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EZH2靶向的 shRNA质粒的构建和有效靶序列的筛选 *
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摘要 目的：构建并筛选靶向 zeste基因增强子人类同源物 2 (Enhancer of zeste homologue 2，EZH2)的短发卡 RNA(short hairpin
RNA，shRNA) 的质粒表达载体。 方法：设计并合成针对 EZH2 基因的带有小发夹结构的 DNA 片段并克隆至质粒
pGPU6/GFP/Neo中，经酶切和测序分析后转染入胶质瘤 U251细胞，分别应用实时荧光定量 PCR和Western bloting在 mRNA和
蛋白质水平观察其对 EZH2基因表达的沉默效果。结果：重组质粒构建成功，并成功转染入胶质瘤 U251细胞，转染效率大约为
70%。其中，以靶向 hEZH2-715序列的质粒抑制效果最好，其对 U251细胞 EZH2 mRNA和 protein抑制率分别为 55%和 89%。结
论：成功构建了能高效抑制 EZH2基因表达 shRNA的重组质粒，为下一步探索 EZH2在胶质瘤细胞中的生物学作用奠定了基
础。
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ABSTRACT Objective: To construct and screen shRNA-expressing plasimd targeting with EZH2 gene. Methods: The DNA
oligonucleotide fragments targeting to human EZH2 gene were designed and synthesized, then they were cloned into pGPU6/GFP/Neo
plasmid. The recombinant plasmids were identified by restriction enzyme and sequencing analyses, then were transfected into U251
glioma cells; The transfection efficiency was observed and the EZH2 gene silencing effect was detected by quantitative RT-PCR and
Western bloting. Results:The recombinant plasmids were constructed and transfected into U251 glioma cells successfully. The
transfection rate was approximately 70%. Among them, the inhibition efficiency of the reconbinant plasimd targeting to hEZH2-715
sequence was the best. It's inhibition rates were 55% and 89% in the level of EZH2 mRNA and protein in the U251 cells, respectively.
Conclusion: The recombinant plasimd expressing EZH2-shRNA that could suppress EZH2 gene's expression effectively was constructed
successfully, which laid the foundation for next step to investigate EZH2 gene's biological role in glioma cells.
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前言

脑胶质瘤是中枢神经系统最常见的原发性恶性肿瘤，约占

所有颅内肿瘤的 30%-40%[1]，以高致病率和死亡率著称。尽管
近年来以手术为主的综合治疗取得一定进展，但脑胶质瘤病人

的预后仍让人失望，尤其是多形性胶质母细胞瘤，其诊断后平

均生存期仅 1-1.5年[2]。近年来，研究发现 EZH2基因在前列腺
癌[3-4]、乳腺癌[5-6]、胃癌[7-8]等多种恶性肿瘤组织中高表达，具有诱

导细胞增殖，促进肿瘤细胞扩散的作用[9]，并与肿瘤的进展和预

后差密切相关[10]。有文献报道 EZH2在胶质瘤病人标本[11]和胶

质瘤 U251细胞株中[12]高表达，但对于 EZH2在脑胶质瘤细胞

株中的具体作用却鲜有报道，本研究旨在通过该实验构建和筛

选出对胶质瘤 U251细胞 EZH2基因沉默可靠的质粒，为进一
步探索 EZH2在胶质瘤中的作用做准备。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和耗材
人胶质瘤 U251细胞购自中科院上海细胞库，胎牛血清购

自杭州四季青生物公司，DMEM 培养基购自 Hyclone 公司，
0.05% Trypsin-EDTA、Opti-MEMI无血清培养基购自 Gibco公
司。含有人 U6启动子的 pGPU6/GFP/Neo质粒购自于上海吉玛
公司，克隆用大肠杆菌 DH5α和胶回收试剂盒购自大连宝生
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图 1 pGPU6/GFP/Neo质粒载体结构图谱
Fig.1 Structure map of pGPU6/GFP/Neo plasmid

图 2重组质粒的酶切电泳图
Fig.2 Enzyme-cutting lectropherogram of recombinant plasmid

物公司，限制性内切酶(BamHI, PstI, BbsI)及 T4 DNA连接酶
购自美国 NEB 公司，核酸分子质量标准 Lambda DNA/Eco
130Ⅰ购自 Fermentas公司，质粒小量抽提试剂盒为天为时代公
司产品。Lipofectamin2000转染试剂购自 Invitrogen公司。兔抗
人 EZH2购于 CST公司，羊抗兔二抗购自晶美生物。
1.2 shRNA的设计与制备
根据 GenBank中报道的 EZH2基因转录变体 1 (序列号：

NM_004456)核苷酸序列,应用 WHITEHEAD研究所的 siRNA
设计软件并在上海吉玛制药技术有限公司协助下设计靶序列，

经 BLAST同源分析,排除和其他编码序列 EST同源的序列后
选择出 4条 21nt片段作为 EZH2基因干扰片段，其起始靶位点
分别为第 197、715、1109和 2278位，其靶序列由 5'-3'端分别为
GGCCAGACTGGGAAGAAATCT、GGTGAATGCCCTTGGT-
CAATA、GCAACACCCAACACTTATAAG、GGTAAATCCAA-
ACTGCTATGC；同时设计阴性对照序列：TTCTCCGAACGT-
GTCACGT。 EZH2 的 shRNA的结构设计原则为：Bbs I + 正
义链 + loop +反义链 +终止信号 + BamHI。Loop环结构采取
TTCAAGAGA，以避免形成终止信号；shRNA的转录终止序列
采用 T6结构；shRNA正义链模板的 5'端添加 CACC，反义链
模板的 5'端添加 GATC，分别与 BbsI酶和 BamHI酶切后形成
的粘端互补。所设计的 shRNA正反义链由上海生工合成。
1.3 shRNA表达载体的构建

5组 shEZH2正反义链分别经退火形成互补双链 DNA片
段后应用 T4DNA连接酶将其与经 BbsI和 BamHI双酶切线性
处理后 PU6/GFP/Neo质粒进行连接后转化至大肠杆菌 DH5a
感受态细胞中，分别挑取菌落接种至含 50μg/mL卡那霉素的
LB培养液中进行培养，再使用碱裂解法抽提质粒，所得质粒分
别命名 hEZH2-197、hEZH2-715、hEZH2-1109、hEZH2-2278 和
hEZH2-NC,并用 BamH I, Pst I分别酶切鉴定（图 2）。而酶切鉴
定正确的重组质粒送上海英骏公司测序。
1.4 细胞的培养和转染
人胶质瘤 U251细胞在含 10%胎牛血清的 DMEM培养基

中培养，胰酶消化传代。取对数生长期细胞按每孔 1×105个细

胞接种于 6孔培养板，细胞融合率为 80%时按照脂质体转染试
剂盒 Lipofectamin2000操作说明进行 EZH2基因 shRNA表达
质粒转染，转染后 48h荧光显微镜 488nm激发光下观察转染
效率。荧光显微镜下观察 l0个视野，每个视野下计数 100个细
胞中绿色荧光阳性的细胞，计算细胞转染率。
1.5 qrt-PCR检测转染后 EZH-mRNA表达的变化
各组细胞转染 48h 后采用 Trizol 试剂法提取总 RNA，经
检测浓度和完整性后，使用 MMLV逆转录酶经逆转录生成
cDNA。再以各组 cDNA为模板对 EZH2基因和内参 GAPDH
进行实时荧光定量 PCR反应。反应条件为：95℃，3分钟变性；
95℃，30秒，62℃，40秒，共 40个循环。每个 PCR反应有 3个
复孔，结果取 3次平均。利用公式 2-△△C (t)计算 U251细胞中
EZH2 的 mRNA 水平的相对变化。EZH2 基因上游引物
5'-TGATGACGATGATGATGATGGAGAC-3'，下游 引 物 为
5'-TGTGCCCTTATCTGGAAACATTGAG-3', 产 物 大 小 为
160bp；内参基因 GAPDH上游引物为 5'-CATGAGAAGTAT-

GACAACAGCCT-3'，下游引物为 5'- AGTCCTTCCACGATAC-
CAAAGT-3'，产物大小为 113bp。
1.6 Western blot检测转染后 EZH2蛋白表达的变化
收集转染 72h后各组细胞，用蛋白裂解液裂解细胞，提取
总蛋白后进行 10%SDS-PAGE分离，采用半干式电转至 PVDF
膜上；经过封闭后依次加入一抗（1：100的兔抗人 EZH2单抗或
兔抗人 GAPDH 单抗）、4℃孵育过夜、TBST 洗脱（15min*3
次），二抗（1：5000HRP标记的羊抗兔抗体）、室温孵育 2h，TB-
ST洗脱（15min*3 次） 等步骤后，用 SuperSignal West Pico
Chemiluminent Substrates化学发光及 X光片曝光。经显影定影
处理，获得清晰条带。利用 image-J1.44软件分析处理。
1.7 统计学方法
实验所得数据资料采用 SPSSl3.0统计分析，所得数据以

X±S表示，采用单因素方差分析(ANOVA)比较各组间差异，
P<0.05为有统计学意义．

2 结果

2.1 酶切鉴定重组质粒
BamHⅠ酶切后仅显示一条条带，大小为 5100 bp左右，与

PU6/GFP/Neo质粒（图 1）的大小基本相等（图 2）；而 PstⅠ酶切
则显示有 2条条带,分别代表质粒的超螺旋的 SC构型和开环
的 OC构型（图 2），这说明所有质粒均为阳性重组载体，它们均
能被 BamH I切开，而不能被 Pst I切开。 Marker为 lamda/E-
co130I。

2.2 重组质粒测序鉴定
4 个重组质粒 shRNA编码序列与设计的片段完全一致,
表明载体构建正确(图 3)。
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图 5 Real-time荧光定量 PCR检测不同转染组转染 48h后
EZH2mRNA的相对表达量

Fig. 5 The relative expression of EZH2 mRNA in different groups detected

by real-time quantitative PCR after being transfected for 48h

图 3 重组质粒部分基因序列检测图谱
Fig.3 Parts of gene sequence map of recombinant plasmid

图 4 转染 48小时后绿色荧光蛋白在胶质瘤 U251细胞中的表达（100×）：B为 blank组，M为Mock组，1、2、3、4、NC组分别为转染重组质粒
shRNA-197、shRNA-715、shRNA-1109、shRNA-2278和阴性对照组，其中 a为普通光线，b荧光显微镜（相同视野）

Fig. 4 The expression of Green Fluorescent Protein in glioma cells of U251 after being transfected（100×）: B , M , 1 , 2 , 3 , 4 and NC refer to group

blank, Mock, shRNA-197, shRNA-715,shRNA-1109, shRNA-2278 and negative control respectively; these photo marked by "a" were taken in normal

light while "b" in fluorescent light (under the same visual field).

2.3 重组质粒稳定转染胶质瘤 U251细胞后观察报告基因 GFP
的表达情况

在荧光显微镜下观察发现转染质粒后的 U251 细胞均携

带绿色荧光（图 4），说明重组质粒成功转入细胞内。通过荧光
显微镜下观察 10个视野，每个视野下计数 100个细胞中绿色
荧光阳性的细胞，计算细胞转染率约为 70%。

2.4 实时荧光定量 PCR法检测 RNA干扰效果
采用相对定量法，按照 2-△△CT法对数据进行分析处理，所

得数据对内参 GAPDH 进行均一化处理，转染质粒
hEZH2-197、715、1109、2278、NC及 MOCK组相对空白组的基
因表达分别为：0.63±0.06、0.45±0.06、0.89±0.11、0.65±0.15、
0.86±0.05、0.91±0.09(如图 5)。BLANK组、MOCK组、NC组
以及转染质粒 EZH2-1109 组的 hEZH2 基因表达水平
(EZH2/GAPDH))没有显著性差异(P>0.05)，且明显高于转染转
染质粒 EZH2-197 组、转染质粒 EZH2-715 组、转染质粒
EZH2-2278组水平(P<0.05)。其中 EZH2-715质粒对 EZH2基因
表达 mRNA抑制作用最为明显，表达抑制率约 55%。
2.5 Western blot检测结果
转染 72小时后，各组细胞 GAPDH蛋白杂交条带亮度相

似，但 EZH2条带亮度有明显差异(图 6)。1-7组 EZH2/GAPDH
灰度值比分别为：0.16±0.04、0.10±0.02、0.34±0.06、0.41±
0.02、0.87±0.06、0.58±0.02、0.89±0.05。各重组质粒与阴性对
照组、MOCK 组及空白对照组相比均存在显著性差异 (P<0.
05)。表明 4个重组质粒均可不同程度下凋 EZH2蛋白水平，尤
以质粒 EZH2-197，EZH2-715产生的效应最强，与质粒 EZH2-
1109和 EZH2-2278相比，有显著性差异(P<0.05)。质粒 EZH2-

197、EZH2-715对 EZH2蛋白表达的抑制率分别为 82%、89%。

3 讨论

EZH2是人 PcG(Polycomb Group)基因家族中多梳蛋白合
物 2的催化亚基，具有靶向使 H3K27发生三甲基化的作用，从
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图 6重组质粒转染 72h后 U251细胞内 EZH2蛋白的表达: 1:

hEZH2-197；2:hEZH2-715；3:hEZH2-1109；4:hEZH2-2278；5:hEZH2-NC

6：MOCK；7:BlanK

Fig. 6 The expression of EZH2 protein in glioma U251 cells after being

transfected by recombinant plasmid for 72h:1: hEZH2-197; 2: hEZH2-715;

3: hEZH2-1109; 4: hEZH2-2278; 5: hEZH2-NC 6: MOCK; 7: BlanK

而沉默与细胞分化、抑制增殖在内的基因，导致肿瘤的发生[13]；

另外，它还在 X染色体的灭活、生殖发育、干细胞多功能性的
维持以及肿瘤的转移中起重要作用[14]。近年来，EZH2基因已经
成为肿瘤研究的热点[15]，并且有望成为肿瘤基因治疗的潜在靶

标[16]。
RNAi是一种高效的序列特异性基因敲除技术，已广泛应
用于哺乳动物细胞的基因功能和人类疾病的治疗的研究[17]。产
生 RNAi效应的方法主要有体外制备和体内表达法两类：前者
是在体外制备 siRNA，然后导入细胞；后者则通过载体导入
DNA使之在细胞内表达 siRNA[18]。本研究采用了后者，该法与
化学合成的 siRNAs后转染的方法相比具有成本低、能持续稳
定表达等优点，因此实用于长周期的实验研究。目前用来介导
RNAi的载体主要有病毒载体和非病毒载体。非病毒载体因其
具有低毒、低免疫反应、外源基因低整合几率、插入片段大小无
限制，以及使用简单、制备方便、便于保存和检验等优势而受到
越来越多研究者的青睐，特别是质粒 DNA载体[19]。我们选择的
载体是质粒 pGPU6/GFP/Neo，它是一种包括了人 U6 RNA聚
合酶 III启动子以及能表达抗性筛选标记卡那耐药基因和 GFP
蛋白基因的 RNAi质粒载体。重组后的质粒除了可以稳定表达
靶向 EZH2的 shRNA并诱导 EZH2基因沉默，又可以通过耐
卡那霉素进行阳性重组子的克隆筛选，还可以通过表达绿色荧

光蛋白以利于在荧光显微镜或流式细胞仪下确定载体转染效

率。而能否将质粒转入细胞是 RNA干扰关键技术之一。本研究
选择的是阳离子脂质体法，该方法具有操作简单，重复性好，适

用细胞类型广，转染效率高等优点[20]。通过优化转染条件，使脂
质体和质粒按照不同的比例进行转染，最后选择转染效率最佳

的比例，使转染效率大约在 70%；但同时我们也观察到不少凋
亡细胞，分析原因可能是脂质体的细胞毒性造成的，但不能排

除 EZH2基因沉默后对细胞的凋亡促进造成的。
RNAi干扰效率的高低，干扰序列的设计也是关键之一。我
们根据 GenBank 中报道的 EZH2 基因核苷酸序列，利用
WHITEHEAD在线软件，参考 Tuschl siRNA设计原则[21]，设计

出了 4 条靶向 EZH2 基因表达的干扰序列, 通过克隆至载体
pGPU6/GFP/Neo后转染入胶质瘤 U251细胞，观察其绿色荧光
蛋白的表达量确定转染效率，同时通过实时荧光 PCR和 west-
ern blot 分子生物技术检测不同靶序列合成的质粒对胶质瘤
U251细胞 EZH2基因表达的沉默作用，从而筛选出了最佳干

扰序列，为进一步研究 EZH2基因在脑胶质瘤细胞中的生物学
功能以及探索脑胶质瘤的基因治疗奠定了基础。
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度患者的 Rt3高于 Rt1，此标准可初步作为判断患者的患病程
度的依据。此外，轻、中和重度 OSAS患者与单纯打鼾者的三个
子带能量比的差异均有显著统计学意义，轻度和重度患者的子

带能量比差异具有统计学意义。
由于本文数据库内鼾声样本数目限制，中度患者与其他两

个等级患者的差异不明显。今后研究中，可通过调整子带频段
范围达到更好的检测结果。本文方法为今后利用鼾声特性区分
不同患病程度提供一种有效的研究思路。
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