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基于 Smad 7 基因为靶序列的 RNA 干涉作用研究
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　　[摘 　要 ] 　为了探讨小干涉 RNA (siRNA)对靶基因 S m ad 7 mRNA 表达的阻断作用 ,采用体外转录方法制备

S m ad 7 基因的小干涉 RNAs(siRNAs) ,用脂质体介导瞬时转染 BERP35 T22 肺癌细胞系 ,并采用 Northern blot 杂交

检测靶基因 mRNA 的表达丰度。结果表明 ,根据 S m ad 7 编码区序列在体外成功地制备了针对 2 个不同靶序列的

siRNAs;Northern blot 杂交显示 ,在转染 siRNA 的 BERP35 T22 细胞中 ,不管是内源性的还是外源性的 , S m ad 7

mRNA 的表达丰度均明显下降。说明 S m ad 7 基因编码区中 542563 bp 及 701722 bp 2 个区域均是 siRNA 作用的

有效靶序列 ,本研究设计并制备的 siRNAs 能有效抑制 S m ad 7 基因的表达。
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　　RNA 干涉 ( RNA interference ,RNAi) 是利用一

些小的双链 RNA (double2st randed RNA ,dsRNA) 来

高效、特异地阻断细胞内特定基因的表达 ,从而诱使

细胞表现出某种特定基因的缺失表型。以前 ,最有

效的阻断基因表达策略是基因敲除 ,但这一策略不

仅技术复杂 ,实验环境要求高 ,而且投资巨大、耗费

时间。反义策略包括反义 RNA 技术和反义寡核苷

酸技术 ,虽然技术简单 ,但效果并不理想。与此相

比 ,RNAi 策略则具有明显的优势。RNAi 技术能够

迅速、有效地抑制某个基因的表达 ,被认为是能有效

代替基因敲除的遗传工具。此外 , RNAi 技术较传

统的转染实验简单、快速、重复性好 ,克服了转染实

验中重组蛋白特异性聚集和转染效率不高的缺点。

目前 ,RNAi 技术在功能基因组学、细胞信号转导通

路的研究及肿瘤的基因治疗等方面显示了巨大的应

用潜力。 S m ad 7 是 Smads 蛋白家族的抑制性

Smads 之一 ,可抑制 TGF2β信号的转导通路。既往

的研究发现[1 ] ,在发生恶性转化的人支气管上皮细

胞系 BERP35 T22 中 , S m ad 7 表达高于人永生化支

气管上皮细胞系 BEP2D。过表达的 S m ad 7 通过

负调控 TGF2β介导的抗增殖基因应答 ,降低 TGF2β
对细胞的生长抑制作用 ,从而促进细胞的生长增殖 ,

使细胞进一步向恶性化方向发展。但是这种异常表

达是否可以被小干涉 RNA ( small interfering RNA ,

siRNA)有效抑制 ,尚有待试验证实。本研究旨在采

用 siRNA 技术 ,探索其对 S m ad 7 基因表达的调控

以及 S m ad 7 基因中 siRNA 作用的有效靶序列 ,为

进一步研究 S m ad 7 基因在肺癌发生和发展中的作

用机制提供信息。

1 　材料与方法

1. 1 　材 　料

1. 1. 1 　细胞来源 　人永生化支气管上皮细胞

BEP2D 由美国国立卫生研究院 (N IH) Harris C C 教

授馈赠 ;BERP35 T22 细胞为 1. 5 Gyα粒子照射后发

生恶性转化的 35 代 BEP2D 细胞[2 ] 。

1. 1. 2 　试 　剂 　Silencer TM siRNA Construction Kit

(Ambion Inc ,USA) ; PGEM2Teasy 载体连接试剂盒

( Promega ,USA) ;pCI. neo 真核表达载体 ( Promega ,

USA) ; EcoR Ⅰ限制性内切酶 ( Takara ,大连) ;L HC28

无血清培养液 (Biofluids Inc ,USA) ;Lipofectin 试剂

( Invit rogin ,USA) ; Trizol 试剂 ( Gibco ,USA) ; Prime2
a2Gene Labeling System ( Promega ,USA) 。

1. 2 　方 　法

1. 2. 1 　siRNA 寡核苷酸模板的设计 　参考Elbashir

等[3 ]提供的方案进行小干涉 RNAs(small interfering
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RNAs , siRNAs) 的设计 :在靶 mRNA 中寻找具有

AA 二核苷酸 (nucleotide ,nt) 的序列。从 AU G起始

密码子开始 ,扫描靶序列寻找 AA 位点 ,记录 AA 和

下游的 19 个核苷酸 ,其 GC 含量低于 50 % ,同源性

比较排除与其他基因有显著同源性的任何序列。正

义和反义寡核苷酸模板的 3′末端引入 T7 启动子序

列。

1. 2. 2 　siRNA 寡核苷酸模板的合成 　所设计的

S m ad 7 基因的 siRNA 寡核苷酸模板由北京奥科生

物技术有限责任公司合成。542 siRNA ( S m ad 7 基

因编码区中 542563 bp 的一段序列为其靶序列) 寡

核苷酸模板正义和反义序列分别为 : 5′AA G GTT

GA T CTT CCC GTA A GA CCT GTC TC 3′, 5′

AA T CTT ACG GGA A GA TCA ACC CCT GTC

TC 3′; 701 siRNA ( S m ad 7 基因编码区中 701722

bp 的一段序列为其靶序列) 寡核苷酸模板正义和反

义序列分别为 :5′AA G A TA A TT CGT TCC CCC

TGT CCT GTC TC 3′, 5′AAA CA G GGG GAA

CGA A TT A TC CCT GTC TC 3′。

1. 2. 3 　siRNA 的体外转录 　在 2 个独立反应中 ,正

义与反义 siRNA 寡核苷酸模板与 T7 启动子引物序

列杂交。3′末端通过 Klenow 酶补平 ;加入 T7 RNA

聚合酶转录生成短片断 RNA ( short RNA ,sRNA) ;

正义和反义 sRNA 37 ℃下杂交 2 h 形成 dsRNA ,产

物纯化除去反应中过量的核苷酸、短的寡聚物及蛋

白质和盐类。

1. 2. 4 　B42S m ad 7 真核表达载体的构建 　用限制

性内切酶 EcoR Ⅰ酶切插入有 S m ad 7 基因的

PGEM2Teasy 载体及 pCI. neo 真核表达载体 ,回收

酶切片段 ,将含 S m ad 7 基因的片段同 pCI. neo 真

核表达载体片段连接 ,转化大肠杆菌后挑选阳性克

隆 ,用 EcoR Ⅰ鉴定是否有片段插入。

1. 2. 5 　细胞培养 　人永生化支气管上皮细胞

BEP2D 及恶性转化的 BERP35 T22 细胞 ,均用 L HC2
8 无血清培养液 ,在 37 ℃体积分数 5 % CO2 条件下

培养。

1. 2. 6 　细胞分组与转染 　转染前 1 d , 消化

BERP35 T22 细胞 ,计数 ,以 1. 5 ×106/ 孔 - 1接种 6 孔

板 ,共接种 2 板 ,在 37 ℃体积分数 5 % CO2 条件下

培养。细胞分 5 组 :第 1 组转染 S m ad 7 表达质粒

和 701 siRNA ;第 2 组转染 S m ad 7 表达质粒和 542

siRNA ;第 3 组转染 S m ad 7 表达质粒 ;第 4 组转染

701 siRNA ;第 5 组转染 542 siRNA。表达质粒和

siRNA 均由 Lipofectin22000 包裹后导入细胞。添加

表达质粒和 siRNA 后 ,每孔终浓度分别为 S m ad 7

表达质粒 2μg/ mL ; 542 siRNA 0. 147 μg/ mL ; 701

siRNA 0. 137μg/ mL 。转染 2 d 后终止培养。

1. 2. 7 　Northern blot 杂交 　分别收获各组细胞 ,用

Trizol 试剂提取细胞总 RNA ,取 13μg 总 RNA ,体

积分数 1 %甲醛变性胶电泳后转膜 ,与α232 P2dCTP

标记的 S m ad 7 探针杂交 ,X 光胶片于 - 70 ℃放射

自显影 23 d ,经显影、定影后分析杂交信号 ,并以同

一张膜上看家基因 GAPDH 或β2actin 探针的杂交

信号为对照。

2 　结果与分析

2. 1 　用体外转录的方法制备 siRNA

　　根据 siRNA 寡核苷酸的正义和反义模板序列 ,

成功地用体外转录的方法制备了 542 siRNA 和 701

siRNA ,长度均为 21 bp。其质量浓度分别为 : 542

siRNA 491 ng/μL ;701 siRNA 457 ng/μL (图 1) 。

2. 2 　B42S m ad 7 真核表达载体的构建

EcoR Ⅰ酶切克隆载体后 ,回收的含 S m ad 7 基

因的片段同 pCI. neo 真核表达载体相应的酶切片段

连接 ,克隆后 EcoR Ⅰ酶切鉴定质量分数 1 %琼脂糖

凝胶电泳结果见图 2。图 2 显示 ,1 号和 4 号克隆为

插入阳性克隆 ,表明已成功构建并克隆了 B42S m ad

7 真核表达载体。

2. 3 　靶基因 S m ad 7 mRNA 的 Northern blot 分析

由图 3 可知 ,在无外源性因素影响的情况下 ,与

永生化人支气管上皮细胞 BEP2D 相比 ,恶性化的

BERP35 T22 细胞中内源性 S m ad 7 mRNA 呈高表

达 ,转录本长度约为 4. 3 kb。由图 4 可知 ,在无

siRNA 干扰的情况下 ,BERP35 T22 细胞中内源性

S m ad 7 mRNA 呈高表达 ;同时外源性 S m ad 7 基

因 (转染的 S m ad 7 基因) mRNA 也呈高表达 ,转录

本长度约为 1. 3 kb。加入 siRNA 后 ,所有内源性

S m ad 7 mRNA 几乎完全被降解 ,外源性 S m ad 7

mRNA 的表达也受到了很大程度的抑制。542

siRNA 与701 siRNA 对靶 mRNA 的降解作用没有

明显差别。细胞内 GAPDH 或β2actin 表达处于高

水平 ,且相对稳定。
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图 1 　体外合成的 dsRNA 质量分数 2 %琼脂糖凝胶电泳图
1. 701 dsRNA ;2. 542 dsRNA ;M. DL2000 Marker

Fig. 1 　2 percent agarose gel electrophoresis

pattern of dsRNA synthesized in vit ro
1. 701 dsRNA ;2. 542 dsRNA ;M. DL2000 Marker

　

　

图 2 　克隆 B42S m ad 7 表达载体的 EcoR Ⅰ酶切
鉴定质量分数 1 %琼脂糖凝胶电泳图

1 ,4. 阳性克隆 ;2 ,3. 阴性克隆 ;M. BD2000 Marker

Fig. 2 　1 percent agarose gel electrophoresis pattern of

cloned B42S m ad 7 expression vector

which is cleaved by EcoR Ⅰ
1 ,4. Positive clone ;2 ,3. Negative clone ;M. BD2000 Marker

图 3 　无外源性因素影响时 BEP2D 及 BERP35 T22 细胞
S m ad 7 mRNA 表达丰度的 Northern blot 分析

Fig. 3 　Northern blot analysis of S m ad 7 mRNA

expression abundance in BEP2D and BERP35 T22

cells without the influence of exogenous factor
　
　
　
　
　
　
　

图 4 　瞬时转染 BERP35 T22 细胞后 S m ad 7 mRNA

表达丰度的 Northern blot 分析
1. 转染 S mad 7 表达质粒和 701 siRNA ;2. 转染 S mad 7 表达
质粒和 542 siRNA ; 3. 转染 S mad 7 表达质粒 ; 4. 转染 701

siRNA ;5. 转染 542 siRNA

Fig. 4 　Northern blot analysis of S m ad 7 mRNA

expression abundance in BERP35 T22 cells

after transient transfection
1. Transfection of S mad 7 expression plasmid and 701

siRNA ;2. Transfection of S mad 7 expression plasmid and

542 siRNA ; 3. Transfection of S mad 7 expression

plasmid ;4. Transfection of 701 siRNA ; 5. Transfection of

542 siRNA

3 　讨　论

早在 1990 年 ,在牵牛花的研究[4 ,5 ]中就发现了

基因的“共抑制”现象 ,但直至 1998 年 ,“RNA 干涉”

这一术语才正式提出[48 ] 。在随后的短短几年中 ,

RNA 干涉现象广泛地发现于真菌、拟南芥、水螅、涡

虫、锥虫、斑马鱼等大多数真核生物中 , 此后对

RNAi 的研究步入了快速发展阶段。

本研究参考 Elbashir 等[3 ]提供的方案 ,进行了

siRNA 寡核苷酸模板的设计。Elbashir 经过大量试
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验[3 ]后认为 , siRNA 的设计并非无规律可寻 ,最有

效的 siRNA 是具有 3′突出的 UU 二聚体的 21nt

dsRNA ,至于其中的机制目前尚不清楚。此外 , GC

含量不能太高也是较为重要的环节 ,因为高 GC 含

量会影响 dsRNA 在细胞内的解链 ,从而影响对靶

mRNA 的降解效果。本研究首次用体外转录的方

法 ,成功地制备了分别以 S m ad 7 基因编码区 5422
563 bp 及 701722 bp 两段不同序列为靶序列的

siRNAs ,即 542 siRNA 和 701 siRNA ,其长度均为

21 bp。用 EcoR Ⅰ酶切插入有 S m ad 7 基因的

PGEM2Teasy 载体及 pCI. neo 真核表达载体 ,将含

S m ad 7 基因的片段同 pCI. neo 真核表达载体片段

连接 ,转化大肠杆菌后挑选阳性克隆 , EcoR Ⅰ酶切

鉴定结果表明 ,本试验成功地构建了 B42S m ad 7 真

核表达载体。Northern blot 杂交结果表明 ,在无外

源性因素影响的情况下 ,恶性化BERP35 T22 细胞中

内源性 S m ad 7 mRNA 的表达水平较高。在无

siRNA 干扰的情况下 ,BERP35 T22 细胞中内源性及

外源性 S m ad 7 mRNA 均呈高表达 ; 但在加入

siRNA 后 ,内源性 S m ad 7 mRNA 几乎完全被降

解 ,外源性 S m ad 7 mRNA 的表达也在很大程度上

受到抑制。542 siRNA 与 701 siRNA 对靶 mRNA

的降解作用没有明显差别。由此可以得出以下结

论 : S m ad 7 基因编码区中 542563 bp 及 701722 bp

两段序列 , 分别为所制备的 542 siRNA 和 701

siRNA 作用的有效靶序列。利用 542 siRNA 和 701

siRNA 均可有效阻断恶性化 BERP35 T22 细胞中

S m ad 7 基因的表达。同时 ,本试验结果也再次证

明 ,Elbashir 等[3 ]所提出的 siRNA 寡核苷酸模板设

计原则的正确性。

肿瘤发生是多种因素协同作用的结果。转化生

长因子2β(t ransforming growth factor2β, TGF2β) 最初

是作为一个可诱导正常大鼠肾成纤维细胞锚着独立

生长的细胞因子而被分离出来的 ,随后研究[9 ] 发

现 ,其可作为多种细胞的一个潜在生长抑制因子 ,如

上皮细胞、血管内皮细胞、造血干细胞、T 和 B 淋巴

细胞等。TGF2β信号转导的基本过程是 :配体同受

体结合后 ,可使跨膜的 Ⅰ型和 Ⅱ型丝氨酸、苏氨酸激

酶受体 ( TβR2Ⅰ, TβR2Ⅱ) 形成异源复合物 ,并启动

TGF2β信号。活化的 TβR2Ⅰ磷酸化下游 Smads

( S m ad 2 和 S m ad 3) 分子 ,使 S m ad 2 和 S m ad 3

活化并同 S m ad 4 形成异源复合物 ,转位到核 ,调节

靶基因的转录应答 ,从而抑制细胞生长 ,并诱导其凋

亡[10 ] 。S m ad 7 是 TGF2β信号转导通路的抑制元

件 ,可以抑制 TGF2β信号在胞浆内的传导[11 ] 。S m ad

7 可同活化的 TGF2β受体复合物特异并稳定地结

合 ,阻断受体对 S m ad 2 和 S m ad 3 的磷酸化 ,从而

抑制 TGF2β诱导的靶基因的转录活化。TGF2β信

号转导通路的紊乱可使细胞逃避 TGF2β介导的生

长抑制效应 ,从而导致多种肿瘤的发生。S m ad 7

基因作为 TGF2β作用的靶基因之一 ,可反馈调节

TGF2β信号转导通路 ,维持该通路的平衡。S m ad 7

表达的紊乱 ,可影响细胞对 TGF2β的应答 ,从而促

进细胞的恶性化进展。

本试验结果有助于进一步研究 S m ad 7 基因在

肺癌发生发展中的作用机制。本研究利用 RNAi 技

术有效地抑制了 S m ad 7 基因在 BERP35 T22 细胞

中的表达 ,在 S m ad 7 的表达水平降低甚至表达被

阻断的情况下 ,BERP35 T22 细胞的生长增殖速度是

否减慢、恶性化程度是否有所降低等 ,还有待于进一

步研究。
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WANG Ju2ping1 , WANG Ying2 , HUO Yan2ying3 , GUO Ai2guang1 , XU Qin2zhi3 , ZHANG Kai2tai3

(1 College of L if e Sciences , Northwest A & F U niversity , Yangling , S haanxi 712100 , China;

2 College of B asic Medicine , Chongqing U niversity of Medical Sciences , Chongqing 400016 , China;

3 Department of Molecular Toxicology , Institute of Radiation Medicine , A cademy of M ilitary Medical Science , Beijing 100850 , China)

Abstract :This research intended to investigate the suppression of siRNA to the expression of the mRNA of

target gene S m ad 7. The siRNAs of S m ad 7 gene were prepared by i n vit ro t ranscription. BERP35 T22 lung

cancer cell line was transient t ransfected with siRNAs and S m ad 7 expression plasmid using Lipofectamine 2000

reagent . The expression abundance of target gene mRNA was tested with Northern blot hybridization. According

to the coding sequence of S m ad 7 gene , we successfully synthesized the siRNAs for two different target

sequences i n vit ro. The result of Northern blot hybridization showed that the expression abundance of both

endogenous and exogenous S m ad 7 mRNA decreased evidently in BERP35 T22 cells t ransfected with siRNAs.

Both regions of 542 - 563 bp and 701 - 722 bp in the coding region of S m ad 7 gene are effective target

sequences which can be acted by siRNA. The siRNAs designed and synthesized in our research can suppress the

expression of S m ad 7 gene effectively.

Key words : small interfering RNA ; S m ad 7 gene ; i n vit ro t ranscription ; t ransient t ransfection ; target

sequences
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