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慢病毒表达载体的构建及沉默FOXQ1 基因在大肠癌细胞
系DLD-1中的表达

白 璇, 唐 慧, 郎丰超, 郭 强
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■背景资料
FOXQ1(forkhead 
box Q1)是一种转
录因子, 在大肠癌
组织中呈高表达, 
FOXQ1 基因的高
表达可促进大肠
癌肿瘤细胞的浸
润和转移. 
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Abstract
AIM: To construct lentiviral vectors to silence 
the expression of the FOXQ1 gene in colorectal 
cancer cell line DLD-1.

METHODS: According to the FOXQ1 gene se-
quence, three pairs of shRNAs were designed 
and synthesized, and then ligated to the lentivi-
ral PLKO.1 vector. After the resulting plasmids 
were transfected into STB13 competent cells and 
cultured on ampicillin resistant culture plates, 
single colonies were picked to prepare plasmid 
DNA. The plasmids were identified by enzyme 
digestion and DNA sequencing. The identified 
plasmids and auxiliary packaging plasmids 
including pRSV-rev, pMDlg-pRRE, pCMV-
VSV-G were jointly infected into 293-T cells by 
the calcium phosphate transfection method, and 
the lentivirus supernatants were obtained and 
used for infecting DLD-1 cells. After selection 
with puromycin, the FOXQ1-silenced cells were 
obtained. The efficiency of gene knockdown was 
then determined by real-time PCR and Western 
blot.

RESULTS: Enzyme digestion and DNA se-
quencing results showed that the shRNAs were 
successfully inserted into the PLKO.1 vector. Re-
combinant plasmids were transfected into 293-T 
cells and high-titer lentiviruses were formed. 
The lentiviruses was transduced into DLD-1 
cells. FOXQ1-silenced cells were obtained after 
selection. Real-time PCR data and Western blot 
showed that the highest inhibitory efficiency for 
FOXQ1 expression was approximately 90.4%.

CONCLUSION: FOXQ1-silenced cells have 
been successfully obtained by constructing a 
lentivirus interference system, which provide an 
experimental foundation for further study of the 
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■研发前沿
F O X ( f o r k h e a d 
box)转录因子家
族分子参与多种
生物学活性的调
控 ,  近 年 研 究 表
明 ,  作 为 家 族 成
员的FOXQ1 基因
在肿瘤发生发展
中发挥重要作用, 
但该基因在大肠
癌中的功能机制
尚未阐明.

function of the FOXQ1 gene in tumorigenesis.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 构建FOXQ1 基因shRNA慢病毒干扰系
统, 沉默FOXQ1 基因在大肠癌细胞系DLD-1
中的表达.

方法: 根据 FOXQ1 基因的序列, 设计合成3
对shRNA干扰序列, 退火后连接到载体质粒
PLKO.1-puro, 将重组质粒转化至STBl3感受
态中, 涂板培养挑取单菌落, 摇菌后小提质粒, 
选取酶切及测序鉴定正确的重组质粒去内毒
素大提, 将质粒与辅助包装质粒pRSV-rev、
pMDlg-pRRE和pCMV-VSV-G利用磷酸钙法
共转染293-T细胞, 收集病毒上清, 感染目的细
胞DLD-1, 嘌呤霉素筛选FOXQ1沉默细胞, 经
荧光定量PCR及Western blot检测干扰效果.

结果: 酶切及测序结果显示shRNA成功插入
载体PLKO.1-puro中, 共转染293-T细胞成功
获取病毒上清, 感染DLD1细胞, 经嘌呤霉素
筛选出F O X Q1 沉默细胞, 荧光定量P C R及
Western blot鉴定FOXQ1基因表达最高抑制率
为90.4%.

结论: 通过构建FOXQ1 基因shRNA慢病毒干
扰系统, 成功获取FOXQ1基因沉默细胞. 为后
续FOXQ1 基因在肿瘤发生发展的研究奠定实
验基础.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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沉默

核心提示: 研究FOXQ1 (forkhead box Q1)基因在

大肠癌肿瘤生成中的功能及其分子机制, 有望发

现FOXQ1 基因在大肠癌发生发展中涉及的相关

信号通路及其下游靶分子, 为人类大肠癌基因诊

治提供新思路.
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FOXQ1 基因在大肠癌细胞系DLD-1中的表达.  世界华人消
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0  引言

叉头框(fo rkhead, Fox)蛋白是一类转录因子

(transcontroliption factor, TF), 其家族成员众

多生物学功能广泛 ,  涉及胚胎发育、细胞周

期、糖类和脂类代谢、生物老化、免疫调节

等多种生物学过程, 且其突变和表达异常与发

育畸形、代谢性疾病以及肿瘤发生均有关 [1]. 
FOXQ1 (forkhead box Q1)基因属于Fox家族的

Q亚族, 近年研究发现FOXQ1基因在不同来源

肿瘤的发生发展中起着重要作用[2-6], 研究探讨

FOXQ1在肿瘤发生发展中的功能, 对未来人类

肿瘤的诊治具有深远意义. 核酸干扰(RNA infer-
ence, RNAi)是由双链RNA(double strand RNA, 
dsRNA)介导的、具有序列特异性的转录后基因

沉默现象, 其作用机制具有普遍性、特异性、

高效性、位置效应等特点[7]. 在沉默基因的表达

方面, 因为任何导致或者促进疾病发生的蛋白

质都容易受RNAi影响, 已被广泛应用于探索基

因功能和传染性疾病及恶性肿瘤的基因治疗领

域[8]. 本文通过构建FOXQ1基因shRNA慢病毒表

达载体, 并获得FOXQ1基因沉默细胞, 为进一步

研究FOXQ1在肿瘤发生发展中的功能奠定实验

基础.

1  材料和方法

1.1 材料 慢病毒表达载体质粒PLKO.1-puro, 包
装结构质粒 pRSV-rev、pMDlg-pRRE, 包膜蛋

白质粒pCMV-VSV-G以及STB13感受态细胞均

由中国科学院昆明动物研究所馈赠; shRNA由

上海生工生物工程有限公司合成; 293-T细胞及

大肠癌细胞系DLD-1均购自中国科学院细胞库; 
质粒小提试剂盒及无内毒素质粒大提试剂盒购

自北京天根生化科技有限公司; 限制性内切酶

AgeⅠ、EcoRⅠ、NcoⅠ、T4 DNA ligase购自

Takara公司; RPMI 1640培养基、DMEM培养基

及0.05%胰蛋白酶均购自Hyclone公司; 澳洲特

级胎牛血清及青霉素-链霉素溶液购自Bioind
公司; 2×HBS及25 mol/L CaCl2由中国科学院

昆明动物研究所馈赠并自行配制; 嘌呤霉素购

自Solarbio公司; Biozol Reagent购自Biomiga公
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■相关报道
Abba、Kaneda、
Myatt、郭强及唐
慧等分别研究了
FOXQ1在大肠癌
组织中的表达, 结
果表明FOXQ1 基
因在大肠癌组织
中高表达, 并与肿
瘤细胞的浸润和
转移密切相关.

司, GoScontroliptTM Reverse Transcontroliption 
System试剂盒购自Promega公司, SYBR Premix 
Ex TaqⅡ购自Takara公司; 鼠抗人FOXQ1抗体和

兔抗人β-actin抗体均购自Abcam公司; HRP-Goat 
Anti-Mouse IgG(H+L)与HRP-Goat Anti-Rabbit 
IgG(H+L)均购自Proteintech公司; Tween-20购
自Amresco; 疏水性PVDF转印膜购自Millipore
公司; 脱脂奶粉购自完达山公司; 细胞蛋白提取

液、蛋白酶抑制剂混合物Ⅲ型、SDS-PAGE凝
胶配制试剂盒及SDS蛋白上样缓冲液均购自武

汉博士德生物有限工程公司; BCA蛋白定量试

剂盒购自碧云天生物技术研究所;  SuperSignal 
West Pico HRP化学发光底物购自美国Pierce公
司; 预染蛋白Marker购自Thermo公司; 6孔细胞

培养板及10 cm2细胞培养皿购自BD falcon公司; 
病毒超滤离心管购自Millipore公司; 琼脂糖凝胶

成像及Western blot凝胶成像所用仪器为Chemi-
doc XRS化学发光成像系统; RNA浓度测定所用

仪器为NanoDrop; 实时定量PCR扩增仪为罗氏

LightCycler 480; 测序由上海生工生物工程有限

公司完成.
1.2 方法 
1.2.1 设计合成shRNA: 根据FOXQ1的mRNA全

序列, 得到s iRNA靶序列(表1), 设计合成两条

shRNA的模板单链, 包括AgeⅠ酶切位点, 19 nt
靶核苷酸序列, 茎环结构(CTCGAG), 靶序列互

补序列, RNA ployⅢ聚合酶转录终止点(TTTTT), 
EcoRⅠ酶切位点, 共设计3条干扰序列, 命名为

shRNA-A、shRNA-B和shRNA-C(表2). shRNA
序列由上海生工生物工程有限公司合成.
1 .2.2 设计合成RT-P C R引物 :  根据F O X Q1
的基因序列设计引物 ,  上游引物F O X Q1-F: 
5'-GGCAACGGGCTACAGCTTTA-3', 下游引

物FOXQ1-R: 5'-GGCACCCCACATACATAAT-
CAA-3'. GAPDH作为内参基因, 序列为: 上游

引物GAPDH-F: 5'-TGACTTCAACAGCGA-
CACCCA-3', 下游引物GAPDH-R: 5'-CACCCT-
GTTGCTGTAGCCAAA-3'. 引物由上海生工生

物工程有限公司合成.

1.2.3 慢病毒载体构建与鉴定: 将合成的shRNA
寡核苷酸定量混合, 退火后形成双链的shRNA, 
载体质粒PLKO.1-puro经限制性内切酶AgeⅠ和

EcoRⅠ双酶切后, 电泳, 切胶回收, 用T4 DNA 
ligase将shRNA与载体质粒PLKO.1-puro连接, 
形成重组质粒PLKO.1-FOXQ1-shRNA-A、

PLKO.1-FOXQ1-shRNA-B和PLKO.1-FOXQ1-
shRNA-C, 将各重组质粒转化至感受态STB13
中 ,  分别涂布于氨苄青霉素抗性L B平板中 , 
37 ℃培养14 h, 挑取单菌落PLKO.1-FOXQ1-
s h R N A-A、P L K O.1-F O X Q1-s h R N A-B和 
PLKO.1-FOXQ1-shRNA-C, 每组5个, 摇菌12 h, 
小提质粒, 送上海生工测序. 每组挑选一个序列

正确的重组质粒, 用去内毒素大提试剂盒提取

质粒, 测浓度, 限制性内切酶EcoRⅠ和NcoⅠ酶

切鉴定.
1.2.4 慢病毒的包装:  接种3×106个293-T细

胞于10 cm2培养皿中, 用DMEM完全培养基, 
5%CO2、37 ℃孵箱培养, 待24 h后细胞密度长

至50%-70%时转染, 利用磷酸钙转染法将重组

质粒PLKO.1-FOXQ1-shRNA与辅助包装质粒

pRSV-rev、pMDlg-pRRE和pCMV-VSV-G以8 μg
∶4 μg∶4 μg∶4 μg共转染293-T细胞, 转染6 h
后更换新鲜培养液, 转染48 h后分别收集病毒

上清培养液, 0.45 μm筛子过滤病毒液至超滤离

心管, 获得浓缩病毒液VshRNA-A、VshRNA-B
和VshRNA-C, 以相同的方法包装不含siRNA-
FOXQ1序列的空病毒载体为VshRNA-control, 
四组浓缩病毒液分装后保存于-80 ℃保存或直

接用于感染DLD1细胞.
1 . 2 . 5  感 染 D L D 1 细 胞 :  分为四个实验组 : 
(1)VshRNA-A; (2)VshRNA-B; (3)VshRNA-C; 
(4)VshRNA-mix, 第四组即前三组病毒按1∶
1∶1混合, 并同时设立一个对照组: VshRNA-
control. 接种DLD1细胞于6孔板, 每孔3×105个

细胞, 用1640完全培养液5%CO2、37 ℃孵箱培

养, 24 h后细胞密度长至50%-70%, 更换新鲜培

养液, 加入浓缩病毒液, 每组3孔, 病毒感染24 h
后用10 μg/mL的嘌呤霉素筛选细胞, 同时设置

阴性组(不加病毒不加嘌呤霉素, 单纯的DLD1细
胞), 阴性加药组(不加病毒加8 μg/mL嘌呤霉素,
用于观察阴性细胞死亡情况), 筛选3-5 d, 每2 d
更换培养液, 最终获得五株细胞: DshRNA-A、

DshRNA-B、DshRNA-C、DshRNA-mix和
DshRNA-control.
1.2.6 RT-P C R检测F O X Q1 基因相对表达量: 

     

表  1  FOXQ1 基因的siRNA靶序列

序列名称                 序列(5'→3')

siRNA-A CTCCATCAAACGTGCCTTA

siRNA-B GCTATTGACCGATGCTTCA

siRNA-C CTTGAAAGCAAGTGTGATT



白璇, 等. 慢病毒表达载体的构建及沉默FOXQ1基因在大肠癌细胞系DLD-1中的表达				              2755

2014-07-08|Volume 22|Issue 19|WCJD|www.wjgnet.com

■创新盘点
本文首次通过构
建FOXQ1慢病毒
表达载体获得大
肠癌FOXQ1 基因
沉默细胞系, RT-
P C R 及 We s t e r n 
blot证实FOXQ1 
mRNA及蛋白在
大 肠 癌 细 胞 系
DLD-1中的表达
显著降低.

DLD1细胞感染慢病毒72 h后, 弃去培养液, 用
Biozol Reagent试剂裂解以上5株细胞和DLD1
细胞, 提取细胞总RNA, 取2 μg RNA经Promega
逆转录试剂盒逆转录获得cDNA第一链, 取2 μL 
cDNA作为模板, 利用SYBR Green及实时定量

PCR扩增仪扩增FOXQ1基因, 收集荧光信号, 用
2-∆∆Ct法计算出FOXQ1基因在各组细胞中的相对

表达量.
1.2.7 Western blot分析FOXQ1蛋白质: DLD1细
胞感染慢病毒96 h后, 弃去培养液, 5组细胞各

用PBS洗1次, 加入150 μL细胞裂解液, 并快速

将裂解的细胞刮离皿底壁, 4 ℃下继续裂解30 
min, 收集蛋白至1.5 mL离心管中, 12000 r/min
离心15 min, 吸取上清液, 利用BCA法蛋白浓

度检测试剂盒进行蛋白定量后, 加入等体积的

上样缓冲液煮沸5 min. 以每孔20 μg的蛋白量

进行10%SDS-PAGE电泳, 将蛋白电转至PVDF
膜上, 5%脱脂奶粉封闭1 h后, 分别加入FOXQ1
和b-actin一抗摇床4 ℃孵育过夜, TBST液洗膜

3-5次后, 分别以辣根过氧化物酶标记的山羊抗

鼠IgG-HRP及辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔

IgG-HRP为二抗, 室温摇床孵育1 h, 经TBST液洗

膜30 min, 表面滴加SuperSignal West Pico HRP
化学发光底物, 于Chemidoc XRS化学发光成像

系统中曝光显影.
统计学处理 实验所得数据采用mean±SD

表示 ,  各组之间的比较采用单因素方差分析

(ANOVA)进行组间差异显著性检验, 以P <0.05
为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 重组质粒PLKO.1-FOXQ1-shRNA测序鉴定 
将选取的15个样本送至上海生工生物工程有限

公司测序, 检测载体插入位点外源的shRNA是

否正确插入, 将测序得到插入位点核酸序列与

前期设计的shRNA对比, 结果显示3个实验组

PLKO.1-FOXQ1-shRNA-A, PLKO.1-FOXQ1-
shRNA-B, PLKO.1-FOXQ1-shRNA-C准确率分

别为2/5, 3/5, 2/5(图1), 双链shRNA已正确插入

慢病毒表达载体中.
2.2 重组质粒PLKO.1-FOXQ1-shRNA电泳检测

及双酶切鉴定 将测序正确的3个重组慢病毒表

达载体去内毒素大提, 经电泳, 可见一>5000 bp
的条带, 与预期的7000 bp相符, 经EcoRⅠ和Nco
Ⅰ双酶切后, 可见大小约为5000和2000 bp的两

条带, 均与预期相符(图2). 
2.3 RT-PCR检测FOXQ1 基因相对表达量 结果

显示, 各组FOXQ1基因shRNA慢病毒感染DLD1
细胞, FOXQ1基因的表达量均有降低(图3), 与

     

表  2  FOXQ1 基因的shRNA序列

名称 AgeⅠ 正义链 Loop 反义链 终止子 EcoRⅠ

shRNA-A 5'-CCGG CTCCATCAAACGTGCCTTA CTCGAG TAAGGCACGTTTGATGGAG TTTTT G-3'
3'- GAGGTAGTTTGCACGGAAT GAGCTC ATTCCGTGCAAACTACCTC AAAAA CTTAA-5'

shRNA-B 5'-CCGG GCTATTGACCGATGCTTCA CTCGAG TGAAGCATCGGTCAATAGC TTTTT G-3'
3'- CGATAACTGGCTACGAAGT GAGCTC ACTTCGTAGCCAGTTATCG AAAAA CTTAA-5'

shRNA-C 5'-CCGGT CTTGAAAGCAAGTGTGATT CTCGAG AATCACACTTGCTTTCAAG TTTTT G-3'
3'-AA GAACTTTCGTTCACACTAA GAGCTC TTAGTGTGAACGAAAGTTC AAAAA CTTAA-5'

图  1  重组质粒PLKO.1-FOXQ1-shRNA测序结果. A: PLKO.1-

FOXQ1-shRNA-A; B: PLKO.1-FOXQ1-shRNA-B; C: 

PLKO.1-FOXQ1-shRNA-C.

A

B
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1       2       3      4       5       6      7      8
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1000
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图  2  重组质粒电泳及双酶切鉴定电泳. 1: DL2000; 2: 

PLKO.1-FOXQ1-shRNA-A; 3: PLKO.1-FOXQ1-shR-

NA-A双酶切; 4: PLKO.1-FOXQ1-shRNA-B; 5: PLKO.1-

FOXQ1-shRNA-B双酶切; 6: PLKO.1-FOXQ1-shRNA-C; 

7: PLKO.1-FOXQ1-shRNA-C双酶切; 8: DL5000.

bp bp



2756               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2014年7月8日    第22卷   第19期 

2014-07-08|Volume 22|Issue 19|WCJD|www.wjgnet.com

DshRNA-control组细胞相比, DshRNA-A、 
DshRNA-B、DshRNA-C和DshRNA-mix组细

胞FOXQ1表达抑制率分别约为39.7%(P <0.01), 
59.6%(P <0.01), 90.4%(P <0.01), 70.5%(P <0.01). 
可见shRNA-C干扰片段对FOXQ1基因表达抑制

效果最为明显. 说明实验中设计的慢病毒携带

shRNA干扰片段能有效抑制FOXQ1基因在大肠

癌细胞系DLD1中的表达, 并且shRNA-C干扰片

段对FOXQ1基因表达抑制效果最为显著.
2.4 Western blot分析FOXQ1蛋白质 结果显示, 与
DshRNA-control组细胞相比, 各组FOXQ1基因

shRNA慢病毒感染DLD1细胞, FOXQ1蛋白表达

均降低(图4), 其中shRNA-C干扰片段对FOXQ1
蛋白表达抑制效果最为明显 .  说明实验中设

计的慢病毒携带shRNA干扰片段能有效抑制

FOXQ1基因和蛋白质在大肠癌细胞系DLD1中
FOXQ1蛋白的表达.

3  讨论

结直肠癌(colorectal cancer, CRC)是我国发病

率最高的三大肿瘤之一, 并且每年以4.2%的速

度增长, 远超2%的国际增长水平[9]. 人FOXQ1
基因定位于人体6号染色体短臂25.3区(6p25.3), 
全长2319 bp, 仅含1个外显子, 编码403个氨基 
酸[10], 其功能可以稳定结合靶基因启动子区域

的GC盒等核心元件, 控制基因转录活性而发挥

生物效应[11]. 近年研究证实FOXQ1 mRNA在大

肠癌中呈高表达, 同时FOXQ1的高表达能增强

大肠癌肿瘤细胞的转移和浸润[3,5]. 我们的前期

研究表明, FOXQ1 mRNA和蛋白质的表达水平

随着大肠腺瘤→大肠腺癌这一病理进程逐步升

高[6,12], 同时FOXQ1基因在大肠腺瘤癌变过程中, 
在包括表皮生长因子受体(epithelial growth fac-
tor receptor, EGFR)信号通路在内的众多信号通

路中发挥一定作用[13,14]. 为进一步研究FOXQ1基
因在大肠癌发生发展中的功能, 本文通过构建

FOXQ1基因shRNA慢病毒表达载体, 沉默大肠

癌细胞DLD1中FOXQ1基因的表达, 建立稳定的

FOXQ1基因沉默细胞, 为下一步开展体内外实

验奠定实验基础.
RNAi技术近年发展突飞猛进, 成为基因组

学和蛋白组学研究的主要手段之一, 在人类基

因功能、信号转导和基因诊断治疗研究方面显

示出巨大的前景. 慢病毒载体因其转染效率高, 
可以感染分裂期细胞和非分裂期细胞, 免疫反

应小, 无复制能力, 可转移基因片段较大, 目的

基因与宿主基因组整合, 实现目的基因的较长

时间表达等优点, 成为基因功能研究和基因治

疗的有力手段[15,16]. 以HIV-1来源为代表的慢病

毒载体由载体成分和包装成分组成. 载体成分

含有包装、逆转录和整合所需的顺式作用元件, 
同时具有异源启动子控制下的多克隆位点,以及

插入的外源目的基因. 包装成分含有编码产生病

毒颗粒所必需的蛋白的结构基因[8]. 本文用VSV-G
代替HIV-I的包膜蛋白使病毒感染细胞能力增强, 
四质粒共转染293T细胞, 可获得高滴度、高感

染力而不能复制的安全性慢病毒载体[15]. shRNA
是包括两个短反向重复序列的RNA序列, 他可

以克隆到表达载体并表达短的siRNA的DNA分

子. 利用慢病毒构建的shRNA载体, 可以在感

染后整合到受感染细胞的基因组, 进行长时间

地稳定表达, 具有高效、稳定、特异性强等特 
点[17,18].

本实验针对F O X Q1 基因设计干扰片段

shRNA, 利用慢病毒携带shRNA感染人大肠癌

细胞DLD1, 并将目的基因整合到细胞的基因

组中, 高效、稳定、持续地产生s iRNA特异性

地抑制F O X Q1 基因的表达. 三组干扰片段是

针对FOXQ1基因的不同位点设计的, 通过RT-

■应用要点
本文成功构建了
大肠癌FOXQ1 沉
默细胞, 为后续进
行体内外实验, 研
究FOXQ1 基因在
大肠癌发生发展
中的功能、分子
机制等奠定实验
基础.
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图  3  RT-PCR检测FOXQ1基因mRNA相对表达量. 1: DshRNA-

control; 2: DshRNA-A; 3: DshRNA-B; 4: DshRNA-C; 5: 

DshRNA-mix. bP<0.01.
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图  4  Western blot检测FOXQ1 基因蛋白相对表达量. 1: 

DshRNA-control; 2: DshRNA-A; 3: DshRNA-B; 4: DshR-

NA-C; 5: DshRNA-mix.
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PCR及Western blot检测FOXQ1基因干扰效果, 
shRNA-C组抑制效率最高, 达90.4%. 为后续今

后深入研究FOXQ1基因在结直肠肿瘤发生发展

中的作用机制奠定了良好的实验基础.
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