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Abstract
AIM: To construct a lentiviral vector for RNA 
interference (RNAi) of the caudal-related 
homeobox 2 (Cdx2) gene.

METHODS: A pair of complementary small hair-
pin RNA (shRNA) oligonucleotides targeting the 
Cdx2 gene were designed, synthesized, annealed 
and inserted into linearized pLentiLox3.7 vec-
tor. The recombinant plasmid was identified by 
double restriction digestion with Xba I/Not I and 
DNA sequencing. The recombinant plasmid and 
a lentivirus packaging mix were co-transfected 

into 293T cells to obtain packaged lentivirus par-
ticles. Viral titer was then determined.  

RESULTS: Double restriction digestion analysis 
and DNA sequencing showed that the shRNA 
sequence was successfully inserted into the 
pLentiLox3.7 vector. The recombinant lentivi-
ral vector harboring shRNA targeting the Cdx2 
gene was successfully transfected into 293T cells. 
The recombinant lentivirus harvested from 293T 
cells had a titer of 5×107 TU/mL. 

CONCLUSION: A lentiviral shRNA expression 
vector targeting the Cdx2 gene is successfully 
constructed and can be used for further study of 
the role of the Cdx2 gene in the pathogenesis of 
gastric cancer. 
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摘要
目的: 构建尾型同源盒基因Cdx2 RNA干扰
(RNAi)慢病毒表达载体并进行鉴定. 

方法: 选取Cdx2基因的19 nt特异性序列, 设计
针对Cdx2的shRNA序列, 应用基因重组技术
插入到pLentiLox3.7(pLL3.7)慢病毒表达载体
中, Xba  I和 Not  I进行双酶切和DNA测序鉴定
重组克隆, 重组病毒质粒及其3种辅助包装原
件载体质粒通过LipofectamineTM2000共转染
293T细胞, 培养48 h后, 收集细胞培养上清液, 
将其浓缩后在293T细胞中测定病毒滴度. 

结果: 通过对pLL-Cdx2-shRNA载体进行双酶
切鉴定, 证实短发夹RNA正确插入慢病毒载
体, DNA测序证实插入的序列正确, Cdx2基因
RNA干扰重组慢病毒载体经293T细胞包装成
功, 收集293T细胞分泌的病毒上清测定病毒
的滴度为5×107 TU/mL.

结论: 成功构建人Cdx2基因RNAi慢病毒载
体, 为研究Cdx2对胃癌生长的影响提供了稳
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■背景资料
胃癌是我国最常
见的消化系肿瘤, 
其年患病率和死
亡率均为世界平
均水平的 2倍以
上 .  本研究中成
功构建出 C d x 2
的R N A i慢病毒
载体 ,  这将为今
后更深入的研究
Cdx2沉默后对胃
癌的生物学功能
的影响打下坚实
的基础.

■同行评议者
丁士刚 ,  主任医
师, 北京大学第三
医院消化科 



定感染细胞载体.
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0  引言

Cdx称为尾侧型同源基因, 其家族主要有3个不同

的家族成员Cdx1、Cdx2、Cdx3. 在正常生物体

中, Cdx2对消化系统尤其是结肠和小肠上皮的发

育起着关键的作用. 研究发现, 正常胃黏膜中没

有Cdx2表达, 而在肠化生的初始阶段Cdx2表达

量异常增高; 如果继续向癌变发展, Cdx2表达消

失; 在最终形成的肠型胃癌中Cdx2表达再次出

现异常[1-3]. 这些研究表明, Cdx2在胃癌肠化生中

具有重要地位. RNAi(RNA interference)是21-23
个核苷酸的小分子干扰RNA(small interfering 
RNA, siRNA)诱导细胞同源基因mRNA降解、

从而特异性抑制基因表达的过程. 其作为一项

可以高效、特异地降解靶基因m R N A的实验

技术已被广泛应用于基因功能的研究[4]. 慢病

毒载体来源于人类免疫缺陷病毒Ⅰ型(human 
immunodeficiency virus Ⅰ, HIV-Ⅰ), 既能感染分

裂活跃的细胞, 又能高效率感染分裂缓慢或分裂

期的细胞. 因此, 本研究通过构建Cdx2基因的小

发夹RNA(short hairpin RNA, shRNA)慢病毒载体

并进行鉴定, 为研究Cdx2沉默后对肿瘤生长的影

响提供稳定的感染细胞载体.  

1  材料和方法

1.1 材料 混合包装载体质粒(pGag/Pol、pRev、
pVSV-G)、pLL3.7慢病毒载体、293T细胞株购

于上海吉玛公司; 大肠杆菌DH-5α为本实验室

保存; 限制性内切酶XbaⅠ、XhoⅠ、HpaⅠ、

NotⅠ、T4 DNA连接酶、PrimeSTARTM HS DNA
多聚酶均购自大连宝生物公司; 1 kb Ladder购
自广州东盛生物科技有限公司; DMEM、脂质

体LipofectamineTM2000、Gibco胎牛血清购自

Invitrogen公司(美国); 胶回收试剂盒、质粒抽提

试剂盒购自Omega Biotek Inc公司(美国). 
1.2 方法 
1.2.1 载体的构建和鉴定:  p L L3.7为含U6启
动子的R N A干扰专用载体 .  针对人类C d x2
基因mRNA序列(NCBI GenBank, 基因编号: 
NM_005225), 利用GenScript公司网站上提供的
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“siRNA Target Finder Tool”设计软件, 设计靶

向Cdx2基因siRNA寡核苷酸, 序列为5'-GACA
AATATCGAGTGGTGTAC-3'. 设计一对针对此

寡核苷酸的shDNA互补序列, loop结构选用了

TTCAAGAGA以避免形成终止信号. 正义链模

板的5'端添加了T, 与BbsⅠ酶切后形成的黏端互

补; 反义链模板的5'端添加了AGCT, 与XhoⅠ酶

切后形成的黏端互补, 由上海吉玛公司合成, 序
列为5'-TGACAAATATCGAGTGGTGTACTTC
AAGAGAGTACACCACTCGATATTTGTCTTT
TTTC-3'; 5'-TCGAGAAAAAAGACAAATATCG
AGTGGTGTACTCTCTTGAAGTACACCACTC
GATATTTGTCA-3'. 将以上两合成片段5'端磷酸

化, 互补片段退火, 与经XhoⅠ、HpaⅠ双酶切

的pLL3.7片段进行连接反应. 将连接质粒命名

为pLL-Cdx2-shRNA, 用一步法转化大肠埃希菌

DH5α, 挑选阳性克隆, 培养并制备质粒, 用Xba
Ⅰ、NotⅠ双酶切(XhoⅠ、HpaⅠ酶切位点已不

存在)鉴定. 酶切鉴定正确的克隆送上海吉玛公

司测序证实. 
1.2.2 RNAi慢病毒的包装: 取对数生长期细胞

293T细胞, 按照每孔1.2×106个细胞接种于6孔
板中, 随机分为阴性对照组(PBS组)和实验组

(pLL-Cdx2-shRNA组). 转染前2 h将细胞培养

基更换为无血清培养基, 待细胞70%融合时分

别将0.5 μg的PBS、慢病毒表达载体pLL-Cdx2-
shRNA与1.5 μg的混合包装载体质粒(pGag/
Pol、pRev、pVSV-G)混匀, 于250 μL opti-MEM
去血清培养液中, 用6 μL LipofectamineTM2000
共转染于相应的293T细胞组中. 转染后24 h换
DMEM完全培养液(含1 μmol/L丙酮酸钠, 0.1 
mmol/L非必需氨基酸). 由于慢病毒载体pLL3.7
自身带有绿色荧光蛋白(GFP)报告基因, 48 h后
可置于荧光显微镜下观察两组细胞绿色荧光蛋

白的表达情况, 确定pLL-Cdx2-shRNA慢病毒载

体质粒是否已被293T细胞包装. 72 h收集上清, 
3 000 r/min离心20 min, 并经0.45 μm滤膜过滤后, 

www.wjgnet.com
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M    1     2     3    4     5 图   1   p L L - C d x 2 -
s h R N A 双 酶 切 鉴 定 . 
M:  DNA  Ma r k e r ; 

1-5: XbaⅠ/NotⅠ双
酶切的pLL-Cdx2-

shRNA.

■创新盘点
本研究利用细胞
和现代分子生物
学技术, 根据慢病
毒介导的基因表
达或RNAi干扰作
用持续且稳定这
一特点, 构建研究
Cdx2的RNAi慢病
毒载体, 将其作为
siRNA的携带者, 
不但具备特异性
地使基因表达沉
默的能力, 还可以
充分发挥病毒载
体自身所具备的
优势, 为研究基因
功能提供了更强
有力的工具.
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将病毒上清保存于-80 ℃下备用. 
1.2.3 孔稀释法测定病毒滴度: 测定前1 d, 对
293T细胞进行传代, 96孔板每孔加入约1.0×104

个细胞, 体积100 μL. 将病毒储存液按梯度稀释

(10-1-10-3), 选取所需的细胞孔, 吸弃90 μL培养

液, 然后将稀释好的病毒液各10 μL依次加到细

胞孔中, 继续放入37 ℃, 50 mL/L CO2培养箱中

培养. 48 h后, 每孔加入100 μL新鲜培养液. 3-4 d
后观察荧光表达, 正常情况下, 荧光细胞数随稀

释倍数增加而相应减少, 计数最大稀释倍数孔

中的带有荧光的细胞个数, 病毒滴度(TU/mL) = 
(荧光细胞个数×转染时细胞数/100×每孔加入

病毒稀释液体积)×1/稀释浓度.

2  结果

2.1 pLL-Cdx2-shRNA重组体的酶切鉴定和测序 
共挑取2个阳性克隆进行扩增抽提质粒, 使用限

制性内切酶XbaⅠ和NotⅠ双酶切过夜, 进行电

泳, 酶切结果表明质粒所在500 bp大小的均为阳

性重组载体pLL-Cdx2-shRNA(图1); DNA测序结

果证实Cdx2已正确插入pLL3.7, 序列与预期序

列完全一致(图2).
2.2 RNAi慢病毒的包装 实验组293T细胞包装

pLL-Cdx2-shRNA慢病毒载体质粒48 h后, 荧光

显微镜下(×100)观察, 可见较多细胞发出绿色荧

光, 而阴性对照组则无细胞发出绿色荧光(图3). 
这说明293T细胞包装pLL-Cdx2-shRNA慢病毒

质粒载体成功, 所收集的病毒颗粒为重组Cdx2
基因RNAi的慢病毒颗粒.
2.3 RNAi慢病毒滴度测定 根据荧光显微镜和普

通显微镜(×100)下同时观察293T细胞(图4), 在
荧光显微镜下可观察到在加入10-3 μL病毒原液

的孔中观察到50个带有荧光的细胞, 说明该孔

中至少有50个病毒颗粒感染了细胞, 则病毒滴

度 = (50×1.0×104/100×10)×1/10-3 = 5×107 
TU/mL.

3  讨论

很多研究表明, Cdx2在肠化生以及胃癌发生发

展过程中具有重要的作用[5]. 转染了Cdx2基因

的胃癌组织出现了典型的凋亡形态学改变; 过
表达Cdx2基因使得胃癌细胞细胞周期被阻滞在

G0/G1期, 并且出现了细胞凋亡. 这些结果都显

示, Cdx2基因参与了胃癌细胞的生长调控. Cdx2
纯合子缺失将导致生长期小鼠死亡, 而Cdx2杂
合子缺失则易导致错构瘤性息肉和管状腺癌的

■应用要点
本 研 究 构 建 的
Cdx2的RNAi慢病
毒载体, 可为进一
步的体内体外实
验研究提供可靠
的技术平台, 为认
识Cdx2沉默后对
基因治疗胃癌提
供新的依据.

A C TAAAGAATTACAAAAACAAATTACAAAAATTCAAAATTTTCGGGTTTATTACAGGGACAGCAGAGATCCAGTTTGGTTAGTACCGGGCCCGCTCTAGAGATCCGACGCGCCAT
10              20                30                40                 50                60                70                80                90                100              110

CTCTAGGCCCGCGCCGGCCCCCTCGCACAGACTTGTGGGAGAAGCTCGGCTACTCCCCTGCCCCGGTTAATTTGCATATAATATTTCCTAGTAACTATAGAGGCTTAATGTGCGAT
120               130              140              150              160              170              180               190              200              210              220              230

AAAAGACAGATAATCTGTTCTTTTTAATACTAGCTACATTTTACATGATAGGCTTGGATTTCTATAAGAGATACAAATACTAAATTATTATTTTAAAAAACAGCACAAAAGGAAAC
240              250              260              270              280               290              300              310              320              330              340

图  2  pLL-Cdx2-shRNA测序.

图  3  荧光显微镜下观察RNAi慢病毒的包装(×100). A: 实验组; B: 阴性对照组.

A B
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形成[6,7]. Boudreau等[8]的研究发现, 胃黏膜Cdx2
异位表达之后发生的胃黏膜肠上皮化生可进展

为胃息肉型腺癌, 并伴有p53、APC基因突变, 提
示在Cdx2异位表达后合并发生其他分子事件是

导致肠化生进展为胃癌的重要原因. 但是, Cdx2
基因在调控细胞增生、控制细胞识别、决定细

胞表型的过程中并不是唯一的控制因素, Cdx2
蛋白的活性表达还需要其转录后修饰或其他转

录因子之间的合作. 
RNAi技术作为一项新的基因沉默技术, 具

有较强的序列特异性, 由于其基因抑制效果确

切, 具有级联式放大效应和高穿透性等特点, 因
而在恶性肿瘤的研究中具有很好的应用前景[9]. 
本实验采用基于慢病毒载体介导的shRNA生成

的导入途径, shRNA由两个短反方向重复序列和

1个loop环组成发夹结构, 由U6启动子控制, 随
后再连上5-6个T作为RNA聚合酶Ⅲ的转录终止

子[10]. shRNA作为介导子可引起特异性地降解相

同序列的mRNA, 从而阻断相应基因表达的转录

后基因沉默机制[11,12]. 
慢病毒载体是在H I V-Ⅰ病毒基础上改造

成的病毒载体系统 ,  能高效地将目的基因(或
RNAi)导入动物和人的原代细胞或细胞系. 慢病

毒介导的基因表达或RNAi干扰作用持续且稳

定, 目的基因可整合到宿主细胞基因组中, 随细

胞基因组的分裂而分裂, 并能有效感染并整合

到非分裂细胞中. 与其他病毒载体如不整合的

腺病毒载体、整合率低的腺相关病毒载体、只

整合分裂细胞的传统逆转录病毒载体相比, 慢
病毒可将目的基因整合至靶细胞基因组长期表

达, 同时扩大了载体感染细胞的范围, 适于体内

基因治疗. 将其作为siRNA的携带者, 不但具备

特异性地使基因表达沉默的能力, 还可以充分

发挥病毒载体自身所具备的优势, 为研究基因

功能提供了更强有力的工具[13-15]. 

在本研究中, 我们成功构建出Cdx2的RNAi
慢病毒载体, 这将为今后更深入的研究Cdx2沉
默后对肿瘤的生物学功能的影响打下坚实的基

础, 为体内外实验研究提供可靠的技术平台.
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■名词解释
慢 病 毒 载 体
(LVs): 是在HIV-1
病毒基础上改造
而成的病毒载体
系统 ,  他能高效
将目的基因 (或
RNAi)导入动物
和人的原代细胞
或细胞系 .  慢病
毒载体基因组是
正链RNA,  其基
因组进入细胞后, 
在细胞质中被其
自身携带的反转
录酶反转为DNA, 
形成DNA整合前
复合体, 进入细胞
核后 ,  DNA整合
到细胞基因组中. 
整合后的DNA转
录mRNA, 回到细
胞质中, 表达目的
蛋白或产生RNAi
干扰.

图  4  病毒滴度测定(×100). A: 荧光显微镜; B: 普通显微镜.
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■同行评价
本文建构了Cdx2
基因RNA干扰的
慢病毒载体, 为后
续的研究打下了
一定的基础, 但理
论上应进一步验
证其干扰C d x基
因的表达效果.
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                                                                                                                                • 消息 •

2008 年内科学类期刊总被引频次和影响因子排序
     	                                           			                   总被引频次 		                  影响因子                   

                                                    				      数值      学科排名       离均差率	 数值       学科排名     离均差率

1170	 JOURNAL OF GERIATRIC CARDIOLOGY		        7	4 1	 -0.99 	 0.043 	4 1            -0.92 

G275	 WORLD JOURNAL OF GASTROENTEROLOGY	 5432	   1	   3.71 	 0.792 	   6              0.52 

G803	 肝脏					       586	 25	 -0.49 	 0.594 	 11              0.14 

G938	 国际呼吸杂志				      645	 22	 -0.44 	 0.294 	 34            -0.43 

G415	 国际内分泌代谢杂志				      663	 20	 -0.43 	 0.379 	 28            -0.27 

G501	 临床肝胆病杂志				      582	 27	 -0.50 	 0.441 	 22            -0.15 

G658	 临床荟萃					     1709	   8	   0.48 	 0.356 	 32            -0.32 

G257	 临床内科杂志				      875	 16	 -0.24 	 0.412 	 24            -0.21 

G855	 临床消化病杂志				      314	 32	 -0.73 	 0.294 	 34            -0.43 

G261	 临床心血管病杂志				      836	 17	 -0.28 	 0.371 	 29            -0.29 

G293	 临床血液学杂志				      408	 31	 -0.65 	 0.329 	 33            -0.37 

G491	 岭南心血管病杂志				      161	 39	 -0.86 	 0.158 	4 0            -0.70 

G662	 内科急危重症杂志				      308	 34	 -0.73 	 0.279 	 36            -0.46

G523	 内科理论与实践				        34	4 0	 -0.97 	 0.171 	 39            -0.67 

G746	 实用肝脏病杂志				      312	 33	 -0.73 	 0.562 	 14              0.08 

G190	 世界华人消化杂志				    2480	   6	    1.15 	 0.547 	 17	 0.05 

G800	 胃肠病学					       619	 23	 -0.46 	 0.621 	 10              0.19 

G326	 胃肠病学和肝病学杂志				     580	 28	 -0.50 	 0.415 	 23            -0.20 

G083	 心肺血管病杂志				      246	 37	 -0.79 	 0.361 	 31            -0.31 

G419	 心血管病学进展				      585	 26	 -0.49 	 0.410 	 25            -0.21 

G260	 心脏杂志					       553	 29	 -0.52 	 0.406 	 26            -0.22 

G610	 胰腺病学					       268	 35	 -0.77 	 0.366 	 30            -0.30 

G234	 中国动脉硬化杂志				      934	 15	 -0.19 	 0.557 	 16	 0.07 

G267	 中国实用内科杂志				    2309	   7	   1.00 	 0.487 	 20            -0.06 

G211	 中国糖尿病杂志				    1567	 11	   0.36 	 0.570 	 13	 0.10

G380	 中国心血管杂志				      256	 36	 -0.78 	 0.225 	 37            -0.57 

G203	 中国心脏起搏与心电生理杂志			     657	 21	 -0.43 	 0.562 	 14	 0.08 

G633	 中国血液净化				      680	 19	 -0.41 	 0.546 	 18	 0.05 

G119	 中国循环杂志				      694	 18	 -0.40 	 0.406 	 26            -0.22 

G231	 中华肝脏病杂志				    3283	   4	   1.84 	 1.119 	   2	 1.15 

G235	 中华高血压杂志				    1168	 14	   0.01 	 0.730 	   8	 0.40 

G639	 中华老年多器官疾病杂志			     166	 38	 -0.86 	 0.207 	 38            -0.60 

G876	 中华老年心脑血管病杂志			     588	 24	 -0.49 	 0.442 	 21            -0.15 

G155	 中华内分泌代谢杂志				    1612	 10	   0.40 	 0.897 	   5	 0.73 

G156	 中华内科杂志				    3484	   3	   2.02 	 0.788 	   7	 0.52 

G161	 中华肾脏病杂志				    1643	   9	   0.42 	 1.068 	   3	 1.05 

G285	 中华消化内镜杂志				    1314	 13	   0.14 	 0.578 	 12	 0.11 

G168	 中华消化杂志				    2571	   5	   1.23 	 1.025 	   4	 0.97 

G892	 中华心率失常学杂志				      494	 30	 -0.57 	 0.657 	   9	 0.26 

G170	 中华心血管病杂志				4    186	   2	   2.63 	 1.375 	   1	 1.64 

G172	 中华血液学杂志				    1501	 12	   0.30 	 0.489 	 19            -0.06 

	 平均值					     1154			   0.520 		

以上数据摘自2009年版《中国科技期刊引证报告》(核心版). 科学技术文献出版社, 177-178.
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