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不同长度茎部 shRNA 表达载体构建与鉴定 
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摘  要: 本研究针对同一目的基因设计构建不同茎部长度的 shRNA 表达载体，并对其在细胞及胚胎水平的干扰效应做

一比较。以绿色荧光蛋白基因为沉默效应的靶基因，设计茎部长度分别为 21 bp、27 bp、29 bp 的干扰片段，退火后连

入带有 H6 启动子的真核表达载体 psiSTRIKE 中 (分别命名为 EGFP-21 siRNA、EGFP-27 siRNA 和 EGFP-29 siRNA)，

将构建成功的载体以脂质体法转染小鼠胚胎成纤维细胞，利用荧光定量 PCR 对其荧光表达进行精确定量。不同茎部长

度的 shRNA 载体均使绿色荧光蛋白基因表达降低，茎部为 29 bp 时比 21 bp、27 bp 表现出更明显的沉默效应。细胞水

平沉默效应的初步验证，为筛选适合小鼠个体水平的最佳发夹结构奠定了基础。 
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Abstract:  We constructed shRNA vectors with different stem length, and tested the silencing effectiveness in mouse cells and 
embryos. We designed interfering RNAs with stems of 21 bp, 27 bp, and 29 bp. The enhanced green fluorescent protein gene was 
used as target gene. The synthesized single strands were annealed and cloned into psiSTRIKE and the recombinant plasmids 
(EGFP-21 siRNA, EGFP-27 siRNA, and EGFP-29 siRNA) were transfected into the mouse embryonic fibroblast with lipofection. 
The mRNA expression level of the enhanced green fluorescent protein gene was checked by real-time quantitative PCR. The 
silencing effectiveness of the 29 bp shRNA vector was stronger than which of the 21 bp and 27 bp. The findings in this study are of 
interest for selecting the hairpins for mouse individuals. 
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双链 RNA (dsRNA) 引起的基因沉默或者 RNA

干扰  (RNAi) 是一种古老并且进化上保守的序列

特异性转录后基因沉默现象，广泛存在于各种动物

中[1-2]。目前在哺乳动物细胞中，主要应用两种相关

的技术来实现 RNAi。一种方法是向哺乳动物细胞直

接转染人工合成的长度为 19 bp 并且 3′末端具有 2

个突出碱基的小干扰 RNA (siRNA)[3]，另一种方法

是利用表达质粒或者病毒载体在哺乳动物细胞中表

达小发夹 RNA (shRNA)[4-8]。前者只能引起短暂的干

扰效应，而后者可以获得稳定而持久的基因沉默。 

哺乳动物细胞转入的 siRNA 超过 30 bp 时即会

引起干扰素  (IFN) 效应和激活 RNA 依赖的蛋白

激酶  (PKR) 通路，从而导致细胞增殖受阻甚至凋

亡 [9]。自 RNA 干扰现象发现以来，人们已经对不同

长度 (19~29 bp) 的 siRNA 沉默效应进行了相关研

究。早期研究认为茎部长度为 21 bp 的发夹结构与

细胞内源的 MicroRNA 结构最为相近，基因沉默效

应也最高。最近却有研究发现，茎部长度为 27 bp

或 29 bp 时，引发的基因沉默效应可能显著增加，

甚至百倍于传统的 21 bp 茎环结构[10-11]。本实验以

egfp 为沉默效应的报告基因，分别构建茎部长度为

21 bp、27 bp、29 bp 的干扰载体，经纯化后转染小

鼠胎儿成纤维细胞 (MEF) 和利用显微注射法注射

到小鼠胚胎的原核中，通过检测其沉默效果来筛选

出适合小鼠个体水平的最佳发夹结构。 

1  材料与方法 

1.1  主要仪器和试剂  
小分子量 DNA 片段高效快速纯化回收试剂盒 

(Bio Dev 公司)；B 型超纯质粒小样快速提取试剂盒 

(Bioteke 公司 ) ； siSTRIKE™ U6 Hairpin Cloning 

Systems (Promega 公司)；Taq 酶 (Promega 公司)；PstⅠ

内切酶 (Fermentas)；脂质体 Lipofectamine™2000 

(Invitrogen 公司)；DMEM 培养基(Gibco 公司)；

TRIzol Reagent RNA 提取试剂盒 (Invitrogen 公司)；

RealMasterMix (Tiangen 公司)；SuperscriptⅡ反转录

酶 (Invitrogen 公司)；荧光显微镜 (Olympus)；iQ5

荧光定量 PCR 仪 (Biorad 公司)；冷冻离心机 (Sigma

公司)。 

1.2  RNAi 表达载体构建 
1.2.1  寡核苷酸设计合成 

根据 GenBank 数据库提供的 pEGFP-C1 载体序列 

(Accession No. 1377914)，以其上携带的增强型绿色

荧光蛋白基因 (egfp) 为目的基因，利用 Promega 公

司在线设计程序设计茎部长度分别为 21 bp、27 bp、

29 bp 的干扰片段 (其序列及结构见图 1 和表 1)， 
 

表 1  不同长度茎部的 shRNA 序列 
Table 1  shRNA sequences with different length of stem 

Length Sequence (5′−3′) 

21 bp 

ACCGCACAAGCTGGAGTACAACTATTCAAGAGATAGTTGTACTCCAGCTTGTGCTTTTTC 
TGCAGAAAAAGCACAAGCTGGAGTACAACTATCTCTTGAATAGTTGTACTCCAGCTTGTG 
ACCGAAGCAGCACGACTTCTTCAATTCAAGAGATTGAAGAAGTCGTGCTGCTTCTTTTTC 
TGCAGAAAAAGAAGCAGCACGACTTCTTCAATCTCTTGAATTGAAGAAGTCGTGCTGCTT 
ACCGGAGCGCACCATCTTCTTCAATTCAAGAGATTGAAGAAGATGGTGCGCTCCTTTTTC 
TGCAGAAAAAGGAGCGCACCATCTTCTTCAATCTCTTGAATTGAAGAAGATGGTGCGCTC 
ACCGCCGTACTAGAGCAATAAACGTTCAAGAGACGTTTATTGCTCTAGTACGGCTTTTTC 
TGCAGAAAAAGCCGTACTAGAGCAATAAACGTCTCTTGAACGTTTATTGCTCTAGTACGG 

27 bp 

ACCGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAATTCAAGAGATTGAAGTTCACCTTGATGCCGTTCTTCTTTTTC 
TGCAGAAAAAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAATCTCTTGAATTGAAGTTCACCTTGATGCCGTTCTT 
ACCGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATTTCAAGAGAATGTTGTGGCGGATCTTGAAGTTCACCTTTTTC 
TGCAGAAAAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATTCTCTTGAAATGTTGTGGCGGATCTTGAAGTTCAC 
ACCGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTTCAAGAGAAGAAGATGGTGCGCTCCTGGACGTAGCTTTTTC 
TGCAGAAAAAGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCTCTTGAAAGAAGATGGTGCGCTCCTGGACGTAG 
ACCGATCTAGACGGACGACTTCAAGAAAGATTCAAGAGATCTTTCTTGAAGTCGTCCGTCTAGATCTTTTTC 
TGCAGAAAAAGATCTAGACGGACGACTTCAAGAAAGATCTCTTGAATCTTTCTTGAAGTCGTCCGTCTAGAT 

29 bp 

ACCGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATTCAAGAGATATAGACGTTGTGGCTGTTGTAGTTGTACTTTTTC 
TGCAGAAAAAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCTCTTGAATATAGACGTTGTGGCTGTTGTAGTTGTA 
ACCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAATTCAAGAGATTGAAGAAGTCGTGCTGCTTCATGTGGTCTTTTTC 
TGCAGAAAAAGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAATCTCTTGAATTGAAGAAGTCGTGCTGCTTCATGTGGT 
ACCGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAATTCAAGAGATTCTTCTGCTTGTCGGCCATGATATAGACTTTTTC 
TGCAGAAAAAGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAATCTCTTGAATTCTTCTGCTTGTCGGCCATGATATAGA 
ACCGACCAATCCCATACCGGATACAATCATAATTCAAGAGATTATGATTGTATCCGGTATGGGATTGGTCTTTTTC 
TGCAGAAAAAGACCAATCCCATACCGGATACAATCATAATCTCTTGAATTATGATTGTATCCGGTATGGGATTGGT 

Note: the underlined are negative control sequences. 
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图 1  shRNA 载体构建 
Fig. 1  Construction of shRNA vector. 
 

经 BLAST 比对证实与小鼠基因组其他序列无同源

性。每一长度包括 3 条干扰片段和 1 条阴性对照序

列，其环部结构均使用 9 bp 序列 (TTCAA GAGA)，

送交 Invitrogen 公司合成。psiSTRIKE 载体本身具有

单一的 PstⅠ酶切位点，设计的干扰片段 3′端与其连

接后会生成一个新的 PstⅠ酶切位点，可以此做酶切

鉴定阳性克隆 (图 1)。 

1.2.2  shRNA 表达载体构建 

用 dd H2O 将合成的寡核苷酸 (oligos) 稀释成

1 µg/µL。然后进行退火，反应体系 (50 µL)：退火

Buffer (46 µL)+正义链 oligos (2 µL)+反义链 oligos 

(2 µL)；退火程序：90  3 min℃ ，37  15 min℃ 。将退

火后的核苷酸稀释到 4 ng/µL，与 psiSTRIKE 载体在

T4 DNA 连接酶作用下过夜连接。产物转化 DH5α

感受态细胞，在含氨苄青霉素 (100 µg/µL) 的 LB 

平板上筛选。次日挑取阳性克隆，在含氨苄青霉素 

(100 µg/µL) 的 LB 液体培养基中 250 r/min、37℃振

荡培养 14~16 h，小量提取质粒，随后 PstⅠ酶切 4 h，

1％琼脂糖电泳鉴定。阳性克隆载体送 Invitrogen 测

序验证后，B 型超纯质粒小样快速提取试剂盒进行

回收，用于真核细胞转染和原核显微注射。 

1.3  细胞培养与脂质体转染 
1.3.1  小鼠胎儿成纤维细胞的分离及培养 

转绿色荧光蛋白基因小鼠自然交配，待雌鼠妊

娠 13.5 d 时将其处死。取出胎儿，0.25％胰酶消

化取其细胞，高糖 DMEM 培养基进行培养  (添加

10％ FBS、1％青链霉素)。然后对其进行传代纯化、

细胞计数、冻存等操作。在倒置荧光显微镜下观察
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荧光表达情况，并照相。 

1.3.2  细胞转染 

24 孔转染法，按 Lipofectamine 2000 说明书操

作。待细胞生长至 60％~70％汇合度时进行转染，

每孔添加 0.4 µg 环状 shRNA 表达质粒和 2 µL 脂质

体。分别于转染后 24 h、48 h、72 h 在荧光显微镜

下观察沉默效应。 

1.3.3  稳定细胞株的获得 

转染 48 h 后更换含 G 418 (500 µg/mL) 的完全

培养基进行稳定细胞株的筛选，之后每 3 天更换培养

液。大约 15 d 抗性细胞集落形成，此时用含半量筛

选浓度 (250 µg/mL) 的 G 418 完全培养基扩大培养。 

1.4  荧光定量 PCR 检测干扰效果 
1.4.1  细胞总 RNA 的提取及反转录 

分别于转染 24 h、48 h、72 h 收集 24 孔板培养

的细胞，参照 TRIzol Reagent RNA 提取试剂盒使用

说明书进行细胞总 RNA 的提取。紫外分光光度计

测定 RNA 的浓度及纯度。取 4 µg 总 RNA、1 µL 

Oligo (dT)12-18、1 µL dNTPs (10 mmol/L)、RNase-free 

ddH2O 定容至 12 µL，混合后 65℃温浴 5 min，置冰

上冷却 2 min，简短离心后依次加入 4 µL 5×First- 

Strand Buffer、2 µL 0.1 mol/L DTT、1 µL RNasin，

混匀，42℃温浴 2 min。加入 1 µL SuperScript II 反

转录酶，混匀后 42℃温浴 50 min，70  15 min℃ 终止

反应。反转录产物于−20℃保存或立即进行 PCR。 

1.4.2  引物和探针设计及合成 

利用 Primer Express 软件，分别针对 pEGFP-C1

载体上的 egfp 和小鼠的 gapdh (Accession No. 

126012538) 基因设计用于荧光定量 PCR 的引物及

探针 (表 2)，送交 Invitrogen 公司合成。 

1.4.3  荧光定量 PCR 反应 

从空白组、EGFP-21 siRNA 组、EGFP-27 siRNA

组、EGFP-29 siRNA 组、阴性对照组的 cDNA 中各

取 1 µL 作为模板，参照说明书配制 25 µL 反应体系：

10 µL 2.5×RealMasterMix，gapdh 和 egfp 上游引物

及下游引物各 1 µL，探针各 0.5 µL，1.25 µL 

20×probe，7.75 µL ddH2O。反应在 Biorad 公司 iQ5

荧光定量 PCR 仪上进行，扩增条件如下：95  2 min℃ ，

95  20 s℃ ，57  20 s℃ ，68  30 s℃ ，共 40 个循环。待

获得各样品的 Ct 值后，使用 2−△△Ct 法[12]分析结果。 

表 2  用于荧光定量 PCR 分析的引物及探针序列 
Table 2  Primer and probe sequences used for real-time 
PCR analysis 

Gene 
name Primer sequence※ Amplicon

length (bp)

egfp

3975′-GAGGAC GGCAACATCCTGG-3′ 
4865′-GATGCCGTTCTTCTGCTTGTC-3′ 
4185′-CACAAGCTGGAGTACAACTACA 
ACAGCCA-3′ (Probe) 

90 

gapdh

2215′-AGTCAAGGCC GAGAATGGGA-3′ 
3285′-ACATACTCAGCACCGGCCTCA-3′ 
2585′-AAGCCCATCACCATCTTCCAGG 
AGC-3′ (Probe) 

108 

Primer(upper two line) and probe(lower line) sequences along ※

with their position (number given as superscript on the left) on 
full-length cDNA sequence. 

2  结果 

2.1  重组质粒酶切鉴定 
提取的质粒 DNA 用 PstⅠ酶切，阳性质粒将被

酶切成 2 个片段，长度分别为 3655 bp 和 962~970 bp 

(因茎部长度而异)，其酶切片段电泳结果如下 (图

2) 所示。 

 

图 2  重组质粒 PstⅠ酶切 
Fig. 2  Recombinant plasmid digested with Pst . M1: DL Ⅰ

2000 marker; 1: positive control; 2–4: positive plasimid; M2: 
Hind  maⅢ rker. 
 
2.2  重组质粒的测序验证 

酶切鉴定呈阳性的重组质粒送上海英骏生物技

术公司测序验证。ClustalX 软件将测序结果与设计

的序列进行比对，所含目的基因序列准确无误，证

明已获得所需的重组质粒。 

2.3  转染细胞的显微镜观察 
转绿色荧光蛋白小鼠胎儿成纤维细胞均贴壁生

长，大多呈梭形或多角形；荧光显微镜下观察，细

胞发出强烈的绿色荧光 (图 3 A、B)。shRNA 表达

质粒转染细胞 24 h 后出现荧光减弱现象，48 h 沉默

效应达到最大。加入 G 418 筛选，细胞于第 3 天开
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始大量死亡，15 d 左右出现单细胞克隆，然后分化

成生长期细胞群。筛选 7 d 时给细胞照相，转不同

茎部长度 (21 bp、27 bp、29 bp) shRNA 表达质粒的

细胞均出现沉默现象 (图 3 C、D、E、F、G、H)，

箭头所示细胞在白光下可见，在紫外光下发出微弱

荧光或者不可见，阴性对照组没有发现相应效应 

(图 3 I、J)。 

2.4  荧光定量 PCR 结果分析 

利用 TaqMan 探针法对转染不同茎部长度干扰

载体的细胞 cDNA 进行荧光定量 PCR 检测。每组设

3 个重复，取其平均值，利用 2−△△Ct 对其数据进行

分析 (表 3)。从表 3 可以看出，茎部长度为 21 bp、

27 bp 和 29 bp 的 shRNA 表达载体分别使得绿色荧

光蛋白基因的表达量降低了 55％、60％和 78％，以

茎部长度 29 bp 的干扰载体沉默效果最好；不同茎

部长度的干扰载体使得目的基因出现最大沉默效应

的时间也不同，21 bp、27 bp 或 29 bp 分别是在转染

后 24 h 和 48 h。

 

图 3  小鼠胎儿成纤维细胞的显微镜观察 
Fig. 3  Microscopy of mouse fibroblast.(A, B) MEF separately exposed under light and UV. (C, D) MEF transfected by EGFP-21 
siRNA separately exposed under light and UV. (E, F) MEF transfected by EGFP-27 siRNA separately exposed under light and UV. (G, 
H) MEF transfected by EGFP-29 siRNA separately exposed under light and UV. (I, J) MEF transfected by scramble sequence 
separately exposed under light and UV. 
 
表 3  2−△△Ct 法分析的干扰结果 
Table 3  Result analysed by 2−△△Ct method 

Group egfp av.ct gapdh av.ct △Ct △△Ct 2−△△Ct 

Positive control 24.17138 24.67054 −0.49916 0 1 
EGFP-21 siRNA(24 h) 23.54118 22.88129  0.65989  1.15905 0.45 
EGFP-21 siRNA(48 h) 23.87798 23.42545  0.45253  0.95169 0.52 
EGFP-21 siRNA(72 h) 24.21644 24.06912  0.14732  0.64648 0.64 
EGFP-27 siRNA(24 h) 21.88658 21.61149  0.27509  0.77425 0.58 
EGFP-27 siRNA(48 h) 22.48277 21.64324  0.83953  1.33869 0.40 
EGFP-27 siRNA(72 h) 23.72680 23.29399  0.43281  0.93197 0.52 
EGFP-29 siRNA(24 h) 22.50081 21.49481  1.0060  1.50516 0.35 
EGFP-29 siRNA(48 h) 23.93882 22.27868  1.66014  2.15930 0.22 
EGFP-29 siRNA(72 h) 24.61650 24.43256  0.18394  0.68310 0.62 
Scramble sequence 23.57426 24.08869 −0.51443 −0.01527 1.01 
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3  讨论 

质粒 DNA 的拓扑学结构对其转染效率影响很

大。Andrea 等[13]分别用表达半乳糖苷酶的线性化和

环化质粒转染 Vero 细胞，结果发现前者与脂质体形

成的复合物转化效率明显低于后者，究其原因在于

线性化和环化 DNA 与脂质体形成的复合物空间结

构不同。李作生等[14]利用不同拓扑学结构的质粒，

分别转化 E. coli 感受态细胞、转染 SK 6-6 细胞和免

疫小鼠，结果表明转化原核细胞和转染真核细胞时，

环化质粒是线性化质粒效率的几十倍，超螺旋比例

高的基因疫苗免疫效果明显好于开环质粒的基因疫

苗。为了获得最大的转染效率，本实验中用于转染

细胞的沉默载体均未线性化。 

2002 年，Hasuwa 等[6]首先利用显微注射法将茎

部长度为 21 bp 的 shRNA 干扰载体导入转绿色荧光

蛋白小鼠的雄原核中，成功获得了 RNAi 小鼠，证

明 RNA 干扰技术用于转基因动物研究的可行性。

虽然研究者针对不同目的基因，利用不同方法来研

究沉默效应，但至今仍未见报道利用转绿色荧光蛋

白小鼠成体细胞来研究干扰效应的文章。本实验中，

转染细胞的显微镜观察和实时荧光定量 PCR 分析结

果显示，虽然不同茎部长度的 shRNA 载体转染 MEF

后均发生了绿色荧光蛋白沉默现象，但是其抑制基

因表达的程度有所不同：21 bp 和 27 bp 茎部长度的

干扰效应相差不大，29 bp 茎部长度的干扰效应明

显优于二者。Kim 等 [10]研究发现 27 bp 的 siRNA

可作为 Dicer 底物进入 RNAi 途径，在很低的浓度

下  (50~200 pmol) 效果比 21 bp 的 siRNA 更好，持

续时间更长。同年，Siolas 等[11]报道体外合成的 29 bp 

shRNA 可被 Dicer 切割成 22 bp 的小片段 RNAs，能

引起更加强烈的 RNA 干扰效应。本实验将设计的不

同茎部长度 shRNA 基因序列克隆进入真核表达载

体，以期获得更加稳定、长期的基因沉默效应。此

次实验的初步结果与 Siolas 等的研究相一致，但却

并没有获得 27 bp 较 21 bp shRNA 具有明显干扰效

应的数据。这可能与干扰载体的用量有关，因为不

同茎部长度的 siRNA 产生最佳沉默效应的浓度不

同[10]；也有可能跟目的基因本身序列结构有关。真

正原因仍需进一步实验探明。 

另外作者在分析了实验数据后发现不同茎部长

度的干扰载体虽然都使得目的基因出现了沉默，但

达到最大效应的时间有所不同。Kim 等[10]利用体外

合成的长度分别为 21 bp 和 27 bp 的 dsRNA 转染细

胞，结果二者均在转染后的第 4 天达到最大沉默效

应。最佳沉默效应发生在时间上的差异，可能与

siRNA 的导入形式以及转染细胞系的不同有关。 

为了进一步验证干扰效应，利用原核显微注射

法将制备的干扰质粒注射到小鼠受精卵雄原核中。

胚胎体外培养到两细胞期，可见明显的干扰效应，

但并未进一步发育。显微注射外源 DNA 本身会对胚

胎发育有一定影响，而且 DNA 浓度过高对胚胎也有

毒害作用[15]。Hasuwa 等[6]利用显微注射法将干扰载

体导入小鼠原核并体外培养到桑椹胚，说明显微操

作熟练程度可能是导致培养的胚胎发育受阻的主要

原因。 

虽然人们普遍认为向哺乳动物细胞导入 siRNA 

(＜30 bp) 长度过短时不会引起干扰素效应，但有研

究表明向哺乳动物细胞转入小片段 siRNA 或者构建

的 shRNA 载体一样可以引发干扰素效应[16-17]。当

siRNA 片段数量足够大时，还可与核胞质转运蛋白

exportin-5 结合从而饱和其通路，影响内源性

miRNAs 的作用[18]。因此，siRNA 除了使目的基因

沉默外，还存在一个错综复杂的负效应网络，有待

深入研究。 
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