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Abstract :Objective　 To const ruct and identify the siRNA eukaryotic expression vector targeting PEG10 .

Methods　Four siRNAs were designed according to the coding sequence of PEG10 gene , and cloned into

the downstream of H1 promoter of psiRNA2h H1neo. The const ructed recombinant was analyzed and i2
dentified by AseⅠendonuclease digestion and DNA sequencing. Results　The const ructed p siRNA plas2
mid digested with Ase Ⅰwas linearized. The sequencing result confirmed that the sequence of inserted

f ragment was correct . Conclusion 　Eukaryotic expression vector of siRNA targeting PEG10 gene was

successfully const ructed , and should be a novel effective expression vector for HCC gene therapy.
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摘　要 :目的　构建并鉴定针对遗传印记基因 PEG10的 siRNA真核表达载体。方法　根据 PEG10 基

因 cDNA序列 ,设计针对目的基因的 4个 siRNA靶序列 ,将其插入 H1 启动子下游 ,克隆到真核表达载

体 psiRNA2h H1neo中 ,通过酶切鉴定和 DNA 测序鉴定。结果　酶切鉴定及 DNA 测序结果显示插入

片断正确。结论　本研究成功构建针对 PEG10 的真核表达载体 ,可能成为肝癌基因治疗中的一种新

型、高效的治疗载体。
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0　引言

原发性肝细胞癌基因治疗面临的一大难题 ,是

寻找参与绝大多数肝癌发病关键性的特异分子靶。

PEG10 ( Paternally expressed gene 10 ) 是 2001 年

Ryuichi Ono 等用 cDNA微阵列在肝细胞癌组织中

发现的一个新的遗传印记基因 ,它在肝癌中表达的特

异性提示可能参与肿瘤细胞生长失控[ 1 ]。本研究采

用分子克隆技术 ,构建了针对 PEG10 的 siRNA真核

表达载体 ,通过酶切鉴定和测序鉴定鉴定其结构。

1　材料与方法

1 . 1 　材料 　质粒 p siRNA2h H1neo 购自美国 Invi2
vo Gen公司 ,受体菌 E. coli D H25α由本实验室保

存。限制性内切酶 BbsⅠ和 Ase Ⅰ及 T4DNA 连接

酶购自美国 N EB公司 ,M2ML V 逆转录酶、RNA 酶

抑制剂 Rnasin和 Taq聚合酶为美国 Promega 公司

产品。高纯质粒提取试剂盒购自杭州 V2gene公司 ,

DNA凝胶回收试剂盒购自上海华舜生物工程公司。

DNA由上海生工生物工程公司合成。

1 . 2　方法

1 . 2 . 1 　siRNA 靶序列的设计和筛选 　利用 NCBI

Genbank 检索 PEG10 mRNA 的全长序列 ,参照

siRNA设计原则 ,并运用 RNA st ruct ure 软件模拟

靶 mRNA的二级结构 ,尽量避免自身结合的茎区 ,

选择配对区域较少的序列 ,如线区和环区。筛选出

4个 21 个核苷酸的序列 ,分别命名为 p siRNA1

( GCA GAA GCTCACA GA GGA GAA) 、 p siRNA2

( GCACAACTACCCA GCT T TCA T) 、 p siRNA3

( GGCA GT GCA T TCACA T T GA GA ) 和 p siRNA4

( GT TCGA T GGCAACCCA GACA T ) 。两端均引

入 BbsⅠ酶切位点。

1 . 2 . 2　靶向 PEG10的 siRNA真核表达载体的构建
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1 . 2 . 2 . 1 　shRNA表达模板的制备　将化学合成的

正义链和反义链退火 ,形成 shRNA 表达模板 ,表达

模板由正义链 + loop ( CCACC) +反义链组成 ,两端

为酶切位点。

1 . 2 . 2 . 2 　p siRNA2h H1neo 载体酶切 　Invivogen

公司 p siRNA2h H1neo 质粒 , H1 启动子下游有两个

BbsⅠ酶切位点 ,酶切反应后 ,用 1 %的琼脂糖凝胶

进行电泳 ,凝胶回收2 640bp片断 ,实验步骤按照华

舜 DNA凝胶回收试剂盒说明书操作。回收后通过

紫外分光光度计定量。

1 . 2 . 2 . 3 　连接及转化 　将 shRNA 表达模板和

p siRNA2h H1neo 酶切产物按 4∶1的比例混合 ,

T4DNA 连接酶 27℃连接过夜 ,转化感受态 D H25α

大肠杆菌中 ,取振摇后的转化菌 ,均匀涂抹在含χ2
gal和 IP T G的卡那琼脂平板上 ,倒置培养过夜。观

察菌落生长情况 ,蓝白斑筛选 ,挑取白色单克隆。

1 . 2 . 2 . 4 　质粒的扩增和提取　将挑取的菌落分别

接种于含卡那霉素的 LB 培养基中 ,37℃、250r/ min

振摇 12～14h。取 3ml转化菌液 ,按照 V2gene公司

超纯质粒抽提试剂盒说明书步骤提取质粒 ,取 1μl

在 1 %的琼脂糖电泳 ,通过灰度扫描定量。

1 . 2 . 2 . 5 　质粒的鉴定　①酶切鉴定 :将提取的重组

质粒和 p siRNA2h H1neo 空质粒 ,用限制性内切酶

AseⅠ进行酶切鉴定。②测序鉴定 : 取 1ml 转化菌

液 ,送上海英骏生物技术公司进行测序鉴定。测序

引物 : 5’CCCTAACT GACACACA T TCC3’,测序

方法为反向测序。

2　结果

2 . 1　重组载体酶切鉴定结果　用 Ase Ⅰ分别酶切

重组载体和空载体 ,见图 1 ,重组质粒酶切后呈线性

化 ,电泳出一条带 ;空质粒组得到 752bp 和2 227bp

两条带 ;未经酶切的质粒分别为电泳出超螺旋环状

DNA、线状 DNA、切口环状 DNA 三条带。以上结

果均与预期相符。

1 . p siRNA2h H1neo AseⅠ; 2 . p siRNA1 AseⅠ;3 . p siR2
NA1 Lane ; 4 . p siRNA2 Ase Ⅰ; 5 . p siRNA2 ; 6 . p siR2
NA3 AseⅠ; 7 . p siRNA3 ; 8 . p siRNA4 Ase Ⅰ; 9 . p siR2
NA4 ; M. Marker Ⅲ

图 1　重组质粒酶切鉴定结果

2 . 2　测序结果　将 DNA 测序结果通过 DNAssist

2 . 2软件进行比对 ,与预先设计结果完全相符。说明

已将 4个不同序列的 siRNA 分别成功克隆至载体

p siRNA上 ,可以用于后续研究。

3　讨论

遗传印记基因 PEG10 来源于病毒反转录转座

子 ,是属于父方表达的印记基因。父方表达的印记

基因可促进细胞的生长 ,使个体发育更加强壮 ,而这

类基因的过表达就有可能导致细胞的恶性转化[ 224 ]。

研究发现 ,PEG10在小鼠再生肝和人类肝细胞癌组

织中高表达 ,在相应的癌旁及正常人肝、胰、结肠、

胃、淋巴和表皮中均不表达[ 5 ,6 ]。我们的前期研究

表明 ,PEG10在肝癌组织中的表达具有特异性 ,人

肝癌细胞系 Hep G2 中 PEG10 高表达[ 7 ]。因此 ,

PEG10有可能是一个潜在的肝癌基因治疗的分子

靶。

RNAi技术作为一种新的基因沉默手段 ,以其

严格的序列特异性、高效性及高度稳定性的特点迅

速成为研究的热点 ,并逐渐发展成为研究基因功能

和肿瘤基因治疗的重要工具。目前常用的制备 siR2
NA的方法有化学合成法、体外转录法、“鸡尾酒”

法 ( RNaseIII酶切 dsRNA) 、表达载体法和表达框

法等 5种 ,本实验采用的真核表达载体法克服了其

他方法成本高 ,步骤繁琐的缺点 ,具有简单、快捷、经

济的优点 ,利用真核表达载体可以进行瞬时转染或

建立稳定的转基因细胞系 ,便于进行短期和长期的

研究。本研究选择 p siRNA2h H1neo 载体 ,其 H1启

动子是 RNA聚合酶 Ⅲ启动子 ,它能够精确高效的

转录出 shRNA ,进而在体内被切割成为 siRNA ,提

高了 RNAi的特异性和效率。在 H1 启动子下游有

2个 BbsⅠ酶切位点 ,通过 BbsⅠ酶切后可以产生非

粘性末端 ,即提高了酶切的效率又简化了酶切步骤 ,

防止载体的自身环化。

siRNA的靶位点的选择是 RNAi 成功的关键 ,

其设计原则通常包括 G/ C 含量在 40 %～55 %之

间 ,避免 4 个 A、T、C和 G相连的序列 ,Blast 分析

排除同源性。实验中一般针对每个目的序列设计 3

～4 对 siRNAs ,筛选出最有效的进行后续研究。

siRNA对目的基因靶位点的识别具有高度的序列

特异 ,通过碱基配对完全互补的序列才能发挥作用。

而且 ,RNA二级结构对 siRNA 作用的影响非常显

著[ 8 ,9 ]。本研究选取的 4 个靶位点 ,均考虑到了

RNA二级结构的影响 ,其中 p siRNA1 和 p siRNA2

为线状结构、p siRNA3 和 p siRNA4 为环状结构。

结果显示 ,相同的 GC含量 ,线状结构 (p siRNA2)对
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PEG10 mRNA的抑制作用最强 ,表明靶 mRNA 的

二级结构对 siRNA的功能有很大影响。

本研究中我们构建针对 PEG10 基因的 siRNA

真核表达载体 ,并通过酶切鉴定和测序鉴定 ,说明我

们构建的针对 PEG10 的真核表达载体是正确有效

的 ,可以用于后续 PEG10基因功能的研究 ,以及沉默

PEG10后抑制肝癌细胞生长 ,诱导肝癌细胞凋亡 ,从

而为肝癌的基因治疗提供理论依据和实验工具。
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巨噬细胞中诱导型一氧化氮合酶来源的 NO
对共培养 HL 60细胞凋亡的影响
张　申1 ,尹利华1 ,卫涛涛2

Effects of Inducible Nitric Oxide Synthase Derived Nitric Oxide on Apoptosis of HL60 Cells

Co2cultured with RAW264 . 7 Macrophages
ZHAN G Shen1 , YIN Li2hua1 , WEI Tao2tao2
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Abstract :Objective　 To study effect s of inducible nit ric oxide synthase (iNOS)2derived nit ric oxide (NO)

on apoptosis of HL60 cells co2cultured with RAW 264 . 7 macrophages. Methods　Upon stimulation with

lipopolysaccharide (L PS) and interferon2γ( IFN2γ) , inducible nit ric oxide synthase gene was expressed in

RAW 264 . 7 macrophages , which caused the consequent generation of nit ric oxide. Effect s of nit ric oxide

on HL60 cells viability , expression of bcl22 and bax protein , activity of Caspase23 and cell apoptosis were

evaluated with M TT assay , Western blot analysis , fluorescence analysis , flow cytometry ( FCM) , t rans2
mission elect ron microscopy ( TEM) and DNA agarose gel elect rophoresis. Results　The result s showed

that iNOS2derived nit ric oxide caused oxidative damage of HL60 cells co2cultured with RAW 264 . 7 mac2
rophages , and decreased cell viability , and evidently reduced expression of bcl22 and increased expression

of bax , and induced activity of caspase23 and DNA fragmentation. Conclusion　The result s suggested im2
portant effect of iNOS2derived nit ric oxide on apoptosis of cells in RAW 264 . 7 macrophages.

Key words : Inducible nit ric oxide

synthase ; Nit ric oxide ; Apoptosis ; Mac2
rophage

摘　要 :目的 　研究巨噬细胞中诱导型一氧化氮合酶 (iN2
OS)来源的一氧化氮 (NO)对共培养 HL60细胞凋亡的影响。

方法　以脂多糖 (L PS)和γ2干扰素 ( IN F2γ)诱导 RAW 264 . 7

巨噬细胞 iNOS基因的表达产生过量 NO为实验模型 ,通过
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