
 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年4月28日; 15(12): 1417-1420
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 研究快报 RAPID COMMUNICATION

表达胃癌相关基因GCRG213小干扰RNA腺相关病毒载体
的构建和高滴度病毒制备

徐世平, 吴本俨, 王孟薇, 高利利, 伍银桥, 蒋立新, 王卫华, 尤纬缔

徐世平, 吴本俨, 王孟薇, 高利利, 伍银桥, 王卫华, 尤纬缔, 
解放军总医院南楼消化科 北京市 100853
蒋立新, 北京本元正阳基因技术有限公司 北京市 100176
国家自然科学基金资助项目, No. 30370635
通�����讯����作者��: 吴本俨, 100853, 北京市复兴路28号, 解放军总医院
南楼消化科. benyanwu@vip.sina.com 
电话: 010-66939443
收稿日期����� ���������� ��������� �������: ������������� ��������� �������2007-03-06   接受日期����� �������: ����������2007-03-19

Construction of recombined 
adeno-associated virus 
vector expressing GCRG213 
short interference RNA and 
preparation of high-titer virus

Shi-Ping Xu, Ben-Yan Wu, Meng-Wei Wang, Li-Li Gao, 
Yin-Qiao Wu, Li-Xin Jiang, Wei-Hua Wang, Wei-Di You

Shi-Ping Xu, Ben-Yan Wu, Meng-Wei Wang, Li-Li Gao, 
Yin-Qiao Wu, Wei-Hua Wang, Wei-Di You, Department 
of Gastroenterology, South Building, General Hospital of 
Chinese PLA, Beijing 100853, China
Li-Xin Jiang, Beijing AGTC Gene Technology Company 
LTD, Beijing 100176, China
Supported by National Natural Science Foundation of 
China, No. 30370635
Correspondence to: Dr. Ben-Yan Wu, Department of Gas-
troenterology, South Building, General Hospital of Chinese 
PLA, Beijing 100853, China. benyanwu@vip-sina.com
Received: 2007-03-06    Accepted: 2007-03-19 

Abstract
AIM: To construct the recombinant adeno-
associated virus vector expressing gastric cancer 
related gene GCRG213 short interference RNA 
(rAAV-GCRG213-siRNA) and use it for the 
preparation of high-titer virus.

METHODS: IMG800-GCRG213-siRNA plasmid, 
which was constructed with GCRG213 siRNA, 
was digested with BamHⅠ and BglⅡ. A 410-bp 
fragment, which contained U6 promoter and 
GCRG213 siRNA, was obtained and inserted 
into the adeno-associated virus vector plasmid 
pSNAV2.0 that was digested with BamHⅠ. The 
positive vectors were analyzed through enzyme 
digestion and DNA sequencing. The recombi-
nant plasmid was transfected into BHK cells 

using LipofecLamineTM2000. The G418-resistant 
cells were obtained and infected with HSVl-
rc/ΔUL2, which had the function of packaging 
rAAV. After purification, the target vector and 
virus were collected.

RESULTS: The target vector, rAAV-GCRG213-
siRNA, was successfully constructed, and the 
rAAV with a titer of 5 × 1012 vg/L (vg: vector 
genome) was obtained.

CONCLUSION: Recombitant rAAV vector may 
be used for further investigation of GCRG213 
function in vivo and gene therapy.

Key Words: Gastric cancer; GCRG213 gene; Adeno-
associated virus; Short interference RNA; Gene 
transfection
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摘要
目的: 构建一个表达胃癌相关基因GCRG213
小干扰RNA的重组腺相关病毒载体, 制备能
靶向性抑制GCRG213表达的重组腺相关病毒.

方 法 :  将 构 建 好 并 经 验 证 的 包 含 胃 癌 相
关基因G C R G213特异性小干扰R N A片段
GCRG213-RNAi-2的IMG800-GCRG213i-2质
粒用Bam HⅠ+BglⅡ双酶切, 回收410 bp左右
目的片段, 将pSNAV2.0质粒用Bam HⅠ单酶切
后同目的片段连接, 经酶切和测序鉴定后, 用
新建质粒脂质体转染BHK-21细胞, G418筛选
后大规模培养, 再用辅助病毒HSVl-rc/ΔUL2
感染, 获取病毒.

结果: 成功构建包含U6启动子和胃癌相关基
因GCRG213特异性RNA干扰片段的重组腺
相关病毒载体, 并制备出滴度为5×1012 vector 
genome/L高滴度腺相关病毒.
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■背景资料
在我国胃癌仍是
威胁人们健康的
重 要 疾 病 ,  探 索
发病机制、寻找
更有效的治疗手
段仍是我们努力
的 方 向 .  胃 癌 相
关基因GCRG213
是本文作者所在
实验室筛选出的
一 条 在 肠 型 胃
癌、癌旁和正常
组织间差异表达
的 新 基 因 ,  生 物
信息学分析发现, 
GCRG213与日本
学者Tashiro et al
发现的人类基因
AK131313有90%
以上的核苷酸序
列相同, 与人体内
无嘌呤无嘧啶核
酸 内 切 酶 ( A P E /
Ref-1)序列有61%
同源性并且含有
其保守的功能位
点 ,  初 步 研 究 也
证实GCRG213是
一种胃癌促进因
子 .  为 了 进 一 步
研 究 其 功 能 ,  本
课题组包装了含
GCRG213正、反
义克隆和特异性
RNAi片段的腺相
关病毒, 同时也为
胃癌基因治疗奠
定基础.



结论: 载体的构建为进一步研究GCRG213的
体内功能打下了基础, 也将为更多的基因干预
和基因的功能研究提供有效的工具.
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0  引言

胃癌相关基因GCRG213是我们实验室筛选出的

一条在肠型胃癌组织和癌旁组织高表达而在正

常组织低表达的新基因[1]. 初步研究表明(待发

表资料), 用其特异性小干扰RNA片段转染人胃

癌细胞系MKN45细胞后, 能明显抑制GCRG213 
mRNA和蛋白表达, 同时减弱细胞的生长速度和

成瘤性.为了进一步研究GCRG213的体内功能

和对其他相关基因的影响, 同时也为胃癌的基

因治疗提供实验基础和理论依据, 我们设计构

建了含GCRG213特异性RNAi片段腺相关病毒

(AAV)载体, 并制备了高滴度腺相关病毒.

1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 菌株、质粒和培养基 感受态大肠杆菌DH-
5α购自北京天根科技公司; IMG800-GCRG213i-2
质粒为本实验室构建并保存, 是将我们设计的

GCRG213特异性RNAi片段插入IMG-800载体

而成.DMEM培养基为Gibco公司产品, 胎牛血清

购自北京鼎国生物工程公司; 通用型AAV载体

pSNAV2.0质粒、金黄地鼠肾BHK-21细胞、具

有AAV复制和包装功能的重组I型单纯疱疹病毒

HSVl-rc/ΔUL2均由北京本原正阳基因有限公司

提供.
1 . 1 . 2  工 具 酶 及 其 他 试 剂  限制性内切酶

(Bam HⅠ, BglⅡ)、T4 DNA Ligase、Marker-
DL15000、Marker-DL2000均为TaKaRa公司产

品, 琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒、高纯度质粒

小量提取试剂盒购自北京天根科技公司.
1.2 方法 
1.2.1 目的片段和酶切位点的选择 根据我们既

往的实验结果, 选用本实验室验证的干扰效率

相对较高的GCRG213-RNAi-2片段作为包装对
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象, 片段核苷酸序列为: P1 5'TCGACGCACTC
CTCACCAAATGTAGAGTACTGTACATTTGG
TGAGGAGTGCTTTTT3', P2 5'CTAGAAAAA
GCACTCCTCACCAAATGTACAGTACTCTAC
ATTTGGTGAGGAGTGCG3', 由上海博亚生物

工程公司合成. 用pSNAV2.0质粒作为载体, 但
由于pSNAV2.0质粒不含U6启动子, 因此拟将构

建好的IMG800-GCRG213i-2质粒中GCRG213-
R N A i-2片段连同U6启动子一同切下 ,  插入

pSNAV2.0质粒中. IMG800-GCRG213i-2质粒经

分析得知U6及shRNA完整结构位于8-386位置, 
在其上游4的位置具有一个Bam HⅠ位点, 在其

下游413的位置具有一个BglⅡ位点, 这两种限制

酶是同尾酶. pSNAV2.0质粒经分析得知其多克

隆位点中具有一个BglⅡ位点, 在多克隆位点上

游927的位置具有一个Bam HⅠ位点. 因此, 可分

别将IMG800-GCRG213i-2质粒经Bam HⅠ+Bgl
Ⅱ双酶切、pSNAV2.0质粒经Bam HⅠ单酶切, 回
收目的片段后进行连接. 两种质粒酶切位点见

图1.
1.2.2 IMG800-GCRG213i-2质粒的扩增和酶切 
取保存的含IMG800-GCRG213i-2质粒的菌液

20 μL接种入5 mL LB培养基, 37℃振荡培养18 
h, 取3 mL菌液按质粒小提试剂盒说明方法提取

质粒, 提取质粒后用Bam HⅠ+BglⅡ进行双酶切, 
回收410 bp左右片段.
1 . 2 . 3  p S N AV 2 . 0质粒酶切  按前述方法将

pSNAV2.0质粒扩增提取后用Bam HⅠ单酶切, 回
收7.1 kb左右片段.
1.2.4 目的片段和载体连接 将上述两种回收片

段按目的片段和载体3∶1的浓度比例混合后, 
加入T4 DNA连接酶, 16℃水浴连接过夜. 连接

产物转化DH-5α, 涂布具有氨苄青霉素(100 mg/
L)的LB琼脂平板, 于37℃培养过夜. 次日挑取单

克隆培养, 提取质粒DNA后行进一步鉴定.
1.2.5 重组质粒的鉴定 利用Bam HⅠ+BglⅡ双

酶切对提取的质粒进行筛选和方向鉴定 ,  如
pSNAV2.0质粒中未连入目的片段或者连入目

的片段但方向相反, 均应得到240 bp左右片段, 
如pSNAV2.0质粒中连入目的片段且方向正确, 
则应得到650 bp左右片段; 重组正确质粒使用

pSNAV2.0-CMV-f测序引物测序鉴定, 测序结果

与标准序列用BLAST分析比对. 重组质粒命名

为pSNAV2.0-U6-shRNA.
1.2.6 病毒的制备 按LipofecLamineTM 2000产品

说明提供的方法, 用脂质体将pSNAV2.0-U6-

www.wjgnet.com

■同行评价
本 文 在 筛 选 出
胃 癌 相 关 基 因
GCRG213的基础
上 ,  旨 在 构 建 一
个表达胃癌相关
基因GCRG213小
干扰RNA的重组
腺相关病毒载体, 
制备能靶向性抑
制GCRG213表达
的重组腺相关病
毒, 为后续工作奠
定研究基础. 文章
具有一定的科学
性、创新性, 有较
好的理论和应用
价值.
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shRNA转染金黄地鼠肾BHK-21细胞, 转染24 h
后加入G418至终浓度800 μg/L选择培养, 培养直

至细胞长满后用0.25 g/L的胰蛋白酶消化传代, 
用转瓶大规模培养, 细胞长满后, 用辅助病毒

HSVl-rc/ΔUL2感染, 待细胞完全病变, 裂解细

胞, 得到粗制品. 用柱层析法分离纯化病毒, 纯
度测定采用SDS-PAGE方法, 滴度测定采用real-
time PCR方法进行测定.

2  结果

2 . 1  I M G 8 0 0 - G C R G 2 1 3 i - 2质粒酶切结果 
IMG800-GCRG213i-2质粒经Bam HⅠ+BglⅡ双

酶切酶切后, 得到预期的3 kb左右和410 bp左右

两条带, 实验结果与预期相符(图2).
2.2 pSNAV2.0质粒酶切结果 pSNAV2.0质粒用

Bam HⅠ酶切后, 得到7.1 kb左右片段, 回收该

片段.

2.3 目的片段与载体的连接及病毒制备 目的

片段插入载体后形成新的质粒pSNAV2.0-U6-
shRNA, 该质粒经Bam HⅠ+BglⅡ双酶切后得到

预期6.9 kb左右和650 bp左右两条带. 实验结果

与预期相符(图3). 使用pSNAV2.0-CMV-f测序引

物, 对pSNAV2.0-U6-shRNA质粒测序后, 将测序

所得结果与原序列BLAST比对, 序列100%吻合, 
表明质粒构建正确. pSNAV2.0-U6-shRNA转染

BHK-21细胞后, 经G418筛选约l0 d至细胞长满, 
用辅助病毒HSVl-rc/ΔUL2感染细胞后48 h细胞

完全病变, 反复冻融细胞3次, 使之裂解, 释放出

病毒, 新病毒命名为rAAV-U6-shRNA, 分离纯化

后测定病毒滴度为5×1015 v.g./L(v.g.为病毒基因

组数量vector genome).

3  讨论

我们既往的研究表明: 转染GCRG213正向克隆

的MKN45细胞在裸鼠体内成瘤性增加, 而转染

GCRG213反向克隆的MKN45细胞及转染siRNA
的MKN45细胞在裸鼠体内成瘤性降低, 由此可

以推断GCRG213可能是一种新发现的恶性肿瘤

形成促进因子[2-3]. 由于既往的实验主要是体外

图  1  两种质粒的酶切位点图谱. A: IMG800-GCRG213i-2

质粒酶切位点; B: pSNAV2.0质粒酶切位点.
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图  3  pSNAV2.0-U6-shRNA
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Ⅱ 双 酶 切 p S N A V 2 . 0 - U 6 -
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实验, 为了进一步研究GCRG213在体内表达水

平的变化对肿瘤的影响, 我们选用腺相关病毒

载体进行了GCRG213特异性RNAi片段包装.
随着生物技术的发展, AAV载体成为目前

载体工具研究的热点. 在用于人类基因治疗常

用病毒载体中, AAV载体是目前唯一没有引起

人类宿主任何病理反应的载体[4]. 作为体内实验

一种理想的基因治疗的病毒载体, AAV具有如

下优点: (1)使用安全: AAV不致病, 对机体无明

显的免疫反应[5]; (2)AAV可以定点整合到第19号
染色体上[6], 既避免了随机插入宿主基因诱发癌

变的危险性, 又为外源基因的表达提供了较固

定的染色体环境, 是唯一一种以位点特异性方

式整合在人19号染色体上的真核病毒[7]; (3)AAV
可以感染分裂和非分裂细胞[8]; (4)AAV宿主范围

广, 可以感染现已建立的所有的人类细胞系; (5)
携带的外源基因可长期存在,稳定表达[9]. 因此, 
AAV有望成为人体基因治疗和基因功能研究最

理想的载体工具.
RNA干扰(RNA interference, RNAi)是由与

靶序列同源的双链R N A所诱导的特异性的转

录后基因沉默现象, 他具有高效性、特异性的

特点. 随着RNAi现象的研究深入, RNAi己成为

基因治疗和基因功能研究领域新的热点. 典型

的转染外源合成的s iRNA在转染7 d以后或者

10次细胞分裂后会从mRNA抑制中恢复[10]. 然
而用shRNA载体转染的细胞将经历长期稳定的

mRNA抑制作用. 从而提供了比转染化学合成

的siRNA更经济有效的方法. 如果能用病毒包装

含目的基因特异性的shRNA进行体内感染并有

效表达, 无疑是基因治疗的一种理想的方法. 由
于RNAi的高效表达需要有特异性的U6启动子
[11-12], 而一般病毒为CMV启动子, 因此到近两年

仅有不多的以腺相关病毒为载体介导RNAi文献

报道. 我们根据IMG-800质粒含有U6启动子特

点, 利用已构建好的质粒把目的基因连同U6启
动子一起切下, 插入腺相关病毒载体, 成功构建

了含GCRG213特异RNA干扰片段的腺相关病

毒载体, 并包装出了高滴度AAV, 为进一步研究

GCRG213的体内功能打下了基础. 构建好的载

体也将为更多的基因干预和基因的功能研究提

供有效的工具.
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