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Abstract
AIM: To construct a eukaryotic expression vector 
containing short hairpin RNA (shRNA) target-
ing the maspin gene. 

METHODS: A shRNA targeting the maspin gene 
was ligated to the pGenesil-1.1 plasmid express-
ing green fluorescent protein. Recombinant 
maspin/pGenesil positive plasmid and YX/
pGenesil negative plasmid were constructed. Af-
ter recombinant plasmids were transfected into 
MKN-28 cells, RT-PCR and Western blot were 
performed to detect maspin mRNA and protein 
expression, respectively. 

RESULTS: The recombinant plasmids were 
validated by gel electrophoresis and DNA 
sequence analysis. RT-PCR and Western blot 
analyses indicated that after successful transfec-
tion, both maspin mRNA and protein expression 
in the maspin/pGenesil group was dramatically 
down-regulated, compared with that in the YX/
pGenesil group (0.127 ± 0.02 vs 0.510 ± 0.01, P < 
0.05; 0.24 ± 0.10 vs 0.65 ± 0.09, P < 0.05). 

CONCLUSION: The maspin shRNA recombi-
nant plasmid has been constructed successfully. 
Transfection with the maspin shRNA recom-
binant plasmid could inhibit the expression of 
maspin mRNA and protein effectively in human 
gastric cancer cell line MKN-28. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.
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摘要
目的: 构建maspin基因shRNA真核表达载体, 为
进一步研究maspin基因在胃癌细胞株MKN-28
生长、浸润、转移中的作用奠定基础. 

方法: 设计合成针对masp in 基因的shRNA
与表达绿色荧光蛋白的pGenesi l-1.1质粒连
接 ,  构建的重组质粒分别命名为阳性质粒
maspin/pGenesil和阴性质粒YX/pGenesil. 
分别用RT-PCR和Western blot检测转染重组
质粒前后胃癌细胞株MKN-28 maspin的表
达变化. 

结果: 通过凝胶电泳和DNA测序分析, 成功
构建针对maspin特异性shRNA真核表达质
粒maspin/pGenesil及YX/pGenesil. RT-PCR
与Western blot检测发现转染成功后maspin/
pGenesil组比YX/pGenesil组maspin mRNA的

■背景资料
Maspin是新发现
的一种丝氨酸蛋
白酶抑制剂, 可诱
导多种肿瘤细胞
出现凋亡、抑制
血管形成、促进
细胞与基底膜及
细胞外基质黏附, 
但有关maspin与
胃癌的关系, 国内
外少有报道, 本实
验拟构建maspin/
pGenesil-1.1表达
载体沉默maspin
的表达, 为后续进
一步研究maspin
基因在胃癌细胞
生长、浸润、转
移中的作用奠定
基础. 
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表达显著下降(0.127±0.02 vs  0.510±0.01, 
P <0.05); maspin/pGenesil组比YX/pGenesil组
maspin蛋白表达也显著下降(0.24±0.10 vs  
0.65±0.09, P <0.05). 

结论: 成功构建了重组质粒maspin/pGenesil, 
经转染能有效抑制人胃癌细胞株M K N-28 
maspin基因的表达. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.
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核心提示: 根据shRNA设计原则, 设计针对maspin
基因编码区的RNA干扰靶位点, 构建了2个RNAi
质粒表达载体即: maspin/pGenesil(阳性对照)、
YX/pGenesil(阴性对照). 最后, 通过RT-PCR与

Western blot检测发现阳性质粒转染成功后可显

著下调胃癌细胞株maspin的表达. 
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0  引言

Maspin是使用减数杂交和差异显示技术通过对

正常乳腺上皮与乳腺癌进行比较研究时得到的

一种肿瘤抑制基因, 他是丝氨酸蛋白酶抑制剂

超家族成员之一, 参与细胞外基质降解[1]. 在体

外, 前列腺癌与乳腺癌细胞株中, maspin显示出

抑制肿瘤细胞侵袭与运动的能力, 在动物模型

中降低癌细胞株转移的能力[2]. 然而AbdE1-Wa-
hed等[3]在研究卵巢肿瘤时发现卵巢良性上皮肿

瘤与正常卵巢表面上皮均无maspin表达, 却在

卵巢恶性肿瘤中过表达. 在胆囊癌[4]、胰腺癌、

结直肠癌[5]及甲状腺癌[6]中也发现maspin表达

上调,  这两种截然相反的现象使人们开始质疑

其是否为一种抑癌基因. 为此本课题组前期采

用了基因重组的方法, 构建maspin/PCR2.1重组

质粒转染至胃癌细胞株, 曾探索上调maspin的
表达对胃癌细胞凋亡的影响[7], 证实了maspin
基因与胃癌细胞凋亡密切相关, 上调maspin的
表达能够提高胃癌细胞对凋亡刺激信号的敏感

性, 诱导胃癌细胞发生凋亡, 但是该基因在胃癌

发生、浸润、转移中的作用究竟如何, 有待通

过实验进一步证实. 为此, 本实验拟构建针对

maspin基因shRNA真核表达载体, 转染胃癌细

胞株MKN-28, 为进一步研究maspin基因在胃癌

细胞株MKN-28生长、浸润、转移中的作用奠

定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌细胞株MKN-28细胞, 本实验室保

存, 真核表达质粒载体pGenesil-1.1、大肠杆菌

DH5α购自武汉晶赛生物技术有限公司; 各工具

酶购自TaKaRa公司. RT-PCR及TRIzol试剂、阳

离子脂质体LipofectamineTM2000购自Invitrogen
公司; PVDF膜是Whatman公司的产品; 兔抗人

maspin多克隆抗体购自Abzoom公司; 小鼠抗人

GAPDH多克隆抗体购自武汉博士德生物工程

有限公司; 无内毒素质粒中量抽提试剂盒购自

Omega公司; 小规模质粒纯化试剂盒为中鼎生物

技术有限公司产品. 
1.2 方法

1.2.1 maspin短发夹RNA(short hairpin RNA, 
shRNA)的设计与构建: 根据shRNA设计原则, 
在GenBank中查阅人源maspin基因序列(GI: 
453368), 设计针对maspin基因编码区的RNA
干扰(RNA interference, RNAi)靶位点1个, 为: 
1012-1031: 5'-GTGGCCCTATCAAATGTTA-3'. 
阴性对照为已明确的不针对任何人m R N A
的RNAi靶位点, 其序列为: 5'-GACTTCATA-
AGGCGCATGC-3'. 为此, 共构建了2个RNAi
质粒表达载体即: maspin/pGenesil、YX/pGen-
esil. 两个基因片段均由武汉晶赛生物技术有限

公司合成(表1). 各用25 μL退火缓冲液溶解上

述合成1 A单链目的基因片段. 然后各取单链目

的基因片段正链和负链, 分别为2 μL和16 μL, 
退火缓冲液混匀. 经95 ℃水浴退火5 min, 自然

冷却至37 ℃ 1 h. 用Eco 31Ⅰ限制性内切酶酶

切质粒载体pGenesil-1.1, 使之线性化. 接着使

用T4 DNA连接酶将准备好的目的基因片段连

接到线性化质粒载体pGenesil-1.1, 22 ℃水浴

过夜, 构建shRNA maspin/pGenesi l-1.1重组

质粒, 转化入处于感受态大肠杆菌D H5α, 随
后接种在含卡那霉素罗氏培养基的培养皿中, 
37 ℃过夜. 
1.2.2 shRNA maspin/pGenesil-1.1表达载体的鉴

定: 将提取的重组质粒经SalⅠ酶切后进行琼脂

糖凝胶电泳, 判断酶切产物大小; 并将含重组质

粒的菌液送武汉晶赛生物技术有限公司测序, 
以鉴定重组质粒是否构建成功. 
1.2.3 shRNA maspin/pGenesil-1.1转染MKN-28
细胞: 使用阳离子脂质体LipofectamineTM2000

■研发前沿
Maspin 基因在多
种肿瘤中表现出
抑癌活性, 而在有
些 肿 瘤 ,  如 卵 巢
癌中则相反, 这个
矛盾的结果还没
有得到合理的解
释 ,  人 们 开 始 对
maspin 基因是否
是抑癌基因提出
了质疑. 目前需要
研究的是maspin
基因是通过怎样
的途径在肿瘤细
胞中发挥作用的. 
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进行转染, 按照脂质体说明书操作. 将表达质粒

maspin/pGenesil、YX/pGenesil及空载体分别转

染MKN-28细胞, 并用400 μg/mL G418抗性筛选. 
1.2.4 计算转染率: 取转染后的细胞常规铺片, 置
于荧光显微镜下观察并计算转染率, 转染效率 = 
(发出绿色荧光的细胞数/可见光下总细胞数)×
100%. 
1.2.5 RT-PCR检测转染细胞maspin在转录水平的

表达: 用TRIzol提取细胞总RNA, 10×RT Buffer 
1 μL, RNase Free H2O 3.75 μL, dNTP Mixture(各
10 mmol/L 1 μL, RNase inhibitor 0.25 μL, AMV 
reverse transcriptase 0.5 μL, Oligo dT-Adaptor 
Primer 0.5 μL, 总RNA 1 μL, 共10 μL反应体系. 
30 ℃ 10 min, 42 ℃ 20 min, 99 ℃ 5 min, 5 ℃ 5 
min进行反转录反应, 所得产物用于PCR扩增. 瞬
时离心3-5 s, 混匀后maspin与GAPDH(内参)按下

列条件进行PCR反应: 94 ℃ 2 min, 94 ℃ 30 s、
55 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s, 35个循环, 72 ℃ 5 min. 
PCR结束后各取5 μL反应液1%琼脂糖凝胶电

泳, 经Bio-Rad凝胶成像系统采集图像、保存, 用
Quantity One 4.5.0软件进行分析, 将各目的基因

与GAPDH灰度值的比值作为其mRNA表达量, 
每样本重复3次. maspin与GAPDH的RT-PCR引
物序列如表2, 引物由上海生工生物工程技术服

务有限公司合成. 
1.2.6 Western blot检测转染细胞maspin蛋白表达: 
收集实验组和对照组的细胞1×106个, 提取蛋

白, 每空80 μg上样量, 10%聚丙烯酰胺凝胶电泳, 
电转印蛋白质, 免疫反应时加入5%蛋白封闭液

稀释的HRP标记的羊抗鼠或者羊抗兔二抗体(工
作浓度1∶1000), 室温下在摇床上振摇60 min. 
最后进行化学发光, 在BIO-RAD成像仪上进行

图像采集、保存, 并用Quantity One 4.5.0软件分

析, 将各目的基因与GAPDH灰度值的比值作为

其蛋白表达量, 每样本重复3次. 
统计学处理 使用SPSS11.5统计学软件进行

统计分析. 数据以mean±SD表示, 两两之间比较

采用t检验, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 重组质粒鉴定及转染率检测 在本研究中插

入的目的基因片段里, 设计了一个SalⅠ的酶切

位点, 而质粒pGenesil-1.1本来就有一个SalⅠ酶

切位点, 如插入正确, 质粒就能被SalⅠ酶切出一

条长约916 bp的DNA片段. 经限制性内切酶Sal
Ⅰ酶切鉴定分析: 重组质粒maspin/pGenesil与
YX/pGenesil符合设计要求(图1A). 测序结果也

证实设计基因序列正确插入质粒中, 成功构建

重组质粒. 重组质粒maspin/pGenesil与YX/pGen-
esi l在脂质体介导下转染胃癌细胞株MKN-28. 
在转染后约6-12 h, 倒置荧光显微镜下即可观察

到MKN-28细胞株内出现绿色荧光, 在48 h时荧

光强度达到最强, 其转染效率约65%(图1B, C). 
2.2 RT-PCR检测转染重组质粒对maspin转录水

平表达的影响 实验组maspin/pGenesil与对照组

[阴性对照YX/pGenesil、空白对照(仅加入脂质

体)]细胞相比, 对照组细胞maspin mRNA表达明

显较阴性对照和空白对照组减弱(P  = 0.0001), 

■相关报道
Maspin 基因在体
外 ,  前 列 腺 癌 与
乳腺癌细胞株中, 
maspin显示出抑
制肿瘤细胞侵袭
与运动的能力, 在
动物模型中降低
癌细胞株转移的
能力, 但在卵巢肿
瘤中发现卵巢良
性上皮肿瘤与正
常卵巢表面上皮
均无maspin表达, 
却在卵巢恶性肿
瘤中过表达. 
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表  1  maspin shRNA的序列及结构

     shRNA 序列及结构

maspin/pGenesil 5'-CACC GTGGCCCTATCAAATGTTA TTCAAGACG TAACATTTGATAGGGCCAC TTTTTT G-3'

5'- AGCTCAAAAAA GTGGCCCTATCAAATGTTA CGTCTTGAA TAACATTTGATAGGGCCAC-3'

YX/pGenesil 5'-CACCGACTTCATAAGGCGCATGCTTCAAGACGGCATGCGCCTTATGAAGTC TTTTTT G-3'

5'-AGCTCAAAAAAGACTTCATAAGGCGCATGC CGTCTTGAAGCATGCGCCTTATGAAGTC

CACC: 人工插入序列; TTTTTT和AAAAAA: 终止序列; TTCAAGACG和CGTCTTGAA: 茎环; AGCTC: SalⅠ酶切位点.

表  2  合成的引物序列

     名称                      引物序列 大小(bp)

maspin 5'-CTCCAGGCCCGCAATGGAT-3'   1240 

5'-GGGCTATGCCAC TAAGGAG-3'

GAPDH 5'-CCATGGAGAAGGCTGGGG-3'     208

5'-CAAAGTTGTCATGGATGA-3'
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■创新盘点
我们通过构建针
对maspin 基因的
s h R N A 表 达 载
体, 利用特异、高
效、快捷的RNA
干扰技术, 沉默胃
癌细胞maspin 基
因, 为进一步研究
maspin在胃癌细
胞中的功能奠定
基础. 

而阴性对照组与空白对照组之间的差异无统计

学意义(P  = 0.334)(表3, 图2). 
2.3 Western blot检测转染重组质粒对maspin蛋

白表达的影响 内参GAPDH条带粗细亮度基本

一致, 没有显著差别(P  = 0.52), 说明蛋白上样量

一致(三组细胞的maspin蛋白的表达情况如图3). 
实验组与对照组相比, 实验组maspin蛋白表达明

显低于阴性对照和空白对照组(表4), 其差异有

统计学意义(P  = 0.0001), 而阴性对照组与空白

对照组之间的差异无统计学意义(P  = 0.52), 说
明转染重组质粒maspin/pGenesil组的maspin蛋
白表达受到抑制. 

3  讨论

恶性肿瘤是严重危害人类健康的疾病. 我国每

年约新增312万例恶性肿瘤患者, 因癌死亡超过

200万例. 胃癌是最常见的恶性肿瘤之一, 在消

化系统中占第一位, 多种癌基因和抑癌基因的

异常与胃癌的发生发展密切相关, 因此研究与

胃癌密切相关的基因十分必要. 
maspin基因于1994年首次发现, 该基因定

位于染色体18q21.3-q23, 编码一种42 kDa的蛋

白质[6,8], 有研究表明maspin可诱导细胞凋亡、

抑制血管形成、促进细胞与基底膜及细胞外基

质黏附[9-13], 可用于胆管癌的预后判断及化疗效

果判断[14]. 目前国内外关于maspin生物学功能的

研究还处在初始阶段, maspin shRNA对胃癌细

胞的影响未见报道. RNA干扰(RNA interference, 
RNAi)是近年发展起来的一种新技术, 是一种由

双链RNA(double-stranded RNA, dsRNA)诱发的

特定基因沉默技术, 在此过程中, 与双链RNA有

同源序列的mRNA被降解, 从而达到沉默该基

因表达的目的. 由于其导致的基因沉默发生在

转录后水平, 故又被称为转录后基因沉默(post-
transcriptional gene silencing, PTGS)[15,16]. RNAi
技术作为一种能使生物体特定基因沉默的新方

法, 其出现为基因功能研究提供了新的方法[17,18]. 
RNAi现象在多种生物中存在, 如: 植物[19]、线虫
[20,21]以及果蝇[22-25]等. 1999年Tuschl等[26]报道在

哺乳动物中也存在RNAi现象. 2001年, Elbashir
等[27]应用RNAi技术成功地在哺乳动物细胞中

诱导了基因沉默现象. Meng等 [28]利用小干扰
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图   1   重 组 质 粒S a l Ⅰ 酶 切 电 泳 图 及 荧 光 显 微 镜 观 察
MKN-28细胞转染maspin/pGenesil的效率. A: 重组质粒

Sal Ⅰ酶切电泳图. 1: maspin/pGenesil; 2: YX/pGenesil; 3: 

DL2000 Marker; B: MKN-28细胞转染maspin/pGenesil 24 h; 

C: MKN-28细胞转染maspin/pGenesil 48 h.
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图  2  转染重组质粒的MKN-28细胞maspin mRNA的表达. 
1: Lipofectamine group; 2: YX/pGenesil; 3: maspin/pGenesil; 4: 

DL2000 Marker. 

maspin(42 kDa)

GAPDH(38 kDa)
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图  3  转染重组质粒的MKN-28细胞maspin mRNA的表达. 
1: maspin/pGenesil ; 2: Lipofectamine group; 3: YX/pGenesil. 
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RNA(small interference RNA, siRNA)沉默胃癌

细胞株SGC-7901中Raf-1基因后Raf-1蛋白水平

明显下降, 两个血管生长促进因子: 血管内皮细

胞生长因子(vascular endothelial cell growth fac-
tor, VEGF)和低氧诱导因子-1(hypoxia inducible 
factor-1, HIF-1)表达也下调. Jinawath等[29]研究发

现, 将核仁蛋白NOL8特异性siRNA转染ST-4、
TMK-1和MKN45三种不同的胃癌细胞株, 可以

有效地降低该基因的表达, 并能诱导这些细胞

凋亡. 
实施R N A干扰目前可以采用: (1)体外转

录法; (2)载体表达法 ,  将D N A模板导入到细

胞内后通过转录的方式再产生dsRNA[30]; (3)
化学合成法, 人工制备s iRNA, 然后导入细胞

内. 本实验根据s iRNA载体表达法的原理, 构
建针对maspin基因的shRNA重组质粒maspin/
pGenesil, 将其转染入胃癌细胞株MKN-28中. 
当针对maspin基因的shRNA模板进入细胞内

以后, 通过转录的方式产生dsRNA. 所产生的

dsRNA被一种双链RNA特异性的核酸内切酶

(dsRNA-specific endonuclease, Dicer)识别, 切
割成21-23个核苷酸的s iRNA片段 [31]. 这些片

段随后与该核酸酶的dsRNA结构域结合, 并且

作为模板识别目的基因maspin  mRNA. 识别之

后, maspin mRNA与dsRNA的有义链发生链互

换, 原先dsRNA中的有义链被maspin mRNA代

替, 从Dicer酶-dsRNA复合物中释放出来, 而
maspin mRNA则处于原先的有义链所处的位

置. 随之, 形成RNA诱导的沉默复合物(RNA-

induced silencing complex, RISC), 继而RISC特
异性地对目的基因maspin  mRNA进行切割, 使
maspin mRNA分子失去编码蛋白质的功能, 从
而使maspin基因沉默, 产生RNA干扰现象. 由
此, 我们采用RT-PCR和Western blot分别在转

录及蛋白水平检测maspin基因表达的时候, 发
现maspin/pGenesil组都显著低于YX/pGenesil
组 .  由于真核表达质粒携带有绿色荧光蛋白

基因, 在荧光显微镜下可以观察到含有shRNA 
maspin/pGenesil的细胞, 从而计算转染效率. 

总之, 在本实验中我们成功构建了maspin/
pGenesil、YX/pGenesil重组质粒, 转染胃癌细

胞株MKN-28后, maspin表达下调, 取得了沉默

maspin表达的效果, 为深入研究maspin基因在胃

癌细胞株MKN-28生长、浸润、转移中的作用

奠定了基础. 
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■名词解释
shRNA: 是short 
hairpin RNA 的缩
写, 翻译为“短发
夹RNA”, shRNA
包括两个短反向
重复序列, 随后再
连上5-6个T作为
RNA聚合酶Ⅲ的
转录终止子. 
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■同行评价
本 实 验 选 题 新
颖、设计合理, 所
得数据客观可信, 
具有明显的临床
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