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Abstract
AIM: To construct eukaryotic expressing plasmids 
of short hairpin RNA (shRNA) targeting the 
IKKα gene and to evaluate their inhibitory effect 
on IKKα expression in human umbilical vein 
endothelial cells (HUVECs).

METHODS: Three pairs of complementary shRNA 
oligonucleotides targeting the IKKα gene were 
designed, synthesized, annealed and inserted into 
the pGPU6/GFP/Neo plasmid. The recombinant 
plasmids were identified by restriction enzyme 
analysis and sequence analysis. The inhibitory ef-
fect of recombinant plasmids on IKKα expression 
in HUVECs was detected by Western blot. 

RESULTS: After restriction enzyme analysis 

and sequence analysis, three eukaryotic expres-
sion plasmids of shRNA targeting the IKKα 
gene were successfully constructed. Western 
blot analysis showed that pGPU6/GFP/Neo-
shRNA3 reduced IKKα expression by 70.6% in 
HUVECs induced with high glucose. 

CONCLUSION: Three eukaryotic expression 
plasmids of shRNA targeting the IKKα gene are 
successfully constructed. These recombinant 
plasmids can efficiently inhibit IKKα expression 
in HUVECs. 

Key Words: IKKα gene; Small hairpin RNA; RNA 
interference; Recombinant plasmid
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摘要
目的: 研究短发夹RNA(shRNA)真核表达载体
在人脐静脉内皮细胞(HUVECs)中对IKKα基
因表达的抑制作用.

方法: 设计3条靶向IKKα的shRNA, 经退火成
互补双链, 克隆到质粒 pGPU6/GFP/Neo中构建
重组载体, 经酶切鉴定和测序确认后, 将3个重
组表达载体转染到HUVECs, 利用Western blot
检测并筛选出抑制效果最好的重组表达载体. 

结果: 通过酶切鉴定和测序分析, 靶向IKKα
的3个pGPU6/GFP/Neo-shRNA重组载体构建
成功, Western blot结果显示pGPU6/GFP/Neo-
s h R N A3可有效抑制高糖诱导H U V E C s中
IKKα基因的表达, 抑制率为70.6%.

结论: 靶向IKKα基因的shRNA真核表达载体
构建成功, 且能有效抑制HUVECs中IKKα基
因的表达.

关键词: IKKα基因; 短发夹RNA; RNA干扰; 重组表

达载体
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■背景资料
胰岛素抵抗是指
组织和细胞对于
正常剂量的胰岛
素敏感性和 ( 或 )
反应性减弱而产
生的一种病理状
态 ,  目 前 人 们 对
于胰岛素抵抗机
制的研究主要集
中在肝脏、骨骼
肌、脂肪组织等
胰岛素敏感的传
统靶器官, 然而血
管内皮胰岛素抵
抗日益受到人们
的关注, 但其机制
尚未完全清楚.

■同行评议者
徐庆, 教授, 桂林医
学院药理教研室
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0  引言

核因子-κB(nuclear factor kappaB, NF-κB)信号转

导通路调控多种促炎因子、趋化因子、黏附分

子等基因的表达, 在胰岛素抵抗的发生发展过

程中起着重要作用[1].
IκB激酶(IκB kinase, 又称IKK复合体)是NF-

κB信号转导通路中的一个关键激酶, 直接影响

NF-κB的活性而调控相关基因的转录表达[2]. 目
前的研究证实血管内皮细胞也是胰岛素敏感细

胞, 胰岛素抵抗在高糖、氧化应激等条件下与

血管内皮功能紊乱密切相关[3]. 近年来, IKKα

介导的NF-κB信号转导通路参与血管内皮胰岛

素抵抗的分子机制研究是近期本领域关注的热

点. RNA干扰(RNA interference, RNAi)是通过

RNa seⅢ内切酶Dicer的作用产生与靶基因的转

录产物mRNA同源互补的21-23 bp双链RNA(称
为小干扰RNA, short interfering RNA, siRNA), 
介导其互补同源mRNA序列的特异性降解, 从
而使靶基因沉默、相应功能表型缺失[4]. 我们

构建了针对I K K α基因的短发夹环状小干扰

RNA(short hairpin RNA, shRNA)重组载体, 并
将其转染到人脐静脉内皮细胞(human umbilical 
vein endothelial cells, HUVECs)进行真核表达; 
进一步观察转染后细胞IKKα蛋白表达情况, 筛
选出抑制效果最好的重组表达载体, 从而为研

究IKKα, NF-κB信号转导通路与血管内皮胰岛

素抵抗之间的相互关系奠定实验基础.

1  材料和方法

1.1 材料 pGPU6/GFP/Neo质粒购自上海吉玛公

司; 脂质体LipofectamineTM2000、DMEM培养基

干粉购自Invitrogen公司; 限制性内切酶BbsⅠ和

Bam HⅠ购自美国NEB公司; 限制性内切酶PstⅠ
购自Promega公司; T4连接酶和DNA Marker购
自TaKaRa公司; 质粒小提试剂盒和DNA胶回收

纯化试剂盒购自Qiagen公司; Top10感受态细胞

购自天根公司; 人脐静脉内皮细胞株购自ATCC; 
特级胎牛血清购自杭州四季青生物制品公司; 
Kanamycin购自Sigma公司; IKKα多克隆抗体及

HRP标记的二抗购自Santa Cruz公司; BCA蛋白

浓度测定试剂盒购自碧云天生物技术公司; DNA
由上海生工合成.
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1.2 方法 
1 .2 .1  s i R N A靶序列的设计与 s h R N A的合

成 :  利用G e n B a n k检索I K K α基因核苷酸序

列(NM_001278), 根据s iRNA设计原则, 通过

Ambion公司在线设计软件辅助设计, 使用Blast
将选定的序列进行同源性分析, 最后选出三条

片段作为IKKα基因干扰片段.设计shRNA模板

中的loop结构选用了TTCAAGAGA以避免形成

终止信号, shRNA的转录终止序列采用TTTTTT
结构. 正义链模板的5'端添加了CACC, 与BbsⅠ
酶切后形成的黏端互补; 反义链模板的5'端添加

了GATC与Bam HⅠ酶切后形成的黏端互补; 如
果siRNA的第一个碱基不是G, 则在CACC后补

加个G(表1). 将合成的发夹结构寡核苷酸单链用

无核酶水稀释为浓度3 g/L. 按照以下体系退火

得到shRNA模板: 1 μL正义链、1 μL反义链、

48 μL TE(pH8.0)共50 μL在PCR仪上按照如下程

序进行退火处理: 90 ℃ 4 min, 80 ℃ 4 min, 75 ℃ 
4 min, 70 ℃ 10 min, 37 ℃ 20 min, 10 ℃ 40 min, 
4 ℃保存. 将退火后产物稀释20倍, 终浓度为6 
mg/L用于连接反应.
1.2.2 酶切和连接反应: pGPU6/GFP/Neo载体

按如下反应体系进行双酶切: 10×NEBbuffer 
2 μL、100×BSA 0.2 μL、 pGPU6/GFP/Neo 1 
μg、BbsⅠ 0.8 μL、Bam HⅠ 0.5 μL、加无核酶

水至20 μL, 37 ℃酶切3 h. 1% TAE琼脂糖凝胶

电泳, 使用凝胶回收试剂盒回收. 将退火片段与

经双酶切后的载体按摩尔比4∶1进行连接反应, 
置16 ℃连接16 h.
1.2.3 重组质粒的转化、筛选和鉴定: 将连接产

物接种于Top10感受态细胞进行转化, 涂布到3 
mL含Kanamycin(终浓度为30 mg/L)的LB固体培

养基平板上, 37 ℃恒温箱培养过夜, 各挑取2个
菌落, 接种到含30 mg/L Kanamycin的LB液体培

养基中摇菌过夜. 用质粒小提试剂盒抽提质粒, 
所得质粒用PstⅠ和Bam HⅠ分别酶切鉴定. 得到

的重组质粒分别命名pGPU6/GFP/Neo-shRNA1, 
2, 3. 将初步鉴定证实的细菌扩增培养, 取1 mL
菌液送北京三博远志进行测序鉴定. 测序引物

为T7, 测序方向为正向测序.
1.2.4 重组质粒转染HUVECs: 取处于对数生长

期的HUVECs, 用胰酶消化后使用不含血清和抗

生素的正常培养基重悬为2-8×105个/mL后, 接
种至6孔培养板上, 待细胞生长至70%-80%汇合

时进行转染. LipofectamineTM2000试剂和质粒比

例为10 μL∶4 μg, 按照转染试剂说明书进行转

www.wjgnet.com

■研发前沿
IKKα是IκB激酶
的一个催化亚基, 
调控着NF-κB信
号 转 导 通 路 .  近
年 来 研 究 发 现 , 
IKKα介导的NF-
κB信号转导通路
对于探讨血管内
皮胰岛素抵抗机
制有着重要意义.

■相关报道
有研究报道IKKα
不仅可调控NF-κB
信号转导通路, 而
且可直接进入细
胞核内, 并有可能
参与基因的调控.
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染, 6 h后换成高糖培养基(33 mmol/L). 转染24 h
时荧光显微镜下观察HUVECs绿色荧光的表达

情况, 观察质粒的转染效率. 实验分为空白对照

组(Control组)、高糖组(HG组)、空质粒转染组

(HG+Non-silencing shRNA组)和重组质粒转染

组(HG+RNAi 1, 2, 3组), 每组重复3次.
1.2.5 Western blot检测IKKα基因的蛋白表达: 转
染48 h后提取HUVECs总蛋白, BCA试剂盒检

测蛋白浓度. 上样量为20 μg, 经SDS-PAGE电泳

后, PVDF膜印迹, 室温封闭2 h, 加入IKKα一抗

孵育过夜, 辣根过氧化物酶HRP标记的二抗孵

育2 h, ECL化学发光显色, X-光片显影、定影. 
ImageTool图像分析软件测定各条带灰度值, 以
β-actin为内参照进行数据分析, 计算抑制率.

统计学处理 采用SPSS16.0统计分析软件

对实验数据进行单因素方差分析 ,  实验数据

比较采用t检验, 所得数值均以mean±SD表示, 
P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 重组质粒酶切鉴定 pGPU6/GFP/Neo的Bam H
Ⅰ和BbsⅠ酶切位点之间是PstⅠ的酶切位点, 插
入目的基因干扰片段之后, PstⅠ酶切位点被取

代, 故不能被PstⅠ所酶切, 但可被Bam HⅠ酶切

开, 条带在5 100 bp左右(图1).
2.2 重组质粒测序鉴定 3个重组质粒测序鉴定

shRNA编码序列与设计的片段完全一致, 表明

载体构建成功(图2).
2.3 重组质粒转染HUVECs 可见光显微镜(×100)
下观察, 正常HUVECs贴壁生长, 呈铺路石状镶嵌

排列, 细胞为梭形或扁平多角形.重组质粒转染入

HUVECs 24 h后, 荧光显微镜(×100)下观察, 较多

细胞发出绿色荧光, 转染效率约为65%-70%(图3).
2.4 shRNA对HUVECs中IKKα蛋白表达的影响 
Western blot检测结果显示, 以β-actin为内参照, 
IKKα在正常HUVECs中呈基础表达(图4). 高糖

培养48 h后, HUVECs中IKKα蛋白表达量上升, 
与对照组相比具有显著性差异(P <0.05); 而转入

了IKKα shRNA后用高糖培养基培养48 h, RNAi 
1, 2, 3组HUVECs中IKKα蛋白表达较HG组和

Non-silencing shRNA组均显著性降低(P <0.01); 
但HG组和Non-silencing shRNA组间相比无明

显差异, 说明转入IKKα shRNA后, 部分抑制了

IKKα基因的表达, 使IKKα蛋白在高糖诱导下转

录生成减少. RNAi 1, 2, 3组与HG组比较IKKα表

达抑制率分别为54.1%、46.7%、70.6%.

3  讨论

血管内皮胰岛素抵抗发生发展的机制一直是近

年来研究的热点, 目前大量的研究表明, NF-κB
信号转导通路的激活在血管内皮胰岛素抵抗的

分子机制中发挥重要作用[5,6]. IKK复合体是NF-
κB信号转导途径中的关键激酶, 包括IKKα、

IKKβ和IKKγ/NEMO, 可使IκB蛋白磷酸化, 从而

活化NF-κB, 调控多种基因的转录[7,8].
Yuan等[9]对小鼠IKKβ基因缺失和胰岛素抵

抗研究发现, 遗传性肥胖和高脂喂养的小鼠因

IKKβ基因缺失杂合体而避免了胰岛素抵抗的

发生. 目前人们的研究主要集中在IKKβ与胰岛

素抵抗的相关性, 而对于IKKα在胰岛素抵抗发

病机制方面的研究较少. Li等[10]在用肿瘤坏死

因子-α(tumor necrosis factor α, TNF-α)刺激小

表  1  针对IKKα基因设计合成的shRNA序列

     
	 起始位置                     					      shRNA序列

shRNA1  185-205 bp          正义链5'CACCGTCTTGTCGCCTAGAGCTATTCAAGAGATAGCTCTAGGCGACAAGACTTTTTTG3'

 		             反义链5'GATCCAAAAAAGTCTTGTCGCCTAGAGCTATCTCTTGAATAGCTCTAGGCGACAAGAC3'

shRNA2  1 110-1 130 bp    正义链5'CACCGAACTTCTTTCAGAGACAGTTCAAGAGACTGTCTCTGAAAGAAGTTCTTTTTTG3'

		             反义链5'GATCCAAAAAAGAACTTCTTTCAGAGACAGTCTCTTGAACTGTCTCTGAAAGAAGTTC3'

shRNA3   1 510-1 530 bp   正义链5'CACCGCATTCAGCTTGACTTGGATTCAAGAGATCCAAGTCAAGCTGAATGCTTTTTTG3'

		             反义链5'GATCCAAAAAAGCATTCAGCTTGACTTGGATCTCTTGAATCCAAGTCAAGCTGAATGC3'

图  1  重组质粒酶切鉴定结果. M: DNA Marker; 1-3: 三

个重组质粒分别被Pst Ⅰ单酶切; 4-6: 三个重组质粒分别被

BamHⅠ单酶切.

1       2       3      M       4      5       6
10 kb

7 kb

4 kb

2 kb

1 kb

■创新盘点
本研究利用RNA
干 扰 技 术 ,  通 过
构 建 s h R N A 真
核 表 达 载 体 ,  下
调人脐静脉内皮
细 胞 系 中 I K K α
的 表 达 ,  并 利 用
Western blot方法
进行验证.
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鼠胚胎成纤维细胞研究中发现, IKKα与IKKβ及

IKKγ/NEMO一样对于NF-κB依赖性靶基因的

表达起着重要作用. Yamamoto等[11]发现IKKα具

有组蛋白H3激酶的特性, 在细胞因子的刺激下, 
IKKα可进入细胞核使组蛋白H3磷酸化, 激活

NF-κB介导的基因表达. 因此, 研究IKKα介导的

NF-κB信号转导通路对于探讨血管内皮胰岛素

抵抗的分子机制有重要意义.
RNAi技术是近年来发展起来的一种基因

沉默技术, 是进行基因治疗有力可靠的研究工

具[12,13]. 与传统的反义核酸技术和基因敲除技

术相比, RNAi技术具有快速、高效、便于操作

等优点, 被广泛应用到基因功能研究、基因表

达调控机制研究等热门领域[14,15]. 因此, 本实验

采用RNAi技术, 利用GenBank检索IKKα基因

核苷酸序列, 根据siRNA设计原则, 使用Blast将
选定的序列进行同源性分析, 最后选出三条片

段作为IKKα基因干扰片段, 然后将真核表达

载体pGPU6/GFP/Neo与针对IKKα基因设计的

shRNA相连接, 构建重组体. 在成功构建了重组
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图  3  荧光显微镜观察重组质粒转染HUVECs(×100). A: 未

转染质粒细胞; B: 转染空质粒细胞; C: 转染重组质粒细胞.

C

A

B

图  2  重组质粒测序结果. A: pGPU6/GFP/Neo-shRNA1; B: pGPU6/GFP/Neo-shRNA2; C: pGPU6/GFP/Neo-shRNA3.
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图  4  Western blot 检测各组IKKα蛋白表达. aP<0.05 vs  对照

组, bP<0.01 vs  HG组, 1: 对照组; 2: HG组; 3: Non-silencing 

shRNA; 4: RNAi1; 5: RNAi2; 6: RNAi3.
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■应用要点
本研究构建并筛
选出的shRNA重
组质粒对IKKα基
因有明显沉默效
应, 为进一步研究
NF-κB信号转导
通路与血管内皮
胰岛素抵抗奠定
基础.
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载体pGPU6/GFP/Neo-shRNA后, 通过脂质体转

染法导入HUVECs, 进行Western blot检测, 筛选

出了沉默效果最好的重组表达载体, 为进一步

研究IKKα介导血管内皮细胞胰岛素抵抗的机制

奠定了基础.
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