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Abstract
AIM: To construct eukaryotic expression vectors 
of short hairpin RNA (shRNA) specific for 
TROP2 gene and observe its silencing effect on 
TROP2 gene in BGC-823 cells.

METHODS: The eukaryotic expression vec-
tors of short hairpin RNA (shRNA) specific for 
TROP2 were constructed by ligating pGensil1.1 
plasmid (containing human U6 shRNA promot-
er) to TROP2-specific shRNA target sequences. 
After the resulting recombinant plasmids were 
transfected into BGC-823 cells, the cells were 
screened in medium containing G418 (at a con-
centration of 400 mg/L) for 24 h to obtain stably 
transfected cell strain. These stably transfected 
cells were then divided into W group (untrans-
fected), HK group (transfected with random 

negative control plasmid), KB group (transfected 
with empty plasmid), T1 group, T2 group and 
T3 group. The expression of TROP2 gene in 
stably transfected cells was determined by real-
time PCR and Western blot.

RESULTS: TROP2-specific shRNA target se-
quences were successfully inserted into eukaryot-
ic expression vector pGensil1.1. The sequences of 
shRNAs inserted into the recombinant plasmids 
were identical to those expected. The expression 
levels of TROP2 mRNA and protein in cells trans-
fected with recombinant plasmids were lower 
than those in untransfected cells or cells trans-
fected with random negative control plasmid or 
empty plasmid. Compared with the T1 and T2 
groups, TROP2-specific shRNA in the T3 group 
had the more strong inhibitory effect on the ex-
pression of TROP mRNA (8.79 ± 0.23 vs 9.54 ± 0.20, 
9.57 ± 0.23) and protein (3.66 ± 0.11 vs 6.46 ± 0.36, 
9.31 ± 0.11), and the differences were significant 
(all P < 0.05).

CONCLUSION: Eukaryotic expression vectors 
of shRNA specific for TROP2 gene are con-
structed successfully. The expression of TROP2 
mRNA and protein is down-regulated in cells 
transfected with recombinant plasmids. Our 
study provides a new approach to the study of 
the function of TROP2 gene.
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摘要
目的: 构建T R O P2特异性短发夹环R N A 
(shRNA)真核表达载体, 抑制人胃癌BGC-823
细胞TROP2基因的表达. 

方法: 构建TROP2短发夹环RNA, 产生重组质
粒转染胃癌BGC-823细胞, 转染24 h后用G418 
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■背景资料
胃癌是最常见的
恶性肿瘤之一, 5
年生存率仍在30%
左右, 寻找新的治
疗方法已成为目
前胃癌研究的重
要问题. RNA干扰
被广泛应用于各
种肿瘤研究, 能高
效、特异地阻断
细胞外源或内源
性靶基因的表达, 
其在胃癌治疗方
面的研究具有重
要的现实意义.

■同行评议者
王晓艳 ,  副教授 , 
湖南长沙中南大
学湘雅三医院消
化内科



(浓度400 mg/L)筛选, 待细胞稳定后收集, 分
别命名为W组(未处理组), HK组(随机阴性对
照质粒组), KB组(空质粒组), T1组, T2组, T3
组. 并运用实时荧光定量PCR和Western blot检
测TROP2的表达. 

结果: TROP2特异性shRNA片段被成功克隆
进pGensil1.1质粒中, 重组质粒shRNA编码序
列与设计片断的序列完全一致. 与未转染细
胞组、随机阴性对照组、空质粒组相比, 转
染shRNA重组质粒的人胃癌BGC-823细胞
TROP2表达在mRNA和蛋白水平都受到抑制. 
与T1、T2组相比, T3组对TROP2 mRNA和蛋
白抑制作用最明显, 差异具统计学意义(8.79
±0.23 vs  9.54±0.20, 9.57±0.23; 3.66±0.11 
vs  6.46±0.36, 9.31±0.11, 均P <0.05).

结论:  成功构建了针对 T R O P 2 的特异性
shRNA真核表达载体并抑制了TROP2的表达, 
为进一步研究其基因功能打下了基础.

关键词: 胃癌; RNA干扰; TROP2; BGC-823细胞系
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0  引言

R N A干扰是通过核酸酶将双链R N A切割成

21-25 nt的干扰RNA(siRNA), 按碱基配对原则

特异性识别并切割同源性靶mRNA分子而实现 
的[1]. TROP2在人类的角膜、胰腺、前列腺等器

官中均有表达, 并在正常的滋养层细胞、多层

上皮细胞及上皮癌中高度表达[2-5], 他的表达和

肿瘤侵袭行为有关[6-9]. 他的生理功能还不清楚, 
可能为一种钙信号换能器[10-11]. 目前TROP2与
胃癌的关系国内尚未见文献报道. 本研究拟用

RNA干扰技术, 构建针对TROP2基因的特异性

短发夹环RNA(shRNA)真核表达载体, 获得稳定

转染该载体的BGC-823细胞, 实现对TROP2表达

的抑制, 为研究TROP2基因功能以及探索基因

治疗打下一定的基础.

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌BGC-823细胞, 大肠埃希菌DH5α
株和含绿色荧光蛋白、耐卡那霉素、抗新霉

素Rneo基因及人U6 启动子的质粒pGensil1.1由
江苏大学基础医学与医学技术学院病原生物

学实验室保存, DMEM培养基为Gibco公司产
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品, 新生牛血清为杭州四季青产品, pMD18T-
vector和Real Time PCR扩增试剂盒购自TaKaRa
公司, T4 DNA连接酶、各种限制性内切酶均为

晶美公司产品, 质粒提取试剂盒购自Promega
公司, LipofectamineTM 2000和TRIzol购自美

国Invitrogen公司, 逆转录试剂盒为Toyobo产
品, TROP2基因RNAi寡核苷酸, TROP2基因和

β-actin基因PCR引物均由上海生物工程公司合

成, 鼠抗人TROP2及GAPDHAb和酶标羊抗鼠

IgG为Santa Cruze公司产品.
1.2 方法 
1.2.1 shRNA设计与合成: 针对TROP2基因设计

3条特异性的shRNA. 从GenBank中获取TROP2 
mRNA的完整序列, 基因序列号为NM_002353, 
从目标基因开放阅读框起始密码(AT G)下游

75至100碱基位置开始, 寻找“AA”二连序列

后的19个碱基序列. 设计shRNA时不针对5'和
3'端的非编码区, 分析获得的序列, 选择GC比

为40%-55%的靶基因序列作为潜在优选. 使用

BLAST将选定的序列和相应的人基因组数据

库进行比较. pGensil1.1质粒当中在U6启动子后

连接针对TROP2基因的干扰片段, 反义片段以

后接TTTTTT以终止转录. 为了便于克隆与鉴定, 
shRNA 5'端和3'端分别带有Eco31Ⅰ酶切位点, 终
止信号后带有SacⅠ的酶切位点, 形成CACC+Sen
se+Loop+Antisense+终止信号+SacⅠ的结构, 基因

的shRNA序列分别选择TROP2外显子448-466位
点、1030-1048位点、1102-1120位点(表1). 同时合

成目标基因序列为GACTTCATAAGGCGCATGC
的随机阴性对照序列. 
1.2.2 载体质粒的构建与鉴定: 将pGensil1.1质粒

和合成的shRNA用足量的Eco 31Ⅰ酶切消化, 低
融点10 g/L琼脂糖凝胶电泳后回收大片段; 将上

述2个回收片段在T4连接酶作用下, 22℃连接反

应过夜; 各取5 μL连接产物转化DH5α, 涂布于

含Kana抗性的LB平皿上, 37℃恒温过夜, 从平皿

中各挑选3个单克隆菌落于3 mL含Kana抗性的

LB培养液中, 37℃, 250 r/min摇床培养过夜; 用
质粒纯化试剂盒提取质粒, 并做SacⅠ酶切鉴定; 
挑选鉴定正确的克隆进行DNA测序分析.
1.2.3 细胞转染: 在预实验中, 荧光定量PCR法

检测人食管癌EC/CUHK1细胞, 肝癌HepG2细
胞, 胃癌BGC-823细胞3株细胞系TROP2 mRNA
的表达情况, 发现在这3株消化系肿瘤细胞中

均有表达, 且以肝癌HepG2细胞表达最低, 胃癌

BGC-823细胞表达最高. 选择胃癌BGC-823细胞
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■研发前沿
通过抑制TROP2
基因表达以达到
治疗胃癌的目的
是胃癌基因治疗
领域的新思路.

■相关报道
国外已有学者对
T R O P 2 在 结 肠
癌、食管癌、乳
腺癌等恶性肿瘤
中的作用进行了
研究, 但关于其在
胃癌发生发展中
发挥的作用研究
尚少.
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作为研究对象, 收集同批未转染的胃癌BGC-823
细胞作为阴性对照, 同时取随机阴性对照质粒, 
空质粒及pGensil1.1/TROP21, pGensil1.1/TROP22
及pGensil1.1/TROP23重组体分别转染对数生长

期BGC-823细胞, 转染方法参照LipofectamineTM 
2000转染试剂操作说明进行, 转染前1 d将2.5×
105个细胞接种于6孔培养板中, 次日达到80%
汇合, 质粒与脂质体按1∶4形成DNA与脂质体

混合物逐滴加入并混匀, 添加无血清、无抗生

素DMEM培养基至总体积为2 mL, 培养5 h后换

DMEM完全培养液继续培养. 采用盲法随机计

数显微镜下10个视野的阳性细胞数与总细胞数, 
发绿色荧光的细胞数与总细胞数之比即为转染

效率. 根据预实验的结果, 转染24 h后用G418(浓
度400 mg/L)筛选, 待细胞稳定后收集, 分别命名

为W组(未处理组), HK组(随机阴性对照质粒组), 
KB组(空质粒组), T1组, T2组, T3组.
1.2.4 Real Time PCR分析: 利用Primer 5.0软件设

计TROP2基因引物, 由上海生物工程公司合成. 
上游引物序列为: 5'-CCT CAT CGC CGT CAT 
CGT-3'; 下游引物序列为: 5'-CGG TTC CTT TCT 
CAA CTC CC-3', 扩增片段长度136 bp. β-actin
上游引物序列为: 5'-CAC GAA ACT ACC TTC 
AAC TCC-3'; 下游引物序列为: 5'-CAT ACT CCT 
GCT TGC TGA TC-3', 扩增片段长度262 bp. 提
取1 μg总RNA逆转录后行PCR反应. 将以上2种
扩增片段分别与pMD-18T载体连接, 筛选后得

到重组标准品质粒进行酶切、PCR和测序鉴定, 
质粒抽提得到的TROP2和β-actin质粒用作实时

PCR标准品. 采用双标准曲线法, 用Stratagene 
Mx3000P荧光定量PCR分析仪进行PCR反应, 扩
增条件为: 95℃ 10 s; 95℃ 5 s; 60℃20 s, 40个循

环. 每个循环后采集荧光生成扩增曲线, 并在反

应后生成熔解曲线, 采用Mx3000P软件进行数据

分析, 依据TROP2拷贝数/β-actin拷贝数比值提示

mRNA表达水平, 进行统计学分析.
1.2.5 Western blot检测TROP2蛋白的表达: 培养

细胞蛋白质样品的制备: 收集各组细胞, 用细胞

裂解液和蛋白保护液裂解细胞, 经涡旋离心后

取上清. 制备SDS-PAGE凝胶, 并做预电泳; 每孔

加样品24 μL, Marker加10 μL, 电泳; 染色和脱色, 
切胶, 电转; 封闭, 加一抗孵育, TBST洗后加酶标

二抗; TBST洗后, 显影, 定影; 用GAPDH作内参

照验证蛋白的含量.
统计学处理 实验所得数据使用SPSS13.0统

计分析软件进行方差分析, 比较各组间的差异, 
P <0.05为有统计学意义.

2  结果

2.1 酶切鉴定 完成构建的载体质粒经SacⅠ酶切, 
在插入的目的基因片段里, 我们分别设计了一

个SacⅠ的酶切位点, 而质粒pGenesil1.1本来就有

一个SacⅠ的酶切位点, 如若插入正确, 质粒就能

被SacⅠ酶切出1条约916 bp的DNA小带. 经电泳

分析, 构建质粒均被切出1条916 bp大小的DNA带

(图1), 说明重组质粒即为克隆正确的质粒.
2.2 重组质粒结果分析 经酶切后, 挑取鉴定正确

的克隆进行测序分析, 结果显示, 3个重组质粒

shRNA编码序列与设计的片段完全一致, 说明

重组质粒构建成功.
2.3 Real Time PCR检测结果 对TROP2、β-actin质
粒稀释浓度的对数和相应的拷贝数进行直线回

归分析. 模板的融解曲线显示为单峰, 且峰值单

一, 说明产物特异. T1组、T2组、T3组较W组、

表  1  针对TROP2基因设计的3对shRNA序列

     
shRNA序列				             碱基序列

pGensil1.1/TROP21		 正义  5'-CACCGCCACCAACAAGATGACCGTTTCAA

			             GACGACGGTCATCTTGTTGGTGGTTTTTTG-3'

                   		  反义  5'-AGCTCAAAAAACCACCAACAAGATGACCG

			             TCGTCTTGAAACGGTCATCTTGTTGGTGGC-3'

pGensil1.1/TROP22		 正义  5'-CACCAGGGCGAGTCTCTATTCCATTCAAG

			             ACGTGGAATAGAGACTCGCCCTTTTTTTG-3'

			   反义  5'-AGCTCAAAAAAAGGGCGAGTCTCTATTCC

			             ACGTCTTGAATGGAATAGAGACTCGCCCT-3'

pGensil1.1/TROP23		 正义  5'-CACCGCACGCTCATCTATTACCTTTCAAG

			             ACGAGGTAATAGATGAGCGTGCTTTTTTG-3'

			   反义  5'-AGCTCAAAAAAGCACGCTCATCTATTACCT

			             CGTCTTGAAAGGTAATAGATGAGCGTGC-3'

■创新盘点
本研究利用RNA
干 扰 的 方 法 ,  通
过 构 建 s h R N A
表 达 质 粒 下 调
BGC-823细胞的
TROP2 mRNA和
蛋白水平.
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HK组、KB组都统计学意义(P <0.05), 但以T3组
差异最显著, T1、T2组之间无统计学意义(表2).
2.4 Western blot检测结果 T1组、T2组和T3组与

随机阴性对照组、空质粒组, 对照组相比蛋白条

带减弱. T1组和T3组与对照组比较有统计学意义

(P<0.05), 以T3组蛋白表达下降最明显(表2).
2.5 最有效重组干扰质粒筛选 荧光实时定量

PCR和Western blot检测显示, T3组干扰质粒对

TROP2基因mRNA和蛋白表达水平抑制作用最

明显. 与未转染细胞对照组相比, T3组mRNA表

达抑制率为29.9%, 蛋白表达抑制率为62.0%, 差
异具统计学意义(P<0.05, 图2).

3  讨论

TROP2亦称为TACSTD2、M1S1、GA733-1、
E G P-1 ,  定位在1号染色体短臂D1S2890和
D1S2801之间一个长约2.6 cm的区域上[12]. 他
是GA733基因家族的其中一员, 是无内含子的

基因, 所编码的产物为含有323个氨基酸、35.7 
kDa的蛋白质, 被认为是一种癌症相关抗原. 他
包含一个上皮生长因子样的重复区, 一个甲状

腺球蛋白样重复区, 其分子羟基端含有丝氨酸

和酪氨酸位点及PIP-2结合区域, 其丝氨酸残端

为激酶C所磷酸化. 早期人们发现TROP2基因

突变与胶样滴状角膜营养不良(gelatinous drop-
like corneal dystrophy, GDLD)有关, GDLD是

一种罕见的常染色体隐性遗传病, 可导致视力

严重障碍甚至失明[13-15]. 2008年Wang et al [16]用

RNA干扰技术, 向我们展示了TROP2的表达与

结肠癌细胞的发生及侵袭密切相关, 干扰后这

两种特性均受到抑制, 同时针对TROP2胞外域

的抗体能降低肿瘤细胞的侵袭性. 也有研究认

为TROP2是独立的肠型胃癌复发预测因子, 因
为他分布广泛有可能成为新的治疗靶位[17]. 以
上提示我们利用抑制TROP2基因表达的方法治

疗结肠癌和胃癌可能具有较好的应用前景.
胃癌是最常见的恶性肿瘤之一, 其发生发展

是以癌基因的激活与抑癌基因的失活为基础的

多步骤、多阶段过程, 是遗传和环境因素相互作

用的结果. 因此寻找阻断癌基因激活的siRNA有

可能抑制胃癌的发生. 由于RNAi技术可以利用

siRNA或shRNA表达载体快速、经济、简便的以

序列特异方式剔除目的基因表达, 所以现在已经

成为探索基因功能的重要研究手段, 并在肿瘤基

因治疗方面显示出了广阔的应用背景[18]. siRNA在

体内的半衰期短, 对基因的抑制作用较短暂[19], 而
shRNA表达载体可以在体内持续产生siRNA, 并
且用含有hU6启动子的载体对靶基因的沉默效果

表  2  各组质粒抑制mRNA及TROP2蛋白表达的结果 (mean±SD, n  = 3)

     
分组				          mRNA			         蛋白

W(未处理组)			   12.54±0.35		  9.62±0.18

HK(随机阴性对照质粒组)		  12.37±0.12		  9.50±0.07

KB(空质粒组)			   11.99±0.46		  9.65±0.08

T1(pGensil1.1/TROP21组)	  	   9.54±0.20a		  6.46±0.36a

T2(pGensil1.1/TROP22组)		    9.57±0.23a		  9.31±0.11

T3(pGensil1.1/TROP23组)		    8.79±0.23ac		  3.66±0.11ae

aP<0.05 vs  W(未处理组); cP<0.05 vs  T1和T2组; eP<0.05 vs  T1组.

图  2  质粒转染后TROP2 mRNA和蛋白相对表达量.
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图  1  重组质粒Sac Ⅰ酶切鉴定. 1-2: HK随机阴性对照质

粒; 3: KB空质粒; 4: T1pGensil1.1/TROP21; 5: T2pGensil1.1/

TROP22; 6-7: T3pGensil1.1/TROP23; 8: DL2000 Marker.

■应用要点
本研究构建并筛
选出靶向TROP2
基因的shRNA重
组质粒, 经检测证
实对TROP2基因
有明显的干扰作
用, 为进一步观察
TROP2基因在胃
癌中作用的研究
打下基础.
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较好, 沉默时间较久[20], 同时以9个核苷酸序列环

为发夹的shRNA产生的基因干扰效果最明显[21], 
因此我们采用构建shRNA表达质粒来沉默TROP2
基因. 将siRNA转入细胞是RNA干扰关键技术之

一, 常规方法有: 脂质体转染、电穿孔法、微注射

法[22-24]. 本实验用脂质体LipfectamineTM 2000转染

试剂介导的转染, 操作简单, 不需要复杂的设备, 
转染效率较高. 另T3组抑制效果较T1、T2组更为

明显, 提示RNA干扰技术抑制基因表达的效果与

靶位点的选择密切相关.
总之, 本实验中我们针对TROP2基因分别

设计了3条shRNA, 从中筛选出最有效的短链片

段, 获得稳定转染该有效片段的BGC-823细胞, 
其mRNA和蛋白表达抑制率为29.9%和62.0%, 
将为进一步的基础和临床研究提供更多的依据.
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■同行评价
本研究选题有一
定的科研价值, 实
验方法先进, 具有
一定的参考价值.


