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携带 ＳＫＰ２基因的 ｓｈＲＮＡ表达质粒的构建与
鉴定

任金帅，程石，宋茂民

（首都医科大学附属北京天坛医院 普通外科，北京 １０００５０）

　　摘要：目的　构建含人 ＳＫＰ２基因不同位点的一系列 ｓｈＲＮＡ真核表达质粒，并进行酶切鉴定、测
序。方法　设计合成 ３对 ＳＫＰ２基因干扰寡核苷酸序列，形成双链后将其依次连入带有 Ｕ６启动子的
ｐＳＩＲＥＮＲｅｔｒｏＱ载体，构建成能产生 ＳＫＰ２短发卡 ＲＮＡ的质粒。结果　构建的核苷酸序列经鉴定构建成
功，能成功的克隆入带有 ｐＳＩＫＥＮＲｅｔｒｏＱ的载体中。结论　成功构建并鉴定了针对人 ＳＫＰ２基因 ３个不
同位点的 ｓｈＲＮＡ的真核表达质粒，为 ＳＫＰ２为靶点的肿瘤基因治疗研究奠定了基础。
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　　泛素 －蛋白酶体途径是真核细胞中选择性地
降解短寿命蛋白的重要途径。Ｓ期激酶相关蛋白
２（Ｓｐｈａｓｅｋｉｎａｓｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ２，ＳＫＰ２）是此途
径中的一个重要组件，也是决定细胞周期素依赖

性激酶抑制因子 ｐ２７降解的关键蛋白。近年来，
在实体瘤的研究中发现 ＳＫＰ２是癌蛋白，能促进癌

细胞的细胞周期进展，与多种恶性肿瘤的发生和

发展过程密切相关［１］。因此，有效抑制 ＳＫＰ２基因
的表达可望为胰腺癌的治疗提供一个新的途径。

本研究拟构建以 ＳＫＰ２基因为靶向的表达载体，为
利用 ＳＫＰ２ｓｈＲＮＡ表达载体抑制肿瘤生长奠定实
验基础。

１　材料和方法

１．１　实验材料
大肠杆菌 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α购自中国医学科学院

基础 研 究所；质 粒 载 体 ｃｌｏｎｔｅｃｈＲＮＡｉｒｅａｄｙｐＳＩ
ＲＥＮｒｅｔｒｏＱｖｅｃｔｏｒ购自美国 ＢＤＣｌｏｎｔｅｃｈ公司，其上
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游含有 Ｕ６启动子启动目的基因的表达，末端含
有嘌呤霉素（ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ）的抗性基因，作为筛选标
志，序列中同时含有 ＢａｍＨＩ和 ＥｃｏＲＩ双酶切位点
作为标记。Ｔ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅ酶为美国 Ａｍｂｉｏｎ公司产
品；小量质粒提取试剂盒、限制性内切酶 ＢａｍＨＩ
和 ＥｃｏＲＩ购自日本 Ｔａｋａｒａ公司。
１．２　ＳＫＰ２ｓｈＲＮＡ的设计与合成

针对 ＳＫＰ２ｍＲＮＡ全序列［ＧｅｎＢａｎｋ（基因库）
序列号 ＮＭ＿００５９８３．２和 ＮＭ＿０３２６３７．２］和 Ｙｏ
ｓｈｉｙｕｋｉ等［２］的文献报道，在 Ｒｅｙｎｏｌｄｓ设计原则［３］的

基础上，设计合成 ３对 ＳＫＰ２基因干扰寡核苷酸序
列以及 １对阴性对照寡核苷酸序列，即 ＳＫＰ２Ａ，
ＳＫＰ２Ｂ，ＳＫＰ２Ｃ及 ＳＫＰ２Ｎ，经过 ＢＬＡＳＴ数据库分
析未发现同源序列。其中每条序列包括：两端酶

切位点序列，两条反向互补排列的 １９ｎｔＳＫＰ２特异
序列，中间加上 ｌｏｏｐ环 ９个核苷酸序列以及作为
终止信号的 ６个胸腺嘧啶核苷。序列如下。

ＳＫＰ２ Ａ 核 苷 酸 序 列：５′ｇａｔｃｃｇＧＧＧＡＧＴＧＡ
ＣＡＡＡＧＡＣＴＴＴＧｔｔｃａａｇａｇａＣＡＡＡＧＴＣＴＴＴＧＴＣＡＣＴＣＣＣ
ｃｔｔｔｔｇ３′； ３′ｇｃＣＣＣＴＣＡＣＴＧＴＴＴＣＴＧＡＡＡＣａａｇｔｔｃｔｃｔ
ＧＴＴＴＣＡＧＡＡＡＣＡＧＴＧＡＧＧＧｇａａａａａｃｔｔａａ５′针对２２０～
２３８ｂｐ位置。ＳＫＰ２Ｂ核苷酸序列：５′ｇａｔｃｃｇＧＡＧ
ＧＡＧＣＣＣＧＡＣＡＧＴＧＡＧＡｔｔｃａａｇａｇａＴＣＴＣＡＣＴＧＴＣＧＧＧＣＴ
ＣＣＴＣｃｔｔｔｔｇ３′；３′ｇｃＣＴＣＣＴＣＧＧＧＣＴＧＴＣＡＣＴＣＴａａｇｔｔｃｔｃ
ｔＡＧＡＧＴＧＡＣＡＧＣＣＣＧＡＧＧＡＧｇａａａａａｃｔｔａａ５′针对 １３０

～１４８ｂｐ位置。ＳＫＰ２Ｃ核苷酸序列：５′ｇａｔｃｃ
ｇＡＴＣＧＡＧＡＧＡＡＣＴＴＴＣＣＡＧＧｔｔｃａａｇａｇａＣＣＴＧＧＡＡＡＧＴ
ＴＣＴＣＴＣＧＡＴｃｔｔｔｔｇ３′；３′ｇｃＴＡＧＣＴＣＴＣＴＴＴＧＡＡＡＧＧＴＣ
ＣａａｇｔｔｃｔｃｔＧＧＡＣＣＴＴＴＣＡＡＧＡＧＡＧＣＴＡｇａａａａａｃｔｔａａ５′针对
２６３～２８１ｂｐ位置。ＳＫＰ２Ｎ核苷酸序列：５′ｇａｔｃｃｇＧＧＴ
ＴＡＡＣＧＴＧＡＡＧＡＣＧＴＧＡｔｔｃａａｇａｇａＴＣＡＣＧＴＣＴＴＣＡＣＧＴ
ＴＡＡＣＣｃｔｔｔｔｇ３′； ３′ｇｃＣＣＡＡＴＴＧＣＡＣＴＴＣＴＧＣＡＣＴａａｇｔ
ｔｃｔｃｔＡＧＴＧＣＡＧＡＡＧＴＧＣＡＡＴＴＧＧｇａａａａａｃｔｔａａ５′。
１．３　质粒表达载体的构建

首先将合成的两条寡核苷酸等量混合，使体

系在 ９４℃变性 ３ｍｉｎ后，将退火产物（双链寡核苷
酸）与线性化的 ｐＳＩＲＥＮＲｅｔｒｏＱ质粒载体连接；各
取 ５μＬ连接产物转化感受态细胞 Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α，
涂布于含氨苄青霉素的琼脂平板上，３７℃恒温培
养过夜。从每个培养皿上各挑取 ３个单菌落接种
于 ３ｍＬ含氨苄青霉素抗性的 ＬＢ培养液中，３７℃
恒温摇床培养过夜。用试剂盒小量提取质粒，并

做 ＢａｍＨＩ和 ＥｃｏＲＩ酶切鉴定。根据引物设计原
则，设计合成引物，进行菌落多聚酶链反应（ＰＣＲ）
扩增，鉴定阳性克隆。引物设计序列：ｐＳＩＲＥＮＦ１
为 ５′ＴＧＧＡＴＧＴＧＧＡＡＴＧＴＧＴＧＣＧＡ３′；ｐＳＩＲＥＮＲ１
为 ５′ＴＴＴＧＴＡＣＡＣＣＣＴＡＡＧＣＣＴＣＣ３′。电泳图片见
图 １－２。对于 ＰＣＲ鉴定阳性的克隆再进行测序
鉴定，最后大量制备测序鉴定构建正确的重组

质粒。
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图１　菌落ＰＣＲ扩增产物电泳图　Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；
１～８：随机选取菌落ＰＣＲ扩增产物

图２　菌落ＰＣＲ扩增产物电泳图　Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；
１～８：随机选取菌落ＰＣＲ扩增产物

１．４　阳性克隆鉴定
用限制性内切酶 ＢａｍＨＩ和 ＥｃｏＲＩ对重组质

粒进行双酶切及 ＢａｍＨＩ单酶切鉴定，电泳观察插
入子及载体片段的相对分子质量；同时进行测序

鉴定。

２　结　果

２．１　ＳＫＰ２ｓｈＲＮＡ质粒载体的构建、电泳结果
提取 的 质 粒 ＳＫＰ２Ａ，ＳＫＰ２Ｂ，ＳＫＰ２Ｃ及

ＳＫＰ２Ｎ经 １．５％琼脂糖凝胶电泳，可见到一条
明确的 ６．４ｋｂ条带，且亮度较高（图 ３），证明构
建的核苷酸序列成功克隆入载体中。

２．２　酶切鉴定
ｐＳＩＲＥＮＳＫＰ２Ａ， ｐＳＩＲＥＮＳＫＰ２Ｂ， ＳＩＲＥＮ

ＳＫＰ２Ｃ及 ｐＳＩＲＥＮＳＫＰ２Ｎ 质 粒 经 ＢａｍＨ Ｉ和
ＥｃｏＲＩ双酶切，１．５％琼脂糖凝胶电泳，紫外灯观
察被切下的辅助序列大约有 １００ｂｐ（图 ３）。证
明该逆转录病毒载体已被 ＢａｍＨＩ和 ＥｃｏＲＩ线性
化，克隆的 ＤＮＡ序列正确。ｐＳＩＲＥＮＳＫＰ２Ａ，ｐＳＩ
ＲＥＮＳＫＰ２Ｂ，ｐＳＩＲＥＮＳＫＰ２Ｃ及 ｐＳＩＲＥＮＳＫＰ２Ｎ
质粒经 ＢａｍＨＩ单酶切，１％琼脂糖凝胶电泳，紫
外灯观察被切下的片断大约 ６．５ｋｂ（图 ４）。

１５２
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图３　质粒ＤＮＡＢａｍＨＩ／ＥｃｏＲＩ双酶切鉴定凝胶电泳图　
１：ＳＫＰ２Ａ；２：ＳＫＰ２Ｂ；３：ＳＫＰ２Ｃ；４：ＳＫＰ２Ｎ；Ｍ１：ＤＮＡ
ＭａｒｋｅｒＤＬ（５００～１２０００）；Ｍ２：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００

图４　质粒ＤＮＡＢａｍＨＩ单酶切鉴定凝胶电泳图　Ｍ：λＨｉｎｄ

ⅢＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１：ＳＫＰ２Ａ质粒对照；２：ＳＫＰ２Ａ质粒
ＢａｍＨＩ单酶切；３：ＳＫＰ２Ｂ质粒 ＢａｍＨ Ｉ单酶切；
４：ＳＫＰ２Ｃ质粒ＢａｍＨＩ单酶切；５：ＳＫＰ２Ｎ质粒ＢａｍＨＩ单
酶切

２．３　测序鉴定
经 Ｔａｋａｒａ生物公司测序，进一步证实重组质

粒载体序列正确。

３　讨　论

ＲＮＡ干扰现象是生物在进化过程中一种保守
的抵御转基因或外来病毒侵犯的防御机制。它

以一个特异的 ｍＲＮＡ降解为目标，不影响非同源
ｍＲＮＡ的稳定性，是 ｍＲＮＡ水平上令特定基因沉
默的一种细胞通路。通过诱导序列特异性的 ｍＲ
ＮＡ降解，而产生相应的功能表型缺失，这一过程
属于转录后基因沉默机制范畴。ＲＮＡ干扰能高
效特异地干涉目标靶基因的表达，可作为一种简

单有效的代替基因敲除的工具。

ＲＮＡ干扰中通常有化学合成、体外转录、核酸
内切酶消化长链 ＲＮＡ及 ｓｉＲＮＡ表达框架的 ＰＣＲ产
物及载体介导等 ５种方式用于产生 ｓｉＲＮＡ。采用
载体介导的方式在体内表达 ｓｈＲＮＡ的干扰原理是
首先化学合成一段编码 ｓｉＲＮＡ正义和反义链模板，
正义与反义序列之间由一段 ｌｏｏｐ序列隔开，插入
载体启动子下游，然后转入细胞，ｌｏｏｐ序列可使转
录出的 ＲＮＡ链折叠成具发卡结构的小 ＲＮＡ分子，
这些 小 ＲＮＡ可 被 细 胞 内 的 Ｄｉｃｅｒ酶 切 割 为 长
２１～２５ｎｔ的 ｓｉＲＮＡ，引起特定的基因沉默。载体在
细胞内通过转录持续产生 ｓｉＲＮＡ，可延长 ｓｉＲＮＡ作
用时间并提高干扰效率。该法与化学合成法相比

可以大幅度降低合成成本［４－５］。

１９９５年 Ｄｅｍｅｔｒｉｃｋ等［６］发现两种蛋白能与 Ｓ
期激酶 ｃｙｃｌｉｎＡＣＤＫ２相互作用，分别命名为 ＳＫＰ１
和 ＳＫＰ２。ＳＫＰ２基因定位于人 ５号染色体短臂上
（５ｐ１３），分子质量约 ４５ｋＤ。ＳＫＰ２由 Ｆｂｏｘ序

列、“Ｌｉｎｋｅｒ”序列、蛋白 －蛋白相互作用模块如亮
氨酸重复序列结构域（ｌｅｕｃｉｎｅｒｉｃｈｒｅｐｅａｔ，ＬＲＲ）依
次连接构成。目前认为，肿瘤发生的共同特征是

细胞周期调控机制的紊乱导致细胞的失控性生

长，而 ＳＫＰ２能够降解某些调控细胞周期的周期
蛋白依赖性激酶抑制因子（ＣＫＩ），其在肿瘤治疗
中的作用日益受到重视。

本实验针对 ＳＫＰ２基因编码区的不同部位设
计了 ３条 ｓｈＲＮＡ序列，并且克隆到载体中，成功
构建了 ＳＫＰ２ｓｈＲＮＡ真核表达载体。此结果为今
后进一步对 ＳＫＰ２基因的肿瘤靶向治疗研究奠定
了基础。
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