｎｄａｎｔｉｓｅｎｓｅｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ

［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＤｒｕｇＤｉｓｃｏｖ，２０１２，１１（２）：１２５１４０．

［１２］ＷａｎｇＺ，ＲａｏＤＤ，ＳｅｎｚｅｒＮ，ｅｔａｌ．ＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅａｎｄ

ｃａｎｃｅｒｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＰｈａｒｍＲｅｓ，２０１１，２８（１２）：２９８３２９９５．

（收稿日期：２０１２０３０８　修回日期：２０１２０９２７）

８０５３ 重庆医学２０１２年１１月第４１卷第３３期




