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with SacⅠ, and then with SalⅠ. A long segment 
from pEGFP6-1-siFas1 and a short segment from 
pGenesil-1-siFas2 were reclaimed, and con-
nected with T4 DNA Ligase. The recombinant 
plasmid series was identified by restriction en-
donuclease digestion�.

RESULTS: The two Fas-targeted shRNAs were 
successfully inserted into the plasmid vector 
pEGFP6-1, and the coding sequences of the 
obtained shRNAs were consistent with the de-
signed fragments�.

CONCLUSION: The recombinant plasmid 
series of two Fas-targeted shRNAs is success-
fully constructed in one pEGFP6-1 plasmid�.

Key Words: Fas; RNA interference; Short hairpin 
RNA; Plasmid series
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摘要
目的: 利用pEGFP6-1和pGenes i l-1质粒构
建针对Fas的2个短发夹RNA(short hairpin 
RNA, shRNA) 串联表达的载体. 

方法: 设计表达2个shRNA结构的互补DNA
序列, 经退火成双链, 分别克隆至带有U6启动
子的质粒载体pEGFP6-1和pGenesil-1中, 构建
重组质粒, 转化大肠杆菌DH5α菌株, 扩增, 提
取质粒, 酶切鉴定后测序分析. 分别用Sac I+ 
Sal I双酶切重组质粒, 胶回收酶切pEGFP6-
1-siFas1大片段和酶切pGenesil-1-siFas2小片
段, T4 DNA Ligase连接酶切大、小片段, 得到
pEGFP6-1-siFas1+siFas2重组质粒. 转化感受
态细胞DH5α, 扩增, 提取串联重组质粒进行
酶切鉴定. 

结果: 成功构建靶向Fas的2个shRNA串联重组
质粒载体pEGFP6-1-siFas1+siFas2. 酶切鉴定
和测序分析重组质粒, shRNA编码序列与设计
的片段完全一致, 经酶切凝胶电泳证实载体构

■背景资料
Fas是重要的凋亡
诱导受体, 当Fas
这一重要的细胞
凋亡受体过度表
达 时 ,  则 可 以 引
起疾病 .  RNA干
扰(RNAi)技术的
发展为抑制疾病
状态下Fas基因的
过渡表达带来新
希望. 构建shRNA
真核表达载体可
以在细胞内有效
表达shRNA, 发挥
RNAi作用, 有效
沉默基因表达.
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Abstract
AIM: To construct the recombinant plasmid 
expressing two Fas-targeted short hairpin RNA 
(shRNA) by pEGFP6-1 and pGenesil-1 plasmids 
vector.

METHODS: Two pairs of DNA sequences were 
designed, and then synthesized into comple-
mentary chains by annealing, respectively. Then 
the obtained products containing short hairpin 
structure were inserted into plasmid vector 
pEGFP6-1/pGenesil-1 with U6 promoter. The 
recombinant plasmids were transformed into 
Escherichia coli strain DH5α for screening and 
amplifying. The sequence analysis of the plas-
mids identified by restriction enzyme were car-
ried out. The two plasmids were first digested 
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建成功.

结论: 表达2个靶向Fas的shRNA表达框成功
构建在一个重组质粒载体上.

关键词: Fas; RNAi; shRNA; 串联质粒
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0  引言

RNAi技术是通过导入细胞19-23 n t的小分子

干扰RNA(small interference RNA, siRNA), 降
解同源mRNA, 高效、特异性阻断目的基因表

达[1-5]. 但是, 裸siRNA导入机体和细胞, 转染效

率低, 抑制时间短. 针对靶基因不同位点设计

的s iRNA, 抑制效果也各有差异. 因此需要筛

选、设计和构建高效导入和稳定、持久并有效

抑制基因表达的siRNA载体. 短发夹RNA(short 
hairpin RNA, shRNA)是设计导入细胞的RNA
单链上, 在编码s iRNA正、反义链序列之间添

加一段不相互补的碱基序列, 这样使RNA自身

折叠成发卡状双链后形成一个loop环. 在细胞

内, shRNA的loop环被酶切而成为siRNA双链. 
有研究表明, shRNA对靶基因的抑制效果优于

siRNA[6-7], 因此, 我们针对小鼠Fas基因设计了2
个位点的shRNA表达序列, 用小鼠U6启动子和

RNA polymeraseⅢ(PolⅢ)终止信号, 构建针对

Fas的特异性shRNA真核表达载体, 在一个载体

上串联两个shRNA表达框架. 

1  材料和方法

1.1 材料 质粒载体pEGFP6-1/pGensil-1(含有EGFP, 
Kanar, Neor表达框架和U6启动子), Escherichia 
coli感受态菌株DH5α均由武汉晶赛生物公司提

供; 质粒抽提试剂盒由中鼎公司提供; DNA连接

酶和核酸内切酶: T4 DNA Ligase, SalⅠ, SacⅠ, 
Bam HⅠ、Hin dⅢ以及DL2000 Marker均由美国

NEB公司提供. 
1.2 方法

1.2.1 靶向Fas RNAi位点筛选及表达shRNA序

列的设计 根据GeneBank中小鼠Fas的核苷酸序

列,  参考siRNA的设计策略, 使用BLAST排除

和其他编码序列/EST同源的序列, 结合文献[8], 
最后筛选2个作用位点(1个位于Fas胞外的受体

域, 另1个位于Fas胞内的死亡域), 分别设计表达

■相关报道
Song et al 2003年
首先运用化学方
法 合 成 针 对 F a s
基因的s iRNA并
成功导入小鼠体
内 ,  有 效 抑 制 了
ConA诱导的肝细
胞Fas过表达; 刘
苏虎 et al 2005年
根据Song的一个
s iRNA序列构建 
Fas靶向的干扰质
粒载体并进行了
生物活性; 雷印胜 
et al 2005年构建
串联表达shRNA
载体, 观察RNAi
对大鼠心肌细胞
Kir2 .1的体外效
应.
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图  1   pEGFP6-1/pGenes i l-1质粒载体图.  MCS结构: 
pEGFP6-1质粒为: 5 '-Hin dⅢ-Inse r t_DNA-Bam H
Ⅰ-U6_Promotor-Eco RⅠ-Sac Ⅰ-Kpn Ⅰ-Sal Ⅰ-Bss H
Ⅱ-Xba Ⅰ-Not Ⅰ-Pst Ⅰ-Dra Ⅲ-3'; pGenesil-1质粒为: 
5'-Hin dⅢ-Insert_DNA-Bam HⅠ-U6_Promotor-Eco R
Ⅰ-SalⅠ-XbaⅠ-DraⅢ-3'.

shRNA(65 bp)的寡核苷酸序列, siFas1, siFas2和
通用阴性对照HK. 表达shRNA的寡核苷酸结构:
B a m HⅠ -S e n s e-L o o p-A n t i s e n s e-终止信

号E c o R I/S a c I-H i n dⅢ .  s i F a s1的靶序列1: 
5'-GTGCAAGTGCAAACCA GAC-3'. siFas1-
A(Sense)和siFas1-B(Antisense): 5'-GATCCGTG
CAAGTGCAAACCAGACTTCAAGACGGTCT
GGTTTGCACTTGCACTTTTTTGAATTCA-3'; 
3'-GCACGTTCACGTTTGGTCTGAAGTTCTGC
C A G A C C A A A C G T G A A C G T G A A A A A
A C T TA A G T T C G A-5' .  s i F a s2的靶序列2: 
5'-AAGCCGAATGTCGCA GAAC-3'. siFas2-
A(Sense)和siFas2-B(Antisense): 5'-GATCCAAG
CCGAATGTCGCAGAACTTCAAGACGGTTC
TGCGACATTCGGCTTTTTTTTGAGCTCA-3'; 
3'-GTTCGGCTTACAGCGTCTTGAAGTTCTGC
CAAGACGCTGTAAGCCGAAAAAAAACTC
GAGTTCGA-5'. 通用对照靶序列HK: 5'-GACT
TCATAAGGCGCATGC-3'. HK-1(Sense)和HK-
2(Antisense):
5'-GATCCGACTTCATAAGGCGCATGCTTCAA
GACGGCATGCGCCTTATGAAGTCTTTTTTGT
CGACA-3'; 3'-GCTGAAGTATTCCGCGTACGA
AGTTCTGCCGTACGCGGAATACTTCAGAAA
AAACAGCTGTTCGA-5'
以上序列送武汉伯杰生物技术公司合成.
1.2.2 表达质粒的线性化 pEGFP6-1和pGenesil-1
两种质粒(图1)均用Bam HⅠ和Hin dⅢ双酶切, 
37℃酶切8 h, 10 g/L Agarose凝胶电泳分别回收

大片段, 即为线性化表达质粒.
1.2.3 质粒pEGFP6-1/pGenesil-1与siFas1/siFas2
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的连接 分别用annealing buffer 50 μL溶解上述

单链寡核苷酸(2OD)片段. 各取2 μL(即siFas1-A 
2 μL+siFas1-B 2 μL或siFas2-A 2 μL+siFas2-B 
2 μL)+annealing buffer 16 μL混匀. 94℃退火 
5 min, 自然冷却至室温, 得到退火产物siFas1和
siFas2双链. 各取退火产物1 μL加H2O 99 μL稀
释100倍. 稀释的退火产物siFas1和siFas2分别

与线性化质粒pEGFP6-1和pGenesil-1载体用T4 
DNA Ligase, 10×Ligase Buffer进行连接, 22℃
水浴反应过夜. 连接产物分别命名为pEGFP6-1-
siFas1和pGenesil-1-siFas2. 各取过夜连接产物

(pEGFP6-1-siFas1和pGenesil-1-siFas2)5 μL转
化感受态DH5a, 分别涂布于含Kanar抗性(终浓

度为30 mg/L)的LB平板上, 37℃恒温箱培养过

夜. 从每个培养皿上随机挑取3个单菌落接种于

3 mL含Kanar抗性(终浓度为30 mg/L)的LB培养

液中, 37℃恒温摇床(250 r/min)培养过夜. 用质

粒提取试剂盒小量提取质粒, 并分别做酶切鉴

定: pEGFP6-1-siFas1 8.5 μL用Eco RⅠ 0.5Ⅰ 0.5 μL,  
10×H Buffer 1 μL做酶切, 37℃水浴反应3 h; 
pGenesil-1-siFas2 8.5 μL用SalⅠ 0.5 μL,  10
×L Buffer 1 μL做酶切, 37℃水浴反应3 h. 挑
取经酶切鉴定克隆正确的pEGFP6-1-siFas1和
pGenesil-1-siFas2质粒转化菌液去测序. 通用阴

性对照HK与pEGFP6-1的连接亦如上述. 
1.2.4 pEGFP6-1-siFas1与pGenesil-1-siFas2的

串联 用SacⅠ+SalⅠ双酶切pEGFP6-1-siFas1
回收大片段,  用SacⅠ+ SalⅠ双酶切pGenesil-
1-s i F a s2回收小片段(403 b p). 先用S a c Ⅰ酶

切, 质粒DNA 5 μL, 10×L Buffer 2 μL, Sac
Ⅰ 1 μL和H2O 12 μL, 37℃水浴反应3 h. 加入

5 mol/L NaCl 2 μL, 混匀, 再加入乙醇 51 μL, 
混匀. -70℃冰箱放置15 min,  15 000 r/min离
心15 min. 用700 mL/L乙醇洗涤2遍, 然后各用

H2O 17 μL溶解. 再用SalⅠ酶切, 上步SalⅠ酶

切产物17 μL 10×H Buffer 2 μL和SalⅠ1 μL, 
37℃水浴反应过夜. 10 g/L Agarose凝胶电泳, 胶
回收试剂盒分别回收大片段和小片段(403 bp), 
各用30 μL H2O洗脱. 用T4 DNA Ligase 1 μL和
10×Ligase Buffer 1 μL连接回收大片段4 μL与
回收小片段4 μL, 22℃水浴反应过夜. 连接产物

命名为pEGFP6-1-siFas1+siFas2. 取过夜连接产

物5 μL转化感受态细胞DH5a, 涂布于含Kana r
抗性(终浓度为30 mg/L)的LB平板上, 37℃恒温

箱培养过夜. 从培养皿上挑取3个单菌落接种于

3 mL含Kanar抗性(终浓度为30 mg/L)的LB培养

液中, 37℃恒温摇床(250 r/min)培养过夜. 用质

粒提取试剂盒小量提取质粒, 并分别用Bam HⅠ

做酶切鉴定, 37℃水浴反应3 h, 10 g/L Agarose
凝胶电泳.

2  结果

2.1 重组质粒pEGFP6-1-siFas1和pGenesil-1-
siFas2酶切鉴定 pEGFP6-1-siFas1经酶切分析: 
因为pEGFP6-1质粒载体本来只含有一个Eco R
Ⅰ的酶切位点, 而pEGFP6-1-siFas1质粒能够被的酶切位点, 而pEGFP6-1-siFas1质粒能够被

Eco RⅠ酶切出一条393 bp的DNA带, 说明目的Ⅰ酶切出一条393 bp的DNA带, 说明目的酶切出一条393 bp的DNA带, 说明目的

序列siFas1已经插入到pEGFP6-1质粒载体(图2, 
条带3, 4和5, 6). pGenesil-1-siFas2经酶切分析: 
因为pGenesil-1质粒载体本来不含SacⅠ的酶切的酶切

位点的, 而pGenesil-1-siFas2质粒能够被SacⅠ酶酶

切, 表明目的序列siFas2已经插入到pGenesil-1质
粒载体(图2, 条带7, 8). pEGFP6-1-HK质粒能够

被SalⅠ酶切出一条415 bp的DNA带, 说明目的酶切出一条415 bp的DNA带, 说明目的

序列HK已经插入到pEGFP6-1质粒载体(图2, 条
带1, 2).
2.2 重组质粒pEGFP6-1-s iFas1和pGenes i l-
1-siFas2测序分析 经测序结果分析pEGFP6-1-
siFas1, pGenesil-1-siFas2和pEGFP6-1-HK均为插

入正确的克隆质粒, 而且分子质量均符合设计分子质量均符合设计质量均符合设计

标准(图3).
2.3 重组质粒pEGFP6-1-siFas1+siFas2的酶切鉴

定 经酶切分析, 目的序列siFas1和siFas2与质粒

连接成功后的串联重组质粒MCS应该为: -Hin d
Ⅲ-siFas1-Bam HⅠ-U6_Promotor-Eco RⅠ-siFas2-
Bam HⅠ-U6_Promotor-Eco RⅠ-SalⅠ-Bss HⅡ

-XbaⅠ-NotⅠ-PstⅠ-DraⅢ-. 3个单菌落质粒经

M     1       2      3     4      5      6      7      8

2000 bp
1000 bp
750 bp
500 bp
250 bp
100 bp

图  2  pEGFP6-1-siFas1, pGenesil-1-siFas2以及pEGFP6-
1-HK质粒经酶切后凝胶电泳图. M: DL2000 Marker; 1:
pEGFP6-1-HK; 2: pEGFP6-1-HK+SalⅠ; 3, 5: pEGFP6-1-
siFas1; 4, 6: pEGFP6-1-siFas1 + EcoRI; 7: pGenesil-1-siFas2; 
8: pGenesil-1-siFas2 + SacⅠ.

■创新盘点
本研究采用骨架
质粒pEGFP6-1和
pGenesil-1, 将靶
向Fas基因2个位
点的shRNA表达
框架串联构建在1
个质粒上, 以提高
RNAi沉默基因的
效率.
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Bam HⅠ酶切, 10 g/L Agarose凝胶电泳(图4), 可
见407 bp的DNA条带, 符合设计要求, 故为插入

正确的重组质粒.

3  讨论

在生物体发育过程中和在许多疾病的发病机

制中, 细胞凋亡起着重要的作用[9-12]. 参与调节

细胞凋亡的许多信号途径中, Fas/FasL是最重

要的介导细胞凋亡系统[13-16]. 细胞表面的死亡

受体中, Fas是最重要的诱导凋亡的受体[17]. Fas 
与F a s L或抗F a s抗体结合导致一个凋亡信号

启动, 通过细胞内的Fas相关死亡域蛋白(Fas-
associated with death domain, FADD)[18-19], 活化

蛋白酶caspase-8[20-22], 激活caspases的级联反应, 
最后由caspase-3活化caspase依赖的核酸内切酶

(caspase-activated DNase, CAD)[23], 切割细胞骨

架和核骨架蛋白, 完成细胞凋亡全过程[24]. 肝脏

的许多细胞表达Fas/FasL, 当Fas这一重要的细

胞凋亡受体过度表达时, 则可以引起疾病. 如, 
受HBV感染的人肝细胞表面有高度表达的Fas, 
可以诱发感染细胞过度凋亡, 成为严重肝功能

衰竭的主要原因 [25-27].  越来越多的证据表明 , 
Fas/FasL在许多肝脏疾病中起着重要作用. 抑制

疾病状态下Fas蛋白的过度表达, 对于治疗疾病

和控制疾病的发展, 具有重要意义. 近年来发展

的RNAi技术是一种快速、简洁、经济的抑制

基因表达技术[28], 尤其给病毒性疾病的基因治

疗带来新的希望[29-30]. 
RNAi技术运用于沉默哺乳动物基因, 可以

通过体外转录或化学合成siRNA经脂质体、质

粒或病毒载体等转染细胞后发挥作用, 也可用

shRNA表达载体转染细胞, 在细胞内shRNA经

酶切去loop环形成siRNAs双链而起作用. 体外

化学合成的s iRNAs因成本高、不能持续抑制

基因表达, 且易于污染RNA酶而降解, 限制了

其应用. 而shRNAs表达载体转染细胞后在细胞

A GC T T G A A T T CA AA A A AG T G CA A G T G CA A A CC A G A C C G T C T  TG A A G T CT G G T T T  GCA C T T G C A CG G A T
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图  3  重组质粒pEGFP6-1-siFas1和pGenesil-1-siFas2测序结果. A:  pEGFP6-1-siFas1测序部分; B: pGenesil-1-siFas2测序部
分; C: pEGFP6-1-HK测序部分.
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图  4  pEGFP6-1-siFas1 + siFas2质粒提取后Bam HI酶切凝胶
电泳图. M: DL2000 Marker; 1, 3, 5: pEGFP6-1-siFas1+siFas2; 
2, 4, 6: pEGFP6-1-siFas1+ siFas2+BamHⅠ.

■应用要点
在 同 1 个 质 粒 上
串 联 2 个 s h R N A
表 达 框 架 的 方
法 ,   不仅可以提
高沉默基因的效
率 ,   也减少了质
粒构建费用. 靶向
Fas shRNA的串联
表达质粒的构建,  
为进一步体外和
体内实验 ,   探索
抑制Fas表达在疾
病治疗中的作用
奠定了基础.
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内可持续稳定表达, 构建成本相对较低,  作用

效果也优于转染体外合成的siRNA[6-7]. 串联多

个shRNA于同一质粒载体上, 增强RNAi沉默

基因的作用, 或同时发挥RNAi抑制多个基因的

作用研究并不多见[31]. 有文献报道, 针对Fas基
因的siRNA可以有效的沉默基因表达, 并保护

由ConA诱导的小鼠肝损伤[8]. 也有学者构建了

质粒载体并成功抑制Fas基因的表达[32]. 尚无人

在同一载体构建多个针对Fas的shRNA表达载

体. 为提高对Fas基因表达的持续有效抑制, 我
们筛选针对小鼠Fas基因2个位点的shRNA, 通
过GeneBank数据库BLAST分析, 选用的siRNA
编码序列没有与人和动物其他基因明显同源

的靶位点, 保证RNAi的特异性, 把2条shRNA成

功串联在同一个载体质粒上, 在不同位点同时

发挥RNAi作用, 可以增强抑制基因的效果. 另
外, 我们所构建的载体含有EGFP基因, 在细胞

内, EGFP基因的表达产物-绿色荧光蛋白可以

方便地通过荧光显微镜或流式细胞仪检测, 确
定载体转染效率. 构建的Fas shRNA真核表达载

体使用了U6启动子指导shRNA编码序列的转

录、Pol Ⅲ识别的转录终止信号, 经过酶切和测Ⅲ识别的转录终止信号, 经过酶切和测识别的转录终止信号, 经过酶切和测

序分析无碱基突变, 证实质粒载体构建成功. 通
过Fas shRNA载体质粒转染细胞, 检测其对Fas 
mRNA的抑制效率, 为进一步研究Fas基因在多

种疾病中的作用以及探索肝病的基因治疗奠定

基础. 
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