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摘要 目的：DPC4/Smad4基因 RNA干扰靶点的设计和 RNA干扰靶点慢病毒载体制备。方法：针对 DPC4/Smad4基因序列，并利
用网站设计程序，依据 RNA干扰序列设计的原则，设计多个 RNA干扰靶点序列。根据设计经验和设计软件将其进行评估测定，
选择最佳动力学参数靶点进入其后续的实验流程；生工生物合成含干扰序列的 DNA oligo，具有严格的检测体系（PAGE纯化体
系），其两端含酶切位点粘端，直接连入酶切后的 RNA干扰载体上。将连接好的产物转入制备好的细菌感受态细胞，并且对长出
的克隆进行酶切鉴定。然后挑选出阳性克隆测序，进行测序比对后，鉴定阳性的克隆即为构建成功的目的基因 RNA干扰慢病毒
载体。将构建的慢病毒载体以及辅助包装载体质粒共转染到 293T细胞。收获含有病毒的细胞培养上清，浓缩后进行滴度测定，并
检测其感染性。另外应用荧光实时定量 PCR检测在感染的 293T细胞中敲减效果。结果：成功构建 DPC4/Smad4 shRNA的慢病毒
载体 LVshSmad4，并成功制备 DPC4/Smad4 shRNA慢病毒，三株病毒感染细胞后均具有有效的敲减效应，其中 SH1最为显著。结
论：DPC4/Smad4基因 RNA干扰靶点的成功设计和 RNA干扰靶点慢病毒制备，为以后探讨 DPC4/Smad4基因与肿瘤的相关性治
疗提供了实验基础。
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Construction and Design of Lentiviral shRNA targeting DPC4/Smad4 Gene*

Construction and design of lentiviral shRNA targeting DPC4/Smad4 gene. Web-based program
was used to analyze the DPC4/Smad4 sequence for the shRNA target sites and design RNA interference sequence which fit the designing
principles. Based on the designing software evaluation, the sequences with the best dynamic parameters were selected for synthesis of
DNA oligonucleotide with sense-loop-antisense structure and restriction enzyme sticky ends. DNA oligos were PAGE purified and insert-
ed into the shRNA lentiviral vector cutted with restriction enzymes. The product was transformed into the competent cells. The resulting
bacterial clones were screened and identified by the restriction enzyme digestion analysis. The positive constructs were further confirmed
by sequencing. The resulting lentiviral construct were co-transfected with helper plasmids into 293T cells to make the virus. The virus-
containing supernatant was collected, condensed and tested for virus titer by infection of 293T cells. In addition, the cDNA was prepared
from the infected 293T cells for analysis of the knowdown effect of the shRNA lentivirus. LVshSmad vectors were confirmed by
restriction analysis and DNA sequencing; The lentiviral particles were prepared and showed effective infection capacity and knockdown
effects. Lentiviral shRNA targeting DPC4/Smad4 gene is successfully constructed and can be used for the further DPC4/
Smad4-targeted tumor therapy.

DPC4/Smad4; RNA interference; Lentivirus

前言

Deleted in pancreatic carcinoma locus 4(DPC4)基因编码产

物为 Smad4蛋白。Smad4为 Smads蛋白家族成员之一。Smads

蛋白家族共有 8个成员，其中有 6种 Smads蛋白即 Smad2～ 7

参与 TGF-茁信号传导过程。而 DPC4/Smad4蛋白在 TGF-茁信

号传导途径中处于中枢地位。Smad4在信号传导途径中处于中

枢性的地位。活化的 RSmads与 Smad4 结合成寡聚合物，将
TGF茁的信号传递到细胞核内，调节靶基因的转录并诱导下游
基因的表达 [1]。近年来，由于 RNA干扰（RNA interference,

RNAi）技术的出现，为研究内源性的基因功能和信号转导途径

提供了强有力的研究工具和方法。我们在已经获取
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表 1 siRNA靶点序列

Table 1 siRNA target sequence

No. Gene Species Seq 起始位置 GC含量

SH1 Mature Sense Smad4（DPC4） Homo sapiens CGAGTTGTATCACCTGGAATT 941-961 42.9 %

SH2 Mature Sense Smad4（DPC4） Homo sapiens GTACTTCATACCATGCCGATT 2153-2173 42.9 %

SH3 Mature Sense Smad4（DPC4） Homo sapiens TACCATACAGAGAACATTGGA 754-774 38.1 %

NC 通用序列 TTCTCCGAACGTGTCACGT

1.3.2 DNA合成片段 生工生物合成含干扰序列的 DNA oli-

go，具有严格的检测体系（PAGE 纯化体系），其两端含酶切位

点粘端，直接连入酶切后的 RNA干扰载体上。将连接好的产物

转入制备好的细菌感受态细胞，并且对长出的克隆进行酶切鉴

定。

表 2 DNA合成序列（加入酶切位点）

Table 2 Synthesized DNA Oligo Sequence (with restriction sites)

NO. 5' LOOP Loop LOOP 3'

SH1-F GATCCCGAGTTGTATCACCTGGAATTCTTCCTGTCAGAAATTCCAGGTGATACAACTCGTTTTTG

SH1-R AATTCAAAAACGAGTTGTATCACCTGGAATTTCTGACAGGAAGAATTCCAGGTGATACAACTCGG

SH2-F GATCCGTACTTCATACCATGCCGATTCTTCCTGTCAGAAATCGGCATGGTATGAAGTACTTTTTG

SH2-R AATTCAAAAAGTACTTCATACCATGCCGATTTCTGACAGGAAGAATCGGCATGGTATGAAGTACG

SH3-F GATCCTACCATACAGAGAACATTGGACTTCCTGTCAGATCCAATGTTCTCTGTATGGTATTTTTG

SH3-R AATTCAAAAATACCATACAGAGAACATTGGATCTGACAGGAAGTCCAATGTTCTCTGTATGGTAG

1.3.3 LV-shRNA 载体的构建 I 和 I 酶切
pLenR-GPH载体以使其线性化(图 1)，将合成的编码 shRNA的
DNA引物稀释，加入 50 μ L H2O溶解之后退火杂交，将靶点片

断于载体 I、 I位点进行连接，连接好的产物转入制

备好的细菌感受态细胞，对长出的克隆进行酶切鉴定，然后挑

选出阳性克隆测序验证。shRNA由 H1启动子调控表达。
1.3.4 慢病毒载体的包装及滴度测定 将慢病毒包装系统中

3 种质粒共转染 293T 细胞，48 小时后收集上清并浓缩，于
-80℃保存。浓缩上清感染 293T细胞，在倒置显微镜下观察各
孔中 GFP的表达量,病毒滴度为表达 GFP的细胞数乘以相应

稀释倍数。测定滴度为 5× 1010 pfu/L，说明病毒成功包装，可有

效地感染细胞。
图 1 质粒 DNA图谱

Fig 1 Plasmid DNA map

DPC4/Smad4基因的 RNAi有效的靶序列的基础上，进行设计、

构建和鉴定表达 DPC4/Smad4基因的 shRNA 的慢病毒载体，

为以后研究 DPC4/Smad4在肿瘤细胞中的作用机制和针对基

因的治疗奠定科研基础。

1 材料与方法

1.1 载体及试剂
pLenR-GPH Vector载体、DL2000 ladder Marker、琼脂糖、

MgCl2、dNTP、Primer 均购 自 Western Biotechnology 公 司，
I、 I、 I、Taq polymerase 购自 Takara 公司，T4

DNA ligase、T4 DNA ligase buffer 购自 NEB 公司，BSA 购自
Sigma 公司，NucleoBond Xtra Midi Plus 购自 MACHEREY-

NAGEL 公司，AxyPrep 质粒小量制备试剂盒购自 Axygen 公

司，高效感受态细胞制备试剂盒购自 Sagon公司。引物：West-

ern Biotechnology

DEPC：Sigma

1.2 仪器
(1)实时荧光定量 PCR 仪: Realplex.2s，Eppendorf公司(2)

测 序 仪 ：ABI3730，Invitrogen 公 司 (3) 凝 胶 成 像 仪 ：
GenSens1500，博迅仪器公司（4) 稳压 DNA 电泳仪：PowerPac
200, BioRad公司(5)荧光倒置显微系统：BMI 3000，Leica公司
(6)超高速离心机：optima L-90k，Beckman公司 (8)超净工作

台：SW-CJ-2FD，博迅仪器 (9) 电热恒温震荡培养序：
SPX-100B-D，博迅仪器公司
1.3 实验方法
1.3.1 siRNA设计 根据公司多年的设计经验和设计软件进

行评估测定，选择最佳的动力学参数靶点进入后续实验流程；
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表 3 DPC4荧光定量 PCR结果

Table 3 DPC4 fluorescence quantitative PCR results

No. Ct1 Ct2 Ct3 Mean Ct Copies 荪Ct 2(-荪Ct) Ratio

A 22.1152 21.8207 21.9468 21.9609 1.44E+07 1.669 0.314 0.325

B 22.7997 22.5046 22.6406 22.6483 9.04E+06 1.880 0.272 0.282

SH1 24.0286 24.7321 24.5097 24.423467 2.73E+06 3.775 0.073 0.079

SH2 23.8835 24.2012 24.3324 24.139033 3.31E+06 3.045 0.121 0.129

SH3 23.5936 23.9217 23.569 23.694767 4.47E+06 2.788 0.145 0.153

1.3.5 荧光定量 PCR的操作 1）先用随机引物将 RNA反转

录成 cDNA，然后设计特异性的引物和 SYBR Green I荧光染料
进行荧光定量 PCR检测。SYBR Green I的最大吸收波长约为
497 nm，发射波长最大约为 520 nm。2）按荧光实时 PCR试剂盒
说明配制反应体系，反应置于荧光定量 PCR仪中，设定程序：

预变性 94℃ 4分钟，94℃ 20秒，60℃ 30秒，72℃ 30秒，循环 35

次，72℃检测荧光信号实时检测。荧光定量 PCR数值分析采用
2-△△CT（CT代表循环阈值）分析法。

2 结果

2.1 shRNA慢病毒的包装和滴度测定
DPC4/ SMAD4-SH1/SH2/SH3 慢病毒小量包装质粒转染

293T细胞 23小时后，在荧光显微镜下同一视野的荧光和可见

光照片对比，可见大部分细胞发出荧光（图 2），说明转染成功。
2.2 荧光定量 PCR结果分析

荧光定量 PCR 数据结果显示：shRNA 慢病毒感染 293T

细胞 50小时,细胞的侵染率＞ 90%（图 3），SH1组 shRNA慢病

毒对 DPC4基因的沉默效果最好，相对比值为 0.079(表 3)。

图 2 荧光显微镜下观察 shRNA慢病毒包装（× 100）

Fig. 2 Fluorescence microscopy analysis of shRNA lentiviral vector

transfection in 293T cells(× 100)

A: SH1; B: SH2; C: SH3

图 3 荧光显微镜下观察 RNAi慢病毒感染 50h后的 293T细胞(× 100）

Fig. 3 Fluorescence microscopy analysis of 293T cells at 50h after shRNA

lentivirus infection(× 100)

A:SH1; B:SH2; C:SH3

3 讨论

DPC4基因(deleted in pancreatic carcinoma locus 4)是近年

来研究得较多的一种抑癌基因, Siard等[2]认为 DPC4可能是一

种独立的肿瘤抑制因子，DPC4基因是在胰腺癌中首次被发现
的，命名为胰腺癌缺失基因(DPC4)。普遍认为 DPC4基因在胰

腺癌中的变异率约为 50 % ,而它在其它肿瘤总的变异率通常

小于 10%，这表明 DPC4是胰腺癌发生的较为特异的肿瘤抑制

基因。DPC4/ Smad4的变异可概括为以下 3种情况：1)染色体

杂合性缺失或纯合性缺失；2)基因突变；3)基因表达水平低下

或缺乏[3]。DPC4定位于人类染色体 18q21.1，编码蛋白 Smad4

是转化生长因子 -茁(TGF-茁)信号转导中的关键分子，通过与活

化的 TGF-茁受体在胞内的结合而抑制肿瘤细胞的生长、转化[4]。

近年来对 TGF茁/Smad信号转导通路在恶性肿瘤中的研究是当
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今的一大热点. Smad4扮演着抑癌基因的作用，沉默敲除或者

恢复 Smad4，然后再研究其下游调节基因的表达和生物学特性
的改变，这是倍受广大科研工作者重视的一个科研思路。

自从 RNA干扰(RNAi)技术的出现，它已经成为了一种新

的反向遗传学手段而被广泛地应用于基因功能的分析、信号转

导通路的研究以及基因的治疗[5-9]。RNAi是指在真核细胞中引

入双链 RNA（dsRNA），从而使与引入的 dsRNA序列同源的基

因 mRNA产生特异性降解。因为 RNAi对靶基因表达的抑制

具有特异性和高效性，所以该技术在疾病相关基因的功能研究

及药物的作用机制中发挥着十分重要的作用[10]。但是质粒介导

的 RNAi有一定的局限性而且转染率也较低，基因抑制表达作

用也较弱，持续时间短，也不适合用于体内的实验研究[11]。而慢

病毒载体是一种复制缺陷型的逆转录病毒载体，是以 HIV1为

基础之上发展起来的，具有较多的优势[12,13]。能够转染分裂期细

胞和非分裂期细胞，而且也能将病毒的遗传物质整合到宿主的

基因组，将其用于肿瘤的基因治疗[14]。慢病毒载体 RNAi作用

较持久,同时也扩大了载体感染细胞的范围，目前是很有前途

的基因治疗载体。最近，用慢病毒载体介导 RNAi的几项体内外

的实验研究更加显示了 RNAi技术在内源性基因功能的研究
和治疗是具有前瞻性的重大意义[15-20]。本实验通过荧光定量PCR

方法证实，设计包装的 3种序列的慢病毒载体均可明显 "沉默
" 293T细胞中的 DPC4基因表达，其中 SH1序列沉默表达效

果最佳，可被应用于后续实验之中。

综上所述，本实验成功构建了 3种针对 DPC4 /Smad4 基

因 RNA干扰靶点慢病毒载体, 慢病毒包装后可成功转染至人
293T 细胞中，DPC4 基因 " 沉默 " 效果明显。通过比较沉默
SH1序列效果最佳，为以后探讨 DPC4/Smad4基因与肿瘤的相

关性治疗提供了实验基础。
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